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Seznam zKkratek

A

ABP
AMC
Cbz
ICso
E-64
KatK
iKatK
mKatK
Ki
PDB
RMSD
RP-HPLC

SDS-PAGE

Angstrom, 101%m

sonda pro detekci aktivni formy enzymu (z angl. ,,Activity-based Probes*)
7-amino-4-mehtylkumarin

benzyloxykarbonyl

koncentrace inhibitoru potiebna k dosazeni 50 % inhibice aktivity enzymu
N-(trans-Epoxysukcinyl)-L-leucin-4-guanidinobutylamid

katepsin K

aktivacni intermediat (meziprodukt) katepsinu K

maturni forma katepsinu K

inhibi¢ni konstanta

databaze proteinovych struktur (z angl. “Protein Data Bank)

stiedni kvadraticka odchylka (z angl. “Root Mean Square Deviation™)

vysokotlakd chromatografie na reverzni fazi (z angl. ,Reverse Phase High

Performace Liquid Chromatography*)

elektroforéza na polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecylsiranu sodného



Abstrakt

Lidsky katepsin K (KatK) je lysozomalni cysteinova proteasa exprimovand predevSim
v osteoklastech. Fyziologicka funkce spociva v degradaci extracelularni kostni matrix, kde je
nejucinnéjsim enzymem pro Stépeni kolagenu. ZvySend enzymaticka aktivita KatK je spojena
s osteopordzou a dale revmatoidni artritidou a osteoartritidou. Proto je KatK cilovou molekulou
pro lécbu uvedenych patologii a k jeho regulaci jsou vyvijena chemoterapeutika na bazi
proteasovych inhibitori. Tato prdce se =zabyva reaktivnimi peptidomimetickymi
a nizkomolekularnimi inhibitory KatK typu thiadiazolli, vinylketoni a cyanohydrazida.
Soustfedi se zejména na urceni vazebného mddu selektivnich inhibitorli a charakterizaci jejich
interakci s aktivnim mistem KatK. Pfistupy rentgenostrukturni analyzy jsou kombinovany
s vypocetni chemii, enzymologickou analyzou a bunécnymi testy k objasnéni vztahu mezi
strukturou a biochemickou aktivitou téchto inhibitort. Ziskané vysledky pfinaseji vyznamné
informace pro navrhovani a optimalizaci novych vysoce G¢innych a selektivnich inhibitori

KatK uréenych pro vyvoj potencialnich 1é¢iv a diagnostickych sond.

Klic¢ova slova: katepsin K, proteasa, inhibitor, 3D struktura, osteopor6za



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



1. Uvod

Katepsin K je lysozomalni proteasa z rodiny papainu, kterd se fadi do tfidy cysteinovych
proteas. Jedna se o enzym exprimovany piedevsim v osteoklastickych buiikach a je klicovy pfi
procesu resorpce kostni tkan¢ a remodelace slozek extracelularni matrix. Katepsin K je schopen
jako jedina sav¢i proteasa degradovat kolagen typu I, ktery je hlavnim strukturnim elementem
kostni tkan€. Dysbalance enzymové aktivity této proteazy vede k celé rad¢€ patologii. Prikladem
je rozvoj nadorovych onemocnéni, zanét ¢i neadekvatni imunitni odpovéd’. Proteolytickou
degradaci extraceluldrni matrix pfispiva k rozvoji osteopordzy, ktera je jednim z nejcastejSich
onemocnéni pohybového aparatu. Osteopordza se vyznacuje fidnutim a zvySenou kiehkosti
kostni tkan¢ a postihuje pfevazné Zeny v postmenopauzalnim veéku. Dale katepsin K piispiva
k rozvoji fibrozy srdecni a plicni tkané ¢i zanétlivych onemocnéni osteoartrozy a revmatoidni
artritidy. ZvySena hladina exprese katepsinu K byla téZ prokdzana u celé fady nadorovych
onemocnéni, jakymi jsou naptiklad rakovina prsu, plic, prostaty a melanomu, kde podporuje
migraci nadorovych bunék s naslednou tvorbou metastazi do kostni tkédn€. Z téchto divodu je
katepsin K atraktivni cilovou molekulu pro vyvoj novych chemoterapeutik, ktera umozni
snizeni jeho enzymové aktivity. V soucasné dobé neni komeréné dostupny zadny terapeuticky
prostiedek tohoto typu a vyvijené latky nékolika farmaceutickych firem neprosly UspéSné
klinickymi studiemi. Disertani prace je zaméfena na katepsin K a regulaci jeho enzymové
aktivity s vyuzitim novych specifickych peptidomimetickych a nizkomolekularnich inhibitori
a dale na fluorescencné znacené aktivitni sondy, ur€ené pro diagnostiku patologii spojenych

s katepsinem K.



