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Seznam zkratek 
Å  Ångstrӧm, 10-10 m 
AdAPR-1  aspartatová proteasa 1 z měchovce lidského (Ancylostoma duodenale) 
AdCP2  cysteinová proteasa 2 z měchovce lidského (Ancylostoma duodenale) 
AMC  aminometylkumarin 
BPTI „bovine pancreatic trypsin inhibitor“, inhibitor hovězího trypsinu ze slinivky 
CEW  „Chicken Egg White”, 
CPA  cysteinová proteasa A z ničivky útrobní (Leishmania donovani) 
CPB  cysteinová proteasa B z ničivky útrobní (Leishmania donovani) 
CEW  „chicken egg white“, cystatin z kura domácího (Gallus gallus) 
CTLA „cytotoxic T-lymphocyte associated protein“ protein asociovaný 

s cytotoxickými T-lymfocyty 
CyLS  „cystatin-like stefin“, cystatinu podobný stefin 
DPAP1 dipeptidyl aminopeptidasa 1 ze zimničky tropické (Plasmodium falciparum) 
DTT  dithiotreitol 
EDTA  kyselinu ethylendiamintetraoctová 
ESP  exkrečně sekreční produkty 
FgStf1  stefin 1 z Fasciola gigantica 
FhAE  legumain (asparagyl‑ endopeptidasa) z motolice jaterní (Fasciola hepatica) 
FhCB1  katepsin B1 z motolice jaterní (Fasciola hepatica) 
FhCL1-5 katepsiny L1-5 z motolice jaterní (Fasciola hepatica) 
FhKT1.3 inhibitor z rodiny Kunitz-BPTI z motolice jaterní (Fasciola hepatica) 
FhStf1-3 stefiny 1-3 z motolice jaterní (Fasciola hepatica) 
FhSrp1-4 serpiny 1-4 z motolice jaterní (Fasciola hepatica) 
FPLC „fast protein liquid chromatography“, rychlá proteinová kapalinová 

chromatografie 
FRET Försterův rezonanční přenos energie 
Hyp  hydroxyprolin  
IC50  koncentrace inhibitoru potřebná k dosažení 50% inhibice aktivity enzymu  
IrAE  legumain (asparagyl‑ endopeptidasa) z klíštěte obecného (Ixodes ricinus)  
IrCB  katepsin B z klíštěte obecného (Ixodes ricinus) 
IrCC  katepsin C z klíštěte obecného (Ixodes ricinus) 
IrCL1  katepsin L1 z klíštěte obecného (Ixodes ricinus) 
IrCL3  katepsin L3 z klíštěte obecného (Ixodes ricinus) 
IrCD  katepsin D z klíštěte obecného (Ixodes ricinus) 
kDa   kilodalton  
NaAPR-1 aspartátová proteasa 1 z měchovce amerického (Necator americanus) 
NaAPR-2 aspartátová proteasa 2 z měchovce amerického (Necator americanus) 
NaCP3  cysteinová proteasa 3 z měchovce amerického (Necator americanus) 
NEJ  nově excystovaní juvenilové  
NK  „natural killer“, přirozené zabíječské buňky 
PEG  polyetylenglykol 
PDB   „protein data bank”, databáze proteinových struktur 
RMSD  „root mean square deviation“, střední kvadratická odchylka 
SmCB1 katepsin B z krevničky střevní (Schistoma mansoni) 
SmCC  katepsin C z krevničky střevní (Schistoma mansoni) 
SmCD  katepsin D z krevničky střevní (Schistoma mansoni) 
SmCL1 katepsin L1 z krevničky střevní (Schistoma mansoni) 
TbCB  katepsin B z trypanosomy spavičné (Trypanosoma brucei) 
TLR   „Toll-like receptors“, receptory podobné genu Toll 
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Abstrakt (ČJ) 
 

Proteiny z rodiny cystatinů jsou důležitými inhibitory cysteinových proteas typu katepsinů 

a účastní se řady patologií. Parazitární cystatiny jsou atraktivní cílové molekuly pro regulaci 

parazitů, ale je o nich dosud málo informací. Tato práce se zaměřuje na cystatiny dvou 

významných krevsajících parazitů: klíštěte obecného (Ixodes ricinus) jako hlavního vektoru 

lymské boreliózy a klíšťové encefalitidy, a motolice jaterní (Fasciola hepatica), původce 

fasciolózy. Byla provedena funkční a rentgenostrukturní charakterizace čtyř nových cystatinů, 

která umožnila určit strukturní podstatu inhibiční specifity a vysvětlit je v kontextu evoluce 

cystatinů a jejich fyziologické role.  

Cystatin FhCyLS-2 z F. hepatica má širokou inhibiční specifitu a hraje pravděpodobně 

duální roli při regulaci proteolytických systémů v tkáni hostitele a ve střevu parazita.  

FhCyLS-2 kombinuje unikátním způsobem charakteristiky dvou podrodin cystatinů  

a představuje modelového zástupce nové evoluční skupiny cystatinů identifikované u několika 

řádů parazitických motolic.  

Ricistatin a iristatin jsou cystatiny ze slin I. ricinus, jejichž imunomodulační působení 

na hostitele je způsobeno výjimečně úzkou inhibiční specifitou. Ta byla vysvětlena 

strukturními modifikacemi ve vazebných segmentech inhibitorů. Modifikace mají jiný 

charakter u ricistatinu a iristatinu, jak bylo prokázáno s využitím krystalové struktury 

komplexu s proteasou, a odlišují dvě fylogenetické skupiny slinných cystatinů klíšťat. 

Mialostatin ze střeva I. ricinus má nemodifikované vazebné segmenty zajišťující širokou 

inhibiční specifitu, která umožňuje efektivně regulovat multienzymový trávicí proteolytický 

systém klíštěte.  

Disertační práce přináší nové informace o strukturně-funkčních vztazích u parazitárních 

cystatinů a jejich molekulární evoluci ke specializovaným fyziologickým funkcím. Studované 

cystatiny představují potenciální antigeny pro vývoj antiparazitárních vakcín a mají 

farmakologicky zajímavé účinky s možným využitím v biomedicíně. 
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Abstract (EN) 
 

Members of the cystatin family are important inhibitors of cathepsin-type cysteine 

proteases and are involved in a number of pathologies. Parasite cystatins are attractive target 

molecules for parasite control, but our knowledge about them is still limited. This work is 

focused on cystatins of two blood-feeding parasites: the common tick (Ixodes ricinus) as the 

main vector of Lyme disease and tick-borne encephalitis, and the liver fluke 

(Fasciola hepatica), the causative agent of fasciolosis. Four novel cystatins were functionally 

and structurally characterized to define the structural determinants of their inhibitory 

specificity and to describe them in the context of evolution and physiological role of cystatins.  

The cystatin FhCyLS-2 from F. hepatica has broad inhibitory specificity and is suggested 

to play a dual role in the regulation of proteolytic systems in host tissue and the parasite gut. 

FhCyLS-2 combines the characteristics of two cystatin subfamilies in a unique way and is 

a model representative of a novel evolutionary group of cystatins identified in several orders 

of parasitic flukes. 

Ricistatin and iristatin are salivary cystatins of I. ricinus with immunomodulatory effects 

on the host caused by an exceptionally narrow inhibitory specificity. This specificity was 

explained by structural modifications of the binding segments of the inhibitors. 

The modifications have a different pattern for ricistatin and iristatin, as was demonstrated 

by the crystal structure of the cystatin-protease complex and are the principal feature 

distinguishing two phylogenetic groups of tick salivary cystatins. Mialostatin from I. ricinus 

gut contains unmodified binding segments, providing a broad inhibitory specificity that enables 

effective regulation of the multienzyme proteolytic digestive system of the ticks.  

The thesis provides new information on structure-function relationships in parasite 

cystatins and their molecular evolution towards various physiological roles. The studied 

cystatins represent promising antigens for the development of antiparasitic vaccines and have 

pharmacologically interesting properties for potential biomedical applications. 

  



9 
 

1. Teoretický úvod  
1.1. Cysteinové proteasy  

Proteasy, označované i jako proteinasy nebo peptidasy, jsou enzymy hydrolyzující 

peptidovou vazbu proteinů a peptidů. Jsou přítomny u všech živých organismů a mají 

nezastupitelnou úlohu v celé řadě fyziologických dějů. Lidský genom obsahuje 

více než 600 genů kódujících různé proteasy, což představuje cca 3 % všech genů 1.  

Proteasy lze klasifikovat několika způsoby. Dle pozice štěpené peptidové vazby se dělí na 

endopeptidasy, štěpící uvnitř polypeptidového řetězce, a exopeptidasy štěpící peptidové vazby 

z C-konce (karboxypeptidasy) nebo N-konce (aminopeptidasy) substrátu. MEROPS databáze 

zavádí členění na základě jejich 3D architektury do 53 různých klanů a dle sekvenční 

příbuznosti do 266 rodin 2. Hlavní rozdělení proteas lze provést dle stavby katalytického centra 

a mechanismu hydrolýzy štěpené peptidové vazby. Tímto způsobem se proteasy dělí do sedmi 

různých tříd – na serinové, cysteinové, aspartátové, glutamátové, threoninové, asparaginové 

proteasy a metaloproteasy 2.  

Cysteinové proteasy jsou třetí nejrozšířenější rodinou proteas po serinových proteasách 

a metaloproteasách. Jsou tvořeny devíti klany, které jsou složené z celkem 67 rodin. 

Z nich, nejrozsáhlejší a nejvíce studovanou je rodina C1 nesoucí název podle první 

identifikované proteasy – papainu 2. Dalšími významnými rodinami cysteinových proteas jsou 

kalpainy (C2), legumainy (C13) a kaspasy (C14).  

Do rodiny papainu patří i skupina proteas, původně popsaných jako lysosomální, známých 

jako cysteinové katepsiny. U člověka je nyní termínem katepsin označováno celkem 

15 proteas. Tato heterogenní skupina je tvořena 11 cysteinovými proteasami (katepsiny B, C, 

L, K, S, F, H, O, V, X, W z rodiny C1), 2 serinovými proteasami (katepsin A z rodiny S10 

a katepsin G z rodiny S1) a 2 aspartátovými proteasami (katepsiny D a E z rodiny A1) 3. 

Jednotlivé lidské katepsiny slouží díky svým odlišným vlastnostem jako modelové proteasy 

pro klasifikaci homologních proteas identifikovaných u ostatních organismů 2. 

 

1.1.1. Struktura cysteinových katepsinů 

Funkční molekulou cysteinových katepsinů jsou monomery o velikosti 20–35 kDa. 

Výjimkou je katepsin C, jehož funkční jednotkou je homotetramer o celkové molekulové 

hmotnosti cca 200 kDa 4. Jako první byla v roce 1984 vyřešena prostorová struktura rostlinného 

papainu z papáji obecné (Carica papaya), která nyní slouží jako strukturní archetyp 

cysteinových katepsinů (Obr. 1). Papain je monomerní, globulární dvoudoménový protein 
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s molekulovou hmotností 24 kDa 5. Domény jsou označovány jako levá a pravá podle polohy 

při konvenčním zobrazení 6. Zatímco levá doména je tvořena především α-šroubovicemi, pravá 

obsahuje především β-struktury. Aktivní místo se nachází v prohlubni mezi doménami a na 

jeho dně se nalézá katalytická dyáda tvořená zbytky Cys25 a His159.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Obr. 1: Molekula papainu v konvenční orientaci. Katalytická doména papainu (znázorněna 

jako šedý povrch) se skládá ze dvou domén odlišených barevně ve stužkovém modelu. Levá 

(L) doména je označená zeleně a obsahuje pouze α-šroubovice, pravá (P) doména označená 

azurově je tvořena především β-strukturami. Každá doména nese jeden zbytek katalytické 

dyády zbytků Cys a His (červeně). Převzato z 6 a upraveno. 
 

Mechanismus štěpení peptidového substrátu (Obr. 2) je shodný pro všechny cysteinové 

katepsiny a jsou pro něj kritické především dva aminokyselinové zbytky tvořící konzervovanou 

katalytickou dyádu – Cys25 a His159 (číslováno dle zralého papainu) 7. Po navázání substrátu 

do aktivního místa proteasy thiolová skupina cysteinu, která v deprotonované formě slouží jako 

nukleofil, atakuje uhlík karbonylové skupiny štěpené peptidové vazby. Dojde k vytvoření 

tetrahedrálního intermediátu, který je stabilizovaný postranním řetězcem Gln19. V dalším 

kroku je rozštěpena peptidová vazba, uvolní se první produkt z C-konce substrátu a vzniká 

kovalentní komplex acyl-proteasa. Dále deprotonovaná molekula vody nukleofilně atakuje 

karbonylový uhlík komplexu acyl-proteasa za vzniku dalšího tetrahedrálního intermediátu. 

Posledním krokem je deacylace proteasy, uvolnění druhého produktu a regenerace proteasy 7. 
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Obr. 2: Katalytický mechanismus cysteinových katepsinů. Štěpení substrátu se odehrává 

v šesti krocích: 1) nukleofilní atak deprotonované thiolové skupiny Cys25 na karbonylový 

uhlík peptidové vazby, 2) vznik thioesterového intermediátu a následná deprotonace 

imidazolového kruhu His159, 3) vznik komplexu acyl-proteasy a uvolnění prvního produktu 

(amin), 4) nukleofilní atak molekuly vody na thioesterově vázaný uhlík, 5) vznik druhého 

thioesterového intermediátu a 6) uvolnění druhého produktu (karboxylové kyseliny) 

a regenerace aktivního místa enzymu. Převzato z 8 a upraveno. 

 

Štěpený peptidový substrát se váže do aktivního místa a vyplňuje bočními řetězci 

aminokyselinových zbytků jednotlivá vazebné podmísta proteasy (Obr. 3). U papainu bylo 

definováno 5 podmíst konvenčně označovaných jako S3, S2, S1, S1’ a S2’. Příslušným 

aminokyselinovým zbytkům substrátu potom odpovídající jednotlivé pozice označované jako 

P3, P2, P1, P1’ a P2’. 
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Obr. 3: Schematické znázornění vazby peptidového substrátu do aktivního místa 

proteasy. Zobrazeny jsou pozice jednotlivých aminokyselinových zbytků peptidového 

substrátu (P4–P4´), které se vážou do odpovídajících podmíst enzymu (S4–S4´). Štěpená 

peptidová vazba mezi zbytky P1 a P1´ je znázorněna červeně. Převzato z 9 a upraveno. 

 

Substrátová specifita papainu je primárně určena podmísty S1 a S2, kdy podmísto S1 

preferuje velké bazické aminokyseliny (Arg, Lys) a podmísto S2 váže všechny hydrofobní 

aminokyseliny (především Val). Lidské cysteinové katepsiny vykazují specifitu podobnou 

papainu, ovšem některé z nich mají odlišné preference pro podmísto S2. Katepsiny L a V 

preferují aromatické aminokyseliny před hydrofobními, katepsiny F, K a S preferují alifatické 

aminokyseliny a katepsin B nemá vyhraněnou specifitu pro podmísto S2 10.  

Substrátová specifita je stěžejní pro biologickou funkci dané proteasy. Např. katepsin K je 

využíván osteoklasty pro degradaci kostní matrix, která je složená především z kolagenu typu 

I s typickou sekvencí Gly-Xxx-Xxx, kde Xxx může být jakákoliv aminokyselina, ale nejčastěji 

se jedná o Pro. Katepsin K preferuje v podmístě S2 Pro a dokáže tak konzervovanou sekvenci 

kolagenu vázat a efektivně degradovat 11.  

Cysteinové katepsiny jsou převážně endopeptidasami, pouze několik z nich, katepsiny B, 

C, H a X, vykazují exopeptidasovou aktivitu, která je způsobena implementací specifických 

strukturních segmentů: smyček, zbytků aktivačních peptidů či celých domén (Obr. 4). 

U exopeptidas je přístup substrátu do S nebo S‘ podmíst aktivního místa těmito segmenty 

omezen. To umožní vazbu pouze N- nebo C-konce substrátu a ke štěpení tedy dochází pouze 

v aminopeptidasovém resp. karboxypeptidasovém módu 12. Konkrétně katepsin H působí 

jako aminopeptidasa 13, katepsin C jako aminodipeptidasa (dipeptidylpeptidasa) 4, katepsin X 

jako karboxypeptidasa 14 a katepsin B jako karboxydipeptidasa (peptidyldipeptidasa) 15.  
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Obr. 4: Struktura cysteinových katepsinů s exopeptidasovou aktivitou. Přídatné strukturní 

segmenty zodpovědné za exopeptidasovou specifitu modifikují základní endopeptidasovou 

architekturu. Klíčové strukturní segmenty exopeptidas jsou superponovány přes povrch 

endopeptidasy katepsinu L (šedě) s vyznačenou katalytickou dyádou (cystein – žlutě, histidin 

– oranžově). Segmenty jsou zobrazeny stužkovým modelem pro aminopeptidasu katepsin H 

(„mini-řetězec“ – červeně), aminodipeptidasu katepsin C („exclussion domain“ – zeleně), 

karboxypeptidasu katepsin X („mini-smyčka“ – fialově) a karboxydipeptidasu katepsin B 

(„occluding loop“ – azurově). Převzato z 16. 

