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Obr. 4. Reaktivni mista Kunitzovych inhibitora pro interakci s proteasami maji rozdilnou topologii. (A) Superpozice prostorovych
struktur komplexii Kunitzovych inhibitorti se serinovymi proteasami. Centralné je umistén reprezentativni inhibitor zndzornény pomoci
¢erného stuzkového modelu. Molekuly serinovych proteas, které interaguji s inhibitory, jsou znazornény pomoci povrchovych modeli:
barevné kddovani proteas odpovida popiskam, které uvadeji prislusny inhibitor tvofici komplex. Inhibitor BASI interaguje se subtilisi-
nem, ostatni inhibitory s trypsinem (API-A se dvéma molekulami trypsinu). (B) ZvétSeny vyiez z panelu (A) ukazuje, jak jsou rozmisténa
reaktivni centra jednotlivych inhibitorti v architektufe molekuly. Reaktivni smycky inhibitor( jsou znazornény ve stejném barevném ko-
dovani, jako maji pfislusné interagujici proteasy v panelu (A). Ve struktufe smy¢ky je zobrazen postranni fetézec aminokyselinovych
zbytktli v pozicich P, aP,’, které se vazou do podmist S; aS,” trypsinu, a zbytku v pozici P;, ktery se vaze do podmista S; subtilisinu.

V soucasné dobé v PDB databazi rychle piibyvaji prosto-
rové struktury Kunitzovych inhibitort. Lze ocekavat, ze
vyzkum se nyni bude soustedit pfedev§im na technicky
naroc¢nou strukturni analyzu komplext inhibitori s protea-
sami. Tim budou ziskany informace o reaktivnich centrech
inhibitort a identifikovany nové inhibi¢ni mechanismy pro
jednotlivé typy proteas, zejména pro cysteinové a asparta-
tové proteasy. Na jejich zdkladé bude mozné konstruovat
vysoce specifické inhibitory cilené proti riznym typtim pro-
teas, které najdou uplatnéni v zemédé€lstvi a biomedicing.

Referat vznikl v ramci reSeni grantového projektu
InterBioMed LOI1302 a vyzkumného zameéru RVO
61388963.
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J. Srp™® and M. Mares® (“Institute of Organic
Chemistry and Biochemistry, Academy of Sciences of the
Czech Republic, v.v.i., Prague, " Department of Biochemis-
try, Faculty of Science, Charles University, Prague):
Plant Kunitz Protease Inhibitors: Structural and Func-
tional Diversity

Protease inhibitors of the plant Kunitz family (I3 or
Kunitz-P family) are widely distributed in the plant king-
dom. They are critically involved in plant defense against
insect herbivores and pathogens through the regulation of
exogenous proteases. The majority of characterized mem-
bers of the Kunitz family are inhibitors of proteases of the
serine class (S1 and S8 families); inhibitors of aspartic
proteases (A1l family) and cysteine proteases (C1 family)
are less abundant. Some of the inhibitors are double-
headed, with two independent reactive sites, or bifunction-
al, targeting different protease families. The high function-
al versatility stems from a system of multiple variable
loops exposed on the conserved p-trefoil scaffold. Several
reactive sites on the loops with different locations evolved
independently during evolution as demonstrated by recent
3D structures of the complexes of Kunitz inhibitors with
serine proteases. This review provides new insight into
structure-function relationships in the Kunitz inhibitor
family.
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5. Diskuze

Proteasy se zasadnim zplsobem ucastni fady fyziologicky vyznamnych dé&ji, jako jsou
traveni, presentace antigent, srazeni krve, regulace tlaku krve a mnoha dalSich. Nedostate¢na regulace
proteolytické aktivity téchto enzymi vede kzavaznym patologiim, napf. nadorovym,
neurodegenerativnim a kardiovaskularnim onemocnénim. Proto jsou specifické molekuly, které ti¢inné
inhibuji aktivitu medicindlné vyznamnych proteas, povazovany za perspektivni chemoterapeutika.
K jejich racionalnimu vyvoji jsou intenzivné studovany strukturni mechanismy umoziujici kontrolu
proteas a unikatni informace vtomto sméru poskytuje analyza pfirozenych antiproteolytickych
molekul, které jsou soucasti komplexnich fyziologickych systémt. Cilem disertacni prace bylo popsat
nové principy regulace vybranych zastupcl aspartatovych a serinovych proteas pomoci interakce

s pfirozenymi proteasovymi inhibitory.
5.1. Aspartatové proteasy a jejich regulace prirozenymi inhibitory

