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Seznam zkratek 

Å  Ångstrӧm, 10-10 m 

AMC  7-amino-4-mehtylkumarin 

BMM  indukční medium (z angl. „Buffered Minimal Methanol“) 

cDNA  komplementární DNA, která vznikne přepisem z mRNA 

DMSO  dimethylsulfoxid 

DTT  dithiothreitol 

Cbz  benzyloxykarbonyl 

EDTA  kyselina ethylendiamintetraoctová 

IC50   koncentrace inhibitoru potřebná k dosažení 50 % inhibice aktivity enzymu 

KatK  katepsin K 

iKatK  aktivační intermediát (meziprodukt) katepsinu K 

mKatK  maturní forma katepsinu K 

pKatK  proenzym katepsinu K 

kDa  kilodalton 

M-CSF růstový hormon pro makrofágy (z angl. „Macrophage Colony Stimulating 

Factor“)  

MHC hlavní histokompatibilitní komplex (z angl. „Major Histocompatibility 

Complex“) 

mRNA  mediatorová ribonukleová kyselina (z angl. „messenger RNA“) 

MS  hmotnostní spektrometrie (z angl. „Mass Spectrometry“) 

NMR  nukleární magnetická rezonance  

PDB  databáze proteinových struktur (z angl. “Protein Data Bank”) 

RANK receptor prekurzorů osteoklastů (z angl. „Receptor Activator of Nuclear 

Factor κβ“) 

RANKL substrát pro RANK receptor (z angl. „Receptor Activator of Nuclear Factor 

κβ Ligand“) 

RMSD  střední kvadratická odchylka (z angl. “Root Mean Square Deviation”) 

RP-HPLC vysokotlaká chromatografie na reverzní fázi (z angl. „Reverse Phase High 

Performace Liquid Chromatography“) 

SDS-PAGE elektroforéza na polyakrylamidovém gelu v přítomnosti dodecylsíranu 

sodného 

YPD  kultivační medium pro kvasinky (z angl. „Yeast extract, Peptone, Dextrose) 
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Abstrakt 

Lidský katepsin K (KatK) je lysozomální cysteinová proteasa exprimovaná především 

v osteoklastech. Fyziologická funkce spočívá v degradaci extracelulární kostní matrix, kde 

je nejúčinnějším enzymem pro štěpení kolagenu. Zvýšená enzymatická aktivita KatK je 

spojena s osteoporózou a dále revmatoidní artritidou a osteoartritidou. Proto je KatK cílovou 

molekulou pro léčbu uvedených patologií a k jeho regulaci jsou vyvíjena chemoterapeutika 

na bázi proteasových inhibitorů. Tato práce se zabývá reaktivními peptidomimetickými 

a nízkomolekulárními inhibitory KatK typu thiadiazolů, vinylketonů a cyanohydrazidů. 

Soustředí se zejména na určení vazebného módu selektivních inhibitorů a charakterizaci 

jejich interakcí s aktivním místem KatK. Přístupy rentgenostrukturní analýzy jsou 

kombinovány s výpočetní chemií, enzymologickou analýzou a buněčnými testy k objasnění 

vztahu mezi strukturou a biochemickou aktivitou těchto inhibitorů. Získané výsledky 

přinášejí významné informace pro navrhování a optimalizaci nových vysoce účinných 

a selektivních inhibitorů KatK určených pro vývoj potenciálních léčiv a diagnostických 

sond. 

 

 

  

Klíčová slova: katepsin K, proteasa, inhibitor, 3D struktura, osteoporóza 
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Abstract 

Human cathepsin K (KatK) is a lysosomal cysteine protease expressed predominantly 

in osteoclasts.  It is the most effective enzyme for collagen breakdown and its physiological 

function lies in the degradation of the extracellular bone matrix. Increased enzymatic activity 

of KatK is associated with osteoporosis, rheumatoid arthritis, and osteoarthritis. This makes 

KatK a target for the treatment of pathologies, and chemotherapeutics based on protease 

inhibitors are being developed for its regulation. This work deals with reactive 

peptidomimetic and low molecular weight inhibitors of KatK namely thiadiazoles, vinyl 

ketones, and cyanohydrazides. It focuses mainly on the determination of the binding mode 

of selective inhibitors and characterization of their key interactions with the active site 

of KatK. Crystallographic structural analysis was combined with approaches 

of computational chemistry, enzymological analysis, and cell-based assays to elucidate 

the relationship between structure and biochemical activity of the investigated inhibitors. 

The obtained results provide important information for the design and optimization of new 

highly effective and selective KatK inhibitors as potential drugs and diagnostic probes. 

 

 

Keywords: cathepsin K, protease, inhibitor, 3D structure, osteoporosis 
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1. Úvod 

Katepsin K je lysozomální proteasa z rodiny papainu, která se řadí do třídy cysteinových 

proteas. Jedná se o enzym exprimovaný především v osteoklastických buňkách a je klíčový 

při procesu resorpce kostní tkáně a remodelace složek extracelulární matrix. Katepsin K je 

schopen jako jediná savčí proteasa degradovat kolagen typu I, který je hlavním strukturním 

elementem kostní tkáně. Dysbalance enzymové aktivity této proteázy vede k celé řadě 

patologií. Příkladem je rozvoj nádorových onemocnění, zánět či neadekvátní imunitní 

odpověď. Proteolytickou degradací extracelulární matrix přispívá k rozvoji osteoporózy, 

která je jedním z nejčastějších onemocnění pohybového aparátu. Osteoporóza se vyznačuje 

řídnutím a zvýšenou křehkostí kostní tkáně a postihuje převážně ženy v postmenopauzálním 

věku. Dále katepsin K přispívá k rozvoji fibrózy srdeční a plicní tkáně či zánětlivých 

onemocnění osteoartrózy a revmatoidní artritidy. Zvýšená hladina exprese katepsinu K byla 

též prokázána u celé řady nádorových onemocnění, jakými jsou například rakovina prsu, 

plic, prostaty a melanomu, kde podporuje migraci nádorových buněk s následnou tvorbou 

metastází do kostní tkáně. Z těchto důvodu je katepsin K atraktivní cílovou molekulu pro 

vývoj nových chemoterapeutik, která umožní snížení jeho enzymové aktivity. 

V současné době není komerčně dostupný žádný terapeutický prostředek tohoto typu 

a vyvíjené látky několika farmaceutických firem neprošly úspěšně klinickými studiemi. 

Disertační práce je zaměřena na katepsin K a regulaci jeho enzymové aktivity s využitím 

nových specifických peptidomimetických a nízkomolekulárních inhibitorů a dále na 

fluorescenčně značené aktivitní sondy, určené pro diagnostiku patologií spojených 

s katepsinem K.  
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2. Literární úvod a přehled dané problematiky 

2.1 Proteolytické enzymy 

Proteasy (peptidasy) jsou definovány jako proteolytické enzymy, patřící do skupiny 

hydrolas (EC 3.4), které katalyzují štěpení proteinů nebo peptidů hydrolýzou peptidové 

vazby. Dle katalytického mechanismu jsou proteasy rozděleny na tyto čtyři hlavní třídy: 

serinové, cysteinové, aspartátové, metaloproteasy a minoritně zastoupené: asparaginové, 

threoninové a glutamátové proteasy (Rawlings 2020). V případě serinových proteas funguje 

hydroxylová skupina v postranním řetezci zbytku Ser v aktivním místě enzymu jako 

nukleofilní činidlo při hydrolýze peptidové vazby. Stejnou funkci zastává i thiolová skupina 

katalytického cysteinu v aktivním místě cysteinových proteas. Termín hydrolýza naznačuje 

fakt, že při štěpení peptidového řetězce je využita molekula vody. Ta je nukleofilním 

činidlem v případě aspartátových proteas, kdy karboxylová skupina asparagové kyseliny 

molekulu vody aktivuje a tabilizuje ji v aktivním místě. U metaloproteas je v aktivním místě 

enzymu iont kovu (Bond 2019). 

Při rozpoznaní a štěpení substrátu proteasou je aminokyselinová sekvence substrátu 

pojmenována podle modelu zavedeném Schechterem a Bergerem (Schechter and Berger 

1967).  Aminokyseliny jsou zde označeny jako P1 až P3 směrem od štěpné vazby k N-konci 

substrátu a P1’až P3’ směrem k C-konci substrátu. Aminokyselina, která poskytuje svoji 

karboxylovou skupinu peptidové vazbě, má označení P1 a aminokyselina, která poskytuje 

aminoskupinu, nese označení P1’. Obdobným způsobem jsou pojmenována i vazebná 

podmísta pro tyto aminokyselinové zbytky na samotné protease jako S1 až S3 a S1’až S3’ 

(Obr. 1, str. 6). U konkrétních proteas je počet funkčních vazebných podmíst 

(a rozpoznávaných P pozic substratu) odlišný. Preference vazebných podmíst na protease 

vůči aminokyselinovým zbytkům substrátu se značně liší a tudíž stejný substrát může být 

štěpen různými proteasami za vzniku různých štěpných produktů.  
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Obrázek 1: Pozice substrátu a vazebných podmíst v aktivním místě enzymu dle modelu Schechtera  

a Bergera. Jednotlivé pozice aminokyselin jsou značeny P1 až P3 směrem od štěpené vazby k N-konci substrátu 

a P1’až P3’ směrem k C-konci substrátu. Odpovídající vazebná podmísta proteasy pro tyto aminokyselinové 

zbytky jsou značena S1 až S3 a S1’až S3’. Ke štěpení peptidové vazby substrátu (vyznačené červenou šipkou) 

dochází mezi aminokyselinami v pozicích P1 a P1’. Převzato a upraveno dle (Ali et al. 2010). 

Proteasy byly zpočátku považovány za pouhé nástroje buněčného katabolismu 

bílkovin na základní stavební bloky - aminokyseliny. S odstupem času se však nahromadilo 

velké množství důkazů, že proteasy hrají řadu dalších velmi významných fyziologických 

úloh. Řízená proteolýza je nezbytná pro štěpení větších prekurzorových bílkovin za uvolnění 

biologicky aktivních fragmentů (např. peptidových hormonů), při maturaci enzymů 

a buněčných receptorů, které jsou syntetizovány jako prekurzory (Kryczka and Boncela 

2017). Proteolýzou jsou regulovány procesy jako je buněčný cyklus (degradací cyklinů), 

regulovány signalizační dráhy či komplexní děje při krevním srážení a imunitní odpovědi 

(López-Otín and Bond 2008). Dále se řízená proteolýza uplatňuje u apoptózy, autofagie či 

vnitrobuněčného transportu (odstraněním signální sekvence), Proteolýzu využívají i některé 

viry, bakterie a paraziti k průniku do hostitelského organismu či jeho buněk a k modulaci 

imunitní odpovědi hostitele (Rawlings 2013).  

2.1.1 Klasifikace proteas 

U lidí bylo doposud popsáno více jak 550 proteas, které se vzájemně liší svou strukturou, 

substrátovou specifitou, katalytickým mechanismem i molekulovou hmotností od 20 kDa po 

6 MDa (Bond 2019). Tři největší skupiny představují proteasy cysteinové, serinové 

a metaloproteasy. Minoritně jsou pak zastoupeny proteasy threoninového, aspartátového 

a glutamátového typu (Kappelhoff et al. 2017).  

Kromě klasifikace dle katalytického mechanismu se proteasy dělí na základě místa 

štěpení peptidového řetězce. To může probíhat uvnitř substrátu v případě endopeptidas či na 

konci substrátového řetězce, které katalyzují exopeptidasy. Exopeptidasy se dále dělí na 

aminopeptidasy štěpící na N-konci aminokyselinového řetězce substrátu a karboxypeptidasy 
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štěpící od C-konce řetězce substrátu. V případě štěpení po definovaných oligipeptidových 

fragmentech se používá označení dipeptidylpeptidasy, odštěpující dipeptid z N-konce 

a peptidyldipeptidasy, odštěpující z C-konce substrátu. Na základě evoluční příbuznosti 

a stavby katalytických center se jednotlivé třídy proteas dále člení do klanů a ty se dle 

primární aminokyselinové sekvence následně dělí do jednotlivých rodin. Aktuální 

klasifikaci lze nalézt v databázi proteas Merops (Rawlings et al. 2018). Následující kapitoly 

budou věnovány proteolytickým enzymům z třídy cysteinových proteas. 

2.1.2 Mechanismus katalytického působení cysteinových proteas 

Aktivní místo cysteinových proteas obsahuje katalytickou dyádu, tvořenou thiolovou 

skupinou cysteinu a imidazolovým kruhem histidinu, který přijímá proton a zvyšuje 

nukleofilitu thiolové skupiny přes imidazolium-thiolátový systém. Ke stabilizaci 

meziproduktu navázaného thioesterovou vazbou na katalytický cystein dochází v takzvané 

oxyaniontové jámě prostřednictvím postranního řetězce aminokyseliny glutaminu. 

Mechanismus katalýzy lze popsat v šesti krocích (Obr. 2, str. 8): 1) Zahájení reakce 

nukleofilním atakem thiolové skupiny katalytického cysteinu na karbonylový uhlík štěpené 

peptidové vazby. 2) Vznik nestabilního tetraedrického intermediátu, kde je uhlíkový atom 

štěpené vazby prostřednictvím thioesterové vazby kovalentně propojen s enzymem.  

3) Donace protonu z kladně nabitého katalytického histidinu na aminoskupinu a jeho 

regenerace za současného odštěpení prvního produktu s koncovou aminoskupinou.  

4) Nukleofilní atak molekuly vody na thioesterově vázaný uhlíkový atom. 5) Vznik druhého 

štěpného produktu s koncovou karboxylovou skupinou. 6) Proton odštěpený z molekuly 

vody se stane součástí imidazolium-thiolátového systému enzymu a nastává regenerace 

aktivního místa a celý mechanismus se znovu opakuje (Cstorer and Ménard 1994).  
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Obrázek 2: Schéma katalytického mechanismu cysteinových proteas. Mechanismus probíhá v šesti 

následných krocích: 1) Nukleofilním atakem thiolové skupiny na karbonylový uhlík peptidové vazby. 2) Tvorba 

thioesterově vázaného intermediátu. 3) Přesun protonu z imidazolového kruhu histidinu na aminoskupinu 

substrátu, regenerace imidazolového zbytku a odštěpení prvního produktu reakce. 4) Nukleofilní atak molekuly 

vody na thioesterově vázaný atom uhlíku. 5) Uvolnění druhého reakčního produktu. 6) Regenerace aktivního 

místa enzymu. Převzato a upraveno z (Rzychon 2004).  

2.2 Lidské cysteinové proteasy 

Cysteinové proteasy jsou rozděleny na 11 klanů a více jak 90 rodin. Klany se vzájemně 

odlišují vzájemnou pozicí katalytických zbytků v primární sekvenci enzymu. Nejpočetnější 

je klan CA, který čítá přibližně 40 rodin a nejvíce je prostudována rodina C1 (rodina 

papainu) a C2 (rodina kalpainu). Druhým nejvíce prostudovaným klanem je klan CD, který 

obsahuje 7 rodin. Nejznámější jsou rodiny C13 (asparaginyl endopeptidasy neboli 

legumainy) a C14 (kaspasy) (Rawlings et al. 2018). Některé klany vyžadují pouze 

katalytickou dyádu (CD, CL) ve svém aktivním místě, tvořenou aminokyselinovými zbytky 

cysteinu a histidinu. Výjimkou je klan CG, který má katalytickou dyádu tvořenou dvěma 

zbytky cysteinu.  
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U jiných klanů (např. CA, CE a CF) je dále nutná i přítomnost dalších katalytických zbytků 

v podobě sekvenčně konzervované kyseliny glutamové či asparagové, které napomáhají 

orientaci imidazolového kruhu histidinu a tvorbě tzv. oxyaniontové díry pro stabilizaci 

reakčního meziproduktu (Barrett 1996). V následujících odstavcích budou stručně popsány 

výše zmíněné rodiny cysteinových proteas.  

2.2.1 Kaspasy (klan CD, rodina C14) 

Tyto proteasy štěpí specificky za kyselinou asparagovou (Asp, odtud pochází jejich název) 

v aminokyselinové sekvenci substrátu v pozici P1. Lidský genom jich kóduje 12 a jsou 

rozděleny na tři skupiny. První skupinu tvoří prozánětlivé kaspasy  

(1, 4, 5 a 12), druhá skupina se označuje jako iniciační kaspasy (2, 8, 9 a 10) a poslední 

skupinu tvoří exekutivní kaspasy (3, 6 a 7). Kaspasa 14 je nezařazena. Kaspasy jsou 

syntetizovány v buňce ve formě proenzymů (prokaspas) a ke své katalytické funkci musí být 

nejprve aktivovány na maturní enzymy, za následné tvorby dimerních či oligomerních 

forem. Struktura kaspasy 3 je znázorněna na (Obr. 3, str. 10) (Van Opdenbosch and 

Lamkanfi 2019).  

Kaspasy jsou velmi důležitými regulátory apoptózy. Jedná se o komplexní a vysoce 

regulovaný proces, během kterého buňka prochází morfologickými změnami a je řízeně 

destruována za minimálního poškození okolních buněk. Apoptózou je například řízena 

selekce B-lymfocytů v kostní dřeni a T-lymfocytů v brzlíku (Burger et al. 2014). Odlišným 

procesem je nekróza, kdy dochází k poruše celistvosti buněčné membrány a buněčný obsah 

je uvolněn do okolí. Specifickým procesem je pyroptóza, prozánětlivá programovaná 

buněčná smrt jako odpověď při napadení buňky intracelulárním patogenem, která je 

zahájena aktivitou kaspasy 1 (Fink and Cookson 2005). 
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Obrázek 3: Lidská kaspasa 3 ve formě dimeru (PDB: 5IAB). Barevně jsou v jedné monomerní jednotce 

zvýrazněny sekundární struktury (α-helix: růžově, β-skládaný list: tyrkysově) a katalytické zbytky (Cys163 

a His121: černě). Monomer se skládá z charakteristických šesti segmentů β-skládaného listu a pěti α-helixů 

(Vega-Teijido et al. 2014). 

2.2.2 Legumainy a GPI-transamidasa (klan CD, rodina C13)  

Název legumain pochází z anglického „legume“ (luštěnina), protože byl poprvé izolován 

z fazolu Phaseolus vulgaris. Tyto protesy jsou tkáňově specifické a jejich fyziologická úloha 

u člověka spočívá ve štěpení antigenů, které jsou následně prezentovány profesionální 

antigen prezentující buňkou na MHC glykoproteinu II (Wolk et al. 2005). Spolu s katepsiny 

proteolyticky aktivují toll-like receptory, které zahajují nespecifickou imunitní odpověď 

organismu. Dále inhibují proces tvorby osteoklastů v kostní tkáni.  

Legumainy se svou substrátovou specifitou řadí mezi asparaginyl endopeptidasy. Jsou 

syntetizovány ve formě proenzymů (Obr. 4, str. 11) a v kyselém pH jsou autokatalyticky 

konvertovány na maturní proteasy (Dall and Brandstetter 2016). Během aktivace je 

odštěpena N-terminalní C-terminální propeptidová doména. C-doménu následně rozpoznává 

receptor diferenciovaných prekurzorových osteklastů, což vede k zastavení přeměny na zralé 

osteoklasty; proto je tato doména (Obr. 4, str. 11 vyobrazena červeně) označována jako 

„osteoclast inhibitory peptide 2“ (Choi et al. 2001).  

Do rodiny C13 je řazena též GPI-transamidasa, která je součástí multienzymového 

komplexu v lumen endoplazmatického retikula. Zde katalyzuje přenos 

glykosylfosfatidylinositiolového zbytku, označovaného jako GPI kotva na C-konce 

proteinů, které rozeznává na základě specifického sekvenčního motivu. Takto posttranslačně 

modifikované proteiny zůstávají následně připojeny k plazmatické membráně (Kinoshita 

2020). 
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Obrázek 4: Lidský legumain ve formě proenzymu (PDB: 4FGU). Molekula se skládá z N-koncového 

propeptidu (aktivačního peptidu) a C-koncového propeptidu (modře resp. červeně), které blokují aktivní místo 

enzymu (černě jsou vyznačeny katalytické zbytky Cys189 a His148); stabilizující disulfidické můstky jsou žlutě. 

