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5. Diskuze  

Proteasy se zásadním způsobem účastní řady fyziologicky významných dějů, jako jsou 

trávení, presentace antigenů, srážení krve, regulace tlaku krve a mnoha dalších. Nedostatečná regulace 

proteolytické aktivity těchto enzymů vede k závažným patologiím, např. nádorovým, 

neurodegenerativním a kardiovaskulárním onemocněním. Proto jsou specifické molekuly, které účinně 

inhibují aktivitu medicinálně významných proteas, považovány za perspektivní chemoterapeutika. 

K jejich racionálnímu vývoji jsou intenzivně studovány strukturní mechanismy umožňující kontrolu 

proteas a unikátní informace v tomto směru poskytuje analýza přirozených antiproteolytických 

molekul, které jsou součástí komplexních fyziologických systémů. Cílem disertační práce bylo popsat 

nové principy regulace vybraných zástupců aspartátových a serinových proteas pomocí interakce 

s přirozenými proteasovými inhibitory.  

5.1. Aspartátové proteasy a jejich regulace přirozenými inhibitory  

K výrazným úspěchům molekulární medicíny při využití poznatků z oblasti proteolýzy patří 

chemoterapie pomocí inhibitorů aspartátové proteasy viru HIV z rodiny A2 retrovirálních proteas. 

Tato proteasa je zodpovědná za štěpení gag-pol polyproteinů při tzv. zrání viru, kterým vznikají 

infekční virové částice. Díky úsilí akademické sféry a farmaceutického průmyslu je v současné době k 

dispozici desítka specifických inhibitorů HIV proteasy pro antivirovou terapii (Pokorná et al. 2009). 

Disertační práce se zabývala aspartátovými proteasami z pepsinové rodiny A1, do které patří 

medicinálně významné enzymy, jako jsou např. renin, β sekretasa nebo katepsin D. Renin je klíčový 

enzym renin-angiotensinového systému regulujícího krevní tlak a rovnováhu extracelulárních tekutin 

v lidském organismu. Aliskiren, specifický inhibitor reninu, je široce rozšířené léčivo při hypertenzi 

(Nadeem a Batisky 2014). Zvýšená aktivita β sekretasy vede ke štěpení amyloidního prekursorového 

proteinu za vzniku β amyloidních peptidů, které se ukládají v mozkové tkáni a způsobují 

Alzheimerovu chorobu. V současné době je v klinických testech několik molekul, které specificky 

inhibují β sekretasu (Ghosh, Brindisi, a Tang 2012; Volloch a Rits 2018). Katepsin D, který 

v lysosomu degraduje buněčné proteiny a generuje peptidy pro presentaci na MHC II molekulách, je 

součástí řady nádorových procesů, kde se podílí na mitotické signalizaci a také degradaci 

extracelulární matrix a aktivaci růstových faktorů (Fusek, Větvičková, a Větvička 2007). Pro 

katepsin D nejsou doposud známé žádné specifické inhibitory testované v klinických studiích. V této 

disertační práci byly popsány dva nové strukturní motivy pro inhibiční interakci s aspartátovými 

proteasami rodiny pepsinu, které mají odlišný charakter - proteinové domény a sfingolipidu.  

V publikaci č. 2 byl prokázán specifický modulační efekt bioaktivních lipidů na 

peptidolytickou aktivitu lidského katepsinu D, kdy určité sfingolipidy odvozené ze struktury 
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sfingosinu a ceramidu potlačují jeho aktivitu a jejich fosforylované deriváty naopak aktivitu 

katepsinu D zvyšují.  

Výsledky uvedené v publikaci č. 2 naznačují, že se sfingolipidy vážou do aktivního místa 

katepsinu D, které preferuje hydrofobní aminokyseliny. Nicméně pro přesný popis a plné porozumění 

mechanismu interakce mezi sfingolipidem a katepsinem D bude nutné vyřešit prostorovou strukturu 

jejich komplexu. Na jejím základě bude možné racionálním způsobem navrhovat modifikované 

syntetické molekuly lipidů a jejich mimetika s cílem zlepšit inhibiční potenciál a další funkční 

vlastnosti. Fosforylace primárního hydroxylu u sfingolipidů vede ke zvýšení peptidolytické aktivity 

katepsinu D, která je způsobena převážně zlepšením afinity substrátu k enzymu. Vazebné místo pro 

fosforylované lipidy také není známé, ale lze spekulovat, že se jedná o pozitivně nabitou povrchovou 

část katepsinu D v okolí jeho aktivního centra. Analogicky interagují glykosaminoglykany s pozitivně 

nabitými povrchovými oblastmi cysteinových proteas katepsinového typu (Fairhead, Kelly, a van der 

Walle 2008; Caglic et al. 2007). Popsaný posun pH optima katepsinu D v přítomnosti fosforylovaných 

sfingolipidů o jednotku výše by mohl významně zvyšovat aktivitu tohoto enzymu v situacích, kdy je 

transportován mimo lysosom, k čemuž dochází např. za patofyziologických podmínek (Masson et al. 

