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UVODEM

Vazeni pratelé,

¢as velmi rychle ubiha a za chvili budeme mit ko-
nec roku. Od minulého ¢&isla naseho Bioprospectu
nase spole¢nost tvrdé pracovala na pfipravé nej-
vétsi akce opakujici se v tfiletych intervalech. Po-
krok v pfipravé muzZete sledovat na webové strance
www.biotech2020.cz. Zatim se mGzeme pochlubit vy-
znamnymi pozvanymi pfednasejicimi s prednaskami
o velice zajimavych a aktualnich tématech v biotech-
nologii. Byla téZ oteviena registrace, takze bychom Vas
velmi radi pozadali, abyste vyuzili této jedinecné pfilezi-
tosti a prihlasili se k ucasti. Rddi bychom Vas také poza-
dali, abyste o naSem mezinarodnim symposiu informo-
vali VaSe znamé, piatele i autory Vam znamych publika-
ci a pozvali je k Ucasti. Rozhodné mizeme nabidnout
nejen kvalitni védecky program, ale i skvélou moZnost
navazani dalSich kontaktd, nadstandartni prostfedi
i skvély spole¢ensky program. U¢ast na symposiu nabizi
i exkursi do svétoznamého pivovaru Budvar v Ceskych
Budéjovicich, prohlidku zamku Hluboka a ovsem i kou-
zelnou atmosféru Prahy a jejiho okoli. Nabizime také
moznost publikace piehlednych ¢lankd souvisejicich
s tématem piednasky v Biotechnology Advances jako
u minulych symposii, ale i moznost publikace pifehled-
nych ¢lankd nebo plvodnich sdéleni v ¢asopisech Anti-
biotics a Folia microbiologica. Pokud budete mit zdjem
o posléani informativniho zvaciho dopisu, radi Vam jej
na pozadani zasleme. TéSime se, Ze ndam pomUzZete se
ziskavanim zejména zahrani¢nich ucastnikd. Vasi pro-
kazanou aktivitu mtZzeme ocenit i slevou na vlozném.

Jako vidy v nasich tvodnicich i tentokrat si vSimneme
nékterych zajimavosti, které jsou pfedmétem zvySené
pozornosti.

Velky pokrok v nejriiznéjSich oblastech nabizeji na-
notechnologie. Siroky okruh aplikaci zahrnuje i velkou
oblast biotechnologii. Zde bychom Vam radi doporucili
precist si zajimavy prehled ,Nanotechnology in Medici-
ne — Nanoparticles in Medicine” (https://www.under-
standingnano.com/medicine.html). V ¢lanku lze ziskat
i dalsi odkazy na rtizné aplikace, které byly na riiznych
pracovistich vyzkouseny. Mezi né patii nejen doruceni
léCiv na potiebné misto zasahu jako jsou napi. rako-
vinné burky, ale také pfenos srde¢nich kmenovych bu-
nék do poskozeného srdce. Velice perspektivni se jevi
moznost v¢asné detekce rakovinnych bunék v krevnim
fecisti pomoci protilatek imobilizovanych na uhlikovych
nanocasticich. Je popisovana fada dalSich moznosti
diagnostickych technik pomoci nanotechnologii. Po-
pisovany jsou moznosti riznych antibakterialnich za-
sahl (sterilace lékafskych pomcek ¢i likvidace infekci
rezistentnich proti antibiotikim). Zajimavym napadem
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je vyvoj polymernich nanocastic, které simuluji krevni
desticky. Laboratorni testy Gidajné prokazaly, Ze jejich
injek¢ni aplikace G¢inné omezila potrazové ztraty krve.
Nanoroboti mohou byt naprogramovani tak, aby opra-
vili poskozené (nemocné) bunky (http://jetpress.org).
Uvadi se, ze chromatocyty mohou poslouzit jako ideal-
ni genovy vektor, ktery umozni Gplné a trvalé vyléceni
vdech genetickych onemocnéni nahradou poskozenych
chromosomu v Zivych burikach pomoci uméle pfipra-
venych chromosomd, které jsou kopii ptvodnich chro-
mosom. Seple se bran| predatordm vypoustenlm te-
kutiny pfipominajici inkoust. Cinsti védci zjistili, Ze tato
tekutina velmi tcinné potlacuje nadory u mysi. Ukazalo
se, Ze tento Gcinek vznika pGisobenim nanocastic, které
v kombinaci s ozafovanim blizkym infraéervenym za-
fenim mohou téméf kompletne zastavit rlst nadoru.
Izraelsti védci vyvmull novy typ nanovakciny, kterou je
mozno zlikvidovat melanom, ktery pfedstavuje nejag-
resivnéjsi nador kize. Lécba idajné je ucinna jak proti
primarnimu néadoru, tak i metastazim a funguje i jako
prevence. Principem nanovakciny jsou nanocastice
z biologicky rozlozitelného polymeru obsahujiciho dva
peptidy. Nanocastice stimuluji imunitni systém pfijem-
ce vakciny a imunitni bunky se nauci rozeznavat zmi-
néné peptidy, které jsou obsazeny v melanomu. Véd-
ci jsou presvédceni, Ze obdobny model bude mozné
vyuzit i pfi l[é¢bé jinych typ nadord.

Vazeni priatelé, lou¢ime se s Vami v tomto roce
a tésime se, Ze se nad strankami naseho Bioprospectu
budeme setkévat i v roce pfistim. Pfejeme Vam a Vasim
blizkym klidné proziti vano¢nich svétk( a po cely pristi
rok pevné zdravi, pohodu a mnoho Uspécht v soukro-
mém i profesnim Zivoté.

Vasi
Jan K&s a Petra Lipovova
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ODBORNE PRISPEVKY

EXTRACELULARNI VACKY A JEJICH BIOMEDICINSKY

POTENCIAL

Peter Vanek, Helena Kupcova Skalnikova

Ustav Zivo¢isné fyziologie a genetiky, AV CR, Libéchov; skalnikova@iapg.cas.cz

Uvod

Extracelularni vacky (EV) jsou castice obalené dvoj-
vrstvou lipidovou membréanou uvolfiované z bunék
do okolniho prostiedi. Tvorba extracelularnich vacku
byla pozorovana u nizSich i vyssich organismd, vcet-
né bakterii, prvokd, hub, rostlin a zivocichd'. U savcd
jsou téméi vsechny typy bunék schopny uvolfovat
EV a pfitomnost EV byla prokazana ve vétsiné télnich
tekutin, jako jsou napi. krev, mo¢, mozkomisni mok,
sliny, sperma, amnioticka tekutina, matefské mléko,
tekutina z bronchoalveolarni lavéze a synovialni teku-
tina2. Extracelularni va¢ky maji v sav¢im organismu
rizné funkce. Podili se na zastavé krvaceni, imunit-
nich reakcich, podporuji hojeni ran, jsou nezbytné pro
reprodukci a vyvoj embrya a plodu, v nervovém systé-
mu hraji roli v pfenosu signalt mezi neurony a udrzo-
vani homeostazy centralniho nervového systému’.

Historie

Prvni naznak existence EV pochézi z roku 1946, kdy
byly popsany prokoagula¢ni ¢astice pochézejici z krev-
nich desticek izolovatelné centrifugaci pfi pretizeni
31000 g* Pritomnost ,fragmentd plazmatické mem-
brany” v rlznych télnich tekutinach a supernatantu
HeLa bunék byla podrobnéji zdokumentovana r. 19775,
Z téchto a dalSich praci se usuzovalo, Ze vacky vzni-
kaji pucenim z buné¢né membrany. V 80. letech byl
pfi studiu recyklace transferinového receptoru béhem
zrani ¢ervenych krvinek pozorovan mnohem komplex-
néjsi vznik EV. Dvé vyzkumné skupiny prokazaly, Ze
malé vacky vznikaji vchlipovanim membrany dovniti
nitrobuné¢nych endozomd, coz vede ke vzniku multive-
zikularnich télisek, ktera pak mohou fuzovat s plazma-

endoplazmatické
retikulum

exozomy

invaginace
bunééné
membrany

vznik
vmtfnlch
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multivezikularni
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Obr. 1: Biogeneze exozomii. Invaginaci buné¢né membrany
vznika ¢asny endozom. Dal$im vchlipenim membrany endo-
zomu vznikaji v jeho nitru malé vacky. Endozom tak piechazi
v multivezikularni télisko. Obsah multivezikularniho téliska
muizZe splynout s lyzozomy (dojde k jeho degradaci) nebo
muze byt vyloucen ve formé exozomi ven z bunky.

tickou membranou a uvolfiovat vnitini malé vacky
do extracelularniho prostoru (Obr. 1)%7. Tyto vacky
vznikajici z endozom( byly nazvany exozomy®. DalSich
20 let se predpokladalo, ze EV slouZi pouze k odstra-
novani bunétného odpadu a nebyla jim prakticky
vénovana pozornost. Pfevratny objev nastal v letech
2006 — 2007, kdy byla v EV zjisténa pfitomnost RNA
a moznost pfenosu funkéni RNA pomoci EV do reci-
pientnich bunék a ovlivnéni jejich genové exprese®™.
Tento objev zpisobil obrovsky zajem o EV jako zpro-
stfedkovatele pfenosu informace mezi burikami'.