2. Cile prace

Cysteinova proteasa katepsin K (KatK) je cilovou molekulou pro 1é€bu osteopordzy a artritidy
pomoci chemoterapeutik na bazi proteasovych inhibitorli. Prace je zaméfena na identifikaci
novych inhibitori KatK a zejména na uréeni vazebného modu selektivnich inhibitorti cilenych
na aktivni misto KatK. Cilem je pfinést nové poznatky o vztahu mezi strukturou
a biochemickou aktivitou inhibitora, kter¢é umozni design U¢innych selektivnich inhibitora

KatK jako potencialnich 1é¢iv a molekularnich diagnostickych sond pro detekci KatK.

Dildi cile prace jsou nasledujici:

1) Ptipravit rekombinantni KatK a jeho jednotlivé aktivaéni formy. Testovat inhibi¢ni

vlastnosti studovanych inhibitor za pomoci enzymologickych metod.

2) Ptipravit kovalentni komplexy KatK s inhibitory, krystalizovat je a popsat

rentgenostrukturni analyzou.

3) Ur¢it vazebny mod inhibitorti podle 3D struktury komplexti. Integrovat strukturni data

s vysledky ziskanymi pomoci vypocetnich metod, inhibi¢nich analyz a bunéénych testi.

4) Vyse uvedenym zplisobem studovat tfi skupiny kovalentnich inhibitorti se zaméefenim
na: (i) funkéni interakeci 1,2,4 thiadizolt s KatK, (ii) vyuziti vinylketonli pro konstrukci
fluorescencnich sond k detekci KatK, (iii) vztah struktury a funkce cyanohydrazidi, patticich

mezi nejlepsi zndme inhibitory KatK.



4. Material a metody

4.1 Material a laboratorni vybava

Disertaéni prace vznikla s vyuzitim pfistrojového vybaveni laboratoti Ustavu organické chemie
a biochemie AV CR (UOCHB AV CR, v.v.i) a ve spolupraci se zahranié¢nimi vyzkumnymi

institucemi.

Plazmid pUC57 obsahujici usek DNA a kodujici zymogen lidského KatK (Uniprot P43235) byl

syntetizovan firmou (GenScript, USA).

Sady inhibitorii poskytli M. Giitschow, Universitit Bonn (Némecko) a P. Majer
(skupina medicinalni chemie), UOCHB AV CR, v.v.i. Syntetické inhibitory E-64 a E-64d

(Sigma-Aldrich, CR) byly zakoupeny.

Fluorescen¢né znaceny substrat Cbz-Gly-Pro-Arg-AMC byl zakoupen od firmy (Bachem,

Svycarsko).

Mysi monoklondlni protilatky proti lidskému KatK byly zakoupeny od firmy (Santa Cruz

Biotechnology, USA) a sekundarni kozi znacené protilatky anti-mouse IgG

(Sigma-Aldrich, CR)

Bunécna linie lidského osteosarkomu (U2-OS) poskytla H. Mertlikova-Kaiserova (skupina
biochemické farmakologie), UOCHB AV CR, v.v.i.

Sady komercnich krystalizacnich roztokt byly zakoupeny od firem Molecular Dimensions

(UK)) a Jena Bioscience (Némecko)

Sbér difrakénich dat pro rentgenovou strukturni analyzu byl proveden na rentgenové difrakéni

stanici MicroMax-007 HF Microfocus (Rigaku, Japonsko) na UOCHB AV CR, v.v.i. a na

synchrotronu Bessy II electron storage ring (Helmholtz Zentrum, Némecko).



