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1. UVOD

Enzimi su funkcionalni proteini ili nukleinske kiseline (ribozimi), takoder poznati kao
biokatalizatori koji snizavaju energiju aktivacije biokemijskih reakcija te se one odvijaju
brzinama koje su prikladne za normalno funkcioniranje, rast, proliferaciju svih zivih stanica,
ukljucujuéi jednostaniéne i viSestani¢ne organizme(Meghwanshi i sur., 2020). Sadrze nekoliko
izvanrednih znacajki kao veliki kataliticki potencijal, specificnost za supstrat te Siroki pH 1
temperaturni optimum. Funkcionalni enzimi mogu se izolirati iz biljaka, Zzivotinja ili
mikroorganizama. Enzimi izvorno izolirani iz mikroba nude razli¢ite prednosti, ukljucujuci
jednostavnost izolacije, visoku konzistenciju, vece prinose, ekonomsku izvedivost, stabilnost i
izravnu proizvodnju putem tehnologije rekombinantne DNA koriste¢i mikrobe kao stanice
domacina i radne mikroorganizme. Prednost koja se pripisuje proizvodnji mikrobnih enzima je
visok prinos na jeftinom mediju u kratkom vremenskom razdoblju. Osim toga, nekoliko
pristupa poput fuzijskih proteina, PEGilacije, tockastih mutacija, inkapsulacija nanonosa¢ima
i druge metode geneticke manipulacije mogu se dalje koristiti za poboljSanje uc¢inkovitosti i
dobivanje neprekinute standardne linije enzima. Zbog navedenih izvanrednih svojstava, enzimi
pronalaze razliite klini¢cke primjene. Sve se viSe koriste za lijeCenje Sirokog spektra bolesti,
primjenjujuci se samostalno ili u kombinaciji s drugim lijekovima. Identifikacija i razvoj
terapijskih agenasa za suzbijanje bolesti desetlje¢ima primarni je fokus istrazivanja. Posljedn;i
napreci na podrucju  biotehnologije  proSirili su  perspektivu  enzima  kao
biofarmaceutika(Vachher i1 sur., 2021). Glavni predstavnici ukljuuju proteaze, esteraze i
nukleaze. Klini¢ka uc¢inkovitost ovih enzima obi¢no prednjaci zbog poboljSane kataliticke
aktivnosti 1 farmakokinetike, kao 1 smanjene imunogenost. Prepoznajuc¢i ogroman potencijal i
vrijednost ovih biomakromolekula, naporni znanstvenika i1 inZenjera da iskoriste izvanredne
uc¢inke za proizvodnju medicinskih, industrijskih 1 proizvoda datiraju viSe od sto
godina(Alcalde, 2017). Cilj ovog zavr$nog rada bio je dati pregled terapijskih enzima s obzirom

na tip bolesti koje lijece.



2. Enzimi za lijecenje kardiovaskularnih bolesti

Fibrin je glavni protein koji nastaje tijekom zacjeljenja rana i krajnji je proizvod kaskade
zgruSavanja krvi. SprjeCava gubitak krvi tijekom ozljeda. Enzim poput plazmina izravno
razgraduje fibrin. Za normalno funkcioniranje sustava potrebna je ravnoteza izmedu stvaranja
i uklanjanja fibrina. Medutim, kada se ravnoteza pomakne prema nepravilnom nakupljanju
fibrina, javljaju se tromboliticke bolesti kao Sto su akutni infarkt miokarda i mozdani udar.
Prema Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji, 31 % smrtnosti u cijelom svijetu u 2012. bilo je
uzrokovano kardiovaskularnim bolestima(Sugathan i sur., 2017). Mikrobni fibrinoliti¢ki
enzimi su proteaze, koje pokazuju sposobnost uinkovite razgradnje krvnih ugrusaka bez
nuspojava, obnavljaju¢i normalan protok krvi u krvnim zilama (Vachher i sur., 2021). Na
temelju mehanizma djelovanja dijele se na dvije vrste, tj. aktivatori plazminogena (npr. tkivni
tip aktivator plazminogena (tPA) i urokinaza) i enzimi sli¢ni plazminu (npr. nattokinaza i
lumbrokinaza). lako ovi enzimi mogu ucinkovito razgraditi krvne ugruske, oni imaju razli¢ite

mehanizme kao i selektivnost za fibrinske ugruske (Sugathan i sur., 2017).

2.1. TKivni aktivator plazminogena

Aktivator tkivnog plazminogena (tPA, EC 3.4.21.68) serinska je proteaze koja pretvara
plazminogen u plazmin i tako pomaze u razgradnji ugruSka. Tkivni aktivator plazminogena
sastoji se od 527 aminokiselina s molekulskom masom od 70 kDa. Obi¢no se nalaze u
endotelnim stanicama 1 pomaze u obnavljanju protoka krvi nakon formiranja tromba. Zbog
svoje sposobnosti razgradnje krvnih ugrusaka, koristi se kao tromboliticki lijek za lijecenje
miokarda, cerebrovaskularnog trombotickog moZzdanog udara i plu¢ne embolije. U odredenim
fizioloskim uvjetima do fibrinolize moZda nece do¢i jer su aktivatori plazminogena kao i
plazmin inhibirani cirkulirajué¢im inhibitorima aktivatora plazminogena i inhibitorima a2
plazmina. Medutim, terapijska primjena enzima aktivatora plazminogena moze prevladati
ucinak, S§to dovodi do trombolize. Slobodni tPA je bio u stanju lizirati pluéne ugruske koji su
se zadrzali prije primjene, ali ne i one koji su zaostali nakon injekcije. Eritrocitno konjugirani-
tPA, medutim, bio je selektivniji u liziranju po€etnog naspram ve¢ postojeg plu¢nog embolija
1 arterijskog ugruska Sto je ucinak koji je najvjerojatnije rezultat ogranicavanja difuzije tPA u

fibrin (Bax, 2020). Na slici 1 prikazana je struktura plazminogena (Sugathan i sur., 2017).
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Mikroorganizam poput E. coli najcesce se koristi za proizvodnju rekombinantnog tPA ili rtPA,
zbog brzog rasta te jednostavne genetske manipulacije i dostupnosti raznih sojeva (Vachher i
sur., 2021). Rekombinantni tkivni aktivatori plazminogena (rtPA) dostupni su za terapijsku

upotrebu pod nazivom lijekova alteplaza, reteplaza i1 tenekteplaza (Sugathan i sur., 2017).

Slika 1. Kristalna struktura aktivatora plazminogena tkivnog tipa u kompleksu s inhibitorom
aktivatora plazminogena-1. Aktivator plazminogena tkivnog tipa prikazan je zelenom bojom,

a inhibitor aktivatora plazminogena-1 plavom bojom (Sugathan i sur., 2017)

2.2, Urinokinaza plazminogen aktivator

Iz urina je izoliran enzim urinokinaza (UK, EC 3.4.21.31) molekularne tezine 54 kDa koja
pretvara plazminogen u plazmin dok se nalazi unutar tromba i tako ga ¢ini zaSti¢enim od
cirkuliraju¢ih antiplazmina. Urinokinaza je serinska proteaza i heterodimer s polipeptidnim
lancima od 20 kDa i 34 kDa. Na slici 2 prikazana je struktura urinokinaze. Urinokinaza moze
razbiti krvne ugruske jer njegova proteoliti¢ka aktivnost cijepa zimogen plazminogen u aktivni
plazmin serin proteaze. Aktivni plazmin zatim cijepa fibrin, vlaknasti protein koji je klju€an za
stvaranje krvnih ugrusaka, na kraju otapajuc¢i ugrusak. Izlucuje se kao prekursorska molekula

prourinokinaze, koja je jednolanc¢ana i moZe se aktivirati u dvolancanu urinokinazu pomocu



plazmina ili kalikreina. Prourinokinaza (pro-UK) je u¢inkovita oko 24 sata nakon primjene,
dok se urinokinaza inaktivira unutar nekoliko sati. Nakon intravenske primjene, prourinokinaza
postize potpunu fibrinolizu unutar 1,5 h dok urinokinazi treba 3 h za lizu. Prourinokinaza (pro-
UK) ima prednost u odnosu na urinokinazu zbog svoje poboljSane selektivnosti prema fibrinu
1 boljeg poluzivota u odnosu na potonju (Zamarron i sur., 1984). Rekombinantna

prourinokinaza moze se proizvesti u E. coli ili u stanicama sisavaca (Sugathan 1 sur., 2017).