Struktura katalytické domény leguamainu vykazuje podobnou architekturu jako je tomu u kaspas s šesti 

segmenty β-skládaného listu a pěti α-helixy. Maturní forma je ve formě monomeru. Upraveno dle (Dall and 

Brandstetter 2013). 

2.2.3 Kalpainy (klan CA, rodina C2) 

Název kalpain, vychází ze závislosti enzymu na vápníkových iontech, které jsou nezbytné 

pro aktivaci této proteasy. V lidském genomu bylo doposud identifikováno  

15 izoforem těchto cytosolárních proteas. Kalpainy jsou regulační proteasy, které se spolu 

s katepsiny podílejí na specifické aktivaci biologicky aktivních proteinů např. během 

regulace buněčného cyklu a buněčné proliferace (Kovacs and Su 2014) či apoptózy, kde 

mezi jejich substráty spadá exekutivní kaspasa 3, antiapoptotické Bcl-2 a Bcl-xl proteiny 

a proapoptotické proteiny Bid a Bax (Li et al. 2009). Vyjma izoforem kalpainu 1  

(Obr. 5, str. 12) a kalpainu 2 se jedná o tkáňově specifické proteasy s enzymovou aktivitou 

v neutrální oblasti pH (Hosseini et al 2018). 
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Obrázek 5: Katalytická doména lidského kalpainu 1 (PDB: 2ARY). Molekula je tvořená ze dvou domén 

s aktivním místem (katalyticky aktivní Cys115 a His272 jsou černě) uloženým mezi nimi. Levá doména 

s katalytickým Cys115 je tvořena převážně α-helixy (tyrkysově), kdežto pravou doménu s katalytickým His272 

tvoří hlavně β-struktury (fialově). Dva vápníkové ionty (oranžově), charakteristické pro kalpainy jsou nezbytné 

pro aktivaci a enzymovou aktivitu. Upraveno dle (Davis et al. 2007). 

2.2.4 Cysteinové katepsiny (klan CA, rodina C1) 

Název katepsinů je odvozen z řečtiny a odkazuje na význam „trávit“. Krom cysteinových 

proteas z rodiny C1 jsou mezi katepsiny řazeny ještě dvě serinové proteasy (katepsin A a G) 

a dvě proteasy aspartátové (katepsin D a E). Lidský genom kóduje celkem 11 cysteinových 

katepsinů, které mají různé fyziologické funkce (Turk et al. 2012). Katepsiny se obecně 

podílejí na lysozomálním či endosomálním odbourávání proteinů a degradaci komponent 

extracelulární matrix (Bohley and Seglen 1992). Vedle této nespecifické degradace 

proteinových substrátů svoji aktivitou specificky ovlivňují řadu fyziologických procesů, 

jako jsou například: cytotoxická imunitní odpověď (katepsin C) (Zavašnik‐Bergant and Turk 

2006), regulace krevního tlaku přes renin angiotensinový systém (katepsin B) (Patel et al. 

2017), štěpení antigenů a prezentace na MHC glykoproteinu II (katepsiny V, L, S, B, F) 

(Villadangos and Ploegh 2000), regulace buněčného cyklu a buněčná diferenciace 

proteolýzou histonu H3 v jádře (katepsin L) (Duncan et al. 2008) či remodelace a resorpce 

kostní tkáně (katepsin K) (Brömme et al. 1996). 

Vnitrobuněčný transport obstarává N-glykosidicky vázaná manosa-6-fosfátová 

značka, která je umístěna během posttranslační modifikace na molekulu katepsinu 

a zajišťuje transport do lysozomu prostřednictvím manosa-6-fosfátového receptoru (Brix et 

al. 2008). Lokalizace nezahrnuje pouze lysozomy, katepsiny jsou v rámci této dráhy 

transportovány do endozomů či fagozomů. Katepsin H se například nalézá v časném 

endozomu makrofágů, kdežto katepsin S je lokalizován až v endozomu pozdním  
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(Claus et al. 1998). Ne všechny katepsiny jsou závislé jen na manosa-6-fosfátové cestě; 

například katepsin W, ač má vázanou manosa-6-fosfátovou značku, setrvává 

v endoplazmatickém retikulu (Bühling et al. 2002). Katepsiny jsou biosyntetizovány ve 

formě proenzymů a své pH optimum mají v kyselé oblasti; výjimkou je katepsinu S s pH 

optimem v neutrální oblasti (Shi et al. 1992; Vasiljeva et al. 2005).  

Lysozomy poskytují cysteinovým katepsinům ideální prostředí (s nízkou hodnotou pH 

4 až 4,5), kde jsou autokatalyticky aktivovány na maturní formu. Většina katepsinů rapidně 

ztrácí svoji aktivitu při neutrálním pH. Buněčná lokalizace a regulace enzymové aktivity na 

základě pH tedy poskytuje tkáni primární ochranu před nežádoucí aktivitou těchto proteas 

po jejich náhodném úniku z těchto organel (Turk et al. 2012). Tkáňová distribuce 

cysteinových katepsinů je převážně nespecifická; více vyhraněná je u několika členů, 

zejména katepsinu W, který se nachází převážně v cytotoxických NK buňkách, katepsinu S 

v dendritických buňkách a lymfatických tkáních, katepsinu V v epiteliálních buňkách brzlíku 

a varlat či katepsinu K v osteoklastech (Brix et al. 2008; Turk et al. 2012). 

Zvýšená exprese katepsinů může poukazovat na patologický stav a z tohoto důvodu 

jsou některé katepsiny využívány jako prognostické markery, zejména tumorové. Například 

katepsiny B a L jsou spojeny s rakovinou slinivky či plic s tvorbou metastází (Gocheva et 

al. 2006). Katepsin S slouží jako prognostický marker při karcinomu tlustého střeva 

(Gormley et al. 2011), katepsiny X a H při rakovině prsu (Decock et al. 2008) a katepsiny 

K a S při nádoru prostaty s následnou tvorbou metastází (Brubaker et al. 2003; Wilkinson et 

al. 2015). Následující kapitoly budou pojednávat o katepsinu K, jeho fyziologické roli při 

remodelaci kostní tkáně, jeho patologickém působení a o cílené inhibici pro terapeutický 

zásah. 

  



14 

 

2.3 Aktivita a struktura katepsinu K 

V roce 1994 byl při diferenciačním mapování králičí cDNA knihovny, pocházející ze 

slinivky a osteoklastů objeven gen, který byl podobný genu pro katepsiny L a S a jeho 

genový produkt dostal označení OC-2 (Tezuka et al. 1994). Lidský homolog OC-2 byl 

posléze úspěšně klonován několika vědeckými skupinami nezávisle na sobě a později 

přejmenován na katepsin K (KatK) (EC: 3.4.22.38) (Shi et al. 1995; Brömme and Okamoto 

1995; Li at al. 1995; Inaoka at al. 1995). Gen pro lidský KatK (CTSK) se nalézá na prvním 

chromosomu, konkrétně v pozici 1q21.3 a obsahuje celkem 7 intronů a 8 exonů (Arman et 

al. 2014).  

Produktem tohoto genu je proteasa, která je exprimována ve formě preproenzymu. Po 

odstranění signální sekvence (15 aminokyselin) v endoplazmatickém retikulu následuje 

v dalším proteolytickém kroku jeho kyselá autoaktivace v lysozomu. Vlivem změny pH 

dochází ke konformační změně propeptidové části o 99 aminokyselinách (Obr. 6B, str. 15) 

a jejímu následnému štěpení v pozicích Glu19, Ser98 a Glu110 (číslování sekvence je dle 

preproenzymu). Tímto způsobem se postupně tvoří aktivační meziprodukty a výsledně 

vzniká po odstranění celého propeptidu plně aktivovaný maturní enzym o délce 215 

aminokyselin (Obr. 6A, str. 15) (McQueney et al. 1997).  

Maturní forma KatK, stejně jako ostatní proteasy papainové rodiny, má 

charakteristickou prostorovou architekturu dvou domén označených jako levá L-doména 

se třemi α-helixy a pravá R-doména obsahuje β-barel, který je uzavřen α-helixem. Celá 

struktura (Obr. 6B, str. 15) je stabilizována třemi disulfidickými můstky. V mezeře mezi 

levou a pravou doménou je aktivní místo, tvořené katalytickou dyádou Cys25 a His162 

a dále pomocným zbytkem Asp182, který napomáhá správné orientaci His162  

(Zhao et al. 1997).  
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Obrázek 6: Stavba molekuly katepsinu K. A) Schéma hlavních segmentů v aminokyselinové sekvenci KatK 

ukazuje signální propeptid (zbytky 1-16, hnědě), propeptidovou část (16-115, červeně) a katalytickou doménu 

(115-329, modře) (číslovaní je podle preproenzymu). B) 3D struktura zymogenu lidského KatK  

(PDB: 1BY8). Propeptidová část tvořená třemi α-helixy (červeně) překrývá aktivní místo enzymu 

s katalytickými zbytky Cys25 a His162 (černě) (číslovaní je podle maturní formy). Celková katalytická doména 

odpovídající maturnímu proteinu (α-helixy jsou tyrkysově, β-struktury fialově, smyčky růžově) je tvořena 

dvěma dílčími doménami. Levá doména je tvořena převážně α-helixy s katalytickým Cys25 a je stabilizována 

dvěma disulfidickými můstky (žlutě). Pravá doména je skládána do β-barelu, který je uzavřen α-helixem, 

stabilizována disulfidickým můstkem a nese katalytický His162 (LaLonde et al. 1999).  

KatK je klasifikován jako endopeptidasa se substrátovou specifitou pro hydrofobní 

aminokyseliny v pozici P1 (valin, leucin a izoleucin) a aminokyselinu prolin v pozici P2. 

Preference pro prolin v P2 pozici je pro KatK charakteristická (díky stavbě vazebné kapsy 

S2, která je tvořena Tyr67 a Leu205) a významně ho odlišuje od jeho strukturních homologů, 

jako jsou katepsiny L a S, se kterými má až 60 % strukturní podobnost. Ostatní vazebná 

podmísta mohou přijmout většinu zbytků aminokyselin, nicméně arginin, histidin a lysin 

s nabitými postranními řetězci jsou vázány přednostně (Lecaille et al. 2003;  Choe et al. 

2006; Brömme 2013). 
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2.3.1 Fyziologická úloha katepsinu K v lidském organismu 

Na základě dat z in situ hybridizačních experimentů bylo zjištěno, že mRNA pro KatK se 

nachází ve více tkáních: v srdeční, plicní, kosterního svalu, vaječníků, folikulech štítné žlázy 

a placenty. Nicméně nejvyšší hladina exprese mRNA byla zjištěna v kostní tkáni (konkrétně 

v osteoklastech), které jsou zodpovědné za resorpci kostní tkáně. Dále pak byla nalezena 

v epiteliálních buňkách plicní tkáně, v buňkách synoviálních fibroblastů, chondrocytů 

a u aktivovaných makrofágů (Lecaille et al. 2008). Exprese KatK v lidských osteoklastech 

představuje více jak 90 % z celkové exprese všech produkovaných katepsinů v tomto typu 

buněk. Imunolokalizační pokusy odhalily, že se KatK nachází v lysozomech specificky 

lokalizovaných primárně poblíž zvlněného (tzv. kartáčového) lemu osteoklastů (Littlewood-

Evans et al. 1997b). Buňka osteoklastu má polarizovaný charakter, kdy bazální strana svým 

kartáčovým lemem uzavírá prohlubeň v místě resorpce kostní tkáně, označovanou jako 

resorpční lakuna. Aktivitou vakuolární V-ATPasové pumpy, karbonické anhydrasy II 

a Na+/H+ antiportéru dochází ke snížení pH v oblasti resorpční lakuny (Rousselle and 

Heymann 2002), což zvyšuje rozpustnost anorganické složky kostní tkáně (hydroxyapatitu). 

Nízká hodnota pH je zároveň důležitá pro aktivitu hydrolytických enzymů, které se podílejí 

na odbourávání kostní matrix.  

Kromě anorganické složky je kostní tkáň tvořena i organickou složkou, kterou je 

převážně kolagen typu I. Struktura kolagenu I se sestává ze dvou identických α1 řetězců 

a jednoho α2 řetězce, který se liší svou primární aminokyselinovou sekvencí. Tyto řetězce 

jsou bohaté na aminokyseliny prolin a jeho derivát 4-hydroxyprolin, lysin a jeho derivát  

5-hydroxylysin a dále glycin. Tyto řetězce jsou vzájemně uspořádány do levotočivé 

šroubovice a stabilizovány za pomoci vodíkových můstků. Jednotlivá kolagenová vlákna 

jsou enzymaticky navzájem propojena působením enzymu lysyl oxidasy, která katalyzuje 

tvorbu pyridinolinů a deoxypyridinolinů ze zbytku lysinu, resp. 5-hydroxylysinu (Shoulders 

and Raines 2009). 

KatK je jako jediná dosud známá savčí proteasa schopna štěpit kolagen ve formě 

rigidní trojité šroubovice (tropokolagen) na více místech lokalizovaných poblíž N-konce 

kolagenového vlákna (Garnero et al. 1998). Pro kolagenasovou aktivitu KatK je nezbytně 

nutná komplexace této proteasy s chondroitin-4-sulfátem, který je součástí kostní 

extracelulární matrix (Li et al. 2002; Sharma et al. 2015). Vyjma KatK jsou schopny 

omezeně štěpit kolagen ještě proteasy ze třídy matrixových metaloproteas  
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(MMP-1, 8, 9, 13 a 14) s hemopexinovou doménou, která částečně rozvolňuje kolagenovou 

šroubovici, dále neutrofilní elastasa (u rozvolněné formy kolagenu) a minoritně též 

katepsiny S, B, D a L (Novinec and Lenarčič 2013). KatK vykazuje nejvyšší kolagenasovou 

aktivitu na rigidním tropokolagenu za tvorby pyridinolin–deoxypyridinolinových 

telopeptidů (markery kostní resorpce) (Drake et al. 2017).  Tento fakt potvrzují studie na 

myších modelech, kdy byl gen pro tuto proteasu vypnut (Saftig 1998; Gowen et al. 1999) či 

u pacientů s pyknodystózou (Gelb et al. 1996). Dalším substrátem KatK je glykoprotein 

osteonektin, což je po kolagenu typu I druhý nejvíce zastoupený protein kostní extracelulární 

matrix, který je nezbytný pro mineralizaci kostní tkáně vazbou iontů vápníku. Dále pak 

proteoglykan agrekan, který je součástí chrupavčité tkáně a skleroprotein elastin, který je 

součástí pojivové tkáně (Brömme and Wilson 2011).  

KatK má svou úlohu i v procesu hojení a udržování homeostáze kožní extracelulární 

matrix, kde je produkován kožními fibroblasty. Uplatňuje se též při přestavbě cévní stěny 

degradací elastinu (nejvyšší elastynolytickou aktivitu nicméně vykazuje katepsin V) 

(Andrault et al. 2019). Za zmínku stojí ještě účast KatK v uvolňování hormonu thyroxinu 

(T4) štítné žlázy z komplexní struktury glykoproteinu thyreoglobulinu (Dauth et al. 2011). 

Výše uvedené studie potvrzují důležitou úlohu katepsinu K při procesu přestavby 

kostní tkáně a přestavby extracelulární matrix. V následující kapitole bude krátce popsána 

regulace přestavby kostní tkáně, kde je KatK nezbytným proteolytickým enzymem. 

2.3.2 Regulace tvorby a resorpce kostní tkáně 

Přestavba kostní tkáně je dynamický proces, který spočívá v cyklické produkci a resorpci 

kostní hmoty. Má za úkol adaptaci kostní tkáně na mechanické zatížení a reparaci drobných 

poškození. Odhaduje se, že po 25. roce života je posunuta rovnováha mezi tvorbou a resorpcí 

kostní tkáně na stranu její resorpce. Proces tvorby kostní hmoty zajišťují osteoblasty, 

diferenciované buňky odvozené z mezenchymálních kmenových buněk. Tyto buňky jsou 

zodpovědné za syntézu kostní matrix, která je tvořena převážně z kolagenu typu I, 

proteoglykanů, glykosaminoglykanů atp. Osteoblasty jsou po čase obklopeny kostní tkání a 

dochází k jejich přeměně na osteocyty, které tvoří většinu kostní tkáně a již se nepodílí na 

tvorbě nové extracelulární matrix. Oproti tomu odbourávání kostní tkáně zastávají 

mnohojaderné buňky osteoklasty, odvozené z hematopoetických buněk označovaných jako 

monocyto-makrofágová řada (Lin et al. 2020). Pro diferenciaci na zralé osteoklasty je třeba 

působení cytokinů jakými jsou M-CSF („Macrophage Colony-Stimulating Factor“) 
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a membránově vázaný RANKL („Receptor Activator of Nuclear Factor κβ Ligand“), 

produkovaný osteoblasty či jeho rozpustná a volná forma sRANKL, která vzniká 

proteolyticky za účasti metaloproteas. Vazbou RANKL či sRANKL na RANK receptor u 

osteoklastů se spustí vnitřní buněčná signalizace a následná produkce transkripčních faktorů, 

což vede k diferenciaci prekurzorových buněk na buňky plně diferenciované a expresi 

adhezivních receptorů z třídy integrinů, nutných pro adhezi osteoklastů (Li et al. 2000). 

Adheze osteoklastů přes integrinové receptory je též závislá na aktivitě KatK, který 

štěpením kolagenu typu I v extracelulární matrix odhaluje sekvenční tripeptidové RGD 

motivy u vzniklých fragmentů kolagenu, které rozeznávají integriny na povrchu osteoklastů 

a dochází k jejich adhezi (Brömme and Wilson 2011). Osteoblasty produkují i rozpustný 

cytokinový receptor zvaný osteoprotegrin, který vychytává cytokin RANKL a nedochází 

tudíž k diferenciaci na zralé osteoklasty (Wada et al. 2006). Interakcemi 

RANKL/RANK/osteoprotegrin (Obr. 7, str. 19) osteoblasty ovlivňují nejen diferenciaci 

progenitorových buněk na zralé osteoklasty, ale i následnou adhezi. Regulaci exprese 

RANKL dále pozitivně ovlivňují hormony parathormon a kalcitriol či prozánětlivé cytokiny 

(IL-1 a TNFα) a negativně působí hormon estrogen a cytokin TGFβ (Walsh and Choi 2014). 
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Obrázek 7: Schéma diferenciace osteoklastů. Buňky osteoblastů produkují růstový faktor M-CSF,  

který rozeznávají myeloidní progenitorové buňky prostřednictvím svého receptoru (M-CSFR). Dochází 

k diferenciaci, proliferaci a vzniku prekurzorových osteoklastických buněk. Fúzí prekurzorových buněk 

vznikají mnohojaderné osteoklasty, které rozeznávají cytokin RANKL či jeho rozpustnou formu sRANKL 

produkovaný osteoblasty prostřednictvím RANK receptoru na svém povrchu. To má za následek spuštění 

vnitřní buněčné signalizační kaskády s produkcí transkripčních faktorů a nastává aktivace osteoklastů a vznik 

plně diferenciovaných osteoklastů. Osteoblasty produkují i rozpustný cytokinový receptor OPG 

(osteoprotegrin), který vychytává RANKL či jeho rozpustnou formu sRANKL a tím brání diferenciaci na zralé 

osteoklasty. Převzato a upraveno z (Alliston et al. 2008). 

2.3.3 Katepsin K a jeho role v patologických procesech 

V této podkapitole jsou uvedena onemocnění, u kterých je prokázáno přímé či 

zprostředkované spojeni s KatK. Tyto patologické děje velmi často úzce souvisí s chybnou 

regulací a následně zvýšenou či sníženou aktivitou této proteasy v tkáni.  

Mutace genu CTSK kódujícího KatK, obvykle v propeptidové či signální části 

sekvence, má za následek poruchu vnitrobuněčného transportu proteasy či dochází k jejímu 

špatnému sbalení a degradaci. Výsledkem je snížená či kompletní ztráta enzymové aktivity. 

Toto vzácné, autosomálně recesivní onemocnění je nazýváno pyknodistóza či Toulouse-

Lautrec syndrom, podle francouzského malíře, který tímto onemocněním trpěl (Kumar 

1988). Pacienti s tímto postižením trpí osteosklerózou, kdy je kostní tkáň kompaktnější 

oproti normálnímu stavu vlivem snížené resorpce kostní tkáně osteoklasty a kost je tudíž 
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křehčí a náchylnější k únavovým frakturám. Mezi další klinické projevy patří trpasličí vzrůst 

(dwarfismus), deformace lebky a zubů (Gelb et al 1996; Schmidt et al. 2020).  

