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1. Uvod: parazitické krevni¢ky a schistosoméza

Helminti ze tfidy motolice (Trematoda) jsou celosvé-
tové vyznamnou skupinou parazitd z hlediska veterinarni
i humanni mediciny. V Evropé ptevazuji zoonotické druhy
motolic rodu Fasciola parazitujici zejména u ovci a skotu,
které zptsobuji velké ekonomické ztraty, ale pocet pripadl
nakazy Clovéka je nizky. Nejvyznamnéj$imi zastupci mo-
tolic ohrozujicimi ¢loveka jsou krevnicky rodu Schistoso-
ma s endemickym vyskytem v tropickych a subtropickych
oblastech. Jsou ptivodcem chronického onemocnéni schis-
tosomoéza, kterym je postizeno vice nez 250 milionu lidi
v 78 zemich prevazné v subsaharské Africe, Jizni Americe
a na Stfednim vychod&'?. V téchto oblastech je schistoso-
mobza po malarii druhé nejrozsifené;si parazitarni onemoc-
néni a pfedstavuje globalni zdravotni a socidlné ekonomic-
ky problém®*.

Mezi nejrozsifengjsi druhy krevnicek zpusobujicich
lidskou  schistosomozu  patii  krevnicka  stfevni

(Schistosoma mansoni), krevnicka mocova (S. haematobi-
um) a krevnicka jaterni (S. japonicum). K nékaze lidi do-
chazi pfi kontaktu svodou kontaminovanou infekénimi
stadii parazita, cerkariemi, jeZ pronikaji ktizi a dostavaji se
do krevniho obéhu. V cévach ¢lovéka se vyvijeji v dospélé
krevnicky, které se Zivi krvi hostitele’. Hlavnim patologic-
kym agens jsou vajicka krevniCek, ktera se hromadi
v tkanich jater, stfev ¢i mocového méchyte, kde vyvolavaji
zénétlivou reakci a mohou zptisobit poskozeni organt’.

Lécba schistosomozy je jiz vice nez 30 let zavisla na
jediném léku praziquantelu, ktery je €inny pouze na do-
spélé krevnicky®. Vzrastajici riziko vzniku rezistence vy-
volava potfebu novych alternativnich chemoterapeutik
nebo vakcin®®. Soudasné strategie pii vyvoji antiparazitik
se zamefuji na Gvodni identifikaci molekul zasadnich pro
zivotaschopnost parazita, proti kterym by byl cilen terape-
uticky zasah®. Velmi perspektivni jsou proteolytické enzy-
my (proteasy), které plni ftadu dulezitych tloh
v metabolismu parazitl a jejich interakci s hostitelem® 2.
Uginné inhibitory proteas tak predstavuji potencialni 16&i-
va proti parazitarnim chorobdm. Intenzivné jsou zkoumany
zejména u S. mansoni® a parazitickych prvoki Trypanoso-
ma cruzi'™" a Plasmodium falciparum''®, zptisobujicich
Chagasovu chorobu a malarii.

U S. mansoni se pozornost soustfed’uje na travici pro-
teasy, které umoznuji degradaci krevnich proteinti hostitele
a zajistuji tak Ziviny pro riist a vyvoj parazita''®. Cystei-
nova proteasa katepsin B1 krevnicky S. mansoni (SmCB1)
hraje v procesu traveni klicovou roli a byla identifikovana
jako cilovd molekula pro chemoterapii schistosomozy'?,
jako kandidat pro protektivni vakcinaci'® a sérodiagnostic-
ky marker’®'. Tento piehledny ¢&lanek se zaméfuje na
nové informace o biochemické funkci a molekularni struk-
tufe SmCBI1 a principy regulace této proteasy, které jsou
dalezité pro navrhovani jejich specifickych inhibitori.

