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Abstrakt

Krev sajici parazité klist¢ obecné Ixodes ricinus a krevnicka stfevni Schistosoma
mansoni produkuji travici aspartitovou proteasu typu katepsinu D, kterd zahajuje
degradaci hemoglobinu, jezZ je jejich hlavnim potravnim zrojem. Pro katepsin D z . ricinus
(IrKatD) byl sestaven a optimalizovan protokol pro refolding rekombinantniho enzymu
a byl urcen zpisob aktivace IrKatD, pfi niZ zymogen odstépuje propeptid auto-aktivacnim
mechanismem v kyselém pH. Déle byly studovany funkéni vlastnosti IrKatD s vyuzitim
kinetického méteni v pfitomnosti fluorogenniho substratu. Takto bylo ur¢eno pH optimum,
substratova a inhibi¢ni specificita IrKatD. V praci byla dale popsdna piiprava dvou
izoenzymul rekombinantniho katepsinu D ze S. mansoni (SmKatD). Pro jejich produkci byl
pouzit expresni systém E. coli. Produkované proteiny byly izolovany z inkluznich télisek
pomoci afinitni chromatografie za denatura¢nich podminek a byl sestaven a optimalizovan
protokol pro jejich refolding. Studované aspartitové proteasy jsou zajimaveé
z medicinalniho pohledu: inhibitory SmKatD pfedstavuji potencidlni chemoterapeutika pro
1écbu schistosomosy a IrKatD je perspektivni antigen pro vyvoj novych protiklistécich

vakcin.



Abstract

The blood fluke Schistosoma mansoni and the hard tick Ixodes ricinus produce an
aspartic protease cathepsin D which initiates degradation of hemoglobin, their key nutrient.
First, in the presented work, the protocol for refolding and activation of the zymogen of
cathepsin D from [ ricinus (IrCatD) was developed and optimized. In acidic pH the
propeptide of IrCatD zymogen was removed by an auto-activation mechanism. Further,
a kinetic assay with fluorogenic substrates was employed to study functional properties of
IrCatD including pH optimum, substrate and inhibition specificities. Second, two isoforms
of cathepsin D from S. mansoni (SmCatD) were produced using recombinant expression in
E. coli. These recombinant proteases were isolated from inclusion bodies using affinity
chromatography under denaturating conditions, and protocol for their refolding was
developed and optimized. The studied aspartic proteases are potential pharmacological
targets: inhibitors of SmCatD represent potential chemotherapeutics for the treatment of
schistosomiasis, and IrCatD is a candidate antigen for the development of novel anti-tick

vaccines.
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Literarni uvod

1. Parazitismus

Parazitismus je definovan jako typ souziti dvou organismu, kdy jeden organismus
(parazit) ziskava ziviny z druhého organismu (hostitele), kterému Skodi, ale nemusi ho
zabit. Vzhledem k zavaznosti a rozsifeni parazitdrnich onemocnéni jsou parazité¢ jednim
Parazitologie je povazovdna za jeden znejsledovanéjSich védnich oborti Svétovou
zdravotnickou organizaci [1]. Poet onemocnéni zplisobenych parazity stoupd a zaroven
dochazi k rozSifeni oblasti s vyskytem téchto onemocnéni a hrozi nebezpe¢i pandemie.
Na zadné lidské parazitdrni onemocnéni neexistuje U¢inna vakcina, coz je divodem
nartistu po€tu onemocnéni. Pouzivané antiparazitické 1éky se navic stile Castéji stavaji
neucinnymi v disledku rezistence.

Parazitismus je problémem pifevazné v tropickych a subtropickych zemich,
ale mizeme se s nim setkat i v mirném podnebném pasmu.

Parazité zijici volné, kteti si n€kdy ,,pfilepsi“ na hostiteli, se nazyvaji fakultativni
(ptilezitostni) parazité. Naopak ti parazité, ktefi nejsou schopni piezit bez svého hostitele,
se nazyvaji obligatorni (pravi) parazité. Parazit¢ se dale d€li na endoparazity
a ektoparazity. Endoparazité ziji uvnitt hostitelského t¢la a na zaklad¢ toho, zda ziji mezi
buitkami hostitele ¢i uvnitt jeho télnich dutin se d€li na intraceluldrni a extracelularni.

Na povrchu hostitele parazituji ektoparazité [2].

1.1 KIisté obecné (Ixodes ricinus)

Taxonomie klistéte obecného. Prevzato z [3]:

NadriSe: Eukaryota (Eukaryotae)

Rige: Zivo¢ichové (Animalia)
Podfrise: Mnohobunécni (Metazoa)
Kmen: Clenovci (4rthropoda)
Podkmen: Klepitkatci (Chelicerata)
Trida: Pavoukovci (4rachnida)

Rad: Klistatovci (Ixodida)

Celed”: Klistatoviti (Ixodidae)

Rod: Klisté (Ixodes)

Druh: Klisté obecné (Ixodes ricinus)
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Literarni uvod

Klistata fadu Ixodida patii do kmene ¢lenovcu (Arthropoda), podkmene klepitkatct
(Chelicerata) a tiidy pavoukovct (Arachnida). Rad klistatovei (Ixodida) se déli do ti
¢eledi, z nichz prvni je klistakoviti (4drgasidae) a druhou klistatoviti (Ixodidae), do které
patii 1 klisté obecné. Tteti Celedi, kterd je zoologickou raritou, je Nuttalliellidae [4], ktera
svymi charakteristikami stoji mezi vlastnostmi Argasidae a Ixodidae. Ob& Cceledi
Argasidae a Ixodidae maji spolecny zpiisob ziskavani potravy, lisi se ale zplisobem vyvoje

a zevn¢jskem (tab. 1).

Tab. 1: Rozdily mezi tzv. tvrdymi (Ixodidae) a mékkymi klistaty (4rgasidae).

Klist’atoviti (Ixodidae) Klistakoviti (Argasidae)
1. PokoZka je tvrda 1. PokoZka je mékka
2. Hibetni Stitek (Scutum) je pfitomen 2. Hibetni Stitek neni pfitomen

ve vSech vyvojovych stadiich

3. Na zadni ¢asti hibetniho Stitku je 3. Oc¢i obvykle chybi

pfitomen jeden par oci

4. Larvy, nymfy, dospéli jedinci saji 4. Nymfy a dospéli jedinci saji né€kolikrat

pouze jednou po dobu nékolika dna za den (30-60 minut), zatimco larvy saji
n¢kolik dni

5. Samci umiraji hned po kopulaci 5. Jsou schopni opakované kopulace

6. Samicky kladou ptes 3 000 vajicek 6. Samicky kladou nékolik stovek vaji¢ek

(podle druhu klistéte) a poté umiraji

Klist¢ obecné (obr. 1, str. 13) je obligatornim ektoparazitem zivicim se krvi
obratlovcli. Co se tyCe potravy, dospéli samci potravu nepiijimaji, pouze hledaji na
hostiteli samic¢ku k pareni. Naproti tomu, samicka je schopna sat az dva tydny a zvétsit
svij objem az pétkrat. Dusledkem je uspofadani téla samicek, které maji na hibetni stran¢
téla tvrdy Stitek (scutum), ktery u samicek zasahuje pouze do poloviny ¢i tretiny jejich
elastické idiosomy (té€lo bez hlavové casti). T¢lo samctl je téméf celé pokryto hibetnim
Stitkem. Dulezitym organem pro uchyceni klistat je jejich Ustni Ustroji, tzv. hypostom,
které obsahuje fadu zahnutych zoubki. Ukotveni v tkéni hostitele miize byt u nékterych

klist’at jesté umocnéno vyloucenim zvlastni bilkovinné hmoty zvané cement [2].
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Obr. 1: Klisté obecné (Ixodes ricinus). Ptevzato z [5].

1.1.1 Vyskyt klistéte obecného

Klisté¢ obecné se vyskytuje v chladnych, vlhkych, kfovinatych nebo zalesnénych
oblastech. Preferuje listnaté a smiSené lesy. Hojné se také vyskytuje na loukéch, polich,
pastvinach s hustou vegetaci a dafi se mu v téchto oblastech az do 2000 m. n. m [6].
Diilezité pro jejich pieziti jsou hojné srazky.

Klist¢ obecné se vyskytuje téméf po celé Evropé, kromé oblasti kolem
Stftedozemniho mote, kde je suché a teplé¢ klima (obr. 2). Dale se vyskytuje v severni
Africe, Iranu a v oblastech okolo Kaspického moie [7].

Nejvyssi vrchol Cetnosti vyskytu klistat nastdva koncem jara, ovSem v pfirodé
se zacinaji objevovat uz na zacatku jara. V 1été€ jejich Cetnost klesa, ukryvaji se a jsou méné

aktivni. Na zac¢atku podzimu zacind jejich Cetnost vyskytu opét rlst a to az do zimnich dnti.

Obr. 2: Vyskyt klistéte obecného. Cervené vyznacené oblasti charakterizuji vyskyt klistéte
obecného. Upraveno podle [8].
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Literarni Givod
1.1.2  Zivotni cyklus kli§téte obecného

Klisté potiebuje ke svému zivotu tfi razné hostitele. Cely vyvoj klistéte trva obvykle
tfi roky, pficemz jeden dil¢i krok trva okolo jednoho roku. Klisté je schopné ptichytit
se na hostitele v kazdém stadiu pouze jednou a po nasati odpadne.

Nasata samicka dosahuje délky 1,5 cm. Spousti se do pudy, kde precka 1 mésic
a klade okolo 2000 vajicek. Z vajicek se po 36-ti tydnech nejprve vylihnou larvy s tfemi
pary nohou, které¢ cizopasi na drobné¢jSich hlodavcich, jako je kralik a zajic, dale pak
na jestérkach a ptacich. Po nasati, obvykle v délce sani 3-10 dnti, se méni v dalsi stadium
nymfy se ¢tyfmi pary nohou. Doba pfemény trvd od 3 do 36 mésici. Nymfy vétSinou
cizopasi na vétSich obratlovcich a saji krev po dobu 4-7 dni, poté odpadnou a nastava faze
premény. V rozmezi 2-8 meésicti nymfy pohlavné dozravaji a méni se v dosp€lé jedince,
unichz je rozdélené pohlavi. Po dalSim nasati se méni nymfy v dospélé jedince, které
napadaji lesni zvéf, psy, domaci kopytniky a ¢lovéka. Dospé€lé samice jsou schopny sat az
2 tydny, zatimco samci se pouze prichyti na hostitele, aby na ném vyhledali samici a spafili
se s ni. Dospélé samiCky po nasati nakladou vajicka a zpravidla uhynou [9].

Sani je nezbytné pro vyvoj klistéte, nebot’ krev hostitele slouzi jako zdroj energie

a piisun zivin. Zivotni cyklus klistéte je graficky vyjadien na obr. 3, str. 15.
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Ixodes
ricinus

Ffeména ve vy 8 stadium

Obr. 3: Zivotni cyklus kli§tdte obecného. Upraveno podle [9].

1.1.3  Zazivaci trakt samicky kliStéte obecného

Ustni ustroji klistéte je tvofeno chelicery a hypostomem (obr. 5, str. 18). Tyto dvé&
¢asti tvofici gnathosomu neboli hlavovou c¢ast klistéte umoziuji ukotveni klistéte na
hostitelské kazi béhem sani. Chelicery jsou prvnim parem piiustnich koncetin klepitkatc.
Jsou to pokryté rigidni trubice se dvéma segmenty obklopujici hypostom. Hypostom
obsahuje zahnuté zoubky, kterymi se klisté€ zanoii do hostitele a umozni jeho fixaci na téle
hostitele. U rodu Ixodidae se navic klistata upeviiuji vypusténim specidlni latky zvané
cement. Tato latka je produktem slinné zlazy a piisobi téméf okamzit€. Po vyndani klistéte
z hostitele nezlstdva cement v rané hostitele, ale ziistava pfilepeny na ustnim orgénu
klistéte [9].

Ustni kanalek slouzi pro piijem z hostitelské tkané a pritok slin. Prochazi
az do hltanu (farynxu), silného saciho orgdnu s n€kolika svéracimi a rozsifovacimi svaly,

které ve spojeni s hltanovou zaklopkou pohybuji hostitelskou tkani az do jicnu. Jicen je
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uzké trubice pfilehla k hltanu prochéazejici pies synganglion (centrdlni nervovy systém,
mozek) a poté do stfedniho stfeva (zaludku). To se sklada z velké hlavni komory, z niz
vychazi nékolik slepych vybézkt (caecum). Hlavni komora je dostate¢né velka, aby mohlo
dojit k zahajeni traviciho procesu. Stiedni stfevo vypliuje vétSinu télni dutiny kliStéte. Je
obklopeno svalovymi vlakny, kterd zpiisobuji peristaltické pohyby. Stfedni stfevo ma zcela
jednotnou strukturu, sténa se sklada z jedné vrstvy epitelialnich bun¢k spocivajici na tenké
basalni laminé se svalovymi vlakny. V epitelu jsou pfitomny tfi druhy bun¢k: kmenové,
sekrecni a travici buniky. Povrch epitelidlnich bun¢k je pokryt mikroklky, zatimco vné;si
plasmatickd membrana je zvrasnéna az do doby, nez klisté zacne travit krev. Kratké sttevo
pfipojuje stfedni stfevo krektdlnimu vacku, kde se hromadi vykaly a produkty
Malpigickych trubic, aby byly vylouceny kone¢nikem [9].

Slinna zlaza hraje hlavni roli béhem séani krve a je také dilezita pro rozvoj raznych
patogenil. Exkrece slin do tcla hostitele brani nadmérmnému zied’'ovani télni tekutiny
klistéte, k cemuz dochézi ptfi sani krve vyluCovanim nadbytku kapaliny. Slinnd Zlaza je
parovy organ, ktery se sklada z granularnich jadérek a je rozsifen podél hlavové casti
a sbiha do salivaria, ktery usti do ustniho kandlku. U klistéte z Celedi Ixodidae byly
objeveny granularni jadérka typu II-IV, které obsahuji sekre¢ni buiiky, jejichz produkty
vykonavaji rizné role jako antikoagulacni funkci, znecitlivujici a lytickou funkci. Jadérka
typu II jsou schopna zvysit svoji velikost a sekre¢ni aktivitu béhem sani a hraji roli

v pozd¢jsi fazi traveni [6]. Vnitini stavba téla samicky klistéte obecného na obr. 4.

Obr. 4: Vnitini stavba téla samicky kliStéte obecného. Upraveno podle [9].
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1.1.4 Prijem potravy a traveni kliStéte

Vsechna klistata jsou obligatornimi ektoparazity savci, ptakt a plazt. Klistata s tii-
hostitelskym cyklem preferuji v kazdém vyvojovém stadiu jiného hostitele. Larvy a nymfy
preferuji malé hlodavce, zatimco dospéli jedinci Gitoc¢i na vEtsi savee.

Interakce s hostitelem je zahdjena zanofenim chelicer (obr. 5, str. 18) do kuze
hostitele, cemuz napomahd lytickd slozka, ktera je vylucovana slinami klistéte. Poté
vstoupi do rdny hypostom (obr. 5, str. 18) a dojde k ukotveni pomoci zpétné zahnutych
zoubkd, které jsou na vnitini stran€ hypostomu. U klistat z celedi Ixodidae je ukotveni
jesté podporfeno vypusténim upeviiujici latky, tzv. cementu do rany, které upevni jak
hypostom, tak chelicery. Vylity cement se obvykle sklada z hlavni ¢asti, ktera je zaklinéna
do rany hostitele a z oddélené Casti, kterd uzavira hypostom a chelicery, ¢imz umozni
dokonal¢ ukotveni. Zakladem cementu je protein a nékolik imunogennich proteini, které
byly objeveny i v extraktu slinné zlazy.

Sliny klistéte maji rizné farmakologické efekty. V roce 1898 Sabbatiny objevil
antikoagulacni vlastnost slin klistéte. Tato schopnost byla objevena i u jinych klist'at ¢eledi
Ixodidae. Antikoagulant se podafilo izolovat a zjistilo se, ze se jednd o protein
o molekulové hmotnosti 65000, ktery inhibuje faktor Xa v proteolytické kaskadé krevniho
srazeni, je produkovan 4.-7. den sani a neni imunogenni. Uz malé mnozstvi slin ma velky
antikoagulacni efekt na velky objem krve hostitele. Klistéci slinné zlazy maji také efekt
na vasodilataci, vaskularni permeabilitu a cytolytickou aktivitu. Klistata se béhem sani
snazi eliminovat nadmérné mnozstvi vody a iontd, které vylucuji prostfednictvim slinnych
zlaz do téla hostitele.

Hostitelska tkan, hlavné tekutd Cast, je nasata hltanovou pumpou a prochdzi pres
jicen do stfedniho stieva, kde probiha traveni. Krev stfednim stfevem prochazi do velké
centralni komory, odkud je dale distribuovana do slepych vybézkli peristaltickym
pohybem. Béhem prvni faze traveni klistata trdvi velmi malé mnozstvi krve a mezitim
se organy vyvijeji arostou. To trva zhruba okolo 4-6 dnl. Béhem této faze je krev
piijiména fagocytdézou a pinocytéozou do travicich bunc¢k I. typu, které v této fazi
ptevladaji. Ziskané ziviny jsou pouzity pro stavbu pokozky, kterd se v nasledujici fazi
mnohonasobné& zvéEtsi a pripravuje se tak na silny pfisun krve béhem a po traveni. Béhem
druhé tzv. expanzni faze je klistétem ptijimana hlavni ¢ast krve po dobu 1-2 dnii. Jakmile

tato velkd ¢ast krve vstoupi do stiedniho stfeva, dochazi k jeji hemolyze (tj. popraskani
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membran Cervenych krvinek a uvolnéni hemoglobinu) a ve stfevé se traveni ujimaji travici
bunky II. typu. Tyto buiiky travi hemoglobin a jiné proteiny pinocytézou. Fagocytdza
nebyla u toho typu bunc¢k pozorovana. Béhem expanzni faze larvy, nymfy a samicky

dospélych jedinct enormné zvétsuji svlj objem. Samicky jsou schopny zvétsit pti sani sviyj

objem az pétkrat.
A/

Obr. 5: Ustni ustroji klistéte obecného. A) Pohled z piedni strany larvy Ixodes ricinus. B)
Pohled na tista se zuby hypostomu a epistomu. Vysvétlivky: C — chelicera, M — usta, P —
pedipalpy (makadla). Pfevzato z [9].

1.1.5 Onemocnéni prenasena kliStétem obecnym

Klist¢ obecné slouzi jako vektor riznych onemocnéni. Jeho sliny, které se dostavaji
do rany hostitele, mohou obsahovat rizné patogeny zpusobujici bakteridlni, virova
a infek¢ni onemocnéni [10]. Mezi tato onemocnéni patii klistova encefalitida, kterd je
virového piivodu, lymské borelidoza zpiisobena bakterii Borellia burgdorferi, tularémie,

ktera je rovnéz bakterialniho ptivodu a n€kolik dalSich mén¢ ¢astych onemocnéni [11].

1.1.5.1 Klistova encefalitida

Klistova encefalitida byla poprvé popsana rakouskym lékafem Schneiderem v roce
1931 [12]. Jedna se o onemocnéni centralni nervové soustavy (CNS) zplisobené arbovirem,
ktery patii do Celedi Flaviviridae a rodu Flavivirus. Tyto RNA viry obsahuji jadro a obal
tvoteny lipidy a dvéma glykoproteiny. Inkubaéni doba je obvykle 7-14 dni, ale muze
kolisat az na 28 dni povstupu viru do rany hostitele [13]. Poté virus putuje

do Langerhansovych ostrivki, zde se replikuje virovda DNA a putuje do lymfatickych
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uzlin, kde se pomnozi. Z lymfatickych uzlin se virus dostavd do krevniho obchu a je
roznasen po organismu [ 14].

V prvnim stadiu onemocnéni se objevuji hore¢naté stavy, spojené se vstupem viru
do hostitelského organismu. Ve druhém stadiu dochdzi k rozSiteni viru do CNS, kde
se virus replikuje a objevuje se zanét, lyze a dysfunkce bunék. Pokrocilejsi stadium vede

k zanétu kloubt a az k meningitidé a meningoencefalitide [15].

