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Abstrakt

Hlavnim cilem této prace bylo charakterizovat mikrobialni fosfatasy, které se podileji na
opravach chybnych metabolitii vznikajicich jako vedlejsi produkty bunééného metabolismu.
Jako zéastupci enzyml z eukaryotickych mikroorganismi byly vybrany fosfatasy
z patogennich kvasinek Candida albicans a Candida parapsilosis. Doménu bakterii v této
praci zastupuje Mycobacterium smegmatis, nepatogenni bakterie pouzivana jako bezpecny
model pro studium patogennich mykobakterii. Z M. smegmatis byly vybrany
tf1 necharakterizované geny, u kterych bylo mozno ptedpokladat, ze koduji fostatasy. Metody
byly zaloZzené na méfeni absorbance pii 405 nm u produktu vznikajiciho defosforylaci
para-nitrofenylfosfatu. U kvasinkovych fosfatas zdruhi C. albicans (CaPhol5p)
a C. parapsilosis (CpPhol5p) byly otestovany rtizné druhy latek jako potencialni inhibitory.
Nejvyznamnéj§i  inhibitory CpPhol5p byly thiamin, pyridoxal hydrochlorid
a glukosa-6-fosfat. U téchto latek bylo déle stanoveno i1 ICso, pomoci kterého byl thiamin
uréen jako nejlepsi inhibitor. Zadna z testovanych latek neméla inhibi¢ni vliv na CaPho15p.
Riazny vliv otestovanych latek na jednotlivé enzymy potvrzuje teorii, Zze mezi fosfatasami
z obou kvasinek jsou podstatné rozdily a je potfeba se vice zabyvat jejich substratovou
specifitou. U vSech tii enzymi M. smegmatis bylo stanoveno pH optimum, u vybraného
enzymu MSMEG 3753 byla rovnéz stanovena Michaelisova konstanta pro
para-nitrofenylfosfat a byla otestovana potteba dvojmocnych ionti jako kofaktorti. VSechny
parametry potvrdily ptedpoklad, Ze fosfatasy M. smegmatis jsou velmi podobné tém
kvasinkovym. Stejné jako CaPhol5p a CpPhol5p preferuje MSMEG 3753 zasaditéjsi pH,
k reakci potiebuje Mg®" nebo Mn?" ionty a defosforyluje para-nitrofenylfosfat. Jediny
podstatny rozdil, kterym se odliSuje od CaPhol5p a CpPhol5p, je inhibi¢ni vliv Co** ionti
na reakci. Tato pilotni studie vytvari predpoklady potifebné k testovani substratové specifity

fosfatas M. smegmatis a tedy k zji$téni, jakou pfesné funkci v organismu zastavaji.

Klicova slova: fosfatasa, glykolyza, 2 - fosfoglykolat, Candida, Mycobacterium



Abstract

The main goal of this thesis was to characterise microbial phosphatases involved in the repair
of noncanonical metabolites formed as by-products of cellular metabolism. Phosphatases
from the pathogenic yeasts Candida albicans and Candida parapsilosis were selected as the
representatives of enzymes from eukaryotic microorganisms. The bacterial domain in this
work is represented by Mycobacterium smegmatis, a non-pathogenic bacterium used as a safe
model for the study of pathogenic mycobacteria. Three uncharacterized genes were selected
from M. smegmatis, which are assumed to encode phosphatases. The methods used were
based on measuring absorbance at 405 nm of the product formed by the dephosphorylation
of para-nitrophenylphosphate. Various compounds were tested as potential inhibitors of the
phosphatases from the pathogenic yeasts C. albicans (CaPhol5p) and C. parapsilosis
(CpPhol5p). Significant inhibitors of CpPhol5p included thiamine, pyridoxal hydrochloride
and glucose-6-phosphate. The ICso values were also determined for these compounds, with
thiamine identified as the most effective inhibitor. None of the tested compounds inhibited
CaPhol5p. The different effects of the tested compounds on each of the enzymes confirm
the theory that there are significant differences between them, highlighting the need for
further research on their substrate specificity. The pH optima were determined for all three
M. smegmatis enzymes. For the selected enzyme MSMEG 3735, the Michaelis constant for
para-nitrophenylphosphate was established, and the requirement for divalent ions as
cofactors was assessed. All parameters confirmed the assumption that the phosphatases of
M. smegmatis are very similar to those of pathogenic yeast. Like CaPhol5p and CpPho15p,
MSMEG 3753 prefers a basic pH, requires Mg®>" or Mn?" ions for activity, and
dephosphorylates para-nitrophenylphosphate. The only significant difference that
distinguishes it from CaPhol5p and CpPhol5p is the inhibitory effect of Co*" ions on the
reaction. This pilot study creates the prerequisites required for investigating the substrate
specificity of M. smegmatis phosphatases and thus determining their exact function in the

organism have been met.
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Seznam zkratek

ALS
AMP

CA

CP
CaPhol5p
CpPhol5p
DMSO
GAPDH
HAD
HSP

Keat

Km
MSMEG
pNPP
Saps

Vmax

sekvence podobna aglutininu
adenosinmonofosfat

Candida albicans

Candida parapsilosis

PHOI5 fosfatasa C. albicans

PHOI 5 fosfatasa C. parapsilosis
dimethylsulfoxid
glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenasa
haloacid dehalogenase-like hydrolasy
proteiny teplotniho Soku

¢islo pfemény

Michaelisova konstanta
Mycobacterium smegmatis
para-nitrofenylfostat

sekretované aspartatové proteasy

maximalni rychlost reakce



1. Uvod

V poslednich letech dochazi k ¢im dal vice objevim, které nasvédcuji tomu, ze metabolické
drahy nejsou bezchybné a ¢asto v nich dochéazi k tvorbé vedlejsich produktii'2. Akumulace
téchto latek mtize byt pro bunku toxicka, jelikoz jsou ¢asto pii vyssich koncentracich schopné
inhibovat jiné enzymy a tim ovliviiovat a naruSovat chod celé¢ho organismu. Je tedy potieba,
aby v bunice byl néjaky obranny mechanismus, ktery bude tyto toxické latky eliminovat.
V lidském téle tuto funkci zastdvaji tzv. enzymy metabolickych oprav. Jednim z takovych
enzym je fosfoglykolat fosfatasa, ktera se fadi do superrodiny haloacid dehalogenas (HAD).
Do stejné skupiny enzymu patii také opravna fosfatasa kddovana genem PHO13 u modelové
kvasinky Saccharomyces cerevisiae®. Na zakladé homologie byly popsany geny PHOI5
u patogennich kvasinek Candida albicans a Candida parapsilosis*. Kvasinkové infekce
piedstavuji celosvétovy problém a v poslednich dekadach prudce vzrostl jejich vyskyt’.
Podobnou hrozbu predstavuji také bakterialni infekce, a to zejména v dob¢ nartstajiciho
vyskytu bakterii rezistentnich na stdvajici antibiotika. Jejich studium navic pfinasi fadu
komplikaci souvisejicich s vysokymi naroky na bezpecnost pii praci s nebezpecnymi
patogeny. Jednim z feSeni je vyuzit pfibuzny nepatogenni organismus, s jehoz pomoci lze
charakterizovat alespon n¢které geny, proteiny ¢i fyziologické pochody. Takto se napiiklad
Casto pouZziva nepatogenni Mycobacterium smegmatis, které ma mnoho ortolognich genti
s vysoce patogenni Mycobacterium tuberculosis®. Prvni ¢ast praktické ¢asti je zaméfena na
fosfatasy kédované geny PHOI5 u kandid, predev§im na testovani jejich potencidlnich
inhibitort. Tyto fosfatasy jsou orthology opravné fosfatasy Phol3p ze S. cerevisiae. Druhou
¢ast tvofi enzymy Mycobacterium smegmatis, u kterych se predpoklada, Zze se jedna
o podobné fosfatasy a Ze se také podileji na metabolickych opravach. Vyzkum byl zaméten

pfedevsim na jejich charakterizaci a porovnani s fosfatasami Phol5p kandid.



2. Patogenni kvasinky

Kvasinky jsou eukaryotni jednobunécné mikroorganismy fadici se mezi houby. Dohromady
nevytvaii taxonomickou skupinu a mezi jednotlivymi rody jsou znacné rozdily. Typicky je
pro n¢ ale nepohlavni zplsob déleni bunék zvany puceni. Kvasinky mizeme izolovat
z ruznych prostiedi, jak z pidy a rostlin, tak z nékterych organismt, které jsou schopné
kolonizovat. U zdravych jedincti se vyskytuji pfedev§im na kizi a v gastrointestindlnim
a urogenitalnim traktu jako soucast mikrobiomu. Nékteré kvasinky jsou hojné vyuzivany
primyslové, naptiklad pfi vyrobé alkoholickych napoji nebo v pekatstvi. Kvasinky mohou
ale byt i piivodci riznych onemocnéni, a v tom piipad¢ je oznaujeme jako patogenni.
Obvykle se jednd o oportunni patogeny, zpusobuji tedy infekci pouze pii snizené
obranyschopnosti hostitele. Nejvetsi riziko predstavuji pro jedince s onemocnénimi
sniZzujicimi imunitu, jako je napiiklad AIDS, a pro pacienty po transplantaci nebo
chemoterapeutické 1é¢bé. Dalsi faktory zvySujici riziko infekce jsou stres, Spatné zivotni

podminky ¢&i 1é¢ba imunosupresivnimi latkami®’.