4.2 Metody
4.2.1 Metody molekularni biologie

V disertacni praci byly pouzity nasledujici metody molekularni biologie: ptiprava expresnich
plazmidt pro rekombinantni expresi KatK, transformace do bunék E. coli, elektroporaci do

bunek P. pastoris, selekce klonti a optimalizace rekombinantni exprese.

4.2.2 Biochemické metody

V diserta¢ni praci byly pouzity nésledujici hlavni biochemické metody: elektroforeticka
separace proteini pomoci SDS-PAGE, detekce KatK na polyvinyldifluoridové membrané
metodou western blot pomoci specifickych monoklonalnich protilatek, analyza N-koncové
sekvence proteini metodou Edmanova odbourdvani, mapovanim peptidovych fragmentl
hmotnostni spektrometrii, stanoveni koncentrace proteinu, peptidovych substrat a inhibitora

aminokyselinovou analyzou.

4.2.3 Enzymologické metody

V diserta¢ni praci byly pouZity nasledujici enzymologické metody: méfeni aktivity KatK
pomoci fluorogenniho peptidového substratu na fluorescenéni ¢tece. Stanoveni kinetickych
parametrd pro inhibitory. Kinetické parametry byly ziskdny nelinearni regresi v programech
GraFit ¢i1 GraphPad. Koncentrace aktivniho KatK byla stanovena metodou titrace aktivniho

mista ireverzibilnim inhibitorem E-64.

4.2.4 Metody rentgenové krystalografické analyzy

Ptiprava stabilnich komplexti KatK-inhibitor, identifikace a optimalizace krystaliza¢nich
podminek v uspotradani visici a sedici kapky, feSeni 3D struktur a analyza vazebného modu
inhibitort. Difrakéni data byla procesovana programem XDSGUI Reseni 3D struktur
komplexti bylo provedeno s vyuzitim programt z balicku CCP4. Knihovna geometrickych
a sterickych charakteristik pro ligandy byla konstruovana programem AceDRG. VyieSené 3D
struktury komplexti byly graficky editovany za pomoci programu PyMol. Analyza vazebného
modu inhibitorii a charakterizace interagujicich zbytki enzymu byla provedena programy

CONTACT a PLIP.



5.  Vysledky a diskuse

Vysledky této disertacni prace jsou shrnuty celkem ve tiech publikovanych pracich
v zahrani¢nich impaktovanych ¢asopisech. Disertac¢ni prace obsahuje také data, kterd dopliuji

hlavni prezentované vysledky formou pfiloh k jednotlivym publikacim (supplementy).

V autorské publikaci €. 1 (Pomeislova et al. 2021) byly poprvé experimentalné testovany
a charakterizovany inhibicni vlastnosti syntetickych nizkomolekularnich sloucenin
s 1,2,4-thiadiazolovou reaktivni skupinou vuc¢i lidskému KatK. Tyto slouceniny byly
klasifikovany jako irveverzibilni kovalentni inhibitory, které tvoii disulfidicky adukt
s thiolovou skupinou proteasy. Sada 21 sloucenin obsahovala Sest sloucenin s vyraznou
ucinnosti inhibice KatK pod hranici 50 % zbytkové enzymatické aktivity a tyto latky
vykazovaly hodnotu ICso v mikromoldrnich koncentracich. Nejucinngjsi derivat 10a
substituovany na dusiku N5 mél hodnotu ICsp = 2,63 + 0,31 uM. Publikace identifikovala
substituované slouceniny s 1,2,4-thiadiazolovym heterocyklem jako u¢inné inhibitory KatK
aroz§ifuje tak spektrum potencidlniho vyuziti této skupiny latek. Derivaty byly jiz diive
popsany jako inhibitory cysteinového katepsinu B (Leung-Toung et al. 2003), ktery je studovan
v souvislosti s 1écbou Alzheimerovy choroby (Bernstein and Keilhoff 2018) nebo jako
regulatory medicindln€ zajimavych enzymu s vazebnymi misty obsahujicimi cysteinové zbytky
jako je GSK-3pB (Martinez 2002; Pomeislova et al. 2021). Reaktivni skupina 1,2,4-thiadiazolu
a popsané zavislosti mezi strukturou a aktivitou studovanym derivatd oteviraji cestu pro dalsi
design odvozenych inhibitor KatK s optimalizovanymi funkénimi vlastnostmi. Pro dalsi
raciondlni design zatim schazeji informace na turovni 3D struktur, které zatim nebyly
publikovany pro relevantni thiadiazolové ligandy kromé& teoretickych simulaci

(Vega-Teijido et al. 2014).