2010; Beneš, Větvička, a Fusek 2008; Beaujouin et al. 2010).  

V jiných pracích bylo prokázáno, že tyto bioaktivní lipidy mají přímou souvislost s apoptózou 

a jejich fosfoderiváty působí naopak jako mitotické molekuly (Ponnusamy et al. 2010), tedy s procesy, 

ve kterých je zapojen i katepsin D (Beneš, Větvička, a Fusek 2008). Proto lze předpokládat, že vliv 

těchto lipidů na popsané buněčné procesy bude souviset s aktivitou katepsinu D, který se účastní řady 

nádorových procesů. Sfingolipidové templáty mají tedy potenciální využití při vývoji selektivních 

molekul regulujících procesy, ve kterých je zapojen katepsin D v protinádorové terapii.  

Rostlinný proteasový inhibitor PCDI z lilku brambor, který patří do Kunitzovy rodiny, je 

specifický inhibitor katepsinu D (Mareš et al. 1989). V rámci disertační práce bylo identifikováno a 

strukturně charakterizováno reaktivní centrum, které je zodpovědné za interakci PCDI s enzymem. 

Jedná se o 22 aminokyselin dlouhou smyčku, která je stabilizována dvěma disulfidovými můstky a 

váže se do aktivního místa katepsinu D. V genomu lilku brambor se vyskytuje i další protein 

z Kunitzovy rodiny označený jako NID, pro který byla popsána inhibice aspartátových proteas, ale 

reaktivní centrum není známé (Ritonja et al. 1990; Guerra et al. 2016). Porovnání aminokyselinových 

sekvencí PCDI a NID ukázalo, že oba proteiny obsahují motiv reaktivní smyčky se dvěma disulfidy. 

Ačkoli celkové aminokyselinové sekvence inhibitorů jsou vysoce homologické (94% identita), 

vykazují určené interakční smyčky výraznou variabilitu (56% identita). Rozdílnost ve složení 

interakční smyčky může být způsobena tím, že oba inhibitory cílí na rozdílné spektrum aspartátových 

proteas, což souvisí s předpokládanou fyziologickou rolí Kunitzových inhibitorů jako obranných 

proteinů v rostlinných pletivech; jejich funkční variabilita umožňuje inhibici odlišných izoenzymů 

trávicích proteas produkovaných herbivory (viz kap. 5.3 s diskuzí k publikaci č. 1). Strukturně 
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popsaná interakční smyčka PCDI je v kontextu jiných inhibitorů aspartátových proteas nový, zcela 

unikátní inhibiční motiv. Doposud byly analyzovány pouze čtyři strukturní motivy pro inhibici těchto 

proteas: (1) peptidomimetický inhibitor pepstatin se váže do aktivního centra enzymu a jeho statinový 

zbytek interaguje s katalytickými aspartáty (Baldwin et al. 1993) (Obr. 3 A, str. 8), (2) polypeptidový 

inhibitor IA3 při vazbě na proteinasu A tvoří α helix, který překrývá aktivní místo enzymu (Li et al. 

2000) (Obr. 6 A, str. 19), (3) proteinový inhibitor PI3 blokuje pozice S1´-S3´ aktivního místa pepsinu a 

brání tak vstupu substrátu (Obr. 6 B, str. 19) (Ng et al. 2000) a (4) oligopeptidový inhibitor vyštěpený 

z propeptidové domény zymogenu katepsinu D se váže do povrchového exo-místa na aktivní protease 

a způsobuje její alosterickou inhibici (Hánová et al. 2018) (Obr. 5 B, str. 18). Reaktivní centrum PCDI 

vytváří strukturně kompaktní a relativně nezávislou malou doménu na povrchu inhibitoru. Lze proto 

předpokládat, že bude možné navrhovat syntetická mimetika reaktivního centra v podobě cyklických 

peptidů a dále upravovat jejich funkční vlastnosti včetně inhibičního potenciálu a specifity pro jiné 

medicinálně významné aspartátové proteasy. Tento přístup byl již úspěšně otestován na jiných 

peptidových cyklických inhibitorech serinových proteas (Xu, Andreasen, a Huang 2017; Swedberg et 

al. 2011; de Veer et al. 2015).  