2. Uloha proteolytického systému v traveni
krevnicek

2.1. Degradace krevnich proteint hostitele

Dospélé krevnicky ziji v kardiovaskularnim systému
Cloveka a ziviny ziskavaji rozkladem krevnich proteind
hostitele, predevsim hemoglobinu obsazeného v cervenych
krvinkach. Traveni zacind v jicnu krevni¢ky (esofagus)
lyzi erytrocytll z pfijaté krve. Uvolnény hemoglobin je
degradovan ve stievé kaskadou travicich proteolytickych
enzymil zahrnujici cysteinové a aspartatové proteasy
a metaloproteasy (obr. 1). Degradaci hemoglobinu nejprve
vznikaji vétsi fragmenty, nasledné oligopeptidy a nakonec
dipeptidy a jednotlivé aminokyseliny, které krevnicka dale
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Obr. 1. Proteolytické traveni krevni¢ky. Hemoglobin z krve hostitele je ve stfevé krevnicky degradovan kaskadou endopeptidas
a exopeptidas zahrnujici aspartatové proteasy (zelené), cysteinové proteasy (rodina C1 Eervené, rodina C13 fialové) a metaloproteasy
(modre). Fialovou Sipkou je vyznacena piidatna role SmAE v aktivaci SmCBI1. Specifikace jednotlivych enzymt jsou uvedeny v tab. 1.
Uvolnény toxicky hem je odstranén ve formée nerozpustnych agregati

vyuziva'"'®, Zarovei se z hemoglobinu uvoliiuje prostetic-
ka skupina hem, ktery je pro parazita toxicky. Je detoxifi-
kovan pfeménou na tmavy krystalicky pigment hemozoin,
ktery se shromazd’uje ve stievé krevnicky a je pribézné
vyvrhovan®,

Presna lokalizace procesu traveni ve stievé krevnicky
neni zcela objasnéna. Ve stfeveé bylo zjisténo pH 6,0-6,4,
zatimco pH optimum degradace hemoglobinu pomoci
travicich proteas je podstatné nizsi (okolo pH 4,0). To
naznacuje moznost uc¢inného traveni v luminalnich nebo
bunéénych mikrokompartmentech uvnitt stfeva, které za-
jistuji dostateéng kyselé prostiedi'®**.

2.2. Travici proteasy krevnicek

Proteolytické enzymy byly podrobné studovany ve
stievé krevnicky S. mansoni (viz tab. I). Pomoci bioche-
mickych a imunochemickych metod byly identifikovany
cysteinové proteasy katepsin B1 (SmCB1), katepsin L1
al3 (SmCL1, SmCL3), dipeptidylpeptidasa I neboli ka-
tepsin C (SmCC), legumain neboli asparaginylendopepti-
dasa (SmAE), dale aspartatova proteasa katepsin D
(SmCD) a metaloproteasa leucylaminopeptidasa (SmLAP).
Jednotlivé proteasy se vzajemn¢ dopliuji pfi degradaci
krevnich proteint a plni specifické funkce v zavislosti na
typu proteolytické aktiVity”’lS. SmCD, SmCL a SmAE
pusobi jako endopeptidasy, které §tépi substrat uvniti poly-
peptidového fetézce, zatimco SmCC a SmLAP jsou
exopeptidasy, jez odstépuji aminokyseliny a dipeptidy z N-
nebo C-konce fetézce substratu (tab. I, obr. 1). SmCBI
vykazuje jak endopeptidasovou, tak exopeptidasovou akti-
vitu (kap. 3.2.). Mezi proteasami v kaskad¢ dale existuji

vztahy na regulacni urovni, jako je role SmAE v aktivaci
SmCB1 (kap. 3.1.). pH optimum jednotlivych travicich
cysteinovych a aspartatovych proteas lezi obecné v kyselé
oblasti, coz bylo ur¢eno pomoci syntetickych peptidovych
substrati nebo pomoci fyziologickych proteinovych sub-
strati hemoglobinu a albuminu®* (odkazy v tab. I).

2.3. Fyziologie a medicinalni vyznam katepsinu B1

Katepsin B1 (SmCB1) je nejvice zastoupenou cystei-
novou proteasou ve stievé krevnicky S. mansoni**’. Byl
lokalizovan v lumen stfev a v buiikach gastrodermis vysty-
lajicich stfevni dutinu®. V degradaci krevnich proteini
hostitele hraje SmCB1 kli¢ovou tlohu, protoze plisobi na
viech urovnich degradaéni kaskady'® (obr. 1). RNAi expe-
rimenty ukézaly, Ze potlaceni exprese SmCB1 v dospélych
krevnickach S. mansoni vede ke snizeni schopnosti travit
krevni proteiny a zpomaleni ristu krevnidek'®",

