Mandelinka bramborova (Leptinotarsa decemlineata) patfi mezi ekonomicky
vyznamné herbivorni skddce. Pfi degradaci protein(i obsazenych v potravé
mandelinky hraje dulezitou roli aspartatova peptidasa typu kathepsinu D
(LdCD). Tato prace popisuje pripravu dvou expresnich systému v Escherichia
coli a Pichii pastoris pro produkci rekombinatniho LdCD. Byl sestaven a
optimalizovan protokol pro refolding LdCD z denaturované formy proteinu.
Byla popsana aktivace neaktivniho zymogenu LACD a mechanismus
odstépeni propeptidu (aktivacniho peptidu), které probiha autokatalyticky v
kyselém pH nebo pomoci cysteinové peptidasy legumainu. Byla
charakterizovana proteolyticka aktivita LACD s vyuzitim flourogenniho
peptidového substratu a proteinovych substrat a byly uréeny kinetické
parametry a pH optimum enzymu. Inhibicni specifita LdACD byla analyzovana
se sadou peptidasovych inhibitor(i. LACD byl vyznamné inhibovan pomoci
PDI (?potato cathepsin D inhibitor?), proteinového inhibitoru produkovaného
v listech brambor. To naznacuje, ze PDI je pfirozeny obranny protein
selektivné smérovanym rostlinou proti LdCD ve stfevu mandelinky
bramborové s cilem blokovat travici systém tohoto herbivorniho skldce. V
praci je diskutovano potencialni vyuziti PDI pri konstrukci transgenich plodin
odolnych proti hmyzim skddcdm.



