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RESUMEN

Las cisteina proteasas son enzimas proteoliticas presentes en todos los organismos. Las
catepsinas L del trematode Fasciola hepatica constituyen una gran familia multigénica, con
enzimas en su mayoria secretadas que estan presentes en todos los estadios del parasito.
FhCL3 es la Unica catepsina tipo L que se ha encontrado hasta el momento en los productos
de excrecién/secrecion del estadio juvenil de F. hepatica, y representa junto con las catepsinas
B, mediadores moleculares clave que participan en la interfase parasito-hospedador. En este
trabajo se puso a punto la expresién de FhCL3 en la levadura Hansenula polymorpha, asi
como también la expresion de la enzima FhCL1 secretada por los parasitos adultos,
obteniéndose las enzimas recombinantes activas. Se realizd la caracterizacion de FhCL3
mediante ensayos de activacion de la proenzima, estabilidad y perfil de actividad a diferente
pH, asi como el estudio de su especificidad de sustrato con diferentes estrategias que
incluyeron el analisis de la actividad hidrolitica sobre un panel de péptidos sintéticos
fluorogénicos, inhibidores y dos bibliotecas peptidicas: PS-SCL y MSP-MS. FhCL3 mostro
acomodar preferentemente residuos de prolina y glicina en P, y P3, respectivamente. Se evalué
ademas la degradacion de posibles sustratos naturales de la enzima en diferentes condiciones
de pH y temperatura, observandose que FhCL3 es eficiente en la degradacion del colageno, lo
gue apoya su rol en la migracion de los parasitos juveniles a través del tubo digestivo y
parénquima hepatico. Demostramos que FhCL3 tiene diferente especificidad que las enzimas
secretadas por el parasito adulto, FhCL1 y FhCL2, reafirmando la existencia de funciones
estadio-especificas. Mediante mutagénesis dirigida se sustituyeron varios residuos del sitio
activo de las catepsinas, evidenciando que el triptofano en la posicién 67 del bolsillo S, de
FhCL3 es crucial para la actividad de la enzima. Nuestros resultados apoyan el papel activo de
FhCL3 durante el establecimiento de la infeccidn, constituyéndose un blanco interesante para

el desarrollo de posibles drogas o vacunas para el control de la fascioliasis.




ABREVIATURAS

AMC Amino-metil cumarina

ARNmM  ARN mensajero

Boc- t-butyloxycarbonyl

CB Catepsina B

CL Catepsina L

DTT Ditiotreitol

E-64 L-trans-epoxisuccinil-leucil-amido-(4-guanidinio) butano

EDTA Acido etilendiaminotetraacético

ESTs Expressed Sequence Tags

HPLC-MS cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas
JRD juveniles recientemente desenquistados

Kcat constante catalitica (nGmero de recambio o turnover)

Keat/ Km constante de especificidad

kD kiloDalton

Kwu constante de afinidad o de Michaelis-Menten
MetOH  Metanol

MPM Marcador de peso molecular

MSP-MS Multiplex Substrate Profiling — Mass Spectrometry

Pb pares de bases
PBS Tampon Fosfato Salino
PES Productos de excrecion/ secrecion

RT-PCR Transcripcion reversa - Reaccion en cadena de la polimerasa
PM Peso Molecular

PS-SCL Positional Scanning Synthetic Combinatorial Library

Tos- tosil

YEPD Yeast Extract, Peptone, D-glucose (Medio rico no selectivo)
YMM Yeast Minimal Media (Medio selectivo)

Z- benziloxi carbonilo
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1. Fasciola hepatica: modelo para el estudio de la interaccién parasito-hospedador

1.1. Enfermedades parasitarias causadas por helmintos

Las infecciones parasitarias producidas por helmintos son un grupo de enfermedades
con un alto impacto global tanto en la salud humana como en el ambito agroveterinario. Se
estima que son responsables de mas del 60% de las infecciones humanas y de mas del 75%
de las enfermedades infecciosas emergentes en humanos. En el dmbito productivo son
responsables de importantes pérdidas por disminucion de la productividad, la calidad y el gasto
en atencién sanitaria del ganado (Robinson & Dalton 2009). A pesar de su importancia, no se
ha priorizado la investigacion y blsqueda de nuevas estrategias para el control de estas
enfermedades, lo que ha llevado a considerarlas como enfermedades “desatendidas” (Stein et
al. 2007). Los helmintos parasitos incluyen los nematodos (gusanos redondos), los cestodos y
los trematodos (gusanos planos). Las trematodiasis son infecciones parasitarias causadas por
este Ultimo grupo de helmintos. Entre ellas las trematodiasis alimentarias, causadas por
especies como Paragonimus spp, Opisthorchis viverrini, Clonorchis sinensis, Fasciola gigantica
y Fasciola hepatica afectan a mas de 100 millones de personas en el mundo, principalmente
en regiones como el sudeste asiatico, el altiplano boliviano y Africa sub-sahariana (Keiser &
Utzinger 2009).

En particular F. hepatica y F. gigantica, son los agentes causantes de la fascioliasis en
regiones subtropicales y tropicales, respectivamente. La fascioliasis es considerada una de las
parasitosis mas importantes entre los animales alimentados a pasturas a nivel mundial (ganado
bovino y ovino), produciendo pérdidas por las mermas en la produccién de carne, leche y lana,
asi como por los decomisos de higados en los frigorificos, interferencias en la fertilidad,
aumento de la sensibilidad a adquirir nuevas infecciones y costos asociados a la aplicacién de
tratamientos. Asi, las pérdidas econdmicas mundiales se estiman en 3 mil millones de délares
anuales (Mas-Coma, et al 2005). En nuestro pais es una parasitosis importante con
prevalencias que oscilan entre el 50-60% en el ganado bovino y ovino (Acosta 1991). Los
datos de la Auditoria de Calidad de la Cadena Carnica de 2007-2008 reportan que se pierden
anualmente 6 millones de ddlares solo a causa del decomiso de higados (50% de higados son
decomisados), donde F. hepatica es uno de los principales agentes causales. La fascioliasis es
también una enfermedad emergente en humanos. Es importante en paises del altiplano
sudamericano donde convive la poblacién con el ganado como Bolivia, Pert y Ecuador, y
también en Egipto, Irdn y el sureste asiatico. Asimismo, se registran entre 50-100 casos por
afio en paises europeos como Portugal, Francia y Espafa. La mayoria de los casos
registrados en humanos se deben a infecciones con F. hepatica, aunque recientemente se ha
reportado un aumento en las infecciones por F. gigantica en Vietham (Mas-Coma et al. 2005).
Se estima que hay entre 2.4 y 17 millones de personas infectadas con este parasito en el

mundo y 91 millones en riesgo de infeccién (Keiser & Utzinger 2009).
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1.2. Ciclo de vida de Fasciola hepatica

Fasciola presenta un ciclo de vida complejo que involucra diferentes estadios y
hospedadores (Figura 1). El hospedador definitivo adquiere la infeccion al ingerir vegetacion
contaminada con metacercarias, la forma quistica resistente del parasito, que al llegar al
intestino se desenquista. Los juveniles recientemente desenquistados (JRD) atraviesan la
pared intestinal, y migran por la cavidad peritoneal hasta el higado. Luego de cruzar la capsula
hepatica, migran por el parénquima como juveniles inmaduros durante 8-12 semanas hasta
llegar a los canaliculos biliares donde madura y se aloja el estadio adulto. En esta travesia los
parasitos en desarrollo encuentran diferentes tejidos y macromoléculas, y deben enfrentarse a
un microambiente fisiolégico cambiante (ej. pH, disponibilidad de oxigeno) asi como a la
respuesta inmunologica del hospedador. La fase aguda de la enfermedad es debida a esta
migracién hacia los canaliculos del higado y se caracteriza por causar hemorragias, anemia,
hepatomegalia y debilitamiento del animal afectado.

Hospedadores definitivos \ 1m /\f

- g%
= e N
L £ [/

2C o

N j \

|

\‘ / \ oy Desenquiste de metacercarias

NN 5 s en el duodeno

Metacercarias

Cercaria abandona el
caracol

Adultos

S g
(==

“JRD atraviesan pared intestinal,
“migran por cavidad peritoneal y
penetran la capsula hepatica

Miracidio penetra el
caracol

Adultos residen en los
Los huevos se eliminan canaliculos biliares

en las heces

Figura 1. Ciclo de vida de Fasciola hepatica (tomado de http://www.microbeworld.org)
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Una vez dentro del arbol biliar el parasito adulto se alimenta principalmente de sangre y
alcanza la madurez sexual produciendo un gran nimero de huevos. La sangre es una fuente
importante de carbohidratos para la produccién de energia y de aminoacidos y acidos grasos
para la biosintesis de moléculas del parasito y la produccién de huevos. La superficie externa
del parasito adulto es un tegumento sincitial multifuncional permeable a una gran variedad de
pequefias moléculas, participando en su absorcion y distribucion a los tejidos del parasito.
Poseen un intestino ciego, encargado de digerir las macromoléculas obtenidas del hospedador
y absorber los productos solubles, cuyo contenido se expulsa al medio cada 3-4 h conteniendo
diferentes productos de excrecion/secrecion (PES). El ganado vacuno con fascioliasis puede
mantener la infeccion por un término de 1-2 afios, mientras el ganado ovino permanece
infectado por periodos de hasta 20 afios. La fase cronica se debe a la presencia del parasito
adulto en los canaliculos biliares, aunque muchas veces el animal convive con ambas fases

debido a las reinfecciones recurrentes.

Los huevos son eliminados con las heces, y al eclosionar liberan una larva ciliada
denominada miracidio, que infecta caracoles del género Lymnea. En este hospedador
intermediario ocurren varios ciclos de reproduccion asexual (esporocisto — redia - cercaria) que
culminan con la liberacion al medio de las formas de vida libre llamadas cercarias. Estas
rapidamente se enquistan en la vegetacion originando las metacercarias, que al ser ingeridas

por el hospedador definitivo completan el ciclo del parasito (Andrews 1999).

1.3. Estrategias de control de la fascioliasis

El control de la fascioliasis se basa actualmente en el uso de drogas antihelminticas,
siendo los benzimidazoles, y en particular el triclabendazol la droga mas utilizada a nivel
mundial. Sin embargo, estos farmacos son costosos y pueden ocasionar problemas de
tolerancia y hepato-toxicidad. Ademas, se ha reportado resistencia al triclabendazol en Irlanda,
Inglaterra, Holanda, Espafia y Australia, si bien existen otras drogas antihelminticas que se han
empleado con eficacia en estos casos (Brennan et al. 2007). Esto evidencia la necesidad de
generar nuevas herramientas para la prevencion y el tratamiento de la fascioliasis, apuntando
tanto al descubrimiento de nuevos farmacos antihelminticos asi como al desarrollo de vacunas.
En este sentido, se han empleado como antigenos en la formulacién de vacunas algunas
proteinas de Fasciola, nativas y/o recombinantes, como leucina aminopeptidasa, glutation S-
transferasa (GST), proteinas de union a acidos grasos y varias catepsinas, obteniéndose
niveles de proteccién frente a la infeccién entre 65 y 89% (revisado en McManus & Dalton,
2006). Los niveles de protecciébn mas elevados han sido obtenidos en ensayos de vacunacion
con la leucina aminopeptidasa (Acosta et al. 2008) y/o con proteasas del tipo catepsinas, tanto
con las enzimas nativas (Bentancor et al. 2002; Dalton et al. 1996; van Milligen et al. 2000;

Mulcahy et al. 1998; Piacenza et al. 1999) como con las enzimas recombinantes (Golden et al.
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2010; Maggioli et al. 2011; Reszka et al. 2005). A pesar de estas evidencias, ninguna vacuna

se encuentra disponible actualmente en el mercado.

2. Efectores en lainterfase paréasito-hospedador

Las moléculas encontradas en la interaccién del parasito con su hospedador son de
gran interés ya que modifican o modulan el funcionamiento de las células del hospedador de
manera de promover el desarrollo y sobrevivencia del parasito. Entre éstas, las proteasas
producidas y secretadas por los parasitos son esenciales pues permiten atravesar barreras
celulares vy tisulares, degradar proteinas del hospedador para absorberlas como nutrientes y
manipular su sistema inmune para evadir los mecanismos efectores encargados de erradicar la
infeccion. Dada su abundancia y relevancia se utilizan como marcadores de inmunodiagnostico
(Atkinson, Babbitt, & Sajid 2009). Las proteasas son enzimas proteoliticas que catalizan la
degradacién de polipéptidos mediante la hidrélisis del enlace peptidico. De acuerdo al sitio
donde cortan la cadena polipeptidica, las proteasas pueden ser endopeptidasas, si hidrolizan
los enlaces peptidicos internos, o exopeptidasas cuando degradan a partir del extremo del
sustrato. De acuerdo al residuo principal en su mecanismo de catalisis se clasifican en 5 clases
principales: serina, cisteina, aspartico, treonina y metalo-proteasas. Hay también una sexta
clase minoritaria, las glutdmico proteasas. Para facilitar su estudio han sido agrupadas en
familias de acuerdo a homologia de secuencias y en clanes basados en homologia estructural

y catalitica.

2.1. La familia de las cisteina proteasas

En este trabajo nos centraremos en las cisteina o tiol proteasas, denominadas asi por la
presencia de un residuo conservado de cisteina en el sitio activo de la enzima, esencial para
llevar a cabo la hidrélisis de sus sustratos. Las cisteina proteasas constituyen un grupo muy
amplio de enzimas presentes en todos los organismos. Las cisteina proteasas mas abundantes
son las de la superfamilia de la papaina, que toma como referencia esta enzima aislada de la
fruta papaya (Carica papaya). Esta superfamilia pertenece al clan CA, el cual contiene el
mayor niumero de proteasas parasitarias descritas (Figura 2) e incluye ademas otras enzimas
proteoliticas de plantas como la actinidina y bromelaina, y proteasas de animales denominadas
catepsinas (del griego “digerir”). Las catepsinas tipicas B, L, S, K, son enzimas lisosomales de
mamiferos, aunque existen ortélogos en casi todos los organismos. Estas enzimas son
endopeptidasas, aunque las catepsinas B también presentan actividad carboxipeptidasa, y la
catepsina H de mamiferos presenta actividad aminopeptidasa. La excepcion la constituye la
catepsina C que posee Unicamente actividad dipeptidil aminopeptidasa (Turk et al. 2000). Las
diferencias de actividad se correlacionan con regiones especificas de similitud de secuencia

alrededor del sitio catalitico que permiten dividir a las catepsinas animales en dos tipos: las
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catepsinas tipo L (CL) y las catepsinas tipo B (CB) (Karrer, Peiffert, & Ditomas 1993). Ambos
tipos de catepsinas se encuentran en toda la escala animal, pero estdn particularmente
representadas en organismos parasitos. Las catepsinas constituyen el 80% de las proteasas

de helmintos y 45% de las proteasas de protozoarios parasitos.

Otros
generos

Helmintos 120 | 16

Protozoa 578 | 14

CD

caspasas

Total 5742 e
CA |
catepsinas 5 1
1,160

co
dipeptidil peptidasas

bacterianas (VI)

CH i G
Sonic hedgehog . . : tipo SENP
piroglutamil peptidasa
212 4 |2
oo a1 [
.4l 1.2 30 |7
137 412 s5o]
250

Figura 2. Esquema de los 6 clanes de cisteina proteasas presentes en los parasitos:
CA, CD, CE, CH, CF y CO. El area de los circulos rojos es proporcional a la cantidad de
secuencias de proteasas de helmintos y protozoarios parasitos depositadas en MEROPS,
mientras los circulos grises son proporcionales a la cantidad total de proteasas en cada
clan. La tabla indica el nUmero de proteasas en cada clan de helmintos, protozoarios
parasitos y otros géneros relacionados. Tomado de Atkinson et al., 2009.

La amplificacion de estas enzimas puede haber ocurrido por duplicaciones génicas, como
lo evidencia la presencia de genes organizados en tandem de isoformas similares en los
tripanosomatidos (Campetella et al. 1992). La diversidad de catepsinas presentes en

organismos parasitos sugiere que ademas de su actividad catabdlica en el turnover celular y la
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nutricién estas enzimas han adquirido nuevos roles (Atkinson et al. 2009). Consistentemente
con esta diversidad, las proteasas parasitarias no solo se encuentran en compartimentos
intracelulares como los lisosomas, sino que son secretadas al medio extracelular. Las enzimas
parasitarias son sensibles al inhibidor genérico de cisteina proteasas E-64 al igual que las
catepsinas de mamiferos, pero a diferencia de éstas que son activas a pH &cido, las
parasitarias tienen actividad también a pH neutro y son estables en un amplio rango de pH (A.
J. Dowd et al. 2000).

Las cisteina proteasas son capaces de degradar proteinas tanto intra como
extracelulares, ya que algunas acttan dentro de las células mientras otras son secretadas al
tubo digestivo del parasito y al medio externo. Lo que se conoce de la participacion de las
cisteina proteasas en la degradacion de tejidos del hospedador proviene de evidencia indirecta
de su expresidn en aquellos estadios del parasito que penetran y migran a través de tejidos o
la demostraciébn de su capacidad de degradar proteinas de la matriz extracelular o las
membranas basales in vitro. En estrecha relacion encontramos el hecho de que las cisteina
proteasas son también necesarias para que muchos protozoarios y helmintos puedan
abandonar sus quistes o huevos y realizar el cambio de su cuticula. Como ejemplo podemos
citar las cisteina proteasas involucradas en el desenquiste y migracion de los trematodes
parasitos Paragonimus westermani, Schistosoma y Fasciola, los cuales penetran por diferentes
vias de entrada y se alojan en distintos 6rganos; Paragonimus y Fasciola penetran por el tracto
gastrointestinal y se alojan en pulmén e higado, respectivamente, Schistosoma penetra por la
piel y se aloja en la red vascular (Dzik 2006; McGonigle et al. 2008; Na et al. 2006; Parker-

manuel et al. 2011).

Se ha descrito que distintos tipos de proteasas actlan de forma coordinada para llevar
a cabo la digestién de sus sustratos. La degradacion de hemoglobina por parte del trematode
hematofago S. mansoni, por ejemplo, ha sido extensamente estudiada y una catepsina tipo B
denominada SmCBL1 localizada en la gastrodermis y el intestino del parasito es la principal
responsable de esta actividad. Otras cisteina proteasas de S. mansoni como la catepsina L1, la
catepsina D y la catepsina C también contribuyen a la degradaciéon de hemoglobina formando
parte de una cascada proteolitica en la que también intervienen otras clases de proteasas,

como las aspartico proteasas y las metaloproteasas (Delcroix et al. 2006).

Un papel importante juegan asimismo en la evasion de la respuesta inmunitaria del
hospedador, ya sea degradando moléculas efectoras del sistema inmune o modulando las
respuestas de células T. En algunos parésitos como Haemonchus y Fasciola las cisteina
proteasas han demostrado su capacidad para degradar inmunoglobulinas in vitro (Berasain et
al. 2000; Smith et al. 1993) Asimismo, las catepsinas han demostrado modular el sistema

inmune suprimiendo las respuestas Thl, y promoviendo la expresion de efectores involucrados
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en respuestas de tipo Th2 inmuno reguladoras las cuales resultan protectoras para el parasito
(Donnelly et al. 2010; Prowse et al. 2002; Robinson et al. 2013).

2.2. Las cisteina proteasas de Fasciola hepatica

En 1989, Dalton & Hefernan (Dalton & Heffernan 1989) demostraron que los parasitos
adultos de F. hepatica mantenidos in vitro secretaban cisteina proteasas al medio del cultivo.
Mediante SDS-PAGE con gelatina demostraron que las cisteina proteasas eran los
componentes secretados por el parasito mas abundantes. Estudios mas recientes del
secretoma mediante electroforesis bidimensional y espectrometria de masas confirmaron que
las moléculas principales secretadas son proteasas de tipo catepsinas aunque permitieron
identificar ademas otros componentes menos representados tales como proteinas de unién a
acidos grasos (FABPs), enzimas reguladoras de los procesos de 6xido reduccion (tiorredoxina,

peroxirredoxina, GSTs), entre otras (Jefferies et al. 2001; Robinson et al. 2009)

Las catepsinas son sintetizadas dentro de las células epiteliales que recubren el tubo
digestivo ciego de Fasciola, las cuales cumplen tanto funciones de absorcion como de
secrecion. Previo a su secrecion las catepsinas se hallan almacenadas como proenzimas en
vesiculas que se acumulan en la cara apical o luminal de las células epiteliales, pero son
activadas al salir al intestino ligeramente acido del parasito, previamente a su excrecion al
medio externo (Dalton, Skelly & Halton. 2004).

Estudios morfolégicos y de la ultraestructura de Fasciola muestran alteraciones
importantes en sitios de intercambio con el hospedador, tanto en la superficie del parasito
como en la gastrodermis, a medida que los gusanos migran y se enfrentan a diferentes

microentornos (Fairweather, Threadgold & Hanna 1999).

2.2.1. Expresion estadio diferencial de catepsinas

Las catepsinas L de Fasciola hepatica son la familia de cisteina proteasas mas extensa
conocida hasta el momento. El andlisis de sus secuencias permite organizar esta familia en 5
grupos: FhCL1, FhCL2, FhCL3, FhCL4 y FhCL5. De ellos, FhCL1 se subdivide ademas en 4
sub-grupos denominados FhCL1 A-D (Irving et al. 2003; Morphew et al. 2011; Robinson, Tort,
et al. 2008). La expresion de cisteina proteasas esta finamente regulada durante el desarrollo
de Fasciola en su hospedador definitivo y se correlaciona con las etapas de desenquiste,
migracion del parédsito juvenil y maduracion hacia la forma adulta (Robinson, Dalton &
Donnelly, 2008)

El andlisis bioquimico de las proteasas secretadas por el parasito adulto mostrd que los
PES consistian principalmente de 2 catepsinas L, denominadas catepsina L1 y catepsina L2,
con diferentes propiedades fisicoguimicas y especificidad de sustrato (Dowd et al. 1994; Smith

et al. 1993). Una evidencia de la expresion estadio diferencial de proteasas surge de un
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estudio de las proteinas expresadas por los JRD realizado en 1995, donde se hallé una
proteina de expresién predominante en ese estadio, la cual se demostré que era una cisteina
proteasa diferente a las encontradas principalmente en adultos (Tkalcevic, Ashman & Meeusen
1995). La enzima fue posteriormente clonada y denominada FhCL3 (Harmsen et al. 2004). La
catepsina L3 tiene una identidad de secuencia de alrededor del 70% con las catepsinas FhCL1
y FhCL2 de adultos. Si bien la arquitectura del sitio catalitico se encuentra 100% conservada,
se observaron diferencias con las CL de adultos en determinados residuos que han
demostrado ser clave en la especificidad de sustrato de estas enzimas. Ademas, la catepsina

L3 presenta sitios potenciales de N-glicosilacion que estan ausentes en FhCL1 y FhCL2.

En estudios posteriores del transcriptoma y proteoma de Fasciola se encontr6 que en la
metacercaria y en los JRD se expresan tanto catepsinas tipo L como tipo B, ademas de
asparaginil endopeptidasas (legumainas), que son enzimas que hidrolizan el sitio C-terminal de
residuos de asparagina y estan involucradas en la activacion de pro-enzimas a la forma
madura (Figura 3). En el estadio adulto sin embargo sélo encontramos catepsinas L (Cancela
et al. 2008; Hernandez-Gonzélez et al. 2010; Robinson, Tort, et al. 2008; Robinson et al. 2009).
En parasitos juveniles se identificaron ARNm exclusivos de FhCL3 y FhCL4 (Cancela et al.
2008), sin embargo, solo FhCL3 se encontrd secretada en los PES, por lo que FhCL4 o bien se
secreta a niveles mucho mas bajos o lleva a cabo funciones intracelulares especificamente
(Hernadndez-Gonzalez et al. 2010; Robinson et al. 2009) (Figura 3).

Las proteasas representan el 31% del total de proteinas secretadas por los JRD, y de
éstas un 37% corresponde a catepsinas L (especificamente FhCL3), 45% a catepsinas B y un
18% a asparaginil endopeptidasas. A medida que los juveniles migran por la cavidad peritoneal
y penetran la capsula y parénquima hepatico comienzan el proceso de maduracién hacia la
forma adulta. En estos parasitos, que aun se encuentran inmaduros y migrando a los 21 dias
post-infeccién, ya se detectan cambios en el repertorio de catepsinas que secretan,
observandose una drastica disminucion en los niveles de expresion de FhCL3 y catepsinas B
(ahora solo representan el 3% y 2% del total de catepsinas secretadas, respectivamente), y un
aumento en la secrecion de las catepsinas L1, L2 y L5, las Unicas detectadas finalmente en el
parasito adulto alojado en los canaliculos biliares. En este estadio FhCL1 es la enzima
mayoritaria, constituyendo el 67% de las catepsinas secretadas, mientras FhCL2 representa el
27% y FhCL5 s6lo un 6% (revisado en McVeigh, Maule, Dalton & Robinson, 2011) (Figura 3).
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Figura 3. Expresidn diferencial de catepsinas durante el proceso de infeccién
del hospedador definitivo. Los graficos de torta representan los niveles de expresion
de las proteasas determinados mediante un analisis cuantitativo de espectrometria de
masas. FhAE: Fasciola hepatica asparaginil endopeptidasas; FhCB: Fasciola hepatica
catepsinas B; FhCL1-5: Fasciola hepatica catepsinas L 1-5 (adaptado de Robinson,
Tort, et al. 2008; Robinson et al. 2009).

2.2.2. Evidencias funcionales in vitro e in vivo

Las catepsinas son las proteinas principales encontradas en la bilis de ovejas infectadas
con Fasciola (Morphew et al. 2007). El perfil de catepsinas identificado por electroforesis
bidimensional en parasitos adultos cultivados in vitro y el perfil obtenido al analizar la bilis de
ovejas infectadas es muy similar. Si bien se identificé un mayor nimero de catepsinas in vitro,
el 90% de las catepsinas encontradas in vivo también estan representadas en la muestra in
vitro. En ambas muestras las catepsinas pertenecian a los mismos 3 clanes hallados
previamente en parasitos adultos, no detectdndose en la bilis la presencia de catepsinas
especificas identificadas en parasitos juveniles en cultivo. Las catepsinas exclusivas de las

muestras in vivo se encuentran todas dentro del grupo de FhCL1, por lo que su expresion
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diferencial reflejaria o bien una respuesta especifica del parasito al entorno del hospedador (tal
como la evasién de la respuesta inmunitaria o la adquisicion de nutrientes), o el hecho que la
cepa utilizada para los ensayos in vitro no es la misma que esta infectando al ganado en
estudio (Morphew et al. 2011). La notoria abundancia de estas enzimas en todos los estadios
del parasito evidencia su importancia en el correcto desarrollo de su ciclo de vida, participando
en procesos que van desde la infeccion del hospedador definitivo hasta la supervivencia del

gusano adulto en los canaliculos biliares.

Determinar el rol que cumplen las cisteina proteasas de F. hepatica en la interaccion
con su hospedero es uno de los principales desafios que plantea el estudio de estas enzimas.
Se han realizado numerosos esfuerzos por comprender el papel de las catepsinas en el
proceso de invasion y establecimiento del parasito, y cOmo éstas contribuyen al éxito de la
infeccion. En este sentido, se ha demostrado que las catepsinas secretadas por el estadio
adulto de Fasciola pueden degradar proteinas de la matriz extracelular y las membranas
basales, digerir hemoglobina y cortar la region bisagra de las inmunoglobulinas lo cual sugiere
su rol durante la migracion de la larva inmadura a través del parénquima hepético, la obtencion
de nutrientes y la evasion de la respuesta inmunitaria (Berasain et al. 2000; Berasain et al.
1997; Lowther et al. 2009; Smith et al. 1993). La principal fuente de nutrientes con que cuenta
el paréasito adulto de Fasciola hepatica en los canaliculos biliares es la sangre. La enzima
principal secretada por el adulto, FhCL1, es capaz de digerir la hemoglobina a péptidos
pequefios de entre 4-14 aminoacidos cuando se encuentra a pH acido (< 4.5), los cuales se
hidrolizarian posteriormente a aminoéacidos libres dentro de las células del lumen intestinal para
ser empleados en la sintesis de proteinas parasitarias (Lowther et al. 2009). Por otra parte, se
ha observado que tanto FhCL1 como FhCL2 son capaces de digerir la regidon bisagra de las
inmunoglobulinas G (IgG1 — 4), en presencia de agentes reductores como DTT (Berasain et al.
2000). Asimismo, ambas pueden hidrolizar moléculas de fibronectina, laminina, y colageno
soluble tipo IV que forman parte de la matriz extracelular y las membranas basales (Berasain

et al. 1997), pero s6lo FhCL2 es capaz de digerir el colageno fibrilar tipo | (Stack et al. 2008).

En un estudio con un modelo murino de fascioliasis, donde se evalu6 el efecto de la
inhibicion de las catepsinas con E-64 sobre los niveles de protedlisis en tejido hepatico de
ratones infectados con metacercarias, se observd un retraso en la progresion de la fascioliasis,
una inhibicién del 87% en la protedlisis a nivel hepético y una reduccién en el nimero de
huevos totales y embrionados producidos por el gusano (Alcala-Canto et al. 2006). Un efecto
similar en la disminucion del dafio hepético y la reduccién en el crecimiento y fecundidad de
Fasciola se observo al tratar ovejas infectadas con 50 mg/kg del inhibidor de cisteina proteasas
Ep-475 (Alcala-Canto et al. 2007). Estos resultados apoyan el rol de las cisteina proteasas en
la migracion a través del tejido hepatico y el desarrollo del gusano adulto, y sugieren que las
catepsinas son un factor importante en los efectos patolégicos observados in vivo.

Posteriormente, un estudio del silenciamiento de las catepsinas B y L mediante ARN de
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interferencia en JRD mostré que los parasitos interferidos tenian disminuida su capacidad de
atravesar la pared intestinal, evidencia directa de la importancia de las cisteina proteasas en el

proceso invasivo (McGonigle et al. 2008).

Estos resultados han sido interpretados como evidencia de que las enzimas secretadas
por el parasito actuan de forma sinérgica. Por un lado, le permitirian atravesar las barreras
fisicas del hospedador, abriéndose paso por el parénquima hepatico en su migracion hacia los
canaliculos biliares, a la vez que modularian la respuesta inmune del hospedador evitando que
las moléculas efectoras del sistema inmune logren erradicar la infeccion. Por otro lado, se
plantea su participacion en la adquisicion de los nutrientes necesarios para cumplir con las
funciones anabdlicas y la alta produccién de huevos. Es claro entonces el rol biolégico esencial
de estas enzimas para el parasito, haciendo de estas proteasas, y en particular las catepsinas

L, buenos candidatos para la generacion de vacunas o blancos de drogas antihelminticas.

3. Especificidad de sustrato de las catepsinas L

La habilidad de una enzima de discriminar entre varios sustratos potenciales es esencial
para que pueda llevar a cabo su funcién correctamente. En un contexto bioldgico la seleccién
del sustrato puede ser regulada de diferentes maneras, como la expresion o localizacién
espacial diferencial de enzima y sustrato, las concentraciones de los mismos, o el
requerimiento de cofactores u otros activadores enzimaticos. Sin embargo, el reconocimiento
del sustrato en el sitio activo de la enzima es la interaccion principal que finalmente determina
se lleve a cabo o no la hidrdlisis del mismo. Ademas, conocer la especificidad de sustrato de
una enzima provee informacidon importante para el desarrollo de sustratos e inhibidores
selectivos que permitan estudiar la actividad de la enzima, a la vez que contribuye a la

determinacién de su rol biolégico (Harris et al. 2000).

3.1. Estructura molecular de las catepsinas

Las catepsinas son proteinas generalmente globulares, pequefas (25-35 KDa, la
enzima madura), con dos dominios (izquierdo y derecho) que delimitan un surco en la
superficie de la enzima donde se encuentra el sitio activo. Todas las proteasas de esta familia
se producen como enzimas inactivas, denominadas proenzimas o zimégenos, conteniendo un
péptido sefal, un propéptido y un dominio catalitico, que representa la enzima madura activa
proteoliticamente (Figura 4). El péptido sefial consta por lo general de 10-20 aminoacidos y es
responsable de la translocacion de la enzima recién sintetizada al reticulo endoplasmico
(Lecallle, Kaleta & Bromme 2002). El propéptido, también denominado prosegmento, es de
longitud variable y tiene una funcion tipo chaperona participando en el correcto plegamiento del
dominio catalitico de la enzima y regulando su tréfico intracelular (Tao et al. 1994). Ademas,

actia como un inhibidor reversible de alta afinidad uniéndose en el surco del sitio activo de la
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enzima en una orientacion inversa al sustrato, impidiendo asi la activacion prematura de la

proteasa hasta que alcanza su lugar de destino (Cappetta et al. 2002).

Figura 4. Modelo esquemaético
de una catepsina (proenzima).
En rojo se observa el
propéptido, ocupando el surco
del sitio activo de la enzima. En
azul se representa el dominio
catalitico. N y C indican los
extremos amino Yy carboxilo

terminales respectivamente
(adaptado de Lecaille, Kaleta, et
al., 2002).

En la papaina, el propéptido tiene una longitud de 107 aminodcidos, y si bien esta region
presenta mayor variacién que el dominio catalitico, existe un motivo conservado (Gly-X-Asn-X-
Phe-X-Asp™®) que es esencial para el correcto procesamiento de la enzima a su forma madura
(Vernet et al. 1995). Durante este proceso, es necesaria la remocion del prosegmento para
generar la forma proteoliticamente activa. La hidrolisis del propéptido ocurre a pH &cido de
forma tanto intramolecular como intermolecular, observandose en muchos casos la
autoactivacion de la proenzima (Stack et al. 2008; Turk et al. 2000). El dominio catalitico de las
cisteina proteasas tipo papaina contiene entre 220-260 aminoacidos, aunque algunas enzimas
parasitarias poseen extensiones de sus dominios C-terminales (Lecaille, Kaleta, et al. 2002), u
otro tipo de modificaciones. Las catepsinas tipo L y tipo B difieren en la secuencia y longitud de
los propéptidos, asi como en la presencia de un motivo conservado en el propéptido de las
catepsinas tipo L (ERFNIN, de acuerdo a la secuencia consenso conservada). Las catepsinas
de tipo B por su parte, poseen una insercion de unos 20 aminoacidos denominada bucle

ocluyente entre los residuos Tyr'® y Cys'®

(numeracion correspondiente a la catepsina B),
donde dos residuos de histidina (110 & 111) son los responsables de la actividad dipeptidil
carboxipeptidasa exclusiva de este grupo (Musil et al. 1991). El dominio catalitico es el que se
encuentra mas conservado, las cisteina proteasas poseen un mecanismo catalitico coman que
involucra un residuo de cisteina que forma una diada catalitica junto a un residuo de histidina.
La cisteina del sitio activo se encuentra dentro de la secuencia peptidica altamente conservada
CGSCWAFS (se resalta en negrita la cisteina del sitio activo), mientras la histidina®® se ubica
adyacente a residuos pequefios como glicina o alanina, seguida por residuos hidrofébicos
como valina, leucina o isoleucina, y una glicina. También se encuentran conservados los
residuos de cisteina que participan en la formaciéon de puentes disulfuro (Cys**~Cys®®, Cys*—
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Cys® y Cys'*-Cys™™), y un residuo de prolina en la posicién 2 de la enzima madura, que se
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sugiri6 impide que el extremo N-terminal sea truncado e inactivado por la accion de

aminopeptidasas (Lecaille, Kaleta, et al. 2002).

3.2. Sitio activo y mecanismo catalitico

En las cisteina proteasas el sitio activo se encuentra en una hendidura en forma de “V”
localizada entre los 2 I6bulos de la enzima, en general es poco profundo y se halla expuesto al
solvente, lo que hace que sus sustratos e inhibidores sean segmentos cortos de hebras-p o
bucles de proteinas que interaccionan con los residuos del sitio activo en una conformacion
extendida (Tyndall et al. 2005). La especificidad de las cisteina proteasas esta determinada por
las interacciones que se producen entre las cadenas laterales de diferentes aminoacidos del
sitio activo de la enzima y el sustrato. Schechter & Berger describen esta interaccion
considerando el modelo donde un determinado subsitio del sito activo de la enzima
interacciona con un residuo aminoacidico especifico del sustrato. Por convencion, los subsitios
de la enzima se denominan S (del inglés Subsites) mientras los amino&cidos del sustrato con
qgue interaccionan se denominan P (del inglés Peptide). De esta forma, los residuos
aminoacidicos del lado amino terminal del sitio de corte del sustrato se denominan Py, P;, Pg,
etc.; mientras los que se encuentran hacia el extremo carboxilo terminal se designan P;", P,
Ps", etc. Los subsitios de la proteasa que interaccionan con dichos residuos en el sustrato se
denominan Ss, S,, S1, Si', S,', S3' (Figura 5) (Schechter & Berger, 1967).

Proteasa

Sustrato

Sitio de corte

Figura 5. Nomenclatura de Schechter & Berger de los subsitios de las
proteasas que interaccionan con el sustrato, la flecha indica el enlace
peptidico que es hidrolizado (modificado de Smooker, et al. 2010)

Mientras algunas proteasas muestran una especificidad restrictiva (ej. la tripsina
hidroliza especificamente sustratos con lisina y arginina en P,), otras son capaces de hidrolizar

una amplia gama de sustratos y muestran mayor flexibilidad con respecto a los aminoacidos
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con los que interacciona cada subsitio. Las endoproteasas de la familia de la papaina tienen en
general una especificidad amplia, y son capaces de hidrolizar la mayoria de los enlaces
peptidicos que se encuentran accesibles en la estructura tridimensional de las proteinas. Se
han descrito preferencias en los residuos que se encuentran a ambos lados del sitio de corte
del sustrato, que modulan la eficiencia de las distintas enzimas de la familia, lo que podria
haber permitido una adaptacion a la hidrdlisis de diferentes sustratos naturales a medida que

evolucionaron las familias multigénicas en los distintos organismos.