Typy extracelularnich vackii

V soucasnosti jsou rozliSovany tfi hlavni podtypy EV,
lisici se mechanismem vzniku, a to apoptoticka téliska,
mikrovezikly a exozomy™. Apoptoticka téliska vznikaji
pfi rozpadu bunék programovanou bunécnou smrti,
dosahuiji velikosti 50 — 5000 nm a obsahuji fragmen-
ty bunék vcetné DNA a organel (napi. mitochondri).
Mikrovezikly (nazyvané téz ektozomy) vznikaji pu¢enim
buné¢né membrany do vnéjsiho prostoru a dosahuiji
velikosti 100 — 1000 nm. Oproti tomu exozomy vzni-
kaji vyse popsanym mechanismem uvolnéni vnitinich
vackd multivezikuldrnich télisek do extracelular-
niho prostoru, predstavuji nejmensi kategorii EV
(30 - 150 nm) a jsou pozorovatelné jen v elektrono-
vém mikroskopu'>-'4. Diky specifickému mechanismu
vzniku a caste¢né cilenému zabudovani urcitych bio-
molekul (nukleové kyseliny, proteiny) béhem biogene-
ze, stoji exozomy v centru zajmu soucasného vyzkumu
jako zprostiedkovatelé mezibunééné komunikace di
nositelé biomarker( lidskych nemoci. Exozomy zérover
patfi mezi nejvice studované a nejlépe zdokumento-
vané EV.

Charakteristika exozomii

| kdyZ nejsou znamé zadné specifické markery exo-
zom, tyto vacky jsou odlisitelné od ostatnich typu
EV kromé své velikosti a mechanismu vzniku také
na zakladé fyzikélnich vlastnosti a proteinového slo-
Zeni. Exozomy sedimentuji pfi pretizeni 100000 g a pfi
ultracentrifugaci v sachar6zovém gradientu se vyskytuji
ve frakcich o hustoté 1,13 — 1,19 g/ml"™. V transmisnim
elektronovém mikroskopu se jevi jako membranou
obalené ¢astice o velikosti 30 — 150 nm (Obr. 2).

Lipidovda membréna exozom( je obohacena o cho-
lesterol, sfingomyelin a ceramid a obsahuje detergent-
-rezistentni domény (lipidové rafty)™ '. Uvniti exozomy
obsahuji RNA (v nékterych pfipadech i DNA), proteiny
a nékteré malé molekuly. Z molekul RNA byla v exo-
zomech pozorovana pfitomnost mRNA (jako funkéni
molekuly schopné translace ¢i jako fragmenty mRNA),
dlouhé nekddujici RNA, mikro RNA a v nékterych stu-
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diich i ribosomalni RNA. RNA je pravdépodobné do
exozomU zabudovéana cilené, protoZe obsah jednotli-
vych RNA se li$i mezi exozomy a zdrojovymi burikami.
Piesny mechanismus tfidéni RNA do exozomu vsak
neni znamy'.

Obr. 2: Exozomy v elektronovém mikroskopu. Exozomy
po fixaci a kontrastovani octanem uranylu, pozorované
v transmisnim elektronovém mikroskopu. Méfitko pfedsta-
vuje 100 nm, zvétseni 200 000X.

Co se tyka proteinového slozeni, diky svému endo-
zomalnimu plvodu jsou exozomy obohaceny o pro-
teiny endozom, plazmatické membrany a cytoplaz-
my a zéroven obsahuji velmi malo protein( jinych ni-
trobunécnych organel (jadro, mitochondrie, Golgiho
aparat)®. Proteiny casto se vyskytujici v exozomech
bez ohledu na jejich bunéény plvod se vyuzivaji jako
markery pro detekci téchto vackd a zahrnuji napf.
tetraspaniny (CD9, CD63, CD81), cytoplazmatické pro-
teiny (napf. proteiny teplotniho Soku Hsp 60, Hsp 70
a Hsp 90), proteiny souvisejici s biogenezi exozomu
(Alix, TSG101) a vezikularnim transportem (RAB protei-
ny, anexiny)''%718_V zavislosti na zdrojové burce exo-
zomy dale obsahuji nékteré povrchové adhezivni mo-
lekuly (napf. integriny, adhezivni molekuly epitelovych
bunék EpCAM, adhezivni molekuly nervovych bunék
N-CAM a L1-CAM), antigen prezentujici molekuly hlav-
niho histokompatibilniho komplexu (MHC), enzymy,
signalni proteiny a jiné™. Exozomy pochézejici z nadord
obsahuji nadorové antigeny a nékteré imunosupresivni
proteiny, jako napf. FasL, TRAIL, nebo TGF-B'®. U neu-
rodegenerativnich nemoci mohou exozomy obsahovat
chybné poskladané proteiny a podilet na jejich Sifeni
mezi burikami?.

Biomedicinsky vyznam exozomil

Vyznam exozomii v diagnostice

Specifické slozeni exozomid (RNA, proteiny, lipidy)
muze odrazet buné¢ny pavod i fyziologicky stav zdro-
jové bunky. Exozomy v télnich tekutindch mohou nést
markery riznych nemoci a to i biomolekuly, které jsou
jinak obtizné detekovatelné a které diky obaleni lipi-
dovou membranou mdzou byt v exozomech chranéné

proti degradaci?'. Molekuly nachazejici se v exozomech
mohou byt vyuzity pro diagnostické nebo prognostické
Gcely, napf. skriningové testy, diagnostiku k potvrzeni
onemocnéni ¢i pro sledovani pribéhu lécby.

Nadorové buiiky produkuji az 10x vice exozom0 nez
normalni buriky a v krvi pacientd s nadorovymi one-
mocnénimi je casto pozorovan vyssi absolutni pocet
exozom{ nez u zdravych osob???%. Nejen celkovy pocet
exozomd, ale zejména pfitomnost specifickych biomo-
lekul midze poukazovat na urcita onemocnéni.

Exozomy muzou nést nékteré proteinové ¢i miRNA
nadorové markery. Molekuly CD151, CD171 a tetraspa-
nin 8 v exozomech plazmy byly navrzeny jako biomar-
kery rakoviny plic. Exozomy nesouci tetraspanin 8 jsou
spojovany takeé s rlistem a invazivitou rakoviny zZaludku.
Glypican-1 v krevnich exozomech mtze byt diagnos-
tickym voditkem ¢asnych stadii nadorQ slinivky bfisni.
Obohaceni exozomi o rodinu miRNA let-7 mize na-
znacovat metastazovani rakoviny zaludku?*?*. Profilo-
vani miRNA v exozomech jako potencialnich biomarke-
rt nddorovych onemocnéni je pfedmétem intenzivniho
vyzkumu.

U neurodegenerativnich nemoci bylo zjisténo, ze
obsah Tau proteinu fosforylovaného na serinu 396,
treoninu 181 a hladina amyloidu beta AB1-42 v krev-
nich exozomech neurélniho ptivodu koreluje s progresi
Alzheimerovy nemoci a umoziiuje pfedpovédét nastup
nemoci az 10 let pied propuknutim klinickych pfizna-
kd?. Podobné u Parkinsonovy nemoci vyssi hladiny
o-synukleinu v krevnich exozomech odvozenych od
nervovych bunék odlisuji pacienty od zdravych osob?.

U srde¢né-cévnich chorob exozomy plsobi jako
zprostiedkovatelé mezibunééné komunikace mezi
kardiomyocyty, fibroblasty, buiikami hladké svaloviny
a endotelovymi burikami a Gcastni se regulace regene-
race srdce, piestavby sini a angiogeneze. Jako biomar-
kery srde¢né cévnich nemoci detekovatelné v krevnich
exozomech lze zminit zvySeny obsah miR-1 a miR-
-133a u pacientl s hypertrofii srdce a zvyseni hladiny
miR-208 b, specifické pro srdecni svalovinu, v krevnich
exozomech u infarktu myokardu?’. Exozomy jsou inten-
zivné studovany i u mnoha dalSich onemocnéni.

VyuZiti exozomii v terapiich

Terapeuticky potencial ma samotna modulace pro-
dukce a uvoliiovani exozomd, i kdyz je tato alternati-
va zatim jen ve stadiu vyzkumu. SniZeni produkce EV
muize zmirnit prGbéh onemocnéni u pacientll s nado-
ry?®, napf. branit ristu a metastazovani nadoru prsu
po blokaci uvolhovani exozomi inhibici RAB27a
GTPaz?. Naopak stimulace tvorby EV z aktivovanych
dendritickych bunék muze vést ke zvysené prezentaci
nadorovych antigeni v komplexu s MHC a indukovat
reakci cytotoxickych T-lymfocytd'™ 2.