 

1.1.2. Role cysteinových katepsinů v biologii člověka  

Jednou z hlavních úloh katepsinů v tkáních je štěpení buněčných proteinů v lysosomech. 

Do lysosomů je nespecificky směřován veškerý materiál pohlcený buňkou, membránové 

proteiny nebo fagocytované patogeny 17,18. Zároveň jsou do lysosomů specificky 

transportovány cytosolární proteiny pomocí receptorů a transportérů 19. Koncentrace 

jednotlivých katepsinů může být v lysosomech až 1 mM 20, zároveň je zde udržováno kyselé 

pH (rozmezí 4,5-5,0) odpovídající pH optimu těchto proteas.  

Funkce katepsinů nicméně nejsou limitovány pouze na nespecifickou degradaci proteinů, 

ale hrají důležitou roli i při vysoce specifických procesech. Příkladem je aktivace zymogenů 

proteas (granzymů, neutrofilní elastasy, chymasy či tryptasy) v případě katepsinu C, H a L 21,22, 

štěpení invariantního řetězce MHC II receptorů v endosomech antigen-prezentujících buněk 23, 
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role signálních molekul díky aktivaci Mas-příbuzných GPCR receptorů katepsinem S 24 

nebo procesování Toll-like receptorů (TLR3, TLR7 a TLR9) katepsinem B a H, které je 

podmínkou jejich správné funkce 25. Většina lysosomálních cysteinových katepsinů je 

exprimována všemi druhy buněk, ale několik katepsinů vykazuje tkáňově specifickou expresi. 

Jedná se zejména o katepsin K (osteoklasty), katepsin S (antigen-prezentující buňky), katepsin 

V (brzlík, rohovka a varlata) a katepsin W (NK buňky, T-lymfocyty) 12. Tkáňově specifický 

výskyt jednotlivých katepsinů je společně s nejběžnějšími patologiemi shrnut v Tab. 1. 

Katepsiny byly původně popsány jako lysosomální proteiny, ale v posledních letech se 

ukázalo, že katepsiny mají přirozené funkce i mimo lysosom, např. v cytosolu při regulaci 

apoptosy a zánětu 26 nebo v buněčném jádru při regulaci buněčného cyklu 27. Katepsiny B a L 

jsou sekretovány do mimobuněčného prostoru, kde degradují proteiny extracelulární matrix, 

odstraňují membránové receptory a adhezní molekuly 28 či specificky aktivují cytokininy 

a růstové faktory 29,30. Dalším katepsinem cíleně sekretovaným do mezibuněčného prostoru je 

katepsin K, který je využíván osteoklasty při odbourávání kostní tkáně 31.  

 

Tab. 1: Přehled lidských cysteinových katepsinů, jejich funkcí a patologií. Převzato z 32.  

 

Vychýlení přesně vybalancované aktivity katepsinů z rovnovážného stavu je často 

příčinou nebo průvodním jevem různých patologických stavů (Tab. 1). Například ztrátou 

aktivity katepsinu C dochází ke vzniku Papillon-Lefèvrova a Haim-Munkova syndromu 33. 
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Zvýšená aktivita katepsinu K způsobuje osteoporózu 34, a naopak ztráta jeho aktivity vede 

k pyknodysostóze 35. Zvýšená aktivita katepsinu S v séru je spojována s diabetem 2. typu 36. 

Dále cysteinové katepsiny hrají roli v zánětlivých onemocněních plic 37, Alzheimerově 

chorobě 38, ateroskleróze 39, tvorbě aneurysmat 40, svalové dystrofii 41, revmatoidní artritidě 42 

a osteoartróze 43. Často bývá aktivita cysteinových katepsinů zvýšena při nádorovém 

onemocnění, ta je potom spojována s horší prognózou, jelikož usnadňuje angiogenezi 

a metastazování rakovinných buněk 44-46. Několik katepsinů bylo navrženo jako prognostické 

markery u nádorového onemocnění krve, prsu, střev, plic, jater, prostaty nebo slinivky 3,47-49. 

 

1.1.3. Parazitární cysteinové katepsiny 

Parazitární ortology katepsinů jsou označovány na základě jejich homologie 

k archetypálním lidským katepsinům. U parazitů prodělaly katepsiny na rozdíl od člověka 

bouřlivý vývoj a díky duplikaci archetypálních genů nyní parazité disponují celými genovými 

rodinami katepsinů. Nejvíce ortologů bylo popsáno pro katepsiny L, B, C a F. Jako příklad 

lze uvést katepsiny L z motolice jaterní (F. hepatica), která nyní disponuje celkem 

26 isoenzymy katepsinu L (Obr. 5) 50.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 5: Fylogenetická analýza genové rodiny katepsinu L u F. hepatica a F. gigantica. 

Z původního jednoho genu pro katepsin L u F. hepatica duplikacemi a následnou divergencí 

vznikla genová rodina nyní zahrnující 7 různých kladů s celkem 32 isoenzymy. Pro zakořenění 

stromu byl použit papain z Carica papaya. Převzato z 51 a upraveno. 
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Lidské katepsiny a jejich parazitární ortology jsou strukturně velmi blízké, a to navzdory 

poměrně nízké sekvenční identitě 52. Velký počet aminokyselinových záměn tedy neovlivnil 

charakteristickou strukturu známou u archetypálních lidských katepsinů, ale byly získány jiné 

funkční charakteristiky, jako jsou např. širší pH optimum, vyšší stabilita či odlišná substrátová 

specifita 53. Například lidský katepsin L vykazuje pH optimum mezi 4,5 a 5,5 a při pH 7,0 je 

inaktivován v řádu minut. Jeho ortolog IrCL1 z klíštěte obecného (Ixodes ricinus) má 

pH optimum posunuté do velmi kyselé oblasti 3,0–4,0 54 a může tak efektivně degradovat 

hemoglobin, který v pH pod 3,5 denaturuje 55. Oproti tomu katepsiny L z trypanosomy spavičné 

(Trypanosoma brucei) a F. hepatica jsou stabilní a aktivní při velkém rozpětí pH od 3,0 do 9,0. 

Díky tomu mohou kombinovat funkci trávicích proteas a současně modulovat hostitelské 

prostředí 56,57.  

 

1.1.4. Role cysteinových katepsinů v biologii parazitů 

U parazitů mají cysteinové katepsiny specifické role, které souvisejí s jejich životní 

strategií. U všech parazitů, kromě hmyzu a korýšů, plní cysteinové katepsiny nenahraditelnou 

roli v trávení krevních proteinů hostitele. K degradaci hemoglobinu parazité využívají kaskádu 

proteolytických enzymů založenou na cysteinových katepsinech (rodina C1), legumainu 

(rodina C13) a aspartátové protease katepsinu D (rodina A1) 53,58,59. Tato proteolytická kaskáda 

je překvapivě konzervovaná napříč různými parazity (Tab. 2) a je společná mnoha helmintům 
60-62, prvokům 63-65 i členovcům 66 a bude ji detailně věnována pozornost v kapitolách 1.7.1 

a 1.8.1. Některé parazitární cysteinové katepsiny jsou sekretované do hostitelského prostředí, 

kde jsou díky vyšší stabilitě nadále aktivní a mohou ovlivňovat různé molekulární procesy 

v tkáních hostitele, včetně imunitní odpovědi 59. Endoparazité jsou parazité žijící dlouhodobě 

v těle svého hostitele. Ke vstupu do hostitele a k migraci do cílového orgánu využívají 

specifické cysteinové katepsiny. Ty jsou schopné štěpit např. proteolyticky velmi odolnou 

strukturu kolagenu a umožňují parazitům pronikat přes extracelulární matrix 

a tkáňové bariéry 67,68. 
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Tab. 2: Přehled významných parazitů s proteolytickým trávicím systémem založeným 

na cysteinových a aspartátových katepsinech. Ekonomicky významná onemocnění jsou 

označena (a). Převzato z 16. 

 

1.2. Regulace cysteinových katepsinů 

Hydrolýza peptidové vazby katalyzovaná proteasami je děj obecně nevratný, a proto musí 

být činnost i cysteinových katepsinů přísně regulována, a to pomocí několika různých 

mechanismů. Patří sem regulace genové exprese, alternativního sestřihu mRNA 

a kompartmentace buňky 69. S kompartmentací souvisí i další mechanismus regulace pomocí 

pH. Lidské katepsiny mají pH optimum v mírně kyselé oblasti a v neutrálním pH jsou, 

s výjimkou katepsinu S, velmi nestabilní. V cytosolu tedy podléhají rychlé denaturaci, čímž je 

potlačena jejich aktivita 3,70,71.  
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Obr. 6: Struktura zymogenu katepsinu B1 z krevničky střevní (Schistosoma mansoni). 

Stužkový model propeptidu (zeleně) blokuje aktivní místo katepsinu mezi L a R doménami 

(fialově) a interaguje s katalytickými aminokyselinovými zbytky (žlutě). Převzato z 72. 

 

Dalším mechanismem typickým pro cysteinové katepsiny je syntéza ve formě neaktivního 

zymogenu. U zymogenu je aktivní místo katepsinu vyplněno propeptidem, který sekvenčně 

předchází katalytické doméně katepsinu (Obr. 6). Řetězec propeptidu je stabilizován 

proti štěpení, protože prochází aktivním místem v opačném směru než substrát 73. Aktivace 

zymogenu může probíhat buď autokatalyticky, kdy v kyselém prostředí dochází k disociaci 

propeptidu z aktivního místa zymogenu a jeho fragmentaci ostatními molekulami daného 

katepsinu, nebo trans-aktivací pomocí jiné proteasy, typicky jiným cysteinovým 

nebo aspartátovým katepsinem nebo legumainem 74,75. Autoaktivační procesy některých 

katepsinů mohou být modulovány záporně nabitými polysacharidy, např. glykosaminoglykany 
72,76. Posledním mechanismem využívaným pro regulaci cysteinových katepsinů jsou 

proteinové inhibitory proteas, kterými se tato disertační práce zabývá a bude jim věnována 

následující kapitola.  
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1.3. Přirozené inhibitory cysteinových katepsinů 

Přirozeně se vyskytující proteasové inhibitory mohou být látky buď proteinové, 

nebo nízkomolekulární. Proteinové inhibitory jsou všeobecně přítomné u všech organismů. 

Jejich rolí je především regulace vlastních proteas či ochrana tkání před proteolytickým 

poškozením a jsou detailněji popsány v další kapitole. Nízkomolekulární inhibitory jsou 

syntetizovány především bakteriemi, houbami a rostlinami jako ochranné molekuly 

proti patogenům.  

Mezi první popsané přírodní nízkomolekulární inhibitory cysteinových katepsinů patří 

leupeptin 77, chymostatin 78 a antipain 79 identifikované v aktinobakteriích. Tyto 

peptidyl-aldehydové inhibitory se kovalentně vážou na katalytický zbytek katepsinu. Jejich 

peptidová část nezaručuje dostatečnou specifitu a tak jsou silnými inhibitory jak cysteinových, 

tak serinových proteas 80. 

Prvním identifikovaným specifickým inhibitorem cysteinových katepsinů je epoxid E-64 

(systematickým názvem N-[N-(L-3-trans-karboxyoxiran-2-karbonyl)leucyl]-agmatin) z houby 

Aspergillus japonicus 81. Struktura E-64 je uvedena na Obr. 7, agmatinová skupina vyplňuje 

podmísto S3, zbytek leucinu hydrofobní podmísto S2 a reaktivní epoxidová skupina se nachází 

v blízkosti katalytického cysteinu 6. Reakce probíhá nukleofilním atakem katalytického 

cysteinu na epoxidový C2 uhlík E-64. Díky kombinaci vysoké reaktivity a dostatečné 

specificity je E-64 používán k důkazu aktivity cysteinových proteas. Struktura E-64 byla dále 

modifikována a bylo vyvinuto mnoho derivátů se specializovanými vlastnostmi (Obr. 7), 

např. E-64d schopný procházet přes biologické membrány 82 nebo CA-074, který je 

specifickým inhibitorem katepsinu B 83.  

 

Obr. 7: Přirozený inhibitor cysteinových proteas E-64 (A) a jeho syntetické deriváty 

E-64d (Aloxistatinu, B) a CA-074 (C). Převzato z 84 a upraveno. 

 

V mořských houbách, cyanobakteriích a rostlinách bylo popsáno mnoho dalších inhibitorů 

katepsinů, z nichž nejvýznamnější jsou miraziridin A 85, tokaramid A 86, gallinamid A 87, 
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grassypeptolidy A, B a C 88, panduratin A a nikolaioidesin C 89. Mezi zajímavé skupiny 

bioaktivních malých molekul patří triterpeny, flavonoidy a alkaloidy, které stericky snadno 

vyplňují aktivní místo cysteinových proteas, a jejich někteří zástupci fungují jako slabé, 

kompetitivní inhibitory cysteinových katepsinů 80. 

Přírodní inhibitory a substráty cysteinových katepsinů přinášejí nové strukturní vzory 

využitelné k vývoji silnějších či specifičtějších inhibitorů a léčiv a je jim v současné době 

věnována velká pozornost. Inhibitory odvozené z peptidové stavby se nazývají 

peptidomimetika a obsahují typicky část zodpovědnou za vazbu do aktivního místa proteasy 

a reaktivní skupinu (tzv. warhead), která umožňuje kovalentní vazbu s katalytickým cysteinem 
90. Tyto inhibitory se dají rozdělit dle povahy kovalentní vazby vytvořené s proteasou 

na ireverzibilní inhibitory (halomethylketony, diazomethany, epoxysukcinylové deriváty, 

acyloxymethylketony a vinyl sulfony) a reverzibilní inhibitory (peptidyl aldehydy, nitrily, 

methylketony) 91,92. Vyvinuté prototypové látky mohou být následně modifikovány 

tak, aby splnily farmakologická kritéria a mohly se stát registrovanými léčivy, 

jako např. nirmatrelvir účinný proti hlavní protease viru SARS-CoV-2 93. Potentní a specifické 

inhibitory lze dále využít i jako součást tzv. aktivitních sond („activity based probes“), 

sloužících k detekci či vizualizaci cysteinových proteas 94,95. 

  

1.3.1. Proteinové inhibitory cysteinových katepsinů 

Databáze Merops eviduje celkem 84 proteinových rodin inhibitorů proteolytických 

enzymů, z nichž 8 rodin je specializováno na inhibici cysteinových katepsinů. Nejvýznamnější 

a nejpočetnější je rodina cystatinů (I25), dále to jsou např. rodina CTLA (I29), thyropiny (I31), 

chagasiny (I42), clitocypiny (I48) nebo makrocypiny (I85) 2. Některé rodiny inhibitorů 

serinových proteas obsahují proteiny schopné inhibovat i cysteinové proteasy. Jako příklad 

mohou sloužit zástupci rodiny živočišných (I2) i rostlinných (I3) Kunitzových inhibitorů nebo 

serpiny (I4) 96-98.  

 

1.3.2. Mechanismy inhibice cysteinových katepsinů proteinovými inhibitory 

Existují dva základní principy, kterými proteinové inhibitory interagují s cysteinovými 

katepsiny a blokují tak jejich aktivitu. Prvním je poškození architektury aktivního místa 

při kovalentní interakci inhibitoru s katalytickým zbytkem. Tento princip je poměrně vzácný 

a je využíván pouze serpiny (I4) a inhibitory kaspas z rodiny p35 (I50) 99,100. Druhým 

principem je sterické vyplnění aktivního místa proteasy zprostředkované pomocí 
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nekovalentních interakcí. Díky vysoké afinitě reaktivních segmentů reverzibilních inhibitorů 

k aktivnímu místu proteas jsou tyto proteiny často nazývány také jako „tight-binding“ 

inhibitory 101. Značný interakční povrch umožňuje vytvořit celou síť nekovalentních interakcí, 

především vodíkových můstků a hydrofobních interakcí, a díky tomu mohou dosahovat 

nekovalentní inhibitory jak vysoké afinity, tak selektivity díky rozlišování i malých 

strukturních změn u příbuzných katepsinů. Inhibitory mohou využívat i další interakční regiony 

na povrchu proteasy mimo její aktivní místo, tzv. exomísta, a to pro zvýšení specifity 

jako např. serpiny 102 nebo pro zvýšení afinity jako např. hirudiny 103. 

