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Abstrakt

Tato bakalarska prace se zamétuje na studium B-karbonické anhydrasy CpNcel03p z patogenni
kvasinky Candida parapsilosis a byla feSena v priab¢hu dlouhodobého projektu v laboratofi
UOCHB AV CR. Karbonicka anhydrasa je metaloenzym se zineénatym iontem v aktivnim
misté, ktery katalyzuje pfeménu oxidu uhli¢itého na hydrogenuhlicitan a hraje zasadni roli
v udrzovani homeostdze v bunice. Vzhledem ke strukturalni odlisnosti karbonickych anhydras
u saveil a kvasinek predstavuje tento enzym potencialni cil pro vyvoj novych antimykotik.
Cilem této prace bylo porovnani exprese rekombinantni formy enzymu A42 CpNcelO3p ve
dvou kmenech Escherichia coli — LOBSTR a BL21 (DE3) RIL za ucelem pfipravy
dostatecného mnozstvi enzymu pro rentgenostrukturni analyzy. Ziskana struktura
A42 CpNcel03p z C. parapsilosis spolecné se strukturou karbonické anhydrasy z C. albicans
se staly zakladem pro navrh inhibitort pomoci molekulového modelovani. Vybrané slouc¢eniny
byly néasledn¢ testovany. Ve studovaném souboru sloucenin vykazoval nejlepsi inhibi¢ni
vlastnosti trifluoromethylsulfonamid. Vysledky této prace ptispivaji k pochopeni vlastnosti
B- karbonickych anhydras u patogennich kvasinek rodu Candida a mohou slouzit jako zaklad

pro vyvoj cilené antimykotické terapie.

Kli¢ova slova: Karbonicka anhydrasa, patogenni kvasinky, krystalova struktura, inhibitor



Abstract

This bachelor’s thesis focuses on the study of the B-carbonic anhydrase CpNcel03p from the
pathogenic yeast Candida parapsilosis. The research was conducted as part of a long-term
project in the laboratory of the Institute of Organic Chemistry and Biochemistry of the Czech
Academy of Sciences (CAS). Carbonic anhydrase is a metalloenzyme with a zinc ion in its
active site that catalyses the reversible conversion of carbon dioxide to bicarbonate, playing a
vital role in maintaining cellular homeostasis. Owing to structural differences between
mammalian and yeast carbonic anhydrases, this enzyme represents a promising target for the
development of novel antifungal agents. The aim of this work was to compare the expression
of the recombinant enzyme A42 CpNcel03p in two Escherichia coli strains—LOBSTR and
BL21(DE3) RIL in order to obtain sufficient quantities of the protein for X-ray crystallographic
analysis. The obtained structure of A42 CpNcel03p from C. parapsilosis, together with the
known structure of carbonic anhydrase from C. albicans, served as a basis for the rational
design of inhibitors using molecular modelling. Selected compounds were subsequently tested,
and among them, trifluoromethyl sulphonamide showed the strongest inhibitory properties.

The results of this thesis contribute to the understanding of B-carbonic anhydrases in pathogenic

yeasts of the genus Candida and may support the development of targeted antifungal therapies.

Key words: Carbonic anhydrase, pathogenic yeast, crystal structure, inhibitor
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1 Uvod

Vysokd mira patogenity u kvasinek rodu Candida je dana jejich adaptabilitou na zmény
v prostiedi, ve kterém se vyskytuji. Jednim z faktorti, které ovliviiuji schopnost reagovat na
environmentalni zmény, je produkce karbonické anhydrasy (CA). CA je metaloenzym, jenz
katalyzuje pfeménu oxidu uhli¢itého a vody na hydrogen uhli¢itan a proton, ¢imz reguluje
acidobazickou rovnovéhu.

Tento enzym je nezbytny pro udrZzeni homeostaze v buiice a je tedy pro kvasinky
nepostradatelny. Kvasinky produkuji B-CA, jez jsou strukturné odlisné od CA v savcich
bunkach, kde se primarné vyskytuji a-CA. Odli$nost struktury B-CA u kvasinek nabizi moznost
cilené inhibice s omezenim toxicity pro hostile.

