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Abstrakt

Vyuziti kyselych proteaz z la¢kovek pro ucely vodik/deuteriové vymény
Petra Darebna
(Katedra biochemie, Prirodovédecka fakulta,
Univerzita Karlova v Praze, Ceskd republika)

Lackovky (Nepenthes), vyskytujici se pfevazné na Borneu a Sumatie, jsou jedny z mala
masozravych rostlin produkujicich si své vlastni proteolytické enzymy (nepenthesin I a
nepenthesin II), zajistujici rostlin¢ nahradni zdroj dusiku a dalSich zivin v pfipadé ristu na
pudach tyto ziviny postradajicich. Tyto aspartatové proteazy jsou schopné proteolyzy pii
nizkém pH, které je ustaveno v travici lackové tekutiné po odchytu hmyzu a ve spolupraci
s dal§imi proteiny se ucastni digesce kofisti.

Predkladand prace se zabyva zpracovanim travici tekutiny, izolované z lacek
masozravych rostlin rodu Nepenthes a jejim moZznym pouzitim jako nastroje pii studiu
proteinii pomoci vodik/deuteriové vymeény. Izolaty travicich tekutin byly ocistény od
hrubych necistot centrifugaci, aktivovany okyselenim a ultrafiltracn¢ koncentrovany.
U ziskanych preparat byl sledovan obsah proteini, jejich proteinovy profil a byla u nich
enzymatickou eseji stanovena aktivita kyselych protedz. Nasledné byly u preparati na
modelovych proteinech pomoci hmotnostni spektrometrie s kapalinovou chromatografii
studovany preference Stépeni za podminek vhodnych pro experimenty vodik/deuteriové
vymény. Vybrané preparaty byly srovnavany jak vzdjemné, dle rodu rostlin a parametrii
Stav pii odbéru, tak i s pepsinem, coby standardni protedzou nejbéznéji vyuzivanou pro
experimenty vodik/deuteriové vymény.

U studovanych preparati byla pozorovana zajimava odliSnost ve §t€pnych preferencich
nepenthesinli ve srovndni s pepsinem, spocivajici ve Stépeni za bazickymi
aminokyselinami a prolinem, jakoz i vysokd enzymaticka aktivita preparati. Tyto
vlastnosti pfedurcuji nepenthesiny jako vhodného kandiddta pro uplatnéni pfi
experimentech vodik/deuteriové vymeény.

Klic¢ova slova: nepenthesin, hmotnostni spektrometrie (MS), vodik/deuteriovd vyména



Abstract

Application of acid proteases from Nepenthes in hydrogen/deuterium exchange
Petra Darebna
(Department of Biochemistry, Faculty of Science,
Charles University in Prague, Czech Republic)

Nepenthes are mostly found in Borneo and Sumatra. They are one of a few carnivorous
plants which produce its own proteolytic enzymes (nepenthesin | and nepenthesin II),
which provide an alternative source of nitrogen and other nutrients in case that these plants
grow in a soil which lacks such nutrients. These aspartate proteases are capable of
proteolysis at a very low pH of a digestive gastrovascular cavity fluid after catching insects
and in a cooperation with other proteins participating in digestion process.

Processing of a digestive fluid, isolated from a digestive gastrovascular cavities of
carnivorous plants of the Nepenthes genus and its possible application as a tool in a protein
study using hydrogen/deuterium exchange were done in this thesis. Isolates of the digestive
fluids were purified from coarse-grained impurities by centrifugation, activated by
acidification and concentrated by ultrafiltration. The amount of proteins and their protein
profile were monitored and an activity of acidic proteases was determined by enzymatic
assay. Consequently, using LC-MS/MS and model proteins, the cleavage preferences of
the preparations were studied under conditions applicable for experiments using
hydrogen/deuterium exchange. Selected preparations were compared to each other and also
by the genus and parameters of the fluids during sampling. A comparison to pepsin, the
most common protease used in hydrogen/deuterium experiments, is also provided.

Interesting slight distinctions were observed in the cleavage preferences of nepenthesin
compared to pepsin, they lie in the cleavage after the basic amino acids and proline and
also in the high enzymatic activity of the proteases in isolates. These attributes
predetermine nepenthesines as a fitting candidate for application in hydrogen/deuterium
experiments. (In Czech)

Keywords: nepenthesin, mass spectrometry (MS), hydrogen/deuterium exchange
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1 Uvod

1.1 Studium interakci a strukturnich zmén proteini pomoci vodik/deuteriové

vymény

Vodik/deuteriova vyména (H/D) je technika umoznujici sledovat strukturni zmény
proteinli prostfednictvim zmén v pfistupnosti solventu a v uspotfadani vodikovych mustki.
Tyto zmény mohou byt indukované interakci s ligandem (protein, DNA, lipidova
dvojvrstva, nizkomolekularni latky, atd.) nebo zménou prosttedi (napf. teplota, pH, iontova
sila). Hlavnim principem je zaznamenani kinetiky vymény amidickych vodikid za
deuterium, kterou je mozno sledovat pomoci nuklearni magnetické rezonance nebo
hmotnostni spektrometrii. Multidimenzionalni nuklearni magneticka rezonance (NMR)
nam dava nahled na jednotlivé amidické vodiky, ale jeji nevyhodou je potieba velkého
mnozstvi proteinu, ktery musi byt pfipraven ve vysoké koncentraci. NMR ma také limitaci

na velikost studovanych molekul a interpretace dat je obtizna a casov€é narocna.
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Obrdazek 1. Typické schéma HID experimentu v uspoiddani tzv. kontinudlniho znaceni, analyza dat a jejich
interpretace. Izotopovd vyména je iniciovina prevedenim analytu do pufiru pripraveného v D,0. V riiznych casovych
intervalech jsou odebirdny vzorky a po probéhnuti znaceni je reakce zastavena prevedenim analytu do pufiu o nizkém pH
pFi nizké teploté. Nasleduje proteolyza a separace vzniklych peptidii pomoci kapalinové chromatografie ndsledované
analyzou hmotnostni spektrometrii. Mira deuterace je extrahovana z hmotnostnich spekter a interpretace je provedena
V kontextu znamé struktury a jinych biofyzikalnich dat.



Spojeni vodik/deuteriové vymény s analyzou pomoci hmotnostni spektrometrie
(HXMS) poskytuje citlivou detekci i malych mnozstvi analytu, neni omezeno velikosti
molekul a zpracovani dat je jednoduché. Limitaci této metody je malé prostorové rozliseni,

dané pouzitim kyselé proteazy pti St€peni analyzovaného proteinu.

Nejjednodussim provedenim experimentu je tzv. kontinualni znaceni (obr. 1, str. 9), kdy
protein, ktery je v nativnim stavu, vyfedime do pufru, jehoz slozeni je totozné, ale pro
pfipravu byla pouzita D;O. Znaceni probiha pfi libovolném pH, nejcastéji vSak pH 7. Pti
HXMS analyze jsou v definovanych ¢asovych bodech (vtefiny-hodiny) odebirany vzorky
a vymeéna v nich je vyrazné€ zpomalena skokovym sniZzenim pH roztoku analytu na hodnotu
kolem pH 2,5 a snizenim teploty az k hodnoté 0 °C (obr. 2), ptipadné jsou vzorky
zmrazeny v kapalném dusiku [1]. Za podminek minimalni H/D vymény je v nasledujicim
kroku protein proteolyticky S$tépen vhodnou proteazou a jednotlivé peptidy jsou
separovany vysokoucinnou kapalinovou chromatografii (HPLC) na obracené fazi (RP)
a analyzovany hmotnostni spektrometrii. Vyplyvajici naroky na protedzu jsou schopnost
Stépit pii nizkém pH (kolem hodnoty ~ 2,5) a nizké teploté v co nejkratSim mozném case.
Bézné pouzivanou kyselou proteazou je prase¢i pepsin [2], ktery je pouzivan bud
v roztoku v poméru 1/1 (w/w) pepsin vuéi substratu pii ¢asovych intervalech v fadech
minut nebo imobilizovany na kolonce pfi ¢asovych intervalech v fadech vtefin. Pouzitim
proteazy s odliSnou specifitou nez je specifita pepsinu je mozné ziskat lepsi prostorové
rozliSeni a peptidové pokryti proteinu. Protedzy 1ze kombinovat nebo pouZzivat zvlast’ pro
stejny protein pro dosazeni co nejlepSich vysledku [3, 4].
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Obrdzek 2. A - graf zavislosti rychlosti izotopové vymeény na pH, B - graf zavislost poloc¢asu
zpétné vymeény vodiku za deuterium t1,(s) na pH a teploté. (prevzato z http://www.hxms.com/)
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1.2 Aspartatové proteazy

Aspartatové proteazy (EC 3.4.23) jsou velka rodina proteolytickych enzymii zastoupenych
od retrovirt, bakterii [5] a rostlin [6, 7] aZ po obratlovce. Spoleénym znakem jsou dva

215 (podle cislovani pepsinu), v aktivnim centru.

zbytky kyseliny asparagové, Asp32 a Asp
Detailni rentgenostrukturni analyza Ctyf enzymu, jmenovité pepsinu a tii houbovych
enzymd, penicillopepsinu (EC 3.4.23.20), endothiapepsinu (EC 3.4.23.22)
a rhizopuspepsinu (EC 3.4.23.21) ukazaly velice podobnou tfidimenzionalni strukturu
téchto proteaz. Patii do all-p proteinové tiidy a do superrodiny kyselych proteaz, ktera je

dale rozdélena do péti rodin, z nichz dvé hlavni jsou pepsinu-podobna a retroviralni rodina

8]
S P
AH I . o o
s b N Aspartatové protedzy jsou syntetizovany
B 1 N | vpodob& neaktivniho enzymu obsahujiciho
S P PSI signalni peptid 0 velikosti 20-25

c [l [T ]

aminokyselinovych zbytkl, ktery je odstépen

béhem maturace proteinu. Dal$im segmentem je

Obrdzek 3. Schéma sekvence praseciho pepsinu
(A), nepenthesinii (B) a rostlinnych vakuoldarnich
protedz (B).Na obrdzku je vyznacen signdlni peptid
(S), propeptid (P), pro rostlinné vakuoldrni protedzy
je oranzové vyznacen specificky rostlinny segment
(PSI) a modre je zvyraznén NAP-specificky segment
pro sekvenci nepenthesinii (N).

propeptid, zajistujici spusténi aktivity proteazy
az po doputovani na misto své funkce, kde je po
okyseleni autokatalyticky odStépen. Aktivovana
protedza ma priblizn¢ 325 aminokyselinovych
zbytkt, které jsou usporadany do dvou domén s aktivnim centrem umisténym mezi nimi.
Rostlinné protedzy obsahuji navic jesté saposinu-podobnou doménu neboli specificky
rostlinny segment (PSI) (obr. 3). Geometrie aktivniho mista je sice siln¢ konzervovana pies

rizné proteazy, ale stépné preference vykazuji sirokou variabilitu [9].

1.2.1 Pepsin A

Pepsin A (EC 4.3.3.1) je typickym zastupcem aspartatovych proteaz. Jeho prekurzorem je
pepsinogen (371 aminokyselin), ktery je v zaludku aktivovan nizkym pH (<3.0) na pepsin.
Aktivni enzym je sloZzeny z 327 aminokyselin v jednom polypeptidovém fetézci a obsahuje
Sest cysteinovych zbytkd, tvoricich tii disulfidové mustky. Z celkového poctu 327
aminokyselinovych zbytka je 41 kyselych (12,5 %) a ¢étyfi bazické [10]. Pro aktivitu je
nutné, aby vSechny kyselé zbytky byly deprotonovany a v aktivnim centru jeden zbytek

deprotonovan a jeden protonovan. Bézné popisovana specifita pepsinu v pozici P; (obr. 4,

11



P3 PZ P1 Pl’PZ'PB'
EPK[|LHY

str. 12) zahrnuje S$tépeni za aromatickymi a kyselymi

aminokyselinami. Pro imobilizovany pepsin za podminek

H/D vymény, tedy nizka teplota (<1 °C) a kratky Cas $tépeni

Obrdzek 4. Prikiad nomenklamury (v Tadech vtefin) se ukézalo nésledujici. Preferované

§tépeni. Stépné pozice Py aZ Pj . . , ., . .
jsou situoviny pied mistem aminokyselinové zbytky v pozicich P; jsou fenylalanin,

i,ifﬁi’;is,’;ii;ie PraPs Jsou za o icin a methionin. Popséno bylo také $tdpeni za cysteinem
nezapojenym do disulfidu, kyselinou glutamovou, tryptofanem a tyrosinem. Za
aminokyselinovymi zbytky nesoucimi pfi nizkém pH naboj (histidin, lysin, arginin) bylo
Stépeno vyjimecné, za cyklickou aminokyselinou prolinem nebylo pozorovano vibec.
Problematické jsou také alifatické aminokyselinové zbytky isoleucinu a wvalinu ¢i
aminokyselina glycin. Vzdalengjsi aminokyseliny maji na $tépeni maly nebo Zzadny vliv
[11]. Zvyse uvedeného je zfejmé, Ze napi. bazické Casti proteinti pusobi pepsinu
problémy, a proto je vhodné hledat proteazy schopné $tépit i pro tyto pozitivné nabité

oblasti.

1.2.2 Aspartatové proteazy vhodné pro pouZiti pri studiu proteini technikou
vodik/deuteriové vymény

Mezi aspartatové protedzy popsané jako dal$i mozny néstroj pro HXMS patii napiiklad

aspergillopepsin 1 (EC 3.4.23.18) z mikroorganismu Aspergillus saitoi [4, 12, 13],

rhizopuspepsin (EC 3.4.23.6) izolovany z houby Rhizopus chinensis [4, 12, 14],

plasmepsin 2 (EC 3.4.23.39) z prvoka zimni¢ky (Plasmodium falciparum) a proteaza

ey

z Zaludku thofe druhu Monopterus albus Zijiciho na ryzovych polich [15].