El mecanismo catalitico de las cisteina proteasas involucra una diada catalitica cisteina -
histidina, y un residuo de acido aspartico que asegura la orientacion correcta del anillo imidazol
de la histidina. La activacion de la cisteina involucra la transferencia de un proton entre el
grupo tiol de la cisteina y la histidina, formando el par nucleofilico tiolato-imidazol. El primer
paso en la catdlisis es el ataque nucleofilico del anidn tiolato al carbono carbonilico del enlace
peptidico a ser hidrolizado formando un intermediario tetraédrico. Este intermediario alcoxido
es estabilizado mediante la formacion de enlace de hidrégeno con un residuo de glutamina en
el denominado bolsillo oxianiénico. En el paso siguiente el grupo alcoxido revierte a carbonilo
con la concomitante eliminacién del grupo amina del extremo C-terminal del sustrato. Este
paso involucra una reaccion acido base entre la amina saliente y el anillo imidazoélico de la His
el cual queda en su forma neutra no protonada y la amina es eliminada como R-NHz. Como

consecuencia del segundo paso, la enzima resulta acilada unida a la porcion N-terminal del
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Figura 6. Mecanismo catalitico de las cisteina proteasas (la numeracion de los residuos
corresponde a la papaina). Tomado de Rzychon et al. 2004.
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sustrato mediante un enlace tioéster. En la siguiente etapa la enzima acilada es hidrolizada por
una molécula de agua, liberdndose el extremo N-terminal del sustrato y reconstituyéndose la

enzima activa (Figura 6) (Rzychon, et al. 2004).

3.3. Rol del bolsillo S, en la especificidad de sustrato

La estructura de varias enzimas de esta familia (papaina, catepsinas humanas,
cruzipaina, FhCL1, entre otras) ha sido resuelta mediante cristalografia, ya sea de la enzima
inactiva unida al propéptido o de la enzima unida a inhibidores, que al imitar la forma en que se
une el sustrato, permite estudiar los sitios de unién enzima-sustrato (Choi et al. 1999; Gillmor,
et al. 1997; Li et al. 2008; McGrath et al. 1997; Pauly et al. 2003; Stack et al. 2008). Los
resultados muestran que los polipéptidos se unen en el sitio activo en una conformacién
extendida, donde las amidas de los residuos ubicados en la posicion P,, P; y P;” forman una
red de enlaces de hidrégeno con residuos conservados en la superficie subyacente de la
enzima, mientras las cadenas laterales interaccionan con residuos mas expuestos a ambos
lados del surco del sitio activo. En el caso del residuo en P3; los datos indican que su
interaccion con los residuos correspondientes en el subsitio S; ocurre solamente a nivel de las
cadenas laterales. Las uniones de los residuos en el subsitio S, y los subsitios S,™-S;” son
menos precisas. El bolsillo S, es el que se encuentra mejor definido, observandose una buena
superposicion de las estructuras de los complejos enzima-inhibidor (analogos de sustrato), lo
cual indica que en esta regién el sustrato interacciona con la enzima en forma similar en todos
los miembros de la familia. Este bolsillo involucra residuos a ambos lados del surco del sitio
activo y tiene en general un caracter hidrofébico rodeado de residuos alifaticos y metioninas
(Turk et al. 1998). Los residuos principales que interaccionan con el sustrato en este subsitio
son los ubicados en las posiciones 67, 68, 133, 157, 158, 160 y 205 (numeracion de la
papaina), de los cuales los residuos 67 y 157 se ubican en la entrada al bolsillo mientras el
residuo 205 forma el piso de este (Figura 7). Algunos de estos residuos se encuentran
conservados en la mayoria de las enzimas de la familia de la papaina (como Met68, Alal33,
Alal60) mientras otros son variables y estan involucrados en la especificidad de la interaccion
entre el residuo en P, del sustrato y el subsitio S,. En la tabla 1 se muestran los residuos del

bolsillo S, para algunas enzimas de la familia.

Tabla 1. Residuos del bolsillo S, del sitio activo de algunas catepsinas

67 68 133 157 158 160 205

Cat L humana Leu Met Ala Met Asp Gly Ala
Cat K humana Tyr Met Ala Leu Asn Ala Leu
FhCL1 Leu Met Ala Val Asn Ala Leu
FhCL2 Tyr Met Ala Leu Thr Ala Leu
FhCL3 Trp Met Ala Val Thr Ala Val
FhCL5 Leu Met Ala Leu Asn Gly Leu
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Figura 7. Representaciéon del bolsillo S, de las catepsina L1 y L2 de Fasciola hepatica. A)
Representacién de la superficie del sitio activo de FhproCL1, el bolsillo S, esta resaltado en fucsia y
los residuos clave implicados en el reconocimiento del sustrato se encuentran sefialados indicando la
posicién de cada uno. B) Representacién de la region del sitio activo de proFhCL1 y FhCL2,
resaltandose el bolsillo S, de ambas enzimas, los residuos deFhCL1 se muestran en fucsia mientras
los correspondientes residuos en FhCL2 se marcan en amarillo. Tomado de Stack et al. 2008.

Para estudiar la especificidad de sustrato de las catepsinas se utilizan tanto inhibidores
analogos de sustratos, como oligopéptidos sintéticos con diferentes residuos en las posiciones
P,-P; de union a la enzima. La capacidad de escindir péptidos con arginina en P, se utiliza
para discriminar entre la actividad de catepsina B y L, ya que las Gltimas no hidrolizan esta
clase de péptidos. Mas recientemente se han desarrollado otros métodos para evaluar la
especificidad de sustrato como las librerias de péptidos combinadas (PS-SCL) donde pueden
estudiarse a la vez todas las combinaciones posibles de los 20 aminoéacidos en cada una de

las 4 posiciones de interaccién con la enzima (P.-P,;) (Choe et al. 2006; Harris et al. 2000).
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Estas bibliotecas se han utilizado para evaluar la especificidad de sustrato de un gran nimero
de enzimas de la familia de la papaina, como las catepsinas humanas L, B, V, K, S, F, la
bromelaina, la papaina, la cruzipaina, 2 catepsinas B de S. mansoni, las catepsinas L1, L2 y
L5 de F. hepatica, entre otras (Choe et al. 2006; Norbury et al. 2012; Stack et al. 2008).
Practicamente todas las enzimas de la familia (exceptuando la bromelaina) muestran
preferencia por aminoéacidos hidrofébicos en la posicion P, del sustrato. Ademas, las
catepsinas humanas y las parasitarias tienen una especificidad muy similar a la papaina,
acomodando principalmente arginina y lisina en la posicién P; y una amplia variedad de
residuos en las posiciones P; y P4, (Choe et al. 2006). Estos estudios también demostraron
qgue las preferencias diferian principalmente en el aminoacido acomodado en S,, siendo los
residuos aromaticos (fenilalanina, triptofano, tirosina) los elegidos por las catepsinas humanas
L y V, mientras las catepsinas humanas S, Ky F, y las catepsinas de F. hepatica acomodan
mejor residuos alifaticos como leucina, valina e isoleucina. Algunas de estas enzimas tienen
también la particularidad de hidrolizar péptidos con prolina en P, (catepsina K humana y
catepsina L2 de F. hepatica) o acido aspéartico (catepsina L5 de F. hepatica) aunque con
menor eficiencia que leucina (Choe et al. 2006; Norbury et al. 2012; Stack et al. 2008).

La mayoria de las catepsinas humanas (catepsinas L, S, K, F, W, V, O, B, C, Hy X) son
enzimas lisosomales que cumplen funciones en el recambio proteico y son capaces de
hidrolizar una amplia gama de sustratos, mostrando poca especificidad (Rawlings et al. 2008).
Sin embargo, otras como la catepsina K y la S estan involucradas en funciones mas
especificas y sus sustratos naturales se hallan mas acotados. La catepsina K se expresa
fuertemente en osteoclastos, las células responsables de la reabsorcion 6sea (Drake et al.
1996). El 90% de la matriz del hueso esta constituido por fibras de colageno insoluble de tipo I,
las cuales necesitan ser degradadas durante el proceso de reabsorcion, mientras el colageno
tipo Il estd presente principalmente en la matriz fibrilar del cartilago articular. Todos los
colagenos tienen en comdn una conformacién de triple hélice dextrégira formada por 3
cadenas a, siendo un homotrimero el colageno tipo Il y un heterotrimero el colageno tipo I,
formado por dos cadenas al y una cadena a2. En ambos tipos de colageno el largo y las
propiedades biomecénicas de la molécula son similares. En los extremos de la triple hélice las
cadenas a adoptan una estructura no helicoidal denominada telopéptido. Para que la triple
hélice se forme se requiere una glicina cada tres aminoacidos, por lo que la secuencia Gly-X-Y-
se encuentra repetida en los dominios del colageno, siendo frecuentemente X e Y residuos de
prolina e hidroxiprolina. El coldgeno tipo Il tiene un alto contenido de hidroxilisina, en
comparacion con el colageno | (Gelse, 2003). Las metaloproteasas de la matriz (MMP) y la
serina elastasa de neutrofilos eran las Unicas proteasas de mamiferos tipicas con capacidad de
degradar las regiones de triple hélice del coladgeno nativo tipo |, mientras las cisteina proteasas
Unicamente podian hidrolizar los extremos o telopéptidos que representan sélo el 4% de la

molécula. Sin embargo, posteriormente se encontré que la catepsina K tiene la particularidad,
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Unica dentro de las catepsinas humanas, de degradar el colageno tipo | (Garnero et al. 1998) y
tipo Il (Kafienah et al. 1998) dentro de la regién helicoidal, solubilizando asi las fibras de
colageno. Se describi6 también que la actividad colagenolitica de la catepsina K es
dependiente de la formacion de complejos con las moléculas de condroitin sulfato residentes
en el cartilago (Li et al. 2002) y el telopéptido N-terminal del colageno tipo Il aumenta la
expresion de la enzima en los condrocitos articulares (Ruettger et al. 2008). La actividad
colagenolitica de la catepsina K se asocid a su habilidad para acomodar prolina en la posicion
P, del sustrato, debido a que la alteracion de la especificidad de sustrato de la enzima en el
subsitio S, elimina su capacidad de hidrolizar el coldgeno (Lecaille, Choe, et al. 2002). Ciertos
residuos dentro del bolsillo S, demostraron ser claves para que la catepsina K acomode
residuos alifaticos y prolina en la posicion P,. La sustitucién de la tirosina en la posicion 67 por
una leucina y la leucina en posicién 205 por una alanina (como en la catepsina L) alteran la
especificidad del bolsillo S, hacia las preferencias de la catepsina L, favoreciendo ahora la
aceptacion de residuos aromaticos como triptofano, tirosina y fenilalanina (Lecaille, Choe, et al.
2002). Los cambios reciprocos sobre la catepsina L humana (Leu67Tyr/ Ala205Leu) modifican
el subsitio S, de la enzima de manera que acomoda mejor residuos de leucina y prolina en P,
como se determiné mediante hidrélisis de péptidos sintéticos fluorogénicos, sin embargo no
adquiere la capacidad de degradar la triple hélice del colageno nativo, como lo hace la
catepsina K (Lecaille et al. 2007). Si bien la catepsina L Leu67Tyr/ Ala205Leu adquiere la
capacidad de aceptar residuos de prolina en P,, no consigue degradar colageno dado que no
tiene la habilidad de interaccionar con el condroitin sulfato u otros glicosaminoglicanos la matriz

extracelular del cartilago como la catepsina K (Li et al. 2004; Selent et al. 2007).

Las catepsinas de F. hepatica muestran una especificidad de sustrato solapada pero
distintiva. Como mencionamos anteriormente, si bien tanto la catepsina L1, L5 como L2
muestran preferencia por la hidrélisis de residuos alifaticos como leucina y valina en P,, sélo la
catepsina L2 es capaz también de acomodar prolina en esa posicion. Al igual que la catepsina
K, FhCL2 puede degradar el colageno tipo | en la region helicoidal, mientras FhCL1 sélo es
capaz de cortarlo en los extremos telopeptidicos (Stack et al. 2008). Si bien la especificidad de
estas enzimas sobre péptidos sintéticos no necesariamente se correlaciona con lo observado
en los sustratos proteicos, en el caso de FhCL1, el analisis de los péptidos resultantes de la
digestion de hemoglobina revelé que la mayoria contenian aminoécidos alifaticos en P, en el
orden Leu>Val>Ala. Esto concuerda con las preferencias observadas al utilizar péptidos
sintéticos y al emplear librerias de péptidos, y junto al hecho de que estos aminoacidos
constituyen el 42% de los presentes en la hemoglobina, sugieren que FhCL1 evolucion6 para
adaptarse especificamente a cumplir un rol en la cascada proteolitica de degradaciéon de

hemoglobina para la adquisicién de nutrientes (Lowther et al. 2009).

Se han reportado también algunos datos sobre la importancia de las interacciones en el

bolsillo S, en la especificidad de sustrato de las catepsinas de Fasciola sp. La sustitucion de la
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leucina 67 del subsitio S, en la catepsina L5 por una tirosina (residuo presente en FhCL2)
resulté en un aumento de la hidrélisis del péptido sintético Tos-Gly-Pro-Arg-AMC (k.o/Ky) coOn
respecto a la enzima no modificada (Smooker et al. 2000). Sin embargo, la misma sustitucion
en la catepsina L1 de Fasciola (Leu67Tyr), no resultdé en un aumento de la capacidad de la
enzima de acomodar prolina en P,. De acuerdo con el resultado anterior, esta variante de
FhCL1 tampoco fue capaz de hidrolizar el colageno tipo | nativo, sugiriendo que en el caso de
las enzimas de F. hepatica otras interacciones en el bolsillo S, estan también involucradas en
la aceptacion de prolina en P,. El residuo en la posicién 157, que es una leucina en FhCL2 y 5
y una valina en FhCL1, se propuso como candidato para explicar las diferencias de
comportamiento observadas al realizar la misma mutacion en FhCL1 y FhCLS5. Este residuo se
encuentra en la entrada del subsitio S, opuesto al residuo 67, y se propone que juntos
interaccionan con el anillo planar de la prolina para estabilizarlo dentro del bolsillo de FhCL2,
donde el residuo 67 es tirosina y el 157 leucina. En FhCL5 el cambio Leu67Tyr determina que
la entrada al bolsillo S, sea idéntica a FhCL2, mientras que la misma sustitucién en FhCL1
hace que Tyr67 quede opuesta a un residuo de valina en la posicion 157, el cual al ser un
atomo de carbono mas corto que la leucina no se extenderia lo suficiente dentro del bolsillo

para interaccionar y estabilizar el anillo de prolina (Stack et al. 2008).

La principal catepsina secretada por el estadio juvenil de F. hepatica, FhCL3, presenta
los residuos Trp67 y Thrl58 en el subsitio S,, Io que sugiere podria mostrar una especificidad

de sustrato diferente a las proteasas presentes en el estadio adulto.
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Hipotesis y Objetivos

Hipotesis

La expresion estadio diferencial de las catepsinas de Fasciola hepatica nos lleva a
planteamos la existencia de diferencias en la especificidad de sustrato de éstas. Puesto que
FhCL3 es expresada durante el desenquiste y migracion del parasito juvenil, se presume su
importancia durante el proceso de invasion del hospedero definitivo. El estudio de la
especificidad de sustrato de FhCL3 en comparacién con catepsinas de otros estadios permitira

correlacionarla con su rol funcional en la infeccién parasitaria.

Objetivo general

Abordar mediante diferentes estrategias el estudio de la especificidad de sustrato de la
catepsina L3 del estadio juvenil de F. hepatica, buscando esclarecer su papel biolégico en el
ciclo de vida del parasito. Realizar ensayos comparativos con las enzimas secretadas por el
parasito adulto, examinando las implicancias funcionales de la expresion estadio especifica de

las catepsinas.

Objetivos especificos

1. Expresion de las catepsinas L de F. hepatica como proteinas recombinantes

activas

i. Amplificar las secuencias completas codificantes de las catepsinas de juveniles y
clonarlas en el vector de expresion pHIX4-MFa-ScPAS3 de la levadura metilotréfica
Hansenula polymorpha.

ii. Sub-clonar la secuencia de la catepsina L1 de adultos en el vector de expresion
pHIX4-MFa-ScPASS3.

iii. Poner a punto las condiciones de cultivo e induccion para expresar las enzimas

recombinantes en la levadura H. polymorpha.

2. Caracterizacion enzimatica de la catepsina L3

i. Estudiar la especificidad de sustrato frente a péptidos sintéticos fluorogénicos
comunmente hidrolizados por estas enzimas.

ii. Determinar su estabilidad y actividad a diferente pH.

iii. Evaluar su actividad sobre proteinas que se postulen como posibles blancos

naturales.
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3. Estudio comparativo de la especificidad de sustrato de las catepsinas L del

4.

estadio juvenil y adulto

Estudiar las propiedades cinéticas de las catepsinas de JRD sobre un panel de
oligopéptidos sintéticos fluorogénicos, comparandolas con las catepsinas
secretadas por el estadio adulto.

Comparar la cinética de inhibicion de las catepsinas de juveniles y adultos por
parte de inhibidores especificos.

Comparar la actividad de estas enzimas sobre proteinas que se postulan como
posibles blancos naturales: proteinas de la matriz extracelular y membranas
basales.

Identificar los péptidos generados y los sitios de corte sobre proteinas que
resulten sustratos diferenciales de estas enzimas mediante analisis de los
productos de degradacién por cromatografia acoplada a espectrometria de

masas.

Identificacion de residuos relevantes en la especificidad de sustrato de las
catepsinas de Fasciola hepatica

Analizar la especificidad de sustrato de las enzimas recombinantes con
bibliotecas de péptidos sintéticas.

Generar mutantes de sitio activo y expresarlos como proteina recombinante
activa.

Evaluar el efecto de los cambios introducidos en su especificidad de sustrato
mediante ensayos de actividad con bibliotecas de péptidos sintéticos.
Determinar la variacion de los pardmetros cinéticos mediante el uso de
oligopéptidos sintéticos fluorogénicos.
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Materiales y Métodos

La mayor parte de los Materiales y Métodos se encuentran descritos en los articulos
publicados durante la realizacion de la tesis. En esta seccion se brinda un resumen de las
metodologias utilizadas, exponiéndose un poco mas en detalle las correspondientes al primer
objetivo del trabajo.

1. Amplificacion, clonado y secuenciacion de catepsinas L de JRD

La amplificacién y clonado de las secuencias completas de las catepsinas de JRD se
realiz6 mediante RT-PCR sobre ARN de JRD segun se describe en el articulo correspondiente
(Corvo et al. 2009). Varios clones fueron secuenciados en la Unidad de Secuenciacién del
Institut Pasteur de Montevideo para luego realizar un andlisis filogenético utilizando el
programa Clustal X (Thompson et al. 1997). Una secuencia representativa codificante de cada
una de las variantes génicas mayores halladas en los JRD se sub-cloné de forma direccional
en el vector de expresion pHIX4-MFa-ScPAS3 gentilimente cedido por R.J.S. Baerends y
JAKW. Kiel (Molecular Cell Biology Lab, Groningen Biomolecular Sciences and
Biotechnology Institute, University of Groningen, Holanda) (Figura 8). Este vector contiene la
secuencia sefial del a-mating factor de S. cerevisiae, adyacente al sitio de clonado para
permitir la exportacion de la proteina sintetizada al medio de cultivo. La seleccion de
transfectantes se hace a partir del gen Leu2 que complementa la auxotrofia de la cepa de

Hansenula empleada para el crecimiento en medios selectivos.
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Brevemente, se extrajo ARN total de pardsitos juveniles recientemente desenquistados
utilizando el kit RNAqueus-Micro (Ambion), con parésitos cultivados y denquistados in vitro en
el laboratorio por el Dr. Gabriel Rinaldi. Se sintetiz6 el ADNc utilizando el sistema SMART PCR
cDNA (Clontech). Se amplificaron a partir del ADNc las secuencias codificantes de los genes

de catepsinas mediante PCR utilizando oligonucleétidos que adicionan sitios de corte para Sal
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| (polidT) y Bam HI (oligonucleétido degenerado que adiciona los 8 primeros aminoacidos del
propéptido) (Corvo et al. 2009) y se clonaron en el vector pCR 4- TOPO. Para generar la mini-
biblioteca se transformaron bacterias competentes E. coli XL1 mediante el protocolo
convencional de shock térmico (Sambrook et al. 1989). Se extrajo ADN mediante lisis alcalina
de varios clones para secuenciar y en base a esto se seleccioné uno de cada grupo de
catepsinas para clonar en el vector pHIX4-MFa-ScPAS3 en marco de lectura con la secuencia
de exportacion (a-mating factor) empleando las enzimas de restriccibn antes mencionadas.
Tanto el vector como las construcciones con los genes de interés se propagaron inicialmente

en bacterias E. coli XL1.

2. Expresion recombinante de catepsinas L activas
2.1. Transfeccion e integracién de plasmido en Hansenula polymorpha
2.1.1. Preparacion de células electrocompetentes

Se tomd una colonia fresca de una placa en YEPD de H. polymorpha NCYC495 y se
incubd en agitador termostatizado o.n. a 37 °C y 220 rpm. Se inocularon 2 mL del precultivo en
200 mL de medio YEPD y se incubd en iguales condiciones hasta alcanzar una DOgy,m €ntre
1.2 - 1.5. El cultivo se centrifugé 10 min a 3000xg a TA, el pellet de células se resuspendi6 en
50 mL de TED (100 mM Tris, 50 mM EDTA, 25 mM DTT pH 8) y se incub6 durante 15 min a 37
°Cy 220 rpm. Se centrifugd en las mismas condiciones y se resuspendieron las células en 200
mL de STM (270 mM sacarosa, 10 mM Tris, 1 mM MgCl, pH 8) a 4°C. Se repitié la
centrifugacion y se resuspendio el pellet de células en 100 mL de STM a 4°C. Nuevamente se
centrifugd, se resuspendio el pellet en 0.5 mL de STM frio y se hicieron alicuotas de 50 pL que

se almacenaron a -80 °C hasta su uso.

2.1.2. Transfeccion de levaduras mediante electroporacion

Se extrajo el ADN plasmidico de las bacterias mediante lisis alcalina siguiendo protocolos
descritos (Sambrook et al. 1989) y se linearizé cortando con la enzima Stu | (Fermentas), para
la incorporacion del plasmido al genoma de la levadura una vez transfectadas. Se transfirieron
a una cubeta de electroporacién de 1 mm de espesor ~10-20 ng de plasmido adicionados a un
tubo de células competentes y se aplico un pulso eléctrico de 0.75 KV, 50 uF y 129 Ohm en un
electroporador BTX®-ECM630. Rapidamente se adicionaron 950 pL de YEPD y se transfirieron
a un microtubo de 1.5 mL para incubarse 1 h a 37°C y 220 rpm. Se centrifugd 3 min a 3000 x g
y se lavé el pellet de células con 1 mL de medio YMM (tabla 2). Se realiz6 una segunda
centrifugacion, se resuspendieron las células en 200 uL de medio YMM y se sembraron con
rastrillo sobre placas de YMM - 1.5% agar. Las placas se incubaron en estufa a 37 °C durante

48-72 h en atmosfera hUmeda.
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2.1.3. Integracion del plasmido al genoma de H. polymorpha

Se integré el plasmido al genoma segun el protocolo estandar de Faber, Haima, Harder,
Veenhuis, & Ab, 1994 con algunas modificaciones. Brevemente, se realiz6 un pool de 10
colonias de las placas de YMM - 1.5% agar en 20 mL de YEPD, se incub6 8-12 h a 37°C y 220
rpm. Se centrifug6é el cultivo 10 min a 3000xg a TA y el pellet de células se resuspendié en 30
mL de medio YEPD fresco. Se repitid6 el cambio de medio y centrifugacién 4 veces mas, se
realizaron diluciones 102, 103, 10* y 10 del Gltimo cultivo en YMM vy se rastrillaron 100 pL de
cada dilucién en placas YMM — 1.5% agar. Las placas se incubaron en estufa a 37 °C durante

48-72 horas en atmosfera hUmeda hasta la aparicion de colonias.

2.2. Seleccion de clones que expresan la enzima activa

En las placas de transfeccion se observaron colonias de diferente tamafo, grandes,
medianas y pequefias. Se realiz6 un cribaje de actividad cisteina proteasa con sustratos
fluorogénicos (ver punto 3) a partir de sobrenadantes de cultivos inducidos de cinco colonias
de distintos tamafios. Para cada enzima, las dos colonias con mayor actividad fueron
seleccionadas generandose stocks en glicerol 30% con un cultivo crecido o.n. en YEPD,

almacenandose a — 80 °C.

2.3. Optimizacion de la produccién de catepsinas recombinantes

La optimizacion de la expresién de las catepsinas se efectu6 evaluando diferentes medios
de induccién para promover la actividad del promotor AOX (tabla 2). Este promotor puede ser
des-reprimido con glicerol e inducido con metanol, por lo que la combinacion de ambos
mecanismos fue utilizada para evaluar su efecto sobre los niveles de expresion de proteina
recombinante. La produccién de las enzimas recombinantes se evalué mediante analisis en
geles de poliacrilamida, Western blot con anticuerpos anti-FhCL1 y midiendo actividad de
hidrélisis de péptidos sintéticos fluorogénicos (ver punto 3). Se trabajé con geles de
poliacrilamida al 12% o geles pre-armados NuPage Novex 4-12% Bis-Tris, coloreandose con
Coomassie Blue o Flamingo (Tincion fluorescente Biorad). Para los ensayos de western blot,
las proteinas separadas por SDS-PAGE se transfirieron a membrana de nitrocelulosa y se
bloquearon en PBS 1% leche descremada segun protocolos convencionales (Sambrook et al.
1989). Para la deteccion se utiliz6 suero anti-FhCL1 producido en oveja 1:500 cedido
gentilmente por el Dr. Carlos Carmona (Facultad de Ciencias/Instituto de Higiene, UdelaR) y un
anticuerpo secundario anti-lgG oveja producido en cabra conjugado a fosfatasa alcalina
(1:5.000) (Sigma).
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2.4. Evaluacion de la capacidad de autoactivacion de proFhCL3

La capacidad de autoprocesamiento de la proenzima se evalué incubandola 3 h a 37 °C en
soluciones tampén de diferente pH: acetato de sodio 0.1M pH 4 o 5, fosfato de sodio pH 6, 7 u
8, conteniendo 1mM DTT y 1mM EDTA. El procesamiento de la proenzima se evalué mediante
SDS-PAGE en geles NuPage Novex 4-12% Bis-Tris (Invitrogen) y tinciébn con Coomassie Blue.
También se evalu6é midiendo el aumento en la actividad de hidrélisis del péptido sintético Tos-
GPR-AMC.

Tabla 2. Medios empleados para el crecimiento y la induccién de la expresion en H. polymorpha

Medios Componentes

1% Extracto de levadura
YEPD 1% Triptona
1% Glucosa
0.67% Base nitrogenada de levaduras
YMM 0.1M Buffer Fosfato de sodio pH6
2% Glucosa
1% Extracto de levadura
YEP 1% MetOH 1% Triptona
1% Metanol
0.67% Base nitrogenada de levaduras
YMM 1% MetOH 0.1M Buffer Fosfato de sodio pH6
1% Metanol
0.67% Base nitrogenada de levaduras
0.1M Buffer Fosfato de sodio pH6
1% Metanol
0.5% Glicerol

YMM 0.5% Gly + 1% MetOH

2.5. Estudio del estado de glicosilacion de FhCL3 recombinante

La presencia de glicosilacion en la enzima recombinante FhCL3 se determiné utilizando
un kit de deglicosilacion enzimatica (Enzymatic Protein Deglycosylation Kit, Sigma). La
deglicosilacion se llevé a cabo bajo condiciones desnaturalizantes de acuerdo a las
recomendaciones del fabricante, utilizando una mezcla de las enzimas de deglicosilacion
PNGasa F, O-glicosilasa y a-2(3, 6, 8, 9) neuraminidasa. La reaccion fue analizada en gel
NuPage Novex 4-12% Bis-Tris (Invitrogen) y visualizada con tincion SYPRO Ruby (Molecular

Probes) segun las instrucciones del fabricante.

3. Actividad enzimética con péptidos sintéticos fluorogénicos

La actividad enziméatica se midié en tampén fosfato de sodio 0.1 M pH 6, 1 mM DTT, 1 mM
EDTA a TA y 20 uM de sustrato. Las enzimas se emplearon a concentraciones finales en el
rango nM. En un ensayo tipo, se preincubd la enzima 10 min en el tampodn, luego se agrego el
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sustrato y se midi6 la actividad en un espectrofluorimetro (Fluostar) con excitacion a 345 nm y
emision a 440 nm durante 10-20 min. La actividad se midié como unidades de fluorescencia de
AMC (UF) liberadas por unidad de tiempo (min o s).

3.1. Determinacion de la cantidad de enzima activa

La concentracion de enzima activa se midié con una titulacién con el inhibidor irreversible
de cisteina proteasas E-64. Para ello se incubd la enzima con distintas concentraciones de
inhibidor (rango nM) durante 30 min, se midi6 la actividad enzimatica residual y se graficd esta
actividad (UF/min) en funcién de la concentracién de inhibidor. Se extrapolé la concentracion
de inhibidor necesaria para que la actividad de la enzima sea cero y este valor se emple6 como

estimativo de la concentracién de enzima activa.

3.2. Estimacion de los pardmetros cinéticos

Para estimar los parametros cinéticos Ky y Vmax S€ midié la velocidad de la reaccion
enzimatica (UF/s) en estado estacionario (rango lineal de la curva) a diferentes
concentraciones de sustrato (en el rango Ky/5 — Kyx5). Se prepararon soluciones stock de 10
mM de cada sustrato en dimetilformamida al 70% y se almacenaron a -20°C. Las diluciones
empleadas en los ensayos cinéticos (1 — 200 uM) se prepararon en agua a partir del stock. La
concentracion de AMC liberado (en uM) se calcul6 empleando una curva estandar de
diferentes concentraciones de AMC (UF vs [AMC]), para transformar las unidades de velocidad
de UF/s a uM/s. Para calcular Ky se realizd una regresion no lineal de la curva de Michaelis-
Menten (Vna*[S/(Km +[S]) empleando el programa OriginPro 6.1. k. se obtuvo mediante la

formula Keat = Vimax/[EJ.

3.3. Ensayos de inhibicion enzimatica

La inhibicién enzimatica se determind a partir de la curva de progreso de la hidrélisis de un
sustrato peptidico fluorogénico en presencia de diferentes concentraciones de inhibidor. Se
utilizaron inhibidores competitivos analogos del sustrato en concentraciones nanomolares.
Para ello, se prepararon diluciones seriadas de inhibidor en una placa de 96 pocillos y se
incubaron con la enzima en tampoén fosfato de sodio 0.1 M pH6, 1 mM DTT, 1 mM EDTA a TA
durante 10 - 15 min para permitir la formacion del complejo enzima-inhibidor. Luego se agregé
el sustrato a una concentracion final de 20 uM y se midi6 la actividad en un espectrofluorimetro
(Fluostar) con excitacion a 345 nm y emision a 440 nm durante 10-30 min. La actividad se
expreso en unidades de fluorescencia de AMC liberadas por segundo (UF/s). En paralelo se
midié la actividad de la enzima sin inhibidor incubada 15 min en el mismo tampén. La velocidad
inicial de reaccion (v) se calcul6 como la pendiente de la curva UF vs tiempo (s) para las
diferentes concentraciones de inhibidor. Se grafico la concentracion de inhibidor [l] versus
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(vo/v)-1, donde v, es la velocidad en ausencia de inhibidor. La pendiente de esta curva es la
constante de inhibicion aparente Kigpp €n unidades de concentracion de inhibidor (nM). Ki se
calculé como Kjgpp /(1 + [S]/ Ku) (Izquierdo-Martin & Stein 1992).

4. Andlisis de la digestion de sustratos proteicos

La digestion de proteinas de la matriz extracelular se realizé in vitro mediante incubacién
del sustrato con la enzima en un tampén adecuado a diferente pH (PBS pH 7.3, acetato de
sodio 0.1M pH 5.5) con 1ImM DTT y 1mM EDTA, a 28°C o 37°C durante diferentes tiempos.
Las reacciones se detuvieron agregando 10 uM de E-64 y los productos de degradacion se
separaron por SDS-PAGE en geles de poliacrilamida o geles NuPage Novex 4-12% Bis-Tris
(Invitrogen). Los geles se tifieron con Coomassie blue o tincion Flamingo (BioRad). Se utiliz6
fibronectina humana (Sigma), laminina | de ratdn (Invitrogen), coldgeno tipo | de piel de ternero
(Calbiochem) o de cola de rata (gentilmente cedido por la Dra. Silvia Chifflet, Dpto. de
Bioguimica, Facultad de Medicina, UdelaR), colageno tipo Il de septo nasal bovino (Sigma) e
IgG1 humana (gentilmente cedida por la Dra. Patricia Berasain de la Unidad de Biologia

Parasitaria de la Facultad de Ciencias, UdelaR).

4.1. ldentificacion de péptidos de digestién del colageno por HPLC-MS

Las reacciones de digestién del colageno tipo | fueron centrifugadas 15 min a 10.000 x g
para remover precipitados y concentradas a un volumen de 15 ul (~7 veces) utilizando un
centricon Eppendorf de 5 kDa de corte. Los péptidos se analizaron por nano LC ESI-MS/MS
usando un sistema Tempo nanoLC (Eksigent, USA) con una columna IntegraFrit empaquetada
con una resina C18 (ProteoPrep Il) acoplada a un espectrémetro de masas QSTAR Elite Q-
TOF (AB Sciex). Se determiné la masa de los péptidos precursores ionizados y de los
resultantes de la fragmentacién de algunos iones precursores. La lista de masas generada por
el programa MSX (Infochromics) se exportd al programa PEAKS Studio 5.0 (Bioinformatics
Solutions Inc.). Se generé una base de datos conteniendo Unicamente la secuencia del
colageno | bovino con la cual se realizé una busqueda para asignar a las masas peptidicas la
secuencia de aminoacidos correspondiente en el colageno I. La modificacion de cisteinas con
propionamida se estableci6 como parametro fijo y la oxidacion de metioninas como parametro
variable. La tolerancia en la masa fue establecida en 100 ppm para los péptidos precursores y
0.2 Da para los fragmentados. Los péptidos que se identificaron con un score mayor al 60%
fueron seleccionados y mapeados sobre la secuencia de aminoacidos de las cadenas a 1y 2
del colageno para determinar los sitios de corte de las enzimas. Estos ensayos se realizaron
en el Instituto para la Biotecnologia de Enfermedades Infecciosas de la Universidad

Tecnoldgica de Sidney, Australia.
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5. Actividad con bibliotecas de péptidos sintéticos

La determinacién de la especificidad de sustrato de las enzimas recombinantes y las
variantes generadas por mutagénesis sitio dirigida con las bibliotecas peptidicas se realizé en
el Laboratorio de Patologia del Centro para el Descubrimiento e Innovacion en Enfermedades

Parasitarias en la Universidad de San Francisco, Estados Unidos.

5.1. Ensayos con la libreria PS-SCL

En una placa de 96 pocillos Microfluor de fondo plano se agregaron 0.5 pl (12.5
nmoles) de cada una de las 20 sublibrerias. La reaccién se inici6é con la adiciéon de la enzima
en 100 pL de tampon fosfato de sodio 0.1M pH 6, 1 mM DTT, 1 mM EDTA, 0.01% PEG-6000 y
0.5% Me,SO (del sustrato) a 25 °C y se monitored con un espectrémetro de fluorescencia
SpectraMax Gemini (Molecular Devices) con excitacion a 380 nm, emision a 460 nm y un corte

de 435 nm. Cada enzima se ensay6 por triplicado.

5.2. Ensayos con la libreria MSP-MS

Comparamos la actividad enzimatica de FhCL1 y FhCL3 con la biblioteca MSP-MS. Cada
uno de los 3 pools (52, 52 y 20 tetradecapéptidos) de la libreria se diluy6 a 1 uM en tampdn
fosfato de sodio 25 mM, pH 6, 1 mM DTT y 1 mM EDTA. Se agregé la enzima activa FhCL1 o
FhCL3 en el mismo tampon de manera que la concentracion final de cada enzima fue de 10
nM y se incub6 a TA tomando alicuotas a los 5, 15, 60, 240 y 1200 min de incubacion. La
reaccién se detuvo agregando éacido férmico pH 3 (4% final), se eliminé el tampdén por
evaporacion y se resuspendié en un volumen de acido féormico 0.1% igual al inicial. Como
control se incluy6 un tubo en iguales condiciones pero sin enzima. La digestion de los péptidos
se analizé por LC- MS/MS inyectando 10 ul de cada alicuota en una columna C18 (Michrom
Bioresources) conectada a un espectrémetro de masas Thermo Finnigan LTQ. Se generd una
lista de masas a partir de los datos crudos utilizando el programa PAVA (UCSF) para buscar la
secuencia correspondiente con el programa Protein Prospector en una base de datos
conteniendo los 124 tetradecapéptidos. Los péptidos generados por actividad de las enzimas

se identificaron en comparacion con los del ensayo control.

6. Mutagénesis sitio dirigida

Las sustituciones de aminoacidos en el sitio activo de FhCL3 y FhCL1 se realizaron por
mutagénesis sitio dirigida con el kit QuikChange Site-Directed Mutagenesis (Stratagene). Se
disefiaron diferentes pares de oligonucleétidos conteniendo las sustituciones de bases a
introducir en el gen de la catepsina segun las instrucciones del fabricante (Stratagene) y fueron
sintetizados por la compaiiia IDT (http://www.idtdna.com/site). Se realiz6 un PCR con los

oligonucledtidos disefiados para introducir las mutaciones deseadas empleando como molde
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ADN del plasmido pHIX4-Mfa conteniendo los genes de proFhCL1 o proFhCL3. Las variantes
dobles se realizaron usando como molde los plasmidos con las mutaciones simples. Los
plasmidos con los genes mutados se propagaron en bacterias E. coli Topl0, se preparé ADN
mediante miniprep alcalina y se secuenci6 en la Unidad de Secuenciacion del Institut Pasteur
de Montevideo para confirmar la presencia de las sustituciones de bases. Con los plasmidos se
transformaron levaduras competentes de H. polymorpha como se describié en la seccion 2.1. y
se obtuvieron las enzimas mutantes activas induciendo la expresion de las levaduras

transfectadas en las mismas condiciones que FhCL1 y FhCL3.

