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1. Uvod

Proteolytické enzymy (zvané téz proteasy nebo pepti-
dasy) hydrolyzuji peptidové vazby bilkovin a peptidi.
Peptidasy se objevily jiz v ranych fazich biologické evolu-
ce, jelikoz i ty nejprimitivnéjsi organismy je vyuzivaji pro
zpracovani vné&jSich proteinovych potravnich zdroji a pro
Stépeni vlastnich bilkovin. Analyzy genomd ukazuji, ze az
2 % vSech genovych produktl piipadaji na peptidasy, coz
je fadi mezi nejvétsi funkeni skupiny proteind.

Peptidasy je mozné podle katalytického mechanismu
a katalytickych aminokyselinovych zbytkd v aktivnim
misté¢ délit do sedmi tfid: na aspartatové, asparaginové,
cysteinové, serinové, threoninové, glutamatové, metalo-
peptidasy a dosud nezafazené peptidasy s neznamym me-
chanismem. Podle databaze peptidas MEROPS' jsou pep-
tidasy rozdéleny na zakladé strukturni a evolu¢ni piibuz-
nosti do rodin a klant. Rodiny obsahuji peptidasy, které
vykazuji evoluéni a sekvenéni ptibuznost. Klany jsou sku-
piny peptidas, které maji podobné terciarni struktury'.
Podle lokalizace $tépené peptidové vazby v substratu se
peptidasy déli na endopeptidasy, §tépici uvniti polypepti-
dového fetézce, a na exopeptidasy, Stépici z N-konce
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(aminopeptidasy) nebo C-konce (karboxypeptidasy) pepti-
dového fetézce. Dipeptidylaminopeptidasy odsté€puji di-
peptidy z N-konce, peptidyldipeptidasy z C-konce peptido-
vého fetézce substratu. Oligopeptidasy jsou enzymy, které
Stépi peptidy, ale nikoliv proteiny.

Specificita peptidas je definovana vazebnymi podmis-
ty, kterd se nachézeji po obou stranich katalytického cen-
tra, ve kterém je Stépena peptidova vazba. Do téchto pod-
mist, oznacovanych S4-S3-S2-S1-S1°-S2°-S3°-S4" se va-
zou aminokyselinové zbytky polypeptidového fetézce sub-
stratu  znaené od S$tépené peptidové vazby smérem
k N-konci P1-P4 a k C-konci P1°-P4’". Pocet definovanych
vazebnych podmist se u jednotlivych peptidas 1isi. U endo-
peptidas umoznuje aktivni misto vazbu do vSech podmist,
zatimco u exopeptidas je poCet podmist omezen pomoci
strukturnich prvk, které nékterd vazebna podmista blokuji.

Schopnost $tépit za zbytkem Pro v pozici P1 je pozo-
rovana u peptidas relativné vzacné. Peptidova vazba tvore-
na prolinovym zbytkem je vici peptidasam velmi odolna
a mnoho peptidas (vCetné téch, které nejsou specifické) ji
neni schopno hydrolyzovat. Prolin je pfirozena proteino-
genni aminokyselina s unik4tnimi vlastnostmi: neobsahuje
primarni aminoskupinu (Casto se proto nazyva iminokyse-
lina) a ma postranni fetézec v podobé cyklu (pyrroli-
dinového kruhu), ktery omezuje stupen konformacni vol-
nosti. Tyto vlastnosti chrani proteiny a peptidy obsahujici
prolin pied obecnou proteolytickou degradaci. Zaroven se
v prubcéhu evoluce u vétSiny organismu vyvinuly vysoce
specifické peptidasy $té€pici za prolinem pro regulaci funk-
ce bioaktivnich peptidii obsahujicich prolin®. Podle kataly-
tického mechanismu tyto peptidasy patii mezi metalopep-
tidasy a serinové peptidasy, podle polohy Stépené vazby
v peptidovém fetézci substratu mezi nimi najdeme endo-
peptidasy, exopeptidasy a dipeptidasy (obr. 1).