V této praci byla porovnavana exprese rekombinantni B-CA z C. parapsilosis
(CpNcel03p) ve dvou kmenech Escherichia coli — LOBSTR (Low Background Strain) a BL21
(DE3) RIl. Cilem bylo zjistit, ktery z téchto kment je vhodnéjsi pro piipravu rekombinantni
B CA s ohledem na sniZeni pozadi kontaminujicich proteint pii izolaci pomoci metaloafinitni
chromatografie. Kmen LOBSTR byl navrzen specialné tak, aby eliminoval bézné kontaminanty
pii purifikaci His-znaCenych proteint pro retngenostrukturni strukturni analyzu. [1]

Po expresi byla CA izolovana v dostate¢ném mnozstvi a Cistoté. V nasledném kroku byla
CA pouzita pro krystaliza¢ni experimenty za ucelem ziskani proteinovy krystalti vhodnych pro
rentgenostrukturni strukturni analyzu. Z krystali byla ziskana prostorova struktura enzymu
pomoci rentgenové strukturni analyzy. V zavérecné fazi byly otestovany vybrané inhibitory,
které byly navrzeny pomoci molekularniho modelovani.

Tato prace ptispiva k hlubSimu porozuméni struktury a funkce B-CA z C. parapsilosis
a predstavuje krok smérem k cilenému vyvoji inhibitori s moznym terapeutickym vyuzitim.
Zaroven navazuje na predchozi kvalifikacni prace feSené ve stejné vyzkumné skupiné [2,3],

jejichz poznatky byly vyuzity jako vychodisko pro dalsi rozsiteni a zpracovani daného tématu.



2 Literarni prehled

Tato kapitola popisuje soucasné znalosti, které se tykaji patogennich kvasinek rodu

Candida, 1é¢by kandidoz, karbonickych anhydras a jejich struktur.

21 Rod CANDIDA

Rod Candida zahrnuje Siroké spektrum kvasinek. Tyto mikroorganismy se pfirozené vyskytuji
v prostiedi bohatém na organické latky, jako je ptida, povrch rostlin, zvitata a ¢loveék. Kvasinky
jsou béZnou soucasti mikroflory, ale mohou mit za urcitych podminek patologické U€inky, které
mohou vést k naro¢nym systémovym infekcim [4].

Mezi klinicky vyznamné druhy patti Candida albicans, C. glabrata, C. parapsilosis
a C. tropicalis. Tyto kvasinky se li§i nejen morfologicky a ve zptsobu kolonizace hostitele, ale
také v mife virulence, schopnosti tvofit biofilm a rezistenci vii¢i antimykotiktim [4]. Naptiklad
C. glabrata je Casto tolerantni vic¢i azolovym antimykotikiim, zatimco C. parapsilosis je
charakteristickd vyraznymi adhezivnimi schopnostmi a afinitou k povrchim Ié€katskych

implantatq.

2.1.1 Candida parapsilosis

Kvasinka Candida parapsilosis je Castym piivodcem nozokomialnich mykotickych
infekci u pacientli s oslabenou imunitou. Protoze se tento druh casto vyskytuje na kuazi
a sliznicich lidi, mize pomérné snadno dojit ke kontaminaci rukami personalu ¢i pomtickami
jako jsou naptiklad dlouhodob¢ pouzivané katétry [5].

Ackoli Candida albicans byva nej¢astéj$im ptivodcem patogennich kvasinkovych infekci,
Candida parapsilosis pfetrvava dlouho v nemocni¢nim prostiedi a dochazi k Sifeni mezi
pacienty, zvlasté pak na novorozeneckych jednotkach intenzivni péce [6].

Tento druh se podili na vzniku jak povrchovych, tak hlubokych infekci. Jeho patogenita
souvisi s tvorbou biofilmu a ¢asteCnou rezistenci vici bézné€ pouzivanym antimykotikim.
Candida parapsilosis vykazuje vyS$§i rezistenci vi¢i azolim (zejména flukonazolu)
a v nékterych piipadech i sniZenou citlivost vii¢i echinokandinim ve srovnani s Candida

albicans [7].

2.2 Faktory virulence

Patogenni kvasinky rodu Candida vyuzivaji vice mechanismil k pfekonéni obrannych bariér

hostitele. Virulence neni dana jednim faktorem, ale souhrou vice vlastnosti, jejichz
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kombinovany efekt umoznuje pfezivani a invazi v hostitelském organismu. Mezi hlavni patii
adheze, tvorba biofilmu, produkce hydrolytickych enzym a schopnost morfologické

premény. [8,9].

