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Abstrakt

Schistosomoéza je zavazné infekéni onemocnéni postihujici vice nez 200 miliond lidi v oblasti
tropl a subtropti. Pivodcem je parazit krevnicka, ktery zije v cévach ¢loveka a ziviny ziskava
degradaci hemoglobinu z krve hostitele pisobenim travicich proteas. V soucasnosti je
k dispozici pouze jediny 1€k proti schistosomoze a hrozba vzniku rezistence vyvolava potiebu
vyvoje novych terapeutik. Katepsin Bl (SmCB1) je klicovou travici proteasou krevnicky
stievni (Schistosoma mansoni) a predstavuje cilovou molekulu pro terapeuticky zasah. Tato
prace podava komplexni charakterizaci SmCB1 zamétfenou na vztah struktury a aktivity a na
inhibi¢ni regulaci s vyuzitim Sesti vyfeSenych krystalografickych struktur molekularnich
forem a komplexit SmCB1.

SmCBI1 je syntetizovan ve formé neaktivniho zymogenu, ve kterém N-koncovy propeptid
pluisobi jako pfirozeny intramolekuldrni inhibitor blokujici aktivni misto. Detailni
biochemickou a strukturni analyzou byl identifikovan novy unikatni mechanismus procesu
aktivace zymogenu, pfi kterém je propeptid odstépen, a byla popsana regulace tohoto procesu
pomoci glykosaminoglykanti. Studium proteolytické aktivity SmCBI1 prokézalo, Ze se jedné o
enzym pusobici jako endopeptidasa i exopeptidasa a piredstavuje tak ucinny nastroj pro
traveni hemoglobinu hostitele. Vyznamna C¢éast prace se zabyvala vyhledanim tuc¢innych
molekul pro inhibici SmCB1 a to svyuZzitim dvou pfistupl. Zaprvé byly navrzeny a
syntetizovany reverzibilni peptidové inhibitory odvozené ze struktury propeptidu, které jsou
funkéni in  vitro v mikromoldrnich koncentracich. Zadruhé byly identifikovany
peptidomimetické inhibitory s vinylsulfonovou reaktivni skupinou, které¢ jsou funkéni in vitro
v nanomolarnich koncentracich. Mechanismus jejich interakce byl detailné studovan pomoci
krystalovych struktur komplexi s SmCB1 a s vyuzitim metod vypocetni chemie. Uginnost
vinylsulfonovych inhibitorti byla prokazana ex vivo pti supresi zivych paraziti.

Zaveérem, tato prace pomohla definovat SmCBI1 jako cilovou molekulu pro supresi S.

mansoni a ptinesla nové typy inhibitorii pro potencidlni vyvoj 1é¢iv proti schistosomoze.



1. Uvod

Schistosomoéza je chronické onemocnéni vyvolané parazity rodu krevnicka (Schistosoma).
Touto nemoci je infikovano vice nez 200 miliont lidi v tropickych a subtropickych oblastech
svéta a predstavuje zavazny zdravotni 1 socidlné ekonomicky problém [1-4]. Tti
nejvyznamnéjSi druhy krevnicky ohrozujici Cloveka jsou Schistosoma mansoni (krevnicka
sttevni), S. japonicum (krevnicka jaterni) a S. haematobium (krevnicka mocova). K infekci
¢lovéka dochazi pii kontaktu s kontaminovanou vodou, ve které se nachéazeji infek¢ni larvy
krevnic¢ky schopné penetrace neposkozenou kizi ¢lovéka. Pies tkdn€ se dostavaji do krevniho
ob¢hu, kde rostou a vyvijeji se v dospé€lé krevnicky, které pak Ziji v cévach obklopujicich
stievo nebo urogenitalni trakt. Samicka zde klade denné az tisice vajicek, kterd jsou hlavnim
patogennim agens schistosomézy [5]. Imunitni odpovéd’ na vaji¢ka zpisobuje zanéty, vznik
granulomil, vede k poSkozeni organti a pti infekci byva zvyseno riziko vzniku rakoviny [6].