7. Modelado molecular de FhCL3

El modelado espacial de FhCL3 se realiz6 mediante superposiciéon con la estructura de
FhCL1 usando las coordinadas de proFhCL1 (206X) como molde principal con el programa
Swiss-Model (Schwede et al. 2003). Para comparar con las otras cisteina proteasas se incluy6
la porcibn madura de la enzima. El modelo de FhCL2 se obtuvo del Swiss Model Repository
(http://swissmodel.expasy.org/repository/). Los modelos se visualizaron y compararon por
superposicion con el programa DeepView Swiss-Pdb Viewer. Las otras estructuras empleadas
en la comparacion se obtuvieron de la base de datos Protein Data Bank (http://www.pdb.org/):
catepsina L humana (LMHW), catepsina K humana (1ATK) y zingipaina del jengibre (1CQD).
En algunos casos el inhibidor E64 se superpuso sobre las estructuras de las catepsinas para
facilitar la visualizacion de los residuos que forman el sitio activo. Estos residuos se
identificaron basandonos en la literatura y se confirmaron por alineamiento estructural con las
catepsinas L y K humanas y la papaina (5PAD). Se utilizé la funcion Mutate del programa
PDBViewer para generar in silico el cambio W67L y los rotameros sobre el modelo de FhCL3.

Estos se seleccionaron de acuerdo al score del rotamero y mediante inspeccién visual.
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Resultados

1. Expresion de catepsinas L recombinantes activas en la levadura Hansenula
polymorpha

Estrategia general

La purificacién de las enzimas secretadas por los JRD se ve obstaculizada por la
escasez de material biolégico disponible y porque las catepsinas constituyen una familia
multigénica de enzimas con caracteristicas de peso molecular y punto isoeléctrico similares, y
por lo tanto dificiles de separar por técnicas de purificacion convencionales. Por consiguiente,
nos propusimos el clonado y expresion recombinante de las catepsinas en un sistema
adecuado. Las catepsinas maduras expresadas en sistemas bacterianos resultan inactivas por
el plegamiento incorrecto del precursor (Smith & Gottesman 1989). Por este motivo se utilizan
los sistemas eucariotas, donde existe una via secretoria, para obtenerlas en forma activa a
partir de ADNc de la proenzima (Cappetta et al. 2002). Nos planteamos la optimizacion de un
sistema de expresion en la levadura metilotr6fica H. polymorpha, dado que se encontraba
disponible en el laboratorio y presenta ventajas sobre la expresion en S. cerevisiae y Pichia
pastoris. Tanto en Pichia como en Hansenula la expresion de las proteinas recombinantes se
induce utilizando metanol como fuente de carbono ya que esta regulada por el promotor de la
alcohol oxidasa 1 (AOX1). Los plasmidos que se utilizan para la expresién en P. pastoris estan
disefiados para integrarse mediante recombinacion al gen de la AOX, mientras en H.
polymorpha se integran al azar por recombinacién no-homoéloga en cualquier loci. Esto
determina que el niamero de copias del gen a expresar no supere en general las 10 en P.
pastoris mientras en H. polymorpha pueden integrarse hasta 150 copias. Ademas en H.
polymorpha el promotor AOX puede ser inducido tanto mediante la adicion de metanol al medio
como por des-represion con glicerol, eliminando el peligro de la manipulacion de metanol
durante la fermentacion cuando se trabaja a gran escala
(http://www.biotechresources.com/hansenula-yield.shtml). Hansenula tiene la ventaja de ser
muy eficiente en la secrecion de proteinas al medio y muy pocas de sus proteinas endégenas
son secretadas durante el cultivo. Si bien la catepsina L1 de F. hepatica se habia expresado
anteriormente por nuestro grupo en S. cerevisiae (Roche et al. 1997), su rendimiento era muy
bajo por lo que decidimos sub-clonarla en el vector de H. polymorpha buscando aumentar los
niveles de expresion.

Como se describe a continuacion, con este sistema se lograron buenos niveles de
expresion de las enzimas recombinantes, que permitieron la caracterizaciéon de la enzima de
juveniles FhCL3.
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1.1. Identificacion de catepsinas L del estadio juvenil

Las catepsinas L expresadas por los JRD se amplificaron por RT-PCR con
oligonucledtidos disefiados en base a secuencias conocidas y se generd una minibilbioteca
de ADNc para la propagacion y secuenciacion de los genes. El alineamiento y andlisis
filogenético de las secuencias obtenidas mostré que estas se distribuyen en 3 grupos: la
mayoria se agrupa con las secuencias previamente reportadas para la catepsina L3 de F.
hepatica y F. gigantica, mientras las restantes pertenecen al grupo de la catepsina L4
descrita por (Cancela et al. 2008) o forman un grupo separado de éstos, no descrito
anteriormente, al cual denominamos FhCL6 (Figuras 9 y 10). La secuencia aminoacidica de
FhCL6 tiene 75% de identidad con FhCL3 y 64% de identidad con FhCL4, evidenciando la
existencia de una familia multigénica propia del estadio juvenil. En el alineamiento se observa
que la cisteina del sitio activo (flecha) se encuentra conservada en todas las catepsinas, la
variacién entre grupos se encuentra mayoritariamente en los Ultimos 20 aminoacidos del
propéptido y en la enzima madura (flecha invertida) exceptuando los primeros 40 residuos del
extremo N-terminal (Figura 9). La comparacion de las secuencias de FhCL3 obtenidas con
las reportadas de parasitos aislados en Polonia (PL) y Holanda (NL) denota variabilidad
intragrupo, independientemente del sitio de origen. Esto sugiere la presencia de mas de un
gen codificante de FhCL3, ademas de varios alelos. En el arbol filogenético puede verse
como las secuencias correspondientes a FhCL3 forman 2 grupos monofiléticos denominados
FhCL3A y B (Figura 10). Para expresar las enzimas recombinantes se selecciond una

secuencia representativa de cada grupo (CL3_14, CL4 7y CL6_22, Figura 9).
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Figura 9. Alineamiento de las secuencias de catepsinas L de juveniles de Fasciola hepatica. Se
representa la identidad de las secuencias de la proenzima amplificadas durante este trabajo (*), con
respecto a una secuencia completa de FhCL3 (FJ617000) con diagrama de puntos utilizando el
programa Bioedit. Se incluyen las secuencias parciales de FhCL3 y FhCL4 obtenidas previamente en
nuestro laboratorio (Cancela et al. 2008; DQ534446 y DQ534447) y las secuencias de FhCL3
reportadas por Hamsen et al. 2004 (AJ279091 y AJ279093). Se indica el nimero de acceso de las
secuencias que fueron depositadas en la base de datos GenBank: CL3 5y 9, CL6 22, CL4 7 y 18, el
sitio de inicio de la enzima madura (V), la cisteina del sitio activo (&) y la histidina que forma la diada
catalitica ().
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Figura 10. Arbol filogenético de las catepsinas L de los estadios adulto y juvenil de Fasciola sp. Con
secuencias representativas de todos los grupos de catepsinas L de Fasciola sp. depositadas en la base de
datos Nucleotidica del GenBank se construye una filogenia con el método neighbor-joining con boot-
strapped (1000-intentos) utilizando el programa MEGA5 (Tamura et al. 2011). Se indica la especie: Fh, F.
hepatica o Fg, F. gigantica, el origen, AR: Argentina, AU: Australia, CH: Suiza, CN: China, IE: Irlanda, ID:
Indonesia, TH: Tailandia, JP: Japén, TR: Turquia, NL: Holanda, PL: Polonia, UK: Inglaterra y UY: Uruguay;
el numero de acceso del GenBank y el nombre publicado originalmente en el articulo o secuencia
depositada.

45



Resultados

1.2. Expresiéon de FhCL1 y FhCL3 recombinantes

Para la expresion se utiliz6 el sistema de H. polymorpha, obteniéndose las enzimas
recombinantes secretadas en el medio de cultivo. En el andlisis de los sobrenadantes de
cultivo de las levaduras crecidas en medio de induccién mediante SDS-PAGE se observa en el
caso del clon que expresa proFhCL3 una banda de peso molecular aparente entre 38 kDa y 49
kDa, tamafio un poco mayor al esperado para la proenzima El analisis mediante Western blot
muestra que la banda es reconocida por sueros anti-FhCL1, y que migra mas lentamente que
la correspondiente a proFhCL1. A su vez en el caso de FhCL1 la enzima migra como varias
bandas que por su tamafio parecen corresponder a formas oligoméricas de la proteina, como

ya fuera descrito en trabajos previos (Dalton & Heffernan 1989) (Figura 11).

1 4 7 10
189
98
62 Figura 11. Western blot con suero anti-
FhCL1. Carril 1: 10 ul MPM (kDa) SeeBlue
49 Plus2 (Invitrogen); carril 4: 20 pl sdte 10X
38 FhCL3 medio YEP 1%MetOH; carril 7: 20
ul sdte 10X FhCL3 medio YMM 1%MetOH,;
28 carril 10: 2ul FhCL1 sin activar a 1.2
14 mg/ml.

La identidad de FhCL1 y FhCL3 se confirmd por espectrometria de masas. La migracion
de la banda correspondiente a FhCL3 se modifica al incubarla con enzimas deglicosilantes,
indicando que la enzima recombinante esta siendo glicosilada durante su pasaje por el sistema
reticulo endoplasmatico y Golgi de la levadura (Figura 12). Esto explica el peso molecular
mayor al esperado de acuerdo a su secuencia de aminoacidos (42 kDa vs 36 kDa). Asimismo,
la enzima madura también tiene un peso molecular de aproximadamente 4 kDa mas que el
esperado (29 kDa vs 25 kDa) (Figura 13A).
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: Figura 12. Ensayo de

deglicosilacion de FhCL3.
FhCL3 no tratada con
deglicosilasas  (nt), FhCL3
incubada en buffer de reaccién
con (+) o sin (-) enzimas de
deglicosilacion. Gel tefiido con
Sypro Ruby (Molecular
Probes).

1.3. Activacion de proFhCL3 a la enzima madura

Durante la expresion de FhCL3 se observé que una parte de la enzima secretada se
procesa automaticamente a su forma madura, pues es posible detectar actividad directamente
en el sobrenadante del cultivo, y se purifica una banda de peso molecular similar al estimado
para la enzima madura (Corvo et al. 2009). La mayor parte se expresa en forma de proenzima,
la cual es capaz de activarse autocataliticamente a la forma madura, al incubarse durante 3 h a

37°C en tampdn acetato pH acido, mayormente a pH 4, y en menor medida a pH 5 (Figura 13).

A =+CL3 4 5 6 7 8 cCLICL3 B
- 1800
1600
82 1400
© s 1200
- L P — T 1000
35 W . - = 3 800
¢ 600
28 . : 400
200 .
- 2 ’ > A s © a ®
12 o o o o o
6 - G\—(b“o

Figura 13. Ensayo de activacién de proFhCL3 a pH 4, 5, 6, 7 y 8. A) NuPage Novex 4-12% Bis-Tris tefiido
con Coomassie blue; CL3: enzima sin activar; CL1: enzima activada. MPM en kDa SeeBlue Plus2
(Invitrogen). B) Ensayo de actividad de FhCL3 sin activar e incubada 2h a 37°C en buffer de distinto pH (la
tasa de hidrdlisis del péptido Tos-GPR-AMC se expresa como mUF/min).

La titulacion de la enzima activa se realiz6 con el inhibidor irreversible E-64 obteniéndose
en todas las preparaciones concentraciones en el entorno de 10-50 uM de FhCL3 activa

(Figura 14 A). La concentracién de enzima activa se emple6 en el calculo de los parametros
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cinéticos de las catepsinas frente a distintos sustratos como se describe en los articulos
publicados durante la tesis (una curva obtenida para FhCL3 con el sustrato Tos-GPR-AMC se

presenta como ejemplo en la Figura 14 B).

1.4. Optimizacion de la expresion de catepsinas recombinantes

La optimizacion de la expresion de las enzimas recombinantes en la levadura H.
polymorpha se realiz6 utilizando diferentes condiciones de induccién, variando tanto la
composicion del medio de induccién (Tabla 2) como la temperatura pre y post induccién (30 °C
0 37 °C) y los tiempos de cultivo. Se sigui6 el crecimiento celular midiendo la densidad optica
del cultivo a 600 nm, evaluando en paralelo la cantidad de enzima secretada al medio
mediante un ensayo de actividad enzimatica. A modo de ejemplo, en la Figura 15 se compara
la expresion de FhCL1 y FhCL3 en diferentes medios. En ambos casos, no se detecta
actividad enzimatica cuando la induccién se realiza en medio rico, pero si en YMM, siendo el

medio conteniendo Unicamente 1% MetOH el que mejor se expresan ambas catepsinas. Sin

A B
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Figura 14. (A) Titulacion de FhCL3 con el inhibidor E-64. Se grafica la actividad enzimatica en
unidades relativas de fluorescencia (UFR) del producto (AMC) producido por minuto en funcion de la
concentracion de inhibidor. (B) Célculo de los parametros cinéticos de FhCL3 para el sustrato Tos-
GPR-AMC. Se utilizd el programa OriginPro 6.1 para graficar velocidad inicial (uM AMC liberado por
segundo) en funcion de la concentracion de sustrato (uM).

embargo, en el resultado del Western blot se observa que en ambos medios se esta
produciendo la enzima en cantidades similares (Figura 11). El andlisis mediante SDS-PAGE
del sobrenadante de los cultivos inducidos mostré6 que a partir de las 36 h de incubacion
comenzaban a aparecer otras proteinas en el medio, sin un enriquecimiento de la banda que
corresponderia a las catepsinas. Un aumento de la secrecidon de otras proteinas se observo
también al realizar la induccion a 37 °C, por lo que la temperatura de 30 °C se definié como la

mas adecuada.
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Figura 15. Expresion de FhCL1 y FhCL3 en diferentes medios de induccion. Se representa la
actividad enzimatica, medida directamente en el sobrenadante de los cultivos, en funcién del crecimiento
celular (densidad éptica a 600nm). La actividad representa la hidrélisis del péptido sintético Z-VLK-AMC
para FhCL1 y Tos-GPR-AMC para FhCL3.

En base a estas observaciones se establecié el siguiente protocolo para producir las

catepsinas recombinantes en la levadura H. polymorpha:

Dia 1: Inocular 500 mL de YEPD con 0,5mL de stock de glicerol de H. polymorpha.
Utilizar un Erlenmeyer de 2 o 2.5L. Incubar a 30°C 200 rpm durante 24 h o hasta que el
cultivo alcance una DOggonm de 2-4.

Dia 2: Centrifugar las células 10 min a 3000 x g, descartar el sobrenadante y
resuspender el pellet en 100 mL de YMM 1%MetOH. Utilizar un Erlenmeyer de 1 L..
Incubar a 30 °C 200 rpm durante 24 h.

Dia 3: agregar 1 mL de MetOH 10% e incubar durante 10-12 h mas en las mismas
condiciones. Detener el cultivo, centrifugar 20 minutos a 3000 x g 4 °C, separar el

sobrenadante y almacenarlo a 4 °C.

1.5. Expresion de las otras catepsinas de JRD

Los genes de las catepsinas FhCL4 y FhCL6 fueron también clonados en el vector de

expresion, pero no se detect6 actividad cisteina proteasa ni se observ6 una banda del tamafio

esperado en SDS-PAGE en los sobrenadantes de cultivo inducidos en las mismas condiciones

gue las enzimas FhCL1 y FhCL3. Se procedié entonces a verificar la secuencia de los genes

clonada en el vector de expresion, determinandose que ambos se encontraban correctamente

en marco de lectura con la sefial de exportacion del a-mating factor de la levadura y se

correspondian con la secuencia esperada. Para descartar que la enzima se produjera pero no

fuese secretada al medio se examinaron los extractos somaticos de levaduras inducidas

mediante SDS-PAGE y Western blot con anticuerpos anti-FhCL1, no detectdndose ninguna

banda del tamafio esperado para las catepsinas.
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2. Caracterizacion enzimatica de la catepsina L3

Estrategia general

En este trabajo iniciamos la caracterizacion de la proteina recombinante FhCL3
expresada en su forma activa en la levadura H. polymorpha. Se estudio su actividad y
estabilidad en presencia de agentes reductores, en un rango de diferentes pH.

Para abordar el estudio de la especificidad de sustrato de las cisteina proteasas se
emplearon péptidos sintéticos conjugados a un fluoréforo. La habilidad de las enzimas para
hidrolizar eficientemente cada péptido puede evaluarse estimando los parametros cinéticos de
la reaccién de hidrélisis: la constante de afinidad (Ky), la constante catalitica (kea) Yy la
constante de especificidad (k../Ky). Para las proteasas de la familia de la papaina se utilizan
este tipo de sustratos para evaluar preferencias en los subsitios S;-S, del sitio activo. Estos
péptidos proveen una manera sencilla de discriminar por ejemplo las actividades de las
catepsinas tipo B y tipo L, ya que las primeras hidrolizan péptidos con arginina en P, (como Z-
Arg-Arg-AMC) mientras las catepsinas L no son capaces de escindir esta clase de sustratos,
siendo los péptidos con residuos hidrofébicos, como fenilalanina o leucina en P,, hidrolizados
por ambos grupos de enzimas. A su vez, los péptidos con prolina en P, permiten diferenciar la
actividad de algunas catepsinas tipo L, como la catepsina K humana o FhCL2 de adultos, dado
gue las demas catepsinas lisosomales humanas y FhCL1 hidrolizan muy pobremente péptidos
como tos-GPR-AMC (Dowd et al. 1994; Roche et al. 1997).

Calculamos los parametros cinéticos de FhCL3 frente a tres péptidos fluorogénicos con
diferentes residuos en P,, mostrando que la enzima tiene una especificidad diferente a las
catepsinas producidas por el estadio adulto. Dado que FhCL3 mostr6 una marcada
especificidad hacia el péptido tos-GPR-AMC nos planteamos evaluar su capacidad de
hidrolizar las moléculas de colageno nativo, ya que esta reportado que la capacidad de la
catepsina K humana de degradar el colageno se correlaciona con su actividad sobre este clase
de péptidos (Lecallle, Choe, et al. 2002). En paralelo, evaluamos su capacidad de hidrolizar
inmunoglobulina G (IgG), en comparacion con FhCL1 que es capaz de cortar la region bisagra

de distintas subclases de 1gGs (Berasain et al. 2000).

Hasta este momento, dentro de las catepsinas de Fasciola y humanos, solo FhCL2 y la
catepsina K humana estaban reportadas como capaces de hidrolizar péptidos con prolina en
P,, si bien in vitro ambas presentan mayor actividad sobre péptidos con P,-leucina. El hecho de
gue FhCL3 hidrolice con mayor especificidad tos-GPR-AMC resulta novedoso para una
catepsina de la familia de la papaina. Una busqueda de enzimas con actividad similar nos llevé
a dos cisteina proteasas del jengibre, una de ellas ya cristalizada (Choi et al. 1999), que
presentan la misma especificidad hacia prolina que FhCL3. Basandonos en la estructura

cristalografica de FhCL1 (Stack et al. 2008) construimos un modelo de FhCL3 para comparar el
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sitio activo de las distintas catepsinas, buscando correlacionar la arquitectura del bolsillo S, con

las diferentes especificidades observadas.

Los resultados de estos enfoques experimentales se presentaron en el siguiente

articulo:

Articulo: La principal catepsina L secretada por el juvenil invasivo de Fasciola hepatica

prefiere sustratos con prolina en el subsitio S, y puede cortar el colageno

lleana Corvo, Martin Cancela, Monica Cappetta, Natalia Pi-Denis, José F. Tort,
Leda Roche

Molecular & Biochemical Parasitology, 2009 (167): 41-47.
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Secreted cysteine proteases are major players in host—parasite interactions; in Fasciola hepatica, a distinct
group of cathepsins L was found to be predominantly expressed in the juvenile stages, but their enzy-
matic properties were unknown. Cathepsin L3 (FhCL3) is a main component of the juvenile secretory
products and may participate in invasion. To characterize the biochemical properties, the proenzyme
was expressed in the methylotrophic yeast Hansenula polymorpha and the mature enzyme was obtained
from the culture medium. FhCL3 exhibited optimal activity and stability at neutral pH and a noticeable
restricted substrate specificity with 70-fold preference for Tos-Gly-Pro-Arg-AMC over typical cathepsin
substrates with hydrophobic or aliphatic residues in the S2 position. Accordingly, FhCL3 efficiently cleaved
type I collagen over different pH and temperature conditions, but it did not cleave immunoglobulin. While
most cathepsin cysteine proteinases are unable to digest collagen, mammalian cathepsin K, adult F. hep-
atica FhCL2 and the plant zingipain can also cleave collagen and substrates with Pro in P2 position, but
only FhCL3 and zingipain hydrolyze these substrates with the highest efficiency. Molecular modeling and
structural comparisons of the collagen cleaving cathepsins indicated that the strong substrate selectivity
observed might be due to steric restrictions imposed by bulky aromatic residues at the S2-53 subsites.
The remarkable similarities of the active site clefts highlight the evolutive constrains acting on enzyme
function. The presence of a collagen cleaving enzyme in . hepatica juvenile stages is suggestive of a role

in tissue invasion, an essential feature for the establishment of the parasites in their host.

© 2009 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

The identification of the major virulence factors is a primary
goal in parasite research since they can eventually lead to their use
in the development of specific control measures, either through
drugs or immunogens. In parasitic trematodes secreted cysteine
proteases have been recognized as major players in host-parasite
interaction with proposed roles in host colonization, traversing tis-
sue barriers, evading immune responses, and digesting nutrients
[1,2]. Therefore these enzymes might be partly responsible for the
pathogenic effects of the infection, which translate in the case of
zoonotic species in health and sanitary issues and in relevant eco-

Abbreviations: AMC, 7-amino-4-methyl coumarin; FhCL, Fasciola hepatica
cathepsin L; Tos, Tosyl; Z, benzyloxycarbonyl.
‘“ Note: Nucleotide sequence data reported in this paper is available in the
GenBank™ database under the accession number EU287914.
* Corresponding author at: Dpto. Genética, Facultad de Medicina, Universidad de
la Repiiblica, UDELAR, Gral.Flores 2125, CP11800, Montevideo, Uruguay.
Tel.: +598 2 9249562/9243414x3469; fax: +598 2 9249563,
E-mail address: Iroche@fmed.edu.uy (L. Roche).

0166-6851/§ - see front matter © 2009 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.molbiopara.2009.04.005

nomic losses. The infection with Fasciola hepatica or F. gigantica is
responsible for fasciolosis, a debilitating liver infection affecting
more than 700 million livestock animals worldwide, and result-
ing in severe economic losses conservatively estimated at US$ 3.2
billion annually, not to mention the increase of the incidence of
human fasciolosis in several regions that lead to its recognition as
an emerging zoonotic disease by the World Health Organization [3].

It has long been established that F. hepatica has several cathep-
sin like cysteine proteases that prevail in secretions of different
life stages of the fluke’s cycle, while phylogenetic analysis demon-
strated the presence of a complex multigenic family [2,4]. However,
up to recently there was no clear evidence of differential expression
of these enzymes. Proteomic analysis of adult secretions identi-
fied a restricted set of cathepsin L like enzymes that might start
their expression during the stage of liver migration [5]. Using com-
bined molecular, biochemical and proteomic approaches a subset
of cysteine proteases including at least three cathepsin B like and
two cathepsin L like enzymes was identified as predominantly
expressed by the newly excysted juveniles (NE]) [6]. The differen-
tial expression patterns observed might correlate with functional
diversification within the cathepsin family. Due to their restric-
tive expression the NE] enzymes might be the ones involved in the
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initial steps of mammalian host infection, the excystment of metac-
ercariae and invasion through the intestinal wall as suggested by
previous reports [7-9].

The NE] cathepsins L are encoded by an early divergent clade of
genes bearing substitutions in relevant positions of their active site,
and may have consequently different enzymatic properties than
the predominant counterparts in the adult flukes [5,6]. Secreted
protein profiles and proteinase activities showed subtle changes
in vitro during the first 48 h after excystment, with prevalence of
cathepsin L-like activity. The predominant cathepsin found in the
early NE] excretion/secretion products (E/S) by proteomic analysis is
proFhCL3, progressively changing to the mature enzyme during the
first 48 h of NE] development. Noticeably, at this stage the hydrolysis
of an oligopeptide substrate with Pro in the P2 position is more
efficient than the more typical cathepsin substrates bearing Phe or
Leu in that position [6].

The property of hydrolyzing substrates with Pro in P2 is shared
with mammalian cathepsin K, an enzyme involved in bone resorp-
tion by osteoclasts [10]. The vertebrate enzyme has the unusual
ability of cleaving collagen at the Gly-Pro-Xaa repeat sequence
(where Xaa is frequently hydroxyproline). A Tyr residue at posi-
tion 67 within the S2 subsite of cathepsin K has been indicated as
the principal responsible for this activity through stabilizing inter-
actions with the Pro residue in the substrate [11]. Besides cathepsin
K, only few other papain-like proteases have collagenolytic activ-
ity. Three ginger rizhome cysteine proteases (CP-Il or zingipain, GP2
and GP3) have a marked preference for substrates with Pro in the
P2 position, a fact that has been related to size exclusion due to the
occurrence of a bulky tryptophan in the same position occupied by
Tyr in cathepsin K [12,13]. The other C1A protease capable of colla-
gen cleavage is FCL2, secreted by the adult stages of F. hepatica. This
enzyme has the same residues as mammalian cathepsin K at rele-
vant positions in the S2 subsite, being a clear example on evolutive
constrains [14]. While a collagenolytic activity in adult liver flukes
might be relevant for diverse functions, the presence of a similar
activity in early invasive stages is essential for the establishment of
the parasite in the host.

As the initial stages of invasion are the main objectives of the
protective immune responses, and the fluke pathology is mainly
due to liver erosion during juvenile fluke migration, FRCL3 may
be a relevant target for vaccine and chemotherapy design [15]. In
order to further characterize this enzyme, we functionally cloned a
cDNA encoding FhCL3, and characterized the recombinant enzyme.
Tested with synthetic substrates the enzyme showed a marked pref-
erence for Pro residues in the selectivity S2 pocket of the active site.
Accordingly, we demonstrated efficient collagenase activity, consis-
tent with a role of FhCL3 in the tissue invasion process. Molecular
modeling of the active site structure of cathepsins with collagenase
activity compared to more typical C1A enzymes allowed the discus-
sion of possible evolutive restrictions acting on enzyme function.

2. Materials and methods

2.1. Expression and purification of FhCL3 in the yeast Hansenula
polymorpha

The FhCL3 cDNA fragment comprising most of the proenzyme
coding sequence and the 3" UTR was amplified by PCR from NE]
CDNA using the forward primer 5-GCGGATCCAATGATGTGTCA-
TGGCACGAGTGGAAGCG-3' (Bam HI site underlined; first 8 residues
added to the propeptide in bold) and a Sal I adapter oligodT reverse
primer (5-GGCCACGCGTCGACAGTACTTTTTTTTTITTTTTTITV-3', Sal 1
site underlined). The resulting fragment was cloned into pCR TOPO4
vector (Invitrogen). After total digestion with Bam HI and Sal I the
fragment of the expected size was inserted in frame with the yeast

«-factor into the X4-Mfa-ScPas3 vector for expression and secre-
tion in H. polymorpha [16]. FACL1 was sub-cloned by amplification
from a pre-existing adult cDNA clone using primers 5'-TAC GGA TCC
AAT GAY GAT TTG TGG CAT-3' forward and 5'-CGA TTT CCG TGA
TAA GCT TCT GTC GAC TCA-3' reverse (Bam HI and Sal I cloning
sites underlined), and expressed in the same system. Vector and
yeast strains were kindly provided by Dr. R].S. Baerends and Dr.
J-A.K.W. Kiel, Molecular Cell Biology Lab, Groningen Biomolecular
Sciences and Biotechnology Institute, University of Groningen, The
Netherlands. Plasmid were linearized with Stu I to transform the
yeast strain NCYC 495 (leu 1.1) by electroporation and the plasmid
was integrated into the yeast genome as previously described [17].
Yeast transformants were cultured in 50 ml of yeast rich medium
(YEPD) to an ODggg of 5-6. Cells were harvested by centrifuga-
tion at 2000 x g for 10 min, and resuspended in buffered minimal
media (0.67% yeast nitrogen base; 0.1 M phosphate buffer pH 6.0;
1% methanol) for induction at an initial ODggg of 1. Cultures were
maintained at 37 °C with orbital agitation until an ODgpg of 6-10
was reached (approximately 48 h incubation). After cell harvest-
ing the supernatant was concentrated 20-30-fold in an Amicon
concentrator with an ultrafiltration membrane of 10 kDa cut-off.
Cathepsin enriched fractions were obtained by anion exchange
chromatography (HiTrap QXL 5ml GE Healthcare) from concen-
trated supernatants dialyzed against buffer Tris-HCl 0.1 M pH 7.
Briefly, the column was equilibrated with Tris-HCl 0.1 M pH 7, and
bound enzyme was eluted in a 0 to 0.5M NaCl gradient. Elution
fractions were assayed for FhCL3 activity using the fluorogenic pep-
tide Tos-GPR-AMC and analyzed by SDS-PAGE electrophoresis. The
FhCL3 and FhCL1 gel bands, migrating with an apparent molec-
ular weight of 26-27 kDa were analyzed by tryptic digestion and
matrix-assisted laser desorption ionization time of flight (MALDI-
TOF) in a Voyager-DE-PRO mass spectrometer (Perspective Biosys-
tems, Framingham, MA, Biochemical and Analytical Proteomic Unit,
Institute Pasteur Montevideo) and verified to correspond to the
mature FhCL1 and FhCL3, respectively. Purified enzyme was quan-
tified by the BCA method [18].

2.2. Enzymatic assays

Enzyme concentration was determined by active-site titration
with E-64c. Kinetic parameters were determined in reaction buffer
containing 50 mM sodium phosphate, pH 6.5, 1 mM dithiothreitol,
1 mM EDTA at 24°C, typically final enzyme concentrations were
in the 10-9 M range; and the substrate was added after 10 min of
incubation of enzyme in reaction buffer. Proteolytic activity was
monitored by the hydrolysis of 7-amino-4-methyl coumarin (AMC)
from the synthetic peptide substrates Z-FR-AMC, Z-VLK-AMC, and
Tos-GPR-AMC. Reaction rates with different substrate concentra-
tions were measured as the slope of the progress curves obtained
by continuous recording in a FluoStar spectrofluorimeter at 345
excitation and 440 emission wavelengths, using an AMC standard
curve for product concentration calculation. Kinetic constants, k¢,
and Ky, were estimated by non-linear regression analysis of the
Michaelis-Menten plot. For pH activity profile, buffers pH 3.0-5.5
were prepared by mixing 0.5 M citric acid and 0.5 M sodium citrate;
those at pH 6.0-9.0 were prepared by mixing 0.5 M NayHPO4 and
0.5M NaH3PO4. The stability assay was performed by incubation
of 0.1 .M FhCL3 in buffer Tris—-HCI 0.1 M pH 7 with 0.2 M NadCl in
a water bath at 37 °C for different lengths of time. Residual activi-
ties were calculated as percentages of the activity of 0.1 .M FhCL3
without incubation on duplicated experiments.

2.3. Digestion of type I collagen and immunoglobulin G1

Protein digestion was analyzed by incubating 10 j.g type 1 rat
tail collagen (kindly provided by Dr. S. Chifflet, Dpto Bioquimica,
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Facultad de Medicina, Uruguay, prepared according to [19] or 10 jLg
human immunoglobulin G1 (kindly provided by Dr. P. Berasain,
Unidad de Biologia Parasitaria, Facultad de Ciencias, Uruguay, pre-
pared as described in [20] with 1 .M enzyme in buffer citrate pH
5.5 or phosphate pH 6.3 or 7, 1 mM DTT, 1 mM EDTA for different
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Table 1
Kinetic parameters of FhCL3 over different peptide substrates.
Substrate ket (s71) Km (uM) kear[Kpg (mM-15-1)
Tos-GPR-AMC 6.0 + 0.48 41+09 1464.3
Z-VLK-AMC 0.33 + 0.01 15.7 £ 1.8 20.76
Z-FR-AMC 0.39 + 0.01 2353 +£23 16.78

times at 28 or 37 °C. Fragments were separated by SDS-PAGE under
reducing conditions and stained with Coommassie Brilliant Blue
R-250.

2.4. Molecular modeling

Homology molecular models of ProFhCL3 were generated with
ModWeb [21] and SwissModel [22] using as principal template
the coordinates of F. hepatica procathepsin L1 (206X, [14]). The
models were visualized and compared by superposition using
DeepView/Swiss PDBviewer version 3.7 [23], showing almost
identical results. Only the mature portion of the enzyme was con-
sidered in the comparisons with other cysteine proteases. The
model for FhCL2 was retrieved from the Swiss Model Repository
(http://swissmodel.expasy.org/repository/) [24] and the remaining
structures used in the comparison were retrieved from the Pro-
tein Data Bank (http://www.pdb.org/). They are human cathepsin
L (1IMHW), human cathepsin K (1B8, 1ATK), and ginger zingipain
(1€QD). In the production of the figures shown, the E64 inhibitor
complexed with human cathepsin K (1ATK) was superimposed in
all the structures to facilitate the viewing of the active site cleft.
The residues that make up the active site pockets were identified
based on the literature and confirmed by structural alignment. The
papain numbering is followed in the text and Table 2, while the
actual numbering in each protein is indicated in Table 2 and Fig. 4.

3. Results
3.1. Functional expression of Fasciola hepatica cathepsin L3

We had previously identified a NE] cDNA fragment differentially
expressed in juveniles corresponding to FhCL3 (GenBank acces-
sion DQ534446). Using primers derived from this sequence we
obtained, cloned and sequenced a NEJ cDNA comprising most of
the proenzyme coding sequence (GenBank accession EU287914).
Sequence comparisons with public databases showed that this
clone matched the original sequence (DQ534446) and also other
juvenile expressed sequences (AJ279091, F. hepatica NE] cDNA, 97 %
identity, EU191984, F. hepatica metacercariae cathepsin L, 94% iden-
tity, and the F,. gigantica orthologue AF419329, 95% identity, among
others). The homology to cathepsin L cDNA sequences from adult
libraries was significantly lower in agreement with the preferential
expression in metacercariae and NEJ.

The ¢cDNA was subcloned in an expression vector and used to
transform the methylotrophic yeast Hansenula polymorpha. The
previously characterized FhCL1, which is the predominant enzyme
in adult E/S products, was expressed in the same system and
assayed in parallel for enzymatic properties. Both FhCL3 and FhCL1
were present in the culture media as active forms and migrated in
SDS-PAGE with apparent molecular mass of 28 and 27 kDa, respec-
tively, corresponding to the mature enzymes (Supplementary Fig.
1). The corresponding gel bands were confirmed as mature FhCL1
and FhCL3 by mass spectrometry. FhCL3 yield was 0.8-1 mg per
liter of culture.

Functional expression of mature cathepsins L1 and L3 was
evaluated by zymograms and synthetic fluorogenic substrates.
Gelatinolytic activity was observed in supernatant from H. polymor-
pha expressing either FhCL1 or FhCL3 (data not shown). Proteolytic
activity was dependent of reducing agent (1 mM DTT) and was
completed abolished with the class inhibitor E-64 confirming the

Kinetic parameters for hydrolysis of synthetic peptidyl-AMC substrates by recombi-
nant FhCL3 enzyme.

presence of an active cysteine proteinase expressed by H. polymor-
pha.

3.2. Cathepsin L3 has preference for proline in the selective P2
position

The activities of the enzymes towards different oligopeptide flu-
orogenic substrates were analyzed and data are shown in Table 1.
FhCL1 showed kinetic parameters similar to those reported in
previous studies [14,25], with a preference for Z-VLK-AMC over Z-
FR-AMC and a 30 times lower activity towards Tos-GPR-AMC (data
not shown). Noticeably, the FhCL3 enzyme exhibited a remarkable
efficiency for cleavage of the substrate with Proin the P2 position in
comparison with the substrates with Leu or Phe in P2. The kcat/Km
for Tos-GPR-AMC was around 70-fold higher over Z-VLK-AMC and
Z-FR-AMC.

3.3. Cathepsin L3 is stable and has optimum activity at pH7

The hydrolytic activity of FRCL1 towards Z-VLK-AMC and FhCL3
towards Tos-GPR-AMC were determined over a range of pH con-
ditions, with both enzymes showing a wide pH activity profile
consistently with previous reports of parasite cathepsins being
active at various pH [26] (Fig. 1A). FhCL3 profile is switched to the
neutral range with respect to FhCL1, with optimums at 7 and 6,
respectively. FnCL3 has only 35% of the maximum activity at pH 5.5,
whilst FhCL1 retain at least 70% of activity in agreement with most
C1 family cathepsins. The stability of FhCL3 at neutral pH was per-
formed by incubation at 37 “C and determination of residual activity
after different lengths of time. Fifty percent of the activity was con-
served after 8 h incubation (Fig. 1B) and 36% of it was retained after
24 h incubation.

3.4. Cathepsin L3 has collagenolytic activity but is not efficient at
immunoglobulin cleavage

Since the preference for Pro residues in the selectivity S2 pocket
of the active site is shared with enzymes capable of cleaving col-
lagen, we decided to test if the recombinant FhCL3 is efficient at
processing this protein substrate, or other known liver fluke sub-
strates as immunoglobulins. While FhCL1 cleaved 1gG1 heavy chain
as previously demonstrated, FnCL3 was not able to degrade this sub-
strate in parallel experiments, even in conditions where its activity
towards collagen was evident (Fig. 2). The collagenolytic activity
was assayed by incubation of type I collagen with FhCL1 or FhCL3
at different conditions (Figs. 2 and 3). The conditions chosen were
the physiological temperature and different pHs that may be faced
by the parasite inside the host tissues, and also conditions that
ensure the authentic activity without significant collagen denat-
uration, below the triple helix melting point (28°C, pH 7). The
resulting fragments were resolved by Coomassie Blue-stained SDS-
PAGE. While FhCL1 displayed only a minimal collagenolytic activity,
FhCL3 exhibited the ability to degrade type I collagen efficiently
at pH 5.5, 6.3 and 7. Interestingly, a time course analysis of type
I collagen degradation shows that FhCL3 reduce progressively the
collagen bands, withanalmost complete disappearance of the alpha
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Fig. 1. pH and stability profile of FhCL3. (A) Activity profile of FRCL3 and FhCL1 at different pHs. The hydrolytic activity of FnCL1 over Z-VLK-AMC (@) and FhCL3 over Tos-GPR-
AMC (&) were assayed at different pH conditions (10 nM enzyme and 20 .M substrate typical final concentrations). Activity was normalized considering the highest activity
of each enzyme as 100. (B) FhCL3 stability assay. FRCL3 0.1 M was incubated at neutral pH for different lengths of time at 37 =C, residual activity towards Tos-GPR-AMC was

plotted against time.

collagen bands after about 20 h incubation. In contrast extended
incubation with FhCL1 produced only minor degradation (Fig. 3B).