1.1.5.2 Lymska boreliosa

Lymské onemocnéni je zplisobeno bakterii B. burgdorferi Jedna se o gramnegativni
bakterii z kmene spirochét. Tato bakterie byla objevena Willym Burgdorferem v roce
1982. Onemocnéni je prenaseno klistaty Ixodes dammini, I. pacificus a I. ricinus.

Prvni pfiznaky onemocnéni se projevuji zarudnutim ktize v misté kousnuti klistétem
doprovazenym horeckou, bolesti svali a kloubd, bolesti hlavy a celkovou unavou
organismu. Zarudnuti po n€kolika dnech odezni. U nékterych jedincii se bakterie miize Sitit
skryté a zarudnuti se viibec neprojevi. V dal$im stadiu se bud’ imunitni systém vypotada
s bakterii, nebo dojde k jejimu rozsifeni. Komplikace, které nastavaji v tomto stadiu, jsou
lokalni lymfadenopatie, v horSim pfipadé¢ zanét jater ¢i mocového méchyte. Tyto
symptomy pretrvavaji do¢asné¢ a méni se béhem nékolika tydnl. U nékterych pacienth
pronikne bakterie do CNS a zpusobi zanét mozkovych plen, strnuti Sije a obrnu. Po letech

neléceni dochazi k trvalému poskozeni kloubti, svalti, imunitniho systému a nervii [16].

1.1.5.3 Erlichiosa

Erlichiosa je anemické onemocnéni ovei, dobytku, kocek a pst, které
se prostfednictvim kliStéte pfenasi na Clovéka. Onemocnéni je zpisobené bakterii, kterd
patii do celedi Anaplasmataceae a rodt Ehrlichia a Anaplasma. Bakterie napadaji bilé
krvinky. Symptomy jsou bolest hlavy, bolest svala a celkova tinava organismu. Miize dojit
k oslabeni imunitniho systému, coz vede ke kvasinkovému onemocnéni zvaného

moucnivka. Jestlize je zanedbana 1é€ba, onemocnéni se mize stat fatdlnim [8].

1.2 Krevnic¢ka strevni (Schistosoma mansoni)

Taxonomie krevnicky stievni. Pfevzato z [17]:
Nadfise: Eukaryota (Eukaryotae)

Rise: Zivocichové (Animalia)
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Podrise: Mnohobunééni (Metazoa)

Kmen: Plosténci (Platyhelminthes)

Podkmen: Neodermata (Neodermata)

Ttida: Motolice (Trematodae)

Rad: Strigeidida (Strigeidida)

Celed”: Krevnickoviti (Schistosomatidae)

Rod: Krevnicka (Schistosoma)

Druh: Krevnicka sttevni (Schistosoma mansoni)

Krevnicka stievni se fadi mezi cizopasné Cervy. Patii do tfidy motolic (7rematoda),
ktera obsahuje az na vyjimky endoparazity obratlovcl. Krevnicka se 1isi od ostatnich
motolic pohlavnim dimorfismem. Rozdil mezi obéma pohlavimi krevnicek je v jejich
velikosti, samicka je dlouhd az 2 cm, tenkd, plnd hemozoinu a zije v ryze samecka
v dokonalé kopulaci. Samecek je mnohem mohutnéjsi (obr. 6). Rod krevnicka lze rozd¢lit
do dvou vyvojovych vétvi zahrnujicich savéi a ptaci zastupce. Mezi zastupce rodu, které

parazituji na lidech, mizeme zatradit S. mansoni, S. japonicum, S. haematobium [2].

Obr. 6: Krevnicka stfevni (Schistosoma mansoni). Ptevzato z [18].

1.2.1 Vyskyt krevnicky strevni

Krevnicka stftevni (S. mansoni) se vyskytuje v oblastech s tropickym az
subtropickym klimatickym pasmem (obr. 7, str. 21). A to pfedev§im v mnoha zemich
Afriky, Jizni Ameriky (Surinam, Venezuela a Brazilie), dale v oblastech Karibiku (Puerto

Rico, Dominikénska republika, St. Lucia a dalsi).
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Obr. 7: Vyskyt krevnicky stfevni. Cervené je vyznaden vyskyt krevni¢ky stievni. Pfevzato
z [19].

1.2.2  Zivotni cyklus krevni¢Ky sti-evni

V zZivotnim cyklu (obr. 8, str. 22) krevnicek se stfida pohlavni rozmnozovéni
v lidském hostiteli a nepohlavni rozmnozovani ve vodnim plzi. V cévach vnitinich organii
clovéka jsou kladena vajicka, ktera s vykaly nebo moc¢i opousteji hostitele a dostavaji
se do vnéjsiho prostfedi. Nizkd hodnota osmotického tlaku vody dava signal, aby
se z vajicka zacalo lihnout prvni larvalni stadium miracidium. Miracidium produkuje
enzym leucin aminopeptidasu, ktery napomahd uvolnéni z vajicka [20]. Larva miracidium
je schopna vyhledat na zdkladé chemotaxe svého hostitele, kterym je vodni plz [21].
Po penetraci do vodniho plze se miracidium dostavd do jeho stfeva, kde se vyviji
ve sporocysty a poté v cerkarie. Sporocysty Casto podléhaji pfeméné a méni sviij povrch,
nanémz se objevuji mikroklky [22]. Nemaji Ustni otvor ani zazivaci systém, veSkeré
Ziviny absorbuji z hostitelské tkand, se kterou jsou v blizkém kontaktu. Ziviny jsou
potiebné sporocystam k vyvoji embrya, které se mize vyvijet v dals$i generaci sporocyst
nebo v cerkdrie. Cerkarie opousteji mezihostitele a ¢ekaji na konecného hostitele, kterym
je cloveék. Dulezitym stimulem pro penetraci do hostitele je lipidovy povrch na kazi,
zvlasté esencialni mastné kyseliny jako je kyselina linoleova a kyselina linolova. Béhem
penetrace cerkarie odvrhuji ocasek a stavaji se netolerantnimi vii¢i vodé a méni se v dalsi
stadium zvané schistosomula [23]. V lidském organismu schistosomula putuje krevnim
fecistém do portalni Zily, kterd je bohatd na Ziviny, a zde se usidluje. Po tfech tydnech

se mladi Cervi vyvinou v dospélé jedince. Zacne proces parovani, kdy samicka osidluje
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ryhu samecka a spole¢né putuji do stfeva, kde je zahdjena produkce vajicek. Dospéli

jedinci jsou schopni zit az 30 let [24].

Vportilni File
hostitele zraji
cerkarie

v despélé fervy,
schopné pareni.

Eoneény
hostitel

1 mm

Motolice se mmnoZi
v hostiteli.
Oplodnéna vajicka
se dostivaji do vody
moéi neho vylkaly.

Cerkarie penetruji
do koneéného
hostitele.

Wajicka se ve vode

v miracidium, kiere
penetruje do L
mezihostitele. i

&/

Miracidium se 1|.r3"|.liji T

Ve Sporocysiy a
cerkarie, kieré opousti
mezihostitele.

Mezihostitel

Obr. 8: Zivotni cyklus krevni¢ky stievni. Upraveno podle [25].

1.2.3 Zazivaci ustroji krevnicky stievni

Zdrojem zivin krevniCek je hemoglobin. Krevnicka stfevni obyva zilu
hepatoportalniho systému aje zanofend v krevni tekutin€é. Zazivaci systém krevnicek
nema hltan a ani jicen [26].

Stievo krevni¢ek nema zadné zlazy, ale obsahuje gastrodermalni buniky, které jsou
schopny sekretovat travici enzymy, mezi néz patii: proteasy, dipeptidasy, aminopeptidasy,

lipasy, kyselad fosfatasa a esterasa [27]. Krevnicky mohou absorbovat malé molekuly,
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aminokyseliny a sacharidy pfes jejich pokozku [28,29]. Absorbce probiha prostou difuzi

a transportnim systémem [30,31].

1.2.4 Klinické priznaky a patogeneze

Krevnicka stfevni je ptivodcem onemocnéni zvaného schistosomoéza [30] nebo také
po malarii.

Klinické ptfiznaky a patogeneze jsou dany délkou trvani infekce, zavisi
na zdravotnim stavu postizeného. Po priniku cerkarii do hostitele se mtize po 24 hodinach
objevit v misté vstupu zarudnuti, které zpravidla do dvou dnti mizi. Akutni faze nastava 3-
10 tydnli po infekci a projevuje se horecnatym onemocnénim, kaSlem, bolesti bticha
a prijmem. Po nastupu chronické faze dochdzi k maximalni produkeci vajicek, jez jsou
hlavnim patogenim agens. Pravé vajic¢ka jsou kladena do riznych organt podle toho o jaky
druh rodu Schistosoma se jedna.

U krevnicky stfevni jsou vajicka kladena v oblasti tenkého stifeva. Jakmile proniknou
sttevni sténou a odumtou, dochazi k jejich kalcifikaci, ¢imz zpiisobuji fibrézu sttev. To je
spojeno s dal$imi pfiznaky jako bolest bficha, krvacivy prijem, bolest hlavy. V pokrocilém
staddiu dochéazi k hromadéni vody v téle (obr. 9), objevuje se rakovina tlustého stfeva,
cirhdza jater, portalni hypertenze a poranéni centralni nervové soustavy. Onemocnéni je
fatalni.

V soucasné dobé¢ jsou k dispozici tfi 1éky: praziquantel, oxamniquin a metrifonat [1],

ale objevuje se rezistence.

Obr. 9: 16-ti lety chlapec infikovany S. mansoni. Ptevzato z [33].
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1.3 Hemoglobin jako hlavni zdroj zivin kliSt’at a krevnicek

Obziva klistéte rodu Ixodides a krevni¢ky rodu Schistosoma je zajisténa piijmem
hemoglobinu z krve hostitele. Hemoglobin je uvolnén hemolyzou z Cervenych krvinek
au klistat traven po fagocytéoze a pinocytéoze. U krevni¢ek probihd traveni ve slepém
stteve, jehoz bunky jsou schopny sekretovat travici enzymy. Hemoglobin je u obou
organismil trdven obdobnou kaskadou travicich proteas (obr. 10), kterd zahrnuje
endopeptidasy a exopeptidasy, které ho rozkladaji az na jednotlivé aminokyseliny.

Stépeni hemoglobinu je zah4jeno tfemi endopeptidasami, katepsinem D, katepsinem
L a legumainem, z nichZ je nejvice u¢inny katepsin D. Co se tyCe stupné fragmentace, tak
nejmén€ ucinny je legumain. Spolecnym plsobenim téchto tii proteas dojde
ke kompletnimu rozstépeni hemoglobinu na velké fragmenty. Proteasy rodiny papainu,
jako katepsin B a katepsin C hraji hlavni roli v dalsi fazi degradace hemoglobinu, ktera
zahrnuje Sté€peni velkych fragment az na dipeptidy. Katepsin B mé dvé funkce, jednak
pusobi jako endopeptidasa a jednak jako peptidyldipeptidasa (odstépuje dipeptidy z C-
konce peptidi/proteintt). Katepsin C je charakterizovan jako dipeptidylaminopeptidasa,
ktera odstépuje dipeptidy od N-konce peptidi/proteini. Monopeptidasy, zahrnujici
serinové karboxypeptidasy a metalopeptidasu leucinaminopeptidasu, mohou participovat
na uvoliiovani volnych aminokyselin. Aby doslo ke kompletni degradaci hemoglobinu, je
zapotiebi koordinované soucinnosti vSech vyjmenovanych proteas, takze proteasy zde

funguji v proteolytické kaskade [34].

Vs Hemoglohin Katepsin D
> 4 i >¢ Legumain
= Katepsin L
Hem Velké fragmenty
@ B Katepsin B
. N Katepsin L
e
- I e e p— — — — —— —
o
W T
- Malé fragmenty
Agregace B > Katsgeta b
hemu - Katepsin C
» »a A s
v WeRS
Dipeptidy a aminokyseliny

Obr. 10: Degradace hemoglobinu. Hemoglobin je nejprve Stépen endopeptidasami
katepsinem D, L a legumainem na velké fragmenty. Nasleduje St€peni na malé peptidy,
dipeptidy az jednotlivé aminokyseliny pomoci exopeptidas katepsinu C a B. Pievzato z

[34].
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1.4 Klasifikace proteas

Proteasy, n¢kdy téz oznaCovany peptidasy, St€pi peptidové vazby proteint/peptidi.
Hraji dtlezitou roli ve vSech fyziologickych procesech, které zahrnuji zrani a aktivaci
proteini nebo jejich degradaci (proteolyza). Proteasy jsou hierarchicky usporadany
do rodin a klanti. Rodiny se déli na zakladé homologie jejich aminokyselinové sekvence
a vyS$§im usporddanim je klan, ktery tvofi rodiny na zdkladé¢ podobnych strukturnich
segmentll. Proteasy jsou dale déleny podle jejich katalytického mechanismu
na aspartatové, serinové, threoninové a cysteinové proteasy a metaloproteasy [35].

Podle mista Stépeni se proteasy deli na exopeptidasy a endopeptidasy, pificemz
exopeptidasy $tépi substrat od N-konce (aminopeptidasy) nebo od C-konce
(karboxypeptidasy), endopeptidasy $tépi substrat usprostied fetézce.

1.5 Trida aspartatovych proteas

Aspartatové proteasy (EC 3.4.23.X) jsou charakterizovany pfitomnosti dvou
katalytickych aspartatovych zbytkl. Dal§im znakem je typicka terciarni struktura, nizké pH
optimum a jejich schopnost $tépit mezi hydrofobnimi aminokyselinami. Aspartatové
proteasy jsou inhibovany mikrobidlnim peptidem, pepstatinem, ktery byl poprvé izolovan
ze Streptomycet [36,37].

Aspartatové proteasy tvoii tfidu A obsahujici 7 klanli a 14 rodin a jsou pfitomny
v obratlovcich, houbdach, rostlindch, prvocich a virech [38,39,40]. Sav¢i aspartitové
proteasy jsou klasifikovany do dvou klanti, AA a AD, zdkladnim rozdilem, mezi témito
klany je terciarni struktura. Klan AA je rozdélen do dvou hlavnich rodin pepsinu (Al)
a retropepsinu (A2). Rodina pepsinu zahrnuje napf. intenzivné studované enzymy pepsin,
gastrin, rennin, katepsin D a katepsin E, plasmepsin a histo-aspartatovou proteasu. Rodina
retropepsinu zahrnuje napt. HIV retropepsin [38]. Presenilin reprezentujici klan AD tvofti
katalytick¢ jadro gama sekretasového komplexu a hraje roli v intramembranové
proteolyze, pii nizZ je St€pen transmembranovy amyloidovy prekurzorovy protein [41].

Aspartatové proteasy katalyzuji hydrolyzu peptidové vazby v mnoha biologickych
procesech. Aspartatové proteasy fungujici v travicim systému savell jako chymosin jsou
vyuzivané v potravinaiském primyslu napf. pii fermentaci, pii  vyrobé syra
[42,43,44,45,46,47]. Retrovirus HIV zodpovédny za rozvoj onemocnéni AIDS obsahuje

aspartatovou proteasu, ktera je cilovym enzymem pro chemoterapii pomoci proteasovych
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inhibitorii. Déle se endogenni lidské aspartatové proteasy stavaji cilem terapie nékolika
vyznamnych patologickych stavli. Naptiklad pepsin hraje roli v peptickém viedu [48],
ktery vznika piekyselenim zaludku, pfi némz dochazi k naruseni zaludecni sliznice
v disledku nadmérné produkce kyseliny chlorovodikové. Nadmérna produkce reninu vede
k hypertenzi [49], plasmepsin, ktery je produkovéan parazitem Plasmodium, hraje roli
v prenosu malarie [50], katepsin D v metastazich rakoviny [51], katepsin E v imunitnim
systému [52]. Dale jsou aspartatové proteasy dilezité pii tvorbé beta amyloidovych plaki,

které vznikaji pti Alzheimerove chorobé [53,54,55].

1.5.1 Aspartatové proteasy rodiny pepsinu

Proteasy, kter¢ patii do rodiny pepsinu, jsou eukaryotické endopeptidasy. Modelova
proteasa pepsin, jez je hlavni proteasou gastrointestindrniho traktu, je pfirodné
syntetizovan v zaludeéni sliznici obratlovcl. Pepsin a vSechny aspartatové proteasy
obratlovei a hub této rodiny jsou syntetizovany jako zymogeny v neutrdlnim pH.
Zymogen, neaktivni prekurzor aktivnich enzymi, je pfeménén na aktivni enzym bud’ auto-
katalytickou proteolyzou v kyselém pH nebo asistovanou proteolyzou jinou proteasou,
béhem které dojde k odstépeni tzv. propeptidu (aktivaéniho peptidu) na N-konci
peptidového fetézce zymogenu [56,57]. V ptipad¢ pepsinu se z neaktivniho prekurzoru
pepsinogenu stava aktivni pepsin aktivaci pod pH 4,0.

Dulezitou roli ve stabilizaci molekuly proenzymu pepsinogenu hraji elektrostatickeé,
vodikové a hydrofobni interakce. Elektrostatické interakce jsou konzervované
v krystalovych strukturdch prase¢iho pepsinogenu a tykaji se interakci mezi Argl3p
a Aspll a mezi Lys36p a Asp32/Asp215 [58]. Lys36p a Tyr37p jsou diilezité pro stabilitu
zymogenu Vv neutrdlnim pH [59,60]. Pii nizkém pH dochazi k protonaci téchto
aminokyselin a k jejich odpuzovani, coz zptisobi zménu konformace propeptidu a nasledné
jeho odstépeni. Lys36p je ve vysoce konzervované oblasti zymogenu vSech obratlovcil
[61]. Zména ve struktuie pepsinu po aktivaci je zndzornéna na obr. 11, str. 27.

Zatimco aktivace probihd v kyselém pH, tak pii pH vyS§im nez 6,0 pepsin stejné jako

vétSina proteas této rodiny podléhaji ireversibilni denaturaci [42,62].
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Obr. 11: A) Struktura praseciho pepsinogenu (PDB kod: 2PSG). B) Struktura praseciho
pepsinu (PDB kéd: 3PEP). Sedivé je znazornén propeptid, ktery uzavira aktivni misto
v pepsinogenu s aminokyselinovym zbytkem Lys36p (modie). Lys36p vytvati vodikové
vazby (zelen¢) s katalytickymi zbytky Asp32 a Asp215 (Cerveng). Po odstépeni propeptidu
podléhd pepsin konformaénim zménam, N-konec (rtizov€) zméni svoji polohu o 40 A.
Ptfevzato z [55].

1.5.1.1 Struktura aspartatovych proteas rodiny pepsinu

Aspartatové proteasy rodiny pepsinu jsou kovalentnimi heterodimery. Podjednotky
se oznacuji N-koncova a C-koncova a ob€ jsou si velmi podobné. Katalytické misto
se nachazi mezi témito podjednotkami a kazdd znich obsahuje jeden Asp zbytek.
Sekvence propeptidu aspartatovych proteas je dlouha zhruba 50 aminokyselin, které jsou
bohaté¢ na bazické aminokyseliny [56,58], vyjimkou jsou plasmepsiny, jejichz sekvence
propeptidu jsou delsi o 120 aminokyselinovych zbytki [63]. Zraly protein obsahuje 300—
400 aminokyselin. Typickym ptikladem je prase¢i pepsinogen, ma hmotnost 40 kDa
a sklada se z propeptidu o velikosti 44 aminokyselinovych zbytkl, které jsou bohaté
na bazické zbytky, a z 326 zbytki, které tvoii aktivni enzym obsahujici pfevazné kyselé

zbytky. Katalytické aspartatové zbytky jsou v pozicich Asp32 a Asp215 [42,64,65].

1.5.1.2 Katalyticky mechanismus aspartatovych proteas

Mechanismus aspartatovych proteas je zalozen na acidobazické katalyze (obr. 12, str.
28), které se Ucastni dva aspartatové zbytky v aktivnim misté, pfi¢emz jeden aspartatovy
zbytek se chova jako kyselina a druhy jako baze, to je ddno rozdilnou hodnotou pKa obou
Asp zbytkt. Dulezitou roli hraje molekula vody, ktera se vaze mezi tyto dva katalytické
Asp zbytky. Molekula vody piitomna jako nukleofil atakuje karbonyl peptidové vazby

a vazba je tak rozStépena [66].
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Obr. 12: Katalyticky mechanismus aspartatovych proteas. Katalytické Asp vaZou
molekulu vody [66], ktera nukleofiln¢ atakuje uhlik karbonylové skupiny Stépené
peptidové vazby a ponechdva mu hydroxyl, vznika tak nové karboxylova skupina. Zbyly
vodik z molekuly vody je soucasti nové vytvorené aminoskupiny. Prevzato z [67].

