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1. Uvod

Proteolyza patfi mezi nejvyznamnéj$i biochemické
d¢je, které zahrnuji na jedné strané nespecifickou degrada-
ci proteinti pfi procesech jako je traveni a na druhé strané
vysoce specifickou upravu struktury proteind a regulaci
jejich funkce'. Vzhledem ke své diileZitosti je proteolyza
ve vSech organismech pod prisnou kontrolou, ktera se
odehrava na n¢kolika Urovnich, a jednu z nich pfedstavuji
inhibitory proteas. Nejvétsi skupinou prirodnich inhibitori
proteas jsou inhibitory proteinového charakteru, které se
klasifikuji podle struktury do 67 rodin uvedenych
v databazi proteas a jejich inhibitord Merops (http://
merops.sanger.ac.uk/inhibitors/).

Podle mechanismu interakce s proteasami 1ze inhibi-
tory rozdélit na reverzibilni a ireverzibilni. Reverzibilni
inhibitory tvofi nekovalentni protein-proteinové komplexy
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s proteasami, kde stericky blokuji pfistup substratu do
katalytického mista, zatimco ireverzibilni inhibitory jsou
atakovany proteasami za vzniku kovalentnich inhibi¢nich
komplext®. U proteasovych inhibitori dolo b&hem evo-
luce ke znacné specializaci a jednotlivé rodiny inhibitord
se obvykle zaméfuji na regulaci pouze jedné konkrétni
tfidy proteas. Nékolik rodin inhibitorli ale toto obecné
pravidlo porusuje a je u nich zfejmy spiSe opacny trend:
jednotlivé inhibitory se strukturné a funkéné diverzifiko-
valy, takze rodina inhibitort jako celek umoziiuje regulaci
dvou nebo dokonce tfi proteasovych tfid. V tomto kontex-
tu jsou unikatni rostlinné inhibitory z Kunitzovy rodiny,
jejiz zastupci jsou schopni inhibovat enzymy ze tfidy seri-
novych, cysteinovych nebo aspartatovych proteas. Dokon-
ce se u nékterych inhibitor této rodiny vyvinula multi-
funkénost — vice reaktivnich center na jediné molekule
cilenych proti odlisSnym tfidam proteas.

Tento ptehledny ¢lanek je zaméfen na rostlinné prote-
asové inhibitory z Kunitzovy rodiny (rodina I3 dle Merops
databaze, také nazyvana Kunitz-P), které jsou Siroce rozsi-
fené u fady rostlinnych taxoni®. Historie inhibitori
Kunitzovy rodiny je spojena se dvéma jmény — Kunitz
a Laskowski. Prvné jmenovany ve 40.letech 20. stoleti
izoloval a charakterizoval inhibitor serinové proteasy try-
psinu ze semen soje oznacovany jako STI (soybean trypsin
inhibitor)®. Laskowski v 80. letech popsal mechanismus
interakce trypsinu s Kunitzovymi inhibitory a zobecnil ho
pro dalsi rodiny reverzibilnich inhibitordi interagujici se
serinovymi proteasami®. Od 70.let jsou inhibitory
Kunitzovy rodiny studovény na Urovni prostorové struktu-
ry a tyto informace spolu s detailni analyzou biochemic-
kych vlastnosti a molekuldrni fylogeneze z nich délaji
jednu z nejvice studovanych rodin proteasovych inhibito-
ri. Mezi hlavni divody soucasného zijmu o Kunitzovy
inhibitory patfi jejich funkce v rostlinach, kde hraji dilezi-
tou roli pfi obrané rostlin: tvofi vyznamnou soucést kom-
plexniho anti-proteolytického systému, kterym jsou bloko-
vany travici proteasy herbivorniho hmyzu a patogenii’®.
Z tohoto divodu jsou geny Kunitzovych inhibitorti atrak-
tivni pro konstrukci transgennich plodin odolnych proti
skadctim®'®. Dalsi potencialni vyuziti Kunitzovych inhibi-
tort vyplyva z jejich unikatni strukturni architektury, ktera
je zakladem enormni funk¢ni variability. To umoziuje
vyhledavat pfirodni formy ucinnych inhibitort specific-
kych pro medicinalné zajimavé proteasy nebo takové inhi-
bitory cilen¢ konstruovat mutacemi a racionalni strukturni
prestavbou molekuly'"'2. Vyzkum zaméfeny timto smé-
rem vyzaduje nové informace zejména o struktufe reaktiv-
nich center Kunitzovych inhibitor a mechanismech jejich
interakce se Sirokym spektrem relevantnich typt proteas.
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2. Specifita a funkce proteini z Kunitzovy
rodiny

