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1 Parazitismus

Parazitismus je vztah dvou organismi, z nichZ prvni (parazit) profituje na ukor
druhého (hostitel). Parazit je schopen pfiZivovat se na potravé hostitele nebo se pfimo Zivit
jeho tkdnémi, ¢imZ sniZuje Zivotaschopnost hostitele. Jednim z piikladi takového parazita
je tasemnice Leucochloridium paradoxum, kterd jako své mezihostitele vyuZivd plZe
(Obr. 1). Béhem svého pobytu v tykadlu plZze pozméiiuje jeho chovani, pohyb, morfologii,

dokonce i zabarveni svého hostitele [1].

Obr. 1: Leucochloridium paradoxum v tykadlu plZe. Prevzato z [2].

1.1 Druhy parazitismu

Dle biologické podstaty organismu je moZné parazitismus rozliSit na obligatorni
(zdvazny) a fakultativni (pfileZitostny). Dle mista plisobeni parazita vii¢i hostiteli d€lime
cizopasniky na ektoparazity a endoparazity. Ektoparazité Ziji vné hostitele, pfiCemZ
typickymi zdstupci jsou komér nebo blecha. Endoparazité Ziji uvnitf hostitele, jako

napfiklad krevnic¢ka nebo tasemnice {3].
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1.2 Krev sajici ektoparazité

Krev sajici ektoparazité Ziji mimo hostitele, na jeho povrchu. Patfi sem komdr,
blecha, kli¥t€ nebo pijavice. Jejich hlavnim zdrojem potravy je krev hostitele. Sénf a trdven{

krve je nezbytné pro jejich pfeZiti, vyvoj a produkci dal$i generace paraziti [3].

1.3 Klistata (Ixodida)

KliStata patfi mezi obligatorni ektoparazity. Svym Zivotnim stylem, spole¢né s viry
a bakteriemi, které prendSi, sniZuji Zivotaschopnost mnoha organismid, af uZ

domestikovanych nebo volné€ Zijicich zvifat .

1.3.1 Taxonomie
Taxonomické zafazeni kli%tat:

1) NadfiSe: FEukaryota

2) Rige: Animalia (Zivo&ichové)
3) Kmen: Arthropoda (Clenovci)
4) T¥ida: Arachnida (pavoukovci)
5) Rad: Acari (roztoCi)

6) Podfad: Ixodida (kli¥tata)

Vyznamni parazité a Casti pfenase¢i patogent na ¢lovéka jsou kliStata rodu Ixodes
patfici do podfddu Ixodida. Dnes je zndmo u rodu Ixodes 16-18 podrodi, které zahrnujf 249
druht kliStat [4]. Fylogenetické roz¢lenéni podrodd bylo provedeno na zdklad€
morfologickych odli§nost{ [S], nebo analyzou DNA jednotlivych druhi [6].

Jako své lidské hostitele si nejvice vybiraji tito zastupci: Ixodes scapularis
(Amerika), Ixodes persulcatus (Evropa, Asie) a Ixodes ricinus (Evropa, Asie) [7]. V Ceské

republice se vyskytuje okolo 17 z4stupcti rodu Ixodes [3,8].
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1.3.2 Zivotni vyvoj kli$téte

Kli3tata jsou obecné velice mikroklimaticky senzitivni, pfedevS§im na vlhkost okoli.
Primé&rné doba Zivota kli¥tat se pohybuje okolo 2 let, aviak pfi nepfiznivych podminkich
Jsou schopné prodlouzit tuto dobu aZz na 6 let. To je neuvéfiteln€ flexibilni prvek,
uvé€domime-li si, Ze béhem svého vyvoje saji krev hostitele 2-3krat. Aby kli¥fata zistala
hydratovand a Zivotaschopné v mezidobich, bez vhodného hostitele, produkuji slinné Zldzy
hygroskopickou l4tku, umoZiiujici absorbovat vodni pary ze vzduchu [9].

Kli3tata proch4zeji b€hem Zivota tfemi stadii, pfi¢emzZ jsou z4visld na jednom aZ
tfech hostitelich. Z vaji¢ek nakladenych samickou, jejichZz polet dosahuje nékolika tisic,
se lihnou larvy. Larvy jsou Sestinohé formy kli¥fat, ¢ekajici na zemi na svého prvniho
hostitele. V této chvili se jednd pfedeviim o drobné hlodavce. Po nasédti a odpadnuti
dochdzi k metamorféze larvy v osminohou formu klf3té€te, nymfu. Nymfy ¢ekaji na svého
dalsiho hostitele, jako napf. kréliky, vy$8i zvéf a ¢lov€ka. Po sini a odpadnuti prochézi
dalsi pfeménou v dospélého jedince, imago. Samecek dospélého jedince hledd samicku,
kterd je pfichycend k hostiteli, aby ji mohl oplodnit. Sami¢ka po séni a odtrhnuti se od
hostitele klade vaji¢ka (Obr. 1.3.2).

LETO

ptaci a savci

ptéci a savci

PODZIM

vajitka

ZIMA

Obr. 1.3.2: Vyvojovy cyklus kli$€at. Pfevzato a upraveno z [10].
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1.3.3 Saci dstroji

Typickym znakem kli¥tat je saci ustroji. Hypostom tvofi zplodtély vybé&Zek
obklopeny nazad obrdcenymi zoubky. Po strandch hypostomu se nachazi chelicery (kli$tky)
a pedipalpy, které obaluji a chréni celé ustroji (Obr. 1.3.3 A). Jakmile se kli§t€ rozhodne
atakovat hostitele, roztdhne pedipalpy a pomoci chelicer se zasekne do kiZe, kterou
pfitahuje k hypostomu. Ten vnikne do kiize (Obr. 1.3.3 B). Po vypu$téni slin se dostane do
ranky i latka, kterd vytvof{ okolo hypostomu tzv. cementovou vrstvu. Timto zplisobem

pfilne kli3t€ pevné k hostiteli [11].

Obr. 1.3.3: Saci ustroji kliS¢at. A/ Saci ustroji. RoztaZené pedipalpy (zelend Sipka) odkryvaji
chelicery (Cervend Sipka), pod kterymi se skryvd hypostom (modrd Sipka). Pfevzato a upraveno
z [11]. B/ Hypostom zanoieny do kiZe hostitele. Pfevzato z a upraveno z [12].

1.4 Interakce kliSté - hostitel

Veskeré procesy, probihajici mezi kli§t€tem a hostitelem b&hem jejich interakce,
jsou zna¢n€ komplexni, koordinované a pomérné dlouho trvajici (aZ nékolik dni). Po
pruniku epidermis hostitele dochdzi k interakci exkretu slinnych Zldz kliSt€te a plazmy
hostitele. Fyzickd a chemické infiltrace vyvoldvd v hostiteli hemostatické, z4nétlivé a
imunitni reakce. Navzdory tomu jsou kli¥fata schopna ziistat pevné€ ukotvena k hostiteli.

Hemostaticky systém omezujici pritok krve v misté¢ naruleni tkdné hostitele je

14



pfekondn diky chemické vybav€ obsaZené v exkretu slinngch Zldz kliSt&te. KliSt€ je
schopno regulovat vazokonstrikci (redukce pritoku krve), agregaci krevnich desti¢ek

(trombocytl) a krevni koagula¢n{ kaskadu [7,13].

1.4.1 Inhibice agregace trombocyti

Jednim z prvnich mechanismi, kterym se snaZi zabranit hostitelsky organismus
ztrat€ krve je agregace krevnich desti€ek. Schopnost kliStat zabrénit procesu agregace je
déna pfitomnosti specifickych molekul zabraiujich vzdjemné interakci mezi krevnimi
destickami [14). Ty mohou byt aktivovdny riznymi mechanismy (agonisty), napf.

pfi poranéni kiZe naru$enim a odkrytim kolagenu [15].

1.4.2 Inhibice vazokonstrikce

Ve chvili naruSeni krevnich kapildr a nésledné aktivaci krevnich desti¢ek dochdzi
k uvolnéni kyseliny arachidonové, kterd je pfemé&néna na tromboxan A,, coZ je velice silny
agonista vazokonstrikce, agragace trombocytii a jejich degranulace [16].

Ve slindch klf$tat jsou pfitomny vazodilata¢ni l4tky, antagonisté vazokonstriktord,
které roz8itujf cévy a zvySujf priitok krve. Vazodildtory psobi na butiky hladkého svalstva
pfimo nebo nepfimo. Mohou aktivovat enzymy adenyldtcykldzu nebo guanylatcykldzu, coZ
vede k tvorb&€ cAMP a cGMP. Tyto molekuly zplsobuji svalovou relaxaci [14]. Pf{kladem
miZe byt prostacyklin, derivét kyseliny arachidonové, pfitomny ve slindch Ixodes dammini

[17].

1.4.3 Inhibice koagula¢ni kaskady

Pfi poranéni krevnich kapildr dochdzi k aktivaci krevni koagula¢ni kask4dy. Jednd
se 0 komplexni mechanismus proteolytickych pochodi, na jehoZ konci dochézi k aktivaci
trombinu. Ten pfeméiiuje fibrinogen na fibrin, ktery zabraituje ztrat€ krve tvorbou krevni
sraZeniny. Ve slindch kli¥tat je fada molekul schopnd specificky blokovat konkrétni
peptidasy koagula¢ni kaskddy (Obr. 1.4.3, str. 16), nebo alespoii zpomalovat dobu séni [16].
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Ve slindch kliStéte I. scapularis byla nalezena sekvence cDNA kédujici protein
o 140 aminokyselindch, zvany ixolaris, u kterého byla pozorovéna inhibice faktoru VII a
Xa [18]. Podobné mald proteinovd molekula madanin u Haemaphysalis longicornis,

inhibuje faktory VII vné&jsi dréhy i V a VIII vnitin{ drahy koagula¢ni kaskady [19].

VNITRNI SYSTEM

XII wmmp XIIa
l Ixodes scapularis
XI # XIa Ixodes ricintis

Rhipicephalus appendiculatus

IX mmmp IXa + VIII

VNEJSI SYSTEM

VII
-‘ \ ‘-_‘
: X # Xa + v Boophilus microplus

Ixodes scapularis
Haemaphysalis longicornis

&
PROTROMBIN wmmmlly- TROMBIN

FIBRINOGEN wmmsl)> FIBRIN

XII1 sl XIIIa
. e VN SRAZENINA

Obr. 1.4.3: Krevni koagulaéni kaskada (vnitini i vnéj$i draha) aktivovina poranénim tkané je
specificky inhibovdna molekulami ve slinich jednotlivych druhut Kkli§fat. Aktivovans
koagula&ni kaskdda vede k tvorbé& trombinu, ktery proteolyticky $tépi fibrinogen na fibrin, z né¢hoZ
ve vysledku vznik4 krevni sraZnina. Antikoagulaéni molekuly v exkretu slinnych Zl4z jednotlivych
kli3tat specificky inhibuji peptidasy v koaguladni kaskdd€. Inhibice cilovych sloZek faktoru VII
(I. scapularis, H. longicornis), Xa (I. scapularis, I. ricinus, R. appendiculatus) a trombinu
(B. microplus) vede k inhibici nebo zpomaleni koagulaéniho efektu. Pfevzato a upraveno z [15].

1.4.4 Inhibice zanétlivé reakce hostitele

Kli¥fata saji krev hositele po dobu né€kolika dnd. Ve chvili priniku hypostomu
kli3téte skrz epidermis hostitele nastupuje imunitni reakce hostitele. Ta zahrnuje pfirozenou
imunitu — aktivaci komplementu, proteiny akutni fize, pisobeni granulocytd, mastocytd,
dendridickych buné€k, makrofigi a NK bun€k. Spoledné se specifickym imunitnim
systémem — imunoglobuliny, B lymfocyty a T lymfocyty, vlastni hostitel velice komplexni
obranny systém, kterym by se mél ektoparazita zbavit (Obr. 1.4.4, str. 17) [15].

KliStata vlastni velice Sirokou $kdlu molekul pro zablokovéni, ¢i alespoii oslabeni

imutnfho systému hostitele. Extrakt slinnych Zl4z kliSt€te I. dammini blokuje aktivaci
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komplementu — C3a sloZzku [20] a funkci neutrofild [21]. Sliny dal§itho zastupce rodu
Ixodes, I. ricinus, inhibuji produkci NO makrofagy, cytotoxicitu NK bunék [22], redukuji

mnoZstvi pfitomného konkanavalinu A a zdroven IL-2, ktery aktivuje T-lymfocyty [23].
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Y S
S am 2P e (2]

) p
,,3‘ 6" Mistéte Ixodes dammini

& [2] @ mastocyty
imunokomplexy . .