2.2.1 Adheze

Uchyceni se na povrchu tkang ¢i jiného materialu je pro kvasinky rodu Candida velmi dilezité
pro rozvoj infekce. Adheze je zplisobena proteiny, které se nazyvaji adhesiny. Adhesiny
v extracelularnim matrixu rozpoznavani fibrinogen a fibronektin, ¢imZ umozni pfichyceni na
povrch tkané [8].

Spektrum exprimovanych adhesinli miize byt ovlivnéno prostfedim, typem substratu
1 morfologickym stavem buiiky. Napftiklad pfi zméné dostupnosti Zivin nebo béhem kolonizace
1ékatskych implantath mtze Candida zvySovat produkci urcitych adhesinl, coz ji umozituje
ptizplsobit se riznym podminkam v hostitelském organismu. Tento dynamicky systém adheze
predstavuje dulezitou soucast schopnosti kvasinek prezivat, Sifit se a vytvaret rezistentni

infek¢ni loziska [8,9].

2.2.2 Tvorba biofilmu

Schopnost tvofit biofilm je povazovana za jeden z hlavnich faktora piispivajicich k patogenité
kvasinek rodu Candida. Biofilm poskytuje kvasinkam ochranu pted riznymi vlivy, mimo jiné
1 imunitni reakce hostitele [8].

Matrix biofilmu obsahuje polysacharidy, proteiny a nukleové kyseliny, které spolecné
vytvareji ochranné podminky. V téchto podminkach jsou buiiky odolné€jsi vii¢i antimykotikim,
coz muize komplikovat 1écbu [8,9].

Tvorba biofilmu je regulovana a muze byt ovlivnéna okolnim prostiedim, naptiklad
dostupnosti Zivin. Jednotlivé kmeny Candida maji rozdilnou schopnost biofilm vytvaret, coz

muze ovliviiovat jejich patogenitu [9].

2.2.3 Sekrece hydrolytickych enzymu

Produkce hydrolytickych enzymi je jednim z mechanismd, jimiZ si kvasinky rodu Candida
usnadiiuji prinik do tkani hostitele a ziskavani Zivin. Tyto enzymy rozkladaji slozky
extracelularniho matrixu, epitelovych bariér nebo krevnich proteinti a tim podporuji invazivni
chovani patogenu [4,8].

Mezi nejvyznamnéjsi enzymy patii sekretované proteasy, dale pak fosfolipasy a lipasy.

Proteasy S$té€pi bilkoviny pfitomné v tkanich hostitele, naptiklad protilatky ¢i bilkoviny
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podilejici se na imunitnich reakcich. Fosfolipasy napadaji fosfolipidové slozky bunéénych
membran a pomahaji s nicenim buné¢k. Lipasy se pak podileji na metabolismu lipidi a umoziiuji
preziti kvasinek v prostfedich s omezenou dostupnosti zivin [8,9].

Spektrum exprimovanych enzymi a jejich mnozstvi zavisi na konkrétnim druhu Candida,
stavu infekce a vnéjSich podminkach. U C. parapsilosis byla naptiklad popsana vyrazna
produkce lipas, které¢ hraji dalezitou roli pii kolonizaci kozniho povrchu. Schopnost upravovat
okolni prostiedi pomoci enzymatické aktivity je tedy vyznamnym faktorem, ktery pfispiva

k patogenité a adaptabilité [9].

2.2.4 Adaptace na environmentalni zmény

Vysokd mira adaptability na environmentalni zmény je jednim z klicovych faktori
u patogennich kvasinek. Usp&s$na pieziti téchto mikroorganisma zavisi mimo jiné na efektivitd
metabolickych drah, které¢ jim umoziiuji asimilaci dostupnych zivin v raznych stresovych
podminkach. Mezi nej€astéjsi stresové podminky patii zmény pH, zvySena teplota, oxidacni
a osmoticky stres, omezena dostupnost zivin. [§]

Jednim z faktorii, na néz kvasinky musi reagovat, je proménliva koncentrace oxidu
uhlic¢itého v prostiedi. V pfirodnich podminkach je rovnovéazna koncentrace CO: regulovana
jeho spontanni pfeménou na hydrogenuhlicitan podle reakce:

CO:+ H:0 = HCOs + H*

Tato reakce vSak probihd pomalu, a proto si zivé organismy vyvinuly enzymovy
mechanismus, ktery tuto pieménu urychluje podle aktudlnich metabolickych potieb. Timto
enzymovym mechanismem pracuje skupina enzymdu, které se nazyvaji karbonické anhydrasy.
CA katalyzuji hydrataci oxidu uhli¢itého na proton a hydrogenuhlicitan a zpét deset tisickrat
rychleji, neZ by reakce probihala bez katalyzy [10,11]. Tato enzymatickd aktivita je pro
patogenni mikroorganismy velmi diilezita, protoze pomah4 udrZzovat intracelularni pH a dodava
hydrogenuhlicitan, ktery nadale slouzi jako substrat pro syntézu pyrimidinti a mastnych kyselin,
také slouzi jako signalni molekula pro fadu biochemickych reakci. Vznikajici proton (H)

ovliviiuje pH cytoplazmy, coz je podstatné pro signalizaci ¢i jiné enzymatické reakce. [12]

2.3 Karbonické anhydrasy a jejich evoluéni skupiny

Kvasinky rodu Candida se béZzné vyskytuji v prostiedi s nizkou koncentraci oxidu uhli¢itého
(CO2). Po vstupu do hostitelského organismu vsak ¢eli vyrazn€ vy$Sim hladinam CO:, které
mohou byt az stondsobné¢ vyssi oproti atmosférickému prostiedi. Aby byly schopny se témto

zménam rychle a uc¢inné prizplsobit, vyuzivaji enzym karbonickou anhydrasu (CA).
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Enzym CA urychluje pfeménu oxidu uhli¢it¢ho na hydrogenuhlicitan a volny proton,
¢imz ovliviluje acidobazickou rovnovahu.

Tato reakce hraje zasadni roli nejen v udrzovani acidobazické rovnovahy, ale
i v metabolické flexibilité¢, osmoregulaci a vinimani prostfedi. U patogennich mikroorganismii
je aktivita CA spojovana s prezivanim v proménlivych podminkach, riistem, morfologickymi
ptechody i virulenci [10,11].

Karbonické anhydrasy se vyskytuji ve vSech tfech doménach zivota (Bacteria, Archaea,
Eukaryota) a ptedstavuji piiklad konvergentniho vyvoje. Z hlediska strukturni a evoluc¢ni
diverzity se déli do 8 tfid: a, B, v, 9, {, m, 6 a1 [13].

Zatimco enzymy tfidy a jsou typické pro zivo€isné bunky, tfida B je hojné zastoupena
u nizSich eukaryot a prokaryot, véetné hub a bakterii. Pravé B-CA ptedstavuji vyznamny cil
vyzkumu u patogennich kvasinek. Tiida y je typickda pro archaedlni a nékteré bakterialni
organismy, zatimco 6 a { CA byly nalezeny pfedev§im u motskych rozsivek.

Navzdory evolu¢nim rozdilim byva u rtiznych tfid CA pozorovana podobna koncepce
katalytického mista, typicky s iontem kovu (napt. Zn**) vazanym dvéma cysteinovymi zbytky
a jednim histidinovym. Naopak vyrazné rozdily jsou patrné v sekvencnim okoli a v uspotfadani

sekundarnich struktur [14].

2.3.1 Karbonicka anhydrasa tridy

Prvni struktura B-CA byla publikovana v roce 2000 a pochazela z cervené tasy Porphyridium
purpureum. Do soucasnosti bylo popsdno piiblizn¢ 80 prostorovych struktur B-CA
pochazejicich z rostlin, kvasinek a bakterii.

U kvasinek byla jako prvni identifikovana B-karbonickd anhydrasa u Saccharomyces
cerevisiae, kodovana genem NCE103 (Non-Classical protein Export pathway) [14]. CA byla
identifikovana jako soucast proteini sekretovanych do extracelularniho prostoru i ptesto, zZe ji
chybi klasicka signalizacni sekvence pro vstup do endoplazmatického retikula. [15]

Jak popsali ve své praci Teng a kol. [16], B-CA ScNcel03p se sklada do tetrameru ze Ctyt
totoznych podjednotek, které do sebe zapadaji jako dva spojené dimery (Obr.1.). Dimery jsou
stabilizovany interakcemi N-koncovych helixt (al a a2), jejich kolmé propojenti je realizovano
centralni ¢asti podjednotek

Jednotlivé monomery sdileji typické znaky B-CA, coZ jsou B-listy a a-helixy, které
obklopuji aktivni misto enzymu. To se nachdzi v blizkosti rozhrani dvou podjednotek a je
tvofeno zbytky pochdzejicimi z obou sousednich monomerii. Aktivni misto obsahuje ion zinku,

ktery je koordinovan dvéma cysteinovymi a jednim histidinovym zbytkem.
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ScNcel03p ma uzky ptistupovy tunel, ktery vede k aktivnimu mistu, je tvofen smyckami
z obou sousednich podjednotek a jeho poloha piispiva k regulovanému prichodu COs.

