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Uvod

Systém vysokorychlostni proteinové kapalinové chro-
matografie (FPLC, fast protein liquid chromatography) je
v oblastech analytické chemie a biochemie vyuzivan jiz
poméme dlouho. Tento stfednétlaky chromatograficky
systém, vyuZzivany nejcastéji pii praci s biopolymery, byl
poprvé pouzit v roce 1982 ve Svédsku jako upraveny sys-
tém HPLC'. FPLC se odliSuje zejména vyuzitim niz§ich
tlakd, maximalné do hodnoty 5 MPa, a tim padem je Setr-
né&jsi pfi separaci peptidovych a proteinovych frakci nez
systém HPLC?.

Pti praci se systémem FPLC jsou nejcastéji vyuzivané
kolony s ligandy fungujicimi na principu gelové permeacni
chromatografie, afinitni chromatografie, vyméné iontl
a hydrofobnich interakci. Z hlediska slozeni staciondrni
faze s témito typy ligandl rozliSujeme kolony napliové
a monolitické. Zatimco stacionarni faze klasickych népl-
fovych kolon se skladé z jednotlivych ¢astic media o defi-
nované velikosti, kolony s monolitickym loZzem jsou vypl-
nény celistvym kusem porovitého sorbentu. Monolitické
kolony neobsahuji mezicasticové prostory, proto musi
mobilni fize nutné protékat pory monolitu. U kolon tohoto
typu se nejcastéji vyskytuji dva typy pord. Velké pory
(makropory) umoziuji rychly pritok mobilni faze, pfi-
¢emz stiedni pory (mesopory) poskytuji dostatecné velky
povrch pro vysokou adsorpcni kapacitu. Konvektivni pri-
tok poéry u monolitickych kolon umoznuje pii separaci,
v porovnani s kolonami standardniho typu, u nichz dochazi
k difuzi, vyuzit vyssi prutokovou rychlost mobilni faze bez
nezadouciho zvySovani tlaku. Dochézi tak k u¢innéjsi se-
paraci velkych molekul, naptiklad proteinti, nukleovych
kyselin nebo syntetickych polymeri’® .

Inhibitory proteas (PIs, protease inhibitors) predstavu-
ji velmi Sirokou a heterogenni skupinu proteint. LiSi se
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svoji strukturou, molekulovou hmotnosti, pocty podjedno-
tek, isoelektrickymi body a mechanismy ptisobeni. Jednou
z jejich hlavnich funkci, jak jiz ndzev napovida, je inhibice
endogennich proteas. Inhibuji vyznamné proteolytické
enzymy, zejména trypsin a chymotrypsin, ale také méné
typické proteasy, napiiklad papain nebo cathepsin. Inhibi-
tory proteas jsou dilezitou soucasti pfirozené obra-
nyschopnosti rostlin. Uplatiuji se v obrané proti mikrobi-
alnim patogenim a hmyzim $kidcim®. PIs obsazené
v bramborovych hlizaich mohou dosahovat hodnoty az
50 % celkového obsahu hlizovych proteint, pfi¢emz jako
majoritni byl identifikovan bramborovy inhibitor II a inhi-
bitor Kunitzova typu’. V bramborovych hlizach, kromé
funkci obrannych, plni inhibitory proteas spolu s druhou
majoritni skupinou, proteiny patatinového komplexu, také
funkei zasobnich proteint®. Diky vicestrannému paisobeni
lze oznadit inhibitory proteas jako multifunkéni proteiny.
Byla potvrzena antimikrobidlni aktivita bramborovych
inhibitorti proteas proti hospodafsky vyznamnym fytopato-
gennim houbam (Candida albicans, Rhizoctonia solani,
Phythophthora infestans) a bakterii Clavibacter michi-
ganensis™". U rostlinnych inhibitora proteas bylo rovnéz
prokazano antikarcinogenni'' a antiviralni'? piisobeni.
Vsechny tyto vlastnosti umoznuji potencialni vyuziti této
skupiny proteini v mediciné, rostlinolékafstvi, pfipadné
potravinafstvi.