 

1.3.3. Přehled hlavních rodin inhibitorů cysteinových katepsinů 

Rodina CTLA (kód I29 podle Merops databáze) je tvořena propeptidy cysteinových 

katepsinů a inhibitory, které vznikly genovou duplikací segmentu propeptidů z původních genů 

pro zymogeny cysteinových katepsinů. Jako součást zymogenů cysteinových katepsinů jsou 

široce rozšířené, ovšem jako samostatné inhibitory jsou vzácné a jejich funkce 

nebyla popsána 104,105  

Thyropiny (rodina I31) byly nejprve identifikovány jako součást multidoménových 

proteinů thyroglobulinů. Jsou stabilizované sadou disulfidických můstků a do aktivního místa 

katepsinů se váží pomocí trojice interakčních smyček, podobně jako cystatiny (Obr. 8). 

Thyropiny jsou značně selektivní v rámci cílových cysteinových katepsinů, např. protein p41 

(fragment invariantního řetězce MHC II) je pikomolárním inhibitorem katepsinu L a H, 

ale katepsiny S, B a C neinhibuje vůbec 106. Bylo prokázáno, že má stabilizační vliv na katepsin 

L v lysosomech i v extracelulární matrix 107,108, a účastní se regulace antigen prezentujících 

buněk 109. Thyropinová doména je často přítomna ve velkých multidoménových proteinech, 

jako jsou např. testikany a thyroglobuliny. Equistatin, protein ze sasanky mořské (Actinia 

equina), obsahuje tři thyropinové domény – doména 1 inhibuje cysteinové proteasy, 

doména 2 aspartátové proteasy a doména 3 nejspíše inhibiční funkci ztratila 110. 
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Obr. 8: Struktury komplexů různých rodin proteinových inhibitorů s cysteinovými 

proteasami z rodiny papainu. Všechny komplexy zobrazují stejný boční pohled na komplex 

proteasy (šedý povrch) a inhibitoru (barevný stužkový model bez sekundárních struktur). 

(A) Komplex stefinu B z rodiny I25 a papainu (modře), (B) komplex falstatinu z rodiny I71 

a falcipainu (azurově), (C) komplex chagasinu z rodiny I42 a katepsinu L (světle zeleně), (D) 

komplex fragmentu p41 z rodiny I31 a katepsinu L (červeně) a (E) komplex clitocypinu 

z rodiny I48 a katepsinu V (žlutě). Převzato z 101 a upraveno. 

 

Regulace cysteinových katepsinů pomocí proteinových inhibitorů je i u parazitů nesmírně 

důležitá. V parazitických prvocích se vyvinuly tři vzájemně příbuzné rodiny s nízkou 

sekvenční homologií (<25%), které sdílí strukturní vzor imunoglobulinů 111. Jedná se 

o chagasiny (rodina I42), falstatiny (I71) a toxostatiny (I81), jejichž způsob interakce 

s aktivním místem proteasy pomocí několika segmentů je podobný jako u cystatinů (Obr. 8) 
112,113. Modeloví zástupci jednotlivých rodin, chagasin z trypanosomy americké (Trypanosoma 

cruzi), falstatin ze zimničky tropické (Plasmodium falciparum) a toxostatin z kokcidie kočičí 

(Toxoplasma gondii) jsou pikomolární inhibitory hlavních sekretovaných katepsinů daných 

parasitů a hrají roli při průniku parazita do hostitelských buněk, přeměně vývojových stádií 

parazita a regulaci imunitního systému hostitele 111. 
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Makrocypiny (rodina I85) a clitocypiny (I48) jsou dvě malé rodiny s pouze několika 

popsanými inhibitory z vyšších hub sdílející obecnou strukturní architekturu s rodinou 

rostlinných Kunitz inhibitorů (I3). Na rozdíl od Kunitzovy rodiny neobsahují žádné 

disulfidické můstky. Některé inhibitory z těchto rodin jsou schopny regulovat kromě 

cysteinových katepsinů (C1) i legumain (C13) či serinové proteasy z rodiny chymotrypsinu S1 
114,115. Jejich obecnou funkcí je nejspíše ochrana proti patogenům a škůdcům 114. 

 

1.3.4. Rodina cystatinů 

Cystatiny jsou největší rodinou inhibitorů (kód I25 podle Merops databáze) cysteinových 

proteas a jsou přítomné u všech živých organismů s výjimkou hub a archeí. Zaměřené jsou 

především na cysteinové katepsiny rodiny papainu (rodina C1), některé jsou schopny inhibovat 

i proteasy z rodiny legumainu (C13) 116,117. Dle primární sekvence je lze rozdělit do tří podrodin 

– stefiny, pravé cystatiny a multidoménové cystatiny 2. Stefiny (také označované jako cystatiny 

1. typu) jsou jednodoménové proteiny bez signální sekvence a disulfidických můstků 

s molekulovou hmotností cca 11,5 kDa. Pravé cystatiny (cystatiny 2. typu) jsou také 

jednodoménové proteiny s molekulovou hmotností cca 13 kDa, ale disponují signální sekvencí 

a dvěma páry konzervovaných disulfidických můstků. Multidoménové cystatiny (cystatiny 

3. typu) jsou tvořené několika doménami pravých cystatinů či jejich kombinací s jinými 

proteinovými doménami 118.  

  

1.3.4.1. Stefiny 

Stefiny jsou díky absenci signální sekvence intracelulárními proteiny, které se vyskytují 

v cytosolu, mitochondriích a buněčném jádru. V lidském organismu jsou dva 

homology – stefin A a B. Stefin A má velmi omezenou tkáňovou distribuci a je exprimován 

pouze buňkami epitelu, jater a lymfatickou tkání. Tato selektivní exprese odpovídá tkáním 

zapojeným v první linii boje proti patogenům, nicméně jeho funkce není stále přesně známá 
119. Oproti tomu stefin B je exprimovaný prakticky všemi buněčnými typy 118,120. Primární 

funkcí obou stefinů je ochrana před nežádoucí proteolýzou způsobenou cysteinovými 

katepsiny mimo jejich základní lysosomální kompartment 121. Pro stefin B byla popsána i role 

v regulaci buněčného cyklu, díky regulaci aktivity katepsinu L v jádru buňky 120.  
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1.3.4.2. Pravé cystatiny 

Pravé cystatiny jsou především sekretované proteiny, ale někteří zástupci mají 

i intracelulární funkce. V lidském organismu bylo popsáno 7 různých homologů cystatinů, 

z nichž nejvýznamnějším je cystatin C, který reguluje aktivitu katepsinů v hlavních tělních 

tekutinách 122. Je produkován všemi jadernými buňkami a používá se jako časný biomarker 

akutního poškození ledvin 123 či kardiovaskulárních onemocnění 124. Jednobodová mutace 

cystatinu C způsobuje jeho oligomerizaci a následnou amyloidovou angiopatii islandského 

typu 125. Role cystatinu C v nádorových onemocněních není jednoznačně definována, 

v některých typech rakovinného bujení má cystatin C roli supresoru, v dalších naopak dělení 

podporuje a zdá se, že interaguje i s jinými proteiny než cysteinové katepsiny a legumain 126. 

Homologní cystatiny jsou součástí dalších dějů v lidském organismu, např. cystatiny D, S, SA 

a SN jsou exprimovány především slinnými žlázami a chrání nejspíše před exogenními 

katepsiny v ústní dutině 127, ale mají i jiné funkce jako například u cystatinu D, který inhibuje 

růst nádorů 128 nebo prezentaci antigenů APC 129. Cystatin E/M je exprimován podkožními 

buňkami a hraje roli v homeostázi kůže a v mnoha typech nádorových onemocnění 130. 

Cystatin F je produkován především buňkami imunitního systému a ovlivňuje cytotoxicitu 

NK buněk a T-lymfocytů skrze inhibici katepsinů C, H a L 131.  

 

1.3.4.3. Multidoménové cystatiny 

Skupina multidoménových cystatinů není monofyletická, ale sdružuje vzájemně 

nepříbuzné proteiny vývojově pokročilejších eukaryot tvořené dvěma (fetuiny, „histidin-rich“ 

proteiny), třemi (kininogeny) a až 12 (multidoménové cystatiny parazitů) doménami pravých 

cystatinů 118,132,133. Cystatinové domény těchto inhibitorů často během evoluce ztrácejí svou 

schopnost inhibovat cysteinové katepsiny a získávají funkce jiné, tak jako u fetuinů 

či „histidin-rich“ proteinů 134. Inhibiční funkce je naopak zachovaná u kininogenů, které 

ale kromě toho slouží i jako prekurzory hormonů, a i u multidoménových cystatinů parazitů 

s pravděpodobnou funkcí při gametogenezi 133,135 

 

1.3.4.4. Struktura a inhibiční mechanismus cystatinů 

Krystalová struktura CEW („Chicken Egg White“) cystatinu byla vyřešena již v roce 1988 

a je tvořena centrální α-šroubovicí, kolem které se obtáčí 5 skládaných antiparalelních 

β-struktur (Obr. 9). Tyto β-struktury jsou číslovány postupně od N- k C-konci a nejkratší z nich 

β1 je tvořena buď pouze několika aminokyselinami, nebo není vytvořená vůbec. Obecná 
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architektura stefinů a cystatinů je analogická, nicméně cystatiny obsahují inserci 

cca 20 aminokyselin mezi β3 a β4, která je na opačné straně molekuly než reaktivní centrum a 

pár konzervovaných disulfidických můstků 136,137. 

 

 

Obr. 9: Krystalová stuktura CEW cystatinu. CEW cystatin je zobrazen ve stužkovém 

modelu s vyznačenou α-šroubovicí (azurová) a β-strukturami (fialová, číslované dle pořadí 

od N-konce), segmenty bez sekundární struktury jsou zobrazeny růžově. N- a C-konec 

molekuly je označen. Tři segmenty v horní části molekuly (N a smyčky L1 a L2) tvoří reaktivní 

centrum inhibitoru pro interakci s cysteinovými katepsiny. Konzervované disulfidové můstky 

jsou zobrazeny tyčkovým modelem (červeně). Převzato z 136 a upraveno. 

 

Prostorová struktura komplexu stefinu B s papainem (Obr. 10) ukázala, že cystatiny 

interagují s cysteinovými katepsiny třemi interakčními segmenty, N-koncem proteinu 

a povrchovými smyčkami L1 a L2, které jsou lokalizovány mezi sekundárními strukturami 

β2 a β3, respektive β4 a β5 137. Tyto segmenty vstupují do aktivního místa proteasy, kde 

vyplňují vazebná podmísta S3-S2‘, a obsahují konzervované sekvence důležité pro afinitu 

k cysteinovým katepsinům. 
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Obr 10: Strukturní analýza interakce cystatinů s proteasami rodiny papainu. V 

inhibičním komplexu je archetypální proteasa papain znázorněna stužkovým modelem 

(azurově) s šedým transparentním povrchem a lidský stefin B zeleným stužkovým modelem. 

Katalytické zbytky papainu jsou zobrazeny pomocí tyčkového modelu (červeně), uvedeny jsou 

interakční segmenty (N-konec a smyčky L1 a L2) a sekundární struktury stefinu B. 

Upraveno 137. 

 

V inhibičním segmentu N-konce jsou konzervované dva glycinové zbytky, které zajišťují 

flexibilitu tohoto segmentu nutnou k otočení hlavního řetězce cystatinu mezi podmísty S2 a S1. 

Zároveň umožní obsazení podmísta S3 a S2 bočními řetězci aminokyselinových zbytků 

předcházející Gly-Gly páru 137.  

Smyčka L1 obsahuje konzervovanou sekvenci Gln-Xxx-Val-Yyy-Gly, kde Xxx zbytek je 

nejčastěji Ile, Leu či Val a Yyy pak Ala nebo Asn. Gln z této sekvence vyplňuje podmísto 

S1’ a Gly opět zajišťuje flexibilitu této smyčky. Konzervovaný Val je držen 

v nestandardní kombinaci torzních úhlů tak, aby ideálně vyplnil kavitu aktivního místa 

katepsinu mezi podmísty S1’ a S2’ 137,138.  

Interakční smyčka L2 má konzervovanou sekvenci Pro-Trp u cystatinů 

a Leu-Pro u stefinů 137,138. Zbytek Pro zajišťuje smyčce L2 rigiditu, zatímco hydrofobní řetězce 

Leu nebo Trp vyplňují širokou hydrofobní kapsu podmíst S2’ a S3’. 
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Příspěvek smyčky L2 k celkové vazebné energii komplexu je ve srovnání s ostatními segmenty 

malý, neboť přispívá pouze hydrofobními interakcemi. Většina (až 90 %) vazebné energie 

pochází z interakcí N-konce a smyčky L1; poměr jejich příspěvků se liší podle typu navázané 

proteasy a cystatinu. Vazba cystatinů do aktivního místa proteasy je pravděpodobně zahájena 

interakcí bočních řetězců N-konce do podmíst S2 a S3. Poté smyčka L1 vyplní aktivní místo 

v okolí podmísta S1’ a jako poslední probíhá hydrofobní asociace smyčky L2 s podmísty S2’ 

a S3’ 139. 

Cystatiny často tvoří nekovalentně vázané dimery, které neinhibují cysteinové proteasy, 

jelikož k dimerizaci dochází skrze inhibiční smyčku L1. Dimery vznikají vzájemnou interakcí 

částečně rozvolněných cystatinů a jednotlivé monomery si vyměňují segmenty α1, β1 a β2 140. 

Vazebné místo pro inhibici legumainu na začátku α1 není porušeno a dimerní cystatiny 

inhibující legumain si tuto schopnost zachovávají 141. Cystatin F jako jediný vytváří dimer 

jiného typu, spojený kovalentně pomocí disulfidu. Tento inhibičně neaktivní dimer je 

v dendritických buňkách převeden na efektivní inhibitor pomocí aminopeptidasové aktivity 

katepsinu H, který odštěpí 15 zbytků z N-konce cystatinu F 142. Dynamická rovnováha vzniku 

dimerů je ovlivněna vrozenými mutacemi 125,143 a dimery mohou dále oligomerizovat a tvořit 

např. patologické amyloidní plaky 125,144.  

 

1.4. Klíště obecné (Ixodes ricinus) 

Klíšťata jsou ektoparazitičtí roztoči živící se krví svých hostitelů. Lze je rozdělit na tvrdá 

a měkká klíšťata, která se odlišují anatomicky i životní strategií. Nejrozšířenější klíště obecné 

(Ixodes ricinus) patří mezi tvrdá klíšťata a vyskytuje se po celé Evropě. Jeho vývoj, který trvá 

2 až 6 let, probíhá s proměnou nedokonalou (vajíčko, larva, nymfa, dospělec) a typicky 

zahrnuje tři různé savčí hostitele (Obr. 11).  
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Obr. 11: Životní cyklus klíštěte I. ricinus. Z nakladených vajíček se vylíhne šestinohá 

larva, která přečká zimu v úkrytu a následně vyhledá hostitele (malé obratlovce), nasaje se 

a přemění se v osminohou nymfu. Ta parazituje na větších obratlovcích a po nasátí se mění 

v dospělce. Dospělci se páří na třetím hostiteli, nasátá samička pak odpadá a po nakladení 

snůšky umírá. Převzato z 145 a upraveno. 

 

Z hlediska medicíny není klíště významné jako parazit, ale především jako vektor mnoha 

závažných onemocnění, klíšťové encefalitidy a lymské borreliózy 146. Dále může přenášet i 

mnoho dalších onemocnění např. babeziózu, anaplazmózu, tularémii a rikettsiózu 147.  

V každé fázi životního cyklu klíštěte (instar) dochází k sání krve pouze jednou, 

a to nepřetržitě po několik dní (u dospělé samičky až 9 dní). Po odpadnutí klíštěte z hostitele 

dochází k přeměně do dalšího instaru či produkci vajíček a smrti 148. Při samotném přisátí 

klíštěte dochází nejprve k proříznutí kůže, zanoření chobotku (hypostom) do hostitele a fixace 

v ráně pomocí cementu. Následuje fáze pomalého sání, během které klíště během 6 dní 

postupně zvyšuje příjem krve, aktivuje trávicí kaskádu a až 10x znásobí svůj objem. Takto 

získanou energii využije pro tvorbu dostatečně velké kutikuly pro závěrečnou periodu rychlého 

sání (6-8 dní). Během ní klíště opět 10x zvětší svůj objem a celkově nasaje až 1 ml krve. Poté 

klíště odpadne z hostitele a v případě dospělé samičky jsou veškeré pozřené krevní proteiny 

využity k produkci vajíček 149. 
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1.4.1. Cysteinové katepsiny I. ricinus 

Studium fyziologické funkce katepsinů v klíšťatech se soustředilo především 

na proteolytické trávení krevních proteinů. Po nasátí krve jsou hlavní proteiny hemoglobin 

a sérový albumin z lumen střeva transportovány do lysosomů střevních buněk klíštěte různým 

způsobem – hemoglobin aktivně, sérový albumin pasivně 150. Zde jsou oba proteiny 

degradovány pomocí podobného proteolytického systému 66,151. V kyselém pH lysosomů 

hemoglobin spontánně denaturuje a uvolňuje toxickou molekulu hemu, která je uložena 

ve specializovaných organelách – hemosomech 152. Štěpení hemoglobinu bylo poprvé detailně 

prozkoumáno u druhu I. ricinus: začíná pomocí endopeptidas – cysteinového katepsinu L1 

(IrCL1), aspartátového katepsinu D (IrCD1) a legumainu (asparaginyl endopeptidasa, IrAE) 

za vzniku velkých peptidových fragmentů o velikosti 5-7 kDa. Ty jsou následně degradovány 

především endopeptidasovou aktivitou katepsinu B (IrCB1) na krátké peptidy a dále štěpeny 

pomocí exopeptidas katepsinu C (IrCC) a IrCB1 na vstřebatelné dipeptidy a jednotlivé 

aminokyseliny 66. Základní proteolytická kaskáda je schematicky znázorněna na Obr. 12. 