Velky potencial maji EV v regenerativni mediciné.
Za timto ucelem jsou zkoumany zejména EV uvoliio-
vané mezenchymovymi kmenovymi burikami. Exozomy
produkované témito burikami byly testovany u mode-
IG rdznych onemocnéni, napi. nemoci dychacich cest,
srde¢né-cévnich, neurologickych, svalovych, jaternich,
koznich, ale i onemocnéni traviciho systému a ledvin.
Exozomy mezenchymovych kmenovych bunék modu-
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luji expresi zanétlivych cytokind, tlumi nadmérny zanét
a napomahaji regeneraci tkani a prestavbé extracelu-
larni matrix. Podobné ucinky maji exozomy sekretované
i z dalSich kmenovych bunék, jako napf. indukovanych
pluripotentnich kmenovych bunék ¢ embryonalnich
kmenovych bunék?.

Extracelularni vacky samotné ¢i rlizné upravené lze
poutzit i k transportu riznych molekul, které jsou jinak
tézko prenositelné do cilovych bunék®. V minulosti
byly pro zapouzdieni a dopravu lé¢iv ¢i gend vyvinuty
i jiné technologie, jako napf. lipozomy ¢i nanocastice,
ale tyto doprovazely problémy jako akumulace v jat-
rech a sleziné misto v cilovém orgénu a nizsi absorp-
ce bunikami. Exozomy jako télu pfirozené nanocastice
jsou vhodné pro transport rozpustnych molekul, jsou
méné imunogenni a méné toxické nez jiné transport-
ni systémy, diky své velikosti unikaji fagocytujicim mo-
nonuklearnim burikam, snadno prostupuji cévni sté-
nou a chrani sviij obsah pited degradaci®**'. Exozomy
jsou navic malé a mohou pasivné difundovat tkanémi
(napf. nadorovym stromatem) ¢i prekonat hematoen-
cefalickou bariéru'*°. Diky jedine¢nym membrano-
vym proteindim a lipidm umoznuji exozomy transport
molekul do specifickych cilovych bunék disponujicich
patficnymi receptory®2. Takto byl do exozomi vloZen
napf. kurkumin, ktery vykazuje protizanétlivou a pro-
tinddorovou aktivitu®. V jiné studii byl v upravenych
exozomech podan kurkumin nebo aktivator transkrip-
ce STAT3 a aplikovan intranasalné s cilem snizit aktivitu
mikroglii u mysiho modelu encefalitidy**. Byl zkouman
i transport protinadorovych latek doxorubicinu® a pak-
litaxelu**-3® pomoci exozom.

Exozomy je mozné vyuzit i k pfenosu RNA, jako
napi. siRNA, miRNA a shRNA, za Gcelem modifikace
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Zaver
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Souhrn

Vanek P., Kupcova Skalnikova H.: Extracelularni vacky a jejich biomedicinsky potencial

Extracelularni vacky (EV) jsou ¢astice obalené dvojvrstvou lipidovou membranou uvoliiované z bunék do okolniho prostiedi. Mezi hlavni
typy EV patii apoptoticka téliska, mikrovezikly a exozomy. Exozomy jsou z EV nejlépe prozkoumané. Do exozom jsou cilené zabudovany
proteiny a RNA zdrojovych bunék. Diky pfitomnosti v télnich tekutindch mohou byt exozomy a zejména proteiny a RNA nesené témito
vacky vyuZity ke sledovani vzdalenych ¢i nedostupnych bunék. Kromé tohoto potencialu v diagnostice mohou byt exozomy vyuZity i v [é¢-
bé napf. k podpoie hojeni, modulaci zanétu ¢i k dopravé lécivych piipravkd do cilovych mist v organismu. Z téchto ddvodil se exozomy
t&3i intenzivnimi zajmu v biomedicinském vyzkumu.

Klicova slova: Extracelularni va¢ky, exozomy, diagnostika, é¢ba, biomedicina
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Vanek P.,rlyupcové Skalnikova H.: Extracellular vesicles and their biomedical potential Extracellular vesicles (EVs) are lipid bilayer
membrane enveloped particles released by cells to extracellular space. Major EV types are represented by apoptotic bodies, micro-
vesicles and exosomes. Exosomes are the best characterized EVs. Certain proteins and RNAs may be directly incorporated into exosomes
during their biogenesis. Due to their availability in body fluids, exosomes may be used to monitor distant or inaccessible organs. Beside
this diagnostic potential, exosomes can be used in therapeutic applications to support healing, modulate inflammation or as carriers of

therapeutic agents to target sites in an organism. From these reasons, exosomes are in center of current biomedical research.
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Uvod

Huntingtonova choroba (HCH) patri k nevyliecitel-
nym ochoreniam s fatdlnym koncom. Zaradujeme ju
k monogénnym neurodegenerativnym ochoreniam.
Podla poc¢tu opakovani CAG repeticii v géne koduju-
com huntingtin, nastup ochorenia méze byt v dets-
kom veku (5 %), strednom veku - najcastejSie (90 %)
a vyssom veku (5%)'. Zaciatok choroby sa prejavi
zmenami v spravani, ku ktorym sa pridruzia problémy
s koordinaciou a pohybom. Neskdr dochadza k psy-
chickym zmenam. Ochorenie kon¢i smrtou. V dnesnej
dobe zatial nie je vyvinuta ucinna liecba. Doktori mo-
mentalne len priznaky farmakologicky utimuju, ale ne-
lieci sa pri¢ina choroby.

Na vyvinutie spravnej liecby pre [udi trpiacich HCH je
potrebné porozumiet nielen prejavom choroby, ale aj
mechanizmom, ktoré tito chorobu spésobili. Aby sme
tieto mechanizmy mohli Studovat, je potrebné vytvorit

zvieracie modely, ktoré budu mat fenotyp odpovedajuci
HCH. Na nasom Ustave v Libéchove sme v roku 2009
vytvorili model transgénneho miniprasata nesticeho
N — terminalnu cast ludského mutovaného hunting-
tinu (mHTT). Tento transgénny mode (TgHD) nesie ¢ast
sekvencie kédujicu ludsky mutovany huntingtin a bol
vytvoreny mikroinjekciou lentivirusového vektoru, ktory
obsahoval prométorovu sekvenciu pre fudsky hunting-
tin a N-terminélnu skvenciu (548 AMK) s 145CAG/CAA
repeticiami do embryi miniprasiat v Stadiu prvojadier.
Insert je lokalizovany na chromozéme 1. V juli (5. 7.)
2009 sa narodila prasni¢ka Adélka, nestica mHTT, ktora
sa nasledne stala zakladatelkou linie transgénnych mi-
niprasiat. Exprimuje N-terminalny fragment mutované-
ho huntingtinu so 124 CAG/CAA repeticiami?. Dostatok
potomkov a velka pribuznost fyziolégie a morfolégie
medzi prasatom (Sus scrofa) a ¢lovekom (Homo sa-
piens) nam dava dostatok moznosti nielen na studova-
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nie zmien v organoch, periférnych tkanivach a behavi-
oralnych zmien, ale aj na testovanie novych génovych
terapii.

Génovou terapiou nazyvame lieCebny postup, pri kto-
rom je do genéomu pacienta vloZzend sekvencia DNA,
pricom tato sekvencia kdduje chybajtci alebo nefun-
gujuci protein, popripade moze potlac¢it mutovany
protein. Podla toho ¢i terapia nahradi gény vo vsetkych
telovych bunkach okrem pohlavnych, alebo nahradi
gény v gamétach delime terapiu na somaticku a game-
ticka.

Obr. 1: Prvy vrh prasiat vzniknutych z injektovanych
embryi, medzi prasiatkami TG prasnicka Adélka.

Predklinické studie génovej terapie
v Libéchove

Prva predklinicka studia prebehla v roku 2016. V tejto
studii sme urcili G¢innost vektoru. Druha predklinicka
Studia prebieha na naSom ustave od leta 2017. Touto
$tadiu skamame dizku Geinnosti vektora. Obe $ttdie st
zalozené na RNA interferencii (RNAI).

RNA interferencia (RNAI)

Sposob umlcania génovej expresie. RozliSujeme
siRNA a mikroRNA. Termin RNAi bol vytvoreny pre
sekve¢nii degradaciu mRNA z dlhej dvojretazcovej
dsRNA3? (Obr. 2). RNAi mdézeme rozdelit do troch kro-
kov. V prvom kroku dojde k stiepeniu dlhej dvojvlakno-
vej dsRNA pomocou DICER, v druhom kroku dochédza
naviazaniu malych RNA na efektorovy komplex nazy-
vany RISC a v tretom kroku dochadza k rozpoznavaniu
a Stiepeniu RNA pomocou RISC (RNA-induced silen-
cing complex).

