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Seznam zkratek 

 

Å  Ångstrӧm, 10-10 m 

AMC 7-amino-4-methylkumarin 

Abz kyselina aminobenzoová 

BPTI  „bovine pancreatic trypsin inhibitor“, inhibitor trypsinu z hovězí 

 slinivky 

BmAP aspartátová proteasa z klíštěte Rhipicephalus (Boophilus) microplus 

BmCL1 cysteinová proteasa podobná katepsinu L z klíštěte Rhipicephalus  

 (Boophilus) microplus 

CTAP-III „connective tissue-activating peptide III“, peptid aktivující pojivové  

 tkáně III 

DTT  dithiotreitol 

E-64 N-[N-(L-3-trans-karboxyoxirin-2-karbonyl)-L-leucin]-agmatin 

EDTA  kyselinu ethylendiamintetraoctová 

FPLC „fast protein liquid chromatography“, rychlá proteinová kapalinová  

 chromatografie 

FRET „fluroescence resonance energy transfer“, fluorescenční rezonanční  

 přenos energie 

GAG glykosaminoglykan 

IC50   koncentrace inhibitoru potřebná k dosažení 50% inhibice aktivity 

enzymu 

IGF „insulin-like growth factor“, insulinu podobný růstový faktor 

IGF-BP „insulin-like growth factor-binding protein, protein vázající insulinu 

podobný růstový faktor 

IrAE legumain (asparaginyl endopeptidasa) z klíštěte Ixodes ricinus 

IrCB katepsin B z klíštěte Ixodes ricinus 

IrCC katepsin C z klíštěte Ixodes ricinus 

IrCD katepsin D z klíštěte Ixodes ricinus 

IrCL katepsin L z klíštěte Ixodes ricinus 

Ir-CPI Kunitzův inhibitor z klíštěte Ixodes ricinus 

IRS-2 serpin 2 z klíštšte Ixodes ricinus 

IrSPI Kunitzův inhibitor z klíštěte Ixodes ricinus 

IrThy tyropin z klíštěte Ixodes ricinus 

Km Michaelisova konstanta 

Ki inhibiční konstanta 

LAP leucinová aminopeptidasa z klíštěte Ixodes ricinus 

MEROPS peptidasová databáze 

MHC „major histocompatibility complex“, hlavní histokompatibilní  

 komplex 

mMCP-4 „mouse mast cell protease-4“, proteasa žírných buněk z myši 4 

NAP-2 „neutrophil-activating peptide-2“, peptid aktivující neutrofily 2 

NMR nukleární magnetická rezonance 

OmC2 cystatin 2 z klíštěte Ornithodorus moubata 
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P41 fragment p41invariantního řetězce asociovaného s MHC třídou II 

PAR1 „protease activated receptor-1“, receptor aktivovaný proteasou 1 

PAR4  „protease activated receptor-4“, receptor aktivovaný proteasou 4 

PDB  „protein data bank”, databáze proteinových struktur 

PVDF  polyvinylidenfluorid 

R „relaxed“, relaxovaná konformace 

RCL „reactive centre loop“, smyčka reaktivního centra  

S  „stressed“, stresová konformace 

SCP serinová karboxypeptidasa z klíštěte Ixodes ricinus 

SDS-PAGE  elektroforéza na polyakrylamidovém gelu v přítomnosti SDS 

Tg1 tyreoglobulinová doména 1 

Tris  tris(hydroxymethyl)aminomethan 

VTDCE  „vitellin-degrading cysteine endopeptidas“, cysteinová endopeptidasa  

 degradující vitelin 
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Abstrakt (ČJ) 
 

Klíšťata jsou ektoparazité s globálním rozšířením, kteří se živí krví hostitele a 

přenášejí řadu významných patogenů na člověka a domácí zvířata. Úspěšné sání klíšťat 

je umožněno bioaktivními molekulami ve slinách klíšťat, které jsou injikovány do tkáně 

hostitele. Mezi intenzivně studované patří proteasové inhibitory proteinového charakteru, 

které jsou atraktivní pro využití v biomedicíně.   

Tato práce je zaměřena na nové typy proteasových inhibitorů ze slin klíštěte 

Ixodes ricinus, vektoru Lymské boreliózy a klíšťové encefalitidy, a Ornithodorus 

moubata, vektoru návratné horečky a afrického moru prasat. Výzkum se soustředil na 

biochemickou a strukturní charakterizaci tří zástupců proteasových inhibitorů z rodin 

cystatinů, serpinů a tyropinů jako základ pro vysvětlení jejich biologické funkce při 

interakci klíštěte s hostitelem. 

Cystatin OmC2 z O. moubata byl identifikován jako širokospektrální inhibitor 

cysteinových katepsinů hostitele s endopeptidasovou i exopeptidasovou aktivitou. 

Vyřešení krystalové struktury umožnilo popsat vztah mezi strukturou OmC2 a jeho 

inhibiční specifitou. V biologických testech byla prokázána schopnost OmC2 modulovat 

imunitní odpověď hostitele a ve vakcinačních experimentech supresní efekt na O. 

moubata. Serpin IRS-2 z I. ricinus je účinným inhibitorem dvou serinových proteas 

imunitních buněk hostitele, chymasy a katepsinu G. Díky tomu potlačuje IRS-2 procesy 

agregace krevních destiček a akutního zánětu, jichž se tyto proteasy účastní. Funkční 

specifita reaktivního centra IRS-2 byla analyzována pomocí krystalové struktury. Tyropin 

IrThy z I. ricinus má úzkou inhibiční specifitu omezenou pouze na tři cysteinové 

katepsiny hostitele s endopeptidasovou aktivitou, které se účastní imunitních odpovědí. 

Unikátní inhibiční specifita byla vysvětlena pomocí vyřešené NMR struktury a bylo 

zjištěno, že specifita je dále modulována glykosaminoglykany z tkání hostitele. 

Disertační práce přináší nové významné informace pro pochopení mechanismů 

molekulárních interakcí mezi klíštětem a hostitelem a dále bioaktivní proteiny, které mají 

potenciální využití jako antigeny při vývoji protiklíštěcích vakcín a léčiva s unikátními 

farmakologickými účinky. 
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Abstract (EN) 
 

Ticks are ectoparasites found worldwide that feed on the blood of their hosts and 

transmit several important pathogens to humans and domestic animals. Tick saliva 

contains bioactive molecules that are injected into the host tissue to aid in successful 

blood feeding. Among these molecules, proteinaceous protease inhibitors are being 

extensively studied for their potential biomedical applications.  

This work focuses on novel protease inhibitors from the saliva of the ticks Ixodes 

ricinus, vector of Lyme disease and tick-borne encephalitis, and Ornithodorus moubata, 

vector of relapsing fever and African swine fever. Research has focused on the 

biochemical and structural characterization of three members of the protease inhibitor 

families of cystatins, serpins, and tyropins, and has attempted to elucidate their biological 

function in tick-host interactions. 

Cystatin OmC2 from O. moubata was identified as a broad-spectrum inhibitor of 

host cysteine cathepsins with both endopeptidase and exopeptidase activity. Crystal 

structure determination allowed description of the relationship between the structure of 

OmC2 and its inhibitory specificity. The ability of OmC2 to modulate the host immune 

response was demonstrated in bioassays and a suppressive effect on O. moubata in 

vaccination experiments. The serpin IRS-2 from I. ricinus is a potent inhibitor of two host 

immune cell serine proteases, chymase and cathepsin G. As a result, IRS-2 inhibits the 

processes of platelet aggregation and acute inflammation in which these proteases are 

involved. The functional specificity of the IRS-2 reactive center was analyzed by crystal 

structure analysis. The tyropin IrThy from I. ricinus has a narrow inhibitory specificity 

limited to only three host cysteine cathepsins with endopeptidase activity that are 

involved in immune responses. The unique inhibitory specificity was explained by the 

solved NMR structure, and the specificity was found to be further modulated by 

glycosaminoglycans from host tissues. 

The thesis provides new insights into the mechanism of molecular interactions 

between ticks and hosts, as well as bioactive proteins that could serve as antigens for the 

development of anti-tick vaccines and drugs with unique pharmacological effects. 
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1. Úvod 
 

Klíšťata jsou celosvětově rozšířenými krev sajícími parazity. Přenášejí celou řadu 

nebezpečných a život ohrožujících onemocnění na člověka a domácí zvířata1-4. Klíště 

může být rezervoárem několika infekčních agens a přenášet tak více onemocnění jediným 

kontaktem s hostitelem3. V Evropě, Asii a Severní Americe patří mezi vážná onemocnění 

přenášená klíšťaty, s nejvyšším počtem hlášených případů, Lymská borelióza způsobená 

spirochétou druhu Borrelia burgdorferi5,6. Dalším často přenášeným onemocněním 

v Evropě a východní a střední Asii je klíšťová encefalitida. Způsobují ji různé subtypy 

viru klíšťové encefalitidy z rodu flavivirů7,8. Obě onemocnění jsou přenášena klíšťaty 

z čeledi Ixodidae, a pokud nejsou včas zachycena, mohou zanechat doživotní vážné 

následky a způsobit i smrt infikovaného jedince7,9. Dále jsou klíšťata i problémem 

ekonomickým. Sání velkého počtu klíšťat u hospodářského dobytka snižuje produkci 

masa a mléka, což vede k významným finančním ztrátám10,11. 

 Přestože existuje vakcinace proti některým onemocněním přenášeným klíšťaty, 

v současné době stále chybí tzv. protiklíštěcí vakcína, která by zabraňovala sání klíšťat 

na hostiteli, a tím také snižovala riziko přenosu patogenů. Tato strategie by také vedla ke 

snížení populace vektoru. Potenciálními molekulárními cíli pro vývoj takové vakcíny 

jsou bioaktivní látky obsažené ve slinách klíšťat12,13. U klíšťat stejně jako i dalších krev 

sajících parazitů mají sliny injikované do hostitele klíčovou úlohu pro potlačení 

fyziologické obranné reakce hostitele a zajištění nerušeného sání.  

Hostitelské proteasy se účastní vrozené i získané imunitní odpovědi na parazity a 

řídí hemostázu, proto je pro parazity výhodné regulovat jejich aktivitu. K tomu používají 

proteasové inhibitory akumulované ve slinách14. Biologická aktivita těchto inhibitorů již 

byla úspěšně využita v biomedicíně. Příkladem je proteasový inhibitor hirudin z pijavice 

lékařské (Hirudo medicinalis) jako antitrombotické léčivo15. Poslední dekáda přinesla 

zásadní informace o bioaktivních proteasových inhibitorech ze slin klíšťat. Tato práce se 

zaměřuje na detailní biochemický popis tří zástupců těchto proteinů a přináší jejich první 

strukturně-funkční popis. 
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2.  Literární přehled 

2.1. Proteinové inhibitory proteolytických enzymů  

2.1.1. Proteolytické enzymy 

 

Proteasy, známé také jako proteinasy nebo peptidasy, jsou enzymy, které katalyzují 

hydrolýzu peptidové vazby mezi aminokyselinovými zbytky polypeptidového řetězce. 

Mohou být specifické a štěpit cíleně pouze jedno nebo více míst v proteinovém substrátu 

nebo nespecifické a degradovat proteiny až na úroveň jednotlivých aminokyselin. 

Proteasy štěpící od N- nebo C-konce jsou označovány jako exopeptidasy 

(aminopeptidasy, resp. karboxypeptidasy) a ty, které štěpí uprostřed polypeptidového 

řetězce, jako endopeptidasy. Proteasy lze na základě mechanismu katalýzy a 

aminokyselinových zbytků přítomných v katalytickém centru rozdělit do šesti tříd na 

cysteinové, serinové, treoninové, aspartátové, glutamátové proteasy a metaloproteasy16-

18. Dále se tyto třídy klasifikují na základě homologie aminokyselinových sekvencí a 

strukturní podobnosti do rodin a klanů17. 

Vazba peptidového substrátu do aktivního místa proteasy je popsána konvenční 

terminologií19. Pozice aminokyselinových zbytků substrátu se označují písmenem P, ve 

směru k N-konci P1 až Pn a ve směru k C-konci P1' až Pn'. Podmísta proteasy, do kterých 

se vážou jednotlivé aminokyselinové zbytky substrátu, se označují analogicky písmenem 

S. Ke štěpení peptidové vazby dochází mezi zbytky P1-P1', které se vážou do podmíst 

S1-S1'. Schématické znázornění na Obr. 2.1 je možné použít nejen pro vazbu substrátu 

do aktivního místa proteasy, ale i peptidového inhibitoru. 

 

Obr. 2.1: Schématické znázornění vazby peptidového substrátu do aktivního místa proteasy. 

Aminokyselinové zbytky peptidového substrátu jsou označeny jako pozice P1–P4 ve směru k N-

konci a P1'–P4' ve směru k C-konci. Aktivní místo proteasy je znázorněno jako řada podmíst S3–

S3', kdy každé váže příslušný aminokyselinový zbytek substrátu. Štěpená vazba se nachází mezi 

pozicemi P1–P1'. Upraveno podle 19. 
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Proteasy jsou přítomné ve všech organismech a jsou zapojené do všech životně 

důležitých funkcí, jako příklad lze uvést programovanou buněčnou smrt, buněčnou 

proliferaci, hemostázu, remodelaci extracelulární matrix nebo, prezentaci antigenu20-25. 

   

2.1.2 Regulace proteolytických enzymů 

 

Proteolytický systém je klíčový pro fyziologické procesy tkání. Potenciální 

nebezpečí spočívá v neregulované aktivitě proteas a nežádoucím štěpení vitálních 

proteinů. Regulačních mechanismů existuje celá řada, například na úrovni genové 

exprese, translace nebo lokalizace proteas26. Dále jsou proteasy produkovány ve formě 

neaktivních zymogenů a k jejich aktivaci dochází proteolytickým odštěpením aktivačního 

peptidu (propeptidu) až v cílovém místě (Obr. 2.2). Regulace aktivity proteas je také 

zajištěna pomocí pH, různých kofaktorů (např. iontů, proteinů nebo sacharidů), 

alosterických modifikátorů nebo endogenních inhibitorů peptidového nebo proteinového 

charakteru27-29. Následující kapitoly se budou zabývat proteasovými inhibitory 

proteinového charakteru. 