2.1. Kandidy

Fungélni infekce v lidském téle jsou nejcastéji zpuisobeny kvasinkami patficimi do rodu
Candida. VétSina kandid patii do vétve CUG (také nazyvana CTG). V genetickém kodu je
kodon CUG standardné piekladan jako leucin. U kandid dochazi ale ve 97 % ptipadi
k ptekladu na serin. Tento jev jde proti teorii, Zze geneticky kod je univerzalni pro vSechny
organismy. Ne vSechny kandidy se ale fadi k této evolucni vétvi. Candida glabrata (ktera se
v poslednich letech zacala oznacovat jako Nakaseomyces glabratus) je vice piibuzna se
Saccharomyces cerevisiae, ktera patii do WGD vétve (whole-genome duplication). Na rozdil
od ostatnich kandid u ni tedy doSlo ke zdvojeni celého genomu. Dalsi vyjimkou je
Candida krusei, ktera se také nazyvéa Pichia kudriavzevii'. Infekce zpiisobené kvasinkami
rodu kandida jsou obvykle pouze povrchové a dochazi k nim hlavné v urogenitalnim traktu
a duting ustni. Kandidy jsou ale schopné ptezit i v krevnim fecisti a mohou zpisobit vazna
onemocnéni tkani a poSkodit organy. K nejveétsimu poskozeni dochazi v ledvinach, jatrech,
sleziné a mozku. Pfi systémovych infekcich zplsobenych kvasinkou C. albicans &ini

mortalita pfiblizné 40 % °. Naro¢na diagndza systémovych kvasinkovych infekci a nasledna



opozdéna 1écba jsou hlavnimi pfi¢inami této vysoké umrtnosti, ackoliv existuje mnoho

antifungalnich 1é¢iv. Mezi ta patii ptedevsim azoly, polyeny a echinokandiny.

2.1.1. Candida albicans

Nejhojnéji  zastoupenou kandidou a nejcastéjSim puvodcem fungalnich infekci je
Candida albicans. Za normalnich podminek se jedna o komenzalni mikroorganismus, tedy
zije s hostitelem v harmonii a neovliviiuje ho. Pokud dojde k vyraznému poklesu imunity
jedince nebo zméné podminek, které narusi rovnovéahu, piejde z komenzalniho zplsobu
Zivota na patogenni. Stejné¢ jako modelové kvasinky Saccharomyces cerevisiae
a Schizosaccharomyces pombe patii taxonomicky mezi kmen Ascomycota (vieckovytrusné).
Pro Ascomycoty je typické uspotradani haploidnich pohlavnich spor (ascospor) do viecek po
osmi. U C. albicans ale nebyl tento zptisob rozmnozovani pozorovan. Naopak se vyznacuje
svym specifickym rozmnozovacim cyklem, diky kterému je schopnd ménit svou morfologii
a prezit tak stresové podminky. Je to diploidni polymorfni kvasinka, kterd je schopna tvorit
hyfy, pseudohyfy, chlamydospory a blastospory’®. Dlouhou dobu se predpokladalo, Ze
C. albicans neni schopna pohlavniho rozmnozovani. Tato teorie byla vyvracena a byl u ni
pozorovan parasexudlni cyklus, ktery se ale v mnoha ohledech li§i od cyklu modelovych
kvasinek. Prvnim velkym rozdilem je samotna ploidie a parovaci typy. Modelova kvasinka
S. cerevisiae je haploidni a ma pouze dva parovaci typy, kodované MAT lokusem — a a a.
Kdezto C. albicans je diploidni a ma parovaci typy tfi, kddované¢ MTL lokusem — a/a, a/a,
a/a. Cyklus je z velké ¢asti regulovan white-opaque fenotypovym piepinadnim, coz je dalsi
morfologickd schopnost, kterou se C. albicans vyznacuje. V jejich koloniich se mohou
vyskytovat dva odlisné typy bun¢k — malé, bil¢ a kulaté (white forma) nebo velke, Sedé
a protahlé (opaque forma). Schopnost pohlavné se rozmnoZovat maji ale pouze opaque buiiky.
Dale se také nemohou pohlavné rozmnoZovat parovaci typy a/a. Aby tedy mohlo dojit
k pohlavnimu rozmnoZovani, musi nejprve burika pfejit z white formy na opaque, ptipadné
se stat homozygotem s parovacim typem a/a nebo o/a. Po zkiizeni vznika tetraploidni burika,
ktera se ztritou chromozomil stavd opét diploidni®. Absence meidzy, kterd se odehrava

u vétsiny eukaryot, je pravdépodobné nejvetsi zvlastnosti tohoto rozmnozovaciho cyklu.



2.1.2. Candida parapsilosis

Dalsi vyznamnou kvasinkou zrodu Candida je C. parapsilosis. VyznaCuje se svou
schopnosti ptezivat v riznych prostiedich a neni tedy tak vdzana na ¢lovéka jako C. albicans
a dalsi kandidy. Je mozné ji izolovat i z domacich zvifat, hmyzu, pidy a z motského
prostiedi'®. Na rozdil od C. albicans je dimorfni, tedy tvoii pouze dvé morfologick
stadia — pseudohyfy a blastospory. Jeji tvorba pseudohyf je vazana predevSim na
aminokyselinu citrullin, coz podstatné ovliviiuje nejen jeji bunéénou stavbu, ale i formu
kolonii. Neni schopné vytvaret pravé hyfy, které se u patogennich kvasinek vyrazné podileji
na jejich patogenité. Nicméné i tato kvasinka ma na svédomi velkou ¢ast infekci po celém
biofilmy na katetrech a dal$im zdravotnim nacini. Nejvétsi riziko predstavuje pro
novorozence s nizkou porodni véhou, ktefi jeSté nemaji plné vyvinuty zdravy mikrobiom.
implantovana zafizeni. Oproti ostatnim kandiddm ma zvySenou rezistenci vici
echinokandinim. Echinokandiny jsou skupina antimykotik fungujici na principu blokace
syntézy bunééné stény inhibici (1,3) — p—D-glukansynthasy. Patifi mezi né napiiklad
caspofungin, micafungin a anidulafungin. Tato zvySena rezistence by mohla byt zapfic¢inéna
rozdilnou strukturou bun&éné stény nebo regulaénimi mechanismy”’'°. Poget piipadii infekci
zpisobenych C. parapsilosis prudce stoupl v poslednich dvou dekadach a predpoklada se, ze
poroste dale’. Na viné jsou pravé tyto odlisnosti a specifi¢nosti, které ztézuji diagnézu

a naslednou 1éc¢bu.

2.2. Kandidémie

0d 90. let dochazi k prudkému nértstu onemocnéni zplisobenymi kvasinkami rodu Candida.
V minulosti se infekce zapfi¢inéné t€émito kvasinkami tykaly pfedevSim starSich pacienti,
s evoluci dalSich druhii kandid doslo 1 k rozSifeni infekci mezi prakticky vSechny vékové
kategorie. Jako hlavni pfi¢ina se uddvaji pokroky ve zdravotnictvi, naptiklad rozsifeni
antifungélnich 1é¢iv, ¢imz si tyto mikroorganismy vypé&stovaly rezistenci. Kandidézy se
nejcastéji §ifi v nemocnicich pfenosem z pacienta na pacienta skrz zdravotnicky personal
nebo skrz nedostatecné oSetiené nacini. Vice nez 90 % piipadl je zapti¢inéno pouze

5 kandidami, a to C. albicans, C. parapsilosis, C. glabrata, C. tropicalis, a C. krusei. Nejvice

5



infekci zptisobuje C. albicans, ktera je ale také celosvétove nejrozsitenéjsi kandidou. Pocet
infekci zpisobenymi zbylymi kandidami zalezi na lokalit¢ a demografickém slozeni.
Napftiklad v Severni Evropé a USA zplsobuje nejvice infekci C. glabrata, kdezto ve

fici 5. Nartst infekci témito dvéma
kandidami je zptsoben pfedevsim jejich zvySenou resistenci vic¢i uréitym antimykotiktim.
C. glabrata je méné nachylna k flukonazolu, coz je jedno znejCastéji pouzivanych
antifungalnich 1é¢iv patfici mezi azoly’. Vyse popsana C. parapsilosis je naopak odolngjsi
viéi echinokandinim’!'?.  B&hem pandemie covidu-19 byl zaznamenan nahly vzestup
ptipadt infekce kandidami. Pfi onemocnéni covidem-19 dochazi k naruseni vrstvy sliznice,

coz usnadnuje kvasinkdm proniknuti do krevniho feciSté. Pacienti s hor§im priabéhem jsou

tak vystaveni zvy$enému riziku kandidozy!!.