V autorské publikaci ¢ 3 (BenySek et al 2022) byl poprvé popsan strukturni
mechanismus interakce nové skupiny vysoce selektivnich peptidomimetickych inhibitorti KatK
vybavenych cyanohydrazidovou reaktivni skupinou, které vykazuji vynikajici inhibi¢ni
ucinnost s hodnotami K; v aZz pikomolarni oblasti koncentraci. Cyanohydrazidy ptedstavuji
ziejmé dosud nejpokrocilejsi design reverzibilnich kovalentnich inhhibitort KatK a tato prace
se zabyva dvéma hlavnimi chemotypy oznaCovanymi jako azadipeptidové nitrily
a 3-cyano-3-aza-f-aminokyseliny. Vznikly nahrazenim CaH skupiny konven¢né pouZzivanych
karbanitrilii (jako jsou napfi. dfive vyvijend lé€iva odanacatib a balicatib) atomem dusiku v P1

pozici inhibitort a dalsi stabilizaci této skupiny substitucemi. V ptipadé azadipeptidovych



nitrilt je cyanohydrazidova reaktivni skupina umisténa terminalné a piedstavitelem téchto latek
je inhibitor Gii1303 s hodnotou K; = 0,91 nM (Frizler et al. 2011). Pro dosazeni vyssi selektivity
vici KatK byla reaktivni skupina umisténa centralné do molekuly inhibitoru, aby byla mozna
interakce 1 s indexovanymi podmisty enzymu, a tak byly odvozeny inhibitory typu
3-cyano-3-aza-f-aminokyselin. Jejich piedstavitelem je inhibitor Gii2602 s hodnotou
Ki = 0,013 nM (Schmitz et al. 2014). Diserta¢ni prace pifinasi prvni strukturni analyzu

vazebného modu téchto dvou prototypovych inhibitorti.

Inhibitory s cyanohydrazidovou skupinou mohou byt obecn¢ atropochiralni. V piipadé
cyanohydrazidové skupiny jde o substituovanou vazbu N—N. Inhibitor Gii1303 ma dusikové
atomy NMe—NMe methylované a sousedni vazba CO—NMe je u nenavazaného inhibitoru
v E-konfiguraci (Jilkova et al. 2021). Po navdzani do aktivniho mista enzymu dochéazi ke
konformacni zméné na Z-konfiguraci. Stejny efekt byl pozorovan i v piipad¢ interakce
azadipeptidového nitrilu s katepsinem B z motolice Schistosoma mansoni (SmCB1), ktery je
cilovou molekulou pro 1é¢bu schistosomozy (Jilkova et al. 2021). V piipad¢é Gii2602 je vazba
NH—-NMe pouze ¢astecné methylovana, a tak neptedstavuje atropochiralni centrum, jak bylo
prokazano pomoci NMR dat (Ottersbach et al, 2012). Na sousedni vazbé CO—NH proto
nedochdzi ke konverzi konfigurace b&hem vazby. Rozdil v konformaci navazaného
a nenavdzaného inhibitoru se u Giil303 a Gii2602 odrazi i v jejich odlisSném kinetickém
chovani (viz pfiloha k publikaci €. 3). V pfipad€ Gii1303 byla urcena kinetika typicka pro tzv.
pomalu vazajici inhibitory, kdy dochazi k pomalému ustdleni rovnovahy mezi enzymem,
inhibitorem a vyslednym komplexem z divodu konformac¢ni zmény inhibitoru. Tato zména
byla prokazéana jako krok kontrolujici kinetiku a ziskané vysledky jsou tak v souladu s diive
publikovanym c¢lankem o kinetice inhibice SmCBI1 pomoci azadipeptidového nitrilu
(Jilkova et al. 2021). Oproti tomu inhibitor Gii2602 vykazuje kinetiku tzv. rychle véazajicich
inhibitorti, coz odpovida absenci ¢asové naro¢né konformacni zmény béhem vazby. Tak se
tento inhibitor podobé v kinetice a konfiguraci konvencénim karbanitrilovym inhibitorim

(Jilkova et al. 2021).

