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Abstrakt

Krevni¢ky rodu Schistosoma jsou parazitické motolice zptsobujici onemocnéni zvané
schistosomoza, které postihuje ptes 200 milionti lidi v tropech a subtropech. Dospé¢lé krevnicky
ziji v cévach Cloveéka a zivi se krvi. Pro rist, vyvoj a rozmnozovani krevni¢ek jsou zdsadni
ziviny ziskané degradaci hlavniho krevniho proteinu hemoglobinu. Za jeho trveni zodpovida
proteolyticka vybava traviciho traktu kevnicek, ktera je tvofena sadou enzymi z tfid
cysteinovych a aspartatovych protedz a metaloproteaz, které maji komplementarni specifitu.
Proteolytické enzymy hraji dulezitou roli i pii dalSich procesech jako je prinik krevniek do
hostitele, migrace tkanémi, ptekonani imunitniho systému a modulace zanétu. Mezi vyznamné
protedzy, které se ucastni téchto procesti patii enzymy ze tfidy serinovych a cysteinovych
proteaz. Vzhledem k tomu, Ze proteolyticky systém je nezbytny pro zivotaschopnost krevnicek,
je v soucasné dobé predmétem intenzivniho vyzkumu zaméfeného na vyvoj novych vakcin

a chemoterapeutik pro 1é¢bu schistosomozy.

Kli¢ova slova: peptidaza, proteaza, katepsin, traveni, krevnicka, Schistosoma

Abstract

Blood flukes of the genus Schistosoma are parasitic trematodes causing a disease called
schistosomiasis, which afflicts more than 200 million people in the tropics and subtropics. Adult
schistosomes live in human blood vessels and feed on blood. Critical nutrients required for
growth, development and reproduction of schistosomes are obtained from the major blood
protein haemoglobin. Its digestion is mediated by the proteolytic arsenal of the schistosome
digestive tract, which includes enzymes with complementary specificity belonging to the
classes of cysteine and aspartic proteases, and metalloproteases. Proteolytic enzymes also play
an important role in other processes, such as host penetration, tissue migration, immune evasion
and modulation of inflammation. Here, serine and cysteine proteases importantly participate.
The proteolytic system is essential for the viability of schistosomes and is a current topic of
intense research focused on the development of new vaccines and chemotherapeutics for the

treatment of schistosomiasis.
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1. Uvod

Krevni¢ky rodu Schistosoma jsou paraziti¢ti ¢ervi zpusobujici infekéni onemocnéni
zvané schistosomoéza nebo také bilharziéza. Uvadi se, Zze po malarii se jednd o druhé
nejvyznamngéjsi parazitdrni onemocnéni. V soucasné dobé postihuje pres 200 miliont lidi,
patii Schistosoma mansoni, S. japonicum a S. haematobium.

Zivotni cykly téchto krevniGek jsou si velmi podobné, jako mezihostitele vyuZivaji
sladkovodniho plze. K nakaze ¢lovéka dochézi pres kontaminovanou vodu, ve které se nachazi
larvalni stadium parazita zvané cerkarie, které ma schopnost penetrovat neporusenou kuzi.
Dospéli ¢ervi pak Ziji v cévach ¢lovéka v okoli stiev nebo urogenitélniho traktu, kde dochazi
k produkci vajicek. Tato vaji¢ka jsou vyluCovana do prostiedi, ovSem ¢ast z nich zustava
Vv hostiteli a zptisobuji tak patologii schistosomozy (Colley et al., 2014).

Dospél¢ krevnicky se zivi krvi ¢lovéka a k traveni vyuzivaji proteolytické enzymy, diky
kterym ziskavaji nezbytné ziviny pro rlst, vyvoj a rozmnozovani. Krom¢ toho se proteazy
krevniéek ucastni i dal§ich interakci s hostitelem, a to u vSech vyvojovych stadiich. Jsou jimi
napiiklad procesy pronikani do téla hostitele, migrace tkdnémi, Ginik pfed imunitni odpovedi
clovéka a aktivace a modulace zanétu (Kasny et al., 2009).

K 1é¢bé schistosomozy je fadu let vyuzivan jediny 1€k praziquantel. Z divodu vzniku
mozné rezistence je dilezité¢ zaméfit se na vyvoj novych 1é€iv proti tomuto onemocnéni. K tomu
je zapotiebi detailni vyzkum krevnicek, vcetné jejich proteolytickych systémi, coz piinese

moznost zasahnout do konkrétnich zZivotné dilezitych déji téchto parazitd (Cioli et al., 2014).

Cilem této bakalarské prace je shrnout dosavadni poznatky o proteolytickych enzymech

krevnic¢ek rodu Schistosoma, popsat jejich zivotni cyklus a onemocnéni schistosomozu.



2. Krevnicky rodu Schistosoma

2.1. Taxonomické zarazeni a morfologie krevnicek

Krevnicky Schistosoma mansoni, S. haematobium a S. japonicum jsou tfemi hlavnimi
druhy parazitujicimi u ¢lovéka. Mezi dalsi krevni¢ky infikujici ¢lovéka patii S. mekongi
a S. intercalatum, které se vSak vyskytuji jen v uréitych oblastech a jsou vyznamné lokalné
(Colley et al., 2014).

Taxonomicky se tyto krevnic¢ky fadi do kmene Platihelminthes, tfidy Trematodae, celedi
Schistosomatidae a rodu Schistosoma. Na rozdil od ostatnich zastupct ttidy Trematodae, jsou
oddéleného pohlavi a maji vyrazny pohlavni dimorfismus. Samecci jsou mohutnéjsi a na
ventralni strané maji ryhu oznacovanou jako canalis gynaecophorus, ve které je ulozena uzsi
samicka a kde probiha kopulace (Després a Maurice, 1995). Dospélé krevni¢ky jsou
charakteristické valcovitym tvarem téla. Maji ustni otvor pro pfijem potravy a dvé prisavky
Vv pfedni a ventralni stran¢ téla slouzici k pfichyceni na cévni sténu. Povrch téla krevnicek je
tvofen tegumentem, ktery hraje roli pfi pfijmu potravy, tniku pfed imunitni odpovédi hostitele,

osmoregulaci ¢i signalni transdukci (Jones et al., 2004).

2.2. Zivotni cyklus krevnic¢ek

Zivotni cyklus krevni¢ek je dvouhostitelsky, kdy mezihostitelem je sladkovodni
tropicky plz rodu Biomphalaria (pro S. mansoni), Bulinus (S. haematobium) nebo Oncomelania
(S. japonicum), ve kterém probiha nepohlavni rozmnozovani parazita, a definitivnim hostitelem
je vétsinou ¢lovek, na kterého je vazano pohlavni rozmnozovani krevnicky. S. japonicum
infikuje kromé clovéka fadu dalSich savct, jako jsou hospodaiska zvifata, coz komplikuje
snahu o eliminaci téchto krevni¢ek. S. mansoni napada jak ¢loveéka, tak i dal§i primaty nebo
hlodavce, nicméné za hlavni rezervoar krevnicky je povazovan ¢lovék (Colley et al., 2014).

K nakaze ¢lovéka dochazi kontaminovanou vodou, ve které se nachazi larvalni stadium
krevnicek zvané cerkdrie. Tato larva penetruje kizi hostitele, ztraci svilj rozdvojeny ocasek
a méni se tak v dalsi vyvojové stadium oznacované jako schistosomula, ktera dale vstupuje do
kapilar a lymfatickych cév. Odtud se dostava do srdce, do plic a nasledné do jater, kde se Zivi
portalni krvi. Schistosomula zde rychle roste a méni se v dospélce. Dospélé krevnicky se paruji
a samecek takto pienasi samicku do cév obklopujicich stieva (S. mansoni a S. japonicum) nebo
do cév v okoli urogenitalniho traktu (S. haematobium), kde samicka klade stovky az tisice
vajicek denné. Tato vajicka se dostavaji do ptislusnych orgéni a jsou vylu€ovana stolici nebo

modi, pficemz ¢ast jich zustava v téle hostitele, kde pisobi patologii onemocnéni. Po kontaktu



vylou¢enych vajicek s vodou dochédzi k jejich lihnuti a uvolnéni obrvené larvy zvané
miracidium, ktera penetruje povrchem vhodného vodniho plze. V téle plze se miracidium méni
na matetskou sporocystu, ktera se nepohlavné mnozi. Dcefiné sporocysty migruji do travicich
7laz plze, nepohlavné se dale rozmnozuji a davaji vzniku mnoha novym cerkariim, které opousti
mezihostitele a dostavaji se do vody (obr. 1) (Thétiot-Laurent et al., 2013).

Stimuly ke zméné sméru pohybu volné plavajici cerkarie S. mansoni jsou dany latkami
vyskytujicimi se v kazi hotitele. Jsou jimi volné mastne kyseliny, L-arginin a peptidy obsahujici
terminaln¢ vazany L-arginin (Haeberlein a Haas, 2007). Pfichyceni cerkarii na kuzi ¢lovéka je
dano reakci na L-arginin a teplo. Cerkarie S. mansoni setrvavaji na povrchu kuze diky
schopnosti rozpoznani ceramidii v ni obsazenych. Kromé tohoto chemického signalu, tyto
cerkarie reaguji i na teplo (Haas et al., 2008). Oproti tomu u cerkérii S. japonicum
a S. haematobium nebylo zjisténo vyuziti téchto specifickych signalt pro setrvani na kuzi.
Taktéz se v porovnani se S. mansoni lisi v rozpoznavani pfitomnosti hostitele. S. haematobium
reaguje na zastinéni vodni hladiny a u S. japonicum se jedna o proces, ktery neni zavisly ani na

chemickych stimulech ani na svétle (Haas et al., 1987; Haeberlein a Haas, 2007).