K vyraznym tspéchiim molekularni mediciny pfi vyuziti poznatkli z oblasti proteolyzy patii
chemoterapie pomoci inhibitorli aspartatové proteasy viru HIV z rodiny A2 retroviralnich proteas.
Tato proteasa je zodpovédnad za Stépeni gag-pol polyproteinli pfi tzv. zrani viru, kterym vznikaji
infek¢ni virové Castice. Diky Usili akademické sféry a farmaceutického primyslu je v souc¢asné dobé k
dispozici desitka specifickych inhibitord HIV proteasy pro antivirovou terapii (Pokorna et al. 2009).
Diserta¢ni prace se zabyvala aspartatovymi proteasami z pepsinové rodiny Al, do které patii
medicinalné vyznamné enzymy, jako jsou napf. renin, B sekretasa nebo katepsin D. Renin je klicovy
enzym renin-angiotensinového systému regulujiciho krevni tlak a rovnovahu extracelularnich tekutin
v lidském organismu. Aliskiren, specificky inhibitor reninu, je Siroce rozsifené 1é¢ivo pii hypertenzi
(Nadeem a Batisky 2014). ZvySena aktivita 3 sekretasy vede ke St€peni amyloidniho prekursorového
proteinu za vzniku B amyloidnich peptidi, které se ukladaji v mozkové tkani a zpisobuji
Alzheimerovu chorobu. V soucasné dobé je v klinickych testech nékolik molekul, které specificky
inhibuji P sekretasu (Ghosh, Brindisi, a Tang 2012; Volloch a Rits 2018). Katepsin D, ktery
v lysosomu degraduje bunééné proteiny a generuje peptidy pro presentaci na MHC II molekulach, je
soucCasti tfady nadorovych procesti, kde se podili na mitotické signalizaci a také degradaci
extracelularni matrix a aktivaci rustovych faktori (Fusek, Vétvickova, a Vétvicka 2007). Pro
katepsin D nejsou doposud znamé zadné specifické inhibitory testované v klinickych studiich. V této
disertacni praci byly popsany dva nové strukturni motivy pro inhibi¢ni interakci s aspartatovymi

proteasami rodiny pepsinu, které maji odlisny charakter - proteinové domény a sfingolipidu.

V publikaci ¢. 2 byl prokdzan specificky modula¢ni efekt bioaktivnich lipidd na
peptidolytickou aktivitu lidského katepsinu D, kdy urcCité sfingolipidy odvozené ze struktury
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sfingosinu a ceramidu potlacuji jeho aktivitu a jejich fosforylované derivaty naopak aktivitu

katepsinu D zvysuji.

Vysledky uvedené v publikaci ¢. 2 naznacuji, Ze se sfingolipidy vazou do aktivniho mista
katepsinu D, které preferuje hydrofobni aminokyseliny. Nicméné pro ptesny popis a plné porozuméni
mechanismu interakce mezi sfingolipidem a katepsinem D bude nutné vyfesit prostorovou strukturu
jejich komplexu. Na jejim zakladé bude mozné raciondlnim zplisobem navrhovat modifikované
syntetické molekuly lipidi a jejich mimetika s cilem zlepSit inhibi¢ni potencial a dalsi funkcéni
vlastnosti. Fosforylace primarniho hydroxylu u sfingolipidii vede ke zvyseni peptidolytické aktivity
katepsinu D, ktera je zptisobena pfevazné zlepSenim afinity substratu k enzymu. Vazebné misto pro
fosforylované lipidy také neni znamé, ale lze spekulovat, ze se jedna o pozitivné nabitou povrchovou
¢ast katepsinu D v okoli jeho aktivniho centra. Analogicky interaguji glykosaminoglykany s pozitivné
nabitymi povrchovymi oblastmi cysteinovych proteas katepsinového typu (Fairhead, Kelly, a van der
Walle 2008; Caglic et al. 2007). Popsany posun pH optima katepsinu D v pfitomnosti fosforylovanych
sfingolipidl o jednotku vyse by mohl vyznamné zvySovat aktivitu tohoto enzymu v situacich, kdy je
transportovan mimo lysosom, k cemuz dochéazi napt. za patofyziologickych podminek (Masson et al.
2010; Benes, Vétvicka, a Fusek 2008; Beaujouin et al. 2010).