Rostlinné inhibitory z Kunitzovy rodiny jsou proteiny
nebo N-glykosylované glykoproteiny s molekulovou
hmotnosti v  rozmezi 18-22kDa. Jde zpravidla
o jednofetézcové molekuly, ale jsou znamé i dvouretézco-
vé inhibitory, které vznikaji proteolytickou fragmentaci
v oblasti povrchové smycky®. Kunitzovy proteiny byly
identifikovany a studovany v riznych rostlinnych pleti-
vech, zejména v semenech, hlizach, listech a kufe. V lis-
tech hraji vyznamnou roli jako obranné molekuly proti
hmyzim herbivortim; jejich exprese je indukovana pfi po-
Skozeni listli pozerem nebo spousténa methyljasmonatem
jako signalni molekulou pro systémovou odpovéd rostli-
ny'. Vysoky obsah inhibitorti je v zésobnich pletivech
(semenech a hlizach), kde zfejmé vytvareji permanentni
obrannou bariéru proti proteasam patogentl, a predpoklada
se, ze by zde mohly hrat také roli jako zasobni proteiny
a jako endogenni inhibitory, které kontroluji rostlinné pro-
teasy napt. béhem klieni semen®.

2.1. Proteasové inhibitory z Kunitzovy rodiny

2.1.1. Inhibitory serinovych proteas

Vyrazné nejvétsi skupinou inhibitord z Kunitzovy
rodiny jsou inhibitory serinovych proteas (tab. I). Dokazi
inhibovat piedevsim aktivitu proteas z rodiny S1 a mensi
pocet inhibitorti interaguje s proteasami z rodiny S8.
V prvnim ptipadé¢ jde o inhibitory Sirokého spektra travi-
cich proteas trypsinového a chymotrypsinového typu, od
enzyml hmyzich herbivor po savéi enzymy. Pii detailni
analyze jejich inhibi¢ni specifity byla také u fady inhibito-
ri nalezena ucinna kiizova inhibice medicinalné¢ zajima-
vych proteas z rodiny S1 jako jsou proteasy krevni koagu-
lace (faktory VIla, Xla, Xa), fibrinolyzy (plasmin),
kallikreiny nebo proteasy zéanétu (elastasa a katepsin G)*.
Prestoze proteasy trypsinového a chymotrypsinového typu
maji zcela odliSnou substratovou specifitu, n€které inhibi-
tory Kunitzovy rodiny jako STI nebo PTI dokazi inhibovat
oba typy téchto proteas (tab.I). Byly také konstruovany
mutované formy pivodné chymotrypsinového inhibitoru
WCI, které byly konvertovany na trypsinové inhibitory
pomoci bodové mutace na reaktivni smycce inhibitoru
nebo transplantaci reaktivni smycky z jiného trypsinového
inhibitoru'*'>. Agkoli interakce Kunitzovych inhibitort
s trypsinovymi proteasami byla intenzivné studovana na
strukturni Grovni, obdobné informace zatim chybi pro chy-
motrypsinové proteasy. Skupina Kunitzovych inhibitorti ze
semen obilnin ma inhibi¢ni specifitu k subtilisinim z rodi-
ny S8 serinovych proteas. Jde o bifunk¢ni inhibitory, které
krom¢ subtilisinu inhibuji odlisnym reaktivnim centrem
také endogenni a-amylasu. Nejlépe prostudovanym je
inhibitor BASI zjeémene, ktery bude dale komentovan
v kap. 2.2.
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2.1.2. Inhibitory aspartatovych proteas