Volné¢ plavajici cerkarie

; gy uvolnéné z plze
Nepohlavni mnozeni sporocyst P
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Sparovani dospéli Cervi se dostavaji do:
7S, japonicum A B - cév obklopujicich stieva
S. mansoni S. haematobium C - cév obkopujicich urogenitalni trakt

Obr.l  Zivotni  cyklus  krevni¢ek  rodu  Schistosoma. Upraveno podle
www.cdc.gov/parasites/schistosomiasis/biology.
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Stimulem pro penetraci jsou nenasycené mastné kyseliny vyskytujici se v lidské kuzi
(Haas et al., 1987). Po tomto stimulu cerkérie sekretuje obsah svych acetabularnich Zlaz, ktery
ma proteolytickou aktivitu a ni¢i tim slozky ktize. Nejvyznamnéjsi detekovanou cerkariovou
proteazou je serinova elastaza, ktera $tépi elastin a dalsi komponenty kuze (Salter et al., 2000).
Tato elastaza je charakteristickd pro S. mansoni a S. hamatobium, ovsem nebyla dosud objevena
u S. japonicum. V acetabularnich zlazach S. japonicum byla naopak zjisténa nékolikanasobné
vetsi aktivita katepsinu B oproti ostatnim druhtim (Dvoftak et al., 2008). Kromé ztraty ocasku
a sekrece z acetabularnich 714z je pfeména ve schistosomulu doprovazena i ztratou povrchoveho
glykokalyxu, coz ma vyznam ve vyhnuti se imunitni odpovédi hostitele (McKerrow a Salter,
2002). Pro vstup do cév se schistosomula orientuje pomoci koncentra¢niho gradientu L-

argininu a D-glukdzy (Haas et al., 2008).

2.3. Vyskyt krevnicek

Krevnic¢ky rodu Schistosoma se vyskytuji v tropech a subtropech (obr. 2). S. mansoni
a S. haematobium jsou rozsifeny v Africe a na Stfednim Vychodég, pfi¢emz S. mansoni se
vyskytuje i v Jizni Americe a na nékterych Karibskych ostrovech. S. japonicum je rozsifena
V Asii, hlavné na Filipinach a v Cing. S. mekongi se nachazi na povodi feky Mekong v Asii

a S. intercalatum pouze v nékterych oblastech zapadni a centralni Afriky (Colley et al., 2014).
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Obr.2 Vyskyt krevnicek rodu Schistosoma. Upraveno podle Colley et al., 2014.



3. Schistosomoza

3.1. Charakterizace schistosomozy

Schistosomoza, nebo také bilharziéza podle svého objevitele Theodora Bilharze, je
parazitarni onemocnéni zpusobené krevni¢kami rodu Schistosoma. Jedna se o onemocnéni,
kterym je celosveétove nakazeno vice nez 200 milioni lidi a ptes 700 miliona lidi je v ohrozeni
ndkazou, z toho vétSina je v Africe. Schistosomoéza je predevsim rozsitena v chudych
vesnickych 1 méstskych oblastech, kde jsou zhorSené hygienické podminky a nedostatecna
kontrola vody. V endemickych oblastech jde o chronické onemocnéni s nejvyssi prevalenci

a intenzitou infekce u dospivajicich (Utzinger et al., 2009).

3.2. Symptomy a patogeneze schistosomozy

Akutni schistosomédza vyvolana S. mansoni a S. haematobium se projevuje hlavné
U turistt, tedy po prvnim setkani s parazitem. U mistni populace se aktuni onemocnéni projevuje
ziidka, protoZe se opakované dostava do styku s infekéni cerkarii. Oproti tomu, akutni
schistosomédza po infekci S. japonicum je ¢asta i u lokélnich spolecenstev a muze vést az
k hepatosplenomegalii a portalni hypertenzi.

Projevy akutni schistosomodzy jsou u vSech tfi krevni¢ek obdobné. Prvnim projevem je
imunitni odpovéd’ na prinik cerkarii ve form¢ kozni vyrazky v misté priniku a objevuje se
nékolik hodin po styku s kontaminovanou vodou. Dalsim z nich je Katayamsky syndrom, coz
je imunitni reakce na migrujici schistosomulu a po¢atecni usazovani produkovanych vajicek.
Nastava po 14-84 dnech po infekci a zahrnuje symptomy jako je horecka, unava a bolest hlavy.
Charakteristicky je i zvySeny pocet eosinofilti v krvi (Burke et al., 2009).

Chronicka schistosomdza je ¢astéjsi formou onemocnéni a je vysledkem opakovaného
kontaktu s kontaminovanou vodou, kdy k primarni infekci obvykle dochazi jiz u déti ve véku
dvou let. Jeji pfi¢inou je dlouhodobé usazovani vajicek (Obr. 3) ve tkdnich orgdnt, coz
vyvolavéa imunitni reakci ¢loveka, tvorbu granulomt a poSkozeni piislusnych organt. Hlavni
pfi¢inou patologie onemocnéni jsou tedy vajicka krevnicek, nikoliv ¢ervi samotni. Udava se,
ze dospéli ¢ervi mohou v ¢loveéku prezivat v priméru 3-10 let (Colley et al., 2014). V ptipadé
intestindlni a jaterni schistosomézy (zptisobené S. mansoni a S. japonicum) jsou zasazena
hlavné jatra, slezina a stfeva. Onemocnéni se projevuje bolesti biicha, ztratou chuti k jidlu
a krvacivymi prijmy. Tyto symptomy jsou zpusobeny vajicky usazenymi ve stfevni sliznici.
V piipadé ukladani wvajicek v jaternich sinusoiddch dochazi k tvorbé granulomi
a hepatomegalie. Granulomatdzni zanét vede k nadbyte¢né produkci kolagenu a dalSich slozek

extracelularni matrix v jatrech, coz zpusobuje fibrézu a blokaci portalnich fecist. To ma za
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nasledek portalni hypertenzi, splenomegalii, ascites a gastrointestinalni krvaceni. Urogenitalni
schistosomdza je vyvolana infekci S. haematobium a je zptisobena usazovanim vajicek ve sténé
mocoveého méchyte a mocovodi. Onemocnéni se mimo jiné projevuje piitomnosti krve v moci.
Vysledkem je opét granulomat6zni odpovéd,, fibroza a kalcifikace téchto organt. U Zen navic

mize dochazet i k postizeni pohlavnich organd. Onemocnéni je také spojovano s rakovinou

mocového méchyte a neplodnosti (Burke et al., 2009).

S. mansoni S. japonicum  S. haematobium

Obr.3  Vajicka  krevnicek a  dospéli  sparovani  Cervi ~S.  japonicum.
Prevzato z www.ruby.fgcu.edu/courses/davidb/50249/web/sm202;www.path.cam.ac.uk/~schisto/helmi
nth_eggs/index.

3.3. Lécba a prevence schistosomozy

V soucasné dob¢ se k 1é¢beé schistosomodzy pouziva jediny 1ék s nazvem praziquantel.
Jeho vyhodami jsou u¢innost — pisobi na v§echny druhy krevniéek, cena a dobra snasenlivost.
Tento 1€k je ovS§em ucinny pouze na dospélé Cervy a vzhledem k tomu, Ze je plosn¢ a opakované
pouzivan jako jediny, je zde moznost vyvoje rezistence (Cioli et al., 2014). Snizena citlivost
vaci praziquantelu se podatila laboratorné navodit u S. mansoni na mySim modelu (Fallon a
Doenhoff, 1994). Mechanismus u¢inku praziquantelu neni zcela objasnén, nicméné je znamo,
Ze pusobi na krevnicky tim, Ze zplsobuje influx véapenatenych iontd do jejich téla, stahy
svaloviny a naruseni tegumentu. Pfedpoklada se, Ze praziquantel plsobi na regulacni
podjednotku vapenatého kanalu krevnicek. Derivaty artemisininu mayji taktéz schopnost zabijet
krevnicky, ale na rozdil od praziquantelu plisobi na jejich larvalni stadia. Nabizi se tak moZnost
kombinované 1é¢by s velmi dobrou uéinnosti. OvSem vzhledem k tomu, Ze derivaty
artemisininu se pouzivaji jako antimalarikum, jeho aplikace je limitovana z dvodu mozného
vyvoje rezistence u plasmodia, ptivodce malarie (Cioli et al., 2014).

Pro uspéSnou eliminaci schistosomozy je zapotfebi kromé plosného wuzivani

praziquantelu i vyzkum novych strategii boje proti tomuto onemocnéni. Jednim z nich je vyvoj
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vakcin proti schistosomoéze, na ktery je dnes kladen velky diraz. Doposud byla testovana fada
antigentl, ovSem zadny z nich nenavozoval dostate¢nou ochranu. Prozatim nejlepsi vysledky
byly dosazeny s rekombinantnim enzymem oznacovanym 28 kDa glutation-S-transferaza
(rSh28GST) ze S. haematobium proti urogenitalni schistosomoze. Cilem této vakciny je navodit
protilatky schopné neutralizace enzymaticke aktivity rSh28GST a zabrénit tak detoxifikaci
lipofilnich molekul. Imunizace touto latkou a nasledna infekce experimentélnich zvifat vedla
k redukci poétu Cervii a mensi produkci vajicek. Dalsi studie ukazaly, Ze ziskané protilatky
mohou hrat roli v ochran¢ proti reinfekci. Je to jedina vakcina, ktera jiz vstoupila do klinickych
studii (Riveau et al., 2012).