Slika 2. Kristalna struktura urokinaze aktivator plazminogena (Sugathan i sur., 2017)

2.3. Streptokinaza

Streptokinaza (SK, EC 3.4.99.0) je mikrobni aktivator plazminogena kojeg proizvode razli€iti
sojevi B-hemolitickih streptokoka. To je jednolancani polipeptid molekulske mase 47 kDa.
Protein streptokinaza veZe se na plazminogen 1 pretvara ga u fibrinoliti¢ki plazmin (Sugathan
i sur., 2017). Streptokinaza je sposobna razgraditi krvne ugruske tako da se mogu ukloniti s
mjesta rane, gdje je krvni ugrusak prvobitno nastao (Meghwanshi i sur., 2020). Streptokinaza
ima bolji poluzivot od 18 min u usporedbi s tkivnim aktivatorom plazminogena (tPA).
Streptokinaza izaziva antigene reakcije kao $to su hipotenzija i anafilakticke reakcije (Sugathan

i sur., 2017). Mikroorganizam poput E. coli najcesce se koristi za proizvodnju rekombinantnog
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tPA ili rtPA, zbog svog brzog rasta, lako¢e genetske manipulacije i dostupnosti mnogih sojeva
i vektora domacina. Pichia pastoris, metilotrofni kvasac, takoder se smatra odgovaraju¢om
alternativom za eukariotske i prokariotske ekspresijske sustave za proizvodnju rtPA. tPA je bio
prvi sintetski lijek proizveden u stani¢nim linijjama jajnika kineskog hr¢ka (CHO) za

farmaceutsku upotrebu (Vachher i sur., 2021).

2.4. Aureolizin

Aureolizin (EC 3.4.24.29; nekadasnji naziv stafilokinaza, SAK, EC 3.4.99.22) je izvanstani¢ni
protein koji lu¢i veéina sojeva Staphylococcus aureus. To je aktivator tkivnog plazminogena
(tPA) 1 tvori kompleks s plazminogenom kako bi tvorio plazmin. SAK je monomer od 136
aminokiselina bez disulfidnih mostova. Struktura je prikazana na slici 3. Rekombinantna
stafilokinaza pokazala je vecu fibrinoliticku aktivnost od fibrinoliticke aktivnosti u usporedbi
sa streptokinazom, a popularno je poznat kao stafilokokni fibriolizin ili Miillerov faktor.
Prirodna stafilokinaza koju proizvodi Staphylococcus aureus pokazuje visoku imunogenost i
nize prinose (Vachher i1 sur., 2021). Kako bi se prevladala ova ograniCenja, proizvode se
rekombinantne stafilokinaze s ve¢im prinosima, pojacanom fibrinoliti€kom aktivno$¢u i nizom
imunogenoscu. Koriste¢i tehnologiju rekombinantne DNA 1 proteinski inzenjering, razvijen je
niz ekspresijskih sustava za proizvodnju konstruiranih rekombinantnih molekula stafilokinaze,
koje pokazuju pojacanu fibrinoliticku aktivnost i smanjenu antigenost. Klinic¢ka ispitivanja u
pilot mjerilu pokazala su potencijal stafilokinaze kao fibrinolitickog enzima. Sli¢na je
streptokinazi po svojoj trombolitickoj aktivnosti. Poput streptokinaze, stafilokinaza tvori
stehiometrijski kompleks 1:1 zajedno s plazminom ili plazminogenom kako bi stimulirala
druge molekule plazminogena, §to kona¢no dovodi do razgradnje krvnih ugrusaka (Sugathan i

sur., 2017).



Slika 3. Kristalografska struktura stafilokinaze odredena pod 1.8 A (Sugathan i sur., 2017)

2.5. Nattokinaza

Nattokinaza (poznata i pod nazivom subtilisin NAT, EC 3.4. 21.62) je polipeptidni lanac od
275 aminokiselina, veli¢ine je 27,7 kDa. Optimalni pH kreée se od 6 do 12, a aktivnost opada
na temperaturi iznad 60 °C. Nattokinaza je treca generacija fibrinolitickih enzima ekstrahirana
1 prociS¢ena iz japanskog fermentiranog prehrambenog proizvoda od soje, nazvanog natto, koji
ukljucuje bakteriju Bacillus natto. Natokinaza je serinska proteaza koja pripada obitelji
subtilizina i nije kinaza, unato¢ svom nazivu. Kada je u kontaktu s krvlju ili krvnim ugruscima,
pokazuje snazno fibrinolitiCko djelovanje i pokazalo se da inaktivira inhibitor aktivatora
plazminogena-I. Nattokinaza koja pokazuje maksimalnu stabilnost, ekonomsku izvedivost i

ucinkovitu fibrinoliti¢ku aktivnost i dalje se dobiva iz B. subtilis (Vachher i sur., 2021).

3. Enzimi za lijeenje tumora

Mikrobni enzimi nalaze razli¢ite primjene kao antikancerogeni lijekovi. Na globalnoj razini,

rak se pojavio kao jedan od glavnih uzroka mortaliteta i morbiditeta. Nekontrolirano Sirenje 1
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brz rast je obiljezje stanica raka (Vachher i sur., 2021). Metoda deprivacije aminokiselinama
tehnika je koja se koristi u terapiji protiv raka gdje se postize iscrpljivanje, a time i indukcija
gladovanja aminokiselinama u tumorskim stanicama koje su auksotrofne za odredene
aminokiseline (Sugathan i sur., 2017). Nadalje, tumorske stanice postaju ovisne o normalnim
stanicama za opskrbu nekim hranjivim tvarima, dok naprotiv, normalne stanice pokazuju
smanjene potrebe za aminokiselinama. Ova razlika u zahtjevima za aminokiselinama dovodi
do metabolicke osjetljivosti stanica raka §to daje razlog za terapiju iscrpljivanja aminokiselina.
Enzimska terapija predlijekom koristi enzime konjugirane s protutijelima, pretvarajuci

predlijek u citotoksicni lijek te na taj nacin unistava tumorske stanice (Vachher 1 sur., 2021).

3.1. L-asparginaza

L-asparaginaza (ASNase, EC 3.5.1.1) je jedno od najjacih terapijskih sredstava protiv akutne
limfoblasti¢ne leukemije. Slika 4 prikazuje strukturu L-asparginaze (Sugathan 1 sur., 2017).
Enzim katalizira hidrolizu L-asparagina u aspartat i amonijak. Smanjenje limfoma opazeno je
pri primjeni seruma zamorca kod miSeva, a kasnije je otkriveno da je to zbog L-asparaginaze
(Sugathan 1 sur., 2017). Asparagin je neesencijalna aminokiselina koja igra vaznu ulogu u
biosintezi proteina i glikoproteina, regulaciji ekspresije gena i funkcioniranju imunoloskog i
ziv€anog sustava. Normalne stanice sintetiziraju asparagin endogeno pomocu enzima
asparagin sintetaze. Neke stanice raka, poput leukemijskih stanica, nemaju ili eksprimiraju vrlo
niske razine asparagin sintetaze i ovise o egzogenoj opskrbi (Vachher 1 sur., 2021). Pocetkom
1970-ih, l-asparaginaza dobivena iz E. coli i Erwinia Chrysantheme uvedene su u
kemoterapijski protokol za lijeCenje akutne limfoblastiéne leukemije. Medutim, njihova
uporaba bila je povezana s toksi¢noScu jetre 1 gusterace. Takoder je uo¢ena visoka imunogenost
koja se ocituje kao reakcije preosjetljivosti 1/ili neutralizacije aktivnosti asparaginaze. Enzimi
su imali kratko vrijeme poluZivota, u rasponu od 8 do 30 sati, Sto zahtijeva Ceste infuzije (Bax,
2020). Pegilirana l-asparaginaza E. coli razvijena je kako bi se prevladala ova ograni¢enja,
medutim ovi pripravak povezan je s hepatotoksi¢noS¢u, pankreatitisom 1 trombozom.
Asparginaza iscrpljuje tumorske stanice asparaginom, $to dovodi do inhibicije mete rapamicina
kod sisavaca (mTOR) §to rezultira inhibicijom njegovih downstream puteva kao Sto su protein
serin treonin kinaza (p70s6k) i 4E-vezujuci protein-1 (4E-BP1), koji dodatno potiskuju

translaciju, Sto dovodi do apoptoze tumorskih stanica (Vachher i sur., 2021).