3. Patogenita

Schopnost patogennich kvasinek infikovat hostitele a mnozit se v ném je podminéna mnoha
virulen¢nimi faktory, kterymi se kvasinky vyznacuji. Spousta téchto faktorGi poméha
kvasinkam 1 pfezit a adaptovat se na stresové podminky okolniho prostiedi. V téle hostitele
se kvasinky dostavaji do kontaktu s riiznorodym prostfedim, které je proménlivé a nestalé.
Mezi vyznamné virulen¢ni faktory patii naptiklad adheziny zprostiedkovavajici ptichyceni
k buiice nebo hydrolasy napomahajici proniknuti 714, Dalsim déilezitym faktorem, kterym
se vyznacuje hlavné C. albicans, je morfogeneze — tedy schopnost pfechazet mezi riznymi
formami®. Ur¢itd stadia jsou vice invazivni a zvySuji tak patogenitu. Kolonizaci buiiky
aprenos na dalSi hostitele napomahd naopak tvorba biofilmu, ve které vynika

10,15

C. parapsilosis'™">. V ramci patogenity budou probrany i stresové adapta¢ni mechanismy,

které poméhaji kvasinkdm pfezit tato riznorodé prostiedi hostiteltl a umoziiuji jejich osidleni.

3.1. Adheze a invaze burky

Aby mohla kvasinka kolonizovat a infikovat hostitele, musi nejprve dojit k pfichyceni
a nasledn¢ proniknuti do hostitelskych bunék. Patogenni kvasinky maji specializovanou sadu
proteinli zvanych adheziny, které umoziuji pfilnuti (adhezi) k dalsim kvasinkovym bunkam,
ale 1 k hostitelskym bunikdm a abiotickym povrchlim. Nejlépe prozkoumana rodina adhezint
jsou agglutinin-like sequence (ALS) proteiny, do které patii 8 gend (Alsl — 7; Als 9). Als3
funguje navic jako invazin a napomaha proniknuti do bunky. Mezi dal§i vyznamné adheziny
patii naptiklad Hwpl, ktery se spolecné s Als3 podili i na tvorbé biofilmu. Po pfilnuti
k povrchu dojde k morfologické zméné a misto kvasinkové formy za¢nou rust hyfy. Kontakt

s pevnym povrchem miiZe také spustit tvorbu biofilmu'>!4,

3.2. Tvorba biofilmu

Podobné jako ostatni mikroorganismy, 1 patogenni kvasinky jsou schopny tvofit biofilm.
Biofilm je slozitd 3D struktura tvofena nahromadénymi koloniemi bun€k zasazenych do
extracelularni polysacharidové matrix. Pro mikroorganismy tak vytvafi stabilni prostfedi
umoziujici pfezit nepiiznivé podminky. Biofilm je tvofen v né€kolika stadiich pocinajici

ireverzibilni adhezi a nahromadéni kvasinkovych bun€k na povrchu. Déle dochézi k déleni



bun¢k a tvorbé hyf. Nasledna akumulace extracelularni polysacharidové matrix dodava
struktufe svou stabilitu a odolnost. SloZzeni matrix je pro kazdy mikroorganismus unikatni
a je podminéno vn¢jsimi podminkami, predevsim dostupnymi materialy. U kandid obecné
tvofi hlavni slozky a-mannan, B-1,6-glukan a -1,3-glukan. Za nejvyznamné;jsi je povazovan
B-1,3-glukan, jelikoz se nejvice podili na rezistenci biofilmt k antimykotikim. Na konci
procesu jsou do okoli vypustény volné kvasinkové buriky, které mohou kolonizovat dalsi
povrchy. Disperze téchto bunék umozinuje kvasinkam se rychle §ifit tkanémi a zplisobovat
infekce. Vyvinuté biofilmy jsou odolngjsi antimikrobidlnim latkdm a imunitnim faktorim

hostitele nez samotné kvasinkové buiiky!%1214,

3.3. Polymorfismus

Jedna z hlavnich vlastnosti C. albicans podilejici se na jeji patogenité je schopnost ménit
svou morfologii a reverzibilné pfechazet mezi rliznymi Zivotnimi stadii. Kvasinkové formy
napomahaji diseminaci a rozsifeni kvasinky, naopak vladknité formy jsou vhodné k penetraci
a vstupu do hostitelské buiiky. Vldknité formy tvofici hyfy jsou vice invazivni nez
kvasinkové formy, jelikoz jsou schopné napadnout a poskodit epitelové i endotelové bunky.
Zmutované buiiky, které ztratily schopnost vytvaret hyfy, maji obvykle snizenou virulenci.
Za vhodnych podminek mohou hyfy rist i uvnitt fagocytujicich buné€k a prorazit jejich sténu,
coz op¢t prispiva k rozsifeni bunék v hostiteli. Morfogeneze je z ¢asti regulovana schopnosti
quorum sensing, coZ je regula¢ni systém odpovidajici na hustotu populace®. Latky, které tuto
roli v C. albicans zastavaji, jsou naptiklad farnesol, tyrosol a dodecanol. Pfi vyssi hustoté
bunék (> 107 bunék/ml) je podpoten riist kvasinkové formy, kdezto pti nizsi hustoté (<10’
bunék/ml) je preferovan riist hyf'?. Morfologie je také dana vné&j$imi podminkami, pfi niz§im
pH (<6) prevlada kvasinkova forma, s rostoucim pH zacina rist hyf. Dalsi faktory ovliviiujici

morfologii jsou naptiklad koncentrace oxidu uhli¢itého nebo N-acetylglukosaminu a teplota®.

3.4. Sekrece hydrolas
Kandidy mohou sekretovat hydrolasy, které napomahaji proniknuti do bunky. Mezi tyto
hydrolasy obvykle patii proteasy, fosfolipasy a lipasy. Vyznamnou skupinou hydrolas jsou
aspartatové proteasy zvané Sap (Secreted aspartyl protease). U C. albicans se skupina sklada
z deseti ¢lent Sapl-10. Sapl az Sap8 jsou sekretovany do okoli, kdezto Sap9 a Sapl0
zlstavaji na povrchu bunék. Degradovanim strukturnich a imunologickych proteind, jako
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jsou napiiklad kolagen, fibronektin a fetézce obsahujici imunoglobulin G, usnadnuji vstup
do hostitelské bunky a jeji kolonizaci. V poslednich letech jsou Saps ¢im dal vice zkoumany,

piedevsim jejich inhibitory, které by mohli fungovat jakoZzto antimykotika'>!,

3.5. Stresova adaptace

Mnoho stresovych signalnich drah popsanych uz u modelovych kvasinek S. cerevisiae
a S. pombe bylo evolucné konzervovano i u kandid. Mezi ty patii napiiklad MAP kinasovy
signalni systém nebo proteiny teplotniho Soku (HSP). U né¢kterych znich ale doslo
k vychyleni od standardni funkce a ¢éasteéné se tak podili patogenité. K tomuto odchyleni
doslo pravdépodobné za cilem lepsi adaptace na riizné hostitele a k ziskani evolu¢ni vyhody.
Neékteré geny jsou exprimovany az po kontaktu s hostitelskou butikou. Naptiklad heat shock
proteiny a geny zprostfedkovavajici odpovéd’ na oxidativni a nitrosativni stres jsou

exprimovany az po fagocytaci kvasinkové butiky makrofagy ¢&i neutrofily'?.

3.5.1. Heat shock proteiny

Proteiny teplotniho Soku (heat shock proteins — HSP) jsou skupina specializovanych proteinii
vyskytujici se u prokaryot i eukaryot, véetné ¢lovéka. Zajist'uji odpoveéd’ a adaptaci buiiky na
stresové podminky jako jsou naptiklad zvySena teplota, hladovéni nebo oxidativni stres. Tyto
faktory mohou vést k degradaci proteinti a byt tak pro bunku letalni. Heat shock proteiny
pomahajici se sbalenim jinych proteind se oznacuji jako chaperony. U kandid bylo
identifikovano 6 hlavnich heat shock proteinii — Hsp104, Hsp90, Hsp78, Hsp60 a dva Hsp70
(oznacujici se jako Ssal a Ssa2). Nejvyznamnéjsi z nich je pravdépodobné Hsp90, ktery se
podili na rezistenci vuci lé¢iviim, morfogenezi a tvorbe biofilmu, coz jsou dilezité virulen¢ni
faktory ovliviiujici patogenitu kvasinek. Hlavni reguldtor této stresové odpovédi je heat
shock factor 1 (Hsfl), stejné jako u lidi. Hsfl je esencidlni jak pro pfeziti, tak pro miru

virulence kvasinky'>!3.