Proti schistosomoze v soucasnosti neexistuje zadna oCkovaci latka a pro 1écbu se pouziva
témet vyhradné 1€k praziquantel [7]. S ohledem na to, Ze praziquantel je jediny ucinny 1ék a
nepietrzité¢ se pouziva jiz vice nez 20 let, stale nartistd pravdépodobnost vzniku rezistence a
potieba vyvoje novych alternativnich 1é¢iv [8-12]. Tento vyzkum se v soucasnosti zaméiuje
hlavné na porozuméni biochemie parazita a jeho molekularnich drah a na hledani cilovych
molekul, zdsadnich a unikatnich pro parazita, jejichz blokovani by bylo pro parazita letalni.

Proteasy hraji velmi dulezitou ulohu ve vSech vyvojovych stadiich krevnicky, zejména pfi
interakci s hostitelem. Ugastni se procest invaze do hostitele, migrace tkanémi, degradace
krevnich proteinli v procesu trdveni, pfekondni imunitniho systému hostitele a aktivace a
modulace zanétu [13]. Dospélé krevnicky zijici v cévach cloveka ziskavaji ziviny pro rist a
vyvoj odbourdvanim krevnich proteintli. Proteolytické traveni je pro pieziti parazita zasadni a
je predmétem intenzivniho védeckého vyzkumu. Na degradaci hemoglobinu se podili kaskada
travicich enzymu z tiid cysteinovych, serinovych, aspartatovych proteas a metaloproteas. Ve
stieve krevnicky S. mansoni byly identifikovany proteasy katepsin B1, katepsin C, katepsiny
L1, L2 a L3, katepsin D, asparaginylendopeptidasa a leucylaminopeptidasa [14-21].

Katepsin Bl ze S. mansoni (SmCB1), kterym se zabyva tato prace, je nejvice zastoupena
proteasa ve stievé krevnic¢ky a hraje v degradaci hemoglobinu klic¢ovou roli [14;22]. Tento
enzym pusobi komplexné¢ jako endopeptidasa i exopeptidasa [14]. SmCBI1 je cilova molekula
pro lécbu schistosomozy, jak bylo prokazano in vivo na mySim modelu pomoci inhibitoru
K11777 blokujiciho aktivitu SmCB1 [23]. U¢inné inhibitory SmCB1 tak piedstavuji

perspektivni molekuly pro vyvoj chemoterapeutik proti schistosomoéze. Dikladna strukturné



funk¢ni charakterizace SmCBI1 ptedkladana v této praci je nezbytnd pro raciondlni design
téchto novych inhibi¢nich molekul a pro pochopeni biochemickych mechanismt aktivity a

regulace SmCBI.

2. Cile prace

Disertacni prace se zabyva travici proteasou katepsinem Bl (SmCBI1) z krevnicky stfevni
(Schistosoma mansoni), zpusobujici zdvazné parazitarni onemocnéni schistosomoézu. Tato
proteasa ma klicovou roli pfi trdveni krevnich proteinii hostitele a pifedstavuje cilovou
molekulu pro vyvoj novych 1€Civ proti schistosoméze. Prace je zaméiena na strukturné
funk¢ni charakterizaci SmCBI1, popis mechanismu aktivace zymogenu a nalezeni u¢innych

inhibitord SmCBI jako potencialnich chemoterapeutik.

vr 7

Diléi cile této prace jsou:

1. Ptiprava SmCBI1 rekombinantni expresi a jeho purifikace.

2. Urceni krystalové struktury SmCBI.

3. Analyza substratové specifity SmCB1 pomoci syntetickych i pfirozenych substrata.

4. Studium inhibice SmCB1 pomoci vinylsulfonovych (VS) inhibitort:
a) Urceni inhibi¢ni specifity SmCB1 pomoci sady syntetickych VS inhibitort.
b) Strukturni popis kritickych interakci mezi SmCB1 a VS inhibitory.
c) Zjisténi biologické ti€innosti VS inhibitort na larvach S. mansoni.
d) Enzymologicka analyza inhibi¢niho mechanismu VS inhibitord pro vyvoj vypocetni

metody skorovani ucinnosti inhibice.

5. Priprava  syntetickych  peptidovych  inhibitori  SmCB1  odvozenych  ze

struktury propeptidu.

