UNIVERZITA KARLOVA V PRAZE

Prirodovédecka fakulta

DIPLOMOVA PRACE

2004 Milana Vujtéchova



PRIRODOVEDECKA FAKULTA
UNIVERZITY KARLOVY

Katedra biochemie

Obranné peptidasové inhibitory rostlin:
analyza procesu indukce a mechanismu aktivace

Milana Vijtéchova

Diplomova prace

Skolitel: RNDr. Michael Mare§, CSc. Praha 2004



Prohlasuji, Ze jsem tuto diplomovou préaci vypracovala samostatné pod vedenim
Skolitele RNDr. Michaela MareSe, CSc. a vSechny pouzité prameny jsem fadné
citovala.

V Praze dne 6.5.2004



Rada bych podckovala svému Skoliteli RNDr. M. MareSovi, CSc. za cenné rady a
trpelivost pii realizaci diplomové prace. Velké podekovani patii RNDr. M. Hornovi,
CSc. za podnétné pfipominky a ochotu, se kterou mi byl ndpomocen pfi vlastni praci
v laboratofi. Dale pak Ing. L. Doleckové, CSc. za desing peptidi,
mgr. Z. Voburkovi za sekvenovani proteinti a RNDr. J. Konvalinkovi, CSc. za cenné
ptipominky k textu diplomové prace. Vyznamnou mérou piispél Max-Planck institut
chemickeé ekologie (Jena, SRN): laboratof Dr. I.T. Baldwina, kde byly uréeny cDNA
sekvence a pfipraveny rostlinné materidly, a laboratof RNDr A. SvatoSe, CSc.

zodpovédna za hmotovou spektrometrii.



Seznam pouzitych zkratek

A0, Asgo
AA
AMC
BNA
BPTI
BBI
BSA
BTI
cDNA
CrmA
Dabcyl
DMSO
DFP
DTNB
DTT
E-64

EDANS
EDTA
ExXPASy
Fmoc
HPLC
IA-3

ITI

kDa
MALDI-TOF
flight"
MPI
MW
NMR
PAGE
PCI-1
PDB
PDI

Pl

PI-1, PI-11
PI-3
PMSF
pPNA
PPO
PSTI
RBTI
RECK
motifs"
SDS
SQAPI
SSlI

STI

absorbance pti vinové délce 220, 280 nm
aminokyseliny, aminokyselinové zbytky
7-amido-4-methylkumarin

B-naftylamid

hovézi pankreaticky trypsinovy inhibitor
"Bowman-Birk inhibitor"

hovézi sérum albumin

trypsinovy inhibitor z je¢mene

DNA vznikla zpétnou transkripci mRNA
"cytokine response modifier A"
4-(dimethylamino)azobenzen-4’sulfonylova kyselina
dimethylsulfoxid

diisopropyl fluorofosfat
5,5’-dithiobis(2-nitrobenzoova kyselina)
dithiothreitol

N-[N-(L-3-trans-karboxyoxirin-2-karbonyl)-L-leucin]-

agmatin

aminoethylenamin-1-naftalensulfonova kyselina
kyselina ethylendiamintetraoctova

"expert protein analysis system"
fluorenylmethylkarbonyl

"high performance liquid chromatography"
proteinovy inhibitor ze Streptomyces cerevisiae
"inter-alpha trypsin inhibitor"

kilodalton

"matrix-assisted laser desorption ionization-time

"mucus proteinase inhibitor"

molekulova hmota

nuklearni magnetickd rezonance
elektroforeza v polyakrylamidovém gelu
"potato chymotrypsin inhibitor — 1"
"protein data bank"

"potato cathepsin D inhibitor"
peptidasovy inhibitor

pepitdasovy inhibitor typu | resp. Il
pepsinovy inhibitor-3 izolovany z Ascaris suum
fenylmethylsulfonyl fluorid

p-nitroanilid

polyfenoloxidasa

pankreaticky sekre¢ni trypsinovy inhibitor
"rice Bowman-Birk inhibitor"

of

"reversion inducing cysteine-rich protein with Kazal

dodecylsulfat sodny

"squash aspartic proteinase inhibitor"
subtilisinovy inhibitor ze Streptomycet
sojovy trypsinovy inhibitor



TCA
TFA
TIMP
TLCK
TPCK
Tris
WASI

kyselina trichloroctova

kyselina trifluoroctova

"tissue inhibitor of metalloproteinases”
N-tosyl-L-lysin-chloromethyl keton
N-tosyl-L-fenylalanin-chloromethyl keton
tris[hydroxymethylJaminomethan
"wheat-alpha trypsin inhibitor"

Zkratky aminokyselin

Ala
Arg
Asn
Asp
Cys
Gln
Glu
Gly
His

lle

I o moO O O 2 20 >

Leu
Lys
Met
Phe
Pro

Ser

Thr
Trp
Tyr
Val

< <4 v v TMmZXRC

alanin

arginin

asparagin

kyselina asparagova
cystein

glutamin

kyselina glutamova
glycin

histidin

isoleucin

leucin

lysin

methionin
fenylalanin

prolin

serin

threonin

tryptofan

tyrosin

valin



Obsah

Uvod
Teoreticka Cast
1.1 Proteolytické enzymy
1.2 Proteinové inhibitory peptidas
1.2.1 Proteinové¢ inhibitory cysteinovych peptidas
1.2.2 Proteinové¢ inhibitory aspartatovych peptidas
1.2.3 Proteinov¢ inhibitory metalopeptidas
1.2.4 Proteinové inhibitory serinovych peptidas
1.3 Inhibitory peptidas ve fyziologii rostlin
1.3.1 Obranné mechanismy rostlin proti Skiidciim a patogeniim
1.3.2 Signalni drahy pfi obrané rostliny
1.3.4 Adaptace skiidci na obranny mechanismus rostlin
1.3.5 Vyuziti v zemédélskych technologiich
Material a metody
2.1 Pouzité materialy
2.1.1 Chemikalie
2.1.2 Biologické materialy
2.1.3 Pristroje a vybaveni
2.2 Pouzité metody
2.2.1 Izolace peptidas z travicich stav M.sexta
2.2.1.1 1zolace MS-trypsinu
2.2.1.2 1zolace MS-chymotrypsinu
2.2.2 Ptiprava homogenatu z listové tkané N. attenuata
2.2.3 Stanoveni enzymovych aktivit peptidas
2.2.3.1 Pouzité reagencie
2.2.3.2 Stanoveni aktivity peptidas se substraty znacenymi
p-nitroanilidem
2.2.3.3 Stanoveni aktivity peptidas s azokaseinem
2.2.3.4 Stanoveni aktivity peptidas s hemoglobinem
2.2.3.5 Stanoveni aktivity peptidas se substraty znacenymi
p-naftylamidem

2.2.3.6 Stanoveni aktivity peptidas se substraty znacenymi

~N o o B~ B~ DN DN

N NN NN NN R R B B B R R R R R
N N B B P P BB © © 00 0 0 o Ul w N N

24
24
25

25



7-amido-4-methylkumarinem

2.2.3.7 Stanoveni aktivity peptidas se substraty znacenymi

Dabcyl-EDANS
2.2.3.8 Stanoveni aktivity peptidas s resorufin-kaseinem
2.2.4 Izolace inhibitort trypsinu

2.2.5 Analytické metody

2.2.5.1 Redukce a karboxymethylace disulfidovych miistkii

2.2.5.2 Urceni N-koncové aminokyselinové sekvence
2.2.5.3 Urceni molekulové hmoty proteinii
2.2.5.4 Stanoveni obsahu proteini
2.2.6 Analyza primarnich a tercialnich struktur
2.2.6.1 Analyza aminokyselinovych sekvenci
2.2.6.2 Priprava 3D modelii
2.2.7 Syntéza peptidovych substrati
Vysledky a diskuse
3.1 Biologicky model
3.2 Piehled inhibitori peptidas v tkanich Nicotina attenuata
3.3 Izolace a charakterizace inhibitori trypsinu
3.3.1 Identifikace inhibitoru trypsinu
3.3.1.1 Zarazeni do strukturni rodiny PI-II
3.3.1.2 Analyza primarni struktury
3.3.1.3 Popis predpokladané tercidlni struktury
3.3.2 Charakterizace izoinhibitort trypsinu
3.3.3 Inhibiéni specifita
3.4 Indukce exprese inhibitori PI-11
3.4.1 Charakterizace dvoutetézcové domény
3.5 Proteolyticka aktivace inhibitora PI-11
3.6 Analyza inhibitora PI-II v transgenni rostliné
3.6.1 Charakterizace izoinhibitorl trypsinu produkovanych

transgennim tabakem

Zaveér

26

26
27
27
28
28
29
29
29
30
30
30
30
31
31
32
33
36
36
37
40
43
46
47
51
54
61

62
65



UvoD

Prace se zabyva biochemii inhibitorti peptidas, které produkuje rostlina jako
obranné proteiny sméfované proti herbivornim sktidcim. Konkrétné je zaméiena na
tyto dil¢i cile:

Cile diplomové prace
» Urcit typy inhibitorti peptidas s potencialni obrannou funkci pfitomnych

v listovém pletivu divokého tabaku Nicotiana attenuata.

» lzolovat vybrany typ inhibitoru a biochemicky jej charakterizovat,
zejména urcit inhibi¢ni specifitu a strukturni homologii s dosud znamymi
peptidasovymi inhibitory.

» Analyzovat zmény biosyntézy tohoto inhibitoru indukované poranénim
rostliny, zejména hladiny exprese a posttranslacni wpravy molekuly

inhibitoru.

Obecnym cilem prace je piispét k pochopeni obrannych mechanismii a
principtl jejich regulace ve fyziologii rostlin. Vyznamnou roli v téchto mechanismech
hraje komplexni regulace proteolytickych systému na urovni interakce mezi rostlinou
a Skidcem (hmyzem, fytopatogenem). Detailni pochopeni uvedenych vztaht
nachdzeji ve stdle vétSi mife uplatnéni v oblasti rostlinnych biotechnologii pii
konstrukei novych rezistentnich plodin.



1. Teoreticka cast

1.1 Proteolytické enzymy

Proteolyza patfi mezi nejvyznamnéjsi biologické procesy. Enzymy hydrolyzujici
peptidové vazby proteinii a peptidi jsou nazyvany proteasy, proteinasy a peptidasy.
Historicky je toto pojmenovani odvozeno od substrati téchto enzymd, v soucasné dobé¢ je
jiz vyznamovy rozdil téchto termini smazavan [1]. Enzyme Commission (E.C.) proto
doporucuje ndzev peptidasy jako obecny ndzev pro enzymy hydrolyzujici peptidovou
vazbu.

Podle E.C. jsou peptidasy fazeny do podttidy 3.4 a dale do 14 skupin (tabulka 1.1, str. 3).

Peptidasy se podle katalytického typu rozdéluji na exopeptidasy, odstépujici jednu nebo
vice aminokyselin z N- nebo C-terminalniho konce, a na endopeptidasy, které $té€pi uvniti
polypeptidového fetézce. Termin oligopeptidasy je uzivan pro endopeptidasy, které ptisobi
na substraty mensi nez proteiny.

Déle se déli na exopeptidasy odStépujici z N-termindlniho konce jednu aminokyselinu
(aminopeptidasy), dipeptid nebo tripeptid (dipeptidylpeptidasy nebo tripeptidylpeptidasy) a
exopeptidasy odstépujici z C-terminalniho konce jednu aminokyselinu (karboxypeptidasy)
nebo dipeptid (peptidyl-dipeptidasy). Dalsi exopeptidasy jsou specifické pro dipeptidy
(dipeptidasy), nebo odSté€puji termindlni zbytek, ktery je substituovan, cyklizovan nebo
spojen isopeptidovou vazbou (peptidova vazba nespojujici a-karboxyl s a-aminoskupinou)
(omega peptidasy).

Katalyticky mechanismus peptidas zavisi na chemické povaze reaktivnich skupin v
aktivnim misté enzymu. Peptidasy jsou déleny na serinové peptidasy, cysteinové
peptidasy, aspartatové peptidasy nebo metalopeptidasy. U serinovych a cysteinovych
peptidas je nukleofilem atakujicim peptidovou vazbu hydroxylova nebo thiolova skupina,
ktera je na postrannim fetézci katalytické aminokyseliny v aktivnim misté. Aspartatové
peptidasy a metalopeptidasy se od serinovych a cysteinovych peptidas 1isi v tom, Ze
nukleofilem atakujicim Stépenou peptidovou vazbu je aktivovanid molekula vody. Tato
molekula u aspartitovych peptidas interaguje se dvéma katalytickymi zbytky kyseliny
asparagové a u metalopeptidas s dvoumocnym iontem kovu (nejcastéji zinku nebo

manganu), ktery je v katalytickém mist¢ vazan aminokyselinovymi ligandy.



Tabulka 1.1 Klasifikace peptidas podle Enzyme Commission (E.C.). Symboly predstavuji:
O-— aminokyselina, ®@— fermindlni aminokyselina, ktera je odstépovina (%) danymi
exopeptidasami, <€-blokovany konec peptidu [2].

Typ reakce Skupina peptidas EC ¢islo
Exopeptidasy
— _ Aminopeptidasy 3.4.11
0800 Dipeptidyl peptidasy 3.4.14
000 Tripeptidyl peptidasy
HOr-O-O0O® Karboxypeptidasy
Serinové karboxypeptidasy 3.4.16
Metallokarboxypeptidasy 3.4.17
Cysteinové karboxypeptidasy 3.4.18
—Oro-0'ee Peptidyl dipeptidasy 3.4.15
oio Dipeptidasy 3.4.13
HOO-O-e4 .
’"ﬁj}o{»{ Omega Peptidasy 3.4.19
Endopeptidasy
Serinové endopeptidasy 34.21
3 ) e Cysteinové endopeptidasy 3.4.22
- o Aspartatové endopeptidasy 3.4.23
Metaloendopeptidasy 3.4.24
Threoninové endopeptidasy 3.4.25
Endopeptidasy neznamého typu 3.4.99

K popisu specifity peptidas se pouziva modelu, kde je katalytické misto obklopeno
z jedné (exopeptidasa) nebo obou stran (endopeptidasa) specifickymi podmisty, které jsou
schopné véazat aminokyselinové zbytky substratu (obrazek 1.1). Tato podmista na enzymu
jsou ¢islovana od katalytického mista, S;...S, smérem k N-termindlnimu konci substratu a

S1"...Sy" smérem k C-termindlnimu konci. Do podmist enzymu se vazi aminokyselinové

zbytky substratu oznacené P;...P, nebo P;"...P,".

-
(P2

OO OC

o

@:
®
-

Obrdzek 1.1 Schematické zndzornéni substrdtu a specifickych vazebnych podmist enzymu,
Stépena peptidova vazba je oznacena Sipkou [3,4].



Jednim z dalSich kriterii pro klasifikaci peptidas je evolu¢ni ptibuznost. Podle homologie
tercidlnich struktur proteinii nebo blokd konzervovanych aminokyselinovych sekvenci se
peptidasy tfidi do skupin, které se nazyvaji rodiny. Peptidasy z jedné rodiny se vyvinuly ze
spolecného predka. Jednotlivé peptidasové rodiny jsou kédovany pismeny oznacujicimi
jejich katalyticky typ (S, C, A, M pro serinové, cysteinové, aspartdtové a metalopeptidasy
nebo U pro peptidasy s neznamym katalytickym mechanismem) a ptifazenym ¢islem [2].

Klan zahrnuje skupinu rodin, které se vyvinuly z jednoho ptivodniho proteinu, ale
divergovaly tak Siroce, ze neni mozné dokazat jejich pfibuznost na zakladé primérni
struktury [5,6]. Pfibuznost rodin v klanu lze posoudit na zadkladé piibuznosti
v aminokyselinové sekvenci katalyticky aktivni ¢asti molekuly. Kdédovani klant je tvofeno

dvéma pismeny, z nichz prvni oznacuje katalyticky typ jako u rodin.

1.2 Proteinové inhibitory peptidas

cey

Proteinové inhibitory peptidas jsou Siroce rozsifené, byly nalezeny u vSech Zijicich forem
a patii mezi nejpocetnéjsi skupinu proteind. Jejich ulohou v pfirodé je jednak regulace
vlastni proteolyzy v organelach, buiikkach a té€lnich tekutindch, a jednak ochrana proteinové
slozky bunék, tekutin a tkéni proti plisobeni exogennich peptidas.

Proteinové inhibitory peptidas se déli do ¢tyt hlavnich skupin - na inhibitory serinovych,
cysteinovych, aspartatovych a metalopeptidas, pfi¢emz kazda z téchto rodin obsahuje

nékolik vzajemné nepiibuznych strukturnich rodin inhibitort.

1.2.1 Proteinové inhibitory cysteinovych peptidas

Proteinové inhibitory cysteinovych peptidas se rozd€luji na zékladé molekularni
struktury do Sesti znamych skupin - nadrodina cystatinii, rodina kalpastatinii, rodina
inhibitorit Kunitzova typu, rodina inhibitor bromelaini, rodina serpinil a rodina thyropinti
(tabulka 1.2 str.5). Nadrodina cystatind je pocetna skupina piibuznych inhibitorti, kterou
1ze dale d¢lit do ¢ty zakladnich rodin - stefiny, cystatiny, kininogeny, multicystatiny [7].

Funkce proteinovych inhibitorG cysteinovych peptidas je velmi komplexni.
U zivociSnych organismu je jejich fyziologické piisobeni spojovano hlavné s regulaci
lysosomalnich kathepsind resp. cytosolarnich kalpain. U rostlin plni kromé regulace

endogennich peptidas také funkci ochrany pied jejich Skidci a fytopatogeny.



Tabulka 1.2: Prehled proteinovych strukturnich rodin inhibitorii cysteinovych peptidas.

Nazev rodiny Chrakter molekuly Piiklad zastupce peptid(;llslglvlfunkce
Stefiny jednofetézcové, neobsahuji disulfidy, | lidsky stefin A, B intracelularni
nejsou glykosylovany, okolo 100 AA | (obrazek 1.3 A, str. 11) regulace kathepsinti
krysi cystatin o,
[8,9] z ryZe orycystatin I, 11
Cystatiny jednofetézcové, okolo 115 AA, kufeci cystatin extracelularni
2 disulfidy v C-terminalni oblasti lidské cystatiny C, S, SN | regulace kathepsini
a SA
krysi cystatin C, S
[7.8] cystatin Drosophily a
' hoveéziho kolostra
Kininogeny jednofetézcové glykoproteiny Stépeny | 2 savei druhy: prekursory
kininogenasami (kalikreiny) na: H-kininogen (120 kDa) vasoaktivnich
- t&zky fetézec (3 funkéni cystatinové | L-kininogen (68 kDa) kinin?, spousténi
domény) krysi T-kininogen koagula¢ni kaskady,

[7]

- kininogeny
- lehky fetézec (C-terminalni oblast)

je rezistentni vuci
kalikreintim

odezva akutni faze

Multicystatiny

[10-12]

jednotetézcové, okolo 85 kDa,
8 funk¢nich cystatinovych domén

multicystatiny z
bramborovych hliz a listd
rajcat

obrana proti hmyzu

Kalpastatiny

[13-15]

4 homologické inhibi¢ni domény v
tandemovém uspofadani,
120 - 140 AA

sav¢i kalpastatin

inhibice kalpaind

Staphostatiny

jednofetézcové, obsahuji disulfidy

bakterialni staphostatin A,
B (obrazek 1.3 B, str. 11)

inhibice staphopaint

[16,17]
Inhibitory jednofetézcové, moznost glykosylace, | skupina izoinhibitort z obrana proti hmyzu
Kunitzova 22 - 25 kDa hliz a listd brambor s a fytopatogentim
sojového typu ruznou inhibiéni aktivitou
[18]
Inhibitory dvoufetézcové, 52 AA, 5 disulfidi 8 izoinhibitoru ze stonku | inhibice bromelaint
bromelaini ananasu
[19-21]
Clitocypiny 17 kDa (monomer), homodimer inhibitor z houby Inhibice papainu,
Clitotobybe nebuldris kathepsinu L a B,
[22] bromelainu
Serpiny objeveny jedno(dvou)fetézcové Cowpox virus serpin
(serine protease inhibitory cysteinovych peptidas, CrmA regulace apoptosy
inhibitor) svoji struturou patiici do rodiny SCC antigen-inhibitor
serpintl
[23-25]
Thyropiny doména thyroglobulinu typu 1, 64 inhibitor cysteinovych regulace presentace

(thyroglobulin type
1 domain protease
inhibitor)

[26-28]

AA, bohaté na cysteinové zbytky
obsahuje motiv Cys-Trp-Cys-Val

peptidas z jiker pstruha
Oncorhynchus keta
lidsky “p41 invariant
Chain fragment*

antigent




1.2.2. Proteinové inhibitory aspartatovych peptidas

Inhibitory aspartatovych peptidas (tabulka 1.3) se skutecné proteinovym charakterem
tvofi méné pocetnou skupinu inhibitort, vykazujici vysokou specifitu. Napf. inhibitor 1A-3
inhibuje pouze proteinasu A. Neinhibuje zadnou jinou strukturné podobnou aspartatovou
peptidasu, naopak je pro n¢které dobrym substratem. U takovych inhibitord s vysokou

specifitou Ize o¢ekavat, oproti nizkomolekuldrnim inhibitorim s obecné SirSim plisobenim,

sekundarni interakci s peptidasou nejen v oblasti aktivniho mista [27].

Tabulka 1.3: Prehled proteinovych strukturnich rodin inhibitorii aspartatovych peptidas.