SmCBI1 vyvolava silny antigenni efekt u lidi a mysi
infikovanych S. mansoni a je proto povaZovan za sérodia-
gnosticky marker’™'. B&hem po&atetni faze nakazy se
produkuji specifické protilatky IgG a IgE (cit.*). SmCB1
byl vyhodnocen jako potencialni antigen pro vyvoj vakcin
proti schistosoméze. Imunizaci pomoci aktivni formy
SmCBI1 bylo umysi infikovanych S. mansoni dosazeno
vyznamné redukce poctu parazitil (vice nez 60 %) i vajicek
v jatrech a stfevé. Imunizace zaroven vyvolala v mysSich
vysokou produkei IL-4, IL-5, IL-13 a zapojeni Th2 imunit-
ni odpovédi. Aktivni SmCBI1 plisobi rovnéz jako ucinné
adjuvans, které¢ zvysuje protektivni efekt u jinych vakcin.
Pfi imunizaci my$i pomoci SmCB1 v kombinaci s dal$imi
dvéma proteiny S. mansoni byla protekce vice nez 80 %
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Tabulka I
Prehled hlavnich travicich proteas krevnicky stfevni (S. mansoni). Uvedeno je jejich zatazeni do rodin a typ proteolytické
aktivity
Proteasa Oznaceni Rodina®  Molekulova Proteolyticka Lit.
hmotnost ° [kDa] aktivita ©
Katepsin B1 SmCB1 Cl 31 endo/exo (karboxy) 23,25,26
Katepsin L1 (katepsin F) SmCLI Cl 33 endo 27,28
Katepsin L3 SmCL3 Cl 28 endo 29
Katepsin C (dipeptidylpeptidasal)  SmCC Cl 55 exo (amino) 17,30
Legumain SmAE C13 32 endo 31,32,33
(asparaginylendopeptidasa)
Katepsin D SmCD Al 40 endo 34,35
Leucylaminopeptidasa SmLAP M17 57 exo (amino) 36

*Kodovani rodin uréuje ptislu§nost k aspartatovym proteasam (A1), cysteinovym proteasam (C1, C13) a metaloproteasam
(M17). ®Molekulova hmotnost je uvedena pro zraly aktivni enzym. © Pouzité zkratky: endo-, endopeptidasové; exo-,
exopeptidasova; karboxy-, karboxypeptidasova; amino-, aminopeptidasova

(cit."*9).

SmCBI1 byl identifikovan jako cilovd molekula pro
vyvoj novych chemoterapeutik proti schistosoméze v ex-
perimentu se syntetickym vinylsulfonovym inhibitorem
K11777, ktery blokuje aktivitu SmCB1 (cit."*). Opakované
podani inhibitoru mysim infikovanym S. mansoni snizilo
patologické stavy vyvolané schistosomozou: bylo reduko-
vano postizeni jater a sleziny a byl snizen celkovy pocet
parazitii i produkce vajicek krevni¢ky v mysich. Zaroven
byl v krevnickach izolovanych z infikovanych mysi identi-
fikovan SmCBI jako hlavni proteasa, kterd je inhibovéna
pisobenim K 11777 (cit."). Dalsi dikaz poskytlo porovna-
ni derivati odvozenych z K11777, které byly testovany
in vitro jako inhibitory rekombinantniho SmCB1 a ex vivo
na krevni¢kach kultivovanych v mediu. Prokdzana byla
korelace inhibi¢nich parametri a mortality vyvolané
u zivych parazitii®.

3. Struktura a funkce katepsinu B1
z krevnicky stit‘evni (SmCB1)

3.1. Biosyntéza SmCB1

SmCBI je biosyntetizovan ve formé neaktivniho zy-
mogenu (proenzymu), ve kterém je aktivni misto blokova-
no N-koncovym propeptidem (o délce 69 aminokyselin)
fungujicim jako pfirozeny intramolekularni inhibitor. Pfi
aktivaci zymogenu SmCBI1 je propeptid proteolyticky
odstépen a vznika aktivni enzym. Tento proces probiha
dvéma alternativnimi mechanismy (obr. 2). Jeden je zalo-
zen na proteolytickém plsobeni asparaginylendopeptidasy
z S. mansoni (SmAE), které probiha v rozmezi pH 5,0-6,0
(cit.?*"). Druhy je unikatni autokatalyticky mechanismus,
pro ktery je nezbytnd interakce zymogenu SmCB1 se sul-