V jinych pracich bylo prokazano, ze tyto bioaktivni lipidy maji pfimou souvislost s apoptdézou
a jejich fosfoderivaty ptisobi naopak jako mitotické molekuly (Ponnusamy et al. 2010), tedy s procesy,
ve kterych je zapojen i katepsin D (Benes, Vétvicka, a Fusek 2008). Proto Ize predpokladat, ze vliv
téchto lipidd na popsané bunécéné procesy bude souviset s aktivitou katepsinu D, ktery se Gcastni fady
nadorovych procest. Sfingolipidové templaty maji tedy potencialni vyuziti pii vyvoji selektivnich

molekul regulujicich procesy, ve kterych je zapojen katepsin D v protinadorové terapii.

Rostlinny proteasovy inhibitor PCDI z lilku brambor, ktery patfi do Kunitzovy rodiny, je
specificky inhibitor katepsinu D (Mares et al. 1989). V ramci diserta¢ni prace bylo identifikovano a
strukturné charakterizovano reaktivni centrum, které je zodpovédné za interakci PCDI s enzymem.
Jedna se o 22 aminokyselin dlouhou smycku, ktera je stabilizovana dvéma disulfidovymi mistky a
vaze se do aktivniho mista katepsinu D. V genomu lilku brambor se vyskytuje i dal§i protein
z Kunitzovy rodiny oznaéeny jako NID, pro ktery byla popsana inhibice aspartatovych proteas, ale
reaktivni centrum neni znamé (Ritonja et al. 1990; Guerra et al. 2016). Porovnani aminokyselinovych
sekvenci PCDI a NID ukéazalo, Ze oba proteiny obsahuji motiv reaktivni smycky se dvéma disulfidy.
Ackoli celkové aminokyselinové sekvence inhibitori jsou vysoce homologické (94% identita),
vykazuji uréené interakéni smycky vyraznou variabilitu (56% identita). Rozdilnost ve sloZeni
interak¢éni smycky mtize byt zpiisobena tim, ze oba inhibitory cili na rozdilné spektrum aspartatovych
proteas, coz souvisi s predpokladanou fyziologickou roli Kunitzovych inhibitorti jako obrannych
proteiniit v rostlinnych pletivech; jejich funk¢ni variabilita umoziuje inhibici odliSnych izoenzymu

travicich proteas produkovanych herbivory (viz kap. 5.3 sdiskuzi k publikaci ¢. 1). Strukturné
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popsana interakéni smycka PCDI je v kontextu jinych inhibitor aspartatovych proteas novy, zcela
unikatni inhibi¢ni motiv. Doposud byly analyzovany pouze Ctyfi strukturni motivy pro inhibici téchto
proteas: (1) peptidomimeticky inhibitor pepstatin se vaze do aktivniho centra enzymu a jeho statinovy
zbytek interaguje s katalytickymi aspartaty (Baldwin et al. 1993) (Obr. 3 A, str. 8), (2) polypeptidovy
inhibitor IA3 pfi vazbé na proteinasu A tvoti a helix, ktery piekryva aktivni misto enzymu (Li et al.
2000) (Obr. 6 A, str. 19), (3) proteinovy inhibitor PI3 blokuje pozice S;"-S;" aktivniho mista pepsinu a
brani tak vstupu substratu (Obr. 6 B, str. 19) (Ng et al. 2000) a (4) oligopeptidovy inhibitor vystépeny
z propeptidové domény zymogenu katepsinu D se vaze do povrchového exo-mista na aktivni protease
a zpusobuje jeji alosterickou inhibici (Hanova et al. 2018) (Obr. 5 B, str. 18). Reaktivni centrum PCDI
vytvati strukturné kompaktni a relativné nezavislou malou doménu na povrchu inhibitoru. Lze proto
predpokladat, Zze bude mozné navrhovat synteticka mimetika reaktivniho centra v podob¢ cyklickych
peptidi a dale upravovat jejich funkéni vlastnosti véetné inhibi¢niho potencidlu a specifity pro jiné
medicinalné vyznamné aspartatové proteasy. Tento piistup byl jiz uspéSné otestovan na jinych
peptidovych cyklickych inhibitorech serinovych proteas (Xu, Andreasen, a Huang 2017; Swedberg et
al. 2011; de Veer et al. 2015).