1.5.1.3 Substratova specifita aspartatovych proteas

Aspartatové  proteasy rodiny pepsinu St€pi  vazby mezi hydrofobnimi
aminokyselinami, zejména: Phe, Ala, Leu, Tyr [68]. Jedna se o endopeptidasy, které jsou
schopné interagovat s aminokyselinovymi zbytky substratu po obou stranach Stépené
vazby [69]. Na zdklad¢ vysledkli sekvencnich analyz $tépli pepsinovymi proteasami, byl
vytvoien heptapeptid, jeZ je vyuzivan jako substrat aspartatovych proteas a jehoz sekvence
je nasledujici: Pro-Ala-Glu-Phe-Phe-Val-Leu [70]. Aby bylo mozné sledovat Stépeni
tohoto substratu spektrofotometricky, byl v substratu fenylalanin vazajici se do pozice P1’
nahrazen p-nitrofenylalaninem (Nph). Fragmentace substratu je pak spojena s poklesem
absorbance pfi 305 nm. Substrat byl dale optimalizovan zdménou nékterych aminokyselin
za hydrofobnéjsi. Vysledkem je oktapeptid o sekvenci Lys-Pro-Ala-Glu-Phe-Nph-Arg-

Leu, ktery je pouzivan jako substrat pro vétSinu aspartatovych proteas [70].

1.5.1.4 Inhibitory aspartatovych proteas

Specifickym inhibitorem vSech aspartatovych proteas rodiny pepsinu je pepstatin
[71]. Jedna se o hexapeptid, ktery obsahuje aminokyselinu statin (Sta). Tento hexapeptid
byl poprvé izolovan z bakterii rodu Actinomyces a sekvence je nasledujici: Ile-Val-Val-
Sta-Ala-Sta. Byl prokdzan inhibi¢ni uc¢inek v pikomolarnich mnozstvich a vyuziva
se rovnéZ jako ligand pfi afinitnich chromatografiich [72] a pro titraci [73]. Soucasti
statinu, jehoz struktura je ((3S,4S)-4-amino-3-hydroxy-6-methylheptanova kyselina 2,
Sta), jsou hydroxylové skupiny, které pravé interaguji s hydroxyly karboxylovych skupin
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aspartatd, jez jsou v aktivnim mist¢ a vyté€siiuji molekulu vody, kterd je zapojena

do katalytického mechanismu [74]. Dalsi pfirozené inhibitory jsou uvedeny v tab. 2.

Tab. 2: Prehled pfirozenych inhibitororti aspartatovych proteas.

Nazev Zdroj Struktura
Pepstatin [71] bakterie (Actinomyces) \/\vn._ C'}N\IWH- | /[‘)i/ (i ) /L",n ?\H 9.OH
0 /CH o} Y H o Er
lle-Val-Val-Sta-Ala-Sta

T1A-3 [75] kvasinka (Saccharomyces -helikalni polypeptid s 68 AMK
cerevisiae)

PDI (potato cathepsin D brambor (Solanum | glykoprotein se 188 AMK

inhibitor) [76] tuberosum)

PI-3 (pepsin inhibitor 3) [77] | hlistice (Ascaris suum) protein se 149 AMK

SQAPI (squash aspartic dyné (Cucurbita maxima) polypeptid s 96 AMK

proteinase inhibitor) [78]

Equistatin [79] moftska sasanka (Actinia protein 21,7 kDa
equina)

1.5.2 Aspartatové proteasy typu katepsinu D

Katepsin D je exprimovan ve vSech sav¢ich builkdch a je majoritnim proteolytickym
enzymem v lysozomech, fagozomech a pozdnich endozomech [80,81]. Patii do rodiny
pepsinu, je syntetizovan v neutrdlnim pH jako neaktivni zymogen. Syntéza probiha
na ribozomech drsného endoplasmatického retikula. Zymogen je aktivovan dvéma
mechanismy [82,83,84,85,86]: v kyselém pH propeptid ztraci schopnost interakce
senzymem a autokatalytickym Stépenim mezi zbytky Leu26p a Ile27p se uvoliluje
pocate¢nich 26 aminokyselin propeptidu a vznikd intermediat tzv. pseudokatepsin D.
Pro kompletni odstranéni propeptidu je nutné proteolytické plsobeni jiného enzymu,
kterym je pravdépodobné nékterd lysozomalni cysteinova proteasa.

Katepsin D je zndmy jako lysozomdlni aspartitovd proteasa, ktera se uCastni
pfemény bunéénych proteinti, selektivniho procesovani MHC II antigenu, hormonti
a rastovych faktord. Katepsin D je nezavisly marker prognosy 1éCby pii rakoviné prsu [89].

Silnd exprese a sekrece katepsinu D ve form&€ zymogenu je spojena s progresivhim
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rozvojem rakoviny prsu a prostaty. Katepsin D je také dulezitym medidtorem zah4jeni

apoptosy v cytosolu rakovinnych bunék [87].

1.5.2.1 Substratova specificita katepsinu D

pH optimum katepsinu D je mezi 3,5 a 5,0. Katepsin D preferuje Stépeni vazeb
substratu mezi hydrofobnimi aminokyselinovymi zbytky v pozicich P1 a P1" [88]. Substrat
je vazéan do aktivniho mista katepsinu D o délce 8 aminokyselinovych zbytktl. Katepsin D
se lisi od rady aspartatovych proteas tim, ze preferuje substraty s Leu nebo Glu v pozici P2.

Ostatni aspartatové proteasy maji v této pozici Sirokou specificitu [89].

1.5.2.2 Struktura katepsinu D

Aminokyselinové sekvence savéich katepsini D jsou mezi jednotlivymi druhy
vysoce konzervované, ptic¢emz nejvice je podobny pepsinu, s nimz ma 47% identitu.

Struktura katepsinu D (obr. 13) obsahuje dv¢ strukturni domény. N-koncovy lehky
fetézec s hmotnosti 14 kDa a C-koncovy tézky fetézec s hmotnosti 38 kDa [90].
Ve struktute katepsinu D jsou obsazeny dva fosforylované N-vazané oligosacharidy, které
hraji roli v transportu zymogenu do lysosomu [91], tim se 1i§i od sekretovanych

aspartatovych proteas rodiny pepsinu.

Obr. 13: Struktura lidského katepsinu D pfi pH 5,1 (PDB koéd 1LY A). Struktura
obsahuje dvé domény, tzv. t€zky fetézec, ktery je na C-konci (modie) a tzv. lehky fetézec,
ktery je na N-konci (zeleng). Cysteinové mustky jsou vyznaceny zlute, ¢isla znaci, o jaké

spojené cysteiny se jedna. Struktura obsahuje dva N-vazané oligosacharidy, Man -
mannosa, NAG - N-acetylglukosamin. Vyznaceny jsou i dva katalytické aspartatové
zbytky.
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1.5.3 Aspartatové proteasy klist’at

U Kklistat rodu Ixodes hraji aspartditové protesy klicovou roli v proteolyze
hemoglobinu [92,93] a v degradaci vitelinu [94]. Travici aspartitové proteasy jsou
pfedmétem intenzivniho studia jako mozny vakcinacni antigen pro regulaci sani klistat,
piikladem je longepsin ztvrdého klistéte Haemaphysalis longicornis a Ixodes ricinus
[92,104]. U tvrdych kliSt'at byla objevena aspartatova proteasa nazyvand BYC (,,Boophilus
yolk pro-cathepsin®), kterd hraje hlavni roli v degradaci vitelinu, hlavniho Zloutkového
proteinu klistécich vajicek, b€éhem embryogeneze [95]. Do stejné skupiny aspartatovych
proteas, které degraduji vitelin, patfi aspartdtova proteasa THAP, (,tick heme-binding
aspartic protease‘), ktera miize vazat hem a tim regulovat degradaci vitelinu [92]. Funkéni
analyza téchto aspartitovych proteas je nezbytnd pro vyvoj veterinarnich vakcin
umoznujicich zastaveni embryogeneze a redukci populace klistat [96].

Vitelin je hlavni slozkou vaji¢ek vSech Clenovci [97]. Vyvoj vajicek (oogeneze)
klistat zac¢ind v dobé sani. Tento proces, kterym dochdzi k rGstu oocytu a akumulaci
zloutku, jako energetické zasoby, se nazyva vitelogeneze. V této fazi je také produkovéan
vitelogenin, ktery je transportovan do matefské hemolymfy a potom akumulovéan
v oocytech jako vitelin [98]. Po vitelogenezi a oplodnéni vaji¢ek je pravé BYC a THAP
dilezity, nebot’ Stépenim vitelinu vznikaji aminokyseliny, které slouzi jako zdroj pro
rozvoj embrya [99]. Na degradaci vitelinu se podili jesté dalSi proteolytické enzymy,

zejména cysteinové proteasy [100,101,102,103].

1.5.3.1 Katepsin D kliStéte obecného

V extraktu stievni tkané klistéte obecného byla identifikovana aktivita katepsinu D
IrKatD abyla zného izolovana cDNA. Signalni sekvenci tvoii 21 aminokyselinovych
zbytkl. Molekularni hmotnost proenzymu je 39,5 kDa a izoelektricky bod proteinu je 4,75.
V proenzymu jsou pfitomny 2 potencidlni N-glykosylacni mista. IrKatD o velikosti 322
aminokyselinovych zbytki je kddovan 1304 pary bazi dlouhé cDNA sekvence. V aktivnim
misté jsou pritomny dva aspartatové zbytky v poloze 79 a 270 [93].

IrKatD hraje kli¢ovou roli v pocate¢ni fazi degradace hemoglobinu, pii niz je
hemoglobin §tépen na velké fragmenty [104]. Velké fragmenty jsou dale Stépeny ostatnimi

endopeptidasami na mensi fragmenty, dipeptidy a aminokyseliny.
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1.5.3.2 Aspartatova proteasa z Haemaphysalis longicornis

cDNA izolovana ze stfedniho stteva Haemaphysalis longicornis koduje aspartatovou
proteasu zvanou longepsin. c¢cDNA obsahuje 11769 pardt bazi a koduje 392
aminokyselinovych zbytkii o molekulové hmotnostni 39,3 kDa. ¢cDNA ma signdlni
peptidovou sekvenci a v aktivnim misté ma dva aspartatové zbytky, které jsou typické pro
aspartatové proteasy. cDNA longepsinu je z 44% podobna DNA katepsinu D
ze S. mansoni. Tento protein md 5 N-vazanych glykosylacnich mist [92]. Porovnani
homologie sekvence IrKatD s longepsinem na obr. 14, str. 34.

Longepsin hraje dulezitou roli ve fyziologii klistat [92,105]. Longepsin je
exprimovan v hladovych klistatech a exprese je zvySena béhem piijmu krve hostitele, kdy
pravdépodobné hraje roli pfi traveni hemoglobinu. Déale byla objevena dalsi funkce
longepsinu a to, Ze je exprimovan ve slinné zlaze a béhem sani je sekretovan do hostitele

jako antigen. Longepsin se tedy miize stat vhodnym kandidatem pro vyvoj vakcin.

1.5.3.3 Aspartatova proteasa typu BYC

BYC (,,Boophilus Yolk pro-Cathepsin®“) byl izolovan zvajicek klistat
(Rhipicephalus (Boophilus) microplus). Tento protein se Ucastni degradace vitelinu,
hlavniho Zloutkového proteinu béhem embryogeneze. BYC je lokalizovan ve vitelinovych
granulich v oocytech a je obklopen Zloutkovym proteinem [103].

Veskeré Ziviny pro vyvoj embrya jsou sbaleny ve vajickach ve formé zloutkovych
granuli [100,106]. Tyto veliké lysosomdlni organely jsou plné zloutkového proteinu
vitelinu. Vitelin je fosfolipoglykoprotein odvozeny od matefského prekurzoru nazyvaného
vitelogenin. Vitelogenin je sekretovan do hemolymfy a odtud vstupuje do oocytu pomoci
receptoru zprostiedkujiciho endocytozu [96,106]. K aktivaci BYC dochazi v kyselém pH
pfi embryogenezi [107]. Ve ctyfech dnech starém vajicku bylo pozorovano nizsi pH, coz
bylo spojeno se zvySenou aktivitou ATP dependentni protonové pumpy. Aktivovany BYC
zahajuje nasledné Stépeni vitelinu [108,109].

Sekvence BYC koduje protein o 375 aminokyselindch a velikost se pohybuje okolo
54 kDa [120]. BYC ma vysokou sekvencni identitu (okolo 35%) s ostatnimi aspartdtovymi
proteasami Clenovcl a aspartatovou proteasou ze S. mansoni. Ze savCich aspartdtovych

proteas je patrnd homologie s reninem.
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Charakteristickym znakem této aspartatové proteasy je pfitomnost pouze jednoho
aspartatového zbytku v katalytickém misté. Je zndmo, ze reakéni mechanismus
aspartatovych proteas, jez maji konzervované dva Asp zbytky musi vazat molekulu vody,
aby doslo k hydrolyze peptidové vazby substratu. Detailni katalytické schéma u BYC je
zatim neznamé a pravdépodobné je zaloZeno na jednom aspartitovém zbytku a zbytku
serinu, ktery je umistén v pozici u druhého chybéjiciho aspartatu [110]. Porovnani

homologie sekvence BYC s IrKatD na obr. 14, str. 34.

1.5.3.4 Aspartatova proteasa typu THAP

THAP (Tick Heme-binding Aspartic Proteases) je dalSim ztypl aspartitovych
endopeptidas tézkych klistat vyskytujicich se ve vajickach klistéte (Boophilus microplus).
Jeho hlavni funkci je degradace vitelinu. THAP je hlavné piitomen v tukovém télese,
sttednim stfevu a vajec¢nikach (ve vitelinovych granulich) [111].

THAP se vyskytuje ve formé proenzymu a aktivniho enzymu. Béhem casné faze
vitelogeneze je aktivovana jenom malé ¢ast tohoto proteinu, zbyvajici je aktivovdna béhem
pozd¢jstho embryonalniho vyvoje, cca po 3 dnech. Tato celkova aktivace
nastava v disledku okyseleni béhem embryogeneze [112]. Aktivnim THAP je b&hem
embryogeneze degradovano az 40% vitelinu a jedna se o vysoce kontrolovany proces.

Experimentalné bylo prokazano, Ze degradace vitelinu prostiednictvim THAP
je regulovana hemem [113], nebot’ THAP ma krom¢ aktivniho mista jesté vazebné misto
pro hem, které zvysSuje aktivitu THAP k hemoproteintiim jako je vitelin. Hem uvolnény
z vitelinu zérovenn funguje jako inhibitor THAP. Touto zpétnou vazbou je regulovana
degradace vitelinu [114] tak, aby se zamezilo akumulaci volného hemu [95], ktery je
cytotoxicky. THAP proteasa by jakoZto reguldtor degradace vitelinu mohla slouzit jako
vhodny kandidat pro vyvoj vakcin [113]. Porovnani homologie sekvence THAP s IrKatD
na obr. 14, str. 34.

33



Literarni uvod

IrkatD MRCSTLTLTLVVLLAAECAFGAFRIPLTRFKSVRKQLAEEGIYIHE-——-——————- GPY 49
longepsin -MTSTLSAI IVLLALVGASSALLRVPLKRVQSARNQLREVGTVLNVTHGWSLGNALGGPF 59
THAP  —————————— EFALQLGWHDPNVTEIR--GRALGD--—————————- Pl 25
BYC = e RKDRIIMSNLEHSSSEEVG----—————————————————— 19
IrkatD PEPLVNLLDVEYYGPI1SIGTPPQDFQVIFDTGSANLWLPSSKC--TTKYCLHHHRYDSSK 107
longepsin PEPLKNYLDAQYYGDVTLGTPPQVFRVVFDTGSSNLWVPSSKCPFTN IACMLHHKYNSKK 119
THAP PIILTNYNNMQFYGI ITIGTPPQSFKLLMDTGSSNFWVPS INCD-QSMACRDHAKYDSSK 84
BYC QTIPLNYTQLQYFGNITIGTPPQTFRVIFDTASNLTWVPSVGCS——VEQCQDRPLYDNRH 77
- :::* ::-***** *-:- *** *** * -
IrkatD SSTYEADGRNFT 1IVYGSG-NVEGF I SKDVCRIGSAKVSGQPLGEALVVGGESLLEAPFDG 166
longepsin SSTYAKNGTQFEIRYGSG-SVKGELSTDVFGLGD IRLQGQTFAEILRESGLAFIAAKFDG 178
THAP SSTFTKSGRY IRIRYSGG-VVRGITS IDNVGVGPATVTQYKFAEMDHSDGKLFRNAKYDG 143
BYC SSTYGAYGIWVTAPYIGGGAITGTAAYETITIAGINVTNQLFVEATVIDPKIYNGVQFDG 137
***- _ _* - % - - - - _ -**
IrkatD ILGLAYPSI1AVDGVVPVFDNMMKQGLLGEQNVFSVYLNRDPSSKEGGEVLFGGIDHDHYK 226
longepsin ILGLGYPQISVLNVPPVFDNMVAQGVAPKP-VESVYLDRNASDPNGGEVLFGGIDEAHYT 237
THAP IFGLAFPS1SQNNQLPLFDAMVKQGVVRQA-VESLYLSKQPSEQNGGE 1 YEGGINAQRYT 202
BYC SIGLSIESLYLSQHWSIFDNMFINHLLPEP -VFAFYFHPTVNGSDG-EL ILGGIEKSHYE 195
-** o _:** * - - - **- * _ * * *** -*
IrkatD GSITYVPVTAKGYWQFHVDGVKSVSASKSAPELLCKDGCEAIADTGTSLITGPPEEVDSL 286
longepsin GNITYVPVTRKGYWQFHMNGVKVGDNAT - —--- FCNGGCAAIADTGTSLIAGPTEEIHKL 292
THAP GAIHYVPVSQAAHWQVVMDNIN-VQGTT----- LCVGGCPTVVDSGTSFLSGPSADVETL 256
BYC GELTYT- QSATDEWLIRLQGVKVGMRWL —————— QTEYIYAKPVSTLPYIYGPQSQIDSI 248
- ow =
IrkatD NQYLGGTKTEGGQYLLDCDKLESLPNVTFTISGKEFSLRSKDYVLKVNQQ-GQTLCVSGFE 345
longepsin NVAIGAAPFMAGEY IVSCKS IPTLPKINFNLNGNEFVLEGKDYVLQVSQA-GIPLCLSGE 351
THAP NRVIGATKTAAGYFEVNCAT ISSLPP ITENLNGKSFPLQGEAYTIRIPLTTGGEQCFTRI 316
BYC NKALNASKTSGDEYTVDCSNITALPIISIKISGKNFDLRPQDYIVEVNSX ————— CYSGF 303
- - - % - - *=- X * E -
IrkatD MSLEMPQ----PLWIFGDVFLGPYYPIFDR----DQDRVGFAEVA---- 382
longepsin IGLDVPAPL-GPLWILGDVFIGRYYTIFDR----GNDRVGFAESR---- 391
THAP SESDASG---TNLWILGAVFTQTYYTVFDR----AQNRVGFATAV---- 354
BYC VVDEDHQQPGASTWLLGQNFLRRVYTIFKTGIFLWDKQLAFAYTRPIVY 352
* - -k * * - -

Obr. 14: Porovnani homologie sekvence katepsinu D z I. ricinus (IrKatD) s longepsinem
z Haemaphysalis longicorni, THAP z Boophilus microplus a BYC z Rhipicephalus
(Boophilus) microplus. Signalni sekvence u THAP a BYC neni uvedena, protozZe neni
v databazi k dispozici. Sedou barvou jsou vyznateny aminokyselinu, jejichZ sekvence

se shoduji s IrKatD. Vysvétlivky: * poloha s identickymi aminokyselinami,

: /. poloha

s aminokyselinami s vyznamnou/mén¢ vyznamnou podobnosti, - delece v sekvenci.