Inhibitory aspartatovych proteas proteinového charak-
teru vznikly béhem evoluce pouze nekolikrat a predstavuji
velmi malou skupinu proteasovych inhibitord. Patfi mezi
n¢ nekolik inhibitorti z Kunitzovy rodiny, které byly izolo-
vany z brambor jako dva izoinhibitory PDI (cit.'®) a NID
(cit.') a z rajeat jako TDI (cit.'®). Tyto proteiny jsou silné
bifunkéni inhibitory jednak aspartatovych proteas typu
katepsinu D a jednak serinovych proteas trypsinového
a chymotrypsinového typu. Jejich schopnost inhibovat
aspartatové proteasy predstavuje evoluéni odpovéd na
pritomnost tohoto typu proteas v travicim traktu pfiroze-
nych hmyzich herbivort jako je mandelinka bramborova,
typicky $ktdce téchto plodin'®. Jejich obrannou tulohu
v listech podporuje i inducibilni exprese methyljasmona-
tem®. PDI je také schopen inhibovat proteinasu A z kvasi-
nek, ktera je blizkym homologem hmyzich a sav¢ich ka-
tepsinil D, coZz naznacuje dal$i moZnou obrannou funkci
inhibitord proti fungalnim patogentim?'. Prostorové struk-
tura PDI byla neddvno urcena, nicméné€ unikatni reaktivni
misto pro interakci s aspartatovymi proteasami je neznamé
a predmétem spekulaci zaloZzenych na molekuldrnim mo-
delovani**,

2.1.3. Inhibitory cysteinovych proteas

Bylo popsano jen nékolik zastupcti Kunitzovy rodiny
z bobovitych a lilkovitych rostlin, ktefi jsou schopni inhi-
bovat aktivitu cysteinovych proteas. Jedna se obecné
o bifunk¢ni inhibitory interagujici s cysteinovymi protea-
sami rodiny C1 (rodina papainu) a také se serinovymi pro-
teasami rodiny S1. Nejlépe charakterizovan, véetné prosto-
rové struktury, byl inhibitor BbCI z bauhinie funkéni proti
modelovym cysteinovym proteasdim jako je katepsin L
a cruzipain (a serinovym proteasam typu elastas)**. Pro
skupinu izoinhibitort PCPI z bramboru s inducibilni ex-
presi v listech zatim chybi detailni biochemické analyza®.
Interakéni mechanismus téchto inhibitord s cysteinovymi
proteasami neni znamy, ale je pravdépodobné, Ze reaktivni
centrum inhibitord bude na rozdil od Kunitzovych inhibi-
torti serinovych proteas obsahovat vice nez jednu struktur-
ni smycku. Tato hypotéza je zaloZena na inhibicnim me-
chanismu clitocypinu (rodina 148), ktery ma analogickou
prostorovou architekturu jako proteiny z Kunitzovy rodiny
a blokuje aktivni misto cysteinové proteasy pomoci dvou
smy&ek?®.

2.2. Dalsi funkce proteinti z Kunitzovy rodiny

U nékolika proteini Kunitzovy rodiny byly podrobné
popsany interakce s jinymi skupinami proteind, nez jsou
proteasy. Bifunkéni inhibitor BASI je inhibitorem endo-
genni a-amylasy (dale také inhibuje serinovou proteasu
subtilisin) a jeho ulohou je regulace Stépeni zasobniho
$krobu v semenech je¢mene pii kli¢eni®’. P¥ibuzné inhibi-
tory WASI a RASI byly identifikovany v dalsich obilni-
nach®®. Protein mirakulin z Kunitzovy rodiny byl izolovan
z plodu kete Synsepalum dulcificum. Ovliviiuje Cinnost
chutovych poharkd tim, ze se vdZe v neutrdlnim pH na
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Tabulka I
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Prehled rostlinnych proteini Kunitzovy rodiny s vyfesenou prostorovou strukturou. Uvedeno je oznaceni proteinti a zdrojo-
vé rostliny. Typické modelové proteasy (senzitivni enzymy), které interaguji s inhibitory, jsou klasifikovany podle tfid jako
serinové (SerPR), cysteinové (CysPR) a aspartatové (AspPR) proteasy. Kod v PDB databézi se tyké prostorovych struktur
samotnych proteint a jejich komplext s uvedenymi enzymy.