V posledních letech se objevují práce naznačující, že proces trávení se po odpadnutí z hostitele 

přesouvá do lumenu střeva 153,154. Proteolytická aktivita je postupně indukována během procesu 

sátí krve. Zejména od 5. dne dochází k rychlému nárůstu aktivity až do maxima, kterého je 

dosaženo 8. den sání 66. U příbuzného druhu klíštěte Rhipicephalus microplus byla prokázána 

i role klíštěcího katepsinu L při inhibici srážení krve působením thrombinu, což je důležité 

pro skladování krve v lumen střeva klíštěte 155. 
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Obr. 12: Schéma proteolytického trávicího systému klíšťat založeného na cysteinových 

a aspartátových proteasách. V lysozomech střevní tkáně je hemoglobin postupně degradován 

proteasami s endopeptidasovou aktivitou (červeně) a následně proteasami s exopeptidasovou 

aktivitou (modře) na vstřebatelné aminokyseliny a dipeptidy. Uvolněný toxický hem je 

odstraněn tvorbou agregátů. IrCB, IrCC, IrCD, IrCL označují jednotlivé katepsiny z I. ricinus 

a IrAE (asparaginyl endopeptidasa) legumain. LAP a SCP označují leucinovou aminopeptidasu 

a serinovou karboxypeptidasu. Převzato z 66 a upraveno. 

 

1.4.2. Proteasové inhibitory klíšťat  

Proteasové inhibitory klíšťat jsou zkoumány především kvůli jejich interakci s proteasami 

hostitele a největší pozornost je tedy věnovaná inhibitorům produkovaným slinnými žlázami 

klíšťat a injikovaným do tkáně hostitele. U klíšťat bylo identifikováno široké spektrum 

proteasových inhibitorů z celkem 18 různých rodin. Nejvíce identifikovaných zástupců 

(asi 75 %) jsou inhibitory serinových proteas, zejména z rodin Kunitz-BPTI (rodina I2) 

a serpinů (I4). Druhou nejpočetnější skupinou (cca 10 %) jsou zástupci rodiny cystatinů (I25) 

jako inhibitory cysteinových proteas. Dále jsou ve slinách klíštěte přítomny inhibitory 

metaloproteas a α2-makroglobuliny 156. Nejlépe jsou popsané interakce proteinových 

inhibitorů se serinovými proteasami koagulační kaskády (především zástupci Kunitz-BPTI 

a serpinů) a imunitního systému hostitele (zástupci Kunitz-BPTI, serpinů a cystatinů) 157,158. 

Endogenní funkce proteasových inhibitorů klíšťat nebyly dosud detailně studovány, ale byla 

navržena jejich role při embryogenezi, v imunitním systému klíštěte a při regulaci trávení 157.  
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1.4.3. Rodina cystatinů u klíšťat 

V klíšťatech byla prokázána produkce intracelulárních stefinů a sekretovaných pravých 

cystatinů. Pro stefiny byla identifikována řada sekvencí, ale jejich funkce nebyly dosud 

studovány. Detailně bylo popsáno pět zástupců stefinů (Rmcystatin-1b 159, Hlcyst-1 160, 

DvM602 161, Bmcystatin-1 162 a RHcyst-1 163), u kterých byla diskutována možná účast 

na regulaci trávení nebo funkce v embryogenezi 162,164,165. Biochemicky bylo charakterizováno 

zhruba 15 zástupců pravých cystatinů identifikovaných ve slinných žlázách, ale také ve střevu 

a dalších tkáních, přehledně jsou uvedeny v tabulce 3. K dnešnímu dni nebyly u I. ricinus 

popsány žádné inhibitory z cystatinové rodiny.  

 

Tab. 3: Přehled zástupců rodiny cystatinů z klíšťat a jejich předpokládané funkce. Údaje 

o inhibiční specifitě jsou omezené vzhledem k nejednotnému spektru testovaných proteas. 

Převzato z 157,166 a upraveno. 

 

Klíšťové pravé cystatiny nejsou příliš specifické, typicky jsou jejich inhibiční konstanty 

vůči všem testovaným cysteinovým katepsinům velmi blízké (v rozsahu dvou řádů) a tlumí 

tak pravděpodobně veškerou proteolytickou aktivitu cysteinových katepsinů v jejich cílovém 

prostředí 167. Odhad jejich fyziologické funkce se tedy zakládá především na jejich lokalizaci. 

Střevním cystatinům je přisuzována regulační funkce v procesu trávení 160, cystatinům slinných 

žláz modulace imunitní odpovědi hostitele 168 a cystatiny přítomné ve vaječnících a vejcích 

mají vliv na embryogenezi 165. Zástupce nalezený v tukovém tělísku a hematocytu nejspíše 

hraje roli v imunitním systému klíštěte 169. Nicméně je časté, že jsou jednotlivé cystatiny 

přítomny ve více typech tkání najednou, a tak nejspíše zastávají více zmíněných tkáňově 

specifických funkcí 164. 
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Sialomu klíšťat (transkriptom ze slinných žláz) je věnována velká pozornost, s cílem 

porozumět procesům spojeným se sáním a trávením krve, přenosem patogenů a modulací 

hostitelského prostředí. Proto patří k prvním nejlépe prozkoumaným cystatinům klíšťat 

zástupci ze slin, jako jsou homologické sialostatiny L a L2 z klíštěte Ixodes scapularis. 

Sialostatiny disponují unikátním inhibičním profilem, který je zaměřen zejména na cysteinové 

katepsiny s endopeptidasovou aktivitou 168,170. Jejich prostorová struktura odhalila 

modifikovanou smyčku L2 se zbytky Asn/Ser-Leu, která připomíná konzervovaný motiv 

stefinů Pro-Leu, místo motivu Pro-Trp typického pro pravé cystatiny 118. U stefinů nicméně 

tato smyčka nevede ke stejnému inhibičnímu profilu. Sialostatiny jsou přítomné ve slinách 

I. scapularis a mají silné a komplexní imunomodulační účinky. Tlumí dozrávání cytotoxických 

T–lymfocytů skrze inhibici katepsinů S a L, zodpovědných za generaci peptidů 

pro MHC II receptory antigen-prezentujících buněk 168,171. Inhibice katepsinů L a H může 

ovlivňovat produkci cytokinů s komplexním vlivem na imunitní systém hostitele 172. 

Významná je i inhibice katepsinu C, který je zodpovědný za aktivaci granulárních serinových 

proteas (granzym A a B, tryptasa, proteinasa 3, chymasa, katepsin G a elastasa) v různých 

druzích imunitních buněk 170,173. Důležitost sialostatinů pro klíšťata dokazují i experimenty 

s cíleným tlumením jejich exprese pomocí RNA interference, při nichž 40 % klíšťat nebylo 

schopno dokončit krmení 174. To dělá ze slinných cystatinů klíšťat zajímavé antigeny pro vývoj 

protiklíštěcích vakcín, které by zabraňovaly dlouhodobému sání klíšťat na hostiteli a přenosu 

patogenů. 

 

1.5. Motolice jaterní (Fasciola hepatica) 

Motolice jaterní (Fasciola hepatica) je významný, celosvětově rozšířený parazitický 

helmint. Má složitý dvouhostitelský životní cyklus (Obr. 13) s vodním plžem jako 

mezihostitelem a velkými býložravými savci, ale i člověkem jako definitivním hostitelem. 

Způsobuje onemocnění fasciolózu, kterou jsou nakaženy zhruba 3 miliony lidí a další desítky 

milionů jsou v ohrožení 175. Dále má fasciolóza obrovský dopad na produkci hospodářských 

zvířat s odhadovanými ztrátami v řádu miliard dolarů ročně. Současná terapie spoléhá pouze 

na přípravek triklabendazol 176, proti kterému jsou hlášeny rezistentní kmeny již od 90. let 177.  
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Obr. 13: Životní cyklus motolice jaterní (F. hepatica). Schéma životního cyklu 

s jednotlivými vývojovými stádii, s mezihostitelem a definitivními hostiteli; lokalizace daného 

stádia je uvedena v závorce. Převzato z 178 a upraveno. 

 

Po pozření rostliny s cystami metacerkárií definitivním hostitelem dojde ve dvanáctníku 

díky změně pH k excystaci juvenilních motolic označovaných NEJ (nově excystovaní 

juvenilové). Ty pronikají střevní stěnou do břišní dutiny a následně na zhruba 10 týdnů 

do jaterního parenchymu. Poté juvenilní motolice migrují do žlučovodů, kde pohlavně 

dospívají a začínají klást vajíčka odcházející se stolicí 179. Dospělci F. hepatica se dožívají 

až 13 let a živí se krví a tkání stěn žlučovodů 180. Fasciolóza má akutní a chronickou fázi. 

Akutní fáze začíná proniknutím larev střevní stěnou a končí dosažením pohlavní dospělosti 

ve žlučovodech. Je charakteristická silnou zánětlivou odpovědí organismu a může docházet 

k lokálním nebo systémovým alergickým reakcím a vnitřnímu krvácení 181. Následná 

chronická fáze je již bezpříznaková s mírně zvýšenou hladinou eozinofilních granulocytů 182.  

Trávení proteinů u motolic probíhá zpočátku v lumen střeva, které je slepé, a proto je jeho 

obsah vyvrhován zhruba každé 3 hodiny, jako prevence akumulace toxického hemu 51,179. 

Takto se do okolí parazita dostává velké množství parazitárních proteas, inhibitorů a dalších 

molekul. Tato směs látek vylučovaných parazitem do prostředí hostitele se nazývá sekretom či 

exkrečně-sekreční produkty (ESP).  
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1.5.1. Cysteinové katepsiny u F. hepatica  

Cysteinové katepsiny helmintů prodělaly velkou funkční diverzifikaci spojenou často 

se vznikem genových rodin určitých typů katepsinů 51. F. hepatica ztratila geny kódující 

katepsin C a F, ale její geny pro katepsiny L a B prodělaly silnou expanzi, a tak nyní disponuje 

26 různými isoenzymy katepsinu L (FhCL) (Obr. 5, kapitola 1.4), 11 isoenzymy katepsinu B 

(FhCB) či 8 isoenzymy legumainu (FhAE) 51.  

F. hepatica je na rozdíl od I. ricinus endoparazitem a je tak v delším kontaktu 

s hostitelským prostředím. Tomu odpovídá rozšířený repertoár funkcí cysteinových katepsinů, 

který kromě trávení zahrnuje i degradaci tkání hostitele nebo ovlivnění hostitelského 

imunitního systému. Spektrum exprimovaných proteas F. hepatica se v průběhu života parazita 

zásadně mění (Obr. 14). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 14: Složení sekretovaných katepsinů v různých fázích životního cyklu F. hepatica 

u definitivního hostitele. U NEJ jsou exprimovány především katepsiny FhCL3 a FhCB 

zajišťující penetraci střevní stěny a migraci dutinou břišní. FhAE (legumain) slouží 

k trans-aktivaci FhCB. V jaterním parenchymu je exprese FhCL3 a FhCB, postupně nahrazena 

trávicími katepsiny FhCL1 a FhCL2. Tyto dvě proteasy spolu s FhCL5 pak u dospělců tvoří 

více než 80 % veškerých sekretovaných proteinů. Převzato z 51 a upraveno. 
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Trávení hemoglobinu u F. hepatica probíhá v lumen střeva v mírně kyselém pH, 

při kterém tetramery hemoglobinu disociují 57. Předpokládá se, že nejdříve katepsiny L 

(FhCL1, FhCL2, FhCL5) štěpí molekulu hemoglobinu na krátké fragmenty o délce 

4-14 aminokyselin, které jsou transportovány do buněk střevního epitelu 183. Další degradace 

probíhá v lysosomech těchto buněk pomocí katepsinů B (FhCB) a metaloproteas (leucinové 

aminopeptidasy) na jednotlivé aminokyseliny a dipeptidy 184. Hlavní trávicí proteasa motolice 

je FhCL1, který je specializován na štěpení hemoglobinu, s podmístem S2 specifickým 

pro Leu, Val, Ala a Phe, tedy zbytky, které tvoří více než 40 % molekuly hemoglobinu 52,57).  

Některé cysteinové katepsiny motolice jaterní (např. FhCB a FhCL3) mají kolagenasovou 

aktivitu a umožňují tak stádiu NEJ překonat bariéry hostitelského organismu 185,186. Tyto 

bariéry, stejně jako extracelulární matrix jsou tvořeny především kolagenem, který obsahuje 

sekvenční motiv Gly-Xxx-Xxx s vysokým obsahem Pro a Hyp (hydroxyprolin), který běžné 

proteasy nejsou schopny štěpit 68. Parazitární katepsiny produkované migrujícími stádii 

motolic tak mají, oproti lidským homologům upravenou substrátovou specifitu, podobně jako 

lidský katepsin K 10. Např. FhCL3 má substrátovou specifitu evolučně přizpůsobenou své 

kolagenolytické funkci a preferované aminokyseliny v jeho podmístech (Gly v S1 a S3, Pro 

v S2) jsou u cysteinových katepsinů naprosto nezvyklé, avšak odpovídají sekvenci kolagenu 
185. Srovnání substrátové specifity FhCL3 s FhCL1 či lidským katepsinem L pak svědčí 

o výrazné evoluční diferenciaci genové rodiny katepsinu L u F. hepatica 52,185. 

Bylo prokázáno, že sekretované katepsiny, především FhCL1 a FhCL2, modulují imunitní 

odpověď hostitele, a to pomocí dvou různých mechanismů. Zaprvé štěpí protilátky typu IgG 

a IgE tak, že se jejich Fab fragmenty (zopodvědné za rozpoznávání antigenů) vážou na 

povrchové proteiny F. hepatica a maskují parazita před rozpoznáním imunitním systémem 187. 

Zadruhé jsou tyto proteasy internalizovány do lysosomů makrofágů, kde štěpí TLR3 („toll-like 

receptor 3“), což působí protizánětlivě a podporuje hojivé procesy hostitele, včetně obnovy 

stěn žlučovodů 188,189.  

 

1.5.2. Proteasové inhibitory u F. hepatica 

Proteasové inhibitory motolic hrají stejně jako u klíšťat klíčovou roli nejen při regulaci 

vlastních fyziologických procesů, ale také modulují proteolýzu v hostitelském prostředí. 

Proto jsou v současné době zkoumány jako potenciální vakcinační antigeny. V transkriptomu 

motolice jaterní bylo nalezeno celkem 12 rodin preoteasových inhibitorů cílených 

proti cysteinovým a serinovým proteasám a metaloproteasám. Podobně jako u katepsinů došlo 
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i u klíčových rodin inhibitorů Kunitz-BPTI (I2), serpinů (I4) a cystatinů (I25) ke vzniku 

genových rodin. F. hepatica tak např. disponuje 11 variantami monomerních a 4 variantami 

multidoménových Kunitz-BPTI inhibitorů. Podobně jako u proteas jsou expresní profily 

inhibitorů velmi rozdílné v závislosti na životním stádiu parazita 50.  

U F. hepatica byly doposud alespoň částečně charakterizovány tyto proteasové inhibitory 

na proteinové úrovni: multidoménový cystatin 133, tři stefiny 190, čtyři serpiny 191,192 

a dva inhibitory z rodiny Kunitz-BPTI 98. Cystatiny a stefiny jako inhibitory cysteinových 

proteas jsou diskutovány v následující kapitole. Serpiny a proteiny z rodiny Kunitz-BPTI jsou 

typicky inhibitory serinových proteas. V případě serpinů exprimovaných NEJ stádii 

se předpokládá jejich role v modulaci imunitního systému hostitele a krevního srážení 

nebo v oogenezi 191,192. Pro inhibitory z rodiny Kunitz-BPTI identifikované u F. hepatica bylo 

překvapivě zjištěno, že nejsou inhibitory serinových proteas, ale jsou cíleny na cysteinové 

katepsiny 50,193. Pouze jeden isoinhibitor FhKT1.3 je schopen inhibovat oba typy proteas. 