Nazev inhibitoru Zdroj Charakter molekuly Inhibovana peptidasa
PDI hlizy brambor glykoprotein, 22 kDa, kathepsin D, proteinasa A
(potato cathepsin D homologie s rodinou trypsin (serinova peptidasa)
inhibitor) inhibitord Kunitzova

[29] typu
P1-3 Skrkavka 149 AA pepsin, gastricin

(pepsin inhibitor 3)
(obrazek 1.4 B, str. 11)

Ascaris suum

[30]
1A-3 kvasinka 68 AA, bez disulfida proteinasa A (Saccharomyces
(obrazek 1.4 A, str. 11) | Saccharomyces cerevisiae)

[31] | cerevisiae
SQAPI floém dyné 10,5 kDa pepsin
(squash aspartic
proteinase inhibitor)

[32]
Equistatin mofsk4 sasanka 21,7 kDa, kathepsin D,

[33]

Actinia equina

3 thyroglobulinové
domény typu 1

cysteinové peptidasy (papain,
kathepsin B a L)

1.2.3 Proteinové inhibitory metalopeptidas

Skupina proteinovych inhibitorii metalopeptidas (tabulka 1.4, str.7) ma nejméné
zastupcl. Prostudovany jsou zejména tzv. tkanové inhibitory metalopeptidas (TIMP) -
jedna se o zZivocisné kolagenasové inhibitory, které hraji vyznamnou roli ve fyziologii
degradace pojivové tkané a patologickych procesech spojovanych napt. s invazi
rakovinnych bunék. Ackoliv je publikovéna fada nalezi kolagendsovych inhibitord, které

1ze obecné délit do nékolika skupin, chybi vétSinou jejich hlubsi strukturni charakteristiky.

U rostlin a niz§ich organismi byly nalezeny inhibitory metaloexopeptidas.




Tabulka 1.4: Prehled proteinovych strukturnich rodin inhibitorii metalopeptidas.

P¥iklad inhibitord Charakter Inhibovans peptidasa
metalopeptidas molekuly pep
TIMP 21 kDa matrix metalopeptidasy
(Tissue inhibitors of metalloprotei

nases)

(obrazek 1.5 A, str.12) [34,35]
RECK 110 kDa matrix metalopeptidasa-2 a -9
(Reversion inducing
cysteine-rich protein
with Kazal motifs)

[34]
ScNPI 141 AA neutralni peptidasa z S. caespitosus, vimelysin
(Streptomyces caespitosus nuetral
proteinase inhibitor)

[37]
Karboxypeptidasovy 39 AA karboxypeptidasa A
inhibitor z brambor

(obrazek 1.5 B, str. 12) [38,39]
Inhibitor z Erwinia chrysanthemi 10 kDa peptidasa A, B a C z E. chrysanthemi,

alkalicka peptidasa z Pseudomonas aeruginosa,
peptidasa z Serratia marcescens

[40]

SMPI 102 AA thermolysin

(Streptomyces metalloproteinase

inhibitor)
[41]

Oprin 43-52 kDa | metalopeptidasy hadiho jedu
[42]

1.2.4 Proteinové inhibitory serinovych peptidas

Jednd se o nejpocetngjs$i skupinu inhibitord peptidas. Jejich zastupce najdeme jak
u bakterii, hub, vird, tak u rostlin a zivo€ichl. O jejich evolu¢nim stafi svédci napt. ndlezy
klasickych inhibitord obratlovci Kazalova typu i u bezobratlych (sasanka Anemonia
sulcata) a ptibuznych tzv. bdelini u pijavky Hirudo medicinalis. Diky Siroké distribuci
jsou funkce inhibitori serinovych peptidas velmi rozmanité. U rostlinné fiSe se jedna
ve vetsing pripadi o ochranu rostliny pied travicimi peptidasami hmyzu a fytopatogent. V
zivociSné 181 inhibitory serinovych peptidas obecné reguluji vlastni proteolyzu.

Ptes velkou rozmanitost jejich molekuldrni architektury je vyznamné zachovani jednotné
stavby reaktivniho mista, které je v kontaktu s danou peptidasou, coz naznacuje
konvergentni evoluci vzajemné nepiibuznych proteinii. Na zdklad¢ strukturnich dat jsou

V soucasné dob¢ inhibitory serinovych peptidas rozdéleny minimaln¢ do 13 strukturnich



rodin (tabulka 1.5). Vyznamnym strukturnim rysem inhibitorti serinovych peptidas je

jednak hypervariabilita oblasti reaktivniho mista, a jednak snaha o doménovou stavbu

molekuly.

Tabulka 1.5: Prehled proteinovych strukturnich rodin inhibitori serinovych peptidas.

Nazev rodiny

Charakter molekuly

Priklad zastupce

Inhibice/Funkce

Kunitziv jednofetézcovy, BPTI trypsin,chymotrypsin,
typ jednodoménovy, 58 AA,3 | (obrazek 1.2 A, str. 10) | plasmin, kalikreiny
disulfidy
spojeni inhibi¢ni domény s | hadi jedy (Bungarus
odlisnou doménou multicuitus)
(napft. B1-bungarotoxin) trypsin, chymotrypsin,
dvoudoménovy, ITI elastasa, plasmin,
glykoprotein, 180 kDa, akrosin, katepsin G
[43-45]
Kazaluav typ jednofetézcovy, PSTI peptidasy pankreasu
jednodoménovy,

56 AA, 3 disulfidy

dvoudoménovy, 12 kDa,

inhibitory akrosint

inhibitory slinnych
zlaz (Canidae, Felidae)

ovomukoid z bilkd

akrosin

trypsin, chymotrypsin,
subtilisin, elastasa

trojdoménovy ‘
ptacich vajec
dvouietézcovy, testudin z bilkd vajec
O zelvy Caretta caretta
[46-48] dvoudoménovy
Inhibitory z Ascaris jednofetézcové, isoinhibitory ze travici enzymy

63-65 AA, 5 disulfida Skrkavky Ascaris hostitele: trypsin,
lumbricoides chymotrypsin
[49]
Hirudiny jednofetézcove, hirudiny ze slinnych antikoagula¢ni u€inky
64-66 AA, 3 disulfidy zlaz pijavky Hirudo
medicinalis
[50,51] (obrazek 1.2 B, str. 10)
Mukosni jednofetézcovy, lidsky MPI trypsin,chymotrypsin,
peptidasové dvoudoménovy, elastasa, katepsin G
inhibitory 107 AA, 8 disulfidt ochrana slizni¢niho
[52,53] epitelu
Serpiny 50-100 kDa, lidsky al-antitrypsin | kontrola proteolytic
s 30% sekvenéni homologii kych kaskad

[54,55]

(koagulace, proces
zanétu)

Proteinasové inhibitory I
(PI-1)

[56,57]

jednotetézcovy, 70-71 AA,
1 disulfid, tetramerizace

PlI-1 z brambor

egliny z pijavky
H. medicinalis

chymotrypsin,
subtilisin
obrana proti hmyzu

rrrrr

potencial




Proteinasové
inhibitory Il (PI-11)

jednotetézcovy,
dvoudoménovy, 51-52 AA

PI-1I z rajcat
(obrazek 1.2 C, str. 10)

trypsin, chymotrypsin
obrana proti hmyzu

dvouftetézcovy, PCI-1 a PTI z brambor
[58-60] | jednodoménovy
Kunitziv sojovy typ jednofetézcovy, STI ze sojovych bobt | trypsin, chymotrypsin

[61-63]

20 kDa, 2 disulfidy

(obrazek 1.2 D, str. 10)

bifunkéni inhibitor
z pSenice Triticum
aestivum (WASI)

obrana proti hmyzu

subtilisin (také
rostlinna endogenni a-
amylasa)

Trypsinové inhibitory
Z je€mene

[64]

jednofetézcovy, 121 AA,

5 disulfidd

(vysoka homologie

s obilnymi a-amylasovymi
inhibitory)

BTI z jeCmene
Hordeum vulgare

trypsin

Bowman- Birk
peptidasové inhibitory
(BBI)

[65]

jednotetézcovy, 7disulfida,
8 kDa, 2 homologicka
reaktivni mista

BBI ze semen
Leguminosae

RBTI

trypsin, chymotrypsin

trypsin

Inhibitory
z tykvovitych (Squash
inhibitory)

[66,67]

jednotetézcove, 29-30 AA,
3 disulfidy

inhibitory se semen
tykvovitych
(Cucurbitaceae)

trypsin, Faktor Xlla,
elastasa

Subtilisinové
inhibitory ze
Streptomycet

[37,68]

jednofetézcovy, 113 AA,
2 disulfidy

dvoudoménovy, 2 odlisna
reaktivni mista

SSI produkovany
Streptomyces
albogriseolum

ScNPI z S. caespitosus

bakterialni alkalické

peptidasy

subtilisin BPN
(subtilisin z Bacillus
amyloliquefaciens),
trypsin, chymotrypsin




Obrazek 1.2: Krystalové struktury komplexii inhibitorii s jejich cilovymi serinovymi
peptidasami. A/ Komplex hovéziho trypsinu (modrda) s hovézim pankreatickym trypsinovym
inhibitorem (oranzova) (PDB ITPA). B/ Komplex lidskeho a-trombinu (Cervend) s hirudinem
z Hirudo medicinalis (oranzova) (PDB 4HTC). C/ Komplex bakterialni peptidasy streptogrisinu
B (zelena) s inhibitorem PI-1I z brambor (oranzova) (PDB 4SGB). D/ Komplex praseciho trypsinu
(Zlutd) se sojovym trypsinovym inhibitorem Kunitzova typu (oranzova) (PDB IAVW).
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Obrazek ¢. 1.3 : Krystalové struktury komplexu inhibitorii s jejich cilovymi cysteinovymi
peptidasami. A/ Komplex lidského stefinu B (modra) s rostlinnym papainem (zelend) (PDB 1STF).
B/ Komplex bakterialniho inhibitoru staphostatinu (modra) se staphopainem (oranzova)

(PDB 1PXV).

Obrazek ¢. 1.4: Krystalové struktury komplexii inhibitorii s jejich cilovymi aspartdatovymi
peptidasami. A/ Komplex endogenniho inhibitoru I4-3 (zelena) s proteinasou A ze Saccharomyces
cerevisiae (Zluta) (PDB 1DPJ). B/ Komplex inhibitoru P1-3 z Ascaris suum (zelend) s veprovym
pepsinem (Cervena) (PDB 1F34).
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Obrazek ¢. 1.5: Krystalové struktury komplexii inhibitorii s jejich cilovymi metalopeptidasami. A/
Komplex lidské metalopeptidasy 2 (modrd) s endogennim inhibitorem TIMP 2 (Cervena) (PDB
1GXD). B/ Komplex karboxypeptidasy A (zelena) z brambor s endogennim inhibitorem (Cervenda)
(PDB 4CPA).

1.3 Inhibitory peptidas ve fyziologii rostlin

Proteinové inhibitory reguluji obecné u vSech organismti endogenni proteolyzu. U rostlin
maji kromé toho jesté dalsi dilezitou funkci a to obrannou. Inhibuji travici peptidasy
hmyzich skiidci a mikrobidlnich fytopatogenii, ¢imZz dochéazi k redukci nutriéni kvality
rostlinného pletiva. Tento efekt byl pozorovan zejména u potlaceni ristu a vyvoje
herbivoralnich a gramivoralnich druhti larev broukii a motyli v zéavislosti na obsahu
inhibitord peptidas v jejich rostlinné potravé. Vzhledem k casto vysoké koncentraci
peptidasovych inhibitorG v rostlinném pletivu je rostliny pravdépodobné vyuzivaji také

jako zasobni proteiny [69].

1.3.1 Obranné mechanismy rostlin proti Skiidcum a patogenum
Obranu rostlin proti napadeni Sklidcii a patogentt mizeme rozdélit na permanentni a
indukovanou obranu, ackoliv se obou piipadi obycejné ucastni tytéz latky - peptidasové
inhibitory, repelentni a toxické molekuly.
Permanentni obrana spociva v tom, Ze rostliny syntetizuji rGzné obranné latky
(pryskyfice, repelenty a toxiny) slouzici jako stabilni bariéry. Tyto latky rostliny

shromazd’uji béhem svého rlstu a vyvoje v raznych organech. Ptikladem takové
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permanentni ochrany ve vegetativnich organech je vysoka koncentrace alkaloidi, saponinti
a voskd. V reproduktivnim pletivu rostliny akumuluji ptedev$im antibakteridlni,
antifungalni slozky (napi. lektiny) a peptidasové inhibitory. Biosyntéza a skladovani
jedovatych latek (terpenti, alkaloid) 1 peptidasovych inhibitori je Casto pro rostliny
energeticky narocnd a predstavuje zat€z metabolismu [70-72], a proto rostliny, které nejsou
vystavené Castému napadeni upfednostiiuji indukovany zptisob obrany, pii kterém rostlina
syntetizuje obranné latky jen v dob¢ aktualni potieby [73,74]

Mechanismus indukované obrany se spousti az po poranéni rostliny. Poskozenim
rostlinného pletiva se aktivuje signalni draha biochemickych reakci, kterd zajistuje lokalni
(v misté poranéni) a systémovou (po celé rostlin€) produkci inhibitort hmyzich travicich
peptidas (PI), dalSich insekticidnich proteini a polyfenoloxidasy (PPO). Produkci PI a

PPO fadime k tzv. ptimé reakci rostlin na poranéni (interakce "rostlina—herbivor") [75],

tyto latky jsou zodpovédné za primarni supresi metabolismu $kidct a patogenti po poziti
indukovaného rostlinného pletiva [73].

Na druhou stranu k nepiimé reakci patii produkce rtiznych t€kavych éterickych latek.

Mezi nejznaméjsi tékavé signalni latky patii ester kyseliny jasmonové - metyljasmonat.
Metyljasmonat se po poranéni rostliny uvolfiuje z poskozeného listového pletiva do okoli,
a tim dava signal jednak ostatnim listim dané rostliny a jednak okolnim rostlindm k
syntéze obrannych latek (interakce "rostlina—rostlina") [76]. Dalsi typ nepfimé obranné
reakce rostlin (interakce "rostlina-predator") [77] zprostiedkovavaji napft. terpeny, které
biosyntetizuji a uvoliiuji napadené rostliny za Ucelem piivabeni paraziti a predatort

specializovanych na hmyzi herbivorni sktidce [73].

1.3.2 Signalni drahy pfFi obrané rostliny

Jedna se o sled biochemickych reakci zahrnujici ¢tyfi hlavni signdlni molekuly -
- systemin, kyselinu jasmonovou, kyselinu oligalakturonovou a peroxid vodiku. (obrazek
1.6, str. 14).

Prvnim krokem signalni drahy dobie popsané u lilkovitych (Solanaceae), je aktivace
rostlinného hormonu systeminu (18 AA). Systemin je biosyntetizovdn ve formé
neaktivniho prekursoru prosysteminu (200 AA), ktery je lokalizovan v bunécné
cytoplasmé listového pletiva [78]. Po poranéni rostliny hmyzim $ktidcem se prosystemin

dostava do kontaktu s peptidasami, které proteolyticky $t€pi prosystemin za uvolnéni
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Obrazek 1.6: Schéematicky diagram signdlni drahy pri poSkozeni rostlinného pletiva hmyzim
herbivorem vedouci k biosyntéze obrannych latek, zejména inhibitorii exogennich peptidas (PI) a
polyfenoloxidas (PPO). Po poskozeni rostlinného pletiva se proteolyticky aktivuje systemin, ktery
spousti biosyntezu kyseliny jasmonové a tékavého methyljasmonatu. Jasmondaty jsou aktivatory
biosyntetickych drah spojenych s dalsimi signalnimi molekulami oligogalakturonidit a peroxidu

vodiku, které vysledné 7idi indukci genii kodujicich obranné insekticidni molekuly. Obrazek je

upraven podle [79].
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aktivniho systeminu. Diky volné pohyblivosti systeminu v rostlinném floému je zajiSténa
aktivace signalni drahy jak v okoli poranéni, tak po celé rostling.

Systemin interaguje se specifickym receptorem, ktery spousti kaskaddu déjt zahrnujici
aktivaci enzymu jako fosfolipasy A2, MAP kinasy a dale findlni uvolnéni linoleové
kyseliny z lipidové membrany [80]. Kyselina linoleovéa je prekursorem pro biosyntézu
kyseliny jasmonové tzv. "oktadekanovou" cestou. Fytohormon Kkyselina jasmonova ma
zéasadni tlohu v obranném mechanismu. Jednak je to hlavni signalni molekula v produkci
pfimé obrany (PI, PPO) a zaroven prekursor tékavé signalni molekuly metyljasmonatu,
aktivatoru rznych biosyntetickych drah vedoucich k uvolnéni dalsich tékavych obrannych
latek nepiimé obrany [81,82].

Mezi dalsi signalni molekuly, které se Ui€astni pfenosu informace o poranéni rostliny,
patii oligogalakturonidy a peroxid vodiku. Kyselina oligogalakturonova (OGA) [83] je
vysledkem hydrolyzy polygalakturonidi pektinové slozky rostlinné bunécné stény.
Molekula peroxidu vodiku [84] je v poSkozeném listovém pletivu biosyntetizovana
mnoha zpisoby, ale za hlavni divod se povazuje aktivace membranové vazaného NADPH
komplexu. Vzajemné propojeni signalnich drah riznych signalnich molekul neni pfesné
prostudovano, ale u lokdlnich déji v mist¢ poskozeni se uvazuje o sekvenci dé&ji
obsahujicich systemin, oligogalakturonidy, peroxid vodiku, které vedou vysledn¢ k indukci

exprese genu kodujici obranné proteiny (PI, PPO) [83].

1.3.3 Adaptace skudcu na obranny mechanismus rostlin

Tak jako si rostliny vyvinuly obranny mechanismus proti napadeni rliznymi herbivory,
tak 1 ze strany Skidci existuje mechanismus k zvySeni odolnosti proti rostlinnym
peptidasovym inhibitorim a dal§im insekticidnim latkdm. Obranny mechanismus hmyzu
muzeme, podobné jako u rostlin, rozd€lit na permanentni a indukovany [84].

Hmyzi konzumenti se déli na specializované monofagni a vSestranné polyfagni.
Specializovani hmyzi Skiidci potiebuji ke svému vyvoji a preziti pouze ur¢ité druhy
hostitelskych rostlin, zatimco vSestranni Sktidci toto omezeni ve zdroji rostlinné potravy
nemaji. Specializovani Skidci se pii pozeru jejich pfirozenych rostlinnych hostitelt
dostavaji do kontaktu s rostlinnymi obrannymi molekulami, proti kterym jsou odolné diky
svému permanentnimu detoxikaénimu mechanismu. Z konkrétnich piikladta vyplyva, ze
tento detoxikacni mechanismus je specificky pouze pro ptirozené rostlinné sekundarni

metabolity [85]. Hladina permanentnich detoxikac¢nich latek hmyzu se indukuje na vyssi
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koncentraci pii nardstu obsahu toxickych sloucenin v potravé. Hlavni vyhodou
specializovanych $kiidcti oproti vSestrannym je schopnost v rostlinach omezit biosyntézu
tékavych latek, které ptivolavaji predatory herbivorii [86]. VSestranni Skudci tyto vyhody
vymeénili za schopnost byt efektivnimi herbivory na Sirokém spektru rostlinnych druhi, ale
pfesto jsou schopni se pfizpisobit velkému poctu insekticidnich latek.

Mezi hlavni detoxikaéni enzymy, které skudci vyuzivaji, patii pfedevs§im cytochrom
P-450 monooxygenasa a glutathion S-transferasa. Cytochrom P-450 se indukuje po
interakci napf. s isoquinolinovymi alkaloidy (u octomilky Drosophila melanogaster
konzumujici kaktus Carnegia gigantea) [87] a s xanthotoxiny u vSestrannych sktdca [88].
Proti polyfenoloxidasam, které ptisobi insekticidné na zéklad¢ konjugace fenold s proteiny,
¢imz snizuji G€innost hmyziho traveni, se skiidci brani udrzovanim redukéniho prostiedi v
travicim traktu. Adapta¢ni mechanismy, kterymi hmyz reaguje na pfitomnost inhibitori
travicich peptidas, je mozné délit do tii kategorii. Prvnim z nich je indukce biosyntézy
travicich peptidas, ¢imz dochézi k saturaci rostlinnych peptidasovych inhibitori ptijatych v
potravé a kompenzaci blokovanych peptidas [89]. Dalsi obrannou strategii hmyzu je
schopnost exprese travicich peptidas z genomu hmyzu, které nejsou citlivé na urcité
peptidasové inhibitory a jejichz syntéza se spousti pfi snizeni travici kapacity traktu
vybaveného konstitutivnimi klasickymi typy peptidas. To bylo poprvé popsano pro
“necitlivé serinové peptidasy [90] a pozdé&ji také pro cysteinové peptidasy [91].
U nékterych serinovych a cysteinovych “necitlivych® peptidas je zndma jejich
aminokyselinova sekvence [92,93]. Zaroven byla u hmyzu nalezena detoxikaéni strategie
zaloZena na produkci peptidas jiné tfidy, nez proti kterym jsou cileny inhibitory [91], a

tyto peptidasy jsou schopny $tépit rostlinné peptidasové inhibitory a tim je deaktivovat.

1.3.4 Vyuziti v zemédélskych biotechnologiich

Vyznaénym trendem moderniho zemédélstvi je snaha o aplikaci SetrnéjSich metod na
ochranu plodin proti hmyzim Sktidctim. Jedna se o metody nezatézujici ptirodni prostiedi a
zarovenn vyhodné i z ekonomického hlediska oproti masovému pouzivani chemickych
pesticidi, u kterych v posledni dob¢ vzristala neefektivnost diky adaptaci hmyzich Skidcu.
Timto problémem se ve svété zabyva organizace na ochranu plodin IPM ("integrate pest
managment"), ktera se snazi o maximalni vyuziti rostlinnych obrannych mechanismt a
pfirodni biologické kontroly (vyuziti preddtorti a parazitd hmyzich Skidct). Soucasny

vyvoj smétuje k Slechténi odolnych transgennich plodin metodami genového inZenyrstvi,
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kdy jsou do rostlin inkorporovany geny rezistence jednak bakteridlniho a rostlinného
puvodu a v mensi mife i geny vyssich zivoc¢icht a mikroorganismu [94].