Pomoci modifikovaného dvoustupiiového chromato-
grafického precisténi dle metodiky autori Racusen
a Foote"? 1ze pouzitim dvou samostatnych chromatografic-
kych separaci oddélit ¢tyfi zakladni frakce majoritnich
proteinti brambor. Diky iontové vyménnému, napt. celulo-
sovému mediu, lze rozdélit bazické frakce PIs od spolec-
ného komplexu kyselych PIs a patatinu. Ve druhém kroku
lze, za vyuziti nosice s afinitnim ligandem typu Konkana-
valin A, odd¢lit kyselé frakce PIs od patatinového kom-
plexu'®. Jednotlivé inhibitory proteas &i jejich skupiny lze
nasledné separovat pomoci dalSich chromatografickych
metod, k ¢emuz je vhodné vyuziti zejména systému vyso-
korychlostni kapalinové chromatografie (FPLC, fast pro-
tein liquid chromatography), pfi¢emz dosud byly standard-
n¢ vyuzivany zejména napliové kolony s gelovou matrici.

Cilem tohoto ptispévku je zhodnoceni moZnosti sepa-
race bramborovych inhibitorii proteas s vyuzitim kolon
s monolitickou naplni umoznujici vyménu iontli — UNO S
a Q (Bio-Rad, USA). Kolony UNO obsahuji napln¢ ve
formé komprimovanych gelti, konkrétné se jedna o kopo-
lymery methakrylamidovych monomerd®. Nejprve se pro-
vede predseparace hlizovych proteinii pomoci gravitacnich
kolon a nasledné separace dil¢ich frakci inhibitorti proteas
na systému FPLC.

Experimentalni ¢ast
Material a chemikalie

Vychozim materidlem pro izolaci proteint byla hlizo-
va §tava (PFJ, potato fruit juice) ze dvou rozsifenych od-
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rud bramboru. Odrida Adéla, ktera je urCena pro ptimy
konzum a odriida Eurostarch vyuzivand pro prumyslové
zpracovani, zejména pro vyrobu skrobu.

Pro pfipravu konzervantu zabraiujicimu oxidativni-
mu hnédnuti byl pouzit sifi¢itan sodny a disifi¢itan sodny
(Lachner, Ceska republika). Pro piipravu chromatografic-
kych pufrd a titraci byl pouzit tris(hydroxymethyl)
aminomethan, a-methyl-D-glukosid, MES (Sigma, USA),
kyselina chlorovodikova, ethanol, chlorid vapenaty, hydro-
xid sodny, chlorid manganaty, chlorid hofe¢naty, kyselina
octova (vie Penta, CR), hydrogenfosfore¢nan disodny
(Na,HPO,4), dihydrogenfosfore¢nan sodny (NaH,PO,),
(oboji Lachner, CR), dale pak chlorid sodny a octan sodny
(Serva, Némecko). Pro chromatografické precisténi inhibi-
torit proteas bylo pouzito medium Iontosorb DEAE
(Tontosorb, Ceska republika) a agarosové medium Con A
Sepharose 4B (GE Healthcare, UK).

Pro metodu SDS-PAGE byly pouzity tyto chemikalie:
ultra Cistda voda, persiran amonny, tris(hydroxymethyl)
aminomethan, thioethylen glykol (Sigma, USA), prop-2-
-enamid 37,5:1 (30 % w/v) (Biotech, CR), glycin, dodecyl-
siran sodny (SDS), Coomassie Briliant Blue (Serva, Ne¢-
mecko), glycerol, ethanol, metanol, octova kyselina (vSe
Penta, CR).

Pouzita instrumentace

Pro chromatografické precisténi na mediich DEAE
a Con A Sepharose byly pouzity gravitacni plastové kolon-
ky Econo-Pac Chromatography Columns (Bio-Rad, USA).
Pro separaci frakci inhibitorti proteas byl vyuzit systém
vysokorychlostni kapalinové chromatografie BioLogic
DuoFlow Pathfinder 20 (Bio-Rad, USA). Systém se sklada
z pracovni stanice, ,,maximizéru“, UV/VIS detektoru
s deuteriovou lampou umoZiiujiciho méteni absorbance pfi
¢tyfech vinovych délkach, pH detektoru, kolektoru frakei
a pocitace s programem BioLogic DuoFlow. Pro odsoleni
byla pouzita smycka o objemu 5 ml, pfi separaci proteino-
vych frakci smycka o objemu 1 ml.