Exprese zástupců Kunitz-BPTI rodiny je závislá na životním stádiu parazita. Některé jsou 

exprimováni v metacerkáriích a NEJ a poskytují jim pravděpodobně ochranu při migraci 

z tenkého střeva do jater. Další jsou produkováni dospělci a podílejí se na regulaci trávení 

v lumen střeva a na embryogenezi; vzhledem k sekreci nelze vyloučit ani jejich vliv 

na modulaci imunitního systému hostitele 98. 

 

1.5.3. Rodina cystatinů u F. hepatica 

U F. hepatica byl identifikován jeden multidoménový cystatin a tři stefiny 133,190. 

Multidoménový cystatin byl nalezen u NEJ stádia a obsahuje 6 domén pravých cystatinů, 

ze kterých je pouze čtvrtá doména schopna inhibovat papain a FhCL1, u ostatních domén došlo 

k deformaci inhibičních segmentů 133. U příbuzného druhu motolice F. gigantica byl popsán 

multidoménový cystatin, který obsahuje 12 domén pravých cystatinů, což je nejvyšší počet 

domén ze všech známých cystatinů. Čtyři domény si zachovaly schopnost inhibovat cysteinové 

katepsiny. Tento inhibitor díky své lokalizaci ve varlatech a ovariích hraje nejspíše roli 

v spermatogenezi 132.  

V roce 2017 byla publikována studie, která provedla částečnou charakterizaci tří stefinů 

F. hepatica označených FhStf-1 až 3 190. Jde o nanomolární inhibitory katepsinů FhCL1 

a lidského katepsinu L, které se liší v inhibiční specifitě k lidským katepsinům B a C, s nimiž 

interaguje pouze FhStf-2. Geny FhStf-2 a FhStf-3 obsahují signální sekvenci na rozdíl 

od FhStf-1 190; vysvětlení fenoménu neobvyklé přítomnosti signálního peptidu v sekvenci 
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stefinů přináší tato disertační práce. Další studie prokázala, že FhStf-2 (nyní označovaný jako 

FhCyLS-2) je schopen modulovat lidský imunitní systém a vykazuje protizánětlivé účinky 194. 

U F. gigantica byl popsán stefin FgStf-1, ortolog FhStf-1 z F. hepatica, tvořící významnou 

část ESP, jehož sekreční mechanismus zatím nebyl identifikován 195. 
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2. Cíle práce 
Proteiny z rodiny cystatinů jsou důležitými inhibitory cysteinových proteas typu katepsinů 

a účastní se řady patologií. Parazitární cystatiny jsou atraktivní cílové molekuly pro regulaci 

parazitů, ale je o nich dosud málo informací. Tato práce se zaměřuje na cystatiny dvou 

významných krevsajících parazitů: motolice jaterní (Fasciola hepatica), původce fasciolózy a 

klíštěte obecného (Ixodes ricinus) hlavního vektoru lymské boreliózy a klíšťové encefalitity. 

Cílem práce je popsat funkční a strukturní vlastnosti vybraných zástupců parazitárních 

cystatinů a interpretovat získané výsledky z pohledu molekulární evoluce a fyziologické role. 

 

Dílčí cíle disertační práce jsou následující: 

 

1) Vybrat modelové zástupce cystatinů z obou parazitů na základě fylogenetické analýzy 

dostupných sekvenčních dat (v rámci spolupráce s Parazitologickým ústavem AV ČR 

a Parazitologickým ústavem Univerzity v Curychu). 

 

2) Použít rekombinantní formy studovaných cystatinů k biochemické charakterizaci interakce 

s fyziologicky relevantními a modelovými proteasami s cílem určit jejich inhibiční specifitu. 

 

3) Nalézt krystalizační podmínky rekombinantních cystatinů a vyřešit jejich 3D strukturu 

pomocí rentgenostrukturní analýzy. Pokusit se krystalizovat jeden z cystatinů v komplexu 

s vhodnou cílovou proteasou za účelem strukturního popisu reaktivního centra inhibitoru, který 

zatím není u parazitárních cystatinů k dispozici.  

 

4) Analyzovat strukturně-funkční vztahy studovaných cystatinů a vyvodit závěry týkající se 

molekulární evoluce cystatinů u parazitů a jejich potenciálních fyziologických funkcí. 
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3. Laboratorní vybavení a metody 
 

Tato kapitola popisuje materiály, vybavení a metody využité pro získání nepublikovaných 

výsledků, v případě publikovaných výsledků je použitá metodika vždy součástí přiložených 

publikací. 

 

3.1. Materiál a laboratorní vybavení 

Většina výsledků byla získaná s využitím laboratorního vybavení na Ústavu organické 

chemie a biochemie AV ČR (ÚOCHB). Syntetické peptidové substráty a inhibitory byly 

zakoupeny od firem Bachem (Švýcarsko). Lidský katepsin L byl zakoupen od společnosti 

Merck (USA), katepsiny B a S od společnosti Enzo Life Science (USA), legumain 

od společnosti R&D Systems (USA) a lidský katepsin V a hovězí katepsiny C a H byly 

připraveny rekombinantní expresí v domácí laboratoři dle 196-198. Sady komerčních 

krystalizačních roztoků byly od firem Molecular Dimensions (Velká Británie) Jena Bioscience 

(Německo) a Hampton Research (USA). Testování difrakce krystalů a sběr difrakčních dat 

probíhalo buď na rentgenové difrakční stanici na ÚOCHB nebo na experimentálních stanicích 

pro makromolekulární krystalografii na synchrotronu BESSY II provozovaném 

Helmholtz-Zentrum Berlin (Německo). 

 

3.2. Metodika 

3.2.1. Purifikace a příprava komplexu ricistatinu a katepsinu V 

Jednotlivé rekombinantní proteiny a následně i komplex ricistatinu a mutantu Cys25Ser 

katepsinu V (připravený v molárním poměru 1,2:1) byly purifikovány pomocí gelové 

chromatografie na FPLC přístroji Äkta Basic (GE Healthcare, USA) a koloně Superdex 75 

10/300 GL Tricorn (GE Healthcare, USA). Jako pufr byl použit 50 mM citrát sodný pH 5,5, 

150 mM NaCl. Čistota proteinů i komplexu byla analyzována pomocí SDS-PAGE (Laemmli 

1970). Frakce obsahující proteiny resp. komplex byly spojeny a koncentrovány. Krystalizační 

roztok komplexu byl převeden do 10 mM citrátu sodného pH 5,5, 10 mM NaCl 

a zakoncentrován na 3 mg/ml. 

 

3.2.2. Kinetické inhibiční testy 

Měření byla prováděna v triplikátech v bílých 96-jamkových destičkách Corning (Thermo 

Fisher Scientific, USA) s objemem testu 100 µl při 37 °C na fluorescenční čtečce M1000 

(Tecan, Männedorf, Švýcarsko) s FRET substráty a excitační a emisní vlnovou délkou 365 nm, 
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resp, 450 nm. Ricistatin byl inkubován v reakční směsi s testovanou proteasou po 10 min 

při 37 °C, následně byla reakce zahájena přídavkem substrátu. 

Složení substrátů a proteas v reakční směsi bylo následující: 53 μM Z-Phe-Arg-AMC  

s 0,2 nM katepsinem B; 2,5 μM s 0,2 nM katepsinem L; 17 μM; 3,6 μM s 0,1 nM katepsinem 

V; 130 μM H-Gly-Arg-AMC s 0,4 nM katepsinem C; 100 μM H-Arg-AMC s 1,9 nM 

katepsinem H; Z-Val-Val-Arg-AMC s 0,1 nM katepsinem S a 70 μM Z-Ala-Ala-Asn-AMC 

 s 1,2 nM legumainem. Složení reakčních pufrů bylo následující: 100 mM Na-acetát, pH 5,0 

pro legumain, pH 5,5 50 mM MES pro katepsiny B, C, L a V, nebo pH 6,5 pro katepsin H a S; 

reakční pufry dále obsahovaly 2,5 mM DTT, 0,1% PEG 1500 a 50 mM NaCl (pro katepsin C). 

Hodnoty IC50 byly stanoveny z residuálních rychlostí nelineární regrese vypočtených 

programem GraFit (Erithacus, East Grinstead, Velká Británie). 

 

3.2.3. Krystalizace komplexu ricistatinu a katepsinu V  

Pro nalezení krystalizačních podmínek komplexu ricistatinu s katepsinem V byla využita 

metoda difuse par v sedící či visící kapce při 18°C za využití krystalizačních robotů Gryphon 

(Art Robbins Instruments, USA) a OryX8 (Douglas Instruments, Velká Británie), 

96-jamkových destiček Swissci (Molecular Dimensions, Velká Británie) a následujících 

krystalizačních sad: JCSG++ (Jena Bioscience, Německo), Morpheus (Molecular Dimensions, 

Velká Británie), Stura FootPrint (Molecular Dimensions, Velká Británie), SG1 (Molecular 

Dimensions, Velká Británie) a sady na přípravu mikrokrystalů Seed Bead (Hampton Research, 

USA). 

 Optimalizace probíhala stejnou metodou s využitím 15-jamkových destiček (Molecular 

Dimensions, Velká Británie). Finální krystalizační podmínka obsahovala 1 µl roztoku 

komplexu, 1 µl roztoku finálního krystalizační roztoku (70 mM octan amonný, 3,17% PEG 

10000) a 0,2 µl 100x ředěného roztoku rozdrcených krystalů komplexu. Připravené krystaly 

byly krátce vystaveny kryoprotektivnímu roztoku (70 mM octan amonný, 3,17% PEG 10000, 

25% glycerol) a poté zchlazeny v kapalném dusíku. 

 

3.2.4. Řešení struktury komplexu ricistatinu a katepsinu V  

Difrakční data byla sbírána při teplotě 100 K na rentgenové difrakční stanici v laboratoři 

Strukturní biologie na ÚOCHB. Difrakční data byla zpracována pomocí sady programů XDS 
199 a analyzována programem Xtriage ze sady PHENIX 200. Krystaly vykazovaly symetrii C121 

a obsahovaly jednu kopii proteinového komplexu v asymetrické jednotce. Krystalové 

parametry a statistiky nasbíraných difrakčních dat jsou uvedeny v kapitole 4.4.2. v Tab. 4.  
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Struktura komplexu ricistatinu a katepsinu V byla vyřešena pomocí metody molekulárního 

nahrazení programem MolRep (Vagin and Teplyakov 2010) ze sady CCP4 (Winn et al. 2011). 

Jako model byl nejprve použit katepsin V (PDB: 1TH0) a následně sialostatin L2 (PDB: 3LH4). 

Model byl upřesněn v programu REFMAC 5.8 (Murshudov et al. 2011) ze sady CCP4, přičemž 

5 % reflexí bylo vyhrazeno pro generaci testovací sady. Molekuly vody a manuální úpravy 

byly provedeny v programu Coot (Emsley et al. 2010). Kvalita výsledného modelu byla 

ověřena pomocí programu MolProbity (Williams et al. 2018). Finální statistiky upraveného 

modelu byly generovány pomocí programu PHENIX (Liebschner et al., 2019) a jsou uvedeny 

v kapitole 4.4.2. v Tab. 4. Atomové souřadnice a strukturní faktory byly deponovány 

do proteinové databanky (PDB) s kódem 7PK4 a jsou již veřejně přístupné. Ilustrace byly 

připraveny pomocí programu PyMOL (Schrodinger 2015), interakce mezi ricistatinem 

a katepsinem V byly analyzovány pomocí webových nástrojů PISA (Krissinel and Henrick 

2007) a PLIP (Adasme et al. 2021).  
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4. Výsledky 
 

Výsledky disertační práce jsou prezentovány ve třech článcích publikovaných v 

mezinárodních recenzovaných časopisech, kterým se věnují kapitoly 4.1. až 4.3. s komentáři 

hlavních výsledků a uvedením podílu autora na publikacích. Kapitola 4.4. obsahuje dosud 

nepublikované výsledky, které se v současné době připravují ke zveřejnění.  

Tyto publikace a nepublikovaná data se zabývají strukturní a funkční charakterizací čtyř 

nových proteinů z rodiny cystatinů, které jsou produkovány parazity jako inhibitory 

cysteinových proteas. V první publikaci je charakterizován inhibitor FhCyLS-2 z motolice 

jaterní (F. hepatica) a na jeho základě je definována nová evoluční skupina cystatinů. V druhé 

a třetí publikaci jsou popsány dva cystatiny z klíštěte obecného (I. ricinus) – mialostatin 

ze střeva klíštěte a iristatin ze slin klíštěte, které se účastní regulace odlišných proteolytických 

systémů klíštěte, resp. hostitele. Kapitola 4.4. se zabývá inhibitorem ricistatinem z I. ricinus 

a přináší první strukturní charakterizaci vazebného módu slinných cystatinů.  

 

Seznam publikací: 

 

Publikace č. 1: An evolutionary molecular adaptation of an unusual stefin from the liver 
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Bartošová-Sojková P., Pachl P., Řezáčová P., Eichenberger R. M., Deplazes P., Horn M., 

Štefanić S., Mareš, M., Journal of Biological Chemistry, 2023, (IF = 5,5) 

 

Publikace č. 2: Mialostatin, a novel midgut cystatin from Ixodes ricinus Ticks: crystal 

structure and regulation of host blood digestion., Kotál J*, Buša M*, Urbanová V, Řezáčová 

P, Chmelař J, Langhansová H, Sojka D, Mareš M, Kotsyfakis M., International Journal of 

Molecular Sciences, 22(10):5371, 2021, (IF = 6,2) * Oba autoři se podíleli stejným dílem 

 

Publikace č. 3: The structure and function of Iristatin, a novel immunosuppressive tick 

salivary cystatin., Kotál J, Stergiou N, Buša M, Chlastáková A, Beránková Z, Řezáčová P, 

Langhansová H, Schwarz A, Calvo E, Kopecký J, Mareš M, Schmitt E, Chmelař J, Kotsyfakis 

M. Cellular and Molecular Life Sciences, 76(10):2003-2013, 2019, (IF = 9,2) 

 

  



43 
 

4.1. Publikace č. 1: An evolutionary molecular adaptation of an unusual stefin from 

the liver fluke Fasciola hepatica redefines the cystatin superfamily. 

Sekretované inhibitory z podrodiny pravých cystatinů hrají u parazitů důležitou roli při 

interakci s hostitelem. F. hepatica je jedním z celosvětově nejvýznamnějších parazitů člověka 

a hospodářských zvířat, nicméně žádné pravé cystatiny u ní nebyly identifikovány. Vysvětlení 

umožňuje tato studie, která popisuje evoluci nové skupiny parazitárních cystatinů a detailně 

charakterizuje jejich modelového zástupce FhCyLS-2. 

FhCyLS-2 byl exprimován v dospělých parazitech získaných z těla hostitele. Pomocí 

imunofluorescenční mikroskopie a imunoblotování bylo prokázáno, že FhCyLS-2 je 

lokalizován ve střevu parazita a je též uvolňován v exkrečně-sekrečních produktech. Bylo také 

zjištěno, že sekretovaný FhCyLS-2 je rozpoznán imunitním systémem hostitele a dochází 

ke vzniku specifických protilátek v séru experimentálně infikovaných zvířat.  

FhCyLS-2 byl připraven jako rekombinantní protein a byly analyzovány jeho funkční 

biochemické vlastnosti. V kinetických inhibičních testech bylo zjištěno, že FhCyLS-2 je 

širokospektrým inhibitorem cysteinových proteas z rodiny papainu. Je schopen efektivně 

inhibovat (v nanomolárních koncentracích) jednak hlavní trávicí katepsiny F. hepatica 

(katepsiny FhCL1 až FhCL3) a jednak sadu hostitelských cysteinových katepsinů 

s endopeptidasovou i exopeptidasovou aktivitou. Ze získaných výsledků lze předpokládat, 

že FhCyLS-2 má duální funkci při ochraně trávicí tkáně parazita proti proteolytickému 

poškození a při regulaci hostitelských katepsinových proteas na rozhraní parazita s hostitelem. 

Analýza sekvence ukázala, že FhCyLS-2 patří do podrodiny stefinů a nikoli pravých 

cystatinů. Překvapivě ale obsahuje dva hlavní strukturní znaky typické pro pravé cystatiny – 

signální sekvenci a dva disulfidy. Přítomnost signální sekvence u FhCyLS-2 vysvětluje, proč 

byl nalezen v exkrečně-sekrečních produktech F. hepatica, ačkoli zástupci podrodiny stefinů 

jsou typické intracelulární proteiny. Přesné párování disulfidů bylo určeno pomocí hmotnostní 

spektrometrie. Dále bylo zjištěno, že FhCyLS-2 se od ostatních stefinů odlišuje absencí 

C-terminálního motivu Asp/Glu-Xxx-Leu-Xxx-Tyr/His-Phe. V dalším kroku byla určena 

prostorová struktura FhCyLS-2 rentgenostrukturní analýzou s rozlišením 1,6 Å s využitím 

metody isomorfního nahrazení. FhCyLS-2 má typickou architekturu stefinů s konzervovaným 

vazebným centrem, které je tvořeno N-koncem molekuly a dvěma povrchovými smyčkami 

L1 a L2. Molekula je stabilizována dvěma disulfidickými můstky, které mají lokalizaci 

blízkou, nikoli ale identickou jako konzervované disulfidy pravých cystatinů.  