Klasickym bakteridlnim genem rezistence, ktery se hojné aplikuje v transgennich
rostlinach je Bt toxin z bakterie Bacillus thuringiensis. Tato ptdni sporovita bakterie
ty¢inkovitého tvaru s velkou ekologickou toleranci produkuje insekticidni protein zvany
Bt toxin nebo &-endotoxin. Prekursorova molekula Bt protoxin se proteolyticky aktivuje
Vv travicim traktu hmyzu, kde se vdze na glykoproteinové receptory a nasledné¢ dojde
k vmezefeni toxinu do bunééné membrany a k cytolyze epitelialni buiky, tim se celkové
paralyzuje travici trakt hmyzu [95,96]. V soucasné dobé je vénovana velkd pozornost
dvéma  hlavnim  skupindm  rostlinnych  genli  ud€luyjicich  odolnost  proti
Skiidcim — inhibitoriim travicich enzymu (peptidasové a amylasové inhibitory) a lektinim
[97,98]. Vyhodou téchto insekticidnich proteint je, Ze jsou obecné pfirozenou vybavou
rostlin, proto pfenos téchto genli do jinych rostlin je velmi Setrnou metodou pro zvyseni
jejich odolnosti. Takto vyslechténé transgenni plodiny jsou pro bézného konzumenta dobite
stravitelné a nijak Skodlivé a navic 1ze obranné proteinové insekticidy snadno inaktivovat
vafenim. Diky velkému zdjmu o perspektivni obranné inhibitory se vyuZzivaji také zastupci
genu rezistence zivo€iSného plivodu, jeZ se prendseji do fady zemeédé€lskych plodin,
napf. pankreaticky sekre¢ni trypsinovy inhibitor (Kazalova typu), ktery inhibuje serinové

peptidasy hmyzich fadu Lepidoptera, Homoptera, Orthoptera [96].
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2. Material a metody

2.1 Pouzité materialy

2.1.1 Chemikalie
Enzymy:

hovézi panktreaticky trypsin, hovézi pankreaticky chymotrypsin, papain, subtilisin —
— Sigma, USA

vepiova pankreaticka elastasa — Fluka, SRN

hovézi kathepsin D — izolovén ze slezin na UOCHB AV CR, Praha

Substraty:

Bz-Arg-pNA, azokasein, resorufin-kasein, hemoglobin — Sigma, USA
Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA, Z-Phe-Arg-pNA, H-Val-Tyr-Ser-bNA, Z-Leu-Leu-Glu-bNA,
Z-Ala-Ala-Asn-AMC, Z-Phe-Arg-AMC — Bachem, SRN
(Dabcyl)PRSEEKKNDRI(EDANS), (Dabcyl)PRSEEKK(EDANS),
(Dabcyl)KKNDRI(EDANS) — syntetizované na UOCHB AV CR, Praha

Inhibitory peptidas:

N-tosyl-L-lysin-chloromethyl keton (TLCK) — Fluka, SRN

N-tosyl-L-fenylalanin-chloromethyl keton (TPCK), Pepstatin A, diisopropyl fluorofosfat
(DPF), fenylmethylsulfonyl fluorid (PMSF) — Sigma, USA
trans-epoxysukcinyl-L-leucylamido-(4-guanidino)butan (E-64) — Serva, SRN

cystatin - izolovany z vajeénych bilkt podle [99]

Ostatni chemikalie:

acetonitril, k. trifluoroctova, k. trichloroctova, glycin — Merck, SRN

dimethylsulfoxid - Fluka, SRN

chlorid sodny, chlorid vapenaty, siran sodny, sifiitan sodny, hydroxid sodny, k. citronova,
k. octova, k. chlorovodikova, chelaton III. (EDTA), azid sodny — Lachema, CR
Tris[hydroxymethyllaminomethan (Tris), monoethanolamin, dithiothreitol (DTT), Tween
20, Triton X-100, Brij 35, D-tryptophan methyl ester — Sigma, USA

18



2.1.2 Biologické materialy

Tabak (Nicotiana attenuata):

Rostlinny material byl ziskan z Max Planck institutu chemické ekologie (Jena, SRN).
Rostliny byly vypéstovany ve sklenikovém rezimu za standardizovanych podminek
(ziviny: zemina bohata na dusi¢nany, denni zalivka demineralizovanou vodou, fotoperioda:
16 hodin svétla pti 32°C, 8 hodin tmy pii 27°C). Rostliny péstované ze semen byly
sklizeny kolem 25. dne riastu. Listové pletivo bylo sbirano dle standardizovaného
vyvojového typu listll a uchovavano pii -70°C [100].

LiSaj tabakovy (Manduca sexta):

Housenky M.sexta byly ziskany ze standardizovaného chovu oddé€leni piirodnich latek
na UOCHB AV CR v Praze. Housenky M. sexta byly chovany na komplexni umélé dieté.
Travici §tavy byly housenkdam starSim nez 2 tydny odebirany jednou denné neinvazivni

metodou (obrazek 2.1) pomoci plastikovych pasteurovych pipet.

Obrazek 2.1: UKdzka neinvazivniho zpiisobu odebirdni travicich Stav housenky pomoci

plastikové pasteurové pipety.

2.1.3 Pristroje a vybaveni

Ptistroje:

homogenizator Cat X-154 s nastavci TION a TON CAT,SRN
lyofilizator Freezone 6 Liter Labconco, USA
rotaéni odparka SpeedVac Concentrator Thermosavant, USA
UV/VIS spektrofotometr Pye Unicam PU 8610 Philips, UK
UV/VIS spektrofotometr Helios o Unicam, UK
fluorescen¢ni spektrofotometr LS-3B Perkim-Elmer, USA
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HPLC chromatograficky systém Lachrom
sonikator Teson 1

centrifuga Eppendorf 5415D

centrifuga Beckmann J2-MI

digitalni pH-metr Pracitronic MW 870
fluorescenc¢ni/absorban¢ni ¢tecka GENios
hmotovy spektrometr TofSpec 2E
automaticky syntetizator peptida

proteinovy sekvenator Procise 491

Kolony a nosiée:

Sephadex G-50 Superfine

Vydac Protein C, 214TP54

Vydac Protein C4 214TP510

Vydac Protein & Peptides C;53218TP510
p-aminobenzamidin-agarosa
NHS-aktivovana Sepharosa 4B FF
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Eppendorf, SRN
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Waters Micromass, UK
Vyvojové dilny UOCHB AV CR
Applied Biosystems, USA

Amersham Biosciences, Svédsko

The separating group Hesperia, USA
Sigma, USA
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2.2 Pouzité metody

2.2.1 Izolace peptidas z travicich stav M. sexta
2.2.1.1 lzolace MS-trypsinu

Pouzité reagencie:

» Travici $stavy byly centrifugovany (10 min, 4°C, 10000 g) a supernatant zfedén pufrem
pH 8,5 v poméru 1:1.

= Afinitni kolona: p-aminobenzamidin-agarosa

Pufry:

= 50 mM Tris-HCI, pH 8,5, 20 mM CaCl,, 0,1% NaNj3;

= 100 mM Na-acetat, pH 3,0, 20 mM CaCl,

Navazani MS-trypsinu (2 ml zfedéného supernatantu viz vySe) na chromatograficky
nosi¢ s p-aminobenzamidinem (1 ml) bylo provedeno vsadkové pii pH 8,5 za stalého
michani po dobu 30 min pti 4°C. Nasledné promyti a samotna eluce byla provedena na
kolon¢ za laboratorni teploty. Kolona byla néasledn¢ promyta pomoci 10 ml pufru pH 8,5,
10 ml pufru pH 8,5 s 0,1% Brij 35 a 10 ml 10-krat zfedéného pufru pH 8,5. MS-trypsin byl
eluovan pomoci 10 ml pufru pH 3,0. Jednotlivé frakce byly sbirdany po 2 ml, u elu¢nich
frakci bylo pomoci 1 M roztoku Tris upraveno vysledné pH na hodnotu 8,5. U frakci byla
prométena absorbance pii 280 nm a byla testovana aktivita peptidas se substraty BApNA a

AAPFpNA pii pH 10,0 (kapitola 2.2.3.2).

2.2.1.2 lzolace MS-chymotrypsinu

Byla pouZita afinitni kolona s ligandem D-tryptophan methyl esterem navazanym
na nosi¢i NHS-aktivované Sepharose 4B FF. Kolona byla pfipravena reakci 4 mg
D-tryptophan methyl esteru s 1 ml nosi¢e podle firemniho navodu. S timto nosi¢em byly
inkubovany prurazové nenavazané frakce z afinitni chromatografie na p-aminobenzamidin-
agarose (kapitola 2.2.1.1). Pouzité pufry a dalSi postup byl analogicky jak je uvedeno
v odstavci 2.2.1.1.

2.2.2 Priprava homogenatu z listového pletiva N. attenuata
Extrakéni pufry:

= 50 mM Na-citrat, pH 4,3, 1 M NaCl, 0,5% Na,SOs

= 100 mM Tris-HCI, pH 8,0, 10 mM CaCl,
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Listové pletivo bylo suspendovano v extrakénim pufru (pH 4,3 nebo pH 8,0) v poméru
1g/5 ml. Smés byla homogenizovana za chlazeni na ledové lazni pomoci nozového
homogenizatoru Cat X-154 s nastavcem TO6N. Po 30 min extrakci pfi 4°C byla smés
centrifugovana (30 min, 15000 g, 4°C). Takto ziskany supernatant byl pouzit pro analyzu
aktivit peptidasovych inhibitort.

2.2.3 Stanoveni enzymovych aktivit peptidas

2.2.3.1 Pouzité reagencie

= Extrakt z listového pletiva N. attenuata obsahujici peptidasové aktivity byl pouzit
nefedény (piiprava je uvedena v kapitole 2.2.2).

Testovaci pufry:

= 100 mM glycin-NaOH, pH 10,0, 10 mM CaCl, *

= 500 mM Tris-HCI, pH 8,8

= 100 mM Tris-HCI, pH 8,0, 10 mM CaCl, *

= 50 mM Na-citrat, pH 5,5, 2 mM EDTA

= 100 mM Na-fosfat, pH 5,5 * *

= 50 mM Na-acetat, pH 5,5 * #

= 200 mM Na-acetat, pH 3,6 *

v piipadé testt enzymovych aktivit cysteinovych peptidas byl pufr obohacen 2,5-5 mM DTT,

*V testech s primarnimi rostlinnymi extrakty byl pufr obohacen 0,1% Tween 20

Substraty:

= 2% azokasein (20 mg/ml piislusného pufru)

= 2% hemoglobin (20 mg/ml pufru pH 3,6)
Ptiprava 2% hemoglobinu: 10 g hemoglobinu bylo rozetfeno v tfeci misce a
suspendovano ve 200 ml vody. Pomoci 1 M HCI bylo pH upraveno na hodnotu 2 a
sm¢s byla michdna 8 hod pfti 4°C. Pfidanim roztoku 0,5 M NaOH bylo pH upraveno na
hodnotu 3,6 a smés byla doplnéna vodou na vysledny objem 250 ml. Smés byla
zfiltrovana a skladovéna pti -20°C. Zéasobni roztok hemoglobinu byl vzdy cerstve
pfipraven nafedénim 1:1 pufrem: 100 mM Na-acetat, pH 3,6, 20 mM NaCl.

= zasobni roztoky substrati znacenych p-nitroanilidem (pNA): 50 mM Bz-Arg-pNA
(20 mg/ml DMSO), 10 mM Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA (6,25 mg/ml DMSO)

= zasobni roztoky substratti zna¢enych B-naftylamidem (BNA): 10 mM H-Val-Tyr-Ser-
-BNA (4,93 mg/ml DMSO), 10 MM Z-Leu-Leu-Glu-BNA (6,33 mg/ml DMSO)
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zasobni roztok substratu zna¢eného 7-amido-4-methylkumarinem (AMC): 5 mM Z-
Ala-Ala-Asn-AMC (2,98 mg/ml DMSO), 2,5 mM Z-Phe-Arg-AMC (1,62 mg/ml
DMSO)

0,4% resorufin-kasein (15 mg/3,75 ml voda)

5 mM zasobni roztoky substrati znacenych fluorescenénim FRET (“Fluorescence
resonance energy transfer®) markrem Dabcyl-EDANS:
(Dabcyl)PRSEEKKNDRI(EDANS), (Dabcyl)PRSEEKK(EDANS),

(Dabcyl) KKNDRI(EDANS)

Enzymy:

trypsin (20 pg/ml voda)
chymotrypsin (20 ng/ml voda)
papain (10 ug/ml pufr pH 5,5)
elastasa (20 ug/ml voda)

subtilisin (20 png/ml voda)
kathepsin D (20 ug/ ml pufr pH 3,6)
MS-trypsin (20 ug/ml voda)
MS-chymotrypsin (20 ug/ml voda)

Peptidasové inhibitory:

5 mM E-64 (v 50% ethanolu)
1 mM pepstatinu (v DMSO)
20 mM PMSF (v DMSO)

0,5 mM cystatin (ve vod¢)

27 mM TLCK (ve vode¢)

29 mM TPCK (v ethanolu)
100 mM DFP (v izopropanolu)
200 mM EDTA/Na; (ve vode)

Dalsi ¢inidla:

50% kyselina octova
5%, 6%, 25% TCA
500 MM DTT
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2.2.3.2 Stanoveni aktivit peptidas se substraty znacenymi p-nitroanilidem

Stanoveni enzymovych aktivit: K 0-100 pl testovaného rostlinného extraktu doplnéného
na 1 ml testovacim pufrem (Tris-HCI pH 8,0, Tris-HCI pH 10,0 nebo fosfatovy pufr
pH 5,5) bylo piidano 25 ul zasobniho roztoku substratu zna¢eného pNA. Po 30-180 min
inkubaci pii 37°C byly enzymové reakce zastaveny piidanim 100 pl kyseliny octové.
Absorbance reak¢éni smési byla prométena pii vlnové délce 405 nm proti piislusSnym
kontrolnim vzorkiim.

Stanoveni inhibi¢nich aktivit: Pouzité reagencie a postup stanoveni byl stejny jako je

popsano v predeslém odstavei s vyjimkou zaclenéni preinkubace enzymu s inhibitorem
jako prvniho kroku.
A/ Varianta pro analyzu rostlinnych peptidas: Preinkuba¢ni smés (200 pl) rostlinného
extraktu a ptislusného pufru byla inkubovana (15 min, 20°C) s 5-40 pl roztoku komer¢niho
inhibitoru.
B/ Varianta pro analyzu rostlinnych inhibitorii: Preinkubacni smés (200 ul) rostlinného
extraktu a pfislusného pufru byla inkubovana (15 min, 20°C) s 20-50 ul roztoku
purifikovaného enzymu. Méfeni bylo provedeno pro kazdy vzorek v duplikatech.

Obsah inhibitoru trypsinu (nmol/mg proteinti pletiva) v rostlinném extraktu byl uréen

titraci znamého mnoZstvi trypsinu.

2.2.3.3 Stanoveni aktivit peptidas s azokaseinem

Stanoveni enzymovych aktivit: K 0-100 ul testovaného rostlinného extraktu doplnéného

na 200 ul pufrem (pH 8,0 nebo pH 10,0) bylo ptidano 200 ul roztoku azokaseinu. Reak¢ni
smés byla inkubovana pti 37°C 30-120 min. Enzymaticka reakce byla ukoncena pfidanim
800 ul 6% roztoku TCA. Po 30 min pti 4°C byl vysrazeny nestépeny azokasein odd€len
centrifugaci (10 min, 10000 g). Absorbance supernatantu byla prométena pii vinové délce
366 nm proti pfisluSnym kontrolnim vzorkiim.

Stanoveni inhibi¢nich aktivit: Pouzité reagencie a postup stanoveni byl stejny jako je

popsano v predeslém odstavci s vyjimkou zalenéni preinkubace enzymu s inhibitorem

jako prvniho kroku.
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A/ Varianta pro analyzu rostlinnych peptidas: Prenkubac¢ni smés (200 ul) obsahujici
rostlinny extrakt a pfisluSny pufr byla inkubovana (15 min, 20°C) s 10-25 ul roztoku
komeréniho inhibitoru.

B/ Varianta pro analyzu rostlinnych inhibitorti: Preinkuba¢ni smés (200 pl) obsahujici
rostlinny extrakt a pfisluSny pufr byla inkubovana (15 min, 20°C) s 10-25 ul roztoku
purifikovaného enzymu.

Mg¢éteni bylo provedeno pro kazdy vzorek v duplikatech.

2.2.3.4 Stanoveni aktivit peptidas s hemoglobinem

Stanoveni enzymovych aktivit: K 0-100 pl testovaného rostlinného extraktu doplnéného

na 200 ul testovacim acetatovym pufrem (pH 3,6) byl pfidan 1 ml roztoku hemoglobinu.
Po 60 min. inkubaci pii 37°C byla reakce zastavena pridanim 250 pl 25% TCA. Po 30 min
pfi 4°C byl vysrazeny neStépeny hemoglobin oddélen centrifugaci (10 min, 10000 g).
Absorbance supernatantu byla proméfena pii vinové délce 280 nm proti piislusnému
kontrolnimu vzorku.

Stanoveni inhibi¢nich aktivit: Pouzité reagencie a postup stanoveni byl stejny jako je

popséno v ptredeSlém odstavci s vyjimkou zaclenéni preinkubace enzymu s inhibitorem
jako prvniho kroku.

A/ Varianta pro analyzu rostlinnych peptidas: 200 pl preinkubacni smés testovaného
extraktu a acetatového pufru (pH 3,6) byla inkubovana (15 min, 20°C) s 5 ul roztoku
pepstatinu.

B/ Varianta pro analyzu rostlinnych inhibitorii: 200 pl preinkubacni smés testovaného
extraktu a acetatového pufru byla inkubovana (15 min, 20°C) s 50 ul roztoku
kathepsinu D.

Meéteni bylo provedeno pro kazdy vzorek v duplikatech.

2.2.3.5 Stanoveni aktivit peptidas se substraty znacenymi B-naftylamidem

Stanoveni enzymovych aktivit: 0-25 ul testovaného extraktu bylo doplnéno acetatovym
pufrem (pH 5,5) na vysledny objem 500 ul. Enzymova reakce byla zahajena ptidanim 5 pl
roztoku substratu zna¢en¢ho B-NA. Enzymova méteni byla provadéna na fluorescen¢nim
spektrometru pii 37°C. Uvoliiovani produktu bylo pritbézné monitorovano po dobu 10 min

méienim fluorescence pii excitacni vinové délce 335 nm a emisni vinové délce 410 nm.

25



Stanoveni inhibi¢nich aktivit: Pouzité reagencie a postup stanoveni byl stejny jako je
popsano v piredeslém odstavci s vyjimkou zaclenéni preinkubace (15 min) smési
rostlinného extraktu a acetatového pufru (pH 5,5) s 5 ul roztoku komeréniho inhibitoru
jako prvniho kroku.

Meéteni bylo provedeno pro kazdy vzorek v duplikatech.

2.2.3.6 Stanoveni aktivit peptidas se substraty znaéenymi 7-amido-4-
methylkumarinem (AMC)

Stanoveni enzymové aktivity: 0-25 pl testovaného rostlinného extraktu bylo doplnéno

acetatovym pufrem (pH 5,5) na vysledny objem 500 pl. Enzymova reakce byla zahéjena
pridanim 5 pl roztoku substratu zna¢eného AMC. Enzymova méfeni byla provadéna
na fluorescenénim spektrometru pii 37°C. Uvolilovani produktu bylo pribézné
monitorovano po dobu 10 min méfenim fluorescence pii excitacni vinové délce 360 nm a

emisni vlnové délce 460 nm.

Stanoveni inhibi¢ni aktivity: Pouzité reagencie a postup stanoveni byl stejny jako je
popsano v piedeslém odstavci s vyjimkou zaclenéni preinkubace (15 min) smési
rostlinného extraktu a acetatového pufru (pH 5,5) s 5 ul roztoku komer¢niho inhibitoru
jako prvniho kroku.

Méfteni bylo provedeno pro kazdy vzorek v duplikatech.

Pro méfeni aktivity legumaini, jednotka U odpovidd uvolnéni 1 nmol produktu za jednu

minutu.

2.2.3.7 Stanoveni aktivit peptidas se substraty znacenymi Dabcyl-EDANS

Stanoveni enzymovych aktivit: Do jednotlivych jamek mikrodesti¢ky bylo pipetovano:

20 pl rostlinného extraktu, 60 ul acetatového pufru (pH 3,6, pH 5,5) s 2 mM DTT,
20 pl 100 uM roztoku substratu ve stejném pufru. Enzymova méfeni byla provadéna na
fluorescenéni ¢tecce pii 31°C. Fluorescence byla prométena po dobu 10-120 min
podle typu substratu pti exita¢ni vinové délce 330 nm a emisni vlnové délce 485 nm.

Stanoveni inhibic¢ni aktivity: Pouzité reagencie a postup stanoveni byl stejny jako je

popsano v piredeslém odstavci s vyjimkou zaclenéni preinkubace (15 min) smési

rostlinného extraktu a acetatového pufru s 0,5-5 pl roztoku komercniho inhibitoru
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(finalni koncentrace 10 uM pepstatin, 25 uM cystatin, 50 uM E-64, 1 mM EDTA) jako
prvniho kroku.

2.2.3.8 Stanoveni aktivit peptidas s resorufin-kaseinem

Stanoveni enzymovych aktivit: Reakéni smés (60 pl) obsahovala 0-25 ul testovaného

rostlinného extraktu, citratovy pufr (pH 5,5) a 25 ul roztoku resorufin-kaseinu. Po 60 min
inkubaci (37°C) byla reakce zastavena ptidavkem 250 pl 5% TCA a dale inkubovéna
(37°C) dalsich 10 min. Poté byla wvznikld srazenina oddélena centrifugaci
(10 min, 10000 g), k 200 ul supernatantu bylo piidano 300 ul pufru (pH 8,8). Fluorescence
byla prométena pti excitacni vinové délce 574 nm a emisni vinové délce 584 nm.

Stanoveni inhibi¢nich aktivit: Pouzité reagencie a postup stanoveni byl stejny jako je

popsano v piedeslém odstavci s vyjimkou zaclenéni preinkubace rostlinného extraktu s
5-20 ul roztoku komeréniho inhibitoru jako prvniho kroku.

Mg¢teni bylo provedeno pro kazdy vzorek v duplikatech.