3.5. Molecular modeling suggest relevant residues for
collagenolytic activity

In order to further analyze the structure-function relationships
that might explain the peculiarities of FhCL3 activity, we gener-
ated a molecular model of the enzyme, and compared it with the
adult liver fluke cathepsins FhCL1, FhCL2, human cathepsin L, and
the collagenolytic papain-like cysteine proteases cathepsin K and
ginger rizhome zingipain. The differences of the active site clefts of
these enzymes are dependent of few residues forming the S2 and S3
subsites as previously established [5,27]. While the floor of the 52
pocket is the same in all enzymes (Met 68, Ala133, and Ala160 with
the only exception of Gly160 in human cathepsin L), there is varia-
tion in the residues that form the walls and the bottom of the pocket
(Table 2). The most relevant difference observed is in position 67
that functions as a gatekeeper separating the S2 and the S3 subsites.
The residue in this position is Leu in human cathepsin L and FhCL1,
Tyr in cathepsin K and FhCL2 and a bulkier Trp in ginger rhizome
protease and FhCL3 (Fig.4). The bulky aromatic residues Tyr and Trp
can rotate about the C,-Cg bond, adopting diverse conformations.
While some of these can result in a constrained S2 subsite, that
would sterically exclude large residues, they can at the same time
offer stabilizing ring to ring interactions with a proline in the pocket.
On the opposite side of the cleft, on position 158 Fasciola cathepsins

(A) L3 L - ® v u -
[ o @5 100-
160—-_ — -0
120- — ==
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Fig. 2. Collagen and IgG1 cleavage activity of adult and NE] cathepsins L. 10 jug of
type I collagen (A) or IgG1 (B) were incubated with FhCL3, FhCL1 (1 pM) or with-
out enzyme (-) 4h at 37 =C in buffer phosphate pH 7, 1 mM DTT, 1 mM EDTA and
the reaction was analyzed by 10% SDS-PAGE. Molecular weight markers (kDa) are
indicated on the left of each figure; collagen beta () and alpha (a) chains and IgG1
heavy chain (H) are indicated on the right.

FhCL2 and FhCL3 have a Thr residue, a feature not observed up to
now in any other papain-like protease. The fairly reactive hydroxyl
group of Thr is placed in a configuration where it is able to form
hydrogen bonds with a variety of substrates at P2, Besides, there is
always an aliphatic moiety at position 157, usually Val or Leu. Since
the latter extends furtherinto the pocket, it can provide the stabiliz-
ing aliphatic interactions that need to be established with Pro at P2.
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Fig. 3. Collagenolytic activity of FhCL3 and FhCL1 at different pH and temperature
conditions. (A) Type | collagen was incubated with 1 pM FhCL3 or without enzyme
(=), at different pH conditions for 3 h or overnight (o.n.) at 37 =C and analyzed by 10%
SDS-PAGE; (B) Typelcollagen was incubated with FRCL3, FnCL1 (1 wM)at 28 °C,pH7;
aliquots were taken at different times (indicated in hours on each lane) and analyzed
by 6% SDS-PAGE. Ctl indicates the control reactions without enzyme incubated for
36 h. Molecular weight markers (kDa) and collagen beta (3) and alpha («) chains are
indicated at the sides of the figures.

55



Resultados

1. Corvo et al. / Molecular & Biochemical Parasitology 167 (2009) 41-47 45
Table 2
S3 and S2 active site pocket residues.
Residue position? S3 subsite S2 subsite

60 61 64 66 66 67 68 133 157 158 160 205

Human L Asn®2 Glu®? Asn®® Gly®%7 Gly58 Leu®® Met”0 Ala'?s Met'®! Asp'®2 Gly'®4 Ala?*
Human K Asnf! Asp®? Gly® Gly®s Gly®56 Tyr57 Met® Ala'4 Leu'5? Asn'6! Ala'®? Leu?®
Ginger Asn®? Asn® Argbt Gly®? Gly®® Trp® Met™ Thr'3* Ala™* Asn'%0 Ala'®2 Phe?!!
FhCL1 Asn®? Glys? Gly56 Gly®” Gly®? Leu® Met”° Ala'® Val's? Asn'®! Ala'®3 Leu?™
FhCL2 Asn®2 His®? Gly®s Gly®? Gly®? Tyr5? Met”® Ala'® Leu'5? Thr'®! Ala'® Leu?®
FhCL3 Asn? His® Gly56 Gly®” Gly®? Trp®° Met™ Ala'® Val's Thr'®! Ala'® Val?®

2 Papain numbering. Variable positions are in bold italics. The actual position in each protein is indicated by superscript.

Finally, the bottom of the S2 subsite (position 205) that was shown
previously to have a role in substrate specificity in adult liver fluke
enzymes [14] does not seem to be involved in the ability to accept
Pro, since the distance between the side chains at this position lie
too far to establish significant interactions with the Pro ring.

Interestingly, two of the five residues that form the S3 sub-
site showed remarkable variations that might be correlated with
functional constrains: positions 61 at the bottom of the pocket
and position 64 at the entrance of the S3 opposite to the gate-
keeper residue 67 (Fig. 4). The presence of bulky Tyr or His aromatic
residues in FhCL2 and FhCL3 restricts the possibilities of accom-
modating large moieties in S3, a shared feature with the plant
collagenolytic protease.

Taken together these observations indicate that in general, sim-
ilar to human cathepsin L, FhCL1 has wide pockets capable of
accommodating large residues. In contrast, FnCL2 has a narrower
and deeper S2 subsite due to the presence of a bulky aromatic
Tyr on the right side and a protruding Thr on the opposite side

Human cathepsin L

E63

N63

F.hepatica CL1

Fig. 4. Amino acid composition at the active site clefts of different cysteine proteases. Comparison of the crystallographic structure of human cathepsin L (1MHW), human
cathepsin K (1ATK), and Ginger rhizome protease zingipain (1CQD), with Fasciola hepatica cathepsin L1 (206X) and molecular models of FRCL2 and FhCL3, shown in molecular
surface representation. The residues lining the active site pockets are indicated by colors: conserved catalytic S1 site is indicated in yellow, S2 pocket in light blue and S3 in
cyan. The active site residues that differ between the selected molecules are indicated (numbering corresponding to each molecule). A complete list of residues of the active
site pockets is included in Table 2. The E64 inhibitor complexed with human cathepsin K (1ATK) was superimposed in all the structures to facilitate the viewing of the active

site cleft. Structures were visualized with DeepView/Swiss PDBviewer version 3.7.

Human cathepsin K

F.hepatica CL2

besides the catalytic His, and also a short S3 pocket. FhCL3 S2 is
the most constrained due to a bulkier Trp at position 69, accom-
panied in the opposite side by a Thr moiety, although the rotation
of the gatekeeper Trp can accommodate larger side chains. How-
ever, this rotation will result in a steric hindrance at the entrance
of the S3 subsite, limiting the possible residues in this pocket only
to very small ones. This FhCL3 topology is similar to the one found
in the plant collagenolytic cysteine protease, while FnhCL2 has an
S2 pocket similar in shape to human cathepsin K and FhCL1 has the
wider (and probably less restricted) active site, similar to that found
in the mammalian cathepsin L (Fig. 4).

4. Discussion
FhCL3 was previously demonstrated to be predominantly

secreted by the invasive newly excysted juveniles [6]. In order
to characterize its biochemical properties, we have cloned and

Ginger Zingipain

F.hepatica CL3
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functionally expressed a cDNA encoding procathepsin L3 from E
hepatica NE] in Hansenula polymorpha. A 28-kDa protein corre-
sponding to the mature processed enzyme was purified from the
supernatants of yeast cultures induced with methanol. The enzyme
exhibited the typical characteristics of a C1A cysteine protease,
being activated by reducing agents, and inhibited by E64. This is
the first report of expression of a functional cysteine protease in H.
polymorpha, which has been shown to be a suitable system for large
scale production of recombinant proteins [16]. Previous reports of
expression of FhCL1 in the more commonly used methylotrophic
yeast Pichia pastoris obtained the proenzyme; and in vitro process-
ing was required to produce the active form [28]. The mature form
of FACL1 was also secreted by H. polymorpha from a proFhCL1 clone,
validating this methylotrophic yeast as an efficient system for the
expression of active proteases.

Enzymatic assays for hydrolysis of fluorogenic peptide sub-
strates showed that FhCL3 strongly preferred cleaving Tos-
GPR-AMC over Z-VLK-AMC and Z-FR-AMC. Only a few cysteine
proteinases are efficient in cleaving substrates with Pro in the P2
position namely mammalian cathepsin K, F. hepatica cathepsin L2
and ginger rhizome zingipains. While adult FhCL2 also is capable of
cleaving substrates with Pro in P2, the activity towards Z-VLK-AMC
is preferred, with a higher kcat/Ky respect to Tos-GPR-AMC [14,29].
A similar situation is observed in mammalian cathepsins K, where
Leuisthe preferred residue at the selective P2 position, although Pro
is very efficiently cleaved [30]. In contrast, FhCL3 is the first Fasciola
cathepsin L shown to be 70-fold more efficient for the hydrolysis
of a substrate with Pro in P2 with respect to the ones having Phe
or Leu in that position. This peculiarity is shared with the ginger
zingipain (CP-II), which is more than a hundred times more effi-
cient over substrates bearing Pro than any other residue occupying
the S2 pocket [12]. The maximal proteolytic activity and stability at
aneutral pH may correspond to the secretion and function of FhCL3
in the environment encountered by the early NE]J stages at the host
duodenum.

In order to advance in the knowledge of the possible biological
role of cathepsin L3 we assayed the degrading activity over two bio-
logical relevant substrates previously assayed for FRCL1 and FhCL2:
IgG1 and Type [ collagen [14,20,31]. Cleavage of IgG subclasses by
adult expressed FhCL1 and FhCL2 was shown to be specific and
restricted, and may be involved in the mechanisms used by the par-
asite to evade the host immune response [20]. The absence of this
activity in the juvenile enzyme is indicative of a restrained speci-
ficity of FRCL3. This is consistent with the expression of this enzyme
while the parasite is in the host intestinal lumen, an environment
where the interaction with immunoglobulins might be minimal.
Moreover, while FhCL1 displayed only a minimal collagenolytic
activity, FhCL3 exhibited the ability to cleave type I collagen in
different pH conditions. The time course of collagen degradation,
under incubation conditions that favor the native structure (28 °C,
pH 7), exhibits an increase in the fading of alpha chains after about
24 h, which may be related to a cooperative effect on disruption of
the quaternary structure.

Collagens, which are predominantly located in the extracellular
matrix (ECM), are built up of three polypeptide chains contain-
ing the repeating triplet sequence Gly-X-Y, where Pro is commonly
found in the X position and Hyp (4-hydroxyproline) in the Y posi-
tion. Fibrillar collagens I and II with their triple helical structural
arrangement are highly resistant to general proteolysis and require
specific proteinases for their degradation. In mammals, the collage-
nase activity essential for tissue remodeling is performed mainly by
specialized matrix metalloproteases [32]. The degradation of colla-
gen by papain-like enzymes is rare. Among mammalian papain-like
enzymes, osteoclast secreted-cathepsin K, but not cathepsinL, pos-
sesses unique collagen I and collagen II degrading properties [10].
Besides CatK, the secreted Fasciola FhCL2 can cleave collagen effi-

ciently at pH 5.5 and to a lesser extent at pH 7, being proposed
that this activity would be crucial for tissue traversing by the liver
migrating flukes [14]. However, the expression of FhCL2 is not
detected until later stages at the mRNA or protein levels, so the
available evidence suggest that this enzyme is not present in the
secretions of juveniles at the time they traverse the duodenum and
peritoneal cavity. There is no clear understanding of the reason
for a collagenolytic activity in the ginger rhizome, but it has two
papain-like cysteine proteases (almost identical) that can effec-
tively process this substrate [12,13]. The diverse enzymes might
find slightly different environments that facilitate their action. In
this sense, it has been reported that the ability of cathepsin K to
degrade fibrillar collagen is dependent on the formation of a com-
plex with bone and cartilage resident chondroitin-4-sulfate [33].
Previous data on FhCL2 and our data with FhCL3 indicate that the
Fasciola enzymes do not require any macromolecular cofactors for
collagen breakdown.

Degradation of collagen cross-linked triple helices by mam-
malian cathepsin K has been related to a more restricted S2 active
site pocket and the exclusive preference for Pro at P2 among mam-
malian cathepsins [11]. More recent studies on cathepsin K have
shown the relevance of the S3 subsite on substrate specificity [27].
For this reason we compared the substrate binding cleft of the Fas-
ciola cathepsins in parallel to those present in the collagenolytic
cysteine proteases and the reference human cathepsin L. The more
obvious difference lies in the residue at the gatekeeper position
67 (papain numbering) where bulky aromatic residues in colla-
gen cleaving cysteine proteases establish a steric hindrance for the
entrance of large residues, and provide stabilizing interactions for
a P2 proline. The relevance of other S2 positions for this activity is
stressed by the results reported in site directed mutagenesis stud-
ies. The replacement in FhCL1 of the gatekeeper (67) Leu to Tyr does
not enhance significantly the activity towards substrates with Pro
[14], while the same substitution in the F. hepatica cathepsin L5 (a
minor adult specific Fasciola cathepsin) resulted in an increment
on the ability to cleave Tos-GPR-AMC [34], but also improved the
efficiency toward Phe in P2. It has been proposed that the residue
157 on the opposite side of the pocket entrance is responsible for
this difference. While a Leu 157 moiety found in FhCL2, FhCL5
and cathepsin K can contribute with stabilizing aliphatic interac-
tions with Pro at P2, a shorter Val in FhCL1 (and its mutant) can
not reach the Pro ring [14]. Surprisingly, in FhCL3 there is a Val
in this position. It might be possible that the bulkier Trp at the
gatekeeper position 67 might shift the proline ring closer to the
opposite wall, favoring the interaction with the aliphatic Val, or
else other residues in the vicinity contribute to Pro positioning. A
remarkable difference found exclusively on Fasciola cathepsins L2
and L3 is the presence of a Thr in position 158. There is a positive
correlation between the presence of this residue and the ability to
cleave collagen and substrates with Pro in P2, but a direct proof
of involvement must wait for mutagenesis studies, currently under
way. Our homology modeling strongly suggests that a restricted S3
subsite might be a relevant characterisitic of FnCL3 and the ginger
rhizome enzyme. The presence of a large Tyr residue closing the bot-
tom of the S3 pocket (position 61), adjacent to the gatekeeper Trp
67, would restrict this site to very small residues. Positional scan-
ning using synthetic combinatorial libraries have been successfully
used to analyze the specificity of diverse enzymes [14,27,35] and
would be very useful to clarify the particular pocket preferences
that confer FhCL3 its distinct properties.

The combination of preferences for small residues accepted at
P3 and the stabilizing interactions with Pro at the S2 pocket are
in line with the characteristic triplet repeat of collagens [32], and
explains why FhCL3 can act as a “collagenase”, a relevant acquisi-
tion for host colonization. Furthermore, the variations observed in
the active sites of the Fasciola cathepsins L is indicative of a process
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of functional divergence and specialization during the evolution of
this gene family. These functions may involve digestion of different
host proteins encountered at various stages. Notably, while FhCL1
resembles mammalian cathepsin L, FhCL2 has similarities with
cathepsin K, and FhCL3 is structurally and functionally proximal to
ginger rizhome zingipain. The ability to degrade substrates with Pro
in the P2 position by cysteine cathepsins emerged independently
in plants, mammals and trematode species, but interestingly con-
verging into a similar active site architecture. This suggests strong
evolutionary constrains acting on the enzyme active sites. In agree-
ment with this observation, the residues at positions 61, 64, 67
were found to be under positive selection in the Fasciola cathepsin
L family [4].

Functional studies are required to further understand the role
of FhCL3 in the invasive process. Recently, new functional genomic
tools have been developed in Fasciola hepatica showing that RNAi
and reporter gene activity are able to be used in order to provide
answers to relevant biological questions [36]. In this sense it was
reported that RNAi with a FhCL1 gene fragment, comprising a region
conserved across the cathepsin L family induced transient, abnor-
mal locomotory phenotypes in FE hepatica NEJs, and significantly
reduced penetration of the rat intestinal wall [37]. Specific silenc-
ing of the FhCL3 mRNA followed by assays of the invasive capability
using in vivo and/or ex vivo models are under way to confirm the
suspected role in invasion. Also, the assessment of the protective
role of this molecule in vaccine trials in the bovine or ovine nat-
ural hosts may contribute to the design of control strategies for
fasciolosis.
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Supplementary Fig. 1. FhCL3 expression and purification. Silver nitrate stained 12% SDS-PAGE showing 20 fold
concentrated supernatant from culture media of yeast expressing FhCL3 (sn) and FhCL3 enriched fractions from
anion exchange chromatography (p1, p2).

pH 5.5 pH 6.3

Supplementary Fig. 2. Collagenolytic activity of FRCL3 and FhCL1 at different pH and temperature conditions. Type
| collagen was incubated with FhCL3, FhCL1 (1 uM), or without enzyme (=) overnight at 28 °C at different pH
conditions. Reactions were analyzed by 10% acrylamide SDS-PAGE electrophoresis; molecular weight marker (kDa)
is indicated on the left; collagen beta (8) and alpha (a) chains are indicated on the right

Fe de errata: en la Tabla 2 los residuos en la posicién 61 del subsitio S; para Ginger, FhCL1 y FhCL2
son incorrectos. Los residuos correctos (como muestra la Fig. 4) son:

Ginger: His®®

FhCL1: Asn®

FhCL2: Tyr®
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3. Estudio comparativo de la especificidad de sustrato de las catepsinas L del
estadio juvenil y adulto

Estrategia general

Nos planteamos comparar la especificidad de sustrato de las tres catepsinas principales
secretadas por F. hepatica: FhCL1, FhCL2 y FhCL3. Para ello estudiamos la actividad sobre un
panel de péptidos sintéticos e inhibidores. Analizamos su actividad sobre proteinas de la matriz
extracelular y membranas basales con las cuales las catepsinas podrian entrar en contacto
durante la migracién del parasito en el hospedero mamifero, tales como distintos tipos de
colageno, fibronectina y laminina. Mientras que las tres enzimas degradan fibronectina y
laminina de forma diferencial (seccion 3.1), solo FhCL2 y FhCL3 fueron capaces de digerir el
colageno nativo. La caracterizacion de las diferencias en la cinética de digestion del colageno
por estas dos enzimas es el objeto de estudio del articulo presentado en la seccion 3.2. En
éste se uso la técnica de cromatografia acoplada a espectrometria de masas (HPLC-MS) para
determinar los sitios de corte de FhCL2 y FhCL3 sobre las cadenas o del colageno |. Este
abordaje ya habia sido utilizado para obtener la secuencia de los péptidos resultantes de la
hidrolisis de hemoglobina por FnCL1 (Lowther et al. 2009). Se realizaron ademés simulaciones
moleculares dinamicas sustituyendo los residuos del bolsillo S, de la estructura de FhCL1 por
los presentes en las otras enzimas. Se analiz6 su capacidad de acomodar péptidos con
diferentes combinaciones de aminoacidos en las posiciones P,y Pslo que permitié evaluar la
contribucion de los residuos del sitio activo de FhCL2 y FhCL3 en la interaccion con el sustrato.
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3.1. Digestion de fibronectina y laminina

En la Figura 16 se observa que las enzimas recombinantes FhCL1 y FhCL2 hidrolizan en
forma similar ambos sustratos. FhCL3 también es capaz de digerir la fibronectina, mostrando
un patron de bandas similar a las enzimas del adulto. En la degradacion de laminina FhCL3 es

mas efectiva, degradando extensamente las cadenas de la laminina.

Fibronectina Laminina

F 1 2 3 3

| | ‘ '
Figura 16. Digestion de
fibronectina y laminina.

La digestion de cada
proteina con las enzimas
activas FhCL1 (1), FhCL2
(2) o FhCL3 (3) se
visualiza en geles NuPage
Novex 4-12%  Bis-Tris
(Invitrogen) tefiidos con
Flamingo (BioRad). Los
controles sin enzima se
indican con F: fibronectina
y L: laminina.
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3.2 Articulo: La actividad colagenolitica de las principales catepsinas L involucradas en la

virulencia del helminto patégeno Fasciola hepatica

Mark W. Robinson, lleana Corvo*, Peter M. Jones, Anthony M. George, Matthew P.
Padula, Joyce To, Martin Cancela, Gabriel Rinaldi, Jose F. Tort, Leda Roche, John P.
Dalton

PLoS Neglected Tropical Diseases, 2011 5(4): e1012.

* Todos los experimentos presentados en este articulo, exceptuando las

simulaciones moleculares dindmicas, fueron realizados por la tesista
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Collagenolytic Activities of the Major Secreted Cathepsin
L Peptidases Involved in the Virulence of the Helminth
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Abstract

Background: The temporal expression and secretion of distinct members of a family of virulence-associated cathepsin L
cysteine peptidases (FhCL) correlates with the entry and migration of the helminth pathogen Fasciola hepatica in the host.
Thus, infective larvae traversing the gut wall secrete cathepsin L3 (FhCL3), liver migrating juvenile parasites secrete both
FhCL1 and FhCL2 while the mature bile duct parasites, which are obligate blood feeders, secrete predominantly FhCL1 but
also FhClL2.

Methodology/Principal Findings: Here we show that FhCL1, FhCL2 and FhCL3 exhibit differences in their kinetic
parameters towards a range of peptide substrates. Uniquely, FhCL2 and FhCL3 readily cleave substrates with Pro in the P2
position and peptide substrates mimicking the repeating Gly-Pro-Xaa motifs that occur within the primary sequence of
collagen. FhCL1, FhCL2 and FhCL3 hydrolysed native type | and Il collagen at neutral pH but while FhCL1 cleaved only non-
collagenous (NC, non-Gly-X-Y) domains FhCL2 and FhCL3 exhibited collagenase activity by cleaving at multiple sites within
the o1 and =2 triple helix regions (Col domains). Molecular simulations created for FhCL1, FhCL2 and FhCL3 complexed to
various seven-residue peptides supports the idea that Trp67 and Tyr67 in the S2 subsite of the active sites of FhCL3 and
FhCL2, respectively, are critical to conferring the unique collagenase-like activity to these enzymes by accommodating
either Gly or Pro residues at P2 in the substrate. The data also suggests that FhCL3 accommodates hydroxyproline (Hyp)-Gly
at P3-P2 better than FhCL2 explaining the observed greater ability of FhCL3 to digest type | and Il collagens compared to
FhCL2 and why these enzymes cleave at different positions within the Col domains.

Conclusions/Significance: These studies further our understanding of how this helminth parasite regulates peptidase
expression to ensure infection, migration and establishment in host tissues.
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Introduction

Papain-like cysteine peptidases, including cathepsins B and L,
are ubiquitously secreted extracorporeally by helminth parasites of
human and veterinary importance where they perform many
important roles that are critical to the development and survival of
the parasite within the mammalian host [1]. These roles include
penetration and migration through host tissues [2], catabolism of
host proteins to peptides and amino acids [3,4], and modulation of
the host immune response by cleaving immunoglobulin [5,6] or by
altering the activity of immune effector cells [7]. Accordingly,

@ www.plosntds.org

cathepsin peptidases are leading targets for novel anti-parasitic
drugs and vaccines that block their function [8,9].

Fasciola hepatica is the causative agent of liver fluke disease
(fasciolosis) of domestic animals in regions with temperate climates.
Although traditionally regarded as a disease of livestock, fasciolosis
is now recognised as an iImportant emerging foodborne zoonotic
disease in rural areas of South America (particularly Bolivia, Pern
and Equador), Egypt and Iran [10]. It is estimated that over 2.4
million people are infected with F. hgpatica worldwide and around
91 million are at risk of infection [11]. To infect their mammalian
hosts, F. fhepatica larvae, which are ingested with vegetation

April 2011 | Volume 5 | Issue 4 | 1012
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Author Summary

Fasciola hepatica is a helminth parasite that causes liver
fluke disease (fasciolosis) in domestic animals (sheep and
cattle) and humans worldwide. In order to infect their
mammalian hosts, F. hepatica larvae must penetrate and
traverse the intestinal wall of the duodenum, move
through the peritoneum and penetrate the liver. After
migrating through the liver, causing extensive tissue
damage, the parasites move to their final niche in the bile
ducts where they mature and feed on host haemoglobin
to support the production of eggs. To achieve these tasks,
F. hepatica secretes a number of distinct cathepsin L
cysteine peptidases (FhCL). Thus, the infective larvae that
penetrate the host gut secrete cathepsin L3 (FhCL3), the
migrating liver-stage juvenile parasites secrete both FhCL1
and FhCL2 while mature bile duct parasites that feed on
host blood secrete predominantly FhCL1 but also FhCL2.
Here we show that the major cathepsin L peptidases
secreted by F. hepatica (FhCL1, FhCL2 and FhCL3) display
differential ability to degrade host collagen (an important
component of host tissues) and investigate this phenom-
enon at the molecular level.

contaminated with dormant cysts (metacercariac), penctrate the
intestinal wall, enter the liver capsule and migrate through the
parenchyma hefore invading into the bile ducts [12]. To facilitate
this tissue migration, Fasciola secrete various members of a
multigenic family of cathepsin L peptidases that exhibit overlapping
but complementary substrate specificities and together cleave host
macromolecules very efficiently [13,14]. In fact, the ability of
Fasciala to infect and adapt to a wide range of host species has been
attributed to the effectiveness of this proteolytic machinery [14,15].

Phylogenetic analyses have shown that the Fasciola cathepsin L
gene family expanded by a series of gene duplications followed by
divergence which gave rise to three clades expressed by tissue-
migrating and adult worms (Clades 1, 2, and 5) and two clades
specific to the early infective juvenile stage (Clades 3 and 4)
[13,14]. Consistent with these observations, our proteomics
analysis identified representative enzymes from Clades 1, 2 and
5, but not from Clades 3 and 4, in the secretory products of adult
F. hepatica [14]. More recently, we showed that the temporal
expression and secretion of the specific cathepsin L clades
correlated with the migration of the parasite through host issues;
members of cathepsin L clade 3 (FhCL3) are secreted by Fasciola
infective larvae and effected penetration of the host intestinal wall
while clades 1, 2 and 5 (FhCL1, FhCL2 and FhCL5) peptidases
are secreted by the immature liver-stage flukes and adult worms
and function in preparing a migratory path through the liver and
in the acquisition of nutrient by degrading host blood and tissue
components. While clade 4 (FhCL4) peptidases are expressed by
infective larvae they do not seem to be secreted and, therefore,
may play an mtracellular house-keeping function [13,16]. Recent
transcriptomic  analyses of juvenile and adult stages have
confirmed these observations [17,18].

The secreted Fasciola cathepsins are produced in specialised
gastrodermal cells which line the parasites’s gut and are packaged
in sceretory vesicles before being extruded into the gut lumen from
where they are released into host tissues [19]. The peptidases can
efficiently degrade a range of host macromolecules including
haemoglobin, immunoglobulin and interstiial matrix proteins
such as fibronectin and laminin [3,4,20-22]. Notably, however,
studies in our laboratory using functionally-active recombinant
enzymes have shown that FhCL2 and FhCL3 exhibit an unusual

@ www.plosntds.org
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ability to cleave native collagen [22,23]. This is of relevance
because collagenase-like activity is restricted to very few enzymes
(e.g. bacterial collagenases, matrix metalloproteinases and human
cathepsin K) and, therefore, the evolution and maintenance of
such an activity in Fasciola suggests that it is essential to the
parasite’s ability to degrade the connective tissue matrix of the
organs through which it migrates.

The active site of papain-like cysteine peptidases is relatively
short, and while consisting of four subsites (S2-S1-S1'-82") with
additional binding areas (S4-S3 and S3') the specificity of substrate
binding is principally governed by the residues that make up the S2
subsite [24,25]. This S2 site forms a deep pocket capable of holding
the P2 amino acid of the substrate and positioning the scissile bond
into the S1 subsite for cleavage. In Carica papaya papain (PDB ID:
9PAP), the S2 subsite is composed of residues occupying positions
67, 68, 133, 157, 160 and 205. An analysis of these residues in the
various cathepsin L clades clearly demonstrates divergence within
the S2 subsite, in particular at the three positions that have the
greatest influence on P2 binding 1.e. at residues 67, 157 and 205
[14,15,23]. For FhCL2, the collagenolytic activity has been
attributed to the presence of a particular residue, Tyr69, within
the enzyme’s 52 substrate binding site which is also found in human
cathepsin K, the only mammalian cathepsin with the ability to
cleave within the covalently-linked miple helices, of Col domains of
native collagen [26,27]. The S2 Twr69 is also suggested to allow
both enzymes to cleave macromolecular and dipeptide substrates
with a Pro residue in the P2 position [22,28]. More recently we
showed that in FhCL3, this position is occupied by a larger Trp
residue, a feature shared only with a ginger rhizome peptidase [29]
which is also capable of cleaving collagen. Notably the 83 subsite of
both FhCL3 and the plant enzyme are quite shallow, an observation
that led us to advance the idea that the spectficity of these enzymes
might be restricted [23].

Our laboratory recently determined the three-dimensional
structure of one of the major cathepsin L peptidases of adult F.
hepatica, FRCL1 [22]. Similar to other cathepsins, the enzyme is
composed of two domains (R and L) at the juncture of which is a
cleft that forms the substrate-binding site and contains the enzyme
catalytic machinery. Super-imposition of the alpha carbons of
FhCL1 with cysteine peptidases from plants (e.g. papain, PDB ID
9PAP) and mammals (e.g. human cathepsin . PDB ID 1CJL)
yields an r.m.s. deviation in the range 0.78 A 10 1.085 A which is
indicative of the very high conservation of the overall fold and
shape that exists amongst all members of the papain family of
cysteine peptidases [30]. Since the FhCLI structure and fold can
be described as practically identical to all other cathepsin L-like
peptidases its scaffold can be exploited as a ‘prototype’ to
investigate the role of critical amino acids within the Ss subsite
in substrate binding (Table 1), particularly those of FhCL2 and
FhCL3, whose primary structures are 78% and 70% identical to
FhCL1, respectively. In the present study, we investigated and
compared the substrate specificity of active recombinant forms of
FhCL1, FhCL2 and FhCL3 with specific emphasis on their ability
to degrade native collagen. This activity was interpreted by
obtaining the enzymatic kinetic parameters (Ain, kcat, and kcat/
Eim) of these enzymes on a range of peptide substrates and binding
kinetics for specific inhibitory compounds. Furthermore, using
mass spectrometry we mapped the cleavage sites of native collagen
I and derived peptides, adding evidence for differential activities
between FhCL2 and FhCL3. Finally, using our FhCLI crystal
structure as a template we created molecular dynamics simulations
to explain how the active sites of these enzymes accommodate
collagen-like substrates and endow them with this unusual
collagenolytic activity. Our study provides biochemical and
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Table 1. Residues forming the 52 active site of human and F.
hepatica cathepsin L peptidases.

Collagenolytic Activities of Helminth Cathepsins

Residues

67 68 133 157 160 205

Human cathepsin L Leu Met Ala Met Gly Ala
C. papaya papain Tyr Pro Val Val Ala Ser
FhCL1 Leu Met Ala Val Ala Leu
FhCL2 Tyr Met Ala Leu Ala Leu
FhCL3 Trp Met Ala Val Ala Val

Comparison of the residues from the 52 active site that contribute to differential
substrate-binding in human cathepsin L, C. papaya papain and F. hepatica
cathepsins FRCL1, FhCL2 and FhCL3.

doi:10.1371/journal. pntd.000101 21001

structural insights into the molecular mechanism of tissue invasion
by these important parasitic helminths.

Materials and Methods

Materials

Z-Phe-Arg-NHMec, Z-Leu-Arg-NHMec, Z-Val-Val-Arg-NHMec,
Tos-Gly-Pro-Arg-NMec, Tos-Gly-Pro-Lys-NMec, Boc-Ala-Gly-Pro-
Arg-NMec, Boc-Val-Leu-Lys-NMec, Boc-Val-Pro-Arg-NMec, Z-
Phe-Ala-CHN2, Z-Gly-Pro-Gly-Gly-Pro-Ala and Z-Gly-Pro-Leu-
Gly-Pro were obtained from Bachem (St. Helens, UK). Cathepsin
K inhibitor II was purchased from BD Biosciences (Sydney,
Australia). E-64, DTT, EDTA and bovine nasal septum collagen
type II were obtained from Sigma-Aldrich (Sydney, Australia).
Calf skin collagen type I was purchased from Calbiochem. Pichia
pastoris strain X33 was obtained from Invitrogen (San Diego, CA,
USA). Ni-NTA agarose and columns were obtaned from Qiagen
(Australia). Pre-cast NuPage 4-12% Bis-Tris gels and pre-stained
molecular weight markers were purchased from Invitrogen (Australia).

Expression and purification of recombinant F. hepatica
cathepsins in yeast

Recombinant F. hepatica procathepsin L1, L2 and L3 (FhCL1,
FhCL2 and FhCL3) were produced in yeast as previously
described [22,23]. Briefly, P. pastoris (for FhCL1 and FhCL2
expression) and P. angusta (for FhCL3 expression) yeast transfor-
mants were cultured in 500 ml BMGY broth, buffered o pH 8.0,
in 5 L baffled flasks at 30°C until an ODy, of 2-6 was reached.
Cells were harvested by centrifugation at 2000 x g for 5 min and
protein expression induced by resuspending in 100 ml BMMY
broth, buffered at pH 6.0 containing 1% methanol. Recombinant
proteins were affinity purified from yeast using Ni-NT A-agarose.
Recombinant propeptidases were dialysed against phosphate
buffered saline (PBS) and stored at —20°C. The 37 kDa cathepsin
L. zymogens were autocatalytically activated and processed to
24.5 kDa mature enzymes by incubation for 2 h at 37°Cin 0.1 M
sodium citrate buffer (pH 5.0) containing 2 mM DTT and
2.5 mM EDTA. The mixture was then dialysed against PBS,
pH 7.3. The proportion of functionally active recombinant protein
in these preparations was determined by titration against E-64.

Enzyme assays and kinetics with fluorogenic peptide

substrates
Initial rates of hydrolysis of the fluorogenic peptide substrates
shown in table 2 were monitored by the release of the fluorogenic
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Table 2. Kinetic parameters for hydrolysis of peptidyl-NHMec
substrates by recombinant F. hepatica cathepsin Ls.

Kcat/Kp
Enzyme Substrate KmuM = Kcats ' = Ms '
FhCL1 Z-LR-NHMec 1.09 038 1.63 01 14923547
FRCL2  Z-LR-NHMec 213 029 095 0035 444106.1
FRCL3  Z-LR-NHMec 48 57 12 005 25000
FhCL1 Z-FR-NHMec 19 057 0.12 0008 649123
FhCL2 Z-FR-NHMec 7.8 1.5 0.09 0.008 11088
FRCL3  Z-FR-NHMec 2005 29 002 0001 9993
FhCL1 BocVLK-NHMec 25 06 0.4 0007 542667
FhCL2 Boc-VLK-NHMec 22 079 0.07 0005 307125
FhCL3 Boc-VLK-NHMec 613 16 0.01 0001 17478
FhCL1 Z-VVR-NHMec 284 07 0021 0001 7464.8
FRCL2  Z-WWR-NHMec 153 029 0014 0001 92375
FhCL3 Z-WR-NHMec 1.7 21 0.043 0020 3696.6
FhCL1 Tos-GPR-NHMec 27.2 4.9 0.02 0001 6716
FRCL2  TosGPR-NHMec 139 32 026 002 185595
FRCL3  TosGPR-NHMec 106 23 1015 008 0957747
FhCL1 Tos-GPK-NHMec 17.42 26 0.01 0001 6123
FRCL2  TosGPK-NHMec 129 34 0.8 0013 1374638
FRCL3  TosGPK-NHMec 98 37 015 0015 364198
FhCL1 Boc-VPR-NHMec 22 25 0.01 0.0004 4788
FhCL2 Boc-VPR-NHMec 11.39 21 023 0.01 20193.2
FhCL3 Boc-VPR-NHMec 211 32 0033 0002 1564
FhCL1 Boc-AGPR-NHMec 188 4 0.01 0001 6738
FhCL2 Boc-AGPR-NHMec 9.4 13 0.55 0023 580271
FhCL3 Boc-AGPR-NHMec 9.6 16 058 0025 607639
doi:10.1371/journal .pntd 0001012 1002

leaving group, NHMec, at an excitation wavelength of 380 nm
and an emission wavelength of 460 nm using a Bio-Tek KC4
microfluorometer. kcat and A values were determined using
nonlinear regression analysis. Initial rates were obtained at 37°C
over a range of substrate concentrations spanning Am values (0.2—
200 pM) and at fixed enzyme concentrations (0.5-5 nM). Assays
were performed in 100 mM sodium phosphate buffer (pH 6.0)
containing 1 mM DTT and 1 mM EDTA. Rate constants for the
inactivation of the Fasciola enzymes by Z-Phe-Ala-CHN2 and
cathepsin K inhibitor II were determined from progress curves in
the presence of substrate as previously described [22].

Hydrolysis of native collagen and collagen-like peptides
Calf skin collagen type I and bovine nasal septum collagen type 11
(solubilised in 0.2 M acetic acid at a concentration of 2 mg/ml) were
dialysed for two days against 0.1 M sodium acetate (pH 5.5) or PBS
(pH 7.0). Digestion reactions contained 10 pg of dialysed collagen
substrates, 1 mM DTT and 1 mM EDTA and 2 pM activated
FhCL1, FhCL2 or FhCL3 in a final volume of 100 pl of one of the
above buffers at 26°C. For collagen type 1, reactions were performed
for 3 h (pH 5.5) or 20 h (pH 7.0) whilst collagen type IT was digested
over 13-18 h. All reactions were stopped by the addition of 10 pM
E-64. Digests were analyzed on reducing 4-12% NuPage Bis-Tris gels
and visualised by staining with Flamingo fluorescent stain (Bio-Rad).
For digestion of collagen-like peptide substrates, 20 pg of Z-Gly-
Pro-Leu-Gly-Pro and Z-Gly-Pro-Gly-Gly-Pro-Ala in DMSO were
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incubated with FhCL2 or FhCL3 (15 pM) in 100 mM sodium
acetate buffer, pH 4.5, containing 1 mM EDTA and 2 pM DTT
for 30 min at 37°C. Digestion reactions were halted by the
addition of 10 pM E-64.