K odsoleni vzorkti po piedchozich piecisténich byla
pouzita odsolovaci kolonka Bio-Scale Mini Bio-Gel P6
desalting cartridge (Bio-Rad, USA). Pro separaci inhibito-
i proteas byly pouzity monolitické kolony s iontové vy-
ménnymi ligandy UNO S6 a UNO Q6 (Bio-Rad, USA).

Piiprava mobilnich fazi

Jako mobilni faze pro FPLC byly v jednotlivych
chromatografickych procesech pouzity tyto systémy pufri:
Tris-HCI, MES a Na-acetatovy. Pro pfipravu startovacich
pufrii byla pouzita smés 2,5 % (v/v) 1 mol dm™ Tris-HCI
(pH 7,4) a MES (pH 6,0) pufru a 97,5 % (v/v) ultra Cisté
vody. Pro eluéni pufr byla pouzita smés 2,5% (v/v)
1 mol dm Tris-HCl (pH 7,4) nebo MES (pH 6,0) pufit,
10 % (v/v) 5 mol dm™ NaCl a 87,5 % (v/v) ultra &isté vo-
dy. Pro odsoleni vzorkidl byla jako mobilni faze pouZita
ultra Cista voda. VSechny pufry pouzité pii FPLC byly
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filtrovany pomoci membranovych filtrd 0,22 pm
(Millipore, USA) a vodovodni vyvévy. Nasledné byly
pufry odplynény pomoci vodovodni vyvévy.

Ptiprava vzorku

PFJ byla ziskana pomoci kuchyiiského odstaviiovace.
Nasledné byla centrifugovéna (2 x pfi 4166 g, 30 min, 4 °C),
filtrovana pes filtraéni papir a upravena pomoci 1 mol dm™
Tris-HCI na hodnotu pH 7.4.

Chromatograficka pfecisténi a separace

Dvoustupnové chromatografické precisténi bylo pou-
zito jako predseparacni krok pred vlastni separaci PlIs na
systému FPLC. Pfecisténi bylo provedeno dle modifikova-
né metodiky autort Racusena a Foota'? (viz obr. 1). 40 ml
upravené PFJ (pH 7,4 pomoci 2 mol dm> NaOH) bylo
naneseno na chromatografickou kolonu obsahujici 100 ml
media DEAE Iontosorb 100-250 (Iontosorb, CR).

Byly ziskany frakce ,,.B“ (propad pod kolonou
snaplni DEAE Iontosorb) obsahujici frakce bazickych
inhibitort proteas a frakce ,,C* (zachycena frakce) zahrnu-
jici smés kyselych inhibitoril proteas a proteinil patatinové-
ho komplexu. Frakce ,,C*“ byla zkolony eluovana
a v dalsim kroku nanesena na gravitacni kolonky s mediem
Con A Sepharose 4B (GE Healthcare, UK) pro odstranéni
patatinu. V této fazi byly =zaroven ziskany frakce
,»D“ (propad) pfedstavujici kyselé inhibitory proteas
a frakce ,,E* (zachycena frakce) obsahujici proteiny patati-
nového komplexu — eluét z kolony s néplni Con A Sepha-
rose. Frakce ,,B“ a ,,D“ ziskané precisténim byly analyzo-
vany pomoci SDS-PAGE (cit.”) a zakoncentrovany pro
naslednou chromatografickou separaci na systému vysoko-
rychlostni kapalinové chromatografie (FPLC).

Pred samotnou chromatografickou separaci byl objem
ziskanych proteinovych frakci zakoncentrovan lyofilizaci,
rozpustén ve vodé a odsolen pomoci odsolovaci kolonky
fungujici na principu gelové permeacni chromatografie
Bio-Scale Mini Bio-Gel P6 desalting cartridges. Odsolené
frakce byly opét zakoncentrovany lyofilizaci a rozpustény
ve smési vody a startovaciho pufru v poméru 1:1 (v/v) na
koncentraci 10 mg proteinu/1 ml roztoku. Poté byla prove-
dena chromatograficka separace pomoci FPLC na koloné
s kationtovym ménicem UNO S6 (Bio-Rad, USA) pro
rozdéleni frakci bazickych inhibitor proteas a na koloné
s aniontovym meénicem UNO Q6 k separaci jednotlivych
frakei kyselych inhibitorti proteas. Napln téchto typt kolon
tvofi blize nespecifikovany polymerni materidl, ktery je
predmétem patentové ochrany. Frakce byly sbirany v case
pomoci kolektoru frakei do sklenénych vialek a nasledné
preneseny do 20 ml scientilaénich d6z a zamrazeny. Tak-
téz bylo odebrano mnozstvi potfebné pro analyzu
SDS-PAGE.

