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Abstrakt

PDI (z angl. ,,potato cathepsin D inhibitor*) a NID (z angl. ,,novel inhibitor of cathepsin D*)
z lilku brambor (Solanum tuberosum) patii do proteinové rodiny Kunitzovych inhibitori (rodina 13
podle databdze Merops). Tyto isoinhibitory s molekulovou hmotnosti cca 20 kDa a typickou
prostorovou architekturou B-trojlistku inhibuji aspartdtové a serinové peptidasy. Byly pfipraveny
konstrukty pro rekombinantni expresi PDI a NID v kvasinkovém expresnim systému Pichia
pastoris a vybrany kolonie pro jejich u¢innou produkci. Oba proteiny byly identifikovany
v kultivaénim médiu pomoci hmotnostni spektrometrie a N-koncového sekvenovani. Pro PDI byl
navrzen isola¢ni protokol se tfemi chromatografickymi kroky. Purifikovany rekombinantni PDI byl
porovnan s nativnim PDI z pfirodniho zdroje a byly prokazény analogické funkéni vlastnosti.
Analyza inhibi¢ni specifity dale ukézala, ze PDI inhibuje vybrané aspartatové peptidasy rodiny Al
a serinové peptidasy rodiny S1 vcetné relevantniho enzymu hmyziho ptvodu. To podporuje
hypotézu o funkci Kunitzovych inhibitorti jako obrannych molekul rostlin proti herbivornimu
hmyzu. Pfipravené inhibitory budou vyuZity pro analyzu reaktivnich center proti cilovym

peptidasdm pomoci proteinové krystalografie.

Klicova slova: proteolytické enzymy, aktivita a inhibice enzymi, aspartatové a serinové
peptidasy, inhibitory peptidas, Kunitzovy inhibitory, rekombinantni exprese proteini,

chromatograficka purifikace proteinti



Abstract

PDI (,,potato cathepsin D inhibitor *) and NID (,,novel inhibitor of cathepsin D *) from potato
(Solanum tuberosum) belong to the protein family of Kunitz inhibitors (I3 family, Merops
database). These 20 kDa isoinhibitors with the typical B-trefoil architecture inhibit aspartic and
serine peptidases. In this thesis, the constructs for recombinant expression of PDI and NID in the
yeast Pichia pastoris system were prepared and high-producing colonies were selected. Both
proteins were identified in the cultivation media by mass spectrometry and
N-terminal sequencing. A purification protocol for PDI with three chromatographic steps was
designed. Analogous functional properties were demonstrated for the purified recombinant PDI and
the native PDI isolated from a natural source. Analysis of the inhibitory specificity showed that PDI
is a potent inhibitor of selected aspartic peptidases from the A1 family and serine peptidases from
the S1 family, including a relevant enzyme of insect origin. This finding supports the hypothesis
that Kunitz inhibitors are involved in plant defense against herbivorous insects. The inhibitors
prepared within the project will be used for analysis of the reactive centers against target peptidases

by protein crystallography.

(In Czech)

Key words: proteolytic enzymes, activity and inhibition of enzymes, aspartic and serine
peptidases, peptidase inhibitors, Kunitz inhibitors, recombinant protein

expression, chromatographic purification of proteins
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Seznam zkratek

Abz kyselina aminobenzoova

ACE angiotensin konvertujici enzym (,,angiotensin converting enzyme*)

AIDS syndrom ziskané imunodeficience (“acquired immune deficiency
syndrome*)

Amc 7-amino-4-methylkumarin

API inhibitor aspartatovych proteas (,,aspartic protease inhibitor*)

APS peroxodisiran amonny

BACE B-sekretasa

BASI ,barley a-amylase/subtillisin inhibitor*

BbClI ,Bauhinia bauhinioides cruzipain inhibitor

BMG minimalni glycerolové médium (,,buffered minimal glycerol")

BMM minimalni metanolové médium (,,buffered minimal methanol")

BPTI hovézi pankreaticky inhibitor trypsinu (,,bovine pancreatic trypsin

inhibitor®)

Cbz benzyloxycarbonyl

Cv objem kolony (,,column volume*)

DNA deoxyribonukleova kyselina

DTT dithiotreitol

EcTI inhibitor trypsinu z Enterolobia contortisiliquum

EDTA ethylendiamintetraoctova kyselina

F* p-nitrofenylalanin

FRET fluorescen¢ni rezonancni pfenos energie (,,fluorescence resonance energy
transfer®)

HIV virus lidské imunodeficience (,,human immunodeficiency virus‘)



[A-3

ICso
IrCD
kDa
KLK-3
KLK-4
LB
LdCD

MWCO
NID

OD
OMTKY3
PI-3

PDB

PDI

pb

PEG

pl

PVDF
PSA

rPDI

SDS
SDS-PAGE
SFTI
SOC

Suc

inhibitor aspartatové proteinasy A zkvasinek (,inhibitor of yeast
proteinase A*)

koncentrace enzymu, pfi které je aktivita enzymu 50%

katepsin D z klistéte obecného

kilodalton

s kalikreinem souvisejici peptidasa 3

s kalikreinem souvisejici peptidasa 4

lysogenylovy bujon (,,lysogeny broth*)

katepsin D z mandelinky bramborové

tisicina absorban¢ni jednotky (,,milli-absorbation unit*)

membrana s pory o definované velikosti (,,molecular weight cut-off*)
novy inhibitor katepsinu D (,,novel inhibitor of cathepsin D*)

opticka denzita

tteti doména krocaniho ovomukoidu (,,turkey ovomucoid third domain®)
pepsinovy inhibitor 3

»protein data bank*

part bazi

inhibitor katepsinu D z brambor (,,potato cathepsin D inhibitor*)
polyethylenglykol

isoelektricky bod

polyvinyldifluorid

prostaticky specificky antigen (,,prostate specific antigen®)
rekombinantni forma PDI s mutaci N19D

dodecylsulfat sodny

elektroforéza na polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti SDS
slunecnicovy inhibitor trypsinu (,,sunflower trypsin inhibitor*)
»super optimal broth*

sukcinyl
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STI sojovy inhibitor trypsinu (,,soybean trypsin inhibitor*)

SQAPI dynovy inhibitor aspartatovych peptidas (,,squash aspartic proteinase
inhibitor®)

SPINK-LEKTI inhibitor serinovych peptidas Kazalova typu

TAP klistovy antikoagula¢ni peptid (,,tick anticoagulant peptide*)

TEMED N,N,N’,N’-tetracthylenmethylendiamin

TKI inhibitor tyrosinkinas (,,tyrosine kinase inhibitor*)

Tris tris(hydroxymethyl)aminomethan

YNB slozka média pro expresi v kvasinkach (,,yeast nitrogen base*)

YPD kvasnicovy extrakt pepton dextrosa
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1. Literarni prehled

Proteolytické enzymy, t€z peptidasy nebo proteasy, hydrolyzuji peptidovou vazbu
v proteinovych a peptidovych substratech. Jsou soucasti mnoha fyziologickych procest
probihajicich ve vSech zivych organismech. Jejich zastupci hraji diilezité role naptiklad pii vyvoji
a diferenciaci bunék, traveni, koagulaci krve, apoptdze nebo pii imunitni odpovédi vici cizorodym
latkam. Proteolyza je ireverzibilni d&j, proto musi byt vysoce regulovana na vSech trovnich a ve

vSech bunéénych systémech (Rawlings a Salvesen 2013).

1.1 Proteolytické enzymy a jejich klasifikace

Proteolytické enzymy zastupuji vic nez 10 % vsech zndmych enzymu lidského téla. VSechny
vykazuji katabolickou aktivitu, ale navzijem se liSi mechanismem Stépeni vazeb, primarni

a kvartérni strukturou, lokalizaci a evoluci (Rawlings a Salvesen 2013).

Podle zpusobu mista $tépeni polypeptidového substratu se proteolytické enzymy rozliSuji na
exopeptidasy, které odstépuji aminokyselinovy zbytek nebo kratké peptidy z N-konce
(aminopeptidasy) nebo C-konce (karboxypeptidasy) polypeptidového fetézce a endopeptidasy,

které §té€pi vazby uvnitf polypeptidového fetézce (Rawlings a Salvesen 2013).

Vazba peptidového substratu do aktivniho mista peptidasy se popisuje pomoci konvenéni
terminologie (obr. 1.1). Jednotlivé aminokyselinové zbytky substratu jsou popsany od N-konce
substratu ke Stépené vazbé jako pozice P,—Pi a od Stépené vazby k C-konci substratu jako pozice
P1’—P,’. Pfislu$na podmista v aktivnim misté peptidasy, které¢ vazou jednotlivé pozice substratu, se
oznacuji obdobné jako Sy—S1 od N-konce substratu ke stépené vazbeé a S1'—Sn” k C—konci substratu.
Stépend peptidové vazba je lokalizovana mezi zbytky P1—P; "substratu a vaze se do podmist S; a S;”.
Analogicky k substratu se pouZziva popis vazby inhibitoru nebo jiného ligandu do aktivniho mista

peptidasy (Motwani a kol. 2015).
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Misto Stépeni

Substrat i

N-konec m .\ m . . . . . C-konec

Aktivni misto peptidasy
Obr. 1.1: Schéma vazby peptidového substrdtu do aktivniho mista peptidasy.

K vazbé peptidového substratu do aktivniho mista peptidasy dochazi na zaklade specifity vazebnych
podmist. Aminokyselinové zbytky substratu jsou od N-konce ke Stépené vazbé oznaceny jako pozice
Py, P3, P>, P; (modre) a od této vazby k C-konci jako pozice P;’, P2’, P3', P4  (oranzove). Misto
Stepeni substratu mezi zbytky v pozicich P; a P;’je vyznaceno Sipkou. Analogicky jsou popisovina
odpovidajici vazebna podmista peptidas jako S+—Si1 a S1—S4". Prevzato a upraveno podle (Song
akol. 2011).

Systematicka klasifikace peptidas je vytvorena na zakladé chemické povahy kritické reaktivni
skupiny, diky které dochazi ke katalyze. Takto 1ze rozdé€lit peptidasy do péti zakladnich tfid, a to na

serinove, aspartatové, cysteinové a threoninoveé peptidasy a metalopeptidasy (Merops 2020).

1.1.1 Aspartatové peptidasy

Aspartatové peptidasy jsou enzymy skladajici se ze dvou strukturnich domén, mezi kterymi
se nachazi aktivni misto se dvéma katalytickymi zbytky kyseliny asparagové (Benes a kol. 2008).
Aspartatové peptidasy se vyskytuji ve vSech organismech, véetné virt. Jsou dilezitymi enzymy
mnoha fyziologickych a patologickych procest. Jejich zéstupci jsou spojeny s fadou onemocnéni,
jako je tfeba hypertense, Alzheimerova choroba, nddorova onemocnéni, malarie a AIDS. Inhibitory
aspartatovych peptidas jsou vyvijeny jako vyznamnd chemoterapeutika. Pfikladem je inhibitor
reninu aliskiren, ktery snizuje hypertenzi, nebo inhibitory HIV proteasy, které se uzivaji pro 1écbu
onemocnéni AIDS. VétSina aspartatovych peptidas je inhibovana pepstatinem, coz je mikrobialni
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peptid obsahujici zbytek neproteinogenni aminokyseliny statinu (Coates a kol. 2008, Knight
a Barrett 1976).

Vyznamnou rodinou aspartatovych peptidas je rodina A1 nazyvana také jako rodina pepsinu
(dle Merops databaze), jejiz zéastupci se vyskytuji v eukaryotickych organismech. Zndmymi
zastupci této rodiny jsou zejména pepsin, katepsin D, renin, chymosin, katepsin E (Hanova

a kol. 2018).

Aspartatové peptidasy z pepsinové rodiny jsou endopeptidasy. Jejich aktivni misto je schopno
interagovat s peptidovym substratem (o délce 6-10 aminokyselin) po obou stranach stépené vazby.
V aktivnim misté jsou dva aminokyselinové zbytky aspartitu (Asp33 a Asp231, cislovani
dle lidského katepsinu D), které v aktivnim stavu vazou molekulu vody. Katalyticky mechanismus
aspartatovych peptidas je zalozen na deprotonaci vody pomoci jednoho zbytku kyseliny
asparagové. Takto aktivovana molekula vody nukleofiln¢ atakuje peptidovou vazbu substratu, ktery
je navazan v aktivnim misté enzymu. Vysledkem je vznik tetrahedralniho intermediatu, ktery je
stabilizovan vodikovou vazbou k druhému zbytku kyseliny asparagové. Pti §t€peni peptidové vazby
dochazi k pfesunu protonu k aminoskupiné a hydroxylu ke karbonylu. Nasleduje uvolnéni
vzniklych produktt z aktivniho mista a regenerace peptidasy pomoci vazby nové molekuly vody

(Coates a kol. 2008).

Pfestoze mezi aspartatové proteasy rodiny Al patii vyznamné enzymy, stale se vi pomérné
malo o molekulach regulujicich jejich aktivitu. Je zndmo pouze nékolik endogennich proteinovych

inhibitord vyskytujicich se u niz§ich organismi a rostlin (Hanova a kol. 2018).

1.1.1.1 Katepsin D

Katepsin D je lysozomalni aspartitovd endopeptidasa vysSich eukaryot, fadici se do
rodiny Al (Benes a kol. 2008). K jeho biosyntéze dochdzi v endoplazmatickém retikulu ve forme
neaktivniho proenzymu, kde propeptid na N-konci fetézce blokuje aktivni misto peptidasy
(Gieselmann a kol. 1985, Mésa a kol. 2006, Hanova a kol. 2018). Aktivni misto katepsinu D je
schopno vézat az 8 aminokyselinovych zbytk substratu (obr. 1.2). V porovnani s ostatnimi

aspartatovymi peptidasami ma pomérn¢ vyhranénou specifitu vici oligopeptidovym substratiim,
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kdy preferuje velké hydrofobni aminokyseliny v P1 a P1” (Benes a kol. 2008). Na rozdil od jinych
¢lenti rodiny A1 obsahuje katepsin D fosforylované N-vazané oligosacharidy, které cili proenzym
do lysozomu prostfednictvim manosa-6-fosfatovych receptori. Zrald forma katepsinu D se
vyskytuje ve dvoutetézcové forme diky post-translacnimu stépeni uvnitt molekuly (Silva a Erickson

1993).

Katepsin D hraje vyznamnou roli v proteolyze pii raznych fyziologickych procesech a podili
se 1 n¢kolika vyznamnych patologiich. Vyskytuje se typicky v lysozomech, fagozomech, ale také v
cytoplazmé nebo je sekretovan do extraceluldrniho matrix. Zde se ucastni bunéénych procesu jako
je apoptoza, proliferace, starnuti a také je spojovan s onemocnénimi jako je aterosklerdza,
neurodegenerativni a nadorova onemocnéni nebo artritida (Sun a kol. 2013, Suire a Leissring 2021).
V soucasnosti je katepsin D zkoumén prevazné v souvislosti s nddorovymi onemocnénimi, jelikoz
je nadmérné exprimovéan a hypersekretovadn napf. prsnimi nadorovymi buitkami. Katepsin D je
prognostickym markerem a slibnou cilovou molekulou pro 1é€bu rakoviny prsu (Nussbaumerova

a kol. 2010, Houstecka a kol. 2020).

Aspartatové peptidasy podobné katepsinu D se hojné vyskytuji 1 u bezobratlych Zivocicht.
Ptikladem je katepsin D, ktery byl objeven u samic kliStéte obecného (Ixodes ricinus). Zde se
spole¢né s cysteinovymi peptidasami podili na degradaci molekuly hemoglobinu a sérového
albuminu (Horn a kol. 2009, Sojka a kol. 2016). DalSim ptikladem je larva zrnokaze skvrnitého
(Callosobruchus maculatus), kterd produkuje katepsin D jako odpovéd na piitomnost
peptidasovych inhibitorit ziskanych zpotravy a podili se na jejich degradaci (Ahn
a Zhu-Salzman 2009). Katepsin D byl také identifikovan u mandelinky bramborové (Leptinotarsa
decemlineata), ktera patii mezi nejzavazné€j$i Sktidce brambor, kdy se listy zivi larvy i1 dospéli
jedinci, coz mé za nasledek sniZeni vynosu této plodiny (Brunelle a kol. 1999, Srp a kol. 2016).
Aspartatové peptidasy typu katepsinu D byly téZ nalezeny u mouchy doméaci (Musca domestica),
pricemz byly objeveny tii odlisné isoformy katepsinu D s rGznou tkanovou distribuci (Padilha

a kol. 2009).
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Obr. 1.2: Prostorova struktura komplexu lidského katepsinu D s inhibitorem pepstatinem.