Dal$im piistupem je vyvoj novych chemoterapeutik, ktera by byla ptimo cilena na ur¢ité
molekularni drahy parazita. Identifikaci molekularnich cili umoziuji data z analyz
transkriptomu krevnicek a sekvenovani genomu. Dalsi moznosti je analyza cila pomoci RNA
interference (Caffrey, 2007). Piikladem tohoto typu 1écby je pouziti vinylsulfonového
inhibitoru (K11777), o kterém bylo zjisténo, Ze blokuje aktivitu cysteinové proteazy katepsinu
B1, ktery se nachdzi ve stfevé krevni¢ky a ucastni se traveni. Uinnost tohoto inhibitoru byla
testovana na mysich infikovanych S. mansoni a jeho podavani mélo za nasledek snizeni

patologie organd, stejné tak jako snizeni mnozstvi ¢ervi i vajicek (Abdulla et al., 2007).

4. Proteolytické enzymy
4.1. Klasifikace proteolytickych enzymii

Proteolytické enzymy neboli protedzy (obecné peptidazy) jsou enzymy katalyzujici
hydrolytické §tépeni peptidové vazby v proteinech a peptidech. Dle EC (Enzyme Commission)
systému jsou tyto enzymy klasifikovany jako hydrolazy, coz znamend, ze $tépi peptidovou
vazbu za pomoci molekuly vody.

Déle mizeme proteazy klasifikovat jako endopeptidazy nebo exopeptidazy podle mista
Stépeni. Exopeptidazy §tépi aminokyseliny na konci peptidového fetézce, a to bud’ na C-konci
(karboxypeptidazy) nebo N-konci (aminopeptidazy). Endopeptidazy pak Stépi uvniti
peptidového fetézce. Podle mechanismu katalytického u¢inku a aktivniho mista jsou proteazy
dale déleny do Sesti hlavnich skupin na cysteinové, serinové, threoninové, aspartatove,
glutaméatové proteazy a metaloproteazy (Garcia-Carreon a Del Toro, 1997; Rao et al., 1998).
Podle databdze MEROPS jsou v zavislosti na homologii jejich aminokyselinovych sekvenci
protedzy hierarchicky rozdéleny do rodin a ty jsou dale zafazeny do klani na zakladé
strukturnich podobnosti aminokyselinovych zbytkt v okoli aktivniho mista (Rawlings et al.,
2013).



4.2. Aktivita proteolytickych enzymi a jeji regulace

Aktivni misto protedz je podle konvencni terminologie tvofeno vazebnymi podmisty,
do kterych se specificky vazou odpovidajici aminokyselinové zbytky substratu, které jsou
oznacovany P1 aZz Pn od §t€pené peptidové vazby smérem k N-konci substratu a P1” az Pn’
smérem k C-konci substratu. Analogicky se oznacuji ptislu$na podmista S1 az Sna S1” az Sn’
enzymu (Berger a Schechter, 1970).

Fyziologicka funkce protedz musi byt regulovana a jednim z dilezitych mechanismt
regulace je biosyntéza protedz ve formé prekurzori — proenzymu (zymogent), které jsou
neaktivni. Po spravné lokalizaci prekurzoru v ramci bunky nebo po sekreci mimo buiku
dochazi k jeho proteolytickému $tépeni (autokatalyticky nebo piisobenim dalsich protedz) a tim
k jeho aktivaci. Timto §t€penim je z molekuly prekurzoru odstranén tzv. aktivaéni peptid
(propeptid), ktery je kromé blokovéani aktivniho mista také dilezity pro spravné sbaleni
molekuly, stabilitu nebo intracelularni transport. Dale je aktivita proteolytickych enzymu
regulovana pomoci pH a specifickych endogennich inhibitori proteinového charakteru (Shinde
a Inouye, 2000).

4.3. Vyskyt, mechanismus a struktura proteolytickych enzymiu

4.3.1. Serinové proteazy

Serinové protedzy jsou velmi rozsifené a nachazeji se ve v§ech bunéénych organismech
i v mnoha virech. Dé€li se do 14 klant, které jsou dale rozdéleny do 50 rodin. Nejvétsi rodinou
je S1 rodina chymotrypsinu z klanu PA (Rawlings a Salvesen, 2013), kam patii kromé nejvice
prostudovanych travicich proteaz trypsinu a chymotrypsinu i naptiklad proteazy ucastnici se
srazeni krve (trombin) ¢i imunitni odpovédi (katepsin G). Jsou syntetizovany jako neaktivni
proenzymy obsahujici propeptid na N-konci. Podle jejich substratové specifity je lze rozdélit
na proteédzy (a) trypsinového typu, které $tépi za kladné nabitymi aminokyselinami (Arg, Lys),
(b) chymotrypsinového typu, které §tépi za velkymi hydrofébnimi aminokyselinami (Phe, Trp,
Tyr) a (c) elastazového typu $tépici za malymi aminokyselinami (Gly, Ala, Val) (Hedstrom,
2002). Struktura serinovych proteaz rodiny S1 se vyznacuje dvéma doménami, mezi kterymi
se nachazi aktivni misto s katalytickymi aminokyselinovymi zbytky. Tyto domény jsou tvofeny
B-barely, jejichz konce jsou funkéné rozdéleny a podili se na katalyze i regulaci. Topologie -
barelii vykazuje strukturu tzv. motivu feckého klice (obr. 4A) (Page a Cera, 2008). Dalsimi
vyznamnymi Klany serinovych proteaz jsou klany SB obsahujici subtilisiny ¢i SC obsahujici

napft. prolyl oligopeptidazy (Rao et al., 1998).



Serinové protedzy jsou obecné aktivni pfi neutralnim a zasaditém pH. V jejich aktivnim
misté se nachazi katalyticka tridda tvofena aminokyselinovymi zbytky His, Asp, Ser. Zbytek
serinu provadi nukleofilni atak karbonylové skupiny peptidové vazby substratu, kterd je
St€pena. Béhem reakce vznikd kovalentné vazany intermediat enzym-peptid, ktery je

dale hydrolyzovén (Rao et al., 1998).

4.3.2. Cysteinové proteazy

Cysteinové protedzy byly nalezeny u prokaryot, eukaryot i virt.. Nejpocetnéjsi a nejlépe
prostudovanou rodinou je C1 rodina papainu, kam patii Zzivoc¢isné, rostlinneé, protozoalni,
bakterialni 1 virové proteazy. Spolecné s rodinou calpainu (C2) a rodinou streptopainu (C10)
tvoii klan CA. Dalsi vyznamnou rodinou je rodina legumainu (C13) klanu CD. Klan CD
cysteinovych protedz se v porovnani s klanem CA 1isi v uspotrddani aktivniho mista, a to
v poradi aminokyselin katalytické dyady v sekvenci molekuly, které je u téchto klant opaéné.
Dale je substratova specifita protedz klanu CD urcena spiSe podmistem S1 enzymu nez S2, jako
je tomu u CA Kklanu. Cysteinové proteazy rodiny papainu (C1) jsou monomerni globularni
proteiny o molekulové hmotnosti 25-35 kDa (Novinec a Lenar¢i¢, 2013; V. Turk et al., 2001)
s vyjimkou katepsinu C, ktery tvofi tetramerni oligomery (180-200 kDa). Tercialni struktura
protedz rodiny papainu je tvotfena levou (L) a pravou (R) doménou, které jsou orientovany do
pismene V. V L doméné pievazuji a-helixy, zatimco R doména je tvofena motivem B-barelu.
Mezi nimi se nachazi aktivni misto enzymu s katalytickymi zbytky Cys a His (obr. 4B). Jedny
které se vyskytuji témét ve vSech tkanich. Existuje 11 lidskych cysteinovych katepsini —
katepsiny B, C, F, H, K, L, O, S, V, X, W (Novinec a Lenar¢i¢, 2013). Jsou obecné aktivni
v mirné kyselém pH. Maji Siroké spektrum puisobeni, ucastni se mnoha biologickych procest
a jsou dulezité pro udrzeni homeostazy. Funguji jak intracelularné tak extracelularné a zajist'uji
tak odbouravani makromolekul v lysozomech bunky, zpracovani a aktivaci antigend,
remodelaci extracelularni matrix béhem hojeni ¢i nadorového bujeni. Cysteinové katepsiny jsou
syntetizovany jako neaktivni preproenzymy, kde signalni sekvence zajist'uje vstup proteinu do
lumen ER a je poté kotranslacné odstépena. Propeptid je pfirozenym inhibitorem katepsint
a hraje roli pfi transportu proenzymu do pozdnich endozomt, kde je poté odStépen a tim dochézi
k aktivaci proenzymu za vzniku zralého enzymu. Proteolytické odSt€peni propeptidu je
zajisténo bud’ jinymi protedzami, nebo autokatalyticky snizenim pH prostiedi (Brix et al., 2008;
Rowan et al., 1992).



Katalyticky mechanismus cysteinovych protedz je podobny serinovym protedzam.
Jejich aktivita je ale zavisld na katalytické dyadé tvotené aminokyselinami Cys a His.
Nukleofilni thiolova skupina zbytku cysteinu v aktivnim misté napadd karbonyl Stépené
peptidové vazby a histidin slouZi stejné jako u serinovych proteadz jako donor protonu (Rao et
al., 1998).

A B aktivni misto

aktivni misto

R doména

L doména a

Obr. 4 Strukturni znaky proteaz rodiny chymotrypsinu (S1) a papainu (C1). A: Struktura
proteaz chymotrypsinového typu. Mezi N-termindlnim g-barelem (modre) a C-terminalnim f-
barelem (Cervené) se nachadzi aktivni misto. Zluté je zobrazen propeptid a zelené C-terminalni
a-helix, ktery stabilizuje celkovou strukturu. B: Prostorové usporadani levé (L) a pravé (R)
domény papainu, které uprostied tvori aktivni misto s katalytickymi zbytky. Upraveno podle
Novinec a Lenarcic, 2013; Page a Cera, 2008.