6. Biochemicka a strukturni analyza mechanismu aktivace zymogenu SmCBI1.



3. Material a metodika

3.1. Material a laboratorni vybaveni

Vétsina dat byla ziskana s vyuZitim vybaveni a piistroji v laboratofich Ustavu organické
chemie a biochemie AV CR (UOCHB AV CR). Prace vznikla ve spolupraci s pracovistém
University of California, San Francisco (UCSF, Dr. C. Caffrey), které¢ poskytlo sadu
vinylsulfonovych inhibitori a kde byly provedeny biologické experimenty s larvami
krevnicky. Analyzy  metodami  vypocetni chemie  byly  provadény  ve
spolupracujicich laboratofich Dr. Lepsika a Dr. Vondraska UOCHB AV CR. Difrakéni data
pro feSeni krystalografickych struktur byla ziskdna na synchrotronu na pracovistich (1)
Helmbholtz-Zentrum Berlin, Bessy II electron storage ring, Berlin-Adlershof, Némecko a (2)
Structural Biology Center, Advanced Photon Source, Argonne National Laboratory, Argonne,
U.S.A. Reseni krystalovych struktur probihalo ve spolupraci s laboratoii Dr. Rezadové na
UOCHB AV CR.

Celkové¢ bylo ptipraveno 5 konstruktli zymogenu SmCBI1 v plasmidu pPICZa pro expresi v

1WT lDG

kvasinkach Pichia pastoris: (1) ptirozeny SmCB1"°, (2) deglykosylovany SmCB

se dvéma mutacemi v sekvenénich motivech pro N-glykosylaci (Thrl68—Ala,
Thr283—Ala), (3) SmCBI obsahujici mutace v motivu vazajicim heparin: SmCB1"¢P*
(Arg57—Ala, Arg59—Ala) a SmCB1""N (Arg57—Asn, Arg59—Asn) a (4) SmCBI s mutaci
katalytického cysteinu v aktivnim misté¢ (Cys100—Ser100). Syntetické peptidy a FRET

substraty byly pfipraveny na UOCHB AV CR.

3.2. Metodika

Zakladni metody pouzité v ptiloZzenych publikacich jsou nésledujici:

Metody molekularni biologie:
Klonovani do plasmidu pPICZa, cilend mutageneze SmCBI1 konstruktd, transformace
bunék P. pastoris (kmen X-33), rekombinantni exprese v P. pastoris.

Biochemické metody:
Elektroforetickd separace proteinit pomoci SDS-PAGE a detekce proteinli na membrané
metodou Western blot, vizualizace proteas pomoci proteomickych aktivitnich prob,
chromatograficka purifikace proteinli pomoci FPLC, separace peptidi pomoci RP-HPLC,
analyza proteinii a peptidi metodami termofluor, cirkularni dichroismus, hmotova

spektrometrie a N-koncové sekvenovani.



Enzymologické metody:
Méieni aktivity enzymli pomoci syntetickych fluorogennich a FRET substrata, stanoveni
kinetickych parametrit SmCB1 pro substraty (Kea, K, Keat/Kin) @ inhibitory (Kj, ICsg, kong).
Krystalografické metody:
Krystalizace proteinit metodou visici kapky, feSeni struktur proteinti metodou molekularniho
nahrazeni, analyza krystalografickych struktur pomoci programtt CCP4, Pymol, PISA.
Biologické metody:
Test ex vivo u€innosti inhibitorti na larvach S. mansoni (schistosomula) v kultivaénim médiu

a vyhodnocovani indukovanych zmén fenotypi.

4. Vysledky a diskuze

Vysledky disertacni prace jsou shrnuty v celkem ctyfech publikacich a jednom rukopise
piipraveném k podani do impaktovaného cCasopisu. Nasleduje stru¢ny rozbor téchto praci

zabyvajicich se katepsinem B1 (SmCB1) z krevnicky sttevni (Schistosoma mansoni).