Cilem tohoto ptehledného referatu je podat souhrn
aktualnich znalosti o prolyloligopeptidase, serinové endo-
peptidase Stépici peptidovou vazbu za prolinem uvnitt
peptidového fetézce substratu. S ohledem na evoluéni kon-
zervovanost prolyloligopeptidas (enzymy z riznych orga-
nismt maji obdobné strukturné-funkéni vlastnosti) se refe-
rat zaméfuje predevsim na lidsky enzym a jeho biologic-
kou roli ve fyziologii a patofyziologii.

2. Prolyloligopeptidasa

Prolyloligopeptidasa, téz nazyvanad prolylendopepti-
dasa (EC 3.4.21.26), patii do rodiny S9 serinovych pepti-
das, pro kterou je charakteristicka katalyticka tridda v po-
fadi Ser-Asp-His (cit.’). Tato rodina dale zahrnuje oligo-
peptidasu B, dipeptidylpeptidasy 1V/8/9, fibroblastovy
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Obr. 1. Variabilita peptidas $tépicich peptidovou vazbu za zbytkem prolinu. Prolyloligopeptidasa a neurolysin jsou endopeptidasy,
které $tépi uprostied peptidového fetézce substratu. Jiné peptidasy plisobi jako exopeptidasy — prolylaminopeptidasa odstépuje zbytek
prolinu z N-konce peptidového fetézce, dipeptidylpeptidasy II, IV, 8 a 9 dipeptidy, prolylkarboxypeptidasa specificky rozpoznava prolin
v piedposledni pozici z C-konce fetézce a odstépuje C-terminalni aminokyselinovy zbytek. Fibroblastovy aktivaéni protein ma jak dipep-
tidylaminopeptidasovou, tak i endopeptidasovou aktivitu. Prolinasa je dipeptidasa hydrolyzujici dipeptidy, které obsahuji prolin na

N-konci dipeptidu.

aktivacni protein, acylaminoacylpeptidasu a glutamylpep-
tidasu'. Daldimi obecnymi rysy peptidas této rodiny je
strukturni o/f hydrolasovy motiv katalytické domény, jejiz
aktivni misto je blokovéno vrtulovou doménou cylindric-
kého tvaru zvanou ,,B-propeler, a schopnost §tepit substrat
mezi aminokyselinovymi zbytky Pro-Xaa, kde Xaa je
jakakoliv aminokyselina.

Prolyloligopeptidasa byla poprvé identifikovana
v roce 1971 v lidské déloze jako enzym degradujici oxyto-
cin®. Popsany byly tii typy sav&i prolyloligopeptidasy
(v cytoplazmé®, séru® a v bunéénych membranach’), které
se liSily nékterymi fyzikalnimi a enzymologickymi vlast-
nostmi, nicméné se pozd¢ji prokazalo, ze se jedna o pro-
dukt stejného genu®. A¢koliv je prolyloligopeptidasa velmi
dobfe charakterizovana strukturné a enzymologicky, jeji
piesna fyziologicka funkce nebyla dosud objasnéna.

2.1. Struktura a katalyticky mechanismus
prolyloligopeptidas

Prostorova struktura byla vyfeSena pro dvé savci
(lidskou a praseci) prolyloligopeptidasy a pro enzymy
z bakterii a hub. U vétSiny sav¢ich druht je sekvence
prolyloligopeptidas tvofena 710 aminokyselinovymi zbyt-
ky a neobsahuje zadnou signalni sekvenci. Prostorova
struktura enzymu ma tvar valce o priméru 50 A a vysce
60 A. Jedna se o jednofetézcovy multidoménovy protein
slozeny z peptidasové domény s aktivnim centrem, na
kterou axialné navazuje kovalentn¢ vazana nekatalyticka
doména B-propeler (obr. 2).