fatovanymi polysacharidy (SP) v pH 4,0-5,0 umoziujici
odstranit propeptid autoproteolyzou’'. Bez piisobeni SP
dochazi k tvorbé neaktivniho intermediatu, ve kterém je
odstépena zhruba polovina propeptidu™*". To odlisuje
aktivacni proces SmCB1 od katepsinli B z obratlovcil,
které SP pro autokatalyticky mechanismus aktivace nevy-

Role SP v procesu aktivace SmCBI1 je komplexni
a ovliviluje nejen autoaktivaci, ale i aktivaci katalyzova-
nou SmAE, kterd je pisobenim SP naopak potlacena. Lze
predpokladat, ze ve fyziologickém prostiedi je proces akti-
vace SmCBI1 regulovan kombinaci faktorti pH a SP (cit.*")
(obr. 2). Byla studovéna i strukturni podstata interakce
SmCBI1 se SP, pro kterou je diilezity sekvencni motiv va-
zajici heparin pfitomny v aminokyselinové sekvenci pro-
peptidu SmCB1 (cit.*). Ve 3D struktufe zymogenu
SmCB1 je tento motiv umistén na alfa Sroubovici
(kap. 4.2.), kterd se vyskytuje pouze v propeptidech ka-
tepsini B, které funguji jako travici enzymy
u parazitickych motolic*.

3.2. Prostorova struktura a aktivita SmCB1

3D struktura SmCB1 vykazuje charakteristické znaky
cysteinovych proteas rodiny C1 (cit.*). V molekule je
patrna prava a leva doména, mezi kterymi se vyskytuje
aktivni misto s katalytickymi zbytky Cys100, His270,
Asn290 (Uniprot kod: Q8MNY?2). Do aktivniho mista se
vaze polypeptidovy fetézec substratu aminokyselinovymi
zbytky P3-P2-P1-P1°-P2" (Stépend vazba je mezi Pl
aP1’), kterym odpovidaji vazebna podmista S3 az S2°.
Struktura SmCB1 obsahuje specifickou smycku OL
(,;occluding loop*) tvofenou 20 aminokyselinami, ktera je
spole¢nym rysem katepsinti B a u jinych proteas rodiny C1
se nevyskytuje®>*.
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Obr. 2. Schéma procesu aktivace SmCB1. V neaktivnim zymogenu SmCB1 (PDB kod: 4104) blokuje propeptid (tyrkysove) aktivni
misto interakei s katalytickymi zbytky Cys100 a His270 (zlut&). Propeptid je proteolyticky odstépen béhem aktivace za vzniku zralého
aktivniho enzymu (Sed€, PDB kod: 4107). K tomu dochazi bud’ piisobenim asparaginylendopeptidasy (SmAE) nebo autokatalyticky. Sul-
fatované polysacharidy (SP) jsou nezbytné pro autoaktivacéni drahu, ale inhibuji drahu fizenou SmAE. Autoproteolyza v absenci SP vede
ke \‘lnzniku neaktivniho intermediatu (PDB kod: 4105). Mista $t€peni propeptidu jsou vyznacena Cervenymi Sipkami. Upraveno podle
(cit.™)

Z hlediska aktivity je SmCB1 bifunkénim enzymem, xydipeptidasovou aktivitu, kdy jsou odstépovany dvé ami-

nebot’ plisobi jako exopeptidasa i endopeptidasa®. Duélni nokyseliny z C-konce substratu. Pii vyklonéni smycky ven
mad aktivity je umoznén diky flexibilit€ smycky OL, ktera z aktivniho mista je umoznéna vazba substratu po celé
mize ménit konformaci a modulovat tak tvar aktivniho délce aktivniho mista a jeho $té€peni v endopeptidasovém
mista (obr. 3). Smycka v ,,uzaviené“ konformaci blokuje modu®.

aktivni misto za S2° podmistem pro pfistup substratu
a zajistuje tak exopeptidasovou aktivitu, konkrétné karbo-