Frakce ziskané separaci na FPLC byly analyzovany
elektroforézou na 15% polyakrylamidovém gelu.
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chromatograficka chromatograficka hydroxyapatitova
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Obr. 1. Schéma chromatografické predseparace frakci hlizovych proteini pomoci medii Iontosorb DEAE (frakce ,,B“ a ,,C*)

a Con A Sepharose 4B (frakce ,,D* a ,,E*)

SDS-PAGE

Pro analyzy SDS-PAGE (elektroforéza v polyakryl-
amidovém gelu v piitomnosti dodecylsiranu sodného
(SDS)) byl pouzit systém vertikalni elektroforézy Hoefer
SE 600 (Hoefer, USA). Pro analyzy purifikovanych frakci
byl pouzit 10% separacni gel, pro analyzy frakci ziskanych
pomoci separace na FPLC byl pouzit 15% separacni gel.
Zaostrovaci gel byl v obou piipadech 3,75%. Vzorky byly
nanaSeny na gel v mnozstvi 40 pl, pti¢emz vznikly smise-
nim 80 ul pivodniho vzorku a 20 pl vkladaciho pufru
0,0625 mol dm™ Tris-HCI, pH 6,8; 25 % (v/v) glycerol;
2 % (w/v) SDS; 0,01 % (w/v) bromfenolova modi. Tésné
pred pouzitim se k 19 objemovym dilim tohoto pufru pfi-
dal 1dil thioethylenglykolu). Smés vzorku a pufru byla
v termostatu zahfata na teplotu 99 °C po dobu 3 min, poté
ochlazena a déle byly vzorky aplikovany na gel v mnozstvi
10 pl. Jako hmotnostni marker byl pouzit Blue Protein
ladder 3,5-245 kDa (Central European Biosystems, CR),
ktery byl nanasen nefedény na gel v mnozstvi 5 pl. Vlastni
separace byla provedena za podminek napéti 150 V prv-
nich 30 min a nasledné pfti napéti 200 V po dobu 4—6 ho-
din. Jako elektrodovy pufr byl pouzit systém Tris
(0,025 mol dm™) — glycin (0,192 mol dm™) obsahujici
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0,1 % (w/v) SDS. Po separaci byly gely vyjmuty, oplach-
nuty ve vod¢ a separované proteiny byly pfes noc obarve-
ny pomoci roztoku slozeného z 0,1 % (w/v) Coomassie
Brilliant Blue R-250, 50 % (v/v) methanolu, 10 % (v/v)
99,8% octové kyseliny a 40 % (v/v) destilované vody.
Nasledné vymyti detekéniho roztoku z port gelll, tzv.
»odbarveni“ bylo provedeno odbarvovacim roztokem
25 % (v/v) ethanolu, 10 % (v/v) 99,8% octové kyseliny,
65 % (v/v) destilované vody po dobu 6 h a pomoci destilo-
vané¢ vody (2 x 400 ml) za podminek aktivniho tfepani
gelli o velmi nizké intenzit€ na upravené tiepacce. Po od-
barveni byly gely vyhodnoceny pomoci fotodokumentac-
niho zafizeni Gel Doc XR+ (Bio-Rad, USA).

Vysledky a diskuse
Dvoustupiiové piecisténi a vytéZzek proteini

Pomoci dvoustupiiového preciSténi hlizovych protei-
nti doslo k rozdéleni Etyf frakci. Vyuzitim media Iontosorb
s ligandem DEAE doslo k separaci bazickych inhibitort
proteas (frakce ,,B“) od spolecné frakce patatinu a kyse-
lych inhibitord proteas (frakce ,,C*). Po prvnim kroku
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Tabulka I

Vytézky proteinti [mg] proteinovych frakci ziskanych dvoustupniovym piecisténim v uvedenych objemech