V publikaci č. 3 byly na základě inhibitoru aspartátových proteas pepstatinu (Majer et al. 

1997) navrženy a připraveny syntetické proteomické sondy, které jsou selektivní pro detekci 

proteolyticky aktivních forem aspartátových proteas rodiny pepsinu. Bylo prokázáno, že připravené 

sondy jsou schopné vizualizovat katepsin D v komplexních proteinových směsích z extraktů 

nádorových buněk. Představují tak nové účinné nástroje, které lze využít pro detekci katepsinu D jako 

prognostického markeru u nádorového onemocnění prsu a terapeutické cílové molekuly (Brouillet et 

al. 1997). Modulární složení připravených sond umožňuje jejich využití při různých proteomických 

aplikacích jako je analýza aspartátových proteas v proteolytických systémech, včetně jejich 

identifikace pomocí hmotnostní spektrometrie nebo N koncového sekvenování.  

5.2. Serinové proteasy a jejich regulace přirozenými inhibitory  

Serinové proteasy chymotrypsinové rodiny, mezi které patří modeloví zástupci trypsin a 

chymotrypsin lišící se svou substrátovou specifitou, jsou nejvíce zastoupené proteasy v lidském 

genomu. Do této rodiny patří i trombin a proteasové faktory, které se účastní koagulační kaskády 

srážení krve (Huntington 2014) nebo kalikreinové proteasy, které mají řadu specifických 

fyziologických funkcí a jsou spojovány s nádorovými onemocněními (Kalinska et al. 2016; Masurier 

et al. 2018). Proto jsou tyto proteolytické enzymy perspektivní cílové molekuly a jejich inhibitory 

představují potenciální farmaka. Jako příklad lze uvést Dabigatran, syntetický reversibilní inhibitor 

trombinu, který patří mezi hojně užívané léky proti infarktu myokardu nebo mozkové mrtvici (Ageno, 

Eikelboom, a Lip 2016). Přirozené proteinové inhibitory serinových proteas chymotrypsinové rodiny 

byly intenzivně studovány po biochemické i strukturní stránce. V PDB databázi je řada zástupců 

těchto inhibitorů z několika inhibičních rodin, včetně jejich komplexů. Jejich analýza ukazuje, že 
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inhibitory tvořící se serinovými proteasami nekovalentní protein-proteinové komplexy interagují s 

cílovou proteasou pomocí analogického reaktivního centra založeného na jedné interakční smyčce, 

která vstupuje do aktivního místa proteasy. Tento interakční mechanismus se nazývá kanonický nebo 

také Laskowského mechanismus (Krowarsch et al. 2003) a byl detailně studován pro živočišný 

inhibitor BPTI (Helland et al. 1999) a pro rostlinné inhibitory z Kunitzovy rodiny (Bendre, 

Ramasamy, a Suresh 2018).  

Protein BbKI produkovaný rostlinou bauhinie patří do Kunitzovy rodiny a byla popsána jeho 

schopnost inhibovat trypsin a plasmový kalikrein (vykazující trypsinovou substrátovou specifitu) 

(Zhou et al. 2013). Vyřešená prostorová struktura komplexu BbKI s trypsinem v publikaci č. 5 

ukázala, že BbKI využívá pro interakci se serinovými proteasami jednosmyčkové reaktivní centrum a 

umisťuje do kritického S1 podmísta trypsinu argininový zbytek, jedná se tedy o kanonický 

mechanismus interakce. V této práci bylo prokázáno, že BbKI je schopen inhibovat i další zástupce 

kalikreinových proteas a jejich interakce byla detailně popsána pomocí molekulárních modelů. Pro 

kalikrein 4, který je spojován s rakovinou prostaty (Xi et al. 2004), je BbKI s hodnotou Ki ~45 pM 

nejlepší přirozený inhibitor, který byl doposud popsán. Kalikrein 7, který má chymotrypsinovou 

substrátovou specifitu, byl také účinně inhibován BbKI s Ki v subnanomolární oblasti.  