Asparaginaza iz bakterije Erwinia chrysanthemi (RylazeTM - rekombinantna-rywn), odobrena
od US FDA 30. lipnja 2021., koristi se za odrasle i pedijatrijske pacijente koji su alergi¢ni na
asparaginazu dobivenu iz E. coli, za lijeCenje akutne limfoblastne leukemije i limfoblastnog

limfoma (US FDA, 2021).

Slika 4. Kristalna struktura homotetramerne L-asparginaze iz Erwinia chrysanthemi (pdb id:

10J7) (Sugathan i sur., 2017)

3.2. Arginin deaminaza

Arginin deiminaza (ADI, EC 3.5.3.6) je enzim koji katalizira hidroliza L-arginina u citrulin i
amonijak. Slika 5 prikazuje strukturu arginin deaminaze (Sugathan i sur., 2017). Arginin je
poluesencijalna aminokiselina koja igra vaznu ulogu u brojnim biosintetskim putevima za
dusikov oksid, proteine, poliamine, nukleotide, prolin i glutamat (Delage i sur., 2010). L-
arginin se kod ljudi sintetizira pomoc¢u enzima arginosukcinat sintetaze (ASS) 1 arginosukcinat
liaze (ASL). Prvo, ASS katalizira pretvorbu citrulina i aspartata u argininosukcinat, zatim ASL
katalizira sintezu L-arginina i1 fumarata iz argininosukcinata. Razli¢iti karcinomi poput
hepatocelularnog karcinoma i melanoma pokazuju auksotrofiju arginina, zbog nedostatka ili
smanjene ekspresije ASS(Vachher 1 sur., 2021). ADI se moze koristiti kao antikancerogeno

terapijsko sredstvo jer moze degradirati egzogenu opskrbu argininom tumorskim stanicama.

8



Normalne stanice mogu izbjec¢i ovaj mehanizam jer mogu endogeno sintetizirati arginin. Sam
ADI je antigen i enzim ADI se moze modificirati pri¢vr§¢ivanjem polietilen glikola (PEG)
(ADI-PEG 20) kako bi se smanjila antigenost i poboljsao poluzivot. Utvrdeno je da je ADI-
PEG20 ucinkovit za hepatocelularni karcinom, maligni melanom 1 stanicu raka gusterace

(Sugathan i sur., 2017).

Slika 5. Kristalografska struktura homodimera arginin deaminaze iz Mycoplasma arginini

(pdb id: 1LXY) (Sugathan i sur., 2017)

3.3. Metionaza

Metioninaza ili metionin gama liaza (METase, EC 4.4.1.11), pripada obitelji enzima ovisnih o
piridoksal L-fosfatu (PLP) te katalizira alfa, gama eliminaciju L-metionina, pretvarajuéi ga u
alfa-ketobutirat, metanetiol i amonijak. L-metionin je esencijalna aminokiselina koja sadrzi
sumpor. Osim za sintezu proteina, metionin djeluje kao prekursor za glutation, poliamine i1 S-
adenozil metionin (SAM). Glutation igra vaznu ulogu u stani¢nim antioksidativnim
mehanizmima, dok su poliamini neophodni za biosintezu nukleotida i diobu stanica. SAM je
potreban za metilaciju DNA, RNA i proteina. Ovisnost tumorskih stanica o metioninu moze
biti posljedica smanjene metilacije histona, antioksidativnih mehanizama i promijenjenih
epigenetskih modifikacija tumorskih stanica. Enzimsko uklanjanje metionina kod razli¢itih
karcinoma poput primarnog duktalnog karcinoma, melanoma, glioma, osteosarkoma, malog

karcinoma pluca i glioblastoma uoceno je da uzrokuje zaustavljanje stanicnog ciklusa u kasnoj



S/G2 fazi. Metioninaza je prisutna u Eubacteria poput Aeromonas sp., Clostridium sporogenes,
Pseudomonas putida, Brevibacterium linens, kao i kod Archaebacteria, gljiva, protista i biljaka.
Dugo je vremena bila izolirana samo iz Clostridium sporogenes. Trenutno se koristi
rekombinantna metioninaza (rMETaza) iz Pseudomonas putida (Pp-MGL) koja ima povoljna
kineticka svojstva 1 izrazito je stabilna. rMETase je pokazala obecavajuce rezultate u
kombiniranim terapijama protiv stanica raka, gdje se koristi s 5-fluorouracilom (5-FU)
(Vachher i sur.,, 2021). Primjena metionin-y-liaze iz Pseudomonas putida inkapsulirane
eritrocitima u miSevima koji imaju izazvan humani adenokarcinom i glioblastom, bila je
ucinkovita u osiguravanju trajnog i znacajnog smanjenja metionina u plazmi iz vivo i smanjenju

rasta tumora (Bax, 2020).

34. Ribonukleaze i ostali antitumorski enzimi

Ribonukleaze (RNaze) se istraZzuju kao antikancerogena sredstva viSe od 60 godina. Smatra se
da su razlike u povrSinskim strukturama izmedu normalnih i malignih stanica odgovorne za
selektivni unos egzogenih RNaza i posljedi¢no ometanje metabolizma RNA. Citotoksi¢na
svojstva enzima se postizu brzom razgradnjom RNA u ciljanim stanicama, zaustavljanjem
progresije stani¢nog ciklusa i dovodeci do apoptoze. Do danas, terapija RNase koja je najdalje
napredovala u klinickim ispitivanjima je ranpirnaza (Onkonaza), nemodificirani enzim iz
superobitelji RNase A izolirane iz Zabe Rana pipiens. Ranpirnaza je pokazala obecavajuce
rezultate kada se koristila za lije¢enje malignog mezotelioma u ispitivanjima faze II, ali kasnije
nije uspjela u naprednim testovima. Ipak, trenutno je jo§ pod klini¢kim ispitivanjem kao
moguéi antivirusni lijek za lije¢enje humanog papiloma virusa (Sugathan i sur., 2017). Sto se
tiCe ostalih antitumorskih enzima, vrijedno je spomenuti lizin oksidazu, L-glutaminazu i
fenilalanin amonija¢nu liazu. Lizin oksidaza (LO, EC 1.4.3.14) katalizira oksidativnu
deaminaciju L-lizina i1 pretvara ga u a-keto-E-aminokaproi¢nu kiselinu, amonijak i vodikov
peroksid. Lizin je esencijalna aminokiselina 1 igra ulogu vaznu ulogu u metilaciji, acetilaciji,
glikozilaciji, ubikvitinaciji 1 biosintezi kolagena. Njegov antikancerogeni potencijal prvi put je
uocen kod gljivica, Trichoderma viride, a kasnije kod Trichoderma harzianum Rifai. Lizin
oksidaza daje obecavajuce rezultate u inhibiciji mnogih razli¢itih tumora. L-glutaminaza ili L-
glutamin amido hidrolaza (EC 3.5.1.2) hidrolizira L-glutamin u glutamat i amonijak. Glutamin

je neesencijalna aminokiselina 1 igra vaznu ulogu u biosintezi DNK 1 proteina. Djeluje kao
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primarni izvor amonijaka 1 igra bitnu ulogu u odrzavanju kiselinsko-bazne ravnoteZze tjelesnih

teku¢ina. Poznato je da stanice raka imaju petnaest puta vecu potrebu za glutaminom u

usporedbi s normalnim stanicama te stoga ovise o vanjskoj opskrbi glutaminom jer im

nedostaje L-glutamin sintetaza. Fenilalanin amonijac¢na liaza (PAL, EC 4.3.1.24) pretvara

fenilalanin u trans-cimetnu kiselinu 1 amonijak. Fenilalanin je esencijalna aminokiselina i

djeluje kao prekursor tirozina, koji igra vaznu ulogu u biosintezi neurotransmitera kao $to su

dopamin,

epinefrin 1 norepinefrin. Pokazalo se da smanjenje fenilalanina djeluje

antikancerogeno. Uloga lizin oksidaze, fenilalanin amonijacne liaze 1 L-glutaminaze 1 dalje je

upitna 1 potrebne su daljna istrazivanja prije nego Sto se mogu koristiti u klinickim

ispitivanjima. U tablici 1 prikazani su svi najbitniji antitumorski enzimi.