V publikaci ¢. 3 byly na zaklad¢ inhibitoru aspartatovych proteas pepstatinu (Majer et al.
1997) navrzeny a pfipraveny syntetické proteomické sondy, které jsou selektivni pro detekci
proteolyticky aktivnich forem aspartatovych proteas rodiny pepsinu. Bylo prokazéano, ze ptipravené
sondy jsou schopné vizualizovat katepsin D v komplexnich proteinovych smésich z extraktt
nadorovych bunék. Predstavuji tak nové u€inné nastroje, které lze vyuzit pro detekci katepsinu D jako
prognostického markeru u nddorového onemocnéni prsu a terapeutické cilové molekuly (Brouillet et
al. 1997). Modularni slozeni ptipravenych sond umoznuje jejich vyuziti pfi riznych proteomickych
aplikacich jako je analyza aspartatovych proteas v proteolytickych systémech, véetné jejich

identifikace pomoci hmotnostni spektrometrie nebo N koncového sekvenovani.
5.2. Serinové proteasy a jejich regulace prirozenymi inhibitory

Serinové proteasy chymotrypsinové rodiny, mezi které patii modelovi zastupci trypsin a
chymotrypsin liSici se svou substratovou specifitou, jsou nejvice zastoupené proteasy v lidském
genomu. Do této rodiny patii i trombin a proteasové faktory, které se ucastni koagulacni kaskady
srazeni krve (Huntington 2014) nebo kalikreinové proteasy, které maji ftadu specifickych
fyziologickych funkci a jsou spojovany s nddorovymi onemocnénimi (Kalinska et al. 2016; Masurier
et al. 2018). Proto jsou tyto proteolytické enzymy perspektivni cilové molekuly a jejich inhibitory
predstavuji potencialni farmaka. Jako piiklad 1ze uvést Dabigatran, synteticky reversibilni inhibitor
trombinu, ktery patii mezi hojné uzivané léky proti infarktu myokardu nebo mozkové mrtvici (Ageno,
Eikelboom, a Lip 2016). Pfirozené proteinové inhibitory serinovych proteas chymotrypsinové rodiny
byly intenzivné studovany po biochemické i strukturni strance. V PDB databazi je tada zastupct

téchto inhibitorti z n€kolika inhibi¢nich rodin, v¢etné jejich komplext. Jejich analyza ukazuje, ze
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inhibitory tvofici se serinovymi proteasami nekovalentni protein-proteinové komplexy interaguji s
cilovou proteasou pomoci analogického reaktivniho centra zalozeného na jedné interak¢ni smycce,
ktera vstupuje do aktivniho mista proteasy. Tento interakéni mechanismus se nazyva kanonicky nebo
také Laskowského mechanismus (Krowarsch et al. 2003) a byl detailné studovan pro zivocisny
inhibitor BPTI (Helland et al. 1999) a pro rostlinné inhibitory z Kunitzovy rodiny (Bendre,
Ramasamy, a Suresh 2018).

Protein BbKI produkovany rostlinou bauhinie patii do Kunitzovy rodiny a byla popséana jeho
schopnost inhibovat trypsin a plasmovy kalikrein (vykazujici trypsinovou substratovou specifitu)
(Zhou et al. 2013). VyieSena prostorova struktura komplexu BbKI s trypsinem v publikaci ¢. 5
ukazala, ze BbKI vyuziva pro interakci se serinovymi proteasami jednosmyckové reaktivni centrum a
umistuje do kritického S; podmista trypsinu argininovy zbytek, jednd se tedy o kanonicky
mechanismus interakce. V této praci bylo prokdzano, ze BbKI je schopen inhibovat i dalsi zastupce
kalikreinovych proteas a jejich interakce byla detailné popsana pomoci molekularnich modelt. Pro
kalikrein 4, ktery je spojovan s rakovinou prostaty (Xi et al. 2004), je BbKI s hodnotou K; ~45 pM
nejlepsi pfirozeny inhibitor, ktery byl doposud popsan. Kalikrein 7, ktery ma chymotrypsinovou

substratovou specifitu, byl také uc¢inn¢ inhibovan BbKI s K; v subnanomolarni oblasti.