3.5.2. Na*a K" ionty

Buiika se pfirozené snazi udrzovat si izotonické prostfedi, coz je stav, pii kterém je uvnitf
1 vn¢ buiiky stejnd koncentrace latek a osmotické tlaky jsou vyrovnané. Pii vystaveni bunky
roztokiim NaCl nebo KCl dochéazi k poruSeni této rovnovahy a vzestupu osmotického

a kationového tlaku. Aby se systém znovu dostal do rovnovéahy, musi buiika odevzdat vodu
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a snizit tak koncentraci téchto osmoticky aktivnich latek. Tim dojde ke zmensSeni bunky
a prudkému poklesu turgoru, coz je tlak vody ptisobici na bunécnou sténu zajist'ujici pevnost
bunky. Tomuto dé&ji se fika plazmolyza a v extrémnich ptipadech mize byt i fatalni. Kandidy
mohou byt témto kationtim vystaveny v uritych hostitelich. V ledvinach dosahuji
koncentrace Na" az 600 mmol/l, s K" se zase mohou setkat pii fagocytoze leukocyty.
K pfreziti jim napomaha protein Hog1, ktery je pti vysokém osmotickém stresu fosforylovan.
Nasledn¢ aktivuje geny potifebné k opétovnému nastoleni rovnovahy, predevSim enzymy
syntetizujici glycerol. Tim se vyrovna turgor a buitka miiZze znovu rist '®!7. Pfi inaktivaci
na osmoticky stres. Krome¢ toho, ze Hogl je potiebny pfti dalSich stresovych drahéch, podili

se vyznamné i na morfogenezi, regulaci metabolismu a ovliviiuje funkénost bun&éné stény!?.

3.5.3. pH

V lidském téle jsou kvasinky vystaveny riznym hodnotdm pH, od bazické az po kyselé.
Naptiklad krevni fecisté je slabé zasadité (pH = 7,4), kdezto prostiedi traviciho traktu je
naopak kyselé (pH =2). K preziti musi tedy byt kvasinka schopné se adaptovat na jeho zmény
a ptipadn¢ ho sama umét pozménit. Mezi nejdilezitéjsi proteiny pomahajici této adaptaci
patii Phrl a Phr2. Oba proteiny patii mezi B-glykosidasy buné¢né stény. Phrl je aktivni pfi
neutralnim aZ zésaditém pH a podili se pfedevs§im na systémovych infekci. Phr2 je naopak
vyuzivan pfi kyselém pH a mé4 vyznamnou funkci pifi infekcich urogenitalniho traktu.
Kandidy jsou do urcité miry také schopné pozménit okolni pH. Konkrétné jsou napiiklad

schopné ho alkalizovat, ¢imZ se zrovei podpofi riist hyf!3.

3.5.4. Vyziva

Patogenni kvasinky infikujici rizné organismy musi byt metabolicky flexibilni a umét se
adaptovat na riizné zdroje zivin v zavislosti na druhu hostitele. Jak jiz bylo zminéno vyse,
kandidy se obvykle vyskytuji v gastrointestindlnim traktu jakoZto soucast mikrobiomu.
Problém nastava, pokud dojde k poklesu imunity jedince a kandida se dostane do krve.
Krevni fecisté je pomérne bohaté na glukosu, jeden z nejvyznamnéjSich zdroju energie pro
vétSinu organismul. Vytvafi tak idedlni prostfedi pro rist a Sifeni kvasinkovych bunék. Skrz
krevni feCiSt€¢ se patogen také muze dostat k riznym organtim a zpisobovat systémové
infekce. Vybér organti k napadeni je vyrazné ovlivnén Zivinami, které obsahuji. Naptiklad
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v jatrech mé kvasinka pfistup k hlavnimu zasobnimu zdroji glukosy — glykogenu. Pfi
systémovych infekcich jsou tak jatra jeden z nejvice napadanych organti'’. Dalsim &asto
napadanym orgénem je mozek, ktery kromé vysoké koncentrace glukosy obsahuje také
mnoho vitaminti, které mohou slouzit jako potencidlni vyziva pro kvasinky. V ostatnich
tkanich jsou hladiny glukosy pomérné nizsi a kvasinky tak musi vyuzivat jiné latky jakozto
zdroj energie. Pfedpoklada se, Ze v téle makrofagi slouzi jako hlavni zdroj energie lipidy

a aminokyseliny'2.
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4. Mycobacterium

Mycobacterium je vyznamny bakteridlni rod zahrnujici jak patogenni, tak saprofytni druhy.
Piedpona ,,myko“ pochazi z Reckého slova pro houby a odkazuje na jejich kolonie
pfipominajici plisné. Hlavni pfednosti je jejich bunécnd sténa, kterd je bohata na vosky
a lipidy. Ty zvySuji odolnost a funguji jakozto hydrofobni vrstva. Dilezitou slozkou jsou
mykolové kyseliny, které jsou kovalentné navazany na polysacharidové pouzdro bunécné
stény, coz dale zvysSuje jeji pevnost. Na mykolovych kyselinach jsou dale navazany volné
lipidy, které je mozné odstépit. Konformace mykolovych kyselin a vazani volnych lipida je
podminéno teplotou, bunécna sténa je tedy pomérné dynamickd a ne rigidni, jak by se
ptedpokladalo. U patogennich druhti se tato neobvykld bunécna sténa vyznamné podili na
jejich patogenité a rezistenci k antibakteridlni 1é¢be. Déle také hraje velkou roli pfi tvorbé
biofilmu a bunééném déleni. Diky vysokému podilu mykolovych kyselin, které tvoii az 30%
suché hmotnosti, jsou mykobakterie pomémé acidorezistentni'®. Nejvyznamnégjsi
a nejznamgéjSim zastupcem je patogenni druh M. tuberculosis, ktery zpusobuje zavazné
onemocnéni tuberkulézu. Podle svého objevitele, Roberta Kocha, se mu také tika Bacil
Kochtiv. Ackoliv médme dnes piistup k mnoha antibiotikim a 1é€bam, tuberkuldza stale
predstavuje celosvétovou hrozbu. Kazdy rok na tuto infekéni chorobu zemfe ptes milion lidi,
pfedevS§im v rozvojovych zemich. Bakterii je pomérné narocné a rizikové zkoumat,
vzhledem k jejimu vysokému BSL (BioSafety Level) o hodnot& 3'%1°. Dalsim patogennim

zastupem je napiiklad M. leprae, ktery je piivodcem lepry.

4.1. Mycobacterium smegmatis

Mezi nepatogenni zastupce vyuzivajici se v laboratofich a vyzkumu patii M. smegmatis. Tato
bakterie preferuje saprofyticky styl Zivota, tedy hlavnim zdrojem organického uhliku jsou
pro ni odumielé organismy nebo jejich ¢asti. Bézné se vyskytuje v pude, vodé a rostlinach.
V savcich za normdlnich okolnosti neptebyva a obecné nezpisobuje infekce. Stejné jako
M. tuberculosis patii mezi aerobni mikroorganismy, tedy k pteZiti potfebuje ptistup kysliku.
V genomu M. smegmatis bylo nalezeno mnoho ortologlh genti M. tuberculosis. Prave diky
témto podobnostem je Casto v laboratofich vyuzivana jako modelova bakterie pro studium
svych patogennich prot&jskt. Velkou vyhodou je jeji kratky generacni Cas, ktery trva pouze

3-4 hodiny, oproti dlouhému 20-24hodinovému cyklu M. tuberculosis *'°2°.
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5. Metabolické drahy

Latky pfijaté organismem musi byt néjakym zpisobem zpracovany, aby znich mohla
vzniknout energie nebo jiné esencialni latky. K tomu slouzi metabolické drahy, které skrz
sérii enzymaticky regulovanych reakci bud’to latky rozkladaji (katabolismus) nebo naopak
syntetizuji (anabolismus). VySe bylo zminéno, Ze dulezitym zdrojem energie pro vétSinu

organismu je glukosa, ktera je nejcastéji zpracovavana skrz glykolyzu.