SiRNA

Do bunky je zavedena z terapeutickych dévodov.
Ma schopnost 3Specificky Stiepit cieleni mRNA nielen
v cytoplazme, ale jej aktivita bola zistena aj v jadre*.
Molekuly siRNA vznikaji pomocou enzymu DICER
(priblizne 200 kDa velka RNaza Ill), ktory Stiepy dlhu
dvojretazcovii dsRNA>. Po rozstiepeni a rozpleteni je
odstranené proti zmyslové vlakno, a vytvori sa umlco-
vaci komplex indukovany RNA (RISC)®. Ten v cytoplaz-
me vyhladava cielovi mRNA a dokonale sa s fiou spa-
ruje. Po sparovani je RISC uvolneny.

dsRNA

dvojretazcova DNAl 3 .
dicer

siRNA " LLLLLLLOO,

'

T 2 1SC komplex

N

g

- i
Degradacia
komplementarneho
(dopinkového) vlakna

ai>
mRNA L T

}

LLLLLULLLLIL LLLLLILLLLLLL
mRNA degradacia

Obr. 2: Mechanizmus pdsobenia RNA interferencie (upra-
vené podla Johna Schmidta)

miRNA - mikroRNA

Ide o nekodujiicu RNA, bezne sa vyskytujicu v bun-
ke, ktord hraje délezitu ulohu v regulécii bunkovych
funkcii. Porucha regulacie miRNA ma vplyv na velky po-
Cet [udskych ochoreni’. V jadre bunky sa najprv miRNA
prepiSe RNA polymerazou do pri-miRNA, ktora sa skla-
da do vlasenky &°. Ta vstipi do komplexu s endonukle-
azou Drosha a vzniké prekurzor miRNA (pre-miRNA)™.
V cytoplazme je pre-miRNA stiepend pomocou enzymu
DICER na 21 nukleotidovy duplex miRNA. Po odstra-
neni zmyslového vldkna sa vytvori RISC. Pretoze RISC
sa paruje nedokonalo, tak nedochédza k degradacii
mRNA, ale len k inhibicii proteosyntézy. V nasich poku-
soch sme pouzivali synteticky pripraventi miRNA, ktoru
pripravila firma UniQure (Obr. 3).

Predklinicka studia z roku 2016
v Libéchove

ESte pred zacatim pokusu, sme museli z poten-
cialnych pokusnych zvierat odobrat krv a zistit titer
protilatok proti Adenoasociovanym virusom (AAV)
(ide o neobalené, ssDNA virusy, ktoré patria do Celade
Parvoviridae, su malé (20pm), replikatne defektné),
aby sme urdili, ktoré zviera moze byt pouZité, a ktoré
sa do pokusu nehodi. Titer protildtok bol stanoveny
vo firme UniQure. S vysledkov sme ur¢ili 24 vhodnych
zvierat (12 TgHD a 12WT). Tie sme napokon rozdelili
do 8 skupin podla tabulky (Tab. 1).

V intervaloch v ditoch -14, -7, pred aplikéciou, den
0 — cas aplikacie virusu, 7, 14, 28, 56 a 84 dni po apli-
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HTT exon 1

mRNA vazba Z A - pre-miRNA _ilﬂ

HTT mRNA i 1 3 -

degradécia
Obr. 3: Umelo pripraveny vektor firmou Uniqure a jeho pdsobenie (upravené podla Evers et al.2018)

kcii sme zvieratdm odoberali krv a cerebrospinalna te- struments; NF34BV) za pomoci injek¢éného robota
kutina —CSF. Z krvi sme robili hematologické vy3etrenie, (Neurostar, Germany) (Obr. 4). Kraniotomia bola uza-
aby sa zistilo, ¢i v tele neprebieha zapal. TaktieZ sme tvorend kostnym Stepom a cementom a naslednym
k_"V, spracovavali na Plazmu_a’sérum. Z nich sa potom zasitim koze. Boli podané peropera¢né, ako aj poope-
zistovala koncentracia cytokininov a mHtt. ra¢né antibiotika (Cefazolin) a analgetikum (Flunixin).

. v Na 84 den po aplikacii vektoru a odobrati vzoriek krvi
Priebeh operacie a CSF sa zviera uspalo pomocou zmesy TKX, nasledne

Dein O - aplikacia virusu. Najprv sme zviera uspali zabilo a preplachlo pomocou 20 | PBS vychladeného na
pomocou pripravenej uspavacej zmesi TKX (Tiletamin 4 °C. Z preplachnutého zvierata sa zobrali vzorky obli-
4 mg/kg, Zolazepam 4 mg/kg (Zoletil 100, Virbac), ¢iek, nadobliciek, sleziny (5x5x5mm), mozgu z ktorého
Ketamin 5 mg/kg (Narketan 10, Chassot) and Xyla- boli konkrétne odobraté punche striata, cortexu a tha-
zin 1 mg/kg (Rometar 2%, Spofa)). Nasledne sme lamu.

im odobrali krv a CSE Potom sme zviera zaintubo-
vali, zaviedli intravenéznu kanylu a pripojili ho na
anesteziacny stroj. Ako anestetikum bol pouzity Isoflu-
ran. Hlava zvierata bola fixovana pomocou sterotaxické-
ho zariadenia. Po obnazeni lebky sme vyhladali bregmu
(miesto, kde sa na lebke stretavaju Sipovy (lat. sutura
sagittalis) a vencovy Sev (lat. sutura coronalis)), podla
ktorej sa potom urcili koordinaty putamenu a thala-
mu. Kraniotémia sa vykonala pomocou oscila¢nej pil- .
ky, neurochirurgického kladivka a dlatka. AAVS vektory  opy, 4: Aplikacia vektoru pomocou 500 pl Hamilton strie-
ako aj PBS/Sucrosa boli aplikované s 500 pl Hamilton  katkou s 34G NanofFil ihlou (World Precision Instruments;
striekac¢kou s 34G NanoFil ihlou (World Precision In- NF34BV) za pomoci injekéného robota (Neurostar, Germany).

Tabulka I: Rozdelenie zvierat do skupin

Group ‘ )| ‘ AAV ‘ Delivery route ‘ Dose ‘ Genotype

| 3 AAV5-CAG-GFP CED/P+T 1e13 gc total HCH

] 3 AAV5-CAG-GFP CED/P+T 1e13 gc total zdravy
1] 3 AAV5-CAG-miHTT CED/P+T 3e13 gc total HCH

v 3 AAV5-CAG-miHTT CED/P+T 3e13 gc total zdravy
'} 3 AAV5-CAG-miHTT CED/P+T 1e13 gc total HCH

Vi 3 AAV5-CAG-miHTT CED/P+T 1e13 gc total zdravy
v 3 PBS/Sucrose CED/P+T - HCH

Vil 3 PBS/Sucrose CED/P+T - zdravy

CED, convection enhanced diffusion; P — putamen; T, thalamus
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Vysledky

Intrastriatalna a intrathalamickd bilaterdlna aplika-
cia konstruktu AAV5-CAG-miHtt (3e13 /1el13gc total)
ako aj konstruktu AAV5-CAG-GFP a PBS/sucrosa
(54 pl/216 pl) nesposobila neurologicky defict u TgHD
zvierat ani u ich WT surodencoch. Telesnd hmotnost
po 84 dnoch od aplikacie sa nijak vyrazne nezmenila,
dokonca u vécsiny zvierat mierne zrastla, pri normal-
nej spotrebe krmiva. Pri hematologickych vySetre-
niach v ¢ase pred aplikaciou konstruktu a PBS/SACHA-
ROSY nebol zisteny vyrazny rozdiel v percentualnom
zastupeni neutrofilov a lymfocytov medzi TgHD a WT
zvieratami. Po expresii vektorovej DNA a miHTT sa na-
sledne demonstrovalo znizenie fudského mutantného
HTT. Obe koncentracie AAV5-miHTT viedli k vyznamné-
mu znizeniu expresie mutantnej HTT mRNA v nucleus
caudatus a thalame. Navyse vysokd koncentracia
3x10™ gc AAV5-miHTT viedla k vyznamnej reduk-
cii mutantnej HTT mRNA a mutantného proteinu Htt
v putamene a v kore™

Predklinicka studia z roku 2017
v Libéchove

ESte pred zacatim pokusu, sme museli z potencial-
nych pokusnych zvierat odobrat krv a zistili titer pro-
tilatok proti AAV virusom, aby sme urcili, ktoré zviera
moze byt pouZité, a ktoré sa do pokusu nehodi. Titer
protilatok bol stanoveny vo firme UniQure. S vysled-
kov sme urcili 16 TgHD zvierat. V intervaloch v diioch
—14, pred aplikéaciou, den 0 — cas aplikacie virusu 14,
28, 84 dni, 2 roka, 34 roka, 1 rok, 1 1/ roka,1 2 roka,
1 % roka po aplikacii sme zvieratim odoberali krv
a CSF a nadalej kazdy stvrtrok odoberame az do casu
5 rokov po aplikécii. Z krvi sme robili hematologické
vysetrenie, aby sa zistilo, ¢i v tele neprebieha zapal.
Taktiez sme krv spracovavali na plazmu a sérum. Z nich
sa potom zistovala koncentracia cytokininova mHTT.