V publikaci č. 4 byla studována specifita hlavních zástupců epidermálních kalikreinů 

(kalikreiny 5, 7 a 14), pro které byl sestaven detekční proteomický systém založený na syntetických 

selektivních substrátech a inhibitorech. Tento nástroj může být využit pro rozlišení a kvantifikaci 

aktivit jednotlivých kalikreinových proteas v komplexním proteomu, což bylo potvrzeno v testech 

s extrakty epidermis geneticky upravených myší, které měly defekty v kalikreinové proteolýze.  

5.3. Identifikace nových reaktivních center na rostlinných proteasových 

inhibitorech z Kunitzovy rodiny  

Proteasové inhibitory patří mezi přirozené obranné proteiny rostlin cílené proti trávicím 

proteasám škůdců, např. herbivorního hmyzu. Jejich interakce je komplexní díky dlouhotrvající 

společné evoluci. Hmyz se adaptoval na přítomnost rostlinných inhibitorů ve stravě a reaguje na ně 

zvýšením produkce trávicích enzymů, expresí izoenzymů, které nejsou senzitivní na určité inhibitory, 

nebo proteolytickou deaktivací těchto obranných proteinů (Wielkopolan a Obrepalska-Steplowska 

2016; Zhu-Salzman a Zeng 2015). Disertační práce se zaměřila na analýzu modelového 

proteolytického systému mandelinky bramborové a jeho interakce s antiproteolytickým systémem 

inhibičních proteinů lilku brambor. Larvy i dospělci mandelinky bramborové způsobují významné 

ekonomické ztráty požerem listů lilkovitých rostlin. Jedním z možných přístupů pro regulaci tohoto 

škůdce je využiti přirozených inhibičních molekul blokující jeho trávicího systému, což vede k snížení 

schopnosti přežít, růstu a množení (Bolter a LatoszekGreen 1997; Wolfson a Murdock 1987).  
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V publikaci č. 1 byl s využitím nástrojů funkční proteomiky (selektivních substrátů, inhibitorů 

a aktivitních sond) popsán trávicí proteolytický systém mandelinky bramborové. Na základě 

zjištěných výsledků bylo možné sestavit schéma procesu trávení proteinů, kterého se účastní 

cysteinové, aspartátové a serinové proteasy. Pro klíčový enzym zahajující degradaci proteinů, 

aspartátovou proteasu typu katepsinu D (LdCD), byla v rámci disertační práce také vyřešena 

prostorová struktura (Obr. 14, str. 61). Dále bylo v publikaci č. 1 prokázáno, že inhibitory z Kunitzovy 

rodiny produkované v lilku brambor (PCDI a PSPI) jsou schopné inhibovat aspartátové a serinové 

proteasy mandelinky bramborové. Jedná se o první přímý důkaz interakce Kunitzova inhibitoru s 

konkrétní cílovou trávicí proteasou a identifikaci fyziologické role PCDI a PSPI.  

Další krok se zaměřil na strukturní popis interakce PCDI a PSPI s modelovými proteasami 

s cílem popsat nové typy inhibičních mechanismů. V kapitole 5.1 je diskutovaná identifikace 

interakční smyčky na PCDI pro aspartátové proteasy (Obr. 12, str. 59), která společně s prostorovou 

strukturou cílové proteasy LdCD umožnila sestavit model interakce těchto biologicky relevantních 

partnerů (Obr. 15, str. 62). Dále byly pro PSPI a PCDI vyřešeny tři prostorové struktury se serinovými 

proteasami. PSPI tvoří ternární komplexy se dvěma molekulami serinových proteas, tzn. že PSPI má 

dvě nezávislá reaktivní centra, která se liší pozicí na molekule inhibitoru. První reaktivní centrum 

využívá kanonicky jednosmyčkový mechanismus při interakci s trypsinem (Obr. 9, str. 53). Má 

stejnou topologii a stavbu jako reaktivní centrum na Kunitzově inhibitoru API-A z šípatky (Bao et al. 

2009), u kterého byla popsaná stabilizační role cysteinového zbytku (Cys89), který se nachází v těsné 

blízkosti reaktivního centra a tvoří disulfidový můstek s Cys43 z jiné smyčky. Druhé reaktivní 

centrum inhibitoru PSPI využívá nový, dosud nepopsaný typ interakčního mechanismu. Je tvořené 

dvěma nezávislými smyčkami pocházející ze sekvenčně vzdálených oblastí inhibitoru (Obr. 13 B, 

str. 60), které se v aktivním místě enzymu skládají do jednoho reaktivního centra (Obr. 9 a 10, str. 53 a 