Fylogenetická analýza parazitárních cystatinů a stefinů odhalila, že existuje série sekvencí 

homologických s FhCyLS-2 ze střevních a jaterních motolic řádu Plagiorchiida 
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a Opisthorchiida. Tyto proteiny vytvářejí v podrodině stefinů sesterskou větev, která nyní 

umožnila definovat novou skupinu s názvem CyL-stefiny („Cystatin-Like stefins“). Všechny 

druhy motolic řádu Plagiorchiida disponující CyL-stefiny postrádají geny kódující pravé 

cystatiny a lze tedy předpokládat, že CyL-stefiny jsou evoluční úpravou stefinů, která 

kompenzuje absenci pravých cystatinů.  

 

Můj podíl na práci zahrnoval: (1) rekombinantní expresi a purifikaci FhCyLS-2, 

(2) rekombinantní expresi a purifikaci katepsinů FhCL1 a FhCL2 z motolice jaterní, (3) určení 

inhibičních konstant pro FhCyLS-2 pomocí kinetických testů s fluorescenčními substráty 

a různými proteasami, (4) testování inhibičního efektu FhCyLS-2 na nativní parazitární 

proteasy v testech s hostitelskými proteinovými substráty, (5) krystalizaci FhCyLS-2, včetně 

přípravy derivovaných krystalů a sběru nativních a derivovaných difrakčních dat 

na synchrotronu, (6) řešení a analýzu krystalové struktury FhCyLS-2, (7) přípravu sekvencí 

pro fylogenetickou analýzu, (8) přípravu manuskriptu. 
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4.2. Publikace č. 2: Mialostatin, a novel midgut cystatin from Ixodes ricinus ticks: 

crystal structure and regulation of host blood digestion. 

Klíště obecné (Ixodes ricinus) je ektoparazit a hlavní vektor lymské boreliózy a klíšťové 

encefalitidy v Evropě. Jako zdroj živin klíště využívá krevní proteiny hostitele, které jsou 

štěpené proteolytickou kaskádou, využívající cysteinové proteasy. Nicméně naše znalosti 

o regulaci těchto klíšťových trávicích enzymů jsou nedostatečné. Tato práce popisuje první 

střevní inhibitor cysteinových proteas z I. ricinus nazvaný mialostatin, přináší jeho první 

strukturní a funkční charakterizaci a navrhuje fyziologickou roli. 

Mialostatin z rodiny cystatinů byl identifikován ve střevní tkáni I. ricinus a byl připraven 

jako rekombinantní protein. Kinetické inhibiční testy ukázaly, že je širokospektrým 

inhibitorem modelových i klíšťových cysteinových proteas a to jak s endopeptidasovou, 

tak exopeptidasovou aktivitou. Nejvýraznější inhibice (v subnanomolární oblasti koncentrací) 

byla určena pro dva trávicí katepsiny L z I. ricinus – IrCL1 a IrCL3. In vitro experimenty 

prokázaly stabilitu mialostatinu v prostředí trávicích proteas I. ricinus a jeho schopnost 

efektivně inhibovat degradaci hostitelských krevních proteinů. 

V dalším kroku byly připraveny krystaly mialostatinu a vyřešena jeho 3D struktura 

rentgenovou difrakcí s finálním rozlišením 1,6 Å. Mialostatin má architekturu podrodiny 

pravých cystatinů (včetně páru konzervovaných disulfidů), která nese vazebné centrum tvořené 

třemi interakčními regiony: N-konec molekuly a povrchové smyčky L1 a L2. Analýza struktury 

ukázala plně kompetentní vazebné centrum odpovídající jeho inhibičnímu profilu. Mialostatin 

je prvním širokospektrým cystatinem z I. ricinus, který byl strukturně charakterizován. Jeho 

funkční vlastnosti ho výrazně odlišují od slinných cystatinů z I. ricinus, u kterých byla 

schopnost inhibovat exopeptidasy silně potlačena. To je v souladu i s fylogenetickou analýzou, 

která prokázala evoluční odlišnost mialostatinu od cystatinů ze slin klíšťat. 

Exprese mialostatinu i trávicích proteas je ve střevu klíštěte indukována během trávení 

hostitelské krve. Pomocí imunohistochemie byla prokázána lokalizace mialostatinu 

ve střevním epitelu a pomocí hmotnostní spektrometrie i v obsahu lumen střeva. Mialostatin 

se kolokalizoval především s trávicí proteasou IrCL3, která představuje zřejmě hlavní cílovou 

proteasu působící v pozdní fázi trávení. Lze tedy předpokládat roli mialostatinu při regulaci 

časových kroků ve fyziologii trávicího procesu. 

Tato studie umožňuje nový pohled na mechanismy, které kontrolují trávicí proteolýzu 

klíšťat a mohou být využity při vývoji molekulárních vakcín proti klíšťatům.  
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Můj podíl na práci zahrnoval: (1) určení inhibičních konstant pro mialostatin pomocí 

kinetických testů s fluorescenčními substráty a modelovými a klíšťovými proteasami, 

(2) testování inhibičního efektu mialostatinu na nativní klíšťové proteasy v experimentech s 

hostitelskými proteinovými substráty, (3) krystalizaci mialostatinu a sběr difrakčních dat na 

synchrotronu, (4) řešení a analýzu krystalové struktury mialostatinu, (5) příprava manuskriptu. 
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4.3. Publikace č. 3: The structure and function of Iristatin, a novel 

immunosuppressive tick salivary cystatin.  

Sliny klíšťat obsahují velké množství bioaktivních proteinů, jejichž úkolem je modulace 

fyziologických procesů hostitelské tkáně, aby bylo zajištěno úspěšného sání parazita. Tyto 

molekuly jsou v současné době intenzivně studovány, protože mají farmakologicky významné 

vlastnosti. Tato studie se zabývala novým cystatinem iristatinem ze slin klíštěte obecného 

(Ixodes ricinus). 

Iristatin je sekretovaný protein, který je exprimován ve slinných žlázách I. ricinus 

během sání. Iristatin byl připraven jako rekombinantní protein a jeho funkční antiproteolytické 

vlastnosti byly studovány v kinetických inhibičních testech. Ty prokázaly velmi úzkou 

inhibiční specifitu, kdy byly významně regulovány pouze dva cysteinové katepsiny hostitele 

v submikromolární a mikromolární oblasti koncentrací. Konkrétně jde o katepsin C 

s aminodipeptidasovou aktivitou a katepsin L s endopeptidasovou aktivitou. To z iristatinu činí 

jeden z nejselektivnějších zástupců cystatinů. Identifikovaný inhibiční profil nese příbuzné 

rysy s několika dříve popsanými slinnými cystatiny z I. scapularis, zejména omezenou 

interakci s cysteinovými katepsiny s exopeptidasovou aktivitou.  

Součástí projektu byla krystalografická analýza struktury iristatinu. Byly určeny 

krystalizační podmínky a vyřešena 3D struktura iristatinu s rozlišením 1,8 Å. Architektura 

molekuly ukazuje obecný strukturní motiv typický pro podrodinu pravých cystatinů se dvěma 

páry konzervovaných disulfidů. Iristatin nese tři hlavní vazebné segmenty reaktivního centra 

pravých cystatinů, konkrétně N-konec molekuly a dvě povrchové smyčky L1 a L2. 

Nicméně v nich byly identifikovány významné strukturní změny, které jsou zodpovědné 

za extrémně úzkou inhibiční specifitu iristatinu: 1) N-koncový segment cystatinů obsahuje 

konzervovanou sekvenci Gly-Gly, která je u iristatinu nahrazena sekvencí Gly-Val, 2) 

povrchová smyčka L2 nese konzervovaný sekvenční motiv Gln-Xxx-Val-Xxx-Gly, který je 

v případě iristatinu modifikován záměnou Val za Ile. Smyčka L2 zachovává Pro-Trp motiv 

konzervovaný u pravých cystatinů, takže za inhibiční specifitu iristatinu jsou 

zjevně zodpovědné kombinace strukturních efektů na smyčce L1 a N-konci. 

Fylogenetická analýza iristatinu ukázala, že není blízkým homologem jiných známých 

slinných cystatinů klíšťat, ale přesto mají všechny tyto inhibitory společné rysy inhibiční 

specifity, což naznačuje příbuznou fyziologickou funkci. Biologická aktivita iristatinu byla 

studována pomocí několika typů testů, které prokázaly silné protizánětlivé a imunosupresní 

efekty v tkáňových kulturách a v myším modelu. Iristatin snižoval hladinu prozánětlivých 

interleukinů, počet imunitních buněk v místě zánětu a produkci NO makrofágy. 
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Tato biologická aktivita dělá z iristatinu farmakologicky vysoce zajímavý protein a dále jej lze 

považovat, vzhledem k důležité roli v procesu sání klíšťat, za potenciální antigen pro vývoj 

protiklíšťových vakcín. 

  

Můj podíl na práci zahrnoval: (1) stanovení inhibičních konstant pro iristatin pomocí 

kinetických testů s fluorescenčními substráty a proteasami (2) krystalizaci iristatinu a sběr 

difrakčních dat na synchrotronu (3) řešení struktury iristatinu a její analýzu, (4) přípravu 

manuskriptu. 
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4.4. Nepublikované výsledky  

Předcházející publikace č. 3 se zabývala iristatinem, imunomodulačním inhibitorem 

z podrodiny pravých cystatinů ze slin klíštěte obecného (I. ricinus). V návaznosti na tuto 

publikaci je připravena pro publikování další komplexní studie o homologickém inhibitoru 

ricistatinu ze slin I. ricinus, který vykazuje také imunomodulační účinky. Autor má na této 

publikaci sdílené první autorství. 

 

Můj podíl na této studii zahrnoval:  

(1) Analýzu inhibiční specifity ricistatinu, která umožňuje tento inhibitor zařadit 

do skupiny slinných klíšťových cystatinů s unikátní úzkou inhibiční specifitou cílenou 

preferenčně na cysteinové katepsiny s endopeptidasovou aktivitou.  

(2) Řešení krystalové struktury komplexu ricistatinu s modelovým cysteinovým 

katepsinem. Tato strukturní analýza je první, kterou se podařilo získat pro slinný klíšťový 

cystatin (a parazitární cystatin obecně) a umožňuje vysvětlit strukturní příčinu inhibiční 

specifity těchto inhibitorů. Strukturní koordináty byly deponovány do databáze PDB s kódem 

7PK4 a v současné době jsou již veřejně přístupné. 

 

Tyto výsledky jsou uvedeny ve dvou následujících kapitolách. 

 

4.4.1. Inhibiční specifita ricistatinu a její srovnání s ostatními cystatiny  

Funkční biochemické vlastnosti rekombinantního ricistatinu byly analyzovány 

v kinetických inhibičních testech s hostitelskými cysteinovými proteasami z rodiny papainu 

a rodiny legumainu. Profil inhibiční specifity ricistatinu byl porovnán s reprezentativními 

zástupci cystatinové rodiny. Analýza zahrnovala dostupná systematická data publikované 

pro pravé cystatiny ze slin a střev klíšťat a modelové pravé cystatiny a stefiny obratlovců 

(Obr. 15). Ricistatin a ostatní slinné pravé cystatiny z klíšťat vykazují odlišný inhibiční profil, 

který je limitován pouze na některé cysteinové proteasy. Typicky inhibují endopeptidasy, 

jako je katepsin L nebo S (iristatin mezi nimi dokáže rozlišit) a exopeptidasu katepsin C. 

Na druhou stranu neinhibují exopeptidasové katepsiny B a H, které jsou ale velmi dobře 

inhibovány střevními cystatiny klíšťat – mialostatinem z I. ricinus a OmC2 z Ornithodoros 

moubata a dále všemi ostatními cystatiny obratlovců. Tato analýza umožňuje lépe definovat 

skupinu pravých cystatinů ze slin klíštěte s unikátním úzkým inhibičním profilem 

a klasifikovat ricistatin jako nového člena této skupiny. 
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Obr. 15: Inhibiční specifita ricistatinu a její porovnání s vybranými cystatiny. Inhibiční 

data pro ricistatin jsou porovnána s ostatními pravými cystatiny ze slin klíšťat, zahrnující 

sialostatiny L and L2 (I. scapularis) a iristatin (I. ricinus), a s pravými cystatiny ze střev klíšťat, 

zahrnující mialostatin (I. ricinus) a OmC2 (O. moubata). Dále jsou uvedeny modelové 

cystatiny obratlovců: pravé cystatiny: CEW („Chicken Egg White“) cystatin a cystatin C 

a stefiny A a B. Inhibiční data proti lidským katepsinům L až B a savčímu legumainu jsou 

prezentována jako IC50 (cystatiny z klíšťat (Kotál et al., 2021, 2019; Kotsyfakis et al., 2010; 

Salát et al., 2010)) nebo Ki (cystatiny obratlovců (Barrett, 1987; Maciewicz et al., 1987)) 

s intenzitou podbarvení odpovídající síle inhibice (zelená škála); n.i. – bez inhibice.  

 
4.4.2. Krystalová struktura komplexu ricistatinu s katepsinem V a analýza 

vazebného módu  

Byly připraveny krystaly komplexu ricistatinu s lidským katepsinem V (modelový 

cysteinový katepsin s endopeptidasovou aktivitou). K zajištění stability komplexu byl použit 

katalyticky neaktivní mutant Cys25Ser rekombinantního katepsinu V. Komplex krystalizoval 

v prostorové grupě C121 s jednou molekulou v asymetrické jednotce. Fázový problém byl 

vyřešen molekulárním nahrazením s využitím struktury katepsinu V (kód PDB: 1FH0) 201. 

Struktura komplexu byla vyřešena při rozlišení 1.9 Å (Tab. 4) a deponována do databáze PDB 

pod kódem 7PK4. 

Molekula ricistatinu byla modelována pro oblast sekvence 4i–113i („i“ označuje zbytky 

inhibitoru), nedostatek elektronové hustoty neumožnil modelovat celkem 4 segmenty. Jedná se 

o smyčky 38i-47i a 68i-90i, které se nacházejí na opačné straně molekuly než interakční 

smyčky a jsou exponovány do prostředí. Dále chybí 3 zbytky na N-konci a 2 zbytky na C-konci 
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ricistatinu. Molekula katepsinu V byla modelována v celém rozsahu sekvence 0e–221e 

(„e“ označuje zbytky enzymu, zbytek 0e pochází z nekompletně odštěpeného propeptidu), 

nedostatek elektronové hustoty neumožnil modelovat pouze povrchovou smyčku 175e-181e. 

Na Obr. 16B je znázorněn model celkové struktury komplexu ricistatinu a katepsinu V. 

Ricistatin má typickou architekturu molekuly pravých cystatinů s pěti antiparalelními 

β-strukturami obtočenými kolem centrální α-šroubovice. Sekvenční a strukturní porovnání 

ricistatinu se známými cystatiny prokázalo, že ricistatin náleží do podrodiny pravých cystatinů 

(Obr. 16C a 16D). Jeho nejbližšími homology jsou slinné cystatiny z I. scapularis: 

sialostatins L2 (90 % sekvenční identity, RMSD pro Cα atomy = 2,2 Å) a sialostatin L (78 % 

identity, monomerní struktura neexistuje). Molekula zralého katepsinu V je tvořena dvěma 

doménami s aktivním místem mezi nimi. Ve spodní části aktivního místa se nachází 

u přirozeného katepsinu V katalytický zbytek Cys25e, který byl u krystalizované inaktivní 

varianty mutovaný na Ser25e. Porovnáním se třemi dostupnými strukturami z databáze PDB 
201-203 byly získány hodnoty RMSD pro Cα atomy v rozsahu 0,2–0,3 Å, což ukazuje, 

že u katepsinu L nedošlo k výrazným celkovým konformačním změnám.  

U cystatinů je interakce s cysteinovými katepsiny zprostředkována pomocí tří interakčních 

segmentů, N-konce a povrchových smyček L1 a L2. Dohromady tyto tři segmenty tvoří klín, 

který se zasouvá do aktivního místa proteasy (Obr. 16A a 16B). U ricistatinu je prvním 

modelovaným zbytkem N-konce Leu4i, který vyplňuje svým bočním řetězcem podmísto S3 

katepsinu V, následuje Arg5i, který bočním řetězcem vyplňuje podmísto S2 a s podmístem S1 

interagují zbytky Gly6i, Gly7i a Tyr9i. Konzervovaný pár glycinů Gly6i-Gly7i poskytuje 

N-konci důležitou konformační flexibilitu. U ricistatinu je N-konec zpevněn Arg9i, který 

stabilizuje jeho konformaci pomocí intramolekulárních vodíkových vazeb k Leu4i a Gly7i. 