Priebeh operacie
Den 0 - aplikacia virusu. Najprv sme zviera uspali

pomocou pripravenej uspavacej zmesi TKX (Tiletamin
4 mg/kg, Zolazepam 4 mg/kg (Zoletil 100, Virbac), Keta-

Obr. 5: Aplikacia vektoru pod kontrolou MRI

Obr. 6: Navrtanie dier a zavedenie kanalov podla presne
urcenych koordinatov

Obr. 8: Pocitacové vyobrazenie koordinatov so zavede-
nim kanalov na aplikaciu

min 5 mg/kg (Narketan 10, Chassot) and Xylazin 1 mg/
/kg (Rometar 2 %, Spofa)). Potom sme zviera zaintubo-
vali, zaviedli intraven6znu kanylu. Nasledne sme zviera
zafixovali do stereotaxického zariadenia poskytnutého
Anglickou firmou Renishaw a pripojili ho na anestezia¢-
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ny stroj. Ako anestetikum bol pouzity Isofluran. Zviera nie po roku od aplikacie. Posledna varka bude zabitd
so zafixovanou hlavou putovalo do magnetickej rezo- priblizne po 5 rokoch od aplikacie vektora.

nancie (MRI zariadenia), kde sa urcili presné koordina-

ty Nucleus Caudatus a Putamenu. Na opera¢nom sale Vysledky

boli podla ’SUI’adI’}IC yvitane dlle.ry do tychto svtrukFur Bilateralna aplikacia konstruktu AMT 130 1,2 e 13 gc
a zavedené kandly na depoziciu vektoru. Vsetkym .
totoal do nucleus caudatus a putamenu nespdsobila

zvieratam bol podany rovnaky vektor s rc_>v’na_kou kon- neurologicky deficit u TgHD zvierat. Prasatd, kedZe boli
centraciou AMT 130 1,2 e 13 gc totoal. Aplikacia vektoru L . . iy r s
operované v nizkom veku pri pravidelnom vazeni stéle

prebiehala pod neustélou kontrolou MRI (Obr. 5 - 9). naberajti na vahe. Krvné wsledky nepoukazuj na Ziad-
ne zapalové procesy. Hematologické ako aj biochemic-
ké vysledky krvi st v norme. Hned po troch mesiacoch
je demonstrované znizenie fudského mutantného HTT,
ktoré pretrvéva aj po roku, a nasledne sa bude zistovat
jeho pretrvavanie v dalSich ¢asovych tsekoch.

Zaver

Tento ¢lanok popisuje predklinické testy terapie Hun-
tingtonovej choroby u TgHD miniprasiat v Libéchove.
Na zaklade tejto predklinickej studie formulovala fir-
ma UniQure Ziadost k Food and Drug Administration,
ktord bola pozitivne odsuhlasena pre prvi a druht
fazu klinickej studie. Tato efektivna spolupraca Centra
PIGMOD a holandskou firmou Uniqure prindsa novu
nadej na cielené liecenie zavainého neurodegenerativ-
neho ochorenia — Huntingtonovej choroby

Obr. 9: Prasata po prebudeni z anestéziie po operacie -
culé, bez ziadnych pooperacnych problémov
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Sahrn

Levinska B.: Génova terapia Huntingtonovej choroby (HCH) uskutocnena na TgHD miniprasatach v Libéchove s Holandskou
firmou UniQure - predklinické stidie

Prevalenia HCH u [udi je priblizne 5 chorych na 100000. Tato choroba stéale patri k nevyliec¢itelnym chorobam a pacienti netrpezlivo oca-
kévaju kazdu novu spravu o napredovani moznej lie¢by. Velka nadej sa vklada do génovej terapie. Vysledky nasej stidie davaju pozitivne
spravy. Na zaklade tychto vysledkov Holandska firma UniQure podala navrh klinickej stidie na FDA (food and drug administration) a tato

Kltcové slova: Huntingtonova choroba HCH, génova terapia, RNAinterferencia

Summa

LevinskérBy.: Gene Therapy of Huntington’s Disease (HCH) conducted at TgHD minipigs in Libechov with the Dutch company
UniQure - preclinical studies

The prevalence of Huntington's disease (HD) is approximately 5 patients per 100,000 people. HD is still an incurable disease and
patients are eagerly awaiting for any new treatment progress reports. Great hope is put into gene therapy. Our preclinical study of
AAV5-miHTT lowering using trangenic minipigs for HD brought positive results. Based on these results, the Dutch company UniQure
submitted a clinical study proposal to the FDA (Food and Drug Administration), which was positively proved for the first and second
phase of the clinical trial.

Keywords: Huntington’s disease HCH, gene therapy, RNAinterference

Rocnik 29 89 Bioprospect ¢. 4/2019



PRIROZENE PROTEINOVE INHIBITORY PROTEOLYTICKYCH

ENZYMU

Michal Busa

Ustav organické chemie a biochemie AV CR; busa@uochb.cas.cz

Uvod

Proteasy, enzymy katalyzujici hydrolytické Stépeni
peptidové vazby, jsou pfitomny ve vSech organismech
a tvofi 2 az 4% vsech piepisovanych gent. Tato sku-
pina hydrolytickych enzym zahrnuje jak enzymy ne-
specifické s Sirokou substratovou specifitou (podilejici
se napf. na odbouréavéni proteind ¢i traveni), tak en-
zymy vysoce specifické Stépici pouze jeden konkrétni
protein (napi. enzymy zajistujici aktivaci proteinovych
prekurzord ¢i srazeni krve). Proteasy Ize rozdélit do tfid
podle katalytického mechanismu (proteasy cysteinové,
serinové, threoninové, aspartatové, glutamatové a me-
taloproteasy), dle umisténi $tépené peptidové vazby
(endoproteasy, exoproteasy) nebo do rodin a klant
dle struktury a sekven¢ni homologie, jak je klasifikuje
database MEROPS 1. Rodiny obsahuji proteasy, které
vykazuji evolu¢ni a sekvenc¢ni pfibuznost. Klany jsou
skupiny proteas, které maji podobné terciarni struktu-
ry. V soucasné dobé je v databazi evidovano 1137158
sekvenci proteas, roztfidénych do 64 klanli a 273 ro-
din. Hydrolyza peptidové vazby je déj prakticky nevrat-
ny a cinnost proteas je v organismech velmi pfisné
regulovana prostfednictvim teploty, pH, bunééné kom-
partmentace a produkce proteas ve formé neaktivnich
zymogen(. Dalsi formu regulace proteolyzy pfedstavuji
inhibitory, ty mohou byt bud' nizkomolekularni (AEBSF,
EDTA), peptidové (E-64, pepstatin) nebo proteinové.
Pfirozené se vyskytuijici inhibitory jsou pfedevsim pepti-
dové a proteinové povahy, témi se bude zabyvat tento
prispévek. Proteinové proteasové inhibitory (PI) jsou
vyuzivany véemi zivymi organismy jako regulatory bio-
logickych procesti nebo jako ochranné proteiny. Mezi
jimi kontrolované déje patii kupfikladu bunécny cyklus,
apoptoza, ¢i koagulace krve. Selhani regulace téchto
procest je pfi¢inou mnoha patologii, napf. rozedma
plic, Nethertonlv syndrom, dédi¢ny angioedém ¢i po-
ruchy srazeni krve?*. Ochranna role Pl spociva v inakti-
vaci proteas uniklych ze svych pfirozenych rezervoart
nebo proteas patogend, které jsou vyuzivany k migraci
tkanémi hostitele ¢i pro traveni hostitelskych protei-
nd. U rostlin je produkce Pl jako odpovéd na poranéni
Skiidcem nebo patogenem jednim z nejdulezitéjsich
obrannych mechanismut®>®

Tento piehledovy clanek je zaméfen na popis rozli¢-
nych biologickych funkci, které PI plni v rGznych orga-
nismech a okrajové i na jejich roli v lidské mediciné.
Déle je prostor vénovéan popisu rliznych mechanisma
interakce Pl s proteasami, jejich klasifikaci a evoluci.

Klasifikace proteinovych inhibitorii
proteas

Pomérnému zastoupeni proteas proporcionalné od-
povida pocet jejich inhibitor(i. Nejvice je tedy inhibito-
rG nejrozsitenéjsich tfid proteas, kterymi jsou proteasy
serinové a cysteinové, a nejméné inhibitor( je znamo
pro aspartatové proteasy a metaloproteasy. V soucas-

né dobé nejsou zndmy piirozené Pl threoninovych
a glutamatovych proteas. Pl Ize rozdélit dle mecha-
nismu vyuzivaného k inaktivaci cilovych proteas na ko-
valentni a nekovalentni nebo, podobné jako proteasy
v databazi MEROPS, dle homologie aminokyselinové
sekvence. Databaze MEROPS vznikla roku 1993 s cilem
klasifikovat proteasy, v roce 2004 byla rozsitena o kla-
sifikaci proteinovych inhibitor(i. V soucasné dobé da-
tabaze eviduje 129703 sekvenci katalogizovanych do
38 klan(i a 83 rodin. Stejné jako u proteas je zakladni
jednotkou rodina, tedy skupina proteinG s piibuznou
primarni aminokyselinovou sekvenci. V pfipadé vyrazné
divergence aminokyselinové sekvence uvniti jedné rodi-
ze mnoho rodin sdili spole¢né piedky s dalsimi rodina-
mi, nicméné jednotlivé rodiny divergovaly tak, Ze jejich
pfibuznost jiz nemize byt prokazana pomoci homologie
primarni sekvence. Tyto skupiny rodin, které sdili jediny
ancestralni protein, se nazyvaji klany a vytvéreji se pre-
devsim na zékladé analyzy terciarni struktury proteind’.