 

Obr. 2.2: Schématické znázornění hlavních mechanismů přirozené regulace aktivity 

proteasy. Proteasa (růžově) je často syntetizována ve formě neaktivního zymogenu. Při aktivaci 

proteasy dochází ke zpřístupnění aktivního místa enzymu proteolytickým odštěpením propeptidu 

(tmavě šedě) ze struktury zymogenu. Takto aktivovaná proteasa je schopná hydrolyzovat 

peptidovou vazbu substrátu. Aktivní místo proteasy může být blokováno specifickým inhibitorem 

(žlutě) za vzniku neaktivního komplexu, který je pro většinu proteinových inhibitorů reverzibilní. 
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2.1.3. Proteasové inhibitory proteinového charakteru 

 

Proteasové inhibitory proteinového charakteru, dále jen proteasové inhibitory, se 

liší svou velikostí od několika kDa (např. inhibitory trypsinu CMTI z tykve, ~3 kDa) až 

po několik desítek kDa (např. serpin SPN93 z potemníka, 93-kDa)30,31. Proteasové 

inhibitory slouží k regulaci proteolytických enzymů na endogenní i exogenní úrovni. 

Pokud je narušena rovnováha mezi proteasami a jejich inhibitory, dochází 

k patologickým stavům26,32-34. Jako příklad lze uvést sníženou inhibiční aktivitu cystatinu 

C, která má za následek zvýšenou aktivitu cysteinových katepsinů K, L, S při 

ateroskleróze35.  

Proteasové inhibitory proteinového charakteru jsou díky možným aplikacím 

v medicíně, zemědělství nebo biotechnologiích hojně studovány. Mohou být pro tyto 

účely použity jako takové nebo může být využit mechanismus jejich interakce s cílovou 

proteasou pro návrh odvozených syntetických inhibitorů36. Příkladem je hirudin 

z pijavice lékařské (Hirudo medicinalis) jako silný inhibitor lidského trombinu, který byl 

dříve využíván jakožto antikoagulační léčivo a v současné době jsou z něho odvozeny 

optimalizované deriváty připravované rekombinantní technologií15. Další atraktivní 

aplikací jsou vakcinační strategie využívající proteasové inhibitory patogenů a parazitů, 

které bývají mezi prvními molekulami interagujícími s hostitelem, a proto představují 

vhodné kandidátní antigeny37-39.  

 

2.1.4. Klasifikace proteasových inhibitorů a mechamismus inhibice 

 

Proteasové inhibitory tvoří velkou a velmi rozmanitou skupinu proteinů, které se 

liší primární strukturou i 3D architekturou, typem inhibice i povahou komplexů enzym-

inhibitor. Lze je klasifikovat do 108 proteinových rodin na základě sekvenční 

podobnosti40. Dále lze proteasové inhibitory dělit podle tříd proteas, které inhibují. 

Některé proteasové inhibitory jsou specifické pro jednu třídu (např. hirudiny), jiné jsou 

schopné díky své sekvenční a strukturní variabilitě inhibovat více tříd 

(makroglobuliny)41,42. Dle mechanismu inhibice lze proteasové inhibitory dělit na 

reverzibilní (např. cystatiny) a ireverzibilní (např. serpiny)43. Většina inhibitorů spadá do 

skupiny reverzibilních inhibitorů44. 

 Mezi nejvíce početné rodiny inhibitorů patří cystatiny, které cílí cysteinové 

proteasy, serpiny, které inhibují serinové a cysteinové proteasy, a inhibitory Kunitzovy 
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rodiny z rostlin, které blokují aktivitu tří tříd proteas (serinové, cysteinové i aspartátové). 

Naopak mezi málo početné a prozkoumané rodiny patří chagasiny, které cílí cysteinové 

proteasy, tyropiny, které inhibují cysteinové a aspartátové proteasy, nebo clitocypiny 

inhibující cysteinové proteasy45-47. 

Interakce proteinových proteasových inhibitorů s cílovou proteasou vede k tvorbě 

komplexů, z nichž nejrozšířenější jsou tří následující mechanistické typy: nekovalentní 

Michaelisovský komplex mimikující interakci enzym-substrát, kovalentní acylenzymový 

intermediát a nekovalentní komplex enzymu se stéricky bránicím inhibitorem48. 

1) Inhibice tvorbou pevného Michaelisovského komplexu proteasy s inhibitorem je 

zprostředkována vysokoafinitní interakcí inhibitoru s aktivním místem proteasy, kdy se 

inhibitor váže do aktivního místa enzymu podobným způsobem jako substrát za tvorby 

komplexu podobného Michaelisovskému komplexu enzym-substrát. Tento typ vazby je 

charakteristický hlavně pro inhibitory serinových proteas s tzv. kanonickým reaktivním 

centrem. Ač je tato skupina inhibitorů strukturně velmi rozmanitá, tak má smyčka vázající 

se na proteasu podobnou kanonickou konformaci, která je komplementární s aktivním 

místem enzymu49. Jako příklad lze uvést inhibici serinových proteas hovězím 

pankreatickým inhibitorem trypsinu (BPTI) (Obr. 2.3)50. 

  

Obr. 2.3.: Mechanismus inhibice proteasy tvorbou pevného Michaelisovského komplexu. 

Struktura komplexu inhibitoru trypsinu z hovězí slinivky BPTI ve stužkovém modelu (černě) a 

hovězího chymotrypsinu ve stužkovém modelu se znázorněným povrchem (růžově). Znázorněno 

je zakotvení reaktivní smyčky inhibitoru (modře) do aktivního místa proteasy způsobem 
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podobným interakci substrátu (P zbytky substrátu / inhibitoru se vážou do S podmíst proteasy). 

Výřez ukazuje kanonické reaktivní centrum inhibitoru s interakční smyčkou a katalytickou triádou 

enzymu: His57, Asp102 a Ser195 zvýrazněnou červeně. Upraveno podle (PDB kód: 1CBW). 

 

2) Inhibice tvorbou acylenzymového intermediátu je dynamický proces, který vede 

ke tvorbě kovalentního komplexu s proteasou. Tímto mechanismem mohou být 

inhibovány pouze serinové, cysteinové a threoninové proteasy, které během hydrolýzy 

peptidové vazby tvoří kovalentní intermediát se substrátem51. Inhibice je zahájena 

štěpením dobře přístupné smyčky reaktivního centra (RCL) inhibitoru proteasou, které 

má za následek konformační změnu inhibitoru a vznik kovalentního komplexu inhibitor-

proteasa52. Tento tzv. sebevražedný mechanismus využívá rodina serpinů. Jako příklad 

lze uvést inhibici serinové proteasy lidským α-1-antitrypsinem (Obr. 2.4)52. 

 

Obr. 2.4: Mechanismus inhibice proteasy tvorbou acylenzymového intermediátu. A. Stužkový 

model volného inhibitoru lidského α1-antitrypsinu (černě) s intaktní smyčkou reaktivního centra 

(RCL, červeně) (PDB kód: 1QLP) a hlavním β-skládaným listem (žlutě). Do interakce vstupuje 

volná proteasa hovězí trypsin (PDB kód: 1OPH), znázorněná ve stužkovém modelu (růžově). B. 

Při interakci s proteasou je štěpena RCL za vzniku kovalentního acylesterového intermediátu 

mezi inhibitorem a proteasou. RCL (červeně) se během konformační změny molekuly vkládá do 

β-skládaného listu a proteasa je zachycena na druhé straně molekuly v neaktivní formě (PDB 

kód1EZX). Upraveno podle 52. 
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3) Při mechanismu inhibice stérickým bráněním je blokováno aktivní místo 

proteasy, aniž by inhibitor byl v kontaktu s katalytickým centrem. Typickými zástupci 

tohoto mechanismu jsou cystatiny, které se vážou do aktivního místa proteasy strukturou 

dvou smyček a N-konce molekuly53. Reaktivní centrum cystatinů tak vytváří klín 

komplementární s aktivním místem proteasy, čímž blokuje vstup substrátu do aktivního 

místa. Podobnou strategií fungují také inhibitory z rodin např. tyropinů nebo 

chagasinů54,55. Jako příklad je uvedena inhibice cysteinové proteasy lidským stefinem A 

(Obr. 2.5)56. 

 

Obr. 2.5: Mechanismus inhibice proteasy stérickým bráněním. Struktura komplexu lidského 

stefinu A ve stužkovém modelu (černě) a hovězího katepsinu H ve stužkovém modelu se 

znázorněným povrchem (růžově) zobrazuje zakotvení N-koncové části a dvou smyček inhibitoru 

(modře) do aktivního místa enzymu, které je tak blokováno (PDB kód: 1NB5) 56. Detailní výřez 

ukazuje stérické bránění vstupu do aktivního místa inhibitorem a katalytickou diádu enzymu Cys 

25 a His 195 podporovanou zbytkem Gln 19 (červeně). 

 

2.1.5. Funkce a patofyziologie proteasových inhibitorů 

 

Proteinové inhibitory jsou významným regulačními molekulami endogenních 

proteas a při jejich dysregulaci dochází k celé řadě patologických jevů. Abnormalitám 

proteasových inhibitorů jsou mimo jiné přičítána onemocnění jako myoklonální 

epilepsie, dědičný angioneurotický edém a Nethertonův syndrom57-59. Dále mohou 
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sekretované proteasové inhibitory působit jako obranné molekuly při infekci patogenem 

nebo parazitem. Chrání tak hostitelský systém před jejich invazivními proteasami57-59. Na 

druhou stranu inhibice proteas exogenními inhibitory mohou využít i parazité a patogeny 

k inhibici hostitelských proteas a ovlivnění celé řady fyziologických dějů v těle hostitele. 

Například jsou tak schopni ovlivnit imunitní systém hostitele ve svůj prospěch. O 

inhibitoru cysteinových proteas, cystatinu parazitárních nematod, bylo prokázáno, že se 

podílí na snížení proliferace T-buněk a pozměnění funkce makrofágů60. Dále inhibitor 

serinových proteas, serpin parazitárních nematod, zhoršuje funkci granulocytů 61.  

 

2.1.6. Cystatiny 

 

 Cystatiny byly prvními objevenými endogenními inhibitory cysteinových proteas 

a patří mezi nejlépe prozkoumané. Vyskytují se u všech organismů a většina zástupců 

inhibuje cysteinové proteasy z rodiny C1 papainu a někteří také z rodiny C13 leguminu. 

Dle MEROPS databáze tvoří cystatiny rodinu I25 a dále se dělí dle počtu domén, 

přítomnosti disulfidových můstků, glykosylace a buněčné lokalizace na: 1) 

jednodoménové stefiny (cystatiny prvního typu), které nemají disulfidy, ani glykosylaci 

a působí intracelulárně; 2) sekretované jednodoménové pravé cystatiny (cystatiny 

druhého typu), které mají disulfidy, ale nejsou glykosylované a působí extracelulárně a 

3) třídoménové kininogeny (cystatiny třetího typu), které jsou glykosylované a vyskytují 

se intra- i extracelulárně53,62. Kininogeny se u savců dále dělí na kininogeny typu H 

(vysokomolekulární), L (nízkomolekulární) a T (spojené s akutní fází)53. 

  

2.1.6.1. Struktura a mechanismus inhibice cystatinů  

 

Struktura cystatinové domény je typicky tvořena pěti segmenty antiparalelního β-

skládaného listu, které jsou rozmístěny kolem centrální α-šroubovice53 (Obr. 2.6). 

Mechanismus inhibice byl poprvé popsán pomocí krystalové struktury komplexu stefinu 

B s papainem a klasifikován jako stérické bránění (kapitola 2.1.4.) vstupu substrátu do 

aktivního místa proteasy63. Reaktivní centrum inhibitoru tvoří dvě smyčky vystupující 

z β-skládaného listu a N-konec molekuly, celé centrum tvarem připomíná klín. Cystatiny 

jsou reverzibilní inhibitory s obvykle širší selektivitou (rozlišují např. katepsiny s endo- 

versus exopeptidasovou aktivitou) a s inhibičními konstantami v μM až pM 

koncentracích64.  
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Obr. 2.6: Prostorová struktura reprezentativního cystatinu. Struktura lidskeho stefinu A ve 

stužkovém modelu je tvořená pěti segmenty antiparalelního β-skládaného listu (fialově), které 

jsou umístěny kolem centrální α-šroubovice (černě). K interakci s proteasou slouží N-koncová 

část molekuly a dvě smyčky L1 a L2 vystupující z β-skládaného listu. Pohled na molekulu je ve 

dvou orientacích (PDB kód 1NB5). 

 

 2.1.6.2. Funkce a patofyziologické změny spojené s cystatiny 

 

Cystatiny regulují fyziologické procesy v organismu a zamezují nežádoucímu a 

potenciálně destruktivnímu působení cysteinových proteas. Jejich důležitou 

nespecifickou funkcí je ochrana před náhodně uniklými lysosomálními proteasami. 

Cystatiny však mají i specializované funkce jako je regulace procesů zánětu, prezentace 

antigenů, fagocytózy, imunitní odpovědi závislé na T-buňkách, apoptózy, zpracování 

hormonů a kostní resorpce65,66. Dále se účastní komplexní interakce mezi hostitelem a 

patogenem nebo parazitem, která spočívá v balancování dvou procesů, ve kterých jsou 

cystatiny zapojeny. Při napadení využívají patogeny nebo parazité své exogenní cystatiny 

k inhibici hostitelských cysteinových proteas, zejména katepsinů, které jsou spojeny s 

imunitní odpovědí. A na druhé straně se hostitelé brání svými endogenními cystatiny 

působení invazivních bakteriálních, virových a parazitárních cysteinových proteas46. 

Patofyziologické změny vznikají z narušení křehké proteolytické rovnováhy mezi 

cysteinovými proteasami a cystatiny. Lze uvést nedostatečnou regulaci cysteinových 
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katepsinů cystatiny, která přispívá k invazi a metastázám nádorů např. degradací 

extracelulární matrix nebo aktivací faktorů podporujících invazivnost67,68. Dalšími 

příklady důsledků dysregulace je bronchiální astma, revmatoidní artritida, osteoartritida, 

cukrovka a neurodegenerativní poruchy69,70. Nežádoucí změny však mohou být spojeny 

i s defektem samotného cystatinu, např. ukládání plaků oligomerního cystatinu C vede k 

amyloidóze71. 

 

2.1.6.3. Významní zástupci cystatinů 

 

Cystatin C je nejhojněji se vyskytujícím širokospektrálním extracelulárním 

inhibitorem cysteinových proteas u savců. Jedná se o cystatin chránící před únikem 

cysteinových proteas a s nimi spojených patologií. Lidský cystatin C se používá jako 

biomarker ledvinových funkcí na základě rychlosti jeho glomerulární filtrace72. Vysoké 

hladiny cystatinu C byly spojeny s rizikem úmrtí a závažných kardiovaskulárních příhod 

u pacientů s akutním koronárním syndromem73. Dále vyšší koncentrace cystatinu C v séru 

korelovaly s vyšší závažností onemocnění COVID-19 a úmrtností74. Nadměrné ukládání 

cystatinu C v mozkových arteriích ve formě amyloidů je hlavní příčinou hereditární 

amyloidózy spojené s mutací v genu pro cystatin C, která vede k paralýze, demenci a 

opakovaným mrtvicím71. 