1.5.4 Aspartatové proteasy krevni¢ky stirevni

Krevnicka stievni, Schistosoma mansoni, exprimuje v dospélém stadiu dvé formy
katepsinu D. Jedna forma katepsinu se sklada z kratké signalni sekvence, propeptidu o 37
aminokyselinovych zbytcich a zralého peptidu o 377 aminokyselinovych zbytcich, ktery je
vysoce homologni se sav¢im katepsinem D. Druha forma katepsinu D se 1isi tim, Ze je

ve struktufe jest¢ ptfitomna C-koncova doména o délce 43 aminokyselinovych zbytkl
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Literarni uvod

[115]. Obé dvé formy vykazuji z84% sekvencni homologii s katepsinem D
ze S. japonicum, ktera rovnéz exprimuje dvé formy této proteasy.

Aspartatové proteasy s C-koncovou doménou jsou znamé i u jinych parazitd, jako
naptiklad Ancylostoma canium [116] a Eimeria acervulina [117]. Tyto enzymy jsou
identické se S. mansoni ptes 46%, ale C-koncovd doména neni homologicka. [118].

Katepsin D hraje klicovou roli v proteolyze hemoglobinu, ktery je uvolnén
z natravenych erytrocytii. Stépeni hemoglobinu probihd pfi velmi kyselém pH, coZ je
prostiedi typické pro zaludek parazita. Zde katepsin D zahajuje degradaci hemoglobinu
[119] na velké fragmenty, které jsou dale Stépeny cysteinovymi endopeptidasami

a exopeptidasami [115].

35



2. Cil

Diplomova prace se soustfedi na proteasy typu katepsinu D, které funguji jako travici
proteasy krev sajicich paraziti. Byly studovany katepsiny D z krevnic¢ky stfevni
(Schistosoma mansoni) a z klistéte obecného (Ixodes ricinus), které umoznuji degradaci
hemoglobinu, ktery je hlavnim potravnim zdrojem obou parazitli. Travici proteasy parazitii
se vsoucasné dob¢ stavaji vyznamnym terapeutickym cilem pro zdsah do traviciho
systému parazitli a jejich supresi s potencialnim vyuzitim pro ptipravu ,,protiklistécich*

vakcin a pro vyvoj novych anti-schistosomalnich chemoterapeutik.

Katepsin D z Ixodes ricinus

Navrhnout a optimalizovat postup pro refolding rekombinantniho proteinu. Urcit
proces aktivace enzymu a purifikovat aktivovany enzym.

Charakterizovat pH optimum aktivniho enzymu, analyzovat substratovou

a inhibi¢ni specificitu.

Katepsin D z Schistosoma mansoni

Ptipravit rekombinantni protein (dva izoenzymy) expresi v systému E. coli
a purifikovat denaturovany protein afinitni chromatografii.

Navrhnout a optimalizovat postup pro refolding a testovat enzymovou aktivitu

produktu.

36



Material a metody

3. Material a metody
3.1 Material

3.1.1 Rekombinantni katepsin D z kliStéte obecného (IrKatD)

Prokatepsin D z kliStéte obecného Ixodes ricinus (pro-IrKatD) byl exprimovan
v bakterii Escherichia coli s histidinovou kotvou na N-konci proenzymu. Inkluzni téliska
izolovana po expresi byla precisténa afinitni chromatografii na kolon¢ Ni-NTA Sepharosa.
Eluéni frakci poskytl Dr. D. Sojka z Parazitologického tstavu AV CR v Ceskych

Budgjovicich.

3.1.2 Rekombinantni katepsin D z krevni¢ky stievni (SmKatD)

Prokatepsin D z krevnicky sttevni Schistosoma mansoni (pro-SmKatD) byl klonovan
do plasmidu pET100 D-TOPO (Invitrogen) jako proenzym ve dvou variantdch s C-
koncovou doménou o délce 43 aminokyselinovych zbytkt, a bez C-koncové domény. Tyto
konstrukty poskytl Dr. J. Dvoidk z Parazitologického ustavu AV CR v Ceskych

Budé¢jovicich.

3.1.3 Chemikalie

Substraty

Peptidové substraty Abz-Lys-Pro-Ala-Glu-Phe-Nph-Ala-Leu (Abz-KPAEFF*AL)
a ABz-Ile-Glu-Phe-Nph-Arg-Leu (Abz-Abz-IEF-F*RL) byly syntetizovany na UOCHB
AV CR.

Inhibitory

PDI byl izolovan na UOCHB AV CR.

Lopinavir byl poskytnut Dr. M. Koziskem (UOCHB AV CR).

Sigma, USA:

fenylmethylsulfonyl fluorid (PMSF), pepstatin, E-64, leupeptin, pefabloc

Ostatni chemikalie

Sigma, USA:
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dithiothreitol (DTT), k. -ethylendiamintetraoctovda (EDTA), glycin, mocovina,
dodecylsulfat sodny (SDS), N,N,N’,N’tetramethylethylendiamin (TEMED), Tris,
akrylamid, lidsky hemoglobin, dimethylsulfoxid (DMSO), glycerol, glukosa, lysozym,
deoxycholat sodny (DOC), hovézi sérovy albumin, Luria-Bertani medium (LB medium),
Coomassie Brilliant Blue G250, mocovina, N,N’methylenbisakrylamid, akrylamid,
peroxodisiran amonny (APS), isopropyl-B-D-thiogalaktopyranosid (IPTG), arginin,
polyethylenglykol (PEG) 1500, k. citronova, redukovany glutathion (GSH), oxidovany
glutathion (GSSG), Triton X-100

Invitrogen, USA:

bunkyF. coli BL21(DE3), karbenicilin, SOC medium

Lachema, CR:

chlorid sodny, ethanol, hydroxid sodny, k. octova, k. chlorovodikovd, methanol,

fosfore¢nan sodny, aceton, glutaraldehyd, imidazol

Fermentas, Lotyssko:

Hmotnostni standardy pro SDS-PAGE: ,,Page Ruler Prestained Protein Ladder Plus*

3.2 Pristroje a vybaveni

Analytické vahy AE 163
Centrifugy:
Centrifuga Eppendorf 5415D
Centrifuga Heraeus Biofuge Fresco
Vakuova odparka Speed Vac Concentrator
UltrafreeMC Microcentrifuge filter, 0,22 uM
Fluorescencni/absorbanc¢ni ¢tecka GENios
pH metr pH Pracitronic MW 870
Termoblok

Vertikalni elektroforéza Mini Protean
Blotovaci zafizeni Mini Trans-Blot

AKTA Explorer

Sonikator Soniprep 150 MSE

Kolony a nosice:

Mettler, Svycarsko

Eppendorf, Némecko

DJB Labcare, Velka Britanie
Thermosavant, USA
Milliport, USA

Tecan, Rakousko

Pracitronic, Némecko
Vyvojové dilny, UOCHB AV
CR

BioRad, USA

BioRad, USA

GE Healthcare Life Sciences,
Svédsko

Hielscher, Némecko
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NiNTA Superflow Qiagen, USA

MonoS HR 5/5 GE Healthcare Life Sciences,
Svédsko

MonoQ HR 5/5 GE Healthcare Life Sciences,
Svédsko

Ostatni vybaveni:

PVDF membrana Millipore, USA

3.3 Experimentalni metody

3.3.1 Rekombinantni exprese

3.3.1.1 Exprese v buiikach E. coli BL21(DE3)

50 pl suspenze bunék Escherichia coli BL21(DE3) bylo rozmrazeno na ledu a bylo
k nim pfiddno 10 ng plasmidové DNA (vektor pET100/D-TOPO s SmKatD-S nebo
SmKatD-L poskytnuty Dr. J. Dvoidkem ze spolupracujiciho Parazitologického ustavu
v Ceskych Bud&jovicich). Poté byla smés inkubovana 30 min na ledu. Transformace bungk
byla provedena metodou teplotniho Soku trvajiciho 30 s pii 42°C. Po 30 s byla smés
okamzité premisténa na led, kde k ni bylo ptfiddno 250 pul SOC média. Takto zpracovana
smés se dale kultivovala 1 h pti 37°C za soucasného tfepani (230 rpm). Poté byla cela smés
priddna do 60 ml LB média, které obsahovalo karbenicilin (50 pg/ml) a glukosu (1 %)
a bunky byly kultivovany pii 37°C pies noc za stalého tfepani do hodnoty ODgg 1,5.

Erlenmayerova batika s 500 ml LB média, kterd obsahovala karbenicilin (50 pg/ml)
a glukosu (1%), se zaockovala 10 ml kultury a kultivace probihala pti 37°C za soucasného
ttepani (230 rpm) az do hodnoty ODgyy 0,5. Exprese byla indukovana pfidavkem IPTG
na finalni koncentraci 1 mM a probihala 5 h. Nasledné byly bunky centrifugovany (3000

g, 10 min, 4°C) a peleta byla poté zamrazena.

LB médium: 1% trypton, 0,5% kvasinkovy extrakt, 0,5% NaCl, pH 7,0

3.3.1.2 Dezintegrace bunék a separace inkluznich télisek

Bakterialni peleta (6 g z 1 I kultivacniho media) byla rozsuspendovéana v 60 ml Pufru
A, byl pfidan lysozym (na Spi¢ku Spachtle), PMSF (do finalni koncentrace 1 mM)

a merkaptoethanol (do finalni koncentrace 0,1%). Smés byla inkubovéna pfi laboratorni
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teploté 30 min. Nasledovala sonikace na ledu ty¢ovym homogenizatorem. Po ptidani DOC
(do finalni koncentrace 0,1%) byla smés inkubovana na ledu 30 min. Lyzat byl
centrifugovan (10000 g, 10 min, 4°C), supernatant zamrazen (oznacen jako Supernatant 1)
a ziskand peleta byla promyta 10 ml Pufru A obsahujicim 1 M NaCl a 0,5% Triton.
Promyté peleta byla opét centrifugovana (10000 g, 10 min, 4°C), supernatant zamraZen
jako Supernatant 2. Ziskana peleta byla rozsuspendovéna v 10 ml Pufru A obsahujicim 1,5
M NaCl a 0,5 % Triton a 0,1% merkaptoethanol, sonikovana a opét centrifugovana (10000
g, 10 min, 4°C). Supernatant byl zamraZen jako Supernatant 3, ziskané peleta obsahovala
inkluzni téliska (1,2 g), kterd byla rozsuspendovana v 9 mL pufru o slozeni: 100 mM Na-
fostat pH 8,0, 10 mM Tris, 8 M mocovina a inkubovana pii laboratorni teploté 24 h
za stalého michéani. Nerozpusténa ¢ast byla poté odstranéna centrifugaci (10000 g, 15 min,

4°C).

Slozeni pufru A: 50 mM Tris-HCI pH 8,0, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA

3.3.1.3 Purifikace katepsinu D z inkluznich télisek

Afinitni chromatografie byla vyuzita k separaci rekombinantniho katepsinu D
ze S. mansoni. Vyuzilo se interakce histidinové kotvy, ptfipojené na N-konci proteinu,
snosicem Ni-NTA Superflow. Nikl imobilizovany na nosi¢i interaguje s histidinovou
kotvou proteinu. Eluce probihala imidazolem, ktery kompetoval o nikelnaté ionty na nosici
s histidinovou kotvou.

Kolona s nosi¢em Ni-NTA Superflow (I1x10 cm, 8 ml) byla promyta 15 ml
ekvilibraéniho pufru o pritoku 1 ml/min. Poté bylo naneseno na kolonu 10 ml vzorku,
eluce byla provedena eluénim pufrem obsahujicim 250 mM imidazol. Priibéh
chromatografie byl sledovan kontinudlnim méfenim absorbance pii 280 nm, sbirany byly

frakce o objemu 2 ml. Jednotlivé frakce byly analyzovany na SDS-PAGE.

Slozenti ekvilibracniho pufru: 100 mM Na-fosfat, 10 mM Tris-HCI pH 8,0, 8§ M mocovina
Slozeni promyvaciho pufru: 100 mM Na-fosfat, 10 mM Tris-HCI pH 8,0, 8§ M mocovina,

20 mM imidazol

Slozeni elucniho pufru: 100 mM Na-fosfat, 10 mM Tris-HCI pH 8,0, 8 M mocovina, 250

mM imidazol
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3.3.2 Refolding proteinu

Testovany byly 3 varianty refoldingu:

Varianta refolding A

Tento protokol byl sestaven podle [120]. 1-5 1 roztoku obsahujiciho 10-60 g
proenzymu purifikovaného afinitni chromatografii na nosi¢i Ni-NTA Superflow bylo
pfidano do 100 1 redukéni smési o slozeni: 50 mM GSH, 8 M mocovina v 50 mM Tris-
HCI pH 8,0. Redukce probihala 1 h pti laboratorni teploté. Zredukovana smés byla dale
za stalého tfepani a pfi laboratorni teploté prikapavana do 900 1 refoldingové smési, jejiz
sloZeni a pH se liSily v uvedeném rozmezi: 50 mM Tris-HCI1 pH 7,1-9,0, 0-30% glycerol,
0-0,5 M arginin, 0,05% PEG 1500, 0,5 mM GSSG. Finalni smés byla tfepana po dobu 30
min pfi laboratorni teploté a poté 1-4 dny pti 4°C.

Varianta refoldingu B

Tento protokol byl sestaven podle [121]. 50 1 roztoku obsahujiciho 150 g proteinu
purifikovaného afinitni chromatografii na nosici Ni-NTA Superflow bylo ptidano do 250
1 67% kyseliny octové. Preinkubacni smés byla centrifugovana pii 10000 g, 10 min.
Ziskany supernatant byl dale ptikapavan pipetou do 7,5 ml chladné vody za stalého
michéni. K preinkuba¢ni smési bylo pfiddno 30 ml refoldovaciho pufru o slozeni: 0,5 M
Tris-HCI pH 8,0, 1 mM GSH, 0,5 mM GSSG, 30% glycerol a poté se smés inkubovala 24-
48 h pii 4°C.

Varianta refolding C

Tento protokol byl sestaven podle [122]. Do 2 ml refoldingového pufru o slozeni 50
mM Na-acetat pH 3,6, | mM GSH, 0,2 mM GSSG byl pfidan proenzym purifikovany
afinitni chromatografii na nosi¢i Ni-NTA Superflow do finalni koncentrace proteinu 10

g/ml. Smés byla promichana a poté se nechala tfepat 1-5 dni pfi laboratorni teplot¢.

3.3.3 Chromatografie na koloné Mono Q

Prokatepsin D byl z refoldingové smési izolovan pomoci ionexové chromatografie

na kolon¢ Mono Q HR 5/5 systému FPLC.
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Kolona byla nejdifive ekvilibrovana nandSecim pufrem pii pratoku 1 ml/min.
Prokatepsin D byl refoldovan ve vysledném objemu 50 ml, poté bylo pH upraveno
na hodnotu 6,5 a vzorek byl nanesen na kolonu. Kolona byla dale promyta 5 ml nanaseciho
pufru. Nésledovala eluce linearnim gradientem elucniho pufru s 1 M NaCl. Byly sbirany 2
ml frakce pii pratoku kolonou 1 ml/min. Pribéh purifikace byl sledovan kontinualnim
métenim absorbance pii vinové délce 280 nm a stanovenim aktivity katepsinu D pomoci
fluorogenniho substraitu Abz-KPAEFF*AL. Pfed stanovenim aktivity byl vzorek

inkubovan 100 min pfi pH 4,0, aby doslo ke konverzi proenzymu na aktivni enzym.

Slozeni nanaseciho pufru: 0,02 M Bis-Tris pH 6,5
Slozeni elucniho pufru: 0,02 M Bis-Tris pH 6,5, 1 M NaCl

3.3.4 Chromatografie na koloné Mono S

Frakce po Mono Q (kapitola 3.3.3) obsahujici prokatepsin D byly spojeny, pH bylo
upraveno na hodnotu 3,8 a smé&s se inkubovala 2 h pti 37°C, aby doslo k aktivaci katepsinu
D. Po inkubaci byl roztok 10x zfedén, aby se snizila koncentrace NaCl, a byla provedena
separace pomoci iontoméni¢ové chromatografie na koloné¢ Mono S HR 5/5 systému FPLC.

Kolona byla nejdiive ekvilibrovana nandSecim pufrem pii pritoku 1 ml/min.
V dal$im kroku bylo na kolonu naneseno 50 ml aktivovaného katepsinu D. Kolona byla
dale promyta 5 ml nandSeciho pufru. Nasledovala eluce linearnim gradientem elu¢niho
pufru s 1 M NaCl. Byly sbirany 2 ml frakce pfi pratoku kolonou 1 ml/min. Pribéh
purifikace byl sledovan kontinualnim méfenim absorbance pii vinové délce 280 nm
a detekci aktivity katepsinu D v jednotlivych frakcich - pomoci fluorogenniho substratu
Abz-KPAEFF*AL. Frakce obsahujici aktivni katepsin D byly spojeny a uchovéavany v -
80°C.

Slozeni nandaseciho pufru: 0,05 M Na-mravencan pH 3,8

Slozeni elucniho pufru: 0,05 M Na-mravencan pH 3,8, 1 M NaCl
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3.3.5 Analytické metody

3.3.5.1 Stanoveni koncentrace proteini

Ke stanoveni koncentrace proteini byla pouzita metoda dle Bradfordové [123].
Kalibracni kiivka byla sestavena z roztokti hovéziho sérového albuminu o riznych
koncentracich v rozmezi 0-1000 g/ml. K 10 1 vzorku respektive standardim bylo
pridano do jamek mikrodesticky 200 1 ¢inidla. Po inkubaci 10 min pii 37°C byla méfena
absorbance pii vlnové délce 595 nm. Koncentrace proteini ve vzorcich se urcila ze

sestavené kalibra¢ni standardni kiivky (Ases proti koncentraci standardu).

3.3.5.2 Priprava vzorkii na SDS-PAGE acetonovou precipitaci

Ke 200 [ vzorku bylo ptfidano 800 1 100% vychlazeného acetonu. Po inkubaci 30
min v -20°C byly vzorky centrifugovany (13000 g, 10 min, 4°C). Supernatant byl odsan
a peleta byla vysusena na vakuové odparce SpeedVac pii teploté 70°C. K peleté byl pridan
vzorkovy pufr (15 1) a smés byla inkubovéana 10 min pfi 90°C a nanesena na SDS-PAGE.

Vzorkovy pufr: 100 mM Tris-HCI pH 6,8, 1% SDS, 4% mekraptoethanol, 0,02% Comassie
Brilliant Blue G250, 24% glycerol

3.3.5.3 SDS-PAGE

Polyakrylamidova elektroforéza v 0,1% SDS byla provedena podle postupu dle
Laemmliho [124]. Na vertikalni elektroforéze BioRad byl pouzit 15% gel o rozmérech 80
x 60 x 0,7 mm. Fixace proteini v gelech probihala 15-30 min v roztoku obsahujicim 45%
ethanol, 10% kyselinu octovou. K detekci proteint se pouZzil roztok Coomassie Brilliant

Blue G250 [125].

3.3.5.4 Prenos proteini z gelu na membranu

Po skonceni SDS-PAGE byly PVDF membrana, podlozka, gel a filtrani papir
ekvilibrovany 15 min v transferovém pufru. Po ekvilibraci byly navrstveny do blotovaciho
piistroje v potadi: anoda, podlozka, filtraéni papir, membrana, gel, filtraéni papir,
podlozka, katoda. Pfenos proteinti z gelu na membranu probihal 60 min pfi konstantnim
napéti 100 V. Poté byla membrana obarvena roztokem Coomassie Brilliant Blue G250

125]. Membrana byla odbarvena 50 % methanolem a promyta 3x vodou.
y promy
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Slozeni transferového pufiru: 25 mM Tris-HCI pH 8,3, 192 mM glycin, 20% methanol

3.3.5.5 Urdeni N-koncové aminokyselinové sekvence

Pomoci SDS-PAGE byly separovany vzorky, které byly uréeny k analyze.
Nasledoval pfenos proteini na PVDF membranu (kap. 3.3.5.4). PVDF membrana byla
obarvena pomoci Coomassie Brilliant Blue G250 a nésledné¢ odbarvena 25% methanolem
s 10% kyselinou octovou. Pfislusny pruh s proteinem byl z membrany vystfizen a poslan
k ur€eni N-koncové aminokyselinové sekvence. Urceni N-koncové aminokyselinové
sekvence provadél Ing. Z. Voburka na UOCHB AV CR automatickym Edmanovym
odbouravanim N-koncovych aminokyselin pomoci proteinového sekvendtoru ABI Procise

491.