V\? El neutrofily

< % ...... rod Ixodes
Boophilus microplus

specifické protilatky

Ixodes ricinus |

\

Rhipicephalus sanguineus

Rhipicephalus appendiculatus
Rhipicephalus sanguineus E'
)é( Dermacentor andersoni . NK

&t s

.
(3

Ixodes scapularis Dermacentor reticulatus
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Obr. 1.4.4: Modifikace hostitelské imunitni odpovédi v pFitomnosti extraktu slinnych Zlaz
klis€at. Molekuly obsaZené v extraktu slinnych 714z maji vliv na rizné efektorové buiiky a
medidtory imunitnfho systému. 1) Systém komplementu: inhibice vazoaktivnich medidtort
komplementu (I. dammini), 2) Neutrofily: inhibice funkce neutrofili (I. dammini), 3) Mastocyty:
redukce degranulace a uvolnéni pro-zanétlivych medidtord (I. scapularis), 4) Makrofagy: inhibice
produkce NO (L. ricinus), DC - dendridické buiiky: redukce diferenciace a zrani dendridickych
bun&k a produkce cytokind (R. sanguineus), 5) NK - prFirozen{ zabfjedi: redukce cytotoxicity NK
buné&k (D. reticulatus, I. ricinus), 6) Lymfocyty: B buiiky: inhibice buné¢né proliferace a modulace
produkce imunoglobulind (R. appendiculatus, R. sanguineus, D. andersoni), T buiiky: inhibice
buné&éné proliferace a regulace produkce cytokinG (I. scapularis, I. ricinus, D. reticulatus, R.
appendiculatus), 7T) Protilatky a imunokomplexy: modulace imunoglobulinového profilu hostitele
(B. microplus, kli¥fata rodu Ixodes). Pfevzato a upraveno z [15].
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1.5 KIlisté jako prenasSe¢ chorob

Klifata jsou velice uspéSni pfenaSei patogenu, které mohou zplsobit zdvaZna
onemocnén{ u riznych druhd organismui, v&etné lovéka. Ve vztahu k patogendm nekond&i
jejich role u pfenosu nebezpefnych bakterif, vir, ¢i prvokd na hostitele, ale u fady
patogenti probihaji metabolické promé&ny b&hem vyvoje uvnitf vektoru, napf. bakterie

zpusobujici lymskou boreliosu [13].

1.5.1 Interakce s patogenem

Béhem kontaktu infikovaného klitéte s hostitelem dochédzi k interakci kliSt€¢ —
patogen — hostitel. Patogen, ktery pronikne do kliStéte nebo hostitele, tento organismus
infikuje a replikuje svou genetickou informaci v jeho burikéch, ¢&i extraceluldrnim prostoru.
Imunitni systém kli3t€te korigujici infekci je z v&tsi ¢4sti nezndmy. Infekce v hostitelském
organismu z4visi na tropismu patogenu k hostitelské buiice nebo tkéni, imunitnim stavu

hostitele a patogennim fenotypu [7].

1.5.2 Slinami aktivovany pienos patogenu

Spoledné s patogenem je v mist¢ priniku kli§téte do hostitele vpraven extrakt
slinnych Zl4z kli3tat, obsahujici smé&s latek, které moduluji nebo sniZuji lokélni imunitni
odpovéd hostitele. Tim usnadiiujf prinik a pfeZiti patogenu ve tkanich hostitele.

Piikladem muZe byt usnadnény pfenos a zvy3eni infekce v pfipadg€, kdy je do
hostitele injikovdn patogen s extraktem slinnych Z14z v porovndn{ s injikac{ samotného
patogenu. Napf. u viru Thogoto infikujictho kli§t€ R. appendiculatus byla prokdzéna
zvysend aktivita v pfitomnosti extraktu slinnych Z14z (Tab. 1.5.2, str. 19) [7].

18



Tab. 1.5.2: Infekce kli¥fat virem Thogoto.

Zpusob infikace moréat (Guinea pigs) Procento infikovanych kli¥fat”
Vpraveni samotného viru 0,06
Vpraveni viru a extraktu slinnych Zl4z 0,58
Paralelni séni v pfitomnosti infikovanych kli¥tat 0,85

* Infekce nymf R. appendiculatus krmicich se na mordatech (Guinea pigs), kters byla ofkovéna
virem bez/v pfitomnosti extraktu slinnych 214z, nebo pomoci infikovanych kliStat. Pfevzato z [7].

1.5.3 Klisfaty pirenaSena onemocnéni a jejich puvodci

Jak jiZ bylo zminéno, kli§fata jsou zndmymi vektory infekCnich agens, kterd

vyvolavaji vdZna onemocnén{ u lidi i zvifat (Tab. 1.5.3).

Tab. 1.5.3: Piehled patogenu, piendsenych kli$€aty Ixodes a onemocnéni, které zpusobuji.

Patogen Onemocnéni

Borrelia afzelii Lymska boreliosa [24]
Borrelia garinii Lymska boreliosa [24]
Borrelia burgdorferi Lymska boreliosa [24]
Ehrlichia phagocytphila Ehrlichiosa [28]

Vir kli$fové encefalitidy Klisfova encefalitida [29]
Babesia divergens Babesiosa [3]

1.5.3.1 Lymska boreliosa

Lymsk4 nemoc byla poprvé popsdna v roce 1976 (pivodné lymsk4 artritida). Jedn4
se o komplexni onemocnéni, postihujici kiiZi, klouby, nervy i srdce [24]. Piivodce tohoto,
bakterie-spirochety B. burgdorferi, onemocnéni byl oznaden v roce 1982 skupinou védci
v &ele s Dr. Burgdoferem [25]. Dnes jsou zndmy &tyfi vyznamni patogenni pfedstavitelé,
B. burgdorferi, B. spielmanii, B. afzelii, B. garinii, z nichZ posledni dva jmenovani jsou
odpovédni za onemocnéni vyskytujici se pfedeviim v Evropé€ a Asii [24].

Prenos lymské boreliosy byl pozorovan také u jinych vektorl, av3ak efektivita
pfenosu nedosahuje Grovné kli¥tat. To je zfejmé ddno adaptaci infek&nich agens v systému
v prostfedi, jeZ vytvafi kliSt¢ b€hem sini na hostiteli. B. burgdorferi vyuZiva exprese
vlastnitho specifického proteinu OspC pro adhezi k buittkdm slinné Zldzy kliStéte
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I. scapularis [26]. Déle dochdzi ke zvySovani exprese proteinu I. scapularis Salp 15, ktery
se adheruje na vn&j§f membranu spirochet a bréni jejich zni&eni zprostfedkované protildtky

v téle hostitele [27].

1.5.3.2 Ehrlichiosa

Ehrlichiosa je infek&ni onemocnéni zplsobené obligatorni intraceluldrni gram-
negativni bakterii rodu Ehrlichia, kterd napad4d leukocyty. Vektor infek&nich agens,
Ehrlichia spp., je mezi jinymi stejné jako u lymské boreliosy, kli§té I ricinus. Symptomy

tohoto onemocnéni jsou horecka, bolesti svald, kloubi a hlavy, nevolnost, zvraceni [28].

1.5.3.3 Klisfova encefalitida

Kli¥fovéa encefalitida byla poprvé popséna rakouskym l€kafem Schneiderem v roce
1931. V roce 1937 rusky védec Zilber prokédzal pfenos tohoto onemocnéni na &lov€ka
klidté€tem I. persulcatus. PtestoZe jsou hlavnimi hostiteli drobni hlodavci, pfileZitostné to
mohou byt i lidé, pfi¢emZ nejb&Znéj$imi pfenaleli jsou I. persulcatus a I. ricinus.

Virus kliStové encefalitidy patfi do skupiny Flavivird, spole¢n€ s viry japonské
encefalitidy, Zluté horeCky a dengue. Jednd se o RNA viry obsahujici jadro a obal, tvofeny
lipidy a dvéma glykoproteiny.

Prvni pfiznaky tohoto chfipkového onemocnéni maji chfipkovy charakter.
Po pfechodném zlep3eni dochézi k infekci nervové soustavy, coZ se projevuje jako zdnét

mozkovych blan, doprovédzeny bolestmi hlavy, svétloplachosti a hore¢kou [29].

1.5.3.4 Babesiosa

Jednd se o intra-erytrocytdrni infekci zpiisobenou prvoky rodu Babesia, jejichZ
vyvoj je zdvisly jak na kliffatech, tak na teplokrevnych zvifatech. Rod Babesia byl
identifikovdn jiZ roku 1888, av8ak prvni pfipad tohoto onemocnéni u clovéka byl
zaregistrovédn aZ roku 1957.

PtestoZe jsou hlavnimi hostiteli voln& Zijici zvifata, pfileZitostn€ dochazi k infekci
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lidi. Velice €asto kon¢i smrteln€. Specificky v Evropé, kde nejbéznéj§im infekénim agens
je B. divergens. Onemocnéni je zplisobeno asexuéln{ reprodukci prvoka uvnitf erytrocytd a

néslednym rozpadnutim erytrocytd [3, 30].

1.6 Hemoglobin jako zdroj Zivin

Ve chvili sani krve hostitele se zvySuje koncentrace erytrocytd ve stfevnim lumenu
klidtéte. Zde jsou erytrocyty trdveny pomoci latek zvanych hemolyziny. Uvoliiuje se
hemoglobin, ktery je dileZitym zdrojem metabolitd a energie pro Zivot kli¥fat. Hemoglobin
je pomoci specifickych receptori endocytovan do intraceluldrniho prostoru digestivnich
bunék stfevniho epitelu klisté€te. Tradveni hemoglobinu je pomalym intraceluldrnim
procesem, lokalizovanym v endosomech a lysosomech téchto bun&k, pfi kterém se
z tetrametru hemoglobinu uvoliiuji hem a podjednotkové fetézce, které jsou St€peny

peptidasami na peptidy, dipeptidy a aminokyseliny [31] (Obr. 1.6).
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Obr. 1.6: Degradace hemoglobinu kliStétem. B&hem intraceluldrni degradace hemoglobinu
se rozpad4 tetramerni struktura hemoglobinu, ze které se uvoliiuje hem. Jednotlivé polypeptidové
monomery jsou degradovany na velké fragmenty plsobenim aspartitové peptidasy katepsinu D a
cysteinovych peptidas legumainem a katepsinem L. Velké fragmenty jsou ddle degradovidny
na men§i pisobenim katepsinu B a L, které jsou nakonec 3t€peny na dipeptidy a aminokyseliny
ptisobenim cysteinovych dipeptidyl exopeptidas katepsinem B a C. Zpracovéno dle [32, 31].
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1.7 Peptidasy

Zakladni funkci peptidas je $t€peni peptidovych vazeb proteinti a peptidt. Jejich
vysokd katalytickd G¢innost umoZiiuje $t€pit aZ milion peptidovych vazeb za sekundu.

Proteasy mohou byt endopeptidasy i exopeptidasy. Endopeptidasy jsou schopné
vézat do katalytické oblasti, o velikosti okolo 15 A°®, substritové zbytky po obou strandch
od 3t€pené peptidové vazby (Obr. 1.7). Naproti tomu u exopeptidas je vazba substrdtu
do katalytické oblasti Cdste¢n€ blokovéna, peptidasa pak 3t&€pi substrdt pouze z N-konce
substritu (aminopeptidasa), ptipadné z C-konce (karboxypeptidasa).

Na zdkladé¢ mechanismu katalyzy jsou peptidasy rozdéleny do né€kolika skupin.
Mezi nejpocletiiejsi patfi serinové, threoninové, aspartitové, cysteinové a metalo peptidasy

[34].

peptidovy substrat

Obr. 1.7: Schématické zndzornéni interakce peptidasa — substriat v katalytické doméné
cysteinovych preoteas. S1-S2 a S1°-S2” zna¢i podmista peptidasy od mista $t€peni substratu. P1-
P2 a P17-P2” znadi dseky substrdtu od mista St€peni substrdtu. Pfevzato a upraveno z [34].
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1.7.1 Funkce peptidas parazitickych organismi

Peptidasy parasitickych organismi maji v porovnani s peptidasami svych hostiteli
mnohem S$ird{ pole pisobnosti. K vyznamnym funkcim peptidas u paraziti patfi trdvent,

migrace a vyvoj parazita uvnitf hostitele a ovlivnéni{ imunitni odpovédi [34].

1.7.1.1 Traveni

Vyznamnou funkci peptidas parazitli je trdveni proteinii hostitele, které slouZi jako
zdroj Zivin a energie pro rist a vyvoj parazitd. Exogenni proteiny, napf. hemoglobin, jsou
degradovéany parazitickymi prvoky [35] nebo helminty [36] (Obr. 1.7.1.1).

U krev sajicich paraziti se pro trdveni nezdvisle vyvinuly dv€ sit€ peptidas. Jedna
zaloZen4 na cysteinovych a aspartdtovych peptidasach (prvoci, helminti) a druh4 zaloZend
na serinovych peptidasach (€lenovci) [37].
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gasrodermiin{ bufiky oligopeptidy cytoplasma
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Obr. 1.7.1.1: Schematicky diagram porovnivajici degradaci hemoglobinu intracelularnimi
prvoky P. falciparum a krevnikou S. mansoni. Pfevzato a upraveno z [34].
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1.7.1.2 Migrace a vyvoj parasita uvnitF hostitele

Parazitické organismy vyuZivaji peptidasy pro prinik do hostitele a k usnadnéni
pohybu uvnitf hostitele. Pro migraci skrz tkédn€ a butiky hostitele je vyznamn4 pfitomnost
serinovych peptidas [38] a metalopeptidas [39] parazitd.