Cystatin B je dalším ochranným širokospektrálním cystatinem u savců, který 

chrání před únikem lysosomálních proteas do cytosolu. Vyskytuje se ve formě 

monomerů, dimerů a tetramerů a vyšších oligomerů. Avšak nadměrná exprese cystatinu 

B vede k oligomerizaci do nerozpustných struktur a tvorbě amyloidních fibril, které jsou 

spojovány s neurodegenerativními onemocněními. V jádře zabraňuje štěpení N-koncové 

části histonu 3 inhibicí katepsinů L a B, čímž reguluje transkripci a buněčný cyklus. Dále 

se účastní ochrany proti oxidačnímu stresu a jeho deficit vede ke zvýšenému zánětu75. 

Jedním ze vzácných onemocnění způsobených mutací v genu pro cystatin B je 

progresivní typ myoklonální epilepsie - Unverricht-Lundborgova nemoc76.  

 

2.1.7. Serpiny 

 

Serpinová rodina je jednou z nejrozsáhlejších skupin proteasových inhibitorů a je 

rozšířena u všech organismů. Dle MEROPS databáze tvoří rodinu I04. Její zástupci 

inhibují převážně serinové proteasy, ale mohou inhibovat i proteasy cysteinové. Dále se 
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mezi serpiny řadí proteiny, které nemají inhibiční aktivitu a slouží jako transportéry 

hormonů nebo regulátory krevního tlaku77. 

 

2.1.7.1.  Struktura a mechanismus inhibice serpinů 

 

3D architektura molekuly serpinů je velmi konzervativní na rozdíl od relativně 

variabilní aminokyselinové sekvence (Obr. 2.7). Struktura je tvořena třemi β-skládanými 

listy (značenými A, B a C) a 7 až 9 α-šroubovicemi. Důležitým strukturním prvkem je 

variabilní smyčka reaktivního centra (RCL), jejíž délka se liší insercemi nebo delecemi u 

jednotlivých zástupců pro optimální interakci s cílovou proteasou. Molekulová hmotnost 

serpinů se pohybuje od 40 do 100 kDa78. Častým jevem je u serpinů možnost jemné 

kontroly inhibičních interakcí prostřednictvím specifických modulátorů, zejména 

glykosaminoglykanů79. 

 

Obr. 2.7: Prostorová struktura reprezentativního serpinu. Struktura α1-antitrypsinu ve 

stužkovém modelu. Znázorněny jsou α-šroubovice (černě), β-skládané listy A, B a C (žlutě, růžově 

a fialově) a intaktní smyčka reaktivního centra (RCL, červeně). Molekula je zobrazena ve dvou 

orientacích. (PDB kód: 1QLP). 

 

Mechanismus inhibice serpinů označovaný jako „sebevražedný“ je mezi 

proteasovými inhibitory unikátní. Jedná se o inhibici pomocí tvorby kovalentního 

acylenzymového intermediátu znázorněnou v kapitole 2.1.4.. Interakce mezi proteasou a 

serpinem je zahájena štěpením smyčky RCL, která spojuje β-skládaný list A a C. RCL je 
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exponována do prostoru a je proteasou rozpoznávána jako substrát. Po štěpení peptidové 

vazby v RCL vzniká kovalentní acylesterový meziprodukt mezi inhibitorem a proteasou 

a dochází ke konformačnímu přeskupení v molekule serpinu. N-koncová část RCL se 

vkládá do β-skládaného listu A52. Tato konformační změna serpinu se označuje jako 

přechod ze stresové („stressed“ - S) do energeticky výhodnější relaxované („relaxed“ - 

R) formy. Proteasa kovalentně vázaná v acylesterovém meziproduktu podléhá 

významným deformačním změnám, které ji činí katalyticky nefunkční. V některých 

případech může dojít k rozpadu kovalentního komplexu za vzniku funkční proteasy a 

inaktivovaného serpinu, ve kterém zůstává štěpená RCL vložena do β-skládaného listu 

A47.  

Nezreagovaný serpin je v nativní formě v S-konformaci, která je označovaná jako 

metastabilní stav, který je až na vzácné výjimky za fyziologických podmínek dlouhodobě 

stabilní. Metastabilita serpinů je klíčová pro úspěšnost inhibice, jelikož energie přechodu 

do R-konformace je využita k zachycení a deformaci proteasy80. V některých případech 

vede tato konformační nestabilita k jinému způsobu inaktivace serpinu, aniž by došlo 

k jeho ireverzibilní proteolýze. Intaktní smyčka RCL (bez interakce s proteasou) může 

být vložena do β-skládaného listu (způsobem podobným jako u R-konformace) za vzniku 

latentního stavu serpinu. Tento latentní stav se uplatňuje i při tvorbě neaktivních 

serpinových polymerů, kdy RCL smyčka vstupuje do β-skládaného listu sousední 

molekuly serpinu51,78.  

 

2.1.7.2.  Regulace inhibiční funkce serpinů pomocí modulátorů 

  

Inhibiční aktivita serpinů může být regulována pomocí dalších 

makromolekulárních modulátorů. Příkladem takového modulátoru jsou sulfatované 

polysacharidy, glykosaminoglykany, které zlepšují inhibiční aktivitu u serpinů jako je 

např. α1-antitrombin, heparinový kofaktor II a protein C inhibitor81-83. Samotný α1-

antitrombin není účinným inhibitorem serinových proteas trombinu a faktoru Xa. 

K přechodu do aktivní konformace α1-antitrombinu dochází po navázání 

pentasacharidového segmentu přítomného v molekule heparinu52. Změna konformace 

vede ke zpřístupnění RCL a odhalení aminokyselinového zbytku v P1 pozici. Heparin 

dále stabilizuje vzniklý komplex serpinu a proteasy tvorbou ternárního komplexu 

s oběma partnery (Obr. 2.8). V dalším kroku dochází ke štěpení RCL a inhibičnímu 

mechanismu popsanému v obrázku 2.4 (str.15)81.  
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Obr. 2.8: Modulace inhibiční interakce serpinu s proteasou pomocí glykosaminoglykanu. A. 

Prostorová struktura lidského α1-antitrombinu je ve stužkovém modelu (černě, PDB kód 2ANT) 

s vyznačenou polohou P1 zbytku (červeně postranní řetězec v kuličkovém modelu) na smyčce RCL 

(červeně). Tečkovaným fialovým kruhem je vyznačená část RCL zanořená do β-skládaného listu. 

B. Interakce α1-antitrombinu (černě) s trombinem (růžově) je stabilizována 

glykosaminoglykanem heparinem (modře), který se váže na oba partnery za vzniku ternárního 

komplexu (PDB kód 1TB6). Pentasacharidový segment (tmavě modře) na heparinu interaguje 

se specifickým vazebným místem na molekule α1-antitrombinu, což vede ke konformační změně 

na RCL a zpřístupnění P1 místa81.  

 

2.1.7.3. Funkce a patofyziologické změny spojené se serpiny 

 

Serpiny představují klíčové regulátory mnoha fyziologických procesů, včetně 

krevní koagulace, fibrinolýzy, remodelace chromatinu, imunitní regulace a apoptózy84,85. 

Řada procesů regulovaných serpiny je zajímavá pro patogeny a parazity z hlediska 

úspěšné invaze. Ti pak svými serpiny posouvají rovnováhu v hostitelském systému ve 

svůj prospěch a inhibují proteasy souvisejících zejména s hemostázou a imunitní 

odpovědí hostitele86,87.  

Závislost inhibičního mechanismu serpinů na konformační mobilitě a 

metastabilním nativním stavu je činí náchylné k mutacím, které vedou k jejich inaktivaci 

nebo polymeraci88. Změny související s polymerací se výrazně projevují u neuronově 
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specifického serpinu, neuroserpinu a způsobují onemocnění nazvané familiální 

encefalopatie89. Dochází k hromadění neuroserpinových agregátů v neuronech, což má 

za následek neuronové dysfukce až buněčnou smrt. Toto onemocnění se projevuje 

narušenými kognitivními i motorickými funkcemi pacientů. Dalšími patofyziologickými 

změnami způsobenými nedostatkem serpinů jsou např. chronické obstrukční onemocnění 

plic vyvolané nedostatkem α1-antitrypsinu nebo vznik trombóz způsobený nedostatkem 

antitrombinu77,78.  

 

2.1.7.4. Významní zástupci serpinů 

 

Antitrombin je klíčový regulátor krevní koagulace obratlovců. Vrozený nebo 

získaný deficit tohoto proteinu vede ke zvýšenému riziku trombotických onemocnění. 

Antitrombin přímo inhibuje serinové proteasy koagulační kaskády - hlavními cílovými 

proteasami jsou trombin, faktor Xa a faktor IXa. Antitrombin má nejen antikoagulační, 

ale i protizánětlivé účinky. Prostřednictvím interakce s vaskulárními heparansulfátovými 

proteoglykany indukuje syntézu prostaglandinu I2 endoteliálními buňkami vedoucí k 

inhibici exprese prozánětlivých cytokinů. Prostaglandin I2 je navíc silným 

vasodilatátorem a inhibitorem agregace destiček, čímž nepřímo podporuje antikoagulační 

funkci antitrombinu90. 

α1-antitrypsin je produkován v játrech a sekretován do krevního řečiště. Hlavní 

funkcí je inhibice neutrofilní elastasy, serinové proteasy schopné štěpit elastin, který je 

významnou složkou pojivových tkání. Dále působí protizánětlivě díky modulování 

chemotaxe a degranulace neutrofilů91. Deficit tohoto proteinu vede k řadě plicních 

onemocnění v důsledku nadměrné aktivity neutrofilní elastasy a prozánětlivých faktorů92. 

Nízké hladiny zvyšují riziko infekce a těžšího průběhu onemocněním COVID-19. α1-

antitrypsin také inhibuje hostitelskou proteasu TMPRSS2 nezbytnou pro vstup SARS-

CoV-2 do buněk93. Polymerace α1-antitrypsinu s mutací Z vede k hromadění 

nerozpustných polymerních agregátů v hepatocytech a hepatocelulárnímu poškození94.  

Inhibitor aktivátoru plasminogenu 1 řídí fibrinolýzu tím, že inhibuje tkáňový 

aktivátor plasminogenu a urokinásový aktivátor plasminogenu. Mezi serpiny je význačný 

svou schopností spontánně přejít do latentního stavu, což je další mechanismus udržení 

rovnováhy mezi proteasami a serpiny. In vivo je tento přechod zpomalen vazbou na 

plazmatický protein vitronektin a extracelulární matrix95. 
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2.1.8. Tyropiny 

 

Proteasové inhibitory rodiny tyropinů jsou součástí velké skupiny proteinů s 

tyreoglobulinovou doménou typu 1 (Tg1) a nebyly dosud detailně prostudovány. 

Společným znakem této rodiny je strukturní doména tvořená 65–80 zbytky, která je 

bohatá na cysteiny. Doména typu 1A nese šest cysteinových zbytků a doména typu 1B 

má pouze čtyři cysteinové zbytky. Všechny cysteiny tvoří disulfidy s typickým 

uspořádáním. Typickým rysem v sekvenci je konzervovaný zbytek Gly49 a motiv Cys-

Trp-Cys-Val přítomný u většiny zástupců96. Tg1 doména byla poprvé popsána v 

tyreoglobulinu, který je biosyntetickým prekurzorem hormonů štítné žlázy. Tg1 doména 

se může vyskytovat samostatně nebo v několika opakováních a být součástí 

multidoménových proteinů97.  

Se zástupci proteinů nesoucích Tg1 doménu se můžeme setkat u bakterií, prvoků, 

hub a živočichů. U savců se Tg1 doména vyskytuje u proteinů účastnících se vazebných 

interakcí, např. epiteliálního glykoproteinového antigenu, gastrointestinálního antigenu 

nebo nidogenu. Přímou účast Tg1 domény z receptoru IGF-BP při vazbě na insulinu 

podobný růstový faktor (IGF) se podařilo prokázat z NMR struktury komplexu98. Další 

významnou funkcí Tg1 domény je schopnost inhibovat proteasy, která byla studována u 

fragmentu p41 invariantního řetězce asociovaného s MHC třídou II, testikanu, 

ekvistatinu, saxifilinu atd.55,96. Proteiny obsahující Tg1 doménu s prokázanou inhibiční 

aktivitou jsou označované jako tyropiny a věnují se jim následující kapitoly. 

Tyropiny, řazené dle MEROPS databáze do rodiny I31, jsou specifické inhibitory 

cysteinových proteas a někteří zástupci inhibují i proteasy aspartátové. Příkladem je 

třídoménový ekvistatin z mořské sasanky Actinia equina, jehož první doména inhibuje 

cysteinové proteasy a druhá doména aspartátovou proteasu katepsin D99. Nejlépe 

prostudovaným zástupcem této rodiny je fragment p41 díky analýze fyziologické úlohy 

a známé prostorové struktuře55,100. 

 

2.1.8.1.  Struktura a mechanismus inhibice tyropinů 

 

Krystalová struktura fragmentu p41 v komplexu s cysteinovou proteasou 

katepsinem L poskytla informaci o prostorovém uspořádání molekuly, která je tvořena 

N-koncovou α-šroubovicí a antiparalelním β-skládaným listem, a o vazebném módu 

tyropinů (Obr. 2.9)55. K inhibici dochází mechanismem stérického bránění jako u 

cystatinů (kapitola 2.1.4.). Tyropin se váže do aktivního místa proteasy prostřednictvím 
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tří interakčních smyček L1 až L3, které jsou stabilizovány třemi disulfidovými můstky, a 

tím brání vstupu substrátu55.  

 

 

Obr. 2.9: Prostorová struktura reprezentativního tyropinu. Struktura fragmentu p41 

(invariantního řetězce asociovaného s MHC třídou II) ve stužkovém modelu je tvořená N-

koncovou α-šroubovicí (černě), centrálním β-skládaným listem (fialově) a třemi vazebnými 

smyčkami (L1, L2 a L3) pro interakci s proteasou. Tři disulfidy jsou znázorněny žlutě (D1-D3), 

N- a C- konec molekuly jsou vyznačeny. Molekula je zobrazena ve dvou orientacích (PDB kód 

1ICF). 