Tablica 1. Mikrobni enzimi s antitumorskim potencijalom (Vachher i sur., 2021)

Enzim Klasa Mikroorganizam Mehanizam Ciljani tumor
producent djelovanja
Asparginaza Hidrolaza E.coli, Erwinia chrysanthemi Hidroliza L-aspargina ~ Akutna  limfoblastna
u amonijak i aspartat leukemija, limfom T
stanica,
karcinom jajnika,
limfosarkom
Arginin deaminaza Hidrolaza Mycoplasma arginini, Hidroliza L-arginina u Hepatocelularni
Mycoplasma homininis amonijak i citrulin karcinom,  melanom,
mezoteliom pleure,
Hodgkinov limfom, rak
prostate, bubrega, dojke
Metionaza Liaza Clostridium sporogenes, alfa, gama eliminaciju Melanom, Walker 256
Pseudomonas putida L-metionina karcinom, gliom,
karcinom bubrega,
prostate,  mokra¢nog
mjehura, debelog
crijeva
Lizin oksidaza Oksido-reduktaza Trichoderma viride Oksidativna Intrakranijalni  gliomi,
deaminacija L-lizina kolorektalni karcinom,
ljudi
ksenografti tumora
Glutaminaza Hidrolaza Bacillus cereus, Achromobacter Hidroliza L-glutamina Hela stanice, stanice
sp, Aeromonas veroni u glutamat i amonijak  hepatocelularnog
karcinoma
(HepG2), Akutna
limfocitna leukemija
Fenilalanin Liaza Rhodosporidium toruloides Transformacija L- Leukemija, kolorektalni
amonijacna liaza fenilalanina u karcinom

amonijak 1  trans-

cimetnu kiselinu
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4. Protuupalni enzimi

Upala je dominantni imunoloski odgovor koji nastaje zbog nagle promjene stanicne
homeostaze, Sto omogucava prezivljavanje tijekom infekcije, ozljede tkiva ili izloZenosti
kontaminantima. Tijekom akutnog upalnog odgovora, imunoloske stanice migriraju na mjesto
ozljede tkiva u odredenom slijedu, posredovani citokinima, kemokinima i proteinima akutne
faze. Poznato je da je kroni¢na upala ukljuena u brojne bolesti poput artritisa, astme,
ateroskleroze, autoimunih poremecaja, dijabetesa, raka i starenja. Tijekom godina, postojala su
brojna istrazivanja za osmiSljavanje strategija za kontrolu akutnih i1 kroni¢nih upalnih
odgovora. Nedavno su enzimski protuupalni lijekovi postali vrlo popularni u odnosu na
konvencionalne kemijske lijekove. Konvencionalni lijekovi koji se koriste za lijeCenje akutne
upale nazivaju se NSAID (nesteroidni protuupalni lijekovi) koji se koriste pojedinacno ili u
kombinaciji s drugim lijekovima. NSAID, medutim, imaju nekoliko ograni¢enja, kao Sto su
nuspojave. Kako bi se savladala takva ograni¢enja konvencionalnih lijekova, razvijeni su

protuupalni lijekovi usmjereni na enzime (Sugathan et al., 2017).

4.1. Serratiopeptidaza

Serrapeptizada je terapijski enzim sa Sirokim spektrom klinickih primjena. To je enzim koji
proizvodi bakterija Serratia E-15 izolirana iz crijeva svilene bube Bombyx mori. Takoder je
poznat kao serratiopeptidaza ili seralizin. To je proteaza koja pripada obitelji tripsina, a ima
molekularnu masu od oko 52 kDa. Ima cink u svojoj strukturi pa tako pripada i
metaloproteazama (Sugathan 1 sur., 2017). Na slici 6 prikazana je kristalna struktura
serratiopeptidaze iz Serratia sp. E-15 (Sugathan 1 sur., 2017). Kao potencijalno protuupalno
sredstvo, pokazuje iznimnu sposobnost razgradnje mrtvog 1 oSte¢enog tkiva bez oStecenja
zdravog tkiva. Cesto se propisuju u ortopediji, kirurgiji, ginekologiji, otorinolaringologiji i
stomatologiji zbog svog analgetskog, antiemetickog te protuupalnog djelovanja. Takoder je
ukljuCen u lijeCenje ateroskleroze jer posjeduje kazeinoliticka 1 fibrinoliticka svojstva.
Serratiopeptidaza moze djelovati na mnoge supstrate kao Sto su kazein, Zelatina, fibrin i
opcenito na peptide s vezama kao CysSO3H-Gly, Asn-Gln, Tyr-Tyr, Arg-Gly, Gly-Ala, His-
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Leu, Tyr-Leu, Ala-Leu, Phen-Tyr, Gly-Gly 1 Tyr-Thr. Serratiopeptidaza ima direktni utjecaj na
imunoloski sustav odnosno na pokretljivost stanica jer regrutira limfocite na mjestu upale.
Nedavno se pokazalo da serratiopeptidaza moze smanjiti propusnost kapilara koju izazivaju
bradikinin, histamin i serotonin te moze razgraditi abnormalne proteine i eksudate te olaksati
apsorpcija razgradenih produkata u krvi i limfi. Takoder pospjeSuje zacjeljivanje rana, a moze
obnoviti i popraviti upaljeno podrucje na kozi od traume do zdravog tkiva. Pokazalo se da se
serratiopeptidaza moze apsorbirati iz crijeva, vjerojatno endocitozom posredovanom
klatrinom. Kada se primjenjuje oralno, ostaje nepromijenjena tijekom apsorpcije. Prodire u sva
tkiva, postizu¢i vece koncentracije u upaljenim tkivima i dostizuci najvise razine za otprilike
sat vremena. Mnoga istrazivanja sugeriraju da ovaj enzim, sam ili u kombinaciji s drugim
lijekovima, ima pozitivan terapijski utjecaj kod ateroskleroze, amiloidoze, bronhitisa,
sinusitisa, reumatoidnog artritisa, sindroma karpalnog tunela i raznih drugih autoimunih
bolesti. Tijekom alergijskih reakcija pokazalo se da serratiopeptidaza smanjuje viskoznost i sloj
sluzi i eliminira je putem bronhopulmonalnih sekreta. Moze djelovati kao mukoliticki
ekspektorans, smanjujuéi viskoznost i poveéavaju¢i volumen sluzi kod bronhi-pulmonalnih
poremecéaja. Stovise, moze razgraditi ateroskleroti¢ne plakove, razgraditi i ukloniti naslage
kolesterola, fibrina i kalcija s unutarnje povrSine arterija. Takvi fibrinoliticki atributi
serratiopeptidaze dodatno pomazu u razrjedivanju krvi, a time i smanjenju rizika od mozdanog

udara i tromboflebitisa (Vachher i sur., 2021).

Slika 6. Kristalna struktura serapeptaze iz Serratia sp. E-15 (Sugathan i sur., 2017)
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4.2. Superoksid dismutaza

Superoksid dismutaza (SOD) je enzim koji se koristi za prevenciju toksicnosti kisika. Reaktivni
kisikovi spojevi (ROS) nastaju iz kisika Sto uzrokuje oksidativni stres i oStecenje stanica
(Sugathan 1 sur., 2017). To ukljucuje superoksidne anione, vodikov peroksid i hidroksilne
radikale. Oni djeluju kao posrednici oksidativnog stresa. Superoksid dismutaza (SOD) je
prisutna u gotovo svim stanicama te je jedna od najznacajnijih obrambenih sustava. SOD
pripada Sirokoj klasi metaloenzima. Razli¢iti oblici SOD-a nalaze se u prirodi i kategorizirani
su na temelju metalnih kofaktora, ukljucuju¢i SOD-ove nikla, mangana, Zeljeza i bakra/cinka.
Struktura se sastoji od osam beta-uzvojnica koje Cine beta-bacvu, koja s dvije povrsSinske petlje
¢vrsto drzi aktivno mjesto. Slika 7 prikazuje kristalografsku strukturu superoksid dismutaze
(Vachher 1 sur., 2021). Postoje dvije podjedinice koje su cvrsto povezane uglavnom
hidrofobnim 1 s nekoliko elektrostatskih interakcija. Enzim moZze pretvorit membranski
nepropusni superoksidni anion koji nastaje kao nusprodukt aerobnog metabolizma u
membranski difuzijski vodikov peroksid, koji se tako moze detoksificirati djelovanjem
katalaze i peroksidaze. SOD se koristi u terapiji kao snazan antioksidans i kao protuupalno
sredstvo. SOD ima ucinkovitost u lijecenju upalnih bolesti kao $to su reumatoidni artritis i
osteoartritis, a takoder je ucinkovit za uklanjanje nuspojava povezanih s kemoterapijom i

zracenjem (Vachher i sur., 2021).