Vedle toho bylo identifikovdno i n€kolik cysteinovych peptidas, které jsou dileZité pro
vyvoj parazita uvnitf hostitele. Nedostatek cysteinovych peptidas u Leshmania mexicana,

znemoZiiuje pfemé&nu tohoto parazita uvnitf makrofagi hostitele [40].

1.7.1.3 Ovlivnéni imunitni odpovédi hostitele

Upravenim bunééné imunitni odpovédi (Kap. 1.4.4), nebo degradaci imunitnich
efektori poméhaji peptidasy parazitd vyhnout se imunitni reakci hostitele. BE€hem infekce
parazitem 7. vaginalis hostitele je ochranny inhibitor peptidasy sekrednich leukocytl
degradovén katalytickou innosti cysteinové peptidasy katepsinu L [41].

1.7.1.4 Aktivace enzymii

Dalsi funkci peptidas paraziti je schopnost aktivovat prekurzory jinych enzymd.
Napfiklad cysteinové peptidasa katepsin B krevni¢ky S. mansoni je exprimovéna ve formé

zymogenu, ktery se trans-aktivuje fragmentaci pomoc{ asparaginyl endopeptidasy [42].

1.8 Cysteinové peptidasy

Pro mnohé parasitické formy organismi jsou cysteinové peptidasy nezbytné. Jejich
pfitomnost je zfejmé kliCovd pro prinik parazita do bunék a tkéni, blokovéani imunitniho
systému, aktivaci enzymi a virulenci (Kap. 1.7.1, str. 23).

Cysteinové peptidasy jsou rozdéleny do n&kolika hlavnich skupin, tzv. kland. Klan CA
obsahuje nékolik rodin. Rodina C1 je oznafovédna jako papainovd rodina, nebof prvni
peptidasa, kterd byla purifikovana, charakterizovana, a jejiZ struktura byla vyfe3ena, byla

nalezena v ovoci papaya a nazvéna papain [43].
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1.8.1 Struktura cysteinovych peptidas papainového typu

Cysteinové peptidasy rodiny papainu maji nej¢astéji monomerni strukturu (vyjimka
je tetramerni struktura katepsinu C). Jejich molekulovd hmotnost se pohybuje mezi
20-30 kDa (po odstépeni proregionu) a jsou tvoreny 200-300 aminokyselinami.

Mezi tyto peptidasy patfi katepsin B a katepsin L. Maji dvé€ domény o zhruba stejné
velikosti. Levd doména obvykle obsahuje 3 o Sroubovice. V pravé doméné dominuje
B barel tvofeny 5-6 vldkny (Obr. 1.8.1). Ob& domény jsou stabilizovdny pomoci
disulfidovych mistkd. V prohlubni mezi doménami se nachédzi aktvni misto s postrannimi
fetézci aminokyselin podilejicich se na procesu katalyzy hyrolytického $t€peni peptidové
vazby. V levé doméné se nachazi Cys a v pravé doméné€ His, které tvof{ thioldt-imidazolovy
iontovy pér (Kap. 1.8.3, str. 26) [43].

Obr. 1.8.1: Schematické nazornéni katepsinu K. Postranni fetézce katalytickych zbytkd Cys 25,
His 159, Asn 175 jsou zvyraznény Cerné. Pfevzato z [43].

1.8.2 Mechanismus katalyzy
Katalytickd oblast cysteinovych peptidas se nachdzi na rozhrani levé a pravé

domény. Levd doména obsahuje katalytické postranni fet€zce aminokyselin Cys a Gln,

zatimco pravd doména His a Asn.
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Hydrolyza peptidové vazby je katalyzovdna thiolovou skupinou cysteinu, kterd
vytvéfi s imidazolovou skupinou histidinu thiol4t-imidazolovy iontovy pdr. Vznikne silné
nukleofilni thioldtovy anion, ktery atakuje karbonylovy uhlik peptidové vazby (Obr. 1.8.2)
[44].
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Obr. 1.8.2: Schematické znazornéni mechanismu katalyzy cysteinovych peptidas. Katalytickd
oblast zahrnuje spoluptisobeni dvou postranich fetézcd Cys a His. A) Nukleofilni atak ionizované
thiolové skupiny cysteinu na karbonylovy uhlik. B) Poskytnuti protonového vodiku imidazolové
skupiny histidinu aminové skupin v peptidové vazb&. C) Vznik tetrahedrédlniho kovalentniho
meziproduktu enzym/substrét a jeho rozpad — rozitépeni ptvodni peptidové vazby. D) Tvorba
acyl-enzymového meziproduktu. E) Hydrolyza vody. F) Navriceni enzymu do svého
puvodniho stavu. Pfevzato a upraveno z [44].

1.8.3 Substratova specificita

VétSina cysteinovych peptidas rodiny papainu jsou endopeptidasy, které
do katalytické oblasti vdZou postranni feté€zce substrati po obou strandch od hydrolyzované
vazby. Exopeptidasovd aktivita katepsinu H nebo katepsinu B je zplisobena &dsteénym
zablokovénim vazebnych mist aktivniho mista.

Hlavnimi oblastmi zaji$fujicimi katalytickou &innost a specifi¢nost cysteinovych
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peptidas rodiny papainu jsou vazebnd mista S1 a S2. Vazebné misto S1 je tvofena elementy
levé domény. Zprostfedkovdv4 vazbu mezi hlavnimi a postrannimi atomy, navic obsahuje
skupiny zprostfedkovévajici katalyzu nukleofilnfho ataku na karbonylovy uhlik substritu
nebo inhibitoru. Na pozici P1 je preferovan Arg, Ala nebo homoPhe.

Rozhodujicim prvkem, uréujicim specifitu enzymu, je vazebné misto S2. Ta je
ve tvaru hydrofobni 'kapsy' tvofend postrannimi fetézci z levé i pravé domény. Vhodné
aminokyseliny v pozici P2 jsou Phe, ptipadn& Arg u katepsinu B.

1.8.4 Struktura katepsinu B a L

Katepsin B a L maji obecnou strukturu cysteinovych peptidas papainového typu
(Kap. 1.8.1, str. 25). Katepsin B méd vyznamné strukturni a funk&ni vlastnosti, které
ho odlifuji od cysteinovych peptidas papainového typu, véetn€ katepsinu L. Unikatnim
prvkem katepsinu B je flexibilni struktura tzv. "occluding loop" [45] (Obr. 1.8.4, zelend
Sipka, str. 28), kterd blokuje v aktivnim mist€¢ vazebné misto S'3. Je tak C4ste€n€é omezen
piistup substrdtu do katalytické oblasti. Katepsin B je diky tomu nejen endopeptidasou, ale
také karboxy dipeptidasou [45,46]. Vytvofené mutantni formy postrddajici tento strukturni
prvek endopeptidasovou aktivitu prokazovaly, avSak jejich karboxypeptiddsovd aktivita
byla potlagena, ¢i zcela vymizela [47].

DalSich strukturnf prvek odliSujici katepsin B od katepsinu L je délka prosegmentu,
kterd je u zymogenu katepsinu B mnohem krat${ neZ u katepsinu L. Navzdory tomu je
funkce prosegmenti stejnd - kontrola hydrolytické aktivity a stabilizace enzymu.
Prosegmenty vedou skrz substrat-vazajici oblast ve zp&tné orientaci, kde je v kontaktu
s vazebnymi misty S1, S2, S'l, S2 a potladuje hydrolytickou aktivitu peptidas. Oblast
vézajici prosegment je v obou pfipadech vysoce hydrofobni, v kontaktu s postrannimi

fetézci (Obr. 1.8.4, str. 28) [48].
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Obr. 1.8.4: Stuzkové znazornéni prekryvajicich se struktur lidskych proenzymu katepsinu B a
katepsinu L. Aktivni forma a prosegment katepsinu B jsou zndzorn€ny tyrkysovou a Cervenou
barvou. Aktivni forma a prosegment katepsinu Ljsou zndzornény fialovou a tmavé modrou barvou.
Flexibilni strukturni prvek prokatepsinu B, tzv. "occluding loop", zndzornény zelenou Sipkou,
se nachdzi v odli§né pozici vlivem stérického pnuti s elementy prosegmentu, ktery u aktivovaného
katepsinu B chybi. Pfevzato a upraveno dle [43].

1.9 Inhibitory cysteinovych peptidas

1.9.1 Proteinové inhibitory

Inhibitory cysteinovych peptidas proteinového charakteru (Cystatiny) jsou vysoce
specifické prav€ pro cysteinové peptidasy, kromé bromelainu [49] a glycyl endopeptidasy
[50], které nejsou inhibovény Zddnym z cystatind.

Na zédklad¢€ homologni sekvence jsou cystatiny rozd€leny do 3 rodin [51]:

A/ Stefiny, proteiny o molekulové hmotnosti okolo 11 kDa (cca 100 AK), u kterych nejsou
pfitomny disulfidické mustky, ani gykosylované postranni fet€zce.

B/ Cystatiny, proteiny o molekulové hmotnosti okolo 12-13 kDa (cca 110-120 AK),
u kterych nejsou postranni feté€zce glykosylované, ale obsahuji par disulfidickych mustka.
C/ Kininogeny, proteiny s molekulovou hmotnosti okolo 120 kDa, obsahuji né€kolik
disulfidovych mistkd i glykosylované postranni fet€zce. Jsou sloZené z t€Zkého a lehkého

fetézce (Obr. 1.9.1, str. 29) [52].
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SP - signdlni peptid; G - glykosilace; K - kinin; — - disulfidovy mistek

Obr. 1.9.1: Schéma struktury kininogenu. TéZky fetézec je tvofen signdlnim peptidem (SP),
segmenty 1, 2, 3 a kininem. Hlavni fetézec je stabilizovany disulfidovymi mustky. Postranni
skupiny jsou glykosylované [51] .

1.9.2 Nizkomolekularni peptidové inhibitory

Vyznamné peptidové inhibitory cysteinovych peptidas byly nalezeny v extraktu
Aspergilus japonicus. Jednd se o vysoce aktivni ireverzibilni inhibitory cysteinovych
peptidas papainového typu. Molekula byla identifikovdna jako (trans-epoxysukcinyl-L-
leucylamido-4-guanidinobutan), E-64 (Obr. 1.9.2,str. 30) [56]. Epoxidovy zbytek reaguje
s S1 oblasti v aktivnim misté¢ enzymu, zatimco leucylovy zbytek interaguje s S2 oblasti.
Proto je smér peptidového fet€zce opaény, neZ u substratd vazajich se do katalytické oblasti
(Obr. 1.9.2,str. 30). Déle se testovaly inhibi¢ni vlastnosti deriviti E-64. Byl tak nalezen
napf. nejvice selektivni inhibitor pro katepsin B, CA-074 (Obr. 1.9.2, str. 30) [53].

Struktura syntetickych inhibitorii vychdzi ze struktury pfirozeného substrdtu nebo
inhibitoru, obsahujici peptidovy segment rozpoznatelny enzymem. Peptidovy segment
s dostate¢nou afinitou k enzymu musi byt dlouhy vice jak dv€ aminokyseliny. To plati
miniméln€ pro endopeptidasy. Reaktivni skupina inhibitoru (substrdtu) [54] se viZe
k nukleofilni skupiné, kde reaguje s postrannim fet€ézcem cysteinu v aktivnim mistg.

Potadi rostouct sily syntetickych peptidovych inhibitori cysteinovych peptidas je:
Trifluormethylketon << derivdt a-ketokarboxylové kyseliny = a-diketon < aldehyd.
Peptidyl aldehydy jsou inhibitory serinovych a cysteinovych peptidas izolované z rodu

Streptomyces. Patfi sem leupeptiny nebo chymostatiny [51].
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Obr. 1.9.2: Orientace vazby substritu a epoxysukcinylovych peptidi do katalytické
oblasti cysteinovych peptidas Pfevzato a upraveno z [51].
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2 Cil

Klistéte obecné I. ricinus je vyznamny krev sajici parazit Clovéka, ktery je
prenaleCem patogend zodpovédnych za onemocnéni lymskou boreliosou nebo klisfovou
encefalitidou. Diplomovd préice se zabyvé peptidasami, které funguji jako trdvici enzymy
klistéte umoziujici degradaci hemoglobinu jako hlavniho potravniho zdroje. Peptidasy
jsou perspektivnim cilem pfi vyvoji novych vakcin potladujicich interakci klistéte s
hostitelem a pfenos patogenil. Price se soustfedi na dv€ vyznamné cysteinové peptidasy

papainového typu, katepsin B a katepsin L.

Konkrétné€ budou feSeny ndsledujici diléi dkoly:

A/ Piiprava rekombinantniho katepsinu B a L zahrnujici vypracovani postupu pro

refolding, aktivaci a chromatografickou purifikaci.