Katepsin D je zobrazen stuzkovym modelem (PDB kod: ILYB), N-koncovy retezec je zelené,
C-koncovy retezec je znazornen modre. Zvyraznény jsou postranni retezce katalytickych aspartatii
Asp33 a Asp231 (Cervené), disulfidické mustky (Zluté) a oligosacharidové zbytky N-glykosylace
(ruzove). Molekula pepstatinu (prirodniho peptidomimetického inhibitoru) v aktivnim miste je

zobrazena v tycinkovém modelu (oranzové). Obrazek byl pripraven pomoci programu PyMol.

1.1.1.2 DalSi medicinalné vyznamné aspartatové peptidasy
B-sekretasa (BACE) je transmembranova aspartatova peptidasa, kterd se podili na
fyziologickych procesech regulace imunity, diferenciace bunck a apoptdzy. Klicovou roli hraje pti
vzniku Alzheimerovy choroby, kde se podili na chybném S§té€peni amyloidniho prekursorového
proteinu za vzniku B-amyloidnich peptidi (Strooper a kol. 2010). Ve své struktufe obsahuje
katalytickou doménu, transmembranovou a také C-koncovou cytosolarni doménu. V soucasné dobé
jsou vyvijeny inhibitory B-sekretasy, které by blokovaly vznik B-amyloidnich peptidi, ale zaroven
by nedoslo k supresi jinych fyziologickych funkci tohoto enzymu (Barao a kol. 2016).
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Renin spolecné s angiotensinem a aldosteronem hraje diilezitou roli v regulaci arterialniho
krevniho tlaku (tzv. renin-angiotensinovy systém). K sekreci reninu dochazi v juxtaglomeluralnich
bunikach ledvin jako odpovéd’ na sniZeni krevniho tlaku a cirkulaéniho objemu krve. Nésledné dojde
ke Stépeni angiotensinu reninem za vzniku peptidu angiotensinu I, ktery se dale ptisobenim ACE
(“angiotensin converting enzyme*‘) pfeméni na angiotensin II. Ten interaguje indukuje ztzeni cév
a uvolnéni katecholaminu, také katalyzuje sekreci aldosteronu a reabsorpci sodiku a poskytuje
negativni zpétnou vazbu snizenim sekrece reninu. Inhibitory reninu se pouzivaji k 1é¢b¢ hypertenze,

kardiovaskularnich chorob a pro 1écbu ledvinovych onemocnéni (Nadeem a Batisky 2014).

HIV proteasa patii mezi aspartatové peptidasy rodiny A2 (retroviralni, dle Merops databaze).
Jeji funkei je Stépit strukturni a funkcni proteiny z polyproteinového fetézce viru. Jedna se o proces
tzv. zrani virl, pii kterém dochazi k morfologickym zméndm viru, které jsou nutné pro vznik
infek¢énich virovych castic. HIV proteasa slouzi jako molekularni cil pro terapii pacientd

s onemocnénim AIDS (Pokorna a kol. 2009).

1.1.2 Serinové peptidasy
Serinové peptidasy vykonavaji v organismu Skalu biologickych funkci, jako je traveni,
celkovy metabolismu proteinti nebo koagulace krve a predstavuji terapeutické cilové molekuly pro
1écbu fady chorob (Xu a kol. 2017). Obsahuji ve svém aktivnim misté zbytek serinu, ktery hraje
klicovou roli pfi hydrolyze peptidové vazby, a kromé néj tvoii katalytickou triddu jesté histidin

a aspartat (Kalinska a kol. 2016).

Katalyticky mechanismus serinovych peptidas vyuziva hydroxylové skupiny serinového
zbytku, kterd ptisobi pfi hydrolyze peptidové vazby jako nukleofil (Rawlings a Salvesen 2013).
Hydrolyza peptidové vazby probiha ve dvou krocich. V prvnim kroku aktivovana hydroxylova
skupina rozstépi peptidovou vazbu substratu za vzniku kovalentné¢ navdzaného acyl-enzym
meziproduktu a zaroven se uvolfiuje C-termindlni fragment jako prvni produkt. Ve druhém kroku
probihd deacylace vzniklého komplexu pomoci molekuly vody, coz vede k uvolnéni

N-terminalniho fragmentu a regeneraci enzymu (Radisky a kol. 2006).
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Na zakladé podoby prostorové struktury se serinové peptidasy rozd€luji do 14 klant a na
zakladé podobné aminokyselinové sekvence se déli zhruba do 60 rodin. Nejvyznamnéjsi je
rodina S1 také nazyvanid rodina chymotrypsinu (klan PA), do které patii napf. trypsin

a chymotrypsin.

Peptidasy rodiny S1 maji strukturu slozenou ze dvou domén, mezi kterymi jsou lokalizovany
katalytické zbytky. U jednotlivych zéastupct jsou vyrazné rozdily v substratové specifité. Prikladem
je chymotrypsin a trypsin, kdy trypsin preferuje bazicky nabité aminokyseliny arginin a lysin v
Py pozici a chymotrypsin naopak objemné hydrofobni zbytky (napt. Phe a Trp). Tato odliSna
specifita je zplisobena aminokyselinou v S podmisté peptidasy, kde se u trypsinu nachazi kysely
zbytek Aspl89, ktery ndbojové interaguje s bazickym zbytkem substratu (Craik a kol. 1987),

zatimco S| podmisto chymotrypsinu obsahuje zbytku serinu s mensi polaritou (Jelinek a kol. 2004).

Serinové peptidasy z chymotrypsinové rodiny jsou produkovany ve formé neaktivniho
zymogenu. K aktivaci zymogenu dochdzi odstépenim propeptidu, pficemz dojde k lokalni zméné

konformace a vzniku aktivniho enzymu. (Rawlings a Salvesen 2013).

Molekula chymeotrypsinu se sklada ze tii fetézcu, které jsou propojeny disulfidovymi mistky
(obr. 1.3). Aminokyselinova sekvence je asi z 50 % identickd se sekvenci trypsinu (Rawlings
a Salvesen 2013, Wang a kol. 1985). Chymotrypsin je exprimovan ve formé& neaktivniho
zymogenu - chymotrypsinogenu (Venekei a kol. 1996). Trypsin je taktéZ produkovan v podobé
neaktivniho trypsinogenu. Molekula zralého trypsinu je slozena z jednoho fetézce a ma ve struktuie
misto pro vazbu vapenatého iontu, které se sklada ze dvou zbytkli glutaméatu (Glu70, Glu80). Pti

vazbé vapniku se zvysi aktivita trypsinu a je odolngjsi vii¢i autodegradaci (Bode a Schwager 1975).
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Obr. 1.3: Prostorova struktura chymotrypsinu.

Struktura chymotrypsinu je zobrazena ve stuzkovém modelu (PDB kod: 4CHA). Sklada se ze tri
retezcii (fialove, zelene a modre). Zvyraznény jsou disulfidické miistky (Zluté) a aktivni misto
chymotrypsinu se sklada z aminokyselinovych zbytkii Asp102, His57 a Ser195 (Cervené). Prevzato
a upraveno podle (Tsukada a Blow 1985). Obrazek byl pripraven v programu PyMol.

1.1.2.1 DalSi medicinalné vyznamné serinové peptidasy
Trombin se ucastni proteolytické kaskady srdzeni krve. Aktivni trombin vznikd z
protrombinu piisobenim dalsi serinové peptidasy - faktoru X. Trombin je zodpovédny za Stépeni
fibrinogenu na fibrin, ktery zptsobuje tvorbu krevni srazeniny. Ve struktufe trombinu se nachéze;ji
dvé alosterickd mista pro specifickou regulaci jeho aktivity, ktera se jsou mimo aktivni misto
(Huntington 2012). Vyzkum regulace aktivity trombinu se zamétuje na ligandy, které interaguji

prave s témito alosterickymi misty (Mehta a kol. 2014).

Kalikreiny tvofi skupinu uzce ptibuznych sekretovanych serinovych peptidas (KLK-1 az
KLK-15) z rodiny S1, které maji podobnou substratovou specifitu jako trypsin nebo chymotrypsin.

Kalikreiny slouzi jako regula¢ni peptidasy a jsou zapojeny do drah, které napft. reguluji deskvamaci
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ktze, tvorbu zubni skloviny a funkci ledvin (Kalinska a kol. 2016). N¢které kalikreiny (napf.
KLK-1, KLK-2, KLK-3) obsahuji tzv. ,kalikreinovou smyckou®, kterd pravdépodobné hraje
dilezitou roli pii interakci se substratem (Skala a kol. 2014, Kalinska a kol. 2016). Mezi
medicinalné vyznamné zastupce kalikreinl patii zejména KLK-3 a KLK-4. KLK-3, téZ zvany PSA
(“prostate specific antigen*) je vyuzivan k diagnostice rakoviny prostaty (Skala a kol. 2014)
a KLK-4 se stal terapeutickym cilem pro 1écbu rakoviny prostaty (Riley a kol. 2019). Hlavnimi
ptirozenymi regulatory kalikreind jsou inhibitory z rodiny SPINK/LEKTTI (Riley a kol. 2019).

1.2 Regulace aktivity proteolytickych enzymu

Proteolytické enzymy se G€astni komplexnim zptisobem fady diilezitych fyziologickych déja
a je nutné, aby jejich aktivita byla pfisné¢ kontrolovana. Chyby v kontrole vedou nerovnovaze
v proteolytickych systémech a ke vzniku rtiznych poruch a onemocnéni. Regulace probihd na
urovni genoveé exprese, translace a pomoci dalSich mechanismi. Jednim z nich je syntéza peptidas
ve formé& neaktivnich prekurzorii tzv. proenzymi neboli zymogent, které se pfeméni na aktivni
enzymy po odStépeni aktivacniho peptidu (propeptidu) (obr. 1.4). Propeptid u zymogenu blokuje
aktivni misto peptidasy, zvySuje stabilitu peptidas a napomdhd spravnému sbaleni. K fizené
aktivace zymogenu dochazi pti spravné lokalizaci peptidasy v butice nebo po sekreci mimo buniku

(Wiederanders a kol. 2003).

Diilezitim mechanismem, jak zabranit nechténé a nekontrolované proteolyze, je inhibice
enzymové aktivity peptidas pomoci specifickych endogennich inhibitorti, které mohou byt
peptidového i proteinového charakteru. Pfirozené inhibitory peptidas jsou studovany pro jejich
unikatni inhibi¢ni specifitu a mechanismus interakce, jelikoz piedstavuji vyznamny zdroj novych
molekul pro vyvoj 1é€iv. Mezi regulatory aktivity proteolytickych enzymt patii také iontova sila

nebo pH (Krowarsch a kol. 2003, Busa 2019).
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Obr. 1.4: Schéma viceuroviiové regulace aktivity peptidas.

Proteolytické enzymy jsou produkovany ve formé neaktivnich zymogenii, kde aktivni misto (znaceno
oranzové) je blokovano propeptidem (zelené). K aktivaci zymogenu dochdzi proteolytickym
odstépenim propeptidu, cimz je generovana zrald aktivni peptidasa, kterda hydrolyzuje peptidovou
vazbu substrdtu za vzniku produktu. Do aktivniho mista peptidasy se miize navdzat specificky

inhibitor (modre) a vytvorit tak komplex peptidasa-inhibitor, ktery neni proteolyticky aktivni.

1.3 Prirozené inhibitory peptidas
VétSina piirozenych inhibitort proteolytickych enzym je proteinového charakteru. Vyjimku
tvoti napf. nékteré mikroorganismy, které pro blokovani exogennich peptidas casto vyuzivaji malé
nebilkovinné molekuly (Krowarsch a kol. 2003). Ptikladem takovych mikroorganismu jsou bakterie
z rodu Streptomyces (Hozumi a kol. 1972) a Actinomyces (Knight a Barrett 1976) nebo plisn¢ z
rodu Aspergillus (Hashida a kol. 1980). Pfirozené inhibitory peptidas lze na zaklad€ jejich
molekulové hmotnosti a stavby obecné rozdélit na nizkomolekuldrni inhibitory (obvykle

peptidového charakteru) a vysokomolekularni inhibitory proteinového charakteru.

Na zakladé mechanismu inhibice je mozné pfirodni inhibitory klasifikovat jako inhibitory
kovalentni nebo nekovalentni. Kovalentni inhibitory se vaZou na katalytické zbytky peptidasy za
vzniku ireversibilnich, kovalentnich komplexti. Mnohem castéji se vyskytuji nekovalentni

inhibitory, které interaguji s peptidasou pouze pomoci nekovalentnich vazeb za vzniku
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reverzibilniho komplexu, jehoz stabilita je zajiSténa vétSim poctem slabsich interakci vytvarejicich

komplexni prostorovou sit’ (Busa 2019).

Ptirozené inhibitory peptidas proteinového charakteru Ize rozdé€lit podle sekvencéni homologie
do vice néz 80 rodin (Rawlings a Barrett 2010). Rodiny inhibitorii jsou ve vétSin€ piipadl tizce
specifické pro jednotlivé tfidy peptidas, v nékterych ptipadech jsou vSak schopny inhibovat i vice
tfid peptidas (Krowarsch a kol. 2003). Piikladem rodin s Sir$i inhibi¢ni specifitou jsou serpiny
(inhibice serinovych a cysteinovych peptidas) nebo inhibitory Kunitzovy rodiny z rostlin (inhibice
serinovych, cysteinovych i aspartdtovych peptidas) (tab. 1.1) (Mihelic a Turk 2007; Srp a Mare§
2016).
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Tab. 1.1: Piehled vybranych prirozenych inhibitorii serinovych a aspartdtovych peptidas.

Prevzato a upraveno podle (Kowarsch a kol. 2003).

Trida Inhibitor Priklad Vlastnosti inhibice Velikost
peptidas inhibitoru
Kanonické BPTI, Nekovalentni interakce s aktivnim 3-21 kDa
inhibitory OMTKY3 mistem peptidasy, bez vyraznych
konformacnich zmén
\E Nekanonické ~ Hirudin, TAP, Specificka interakce vyuZivajici 6-8 kDa
;; inhibitory ornithodorin exo-mista na povrchu peptidasy
Serpiny serpin Tvorba kovalentniho komplexu acyl-  45-55 kDa
enzym, konformacéni zmény inhibitoru
IA-3 Vysoka specifita, indukovana zména 8 kDa
- konformace inhibitoru
PI-3 Vysoka specifita, bez konformacnich 17 kDa
- zmeén
@ PDI neznamy vazebny mod 20 kDa
% -
E_ SQAPI neznamy vazebny mod 10,5 kDa
< -
Equistatin neznamy vazebny mod 22 kDa
Pepstatin Peptidovy analog substratu mimikujici 0,7 kDa

reakéni intermediat
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1.3.1 Polypeptidové a peptidove inhibitory aspartatovych a serinovych
peptidas
Polypeptidové a peptidové inhibitory aspartaitovych a serinovy peptidas jsou hojné
zastoupeny zejména u rostlin, kvasinek a bakterii, kde pisobi proti endogennim i exogennim

peptidasam. Nasleduji ptiklady n€kolika vyznamnych ptedstaviteli.

Mezi peptidové inhibitory serinovych peptidas patfi naptiklad slunecnicovy trypsinovy
inhibitor SFTI (“sunflower trypsin inhibitor), ktery produkuje slunecnice rolni (Helianthuus
annuus) a patii do rodiny Bowman-Birk inhibitori (podle databdze Merops 112 rodina) (Luckett
a kol. 1999). Tento bicyklicky inhibitor, ktery je stabilizovdn pomoci intramolekularniho
disulfidického mustku, obsahuje ve své struktufe 14 aminokyselin. SFTI je schopen inhibovat
serinové peptidasy podobné trypsinu. Pfi vazbé do aktivniho mista napodobuje substrat a do
S1 podmista peptidasy vaze zbytek Lys5. Diky svym strukturnim a funkénim vlastnostem lze SFTI
vyuzit jako templat pro navrhovani inhibi¢nich derivatd se zménénou selektivitou (Veer

a kol. 2015).