Laboratorni pfistroje a postupy

Odruda Vytézek protejni ve frakei
B ,,C* D I
[mg ve 100 ml] [mg ve 100 ml] [mg ve 120 ml] [mg ve 240 ml]
Adéla 82 96 60 38
Eurostarch 144 129 74 84

precisténi proteinli pomoci media s ligandem DEAE byly
u frakce ,,B“ pomoci SDS-PAGE potvrzeny zejména frak-
ce inhibitorll proteas o velikosti ~8-20 kDa a proteiny
patatinového komplexu (~40-42 kDa), které byly pii-
tomny u frakci ,,C“. Frakce ,,C* byla v dalsim kroku roz-
délena do samostatné frakce kyselych inhibitori proteas
(frakce ,,D*) a frakce ,,E* predstavujici precisténou frakci
proteini patatinového komplexu. Pouvreau u odridy Elka-
na pouzila pro prvotni separaci hlizovych proteinti kolonu
fungujici na principu gelové permeacni chromatografie
Superdex 75 prep grade (GE Healthcare, USA)’. Doslo
k rozdéleni inhibitorli proteas do 4 samostatnych frakci.
Proteiny patatinového komplexu byly vtomto pripadé
zachyceny spolecné s bramborovym inhibitorem I (PI-1).
K rozdéleni obou frakci doslo tepelnou koagulaci. Doslo
tak k oddéleni nativniho termostabilniho inhibitoru proteas

a termolabilniho koagulovaného patatinu. Pomoci nami
pouzité metody byly ziskdny inhibitory proteas i patatin
v nativnim stavu.

Doplitkovou analyzou byla formou metody BCA
zméfena koncentrace proteinl u jednotlivych purifikova-
nych frakci a nasledné vypocitan vytézek protein (tab. I).
Vychozi vytézek proteini z PFJ ve vychozim objemu
40 ml zjiStény metodou BCA ¢inil pfiblizné¢ 368 mg
u odridy Adéla a 435 mg u odridy Eurostarch.

Separace na systému FPLC

Vzorky byly uspé$né odsoleny na odsolovaci kolonce.
Pro nasledné zakoncentrovani a separaci byly pouzity frak-
ce s vysokym obsahem proteinti a zaroven nizkou vodivos-
ti predstavujici odsolené frakce. Pfi vyuziti kolony s kat-
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Obr. 2. Chromatograficka separace na koloné UNO S6; a — odriida Adéla, b — odriida Eurostarch, pritok 4 ml min™', detekce: UV/VIS
214 nm, ¢isla v poli — oznaceni sbiranych a dale analyzovanych proteinovych frakci
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Obr. 3. Chromatograficka separace na koloné UNO Q6; a — odrtida Adéla, b — odriida Eurostarch, pritok 4 ml min ', detekce: UV/VIS
214 nm, ¢isla v poli — oznaceni sbiranych a dale analyzovanych proteinovych frakei
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iontovym meénicem UNO S6 (obr.2) doslo k rozdéleni
bazickych inhibitori proteas (frakce ,,B*) do tii az Ctyt
samostatnych frakci. V obdobné studii tykajici se separace
bramborovych PIs byly pouZzity iontov€é vyménné népliio-
vé kolony Source 15 S, coz vedlo k rozdéleni bazickych
inhibitort proteas (pI 7-9) do sedmi frakei’.

Kontrola separaci pomoci SDS-PAGE (obr. 3a,b)
potvrdila zastoupeni nékolika skupin PIs. Pfitomné frakce
byly ovéfeny metodou SDS-PAGE. Podle elektroforetic-
kych analyz a analyz hmotnostni spektrometrii provede-
nych Pouvreau bylo v oblasti PIs s hodnotou isoelektrické-
ho bodu v bazické oblasti potvrzeno zastoupeni inhibitoru
cysteinovych proteas (PCPI) a jeho isoforem, inhibitoru
aspartatovych proteas (PAPI) akomplex inhibitori
Kunitzova typu (PKPI). VSechny tyto skupiny zahrnuji PIs
o velikosti pfiblizn& 20-21 kDa (cit.). Nase vysledky uka-
zuji majoritni zastoupeni inhibitord proteas v oblasti okolo
17-20 kDa, coz odpovida komplexim inhibitort cysteino-
vych a aspartatovych proteas, ptipadné minoritni zastoupe-
ni podjednotky (16,4 kDa) bramborového inhibitoru prote-
as IT (obr. 4a,b).