Pochopení molekulární podstaty pyknodistózy otevřelo nové možnosti pro klinickou 

terapii chorob, kde je naopak aktivita KatK zvýšená. V případě, kdy dochází k trvale 

převažující kostní resorpci nad tvorbou nové kostní tkáně, hovoříme o osteoporóze. Je 

důležité podotknout, že na rozdíl od osteomalacie, kde dochází k úbytku anorganické složky 

kostní tkáně, je u osteoporózy zachován poměr mezi anorganickou složkou a osteoidem 

Osteoporóza se projevuje více u starších osob, zvláště u žen po menopauze 

(postmenopauzální osteoporóza) (Obr. 8, str. 21). Klesá hladina hormonu estrogenu, čímž se 

zvyšuje tvorba proteinu RANKL, který stimuluje diferenciaci myeloidních prekurzorových 

buněk na zralé osteoklasty (Streicher et al. 2017). Studie naznačují, že redukce kostní tkáně 

se projevuje i u mužů se sníženou hladinou testosteronu a je častěji spojována s poruchou 

funkce pohlavních žláz (hypogonadismus) (Golds et al. 2017). Senilní osteoporóza (typ II), 

postihující pacienty nad 70 let je způsobena převládající diferenciací kmenových buněk 

kostní dřeně v adipocyty, oproti osteoblastům (Qadir et al. 2020). Osteoporóza může být 

vyvolána i v případě výživových poruch, po chirurgickém odstranění vaječníků, při 

onemocnění ledvin či nadměrné aktivitě štítné žlázy (hyperthyreózy). Jedná se o velmi časté 

onemocnění, a tudíž je KatK atraktivním terapeutickým cílem (Drake et al. 2017). 
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Obrázek 8: Postmenopauzální osteoporóza. S rostoucím věkem u žen klesá hladina hormonu estrogenu. 

Následkem je porušení poměru koncentrace proteinů RANKL/OPG systému ve prospěch RANKL a stimulace 

tvorby nových osteoklastů. Výsledkem je posun rovnováhy v prospěch kostní resorpce zprostředkované 

osteoklasty, které uvolňují do resorpční lakuny KatK, nad tvorbou nové kostní tkáně vzniklé aktivitou 

osteoblastů. Dochází ke snížení kompaktnosti kostní tkáně a kost se stává náchylnější k frakturám. Převzato 

a upraveno z (Park et al. 2021). 

Schopnost KatK štěpit kolagen typu II a proteoglykan agrekan, který se nachází 

v chrupavčité tkáni je spojena s dalšími typy zánětlivých onemocnění pohybového aparátu, 

jakými jsou osteoartróza a revmatoidní artritida. Za normálních okolností je homeostáze 

chrupavčité tkáně zprostředkována chondrocyty v klidovém stádiu, které produkují jen 

omezené množství proteas (zejména matrixové metaloproteasy). Ty štěpí kolagen typu II 

charakteristickým způsobem poblíž jeho C-konce a generují zkrácené fragmenty. Naproti 

tomu KatK štěpí kolagen typu II v místě nehelikální C-koncové části a současně i v helikální 

oblasti N-konce (Dejica et al. 2012). Štěpením proteoglykanu agrekanu vznikají volné 

glykosaminoglykany, které následně stabilizují KatK v extracelulárním pH a současně 

alostericky ovlivňují jeho aktivitu. Při narušení rovnováhy homoesotáze vlivem senescence, 

mechanickým poškození chrupavčité tkáně, nadváhou či hormonálně dochází ke změně 

fenotypu chondrocytů na metabolicky aktivní buňky, jejich shlukování a hypertrofické 

diferenciaci (Houard et al. 2013). Aktivované chondrocyty vlivem stresu produkují současně 

prozánětlivé cytokiny a proteolytické enzymy v mnohem vyšší míře. Bylo prokázáno, 

že oproti expresi ostatních cysteinových katepsinů je vlivem cytokinu IL-1β zvýšena pouze 
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sekrece KatK, kterému je připisována hlavní proteolytická aktivita, podobně jako v případě 

osteoklastické eroze kostní tkáně (Hou et al. 2002). Degradací extracelulární matrix se 

generují signalizační stresové molekuly, které chondrocyty rozpoznávají svými 

povrchovými receptory a opětovnou sekrecí cytokinů a proteas amplifikují výslednou 

destrukci, osifikaci, tvorbu zánětu, apoptózu a nekrózu chrupavčité tkáně. Kromě 

chondrocytů jsou schopny KatK sekretovat i synoviální fibroblasty (Kozawa et al. 2016) 

a aktivované CD68+ makrofágy (Dodds et al. 1999; Bühling et al. 2001).  

Při patologicky zvýšené aktivitě proteas dochází ke štěpení signálních a adhezivních 

molekul na povrchu buněk či degradaci složek extracelulární matrix za uvolnění biologicky 

aktivních biomolekul. Tyto děje vedou k narušení signálních vnitrobuněčných kaskád 

s následnou proliferací, diferenciací, ztrátě adheze buněk a jejich migraci po těle za tvorby 

metastází z primárního tumoru. Zvýšená hladina exprese KatK byla zjištěna například 

u karcinomu prsu (Littlewood-Evans 1997a), plic (Yang et al. 2020) či prostaty (Brubaker 

et al. 2003) a KatK zde představuje současně prognostický marker těchto onemocnění.  

U karcinomu prsu, prostaty a plic je rovněž nejčastějším místem migrace těchto buněk kostní 

tkáň (Liang et al. 2019; Vashum et al. 2021). V případě primárního nádoru kosti 

(osteosarkomu) (Husmann et al. 2008) je naopak pozorována migrace nádorových buněk 

především do plic a mozku a v terminálním stádiu nemoci dochází též k zasažení kostní 

tkáně v jiných částech těla.   

Remodelací extracelulárního prostředí a invazi nádorových buněk do kostní tkáně 

(Obr. 9, str. 23) zajištují proteasy sekretované těmito buňkami. Aktivitou těchto proteas se 

uvolňují růstové faktory, které dále podporují angiogenezi, chemotaxi nádorových buněk do 

kostní tkáně, proliferaci a expresi adhezivních molekul na povrchu invazivních nádorových 

buněk (Verbovsek et al. 2015; Vashum et al. 2020). KatK a Katepsiny typu B, L a S rovněž 

štěpí endogenní inhibitory matrixových metaloproteas, což zvyšuje degradaci složek 

extracelulární matrix. Současně nadměrná metabolická aktivita nádorových buněk tvoří 

mikroprostředí se sníženým pH a obsahem kyslíku, které ještě umocňuje proteolytickou 

aktivitu cysteinových katepsinů (Fasanya and Siemann 2020).   
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Obrázek 9: Role katepsinu K při tvorbě metastází do kostní tkáně. 1) Buňky primárního tumoru sekretují 

KatK, který degraduje extracelulární matrix a adhezivní molekuly v okolí nádorových buněk. Uvolněné buňky 

vstupují do krevního řečiště a putují do kostní tkáně. 2) Tumorové buňky produkují škálu cytokinů a růstových 

faktorů (IL-6, IL-1β, TNF-α). 3) Osteoblasty exprimují stimulační a růstové faktory (RANKL, M-CSF), které 

dávají povel prekurzorovým buňkám pro diferenciaci na zralé osteoklasty. 4) Plně diferenciované osteoklasty 

zahajují resorpci kostní tkáně a degradací složek extracelulární matrix se uvolňují stimulující růstové faktory 

(5), které podporují růst nádorových buněk (primárních a metastatických buněk odvozených z primárního 

nádoru). Převzato a upraveno z (Li et al. 2019).   

2.4 Regulace aktivity katepsinu K 

Modulace aktivity KatK probíhá na několika úrovních. 1) Regulace na úrovni genové 

exprese této proteasy (Corisdeo et al. 2001) 2) Regulace aktivace pomocí hodnoty pH, kdy 

vlivem kyselého pH v lysozomech dochází k reverzibilní autoaktivaci proenzymu a konverzi 

na proteolyticky aktivní maturní formu (McQueney et al. 1997). Naopak dlouhodobým 

působením kyselého pH na maturní formu má za následek její nevratnou inaktivaci, kdy 

dochází ke konformačním změnám. Stejný efekt nastává i při vystavení proteasy vlivu 

neutrálního či bazického pH (Brömme et al. 1996). 3) Inhibice aktivity maturní formy KatK 

interakci s vlastním propeptidem. Ten představuje přirozený ligand aktivního místa, který 

po odštěpení ze struktury proenzymu a uvolnění je schopen opětovné interakce, kdy funguje 
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jako efektivní přirozený inhibitor s nanomolární hodnotou inhibiční konstanty Ki (Billington 

et al. 2000). 4) Alosterická modulace interakcí určitých glykosaminoglykanů s KatK. 

V tomto případě vazbou například chondroitin-4-sulfátu či keratan sulfátu do tzv. „exosite“ 

neboli exo-místa (je mimo aktivní místo) na povrchu KatK vznikají oligomerní struktury, 

kdy dochází ke stabilizaci KatKv neutrální oblasti pH a posílení jeho elastinolytické 

a kolagenolytické aktivity (Novinec et al. 2010). Opačný, inhibiční efekt má pak vazba 

dermatan sulfátu a heparan sulfátu (Li et al. 2004; Wilson et al. 2009). V molekule KatK 

byla identifikována dvě exo-místa (Sharma et al. 2015). „Exosite 1“ se nachází na L-doméně 

a je tvořeno segmentem Tyr67 až Gly102, „exosite 2“ je mezi L-doménou a R-doménou a je 

tvořeno segmentem Gly109 až Glu118 (Obr. 10, str. 24).  

Bylo prokázáno, že specifickým blokováním těchto exo-míst nedochází k ovlivnění 

enzymatické aktivity KatK vůči malým oligopeptidovým substratům, ale je potlačena pouze 

jeho elastynolytická a kolagenolytická aktivita, protože je znemožněna interakce s těmito 

makromolekularními substráty. Exo-místo 1 pravděpodobně interaguje a účastní se 

degradace rozpustné i nerozpustné formy kolagenu, kdežto exo-místo 2 je určeno pro 

interakci s elastinem (Sharma et al. 2015; Panwar et al. 2018).  

 

 

Obrázek 10: Interakční místa na povrchu Katepsinu K. Struktura lidského KatK s inhibitorem E-64 (kalotová 

reprezentace) v aktivním místě (PDB: 1ATK) s vyznačenými místy pro interakci s makromolekularními 

proteinovými substráty. „Exosite 1“ interaguje s rozpustnou i nerozpustnou formou kolagenu, zatímco  

„exosite 2“ je specifické pro interakci s elastinem (Sharma et al. 2015). 
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2.4.1 Přirozené inhibitory a modulátory katepsinu K 

V této kapitole jsou uvedeny základní rodiny přirozených (endogenních) inhibitorů 

proteinového charakteru (klasifikovány dle Merops databáze), které se účastní inhibiční 

regulace KatK a příbuzných cysteinových katepsinů. 

Cystatiny (rodina I25, klan IH): cystatiny představují superrodinu inhibitorů 

cysteinových proteas, která zahrnuje tři hlavní rodiny: stefiny (cystatiny typu I), cystatiny 

typu II a kininogeny (cystatiny typu III). Jedná se o malé proteiny tvořené 100 až 120 

aminokyselinovými zbytky (nebo fúzní konstrukty z těchto proteinů). Strukturně jsou 

tvořeny pěti antiparalelními β-strukturami a jedním α-helixem, orientovaným  

kolmo k β-skládanému listu, což vede k velmi stabilní struktuře i při vysokých teplotách a 

hraničních hodnotách pH. Typ inhibice je kompetitivní, reverzibilní s tzv. „tight-binding“ 

kinetikou (Lecaille et al 2008).  

Stefiny (cystatiny typu I) (Turk et al. 1986; Turk et al 2008; Tusar et al. 2021): jsou 

tvořené jedním polypeptidovým řetězcem zhruba o 100 aminokyselinách a postrádají 

disulfidické můstky. Jsou převážně cytosolární a hrají protektivní úlohu při poruše integrity 

membrány lysozomu, kdy brání úniku aktivních lysozomálních proteas do cytosolu. Mezi 

zástupce stefinů patří lidské stefiny A a B. Reaktivní místo obsahuje N-konec proteinu spolu 

se dvěma β-vlásenkami, které tvoří klínovitou strukturu pro interakci s aktivním místem 

cílové papainové proteasy. Analogická stavba reaktivního místa je i u ostatních rodin 

cystatinů (Stubbs et al. 1990; Renko et al. 2010).  

Cystatiny typu II: jsou na rozdíl od stefinů stabilizovány dvěma disulfidickými 

můstky v C-koncové polovině polypeptidového řetězce zhruba o 150 aminokyselinách. Jsou 

lokalizovány převážně extracelulárně, napříč všemi typy extracelulárních tělních tekutin, 

přičemž nejvíce zastoupeny jsou cystatin C a F. Snížená či naopak zvýšená hladina cystatinu 

C je spojována s celou řadou patologických jevů či nádorových onemocnění  

(Jones et al. 2017; Leto et al. 2018). Cystatin F je exprimován především buňkami 

imunitního systému například dendritickými buňkami či NK „natural killer“ buňkami ve 

formě neaktivního dimeru, který štěpí katepsin V na aktivní monomerní formu 

v lysozomech, kam je dopraven přes manosa-6-fosfátovou cestu. Mezi další zástupce 

cystatinů typu II patří neglykosylované cystatiny D, S, SA a SN či glykosylované cystatiny 

typy E a M. (Lecaille et al. 2008; Prunk et al. 2017).  



26 

 

Kininogeny (cystatiny typu III): souhrnně označují extracelulární polypeptidové, 

glykosylované prekurzory o více doménách, které proteolýzou (katalyzovanou serinovou 

proteasou kalikreinem) poskytují biologicky aktivní peptidy označované jako kininy. Ty se 

účastní procesů krevního srážení, vazodilatace či regulace kardiovaskulárního systému. 

Kininogeny jsou rozděleny dle molekulové hmotnosti na tři typy: nízkomolekulární (LK), 

vysokomolekulární (HK) a T-kininogeny, které byly nalezeny pouze u krysy. Na svém  

N-konci obsahují tři inhibiční domény (D1-D3), strukturně odvozené od cystatinů typu II, 

nicméně první doména (D1) evolučně ztratila schopnost inhibice a slouží jako transportér 

vápenatých iontů. Kininogeny jsou obecně produktem pouze jednoho genu a rozmanitost 

výsledných produktů je dána až jeho alternativním sestřihem (Lecaille et al. 2008).  

Tyropiny (rodina I31, klan IX): rodina přirozených inhibitorů cysteinových proteas 

(„thyroglobulin type-1 domain proteinase inhibitors“) obsahuje doménu Tg1, sekvenčně 

podobnou s thyreoglobulinovou doménou typu I. Tato doména má evolučně konzervovaný 

sekvenční motiv, bohatý na aminokyselinu cysteinu v primární sekvenci a podle jejich 

rozmístění jsou tyropiny rozděleny na podtyp 1A se šesti cysteiny a podtyp 1B se čtyřmi 

cysteiny. Typ inhibice je založen na reverzibilní „tight-binding“ kinetice (Mihelič and Turk 

2007). 

Ne všechny proteiny obsahující Tg1 doménu jsou účinnými inhibitory cysteinových 

proteas a KatK. Glykoprotein thyreoglobulin je produktem štítné žlázy a účastní se syntézy 

jejích hormonů, kde je substrátem pro KatK. Obdobným způsobem KatK štěpí Tg1 doménu 

testecanu-1, což je inhibitor katepsinu L, a Tg1 doménu nidogenu. Na rozdíl od cystatinů je 

inhibiční schopnost dosud známých tyropinů vůči KatK spíše omezená, zřejmě z důvodu 

sterickych zábran objemné Tg1 domény (Meh et al. 2005; Novinec et al. 2007). 

Serpiny (rodina I4, klan ID): superrodina serpinů je tvořena inhibitory přibližně 

o 400 aminokyselinách v primární sekvenci a charakteristickým sbalením do osmi α-helixů 

a tří β-skládaných listů, které mají v blízkosti C-konce tzv. reaktivní smyčku. Mechanismus 

inhibice je zde zcela odlišný od výše uvedených nekovalentních inhibitorů. Štěpení sekvence 

(podobné substrátu) na reaktivní smyčce působením cílové proteasy vede ke konformační 

změně celé molekuly serpinu a tvorbě kovalentního komplexu s inhibovanou proteasou. 

Název serpin označuje fakt, že se jedná převážně o inhibitory serinových proteas, ovšem 

jsou známy i tzv. „cross-class“ promiskuitní serpiny, které inhibují cysteinové, aspartátové 

proteasy či metaloproteasy. Typickými zástupci serpinů se schopností inaktivace KatK je 
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SCCA-1 (serpinB3) (Schick et al. 1998), serpin B13 (headpin) (Jayakumar et al. 2003) nebo 

serpin MENT (Irving et al. 2002).  

α2-makroglobulin (rodina I39, klan IL): je plazmatický protein produkovaný 

makrofágy, fibroblasty či hepatocyty. Strukturně je složen ze čtyř identických podjednotek, 

navzájem spojených prostřednictvím disulfidických můstků. Je schopen kromě cysteinových 

proteas inhibovat i proteasy ostatních tříd. Mechanismus inhibice je založen na oblasti citlivé 

k proteolýze, která je štěpena cílovou proteasou, což spouští konformační změnu způsobující 

kovalentní zachycení a uvěznění proteasy ve struktuře α2-makroglobulinu. Tím je stericky 

omezen přístup substrátu k aktivnímu místu inhibované proteasy (Barrett and Starkey 1973; 

Mason 1989; Zhu et al. 2021).  

2.4.2 Syntetické inhibitory katepsinu K 

Inhibitor preferovaný pro klinické použití by měl mít nízkou molekulovou váhu, vysokou 

selektivitu a specifitu, reverzibilní povahu inhibice a lipofilní charakter. Současně je 

žádoucí, aby splňoval farmakokinetická kritéria: jako je nízká toxicita, snadná prostupnost 

biologickými membránami či vysoký biologický poločas eliminace. Oproti stále hojně 

používaným léčivům na bázi bisfosfonátů, které inhibují aktivitu enzymu farnesylpyrofosfát 

synthasy (tím je narušena biosyntetická dráha izoprenoidů a osteoklasty podléhají apoptóze) 

(Drake et al. 2008). Doposud vyvíjené a experimentálně testované inhibitory cílené proti 

KatK zachovávají i částečnou tvorbu nové kostní tkáně. 

Většina současných vyvíjených inhibitorů proti KatK a dalších cysteinových katepsinů 

je navržena tak, že část inhibitoru napodobuje sekvenci ideálního substrátu a část nese 

reaktivní skupinu, která následně reaguje s katalytickým cysteinovým zbytkem proteasy. 

Takové inhibitory se pak označují jako reaktivní peptidomimetické inhibitory (Leung et al 

2000) a podle chemické povahy reaktivní skupiny jsou děleny na ketony, epoxidy, 

vinylsulfony, nitrily atp.  

Interakcí katalytického místa enzymu s inhibitorem vzniká komplex enzym-inhibitor 

(EI). Na základě stability takto vzniklého komplexu rozlišujeme dále inhibitory na 

ireverzibilní a reverzibilní. Ireverzibilní inhibitory trvale modifikují cílový enzym 

prostřednictvím stabilní kovalentní vazby, zatímco reverzibilní inhibitory interagují 

s aktivním místem enzymu obvykle prostřednictvím nekovalentních interakcí  

(Strelow 2017). Nicméně určité reaktivní skupiny inhibitoru jsou hydrolyticky labilní  

(nitrily, azanitrily či aldehydy) a dochází k opětovné regeneraci aktivního místa  
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(Tusar et al. 2021). Méně zastoupeným typem inhibitorů KatK jsou pak nekovalentní 

inhibitory, které interagují s aktivním místem enzymu skrze vodíkové můstky,  

dipól-dipólové interakce či van der Waalsovy interakce. Tyto inhibitory jsou též schopny 

cílit místa na enzymu, která jsou lokalizována mimo aktivní centrum a jsou označována jako 

exo-místa (Sharma et al. 2015).  