Katalytickd peptidasovd doména je tvofena N-
a C-koncem peptidového fetézce (aminokyselinové zbytky
1-72 a 428-710). Katalyticka doména se sklada z osmi
vlaken stfedové stoCenych B-listd obklopenych na obou
stranach celkem osmi a-helixy’. Tento typ strukturniho
motivu se obecné nazyva o/ff hydrolasovy motiv, protoze
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mnoho proteinti s touto doménou ma hydrolasovou aktivi-
tu’. B-Propeler je doména specificka pro peptidasy rodiny
S9. V pfipad¢ prolyloligopeptidasy ma strukturu slozenou
ze Ctyf antiparalelnich B-listd sedmkrat se opakujicich.
Listy jsou paprscité stoCeny okolo osy proteinu a vytvaieji
ve svém stfedu tunel. B-Propeler funguje jako brana ke
katalytickému mistu enzymu, ktera propousti substraty do
velikosti maximalné 30 aminokyselinovych zbytkl a chrani
tak v&tsi peptidy a proteiny pred proteolyzou v cytosolu’.

Aktivni misto  obsahujici  katalytickou triadu
(aminokyselinové zbytky Ser554, Asp641, His680) je ulo-
zeno v prostorné dutin€ na rozhrani obou domén. Hydro-
xylova skupina Ser554 je vystavena do prostoru, kde je
snadno pfistupna pro imidazolovou skupinu His680, ktera
zbytek serinu deprotonuje. Na druhé strané deprotonovany
Ser554 nukleofilné atakuje karbonylovou skupinu peptido-
vé vazby mezi zbytkem prolinu a nasledujicim aminokyse-
linovym zbytkem S$tépeného substratu. Asp641 je v roviné
s imidazolovym kruhem His680, se kterym tvoifi vodiko-
vou vazbu, a tim ho polarizuje. Analogicky katalyticky
mechanismus byl popsan i pro nékteré dalsi serinové pep-
tidasy, napiiklad pro peptidasy rodiny S1 (rodiny chymo-
trypsinu).

Krystalova struktura prolyloligopeptidasy v komplexu
s peptidomimetickym inhibitorem Z-Pro-Prolinalem (Z =
benzyloxykarbonyl), reaktivnim aldehydem odvozenym od
struktury malych syntetickych substrat pouzivanych pro
stanoveni aktivit prolyloligopeptidas®, umoznila analyzo-
vat vazbu inhibitorti a substratii do aktivniho mista prolyl-
oligopeptidasy. Nukleofilni skupina Ser554 tvoii kovalent-
ni hemiacetalovy adukt s aldehydem inhibitoru. Hydrofob-
ni vazebné podmisto S1, tvofené zbytky Phe476, Val580,
Trp595, Tyr599 a Val644 poskytuje nepolarni prostiedi
pro vazbu prolinového zbytku (obr. 2). Specifita vazby je
zvysena stohovanim (tzv. ,,stacking®) mezi zbytkem proli-
nu a indolovym kruhem Trp595. Vazebné podmisto S2,
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Obr. 2. Prostorovy strukturni model prolyloligopeptidasy v komplexu s inhibitorem Z-Pro-Prolinalem (PDB kod: 1QFS). Prolyl-
oligopeptidasa se sklada ze dvou domén: peptidasové domény (zelené) s aktivnim centrem, ve kterém se nachazi katalyticka triada
Ser554, Asp641 a His680 (zluté) a kovalentné vazany inhibitor (Cerné), a z B-propeleru (modfe), ktery stéricky blokuje pfistup ke kataly-
tickému mistu, kam propousti pouze oligopeptidové substraty. Vyiez: Detail aktivniho mista prolyloligopeptidasy ukazuje interakci se
Z-Pro-Prolinalem (Cerng). Zobrazeny jsou postranni fetézce katalytickych zbytkii (oranzové) a zbytki tvoticich vazebna podmista P1, P2
a P3 (zelené a modfe podle umisténi v peptidasové doméné respektive v B-propeleru). Heteroatomy dusik, kyslik a sira jsou zobrazeny

tmavé modie, Cervené a Zluté.

tvofené pievazné Arg643, je méné specifické a podmisto
S3 je tvofeno postrannimi fetézci nepolarnich zbytkl
(Phel73, Met235, 11e591 a Ala594), coz vytvafi relativné
hydrofobni prostfedi.