3.3.5.6 Tricin SDS-PAGE

Tricinovéd polyakrylamidovéd elektroforéza byla pouzivana k detekci fragmentl
vzniklych pfi degradaci hovéziho hemoglobinu. Tricin SDS-PAGE je zaloZena na postupu
podle Schiggera [126]. Na vertikéalni elektroforéze BioRad byl pouzit 16% gel s 6 M
mocovinou o rozmérech 80 x 60 x 0,7 mm. Fixace proteind v gelech probihala 1 h v 5%
glutaraldehydu, 30 min v roztoku obsahujicim 45% ethanol a 10% kyselinu octovou.

K detekci proteint se pouzil roztok Coomassie Brilliant Blue G250.

3.3.5.7 Degradace hemoglobinu pro elektroforetickou analyzu

Reakéni smés o celkovém objemu 50 | byla slozena z 5 1 aktivovaného katepsinu
D ptecisténého na kolon€ Mono S, 25 1 pufru o pH 2,3-10,0 a 20 1 roztoku hemoglobinu
(5 mg/ml). Reakéni smés byla inkubovana pii 37 °C a v case 0-20 h byly odebirany
alikvoty o objemu 10 1. Reakce byla ukoncena pfidavkem 10 1 2x koncentrovaného
Tricin SDS-PAGE pufru a inkubaci pii 65°C, 2 min. Smés byla analyzovéana na Tricin

SDS-PAGE. Jako kontrolni vzorek bylo pouzito 30 1H,O a 20 1roztoku hemoglobinu.

SlozZeni pouzivanych pufii:
50 mM Na-citrat pH 2,3, 2,7, 3,2
50 mM Na-acetat pH 3,6, 4,0, 4,5, 5,0, 5,5
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50 mM Na-fosfat pH 6,0, 7,0, 8,0

50 mM Na-borat pH 9,0, 10,0

Slozeni pufru pro Tricin SDS-PAGE: 100 mM Tris-HCI pH 6,8, 1% SDS, 4%
merkaptoethanol, 0,02% Comassie Brilliant Blue G250, 24% glycerol

3.3.5.8 Degradace hemoglobinu s fluoreskaminovou detekci

Reakéni smés o celkovém objemu 35 1 byla slozena ze 2 1 aktivovaného katepsinu
D, 23 1 inkuba¢niho pufru o rizném pH a 10 1 roztoku hemoglobinu. Smés byla
inkubovéana 90 min pii 37°C. Poté bylo ke kazdé smési piidano 118 1 derivatiza¢niho
pufru a nasledn¢ 46 1 roztoku fluoreskaminu. Fluoreskaminova detekce spociva

v interakei s noveé vzniklymi N-konci fragmenti hemoglobinu za vzniku fluoreskujiciho
produktu. Mnozstvi fluorescencné modifikovanych fragmentd hemoglobinu bylo
stanoveno na fluorescen¢nim spektrofotometru GENios méfenim fluorescence pfi excitacni

vlnové délce 390 nm a emisni vinové délce 465 nm.

Slozent inkubacniho pufru: 0,05 M Na-acetat pH 3,2, 3,6, 4,0, 4,5, 5,0, 5,5
Slozeni derivatizacniho pufru: 0,5 M Na-borat pH 9,0

Roztok fluoreskaminu: 0,03% v acetonu

3.3.5.9 Analyza auto-aktivace prokatepsinu D

Casovy pribéh auto-aktivace prokatepsinu D byl méfen po inkubaci s 0,5 M Na-
acetatem pH 4,0 pti 37°C. V casovych intervalech v rozmezi 0-225 min a dale pfes noc
byly odebirany alikvoty, které byly smichany se substratovou smeési a ucinnost aktivace
byla zjisténa kinetickym stanovenim pomoci substratu Abz-KPAEFF*AL (Kap. 3.3.6.1).

Analyza auto-aktivace byla déale provedena pomoci SDS-PAGE. Prokatepsin D byl
inkubovan s 0,5 M Na-acetatem pH 4,0 pii 37°C a v ¢asovych intervalech byly odebirany
200 1 alikvoty k nimz byl pfidan 1 1 pepstatinu, ktery zastavil aktivaci. Vzorky na SDS-

PAGE byly pfipraveny pomoci acetonové precipitace popsané v kapitole 3.3.5.2.

Slozent inkubacni smési: 2,5 [ enzymu, 77,5 10,5 M Na-acetdt pH 4,0

Slozeni substratové smesi: 15,5 [ 0,5 M Na-acetat pH 4,0, 0,5 [ 10 mM Abz-

KPAEFF*AL v DMSO
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3.3.6 Meéreni enzymové aktivity
3.3.6.1 Kinetické méreni s peptidovym substratem

Enzymova aktivita katepsinu D byla stanovena pii 37°C v mikrodesti¢ce pomoci
fluorescencniho spektrofotometru GENios. Pouzivany byly fluorogenni peptidové
substraty s vnitinim zhaSenim (princip FRET, , Forster resonance energy transfer®).
Do jejich sekvence je integrovana donorova skupina fluoroforu a skupina akceptoru
s absorb¢énim spektrem prekryvajicim emisni spektrum donoru. Fluorescence intaktni
molekuly je slaba, rozstépenim peptidové vazby mezi skupinou donoru a akceptoru
fluorescence vzrlsta. V praci byly pouzivany substraty Abz-IEF-F*RL a Abz-KPAEF-
F*AL, které vyuzivaji fluorescen¢ni skupinu aminobenzoylu (Abz), ktera se detekuje pfi
excitacni vinové délce 330 nm a emisni vlnové délce 410 nm, a p-nitrofenylanalanin jako
akceptor [61].

Do mikrodesti¢ky bylo napipetovano 10 1 roztoku enzymu a 70 10,2 M Na-acetat
pH 4,0. Pti stanoveni aktivit prokatepsinu D byla smés inkubovana 1-2 h pii 37°C, pricemz
doslo k pfeméné neaktivniho zymogenu na aktivni katepsin D. Do enzymové smési bylo

poté pfidano 20 1 substratové smési, kterd se skladala z 0,4 110 mM substratu v DMSO
a 19,6 10,1 M Na-acetdt pH 4,0. Enzymova aktivita byla méfena jako mira S§tépeni

fluorogenniho substratu enzymem.

3.3.6.2 Urceni pH optima IrKatD

Enzymy, jez byly pouzity pro méfeni aktivity v zdvislosti na pH, byly pfecistény
pomoci iontoméni¢ové chromatografie FPLC. K 10 | enzymu bylo pfidano
do mikrodesticky 90 1 substratové smési preinkubované 10 min pii 37°C. Enzymova

aktivita byla méfena jako mira §tépeni fluorogenniho substratu enzymem.

Slozent substratove smési: 0,15 M citrat-fosfat pH 2,3-6,5, 40 M Abz-KPAEFF*AL

3.3.6.3 Inhibice enzymové aktivity

Enzymy pouzité pro méfeni inhibi¢ni specificity byly preciStény pomoci FPLC.

Do mikrodesticky bylo napipetovano 10 1 roztoku enzymu a 80 1 inhibi¢ni smési. Smés
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byla poté inkubovana pii 37°C po dobu 15 min. Nasledné byla pfidana substratovd smés

a byla métena zbytkova aktivita enzymu na fluorescencni cte¢ce GENios.

Inhibicni smés: 0,1 M Na-acetat pH 4,0, 10 M inhibitor (pepstatin, E-64, leupeptin),

1 mM inhibitor (pefabloc, EDTA, lopinavir).

Substratova smes: 0,1 M Na-acetat pH 4,0, 40 M Abz-KPAEFF*AL
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4. Vysledky
4.1 Katepsin D z Ixodes ricinus (IrKatD)

4.1.1 Refolding IrKatD
4.1.1.1 Urceni zakladni strategie pro refolding IrKatD

Vychozim materidlem pro zjiSténi optimalnich podminek refoldingu byl
rekombinantni katepsinu D (IrKatD) ve form& zymogenu oznacovany jako prokatepsin D
(pro-IrKatD), ktery byl ziskan precisténim inkluznich télisek po expresi v bakterii E. coli
na kolon¢ Ni-NTA Sepharosa. (Tento materidl byl ziskédn z Parazitologického tistavu AV

CR (Kap. 3.1.1).

Spravné sbaleni pro-IrKatD bylo testovano pomoci tfech variant refoldingu, které

jsou podrobné popsany v kapitole. 3.3.2.

A) Pro-IrKatD byl pfidan do preinkuba¢niho roztoku o slozeni: 50 mM GSH, 8 M
mocovina (uvedeny jsou findlni koncentrace). Tento roztok byl pfidan za stalého michani
do desetinasobného objemu refoldingové smési o slozeni: 50 mM Tris-HCI pH 8,0,
30% glycerol, 0,05% PEG 1500, 0,5 mM GSSG.

B) Pro-IrKatD byl pfidan do preinkubacniho roztoku obsahujiciho finalné 40%
kyselinu octovou. Poté byl tento roztok zfedén 25x chladnou vodou a smichan
s refoldingovou smési o slozeni: 0,5 M Tris-HCI pH 8,0, 1 mM GSH, 0,5 mM GSSG, 30%
glycerol.

C) Pro-IrKatD byl inkubovén v refoldingové smési o slozeni: 50 mM Na-acetat pH
3,6, 1 mM GSH, 0,2 mM GSSG.

Utinnost refoldingu pro-IrKatD byla stanovena pomoci aktivitniho testu
s fluorogennim substratem Abz-KPAEFF*AL. M¢tena byla fluorescence, ktera vznika pii
Stépeni substratu. Aktivitni test obsahoval uvodni inkubaci v kyselém pH, pii které dochéazi
ke konverzi neaktivniho prokatepsinu D na aktivni enzym (kap. 3.3.5.8).

Porovnanim aktivit IrKatD (obr. 15, str. 49) bylo zjisténo, Ze nejvyssi aktivita je
ve variant¢ refoldingu popsané v bod¢ 1) zahrnujici preinkubaci s 50 mM GSH a refolding
ve smési, kterd obsahuje 50 mM Tris-HCI pH 8,0, 30% glycerol, 0,05% PEG 1500,

0,5 mM GSSG. Tato varianta refoldingu byla v praci dale optimalizovéna.
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Obr. 15: Utinnost refoldingu IrKatD v zavislosti na sloZeni refoldingové smési. Refolding
probihal 48 h ve tfech variantach refoldingu (osa x): A/ Preinkubace v 50 mM GSH
nasledovana refoldingem v 50 mM Tris-HCI pH 8,0, 30% glycerol, 0,05% PEG 1500, 0,5
mM GSSG. B/ Preinkubace v ptitomnosti 67% kyseliny octové nasledované refoldingem v
0,5 M Tris-HCI pH 8,0, 1 mM GSH, 0,5 mM GSSG, 30% glycerol. C/ Refolding v 50 mM
Na-acetat pH 3,6, 1 mM GSH, 0,2 mM GSSG. Aktivita [rKatD byla métfena po aktivaci
a je vyjadiena v procentech relativnich fluorescenénich jednotek normalizovanych na
100% nejvyssi naméiené hodnoty (osa y).

4.1.1.2 Optimalizace podminek pro refolding pro-IrKatD

1/ Zavislost na koncentraci proteinu

Byla provedena optimalizace refoldingu pro-IrKatD v zavislosti na koncentraci
proteinu ve findlni refoldingové smési. Pro optimalizaci koncentrace proteinu
v refoldingové smési byly zvoleny nasledujici koncentrace (findlni koncentrace
v refoldingové smési): 10, 20, 40, 60 g/ml. Po preinkubaci v 50 mM GSH
a 8 M mocovin¢, probihal refolding po dobu 48 h v pufru o slozeni: 50 mM Tris-HCI pH
8,0, 30% glycerol, 0,05% PEG 1500, 0,5 mM GSSG. Ucinnost refoldingu pro-IrKatD
se stanovovala pomoci aktivitniho testu, jako mira Stépeni fluorogenniho substratu Abz-

KPAEFF*AL, po aktivaci pro-IrKatD (obr. 16, str. 50).
Z experimentu vyplyva, ze nejvhodnéjsi findlni koncentrace IrKatD v refoldingové
smesi je 20  g/ml, dalsi zvySovani ¢i snizovani koncentrace proteinu vede ke snizeni

ucinnosti refoldingu.

49



Vysledky

100 F

80 |
60 |
40
N i
0 I I I
10 20 40 60

Koncentrace proteinu v refold. smési (ug/mL)

Uéinnost refoldingu (%)

Obr. 16: U¢innost refoldingu IrKatD v zavislosti na koncentraci proteinu v refoldingové
smési. Po preinkubaci v 50 mM GSH a 8 M mocoving probihal refolding 72 h
v refoldingové smési o slozeni: 50 mM Tris-HCI pH 8,0, 30% glycerol, 0,05% PEG 1500,
0,5 mM GSSG. Aktivita [rKatD byla méfena po aktivaci a je vyjadiena v procentech
relativnich fluorescen¢nich jednotek normalizovanych na 100% nejvys$si namétené
hodnoty (osa y).

2/ Zavislost na dobé refoldingu

Optimalizace doby sbalovani byla testovana pii koncentraci 20 g/ml proteinu
v nasledujicim usporadani: vzorek pro-IrKatD byl preinkubovan v 50 mM GSH a 8§ M
mocoving a dale inkubovan v refoldingové smési o sloZeni: 50 mM Tris-HCI pH 8,0, 30%
glycerol, 0,05% PEG 1500, 0,5 mM GSSG. Doba refoldingu se pohybovala mezi 1-4 dny
a ucinnost refoldingu pro-IrKatD se stanovovala pomoci aktivitniho testu, jako mira
Stépeni fluorogenniho substratu Abz-KPAEFF*AL, po ptedchozi aktivaci pro-IrKatD (obr.
17, str. 51).

Z experimentu vyplyva, ze optimalni doba sbaleni IrKatD ¢ini 3 dny, v této dobé¢ je

aktivita enzymu nejvyssi.
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Obr. 17: Utinnost refoldingu IrKatD v zavislosti na dobé inkubace. Po preinkubaci v 50
mM GSH a 8 M mocoving probihal refolding po dobu 1-4 dnti (osa x) ve varianté
refoldingové smési: 50 mM Tris-HCI pH 8,0, 30% glycerol, 0,05% PEG 1500, 0,5 mM
GSSG. Vysledna koncentrace proteinu v refoldingové smési je 20 g/ml. Aktivita [rKatD
byla métena po aktivaci a je vyjaddiena v procentech relativnich fluorescen¢nich jednotek
normalizovanych na 100% nejvyS$si namétené hodnoty (osa y).

3/ Vliv pH. koncentrace glycerolu a argininu na i¢innost refoldingu

Testovano bylo 27 variant slozeni refoldingové smési, které se liSily pH, koncentraci
glycerolu a argininu, ktery usnadnuje sbalovani fady proteinii. Preinkuba¢ni smes, jez
obsahuje 50 mM GSH a 8 M mocovinu, byla pfidana do refoldingové smési o sloZeni: 50
mM Tris-HCI pH 7,1-9,0, 0,05% PEG 1500, 0,5 mM GSSG, 0-30% glycerol, 0-0,5 M
arginin (tab. 3, obr. 18, str. 52).

Uginnost refoldingu pro-IrKatD se stanovovala pomoci aktivitniho testu, jako mira
Stépeni fluorogenniho substratu Abz-KPAEFF*AL, po ptedchozi aktivaci pro-IrKatD. Dle
tab. 3 a obr. 18, str. 52 jsou nejvhodnéjsi podminky pro spravné sbaleni IrKatD v prostiedi
o slozeni: 50 mM Tris-HCI pH 8,0, 0,05% PEG 1500 a 10% glycerol. Nalezené optimalni
podminky refoldingu byly pouzivany pro dalsi praci.
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Tab. 3: Optimalizace podminek pro refolding pro-IrKatD.

Vysledky

glycerol % 0 0 0 10 10 10 30 30 30
arginin M 0 0,25 0,5 0 0,25 0,5 0 0,25 0,5
pH Relativni aktivita

pH7,1 54,6 15,08 13,2 11,6 46,1 15,9 11,8 70,0 33,7
pH 8,0 77,3 13,3 3,0 100,0 18,4 7,7 47,9 51,9 17,7
pH 9,0 35,2 3,8 1,7 97,4 9,2 6,2 78,2 35,9 8,8

Po preinkubaci v 50 mM GSH a 8 M mocoving probihal refolding po dobu 72 h
v refoldingové smési o slozeni: 50 mM Tris-HCI pH 7,1-9,0; 0,05% PEG 1500, 0,5 mM
GSSG, 0-30% glycerol, 0-0,5 M arginin. Aktivita katepsinu D byla métena po aktivaci a je
vyjadiena v procentech relativnich fluorescen¢nich jednotek normalizovanych na 100%
nejvyssi namétené hodnoty. Optimalni podminky pro refolding pro-IrKatD jsou

zvyraznény cervene.
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Obr. 18: Optimalizace podminek pro refolding pro-IrKatD. Popis a Ciselné udaje tohoto

experimentu jsou uvedeny v tab. 3.

4.1.2 Chromatograficka purifikace zymogenu IrKatD

Pomoci iontoméni¢ové chromatografie na koloné Mono Q HR 5/5 systému FPLC byl

separovan spravné sbaleny pro-IrKatD od nespravné sbaleného proteinu. Na kolonu bylo

naneseno 50 ml smési po refoldingu pro-IrKatD, kde bylo upraveno pH na 6,5 (kap. 3.3.3).

Eluce probihala linedrnim gradientem 0-1 M NaCl v pufru o pH 6,5.

52



Vysledky

Aktivni IrKatD byl detekovan pomoci aktivitniho testu s fluorogennim substratem
Abz-KPAEFF*AL po pfedchozi aktivaci pro-IrKatD. Aktivita IrKatD byla nalezena
v absorb¢nim vrcholu C (obr. 19). Absorbéni vrcholy A, B a C byly dale analyzovany
na SDS-PAGE (obr. 20, str. 54). Pas odpovidajici molekulové hmotnosti pro-IrKatD, ktera
¢ini cca 42 kDa, se podafilo detekovat v absorbénich vrcholech A a C. V absorb¢nim
vrcholu A je pfitomen material nenavazany na kolonu a v absorbénim vrcholu C byla
detekovéna aktivita IrKatD. Lze ptfedpokladat, Ze absorbéni vrchol A obsahuje chybné
sbaleny protein a absorbéni vrchol C obsahuje spravné sbaleny pro-IrKatD, ktery

vykazoval proteolytickou aktivitu.

0.7 - 120
0.6 A
- 100
a r/——*——j
- 80
E g
o =
X 04 b ®
= =
o =
] 160 <
c —
3 03 | S
Q . Q2
3 2
&)
<< 40
0.2 +
20
0.1
0 0
0 20 40 60 80 100 120

Elucni objem (ml)

Obr. 19: Izolace pro-IrKatD iontoméni¢ovou chromatografii na kolon€ Mono Q HR 5/5
systému FPLC. Na kolonu ekvilibrovanou pufrem 0,02 M Bis-Tris pH 6,5 byla nanesena
smés po refoldingu pro-IrKatD, jejiz pH bylo upraveno na pH 6,5. Eluce probihala
linedrnim gradientem 0-1 M NaCl v pufru 0,02 M Bis-Tris pH 6,5. Objem sbiranych frakci
byl 2 ml (osa x). Pribéh chromatografie byl monitorovan kontinuadlnim métenim
absorbance pii vinové délce 280 nm a stanovenim enzymatické aktivity IrKatD
v jednotlivych frakcich. Aktivita byla méfena s fluorogennim substratem Abz-
KPAEFF*AL po aktivaci IrKatD. Sipkou je zvyraznén absorbéni vrchol, ktery obsahuje
aktivni IrKatD. Frakce tvofici absorbéni vrcholy A, B a C byly spojeny a analyzovany
pomoci SDS-PAGE.
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Obr. 20: SDS-PAGE analyza vzorka z chromatografie refoldovaného pro-IrKatD
na koloné€ Mono Q HR 5/5 systému FPLC. Na 15% gelu SDS-PAGE byl separovan vzorek
elu¢nich materialti odpovidajicich absorbénim vrcholim A, B a C (obr. 19, str. 53)
a standardy molekulovych hmot (ST) v kDa. Gel byl barven pomoci Coomassie Brilliant
Blue G250.