V publikaci ¢. 4 byla studovana specifita hlavnich zastupcli epidermalnich kalikreind
(kalikreiny 5, 7 a 14), pro které byl sestaven detek¢éni proteomicky systém zalozeny na syntetickych
selektivnich substratech a inhibitorech. Tento nastroj mize byt vyuzit pro rozliSeni a kvantifikaci
aktivit jednotlivych kalikreinovych proteas v komplexnim proteomu, coz bylo potvrzeno v testech

s extrakty epidermis geneticky upravenych mysi, které mély defekty v kalikreinové proteolyze.

5.3. Identifikace novych reaktivnich center na rostlinnych proteasovych

inhibitorech z Kunitzovy rodiny

Proteasové inhibitory patii mezi pfirozené obranné proteiny rostlin cilené proti travicim
proteasam Skudct, napf. herbivorniho hmyzu. Jejich interakce je komplexni diky dlouhotrvajici
spolecné evoluci. Hmyz se adaptoval na piritomnost rostlinnych inhibitort ve stravé a reaguje na né
zvysenim produkce travicich enzymd, expresi izoenzymd, které nejsou senzitivni na urcité inhibitory,
nebo proteolytickou deaktivaci téchto obrannych proteinti (Wielkopolan a Obrepalska-Steplowska
2016; Zhu-Salzman a Zeng 2015). Disertacni prace se zaméfila na analyzu modelového
proteolytického systému mandelinky bramborové a jeho interakce s antiproteolytickym systémem
inhibi¢nich proteind lilku brambor. Larvy i dospélci mandelinky bramborové zptsobuji vyznamné
ekonomické ztraty pozerem listd lilkovitych rostlin. Jednim z moznych pfistupd pro regulaci tohoto
skidce je vyuziti prirozenych inhibi¢nich molekul blokujici jeho traviciho systému, coz vede k snizeni

schopnosti prezit, ristu a mnozeni (Bolter a LatoszekGreen 1997; Wolfson a Murdock 1987).
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V publikaci €. 1 byl s vyuzitim nastroji funkcéni proteomiky (selektivnich substratii, inhibitord
a aktivitnich sond) popsan travici proteolyticky systém mandelinky bramborové. Na zaklade
zjisténych vysledkti bylo mozné sestavit schéma procesu traveni proteind, kterého se tucastni
cysteinové, aspartatové a serinové proteasy. Pro klicovy enzym zahajujici degradaci proteint,
aspartatovou proteasu typu katepsinu D (LdCD), byla v radmci disertacni prace také vyfeSena
prostorova struktura (Obr. 14, str. 61). Dale bylo v publikaci €. 1 prokazano, Ze inhibitory z Kunitzovy
rodiny produkované v lilku brambor (PCDI a PSPI) jsou schopné inhibovat aspartatové a serinové
proteasy mandelinky bramborové. Jedna se o prvni pfimy dikaz interakce Kunitzova inhibitoru s

konkrétni cilovou travici proteasou a identifikaci fyziologické role PCDI a PSPI.