Pepstatin je silny pikomolarni peptidomimeticky inhibitor aspartatovych peptidas izolovany
z bakterii rodu Actinomyces. Diky jeho vlastnostem lze pepstatin pouzit ke studiu biologickych
funkci této tfidy peptidas (Knight a Barrett 1976). Pepstatin obsahuje ve své sekvenci
Iva-Val-Val-Sta-Ala-Sta nestandartni aminokyselinu statin (Sta). Zbytek Sta4 je lokalizovan
v aktivnim misté enzymu mezi pozicemi P; a Pi’. Hydroxylovd skupina statinu interaguje
s karboxyly aspartatii, vytésiiuje molekuly vody z aktivniho mista peptidasy, ¢imz dochazi
k zablokovani aktivity enzymu (obr. 1.2) (Majer a kol. 1997). Pouziti pepstatinu pro terapeutické
ucely je limitovano jeho neptiznivymi fyzikalnimi vlastnostmi jako je napt. velkd molekulova
hmotnost nebo $patna rozpustnost. Proto byly v posledni dobé piipraveny makrocyklické derivaty
pepstainu, které vylepSuji jeho vlastnosti pro vyuziti v medicindlnich aplikacich (Houstecka

a kol. 2020).

IA-3 je uCinnym inhibitorem proteinasy A z kvasinek. Sklada se z 68 aminokyselinovych

zbytki a jeho inhibi¢ni aktivita je lokalizovana v N-koncové ¢asti molekuly. IA-3 nema v roztoku
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zadnou sekundarni strukturu, ale pii vazb¢ na peptidasu se stava strukturovany a tvoii a-Sroubovici
(obr. 1.5 A), kterd prochézi aktivnim mistem enzymu. Proteinasa A stabilizuje strukturu inhibitoru,
¢imz dochazi ke vzniku silné a specifické interakce; s katalytickym centrem interaguje zbytek

Lys18 inhibitoru (Li a kol. 2000).

Peptidové inhibitory aspartatovych peptidas lze odvodit ze struktury propeptidu, ktery
v neaktivni form¢ zymogenu blokuje aktivni misto enzymu. Podrobnéji byly studovany predev§im
propeptidy lidského katepsinu D (Masa a kol. 2006) a také katepsinu D z kliStéte obecného (Ixodes
ricinus) (Hanova a kol. 2018).

1.3.2 Proteinové inhibitory aspartatovych a serinovych peptidas

1.3.2.1 Proteinové inhibitory aspartatovych peptidas

Proteinové inhibitory aspartatovych peptidas jsou relativné vzacné, pochéazeji jen z nékolika
inhibi¢nich rodin a pfedpoklada se, Ze se u nich vyvinuly odli$né vazebné mody. Doposud se
podafilo strukturné popsat pouze vazebny mod pro inhibitor PI-3 ze Skrkavky (Ng a kol. 2000)
v komplexu s pepsinem. Mezi dal$i znamé inhibitory patii SQAPI z dyné (Christeller a kol. 1998),
doména 2 equstatinu ze sasanky moiské (Lenarcic a Turk 1999) a Kunitzovy inhibitory z lilkovitych

rostlin, kterym je v€novana kapitola nize (Mares a kol. 1989, Cater a kol. 2002).

PI-3 neboli pepsinovy inhibitor 3 byl izolovan ze Skrkavky Ascaris suum. Jeho struktura se
sklada ze dvou domén. Tii aminokyselinové zbytky na N-konci inhibitoru (Gln-Phe-Leu) jsou
umistény v pozicich S3’-S1 aktivniho mista pepsinu a blokuji tak vstup substratu (obr. 1.5 B).
Prostorovou strukturu komplexu pepsin s PI-3 lze vyuzit pro navrhovd novych inhibitor

aspartatovych peptidas (Ng a kol. 2000).

Equistatin, ktery byl izolovan z motské sasanky Actinia equina, patii do tyropinové rodiny a
je slozen ze tii thyroglobulinovych domén typu 1. Doména 2 ze struktury equistatinu inhibuje
nekteré aspartatove peptidasy rodiny A 1. Jedna se zatim o jediného zndmého zastupce proteinovych

inhibitort katepsini D z zivo¢isné fiSe (Lenarcic a Turk 1999).
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SQAPI (“squash aspartic proteainase inhibitor*) je inhibitor izolovany z dyn& Cucurbita
maxima a vykazuje inhibi¢ni aktivitu vic¢i pepsinu. Jedna se o proteinovy inhibitor o molekulové
hmotnosti 10,5 kDa, ktery je velmi stabilni v kyselém i neutralnim pH. Primérni struktura SQAPI
vykazuje CasteCnou homologii s cystatiny, inhibitory cysteinovych peptidas (Christeller
a kol. 1998).

Obr. 1.5: Prostorové struktury komplexit aspartdatovych peptidas s polypeptidovym inhibitorem

IA3 a proteinovym inhibitorem PI3.

A) Komplex kvasinkové proteinasy A s inhibitorem IA3 z kvasinky Saccharomyces cerevisie
(PDB kod: 1DPJ). Inhibitor IA3 je zvyraznén modre a proteinasa A zelené. IA3 interaguje pomoci
zbytku Lysl8 s katalytickym centrem proteinasy A (zndazornéné tycinkovym modelem cervené).
B) Komplex pepsinu (zelené) s inhibitorem PI3 (modre) ze Skrkavky Ascaris suum (PDB kod: 1F34).
PI3 nema primy kontakt s katalytickymi zbytky pepsinu (Cervené), ale interaguje s vazebnymi
podmisty S;'-S3". Obé prostorové struktury jsou zndzornény ve stuzkovem modelu. Obrazek byl

pripraven v programu PyMol.
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1.3.2.2 Proteinové inhibitory serinovych peptidas

Inhibitory serinovych peptidas proteinového charakteru jsou nejrozmanitéjsi skupinou
piirozenych inhibitorti peptidas. Jejich zastupci se vyrazné liSi ve své struktuie, molekulové
hmotnosti a mechanismu interakce. Jsou zde zastoupeny inhibitory, které tvoii kovalentni vazby
s peptidasami (napft. rodina serpinil), inhibitory, které vytvareji stabilni komplexy pomoci slabych
interakci (napt. Kunitzova rodina) nebo neselektivni inhibitory, které vyuzivaji pro zachyceni
peptidas mechanismus pasti (a2 makroglobuliny). Na zékladé sekvenéni homologie rozdélujeme
inhibitory serinovych peptidas do 16 rodin z databdze Merops (Bode a Huber 1992). Podle
vazebného modu lze tyto inhibitory také klasifikovat na kanonické inhibitory, nekanonické
inhibitory a reaktivni serpinové inhibitory. Nejvétsi skupinou jsou kanonické inhibitory, které jsou

obsazeny témét ve vSech organismech (Krowarsch a kol. 2003).

Kanonické inhibitory serinovych peptidas se nekovalentné vdzou na své cilové peptidasy
pomoci pevné smycky, kterd je stabilizovana prostfednictvim vnitinich vodikovych a disulfidickych
vazeb (Swedberg a kol. 2011). Modelovym zastupcem je BPTI (hovézi pankreaticky inhibitor
trypsinu, “bovine pancreatic trypsin inhibitor*, neboli aprotinin), ktery byl izolovan ze slinivky
a patii do rodiny 12. Vyznacuje se Sirokou specifitou inhibice, pficemz dokaze inhibovat serinové
peptidasy s elastasovou, trypsinovou nebo chymotrypsinovou substratovou specifitou. Jeho
struktura se skldda z jednoho fetézce a molekulova hmotnost je okolo 6,5 kDa (obr. 1.6 A) (Helland

a kol. 1999, Krowarsch a kol. 2005).

Nekanonické inhibitory patii zejména do rodiny [52. Tvoii interakce prostiednictvim
N-termindlniho segmentu, ktery se vaze do aktivniho mista peptidasy, a krom¢ toho tvoii dalsi
rozsahlé interakce s tzv. exo-misty na povrchu peptidasy. Tyto interakce jsou vyznamné z hlediska
specifity inhibitoru a také sily a rychlosti interakce (Krowarsch a kol. 2003). Zastupcem
nekanonickych inhibitorti serinovych peptidas je inhibitor TAP (“tick anticoagulant peptide®) s
molekulovou hmotnosti 27 kDa, ktery byl nalezen u klistéte. Jedna se o vysoce selektivni inhibitor

inhibujici pouze faktor Xa v koagula¢ni kaskadeé krve (Wilby a kol. 1995).
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Serpiny z rodiny 14 patfi tvofi nejvEtsi skupinu inhibitord; dosud bylo identifikovano okolo
1500 ¢lenti u zvitat, rostlin, bakterii i archei. Serpiny jsou pomérné velké molekuly, které se skladaji
zhruba z 330-500 aminokyselin (40—50 kDa). Jednd se o konformacné nestabilni proteiny, které
jsou atakovany peptidasou jako substrat a vznikly kovalentni intermediat je pak stabilizovén ve
formé inhibi¢niho komplexu (Huntington a kol. 2000). Serpiny patii mezi inhibitory serinovych

i cysteinovych peptidas (Law a kol. 2006).

A)

Obr. 1.6: Prostorové struktury komplexii serinovych peptidas s proteinovymi inhibitory

s nekovalentni a kovalentni vazbou.

A) Komplex hoveziho tryspinu s inhibitorem BPTI (12 rodina, PDB kod: 3BTK). BPTI (modre)
interaguje s S1 podmistem trypsinu (zelené) pomoci zbytku Argl3 (tmavé modre), katalytické

centrum trypsinu je zndzornéno cervene.

B) Komplex hoveziho trypsinu s ol-antitrypsinovym inhibitorem serpinového typu (14 rodina, PDB
kod: 1EZX). Inhibitor al-antitrypsin je zvyraznén modre (katalytické zbytky jsou cervené) a trypsin
zelene. Obé prostorove struktury jsou znazornény ve stuzkovéem modelu, konkrétni aminokyselinové

zbytky v tycinkovym modelu. Obrazek byl pripraven v programu PyMol.
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1.3.2.3 Rostlinné proteinové inhibitory peptidas

Rostliny produkuji inhibitory peptidas, které slouzi jako ochrana pted herbivornim hmyzem
a jinymi Skudci. Vyskytuji se v reprodukénich, zasobnich i vegetativnich pletivech rostlin, proto
patii k primarni strategii pro pfirozenou ochranu rostlin. Obecnym mechanismem jejich tc¢inku je
inhibice travicich enzymi, coz mize mit za nasledek zpozdéni vyvoje Skidce, snizeni plodnosti
nebo i jejich smrt. Spektrum plisobeni inhibitort ale mize byt mnohem komplexnéjsi (Zhu-Salzman
a Zensg 2015). V rostlinné 181 se vyskytuji inhibitory serinovych peptidas n€kolika rodin, z nichz
se tato diplomové prace soustfedi na inhibitory z Kunitzovy rodiny, které jsou popsany v nasledujici

kapitole.

1.3.2.4 Rostlinné peptidasové inhibitory z Kunitzovy rodiny

Rostlinné inhibitory peptidas z Kunitzovy rodiny jsou ¢asto N-glykosylované glykoproteiny
o molekulové hmotnosti 18-22 kDa. Zastupci této rodiny maji podobnou prostorovou stavbu, zédklad
jejich struktury tvofti tzv. B-trojlistek (z angl. ,,B-trefoil*), ktery se sklada z B-skladanych listd. Tyto
strukturni segmenty jsou propojeny rizné dlouhymi, sekven¢né variabilnimi smyc¢kami (obr. 1.7).
Prostorové struktura inhibitori z Kunitzovy rodiny je stabilizovanad pomoci dvou disulfidickych
mustkli mezi zbytky Cys39-Cys86 a Cys136-Cys145 (Cislovani podle STI). Nicméné pocet
disulfidickych mustkli se mize lisit u jednotlivych zastupct inhibitort z této rodiny. Piikladem je
inhibitor PDI, NID nebo API-A, které maji jeden disulfidicky mistek navic, zatimco inhibitory
BbCI a BbKI neobsahuji zadny disulfidicky mustek (Srp a Mare§ 2016). Jednotlivi zastupci
Kunitzovy rodiny se li$i svymi biologickymi funkcemi. Kromé& inhibice peptidas jsou také znamé
proteiny z Kunitzovy rodiny, které¢ jsou schopné napt. vazat chlorofyl (Horigome a kol. 2007),
sacharidy (Ferreira a kol. 2013), interagovat s chutovymi receptory (Koizumi a kol. 2011) nebo
regulovat amylasy (Vallée a kol. 1998). Kunitzova rodina se vyznacuji vyskytem isoinhibitort,
které mohou obsahovat jedno nebo dvé reaktivni centra pro inhibici peptidas. Unikatni vlastnosti
této rodiny inhibitori je schopnost blokovat aktivitu proteolytickych enzymu ze tfi rtznych

tfid — cysteinovych, aspartatovych a serinovych peptidas (Gamero a kol. 2013, Srp a Mares 2016).
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Kunitzovy inhibitory byly nalezeny v riiznych rostlinnych pletivech, ptrevazné se vyskytuji
v semenech, listech a zasobnich pletivech (semena a hlizy), kde vytvareji ochranou bariéru proti
herbivorim a patogeniim. Produkce v listech zabranuje zejména defoliaci list herbivornim
hmyzem. Indukce exprese téchto obrannych molekul je pii poskozeni listu pozerem nebo pfi
signalizaci molekulou methyljasmonatu pfi systémové odpovédi rostliny. Produkce a akumulace

v zasobnich pletivech je konstitutivni (Srp a Mares 2016).

Inhibitory z Kunitzovy rodiny dostaly svilj ndzev podle objevitele inhibitoru trypsinu STI
(s6jovy inhibitor trypsinu, “soybean trypsin inhibitor*, obr. 1.7 A) Mosese Kunitze, ktery
ve 40. letech 20. stoleti izoloval STI ze semen sdje a charakterizoval jeho vlastnosti. Dal§im
vyznamnym jménem spojenym s témito inhibitory je Laskowski, ktery v 80. letech popsal
mechanismus interakce trypsinu s Kunitzovymi inhibitory a zobecnil tento mechanismus pro dalsi

rodiny inhibitorti interagujicich se serinovymi peptidasami (Srp a Mares 2016)

V soucasné dob¢ je v PDB databazi vice nez 30 prostorovych struktur rostlinnych proteinti
z Kunitzovy rodiny a 6 struktur jejich komplexd s navdzanou serinovou peptidasou (tab. 1.2,
Li a kol. 2019, Patil a kol. 2012, Song a Suh 1998, Zhou a kol. 2013, Zhou a kol. 2015, Bao a kol.
2009).
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Tab. 1.2: Piehled vybranych inhibitorit 7 Kunitzovy rodiny s vyieSenou prostorovou strukturou

v komplexu s cilovou serinovou peptidasou.

Uvedeno je oznaceni proteinii a jejich rostlinny puvod. PDB kod se tyka prostorovych struktur

samotnych proteinit a jejich komplexit s uvedenymi enzymy.

Inhibitor Pivod Inhibic¢ni specifita 3D struktura (PDB kod)
Inhibitor Komplex s enzymem
API-A Sagittaria trypsin - 2x trypsin 3ESL
sagittifolia
BASI Hordeum vulgare subtilisin - subtilisin 3BXI
BbKI Bauhinia trypsin 470T trypsin 6DWH
bauhinoides
EcTI Enterolobium trypsin 4J2K trypsin 4J2Y
contortisiliquum
STI Glycine max trypsin, 1BA7, trypsin IAVW, 1AVX
chymotrypsin 1AVU
TKI Tamarindus trypsin 4AN6 trypsin 4AN7
indica
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Obr. 1.7: Prostorové struktury inhibitorii STI a API-A 7 Kunitzovy rodiny.

Prostorove struktury inhibitoru STI (A, PDB kod: 1AVW) a API-A (B, PDB kod 3EPL) z Kunitzovy
rodiny jsou zndzornény ve stuzkovéem modelu. Fialové a modre jsou [-struktury tvorici dve domény
v architekture  p-trojlistku, o-Sroubovice je oranzove, disulfidové mustky jsou Zlute.
Aminokyselinové zbytky tvorici reaktivni centrum pro serinové peptidasy (Arg64-1le65 pro STI a
Lys145-1lel146, Leu87-1le88 pro API-A) jsou znazornény zelené v tycinkovym modelu. Obrazek byl
pripraven v programu PyMol.