4.1.3 Analyza aktivace zymogenu IrKatD

V prvnim kroku byla testovana schopnost pro-IrKatD aktivovat se auto-katalytickym
mechanismem. Bylo zjisténo, ze purifikovany rekombinantni pro-IrKatD se auto-aktivuje
v kyselém prostiedi (pH 4,0). Aktivita [rKatD se méfila v rliznych Casovych intervalech
v aktivitnim testu s fluorogennim substratem Abz-KPAEFF*AL (obr. 21, str. 55). IrKatD
se kompletné¢ aktivoval za 100 min, pfi del§i inkubaci nedochazelo k dalsi aktivaci.
Aktivovany IrKatD je pomérné stabilni — pfi prodlouzené inkubaci (24 h) si zachovaval
80% své maximalni aktivity.

Kromé¢ aktivitniho testu byl priibéh aktivace analyzovan na SDS-PAGE (obr. 22, str.
55). Sledovana byla aktivace pro-IrKatD v ¢asovém rozmezi 0-24 h. Pés pro-IrKatD
o molekulové hmotnosti cca 42 kDa zmizel a konvertoval na pds aktivniho IrKatD
o molekulové hmotnosti cca 37 kDa. Takto generovany enzym je relativné stabilni, i pfi
dlouhodobé aktivaci dochazi pouze k ¢astecnému poklesu intenzity pasu a nejsou videt

vyznamné degradacni fragmenty.
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Obr. 21: Prab¢h aktivace pro-IrKatD. Pro-IrKatD byl aktivovan pti pH 4,0 a teploté 37°C.
V cCasovych intervalech 0-225 min a 24 h (osa x) byla méfena aktivita se substratem Abz-
KPAEFF*AL. Aktivita je vyjadfena v procentech relativnich fluorescencnich jednotek
normalizovanych na 100% nejvyssi naméfené hodnoty (osa y).
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Obr. 22: Analyza aktivace pro-IrKatD na SDS-PAGE. Pro-IrKatD byl aktivovan pii pH
4,0 a teplote 37°C. V Casovych intervalech 0-24 h byly odebrany alikvoty na SDS-PAGE.
Na 15% gelu je zobrazeno 6 drah, které se 1i§i dobou aktivace pro-IrKatD. Gel byl barven
pomoci Coomassie Brilliant Blue G250.

ST  Standardy molekulovych hmot v kDa

Draha:

AN DN AW —

Pro-IrKatD pied aktivaci
Aktivace 30 min
Aktivace 1 h

Aktivace 3 h

Aktivace 6 h

Aktivace 24 h
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U aktivovaného IrKatD byla ur¢ena N-koncova sekvence (po pfenosu na PVDF
membranu): IHEGPYPE-. Aktivni IrKatD tedy vznikd odstépenim cca 21 aminokyselin
z propeptidu pro-IrKatD, ov§em zména pozorovana na SDS-PAGE je vétsi nez odstépeni
21 aminokyselin (obr. 22, str. 55), protoze pro-IrKatD byl klonovan s N-koncovym His-
tagem o velikosti 3 kDa. Porovnani IrKatD s lidskym katepsinem D (HuKatD) ukazuje, zZe
nalezeny N-konec IrKatD je zhruba v oblasti N-konce piirozeného lidského katepsinu D
(obr. 23). Nelze vyloudit, Zze extenze -IHE- u IrKatD mulze byt in vivo odbourdna
pusobenim exopeptidas, takze N-konce obou enzymu by zacinaly shodnou homologickou

sekvenci GPXPE-.

IrkatD MRCSTLTLTLVVLLAAECAFGAFRIPLTRFKSVRKQLAEEG---——-=—————=———————— 41
HuKatD MQPSSLLPLALCLLAAP-ASALVRIPLHKFTSIRRTMSEVGGSVEDL IAKGPVSKYSQAV 59
*: *:* - *kh*k*x * . -**** :*_*:*: ::* *
IrkatD I'YIHEGPYPEPLVNLLDVEYYGPIS1GTPPQDFQVIFDTGSANLWLPSSKCTTK--YCLH 99
HuKatD PAVTEGPIPEVLKNYMDAQYYGEIGIGTPPQCFTVVFDTGSSNLWVPSIHCKLLDIACWI 119
= kkk KXk X X -* -*** * *khkxkx * *- -*** **x -*
IrkatD HHRYDSSKSSTYEADGRNFTIVYGSGNVEGFISKD--————————— VCRIGSAKVSGQPL 148
HuKatD HHKYNSDKSSTYVKNGTSFDIHYGSGSLSGYLSQDTVSVPCQSASSASALGGVKVERQVF 179
*x - * * ***** -* * * **** - * -* * -* ** * -
IrKatD GEALVVGGESLLEAPFDGILGLAYPSIAVDGVVPVFDNMMKQGLLGEQNVFSVYLNRDPS 208
HuKatD GEATKQPGITFIAAKFDG ILGMAYPRISVNNVLPVFDNLMQQKLV-DQNIFSFYLSRDPD 238
*xx * .- * ******:*** *:*:_*:*****:*:* *: :**:**_**_***_
IrKatD SKEGGEVLFGG IDHDHYKGS ITYVPVTAKGYWQFHVDGVKSVSASKSAPELLCKDGCEAL 268
HuKatD AQPGGELMLGGTDSKYYKGSLSYLNVTRKAYWQVHLDQVEVASG ————— LTLCKEGCEAI 293
- - ***---** * _-****--*- *x * *** * * *- _ _ ***:*****
IrkatD ADTGTSLITGPPEEVDSLNQYLGGTKTEGGQYLLDCDKLESLPNVTFTISGKEFSLRSKD 328
HuKatD VDTGTSLMVGPVDEVRELQKAIGAVPLIQGEYMIPCEKVSTLPAITLKLGGKGYKLSPED 353
******- ** -** *-- -* * * - * * _ ** :*:_: **x = * _:*
IrkatD YVLKVNQQGQTLCVSGFMSLEMPQP---LWIFGDVFLGPYYP IFDRDQDRVGFAEVA-- 382
HuKatD YTLKVSQAGKTLCLSGFMGMD IPPPSGPLWILGDVFIGRYYTVFDRDNNRVGFAEAARL 412

* K*kkhk Kk K-k kkhkhk-kkkkhk ===k K *AkKAk=kkkhkk =k Kk =kkkhkk=--kkhkkkiAk X

Obr. 23: Porovnani homologickych sekvenci lidského katepsinu D (HuKatD) a katepsinu
D z I. ricinus (IrKatD). Cervené je znazornéna signalni sekvence, modfe je zndzornén
propeptid a ¢erné zraly enzym. Sipky vyznaduji misto aktivace enzymu. Vysvétlivky: *
poloha s identickymi aminokyselinami, : / . poloha s aminokyselinami s vyznamnou/méné
vyznamnou podobnosti, - delece v sekvenci.
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4.1.4 Chromatograficka purifikace aktivniho IrKatD

Aktivovany IrKatD byl purifikovan pomoci iontoméni¢ové chromatografie na koloné
Mono S HR 5/5 systému FPLC. Na kolonu bylo naneseno 50 ml IrKatD aktivovaného pfi
pH 3.8 (kap. 3.3.4). Eluce byla provedena linedrnim gradientem 0-1 M NaCl v pufru pH
3,8. Aktivni forma IrKatD byla detekovéna ve frakcich pomoci testu s fluorogennim
substraitem Abz-KPAEFF*AL. Aktivita IrKatD byla nalezena pouze v oblasti 65-70 ml

elu¢niho objemu (obr. 24).
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Obr. 24: Izolace IrKatD pomoci iontomé&ni¢ové chromatografie na kolon€¢ Mono S HR 5/5
systému FPLC. Na kolonu ekvilibrovanou pufrem: 50 mM Na-mravencan pH 3,8, byl
nanesen vzorek IrKatD aktivovaného v pH 3,8. Eluce probihala linearnim gradientem 0-1
M NacCl v pufru: 50 mM Na-mraven¢an pH 3,8. Sbirany byly frakce po 2 ml (osa x).
Prabéh chromatografie byl monitorovan kontinualnim méfenim absorbance pii vinové
délce 280 nm a stanovenim enzymatické aktivity IrKatD v jednotlivych frakcich.

Po purifikaci aktivni formy IrKatD pomoci FPLC na koloné¢ Mono S HR 5/5 byla
spojena frakce, jez obsahuje IrKatD, analyzovana pomoci SDS-PAGE (obr. 25, str. 58).

Aktivovany IrKatD migroval v jediném pasu o velikosti 37 kDa.
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Obr. 25: Analyza vzorku aktivovaného IrKatD z chromatografie na Mono S HR 5/5
systému FPLC. Barveni 15% gelu SDS-PAGE bylo pomoci Coomassie Brilliant Blue
G250. Sipky znaci molekulové hmotnosti standardt.

Dréha: ST Standardy relativnich molekulovych hmot v kDa
1 Neaktivovany material pro-IrKatD
2 Frakce v elu¢im objemu 65-70 ml
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4.1.5 Biochemicka analyza IrKatD
4.1.5.1 Urceni pH optima IrKatD

Pro urceni pH optima IrKatD byly pouzily 2 peptidové fluorogenni substraty Abz-
IEF-F*RL a Abz-KPAEF-F*AL (obr. 26). Oba substraty jsou Stépeny v oblasti pH od 2,3
do 5,5 s pH optimem mezi pH 3,5-4,0.
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Obr. 26: Zavislost aktivity IrKatD na pH. Pro stanoveni aktivity IrKatD byly pouZity
fluorogenni substraty Abz-IEF-F*RL a Abz-KPAEF-F*AL. Aktivita byla métena v 0,15 M
citrat-fosfatovém pufru pH 2,3-6,5 (osa x). Aktivita je vyjadiena v procentech relativnich
fluorescencnich jednotek normalizovanych na 100% nejvy$si namétené hodnoty (osa y).

4.1.5.2 Inhibi¢ni specificita

Byla wurCena inhibi¢ni specificita IrKatD s vybranymi skupinové selektivnimi
proteasovymi inhibitory. IrKatD byl inkubovan s inhibitory a poté byla pomoci aktivitniho
testu s fluorogennim substratem stanovena zbytkova aktivita IrKatD, kter4 byla porovnana
s neinhibovanym IrKatD (obr. 27, str. 60). Aktivita [rKatD byla testovana pomoci sady

inhibitorti uvedenych v tab. 4, str. 60.
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Tab. 4: Inhibitory pouzité pro urceni inhibicni specificity IrKatD.

Inhibitor Cilové proteasy Koncentrace
E-64 cysteinové proteasy rodiny papainu 10 M
Pepstatin aspartatové proteasy rodiny pepsinu 10 M
Pefabloc serinové proteasy I mM
Leupeptin serinové a cysteinové proteasy 10 M
EDTA metaloproteasy 1 mM
Lopinavir aspartatové proteasy rodiny retropepsinu 10 M

PDI aspartatové proteasy typu katepsinu D 1,75 M

Tento experiment ukazal, ze IrKatD je pln¢ inhibovan pepstatinem a PDI (potatoe

cathepsin D inhibitor), coZ jsou inhibitory aspartatovych proteas rodiny pepsinu, a ¢aste¢ne

lopinavirem, coz je inhibitor aspartatovych proteas rodiny retropepsinu. Inhibitory jinych

ttid proteas aktivitu IrKatD vyznamné neovliviiovaly.
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Obr. 27: Inhibi¢ni specificita IrKatD s vybranymi skupinové selektivnimi inhibitory
proteas. Zobrazena je zbytkova aktivita [rKatD méfena pomoci fluorogenniho substratu
Abz-KPAEF-F*AL pfi pH 4,0 v pfitomnosti inhibitorti aplikovanych v koncentracich
uvedenych v tab. 4 (osa x). Hodnoty zbytkové aktivity jsou vztazeny k

neinhibované kontrole (100%) (osa y).
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4.1.5.3 Degradace hemoglobinu

vvvvvv

enzymt, ktery se podili na ivodni degradaci hemoglobinu v kyselém pH [104]. Nyni byla
analyzovédna degradace hemoglobinu purifikovanym rekombinantnim IrKatD. V prvnim
kroku byla testovana degradace pii pH 4,0 v riznych ¢asovych intervalech. Degradovany
hemoglobin byl analyzovan na Tricin SDS-PAGE (obr. 28). Béhem inkubace pas
hemoglobinu o 16 kDa postupné mizel a soucasn¢ vznikaly degradacni fragmenty
o molekulové hmotnosti cca 10 kDa a 5 kDa. Tyto fragmenty byly postupné¢ kompletné
konvertovany na fragmenty o molekulové hmotnosti 3,5 kDa, které uz nejsou dale §tépeny
ani po 16 h. Rekombinantni IrKatD je tedy schopen kompletn¢ degradovat hemoglobin
na malé fragmenty hemoglobinu az o molekulové hmotnosti 3,5 kDa, které jsou ve stieve
klistéte degradovany dalSimi proteasami, zejména exopeptidasami. Stejny vysledek byl

pozorovan i u ptirozeného IrKatD testovaného v extraktu stieva klistéte [104].
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Obr. 28: Degradace hemoglobinu pomoci IrKatD pii pH 4,0 v zavislosti na délce
inkubace. Vzorky byly analyzovany na Tricin SDS-PAGE a gel byl barven pomoci
Coomassie Brilliant Blue G250. V jednotlivych drahach je hemoglobin (16 kDa)
degradovan po dobu (1-16 h) uvedenou v popisce. K — kontrola, nedegradovany
hemoglobin.

4.1.5.4 Zavislost degradace hemoglobinu na pH

Hemoglobin byl inkubovan 4 h sIrKatD v pufrech o pH 2,3-10,0. Poté byla
degradace hemoglobinu analyzovana pomoci Tricin SDS-PAGE (obr. 29, str. 62).
K degradaci hemoglobinu pomoci IrKatD dochazi vintervalu pH 2,3-5,5
s nejintenzivnéjSim §tépenim kolem pH 3. V tomto intervalu pH se objevuji pasy

degradované¢ho hemoglobinu s molekulovou hmotnosti 3,5-5 kDa. Dale se v oblasti pH od
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2,3-2,7 objevuji také slabé pasy o molekulové hmotnosti > 6,5 kDa, v této extrémné kyselé
oblasti nedochazi tedy k tak intenzivni fragmentaci. Pfi pH 6,0 a vySe nedochazelo k zadné

vyznamné degradaci hemoglobinu (obr. 29).
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Obr. 29: pH optimum degradace hemoglobinu pomoci IrKatD. Degradace hemoglobinu
probihala 4 h ve skale pufra (kap. 3.3.5.7) o rizném pH (uvedeno v popisce). Vzorky byly
analyzovany a gel byl obarven pomoci Coomassie Brilliant Blue G250.

Draha: ST  Standardy molekulovych hmot v kDa
Hb  nedegradovany hemoglobin
Degradace hemoglobinu pomoci IrKatD byla dale analyzovdana pomoci
kvantitativniho testu s fluoreskaminovou detekei (obr. 30, str. 63). Fluoreskamin reaguje
s noveé vzniklymi N-konci fragmenti hemoglobinu za vzniku fluorescenéniho produktu.
Mnozstvi fluorescenéné modifikovanych fragmentti hemoglobinu bylo stanoveno méfenim
fluorescence. Touto analyzou bylo ukdzano, ze hemoglobin je degradovan pomoci IrKatD
v kyselém pH v rozmezi 2,3-5,5. Optimalni podminky pro degradaci hemoglobinu jsou pfi
pH 3,2-3,7. Pii prechodu k zasaditéjsim hodnotam pH dochazi k prudkému poklesu

degradace hemoglobinu.
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Obr. 30: pH optimum degradace hemoglobinu pomoci IrKatD méfené kvantitativnim
testem s fluoreskaminovou detekci. Degradace hemoglobinu probihala v pufru 0,05 M Na-
acetat pH 2,7-5,5 (osa x), a byla detekovéna derivatizaci nové vzniklych N-koncii
fluoreskaminem za vzniku fluorescen¢niho produktu. Mira fluorescence je vyjadiena
v relativnich fluorescenénich jednotkach normalizovanych na 100% nejvyssi naméfené

hodnoty (osa y).
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4.2 Katepsin D ze Schistosoma mansoni (SmKatD)
4.2.1 Priprava rekombinantniho SmKatD

Katepsin D z krevnicky S. mansoni (SmKatD) byl klonovan do plasmidu pET100 D-
TOPO (Invitrogen) jako proenzym ve dvou variantach: s C-koncovou doménou o délce 43
aminokyselinovych zbytkl a bez C-koncové domény. Tyto varianty byly ddle oznacovany
jako SmKatD-S (bez C-koncové domény) a SmKatD-L (s C-koncovou doménou).
Plasmidy obou forem poskytl Dr. J. Dvotak z Parazitologického tistavu AV CR v Ceskych

Budg&jovicich.

4.2.1.1 Expresev E. coli

Kultura E. coli byla transformovéana vektorem nesoucim SmKatD-S resp. SmKatD-L
a bunky byly kultivovany pii 37°C. Indukce exprese byla provedena pifidanim IPTG
a kultivace byla zastavena po 5 h. Poté byly bunky sklizeny a nasledovala dezintegrace
a promyti bun¢k podle postupu popsaného v kapitole 3.3.1.2. Supernatanty z dezintegrace
a promyvacich kroki a inkluzni téliska (rozpusténd v roztoku 8 M mocoviny) byly
analyzovany na SDS-PAGE (obr. 31). Z tohoto experimentu je ziejmé, ze u obou forem
rekombinantntho SmKatD se vétSina exprimovaného proteinu (38 resp. 42 kDa)
akumulovala v inkluznich téliskach (draha 4).
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Obr. 31: Piiprava inkluznich télisek po expresi SmKatD-S a SmKatD-L v E. coli. Na 15%
gelu SDS-PAGE byly analyzovany vzorky supernatanti ziskané béhem dezintegrace
bunék a izolace inkluzi. Gel byl obarven pomoci Coomassie Brilliant Blue G250. Sipky
oznacuji pozici exprimovaného rekombinantniho proteinu.

Dréha: ST Standardy molekulovych hmot v kDa
1 Supernatant S1 po centrifugaci lyzovanych bunék
2 Supernatant S2 po 1. promyti inkluzi (1 M NaCl)
3 Supernatant S3 po 2. promyti inkluzi (1,5 M NaCl)
4 Inkluzni téliska rozpusténa v roztoku 8 M mocoviny
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4.2.1.2 Purifikace SmKatD z inkluznich télisek

Pro purifikaci zymogenu SmKatD-S a SmKatD-L (pro-SmKatD-S resp. pro-
SmKatD-L) z inkluznich télisek byla pouzita afinitni chromatografie na koloné s nosi¢em
Ni-NTA Superflow. Chromatograficky nosi¢ interaguje s histidinovou kotvou, umisténou
na N-konci konstruktu rekombinantniho proteinu. K vytésnéni proteinli z Ni-NTA nosice
se pouziva 250 mM imidazol, ktery kompetuje s histidinovou kotvou.

Inkluze (6 g) byly rozpustény a naneseny na kolonu Ni-NTA Superflow. Vysledné
mnozstvi prokatepsinu D po purifikaci na koloné Ni-NTA ¢ini: SmKatD-S = 650 mg;
SmKatD-L = 630 mg. Frakce z jednotlivych promyvacich a elu¢nich krokli byly
analyzovany pomoci SDS-PAGE (obr. 32).
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Obr. 32: SDS-PAGE analyza purifikace zymogenu SmKatD-S a SmKatD-L z inkluznich
télisek na kolon€ Ni-NTA Superflow. Na 15% gelu SDS-PAGE jsou vybrané frakce
z jednotlivych chromatografickych krokii. Gel byl barven pomoci Coomassie Brilliant
Blue G250. Sipka oznaduje pozici exprimovaného rekombinantniho proteinu.