Analysis of collagen digests by mass spectrometry

Recombinant FhCL2 and FhCL3 were removed from collagen
type I digests using Ni-NTA agarose. The reactions were then
spun at 13,000 rpm for 15 min to remove particulates and were
concentrated to a final volume of 15 pl using a Concentrator 5301
(Eppendort). Using an Eksigent AS-1 autosampler connected to a
Tempo nanoL.C system (Eksigent, USA), 10 pL of the sample was
loaded at 20 pl/min with MS buffer A (2% acetonitrile+0.2%
formic acid) onto a C8 trap column (Michrom, USA). After
washing the trap for three minutes, the peptides were washed off
the tap at 300nL/min onto an IntegraFrit column
(75 um x100 mm) packed with ProteoPep II CI8 resin (New
Objective, Woburn, MA). Peptides were eluted from the column
and into the source of a QSTAR Elite hybrid quadrupole-time-of-
flight mass spectrometer (AB Sciex) using the following program:
5-50% MS buffer B (98% acetonitrile+0.2% formic acid) over
15 minutes, 50—80% MS buffer B over 5 mmutes, 80% MS buffer
B for 2 minutes, 80-5% for 3 min. The eluting peptides were
ionised with a 75 pm ID emitter tip that tapered to 15 um (New
Objective) at 2300 V. An Intelligent Data Acquisition (IDA)
experiment was performed, with a mass range of 375-1500 Da
continuously scanned for peptides of charge state 24+-5+ with an
intensity of more than 30 counts/s. Selected peptides were
fragmented and the product ion fragment masses measured over a
mass range of 501500 Da. The mass of the precursor peptide was
then excluded for 15 seconds. Peak list files generated by MSX
(Infochromics) were exported to a local PEAKS Studio v5.0
(Bioinformatics Solutions Inc.) search engine for protein database
scarching. MS/MS data was used to search a custom-made
database containing only bovine collagen sequences. The enzyme
specificity was set to “no enzyme”’ and propionamide (acrylamide)
modification of cysteines was used as a fixed parameter and
oxidation of methionines was set as a variable protein modifica-
tion. The mass tolerance was set at 100 ppm for precursor ions
and 0.2 Da for fragment ions. Only 1 missed cleavage was
allowed. Matched peptides achieving a score =60% were accepted
during PEAKSs searches [16]. The matching peptides were then
mapped onto the primary amino acid sequence of bovine collagen
to identify FhCL2 and FhCL3 cleavage sites and to plot P2 residue
preference for each enzyme.

For collagen-like peptide substrates, digests were concentrated
and analysed by MS/MS as described above with the following
modifications. The mass range of 150-600 Da was scanned for
peptides of charge state 2+ with an intensity of more than 100
counts/s. Selected peptides were fragmented and the product ion
fragment masses measured over a mass range of 50-600 Da. The
mass of the precursor peptide was then excluded for 120 seconds.
An inclusion list describing all possible substrate 1ons that could be
produced by enzymatic cleavage of the peptide substrates was
generated and programmed into the Analyst acquisition software.
The resulting data files were manually interrogated to determine
the presence of peptide ions described in the inclusion list. The
MS/MS spectra of those peptides were de nove sequenced for b and
y ion fragments describing the peptide substrate’s sequence to a
mass accuracy of approximately 0.2 Da.

Molecular dynamics (MD) simulations

For the MD simulations, starting coordinates for F. hepatica
cathepsin L were taken from the 1.4 A resolution crystal structure
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of a FhCLI mutant zymogen, in which the active site Cys was
replaced by Gly ([22]; PDB 206X). The prosegment (residues 1—
100) was removed and the active site Gly mutation reversed to the
wild type Cys. Initial coordinates for a template peptide substrate
(Ala-Leu-Ala-Leu-Pro) were derived from X-ray structures of
inhibitors bound to human cathepsin K ([31]; PDB INL]) and
bovine cathepsin B ([32]; PDB 15P4) after structural alignment
with FhCLI. This initial peptide was altered to Ala-Leu-Arg-Asn-
Ala using the mutate function in Swiss-PdbViewer ([33]; htp://
spdbv.vital-it.ch/) and then minimized while bound to the wild-
type FhCLI using the equilibration protocol described below. The
equilibrated peptide was then extended by one Ala residue at its
N- and C-termini using the coordinate generation function in the
psfgen program [34], and then re-equilibrated. The resultant
peptide (igand A) was used to generate all other substrate starting
coordinates by using the mutate function in Swiss-PdbViewer.
Mutations to FhCLI were similarly generated using Swiss-
PdbViewer. Rotamers for mutated enzyme and substrate side-
chains were chosen by visual inspection and using the rotamer
score provided in Swiss-PdbViewer. The N-terminal residue of the
substrate was acetylated and the C-terminus N-methylamidated.
Each complex was optimally oriented to minimize cell volume
[35] and solvated in a truncated octahedral periodic cell with a
minimum of 20 A between periodic images of the protein. The
system was neutralized with sodium ions.

MD simulations were carried out with NAMD 2.6 [34] using
the CHARMMZ27 force field with ¢/ cross-term map corrections
[36]. Parameters for Hyp were from Veld and Stevens [37]. Water
molecules were simulated with the TIP3P model [38]. Simulation
conditions were maintained at 1.0 atm constant pressure by the
Nosé-Hoover Langevin piston method [39,40] and at 310 K
constant tcmpcrature by Langevin dynamics with a damping
mr{:ﬁrirnt at 5 ps . The time step used for the simulations was

5 5. A cutofT of 12 A, with a switching function between 10 and
12 A, was used for short-range non-bonded interactions. Long-
range electrostatic interactions were computed using the particle
mesh Ewald method [41] with a grid density of approximately
1/A. A multiple time-stepping algorithm was used with interac-
tions involving covalent bonds and short-range non-honded
interactions computed every time step, while long-range electro-
static forces were computed every two time steps. SHAKE [42]
and SETTLE [43] were applied to constrain the lengths of all
bonds that involve hydrogen.

The solvated starting structure was minimized using conjugate
gradient minimization to a 0.5 kcal/(mol-A) r.m.s. gradient with
all enzyme heavy atoms fixed, with the exception of side-chain
atoms of mutated residues, which were unrestrained. In addition,
in this phase of the equilibration, ligand atoms were not fixed and
harmonic positional constraints of 100 kcal/ (mol-A?%  force
constant were placed on the Co atoms of ligand residues 3-5
(P2, P1 and PI'). The unrestrained atoms were then further
minimized during a 50 ps molecular dynamics run at 310 K. This
starting model was then minimized with harmonic positional
constraints on the NCaoCO backbone of the protemn and Cot atoms
of ligand residues 3-5. A 100 kcal/(mol- A?) force constant was
used to minimise the system to a 0.5 kcal/(mol- A) .S, gradlrnt
The constraints were gradually removed by subsequent minimi-
zations to a 0.1 keal/(mol-A) rm.s. gradient, scaling the initial
force constants by factors of 0.5, 0.15, 0.05, and 0. The
unrestrained minimized structure was then heated from 50 K to
310 K in steps of 25 K using velocity reassignment during a 30 ps
molecular dynamics run. The equilibrated system was then used
for production runs with no restraints. All systems were run for
12 ns. All simulations remained stable to completion. For analysis,
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the distance between the sulphur atom of the active Cys residue
and the scissile backbone carbonyl carbon of the substrate (S-C
distance) was recorded every 50 time-steps (0.075 ps); trajectory
coordinates were recorded every 1000 time-steps (1.5 ps).

Free energy of binding calculations

The free energy of binding of the peptide ligand to the peptidase
contains an enthalpic and an entropic contribution. Free energy
analysis of the production trajectories employed the single-
trajectory MM/PBSA method combined with a determination
of the change in configurational entropy using the harmonic
approximation of normal-mode analysis [44,45]. Snapshots from
the MD trajectory, stripped of water and counterions, were
analysed. The enthalpy of binding is composed of the change in
the molecular mechanics free energy upon complex formation,
and the solvated free ecnergy contribution. The molecular
mechanics free energy difference was calculated using the
SANDER module in AMBER 9 [46], with no cutoff’ for the
non-bonded energies and the AMBER fl03 force field to describe
the protein and peptide ligands [47]. Compatible parameters for
Hyp were not available and binding energies for ligand F were not
calculated. The AMBER PBSA module was used for the
evaluation of the electrostatic free energy of solvation. A grid
density of 3/ A was employed for the cubic lattice, the internal and
external dielectric constants were set to 1 and 80, respectively, and
1000 lincar iterations were performed. The non-polar solvation
free energy was calculated from the solvent accessible surface area
using the MSMS program [48], with a probe radius of 1.4 A, the
surface tension set to 0.00542 kr,a_l/[mol-xa\g), and the off-set to
0.92 keal/mol-m.

The changes in configurational entropy upon ligand association
were estimated by an all-atom normal-mode analysis performed
with the AMBER NMODE module. Prior to the normal mode
calculations, the complex, receptor, and ligand were subjected to
minimization with a distance dependent dielectric constant 4r and
convergence tolerance tighter than a root-mean-squared gradient
of drms 107 keal/(mal-A). Entropy and enthalpy calculations on
all peptidase-ligand systems are performed separately and
averaged over equally spaced snapshots, extracted over the final
4.005 ns of the production phase. The mean of the binding free
enthalpies and entropies of all the snapshots were computed and
then summed to obtain the binding free energy. For the enthalpy
calculations, snapshots were taken every 10.5 ps (381 frames), for
the entropy calculations, snapshots were taken every 190.5 ps (21
frames). VMD [49] was used to prepare the mitial simulation
system and analyse wajectories. Structural figures were prepared
with PyMol [50]. Simulaid (http://atlas.physhio.mssm.edu/~
mezel/) was used in the preparation of the truncated octahedral
cell [35] and to convert the NAMD ded format MD coordinate
trajectorics to AMBER format for the MM/PBSA analysis.

Results and Discussion

F. hepatica FhCL1, FhCL2 and FhCL3 exhibit distinct

substrate specificities

Functionally active recombinant forms of the major cathepsin L
peptidases of F. fhepatica, FhCL1, FhCL2 and FhCL3, were
expressed in yeast and isolated to homogeneity as previously
described [22,23]. To compare their biochemical substrate
specificity the kinetic parameters (£, kcat, and kcat/Ain) for each
enzyme was determined against a range of small fluorogenic
peptide (predominantly tripeptide) substrates (Table 2).

FhCL1 most efficiently cleaved substrates containing hydro-
phobic residues at the P2 position such as the dipeptides Z-Leu-
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Arg-NHMec (kcat/Kin 1,492,354 M ' s~ "), Z-Phe-Arg-NHMec
(keat/Km 64,912 M 's™ ') and wipeptide Boc-Val-Leu-Lys-
NHMec (kcat/Km 54,266 M 's™'). In contrast, tripeptide
substrates containing Pro at the P2 position, mcluding Tos-Gly-
Pro-Arg-NHMec (kcat/Km 671 M~ ' s™ "), Boc-Ala-Gly-Pro-Arg-
NHMec (kcat/Em 673 M ' s '), Tos-Gly-Pro-Lys-NHMec (kcat/
K 612 M ' 57" and Boc-Val-Pro-Arg (kcat/Km 478 M ' s ),
were cleaved relatively poorly (Table 2).

In comparison to FhCL1, substrates with Phe and Leu in the P2
position were much less effectively cleaved by FnCL2 and even less
so by FhCL3. The kcat/Kin values for FhCL2 and FhCL3 against
Z-Phe-Arg-NHMec were 6- and 65-fold lower, respectively, than
that observed for FhCL1. Similarly, the kcat/ K values for Z-Leu-
Arg-NHMec were 3.5- and 66-fold lower than FhCL1 for FhCL2
and FhCLS3 respectively. By contrast, FhCL2 and FhCL3 cleaved
Pro-containing substrates much more readily than FhCL1 with
keat/ K values of 18,559 M ' s~ ' (28-fald greater, FhCL2) and
95,774 M~ ' 57! (142-fold increase, FhCL3) for Tos-Gly-Pro-Arg-
NHMec; 58,027 M 's™' (86-fold increase, FhCL2) and
60,763 M ' s ! (90-fold increase, FhCL3) for Boc-Ala-Gly-Pro-
Arg-NHMec; 13,746 M ' s ' (22-fold increase, FhCL2) and
36,419 M ' 5! (60-fold increase, FhCL3) for Tos-Gly-Pro-Lys-
NHMece and 21,193 M 's™ ' (44-fold increase, FhCL2) and
1,564 M~ ' s™" (3fold increase, FhCL3) for Boc-Val-Pro-Arg-
NHMec (Table 2). Collectively, these data highlight significant
differences in the substrate specificity of the three major F. hepatica
cathepsin L peptidases. More specifically, the data demonstrates
that FhCL3 prefers a bulky Pro residue in the P2 position of
substrates over hydrophobic residues such as Leu or Phe, while
FhCL2 can readily accept Pro despite preferring hydrophobic
moieties at P2, and FhCLI has an inverse preference to FhCL3.

Kinetic analyses of recombinant F. hepatica peptidases
with specific inhibitors

Peptidyl diazomethyl ketones are irreversible inhibitors of
cysteine peptidases [51]. Changes in rates of inactivation by these
inhibitors have highlighted different specificities at subsites of
cysteine peptidases such as cathepsin L. and cathepsin B [52]. In
this study, we measured the rates of inactivation of FhCLI, FhCL2
and FhCL3 by the cathepsin inhibitor Z-Phe-Ala-CHN,. Both
FhCLI and FhCL2 were rapidly inactivated by Z-Phe-Ala-CHN,
with the rate of inactivation of FhCLI being almost 2-fold higher
than that of FhCL2 (Table 3). This is in accordance with our
previous data [22] and demonstrates that FhCL1 accommodates
hydrophobic P2 residues more effectively than FRCL2. In contrast,
the rate of inactivation of FhCL3 by Z-Phe-Ala-CHN, was 20-fold

times lower, showing that Z-Phe-Ala-CHN, is a poor inhibitor of

Table 3. Inhibition parameters of Z-Phe-Ala-CHN; and
cathepsin K inhibitor Il against recombinant F. hepatica
cathepsin Ls.

Enzyme Inhibitor Kijappy nM %= KinM =

FhCL1 Z-Phe-Ala-CHN, 314 0.61 1.62 0.03
FhCL2 Z-Phe-Ala-CHN, 552 43 532 042
FhCL3 Z-Phe-Ala-CHN, 969.3 67.8 3365 232
FhCL1 Cathepsin K inhibitor Il 122 075 063 0.03
FhCL2 Cathepsin K inhibitor Il 4.8 1.0 0.46 0.09
FhCL3 Cathepsin K inhibitor Il 261 03 9.05 015

doi:10.137 1/journal pntd.0001012.t003
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FhCL3 (Table 3). This is in agreement with our kinetic substrate
data using peptidyl fluorogenic substrates (T'able 2) that revealed
the poor capacity of FhCL3 to accommodate hydrophobic
residues in the P2 position.

The inhibitor known as cathepsin K Inhibitor II (Z-
LNHNHCONHNHLF-Boc, CKII) is a potent time-dependent
inhibitor of human cathepsin K its selectivity for this enzyme is
largely because of the effectiveness by which Leu occupies the S2
subsite [53]. FhCL1 and FhCL2 were both potently inhibited by
cathepsin K inhibitor IT with Ki values of (.63 nM and 0.46 nM
respectively. In contrast, CKII was 14-fold less effective against
FhCL3 (Ki 336 nM) compared to FhCL1 and 20-fold less effective
compared to FhCL2 (Table 3). The data are consistent with the
kinetic data for hydrolysis of peptidyl fluorogenic substrates as
both FhCL1 and FhCL2 had high kcat/Km values for Z-Leu-Arg-
NHMec whereas that of FhCL3 against this substrate was much
lower (Table 2).

Recombinant FhCL2 and FhCL3, but not FhCL1, cleave
native collagen at physiological pH

The o chains of collagens are woven together to form triple
helical, or Col, regions of collagen. These are flanked by non-
collagenous, or non-helical, regions termed NC domains Type 1
and type II collagens are most abundant in nature and are the
major components of vertebrate connective tissue. They share
~70% primary sequence identity and are composed largely of
repeating Gly-X-Y motifs [27]. FhCLI, FhCL2 and FhCL3
cifectively degraded type I collagen at pH 5.5 which induces a
denaturation of the protein’s helical Col structure. However,
FhCL1 was much less able to degrade type I collagen at pH 7.0,
where its native structure is preserved, and its activity was limited
to the B and v chains of the NC domains leaving the ol and o2
chains of the Col domain intact (Fig. 1A). By contrast, both FhCL2
and FhCL3 degraded native collagen at pH 7.0 and cleaved
cificiently within the Col helical structures as revealed by the
breakdown of the ol and @2 chains (Fig. 1A).

To determme the relative activity of FhCL1, FhCL2 and
FhCL3 for collagen type I, digests were performed at pH 7.0 over
a time course (up to 18 h) at 28°C (Fig. 1B). Only FhCL3 was
capable of completely digesting collagen type I after 18 h
incubation in these conditions. FhCL2 digested collagen o chains
to a lesser extent than FhCL3 while FhCLI only digested the P11
and P12 dimers but not the collagen o chains (Fig. 1B). Similarly,
only FhCL3 was capable of degrading type II collagen whilst
FhCL2 displayed much less activity against this substrate at
pH 7.0 (Fig. 1C). FhCL1 was unable to cleave within the tightly
wound type II collagen helices under these conditions (Fig. 1C).

FhCL2 and FhCL3 cleave at different sites within the
native collagen structure

To identfy the cleavage sites for FhCL2 and FhCL3 within
collagen type I ol and o2 chains, the 18 h reaction aliquots (shown in
Fig. 1B) were analysed by tandem mass spectrometry to determine the
masses and sequence identities of the resulting hydrolytic products.
Liberated peptides were mapped onto the primary amino acid
sequence of bovine collagen to identify the cleavage sites of the F.
hepatica peptidases (Fig. 2). FhCL2 cleaved collagen type I at 43 sites
within the #1 chain and 26 sites within the 22 chain while FhCL3
cleaved at 24 sites within the o chain and 24 sites within the 92 chain.
Suikingly, only three of these cleavage sites were shared between
FhCL2 and FhCL3, all of which occurred in the ol chains (Fig. 2).

We examined the frequency of each amino acid in the P1, P2
and P3 position of the proteolytic cleavage sites identified in the
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Figure 1. Comparison of the collagen cleaving activities of
recombinant F. hepatica FhCL1, FhCL2 and FhCL3. (A) Type |
collagen was incubated with 2 pM FhCL1, FhCL2 and FhCL3 for either
3h (pH 5.5) or 20 h (pH 7) at 28°C. Type | collagen (B) and type II
collagen (C) were incubated with 2 uM FhCL1, FhCL2 and FhCL3 at
pH 7 for up to 18 h at 28°C. Reaction aliquots were analysed on 4-12%
NuPage Bis-Tris gels (Invitrogen). C1, type | collagen alone; C2, type |I
collagen alone.

doi:10.1371/jounal pntd.0001012.g001

collagen digests described above to determine preferences for
binding their respective active site S1, 82 and 53 subsites (Fig. 3).
While substrate residues present at the P2 position from the scissile
bond interact with the 52 subsite of the active site of papain-like
cysteine peptidases are considered most critical in determining the
efficiency by which the P1-P1’ bond is cleaved [54], the binding of
these residues are influenced by residues in the P3 positions.
Consistent with our previous findings using positional scanning of
synthetic combinatorial Libraries the P1 position can be occupied
by many different amino acids without a strong preference [22].
However, specificity is observed in the P2 position; Gly was most
commonly found in the P2 position of the FhCL2 cleavages (27%),
and this was followed by Leu (21%) and Pro (18%) (Fig. 3). By
contrast, FhCL3 displayed a highly specific preference for Gly at
the P2 position (44% of all cleavages) with a weak preference for
all other amino acids including Leu and Pro in this position (3%
for both residues, Fig. 3). The P3 and P4 positions were occupicd
by a wide range of amino acids.

To further mvestigate the cleavage of collagen by FhCL2 and
FhCL3, the ability of both enzymes to cleave two small peptide
substrates, Z-Gly-Pro-Leu-Gly-Pro and Z-Gly-Pro-Gly-Gly-Pro-
Ala, mimicking the repeating Gly-X-Y motifs (where X 1s often
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Collagen alpha-1

MFSFVDLELLLLLAATALLTHGQEEGREEGQEEDI PFVTCVQNGLEYHDEDVWEFVPCQICVCDHGN
VLCDDVICDELEDCENAKVET ¥ DECCEVCPEGO WESPTDUETTGVEGPKGDTGPRGPRGPAGEPGR
DETPGQPGLEGFPGPPGFPGRPGLGGNFAPQLSYGYDERSTG W ISVPGPMGPSGPRELPGEPGATY P
GPOGEDGFPGE PGEPGASGPMG PRGE PLFPGKNGDDGEAGK PGRPGERG Y PRGPOGARGL ¥ PCTAG
LPGMEY GHRG'Y FSGLDGAKGD ¥ AGPAGPHGE PGSPGENGAPGOMGPRGL PGERGRPGAPGPAGAR
GNDGATGARGE PGPTGPAGPPGE PGAVGAKGEGGPQGPRGSEGPQGVR ¥ GEPGPPGPAGANGE WAG
HPGADGOPGAKGANGAPG IAGAP G PEARGPSGPOGE SCPPEPRGHSCEPGARPGSKGDTGAKGERGE
TGIQGPPGPAGEEGKRGARGEPGPAGLPGFPGERGGPGSRGF PGRDGVAGFKGPAGERGRPGPAGFE
GSP A GEAGRPGEAGLPGAKG. SPG A SPCPD VY GETGERGEAGY QLCHPEE PGP PGARGDAGVM
GFPGPEGARGE 8 PGEAGERGYVPGPPGAVGPRGK e DGEAGAQGFPGPAGPAGERGEQGPAGS PGFOGL
PGPACPPGEAG ¥ KPGEQGV ¥ PGDL ¥ GAPGPSGC Y ARCERGFPGE ¥ RGVQGPPGE W AGPRGANGA
PGNDGAKGDAGAPGAPGSOGAPGLOG A MPGERGAAGLFGPRGEDRGD A AGPKGADGAPGKDGVRGLT
GPICPPGTAGAPGDKGEAGPSCPAGP TGARGAPGDREEPAP POPAGFAGPPGADGQPGAKGEPGDAG
BKGDAGPPGPAGPAGPPGEIGNVGAPGPKGARGOAGEPGAT G PCAAGRY A GEPGPSGNAGEP AGP
PGPAGE AEGSKGPRGE A TGPAGRPGEVGPPGPPGPAGERGAPGADGPAGAPGTPGE ¥ QOGIAGURG
V¥ VGLPGQR ¥ GeERGFPGLPCPEGEPGKQCP A SGASGERGPPCPMGPPCLAGPPGESGREGAPGR
EGSPGRDGSPGRKGDRGETGPAGPPGAPGAPGAPGPVGPAGKSGDRGETGPAGPAGPIG Y PVGARG
PAGP Y QGPRGDEGETGEQSD A RGTHGHRGFAGLOGPP A GPFCSPGRQGPAGASGPAGPREP PGSR
GSPCKDGLNG A LPGPVY I AGPPGFRGR W TCDAGPAGPPGPEGPFGPPGPPSGGYDLSFLPQEEQE
KAHDGGEY YRADD & ANVV'Y RDRDLE & VDTTL ¥ KSLSQQIENIR A SPEGSRENPARTCROLE ¥ M
TDPRQGC Y CHLDATKVFCHMETGETCVY PTQE AQKNWY T SKNPKEKRHVI A Y
A FADVWALOLTFLELMS] LSONITYHCENSV W AYTMA DY OQWT
A QGSNETETRARGNS ¥RETYS ¥ VT ¥ YDGCTSH ¥ TGAWGKTVIEYKTTKTSRLP
IIDVAPLDVGAFDQEFGFDVGFACEL

Collagen alpha-2
MLSEVDTRTLLLLAVISCLATCOSLOEATARKGPSGUREPREERGPPCPPCRDGDDE I PEPPERPPED
PGPPGLGGHNFARQFDAKGGGPGPMGLMGPRGPPGRASGAPGPOGFOGPPGEPGEPGQTGPAGARGPPG
PPYGKAGEDGH ¥ PGKPGRPGERGVVGPRGARGFPGTPGLE & G'Y FEG & IRGHN ¥ GLDGLKGREG
APGVHGEPGAPGENGT PGOTGARGLPGERGRVGAPGPAGARGSDGESVGPVGPAGP IGSAGPFGFPGA
PGPFRGELGPVENPCPAGPRAGPRGEVGLPGLIGFVGPPGHPGANCLPGAKGARG A LPCGVACGRPGLIGE
HEGLIPGP A VGAAEATGARGLVGEPGPAGSKEESE ANKGEPGAVG) A PGPPGPSGERCKRGETGELR
PAGPPGPPGLRGNPGSRGLPGADGRAGVMGPAGSRGATGPAGVRGPNGDSGRPGE PGLMGPRGFPGS
¥ PCNIGPACKY EGPVGLPGID W CRPCPIGPA Y GARCGEPGNI CF PGPKGPESCDPCEAGEKGHAGLA
GARGAPGPDGNNGAQGPPGLOGVOGEKGEOGPAGPPGE ¥ OGLPGPAGTA ¥ GEAGKEGERGIPGEFG
LPGPAGARGERGPPGESGAAGPTGPTGSRGPSGP PGP DGNKGEPGVVGAPGTAGP SGPSGLPGERGA
RAGIPGGKGEKGETGLAGDIGSPGRDGARGAPGA IGAPGPAG! GEAGPAGPAGPAGPRESPGER
FAGPAGAAGDPGAHGE R GTHGPRKGENGEPVGE TGFVGARG

GEVGPAGPNGI GPHGPPGPAGSRGDGG
PPCATGFIGAAGRTCPPGPEGI SGPPGPPGPACKEGLRGPRGDQGPVGRECETGAEGPPGFVCE W KG
PSGEPGTAGPRGT W PGPOGLLGAR AGE A LGLPGSRGERGLFGVA A GS AVGEPGPL Y GIAGPRG

RRGP Y PGHVGHNPGVNGAPGEAGRDGHPGNDGEPGRDGOPGHKGERGYPGNAGPVGARGAT ¥ GPOGE
VGEEVG Y KHENREEPGPAGAVGPAGAVGP RGP SGPQG IRGDKGE PG A DKGPRELPGLEGHNGLO A G
LPGLAGHHGDOGAPGY AVGPAGFRGPA Y GPSGPAGKDGRIGOPGAVGPAGT RGSUGSOGPAGPPGE
PGPPGPPGPSGGGYEFGFDGDFYRADOPRSPTSLRPKDYEVDATLESLNNO IETLLTPEGSRENPAR
TCRULRLSHPEWSSGY YWIDPNQGCTMDATKVYCDFSTGETCIRADPED 'Y TPVENWYRNSKAK W KH
AVYWVGETINGG ATO A F¥YEYNVEGVTTHEMATQLAFMRLLANHASONT A TY AHCENST W AYM
DYELCW TGN A LKKAV W IL A QGENDVELVAEGNSRETY TVLVDGCS KICTNEW KT L A TEYKTH & K
APSRLPILADIARPL & DIGGADQEIRLNIGPVCER

Figure 2. Hydrolysis of bovine type | collagen by FhCL2 and
FhCL3 and analysis of digests by LC-MS/MS. Map of collagen a1
and o2 chains indicating sites of FhCL2 (triangle) and FhCL3 (inverted
triangle) cleavage. Cleavage sites shared by FhCL2 and FhCL3 are
shown by (circle).

doi:10.1371/journal.pntd.0001012.g002

Pro) that occur within the collagen primary sequence was followed
by tandem mass spectrometry. The presence of several peptides
matching hydrolytic cleavage products showed that FhCL2 and
FhCL3 were able to digest both substrates (Fig. 4). The cleavage
pattern of peptide Z-Gly-Pro-Leu-Gly-Pro was identical for both
FhCL2 and FhCL3. However, while FhCL2 cleaved the peptide
Z-Gly-Pro-Gly-Gly-Pro-Ala at three sites (with Gly or Pro in the
P2 position), FRCL3 was unable to cleave at one of these three sites
where Pro occupied the P2 position (Fig. 4).

Molecular dynamics (MD) simulations provide a
structural explanation for collagen digestion by FhCL2
and FhCL3

In order to delincate the molecular basis of the ability of FRCL2
and FhCL3 to digest collagen, our recently determined crystal
structure of FhCLI was used as the starting point for a
computatonal analysis of ligand binding. Complexes of FhCLI,
with variations to key residues involved in substrate binding
(summarised in Table 4), bound to different seven-residue peptides
(Table 5), were analysed by performing MD simulations. Using the
simulation trajectorics, free energies of binding of the peptide
substrates were calculated using the well-established MM-PBSA
method [44,45]. In addition, the distances between the nucleo-
philic sulphur atom of the active site Cys residue and the backbone
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carbonyl carbon atom of the scissile peptide bond, were examined
over the course of the simulations. Since higher frequencies of
close approach of these atoms would likely correlate with higher
frequencies of formation of the transition state of the hydrolysis
reaction this measure gives an indication of how well the substrate
fits into the binding cleft and how readily it is cleaved [55]. Fig. 5
illustrates the critical residues of the active site investigated and
their disposition in FhCLI relative to the bound peptide substrate
ligand A (AALR*NAA, shown as an example, asterisk represents
position of scissile bond) and in FhCL2 bound to ligand C
(AGPR*NAA). Table 5 presents the results of the binding energy
calculations, as well as the average nucleophilic sulphur-scissile
carbon (S-C) distances for the various peptidase-ligand complexes
simulated. Fig. Sl illustrates the regions of the peptidase that
contact the ligand during the FhCL1 ligand A simulation.

The MD simulations indicate that, for wildtype FhCLI, activity s
greatest for substrates with Leu at P2 and that Arg is favoured at P1
(comsistent with our substrate and inhibitor binding kinetics shown in
Table 2 and 3). Thus, the results for the FhCLI-ligand A complex
(Table 4; Fig. 5A) are taken as a benchmark against which the other
results are compared. The free energy of ligand binding is related to
the dissociation constant Ky by the formula AG= —RT In K. Thus,
the calculated binding energy for the FhCL1-lgand A complex of
10.83 kcal/mol corresponds to a K, of 22,9 nM, while the
approximate level of error in the free energy calculations of 1 keal/
mol corresponds to a 5-fold difference n Ky Where differences
between calculated binding energies are greater than the error
bounds, the calculations are taken to predict differences in binding
affinities. The calculations for ligand A (AALR*NAA), which has Leu
at P2, thus discriminate between binding affinities for FhCL2 and
FhCL3, predicting an approximately 5-10 fold difference m Ky,
which correlates well with the inhibition constants determined for the
CKII inhibitor (Table 3), which also has Leu at P2,

The calculations also agree with the experimental data in
suggesting reduced activity of FhCL1 agamst a ligand with Pro at
P2 (ligand B, AAPR*NAA) compared to Leu (ligand A). However,
they also predict that for ligand B, FhCLI1 has a higher binding
affinity than FhCL2 and equal or greater activity than FhCL3.
When ligand B is altered such that Gly is substituted for Ala at P3
(igand C, AGPR*NAA), the hinding affinitics for the peptidases
with FhCL2 or FhCL3 S2 subsites show a marked increase over
those for ligand B. Thus, the data suggest that the collagenolytic
activity of FhCL2 and FhCL3 may not be due simply to the P2
Pro-S2 subsite interaction, and that Gly at ligand residue P3 is also
important, consistent with our earlier suggestions [23]. This
inference is consistent with our previously reported experiments
using combinatorial libraries [22] that showed FhCL2, strongly
favoured a Gly at P3, and with our present data using native
collagen digestion which indicated that Gly is favoured at P3 for
both FhCL2 and FhCL3. Analysis of our collagen digest revealed
that of the 11 cleavage sites for FRCL2 and FhCL3 (Tyr and Trp
at position 67, respectively) containing Pro at P2 (seven for FhCL2
and four for FhCL3), 8 had Gly at P3. Given their similar active
site residues to FhCL2 and FhCL3 we also analysed previous
studies with human cathepsin K [56] and ginger rhizome GP2
[29] (also possess Tyr and Trp at position 67, respectively) and
observed that of the 12 peptidase cleavage sites within native
collagen type I containing Pro at P2 (eight for cathepsin K and
four for GP2), 10 had Gly at P3. Examination of the simulation
trajectories suggests that Gly (that lacks a side-chain) at P3, would
offer minimal steric interference with the large active site Tyr or
Trp side-chain at position 67 in FhCL2 and FhCL3, respectively,
allowing the Tyr or Trp ring to form a “lid” over the ligand’s P2
Pro ring, helping to sequester it in the S2 subsite (Fig. 6).
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Figure 3. Collagen P1-P4 residues. Residues occupying the P1-P4 positions in peptides released from type | collagen following digestion by
FhCL2 and FhCL3 as determined by LC-MS/MS analysis of digest samples (see Fig. 2). The frequency by which amino acids occur at the P1-P4
positions of collagen o1 and o2 chains (converted to a percentage of the total) are plotted for the 18 h reactions shown in Fig. 1B.

doi:10.1371/journal.pntd.0001012.g003

Analysis of the cleavage sites within native type I collagen show
that both FhCL2 and FhCL3 have a strong preference for Gly at
P2, most particularly for the latter enzyme (Figs. 2 and 3). To
investigate the molecular basis of this preference, simulations were
performed using ligands with Gly at P2 (ligands D and E). The
simulations with Gly at P2 generally showed markedly greater S-C
distances than were observed in the complexes with Leu or Pro at
P2 (Table 5). This supports the idea that the P2-S2 interaction has
a strong influence on the S-C interaction. The binding affinity of
collagen-like ligand D (which has Ala at P3, PAGP*AGP) is
substantially higher for FhCL2 compared wildtype FhCLI, but
when in complex with FhCL3, ligand D essentally disengages.
However, when ligand D is altered such that Leu occurs at P3
(igand E, PLGP*AGP), binding affinity to FhCL3 is restored but
greatly reduced in the complex with FRCL2. These results further
support the idea that the interaction of ligand residue P3 with the
peptidase is a significant factor in ligand binding, and possibly of
greater importance when Gly is at P2,

Collagens comprise polypeptide chains containing the repeating
triplet sequence Gly-Pro-Y where 4-hydroxyproline (Hyp) com-

o * -
@ www.plosntds.org

monly occupies the Y position [57]. Thus, simulations of
complexes with a ligand containing Hyp at P3 and P1" and Gly
at P2 (ligand F, PP[GP*PGP) were performed. For the FhCL2
variant, the ligand began to disengage from the peptidase whilst
for FhCL3 the ligand remained closely bound. Although the
binding affinity for the FhCL3-ligand F complex was not
calculated, the average S-C distance was much lower than for
the other complexes with Gly at P2 (Table 5). Moreover, the plot
of the S-C distance frequencies showed high frequencies of very
close approach for the FhCL3-ligand F complex (Fig. 7). These
data suggest that FhCL3 is able to digest collagen with Hyp-Gly at
P3-P2 whereas FhCL2 cannot. This may explain why we observed
a greater ability of FhCL3 to digest type I and II collagen
compared to FhCL2 (Fig. 1).

The FhCL3-ligand F simulation trajectories revealed that the
side-chain of Trp 67 occupics the FhCL3 52 subsite and sits
against the peptide backbone of the ligand P2 Gly (Fig. 6A). This
may stop solvent from entering the S2 subsite and interacting with
the ligand P2 Gly, thus “sealing” the ligand in the enzyme’s
binding cleft. A similar disposition of the Trp 67 side-chain was
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A. b ions y ions
Seq # b (exp) FhCL2 (obs) FhCL3 (obs) # v (exp) FhCL2 (obs) FhCL3 (obs)
G 1 192.0693 - - 5 5742909 - -
P 2 289.1221 289.1371 289.1250 4 3832294 - -
L 3 402.2061 - - 3 286.1767 - -
4 459.2276 4592236 460.2194 2 173.0926  173.0972 173.0933
P 5 556.2803 - - 1 116.0712 - -
FhCL2 cleavages: Z-Gly-Pro-Leu-Gly-Pro FhCL3 cleavages: Z-Gly-Pro-Leu-Gly-Pro
B. b ions y ions

Seq # b (exp) FhCL2 (obs) FhCL3 (obs) # y (exp) FhCL2 (obs) FhCL3 (obs)

1 192.0693 - - 6 589.2654 - -

P 2 289.1221 288.9699 289.0926 5 398.2040  399.1679 -

G 3 346.1435 347.1417 - 4 301.1512 - -

G 4 403.1650 - - 3 2441297 - -

P 5 5002177 - - 2 187.1083  187.1082 187.1106
6 571.2549 - - 1 90.0555 - -

A A

FhCL2 cleavages: Z-Gly-Pro-Gly-Gly-Pro-Ala FhCL3 cleavages: Z-Gly-Pro-Gly-Gly-Pro-Ala

Figure 4. LC-MS/MS data for the cleavage of small collagen-like peptide substrates by recombinant FhCL2 and FhCL3. Substrates Z-
Gly-Pro-Leu-Gly-Pro (A) and Z-Gly-Pro-Gly-Gly-Pro-Ala (B) were incubated with FhCL2 and FhCL3 for 15 min at pH 4.5 and the reactions were analysed
by LC-MS/MS. The resulting peptide fragment masses (obs) that matched with y and b ions derived from theoretical fragmentation of the peptide
substrates (exp) were used to map the FhCL2 and FhCL3 cleavage sites (arrows).

doi:10.137 1/journal.pntd.0001012.g004

also observed m the FhCL3-ligand E simulations. Tyr at position P2 Gly in the FhCL2-ligand D complex (Fig. 6B). The position of

67 in FhCL2 behaves in a similar manner to the Trp 67 of FRCL3 the Tyr side-chain was further stabilised by a hydrogen bond
when binding ligands with Gly at P2. Thus, Tyr 67 occupied the between its hydroxyl oxygen and the backbone oxygen of residue
52 subsite cleft and contacted the peptide backbone of the ligand 157.

Table 4. F. hepatica cathepsin L variants used for the MD simulations.