Cílené inhibici katK bylo za posledních 20 let věnováno více jak 200 publikací a více 

jak desítka inhibitorů vstoupila do různých fází klinických studií, což dokazuje intenzivní 

úsilí o nalezení specifického a účinného terapeutického prostředku pro léčbu patologií, 

kterých se KatK účastní (Lu et al. 2018). V následujících kapitolách je uveden stručný 

přehled hlavních skupin syntetických inhibitorů KatK. 

2.4.2.1 Ireverzibilní kovalentní syntetické inhibitory 

Ireverzibilní inhibitory jsou obvykle vybaveny elektrofilní reaktivní skupinou. Reakcí 

s nukleofilní skupinou v aktivním místě enzymu vzniká stabilní kovalentní adukt. Při 

dlouhodobém působení takového typu inhibitoru dojde k úplné inhibici cílových enzymů 

v místě působení (Ghosh et al. 2019).  

Z kinetického hlediska probíhá ireverzibilní inhibice ve dvou krocích  

(Obr. 11, str. 28), kdy nejprve reaguje inhibitor s enzymem za tvorby přechodného 

nekovalentního komplexu (EI) a následuje chemická reakce za vzniku kovalentně 

modifikovaného enzymu s navázaným inhibitorem (E*I). Účinnost prvního kroku je dána 

poměrem mezi vazebnou rychlostní konstantou k1 a disociační rychlostní konstantou k-1, 

které popisují rychlost vzniku a rozpadu přechodného komplexu (EI). Druhý krok reakce 

popisuje inhibiční rychlostní konstanta kinact, která je závislá na koncentraci přechodného 

komplexu (EI) a vyjadřuje maximální rychlost inhibice enzymu při jeho nasycení 

inhibitorem (Strelow 2017). 

 

Obrázek 11: Mechanismus inhibice ireverzibilního typu inhibice. Reakce probíhá ve dvou následných 

krocích, kdy (1) inhibitor reaguje s volným enzymem za tvorby přechodného nekovalentního komplexu EI 

a (2) chemickou reakcí inhibitoru s katalytickým centrem enzymu dochází ke kovalentní modifikaci enzymu za 

vzniku komplexu E*I. Parametry k1, k-1 a kinact jsou rychlostní konstanty příslušných kroků reakce. E je volný 

enzym a I je volny inhibitor (Strelow 2017).   
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Epoxidy: prvním objeveným inhibitorem, který ve své struktuře obsahoval epoxidový 

kruh, byla sloučenina přírodního původu. Jednalo se o L-trans-epoxysukcinyl-

leucylamido(4-guanidino)butan, který byl izolován z plísně Aspergillus japonicus a byl 

pojmenován E-64 (Obr. 12, str. 29) (Hanada et al. 1978). E-64 je inhibitorem všech známých 

cysteinových katepsinů. Mechanismus inhibice je na bázi kovalentní alkylace katalytického 

cysteinu. Modifikací základního skeletu inhibitoru byl získán derivát E-64d (aloxistatin) 

schopný prostupovat skrze biologické membrány. E-64 se široce využívá v enzymologii při 

stanovení koncentrace cílových proteas metodou titrace aktivního místa či jako jejich 

identifikační marker v aktivitních testech (Matsumoto  et al.1999). 

 

Obrázek 12: Epoxidový inhibitor E-64. Kostru inhibitoru tvoří modifikovaný dipeptid a pozice P1 obsahuje 

cyklickou reaktivní epoxidovou skupinu (vyznačená modře). Reakcí s katalytickou thiolovou skupinou enzymu 

v aktivním místě dochází k otevření epoxidového kruhu (* označuje uhlíkový atom, který se vaze na thiolovou 

skupinu) a tvorbě ireverzibilního aduktu (Hanada et al. 1978).   

Alkyny: alkyny byly dlouho dobu považovány za chemicky bioinertní reakční činidlo, 

a proto byly využívány při tzv. in vivo bioortogonálních studiích, využívající „click“ chemii 

na bázi rychlé, jednokrokové reakce bez interference s jinými biochemickými procesy. 

Alkynové inhibitory vznikly izoelektrickým nahrazením reaktivní nitrilové skupiny  

(viz dále, nitrilové inhibitory) methinovou skupinou. Svou povahou jsou alkyny sice 

klasifikovány jako velmi slabé (latentní) elektrofily, nicméně při dostatečném přiblížení 

během interakce specifického inhibitoru může nastat reakce mezi alkynovou reakční 

skupinou inhibitoru a thiolovým zbytkem cysteinu. Příkladem je struktura KatK  

(PDB: 6QBS) s modelovým inhibitorem tohoto typu (Obr. 13, str. 30) (Mons et al. 2019). 

Interakcí katalytického cysteinu s alkynovou reaktivní skupinou inhibitoru vzniká 

thiovinylový adukt. 
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Obrázek 13: Inhibitor s alkynovou reaktivní skupinou. Pozice P1 obsahuje terminální alkynovou reaktivní 

skupinu (vyznačená modře). Reakcí s katalytickou thiolovou skupinou enzymu v aktivním místě dochází 

k tvorbě ireverzibilního thiovinylového aduktu (* označuje uhlík, který kovalentně reaguje s thiolovou 

skupinou) a tvorbě ireverzibilního aduktu (Mons et al. 2019). 

Michaelovy akceptory: Michaelovy akceptory představují skupinu kovalentních 

ireverzibilních inhibitorů, které reagují s enzymem mechanismem tzv. Michaelovy reakce, 

kdy α,β-nenasycená karbonylová sloučenina reaguje nukleofilní adicí s thiolovou skupinou 

cysteinu v aktivním místě enzymu za tvorby thioetherového aduktu (Santos and Moreira 

2007). Stejným způsobem reagují i α,β-nenasycené vinyl sulfony. Prvním vinylsulfonovým 

inhibitorem s popsaným mechanismem inhibice KatK na základě rentgenové strukturní 

analýzy byl APC3328 (Obr. 14, str. 30) (PDB: 1MEM). Nejznámějším vinylsulfonem je 

inhibitor s kódovým označením K11777 (APC3316) (Obr. 14, str. 30); jde o relativně 

širokospektrální inhibitor, který je slibným terapeutickým prostředkem pro léčbu parazitární 

Chagasovy choroby (inhibuje cysteinovou proteasu cruzipain z prvoka Trypanosoma cruzi) 

a současně je silným inhibitorem i pro lidský KatK v nanomolární koncentraci (McGrath et 

al. 1997; Kerr et al. 2009; Ndao et al. 2014).  

 

Obrázek 14: Inhibitory s vinylsulfonovou reaktivní skupinou. Peptidomimetické inhibitory APC3328 

a K11777 obsahují reaktivní vinylsulfonovou skupinou (vyznačena modře). Reakcí thiolové skupiny 

s katalytickou thiolovou skupinou cysteinu v aktivním místě enzymu s vinylsulfonovou skupinou vzniká 

thioetherový adukt. Hvězdičkou je označen uhlík, který je kovalentně spojen s atomem síry cysteinu (McGrath 

et al. 1997; Kerr et al. 2009).  
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Thiadiazoly: z chemického hlediska se jedná o syntetické pětičetné heterocyklické 

sloučeniny, které obsahují jeden atom síry a dva atomy dusíku. Vzájemnou polohou 

heteroatomů vznikají čtyři izomerní formy (Obr. 15, str. 31). Sloučeniny s thiadiazolovým 

heterocyklem reagují jako tzv. „thiol trapping“ inhibitory, kdy reakcí atomu siry s cílovou 

thiolovou skupinou dochází k otevření heterocyklu a vzniká kovalentní ireverzibilní 

disulfidický adukt (Tam et al 2005). U 1,2,4 thiadiazolů uhlíky v pozicích C3 a C5 mohou 

být dále substituovány. Substituce v pozici C3 (u izomeru 1,2,4 a 1,2,5) zvyšuje či snižuje 

reaktivitu heterocyklu a naopak substituce v pozici C5 (u izomerů 1,2,3, 1,2,4 a 1,3,4) 

vhodným peptidomimetickým postranním řetězcem zvyšuje selektivitu. Doposud byla 

detailně popsána a studována inhibice na lidských katepsinech B, H a S (Leung-Toung et al. 

2003; Vega-Teijido et al. 2014). 

Obrázek 15: Vzorce čtyř izomerních forem thiadiazolů. Vzájemnou polohou heteroatomů 

vznikají čtyři izomerní formy, kdy číslování vychází od heteroatomu atomu síry.  

Při inhibiční reakci s cysteinovými proteasami se tvoří kovalentní disulfidická vazba mezi 

atom síry thiadiazolu s thiolovou skupinou katalytického cysteinu v aktivním místě enzymu  

(Tam et al. 2005). 
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2.4.2.2 Reverzibilní kovalentní syntetické inhibitory 

Z farmakologického hlediska je často při dlouhodobém podávaní léčiva preferována 

reverzibilní inhibice cílového enzymu, kdy nedochází k trvalé a dlouhodobé inhibici cílové 

molekuly a je sníženo riziko vzniku nežádoucích vedlejších například imunologických 

účinků, které mohou stabilní komplexy vyvolat. Při reverzibilním typu inhibice tvoří 

inhibitor s enzymem nestabilní komplex obvykle pouze na základě nekovalentní interakce. 

Tato kapitola se ale zaměřuje na peptidomimeticke inhibitory cysteinových katepsinů, které 

vykazují kovalentně reverzibilní charakter. Tyto inhibitory jsou vybaveny několika typy 

elektrofilních reaktivních skupin (například nitrily, ketony či azanitrily), které kovalentně 

reagují s thiolovou skupinou cysteinu v aktivním místě, ale následně dochází k opětovné 

regeneraci tohoto katalytického zbytku (Singh et al. 2011). Mechanismus probíhá 

dvoukrokově a je znázorněn na (Obr. 16, str. 32). Úvodní krok je totožný jako v případě 

ireverzibilní inhibice, kdy se tvoří nekovalentně vázaný komplex (EI). V následném kroku 

vzniká kovalentně vázaný komplex (E*I), u kterého může docházet k jeho rozpadu. Tento 

jev nastává v případě, že je rychlostní konstanta k2 tvorby komplexu E*I přibližně rovna 

rychlostní konstantě jeho rozpadu k-2 (Silva et al. 2020). 

 

Obrázek 16: Mechanismus reverzibilní kovalentní inhibice Reakce probíhá ve dvou následných krocích, kdy 

(1) inhibitor reaguje s volným enzymem za tvorby přechodného nekovalentního komplexu EI a (2) chemickou 

reakcí inhibitoru s katalytickým centrem enzymu dochází ke kovalentní modifikaci enzymu za vzniku komplexu 

E*I. Parametry k1, k-1, k2 a k-2 jsou rychlostní konstanty příslušných kroků reakce. E je volný enzym a I je volný 

inhibitor (Silva et al. 2020). 

Ketony: reakcí ketonů s katalytickým cysteinem enzymu vzniká reverzibilní 

thiohemiketalový adukt. Z inhibitorů na bázi symetrických ketonů a jejich cyklizací na tzv. 

azepanony vznikl relacatib (SB-462795), který byl vyvinut firmou GlaxoSmithKline a byl 

schopný inhibovat KatK v nanomolární koncentraci (Obr. 17, str. 33). Nicméně vykazoval 

nízkou selektivitu a jeho vývoj byl ukončen po I. fázi klinických studií (Kumar et al. 2007).  

Firma Ono Pharmaceutical připravila vysoce selektivní inhibitor ONO-5334  

(Obr. 17, str. 33), jehož vývoj byl ukončen ve III. fázi klinických studií pro své vedlejší 

účinky na kardiovaskulární systém. MIV-711 (L-006235) je selektivním inhibitorem od 
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firmy Medvir a v současné době se nachází v II. fázi klinických studií, jeho struktura nebyla 

zveřejněna (Wishart et al. 2006)  

 

Obrázek 17: Inhibitory Katepsinu K na bázi ketonů. Uvedeny jsou dva příklady firemního vývoje: Relacatib 

obsahuje cyklický keton s heteroatomem dusíku (azepanon) jako reaktivní skupinu, ONO-5334 je cyklický  

α-ketoamidový inhibitor (Lu et al. 2018). Hvězdičkou je označen atom uhlíku tvořící kovalentní vazbu s atomem 

síry katalytického cysteinu enzymu. 

Nitrily: reakcí nitrilové reaktivní skupiny inhibitoru s katalytickým cysteinem enzymu 

vzniká reverzibilní thioimidátový adukt. Jako první byla popsána reakce 

acetamidoacetonitrilu a benzamidoacetonitrilu s papainem (Lucas and Williams 1969). 

Systematickou analýzou substrátové specifity KatK byly určeny aminokyselinové zbytky, 

které se váží preferenčně do jednotlivých podmíst této proteasy.  

Na základě těchto poznatků vznikl peptidomimetický inhibitor balicatib (AAE581) 

firmy Novartis. Homocykloleucin v pozici P2 inhibitoru a piperazinový zbytek v pozici P3 

(Obr. 18, str. 40) zajišťoval selektivitu (Lu et al. 2018). Nicméně jeho vývoj byl ukončen 

v II. fázi klinických studií z důvodu jeho bazického a lipofilního charakteru, který 

způsoboval akumulaci v lysozomech (Falgueyret et al. 2005). To vedlo ke křížové inhibici 

katepsinů L a B s vedlejšími účinky v podobě vyrážky a změn morfologie kožní tkáně.  

Odanacatib (MK-0822) firmy Merck byl metabolicky velmi stabilní peptidomimetický 

inhibitor, který v P1 pozici obsahoval cyklopropanový kruh, v P2 pozici fluorovaný 

leucinový zbytek a relativně objemný biarylový kruh v pozici P3 (Obr. 18, str. 34). 

Vzhledem k tomu, že nevykazoval bazický charakter, nedocházelo k jeho kumulaci 

v lysozomu. Vývoj tohoto inhibitoru byl ukončen ve III. fázi klinických studií pro podezření 

na spojitost s výskytem mozkové mrtvice u postmenopauzálních pacientek, kterým byl 

podáván (Drake et al. 2017; Lu et al. 2018).   
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Obrázek 18: Inhibitory katepsinu K na bázi nitrilů. Uvedeny jsou dva příklady firemního vývoje balicatib 

a odanacatib (Lu et al. 2018). Reaktivní nitrilová skupina je vyznačena modře a hvězdičkou je označen atom 

uhlíku tvořící kovalentní vazbu s atomem síry katalytického cysteinu enzymu. Balicatib obsahuje v pozici P2 

cyklohexylový zbytek a v pozici P3 je piperazinový zbytek zajišťující selektivitu. Odanacatib reaktivní nitrilová 

skupina v pozici P1 rovněž obsahuje cyklopropanový kruh, který brání proteolytickému štěpení. V P2 pozici je 

fluorovaný leucinový derivát a P3 pozice je zastoupena biarylovým kruhem.  

Azanitrily: izoelektrickým nahrazením CαH skupiny u těchto peptidomimetických 

nitrilových inhibitorů za atom dusíku vznikla nová skupina inhibitorů s tzv. azanitrilovou 

reaktivní skupinou (N-NH-C≡N). Ve srovnání s nitrily vykazovaly vyšší inhibici 

v pikomolárních koncentracích vůči katepsinům K, L a S. To je vysvětlováno reakčním 

mechanismem, kdy vzniká reverzibilní isothiosemikarbazidový adukt, který je rezonančně 

stabilizován, viz schéma (Obr. 19, str. 34) (Frizler et al. 2010; Schmitz et al. 2014). 

Azanitrilové peptidomimetické inhibitory vykazují obecně výborné farmakokinetické 

vlastnosti s prodlouženou dobou účinku a metabolickou stabilitou a patří mezi 

nejpokročilejší inhibitory cílené proti KatK (Proulx et al. 2011). 

Obrázek 19: Reakční mechanismus azanitrilových inhibitorů. Uvedena je obecná struktura 

peptidomimetických inhibitorů s reaktivní azanitrilovou skupinou a zbytky v pozicích P1 a P2. Modře je 

zabarvena azanitrilová skupina a hvězdičkou je vyznačen atom uhlíku tvořící kovalentní vazbu s atomem síry 

katalytického cysteinu enzymu. Nukleofilním atakem thiolové skupiny vzniká rezonančně stabilizovaný 

isothiosemikarbazidový adukt. Převzato a upraveno z (Schmitz et al. 2014). 
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2.4.3 Nekovalentní inhibitory katepsinu K syntetického a přírodního původu 

Tato kapitola se zaměřuje na nekovalentní typ inhibice s vazbou inhibitoru mimo aktivní 

místo enzymu. Přitom inhibiční efektor interaguje prostřednictvím slabých interakcí, jakými 

jsou vodíkové můstky, hydrofobní interakce či iontová vazba (Novinec et al. 2016).  

U KatK byla identifikována tato vazebná místa, která jsou často označována jako exo-místa 

(„exo-site“) či alosterická místa (Novinec et al. 2010; Sharma et al. 2015). Prostřednictvím 

exo-míst KatK interaguje s některými glykosaminoglykany, čímž dochází ke tvorbě 

oligomerních komplexů vykazujících vysokou kolagenolytickou a elastolynolytickou 

aktivitu (Novinec et al. 2014; Lemaire et al. 2014).  

Blokací exo-míst na povrchu KatK je následně zabráněno interakci 

s glykosaminoglykany, což má za následek selektivní snížení kolagenolytické 

a elastinolytické aktivity, za současného zachování proteolytické aktivity k jiným 

substrátům vstupujících do aktivního místa enzymu (Novinec et al. 2016; Rocha et al. 2020). 

To je zásadní rozdíl oproti inhibitorům cílených na aktivní místo, které plošně vypínají 

proteolytickou aktivitu enzymu, což může být v případě KatK spojeno s vedlejšími účinky 

(Li et al. 2002; Sharma et al. 2015; Panwar et al. 2018)  

Příklady inhibitorů (Obr. 20, str. 35) cílených na exo-místa jsou syntetické 

nízkomolekulární látky jako NSC13345 a NSC94914 (Novinec et al. 2016) či lipofilní látky 

přírodního původu izolované z kořene byliny šalvěje červenokořenné (Salvia miltiorrhiza) 

používané v čínské medicíně na nemoci pohybového aparátu a označované jako tanshinony 

(Panwar et al. 2018). 

 

Obrázek 20: Nekovalentní inhibitory Katepsinu K cílené na exo-místa. Synteticky připravené 

nízkomolekulární látky NSC13345 a NSC94914 interagují s vazebnými exo-místy na povrchu molekuly 

KatK na základě slabých interakcí s aminokyselinami argininem, lysinem a tyrosinem (PDB: 5J94). 

Tanshinony jsou lipofilní diterpeny přírodního původu izolované z kořene šalvěje červenokořenné, uveden je 

zástupce dihydrotanshinon I (Panwar et al. 2018).  
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3. Cíle práce 

Cysteinová proteasa katepsin K (KatK) je cílovou molekulou pro léčbu osteoporózy 

a artritidy pomocí chemoterapeutik na bázi proteasových inhibitorů. Práce je zaměřena na 

identifikaci nových inhibitorů KatK a zejména na určení vazebného módu selektivních 

inhibitorů cílených na aktivní místo KatK. Cílem je přinést nové poznatky o vztahu mezi 

strukturou a biochemickou aktivitou inhibitorů, které umožní design účinných selektivních 

inhibitorů KatK jako potenciálních léčiv a molekulárních diagnostických sond pro detekci 

KatK.  

 

Dílčí cíle práce jsou následující: 

1) Připravit rekombinantní KatK a jeho jednotlivé aktivační formy. Testovat inhibiční 

vlastnosti studovaných inhibitorů za pomoci enzymologických metod. 

2) Připravit kovalentní komplexy KatK s inhibitory, krystalizovat je a popsat 

rentgenostrukturní analýzou. 

3) Určit vazebný mód inhibitorů podle 3D struktury komplexů. Integrovat strukturní 

data s výsledky získanými pomocí výpočetních metod, inhibičních analýz a buněčných testů.  