B/ Biochemicka charakterizace aktivniho katepsinu B a L zahrnujici ur€eni pH optima a

analyzu substratové a inhibi¢ni specificity.
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3 Material a metody

3.1 Material

3.1.1 Rekombinantni peptidasy

Rekombinantni proteasy prokatepsin B a L se exprimovaly v bakteriich Escherichia

Coli s polyhistidinovou kotvou na N konci obou proenzymi. Izolovand inkluzni té€liska

obou enzymii poskytl Dr. Petr Kopé&ek z Parazitologického dstavu, BC AVCR, Ceské

Budgjovice.

3.1.2 Chemikalie

3.1.2.1 Pufry

100 mM Na,HPO,.2H,0; 10 mM Tris pH 8,0
0,2 M Na-Ac pH 4,0-6,5

50 mM Tris pH 6,5-9,0

50 mM Na-Ac pH 4,2

0,1 M citrét-fosfat pH 3-8

3.1.2.2 Substraty

Bachem, Svycarsko:

Z-Arg-Arg-AMC, Z-Phe-Arg-AMC

UOCHB AVCR, CR:

Abz-Phe-Arg-Phe*-X-OH, Abz-Phe-Arg- X- Phe*-OH
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3.1.2.3 Inhibitory

Sigma, USA: Cilové peptidasy:
E-64 katepsin BaL

Bachem, Svycarsko:
CA-074 katepsin B
Z-FF-DMK katepsin L

3.1.2.4 Ostatni chemikalie

Sigma, USA:

dithiothreitol (DTT), k. ethylendiamintetraoctovd (EDTA), glycin, imidazol, mo&ovina,
fenylmethylsulfonyl fluorid (PMSF), dodecylsulfdt sodny (SDS), N,N,N’,N’-tetramethyl
ethylendiamin (TEMED), Tris bdze, akrylamid

Fluka, NDR:
dimethylsulfoxid (DMSO), glycerol

Serva, NDR:
Coomassie Brilliant Blue, mocovina, N,N’-methylenbisakrylamid, Tris, peroxodisiran

amonny (APS)
Lachema, CR:
chlorid sodny, chlorid vdpenaty, dusi¢nan stfibrny, ethanol, hydroxid sodny, k. octovi,

k. chlorovodikovd, methanol

H ostni stan ro SDS-PAGE:
Page Ruler " Prestained Protein Ladder Plus Fermentas, Loty3sko
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3.2 Pristroje a vybaveni

Analytické vihy AE 163
Centrifugy:
Centrifuga Eppendorf 5415D
Centrifuga Heraeus Biofuge Fresco
Vakuové odparka Speed Vac Concentrator
Ultrafree-MC Microcentrifuge filter, 0,22 phM
Fluorescen¢ni/absorban¢ni ¢tecka GENios
Fluorescenéni scanner Typhoon
pH metr pH Pracitronic MW 870
Termoblok
Vertikélni elektroforéza
Blotovacf zafizeni
FPLC AKTA Explorer

Kolony a nosice:
Ni-NTA Superflow
MonoS HR 5/5
MonoQ HR 5/5

i vybaveni:

Superloop 50 ml
PVDF membréna
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Mettler, Svycarsko

Eppendorf, NDR

DIJB Labcare, Velk4 Britdnie
Thermosavant, USA
Milliport, USA

Tecan, Rakousko

GE Healthcare Life, Svédsko
Pracitronic, NDR

Vyvojové dilny, UOCHB AV CR
Bio-Rad, USA

Bio-Rad, USA

GE Healthcare Life, Svédsko

Qiagen, USA
GE Healthcare Life, Svédsko
GE Healthcare Life, Svédsko

GE Healthcare Life, Svédsko
Millipore, USA



3.3 Metody

3.3.1 Rozpusténi inkluznich télisek

500 mg inkluznich té€lisek izolovanych po expresi prokatepsinu B a L z bakterif
E. coli, se rozpustilo v 5 ml roztoku o sloZeni: 100 mM Na,HPO,.2H,0; 10 mM Tris pH
8,0; 6 M guanidin; 10 mM 2-merkaptoethanol. Inkluze se inkubovaly pfes noc pfi pokojové
teploté za michéni. Nerozpustny podil se odstranil centrifugaci (10000xg, 15 min, 4°C).

3.3.2 Afinitni chromatografie

K separaci kli§técich rekombinantnich prokatepsini B a L exprimovanych
s histidinovou kotvou se vyuZilo afinitni chromatografie s nosi¢em Ni-NTA Superflow
(Ni**-nitriltrioctovd kyselina). Nikl imobilizovany na tomto nosi¢i vazal histidinovy
hexapeptid umistény na N-konci obou enzymi, které byly posléze z nosi¢e kompetitivné
vytésnény imidazolem.

Kolona o objemu 10 ml se promyla cca 15 ml ekvilibradniho pufru. Po naneseni
5 ml vzorku rozpuit€nych inkluzi se kolona znovu promyla cca 15 ml ekvilibraéniho
pufru. Poté se promyla cca 15 ml promyvaciho pufru. Nakonec byly pomoci elu¢niho pufru
s 250 mM imidazolem eluovény proenzymy, pfi¢emZ prib&h purifikace byl sledovén
kontinudlnim méfenim absorbance pfi vinové délce 280 nm a jednotlivé frakce byly
analyzovdny pomoci SDS-PAGE (Kap. 3.3.6.4, str. 39). Rychlost priitoku kolonou byla
1 ml/min, frakce byly sbirdny po 2 ml.

SloZeni ekvilibracniho pufru: 100 mM Na,HPO,.2H,0O; 10 mM Tris pH 8,0; 8 M mocovina
SloZeni promyvaciho pufru: 100 mM Na,HPO,.2H,0; 10 mM Tris pH 8,0; 8 M mocovina;
20 mM imidazol
SloZeni elu¢niho pufru: 100 mM Na,HPO,.2H,0; 10 mM Tris pH 8,0; 8 M mod&ovina;
250 mM imidazol
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3.3.3 Refolding

Refoldingovy proces zahrnoval 2 dil&i kroky:
1/ Preinkubace proenzymi (ve 100 pl):

Proenzym purifikovany afinitni chromatografii na kolon€ Ni-NTA (Kap. 3.3.2,
str. 35) byl pfiddn do 100 pl preinkuba¢niho roztoku ve tfech variantdch s nésledujicim
sloZzenim (uvedeny jsou findlni koncentrace): (1) 50 mM GSH [66], (2) 2,5% k. octovd
nebo (3) 13% k. octové [55]. Roztoky se inkubovaly 1 hod pfi 37°C za michéni. V3echny
tfi preinkubacni roztoky se pomalu pfidaly do 900 pl refoldingové smési (viz déle).

2/ Refolding proenzymti (v 1 ml):

Proenzymy ve 100 gl preinkubaéniho roztoku se pomalu pfidaly za michéni
pfi pokojové teplot¢ do 900 pl refoldingové smési, jejiz sloZzeni bylo ménéno
u jednotlivych sloZek a pH v uvedenych rozmezich: 50 mM Tris pH 7,1-9,0; 0-0,50 M L-
arginin; 10-30% glycerol; 0,05% PEG 1500; 0-1 mM EDTA; 0,5 mM GSSG. Finélni smé&s
o celkovém objemu 1 ml se nejprve inkubovala 30 min pfi pokojové teplot€ za michéni, a
poté se nechala po dobu 1-5 dnu ve 4°C.

Analogicky postup byl pouZit pro refolding o celkovém objemu 100 ml. Jako
preinkubacni roztok byl pouZit 50 mM GSH a refoldingovd smés o sloZeni: 50 mM Tris
pH 8,0; 30% glycerol; 0,05% PEG 1500; 0,5 mM GSSG. Smés se refoldovala 4 dny
ve 4°C.

3.3.4 Aktivace proenzymu

Casovy priib&h aktivace prokathepsinu B a L byl sledovan pfi 37°C po upraveni pH
jejich roztoku na pH 4,0-6,5 (pomoci 20% HOAC) a pfidanim DTT na 2,5 mM koncentraci,
popf. i asparaginyl endopeptidasy na koncentraci 5 pg/ml nebo dextran sulfitu
na koncentraci 50 pg/ml. V &asovych intervalech se odebiraly alikvoty reakénf smési a byla
stanovena aktivita se substritem Z-FR-AMC (Kap. 3.3.7.1, str. 41).
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3.3.5 Iontoméni¢ova chromatografie

3.3.5.1 FPLC na koloné MonoS

Prokatepsin B se refoldoval ve findlni smési o celkovém objemu 100 ml (Kap. 3.3.3,
str. 36). Poté se nechal aktivovat upravenim pH na 4,2 (Kap. 3.3.4, str. 36). Tento materiél
byl separovén s vyuZitim iontomé&ni¢ové chromatografie na koloné¢ MonoS HR 5/5 pomoci
FPLC.

Kolona se ekvilibrovala 5 ml nandSeciho pufru. Po naneseni 100 ml smési
s aktivovanym katepsinem B (s izoelektrickym bodem pI 5,15) byla kolona promyta 5 ml
nanéeciho pufru. Eluce katepsinu B probihala pomocf linedrniho gradientu eluéniho pufru
(2% za minutu). Sbiraly se 2 ml frakce, priitok kolonou byl 0,5 ml/min. Pribéh purifikace
se sledoval kontinudlnim méfenim absorbance pfi vinové délce 280 nm a detekci aktivity
v jednotlivych frakcich - jako mira $t€peni fluorogenniho substritu Z-FR-AMC (Kap.
3.3.7.1, str. 41).

SloZeni nandseciho pufru: 50 mM Na-Ac pH 4,2; 10% glycerol; 0,05% 2-merkaptoethanol
SloZent eluniho pufru: 50 mM Na-Ac pH 4,2; 10% glycerol; 0,05% 2-merkaptoethanol;
0,5 M NaCl

3.3.5.2 FPLC na koloné MonoQ

Prokatepsin L se refoldoval ve findlni smési o celkovém objemu 100 ml (Kap. 3.3.3,
str. 36). Poté se nechal aktivovat upravenim pH na 4,2 (Kap. 3.3.4, str. 36). Tento materiél
byl separovén s vyuZitim iontomé&ni¢ové chromatografie na koloné¢ MonoQ HR 5/5 pomoci
FPLC.

Kolona se ekvilibrovala 5 ml nandSecitho pufru. Po naneseni 100 ml smési
s prokatepsinem L (s izoelektrickym bodem pl 5,77) byla kolona promyta 5 ml nand3eciho
pufru. Eluce katepsinu B probihala pomoci linedrniho gradientu elu¢niho pufru (2%
za minutu). Sbiraly se 2 ml frakce, pritok kolonou byl 0,5 ml/min. Pribéh purifikace

se sledoval kontinudlnim méfenim absorbance pfi vinové délce 280 nm a detekci aktivity
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v jednotlivych frakcich - jako mira $t€peni fluorogenniho substritu Z-FR-AMC (Kap.
3.3.71, str. 41).

SloZeni nandseciho pufru: 50 mM Tris pH 8,0; 10% glycerol; 0,05% 2-merkaptoethanol
SloZeni eluéniho pufru: 50 mM Tris pH 8,0; 10% glycerol; 0,05% 2-merkaptoethanol,
0,5 M NaCl

3.3.6 Analytické metody

3.3.6.1 Stanoveni koncentrace proteina v roztoku

Koncentrace proteinti v roztocich byla stanovena metodou podle Bradfordové [58].
Pro tvorbu standardni kfivky se pouZil hové€zi sérovy albumin rozpustény v H,O
o koncentracich 0-1000 pg/ml. Test se provddél v jamkach mikrodesti¢ek. K 5 pl standardu
a vzorku se pfidalo 200 ul Cinidla. Po inkubaci 10 min pfi 37°C ve tmé se zméfila
absorbance pfi 595 nm. Koncentrace proteinii ve vzorcich se urila z konstruované

standardni kfivky (zméfenéd Asys proti koncentraci standardu).

3.3.6.2 Acetonova precipitace proteinu

Acetonové precipitace proteint se provéddé€la v pfitomnosti 80% acetonu. K 200 pl
vzorku se pfidalo 800 Hl vychlazeného 100% acetonu. Vzorky se inkubovaly 30 min,
pfi -20°C. Po centrifugaci (10000xg, 15 min, 4°C), odstranéni supernatantu a vysuSeni
na vakuové odparce SpeedVac se pfidalo 12 pl vzorkového pufru pro SDS-PAGE. Smés
se nechala inkubovat 5 min pfi 65°C a nanesla se na SDS-PAGE (Kap. 3.3.6.4, str. 39).

SloZeni pufru pro SDS-PAGE: 100 mM Tris pH 6,8; 1% SDS; 4% 2-mekraptoethanol;
0,02% Comassie Brilliant Blue; 24% glycerol
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3.3.6.3 Tricin SDS-PAGE

Degradace  hovéziho hemoglobinu se detekovala pomoci  Tricinové
polyakrylamidové elektroforézy zaloZené na postupu dle Schaggera [56]. Na vertikdln{
elektroforéze Bio-Rad byly pouZity 16% gely s 6 M mocovinou o rozmérech 80 x 60 x 0,7
mm. Po elektroforéze byly proteiny v gelech fixovany 1 hodinu v 5% glutaraldehydu a poté
30 min v roztoku obsahujicim 45% ethanol, 10% k. octovou. K barveni proteini se pouZil

roztok Coomassie Brilliant Blue [57].