Aspergillopepsin I (EC 3.4.23.18) je monomerni protein patfici do rodiny
pepsinu-podobnych proteaz preferujici hydrofobni aminokyseliny na Py pozici s moznosti
Stépit 1 za lysinem. Tato jeho vlastnost je vyuzivana pii aktivaci trypsinogenu rozstépenim
vazby Lys®-lle’ [13]. Rhizopuspepsin (EC 3.4.23.6) je stejné jako aspergillopepsin
houbovou aspartatovou proteazou a sdili i specifitu pro lysin v Py pozici [14]. Nevyhodou
zminénych proteaz je potteba vét§iho mnozstvi enzymu pro efektivni proteolytické Stépeni.
Dals$im problémem obou vySe uvedenych protedz je pomérné velka autodigesce, ktera ve

spojeni s velkym mnoZstvim dané protedzy generuje velké pozadi pokusu.

Peptidy produkované plasmepsinem 2 vznikaji Stépenim za osmi rlznymi
aminokyselinovymi zbytky naptiklad za fenylalaninem, kyselinou asparagovou,

threoninem, serinem, leucinem a lysinem, které ma tato proteaza, obdobné jako

12



aspergillopepsin a rhizopuspepsin, navic oproti zjiSténym P; S$t€pnym pozicim pepsinu
[15]. Aktivita plasmepsinu 2 je za podminek vodik/deuteriové vymény mala a proto

nebyva viibec vyuzivan.

Srovnanim aspartatové proteazy z zaludku thoie Monopterus albus Zuiew a pepsinu
byla zjisténa odliSnost ve specifit¢ na P; pozici, spocivajici ve Stépeni za lysinem a
argininem, tedy opét za aminokyselinami, za kterymi pepsin nestépi. Diky této odlisnosti
vznikaji jiné peptidy, nez po proteolytickém Stépeni pepsinem a to nam dava moznost

lepsiho pokryti a prostorového rozliSeni pii vodik/deuteriové vymeéné [16].

1.3 Lackovky (Nepenthes)

RiSe: rostliny (Plantae) v Vicko
Podrise: cévnaté rostliny (Tracheobionta) » Nektarova Aliza
Oddéleni:  krytosemenné (Magnoliophyta) Peristom
Trida: vy&si dvoudélozné (Rosopsida) driziam
Rad: hvozdikotvaré (Caryophyllales) Kerdla
Celed: lackovkovité (Nepenthaceae)

Rod: lackovka (Nepenthes) ok

('p(mck

Rod lackovka zahrnuje vice nez 100 druhd

masozravych rostlin vyskytujicich se pfedevSim v Dolnf Rizovi
zona s travici

tropickych krajich s nejvétsi druhovou rozmanitosti ' tekutinou

na Borneu a Sumatfe. V mensi mife jsou lackovky

roziifené také na Sri Lance, v Australii, v Nové OPrézek 5. Fotografie licky s popisem
hlavnich Casti.

Kaledonii, na Madagaskaru a na Seychelach [17]. Moznost sekundarniho zdroje zivin
V podobé¢ natraveného hmyzu umoziiuje lackovkam osidlovat uzemi s ptidami chudymi na
ziviny, ptredev§im dusik, fosfor a draslik. K naldkani, chyceni a trdveni hmyzu vyuZzivaji

specializovanych listovych organd, lacek.
1.3.1 Struktura a funkce pasti lackovek

Lacka, vytvaiena na konci listu, se sklada z nékolika casti (obr. 5), které se odlisuji mezi
druhy, a v nékterych piipadech je rostlina zcela postrada. Lacky jsou dvojiho typu a to
pozemni nebo také 1acky ,,dolniho* typu vyskytujici se u mladych rostlin mensiho vzrastu

a lacky vzdusné ,,horni®, které lze nelézt u starSich popinavych rostlin. Odlisnost spoc¢iva
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pouze v umisténi a tvaru lacky, na funkci vsak vliv nema. V horni ¢asti 1acky se nachazi
peristom neboli lem, ktery muze byt rizn¢ zabarven a povrch ma pokryt voskem
znesnadiujicim hmyzu pohyb po lacce. Jeho charakteristické radialni drazky opét
prispivaji k vétsi klouzavosti a snadnéjSimu odchytu kofisti. Lem byva protazen az na
vnitini sténu 1ac¢ky, smérem doli a smérem nahoru je prodlouzen ve vicko, které chrani
otvor lacky pred destém. U nékterych druhii je vSak vicko redukovano, nebo vyvraceno
mimo otvor lacky. Lakadlem pro hmyz je kromé barvy rostliny také extrafloralni tekutina
sekretovana zlazami ve spodni Césti vicka a pokryvajici peristom u vyvinuté oteviené
lacky. Stejna $t'ava je sekretovana na vnéjsi sténé lacky a na uponku a to v obdobi, kdy je

lacka nevyvinuta a uzaviena.

Vnitini sténa 1aCky je rozdélena na horni voskovou a dolni zldzovou cast. Voskova ¢ast
stejné jako peristom slouzi jako kluzka sténa, ktera zabraituje hmyzu v Gté€ku z lacky [18],
[19]. Dolni zlazova Cast pasti je travici oblasti. Jeji sténa je pokryta multienzymovymi
Zlazami, které vylucuji do vnitiku pasti viskozni travici tekutinu. Tato tekutina hmyz zadrzi
a zaroven natravi. Funkci zl4z je nejen sekrece travici tekutiny do spodni ¢asti lacky ale
také vnimani chemickych stimuld, udrzovani optimalniho pH, pomoci protonovych pump
¢1 vstifebavani Zivin z natravené kofisti. Sekrece travici tekutiny je podpofena ve chvili,
kdy je do pasti chycen hmyz, jelikoz chitin pfitomny v kutikule hmyzu je signalem pro

okyseleni travici tekutiny a sekreci mnohych dalsich proteind [20].

Pro hmyz je ldkadlem nejen nektar, barva a ¢ichové podnéty, ale byla také zjiSténa
emise modrého svétla vinovych délek mezi 430 a 480 nm, situovana ptredevsim do vnitini
¢asti lacky a na peristom. Mravenci, mury, pavouci a jiny hmyz ldkany rostlinou mayji
vizudlni maximum v UV a viditelné oblasti (modrd, zelend) a je pro né tudiZ toto

emitované zafeni viditelné [21].

1.3.2 SloZeni a charakter travici tekutiny

Travici tekutina je smési riznych proteinii a jeji slozeni je rozdilné v uzaviené lacce a
v lacce jiz ,aktivované” chycenym hmyzem. Chyceni kofisti zpusobi jak kolisani
v hodnot& pH od 5,5 do 3,0, tak rozdily v proteinovém slozeni. Okyseleni je zptisobeno H"
ionty sekretovanymi Zlazami ve spodni ¢asti lacky a jako protiionty obsahuje stava ionty
chloridové sekretované a absorbované stejnymi zlazami [22]. Lacka obsahuje nepenthesin

I a II, coZ jsou hlavni protedzy odpoveédné za traveni kofisti a pied okyselenim travici
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tekutiny se nachézeji v neaktivnim stavu. Studiem travici tekutiny neotevienych lacek a
srovnanim s tekutinou z otevienych pasti bylo prokazano, ze proteolyticka aktivita
u lackovek nepochazi z vnéjSiho zdroje napiiklad z mikroorganismii nebo natravené¢ho
hmyzu a lze ji pfi¢itat pouze enzymim sekretovanym rostlinou [23]. Krom¢ proteaz Stava
obsahuje napfiklad chitinazu Il a IV a B-1,3-glukanézu, které jsou odpovédné za traveni
kofisti hydrolyzou chitinu tvoficiho kutikulu hmyzu a mimo to spolecné¢ s peroxiddzou
zajistuji antibakterialni prostiedi v lacce [17, 24]. Rostlina usnadnuje traveni potravy také
ptes volné radikaly produkované v travici $taveé rozkladem peroxidu vodiku, ktery si sama

vytvari, pravdépodobné ptisobenim NADPH-oxidazy [25].
1.4 Pepsinu podobné proteazy nepenthesin | a Il

Poprvé byly nepenthesin I a nepenthesin 11

Nepenthesin Ia

Rice 2 Nepenthesin 11

izolovany z travici §tavy lackovky
Arabidopsis 1
Arabidopsis 2

N. distillatoria. Jedna se o enzymy patiici do

rodiny pepsinu-podobnych aspartatovych

CND41 Rice 1

proteaz (obr. 6). Kompletni aminokyselinova
(obr. 7, 16)

nepenthesinu |, ziskana pomoci sekvenovani

sekvence str. prekurzoru

Phytepsin Nucellin
Oryzasin

CDNA kodujici enzym z rostliny N. gracilis,

Cyprosin
Rhisopuspepsin

obsahuje 437 aminokyselinovych zbytku.

Cathepsin D Pepsin A

Obrdzek 6. Fylogeneticky strom pro Nepenthesiny a
piibuzné aspartitové protedzy. Sirsi linka predstavuje
vétev nepenthesinu-podobnych protedz; tenkd linka
predstavuje pepsinu-podobné protedazy. Porovnavanymi
protedzami  jsou:  nepenthesin  la,  N.gracilis
(NEP1_NEPGR); nepenthesin 1, N.gracilis
(NEP2_NEPGR); Arabidopsisl, A. thaliana (AF37029);
Arabidopsis 2, A. thaliana (AY088536); nucellin, H.
vulgare (C3SBD6_HORVD); rice 1, O. sativa
(AK068348); rice 2, O. sativa (AK165097); CND41, N.
tabacum (tobacco) (023792_TOBAC); cyprosin, Cynara
caldunclus (CYPR1_CYNCA); oryzasin, O. sative

Signalni peptid obsahuje
24 aminokyselinovych zbytkli a propeptid,
ktery je odstépen v kyselém prostiedi,
obsahuje  dalsich 56 aminokyselinovych
zbytkl. Aktivovana protedza se sklada z 359
zbytkl

aminokyselinovych a vykazuje

(ASPR1_ORYSJ); phytepsin, H. vulgare
(ASPR_HORVU); cathepsin D, porcine cathepsin D
(CATD_PIG); pepsin A, porcine pepsin A (PEPA_PIG)
and Rhisopuspepsin, Rhizopus
chinensis.(CARP_RHICH). Prevzato a upraveno z [26].

4

z velké casti sekvenéni homologii S béznymi
aspartatovymi proteazami. Nepenthesin |

obsahuje 6 potencialnich N-glykosyla¢nich

mist a 12 cysteinovych zbytkl, které pravdépodobné tvoii 6 disulfidickych mustku.
Sekvence nepenthesinu Il je obdobna s vyjimkou glykosylacnich mist, které enzym
neobsahuje. Ob¢ proteazy postradaji specificky rostlinny segment (obr. 3, str. 11), ktery je

341

u rostlinnych vakuolarnich aspartatovych protedz umistén mezi Asn**? a Leu®* (gislovani
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podle pepsinu). Nicméné bylo ukazéno, Zze maji piiblizné¢ 22-aminokyselinovy segment
predchazejici pohyblivému tyrosinovému zbytku. Tento segment obsahuje 4 z 12
cysteinovych zbytka a byl nazvan NAP-specificky segment (NAP = nepenthesinovy-typ

aspartatové proteazy).

NEP] MASSTVSFRBATSTVYTRVAPTHSTSR-TALNHRHEAKVTGFQIMLEHVDSGKNLTKFOL 59
NE22 MASPEYSVVECIATVSATVAPTSS TSRGTLLHHGOKRPOPGLRVDLEQVDSGRNLTKYEL 63

NEP1 EERAERCSRRIORIEAMENGP SGVETSVYAGDGEYLMNES IGTPAQPFSAIMDTGSDLI 119

NEP2 IRRAIRRCERRMRSINANMEYSSSGIETPVYAGDGEYLMNVAIGTPDSSFSAIMDTGSDLI 120

NEP1 WTQBQPBTOEFNOSTPIFNPQOGSSSFSTLPESSOLEOALSSPTESNNEEOYTYGYGDGSE 179
NEP2 WTQBEPETOEFSQPTPIFNPQODSSSFSTLPEESQOYBODLPSETENNNEEOYTYGYGDGST 180

NEP1 TQGSMGTETLTFGSVSIP-FGIGENNQGFGQGNGAGLVGMGRGPLSLPSQLDVTKFSY 239
NEP2 TQGYMATETFTFETSSVPNIAFGIGEDNQGFGQGNGAGLIGMGWGPLSLPSQLGVGQFSY 240

NEP1 IMTPIGSSTPSNLLLGSLANSVTAGSP-LIQSSQIPTFYYITLNGLSVGSTRLPIDPS 299
NEP2 IMTSYGSSSPSTLALGSAASGVPEGSPSTTLIHSSLNPTYYYITLQGITVGGDNLGIPSS 300

NEP1 AFALNSNNGEGGIIIDSGTTLTYFVNNAYQSVRQEFISQINLPVVNGSSSGFDLEFQTPS 359
NEP2 TFQLQ-DDGTGGMIIDSGTTLTYLPQDAYNAVAQAFTDQINLPTVDESSSGLSTEBFQQOPS 359

NEP1 DPSNLQIPTFVMHFDGGDLELPSENYFISPSNGLIILAMGSSSQ—GMSIFGNIQQQNMLV 418
NEP2 DGSTVQVPEISMQFDGGVLNLGEQNILISPAEGVIILAMGSSSQLGISIFGNIQQQETQV 419

NEP1 VYDTGNSVVSFASAQ.GAS 437

NEP2 LYDLQNLAVSFVPTQIGAS 438
Obrdzek 7. Aminokyselinovd sekvence nepenthesinu I (NEP1_NEPGR) (A) a nepenthesinu Il (NEP2_NEPGR) (B) z
N. gracilis. Signdlini peptid o velikosti 24 aminokyselin pro nepenthesin I i Il je oznacen zelené, propeptid o velikosti 56/55
aminokyselin je oznacen cervenou barvou. Potencialni N-glykosylacni mista nepenthesinu I jsou oznacena fialove.
Modrou barvou jsou znazornény cysteiny. Specificky NAP-segment je zndzornén oranzovou barvou a pro nepenthesin la

zahrnuje aminokyseliny 148-169 a pro nepenthesin 1l 149-170 v misté pred pohyblivym tyrosinovym zbytkem
(znazornénym Sedou barvou,).