5.1. Glykolyza

Glykolyza je katabolick4 draha, pfi které je metabolizovéana glukosa na pyruvat, ktery je dale
v Krebsové cyklu degradovan az na oxid uhli¢ity. Béhem celého procesu vznikaji molekuly
ATP, které jsou nezbytné pro vétSinu procesti v organismu. Nékteré kvasinky jsou schopné
alkoholového kvaseni a pti glykolyze tak produkuji ethanol. Toho se primyslové vyuziva
ptedevsim v pekatské, pivni a vinné produkci. Tato schopnost také dala S. cerevisiae svou
ptezdivku ,.kvasinka pivni“. Dlouhou dobu byla glykolyza povaZovana jako jedna z nejlépe
prozkoumanych metabolickych drah. Bylo ale zjisténo, ze v ni dochazi k mnoha chybam a ke

vzniku vedlejsich produkti, které mohou byt pro lidské t&lo spis toxické nez napomocné !,

5.2. Vedlejsi produkty

Enzymy nejsou 100% specifické a pfi metabolickych déjich dochéazi i k chybné tvorbé
s podobnou stavbou jako jejich fyziologicky idealni substrat. Tomuto jevu se fika substratova
promiskuita. Naopak katalytickd promiskuita oznacuje dé¢j, pfi kterém enzymy katalyzuji
nespravnou reakci na svém fyziologickém substratu®. Ackoliv ma v prvnim d&ji enzym
vyrazné nizsi afinitu k substratu a u obou dé&ju je tvorba vedlejSich produktl podstatné niZsi,
muZe dochdzet k akumulaci chybnych produktii. Vznikajici vedlejsi produkty mohou mit
toxicky uéinek na normalni funkce metabolismu, jelikoZ inhibuji ¢innost jinych enzymi'.
Proteiny jsou do urcité miry flexibilni a mohou se tak ptizplisobit podobnym substratiim,
které se napiiklad li$i piitomnosti hydroxylové nebo methylové skupiny?.

Mezi toxické vedlejsi produkty vznikajici pii glykolyze patii pfedevSim 4-fosfoerytronat,

2-fosfo-L-laktat a 2-fosfoglykolat. Na zacatku glykolyzy vznikd 4-fosfoerytronat jako
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vedlejsi produkt glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenasy (GAPDH), ktera katalyzuje pfeménu
glyceraldehyd-3-fosfatu na 1,3-bisfosfoglycerat. Meziprodukt pentosa fosfatového cyklu
erythrosa-4-fosfat je strukturné podobny glyceraldehyd-3-fosfatu, a neni tedy piekvapivée, ze
GAPDH na n¢j c¢astecné pusobi. V nadbytku inhibuje enzym pentosa fosfatového cyklu
6-fosfoglukonat dehydrogenasu. Ta katalyzuje 2. reakci cyklu a to pfeménu 6-fosfoglukonatu
na ribulosu-5-fosfat za soucasného vzniku NADPH. NADPH je vyznamny koenzym

potfebny pro anabolické drahy.

(C) Substrate ‘Product’
Canonical reaction (of GAPDH and PGK) Glycer- ) 3pP-
H. O  aldehyde-| ©. °
GAPDH PGK Se? P Yy No? Glycerate|
Pi ADP ATP L L
Glyceraldehyde 1,3-BP- 3p- il e
-3P Glycerate Glycerate H—(|3 —0—PO; H—tls—o—Po3
NAD" NADH H H
Side reaction PGK H_ 0 Erythrose| O O 4P-
" ADP ATP C -4P ¢ Erythronate
Erythrose GAPDH_ 1 4-BP- L_{, 4p- H—C—OH H—C—OH
-4P !/ s Erythronate Erythronate H—é—OH H—(‘:—OH
NAD' NADH Pi \ . \ %
ACYP1 H—C—0—PO; H—-C—0—PO;
H H

Obrdzek 1: Porovnant hlavni a vedlejsi reakce GAPDH, struktury obou substrati a produktii’

Naopak 2-fosfo-L-laktat vznik4 na konci glykolyzy jakoZto vedlejsi produkt pyruvat kinasy.
Inhibuje fosfofruktokinasu-2, enzym katalyzujici vznik fruktosa-2,6-bisfosfatu, coz je
dalezity regulator glykolyzy. Pyruvat kinasou mize vzniknout i dalsi vedlejsi
produkt: 2-fosfoglykolat. Ten vznikd z glykolatu a jeho akumulace ma rovnou nékolik
nasledki. Zaprvé inhibuje sukcinat dehydrogenasu, vyznamny enzymovy komplex ti¢astnici
se jak Krebsova cyklu, tak oxidativni fosforylace v dychacim fetézci. Zaroven inhibuje
funkci fosfoglycerat mutasy, ktera katalyzuje preménu 3-fosfoglyceratu na 2-fosfoglycerat.
Jak GADPH, tak pyruvat kinasa jsou v organismech hojné zastoupeny, coz zvysuje Sanci

tvorby toxickych vedlejsich produktt, a tedy i potiebu napravného enzymu'->2!.
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Trends in Biochemical Sciences

Obrazek 2: Schéma metabolismu glukosy i s vedlejsimi reakcemi, inhibice enzymii vzniklymi toxickymi

produkty ?

VSechny tfi produkty jsou u savci odstranovany enzymem fosfoglykolat fosfatasa.

V poslednich dvou dekadach bylo objeveno vice nez 15 enzymd, jejichZz hlavni role

v lidském téle je praveé odstranovani nebo pfeméinovani téchto toxickych vedlejSich
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produktii®. Schopnost metabolické opravy fosfoglykolat fosfatasy je evoluéné konzervovana
iu dal$ich organismu, naptiklad u kvasinky S. cerevisiae, u které tuto obrannou funkci
koduje PHOI3. Stejné¢ jako fosfoglykolat fosfatasa eliminuje 2-fosfoglykolat
a 4-fosfoerytronat. Jelikoz S. cerevisiae neni schopnd Stépit L-laktat, nedochdzi u ni

k akumulaci zmitiovaného 2-fosfo-L-laktatu'.
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6. Fosfatasy

Jednou z nejvyznamnéjSich skupin enzymii esencialnich pro spravné fungovani organismu
jsou fosfatasy. Vyskytuji se jak u prokaryot, tak eukaryot. Systematicky se fadi mezi
hydrolasy, jelikoz katalyzuji hydrolytické St€peni substratu. Odstépenou latkou ze substratu
proteiny. Obecné se ale jednd o monoester kyseliny trihydrogenfosforecné. Dohromady
s kinasami, které funguji opacn¢ a prenaseji fostatovou skupinu na substrat, vytvaii regulacni
systém. Podle oblasti pH, ve které maji své optimum, je mizeme rozdélit na alkalické
a kyselé?>?*, Dale je mizeme rozdélit podle typickych znakd a transferasového mechanismu.

Jednou z takovych skupin, mezi kterou patii mnoho fosfatas, je superrodina HAD.

6.1. Superrodina HAD

Haloacid dehalogenase-like hydrolasy jsou jedna z nejvétSich superrodin enzymil zahrnujici
predevsim fosfohydrolasy pfitomné ve vSech organismech. Superrodina byla pojmenovana
po haloacid dehalogenasach, které jsou pfitomné predevSsim u prokaryot, nicméné vétSina
enzymu z této superrodiny katalyzuje pienos fosforylové skupiny. Nejvice zastoupené jsou
zde fosfatasy (fosfat monoester hydrolasy ~79 %) a ATPasy (fosfoanhydrid hydrolasy ~20 %).
HAD-like fosfatasy mohou mit v organismech rozmanité funkce, od metabolickych
aregulacnich az po skladani proteint. Strukturné se jedna o velmi rozmanitou skupinu,
nicméné existuji urcité rysy, které maji spole¢né. Typickymi znaky jsou dva aspartatové
zbytky (DxD motiv) oddé&lené jednou dalsi aminokyselinou a koordinujici Mg?* ion. HAD
enzymy se dale obvykle skladaji ze 4 konzervovanych motivii tvoficich aktivni mista.
N-terminalni motiv I se sklada z vySe zminénych Asp zbytkl. Motiv II tvoti dlouhy fetézec
hydrofobnich aminokyselin zakonceny Ser/Thr, jejichz hlavni role je tvorba vodikového
mustku s fosforylovou skupinou substratu. Na rozdil od prvnich dvou neni motif III tak dobie
konzervovany, nicméné klicovou vlastnosti je zbytek Lys, ktery pomahd stabilizovat
meziprodukt reakce. Nakonec, motiv IV poskytuje dalsi 2 Asp nebo Asp a Glu zbytky, které
se podileji na koordinaci Mg?** iontu**?*. Typicky pro né& je i jejich aspartylfosfat
transferasovy mechanimus, ktery se uskutecituje ve dvou krocich. V prvnim kroku jeden

z Asp zbytkli nukleofilné atakuje fosforylovou skupinu substratu a vytvaii tak aspartylfosfat
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jako meziprodukt. Druhy Asp deprotonuje molekulu vody, ktera ve druhém kroku
nukleofilnim atakem uvoliiuje fosfat a regeneruje prvni aspartat. Hotfecnaty kation zajistuje
spravnou konformaci substratu a stabilizuje pfechodny stav. Aspartat funguje jak jako dobry
nukleofil, tak jako dobie odstupujici skupina. Navic reaguje pii nizkém i vysokém pH, coz
poskytuje témto enzymim zna¢nou vyhodu. Oproti enzymtm z jinych superrodin, jako jsou

napiiklad alkalické fosfatasy, maji snizenou citlivost vii¢i béznym inhibitortim fosfatas®*,