4) Výše uvedeným způsobem studovat tři skupiny kovalentních inhibitorů 

se zaměřením na: (i) funkční interakci 1,2,4 thiadizolů s KatK, (ii) využití vinylketonů pro 

konstrukci fluorescenčních sond k detekci KatK, (iii) vztah struktury a funkce 

cyanohydrazidů, patřících mezi nejlepší známe inhibitory KatK.   
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4. Materiál a metody 

Obsahem této kapitoly je poskytnout stručný přehled o použitém materiálu, vybavení a 

metodice práce, které byly nezbytné pro vypracování této disertační práce. Detailní 

informace jsou uvedeny v jednotlivých přiložených publikacích.  

4.1 Materiál a laboratorní výbava 

Disertační práce vznikla s využitím přístrojového vybavení laboratoří Ústavu organické 

chemie a biochemie AV ČR (ÚOCHB AV ČR, v. v. i) a ve spolupráci se zahraničními 

výzkumnými institucemi.  

Plazmid pUC57 obsahující úsek DNA a kódující zymogen lidského KatK (Uniprot P43235) 

byl syntetizován firmou (GenScript, USA). 

Sady inhibitorů poskytli M. Gütschow, Universität Bonn (Německo) a P. Majer  

(skupina medicinální chemie), ÚOCHB AV ČR, v. v. i. Syntetické inhibitoryE-64a E-64d 

(Sigma-Aldrich, ČR) a K-1777 (Fisher-Scientific, USA) byly zakoupeny.  

Fluorescenčně značený substrát Cbz-Gly-Pro-Arg-AMC byl zakoupen od firmy (Bachem, 

Švýcarsko).  

Myší monoklonální protilátky proti lidskému KatK byly zakoupeny od firmy (Santa Cruz 

Biotechnology, USA) a sekundární kozí značené protilátky anti-mouse IgG  

(Sigma-Aldrich, ČR) 

Buněčná linie lidského osteosarkomu (U2-OS) poskytla H. Mertlíková-Kaiserová (skupina 

biochemické farmakologie), ÚOCHB AV ČR, v. v. i.  

Sady komerčních krystalizačních roztoků byly zakoupeny od firem Molecular Dimensions 

(UK) a Jena Bioscience (Německo) 

Sběr difrakčních dat pro rentgenovou strukturní analýzu byl proveden na rentgenové 

difrakční stanici MicroMax-007 HF Microfocus (Rigaku, Japonsko) na ÚOCHB 

AV ČR, v. v. i. a na synchrotronu Bessy II electron storage ring (Helmholtz Zentrum, 

Německo). 
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4.2 Metody 

4.2.1 Příprava rekombinantního katepsinu K 

Gen kódující zymogen lidského KatK byl z plazmidu pUC57 do expresního vektoru 

pPICZαA za využití dvou restrikčních míst (XhoI restrikční místo na 5' konci 

 a NotI pro 3' konec). Expresní vektor byl linearizován restrikční endonukleázou Sac I a poté 

transformován elektroporací do kvasinky Pichia pastoris (kmen X-33). Pozitivní selekce 

klonů, byla provedena na sadě agarových ploten, s obsahem 50 µg/ml a 100 µg /ml 

antibiotika Zeocin. Selekce klonů s nejvyšší expresí rekombinantního proteinu do media 

byla provedena inokulací 10 kolonií do 10 ml YPD media a kultivací přes noc při 30 °C. 

Poté byly buňky centrifugovány (500 g, 10 min) a resuspendovány do 50 ml indukčního 

BMM media. Indukce exprese byla prováděna každý den přidáním metanolu do finální 

koncentrace 2 %, exprese probíhala jeden týden a z každého dne exprese byl odebrán vzorek 

media. Odebrané medium bylo analyzováno pomocí SDS-PAGE a kinetickým měřením 

proteolytické aktivity na přítomnost KatK. Identifikován byl klon s nejvyšší expresí KatK a 

optimální délka exprese (72 h). Identita rekombinantního KatK byla ověřena N-koncovým 

sekvenováním a mapováním peptidových fragmentů hmotnostní spektrometrií. Obdobným 

způsobem byla následně provedena velkoobjemová produkce rekombinantního KatK 

s výtěžkem přibližně 5 mg KatK na 1 l expresního média. 

Expresní medium bylo zfiltrováno, lyofilizováno a rozpuštěno v 20 mM acetátovém 

pufru, pH 5,5 (na 10 % původního objemu). Následně byla provedena gelová filtrace na 

koloně Sephadex G-25 (500 ml) ekvilibrované stejným pufrem. Purifikační krok KatK byl 

proveden za využití ionexové chromatografie na koloně Mono S 5/50 GL (GE Healthcare 

Life) ekvilibrované 50 mM acetátovým pufrem, pH 5,5. Eluce byla provedena lineárním 

gradientem 2 M NaCl. Frakce obsahující zymogenní formu KatK byly spojeny, 

zakoncentrovány na koncentrátoru Amicon Ultracel-10K (Millipore) a skladovány při -80 

°C. Konverze zymogenu na maturní formu KatK byla provedena autoaktivací v 

prostředí 100 mM acetátového pufru; 150 mM NaCl, pH 4 po dobu 1 h. Proces autoaktivace 

byl monitorován pomocí SDS-PAGE a kinetickým měřením proteolytické aktivity. 

4.2.2 Biochemické metody 

V disertační práci byly použity následující hlavní biochemické metody: elektroforetická 

separace proteinů pomocí SDS-PAGE, detekce KatK na polyvinyldifluoridové membráně 

metodou western blot pomocí specifických monoklonálních protilátek, analýza N-koncové 
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sekvence proteinů modifikovanou metodou Edmanova odbourávání s následnou RP-HPLC 

separací, stanovení koncentrace proteinu, peptidových substrátů a inhibitorů 

aminokyselinovou analýzou. 

4.2.3 Enzymologické metody 

V disertační práci byly použity následující enzymologické metody: měření aktivity KatK 

pomocí fluorogenního peptidového substrátu Cbz-Gly-Pro-Arg-AMC na fluorescenční 

čtečce (Tecan). Stanovení kinetických parametrů pro substrát (Km) a pro inhibitory  

(IC50, Ki, kon, koff). Kinetické parametry byly získány nelineární regresí v programech GraFit 

či GraphPad. Koncentrace aktivního KatK byla stanovena metodou titrace aktivního místa 

(Horn et al. 2009) ireverzibilním inhibitorem E-64 (Barrett et al. 1982).  

4.2.4 Metody rentgenové krystalografické analýzy 

Komplexy KatK s inhibitory byly pro krystalizační pokusy připraveny následujícím 

způsobem: purifikovaný KatK byl inkubován s nejméně pěti molárním nadbytkem 

příslušného inhibitoru v prostředí 100 mM acetátového pufru; 2,5 mM DTT; 300 mM NaCl; 

1 mM EDTA; pH 4 po dobu 3 h při 4 °C. Z důvodů možné oxidace thiolové skupiny 

katalytického cysteinu KatK byla inhibiční reakce provedena za redukčních podmínek  

(2,5 mM DTT) a v inertní atmosféře argonu. Získané komplexy enzym-inhibitor byly 

následně a převedeny do pufru o složení: 20 mM acetátový pufr; 2,5 mM DTT; 300 mM 

NaCl, pH4 a zakoncentrovány na 2,5-6,0 mg/ml na koncentrátoru Amicon Ultracel-10K 

(Millipore). Primární krystalizační podmínky byly určeny metodou sedící kapky v 96 

jamkové destičce s využitím sady komerčních krystalizačních roztoků a automatizovaného 

nanášecího systému Oryx (DouglasInstruments). Primární krystalizační podmínky byly 

následně optimalizovány metodou visící kapky, která poskytla krystaly pro rentgenovou 

strukturní analýzu.  

Difrakční data byla sbírána na synchrotronu BESSY II (Helmholtz Zentrum, 

Německo) a na rentgenové difrakční staniciMicroMax-007 HF Microfocus (Rigaku). 

Difrakční data byla procesována programem XDSGUI (Kabsch 2010) a pro vyřešení 3D 

struktury komplexů byly použity programy z balíčku CCP4 (Winn et al. 2011). Knihovna 

geometrických a sterických charakteristik pro ligandy byla konstruována programem 

AceDRG (Long et al. 2017). Vyřešené 3D struktury komplexů byly graficky editovány 

a prezentovány s využitím programu PyMol (DeLano 2002). Analýza vazebného módu 
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inhibitorů a charakterizace interagujících zbytků enzymu byla provedena programy 

CONTACT a PLIP (Winn et al. 2011; Salentin et al. 2015). 
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5. Výsledky 

5.1 Přehled výstupů dizertační práce 

Publikace č. 1 

1,2,4-Thiadiazole acyclic nucleoside phosphonates as inhibitors of cysteine dependent 

enzymes cathepsin K and GSK-3β 

Pomeislová A., Otmar M., Rubešová P., Benýšek J., Matoušová M., Mertlíková-Kaiserová 

H., Pohl R., Poštová Slavětínská L., Pomeisl K., Krečmerová M., (2021) Bioorganic and 

Medicinal Chemistry, 32, 115998, DOI: 10.1016/j.bmc.2021.115998 

Předmětem publikace je organická syntéza a biochemická aktivita nových sloučenin 

s reaktivní 1,2,4-thiadiazolovou skupinou zahrnující inhibici enzymové aktivity KatK.  

Můj podíl na publikaci spočíval v přípravě a optimalizaci inhibičního testu pro KatK, 

určení inhibičního parametru IC50 pro sadu derivátů obsahujících 1,2,4-thiadiazolovou 

skupinu a interpretaci strukturně-funkčních vztahů.  

 

Publikace č. 2 

An Activity-Based Probe for Cathepsin K Imaging with Excellent Potency and 

Selectivity 

Lemke C., Benýšek J., Brajtenbach D., Breuer Ch., Jílková A., Horn M., Buša M., 

Ulrychová L., Illies A., Kubatzky K. F., Bartz U., Mareš M., Gütschow M. (2021) Journal 

of Medicinal Chemistry, 64, 13793–13806. DOI: org/10.1021/acs.jmedchem.1c01178 

Publikace popisuje přípravu unikátních fluorescenčních inhibičních sond na bázi 

peptidomimetických vinyl ketonů, umožňujících selektivní značení KatK. Analyzován byl 

strukturní mechanismus interakce sond a vztah mezi jejich strukturou a biochemickou 

aktivitou. Funkční vlastnosti sond byly testovány in vitro a na buněčné linii lidského 

osteosarkomu. Publikace přináší nové poznatky pro vývoj molekulárních sond detekujících 

KatK a jejich biomedicínskou aplikaci. 

Můj podíl na publikaci spočíval v přípravě komplexů KaK s inhibičními sondami, 

jejich krystalizaci a řešení 3D struktur rentgenostrukturní analýzou. Dále jsem analyzoval 

vazebný mód sond a strukturně funkční vztahy a podílel se na přípravě manuskriptu 

a grafické prezentaci dat. 
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Publikace č. 3 

Highly potent inhibitors of cathepsin K with a differently positioned cyanohydrazide 

warhead: structural analysis of binding mode to mature and zymogen-like enzymes 

Benýšek J., Buša M., Rubešová P., Fanfrlík J., Lepšík M., Brynda J., Matoušková Z., Bartz 

U., Horn M., Gütschow M., Mareš M. (2022) Journal of Enzyme Inhibition and Medicinal 

Chemistry (accepted a momentálně v tisku). DOI:10.1080/14756366.2021.2024527 

Publikace se zabývá strukturní analýzou interakce KatK se dvěma odlišnými typy 

vysoce účinných a selektivních peptidomimetických inhibitorů s reaktivní 

cyanohydrazidovou skupinou.  Poprvé byla studována inhibice KatK na dvou různých 

úrovních. Jednak aktivního maturního enzymu a jednak aktivačního intermediátu, ze kterého 

vzniká maturní enzym. Za využití rentgenostrukturní analýzy, enzymových kinetik 

a výpočetních metod byl popsán vazebný mód těchto inhibitorů a objasněn výjimečný 

inhibiční potenciál, který z nich činí jedny z nejúčinnějších, dosud známých inhibitorů 

KatK.   

Můj podíl na publikaci zahrnoval přípravu komplexů KatK s inhibitory, jejich 

krystalizaci a řešení 3D struktur rentgenostrukturní analýzou. Dále jsem analyzoval vazebný 

mód inhibitorů, jejich biochemické funkční vlastnosti a strukturně funkční vztahy. Jako 

první autor jsem se vypracoval manuskript a grafickou prezentaci dat. 

5.2 Příprava rekombinantního katepsinu K 

Rekombinantní lidský KatK byl připraven pomocí expresního systému v kvasinkách 

P. pastoris a izolován s využitím ionexové chromatografie s výtěžkem přibližně 5 mg/l 

expresního média. Rekombinantní protein byl vizualizován pomocí SDS-PAGE (Obr. 21, 

dráha A, str. 43), kde je patrný pás proteinu ve formě zymogenu (37 kDa).  Byl 

optimalizován proces autoaktivace v kyselém prostředí; při pH 4 je během 45 min neaktivní 

zymogen autokatalytickou proteolýzou konvertován na svoji aktivní maturní formu 

(23,5 kDa) a současně lze pozorovat odštěpený propeptid (11 kDa) (Obr. 21, dráha B,  

str. 43). Dále byla provedena vizualizace metodou Western blot s použitím myší 

monoklonální protilátky rozpoznávající maturní formu KatK (Obr. 21, dráha C, str. 43). 

Detaily přípravy preparátu rekombinantního KatK použitého pro další experimentální práci 

jsou podrobně uvedeny v přiložené autorské publikaci č. 3 (sekce materiál a metody). 
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Obrázek 21: Příprava rekombinantního katepsinu K. Dráha A znázorňuje separaci purifikovaného produktu 

rekombinantní exprese pomocí SDS-PAGE, kterým je zymogen KatK (37 kDa). V dráze B je výsledek kyselé 

autoaktivace zymogenu, kdy vzniká maturní forma KatK (23,5 kDa) odštěpením propeptidové části (11 kDa). 

V dráze C je k vizualizaci autoaktivační směsi použita myší monoklonální protilátka rozpoznávající maturní 

formu KatK.   

5.3 Interakce katepsinu K s 1,2,4-thiadiazolovými inhibitory 

V této kapitole jsou prezentovány výsledky autora, které jsou součástí publikace č. 1, která 

jako první popisuje inhibiční vlastností sloučenin s 1,2,4-thiadiazolovým heterocyklem vůči 

lidskému KatK. 

5.3.1 Inhibiční vlastnosti sloučenin s 1,2,4-thiadiazolovým cyklem  

V publikaci č. 1 byla poprvé popsána inhibiční schopnost látek obsahujících  

1,2,4-thiadiazolovou skupinu vůči lidskému KatK. Navržený mechanismus inhibice spočívá 

v nukleofilním ataku thiolové skupiny katalytického cysteinu KatK na reaktivní 

heterocyklus inhibitoru. Následuje otevření thiadiazolového kruhu a tvorba kovalentního 

a ireverzibilního disulfidického aduktu podobně jak bylo postulováno pro jiné cysteinové 

katepsiny (Vega-Teijido et al. 2014) (Obr. 22, str. 44). 
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Obrázek 22: Mechanismus inhibice katepsinu K thiadiazolovými deriváty. Thiolová skupina katalytického 

cysteinu KatK tvoří kovalentní ireverzibilní adukt s reaktivní thiadiazolovou skupinou inhibitoru. Otevřením 

thiadiazolového kruhu vzniká disulfidové spojení mezi inhibitorem a enzymem tzv. „thiol trapping“ 

mechanismem. 

Z vybrané sady 21 sloučenin (Tab. 1, str. 46) bylo v primárním optimalizovaném 

kinetickém inhibičním testu s KatK a fluorogenním substrátem identifikováno šest sloučenin 

(označeny červeně) s potenciálem inhibice pod hranici 50 % zbytkové enzymatické aktivity. 

Tyto deriváty vykazovaly hodnotu IC50 v mikromolárních koncentracích. Ze strukturního 

hlediska se dají rozdělit na 3 strukturní podtypy: a) Nesubstituovaná sloučenina  

5-amino-1,2,4-thiadiazol-3(2H)-on s kódovým označením 1 (IC50 = 6,34 ± 0,63 µM) 

b) Substituované sloučeniny na dusíku N5 dimethylaminomethylenem 10a  

(IC50 = 2,63 ± 0,31 µM), 10b (IC50 = 10,08 ± 0,95 µM) s rozdílnou polohou postranní 

hydroxy-3-trityloxypropylové skupiny spolu s látkou 15 (IC50 = 14,9 ± 0,75 µM)  

c) Sloučeniny s chránící skupinou na dusíku N5 a substituované na N2, zbytkem kyseliny 

fosfonové a jejích derivátů kódované 37 (IC50 = 9,25 ± 1,46) a 39 (IC50 = 10,15 ± 1,48). 

Vzorce šesti nejlepších thiadiazolových derivátů jsou znázorněny na (Obr. 23, str. 45) 

Obecné vztahy, vyvozené z inhibiční studie ukazují, že látky substituované v pozici 

C2 derivátem kyseliny fosfonové (deriváty kódovane 8, 32 a 37) jsou lepšími inhibitory 

oproti sloučeninám, které nejsou takto esterifikovány (9, 38 a 43). Dále platí, že substituce 

v pozici C5 objemnější chránící skupinou Fmoc (fluorenylmethoxykarbonyl) je pro inhibici 

lepší (37, 40 a 43) oproti méně objemné fenylové skupině (38, 35 a 41). Veškeré strukturní 

vzorce inhibitorů jsou k dispozici v přiložené publikaci č. 1. 
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Obrázek 23: Struktura thiadiazolových derivátů s nejvyšším inhibičním potenciálem. Nesubstituovaná 

základní sloučenina 5-amino-1,2,4-thiadiazol-3(2H)-on (1), Substituované sloučeniny na dusíku N5 

a rozdílnou polohou postranní hydroxy-3-trityloxypropylové skupiny (10a, 10b a 15), Sloučeniny s chránící 

skupinou na N5 a substitucí zbytkem kyseliny fosfonové a jejích derivátů na N2 (37, 39).  

Fmoc-fluorenylmethoxykarbonyl, Eoc-ethoxykarbonyl, OTr-trytyloxy. 
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Tabulka 1: Inhibice aktivity lidského KatK sadou sloučenin se substituovanou 

1,2,4-thiadiazolovou skupinou při 10 µM koncentraci inhibitorů. Inhibice je vyjádřená relativní zbytkovou 

aktivitou (%) oproti neinhibované kontrole (100 %). Inhibitory jsou seřazeny v pořadí od nejúčinnějších 

s nejvyšším inhibičním potenciálem. Aktivita KatK byla měrená pomocí peptidového fluorogenního substrátu 

Cbz-Gly-Pro-Arg-AMC. 

Kódové 

označení 

derivátů 

Zbytková 

aktivita (%)  

10a 5,3 ± 1,5 

1 16,9 ± 1,0 

10b 28,3 ± 1,7 

37 34,1 ± 2,4 

15 34,2 ± 3,0 

39 39,1 ± 1,0 

7 52,9 ± 3,8 

6 67,0 ± 5,8 

40 67,0 ± 0,6 

14a 76,6 ± 3,8 

8 78,3 ± 2,6 

32 80,6 ± 5,0 

36 83,4 ± 8,6 

14b 85,0 ± 3,5 

43 85,5 ± 5,3 

33 86,8 ± 2,7 

9 90,0 ± 3,5 

38 90,3 ± 6,0 

41 92,3 ± 4,5 

35 92,9 ± 2,8 

42 97,5 ± 2,8 
 

5.4 Interakce katepsinu K s vinylketonovými inhibitory 

V této kapitole jsou prezentovány výsledky autora, které jsou součástí publikace č. 2, která 

popisuje přípravu, vazebný mód a použití fluorescenčních inhibičních sond na bázi 

peptidomimetických vinyl ketonů: 

5.4.1 Selektivita vinylketonových inhibitorů katepsinu K   

Navrženy a syntetizovány byly dva peptidomimetické vinylketonové inhibitory na bázi 

Michaelových akceptorů a ze struktury těchto látek byly připojením dvou typu 

fluorescenčních značek odvozeny inhibiční sondy klasifikované jako ABP („activity-based 
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probes“). Vzorce inhibitorů a sond jsou uvedeny v publikační příloze (publikace č. 2,  

str. 109). Na základě in vitro testování inhibiční aktivity proti čtyřem modelovým lidským 

katepsinům byly vybrány sloučeniny 21 a 25 (Tab. 2, str. 48) pro následnou 

rentgenostrukturní analýzu a identifikaci vazebného módu. Z (Tab. 2, str. 48) je patrné, že 

prekurzorová sloučenina 21 vykazuje dostatečnou selektivitu vůči KatK.  Katepsin S je 

inhibován 36x nižší rychlostní inhibiční konstantou druhého řádu (kinact/Ki) oproti KatK 

a inhibice katepsinu L a B je velmi nízká. Zavedením fluorescenční značky do struktury 21 

v podobě pigmentu cyaninu 5 (λ = 600 nm) byla odvozena fluorescenční sonda 25  

(Obr. 24, str. 47). Sonda 25 vykazovala ve funkčních testech ještě vyšší inhibici KatK než 

její prekurzor 21 při zachování obdobné selektivity. 