3.3.6.4 SDS-PAGE

Jednotlivé procesy: rozpousténi, purifikace, refolding a aktivace peptidas
se analyzovaly vyuZitim polyakrylamodvé elektroforézy v ptitomnosti 0,1% SDS zaloZené
na postupu dle Laemmliho [58]. Na vertikdlni elektroforéze Bio-Rad se pouZily 15% gely
s SDS o rozmérech 80 x 60 x 0,7 mm. Fixace proteini v gelech probihala 15 min v roztoku
obsahujicim 45% ethanol, 10% kyselinu octovou. K vizualizaci proteind se pouZil roztok

Coomassie Brilliant Blue [57] nebo barveni stfibrem [59].

3.3.6.5 Degradace hemoglobinu katepsinem L

Reakeéni smés o celkovém objemu 70 pl obsahovala: 20 pl roztoku prokatepsinu L
(eluéni frakce FPLC); 0,2 M Na-Ac pH 4,0; 2,5 mM DTT a 0,6 mg/ml hovéziho
hemoglobinu. Smés se inkubovala pfi 37°C a v €asovych intervalech 0-12 h se odebiraly
alikvoty o objemu 6 ul, ve kterych byla ukonfena reakce pfiddnim 6 Wl 2krét
koncentrovaného vzorkového pufru pro Tricin SDS-PAGE a inkubaci 5 minut pfi 65°C.

Vzorky byly naneseny na Tricin SDS-PAGE (Kap. 3.3.6.3, str. 39).
SloZeni pufru pro Tricin SDS-PAGE: 100 mM Tris-HCI; pH 6,8; 1% SDS;

4% 2-merkaptoethanol; 0,02% Comassie
Brilliant Blue; 24% glycerol
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3.3.6.6 Znaceni afinitni fluorescen¢ni znackou

Refoldované proenzymy se aktivovaly 30 min upravenim na pH pH 4,0 (Kap. 3.3.4,
str. 36). K 200 pl takto aktivované peptidasy se pfidal do vysledné koncentrace 0,5 pM
inhibitor cysteinovych peptidas DCG04 s navazanou fluorescenéni znaCkou Bodipy
530/550 (Green-DCGO04) [60]. Vzorek se inkuboval ve tmé& 1 h pfi 37°C.

Byla provedena acetonovd precipitace proteini (Kap. 3.3.6.2, str. 38). Po vysuSeni se
pfidalo 12 pl vzorkového pufru pro SDS-PAGE. Smés se nechala inkubovat 5 min pfi
65°C a nanesla se na SDS-PAGE (Kap. 3.3.6.4, str. 39).

Gel, 3krat promyty 10 min v H,O, se nédsledné analyzoval na fluorescenénim
skeneru Typhoon Imager s excita¢nim laserem o vlnové délce 532 nm a emisnim filtrem

propoustéjici vinovou délku 550 nm.

3.3.6.7 Western blot

Po provedeni SDS-PAGE se podloZky, filtrani papiry, gel a PVDF membréna
o velikosti gelu (navlhéend nejprve methanolem) ekvilibrovaly 15 min v transferovém pufru
(25 mM Tris pH 8,3; 192 mM glycin; 20% methanol). Po ekvilibraci byly navrstveny
do blotovaciho pfistroje v pofadi: anoda, podloZka, filtradni papir, membréna, gel, filtraCni
papir, podloZka, katoda. Pfenos proteind probihal 1 h za konstantniho napéti 100 V. Poté
se membrana obarvila roztokem Coomassie Brilliant Blue [62]. Odbarvila se 50%
methanolem a promyla se 3krdt 30 min v H;O. Pé4s s proteinem se vystfihl z membrany

pro uréeni N-koncové aminokyselinové sekvence (Kap. 3.3.6.8).

3.3.6.8 Urdeni N-koncové aminokyselinové sekvence

Vzorky uréené k analyze se separovaly pomoci SDS-PAGE (Kap. 3.3.6.4, str. 39) a
pfenesly se na PVDF membrédnu metodou Western blot (Kap. 3.3.6.7). P4s s proteinem se
vystfihl z membrédny. Urfovdni N-koncové aminokyselinové sekvence provadél
Ing. Z. Voburka na UOCHB AV CR: Pfi automatickém Edmanové odbourdvani N-
koncovych aminokyselin se pouZil proteinovy sekvendtor ABI Procise 491. Jednotlivé

PTH-derivéty se identifikovaly pomoci RP-HPLC.
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3.3.7 Kineticka stanoveni pomoci fluorogennich substrati

Enzymové aktivity katepsinu B a L se stanovovaly mé&fenim fluorescence, kterd
vznikd pfi $t€peni fluorogenniho substrdtu. Enzymovd méfeni byla provadéna pfi 37°C
na mikrodesti¢kdch pomoci fluorescenéniho spektrometru GENios. Uvoliiovédni produktu
bylo monitorovdno méfenim fluorescence u substrdti s fluorescenéni znatkou AMC
pfi excitadni vinové délce 360 nm a emisni vinové délce 465 nm a s Abz pfi excitadni

vinové délce 330 nm a emisni vinové délce 410 nm [61].

3.3.7.1 Stanoveni aktivity

K 10 pl vzorku s aktivovanym enzymem se pfidalo 90 Pl substrdtové smési
preinkubované 10 min pfi 37°C. Findlni smés o celkovém objemu 100 pl byla pipetovédna
do jamek mikrodesti¢ky. Aktivita se méfila jako mira $t€peni fluorogenniho substritu
enzymem (Kap. 3.3.7).

SloZeni substrdtové smési pro katepsin B: 0,2 M Na-Ac pH 5,5; 2,5 mM DTT; 0,1% PEG
1500; 40 pM fluorogenni substrdt (Z-FR-
AMC, Z-RR-AMC, Abz-FRF'X-OH, Abz-
FRXF'-OH)

SloZeni substrdtové smési pro katepsin L: 0,2 M Na-Ac pH 4,0; 2,5 mM DTT; 40 pM
fluorogenni substrdt (Z-FR-AMC, Z-RR-
AMC)

3.3.7.2 Zavislost aktivity na pH

Pro stanoveni zdvislosti aktivity katepsinii B a L na pH se vyuZily vzorky pfeliSténé
pomoci FPLC. Katepsin B se nachézel po purifikaci na kolon€ MonoS v aktivované formé.
Katepsin L byl pfediStén ve formé proenzymu, proto se nejprve aktivoval po dobu 60 min
upravenim pH jeho roztoku na pH 4 (Kap. 3.3.4, str. 36).

Pro stanoveni aktivity v prostfedi o rizném pH byly odebirdny 10 pl alikvoty
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s aktivovanym enzymem, ke kterym se pfidalo 90 pl substratové smési preinkubované
10 min pfi 37°C. Findlni smés o celkovém objemu 100 pl byla pipetovdna do jamek
mikrodestiCky. Aktivita se méfila jako mira St€peni fluorogenniho substrdtu enzymem

(Kap. 3.3.7,, str. 41).

SloZeni substrdtové smési pro katepsin B: 0,2 M citrat-fosfat pH 3,0-6,2; 2,5 mM DTT;
0,1% PEG 1500; 1 mM EDTA; 50 uM Z-FR-
AMC

SloZeni substrdtové smési pro katepsin L: 0,2 M citrat-fosfat pH 2,8-4,3; 2,5 mM DTT;
0,1% PEG 1500; 50 pM Z-FR-AMC

3.3.7.3 Inhibi¢ni specificita

Pro stanoveni inhibi¢ni specificity peptidas byly vyuZity vzorky preciSténé pomoci
FPLC (Kap. 3.3.7.2, str. 42).

Do jednotlivych jamek mikrodesti¢ky se pipetovalo 10 pl roztoku enzymu a 40 pl
inhibi¢ni smési a tato smés byla protfepana a ponechédna inkubovat 30 min pfi 37 °C. Poté
bylo pfiddno 50 pl substritové smési preinkubované 10 min pfi 37°C a byla méfena

zbytkova aktivita katepsinti B a L na fluorescencni ¢teCce GENios (Kap. 3.3.7, str. 41).

SloZeni smési pro katepsin B

Inhibi¢ni smés: 0,2 M Na-Ac pH 5,5; 2,5 mM DTT; 5 pM inhibitor (E-64, CA-074, Z-FF-
DMK)

Substrdtovd smés: 0,2 M Na-Ac pH 5,5; 2,5 mM DTT; 0,1% PEG 1500; 40 pM Z-FR-AMC

SloZeni smési pro katepsin L,
Inhibi¢ni smés: 0,2 M Na-Ac pH 4,0; 2,5 mM DTT; 5 uM inhibitor (E-64, CA-074, Z-FF-

DMK)
Substrdtovd smés: 0,2 M Na-Ac pH 4,0; 2,5 mM DTT; 40 pM Z-FR-AMC
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4 Vysledky

4.1 Katepsin B
4.1.1 Priprava rekombinantniho katepsinu B

4.1.1.1 Purifikace proteinu z inkluznich télisek

Pro purifikaci prokate;iéiriu B z rozpudténych inkluznich télisek byla pouZita
chromatografie na koloné Ni-NTA Superflow. Chromatografie vyuZivd interakce
histidinového hexapeptidu jako kotvy umist€éné na N-konci exprimovaného proteinu
s niklem védzanym na chromatografickém nosici. Nitriltrioctovd kyselina imobilizovand
na agarose vdZe ionty niklu, na ktery se specificky navazuji histidinové hexapeptidy.
K vytésnéni proteinli z Ni-NTA nosi¢e se pouZivd 250 mM imidazolu, ktery kompetuje o
nikelnat€ ionty s histidinovou kotvou.

500 mg inkluzi obsahujicich prokatepsin B bylo rozpu$téno (Kap. 3.3.1, str. 35) a
naneseno na kolonu Ni-NTA Superflow. Vysledné mnoZstvi prokatepsinu B po purifikaci
na koloné Ni-NTA ¢ini 2,8 mg proteinu. Frakce z jednotlivych promyvacich a elu¢nich
kroki byly analyzovény pomoci SDS-PAGE (Obr. 4.1.1.1, str. 44).
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Obr. 4.1.1.1: Purifikace prokatepsinu B z rozpus$ténych inkluzi pomoci chromatografie na Ni-
NTA nosi¢i. Na 15% gelu SDS-PAGE jsou v drahdch 1-9 vybrané frakce z jednotlivych
chromatografickych krokd, barvené pomoci Coomassie Brilliant Blue. Sipky zna&i molekulové
hmotnosti standardd.

Dréha: M, Relativni molekulovd hmotnost v kDa
1 Nané3eny vzorek - inkluze rozpu$téné v pufru s 6 M guanidinem
2 Nenavdzany materiél
3 Promyti ekvilibraénim pufrem

4-5 Promyti ek. pufrem obsahujicim 20 mM imidazol
6-9 Eluce ek. pufrem obsahujicim 250 mM imidazol

4.1.1.2 Refolding

4.1.1.2.1 Uréeni zakladni strategie refoldingu

1/ SloZeni preinkubaéniho roztoku

Prokatepsin B purifikovany afinitni chromatografif na koloné Ni-NTA (Kap. 3.3.2,
str. 35) byl pfiddn do 100 pl preinkubacniho roztoku ve tfech variantdch s nédsledujicim
sloZenim (uvedeny jsou findlni koncentrace): (1) S0 mM GSH [62], (2) 2,5% k. octové
nebo (3) 13% k. octové [63]. Poté se dany roztok postupné pfidal do 900 pl refoldingové
smési o sloZzeni: 50 mM Tris pH 7,1; 0,25 M L-arginin; 30% glycerol; 0,05% PEG 1500;
0,5 mM GSSG. Utinnost refoldingu prokatepsinu B se stanovovala pomoci aktivitniho
testu, jakoZto mira Stepeni fluorogenniho substrdtu Z-FR-AMC. Aktivitni test obsahoval

uvodni aktivacni krok v kyselém pH umoZiiujici konverzi prokatepsinu B na aktivni enzym
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(Kap. 3.3.4, str. 36). Porovndnim aktivit peptidasy (Obr. 4.1.1.2.1 A, str. 46) je zfejmé, Ze
pfi preinkubaci prokatepsinu B v pfitomnosti kyseliny octové nedoflo k usp&¥nému
zrefoldovéni. Pouze v pfitomnosti 50 mM GSH pfi preinkubaci, nislednému refoldingu a

aktivaci je pozorovateln4 aktivita.

2/ SloZeni refoldingové smési

Preinkubadni smé&s obsahujici 50 mM GSH (uvedend v pfedchozim odstavci jako
varianta 1) byla postupné pfiddna do 900 nl refoldingové smési v nisledujicich variantdch
o sloZeni:

A/ 50 mM Tris pH 7,1; 0,25 M L-arginin; 30% glycerol; 0,05% PEG 1500; 0,5 mM GSSG
B/ 50 mM Tris pH 9,0; 0,25 M L-arginin; 30% glycerol; 1 mM EDTA; 0,5 mM GSSG
C/ 50 mM Tris pH 7,1; 0,5 M L-arginin; 10% glycerol; 0,05% PEG 1500; 0,5 mM GSSG

V tomto optimalizaénim kroku se ménilo sloZeni refoldingové smési z pfedchoziho
odstavce (zde oznadena jako A) zmé&nou koncentrace glycerolu, argininu, GSH a pH.