Substrat pristupuje do aktivniho mista prolyloligopep-
tidasy bo¢nim otvorem mezi B-propelerem a katalytickou
doménou. Prolyloligopeptidasa ma aktivni konformacni
dynamiku, nachazi se v rovnovaze mezi uzavienou a ote-
vienou konformaci. Vazbou substratu nebo kompetitivniho
inhibitoru se posunuje konformace proteinu z oteviené na
uzavienou formu. V blizkosti pfedpokladaného vstupu do
katalytického mista jsou umistény pruzné mobilni smycky,
které reguluji vstup do tohoto mista.

2.2. Aktivita a specificita prolyloligopeptidas

Prolyloligopeptidasa je endopeptidasa Stépici pouze
oligopeptidové substraty, ve kterych hydrolyzuje vazby
Pro-Xaa (Xaa je jakakoliv aminokyselina kromé prolinu)
10 Substratova specifita prolyloligopeptidasy byla studo-
vana pomoci sady syntetickych substratd'®'". Tyto studie
ukazaly, ze aktivni misto enzymu je tvofeno péti vazebny-
mi podmisty S3, S2, S1, S1” a S2°. V substratové pozici
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P1 preferuje prolyloligopeptidasa kromé prolinu také ala-
nin, ovSem rychlost hydrolyzy vazby Ala-Xaa je o jeden
az dva fady niz8i neZ u vazby Pro-Xaa'*">. V pozici P2
preferuje bazické, hydrofobni a alifatické aminokyseliny'*,
v P1’ hydrofobni aminokyseliny, v pozicich P3 a P2" ne-
byla pozorovana vyrazna preference pro zadnou aminoky-
selinu'®. Prolyloligopeptidasy z riiznych druhti nevykazuji
podstatné rozdily v substratové specifité'®. Pro stanoveni
katalytické aktivity prolyloligopeptidasy se pouZzivaji malé
syntetické chromogenni a fluorogenni substraty, nejéastéji
dipeptid Gly-Pro s blokovanym N-koncem a pfipojenou
detekeni skupinou. pH optimum aktivity prolyloligopeptidas
z riznych druht je mezi pH 7 a 8.

Prolyloligopeptidasa in vitro fragmentuje hormony
obsahujici prolin jako napt. vasopresin, oxytocin, bradyki-
nin, angiotensin, neuropeptidy ovliviiujici pamét’ a uceni
jako substanci P, hormon uvoliujici thyreotropin a opoidni
neurotransmitery endorfiny a endomorfiny. Detailni se-
znam biologickych peptidd fragmentovanych prolyl-
oligopeptidasou in vitro lze nalézt v piehledném c¢lanku
Garcia-Horsman a spol. (cit.'”).

Prolyloligopeptidasa nestépi proteinové substraty jako
jsou napf. lidsky gastrin, kolagen, albumin, imunoglobuli-
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ny, elastin nebo hemoglobin. Jedinou znamou vyjimkou
jsou enzymy z parazitQi rodu Trypanosoma (nazyvané
Tc80 a Tb80), které degraduji fibronektin a kolageny typu
LalV (cit.'®).

2.3. Biologicka role prolyloligopeptidas

Prolyloligopeptidasa je Siroce rozsifena v mikroorga-
nismech, houbach, rostlinach i u zivoéichu véetné ¢loveé-
ka'®. A¢koliv jsou savéi prolyloligopeptidasy velmi dobie
charakterizovany jak strukturné, tak i enzymologicky,
jejich fyziologické funkce nebyly dosud pln€ pochopeny.

U cloveka je prolyloligopeptidasa pfitomna ve vSech
organech a tkanich, nejvice v mozku, ledvinach, varlatech
a brzliku'®. V lidském mozku byla prolyloligopeptidasa
lokalizovana vyhradné v neuronech v mozkové kife, ob-
lastech, které jsou spojené s ucenim a dlouhodobou pame-
ti*”. Enzymova aktivita prolyloligopeptidasy byla také
nalezena v télnich tekutinach (v krvi a spermatu), v proli-
ferujicich buiikach a riiznych nadorech'.