Inhibitor Pivod Inhibi¢ni specifita 3D struktura (PDB kod)
(senzitivni enzymy) inhibitor komplex
s enzymem
STI Glycine max SerPR (trypsin, chymotrypsin) 1BA7; 1AVU trypsin LAVW,
1AVX
DrTI Delonix regia SerPR (trypsin, kallikren) 1R8N
WCI Psophocarpus SerPR (chymotrypsin) IWBC, 2WBC, 4WBC, trypsin 3VEQ,
tetragonolobus 1EYL; 3129, 2QYI1
mutované inhibitory®:
IFMZ, 1FNO, 3QYD,
3124, 312X, 1XG6, 2ET2,
2BEA, 2BEB, 2ESU,
4HO9W, 4TLP, 4HA2
ETI Erythrina caffra SerPR (trypsin) ITIE
WBA Psophocarpus nebyla nalezena 1WBA
tetragonolobus
CTI Copaifera SerPR (trypsin) 1R8O
langsdorffii
BASI Hordeum vulgare SerPR (subtilisin) subtilisin 3BX1
o-amylasa o-amylasa
1AVA
BbCI Bauhinia CysPR (cruzipain, katepsin L) 2GZB
bauhinoides SerPR (elastasa)
BbKI Bauhinia SerPR (kallikrein) 470T
bauhinoides
API-A Sagittaria SerPR (trypsin) 2x trypsin® 3E8L
sagittifolia
Mirakulin Murraya koenigii nebyla nalezena® 31IR, 3ZC8
CrataBL Crataeva tapia SerPR (trypsin, faktor Xa) 41HZ
EcTI Enterolobium SerPR (trypsin) 4J2K trypsin 4J2Y
contortisiliquum
TKI Tamarindus indica SerPR (trypsin, faktor Xa) 4AN6 trypsin 4AN7
PPI Carica papaya SerPR (trypsin, chymotrypsin, 3S8K
elastasa)
PTI Solanum tuberosum SerPR (trypsin, chymotrypsin) 3TC2
PCPI Solanum tuberosum CysPR (katepsiny L, B) 5DVD, 5DVH,
SerPR (trypsin, chymotrypsin) 5DWH*
PDI Solanum tuberosum  AspPR (katepsin D, proteinasa A) 5DzU

SerPR (trypsin, chymotrypsin)

 Rekombinantni inhibitory s mutacemi zavedenymi v aminokyselinové sekvenci, ®ternarni komplex inhibitoru se dvéma
molekulami trypsinu, ¢ interaguje s chutovymi receptory,  nepublikované struktury
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receptory sladké chuti jako antagonista a v kyselém pH se
méni na agonistu; kysely pokrm se tak zda konzumentovi
sladky®. Piibuznym s mirakulinem je protein CrataBL
izolovany z kury stromu Crataeva tapia, ktery vykazuje
insekticidni aktivitu. Jde o lektin véaZici glykoproteiny
a glykosaminoglykany. Kromé toho je také inhibitorem
serinovych proteas trypsinového typu''.

3. Struktura inhibitoru Kunitzovy rodiny
a jejich interakce s proteasami

3.1. Architektura a strukturni variabilita inhibitorQ

V soucasné dob€ jsou v databazi PDB vice nez tfi
desitky prostorovych struktur rostlinnych proteind
z Kunitzovy rodiny a Sest struktur jejich komplexd, kde je
Kunitzv inhibitor navazan na hydrolyticky enzym — pro-
teasu nebo a-amylasu (tab. I). Tyto prostorové struktury
maji jednotnou architekturu, ktera je charakteristicka pro
proteiny z Kunitzovy rodiny a je oznaCovana jako
B-trojlistek (angl. B-trefoil). Obr. 1A ukazuje prostorovou
strukturu molekuly trypsinového inhibitoru STI jako typic-
kého modelového zastupce Kunitzovy rodiny™. Architek-
tura B-trojlistku je tvofena dvanacti segmenty se sekundar-
ni strukturou (B-strukturou), které¢ jsou organizovany po
dvojicich do vlasenek a jsou propojeny smyckami. Tato
usporadani byva popisovano jako strom, jehoZ kmen je
tvofen Sesti segmenty B-struktury vytvarejicimi B-soudek
akoruna se sklada ze tii pard B-struktur uspotfadanych
do trojihelniku®'. Sekvenéni a strukturni analyza ukazala,
ze architekturu B-trojlistku vyuziva kromé proteind
Kunitzovy rodiny jesté nejmén¢ pét dalsich skupin protei-
ni, pficemz vzajemna sekvenéni homologie téchto skupin
je velmi mala®'=2,

Referat

Na obr. 1B je superpozice patnacti prostorovych
struktur Kunitzovych proteinti dostupnych v PDB databa-
zi; analyzovany byly volné pfirozené formy proteini bez
navéazaného interak¢éniho partnera. Z porovnani je patrné,
ze tyto Kunitzovy proteiny na jedné strané sdileji spolec-
nou vnitfni architekturu P-trojlistku (topologii B-struktur)
ana druhé strané jsou vysoce variabilni na povrchu
v konformaci smycek exponovanych do roztoku. Nekteré
smycky mohou obsahovat segment se sekundarni struktu-
rou, konkrétné kratky motiv a-Sroubovice, ktery se vysky-
tuje u fady ztéchto molekul. Porovnani sekvenci péti
Kunitzovych inhibitord na obr. 2 ndzorné ukazuje variabi-
litu smycek v jejich délce i sekvenci.