Dalsi krok se zaméfil na strukturni popis interakce PCDI a PSPI s modelovymi proteasami
s cilem popsat nové typy inhibi¢nich mechanismii. V kapitole 5.1 je diskutovana identifikace
interakéni smycky na PCDI pro aspartatové proteasy (Obr. 12, str. 59), ktera spolecné s prostorovou
strukturou cilové proteasy LdCD umoznila sestavit model interakce téchto biologicky relevantnich
partnert (Obr. 15, str. 62). Dale byly pro PSPI a PCDI vyfeSeny tfi prostorové struktury se serinovymi
proteasami. PSPI tvofi ternarni komplexy se dvéma molekulami serinovych proteas, tzn. Ze PSPI ma
dvé nezavisla reaktivni centra, ktera se 1iSi pozici na molekule inhibitoru. Prvni reaktivni centrum
vyuziva kanonicky jednosmyckovy mechanismus pfi interakci s trypsinem (Obr. 9, str. 53). Ma
stejnou topologii a stavbu jako reaktivni centrum na Kunitzové inhibitoru API-A z Sipatky (Bao et al.
2009), u kterého byla popsana stabiliza¢ni role cysteinového zbytku (Cys89), ktery se nachazi v tésné
blizkosti reaktivniho centra a tvofi disulfidovy miustek s Cys43 zjiné smycky. Druhé reaktivni
centrum inhibitoru PSPI vyuzivd novy, dosud nepopsany typ interakéniho mechanismu. Je tvofené
dvéma nezavislymi smyckami pochazejici ze sekvenéné vzdalenych oblasti inhibitoru (Obr. 13 B,
str. 60), které se v aktivnim misté enzymu skladaji do jednoho reaktivniho centra (Obr. 9 a 10, str. 53 a
55). Pro inhibitor PSPI bylo pomoci dvou prostorovych struktur prokdzdno, ze dvousmyckové
reaktivni centrum je schopno vazat trypsin (Obr. 9, str. 53) i chymotrypsin (Obr. 10, str. 55), tedy
proteasy s odliSnou substratovou specifitou. Interakéni mechanismus zaloZeny na systému dvou
smycek vyuziva i inhibitor PCDI pfi vazbé trypsinu, jak bylo potvrzeno na prostorové struktufe jejich
spole¢ného komplexu (Obr. 11, str. 57). V literatute je kanonické jednosmyckové reaktivni centrum
oznacovano jako ,,pomaly substrat®, protoze v komplexu se serinovou proteasou podléhd za urcitych
podminek degradaci, kdy je Stépeno v pozicich mezi P, a P, zbytky (Krowarsch et al. 2003). Reaktivni
centrum sloZzené ze dvou smycek je naopak stabilni, protoze tyto kritické pozice jsou obsazeny zbytky,

které pochazi ze dvou nespojitych smycek.

V disertacni praci byla identifikovana na sérii prostorovych struktur komplext rostlinnych
inhibitort z Kunitzovy rodiny tfi reaktivni centra pro vazbu serinovych proteas a jedno reaktivni
centrum pro inhibici aspartatovych proteas. Z hlediska umisténi jednotlivych reaktivnich center na

architektufe molekuly inhibitoru je kanonické reaktivni centrum BbKI v pozici, ktera byla prokazana
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na dalSich Kunitzovych inhibitorech (STI, TKI a EcTI) v komplexu s trypsinem (Song a Suh 1998;
Patil et al. 2012; Dongwen Zhou et al. 2013). Jednosmyckové kanonické reaktivni centrum na PSPI se
shoduje svou topologii s jednim z center na API-A (Bao et al. 2009). Druh¢é reaktivni centrum pro
serinové proteasy na API-A je ve stejné pozici jako centrum proti aspartatovym proteasam na PCDI
molekule. Dvousmyckové reaktivni centrum na inhibitorech PSPI a PCDI se vyskytuje na smyckach,
pro které doposud nebyla popsana interakéni funkce pro inhibici proteas. Z této analyzy vyplyva, ze
rostlinné inhibitory Kunitzovy rodiny diky variabilit¢ v délce i sekvenci smycek byly schopné
vyvinout reaktivni centra proti riznym typim proteas v odliSnych pozicich molekuly a tim dokazaly
tyto obranné molekuly efektivné reagovat na evolucni tlak. Molekularni architektura Kunitzovych
proteind predstavuje vysoce flexibilni templat pro raciondlni navrhovani novych antiproteolytickych
funkci (a obecné protein-proteinovych interakci) a jejich kombinovani do multifunkénich proteind.
Popsanych unikatnich vlastnosti inhibitori z Kunitzovy rodiny je mozné vyuzit pii konstrukci
rezistentnich transgennich plodin produkujicich nové insekticidni inhibi¢ni proteiny nebo pfi vyvoji

specifickych proteasovych inhibitorti pro biomedicinu.
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6. Zavéry

Disertacni prace se zabyvala regulaci aktivity proteolytickych enzymi ze tiidy aspartatovych a
serinovych proteas. Vysledky jsou shrnuty v péti publikacich a jednom rukopisu, ktery je podavan
do mezinarodniho casopisu. Prace také obsahuje doposud nepublikované vysledky, které budou
soucasti dvou pripravovanych publikaci v impaktovaném casopise, kde bude autor disertace uveden

jako prvni autor.