Slika 7. Kristalografska struktura bizonove superokisid dismutaze (Vachher i sur., 2021)
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4.3. Kolagenaze

Kolagenaza je proteoliticki enzim koji razgraduje kolagen. To je proteinaza specificna za
kolagen koji ima trostruku spiralnu strukturu dok nijedna od ostalih proteinaza ne cijepa
kolagen (Sugathan i sur., 2017). Kolagenaza se veze za nekroti¢no tkivo na povrsini rane i
razgraduje kolagen te tako olakSava zacjeljenje rane. Ima tercijarnu strukturu u obliku sedla s
cinkom u aktivnom mjestu. Cinkova grupa je tetraedaralno koordinirana bo¢nim lancima dvaju
histidina, jednog glutamata i ostatka vode, pri ¢emu je molekula vode dalje vezana vodikovom
vezom na drugi glutamatni ostatak. Slika 8 prikazuje strukturu kolagenaze (Sugathan i sur.,
2017).Bakterijske kolagenaze su metaloproteaze koje sluze kao vazni ¢imbenici virulencije
zbog svoje sposobnosti razgradnje ekstracelularnih matriksa. Kolagenaza koju proizvodi
Clostridium histolyticum koristi se za uklanjanje oziljaka od opeklina kao zamjena za kirur§ko
uklanjanje mrtvog tkiva iz rane. Ovaj enzim selektivno i bezbolno razgraduje nekroti¢na mrtva
tkiva. Pomaze u zacjeljenju rana stvaranjem peptida dobivenih iz kolagena koji dovode do
pojacane makrofagne kemotaksije, povecanog lucenja citokina i tako poticu zacjeljenje rana.
Takoder je poznato da kolagenaza lije¢i Dupuytrenovu bolest (DD), fibroproliferativni
poremecaj, karakteriziran rastom i uzastopnim kontrakturama pojedina¢nih dijelova palmarne
aponeuroze, S§to dovodi do znacajnog ogranicenja funkcije Sake u uznapredovalim stadijima
bolesti. Dolazi do taloZenja kolagenom bogatih vrpci i progresivnog savijanja prstiju. To je
iscrpljuju¢a dozivotna bolest s promjenjivim tijekom 1 heterogenom klinickom slikom.
Injekcije kolagenaze iz Clostridium histolyticum su predlozene kao prva linija lijeCenja za

Dupuytrenove bolesti (Vachher i sur., 2021).
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Slika 8. Kristalografska struktura kolagenaze G iz Clostridium histolyticum (pdb id: 2Y50)
(Sugathan i sur., 2017)

5. Probavni enzimi

Probavni enzimi hidroliziraju sloZene ugljikohidrate, lipide 1 proteine u jednostavnije
komponente koje se lako apsorbiraju u tijelu. Malapsorpcija nastaje zbog odsutnosti odredenih
probavnih enzima, koji normalno probavljaju slozene prehrambene materijale u hranjive tvari
koje se mogu apsorbirati. Upotreba probavnih enzima kao suplemenata moze biti vrlo znacajna
u lijeCenju probavnih poremecaja, koje karakteriziraju probavne smetnje, $to dovodi do
nelagode, pothranjenosti i tezih komplikacija. Trenutno enzimi zivotinjskog podrijetla
predstavljaju standard u lijeCenju probavnih poremecaja, ali mikrobni enzimi imaju vece
obecanje u terapiji probavnim enzimima. Mikrobni enzimi nude prednosti kao $to su zahtjevi
za nizim ucinkovitim dozama, poboljSana specifi¢na aktivnost, otpornost na inaktivaciju
kiseline i1 proteoliticku probavu te aktivnost u Sirem rasponu pH od Zivotinjskih analoga
(Vachher i sur., 2021). Cesti su probavni poremec¢aji, poput malapsorpcije, netolerancije na

laktozu i celijakije (Sugathan 1 sur., 2017).

5.1. B-Galaktozidaza

Galaktozidaza (laktaza, EC 3.2.1.108) hidrolizira disaharidlaktoze u njene sastavne
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monosaharide, glukozu i galaktozu. Slika 9 prikazuje strukturu galaktozidaze (Sugathan 1 sur.,
2017). Netolerancija na laktozu je genetski poremecaj koji nastaje zbog nedostatka ovog
enzima, S$to dovodi do gastrointestinalnih simptoma. Ovaj enzim se Siroko koristi u
prehrambenoj industriji za proizvodnju hidroliziranih proizvoda laktoze za osobe s
intolerancijom na laktozu. To je jedan od najces¢ih gastrointestinalnih poremecaja. Eliminacija
mlijeka i mlijecnih proizvoda uobicajena je praksa za prevladavanje intolerancije na laktozu.
No laktoza je izvrstan izvor energije, a izbjegavanje mlijeCnih proizvoda dovodi do
pothranjenosti, posebice manjka kalcija 1 minerala. LijeCenje netolerancije na laktozu postize
se terapijom suplementacije enzima. Za to se koriste enzimi B-galaktozidaze dobiveni iz
razlicitih izvora. Izvori ukljucuju kvasce kao sto su Kluyveromyces fragilis i K. lactis, gljive
kao S$to su Aspergillus niger i A. oryzae te bakterije poput Bacillus coagulans. Drugi pristup
prevladavanju netolerancije na laktozu je suplementacija mlije¢nim proizvodima zajedno s
probioticima. U probioticima su prisutni neki od mikroorganizama koji proizvode -

galaktozidazu kao $to su Lactobacillus, Bifidobacterium, Streptococcus i Lactococcus.

Slika 9. Kristalografska struktura § galactosidase iz Aspergillus oryzae (pdb id: 41UG)
(Sugathan i sur., 2017)

5.2. Enzimi guSterace za malapsorpciju

Malapsorpcija je ¢esto uzrokovana egzokrinom insuficijencijom gusterace (EPI), Sto se odnosi
na nemogucnost ili nedovoljnu proizvodnju probavnih enzima gusterace. EPI se moze pojaviti

zbog razli€itih klinickih stanja kao §to su cisti¢na fibroza, kroni¢ni pankreatitis gusterace,
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operacija gusterace, itd. Enzimi guSterace obi¢no sadrze amilazu, lipazu i proteazu. Proteaza
razgraduje proteine u hrani do peptida; amilaza razgraduje ugljikohidrate osim celuloze u oligo
i disaharide; dok lipaza hidrolizira mast u masne kiseline i monogliceride. Nedostatak amilaze
1 proteaze gusSteraca obi¢no nadoknaduje amilazom iz enzima pljuvacke, pepsinom iz
zelucanog soka, peptidaze 1 saharidaze iz sluznice tankog crijeva i dr. Probava masti uglavnom
se postize pankreaticnom lipazom, a njezina insuficijencija predstavlja veliki zdrastvenu
zbrinutost zbog EPI. Gubitak tezine, steatoreja, bolovi u trbuhu, itd. su neki od simptoma
povezani s EPI. Osim toga, manjak vitamina topivih u mastima javlja se kod pacijenata s EPI.
Steatoreja se javlja kod insuficijencije gusSteraCe dok je koli¢ina pankreasne lipaze pala na
manje od 10 % normalnog lucenja. Jedna od najboljih nacina za prevladavanje malapsorpcije
zbog EPI je enzimska terapija ili nadomjesna terapija enzimima gusterace (PERT). Enzimi
guSterace dostupni su iz raznih izvora ukljuCujuéi Zzivotinjske, biljne 1 gljivicne izvore

(Sugathan i sur., 2017).