4.1. Publikace €. 1: Mapping the Pro-Peptide of the Schistosoma mansoni
Cathepsin B1 Drug Target: Modulation of Inhibition by Heparin and Design of
Mimetic Inhibitors

SmCBI je syntetizovan jako neaktivni zymogen, jehoz aktivita je blokovana N-terminalnim
propeptidem fungujicim jako pfirozeny intramolekularni inhibitor aktivniho mista. Plné
aktivni enzym vznikd ze zymogenu proteolytickym odstépenim propeptidu v pribéhu
aktivace. Tato publikace se zabyva (1) identifikaci inhibi¢nich oblasti v propeptidu pomoci
jeho syntetickych fragmentl navrZzenych s vyuzitim homologniho modelu zymogenu SmCBI
a (2) raciondlnim vyvojem novych inhibitorii odvozenych od nalezené¢ho pftirozeného
inhibi¢niho motivu. V propeptidu SmCB1 byly identifikovany dvé inhibi¢ni oblasti, jedna
interagujici s aktivnim mistem SmCB1 a druhd, kterd obsahuje sekvencni motiv vazajici
heparin (“heparin-binding motif”’, dale “HB motiv”’) a je G¢innd v piitomnosti heparinu.
Analyzou sekvenci propeptidu katepsini B z jinych organismt bylo zjisténo, ze “HB motiv”
je pritomny pouze u katepsinii B z parazitickych motolic, které se podileji na traveni krve
hostitele. Inhibi¢ni oblast interagujici s aktivnim mistem byla dale pouzita jako
pentapeptidovy templat, znéhoz byly pomoci 3D modelu SmCB1 a metody dokovani
navrzeny derivaty svysSi inhibi¢ni ucinnosti proti SmCB1 (nejucinnéjsi dosahovaly
mikromolarnich hodnot Kj). Zavérem, byl identifikovdn novy mechanismus inhibice

propeptidem zprostiedkovany glykosaminoglykany, ktery se mulze podilet i na regulaci



procesu aktivace zymogenu, a byla popsana nova strategie pro vyvoj inhibitordi SmCBI1 jako

potencialnich l1é¢iv proti schistosomoze.

4.2. Publikace €. 2: Structural Basis for Inhibition of Cathepsin B Drug Target
from the Human Blood Fluke, Schistosoma mansoni

Tato publikace se zabyvad komplexni strukturné funkcni charakterizaci SmCBI1. Je zde
prezentovana krystalovd struktura SmCBI1, kterd podavd vibec prvni strukturni popis
proteolytického enzymu z parazitickych krevnicek. Struktura SmCB1 vykazuje obecné znaky
proteas rodiny papainu a obsahuje specifickou flexibilni smycku “occluding loop”. Tato
smycka moduluje pfistupnost aktivniho mista a je zodpoveédnd za dualni exopeptidasovou a
endopeptidasovou aktivitu SmCB1. Oba aktivitni mody a substrdtova specifita byly
analyzovany pomoci syntetickych fluorogennich peptidovych substrati a fyziologického
proteinového substratu hemoglobinu. Krystalova struktura SmCBI1 byla vyfeSena ve forme
komplexi  setifemi  kovalentnimi  peptidomimetickymi  inhibitory  (obsahujicimi
vinylsulfonovou nebo epoxidovou skupinu). To umoznilo detailni strukturni popis vazby
inhibitorti v aktivnim misté¢ a kvantifikaci interakce substituenti v jednotlivych vazebnych
podmistech enzymu pomoci kvantové chemickych vypocti. Inhibicni specifita SmCB1 byla
dale zkouména pomoci sady vinylsulfonovych inhibitort, které byly testovany in vitro
s rekombinantnim SmCBI1 a ex vivo na zivych larvach S. mansoni. Bylo prokdzano, ze in vitro
1 ex vivo vysledky koreluji a Gc¢innost inhibice odpovidd mife suprese parazita. Prace tak
podava dikaz o SmCB1 jako vhodné cilové molekule pro vyvoj antiparazitik a informace pro

racionalni design novych inhibitort SmCB1 jako potencialnich 1é¢iv.