Utinnost refoldingu prokatepsinu B se stanovovala pomocf aktivitntho testu - jako
mira Stépeni fluorogenniho substritu Z-FR-AMC po aktivaci prokatepsinu (viz pfedchozi
odstavec). Z porovndni aktivit peptidasy (Obr. 4.1.1.2.1 B, str. 46) je zfejmé, Ze
refoldingové smési B a C nejsou vhodné pro usp&€$ny refolding. Naproti tomu smés A

poskytla i¢inny refolding prokatepsinu B.
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Obr. 4.1.1.2.1: Optimalizace refoldingu rekombinantniho prokatepsinu B. A) Zavislost
ucinnosti refoldingu na sloZeni preinkuba¢ni smési. Uvedeno je findlni sloZeni preinkubaén{
smési ve tfech variantidch. Nésledny refolding probihal 24 h ve varianté smési A (viz panel B).
Aktivita katepsinu B byla méfena po aktivaci v ¢asovych intervalech 1 a 2 h (osa x) a je vyjadfena
v procentech relativnich fluorescenénich jednotek normalizovanych na 100% nejvyS$si
naméfené hodnoty (osa y). B) Zivislost G¢innosti refoldingu na sloZeni refoldingové smési.
Refolding probihal 24 h ve tfech variantdch findlnich smé&si: A/ SO mM Tris pH 7,1; 0,25 M L-
arginin; 30% glycerol; 0,05% PEG 1500; 0,5 mM GSSG; B/ -50 mM Tris pH 9; 0,25 M L-arginin;
30% glycerol; 1 mM EDTA; 0,5 mM GSSG; C/ 50 mM Tris pH 7,1; 0,5 M L-arginin; 10%
glycerol; 0,05% PEG 1500; 0,5 mM GSSG. Aktivita byla méfena jako v panelu A.

4.1.1.2.2 Optimalizace refoldingu

1/ Finélni sloZeni refoldingové smési

Testovény byly tfi varianty sloZeni findlni refoldingové smési, které se odliSovaly
vpH (7,1 na 8,0) a v obsahu L-argininu, jenZ je zndm pro svou schopnost usnadnit
refolding fady proteinti [64].

Preinkubadni smés obsahujici S0 mM GSH (Kap. 4.1.1.2.1, str. 44) byla postupné
pfidéna do 900 1l refoldingové smési v nésledujicich variantdch o sloZeni:

A/ 50 mM Tris pH 8.0; 0,25 M L-arginin; 30% glycerol; 0,05% PEG 1500; 0,5 mM GSSG
B/ 50 mM Tris pH 7,1; 0,25 M L-arginin; 30% glycerol; 0,05% PEG 1500; 0,5 mM GSSG
C/ 50 mM Tris pH 8,0; 30% glycerol; 0,05% PEG 1500; 0,5 mM GSSG

Utinnost refoldingu prokatepsinu B se stanovovala pomoci aktivitniho testu - jako
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mira 3t€peni fluorogenniho substrdtu Z-FR-AMC po aktivaci prokatepsinu. Porovnanim
aktivit katepsinu B (Obr. 4.1.1.2.2 A) je zfejmé, Ze nejlisp&¥n&jsi refolding inkluzi probihal
ve findlni smési C, kterd neobsahovala arginin a m&la pH 8,0. Tato optimalizovan4 varianta

refoldingového protokolu byla pouZivédna v dals{ praci.
2/ Zavislost na koncentraci proteind a dob& refoldingu

Provedla se optimalizace refoldingu prokatepsinu B v zdvislosti na dobé jeho
refoldovani a na koncetraci 10-30 pg proteini/ml ve findlni smési. Refolding probihal
po dobu 2-5 dné. Utinnost refoldingu prokatepsinu B se stanovovala pomoci aktivitniho
testu - jako mira $t€peni fluorogenniho substritu Z-FR-AMC po aktivaci prokatepsinu
(Obr. 4.1.1.2.2 B).

Do 4. dne udinnost refoldingu rostla. Mnohondsobné vyss$i G¢innost je moZné
pozorovat v pfipad€ koncentrace 20 g proteini/ml, oproti 10 g proteind/ml findlni smési.

Zvy3ovéni koncetrace na 30 pg proteini/ml nemél vliv na dal$i zvySeni d¢innosti.

A B
100
120
80
- ,_\100 10 pg/ml /_,9 -
R ) ® 20 ug/ml PR .
— 60 E’ 80 v 30 pg/ml e .
) - Ve ’
(7] [72] L
: g o0 v
3° S 40 /
X I3 ¢
\D 20 .. \D P — v
0 om— e R
A B C 2 3 4 5
. . Doba refoldingu (d)
Typ refoldingové smési

Obr. 4.1.1.2.2: Optimalizace refoldingu katepsinu B. A) Optimalizace refoldingové smési.
Refolding probihal 24 h ve tfech ve tfech variantdch refoldingovych smési (osa x): A/ 50 mM Tris
pH 8,0; 0,25 M L-arginin; 30% glycerol; 0,05% PEG 1500; 0,5 mM GSSG; B/ 50 mM Tris pH 7,1;
0,25 M L-arginin; 30% glycerol; 0,05% PEG 1500; 0,5 mM GSSG; C/ 50 mM Tris pH 8,0; 30%
glycerol; 0,05% PEG 1500; 0,5 mM GSSG. Aktivita katepsinu B byla mé&fena po aktivaci a je
vyjddfena v procentech relativnich fluorescen&nich jednotek normalizovanych na 100% nejvy3si
naméfené hodnoty (osa y). B) Zavislost na koncentraci proteinu a dobé refoldovani. Refolding

probihal 2-5 dni (osa x) ve varianté smé&si C (viz panel A). Vysledn4d koncentrace proteini béhem
refoldingu je uvedena. Aktivita byla mé&fena jako v panelu A.
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4.1.1.3 Aktivace proenzymu

4.1.1.3.1 Vliv pH

Refoldovany proenzym se nésledné auto-aktivoval prevedenim do prostiedi o pH
4,0; 5,5; 6,5 a ptiddnim DTT. V ¢&asech 0; 1 a 4,5 h se méfila aktivita katepsinu B v testu
pfi pH 5,5 s fluorogennim substritem Z-FR-AMC. (Obr. 4.1.1.3.1). Vysledky ukdzaly, Ze
aktivace prokatepsinu B probih4 pouze v pH 4,0 a 5,5, pfi pH 6,5 neprobih4; v pH 4,0 a 5,5
se aktivovalo pfiblizn€ stejné mnoZstvi proenzymu, ktery si udrZuje aktivitu i po 4,5 h

aktivace.

—
100 B pH 4,0
OpH 5,5
& 60 !
S /‘1!2!1'
2 ,
%‘ 40
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0 Ay diyp Ly
0 1 4,5
Doba aktivace (h)

Obr. 4.1.1.3.1: Vliv pH na aktivaci prokatepsinu B. Aktivace proenzymu v uvedenych pH
se méfila v Casovych intervalech (osa x) pomoci testu provedeném pfi pH 5,5 se substratem Z-
FR-AMC. Aktivita je vyjddfena v procentech relativnich fluorescen¢nich jednotek
normalizovanych na 100% nejvy3$si naméfené hodnoty (osa y).

4.1.1.3.2 Priibéh aktivace a jeji modulace

Sledovala se aktivace prokatepsinu B v pH 4,0 a v pfitomnosti dextran sulf4tu (DS),
nebof byla publikovdna schopnost sulfatovanych polysacharidi usnadfiovat aktivaci
lidského prokatepsinu B [65]. Také byla testovdna moZnost trans-aktivace prokatepsinu B
asparaginyl endopeptidasou (legumainem), jak bylo popsdno pro schistosomélni
prokatepsin B, ktery obsahuje v prosegmentu aminokyselinovou sekvenci vhodnou pro

hydrolyzu prédvé legumainem [66].
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Proenzym se nechal aktivovat pouze v pH 4,0 nebo v pH 4,0 v pfitomnosti DS
pfipadn€ legumainu. Aktivita katepsinu B byla méfena pfi pH 5,5 v testu s fluorogennim
substritem Z-FR-AMC (Obr. 4.1.1.3.2). Ve v8ech piipadech dochdzelo k auto-aktivaci
proenzymu. Pfi pH 4,0 a v pfitomnosti legumainu se proenzym zcela aktivoval po 10 min
aktivace a po 1 hodiné€ aktivita prudce klesla. Z kinetického testu nevyplyvd, Ze by
legumain umoZnil lep$f trans-aktivaci prokatepsinu B. V pfitomnosti DS aktivita rostla

pouze pomalu a ani po 7 h aktivace nedosdhla maxima.
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100
_ W pH 4,0
8 ®-pH 4,0 + IFAE
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Obr. 4.1.1.3.2: Prubéh aktivace prokatepsinu B. Aktivace proenzymu probihala v pH 4,0 a
v pfitomnosti DS nebo legumainu. Aktivita katepsinu B detekovand 3t€penim substrdtu Z-FR-AMC
v pH 5,5 je vyjadfena v procentech relativnich fluorescenénich jednotek normalizovanych na 100%
nejvy3si naméfené hodnoty (osa y).

4.1.1.4 Chromatograficka purifikace refoldovaného proteinu

VyuZitim iontomé&ni¢ové chromatografie s kolonou MonoS HR 5/5 se separovala
aktivni forma katepsinu B od 3patné refoldovaného a neaktivovaného prokatepsinu B (Obr.
4.1.14, str. 50). Na kolonu bylo naneseno 100 ml aktivovaného katepsinu B. Eluce z kolony
probihala linedrnim gradientem 0-0,5 M NaCl v pufru o pH 4,2. Aktivni forma katepsinu B
byla detekovdna v testu s fluorogennim substritem Z-FR-AMC. Nejvy3si aktivita
pfecisténého katepsinu B se nach4zi v elu¢nim objemu 16-20 ml.
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Obr. 4.1.1.4: Izolace katepsinu B chromatografii na koloné MonoS. Na kolonu byl nanesen
refoldovany aktivovany katepsin B, jehoZ pH bylo upraveno na pH 4,2. Eluce probihala linedrnim
gradientem 0-0,5 M NaCl v pufru o sloZeni: S0 mM Na-Ac pH 4,2; 10% glycerol; 0,05% 2-
merkaptoethanol. Sbirdny byly frakce po 2 ml (osa x). Prib&h chromatografie byl monitorovin
absorbci pfi 280 nm a stanovenim enzymatické aktivity katepsinu B v jednotlivych frakcich.
M¢é&fené parametry jsou normalizovdny na 100% nejvy$§i naméfené hodnoty (osa y).

4.1.2 Charakterizace katepsinu B

4.1.2.1 Analyza aktivni formy katepsinu B

Po purifikaci aktivniho katepsinu B pomoci FPLC na koloné MonoS HR 5/5,
se spojené frakce obsahujici aktivni katepsin B analyzovaly na SDS-PAGE (Obr. 4.1.2.1,
dréha ¢. 3, str. 51). Aktivovany katepsin B migroval jako pés s M; cca 27 kDa, naproti tomu
denaturovany nebo refoldovany prokatepsin B tvofi pasy s M, cca 40 kDa (Obr. 4.1.2.1,
dréhy €. 1 a 2, str. 51)

Pro identifikaci aktivovaného katepsinu B v gelu se pouZila metoda fluorescenéniho
afinitntho znaCeni. Katepsin B se pred elektroforetickym délenim inkuboval
s ireverzibilnim inhibitorem cysteinovych peptidas DCG04 s navdzanou flurescenéni
znatkou Bodipy 530/550 (Green-DCGO4) [60]. VyuZitim fluorescenéniho skeneru
s laserem o vlnové délce 532 nm a emisnim filtrem o 550 nm se vizualizoval pés s M, cca

27 kDa (Obr. 4.1.2.1, dréha ¢&. 4, str. 51).
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Obr. 4.1.2.1: Analyza aktivni formy katepsinu B na SDS-PAGE. Sipky zna¢i velikost slozek
standardu.
Dréha: Relativni molekulovd hmotnost v kDa

Nerefoldovany prokatepsin B, barveni proteini stfibrem.
Refoldovany prokatepsin B, barveni proteind stfibrem.
Aktivovana forma katepsinu B, barveni proteini stfibrem.
Aktivovana forma katepsinu B, vizualizovan4 pomoci fluorogenni

znadky, kterd se kovalentné vaZe do aktivniho mista.