 

2.1.8.2.  Funkce a patofyziologické změny spojené s tyropiny 

 

Biologické funkce tyropinů jsou málo prostudované. Jelikož Tg1 doména bývá 

součástí multidoménových proteinů, je konkrétní inhibiční role této domény známa jen u 

několika zástupců. Popsáno je zapojení lidského fragmentu p41 do prezentace antigenů 

na imunitních buňkách a adhezní molekuly epiteliálních buněk EpCAM do regulace 

onkogenních signálních drah101,102. Tyto fyziologické funkce jsou spojovány s inhibicí 

cysteinových katepsinů101,102.  
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2.1.8.3. Významní zástupci tyropinů 

 

Fragment p41je součástí invariantního řetězce asociovaného s MHC třídy II. 

Inhibicí proteolytické aktivity katepsinu L v kompartmentech, kde jsou zpracovávány 

antigeny, chrání imunogenní epitopy proteinů před nadměrnou degradací a umožňuje 

jejich rozpoznání T-lymfocyty 102. Fragment p41 je schopen inhibovat celou škálu dalších 

cysteinových katepsinů (F, K, V a S), které jsou přítomné v buňkách prezentujících 

antigen, a může tak zřejmě ovlivňovat proces prezentace antigenu komplexněji100. 

Zároveň slouží i jako chaperon zralého katepsinu L, který chrání před degradací jak v 

antigen prezentujících buňkách, tak po uvolnění do extracelulární matrix103,104.  

Adhezní molekula epiteliálních buněk EpCAM je multidoménový protein, který 

obsahuje Tg1 doménu zodpovědnou za inhibici katepsinu L. Tento katepsin se účastní 

procesu invaze nádorů a metastázy. U rakovinných buněk dochází k mutacím EpCAM, 

které vedou ke ztrátě inhibiční aktivity, a některé mutace také zabraňují správné distribuci 

EpCAM na povrchu buněk101. 

 

2.2. Klíšťata a jimi přenášené patogeny  

2.2.1 Taxonomické zařazení 

 

Říše živočichové (Animalia) 

Kmen členovci (Arthropoda) 

Podkmen klepítkatci (Chelicerata) 

Třída pavoukovci (Arachnida) 

Řád roztoči (Acari) 

Podřád klíšťata (Ixodida) 

Čeleď  klíšťatovití (Ixodidae), klíšťákovití (Argasidae) a  

  Nuttalliellidae 

 

Klíšťata se dělí do tří čeledí Ixodidae (klíšťatovití neboli tvrdá klíšťata), Argasidae 

(klíšťákovití neboli měkká klíšťata) a Nuttalliellidae, které se liší způsobem života a 

životním cyklem105. Tato práce se věnuje charakterizací proteasových inhibitorů ze slin 

klíštěte obecného (Ixodes ricinus) z čeledi klíšťat a Ornithodorus moubata z čeledi 

klíšťáků.  
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Klíště má na předních končetinách umístěný specializovaný smyslový Hallerův 

orgán, který má funkci mechanického, chemického a tepelného čidlo pro rozpoznání 

hostitele. K průniku pokožkou slouží sací ústrojí tvořené chelicery, kterými klíště 

prořízne kůži, a hypostomem, který vstupuje do tkáně a zafixuje se v ní. Žlábkem na 

hypostomu klíště vstřikuje sliny do rány (Obr. 2.10).  

 

 

 

Obr. 2.10: Sací ústrojí klíštěte obecného (Ixodes ricinus). Mezi dvěma chelicery je umístěn 

centrální hypostom pro vstřikování slin do tkáně hostitele. Fotografie z elektronového 

mikroskopu. Převzato z106. 

 

2.2.2. Životní cyklus 

 

Klíšťata i klíšťáci procházejí několika vývojovými stádii - larva, nymfa, dospělý 

jedinec- a každý přechod je spojen se sáním krve (Obr. 2.11). U klíšťáků je několik 

nymfálních stádií (4 až 8) oproti jedinému u klíšťat. Dalším rozdílem je, že zatímco 

samička klíštěte po oplodnění a nakladení vajíček hyne, u klíšťáků není kladení vajíček 

spojeno se smrtí samičky, která tak může sát i být oplodněna opakovaně107. 
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Obr. 2.11: Schéma životního cyklu klíštěte obecného (Ixodes ricinus). Přechod mezi 

jednotlivými vývojovými stádii klíštěte je spojen s příjmem krevní potravy (červená kapka): larva 

se přeměňuje na nymfu, která přechází na finální stádium dospělce, kdy na hostiteli saje pouze 

samice. Plně nasátá samice po oplození klade 3000-5000 vajíček. Všechna sající vývojová stádia 

jsou schopná parazitovat na člověku. Převzato a upraveno podle106. 

 

2.2.3. Proteolytický systém klíšťat 

2.2.3.1. Proteasy klíšťat  

 

Klíšťata si osvojila unikátní strategii při získávání krevní potravy ve srovnání 

s jinými hematofágními členovci. Například komáři proces sání dokončí během několika 

sekund nebo minut a krevní potravu tráví v lumen střeva s mírně alkalickým pH. Tomu 

odpovídá i převaha proteas serinové rodiny při trávení108. Naproti tomu klíšťata dokážou 

sát krev hostitele až celé dny, čemuž se přizpůsobují morfologickými změnami, při 

kterých se několikanásobně zvětší jejich objem. Trávení probíhá intracelulárně 

v lysozomech střevních buněk, kde je kyselé prostředí a využívají repertoár aspartátových 

a cysteinových proteas109. Primárním zdrojem potravy je hemoglobin uvolněný 

z erytrocytů a další krevní proteiny. Degradace hemoglobinu byla podrobně popsána u 

klíštěte obecného (I. ricinus). V první fázi je štěpen na velké fragmenty aspartátovou 

proteasou - katepsinem D, a cysteinovými proteasami - katepsinem L a legumainem 
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(asparaginyl endopeptidasou). Dále působením cysteinových katepsinů L a B vznikají 

malé fragmenty, které jsou v dalším kroku degradovány na vstřebatelné dipeptidy a 

samotné aminokyseliny cysteinovými katepsiny B a C s exopeptidasovou aktivitou, 

leucinovou aminopeptidasou a serinovou karboxypeptidasou (Obr. 2.12)110. Aktivita 

proteas se dynamicky mění v průběhu sání a dosahuje maxima u plně nasátých jedinců. 

Nejvíce dominantními proteasami jsou katepsin B a C111. 

 

Obr. 2.12: Schématické znázornění trávení hemoglobinu u klíštěte obecného (I. ricinus). 

Hemoglobin je nejprve degradován na velké fragmenty aspartátovou proteasou katepsinem D 

(IrCD), a cysteinovými proteasami katepsinem L (IrCL) a legumainem (IrAE). Tyto fragmenty 

jsou dále štěpeny cysteinovými proteasami katepsinem B (IrCB) a L (IrCL). Finálního štěpení na 

dipeptidy a aminokyseliny se účastní především cysteinové proteasy katepsin B a C, 

metaloproteasa leucinová aminopeptidasa (LAP) a serinová karboxypeptidasa (SCP). Převzato 

a upraveno podle 110. 

Proteasy plní u klíšťat řadu fyziologických funkcí; kromě trávicích proteas ve střevě 

byly dále studovány proteasy ve slinných žlázách a ovariích112-114. Účastní se také 

embryonálního vývoje. Vitelin, zásobní protein vaječného žloutku, je štěpen u klíštěte 

Rhipicephalus microplus pomocí tzv. vitelin degradující cysteinové endopeptidasy 

(VTDCE)115 a u klíštěte Haemaphysalis longicornis katepsinem B a D116. Proteasy jsou 

součástí vrozené imunitní odpovědi na infekční patogeny, která je spojená s generováním 

antimikrobiálních peptidů, aktivací fagocytózou, enkapsulací, tvorbou melaninu a 

koagulací hemolymfy117. Ochranné antimikrobiální peptidy označované hemocidiny jsou 
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generovány z molekuly hemoglobinu kombinovaným působením aspartátové proteasy 

BmAP a cysteinové proteasy BmCL1 z klíštěte R. microplus118.  

 

2.2.3.2 Klíštěcí proteasové inhibitory proteinového charakteru 

 

Endogenní proteasové inhibitory mají širokou distribuci v tkáních klíštěte a jsou 

zapojeny do různých fyziologických drah včetně trávení, vrozené imunity, srážení 

hemolymfy a tvorby vajíček119,120. Často plní i více funkcí, např. vícedoménový Kunitzův 

inhibitor KPI z klíštěte Dermacentor variabilis reguluje trávení ve střevě a zároveň 

působí bakteriocidně121. Intenzivně je zkoumáno exogenní působení klíštěcích 

proteasových inhibitorů při regulaci hostitelských proteas. Proteasové inhibitory jsou 

mezi prvními molekulami, které se ve slinách klíštěte dostávají do těla hostitele a 

usnadňují proces sání. Při kontaktu parazita s hostitelem dochází k lokálnímu poškození 

epidermis, dermis a krevních cév hostitele. Takové poškození by vedlo ke srážení krve, 

agregaci krevních destiček, zánětlivé a adaptivní imunitní reakci hostitele a procesu 

hojení, což by potlačilo úspěšnou invazi parazita a vedlo k zamezení sání. Obranná reakce 

hostitele se opírá o proteolytické dráhy zahrnující prokoagulanty (trombin, koagulační 

faktory), prozánětlivé enzymy (neutrofilní elastázu, proteinázu 3, chymázu, tryptázu, 

kalikrein a katepsiny L, B, S, C a G, atd.) a enzymy komplementu122-124. Tyto skupiny 

hostitelských proteas dokáže klíště blokovat díky široké škále proteasových inhibitorů125-

127. Mapování těchto inhibitorů u 26 druhů klíšťat odhalilo zástupce z 18 různých rodin 

proteasových inhibitorů. Většina z nich reguluje aktivitu serinových proteas, menší počet 

představují inhibitory cysteinových proteas a metaloproteas128.  

 

Kunitzovy inhibitory 

Proteiny z Kunitzovy rodiny (klasifikované jako rodina I2 dle MEROPS 

databáze) patří k nejhojněji zastoupeným proteasovým inhibitorům ve slinách klíšťat129. 

Většinou inhibují serinové proteasy trypsinového typu. Studována byla inhibice proteas 

koagulační kaskády a proteas účastnících se agregace krevních destiček, zejména 

trombinu, faktorů Xa a XIIa a elastasy130. Kunitzův inhibitor Ir-CPI exprimovaný ve 

slinách I. ricinus specificky interaguje s faktory XIIa a XIa a kalikreinem a brání srážení 

krve131. Kunitzovy inhibitory využívají pro interakci s proteasami kanonické reaktivní 

centrum s konzervativní strukturou a lokalizací na struktuře inhibitoru (Obr. 2.3). U 

několika klíštěcích Kunitzových inhibitorů byla také identifikována existence 



31 
 

nekanonických reaktivních center jako u Ornithodorinu z O. moubata, který inhibuje 

trombin, a u Ixolarisu z I. scapularis, který je inhibitorem faktoru Xa132,133. Tyto 

inhibitory mohou využívat pro interakci i exomísta na povrchu cílových proteas. Dlouho 

byly Kunitzovy inhibitory klíšťat považovány výhradně za antihemostatické proteiny, 

nově se objevují studie o imunomodulačních, zejména protizánětlivých účincích. IrSPI z 

I. ricinus inhibuje elastázu a moduluje tak zánětlivou odpověď potlačením sekrece 

prozánětlivých cytokinů a adaptivní imunitní odpověď potlačením proliferace CD4+ T 

lymfocytů134. 

 

Serpiny 

 Serpiny (rodina I04 dle MEROPS databáze) jsou dalšími hojně zastoupenými 

proteasovými inhibitory klíšťat studovanými zejména ve slinných žlázách, střevě a 

ovariích. V genomu I. scapularis bylo nalezeno 45 serpinů135. Klíštěcí serpiny jsou 

většinou širokospektrální inhibitory inhibující více proteas účastnících se určitého 

biologického procesu jako je imunitní odpověď a hemostáze. Serpin IRS-2 z I. ricinus, 

který byl studován v této disertační práci, je prvním parazitárním serpinem s vyřešenou 

3D strukturou. Jeho unikátní inhibiční specifita kombinující inhibici serinových proteas 

chymotrypsinového a trypsinového typu umožňuje protizánětlivé působení136. Řada 

serpinů je cílena na hemostatický systém hostitele. Dobře prostudovaný serpin19 

z Amblyomma americanum inhibuje většinu faktorů krevního srážení, a tím účinně 

potlačuje srážení krve137.  

Cystatiny 

 Cystatiny (rodina I25 dle MEROPS databáze) jsou nejrozšířenějšími a nejvíce 

studovanými inhibitory cysteinových proteas u klíšťat. Patří mezi ně cystatiny typu 1 

(stefiny) a hlavně typu 2 (pravé cystatiny). Pravé cystatiny plní buď endogenní funkce, 

nebo exogenní funkce při interakci s hostitelem. Nejlépe prostudovaným endogenním 

cystatinem je mialostatin z I. ricinus lokalizovaný ve střevě klíšťete, kde pravděpodobně 

kontroluje trávicí proteolytický systém138. Cystatiny s exogenní funkcí jsou sekretované 

do slin a mají převážně imunomodulační funkce, interferují s prezentací antigenu, 

zánětlivou odpovědí a proliferací imunitních buněk v tkáni hostitele119,139. Sialostatin L 

z I. scapularis a cystatin OmC2 z O. moubata, který je popisovaný v této disertační práci, 

jsou první klíštěcí cystatiny, které při vakcinačních experimentech výrazně omezily 

schopnost klíšťat sát krev nebo jejich vývoj140,141. Mají silné imunosupresivní vlastnosti 
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spojené s inhibicí cysteinových katepsinů. Byly i prvními strukturně charakterizovanými 

parazitárními cystatiny140,141. Slinné cystatiny z klíšťat rodu Ixodes mají unikátní 

inhibiční specifitu cílenou na cysteinové katepsiny s endopeptidasovou aktivitou a tato 

vysoká selektivita jim zřejmě umožňuje efektivní manipulaci imunitní odpovědí hostitele 

při dlouhodobém sání138,140,142. 

 

2.2.4. Onemocnění přenášená klíšťaty 

 

Klíšťata představují vektory široké škály patogenů patřících mezi viry, bakterie a 

prvoky, které do hostitele přecházejí spolu s klíštěcími slinami. Imunomodulační 

vlastnosti bioaktivních látek ve slinách klíšťat posilují infekčnost přenášených patogenů. 