Pozoruhodné jsou zejména pH a teplotni stability nepenthesinil ve srovnani s prase¢im
pepsinem. Optimalni teplota pro nepenthesin I je 55 °C a pro nepenthesin 11 45 °C a pH
optimum obou enzymu se pohybuje kolem hodnoty 2,6. Nepenthesin I i Il izolované
z rostlin vykazuji pfi porovnani s pepsinem A pozoruhodné Sirsi teplotni a pH stabilitu
(obr. 8, str.17).

Inhibice pepstatinem pii nizkém pH byla pro nepenthesin I 1 II podobné jako v ptipadé
pepsinu A. Ke kompletni inhibici doSlo pii koncentraci pepstatinu 0,1mM Vv ekvimolarnim
poméru k enzymu. Inhibice byla zaznamenana také v hrubém extraktu z rostlin pfi stejnych

podminkach [26].
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Obrazek 8. Stabilita nepenthesinii a surové travici §t’avy pro rizné pH (A, B) a rizné teploty (C, D)ve
srovndni s pepsinem A. Aktivita byla mérena po 7 (A) a 30 (B) denni inkubaci pri 37 °C p¥i riizném pH. Cernd
zndzoriuje surovou travici Stavu lackovek, svétle Sedd nepenthesin I, tmavé Seda nepenthesin Il a bilou je
zobrazen pepsin. Pro rizné teploty byla aktivita mérena opét po 7 (C) a 30 (D) denni inkubaci pri pH 3.0.
Cernd zndzoriiuje surovou travict stavu lackovek, svétle Seda nepenthesin I, tmavé Seda nepenthesin II a bilou
Jje zobrazen pepsin A. Prevzato a upraveno z [26].
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2 Cil prace

Primarnim cilem této bakalarské prace bylo nabohatit kyselé protedzy z travicich §tav
lackovek (Nepenthes) a otestovat jejich pouziti pro Sté€peni proteind v experimentech

proteinové vodik/deuteriové vymény.

e pfiprava proteaz ze §t'av posbiranych z rostlin v Botanické zahrad¢ v Praze-Troji
e ovéfeni vhodnych reakénich podminek

e testovani proteaz na vybranych proteinech pifi podminkach vhodnych pro HXMS
e urceni Stépnych preferenci na testovanych proteinech pomoci peptidového

mapovani
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3

Experimentalni ¢ast

3.1 Seznam pouzitého materiilu a pristroje

3.1.1 Pristroje a pomiicky

analytické vahy ML104

aparatura na vertikalni gelovou elektroforesu Mighty Small

automatické pipety

blokovy ohtiva¢ BTD

centrifuga J-6M (vykyvny rotor JS-5.2)
centrifuga Z 233 MK-2 (ahlovy rotor 220.87 VO5/6)
centrifuga Avanti J-26-XP (thlovy rotor JLA 16,250)
HPLC pumpa Shimadzu LC-20AD

HPLC systém Agilent 1200

hlubokomrazici box —80 °C C585-86

hmotnostni spektrometr QeApex Ultra

hmotnostni spektrometr UltraFlex III

jednorazové plastové Pasteurovy pipety Kartell

koncentra¢ni cela Amicon 8200 200 ml s membranou Amicon PM10

mikrostiikacky Hamilton 100 pl

pH elektroda Biotrode

pH metr Orion2 Star

predvazky PCB 1600-2

sonikator Sonorex RK52H

UV/VIS spektrofotometr NanoDrop 2000c¢/2000
stolni centrifuga 5415R (thlovy rotor F45-24-11)
stolni centrifuga MiniSpin (hlovy rotor F45-12-11)
stolni mikrocentrifuga Spektrafuge 16M (tthlovy rotor)
trepacka Boekel BFR 25

ultrafiltraéni koncentratory Amicon-Ultra 0,5 10K
ultrafiltra¢ni koncentratory Amicon-Ultra 15 10K
univerzalni indikatorové papirky

vodni lazen WB10
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Mettler, S‘vycarsko
Hoefer, USA

Gilson, Francie / Thermo Scientific, USA

Grant Instruments, UK
Beckman-Coulter, USA
Hermle, SRN
Beckman-Coulter, USA
Shimadzu, USA

Agilent Technologies, SRN

New Brunswick Scientific, USA

Bruker Daltonics, SRN
Bruker Daltonics, SRN

Elisabeth Pharmacon, CR

Merck, SRN
Hamilton, Svycarsko
Hamilton, Svycarsko

Thermo Scientific, USA

Kern, SRN
Bandelin, SRN

Thermo Scientific, USA

Eppendorf, SRN

Eppendorf, SRN
Labnet, USA

Grant, UK
Merck, SRN
Merck, SRN

Lachner, CR
Memmert, SRN



vortex Wizard

zdroj napéti PowerPac Universal

3.1.2 Chemikalie

acetonitril, Lichrosolv LC-MS hypergrade
Bicinchoninic Acid Kit

Coomassie Brilliant Blue R250

Cytochrom C

dusicnan sttibrny, p.a.

ethanol, p.a.

formaldehyd > 37%, p.a.

glycin

H.0O, Lichrosolv LC-MS hypergrade

hovézi sérovy albumin

kyselina 4-hydroxy-3,5-dimethoxyskoficova
kyselina octova, p.a.

kyselina p-hydroxy-a-kyanoskoticova

MALDI peptidovy kalibra¢ni standard II

MALDI proteinovy kalibracni standard I a 11
methanol, p.a.

monohydrat ethylendiamintetraoctanu sodného, p.a.
myoglobin

pepstatin A-agarosa

peroxodisiran amonny

proteinovy standard pro elektroforézu SeeBlue Prestained
tetramethylethylenediamin

thiosiran sodny pentahydrat, p.a.

Tris base

uhli¢itan sodny monohydrat, p.a.

10% roztok dodecylsulfatu sodného

30% (v/v) akrylamid:N,N’-methylen-bis-akrylamid (29:1)

32% kyselina chlorovodikova
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Velp Scientifica, Itdlie
Bio-Rad, USA

Merck, SRN

Sigma, USA

Fluka, SRN

Sigma, USA

Fluka, SRN

Lachner, CR

Fluka, SRN

Sigma, USA

Merck, SRN

Serva, SRN

Bruker Daltonics, SRN
Lachner, CR

Bruker Daltonics, SRN
Bruker Daltonics, SRN
Bruker Daltonics, SRN
Lachner, CR

Fluka, SRN

Sigma, USA

Sigma, USA

Bio-Rad, USA
Invitrogen, USA
Bio-Rad, USA

Sigma, USA

Fluka, SRN

Fluka, SRN

Bio-Rad, USA
Bio-Rad, USA

Fluka, SRN



0,5M Tris-Cl pH 8,8 Bio-Rad, USA
1,5M Tris-Cl pH 6,8 Bio-Rad, USA
10x koncentrovany Tris-glycin-dodecylsulfatovy pufr Bio-Rad, USA

3.1.3 Pufry a solventy

50mM glycin-Cl pufr pH 2,5: 3,75 g glycin, do 1000 ml H,O, pH upraveno 200mM
kyselinou chlorovodikovou

50mM Tris-Cl pH 10: 30,3 mg Tris base, do 5 ml H,O, pH upraveno 200mM
kyselinou chlorovodikovou

2x vzorkovy pufr pro SDS-PAGE: 100mM Tris-Cl pH 6,8, 4% dodecylsulfat sodny,
bromfenolova modt, 20% glycerol

Coomassie Brilliant Blue barvici roztok pro SDS-PAGE gely: 1,25 g CBB-R250,
450 ml H,0, 50 ml ethanol

odbarvovaci roztok pro SDS-PAGE gely: 10% kyselina octova, 35% ethanol, 55%
H.0

fixacni roztok pro barveni gelii stiibrem: 50% methanol, 10% kyselina octova, pied
pouzitim ptidano 25 ul 37% formaldehydu na 50 ml roztoku

impregnacni roztok pro barveni gelii stiibrem: 0,19 AgNO; v50ml H,0,
bezprostiedné pred pouZitim ptidano 37,5 pl 37% formaldehydu

vyvoldvaci roztok pro barveni gelii stiibrem: 3 g Na,CO3;.H,O v 50 ml H,0O,
bezprostfedné pted pouzitim ptidano 25 pl 37% formaldehydu a 100 pl 0,2% roztoku
Na,S,03

solvent A pro chromatografii na obrdcené fazi (7 LC-MS hypergrade solventii):
2% acetonitril, 0,4% kyselina mravenci ve vodé

solvent B pro chromatografii na obrdcené fazi (7 LC-MS hypergrade solventii):

95% acetonitril, 0,4% kyselina mravenci, 4,6% H,0

3.1.4 Software

e mMass 5.4.0
e Mascot 2.2
e Data Analysis 4.0
e MSTools
e Microsoft Excel 2010

http://www.mmass.org/ [27]

Matrix Science, UK

Bruker Daltonics, SRN
http://ms.biomed.cas.cz/MSTools/ [28]

Microsoft
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3.2 Experimentalni metody

3.2.1 Priprava stav z pasti lackovek

3.2.1.1 Sbér stav z lackovek (Nepenthes)

Vzorky (Stéavy) z pasti lackovek péstovanych ve skleniku prazské Botanické zahrady
v Troji ve dvou oddélenych castech (sklenik hory/niziny) byly vybirany plastovymi
pipetami do konickych zkumavek (objem 14/50 ml) a mikrozkumavek. U kazdého vzorku
bylo zméteno pH univerzalnim pH papirkem a ptednostné byly vybirany pasti s kyselym

pH. Vzorky z rostlin byly drzeny druhové oddélené u obou sbéri (prvni a druhy sbér).
3.2.1.2 Odstranéni hrubych necistot

Stavy posbirané v botanické zahradé do konickych zkumavek (14 a 50 ml) a
mikrozkumavek byly odstfedény na centrifuze Beckman Coulter Avanti J-26-XP
s uhlovym rotorem JLA 16,250 pii 10 000 rpm, 4 °C po dobu 10 minut. Pro mensi objemy
v mikrozkumavkach byla pouzita stolni Mikrocentrifuga Z 233 M-2 Hermle s rotorem
220.87 VO 5/6 a stavy byly odsttedovany po dobu 10 minut pii 15 200 rpm a 4 °C.
Supernatant byl pfenesen do Cistych zkumavek a u vSech $tav byla zaznamendna barva,
piiblizna hodnota pH (univerzalnim pH papirkem), objem a viskozita, které byly zaneseny
do piehledné tabulky. U prvniho sbéru byly S§tavy horskych resp. niZinnych druhi
nepenthesind slity a dale déleny jen na horské (pfiblizny objem $tav 90 ml) a nizinné
(pfiblizny objem st'av 120 ml). U druhého sbéru byly stavy drZzeny druhové oddélené pro
sledovani moZznych mezidruhovych rozdild a vytipovani vhodnych druhi pro dalsi
testovani. Takto hrub& ocisténé $tavy zbavené hmyzu a napadanych neCistot byly

zamrazeny pii —80 °C.

3.2.1.3 Aktivace protedz v nizkém pH, ¢isténi roztokii od jemnych necistot a

koncentrovani aktivovanych roztokii protedz

U prvniho sbéru byly stavy doplnény 1:1 1M glycin-Cl pufrem pH 2,5, pH bylo
pfekontrolovano univerzalnim pH papirkem a roztoky byly ponechdny inkubovat ptes noc
ve tmé pii 21 °C. Z aktivovanych vzorkli bylo odebrano 5 ml u prvniho sbéru a zamraZeno
pii —80 °C pro pozd¢jsi testovani aktivity a proteinové stanoveni. Pro velkoobjemovou
koncentraci byla pouzita aparatura Amicon 8200 s polyethersulfonovou membranou

Amicon PM 10 do které byly pfelity vzorky aktivovanych protedaz a pfi tlaku dusiku
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4.5 bar byly koncentrovany na objem pftiblizné 25 ml. Tento objem byl posléze doplnén
1M glycin-CI pufrem pH 2,5 do 100 ml a znovu zakoncentrovan na 25 ml. Tento postup
byl opakovan 5% a po patém doplnéni byl roztok zakoncentrovan do10 ml. Filtrat byl jiman
a zamrazen pro testy aktivity. Koncentrované vzorky o objemu 10 ml byly pielity do
Amicon Ultra-15 centrifugacnich ultrafiltracnich koncentratori s celulosovou membranou
s nominalni propustnosti 10 kDa, zkumavky byly vlozeny do centrifugacnich adaptérti a
vyvazeny. Koncentrovani bylo provadéno v centrifuze Beckman J6-M s vykyvnym
rotorem J-S 5.2 pti 4000 rpm a 4 °C po dobu 5-15 minut a pro jemné redukce objemu byly
otaCky snizeny na 2000 rpm a prubéh koncentrovani byl kontrolovan po 5 minutich.
Vysledny objem 250 pl byl pfenesen automatickou pipetou do mikrozkumavek Eppendorf

a koncentraty byly zamraZeny pii —4 °C.