Architektura Kunitzovych proteinti je stabilizovana
pomoci dvou konzervativnich disulfidickych mistki mezi
cysteinovymi zbytky Cys39-Cys86 a Cysl136-Cysl145
(¢islovani podle STI, obr. 1 a 2). Nékteré¢ Kunitzovy pro-
teiny obsahuji dals§i pfidatny disulfid jako je tomu
u inhibitoru serinovych proteas API-A (cit.*) (obr. 2)
a inhibitorti serinovych/aspartatovych proteas PDI (cit.'®)
a NDI (cit.'”) nebo maji redukovany poéet disulfidd, pii-
padné disulfidy zcela chybi, jak bylo zjisténo u inhibitort
serinovych a cysteinovych proteas BbCI (cit.>*) a BbKI
(cit.*®) (tab. T). Poget a rozmisténi disulfidickych vazeb na
molekule Kunitzovych proteinii byly také navrzeny jako
kritérium pro klasifikaci této proteinové rodiny do Ctyt
skupin®.

3.2. Struktura komplexl inhibitorli s proteasami

Z sesti dostupnych prostorovych struktur komplexa
Kunitzovych inhibitort s vazebnymi partnery jsou Ctyfi
pro komplex se serinovou proteasou trypsinem a dalsi
komplexy jsou se serinovou proteasou subtilisinem
a s a-amylasou (tab. I).

Obr. 1. Prostorova struktura molekul Kunitzovych inhibitori. (A) Struktura reprezentativniho inhibitoru STI (PDB kéd: 1AVU).
Molekula ma architekturu B-trojlistku a je znazornéna pomoci stuzkového modelu s barevné vyznadenymi segmenty B-struktur. Sest
fialovych segmentt vytvaii B-soudek oznacovany jako “kmen” molekuly, Sest modrych segmentl je umisténo v “koruné” molekuly.
Smycky spojujici segmenty B-struktur maji lososovou barvu a dva disulfidové mistky mezi cysteinovymi zbytky jsou znazornény zluté.
(B) Superpozice prostorovych struktur Kunitzovych inhibitorti (15 struktur dostupnych v PDB databazi). Barevné kodovani je stejné jako
v panelu (A); disulfidové mustky nejsou kvili pfehlednosti zndzornény. Zietelné je konzervativni usporadani segmentii -struktur a kon-
formacni variabilita smycek. Zelen€ jsou znazornény kratké segmenty s konformaci a-Sroubovice umisténé v odlisSnych smyckach nékte-
rych inhibitori. Molekularni grafika pro v§echny obrazky byla pfipravena programem PyMol.
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s = 22
STI DFVLDNEGN-PLENGGTYYILSDITAFGG- IRAAPTGNERCPLTVVQSRNELD 51
TKI DYTVHDTDGKPVLNNAGOYYILPAKQOGKGGGLGLSNDDDGNCPLTVSQTPIDIP 54
EcTI KELLDSDGD-ILRNGGTYYILFPALRGKGGGLELAKTGDETCPLNVVQARSETE 52
APIA VDSDGDAVQLNLGGNYPLYTIOSAAIGFRGELSTLRKD--ACKSYVYEAP-ETD 51
BASI  ADPPPVHDTDGH-ELRADANYYVLSANRAHGGGLTMAPGHGRHCPLFVSQDPNGOH  §5
p4 pS p6
== = |
STI KGIGTIISE)3 M AEGHPL---SLEKFDSFAVIMLCVGIP--TEWSVVEDLP-- 100
TKI IGLPVRFSE)L R [ TTALSL-~~NIEFT-~--IAPACAPKP--ARWRIFDEQSSE 102
EcTI RGRPF—;TII’I,'T‘:_-‘F\FYL———NIEFQ—TRDLPACI.EF,YSRL]"WK‘JF,GES——— 101
APIA  RGLPVGFS--ASATSQPVMQOLGSRYKFSFSM-Ees- - - - - TAWSIGKSETNG 99
BASI DGFWRITPYG&-’MSDKTTRLsvaISFR——WQS———TWHIDSBLM— 105
p7 p8 B9 p10
— ———
STI -EGPAVKI - ---GENKDAMDGWFRLERVSDDEFNNYKLVFCP-QQAEDDKCGDIGI 150
TKI KGYTPVKIS-----DDFSSAAPFQIKKFEE----DYKLVYCSKSESGERKCVDLGI 149
EcTI ---QEVKIAP-KEEEQHLFGS-FKIKPYRD----DYKLVYCE-GNSDDDSCKDLGI 147
APIA  GISFQPITA--GDYFYLNNFSWFEARS--TEETGVYKLAACS-CIIJENSrEVGS 150
BAS|  -GRRHVITGPVKDPSPSGRENAFRIEKYSGAEVHEYKLMSCG------ DWCODLGV 154
B11 p12 [ |
—
STI SIDHDDGTRRLVYV-SKNKPLVVQFOKLD 177
TKI KIDNEK-NRRLVL-KEGDPFKVKFKKVDEESSEEWSIV 185
EcTI SIDDEN-NRLLVV-KDGDPLAVREFVEAHRRG 176
APIA  FNVN---GRTLLGI-GGEHFTVQFQKEFD 174
BASI FRDLKGGAWFLGATE-PYH-VVVFKKAPPA 181