Z epidemiologického hlediska jsou klíšťata a komáři nejdůležitějšími parazitárními 

přenašeči infekčních nemocí143. Tabulka 1 přináší přehled hlavních patogenů, klíštěcích 

vektorů a geografické distribuce způsobovaných onemocnění143. Tradiční metody 

kontroly klíšťat jsou akaricidy a repelenty, ty mají však svá omezení, včetně obav o 

životní prostředí a vznik rezistence klíšťat105. Dále existují pro některá onemocnění 

vakcíny na bázi antigenů z přenášených patogenů, např. v ČR jsou dostupné dvě vakcíny 

proti klíšťové encefalitidě FSME-IMMUN a Encepur144. Existují i závažná onemocnění 

jako Lymská borelióza, proti kterým prevence dosud neexistuje. Proto je v současné době 

věnována značná pozornost vývoji vakcín směřovaných přímo proti klíštěcímu vektoru. 

Cílem těchto tzv. protiklíštěcích vakcín je potlačení sání klíštěte na hostiteli, a tím i 

snížení rizika přenosu patogenů. Tato disertační práce přispívá k identifikaci a 

charakterizaci potenciálních kandidátních antigenů pro tento typ vakcín, které představují 

racionální volbu z hlediska nákladové efektivity i ekologické bezpečnosti13. 
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Tab. 1. Přehled onemocnění přenášených klíšťaty na člověka. Upraveno podle143. 

Onemocnění Patogeny Vektory Rozšíření 

Africká klíšťová 

horečka  

Rickettsia africae Amblyomma hebraeum, 

A. variegatum 

Afrika, Indie 

Horečka Skalistých 

hor 

Rickettsia rickettsii Amblyomma americanum, 

A. aureolatum, A. cajennense, 

Dermacentor andersoni, 

D. variabilis, Rhipicephalus 

sanguineus 

Severní a Jižní 

Amerika 

Lidská granulocytická 

anaplazmóza 

Anaplasma 

phagocytophilum 

Haemaphysalis concinna, 

H. punctata, Ixodes ricinus, I. 

pacificus, I. scapularis, 

Rhipicephalus bursa 

Evropa, Severní 

Amerika 

Lidská monocytická 

ehrlichióza 

Ehrlichia 

chaffeensis 

Amblyomma americanum Severní Amerika 

Lymská borelióza Borrelia burgdorferi  Ixodes hexagonus, 

I. pacificus, I. persulcatus, 

I. ricinus, I. scapularis 

Asie, Evropa, Severní 

Amerika 

Návratná horečka Borrelia spp. Ornithodoros spp. Afrika, Asie, 

Austrálie, Evropa, 

Severní Amerika 

Q horečka Coxiella burnetii Různé druhy Afrika, Asie, 

Austrálie, Evropa, 

Severní Amerika 

Skvrnitý tyfus Rickettsia conorii Rhipicephalus sanguineus, 

R. turanicus 

Afrika, Asie, Evropa 

Tularemie Francisella 

tularensis 

Různé druhy Asie, Evropa, Severní 

Amerika 

Babesióza Babesia divergens, 

B. microti 

Ixodes ricinus, I. scapularis Evropa, Severní 

Amerika 

Klíšťová coloradská 

horečka 

Coltivirus Dermacentor andersoni Severní Amerika  

Klíšťová encefalitida  Flavivirus Ixodes persulcatus, 

I. ricinus, Haemaphysalis 

concinna, H. punctata 

Asie, Evropa 

Krymsko-konžská 

hemoragická horečka 

Naiovirus Amblyomma variegatum, 

Hyalomma anatolicum, H. 

punctata, H. marginatum, 

H. truncatum, Rhipicephalus 

bursa 

Afrika, Asie, Evropa 

Nemoc Kyasanurského 

lesa 

Flavivirus Haemaphysalis spinigera, 

H. turturis 

Indie 

„Louping ill“  Flavivirus Ixodes ricinus Evropa 

Omská hemoragická 

horečka 

Flavivirus Dermacentor marginatus, 

D. reticulatus, 

Ixodes persulcatus 

Asie 

Powassanská 

encefalitida 

Flavivirus Dermacentor andersoni, 

Haemaphysalis longicornis, 

Ixodes cookei, 

I. scapularis 

Asie, Severní 

Amerika 
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3. Cíle disertační práce  
 

Proteasové inhibitory proteinového charakteru jsou významnými přirozenými 

regulátory proteolytických procesů. Pro parazity mají kritický význam při jejich interakci 

s hostitelem na několika úrovních, což z nich činí potenciální cílové molekuly pro 

intervenci. Disertační práce se zaměřuje na nové proteasové inhibitory ze slin klíšťat, 

které jsou injikovány do tkáně hostitele. Jako zdroj byly zvoleny dva významné druhy 

klíšťat: Ixodes ricinus jako vektor klíšťové encefality a Lymské boreliózy a Ornithodoros 

moubata jako vektor návratné horečky a afrického prasečího moru. Obecným cílem práce 

je strukturně-funkční biochemická charakterizace vybraných zástupců tří rodin 

proteasových inhibitorů a využití výsledků k objasnění jejich biologické role. 

Dílčí cíle této práce jsou následující: 

1) Identifikovat tři vybrané zástupce proteasových inhibitorů ze tříd cystatinů, serpinů a 

tyropinů ve slinách klíšťat a připravit je jako rekombinantní proteiny. 

2) Určit inhibiční specifitu studovaných inhibitorů k fyziologicky relevantním proteasám, 

které jsou regulovány ve tkáni hostitele. 

3) Podílet se na určení prostorové struktury studovaných inhibitorů, zejména přípravou 

difraktujících krystalů pro rentgenostrukturní analýzu. Interpretovat 3D strukturu a 

popsat, jak stavba reaktivního centra inhibitorů určuje jejich inhibiční aktivitu.   

4) S využitím získaných informací o strukturních a funkčních vlastnostech studovaných 

inhibitorů vyvodit závěry o jejich fyziologickém působení při interakci klíštěte s 

hostitelem. 
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4. Materiál a metodika 
 

Tato kapitola stručně shrnuje základní metodiku, vybavení a materiály použité 

v této disertační práci. Detailní popis použitých materiálů a metodiky je vždy součástí 

přiložených publikací. 

 

4.1. Materiál a laboratorní vybavení 

 

Většina dat byla získána s využitím vybavení a přístrojů v laboratořích Ústavu 

organické chemie a biochemie AV ČR (ÚOCHB). Projekt byl vypracován ve spolupráci 

s Parazitologickým ústavem Biologického centra AV ČR v Českých Budějovicích 

(ParÚ). Řešení krystalových a NMR struktur bylo provedeno ve spolupráci s 

laboratoří Dr. Řezáčové ÚOCHB. NMR spektra byla měřena na přístroji 850 MHz Bruker 

Avance spectrometer, ÚOCHB. Difrakční data pro řešení krystalografických struktur 

byla získána na synchrotronu na pracovišti EMBL-Hamburg, DESY (Deutsches 

Elektronen-Synchrotron), Hamburg, Německo. 

 Fluorogenní peptidové substráty a nízkomolekulární inhibitory byly komerčního 

původu. Proteolytické enzymy použité při testování inhibitorů z klíšťat byly komerční 

kromě katepsinů C, H, K a V, které byly připraveny na ÚOCHB. Proteinové inhibitory 

OmC2 a IRS-2 byly připraveny na ParÚ. 

 

4.2. Metodika 

 

Základní metody použité v přiložených publikacích jsou následující: 

 

4.2.1. Metody molekulární biologie: 

 

Celkově bylo připraveno 6 konstruktů tyropinu IrThy a jeho domén IrThy-Cd a 

IrThy-Nd pro expresi jednak v hmyzích buňkách (Schneider S2 buňky) pro biochemické 

charakterizace a jednak v E.coli (SHuffle T7 Competent buňky) pro strukturní 

charakterizaci. Pro NMR analýzu byla rekombinantní exprese proteinů optimalizována 

v systému E.coli za použití izotopově (13C/15N) značeného média. 
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4.2.2. Biochemické metody: 

 

Hlavní použité metody byly následující: (1) elektroforetická separace proteinů 

pomocí SDS-PAGE, (2) přenos proteinů na PVDF membránu metodou Western blot, (3) 

chromatografická purifikace proteinů pomocí systému FPLC, (4) určení koncentrace 

proteinů a peptidů pomocí aminokyselinové analýzy, (5) analýza proteinů hmotnostní 

spektrometrií a N-koncovým sekvenováním, (6) příprava extraktů klíštěcích tkání. 

 

4.2.3. Enzymologické metody: 

 

Hlavní použité metody byly následující: měření aktivity enzymů pomocí 

fluorogenních a FRET (Fluroescence Resonance Energy Transfer) substrátů pomocí 

fluorescenční čtečky (Tecan), stanovení kinetických parametrů proteas pro substráty (Km) 

a inhibičních konstant pro klíštěcí inhibitory (IC50, Ki) za použití nelineární regrese 

v programu Grafit.  

 

4.2.4. Metody strukturní biologie: 

 

Krystalizace klíštěcích inhibitorů byla provedena ve dvou krocích (1) 

vysokokapacitní testování sad komerčních krystalizačních roztoků v 96-jamkových 

destičkách metodou sedící kapky, (2) optimalizování úspěšné krystalizační podmínky ve 

visící kapce. Řešení 3D struktur rentgenostrukturní analýzou bylo provedeno metodou 

molekulárního nahrazení. 3D struktury byly analyzovány a graficky upraveny pomocí 

programů CCP4, PyMol, CorelDraw.  
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5. Výsledky 
 

Výsledky této disertační práce jsou shrnuty v celkem čtyřech publikovaných 

pracích (kapitola 5.1.-5.4.). Publikace uvedené v této disertační práci mají za cíl 

biochemicky a strukturně charakterizovat proteinové proteasové inhibitory ze slin klíštěte 

Ixodes ricinus a klíštěte Ornithodorus moubata. V této části uvádím publikace s krátkým 

souhrnem rekapitulujícím výsledky.  

 

Seznam publikací 

Publikace č.1: Crystal structure and functional characterization of an 

immunomodulatory salivary cystatin from the soft tick Ornithodoros moubata. 

Salát J, Paesen GC, Řezáčová P, Kotsyfakis M, Kovářová Z, Šanda M, Majtán J, 

Grunclová L, Horká H, Andersen JF, Brynda J, Horn M, Nunn MA, Kopáček P, Kopecký 

J, Mareš M.  

Biochem J. 2010 Jul 1;429(1):103-12. 

Publikace č.2: A tick salivary protein targets cathepsin G and chymase and inhibits 

host inflammation and platelet aggregation 

Chmelař J, Oliveira CJ, Řezáčová P, Francischetti IM, Kovářová Z, Pejler G, Kopáček 

P, Ribeiro JM, Mareš M, Kopecký J, Kotsyfakis M. 

Blood. 2011 Jan 13;117(2):736-44. 

 

Publikace č.3: Crystallization and diffraction analysis of the serpin IRS-2 from the 

hard tick Ixodes ricinus 

Kovářová Z, Chmelař J, Šanda M, Brynda J, Mareš M, Řezáčová P. 

Acta Crystallogr Sect F Struct Biol Cryst Commun. 2010 Nov 1;66(Pt 11):1453-7. 

 

 

Publikace č.4: An Unusual Two-Domain Tyropin from Tick Saliva: NMR Solution 

Structure and Highly Selective Inhibition of Cysteine Cathepsins Modulated by 

Glycosaminoglycans 

Matoušková Z, Orsághová K, Srb P, Pytelková J, Kukačka Z, Buša M, Hajdušek O, Šíma 

R, Fábry M, Novák P, Horn M, Kopáček P, Mareš M. 

Int J Mol Sci. 2024 Feb 13;25(4):2240. 
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5.1. Publikace č. 1: Crystal structure and functional 

characterization of an immunomodulatory salivary cystatin from 

the soft tick Ornithodoros moubata. 

 

 Klíšťák Ornithodoros moubata je druh klíštěte, které se vyskytuje převážně v 

Africe a je známé jako vektor řady onemocnění, jako je například návratná horečka 

způsobená spirochétou Borrelia duttoni. Dále přenáší virus afrického moru prasat, 

závažné onemocnění hospodářských zvířat způsobující smrtelné hemoragie. K přenosu 

patogenů a nerušenému sání krve hostitele pomáhají bioaktivní molekuly obsažené 

ve slinách klíšťat. Obecně jsou sliny krev sajících parazitů bohaté na inhibitory proteas, 

ale dosud nebyly detailně studované u tohoto druhu klíštěte. 

 Studie je zaměřena na inhibitor proteas z O. moubata, který patří do rodiny 

cystatinů a byl označen OmC2. Prvním krokem byla úspěšná identifikace OmC2 ve 

slinách klíštěte pomocí proteomické analýzy hmotnostní spektrometrií. Dále byl 

připraven OmC2 ve formě rekombinantního proteinu, u kterého byla testována inhibiční 

specifita. Ta byla cílena výlučně na cysteinové proteasy klanu CA a nebyla pozorována 

inhibiční aktivita vůči jiným významným proteasám, jako jsou cysteinové proteasy klanu 

CD nebo aspartátové a serinové proteasy. U detailněji studovaného klanu CA byla 

zjištěna inhibiční interakce jak s endopeptidasami (savčími katepsiny L a S a 

archetypálním papainem), tak exopeptidasami (savčími katepsiny B, C a H). Inhibiční 

účinnost OmC2 se v případě papainu, katepsinu L, S a C pohybuje v oblasti 

subnanomolárních koncentrací, v případě katepsinu B a H v nanomolární oblasti. OmC2 

je tedy vysoce účinným širokospektrálním inhibitorem. Schopnost OmC2 inhibovat 

exopeptidasy jej odlišuje od homologického slinného cystatinu z klíštěte Ixodes 

scapularis, sialostatinu, který není schopen katepsin B a H inhibovat vůbec a je 300krát 

horším inhibitorem katepsinu C. Endopeptidasy inhibuje sialostatin s podobnou účinností 

jako OmC2. 

 Dalším krokem byla strukturní charakterizace OmC2 rentgenostrukturní 

analýzou. Podařilo se najít podmínky pro přípravu krystalu difraktujícího do 2,45 Å a 

prostorovou strukturu vyřešit metodou molekulárního nahrazení. Molekula OmC2 se 

skládá z pěti segmentů β-skládaného listu v antiparalelní orientaci, které jsou rozmístěné 

kolem centrální α-šroubovice. Celá struktura je stabilizována dvěma konzervovanými 

disulfidy. K interakci cystatinů s aktivním místem proteasy slouží obecně dvě smyčky 

vystupující z β-skládaného listu (označované jako L1 a L2) a N-koncová část proteinu. 
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Právě detailní stavbou N-konce a smyčky L2 se OmC2 liší od sialostatinu a tento rozdíl 

je zřejmě zodpovědný za odlišnou inhibiční specifitu. Širokou inhibiční specifitou 

podobnou OmC2 se vyznačují i některé cystatiny obratlovců, jako hojně rozšířený 

cystatin C, a při srovnání sekvence N-konce a smyčky L2 je patrná jejich značná 

strukturní podobnost. Klíště by tak pomocí OmC2 mohlo mimikovat cystatiny hostitele, 

a tím měnit proteolytickou rovnováhu při regulaci hostitelských katepsinů, o kterých je 

známo, že hrají významnou roli při imunitní odpovědi. 