U druhého sbéru byly vybrany 3 druhy nizinné a 3 druhy horské podle kyselosti
(roztoky neutralni vs. kyselé) a viskozity (roztoky neziedéné vs. viskozni), od kazdého
byly odebrany 3 ml a v koénickych zkumavkéch o objemu 50 ml doplnény 1:4 50mM
glycin-Cl pufrem pH 2,5. U vSech §tav bylo proméfeno pH universalnim pH papirkem.
Takto pripravené roztoky byly nechany inkubovat pies noc ve tmé pii 21 °C.
Z aktivovanych vzorkt bylo odebrano 0,5 ml a opét zamrazeno pii —80 °C pro pozd&jsi
testovani aktivity a proteinové stanoveni. Aktivované vzorky byly pfelity do Amicon
Ultra-15 centrifugacnich ultrafiltracnich koncentratord s celulosovou membranou
s nominalni propustnosti 10 kDa, zkumavky byly vlozeny do centrifugacnich adaptérii a
vyvazeny. Koncentrovani bylo provadéno v centrifuze Beckman J6-M s vykyvnym
rotorem J-S 5.2 pti 4000 rpm a 4 °C po dobu 5-15 minut a pro jemné redukce objemu byly
otacky snizeny na 2000 rpm a prubéh koncentrovani byl kontrolovan po 5 minutach.
Koncentrované $tavy byly opakované fedény a pii dosazeni objemu 1 ml do 10 ml
50mM glycin-Cl pufrem pH 2,5 a postup byl opét opakovan pétkrat. Vysledné
zakoncentrovani z objemu 250 pl bylo provedeno v Amicon Ultra-0,5 ml ultrafiltranich
koncentratorech pro purifikaci a koncentrovani proteini s nominalni propustnosti 10 kDa
na koneény objem 50 pl ve stolni mikrocentrifuze Spektrafuge 16M Labnet s thlovym
rotorem o poloméru 7,3 cm pii 9000 rpm a po 3-5 minutach byly roztoky kontrolovéany a
pro jemn¢jsi dokoncentrovani byly otacky snizeny na 6000 rpm. Takto zakoncentrované
proteazy byly pfeneseny automatickou pipetou do mikrozkumavek Eppendorf a zamrazeny
pii —4 °C.
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3.2.2 SDS-PAGE (diskontinualni polyakrylamidova gelova elektroforéza
v prostredi dodecylsulfatu sodného)

Byl piipraven 10% separacni polyakrylamidovy gel s 5% zaostfovacim gelem, podle
protokolu (viz tab. 1). Mezi pfipravena skla byl nanesen nejprve 10% separacni
polyakrylamidovy gel a pievrstven 1 ml destilované vody. Po 30 minutach byla voda odlita
a zpolymerovany gel byl prevrstven 5% zaostfovacim gelem, do které¢ho byl vlozen hieben
a gel byl ponechdn polymerovat 30 minut. Pfipraveny gel byl umistén do aparatury pro
vertikalni gelovou elektroforézu Mighty Small. Po naneseni vzorkii do jamek
v 5% zaostiovacim  gelu  bylo  spusténa  elektroforéza,  kterd  probihala
v Tris-glycin-dodecylsulfatovém elektrodovém pufru pii napéti 90 V az do doputovani
barevného cela elektroforézy do 10% déliciho gelu a poté bylo napéti zvySeno na 140 V.
Pti tomto napéti probihalo d€leni 40-60 minut (podle postupu barevného ¢ela nanesenych

vzork).

Tabulka 1. SloZeni roztokii pro piipravu SDS-PAGE gelii. Objemy v 1. a 3. sloupci predstavuji sloZeni roztokii pro 2
gely tloustky 1,5 mm, v 2. a 4. sloupci sloZeni roztokii pro 2 gely tloustky 0,75 mm.

10% separaéni gel [ml] 5% délici gel [ml]

H.0 8,0 40 42 2,1
0 S .

30% akrylarrnnil)((j.blsakrylamld 6.6 33 1.0 0.5
1,5M Tris-ClI, pH 8,8 5,0 2,5 - -
0,5M Tris-Cl, pH 6,8 - - 0,76 0,38

10% SDS 0,2 0,1 0,06 0,03
10% APS 0,2 0,1 0,06 0,03
TEMED 0,008 0,004 0,006 0,003

Po ukonleni elektroforézy byly proteiny v gelu vizualizovany barvenim roztokem
Coomassie Brilliant Blue R250 po dobu 30 minut a poté odbarvenim gelti pomoci
odbarvovaciho roztoku. Pro vizualizaci vzorkl proteinového stanoveni byly gely barveny
stitibrem. Gely byly hodinu oplachovany v 50 ml (kazdy gel zvlast’) fixa¢niho roztoku.
Poté byly za stalého michani na tfepacce 3% proplachnuty 5 minut v 50 ml 50% ethanolu
dale 1 minutu v 50 ml 0,2% roztoku thiosiranu sodného a 3x oplachnuty 20 sekund
destilovanou vodou. Nasledn¢ byly 20 minut za stdlého michani ponechdny v 50 ml
impregnacniho roztoku. Po inkubaci s impregna¢nim roztokem byly gely 2x proplachnuty
20 sekund destilovanou vodou a ke gelim bylo pfiddno 50 ml vyvoldvaciho roztoku.
Po 3-5 minutach byl vyvolavaci roztok odmyt 2x50 ml destilované vody a reakce byla
zastavena 50 ml 1,5% roztoku EDTA.
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3.2.3 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je citliva, rychld a specifickd metoda pro méfeni hmotnosti
ruznych latek. Ve spojeni s mékkymi ionizacnimi technikami, mezi které patii
ionizace/desorpce laserem za asistence matrice (MALDI) a ionizace elektrosprejem (ESI),

ji lze vyuzit pro praci napiiklad s peptidy, proteiny, nukleovymi kyselinami a sacharidy.

Pii ionizaci MALDI je analytu smisenému s vhodnou matrici ud€len naboj a je
pieveden do plynné faze pomoci laserového pulzu. Timto zplisobem vznikaji jednonésobné
nabité pseudomolekularni ionty (M+H"). Jako matrice jsou pouzivany aromatické kyseliny
absorbujici zéafeni o vlnové délce pouzitého laseru a pfenasejici proton na molekulu
analytu. Podminkou pro pouZitou matrici je stabilita ve vakuu, matrice musi byt neté¢kavé a
snadno misitelné s analytem. Pfiprava vzorkii je rychld a jednoducha diky relativni
toleranci k detergentim a solim a lze analyzovat i neodsolené vzorky. Spojenim
s pruletovym analyzatorem (TOF = Time Of Flight) ziskdme instrumentaci MALDI-TOF,
majici neomezeny hmotnosti rozsah méfeni, vysoké rozliSeni, pfesnost a umoziujici

rychlou analyzu 1 intepretaci dat.

Pii ionizaci elektrosprejem (ESI) je roztok analytu veden kapilarou s vloZzenym napétim
(~ 5 kV), na jejimz konci je rozpraSovan a kapicky nabitého analytu jsou vysousSeny
proudem ohfatého dusiku. V tomto okamziku dochazike zmenSovanim povrchu
jednotlivych kapének, k repulzi ndboje a nakonec ke Coulombické explozi. Timto
zptisobem vznikaji mnohondsobné nabité ionty. Vyhodou pouziti elektrospreje je také
moznosti piimého propojeni s vysokotlakou kapalinovou chromatografii. Nejcastéji
pouzivana je chromatografie na obracené fazi, ktera slouzi jak k odsoleni analytu, tak
k jeho separaci. V naSem pfipadé bylo vyuzito spojeni HPLC na obracené fazi
s hmotnostnim spektrometrem pracujicim na principu iontové cyklotronové rezonance
s Fourierovou transformaci (FT-ICR) vybaveného ESI zdrojem. V tomto analyzatoru jsou
ionty vystaveny pusobeni silného magnetického pole, a vybuzeny cyklotronovy pohyb
indukuje signal, ktery je amplifikovan a detekovan. Signal je poté vyhodnocen pomoci
Fourierovy transformace a vystupem je spektrum zavislosti intenzity signalu na m/z iontu.
Tento pfistroj byl pouzivan v mdédu data-dependentni analyzy a byly na ném provadény
kolizni experimenty, konkrétné kolizné¢ indukovand disociace (CID), které umoziuji
strukturni analyzu dané latky. V nasem ptipad¢ se jednalo o urceni primarni sekvence

peptidi prostrednictvim porovnavani koliznich spekter s proteinovymi databazemi.
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3.2.3.1 Hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF

M¢éteni hmotnostni spektrometrii MALDI-TOF probihala nasledovné. Z pfipravenych
reakci a roztokt bylo odebrano 0,5 ul, naneseno na MALDI desku a nésledné ptevrstveno
0,5 ul matrice, kyseliny 4-hydroxy-3,5-dimethoxyskoficové (SA) (nasyceny roztok
v 50% acetonitrilu). Stejné vzorky byly po 0,5 pl opét naneseny na MALDI desku a po
zaschnuti prevrstveny 0,5 pl matrice, Kyseliny p-hydroxy-a-kyanoskoiicové (CCA)
(1:1:1 HyO:acetonitril:nasyceny roztok CCA v methanolu). Na rtizné kalibra¢ni pozice byl
nanesen vzdy 1 pl proteinovych kalibracnich smési ProtMix | (6,7-16,9 kDa) nebo
ProtMix Il (22,3-66,5 kDa) a pievrstven 1 pl matrice SA. Jako peptidovy kalibra¢ni roztok
bylo naneseno 0,5 ul peptidového kalibra¢niho standardu Il a po zaschnuti pievrstveno
0,5 ul roztoku matrice CCA. Po zaschnuti matrice byla MALDI deska vloZena do
instrumentu. VSechna méfeni byla provadéna v pozitivnim iontovém modu. Byla
provedena externi kalibrace na nanesené standardy a energie laseru byla experimentalné
nastavena dle intenzit, odstupu signalu od Sumu a rozliSeni kalibra¢nich pika. Data byla
sbirana v rozsahu m/z 700 — 4500 pro peptidy a pro proteiny v rozsahu m/z 5000 — 45000.
Vysledné hmotnostni spektrum bylo ziskano akumulaci spekter z jednotlivych laserovych
pulst, které byly manudlné¢ zaméfeny na riznd mista pozice se vzorkem. Data byla

vyhodnocena v programu Data Analysis 4.0 nebo programu mMass v. 5.0.4.

3.2.3.2 Kapalinovad chromatografie ve spojeni s tandemovou hmotnostni

spektrometrii

Analyza pomoci HPLC-ESI-MS/MS probiha nastiiknutim analyzované smési na systém
skladajici se z nastfikového a prepinaciho ventilu, pfedkolony a analytické kolony,
ptipadné kolony s imobilizovanym pepsinem (obr. 9, str. 27). Cely tento systém je navic
ponofen do lazné voda-led, majici teplotu ~0 °C pro vytvofeni podminek shodnych
S podminkami pouZivanymi pii HXMS experimentech. Pro mensi proteiny produkujici po
digesci méné peptida byla v naSem piipadé pouzita metoda NepTest HD MSMS N.m
trvajici 30 minut a pro vétsi proteiny byla pouzita delSi metoda HPP. HD MSMS N-Nep-
test.m trvajici 45 minut s gradienty solventu viz tab. 2 (str. 28). Data byla zpracovavana
v programu Data Analysis 4.0 kde byla nastavena metoda LCMSMS.m. Spektra byla

vyhlazena a ptitazeny hodnoty m/z k jednotlivym signaltm.
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Promyvani
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Shimadzu LC
—  Vstiiknuti
------------- Nakladani

FT-ICR MS

Obrazek 9. Schéma zapojeni HPLC systému. Systém se sestava z nastrikového ventilu se 100 ul smyckou. Z néj
Je vzorek pomoct isokratické eluce (Shimadzu LC) eluovdin na predoklonu (pepTrap) zapojenou na druhém,
prepinacim ventilu. V pripadé on-line digesce vzorek jesté pred zachycenim na predkoloné prochdzi pres
kolonku s imobilizovanym pepsinem (iPep — POROS 20AL + pepsin, 66 ul). Peptidy zachycené na predkoloné
Jjsou zakoncentrovany a odsoleny. Nasledné je prepnutim ventilu zarazena predkolona do pritoku z druhého
HPLC (Agilent LC) a je provedena gradeintova eluce a separace na analytické koloné s obrdcenou fazi (RP-C18
— Jupiter C18, 0,5*50 mm, 300 A, 5 um). Vystup z kolony je piimo napojen do ESI zdroje hmotnostniho
spektrometru. Cely systém je chlazen ponorenim do ldzné voda-led a pH solventu je nastaveno na hodnotu 2,5.

Soubor byl exportovan ve formatu podporovaném programem Mascot 2.2, kterym byl
posléze porovnan s databazi tvofenou sekvenci ptislusného proteinu. V nastaveni nebyly
uvadény fixni ani variabilni modifikace, pouze pro cytochrom C bylo zadédno do
variabilnich modifikaci mozné zapojeni cysteinti do disulfidickych mustki a modifikace
cysteinu hemovou skupinou. Dalsi nastaveni bylo nasledujici: chyba méfeni prekurzoru
10 ppm a fragmentovych iontd 0,05 Da; Zzadné enzymové Stépeni, monoizotopicka
hmotnost. Z vysledkt identifikace byla do programu Microsoft Excel 2010 vloZena
potadova cisla prvnich a poslednich aminokyselin pfislusnych peptidii a ndzev proteazy,
kterou byl protein Stépen a soubor byl uloZen ve formatu txt. Ten byl zpracovan za pomoci

MSTools konkrétn€ programem pro kresleni proteinovych map (Draw Map).

Z map nakreslenych v programu Draw Map byly urceny $t€pné preference nepenthesint
(P1, P1’) a srovnany se $tépnymi preferencemi imobilizovaného pepsinu testovaného na
stejné sad¢ proteind. Pro analyzy byly pouzity nasledujici proteiny: myoglobin — Mb,
translokacni doména zaskrtového toxinu — DT, peptidyl-prolyl cis-trans isomeraza - SlyD,

cytochrom C — CytC, hydrogenosomalni procesujici peptidaza — HPP. Stépné preference
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byly vyneseny do grafu pro kazdou aminokyselinu jako procenta z celkového poctu
Stépnych mist.
Tabulka 2. Profil gradientu pro separaci peptidii na koloné s obrdcenou fizi pro obé poutité metody. Data byla

sbirana v pripadé metody HPP_HD MSMS N-Nep-testm vcase 3 az 33 minut a pro metodu
NepTest HD_MSMS_N.m Vv rozmezi 3 az 20 minut.