55). Pro inhibitor PSPI bylo pomocí dvou prostorových struktur prokázáno, že dvousmyčkové 

reaktivní centrum je schopno vázat trypsin (Obr. 9, str. 53) i chymotrypsin (Obr. 10, str. 55), tedy 

proteasy s odlišnou substrátovou specifitou. Interakční mechanismus založený na systému dvou 

smyček využívá i inhibitor PCDI při vazbě trypsinu, jak bylo potvrzeno na prostorové struktuře jejich 

společného komplexu (Obr. 11, str. 57). V literatuře je kanonické jednosmyčkové reaktivní centrum 

označováno jako „pomalý substrát“, protože v komplexu se serinovou proteasou podléhá za určitých 

podmínek degradaci, kdy je štěpeno v pozicích mezi P1 a P1´zbytky (Krowarsch et al. 2003). Reaktivní 

centrum složené ze dvou smyček je naopak stabilní, protože tyto kritické pozice jsou obsazeny zbytky, 

které pochází ze dvou nespojitých smyček.  

V disertační práci byla identifikovaná na sérii prostorových struktur komplexů rostlinných 

inhibitorů z Kunitzovy rodiny tři reaktivní centra pro vazbu serinových proteas a jedno reaktivní 

centrum pro inhibici aspartátových proteas. Z hlediska umístění jednotlivých reaktivních center na 

architektuře molekuly inhibitoru je kanonické reaktivní centrum BbKI v pozici, která byla prokázána 
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na dalších Kunitzových inhibitorech (STI, TKI a EcTI) v komplexu s trypsinem (Song a Suh 1998; 

Patil et al. 2012; Dongwen Zhou et al. 2013). Jednosmyčkové kanonické reaktivní centrum na PSPI se 

shoduje svou topologií s jedním z center na API-A (Bao et al. 2009). Druhé reaktivní centrum pro 

serinové proteasy na API-A je ve stejné pozici jako centrum proti aspartátovým proteasám na PCDI 

molekule. Dvousmyčkové reaktivní centrum na inhibitorech PSPI a PCDI se vyskytuje na smyčkách, 

pro které doposud nebyla popsána interakční funkce pro inhibici proteas. Z této analýzy vyplývá, že 

rostlinné inhibitory Kunitzovy rodiny díky variabilitě v délce i sekvenci smyček byly schopné 

vyvinout reaktivní centra proti různým typům proteas v odlišných pozicích molekuly a tím dokázaly 

tyto obranné molekuly efektivně reagovat na evoluční tlak. Molekulární architektura Kunitzových 

proteinů představuje vysoce flexibilní templát pro racionální navrhování nových antiproteolytických 

funkcí (a obecně protein-proteinových interakcí) a jejich kombinování do multifunkčních proteinů. 

Popsaných unikátních vlastností inhibitorů z Kunitzovy rodiny je možné využít při konstrukci 

rezistentních transgenních plodin produkujících nové insekticidní inhibiční proteiny nebo při vývoji 

specifických proteasových inhibitorů pro biomedicínu.  
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6. Závěry  

Disertační práce se zabývala regulací aktivity proteolytických enzymů ze třídy aspartátových a 

serinových proteas. Výsledky jsou shrnuty v pěti publikacích a jednom rukopisu, který je podáván 

do mezinárodního časopisu. Práce také obsahuje doposud nepublikované výsledky, které budou 

součástí dvou připravovaných publikací v impaktovaném časopise, kde bude autor disertace uveden 

jako první autor.  

Obecně práce přináší první ucelený biochemický popis proteolytického trávicího systému 

mandelinky bramborové, herbivorního škůdce lilkovitých rostlin, a nové poznatky o jeho regulaci 

pomocí proteasových inhibitorů Kunitzovy rodiny z lilku brambor. Také podává strukturní popis 

nových reaktivních center pro serinové a aspartátové proteasy na těchto Kunitzových inhibitorech. 

Dále jsou prezentovány nové poznatky o přirozené regulaci aktivity aspartátové proteasy lidského 

katepsinu D pomocí biogenních sfingolipidů a vývoj aktivitních sond pro detekci tohoto enzymu. Pro 

serinové proteasy kalikreinového typu byl sestaven systém pro monitorování aktivity kalikreinů 

v tkáni epidermis a byl identifikován nejvíce efektivní přirozený inhibitor lidských kalikreinů, který 

patří mezi rostlinné Kunitzovy inhibitory.  