Biologicke funkce vybranych rodin
proteasovych inhibitori

Prvotni tlohou PI je pfedevsim regulovat proteolytic-
ké déje v organismu a chranit pfed nekontrolovanou
aktivitou jak vlastnich proteas, tak exogennich proteas
jinych organizmG. Béhem evoluce ovsem PI ziskaly
i mnoho dal3ich funkci. Nasleduje prehled nejvyznam-
néjsich rodin Pl s pfiklady jejich biologickych funkci
nebo medicinského vyuziti. Stru¢nou charakteristiku
popisovanych rodin Pl najdete v Tab. I.

Rodiny inhibitorl jsou uvedeny podle kddu a nazvu,
ktery je v nékterych pfipadech odvozen ze jména ty-
pického zéastupce; zkratky inhibitord: BPTI (bovine pan-
creatic trypsin inhibitor), CTLA (cytotoxic T-lymphocyte-
-associated protein), PI3 (pepsin inhibitor 3), AlI3
(protease A inhibitor 3), TIMP (tissue inhibitor of me-
talloproteases), a2M (a-2-macroglobulin). Rodiny inhi-
bovanych cilovych proteas jsou uvedeny kédem inhi-
bované rodiny proteas dle databaze MEROPS (napf. S1
— serinové proteasy rodiny chymotrypsinu; C1 — cys-
teinové proteasy rodiny papainu); hvézdicka oznacuje
hlavni inhibované rodiny proteas. NK - nekovalentni
inhibitory, K — kovalentni inhibitory, AS — aktivni misto,
ES - exomisto. Molekulovd hmotnost je uvedena pro
typickou inhibi¢ni doménu; nékteré rodiny obsahuji
také multidoménové inhibitory slozené z nékolika do-
mén, které vznikly genovou duplikaci a v tabulce jsou
oznaceny zkratkou MDI.

Rodina Kazal (11) obsahuje multidoménové inhibito-
ry serinovych proteas, rozsifené ve vsech organismech
kromé hub a vird, slouzicich ptedeviim jako ochra-
na tkani proti predc¢asné aktivaci travicich proteas.
Napf. lidsky inhibitor SPINK1 (serine protease inhi-
bitor Kazal-type 1) slouZi jako ochrana tkéni slinivky
pfed piedcasnou aktivaci trypsinogenu, vaze se ale
i na receptor pro epidermalni rdstovy faktor a hraje
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roli v nékterych druzich rakoviny®. Obecné jsou Kazal
PI vyuzivany jako antikoagulanty, regulatory autofagie,
jako ochrana proti hostitelskym proteasam ¢i protea-
sam patogend, nicméné vétsina téchto PI nebyla dosud
detailné studovana®.

Kunitz-BPTI (12) jsou inhibitory serinovych proteas.
Pojmenovany jsou podle BPTI (basic pancreatic trypsin
inhibitor) potentniho inhibitoru koagula¢nich proteas,
ktery dale inhibuje NO-syntasy a draslikové iontové ka-
naly™. Jedna se o velmi stabilni protein, jeho 3D struk-
tura byla vyfesena jako jedna z prvnich jiz v roce 1974"
a tvofi templat pro navrhovani novych umélych inhibi-
tor(™. Primarni fyziologickou ulohou je opét ochrana
tkani slinivky. Tento protein je klinicky pouzivany jako
antifibrinolytikum pfi operacich s oc¢ekadvanou velkou
ztratou krve®™. Ostatni Pl z této rodiny hraji roli v regula-
ci buné¢ného cyklu ¢i apoptoze a jsou zkoumany jako
potencialni protirakovinna léciva. Diky schopnosti
inhibovat trypsin, chymotrypsin a iontové kanaly tvofi
aktivni slozku mnoha hadich jeda™ .

Rodina Kunitz-P (13) zahrnuje rostlinné jedno- a dvou-
hlavé inhibitory pGivodné serinovych proteas. V pribé-
hu evoluce byla inhibi¢ni specifita téchto Pl rozsifena
i na proteasy aspartatové a cysteinové. Jejich biologic-
kou funkci je predevsim blokovani travicich proteas
herbivorniho hmyzu a patogenG. Proteiny rodiny
Kunitz-P déle hraji roli v rlznych rostlinnych signa-
lizacnich kaskadach, v odpovédi na stres nebo maji
zasobni funkci v semenech a v hlizach". Zna¢na po-
zornost je vénovana vyuZiti v transgennich rostli-
nach (zvySeni odolnosti rostlin vici skadctim) i
v lidské mediciné, kde byla prokazana protinddorova
aktivita in vitro™ .

Rodina ekotin (111) je tvofena nepifilis studovany-
mi Pl s jedine¢nym mechanismem. Jsou tvofeny beta-
-barelem a dvéma kratkymi helixy a nachazeji se vy-
hradné v periplazmé bakterii. Jedna se o velmi silné
inhibitory serinovych proteas z rodiny S1, které slouzi

nejspiSe jako obranné proteiny proti serinovym hosti-
telskym proteasam, nejduleZitéjsi inhibovanou protea-
sou je neutrofilni elastasa produkovana neutrofilnimi
granulocyty.?° 2

Rodina Bowman-Birk (112) je podobné jako rodina
Kunitz-P tvofena jednohlavymi a dvouhlavymi inhibi-
tory serinovych proteas. | jejich funkce je shodng, tedy
funguji jako ochranné proteiny rostlin blokujici travici
proteasy hmyzu a patogent. Jejich zékladni struktura,
tfi antiparalelni fetézce spojené péti disulfidy, je velmi
rigidni a slouzi jako templat pro raciondlni navrhovani
novych inhibitord. Bylo prokézéno, ze pouha zaména
jedné aminokyseliny je zodpovédna za ztratu schop-
nosti inhibovat trypsin a ziskani schopnosti inhibovat
chymotrypsin?2. V soucasnosti se vénuje pozornost je-
jich vyuziti v transgennich rostlinach a v lidské medici-
né, kde je nékolik inhibitor v onkologickych klinickych
studiich? 24,

Nejucinnéjsimi inhibitory (s parametrem Ki = 10" M
pro thrombin) serinovych proteas jsou malé Pl z rodi-
ny hirudinu (114). Jsou tvofeny N-koncovou globular-
ni doménou, zpevnénou tiremi disulfidickymi muastky
a nestrukturovanou C-koncovou doménou. Viyjimec-
na potence hirudint je disledek kombinace interakci
N-domény hirudinu s AS proteasy a C- domény hi-
rudinu s ES proteasy. Hirudin je pojmenovan dle pi-
javky lékaiské (Hirudo medicinalis), které slouzi jako
silny antikoagulant zabranujici vytvofeni krevni sraze-
niny a umoznuje ji dlouhodobéjsi séni krve. V klinické
praxi se vyuZiva jak samotny hirudin, tak jeho fragmenty
(hirugen, bivalirudin)?27.

NejrozsitenéjSimi inhibitory cysteinovych proteas jsou
cystatiny (125), které inhibuji pfedevsim proteasy z rodi-
ny papainu, vzacnéji i z rodiny legumainu. Cystatiny Ize
rozdélit na tfi podrodiny — stefiny, pravé cystatiny a ki-
ninogeny, pficemz vSechny maji v organismech ochran-
nou funkci’. Intracelulérni stefiny chrani buriky pred ka-
tepsinovymi proteasami uniklymi ze svych pfirozenych

Tab. I: Vybrané rodiny proteasovych inhibitoru proteinového charakteru

. o ; . Vyskyt
Rodina Pl Cilové proteazy Mechanismus Mol. Hmotnost -
Houby  Viry Archea Bakterie Prvoci Rostliny Zivogichové
11  Kazal S1*, S8* NK, vazba do AS 6 kDa, MDI X X X X X
12 Kunitz-BPTI  S1%*,C1, M14 NK, vazba do AS 11 kDa, MDI X X X X
13 Kunitz-P S1*,S8, A1, C1 NK, vazba do AS 18-22 kDa X X
14 serpin S1*, S8, C1, C14 K, distorze AS 35-50 kDa X X X X X
111 ekotin S1* NK, vazba do ASaES 16 kDa X X X
112 Bowman-Birk S1*,S3 NK, vazba do AS 8 kDa, MDI X X
114 hirudin S1* NK, vazbado ASa ES 7 kDa X
125 cystatin C1*%,C2,C13,S8, M12  NK, vazba do AS 11-13 kDa, MDI X X X X
127 kalpastatin  C2* NK, vazba do AS a ES 17-85 kDa, MDI X X
129 CTLA Cc1* NK, vazba do AS 10 kDa X X X X
133 PI3 Al* NK, vazba do AS 17 kDa X
134 1A3 Al* NK, vazba do AS 8 kDa
135 TIMP M10%*, M12 NK, vazba do AS 21-28 kDa, MDI X X
139 a2m nespecifické K, molekularni klec 360 kDa X X X X
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reservoarli lyzosomu. Extracelularni cystatiny a kinino-
geny inhibuji cysteinové proteasy v télnich tekutinach.
V mediciné je nejvyznamnéjsim zastupcem cystatin C,
ktery je vyuzivan jako marker pro ¢innost ledvin a jeho
mutovana varianta dimerizuje v nerozpustné amyloidni
plaky a zpGsobuje amyloidovou angiopatii islandského
typu?e. Pfi rakovinném bujeni dochazi ke zméné hladin
jednotlivych cystatinG v télnich tekutinach, uvazuje se
tak o jejich mozném vyurziti jako rakovinovych marke-
ra ¢i jako ucinnych latek v biologické Ié¢bé nadorG?.
Parazité vyuZivaji cystatiny k omezeni krevniho srazeni,
k modulaci imunitniho systému hostitele ¢i k ochrané
pred hostitelskymi proteasami®® 3'. U rostlin hraji cysta-
tiny ddlezitou roli v biotickém a abiotickém stresu, v kli-
¢eni semen a v ochrané pfed proteasami patogen(®2.