Inhibitory z Kunitzovy rodiny exprimované v lilku brambor (Solanum tuberosum) vytvéaieji
pocetnou skupinu isoinhibitori a maji Sirokou sekvencni variabilitu. Jejich zastupci jsou schopny
inhibovat aspartatové peptidasy rodiny Al, serinové peptidasy rodiny S1 a cysteinové peptidasy
rodiny Cl. Vyznamnymi zastupci z Kunitzovych inhibitort zlilku brambor jsou bifunkéni
inhibitory PDI (“potato cathepsin D inhibitor*) a NID (“novel inhibitor of cathepsin D*), které jsou
schopné inhibovat serinové i aspartatové peptidasy (Ritonja a kol. 1990, Mares 1989).

PDI (UnitProt: P16348) je inhibitorem aspartatovych peptidas (katepsin D) a serinovych
peptidas (trypsin, chymotrypsin) (Keilova a Tomasek 1972). Jeho polypeptidovy fetézec se sklada
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ze 188 aminokyselinovych zbytkii a na polypeptidovy fetézec je N-glykosidicky vazan
oligosacharid ptes zbytek Asnl19 (Mares a kol. 1989). Jak jiz bylo uvedeno v ptedchozi kapitole,
struktura molekuly obsahuje flexibilni smycky, kde se nachazi zatim neidentifikované reaktivni
centrum pro serinové a aspartatové peptidasy (obr. 1.8 A). PDI je odolné viici zvySené teploté
a nizkym 1 vysokym hodnotam pH. K jeho produkci dochazi v hlizach, listech a poupatech rostliny
a je znamo ze jeho sekvencni homology se vyskytuji i u jinych lilkovitych rostlin jako je lilek cerny

(Solanum nigrum) a rajce jedlé (Solanum lycopersicum) (Guo a kol. 2015).

Celogenomové sekvenovani lilku brambor ukazalo, Ze existuji geny pro rizné isoinhibitory
PDI, které maji az 90 % shodu v aminokyselinové sekvenci. V UnitProt databazi se nachazi
11 anotovanych sekvenci isoinhibitort PDI. Jeden ze strukturn€ popsanych isoinhibitort je nazyvan
NID (UnitProt: P58521) a ma obdobné vlastnosti jako PDI: jeden polypeptidovy fetézec, 187
aminokyselin v sekvenci se 3 disulfidickymi mustky a N-glykosylaci na zbytku Asn19 (obr. 1.8 B).
U NID byla také prokazana schopnost inhibovat trypsin i katepsin D (Ritonja a kol. 1990). Sekvence
NID ma 93 % identitu s PDI, pficemz nejvice aminokyselinovych zamén je ve smycce L9, kterd
obsahuje dva disulfidové mistky. S ostatnimi zastupci z Kunitzovy rodiny maji PDI a NID vyrazné

nizsi sekvencni homologii, napt. identita s STI je jen 20 % (Guerra a kol. 2016).
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Obr. 1.8: Prostorové struktury Kunitzovych inhibitorit PDI a NID 7 lilku brambor.

Prostorové struktury PDI (A, PDB kod: 5DZU) a NID (B, PDB kod: 5G00) jsou zobrazeny ve
stuzkovém modelu. Fialové a modre jsou vyznaceny f-struktury tvorici dveé domény v architekture
[-trojlistku. Oranzove je zvyraznéna helikalni struktura, zlute jsou disulfidicke miistky a zelené
N-glykosylace na zbytku Asnl9. Obrazek byl pripraven v programu PyMol. Prevzato a upraveno
podle (Guo a kol. 2015, Guerra a kol. 2016).
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2. Cile diplomové prace

Diplomova prace se zabyva peptidasovymi inhibitory PDI a NID z lilku brambor (Solanum
tuberosum). Jedna se proteiny z Kunitzovy rodiny, které inhibuji aspartatové a serinové peptidasy,

ale jejich funkéni vlastnosti a mechanismus inhibice nebyly doposud podrobné studovany.
Dil¢i cile diplomové prace jsou nasledujici:

1. Pfiprava expresniho plasmidu pro produkci rekombinantni formy PDI a NID.
Rekombinantni exprese PDI a NID v kvasinkach Pichia pastoris.

Navrzeni purifikacniho protokolu pro separaci rekombinantniho PDI z kultiva¢niho média.

el

Srovnani funkcnich vlastnosti purifikovaného rekombinantniho PDI a nativniho PDI
z ptirodniho zdroje.
5. Analyza inhibi¢ni specifity rekombinantniho PDI s vybranymi modelovymi aspartatovymi

a serinovymi peptidasami.
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3 Materialy a pouzité metody
3.1. Materialy

3.1.1 Biologicky material

Invitrogen, USA

kvasinkové bunky Pichia pastoris (kmen X-33), plasmid pPICZoA
New England Biolabs, USA

kompetentni buiiky £. coli NEB-5 alpha

GenScript, USA

plasmid pUC19 s genem pro PDI

plasmid pUC19 s genem pro NID

3.1.2 Chemikalie
3.1.2.1 Enzymy

Serva, Néemecko

chymotrypsin, trypsin

Sigma, USA

Pepsin

ThermoFisher, USA

Xho I, Not I, DNA ligasa, Sac |

UOCHB AV CR (pFipraveno v laboratoii Dr. M. Marese)
katepsin D z klistéte obecného (IrCD1),

katepsin D z mandelinky bramborové (LdCD)

PDI isolovany z lilku brambor (Solanum tuberosum)

3.1.2.2 Peptidové substraty

Bachem, Nemecko
Cbz-Phe-Arg-Amc, Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-Amc
UOCHB AV CR (zakdzkova syntéza peptidii)
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Abz-Lys-Pro-Ala-Glu-Phe-Nph-Ala-Leu

3.1.2.3 Standardy molekulovych hmotnosti pro SDS-PAGE a agarosovou
elektroforézu

BioRad, USA

Precision Plus Protein™ Dual Color Standards

ThermoFisher, USA

GeneRuler 1 kb DNA ladder

3.1.2.4 Ostatni chemikalie

New England Biolabs, USA

Taq 2x Master Mix, NEBuffer, CutSmart Buffer 10

Fluka, Némecko

N,N-methylenbisakrylamid, PEG 1500

ForMedium, Velka Britanie

YNB médium

Lach:ner, Ceskd republika

methanol, siran amonny, hydroxid sodny, aceton

Penta, Ceska republika

hydrogenfosforecnan didraselny, dihydrogenfosforeCnan draselny, glycerol, kyselina octova,
chlorid sodny, kyselina chlorovodikova, ethanol, agarosa

Serva, Nemecko

peroxodisiran amonny (APS), Coomassie Brilliant Blue R-250

Sigma, USA

biotin, Zeocin™, Trizma baze, ampicilin, dodecylsulfat sodny (SDS), LB médium, akrylamid,
hovézi sérovy albumin (BSA), glycin, chlorid vapenaty, 1, -dithiotreitol (DTT), uhli¢itan sodny,

dusi¢nan stfibrny, formaldehyd, glutaraldehyd, octan amonny, kyselina ethylendiamintetraoctova
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(EDTA), B-merkaptoethanol, N,N,N‘ N‘-tetracthylenmethylendiamin (TEMED), YPDS agar,

sorbitol, SOC médium, ethidium bromid

ThermoFisher, USA

Orange Loading Dye Solution, CutSmart Buffer 10

primery: AOX’3, a-Fac

3.1.3 Pristroje a vybaveni

3.1.3.1 Pristroje

Analytické vahy 82/220/2X

Autoklav Labo Auoclave

Blotovaci zatizeni Power Pac HC
Centrifuga Allegra X-15R

Centrifuga Eppendorf 5424R

Centrifuga Sorvall Evolution RC
Elektropotator Eppendorf 2510
Fluorescenc¢ni/absorpéni ¢tecka GENios M200
FPLC AKTA Explorer

Lyofilizator Freezone 6 liter

Orbitélni tfepacka Innova 44

Orbitalni trepacka PSU-201

PCR termocyklér

pH metr Orion 3 Star

Power Pac Basic Bio-Rad

Termoblok QBH2

Vertikalni elektroforéza Power Pac Basic

Vakuova odparka Speed Vac Concentrator

Radwag, Polsko

Sanyo, Japonsko

BioRad, USA

Beckman Coulter, USA
Eppendorf, Némecko

Thermo Fisher Scientific, USA
Eppendorf, Némecko

Tecan, Rakousko

GE Healthcare Life Sciences, Svédsko
Labconco, USA

New Brunswick Scientific, USA
Biosan, LotySsko

BioTech, USA

Thermo Fisher Scientific, USA
Thermo Fisher Scientific, USA
Grant Instruments, Velka Britinie
BioRad, USA

Thermosavant, USA
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3.1.3.2 Komercni soupravy

GenEluteT™ PCR Clean-up Kit Sigma Aldrich, USA
Gel Extraction Kit (Qiagen) Qiagen, Némecko
Nucleospin Gel and PCR Clean-up Sigma-Aldrich, USA
QIAGEN Plasmid Plus Midi Kit Qiagen, Némecko

3.1.3.3 Kolony a nosice
Sephadex G-25 GE Healthcare Life Sciences, Svédsko
MonoS 5/50 GL GE Healthcare Life Sciences, Svédsko
Superdex 75 10/300 GE Healthcare Life Sciences, Svédsko
Zeba spin desalting columns ThermoFisher Scientific, USA

3.1.3.4 Programy
Compute pI/MW

GraFit Data Analysis Software

3.1.3.5 Ostatni vybaveni

Koncentratory Amicon Milipore, USA
PVDF membrana Millipore, USA
Filtr MWCO 10 kDa Sigma-Aldrich, USA
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3.1 Metody

3.1.1 Rekombinantni exprese v kvasinkach Pichia pastoris

3.1.1.1  Priprava expresnich plasmidd puC19
Geny pro PDI a NID, jejichz sekvence byly optimalizovany pro expresi v kvasinkach Pichia
pastoris, byly ptipraveny firmou GenScript a dodany ve formé plasmidu pUC19. Lyofilizované

plasmidy (4 pg) byly rozpustény ve 200 pl sterilni vody.

3.1.1.2 Amplifikace plasmidd pUC19 v burikach E. coli NEB-5 alpha

Plasmidy (20 ng/ul) byly inkubovany s kompetentnimi butikami E. coli NEB-5 alpha (New
England Biolabs) ptl hodiny na ledu. Poté byly bunky transformovany teplotnim Sokem (30 s pii
42 °C). Po 30 s se okamzité pridalo 250 pl SOC média a smés se kultivovala 1 h pti 37 °C za tfepani
(230 rpm).

Buniky byly ve tfech mnozstvich (10 ul, 100 pl a 400 pl) rozetfeny na Petriho misky s LB
agarem a ampicilinem (100 pg/ml) a inkubovany ptes noc pifi 37 °C. Nasledné¢ bylo vybranou
kolonii zao€kovano LB médium o objemu 100 ml obsahujiciho ampicilin (100 pg/ml) a inkubovano
ptes noc v 37 °C (za tepani pii 220 rpm). Narostlé buiiky byly centrifugovany (15 min, 6000 g,
4 °C) a nasledné prob¢hla purifikace plasmidové DNA pomoci komeréni sady QIAGEN Plasmid
Plus Midi Kit (Qiagen).

Vysledna koncentrace DNA v roztoku byla zmétena spektrofotometricky na NanoDrop 2000.

SOC medium: 0,5% kvasinkovy extrakt, 2% trypton, 10 mM chlorid sodny, 2,5 mM chlorid
draselny, 10 mM chlorid hote¢naty, 10 mM siran hotec¢naty, 20 mM glukosa

3.1.1.3 Restrikéni Stépeni vektoru
Plasmidy pUC19 obsahujici inzerty pro PDI, NID a expresni plasmid pPICZaA byly Stépeny
restrikénimi endonukleasami Xho I a Not I. Mnozstvi plasmidové DNA a enzymu pouzitych v
reakci bylo vypocitano podle navodu vyrobce: 1 ug DNA, 5 ul NEBuffer 3, 2 pul Xho [ a 4 pl
Not I. Reakce byla doplnéna do 50 pl sterilni vodou a inkubovéna v 37 °C pfes noc.
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3.1.1.4 Isolace fragmentl DNA z agarosového gelu
Vystépené inzerty a plasmid pPICZaA byly piedistény pomoci agarosové elektroforézy. Césti
gelu obsahujici pozadované useky DNA byly vyfiznuty skalpelem a DNA z nich byla isolovana
pomoci komer¢ni sady QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen). Vysledna koncentrace DNA byla

métena spektrofotometricky na NanoDrop 2000.

3.1.1.5 Ligace insertt PDI a NID do plasmidu pPICZaA

Ligace insertu pro PDI a NID do plasmidu pPICZoA byla provadéna pomoci T4 DNA ligasy.
Reakéni smés obsahovala 2 pl ligacniho pufru, 100 ng plasmidu pPICZaA, 80 ng insertu, 1 pl T4
DNA ligasy. Reakce byla doplnéna do celkového objemu 20 pl sterilni vodou. Ligace probihala po
dobu 2 h pti 37 °C. Takto pripravené vektory byly transformovany do kompetentnich bunék E. coli
NEB-5 alpha metodou teplotniho Soku (kap. 3.2.1.2). Bunky byly nésledné rozetfeny na Petriho

misky s LB/Z agarem obsahujicim selekéni antibiotikum Zeocin (25 pg/ml).

3.1.1.6  Vybér kolonii pomoci PCR

Sterilni Spi¢kou byly odebrany vybrané kolonie a pieneseny do PCR mikrozkumavek

a zaroven piecarkovany na noveé Petriho misky s LB/Z agarem (25 pg/ml Zeocin).

Do PCR reakce byly pfidany primery 1 ul AOX'3 a 1 pl a-Fac, 8 pl sterilni vody a 10 pl Taq
2x Master Mix (New England BioLabs).

Pro amplifikaci DNA v PCR termocykléru byl zvolen tento pracovni postup:

pocateCni denaturace DNA templétu...... 98 °C, 20 s.

denaturace DNA templatu ..................... 98 °C, 20 s.

nasedani primerd ........ccceeeeveeeeieeenneenne 50 °C, 20 s.

€loNGACE. ..ueiiiiiiiiiei, 72 °C, 60 s. 37 cyklt
zavérecna elongace ........................ 72 °C, 10 min.

Produkty PCR reakce byly analyzovany pomoci agarosové elektroforézy.
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3.1.1.7 Isolace plasmidové DNA
Narostlé kolonie, které podle kontrolni agarosové elektroforézy obsahovaly inzert pro PDI
a NID byly inkubovany ve 100 ml LB/Z media (25 pg/ml Zeocin) pies noc pii 37 °C, (za tfepani
pii 230 rpm). Z narostlé kultury byla isolovana plasmidovda DNA pomoci soupravy NucleoSpin
Plasmid Mini kit (Sigma-Aldrich) dle navodu vyrobce. Spravnost sekvence byla ovéfena DNA

sekvenovanim spolecnosti SEQme s vyuzitim primer 3" AOX nebo a-Fac.

3.1.1.8 Transformace plasmidu do bunék P. pastoris elektroporaci

3.1.1.8.1 Linearizace plasmidové DNA

Plasmidy pPICZaA s geny pro PDI a NID byly $tépeny pomoci restrikéniho enzymu Sacl
a komerc¢niho pufru CutSmart Buffer 10. Reakéni smés (60 pul) obsahovala: 15 pg plasmidové DNA,
6 pl CutSmart Buffer 10, 2 ul Sac! a byla doplnéna na objem 60 pl sterilni vodou.

Smési pro linearizaci plasmidu byly inkubovany pies noc v 37 °C. Ziskané vektory byly
piecistény pomoci sady QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) a rozpustény ve 12 pl sterilni vody.

Linearizované expresni plasmidy byly precipitovany piiddnim 0,1 objemu 3M acetatu
sodného a 2,5-3 objemy ledového 100% ethanolu. Precipitace probihala hodinu pii -20°C.
Po precipitaci byly expresni plasmidy centrifugovany a promyty 0,5 ml ledového 75% ethanolu,
poté byly plasmidy vysuseny. K vysusenym plasmidtim bylo ptidano 12 ul sterilni vody. Cistota a
mnozstvi DNA bylo ur¢eno spektrofotometricky na NanoDrop 2000 a byla provedena kontrolni

agarosova elektroforéza.

3.1.1.8.2 Priprava kompetentnich bunék P. pastoris na elektroporaci
YPD médium o objemu 50 ml bylo zao¢kovano kolonii P. pastoris (kmen X-33) (Invitrogen).
Buniky byly kultivovany v orbitalni tfepacce (pies noc, 220 rpm, 30 °C). Nasledné byly pfeneseny
do 500 ml YPD média a kultivovany za stejnych podminek, dokud ODesoo nedosahla hodnoty
1,5. Poté byly bunky odstfedény (5 min, 1500 g, 4 °C) a resuspendovany v 500 ml vychlazené vody.