Subsite S3 S2 S2 S1’ S2

Residue 61 67 157 158 205

Structure Description

FhCL1 Asn Leu Val Asn Leu Wild-type FhCL1

FhCL2 Tyr Tyr Leu Thr Leu FhCL2 S1', 52, and 53 subsites
FhCL3 His Trp Val Thr Val FhCL3 51/, S2, and S3 subsites
HK Asp Tyr Leu Asn Leu Human cathepsin K

GZ His Trp Ala Asn Phe Ginger rhizome peptidase

FhCL1 variants used for the MD simulations and their relationship to the substrate binding subsites of FRCL2 and FhCL3 variants. Substituted residues are in red and
papain numbering is used for residue positions. For reference, the equivalent residues in the collagenolytic cathepsins human cathepsin K and ginger rhizome
peptidase are also given.

doi:10.1371/journal. pntd 000101 2.t004
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Table 5. Computed free energies of binding and average nucleophilic sulphur-Scissile carbon distances®.

A B C D E F

Ligand: AALR*NAA AAPR*NAA AGPR*NAA PAGP*AGP PLGP*AGP PPGP*PGP
FhCL1  AG —10.83 (1.18) =9.10 (1.30) —830 (0.96)

Ad 3.96 (0.24) 4.00 (0.25) 4.41 (0.30)
FhCL2 AG =11.77 (0.75) —6.30(1.19) —10.88 (0.96) —10.83 (1.30) -4.11 (1.02) -b

Ad 3.97 (0.24) 3.95 (0.24) 3.94 (0.23) 4.27 (0.34) 4.82 (051) >10
FhCL3 AG —10.40 (0.84) —828 (082 =12.71 (0.95) = —9.56 (1.20) -*

Ad 3.99 (0.26) 4.06 (0.25) 4.05 (0.25) > 10 4.40 (0.28) 4.08 (0.5)

“Amino acid sequences of peptide ligands A-F are shown in single letter code with P2 in red and the position of the scissile bond shown by an asterisk; Hyp is indicated
by P inligand F. FhCL1 variants are shown in the leftmost column and are denoted as in Table 4. Mean energies (AG) are in kcal/mol, with corresponding standard error
of the mean in parentheses. The average distances between the sulphur atom of the catalytic Cys and the backbone carbonyl carbon of scissile ligand residue 4 (Ad)
are in Angstrom, with comesponding standard deviations in parentheses. All measures calculated over the final 4.005 ns of the simulation. Standard errors of the mean

for all Ad measures are <001 A;
PNot calculated, see Methods.
doi:10.1371/journal.pntd.0001012.t005

F. hepatica has evolved a repertoire of cathepsin L peptidases as a
result of gene duplication and diversification that exhibit subtle but
distinct substrate specificities [1,8,14,15]. The expression of
different members of this peptidase family is temporally regulated
suggesting that they perform precise functions at different stages of
the parasites’ development [13]. This idea is supported by our
previous data showing that the predominant enzyme, FhCLI,
secreted by the mature adult parasites, which are obligate blood-
feeders, is adapted to the degradation of host haemoglobin; the S2
subsite of the FhCLI1 active site, which contributes mostly to
substrate binding, readily accommodates P2 residues such as Leu,

Ala, Val and Phe that together represent >40% of the residues
present in haemoglobin [3].

FhCLI does not readily accept Pro into the S2 subsite as shown
in this and other [22,28] studies and thus it’s activity against type I
and II collagens observed here was restricted to the non-
collagenous, NC, domains. By contrast, both FhCL2 and FhCL3
have evolved to accommodate Pro in the S2 subsite of their active
sites; this property has been attributed to the presence of Tyr and
Trp, respectively, at position 67 within the S2 subsite of these
enzymes, a position that is occupied by Leu i FhCLI
[1,14,15,22,23]. In this study, our computational data show that

FhCL1 - Ligand A

Figure 5. Disposition of residues within ligand binding subsites S1’, S2 and S3. (A) Final trajectory frame from the MD simulation of Ligand
A (AALR*NAA) bound to wild type FhCL1, with Leu at P2. The ligand is shown in space filling representation and coloured in a spectrum pattern, with
N-terminal residue 1 blue and C-terminal residue 7 red. The side-chain of P2 residue Leu (cyan) is bound in the S2 subsite. The side-chains of residues
mutated in the MD simulations are shown in stick form with carbon atoms tan, oxygen red and nitrogen blue, with papain numbering. Secondary
structural elements of the peptidase are shown in cartoon representation in grey. (B) Final trajectory frame from the MD simulation of Ligand C
(AGPR*NAA) bound to FhCL2, with Pro at P2. Interaction of Tyr 67 with Pro bound in subsite S2 is observed. The ligand is shown in stick form with
carbon atoms cyan, oxygen red and nitrogen blue.

doi:10.1371/journal.pntd.0001012.g005
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FhCL3 - Ligand F

FhCL2 - Ligand D

Figure 6. Binding mode of Gly at P2 in the FhCL2 and FhCL3 S2 subsites. The side-chains of residues mutated in the MD simulations are
shown in stick form with carbon atoms tan, oxygen red and nitrogen blue, with papain numbering. The ligand is shown in stick form with carbon
atoms green, oxygen red and nitrogen blue. Secondary structural elements of the peptidase are in shown in cartoon representation in grey. (A) Frame
from the final 4 ns of the FhCL3-ligand F (PPGP*PGP) simulation showing the interaction of the Trp (W) 67 side-chain within the S2 subsite cleft with
the ligand P2 Gly (G). The N-terminal acyl group and Pro residue of ligand F are omitted for clarity. The S-C distance is indicated by a red dashed line.
(B) Final frame from the FhCL2-ligand D (PAGP*AGP) simulation showing the interaction of the Tyr (Y) 67 side-chain within the S2 subsite cleft with

the ligand P2 Gly (G).
doi:10.1371/journal.pntd.0001012.g006

Tyr and Trp at position 67 have the ability to function in distinct
ways to accommodate either Gly or Pro residues at P2 and
explains why FhCL2 and FhCL3 have an ability to degrade the
Gly-X-Y containing Col helices of collagen. The results are also in
accordance with our previous suggestion that the interaction of
substrate residue P3 with the peptidase is a significant factor in
substrate binding, in particular when Gly or Pro is at P3 [23]. This
is also the case when we compare FhCL3 specificity towards
synthetic peptides; Pro is readily accepted in P2 only when Gly is
at P3 (Tos-Gly-Pro-Arg-NHMec, Tos-Gly-Pro-Lys-NHMec and
Boc-Ala-Gly-Pro-Arg-NHMec) but not when Val is at P3 (Boc-
Val-Pro-Arg-NHMec) (Table 2). Therefore, the collagenolytic
activity of FhCL2 and FhCL3 is not due simply to the P2 Pro-S2
subsite interaction, and with Pro at P2, Gly at residue P3 is critical.
A comparison of the cleavage sites of FhCL2, FhCL3, human
cathepsin K [56] and ginger rhizome GP2 [29] revealed that
many of their cleavage sites within collagen where Pro is at P2, a
Gly is present at P3. A P3 Gly, which lacks a side-chain, offers
minimal steric interference with the large active site Tyr or Trp
side-chain at position 67, and allows the Tyr or Trp ring to form a
“lid” over the ligand’s P2 Pro ring, helping to sequester it in the S2
subsite (Fig. 6).

However, we observed that FhCL3 digested type I and II
collagens more efficiently compared to FhCL2 and that these two
enzymes cleave at mostly different sites (see Figs. 1 and 2). The
computational data indicates that this may be, in part, because
FhCL3 binds substrates containing a P3 and P1’ Hyp much

@ www.plosntds.org

1

tighter than FhCL2. A difference between these two enzymes was
also observed using a peptide substrate that mimics the Gly-X-Y
repeat in the collagen Col domain, Z-Gly-Pro-Gly-Gly-Pro-Ala;
FhCL2 cleaves at three sites with Gly or Pro in the P2 position,
whereas FhCL3 was unable to cleave at one of these three sites
despite having Pro occupying the P2 position and Gly at the P1
position. This result contrasts with our data using fluorogenic
peptide substrates which showed that FhCL3 cleaved the
tripeptides  Tos-Gly-Pro-Arg-NHMec  and  Tos-Gly-Pro-Lys-
NHMec with 5- and 3-fold better efficiency, respectively, than
FhCL2. On the other hand, the two enzymes exhibited equal
efficiency for the substrate Boc-Ala-Gly-Pro-Arg-NHMec. The
influence of P4 and P’ regions of the peptides on substrate binding
in these two enzymes need greater attention in future studies when
suitable reagents become available. Notwithstanding, it is clear
that the modification within the active site of FRCL2 and FhCL3
(Tyr or Trp at position 67) has subtly altered the substrate
specificity of the two enzymes such that they exhibit different
substrate profiles without compromising their unique ability to
degrade host native collagen.

FhCL3 is expressed by the invasive stage of F. hepatica which
must quickly penetrate the wall of the intestine to enter its host
[1,13]. RNAi-mediated knockdown experiments have demonstrat-
ed that the secretion of this peptidase and a cathepsin B cysteine
peptidase by these invasive parasites is critical to invasion of the
intestinal tissue [2]. Once the intestine has been traversed
expression of these enzymes is switched off and the parasite up-
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Figure 7. Frequency distributions of nucleophilic sulphur-scissile carbon distances. Smoothed histogram plots of the frequencies of
distances between the sulphur atom of the active site nucleophilic sulphur atom and the ligand P1 backbone carbonyl carbon atom. Measures taken
over the final 4 ns of each simulation at 0.075 ps intervals (53334 measures per simulation); frequencies assigned to 0.1 A bins between 3.3 A and
5.5 A. Simulation FhCL1-ligand A blue, FhCL2-ligand C red, FhCL3-ligand C yellow, FhCL3-ligand F green.

doi:10.1371/journal.pntd.0001012.g007

regulates expression and secretion of FhCL1 and FhCL2 which
are required to facilitate tunnelling through the liver mass and
feeding on host tissue (the parasite undergoes rapid growth at this
stage) [16]. The collagenolytic activity of FhCL3 and FhCL2 is
important in degrading the extracellular matrix of the tissues
through which this parasite moves. While collagenase activity has
been demonstrated in ginger rhizome cysteine peptidases [29,58],
only one other animal cysteine peptidase, human cathepsin K
which functions in bone re-modelling [59], possesses collagenase
activity. Accordingly, the evolution of this activity in F. hepatica
must represent an important step in the development of a parasitic
way of life.

Supporting Information

Figure S1 Residues contacting the ligand. Final rajectory
frame from the MD simulation of Ligand A (AALR*NAA) bound
to wild type FhCL1, with Leu at P2, The ligand is shown in stick
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4. ldentificacién de residuos relevantes en la especificidad de sustrato de las
catepsinas de Fasciola hepatica

Estrategia general

Para profundizar en el estudio de la especificidad de sustrato de FhCL3 se emplearon dos
tipos de librerias peptidicas, Possitional Scanning Synthetic Combinatorial Libraries (PS-SCL)
(Harris et al. 2000) y Multiplex Substrate Profiing by Mass Spectrometry (MSP-MS)
(O'Donoghue et al. 2012), de modo de ensayar todos los residuos en cada uno de los sitios de
interaccion con el sustrato. Las PS-SCL son librerias de péptidos sintéticos fluorogénicos
disefiadas de manera que se mantiene fijo un Unico aminoacido en una de las posiciones
adyacentes al sitio de corte (P;, P,, P3 0 P,), mientras las demas posiciones contienen una
mezcla equimolar de todos los aminodcidos. De esta forma, para cada una de las 4 posiciones
del sustrato se tienen 20 sublibrerias con 8000 péptidos diferentes. Cada una de estas sub-
librerias es testeada de forma independiente pero en paralelo. De esta forma es posible
determinar cuales son los residuos preferidos por la enzima en cada subsitio utilizando todo el

espectro de aminoacidos (Figura 17) (Choe et al. 2006).

P4 P3 P2 P1 ACC
" H Figura 17. Disefio de la
P1 Ac @ @ @ .="—|-=]l N 00 20 800 libreria PS-SCL. La libreria
P @io utiliza péptidos conjugados al
48 fluoréforo ACC (4-Amino-
& carbamoilmetilcumarina), no

— H contiene cisteina pero si

P2 Ac—(w)—(i) .T_H! () N@;’JO 20 800 norleucina. Consiste de 4
5 librerias P1, P2, P3 y Py y

\,fH cada una de ellas tiene 20

: sublibrerias con 8000

r— H compuestos diferentes. En

P3 Ac @ .—” @ @ N O/o 20 80C total la libreria cuenta con
o una diversidad de 160.000

NG tetrapéptidos (tomado de

ps AL TFO-E@ @r{ 20 8000
(0}
NH,

Choe et al., 2006).

Una estrategia diferente emplean las MSP-MS, las cuales consisten de 124
tetradecapéptidos lineales sintetizados de manera que todos los pares (XY) o casi pares (X*Y,
X**Y) de aminoacidos estén representados al menos una vez en la libreria. Estos péptidos
largos son mezclados y ensayados en conjunto, y el método de deteccidén de la hidrélisis no
involucra la liberacion de un fluoréforo sino que se analizan los productos de digestién por
espectrometria de masas (Figura 18). Esto permite mapear todos los sitios de corte e

identificar los residuos a ambos lados del sitio activo. Al ser péptidos mas largos se asemejan
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mejor a las regiones en forma de loops sensibles a hidrélisis que se hallan expuestas en la

superficie de las proteinas (O'Donoghue et al. 2012).

a b e )
XY XY XY - : 5 ! ; f ! f
5 z1 =]
VDV o 1] cousas ] 21
i i X peptidase = 1 =1
Amino acid switch 3 % I = l
eg., AcR; TeQ s el 21
XY XY . Retention time ) Retention time
POROREVOVORODO .t__ |
Incorporate missing XY,  z o ] g s I
X*Y and X**Y pairs into with |.=] LC-MSMS 5 i z \
decapeptides peptidase || —) l j \ £ 1)
=1 = 3 f y
XY X**Y o 4 XY - £ & 5 AMAL 2
- - \./ g —h T e
vaib @ @W @% 0 @ (9,(9 <42 Retention time Retention time
Library design Assay time 15 min 60 min

Figura 18. Esquema del ensayo de MSP-MS. a) La libreria de péptidos de 14 aminoéacidos se disefia
acomodando todos los pares (XY) y casi pares (X*Y, X**Y) de residuos en un decapéptido core (residuos no
sombreados). X e Y corresponden a aminodacidos definidos, * corresponde a un aminoéacido al azar. Los
extremos (residuos sombreados en gris) se generaron usando pares de aminoacidos (XY) seleccionados de 11
pools de aminoéacidos. n, norleucina. b) Esquema del ensayo. Se incuban los péptidos con una proteasa y se
toman alicuotas a distintos tiempos, deteniéndose la reaccion con un inhibidor o acido. Cada alicuota es
inyectada en un sistema LC-MS/MS para detectar la hidrélisis tiempo-dependiente de los péptidos. Los sitios
de corte son identificados en comparacion con un control incubado sin proteasa (tomado de O"Donoghue et al.,
2012).

Se obtuvieron resultados consistentes para las enzimas FhCL1 y FhCL3 en ambas
aproximaciones, concordantes con lo reportado previamente para FhCL1 (Stack et al. 2008), lo
gue reafirma que estas metodologias son adecuadas para evaluar especificidad enzimatica. En
base a estos resultados se emplearon las PS-SCL para estudiar cambios en la especificidad de
FhCL1 o FhCL3 frente a sustituciones en residuos puntuales de los bolsillos S, y Sz. En el
articulo presentado en la seccion 4.1. se realizan sustituciones en los residuos ubicados en las
posiciones 61 y 67 de FhCL3 por aquellos presentes en FhCL1, y los cambios reciprocos en
FhCL1 por los residuos de FhCL3, generando enzimas sustituidas en una o ambas posiciones.
En la seccion 4.2. se generan mutantes de FhCL1 hacia FhCL2, estudiandose ademas de la
posicion 67 ya reportada (Stack et al. 2008), los residuos 157 y 158 del sitio activo. La
evaluacion de las enzimas con sustituciones se complementé con el uso de péptidos sintéticos
fluorogénicos y sustratos macromoleculares, y se generaron modelos de FhCL3 buscando

comprender mejor la dinamica de las interacciones en el sitio activo.
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Abstract

Background: A family of secreted cathepsin L proteases with differential activities is essential for host colonization and
survival in the parasitic flatworm Fasciola hepatica. While the blood feeding adult secretes predominantly FheCL1, an
enzyme with a strong preference for Leu at the S; pocket of the active site, the infective stage produces FheCL3, a unique
enzyme with collagenolytic activity that favours Pro at P..

Methodology/Principal Findings: Using a novel unbiased multiplex substrate profiling and mass spectrometry
methodology (MSP-MS), we compared the preferences of FheCL1 and FheCL3 along the complete active site cleft and
confirm that while the S, imposes the greatest influence on substrate selectivity, preferences can be indicated on other
active site subsites. Notably, we discovered that the activity of FheCL1 and FheCL3 enzymes is very different, sharing only
50% of the cleavage sites, supporting the idea of functional specialization. We generated variants of FheCL1 and FheCL3
with S, and S; residues by mutagenesis and evaluated their substrate specificity using positional scanning synthetic
combinatorial libraries (PS-SCL). Besides the rare P, Pro preference, FheCL3 showed a distinctive specificity at the S; pocket,
accommodating preferentially the small Gly residue. Both P; Pro and P; Gly preferences were strongly reduced when Trp67
of FheCL3 was replaced by Leu, rendering the enzyme incapable of digesting collagen. In contrast, the inverse Leu67Trp
substitution in FheCL1 only slightly reduced its Leu preference and improved Pro acceptance in P,, but greatly increased
accommodation of Gly at S;.

Conclusions/Significance: These data reveal the significance of S, and 5 interactions in substrate binding emphasizing the
role for residue 67 in modulating both sites, providing a plausible explanation for the FheCL3 collagenolytic activity
essential to host invasion. The unique specificity of FheCL3 could be exploited in the design of specific inhibitors selectively
directed to specific infective stage parasite proteinases.
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and after traversing the gut wall migrates to the liver. The
parasites spend 8-12 weeks feeding on, and severely damaging,
the liver parenchyma before they move into the bile ducts and

Introduction

The common liver fluke K fhepatica, together with F. gigantica,

are the causative agents of fascioliasis, a zoonosis causing huge become obligate blood-feeders by sucking blood through punc-

global losses in the agricultural section by infecting more than
700 million rummants worldwide. The disease 1s also recogmzed
by the WHO as an important emerging neglected disease of
humans, particularly in areas of South America, Asia, Iran and
Egvpt |1]. Infection with this parasite is acquired by the ingestion
of plants contaminated with metacercariae, a resistant cystic form
that emerges as a newly excysted juvenile (NEJ) in the duodenum,

PLOS Neglected Tropical Diseases | www.plosntds.org

tures m the duct walls. As in other parasites the mvasion and
establishment is mediated by a delicate crosstalk between
molecules generated by the parasite and the host, with proteolyvtic
enzymes being major plavers in this interaction [2]. Tissue
migration and feeding is facilitated by the abundant secretion of
proteolytic enzymes, most particularly cathepsin L cysteine

proteases [3,4].
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Author Summary

The flatworm Fasciola hepatica is responsible for fascio-
losis, one of the most common parasitic diseases of
livestock worldwide, with increased incidence of human
cases. When contaminated plants are ingested, infective
larvae are released and transverse the gut wall before
migrating to the bile ducts within the liver. Migrating liver
flukes erode host tissue while adults feed on blood and
they mature and release thousands of eggs. Several
developmentally-regulated cathepsin L like proteolytic
enzymes (FheCls) are essential to the migrating and
feeding processes. Despite being similar in structure and
sequence these enzymes show specialization attacking
preferentially different substrates and taking part in the
diverse process of invasion, immune evasion and feeding.
Our analyses reveal unique differences in activity between
the major infective juvenile (FheCL3) and adult (FheCL1)
enzymes, and demonstrate that the juvenile enzyme has a
particular active site that allows it to degrade collagen, the
main component of connective tissues. We demonstrate
that a single position on the active site, residue 67, is
essential to this collagenolytic activity critical for parasite
invasion.

F. hepatica possesses an expanded multigene family of cathepsin
L-like proteases that includes at least 5 different Clan CA (papain-
like) members that are developmentally regulated and play pivotal
roles m parasite survival by facilitating migration, immune evasion
and feeding [5.6]. Transcriptomic and proteomic studies have
demonstrated that the infective NE] express and secrete cathepsin
L3 (FFheCL3) indicating that this is critical to enabling the parasite
penetrate the intestinal wall [7,8,9,10]. By contrast, the blood-
teeding adult expresses predominantly cathepsinLLl (IheCL1), to a
lesser extent, cathepsin 1.2 (FheCL2) and to a relatively minor
extent I'heCL5. FheCLI can be mvolved m parasite feeding, since
n vitro experiments showed it can digest hemoglobin; both
IheCL1 and FheCL2 have been implicated in immune evasion
based in their i zitro ability to cleave native immunoglobulins [11].
Correlating with the macromolecular substrates the parasite
encounters at these different locations, the cathepsin L. members
exhibit distinct substrate specificities [4,11].

For papain-like proteases, the evidence points to the S, subsite
as being most critical to defining substrate selectivity [12]. We
have shown that the juvenile FheCL3 1s unusual in having a
particular preference for Pro residues in the P, position of peptide
substrates. By stark contrast, heCL1 has a marked preference for
aliphatic and aromatic residues in the P, substrate position and
does not readily accept Pro. FheCL2, on the other hand, exhibits
an substrate preference in between these two enzymes by
preferring Po aliphatic and aromatic residues but also accepting
Pro, although much less efficiently than FheCL3. Most mterest-
ingly, we have previously demonstrated that the preference for P,
Pro confers IheCL3 and FheCL2 with the rare ability to cleave
native collagen [13,14]. Only two other cysteine proteases,
mammalian cathepsin K, which is involved in bone resorption
by osteoclasts [15], and the ginger rhizome cysteine proteases (CP-
Il or zingipain, GP2 and GP3) also exhibit this high aftinity for Pro
in Py and collagenolytic activity [16,17].

Comparison of crystallographic structures of several Clan CA
cysteine proteases allowed the identification of residues that make
up the active site cleft with the selective S, pocket being
delimitated by residues 67, 133, 157, 158 and 205 (papam
numbering) [18,19,20,21,22,2524]. While variations occur in
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several of these positions within the £ fepatica cathepsin L family
the residue at position 67 has been primarily implicated in Py Pro
accommodation by stabilizing interactions with the planar ring of
Pro in the peptide substrate [20,25]. In FheCL3 and zingipain this
position is occupied by the large aromatic residue Trp while in
I'heCL2 and cathepsin K a Tyr is present. Structural comparisons
and molecular dynamic simulations performed by us suggested
that the substrate selectivity observed in FheCL3 might be due to
steric restrictions imposed by the bulky aromatic residues not only
at the Sy subsite but also within the S; pocket [13,14]. The
remarkable convergence between FheCL3 and zingipain is not
only restricted to Trp67 but also the close-by position 61 at the
bottom of the S; pocket is occupied by a large His residue. This
suggested to us that together these two active site moieties could
influence the capacity of the enzymes to best accommodate Pro
over other aliphatic residues, and hence account for their
collagenolytic activity.

To get a clear picture of the substrate specificity of the major
proteases of [ hepatica, we used a recently developed method
involving multiplex substrate profiling and mass spectrometry
(MSP-MS), that provides for unbiased subsite profiling of
proteases across the entire active site [26]. In addition, the P,—
P, subsite specificities were determined by Positional Scanning-
Synthetic Combinatorial Libraries of fluorogenic tetrapeptides
(PS-SCL), a well-established technology to study protease
substrate specificity [20,27,28,29]. To test the relevance of active
site positions 61 and 67 in selectivity we prepared recombinant
variants of FheCL3 with the specific alterations in the S; and Sy
subsites, mimicking those present in FheCL1, and the reciprocal
variants of FheCLl in an attempt to confer this protease with
collagenolytic activity. All the approaches highlight the unusual
and marked preference of IheCL3 for P, Pro, and additionally
reveal that the Py pocket has a less marked but distinctive
preference for Gly. The mutational analysis emphasizes the dual
role of residue 67 in modulating interactions with both Py and P5
substrate residues and its crucial importance in juvenile FheCL3
specificity and activity. Our findings provide structural insights
into the molecular determinants of active site preferences of two
proteases that are vital for parasite development, which might in
turn prove useful in the design of strategies to control parasite
infection.

Methods

Generation of the FheCL1 and FheCL3 active site pocket
variants

Six FheCL3 and FheCL1 variants bearing substitutions at
the S, and S; active site pockets were constructed by site-
specific mutagenesis using the QuikChange Site-Directed
Mutagenesis Kit (Stratagene) as indicated in Table S1. Briefly,
different pairs of complementary oligonucleotides containing
the base pair substitutions to be introduced in the cathepsin
gene sequences were generated and used in an outside PCR
reaction emploving as templates clones of FheCL1 or FheCL3
in the X4-Mf{wo-ScPas3 expression plasmid (kindly provided by
Dr. R.J.S. Baerends and Dr. JJAK.W. Kiel, Molecular Cell
Biology Lab, Groningen Biomolecular Sciences and Biotech-
nology Institute, University of Groningen, The Netherlands).
Double variants were obtained by using plasmids bearing the
single mutations as templates. The amplified modified plasmids
were propagated in bacteria, sequenced to confirm the
presence of the desired mutations, and then electroporated in
the Hansenula polymorpha vyeast strain for production as

previously described [30].
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Production of FheCL1, FheCL3 and the enzyme variants
in yeast

FheCL1 and FheCL3 recombinant proenzymes were produced
in the veast Hansenula polymorpha as previously described [13,14].
Briefly, yeast transformants were cultured i 500 ml BMGY broth
at 37°C to an ODgg, of 2-6, harvested by centrifugation at 2000 g
for 10 min and induced by resuspending n 50 ml of buffered
minimal media (0.67% yeast nitrogen base; 0.1 M phosphate bufter
pH 6.0;1% methanol) for 36 hs at 30°C. Recombinant propepti-
dases were secreted to the culture media, and recovered by 20-30
told concentration of culture supernatants by ultrafiltration with a
10 kDa cut-off membrane. The proenzymes were autocatalytically
activated to the mature form by incubation for 2 h at 37°C in 0.1
M sodium citrate buffer (pH 5.0} with 2 mM DTT and2.5 mM
EDTA, dialyzed against PBS pH 7.3 and stored at —20°C. The
protein concentration was assessed by the BCA method [31]. The
proportion of functionally active recombinant enzyme was
determined by titration against E-64c. The enzymes variants were

obtained with the same protocol used for production of FheCL1
and FheCL3.

Multiplex substrate profiling by mass spectrometry (MSP-
MS)

The enzymatic activity of FheCL1 and FheCL3 were compared
by MSP-MS, a procedure designed for unbiased profiling of
protease activity [26]. A highly diversified peptide library
consisting of 124 synthetic tetradecapeptides containing all
possible amino acid pairs and near neighbor pairs, was used to
test enzymatic activity. All peptides had unmodified termini and
consist of natural amino acids except Met that was substituted by
norleucine and Cys omitted because of potential disulfide bond
formation. The library was distributed imnto three pools consisting
of 52, 52 and 20 peptides and diluted to 1 pM in 25 mM sodium
phosphate, pH 6.0, 1 mM DTT, 1 mM EDTA. An equal volume
of FheCL1 or FheCL3 in the same buffer was added to the peptide
pools such that the final concentration of each enzyme was 10 nM.
An enzyme-free assay was set up as a control. Assays were
mcubated at room temperature and aliquots were removed after 5,
15, 60, 240 and 1200 minutes. All reactions were acid quenched to
pH 3.0 or less with formic acid (4% final), evaporated to dryness
and reconstituted to the original volume in 0.1% formic acid. Ten
pl of each time point were mjected onto a 150x0.3 mm Magic
C18A0 column (Michrom Bioresources) connected to a Thermo
Fmnigan LTQ) ion trap mass spectrometer equipped with a
standard electrospray 1onization source. Peak lists were generated
from the raw files using PAVA software (UCSE) and searched
against a database consisting of all 124 peptides using Protein
Prospector. Newly formed cathepsinl.l or L3 cleavage products
were identified by comparison with control assays.

P,-P, specificity testing using a PS-SCL

The substrate specificities of IheCL1, FheCL3 and all the
variants were determined using a PS-SCL [26]. Assays were
performed m 0.1 M sodium phosphate buffer pH 6.0, 1 mM
DTT, 1 mM EDTA, 0,01% PEG-6000 and 0.5% Me,SO (from
the substrates) at 25°C. Aliquots of 12.5 nmol in 0.5 pl from
each of the 20 sub-libraries of the Py, Py, P5 and Py libraries
were added to the wells of a 96-well Microfluor-1 flat-bottom
plates. The final concentration of each compound of the 8,000
compounds per well was 15.62 nM in a 100 pl final reaction
volume. The assays were performed in triplicate, the reaction
was initiated by addition of the enzyme diluted in the above
buffer and monitored with a SpectraMax Gemini fluorescence
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spectrometer (Molecular Devices) with excitation at 380 nm,
emission at 460 nm and cutoff at 435 nm.

Enzymatic assays using synthetic fluorogenic peptides

Kinetic parameters were determined in a reaction buffer
containing 0.1 M sodium phosphate buffer, pH 6.0, I mM DTT
and 1 mM EDTA at 25°C; typically final enzyme concentrations
were in the 107°M range, and the substrate was added after
10 mm. of mcubation of enzyme in reaction buffer. Enzyme
concentration was determined by active-site titration with E-64c.
Enzyme activity was monitored by the hydrolysis of 7-amino-4-
methyl coumarin (AMC) from the synthetic peptide substrates Z-
VLK-AMC and Tos-GPR-AMC. Reaction rates with different
substrate concentrations (5-100 pM) were measured in duplicate
as the slope of the progress curves obtained by continuous
recording m a FluoStar spectrofluorimeter at 345 excitation and
440 emission wavelengths, using an AMC standard curve for
product concentration calculation. Kinetic constants, £, and &y,
were estimated by non-linear regression analysis of the Michaelis—
Menten plot using the OriginPro 6.1 software.

Digestion of type | collagen

Protein digestion was analyzed by incubating 10 pg of type |
collagen from rat tail (Sigma) with 5 pM enzyme in PBS pH 7.3,
1 mM DTT and 1 mM EDTA for different times at 28°C.
Digestion reactions were stopped by adding 10 pM of E64c to the
reaction mixture. Iragments were separated by SDS-PAGL gels
(8% acrylamide) under reducing conditions and stained with
Coomassie Brilliant BlueR-250.

Homology modeling

Homology models of FheCL3 were generated with SwissModel
[32] using as principal template the crystal structure of FheCL1
(206 x). Template and models were superimposed for visualization
with Swiss PDBViewer version 4.1. (http://www.expasy.org/
spdbv/} [33] Active site residues were identified based on the
literature and confirmed by structural alignment with human
cathepsin L (IMHW), human cathepsin K (1ATK) and papamn
(5PAD). The FheCL3 rotamers and the W67L mutant were
generated with the mutate function in the PDBViewer, and
selected based on rotamer score and visual inspection.

Results/Discussion

FheCL1 and FheCL3 multiplex substrate profiling by mass
spectrometry (MSP-MS)

MSP-MS is a novel method designed to profile protease activity,
based on the cleavage of a library of 124 tetradecapetides,
providing theoretically unbiased information on preferences at
both sides of the cleavage point [26]. The extended nature of the
tetradecapeptides allow a much more natural interaction across
the protease active site providing a detailed picture of the
contribution of the S and § subsites that accommodate the
substrate. The characteristics of the §° sites are generally poorly
known mainly because most substrates used for enzymatic
profiling place a fluorophore or chromophore in the P" position,
a molety very unlike any amino acid that the enzyme can normally
accept in that pocket.

IheCL1 or FheCL3 were added separately to the library and all
the cleaved peptides were identified at time mtervals by mass
spectrometry. While both enzymes cleaved at more than 170 sites
after one hour incubation, FheCL1 had produced approximately
75% within five minutes of the reaction and >95% by 15 minutes.
Notably, compared to FhCL1, FheCL3 produced relatively fewer

July 2013 | Volume 7 | Issue 7 | 2269

81



Resultados

Active Site of Fasciola Collagenolytic Cathepsin L

deted AwiFS |VIIP DQWIgRGL
S| GSFK|NNPI FKPT|GPRX
| HTFQJESNL GTPK | FAWD
IFFR|LNTP IGPT|AAYH
[ IWFD|YTLK [ NFPH|LWER
L NYFRLYIwY NWPQ| RRGN
140 VNFLIREKQ | QVPV|KHEG
AN AT S e e e e e A

WAFR|IRSG
120 [ WKFGEIFYL { TSPH|nIWA
- XLFN|DVNI TWPS | GHGX
£ 100 XNFNIAFNK [ VPPR | SAGX
g | XSFI|EPDV | XDPG|SFKN
Z 80 - o YEFG|HIDH | XFPNInWSY
: D LS = = ===g.C0
2 GPFH|IVKW [ XHPT|KSFG
g &0 | HGFE|YVTA | XLPN|GQNI
& © KVFNIPYYG XQPG| nRHS
w40 v NEFA|TGGY [ XRPV|NEFA
" PSFN|NYGY | XXPA|SQTA
20 VIFF|RLNT XXPG|TQNI
VNFN|SKXX | EAPLIHYSA
e e——————{ EQFT|NnYX | HLPALEINQ
0 . : : : . " HPFK IVHKY NEPH| SKVN
1 4 16 64 256 1024 " TYFHIDLNP QFPN|HNGR
% HNFHINAIG | QYPN|FVKI
Time(min) KRFR|AHAV VERN | GWXX
i & P, 7 | XPPN|RDEG
T D, [ XXPK | DRWH
IIPN|LGDG
Cleavage first observed (minutes) _J_ NDPR|YNHT
[ NFPG|QHRT
DLPL|ISVN
| TEPE|TFDK
el LHPF | KVHX
RQPW|NNLK
[ XXPY|WDTK
[ YNPTIRLHS

3 R Ty = R
o % ‘?00

Cleavage first observed (minutes)

Figure 1. Differential cleavage of FheCL1 and FheCL3 using a multiplex combinatorial library (MSP-MS). (A). Proportional Venn
diagrams showing the number of shared and exclusive cleavage sites for FheCL1 (blue) and FheCL3 (red) obtained by MSP-MS at different incubation
times (5, 15, 60, 120 and 2400 min, (time axis scale is log,). (B) A list of all substrates containing Phe in the S, position cleaved by either FheCL1 (blue)
and/or FheCL3 (red) The time that cleavage was first observed is illustrated by the corresponding bar charts (C) List of all substrates cleavage points
containing Pro in the 5, position cleaved by either FheCL1 (blue) and/or FheCL3 (red) at different times as indicated.

doi:10.1371/journal. pntd.0002269.g001

cleavages at early time-points, while minor cleavages still occur for
up to 20 hours of reaction, indicating differences in the ability to
accommodate substrates (IFigure 1 A and igure S1). Significantly,
only approximately half of the cleavage sites identified at any time
were cleaved by both enzymes, leaving many that were exclusive
for either FhCL1 or FhCL3 (Figure 1 B, C). A good example of
this differential cleavage is offered by Peptide#38 where FheCL1
cleaves once between T"F (EAWM T FIVPPRSAG) but I'heCL3
cleaves twice between WM and RS (EAW MTFIVPPR"SAG)
and never cleaves between T"I" even after 1200 minutes incuba-
tion (data not shown).

The positional analysis indicate that the substrate specificity
in both FheCL1 and FheCL3 is dominated by the amino acid
at Py consistent to what is known about clan CA cysteine
proteases [12] (Figure 2). The substrate signature at this
position showed that besides aliphatic residues that can be
accommodated by both enzymes, FheCL] can readily accept
Phe at Py but has very low tolerance for Pro, while FheCL3 is
the opposite (Figure 1B-C). In fact the preferred amino acids
at this position are Leu and Pro for IheCL1 and FheCL3,
respectively, confirming our previous studies using short
fluorogenic peptides [13,14]. The profile also shows that both
enzymes share a strong selection against charged Py residues
(Figure 2). Also on the non-prime side, the juvenile enzyme,
has a slight preference for Gly in the S; pocket (Figure 2). This
S; preference is more noticeable at early digestion times
(5 min. reaction), while other residues can be progressively
accommodated at this site as the length of the incubation
increases (Figure S1).

PLOS Neglected Tropical Diseases | www.plosntds.org

On the prime side of FheCL3, substrate preference is
dominated by the P’ site and shows a preference for Ser, Gly
and to a lesser extent Met (norleucine) and Ala (Iigure 2). Previous
reports using internally quenched penta or heptapeptide substrates
investigated the prime side preferences for papain and mammalian
cathepsins B, L, S and K and showed that a broad range of amino
acids were accommodated in these subsites [34,35,36]. However,
while subtle differences were noted between the enzymes none of
them can be considered as major contributions to specificity,
except for a slight preference of hydrophobic moieties in papain
P3" [34], and a general avoidance of Pro at P," [36]. Our data
confirmed the avoidance of Pro, and highlights the preference of
FheCL3 for Gly and Ser, a feature that might be relevant for the
enzyme’s ability to degrade collagen helical domains.

FheCL1 and FheCL3 active site preferences based on PS-
SCL

Whereas the MSP-MS assay offers a more “natural” way of
determining substrate specificity because the longer linear peptides
are more like the loop regions found in protein substrates,
Positional Scanning- Synthetic Combinatorial Libraries (PS-SCL)
offer increased diversity for the study of P, to Py interactions since
they comprise a collection of all possible fluorogenic tetrapeptides.
This methodology has been widely used in the characterization of
cysteine proteases [27,28], and profiles of adult liver fluke
proteases are known [20.29]. The PS-SCL profile for the
recombinant IheCL1 used in this work is practically identical
with that reported by Stack et al. [20], independently supporting

the accuracy of this tool in assessing enzyme specificity (Fig. SI).
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Figure 2. Profiling of the P,-P,;" substrate specificity of FheCL1 and FheCL3 using a multiplex combinatorial library (MSP-MS).
Frequency of amino acids found at positions P4~P;" of cleavage sites after 5 min incubation with FheCL1 (top) or FheCL3 (bottom). Results are
expressed as percentage per site. The amino acid frequency at each position within the tetradecapetide library ranges from 4.2% to 6.8%. Met is

substituted by nordeucine in the library.
doi:10.1371/journal. pntd.0002269.g002

Furthermore, despite the differences in the methodological
approaches, the PS-SCL results are generally consistent with the
MSP-MS observations.

