Abstrakt

Proteasy se ucastni fady vyznamnych fyziologickych procest a jejich nedostatecna kontrola je
spojena s fadou patologii. Pfirozené inhibitory piedstavuji ucinny nastroj pro regulaci jejich aktivity.
Disertacni prace se zaméfuje na zivocisné a rostlinné inhibitory aspartatovych a serinovych proteas a

prinasi identifikaci, biochemickou charakterizaci a strukturni popis jejich mechanismu inhibice.

Rostlinné inhibitory z Kunitzovy rodiny jsou produkované jako obranné proteiny s unikatni
schopnosti blokovat §iroké spektrum proteas. V této praci byl s vyuzitim metod funkéni proteomiky
popsan travici proteolyticky systém mandelinky bramborové, herbivorniho $kidce lilkovitych rostlin.
Byl podan ptimy diikaz, Ze travici aspartatové a serinové proteasy tohoto herbivora jsou efektivné
blokovany pomoci dvou Kunitzovych inhibitori (nazyvanych PCDI a PSPI), které jsou produkované
v lilku brambor. Pomoci strukturni analyzy byly na molekuldch PCDI a PSPI identifikovany nové typy
reaktivnich center pro inhibici aspartatovych proteas typu katepsinu D a serinovych proteas typu
trypsinu a chymotrypsinu. Popis reaktivniho centra na PCDI inhibitoru spolecné s krystalovou
strukturou travici proteasy typu katepsinu D mandelinky bramborové umoznilo vysvétlit mechanismus

jejich vzajemné interakce.

Pro lidsky katepsin D byly identifikovany sfingolipidy jako prvni specifické endogenni
inhibitory. Tyto bioaktivni molekuly jsou znamé svou protinadorovou aktivitou a Ize pfedpokladat, ze
jednim z mechanism jejich ptisobeni je regulace katepsinu D, ktery se tvorby nador uc¢astni. Dale byla
na bazi peptidomimetického inhibitoru aktivniho mista vyvinuta proteomicka sonda pro detekci

katepsinu D jako prognostického nadorového markeru.

Pro serinové proteasy typu kalikreint byl identifikovan dosud nejucinnéjsi prirozeny rostlinny
inhibitor BbKI z Kunitzovy rodiny, ktery je selektivni pro nadorovy marker kalikrein 4. Jejich interakce
byla popsana pomoci strukturniho modelu. Pro epidermalni kalikreiny byl sestaven proteomicky
detekcni systém selektivnich substratli a inhibitorti pro monitorovani aktivit, ktery byl testovan na

geneticky modifikovanych mysich.

Disertacni prace pfinas§i vyznamné informace o specifit€ a mechanismech inhibice
aspartatovych a serinovych proteas, které lze vyuzit pro racionalni vyvoj novych inhibi¢nich molekul

s uplatnénim v biomediciné a zemédélskych biotechnologiich.