 

Obrázek 24: Struktury vinylketonových inhibitorů katepsinu K. Prekurzorová látka s označením 21 je 

selektivím inhibitorem KatK a látka s označením 25 je fluorescenčně značená sonda z ní odvozená. Oba ligandy 

mají v P1´pozici dibenzylaminovou skupinu následovanou reaktivní vinylketonovou skupinou v P1 pozici 

(vyznačena modře). Hvězdičkou je označen atom uhlíku tvořící kovalentní vazbu s atomem síry katalytického 

cysteinu enzymu. Prekurzorová látka 21 obsahuje v P3 pozici chránící tert-butyloxykarbonylovou skupinu, 

zatímco sonda 25 obsahuje v tomto místě fluorofor cyanin 5.  
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Tabulka 2: Inhibice lidských modelových katepsinů vinylketonovymi inhibitory. Z prekurzorového inhibitoru 

21 byla odvozena fluorescenčně značená inhibiční sonda 25. Inhibice je vyjádřena pomoci rychlostní inhibiční 

konstanty druhého řádu a relativních zbytkových aktivit enzymu. 

Látka 

kinact/Ki (M
-1s-1)a  a zbytková aktivita enzymu (%)b 

katepsin K katepsin S katepsin L katepsin B 

21 10 600 M-1s-1 291 M-1s-1 83% 91% 

25 35 300 M-1s-1 505 M-1s-1 89% 96% 

a rychlostní inhibiční konstanta druhého řádu odpovídá poměru rychlostní konstanty inaktivace k inact 

a inhibiční konstanty Ki. bRelativní hodnota zbytkové enzymové aktivity při koncentraci inhibitoru 2,5 µM 

(neinhibovaná kontrola odpovídá 100 %). 

5.4.2 Krystalografická analýza komplexů vinylketonoých inhibitorů a určení 

vazebného módu 

Studovány byly dva vinylketonové inhibitory: prekurzorová sloučenina 21 s chránící 

skupinou tert-butyloxykarbonylem v pozici P3 a odvozená fluorescenčně značená sonda 25 

se substitucí fluoroforem cyaninem 5 v pozici P3 (Obr. 25B, str. 50). Oba inhibiční ligandy 

byly vykrystalizovány v komplexu s rekombinantně připravenou maturní formou lidského 

KatK (komplexy KatK-21 a KatK-25). Optimalizací podmínek byly získány krystaly 

s ortorombickou symetrií a prostorovou grupou P22121. Difrakční data byla zpracována 

programem XDSGUI a pro vyřešení 3D struktury komplexů byly použity programy 

z balíčku CCP4 metodou molekulárního nahrazení. Finální struktury jsou deponované 

v databázi PDB s přístupovými kódy 7NXL pro strukturu KatK-21 v rozlišení 1,80 Å 

a 7NXM pro komplex KatK-25 s rozlišením 1,72 Å. Vyřešené 3D struktury obsahovaly 

maturní formu KatK o 215 aminokyselinových zbytcích (číslovány dle maturní formy Ala1 

až Met215) s aminokyselinou argininem (Arg0) na N-konci polyleptidového řetězce navíc, 

která pochází z propeptidové části enzymu.  

Analýza vazebného módu inhibitorů a charakterizace interagujících postranních 

zbytků enzymu s ligandem byla provedena programy CONTACT a online programem PLIP. 

Krystalografická analýza komplexů prokázala kovalentní typ vazby mezi katalytickým 

Cys25 a β-atomem karbonylu reaktivní skupiny ligandu (Obr. 25B, str. 50), což je v souladu 

s reakčním mechanismem na principu Michaelovy nukleofilní adice.  
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S výjimkou nízké hodnoty hustoty elektronové mapy pro oblast fluoroforu cyaninu 5 

u sondy 25, spojeného zbytkem kyseliny valerové, byly všechny ostatní strukturní elementy 

obou inhibitorů jasně zřetelné (Obr. 25B, str. 57). Z tohoto důvodu nebyl fluorofor 

modelován ve finální 3D struktuře a současně toto zjištění nasvědčuje zvýšenou flexibilitu 

této části s orientací ven z aktivního místa. 
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Obrázek 25: Superpozice vinylketonových ligandů 21 a 25 v aktivním místě katepsinu K. A) Levá část 

obrázku znázorňuje KatK ve stužkovém modelu s transparentním povrchem. Inhibiční ligandy jsou 

v tyčinkovém modelu, kdy uhlíkové atomy prekurzoru 21 jsou znázorněny tyrkysově a u fluorescenční sondy 25 

purpurově. Heteroatomy jsou vyznačeny ve standartním barevném kódování (O: červená, N: modrá, S: žlutá). 

Součástí sondy 25 je fluorofor cyanin 5; mapa elektronových hustot v této části vykazovala sníženou kvalitu, 

tudíž tento segment nebyl modelován (jeho pozice je vyznačena pomocí „tag“). Ligandy jsou navázány 

v orientaci jako u substrátu enzymu a vyplňují vazebná podmísta S3 až S1´. Povrchy těchto podmíst jsou 

barevně odlišeny (katalytické zbytky enzymu Cys25 a His162 jsou barveny růžově). B) Strukturní vzorce 

inhibičních ligandů (ve vázané formě na katalytický Cys25) a finální rozlišení krystalografických struktur (Å) 

s mapou elektronových hustot ligandu 2Fo-Fc konturovaných na 1 σ. 
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Aktivní místo KatK obsahuje katalytickou dyádu Cys25 a His162 s pomocnou 

aminokyselinou Asp182. Oba inhibiční ligandy se vážou do aktivního místa v orientaci 

analogické jako u substrátu a vyplňují jeho vazebná podmísta S3 až S1´ (Obr. 25A, str. 50). 

Dibenzylaminová skupina ligandu v pozici P1´ je umístěna obecně v podmístě S1´, nicméně 

jeden z benzylových kruhů je namířen opačným směrem do podmísta S2´. Stabilizaci 

ligandů v aktivním místě enzymu zprostředkovává síť vodíkových můstků tvořená mezi 

kostrou ligandu a postranními řetězci aminokyselin v aktivním místě enzymu  

(Obr. 26A str. 52). Hlavní interakce jsou následující: zbytek Glu19 má klíčovou úlohu při 

stabilizaci meziproduktu enzymové katalýzy prostřednictvím tzv. oxyaniontové jámy 

a u obou ligandů tvoří vodíkový můstek s atomem kyslíku reaktivní skupiny, která je 

v sousedství s dibenzylaminovou skupinou ligandu. Zbytek Asp161 vstupuje do vodíkového 

můstku atomem kyslíku z karbonylu peptidové vazby a tvoří jej s amidickým dusíkem 

ligandu v oblasti pozice P1. Zbytek Gly66 přispívá k vodíkovým můstkům na jedné straně 

svým atomem dusíku a tvoří interakci s kyslíkem karbonylové skupiny leucinu v pozici P2 

ligandu a zároveň tvoří interakci s atomem kyslíku karbamátu chránící skupiny (označen 

hvězdičkou -NH-(C=O)-O*-) na prekurzoru 21 v pozici P3. Gly66 je schopen tvořit i další 

vodíkový můstek svým atomem kyslíku s dusíkovým atomem karbamátu  

(-N*H-(C=O)-O-) v pozici P3. V celkové bilanci Gly66 tvoří tři vodíkové můstky 

s prekurzorem 21 a dva vodíkové můstky se sondou 25.  

Analýza interakcí obou ligandů s KatK prokázala dále i přítomnost hydrofobních 

interakcí (Obr. 26B, str. 59) které představují další typ nekovalentní interakce. Ty jsou 

definovány jako interakce nepolárních postranních řetězců vedlejších aminokyselinových 

zbytků enzymu s nepolárními atomy ligandu do vzdálenosti 4,1 Å. Účastní se jich celkem 

osm zbytků z aktivního místa KatK. Veškeré interakce ligandů 21 a 25 s KatK jsou shrnuty 

a uvedeny v přehledné (Tab. 3, str. 53) 
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Obrázek 26: Síť interakcí tvořených mezi vinylketonovými ligandy 21 a 25 a katepsinem K. Ligandy 

v superpozici jsou v tyčinkovém modelu a barevné kódování je analogické viz (Obr. 25, str. 50.) 

A) Přerušovanou čarou jsou znázorněny vodíkové můstky mezi ligandem a aminokyselinovými zbytky 

v aktivním miste KatK (tyčinkový model je barven šedě se standardním barevným kódováním pro heteroatomy). 

B) Hydrofobní interakce mezi ligandem a aminokyselinovými zbytky v aktivním místě KatK. Povrchový model 

enzymu je barven šedě a interagující zbytky jsou označeny žlutě. 

  



53 

 

Tabulka 3: Souhrn všech kontaktu tvořených mezi aminokyselinovými zbytky KatK a vinylketonovými 

ligandy 21 a 25. Analýza interakcí byla provedena v programu CONTACT. Struktury ligandů byly rozděleny 

na jednotlivé pozice s označením P3 až P1´; pro každou pozici jsou uvedeny příslušné kontaktní zbytky enzymu. 

Parametr s označením C představuje součet všech kontaktů daného zbytku enzymu s ligandem (včetně 

vodíkových můstků). Počet vodíkových můstků udává parametr Hb (zbytky enzymu, které tvoří vodíkové můstky, 

jsou uvedeny tučně). Pro určení kontaktů byly nastaveny vzdálenosti do 4,1 Å a pro vodíkové můstky vzdálenosti 

do 3,3 Å (Hb). 

 

 

 

Pozice Prekurzorová látka 21 Fluorescenční sonda 25 

Aminokyselina C Hb Aminokyselina C Hb 

P1' 

Gln 19 6 1 Gln19 5 1 

Gly 20 1  Gly 20 1  

Gln 21 1  Gln 21 2  

Cys 22 8  Cys 22 10  

Gly 23 4  Gly 23 7  

Cys 25 4  Cys 25 3  

Ala 137 4  Ala 137 5  

Ser 138 4  Ser 138 3  

Gln 143 2  Gln 143 2  

Asn 161 3  Asn161 6  

His162 8  His162 4  

Trp 184 4  Trp 184 3  

P1 

Gln19 1  Gln 19 1  

Gly 23 6  Gly 23 6  

Cys 25 6  Cys 25 7  

Asn 161 4 1 Asn 161 4 1 

His 162 1  His 162 1  

P2 

      

Gly23 1  Gly23 1  

Cys25 2  Cys25 3  

Trp 26 4  Trp 26 4  

Gly 65 3  Gly 65 3  

Gly 66 12 2 Gly 66 13 2 

Tyr 67 1     

Met 68 2  Met 68 2  

Ala 134 2  Ala 134 2  

Leu 160 3  Leu 160 3  

Asn 161 5  Asn 161 4  

His 162 1  His 162 1  
Ala 163 1  Ala 163 1  

Leu 209 1  Leu 209 1  

P3 

Asp 61 2     
Gly 64 2     

Gly 65 5     

Gly 66 7 1 Gly 66 4  

Tyr 67 2  Tyr 67 3  
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5.5 Interakce katepsinu K s cyanohydrazidovými inhibitory 

V této kapitole jsou prezentovány výsledky autora, které jsou součástí publikace č. 3, která 

popisuje strukturní analýzu interakcí KatK se dvěma vzájemně odlišnými chemotypy 

peptidomimetických inhibitorů s reaktivní cyanohydrazidovou skupinou. Poprvé zde byla 

studována inhibice KatK u plně aktivní maturní formy enzymu a současně i u jeho 

aktivačního intermediátu. 

5.5.1 Cyanohydrazidy jako účinné a selektivní inhibitory aktivity KatK a procesu 

aktivace zymogenu KatK 

Cyanohydrazidové inhibitory mají své chemické označení podle společného segmentu 

struktury, který nese reaktivní skupinu, a patří obecně mezi látky s triviálním označením 

azanitrily. Tato kapitola se zabývá dvěma konkrétními chemotypy cyanohydrazidových 

peptidomimetik, které jsou nazývány azadipeptidové nitrily a 3-cyano-3-aza-β-

aminokyseliny (Obr. 27, str. 55). Představují nový typ kovalentních reverzibilních 

inhibitorů, které mají vysokou účinnost a selektivitu a vykazují dobré farmakologické 

vlastnosti (Löser et al. 2008; Frizler et al. 2011; Schmitz et al. 2014; Chingle et al.2017). 

Pro tuto studii byli vybráni zástupci obou chemotypů cyanohydrazidů, které mají rozdílnou 

polohou reaktivní skupiny. Derivát Gü1303 je azadipeptidový nitril s terminální 

cyanohydrazidovou skupinou (Frizler et al. 2011) a derivát Gü2602 náležící mezi 3-cyano-

3-aza-β-aminokyseliny má reaktivní skupinu umístěnou v molekule centrálně 

(Schmitz et al. 2014). 
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Obrázek 27: Peptidomimetické inhibitory s cyanohydrazidovou reaktivní skupinou. Inhibitor Gü1303 patří 

mezi azadipeptidové nitrily a Gü2602 mezi 3-cyano-3-aza-β-aminokyseliny. Modře je zabarvená reaktivní 

cyanohydrazidová skupina a hvězdičkou je vyznačen atom uhlíku tvořící kovalentní isothiosemikarbazidový 

adukt s atomem síry katalytického cysteinu KatK. Pozice reaktivní skupiny je u Gü1303 v terminální poloze, 

zatímco u Gü2602 v centrální části molekuly. 

Kinetická inhibiční měření s fluorogenním substrátem (Cbz-Gly-Pro-Arg-AMC) 

a maturní formou KatK (v této kapitole bude označována mKatK) prokázala výjimečnou 

inhibiční účinnost studovaných cyanohydrazidových inhibitorů. Pro Gü1303 byla určena 

hodnotou inhibiční konstanty Ki = 0,91 nM a téměř o dva řády nižší hodnotu Ki = 0,013 nM 

měl Gü2602, což z něj činí jeden z nejsilnějších doposud známých inhibitorů KatK  

(Tab. č. 4, str. 55). Dále analýza kinetických dat ukázala, že v případě Gü1303 je patrná 

časová závislost typická pro tzv. pomalu vázající inhibitory (“slow-binding”) s asociační 

rychlostní konstantou kon = 527·103 M−1s−1
, zatímco v případě Gü2602 se jedná o rychle 

vázající inhibitor (“fast-binding”), kde hodnotu kon nelze z principu stanovit.  

Tabulka 4: Inhibice aktivity maturního KatK (mKatK) pomocí cyanohydrazidů Gü2602 a Gü1303. Inhibice 

byla měřena v aktivitním testu s fluorogenním substrátem Cbz-Gly-Pro-Arg-AMC při pH 5,5 a hodnoty 

kinetických parametrů byly určeny z grafů generovaných programem GraFit. Technické detaily jsou uvedeny 

v přiložené autorské publikaci č. 2. n.d. – hodnotu parametru nelze stanovit. 

Inhibitor 

Inhibice mKatK 

Ki 

(nM) 

kon 

(103 M−1 s−1) 

koff 

(10−3 s−1) 

Gü2602 0,013 ± 0,008 n.d. n.d. 

Gü1303 0,91 ± 0,04 527 ± 8 0,480 ± 0,028 
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Účinnost inhibitorů Gü2602 a Gü1303 při interakci s KatK byla dále testována 

na buněčném modelu pomocí kultury buněk lidského osteosarkomu (linie U-2 OS), které 

KatK exprimují. KatK byl monitorován s využitím fluorescenčně značené aktivitní sondy 25 

(z publikace č. 2), která se váže do aktivního místa KatK, a vizualizován po separaci 

na SDS-PAGE. Bylo prokázáno, že oba cyanohydrazidové inhibitory jsou schopny 

proniknout přes buněčnou membránu až do lysozomálního/endozomálního systému a cíleně 

se vázat do aktivního místa KatK, čímž kompetují se sondou 25 (Obr. 28B, str. 64).  

Dále byl studován vliv inhibitoru Gü2602 a Gü1303 na proces autokatalytické 

aktivace zymogenu KatK při nízkém pH, při kterém je generován maturní KatK. Bylo 

pozorováno, že v přítomnosti cyanohydrazidových inhibitorů dochází k výraznému 

potlačení procesu aktivace zymogenu oproti neinhibované kontrole, která za stejných 

podmínek vedla k plné konverzi na maturní enzym (24 kDa) za současného oddělení 

propeptidové domény (10 kDa) (Obr. 28A, str. 57). V průběhu autoaktivační reakce 

cysteinových katepsinů jsou oslabeny interakce mezi propeptidem a katalytickou doménou, 

dochází ke konformační změně propeptidu a postupnému odhalení aktivního místa 

(McQueney et al. 1997; Pungerčar et al. 2009). Lze předpokládat, že za této situace dochází 

k efektivní interakci s reverzibilním cyanohydrazidovým inhibitorem, který proces 

autokatalytické konverze zpomalí.  
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Obrázek 28: Funkční interakce inhibitorů Gü1303 a Gü2602 s katepsinem K v buňkách a při aktivaci 

zymogenu. A) Proenzym KatK (pKatK) byl inkubován in vitro s inhibitory o finální koncentraci 10 µM při pH 

4,0 a byla sledována jeho autokatalytická konverze na aktivní maturní formu (mKatK). V uvedených časových 

intervalech byly odebrány vzorky reakční směsi, které byly separovány pomocí SDS-PAGE. V přítomnosti 

inhibitoru dochází k potlačení procesu tvorby mKatK. B) Buněčná linie osteosarkomu (U-2 OS) byla 

inkubována v přítomnosti inhibitorů o finální koncentraci 1 µM po dobu 3 hodin.  Následně byly buňky 

inkubovány s fluorescenční sondou 25 rozpoznávající aktivní místo KatK po dobu 24 hodin. Buněčný lyzát byl 

separován na SDS-PAGE a vizualizován fluorescenčně (levá část) a barvení proteinu pomocí Coomassie 

Brilliant Blue G (pravá část). Zhášení fluorescenční sondy 25 je důkazem kompetice s inhibitory o vazbu do 

aktivního místa KatK.  

5.5.2 Krystalografická analýza komplexů cyanohydrazidových inhibitorů 

s katepsinem K 

V rámci této studie byly připraveny komplexy inhibitorů Gü1303 a Gü2602 se dvěma 

molekulárními formami KatK. S maturním enzymem mKatK a s aktivačním meziproduktem 

iKatK, který vzniká během konverze zymogenu KatK na maturní formu enzymu. Pro řešení 

komplexů mKatK byla zvolena metoda molekulárního nahrazení a v případě řešení 

komplexů iKatK byla použita kombinace molekulárního nahrazení a automatizovaného 

modelování propeptidové domény pomocí programu Buccaneer. 

mKatK komplexy obsahovaly jednu molekulu v asymetrické jednotce 

s ortorombickou symetrií krystalové mříže a bodovou grupou P21212. V případě komplexu 

mKatK-Gü1303 bylo dosaženo finálního rozlišení na 1,55 Å a pro komplex mKatK-Gü2602 

bylo po ořezu datasetu ponecháno rozlišení na 2,00 Å. 

iKatK komplexy obsahovaly též po jedné molekule v asymetrické jednotce, 

s tetragonální symetrií krystalové mříže a bodovou grupou P43212. U komplexu  

iKatK-Gü1303 bylo finální rozlišení 1,90 Å a pro komplex iKatK-Gü2602 bylo docíleno 

rozlišení 1,88 Å.  
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Kombinací metod N-koncového sekvenování a hmotnostní spektrometrie byly určeny 

N- a C-konce polypeptidových řetězců tvořících mKatK a iKatK. Molekula mKatK obsahuje 

katalytickou doménu s polypeptidovým řetězcem Ala1 až Met215 (číslováno podle 

maturního enzymu) s heterogenitou na N-konci, která je způsobena prodloužením o dvě další 

aminokyseliny (Gly98p a Arg99p, písmeno p značí číslování propeptidu) zbylými 

z odštěpeného propeptidu (Obr. 29, str. 59). Ve vyřešeném 3D modelu komplexu  

mKatK-Gü2602 je v mapách elektronových hustot patrná pouze část Ala1 až Met215. 