HPP_HD MSMS N-Nep-test.m NepTest HD_ MSMS N.m
t [min] Solvent A Solvent B t [min] Solvent A Solvent B
[%] [%] [%] [%]
0,00 90,0 10,0 0,00 90,0 10,0
3,00 90,0 10,0 3,00 90,0 10,0
33,00 65,0 35,0 15,00 55,0 45,0
33,10 1,0 99,0 20,00 55,0 44,0
38,00 1,0 99,0 20,10 1,0 99,0
38,10 90,0 10,0 25,00 1,0 99,0
44,90 90,0 10,0 25,10 90,0 10,0
45,00 29,90 90,0 10,0
30,00

3.2.4 Proteinovy profil stav

3.2.4.1 SDS-PAGE (diskontinudlni polyakrylamidovad gelova elektroforéza
v prostredi dodecylsulfatu sodného)

Pro vizualizaci obsahu proteinti v prvnim sbéru bylo smichano vzdy 10 ul 1M glycin-Cl
pufru pH 2,5 bylo pridano 10 pl vzorku (zakoncentrované nebo nezakoncentrované $tavy,
filtrat). K takto zfedénym roztokim proteaz bylo piidano 10 ul Tris-Cl pH 8,8 pro
upraveni pH. Pro druhy sbér byly smichany vzdy 2 ul vzorku (zakoncentrované nebo
nezakoncentrované stavy) 5 pl SOmM glycin-Cl pufru a poté byl pfidan 1 pl Tris-Cl pH
8,8 pro upraveni pH. Pfipravené vzorky byly smichany v poméru 1:1 se vzorkovym
pufrem a zahtaty na 85 °C po dobu 10 minut a posléze v objemu 25 ul pro prvni sbér a
14 ul pro druhy sbér naneseny do jamek na 10% separacni polyakrylamidovy gel s 5%
zaostfovacim gelem. Spolu se vzorky byl na gel nanesen proteinovy standard SeeBlue
v objemu 7,5 ul pro prvni sbér 5 pl pro druhy sbér. Prubéh elektroforézy a piiprava gelt
viz. 3.2.2.

3.2.4.2 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace proteinii za pomoci kyseliny

bicinchoninové

Nejprve byla pfipravena fedici fada BSA o koncentracich 0; 0,25; 0,5; 0,75; 1,0; 1,5 a

2 mg/ml v destilované vodé ze zasobniho roztoku o koncentraci 10 mg/ml. Poté byla
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smichana reakéni ¢inidla v poméru 1:50 (roztok siranu méd’naté¢ho:BCA) v celkovém
objemu 1020 pl. Do ¢istych mikrozkumavek byly pipetovany 2 pl vzorka z druhého sbéru
délenych druhové a v ptipadé¢ kalibracni fady 2 pl roztoki BSA o koncentracich
uvedenych vySe a k témto objemim bylo ptfiddno 40 ul pfipraveného reakcniho ¢inidla.
Takto pfipravené vzorky byly ponechany inkubovat pii 37 °C po dobu 30 minut.
Po uplynuti reakéni doby byla na UV/VIS spektrofotometru NanoDrop 2000c/2000
zméfena absorbance vzorkli. Byla pouzita metoda ,Protein BCA®“, kdy je meéfena
absorbance vzorku pii 562 nm a normalizaéni méfeni probiha pii 750 nm. Nejprve byla
prométena absorbance kalibracni fady o zndmych koncentracich BSA, ze které pfistroj
vypocital koncentraci proteinl ve vzorcich z naméfené absorbance. VSechna méteni byla
provadéna v triplikatech a do pfistroje byly nandSeny 2 pl vzorkd. Optickd drdha byla

pfistrojem upravovana na 1 mm a hodnoty koncentrace byly uvedeny v jednotkach mg/ml.
3.2.4.3 Hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF

Proteinovy profil protedz byl meéfen u roztokti proteaz prvniho a druhého sbéru
pfipravenych odebrdnim 2 pl vzorku (koncentrované nebo nekoncentrované $tavy) a
smichanim s 15 pl 50mM glycin-Cl pufru pH 2,5. Roztok pepsinu i myoglobinu byl
pfipraven smichdnim 1 pl roztoku pepsinu/myoglobinu o koncentraci 5 mg/ml s 15 pl

50mM glycin-Cl pufru pH 2,5. Dale bylo se vzorky nakladano podle 3.2.3.1.

3.2.5 Testovani aktivity

3.2.5.1 SDS-PAGE (diskontinuadlni polyakrylamidova gelova elektroforéza v
prostredi dodecylsulfatu sodného)

Reakce pro testovani aktivity za pomoci elektroforézy byly provadény pro prvni sbér
smichanim 5 pl hovéziho sérového albuminu o koncentraci 2 mg/ml s 5 pl 1M glycin-Cl
pufrem pH 2,5. K takto pfipravenym roztokiim proteinu bylo pfidano 10 pl vzorki
(koncentrovanych nebo nekoncentrovanych s§tav ¢i filtratu) a smési byly ponechéany
reagovat pii 10 °C ve vodni 1azni s ledem po dobu 10 minut. Ke kontrolnimu vzorku bylo
misto vzorku proteaz ptidano stejné mnozstvi 1M glycin-Cl pufru pH 2,5. Po uplynuti
reak¢éni doby bylo k reakcim pfidano prvniho sbéru 10 ul pufru Tris-Cl pH 8,8 pro
zastaveni reakce a Upravu pH. Poté byly vzorky smichény 1:1 s vzorkovym pufrem a byly

zahtaty na 85 °C po dobu 10 minut. Vzorky byly v objemu 25 pl naneseny do jamek na

29



10% separacni polyakrylamidovy gel s 5% zaostfovacim gelem. Piiprava geld a pribéh

elektroforézy viz 3.2.2.
3.2.5.2 Spektrofotometrické stanoveni aktivity

Nejprve byl pfipraven roztok myoglobinu o koncentraci 20 mg/ml v 50mM glycin-CI pufru
pH 2,5. Do mikrozkumavek bylo pipetovano 10 pl tohoto roztoku myoglobinu a poté byly
ptidany 2 ul vzorka (N. ramispina, N. ventricosa, N. fusca, N. globosa, N. ampullaria,
N. reinwardtiana - koncentrovanych). Reakce byla inkubovana pii 37 °C po dobu
30 minut. Po uplynuti reakéni doby bylo k reakcim ptidano 20 pl 5% TCA pro srazeni
nestépeného proteinu a po jemném michani za pomoci vortexu byla reakce inkubovéna pfti
37 °C po dobu 5 minut. Slepé vzorky ke kazdé reakci byly pipetovany v nasledujicim
pofadi slozek: 10 pl myoglobinu koncentrace 20 mg/ml, inkubace pii 37 °C po dobu
30 minut, 20 pul 5% TCA, jemné michani za pomoci vortexu, inkubace po dobu 5 minut,
2 ul vzorkl proteaz (N. ramispina, N. ventricosa, N. fusca, N. globosa, N. ampullaria,
N. reinwardtiana - koncentrovanych). K odstfedéni vzorkd byla pouzita stolni centrifuga
Eppendorf 5415R s uahlovym rotorem F 45-24-11. Vzorky byly odstfedovany pfii
13200 rpm a 20 °C po dobu 5 minut. Do ¢istym mikrozkumavek bylo odebrano 20 pl
supernatantu odstfedénych vzorkii. Ve vzorcich byla posléze méfena absorbance pii
280 nm UV/VIS spektrofotometrem NanoDrop 2000¢/2000 za pouziti metody ,,Protein
A280%. Normaliza¢ni métfeni bylo provadéno pii 340 nm a zvoleno standardni nastaveni
1 Abs = 1 mg/ml. Pted kazdym vzorkem byl prométen piislusny slepy vzorek, na ktery byl

pfistroj vynulovan a poté byla 3x prométena absorbance vzorku.
3.2.5.3 Hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF

M¢éteni aktivity pomoci MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie je provadéno analyzou
reak¢éni smési proteinu s roztokem studované proteazy. Pro kazdy vzorek je zméfeno jak
peptidové tak proteinové spektrum, které je porovnano se spektrem stejného proteinu
0 totozné koncentraci ovSem bez pfidané protedzy. Je sledovan ubytek intenzity signdlu
Vv pfipad€ reakéni smési a zdrovenl tvorba peptidli po proteolyze. Aktivita studovanych
proteaz byla v naSem piipadé srovnavana pro rizné druhy a zaroven s pepsinem A, jako
bézné pouzivanou aspartatovou protedzou pti vodik/deuteriové vymeéne. Peptidova spektra

byla méfena s matrici CCA, pro proteinova spektra byla pouZzita matrice SA.
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Pro test aktivity bylo smichano vzdy 15 ul 50mM glycin-Cl pufru pH 2,5 a 1 pl
myoglobinu o koncentraci 5 mg/ml. K takto pfipravenym roztokl byly pfidany 2 ul vzorki
z prvniho a druhého sbéru (koncentrovanych nebo nekoncentrovanych extrakti z pasti
lackovek) popiipadé pepsin v poméru 1/1 (w/w) vici substratu a reakce byla inkubovana
pti 10 °C ve vodni 14zni po dobu 10 minut pro vzorky proteaz a po dobu 2 minut na ledu

pro vzorek pepsinu. Dale bylo se vzorky nakladano podle 3.2.3.1.

3.2.5.4 Kapalinova chromatografie ve spojeni s tandemovou hmotnostni

spektrometrii

Stépeni vybranych proteinii pro stanoveni aktivity (myoglobin — Mb, transloka¢ni doména
zaskrtového toxinu — DT, peptidyl-prolyl cis-trans isomeraza — SlyD,
cytochrom C — CytC, hydrogenosomalni procesujici peptidaiza — HPP) bylo provadéno pfi
podminkach stanovenych pomoci piedchoziho testovani na proteinu Sly D. Proteiny HPP,
SlyD a DT jsou rekombinantné pfipravené. HPP obsahuje podjednotku alfa a beta a na
jeho alfa-podjednotce je piipojena histidinova kotva pro purifikaci proteinu. Do kazdé
reakce bylo smichano 100 ul 50mM glycin-CI pufru pH 2,5, 2 ul koncentrovanych proteaz
(N. ramispina, N. ventrcosa, NH-horské nepenthesiny prvniho sbéru) a 300 pmol proteind
Mb, SlyD, CytC, DT a v piipadé HPP bylo piiddno 400 pmol. Stépeni probihalo po dobu
10min za teploty 10 °C. V piipad¢ $té€peni proteind pepsinem, nebyly pfidavany proteazy a
roztok byl pfimo nanesen na kolonu s pepsinem imobilizovanym na nosi¢i POROS-20 AL

a dale bylo postupovano podle 3.2.3.2.

3.2.6 Purifikace roztoku proteaz na kolonce s pepstatin A-Agarosou

Pepstatin, specificky inhibitor kyselych proteaz, je nizkomolekularni hexapeptid pivodné
izolovany z kultur riznych druha aktinomycet (Actinomyces) [29]. Jeho extrémné vysoka
ucinnost na kyselé protedzy je vysvétlovana disociacni konstantou, jejiz hodnota se pro
prase&i pepsin pohybuje okolo 1x107° M. K inhibici dochazi jiz p¥i pikomolarnich
koncentracich pepstatinu pficemz hlavnimi strukturnimi elementy odpovédnymi za inhibici
jsou dva neobvyklé aminokyselinové zbytky 4-amino-3-hydroxy-6-methylheptanové
kyseliny (statinu) [30]. Specifické vazby aspartatovych proteas na pepstatin lze vyuzit

I K jejich purifikaci. Za tim ucelem je vyuzivan pepstatin imobilizovany na nosici.

Pro purifikaci za pomoci pepstatin A-Agarosy byl vybran druh N.ventricosa. Bylo

odebrano 7,5 ml §tavy zamrazené pii —80 °C a smichano 1:4 s 50mM glycin-Cl pufrem
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pH 2,5 a ponechano inkubovat pies noc ve tmé pii 21 °C. Po ukonceni inkubace byl
aktivovany vzorek koncentrovan podle protokolu 3.2.1.3 pro druhy sbér na kone¢ny objem
0,5 ml. Byly vyrobeny 2 centrifugacni kolonky ze S$pi¢ek na pipety 200 ul a
mikrozkumavek o objemu 1,5 ml zplo§ténim konct $pi¢ek a naslednym vlozenim takto
zplostélych Spicek do mikrozkumavek s vyfiznutym otvorem ve vicku. Kazda kolonka byla
naplnéna 60 pl pepstatin A-Agarosy a vlozena do Mini-centrifugy LX-200. V prvnim
kroku byl pepstatin okyselen nanaskou 2x50 ul 50mM glycin-Cl pufru pH 2,5.
Ze zakoncentrovaného vzorku §tav bylo odebrano 100 ul a poté bylo na obé kolony
naneseno 200 pl zbylych §tav po 50 pl krocich. Odstfedény roztok nenavazanych proteaz
byl jiman a uschovan. Kolonky byly oplachnuty 2x50 ul 50mM glycin-CI pufru pH 2,5 a
v dalsim kroku byly proteazy uvolnény z pepstatin A-Agarosy 10x50 ul 50mM Tris-ClI
pufrem pH 10. Eluat byl opét jiman a pieveden za pomoci Amicon Ultra-0,5 ml
centrifuga¢nich mikrozkumavek pro purifikaci a koncentrovani proteinii s nominalni
propustnosti 10 kDa do 50 mM glycin-Cl pufru pH 2,5 (zakoncentrovani a doplnéni bylo
provedeno 3x300 pl pufru) a eluat byl poté zakoncentrovan na 50 pl. Oplach provadény do
50 mM glycin-Cl pufrem byl zakoncentrovan na 30 pl. Se zakoncentrovanym eluatem byl
proveden test aktivity viz 3.2.5.3 s naslednym méfenim hmotnostni spektrometrii MALDI-
TOF viz 3.2.3.1.
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4 Vysledky
4.1 Priprava stav

Pro provedeni experimentli (proteinové stanoveni, stanoveni aktivity apod.) bylo nutné
roztoky nejprve koncentrovat, protoze vychozi objemy byly veliké a piedpokladali jsme,
podle informaci z dostupnych publikaci, Ze izolaty z rostlin nejsou na protedzy bohaté.
Prvni sbér byl po aktivaci pfes noc uspé$n¢ koncentrovan na aparatuie Amicon 8200
s membranou Amicon PM 10 pfi tlaku dusiku 4,5 bar na 10 ml nizinnych a horskych
proteaz. Béhem koncentrace bylo sledovano, jestli koncentrovany roztok neméni svou
viskozitu v disledku koncentrace. Tento proces mél zaroven zbavit roztoky
nizkomolekularnich latek, pievést proteazy do 1M glycin-Cl pufru pH 2,5 opakovanym
vyfed'ovanim koncentrovaného roztoku se zbavit viskozity. Filtrat byl jiman a uschovan,
pro otestovani aktivity. Bylo mozné pozorovat rostouci viskozitu retenatu pii zmenSovani
objemu pifi koncentrovani, kterd se po jednotlivych fedénich koncentratu vytracela.

