Abstrakt

Cysteinov¢ katepsiny se U€astni fady patologickych procest jako jsou nddorova, neurodegene-
rativni, kardiovaskularni nebo autoimunitni onemocnéni. Tato prace se zaméfuje na katepsin B,
L a V (CatB, CatL, CatV), kter¢ jsou atraktivnimi cilovymi molekulami pro vyvoj inhibitora
jako potencialnich chemoterapeutik a diagnostickych néstrojii. Cilem prace bylo pfipravit uve-
dené katepsiny a strukturné charakterizovat jejich komplexy s vybranymi syntetickymi pepti-
domimetickymi inhibitory. CatB a CatL byly rekombinantné pfipraveny v kvasinkdch Pichia
pastoris a podminky exprese byly optimalizovany pro pfipravu proenzymovych forem. Pro
CatB a CatL byl navrzen chromatograficky purifika¢ni protokol a CatV byl purifikovan na za-
klad¢ jiz zndmého protokolu. Ziskané enzymy byly pouzity k ptipravé komplexti se Sesti pep-
tidomimetickymi inhibitory vybavenymi karbamétovou, vinylsulfonovou nebo azanitrilovou
reaktivni skupinou, které selektivné inhibuji CatB, CatL, resp. CatV. Byly ur€eny jejich inhi-
bi¢ni parametry v kinetickém testu a identifikovany pocatecni krystaliza¢ni podminky. Po op-
timalizaci krystaliza¢nich podminek pro CatB se tfemi karbamatovymi inhibitory byly ziskany
krystaly vhodné pro rentgenostrukturni analyzu. Na zaklad¢ krystalovych struktur téchto kom-
plexti byl analyzovan vazebny mod karbamatovych inhibitord v aktivnim misté CatB a jejich
unikatni inhibi¢ni mechanismus, kdy je kovalentni reakce s katalytickym cysteinem doprova-
zena odstépenim ¢asti inhibitoru. Ziskané vysledky umozni racionalni navrh nové generace

inhibitorii CatB s potencidlnim vyuZzitim v biomedicing.
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