V případě komplexu mKatK-Gü1303 je viditelná i N-koncová extenze. Komplexy s iKatK 

obsahovaly kromě katalytické domény též neúplný a nekovalentně vázaný propeptidový 

řetězec Glu5p až Ser83p. Katalytická doména iKatK byla na N-konci prodloužena 

o zbytkovou část třinácti aminokyselin z C-koncové části propeptidové domény a její 

celkový rozsah byl v rozmezí Ser87p až Met215 (Obr. 29, str. 59). Na základě viditelných 

map elektronových hustot byl modelován u komplexu iKatK-Gü1303 polypeptidový řetězec 

reziduálního propeptidu od Asp8p po Gln73p a řetězec katalytické domény od Pro2 po 

Met215. Výsledný model iKatK-Gü2602 měl viditelný reziduální propeptid v rozsahu 

Asp8p po Lys74p a katalytickou doménu Arg99p až Met215.   
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Obrázek 29: Aminokyselinová sekvence N-koncové oblasti maturního katepsinu K a aktivačního 

meziproduktu. Znázorněna je oblast sekvence KatK od N-konce propeptidové domény (zeleně a šedě) 

po prvních 20 aminokyselin katalytické domény (černě). Části propeptidu, které jsou viditelné ve finálních 

krystalografických modelech jsou zeleně, ostatní šedě. Pod sekvencí je uvedena lokalizace sekundárních 

struktur (H: α-helix, E: β-struktura; odvozeno z 3D struktury mKatK a iKatK, chybějící segmenty jsou 

odvozeny ze struktury zymogenu KatK PDB: 1BY8). Trojúhelníkové značky uvedené nad sekvencí označují  

N- a C-konce (uvedeno v legendě) polypeptidových řetězců určené N-koncovým sekvenováním a hmotnostní 

spektrometrií. Zeleným kruhem jsou označeny aminokyseliny z reziduálního propeptidu, které tvoří kontakt 

s inhibitorem Gü2602 v komplexu iKatK-Gü2602. Černé lomené šipky určují pozici N-konce u proenzymu 

pKatK, katalytické domény aktivačního meziproduktu iKatK a plně aktivované maturní formy mKatK. 

5.5.3 Analýza vazebného módu cyanhydrazidových inhibitorů s maturní formou 

katepsinu K 

Rentgenostrukturní analýza komplexů cyanhydrazidových inhibitorů s mKatK prokázala 

kovalentní vazbu inhibitorů v aktivním místě. Thiolová skupina katalytického Cys25 tvoří 

s uhlíkovým atomem inhibitoru (označen hvězdičkou na Obr. 27, str. 55) reverzibilní 

isothiosemikarbazidový adukt ve vzdálenosti 1,8 Å.  Peptidomimetické inhibitory jsou 

navázány v orientaci napodobující substrát, kdy pozice P1 až P3 ve struktuře inhibitorů 

vyplňují odpovídající vazebná podmísta S1 až S3 enzymu. Oba inhibitory interagují 

s aktivním místem enzymu pomocí sítě vodíkových můstků a nepolárních interakcí, které 

jsou shrnuty v (Tab. 5, str. 67). V následujících kapitolách budou tyto interakce detailně 

popsány. 
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5.5.3.1 Interakce Gü1303 v aktivním místě maturního katepsinu K 

Nepolární interakce mezi Gü1303 a mKatK jsou uvedeny na (Obr. 30B, str. 62) Pozice P1 

inhibitoru obsahuje azaalanin a přestože tvoří početné kontakty s okolními aminokyselinami 

v S1 vazebném podmístě (Tab. 5, str. 67), žádná z těchto interakcí není definována jako 

striktně nepolární. Pozice P2 obsahuje aminokyselinu fenylalanin, která tvoří interakce 

s aminokyselinovými zbytky (Tyr67, Ala134, Leu160, Ala163 a Leu209) ve vazebném 

podmístě S2. Pozice P3 s terminální skupinou benzyloxykarbonylu interaguje 

s aminokyselinami (Asp61 a Tyr67) v S3 vazebném podmístě. 4-hydroxyfenylová skupina 

Tyr67 dále utváří stabilizační π-π interakci s fenylovým kruhem terminální skupiny.   

Inhibitor Gü1303 je v aktivním místě mKatK stabilizován sítí vodíkových můstků 

uvedených na (Obr. 30B, str. 62). Atom dusíku z isothiosemikarbazidového aduktu (který 

vznikl reakcí nitrilové skupiny inhibitoru s thiolovou skupinou Cys25) interaguje vodíkovou 

vazbou s amidovou skupinou Cys25 a současně s amidovou skupinou z postranního řetězce 

Gln19. Další vodíkové můstky tvoří Gly66, který přispívá jednak svou amidovou skupinou 

k interakci s atomem kyslíku karbonylu na zbytku fenylalaninu v pozici P2 inhibitoru 

a jednak s atomem kyslíku karbamátu terminální skupiny (označen hvězdičkou  

-NH-(C=O)-O*-) v pozici P3 inhibitoru. Atom kyslíku karbonylu Gly66 ještě tvoří vodíkový 

můstek s dusíkovým atomem karbamátu (-N*H-(C=O)-O-) inhibitoru. 

5.5.3.2 Interakce Gü2602 v aktivním místě maturního katepsinu K 

Reaktivní cyanohydrazidová skupina je u Gü2602 oproti inhibitoru Gü1303 umístěna 

v centrální části molekuly. Inhibitor Gü2602 byl navržen tak, aby byl schopný cílit 

i na indexovaná podmísta (S1´ a S2´) enzymu (Schmitz et al. 2014). Nepolární interakce 

mezi Gü2602 a mKatK jsou uvedeny na (Obr. 30B, str. 62). Pozice P1 inhibitoru obsahuje 

segment N-benzyl-N-methylacetamidu, který interaguje s aminokyselinami (Gly23, Gly64 

a Gly65) v podmístě S1. Mapy elektronových hustot finálního krystalografického modelu 

ukazují, že benzylový zbytek tohoto segmentu není směrován do původně zamýšlených 

indexovaných podmíst, ale je spíše orientována nad aktivní místo v oblasti S1 podmísta 

(Obr. 30A, str. 62). Tato skutečnost bude podrobněji komentována v následující kapitole 

(5.5.4). V pozici P2 inhibitoru se nachází terminální skupina Boc, která tvoří nepolární 

interakce se zbytky (Tyr67, Leu160 a Ala163) v podmístě S2. 

I v případě inhibitoru Gü2602 se při vazbě do aktivního místa vytváří stabilizační síť 

vodíkových můstků (Obr. 30B, str. 62). Dusíkový atom aduktu interaguje s amidem 
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na kostře katalytického Cys25, amidem postranního řetězce Gln19 a karbonylem na 

kostře Gly23. Oproti Gü1303 nebyly v terminální oblasti pozice P2 pozorovány vodíkové 

interakce s Gly66, ale vznikla interakce s kostrou zbytku Asn161 tvořená amidickým 

dusíkem inhibitoru Gü2602. 
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Obrázek 30: Vazebný mód cyanohydrazidových inhibitorů v aktivním místě maturního katepsinu K. 

A) Superpozice inhibitorů v aktivním místě mKatK a výřez s vyznačenými pozicemi inhibitorů P1 až P3 

a odpovídajícími podmísty enzymu S1 až S3. Maturní forma enzymu mKatK je zobrazena v transparentním 

povrchovém modelu (šedě) a stužkovém modelu (hnědě). Katalytické místo enzymu ve výřezu je označeno pro 

zbytky Cys25 (žlutá) a His162 (růžová). Inhibitory jsou v tyčinkovém modelu a jejich uhlíkové atomy jsou 

barevně odlišeny tyrkysovou pro Gü1303 a růžovou pro Gü2602. Heteroatomy mají standartní barevné 

kódování (O: červená, N: modrá, S: žlutá). B) Levé panely s tyčinkovými modely znázorňuji síť vodíkových 

interakcí (čárkovaně) mezi inhibitory (barevné značení je stejné jako v sekci A) a aminokyselinovými zbytky 

mKatK (šedě). Pravé panely popisují nepolární interakce mezi inhibitory a aktivním místem mKatK 

v povrchové reprezentaci. Interagující zbytky enzymu jsou oranžově, ostatní šedě. Barevně jsou vyznačeny 

katalytické zbytky jako v panelu A. 
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5.5.3.3 Interakce Gü1303 v aktivním místě aktivačního meziproduktu katepsinu K 

Aktivační meziprodukt (iKatK) vznikl limitovanou autokatalytickou proteolýzou zymogenu 

a obsahuje nekovalentně navázaný reziduální propeptid (Obr. 31A, str. 64) a podrobněji 

kapitola 5.5.2). V krystalových strukturách komplexu iKatK s oběma cyanohydrazidovými 

inhibitory je patrné, že aktivní místo je ve struktuře iKatK otevřené pro vstup ligandu 

s výjimkou částečně blokovaných indexovaných podmíst (konkrétně S1´). Interakce 

inhibitoru Gü1303 s iKatK jsou analogické s výše popsanými pro jeho komplex s maturní 

formou enzymu (Tab. 5, str. 67) a nebyly nalezeny interakce s propeptidovým segmentem. 

Superpozice finálních modelů iKatK-Gü1303 a mKatK-Gü1303 (Obr. 31B, str. 64) 

prokázala téměř identickou konformaci inhibitorů v katalytickém centru enzymu 

s odchylkou pouhých 0,19 Å (RMSD). Pouze v P3 pozici je patrná rozdílná orientace 

karbonylové skupiny a mírná odchylka terminální skupiny, která má za následek ztrátu π-π 

interakce se zbytkem Tyr67. 

5.5.3.4 Interakce Gü2602 v aktivním místě aktivačního meziproduktu katepsinu K 

Inhibitor Gü2602 vytváří v aktivním místě iKatK analogické interakce jako v komplexu 

s mKatK (Obr. 30B, str. 62). Nicméně superpozice finálních modelů iKatK-Gü2602 

a mKatK-Gü2602 (Obr. 31B, str. 64) ukazuje rozdílnou orientaci segmentu  

N-benzyl-N-methylacetamidu v P1 pozici inhibitoru, který je natočeny směrem k propeptidu, 

takže inhibitor vytváří kontakty s propeptidovými zbytky Val72p a Gln73p  

(Obr. 31A, str. 64). Hodnota odchylky mezi konformacemi Gü2602 v komplexech s iKatK 

a mKatK činila z tohoto důvodu 1,23 Å (RMSD). 
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Obrázek 31: Vazebný mód cyanohydrazidových inhibitorů v aktivním místě aktivačního meziproduktu 

katepsinu K. A) Superpozice inhibitorů v aktivním místě iKatK a výřez s vyznačenými pozicemi inhibitorů 

P1 až P3 a odpovídajícími podmísty enzymu S1 až S3. Katalytická doména aktivačního meziproduktu iKatK je 

zobrazena v povrchovém modelu (šedě) a asociovaný reziduální propeptid je ve stužkovém modelu 

s transparentním povrchem (zeleně). Katalytické místo enzymu ve výřezu je označeno pro zbytky Cys25 (žlutá) 

a His162 (růžová). Gln73p a Val72p jsou zbytky propeptidu vytvářející kontakty s inhibitorem Gü2602. 

Inhibitory jsou znázorněny v tyčinkovém modelu a jejich uhlíkové atomy jsou barevně odlišeny tyrkysovou pro 

Gü1303 a růžovou pro Gü2602; heteroatomy mají standartní barevné kódování  (O:červená, N: modrá, 

S: žlutá). B) Levé panely s tyčinkovými modely znázorňuji síť vodíkových interakcí (čárkovaně) mezi inhibitory 

v superpozici (Inhibitory z iKatK komplexů mají stejné barevné kódovaní jako v sekci A a inhibitory z mKatK 

komplexů mají uhlíkové atomy černě) a aminokyselinovými zbytky mKatK (šedě). Pravé panely popisují 

nepolární interakce mezi inhibitory a aktivním místem mKatK v povrchové reprezentaci. Interagující zbytky 

enzymu jsou oranžově, ostatní šedě. Barevně jsou vyznačeny katalytické zbytky jako v panelu A. 
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5.5.4 Analýza konformační flexibility inhibitorů Gü2602 a Gü1303 v aktivním místě 

Krystalografické mapy elektronových hustot použité pro řešení inhibitorů Gü1303 

a Gü2602 v aktivním místě mKatK (a iKatK) byly obecně ve vysoké kvalitě s výjimkou 

slabého signálu pro benzylovou skupinu Gü2602 (Obr. 32A, str. 66). Proto byla dále 

analyzována distribuce krystalografických B-faktorů (teplotních faktorů). Jejich hodnoty 

jsou obecně nízké, ale zvyšují se pro N-benzyl-N-methylacetamidový segment v pozici P1 

inhibitoru Gü2602 s nevyššími hodnotami v jeho benzylové skupině (Obr. 32A, str. 66). 

To dokazuje zvýšenou flexibilitu a dynamickou neuspořádanost této krystalografické 

konformace benzylové skupiny (viz konformace X na Obr. 32B, str. 66), která je umístěna 

v oblasti podmísta S1 a orientována směrem ven z aktivního místa.  

Vzhledem k uvedené flexibilitě P1 pozice a skutečnosti, že inhibitor Gü2602 byl 

původně navržen tak, aby jeho P1 skupina mohla potenciálně interagovat s indexovanými 

podmísty enzymu (Schmitz et al. 2014), byly hledány důkazy pro další možné konformace. 

Detailní inspekce krystalografických map elektronových hustot odhalila slabý signál, který 

lze přiřadit druhé, alternativní konformaci P1 segmentu inhibitoru Gü2602  

(viz konformace Y na Obr. 32B, str. 73). Zde je benzylová skupina namířena směrem do S2´ 

podmísta enzymu. Pro další analýzu této alternativní konformace byly použity přístupy 

výpočetní chemie, pomocí kterých byla generována sada energeticky výhodných poloh 

benzylové skupiny a celého N-benzyl-N-methylacetamidového segmentu. Ty obecně patří 

ke dvěma základním typům konformací, které jsou orientovány jednak do neindexované 

(podmísto S1), anebo indexované (podmísto S2´) oblasti aktivního místa enzymu. 
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Obrázek 32: Konformační flexibilita cyanohydrazidových inhibitorů Gü1303 a Gü2602 v aktivním centru 

maurního katepsinu K A) Znázorněny jsou inhibitory v tyčinkovém modelu, které jsou kovalentně navázány 

na katalyticky Cys25. Mapy elektronových hustot (2Fo-Fc) inhibitorů byly konturovány na 1 σ pro Gü1303 

a 1,5 σ pro Gü2602. Inhibitory jsou vybarveny dle hodnot B-faktorů atomů v gradientu od modré (nízké 

hodnoty) po červenou (vysoké hodnoty). Nejvyšší hodnoty B-faktoru u benzylové skupiny Gü2602 indikuji 

vysokou flexibilitu. B) Levý panel ukazuje krystalografické řešení dvou konformací N-benzyl-N-

methylacetamidového segmentu inhibitoru Gü2602. Pozorována majoritní konformace X je růžově 

a predikovaná alternativní konformace Y je šedě. Mapy 2Fo-Fc jsou zobrazeny pro 1 σ. Katalytický Cys25 je 

oranžově; heteroatomy mají obvyklé barevné kódování (O: červená, N: modrá a S: žlutá). Pravý panel ukazuje 

sadu energeticky výhodných konformací odvozených z krystalografických konformací X a Y (levý panel), které 

byly získány metodami výpočetní chemie (detaily viz autorská publikace č. 3). Barevné provedení je totožné 

s levým panelem. 
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Tabulka 5: Souhrn všech kontaktů tvořených mezi aminokyselinovými zbytky mKatK/iKatK 

a cyanohydrazidovými ligandy Gü1303 a Gü2602. Analýza interakcí byla provedena v programu CONTACT. 

Struktury ligandů byly rozděleny na jednotlivé pozice s označením P1 až P3, pro každou pozici jsou uvedeny 

příslušné kontaktní zbytky enzymu. Parametr s označením C představuje součet všech kontaktů daného zbytku 

enzymu s ligandem (včetně vodíkových můstků). Počet vodíkových můstků udává parametr Hb (zbytky enzymu, 

které tvoří vodíkové můstky, jsou uvedeny tučně). Pro určení kontaktů byly použity vzdálenosti do 4,2 Å a pro 

vodíkové můstky vzdálenosti do 3,3 Å. 

  

Pozice mKatK-Gü2602 mKatK-Gü1303 iKatK-Gü2602 iKatK-Gü1303 

 C Hb  C Hb  C Hb  C Hb 

P1 

      Val72p 10     

      Gln73p 2     

Gln19 2 1 Gln19 3 1 Gln19 2 1 Gln19 3 1 

Gly23 10 1 Gly23 10  Gly23 9 1 Gly23 10  

Ser24 2  Ser24 3  Ser24 2  Ser24 3  

Cys25 13 1 Cys25 14 1 Cys25 13 1 Cys25 14 1 

Trp26 2  Trp26 3  Trp26 1  Trp26 3  

Cys63 1     Cys63 1     

Gly64 7     Gly64 4     

Gly65 2     Gly65 4     

Asn161 10 1 Asn161 2  Asn161 6 1 Asn161 2  

His162 3  His162 2  His162 3  His162 2  

P2 

Cys25 1  Cys25 2  Cys25 2  Cys25 2  

Gly65 2  Gly65 6  Gly65 2  Gly65 6  

Gly66 5  Gly66 11 2 Gly66 5  Gly66 11 2 

Tyr67 2  Tyr67 3  Tyr67 2  Tyr67 3  

   Met68 2     Met68 2  

   Ala134 3     Ala134 3  

Leu160 3  Leu160 4  Leu160 3  Leu160 4  

Asn161 6     Asn161 9     

His162 3     His162 3     

Ala163 1  Ala163 1  Ala163 1  Ala163 1  

   Leu209 2     Leu209 2  

P3 

   Glu59 3     Glu59 3  

   Asn60 3     Asn60 3  

   Asp61 5     Asp61 5  

   Gly65 3     Gly65 3  

   Gly66 15 1    Gly66 15 1 

   Tyr67 11     Tyr67 11  
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6. Diskuse 

Disertační práce se zabývá cysteinovou proteasou katepsinem K (KatK), který je cílovou 

molekulou pro léčbu několika patologií. Nejvíce studované je spojení KatK s osteoporózou, 

dále s artritidou a v neposlední řadě s metastázemi do kostní tkáně. Tato práce se soustředí 

na nové mechanismy regulace aktivity KatK pomocí proteasových inhibitorů, které 

představují potenciální chemoterapeutika. 

V současné době (2021) není na trhu žádné komerční léčivo a bázi cílené inhibice 

KatK. Vývoj několika inhibičních preparátů jako je odanacatib (Merck), balicatid (Novartis) 

nebo ONO-5334 (Ono Pharmaceutical) byl ukončen v II. nebo III. fázi klinických studií 

vzhledem k vedlejším účinkům jako jsou zvýšené riziko cévní mozkové příhody, 

kardiovaskulárních komplikací nebo kožní defekty (Makras et al. 2015; Drake et al. 2017; 

Lu et al. 2018). Další inhibitory KatK zejména pro léčbu osteoporózy jsou v současné době 

ve vývoji a testování farmaceutickými firmami (Qiu et al. 2016). Dle statistických údajů 

v České republice osteoporózou trpí přibližně 5 % obyvatel (Kanis et al. 2021) a postihuje 

zejména ženy po menopauze. Nejčastějším projevem tohoto onemocnění je zlomenina krčku 

stehenní kosti a více jak 20 % nemocných zemře následně na komplikace spojené s tímto 

úrazem, nejčastěji v podobě zápalu plic. Klinická praxe je zaměřena na režimová opatření 

a suplementaci, která spočívají v podávání vápníku a vitamínu D. Dále v antiresorpční léčbě 

pomocí přípravků jako jsou estrogeny, modulátor estrogenových receptorů Raloxifen, 

bisfosfonáty nebo protilátka proti cytokinu RANKL Denosumab, ale u tohoto přístupu je 

také známá celá škála vedlejších účinků (Zhang et al. 2011; Tu et al. 2018).  