Obr. 3. Konformace flexibilni smy¢ky urcuje aktivitni méd SmCBI1. Katalytické misto enzymu obsahuje zbytky Cys100 a His270
(zluté¢) a ruzova Sipka ukazuje polohu stépeni peptidového/proteinového substratu (aminokyselinové zbytky jsou modré). (A) Pii
oteviené™ konformaci smycky OL (oranzove) je substrat $t€épen uvnitf polypeptidového fetézce v endopeptidasovém modu. (B) Pri
»zaviené* konformaci smy¢ky OL odstépuje enzym dipeptidy z C konce substratu v exopeptidasovém médu (karboxydipeptidasova akti-
vita). Pro zobrazeni byly upraveny 3D struktury SmCB1, PDB kody: 4104 a 4107
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4. Inhibice SmCBI1 a vyvoj novych
chemoterapeutik

4.1. Kovalentni inhibitory SmCB1

Aktivitu cysteinovych proteas je mozné ucinné bloko-
vat pomoci malych syntetickych inhibitord s riznymi typy
reaktivnich skupin, které vytvareji kovalentni vazbu
s katalytickym cysteinem. SmCBI1 je stejné jako ostatni
proteasy typu katepsinu B specificky inhibovan CA074,
ireverzibilnim inhibitorem s epoxidovou reaktivni skupi-
nou”>"*’. Vazebny méd CA074 v aktivnim misté SmCB1
byl popsan pomoci 3D struktury inhibiéniho komplexu®
(obr. 4).

Dale byla detailn¢ zkoumana interakce SmCB1 s inhi-
bitory s vinylsulfonovou reaktivni skupinou. Tyto inhibito-
ry byly pivodné navrzeny jako ireverzibilni inhibitory
lidskych cysteinovych katepsina*™* a pozdgji se ukazalo,
ze inhibuji také cysteinové proteasy patogennich prvok,
jako je Trypanosoma a Plasmodium'*>**'. Vinylsulfon
K11777 je v soucasné dob¢ testovan v preklinickych studi-
ich jako 1€k proti Chagasoveé chorobé, kterou zpisobuje
Trypanosoma cruzi*. K11777 je také inhibitorem SmCBI1
u¢innym pii 16¢bé schistosomozy u mysi'®. Pomoci 3D
struktur inhibi¢nich komplex byla popsana interakce
SmCB1 s K11777 (obr. 4) a jeho derivatem K11017. Inhi-
bicni specifita SmCB1 byla analyzovana pomoci sady
vinylsulfonovych  derivati  srliznymi  substituenty
v pozicich P3-P1’, které vykazovaly az subnanomolarni
inhibiéni konstanty®. Tato studie poskytla informace
o preferencich v jednotlivych vazebnych podmistech
SmCBI1 a dala vznik vypocetni metodé pro raciondlni de-
sign novych derivatt s lepsimi inhibi¢nimi parametry™.

Referat

4.2. Inhibitory SmCBI1 na bazi autoregulacniho
mechanismu

Propeptidy pusobi jako piirozené intramolekularni
inhibitory v zymogenech cysteinovych proteas, kde intera-
guji s aktivnim mistem enzymu®** (kap. 3.1.). Strukturni
principy inhibice propeptidem mohou byt vyuzity pii kon-
strukci malych peptidomimetickych inhibitord, jak bylo
prokazéano u lidského katepsinuL (cit.*®). V ptipadé
SmCB1 umoznilo mapovani propeptidu pomoci syntetic-
kych fragmentd identifikovat dvé domény pro inhibici
(obr. 5). Doména AS (,active site) interaguje piimo
s aktivnim mistem SmCBI1; doména HB (,heparin-
binding*) lokalizovana v blizkosti aktivniho mista obsahu-
je sekvenéni motiv vazajici heparin (kap. 3.1.) a plsobi
jako inhibitor v komplexu s heparinem. Doména AS byla
vyuzita jako templat pro raciondlni design inhibitorQ
SmCBI (cit.**). Mikromolarni pentapeptidové inhibitory
SmCB1 odvozené ztéto domény vykazovaly vysokou
selektivitu vi¢i SmCB1 v porovnani s lidskymi cysteino-
vymi katepsiny. Tyto inhibitory jsou reverzibilni a stejné
jako propeptid se vazou do aktivniho mista v opacné orien-
taci nez substrat.