 Dále práce studovala biologickou aktivitu OmC2 pomocí testů na hostitelských 

imunitních buňkách a pomocí vakcinačních experimentů na myších. V prvním typu testů 

se sledoval vliv OmC2 na produkci cytokinů dendritickými buňkami, které hrají důležitou 

roli v imunitní odpovědi na antigen pomocí cytokinů a prezentováním antigenu T-

lymfocytům. V přítomnosti OmC2 došlo ke snížení produkce prozánětlivých cytokinů 

TNFα a IL-12. Dále se zkoumal vliv OmC2 na proliferaci T-lymfocytů indukovanou 

dendritickými buňkami prezentujícími specifický antigen. V tomto testu rozvoje 

adaptivní imunitní odpovědi došlo k statisticky významnému snížení proliferace naivních 

CD4+ T-lymfocytů v přítomnosti OmC2. V druhém typu testů byl sledován rozdíl v sání 

nymf O. moubata na myších imunizovaných OmC2 a kontrolních myších. U nymf 

parazitujících na imunizovaných myších bylo pozorováno omezení sání a schopnosti 

transformace na další stádium životního cyklu.  

 Získané výsledky ukazují, že OmC2 dokáže modulovat hostitelský imunitní 

systém, a vyhnout se tak obranné reakci hostitele během interakce s parazitem. Tato 

schopnost je zásadní pro úspěšné sání klíštěte na hostiteli. Poznatky z této studie mohou 

být využity při přípravě tzv. protiklíštěcí vakcíny proti O. moubata potlačující sání klíšťat 

na hostiteli a omezující šíření přenášených onemocnění. Analýza struktury a biochemické 

aktivity OmC2 významně přispěla k pochopení mechanismu účinku tohoto bioaktivního 

proteasového inhibitoru ve slinách klíštěte.  

 

Můj podíl na práci spočíval v: 1) návrhu a provádění biochemických funkčních testů 

s OmC2, 2) nalezení a optimalizaci krystalizačních podmínek OmC2 a příspěvku k 

následné rentgenostrukturní analýze, 3) interpretaci získané 3D struktury OmC2 s 

využitím molekulární grafiky a korelace vztahů mezi strukturou a aktivitou. 
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5.2. Publikace č. 2: A tick salivary protein targets cathepsin G and 

chymase and inhibits host inflammation and platelet aggregation 

 

Klíště obecné (Ixodes ricinus) je jedním z nejrozšířenějších druhů klíštěte ve 

střední Evropě. Je známé jako hlavní vektor dvou významných onemocnění přenášených 

na člověka - Lymské boreliózy a klíšťové encefalitidy. Sliny krev sajících parazitů 

přicházejí jako první do kontaktu s hostitelem a bioaktivní látky v nich obsažené interakci 

parazit-hostitel umožňují. V současné době je proto věnována značná pozornost jejich 

mapování a komplexní analýze u medicinálně významného druhu I. ricinus. 

Tato práce je zaměřena na novou proteinovou molekulu ze slin I. ricinus, která 

patří do serpinové rodiny proteasových inhibitorů a byla nazvána I. ricinus serpin 2 (IRS-

2). Sekvence IRS-2 byla určena z cDNA knihovny připravené ze slinných žláz 

izolovaných z polonasátých samic I. ricinus. Dynamika exprese IRS-2 byla analyzována 

pomocí metody qPCR a prokázala zvýšení hladin exprese mRNA v průběhu sání na 

36násobek u sajících klíšťat oproti nenasátým klíšťatům, což nasvědčuje úloze tohoto 

proteinu v průběhu interakce s hostitelem. Tato funkce byla dále studována pomocí 

biologických testů.  

Na myším modelu byl analyzován proces akutního zánětu, který byl zvolen na 

základě znalosti o protizánětlivých účincích slin klíšťat. Test je založen na vstříknutí 

polysacharidu karagenanu, což indukuje akutní zánět v tkáni, při kterém dochází k tvorbě 

otoku a influxu neutrofilů. V experimentu provedeném v přítomnosti IRS-2 docházelo 

k výraznému snížení otoku až na úroveň kontroly. Podobně byl také silně redukován 

příliv neutrofilů monitorovaný měřením jejich myeloperoxidasové aktivity.  

V dalším kroku se detailně studovala inhibiční specifita IRS-2 vůči 14 zástupcům 

fyziologicky relevantních serinových proteas a dvěma prototypovým serinovým 

proteasám - chymotrypsinu a trypsinu. IRS-2 nejlépe inhiboval trypsin a trombin 

z proteas trypsinového typu a také chymotrypsin, katepsin G a chymasu žírných buněk 

z proteas chymotrypsinového typu. Pro senzitivní fyziologicky relevantní proteasy byly 

navrženy podrobné testy. V případě chymasy se pracovalo s myším homologem mMCP-

4, který je hlavní proteasou myších žírných buněk pojivové tkáně. IRS-2 inhiboval 

mMCP-4 v testech in vitro i ex vivo. V testu se sledoval vliv IRS-2 na agregaci krevních 

destiček. Agregace jakožto fyziologická odpověď na poranění, je pro klíště nežádoucí, 

protože brání sání krve a může způsobit uvěznění klíštěte v hojící se ráně. V přítomnosti 

IRS-2 došlo ke kompletní inhibici agregace indukované katepsinem G přes receptor 
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PAR4 a při vyšší koncentraci IRS-2 byl inhibován proces agregace indukované 

trombinem přes receptor PAR1.  

Součástí projektu byla krystalografická analýza IRS-2. Byly určeny krystalizační 

podmínky a vyřešena prostorová struktura s rozlišením 1,8 Å pomocí metody 

molekulárního nahrazení. IRS-2 má typickou architekturu serpinů tvořenou třemi β-

skládanými listy a devíti α-šroubovicemi. IRS-2 byl vykrystalizován v tzv. relaxovaném 

R-stavu, kdy je smyčka reaktivního centra proteolyticky štěpena (viz navazující publikace 

č. 3 prezentovaná v této disertační práci) a vložena do β-skládaného listu. Tato změna 

konformace byla dříve popsána jako klíčová součást „sebevražedného“ inhibičního 

mechanismu serpinů při ataku proteasou. Štěpená vazba je za zbytkem Tyr341, který 

odpovídá pozici P1 podmísta substrátu pro proteasy. Přítomnost této aromatické 

aminokyseliny v pozici P1 reaktivního centra je specifickým rysem IRS-2. Většina 

serpinů v genomu klíštěte Ixodes scapularis (nejbližšího příbuzného I. ricinus) má v této 

pozici arginin, což odpovídá typickému štěpenému místu pro proteasy trypsinového typu. 

Naopak přítomnost experimentálně ověřeného tyrosinu v poloze P1 činí IRS-2 vhodný 

k inhibici chymotrypsinových proteas jako je chymasa a katepsin G. Dokonce lze 

z dostupných publikovaných dat usuzovat, že IRS-2 je jediný slinný serpin z I. ricinus 

schopný inhibovat jak chymasu, tak katepsin G. Obě proteasy jsou zapojené do vzniku 

akutního zánětu - katepsin G sekretují po aktivaci neutrofily a chymasu žírné buňky. Mají 

v tomto procesu řadu úloh, mezi které patří na molekulární úrovni také např. proteolytická 

aktivace chemokinů a zpracování dalších substrátů, jako jsou velké endoteliny. Ty jsou 

prekurzory několika vazokonstriktorů a současně i chemoatraktanty pro neutrofily a 

monocyty. Reaktivní centrum IRS-2 se významně podobá chymasovému štěpenému 

místu v endotelinech: pozice P3 až P3' v IRS-2 obsahuje sekvenci VPY*SLG (* označuje 

štěpenou vazbu) homologickou se sekvencí VPY*GLG v endotelinu. IRS-2 tak 

představuje první parazitární protein, který mimikuje hostitelské endogenní substráty za 

účelem inhibice cílových hostitelských proteas. Zároveň se svou strukturou IRS-2 také 

podobá α-1-antichymotrypsinu, který je přirozeným serpinovým regulátorem katepsinu 

G a chymasy u savců. Druhou strukturně homologickou molekulou je savčí serpin 

antitrombin, který je důležitým inhibitorem koagulační proteolytické kaskády. Na 

strukturní a funkční úrovni je tedy IRS-2 blízký hostitelským proteasovým inhibitorům, 

což umožňuje cílený zásah do proteolytické rovnováhy mezi proteasami hostitele a jejich 

endogenními inhibitory s cílem modulovat procesy koagulace a zánětu ve prospěch 

parazita.   
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IRS-2 jako funkčně významný slinný protein představuje kandidátní molekulu pro 

vývoj protiklíštěcí vakcíny proti I. ricinus, která by snižovala riziko přenosu zejména 

Lymské boreliózy. Dále mohou být poznatky o biochemických vlastnostech IRS-2 

využity při navrhování nových protizánětlivých a antitrombotických léčiv. K tomuto 

účelu má značný význam vyřešená 3D struktura IRS-2 umožňující racionální odvození 

derivátů s optimalizovanými funkčnímu vlastnostmi. 

 

Můj podíl na práci spočíval v: 1) nalezení a optimalizaci krystalizačních podmínek 

IRS2 a příspěvku k následné rentgenostrukturní analýze, 2) interpretaci získané 3D 

struktury IRS2 s využitím molekulární grafiky a korelace vztahů mezi strukturou a 

aktivitou. 
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5.3. Publikace č. 3: Crystallization and diffraction analysis of the 

serpin IRS-2 from the hard tick Ixodes ricinus 

 

V této publikaci je popsán detailní postup krystalizace serpinu IRS-2 z klíštěte 

obecného (I. ricinus) a regulace tohoto procesu působením proteolytických enzymů na 

IRS-2. Jedná se o doprovodnou studii k publikaci č. 2. IRS-2 patří do serpinové rodiny 

proteasových inhibitorů s unikátním mechanismem účinku. Tyto proteiny fungují jako 

„sebevražedné“ inhibitory vystavující na povrchu reaktivního centra smyčku, která 

mimikuje substrát cílové proteasy. Po štěpení této smyčky je inhibovaná proteasa 

kovalentně vázána inhibitorem, nicméně může dojít i k uvolnění proteasy z komplexu, 

přičemž serpin zůstává v inaktivované konformaci se štěpenou smyčkou. Posledně 

uvedená situace byla pozorována v případě IRS-2. 

IRS-2 byl připraven expresí v bakterii E. coli ve formě inkluzních tělísek. Aktivní 

inhibitor byl získán renaturací a purifikován jako intaktní jednořetězcový protein. Tento 

materiál byl použit pro vyhledání krystalizačních podmínek. Úvodní vysokokapacitní 

testování identifikovalo primární krystalizační podmínku, která byla dále optimalizována 

na výslednou směs, ve které narostl krystal difraktující na 1,8 Å. Nicméně při analýze 

krystalů pomocí SDS-PAGE se zjistilo, že obsahují molekulární formu IRS-2, která byla 

specificky modifikována limitovanou proteolýzou. Proteomická analýza hmotnostní 

spektrometrií identifikovala štěpenou vazbu mezi Tyr341 a Ser342. Toto místo se nachází 

ve smyčce reaktivního centra a zřejmě odpovídá místu přirozeného štěpení cílovými 

proteasami při jejich ataku. Proteolytické štěpení vedlo ke konformačnímu přechodu 

molekuly IRS-2 z méně stabilního S-(stresového) stavu na více stabilní R-(relaxovaný) 

stav, který lépe krystalizoval. 

Studie se dále zaměřila na určení proteolytické aktivity, která štěpení IRS-2 

katalyzovala a která pravděpodobně pocházela z expresního systému jako stopová 

kontaminace. K měření této aktivity byly využity fluorescenční peptidové substráty 

specifické pro relevantní proteasy a jejich hydrolýza byla testována za pH odpovídajícího 

krystalizačním podmínkám. Aktivitní test se dále prováděl v přítomnosti 

nízkomolekulárních selektivních proteasových inhibitorů k detailní identifikaci typu 

proteas. Tímto způsobem byly prokázány stopové aktivity několika cysteinových a 

serinových proteas v preparátu IRS-2. V dalším kroku bylo ověřeno působení uvedených 

proteas na IRS-2 pomocí simulovaného fragmentačního testu. V přítomnosti selektivních 
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proteasových inhibitorů pro detekované kontaminační proteasy byla potlačena konverze 

IRS-2 z formy S na R.   

 Poznatky z této studie mohou být využity při krystalizaci serpinů (a obecně řady 

proteinů citlivých na proteolýzu) a poukazují na důležitou roli proteas přítomných ve 

stopovém množství, které mohou regulovat molekulární formu serpinu. Proces konverze 

na relaxovanou formu R může být přínosem a umožnit efektivní získání krystalů. A 

naopak v případech, kdy je přítomnost kontaminujících proteas nežádoucí, lze jejich 

aktivitu analyzovat a účinně potlačit použitím nízkomolekulárních selektivních 

proteasových inhibitorů v krystalizačních experimentech.  

 

Můj podíl na práci spočíval v: 1) návrhu a provádění biochemických a 

enzymologických testů pro identifikaci proteas štěpících serpin IRS-2, 2) realizaci 

krystalizačních experimentů a optimalizaci krystalů IRS-2 pro strukturní analýzu a 3) 

přípravě manuskriptu.  
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5.4. Publikace č. 4: An Unusual Two-Domain Tyropin from Tick 

Saliva: NMR Solution Structure and Highly Selective Inhibition of 

Cysteine Cathepsins Modulated by Glycosaminoglycans 

 

Publikace se zaměřuje na nový proteasový inhibitor ze slin klíštěte obecného (I. 

ricinus) nazvaný Ir-tyropin (IrThy). Tento protein patří do tyropinové rodiny inhibitorů, 

jejíž zástupci dosud nebyli detailně studováni u parazitů a patogenů. Předložená práce 

přináší první komplexní strukturně-funkční charakterizaci parazitárního tyropinu. I. 

ricinus je důležitým vektorem Lymské boreliózy a klíšťové encefalitidy. Bioaktivní látky 

z jeho slin, jako jsou proteasové inhibitory, jsou přímými účastníky interakce s hostitelem 

a IrThy představuje významný příspěvek k mapování těchto molekul a poznání 

mechanismů jejich působení v interakci parazit–hostitel.  