4.3.3. Aspartatové proteazy

Aspartatové proteazy jsou rozsifeny mezi vSemi buné¢nymi organismy i viry. Sav¢i
aspartatové proteazy jsou klasifikovany do dvou klanit AA a AD. Klan AA obsahuje velkou
rodinu pepsinu Al, do které patii kromé& modelového pepsinu i chymosin, renin a katepsiny D
a E (Horimoto et al., 2009). Byla vyfesena terciarni struktura n¢kolika asparatatovych proteaz
rodiny pepsinu. Vyznacuje se dvéma strukturné¢ velmi podobnymi doménami obsahujici
sekvenéni motiv, ktery vznikl genovou duplikaci. Tento motiv obsahuje dva aspartatové
zbytky, které tvoii aktivni misto enzymu. Jedna z domén obsahuje navic B-vlasenkovou
strukturu, ve které se nachazi dalsi dilezitd aminokyselina tyrosin, kterd piispiva ke specifité
enzymu (obr. 5A). Tyrosin miize interagovat se St€penym substratem a je soucasti S1 podmista
enzymu (Rawlings a Salvesen, 2013). Aspartatové proteazy jsou ve vétSiné piipadi
syntetizovany jako inaktivni proenzymy a jejich aktivace probiha autokatalytickym odstépenim

N-koncového propeptidu v nizkém pH (Horimoto et al., 2009). Katalyticky mechanismus
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aspartatovych protedz se lisi od mechanismu serinovych a cysteinovych protedz v tom, ze
Stépena vazba je nukleofilné atakovana vodou a ne nukleofilnimi aminokyselinovymi zbytky.
VétsSina znamych aspartatovych proteaz vaze a aktivuje molekulu vody pomoci postrannich

fetézcn Katalytickych aspartatovych zbytku (Rawlings a Salvesen, 2013).

4.3.4. Metaloproteazy

Metaloproteazy se katalytickym mechanismem podobaji aspartatovym protedzadm tim,
ze k nukleofilnimu napadeni peptidové vazby vyuzivaji také molekulu vody. Ta je ovSem
aktivovana dvojmocnymi ionty kovii. Metaloproteazy jsou rozdéleny do 14 klant v zavislosti
na poctu iontd kovu potiebnych pro katalyzu. V aktivnim centru vétS§iny metaloproteaz je
obvykle véazan jeden ion kovu. Nej¢astéji se jedna o zinek, ktery je vazan v aktivnim centru
enzymu pomoci Kkatalytickych aminokyselinovych zbytkd. N&které metaloproteazy ovsem
pottebuji ke katalyze ionty dva, které plsobi spolecné. Ptikladem jsou proteazy klanu MF.
Tento klan obsahuje pouze jedinou rodinu, a to rodinu leucylaminopeptidaz (M17) z eukaryot
a bakterii. Maji unikatni N-terminalni doménu a C-doménu, ve které se nachazi ligandy zinku
a katalytické aminokyselinové zbytky. Tato C-terminalni doména vykazuje znaky podobné
i metaloprotedzadm z jinych klant. Zinek je pentavalentni a jako ligandy vyuZziva tfi aspartaty,
lysin a glutamat. Pro katalyzu jsou dulezité aminokyselinové zbytky argininu a lysinu (obr. 5B)
(Rawlings a Salvesen, 2013). Mezi dulezité zastupce metaloproteaz patii enzymy jako je
kolagenaza vysSich organismil nebo bakteridlni termolysin, coZ jsou neutralni proteazy majici
specifitu k hydrofébnim aminokyselinam. Mezi alkalické proteazy patii matrixové
metaloprotedzy, které maji dilezitou roli pii degradaci extracelularni matrix b&hem
morfogeneze, diferenciace a b&hem hojeni (Rao et al., 1998). Propeptid matrixovych
metaloproteaz obsahuje konzervovany cysteinovy zbytek, ktery udrzuje enzym v inaktivnim

stavu interakci s iontem zinku (Van Wart a Birkedal-Hansen, 1990).

4.3.5. Glutamatové a threoninové proteazy
Rodina glutaméatovych protedz (G1) obsahuje proteazy, které byly nalezeny v pouze
houbach (Ascomycota). Dtive byly fazeny do aspartatovych protedz, ale analyza struktury
a katalytického mechanismu odhalily, Zze patii do samostatné téidy. Glutaméatové proteazy se
vyznacuji tercialni strukturou ,,f-sandwich* a katalytickou dyadou tvofenou aminokyslinovymi
zbytky glutamatu a glutaminu, které aktivuji nukleofilni molekulu vody (Sims et al., 2004).
Threoninové protedzy mohou byt oznaceny jako N-terminalni nukleofilni hydrolazy

(Ntn-hydrolazy). Pro katalyzu je nezbytny N-koncovy threoninovy zbytek, ktery nukleofilné
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napadd Stépenou vazbu. Zastupci téchto protedz jsou napiiklad prokaryotni proteazom

a penicilinacylaza (Dodson a Wlodawer, 1998).

Obr. 5 Krystalovd struktura aspartatové protedzy katepsinu D a metaloproteazy
leucylaminopeptidazy. A: Prostorova struktura lidského katepsinu D tvorend dvéma doménami
(zelené a modre) v komplexu s inhibitorem pepstatinem (fialové). V aktivnim misté se nachazeji
katalytické zbytky Asp (Cervené). Cerné jsou zobrazeny sacharidové modifikace. B: Prostorova
struktura hovezi leucylaminopeptidazy v komplexu s inhibitorem amastatinem (Sedé). lonty
zinku jsou zobrazeny svétle Sede. Katalytickymi zbytky jsou Lys (fialové) a Arg (modre).
Prevzato z Rawlings a Salvesen, 2013.

5. Proteazy v genomu krevnicek rodu Schistosoma

Jaderny genom S. mansoni je tvoifen 363 Mb a obsahuje 10 852 gent kodujicich
proteiny. Asi 2,5 % (335 sekvenci) genomu jsou sekvence proteolytickych enzymu z péti tiid
protedz (aspartatové, cysteinové, serinové, threoninové protedzy a metaloproteazy).
Procentudlni rozlozeni hlavnich kland proteaz je podobné tomu v lidském genomu s vyjimkou
zastoupeni zastupcii chymotrypsinové rodiny S1. Téchto proteaz je v genomu S. mansoni
vyrazné¢ méné. Naopak rodina C1 cysteinovych proteaz a rodiny M8 a M13 metaloproteaz
obsahuji vétsi mnozstvi zastupcti v genomu S. mansoni oproti lidskému genomu (Berriman et
al., 2009; Protasio et al., 2012).

Genom S. japonicum ma velikost 397 Mb a obsahuje 13 469 genu kodujicich proteiny.
Bylo v ném nalezeno 314 proteolytickych enzymi ze tfid cysteinovych, serinovych,
aspartatovych, threoninovych protedz i metaloprotedz. Oproti lidskému genomu ma
S. japonicum vétsi zastoupeni cysteinovych a threoninovych proteaz a mensi zastoupeni
serinovych protedz. S. japonicum a S. mansoni obsahuji ve svém genomu nejvice
metaloprotedz, mezi které patii napiiklad vyznamny antigen schistosomalnich vajicek leucyl

aminopeptidaza. Druhou nejvétsi skupinou protedz v jejich genomu jsou cysteinové proteazy,
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které maji kliCovy vyznam pfii traveni krevni¢ek. Vzhledem k sekvenéni homologii s lidskymi
lysozomalnimi katepsiny jsou nazyvany katepsiny B, C, F a L. Mezi serinovymi proteazami
S. japonicum byl objeven i gen pro elastazu (SjCE) (Zhou et al., 2009). Tato proteaza je pro
S. mansoni (SmCE) i S. haematobium (ShCE) nezbytnou pro penetraci kize hostitele, ale
u S. japonicum vyuziti této proteazy pro penetraci nebylo dokazano (Dvorak et al., 2008). Zhou
et al. (2009) ovSem identifikovali pfitomnost elastaizy SjCE ve sporocysté i cerkarii
S. japonicum a piedpokladaji, ze se také podili na praniku kizi hostitele.

S. haematobium ma velikost genomu 385 Mb a celkovy pocet geni kodujicich proteiny
je 13 017. V genomu se nachézi 188 sekvenci kodujici protedzy. Srovnéni tohoto genomu
s genomem S. mansoni ukazalo podobné procentudlni zastoupeni repetitivnich elementd a také
vysokou shodu v nukleotidové sekvenci, coz ukazuje na blizkou piibuznost téchto krevnicek.
Piedpoklada se, ze 2,6 % genomu S. haematobium kdduje proteiny sekre¢ni drahy, mezi které
patii napiiklad katepsin B, ,,heat-shock®“ proteiny, peroxidaza nebo superoxid dismutaza
(Young et al., 2012).

S. mansoni S. japonicum clovek

B Aspartatové proteazy  /as 21%
m Cysteinove proteazy
u Metaloproteazy

Serinové proteazy

—

® Theroninové proteazy

Obr. 6 Porovnani zastoupeni proteolytickych enzymii u krevnic¢ek S. mansoni, S. japonicum
a u ¢lovéka. Upraveno podle Bos et al., 2009; Southan, 2001; Zhou et al., 2009.

6. Proteolytické enzymy krevnicek rodu Schistosoma

Proteolytické enzymy jsou nezbytné pro pieziti parazitd a pro interakci s hostitelem.
Krevnicky je vyuzivaji pfi mnoha procesech, a to ve vSech vyvojovych stadiich. Maji zasadni
funkci pfi pronikéani do hostitele, migraci jeho tkdn€mi, tiniku pfed imunitni odpovédi, modulaci

zanétu Ci traveni a ziskavani zivin degradaci krevnich proteint (Kasny et al., 2009).