Obecné prace piinasi prvni uceleny biochemicky popis proteolytického traviciho systému
mandelinky bramborové, herbivorniho skiidce lilkovitych rostlin, a nové poznatky o jeho regulaci
pomoci proteasovych inhibitord Kunitzovy rodiny z lilku brambor. Také podava strukturni popis
novych reaktivnich center pro serinové a aspartatové proteasy na téchto Kunitzovych inhibitorech.
Dale jsou prezentovany nové poznatky o prirozené regulaci aktivity aspartatové proteasy lidského
katepsinu D pomoci biogennich sfingolipidl a vyvoj aktivitnich sond pro detekci tohoto enzymu. Pro
serinové proteasy kalikreinového typu byl sestaven systém pro monitorovani aktivity kalikreint
v tkani epidermis a byl identifikovan nejvice efektivni pfirozeny inhibitor lidskych kalikreint, ktery

patii mezi rostlinné Kunitzovy inhibitory.
V diserta¢ni praci byly splnény zadané cile a ziskané vysledky jsou nasledujici:

1) S vyuzitim modernich proteomickych ptistupti byl popsan proteolyticky travici systém mandelinky
bramborové, ktery je zalozen na kombinovaném plsobeni cysteinovych, aspartatovych a
serinovych proteas. Jednotlivé enzymy byly identifikovany a charakterizovany pomoci selektivnich
substrati a inhibitort a vizualizovany v extraktech stifev mandelinky bramborové pomoci
specifickych aktivitnich sond. Na zaklad¢ ziskanych vysledkli bylo mozné sestavit schéma
degradace rostlinnych proteinti v procesu traveni tohoto herbivorniho Sktidce lilkovitych rostlin.
Vyznamnym poznatkem bylo prokdzani, ze Kunitzovy inhibitory z lilku brambor efektivné blokuji
aktivitu serinovych a aspartitovych proteas mandelinky bramborové a funguji jako obranné

proteiny cilené proti trdvicimu traktu herbivora.

2) Podatilo se vyfesit unikatni sadu Ctyt prostorovych struktur protein-proteinovych komplexi, které
jsou tvofeny inhibitory z Kunitzovy rodiny v komplexu s cilovymi proteasami. Na zakladé téchto
struktur bylo mozné popsat nova reaktivni centra pro interakci se serinovymi a aspartatovymi

proteasami, ktera méla rozdilnou topologii na molekule inhibitoru. Konkrétné se jednalo o:

a) Dv¢ reaktivni centra pro serinové proteasy: prvni je tvofené jedinou smyckou s klasickym
mechanismem interakce popsanym v literatufe a druhé se vaze dosud neznamym
mechanismem, ktery je zaloZzeny na dvou smyckéch, jez se skladaji do aktivniho mista
enzymu. Novy typ reaktivniho centra je schopen interagovat se serinovymi proteasami

s odlisnou substratovou specifitou - trypsinem a chymotrypsinem.
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3)

4)

5)

6)

7)

b) Unikatni reaktivni centrum pro aspartdtové proteasy tvorené jednou smyckou, ktera je
stabilizovana dvéma vnitinimi disulfidovymi mastky. Jeho mechanismus interakce byl
identifikovan vyfeSenim prvni prostorové struktury Kunitzova inhibitoru v komplexu s

aspartadtovou proteasou.

Byla vyfesena prostorova struktura travici aspartatové proteasy z mandelinky bramborové. Tato
struktura spole¢né sudaji o pozici a struktufe reaktivniho centra pro aspartatové proteasy na
molekule Kunitzova inhibitoru (viz 2b) umoznila navrhnout model interakce mezi biologicky
relevantnimi partnery - travicim enzymem mandelinky bramborové a obranym proteinem lilku

brambor.

Sfingolipidy byly popsany jako prvni endogenni molekuly, které jsou schopné regulovat aktivitu
aspartatové proteasy typu katepsinu D. V zavislosti na struktufe byly sfingolipidy identifikovany
jako ucinné inhibitory katepsinu D, zatimco jejich fosforylované derivaty jako aktivatory tohoto
enzymu. Jedna se o specifickou modulaci aktivity katepsinu D, ktera se potencialné uplatituje pii

regulaci tvorby nadort.