2.2.4 Izolace inhibitoru trypsinu

1/ Pfiprava proteinové frakce:

Listové pletivo skladovano pii —70°C byla suspendovano ve vychlazeném extrakénim
pufru: 50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 0,1 M NaCl v poméru 1 g/50 ml a homogenizovana
pomoci nozového homogenizatoru Cat X-154 s nastavcem TI1ON po dobu 5 min
na ledové lazni. K homogenatu byly piidany peptidové inhibitory na vyslednou
koncentraci: 0,09 mM DFP (0,02 ul 50 mM roztoku/ml homogenatu) a 1 mM PMSF
(2l 500 mM roztoku/ml homogenatu). Po 12 h extrakci za michani pii 4°C byl
homogenat centrifugovan (30 min, 15000 g, 4°C). Proteinova frakce supernatantu byla
vysrazena postupnym piidavanim pevného siranu amonného do 80% nasyceni. Po 2 h stani
pti 4°C byl proteinovy precipitat oddélen centrifugaci (30 min, 15000 g, 4°C). Precipitat
byl resuspendovan ve vodé (12,5 ml/1 g ptivodniho materialu) a dialyzovan pii 4°C proti
vod¢ v dialyzaéni membrané Spectrapor 1000. Po dialyzaci byl material lyofilizovan.

2/ Gelova chromatografie:

Lyofilizat byl resuspendovan v pufru: 100 mM Tris-HCI, pH=8,0, 500 mM NacCl, 0,02%

NaN3; a nanesen na kolonu Sephadexu G-50 Superfine (2,2 x 125 cm) ekvilibrovanou

stejnym pufrem. Pritok kolonou byl 12 ml/h a frakce byly sbirany po hoding. Prib¢h
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chromatografie byl sledovan kontinualnim métenim absorbance pii vinové délce 220 nm.
Frakce s inhibi¢ni aktivitou byly spojeny a dialyzovany proti vod¢ v dialyzacni membrané
Spectrapor 1000 a poté lyofilizovany.

3/ Vysokoud¢inna kapalinovd chromatografie na reversni fazi (RP-HPLC):

Lyofilizovany vzorek po gelové chromatografii byl resuspendovan v 0,1% TFA
(1 mg/ml) a purifikovan pomoci RP-HPLC na chromatografu Hitachi LaChrom model
L7100 se spektrofotometrickym detektorem Hitachi L4000A. Pouzita byla kolona Vydac
Protein C4 214TP54 pro analytickou chromatografii a kolona Vydac Protein C, 214TP510
pro preparativni chromatografii. Pro d€leni proteinil byla pouzita nésledujici mobilni faze:
roztok A=0,1% TFA, roztok B=0,1% TFA, 60% acetonitril. Eluce probihala gradientem
0-5% B/10 min, 5-15% B/60 min, 45-100% B/30 min, pfi pratoku 1 ml/min pro
analytickou kolonu a s pratokem 4 ml/min pro preparativni kolonu. Pribéh chromatografie
byl sledovan kontinualnim méfenim absorbance pii vinové délce 220 nm. Ziskané frakce

byly vysuSeny na SpeedVac odparce.

2.2.5 Analytické metody

2.2.5.1 Redukce a karboxymethylace disulfidovych mustka

Pouzity postup byl modifikaci metody podle [101]. Lyofilizat proteinu byl rozpustén v
80 ul pufru: 0,25 M Tris-HCI pH 8,3, 8 M mocovina, 2 mM EDTA. Dale byl pfidan
dithiothreitol jako 10% roztok v uvedeném pufru v mnozstvi, které bylo molarné 500—ti
nasobkem pfitomnych cystind (4 cystiny/molekulu dvoufetézcové domény). Redukce

probihala 2 hodiny v dusikové atmosféie za laboratorni teploty.

Modifikace volnych thiolovych skupin proteinu byla nasledné provedena za michani
postupnym piidavanim roztoku kyseliny jodoctové (0,3 M roztok v pivodnim pufru, pH
upraveno na 8,3 pomoci 5 M NaOH). Mnozstvi pouzitého alkyla¢niho ¢inidla bylo 1,1
molarnim nasobkem ptitomnych thiolovych skupin. BEéhem reakce bylo pH udrZzovano na
pfiblizné hodnoté 8,3 pomoci 2 M NaOH. Reakce probihala v dusikové atmosféfe ve tmé.
Pribéh reakce byl kvalitativné kontrolovan na piitomnost thiolovych skupin reakei s
DTNB, k testu bylo vzdy uzito 10 ul reak¢éni smési [102]. Po ukonceni alkylacni reakce byl
roztok dale inkubovan 30 min. Pfidanim roztoku merkaptoethanolu na koncentraci 1% byla

reakce zastavena.
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Modifikované peptidové fetézce uvolnéné rozpadem disulfidii byly separovany pomoci
RP-HPLC na kolon¢ Vydac Protein C4 214TP54. Pro dé¢leni fetézcl byla pouzita
nasledujici mobilni faze: roztok A=0,1% TFA, roztok B=0,1% TFA, 60% acetonitril s

gradientem 1% B/min.

2.2.5.2 Urceni N-koncové aminokyselinové sekvence

Pti automatickém odbouravani N-koncovych aminokyselin byl pouzit proteinovy

sekvenator Procise 491. Jednotlivé PTH-derivaty byly identifikovany pomoci RP-HPLC.

2.2.5.3 Urcéeni molekulové hmoty proteint
Polyakrylamidova elektroforéza v pritomnosti SDS

Provedeni polyakrylamidové elektroforézy (PAGE) v ptfitomnosti 0,1% SDS vychazelo
z postupu podle Laemmliho [103]. Pouzivany byly 15% polyakrylamidové gely
o rozmérech 80x60x0,7 mm, vlastni elektroforéza byla provedena na piistroji Hoeffer
Mighty Small. Fixace probihala 30 min v roztoku obsahujicim 45% ethanol, 10% kyselinu
octovou. K barveni byla pouzita Coomassie Brilliant Blue G250 [104] nebo sttibro [105].
Hmotova spektrometrie MALDI-TOF

Stanoveni molekulové hmoty proteinli bylo provedeno na hmotovém spektrometru
SpecTof 2E, jako matrice byly pouzity: a-Kyano-4-hydroxyskoficova kyselina
(MW<10 kDa) a sinapikova kyselina (MW>10 kDa).

2.2.5.4 Stanoveni obsahu proteinu

V proteinovém extraktu byl stanoven celkovy obsah proteinii kolorimetrickym testem
podle Bradfordové [106]. Reakéni smés (1050 pl) tvotilo 10-30 pl proteinového extraktu
doplnénych vodou do 50 pl a 1 ml ¢inidla podle Bradfordové. Po inkubaci (30 min, 37°C)
byla proméfena absorbance pii vlnové délce 595 nm. Kalibracni kiivka byla pro kazdé
stanoveni pfipravena se standardnim proteinovym roztokem BSA, ktery byl pipetovan

v mnozstvi 0-50 pl (0-14 pg). Méfeni bylo pro kazdy vzorek provedeno v duplikatech.
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2.2.6 Analyza primarnich a tercialnich struktur
2.2.6.1 Analyza primarnich sekvenci

Databaze proteinovych sekvenci Swiss-Prot/TrEMBL byla pouzita k vyhledani
homologickych cDNA sekvenci. Pro analyzu homologie a pfifazeni sekvenci byly pouzity
nasledujici programy dostupné prostiednictvim internetu: Blast 2 sequences (NCBI server)
a ClustalW (ExPASYy server).

2.2.6.2 Priprava 3D modelu

Vychozimi templaty pro tvorbu 3D modeld inhibitorti PI-11 z N. attenuata byly zvoleny
struktury inhibitorti PI-1l z N. alata, jejichZ koordinaty byly ziskany z PDB databaze [109].
Na zékladé€ vysoké homologie mezi t€émito inhibitory byly na templatové molekule pomoci
programu SwissPDB Viewer 3.7 provedeny zdmény aminokyselin charakteristické pro
inhibitor z N. attenuata. Optimalizace modelu byla provedena pomoci automatického
modelovaciho serveru Swiss Model. K prezentaci byl pouZit program SwissPDB Viewer

3.7.

2.2.7 Syntéza peptidovych substratu

Syntéza peptidi na pevné fazi (polymerni kulickovy nosi¢ typu TentaGel) byla
provedena na automatickém syntetizatoru peptidd (Vyvojové dilny UOCHB AV CR)
pomoci strategie Fmoc/tBu 95,96. Byly pouZity prekursory protogennich aminokyselin
chranéné konvencnim zpisobem a nasledujici prekursory pro syntézu fluorescencni

znac¢ky: Fmoc-Lys(Dabcyl)-OH, Fmoc-Glu(EDANS)-OH.

Po ukonceni celé syntézy nasledovala deprotekce bocnich fetézcti aminokyselin a
odstépeni peptidl z nosi¢e TFA procedurou. Peptidovy material byl extrahovéan a vysuSen.
Pro ptecisténi syntetizovanych peptidii byla pouzita RP-HPLC na preparativni koloné
Vydac C18 (25x4,6 cm) pii pratoku 3 ml/min. Mobilni faze tvofily roztoky:
A/ 0,04% TFA ve vodé, B/ 0,04% TFA v acetonitrilu, které byly michany v gradientu
0,5% B/min. Chromatografie byla monitorovana pfi vinové délce 222 nm. Ziskané peptidy

byly charakterizovany pomoci aminokyselinové analyzy a hmotové spektrometrie.
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3. Vysledky a diskuse

3.1 Biologicky model

V této praci byl zvolen jako biologicky model pro studium interace “rostlina-hmyz*:

divoky tabak Nicotiana attenuata a jeho pfirozeny Skudce lisaj tabakovy Manduca sexta.

Divoky tabak N. attenuata (obrazek 3.1)
patii do celedi lilkovitych (Solanaceae),
pochazi z poustni oblasti jihozapadni casti
Severni Ameriky. Genotypy z rlUznych
geografickych  lokalit (napf. genotypy
z Uzemi stati Utah, Arizona a Kalifornie) se
li$i svoji vybavou obrannych peptidasovych
inhibitord [111,112]. V této praci byly
studovany peptidasové inhibitory dvou
genotypt nazyvanych Utah a Arizona. Byly
sledovéany indukované hladiny peptidasovych

inhibitort v listovém pletivu vyvolané

Obrazek 3.1: Divoky tabak Nicotiana
attenuata

riznymi pro rostlinu stresovymi podminkami souvisejici s poranénim.

Lisaj tabakovy M. sexta patiici do fadu Lepidopteran pochazi ze Severni Ameriky.

M. sexta béhem svého zivota prochézi ¢tyfmi vyvojovymi
stadii (vajicko, larva, kukla a dospélec), pticemz pouze
housenka se zivi listovym pletivem tabaku (alternativné
také rajéat a brambor), zatimco dospélec konzumuje
vyhradn¢ nektar. Housenka M. sexta (obrazek 3.2) je
herbivoralni Skudce, u kterého se béhem evoluce
vyvinula resistence vuc¢i jedovatému insekticidnimu
tabakovému alkaloidu - nikotinu [113]. Diky své
dostupnosti, kratkému zivotnimu cyklu a dostate¢né
velikosti (housenka miize dosahovat az 9 cm) je M. sexta
Siroce vyuzivana ve védeckém vyzkumu. V této praci
byly studovany travici peptidasy ze stfev housenek

odchovanych na komplexni umé¢lé dieté.
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Obrazek 3.2: Housenka lisaje
tabakoveho (Manduca sexta)



3.2 Prehled inhibitoru peptidas v pletivech Nicotiana attenuata

V piedeslych studiich, které se zabyvaly jinymi druhy tabaku (N. alata a N. tabacum),
byly identifikovany proteinové inhibitory se specifickou inhibi¢ni aktivitou k serinovym
peptidasam, konkrétné¢ savéim tradvicim peptidasam trypsinu, chymotrypsinu a elastase
[114]. Déle byly u tabakit detekovany inhibitory serinovych peptidas bakteridlniho
subtilisinu a oryzinu z vieckovytrusych hub, které ziejmé slouzi k obrané rostlin proti
fytopatogenim [115]. U dalSich rostlin z celedi lilkovitych (Solanaceae), jako jsou
brambory a raj¢ata, byly navic nalezeny obranné inhibitory se specifitou proti savéimu
kathepinu D (aspartatova peptidasa) a rostlinnému papainu (cysteinova peptidasa) [116].
Vyse uvedené rostlinné inhibitory, které jsou schopné inhibovat savéi modelové peptidasy,
jsou ziejmé fyziologicky cileny proti pfibuznym travicim enzymim hmyzu. Z téchto
informaci se vychazelo pii sestaveni nasledujiciho spektra peptidas pro “screening‘
peptidasovych inhibitor v listovém pletivu tabaku N. attenuata. Ze savcich peptidas byly
testovany tyto modelové enzymy: chymotrypsin, trypsin, elastasa a kathepsin D, déle
bakteridlni subtilisin a rostlinny papain. Navic byly do testli zafazeny autentické travici
enzymy housenky M. sexta jako pfirozeného $kidce na tabaku N. attenuata, konkrétné
trypsin  (MS-trypsin) a chymotrypsin (MS-chymotrypsin). Inhibice téchto cilovych
peptidas byla testovana s proteinovym extraktem z N. attenuata v aktivitnim testu se
specifickymi substraty peptidas a spektrometrickou detekci, jak je popsano v kapitole
2.2.3. Ziskané vysledky jsou uvedeny v tabulce 3.1.

Tabulka 3.1: Prehled zastoupeni peptidasovych inhibitorii v listovém pletivu dvou genotypii N.
attenuata.

Inhibice cilové peptidasy

serinové aspartatové cysteinové
Genotyp Try Ctry MS-Try MS-Ctry Elastasa Subtilisin  Kathepsin D Papain
Utah + + + + + + - -
Arizona - - - + + + - -

+ inhibitor detekovdn, - inhibitor nedetekovan, Try a Ctry = hovezi pankreaticky travici trypsin

resp. chymotrypsin; MS-Try a MS-Ctry = travici trypsin resp. chymotrypsin housenky M. sexta

Vysledky ukazuji, ze ve vSech testovanych extraktech listového pletiva N. attenuata byly
nalezeny vyhradné proteinové inhibitory serinovych peptidas. U genotypu pochazejiciho
z Utahu byla urCena vyraznd inhibi¢ni aktivita k trypsinovym peptidasdm (savéim 1
hmyzim), dale pak k chymotrypsinu (savéimu 1 hmyzimu), k sav¢i elastase a

k baktreridlnimu subtilisinu. Pfekvapivé u testovanych vzorkli genotypu z Arizony nebyla
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zaznamenana zadna inhibicni aktivita vic¢i trypsinovym peptidasam (ani savéim ani
hmyzim), byla stanovena inhibi¢ni aktivita pouze k hmyzimu chymotrypsinu (nikoli ale
k savéimu chymotrypsinu), k sav¢i elastase a bakterialnimu subtilisinu. Inhibitory
aspartatovych a cysteinovych peptidas (kathepsinu D resp. papainu) nebyly u zadného
genotypu tabaku N. attenuata detekovany.

3.3 lzolace a charakterizace inhibitoru trypsinu

Ze ziskanych vysledkt aktivitnich testl je patrné, Ze genotypy tabaku N. attenuata se
vzajemné lisi svoji vybavou peptidasovych inhibitori. Jednd se zejména o absenci
inhibitorti peptidas trypsinového typu (blokujicich savéi i hmyzi trypsin) u genotypu
Arizona, zatimco genotyp Utah té€mito inhibitory disponuje. Na zakladé¢ uvedenych
poznatkit byl vybrdn trypsinovy inhibitor pro izolaci a biochemickou analyzu jako
zajimavy genotypovée specificky protein s potencionalni obrannou funkci.

Extrakce listového pletiva N. attenuata byla porovnavana pro dvoji homogenizac¢ni
podminky bézné pouzivané pii izolaci rostlinnych proteinovych latek: v kyselém pufru pH
4,3 a mirn¢ zéasaditém pH 8,0 (kapitola 2.2.2). V takto ziskanych homogenatech byly
stanoveny obdobné inhibicni aktivity k cilovym peptidasam typu trypsinu. Pro dalsi praci
v preparativnim méfitku byly pouzity zasadité extrakéni podminky a byla vypracovana
izolacni procedura, zaloZen4 na kombinaci nékolika separacnich krokl. Vysledny postup
izolace je znazornén na obrazku 3.3 (str. 34). V prvnim kroku byla provedena frakcionace
siranem amonnym a ziskana proteinova frakce. Nasledné déleni proteinti podle molekulové
hmoty na kolon¢ Sephadex G-50 Superfine ukézalo, ze inhibi¢ni aktivita je spojena
s nizkomolekularnimi proteiny s molekulovou hmotnosti mensi nez cca 10 kDa. Gelova
chromatografie umoznila jejich G¢innou separaci od ostatnich vysokomolekuldrnich
proteinovych slozek listového pletiva (obrazek 3.4, str. 34). Spojena frakce inhibitorQ
trypsinovych peptidas byla déle purifikovana pomoci RP-HPLC na koloné¢ Vydac Protein
C4 214TP54. Vysledkem tohoto posledniho purifikacniho kroku byla série zhruba tticeti
proteinovych frakci. Po provedeni aktivitnich testl byla identifikovdna sekce s frakcemi
vykazujicimi hledanou inhibi¢ni aktivitu k sav¢imu a hmyzimu trypsinu. Obrazek 3.5 (str.
35) ukazuje, ze timto zplisobem byly separovany dva majoritni a Ctyfi minoritni
izoinhibitory. Frakce byly vysuSeny a pouzity k dal$i charakterizaci jednotlivych
izoinhibitorti. Timto zptisobem bylo ziskano 30 pg inhibitoru z 0,5 g suchého puvodniho

pletiva.
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Homogenizace listového pletiva

!
Extrakce pri pH=8,0
!
Frakcionace siranem amonnym (80% saturace)

!
Gelova chromatografie (Sephadex G-50 Superfine)

!
RP-HPLC (Vydac Protein Cy)

4

Sada izoinhibitori trypsinu

Obrazek 3.3: Obecné schéma izolace trypsinovych inhibitorii z listového pletiva tabdku N.

attenuata, genotyp Utah.
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Obrazek 3.4: [zolace trypsinovych inhibitorii z N. attenuata (genotyp Utah) gelovou
chromatografii na koloné Sephadexu G-50 Superfine. Na kolonu (2,2 x 125 cm) ekvilibrovanou v
pufru: 100 mM Tris-HCI, pH 8,0, 500 mM NaCl, 0,02% NaNj3 byla aplikovana proteinova frakce z
5 g listoveho pletiva N. attenuata. Frakce byly sbirany po hodiné pri pritoku 12 ml/hod. Priibéh
chromatografie byl sledovan absorbanci pii vinové délce 280 nm (modra kiivka) a inhibicni

aktivitou viici trypsinu (zelena krivka).

34



0.06

+ U 0.09 120
il h |—| .
]] i T .71 90
0.05 - 1 ;]l 0.06 ﬁ" . @
'] g ||H I o0 <
! S 1A |- 1 >
l i A e m
| 0.03 el e U ] 2
ﬁ /J’ PR it LT 130
0.04 - 40 RetEh
o 1 0 0
§ II lI 0 50 100
1| Cas [min]
0.03 - A ] 3
ll l A
| i
L
4| I Py -
P vl 8 1™
0.02 - oo ! i P
[ WA &Y Y
—~ ] A, §oe | o
i T N e VoMY
= o — p—
0.01 : : : :
23 28 33 38 43 48
Cas [min]

Obrazek 3.5: RP-HPLC chromatogram separace trypsinovych inhibitorii. Na kolonu byl

aplikovan material ziskany spojenim inhibicnich frakci z kolony Sephadexu G-50 Superfine.

Viozeny obrazek ukazuje cely elucni profil chromatografie, vétsi graf pouze usek s frakcemi, u

nichz byla detekovana inhibicni aktivita viici trypsinu. Pro chromatografii byl pouzit ndsledujici
elucni system: roztok A=0,1% TFA, roztok B=0,1% TFA, 60% acetonitril s gradientem: 0-5% B/0
min, 5-15% B/10 min, 15-45% B/60 min, 45-100% B/30 min (------ ). Priibéh chromatografie byl

sledovan kontinudlnim meérenim absorbance pvi vinové délce 220 nm. Cervenymi Sipkami jsou

oznaceny vrcholy s prokdzanou inhibicni aktivitou k trypsinu, mérenou se substratem Bz-Arg-pNA

(plnd sipka oznacuje vichol pouzity pro N-termindlni sekvenovani v kapitole 3.3.1.1).
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3.3.1 Identifikace inhibitoru trypsinu

3.3.1.1 Zarazeni do strukturni rodiny

Po purifikaci proteinovych inhibitord na RP-HPLC byla u frakce s nejvysSim obsahem
inhibitoru specificky inhibujiciho trypsinové peptidasy urcena N-koncova sekvence
pomoci automatického odbouravani v proteinovém sekvenatoru. Tento material vykazoval
nasledujici aminokyselinovou sekvenci uvodnich 24 zbytki:
DRIXTNXXAGTKGXKYFSDDGTFI.

Pro urceni molekulové hmoty inhibitoru byly pouzity dvé techniky: MALDI-TOF
hmotovéa spektrometrie a SDS-PAGE analyza. Vysledky ukazaly, ze se jednd o protein
0 molekulové hmotnosti cca 6 kDa (SDS-PAGE, obrazek 3.6) resp. 5749 Da
(MALDI-TOF).

| et c———
29,0 kDa
21,0 kDa p— ;
125KD8 4 PI-II
60kDa A - —

A B

Obrazek 3.6: SDS-PAGE analyza trypsinového inhibitoru PI-II z listového pletiva N. attenuata
genotyp Utah. A/ Proteinovy extrakt listového pletiva. B/ Majoritni trypsinovy inhibitor
purifikovany na RP-HPLC. SDS-PAGE analyza byla provedena podle Laemmliho [103] v 15%
polyakrylamidovém gelu za redukujicich podminek.

Za ucelem urceni homologie trypsinového inhibitoru z N. attenuata s jiz zndmymi
strukturnimi rodinami inhibitord byla jeho N-koncova aminokyselinovd sekvence
porovnana s dosud zndmymi sekvencemi rostlinnych proteini pomoci programu
"Blast 2 Sequences", ktery je dostupny na serveru NCBI. Tento program je vyuzivany
k urceni podobnosti kratkych segmenti dvou sekvenci, vysledkem vyhodnoceni je
procentudlni identita (shodnost aminokyselin v porovnavanych sekvencich) a procentuélni

pozitivita (strukturni podobnost aminokyselin v porovnavanych sekvencich). Timto
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zpuisoben byla urcena vysoka homologie s aminokyselinovymi sekvencemi inhibitor
serinovych peptidas izolovanych z jinych tabdkovych druhti. Nejvyssi homologie byla
nalezena s inhibitory trypsinu u tabaktu N. tabacum a N. alata (79% identita), dale
s chymotrypsinovym inhibitorem tabaku N. alata (78% identita) a s trypsinovym
inhibitorem tabaku N. glutinosa (66% identita). Pfifazeni N-koncovych segmenti
tabadkovych inhibitort je uvedeno na obrazku 3.7. Tyto inhibitory se fadi do strukturni
rodiny inhibitorti serinovych peptidas PI-II (oznaceni pochazi z anglického “potato type II
proteinase inhibitors"), které byly poprvé izolovany a charakterizovany u hliz brambor S.
tuberosum [117] a jejichZ prvni kompletni cDNA sekvenci se podafilo ziskat pro inhibitor
z rajcat L. esculentum [118].