6.1. Proteolyticka vybava traviciho traktu krevnicek

6.1.1. Travici soustava krevnicek

Krevnicky pfijimaji potravu jak travicim traktem, ktery je dulezity hlavné pro ziskévani
aminokyselin, tak i povrchem téla, diky kterému krevnicky ziskavaji predevsSim glukézu.
Samicky piijimaji vyrazné vice potravy nez samecci vzhledem k vyssim vydejiim pfi kladeni
vajic¢ek (Skelly et al., 2014).

Travici soustava krevni¢ek se sklada z Ustniho otvoru, jicnu a slepého stieva. Jicen je
obklopen zlazou, ktera uvolfuje sekrety do lumen stfeva pusobici na pozitou krev. Lumen
stteva je pokryt epitelidlni vrstvou zvanou gastrodermis. Gastrodermalni bunky vykazuji
ultrastrukturni  znaky proteosynteticky aktivnich bunék s dobfe vyvinutym drsnym
endoplasmatickym retikulem a ¢etnymi vezikuly. Jicen ma pfi traveni dilezitou funkci, protoze
se v ném odehrava lyze erytrocytu, pii které dochazi k uvolnéni hemoglobinu. Hemoglobin
a slozky plasmy jsou traveny v lumen stieva, kde je kyselé prostiedi, které napomaha jednak
rozrueni struktury travenych proteind a zaroven aktivaci travicich proteaz a jejich optimalnimu
pusobeni. Tréavici trakt krevnicek je slepy a odpadni produkty traveni jsou vyvrhovany zpét do
krve hostitele (Skelly et al., 2014). Vzhledem k tomu, Ze celkové pH ve stievé krevnicek je
vyssi (kolem pH 6) nez pH optimum pro proteolytickou degradaci hemoglobinu a sérového
albuminu (kolem pH 4), pfedpoklada se existence vybézkl stteva s mikroklky, které zajist'uji

potiebné nizsi pH pro traveni (Delcroix et al., 2007).

6.1.2. Traveni hemoglobinu krevnickami

Dospélé krevni¢ky a schistosomuly se zivi krvi hostitele a k jejimu traveni vyuzivaji
proteolytickych enzymii lokalizovanych v jejich stievé. Hlavnim zdrojem Zivin pro rist, vyvoj
a reprodukci jsou krevni proteiny, predev§im hemoglobin. Ve stfevé krevnicek byly nalezeny
protedzy cysteinové (katepsiny B1 a C, L1 az L3, asparaginylendopeptidaza), aspartatové
(katepsin D) a metaloproteazy (leucylaminopeptidaza). Na rozdil od hematofagniho hmyzu
nebo obratloven, krevni¢ky nevyuzivaji k traveni serinové protedzy (Delcroix et al., 2006). Ve
stievé S. mansoni byl kromé téchto protedz dale identifikovan cystatin — protedzovy inhibitor
cysteinovych katepsint, ktery muze regulovat aktivitu této skupiny proteaz (Delcroix et al.,
2007).

Prvnim krokem traveni je hemolyza Cervenych krvinek pomoci hemolyzinu. Poté
nastava kooperativni degradace uvolnéného hemoglobinu. Degradace hemoglobinu je zahajena

St€penim pomoci endopeptidaz — aspartatového katepsinu D a cysteinovych katepsini B1, L1,

14



L2 a L3. Vzniklé primarni fragmenty jsou dale $t€peny endopeptidazovou aktivitou uvedenych
cysteinovych katepsini za vzniku menSich peptidd. Exopeptiddzy katepsin C
a leucylaminopeptidaza dale degraduji produkované peptidy na kratké absorbovatelné peptidy
a aminokyseliny. Kone¢ného exopeptidazového $tépeni se ti¢astni i katepsin B1, ktery ma jak
endopeptidazovou tak exopeptiddzovou aktivitu. Asparaginylendopeptiddza (legumain) hraje
dulezitou roli v této kaskadg, protoze aktivuje katepsin B (Delcroix et al., 2006). Schéma traveni
hemoglobinu je zobrazeno na obr. 7. Krom¢ leucylaminopeptidazy, kterd ma neutralni pH
optimum, maji tyto travici protedzy pH optimum kyselé, coz odpovida i pH lumen stieva
krevni¢ek. Leucylaminopeptiddza byla ale lokalizovana v gastrodermalnich buiikach
vystylajicich lumen stfeva a usuzuje se, Ze zde §tépi kratké peptidy ptijaté z lumen na
aminokyseliny (Skelly et al., 2014).

Pii traveni hemoglobinu je uvolnéna z kazdé podjednotky hemoglobinu prosteticka
skupina, neboli hem, ktera je pro krevni¢ky toxicka a je potieba jeji detoxifikace. Hem je
preménovan na nerozpustny tmaveé hnédy pigment hemozoin, ktery se hromadi ve stfeve

krevnicek (a udili jim tak tmavou barvu) a je vyvrhovan (Skelly et al., 2014).

asparaginylendopeptidaza

~_

;_;\‘b
~

katepsinC, B
hemolyzin katepsinD, B, L katepsin B, L leucylaminopeptidaza

fragmenty peptidy dipeptidy a AMK

cervené krvinky hemoglobin

Obr. 7 Schéma traveni hemoglobinu z éervenych krvinek protedzami krevni¢ky. Nazvy
konkrétnich izoenzymii jsou uvedeny v textu. Upraveno dle Delcroix et al., 2006.
6.1.2.1. Katepsin D z krevnicek

Katepsin D je aspartatova proteaza, ktera patii do rodiny pepsinu (klan AA, rodina Al).
Jednd se o endopeptidazu, jejiz substratova specifita je dana preferenci hydrofobnich
aminokyselinovych zbytka v pozicich P1 a P1" substratu. Na rozdil od lidského katepsinu D,
ktery ma preferenci pro glutamat v pozici P2, pro schistosomalni katepsin D je typ

aminokyseliny v této pozici méné vyznamny (Brindley et al., 2001; Dunn a Hung, 2000).
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Katepsin D byl pomoci protiladtek detekovan v gastrodermis krevni¢ek S. mansoni
a S. japonicum, coz naznacuje jeho funkci pfi traveni. Tomu nasvédCuje i vySSi exprese
u samicek vzhledem k vys$simu pfijmu potravy spojeném s kladenim vajicek a experimenty
s rekombinantnimi enzymy. K autoaktivaci rekombinantniho katepsinu D ze S. mansoni
(SmCD) i S. japonicum (SjCD) dochazi pti pH 3,6 a zraly enzym ma schopnost degradace
hemoglobinu za vzniku tripeptidd, tetrapeptidii a vétSich fragmentt. Obé& protedzy Stépi
hemoglobin v rozmezi hodnot pH 2,5-4,6. Kromé pfednostné $t€penych vazeb Phe-Leu a Phe-
Phe v P1 a P1" mistech substratu, SmCD a SjCD navic $tépi substrat, ve kterém se na pozici
P1 nachazi prolin. Pozice stépeni v aminokyselinové sekvenci hemoglobinu se 1i8i u lidského
a schistosomalniho katepsinu D, coz by mohlo byt vyhodou pii vyvoji selektivnich
chemoterapeutickych inhibitort (Brindley et al., 2001; Brinkworth et al., 2001). Krom¢
degradace hemoglobinu, schistosomalni katepsiny D $tépi lidské imunoglobuliny a maji tak
funkci nejen pii traveni ale pfi Gniku pfed imunitni odpovédi ¢lovéka. SJCD byl nalezen ve
vSech vyvojovych stadiich krevni¢ky, coz také naznacuje vice funkci tohoto enzymu (Caffrey
etal., 2004).

6.1.2.2. Leucylaminopeptidaza z krevnicek

Leucylamiopeptidaza (LAP) je metaloproteaza pattici do klanu MF, rodiny M17. Ma
exopeptidazovou aktivitu a odstépuje aminokyseliny z N-konce substratu s preferenci k leucinu
v P1 pozici. Substratova specifita je dale uréena P1” pozici, na které se vyskytuje tyrosin nebo
fenylalanin. Substraty s aspartdtem a glycinem na P1 pozici a prolinem na P1” pozici nejsou
Stépeny (Lowther a Matthews, 2002).

Schistosomalni LAP byla prvni charakterizovanou aminopeptiddzou z rodiny M17
vyskytujici se v parazitickych ¢ervech. Leucylaminopeptidazova aktivita byla objevena
u krevni¢ek S. mansoni a S. japonicum a pomoci imunologickych metod byla lokalizovana
v gastrodermalnich bunkach vystylajicich lumen stfeva. To znaéi jeji funkci pii traveni.
Rekombinantné ptipraveny i nativni enzym je aktivni pfi neutralnim az mirné alkalickém pH,
pH optimum je kolem 8. Je neaktivni pfi pH niz§im nez 6,5, coz je prostiedi charakteristické
pro lumen stieva krevni¢ek. LAP navic oproti ostatnim travicim enzymim postrada signalni
peptid potiebny pro vstup do sekretorickeé drahy, coz naznacuje, ze LAP je intracelularnim
enzymem. Jeho funkci je zpracovavat kratké peptidy, které vznikly stépenim travicich proteaz
V lumen stfeva, a které byly nésledné transportovany do cytosolu gastrodermalnich bunék na
volné aminokyseliny. Ty mohou byt dale distribuovany v téle krevni¢ek diftizi nebo pomoci

aminokyselinovych permeaz. SmLAP byla téz lokalizovéana v tegumentu a muize tak mit kromé
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travici funkce i dalsi roli v biologickych procesech krevnicky (McCarthy et al., 2004). LAP
aktivita byla nalezena ve vajickach, miracidiich a cerkariich S. mansoni, pfi¢emz nejvyssi
aktivita byla naméifena u vaji¢ek. Po inhibici LAP aktivity nedoslo k lihnuti vaji¢ek a uvazuje

se tedy o roli LAP v tomto procesu (Xu a Dresden, 1986).