Hlavní interakční zbytky N-konce (region Leu4i–Arg9i) tvoří s katepsinem V celkem 

4 vodíkové můstky a 2 hydrofobní interakce. Jejich partnery jsou zbytky Asn66e, Gly68e–

Met70e a Leu162e–Asp163e. Vybrané interakce jsou znázorněny na Obr. 16B. 

Smyčka L1 ricistatinu spojující β1- a β2-struktury má sekvenci Gln53i-Thr54i-Val55i-

Ala56i-Gly57i, která odpovídá motivu Gln-Xaa-Val-Xaa-Gly konzervovanému u cystatinů 

(Obr. 16C). Interakční oblast smyčky L1 je delší než konzervovaný motiv a končí až zbytkem 

Arg61i. Tato smyčka vyplňuje podmísto S1 zbytkem Gln53i, podmísto S1’ zbytkem Thr54i a 

interaguje i s podmístem S3’. Hlavní interakční zbytky tohoto segmentu inhibitoru jsou Gln53i, 

Thr54i, Ala56i, Asn59i a Arg61i tvořící celkem 5 vodíkových můstků a 1 hydrofobní interakci. 

Ty interagují s následujícími zbytky katepsinu V: Gln19e−Gln21e, Gly23e, Cys65e−Asn66e, 

Asp163e a Trp190e (Obr. 16B). Na vrcholu smyčky L1 je Val55i, který sice nevytváří žádnou 
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interakci se zbytky katepsinu V, ale přesně vyplňuje danou část aktivního místa. Gly57i 

zajišťuje strukturní flexibilitu.  

Smyčka L2 mezi β4- a β5-strukturami ricistatinu se váže do široké hydrofobní oblasti 

obsahující špatně definovaná podmísta S2’až S4’. Tento segment nevytváří žádné 

elektrostatické interakce, ale zbytky Tyr98i a Leu101i vytvářejí 3 hydrofobní interakce 

se zbytky Gln21e, Gln145e a Trp190e z katepsinu V (Obr. 16B).  

Interakční plocha mezi ricistatinem a katepsinem V činí 751 Å2 (Obr. 16F). Hydrofobní 

interakce jsou rozděleny mezi obě domény rovnoměrně, zatímco všechny vodíkové můstky 

(Obr. 16B) mají své partnery pouze v L-doméně katepsinu V. Z těchto celkem 9 vodíkových 

můstků jsou 4 tvořeny hlavním řetězcem ricistatinu a tyto interakce jsou konzervované 

v dostupných komplexech cystatinů. Zbylých 5 vodíkových můstků vychází z bočních řetězců 

a jsou u ostatních komplexů variabilní. Žádný ze zbytků ricistatinu neinteraguje přímo 

s katalytickými zbytky katepsinu V (Ser25e a His164e), které se nacházejí v prostoru 

pod segmenty N-konce a L1 smyčky. 

Dále byla provedena analýza konformačních změn probíhajících v molekule ricistatinu 

během vazby do aktivního místa katepsinu V (Obr. 16E) a analýza strukturních příčin 

zodpovědných za úzkou inhibiční specifitu ricistatinu (Obr. 17 a 18) – tento rozbor je uveden 

v kapitole 5.2. této disertační práce.  
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Obr. 16: Krystalová struktura ricistatinu v komplexu s katepsinem V a analýza jeho 

vazebného módu. (A) Celkový pohled na strukturu komplexu ricistatinu (fialová) a katepsinu 

V (azurová) ve stužkovém zobrazení. Povrch katepsinu V je zobrazen šedě a katalytické zbytky 

žlutě. N-konec (N) a smyčky L1 a L2 tvořící reaktivní centrum ricistatinu jsou popsány 

červeně. Části molekuly ricistatinu, pro které nebyly nalezeny dostatečné elektronové hustoty, 

jsou schematicky vyznačeny přerušovanou čarou. Popsány jsou sekundární struktury. 

(B) Přiblížený pohled na rozhraní mezi ricistatinem a katepsinem V. Zbytky ricistatinu 

interagující s katepsinem V jsou zobrazeny v tyčkovém modelu a popsány (fialová). Zbytky 

katepsinu V (popsány černě) tvořící vodíkové vazby (přerušovaná černá čára) jsou znázorněny 

tyčkovým modelem (azurová). Atomy kyslíku jsou červeně, dusíku modře. (C) Strukturní 

porovnání ricistatinu s (i) strukturně charakterizovanými nekomplexovanými cystatiny z klíštat 

(sialostatiny L a L2 z I. scapularis, iristatin and mialostatin z I. ricinus a OmC2 z O. moubata), 
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(ii) strukturně charakterizované cystatiny v komplexu s cysteinovými katepsiny 

(CEW cystatin, lidský cystatin C, lidské stefiny A a B a rostlinný tarocystatin z Colocasia 

esculenta). Byly použity sekvence zralých proteinů (+ označuje pokračování sekvence); 

číslování odpovídá ricistatinu. Sekundární struktury ricistatinu jsou vyznačeny nad sekvencí 

a popsány jako v panelu (A). Tři interakční segmenty zodpovědné za interakci s cysteinovými 

katepsiny jsou rámovány červeně a popsány jako v panelu (A); konzervované zbytky těchto 

segmentů jsou červeně, zbytky identické s ricistatinem jsou podbarveny šedě. Motiv pro vazbu 

legumainu u CEW cystatinu je modře. Cysteiny tvořící disulfidické můstky jsou podbarveny 

černě a jejich párování je vyznačeno zelenými symboly. (D) Superpozice hlavního řetězce 

ricistatinu (fialová) s ostatními cystatiny strukturně charakterizovanými v komplexu 

s cysteinovými katepsiny: CEW cystatin (zelená; komplex s falcipainem-2, PDB: 1YVB), 

stefin A (oranžová; komplex s katepsinem V, PDB: 3KFQ), stefin B (černá; komplex 

s papainem, PDB: 1STF) a tarocystatin (růžová; komplex s papainem, PDB: 3IMA). Orientace 

ricistatinu je jako v panelu (B). (E) Strukturní porovnání reaktivního centra cystatinů vázaných 

v komplexu – ricistatinu (fialová) a CEW cystatinu (zelená) s volným sialostatinem L2 (modrá) 

jako nejbližším homologem ricistatinu. Orientace molekuly je jako v panelu (B). Vybrané 

interakční zbytky s významně odlišnou konformací jsou znázorněny v tyčkovém modelu; 

atomy kyslíku jsou červeně, dusíku modře. N-konce jednotlivých cystatinů jsou označeny 

hvězdičkou s odpovídající barvou; aminokyselinové zbytky se stejnou pozicí v panelu (C) jsou 

označeny shodnými horními indexy (a-c). (F) Interakční povrch mezi ricistatinem a katepsinem 

V. Struktura komplexu je symetricky otevřena a ukazuje interakční povrch obou proteinů. 

Barva odpovídá skóre zanoření povrchu („buried surface area“ – b.s.a.). Peptidomimetický 

inhibitor K11777 (tyčkový model, azurová; PDB: 1FH0) je vložen superpozicí do aktivního 

místa katepsinu V a umožňuje lokalizovat jednotlivá podmísta S3-S1’. Na povrchu ricistatinu 

jsou označeny tři interakční segmenty: N-konec a smyčky L1 a L2. 
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Obr. 17: Strukturní modifikace určující úzký inhibiční profil ricistatinu. Superpozice 

ricistatinu (fialově) z komplexu s endopeptidasou katepsinem V (šedý povrch) a stefinu A 

z komplexu s aminopeptidasou katepsinem H (žlutě, PDB: 1NB5) a stefinu A z komplexu 

s karboxypeptidasou katepsinem B (oranžově, PDB: 3K9M). Inhibiční segmenty (N-konec 

a smyčky L1 a L2) a zbytky Arg5 a Arg9 ricistatinu jsou popsány. Strukturní elementy 

limitující vazbu substrátu do aktivního místa katepsinu H (mini-řetězec, azurově) 

a katepsinu B („occluding loop“, zeleně) z komplexů se stefinem A jsou zobrazeny 

v povrchové reprezentaci přes šedý povrch endopeptidasy katepsinu V. 
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Obr. 18: Distribuce krystalografických B-faktorů pro ricistatin z komplexu 

s katepsinem V. Molekula ricistatinu je zobrazena jako hlavní řetězec ricistatinu a zbarvena 

dle hodnot B-faktorů pro Cα atomy od nejnižší (azurová) po nejvyšší (hnědá). Nejnižší 

B-faktory indikující strukturní rigiditu vykazují smyčky L1 a L2 vázané v aktivním místě 

katepsinu V. U širokospektrých cystatinů je naopak L2 smyčka velmi flexibilní s relativními 

B-faktory více než dvojnásobnými v porovnání s L1 smyčkou (např. u vázaného 

CEW cystatinu a stefinu A; PDB kódy: 1YVB respektive 1NB5). Interakční segmenty 

(N-konec, smyčky L1 a L2), konzervované zbytky a barevná škála B-faktorů je popsána. 
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Tab. 4: Krystalové parametry, statistiky difrakčních dat a statistiky upřesněné struktury. 

Statistiky byly generovány programem PHENIX 200. Hodnoty v závorkách popisují 

slupku nejvyššího rozlišení. 

 

Vlnová délka (Å) 1,54 

Rozsah rozlišení (Å) 
38,89−1,92        

____(1,99−1,92) 

Prostorová grupa C121 

Základní buňka  

        a, b, c (Å) 117,49 45,32 58,52 

        α, β, γ (°) 90,00 96,89 90,00 

Celkový počet reflexí 70678 (5135) 

Počet unikátních reflexí 23274 (2237) 

Multiplicita 3,0 (2,3) 

Kompletnost (%) 99,03 (95,47) 

Průměrné I/sigma(I)  7,81 (0,98) 

Wilsonův B-faktor (Å2) 22,16 

Rmerge 0,11 (0,92) 

Rmeas 0,14 (1,16) 

Rpim 0,077 (0,70) 

CC(1/2) 0,99 (0,45) 

CC* 0,99 (0,79) 

Počet reflexí použitý při upřesňování 23397 (2236) 

Počet reflexí generaci Rfree sady 1151 (137) 

Rwork 0,20 (0,32) 

Rfree 0,22 (0,35) 

CCwork 0,95 (0,58) 

CCfree 0,95 (0,51) 

Počet nevodíkových atomů 2518 

     Makromolekuly 2294 

     Ligandy 37 

     Solvent 187 



147 
 

Počet aminokyselinových zbytků 298 

Průměrná kvadratická odchylka vazeb (Å) 0,015 

Průměrná kvadratická odchylka úhlů (°) 1,81 

Ramachandranem preferované zbytky (%) 97,6 

Ramachandranem povolené zbytky (%) 2,1 

Ramachandranem zakázané zbytky (%) 0,4 

Odlehlé rotamery (%) 2,1 

Průměrný B-faktor (Å2) 29,55 

     Makromolekuly 28,78 

     Ligandy 51,43 

     Solvent 34,78 
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5. Diskuse 
Cysteinové katepsiny mají širokou distribuci a zajišťují mnoho fyziologicky významných 

dějů v organismu parazitů i v tělech jejich hostitelů. Parazité produkují inhibitory cysteinových 

katepsinů k regulaci jak endogenních procesů, tak je sekretují do tkání hostitele k ovlivnění 

proteolytických rovnováh. Významnou rodinou inhibitorů cysteinových katepsinů jsou 

cystatiny (ID databáze Merops: I25), které jsou přítomny v proteomu parazitů i savčích 

hostitelů včetně člověka. Rodina cystatinů obsahuje dvě hlavní podrodiny monomerních 

proteinových inhibitorů: intracelulární stefiny a sekretované pravé cystatiny, které se liší 

od stefinů přítomností signální sekvence a disulfidických můstků. Tato disertační práce 

se zabývá zástupci rodiny cystatinů ze dvou významných krevsajících parazitů. Prvním je 

motolice jaterní (Fasciola hepatica), parazitický helmint způsobující onemocnění fasciolózu 

s obrovským hospodářským dopadem. Druhým je klíště obecné (Ixodes ricinus), 

ektoparazitický členovec a hlavní evropský vektor klíšťové encefalitidy a lymské boreliózy. 

Diskuse je rozdělena do dvou kapitol věnovaných cystatinům z těchto dvou parazitů. 

 

5.1. Identifikace a charakterizace nového typu cystatinů u motolice F. hepatica. 

Součástí disertační práce je studie, která se zabývala FhCyLS-2, neobvyklým členem 

cystatinové rodiny z F. hepatica. Sekvenční a strukturní analýza odhalila, že FhCyLS-2 

bezprecedentním způsobem kombinuje charakteristické znaky dvou hlavních podrodin 

cystatinové rodiny, stefinů a pravých cystatinů. Sekvenční homologie prokázala příslušnost 

FhCyLS-2 ke stefinům; FhCyLS-2 však obsahuje také signální peptid pro sekreci a disulfidy, 

tedy dva typické molekulární znaky pro pravé cystatiny. Bylo zjištěno, že FhCyLS-2 je 

přítomen v ESP dospělých motolic a je zjevně uvolňován sekrecí ze střevních buněk. 

Vylučovaný FhCyLS-2 byl rozpoznán imunitním systémem hostitele během infekce 

F. hepatica, což vedlo k produkci specifických protilátek detekovaných v séru.  

Byla určena prostorová struktura FhCyLS-2 rentgenostrukturní analýzou a ukázala, 

že do obecné architektury stefinů byly inkorporovány dva disulfidické můstky. Nacházejí se 

v oblastech molekuly, které jsou blízké, nikoliv však totožné s umístěním disulfidů u pravých 

cystatinů. Akvizice disulfidů nejspíše souvisí se sekrečním charakterem FhCyLS-2, 

který jej významně odlišuje od typicky intracelulárních stefinů. Obecná úloha disulfidických 

můstků spočívá ve stabilizaci proteinů ve více oxidativním extracelulárním prostředí, 

a jsou proto přítomny u většiny sekretovaných proteinů, zatímco v cytosolárních proteinech 

jsou vzácné 204.  
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Molekula FhCyLS-2 nese funkční reaktivní centrum pro interakci s proteasami, které má 

analogickou stavbu jako u dalších členů rodiny. FhCyLS-2 je efektivním inhibitorem řady 

testovaných cysteinových katepsinů, a to jak z hostitele, tak z F. hepatica. Porovnání inhibiční 

specifity FhCyLS-2 s ostatními členy rodiny ukázalo, že FhCyLS-2 inhibuje cysteinové 

katepsiny s endopeptidasovou i exopeptidasovou aktivitou. Podobá se tak některým již 

popsaným inhibitorům s širokou specifitou, jako jsou lidské a klíšťové stefiny, klíšťové střevní 

cystatiny i někteří zástupci lidských pravých cystatinů. Cysteinové katepsiny citlivé 

na FhCyLS-2 hrají u savců klíčovou roli v řadě imunologických procesů, např. zpracování 

antigenů a aktivace neutrofilů, cytotoxických NK buněk a T-lymfocytů 205,206.  

Proto lze předpokládat, že sekretovaný FhCyLS-2 napodobuje určité cystatiny 

produkované hostitelem a zasahuje do jejich funkcí in vivo. Tím mění proteolytickou 

rovnováhu podobně, jako bylo dříve zjištěno u cystatinů helmintů a klíšťat s různými 

imunomodulačními účinky 166,207. Navíc FhCyLS-2 inhibuje hlavní sekretované trávicí 

katepsiny L z F. hepatica a může tak sloužit jako endogenní regulátor s cílem chránit 

parazitární tkáně před autoproteolytickým poškozením. FhCyLS-2 tedy může mít dvojí roli 

v regulaci exogenních i endogenních proteolytických systémů při interakci parazita 

s hostitelem. Za zmínku stojí, že podobná kombinovaná funkce byla navrhována pro klíšťový 

cystatin OmC2, který je vylučován do hostitele za účelem imunomodulačního působení 

a zároveň reguluje proteolýzu ve střevu klíštěte 208. 

Z kombinace sekvenčních a strukturních znaků a fylogenetické analýzy je zřejmé, 

že FhCyLS-2 patří do podrodiny stefinů. U parazitických trematod a myxozoí byla 

identifikována sada homologů FhCyLS-2. Ty se evolučně liší od klasických stefinů a tvoří 

samostatnou skupinu na fylogenetické větvi stefinů. Na základě toho je nyní možné v rámci 

cystatinové rodiny definovat novou skupinu nazvanou CyL-stefiny („Cystatin-Like stefins“) 

s FhCyLS-2 jako modelovým zástupcem. CyL-stefiny nesou signální peptid na stefinové 

sekvenci, která postrádá C-terminální motiv Asp/Glu-Xxx-Leu-Xxx-Tyr/His-Phe. Struktura 

CyL-stefinů obvykle obsahuje dva disulfidy, jejich počet však může být snížen na jeden 

nebo vzácně zcela chybět.  