AwN'—Z

4.1.2.2 Zavislost aktivity na pH

Pro stanoveni pH profilu katepsinu B se pouZil fluorogenni substrdt Z-FR-AMC.
Katepsin B 3t&€pi tento substrat v kyselé oblasti v pH 4,5-5,5 (Obr. 4.1.2.2). Pfi pfechodu
zpH 5 k zisadit€j$im nebo kyselejim hodnotdim dochézi k pozvolnému poklesu
proteolytické aktivity katepsinu B.
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Obr. 4.1.2.2: Stanoveni pH profilu katepsinu B. Jako substrit se pouZil Z-FR-AMC. Stanoveni

aktivity katepsinu B v prostfedi o rizném pH je vyjddfeno v procentech relativnich fluorescennich
jednotek normalizovanych na 100% nejvy$§i naméfené hodnoty (osa y).
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4.1.2.3 Substratova specificita

Lidsky katepsin B preferuje na pozici P1 endopeptidasovych substrati pfedev$im
Arg, na pozici P2 akceptuje Phe nebo Arg [43]. MoZnost hydrolyticky 3t&pit peptidovou
vazbu u endopeptiddsovych substrati s Arg na pozici P2 ho odliSuje od katepsinu L, ktery
neni schopen takové subtréity §t€pit. U fluorogennich substrati Z-FR-AMC a Z-RR-AMC
(Obr. 4.1.2.3) se sledovala jejich degradace v pfitomnosti kli$t€ciho katepsinu B.

Katepsin B 3t€pi oba substraty, pfi¢emZ degradace Z-RR-AMC je v porovnéni se Z-
FR-AMC pfibliZzn& pétkrat méné€ dcinn4.

100
80
60

40

Aktivita (%)
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Z-FR-AMC Z-RR-AMC
Substrat

Obr. 4.1.2.3 Specificita katepsinu B k endopeptidisovim substratim. Rozsah hydrolyzy
substritd Z-FR-AMC a Z-RR-AMC (osa x) je vyjadfen v procentech relativnich fluorescentnich
jednotek normalizovanych na 100% nejvy$§i nam&fené hodnoty (osa y).

Sledovala se také exopeptiddsovd (dipeptidyl peptiddsovd) aktivita katepsinu B
se 2 sadami 19 syntetickych substrdti Abz-FRF'X-OH a Abz-FRXF'-OH (kde F" je
nitrofenylalanin). Tyto substraty obsahuj{ pozice P2-P'2. Na pozicich X (pozice P'l a P'2)
maji jednu z 19 proteinogennich aminokyselin (krom€ cysteinu). KaZdd takovd
aminokyselina s odli$nym postrannim feté€zcem ovliviiuje afinitu substrdtu ke katepsinu B
v jeho aktivnim mist€. To se projevi na vysledné aktivit€ katepsinu B a vede k urceni
substratové specificity ve vazebnych mistech S'1 a S2.

U sady substrdti Abz-FRF'X-OH a Abz-FRXF*-OH je nejvy38i hydrolytick4d
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aktivita katepsinu B pozorovatelnd, jsou-li na pozicich P'2 resp. P'l aminokyseliny

s ne pfili§ objemnym postrannim fet€¢zcem, konkrétné Ala, Thr a Asp (Obr. 4.1.2.3.1 A a
B).
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Obr. 4.1.2.3.1: Urdeni substratové specificity katepsinu B ve vazebnych mistech S1°a S2°,
Aktivita kathepsinu B byla stanovena v Kkinetickém fluorescenénim testu u sady
19 exopeptiddsovych substriti Abz-FRF*X-OH (A) a Abz-FRXF*-OH (B), kde X zna¢i uvedené
proteinogenni aminokyseliny (osa x). Aktivita je vyjddfena v procentech relativnich
fluorescen&nich jednotek normalizovanych na 100% nejvy$3i naméfené hodnoty (osa y).

4.1.2.4 Inhibi¢ni specificita

Byla uréena inhibi¢ni specificita katepsinu B s vybranymi ireversibilnimi inhibitory
cysteinovych peptidas. V kinetickém testu se substrdtem Z-FR-AMC byla stanovovéna
zbytkové aktivita katepsinu B po inkubaci s inhibitory a porovndna s neinhibovanym

katepsinem B. Aktivita katepsinu B se stanovila v pfitomnosti t€chto specifickych
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inhibitori:
E-64 skupinovy inhibitor cysteinovych peptidas papainového typu
CA-074 inhibitor katepsinu B
Z-FF-DMK inhibitor katepsinu L
V pfitomnosti inhibitord o vysledné 5 pM koncentraci E-64 a CA-074 doSlo k

absolutnimu zablokovéni aktivity katepsinu B. V pfitomnosti Z-FF-DMK doslo k pfiblizné&
50% inhibici (Obr. 4.1.2.4).
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Obr. 4.1.2.4: Inhibi¢ni specificita katepsinu B s vybranymi inhibitory cysteinovych peptidas.
Zobrazena je zbytkovd aktivita katepsinu B (v relativnich fluorescennfch jednotkich) v

pfitomnosti 5 UM inhibitord E-64, CA-074, Z-FF-DMK (osa x) vztaZend k neinhibovanému
katepsinu B.
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4.2 Katepsin L

4.2.1 Priprava rekombinantniho katepsinu L

4.2.1.1 Optimalizace refoldingu

Rekombinantni prokatepsin L pfeCi$t€ény pomoci afinitni chromatografie (kolona
Ni-NTA) byl pfiddn do 100 jl preinkuba¢niho roztoku s vyslednou koncentraci 50 mM
GSH a 100-300 ng protein/ml. Poté se smés za michdni postupné pfidala do 900 pl
refoldingové smési o sloZeni: 50 mM Tris pH 8,0; 30% glycerol; 0,05% PEG 1500; 0,5 mM
GSSG. Prokatepsin L nechal ve smési refoldovat po dobu 2-5 dni pfi 4°C (Obr. 4.2.1.1).
Utinnost refoldingu prokatepsinu L se stanovovala pomoci aktivitniho testu, jakoZto mira
Stepeni fluorogenniho substrdtu Z-FR-AMC. Aktivitn{ test obsahoval tivodni{ aktivaéni krok
v kyselém pH umoZilujici konverzi prokatepsinu L na aktivni enzym (Kap. 3.3.4, str. 36).

Vysledky ukézaly, Ze do 4. dne d¢innost refoldingu rostla. Vy33f aktivita katepsinu L
je pozorovatelnd v pfipadé koncentrace 10 pg proteint/ml, oproti 20 a 30 pg proteini/ml
(ve findln{ refoldingové smési), tj. zvySovéni koncetrace proteind ve findlni smési pouze

sniZovalo uc¢innost refoldingu.

120
g 10 T _w—— a
- 80 ¥ 30 pymi "
7 — -
2 o0 T =T
o P _
8 0 e v .
D 20 ‘,’:i T v \%
oV
2 3 4 5
Doba refoldingu (d)

Obr. 4.2.1.1: Zavislost G¢innosti refoldingu na koncentraci proteinu a dobé refoldovéni.
Refolding probihal 2-5 dni (osa x) po pfidani k refoldingové smési o sloZeni: 50 mM Tris pH 8,0;
30% giycerol; 0,05% PEG 1500; 0,5 mM GSSG. Vysledna koncentrace proteinti b€hem refoldingu
je uvedena. Aktivita katepsinu L byla méfena po aktivaci a je vyjddfena v procentech relativnich
fluorescen&nich jednotek normalizovanych na 100% nejvy33i naméfené hodnoty (osa y).
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4.2.1.2 Aktivace proenzymu

4.2.1.2.1 Vliv pH a dextran sulfatu

Refoldovany proenzym se nédsledn€ auto-aktivoval pfevedenim do prostfedi o pH
4,0 nebo 5,5 a nebo pH 4,0 v pfitomnosti dextran sulfitu (DS). V &asovych intervalech
se méfila aktivita katepsinu L v testu pfi pH 4,0 s fluorogennim substritem Z-FR-AMC
(Obr. 4.2.1.2.1).

Vysledky ukézaly, Ze se katepsin L v prostfedi pH 4,0 kompletné aktivoval po 100
min. V pfitomnosti DS, do$lo k urychleni auto-aktivaéniho procesu, takZe po 10 min byl

katepsin L zcela aktivovdn. V pH 5,5 k auto-aktivaci prokatepsinu L nedo$lo ani

po 200 min.
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Obr. 4.2.1.2.1: Vliv pH a dextran sulfdtu (DS) na aktivaci prokatepsinu L. Aktivace proenzymu
probihala pfi uvedenych hodnotich pH a v pfitomnosti DS. Vysledn4 aktivita se méfila v asovych
intervalech (osa x) pomoci testu provedeném pfi pH 4,0 se substritem Z-FR-AMC. Aktivita je
vyjddfena v procentech relativnich fluorescen¢nich jednotek normalizovanych na 100% nejvyssi
naméfené hodnoty (osa y).

4.2.1.2.2 Prubéh aktivace

Ke sledovani prib&hu aktivace prokatepsinu L pfi pH 4,0 byla vyuZita kromé
aktivitniho testu (Obr. 4.2.1.2.1) také analyza pomoci SDS-PAGE.

Pomoci SDS-PAGE byla sledovéna aktivace prokatepsinu L v ¢asovych intervalech
0-240 min (Obr. 4.2.1.2.2 B, str. 57). P4s zymogenu s M, cca 40 kDa se s postupujicim
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Casem ztricel. Dochédzelo k jeho vnitini konverzi na aktivni formu katepsinu L (pds s M,
cca 32 kDa). Po 1 h auto-aktivace postupné mizel i tento pds a v €asech 2 a 4 h od aktivace
vznikaly p4sy s M; cca 30 kDa. Tento vysledek vysvétluje data z aktivitniho testu, kdy
rostla aktivita katepsinu L do 100 min po aktivaci (Obr. 4.2.1.2.1, str. 56) a poté doSlo

ke ztrat€ aktivity, zjevné v disledku auto-degradaéniho &innosti katepsinu L.

B Doba aktivace (min)
M 0 5 10 30 60 120 240

Obr. 4.2.1.2.2: Sledovéni prubéhu aktivace prokatepsinu L pomoci SDS-PAGE. P4sy s M, cca
40 kDa pfedstavuji prokatepsin L (zelend $ipka). Pdsy s M, cca 32 a 30 kDa ptedstavuji

konvertovany prokatepsin L (zelend resp. &ervend Sipka). Cerné Sipky zna&i velikost sloZek
standardu.

4.2.1.3 Chromatograficka purifikace refoldovaného proteinu

VyuZitim iontoméni¢ové chromatografie s kolonou MonoQ HR 5/5 se separoval
sprdvn€ refoldovany od Spatné refoldovaného prokatepsinu L (Obr. 4.2.1.3, str. 58).
Na kolonu bylo naneseno 100 ml findlni refoldingové smési obsahujici prokatepsin L.
Eluce z kolony probihala linedrnim gradientem 0-0,5 M NaCl v pufru o pH 8,0. Sprdvné
refoldovand forma prokatepsinu L byla detekovéna po aktivaci (Kap. 3.3.4, str. 36) v testu
s fluorogennim substritem Z-FR-AMC. Tento materidl se nachédzi v eluénim objemu

19-23 ml.
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Obr. 4.2.1.3: Izolace prokatepsinu L chromatografii na koloné MonoQ. Na kolonu byl nanesen
refoldovany prokatepsin L v pH 8,0. Eluce probihala linedrnim gradientem 0-0,5 M NaCl v pufru
o sloZeni: 50 mM Tris pH 8,0; 10% glycerol; 0,05% 2-merkaptoethanol. Sbirdny byly frakce po
2ml (osa x). Prib&h chromatografie byl monitorovdn absorbci pfi 280 nm a stanovenim
enzymatické aktivity katepsinu L v jednotlivych frakcich. Mé&fené parametry jsou normalizovdny
na 100% nejvy$§i naméfené hodnoty (osa y).

4.2.2 Charakterizace katepsinu L

4.2.2.1 Analyza aktivni formy katepsinu L

Po purifikaci prokatepsinu L pomoci FPLC na koloné MonoQ HR 5/5, se spojené
frakce obsahujici prokatepsin L nechaly aktivovat 1 h (Kap. 3.3.4, str. 36) a poté
se analyzovaly pomoci SDS-PAGE (Obr. 4.2.2.1, dréhy &. 1 a 2, str. 59). Neaktivovany
prokatepsin L (pds s M, cca 40 kDa) a aktivovany katepsin L (pasy s M, cca 30 a 32 kDa)
byly patrné po barveni stfibrem.

Pro identifikaci aktivovaného katepsinu L v gelu se pouZila metoda fluorescentniho
afinitntho znaleni. Katepsin L se pfed elektroforetickym délenim inkuboval
s ireverzibilnim inhibitorem cysteinovych peptidas DCG04 s navdzanou flurescen¢ni
znatkou Bodipy 530/550 (Green-DCGO04) [60]. VyuZitim fluorescentniho skeneru
se vizualizovaly pdsy s M, cca 30 a 32 kDa, které byly touto metodou prokédzény jako
aktivni formy enzymi (Obr. 4.2.2.1, drgha ¢&. 3, str. 59).
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Obr. 4.2.2.1: Anal§za aktivni formy katepsinu L na SDS-PAGE. Cerné Sipky zna&{ velikost
sloZek standardu. Zelend Sipka ukazuje pozici prokatepsinu L, Cervend a modréd Sipka ukazuje
formy aktivovaného katepsinu L.