6.1.2.3. Travici cysteinové katepsiny z krevnicek

Cysteinové katepsiny patii do klanu CA a rodiny papainu (C1), ktera sestava predevsim
z endopeptiddz ale i z enzymu, které vykazuji kromé endopeptidazové aktivity i aktivitu
exopeptiddzovou. Takovymi proteazami jsou Katepsiny B, které $tépi jak uvniti Fetézce
substratu (endopeptidazova aktivita), tak odstépuji i dipeptidy z C-konce substratu
(karboxydipeptidazova aktivita). Tato exopeptidazova aktivita katepsini B je dana sekvenénim
segmentem o délce 20-30 aminokyselin, ktery vytvari ve struktufe smy¢ku zvanou ,,occluding
loop* a obsahuje dva histidinoveé zbytky dulezité pro interakci s C-koncem substratu. Tato
smycka je pro vSechny katepsiny B charakteristicka a odliSuje je tim od ostatnich papainovych
proteaz (obr. 8A) (Musil et al., 1991). Substratova specifita katepsini B je, stejné jako
u ostatnich papainovych protedz, dana hlavné S2 podmistem, kam se preferenéné vazou velké
hydrofébni aminokyseliny jako je fenylalanin a tyrosin, ale i arginin. Do S1 podmista se
predev§im vazou Kkladné nabité aminokyseliny a S3 podmisto enzymu upiednostiiuje

hydrofébni a aromatické aminokyseliny (Cezari et al., 2002; Taralp et al., 1995).

Katepsin B1 ze S. mansoni (SmCB1) je nejhojnéji se vyskytujici proteaza ve stievé
krevni¢ky. Je také znama pod oznaCenim Sm31 kvuli molekulové hmotnosti 31 kDa
sve glykosylované formy. Pro tuto proteazu byly v genomu S. mansoni nalezeny dva geny
(SmCB1.1 a SmCBL1.2), jejichz produkty maji 95 % aminkyselinovou identitu (Caffrey et al.,
2004). SmCB1 byl lokalizovan jak v lumen tak i v gastrodermis stieva krevnicek a jedna se
0 kli¢ovy enzym vyuzivany pii degradaci hemoglobinu. Je exprimovan v neaktivni formé.
U rekombinantniho zymogenu SmCB1 nebyla pozorovana autoaktivace ani pti nizkém pH,
ale aktivace je mozna za pomoci dalsi cysteinové proteazy ptitomné ve stievé krevnicek —
asparaginylendopeptidazy (SmAE). Tato proteaza proteolyticky odstépuje propeptid SmCB1,
pficemz ponechava dvé aminokyseliny pfed pocatkem sekvence zralého enzymu. Tyto dvé
aminokyseliny jsou dale odstranény katepsinem C za vzniku zralého enzymu. Alternativni
cestou aktivace je autoaktivace v piitomnosti glykosaminoglykant (Jilkova et al., 2014).
Optimalni pH aktivity je kolem 6,5, narozdil od schistosomalnich katepsint L1, L2, C a D,

které maji pH optimum niz§i nez 5 (Sajid et al., 2003). Kvili svym antigennim vlastnostem byl
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SmCBI1 vyhodnocen jako mozny diagnosticky marker (Losada et al., 2005). Byla vyfesena
krystalova struktura SmCB1 enzymu i jeho komplexi s inhibitory (obr. 8A) (Jilkova et al.,
2011). Inhibitor vinylsulfonového typu K11777 byl tispé$né testovan v experimentech in vitro
s rekombinantnim SmCBI1, na kultivovanych krevnickdch 1 na mySich infikovanych
krevni¢kami a bylo prokdzano, ze SmCBI je vhodnou cilovou molekulou pro vyvoj novych
inhibitord jako 1é¢iv proti schistosomdze (Abdulla et al., 2007; Jilkova et al., 2011). Katepsin
B1 byl také izolovan z krevni¢ek S. japonicum (Sj31) a lokalizovan v jejich stievé. Jeho
schopnost in vitro degradace hemoglobinu koresponduje s vlastnostmi SmCBL1 a piedpoklada
se jeho majoritni funkce pii degradaci proteint pii traveni in vivo (Caffrey a Ruppel, 1997).
K charakterizaci cysteinovych protedz z krevnicky S. haematobium byl pouZit celotélni
homogenat a byla identifikovana protedza, ktera se svymi vlastnostmi podoba katepsinu B1 ze
S. mansoni. Katepsiny B1 ze S. haematobium a S. mansoni vykazuji stejnou molekulovou
hmotnost a zna¢nou podobnost N-terminalni sekvence (Rege et al., 1992). Homologa SmCB1
byla potvrzena v genomech S. japonicum i S. haematobium (Young et al., 2012; Zhou et al.,
2009)

Katepsiny L jsou obecné endopeptidazy a od katepsini B se odliSuji predevsim
rozdilnou substratovou specifitou. Stejné jako u katepsinti B byla popsana preference pro
hydrofobni aminokyselinové zbytky v P2 pozici substratu, katepsiny L vSak narozdil od
katepsinti B nestépi substraty s Arg v P2 pozici. Je to dano odlisnou strukturou S2 podmista
katepsini L, které nema schopnost véazat polarni guanidinovou skupinu argininu (Sajid a
McKerrow, 2002).

Byly identifikovany tii katepsiny L (oznacované L1 az L3) v krevnic¢kach, které hraji
roli pfedevSim pii traveni. Jednd se o endopeptidazy UcCastnici se pocatecniho Stépeni

hemoglobinu, ale ptedpoklada se i jejich dalsi funkce pfi interakei s hostitelem.

Katepsin L2 ze S. mansoni (SmCL2) byl imunolokalizovan v reproduk¢énim systému
samicek a v canalis gynaecophorus sameckd a nepfedpokladala se jeho funkce pfi traveni
(Michel et al., 1995). Pozdg¢ji byl ovsem imunologicky nalezen v lumen i gastrodermis stieva
krevnicky, coz ukazuje na jeho funkce pfii traveni krevnich proteint (Bogitsh et al., 2001).
SMmCL2 byl také nalezen v cerkariich, a to v jejich acetabularnich zlazach. To naznacuje jeho
roli pfi penetraci kiize hostitele (Dalton et al., 1997). Jeho exprese ve vaji¢kach a miracidiich
nebyla prokézana (Brady et al., 2000). Katepsiny L2 a L1 (viz dale) byly objeveny
ve S. japonicum (SjCL2 a SjCL1), a protoze byly detekovany i ve vajickach mohou se podilet

na vyvolani granulomat6zni odpovédi ¢loveka pii nakaze (Day et al., 1995).
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Katepsin L3 ze S. mansoni (SmCL3) byl pomoci protilatek lokalizovan ve stievé
krevnic¢ek. Je exprimovan predevsim v dospélych Cervech a schistosomulach. SmCL3 s$tépi
hemoglobin, a to s nejvétsi ucinnosti v rozmezi hodnot pH 4-6. Tyto hodnoty odpovidaji
i hodnotam pH v lumen stieva krevni¢ek a o SmCL3 se uvazuje jako o travici protedze. Oproti
SmCL2 a SmCL1 (viz dale), ma SmCL3 delsi propeptid, jehoz N-terminalni konec je
prodlouzen o pfiblizn¢ 30 aminokyselin. SmCL3 se odliSuje i tim, ze se v krevnicce nachézi
predevsim ve formé inaktivniho zymogenu. Na rozdil od SmCB1 neni SmCL3 aktivovan za
pomoci asparaginylendopeptidazy a predpoklada se, ze u rekombinantniho SmCL3 dochézi
k autoaktivaci. Sekven¢ni analyza ukazala na piibuznost SmCL3 a SmCL2. Orthologni
sekvence byla nalezena i v S. japonicum (SjCL3) (Dvotak et al., 2009).

Katepsin L1 ze S. mansoni (SmCL1) vykazuje stejné jako SmCL2 preferenci pro
substraty s hydrofobnim aminokyselinovym zbytkem na P2 pozici. Tyto protedazy se ovSem
odlisuji v S3 podmisté, coz jim udili rozdilnou substratovou specifitu. SmCL2 ma oproti
SmCL1 inzertované dvé aminokyseliny v sekvenci oblasti S3 podmista (Robinson et al., 2013).

SmCL1 byl pfejmenovan na SmCF, protoze vykazuje vyss$i homologii s katepsiny F nez
s katepsiny L (lidskym a SmCL2) (Caffrey et al., 2004). SmCL1 a SmCL2 se navic 1isi svoji
substratovou specifitou a pH profilem aktivity. SmCL2 je aktivni pouze v kyselém prostiedi pti
pH optimu 5, SMCL1 naproti tomu vykazuje aktivitu pti Sirokém spektru pH, pH optimum je
6,5. SMCL1 a SmCL2 tedy nejspiSe nejsou produkty alel stejného genu (Brady et al., 2000).
Toto plati i pro katepsin L ze S. japonicum, protoze SjCLI1 a SjCL2 vykazuji také mén¢é nez
50 % sekvencéni identity (Brindley et al., 1997).