Odsttedéni a resuspendovani bunék bylo za stejnych podminek dvakrat opakovano. V poslednim
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promyvacim kroku byly bunky resuspendovany ve 20 ml ledového 1M sorbitolu, znovu odstfedény
a na zavér resuspendovany v 1,5 ml vychlazeného 1M sorbitolu. Tyto bunky byly uchovavany na
ledu a pouzity k elektroporaci.

YPD medium: 1% kvasinkovy extrakt, 2% pepton, 2% dextrosa ve vod¢

3.1.1.8.3 Elektroporace kvasinek P. pastoris expresnimi vektory

Suspenze bun&k P. pastoris o objemu 80 pl ve vychlazeném 1M sorbitolu byla smichéna
s 15 pl linearizovaného plasmidu (8 ng) s geny pro PDI a NID a inkubovéna 5 min na ledu
v elektroporaéni kyveté. Nasledovala elektroporace pii 2000 V po dobu 5 ms v elektroporatoru
Eppendorf 2510. K bunikdm byl ihned pfidan 1 ml ledového 1M sorbitolu a obsah kyvety byl
pfenesen do sterilni 15ml zkumavky, ve které byl 2 h inkubovan v 30 °C bez tfepani. Takto
ptipravené buniky byly v tfech riznych mnozstvi (10 pl, 50 pl, 200 pl) rozetfeny na misky s YPDS/Z
agarem a inkubovany v 30 °C dokud se kolonie nerozrostly (3 dny). Vybrané kolonie byly poté
precarkovany na nové misky s YPDS/Z agarem.

YPDS/Z agar: YPD agar, 1 M sorbitol, 25 pg/ml Zeocin

3.1.1.9 Rekombinantni exprese PDIl a NID
Exprese rekombinantniho PDI (dale ozna¢ovaného jako rPDI) a NID byla provedena
v methylotrofnich kvasinkéch Pichia pastoris (kmen X-33), které byly transformovany plasmidem
pPICZoA s ptisluSnymi geny pro expresi. Plasmid pPICZaA obsahuje faktor a, ktery umoziuje

sekreci exprimovaného proteinu do kultivacniho média a rezistenci na antibiotikum Zeocin.

Nejprve byla provedena pilotni rekombinantni exprese rPDI a NID v malém objemu za
ucelem vybéru optimalniho kvasinkového klonu pro produkei proteini. Kvasinky byly kultivovany
ve 3 ml BMG média se Zeocinem (25 pg/ml) do ODgoo = 4-5, poté byly prevedeny do 3 ml BMM
média se Zeocinem, kde byly kultivovany nasledujicich 6 dni za kazdodenniho piidavku

30 pl methanolu (findlni koncentrace 1 %). Pomoci SDS-PAGE analyzy byly vybrany kolonie,
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které exprimovaly proteiny rPDI a NID nejucinnéji. S vybranou kolonii rPDI nasledovala

velkoobjemova exprese.

Kvasinky byly kultivovany v 50 ml BMG média se Zeocinem (25 pg/ml) pii 30 °C a za tfepani
(220 rpm) pres noc. Nasledné byly bunky pievedeny do 0,5 | BMG média se Zeocinem (25 pg/ml)
a déle kultivovany do ODsoo = 4-5 za stejnych podminek. Poté byly kvasinky pievedeny do
0,5 1 BMM média se Zeocinem, kde byly kultivovany nasledujicich 6 dni. Béhem této faze byla
exprese rPDI kazdy den indukovana piidavkem 5 ml methanolu do média (findlni koncentrace
1% methanol). Pro analyzu produkce rekombinantniho rPDI byly kazdy den odebrany 2ml vzorky
média, které byly centrifugovany (5 min, 2000 g, 4 °C), supernatant byl vysuSen na vakuové
odparce Thermosavant a pritomnost rPDI byla nasledné analyzovana pomoci SDS-PAGE (viz kap.
3.2.3.3). Po 6 dnech byla inkubace ukoncena centrifugaci kvasinek (5 min, 2000 g, 4 °C)

a supernatant obsahujici rPDI byl zamrazen v -80 °C.

BMG Buffered Minimal Glycerol (0,5 1): 10 ml glycerol, 50 ml 1M fosfatovy pufr, pH 6,2,
390 ml voda, 50 ml YNB

BMM Buffered Minimal Methanol (0,5 [): 50 ml 1M fostatovy pufr, pH 6,2, 400 ml voda,
50 ml YNB, 1 ml biotin, 1% methanol

3.1.2 Chromatograficka purifikace rPDI
Pro purifikaci rPDI byly pouZity kolony pro gelovou chromatografii (Sephadex G-25
a Superdex 75) a iontoménicova chromatografie prob&hla na koloné Mono S. Supernatant ziskany
v kap. 3.2.1.9 byl koncentrovan lyofilizaci z objemu 0,5 1 na pfiblizn¢ 50 ml a tento material byl

dale pouzit pro gelovou chromatografii na koloné Sephadex G-25.

3.1.2.1 Gelova chromatografie s kolonou Sephadex G-25
Zahusténé kultivacni médium bylo centrifugovano (10 min, 15000 g, 8 °C), filtrovano ptes

0,45 pum filtr s CME membranou a poté naneseno na kolonu Sephadex G-25, ktera byla piedem
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ekvilibrovana elu¢nim roztokem. Pritok elu¢niho pufru kolonou byl nastaven na 2 ml/min a byly
sbirany frakce o objemu 10 ml.

Pro urceni proteinové frakce byla v jednotlivych frakcich méfena na spektrofotometru
absorbance pii A = 280 nm a elektricka vodivost na konduktometru. Z jednotlivych frakci byly také
odebrany 200 ul vzorky, ve kterych byly proteiny precipitovany acetonem a nasledn¢ analyzovany
pomoci SDS-PAGE. Frakce, které obsahovaly proteiny, byly spojeny, zahustény pfes koncentra¢ni
celu (membrana s MWCO (,,molecular weight cut-off*) 10 kDa) a skladovany pfi -20 °C pro dalsi

zpracovani.
Nosic¢: Sephadex G-25

Elucni roztok: 10 mM acetat sodny, pH 4,0

3.1.2.2 lonexové chromatografie na koloné Mono S
Purifikace rPDI metodou ionexové chromatografie probihala na koloné¢ Mono S (katexova

chromatografie).

Kolona Mono S byla nejprve ekvilibrovana 5 objemy kolony (CV, ,,column volume*)
nanaseciho pufru. Proteinovy vzorek byl nafedén nanaSecim pufrem (1/5 objemu vzorku),
ptefiltrovan pfes 0,45 pm filtr a poté nanesen na kolonu (frakce ,,priraz*). Nasledn€ byla kolona
promyta pomoci 5 CV nanaseciho pufru (,,promyvaci frakce®). Po ustaleni absorbance pii 280 nm
byla provedena eluce navazanych proteini linedrnim gradientem 1M chloridu sodného
(1 % elu¢niho pufru za 1 CV). Pritok kolonou byl 1 ml/min a byly sbirany 2ml frakce. Prabéh
chromatografie byl monitorovan métenim absorbance pii 280 nm a 220 nm, koncentrace elu¢niho
pufru B a konduktivity. Pro vyhodnoceni chromatogramu a jeho upravy byl pouzit program
UNICORN.

Z frakci, které obsahovaly proteiny (podle absorbance pti 280 nm), bylo odebréano 50 pl na
analyzu SDS-PAGE. Frakce, ve kterych byla prokazéana ptitomnost rPDI, byly spojeny a zahustény
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pies koncentrator Amicon 10 K (MWCO 10 kDa) na finalni objem 2,5 ml. Koncentrace proteinu
byla urcena spektrofotometricky na NanoDrop 2000.

Kolona: Mono S 5/50 GL
Nandaseci pufr pro Mono S: 50 mM acetat sodny, pH 4,0

Elucni pufr pro Mono S: 50 mM acetat sodny a 1 M chlorid sodny, pH 4,0

3.1.2.3 Gelova chromatografie na koloné Superdex 75
Kolona Superdex 75 byla pfedem ekvilibrovana elu¢nim pufrem. Na kolonu bylo naneseno
300 pl proteinového vzorku, ktery byl filtrovan pies 0,45um filtr. Pritok byl nastaven na 0,8 ml/min
a byly sbirany frakce o objemu 0,5 ml. Pribéh chromatografie byl monitorovin meétenim
absorbance pti 280 nm a konduktivity. Z frakci obsahujicich proteiny dle absorbance byly odebrany
20 pl alikvoty a analyzovany pomoci SDS-PAGE. Pro vyhodnoceni chromatogramu a jeho Gpravy
byl pouzit program UNICORN.

Frakce, které obsahovaly protein, byly zahuStény pies koncentrator Amicon 10 K
(MWCO 10 kDa) na findlni objem 0,5 ml. Vyslednd koncentrace proteinu byla urcena
spektrofotometricky na NanoDrop 2000.

Kolona: Superdex 75 10/300

Elucni pufr: 50 mM Tris-HCI, 0,2 M chlorid sodny, pH 8,5

3.1.3 Elektroforetické metody

3.1.3.1 Horizontalni agarosova elektroforéza
Agarosa (vyslednd koncentrace 1,5 %) byla rozpusténa zahtatim v TAE pufru. Po ochlazeni
na piiblizn¢ 60 °C byl ptidan ethidium bromid do vysledné koncentrace 0,5 pg/ml. Smés tuhla v

elektroforetické vané¢ s vlozenym hiebenem pro nanaSeni vzorki. Do jamek se aplikovalo
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12 pul vzorku v nanaSecim pufru a standardy molekulové hmotnosti. Elektroforetické déleni
probihalo pfi konstantnim napéti 120 V po dobu 30 min. Fragmenty DNA byly vizualizovany pod
UV lampou pfi vinové délce 302 nm.

Nanaseci pufr (6x koncentrovany): 6 x Orange Loading Dye Solution (ThermoFisher)

Standardy molekulové hmotnosti DNA: GeneRuler 1 kb DNA ladder (ThermoFisher)

TAE pufr: 40 mM Tris, 20 mM kyselina octova, | mM EDTA, pH 8.6

3.1.3.2 Priprava vzorkt pro SDS-PAGE acetonovou precipitaci protein(

Ke vzorkliim uréenym k analyze pomoci SDS-PAGE byl pfidan vychlazeny aceton na
vyslednou koncentraci 80 %. Poté byly vzorky ponechany po dobu 1 h v -20 °C, odstfedény
(10 min, 10000 g, 4 °C), supernatant byl opatrn¢ odstranén pipetou a zbytek acetonu byl vysusen
na vakuové odparce Thermosavant. K takto pfipravenym vzorkiim bylo ptidano 15 ul vzorkového
pufru (VZP) a proteiny ve smési byly denaturovany varem pti 100 °C v termobloku po dobu 10 min.

Vzorkovy pufr: 100 mM Tris-HCl, pH 6,8, 1% SDS, 5 mM dithiothreitol, 0,05% Coomassie
Brilliant Blue G-250 a R-250, glycerol

3.1.3.3 Elektroforéza na polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti SDS
(SDS-PAGE)

Provedeni SD-PAGE v pfitomnosti 0,1 % SDS vychézelo z postupu podle Laemmliho. Byly
pouzity 15% polyakrylamidové dé€lici gely o rozmérech 80 x 60 x 0,75 mm. Vlastni elektroforéza
probihala na pfistroji Power Pac Basic Bio-Rad ve dvou fazich — zaostfovaci (80 V po dobu 15 min)
a separacni (140 V po dobu 45 min).

Proteiny byly zafixovany v gelu (fixa¢ni roztok, 15 min), obarveny roztokem Coomassie
Brilliant Blue R-250 nebo G-250 a nésledné odbarveny 10 % roztokem kyseliny octové.

Fixacni roztok: 45% ethanol, 10% kyselina octova

Coomassie Brilliant Blue R-250: 0,25% Coomassie Brilliant Blue R-250, 45% methanol,

10% kyselina octova
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3.1.3.4 Analyza N-koncové aminokyselinové sekvence proteinu
Pro urceni N-koncové aminokyselinové sekvence proteinu byly vzorky rozd€leny na
SDS-PAGE (viz kap. 3.2.3.3). Poté byl polyakrylamidovy gel spolecné¢ s PVDF membranou
a filtracni papiry ekvilibrovany v transferovém pufru (15 min pfi 8 °C) a navrstveny do blotovaci
aparatury Power Pac HC (BioRad) v potadi filtrani papir, gel, membrana, filtracni papir ve sméru
od katody k anod¢. Pfenos proteinu z gelu na PVDF membranu probihal pfi konstantnim napéti
(100V) a chlazeni po dobu 1 h. Po pfenosu byla membrana obarvena barvicim roztokem Coomassie
Brilliant Blue R-250, nasledné odbarvena roztokem 50% metanolu a omyta vodou. Urceni
N-koncové aminokyselinové sekvence proteinu bylo provedeno pomoci sekvenatoru ABI Procise
491 (Ing. Z. Voburka, servisni laboratof UOCHB AV CR).
Transferovy pufr: 25 mM Tris-HCI, 192 mM glycin, 20% methanol, pH 8,3

Barvici roztok: 0,25% Coomassie Brilliant Blue R-250, 45% metanol, 10% kyselina octova

3.1.3.5 Identifikace proteini pomoci hmotnostni spektrometrie
Kultivaéni médium (2 ml) obsahujici NID bylo odsoleno na kolon& Zeba spin desalting
columns (ThermoFisher Scientific) a roztok purifikovaného rPDI (5 pg) byl precipitovan acetonem
(kap. 3.1.3.2) a rozdélen pomoci SDS-PAGE. Péasy o molekulové hmotnosti odpovidajici rPDI
a NID byly extrahovany =z gelu, Stépeny trypsinem a chymotrypsinem. Nasledn¢ byly
identifikovany peptidové fragmenty pomoci hmotnostni spektrometrie, z nichZ byly sloZeny oblasti
ovéfené aminokyselinové sekvence rPDI a NID. Analyzu provedl Dr. M. Hubalek v servisni

laboratoi UOCHB AV CR.

3.1.3.6  Urc€eni koncentrace proteinu pomoci aminokyselinové analyzy
Proteinovy vzorek cist¢tho rPDI (cca 5 nmol) byl vysuSen lyofilizaci, hydrolyzovan

a kvantifikovan na pfistroji Biochrom 20 Amino Acid Analyzer; analyzu provedl Ing. R. Soucek

v servisni laboratofi UOCHB AV CR.
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3.1.4 Analyza inhibi¢ni specifity rPDI

3.1.4.1

Kineticka méreni aktivity enzymu

M¢éteni inhibi¢nich parametr pro rPDI bylo provedeno v mikrotitracnich destickach

v celkovém reak¢nim objemu 100 pl. Enzymova smés obsahovala peptidasu, pufr (100 mM)

a aditiva, ktera jsou uvedena v tabulce 3.1. Vzorky byly méteny v triplikatech.

Tab. 3.1: SloZeni reakcnich smési pro méieni inhibicnich aktivit rPDI.

V tabulce jsou uvedeny slozeni reakcnich smési pro jednotlivé typy aspartdatovych a serinovych

peptidas. Uvedeny jsou typ a pH pufru, aditiva a typ a koncentrace specifického substratu pro

jednotlivé peptidasy.
Trida Substrat
Peptidasa Pufr (pH) Aditiva
peptidas (koncentrace)
Katepsin D

z klistéte

Acetat sodny
(pH 4.5)

0,1 % PEG 1500

Abz-KPAEFF*AL

obecného (40 uM)
@ (IrCD1)
32 Katepsin D
< . . ,
= z mandelinky Acetat sodny %
Z ) (pH 4,5) 0,1 %PEG 1500  PZKPAEFFTAL
< bramborové (40 uM)
(LdCD)
fovy _ *
Veprovy Acetat sodny 0.1 % PEG 1500 Abz-KPAEFF*AL
pepsin (pH 4,0) (40 uM)
Hovézi Cbz-FR-Amc (25
. 0,1 % PEG 1500, M
> wypsin  (OSTHCLOHB0) ) v r cac, HM)
=}
=
S Hovézi ‘ 0,1 % PEG 1500, Suc-AAPF-Amc
x ~ Tris-HCI (pH 8,0) (25 uM)
chymotrypsin 10 mM CacCl,
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Reakéni smés s rPDI o riiznych koncentracich (0,05 nM — 5 uM) byla 10 min preinkubovéana
pti 25 °C. Reakce byla zahajena piidanim specifického substratu pro jednotlivé peptidasy (tab. 3.1),
ktery byl inkubovan na 37 °C. Enzymova reakce byla monitorovana kontinudlnim meéfenim
fluorescence na ¢tecce GENios M200 pii teploté 37 °C. FRET substraty (obsahujici skupiny Abz
a F*) byly méfeny pfi excita¢ni vinové délce 330 nm a emisni vinové délce 410 nm. Fluorescencni
substraty s Amc skupinou byly monitorovany pii excitacni vinové délce 360 nm a emisni vinové

délce 465 nm. Naméiené hodnoty byly vyhodnoceny v programu Magellan.