4.3. Publikace €. 3: Quantum Mechanics-Based Scoring Rationalizes the
Irreversible Inactivation of Parasitic Schistosoma mansoni Cysteine Peptidase
by Vinyl Sulfone Inhibitors

Bylo prokazano, Ze vinylsulfonova peptidomimetika jsou ucinné inhibitory SmCBI
(publikace ¢. 2). Cilem této studie bylo vyvinout vypocetni metodu, tzv. skérovaci funkci,
ktera by umoznila efektivné predikovat uc¢innost kovalentnich vinylsulfonovych inhibitort in
silico. Byla k tomu vyuzita sada 20 vinylsulfonovych inhibitori z publikace €. 2, kde pro né
byla experimentalné kvantifikovana inhibice SmCB1. Nyni byla provedena enzymologicka
analyza kinetickych parametri a ireverzibility interakce. Skorovaci funkce pro kovalentni
vinylsulfonové inhibitory byla ziskdna modifikaci jiz zndamé kvantové mechanické skérovaci
funkce pro nekovalentni komplexy. Nové je zahrnut popis kovalentni vazby a pfidan novy

AG’'v term do skorovaci funkce, ktery odpovidd rozdilu energii mezi kovalentnim a



nekovalentnim komplexem. Kovalentni skoére bylo vypocitdno pro studovanou sadu
vinylsulfonovych komplexti s SmCBI, které byly modelovany s vyuzitim krystalové struktury
(z publikace €. 2) jako templatu. Ze ziskanych dat vyplyva korelace mezi kovalentnim skore
pro jednotlivé inhibitory a jejich inhibi¢nimi parametry. Tento novy vypocetni pfistup tak

predstavuje cenny nastroj pro in silico design kovalentnich inhibitora SmCBI.

4.4. Rukopis €. 4: Activation Route of the Schistosoma mansoni Cathepsin B1
Drug Target: Structural Map with a Glycosaminoglycan Switch

SmCBI je syntetizovan jako neaktivni zymogen, ve kterém N-terminalni propeptid plisobi
jako pfirozeny inhibitor blokujici aktivni misto. B€éhem aktivace je propeptid proteolyticky
odstépen za vzniku aktivniho enzymu. Tato prace pfinasi komplexni analyzu procesu aktivace
SmCBI1. Byl identifikovan novy unikatni mechanismus autoaktivace SmCBI1 specificky
indukované sulfatovanymi polysacharidy (SP). Bez SP dochézi pouze k tvorbé neaktivniho
intermediatu, ve kterém je odsStépena jen Cast propeptidu. Mechanismus aktivace byl detailné
popsan pomoci krystalovych struktur tfi molekularnich forem SmCBI1 vznikajicich v pribéhu
aktivacniho  procesu: zymogenu, neaktivniho intermediatu a zralého enzymu.
Pro autoaktivaci je zasadni interakce SP s motivem vazajicim heparin (“heparin-binding
motif”’, “HB motiv”’) pfitomnym v sekvenci SmCB1 propeptidu, jak bylo potvrzeno cilenymi
mutacemi “HB motivu”. Efektivni interakce SP zavisi jak na strukturnim typu SP, tak na jeho
velikosti. Né&kolika experimentdlnimi piistupy byla déale analyzovana molekularita
autoaktivacni reakce, kterd kombinuje monomolekuldrni a bimolekuldrni déje. Alternativni
zpusob aktivace SmCBI1 je katalyzovan proteolytickym enzymem asparaginylendopeptidasou
ze S. mansoni, pricemz tato reakce je negativné modulovana pasobenim SP. Lze tak
predpokladat, ze ve fyziologickém prostiedi funguji SP jako pfepina¢ mezi obéma drdhami

aktivace SmCBI1.

4.5. Publikace €. 5: Katepsinové proteasy v patologii

Cilem této publikace je podat piehled soucasnych trendii tykajicich se problematiky
katepsinovych proteas, které se ucCastni patologickych procesii se zaméfenim na témata feSend
na UOCHB AV CR. V praci jsou prehledné zpracovany travici katepsiny hematofagnich
parazit s krevni¢kou jako modelovym druhem a jsou zde prezentovany ptvodni vysledky

z publikaci €. 1 az 4.