Rozdilné umisténi reaktivni skupiny mezi inhibitory Gii1l303 a Gii2602 se odrazi
1 v rozdilném obsazeni vazebnych podmist na KatK. Gii1303 s termindln¢ umisténou reaktivni
skupinou cili vazebna podmista S1 az S3 a na zdklad¢ analyzy B-faktori (teplotnich faktorit)
se jednd o rigidni inhibitor. Naproti tomu Gii2602 s centraln¢ umisténou reaktivni skupinou
obsazuje = primarn¢ vazebné podmisto S2 a svym flexibilnim segmentem

N-benzyl-N-methylacetamidu (zvlasté jeho benzylovou skupinou) vytvaii dvé alternativni

9



konformace. Ty jsou sméfovany bud’ do podmista S1 nebo S2°. Konformace v podmisté S1 je
ta hlavni, ktera byla pozorovand v krystalové struktute, kde je zfejmé upfednostnéna stabilizaci
pomoci pfidatnych intramolekularnich kontaktt a krystalografickych kontaktd se sousednimi
molekulami. Pro konformaci v podmisté S2° jsou diikkazy v mapé elektronovych hustot
a zejména byla prokdzana metodami vypocetni chemie. Ptistup molekuldrniho modelovani
obecné odhalil sadu moznych variaci v orientaci pro ob¢é zakladni konformace a potvrdil
vysokou flexibilitu této Casti inhibitoru Gii2602. V této souvislosti je také zajimavé zminit
autorskou publikaci €. 2 (Lemke et al. 2021), kde bylo popsdno umisténi flexibilni benzylové

skupiny do S2” podmista KatK a jeji funkéni vyznam u jiného typu inhibitoru.

Zvysena flexibilita inhibitoru Gii2602 je moznym vysvétlenim pro jeho vyjimecné
inhibi¢ni vlastnosti s ucinnosti v pikomolarni oblasti. Lze predpokladat, Ze konformacni
flexibilita (na hranici mezi indexovanymi a neindexovanymi podmisty) poskytuje entropickou
vyhodu v celkové energetice vazby na KatK. Je zndmo, ze ztrata konfigurac¢ni entropie po
navazani na enzym nepfiznivé prispiva k volné vazebné energii (Chia-en et al. 2007). Dal$im
vyznamnym faktorem pro vazbu Gii2602 je stabilizace komplexu siti vodikovych interakci,
kde klicovou roli hraje interakce amidového dusiku NH na reaktivni skupiné inhibitoru
s Asnl61 v podmisté S2. Derivaty Gii2602, které maji tento dusik methylovany a tudiz netvofi

interakci, vykazuji dramaticky pokles inhibi¢ni i€innosti o nékolik fadii (Schmitz et al. 2014).

Kromé komplext inhibitorti Gii1l303 a Gii2602 s maturni formou KatK (mKatK) byly
také strukturné charakterizovany komplexy s aktivacnim meziproduktem (iKatK). Ten vznika
v pribchu autokatalytické konverze nekativniho zymogenu na plné aktivovany maturni enzym
a tento proces je spojen s proteolytickym odstranénim kovalentné spojené propeptidoveé
domény. Nyni byla poprvé popsana struktura iKatK, kterd obsahuje vedle hlavni katalytické
domény nekovalentné asociovany fragment rezidualniho propeptidu (v rozsahu GluSp az
Ser83p). Na rozdil od struktury zymogenu (Sivaraman et al. 1999) u iKatK zbytkovy propeptid
pouze ¢astené piekryva aktivni misto enzymu a blokuje pfevazné podmisto S1°. Katalytické
centrum iKatK se tak jiz stdva pfistupné pro ligand. Zde je vidét rozdil oproti aktivacnimu
meziproduktu katepsinu SmCB1, ve kterém je katalytické centrum stale blokovano rezidualnim

propeptidem a proteasa v této formé je neaktivni (Jilkova et al. 2014).