Prolyloligopeptidasa in vitro degraduje fadu biologic-
ky aktivnich peptidi, hormont a neuropeptida'’, které jsou
uzce spojovany s neurodegenerativnimi a neurologickymi
chorobami (s poruchami paméti, depresemi?', s kognitivni
disfunkci u osob trpicich stafeckou demenci, Alzheimero-
vou a Parkinsonovou chorobou®?), nebo se podili na regu-
laci krevniho tlaku®. Nicméné modulace aktivit bioaktiv-
nich peptidi prolyloligopeptidasou byla prokazana in vivo
pouze pro substanci P, vasopresin a hormon uvoliujici
thyreotropin®***. Podle jedné z hypotéz maji inhibitory
prolyloligopeptidasy pozitivni vliv pfi 1é¢bé poruch pameé-
ti, uceni a mozkovych poruch a obnovuji snizenou hladinu
neuropeptidii spojovanou s procesem starnuti nebo maji
piiznivy vliv na progresi neurodegenerativnich poruch™.

Prolyloligopeptidasa by mohla mit prospé$né ucinky
pii 1é€be pacienti s celiakii, neboli glutenovou enteropatii,
zanétlivym onemocnénim sliznice tenkého stieva zpuisobe-
nym nestravenym lepkem (glutenem), ktery je bohaty na
prolin®"?*, Momentalné je jedinou lé¢bou piisna dieta bez
glutenovych proteinti obsaZzenych v pSenici, zit¢ a jeCmeni.
Za vySe zminény zanét tenkého stfeva jsou zodpovédné na
prolin bohaté peptidy vzniklé netiplnym St€penim lepku
pepsinem a pankreatickymi peptidasami®®. JelikoZ prolylo-
ligopeptidasa degraduje tyto imunogenni peptidy, mohla
by byt pouzita k ¢inné detoxifikaci lepku.

Mnoho funkci prolyloligopeptidasy je zprostfedkova-
no nikoliv jeji aktivitou, ale interakcemi s jinymi proteiny.
Nejvice studovana interakce je s a-synukleinem (piehledné
shrnuta v ¢lanku™). Prolyloligopeptidasa in vitro akceleru-
je rychlost agregace a-synukleinu, coz je jeden z kliovych
faktorti patologie Parkinsonovy nemoci. Ackoliv proces
agregace neni spojen s aktivitou enzymu, je mozné jej
blokovat prostfednictvim inhibitord prolyloligopeptidasy.
Ty pravdépodobné indukuji zménu tercidrni struktury
prolyloligopeptidasy a znemoziluji tak interakei s a-synu-
kleinem. In vivo byly prolyloligopeptidasa a o-synuklein
kolokalizovany v bunéénych liniich nadmémé produkuji-
cich a-synuklein a posmrtné v ¢erné substanci (substantia
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nigra) mozku osob trpicich Parkinsonovou nemoci’'.
U bunécného modelu inhibitory prolyloligopeptidasy za-
branily kolokalizaci s a-synukleinem a vyrazné snizily
mnozstvi agregovaného o-synukleinu®?. Prolyloligopepti-
dasy proto pfedstavuji potencidlni cil pro lécbu tohoto
onemocnéni.

Dale je prolyloligopeptidasa povazovana za potencial-
ni cil pro 1é¢bu parazitarnich chorob: schistosomoézy,
Chagasovy choroby a spavé nemoci'***. U krevnigky,
puvodce schistosomdzy, je prolyloligopeptidasa lokalizo-
vand na povrchu parazita a je zapojena do interakce s hos-
titelem. Pfispiva k modulaci nebo deregulaci homeostatic-
kych systém fizenych peptidovymi hormony, a tim napo-
maha preziti parazita v krevnim systému hostitele. Anti-
schistosomalni ucinek inhibitord prolyloligopeptidasy byl
testovan na zivych larvach krevnicky (tzv. schistosomu-
lach). Pti kultivovaci v médiich tyto inhibitory zpiisobily
silnou degeneraci az mortalitu schistosomul'®. Prolyl-
oligopeptidasa krevnicky je proto kritickd pro peZiti toho-
to parazita a fadi se mezi potencidlni cilové molekuly pro
vyvoj antischistosomalnich terapeutik na bazi malych inhi-
bitort*.