Draha: ST  Standardy molekulovych hmot v kDa
1 NanaSeny vzorek
2 Nenavazany material
3 Promyti ekvilibraénim pufrem s obsahem 20 mM imidazolu
4 Eluce pufrem s obsahem 250 mM imidazolu

4.2.2 Refolding SmKatD

4.2.2.1 Zakladni strategie pro refolding SmKatD

Vychozim materidlem byl rekombinantni pro-SmKatD-S a pro-SmKatD-L ziskany
precisténim inkluznich télisek (po expresi v bakterii E. coli) na koloné Ni-NTA Superflow.
Spravné sbaleni pro-SmKatD-S a pro-SmKatD-L bylo testovano pomoci tii variant

refoldingu, které jsou podrobné popsany v kapitole. 3.3.2.
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A) Pro-SmKatD-S resp. pro-SmKatD-L byl pfidin do preinkuba¢niho roztoku
o sloZeni: 50 mM GSH, 8 M mocovina (uvedeny jsou findlni koncentrace). Tento roztok
byl pfidan za stalého michdni do desetindsobného objemu refoldingové smési o slozeni: 50

mM Tris-HCI pH 8,0, 30% glycerol, 0,05% PEG 1500, 0,5 mM GSSG.

B) Pro-SmKatD-S resp. pro-SmKatD-L byl pfidan do preinkubaéniho roztoku
obsahujiciho findln€¢ 50% kyseliny octové. Poté byl tento roztok zfedén 25x chladnou
vodou a smichan s refoldingovou smési o slozeni: 0,5 M Tris-HCI pH 8,0, | mM GSH, 0,5
mM GSSG, 30% glycerol.

C) Pro-SmKatD-S resp. pro-SmKatD-L byl inkubovan v refoldingové smeési
o sloZeni: 50 mM Na-acetat pH 3,6, | mM GSH, 0,2 mM GSSG.

Uginnost refoldingu pro-SmKatD-S a pro-SmKatD-L byla stanovena pomoci
aktivitniho testu s fluorogennim substraitem Abz-KPAEFF*AL. M¢tena byla fluorescence,
kterd vznika pfi St€peni substratu. Aktivitni test obsahoval tivodni inkubaci v kyselém pH,
pii které dochazi ke konverzi neaktivniho zymogenu na aktivni enzym (kap. 3.3.5.8).

Porovnanim aktivit SmKatD-S a SmKatD-L (obr. 33, str. 67) bylo zjisténo, Ze
nejvyssi aktivita je ve varianté refoldingu popsané v bod¢ 2) zahrnujici preinkubaci
v pfitomnosti 67% kyseliny octové nasledované refoldingem v 0,5 M Tris-HCI pH 8,0, 1
mM GSH, 0,5 mM GSSG, 30% glycerol. Tato varianta refoldingové smési byla dale

optimalizovéana.

66



Vysledky

100
B0 -

60 -
H SmkatD-L

40 r B SmKatD-5

Uéinnost refoldingu (%)

| . N

B C

T
I

-20
Typ refoldingové smési

Obr. 33: Utinnost refoldingu pro-SmKatD-S a pro-SmKatD-L v zavislosti na sloZeni
refoldingové smési. Refolding probihal 48 h ve tfech variantach refoldingu (osa x): A/
Preinkubace v pfitomnosti 67% kyseliny octové nasledované refoldingem v 0,5 M Tris-
HCI pH 8,0, 1 mM GSH, 0,5 mM GSSG, 30% glycerol. B/ Preinkubace v 50 mM GSH
nasledovana refoldingem v 50 mM Tris-HCI pH 8,0, 30% glycerol, 0,05% PEG 1500, 0,5
mM GSSG. C/ Refolding v 50 mM Na-acetat pH 3,6, | mM GSH, 0,2 mM GSSG. Aktivita
SmKatD-S a SmKatD-L byla méfena po aktivaci a je vyjadfena v procentech relativnich
fluorescencnich jednotek normalizovanych na 100% nejvyssi naméiené hodnoty (osa y).

4.2.2.2 Optimalizace podminek pro refolding SmKatD

1/ Zavislost na dobé refoldingu

Optimalizace doby sbalovani byla testovana pfi koncentraci 20 g/ml proteinu
v nésledujicim usporadani: vzorek pro-SmKatD-L byl preinkubovan v ptitomnosti 67%
kyseliny octové a dale inkubovan v refoldingové smési o slozeni: 0,5 M Tris-HCI pH 8,0, 1
mM GSH, 0,5 mM GSSG, 30% glycerol. Doba refoldingu se pohybovala mezi 1-12 dny
a ucinnost refoldingu pro-SmKatD-L se stanovovala pomoci aktivitniho testu, jako mira
Stépeni fluorogenniho substratu Abz-KPAEFF*AL, po predchozi aktivaci pro-SmKatD-L
(obr. 34, str. 68). Dale byl testovan vliv teploty prostiedi, ve kterém refolding probiha.
Z experimentu vyplyva, Ze optimalni doba sbaleni proteinu pfi laboratorni teploté ¢ini 5

dnti a pti 4°C byla namétena optimalni doba po 8 dnech.
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Obr. 34: Utinnost refoldingu pro-SmKatD-L v zavislosti na dobé refoldovani. Refolding
20 1SmKatD-L probihal pii laboratorni teploté (RT) a 4°C po dobu 1-12 dni (osa x)

v pufru o sloZeni: 0,5 M Tris-HCI pH 8,0, 1 mM GSH, 0,5 mM GSSG, 30% glycerol.
Aktivita byla stanovena s fluorogennim substratem Abz-IEF-F*RL. Aktivita enzymu byla
meéiena po aktivaci zymogenu a je vyjadiena v procentech relativnich fluorescencnich
jednotek normalizovanych na 100% nejvyssi namétené hodnoty (osa y).

2/ Vliv pH a koncentrace glycerolu a argininu na uéinnost refoldingu

Testovano bylo 27 variant slozeni refoldingové smési, které se liSily pH, koncentraci
glycerolu a argininu, ktery usnadnuje sbalovani fady proteind. Preinkubacni smés, jez
obsahuje 67% kyselinu octovou, byla pfidana do refoldingové smési o sloZzeni: 0,5 M Tris-
HCI pH 7,1-9,0, 1 mM GSH, 0,5 mM GSSG, 0-30% glycerol, 0-0,5 M arginin (obr. 35 str.
69).

Utinnost refoldingu pro-SmKatD se stanovovala pomoci aktivitniho testu, jako mira
Stépeni fluorogenniho substratu Abz-KPAEFF*AL, po ptedchozi aktivaci pro-SmKatD.
Dle obr. 35, str. 69 jsou nejvhodnéjsi podminky pro spravné sbaleni zymogeni v prostiedi
o slozeni: 0,5 M Tris-HCI pH 9,0, 1 mM GSH, 0,5 mM GSSG, 30% glycerol, 0,25 M
arginin (pro SmKatD-S) a 0,5 M Tris-HCI pH 8,0, 1 mM GSH, 0,5 mM GSSG, 30%
glycerol (pro SmKatD-L) . Nalezené optimalni podminky refoldingu byly pouzivany pro

dalsi préaci.
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Obr. 35: Optimalizace podminek pro refolding pro-SmKatD. A/ SmKatD-S s koncentraci
proteinu v refoldingové smési: 20 g/ml. B/ Obdobn¢ zpracovan pro SmKatD-L.

V grafech je uvedena G¢innost sbalovani v zavislosti na pH a ptidavku aditiv. Zakladni
smés (v grafech oznacena jako 0) ma slozeni: 0,5 M Tris-HCI pH 7,1/8,0/9,0, 0,05%, 1
mM GSH, 0,5 mM GSSG. Na ose x jsou uvedena aditiva modifikujici zakladni smés.
Aktivita enzymi byla méfena po aktivaci a je vyjadiena v procentech relativnich
fluorescencnich jednotek normalizovanych na 100% nejvyssi namétené hodnoty (osa y).
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5. Diskuse

Diplomova priace se zabyva aspartitovou proteasou katepsinem D ze dvou
vyznamnych krev sajicich parazitt: z kliStéte obecného Ixodes ricinus a z krevnicky stfevni
Schistosoma mansoni. Oba parazité se Zivi vyhradné krvi hostitele a hlavnim zdrojem Zivin pro
jejich rist a vyvoj je predevsim hemoglobin. Katepsin D je soucéasti komplexniho
proteolytického systému, ktery zahrnuje proteasy nékolika tfid a efektivné degraduje
hemoglobin az na dipeptidy a aminokyseliny nezbytné pro metabolismus parazita.
Katepsin D hraje roli predev§Sim v prvni fdzi degradace — fragmentaci intaktniho
hemoglobinu na velké fragmenty [104,128]. KliSt¢ a krevnicka jsou vyznamnymi z
medicindlniho hlediska. Klist¢ jako vektor zadvaznych lidskych patogent (Flavivirus, B.
burgdorferi) prenasenych do téla hostitele ze slin klistat a krevni¢ka jako endoparazit
zodpovédny za zdvazné infekéni onemocnéni schistosomézu (bilharziézu). Katepsin D
tedy predstavuje perspektivni molekularni cil pro zdsah do traviciho systému paraziti a
jejich supresi s potencidlnim vyuzitim pro ptipravu ,,protiklistécich® vakcin a pro vyvoj
novych anti-schistosomalnich chemoterapeutik.

Diplomova price je zaméfena na ziskdni aktivniho rekombinantniho IrKatD
po expresi v E. coli a na naslednou biochemickou charakterizaci. Zymogen IrKatD kliStéte
byl ziskan jako denaturovany protein z inkluznich télisek. Dal§im krokem bylo tieba najit
optimalni postup pro uspésny refolding, tj. nalézt podminky, pii kterych by protein byl
pfeveden do nativni konformace. Testovany byly tfi zakladni varianty refoldingu, které
se lisi predevS§im ve slozeni refoldingové smési [120,121,122]. Ukdazalo se, ze
nejvhodnéjsim typem refoldingu je protokol oznacovany jako ,,bazicky* refolding, stejné
jako tomu bylo u pfibuznych aspartdtovych proteas, napt. u plasmepsinu z Plasmodium
falciparum [127]. Prokatepsin D byl déale purifikovdan na iontoménicové FPLC
chromatografii, pfi¢emz byla separovana spravné sbalena forma zymogenu.

Dale byla studovéna aktivace IrKatD, tj. konverze zymogenu na aktivni formu
enzymu, béhem které dojde k odStépeni N-koncového propeptidu zymogenu. Aktivace
probihala auto-aktivacnim procesem v kyselém prostiedi (pH 4,0). Aktivace byla
sledovana méfenim enzymové aktivity a rovn€Z na proteinové trovni pomoci SDS-PAGE
a dale ur¢enim N-koncové aminokyselinové sekvence. IrKatD se auto-aktivuje odStépenim
celého propeptidu o délce 43 aminokyselin, pfechodné intermediaty dokazujici postupnou

fragmentaci nebyly nelezeny. Aktivace IrKatD se tak liSi od aktivace lidského katepsinu D,
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ktery se nemlze auto-katalyticky aktivovat na zraly katepsin D. Pfi auto-aktivaci
proenzymu lidského katepsinu D se odStépuje pouze 26 aminokyselin z propeptidu
za vzniku intermediatu zvaného pseudokatepsin D. Cely propeptid nebo zbytek propeptidu
u pseudokatepsinu D je odstépen asistovanou proteolyzou pomoci jiné proteasy [52,53].

Biochemicka charakterizace IrKatD byla provedena po purifikaci aktivovaného

enzymu na iontoménicové FPLC chromatografii. Bylo ur€eno pH optimum, substratova
a inhibi¢ni specificita. Byly pouzity peptidové substraty Abz-IEF-F*RL a Abz-
KPAEFF*AL a hemoglobin. Oba peptidové substraty jsou $tépeny katepsinem D s pH
optimem v rozmezi pH 3,5-4,0. Tyto data odpovidaji vysledkiim ziskanych pfi méfeni pH
zavislosti aktivity nativniho IrKatD v extraktu sttevni tkané 1. ricinus [93].
Pfirozenym substratem IrKatD je hemoglobin. Analyzou degradace hemoglobinu na Tricin
SDS-PAGE se podafilo potvrdit skutecnost, ze IrKatD ma endopeptidasovou aktivitu
a podili se na pocatecni fazi degradace hemoglobinu. Hemoglobin o molekulové hmotnosti
16 kDa byl stépen pomoci IrKatD na vysokomolekuldrni fragmenty o molekulovych
hmotnostech 10 KDa a 5 kDa a pak na fragmenty o molekulové hmotnosti 3,5 kDa, které
uz dale nejsou degradovany IrKatD (in vivo v jejich degradaci pokracuji pravdépodobné
exopeptidasy [104]). Stejné tak byl uren pH profil degradace hemoglobinu pomoci
IrKatD, vyuzilo se analyzy na Tricin SDS-PAGE a kvantitativniho testu
s fluoreskaminovou kvantifikaci N-koncti nové vzniklych fragmentli. Ob¢ metody
dokazuji, Ze je hemoglobin degradovan v kysel¢ oblasti s pH optimem v rozmezi pH 3,0-
3,5.

Pro studium inhibi¢ni specificity byla pouzita sada skupinové selektivnich inhibitori.
Aktivita IrKatD byla zcela inhibovéna pestatinem a PDI. Pepstatin je inhibitor
aspartatovych proteas izolovany z Actinomyces. PDI je inhibitor katepsinu D izolovany
z brambor Solanum tuberosum, ktery je specificky pro aspartatové proteasy typu katepsinu
D, coz umoziuje funkéné zatadit IrKatD do této skupiny enzymi. Lopinavir, inhibitor
retrovirovych aspartatovych proteas, inhiboval IrKatD pouze cCastecné, coz lze vysvétlit
niz8i homologii retropepsinil a pepsinovych proteas, kam IrKatD patfi.

Stejn¢ tak jako IrKatD je katepsin D zkrevniCky stfevni (SmKatD) hlavnim
enzymem, jez zahajuje degradaci hemoglobinu v travicim traktu tohoto parazita. Rozdilem
SmKatD od ostatnich aspartatovych proteas rodiny pepsinu je ptitomnost dvou izoenzymt
SmKatD v genomu, které se 1iSi strukturou C-konce molekuly. Kromé standardniho

izoenzymu je pfitomna neobvykld forma katepsinu D obsahujici navic C-koncovou
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doménu ve struktute, kterd prodluzuje enzym o 43 aminokyselin. Funkce této C-koncové
domény neni znama a jeji vliv na biochemické vlastnosti vyzaduje srovnavaci analyzu
obou forem enzymu. Cilem této prace bylo pfipravit expresni systém pro produkci téchto
proteini umoznujicich v dalsim obdobi funkéni a strukturni analyzu.

Zymogeny obou forem SmKatD-S a SmKatD-L byly exprimovany v E. coli
a nasledn¢ purifikovany z inkluznich télisek afinitni chromatografii na koloné Ni-NTA.
V dalsim kroku byly testovany vhodné podminky, které by umoznily sbalit denaturovany
enzym do nativni konformace. Ukdzalo se, Ze nejvhodnéjSi podminky pro refolding
SmKatD (na rozdil od IrKatD) umoziuje protokol, ktery obsahuje fedici krok v kyselém
prostiedi a bazickou inkubaci. Takto ziskané preparaty SmKatD byly proteolyticky funkéni

po predchozi auto-aktivaci v kyselém pH.
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6. Zavér

Diplomova prace se zabyvala aspartatovou proteasou typu katepsinu D ze dvou krev
sajicich parazit, krevnicky stievni Schistosoma mansoni a klistéte obecného Ixodes
ricinus. Tyto proteiny byly pfipraveny rekombinantni expresi a byly biochemicky

charakterizovany.

Katepsin D z I. ricinus (IrKatD):

Byl sestaven protokol pro optimdlni refolding zymogenu IrKatD piipraveného
z inkluznich télisek expresniho systému v Escherichia coli. Déle byly urceny
podminky (doba a pH prostfedi) umoznujici auto-aktivaci tohoto neaktivniho
zymogenu, pii niz dochazi k odstépeni aktivacniho peptidu (propeptidu). Takto
piipraveny enzymaticky aktivni IrKatD byl purifikovan pomoci iontoménicové
chromatografie.

Funkéni vlastnosti IrKatD byly studovany pomoci aktivitniho testu s fluorogennim
substratem a bylo uréeno pH optimum hydrolyzy, které je v intervalu pH 3,7-4,0.
Substratova analyza dale zahrnovala stanoveni pH optima degradace hemoglobinu
jako fyziologického proteinového substratu, které bylo analyzovano na Tricin SDS-
PAGE a kvantitativnim testem s fluoreskaminovou detekci. Timto bylo prokazéano,
ze se IrKatD chova jako endopeptidasa, kterd je schopnd zahdjit degradaci
hemoglobinu. Dale byla uréena inhibi¢ni specificita IrKatD a byla zjisténa
interakce s pepstatinem (skupinovy inhibitor aspartatovych proteas), PDI (katepsin

D inhibitor z brambor) a ¢astecné Lopinavirem (inhibitor HIV proteasy).

Katepsin D ze S. mansoni (SmKatD):

SmKatD existuje ve dvou izoenzymech liSicich se pfitomnosti C-koncové domény.
Sekvence kodujici tyto formy SmKatD byly klonovany do plasmidu pET100/D-
TOPO®, ktery byl pouzit pro expresi v systému E. coli. Produkované proteiny byly
izolovany z inkluznich télisek pomoci afinitni chromatografie za denaturacnich
podminek.

Byly nalezeny optimalni podminky pro refolding obou izoenzymi SmKatD. Tento

protokol je zalozena na fedéni v kyselém pH v pfitomnosti oxidacné-redukéniho
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systému obsahujiciho glutathionu a na bazické inkubaci. Auto-aktivaci byly

piipraveny enzymaticky aktivni formy SmKatD.