5. Zavery

Dizertani prace se zabyvad katepsinem Bl (SmCBI1) zkrevni¢ky stievni (Schistosoma
mansoni), kterd zpiisobuje zdvazné parazitarni onemocnéni schistosomézu. Vysledky jsou
shrnuty ve Ctyfech publikacich a v jednom rukopise pfipraveném k podani do impaktovaného
Casopisu. Prace pfindsi nové informace o struktuie, aktivité¢ a inhibi¢ni regulaci SmCB1, které
umoznuji Iépe pochopit funkci tohoto medicinalné vyznamného enzymu a navrhovat jeho

inhibitory jako potencidlni 1éCiva proti schistosomoze.
V ramci disertacni prace byly splnény zadané cile s nasledujicimi zavéry:

1. Bylo pfipraveno pét pfirozenych a mutantnich forem SmCB1 rekombinantni expresi
v kvasinkdch Pichia pastoris a byl vypracovan postup pro jejich chromatografickou

purifikaci.

2. Bylo vyfeseno Sest krystalovych struktur SmCBI1, konkrétné (i) molekularni formy
aktivacni drahy: neaktivni zymogen, intermediatni aktivacni forma, aktivni enzym a (i1)
tfi komplexy enzymu s peptidomimetickymi inhibitory. Koordinaty struktur byly ulozeny
v databazi PDB (kodova oznaceni 4104, 4105, 4107, 3S3R, 3S3Q, 3QSD).

3. Analyza proteolytické aktivity SmCB1 pomoci fyziologického substratu hemoglobinu a
knihoven syntetickych fluorogennich peptidovych substrati umoznila (i) urcit
substratovou specifitu a preference pro $t€pené vazby a (ii) identifikovat dualni aktivitu
SmCBI1 jako proteasy pusobici v exopeptidasovém (peptidyldipeptidasovém) a
endopeptidasovém modu. Tyto aktivity délaji z SmCBI1 uinny nastroj pro komplexni

degradaci hemoglobinu ve stfevé krevnicky.

4. Analyza inhibice SmCB1 pomoci vinylsulfonovych (VS) inhibitort:
a) Inhibi¢ni specifita SmCB1 byla analyzovana pomoci sady VS inhibitort s odliSnymi

substituenty v pozicich P3-P1°. Nejucinngjsi inhibitory dosahovaly subnanomolarnich

hodnot ICsy.

b) Kritické interakce mezi SmCBI1 a VS inhibitory byly kvantifikovany in silico pomoci

metod vypocetni chemie s vyuzitim krystalovych struktur inhibi¢nich komplexd.
¢) Na zékladé¢ enzymologické analyzy inhibice SmCBI1 pomoci VS inhibitorti byla
pristupy vypocetni chemie ziskana skorovaci funkce pro predikci inhibi¢ni €innosti

VS inhibitora, ktera umozni efektivni navrhovéani novych inhibitort SmCBI1 in silico.



d) Biologicka aktivita VS inhibitorti byla urena ex vivo v experimentech na larvach S.
mansoni v kultivatnim mediu. Nalezend ucinnost pii supresi parazita koreluje s in
vitro inhibici SmCBI, coz podava diikaz o SmCBI1 jako vhodné cilové molekule a VS

jako antischistosomalnich molekulach.

. Funk¢ni analyza propeptidu SmCB1 byla provedena pomoci syntetickych fragmentt

odvozenych z propeptidu a umoznila identifikaci dvou strukturnich oblasti v propeptidu,
které plisobi jako inhibitory aktivity SmCBI1. Oblast interagujici s aktivnim mistem byla
vyuzita pro navrhovani pentapeptidovych inhibitori s ucinnosti in vitro v mikromoléarni

oblasti hodnot K.

Pomoci biochemické a strukturni analyzy byl popsan unikdtni mechanismus aktivace
SmCBI1 z neaktivniho zymogenu na aktivni enzym, ktery probiha dvéma alternativnimi
dréhami: (i) autoaktivaci indukovanou pusobenim sulfatovanych polysacharidi (napf.
glykosaminoglykani)  nebo  (ii))  trans-aktivaci  katalyzovanou  piisobenim
asparaginylendopeptidasy. Sulfatované polysacharidy funguji jako pfepina¢ mezi obéma
drahami. Strukturni aspekty aktivace SmCBI1 a interakce se sulfatovanymi polysacharidy

byly vysvétleny pomoci krystalovych struktur téi forem SmCBI1 v aktivaéni dréze.
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