6.2. Kvasinkové fosfatasy z rodiny HAD

U modelové kvasinky S. cerevisiae je hlavni opravna fosfatasa kddovana genem PHO13. Na
zakladé homologie byly popsany geny PHOI5 u kandid (specificky u C. albicans
a C. parapsilosis), které také koduji 4-nitrofenyl fosfatasu. Pivodné se predpokladalo, ze se
u vSech tif kvasinek jedna o alkalické fosfatasy. Mechanismus alkalickych fosfatas obvykle
zahrnuje zbytek serinu nebo threoninu fungujici jako nukleofil. Ukéazalo se ale, Ze svym
mechanismem a fungovanim se podobaji spi$ fosfatasam patticim do HAD superrrodiny.
Vsechny hydrolyzuji 4-nitrofenyl fosfat pfi slabé zasaditém pH a potiebuji dikationty (Mg?>*,
Mn?*, Co**) jako kofaktory. U fosfatas z obou kandid je preferovany substrat 2-fosfoglykolat.
Ve studii* testujici i dal3i substraty, fosfatasa C. albicans preferovala glyceraldehydfosfat
a B-glycerol  fosfat, zatimco fosfatasa C. parapsilosis  preferovala pifedevS§im

1,3-dihydroxyaceton.
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7.Cile

1. Otestovat vybrané latky coby mozné inhibitory kvasinkovych fosfatas CaPhol5p
a CpPhol5p.
2. Charakterizovat fosfatasy z M. smegmatis, které vykazuji sekvencni homologii

s fosfatasami z rodiny HAD.
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8. Materialy a metody

8.1. Materialy
Dimethylsulfoxid (déle jen DMSO)

Hydroxid sodny (pevna latka, ptipraven 6M roztok)
Chlorid hote¢naty (pevna latka, pfipraven 1M roztok)
Chlorid manganaty (pevna latka, pfipraven 1M roztok)

para-nitrofenylfosfat (dale jen pNPP, k dispozici pevna latka a 17,7mM roztok, pfipraven
20mM a 250mM roztok)

Phol5p pro C. albicans a C. parapsilosis (dale jen CaPhol5p a CpPhol5p)
Potencialni inhibitory (pevné latky):

7-deasa-2-deoxyinosin

Acetazolamid

Adenin

AMP

Arginin

Aspartat

Diethyloxalat

Fumarét

Glukosa

Glukosa-6-fosfat

Glutamat

Glutamin

Glycin

Ketoglutarat

Kreatin

Kyselina jable¢na

Laktat

Lenvatinib
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Methyl-a-D-manopyranosid
Nikotinamid

Propionat

Pyridoxal hydrochlorid
Pyruvat

Rhamosa

Sukcinat sodny
Sulfanilamid

Thiamin

Uridin

Vandetanib
B-glycerofosfat

Siran kobaltnaty (pevna latka, ptipraven 1M roztok)

Vybrané¢ enzymy M. smegmatis: MSMEG 2451, MSMEG 3753, MSMEG 0867 -
klonovali, exprimovali v Escherichia coli a purifikovali Ing. Knejzlik PhD. a Ing. Dostéal PhD.
z Ustavu organické chemie a biochemie

Zasobni pufry pro Phol5p (50 mM Tris-HClL, 10 mM MgCl; pH 8,3 pro CaPhol5p a pH 8,0
pro CpPhol5p)

Zasobni pufry pro enzymy M. smegmatis (500 mM Bis-tris propan; pH 6-9,5)
8.2. PfFistroje
Analytické vahy AND ER-120A
Ctec¢ky mikrotitraénich desticek Tecan Infinite M200 Pro
Tecan Sunrise Absorbance Microplate Reader

Thermo Scientific Multiskan GO

Predvazky AND HL-400
Stolni centrifuga Heraeus Biofuge Pico
Ttepaci inkubator VWR® Thermal Shake /ite
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8.3. Metody

8.3.1. Michaelisova konstanta pro pNPP u Pho15p
Pro méteni byla ze zasobniho pufru pro Phol5p a 17,7mM roztoku pNPP ptipravena fedici
fada, kde proménny faktor byla koncentrace pNPP (3,54; 2,53; 1,77; 1,18; 0,885; 0,708;
0,506; 0,295; 0,142 mM). Do mikrozkumavek typu Eppendorf byly postupné pfipraveny
jednotlivé reakéni smési, vzdy z 20 ul jednoho enzymu a 200 pl jednotlivych roztoka pufru
smichanych s pNPP. Vysledné koncentrace pNPP tak byly 3,22; 2,30; 1,61; 1,07; 0,80; 0,644;
0,460; 0,268 a 0,129 mM. Reakce byly ponechany probihat 20 minut na ttepacce, pii 37 °C
a 1000 rpm. Pro ukonceni reakce bylo pouzito 18 ul 6M hydroxidu sodného. Roztoky byly
po 100 pl (v duplikatech) pteneseny do mikrotitraéni desticky. Nakonec byla zméfena

absorbance pii 405 nm.

8.3.2. Testovani potencialnich inhibitor( u Pho15p
Testovani potenciadlnich inhibitorh probihalo analogickym postupem jako méfeni
Michaelisovy konstanty. Z jednotlivych testovanych latek byly pfipraveny zasobni roztoky
o koncentraci 100 mM. Ze zésobniho pufru a roztoku pNPP byly pfipraveny roztoky
substratu s koncentraci 0,49 mM pNPP pro CaPhol5p a 0,29 mM pNPP pro CpPhol5p.
Vyslednd koncentrace pNPP v reakéni smési tak byla pod polovinou hodnoty K.
V mikrozkumavkach typu Eppendorf byly pfipraveny reakéni smési smichanim 30 pl
testovaného potencialniho inhibitoru, 240 pl roztoku pufru s pNPP a 30 pl pfisluSného
enzymu. Vysledné koncentrace testovanych potencidlnich inhibitort tak byla 10 mM. Reakce
byly opét ponechany probihat 20 minut na tfepacce, pfi 37 °C a 1000 rpm. Ptidavek
6M hydroxidu sodného u nékterych reakci zkresloval vysledek a nebyl tedy nadéale pouZzivan.
Roztoky byly po 100 ul (v triplikatech) pfeneseny do mikrotitracni desticky a byla zmétena
absorbance pifi 405 nm. Takto byly otestovany vSechny potencidlni inhibitory vypsané
v oddilu 8.1. Materialy. Pfed samotnym métfenim prvni sady potencidlnich inhibitorti bylo
otestovano, jestli reakce neni inhibovana dimethylsulfoxidem, ve kterém byly rozpustény
nékteré latky. Byly pfipraveny roztoky pufru a substratu o koncentraci pNPP 0,98 mM pro
CaPhol5p a 0,57 mM pro CpPhol5p. Déle byl pfiddn DMSO tak, aby vznikla fada

koncentraci od 0,5 % do 6 %. Zbytek méteni probihal postupem popsanym vyse.
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8.3.3. ICso u vybranych potencidlnich inhibitord Pho15p

U CpPhol5p byly vybrany tii latky k dalSimu méfeni — thiamin, pyridoxal hydrochlorid
a glukosa-6-fosfat. Pro zachovani koncentrace pNPP v reak¢ni smési byla ze 100mM roztokti
téchto latek nejprve piipravena tedici fada (85; 65; 50; 40; 25; 10; 5; 1; 0,5 mM).
V mikrozkumavkach typu Eppendorf byly pfipraveny reakéni smési smichanim 30 pl
vybraného roztoku inhibitoru o piislusné koncentraci, 240 pl roztoku pufru s pNPP a 30 ul
CpPhol5p. Vysledné koncentrace vybranych inhibitort tak byly 10; 8,5; 6,5; 5; 4; 2,5; 1;
0,5; 0,1 a 0,05 mM. Zbytek métfeni probihal analogicky postupem popsanym vyse.

8.3.4. Méfeni pH optima enzym( M. smegmatis
Mgéfeni s enzymy M. smegmatis probihalo pievazné na Ustavu organické chemie a biochemie.
Nejprve byly pfipraveny zasobni pufry 500mM Bis-tris propanu o proménlivém pH (rozsah
hodnot 6 —9,5), dale 250mM roztok pNPP a 1M roztok chloridu hotfe¢natého. Pfed samotnym
méfenim byly zjistény optimalni koncentrace enzymd, respektive jejich vhodny piidavek do
reakce. Pro kazdou hodnotu pH byl ze zédsobnich roztokt piipraven pufr skladajici se z S0mM
Bis-tris propanu, 10mM chloridu hote¢natého a SmM pNPP. Enzym MSMEG 3753, ktery
byl pomérné aktivni, byl nejprve natedén Milli-Q vodou osmkrat. Do jamek mikrotitracni
desticky byly postupné v triplikdtech pfeneseny jednotlivé enzymy a nasledné byl ke
kazdému piidan roztok pufru o odpovidajicim pH (50 mM Bis-tris propan, 10 mM MgCl,,
5 mM pNPP, pH 6 —9,5) do celkového objemu 250 pl (viz tab.1). Absorbance (405 nm) byla

metena po dobu 20 minut na ¢tecee desticek TECAN.