Sekvence IrThy byla určena z cDNA knihovny připravené ze slinných žláz 

polonasátých samic I. ricinus. Přítomnost ve slinách a extraktu ze slinných žláz byla 

následně potvrzena pomocí proteomické analýzy hmotnostní spektrometrií. Expresní 

profil IrThy byl určen metodou qPCR ve dvou tkáních účastnících se primárně interakce 

s hostitelem, slinných žlázách a střevě. IrThy byl výrazně více exprimován ve slinných 

žlázách a jeho exprese v průběhu sání klesá, což nasvědčuje jeho funkci ve velmi časné 

fázi interakce s hostitelem. 

Pro účely biochemické charakterizace byl IrThy připraven jako rekombinantní 

protein v expresním systému hmyzích buněk. Analýza sekvence IrThy prokázala, že 

obsahuje dvě tyropinové domény (také označované jako tyreoglobulinové domény typu 

1). Kromě kompletní rekombinantní molekuly IrThy byly proto připraveny i jednotlivé 

samostatné domény (označované jako N- a C-koncová doména). Pro navržení těchto 

konstruktů bylo analyzováno párování disulfidů u dvoudoménového IrThy pomocí 

hmotnostní spektometrie a správné párování poté ověřeno i u produkovaných 

rekombinantních domén.   

 Inhibiční specifita IrThy byla určena v aktivitních testech s širokým panelem 

zástupců proteolytických enzymů z hlavních tříd se zaměřením na relevantní hostitelské 

proteasy. Bylo zjištěno, že IrThy je velmi selektivní nanomolární inhibitor tří lidských 

cysteinových proteas s endopeptidasovou aktivitou – katepsinu V, K a L. Při testování 

samostatných domén si C-doména zachovala obdobnou inhibiční specifitu jako celý 

protein, zatímco volná N-doména byla schopná inhibovat i dvě další cysteinové proteasy, 

lidský katepsin F a archetypální proteasu papain. Je známo, že katepsin V a K mají na 
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svém povrchu vazebná místa pro glykosaminoglykany (GAG) a interakce s těmito 

negativně nabitými polysacharidy ovlivňuje jejich funkční vlastnosti. V dalším kroku byl 

proto testován vliv GAG na inhibiční interakci mezi cílovými katepsiny a IrThy. Zatímco 

inhibice katepsinu L byla ovlivněna minimálně, inhibice katepsinu V byla v přítomnosti 

GAG výrazně posílena a inhibice katepsinu K naopak snížena. Tento efekt je závislý na 

typu GAG a jeho koncentraci. Lze předpokládat, že GAG, které jsou široce rozšířené 

v tkáních hostitele, představují modulační faktor zvyšující selektivitu působení IrThy. 

Dále se publikace zabývala strukturní charakterizací IrThy. Z důvodu značné 

flexibility molekuly nebyly úspěšné krystalizační experimenty, a proto byl k řešení 

prostorové struktury použit přístup NMR spektroskopie. IrThy a jeho dvě samostatné 

domény byly připraveny v expresním systému E. coli umožňujícím izotopové značení a 

pro rekombinantní produkty bylo ověřeno správné sbalení i párování disulfidů. Pomocí 

NMR byla úspěšně určena 3D struktura C-domény (IrThy-Cd) vykazující příznivou 

vnitřní dynamiku pro získání NMR dat. IrThy-Cd má typický klínovitý tvar 

charakteristický pro tyropiny tvořený N-koncovou α-šroubovicí a centrálním 

antiparalelním β-skládaným listem. Strukturním motivem reaktivního centra jsou tři 

smyčky (L1–L3) zapojené do interakce s proteasou. Oproti jediným dvěma dalším 

strukturně charakterizovaným tyropinům, fragmentu p41 a saxifilinu, obsahuje IrThy-Cd 

navíc v C-koncové oblasti krátkou α-šroubovici a dále disulfidové propojení smyček L2 

a L3, které zvyšuje rigiditu molekuly IrThy-Cd. Vyřešená 3D struktura umožňuje 

vysvětlit pozorovanou úzkou selektivitu IrThy-Cd, která je omezena na několik málo 

cysteinových katepsinů s endopeptidasovou aktivitou. Uvedené specifické strukturní 

změny v oblasti smyček L2/L3 a substituce v sekvenci smyčky L1 jsou příčinou, proč 

IrThy neinteraguje s cysteinovými katepsiny s exopeptidasovou aktivitou. 

Publikace otevírá cestu k navazujícím studiím o biologické aktivitě IrThy a 

obecně tyropinů z klíšťat. Podle inhibiční specifity lze v analogii s klíštěcími cystatiny 

předpokládat účast na imunomodulaci reakce hostitele. Dalším vodítkem je homologie 

IrThy a ctenitoxinu z jedu pavouků s antinociceptivními účinky, což by mohlo 

naznačovat potenciální funkci tyropinů jako lokálních anestetik v místě sání klíštěte.   

  

Můj podíl na práci spočíval v: 1) klonování a přípravě rekombinantního proteinu IrThy 

a jeho jednotlivých domén v expresním systému hmyzích buněk pro funkční studie a 

v E.coli pro strukturní analýzu, 2) přípravě vybraných rekombinantních katepsinových 
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proteas, 3) návrhu a provádění biochemických a enzymologických funkčních testů se 

studovanými inhibitory zaměřenými na interakci s proteasami a GAG, 4) interpretaci 

získané 3D struktury IrThy-Cd s využitím molekulární grafiky a korelace vztahů mezi 

strukturou a aktivitou a 5) přípravě manuskriptu.  
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6. Diskuse 
 

Interakce mezi krev sajícím parazitem a hostitelem je na molekulární úrovni vysoce 

komplexní proces a kritickým způsobem se ho účastní proteolytický systém parazita i 

hostitele. Jedním z hlavních přirozených mechanismů regulace proteolýzy jsou 

proteasové inhibitory proteinového charakteru, které působí jak na endogenní úrovni, kdy 

např. pomáhají při načasování a kompartmentaci působení proteas, tak na exogenní 

úrovni, kdy parazitům umožňují invazi hostitele pomocí suprese hostitelských proteas 

účastnících se procesů jako je imunitní odpověď a hemostáza. Tato disertační práce se 

zaměřuje na nové zástupce proteinových proteasových inhibitorů z rodiny cystatinů, 

serpinů a tyropinů, kteří pocházejí ze slin dvou druhů klíšťat. Klíště Ixodes ricinus je 

významným vektorem klíšťové encefalitidy a Lymské boreliózy a klíšťák Ornithodoros 

moubata je vektorem návratné horečky a afrického prasečího moru. Výzkum se soustředil 

zejména na strukturně-funkční analýzu těchto bioaktivních proteinů injikovaných do těla 

hostitele a přináší významné nové informace pro pochopení mechanismů interakce mezi 

klíštětem a hostitelem, které mají využití při vývoji protiklíštěcích vakcín a biofarmak. 

Diskuse je rozdělena do tří kapitol věnovaných jednotlivým proteasovým inhibitorům. 

  

6.1. Proteasový inhibitor OmC2 z rodiny cystatinů  

 

 Cystatin OmC2 ze slin klíšťáka Ornithodoros moubata byl biochemicky 

charakterizován jako účinný inhibitor cysteinových katepsinů s neobvykle širokou 

inhibiční specifitou cílenou proti katepsinům jak s endopeptidasovou, tak 

exopeptidasovou aktivitou. To jej odlišuje od široké skupiny sialostatinů, slinných 

cystatinů z klíštěte I. scapularis a I. ricinus, které exopeptidasové katepsiny inhibují 

velmi slabě nebo vůbec138,140,142. OmC2 se tak spíše podobá nově identifikovanému 

mialostatinu, cystatinu ze střeva I. ricinus145. Vyřešení 3D struktury OmC2 umožnilo 

srovnání těchto dvou typů cystatinů, které obecně vykazují značnou podobnost jak na 

úrovni primární, tak terciární struktury. U OmC2 byly nicméně zjištěny lokální sekvenční 

a strukturní odlišnosti na N-konci molekuly a smyčce L2. Oba tyto segmenty jsou 

zodpovědné za afinitu a selektivitu cystatinů k cílovým proteasám a jsou proto 

pravděpodobně hlavní příčinou široké inhibiční specifity OmC2146. Podobný design obou 

segmentů je možné pozorovat u cystatinů z obratlovců, jako je např. široce rozšířený 

cystatin C. Proto se lze domnívat, že OmC2 mimikuje hostitelské cystatiny a tím 
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interferuje s jemnou rovnováhou hostitelského proteolytického systému mezi katepsiny a 

jejich endogenními inhibitory. 

 O mechanismu imunomodulačního účinku OmC2 lze spekulovat na základě jeho 

inhibiční specifity a dostupných informací o roli inhibovaných proteas v imunologických 

procesech. Katepsin S a L jsou zapojeny do procesování antigenů pomocí antigen-

prezentujících buněk v komplexu s MHC II proteiny, což umožňuje rozvoj adaptivní 

imunitní odpovědi147. Experimenty studující vliv OmC2 na antigen-prezentující buňky, 

konkrétně dendritické buňky (hojně přítomné v kůži jako místě sání klíštěte), prokázaly 

inhibici prezentace antigenu a snížení produkce mediátorů zánětu, cytokinů TNFα a IL-

12. Suprese dendritických buněk spojená s inhibicí katepsinu S byla také prokázána u 

příbuzného klíštěcího cystatinu, sialostatinu L148. Manipulování adaptivní imunity může 

usnadnit opakované sání klíšťat a jejich potomků na hostiteli, jelikož jsou slinné antigeny 

lépe maskovány před imunitním systémem hostitele. K potlačení rozpoznání klíštěcích 

antigenů může OmC2 přispět i inhibicí katepsinů B a H s exopeptidasovou aktivitou, které 

se podílejí na úpravě peptidů vázaných na MHC II zkracováním jejich koncových 

úseků149. Další proteasou silně inhibovanou OmC2 je katepsin C, který je klíčový pro 

vrozenou imunitu, jelikož aktivuje serinové proteasy produkované zralými neutrofily150. 

Po přisátí klíštěte, jsou to právě neutrofily, které jsou v první linii obrany buněčné imunity 

a které by mohly negativně ovlivnit proces sání. 

 Vakcinace pomocí OmC2 omezila schopnost nymf efektivně sát na 

imunizovaných zvířatech a zvýšila i mortalitu nymf po nasátí, která byla úměrná titru 

specifických anti-OmC2 protilátek v séru hostitele. OmC2 je exprimován nejen ve 

slinách, ale i ve střevě klíštěte, kde probíhá proces trávení hostitelské krve151. Je 

pravděpodobné, že OmC2 zde může hrát protektivní roli při zamezení předčasné 

proteolýzy přijaté potravy, která je určena pro skladování, a to jednak inhibicí 

endogenních proteas z poškozených buněk střeva a jednak hostitelských proteas přijatých 

s krví hostitele. Pokud je tato funkce ve střevě blokována anti-OmC2 protilátkami, může 

to vysvětlit zvýšenou mortalitu nasátých nymf. Protiklíštěcí vakcína založená na OmC2 

by tedy mohla působit na dvou úrovních a v rozdílných kompartmentech během interakce 

klíštěte s hostitelem. Specifické protilátky proti OmC2 budou interferovat s 

imunomodulační funkcí OmC2 injikovaného do hostitele ve slinách klíštěte a zároveň 

budou tyto protilátky blokovat předpokládanou fyziologickou funkcí OmC2 ve střevě 

klíštěte. To by mohlo zvyšovat účinnost této duální vakcíny. 
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6.2. Proteasový inhibitor IRS-2 z rodiny serpinů 

 

Další část disertační práce se zabývala inhibitorem serinových proteas, IRS-2, ze 

slin klíštěte I. ricinus, který patří do rodiny serpinů. Serpiny působí jako „sebevražedné“ 

inhibitory, u nichž cílová proteasa štěpí smyčku reaktivního centra inhibitoru za vzniku 

primárního kovalentního komplexu proteasy s inhibitorem. Analýza krystalové struktury 

IRS-2 prokázala, že u tohoto serpinu dochází při ataku proteasou ke štěpení reaktivní 

smyčky v unikátní poloze s tyrosinovým zbytek v poloze P1. Většina serpinů z genomu 

příbuzného klíštěte I. scapularis má v poloze P1 bazický (především argininový) zbytek 

vhodný pro štěpení enzymy trypsinového typu, např. proteasami koagulační kaskády. 

Naopak aromatické aminokyseliny se v této poloze nacházejí pouze u dvou 

predikovaných serpinů I. scapularis, z nichž jeden je homologem IRS-2. Tyrosinový 

zbytek je zde unikátní a lze tak předpokládat, že IRS-2 je jediný slinný serpin I. ricinus 

schopný inhibovat dvě cílové proteasy chymotrypsinového typu, katepsin G a chymasu.  

Katepsin G je sekretován po aktivaci neutrofilů a chymasa je sekretována po 

aktivaci žírných buněk. Tyto buňky se přímo účastní akutní zánětlivé odpovědi. O 

katepsinu G je známo, že se podílí na odstranění pohlcených patogenů a remodelaci tkání 

během zánětu, proteolytické aktivaci různých chemoaktraktantů a hormonů a buněčné 

signalizaci štěpením proteasou aktivovaného receptoru 4 (PAR4)152,153. Štěpení PAR4 

katepsinem G aktivuje krevní destičky a vede k agregaci a tvorbě krevní zátky154. Tato 

studie o IRS-2 jako první prokázala, že bioaktivní protein ze slin klíšťat inhibuje agregaci 

krevních destiček indukovanou katepsinem G a také trombinem, a tím klíštěti usnadňuje 

příjem krve. 

Aktivované krevních destičky produkují řadu chemokinů, jejich prekurzorů a 

bioaktivních peptidů, které jsou proteolyticky zpracovávány katepsinem G a chymasou. 

Příkladem je chemokin CTAP-III sekretovaný aktivovanými krevními destičkami, který 

je konvertován na chemokin NAP-2, jenž aktivuje neutrofily a přivolává je do místa 

poranění155. Katepsin G a chymasa dále zpracovávají velké endoteliny, prekurzory 

několika vazokonstrikčních látek jako jsou peptidové fragmenty označované ET(1-31), 

které současně působí i jako chemoaktraktanty pro neutrofily a monocyty156. Zajímavým 

zjištěním je, že štěpená oblast smyčky reaktivního centra na IRS-2 (VPY*SLG) se 

výrazně podobá místu štěpenému chymasou ve velkých endotelinech (VPY*GLG). IRS-

2 je tak první popsaný parazitární protein, který inhibuje hostitelské proteasy tím, že 

mimikuje jejich endogenní substráty. Dále se IRS-2 strukturně značně podobá 
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přirozenému inhibičnímu regulátoru katepsinu G a chymasy, kterým je hostitelský serpin 

α-1-antichymotrypsin. 