Zbytkové aktivity peptidas v pfitomnosti inhibitoru rPDI byly vypocitdny z pocéatecnich

rychlosti pomoci vzorce:
zbytkova aktivita enzymu (%) = vi/vo x100,

kde viznaci pocatecni rychlost reakce smési v ptitomnosti inhibitoru a vo je pocatecni rychlost

reakce smési bez inhibitoru rPDI (kontrola).

Stejnym zpisobem byly uréeny zbytkové aktivity i pro nativni PDI. Vysledné hodnoty

zbytkovych aktivity byly vyneseny do grafi v zavislosti na koncentraci inhibitoru.

3.1.4.2 Ur€eni inhibi¢niho parametru I1Cso
Inhibi¢ni parametry ICso byly uréeny ze zbytkovych aktivit peptidas pro rizné koncentrace
inhibitoru rPDI a nativniho PDI (kap. 3.2.4.1). Hodnoty ICso byly odecteny z ktivky zavislosti
zbytkové aktivity peptidasy na koncentraci inhibitoru v programu GraFit 5.0.4. Pfesné koncentrace

inhibitoru byly stanoveny pomoci aminokyselinové analyzy (kap. 3.2.3.6).
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4. Vysledky

Hlavnim cilem prace bylo ptipravit inhibitory PDI (z angl. ,,potato inhibitor of cathepsin D*)
a NID (z angl. ,,novel inhibitor of cathepsin D*) z lilku brambor (S. fuberosum) jako rekombinantni
proteiny. Aminokyselinové sekvence PDI a NID, kter¢ patii podle homologie do Kunitzovy rodiny,
jsou uvedeny na obr. 4.1. V pfipadé rekombinantniho PDI (oznacovaného déle jako rPDI) byla
piipravena mutovana varianta bez N-glykosylace na zbytku Asnl9, ktery byl nahrazen zbytkem

Asp.

rPDI

>sp|P16348|API11_SOLTU Aspartic protease inhibitor 11 OS=Solanum tuberosum
0x=4113 PE=1 sV=1

ESPLPEPVLDTNGEELNPDSSYRIISIGRGALGGDVY LGESPNSDAPCPDGVEFRYNSDVG
PSGTPFVRFIFPLSGGIFEDQLLNIQFNIATVELCVSYT IWEVGNLNAYFRTMLLETGGTIG
QADSSYFEIVELSNFGYNLLYCPITPPFLCPFCRDDNECARKVGVVIQNGERELALVNENFE

LODVLEQEV

Theoretical pl/Mw: 7.79 / 20589.64

NID

»sp|P58521|APIS SOLTU Aspartic protease inhibitor 9 0S=Solanum tuberosum
0¥=4113 PE=1 s5V=1
ESPLPEFVLDTNGEELNFNSSYRIISIGAGALGEDVYLGESPFNSDAFPCPDGVEFRYNSDVG
PEGTPVEFIPLSGGIFEDQLLNTQFNIPTVELCVSY T IWEVGNLNAYFRTMLLETGGTIG

QADNSYFREIVELSNFGYNLLSCPFTSIICLRCPEDQFCARVGVVIQNGKRRELALVNENPL
DVLFQEV

Theoretical pl/Mw: 6.53 / 20368.38

Obr. 4.1: Aminokyselinova sekvence proteinit rPDI a NID.

Aminokyselinova sekvence proteinii rPDI (rekombinantni PDI) a NID ze sekvencni databdze
UniProt. U inhibitoru rPDI bylo cilené vypnuto misto pro N-glykosylaci pomoci substituce N19D
(zvyraznéno cervené). Uvedeny jsou teoretické hodnoty isoelektrického bodu (pl) a molekulové
hmotnosti (Mw) pro oba proteiny vypoctené ze sekvence pomoci programu Expasy (SIB Swiss

Institute of Bioinformatics).
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Na obr. 4.2 je pfifazeni aminokyselinovych sekvenci PDI a NID vramci vSech

11 anotovanych sekvenci isoinhibitortt API (z angl. ,,aspartic protease inhibitor) z lilku bramboru,

které jsou dostupné v databazi UniProt.

API1
RPIZ
RPI3
LPI4
APIS
APIE
RPIT7
RPIB
AFPI9 (NID)
APIL1O0
API1l (PDI)

BPI1
BPI2
LPI3
LPT4
LPIS
LPIG
P17
npIa

API9 (NID)
P10
API11 (PDI)

s o wchd ko kkkkokshdk dkxAkkkA ok

ESPVPEPVLDTNGKKLNENS S| TFWGALGGOVELGK SPNSDAPCPDEGVERYNSDVGPSGT LS-TNIFEDQL NIPTVELCVSYT INKVG
ESPLPEFVLDTNGKELNENS S| IGRGALGGIVYLGKSFNSDGFCEFDGVERYNSDVGESGT L3—-GGIFEDQL NIATVELCVSYT IWKVG
—————————————————— IGRGALGGOVYLGKSFNSDAPCEFDGVERYNSDVGESGT L3-TNIFEDQL NIPTVELCVSYT IWKVG
ESPVPEFVLDTNGKELNENS 5] IGRGALGGOVYLGKSFNSDAPCEFDGVERYNSDVGESGT L3-TNIFEDQL NIPTVELCVSTRNWEVG
ESPVPEPVLDTNGKELNFNSS) IGRGALGGIVYLGKSFNSDAPCPDGVERYNSDVGESGT LS-TNIFEDQL NIPTVELCVSYT IWNKVG
—————————————————— IGRGALGGIVYLGKSFNSDAPCPDGVERYNSDVGESGT LS—-GGIFEDQL NIPTVELCVSYT IWNKVG
ESPVPERVLDTNGKEKLNFENS S| TFWGALGGOVYLGK SENSDAPCPDGVFRYNSDVGESGT LSGANIFEDQL NIPTVELCGSYTIWNKVG
ESPLPEKFVLDTNGKELNFRS S| IGRGALGGOVMYLGKSPNSDAPCPDEVERYNSDVGPSGT LS-GGIFEDQL NIPTVELCVSYT INKVG
ESPLPEFVLDTNGKELNENS S| IGAGALGGIVEILGKSFNSDAPCPDEGVERYNSDVGESGT LS—-GGIFEDQL NIPTVELCVSYT INKVG
ESPLPEFVLDTNGKELNENS S| IGRGALGGOVEILGKSFNSDAPCPDGVERYNSDVGESGT LS—-GGIFEDQL NIPTVRLCVSYT INKVG
ESPLPEFVLDTNGKELNENS S| IGRGALGGOVEILGKSFNSDAPCPDGVERYNSDVGESGT LS—-GGIFEDQL NIATVELCVSYT INKVG

s W R Rk Rk R I IA KA I I A AR A, Kohdhrhrhkhhwhhdrdh hwdkhwkd SRk Wk kd kR okkok ok Ak - wk ok LS S

NLNTHLWTMLLETGGT IGKADSS) SSKFGY CPITRPPIVCPFCRDDDFCAKVGVVIQNGRKRRLALVNENPL
NLNAYFRTMLLETGGTIGQADSS) LSNFGY CPITP-PFLCPFCRDDNFCARKVGVVIQNGRKRRLALVNENPL
NLNAYFRTMLLETGGT IGQADNSY SSKIGY CPFTS-——IICLRCPEDQFCARKVGVVIQNGKRRLALVNENPL
NLNAHLWITMLLETGGTIGQADSS) SSKFG) CPITR-HFLCPFCRDDNECARVGVDIQNGRRRLALVSENFPL
NLNAHLRETMLLIETGGTIGQADSS) SSKFG) CPITR-HFLCPFCRDDNECARVGVVIQNGRRRLALVNENFPL
NLNAYFRTMLLETGGTIGQADNS) SSKIG CPEFTS--IICLRCPEDQFCARVGVVIQNGRRRLALVNENFPL
NINAHLRTMLEETGGT IGQADSS) SSKFG) CPLTR-HFLCPFCRDDNFCARKVGVVIQNGRRRLALVNENPL
NLNAYFRTMLLETGGT IGQADS3) LSNEG) CPITP-PFLCPFCRDDNFCAKVGVVIQNGRKRRLALVNENPL
NLNAYFRTMLLETGGT IGQADNS) LSNEG) CPFT5-—-IICLRCPEDQFCARKVGVVIQNGRKRRLALVNENPL
—INAYLRTMLLETGGTIGQADSSY SSILGY CPITR-PILCPFCRDDDFCARKVGVVIQK GRKRRLATLVNENPL

NLNAYFRTMLLETGGTIGQADSS] LSNFG? CPITP-PFLCPFCRODNFCARKVGVVIQNGKRRLATVNENPL
SEEEEA KKk srk K sRkakkkkkAK KR KKK KKRF KEKKKK Ko k¥

Obr. 4.2: Piitazeni aminokyselinovych sekvenci PDI, NID a dalSich isoinhibitorit API 7 databdze

UniProt.

Analyzovano bylo 11 anotovanych sekvenci isoinhibitorii API (,, aspartic protease inhibitor ) z lilku

bramboru (S. tuberosum) uvedenych v databdzi UniProt vcetné sekvenci pro PDI a NID.

Sekundarni struktury p-skladaného listu tvori u inhibitoru Kunitzovy rodiny architekturu tzv.

P-trojlistku, ktery se sklada ze dvou domén (zvyraznény modie a fialové). Zluté jsou zvyraznény

cysteiny tvorici disulfidické miistky (znazornény svorkou). Zelené je zvyraznéna prirozend mutace

NI19D u isoinhibitoru APIS. Velikost blokii je déland jako konsensus podle krystalografickych

struktur.

Prirazeni sekvenci bylo provedeno programem ClustalW

(http://embnet.vital-it.ch/software/ClustalW.html) a upraveno podle superpozice prostorovych

struktur proteinu PDI a NID v programu PyMol.

Syntetické geny pro rPDI a NID byly ziskédny od firmy GenScript (USA) a dodany ve form¢e

lyofilizovaného plasmidu pUC19. Prace byla primarn¢ zamétena na isoinhibitor PDI, pro ktery byla
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realizovana pfiprava expresniho systému, produkce v kvasinkach P. pastoris, purifikace a nasledna
identifikace a funk¢ni charakterizace. Piiprava NID probihala stejnym postupem jako pro rPDI,
nicméné byla z ¢asovych divodi ukoncena pilotni expresi a identifikaci produktu v expresnim
médiu. Na zakladé¢ obdobnych fyzikalné-chemickych vlastnosti proteini NID a PDI, Ize

piedpokladat, ze postup isolace rPDI, bude mozné vyuzit i pro pfipravu Cistého isoinhibitoru NID.

4.1 Amplifikace komercniho plasmidu pUC19 s genem pro rPDI a
NID

Pro ziskéni dostate¢ného mnozstvi materidlu k ptipravé expresnich vektor pPICZaA byly
plasmidy pUC19 s geny pro rPDI a NID amplifikovany v buiikdach E. coli NEB S5-alpha.
Transformace plasmidii do kompetentnich bunék byla provedena teplotnim Sokem a pozitivni
kolonie selektovany na Petriho miskach s LB agarem obsahujicim Ampicilin. Pro kazdy plasmid
byla vybrana jedna kolonie pro velkoobjemovou produkci v LB mediu. Bylo =ziskdno

1,9 mg plasmidu pPUC19 s genem rPDI a 2,0 mg plasmidu pPUC19 s genem NID.

4.2 Priprava expresniho plasmidu pPICZaA
Ze ziskanych plasmidi pPUC19 obsahujici geny pro rPDI a NID byly pomoci restrikénich
endonukleas (Xhol a Notl) vystépeny inserty, které byly nasledné ligovany do expresniho plasmidu
pPICZoA, linearizovaného stejnymi restrikénimi enzymy. Pribéh Stépeni byl analyzovan na

agarosov¢ elektroforéze (obr. 4.3).
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Obr. 4.3: Agarosova elektroforéza stépeného plasmidu pPICZaA a insertu rPDI v plasmidu
pPUCIY.

A) Plasmid pPICZaA Stépeny pomoci restrikcnich endonukleas Xhol a Notl (*pPICZ). Jako
kontrola  spravného  prubéhu Stepici  reakce byl pouzit nestépeny  plasmid (K).
B) Plasmid pPUC19 obsahujici inserty pro rPDI Stépeny pomoci restrikcnich endonukleas Xhol
a Notl (*rPDI). Jako kontrola spravného prubéhu Stépici reakce byly pouZity nestépené plasmidy
obsahujici insert pro rPDI (K). Standardy molekulové hmotnosti (S) jsou uvedeny v pb (pary bazi).

Inserty byly isolovany z gelu a ligovany do plasmidu pPICZaA pomoci T4 DNA ligasy.
Vysledné vektory byly transformovany do kompetentnich bun¢k E. coli NEB 5-alpha metodou

teplotniho Soku.

Narostlé kolonie byly pouzity jako templat pro PCR reakci, ktera méla potvrdit pfitomnost
insertu v plasmidu. Produkty PCR reakce byly analyzovany pomoci agarosové elektroforézy
(obr. 4.4). Pro kazdy vektor (rPDI a NID) byla vybrana jedna kolonie obsahujici plasmid s insertem,
ktera byla pouzita pro produkci plasmidu ve velkém objemu. Vysledné plasmidové DNA byly
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isolovany a spravnost jejich sekvenci byla ovéfena DNA sekvenovanim. Bylo ziskéno

1,8 mg plasmidu pPICZaA s genem rPDI a 1,9 mg s genem NID.

(pb)
10000
8000
7000
6000
5000
4000
3000
2000
1000

Obr. 4.4: Agarosova elektroforéza po PCR reakci 7 bakteridlnich kolonii transformovanych

plasmidem pPICZaA obsahujici insert pro rPDI

Na agarosovy gel byly naneseny produkty PCR reakce z bakterialnich kolonii po transformaci
plasmidem pPICZaA obsahujicim insert rPDI (v1 - r9). Pozitivni kolonie r6 (vyznacend tucné), byla
vybrana pro dalsi praci. Standardy molekulové hmotnosti (S) jsou uvedeny v pb (pary bazi).

4.3 Elektroporace do Pichia pastoris
Rekombinantni exprese rPDI a NID byla provedena v methylotrofnich kvasinkéach P. pastoris
(kmen X-33), do kterych byly vneseny expresni plasmidy pro produkci rPDI a NID pomoci

elektroporace.

Linearizace expresnich plasmidi pted elektroporaci byla provedena pomoci endonukleasy
Sac I, ktera $tépi expresni plasmid pPICZaA, ale neStépi v genech pro rPDI a NID. Linearizované
expresni plasmidy byly preciStény ethanolovou precipitaci a byla provedena kontrolni agarosova
elektroforéza (obr. 4.5). Takto piipravené¢ plasmidy byly elektroporovany do pfipravenych
kompetentnich bunék P. pastoris. Elektroporované bunky byly natfeny na Petriho misky s YPD
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agarem obsahujici antibiotikum Zeocin, ktery slouzil jako selek¢ni marker. Pro kazdy konstrukt

bylo ziskano n¢kolik desitek pozitivnich kolonii.

PDI K

(pb)
10000
8000
7000
6000
5000
4000
3000
2000
1000

Obr. 4.5: Kontrolni agarosova elektroforéza po linearizaci expresniho plasmidu pPICZaA

s insertem pro rPDI.

Na agarosovy gel byl nanesen linearizovany expresni plasmid pPICZoA s genem rPDI. Jako

kontrola slouzil nelinearizovany plasmid (K). Standardy molekulové hmotnosti (S) jsou uvedeny

v pb (pary bazi).