Obr. 2. Pfifazeni aminokyselinovych sekvenci Kunitzovych inhibitori. Analyzovany byly inhibitory, pro které je znama prostorova
struktura komplexu s proteasou (tab. I), konkrétné s trypsinem (inhibitory STI, TKI a EcTI), dvéma molekulami trypsinu (API-A) a subti-
lisinem (BASI). Cernym pozadim jsou zvyraznény aminokyselinové zbytky, které tvoii reaktivni smycku interagujici s proteasou: Gerve-
né jsou uvedeny zbytky P,’-P; , které se vazou v blizkosti katalytického mista trypsinu (v podmistech S;” a S) a zbytek P;, ktery se vaze
do S; podmista subtilisinu. Parovani cysteinovych zbytki (zluté) do disulfidickych mastki je vyznateno svorkou. Sedym pozadim jsou
zvyraznény zbytky identické alespon ve tfech sekvencich. Barevné sipky udavaji konzervativni pozici segmentt B-struktur (barevné ko-
dovani odpovida topologii uvedené v obr. 1; nad Sipkami je uvedeno znaCeni segmentll. Pfifazeni sekvenci bylo provedeno programem
ClustalW (http://embnet.vital-it.ch/software/Clustal W.html) a upraveno podle superpozice prostorovych struktur v programu PyMol.

Komplexy s trypsinem umoziuji podrobnou srovna-
vaci analyzu interakce. Obr.2 dava na trovni sekvenci
inhibitorti zakladni informaci o poloze reaktivniho mista,
které zprostiedkovava vazbu na trypsin. Reaktivni misto
nema stejné umisténi v sekvenci jednotlivych inhibitort,
ale béhem molekularni evoluce se vytvorilo nezavisle na
ttech odliSnych smyckédch umisténych mezi segmenty
B-struktur. Je to smycka B4-B5 u inhibitora STI (cit.”"),
TKI (cit.*”) a EcTI (cit.*®) a dale smycky p5-p6 a B9-B10
u inhibitoru API-A (cit.>*), ktery je schopen interagovat se
dvéma molekulami trypsinu (smycky jsou znaceny podle
¢islovani okolnich segmentt B-struktur v obr. 2).

Obr. 3 analyzuje prostorovou stavbu reaktivnich smy-
¢ek inhibitorti vazanych v aktivnim misté trypsinu. Super-
pozice smycek ukazuje, ze vSechny Kunitzovy inhibitory
vyuzivaji analogicky mechanismus interakce s trypsinem.
Ten umist'uje klicovy zbytek P; inhibitoru do vazebného
podmista S, trypsinu, které je v t€sné blizkosti katalytic-
kych zbytkd His57, Asp102 a Ser195. Podmisto S; je zod-
pové&dné za substratovou specifitu trypsinu s preferenci pro
bazické aminokyseliny, proto Kunitzovy inhibitory vyuzi-
vaji v pozici P, pfedev§im zbytky Arg a Lys (vzacnéjsi je