SmCL1 byl lokalizovén jak v travicim traktu krevni¢ky S. mansoni tak i v tegumentu.
Kromé role tohoto katepsinu v proteolytickém Stépeni hemoglobinu je ziejmé, Ze se Ucastni
i dalSich dé&jua pii interakci parazit-hostitel. Predpoklada se, Ze $tépi hostitelské imunoglobuliny
(Bogitsh et al., 2001). SmCL1 je exprimovan jak v samickach, tak v sameccich, ale vzhledem
K vys§im pfijmim potravy syntetizuji samicky tohoto enzymu vice. V extraktu z cerkarii byl
identifikovan inaktivni zymogen SmCL1. Nascentni travici trakt cerkarii se stava aktivnim az
po penetraci kiize hostitele a po pfeméné cerkarie v schistosomulu. Cerkarie tedy uchovavaji
tuto inaktivni prekurzorovou formu SmCL1, aby byla zajisténa pfitomnost enzymu pro potieby
traveni krve Cerstvé transformovanou schistosomulou. Pfitomnost katepsinu L1 nebyla

prokazana u vaji¢ek ani u miracidii (Brady et al., 2000).
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Katepsin C neboli dipeptidylaminopeptiddza | je exopeptidaza, kterd ma
aminodipeptidazovou aktivitu, odstépuje po dvou aminokyselinAch z N-konce substratu.
Katepsin C ma Siroké spektrum substratové specifity. Substraty nejsou touto proteazou stépeny
V piipad¢, Ze se v okoli §té€pené vazby nachazi prolin nebo je lysin ¢i arginin na N-konci
substratu. Zymogen katepsinu C je charakteristicky tim, ze ma dlouhy propeptid (asi 200
aminokyselin) v porovnani s katepsinem B (asi 60 aminokyselin) a katepsinem L (asi 90
aminokyselin). Cast propeptidu katepsinu C navic ziistava soucasti aktivniho enzymu a nazyva
se doplitkova doména (obr. 8B) (Caffrey et al., 2004). Katepsin C je také v rdmci proteaz rodiny
papainu unikatni v tom, ze tvoii tetramer o molekulové hmotnosti 200 kDa namisto monomeru
o velikosti 25-35 kDa, ktery je typicky pro ostatni katepsiny (Novinec a Lenar¢ic, 2013).

Katepsin C byl lokalizovan v gastrodermis krevnic¢ek S. mansoni (SmCC) i S. japonicum
(SjCC) a dale v bunkach reprodukénich organt samicek i samecku (Bogitsh a Dresden, 1983).
Pfi degradaci hemoglobinu se ucastni kone¢ného $tépeni fragmentt (Delcroix et al., 2006).
Exprese zymogenu SjCC v hmyzich bunkach prokazala neschopnost autoaktivace. Je tedy
mozné, ze v lumen stieva krevnicek dochazi k aktivaci zymogenu za pomoci napt. katepsinu L
nebo F (Caffrey et al., 2004).

Obr. 8 Krystalova struktura katepsinu Bl ze Schistosoma mansoni (SmCB1) a lidského
katepsinu C. A: SmCB1 — katalytické aminokyselinové zbytky Cys, His, Asn jsou zobrazeny
zelené. Pro katepsin B je charakteristicka smycka ,,occluding loop* (zobrazena tyrkysové),
kterd obsahuje dva His diilezité pro interakci se substratem. Zluté jsou zobrazeny disulfidické
mistky. B: Zobrazeni katalytické domény (typické pro papainové katepsiny) a doplikové
domény monomerni jednotky katepsinu C. Upraveno podle Jilkova et al., 2011; Turk et al.,
2001.
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6.1.2.4. Asparaginylendopeptidaza z krevnicek

Asparaginylendopeptidaza (AE) neboli legumain je cysteinova endopeptidaza, kterd
patii do klanu CD, rodiny C13. Asparaginylendopeptidaza z krevni¢ky S. mansoni (SmAE)
S$tépi substraty s asparaginem v pozici P1. Tato protedza vykazuje preferenci pro threoninové
a alaninové zbytky v P2 a P3 pozici substratu (Mathieu et al., 2002).

SMAE je také nazyvana Sm32 a je dualezitym imunodiagnostickym antigenem pro
schistosomézu. Je exprimovana jako neaktivni zymogen a zralym enzymem se stava
autoaktivaci pfi pH 4,5. Béhem autoaktivace dochazi k odstépeni C-terminalni ¢asti enzymu,
ktera vykonava funkci obdobnou N-terminalnimu propeptidu katepsinu B a L — inhibice
aktivniho mista. SmMAE je kddovana dvéma geny, kdy produkt jednoho z nich je neaktivni,
z divodu zamény cysteinu za asparagin v aktivnim misté enzymu. Tento enzym byl
rekombinantné exprimovan a nebyla u néj pozorovana autoaktivace (Caffrey et al., 2000).
Asparaginylendopeptiddza se nachazi ve stievé krevnic¢ek (S. mansoni, S. japonicum) a co se
tyce funkce, uplatituje se pii aktivaci jinych enzymi ptitomnych ve stfeve krevni¢ek dulezitych
pro degradaci hemoglobinu jako je SmCB1 (Sajid et al., 2003). Spole¢n¢ s SmCBI1 byl také
nalezen v cerkariich a predpoklada se, ze se Gi€astni procest exkrece a osmoregulace bunék
jejich vylu€ovacich organt — protonefridii (Skelly a Shoemaker, 2001). Vysledky experimenti
provadénych s celotélnim homogenatem krevnic¢ky S. haematobium ukazaly, ze tato krevni¢ka
exprimuje malé nebo zadné mnozstvi asparaginylendopeptidazy (Rege et al., 1992). SmAE
a lidska asparaginylendopeptidaza se lisi preferenci pro aminokyselinové zbytky v P3 pozici,

coz muze byt vyuZito pii navrhovani inhibitort selektivnich pro SmAE (Mathieu et al., 2002).

6.2. Proteazy lokalizované mimo travici trakt krevnicek

6.2.1. Serinové proteazy rodiny chymotrypsinu z krevnicek

V obratlovcich plni serinové protedzy fadu dilezitych funkci jako je traveni, sraZeni
krve nebo imunitni odpovéd’ a jsou obecné velmi dobie prozkoumanou skupinou proteaz.
Doposud se pozornost soustfedila pfedevsim na studium serinovych proteaz chymotrypsinové

rodiny (S1), klan PA, zejména na cerkariove elastazy (Kasny et al., 2009).

Cerkariova elastaza ze S. mansoni (SmCE) je jednim z nejprostudovangjsich
schistosomalnich enzymd, ktery se netiCastni traveni. Substratova specifita je uréena preferenci
pro velké hydrofobni aminokyselinové zbytky v P1 misté substratu. Ndzev enzymu pochazi

z elastinu, ktery je hlavni slozkou dermis kiize a je jednim ze substratt elastazy (Salter et al.,
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2002). SmCE stépi i dalsi slozky kize jako je kolagen, keratin, fibronektin, laminin a také méa
schopnost rozrusovat mezibunééné spoje v epidermis (McKerrow a Salter, 2002).

V genomu S. mansoni bylo nalezeno pét gent kddujicich rtizné izoenzymy elastazy,
ptitom produkty ze dvou z nich jsou zodpovédné za vice nez 90% aktivity a jsou shodné
v biochemickych vlastnostech. Ostatni geny exprimuji pouze malé mnozstvi této proteazy nebo
jsou uml¢eny. Orthologni geny pro elastazu byly nalezeny i u S. haematobium (Salter et al.,
2002). Genom S. japonicum taktéz koduje elastazu, ovSem narozdil od S. mansoni
i S. haematobium obsahuje jen jeden gen pro tuto proteazu. Piedpoklada se, Ze je orthologni
k jednomu z izoenzymu elastazy S. mansoni (Zhou et al., 2009).

SMCE je syntetizovdna v acetabularnich zlazach a jeji aktivita byla detekovana
v sekretech, které cerkdrie uvoliiuje béhem penetrace kiize hostitele. Produkce sekretil
z acetabularni zlazy je ptitom nezbytnou casti tohoto procesu. Zajimavé je, ze v sekretech
S. japonicum nebyly nalezeny serinové protedzy orthologni k SmCE stejn¢ tak byla potvrzena
absence jinych proteaz chymotrypsinového typu. Cerkarie S. japonicum ovSem také vyuziva
sekrece proteolytickych enzymu k praniku kazi hostitele a na rozdilnost vyuzivani proteaz
témito krevni¢kami ukazuje i fakt, ze v porovnani se S. mansoni a S. haematobium migruje
smérem k cévam rychleji. Analyzou sekretomu z cerkarie S. japonicum byla zji$téna ptitomnost

cysteinové proteazy, ktera nejspiSe nahrazuje funkci cerkéariové elastazy (Dvorak et al., 2008).

Dalsi serinové proteazy chymotrypsinové rodiny (S1) krevni¢ek jsou pouze z&asti
charakterizované a narozdil od cerkariové elastazy je o nich mén¢ informaci. Serinove protedzy
ze S. mansoni nazvané SmSP1 az SmSP5 patii do rodiny S1 a jsou exprimovany v riznych
stadiich vyvoje krevnicek. SmSP1 az SmSP4 maji predikovanu trypsinovou aktivitu, tedy
preferenci k Arg a Lys v P1 pozici substratu, zatimco SmSP5 aktivitu chymotrypsinovou, tedy
preferenci pro Phe a Leu v Pl pozici. Jsou syntetizovany ve formé proenzymu nebo
preproenzymu. V genomu S. japonicum byly nalezeny orthologni geny ke kazdému ze
S. mansoni, tj. SjSP1-SjSP5 (Horn et al., 2014).