Roztoky ztracely v priibéhu koncentrace svou barvu, ktera ulpivala na membrang.

Pii dalsi koncentraci prvniho a vybranych druhtt druhého sbéru (viz tab. 3)
Vv centrifugacnich zkumavkach Amicon Ultra-15 s celulosovou membranou s nominalni
propustnosti 10 kDa byla opét sledovana ménici se viskozita v prubéhu koncentrovani,
roztoky proteaz druhého sbéru byly ptevadény do 50mM glycin-Cl pufru pH 2,5 a
zbavovany nizkomolekuldrnich necistot. Barva ulpivala na membran€ koncentratorti stejné
jako v piipadé koncentrovani prvniho sbéru a koncentrovani bylo postupem ¢asu pomalejsi

u obou sbéra.

Tabulka 3. Vybrané druhy \ackovek (rod Nepenthes) pro testovani. Viskozita: (0) neni viskozni, (*) slabé viskozni, (**)
stiredné viskozni, (***) viskozni (posuzovdino subjektivné pri pipetovani vzorkit). pH: (0) neutrdlni 6-7, (*) slabé kyselé 5,
(**) stredné kyselé 4, (***) kyselé 2-3 (pH odhadovino/Cislovino podle univerzalnich pH papirkii).

Katalogové

oo Latinsky nazev Viskozita pH Barva
Ooznacenit
Horské druhy
N66 N. ramispina fleka folelal zluta
N83 N. ventricosa *x ** ¢erveno-hnéda
N26 N. fusca e il zluta
NiZinné druhy
N107 N.globosa 0 * oranzova
N67 N.reinwardtiana 0 0 bezbarvé
N05 N. ampullaria ** 0 bezbarvé
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V piipadé druhého sbéru byly objemy 250 pl pteneseny do Amicon Ultra-0,5 ml
centrifugacnich ultrafiltracnich koncentratori pro purifikaci a koncentrovani proteint
s nominalni propustnosti 10 kDa a vysledné objemy 250/50 pl byly v mikrozkumavkach
zamrazeny pro dal$i experimenty. U prvniho sbéru bylo ptfed koncentraci odebrano 5 ml a
u druhého 0,5 ml nekoncentrovaného roztoku pro porovnani testd aktivity a proteinovych

profild.
4.2 Analyza proteinovych profili a enzymové aktivity pomoci SDS-PAGE

S koncentraty prvniho sbéru byly provedeny
testy aktivity zplisobem popsanym v ¢asti 3.2.2,
abychom zjistili, zda jsme b&hem koncentrace
neztratili nami pozadované proteazy nepenthesin
I a Il, tedy jestli aktivita, ktera by meéla byt
vyhradné v retenatu, neni i ve filtratu. Na obr.

Obrdzek 10. Proteinovy profil (A) a aktivitni test 10A i ’ L T : ’
atrny  rozdiln rotein: rofil
(B)koncentrovanych nepenthesinii prvniho sbéru. e p y 10 d Yy protehovy  pro

1 — standard molekulovych hmotnosti; 2 —
koncentrat horskych nepenthesimi; 3 — koncentrat
nizinnych nepenthesinii; 4 — BSA; 5 — aktivita
retendatu horskych a 6 - niZinnych nepenthesinii; 7

— aktivita filtratu horskych a 8 — niZinnych (Obl’. 1OB) hovézi SéI‘OV}'I albumin byl
nepenthesinii. '

nizinného a horského koncentratu a proteinova

rozmanitost travicich §tav. Jak je vidét na gelu

proteolyticky rozstépen pouze ve vzorcich
s koncentratem (drahy 2 a 3) a v drahdch 4 a 5, kde byla testovéna aktivita filtratu, zistal

nenastépen.

Vzorky druhého sbéru byly opét otestovany pomoci elektroforézy podle 3.2.2 (obr. 11).
Na gelu jsou vidét proteinové profily pouze u koncentrovanych $tav z N. ramispina a

N. ventricosa (obr. 11, drdhy 2a_2b 3a 3b 4a 4b 5 6a 6b 7a 7b 8a 8b

1

2a a 3a). Nizinné druhy a 2%
horsky druh N. fusca :
obsahovaly tak malé¢ mnoZstvi
proteind, ze nebylo mozné je
vizualizovat. Gely  byly

barveny Stf‘ibrem, protoie Obrdzek 11.  Proteinovy  profil  koncentrovanych (A) a

nekoncentrovanych (B) nepenthesinii druhého sbhéru. Gel A zobrazuje
barveni pomoci Coomasie Stavy z N. ramispina (2), N.ventricosa (3) a N. fusca (4). Gel B

zobrazuje Stavy z N. globosa (6), N. reinwardtiana (7) a N. ampullaria
Brillient Blue R250 by|0 (8). Pozice 1 a 5 jsou proteinové standardy.
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neucinné. Jak je vidét na standardu prvniho gelu (obr. 11, str. 34) bylo nutné gely
preexponovat a i ptesto jsou proteiny ve vzorcich velice slabé viditelné a nevyrazné, coz je

zpusobeno malym mnozstvim téchto proteinti.

4.3 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace proteinii a stanoveni

enzymové aktivity

Mnozstvi proteintt v koncentrovanych roztocich druhého sbéru bylo uréeno pomoci
kalibracni pfimky vytvofené na zdakladé¢ ftedici fady hovéziho sérového albuminu
0 koncentracich 0; 0,25; 0,5; 0,75; 1,0; 1,5 a 2 mg/ml, ktera byla po reakci provedené podle
3.2.4 zméfena spektrofotometrem NanoDrop 2000c¢/2000 UV/VIS za pouziti metody
Protein BCA. Hodnoty koncentrace jsou uvedeny vV tabulce ¢. 4 spolu se zmétenymi
aktivitami, které byly testovany podle 3.2.5 a vysledné reakéni smési byly opét proméfeny
spektrofotometrem NanoDrop 2000¢/2000 UV/VIS metodou Protein A280, kdy je pfi
280 nm meéfeno mnozstvi peptidd (nesoucich aromatické aminokyseliny) piitomnych
v roztoku po proteolyze myoglobinu. Jelikoz proteazy nebyly purifikovany, ale bylo
pracovano s travicimi §tavami obsahujicimi nejen enzymy nepenthesin I a II ale i veSkeré
dalsi proteiny vylucované rostlinou, pochazejici z hmyzu ¢i bakterii, neodpovidaji
koncentrace v tabulce ¢. 4 koncentracim pouze téchto enzymd, ale celkovému mnozstvi
vSech proteind, které se v travici tekutiné nachazeji.

Tabulka 4. Proteinové a aktivitni stanoveni pro vybrané druhy 2. sbéru. Cervené jsou vyznaceny 2 druhy, které byly

vybrany pro dalsi experimenty, kvili jejich vysoké aktivité. Krizky u nizinnych druhii znamenaji nulovou aktivitu
zmérenou pomoci vySe uvedené metody.

Proteinové stanoveni BCA Stanoveni aktivity
T 1
pumol.min .ml

Horské Druh c/mg/ml

N66 N.ramispina 1,39

N83 N.ventricosa 0,67

N26 N. fusca 0,32 4,0_10_
Nizinné

N67 N.reinwardtiana 0,14 X

N107 N.globosa 0,21 X

NO4 N.ampullaria 0,68 X

To lze odvodit porovnanim koncentrace proteini ve vzorcich s jejich aktivitou, kdy druh
N. ampullaria s mnozstvim proteint téméf shodnym s N. ventricosa, nevykazoval aktivitu
méfitelnou touto metodou, stejné jako zbylé nizinné druhy, na rozdil od zminéného druhu

N. ventricosa, jehoz aktivita byla 13,9.10°° pmol.min™.mI™. Neni jasné, jaky je pomér
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vlastnich protedz k ostatnim proteiniim ve smési. Na zakladé urceni aktivit jednotlivych
druhti byly pro dal$i experimenty vybrany dva druhy, jmenovit¢ N. ramispina a

N. ventricosa.

4.4 Analyza proteinovych profili a enzymové aktivity pomoci

hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF

Pro ovéfeni vysledkii z elektroforézy byly proteinové profily Stav a aktivitni testy
sledovany pomoci hmotnosti spektrometrie technikou MALDI-TOF. Proteinové spektrum
myoglobinu, na kterém byla aktivita testovana, pepsinu, se kterym byly koncentraty
srovnavany a koncentratii stav prvniho sbéru jsou ukazany na obr. 12 A, B, C (str. 37)
spolu s aktivitami pepsinu A a koncentrovanych horskych §tav métenych pro proteiny
(obr. 12 D, E, str. 37). Myoglobin byl pouZit, protoze nema disulfidické mustky a je maly,
diky ¢emuz je dobfe méfitelny touto technikou. Na profilu horského koncentratu
(obr. 12 C, str. 37) z prvniho sbéru jsou patrné dva slabé signaly kolem m/z 37 000 az
40 000 pravdépodobné odpovidajici nepenthesinu I a I1. Signal blize m/z 40 000 je Siroky a
neostry coz byva typické pro glykosylované proteiny a mohlo by jit o Nepenthesin .
Nepenthesin II postradd glykosylacni mista a mohl by byt pfedstavovan signidlem na

34 kDa.

Aktivitu lze zaznamenat pomoci MALDI tak, Ze je pozorovan Ubytek myoglobiny a
spolecné s tim jsou sledovany pfibyvajici peptidy. Na profilu peptidového spektra je
mozné pozorovat odliSnosti ve St€pnych preferencich. Je-li vzorek nanesen za stejnych
podminek a méfen se stejnym nastavenim, je mozny semikvantitativni odhad.
Po proteolyze pepsinem A u testt aktivity (obr. 12 D, str. 37) je myoglobin zcela rozstépen
a to plati také pro spektrum §tav (obr. 12 E, str. 37). Ale je nutné brat v uvahu, Ze pepsin
byl pouzit v poméru 1/1 (w/w) K substratu a v ptipadé §tav byly ptidany 2 pl roztoku
koncentratli. Pro pfedstavu je mozné odhadem vypocitat mnoZzstvi protedz porovnadnim
gelu a proteinového stanoveni pomoci BCA. Na gelovou elektroforézu byly nanaSeny
v piipadé druhého sbéru 2 ul koncentrovanych $t'av, celkova koncentrace proteint ve §taveé
z N.ramispina byla podle proteinového stanoveni 1,39 mg:ml.™* a na gelu (obr. 11A,
str. 34) je v oblasti nepethesinti zoéna odpovidajici ptiblizné 5 % z celkovych proteint.
Piepoctem se dostaneme k hodnoté piiblizné 140 ng protedz piidavanych do reakce.

Je nutné brat také v tivahu ptebarveni geld, a tak celkové mnozstvi protedz v reakci bude
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asi jesté mensi. Peptidova spektra (obr. 13) ukazuji rozdilnost vznikajicich fragmentl po

proteolyze pepsinem A a koncentratem horskych §tav. U pepsinu zlistavaji vétsi fragmenty

nerozstépeny, zatimco koncentrat protedz veEtsi fragmenty Stépi a zlstavaji pouze malé

peptidy. Jsou patrné i nékteré shodné peptidy, jako napiiklad peptid s m/z 1283,5.
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Obrdzek 12. Srovndni proteinovych spekter myoglobinu (A), pepsinu A (B), koncentrovanych
horskych $t'dav (C) a jejich aktivit. Spektrum (D) predstavuje aktivitni test pepsinu A a spektrum (E)
aktivitni test horskych stav v roztoku s myoglobinem.
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Obrazek 13. Peptidové spektrum aktivity pepsinu A (A) a koncentrovanych horskych $t'av (B)
v roztoku v myoglobinu.

Proces koncentrace druhého sbéru je ukazan na spektrech (obr. 14, str. 38), kdy na

proteinovém profilu nekoncentrovaného (A) a koncentrovaného (B) roztoku horského

druhu N. ramispina je jasn¢ viditelné nabohaceni koncentratu na proteiny a vystupuji opét

dva signaly mezi m/z 37 000 az 40 000 ptedstavujici pravdépodobné nepenthesin I a IL
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Nekoncentrovany vzorek je piili§ zfedény a malé mnozstvi protedz nebylo méfitelné, coz
koreluje s vysledky z gelové elektroforézy, kdy bylo mozné vidét pouze proteinovy profil
koncentrovanych $t'av z N. ramispina a N. ventrisoca. Spektrum myoglobinu (obr. 14C) a
nasledné spektra aktivity nekoncentrované §tavy (obr. 14D) v porovnani s koncentrovanou
stavou (obr. 14E) z N. ramispina ukazuji, ze nekoncentrovana $tava sice myoglobin

nastépila, jak je vidét na poklesu intenzity signalu, ale znacnad cast proteinu zlstala

nedotcena.
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Obrdzek 14. Srovndni proteinovych profilii N. ramispina ped (4) a po koncentrovini a aktivitni testy
koncentrovaného (D) a nekoncentrovaného (E) vzorku. Spektrum C nélezi myoglobinu, na kterém byla aktivita
testovéna.