Kalpastatiny (127) jsou inhibitory cysteinovych proteas
z rodiny kalpainu. Jde o vicehlavé inhibitory bez sekun-
darni struktury, kterou ziskévaji az po navazani na pro-
teasu. Jsou tvofeny ctyfmi kratkymi alfa-helixy spojeny-
mi dlouhymi nestrukturovanymi tseky. Dva alfa-helixy
blokuji aktivni misto (AS), dalsi interaguji s exomistem
(ES) na opa¢ném konci proteasy kalpainu (viz obr. 1,
panel F)*. Mezi procesy regulovanymi kalpastatiny patfi
napfiklad rlst nervovych bunék, udrzovani homeostaze
¢i apoptoza™.

Inhibitory z rodiny CTLA (cytotoxic T-lymphocyte-
-associated protein, 129) jsou piibuzné propeptidim
cysteinovych proteas z rodiny papainu. Propeptidy jsou
soucasti neaktivnich zymogeni proteas, kde blokuji
jejich AS a reguluji tak jejich aktivitu. Proteasy jsou
aktivovany odstépenim propeptidu, k ¢emuz dochazi
nejcastéji vlivem kyselého pH nebo plsobenim jiné
proteasy®. Inhibitory rodiny CTLA vznikly nejspise ge-
novou duplikaci a jsou Gcinnymi inhibitory cysteino-
vych katepsin(. Jejich tloha v organismu neni zcela jas-
nd, zfejmé se Ucastni embryonalniho vyvoje, apoptozy
¢i buné¢né signalizace®.

Inhibitor& metaloproteas se vyvinulo pouze nékolik
maélo rodin, nejvyznamnéjsi jsou TIMP — tkarnové inhi-
bitory metaloproteas (I35). Tyto jednohlavé inhibitory
kontroluji ¢innost metaloproteas obsazenych v extra-
celularni matrix, dalezitych pfedevsim pfi remodelaci
tkané a hojeni ran*. Jsou pojmenovéany podle prvni-
ho charakterizovaného zastupce TIMP-1, s inhibi¢ni
N-koncovou doménou a C-koncovou doménou zod-
povédnou za vazbu na rlzné proteiny a receptory
(napf. CD63, LRP1, CD82). Biologicka uloha TIMP-1
inhibitord je diky velkému mnozstvi inhibovanych me-
taloproteas a interakénich proteind velmi slozitd, nic-
méné jejich role v rakovinném bujeni a proliferaci je
nezpochybnitelna a je intenzivné studovana3é-.

Inhibitory aspartatovych proteas jsou v pfirodé vzac-
né, znamé jsou pouze dvé rodiny téchto inhibitord
oznacované 1A3 (134) a PI3 (133). Pl z rodiny A3 jsou
jednodoménové a vyskytuji se pouze u hub. Inhibuji
kvasinkovou proteasu A - nejdulezitéjsi enzym vakuo-
larniho degradac¢niho systému. Proteiny rodiny 1A3
jsou podobné jako kalpastatiny nestrukturované, do
alfa-helixu se skladaji az pfi interakci s AS proteasy.* 42
Jednodoménové inhibitory z rodiny PI3 nazyvané aspi-
ny se vyskytuji pouze u zivocichd. Nejznamé;jsim je Pl
ze skrkavky détské, ktery inhibuje travici aspartatové
proteasy (napf. pepsin, gastricsin), a tim nejspise za-
jistuje vajickiim parazita bezpeé¢ny prichod Zaludkem

hostitele. Jsou velmi silnymi alergeny a jejich dalsi funk-
ce z(stavaji neznamé*.

Velmi rozsifenymi inhibitory jsou zastupci rodiny
139 — a2-makroglobuliny (a2M), které u ¢lovéka tvori
az 3% veskerych plazmatickych proteind. Jsou to Siro-
kospektré PI fungujici ve formé monomerd i dimer(;
inhibuji proteasy vSech katalytickych typt s vyjimkou
proteas pfilis velkych ¢i piili$ specifickych®. Jejich uni-
katni mechanismus je detailnéji popsén v nasledujici
kapitole. Fyziologicky slouzi predevsim jako inhibitory
trombinu, kallikreinu a plasminu. Molekuly a2M jsou
po zachyceni proteas rozpoznany receptory a odstrané-
ny z plazmy. U lidského a2M byla popséna i interakce
s riznymi ristovymi faktory a spekuluje se o roli v de-
generativnich onemocnénich. Diky sekven¢ni homolo-
gii s proteiny komplementu a Siroké specifité existuji
teorie, Ze a2M piedstavuji soucast prvotniho imunitni-
ho systému? 46,

Principy inhibice proteas proteinovymi
inhibitory

Jak jiz bylo uvedeno vy3e, Pl Ize na zékladé jejich inhi-
bi¢niho mechanismu délit do dvou skupin — inhibitory
kovalentni a nekovalentni. Kovalentni inhibitory reaguiji
s katalytickym zbytkem proteasy za vzniku ireversibil-
niho, velmi pevného, kovalentniho komplexu. Druhym,
mnohem c¢astéjSim mechanismem, je tvorba nekova-
lentniho komplexu s proteasou pouze pomoci nekova-
lentnich interakci. Za stabilitu inhibi¢nich komplext je
v tomto piipadé odpovédny velky pocet slabsich inte-
rakci, které skladaji komplexni prostorovou sit.

Mechanismy interakce nekovalentnich
proteasovych inhibitori

Nekovalentni PI tvoii s cilovou proteasou komplex
pomoci sady interakci nekovalentniho charakteru za-
hrnujici elektrostatické interakce, vodikové miustky
a hydrofobni interakce*. Spole¢nym rysem nekovalent-
nich proteinovych inhibitord je vazba do AS proteasy.
Schematické nacrty nejrozsitenéjSich mechanismi ne-
kovalentnich inhibitor(i jsou zndzornény na obr. ¢. 1.
Proteasy maji v rdmci jedné rodiny AS uspofadané po-
dobné, inhibitory blokujici AS jsou tedy obvykle schop-
ny inhibovat nékolik pfibuznych proteas. Vy3si specifitu
Pl ziskavaji diky vazbé do dalsiho interakéniho regionu
na molekule proteasy — tzv. exomista“®.

Obr. 1: Mechanismy inhibice proteas nekovalentnimi
inhibitory
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Schematické znézornéni stavby hlavnich typt kom-
plext proteas s inhibitory. Proteasa jako modra glo-
buldrni doména obsahuje aktivni misto (prohluben
s vy¢nivajicim katalytickym zbytkem) a pfipadné také
exomisto (prohluben bez katalytického zbytku). Inhibi-
tor je znazornén Zlutou globularni doménou (nebo vice
doménami, které jsou spojeny cernou flexibilni spoj-
kou). A — inhibice serinové proteasy inhibitory z rodin
Kazal, Kunitz a Birk-Bowman, B - inhibice cysteino-
vé proteasy cystatinem, C — inhibice metaloproteasy
inhibitorem TIMP, D - inhibice serinové proteasy hirudi-
nem, E — inhibice serinové proteasy ekotinem, F — inhi-
bice cysteinové proteasy kalpastatinem, upraveno dle®.

Prvnim popsanym mechanismem nekovalentnich
inhibitord byl mechanismus rodin Kazal, Kunitz a Birk-
-Bowman a je oznacovan jako standardni (kanonicky ci
Laskowského*). Tyto PI disponuiji interakéni smyckou,
ktera je svou strukturou komplementarni k AS proteasy,
do néhoz se vaze, viz obr. 1, panel A. JelikoZz amino-
kyselinovy fetézec smycky inhibitoru se v AS nachazi
ve stejné orientaci jako fetézec substratu, mdze docha-
zet k velmi pomalému $tépeni peptidové vazby v inhi-
bitoru stejné jako v pfipadé substratu. Ovsem komplex
Pl-proteasa se po rozstépeni vazby nerozpada, ale je
déale drzen pevnymi nekovalentnimi interakcemi. Jsou
publikovany prace dokazujici i opétovnou ligaci roz-
Stépené peptidové vazby, kterd je katalyzovana cilovou
proteasou®’ >°,

Odlisny mechanismus vyuzivaji cystatiny, které do AS
proteasy vkladaji tfi oddélené segmenty, N-konec inhi-
bitoru a dvé smycky, viz obr. 1, panel B. Tyto segmen-
ty zajistuji cystatinlm dostatecny pocet interakci pro
specifickou inhibici cysteinovych proteas. Navic v bliz-
kém okoli katalytického cysteinu neni umisténa Zadna
peptidova vazba inhibitoru, tedy nedochazi ke stépeni
cystatin( jejich cilovymi proteasami®'. Velmi podobny
princip vyuZiva i rodina TIMP (viz obr. 1, panel C), kdy
inhibitory této rodiny vkladaji N-konec a jednu reaktivni
smycku do AS metaloproteasy, kde zéarover koordinu-
ji katalyticky ion Zn?* a vytla¢uji molekuly vody z jeho
blizkosti, ¢imz efektivné proteasu inhibuji*".