V dalsim kroku byla provedena frakcionace kyselych
inhibitorti proteas (frakce ,,D*) pomoci kolony s anionto-
vym ménicem UNO Q6 (obr. 3). Doslo k rozdéleni pie-
vazné kyselych inhibitord proteas do 3—4 frakci. Dvé frak-
ce se u obou odrid po kontrole pomoci SDS-PAGE proje-
vily jako vyrazn€ majoritni. Tyto proteinové frakce maji
velikost ~10 kDa a 16—17 kDa (obr. 4c,d) a potvrzuji za-
stoupeni bramborového inhibitoru proteas II (PI-2) a bram-
borového inhibitoru proteas 1 (PI-1) v této oblasti'®!”.
U odridy Eurostarch (obr. 4d) doslo také k pravdépodob-
nému zachyceni nékterych isoforem PAPI a PCPI. Podle
analyz provedenych v rdmci srovndvané prace, po separaci
na kolon¢ s aniontovym méni¢em, pfevazuje v ramci kyse-
lych PIs prave vyrazné zastoupeni bramborového inhibito-
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ru II (PI-2), déale pak bramborového inhibitoru I (PI-1)
a nekterych isoforem PCPI a PAPI (cit.7).

Bramborovy inhibitor proteas II patii do skupiny
inhibitorti serinovych proteas I3 Kunitzova typu a je tvore-
ny dvéma polypeptidovymi fetézci o velikosti 16,5
a4,5kDa (cit.”'®). Mozné je také rozdéleni proteinu PI-2
do dvou frakci o velikosti 10 kDa znazornéné na prislus-
nych elektroferogramech (obr. 4c,d). Metodou SDS-PAGE
doslo dle vyhodnocené molekulové hmotnosti také k moz-
nému zachyceni inhibitoru cysteinovych proteas — multi-
cystatinu s molekulovou hmotnosti 85 kDa (obr. 4¢)'®. Pro
frakcich by bylo vhodnym dopliikem k analyzam
SDS-PAGE pouziti hmotnostni spektrometrie.

Zavér

Dle dosazenych vysledkl byla potvrzena vysoka vyu-
zitelnost iontové vyménnych kolon s monolitickou naplni
pri separaci bramborovych inhibitord proteas. Diky moz-
nosti vyuziti vy$siho pratoku u pouzitych kolon (az
8 cm’ min™), které monolitické kolony tohoto typu umoz-
nuji ve srovnani s kolonami vyuzivajici gelové filtrace,
a diky vyuziti gradientové eluce, bylo mozné zefektivnit
separaci frakci PIs. Lze tedy dosdhnout srovnatelnych
vysledkl za lepsi podminek, zejména zkraceni Castu sepa-
raci. Jednotlivé frakce PIs je mozné nasledné snadno vizu-
alizovat pomoci SDS-PAGE. Pro detailni identifikaci jed-
notlivych inhibitord proteas a jejich isoforem by bylo
vhodné vyuzit techniky hmotnostni spektrometrie.

Tato prdace byla financné podporovina Grantovou
agenturou Jihoceské univerzity (projekt GAJU 151/2014/Z
a GAJU 112/2016/Z).

180
— 130

63

48

— Patatin;
35 Y

:| PAPI, PCPI
—PI-2, PSPI-21

N - -af —PH

1

7 8 9 1014 kDa L 23 7 8 1014

Obr. 4. Ovéfeni frakei pomoci SDS-PAGE po separaci na koloné UNO S6; a — odriida Adéla, b — odriida Eurostarch a po separaci na
koloné UNO Q6; ¢ — odriida Adéla, d — odriida Eurostarch. Patatiny — proteiny patatinového komplexu, PAPI — inhibitory aspartatovych
proteas, PCPI — inhibitory cysteinovych proteas, PI-2 — bramborovy inhibitor proteas II, PSPI-21 bramborovy inhibitor proteas XXI, PI-1
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Juices from tubers of two potato varieties, Adéla and
Eurostarch, have been selected as the source material for
the separation of protease inhibitors. Their purification
was achieved first using the gravity flow ion-exchange and
Con-A affinity columns followed by the chromatographic
separation applying monolithic ion exchange columns
attached to a Fast Protein Liquid Chromatography system.
Protease inhibitors were identified in separated fractions
by SDS-PAGE. Potato inhibitor II and potato inhibitor I
were major components in acidic fractions. The alkaline
protease inhibitors were identified as isoforms of cysteine
protease inhibitors, aspartate protease inhibitors, and as
some proteins of the complex Kunitz-type protease inhibi-
tors family.