Spektrum aktivity stav ukazuje vymizeni veskerého piidaného myoglobinu, ktery se
poté objevi na peptidovém spektru (obr. 15, str. 39), kde jsou patrné vétsi Stépy po
proteolyze pepsinem A (obr. 15A, str. 39), nékteré shodné peptidy ve spektrech pepsinu a
nepenthesinli a vétsi intenzita signalu pro peptidy generované nepenthesiny. Podobné
dopadl experiment také pro N. ventricosa kdy peptidové spektrum bylo opét odlisné od
spektra aktivita pepsinu A, ale také od spektra aktivita pro nepenthesiny z N. ramispina.
Pro N. fusca nebyly vysledky tak dobré¢, i kdyz aktivita proteaz byl viditelna. Vznikajici

peptidy a nizka intenzita signalu se spiSe podobaly aktivité niZzinnych nepenthesint.

Na spektrech nizinnych $tdv, u kterych byl proveden stejny experiment, bylo u vSech
vybranych druht (N. reinwardtiana, N. globosa, N. ampullaria) patrné mensi mnozstvi

celkovych proteinli ve smési a testy aktivity na myoglobinu vykazovaly pouze velice
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slabou aktivitu, kdy intenzita myoglobinu po probéhnuti reakci s nizinnymi nepenthesiny

témer neklesla a i peptidové spektrum obsahovalo méné $tépti myoglobinu.
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Obrdzek 15. Peptidové spektrum testii aktivity nekoncentrovaného (A) a koncentrovaného (B) vzorku
nepenthesinii z N. ramispina.

Na nasledujicim souboru spekter (obr. 16) je ukazano srovnani proteinovych profild
stav z N. ramispina (obr. 16A) a z N. globosa (obr. 16C), na kterych je rozdil mezi
horskymi a nizinnymi druhy jasn¢ viditelny. Proteinovy profil pro nizinny druh N. globosa
byl téméf nemétitelny kvuli malému mnozstvi proteint a také aktivita na myoglobinu je
pro nizinny druh slabs$i nez u §tav druhu horského (obr. 16B, D). Opét je ukazano
peptidové spektrum aktivitnich testd pro oba druhy (obr. 17, str. 40). Vzorek stav
z N. globosa vybran jako nejlepsi zastupce nizinnych druht. Zbylé dva nizinné druhy

vykazovaly mnohem mensi aktivitu pfi stejnych podminkach.
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Obrdzek 16. Srovnani proteinového profilu a testii aktivity horskych a nifinnych §t'av. Proteinovy profil horskych
§tav z N. ramispina (4) a niZinnych stav z N. globosa (C) spolu s aktivitnim testem pro horsky (B) a niZinny (D) druh.
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Obrazek 17. Peptidovd spektra aktivitnich testii N. ramispina (A) a N. globosa (B) na myoglobinu.

Po dobrych wvysledcich testd aktivity provedenych hmotnostni spektrometrii
MALDI-TOF jsme se rozhodli vyzkouset purifikaci protedz pomoci pepstatin A-agarosy
na pfipravenych centrifugacnich kolonkach. Proteinovy profil koncentrovanych S§tav
N. ventricosa z druhého sbéru je ukazan na obrazku 18A, kde jsou viditelné signaly
m/z 37 255 a 38 968, odpovidajici pravdépodobné nepenthesinu | a Il. Po naneseni
koncentrovaného roztoku nepenthesinii na centrifuga¢ni kolonku s pepstatin A-agarosou
bylo opét zméfeno proteinové spektrum proteklého roztoku (obr. 18B), na kterém byl jasné
viditelny pokles intenzity signald pro m/z 37 255 a 38 968. Tim se potvrdila nase hypotéza,

ze dané signaly odpovidaji nepenthesintim.
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Obrdzek 18. Proteinové spektrum koncentrovanych nepenthesinii 7 N. ventricosa pi‘ed (A) a po (B) naneseni
na kolonku s pepstatin A-agarosou .

Pro ovéteni, zda byly proteazy uvolnény z pepstatin A-agarosy po eluci 50mM Tris-Cl
pufrem pH 10 byly provedeny testy aktivity s koncentrovanym vzorkem nepenthesind pied

nanesenim na kolonku (obr. 19A, str. 41) a po eluci pufrem o vysokém pH (obr. 19B,
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str. 41). Eluat, oproti pivodnimu roztoku, produkuje méné¢ peptidli, ponechava veétsi

fragmenty a celkova intenzita signdlu je nizsi.
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Obrdzek 19. Aktivitni testy $t'av z N. ventricosa pi‘ed nanesenim na kolonku s pepstatinem (A) a po ndsledné
eluci 50mM Tris-Cl pufrem pH 10(B).

4.5 Kapalinova chromatografie ve spojeni s tandemovou hmotnostni

spektrometrii

Pomoci LC-MS/MS analyz bylo mozné identifikovat sekvence peptidi generovanych
vybranymi roztoky protedz. Diky tomu, jsme byli schopni porovnat $tépné preference
nepenthesinli a pepsinu A, popiipadé sledovat sekvenéni pokryti, které poskytuji
nepenthesiny v porovnani s pepsinem A na riznych proteinech. Veskeré experimenty byly

provadény za podminek identickych s podminkami HXMS experimentu (chlazeni, pH 2,5).

Prvnim experimentem bylo ovéfeni podminek pro S$tépeni pomoci nepenthesinti. Na
zakladé predchozich pokust v laboratofi byly vytipovany podminky digesce za mirné
zvySené, avSak stdle HXMS-kompatibilni, teploty 10 °C po dobu pfiblizné¢ 10min. Na
proteinu SlyD byly testovany kombinace teplot 2 °C a 10 °C s Casy 2, 5 a 10 minut. Jak je
vidét na sadach peptidii generovanych za uvedenych podminek (Ptiloha 1), jsou podminky

Stépeni za 10°C po dobu 10min skutecné nejlepSi a proto byly dale vyuZivény.

GDVEKGKKIFVQKCAQCHTVEKGGKHKTGPNLHGLFGRKTGOQAPGFTYTDA AN
1 5 16 15 26 25 30 35 40 45 50

KNKGITWKEETLMEYLENPKKYIPGTKMIFAGIKKKTEREDLTIAYLKKATNE
55 60 65 76 75 30 85 90 95 160 104

T

Obrazek 20. Peptidy cytochromu C, identifikované hmotnostni spektrometrii, vzniklé po proteolyze imobilizovanym
pepsinem A (modra) s pokrytim $*’avami N. ramispina (Cervend)s pokrytim 100 %.
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Na obrazku 20 (str. 41) jsou ukazany peptidy vzniklé po proteolyze cytochromu C
imobilizovanym pepsinem a $tavami N. ramispina, kdy stavy poskytuji 100% pokryti
oproti pepsinu A, ktery ma pokryti pouze 36 %. Naptiklad na peptidech 10 —22 a 11 — 22

jsou vidét shodné §tépné preference pepsinu A a $t'av, ale Stavy maji navic jesté $tépy za

lysinem, leucinem, fenylalaninem a kyselinou glutamovou.
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Obrdzek 21. Chromatogram cytochromu C po proteolyze imobilizovanym pepsinem (éervené) a

§Pdvami N. ramispina (modi‘e). Cytochrom C eluovany po 30 minuté a jeho proteinova obdlka jsou
zndzorneény Sedou barvou.

Na chromatogramu cytochromu C (obr. 21) je po netspésné proteolyze imobilizovanym
pepsinem viditelny cely protein eluovany po 30. minuté. V pifipad¢ stav je veskery
cytochrom rozstépen a zaroven je viditelny narust intenzity v oblasti, kde se eluuji peptidy
(15 — 25 min).
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Obrazek 22. Peptidy myoglobinu vznikié po proteolyze imobilizovanym pepsinem (modrd) a koncentrovanymi
nepenthesiny z N. ramispina (Cervend). Obé protedzy poskytly 100% pokryti sekvence. Stépy za
aminokyselinami lysinem a argininen jsou oznaceny cernymi trojihelniky. Sedé trojihelniky predstavuji ostatni
Stépnad mista, ktera maji nepenthesiny navic oproti imobilizovanému pepsinu.
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Na peptidech vzniklych po proteolyze myoglobinu (obr. 22, str. 42) je vidét rozdilnost
Stépnych preferenci proteaz, kdy stavy stépi (resp. nepenthesiny), oproti pepsinu A, navic
za argininem a lysinem, tedy aminokyselinami, které jsou pro pepsin A v P; pozici
problematické. Tyto rozdily ve Sté€peni zvétsuji prostorové rozliSeni pii vodik/deuteriové
vymeéné. Navic se objevuji $tépy za leuciny Kkyselinou glutamovou, alaninem, kyselinou

asparagovou a asparaginem v mistech, kde pepsin nestépil.

Proteolyza transloka¢ni domény zaskrtového toxinu (obr. 23) byla provedena

nepenthesiny z N. ramispina, imobilizovanym pepsinem a nasledn¢ jejich kombinaci.

GHHHHHHDDDDIKSTINLDWDVIRDKTKTKTIESLKEHGPIKNKMSESPNKTVSEEKAKOQYLEEFHOQTAL
13 227 30 240 245 250 255 260 265 270 275 280

2

EHPELSELKTVTGTNPVFAGANYAAWAVNVAQVIDSETADMNLEKTTAALSTILPGIGSVMNGIADG GAVH
285 290 295 300 305 310 315 320 325 330 335 340 345

HNTEEIVAQSIALSSLMVAQAIPLVGELVDIGFAAYNFVESTIINLFOQVVHNSYNRPAYSPGHEKTHA
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Obrazek 23. Peptidy translokacéni domény zdSkrtového toxinu, identifikované hmotnostni spektrometrii,
vzniklé po proteolyze imobilizovanym pepsinem (modra) se 100% pokrytim, nepenthesiny (Cervena)
poskytujicimi 57% pokryti a jejich kombinaci (zelend) poskytujici 100% pokryti sekvence.

Na peptidové mapé je patrné, ze v piipadé Stépeni pouze nepenthesiny je pokryti na C-
konci domény zaskrtového toxinu velice Spatné. Peptidy v této ¢asti proteinu zcela chybi.
V piipadé pepsinu je peptidové pokryti 100 %, ale rozliSeni na N-konci je lepsi po
proteolyze nepenthesiny, které generuji vice rozli¢nych peptidi. Kombinaci nepenthesini a

imobilizovaného pepsinu doSlo ke zlepSeni rozliSeni na N-konci proteinu diky
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nepenthesinim a zaroven je proteolyzovan i C-konec vlivem pepsinu a tim je dosazeno
100% pokryti proteinu a zlepSeni prostorového rozliSeni. Tato pozorovani jsou ve shodé
s publikovanymi daty [31], kde bylo nejlepSich vysledki dosazeno kombinaci pepsinu a
rhizopuspepsinu. Nevyhodou pouziti rhizopuspepsinu vSak byla nutnost pouzit velké
mnozstvi proteazy. V nasem piipadé bylo mnozstvi protedzy pottebné pro dosazeni velmi

obdobného vysledku digesce fadoveé mensi.

Pomoci LC-MS/MS analyz vybranych proteintt uvedenych v kapitole 3.2.3.2 byly
sestrojeny grafy $tépnych preferenci v pozici Py (obr. 24A) a P1’(obr. 24B) pro $tavy a
byly porovnany s imobilizovanym pepsinem, testovaném na stejnych proteinech. Z grafi je
patrna rozdilnost ve §tépeni $tav za argininem, histidinem, prolinem a lysinem oproti
imobilizovanému pepsinu, ktery za témito aminokyselinami nestépi. Pozice P;" je pro

Stavy 1 pepsin velice podobnd a neptevazuji vyrazné preference pro urcitou aminokyselinu.

Stépné preference v pozici P, Stépné preference v pozici P,”

|.|“L. liLaasl I"Iu“i"nhl IJI

ACDEFGHIKLMNPQRSTVWY ACDEFGHI KLMNPQRSTVWY

Obrdzek 24. Stépné preference imobilizovaného pepsinu (modie) a §tdv z lickovek (Eervené). Zelené jsou
vyznaceny aminokyseliny, za kterymi $tépi pouze nepenthesiny.

Stavy izolované z rostlin N. ventricosa a N. ramispina byly porovnany s rekombinantné
ptipravenym nepenthesinem I zN. gracilis a imobilizovanym pepsinem na
alfa-podjednotce  hydrogenosomalni  procesujici  peptidazy (HPP) (Pifiloha 2).
Rekombinantné piipraveny protein a imobilizovany pepsin produkuji méné peptidi a
poskytuji slabsi pokryti nez Stavy z lacek rostlin, které maji v obou ptipadech peptidové
pokryti t¢émet 100 %.
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5 Diskuze

Studium strukturnich zmén proteini pomoci techniky HXMS je stile vice vyuzivana
této prace bylo nalezeni vhodného postupu pfipravy enzymu ¢i extraktu z rostlin,
otestovani za HXMS podminek a sledovéani specifit pro vytipovani druht vhodnych pro

detailni studium.