Na příkladu výše uvedených vyvíjených léčiv na bázi inhibice KatK, u kterých byly 

prokázány vedlejší účinky, je patrná komplexnost problému vyžadující nové podrobnější 

informace o KatK. Jedním z důležitých aspektů je otázka selektivity inhibice enzymové 

aktivity KatK. V proteomu je redundance cysteinových proteas katepsinového typu a jejich 

účasti v buněčných signalizačních a regulačních kaskádách, kdy dochází k částečnému 

překrývaní a zastupitelnosti rolí vzhledem k blízkému funkčnímu profilu jednotlivých 

příbuzných enzymů. To klade zvýšené nároky na úzké cílení inhibice. Proto je kladen důraz 

na vývoj selektivnějších inhibitorů KatK nebo dokonce na inhibici pouze některých funkcí 

KatK. Příkladem jsou studie zabývající se inhibicí kolagenolytické aktivity KatK 

blokovaným exo-míst bez ovlivněni aktivity KatK k jiným typům substrátů  

(Panwar et al. 2018). Dalším problémem, s nímž se setkal vývoj inhibitorů KatK je vhodný 
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testovací biologický model. Během výzkumu jsou využívány především studie 

na hlodavcích (myš, krysa a králík). Nicméně homologa KatK těchto hlodavců vykazují 

sekvenční identitu 86 % až 96 % a liší se stavbou aktivního místa, především substitucemi 

v podmístě S2, oproti lidskému KatK. To má za následek významné rozdíly v inhibičních 

parametrech testovaných inhibitorů (Desmarais et al. 2008) jako příklad lze uvést sníženou 

inhibiční účinnost vyvíjených inhibitorů balicatib a odanacatib, což pravděpodobně vedlo 

k tomu, že vedlejší účinky terapie nebyly odhaleny už v úvodních fázích testování  

(Law et al. 2017).  

Pro design vysoce biologicky aktivních a selektivních inhibitorů KatK je nezbytné 

detailně popsat strukturní mechanismy inhibice a zmapovat interakce mezi inhibičními 

ligandy a cílovým enzymem. Tato dizertační práce si kladla za cíl testovat účinnost 

a analyzovat vazebný mód pro nové peptidomimetické a nízkomolekulární inhibitory KatK 

a přinést relevantní poznatky pro pokročilý vývoj potenciálních léčiv.   

Regulace enzymové aktivity KatK pomocí nových nízkomolekulárních 

a peptidomimemtických inhibitorů. 

V autorské publikaci č. 1 (Pomeislová et al. 2021) byly poprvé experimentálně 

testovány a charakterizovány inhibiční vlastnosti syntetických nízkomolekulárních 

sloučenin s 1,2,4-thiadiazolovou reaktivní skupinou vůči lidskému KatK. Tyto sloučeniny 

byly klasifikovány jako irveverzibilní kovalentní inhibitory, které tvoří disulfidický adukt 

s thiolovou skupinou proteasy. Sada 21 sloučenin obsahovala šest sloučenin s výraznou 

účinností inhibice KatK pod hranici 50 % zbytkové enzymatické aktivity a tyto látky 

vykazovaly hodnotu IC50 v mikromolárních koncentracích. Nejúčinnější derivát 10a 

substituovaný na dusíku N5 měl hodnotu IC50 = 2,63 ± 0,31 µM. Publikace identifikovala 

substituované sloučeniny s 1,2,4-thiadiazolovým heterocyklem jako účinné inhibitory KatK 

a rozšiřuje tak spektrum potenciálního využití této skupiny látek. Deriváty byly již dříve 

popsány jako inhibitory cysteinového katepsinu B (Leung-Toung et al. 2003), který je 

studován v souvislosti s léčbou Alzheimerovy choroby (Bernstein and Keilhoff 2018) nebo 

jako regulátory medicinálně zajímavých enzymů s vazebnými místy obsahujícími 

cysteinové zbytky jako je GSK-3β (Martinez 2002; Pomeislová et al. 2021). Reaktivní 

skupina 1,2,4-thiadiazolu a popsané závislosti mezi strukturou a aktivitou studovaným 

derivátů otevírají cestu pro další design odvozených inhibitorů KatK s optimalizovanými 

funkčními vlastnostmi. Pro další racionální design zatím scházejí informace na úrovni 
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3D struktur, které zatím nebyly publikovány pro relevantní thiadiazolové ligandy kromě 

teoretických simulací (Vega-Teijido et al. 2014).  

V autorské publikaci č. 3 (Benýšek et al 2022) byl poprvé popsán strukturní 

mechanismus interakce nové skupiny vysoce selektivních peptidomimetických inhibitorů 

KatK vybavených cyanohydrazidovou reaktivní skupinou, které vykazují vynikající 

inhibiční účinnost s hodnotami Ki v až pikomolární oblasti koncentrací. Cyanohydrazidy 

představují zřejmě dosud nejpokročilejší design reverzibilních kovalentních inhhibitorů 

KatK a tato práce se zabývá dvěma hlavními chemotypy označovanými jako azadipeptidové 

nitrily a 3-cyano-3-aza-β-aminokyseliny. Vznikly nahrazením CαH skupiny konvenčně 

používaných karbanitrilů (jako jsou např. dříve vyvíjená léčiva odanacatib a balicatib) 

atomem dusíku v P1 pozici inhibitorů a další stabilizací této skupiny substitucemi. V případě 

azadipeptidových nitrilů je cyanohydrazidová reaktivní skupina umístěna terminálně 

a představitelem těchto látek je inhibitor Gü1303 s hodnotou Ki = 0,91 nM  

(Frizler et al. 2011). Pro dosažení vyšší selektivity vůči KatK byla reaktivní skupina 

umístěna centrálně do molekuly inhibitoru, aby byla možná interakce i s indexovanými 

podmísty enzymu, a tak byly odvozeny inhibitory typu 3-cyano-3-aza-β-aminokyselin. 

Jejich představitelem je inhibitor Gü2602 s hodnotou Ki = 0,013 nM (Schmitz et al. 2014). 

Disertační práce přináší první strukturní analýzu vazebného módu těchto dvou 

prototypových inhibitorů. 

Inhibitory s cyanohydrazidovou skupinou mohou být obecně atropochirální. 

Atropoisomery jsou stereoisomery, které se liší energií jednoduché substituované vazby 

s omezenou rotací kolem osy symetrie. V případě cyanohydrazidové skupiny jde 

o substituovanou vazbu N−N. Inhibitor Gü1303 má dusíkové atomy NMe−NMe 

methylované a sousední vazba CO−NMe je u nenavázaného inhibitoru v E-konfiguraci 

(Jílková et al. 2021). Po navázání do aktivního místa enzymu dochází ke konformační změně 

na Z-konfiguraci. Stejný efekt byl pozorován i v případě interakce azadipeptidového nitrilu 

s katepsinem B z motolice Schistosoma mansoni (SmCB1), který je cílovou molekulou pro 

léčbu schistosomózy (Jílková et al. 2021). V případě Gü2602 je vazba NH−NMe pouze 

částečně methylovaná, a tak nepředstavuje atropochirální centrum, jak bylo prokázáno 

pomocí NMR dat (Ottersbach et al, 2012). Na sousední vazbě CO−NH proto nedochází ke 

konverzi konfigurace během vazby. Rozdíl v konformaci navázaného a nenavázaného 

inhibitoru se u Gü1303 a Gü2602 odráží i v jejich odlišném kinetickém chování (viz příloha 

k publikaci č. 3). V případě Gü1303 byla určena kinetika typická pro tzv. pomalu vázající 
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inhibitory, kdy dochází k pomalému ustálení rovnováhy mezi enzymem, inhibitorem 

a výsledným komplexem z důvodu konformační změny inhibitoru. Tato změna byla 

prokázána jako krok kontrolující kinetiku a získané výsledky jsou tak v souladu s dříve 

publikovaným článkem o kinetice inhibice SmCB1 pomocí azadipeptidového nitrilu 

(Jílková et al. 2021). Oproti tomu inhibitor Gü2602 vykazuje kinetiku tzv. rychle vázajících 

inhibitorů, což odpovídá absenci časově náročné konformační změny během vazby. Tak se 

tento inhibitor podobá v kinetice a konfiguraci konvenčním karbanitrilovým inhibitorům 

 (Jílková et al. 2021).  

Rozdílné umístění reaktivní skupiny mezi inhibitory Gü1303 a Gü2602 se odráží 

i v rozdílném obsazení vazebných podmíst na KatK. Gü1303 s terminálně umístěnou 

reaktivní skupinou cílí vazebná podmísta S1 až S3 a na základě analýzy B-faktorů 

(teplotních faktorů) se jedná o rigidní inhibitor. Naproti tomu Gü2602 s centrálně umístěnou 

reaktivní skupinou obsazuje primárně vazebné podmísto S2 a svým flexibilním segmentem 

N-benzyl-N-methylacetamidu (zvláště jeho benzylovou skupinou) vytváří dvě alternativní 

konformace. Ty jsou směřovány buď do podmísta S1 nebo S2´. Konformace v podmístě S1 

je ta hlavní, která byla pozorovaná v krystalové struktuře, kde je zřejmě upřednostněna 

stabilizací pomocí přídatných intramolekulárních kontaktů a krystalografických kontaktů se 

sousedními molekulami. Pro konformaci v podmístě S2´ jsou důkazy v mapě elektronových 

hustot a zejména byla prokázána metodami výpočetní chemie. Přístup molekulárního 

modelování obecně odhalil sadu možných variací v orientaci pro obě základní konformace 

a potvrdil vysokou flexibilitu této části inhibitoru Gü2602. V této souvislosti je také 

zajímavé zmínit autorskou publikaci č. 2 (Lemke et al. 2021), kde bylo popsáno umístění 

flexibilní benzylové skupiny do S2´ podmísta KatK a její funkční význam u jiného typu 

inhibitoru.  

Zvýšená flexibilita inhibitoru Gü2602 je možným vysvětlením pro jeho výjimečné 

inhibiční vlastnosti s účinností v pikomolární oblasti. Lze předpokládat, že konformační 

flexibilita (na hranici mezi indexovanými a neindexovanými podmísty) poskytuje 

entropickou výhodu v celkové energetice vazby na KatK. Je známo, že ztráta konfigurační 

entropie po navázání na enzym nepříznivě přispívá k volné vazebné energii  

(Chia-en et al. 2007). Dalším významným faktorem pro vazbu Gü2602 je stabilizace 

komplexu sítí vodíkových interakcí, kde klíčovou roli hraje interakce amidového dusíku NH 

na reaktivní skupině inhibitoru s Asn161 v podmístě S2. Deriváty Gü2602, které mají tento 
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dusík methylovaný a tudíž netvoří interakci, vykazují dramatický pokles inhibiční účinnosti 

o několik řádů (Schmitz et al. 2014). 

Kromě komplexů inhibitorů Gü1303 a Gü2602 s maturní formou KatK (mKatK) byly 

také strukturně charakterizovány komplexy s aktivačním meziproduktem (iKatK). 

Ten vzniká v průběhu autokatalytické konverze nekativního zymogenu na plně aktivovaný 

maturní enzym a tento proces je spojen s proteolytickým odstraněním kovalentně spojené 

propeptidové domény. Nyní byla poprvé popsána struktura iKatK, která obsahuje vedle 

hlavní katalytické domény nekovalentně asociovaný fragment reziduálního propeptidu 

(v rozsahu Glu5p až Ser83p). Na rozdíl od struktury zymogenu (Sivaraman et al. 1999) 

u iKatK zbytkový propeptid pouze částečně překrývá aktivní místo enzymu a blokuje 

převážně podmísto S1´. Katalytické centrum iKatK se tak již stává přístupné pro ligand. Zde 

je vidět rozdíl oproti aktivačnímu meziproduktu katepsinu SmCB1, ve kterém je katalytické 

centrum stále blokováno reziduálním propeptidem a proteasa v této formě je neaktivní 

(Jílková et al. 2014). 

Bylo prokázáno, že iKatK váže Gü2602 a Gü1303 analogickým způsobem, jaký byl 

pozorován u jejich komplexů s mKatK. To ukazuje, že aktivní místo iKatK je pro inhibitory 

plně přístupné ve všech potřebných vazebných podmístech a může být jimi regulováno. 

Tento závěr dále podporují výsledky testování Gü2602 a Gü1303 v autoaktivačním testu 

in vitro se zymogenní formou KatK. Ten prokázal, že oba inhibitory silně potlačují 

autokatalytickou konverzi zymogenu na maturní formu, která probíhá jako bimolekulární 

reakce katalyzovaná funkčními formami mKatK/iKatK. Tento závěr je v souladu 

s předchozími studiemi o mechanismu autoaktivace cysteinových katepsinů  

(Vernet et al. 1991; Pungerčar et al. 2009).  

Závěrem byla prokázána schopnost inhibitorů Gü2602 a Gü1303 regulovat KatK 

na buněčném modelu s využitím buněčné linie osteosarkomu. Pro vizualizaci KatK byla 

použita fluorescenčně značená sonda 25 z autorské publikace č. 2 (Lemke et al. 2021) která 

se selektivně váže do aktivního centra KatK a kompetuje o vazbu s inhibitory. Oba inhibitory 

silně potlačily značení KatK, což dokazuje dobrou permeabilitu inhibitorů pro vstup 

do buňky a efektivní interakci s cílovým enzymem. Všechna získaná data ukazují inhibitory 

Gü2602 a Gü1303 jako účinné regulátory aktivního KatK a to jak přímou interakcí, tak 

cílením na aktivační proces, který enzym generuje. 
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Využití selektivních inhibitorů pro konstrukci fluorescenčních sond detekujících aktivní 

KatK  

Selektivní vizualizace aktivních forem jednotlivých proteas v rámci komplexního 

proteomu má zásadní význam pro pochopení regulace proteolytických systémů a jejich 

dysbalance během patologií. Z terapeutického hlediska má důležité využití v diagnostice, 

zejména pro lokalizaci tkání s patologicky zvýšenými aktivitami proteasových markerů nebo 

pro monitorování redukovaných aktivit cílových proteas po podání léčiv na bázi 

proteasových inhibitorů. Jednoduchým molekulárním nástrojem pro vizualizaci aktivity 

proteas jsou selektivní fluorogenní substráty, kde ovšem může dojít ke zkreslení výsledků 

při lokalizaci signálu vlivem difuze značeného štěpeného produktu (Kasperkiewicz 2021). 

Alternativním přístupem je použití značených sond na bázi selektivních proteasových 

inhibitorů, které se váží do aktivního místa proteasy a umožňují tak specifickou detekci 

aktivní formy enzymu („activity-based probes“, ABP) (Bogyo 2010; Sanman and Bogyo 

2014). Tyto sondy jsou v současné době předmětem intenzivního výzkumu ve spojitosti 

s diagnostikou patologií. Příkladem jsou aktivitní sondy pro detekci katepsinu L u rakoviny 

prsu (Poreba et al. 2018) nebo pro analýzu působení katepsinu B u Alzheimerovy choroby 

(Poreba et al. 2019). 

Příspěvkem k autorské publikaci č. 2 bylo objasnění vazebného módu první 

peptidomimetické aktivitní sondy pro selektivní detekci KatK. Tato sonda je odvozena 

ze struktury inhibitoru vybaveného vinylketonovou reaktivní skupinou, která se kovalentně 

ireverzibilně váže do katalytického centra KatK mechanismem Michaelovy nukleofilní 

adice. Na základě dat z rentgenové strukturní analýzy komplexu sondy s KatK byly 

objasněny klíčové interakce v aktivním místě KatK. Sonda obsahovala v P1´ pozici zásadní 

dibenzylaminový segment, který cílil benzylové skupiny na dvě podmísta S1´ a S2´, a byl 

zodpovědný za vynikající účinnost a selektivitu. O interakcích inhibitorů v těchto 

indexovaných vazebných podmístech KatK je z krystalografických studií známo doposud 

málo. Dřívější studie se substráty ukazují, že jsou zde akceptovány aromatické 

aminokyseliny (Alves et al. 2003). 

Na opačné straně sondy je umístěn fluorofor cyanin 5, který pro nízkou kvalitu map 

elektronových hustot nemohl být strukturně popsán. To naznačuje jeho flexibilitu 

a předpokládanou orientaci ven z aktivního místa. Pro posouzení, zdali fluorescenční značka 

neovlivňuje celkovou vazbu sondy v aktivním místě, byl analyzován i komplex KatK 
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s prekurzorovým inhibitorem bez fluoroforu. Výsledná superpozice obou struktur 

a distribuce kontaktů potvrdila, že síť klíčových interakcí je analogická. Získaná data 

umožňují konstrukci dalších derivátů například s jinými fluorofory či detekčními značkami 

v této poloze bez ztráty vazebných vlastností modifikovaných sond. 

Funkční vlastnosti aktivitní sondy byly úspěšně testovány v kontextu komplexního 

proteomu pomocí značení buněčných lyzátů a značení buněk lidského osteosarkomu. 

Fluorescenční mikroskopie a analýza buněk po separaci na SDS-PAGE ukazuje, že navržená 

sonda vstupuje do buňky až do lysozomo/endozomálního systému, kde značí aktivní formu 

KatK.  Tato sonda představuje tak účinný nástroj pro citlivou a selektivní detekci KatK. 

Závěrem lze shrnout, že disertační práce přinesla důležité poznatky o medicinálně 

relevantních inhibitorech KatK, zejména identifikaci nové třídy nízkomolekulárních 

thiadiazolových inhibitorů KatK, vysvětlení strukturního mechanismu interakce 

cyanohydrazidových inhibitorů jako dosud nejúčinnějších regulátorů KatK a první 

fluorescenční sondu pro selektivní vizualizaci KatK s potenciálním využitím v diagnostice. 
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7. Závěr 

Disertační práce se zabývala cysteinovou proteasou katepsinem K (KatK), který je 

cílovou molekulou pro léčbu osteoporózy a artritidy pomocí chemoterapeutik na bázi 

proteasových inhibitorů. V rámci práce byly studovány tři skupiny syntetických 

kovalentních inhibitorů KatK nízkomolekulárního a peptidomimetického charakteru. 

Zjištěny byly nové poznatky o mechanismu inhibiční regulace KatK a vztahu mezi 

strukturou a aktivitou inhibitorů této proteasy. Získané výsledky mají využití při vývoji 

účinných selektivních chemoterapeutik a molekulárních diagnostických sond. Výsledky jsou 

shrnuty ve třech publikacích, které byly publikovány v mezinárodních odborných 

časopisech.  

Zadané cíle práce byly splněny a hlavní získané výsledky jsou následující: 

1) Byl připraven rekombinantní KatK a jeho jednotlivé aktivační formy (zymogen, 

aktivační intermediát a maturní enzym). 

2) Testováním knihovny nízkomolekulárních inhibitorů na bázi 1,2,4 thiadizolů byla 

identifikována nová třída inhibitorů KatK.   

3) Pro sadu peptidomimetických inhibitorů na bázi vinylketonů a cyanohydrazidů byly 

připraveny komplexy s KatK, nalezeny jejich krystalizační podmínky a byla určena 

3D struktura celkem šesti komplexů pomocí rentgenostrukturní analýzy. 

4) Strukturní analýzou byl určen vazebný mód peptidomimetických vinylketonů 

a cyanohydrazidů a byly popsány klíčové interakce mezi inhibitorem a aktivním místem 

KatK. Poprvé byla určena struktura aktivačního meziproduktu KatK a jeho inhibiční 

interakce. Mezi charakterizovanými inhibitory je jeden z nejlepších známých inhibitorů 

KatK a unikátní inhibiční sonda pro detekci KatK. 

5) Byly odvozeny vztahy struktury a funkce studovaných inhibitorů na základě 

integrace strukturních dat s výsledky získanými pomocí výpočetních metod, inhibičních 

analýz a buněčných testů. 
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