Tabulka 1: Objemy enzymii a pufrii prenesené do jednotlivych jamek mikrotitracni desticky

Enzym \ Objem enzymu [ul] \ Objem pufru [ul]
MSMEG 2451 30 220
MSMEG 3753 (8x fedény) 30 220
MSMEG 0867 60 190

8.3.5. Michaelisova konstanta pro pNPP u enzymu MSMEG_3753
Pro dalsi charakterizaci byl vybran pouze enzym MSMEG 3753. Mezi méfenim pH optima
a Michaelisovy konstanty byl pfipraven novy enzym MSMEG 3753, ktery mél
mnohonésobné vyss§i koncentraci nez ten predchazejici. Pred zacatkem méteni tak byl enzym

MSMEG_ 3753 natedén Milli-Q vodou padesatkrat. Ze zasobnich roztok byl ptipraven pufr
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skladajici se z 50 mM Bis-tris propanu o pH 8,5 a 10 mM chloridu hotfe¢natého, proménny
parametr byla koncentrace pNPP. Ten byl poté do jednotlivych reakénich smési ptidavan tak,
aby vysledna koncentrace byla 10; 5; 4; 3; 2; 1; 0,75 a 0,5 mM. Do jamek mikrotitra¢ni
desticky bylo v triplikatech pieneseno 10 ul padesatkrat fedéného enzymu MSMEG 3753
a 100 pl reak¢éni smési. Absorbance (405 nm) byla méfena po dobu 30 minut na Ctecce

desticek TECAN.

8.3.6. Potreba dvojmocnych iontd u enzymu MSMEG_3753

Ze zasobnich roztoktli byly pfipraveny pufry sklddajici se z 50 mM Bis-tris propanu a 5 mM
pNPP. Hodnota pH byla 8,5. Proménny parametr byla koncentrace hotecnatych,
manganatych a kobaltnatych iontil v rozsahu 0—-100 mM. Ze zasobnich 1M roztokt chloridu
hotecnatého, siranu kobaltnatého a chloridu manganatého byly pfipraveny fedici tady
a prislusné ptidavky byly pieneseny do pufri. Do mikrotitraéni desticky bylo v triplikatech
preneseno 10 ul enzymu MSMEG 3753 a 100 pl pufru o pfislusné koncentraci jednotlivych
iontil. Absorbance (405 nm) byla méfena po dobu 20 minut na ¢tecce desticek TECAN.
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9. Vysledky

9.1. Michaelisova konstanta pro pNPP u Pho15p
Duplikaty hodnot absorbance (405 nm) nameéfené pii reakci enzymu s pNPP byly
zpruméerovany a od kazdého praméru byl odecten ptislusny slepy vzorek. V programu MS
Excel byla pomoci nelinearni regrese vypocitana Michaelisova konstanta Kn. K vypoctu byla
pouzita rovnice funkce Vimax *x / (Km + X), kde Vmax je maximalni rychlost, Kim je Michalisova
konstanta ax je koncentrace substratu. Pro CpPhol5p byla konstanta stanovena
na 0,569 mM + 0,235 mM, u CaPhol5p byla rovna 0,977 + 0,051 mM. Hodnoty
Michaelisovy konstanty byly stanoveny piedev§im pro moznost nastaveni reakci pfi
testovani potencialnich inhibitorti. Koncentrace substratu (tedy pNPP) byla snizena pod
polovinu hodnoty Michaelisovy konstanty, aby reakce neprobihala ptili§ rychle a bylo mozné

ji sledovat.

9.2. Potencialni inhibitory u Phol15p
Triplikaty hodnot absorbance (405 nm) namétené pii reakci enzyml s pNPP a DMSO byly
zprumérovany a od prameéri byl odecten ptislusny slepy vzorek. Byl vynesen graf zdvislosti
absorbance reprezentujici miru konverze substratu na koncentraci DMSO v reakéni smési
(viz obr. 3). Z grafu miZeme vycist, Ze DMSO vyznamné neinhibuje reakci enzyma s pNPP

a je tedy mozné jej pouZit pro rozpousténi latek obtizné rozpustnych ve vodé.
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Obrazek 3: Vliv riuznych koncentraci DMSO na absorbanci (405 nm) namérenou pii reakci enzymit CaPhol5p
(modra) a CpPhol5p (oranzova) pii reakci s pNPP; absorbance predstavuje miru konverze substratu

Triplikaty hodnot absorbance (405 nm) namétené pii reakci enzymi s pNPP a testovanym
potencidlnim inhibitorem byly zprimérovany a od prameéri byl odecten ptislusny slepy
vzorek. Pro ptehlednost a zjednoduSeni jsou vysledky testovani potencidlnich inhibitori
prezentovany jako procenta z neinhibované reakce. Kvili nestabilité a fotosenzitivité¢ pNPP
probihala neinhibovana reakce soubézné s méfenim kazdé sady. VSechny testované latky
avysledky méfeni byly zaznamenané do tabulky 2. Zadni z vybranych latek vyrazné
neinhibovala CaPhol5p, u nékterych z nich ale doslo ke snizeni absorbance az o 40 %. Ze
vSech otestovanych latek inhibovaly CpPhol5p pouze tii z nich, a to thiamin, pyridoxal

hydrochlorid a glukosa-6-fosfat. U téchto latek bylo nasledné stanoveno 1Cso.
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Tabulka 2: Tabulka testovanych latek vybranych jako potencialni inhibitory enzymii CaPhol5p a CpPhol5Sp;
vpravo procento z neinhibované reakce enzymii a pNPP s testovanou latkou oproti standardni reakci enzymii s
PNPP bez pridavku potencidlniho inhibitoru, u reakci, pri kterych nedoslo k viditeInému snizeni konverze pNPP
(% z neinhibované reakce> 90 %) je pouze ,,n.i* jako ,,neinhibuje

% z neinhibované

Kategorie Testovana latka reakce
CA | cp
Laktat n.i. n.i.
, Glukosa-6-fosfat 83,2 35,8
Glykolyza Glukosa n.i. n.i.
Pyruvat n.i. n.i.
Fumarat n.i. 77
o Sukcinat sodny 58,5 n.i.
Krebstv cyklus Kyselina jable¢na n.i. n.i.
Ketoglutarat n.i. n.i.
Lenvatinib n.i. 67,3
Vandetanib n.i. n.i.
Inhibitory jinych enzymi | Acetazolamid n.i. 71,7
B-glycerofosfat n.i. 72,5
Sulfanilamid n.i. n.i.
Adenin 68.6 74.4
. ) , Uridin 66,5 71,2
Nukleotidy/nukleosidy/baze 7-deaza-2-deoxyinosin 86,8 n.i.
AMP n.i. n.i.
Thiamin n.i. 14,3
Vitaminy Pyridoxal hydrochlorid n.i. 4,11
Nikotinamid 80,2 65,9
Hexos Rhamnosa 64,4 69,7
y Methyl-a-D-manopyranosid  n.i. 88,0
Glycin 83,3 89,6
Arginin 83,5 n.i.
Aminokyseliny Aspartat 79,7 n..
Glutamin 79,1 84
Glutamat 86,7 n.i.
Diethyloxalat 81,7 81,3
Ostatni Kreatin 73,1 75
Propionat 73,1 70,9
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9.3. ICso vybranych potencidlnich inhibitort
Z duplikdth namétfené absorbance (405 nm) reakce CpPholSp s pNPP a pfislusnym
inhibitorem byly vypocitany priméry a od nich odecteny ptislusné slepé vzorky. V programu
MS Excel byly z rovnice grafii zavislosti absorbance pii 405 nm na koncentraci inhibitoru

vypocitany hodnoty ICso pro jednotlivé inhibitory (viz tab. 3).