1 24
N. attenuata DRIXTNXXAGTKGXKYFSDDGTETI
N. tabacum * DRICTNCCAGTKGCKYFSDDGTEV (79%/83%)
N. alata * DRICTNCCAGTKGCKYFSDDGTEV (79%/83%)
N. alata * DRICTNCCAGKKGCKYFSDDGTFI (78%/78%)
N.

glutinosa *  DRICTNCCAGMKGCNYFSADGTFV (66%/70%)

Obrazek 3.7: Porovnani homologie N-koncové sekvence majoritniho trypsinového inhibitoru
tabdku N. attenuata genotypu Utah se sekvencemi inhibitoru dalSich tabakovych druhii pomoci
programu "Blast 2 sequences”. Tucné jsou zvyraznény lisici se aminokyselinové zbytky.
V zavorkach je uvedena procentualni identita/pozitivita.

* inhibitor trypsinu, * inhibitor chymotrypsinu

3.3.1.2 Analyza primarni struktury

Na zaklad¢ ur¢eni vySe uvedené N-koncové sekvence trypsinového inhibitoru
z N.attenuata byla ve spolupracujici laboratofi Dr. Baldwina (Max Planck Institut, Jena,
SRN) urcena cDNA sekvence dvou genit kddujicich biosyntézu inhibitor rodiny
PI-11 u N. attenuata. Ziskana nukleotidova sekvence byla pfelozena na aminokyselinovou
sekvenci (obrazek 3.9, str. 39), coz umoznilo lokalizovat cysteinové zbytky, které nebyly
identifikovany pfi analyze N-koncové sekvence na automatickém sekvenatoru (poloha
X=C). Z takto ziskané kompletni sekvence je patrné, Zze obranné inhibitory PI-II

z N. attenuata jsou biosyntetizovany ve formé dvou prekursori, které vykazuji vnitini
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10 20 30
N.attenuata D[R'TC TNC C A G|T[KGC|K[YFS|ID[DGTF ICEGESD
N. alata DRICTNCCAGKKGC\E‘YFS\QDGTFVCEGESD
N.gluinosa  N|Q IC TNCCAG|TIKGCNYFSADGTFVCEGESD
N. tabacum DPI[ICTTCCAG|Y[KGCNYYSA[N|GTF ICEG[S|SD
S. tuberosum NPICNCCSGYKGCNYYSAFGRFICEGESD
S.americanum K P[IC€ TNCC S G(Y[IKGCN Y Y S A|K|GDL|]ICEGE S D
S. melongena QICTNIN|JCAGRIKGC[S]YFS[E[DGTF I C[K|GE SN
L.esculentum N P|I € TN CC S G|Y|[KGCN Y Y[Y[A[N|JGTF I C EG[T|S D
C.annuum RICTNCCAGRKGCNYYSADGTFICEGESD
40 50 60
N.atenuata [P RINP KA CPRNCD|G[RTA Y|E I[CPR T E|E[K|K N
N. alata PRNPKACPRNCD|G|RIAY|GI|CP[L]S E[E|K|K N
N. glutinosa PRNPKACPILINCD|GIRIAY[EI|CPRTE|E|KKT
N. tabacum PKNPCPQECDPﬂIAYSKCPRSEGETI
S.tuberosum [P KNP KACP[LINCDITN[IAYSRCPRS EGK|S L
S.americanum PRNPK@CTFECDTQIAYSKCPRSEGKMI
S.melongena [P[E[N P KA CPRNCD|GIRIA Y[G I|C P[L]S
L.esculentum [P KN P[N I|C P[S Y|CD|P[Q IAYSKCPRS EGK|T I
C.annuum PNNPKACP%\YCDTRIAYSKCPRSEGN

Obrazek 3.8: Prirazeni aminokyselinovych sekvenci inhibitorii typu PI-II z Celedi lilkovitych
(Solanaceae). Tmavé Sedda vyznacuje shodné segmenty aminokyselin, svétle Sedd podobné

aminokyseliny a bile jsou ohraniceny specifické aminokyseliny pro jednotlivé druhy inhibitori.

homologii a jsou sloZeny ze Sesti resp. sedmi homologickych domén. Tyto vysoce piibuzné
domény obsahuji pfiblizné¢ 50 AA. Jednotlivé domény zjevné odpovidaji samostatné
existujicim aktivnim inhibitorim o molekulové hmoté cca 6 kDa. V porovnani s dosud
identifikovanymi prekursory (77 prekursord) inhibitord strukturni rodiny PI-II z Celedi
lilkovitych (Solanaceae) se pocet homologickych domén rizni v rozmezi od dvou az
do osmi domén, napt. prekursory nalezené urajat a brambor jsou dvoudoménové a
u tabdkovych typt byly analyzovdny prekursory obecné s vysSim poctem domén
(napf. Ctyf- a Sestidoménové u N.alata, osmidoménové u N. glutinosa).

Tato vysoka podobnost jednotlivych opakujicich se domén existujici mezi individuélnimi
prekursory PI-11 vede k domnénce, ze PI-II prekursory se béhem evoluce vyvinuly z jedné
plvodni sekvence kombinaci riznych modifikaénich krokd (duplikace, vmezefeni Casti
sekvence aj.) [60,119]. Porovnani homologie sekvence domény inhibitoru z N. attenuata a
dalsich zastupci rodiny PI-11, jinych tabakovych druhti a z ¢eledi lilkovitych (Solanaceae),

je ukazéno na obrazku 3.8.
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A)

1 MAVHRVSFLALLLLFGMSMLVSNVEHADA SP
30 KAC;EﬁCDGRIAYEICPRSEEKKN T7 N-ter
54 DRICTNCCAGTKGCKYFSDDGTFICEGESDPRNPKACPRNCDGRIAYGICPRSEEKKN T1

112 DRICTNCCAGTKGCKYFSDDGTFICEGESDPRNPKACPRNCDGRIAYEICPRSEEKKN T2

170 DRICTNCCTGTKGCKYFSDDGTEVCEGESDPRNPKACPRUCDGRIAYEICPRSEEKKN T3

228 DRICTNCCAGTKGCKYFSDDGTFICEGESDPRNPKACPRNCDGRIAYEICPRSEEKKN T4

286 DRICTNCCAGTKGCKYFSDDGTFICEGESDPRNPKACPRNCDGRIAYEICPRTEEKKN T5

344 DRICTNCCAGTKGCKYFSDDGTFVCEGESDPRNPKACPRNCDERIAYGICPRTEEKKN T6

402 NQICTNCCAGTKGCNYFSANGTFICEGES T7 C-ter
431 EYVSKVDEYVHEVENDLQKSRVAVS 455 VTS
B)
1 VHRVSFLALLLLFGMSLLVSNVEHADA SP
28 KAJQPRNCDGRIAYEICPRSEEKKN T6 N-ter

52 DRICTNCCAGTKGCKYFSDDGTFICEGESDPRNPKA(QPRNCDGRIAYGICPRSEEKKN T1

110 DRICTNCCAGTKGCKYFSDDGTFICEGESDPRNPKACPRNCDGRIAYGICPRSEEKKN T2

168 DRICTNCCAGTKGCKYFSDDGTFICEGESDPRNPKACQPRNCDGRIAYEICPRSEEKKN T3

226 DRICTNCCAGTKGCKYFSDDGTFICEGESDPRNPKA(QPRNCDGRIAYEICPRTEEKKN T4

284 DRICTNCCAGTKGCKYFSDDGTFVCEGESDPRNPKA(QPRNCDERIAYGICPRTEEKKN T5

342 NQICTNCCAGTKGCNYFSANGTFICEGES T6 C-ter

370 EYVSKVDEYVHEVENDLQKSRVAVS 395 VTS

Obrazek 3.9 : Kompletni aminokyselinové sekvence multidoménovych prekursorii  N. attenuata.
A/ Prekursor obsahujici sedm homologickych domén (T1-T7) predstavujicich jednotlivé trypsinové
inhibitory. Doména chybéjici v Sestidoménovém prekursoru je podtrzena carkované.
B/ Sestidoménovy prekursor (T1-T6). Obé molekuly prekursoru obsahuji na N-konci 29 AA dlouhy
signalni peptid (SP) a C-koncova cast molekul je tvorena 25 AA dlouhym peptidem typu VIS
(“vacuolar targeting signal “). Reaktivni mista trypsinovych inhibitorit jsou vyznacena rameckem.

Tucné jsou vyznaceny lisici se aminokyseliny.
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3.3.1.3 Popis predpokladané tercialni struktury

Z dosud znamych 3D struktur inhibitorti strukturni rodiny PI-II vyplyva, Ze prekursory
tdchto inhibitord zfejmé maji kruhové uspofadani domén. Sestidoménovy prekursor
z N. alata je jako linearni produkt obranného genu sbalen do takzvané "naramkové"
cirkularni struktury, ptficemz N- a C-konec je spojen tfemi disulfidovymi vazbami. Takto
kruhové zformovany prekursor obsahuje pét kontinualnich domén a jednu doménu
tvofenou spojenim koncovych segmentti molekuly tzv. dvouietézcovou doménu, ktera je
inhibi¢né aktivni stejné jako kontinualni domény [120]. Z analyzy cDNA sekvence
prekursort inhibitort typu PI-1l u N. attenuata a porovnani s udaji o homologii prekursori
inhibitort PI-II z jinych druht ¢eledi Solanaceae vyplyvaji tyto zavéry: U prekursort z N.
attenuata lze ocekavat analogické cirkularni uspofadani tandemovych domén a vznik
spojovaci dvoufetézcové domény (obrazek 3.10, str. 41). Déle je u prekursoru N. attenuata
zfejma pritomnost signalniho peptidu na N-konci molekuly a na C-konci prekursoru lze
predpokladat peptid s vakuolarni transportni funkci. Signalni peptid slouzi k ptenosu
syntetizované¢ho preproteinu do endoplazmatického retikula. V piipadé¢ proteinovych
prekursortt typu PI-II literatura mluvi o piitomnosti transportni sekvence pro bunééné
vakuoly (VTS — “vacuolar targeting signal”) na C-konci molekuly [121]. Tyto VTS
sekvence zajistuji pozadovany transport prekursort PI-II z endoplazmatického retikula do
vakuol. V buné&nych vakuolach dochazi k odstépeni VTS sekvence a proteolytické
fragmentaci spojené s uvolnénim jednotlivych samostatn€ funk¢nich izoinhibitorh
z cirkularniho prekursoru. Obecné je znamo, Ze VTS sekvence se mohou znaéné lisit, 1

kdyZz maji stejnou funkci a cilové misto. Fyzikdlni vlastnosti jako hydrofobicita nebo

vvvvvv

vvvvvv

byly identifikovany, ale vykazovaly nizkou sekven¢ni homologii [122]. VTS sekvence pro
vakuolarni transport u prekursoru PI-Il z N. alata je tvofena C-koncovou doménou
(25 AA) bohatou na kyselé a hydrofobni postranni fetézce aminokyselinovych zbytk.
Z jeho strukturniho feSeni pomoci NMR spektroskopie vyplyva ze, se jedna o zakiivenou
amfipatickou a-Sroubovici s hydrofilnim konvexnim a hydrofobnim konkavnim povrchem,
kterd zfejmé& vycniva z jinak kompaktni struktury samotné domény. Analogickou stavbu i
funkci VTS sekvence 1ze ocekavat i u prekursoru PI-Il z N. attenuata vzhledem k vysoké

sekven¢ni homologii.
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Obrazek 3.10: Schematicky obrdzek zndzornujici cirkularni usporadani jednotlivych domén
v Sestidoménovém prekursoru typu Pl-1I. Obrazek je vytvoren kruhovou permutaci strukturniho

motivu jedné domény upraveno podle [123].

Analyza 3D struktury jednodoménového inhibitoru z N. alata pomoci NMR
spektroskopie ukazuje, Ze dominantnim motivem sekundarni struktury je antiparalelni
B-skladany list a doména ma celkovy tvar plochého disku. Déale se v doméné& objevuji
kratké Gseky a-Sroubovice (10 AA) a piedevSim na povrchu domény smycka obsahujici
aminokyselinovou sekvenci reaktivniho mista, které je spojeno pomoci disulfidovych
mustki s oblasti -skladanych listt [121,123].

Mezi doménami prekursoru z N. alata a z N. attenuata dochazi pouze k mutacim
zménam jako jsou napf. inserce a delece jednotlivych aminokyselin ¢i sekvencnich bloku.
Na zakladé této skute¢nosti byla vyuzita znama 3D struktura domény z N. alata (PDB kod
1TIH) jako templat pro vytvofeni 3D modelu domény N. attenuata, konkrétné domény T2
ze Sestidoménového prekursoru. Model byl optimalizovan, jak je popséno v kapitole
2.2.6.2. Vysledny model inhibitoru N. attenuata je na obrazku 3.11 (str. 42), kde je
zvyraznéno umisténi reaktivniho mista, které je exponované na povrchu molekuly a je
snadno dostupné pro interakci s cilovou peptidasou. Na prostorovém sbaleni inhibi¢né
aktivni molekuly se podili tvorba Ctyt intramolekularnich disulfidovych mustka, které jsou

vyznaceny na obrazku 3.11 Zlutymi postrannimi fetézci. Na stuzkovém modelu je vidét
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dominantni, pro inhibitory PI-II charakteristicka, oblast sekundarni struktury B-skladaného
listu. N- a C-konce molekuly jsou také lokalizovany na povrch molekuly, jak 1ze o¢ekavat,
aby byly dostupné pro peptidasu pii vystépeni domény ze struktury prekursoru. N-konec se
nachazi v blizkosti reaktivniho mista, a proto nelze vyloucit, Ze by mohl mit vliv
na inhibicni specifitu a UcCastnit se interakce s peptidasou. Na kalotovém modelu
na obrazku 3.12 (str. 43) jsou zndzornény polohy, kde dochazi k aminokyselinovym
mutacim jednak mezi jednotlivymi doménami inhibitord N. attenuata a také mutace
odliSujici inhibitory z N. attenuata od PI-II inhibitorG ostatnich tabakovitych. Tato 3D
prezentace je odvozena z piifazeni sekvenci uvedenych v obrazku 3.7 (str. 37). K mutacim
dochazi rovnomérné po celé molekule, mutace v blizkosti reaktivniho mista by mohly

teoreticky ovliviiovat inhibi¢ni piisobeni na rizné peptidasy.

N-konec

Obrazek 3.11: 3D model trypsinového inhibitoru typu PI-1l z N. attenuata konstruovany podle
templdtu homologického inhibitoru z N. alata (PDB 1TIH) programem Swiss-Pdb Viewer 3.7.
Stuzkovy zpiisob znazornéni polypeptidového retézce obsahuje: postranni Fetézce Ctyr disulfidovych
miistkit (Zluté), reaktivni misto (zelené). Sipky ukazuji polohu N- a C-konce jednoretézcové

molekuly.
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Obrazek 3.12: Kalotovy zpiisob zndzornéni 3D modelu trypsinového inhibitoru z N. attenuata
s vyznacenymi polohami mutujicich aminokyselin u izoinhibitorui z N. attenuata a homologickych
inhibitoru z wruznych druhi tabdkovitych. Zndzornény jsou: mutace odlisujici inhibitory
N. attenuata a ostatnich druhii tabaku (Cervena), mutace odlisujici jednotlivé inhibitory
N. attenuata (modra), spolecnd mista mutaci u inhibitorii z N. attenuata a inhibitorii z ostatnich
druhii tabaki (fialova). Rovnymi Sipkami je vyznaceno reaktivni misto inhibitoru. Obrazky A) a B)

ukazuji pohled na molekulu pri otoceni o 180°.

3.3.2 Charakterizace izoinhibitoru trypsinu

Pomoci RP-HPLC byla separovana sada izoinhibitori trypsinu (kapitola 3.3)
izolovanych z N. attenuata genotyp Utah (obrazek 3.13, str. 45). Tato kapitola ze zamétuje
na jejich charakterizaci a srovnani. U frakci s trypsinovou inhibi¢ni aktivitou, které
odpovidaji elu¢nim vrcholim byla uréena N-koncova aminokyselinova sekvence
Vv proteinovém sekvenatoru a pomoci MALDI-TOF hmotové spektrometrie byly stanoveny

molekulové hmoty jednotlivych trypsinovych inhibitorti. Ziskané tdaje jsou uvedeny

v tabulce 3.2 (str. 44).
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Tabulka 3.2: Prehled urcéenych N-koncovych sekvenci a molekulovych hmot trypsinovych
inhibitori z listového pletiva N. attenuata genotyp Utah. Experimentdlnim udajiim je prirazena

sekvence odvozena z cDNA sekvence multidomeénového prekursoru PI-11.

Cislo MW MW

frakce teor.  exp. N-term. Doména Doména podle cDNA sekvence
#1 5758 5759  DRIXT Tl DRICTNCCAGTKGCKYFSDDGTFICEGESDPRNPKACPRNCDGRIAYGICPRS
#2 5670 5671  DRIXT T1 DRICTNCCAGTKGCKYFSDDGTFICEGESDPRNPKACPRNCDGRIAYGICPR
5727 5730  DRIXT T6 DRICTNCCAGTKGCKYFSDDGTFVCEGESDPRNPKACPRNCDERTAYGICPR

5749 5743 DRIXT T2/T4/T5 DRICTNCCAGTKGCKYFSDDGTFICEGESDPRNPKACPRNCDGRIAYEICPR

#3 5834 5831 DRIXT T2/T4 DRICTNCCAGTKGCKYFSDDGTFICEGESDPRNPKACPRNCDGRIAYEICPRS

5831 DRIXT T6 DRICTNCCAGTKGCKYFSDDGTFVCEGESDPRNPKACPRNCDERIAYGICPRT
#4 5743 5744 DRIXT T2/T4/T5 DRICTNCCAGTKGCKYFSDDGTFICEGESDPRNPKACPRNCDGRIAYEICPR
5846 5845 DRIXT T5 DRICTNCCAGTKGCKYFSDDGTFICEGESDPRNPKACPRNCDGRIAYEICPRT
#5 5646 5643 RIXTN T1 RICTNCCAGTKGCKYFSDDGTFICEGESDPRNPKACPRNCDGRIAYGICPRS
5760 5759 DRIXT T1 DRICTNCCAGTKGCKYFSDDGTFICEGESDPRNPKACPRNCDGRIAYGICPRS
46 n.a. 6265 KAXPR n.a.
n.a. 6137 AXPRN n.a.

MW teor. - molekulova hmota v daltonech ziskana vypoctem podle cDNA sekvence prislusné
domény prekursoru, MW exp. - molekulova hmota v daltonech ziskana hmotovou spektrometrii
MALDI-TOF, N-term. - N-koncova sekvence urcend na proteinovém sekvendtoru, n.a. - neurceno.
Znaceni domén (TI-T6) je odvozené ze sedmidoménového prekursoru PI-II. Cislovani frakci podle

obrazku 3.13 (str. 45).
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Obrdazek 3.13: Separace smési trypsinovych inhibitorii z listového pletiva N. attenuata pomoci
RP-HPLC. Na kolonu Vydac Protein C4 214TP54 byla nanesena frakce z kolony Sephadexu G-50
Superfine obsahujici smés trypsinovych inhibitorii (odpovidajici 0,5 g piivodniho suchého listového
pletiva) Pro chromatografii byl pouzit nasledujici elucni systém: roztok A=0,1% TFA, roztok
B=0,1% TFA, 60% acetonitril, gradient 0,5% B/min. Pritok kolonou byl 1 ml/min. Priibéeh
chromatografie byl sledovan kontinudlnim meérenim absorbance pvi vinove délce 220 nm.

Vyznacené je kodovani materialu jednotlivych vrcholii.

N-koncové aminokyselinové sekvence jednotlivych trypsinovych inhibitord byly
porovnany s kompletni cDNA sekvenci Sestidoménového a sedmidoménového prekursoru
typu PI-11 z N. attenuata (viz kapitola 3.3.1.2). Z téchto dat vyplyva, Ze vSechny nalezené
izoinhibitory jsou odvozeny proteolytickou fragmentaci ze struktury prekursort typu PI-11.
Urc¢ené N-koncové aminokyselinové sekvence jsou prevazné sekvence DRICT. Déle byla
v malém mnozstvi také nalezena sekvence z ni odvozena RICT, kterd miZe naznacovat
pusobeni aminopeptidas na N-koncovou ¢ast molekuly. Dal$i minoritni sekvenci je
KACPR, ktera je odvozena z prvni N-koncové domény prekursoru a je soucasti
tzv. dvoufetézcové domény, jejiz blizsi analyza je uvedena v kapitole 3.4.1. Pro hlavni
izoinhibitory byla uréena molekulovd hmota, kterd se pohybovala v intervalu
cca 5,6 - 5,9 kDa, coz ukazuje, ze tyto molekuly odpovidaji jednotlivym doménam

prekursort PI-1l z N. attenuata. Z informaci o N-koncové aminokyselinové sekvenci a
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z dat o molekulové hmoté jednotlivych trypsinovych inhibitor byla dale odvozena délka
polypeptidového fetézce vystépeného z prekursoru a poloha C-konce. Tento vysledek
ukazuje, ze 1 na C-konci inhibitorti existuje heterogenita, ktera miize byt vysledkem
pusobeni karboxypeptidas. Strukturni charakterizace trypsinovych inhibitorii izolovanych
z listového pletiva N. attenuata (genotyp Utah) ukazala, ze jde o skupinu homologickych
izoinhibitord (homologie cca 98%) odvozenych vylu¢né sérii proteolytickych Stépeni
multidoménovych prekursorit PI-I1. Jednotlivé izoinhibitory jsou v prekursorech odd€leny
tzv. spojovacim peptidem saminokyselinovou sekvenci EEKKN, ktery se b&hem

fragmentace prekursoru PI-II proteolyticky uvoliuje.