Dr4ha: M, Relativni molekulova hmotnost v kDa
1 Refoldovany prokatepsin L , barveni proteinii stfibrem.
2 Aktivovana forma katepsinu L, barveni proteind stfibrem.
3 Aktivovana forma katepsinu L, vizualizovand pomoci specifické

fluorescenéni znacky, které se kovalentné vdZe do aktivniho mista.

4.2.2.2 Zavislost aktivity na pH

Pro stanoveni pH profilu katepsinu L se pouZil fluorogenni substrit Z-FR-AMC.
Katepsin L $t€pf tento substrét v kyselé oblasti vyrazn& v pH 3,0-3,5 (Obr. 4.2.2.2). Enzym

neni aktivni pfi pH vy38im nez 4,5.
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Obr. 4.2.2.2: Stanoveni pH profilu katepsinu L. Jako substrit se pouZil Z-FR-AMC. Stanoveni
aktivity katepsinu L v prostfedi o rizném pH je vyjddfeno v procentech relativnich fluorescen¢nich
jednotek normalizovanych na 100% nejvy3§i naméfené hodnoty (osa y).
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4.2.2.3 Substratova specificita

Lidsky katepsin L preferuje na pozici P1 pfedv§im Arg, na pozici P2 akceptuje Phe,
nikoli v8ak Arg jako je tomu u katepsinu B [43]. U fluorogennich substrétii Z-FR-AMC a
Z-RR-AMC (Obr. 4.2.2.3 A) se sledovala jejich hydrolyza v pfitomnosti katepsinu L.
Z vysledki je patrnd schopnost katepsinu L $t&pit substrdt Z-FR-AMC, zatimco Z-RR-
AMC, dle pfedpokladu, nebyl $té€pen vibec.

Hemoglobin je jednou z nejdileZit€jsich sloZek potravy kliStéte. Katepsin L pati{
mezi hlavni endopeptidasy, podilejici se na uvodni degradaci hemoglobinu [32].
Analyzovala se proto degradace hemoglobinu katepsinem L v pH 4,0 v z4vislosti na ase
pomoci Tricin SDS-PAGE (Obr. 4.2.2.3 B). S postupujicim ¢asem mizel pds hemoglobinu
s M, cca 16 kDa, po 3 h vznikly degrada¢ni produkty jako pasy s M, cca 6,5 kDa, které byly
po 12 h roz3t€peny na malé peptidy, které SDS-PAGE neumoZiiuje detekovat.

A B Cas (h)
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Z-FR-AMC  Z-RR-AMC
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Obr. 4.2.2.3: Analyza substritové specifity katepsinu L. A/ Stépeni endopeptidisovych
substrati. Rozsah hydrolyzy substratd Z-FR-AMC a Z-RR-AMC (osa x) je vyjadien v procentech
relativnich fluorescenénich jednotek normalizovanych na 100% nejvy3$3f naméfené hodnoty (osa y).
B) Degradace Hb v zavislosti na ¢ase analyzovand pomoci Tricin SDS-PAGE. V jednotlivych

drahdch byl hovézi hemoglobin (Hb, &ervend Sipka) degradovin katepsinem L po dobu 0-12 h.
Cerné Sipky zna&i velikost slozek standardu.

4.2.2.4 Inhibiéni specificita

Byla uréena inhibiéni specificita katepsinu L s vybranymi ireversibilnimi inhibitory

cysteinovych peptidas. V kinetickém testu se substrdtem Z-FR-AMC byla stanovovéna
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zbytkové aktivita katepsinu L po inkubaci s inhibitory a porovndna s neinhibovanym
katepsinem L. Aktivita katepsinu L se stanovila v pfitomnosti t&chto specifickych
inhibitori:

E-64 skupinovy inhibitor cysteinovych peptidas papainového typu

CA-074 inhibitor katepsinu B

Z-FF-DMK inhibitor katepsinu L

V pfitomnosti inhibitorti o vysledné 5 UM koncentraci E-64 a Z-FF-DMK doslo

k téméf absolutnimu zablokovéni aktivity katepsinu B. V pfitomnosti CA-074 k inhibici
nedoslo (Obr. 4.2.2.4).
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Obr. 4.2.2.4: Inhibi¢n{ specificita katepsinu L s vybranymi inhibitory cysteinovych peptidas.
Zobrazena je zbytkovd aktivita katepsinu L (v relativnich fluorescencnich jednotkich)

v pfitomnosti 5 puM inhibitori E-64, CA-074, Z-FF-DMK (osa x) vztaZena
k neinhibovanému katepsinu L.
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5 Diskuse

Diplomovd price se zabyvala cysteinovymi peptidasami papainového typu,
katepsinem B a L z kliStéte Ixodes ricinus. Sekvence proenzymu byly identifikovany
z cDNA knihovny stfevni tkdné kliStéte 1. ricinus, kde jsou oba enzymy podle QqRT-PCR
vyluéné expimovény [65]. V laboratofi UOCHB byl nedédvno pomoci metod funk&ni
proteomiky identifikovdn komplexni proteolyticky systém, zahrnujici peptidasy nékolika
tfid, jehoZz funkci je trdveni krevnich proteind hostitele, pfedev§im hemoglobinu [32].
Katepsin B a L jsou dileZitou souCdsti tohoto systému, ktery efektivné degraduje
hemoglobin vysledné aZ na dipeptidy a aminokyseliny nezbytné pro metabolismus kliStéte.
Pfedkladand diplomovd price je zaméfena na ziskdni aktivniho rekombinantniho
katepsinu B a L po expresi v E. coli a jejich naslednou biochemickou charakterizaci.

Po expresi prokatepsinii B a L v E. coli a jejich purifikaci z inkluznich télisek
afinitni chromatografii (Ni-NTA Sepharosa), se hledala zdkladni strategie, kterd
by umoznila dosdhnout uspéSného refoldingu, tj. pfevedeni obou proteind na nativni
konformaci. Byly testovdny dva zdkladni protokoly refoldingu regulovaného pomoci pH
[55, 62]. Vhodnym typem refoldingu se ukézal pro oba studované prokatepsiny "bazicky"
refolding, jako tomu bylo u pfibuznych parazitickych cysteinovych proteas, napf. u prvoki
Plasmodium falciparum [62] nebo Entamoeba histolytica [67].

Déle byla v préci studovéna aktivace prokatepsinii B a L, tj. konverze na aktivni
formu enzymu. Probihala auto-aktivatnim procesem v kyselém prosttedi pH 4,0;
u katepsinu B (nikoli katepsinu L) také pfi pH 5,5. Sulfatovany polysacharid dextran sulfét
(DS) proces auto-aktivace prokatepsinu L urychluje, avSak v piipadé katepsinu B je jeho
efekt opacny. To je neCekané zjiSténi, nebof DS auto-aktivaci cysteinovych peptidas rodiny
papainu obecné urychluje [68]. Dé&je doprovazejici aktivaci na proteinové urovni byly
zaroveni sledovdny pomoci analyzy N-koncové aminokyselinové sekvence. Predbéziné
vysledky naznaCuji mista St€peni: prokatepsin B se aktivuje odSt€penim celého
prosegmentu, prokatepsin L odstranénim vétsi ¢sti prosegmentu.

Aktivace prokatepsinu B z I ricinus se odliSuje od blizkého homologu
prokatepsinu B ze Schistosoma mansoni, ktery neni schopen auto-aktivace, ale pouze trans-

aktivace pomoci asparaginyl endopaptidasy (legumainu) [69]. Modulace aktivace
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prokatepsinu B z I. ricinus pomoci legumainu nebyla ale prokdzéna.

Biochemickd charakterizace enzymi byla provedena provedla s materidlem
purifikovanym pomoci navrZené izolatni procedury zahrnujici iontoméni¢ovou
chromatografii. Byla urena zavislost aktivity na pH, substrdtovd a inhibi¢ni specificita.
Testovaly se modelové substrity pro cysteinové endopeptidasy: Z-RR-AMC byl §tépen
katepsinem B, zatimco Z-FR-AMC byl $tépen obéma katepsiny B a L, coZ odpovida
obecné specificité zndmé také u sav¢ich homologt téchto peptidas. Ur¢ilo se pH optimum
katepsinu B a L pfi hydrolytickém St€peni fluorogenniho substritu Z-FR-AMC. Pro
katepsin B se pH optimum nachézi v rozmezi pH 4,5-5,5 a pro katepsin L v rozmezi pH
3,0-3,5. Oba enzymy katalyzuji hydrolytické procesy v kyselém prostfedi, coz odpovidad
vysledkim ziskanym pfi studiu pH optim pro katepsin B a L v extraktu stfevni tkané
klistéte 1. ricinus [33]. U katepsinu B se testovala také jeji exopeptiddsovd aktivita (pfesnéji
peptidyl dipeptiddsovd aktivita, odStépujici dipeptidy z C-konce substratii) [46] pomoci
knihovny syntetickych substrati typu Abz-FRF'X-OH a Abz-FRXF-OH (kde X je
proménnd aminokyselina). KliStéci katepsin B preferoval v obou pozicich X aminokyseliny
s men§imi postrannimi fet€zci - nepolarnim (Ala), polarnim (Thr) nebo negativné nabitym
(Asp). U katepsinu L byla prokdzédna hemoglobinolyticka aktivita, coZ potvrzuje pfedchozi
predpoklad tohoto enzymu jako vyznamné endopeptidasy, kterd se podili na pocatecni
fragmentaci hemoglobinu [32].

V pfitomnosti specifickych inhibitori pro katepsin B a L byla katalytickd ¢innost
obou peptidas eliminovdna. Oba enzymy byly blokovdny skupinovym inhibitorem
cysteinovych peptidas papainového typu (E-64). Katepsin B byl dale inhibovdn pomoci
CA-074 a katepsin L pomoci Z-FF-DMK, coZ jsou specifické inhibitory navrzené pro savei
katepsin B resp. L. Oba enzymy zéroven interakovali s proteomickou znackou DCG-04
(irreversibilnim inhibitorem s navazanou fluorogenni skupinou) specificky se vézajici
do aktivniho mista, coZ usnadnilo detekci aktivni formy katepsini B a L.

Vysledky této diplomové prace ukazuji, Ze katepsiny B a L produkované ve stfevé
klistéte 1. ricinus vykazuji vyraznou exo- resp. endo-peptidasovou aktivitu, coZ potvrzuje
jejich pfedpoklddanou dlohu v proteolytické kaskadé degradace proteinti z krve hostitele.
Tyto proteiny predstavuji potencidlni antigeny pfi vyvoji vakciny zabranujici sani kliStéte a

patogend.
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6 Zavér

Byly pfipraveny a biochemicky charakterizovany dvé€ trévici cysteinové peptidasy,

katepsin B a L, z kliStéte obecného I. ricinus.

PRIPRAVA KATEPSINUBaL
Priprava téchto rekombinantnich enzymi vychédzela z materidlu inkluznich télisek
ziskanych expresi v bakteriich E. coli (Parazitologicky tstav AVCR).
v Prokatepsiny byly izolovany z inkluznich télisek pomoci afinitni chromatografie
(na zéklad€ interakce s histidinovou kotvou proteinu) za denaturanich podminek.
v Byly nalezeny podminky pro refolding prokatepsini pomoci fedici metody
v alkalickém pH v oxida&né-redukénim systému vyuZivajicim glutathion.
v Bylo zjiSt€no, Ze prokatepsiny jsou schopné auto-aktivace na aktivni formu
v kyselém pH (se specifickym intervalem pH pro kaZdy katepsin). Rychlost auto-
aktivace je modulovédna v pfitomnosti sulfatovaného polysacharidu, a to pozitivné
u prokatepsinu L a negativné u prokatepsinu B.
v Ptfi pripravé findlntho enzymového prepardtu byla vyuZita purifikace pomoci

iontomé&nicové FPLC.

CHARAKTERIZACE KATEPSINUB aL

v Aktivovanid forma katepsini B a L byla vizualizovdna na SDS-PAGE pomoci
fluorescencni znacky Green-DCGO4 vézajici se do aktivniho mista enzymu.

v Byla analyzovéna substritova specificita katepsind B a L. Testovany byly modelové
fluorogenni peptidové substrity pro cysteinové endopeptidasy: Z-FR-AMC a Z-RR-
AMC. Katepsin B $t€pil oba substraty, zatimco katepsin L byl schopen §tépit pouze
Z-FR-AMC. U katepsinu B byla prokdzdna exopeptiddsovd aktivita a urena jeji
specificita s vyuZitim knihovny syntetickych substrati typu Abz-FRF'X-OH a Abz-
FRXF’-OH. U katepsinu L byla uréena hemoglobinolyticka aktivita.

v Bylo uréeno pH optimum se substritem Z-FR-AMC: Optimélni hydrolyza byla
pozorovana v pH 4,5-5,5 pro katepsin B a pH 3,0-3,5 pro katepsin L.

v Byla analyzovéna inhibi¢ni specificita katepsinii B a L. Katepsin B byl specificky

inhibovan pomoci inhibitoru CA-074 a katepsin L pomoci inhibitoru Z-FF-DMK.
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