Tabulka 3: Vybrané inhibitory a jejich stanovené ICsy v mM; vypocitano v programu MS Excel

Vybrany inhibitor I1Cso [mM]
Glukosa-6-fosfat 4,67
Pyridoxal hydrochlorid 5,29
Thiamin 3,57

9.4. pH optimum u enzym M. smegmatis

Triplikaty namétfené absorbance (405 nm) byly zprimérovany a od primért byl odecten
ptislusny slepy vzorek. Do grafii (viz obr. 4, 5, 6) byla vynesena zavislost hodnot absorbance
naméfené pii reakci jednotlivych enzymi s pNPP na hodnoté pH. Absorbance v grafu
prestavuje miru konverze substratu v dany ¢as. U enzymu MSMEG 2451 mtizeme vidét
podobnou preferenci pro pH 8; 8,5 a 9 (viz obr. 4), pti dalSich méfenich by bylo vybrano
pH 8,5. U enzymu MSMEG 3753 bylo pH optimum stanoveno na 8,5. V grafu (viz obr. 5)
muzeme vidét 1 prudky nartst absorbance u pH 9,5, coz je ale u enzymu vétSinou neobvyklé.
U enzymu MSMEG_0867 nemohla byt kviili nedostatku zdroji zmétena hodnota absorbance
pii pH 9,5. Nicméné vzhledem k vyraznému poklesu absorbance u pH 9 (viz obr. 6) miizeme

predpokladat, Ze pH 9,5 pro tento enzym neni optimalni a jako optimalni pH se jevi hodnota 8.
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pH optimum - MSMEG_2451
0,06
0,05
0,04
0,03

0,02

Absorbance 405 nm

0,01

5,5 6 6,5 7 7,5 8 8,5 9 9,5 10

Obrazek 4: Viiv pH na absorbanci u enzymu MSMEG 2451 pri reakci s pNPP; triplikaty namérené absorbance
pri 405 nm byly zpriimerovany a od priuméru byl odecten slepy vzorek,; absorbance predstavuje miru premény
substrdtu za dany cas

pH optimum - MSMEG_3753

0,075
0,065
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0,045
0,035
0,025
0,015
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Absorbance 405 nm

Obrazek 5: Viiv pH na absorbanci u enzymu MSMEG 3753 pri reakci s pNPP; triplikaty namérené absorbance
pri 405 nm byly zpriimerovany a od pruméri byl odecten slepy vzorek,; absorbance predstavuje miru premény
substratu za dany cas
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pH optimum - MSMEG_0867
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Obrazek 6: Viiv pH na absorbanci u enzymu MSMEG 0867 pri reakci s pNPP; triplikaty namérené absorbance
pri 405 nm byly zpriimerovany a od priuméri byl odecten slepy vzorek,; absorbance predstavuje miru premény
substrdtu za dany cas

9.5. Michaelisova konstanta pro pNPP u enzymu MSMEG_3753
Triplikaty absorbance (405 nm) naméiené pii reakci enzymu s pNPP byly zpriimérovany a od
praméri byl odecéten prislusny slepy vzorek. V programu MS Excel byla pomoci nelinearni
regrese z funkce y = Vmax X X / (K +x) vypocitana Michaelisova konstanta K, a maximalni
rychlost reakce Vmax. JelikoZ enzym MSMEG 3753 byl velmi dobfe purifikovan a byla
stanovena jeho koncentrace, bylo také vypocitano ¢islo ptemény kear. To bylo vypocitano
prevedenim Vmax na pumol-L!-s! pouzitim Lambertova-Beerova zdkona a vydélenim

koncentraci enzymu, ktera byla 5,2 umol-L!. Hodnoty byly zaznamenany do tabulky 4.

Tabulka 4: Michaelisova konstanta, maximalni rychlost reakce a cislo premény pro pNPP pri reakci s enzymem
MSMEG 3753; vypocitano v programu MS Excel z rovnice funkce y = Viax X x / (Ky +x)

Kin [MM] 6.83
Vimax [umol-L!-s7!] 0,49
kcat [S_l ] 0,094
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9.6. Potfeba dvoumocnych iontd u enzymu MSMEG_3753
Z triplikat namétené absorbance (405 nm) reakce enzymu s pNPP a ptidavkem jednotlivych
iontl byly vypocitany priméry a od nich byly odecteny piislusné slepé vzorky. Vypocitané
hodnoty byly v zavislosti na koncentraci ionti vyneseny do grafu (viz obr. 7). Kvuli Sirokému
rozsahu koncentraci (0—100 mM) a pirehlednosti byly hodnoty na ose x oznaceny Cisly 1-6
(viz tab. 5). U manganatych a kobaltnatych iontli nebylo mozné zjisti vliv 100mM
koncentrace kvuli jejich barve (riizova a tmavé Cervend), kterd ovliviitovala méfeni. V grafu
(viz obr. 7) mizeme vidét, Ze nejlépe reakce enzymu s pNPP probiha pti ImM koncentraci
hotecnatych iontl. Pfi koncentraci 10 mM mély hotfecnaté a manganaté ionty podobny vliv,
pii nizSich koncentracich manganatych iontl ale probihala reakce podstatné hif. Na rozdil
od CaPhol5p a CpPhol5p, jak jiz bylo stanoveno v predchozi studii*, mély kobaltnaté ionty

na reakci spis inhibi¢ni vliv.

1,8
1,6
1,4
1,2

1 —e— Mg2+
0,8 Mn2+
0,6 Co2+

Absorbance 405 nm

0,4

0,2 o

0 1 2 3 4 5 6 7
¢ [mM]

Obrazek 7: VIiv horecnatych (modra), manganatych (oranzovad) a kobaltnatych (Seda) iontit na absorbanci
(405 nm) u enzymu MSMEG 3753 pri reakci s pNPP; absorbance predstavuje miru premény substrdtu za dany
cas

Tabulka 5: Hodnoty na ose x a jejich prislusné koncentrace iontii

0sa X 1 2 3 4 5 6
¢ [mM] 0 0,01 0,1 1 10 100
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10. Diskuse

Tato prace se zabyva nckolika fosfatasami, které je mozno na =zakladé jejich
aminokyselinovych sekvenci fadit do superrodiny HAD. Dv¢ z téchto fosfatas, CaPhol5p
a CpPhol5p, pochézejici z patogennich kvasinek C. albicans a C. parapsilosis, byly jiz diive
¢aste¢n¢ charakterizovany. Jejich substratova specifita byla vSak dosud charakterizovana jen
povrchné. Predpoklada se, ze by se CaPhol5p a CpPhol5p mohly podilet na metabolickych
opravach. V ramci piedchoziho vyzkumu bylo predikovano nekolik tiid molekul, které by
mohly byt inhibitory téchto kvasinkovych fosfatas. Mezi vybranymi latkami byly naptiklad
intermediaty glykolyzy a Krebsova cyklu, ale také inhibitory jinych enzymi. V této praci
byla vétsina téchto molekul otestovana a ukdzalo se, ze dané kvasinkové fosfatasy neinhibuyji.
Vyjimkou jsou thiamin, pyridoxal hydrochlorid a glukosa-6-fosfat, které trochu inhibuji
CpPhol5p. Anijednu z latek nelze povazovat za dobry inhibitor, nicméné jejich odlisny vliv
na CaPhol5p a CpPhol5p naznacuje, ze mezi témito enzymy existuji znacné rozdily.
U glukosy-6-fosfatu dale neni jasné, jestli ve skutecnosti neni substratem, ktery CpPhol5p
defosforyluje, a ktery tim padem s pNPP soutéZi na jiné bazi nez inhibitory, v€etn¢ inhibitori
aktivniho mista. Druhou skupinou fosfatas studovanych vtéto praci jsou dosud
necharakterizované enzymy z M. smegmatis. Jejich sekvence byly vybrany na zakladé
podobnosti s vyse uvedenymi kvasinkovymi fosfatasami a vloZeny do vektord pro expresi
v E. coli. Klonovani, expresi a purifikaci provedli Ing. Knejzlik PhD. a Ing. Dostal PhD. na
Ustavu organické chemie a biochemie. Veskerd data ziskana v souvislosti s témito
mykobakteridlnimi fosfatasami jsou tedy zcela nova a popisuji dosud neznamé enzymy. Lze
tedy fict, Ze fosfatasy MSMEG 2451, MSMEG 3753 a MSMEG 0867 hydrolyzuji pNPP,
preferuji pH 8 a vyssi a jejich aktivita je zvySena v pfitomnosti dvojmocnych iontd, konkrétné
hotfe¢natych a manganatych. Na rozdil od kvasinkovych fosfatas je jejich aktivita ale
inhibovana kobaltnatymi ionty. Touto charakterizaci byly splnény piedpoklady potiebné pro
zahajeni testovani substratové specificnosti a zjisténi, zda se jedna o fosfatasy podilejici se

na metabolickych opravach.
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11.  Zavér

e Byl otestovan soubor latek, u nichz se predpokladalo, ze by mohly byt inhibitory
CaPhol5p a CpPhol5p

e 74dna z otestovanych latek neinhibovala CaPhol5p

e Ze vSech otestovanych latek inhibovaly CpPhol5p pouze tfi — thiamin, pyridoxal
hydrochlorid a glukosa-6-fosfat — u téchto latek bylo stanoveno ICso

e U vSech 3 fosfatas M. smegmatis bylo stanoveno pH optimum — pro vSechny mélo
hodnotu bud’to 8 nebo 8,5

e U MSMEG 3753 byla stanovena Michaelisova konstanta pro pNPP, maximalni
rychlost reakce a ¢islo pfemény

e Hofecnaté a manganaté ionty zvySovaly aktivitu MSMEG 3753 pfi reakci s pNPP

e Kobaltnaté ionty mély naopak na MSMEG 3753 inhibi¢ni vliv
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