74



Pouzita literatura

Pouzita literatura

http://www.who.int/inf-fs/en/fact115.html (15.12.2009)

Volf P., Horédk P. a kolektiv: Paraziti a jejich biologie, Triton, Praha (2007)
Hubalek Z., Mikrobidlni zoondzy a saprondzy, skriptum PfF MU Brno, str. 153
(2000)

http://encyclopedia2.thefreedictionary.com (23.1.2010)
http://www.naturfoto.cz/kliste-obecne-fotografie-5743.html (12.4.2010)

Rosicky B., Cemy V., Daniel M., Dusbabek F., Palicka P., Samsinak K.: Roztoci
a klistata Skodici zdravi Clovéka. Academia, Praha, str. 41-46 (1979)
http://www.cfsph.iastate.edu/Factsheets/pdfs/ixodes_ricinus.pdf (8.4.2010)
http://www.cdc.gov/Ncidod/eid/vol6no4/fournierG1.htm (12.1.2010)

Encyclopedic reference of parasitology (http://parasitology.informatik.uni-
wuerzburg.de/login/frame.php) (28.3.2010)

Hoogstraal H.: Adv Parasitol 24, 135-138 (1985)

Nutall P. A.: Zentralbl Bakteriol 289, 492-505 (1999)

Schneider H.: Wiener Klin Wschr 44, 350-352 (1931)

Haglund M., Gunther G.: Vaccine 21, S1/11-S1/18 (2003)

Zinoviev A. S., Konev V. P., Kvetkova E. A., Shamanin V. A., Polishuk T. I.: Ark
Patol 6, 25-28 (1996)

Dumpis U., Crook D., Oksi J.: Clin Infect Dis 28, 882—-890 (1999)

Steere A. C., Bartenhagen N. H., Craft J. E., Hutchinson G. J., Newman J. H., Rahn
D. W., Sigal L. H., Spieler P. N., Stenn K. S., Malawista S. E.: Ann Intern Med 99,
76-82 (1983)

https://www.msu.edu/course/zol/316/sspptax.htm (28.3.2010)
http://biology.unm.edu/biology/esloker/grants/schisto.html (26.3.2010)
www.path.cam.ac.uk/~schisto/schistosoma/schisto_distribution.html (18.4.2010)
Xu X., Dresden M. H.: J Parasitol 72, 507-511 (1986)

Christensen N. O.: Acta Tropica 37, 303-318 (1980)

Daniel B. E., Preston T. M., Southgate V. R.: Parasitol 104, 41-49 (1992)

Granzer M., Haas W.: Int J Parasitol 16, 575-579 (1986)

Schmidt G. D., Robert L. S.: Foundations of parasitology, McGraw-Hill, Singapore
(2006)

75


http://www.who.int/inf-
http://encyclopedia2.thefreedictionary.com/
http://www.naturfoto.cz/kliste-obecne-fotografie-5743.html%20(12
http://www.cfsph.iastate.edu/Factsheets/pdfs/ixodes_ricinus.pdf%20(8
http://www.cdc.gov/Ncidod/eid/vol6no4/fournierG1.htm%20(12
http://parasitology.informatik.uni-wuerzburg.de/login/frame.php
http://parasitology.informatik.uni-wuerzburg.de/login/frame.php

[25]

[26]
[27]

[28]

[46]
[47]

[48]

Pouzita literatura

http://dbs.umt.edu/courses/biol103/labs/Christian/4b_inverts_and hydra.htm
(1.4.2010)

Foster L. A., Bogitsh B. J.: J Parasitol 72, 669-676 (1986)

Dalton J. P., Smith A. M., Cloug K. A., Brindley P. J.: Parasitol Today 11, 299-303
(1995)

Fujino T.: Structure and fiction of the alimentary tract in trematodes, v knize
Advances in trematode biology, (Fried B., Graczyk T. K. eds.) CRC Press, Boca
Raton str. 87-115 (1997)

Rogers S. H., Bueding E.: Int J Parasitol 5, 369-571 (1975)

Cornford E. M., Bocash W. D., Oldendorf W. H.: J Parasitol 67, 24-30 1982

Kassai T.: Vet Parasitol 29, 299-326 (1988)

Columbia encyclopedia (http://Columbia. Thefreedictionary.com/bilharziosis)
(3.3.2010)
http://apps.who.int/tdr/publications/tdr-image-library?idNumber=9101067
(28.3.2010)

Soneshine D. E., Hynes W. L., Cerual S. M., Mitchell R., Benzine T.: Exp Appl
Acarol 36, 207-223 (2005)

Sajid M., McKerrow J. H.: Mol Biochem Parasitol 120, 1-21 (2002)

Blundell T. L., Johnson M. S.: Protein Sci 2, 877-883 (1993)

Davies D. R.: Annu Rev Biophys Chem 19, 189-215 (1990)

Rawlings N. D., Morton F. R., Barrett A. J.: Nucleic Acid Res 34, 270-272 (2006)
Mutlu A., Gal S.: Physiol Plant 105, 569-576 (1999)

Simoes I., Carlos F.: Eur J Biochem 271, 2067-2075 (2004)

Laudon H., Winblad B., Naslund J.: Physiol Behav 92, 115-120 (2007)

Barbano D. M., Rasmussen R. R.: J Dairy Sci 75, 1-12 (1992)

Chitpinityol S., Crabbe M. J. C.: Food Chem 61, 395418 (1998)

Kitts D. D., Weiler K.: Curr Pharm Des 9, 1309-1323 (2003)

Laloi M., McCarthy J., Morandi O., Gysler Ch., Bucheli P.: Planta 215, 754-762
(2002)

Ohtani H.: New Food Ind 30, 6579 (1998)

Tomita M. Wakabayashi H., Yamauchi K., Teraguchi S., Hayasawa H.: Biochem
Cell Biol 80, 109-112 (2002)

Cooper J. B.: Curr Drug Targets 3, 155-173 (2002)

76


http://dbs.umt.edu/courses/biol103/labs/Christian/4b_inverts_and_hydra.htm
http://apps.who.int/tdr/publications/tdr-image-library?idNumber=9101067
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Wakabayashi%20H%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Yamauchi%20K%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Teraguchi%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hayasawa%20H%22%5BAuthor%5D

[49]

[50]

[51]
[52]
[53]

[66]
[67]
[68]

[69]
[70]

[71]

[72]
[73]

[74]

Pouzita literatura

Scott B. B., McGeehan G. M., Harrison R. K.: Curr Protein Pept Sci 7, 241-254
(2006)

Coombs G. H., Goldberg D. E., Klemba M., Berry C., Kay J., Mottram J. C.:
Trends Parasitol 17, 532-537 (2001)

Benes P., Vetvicka V., Fusek M.: Crit Rev Oncol Hematol 68, 12-28 (2008)

Zaidi N., Kalbacher H.: Biochem Biophys Res Commun 367, 517-522 (2008)
Dominguez D. I., Hartmann D., De Strooper B.: Neurodegener Dis 1, 168-174
(2004)

Vassar R.: Adv Drug Deliv Rev 54, 1589-1602 (2002)

Horimoto Y., Dee D. R., Yada R. Y.: Nat Biotechnol 25, 318-324 (2009)

Koelsch G., Mares M., Metcalf P., Fusek M.: FEBS Lett 343, 610 (1994)
Foltmann B.: Biol Chem 369, 311-314 (1988)

Richter C., Tanaka T., Yada R. Y.: Biochem J 335, 481-490 (1998)

James M. N. G., Sielecki A. R.: Nature 319, 33-38 (1986)

Hartsuck J. A., Koelsch G., Remington S. J.: Proteins 13, 1-25 (1992)

Foltmann B., Pedersen V. B.: Adv Exp Med Biol 95, 3-22 (1977)

Ahmad F., McPhie P.: Int J Pept Protein Res 12, 155-163 (1978)

Bernstein N. K.: Nat Struct Biol 6,32-37 (1999)

Dunn B. M.: Chem Rev 102, 4431-4458 (2002)

Sielecki A. R., Fedorov A. A., Boodhoo A., Andreeva N. S., James M. N.: J Mol
Biol 214, 143-170 (1990)

James M. N. G., Sielecki A. R.: Biochemistry 24, 3701-3713 (1985)
http://www.dsch.univ.trieste.it/~benedetti/mechanism.gif (26. 4. 2010)

Inouye K., Voynick I. M., Delpierre G. R., Fruton J. S.: Biochemistry 5, 2473-2483
(1966)

Powers J. C., Harley A. D., Myers D. V.: Adv Exp Med Biol 95, 141-157 (1977)
Dunn B. M., Hung S.: Biochem Biophys Acta 1477, 231-240 (2000)

Aoyagi T., Kunimoto S., Morishima H., Takeuchi T., Umezawa H.: J Antibiot
24, 687-694 (1971)

Conner G. E.: Biochem J 263, 601-604 (1989)

Majer P., Collins J. R., Gulnik S. V., Erickson J. W.: Protein Sci 6, 1458-1466
(1997)

Rich D. H., Sun E. T.: Biochem Pharmacol 29, 2205-2212 (1980)

77


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22McGeehan%20GM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Harrison%20RK%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Goldberg%20DE%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Klemba%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Berry%20C%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kay%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Mottram%20JC%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Vetvicka%20V%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Fusek%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hartmann%20D%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22De%20Strooper%20B%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Mares%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Metcalf%20P%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Fusek%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Tanaka%20T%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Yada%20RY%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Koelsch%20G%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Remington%20SJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Fedorov%20AA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Boodhoo%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Andreeva%20NS%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22James%20MN%22%5BAuthor%5D

[75]

[76]

[77]

[78]

[79]

[80]
[81]

[82]
[83]

[84]

[91]
[92]

[93]

Pouzita literatura

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)

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

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

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

Shoichet B. K., Baase W. A., Kuroki R., Matthews B. W.: Proc Natl Acad Sci U S
A 92,452-456 (1995)

Press E. M., Porter R. R., Cebra J.: Biochem J 74, 501-514 (1960)

Malik M., Sheikh A. M., Wen G., Spivack W., Brown W. T., Li X.: Immunobiol, in
press (2010) doi:10.1016/j.imbi0.2010.03.001

Conner G. E.: J Biol Chem 267, 21738-21745 (1992)

Hasilik A., von Figura K., Conzelmann E., Nehrkorn H., Sandhoff K.: Eur J
Biochem 125, 317-321 (1982)

Briozzo P., Morisset M., Capony F., Rougeot C., Rochefort H.: Cancer Res 48,
3688-3692 (1988)

Larsen L. B., Boisen A., Petersen T. E.: FEBS Lett 319, 54-58 (1993)

Wittlin S., Rosel J., Hofmann F., Stover D. R.: Eur J Biochem 265, 384-393 (1999)
Vetvicka V., Vetvickova J., Fusek M.: Cancer Lett 79, 131-135 (1994)

Masa M., MareSova L., Vondrasek J., Horn M., Jezek J., Mares M.: Biochemistry
45, 15474-15482 (20006)

Woessner J. F. Jr., Shamberger R. J. Jr.: J Biol Chem 246, 1951-1960 (1971)
Baldwin E. T., Bhat T. N., Gulnik S., Hosur M. V., Sowder R. C., Cachau R. E.,
Collins J., Silva A. M., Erickson J. W.: Proc Natl Acad Sci U S A 90, 6796-6800
(1993)

Hasilik A., von Figura K.: Eur J Biochem 121, 125-129 (1981)

Boldbaatar D., Sikasunge, S. C., Battsetseg B., Xuan X., Fujisaki K.: Insect
Biochem Mol Biol 36, 25-36 (2006)

Sojka D., Franta Z., Horn M., Hajdusek O., Caffrey C. R., Mares M., Kopéacek, P.:
Parasit Vectors 18, 1-7 (2008)

78


http://dx.doi.org/10.1016/j.imbio.2010.03.001

[94]

[95]

[96]
[97]

[98]

[99]

[100]

[101]

[102]

[103]

[104]

[105]

[106]

[107]

[108]

[109]

[110]

Pouzita literatura

Logullo C., Vaz Ida S., Sorgine M. H., Paiva-Silva G. O., Faria F. S.,Zingali R. B.,
De Lima M. F., Abreu L., Oliveira E. F., Alves E. W., Masuda H., Gonzales J. C.,
Masuda A., Oliveira P. L.: Parasitol 116, 525-532 (1998)

Sorgine M. H., Logullo C., Zingali R. B., Paiva-Silva G. O., Juliano L.,

Oliveira P. L.: J Biol Chem 275, 2865928665 (2000)

Sappington T. W., Raikhel A. S.: Insect Biochem Mol Biol 28, 277-300 (1998)
Diehl P. A., Aeschlimann A., Obenchain F. D.: Physiology of ticks. Pergamon
Press, Oxford, str. 277-350 (1982)

Campos E., Moraes J., Facnha A. R., Moreira E., Valle D., Abreu L, Manso P. P.
A., Nascimento A., Pelajo-Machado M., Lenzi H., Masuda A., Vaz Jr., 1., Logullo
C.: Vet Parasitol 138, 349-357 (2006)

Medina M., Leon P., Vallejo C. G.: Arch Biochem Biophys 263, 355-363 (1988)
Fagotto F.: Arch. Insect Biochem Physiol 14, 217-235 (1990)

Seixas A., Dos Santos P. C., Velloso F. F., Da Silva Vaz Jr. 1., Masuda A., Horn F.,
Termignoni C.: Parasitol 126, 155-163 (2003)

Fialho E., Nakamura A., Juliano L., Masuda H., Silva-Neto M. A.: Arch Biochem
Biophys 436, 246253 (2005)

Abreu A. L., Valle D., Manso P. P. A., Fac A. R., Pelajo-Machado M., Masuda H.,
Masuda S., Vaz Jr. 1., Lenzi H., Oliveira P. L., Logullo C.: Insect Biochem Mol
Biol 34, 443—-449 (2004)

Horn M., Nussbaumerova M., Sanda M., Kovafova Z., Srba J., Franta Z., Sojka D.,
Bogyo M., Caffrey C. R., Kopacek P., Mare§ M.: Chem Biol 16, 1053-1063 (2009)
Barrett A. J., Rawlings D., Woessner J. F.: Handbook of Proteolytic Enzymes.,
Academic Press, Oxford, str. 801-805 (1998)

Takahashi S. Y., Yamamoto Y., Shionoya Y., Kageyama T.: J Biochem 114, 267—
272 (1993)

Fagotto F., Maxfield F. R.: J Cell Sci 107, 3325-3337 (1994)

Liu X. D., McCarron R. C., Nordin J. H.: J Biol Chem 271, 3334433351 (1997)
Yamahama Y., Uto N., Tamotsu S., Miyata T., Yamamoto Y.,

Watabe S., Takahashi S. Y.: J Insect Physiol 49, 131-140 (2003)

Butler J. E., Hamilton W. C., Sasser R. G., Ruder C. A., Hass G. M., Williams R.
J.: Biol Reprod 26, 925-933 (1982)

79



[111]

[112]

[113]

[114]

[115]

[116]

[117]

[118]

[119]

[120]

[121]

[122]

[123]
[124]
[125]

[126]
[127]

[128]

Pouzita literatura

Nascimento-Silva M. C., Leal A. T., Daffre S., Juliano L., da Silva Vaz I. Jr.,
Paiva-Silva G. de O., Oliveira P. L., Sorgine M. H.: Comp Biochem Physiol, Part B
149, 599-607 (2008)

Giorgi F., Bradley J. T., Nordin J. H.: Micron 30, 579-596 (1999)

Fagotto F.: J Cell Sci 108, 3645-3647 (1995)

Renard G., Garcia J. F., Cardoso F. C., Richter M. F., Sakanari J. A., Ozaki L. S.:
Insect Biochem Mol Biol 30, 1017-1026 (2000)

Wong J. Y. M., Harrop S. A, Day S. R., Brindley J. P.: Biochem Biophys Acta
1338, 156-160 (1997)

Harrop S. A., Prociv P., Brindley J. P.: Biochem Biophys Res Comm 227, 294-302
(1996)

Laurent F., Bourdieu C., Kaga M., Chilmonczyk S., Zgrzebski G., Yvore P., Pery
P.: Mol Biochem Parasitol 62, 303-312 (1993)

Koehler J. W., Morales M. E., Shelby B. D., Brindley J. P.. Mem Inst Oswaldo
Cruz 102, 83-85 (2007)

Becker M., Harrop S. A., Dalton J. P., Kalinna B. H., McManus D. P., Brindley J.
P.: J Biol Chem 270, 24496-24501 (1995)

Sijwali P. S., Shenai B. R., Gut J., Singh A., Rosenthal P.: J Biochem 360, 481-489
(2001)

Sadhukhan R., Leone J. W., Lull J., Wang Z., Kletzien R. F., Heinrikson R. L.,
Tomasselli A. G.: Protein Expr Purif 46, 299-308 (2006)

Paerson M. S., Bethony J. M., Pickering D. A., Oliveira L. M., Jariwala A.,
Santiago H., Miles A. P., Zhan B., Jiang D., Ranjit N., Mulvenna J., Tribolet L.,
Plieskatt J., Smith T., Bottazzi M. E., Jones K., Keegan B., Hotez P. J., Loukas A.:
FASEB J 23, 3007-3019 (2009)

Bradford M. M.: Anal Biochem 82, 248-254 (1976)

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

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

Schigger H.: Nat Protocol 1, 16-22 (2006)

Hill, J., Tyas, L., Phylip, L. H., Kay, J., Dunn, B. M., Berry, C.: FEBS Lett 352,
155-158 (1994)

Delcroix M., Sajid M., Caffrey C. R., Lim K. C., Dvorak J., Hsieh 1., Bahgat
M., Dissous C., McKerrow J. H.: J Biol Chem 281, 39316-39329 (2006)

80



»Svoluji k zapijceni této prace pro studijni ucely a prosim, aby byla fadn€ vedena evidence

vypujc¢ovateld.*

Jméno a piijmeni | Cislo OP Datum vypujceni Poznamka
s adresou

81



	1. Parazitismus
	1.1 Klíště obecné (Ixodes ricinus)
	1.1.1 Výskyt klíštěte obecného
	1.1.2 Životní cyklus klíštěte obecného
	1.1.3  Zažívací trakt samičky klíštěte obecného 
	1.1.4 Příjem potravy a trávení klíštěte
	1.1.5 Onemocnění přenášená klíštětem obecným
	1.1.5.1 Klíšťová encefalitida
	1.1.5.2 Lymská boreliosa


	1.2 Krevnička střevní (Schistosoma mansoni)
	1.2.1 Výskyt krevničky střevní
	1.2.2 Životní cyklus krevničky střevní
	1.2.3 Zažívací ústrojí krevničky střevní
	1.2.4 Klinické příznaky a patogeneze

	1.3 Hemoglobin jako hlavní zdroj živin klíšťat a krevniček
	1.4 Klasifikace proteas
	1.5 Třída aspartátových proteas
	1.5.1 Aspartátové proteasy rodiny pepsinu
	1.5.1.1 Struktura aspartátových proteas rodiny pepsinu
	1.5.1.2 Katalytický mechanismus aspartátových proteas
	1.5.1.3 Substrátová specifita aspartátových proteas
	1.5.1.4 Inhibitory aspartátových proteas

	1.5.2 Aspartátové proteasy typu katepsinu D 
	1.5.2.1 Substrátová specificita katepsinu D
	1.5.2.2 Struktura katepsinu D

	1.5.3 Aspartátové proteasy klíšťat
	1.5.3.1 Katepsin D klíštěte obecného
	1.5.3.2 Aspartátová proteasa z Haemaphysalis longicornis 
	1.5.3.3 Aspartátová proteasa typu BYC 
	1.5.3.4 Aspartátová proteasa typu THAP 

	1.5.4 Aspartátové proteasy krevničky střevní


	2. Cíl
	3. Materiál a metody
	3.1 Materiál 
	3.1.1 Rekombinantní katepsin D z klíštěte obecného (IrKatD)
	3.1.2 Rekombinantní katepsin D z krevničky střevní (SmKatD)
	3.1.3 Chemikálie
	Substráty
	Inhibitory
	Ostatní chemikálie


	3.2 Přístroje a vybavení 
	3.3 Experimentální metody
	3.3.1 Rekombinantní exprese 
	3.3.1.1 Exprese v buňkách E. coli BL21(DE3)
	3.3.1.2 Dezintegrace buněk a separace inkluzních tělísek
	3.3.1.3 Purifikace katepsinu D z inkluzních tělísek

	3.3.2 Refolding proteinu
	3.3.3 Chromatografie na koloně Mono Q
	3.3.4 Chromatografie na koloně Mono S
	3.3.5 Analytické metody
	3.3.5.1 Stanovení koncentrace proteinů
	3.3.5.2 Příprava vzorků na SDS-PAGE acetonovou precipitací
	3.3.5.3 SDS-PAGE
	3.3.5.4 Přenos proteinů z gelu na membránu 
	3.3.5.5 Určení N-koncové aminokyselinové sekvence 
	3.3.5.6 Tricin SDS-PAGE
	3.3.5.7 Degradace hemoglobinu pro elektroforetickou analýzu
	3.3.5.8 Degradace hemoglobinu s fluoreskaminovou detekcí
	3.3.5.9 Analýza auto-aktivace prokatepsinu D

	3.3.6 Měření enzymové aktivity
	3.3.6.1 Kinetické měření s peptidovým substrátem
	3.3.6.2 Určení pH optima IrKatD
	3.3.6.3 Inhibice enzymové aktivity



	4. Výsledky
	4.1 Katepsin D z Ixodes ricinus (IrKatD)
	4.1.1 Refolding IrKatD
	4.1.1.1 Určení základní strategie pro refolding IrKatD 
	4.1.1.2 Optimalizace podmínek pro refolding pro-IrKatD

	4.1.2 Chromatografická purifikace zymogenu IrKatD
	4.1.3 Analýza aktivace zymogenu IrKatD
	4.1.4 Chromatografická purifikace aktivního IrKatD
	4.1.5 Biochemická analýza IrKatD
	4.1.5.1 Určení pH optima IrKatD
	4.1.5.2 Inhibiční specificita
	4.1.5.3 Degradace hemoglobinu 
	4.1.5.4 Závislost degradace hemoglobinu na pH


	4.2 Katepsin D ze Schistosoma mansoni (SmKatD)
	4.2.1 Příprava rekombinantního SmKatD
	4.2.1.1 Exprese v E. coli
	4.2.1.2 Purifikace SmKatD z inkluzních tělísek

	4.2.2 Refolding SmKatD 
	4.2.2.1 Základní strategie pro refolding SmKatD
	4.2.2.2 Optimalizace podmínek pro refolding SmKatD



	5. Diskuse
	6. Závěr
	7. Použitá literatura