Naprostá většina organismů exprimuje jak klasické stefiny, tak pravé cystatiny jako 

nezbytné antiproteolytické molekuly 118,209. Analýza repertoáru genů rodiny cystatinů, 

včetně CyL-stefinů, u jednotlivých skupin motolic ukázala významné rozdíly při srovnání řádů 

Plagiorchiida, Opisthorchiida a Schistosomatida. F. hepatica a všechny ostatní jaterní a střevní 

motolice (Plagiorchiida) mají v genomu jak CyL-stefiny, tak klasické stefiny, ale postrádají 

geny pro pravé cystatiny. Naopak u krevních motolic (Schistosomatida), které disponují 
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klasickými stefiny a pravými cystatiny, nebyly identifikovány žádné CyL-stefiny. Motolice 

z rodu Opisthorchiida ovšem kombinují všechny tři skupiny inhibitorů. Kromě toho 

Plagiorchiida a Opisthorchiida navíc exprimují multicystatiny. Lze předpokládat, 

že CyL-stefiny představují evoluční vylepšení klasických stefinů, které nejspíše představuje 

molekulární adaptaci na absenci nebo nedostatečný funkční rozsah sekretovaných pravých 

cystatinů. Lze spekulovat, že různé zastoupení cystatinů ve výše zmíněných řádech odráží 

složitost životních cyklů motolic a strategie spojené s přežitím parazita v hostiteli. Obecně je 

širší panel zástupců rodiny cystatinů spojen s vyšší komplikovaností vícehostitelských 

životních cyklů, s výraznějším zapojením obratlovců jako hostitelů (disponujících pokročilejší 

imunitou než bezobratlí hostitelé) a více typy napadených tkání obsahujících rozdílné spektrum 

hostitelských proteas 210,211. 

 

5.2. Strukturní vysvětlení inhibiční specifity cystatinů z klíštěte I. ricinus.  

Druhá část disertační práce se věnovala třem novým zástupcům podrodiny pravých 

cystatinů, které byly identifikovány ve dvou tkáních klíčových pro proces sání klíšťat. Iristatin 

a ricistatin jsou produkovány ve slinných žlázách a sekretovány do slin klíštěte, zatímco 

mialostatin se nachází ve střevu klíštěte. Všechny tři inhibitory byly strukturně, funkčně 

a fylogeneticky charakterizovány a byly navrženy jejich biologické role.  

Mialostatin byl imunohistochemicky lokalizován ve střevní tkáni I. ricinus. Tato tkáň je 

zodpovědná za intracelulární (a zřejmě i extracelulární) zpracování krevních proteinů hostitele 

prostřednictvím multienzymového systému využívajícího především cysteinové katepsiny 66. 

Mialostatin byl charakterizován jako efektivní inhibitor trávicích cysteinových katepsinů 

I. ricinus zahrnujících jednak katepsiny L1 a L3 (IrCL1 a IrCL3) s endopeptidasovou aktivitou 

a jednak katepsiny B a C (IrCB, IrCC) s exopeptidasovou aktivitou. Jeho široká inhibiční 

specifita je ve zjevném kontrastu se slinnými cystatiny klíšťat z rodu Ixodes, jako jsou dříve 

studované sialostatiny L a L2, které mají podstatně užší spektrum inhibovaných cysteinových 

katepsinů 168,170. Na druhou stranu podobně široká antiproteasová aktivita byla zaznamenána 

u OmC2 a částečně také u OmC1 přítomných ve střevu klíštěte O. moubata 208,212. Krystalová 

struktura identifikovala mialostatin jako blízký homolog OmC2. Dále poskytla vysvětlení 

vazebné selektivity mialostatinu, když ukázala analogickou architekturu jeho reaktivního 

centra, jako mají ostatní dostupné struktury zástupců pravých cystatinů obratlovců, které také 

vykazují širokou specifitu zahrnující cysteinové katepsiny s endopeptidasovou 

a exopeptidasovou aktivitou.  
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Na základě získaných funkčních dat a informací o lokalizaci lze navrhnout fyziologickou 

roli mialostatinu. Jde o účinný inhibitor všech trávicích cysteinových katepsinů I. ricinus 

včetně nedávno identifikovaného izoenzymu IrCL3 213, který působí v pozdní fázi trávení a se 

kterým se mialostatin výrazně kolokalizuje. Dále bylo zjištěno v buněčných testech, 

že mialostatin nevykazuje potenciální imunomodulační účinky na hostitele, které jsou dobře 

známé u cystatinů sekretovaných ve slinách klíšťat rodu Ixodes 168,170. Lze předpokládat, 

že mialostatin reguluje endogenní proteolytický systém ve střevu klíštěte, jehož regulace 

nebyla zatím studována. Pravděpodobně chrání střevní tkáň před proteolytickým poškozením 

a pomáhá při řízení a načasování jednotlivých kroků trávicího procesu. 

Další dva studované pravé cystatiny jsou ricistatin a iristatin, které jsou produkované 

slinnými žlázami I. ricinus. U obou těchto cystatinů byly nalezeny podobné protizánětlivé 

a imunomodulační účinky na imunitní systém hostitele. Ricistatin a iristatin vykazují podobné, 

ačkoli ne identické inhibiční profily, jejichž společným rysem je selektivita pouze k některým 

cysteinovým katepsinům. Konkrétně inhibují endopeptidasy, jako je katepsin L nebo S 

(iristatin mezi nimi dokáže rozlišit), a exopeptidasu katepsin C. Na druhou stranu neinhibují 

exopeptidasové katepsiny B a H. Tato analýza umožnila lépe definovat skupinu pravých 

cystatinů ze slin klíštěte s unikátním úzkým inhibičním profilem, který je výrazně odlišuje 

od většiny dosud detailně charakterizovaných zástupců podrodiny pravých cystatinů z parazitů 

i jejich hostitelů.  

Získaná krystalová struktura ricistatinu v komplexu s katepsinem V (modelovou 

endopeptidasou) poprvé umožňuje přímým způsobem vysvětlit strukturní podstatu úzké 

inhibiční specifity slinných klíšťových cystatinů. U cystatinů je interakce s cysteinovými 

katepsiny zprostředkována pomocí tří interakčních segmentů, N-konce a povrchových smyček 

L1 a L2, které se zasouvají do aktivního místa katepsinu. Díky porovnání inhibičního módu 

ricistatinu s ostatními dostupnými komplexy cystatinů s katepsiny byly nalezeny tři strukturní 

mechanismy, které omezují interakci úzkospektrých pravých cystatinů a exopeptidas. 

Ty totiž, na rozdíl od endopeptidas, disponují strukturními doménami limitujícími vazbu 

substrátu do S’ resp. S podmíst.  

U karboxydipeptidasy katepsinu B se tato doména nazývá „occluding loop“ a blokuje 

přístup substrátu do podmísta S3’ 72,214, do kterého se váže interakční smyčka L2 cystatinů. 

Ze strukturní analýzy dostupných komplexů cystatinů vyplývá, že smyčka L2 ricistatinu 

(a homologních sialostatinů) je o jeden či dva zbytky kratší a hůře vyplňuje hydrofobní 

podmísta S2’ a S3’ v porovnání se širokospektrými cystatiny (pravé cystatiny resp. stefiny). 

Dále, dle analýzy relativních krystalografických B-faktorů je tato smyčka navíc mnohem 
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rigidnější než u všech ostatních cystatinů v komplexu. Upravená smyčka L2 ricistatinu 

tak nejspíš není schopna odsunout „occluding loop“, jako je tomu např. u komplexu katepsinu 

B a stefinu A 215. Kombinace vysoké rigidity a nedokonalého vyplnění podmíst S2’ a S3’ kratší 

smyčkou L2 tak nejspíše způsobuje ztrátu afinity slinných klíšťových cystatinů ke katepsinu B.  

Aminopeptidasa katepsin H využívá k omezení přístupu substrátu do podmíst S3 a S2 

mini-retězec, oktapeptid, který pochází z propeptidu a je připojen k protease disulfidickým 

můstkem 13. Komplex katepsinu H se stefinem A ukazuje, že N-konec stefinu je velmi flexibilní 

a dokáže se přizpůsobit i stericky velmi omezenému prostoru v okolí mini-řetězce. Nicméně 

u ricistatinu je toto konformační přizpůsobení velmi nepravděpodobné, jelikož N-konec 

ricistatinu obsahuje příliš objemný zbytek Arg5i, který se váže do pozice S2 již obsazení 

mini-řetězcem katepsinu H. Další zbytek Arg9i navíc zpevňuje konformaci celého N-konce 

ricistatinu pomocí intramolekulárních vodíkových můstků. Přítomnost velkých objemných 

zbytků lemující konzervovaný motiv Gly-Gly, je společná pro všechny pravé cystatiny ze slin 

klíšťat s úzkou inhibiční specifitou (Obr. 16C, kap. 4.4.2.). 

Druhým studovaným slinným cystatinem byl iristatin. Jeho inhibiční specifita má hlavní 

rysy ricistatinu a dalších slinných cystatinů klíšťat a je omezena pouze na katepsiny L a C. 

Analýza sekvence a krystalové struktury iristatinu nicméně ukázala na jiný strukturní 

mechanismus, kterým je dosaženo limitované inhibiční specifity. N-koncový segment 

cystatinů obsahuje konzervovanou sekvenci Gly-Gly, zajišťující flexibilitu nezbytnou 

pro efektivní interakci se širokým spektrem cílových proteas, včetně exopeptidas. Iristatin 

disponuje sekvencí Gly-Val a lze tedy předpokládat, že záměna Val za Gly způsobí zvýšení 

rigidity N-konce, který tak bude kompatibilní jen s určitými interagujícími proteasami, jelikož 

i on nese na některých pozicích velké, objemné zbytky. Smyčka L2 má u všech cystatinů 

konzervovaný sekvenční motiv Gln-Xxx-Val-Xxx-Gly, který efektivně vyplňuje kavitu 

aktivního místa. U iristatinu je tento motiv modifikován záměnou Val za prostorově objemnější 

Ile. Val naprosto přesně vyplňuje prostor mezi aktivním místem a ostatními zbytky smyčky 

L2, jeho nahrazení za větší zbytek bude mít za následek silné omezení interakce s proteasami. 

Smyčka L2 zachovává Pro-Trp motiv konzervovaný u pravých širokospektrých cystatinů, 

takže za úzkou inhibiční specifitu iristatinu jsou zjevně zodpovědné kombinace strukturních 

efektů na N-konci a smyčce L1. Strukturní základ úzké inhibiční specifity iristatinu je tedy 

odlišný od ricistatinu, který k omezení inhibiční specifity využívá kombinace strukturních 

efektů na N-konci a smyčce L2. 

Provedená fylogenetická analýza podrodiny pravých cystatinů z klíšťat ukázala, 

že u klíšťat rodu Ixodes existují tři různé skupiny pravých cystatinů. (1) Skupina ricistatinu 
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obsahuje imunomodulační slinné cystatiny s úzkou inhibiční specifitou, jejíž strukturní 

podstatu vysvětluje nyní získaná první krystalová struktura komplexu s proteasou. Dalšími 

významnými zástupci jsou dva dříve charakterizované sialostatiny z I. scapularis 168,170. 

(2) Skupina iristatinu je evolučně odlišná od skupiny ricistatinu. Na základě analýzy jejího 

prvního modelového zástupce iristatinu jde opět o cystatiny s úzkou inhibiční specifitou, 

která je zjevně příčinou jejich imunomodulačních vlastností. Krystalová struktura iristatinu 

ukazuje, že inhibiční specifita má jiný strukturní základ, než je tomu u skupiny ricistatinu. 

Funkční vlastnosti byly získány pravděpodobně konvergentní evolucí, která souvisí s rolí 

ve slinách klíšťat, kde doprovázejí zástupce skupiny ricistatinu. (3) Skupina mialostatinu 

obsahuje střevní cystatiny, které jsou z pohledu sekvence a prostorové struktury blížší ostatním 

zástupcům podrodiny pravých cystatinů z obratlovců než slinným klíšťovým cystatinům. 

Široká inhibiční specifita mialostatinu z něj činí efektivní nástroj k regulaci multienzymového 

proteolytického systému ve střevu klíštěte.  
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6. Závěry  
 

Disertační práce se zabývala charakterizací nových proteasových inhibitorů z proteinové 

rodiny cystatinů. Byla zaměřena na celkem čtyři parazitární cystatiny pocházející jednak 

z klíštěte obecného (Ixodes ricinus), hlavního vektoru lymské boreliózy a klíšťové encefalitidy, 

jednak z motolice jaterní (Fasciola hepatica), původce fasciolózy. Disertační práce obsahuje 

výsledky uveřejněné ve třech původních publikacích a dále nepublikovaná data, 

která se v současné době připravují ke zveřejnění.  

 

V rámci disertační práce byly splněny zadané cíle s následujícími hlavními závěry: 

 

Cystatin FhCyLS-2 z Fasciola hepatica 

• FhCyLS-2 byl lokalizován ve střevní tkáni a sekretech F. hepatica. Rekombinantní 

FhCyLS-2 je efektivním inhibitorem jak trávicích cysteinových katepsinů motolice, 

tak cysteinových katepsinů hostitele a hraje pravděpodobně duální roli při regulaci 

endogenních i exogenních proteolytických systémů. 

 

• Analýzou sekvence a krystalové struktury bylo zjištěno, že FhCyLS-2 patří do podrodiny 

stefinů, ale přitom přejímá unikátním způsobem některé typické znaky podrodiny pravých 

cystatinů. Jde o evoluční modifikaci, která umožnila sekreci a stabilizaci molekuly 

FhCyLS-2.  

 

• Fylogenetická analýza prokázala existenci homologů FhCyLS-2 u několika taxonů 

motolic a umožnila definovat novou skupinu nazvanou CyL-stefiny („Cystatin-Like 

stefins“) v rámci cystatinové rodiny a navrhnout důvody jejího vzniku.  

 

Cystatiny ricistatin, iristatin a mialostatin z Ixodes ricinus 

• Byly identifikovány tři nové pravé cystatiny z I. ricinus, které se liší lokalizací 

a fylogenezí. U rekombinantních proteinů byly určeny jejich funkční vlastnosti, zejména 

inhibiční specifita k cílovým cysteinovým katepsinům, a byla vyřešena jejich krystalová 

struktura. Získané výsledky umožnily definovat následující tři evoluční skupiny pravých 

cystatinů u klíšťat rodu Ixodes.  
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• Skupina ricistatinu obsahuje cystatiny ze slin klíštěte a s imunomodulačními vlastnostmi. 

Jejich unikátní úzkou inhibiční specifitu se podařilo vysvětlit na strukturní úrovni pomocí 

krystalografie komplexu ricistatinu s katepsinem V, která umožnila první přímou analýzu 

interakce u parazitárního cystatinu. Omezená schopnost ricistatinu inhibovat katepsiny 

s exopeptidasovou aktivitou je dána strukturními modifikacemi dvou segmentů (N a L2) 

reaktivního centra ricistatinu. 

 

• Iristatin jako modelový zástupce další skupiny slinných cystatinů má také 

imunomodulační vlastnosti. Ty jsou způsobeny úzkou inhibiční specifitou iristatinu, 

která je ještě omezenější než u ricistatinu. Krystalová struktura iristatinu ukazuje, 

že inhibiční specifita má jiný strukturní základ, než je tomu u skupiny ricistatinu a je 

založena na stavbě vazebných segmentů N a L1. Obě skupiny slinných cystatinů tedy 

evolučně konvergují k úzké inhibiční specifitě zajišťující fyziologickou roli při interakci 

klíšťat s hostitelem. 

 

• Mialostatin je první detailně popsaný zástupce skupiny střevních cystatinů z rodu Ixodes. 

Má širokou inhibiční specifitu, která umožňuje interakci s cysteinovými katepsiny klíšťat 

s endo- a exopeptidasovou aktivitou. Tu vysvětluje i architektura reaktivního centra, 

jež nemá strukturní omezení nalezené u slinných cystatinů. Funkční vlastnosti činí 

z mialostatinu efektivní nástroj k regulaci trávicího multienzymového proteolytického 

systému ve střevu klíštěte. 

 

Disertační práce přináší nové významné informace o evoluci a strukturně-funkčních 

vztazích v rodině cystatinových inhibitorů proteas. Studované parazitární cystatiny představují 

vzhledem ke svým významným biologickým rolím, potenciální antigeny pro vývoj 

antiparazitárních vakcín. Dále mají identifikované slinné cystatiny farmakologicky zajímavé 

aktivity s možným využitím v biomedicíně. 
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