SmSP1 je serinova protedza kalikreinového typu ze S. mansoni. Kallikreiny jsou obecné
serinové proteazy, které se ucastni mnoha fyziologickych funkci v organismu. Vystépuji
bioaktivni peptidy kininy (z jejich prekurzoru kininogenu), které hraji roli naptiklad pfi zanétu
nebo regulaci propustnosti kapilar (Carvalho et al., 1998). SmSP1 byla identifikovana
v cerkariich i dospélych ¢ervech S. mansoni a sekvenéni analyza ukazala vétsi podobnost
s lidskym kalikreinem nez s cerkariovou elastazou SmCE (Cocude et al., 1997). Pozdéji byla

ukézana i homologie s lidskym faktorem I, ktery ma funkci pti imunitni odpovédi. SmSP1 byla
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imunolokalizovana v sekre¢nich produktech schistosomuly a na povrchu dospélych samecka.
To vSe naznacuje, ze SmSP1 ma funkci v pfekonavani a modulaci imunitni odpovédi hostitele
(Cocude et al., 1999). SmSP1 je multidoménovy protein, ktery obsahuje kromé trypsinové
proteazové domény i dvé nekatalytické domény CUB a LDLa (obr. 9). CUB doména sestava
ptiblizné ze 110 aminokyselin a U¢astni se protein-proteinovych interakci extracelularnich nebo
plasmatickych proteinti. U LDLa domény se piedpoklada, ze mize mit funkci pti vychytavani
cholesterolu z krve hostitele. Krevnicky totiz nedokazi cholesterol syntetizovat, ale zaroven je
nezbytny pro energetické vydaje spojené s produkci vaji¢ek (Horn et al., 2014).

Dalsi enzym s kalikreinovou aktivitou byl izolovan z extraktu dospélych Eerva
S. mansoni a byl nazvan sK1. Pokusy na experimentalnich zvifatech ukazaly, ze sK1 ma
schopnost vazodilatace a snizeni krevniho tlaku. Nachazi se v tegumentu krevnicek s vyssi
aktivitou u sameckl. Funkce sK1 nejspiSe spodiva v tom, Ze zvétSuje praméer cév hostitele
V mistech pfitomnosti krevni¢ek pomoci lokalniho uvolnovani kininti (Carvalho et al., 1998).

SmSP2 je exprimovéana v nejveétsim mnozstvi v ramei vSech SmSP proteaz a nachazi se
predevs§im ve schistosomule a dospélych ¢ervech. Tim se odlisuje od ostatnich SmSP, které
jsou exprimovany komplexné ve vSech vyvojovych stadiich. SmSP2 je stejné¢ jako SmSP4
syntetizovana ve formé preproenzymu, obsahuji tedy signalni sekvenci umoziujici vstup do
sekretorickeé drahy. Obé& proteazy se také vyznacuji dlouhym N-termindlnim propeptidem.
SmSP3 obsahuje nedplnou CUB doménu, ktera je koexprimovana spole¢né s proteazovou
doménou (obr. 9) pouze ve vaji¢kach a dospélych ¢ervech (Horn et al., 2014).

SmSP5 se od ostatnich SmSP proteaz odlisuje piedevsim specifitou. Na rozdil od SmSP
proteaz a trypsinovou aktivitou, které obsahuji konzervovany Asp v S1 podmisté, je u SmSP5
tato aminokyselina zaménéna za Gly. Tim se SmSP5 fadi mezi protedzy
chymotrypsinového/elastazového typu. Fylogenetické studie také ukazaly na vétsi piibuznost
SmSP5 s cerkariovou elastazou. Tato protedza je exprimovana piedev§im ve vajickach (Horn
etal., 2014).
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Obr. 9 Organizace domén a oteviené ¢teci ramce SmSP protedz. CUB domény jsou zobrazeny
modre, LDLa doména zelené a protedzové domény S rodiny cervené. N-terminalni signalni
sekvence SmSP2 a SmSP4 jsou oddeleny cervenymi ¢arami. Cisla oznacuji aminokyselinové
pozice. Struktura exonii genii kodujicich SmSP je zobrazena pomoci ocislovanych rameckii pod
kazdym proteinem. Upraveno podle Horn et al., 2014.

6.2.2. Katepsin B2 z krevnicek

Katepsin B2 je cysteinova protedza rodiny papainu (C1), ktera byla izolovana ze
S. mansoni a nazvana SmCB2. Tento katepsin byl rekombinantné pfipraven a biochemicky
charakterizovan. Vykazuje podobné enzymatické vlastnosti jako katepsin B1 (SmCB1), ktery
se nachdzi ve stievé a je dllezity pro traveni. Nicméné¢ SmCB2 byl imunolokalizovan
v tegumentu a parenchymu dospé€lych sameckli a v parenchymu samicek, kdy vySsi exprese
byla zaznamenana u samecku. Je syntetizovan ve formé preproproteinu a jeho Kkatalyticka
domeéna se z velké ¢asti shoduje jak s SmCB1, tak s SJCB1 i lidskym katepsinem B. V SmCB2
byla taktéz nalezena struktura ,,occluding loop®, ktera zodpovida za karboxydipeptiddzovou
aktivitu. Substratova specifita je dana preferenci fenylaninu v P2 pozici substratu a pH optimum
aktivity je kolem 5. Vzhledem k nizkému pH aktivity se pfedpoklada, ze se SmCB2 nachazi
v lysozomech nebo jinych kyselych kompartmentech a vzhledem ke své lokalizaci se nejedna



0 travici enzym. Pravdépodobné se tato proteaza ucastni obratu tegumentalnich proteind,
degradace endocytovanych proteint ¢i prispiva k obran¢ parazita (Caffrey et al., 2002).
Katepsin B2 byl také nalezen v sekretomu z cerkarie S. japonicum (SjCB2) a bylo
zjisténo, ze ma schopnost degradovat slozky kize a pojivovou tkan. Zda se tedy, ze hlavni
protedza ucastnici se priniku kizi hostitele u S. japonicum je tato cysteinova protedza. Timto
se odlisuje od cerkarii S. mansoni a S. haematobium, které k penetraci vyuzivaji serinovou
cerkariovou elastazu. Tomu nasvédcuje i fakt, Ze mnohonasobné vétsi aktivita katepsinu B byla

zjisténa v sekretech ze S. japonicum (Dvofak et al., 2008).

6.2.3. Kalpain z krevnicek

Kalpainy jsou cysteinové protedzy pattici do klanu CA, rodiny C2. Jsou to intracelularni
nelysozomalni protedzy, které hraji roli naptiklad pfi aktivaci kindz ¢i degradaci
cytoskeletalnich proteint u savci. Jejich aktivita je regulovana ionty vapniku a inhibitorem
kalpastatinem. Skladaji se z velké katalytické domény (80 kDa) a malé regula¢ni podjednotky
(30 kDa). Ob¢ podjednotky vazou ionty vapniku a velka podjednotka obsahuje papainovou
protedazovou doménu (Andresen et al., 1991). Velké podjednotky schistosomalnich kalpaint
vykazuji podobnost v aminokyselinové sekvenci s lidskym kalpainem. Obsahuji cysteinovy
a histidinovy zbytek v aktivnim misté papainové domény a charakteristické strukturni motivy
pro vazbu vapniku (Andresen et al., 1991; Zhang et al., 2000).

Kalpainy ze S. mansoni (SmCaNp) i S. japonicum (SjCaNp) byly nalezeny ve
sporocystach a dospélych Cervech (Andresen et al., 1991; Zhang et al., 2000). SmCaNp byl
imunolokalizovan v tegumentu S. mansoni a exprese SjCaNp byla zaznamenana i v tegumentu
S. japonicum. Ptedpoklada se, Zze hraji roli pfi metabolickych dé&jich odehravajicich se
v tegumentu (Liu et al., 2006; Siddiqui et al., 1993). Déale byly identifikovany v sekretomu
z cerkérii S. japonicum i S. mansoni (Dvoidk et al., 2008; Knudsen et al., 2005). SmCaNp
i SjCaNp mohou byt vhodnymi kandidaty na vyvoj vakcin proti schistosoméze (Ohta et al.,
2004).
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7.7Zaveér

Tato bakalaiska prace je zaméfena na proteolytické enzymy krevni¢ek Schistosoma
mansoni, S. japonicum a S. haematobium. Schistosomalni proteazy (peptidazy) jsou
krevnickami vyuzivany pro zivotné dulezité déje jako je traveni proteind, prinik do hostitele
nebo piekonani imunitniho systému hostitele. V soucasné dobé je proteolytickému systému
krevnicek vénovana znacna pozornost, protoze se jedna o atraktivni molekularni cil pro vyvoj
novych strategii pro 1é¢bu schistosomozy, vyznamného onemocnéni zpisobeného krevnickami.

K trdveni hemoglobinu (a dalSich proteinti z krve hostitele) vyuzivaji krevni¢ky sadu
protedz lokalizovanych v jejich stievé. Tyto protedzy maji souinné pusobeni a Svou
endopeptidazovou a exopeptidazovou aktivitou ucinné degraduji hemoglobin na dipeptidy
a aminokyseliny. Nejvice zastoupenou proteazou ve stieveé je cysteinova proteaza katepsin B1,
kterd hraje v trveni zésadni roli. Mezi dal$i proteazy ucastnici se traveni patii cysteinové
protedzy — katepsiny C, L1 az L3 a asparaginylendopeptidaza (legumain), dale aspartatova
protedza katepsin D a metaloproteaza leucylaminopeptidaza.

Prace se zabyva i proteazami, které jsou lokalizované mimo travici trakt krevni¢ek
a neucastni se procesu trveni krevnich proteint. Jedna se o méné prozkoumanou skupinu
enzymu, do které patfi zejména serinové a cysteinové proteazy. Vyznamnou serinovou
protedzou je cerkdriova elastaza, kterd je klicova pro penetraci kiize hostitele. Dalsi serinové
schistosomalni proteazy jsou oznaCovany SmSP1 az SmSPS5 a sK1 a ziejmé se podileji na
modulaci imunitni odpovédi hostitele a cévni vazodilataci. Cysteinové protedzy katepsin B2
a kalpain se nachézeji v tegumentu krevnicek a pravdépodobné hraji roli pti déjich spojenych
s metabolismem tegumentu. Katepsin B2 ze S. japonicum byl nalezen v sekretomu cerkarii, kde
hraje podobnou ulohu jako cerkériova elastaza u jinych druht krevnicek pii priniku kiazi

hostitele.
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