765

nahrazeni hydrofobni aminokyselinou jako je Leu87
v B5-B6 smycce u inhibitoru API-A) (obr. 2 a 3). Timto
zpusobem reaktivni smycka napodobuje stavbu peptidové-
ho substratu, ktery je trypsinem vazan a §t€pen mezi pozicemi
P, a Py” (pozn. v konvenénim znaceni aminokyselinovych
zbytkl substrat NH, -P,-P,-P,-P,"-P,’- P,"-COOH je $tépena
vazba P;-P;"). Uvedeny mechanismus inhibice serinovych
proteas se nazyvd Laskowského kanonicky mechanis-
mus®4
Reaktivni smycky Kunitzovych inhibitord, pfestoze
jsou v tésné blizkosti katalytickych zbytkl trypsinu, nejsou
efektivné $tépeny, protoze jejich konformace je stabilizo-
véana. K tomu dochdzi pomoci interakce reaktivni smycky
s konzervovanym zbytkem Asnl4 v architektufe inhibito-
ru, jako je tomu u inhibitorti STI, TKI a EcTI, nebo pomo-
ci sit¢ vodikovych interakci v ramci smycky a pomoci
disulfidickych mustkl, jako tomu je uinhibitoru API-A
(cit.®) (obr.2). Podrobné byla stabilizaéni role zbytku
Asnl4 studovana u inhibitoru WCI s vyuzitim mutantt,
které byly funk&né a strukturng analyzovany*'* (tab. I).
Vznik reaktivnich smycek s odliSnym umisténim
v architektufe Kunitzovych inhibitort umoznil evoluci
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inhibitor: P, pozice:

Obr. 3. Jednotny mechanismus interakce trypsinu s reaktivnimi misty Kunitzovych inhibitori. Molekula trypsinu je znazornéna
Sedé jako povrchovy model, katalytické zbytky jsou zvyraznény Cervené. Jednotlivé inhibitory jsou znazornény stuzkovym modelem
s barevnym kodovanim, které umozni identifikovat inhibitor v panelu s vysvétlivkami. V komplexu s trypsinem maji inhibitory rozdilnou
orientaci, protoze reaktivni mista inhibitord maji odlisné umisténi v architektuie molekuly inhibitoru. ZvétSeny vyfez obrazku vpravo
ukazuje analogickou konformaci reaktivni smycky inhibitord, ktera se vaze do katalytického mista trypsinu. Ve struktufe smycky jsou
zobrazeny postranni fetézce aminokyselinovych zbytku, které se vazi do Sy a S;” podmist trypsinu. Oval ramuje klicovou interakci v S,
podmisté mezi zbytkem Aspl189 trypsinu a zbytkem v P;pozici inhibitoru (ptehled P;zbytkt a jejich barevné kodovani jsou uvedeny
v panelu s vysvétlivkami). Katalyticka triada trypsinu (His57, Asp102 a Ser195) je zobrazena Cervené.

multifunkénich inhibitord interagujicich s vice partnery.
Na strukturni urovni byl charakterizovan ternarni komplex
inhibitoru API-A se dvéma molekulami trypsinu, jez se
vazi na nezavislé reaktivni smy¢ky umisténé na opacnych
stranach molekuly inhibitoru (obr. 4). Druhym bifunkénim
inhibitorem je BASI, inhibitor serinové proteasy subtilisi-
nu a o-amylasy. Byly urCeny prostorové struktury obou
komplexut, které ukazuji rozdilnou stavbu a umisténi pfi-
slusnych reaktivnich mist na molekule BASI.

V komplexu BASI-subtilisin je reaktivni misto inhibi-
toru tvoreno smyckou B5-B6, ktera polohou odpovida re-
aktivni smyc¢ce pro trypsin na inhibitoru API-A (obr. 2
a 4). Inhibi¢ni mechanismus pro subtilisin se ale lisi od
Laskowkého kanonického mechanismu, ktery vyuzivaji
Kunitzovy inhibitory pro inhibici trypsinu. BASI interagu-
je se subtilisinem pouze v pozicich Ps-P,, protoze Cys90
v P, pozici tvori disulfid a vychyluje tak reaktivni smycku
z katalytického centra subtilisinu, coz ji chrani pted Stépe-
nim (obr. 2). Pro inhibici je klicovy zbytek P3 (Thr88),
ktery pomoci intramolekularnich interakci stabilizuje reak-
tivni smy¢ku®. Vznik t&chto odlidnych inhibi¢nich mecha-
nismil 1ze vysvétlit strukturni odli§nosti subtilisinu a try-
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psinu, jez patii do jinych klant serinovych proteas, takze
nejsou sekvenéné homologické, ackoli maji analogicky
katalyticky mechanismus (s katalytickou triddou zbytkl
Asp, His a Ser). Prostorova struktura komplexu BASI
s ai-amylasou ukazuje, Ze inhibitor vyuziva pro vazbu na
enzym rozsahlou interakéni plochu (2355 A%), ktera zahr-
nuje Sest smycCek a dva segmenty B-struktury inhibitoru
a je tak nejveétsi u dosud znamych komplextt Kunitzovych
inhibitorti’’. Na strané inhibitoru se interakce téastni cel-
kem 26 aminokyselinovych zbytki. Katalytické zbytky
a-amylasy nejsou v ptimém kontaktu s BASI a mezi obé-
ma proteiny je specificky vazan iont vapniku.