IheCL1 displays a typical papain-like cysteine protease profile
with S, predominance, i.e. marked preferences for aliphatic
residues, particularly Leu, at this position. Some minor selectivity
can be found for the S, interactions, where the basic residues Arg
and Lys, together with Gln, Thr and Met are preferred. In
contrast, the S; and S, pockets show a broad specficity completing
a picture similar to that found by the MSP-MS analysis (Figure 3).

The most obvious difference between FhCL1 and FheCL3 are
the very distinct profiles observed for the Py and P residues. The
I'heCL3 S; pocket can accommodate Pro very readily, accepting 1t
twice better than Val and four times better than Leu. In addition,
unlike most known cysteine proteinases, the S; pocket of FheCL3
demonstrates selectivity, specifically for Gly (Figure 3). Consistent
with the PS-SCL data the MSP-MS results at 5 min of digestion
shows FheCL3 has a preference for Gly in P (Figure 2), and as the
reaction proceed other amino acids are also accommodated in Sy
as indicated by an increased frequency in later times. This effect is
expected since in the MSP-MS assay all peptides are mixed and
assayed together, consequently the preferential cleavages would be
observed early in the reaction. Selectivity at S; is relatively rare,
although PS-SCL studies have shown that the plant enzymes
papain and bromelain have a noticeable preference for Pro at Py
[27].

Our previous studies showed that FheCL2 also has a slightly
increased preference for Gly at P3, and an augmented acceptance
of Pro at P2 although maintaining Leu as the preferred residue in
this position [20]. Therefore, FheCL2 active site appears to have
intermediate characteristics between FheCL1 and FheCL3, both
at S2 and 83 subsites (compare Figure 3 with that of Stack et al.
[20]  http://www.jbc.org/ content/ 283/ 15/9896.full. pdf+html).

The PS-SCL profile of FheCL5, an enzyme secreted in very low
abundance by adult F. fepatica, has also been reported and is more
similar to FheCLl with strong Leu preference at P2, although 1t
has the unique ability to accept Asp [29]. These results support the
idea of functional divergence and specialization of the different
members of the liver fluke cathepsin L. family occurred following
several gene duplications as proposed by phylogenetic analysis
[5.6].

FheCL3 variants in S, and S; active site pockets

Since non-prime side differences in specificity between Fasciola
cathepsin Ls are mainly restricted to Sy and S;, we investigated the
contribution of the variable residues lining those sites by mutation
analysis. These pockets differ only at three positions: 61, 67 and
205 located at the bottom of the Ss pocket, at the hinge of subsites
So and S3 and at the bottom of the So subsite, respectively
(Figure 4). The first two variations involve amino acids with
different properties, while the third involves a substitution between
similar aliphatic moleties. Based on these observations, we
changed residues 61 and 67 of FheCL3, for those present in
FheCL1, generating the variants FheCL3 H61IN, IFheCL3 W67 L
and a double mutant bearing both substitutions. Their preferences
at Py and P; were assessed with the PS-SCL approach. IheCL3
H6IN showed only a subtle change in enzyvme specificity,
decreasing Gly preference in relation to the other amino acids as
has been predicted (Figure 5 B). The FheCL3 W67L variant
resulted in a marked reduction in the preference for Pro at P,
compared to FheCL3, while simultaneously increasing the
aliphatic residues preferences and making Val the most favorably
accommodated residue. Importantly, we found that the FheCL3
W67L variant also altered Pj; specificities, changing the Gly
preference to an increased preference for Leu (Figure 5 C). The

double mutant enzyme, FheCL3 H61N/W67L, presented S, and

FhCL1
P4 P3 P2 P1
100 4 100 100 4 100
75 1 75 | 75 - 75
a0 50 50 50
25 4 25 4 25 25
o MM Omrmed o m"_‘_""—n""‘rr 0 ; 0
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Figure 3. Profiling of the P,-P, substrate specificity of liver fluke cathepsin Ls using PS-SCL libraries. The activity against the substrates
is represented relative to the highest activity of the library with each enzyme (namely Leu and Pro at P2 for FheCL1 and FheCL3, respectively,
n=norleucine). The error bars display the standard deviation from triplicate experiments.

doi:10.1371/journal. pntd.0002269.g003
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S, S,

60 61 64 65 66 67 68 133 157 160 205

FheCL1 Asn Asn Gly Gly Gly Leu Met Ala Val Ala Leu
FheCL3 Asn His Gly Gly Gly Trp Met Ala Val Ala Val

Figure 4. Residues contributing to substrate binding. Model of mature FheCL3 showing the S, and S; subsites of the active site: the His61 and
Trp67 residues that were mutated in the present study are highlighted as sticks. The E64 inhibitor complexed with human cathepsin K (1ATK) was
superimposed to facilitate viewing the active site cleft. The image was generated wth SPDBviewer [33] The residues constituting the active site S, and
S; subsites of FheCL1 and FheCL3 are indicated below the molecular representation.

doi:10.1371/journal.pntd.0002269.g004
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Figure 5. PS-SCL Profiling of the P, and P; substrate specificity of FheCL3 to FheCL1 enzyme variants. The activity against the
substrates is represented in the y axis relative to the highest activity of the library, whereas the x axis shows the different amino acids using the one-
letter code (n=norleucine). Error bars display the standard deviation from triplicate experiments. (A) FheCL3, (B) FheCL3 H61N (C) FheCL3 W67L (D)
FheCL3 H6TN W67L.

doi:10.1371/journal.pntd.0002269.g005
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Consequently, despite finding the expected varations m Z-
VLEK-AMC and Tos-GPR-AMC activity in FhCL1mutants, these
changes are not enough to absorb the more than 200-fold
difference in specificity that FheCL1 has for these two types of
substrates and the enzymes still prefer substrates with Py Leu
(Table 1). Previously, Stack et al. [20] found that the L67Y
change in FheCL1 did not significantly modify the activity
towards Tos-GPR-AMC which is consistent with our studies.
However, a 13-fold increase on the activity towards this substrate
was observed when a similar L67Y change was introduced into
FheCL5 [38]. FheCL5 active site 1s more restricted at both the S»
and S; pockets than FheCL1 due to the presence of the bulkier
Leul57 and Tyr6l residues respectively. The L67Y change
would impose a further restriction in the active site such that
small residues at P; and P, would be favored. Consequently, the
improved acceptance of Tos-GPR-AMC could be explained by
the presence of the adjacent Gly and Pro positioned at P; and Py
respectively, rather than by the modest rise in activity towards
Pro at Py as originally proposed [38]. The same rationale explains
the recent observation that a FheCL5 L67F mutation increased

Table 1. Kinetic parameters of FheCL1, FheCL3 and the modified enzymes over two different substrates.
Enzyme Z-VIK-AMC Tos-GPR-AMC
Keae/Kns (M VLK/GPR Kk on/Kpr

keaae (s~} Ky (uM) s becar (577 Kag (uM) kea/Kng (Ms™7)  ratio
FheClL1 2.32+0.120 3.94+0.93 588889 0.0350+00060 15.10+6.70 2355 250:1
FheCL1 N6TH  5.44+0.280 £04+1.39 608391 0038000040 1176+4.30 3227 188:1
FheCL1 L67W  0.78+0.060 10.58+240 73378 0.0340+00050 1090+4.60 3148 231
FheCL1 N6TH  1.30+0.130 12.01+290 108243 00310+0.0001 3.20+0.08 9615 1111
L67W
FheClL3 W&7L  0.03+0.003 44.80+10.60 590 0.0053+00005 5.20+1.80 1017 1:2
FheClL3 HEIN  0.03+0.004 28.70+860 1037 0.0072+00005 6.701.90 1072 1:1
Wa7L
Fhe(l3* 0.33+0.010 15.70+1.80 20760 6.0000+04800 4.10+0.90 1464300 1:70
*FheCL3 kinetic parameters were taken from Corvo et al, 2009 [14].
doi:10.1371/journal.pntd 0002269.t001

activity towards Tos-GPR-AMC, and the mverse heCL2 Y69L
variant reduced Py Pro acceptance [29].

Functional collagenolytic assay of FhCL3 mutants

Given the unusual characteristic of IheCL3 to efficiently
degrade native type | collagen, we assessed the efficacy of the
parent I'heCL3 and its variants to hydrolyze type 1 collagen in vitro.
Unlike wild type FheCL3, both FheCL3W67L and FheCL3
H63N/W67L vanants were unable to cleave collagen at neutral
pH and 28°C, conditions that preserve its native structure
(Figure 7). The reduced activity of FheCL3 mutants indicate that
Trpb7 might be crucial for the enzyme activity that might be
centered in cleaving substrates enriched in small amino acids (Gly,
Pro) like collagen.

Our findings agree with previous observations that the
substitutions Y67 L and L205A in human cathepsin K (for residues
present in human cathepsin L), abolish its collagenolytic activity
[37]. This human cathepsin K variant acquires the S, preferences
of human cathepsin L, and the reciprocal replacements to human
cathepsin L conferred it with a specificity similar to cathepsin K

4h 8h o.n. 4h 8h o.n 4h 8h o.n MW
e e & ¥ 158KDa
ol
Y gy rT EE ES ey ~ 97KDa
66KDa
55KDa
34 KDa
FheCL3 W6E7L FheCL3 HB1N FheCL3

WG67L

Figure 7. Collagen cleaving activities of recombinant F. hepatica FheCL3 and the FheCL3 enzyme variants W67L and H61N/W67L.
Type | collagen was incubated with 5 uM of each enzyme for different lengths of time in PBS pH 7.3 at 28°C and separated by SDS-PAGE.

doi:10.1371/journal.pntd.0002269.g007
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[25]. We have also prepared a double variant of FheCL1 at the
same positions, i.e. FheCL1 L67Y/L205A but this did not exhibit
collagenolytic activity (data not shown). This lack of correlation
with human cathepsin L. and K mutants behavior is surprising,
although differences at other positions within the active sites exist
between the mammalian and fluke enzymes that must also be
important in determining collagenolytic ability. These differences
in turn might prove useful in the design of specific inhibitors or
drugs for the parasite enzymes over host homologues.

Homology modeling of FhCL3 active site

Our analysis of active site variants highlights the role of residue
67 which is determining by its gate-keeper position not only the
conformation of the S, subsite, but also of the S; pocket. Using
molecular modeling we analyzed the possible conformations of
Trp67 in the active site of FheCL3 as compared to IheCLI
(Figure 8). The most stable rotamer protrudes and partially
occludes the S, subsite (Figure 8 B). An alternative conformer
places the indole ring towards the S; subsite reducing this site
volume (Figure 8 C), while a third low energy rotamer is coaxial
with the active site cleft leaving two more open but narrow active
site pockets (Figure 8 D). The rotation of this residue might be
fundamental to accommodating the distinct substrates of I'heCL3,
defining the nature of the amino acids that can be accepted in
these subsites. The planar ring of Pro occupying the P, subsite can
be stabilized by stacking interactions with the aromatic heterocycle
of Trp. Furthermore, aliphatic moieties can also be accommodat-
ed at this site due to the hydropobic nature of FheCL3 S, pocket.

Active Site of Fasciola Collagenolytic Cathepsin L

However, at the same time than stabilizing some interactions the
bulky Trp can be imposing steric hindrances in the neighbor
subsite thus favoring small residues.

Based on this observation we reanalyzed the MSP-MS data
looking at the amino acid pairs present at S3-S,. We noticed that
FhCL3 can accommodate different residues at P3 if Py is occupied
by Pro, and that tiny Gly is slightly preferred at early times
combined either with Pro or aliphatic moieties. In fact if small
residues are present in Pj, other residues can be placed in Py
excepting aromatic ones, which are distavored in any combination
by FheCL3 (data not shown). These combined preferences for Pro
and to a lesser extent for Gly residues by FheCL3, can explain why
native collagen, that is rich in these amino acids is an appropriate
substrate for this enzyme.

Conclusions

We have characterized the IheCL3 cysteine protease of the
infective larval stage of F. hepatica that exhibits a particular
collagenolytic activity and analyzed the differential contribution of
active site residues involved. Our results highlight that a Trp
residue strategically located at the gatekeeper position between the
S, and S active site pockets is vital to this activity and contributes
to narrow and constrained pockets that can best accommodate
small residues, particularly, Pro at P, and Gly at P; These
peculiarities are not shared by other known cysteine proteases,
suggesting that the enzyme may be a good target for the
development of small molecule inhibitors for parasite control.
Furthermore, our mutation analyses reveal the under-appreciated

Figure 8. Different rotamers of Trp67 have different effects on active site pocket sizes. Comparison of FheCL1 (A) and FheCL3 active site
pockets showing the three favoured rotamers (B, C and D) of Trp67 in FheCL3. The active site pockets S, and S; are indicated.

doi:10.1371/journal.pntd.0002269.g008
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significance of interactions at P; that together with those at P,
contribute to modulating cysteine protease specificity. Novel
extended peptide libraries provide first glimpses of other interac-
tions particularly at the prime side of the active site cleff, showing
noticeable differences whose contributions to specificity and
selectivity need to be assessed in future studies.

Supporting Information

Figure S1 Time course of peptide degradation by
FheCLl and FheCL3 analyzed by MSP-MS. Top panel:
total amount of cuts obtained by the different enzymes at 5 min,
15 min, 1 h, 4 h and 20 h incubation. Bottom panels: amino acids
found at positions P; and Py of the cleaved peptides at different
times of incubation with FheCL1 (top, blue) or FheCL3 (bottom,
red) at 5, 15, and 60 min. Results are expressed as percentage per
site. The amino acid frequency at each position within the
tetradecapetide library ranges from 4.2% to 6.8%. Met is
substituted by norleucine in the library.
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Figure S1.
Time course of peptide degradation by FheCL1 and FheCL3 analyzed by MSP-

MS. Top panel: total amount of cuts obtained by the different enzymes at 5 min, 15 min,
1 h, 4 h and 20 h incubation. Bottom panels: amino acids found at positions P3; and
P, of the cleaved peptides at different times of incubation with FheCL1 (top, blue) or
FheCL3 (bottom, red) at 5, 15, and 60 min. Results are expressed as percentage per
site. The amino acid frequency at each position within the tetradecapetide library

ranges from 4.2% to 6.8%. Met is substituted by norleucine in the library.
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TABLE S1

Generation of active site mutants by site directed mutagenesis.

Enzyme variant Plasmid Template Oligonucleotide Sequence*

FheCL3 H61N FheCL3 wild type FheCL3 H61N Fw CAGAAGATTTGGCAACAACGGATGTGGAGGTGG
FheCL3 H61N Rv CCACCTCCACATCCGTTGTTGCCAAATCTTCTG

FheCL3 W67L FheCL3 wild type FheCL3 W67L Fw CGGATGTGGAGGTGGTTTGATGGAGAACGC
FheCL3 W67L Rv GCGTTCTCCATCAAACCACCTCCACATCCG

FheCL3 H61N W67L FheCL3 H61N FheCL3 W67L Fw & Rv

FheCL1 N61H FheCL1 wild type FheCL1 N61H Fw CGACCTTGGGGAAATCATGGTTGCGGTGG
FheCL1 N61H Rv CCACCGCAACCATGATTTCCCCAAGGTCG

FheCL1 L67W FheCL1 wild type FheCL1 L67W Fw GTTGCGGTGGTGGATGGATGGAAAATGCTTACC
FheCL1 L67W Rv GGTAAGCATTTTCCATCCATCCACCACCGCAAC

FheCL1 N61H L67W FhCL1 N61H FheCL1 L67W Fw & Rv

* Residues introducing the desired mutation are indicated in italics bold

Table S1.
Generation of active site mutants by site directed mutagenesis. Oligonucloetide primers

and templates used are indicated.
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4.2. Contribucion de otros residuos variables del subsitio S, a la especificidad de sustrato

El andlisis del sitio activo de las catepsinas de F. hepatica muestra otros residuos variables
ademés de los ya estudiados. Su papel en la interaccion con el sustrato no ha sido aun
explorado (posiciones 157 y 158, ver tabla 1), si bien su relevancia ha sido sugerida mediante
analisis estructural del sitio activo de FhCL1 (Corvo et al. 2009; Stack et al. 2008). El residuo
157 esta ubicado a la entrada del bolsillo S, opuesto al residuo 67, y el residuo adyacente 158,
se localiza junto a la histidina catalitica 159 (Stack et al. 2008). La presencia de treonina en la
posicion 158 es compartida por FhCL2 y FhCL3, por lo que podria estar asociado a su
capacidad de interaccionar con prolina en P,. Se realizaron mutantes de FhCL1 hacia FhCL2
con el cambio V157L y N158T, y para realizar ensayos comparativos se generd también el
mutante de FhCL1 hacia FhCL2, FhCL1 L67Y, asi como los tres dobles mutantes y un mutante
con las tres sustituciones, cuyo bolsillo S, tienen los mismos residuos que FhCL2. Todas las
sustituciones en el sitio activo se generaron mediante mutagénesis sitio dirigida (la tabla con
los oligonucledtidos empleados se muestra en el anexo 1). La especificidad de las enzimas
mutantes se determiné empleando las PS-SCL (Figura 19) y mediante la hidrdlisis de dos
sustratos sintéticos fluorogénicos (tabla 3).

En la Figura 19 se observa que ninguno de los cambios introducidos en el bolsillo S,
modifica cualitativamente las preferencias de FhCL1 en P,. Incluso en la enzima mutante con
las tres sustituciones, cuyo bolsillo S, posee los mismos residuos que el de FhCL2, no se
aprecia un incremento en la capacidad de acomodar prolina en P, (Figura 19h). Al igual que
como se observé con la sustitucion de Leu67 de FhCL1 por Trp, el cambio L67Y hace que
aumente la afinidad por glicina en el bolsillo S; (Figura 19¢). Este aumento es aln mayor
cuando la sustitucion L67Y se combina con otra en las variantes con dos (Figura 19d y f) o tres
sustituciones (Figura 19h). Asi, el bolsillo S;de FhCL1 adquiere una conformacion que facilita
su interaccion con el residuo glicina, asemejandose a las preferencias de FhCL2 (Figura 19i), y
mas aun, a las de FhCL3 (Corvo et al. 2013).

Al emplear sustratos peptidicos sintéticos para estimar los pardmetros cinéticos de las
enzimas encontramos que todas ellas causan en mayor o menor medida una reduccion en la
especificidad hacia el sustrato Z-VLK-AMC, ya sea disminuyendo la constante catalitica o la
afinidad, pero solo provocan un leve aumento de la hidrdlisis del sustrato Tos-GPR-AMC (tabla
3). La sustitucién L67Y causa una disminucion a la mitad en la especificidad de la enzima por
el péptido Z-VLK-AMC, debido a una reduccion de la constante catalitica (Ket). La ke hacia el
sustrato Tos-GPR-AMC también disminuye pero es compensada con un aumento en la
afinidad, manteniéndose en el mismo rango la constante de especificidad. Esto sugiere que la
presencia de la tirosina en posicion 67 favorece la interaccién con el sustrato pero de alguna
forma modifica la conformacién del sitio activo hacia una configuracién que dificulta la hidrélisis

del enlace peptidico. En las variantes simples FhCL1 V157L y N158T se observa una
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disminucion en la ke y un aumento en la Ky para el sustrato Z-VLK-AMC, respectivamente.
Para estas mutaciones en combinacion con la sustitucion L67Y se observa el mismo efecto
aunque mas pronunciado, disminuyendo alin mas la especificidad de las enzimas con las
dobles sustituciones hacia el péptido con Leu en P, con respecto a los mutantes simples. Sin
embargo, los parametros cinéticos de la enzima con la doble sustitucion V157L N158T son del
mismo orden que los de las variantes Unicas, mostrando que la presencia de sustituciones a
ambos lados del bolsillo S, de FhCL1 provoca una mayor distorsidon en la interaccion con el
sustrato Z-VLK-AMC. El hecho de que el mutante triple muestre una reduccion mas
pronunciada en la especificidad hacia este sustrato, sugiere que todas las sustituciones estan
contribuyendo a disminuir la preferencia por el péptido Z-VLK-AMC, y las combinaciones
provocan un efecto sinérgico. En cambio, la afinidad por Tos-GPR-AMC se ve solo levemente
incrementada con las sustituciones realizadas (menor Ky,). Este aumento probablemente se
deba a la capacidad de las enzimas mutantes de acomodar Gly en esa posicién, dado que los

datos en las PS-SCL indican un incremento en la afinidad hacia glicina en Pa.

P3 P2 P3 P2
a b
100 A 100 - 100 A 100 -
75 - 75 4 75 4 75 1
50 - 50 50 1 50 -
25 25 - 25 4 25 1
0 0 - 0 0 -
KRHDENQSTGPFWYAVILNM KRHDENQSTGPFWYAVILnM KRHDENQSTGPFWYAVI LM KRHDENQS TGPFWYAV I LM
FhCL1 FhCL1 VA57L N158T
c d
100 100 ~ 100 M 100 A
75 75 75 M i 75 1
50 50 - 50 4 M ] 50 4
25 1 25 A 25 m 57
0 - 0 - 0 ZI-I_II . . —l’r 0+ f
KRHDENQSTGPFWYAVILM KRHDENQSTGPFWYAVILnM KRHDENQSTGPFWYAVILAM KRHDENQSTGPFWYAVILnM
e FhCL1 L67Y f FhCL1 L67Y V157L
100 4 | 100 4 100 4
75 1 75 4 75 4
50 1 50 4 50 1
25 4 25 1 25 1
KRHDENQSTGPRFWYAVILnoM KRHDENQSTGPFWYAV ILnM KRHDENQSTGPFWYAVILnM KRHDENQSTGPFWYAVILnM
g FhCL1 V157L h FhCL1 L67Y N158T
100 - = 100 - 100 - 100 A
75 4 75 1 75 4 75 A
50 1 H; 50 A 50 4 50 4
25 4 25 1 25 4 25 1
0 - A 0 A 0 0 4
KRHDENQSTGPFWYAVILaM KRHDENQSTGPFWYAV I LaM KRHDENQSTGPFWYAVILnM KRHDENQSTGPFWYAVILaM
i FhCL1 N158T FhCL1 L67Y V157L N158T
100 1 109 Figura 19. PS-SCL en P, y P3 de las variantes de
75 1 A FhCL1 hacia FhCL2. La actividad se representa como
50 a0 porcentaje relativo a la maxima actividad en cada sub-
25 1 & libreria. El aminoécido fijo se muestra con codigo de una
0 4 g letra (n= norleucina). Las barras de error representan la
KRHDENQSTGPFWYAVILAM KRHDENQSTGPFWYAVILnM

DE de ensayos en triplicado. Se incluyen los perfiles de
FhCL2 FhCL1 y FhCL2 (Stack et al. 2008). Se resalta la
frecuencia de glicina en P3 en gris oscuro.
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Tabla 3. Parametros cinéticos de las variantes de FhCL1 hacia FhCL2

Sustrato
Enzima Z-VLK-AMC Tos-GPR-AMC
- Keat! Kt (M ] Kea! K
Keat (57) ko Gy | S Keat (57) k() | e S

FhCL1 2.32+0.120 | 3.94+ 093 | 589x10° | 0.0350 + 0.006 15.10+6.70 | 2.36x 10°
FhCL1 L67Y 0.53+0.11 1.72+0.06 | 3.08x10° | 0.0240 + 0.003 852+270 | 2.82x10°
FhCL1V157L | 0.72 +0.07 523+058 | 1.38x10° | 0.0274 +0.001 13.16 +1.51 | 2.08 x 10°
FhCL1 N158T | 2.12+0.14 18.38+4.1 | 1.15x10° | 0.0227 +0.001 6.84+1.73 | 3.32x10°
Fhf/"lé;‘fw 0.17+0.010 | 3.85+ 0.61 | 4.42x10* | 0.0270+0.003 6.57 + 2.40 4.06 x 10°
Fh‘,:\l"légfw 1.35+0.100 | 23.30+ 4.00 | 5.79x10* | 0.0310 +0.004 8.81+3.80 | 3.51x10°
iclblls\gsn 1.67+0.11 102+1.94 | 1.64x10° | 0.0150 +0.001 3.32+1.90 | 452x10°
\f{‘;'l‘_lN"fngT 0.65 + 0.07 25.6 + 6.7 2.54 x10* | 0.0302 + 0.002 6.86 +1.85 4.40 x 10°
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Discusion general

1. Lafamilia de catepsinas L del estadio juvenil

Los organismos parasitos han evolucionado durante millones de afios para adaptarse a
la vida en el entorno hostil que supone el interior de un hospedero. Este desarrolla a su vez
mecanismos de defensa que apuntan a la erradicaciéon del parasito. Estos patdgenos sintetizan
y secretan una bateria de moléculas efectoras que utilizan para penetrar las barreras de
defensa del hospedador y establecerse procurando la adquisicién de nutrientes y modulando la
respuesta inmune para sobrevivir dentro del mismo. En los parasitos trematodos del género
Fasciola, es notable la predominancia de cisteina proteasas tipo catepsinas en los extractos
somaticos y en los PES del gusano. Varios trabajos mostraron que las catepsinas producidas
por el parasito no son las mismas a lo largo del ciclo de vida. Se observé que las proteinas
secretadas durante los primeros estadios de infeccién en el intestino del hospedero son
diferentes a las del parasito inmaduro 21 dias post-infeccion, los cuales muestran un patrén
mas similar al gusano adulto residente en los canaliculos biliares (Cancela et al. 2008;
Tkalcevic et al. 1995). Con el advenimiento de las técnicas de secuenciacién masiva y la
electroforesis bidimensional para la identificacién de proteinas por espectrometria de masas se
realizaron varios estudios de transcriptomica y proteémica de los diferentes estadios del
parasito, confirmando que las cisteina proteasas son las proteinas secretadas mas
representadas y que diferentes catepsinas son expresadas durante el transcurso de una
infeccién (Cancela et al. 2010; Robinson, Tort, et al. 2008; Robinson et al. 2009). A pesar de
contar con varias bibliotecas de ESTs de los diferentes estadios del parasito (Cancela et al.
2010; Robinson et al. 2009; Young et al. 2010), el genoma completo de Fasciola hepatica adn
no ha sido secuenciado por lo que el complemento completo de proteinas que dispone el
pardasito es desconocido.

Al inicio de este trabajo las catepsinas principales secretadas por el parasito adulto,
FhCL1 y FhCL2, ya habian sido purificadas (Smith et al. 1993) y sus genes clonados para
permitir la caracterizacion fisicoquimica de las enzimas recombinantes(Dowd et al. 1997;
Roche et al. 1997). En la base de datos del GenBank se encontraban depositadas varias
isoformas de las catepsinas de adultos pero unas pocas secuencias correspondian a
catepsinas expresadas por el estadio juvenil de F. hepatica. El grupo de Harmsen y cols.
(Harmsen et al. 2004) identifico en juveniles una proteina cuya secuencia deducida del extremo
N-terminal coincidia con el de una proteina identificada previamente en extractos somaticos de
juveniles (Tkalcevic et al. 1995); a la cual denominaron FhCL3. En nuestro grupo se confirmé la
presencia de FhCL3 en ESTs de juveniles y se identific6 una segunda catepsina a partir de
ADNc de JRD que se denominé FhCL4 (Cancela et al. 2008). Buscando clonar las catepsinas
completas de juveniles generamos una mini-libreria de ADNc, obteniendo 12 secuencias
diferentes. El analisis filogenético de estas secuencias permitio la identificacion de un tercer
grupo de cisteina proteasas del estadio juvenil, al cual denominamos FhCL6 (Figura 10). La

existencia de varios genes codificantes de catepsinas en los JRD no es sorprendente ya que
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en el estadio adulto del parédsito también se han descrito al menos 3 grupos de catepsinas
(FhCL1: FhCL1A & B, FhCL2 y FhCL5) (Robinson, Dalton, et al. 2008). Al igual que ocurre con
las secuencias de las catepsinas de adultos, se detectaron pequefias variaciones
(polimorfismos nucleotidicos 0 SNP) en las secuencias de juveniles dentro de cada uno de los
grupos (Figura 9). Esta heterogeneidad se observé también en estudios de protedmica de los
PES de gusanos adultos, donde se identificaron multiples catepsinas con masa similar pero
puntos isoeléctricos diferentes (Morphew et al. 2007, 2011). Estos polimorfismos pueden
deberse ya sea a la presencia de varios alelos de catepsinas (dado que el RT-PCR se realizé
sobre ARN extraido de una poblacién heterogénea de parasitos) o bien a la existencia de
multiples genes ortélogos codificantes de las catepsinas, lo que debera evaluarse mediante
estudios de organizacion del genoma del parasito. A favor de esta hipotesis, se han
identificado en F. hepatica al menos 5 genes de catepsinas L (Heussler & Dobbelaere 1994) y
en F. gigantica se estim6 mediante Southern blot una familia de aproximadamente 10 genes
ortélogos de catepsinas L (Grams et al. 2001). La duplicacion génica y la divergencia funcional
gue experimentan posteriormente muchas familias génicas es un proceso fundamental en la
evolucion de nuevas funciones, y lleva a la aparicibn de genes que cumplen funciones
diferentes aunque a menudo relacionadas. Es plausible que este mecanismo haya moldeado la
evolucién de la familia de catepsinas de F. hepatica (Irving et al. 2003), sin embargo dada la
alta similitud de secuencias, la caracterizacion de esta familia génica aguarda a que se

complete el genoma del parasito.

2. Expresién de FhCL3 recombinante activa

Para estudiar las propiedades fisicoquimicas y la especificidad de sustrato de las
catepsinas, se puso a punto un sistema eficiente para la expresion de las enzimas
recombinantes en el laboratorio. Se eligié un sistema de expresién eucariota sencillo pero con
la ventaja de permitir el correcto plegamiento de estas enzimas, como lo son las levaduras, el
cual se optimiz6 para la produccion de las catepsinas secretadas por el estadio adulto y juvenil
de Fasciola hepatica, FhCL1 y FheCL3. Durante el transcurso de esta tesis, estudios
proteédmicos demostraron que FhCL3 es la Unica catepsina L que se encuentra en los
productos de excrecion/ secrecion de JRD cultivados in vitro (Robinson et al. 2009), sugiriendo
un papel preponderante en la interfase parasito-hospedador. Puesto que FhCL4, y el tercer
grupo identificado, FhCL6, son detectadas Unicamente a nivel de ARNm, es probable que
participen en procesos intracelulares del metabolismo del parasito o sean secretadas en muy
bajas cantidades. En base a estos resultados se decidié focalizar en el estudio de FhCL3. Se
puso a punto la expresion de esta catepsina en la levadura H. polymorpha, obteniéndose la
enzima madura y la proenzima secretadas al medio de cultivo. Se probaron diferentes medios
de induccion, y se determind que tanto en medio rico como en medio minimo las enzimas son

secretadas al medio de cultivo, pero solo se detectd actividad en las levaduras inducidas en
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medio minimo. El analisis del sobrenadante del cultivo en medio rico mediante SDS-PAGE
mostro la presencia de la proenzima L3, sugiriendo que la misma se esta expresando, pero en
medio rico no ocurre el autoprocesamiento como si sucede en el medio minimo. Dado que los
niveles de expresién resultaron similares en ambos casos y es mas facil realizar el tamizaje de
clones midiendo actividad enzimatica, decidimos adoptar el protocolo de expresién en medio
minimo.

Anteriormente otros grupos habian clonado y expresado FhCL3 en forma recombinante
en la levadura S. cerevisiae y en baculovirus, obteniéndose la proenzima en ambos casos, sin
lograr procesarla a su forma activa. Este hecho, sumado a la presencia de una asparagina en
la posicion P; del sitio de corte del propéptido, sugeria la necesidad de una asparaginil
endopeptidasa para el procesamiento de FhCL3 a su forma madura (Harmsen et al. 2004;
Reszka et al. 2005). Sin embargo, en nuestro sistema parte de la enzima se activa durante o
luego de su secrecion al medio, y la porcion que se expresa en forma de zimdégeno es capaz
de autoprocesarse a la forma madura al ser incubada durante 3 horas en un tampdn acido (pH
4 preferentemente) en presencia de un agente reductor como el DTT. Este resultado
concuerda con lo observado para las catepsinas del estadio adulto, FhCL1 y FhCL2 (Stack et
al. 2008), que son capaces de hidrolizar el propéptido de forma intra o intermolecular en medio
reductor generando la enzima activa. Cabe destacar que la secuencia inicial del propéptido de
FhCL3 expresada en los otros 2 sistemas (HsN-SNDVSWHEWK) es idéntica a la nuestra. Por
otro lado, nuestros estudios del estado de glicosilacion de la enzima recombinante si
concuerdan con los resultados obtenidos en los estudios anteriores, donde encuentran que la
proenzima migra con un peso molecular aparente mayor al esperado, y que se produce una
forma de menor tamafo al incubar la enzima en presencia de deglicosilasas, tanto cuando es
expresada en la levadura S. cerevisiae como en células de insecto (Harmsen et al. 2004;
Reszka et al. 2005). Este hecho era predecible dado que FhCL3 presenta sitios potenciales de
N-glicosilacién, si bien se ha descrito que la enzima nativa parece no estar glicosilada ya que
su patron de migracion en SDS-PAGE coincide con el de la enzima recombinante de S.
cerevisiae tratada con deglicosilasas (Reszka et al. 2005). Los diferentes patrones de
glicosilacion seguramente tengan implicancias para el uso de FhCL3 recombinante como
antigeno en la generacion de vacunas o ensayos de inmunodiagnéstico, como discutiremos
mas adelante. Si bien puede estar influyendo en la potencia de la enzima o su estabilidad, el
patron de glicosilacién no se espera que modifique la especificidad de la enzima.

Con la expresion en la levadura H. polymorpha también se logré un aumento
significativo en la produccién de la enzima FhCL1 recombinante secretada al medio de cultivo.
Roche et al., 1997 habian obtenido en el entorno de 0.5 mg/L al expresarla en S. cerevisiae.
Inicialmente, este nivel de expresion se mejoré con rendimientos de 0.8 — 1 mg/L (Corvo et al.
2009) y las condiciones de cultivo fueron posteriormente optimizadas al protocolo descrito en la

primera seccién de Resultados, con el cual las cantidades de proteina obtenidas alcanzan los
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10 mg/L. Ademas, se desarroll6 un protocolo que permite obtener las enzimas con un alto
grado de pureza directamente en los sobrenadantes del cultivo de las levaduras inducidas en
medio con metanol. Esto tiene la ventaja de reducir enormemente los pasos de purificacién de
la proteina y de esta manera evitar la disminucién en los rendimientos de produccion
inherentes a los métodos de purificacién. Esto es posible pues esta levadura no produce
cisteina proteasas secretadas intrinsecas, lo que dificultaria la purificacion de las enzimas.
Esto fue corroborado induciendo la expresion del gen ScCPEX3 (Figura 8) en paralelo y en las
mismas condiciones que los genes de catepsinas de Fasciola, y constatando que no se detecta
actividad cisteina proteasa en el sobrenadante del cultivo (datos no mostrados).

Demostramos que la catepsina L3 recombinante muestra caracteristicas tipicas de las
cisteina proteasas del tipo papaina (clan C1A), siendo activada por agentes reductores como el
DTT o cisteina, e inhibida por E-64. Se determiné su estabilidad a 37°C, temperatura a la cual
se encuentra dentro del hospedero mamifero. Se observé que FhCL3 es capaz de conservar
un 50% de su actividad luego de 8 horas de incubacién a 37°C en un tamp6n de pH neutro. En
comparacion con la catepsina FhCL1, se realizé un perfil de actividad en un rango de pH 3 -9
a concentraciones saturantes de sustrato, observando la dependencia de k.5 en funcién del
pH. La curva indica la presencia de dos grupos ionizables, presumiblemente correspondientes
al tiol y la histidina que forman la diada catalitica, u otros grupos cuyo estado de protonacion es
importante para la catalisis en el complejo enzima-sustrato. El desfasaje en la curva de una
enzima con respecto a la otra sugiere diferencias en el entorno del grupo ionizable. Asimismo,
FhCL3 presenta su 6ptimo de actividad a pH 7, mientras FhCL1 muestra su pico de actividad a
un pH un poco menor, reflejando posibles adaptaciones a las condiciones de los diferentes
microentornos en los que son secretadas. Es interesante notar que la autoactivacion de la
proenzima ocurre a pH acido, mientras el maximo de actividad de las enzimas es en un
entorno neutro. Algunos estudios sugieren que el pH del tubo digestivo de F. hepatica es
ligeramente acido (Halton, 1997) en tanto que el pH del duodeno y de los canaliculos hepéticos
normalmente se encuentra en valores neutros o ligeramente alcalinos (Rune, 1973).
Consecuentemente, es probable que la enzima se active una vez secretada al tubo digestivo
del parasito, y alcance actividad maxima al ser regurgitada, donde puede degradar proteinas

del hospedero.

3. Especificidad de sustrato de las catepsinas de F. hepatica

3.1. Hidrdlisis de sustratos peptidicos v librerias sintéticas

En estudios previos de nuestro grupo se encontré que la actividad hidrolitica sobre
péptidos sintéticos en los PES de JRD cultivados in vitro era en el orden tos-GPR > Z-FR > Z-
RR-AMC (Cancela et al. 2008), sugiriendo la presencia de catepsinas tanto de tipo L como de

tipo B. El andlisis de las preferencias de sustrato de la catepsina L3 recombinante permitio
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determinar que es responsable de la actividad mayor, dado que mostr6 una preferencia 70
veces mayor por el sustrato tos-GPR-AMC frente a los sustratos Z-FR-AMC o Z-VLK-AMC,
tipicos de catepsinas L de adultos (Corvo et al. 2009). Posteriormente se evalué un namero
mayor de oligopéptidos sintéticos incluyendo di, tri y tetrapéptidos con residuos de diferentes
caracteristicas (aromaticos, alifaticos, prolina) determinandose las constantes cinéticas
mediante regresion no lineal a partir de la curva de Michaelis Menten. Al ampliar el panel de
sustratos peptidicos sintéticos, se observa que FhCL3 hidroliza con mayor eficiencia los
péptidos que tienen prolina en P, (Tos-GPR-AMC > Boc-AGPR-AMC > Tos-GPK-AMC), siendo
Boc-VPR-AMC la excepcion, ya que la constante de especificidad para este sustrato es entre
20 y 60 veces menor que la de los otros tres péptidos conteniendo Pro en P, (Robinson et al.
2011). Cabe destacar que Boc-VPR-AMC es el Unico de estos péptidos que no posee una Gly
en Pj3, lo que sugiere la relevancia del residuo acomodado en el bolsillo S; en la interaccion de
FhCL3 con sus sustratos.