Inhibováním katepsinu G neutrofilů a chymasy žírných buněk přítomných v časné 

fázi zánětu může klíště pozměnit obrannou reakci na poškození kůže způsobené jeho 

přisátím. V této práci se podařilo experimentálně prokázat, že IRS-2 inhibuje akutní zánět 

vyvolaný polysacharidem karagenanem a agregaci krevních destiček indukovanou 

katepsinem G nebo trombinem. Domníváme se, že IRS-2 cílí neutrofily, krevní destičky 

a žírné buňky v časných fázích jejich aktivace tím, že zamezuje aktivaci krevních destiček 

vyvolané katepsinem G nebo trombinem. Tím se uvolňuje méně CTAP-III a ten také není 

účinně konvertován na NAP-2, čímž se do místa poranění zhorší přístup neutrofilů.  

Doprovodná studie se detailně zabývala procesem krystalizace IRS-2 v přítomnosti 

stopových množství proteas. Jejich katalytické působení mimikovalo specifické štěpení 

smyčky reaktivního centra cílovými hostitelskými proteasami. Identifikované štěpení 

indukovalo celkovou konformační přestavbu molekuly IRS-2 ze stresového stavu S do 

relaxovaného stavu R. Tato konverze typická pro reakční mechanismus serpinů52 

umožnila nalezení účinných krystalizačních podmínek vedoucích k finálním krystalům 

IRS-2 s kvalitním rozlišením. Proteasy účastnící se konverze IRS-2 byly detekovány a 

klasifikovány za použití diagnostických selektivních substrátů a inhibitorů. Vliv 

stopových proteas na krystalizaci serpinů nebyl dříve studován. Popsaný efekt lze srovnat 

s používanou technikou limitované proteolýzy krystalizačních směsí proteinů157, která 

vede k odstranění flexibilních částí nebo nežádoucích segmentů z proteinových povrchů, 

což napomáhá procesu krystalizace.  

Strukturně-funkční analýza IRS-2 je první publikovaná pro serpin pocházející z 

klíšťat (a obecně z parazitů). Následující studie slinných serpinů z I. ricinus podporují 

komplexnost funkce serpinů při interakci s hostitelem jako bylo zjištěno pro Iripin-1 

ovlivňující zánětlivé odpovědi158, Iripin-3 působící imunomodulačně a 

antihemostaticky159 a Iripin-5 a Iripin-8 působí proti komplementu 160,161. Inhibiční 

specifita uvedené skupiny Iripinů je cílena proti proteasám trypsinového typu a IRS-2 je 

jediným dosud podrobně studovaným slinným serpinem klíšťat s unikátní inhibiční 

specifitou vůči medicinálně významným proteasám chymotrypsinového typu. 
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6.3. Proteasový inhibitor IrThy z rodiny tyropinů 

 

IrThy sekretovaný slinnými žlázami klíštěte I. ricinus byl charakterizován na úrovni 

struktury a funkce jako první parazitární zástupce rodiny tyropinů. Molekula tohoto 

proteinu se skládá ze dvou tyroglobulinových (Tg1) domén a neobsahuje další strukturní 

moduly, které jsou běžné u velké řady multidoménových proteinů obsahujících Tg1 

doménu. Jak ukázala fylogenetická analýza dvoudoménové uspořádání tyropinů je 

rozšířené u členovců, včetně klíšťat, ale nevyskytuje se u savců. Molekula IrThy dále 

obsahuje atypické uspořádání disulfidů v C-koncové doméně a na rozhraní obou domén. 

Ve srovnání s jinými tyropiny má IrThy unikátní úzkou inhibiční specifitu, kdy 

inhibuje pouze katepsiny V, K a L vykazující endopeptidasovou aktivitu. Řada v literatuře 

popsaných tyropinů, jako je fragment p41, equistatin, saxifilin nebo tyropin z vajíček 

lososa, je schopná inhibovat katepsiny s jak endopeptidasovou, tak exopeptidasovou 

aktivitou (např. katepsin B nebo H)99,100,162,163. Rekombinantní C-koncová doména IrThy 

(IrThy-Cd) vykazuje stejnou inhibiční specifitu jako celá dvoudoménová molekula. 

Vyřešení její 3D struktury pomocí NMR spektroskopie umožnilo analyzovat strukturní 

příčinu inhibiční specifity porovnáním struktury IrThy-Cd s již známou strukturou p41 v 

komplexu s katepsinem L55. Reaktivní centrum p41 nese tři inhibiční smyčky (L1, L2 a 

L3), které umožňují důležité interakce s oblastí vazebných podmíst S2-S1 a okolními 

smyčkami na R-doméně proteasy. Takové interakce jsou ale v případě IrThy-Cd 

negativně ovlivněny dvěma specifickými strukturními změnami v její struktuře: 

zvětšením velikosti smyčky L1 a změnou tvaru molekuly, která je indukovaná atypickým 

disulfidem D2 mezi smyčkami L2 a L3. Tyto změny zabraňují vazbě IrThy-Cd na 

exopeptidasy, jako je katepsin H (aminopeptidasa) a katepsin B (karboxydipeptidasa), 

jejichž prostorově omezená aktivní místa se stávají nepřístupná pro vazbu studovaného 

inhibitoru164,165. 

Rekombinantní N-koncová doména (IrThy-Nd) měla širší inhibiční specifitu o dvě 

další endopeptidasy (katepsin F a papain), než kompletní dvoudoménový IrThy. To 

naznačuje, že vazebné interakce N-domény jsou poněkud omezeny těsně umístěnou C-

doménou ve dvoudoménové molekule. Model celé struktury IrThy byl navržen 

programem AlphaFold, ze kterého je patrné, že obě reaktivní centra N- a C-domény jsou 

orientována v opačných směrech a mohou fungovat současně. Obdobné uspořádáním 

dvou Tg1 domén je popsáno u saxifilinu, kde domény vážou dvě molekuly proteas s 

různou inhibiční specifitou163. K lepšímu pochopení orientace molekuly IrThy v 
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komplexu s proteasou byly také provedeny předběžné experimenty chemického zesítění 

IrThy s katepsinem V analyzované hmotnostní spektrometrií. Výsledky ukázaly, že IrThy 

se přednostně váže do aktivního místa katepsinu V (přidaného v ekvimolárním množství) 

prostřednictvím reaktivního centra na N-doméně, která vykazuje nižší hodnotu Ki než C-

doména. Pro podrobný popis procesu vazby IrThy a využití jednotlivých domén budou 

zapotřebí systematické experimenty za ruzných koncentračních podmínek a s různými 

proteasami. 

Inhibiční účinnost IrThy je modulována několika glykosaminoglykany (GAG) 

hojně zastoupenými v tkáních hostitelů. Je známo, že tyto sulfatované polysacharidy 

regulují cysteinové katepsiny, zejména jejich autokatalytickou aktivaci, pH stabilitu a 

interakci se specifickými makromolekulárními substráty166-169. V přítomnosti GAG se 

inhibiční účinnost IrThy obecně snižovala vůči katepsinu K, zvyšovala vůči katepsinu V 

a zůstávala relativně neovlivněná vůči katepsinu L. Molekulární povrchy katepsinů K a 

V obsahují kladně nabité oblasti pro vazbu GAG166,169,170, tyto oblasti jsou však méně 

rozšířené u katepsinu L, což vede k poklesu jeho interakcí s GAG. Lze předpokládat, že 

GAG regulují inhibici IrThy pomocí kombinované interakce jednak s různými vazebnými 

místy pro GAG na cílových katepsinech a jednak s pozitivně nabitými oblastmi, které se 

nacházejí na navrženém modelu povrchu IrThy, zejména na jeho N-doméně. Konkrétní 

uspořádání těchto mezimolekulárních interakcí může buď posilovat nebo potlačovat 

vazbu IrThy. 

Bylo prokázáno, že inhibitory proteáz ze slin klíštěte injikované do hostitele 

modulují imunitní odpověď hostitele a potlačují srážení krve v místě přisátí klíštěte 171. 

Dosud jedinými studovanými inhibitory cysteinových katepsinů ze slin klíšťat jsou 

zástupci rodiny cystatinů, kteří mají imunosupresivní a protizánětlivé účinky 138,140,142. 

Nedávná srovnávací analýza inhibiční specifity prokázala, že klíštěcí slinné cystatiny se 

od ostatních členů rodiny cystatinů liší vysokou afinitou k endopeptidasám a omezeným 

účinkem na exopeptidasy 142. Tato biochemická vlastnost činí klíštěcí slinné cystatiny 

funkčně podobné IrThy, který také vykazuje úzkou inhibiční specifitu vůči cysteinovým 

katepsinům s endopeptidasovou aktivitou. Lze proto předpokládat, že IrThy může hrát 

roli v imunomodulaci a že na základě dynamiky exprese působí v počátečních fázích 

interakce klíštěte s hostitelem. V této souvislosti je známo, že katepsiny V, K a L, na které 

je IrThy cílen, se podílejí na procesech imunitní odpovědi a zánětu a jsou rovněž přítomny 

v kůži hostitele172-175. Další vodítko k potenciální fyziologické funkci IrThy pochází z 

nedávné studie o U24-ctenitoxinu-Pn1a, neurotoxinu obsaženém v jedu pavouků, který 
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reguluje napěťově řízené sodíkové kanály (VGSC)176. Je zajímavé, že tento protein 

obsahuje dvě tandemové domény Tg1 a je blízkým homologem IrThy. Toxiny pavouků 

s VGSC aktivitou jsou obecně antinociceptivní177 a je lákavé spekulovat o možném 

analgetickém účinku IrThy v místě přisátí klíštěte.  
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7. Závěry 
 

Disertační práce se zabývala funkční a strukturní charakterizací tří nových 

proteasových inhibitorů z rodiny cystatinů, serpinů a tyropinů. Tyto inhibitory byly 

identifikovány ve slinách klíštěte druhu Ixodes ricinus, který je vektorem klíšťové 

encefalitidy a Lymské boreliózy, a Ornithodorus moubata, který je vektorem návratné 

horečky a afrického prasečího moru. Disertační práce obsahuje výsledky uveřejněné ve 

čtyřech původních publikacích. 

 

V rámci disertační práce byly splněny zadané cíle s následujícími hlavními závěry: 

 

Cystatin OmC2 z O. moubata 

• Pro rekombinantní OmC2 byla určena široká inhibiční specifita, která zahrnuje 

inhibici cysteinových katepsinů jak s endopeptidasovou, tak exopeptidasovou 

aktivitou. To výrazně odlišuje OmC2 od dosud známých slinných cystatinů klíšťat 

s typickou úzkou inhibiční specifitou.  

• Byly nalezeny krystalizační podmínky a vyřešena prostorová struktura OmC2, 

která umožnila objasnit jeho inhibiční specifitu. Reaktivní centrum OmC2 

vykazuje značnou strukturní podobnost s některými cystatiny hostitele. 

• Byl korelován vztah mezi zjištěnými imunomodulačními vlastnostmi OmC2 a 

inhibovanými cílovými katepsiny hostitele, které hrají významnou roli při 

imunitní odpovědi. Lze předpokládat, že OmC2 interferuje s aktivitou 

hostitelských cystatinů a tak mění proteolytickou rovnováhu v tkáni hostitele a 

spojené relevantní fyziologické procesy ve prospěch klíštěte. 

 

Serpin IRS-2 z I. ricinus 

• Pro rekombinantní IRS-2 byla určena inhibiční specifita, která cílí unikátní 

kombinaci serinových proteas trypsinového a chymotrypsinového typu, včetně 

trombinu, katepsinu G a chymasy. Naopak většina ostatních serpinů ze slin I. 

ricinus inhibuje pouze proteasy trypsinového typu. 

• Byly nalezeny krystalizační podmínky a vyřešena prostorová struktura IRS-2 jako 

první pro serpin parazitárního původu. Tato struktura odpovídala tzv. 

relaxovanému R-stavu konformace serpinové molekuly po štěpení reaktivního 
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centra cílovou proteasou. To umožnilo podrobně popsat „sebevražedný“ inhibiční 

mechanismus a korelovat stavbu reaktivního centra se specifitou IRS-2.  

• IRS-2 má výrazné antikoagulační a protizánětlivé vlastnosti výhodné pro sání 

klíštěte, které lze vysvětlit na základě jeho inhibiční specifity. Ta je zaměřena na 

regulaci agregace krevních destiček a dále na relevantní imunitní buňky, zejména 

neutrofily a žírné buňky produkující katepsin G a chymasu.  

 

Tyropin IrThy z I. ricinus 

• Rekombinantní expresí byl připraven IrThy a jeho dvě separátní tyropinové 

domény. IrThy má unikátní úzkou inhibiční specifitu a inhibuje pouze tři 

cysteinové katepsiny K, L a V. Obě domény jsou funkční, ale liší se specifitou.  

• Inhibiční aktivita IrThy je modulována komplexním způsobem 

glykosaminoglykany z tkání hostitele. To zvyšuje selektivitu působení IrThy na 

katepsiny K a V, které mají vazebná místa pro glykosaminoglykany. 

• Prostorová struktura domény IrThy byla určena NMR spektroskopií jako první 

struktura pro tyropin parazitárního původu. Určená struktura umožnila vysvětlit 

úzkou inhibiční specifitu IrThy, která je řízena modifikacemi ve stavbě tří 

vazebných smyček, které neumožňují účinnou interakci s exopeptidasami. 

• Na základě strukturně-funkční analýzy a expresního profilu IrThy u I. ricinus byly 

navrženy potenciální fyziologické funkce IrThy v časné fázi interakce klíštěte s 

hostitelem. 

 

Disertační práce přináší významné informace o nových proteasových inhibitorech 

ze slin klíšťat, které hrají klíčovou roli v molekulárních mechanismech interakce mezi 

tímto parazitem s hostitelem. Potenciální využití studovaných bioaktivních inhibitorů a 

získaných výsledků je v biomedicinských aplikacích při vývoji např. protizánětlivých a 

antikoagulačních léčiv. Dále představují studované inhibitory zajímavé kandidáty pro 

vývoj protiklíštěcích vakcín, které narušují sání klíštěte a snižují riziko přenosu patogenů. 
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