Byly navrzeny a pfipraveny syntetické aktivitni sondy pro aspartatové proteasy pepsinové rodiny,
které byly odvozené ze sekvence prirozeného specifického inhibitoru pepstatinu. Bylo prokazano,
ze tyto sondy je mozné vyuzit k detekci katepsinu D jako markeru v bunéénych extraktech pfi

prognodze nadorovych onemocnéni.

Byly nalezeny specifické fluorogenni substraty a selektivni inhibitory, které umoziuji rozlisit
aktivity jednotlivych epidermalnich serinovych proteas kalikreinového typu v biologickych
extraktech. Tento detek¢ni systém byl vyuzit pro analyzu pfislusnych kalikreinii u geneticky

modifikovanych mysi jako modelu pro studium koznich onemocnéni.

Byla urcena inhibi¢ni specifita inhibitoru BbKI z Kunitzovy rodiny se serinovymi proteasami.
Tento inhibitor byl identifikovan jako nejucinngjsi piirozeny proteinovy inhibitor nékterych
medicinalné vyznamnych lidskych kalikreinti s preferenci pro kalikrein 4, ktery je spojovany
s nadorovymi onemocnénimi. Mechanismus interakce BbKI s kalikreiny byl vysvétlen pomoci
molekularniho modelovani na zaklad¢ vyfesené prostorové struktury komplexu BbKI s trypsinem

jako templatu.
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Publikace ¢. 1: Digestive proteolysis in the Colorado potato beetle, Leptinotarsa decemlineata:

Activity-based profiling and imaging of a multipeptidase network

(1) Priprava a charakterizace tkanovych extraktii a analyza jejich proteolytické aktivity s vyuzitim
enzymologickych a biochemickych pfistupil, (2) identifikace a klasifikace proteas pomoci méfeni
jejich enzymovych aktivit a inhibice, (4) vizualizace proteolytickych enzymi v extraktech pomoci
fluorescencnich sond, (5) bioinformaticka analyza identifikovanych proteas v genomovych a

transkriptomovych databazich, (6) pfiprava obrazki a ucast na psani manuskriptu.
Nepublikovana data:

(1) Ptiprava dvou rekombinantnich katepsini D v Cist¢ podobé - IrCD1 a LdCD, (2) purifikace
inhibitort PCDI a PSPI z lilku brambor, (3) pfiprava komplexi LdCD-pepstatin, katepsin D-PCDI,
trypsin-PCDI, trypsin-PSPI, trypsin/chymotrypsin-PSPI, (4) krystalizace téchto komplext, (5) grafické

zpracovani a interpretace ziskanych prostorovych struktur komplexd.
Publikace ¢. 2: Complex modulation of peptidolytic activity of cathepsin D by sphingolipids

(1) Méfeni aktivit katepsinu D v pfitomnosti vybranych sfingolipidt v aktivitnim testu, (2) pfiprava a

HPLC analyza vzorki s modulovanou aktivitou katepsinu D, (3) pfiprava grafiky pro manuskript.

Publikace ¢. 3: Single- and double-headed chemical probes for detection of active cathepsin D in

a cancer cell proteome

(1) Ptiprava a charakterizace extraktu z nadorovych bunék, (2) znaceni katepsinu D v extraktu pomoci
aktivitnich sond, (3) analyza a identifikace vzorkll vizualizovanych ve fluorescencni a

chemiluminiscenc¢ni aplikaci.

Publikace ¢. 4: Profiling system for skin kallikrein proteolysis applied in gene deficient mouse

models
(1) M¢éfeni inhibi¢ni specifity pro jednotlivé rekombinantni KLK se sadou syntetickych inhibitord.

Publikace €. 5: Crystal structures of the complex of kallikrein inhibitor BbKI with trypsin and

modeling of kallikrein complexes

(1) Mg¢feni inhibi¢nich konstant K; pro BbKI se zastupci serinovych proteas kalikreinového typu a

modelovych serinovych proteas trypsinu a chymotrypsinu a (2) analyza enzymologickych dat.

151



Publikace ¢. 6: Kunitzovy proteasové inhibitory z rostlin: strukturni a funkéni diverzita

(1) Vyhledani dostupné literatury a prostorovych struktur v PDB databazi, (2) analyza prostorovych

struktur a sekvenci, (3) ptiprava molekularni grafiky manuskriptu.
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