5.2.1. Amilaze

Amilaze kataliziraju razgradnju Skroba na maltotriozu, maltozu, glukozu i dekstrine. Nalaze se
u slini 1 pomazu u probavi hrane. Amilaze imaju Sirok spektar primjene u razliitim
industrijama poput prehrambene, alkoholne, tekstilne, industrije deterdZenta 1 papira. o-
amilaze (EC 3.2.1.1) iz Bacillus licheniformis, Bacillus stearothermophilus 1 Bacillus
amyloliquefaciens nalaze razli¢ite primjene u industriji hrane, fermentacije 1 papira. Amilaze
se Cesto koriste u prethodnoj obradi sto¢ne hrane jer poboljSavaju probavljivost vlakana. Tvrtka
Parke-Davis prva je upotrijebila ljekovita svojstva amilaze iz Aspergillus oryzae 1 oznacila je
kao Takadiastase. Takadiastase se koristi kao pomo¢ za probavu u lije€enju dispepsije koja

nastaje kao posljedica nepotpune razgradnje Skroba.

5.2.2. Lipaze

Lipaze (EC 3.1.1.3) su Siroka kategorija enzima koji pomazu u probavi masti. Egzokrina
insuficijencija gusterace koja se ocituje nedostatkom enzima gusterace rezultira smanjenom

probavom i malapsorpcijom svih makronutrijenata, pri ¢emu je nedostatak masti od najvece
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klinicke vaznosti. Lipaza je najmanje stabilna medu svim enzimima gusterace 1 ¢esto biva
uni$tena zeluCanom kiselinom. PokuSano je prevladati inaktivaciju enzima istodobnom

primjenom bikarbonata i antacida.

5.3. Glutenaze

Celijakija je netolerancija na protein gluten u hrani kod osoba s genskom predispozicijom. To
je autoimuna bolest koja je upalni odgovor na gluten Sto dovodi do ozljede sluznice tankog
crijeva i malapsorpcije hranjivih tvari. Gluten je dijetetski protein koji se nalazi u piru, pSenici,
jeému 1 razi, a bogat je glutaminom i prolinom. Jedina trenutno dostupna metoda za
prevladavanje celijakije jest dijeta bez glutena. No, obilje glutena u raznim dijetama ¢ini ga
iznimno teSkim za izbjegavanje. Prolil endopeptidaza (PEP, EC 3.4.21.24) hidrolizira unutarnje
ostatke prolina u peptidima. Ovaj enzim se preporucuje kao oralni enzimski dodatak za
celijakiju i za detoksikaciju glutena u hrani. Prolil oligopeptidaze izolirane iz Flavobacterium
mengiosepticum, Sphingomonas capsulate 1 Myxococcus xanthus sposobne su hidrolizirati
peptide prisutne u gastrointestinalnom traktu koji sadrze prolin, te su otporne na probavu
proteazom. Slika 10 prikazuje strukturu glutenaze G (Sugathan i sur., 2017). AN-PEP, prolil
endopeptidaza izolirana iz Aspergillus niger, sposoban je razgraditi gluten 1 srodne peptide u
samom Zelucu prije nego Sto stignu u tanko crijevo, budué¢i da je otporna na razgradnju

zelu€anih sokova u Zelucu (Sugathan i1 sur., 2017).

Slika 10. Kristalografska struktura glutenaze G iz Clostridium histolyticum (pdb id: 2Y50)
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6. Antimikrobni enzimi (enzibiotici)

Na globalnoj razini, u posljednjih nekoliko desetljeca, raSirena uporaba i zlouporaba antibiotika
dovela su do znacCajnog porasta antimikrobne rezistencije uocenih u mnogim patogenim
bakterijama kao S§to su Acinetobacter baumanii, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
pneumoniae, Streptococcus pneumoniae i1 Staphylococcus aureus. To je dodatno pogorsano
ograni¢enim brojem novih antibiotika, koji imaju nove mehanizme djelovanja, $to je klju¢no
za sadasnji scenarij povecanja rezistencije na antibiotike. Stoga postoji neposredna potreba za
razvojem novih antibakterijskih lijekova koji mogu eliminirati mikrobe rezistentne na lijekova.
Zanimljiva 1 obecavajuca klasa jedinstvenih antibakterijskih sredstava su enzibiotici.
Enzibiotici su novi istrazivacki pristup antibioticima koji koristi enzime u borbi protiv zaraznih
patogenih bakterija. Oni ukljucuju klasu enzima koji razgraduju stani¢ne stijenke bakterija koji
se sastoje od lizina, bakteriocina, autolizina i lizozima. Najznac¢ajnija i najizrazitija prednost
enzibiotika je sposobnost eliminacije mikroba otpornih na antibiotike (Vachher i sur., 2021).
Neki peptidi djeluju na membranu bakterija putem elektrostaticke interakcije, neki djeluju na
ionske kanale mijenjaju¢i tako unutarnji pH organizma, drugi peptidi osim ciljanja na
membranu mogu djelovati 1 na intracitoplazmatske molekule poput lipida II, a odredeni peptidi
mogu pro¢i kroz membranu 1 akumulirati se unutar citoplazme, ¢ime smanjenje vitalnosti
mikroba. Izazovi s kojima se susrecu ovi peptidi ukljucuju poteskoce u isporuci na ciljana
mjesta koja prolaze kroz jedinstvenu stani¢nu stijenku, stabilnost peptida u fizioloSkim

uvjetima 1 razgradnju citoplazmatskom proteazom (Sugathan 1 sur., 2017).

6.1. Lizini

Lizini ili endolizini (EC 3.2.1.17) su enzimi kodirani dvolanéanom DNA bakteriofaga koji
inficiraju Gram-pozitivne bakterije. Obicno se sastoje od jednog polipeptidnog lanca koji ima
veznu domenu za stani¢ne stijenke (CBD) na C-terminalu i kataliticku domenu na N-terminalu.
Dvije domene se drze zajedno uz pomo¢ kratkog i1 fleksibilnog linkera. Enzim katalizira
cijepanje peptidoglikanskog sloja, djeluju¢i kao peptidoglikanske hidrolaze. Prirodno se
proizvode u bakterijskim stanicama inficiranim fagom tijekom liti¢kog ciklusa faga i Sire se po
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sloju peptidoglikana putem membranskih lezija koje proizvode holini. Zatim cijepaju
peptidoglikanski sloj, izazivajuéi lizu domaéina i omoguéavajuéi oslobadanje faga. Izraz
endolizin oznacava njihov nacin proizvodnje jer djeluju na sloj peptidoglikana unutar bakterije
u kojoj su napravljeni. Dakle, rekombinantni enzimi koji djeluju na sloj peptidoglikana izvan
stanice nazivaju se lizini. Lizini dovode do cijepanja kovalentnih veza prisutnih u
peptidoglikanu. Na temelju specifi¢nosti, lizini su grupirani u pet glavnih kategorija: N-
acetilmuramoil-L-alanin amidaze, N-acetilmuramidaze/lizozimi, endo-B-N
acetilglukozaminidaze, endopeptidaze 1 liticke transglikozilaze. Neki lizini takoder mogu ubiti
bakterijske stanice neenzimatski, destabiliziraju¢i bakterijsku plazma membranu, koristeci
peptide koji posjeduju svojstva poput pozitivnog naboja, amfipatske sekundarne strukture i
hidrofobnosti, nalik na kationske antimikrobne peptide. Druga znacajka vecine lizina je vrlo
uzak antibakterijski raspon koji je ogranic¢en na bakterije domacina bakteriofaga koji kodira za
enzim. Medutim, lizini mogu ubiti ve¢inu sojeva unutar odredene bakterijske vrste (Vachher i

sur., 2021).

6.2. Lizozimi

Lizozimi ili B-1,4-N-acetilmuramidaze (EC 3.2.1.17) su hidroliticki enzimi koji specificno
cijepaju B-1,4 glikozidne veze izmedu N-acetilmuramske kiseline 1 N-acetilglukozaminskih
dijelova u peptidoglikanskom sloju. Lizozimi opcenito imaju 129 aminokiselina koje se
savijaju 1 tvore kompaktnu globularnu proteinsku strukturu s dubokim rascjepom na povrsini.
Tetrasaharid do heksasaharidnih podjedinica koje pripadaju bakterijskoj stani€noj stijenci
mogu se vezati u ovaj rascjep. Lizozimi igraju vrlo vaznu ulogu u obrani 1 sveprisutno su
izrazeni u biljnim 1 Zivotinjskim carstvima. Lizozime takoder proizvode razli¢iti mikrobi
ukljucujuéi bakterije 1 viruse. Kod ljudi, lizozim proizvode sve imunoloske stanice, a moZe se
naci u bioloskim teku¢inama i tkivima kao $to su urin, suze, slina, mlijeko, hrskavica, jetra i
koza. Lizozimi su nadeni u bakterijama kao S§to su Staphylococcus aureus, Arthrobacter
crystalopoites, Bacillus subtilis, B. thuringiensis, Enterococcus hirae 1 Streptomyces griseus.
Mnogi fagi takoder proizvode lizozime koji pomazu njihovom ulasku u bakterijske stanice
domacdina 1 za indukciju lize pred kraj litickog ciklusa. Lizozimi mogu ubiti samo Gram
pozitivne bakterije, jer Gram-negativne bakterijske vrste posjeduju vanjsku membranu. Neke

iznimke postoje, poput Gram-pozitivnih bakterija rezistentnih na lizozim, poput nekoliko
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sojeva Enterococcus faecalis. Ostale iznimke uklju¢uju Gram-negativne bakterije osjetljive na
lizozim poput Capnocytophaga gingivalis. Razvijeno je i nekoliko nadogradnji lizozima koji

mogu lizirati i nekoliko Gram-negativnih bakterijskih vrsta (Vachher i sur., 2021).