Prvni izolace $tav byla jakousi pilotni studii majici za ukol otestovat navrzeny protokol
pro Upravu Stav. Pfi prvni izolaci §tav bylo, na zéklad¢ publikovanych praci zabyvajicich
se izolaci a testovanim nepenthesini [26], pfedpokladano, Ze mnoZstvi proteaz v travici
tekuting je velice malé a proto byly vzorky d€leny pouze na zdkladé lokace na horské a
nizinné. Jiz pii sbéru byly patrné rozdily ve viskozité a kyselosti §t4v mezi horskymi a
nizinnymi druhy, kdy horské rostliny mély $tavy viskoznéjsi a kyselé oproti niZinnym,
které mély travici $stavy natedéné zalivkou. Piekvapiveé vSak enzymova aktivita ziskanych
§tav byla velmi vysoka. Jelikoz se i postup ptipravy ukazal vhodny a dostateény, byly
upravené postupy pouzity pro druhy sbér, kde jiz byly $tavy sbirany a testovany druhoveé

oddélené.

Proteinové profily stav provedené pomoci SDS-PAGE, potvrdily pfitomnost mnoha
proteinii obsazenych v travicich $tavach lackovek [17, 24], které jsou vSak pfitomny
ve velice malém mnozstvi. Vizualizace pomoci Coomassie Brilliant Blue R250 nebyla
mozna a proto byly gely barveny stfibrem. I poté bylo nutné gely pfeexponovat, pro
zviditelnéni pifitomnych proteint. Pii vyuziti MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie pro
analyzu proteinového profilu ptipravenych roztoki z lacek bylo u prvniho sbéru métitelné
pouze spektrum horskych druhli. Druhy sbér, ktery byl koncentrovan z menSich objemd,
kvuli druhovému déleni rostlin, ukazal, ze nizinné druhy N. globosa, N reinwardtiana a
N. ampullaria obsahovaly tak malé mnozstvi proteint, Ze nebylo mozné je na gelech
vizualizovat ani po barveni stiibrem. TotéZ nam potvrdila hmotnostni spektrometrie
MALDI-TOF, kdy byla pozorovana pouze proteinova spektra dvou horskych druht, a to
N. ramispina a N. ventricosa, kde byly zaznamenany dva signaly pfisluSejici
pravdépodobné nepenthesinu | a Il v oblasti m/z 37 000 — 40 000. Poté bylo provedeno
spektrofotometrické stanoveni obsahu celkovych proteinii v koncentrovanych stavach

pomoci kyseliny bicinchoninové, kdy bylo potvrzeno, ze mnozstvi celkovych proteinil
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neodpovidd mnoZzstvi protedz v travici tekuting, coz je viditelné napiiklad na druhu
N. ventricosa a N. ampullaria, kdy oba druhy maji téméf stejny obsah proteind, ale aktivita
nizinného druhu N. ampullaria byla tak nizka, ze nebylo mozné ji spektrofotometricky
zmé&fit. Naproti tomu N. ventricosa byla diky své vysoké aktivité vybrana pro dalsi

testovani.

PO méfeni obsahu proteinii ve $tavach byla u druhd N. ventricosa a N. ramispina
vyzkousena purifikace pomoci pepstatin A-agarosy na zakladé publikace z roku 2004 [26],
kdy byly nepenthesiny z travicich $tav uspé$né purifikovany. V nasem piipadé doslo
k vazbé nepenthesinti na pepstatin, ale nebyla provedena tspés$na eluce, kdy po aktivitnich
testech provedenych na myoglobinu vykazoval eluat aktivitu srovnatelnou s aktivitou
nizinnych nepenthesinti. Velmi silna vazba proteaz a pepstatinu (Kp V subnanomolarni
oblasti) pravdépodobné znemoznila kvantitativni eluci enzymi a také mohlo dojit
K ireverzibilni degradaci proteaz vysokym pH, které bylo pouzito k eluci
z imobilizovaného pepstatinu. Tuto teorii jsme si ové&fili inkubaci koncentratu
N. ventricosa ve stejném pufru, jaky byl pouzit pro eluci (pH 10). Po dvouhodinové
inkubaci byly proteazy ptrevedeny zpét do glycin-Cl pufru pH 2,5, zakoncentrovany na
objem odpovidajici vychozimu mnozstvi a byla zméfena aktivita hmotnostni spektrometrii.
Na ziskané peptidové mapé byla jasné viditelna ztrata aktivity oproti puvodnimu
koncentratu protedz. Pii pouziti vét§iho mnozstvi travicich $tav pro purifikaci je tedy
pravdépodobné mozné protedzu purifikovat, ale na ukor nizkého vytézku zpiisobeného
silnou vazbou na pepstatin a ztratou aktivity zpusobenou pisobenim vysokého pH.
Porovnanim proteinovych spekter naneseného koncentratu a roztoku proSlého pies
imobilizovany pepstatin, jsme si neptimo ovéfili, ze signaly v okoli 37 000 az 39 000 m/z
jsou skute¢né nepenthesin I a II pficemz signal s m/z 39 735 odpovida nepenthesinu I,
ktery je nejspiSe glykosylovany (protein obsahuje potencidlni glykosyla¢ni mista), coz se
na hmotnostnim spektru projevi jako Siroky signal. Po téchto vysledcich bylo v dalSich

experimentech pokracovano s koncentrovanymi roztoky proteaz.

Sledovani enzymové aktivity probéhlo spektrofotometricky, pomoci SDS-PAGE a
hmotnostni spektrometrii. Aktivita protedz prvniho sbéru byla na gelové elektroforéze
zaznamenana u horskych i niZinnych $tav a proto bylo pro testovani druhého sbéru
vybirano jak z horkych tak znizinnych druht. Pii testovani enzymové aktivity stav

druhého sbéru pomoci hmotnostni spektrometrie byly viditelné vyrazné rozdily, spojené
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pravdépodobné s mnoZzstvim protedz obsazenych v travici §t'aveé, kdy nizinné nepenthesiny
nevykazovaly aktivitu téméf zddnou. Spektra vznikajici po proteolyze myoglobinu
nizinnymi nepenthesiny obsahovala malé mnozstvi velkych peptidu, které byly v ptipade
horskych nepenthesinti N. ramispina a N. ventricosa rozst€peny na malé peptidy. Méfeni
aktivity spektrofotometrickou metodou bylo mozné pouze pro horské druhy N. ramispina,
N, ventricosa a N. fusca. Nizinné druhy N. ampullaria, N. globosa a N. reinwardtiana mély
aktivitu neméfitelnou. MiiZze se jednat o pomér, v jakém rostlina proteiny produkuje, coz
muze byt zavislé na podminkach, v jakych se nachazi a také na rocnim obdobi. Je mozné,
ze péstovanim rostlin ve standardizovanych podminkéch by bylo dosazeno produkce
stejnych pomérti proteaz k ostatnim proteinim a rozdily mezi jednotlivymi druhy by byly
eliminovany. Déle je ale mozné ptredpokladat, Ze druhové rozdily nejsou zpusobeny
mnozstvim a pom&rem proteaz sekretovanych do lacky, ale Ze jde o rozdily odvijejici se od
sekvence a struktury proteinti, které jsou mezi jednotlivymi druhy rozdilné. Sekvencni
shoda druhu N. gracilis a N. distillatoria je 94 % [26] nejde tedy o shodu kompletni.
Rostlinné extrakty byly srovnavany s rekombinantnim nepenthesinem I v N. gracilis, kdy
vysledky pro rekombinantni protein byly velice slabé v porovnani s extrakty druhu
N. ramispina, N. ventricosa i pies vétsi mnozstvi rekombinantniho proteinu pouzitého do
reakce. Pro druhové srovnani by bylo nutné ptipravit rekombinantni formu nepenthesini
z N. ramispina, N. ventricosa a srovnavat proteazy ve stejnych mnozstvich za stejnych
podminek. Stavy z laéek navic obsahuji ob& proteazy, nepenthesinu 11 II, a je mozné, ze
vybornych vysledkt v oblasti aktivity dosahuji rostlinné izolaty diky jejich kombinaci a
proto rekombinantni protein, ochuzen o pfitomnost nepenthesinu II, vykazuje niZsi

aktivitu.

Experimenty se §tavami z N. ventricosa a N. ramispina provadéné za podminek pro
vodik/deuteriovou vyménu ukdzaly moznosti vyuziti proteaz nepenthesinu | a Il pro tuto
metodu. Na peptidovych mapach nékolika proteini byly viditelné rozdilné S$tépné
preference nepenthesind a pepsinu co potvrdilo vysledky publikované v roce 1969 [32] a
také v publikaci Rey M. et al, publikované v prubéhu vypracovani této prace [33].
Nepenthesiny produkuji peptidy $tépenim i za argininem, prolinem, histidinem a lysinem
coz jim poskytuje moznost tvorby odlisSnych peptidi v porovnani s pepsinem a tim mohou
poskytovat vétsi prostorové rozliSeni v HXMS experimentech. Aktivita nepenthesini

Ve srovnani s pepsinem je uzasna vezmeme-li v tvahu mnoZstvi proteaz pouzitych pro
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testovani. Pepsin byl pouzivan v poméru 1/1 (w/w) k substratu nebo imobilizovany,
zatimco nepenthesinii byly nanaseny 2 pl o neznamé koncentraci enzymii (mizeme vSak
ucinit ptiblizny odhad, Ze nepenthesinii bylo az 35xmén¢ nez pepsinu — porovnani nanasek
na MALDI). Jak bylo ukdzéno na translokacni doméné zaskrtového toxinu, je nékdy nutné

kombinovat pouzité protedzy pro dosazeni lepSich vysledkd.

Z uvedeného vyplyva, ze izolovanymi $tavami z lacek rostlin rodu Nepenthes, jejichz
ptiprava pro pouziti za podminek HXMS experimentu je velice jednoduchd ve srovnani
s piipravou rekombinantniho proteinu, je dosahovéano lepSich vysledkl, nez s pouzitim
rekombinantni proteazy. Upravené §tavy s proteazami nepenthesinem I a II lze vyuzit jako
nastroj pro metodu znaceni proteinti pomoci vodik/deuteriové vymény, jak samotné tak
v kombinaci s jinymi aspartatovymi proteazami, pro dosazeni leps$iho prostorového
rozliSeni a peptidového pokryti pfi proteinovém mapovani. Cilem dal§iho studovani by
mohlo byt testovani standardizované produkce za kontrolovanych podminek a

reprodukovatelnost St€pnych preferenci §t'av z riznych izolaci.
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6 Zaver

e Dbyly pfipraveny nabohacené roztoky proteaz ze st'av posbiranych z lacek rostlin
rodu Nepenthes v Botanické zahrad¢ v Troji

e Dbyly ovéfeny vhodné podminky pro digesci proteini pomoci pfipravenych
extrakt/stav

e proteazy byly otestovany na vybranych proteinech za podminek HXMS
experimentu

e byly urceny $tépné preference proteaz pomoci peptidového mapovani
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Prilohy
Priloha 1

Peptidy proteinu SlyD identifikované po proteolyze koncentratem $tav z lackovek. Testovani a identifikace
idedlnich podminek pro proteolyzu Stavami izolovanymi z rostlin. Aktivita proteaz byla testovana pri riznych
podminkach a pro rizné reakcni doby. Tmave modrad:2 minuty, 2 °C; cervend: 5 minut, 2 °C; zelend:10 minut, 2 °C;
oranzova: 10 °C, 2 minuty, svetle modra: 10 °C, 5 minut; rizova: 10 °C, 10 minut.

MQNHDLESIKOQAALIEYEVREOQGSSEVLDGNTISKEPLETFIIGANQTITIAGLEKAVLKAQIGEWETEV
1 5 19 15 26 r:] 30 35 40 45 56 55 60 65

VIDPEEAYGVYESSYLOQEVPRDOFEGIELEKGMSVFGQTEDNOQTTIOQATIKDFSNTHVMHMVDYNHTP.L
76 75 80 85 9 95 160 165 110 15 120 125 130
= = = = =

AGKTLAFRFKVLGFREVSEEETILASHHGGGTSCCGGHGGHGGKKSGGGCGCSC CSHG
135 140 145 150 155 160 165 170 175 180 185
= = = = = =
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Priloha 2

Peptidy alfa-podjednotky hydrogenosomdlni procesujici peptidazy, identifikované hmotnostni spektrometrii, vzniklé po
proteolyze imobilizovanym pepsinem (modrd), §tdvami z N. ramispina (Cervend), N. ventricosa (zelend) a
rekombinantnim nepenthesinem I 7 N. gracilis (oranovd).

MDCVSSVLPHNGIHLKLMKGPRGVCSIGAVFPIGSIHSPKTADTOQVTLSSKLVESLISPKHVFMHOVYPFLOVNREYSYLTLAQFLPES
1 5 10 15 20 25 30 35 a0 45 S0 S5 60 65 70 7 8 85
e

TTYAITESLKRFLDGAAPANTTFDOQQKOLNYAREQLGEYMNLLEKYKDLVCMHSSFSHKSYAHGNYALOGEKIDLNPOILKEIPKCTTLV
a 95 166 105 116 115 170 125 13 135 140 145 150 155 160 165 170

|

GSIDHVEELVKLEGSI.SPFPKVKLHIYSHFEPNHVNKN\IK?SSLOGSKISHTSSLSIHSLSNPSCGIKSVEIP&YAHLSKIFEEGSE
175 150 185 150 195 200 265 210 Fits 220 225 230 235 248 245 256 255 2Zbg

|

FSSEGLGSGFSSLLYTKVYGGVARCHOAYAYNNFFTTGGRFHNINVYVAEDRNLYKAROLVRECIHSVETIEDKNLDAARGLVITAGTK
285 0 275 280 285 290 285 300 305 310 315 320 325 330 335 319 345

ELNASDKRFMNEFVRSSYLGCKPIYSSOYKKSIKEVTRKAVEKALKOTFSYKPAVAVYGPAVPNEIAKVFEGSALEHHHHHHHNE
35 355 360 =5 370 375 385 k13 350 385 168 455 118 415 Fitest 45 415 413

E— —
BFBe—0—7xu=
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Svoluji k zapiij€eni této prace pro studijni ucely a prosim, aby byla fadn¢ vedena evidence

vypujcovateli.

Jméno a pfijmeni,

Adresa Cislo OP Datum vypijceni Pozniamka
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