Oproti ostatnim prolyloligopeptidasam maji trypano-
somalni enzymy z protozodlnich parazitG Trypanosoma
cruzi a T. brucei (Tc80 a Tb80), ptivodci Chagasovy
a spavé nemoci, odlisné fyziologické funkce. Jako jediné
prolyloligopeptidasy jsou schopné degradovat proteiny,
konkrétné slozky extracelularni matrix hostitele, jako jsou
kolageny typu I a IV. Jsou vylucovany parazity do hostite-
le, kde napomahaji degradovat tyto proteiny extracelularni
matrix a bazalni laminy a pfispivaji tak k invazi do dalsich
hostitelskych bungk'**.

3. Inhibitory prolyloligopeptidas

Pripraveny a testovany byly stovky uc¢innych syntetic-
kych inhibitor prolyloligopeptidasy, nékolik z nich bylo
aplikovano i v klinickych studiich (detailné jsou zpracova-
ny v prehlednych referatech?®*%). Vétsina tdchto inhibitort
jsou analoga malych syntetickych substratli a jsou charak-
teristické reaktivnimi derivaty prolinu nebo pyrrolidino-
vym kruhem v pozici P1. Karboxylova skupina tohoto
prolinu je Casto nahrazena elektrofilni skupinou, jako je
napf. nitril, aldehyd nebo keton (obr. 3). Prolin nebo jeho
derivaty jsou preferovany i v pozici P2 a hydrofobni aro-
matické cykly v pozici P3. Jednim z prvnich syntetickych
inhibitorti byl aldehyd Z-Pro-Prolinal®®, ktery se pouziva
jako kanonicka sloucenina pro vyvoj novych peptidomi-
metik. Dal§imi, ¢asto pouzivanymi inhibitory jsou reverzi-
bilni kovalentni inhibitory JTP-4819, KYP-2047 a nekova-
lentni inhibitory jako SUAM-1221, Z-321 a S-17092
(obr. 3). Tyto specifické inhibitory byly navrzeny
k objasnéni funkce prolyloligopeptidasy v biologickych
a patologickych procesech. V klinickych testech byly jako
terapeutickd cinidla pro 1é€bu kognitivnich deficitd testo-
vany tii inhibitory prolyloligopeptidasy (S-17092, Z-321
a JTP-4819), nicméné klinické studie byly zastaveny
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Obr. 3. Vybrané syntetické nizkomolekularni inhibitory prolyloligopeptidasy

z divodu nizké ucinnosti pfi podavani lidem — aplikace
inhibitori neprokédzala vyrazné kognitivni zlepSeni.

4. Zavér

Prolyloligopeptidasa je cytoplasmatickd serinova
peptidasa, ktera Sté€pi biologicky aktivni peptidy (hormony
a neuropeptidy) za prolinovym zbytkem. Tento enzym je
u savcl pritomny témét ve vSech tkanich, relativné vysoka
koncentrace se nachdzi ve tkanich centralniho nervového
systému. Piepoklada se proto, ze prolyloligopeptidasa je
zapojena do neurologickych procest a inhibitory prolyl-
oligopeptidasy by mohly zlepSovat kognitivni vlastnosti
a mit neuroprotektivni ucinek. Nicméné presna biologicka
role prolyloligopeptidasy je stale nejasna, a proto neni
stale dobfe definovanym terapeutickym cilem. Pro objas-
néni jeji biologické ulohy a pro ovéfeni terapeutického
ucinku inhibitori v kognitivnich procesech jsou nutné
dalsi studie.

Tato prace vznikla za podpory projektu InterBioMed
LO1302 Ministerstva Skolstvi, mladeze a télovychovy Ces-
ké republiky a grantového projektu 19-17269S Grantové
agentury Ceské republiky.
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Prolyl oligopeptidase is an atypical serine peptidase
which digests bioactive peptides, including hormones and
neuropeptides. Prolyl oligopeptidase cleaves internal pep-
tide bonds on the C-terminal side of proline residues.
Orthologous enzymes are found in plants, bacteria, fungi,
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