6.3. Bakteriocini

Bakteriocini su raznolika skupina ribosomski sintetiziranih peptida ili proteini s mikrobicidnim
djelovanjem protiv vrsta ili sojeva koji su usko povezani s bakterijama koje su ih proizvele.
Bakteriocini se Cesto razlikuju po molekularnoj tezini, spektru djelovanja, biokemijskim
karakteristikama i mehanizmu djelovanja. Nekoliko antimikrobnih tvari koje proizvodi
Bacillus spadaju u klasu I bakteriocina. Oni ukljucuju lantibiotike koji su male molekularne
tezine, genski kodirani peptidi karakterizirani prisutnoséu policikli¢kih tioeterskih
aminokiselina, lantionona i/ili metil lantionina koji su ukljueni u formiranje prstenaste
strukture putem intramolekularnih posttranslacijskih modifikacija. Takoder ih karakterizira
prisutnost neobi¢nih aminokiselina didehidroalanin (Dha) i didehidrobutirin (Dhb).
Lantibiotici se dijele u skupinu A i skupinu B na temelju njihove molekularne tezine, strukture
i1 bioloske aktivnosti. Lantibiotici tipa A (2,1-3,5 KDa, 21-38 aminokiselinskih ostataka)
opc¢enito imaju linearniju sekundarnu strukturu i aktivni su u nanomolarnim koncentracijama
protiv Gram-pozitivnih bakterija. Oni ubijaju svoje mete tako Sto stvaraju pore u
citoplazmatskoj membrani. Zoocin A je potencijalni enzibiotik koji proizvodi Streptococcus
equis sp zooepidemicus 4881. Ima katalitiCku N-terminalnu domenu koja pokazuje aktivnost
endopeptidaze i C-vezu¢i stani¢nu stijenku. terminalna domena. Uoceno je da su Streptococcus
mutans 1 S. pyogenes osjetljivi na djelovanje Zoocina A, dok je za S. gordonii, S. oralis 1 S.
rattus utvrdeno da su rezistentni na lizu pomocu Zoocina A. Lysostaphin kodiran
Staphylococcus simulans biovar. staphylolyticus je endopeptidaza. Cijepa glicil-glicil veze
prisutne u interpeptidnim popre¢nim mostovima, tocnije peptidoglikana. Lizostafin moZe ubiti
sve sojeve S. aureus, ukljuCuju¢i MRSA, 1 sojeve koji pokazuju rezistenciju na vankomicin.
Utvrdeno je 1 da lizostafin uklanja biofilmove stafilokoka. Pocetna primjena lizostafina u
medicini bila je uklanjanje stafilokoka koji koloniziraju sluznicu nosa, $to bi moglo biti
polaziSte za razne infekcije. Druga potencijalna primjena je inhibicija kolonizacije katetera
oblaganjem njithovih povrSina ovim molekulama enzima. Nadalje, lizostafin se koristi u

lije¢enju lokalnih 1 sistemskih stafilokoknih infekcija. Takoder se pokazalo da lizostafin djeluje
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sinergisticki s dodatnim kationskim antimikrobnim peptidima, litickim enzimima 1

antibioticima. Neki drugi vazni primjeri bakteriocina uklju¢uju mikrocin V iz E.coli, piocine i

talocine iz Pseudomonas aeruginosa i nisin iz Lactococcus lactis. Nisin je siguran i

komercijalno odobren od strane FDA kao sredstvo za konzerviranje hrane. Koristi se kao

konzervans za sprjeCavanje rasta patogenih bakterija koje kontaminiraju prehrambene

proizvode. Ostali enzibiotici navedeni su u tablici 2.

Tablica 2. Razli¢iti enzibiotici zajedno s njihovim izvorima i sojevima na koje djeluju

(Meghwanshi i sur., 2020)

Klasa Naziv Mikroorganizam Ciljani soj Nacin djelovanja
enzima producens
Cpl-1 Phage Cp-1 Streptococcus Muramidaza
pneumoniae
LambdaSa2Prophage Prophage Streptococcus Endopeptidaza,
lizin Lysin LambdaSa2 pyogenes, S. Glukosaminidaza
dysgalactiae,
group £
Streptococci, S.
equii, group G
Streptococci, S.
agalactiae
Pal Phage Dp-1 Streptococcus Amidaza
pneumoniae
Ply GBS Phage NCTC 11261  Streptococcus Endopeptidaza,
agalactiae, Muramidaza
Groups A, C,G, L
Streptococci
PlyC Phage C1 Streptococcus Amidaza
pyogenes, grupe C
i E Streptococci
autolizin Lyt A Streptococcus Streptococcus Amidaza
pneumoniae pneumoniae
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Tablica 2. Razliciti enzibiotici zajedno s njihovim izvorima i sojevima na koje djeluju -

nastavak (Meghwanshi i sur., 2020)

Klasa enzima Naziv Mikroorganizam Ciljani soj Nacin djelovanja
producens
bakteriocin Lysostaphin Staphylococcus Staphylococcus Endopeptidaza
simulans aureus, coagulase-
negative
Staphylococci
Zoocin A Streptococcus equi Streptococcus equi,  Endopeptidaza

S. pyogenes, S.
mutans, S. gordonii

lizozim SE lysozyme Streptomyces Staphylococcus Muramidaza
erythraeus aureus

7. TERAPIJSKI ENZIMI ZA RIJETKE BOLESTI

Iako rijetke bolesti po definiciji pogadaju mali broj pacijenata, procjenjuje se da zajedno
obuhvacaju oko 350 milijuna pacijenata na globalnoj razini, $to je viSe nego dvostruko vise od
broja pacijenata oboljelih od AIDS-a 1 raka zajedno. Primjena enzima omogucila je
nadomjesnu terapiju u slucaju genske mutacije zbog koje organizam ne proizvodi enzim ili
zamjenu disfunkcionalnih cirkuliraju¢ih proteina (Tambuyzer i sur., 2020). Opisano je nekoliko

njih s razli¢itim svojstvima.

7.1. Cerliponaza alfa

Neuronske ceroidne lipofuscinoze (NCL) su skupina nasljednih progresivnih degenerativnih
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bolesti mozga (lizosomskih bolesti) koje zajedno predstavljaju najces¢u skupinu encefalopatija
u djece (Segura Espitia i sur., 2021). Cerliponaza alfa rekombinantna je humana tripeptidil
peptidaza-1 (TPP1, EC 3.4.14.9) koja je proizvedena pomocu stani¢ne linije ovarija kineskog
hréka (Kos i Suskovié, 2021). Rekombinantna humana cerliponaza alfa jedina je dostupna
terapija koja modificira bolest i pokazalo se da usporava napredovanje usporenog govora i
motoricke smetnje u usporedbi s pacijentima koji primaju samo simptomatsko lijecenje.
(Segura Espitia i sur., 2021). Na slici 11 prikazano je djelovanje enzima unutar stanice
(Johnson, i sur., 2019). Terapijski enzim Brineura (cerliponaza alfa) razvila je tvrtka BioMarin
Pharmaceutical, a odobren je 2017. godine od strane US FDA i EMA za terapiju
neurodegenerativne pedijatrijske bolesti uzrokovane nedostatkom ovog enzima (Kos i

Suskovié, 2021).
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Slika 11. Cerliponaza alfa, rekombinantni proenzim koji sadrzi post-translacijsku modifikaciju
manoza-6-fosfata, primjenjuje se intraventrikularno u mozak pacijenta. Proenzim se veZe na
receptor za manoza-6-fosfat na citoplazminoj membrani 1 ulazi u stanicu (1), gdje se veze na
endosom (2) prije nego §to se isporuci u lizosom, gdje se u kiselom okruzenju autokataliticki

trasformira u aktivni oblik enzima (Johnson i sur., 2019)

7.2. Alglukozidaza alfa

Alglukozidaza alfa rekombinantna je humana kisela alfa-glukozidaza (GAA - acid alpha-
glucosidase, EC 3.2.1.20.) koja se proizvodi pomocu stani¢ne linije ovarija kineskog hrcka.
GAA razgraduje glikogen, a kod pacijenata s deficijentnim ovog enzima nakupljanje glikogena

izaziva miopatiju (Genzyme Myozyme® i Lumizyme®, Odobrenja: FDA 2006, 2010; EMA
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2006, 2009) (Concolino i sur., 2018).