4.4 Rekombinantni exprese rPDI a NID v Pichia pastoris

rPDI a NID byly pfipraveny jako rekombinantni proteiny v methylotrofnich kvasinkach
P. pastoris (kmen X-33) podle postupu uvedeného v kapitole 3.2.2. BMG médium obohacené
o antibiotikum Zeocin bylo zaockovano transformovanymi buinikami. Kultivace probihala do
hodnoty ODsoo = 4-5. Nasledn¢ byly kvasinky zao¢kovany do expresniho média BMM, ve kterém
byla exprese rPDI a NID indukovéna kaZzdodennim piidavkem methanolu (finalni koncentrace
1 %), ktery P. pastoris metabolizuje jako jeji jediny zdroj uhliku. Po Sesti dnech byla exprese
ukoncena centrifugaci a separaci média. Pfitomnost sekre¢niho a-faktoru v plasmidu pPICZaA

zajistila ucinnou sekreci rPDI a NID do média.
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Nejprve byla provedena pilotni exprese v malém objemu (3 ml) expresniho média BMM pro
vybér optimalniho kvasinkového klonu pro produkci rekombinantniho proteinu. Exprese proteinu
byla kazdy den indukovéna pfidavkem methanolu a byla ukoncena po 6 dnech. Produkce proteinti
rPDI a NID byla analyzovana na SDS-PAGE. Byla vybrana kolonie €. 2 (r2) pro rPDI a kolonie
¢. 10 (n10) pro NID (obr. 4.6), které produkovaly studované proteiny nejucinnéji.

A) B)
«kpa) S 1l 12 13 14 5 6 r7 18 kolonie (Da) S nl n2 n3 S n4 n5 n6 n7 n8 n9 nl0nll nl2 kolonie
250 : 250 1 g -
150 100 150 — Y
100 — ., 100 ', "
- 5 5
50 - @ so —# ]
- i _‘ {
25 = ’ s 4 ‘
0 3 e=rPDI NID
z J 7 0 4 ‘ =
5 = '
15 i _' ‘
10 — ,
10 4y ‘

Obr. 4.6: SDS-PAGE analyza exprese rPDI a NID v jednotlivych koloniich P. pastoris.

Na SDS-PAGE byly naneseny vzorky z expresniho média BMM po Sesti dnech kultivace a produkce
rekombinantnich proteinii. Jednotlivé kolonie obsahujici rPDI (A) jsou oznaceny rl az r8 a kolonie
obsahujici NID (B) jako nl az nl2. Gel byl obarven roztokem Coomassie Brilliant Blue R-250),

standardy molekulové hmotnosti (S) jsou uvedeny v kDa.

U expresniho systému pro produkci rPDI byla optimalizovana doba exprese. Vybrana kolonie
¢. 2 byla kultivovana v 500 ml expresniho média BMM a exprese proteinu byla kazdy den
indukovéna ptidavkem metanolu. Z média bylo kazdy den odebrano 250 pul pro analyzu produkce
proteinu pomoci SDS-PAGE. Z obr. 4.7 je patrné, ze mnozstvi rPDI akumulované¢ho v médiu

kontinualné rostlo v ¢ase po dobu Sesti dnt.
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Obr. 4.7: SDS-PAGE analyza pritbéhu akumulace rPDI v kultivacnim médiu.

Na SDS-PAGE byly naneseny vzorky z kultivacniho média BMM pro expresi rPDI, které byly
odebirany kazdy den po dobu 6 dnu. Gel byl obarven roztokem Coomassie Brilliant Blue R-250),
standardy molekulové hmotnosti (S) jsou uvedeny v kDa. Elektroforéza prokazala, Ze mnozstvi

produkovaného rPDI v médiu kontinuadlné rostlo.

Nasledné byla s vybranou kolonii €. 2 provedena exprese ve velkém objemu média (6x 500 ml
BMM média) s cilem ziskat dostatecné mnozstvi proteinu rPDI pro jeho purifikaci a naslednou
biochemickou charakterizaci. Exprese probihala podle postupu popsaného v kapitole 3.2.1.9. po
dobu Sesti dni. Ziskané médium obsahujici exprimovany protein bylo centrifugaci separovano od

bunék, a nasledné zahusténo lyofilizaci na vysledny objem ptiblizné 50 ml.
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4.5 Chromatograficka purifikace rPDI
Pro purifikaci rPDI z expresniho média byl navrzen tiikrokovy chromatograficky postup
uvedeny na obr. 4.8. Nejprve byla pomoci gelové chromatografie na nosi¢i Sephadex G 25 ziskéna
proteinova frakce, kterd byla pfeciSténa iontoménicovou chromatografii na koloné¢ Mono S.
ZavereCnym krokem purifikace byla gelova chromatografie na koloné¢ Superdex 75. Jednotlivé

chromatografie probihaly na systému FPLC (z angl. ,,Fast Protein Liquid Chromatography*).

Exprese rPDI v P. pastoris

!

Expresni médium

!

Gelova chromatografie (Sephadex G 25)

!

Ionexova chromatografie (Mono S)

!

Gelova chromatografie (Superdex 75)

!

éisty protein
Obr. 4.8: Schéma navrZeného purifikacniho postupu pro separaci rPDI.

V' postupu jsou uvedeny typy chromatografii a kolon, které byly pouzity pro purifikaci rPDI

z kultivacniho media P. pastoris.

4.5.1 Purifikace pomoci gelové chromatografie na koloné Sephadex G
25
Proteinova frakce obsahujici rPDI byla ziskana pomoci gelové chromatografie na koloné
Sephadex G 25 (viz kap. 3.2.3.1). Na kolonu bylo naneseno kultivaéni médium zahusténé lyofilizaci
na objem piiblizné¢ 50 ml. Pribéh chromatografie byl analyzovan pomoci méfeni absorbance pfi
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A = 280 nm a konduktivity. Z vybranych frakci byly odebrany vzorky (200 ul), které¢ byly
analyzovany na SDS-PAGE (obr. 4.9). Frakce ¢. 9 az 23, které obsahovaly rPDI, byly spojeny

a zahuStény na koncentracni jednotce s filtrem MWCO 10 kDa na vysledny objem pfiblizné 50 ml.

A) B)

S 5 17 9 11 13 15 1719 20 21 23 26 frakce

(kDa)
250 =
o 150 =
100 =
75 —

50 5

pfi A280

Konduktivita (mS/cm)

Absorbance

$ . 5 4= PD]

123456785 91011121314151617181920212223 2425262728 293031323334 3536
Frakce

— AZ80 Konduktivita

Obr. 4.9: Priprava proteinové frakce rPDI 7 expresniho média.

A) Zaznam pribehu chromatografie na koloné Sephadex G 25 s mérenim absorbance pri 280 nm
(modra kiivka) a konduktivity (oranZova krivka) v jednotlivych frakcich (objem 5 ml).
B) SDS-PAGE analyza vybranych frakci z kolony Sephadex G 25. Pro analyzu byly pouZity vzorky
z vybranych frakci v rozmezi 526, které podle méreni absorbance obsahovaly proteiny. Gel byl
obarven roztokem Coomassie Brilliant Blue G-250, standardy molekulové hmotnosti (S) jsou

uvedeny v kDa.

4.5.2 Purifikace pomoci iontoméniCové chromatografie na koloné
Mono S

Ziskana proteinova frakce z kolony Sephadex G 25 obsahujici rPDI byla dale separovéana
pomoci iontoménicové chromatografie (katex) na koloné Mono S. Slozeni a pH pufiti pro tuto
kolonu bylo navrzeno na zdkladé hodnoty pl proteinu (pl = 7,8), ktera byla vypoctena

z aminokyselinové sekvence rPDI v programu ,,Compute pI/MW*,
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Na kolonu Mono S byla nanesena zahusténa proteinova frakce, ktera byla zfedéna nanasecim
pufrem (50 mM acetat sodny, pH 4,0). Eluce probihala linedrnim gradientem 0—1 M chloridem
sodnym (kap. 3.2.2.2). Frakce, kter¢ dle chromatogramu obsahovaly proteiny, byly analyzovany na
SDS-PAGE a frakce A6—A12 obsahujici rPDI byly spojeny a zahusStény na koncentracni jednotce
s filtrem MWCO 10 kDa.

A) B) S N A2 A3A4A5 A6ATA8 A9AI0A11 A12 X1 X2 frakce

mAU g e = -y B
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Obr. 4.10: Separace rPDI pomoci iontoménicové chromatografii na koloné Mono S.

A) Zaznam prubéhu chromatografie na kolone Mono S pri pH 4,0. Kontinudalné byla mérena
absorbance pri 280 nm (leva osa, modre), vyznacena jsou procenta elucniho pufru (prava osa,
zelené), elucni objem a frakce (objem 2 ml). Ddle je na chromatogramu uvedena absorbance pri
220 nm (Cervené) a konduktivita (hnede). Chromatogram byl upraven v programu UNICORN.
B) Frakce, které obsahovaly protein, byly analyzovany na SDS-PAGE. Na gel byly naneseny
jednotlivé frakce oznacené podle chromatogramu jako A2—A12, vzorek z nanosu (N), nenavazana
frakce (X1) a promyvaci frakce (X2). Gel byl obarven roztokem Coomassie Brilliant Blue G-250,

standardy molekulové hmotnosti (S) jsou uvedeny v kDa.
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4.5.3 Purifikace pomoci gelové chromatografie na koloné Superdex 75
Finalni purifikovany preparat rPDI byl ziskan gelovou chromatografii na koloné Superdex 75.
Prefiltrovany vzorek (100 ul) byl nanesen na kolonu ekvilibrovanou elu¢nim pufrem (50 mM
Tris-HCI, 0,2 M NaCl, pH 8,5). Vybrané frakce, které dle chromatogramu obsahovaly protein, byly
analyzovany pomoci SDS-PAGE. Frakce B2—C3, ve kterych byla prokdzana pfitomnost proteinu
rPDI, byly zahustény na centrifuga¢nim koncentratoru s filtrem MWCO 10 kDa a zmrazeny pro

dalsi pouziti.
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Obr. 4.11: Separace rPDI pomoci gelové chromatografii na koloné Superdex 75.

A) Zaznam pribehu gelové chromatografie na kolone Superdex 75. Kontinudlné byla monitorovana
absorbance pri 280 nm (modre) a konduktivita (hnédeé), vyznacen je elucni objem a frakce (objem
0,5 ml). Frakce, ve kterych byl dle chromatogramu pritomen protein, byly analyzovany na
SDS-PAGE. Chromatogram byl upraven v programu UNICORN.

B) SDS-PAGE analyza vybranych chromatografickych frakci. Jednotlivé frakce jsou znaceny
BI11-C2 a vzorek, ktery byl nanesen na kolonu, je oznacen jako N. Gel byl obarven roztokem
Coomassie Brilliant Blue G-250, standardy molekulové hmotnosti (S) jsou uvedeny v kDa. Frakce

B2-C2, které obsahovaly rPDI, byly spojeny.
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Pomoci SDS-PAGE byl ziskany preparat rPDI porovnan s nativnim PDI isolovanym
z ptirodniho zdroje a s nepiecisténym vzorkem NID (k tomuto ucelu byl pouzit alikvot expresniho
média z kolonie ¢. 10 produkujici NID) (obr. 4.12 A). Jediny pas rPDI o velikosti cca 20 kDa
prokdzal, Ze byl ziskan preparat o vysoké Cistoté. Vzorek nativnhiho PDI obsahuje minoritni
proteinové kontaminace o niz$i molekulové hmotnosti. NID, ktery neprosel purifikaénim
protokolem, naopak obsahoval vice kontaminujicich proteinti. Déle je patrné, Ze nativni PDI ma

vétsi molekulovou hmotnost (cca 21 kDa) diky N-glykosylaci v poloze Asn19.

Pro vzorky rPDI a NID byla provedena sekvenc¢ni identifikace pomoci N-koncového
sekvenovani prvnich osm aminokyselin (kap. 3.2.3.4) a pomoci peptidového mapovani hmotnostni
spektrometrii, které poskytlo vysoké pokryti aminokyselinové sekvence (69 % pro rPDI a 87 % pro
NID) (obr. 4.12 B, kap. 3.2.3.5).

Celkovy vytézek rPDI byl cca 1,8 mg zjednoho litru expresniho média a vysledna
koncentrace €istého preparatu byla stanovena pomoci aminokyselinové analyzy (kap. 3.2.3.6) na

110 uM. Ziskany rPDI byl déle pouzit pro stanoveni inhibice vybranych enzymi.
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rPDI

GVERYNSDVE PSGTPVRFIP LSGGIFEDQL LNIQFNIATV KLCVSYTIWK
VGNINAYFRT MLLETGGTIG OADSSYFKIV KLSNFGYNLL YCPITPPFLC
PFCRDDNFCA KVGVVIQNGK RRLALVNENP LDVLEQEV

69% pokryti sekvence

NID

GVFRYNSDVG PSGTPVRFIP LSTNIFEDQL INIQFNIPTV KLCVSYTIWK
VGNLNAYFRT MLLETGGTIG QADNSYFKIV KSSKIGYNLL SCRETSTICL

87% pokryti sekvence

Obr. 4.12: Porovnani prepardtii rPDI, nativniho PDI a NID pomoci SDS-PAGE a identifikace

rPDI a NID pomoci peptidového mapovani hmotnostni spektrometrii.

A) Srovnavaci SDS-PAGE analyza purifikovaného prepardtu rPDI, neprecisténého vzorku NID

a nativniho PDI isolovaného z prirodniho zdroje. Pouzity vzorek NID byl ziskan z expresniho média

odsolenim na koloné Zeba Spin Desalting Column. Gely byly obarveny roztokem Coomassie

Brilliant Blue G-250 a R-250, standardy molekulové hmotnosti (S) jsou uvedeny v kDa.

B) Analyza aminokyselinové sekvence rPDI a NID pomoci peptidového mapovani hmotnostni

spektrometrii byla provedena z prislusnych pasu SDS-PAGE gelu. Zelené jsou oznaceny

identifikované useky sekvence (s uvedenym pokrytim sekvence v %) a cervené substituce N19D,

ktera byla zavedena do sekvence rPDI a poskytuje deglykosylovanou variantu proteinu.
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4.6 Analyza inhibicni specifity rPDI a nativhiho PDI

4.6.1 Kinetické méfeni inhibice vybranych proteolytickych enzymu s rPDI

a nativnim PDI

Vysledny preparat purifikovaného rPDI byl pouzit pro stanoveni inhibicni aktivity
s vybranymi peptidasami. Pro porovnani byla také zméfena inhibi¢ni aktivita pro nativni PDI,
isolovany z ptirodniho zdroje. Pro inhibi¢ni analyzu byly vybrany: (a) tfi reprezentativni zastupci
aspartatovych peptidas z rodiny A1 - katepsin D z mandelinky bramborové (LdCD), katepsin D z
klistéte obecného (IrCD1) a vepfovy pepsin, (b) dva zéstupci serinovych peptidas zrodiny
S1 - hovézi trypsin a hovézi chymotrypsin. Kinetické méfeni bylo provedeno v mikrotitracni
desti¢ce na fluorescenéni ¢tecee s fluorgennimi substraty s AMC skupinou nebo systémem FRET
(z angl. ,,Fluorescence Resonance Energy Transfer”) (kap. 3.2.4.1). Zavislost zbytkové aktivity
jednotlivych peptidas v ptitomnosti rPDI a nativniho PDI je graficky zndzornéno na obr. 4.13. rPDI
je schopen v nanomolarnich koncentracich U¢inn€ inhibovat oba zastupce serinovych peptidas
a v submikromolarnich koncentracich zastupce aspartatovych peptidas typu katepsinu D. Pro
samotny pepsin nebyla prokdzana inhibice aZ do koncentrace inhibitoru 5 pM (tab. 4.1), coz je
v souladu s pivodnim zjisténim (Keilova a Tomasek 1972). Analogicky inhibi¢ni profil s velmi
podobnymi hodnotami inhibi¢niho parametru ICso byl pozorovan i1 pro nativni PDI. Tento vysledek
prokazuje, Ze rekombinantné pfipraveny rPDI ma stejné funkcni vlastnosti jako nativni PDI
a ze N-glykosylace (pfitomna na nativnim PDI a nepfitomna na rPDI) nema vliv na inhibi¢ni

vlastnosti.
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Obr. 4.1: Kinetické méieni inhibice vybranych aspartdatovych a serinovych peptidas s rPDI a

nativnim PDI

Zavislost relativni zbytkové aktivity testovanych peptidas na koncentraci inhibitoru rPDI nebo
nativniho PDI (neinhibovana aktivita odpovida 100 %). Analyzované peptidasy: A) katepsin D
z klistete obecného (IrCD1), B) katepsin D z mandelinky bramborové (LACD), C) hoveézi trypsin
a D) hovezi chymotrypsin. Grafy byly pripraveny v programu Excel a hodnoty inhibicniho
parametru ICsg byly urceny pomoci programu GraFit Data Analysis Software.
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4.6.2 Stanoveni inhibi¢ni konstanty ICso pro inhibitory rPDI a PDI
Inhibicni parametr ICso byl uréen pro testované aspartatové a serinové peptidasy, které byly
u¢inn¢ inhibovany pomoci rPDI a PDI. Ze zavislosti zbytkové rychlosti Stépeni substratii na
koncentraci inhibitoru byla urc¢ena hodnota ICso vyhodnocenim v programu GraFit Data Analysis
Software (Erithacus, Velka Britanie). Presné koncentrace rPDI a PDI byly stanoveny pomoci

aminokyselinové analyzy (kap. 3.2.3.6). Vysledné hodnoty ICso jsou uvedeny v tab. 4.1.