V disertační práci byly splněny zadané cíle a získané výsledky jsou následující:  

1) S využitím moderních proteomických přístupů byl popsán proteolytický trávicí systém mandelinky 

bramborové, který je založen na kombinovaném působení cysteinových, aspartátových a 

serinových proteas. Jednotlivé enzymy byly identifikovány a charakterizovány pomocí selektivních 

substrátů a inhibitorů a vizualizovány v extraktech střev mandelinky bramborové pomocí 

specifických aktivitních sond. Na základě získaných výsledků bylo možné sestavit schéma 

degradace rostlinných proteinů v procesu trávení tohoto herbivorního škůdce lilkovitých rostlin. 

Významným poznatkem bylo prokázání, že Kunitzovy inhibitory z lilku brambor efektivně blokují 

aktivitu serinových a aspartátových proteas mandelinky bramborové a fungují jako obranné 

proteiny cílené proti trávicímu traktu herbivora.  

2) Podařilo se vyřešit unikátní sadu čtyř prostorových struktur protein-proteinových komplexů, které 

jsou tvořeny inhibitory z Kunitzovy rodiny v komplexu s cílovými proteasami. Na základě těchto 

struktur bylo možné popsat nová reaktivní centra pro interakci se serinovými a aspartátovými 

proteasami, která měla rozdílnou topologii na molekule inhibitoru. Konkrétně se jednalo o:  

a) Dvě reaktivní centra pro serinové proteasy: první je tvořené jedinou smyčkou s klasickým 

mechanismem interakce popsaným v literatuře a druhé se váže dosud neznámým 

mechanismem, který je založený na dvou smyčkách, jež se skládají do aktivního místa 

enzymu. Nový typ reaktivního centra je schopen interagovat se serinovými proteasami 

s odlišnou substrátovou specifitou - trypsinem a chymotrypsinem.  
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b) Unikátní reaktivní centrum pro aspartátové proteasy tvořené jednou smyčkou, která je 

stabilizována dvěma vnitřními disulfidovými můstky. Jeho mechanismus interakce byl 

identifikován vyřešením první prostorové struktury Kunitzova inhibitoru v komplexu s 

aspartátovou proteasou.  

3) Byla vyřešena prostorová struktura trávicí aspartátové proteasy z mandelinky bramborové. Tato 

struktura společně s údaji o pozici a struktuře reaktivního centra pro aspartátové proteasy na 

molekule Kunitzova inhibitoru (viz 2b) umožnila navrhnout model interakce mezi biologicky 

relevantními partnery - trávicím enzymem mandelinky bramborové a obraným proteinem lilku 

brambor.  

4) Sfingolipidy byly popsány jako první endogenní molekuly, které jsou schopné regulovat aktivitu 

aspartátové proteasy typu katepsinu D. V závislosti na struktuře byly sfingolipidy identifikovány 

jako účinné inhibitory katepsinu D, zatímco jejich fosforylované deriváty jako aktivátory tohoto 

enzymu. Jedná se o specifickou modulaci aktivity katepsinu D, která se potenciálně uplatňuje při 

regulaci tvorby nádorů.  

5) Byly navrženy a připraveny syntetické aktivitní sondy pro aspartátové proteasy pepsinové rodiny, 

které byly odvozené ze sekvence přirozeného specifického inhibitoru pepstatinu. Bylo prokázáno, 

že tyto sondy je možné využít k detekci katepsinu D jako markeru v buněčných extraktech při 

prognóze nádorových onemocnění.  

6) Byly nalezeny specifické fluorogenní substráty a selektivní inhibitory, které umožňují rozlišit 

aktivity jednotlivých epidermálních serinových proteas kalikreinového typu v biologických 

extraktech. Tento detekční systém byl využit pro analýzu příslušných kalikreinů u geneticky 

modifikovaných myší jako modelu pro studium kožních onemocnění.  

7) Byla určena inhibiční specifita inhibitoru BbKI z Kunitzovy rodiny se serinovými proteasami. 

Tento inhibitor byl identifikován jako nejúčinnější přirozený proteinový inhibitor některých 

medicinálně významných lidských kalikreinů s preferencí pro kalikrein 4, který je spojovaný 

s nádorovými onemocněními. Mechanismus interakce BbKI s kalikreiny byl vysvětlen pomocí 

molekulárního modelování na základě vyřešené prostorové struktury komplexu BbKI s trypsinem 

jako templátu.  
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Publikace č. 3: Single- and double-headed chemical probes for detection of active cathepsin D in 
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models  

(1) Měření inhibiční specifity pro jednotlivé rekombinantní KLK se sadou syntetických inhibitorů.  
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