3.3.3 Inhibic¢ni specifita

Z informaci ziskanych porovnavanim kompletni aminokyselinové sekvence trypsinového
inhibitoru z N. attenuata programem “Blast 2 sequences” je ziejma vysoka sekvenéni
homologie k chymotrypsinovému inhibitoru N. alata. Na zakladé tohoto zjisténi byly
provedeny inhibi¢ni testy majoritniho inhibitoru (obrazek 3.5, str. 35, vrchol je oznacen
plnou Sipkou) a i ostatnich inhibitorti savéiho trypsinu purifikovanych z N. attenuata s
dalSimi peptidasami - savéim chymotrypsinem a elastasou, bakterialnim subtilisinem a
hmyzim MS-chymotrypsinem. Dal$i inhibice byla pozitivni jen v pfipadé¢ savciho
chymotrypsinu a hmyziho MS-trypsinu, coZ znamend, Ze se jednd o Sirokospektré
inhibitory schopné inhibovat trypsin a zaroven 1 sav¢i chymotrypsin (nikoli ale jeho hmyzi
homolog). Inhibi¢ni potencidl majoritniho inhibitoru vi¢i savéimu trypsinu a
chymotrypsinu je vyjadien hodnotami ICsp=5.4 nM resp. 1C50=5.1 nM. Hodnota ICs pro
inhibitor hmyziho trypsinu se pohybuje v nM oblasti. Podobné Sirokospektré inhibitory
serinovych peptidas nejsou casté a tato jejich vlastnost zacala byt studovdna az nedavno,
protoze klasicky model reaktivniho mista inhibitorG serinovych peptidas predpoklada
smycku se sekvenci podobnou substratu bud’ pouze trypsinu nebo pouze chymotrypsinu. Z
hlediska aminokyselinové sekvence PRN reaktivniho mista inhibitoru PI-1l1 z N. attenuata
1ze ptedpokladat specifickou interakci inhibitoru s trypsinem, jelikoz obsahuje kladné
nabitou aminokyselinu arginin. Ale v pfipad¢ inhibice chymotrypsinu, ktery specificky
Stépi peptidové vazby v blizkosti objemnych hydrofébnich aminokyselinovych zbytkl
(napf. tryptofan, tyrosin, fenylalanin), dochazi k zdanlivému rozporu, jelikoz reaktivni
misto inhibitoru neobsahuje Zadnou =z typickych aminokyselin pro interakci

s chymotrypsinem a pfesto je inhibitor PI-II schopen chymotrypsin inhibovat. Vysvétleni

46



téchto protikladl lze nalézt v literatute, kterd popisuje vliv aminokyselinovych mutaci
v pozicich P2 a P1" kolem bazického zbytku P1 reaktivniho mista inhibitoru PI-II
z brambor na jeho inhibi¢ni specifitu a wukazuje moznosti reaktivniho mista
s aminokyselinou sekvenci PRN inhibovat tak rozdilné specifické peptidasy trypsin a
chymotrypsin [124]. Zaroven existuje piimy strukturni dikaz v krystalografické studii, kdy
bazicky zbytek v pozici P1 inhibitoru je pfijat podmistem S1 v aktivnim misté
chymotrypsinu [125].

Z uvedené analyzy vyplyva, ze rozdily v inhibi¢ni schopnosti mezi genotypy tabaku
z Utahu a Arizony (tabulka 3.1, str. 31 ) zptisobuji inhibitory odvozené z prekursoru typu
PI-1I, jejichz inhibi¢ni specifita rozsifuje spektrum obrannych proteint tabaku z Utahu
o inhibitory sav¢iho a hmyziho trypsinu a zaroven savciho chymotrypsinu. Je zajimavé, Ze
inhibitory PI-II neinhibuji MS-chymotrypsin, na coZ upozorfiuje poprvé tato prace.
Literatura mluvi o PI-Il inhibitorech trypsinu a chymotrypsinu jen na zakladé testi se
savéimi enzymy, ale nezabyvala se cilovymi peptidasami herbivori. Inhibitory PI-1I tedy
nejsou fyziologicky cileny proti chymotrypsinu z pfirozeného skidce M. sexta, ale bylo by
mozné spekulovat, Ze mohou inhibovat zfejmé chymotrypsinovou peptidasu z jiného druhu
hmyzu nebo jde o rozsifeni potencialu proti peptidasam necitlivym na inhibitory, které se
mohou indukovat a exprimovat v zaludku housenky M. sexta. Indukce
tzv. necitlivych peptidas serinové tfidy byla popsana u larev Helicoverpa zea, které

konzumovaly stravu s vysokym obsahem inhibitori [92].

3.4 Indukce exprese inhibitoru PI-1|

V této praci byl déale sledovan vliv riiznych pro rostlinu stresovych podminek
souvisejicich s poranénim na expresi obrannych inhibitort. Listové pletivo N. attenuata
byla vystavena opakované po dobu 2 az 3 dna ndasledujicim stresovym situacim: a)
mechanické poranéni skalpelem, b) mechanické poskozeni skalpelem s potirdnim travicich
stav housenky M. sexta (simulace pozeru housenkou), ¢) exogenni aplikace fytohormonu
methyljasmonatu (MeJA), ktery funguje jako signalni molekula pfi poranéni [100].

Z vysledki inhibi¢nich testi se vzorky stresovaného listového pletiva N. attenuata
(genotyp Utah) je zfejmé zvySeni hladiny obrannych peptidasovych inhibitora trypsinu v
porovnani s konstitutivni hladinou inhibitord pfislusnych kontrolnich vzorkl. V ptipadé
mechanického poskozeni se jednalo o nizkou indukci, indukéni efekt byl mnohem

vyrazn€j$i v piipad¢ aplikace travicich §tav do mist poranéni. Tato skutenost je v souladu
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s neddvnym nalezem latek produkovanych herbivory, které rostlina rozpoznava a které
stimuluji jeji obrannou odpoveéd’ [126]. V extraktech z pletiva indukovaného MeJA byla
urena az pétinasobna hladina obrannych peptidasovych inhibitord v porovnani
s kontrolnim vzorkem (obrazek 3.14). Test na indukci biosyntézy trypsinovych inhibitora
byl proveden také s listovym pletivem N. attenuata genotypu Arizona, ale vysledek byl
podle oCekavani negativni, nebyla nalezena zadnéd inhibi¢ni aktivita vii€i trypsinovym

peptidasam.

10

mnozstvi inhibitoru trypsinu
[nmol/mg proteinu pletival

K M M+P MeJA

Obrazek 3.14: Zména hladiny obrannych trypsinovych inhibitoru typu PI-1I v zavisloti na typu
stresové situace souvisejici s poranénim listového pletiva N. attenuata genotyp Utah. Znaceni:
K - konstitutivni hladina neindukovaného pletiva, M - indukovand hladina vlivem mechanického
poskozeni, M+P — indukovana hladina vlivem mechanického poskozeni se soucasnou aplikaci
travicich Stav z M. sexta, MeJA - indukovand hladina viivem exogenniho pusobeni fytohormonu
methyljasmondtu. Stanoveni provedeno v aktivitnim testu se savcim trypsinem a substratem

Bz-Arg-pNA (viz kapitola 2.2.3.2)

Jelikoz vzorek indukovany MeJA obsahoval nejvyssi hladinu obrannych inhibitord, byla
z tohoto materidlu provedena analogicky jako u konstitutivniho neindukovaného vzorku
(Jak je popsano v kapitole 3.3) izolace trypsinovych inhibitorG. Obrazek 3.15 (str.49)
ukazuje porovnani elu¢nich profili na RP-HPLC pro indukovany a konstitutivni material,
kde je patrné nckolikanasobné navySeni obsahu trypsinovych inhibitort v indukovaném
pletivu. Z indukovaného pletiva bylo izolaci ziskano 150 pg inhibitoru na 0,5 g ptivodniho
suchého pletiva. Chromatograficky profil indukovaného materialu dale vykazuje zmény v

distribuci vrcholi jednotlivych izoinhibitort.
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Obrazek 3.15: RP-HPLC chromatogram separace smési trypsinovych inhibitorii indukovaného
(Cervend krivka) vzorku listového pletiva N. attenuata (genotyp Utah). Na kolonu Vydac Protein
C4 214TP54 byla nanesena frakce smési trypsinovych inhibitorii izolovanych na koloné Sephadexu
G-50 Superfine. Pro chromatografii byl pouzit nasledujici elucni systém: roztok A=0,1% TFA,
roztok B=0,1% TFA, 60% acetonitril s gradientem 0,5% B/min. Prutok kolonou byl 1 ml/min.
Pribéh chromatografie byl sledovin kontinualnim mérenim absorbance pri vinove délce 220 nm
Ziskané frakce jednotlivych materialii indukovanych trypsinovych inhibitorii jsou ocislovany.
Pro moznost porovnani profilii je znazornén chromatogram separace konstitutivnich trypsinovych

inhibitori (modrd kiivka), ktery byl ziskan pri zpracovani stejného mnozstvi vychoziho materidlu

(0,5 g sucheho listového pletiva).

U frakei odpovidajicich jednotlivym vrcholim byly uréeny molekulové hmoty
(MALDI-TOF), N-koncové aminokyselinové sekvence a analogicky jako u konstitutivniho

materidlu byly tyto termindlni sekvence a Udaje o molekulové hmoté jednotlivych

inhibitord trypsinu porovndny s kompletni cDNA sekvenci Sestidoménového a
sedmidoménového prekursoru typu PI-1l z N. attenuata. Ziskané tdaje jsou uvedeny

v tabulce 3.3 (str. 50).
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Tabulka 3.3: Prehled urcenych N-koncovych sekvenci a molekulovych hmot trypsinovych
inhibitoru z listového pletiva N. attenuata genotyp Utah. Experimentdlnim udajium je prirazena

sekvence odvozena z cDNA sekvence multidomeénového prekursoru PI-11.

Cislo MW MW
frakce teor. exp.

#1 6232 6226 EKKND T6 EKKNDRICTNCCAGTKGCKYFSDDGTFVCEGESDPRNPKACPRNCDERIAYGICPR

N-term. Doména Sekvence domény podle cDNA sekvence

6332 6330 EKKND T2/T4 EKKNDRICTNCCAGTKGCKYFSDDGTFICEGESDPRNPKACPRNCDGRIAYEICPRS

6330 T6 EKKNDRICTNCCAGTKGCKYFSDDGTFVCEGESDPRNPKACPRNCDERIAYGICPRT
6391 6388 EEKKN T3 EEKKNDRICTNCCTGTKGCKYFSDDGTFVCEGESDPRNPKACPRNCDGRIAYEICPR
6387 T1 EEKKNDRICTNCCAGTKGCKYFSDDGTFICEGESDPRNPKACPRNCDGRIAYGICPRS

6460 6459 EEKKN T2/T4 EEKKNDRICTNCCAGTKGCKYFSDDGTFICEGESDPRNPKACPRNCDGRIAYEICPRS

6459 T6 EEKKNDRICTNCCAGTKGCKYFSDDGTFVCEGESDPRNPKACPRNCDERIAYGICPRT

#2 5557 5556 RIXTN T1 RICTNCCAGTKGCKYFSDDGTFICEGESDPRNPKACPRNCDGRIAYGICPR

5617 5614 RIXTN T6 RICTNCCAGTKGCKYFSDDGTFVCEGESDPRNPKACPRNCDERIAYGICPR

5673 5671 DRIXT T1 DRICTNCCAGTKGCKYFSDDGTFICEGESDPRNPKACPRNCDGRIAYGICPR

5730 5729 RIXTN T5 RICTNCCAGTKGCKYFSDDGTFICEGESDPRNPKACPRNCDGRIAYEICPRT

5731 RIXTN T3 RICTNCCTGTKGCKYFSDDGTFVCEGESDPRNPKACPRNCDGRIAYEICPRS

5729 DRIXT T6 DRICTNCCAGTKGCKYFSDDGTFVCEGESDPRNPKACPRNCDERIAYGICPR

5761 5760 DRIXT T3 DRICTNCCTGTKGCKYFSDDGTFVCEGESDPRNPKACPRNCDGRIAYEICPR

5759 DRIXT T1 DRICTNCCAGTKGCKYFSDDGTFICEGESDPRNPKACPRNCDGRIAYGICPRS

5831 5831 DRIXT T2/T4 DRICTNCCAGTKGCKYFSDDGTFICEGESDPRNPKACPRNCDGRIAYEICPRS

5831 T6 DRICTNCCAGTKGCKYFSDDGTFVCEGESDPRNPKACPRNCDERIAYGICPRT

6373 6372 EEKKN T24§4/ EEKKNDRICTNCCAGTKGCKYFSDDGTFICEGESDPRNPKACPRNCDGRIAYEICPR

6475 6475 EEKKN T3 EEKKNDRICTNCCTGTKGCKYFSDDGTEVCEGESDPRNPKACPRNCDGRIAYEICPRS

6478 EEKKN T5 EEKKNDRICTNCCAGTKGCKYFSDDGTEFICEGESDPRNPKACPRNCDGRIAYEICPRT

#3 5834 5831 DRIXT T2/T4 DRICTNCCAGTKGCKYFSDDGTFICEGESDPRNPKACPRNCDGRIAYEICPRS

5831 T6 DRICTNCCAGTKGCKYFSDDGTFVCEGESDPRNPKACPRNCDERIAYGICPRT

#4 5629 5628 RIXTN T24§4/ RICTNCCAGTKGCKYFSDDGTFICEGESDPRNPKACPRNCDGRIAYEICPR

5742 5744 DRIXT T2é§4/ DRICTNCCAGTKGCKYFSDDGTFICEGESDPRNPKACPRNCDGRIAYEICPR

#5 5629 5628 RIXTN T2é§4/ RICTNCCAGTKGCKYFSDDGTFICEGESDPRNPKACPRNCDGRIAYEICPR

5742 5744 DRIXT T24§4/ DRICTNCCAGTKGCKYFSDDGTFICEGESDPRNPKACPRNCDGRIAYEICPR

5846 5845 DRIXT T5 DRICTNCCAGTKGCKYFSDDGTFICEGESDPRNPKACPRNCDGRIAYEICPRT

5847 T3 DRICTNCCTGTKGCKYFSDDGTFVCEGESDPRNPKACPRNCDGRIAYEICPRS

5733 5729 DRIXT T6 DRICTNCCAGTKGCKYFSDDGTFVCEGESDPRNPKACPRNCDERIAYGICPR

5730 RIXTN T5 RICTNCCAGTKGCKYFSDDGTFICEGESDPRNPKACPRNCDGRIAYEICPRT

5732 T3 RICTNCCTGTKGCKYFSDDGTFVCEGESDPRNPKACPRNCDGRIAYEICPRS

#6 5646 5644 RIXTN T3 RICTNCCTGTKGCKYFSDDGTFVCEGESDPRNPKACPRNCDGRIAYEICPR

5643 T1 RICTNCCAGTKGCKYFSDDGTFICEGESDPRNPKACPRNCDGRIAYGICPRS

5761 5760 DRIXT T3 DRICTNCCTGTKGCKYFSDDGTFVCEGESDPRNPKACPRNCDGRIAYEICPR

5759 T1 DRICTNCCAGTKGCKYFSDDGTFICEGESDPRNPKACPRNCDGRIAYGICPRS
#7 n.a. 6265 KAXPR n.a.
n.a. 6136 AXPRN n.a.

MW teor. - molekulova hmota v daltonech ziskana vypoctem podle cDNA sekvence prislusné

domeény prekursoru, MW exp. - molekulova hmota v daltonech ziskand hmotovou spektrometrii
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MALDI-TOF, N-term. - N-koncova sekvence urcend na proteinovéem sekvendtoru, n.a. - neurceno.

Znaceni domén (T1-T6) je odvozené ze sedmidoménového prekursoru PI-11.

Z téchto informaci je patrné, Ze vSechny nalezené inhibitory jsou odvozeny
proteolytickou fragmentaci ze struktury prekursort typu PI-II. Dominantni N-koncovou
sekvenci u indukovaného materidlu byla urcena jednak sekvence DRICT, ale také
sekvence EEKKN (v celkovém molarnim vytézku cca 25% vsSech sekvenovanych
N-koncti). Dale byly uréeny v malém mnozstvi z nich odvozené sekvence RICT a EKKN,
které pravdépodobné vznikly plisobenim aminopeptidas na N-koncovou ¢ast molekuly.
Detekovana byla také minoritni sekvence KACPR a analyza této specifické domény je
podrobné uvedena v nasledujici kapitole. Molekulové hmoty indukovanych inhibitord,
které se pohybovaly v rozmezi 5,6 - 6,4 kDa, a N-koncové sekvence ukazovaly, ze se jedna
o0 izoinhibitory odvozené z jednotlivych domén prekursoru PI-II N. attenuata. Nalezena
byla opét heterogenita sekvenci na C-konci domén.

Hlavnim rozdilem mezi konstitutivnimi a indukovanymi izoinhibitory je tedy pfitomnost
nové N-koncové sekvence EEKKN u indukovanych inhibitor. Tyto izoinhibitory vznikly
proteolytickou fragmentaci v oblasti spojovaciho peptidu mezi jednotlivymi doménami
v odlisném misté nez vykazuji konstitutivni izoinhibitory. Spojovaci peptid pfi tom ziistava
1 po St€peni domén soucasti téchto novych forem izoinhibitort. Existence specifickych
forem izoinhibitorti, které se objevuji pfi indukci fizené fytohormonem MeJA, je v této

préci popséna poprve.

3.4.1 Charakterizace dvouretézcové domeény

Z kompletni cDNA sekvence prekursoru PI-II z N. attenuata vyplyva, ze inhibitor
s N-koncovou aminokyselinovou sekvenci KACPR je odvozen z prvni N-koncové domény
prekursoru. Z N. alata byl nedavno izolovan inhibitor obsahujici dva fetézce spojené
disulfidy: fetézec z N-koncové domény prekursoru (N-koncova sekvence KACPR) a
fetézec z C-koncové domény prekursoru (N-koncova sekvence RICTN) (viz schéma
prekursoru na obrazku 3.18 A, str. 55). V piipadé nyni izolovaného inhibitoru z N.
attenuata (frakce ¢. 7 viz obrazek 3.15, str. 49) byla nalezena homologicka N-koncova
sekvence KACPR, ale chybél sekvencni signal, ktery by indikoval pfitomnost druhého
fetézce. Cilem dal$i prace bylo analyzovat tuto molekulu a urcit, jde-li o dvouietézcovou

nebo jednofetézcovou doménu. U tohoto materialu byla provedena redukce disulfidickych
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mustkl ptisobenim dithiothreitolu a nasledna stabilizace cysteini karboxymethylaci
kyselinou jodoctovou. Tato metoda se bézné€ pouziva k rozpojeni proteinovych fetézcu.
Separace jednotlivych fetézcl, které by vznikly rozpadem molekuly inhibitoru, byla
provedena pomoci RP-HPLC. Na obrazku 3.16 (str. 53) jsou ukdzany elu¢ni profily
inhibitoru pied a po redukci cystinti, kde je ziejmy rozpad na jednotlivé fetézce se vznikem
tfi elucnich vrcholit I, I a III. U vrcholi I a II byla uréena N-koncova sekvence a
molekulovda hmota pomoci hmotové spektrometriec MALDI-TOF. V piipadé fetézce
z vrcholu II byla identifikovana sekvence celého fetézce. Tyto tidaje (tabulka 3.4, str. 53)
bylo mozné korelovat s ¢cDNA sekvenci prekursoru po korekci molekulovych hmot
spojené s karboxymethylaci cysteint. Vysledky ukazuji, ze material vrcholtu I a II je
polypeptidovy fetézec, odvozeny z prvni N-koncové domény prekursoru typu PI-Il z N.
attenuata, ktery se lisi pouze piitomnosti N-koncové aminokyseliny. Polypeptidovy
fetézec separovany ve frakci III nedaval sekvencni signal pfi Edmanové odbourdvani a
hodnotu molekulové hmoty nebylo mozné korelovat s teoretickym udajem o délce fetézce
odvozenym z cDNA sekvence C-konce prekursoru z N. attenuata podle analogie se
strukturou dvoufetézcového inhibitoru z N. alata. Analyzovany fetézec Il nicméné musi
obsahovat dva nové hmotnostni pfispévky: a) neznamou modifikaci na N-konci fetézce,
ktera blokuje Edmanovo sekvencni odbouravani, b) N-glykosidicky vazany oligosacharid,
ktery je ptedpoklddan na aminokyselinovém zbytku Asnl8 v sekvenci NGT, ktera
vyhovuje klasickému glykosylaénimu signalu Asn-X-Ser/Thr. Rozdil v experimentalnim
udaji o molekulové hmoté fetézce III a predpokladaného fetézce Cini cca 1177 Da, je
blizky napf. kombinaci a) acetylace na N-konci a b) glykosylace oligosacharidovou
strukturou o Sesti cukernych jednotkach. Pti hledani vhodné kombinace sacharidovych
jednotek, skladajicich oligosacharid, se vychazelo z publikovanych struktur N-vazanych
oligosacharidi na rostlinych glykoproteinech. Za mozné fteSeni lze povaZovat:
oligosacharid GlcNAc(3) Man(3) na fetézci NQICT...CEGES.

Z provedené proteinoveé-chemické analyzy vyplyva, ze z prekursoru PI-1I je vyStépovana
inhibi¢ni doména, kterd ma dvoutetézcovou strukturu a ktera prodélava dalsi posttranslacni
modifikaci specifickou pro inhibitor z N. attenuata. Predpokladana struktura
dvoufetézcového inhibitoru z N. attenuata je uvedena na 3D modelu (obrazek 3.17, str. 54)
konstruovaném podle homologické struktury dvoufetézcové domény z N. alata
(PDB 1QH2). Z modelu je patrné umisténi glykosyla¢niho signdlu na povrchové, dobie

pfistupné smycce.
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Obrazek 3.16: Srovnani RP-HPLC elucnich profilii dvouretézcové domény pred (modrda) a
po (fialova) redukci disulfidovych mustki. Separace byla provedena ndsledujicim elucnim
systemem.: roztok A=0,1% TFA, roztok B=0,1% TFA, 60% acetonitril s gradientem 1% B/min.