5. Zavér

Trévici proteasa SmCB1 z S. mansoni je perspektivni
cilovou molekulou pro nové terapeutické strategie proti
schistosomoéze, parazitdrnimu onemocnéni s globalnim
dopadem. Lze ocekavat, ze dal$i vyzkum SmCBI1 bude
soustfedén do né¢kolika nasledujicich oblasti. Pfi vyvoji
antischistosomalnich vakcin je vyuzitelna schopnost
SmCBI1 indukovat imunitni odpovéd’ a protektivni Gc¢inek
proti krevnickam a pisobit jako adjuvans v kombinova-
nych vakcinach. Syntetické inhibitory SmCBI1 ptedstavuji

K11777 CA074
P2’

h \

Obr. 4. Inhibice SmCB1 pomoci syntetickych inhibitora s reaktivni skupinou. U inhibitort jsou uvedeny pozice P3 az P2’, které se
vazou do vazebnych podmist enzymu. Ve vzorcich vinylsulfonového inhibitoru K11777 a epoxidového inhibitoru CA074 jsou barevné
vyznaceny reaktivni skupiny a hvézdickou pozice tvorby kovalentni vazby s katalytickym zbytkem cysteinu. V molekule enzymu je zob-
razena smyc¢ka OL oranzové a katalytické zbytky Cys100 a His270 zluté. PDB kody: 3S3R a 3QSD
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Obr. 5. Inhibitory SmCB1 odvozené ze struktury propeptidu. 3D struktura zymogenu SmCBI1 s barevné vyznacenou smyckou OL
(oranzov¢) a katalytickymi zbytky Cys100 a His270 (zlut€). Propeptid je zobrazen ve stuzkovém modelu (tyrkysove) s inhibi¢nimi domé-
nami AS (fialoveé) a HB (zeleng). Detail aktivniho mista ukazuje simulaci interakce peptidu Ac-NMrAF (bézove), ktery byl navrzen jako
selektivni inhibitor SmCB1 odvozeny z AS domény propeptidu™. Pro srovnani je zobrazena pozice propeptidu s AS doménou (fialovs)

potencidlni chemoterapeutika pro 1écbu schistosomozy.
Dosud byly detailn€ studovany inhibitory s reaktivni vinyl-
sulfonovou skupinou, v budoucnu se vyvoj inhibitorii
SmCBI1 rozsiii na peptidomimetika obsahujici dalsi typy
reaktivnich skupin s irevezibilnim G¢inkem (napf. diazo-
methylketony, halomethylketony, acyloxymethylketony)
nebo reverzibilnim U¢inkem (napf. nitrily, aldehydy) na
aktivitu cysteinovych proteas®®’. Inhibitory SmCB1 neby-
ly zatim analyzovany z hlediska kiizové reaktivity vaci
homolognim katepsintim v lidském hostiteli, pficemz tako-
vé informace by umoznily efektivnéji navrhovat inhibitory
specifické pro SmCB1. Dal§im pfistupem je vyvoj multi-
funk¢nich inhibitorQ, které by cilily soucasné na SmCB1
a dalsi cysteinové proteasy krevnicky a vykazovaly siln€jsi
supresivni efekt. Racionalni design novych generaci inhi-
bitorli SmCB1 bude vyuzivat integrovanou platformu pfi-
stupti zahrnujicich feSeni 3D struktur inhibi¢nich kom-
plexi, molekulové modelovani a komplexni testovani inhi-
bitorti in vitro a in vivo.

Referat vznikl v ramci FeSeni grantového projektu
InterBioMed LOI1302 a vyzkumného zdaméru RVO
61388963.
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of Schistosomiasis

Schistosomiasis represents a global health problem
with over 200 million people infected. It is caused by
blood flukes of the genus Schistosoma that live in the hu-
man cardiovascular system, feeding on blood. Digestive
protease cathepsin Bl of Schistosoma mansoni (SmCB1)
plays a critical role in the proteolysis of host blood pro-
teins and was identified as a target for chemotherapy of
schistosomiasis. This review provides an update on func-
tion and structure of SmCBI1, and novel intervention strat-
egies against schistosomiasis based on SmCBI inhibitors
and vaccines.