Mnoho proteas vyuzivd mimo vazby do AS i vazbu
do vzdéleného ES umisténého na povrchu proteasy.
Vazba do ES zvétSuje interakéni povrch a zvySuje pocet
protein-proteinovych interakci s vyraznym efektem na
specifitu a afinitu inhibitoru?’. Napfiklad hirudin z pija-
vice lékaiské je nejsilnéjsim a nejspecifi¢téjsim znamym
inhibitorem trombinu. Jeho mala N-koncova globularni
doména se vaze do AS trombinu, zatimco rozvolnény
C-konec interaguje s ES proteasy vzdaleném 35 A da-
leko na opacné strané molekuly (viz obr. 1, panel D).
Vyjimecna stabilita komplexu je zajisténa celkem 10
iontovymi pary a 23 vodikovymi vazbami*?7.

Daldi unikatni mechanismus vyuzivd rodina ekoti-
nu. Tyto PI vytvafeji dimer, jehoz reaktivni smycky jsou
na protilehlych koncich dimeru a ktery je schopny vazat
dvé molekuly proteasy soucasné (viz obr. 1, panel E).
Kazdd molekula ekotinu pfitom najednou interaguje
s AS jedné molekuly proteasy a s ES druhé molekuly
proteasy.>

Mechanismy interakce kovalentnich
proteasovych inhibitori

Mezi inhibitory vytvéiejici s cilovou proteasou kova-
lentni komplex patii zastupci pouze tfi rodin nazyvané

serpiny, a2-makroglobuliny a inhibitory kaspas z rodiny
p35.

Princip inhibice serpin, tzv. ,sebevrazednych in-
hibitord”, je podobny pasti na mysi. Serpiny obsahuji
reaktivni centralni smycku RCL (reactive center loop),
ktera je prezentovana protease jako substrat. Po roz-
Stépeni peptidové vazby katalyzovaném proteasou je
N-terminalni ¢ast RCL inkorporovana do centralniho
beta-skladaného listu v molekule inhibitoru. To je do-
provazeno vyraznou konformaéni zménou, pii které je
proteasa pfemisténa na opacnou stranu molekuly in-
hibitoru a diky sterické kolizi s rigidni stavbou serpinu
dochazi k deformaci AS proteasy (Obr. 2). Kovalentni
komplex serpin-proteasa je stabilni a katalyticky neak-
tivni®’.

trypsin

Obr. 2: Inhibi¢ni mechanismus serpinii

Schematické znazornéni inhibice serinové proteasy
(trypsin, zobrazen jako Sedy povrch) inhibitorem z ro-
diny serpin( (antitrypsin, zobrazen jako fialovy stuzkovy
model). Vlevo: situace pfed rozstépenim RCL smycky
(zelené) serpinu; vpravo: po rozstépeni se RCL smycka
stala soucasti struktury beta-skladaného listu v moleku-
le serpinu, pficemz kovalentné navézana proteasa se
pfresunula na opacnou stranu inhibitoru, AS proteasy je
deformovano a proteasa je neaktivni; upraveno dle®.

Inhibitory z rodiny a2-makroglobulind (a2M) jsou
velké proteiny schopné uvéznit ve své vnitini kavité dal-
$i proteiny. Podobné jako serpiny i a2M obsahuji re-
aktivni smycku jako ,navnadu”, jejiz rozstépeni spousti
vyraznou zménu architektury inhibitoru (Obr. 3). Pfitom

Yo (/ protesza

q
/

reaktivni
thioestery

s

dimer

az2Mm
\

L C protedza

Obr. 3: Inhibi¢ni mechanismus alfa-2-makroglobulint
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dochézi k odhaleni reaktivnich thioester z hydrofob-
niho jadra inhibitoru, které kovalentné vazou lysinové
zbytky na povrchu proteasy. Zéroveri je molekula a2M
piestavéna tak, ze uvézni proteasu ve vnitini kavité in-
hibitoru. Proteasa zlstava aktivni a je i nadale schopna
interagovat s malymi substraty a inhibitory, které doka-
zou proniknout dovnitf klece, nikoli vSak s proteinovy-
mi ligandy** 3.

Schematické znazornéni inhibi¢ni interakce a2M
(modfe) s cilovou proteasou (oranzové). Po rozstépe-
ni senzitivni smycky inhibitoru, kterd slouzi jako ,név-
nada”, je proteasa uvéznéna uvnitf a2M a kovalentné
k nému pfipoutdana pomoci reaktivnich thiolester(;
upraveno dle**.

Mechanismus inhibice inhibitort kaspas z rodiny p35
je velmi podobny serpin@im. | zde rozstépeni reaktiv-
ni smycky inhibitoru zahajuje sekvenci velmi rychlych
konformacnich zmén, které zabrariuji hydrolyze acyl-
-enzymového komplexu eliminaci vody z AS proteasy.
Komplex je déle stabilizovan nekovalentnimi interakce-
mi v okoli AS proteasy®.

Principy evolucniho zdokonalovani
proteasovych inhibitori

Evolu¢né jsou jednotlivé rodiny Pl specializované
pouze na jednu tfidu proteas (serinové, cysteinové,
aspartatové nebo metaloproteasy), ¢i na jednu rodinu
proteas dané tfidy. U nékolika rodin PI (napf. Kunitz-R,
Kunitz-BPTI, serpiny, cystatiny) vSak doslo béhem evolu-
ce k vyrazné strukturni a funkéni divergenci a tyto rodi-
ny obsahuiji ¢leny schopné inhibovat i proteasy z jinych
tiid. Kupfikladu PI z rodiny Kunitz-P jsou typicky cileny
proti serinovym proteasdm, ale nékolik zastupcl této
rodiny vykazuje unikatni inhibici aspartatovych proteas
nebo cysteinovych proteas (napt. PDI z lilku brambor
resp. BbCl z bauhinie pestré)®s 5. Podobné v rodiné
cystatin( nalezneme PI specializované na ,neptvodni”
cilové proteasy, jako je lidsky CRES a hadi BJ46, které
ztratily schopnost inhibovat cysteinové proteasy, ale in-
hibuji proteasy serinové, popfipadé metaloproteasy®® *.

Plvodni PI disponuji pouze jednim interakénim mis-
tem (tzv. reaktivnim centrem) na jedné molekule in-
hibitoru a jsou oznacované jako jednohlavé. Evolu¢né
pokrocilejsi Pl, nesouci dvé nebo tfi interakéni mista,
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Souhrn

BuSa M: Makromolekularni inhibitory proteolytickych enzymu

Proteasy, nedilna soucast proteomu viech organismd, jsou velmi pfisné regulovany pomoci nékolika mechanismu. Nejsofistikovanéjsi
formu kontroly umozriuje 83 rodin proteinovych inhibitord, specificky cilenych na skupiny urcitych proteas ¢i pouze jednotlivé proteasy.
Kromé regulace endogennich proteas daného organismu mohou zastavat i dal3i funkce, zejména ochranou pfed plisobenim exogen-
nich proteas patogent a parazitd. Tento pfehledovy ¢lanek se zaméfuje na interakéni mechanismy inhibitor(l s proteasami, na evolu¢ni
zdokonalovani inhibitor( a biologické funkce vyznamnych rodin proteasovych inhibitord. Stale vzristajici zajem o proteasové inhibitory
je motivovan jejich potencialnim praktickym vyuZitim v fadé oblasti, zejména v mediciné jako biofarmaka, vakcina¢ni antigeny a templaty
pro vyvoj chemoterapeutik, a dale v rostlinnych biotechnologiich pfi konstrukci transgennich plodin odolnych proti $kiidctim.

Klicova slova: proteolytické enzymy, proteasové inhibitory, inhibice enzym(, protein-proteinové interakce

Summary

Busa M: Macromolecular inhibitors of proteolytic enzymes

Proteases, an integral part of the proteome of all organisms, are strictly regulated by several mechanisms. The most sophisticated form
of control is provided by 83 protein inhibitor families, specifically targeting groups of proteases or just a single protease. In addition to
the regulation of endogenous proteases, the inhibitors can have other functions, especially as protection against exogenous proteases of
pathogens and parasites. This review focuses on interaction mechanisms between inhibitors and proteases, evolutionary improvement
of inhibitors and on biological functions of important protease inhibitor families. The growing interest in protease inhibitors is driven
by their potential applications in several areas, especially in medicine as biopharmaceuticals, vaccine antigens, and templates for the
development of chemotherapeutics, and in plant biotechnology for the construction of transgenic pest-resistant crops.

Keywords: proteolytic enzymes, protease inhibitors, enzyme inhibition, protein-protein interaction
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