Frakce I, 11 a Il predstavuji separované retezce.

Tabulka 3.4: Prehled urcenych N-koncovych sekvenci a molekulovych hmot proteinovych retézcii
uvolnénych redukci disulfidii dvouretézcového inhibitoru izolovaného z listového pletiva N.

attenuata genotyp Utah. Experimentdlnim udajum je prirazena predpokladand sekvence, odvozend

Z cDNA sekvence multidoménového prekursoru PI-11.

fCisIo MW teor. MW exp. N-term. Aminokyselir]ovévsevkvence
rakce proteinového fetézce

# I 2240 2239 KAXPR KACPRNCDGRIAYEICPR

# 1T 2114 2111 AXPRN ACPRNCDGRIAYEICPR

# IIT n.a. 4502 n.a.

MW teor. - molekulova hmota v daltonech, ziskana vypoctem podle cDNA sekvence prislusné
domény prekursoru, MW exp. - molekulovd hmota v daltonech, ziskand hmotovou spektrometrii
MALDI-TOF, N-term. - N-koncova sekvence, uréend na proteinovém sekvenatoru, [X] - chybi

sekvencni signal, n.a. - neurceno.
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Obrazek 3.17: 3D model predpokladané dvouretézcové domény odvozené ze struktury prekursoru
PI-II z N. attenuata. Barevné jsou zvyraznény: vetézec odvozeny z N-koncové casti prekursoru
(Cervena), retézec odvozeny z C-koncové casti prekursoru (modra), disulfidové muistky (Zlutd),
reaktivni misto domény (zelend), N-konec retézce obsahujici blokovanou aminoskupinu (riizova),
glykosylacni misto Asnl8 (oranzZova). Organizace retézcu je patrna z obrazku 3.18 A (str. 55).
Model byl pripraven podle homologické struktury dvouretézcové domény z N. alata (PDB 1QH2)

programem Swiss PDB Viever v. 3.7.

3.5 Proteolyticka aktivace inhibitort PI-I|

Z vysledki této prace je patrné, Ze obranné inhibitory typu PI-Il jsou biosyntetizovany ve
form¢ multidoménovych prekursord, které jsou diky své C-koncové VTS doméné (kapitola
3.3.1.3) transportovany do cilovych vakuol, kde dochazi pomoci endogennich peptidas k
proteolytickému S$tépeni prekursori na jednotlivé aktivni inhibitory a k odstépeni VTS
domény. K proteolytickému Stépeni dochazi mezi homologickymi doménami v misté
spojovaciho peptidu s aminokyselinovou sekvenci EEKKN. Podrobna analyza sekvenci
izolovanych izoinhibitort ukazala, ze 1) C-koncova sekvence domén je PR(S) a 2)
N-koncové sekvence domén jsou (D)RI nebo (E)EKKN. Aminokyseliny uvedené
v zavorkach jsou nepfitomny u malé populace sekvenci a naznacuji pravdépodobné
dodate¢ny “trimming* pisobenim exopeptidas. N-koncové sekvence (D)RI byly nalezeny
u konstitutivnich inhibitorti z neindukovaného listového pletiva i u inhibitorti pfitomnych
po indukci. Naproti tomu N-koncové sekvence (E)EKKN byly pifitomny v signifikantnim

mnozstvi (cca 25% molarniho vytézku celkovych N-koncd izoinhibitor) jen
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v indukovaném materidlu. To naznacuje, ze §t€peni spojovaciho peptidu se zfejmé ucastni
dvé endogenni peptidasy s rtiznou specifitou, pracovné oznacené jako peptidasa I a II.
Peptidasa 1 Stépi peptidovou vazbu S-E mezi spojovacim peptidem a piredchazejici
doménou a peptidasa II zptisobuje fragmentaci vazby N-D mezi spojovacim peptidem a

nasledujici doménou.

A/

IR
= BB

B/

peptidasa | peptidasa Il
l l
...-P-R-S-E-E-K-K-N-

Obrazek 3.18: Al Linedarni zndzornéni Sestidoménového prekursoru PI-II s vyznacenymi
misty, kde dochazi k posttranslacni proteolytické fragmentaci (zelené Sipky). Jednotlivé
domény jsou barevné odliseny, dvouretézcova doména, skladajici se z disulfidicky

spojenych koncovych casti prekursoru, je vysrafovana (cervend a modra). Zelené pasy
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mezi doménami zndzornuji usek s aminokyselinovou sekvenci spojovaciho peptidu EEKKN.
Na C-konci prekursoru je VTS sekvence. B/ Schéma lokalizace spojovaciho peptidu mezi
dvema inhibicnimi doménami T1 a T2 u prekursoru typu PI-1l1 z N. attenuata. Pouzito je
stejné barevné kodovani jako u obrazku A. Schéma cirkuldrniho prekursoru je upraveno
podle [120,123] a orientace dvou domén podle 3D modelu dvoudoménového
homologického inhibitoru z N. alata (PDB 1FYB).

Podle analyzy homologie aminokyselinovych sekvenci (obrazek 3.19) Ize ptredpokladat,
ze peptidasa I je zodpovédna jednak za fragmentaci mezi doménou a spojovacim peptidem,
ale i za uvolnéni VTS domény z C-konce prekursoru PI-11 z N. attenuata (genotyp Utah).
V obou ptipadech jde o $t€penou vazbu S-E, pticemz okolni sekvence homologické nejsou.
Je pravdépodobné, Ze peptidasy I a II jsou evoluéné konzervované u tabakovitych, protoze
stejné nebo podobné sekvence Stépenych vazeb mezi doménami nebo VTS lze nalézt

i u homologickych prekursort PI-II z nékolika jinych druhti Nicotiana.

peptidasa I
l
A)  [doména]. . .-P-R-S-Et+E-K-K-N-. . .[spojovaci peptid]

B) [doména]...-G-E-S-EtY-V-S-K-...[VTS]

Obrazek 3.19: Srovnani aminokyselinovych sekvenci v mistech, kde dochdzi k posttranslacni
fragmentaci prekursoru typu PI-II z N. attenuata: A) mezi spojovacim peptidem (zelend) a
C-koncem predchazejici domény (Cervend) a B) mezi VTS (“‘vacuolar targeting signal ) (Cernd) a

C-koncem predchazejici domény (Cervend).

Ve spojitosti s fragmentaci prekursorti n€kolika typl proteint rostlinnymi endogennimi
peptidasami uvadi literatura Ui¢ast cysteinovych peptidas legumainového typu, které Stépi
peptidové vazby za asparaginovymi zbytky [127]. Na zdkladé téchto informaci byl
proveden test na enzymovou aktivitu legumainu v proteinovém extraktu listového pletiva z
N. attenuata (genotyp Utah) se specifickym fluorescenénim substratem legumain
Z-Ala-Ala-Asn-AMC. Tato aktivita byla skutecné nalezena (specificka aktivita Cini 68

mU/mg proteinu pletiva, viz kapitola 2.2.3.6) a byla dale testovana na inhibici pomoci

56



dvou selektivnich inhibitorti cysteinovych peptidas: E-64 a cystatinu, pro které je znama
odlisnéd inhibi¢ni specifita k cysteinovym peptidasam typu papainu a typu legumainu
[128,129]. Vysledek inhibi¢nich testi ukazal vysokou citlivost studované peptidasové
aktivity v extraktu k cystatinu a nizkou citlivost k E-64, coz je inhibi¢ni specifita
charakteristickd pro legumainy (obrazek 3.20). Timto zplsoben byla klasifikovana
endogenni peptidasa II UCastnici se fragmentace prekursoru PI-Il z N. attenuata na

jednotlivé aktivni inhibitory jako cysteinova peptidasa legumainového typu

120.0

—_—

o

o

o
1

80.0 -
60.0 -
40.0

20.0

0.0 - *

Kontrola E-64 Cystatin

procentualni aktivita legumaint

Obrazek 3.20: Zavislost aktivity peptidasy legumainu v proteinovém extraktu z listového pletiva
N. attenuata na pritomnosti selektivnich inhibitorii cysteinovych peptidas: 50 M cystatinu a 500
UM E-64. Testovano se specifickym fluorogennim substratem Z-Ala-Ala-Asn-AMC.

Pro ureni peptidasy I a detailngjsi studii fragmentace byly pouzity autentické peptidové
substraty znacené fluorescenénim FRET (“Fluorescence resonance energy transfer)
markrem Dabcyl-EDANS odvozené z aminokyselinové sekvence spojovaciho peptidu a
koncovych ¢asti okolnich domén (peptid PRSEEKKNDRI). Peptid PRSEEKKNDRI byl
pfipraven také ve dvou dil¢ich znaCenych fragmentech, z nichz kazdy obsahoval jedno

Stépené misto pro studované endogenni peptidasy I resp. I (obrazek 3.21, str. 58).
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NC-SP Dabcyl- PRSEEKKNDRTI —EDANS
N-SP Dabcyl-PRSEEKK - EDANS

C-SP Dabcyl—- KKNDRI —EDANS

Obrazek 3.21: Struktura syntetickych peptidii odvozenych ze sekvence prekursoru PI-1l
z N. attenuata, které byly pouzity jako substraty pro analyzu peptidas ucastnicich se fragmentace
prekursoru. Substraty jsou znaceny markry Dabcyl-EDANS pro fluorometrické monitorovani
Stepent. N-konce peptidii jsou modifikovany jako -Lys(Dabcyl)- a C-konce jsou modifikovany jako —
Glu(EDANS)amid. Znaceni: NC-SP = N- i C-oblast spojovaciho peptidu, N-SP a C-SP = N-oblast

resp. C-oblast spojovaciho peptidu. Stépené vazby jsou zvyraznény.

Tyto substraty byly $tépeny v aktivitnim testu s extraktem z listového pletiva kontrolnich
rostlin N. attenuata. To umoznilo nasledné urcit téidu peptidas, které Stépi substraty,
pomoci testované citlivosti k selektivnim skupinovym inhibitorim (tabulka 3.5, str. 36)

Vysledky ukazuji, ze 1) Peptidasa, Stépici substrat C-SP, vykazuje vysokou citlivost
na pfitomnost inhibitoru cysteinovych peptidas cystatinu, ale nikoli na E-64. Z toho
vyplyva, ze se jednd o peptidasu legumainového typu [128,129]. 2) Peptidasa, Stépici
peptidovy substrat N-SP, je naopak citlivd na inhibitor E-64 a nikoli na cystatin, coZ
vyhovuje vlastnostem peptidas papainového typu [129]. 3) Fragmentace peptidového
substratu NC-SP je inhibovana jak cystatinem tak E-64, coz indikuje kooperaci obou typl
peptidas. Tyto vysledky jsou v souladu s pfedeSlymi testy s legumainovym substratem
Z-Ala-Ala-Asn-AMC, které pfitomnost legumainu v listovém pletivu prokazaly. Uvedené
analyzy tedy naznaluji, Ze peptidasy, ucastnici se fragmentace prekursoru PI-Il a
nasledného uvoliovani spojovaciho peptidu EEKKN, jsou papainového typu (peptidasa I)
a legumainového typu (peptidasa II).
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Tabulka 3.5:4nalyza peptidasové aktivity pritomné v listovém pletivu N. attenuata provedend
pomoci selektivnich inhibitorii peptidas a specifickych substratii odvozenych ze sekvence

prekursoru PI-I1. Detaily provedeni testu jsou uvedeny v kapitole 2.2.3.7.

Inhibice
E-64 cystatin pepstatin EDTA
NC-SP + + - -
N-SP + - - -
C-SP - + - -

+ nalezena inhibice peptidasové aktivity, - nenalezena inhibice peptidasové aktivity

Z analyzy aminokyselinovych sekvenci N- a C-koncii jednotlivych izoinhibitord PI-II,
izolovanych jak =z konstitutivniho, tak indukovaného listového pletiva N. attenuata,
vyplyva, Ze jejich posttranslaéni fragmentace se ucastni pravdépodobné jako prvni
endogenni peptidasa I §tépici peptidovou vazbu S-E. Peptidasa I §té€pi proteinovy prekursor
PI-1l na izoinhibitory, majici N-koncovou aminokyselinovou sekvenci EEKKN. Jelikoz
nebyl nalezen Z74dny izoinhibitor s C-koncovou sekvenci EEKKN, je zifejmé, Ze
izoinhibitory s N-koncovou sekvenci DRICT vznikly sekundarnim proteolytickym
ucinkem peptidasy II. Ta zptsobuje uvolnéni spojovaciho peptidu EEKKN z N-konce

izoinhibitort, vzniklych primarnim pisobenim peptidasy I (obrazek 3.22, str. 60)
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Obrazek 3.22: Predpokladané schéma regulace biosyntézy obrannych trypsinovych inhibitori
(PI) v listovém pletivu N. attenuata genotyp Utah. 1) Piisobenim fytohormonu MeJA se v rostliné
zvySuje hladina obrannych trypsinovych inhibitorii. Mozny viiv MeJA na hladinu peptidas I a II
zatim neni objasnén. 2) Piisobenim endogenni peptidasy I se fragmentuje multidoménovy prekursor
typu PI-II na trypsinové inhibitory s N-koncovou sekvenci EEKKN, které lze detekovat jako
meziprodukt v indukovaném pletivu. 3) Dalsim piisobenim peptidasy 11 je odstépen spojovaci peptid

a vznikaji zralé inhibitory v indukovaném i neindukovaném pletivu.

V indukovaném listovém pletivu byl nalezen vysoky obsah (cca 25%) pouze
nekompletné fragmentovanych izoinhibitori s N-koncovou sekvenci EEKKNDRICT, které
chybi v konstitutivnim neindukovaném pletivu. Na trovni soucasné znalosti tématu lze
diskutovat dvé hypotézy pro vysvétleni rozdilného poméru zastoupeni “kratkych* DRICT
a “dlouhych® EEKKNDRICT forem izoinhibitori v indukovaném a konstitutivnim
materidlu. A/ Saturacni hypotéza vychazi z predstavy saturace endogenni peptidasy II

vysokou koncentraci substratu, tj. prekursoru typu PI-II, ktera dosahuje az pétindsobné
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vy$$i hladiny u indukovaného pletiva oproti konstitutivnimu. Saturaci peptidasy II dochazi
k omezeni uvoliiovani spojovacich peptidi EEKKN ze struktury izoinhibitort, coz by
vysvétlovalo pritomnost velkého mnozstvi izoinhibitori s N-koncovou sekvenci EEKKN
u indukovaného materialu. B/ Hypotéza indukce uvazuje indukéni vliv signalnich molekul
typu MeJA nejen na indukci biosyntézy substratu, ale i mozny vliv na regulaci biosyntézy
peptidas zodpovédnych za “processing™ prekursoru. Tim muize dojit ke zmén¢ vzajemného
pomeéru peptidas. Vzajemné synchronizace jednotlivych proteind, tiCastnicich se komplexni
regulace fyziologie béhem poranéni rostliny je zatim malo prostudovana. Dal$i zajimava
otazka je, zdali maji izoinhibitory EEKKN specifickou fyziologickou funkci. Zvyseni
strukturni diverzity izoinhibitort typu PI-II by mohlo rozsifit inhibi¢ni spektrum a zménit
obranny potencidl rostlin. V této souvislosti je mozné uvést, Ze N-koncova extenze
EEKKN je lokalizovana v blizkosti reaktivniho centra (kapitola 3.3.1. a obrazek 3.8,
str. 38) a mohla by ovliviiovat interakci s cilovymi peptidasami napi. necitlivého typu
(kapitola 1.3.3). Analyza uvedenych hypotéz je v soucasné dobé predmétem dalsi prace na

tématu.

3.6 Analyza inhibitora PI-Il v transgenni rostliné

Pro dalsi studium regulace proteolytické fragmentace prekursoru typu PI-Il a
zucastnénych endogennich peptidas byl vyuZit transgenni pfistup. Ve spolupracujicim
pracovisti (Max-Planck Institut, Jena, SRN) byla pfipravena transgenni rostlina odvozena
z N. attenuata genotyp Arizona, ktera je pfirozen¢ deficitni na inhibitory sav¢ich i hmyzich
trypsinovych peptidas [100]. Do genomu genotypu Arizona byl nyni vnesen gen kodujici
biosyntézu sedmidoménového prekursoru PI-II obrannych izoinhibitori trypsinu z genomu
genotypu Utah. Transgen byl umistén do geonomu Arizona pod konstitutivnim
promotorem.

Izolace izoinhibitorli trypsinu z Arizona ““ sense® rostlin byla provedena analogicky jako
u N. attenuata genotyp Utah (kapitola 2.2.4). Na obrazku 3.23 (str. 60) je srovnani RP-
HPLC elucnich profili kontrolni a indukované (pomoci MeJA) hladiny transgennich
izoinhibitort trypsinu. Elucni profily se téméf prekryvaji, nedochazi k navySeni hladiny
izoinhibitorll trypsinu, coz je disledkem konstitutivniho promotoru, ktery nereaguje

na pusobeni signalnich molekul, zajist'ujicich indukei pfi poranéni.
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Obrazek 3.23: Srovnani RP-HPLC elucnich profilii separace smési trypsinovych inhibitori
z konstitutivnino (modra kiivka) a indukovaného (fialovi kiivka) listového pletiva transgenni
rostliny N. attenuata (genotyp Arizona) s vioZenym genem prekursoru PI-11 (z genotypu Utah). Na
kolonu Vydac Protein C,; 214TP510 byla nanesena frakce smési trypsinovych inhibitorii
izolovanych na kolané Sephadex G-50 Superfine. Pro chromatografii byl pouZit nasledujici elucni
system: roztok A=0,1% TFA, roztok B=0,1% TFA, 60% acetonitril s gradientem 0,5% B/min.
Priitok kolonou byl 1 mil/min. Pritbéh chromatografie byl sledovan kontinualnim mérenim
absorbance pri vinové délce 220 nm. Ziskané frakce jednotlivych materialii indukovanych a
konstitutivnich trypsinovych inhibitorii jsou ocislovany. Oba chromatogramy byly ziskany pri

zpracovani stejného mnozstvi vychoziho materialu (0,5 g puvodniho suchého listového pletiva).

3.6.1 Charakterizace izoinhibitoru trypsinu produkovanych

transgennim tabakem

Charakterizace byla provedena analogicky jako u izoinhibitora trypsinu z N. attenuata
genotyp Utah. Byla ur¢ena N-koncova sekvence, molekulova hmota pomoci MALDI-TOF
a z cDNA sekvence prekursoru PI-II kompletni aminokyselinova sekvence jednotlivych

inhibitort.. Vysledky jsou shrnuty v tabulce 3.5 (str. 63)
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Tabulka 3.5: Prehled uréenych N-koncovych sekvenci a molekulovych hmot trypsinovych
inhibitori z listového pletiva transgenni rostliny Arizana “sense”. Experimentalnim udajim je

prirazena sekvence odvozena z cDNA sekvence multidoménového prekursoru PI-11.

Cislo MW MW

N-term. Doména Doména podle cDNA sekvence
frakce teor.  exp.
#1 K 5673 5671  DRIXT T1 DRICTNCCAGTKGCKYFSDDGTFICEGESDPRNPKACPRNCDGRIAYGICPR
#1 Mega 5673 5671  DRIXT T1 DRICTNCCAGTKGCKYFSDDGTFICEGESDPRNPKACPRNCDGRIAYGICPR
#2 K 5833 5831 DRIXT T2/T4 DRICTNCCAGTKGCKYFSDDGTFICEGESDPRNPKACPRNCDGRIAYEICPRS
5831 T6 DRICTNCCAGTKGCKYFSDDGTFVCEGESDPRNPKACPRNCDERIAYGICPRT

#2 MeJa ©832 5831 DRIXT T2/T4 DRICTNCCAGTKGCKYFSDDGTFICEGESDPRNPKACPRNCDGRIAYEICPRS
5831 DRIXT T6 DRICTNCCAGTKGCKYFSDDGTEFVCEGESDPRNPKACPRNCDERIAYGICPRT

#3 K 5745 5742 DRIXT T2/T4/T5 DRICTNCCAGTKGCKYFSDDGTFICEGESDPRNPKACPRNCDGRIAYEICPR

#3 MeJa °745 5744 DRIXT T2/T4/T5 DRICTNCCAGTKGCKYFSDDGTFICEGESDPRNPKACPRNCDGRIAYEICPR

#4 K 5743 5742 DRIXT T2/T4/T5 DRICTNCCAGTKGCKYFSDDGTFICEGESDPRNPKACPRNCDGRIAYEICPR
#4 MeJA 5743 5745 DRIXT T2/T4/T5 DRICTNCCAGTKGCKYFSDDGTFICEGESDPRNPKACPRNCDGRIAYEICPR

MW teor. - molekulova hmota v daltonech, ziskanda vypoctem podle ¢cDNA sekvence prislusné
domény prekursoru, MW exp. - molekulova hmota v daltonech, ziskana hmotovou spektrometrii
MALDI-TOF, N-term. - N-koncova sekvence, urcenda na proteinovém sekvendatoru. Znaceni domén
(T1-T6) je odvozené ze sedmidoménového prekursoru PI-II. Cislovani frakci je podle obrazku 3.23,

(str. 62), znaceni odpovida: K — konstitutivni izoinhibitory, MeJA — indukované izoinhibitory.

Z vysledkl je ziejmé, Ze v transgennim indukovaném i neindukovaném materialu jsou
pfitomny izoinhibitory s N-koncovou sekvenci pfevazné¢ DRICT a v malém mnoZstvi
se sekvenci zni odvozenou RICT. Jejich molekulové hmoty se pohybuji v intervalu
56 — 59 kDa. Spektrum N-koncovych sekvenci a tidaje o molekulové hmoté jsou
srovnatelné s charakteristickymi hodnotami pro izoinhibitory ziskané z konstitutivniho
materialu N. attenuata genotyp Utah. Ztéchto vysledkli vyplyva, ze posttranslacni
fragmentace prekursortt PI-II v transgennim tabdku Arizona ‘“‘sense® se ucastni stejny
proteolyticky mechanismus zajistény peptidasami I a II jako v genotypu Utah. Peptidasy |
a II maji pravdépodobné $irsi spektrum svého plisobeni a zajiStuji fragmentaci vice typl
proteinovych prekursort.