Bylo prokéazéano, ze iKatK vaze Gii2602 a Giil303 analogickym zpiisobem, jaky byl
pozorovan u jejich komplext s mKatK. To ukazuje, ze aktivni misto iKatK je pro inhibitory
pln¢ pfistupné ve vSech potiebnych vazebnych podmistech a mize byt jimi regulovano. Tento
zavér dale podporuji vysledky testovani Gii2602 a Giil303 v autoaktivacnim testu in vitro se

10



zymogenni formou KatK. Ten prokazal, Zze oba inhibitory siln¢ potlacuji autokatalytickou
konverzi zymogenu na maturni formu, kterd probiha jako bimolekularni reakce katalyzovana
funkénimi formami mKatK/iKatK. Tento zavér je v souladu s piedchozimi studiemi

o mechanismu autoaktivace cysteinovych katepsinti (Vernet et al. 1991; Pungercar et al. 2009).

Zavérem byla prokazana schopnost inhibitori Gii2602 a Giil303 regulovat KatK
na bunécném modelu s vyuzitim bunécné linie osteosarkomu. Pro vizualizaci KatK byla pouzita
fluorescencné znacena sonda 25 z autorské publikace €. 2 (Lemke et al. 2021) ktera se
selektivné vaze do aktivniho centra KatK a kompetuje o vazbu s inhibitory. Oba inhibitory siln¢
potlac¢ily znaceni KatK, coz dokazuje dobrou permeabilitu inhibitori pro vstup do bunky
a efektivni interakci s cilovym enzymem. VSechna ziskana data ukazuji inhibitory Gii2602
a Gii1303 jako Uc¢inné regulatory aktivniho KatK a to jak pfimou interakei, tak cilenim na

aktivacni proces, ktery enzym generuje.

Vyuziti selektivnich inhibitori pro konstrukci fluorescencnich sond detekujicich aktivni

KatK

Selektivni vizualizace aktivnich forem jednotlivych proteas v rdmci komplexniho proteomu ma
zasadni vyznam pro pochopeni regulace proteolytickych systémi a jejich dysbalance béhem
patologii. Z terapeutického hlediska ma dulezité vyuziti v diagnostice, zejména pro lokalizaci
tkani s patologicky zvySenymi aktivitami proteasovych markerii nebo pro monitorovani
redukovanych aktivit cilovych proteas po podani 1é¢iv na béazi proteasovych inhibitord.
Jednoduchym molekularnim néstrojem pro vizualizaci aktivity proteas jsou selektivni
fluorogenni substraty, kde ovSem mtize dojit ke zkresleni vysledki pii lokalizaci signalu vlivem
difuze znaceného Stépen¢ho produktu (Kasperkiewicz 2021). Alternativnim pfistupem je
pouziti znacenych sond (ABP) na bazi selektivnich proteasovych inhibitori, které¢ se vazi
do aktivniho mista proteasy a umoziuji tak specifickou detekci aktivni formy enzymu (Bogyo
2010; Sanman and Bogyo 2014). Tyto sondy jsou v souc¢asné dob¢ piedmétem intenzivniho
vyzkumu ve spojitosti s diagnostikou patologii. Piikladem jsou aktivitni sondy pro detekci
katepsinu L u rakoviny prsu (Poreba et al. 2018) nebo pro analyzu plisobeni katepsinu B

u Alzheimerovy choroby (Poreba et al. 2019).

Prispévkem k autorské publikaci ¢. 2 (Lemke et al. 2021) bylo objasnéni vazebného
modu prvni peptidomimetické aktivitni sondy pro selektivni detekci KatK. Tato sonda je
odvozena ze struktury inhibitoru vybaveného vinylketonovou reaktivni skupinou, kterd se

kovalentné ireverzibiln¢ vaze do katalytického centra KatK mechanismem Michaelovy
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nukleofilni adice. Na zakladé dat z rentgenové strukturni analyzy komplexu sondy s KatK byly
objasnény klicové interakce v aktivnim mist¢ KatK. Sonda obsahovala v P1” pozici zasadni
dibenzylaminovy segment, ktery cilil benzylové skupiny na dv€ podmista S1” a S2’, a byl
zodpovédny za vynikajici u€innost a selektivitu. O interakcich inhibitorti v téchto indexovanych
studie se substraty wukazuji, Ze jsou zde akceptovany aromatick¢ aminokyseliny

(Alves et al. 2003).