4. Zavér

Rostlinné proteasové inhibitory z Kunitzovy rodiny
jsou hojné zastoupené obranné molekuly rostlinnych pletiv
cilené proti proteolytickému systému hmyzich herbivoru
a patogend. Tyto inhibitory jsou unikatni svou Sirokou
funkéni diverzitou, ktera je umoznéna molekularni archi-
tekturou inhibitord se systémem variabilnich smycek.
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Obr. 4. Reaktivni mista Kunitzovych inhibitora pro interakci s proteasami maji rozdilnou topologii. (A) Superpozice prostorovych
struktur komplexti Kunitzovych inhibitorii se serinovymi proteasami. Centraln¢ je umistén reprezentativni inhibitor zndzornény pomoci
¢ern¢ho stuzkového modelu. Molekuly serinovych proteas, které interaguji s inhibitory, jsou znazornény pomoci povrchovych modeli:
barevné kodovani proteas odpovida popiskam, které uvadeji ptislusny inhibitor tvotici komplex. Inhibitor BASI interaguje se subtilisi-
nem, ostatni inhibitory s trypsinem (API-A se dvéma molekulami trypsinu). (B) Zvétseny vyfez z panelu (A) ukazuje, jak jsou rozmisténa
reaktivni centra jednotlivych inhibitorl v architektufe molekuly. Reaktivni smycky inhibitorii jsou znadzornény ve stejném barevném ko-
dovani, jako maji pfislusné interagujici proteasy v panelu (A). Ve struktufe smycky je zobrazen postranni fetézec aminokyselinovych
zbytkl v pozicich Py aP;’, které se vazou do podmist S; aS;” trypsinu, a zbytku v pozici Ps, ktery se vaze do podmista S; subtilisinu.

V soucasné dob¢é v PDB databazi rychle pfibyvaji prosto-
rové struktury Kunitzovych inhibitort. Lze ocekavat, ze
vyzkum se nyni bude soustiedit pfedevsim na technicky
narocnou strukturni analyzu komplexi inhibitord s protea-
sami. Tim budou ziskany informace o reaktivnich centrech
inhibitort a identifikovany nové inhibi¢ni mechanismy pro
jednotlivé typy proteas, zejména pro cysteinové a asparta-
tové proteasy. Na jejich zakladé bude mozné konstruovat
vysoce specifické inhibitory cilené proti riznym typtim pro-
teas, které najdou uplatnéni v zemed¢lstvi a biomedicing.

Referat vznikl v ramci reSeni grantového projektu
InterBioMed LOI1302 a vyzkumného zdméru RVO
61388963.
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J. Srp™ and M. Mare§* (“Institute of Organic
Chemistry and Biochemistry, Academy of Sciences of the
Czech Republic, v.v.i., Prague, " Department of Biochemis-
try, Faculty of Science, Charles University, Prague):
Plant Kunitz Protease Inhibitors: Structural and Func-
tional Diversity

Protease inhibitors of the plant Kunitz family (I3 or
Kunitz-P family) are widely distributed in the plant king-
dom. They are critically involved in plant defense against
insect herbivores and pathogens through the regulation of
exogenous proteases. The majority of characterized mem-
bers of the Kunitz family are inhibitors of proteases of the
serine class (S1 and S8 families); inhibitors of aspartic
proteases (Al family) and cysteine proteases (C1 family)
are less abundant. Some of the inhibitors are double-
headed, with two independent reactive sites, or bifunction-
al, targeting different protease families. The high function-
al versatility stems from a system of multiple variable
loops exposed on the conserved B-trefoil scaffold. Several
reactive sites on the loops with different locations evolved
independently during evolution as demonstrated by recent
3D structures of the complexes of Kunitz inhibitors with
serine proteases. This review provides new insight into
structure-function relationships in the Kunitz inhibitor
family.