Celkova hladina produkce trypsinovych inhibitorii v transgenni rostliné¢ Arizona “sense
je obdobna jako u neindukované rostliny s genotypem Utah (cca 30 reps. 40 pg
izolovanych izoinhibitora z 0,5 g suchého listového pletiva). Obdobné hladiny
trypsinovych inhibitori v téchto rostlinaich a skutecnost, ze jsou fragmentovany

analogickym zplsobem, jsou v souladu se saturaéni hypotézou o vlivu kapacity
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proteolytického systému zodpovédného za “processing® inhibitord na typ fragmentace
izoinhibitord (tj. vyskyt EEKKN a DRICT N-koncovych sekvenci; kapitola 3.5). To dale
potvrzuje skute¢nost, Ze indukce fytohormonu MeJA u Arizona “sense® rostlin nevede ke

zméné fragmentace izoinhibitort.
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ZAVER

Byl urcen typ peptidasovych inhibitorti s potencidlni obrannou funkci pfitomny
v listovém pletivu divokého tabaku Nicotiana attenuata. Analyzovany byly dva
genotypy tabaku Utah a Arizona, které se liSily pfitomnosti resp. absenci inhibitorti

trypsinu.

Pro izolaci trypsinového inhibitoru z tabaku genotypu Utah byla vypracovana
izolaéni procedura, ktera v koncovém purifikaénim kroku na RP-HPLC separovala

sadu izoinhibitorl trypsinu (molekulova hmota cca 6 kDa).

Pro detailni testy inhibi¢ni specifity izoinhibitorti byly pouzity travici peptidasy
housenky liSaje tabakového (Manduca sexta), kterd je ptirozenym herbivornim
Skiidcem na tabaku. Izoinhibitory vykazovaly potencial blokovat aktivitu hmyziho

trypsinu a dale sav¢iho trypsinu a chymotrypsinu.

Izoinhibitory byly charakterizovany pomoci proteinového sekvenovani a hmotové
spektrometrie MALDI-TOF a klasifikovany jako ¢leny strukturni rodiny PI-II
(“potato type II protease inhibitors®). Porovnani s cDNA sekvenci ukézalo, ze
izoinhibitory jsou odvozeny proteolytickou fragmentaci dvou multidoménovych
prekursori obsahujicich Sest resp. sedm homologickych inhibi¢nich domén.
Prekursory nejsou linedrni, ale maji inhibicni domény uspotfddany cirkularné,
protoze N- a C- koncova oblast prekursoru je spojena disulfidy a vytvaii
samostatnou inhibiéni doménu. Dvoufetézcové slozeni této domény bylo urcéeno

pomoci proteinoveé chemickych metod.

Obsah inhibitordt trypsinu se vyrazné zvysil (aZ 5ti nasobn¢) pii poskozeni
listového pletiva rostliny nebo indukci fytohormonem methyljasmonatem, ktery
slouzi jako signdlni molekula pifi poranéni rostliny. Izoinhibitory pfitomné
v indukovaném pletivu byly izolovany a porovnany s Konstitutivnimi izoinhibitory
z neindukovaného pletiva. U ¢asti indukovanych izoinhibitorti byl nalezen odlisny
zpusob fragmentace na N-konci molekuly. Diskutovany byly mechanismy vzniku

tohoto efektu.

65



v Diéle byly analyzovany izoinhibitory z transgenniho tabadku Arizona (deficientniho
na inhibitory trypsinu), do kterého byl vnesen gen pro prekursor izoinhibitort
trypsinu (z genotypu Utah) s Kkonstitutivnim promotorem. Izolované izoinhibitory
vykazovaly stejny zpusob fragmentace jako konstitutivni izoinhibitory genotypu
Utah. Tento vysledek ukazuje pfitomnost stejnych peptidas zodpovédnych

za fragmentaci prekursoru inhibitor u obou genotyp.

v Pomoci specifickych substratii a inhibitorti byly analyzovany endogenni peptidasy,
které jsou zodpovédné za Stépeni multidoménovych prekursori na jednotlivé
izoinhibitory. K fragmentaci spojovaci sekvence mezi doménami dochézi ve dvou

polohéch plisobenim cysteinové peptidasy typu legumainu resp. papainu.

66



=

How

N O

10.
11.

12.
13.
14.

15.
16.

17.

18.

19.
20.

21.

22.
23.

24.
25.
26.
27.
28.

29.

Seznam pouzité literatury

Barrett, A. J., McDonald, J. K.: Biochem. J. 237, 935 (1986)

Nomenclature Commitee of the International Union of Biochemistry and Molecular
Biology: “Enzyme Nomenclature 1992, Academic Press, Orlando, Florida (1992)
Berger, A.: Biochem. Biophys. Res. Commun. 27, 157 (1967)

Barrett, A. J.: In Proteinase Inhibitors (A. J. Barrett, G. Satvesen, eds.) str. 3-22, North-
Holland, Amsterdam (1986)

Rawlings, N. D., Barrett, A. J.: Biochem. J. 290, 250-218 (1993)

Barret, A. J., Rawlings, N. D.: Arch. Biochem. Biophys. 318, 247-250 (1995)

Turk, V., Bode, W.: FEBS Lett. 285, 213-219 (1991)

Barret, A. J., Rawlings, N. D., Davies, M. E., Machleidt, W., Salvesen, G., Turk, V.: In
Proteinase Inhibitors (A. J. Barrett, G. Salvesen, eds.), Elsevier, Amsterdam, str. 515-
569 (1986)

Stubbs, M.T., Laber, B., Bode, W., Huber, R., Jerala, R., Lenarcic, B., Turk, V.: EMBO
J. 9,1939-1947 (1990)

Walsh, T. A., Strickland, J. A.: Plant Physiol. 103, 1227-1234 (1993)

Waldron, C., Wegrid, C. M., Merlo, P. A. O., Walts, T. A.: Plant Mol. Biol. 23, 801-
812 (1992)

Bulter, C. J.: Plant Physiol. 103, 1347-1353 (1993)

Emori, Y., Kawasaki, H., Uzuki, K.: Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89, 3590-3599 (1987)
Takano, E., Maki, M., Mori, H., Hatanaka, M., Marti, T., Titani, K., Kannagi, R., Ooi,
T., Murachi, T.: Biochemistry 27, 1964-1972 (1988)

Maki, M., Takano, E., Mori, H., Hatanaka, M.: FEBS Lett. 223, 174-180 (1987)
Dubin, G., Krajewski, M., Popowicy, G.,Stec-Niemcyzk, J., Bochtler, M., Potempa, J.,
Dubin, A., Holak, T. A.: Biochemistry 42, 13449-13456 (2003)

Filipek, R., Rzychon, M., Oleksy, A., Gruca, M., Dubin, A., Potempa, J., Bochtler, M.:
J. Biol. Chem. 278 40959-40966 (2003).

Brzin, J., Popovi¢, T., Drobni¢-Kosorok, M., Kotnik, M., Turk, V.: Biol. Chem. Hoppe-
Seylers Suppl. 369, 233-238 (1988)

Heinrikson, R. L., Kézdy, F. L.: Methods Enzymol. 45, 740-751 (1976)

Hatano, K., Kojima, M., Tanokura, M., Takahashi, K.: Eur. J. Biochem. 232, 335-343
(1995)

Reddy, M. N., Keim, P. S., Heinrikson, R. L., Kédzy, F. J.: J. Biol. Chem. 250, 1741-
1750 (1975)

http://merops.ac.uk/

Komiyama, T., Pay, C. A., Pickup, D. J., Howard, A. D., Thornberry, N. A., Peterson,
E. P., Salvesen, G.: J. Biol. Chem. 269, 19331-19337 (1994)

Tukeda, A., Yamamoto, T., Nakamura, Y., Takahashi, T., Hibinu, T.: FEBS Lett. 359,
78-80 (1995)

Haak, V. Y. H., Purviance, R. T., Azaryan, A. V., Hubbard, G., Krieger, T.: J. Biol.
Chem. 268, 20570-20577 (1993)

Malthiery, Y., Lissitzky, S.: Eur. J. Biochem. 165, 491-498 (1987)

Yamashita, M., Konagaya, S.: J. Biol. Chem. 271, 1282-1284 (1996)

Lenari, B., Ritonja, A., Trukelj, B., Turk, B., Turk, V.: J. Biol. Chem. 272, 13899-
13903 (1997)

Mares, M., Meloun, B., Pavlik, M., Kostka, V., Baudys, M.: FEBS Lett. 251, 94-98
(1989)

67


http://merops.sanger.ac.uk/

30.

31.

32.

33.
34.

35.
36.
37.

38.
39.

Ng, K. K. S., Petersen, J. F. W., Cherney, M. M., Garen, C., Zalatoris, J. J., Rao-Naik,
Ch., Dunn, B. M., Martzen, M. R., Peanasky, R. J., James, M. N. G.: Nat. Struct. Biol.
7, 653-657 (2000)

Li, M., Phylip, L. H., Lees, W. E., Winther, J. R., Dunn, B. M., Wlodawer, A., Kay, J.,
Gustchina, A.: Nat. Struct. Biol. 7, 113-117 (2000)

Christaller, J. T., Farley, P. C., Ramsay, J. R., Sullivan, P. A., Laing, W. A.: Eur. J.
Biochem. 254, 160-167 (1998)

Shoichet, B. K, et.al.: Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92, 452 (1995)

Baker, A. H., Edwards, D. R., Murphy, G.: Journal of Cell Science 115, 3719-3727
(2002)

Morgunova, E., Tuuttila, A., Bergmann, U., Tryggvason, K.: Proc. Natl. Acad. Sci. USA
99, 7414-7419 (2002)

Gomez, D. E., Alonso, D. F., Yoshiji, H., Thorgeirsson, U. P.: Eur. J. Cell Biol. 74,
111-22 (1997)

Hiraga, K., Suzuki, T., Oda, K.: J. Biol.Chem. 275, 25173-25179 (2000)

Bode, W., Hubert, R.:Eur. J. Biochem. 204, 433-451 (1992)

Rees, D.C., Lipscomb, W.N.: Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 77, 4633-4637 (1980)

40. Baumann, U., Bauer, M., Létoffé, S., Delepelaire, P., Wandersman, C.: J. Mol. Biol.

41.
42.
43.
44,
45.

46.
47.

48.

49.
50.

51.
52.
53.
54.
55.

56.
57.

58.

59.

60.
61.

248, 653-661 (1995)

Murai, H., Hara, S., Ikenaka, T., Oda, K., Murao, S.: J. Biochem. 97, 173-180 (1985)
Catanese, J.J., Lawrence, F.K.: Biochemistry, 31, 410-418 (1992)

Kondo, K., Narita, K., Lee, C.Y.: J. Biochem. 83, 101-115 (1978)

Kaumeyer, J.F., Polazzi, J.0O., Kotick, M.P.: Nucleic. Acids Res. 14, 7839-7850 (1986)
Huber, R., Bode, W., Kukla, D., Kohl, U., Ryan, C.A.: Biophys. Struct. Mech. 30, 189-
201 (1975)

Laskowski, M., jr., Kato, I.: Ann. Rev. Biochem. 49, 593-626 (1980)

Laskowski, M., jr., Kato, 1., Kohr, W.J., March, C.J., Bogard, W.C.: Protides Biol.
Fluids. 28, 123-128 (1980)

Reisinger, P.W.M., Hochstrasser, K., Gottlicher, I., Eulitz, M., Wachter, E.: Biol.
Chem. Hoppe-Seyler 368, 717-726 (1987)

Babin, D.R., Peanasky, R.J., Goos, S.M.: Arch. Biochem. Biophys. 232, 143-161 (1984)
Seemuller, V., Dodt, J., Fink, E. Fritz, H.: In Proteinase Inhibitors (Barrett, A.J.,
Salvesen, G.S., eds), Elsevier, Amsterdam, str. 337-359 (1986)

Rydel, TJ., Ravichandran, K.G., Tulinsky, A., Bode, W., Huber, R., Roitsch, C.,
Fenton, J.W. 2nd.: Science 249, 277-280 (1990)

Fritz, H.: Biol. Chem. Hoppe-Seyler 369, 79-82 (1988)

Thompson, R.C., Ohlson, K.: Proct. Natl. Acad. Sci. USA 83, 6692-6696 (1986)
Carrell, R., Travis, J.: Trends Biochem. Sci. 10, 20-24 (1985)

Heidtmann, H., Travis, J.: In Proteinase Inhibitors (Barrett, A.J., Salvesen, G., eds),
Elsevier, Amsterdam, 441-445 (1986)

Cleveland, T.E., Thornburg, R.W., Ryan, C.A.: Plant. Mol. Biol. 8, 199-207 (1987)
Graham, J.S., Pearce, G., Merryweather, J., Titani, K., Lowell, H.E., Clarence, A. R.: J.
Biol. Chem. 260, 6555-6560 (1985)

Sanchez-Serrano, J., Schmidt, R., Schell, J., Willmitzer, L.: Mol. Gen. Genet. 203, 15-
20 (1986)

Graham, J.S., Pearce, G., Merryweather, J., Titani, K., Lowell, H.E., Clarence, A.R.: J.
Biol. Chem. 260, 6561-6554 (1985)

Greenblatt, H.M., Ryan, C.A., James, M.N.: J. Mol. Biol. 205, 201-218 (1989)

Koide, T., Ikenaka, T.: Eur. J. Biochem. 32, 417-432 (1973)

68



62.
63.
64.
65.

66.
67.

68.
69.
70.
71.
72.
73.
74.
75.
76.
77.
78.
79.
80.
81.
82.
83.
84.
85.

86.
87.

88.

89.
90.

91.
92.
93.
94.
95.
96.
97.

98.
99.

Mundy, J., Hejgaarg, J., Svendsen, J.: FEBS Lett. 167, 210-214 (1984)

Song, H.K., Suh, S.W.: J.Mol. Biol. 275, 347-363 (1998)

Odani, S., Koide, T., Ono, T.: J. Biol. Chem. 258, 7998-8003 (1983)

Ikenaka, T., Norioka, S.: In Proteinase Inhibitors (Barrett, A.J., Salvesen, G., eds) 361-
374, Elsevier, Amsterdam (1986)

Hojima, Y., pierce, J.V., Pisano, J.J.: Biochemistry 21, 3741-3746 (1982)

Bode, W., Greyling, H.J., Huber, R., Otlewski, J., Wilusz, T.: FEBS Lett. 242, 285-292
(1989)

Sato, S., Murao, S.: Agr. Biol. Chem. 37, 1067-1074 (1973)

Lawrence, P.K., Koundal, K.R.: EJB 5, 93-109 (2002)

Gershenzon, J.: J. Chem. Ecol. 20, 1281-1328 (1994)

Purrington, C.B.: Curr. Opin. Plant Biol. 3, 305-308 (2000)

Adler, L.S., Karban, R., Strauss, S.Y.: Ecology 82, 2032-2044 (2001)

Kessler, A., baldwin, 1.T.: Annu. Rev. Plant Biol. 53, 299-328 (2002)

Wittstock, U., Gershenzon, J.: Curr. Opin. Plant Biol.5, 1-8??? (2002)

Tamayo, M.C., Rufat, M., Bravo J.M., San Segundo, B.:Planta 211, 62-71 (2000)
Farmer E.E.: Nature 411, 854-856 (2001)

Dicke, M., van Loon, J.J.A.: Entomol.Exp. Appl. 97, 237-249 (2000)

Ryan, C.A., Pearce, G.: Annu. Rev. Cell Develop. Biol.:14) , 1-17 (1998)

Gatehouse, J.A: New Phytol. 156, 145-169 (2002)

Ryan, C.A., Pearce, G.: Proct. Natl. Acad. Sci. USA 100, 14577-14580 (2003)
Weber, H.: Trends in Plant Sci. 7, 217-224 (2002)

Ryan, C.A.: BBA-Prot. Struct. Mol. Enzymol. 1477, 112-121 (2000)

Leon, J., Rojo, E., Sanchez-Serrano, J.J.: J. Exp. Bot. 52, 1-9 (2001)
Orozco-Cardenas, M., Narveaz-Vasquez, J., Ryan, C.A.: Plant Cell 13, 179-191 (2001)
Tettersall, D.B., Bak, S., Jones, P.R., Olsen, C.E., Nielsen, J.K., Hansen, M.L., Hoj,
J.F., Moller, B.L: Science 293, 1826-1828 (2001)

Dabler, S.: Basic Appl. Ecol. 2, 15-26 (2001)

Danielson, P.B., Foster, J.L.M., McMahill, M.M., Smith, M.K., Foglemann, J.C.: Mol.
Gen. Genet. 259, 54-59 (1998)

Li, X.C., Berenbaum, M.R., Schuler, M.A.: Insect Biochem. Mol. Biol. 30, 75-84
(2000)

McManus, M.T., Burgess, E.P.J.: Transgenic Research 8, 383-395 (1995)

Jongsma, M.A., Bakker, P.L., Peters, J., Bosch, D., Stiekema, W.: Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 92, 8041-8045 (1995)

Gruden, K., Popovi¢, T., Cimerman, N., Krizaj, 1., Strukelj, B.: Biol. Chem. 384, 305-
310 (2003)

Volpicella, M., Ceci, L.R., Cordewener, J., America, T., Gallerani, R., Bode, W.,
Jongsma, M.A., Beekwilder, J.: Eur. J. Biochem. 270, 10-19 (2003)

Gruden, K., Kuipers, A.G.J., Guncar, G., Spalar, N., gtrukelj, B., Jongsma, M.A.:
Insect Biochem. Mol. Biol. 34, 365-375 (2004)

Hilder,V.A., Boulter, D.:Crop protection 18, 177-191 (1999)

Schuler, TJ., Poppy, G.M., Kerry, B.R., Denholm, I.: Tibetech 17, 210-216 (1999)
Schuler, TJ., Poppy, G.M., Kerry, B.R., Denholm, I.: Tibetech 16, 168-175 (1998)
Gatehouse, A.M.R., Hilder, V.A.: Molecular Biology in Crop Protection (Marshall, G.,
Walters, D., eds), str. 177-201 Chapman & Hall (1994)

Altabella, T., Chrispeels, M.J.: Plant Physiol. 107, 1233-1239 (1990)

Turk,V., Brzin, J., Langer, M., Ritonja, A., Eropkin, M., Borchart, U., Machleidt, W.:
Biol. Chem. Hoppe-Seylers 364, 1487-1496 (1983)

69



100.

101.
102.

103.
104.
105.
106.
107.
108.
109.
110.
111.

112.
113.
114.
115.
116.
117.
118.
119.
120.
121.

122.
123.

124.
125.
126.
127.

128.
129.

Van Dam, N.M., Horn, M., Mare$, M., Baldwin, I.T.: J. Chem. Ecol. 27, 547-567
(2001)

Allen, G.:Sequencing of Proteins Peptides, str. 30-31, Elsevier, Amsterdam (1983)
Baudy, M., Meloun, B., Gan-Erdene, T., Pohl, J., Kostka, V.: Biol. Chem. Hoppe
Seyler 371, 485-491 (1990)

Laemmli, U.K.: Nature 227, 680-685 (1970)

Blakesley, R.W., Boezi, J.A.: Anal. Biochem. 82, 580-582 (1977)

Blum, H., Bier, H., Gross, H.J.: Elektrophoresis 8, 93-99 (1987)

Bradford, M.N.: Anal. Biochem. 72, 248-254 (1976)
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
http://www.cmbi.kun.nl/gv/servers/WIWWWI1/

http://www.rscb.org/pdb/

http://www.us.expasy.org/spdbv/

Glawe, G.A., Zavala, J.A., Kessler, A., Van Dam, N.M., Baldwin, I.T.: Ecology 84,
79-90 (2003)

Van Dam, N.M., Baldwin, I.T.: Plant Biol. 5, 179-185 (2003)

Fickbohm, D., Trimmer, B.A.: Arch. Insect Biochem. Physiol. 53, 172-185 (2003)
Pearce, G., Johnson, S., Ryan, C.A.: Plant Physiol. 102, 639-644 (1993)
Barrette-Ng, I.H., Ng, K.K.S., Cherney, M.M., Pearce, G., Ryan, C.A., James,
M.N.G.: J. Biol. Chem. 278, 24062-24071 (2003)

Pouvreau, L., Gruppen, H., Piersma, S.R., van den Broek, L.A., van Koningsveld,
G.A., Voragen, A.G.: J. Agric. Food Chem. 49, 2864-2874 (2001)

Bryant, J., Green, T.R., Gurusaddaiah, T., Ryan, C.A.: Biochemistry 15, 3418-3424
(1976)

Graham, J.S., Pearce, G., Merryweather, J., Titani, K., Ericsson, L.H., Ryan, C.A.
J. Biol. Chem. 260, 6561-6564 (1985)

Antcheva, N., Pintar, A., Patthy, A., Simoncsits, A., Barta, E., Tchorbanov, B.,
Pongor, S.: Protein Science 10, 2280-2290 (2001)

Scalon, M.J., Lee, M.C.S., Anderson, M.A., Craik, D.J.: Structure 7, 793-802
(1999)

Schirra, H.J., Scalon, M.J., Lee, M.C.S., Anderson, M.A., Craik, D.J.: J. Mol. Biol.
306, 69-79 (2001)

Nakamura, K., Matsuoka, K.: Plant Physiol. 101, 1-5 (1993)

Lee, M.C.S., Scalon, M.J., Craik, D.J., Anderson, M.A.: Natur. Struc. Biol. 6,
526-530 (1999)

Beekwilder, J., Schipper, B., Bakker, P., Bosch, D., Jongsma, M.: Eur. J. Biochem.
267, 1975-1984 (2000)

Jongsma, M.A., Bakker, P.L., Stiekema, W.J., Bosch, D.: Mol. Breed. 1, 181-191
(1995)

Korth, K.L., Diwon, R.A.: Plant Physiol. 115, 1299-1305 (1997)

Muntz, K., Blattner, F.R., Shutov, A.D.: J. Plant Physiol. 159, 1281-1293 (2002)
Rotari, V.1., Dando, P.M., Barrette, A.J.: Biol. Chem. 382, 953-959 (2001)
Kembhavi, A.A., Buttle, D.J., Knight, C.G., Barrette, A.J.: Arch. Biochem.
Biophys. 303, 208-213 (1993)

70


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
http://wwwcmbi.kun.nl/gv/servers/WIWWWI/
http://www.us.expasy.org/spdbv/

71