Na opacné stran¢ sondy je umistén fluorofor cyanin 5, ktery pro nizkou kvalitu map
elektronovych hustot nemohl byt strukturné popsan. To naznacuje jeho flexibilitu
a predpokladanou orientaci ven z aktivniho mista. Pro posouzeni, zdali fluorescenéni znacka
neovlivituje celkovou vazbu sondy v aktivnim misté, byl analyzovdn i komplex KatK
s prekurzorovym inhibitorem bez fluoroforu. Vysledna superpozice obou struktur a distribuce
kontaktii potvrdila, Ze sit’ kliCovych interakci je analogicka. Ziskana data umoznuji konstrukci
dal$ich derivatt napiiklad s jinymi fluorofory ¢i detekénimi znackami v této poloze bez ztraty

vazebnych vlastnosti modifikovanych sond.

Funk¢ni vlastnosti aktivitni sondy byly UspéSné testovany v kontextu komplexniho
proteomu pomoci znaceni bunéfnych lyzati a znaceni bun€k lidského osteosarkomu.
Fluorescencni mikroskopie a analyza bunék po separaci na SDS-PAGE ukazuje, zZe navrZzena
sonda vstupuje do buiiky az do lysozomo/endozomalniho systému, kde znaci aktivni formu

KatK. Tato sonda ptredstavuje tak u€inny nastroj pro citlivou a selektivni detekci KatK.
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6. Zaveér

Disertacni prace se zabyvala cysteinovou proteasou katepsinem K (KatK), ktery je cilovou
molekulou pro 1é¢bu osteopordzy a artritidy pomoci chemoterapeutik na bazi proteasovych
inhibitord. V ramci prace byly studovany tii skupiny syntetickych kovalentnich inhibitort KatK
nizkomolekularniho a peptidomimetického charakteru. Zjistény byly nové poznatky o
mechanismu inhibi¢ni regulace KatK a vztahu mezi strukturou a aktivitou inhibitora této
proteasy. Ziskané vysledky maji vyuziti pfi vyvoji G€innych selektivnich chemoterapeutik a

molekularnich diagnostickych sond.

Vysledky jsou shrnuty ve tfech publikacich, které byly publikovany v mezindrodnich
nové poznatky o mechanismu inhibice KatK a ptfedlozené vysledky poslouzi k nadvrhu nové

generace vysoce selektivnich a i¢innych chemoterapeutik.

Zadané cile prace byly splnény a hlavni ziskané vysledky jsou:

1) Byl pifipraven rekombinantni KatKa jeho jednotlivé aktivacni formy

(zymogen, aktivacni intermediat a maturni enzym).

2) Testovanim knihovny nizkomolekularnich inhibitordi na bazi 1,2,4 thiadizoll byla

identifikovana nova tifida inhibitora KatK.

3) Pro sadu peptidomimetickych inhibitor na bazi vinylketonli a cyanohydrazidi byly
pfipraveny komplexy s KatK, nalezeny jejich krystalizaéni podminky a byla urcena

3D struktura celkem Sesti komplexti pomoci rentgenostrukturni analyzy.

4) Strukturni analyzou byl uréen vazebny mod peptidomimetickych vinylketont
a cyanohydrazidi a byly popsany klicové interakce mezi inhibitorem a aktivnim mistem KatK.
Poprvé byla ur€ena struktura aktivacniho meziproduktu KatK a jeho inhibi¢ni interakce. Mezi
charakterizovanymi inhibitory je jeden znejlepSich zndmych inhibitori KatK a unikatni

inhibi¢ni sonda pro detekci KatK.

5) Byly odvozeny vztahy struktury a funkce studovanych inhibitorti na zéklad¢ integrace
strukturnich dat s vysledky ziskanymi pomoci vypocetnich metod, inhibi¢nich analyz a

bunécnych testi.
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