7.3. Galsulfaza

Galsulfaza je rekombinantna humana arilsulfataza B (rhASB, EC 3.1.6.12) koja se proizvodi
pomocu stani¢ne linije ovarija kineskog hrcka (Naglazyme®, BioMarin Pharmaceutical;
Odobrenje: FDA, 2005) za pacijente s mukopolisaharidozom tipa VI - nedostatkom N-
acetilgalaktozamin 4-sulfataze (arilsulfataza B) Sto uzrokuje progresivni poremecaj s
viSestrukim zahvacanjem organa i tkiva §to ¢esto dovodi do smrti pacijenta. U lizosomima
hidrolizira sulfat s nereducirajuc¢eg kraja glikozaminoglikana keratan sulfata i kondroitin-6-

sulfat (Kos i Sugkovié, 2021).

7.4. Elosulfaza alfa

Elosulfaza alfa humani je hidroliticki lizosomski glikozaminoglikan (GAG)-specifi¢ni enzim,
N-acetilgalaktozamin-6-sulfataza (EC 3.1.6.4), indiciran za pacijente s mukopolisaharidozom
tipa IVA koji se proizvodi pomocu stani¢ne linije ovarija kineskog hrc¢ka (Vimizim®, BioMarin

Pharmaceutical; Odobrenje: FDA, 2014) (Concolino i sur., 2018).

71.5. Sakrozidaza

Sakrozidaza (B-fruktofuranozid fruktohidrolaza, EC 3.2.1.26) je joS$ jedan enzim koji se koristi
za lijeCenje kongenitalnog nedostatka sukrazeizomaltaze (CSID) (Meghwanshi 1 sur., 2020).
Saharaza-izomaltaza je enzim s dvostrukom funkcijom, s dvije domene GH31, jedna sluzi kao
izomaltaza, a druga kao saharoza a-glukozidaza (Kos i Suskovi¢, 2021). Pacijenti s CSID-om
ne mogu probaviti disaharid saharozu. Lijek na bazi sakrozidaze hidrolizira saharozu,
pomazuc¢i u njezinoj probavi dopustaju¢i konzumaciju uobicajenih namirnica s dodanom
saharozom ili vo¢em koje na neki drugi nacin sadrzi saharozu. Za lijeCenje je upotrijebljena

sakrozidaza iz S. cerevisiae koja se moze uzimati oralno (Meghwanshi i sur., 2020).
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7.6. p-glukocerebrozidaza

Gaucherova bolest je nasljedna bolest koju karakterizira nedostatak enzima
glukocerebrozidaze $to rezultira nakupljanjem glukocerebrozida u lizosomima (Sugathan i sur.,
2017). B-glukocerebrozidaza (EC 3.2.1.45) je glikozilirani protein, lizosomski enzim, koji
hidrolizira B-glukozidnu vezu glukocerebrozida, meduprodukata u metabolizmu glikolipida,
na glukozu i keramid (Kos i Suskovié, 2021). Stanice nakupljene lipidima nazivaju se
Gaucherovim stanicama i nalaze se u jetri, slezeni, koStanoj srzi i plu¢ima. To ga Cini
multiorganskim poremecajem. Bolest je karakterizirana hepatosplenomegalijom (poveéanje
jetre 1 slezene) 1 skeletnim komplikacijama. Gaucherova bolest je klasificirana u tri tipa na
temelju klinickih manifestacija. Kod tipa I-neuronopatskog (odrasli) sredi$nji ZivCani sustav
nije ukljucen. Ali u slucaju tipa Il-akutne neuronopatske (infantilne) i tipa III-subakutne
neuronopatske (juvenilne) sredis$nji je ziv€ani sustav ukljucen. Najces¢i medu njima su tip 1
kod kojeg nije zahvacen sredisnji Ziv€ani sustav. Kontrola bolesti provodi se ili enzimskom
nadomjesnom terapijom (ERT) ili terapijom smanjenja supstrata. Utvrdeno je da je enzimska
nadomjesna terapija uspjesna u lije¢enju Gaucherove bolesti. Kao §to je prethodno spomenuto,
enzimska nadomjesna terapija je prvi put uspostavljena za lije¢enje Gaucherove bolesti gdje je
koriStena algluceraza (Ceredase®), enzim glukocerebrozidaza dobiven iz placente (Sugathan i
sur., 2017). Enzimska nadomjesna terapija s alglucerazom (Ceredase), glukocerebrozidazom
proc¢iS¢enom iz humane placente odobrena je od FDA 1991., zatim je 1994. odobrena
imigluceraza (Cerezyme), rekombinantni enzim proizveden u kultiviranim stanicama jajnika
kineskog hrcka (CHO), a 2010. odobrena je velagluceraza alfa (VPRIV), rekombinantni enzim
koji se proizvodi s humanim stani¢nim linijjama fibrosarkoma.taligluceraza alfa (Elelyso)
odobrena od FDA 2012., za intravenoznu infuziju, je rekombinantna B-glukocerebrozidaza,
koji se proizvodi u geneticki modificiranim stanicama korijena mrkve, uzgojem u plasticnom
bioreaktorskom sustavu za jednokratnu uporabu (ProCellEx®). Od humane
glukocerebrozidaze se razlikuje u dvije aminokiseline na N- i 7 aminokiselina na C-
terminalnom kraju za ciljano djelovanje na vakuole. Manozu na N-terminalnom kraju
specificno prepoznaju endocitni receptori za ugljikohidrate na makrofagima, stanicama koje

akumuliraju lipide u Gaucherovoj bolesti (Kos i Suskovié, 2021).
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8. ZAKLJUCCI

1. Enzimi pokazuju golem terapijski potencijal s velikim znacajem. Mikrobna proizvodnja
terapijskih enzima je ekonomski i ekoloski prihvatljiva. Bitni su u lijeCenju mnogih
bolesti, poput upotrebe fibrinolitickih enzima u lijeCenju infarkta miokarda, pluénog
zgruSavanja i venskog mozdanog udara, kontroli infekcija enzibioticima, lijeCenju raka
enzimima koji razgraduju aminokiseline, lije¢enju rana i upale protuupalnim enzimima
i lak§om probavom hrane pomocu probavnih enzima.

2. Koristenje bioloskih lijekova na bazi proteina opcéenito nudi ogromne mogucnosti za
razvoj visoko ucinkovitih 1 specifi¢nih terapija. Bez obzira na to je li sam enzim lijek,
odgovoran za aktivaciju predlijekova ili sluzi kao marker bolesti, funkcionalna
svestranost proteina i njihova evolutivnost ¢ine ove bioloske makromolekule moénim i
gotovo neograni¢enim resursom za klinicke primjene.

3. Razvoj novih terapijskih enzima kao i nadogradnja i poboljSanja postojecih primjenom
proteinskog inzenjerstva su prioritet. Izolaciju, regulaciju, proizvodnju i primjenu
enzima kao biofarmaceutika treba unaprijediti do maksimalnog potencijala kako bi se
iskoristile njthove prednosti u odnosu na kemijska terapijska sredstva u lijeCenju

razli¢itih bolesti.
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Izjava o izvornosti

Ja Toni Slavko Mise izjavljujem da je ovaj zavrsni rad izvorni

rezultat mojeg rada te da se u njegovoj izradi nisam koristio/la drugim izvorima, osim onih koji

su u njemu navedeni.

Vlastoru¢ni potpis