Para que la comparacién de los parametros cinéticos sea fiable, se requiere realizar la
cinética y estimacion de los parametros en las mismas condiciones de temperatura, pH,
concentracion de enzima y fuerza idnica, preferentemente en el mismo instrumento. Esto se
debe a que los valores absolutos de las constantes pueden variar con las condiciones
experimentales. Los parametros cinéticos se calcularon entonces en paralelo para la catepsina
de juveniles y las catepsinas de adultos para todos los péptidos sintéticos evaluados (Robinson
et al. 2011). Los resultados obtenidos fueron consistentes con los datos previos reportados
para las enzimas FhCL1 y FhCL2, mostrando que ambas son eficientes en la hidrélisis de
oligopéptidos con aminoacidos hidrofébicos en la posicion P,, como Leu y Phe (Stack et al.
2008). FhCL2 puede también acomodar péptidos con Pro en esa posicion, pero en forma
menos eficiente. Notoriamente, y como los resultados preliminares anticipaban, FhCL3 resulté
ser la mas eficiente hidrolizando péptidos con Pro en P,, siendo los demas péptidos en general
pobremente hidrolizados. Los pardmetros mostraron ain mas eficiencia que la catepsina K de
mamiferos, considerada el prototipo de catepsina colagenolitica.

Para reafirmar los datos obtenidos con los sustratos peptidicos, se ensay0 el efecto de
un par de inhibidores sintéticos selectivos de cisteina proteasas, uno irreversible, la peptidil
diazometilcetona Z-Phe-Ala-CHN, y otro reversible, el inhibidor Il de catepsina K (Z-
LNHNHCONHNHLF-Boc, CKIll). Las diazometilcetonas peptidicas inhiben especificamente las
cisteina proteasas, por lo que son inhibidores selectivos (Green & Shaw 1981; Shaw & Green
1981). Su mecanismo de inhibicién se basa en “imitar” al sustrato peptidico al interaccionar con
el sitio activo de la enzima pero una vez unido ésta no es capaz de hidrolizarlo para reanudar
un nuevo ciclo de catdlisis, por lo que variando los residuos de la porcién peptidica es posible
modular su capacidad inhibitoria frente a distintas cisteina proteasas. Los cambios en las tasas
de inactivacién de estos inhibidores han mostrado diferencias subyacentes en la afinidad de los

subsitios de unién al sustrato de las cisteina proteasas B y L (Kirschke & Shaw 1981). Tanto
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FhCL1 como FhCL2 fueron fuertemente inhibidas por Z-Phe-Ala-CHN, sin embargo, la
inhibicion sobre FhCL3 fue 20 veces menor, indicando que FhCL3 no acomoda facilmente
aminodcidos hidrofébicos en P,. Con respecto al inhibidor Il de catepsina K, FhCL2 result6 ser
la enzima que mejor se inhibe (K; 0.46 nM), lo que refleja el hecho que su sitio activo comparte
con la catepsina K humana aminoacidos en posiciones clave que han sido postulados como
determinantes de la especificidad de sustrato. La inhibicién sobre FhCL1 fue menor pero con
una K; del mismo orden de magnitud (0.63 nM), mientras que la inhibicion sobre FhCL3 fue 20
veces menor (K; 9.05 nM) (Robinson, Corvo et al. 2011). El uso de péptidos e inhibidores
sintéticos confirman la hip6tesis de que la catepsina L3 secretada por el estadio juvenil de F.
hepatica tiene diferente especificidad de sustrato que las enzimas secretadas por el estadio
adulto, mostrando un comportamiento atipico, en cuanto a sus preferencias de sustrato, para
las catepsinas de tipo L. Tanto las catepsinas L de mamiferos como las parasitarias prefieren
en general sustratos con aminoacidos aromaticos (catepsina L y V de mamiferos) o alifaticos
en P, (catepsina K, S y F de mamiferos, papaina, catepsinas FhCL1 y FhCL2 de F. hepatica)
(Choe et al. 2006), mientras FhCL3 acomoda mejor sustratos con Pro en esa posicién (Corvo
et al. 2009; Robinson, Corvo et al. 2011).

Al estudiar las enzimas con dos librerias peptidicas sintéticas los resultados resaltaron
las mismas diferencias en la especificidad de sustrato de estas catepsinas que los datos
anteriores. Muestran el rol dominante del subsitio S, asi como la especificidad de FhCL3 por
residuos de Pro en P,, en contraste con FhCL1, la cual acomoda mejor residuos alifaticos en
esa posicion (Corvo et al. 2013). En general, el bolsillo S; de las catepsinas acepta bien
cualquier aminoécido, si bien ha sido reportada selectividad hacia Pro en la papaina y
bromelaina (Choe et al. 2006). El analisis del perfil de aminoacidos acomodados por FhCL3 en
S; nos permitid confirmar su selectividad hacia el residuo Gly como sugerian los resultados
anteriores. Si comparamos los perfiles P;-P, obtenidos con las PS-SCL para las tres enzimas
principales de F. hepatica es interesante notar que FhCL2 tiene caracteristicas intermedias
entre FhCL3 y FhCL1. Asi, es capaz de acomodar Pro en P, aunque en menor medida que
Leu, a la vez que Gly es el aminoacido que ocupa con mayor frecuencia el sitio Ss, si bien la
diferencia en frecuencia con el resto de los residuos no es tan marcada como en FhCL3.

Las preferencias del lado C-terminal del sitio de corte (P,-P,") son menos
conocidas pues dado el papel central que se ha atribuido al sitio P, en la especificidad de las
catepsinas, en general las estrategias de estudio se han basado en sustratos fluorogénicos
gue ubican el fluoréforo en P,". Los datos de MSP-MS muestran que a diferencia de la enzima
del adulto, FhCL3 tiene cierta restriccion en el bolsillo S;” acomodando con mayor frecuencia
residuos de serina y glicina (Corvo et al. 2013). En el futuro seria interesante profundizar en la
especificidad del lado prima del sitio de corte de la enzima, empleando otras herramientas
desarrolladas para abordar su estudio (Hemerly et al. 2003; Lanfranco et al. 2008; O'Donoghue
et al. 2012).
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Las diferencias de especificidad reflejan la historia evolutiva de las catepsinas de Fasciola.
Los analisis filogenéticos muestran que los genes codificantes de FhCL3 son el linaje mas
divergente, lo que llevé a plantear que probablemente seria la mas antigua de las enzimas
(Irving et al. 2003; Robinson, Tort, et al. 2008; Stack, Dalton & Robinson 2011), a partir de la
cual evolucionaron las catepsinas de adultos posiblemente mediante eventos de duplicacion y
divergencia (Irving et al. 2003). En estos articulos se propone ademas que FhCL1 evolucion6 a
través de FhCL2. Su sitio activo interacciona bien con residuos alifaticos en P,, siendo una
enzima especializada en la digestion de hemoglobina (Lowther et al. 2009), principal fuente de
nutrientes para el parasito adulto. El sitio activo de FhCL2 muestra caracteristicas de ambas
enzimas, manteniendo la capacidad de acomodar residuos con Pro en P, con menos
frecuencia que los residuos alifaticos, y de digerir el colageno, aunque en forma menos
eficiente que la enzima secretada por el estadio juvenil. Sin embargo, no podemos descartar
gue FhCL3 sea una enzima especializada y que la mayor divergencia se deba a seleccion
positiva actuando a favor de la adquisicibn de una mayor eficiencia en la hidrélisis de los
sustratos que enfrenta el parasito juvenil. De hecho, Irving y col. (Irving et al. 2003)
identificaron regiones posiblemente sujetas a seleccién positiva que incluyen a varios de los

residuos del sitio activo, entre ellos los aqui estudiados por mutagénesis.

3.2. Hidrélisis de sustratos macromoleculares

Durante el inicio de la infeccion por Fasciola los JRD deben atravesar la pared intestinal
del hospedero, y migrar por la cavidad peritoneal y el parénquima hepatico hacia los
canaliculos biliares del higado donde se aloja y madura al estadio adulto. Resulta interesante
entonces estudiar la capacidad de FhCL3 de degradar componentes de la matriz extracelular
con los cuales pudiera enfrentarse durante este trayecto, tales como distintos tipos de
colageno, fibronectina y laminina, entre otros.

Los colagenos estan estrechamente involucrados en la formacion de redes fibrilares,
membranas basales asi como otras estructuras de la matriz extracelular. El colageno tipo | es
el mas abundante en el organismo, seguido de los colagenos tipo I, lll y IV siendo el colageno
Il un componente mayoritario del cartilago hialino. El coldgeno se caracteriza por contener
dominios con repetidos del tripéptido Gly-X-Y ricos en Pro e hidroxiprolina (Hyp), involucrados
en la formacion de la triple hélice del colageno (Gelse, 2003). La habilidad de acomodar
residuos de Pro en la posicion P, del sustrato de FhCL2 se asocié con su capacidad de
degradar la triple hélice del coldgeno tipo I, mientras que FhCL1 solo degrada las regiones
teloméricas no helicoidales de la molécula (Stack et al. 2008). Dada su alta afinidad por
péptidos conteniendo Pro en P,, FhCL3 se postulaba como una enzima que podria degradar
colageno. De acuerdo con esta hipétesis, observamos que efectivamente la enzima tiene la
capacidad de degradar el colageno tipo | en condiciones de pH y temperatura que favorecen la

estabilidad de su triple hélice (pH neutro y 28°C). La actividad colagenolitica de secreciones y
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extractos somaticos del parasito juvenil habia sido tempranamente descrita por Howell en 1966
(Howell, 1966), utilizando un método colorimétrico de liberacion de color del azocol. Nuestros
resultados sugieren que la enzima principal responsable de esta actividad es FhCL3. Es
importante notar que el pH y temperatura del medio tiene una gran influencia en la capacidad
de las enzimas de digerir determinados sustratos, probablemente debido a variaciones en la
conformacion o plegamiento de estos. Como ejemplo, podemos mencionar la capacidad de
FhCL1 de digerir la hemoglobina y el coldgeno tipo | a pH acido pero no a pH neutro o alcalino
(Lowther et al. 2009; Stack et al. 2008). Al comparar la actividad de FhCL1, FhCL2 y FhCL3 a
pH acido o neutro sobre los distintos tipos de colageno encontramos que solo FhCL3 y, en
menor medida, FhCL2 son capaces de hidrolizarlo a pH 7, mientras FhCL1 incluso luego de 20
horas de incubacién no es capaz de hidrolizarlo. FhCL1 solo hidroliza el colageno a pH 5.5 y
principalmente actia sobre los dimeros B siendo las cadenas al y 2 mas resistentes
(Robinson, Corvo et al. 2011). Cabe mencionar que los estudios previos de degradacion de
moléculas de colageno por parte de PES y de las enzimas FhCL1 y FhCL2 aisladas de
parasitos adultos fueron realizados a pH &cido (5.5 o 6) y 37°C (Berasain et al. 1997). Al
analizar la frecuencia con que aparece cada residuo en las posiciones P;-P, de los fragmentos
resultantes de la digestion del colageno mediante HPLC-MS, se observd que en Py, Pz y P,
aparecen en general varios aminoacidos, siendo Gly, Pro y Ala los hallados con mayor
frecuencia. Este sesgo podria deberse a que estos tres aminoacidos son los encontrados en
mayor porcentaje en el colageno (anexo 2). De acuerdo a lo esperado, tanto FhCL2 como
FhCL3 mostraron selectividad en el subsitio S,, pero no hacia Pro como ocurre con los
péptidos sintéticos, sino hacia Gly. Esto muestra que el uso de péptidos sintéticos si bien
resulta Gtil para estudiar la selectividad de las enzimas, no necesariamente se correlaciona de
forma directa con los sitios de corte observados en sustratos macromoleculares. Si bien las
interacciones entre P,-S, son las mas relevantes, las catepsinas no dejan de constituir un
grupo promiscuo de proteasas capaces de hidrolizar una amplia gama de sustratos. Debemos
considerar ademas que las proteinas no se presentan en una conformaciéon extendida, sino
gue estan plegadas en una estructura tridimensional determinada, lo que hace que ciertas
regiones estén expuestas para interaccionar con el sitio activo de la enzima mientras otras
permanecen ocultas. La cinética de la protedlisis implica que los cortes mas tempranos se
realicen sobre los residuos mas accesibles de la proteina, generando un cambio en la
estructura del sustrato que subsecuentemente expone otros enlaces peptidicos inicialmente
inaccesibles. Al realizar los ensayos de digestibn del coldgeno procurando conservar su
estructura nativa, las regiones en contacto con el solvente no necesariamente reflejen la
secuencia lineal Gly-Pro-Y que se concibe como de alta afinidad para FhCL3. A pesar de la
concordancia entre la cinética de péptidos sintéticos y la digestion de hemoglobina por FhCL1
(Lowther et al. 2009), también se ha reportado que los sitios de hidrdlisis sobre otros sustratos

proteicos, como por ejemplo las IgGs, no refleja lo observado con los péptidos mas cortos
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(Berasain et al. 2000). Esto puede estar relacionado con el hecho de que en estos estudios el
andlisis de los productos de hidrélisis se realiz6 a tiempo final luego de varias horas de
digestion, por lo que no estamos observando cuales son los cortes iniciales, y si estos respetan
las preferencias mostradas in vitro con sustratos sintéticos.

Otro componente mayoritario de la matriz extracelular es la fibronectina, la cual se une
a receptores de membrana del tipo integrinas, asi como a otros componentes de la matriz
como el colageno, la fibrina y los proteoglicanos. La laminina es una glicoproteina que forma
parte de la lamina basal asociada a otras proteinas, entre ellas la fibronectina, colageno,
entactina, y tiene una funcion de anclaje de las células epiteliales. Ya habia sido descrita la
capacidad de las enzimas nativas secretadas por el estadio adulto de degradar estas dos
macromoléculas (Berasain et al. 1997). En este trabajo demostramos que las enzimas FhCL1 y
FhCL2 recombinantes también pueden degradar fibronectina y laminina a 37°C y pH neutro,
asi como la catepsina L3 del estadio juvenil, la cual a la misma concentracion que las enzimas
del adulto parece generar un mayor nimero de fragmentos de menor tamafio de fibronectina y
es la Unica capaz de digerir eficientemente la laminina. La capacidad de FhCL3 de digerir todos
los componentes de matriz extracelular analizados sugiere que juega un rol importante en la
migracién del parasito juvenil durante las primeras etapas de la infeccion por F. hepatica.
Evidencia mas directa de esto lo constituye el estudio de interferencia de JRD sobre catepsinas
L y B, al notar que los juveniles tienen disminuida su capacidad de atravesar el epitelio
intestinal cuando se hace un knock down de estos genes (McGonigle et al. 2008). Sin
embargo, los autores describen una pardlisis en la mayoria de los JRD 4h después de
incubarlos en el medio conteniendo el ARNdc blanco de las catepsinas, aunque el movimiento
normal se restablece luego de 1 hora en medio sin ARNdc. Ensayos similares en nuestro
laboratorio muestran también una movilidad reducida en los gusanos tratados con ARNdc
contra FhCL2. Estos datos indican que tanto la disminucion en la motilidad, como el
silenciamiento en si de las catepsinas L de juveniles estan influyendo en la reducida capacidad
de los parasitos interferidos de atravesar la pared del duodeno. Para confirmarlo, seria
interesante determinar si la adicién de las catepsinas de juveniles (FhCL3 y catepsinas B) a los
parasitos interferidos aumenta el porcentaje de parasitos capaces de atravesar el epitelio
duodenal.

Se ha planteado que la capacidad para hidrolizar inmunoglobulinas tipo G en la regién
bisagra mostradas por FhCL1 y FhCL2, es un posible mecanismo de evasion de la respuesta
inmunitaria (Berasain et al. 2000; Smith et al. 1993). Mientras que FhCL1 expresada en H.
polymoprha confirma lo observado con proteasas de adultos purificadas al degradar IgG1,
FhCL3 no fue capaz de degradar este sustrato en las mismas condiciones donde si es eficiente
en la hidrélisis de colageno tipo | (Corvo et al. 2009). Los organismos parasitos han
desarrollado diferentes estrategias de defensa para evadir la respuesta inmune del hospedero,

tales como la variacién de los antigenos de la superficie del parasito o la interferencia directa
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con las funciones efectoras del sistema inmune del hospedador. En este sentido, se ha
reportado que los juveniles de F. hepatica pueden realizar rapidamente un recambio del
glicocaliz de su superficie, lo que podrian emplear como mecanismo evasor (Hanna, 1980). La
habilidad de digerir distintos tipos de IgGs descrita para las FhCL1 y FhCL2 podria reflejar el
hecho de que el gusano adulto reside de forma permanente en una localizacion especifica, en
contacto con la sangre en los canaliculos biliares del higado, dando el tiempo suficiente al
sistema inmune del hospedero de montar una respuesta efectiva. La forma juvenil por el
contrario es un estado migratorio, que ademas va sufriendo un proceso de maduracion que le
lleva a modificar sus perfiles de proteinas secretadas a través del tiempo lo que podria ejercer

un efecto protector en si mismo.

4. Correlacién estructura-funcioén en el sitio activo de las catepsinas

Para analizar la relaciéon estructura-funcién que pudiese dar cuenta de la diferente
especificidad de estas enzimas comparamos modelos moleculares de FhCL2 y FhCL3 con la
estructura de otras catepsinas, entre ellas FhCL1, las catepsinas L y K humana y la zingipaina
del jengibre. La catepsina K y la zingipaina se escogieron por su habilidad de acomodar Pro en
P, y de digerir el colageno (Garnero et al. 1998; Kim et al. 2007). Las diferencias en el sitio
activo de las enzimas de la familia de la papaina estan dadas por unos pocos residuos que
forman parte de los subsitios S, y S; (Drenth et al. 1968; Stack et al. 2008). Més
especificamente, las posiciones variables son los residuos 61, 64, 67, 157, 158 y 205.
Sorprendentemente, la mayor similitud estructural en el sitio activo de FhCL3 se observé con la
zingipaina, encontrdndose los aminoacidos His61l y Trp67 conservados en ambas enzimas
(Corvo et al. 2009). El residuo en la posicién 67, que se localiza en el limite de los bolsillos S, y
S3, ya ha demostrado ser relevante en la especificidad de estas enzimas (Smooker et al. 2000),
mientras el residuo 61, ubicado en el piso del bolsillo Sz no habia sido previamente analizado.
Los modelos también revelan que la topologia de los subsitios S, y S; de FhCL3 es similar a la
gue presenta la zingipaina, siendo sus bolsillos S, y S; pequefios en comparacion con las otras
enzimas, debido a que se disponen a ambos lados de un aminoacido voluminoso como es el
Trp. La presencia de una His en el bolsillo S; contribuiria a hacerlo ain mas angosto,
permitiendo acomodar Unicamente residuos pequefios. Sin embargo, el hecho de que el Trp
ubicado a la entrada de los bolsillos S, y S; pueda rotar colocando su cadena lateral en una u
otra direccién (Corvo et al. 2013), haria que residuos mas voluminosos puedan ocupar uno de
estos subsitios, siempre y cuando el residuo inmediato pueda acomodarse en el bolsillo
adyacente, necesariamente restricto. La presencia de una Tyr67 en FhCL2 y la catepsina K
humana, hacen que el bolsillo S, sea algo restringido, mientras que FhCL1 y la catepsina L
humana tienen un bolsillo mas ancho delimitado por una Leu.

El analisis de HPLC-MS de los sitios de corte sobre la molécula de colageno, es

consistente con estas observaciones. Si bien el sitio S; no muestra inicialmente selectividad, al

104



Discusion general

observar los 11 sitios donde FhCL2 o FhCL3 cortaron habiendo una Pro en P,, 8 contenian Gly
en P;. Esto coincide con estudios previos de degradacion de colageno por la catepsina K
(Kafienah et al. 1998) y la zingipaina GPII (Kim et al. 2007), donde hallaron que de los 12 sitios
de corte del colageno | conteniendo Pro en P, (8 para la catepsina K y 4 para GPIl), en 10
habia una Gly en P5;. Un elemento a tener en cuenta es que en estos ensayos se observan los
péptidos obtenidos a tiempo final, donde se mezclan sitios de corte primarios, sobre la proteina
nativa, y sitios secundarios que quedan expuestos al avanzar la protedlisis. La interrelacion
entre la capacidad de acomodar residuos en S,-S; también se observé para los oligopéptidos
sintéticos ensayados, observando que FhCL3 acomoda facilmente Pro en P, sélo si esta
presente una glicina en P; (siendo k../Ky 60 veces mayor para Tos-GPR-AMC que para Boc-
VPR-AMC). Las simulaciones moleculares dindmicas de unién a ligandos peptidicos,
sustituyendo los aminoacidos variables de los sitios S;", S, y S; de FhCL1 por los encontrados
en FhCL2 o FhCL3 mostraron que estas Ultimas enzimas tienen baja afinidad de union por el
ligando AAPR*NAA pero la afinidad se ve incrementada al sustituir la Ala por Gly en P; (ligando
AGPR*NAA). De estos estudios se desprendié también una base molecular plausible que
podria en parte, dar cuenta de la mayor eficiencia de FhCL3 para degradar el colageno | con
respecto a FhCL2. Se observé que FhCL3 es capaz de unir estrechamente un ligando con
hidroxiprolina en la posicién P3;, PPGP*PGP (P representa hidroxiprolina) mientras en el caso
de FhCL2 el mismo ligando no logra acomodarse satisfactoriamente en su sitio activo
(Robinson, Corvo et al. 2011). Nuestros resultados apuntan a que las modificaciones en los
subsitios S, y S; de FhCL2 y FhCL3 han moldeado la especificidad de sustrato de estas dos
enzimas generando selectividad diferencial sin comprometer su habilidad de degradar las
moléculas de colageno, de manera que ambas puedan contribuir a su digestion en los distintos
estadios del parasito en que son secretadas. Las variaciones observadas en el sitio activo de
las catepsinas de Fasciola son indicativas de la divergencia funcional y especializacion durante
la evolucion de esta familia génica. Si bien la habilidad de acomodar una Pro en la posicion P,
del sustrato surgi6 de manera independiente en mamiferos, trematodos y plantas, la
arquitectura del sitio activo que les confiere esa actividad resulta ser similar en todas ellas, un
claro ejemplo de convergencia evolutiva.

Dado que las diferencias en la especificidad de sustrato de FhCL1 y FhCL3 se
encuentran principalmente en los bolsillos S, y S;, decidimos sustituir mediante mutagénesis
dirigida los residuos que son diferentes entre las enzimas para investigar su contribucion a la
especificidad de las catepsinas. Estudios previos reportaron un leve incremento de la
especificidad hacia péptidos con Pro en P, en las variantes FhCL1 L67Y (Stack et al. 2008),
FhCL5 L67Y (Smooker et al. 2000) y FhCL5 L67W (Norbury et al. 2012). Nos sorprendio
encontrar gue la sustitucion en la posicién 67 genera efectos totalmente diferentes en FhCL1 y
FhCL3. Mientras el cambio de Leu a Trp en la posicién 67 de FhCL1 genera cambios sutiles en

sus preferencias, como habia sido reportado para FhCL5 (leve disminucién y aumento de su
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afinidad hacia Leu y Pro, respectivamente, (Norbury et al. 2012), la sustitucion del Trp 67 de
FhCL3 por Leu provoca una drastica alteracion de la especificidad de la enzima, tanto en el
subsitio S, como en el S;. La enzima mutante pierde su preferencia tanto por Pro en P, como
Gly en P3, asi como su capacidad de digerir el colageno tipo |, pero sin adquirir las preferencias
de sustrato de FhCL1 (Corvo et al. 2013). Esto se debe fundamentalmente a una disminucién
de varios 6rdenes de magnitud en la kg, sugiriendo que la presencia del triptéfano es
necesaria para interaccionar con el sustrato de forma de asegurar una orientacién adecuada
para la catdlisis. Esta respuesta es diferente a lo observado para la sustitucion del mismo
aminodcido en las catepsinas L y K humanas, donde el intercambio del residuo 67 de una por
otra, hace que se inviertan sus preferencias aminoacidicas en P, (Lecaille, Choe, et al. 2002;
Lecaille et al. 2007).

La sustitucion L67Y (de FhCL1 a FhCL2) disminuye la especificidad hacia el sustrato Z-
VLK-AMC, y levemente incrementa la afinidad hacia Tos-GPR-AMC, en concordancia con lo
reportado por C. M. Stack et al., 2008. La misma sustitucién en FhCL5, sin embargo, provoca
un incremento marcado en la especificidad hacia el mismo sustrato (Smooker et al. 2000). Se
planteé que esta diferencia podria ser consecuencia de la presencia de una Leu en la posiciéon
157 de FhCL5 (Corvo et al. 2009; Stack et al. 2008). A favor de esta hipoétesis se observa que
en la variante de FhCL1 con ambas sustituciones L69Y V157L disminuye aun mas la
especificidad hacia Z-VLK-AMC y se incrementa la afinidad por Tos-GPR-AMC como lo indica
su menor valor de Ky. Por otro lado, la presencia de una Thr en la posicion 158 es exclusiva de
FhCL2 y FhCL3 entre todas las catepsinas conocidas, por lo que se hipotetizé6 que podria estar
vinculada a la particular especificidad. Sin embargo, la contribucién del residuo 158 a las
interacciones en S, es pequefia y no concuerda con las hipétesis planteadas. No obstante,
analizando mas en detalle el sitio activo de las enzimas, se observa que mientras el esqueleto
del residuo de Thr contribuye a formar la pared del sitio S,, la cadena lateral polar que posee el
hidroxilo se orienta hacia el bolsillo S;-, por lo que podria estar influenciando las interacciones
al otro lado del sitio de corte de la enzima. Como se ha mencionado, son necesarios otros
enfoques con péptidos extendidos para analizar en detalle las interacciones del lado prima del
sitio de corte (Hemerly et al. 2003; Juliano et al. 2004; Lanfranco et al. 2008; O"Donoghue et al.
2012; Portaro et al. 2000).

Si bien la estructura de las catepsinas y la conformacion del sitio activo son similares en
todas las enzimas de la familia, este resultado sugiere que existen diferencias mas profundas
en la arquitectura proteica que subyacen a estas observaciones. Es necesario profundizar en el
estudio de estas diferencias, realizando analisis de estructura-actividad, para lo cual seria
interesante obtener la estructura cristalografica de la enzima. En este sentido, se podrian
emplear diferentes estrategias para la cristalizaciéon, ya sea formando complejo con un
inhibidor, como el E-64, o generando un mutante del sitio activo para impedir el

autoprocesamiento a la forma madura como se hizo en el caso de proFhCL1 (Stack et al.
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2008). Si bien nos hemos centrado en las diferencias en el sitio activo, por su obvia relevancia
en la funcion, existen otros residuos que difieren entre estas proteinas, que podrian modular la
actividad. Irving y cols. (Irving et al. 2003) identificaron varios residuos con seleccién positiva
en la familia de las catepsinas de Fasciola, y si bien varios de ellos coinciden con el sitio activo,
algunos mapean en otras regiones de la proteina. En este sentido, en un articulo reciente se
aporta evidencia a favor de la existencia de los denominados “sectores” proteicos. Estos serian
redes dispersas de aminoacidos contiguos espacialmente en la estructura de una proteina que
coevolucionan, de modo que las mutaciones en residuos ubicados en un “sector” producirian
cambios en la especificidad de unién de ligandos en las proteinas (McLaughlin Jr et al. 2012).
Los residuos que constituyen el sector forman parte del sitio activo en muchos casos, pero
también pueden localizarse en puntos distantes, siendo mas dificil identificarlos como
relevantes para la funcionalidad de la proteina. Seria interesante intentar identificar si existen
sectores, y en caso afirmativo cuales residuos forman parte de los mismos y si son 0 no
compartidos por las diferentes catepsinas. Nuestros resultados sugieren la presencia de
residuos clave fuera del bolsillo S, de estas enzimas, que contribuyen a delinear la arquitectura
del sitio activo y por ende la especificidad de sustrato.

Nuestro trabajo apoya el papel importante que juega el residuo 67 del bolsillo S, de las
catepsinas en la interaccién y orientacién del sustrato en una conformacioén adecuada para la
catdlisis enzimética. En las enzimas secretadas por el parasito adulto, la sustitucion de este
residuo provoca cambios sutiles en la especificidad de sustrato, mientras que en FhCL3 altera
drasticamente la enzima, disminuyendo su actividad hacia sustratos peptidicos y
macromoleculares. Seria interesante evaluar si este cambio afecta a la estructura secundaria o
la conformacién de la enzima mediante técnicas espectroscdpicas como dicroismo circular, IR
y fluorescencia, asi como estudiar cual o cuales pasos de la catdlisis se ven afectados al
sustituir el Trp 67 en FhCL3. Por otra parte, la diferencia de especificidad observada ofrece una
oportunidad para el desarrollo de inhibidores selectivos que exploten la particularidad de la

enzima secretada por el estadio invasivo.
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Aplicaciones y perspectivas

1. Aplicaciones en la prevencion, tratamiento y diagnostico de la fascioliasis

Las cisteina proteasas han sido evaluadas como blancos para el desarrollo de vacunas
y el disefio de drogas para el control de la fascioliasis, con resultados que sugieren que
podrian usarse en la formulacion de una vacuna efectiva contra esta parasitosis. En F.
hepatica se ha observado que por separado las catepsinas L1 y L2 nativas provocan una
disminucion de alrededor del 34% en la carga parasitaria de ovejas, mientras que si se
administran juntas la reduccién alcanza el 60% (Bentancor et al. 2002). Un estudio mas
reciente empleando como antigeno de vacunacién proFhCL1 recombinante expresada en P.
pastoris, reporta una reduccion de la carga parasitaria del 48% en vacunos inmunizados en
relacién con el grupo control (Golden et al. 2010). Ensayos de vacunacién en ratas con una
fraccion antigénica de JRD conteniendo proteinas de peso molecular entre 12-35 KDa
mostraron ser fuertemente inductores de proteccion contra la infecciébn por F. hepatica.
Mediante western blot con sueros de ratas vacunadas se encontrd una proteina de 32 KDa
como altamente inmunogénica, la cual se identificO como la proenzima de la catepsina L3 (van
Milligen et al. 2000). Los ensayos de vacunacidon en ratas con proFhCL3 recombinante
expresada en baculovirus mostraron una proteccién parcial (52%) frente a la infeccién
experimental con Fasciola, sin embargo la proenzima expresada en S. cerevisiae no mostro
potencial inmunoprotector (Reszka et al. 2005). A su vez reportan que se obtuvo una reduccién
en el nivel de proteccion con la enzima de baculovirus al emplear la enzima desglicosilada,
indicando que el patron de glicosilacién de la catepsina influye en su capacidad antigénica.
Dado que la adicién de distintos azlcares depende del sistema de expresion de la proteina
recombinante, no podemos suponer a priori como sera el comportamiento de FhCL3 producida
en nuestro sistema. Por consiguiente, seria interesante evaluar su potencial inmunoprotector,
sobre todo en una vacuna en combinacién con catepsinas del adulto u otras enzimas
hidroliticas, como la LAP, que ya ha demostrado un elevado nivel de proteccién (Acosta et al.
2008; Maggioli et al. 2011). En este sentido, otros grupos han evaluado en ratones el uso de
mas de una catepsina en una vacuna polivalente (una catepsina B y FhCL5 de F. hepatica, y
una catepsina L de juveniles de F. gigantica), mostrando que los niveles de proteccién mejoran

al combinar antigenos secretados por diferentes estadios (Smooker et al. 2010).

Por otro lado, en el area diagndstica, varios trabajos reportan el uso de las catepsinas
FhCL1 y FhCL2 de F. hepatica como antigenos para la inmuno-deteccién del ganado infectado
(Cornelissen et al. 2001; Kuerpick et al 2013). Los anticuerpos especificos en sueros de vacas
infectadas se detectan a partir de 4 semanas post-infeccion (pi), obteniendo una sensibilidad
del 100% a partir de la semana 10 pi (Kuerpick et al. 2013). El empleo de una enzima
secretada por el parasito juvenil podria contribuir al desarrollo de metodologias que permitan
detectar las infecciones en forma precoz, o aumentar la sensibilidad de los ensayos. Ademas,

la marcada especificidad de sustrato de FhCL3 hace de ella un blanco interesante para el
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desarrollo de inhibidores especificos abriendo otras posibilidades al control parasitario. Las
diazometilcetonas peptidicas inhiben especificamente las cisteina proteasas y no son activas
frente a otras clases de proteasas como las serina o metaloproteasas, ni frente a los grupos tiol
en general. Ademas, es posible utilizarlas in vivo para inactivar proteasas por ejemplo en
cultivos celulares, ya que a las dosis que inhiben eficazmente a las proteasas no son téxicas
para las células (Green & Shaw 1981; Shaw & Green 1981). La acil-oximetilcetona Ac-HGPR
es un inhibidor peptidico similar a las peptidil diazometilcetonas, (con prolina y glicina en P, y
Ps, respectivamente), selectivo e irreversible para la catepsina K humana, que no afecta a las
catepsinas L y V, aunque también inhibe a la catepsina B (Choe et al. 2006). Seria interesante
plantearse el desarrollo de inhibidores del tipo diazometilcetonas peptidicas especificos para
FhCL3, que exploten su especificidad de sustrato diferencial con respecto a las otras
catepsinas del parasito y a las catepsinas del hospedador. Estos inhibidores tendrian utilidad
en el laboratorio para realizar estudios funcionales de la enzima, pero también presentan un
uso potencial como complemento de drogas antihelminticas que ya se utilizan para el
tratamiento del ganado, o para la prevencién de la infeccién en seres humanos que vivan en
regiones endémicas o desarrollen actividades que impliquen un alto riesgo de infeccién. El
principal desafio es generar una droga selectiva para la enzima parasitaria que no afecte al
gran numero de proteasas homodlogas del hospedero con funciones esenciales para el
organismo. En este aspecto, el conocimiento profundo de la bioquimica y estructura de las
enzimas parasitarias y su comparacion con las enzimas de mamiferos permite avanzar en el

desarrollo de compuestos que sean inhibidores selectivos.

2. Aplicaciones biotecnolégicas y biomédicas

La capacidad de degradar el colageno que posee FhCL3 abre perspectivas de uso
biotecnolégico de esta enzima. Son varias las aplicaciones industriales donde se usan
colagenasas, como por ejemplo en la industria de limpieza de cueros, tiernizado de carnes o
cosmetologia, y farmacéutica donde se usan colagenasas en la formulacién de dentifricos y

cremas cicatrizantes entre otros productos (Kathleen et al 2005; Watanabe 2004).

En el area biomédica, se ha planteado el uso potencial de parasitos helmintos o
moléculas producidas por estos para la prevenciéon y/o tratamiento de desérdenes pro o auto-
inflamatorios (como el shock séptico, rechazo de trasplantes o enfermedades autoinmunes).
Esto se debe a la demostrada capacidad de estos parasitos de modular el sistema inmune de
manera de volcarlo hacia una respuesta de tipo anti-inflamatoria y reguladora (Th2/Treg) (Tilp
et al. 2013). En un trabajo reciente se demostrd que la administracion intraperitoneal de PES
de F. hepatica disminuye de 85% a 15% la aparicion de diabetes autoinmune en ratones

diabéticos no-obesos, asi como la capacidad de FhCL1, junto a otras 2 moléculas secretadas
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por F. hepatica, de modular el sistema inmune del ratén hacia respuestas tipo Th2 (Robinson
et al. 2013).

La expresion aberrante de las catepsinas se ha asociado a numerosas patologias
humanas entre las que se encuentran la artritis reumatoidea, picnodisostosis (catepsina K), el
sindrome de Papillon-Lefevre (catepsina C), varios desdrdenes neuroldgicos, la osteoporosis y
el cancer (catespinas B, F, L, S). La sobreexpresion, amplificacién génica y expresion de
diferentes variantes de splicing de genes de catepsinas ha sido asociada a la iniciacién y
progresion del cancer. Se ha sugerido que esta expresion alterada podria participar en la
degradacion descontrolada de componentes de matriz extracelular y membranas basales
facilitando la invasion y metastasis de células tumorales, postulandose también su participacion
en la proliferacion de células malignas y la angiogénesis (Joyce et al. 2004; Mohamed &
Sloane 2006; Turk et al 2001; Vasiljeva et al. 2007; Vasilieva & Turk 2008). Desde esa
perspectiva, el conocimiento del papel de las catepsinas en la invasion parasitaria puede
contribuir a comparar mecanismos de invasion mediados por enzimas similares en procesos

como el cancer y las enfermedades degenerativas.
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Anexos

ANEXO 1. Oligonucleétidos empleados en la mutagénesis del bolsillo S, de FhCL1 hacia FhCL2.

Plasmido
molde

Oligonucledtidos

FhCL1 L67Y Fw

Secuencia
GGTTGCGGTGGTGGATATATGGAAAATGCTTACC

FhCL1L67Y FhCL1 FhCL1 L67Y Rv GGTAAGCATTTTCCATATATCCACCACCGCAACC

FhCL1 V157L FhCLl FhCL1 V157L Fw GTTCACCGCTTCGTTTGAACCATGCAGTCTTGG
FhCL1 V157L Rv CCAAGACTGCATGGTTCAAACGAAGCGGTGAAC
FhCL1 N158T Fw CACCGCTTCGTGTGACCCATGCAGTCTTGG

FhCL1 N1S8T FhCL1 FhCL1 N158T Rv CCAAGACTGCATGGGTCACACGAAGCGGTG

FhCL1L67Y V157L FhCL1 L67Y FhCL1 V157L Fw & Rv

FhCL1L67Y N158T FhCL1L67Y FhCL1 N158T Fw & Rv

FhCL1 V157L FhCL1 FhCL1 V157L N158T Fw GTTCACCGCTTCGTTTGACCCATGCAGTCTTGGCTG

N158T FhCL1 V157L N158T Rv CAGCCAAGACTGCATGGGTCAAACGAAGCGGTGAAC

FhCL1L67Y V157L \F/?_g;&

N158T N158T FhCL1 L67Y Fw & Rv
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ANEXO 2. Frecuencia de aminoacidos en el colageno |

Utilizando la herramienta ProtParam de ExXPASYy (http://web.expasy.org/protparam/) se calcula el porcentaje de cada aminoacido en las cadenas

de colageno alfal y alfa 2 bovino y humano. El contenido es muy similar al comparar cada cadena y entre las dos especies, por lo que en la grafica

superior el porcentaje (%) de cada aminoacido (aa) se estimd como un promedio entre ambas cadenas en las 2 especies.

% de cada aa

30

25

20

15

10

Ala Cys Asp Glu Phe Gly His

lle

Lys Leu Met Asn Pro GIn Arg Ser

Thr Val

Trp  Tyr
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