Tab. 4.1: Srovnani hodnot ICsg pro rPDI a nativni PDI pii inhibici aspartatovych a serinovych

peptidas

Inhibicni parametr ICso byl urcen z kinetického meéreni zbytkové inhibice enzymové aktivity
Jjednotlivych peptidas a vyhodnocen v programu GraFit Data Analysis (obr. 4.13). Hodnoty
1Csg jsou uvedeny v nM. Presna koncentrace inhibitoru rPDI a nativniho PDI byla stanovena

pomoci aminokyselinové analyzy.

Trida
Peptidasa Inhibitor ICso (nM)
peptidas
Katepsin D z klistéte rPDI 396,8 £ 13,8
obecného (IrCD1) PDI 2079 +12.3
w
>
< Katepsin D z mandelinky rPDI 148,4 24,6
3 bramborové (LdCD) PDI 169,4 + 13,8
< rPDI > 5000
Veptovy pepsin
PDI > 5000
‘ rPDI 34,4+£0,9
“ Hovézi trypsin
z PDI 21,7+5,7
=
s rPDI 36,3+6,8
2 Hovézi chymotrypsin
PDI 50,8 +9,1
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5. Diskuze

Rostlinné proteiny z Kunitzovy rodiny jsou doposud madalo prostudovanou skupinou
peptidasovych inhibitori zejména pokud jde o vztah mezi jejich komplexnimi biochemickymi
funkcemi a molekularni strukturou. Zastupci Kuniztovych inhibitorti se vyznacuji konzervovanou
architekturou tzv. B-trojlistku a unikatni Sirokou inhibi¢ni specifitou proti cysteinovym,
aspartatovym a serinovym peptidasam, pticemz jednotlivé inhibitory mohou mit spektrum cilovych
peptidas velmi odlisné (Srp a Mare§ 2016). Proteiny Kunitzovy rodiny jsou obecné velmi
diverzifikované ve svych biologickych funkcich, a tak kromé inhibitor peptidas jsou znamé také
napf. jako proteiny schopné vazat chlorofyl (Horigome a kol. 2007) nebo sacharidy (Ferreira a kol.
2013), interagovat s chutovymi receptory (Koizumi a kol. 2011) nebo regulovat amylasy (Vallée
a kol. 1998). Peptidasové inhibitory z Kunitzovy rodiny se vyznacuji vyskytem isoinhibitort, které

mohou obsahovat jedno nebo dvé reaktivni centra pro interakci s peptidasami.

Predkladanad diplomova prace se zabyva dvéma Kunitzovymi inhibitory z lilku brambor
(Solanum tuberosum), které jsou oznacovany jako PDI (z angl. ,,potato cathepsin D inhibitor*)
a NID (z angl. ,,novel cathepsin D inhibitor*). Oba studované isoinhibitory maji obdobné funkcni
vlastnosti — inhibuji jednak aspartatové peptidasy a také serinové peptidasy (Mares a kol. 1989,
Ritonja a kol. 1990). Jadro obou inhibitort se sklada ze struktury B-trojlistku, které je propojeno
flexibilnimi smyc¢kami, na kterych se nachazeji predpokladana reaktivni centra pro vazbu peptidas
(Guerra a kol. 2016, Guo a kol. 2015). Pfesna lokalizace reaktivnich center vSak zatim neni zndma.
Sekvence NID a PDI jsou téméf identické (93 % shoda), pfi¢emz nejvice aminokyselinovych zdmén

je ve smycce L9, kterd obsahuje dva disulfidové mustky (obr. 5.1).

Cilem diplomové prace bylo ziskat dostatecné mnozstvi Cistého rekombinantniho proteinu
PDI (rPDI) v neglykosylované formé¢ a biochemicky ho charakterizovat. rPDI byl pfipraven
v kvasinkovém expresnim systému Pichia pastoris a z kultivacniho média separovan pomoci
vicekrokové chromatografické purifikace. Vytézek Cistého rPDI byl 1,2 mg z 1 litru média, coz je

srovnatelné mnozstvi proteinu, které bylo ziskdno v piedchozich studiich popsanych v literatuie pro
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Kunitzovy inhibitory produkované expresnimi systémy v E. coli (Bao a kol. 2009, Li a kol. 2000,
Dasgupta a kol. 2006) a P. pastoris (Guerra a kol. 2016, Fischer a kol. 2002, Micheelsen a kol.
2008). Postup pro piipravu expresniho systému a samotna produkce rPDI byla pouzita pro
isoinhibitor NID. Tato prace byla ukoncena uspésnou expresi NID a jeho identifikaci pomoci
hmotnostni spektrometrie a N-koncového sekvenovéani. Diky obdobnym fyzikalné-chemickym
vlastnostem (molekulovd hmotnost a hodnota pl) proteint PDI a NID lze piedpokladat, ze

purifikacni protokol vyvinuty pro rPDI bude mozné aplikovat i na NID.

Z SDS-PAGE analyzy rekombinantni formy rPDI a nativniho PDI isolovaného z lilku
bramboru (obr. 4.12) je patrné, ze pfirodni izolat ma vétsi molekulovou hmotnost, jelikoz obsahuje
N-glykosylaci na zbytku Asnl9. Tato posttranslacni modifikace byla u rPDI cilen¢ vypnuta na
urovni syntetického genu z divodu budouciho vyuziti pfipraveného materialu pro krystalizaci
a rentgenostrukturni analyzu. Dale bylo zjiSténo, Ze isolovany preparat neni tak Cisty jako

rekombinantné pfipraveny rPDI, pfestoZe prosel vice purifikacnimi kroky.

Rekombinantni forma rPDI a nativni PDI byly déle porovnany, pokud jde o jejich funkéni
vlastnosti. Inhibi¢ni specifita byla analyzovana se tfemi aspartatovymi peptidasami (pepsin,
LdCD — katepsin D z mandelinky bramborové, [rCD1 — katepsin D z klistéte obecného) a dvéma
serinovymi peptidasami (trypsin, chymotrypsin). Bylo zjisténo, Ze rPDI je schopen inhibovat jednak
enzymy typu katepsinu D z aspartatovych peptidas rodiny A1 a jednak zastupce serinovych peptidas
rodiny S1. Z testovanych peptidas nebyl rPDI schopen inhibovat pepsin (do koncentrace 50 pM).
Tento vysledek je v souladu s inhibi¢nimi vlastnostmi, které byly nalezeny pro ptirodni isoinhibitor
typu PDI, vCetné neschopnosti inhibovat pepsin (Keilova a Tomasek 1972). Inhibi¢ni pisobeni PDI
na LACD bylo jiz diive prokdzano (Srp 2010), v této préci ale byla poprvé tato interakce potvrzena
na Urovni rekombinantnich proteinti a byla zméfen inhibi¢ni parametr ICso. Porovnani rPDI
a nativniho PDI prokdzalo analogickou inhibi¢ni specifitu, zcehoZ lze vyvodit zavér, Ze
N-glykosylace v pozici Asnl9 neni potieba pro inhibici serinovych a aspartatovych peptidas. Vliv
glykosylace na inhibi¢ni vlastnosti byly zkoumdény jiz u isoinhibitoru NID, pfi¢emz byl ziskan

stejny vysledek jako v piipadé PDI (Guerra a kol. 2016).
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PDI je inhibitor aspartatovych i serinovych peptidas a tadi se tak mezi tzv. bifunk¢ni
inhibitory. Reaktivni centrum pro vazbu peptidas na molekule PDI neni doposud znamé, proto nelze
urcit, zda je vyuzivano jedno centrum spole¢né pro serinové i aspartatové peptidasy nebo jestli
existuji dvé rtizna reaktivni centra. Dvé reaktivni centra pro vazbu trypsinu ma tzv. dvouhlavy
inhibitor API-A z Kunitzovy rodiny ze Sipatky sttedolisté (Sagittaria sagittifolia). K vazbé dvou
molekul trypsinu dochazi diky tomu, Ze tato centra jsou lokalizovana na opacnych strandch
molekuly API-A a nedochazi tak ke sterickému branéni pfi vazbé. Pomoci mutacni analyzy
v kombinaci s enzymologickymi testy bylo prokdzalo, Ze jednotliva reaktivni centra na molekule
API-A nejsou rovnocennd a lze je podle sily inhibice rozliSit (Bao a kol. 2009). Z vysledkl
diplomové prace nelze vyvodit, zda PDI je schopen vazat jednu molekulu trypsinu jako je tomu
napf. u inhibitoru STI (Song a Suh 1998) nebo dvé molekuly jako inhibitor API-A. Vznik ternarniho
komplexu bifunkéniho inhibitoru PDI s aspartatovou i serinovou peptidasou je pravdépodobné
znemoznén odlisSnymi pH optimy téchto peptidas (kyselé pH optimum pro aspartadtové peptidasy

a bazické pro serinové peptidasy).

Pozice reaktivniho centra pro serinové peptidasy na molekule PDI a NID Ize predikovat
z analyzy sekvenci jinych inhibitord z Kunitzovy rodiny, u kterych byla tato centra identifikovana
pomoci proteinové krystalografie jejich komplexu se serinovou peptidasou trypsinem. Ptifazeni
aminokyselinovych sekvenci na obr. 5.1 ukazuje, Ze reaktivni centrum na PDI a NID pro vazbu
serinovych peptidas bude pravdépodobné lokalizovano na smycce LS5, stejné jako je jedno z center

na molekule API-A, nikoliv v pozici jako u STI (smycka L4).

70



L1 L2 L3 L4
IGRGALGGDVYLGESFNSDAPCPDGVFRYNSDVGESGTE L3G
IGAGALGGDVYLGESFNSDAPCPDGVFRYNSDVGESGTE L3G
DIT-AFGG———IRAAPTGNERCELIVVQSENELDEGT PY.

EDI ESFLPEPVLDTNGEELNENSS
NID ESFLPEPVLDTNGEELNENSS
STI DEFVLDONEGNEFLEN

API-N MEVVDSDEDAVOLNLGGNYPL IG——FRGGLSTLRRKDACKSYWYELPETDEGLE T30
L3 L& L7 L8
EDI GIFEDQL —IATVEMRC TV SYTINKVGNLNAY FRTMILETGGTIGQADSS LINFG———%
NID GIFEDQL —IFTVEeRC TV SYT IWNKVGNLNL Y FETMLLET GGTIGQRDNSY SNEPG———
STI RFIREGHPE DSFAVIMLCVG-——IFTEWSVVEDLFEGEAVRI GENF.DAM VSDDE
API-N FVMOLGS S—MP"JP.CDTAH‘S IGESETNGEGISFOPITAGDYFYLNNES TEETGV
LS L10 L11
EDI CPITFPEFFLCPFCRODNFCARVGVVIQN - —GERRRLALVNENFEL r
NID CEFTS-IICLECPEDOFCARVGVVIQN - - GERRLALVNENFEL r
STI CIQQ&'—\E ———————— DDECGDIGISIDHDDGTRRLVV SFENEFRPLV DEESL

API-N CSCEE‘C. ———————— ACPEVGSFNVN-——-GRTLLGI GGEHFT

Obr. 5.1: Pritazeni aminokyselinovych sekvenci PDI a NID spolecné s STI a API-A.

Analyzovany byly sekvence inhibitoru z Kunitzovy rodiny API-A a STI, u kterych jsou znama
reaktivni centra pro vazbu serinovych peptidas. Podle podobnosti sekvenci Ize predikovat reaktivni
centra na studovanych inhibitorech PDI a NID. Cernym pozadim a cervenym pismem jsou
zvyrazneény kritické aminokyselinové zbytky inhibitoru STI (smycka L4) a API-A (smycky L5 a L9),
které jsou na reaktivni smycce interagujici s peptidasou. Cernym pozadim a zelenym pismem jsou
zvyraznéna predikovana reaktivni centra pro serinové peptidasy na PDI a NID obsahujici
kombinaci bazického a alifatického zbytku. Disulfidické miistky jsou zvyrazneny zluté. Sekundarni
struktury [-skladaného listu, které tvori u inhibitorii z Kunitz rodiny architekturu tzv. p-trojlistku
jsou zvyraznény modre a fialove. Prirazeni sekvenci bylo provedeno programem ClustalW

(http://embnet.vital-it.ch/software/ClustalW. html).

Naopak o pozici reaktivniho centra pro aspartdtové peptidasy na molekule PDI a NID nelze
spekulovat, protoZze doposud nebyl v literatufe strukturné popsan zadny komplex Kunitzova

inhibitoru s aspartatovou peptidasou.

Material a poznatky ziskané v diplomové praci budou vyuzity pro produkci dostate¢ného

mnozstvi proteinu pro piipravu komplextit PDI a NID s cilovymi serinovymi a aspartatovymi
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peptidasami. Tyto komplexy budou studovany pomoci rentgenostrukturni analyzy za ucelem
identifikace reaktivnich center. Rekombinantni exprese PDI a NID dale umoziuje pfipravit
inhibitory cilen¢ mutované v pozicich predikovanych reaktivnich center a analyzovat u nich vztahy
mezi strukturou a funkci. Ziskané vysledky maji vyuziti pti navrhovani modifikovanych inhibitora
z Kunitzovy rodiny s optimalizovanymi vlastnostmi, které lze vyuzit pfi konstrukci odolnych

transgennich plodin jako proteinové bioinsekticidy cilené proti herbivornimu hmyzu.
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6. Zaver

Diplomova prace se zabyvala peptidasovymi inhibitory PDI a NID z lilku brambor (Solanum

tuberosum). Tyto proteiny z Kunitzovy rodiny jsou povazovany za obranné molekuly rostliny, ale

biochemické aspekty jejich interakci nejsou zatim znamé.

Hlavni vysledky diplomové prace jsou nasledujici:

o

Byly ptipraveny konstrukty plasmidu pPICZaA s geny neglykosylované formy PDI
(rPDI) a NID a byla s nimi provedena transformace kvasinek Pichia pastoris.
Rekombinantni proteiny rPDI a NID byly exprimovany v kvasinkovém systému
P. pastoris a jejich identita byla potvrzena pomoci hmotnostni spektrometrie
a N-koncového sekvenovani.

Pro purifikaci rPDI byl navrzen protokol se ttemi chromatografickymi kroky.
Inhibi¢ni specifita rPDI byla analyzovana pomoci kinetického fluorescenc¢niho testu
a byly ur€eny inhibi¢ni parametry ICso s reprezentativnimi zéastupci aspartatovych
peptidas z rodiny Al a serinovych peptidas z rodiny S1.

Bylo prokdzdno U¢inné inhibi¢ni pasobeni rPDI na aktivitu travici aspartitové
peptidasy LdCD z mandelinky bramborové (Leptinotarsa decemlineata), tato
interakce predstavuje obranny molekularni mechanismus rostliny pfed herbivornim
hmyzem.

Srovnani pfipravené¢ho rPDI a nativniho PDI z pfirodniho zdroje prokézalo jejich
analogické funk¢ni vlastnosti v inhibi¢nich testech s aspartatovymi a serinovymi

peptidasami.

Diplomova prace pfinesla nové vyznamné informace o inhibicni specifit€¢ PDI. Pfipraveny

expresni systém a purifikacni protokol umozni produkci isoinhibitort rPDI a NID v dostate¢ném

mnozstvi pro strukturni analyzu jejich reaktivnich center a mechanismu interakce s cilovymi

peptidasami.
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