Celkove struktura ScNcel03p vykazuje znaky typické pro f-CA u hub: pevné dimericko-
tetramerické uspotradani a pfitomnost vstupnich kanalti, které mohou ovliviiovat pfistup

substratu k enzymatickému aktivnimu centru. [16]

A) B)

Obr. 1 Struktura karbonické anhydrasy ScNcel03p (PDB ID: 3EYX)
Vizualizovana v softwaru PyMOL. A) Dimer B) Tetramer

2.3.2 Inhibitory B-karbonickych anhydras

Diky vyraznym rozdilim ve struktufe mezi B-karbonickymi anhydrasami hub a a-izoforem
u savcu (Obr. 2) se tyto enzymy jevi jako vhodny molekularni cil pro navrh antimykotik, ktera
by zasahovala specificky patogenni mikroorganismy a zaroveil minimalizovala toxicitu pro
hostitele.

Inhibitory CA piedstavuji rozsahlou a strukturalné riznorodou skupinu molekul, které se
vazi do aktivniho mista enzymu a ovliviiuji jeho funkci. Z farmakologického hlediska jsou
nejlépe prostudovanou tfidou sulfonamidy, které se kompetitivné navazuji na zine€naty ion
v aktivnim centru a tim blokuji pfistup substratu. Zasadni roli v této inhibici hraji jejich
schopnosti koordinovat kov a ovlivnit protonovy transfer v aktivnim misté [11,17].

Sulfonamidové derivaty mohou U¢inné€ inhibovat B-CA u patogennich kvasinek a pfi
podminkach s nizkou koncentraci CO. omezit jejich rist, coZ podtrhuje roli enzymu v pieZiti
patogenu [18].

Kromé sulfonamidd byly popséany i dalsi tfidy inhibitort. Jsou jimi thiolové slouceniny,
karboxylaty nebo analogy hydrati oxidu uhli¢itého, pfi¢emz jejich ucinnost a selektivita zavisi
na typu organismu a struktuie cilové izoformy [17]. Nov¢jsi strategie se opiraji o navrh

inhibitord s alternativnimi chemickymi jadry, jako jsou triazolové, thiazolidinové nebo
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karboxamidové derivaty. Tyto molekuly jsou vyvijeny pomoci in silico metod a testovany pro
lepsi prostupnost bunécnou sténou a vyssi selektivitu vaci B-CA hub [19].

Velmi dtlezité je pochopit rozdily mezi aktivnimi misty jednotlivych tfid CA, coz
umoznuje navrh sloucenin se specifickou afinitou praveé k B-CA kvasinek, a zaroven omezuje

nezadouci inhibici lidskych a-CA [17].

Obr. 2. llustrativni srovnani struktur karbonickych anhydras typu o a 8
A) a-Ca (Human CA, PDB ID: 14ZM), B) p-CA (ScNcel03p (PDB ID: 3EYX)

24 Lécba kandidoz: prehled pouzivanych antimykotik a nové terapeutické
strategie

Kandidozy predstavuji zavazny klinicky problém predevsim u pacientli se snizenou imunitou,
hospitalizovanych osob a pacientll s invazivnimi zdravotnickymi pomuckami. Lécba téchto
infekci je komplikovana nejen rostouci incidenci, ale 1 zvySujici se rezistenci nékterych druhi
rodu Candida vici bézn€ pouzivanym antimykotiktim. Moderni vyzkum se snazi nalézt nové
cile v metabolismu patogennich hub, které by umoznily selektivni zasah bez poskozeni lidskych
bunck. Mezi takové slibné cile patfi enzymy specifické pro houby, naptiklad B-karbonické
anhydrasy (B-CA), které chybi u savcil. Tyto enzymy jsou esencialni pro metabolickou adaptaci
kvasinek v prostiedi s nizkym obsahem CO: a jejich inhibice miiZe vést k naruseni ristu a Zivota

schopnosti patogenni kvasinky [18].

241 Klasické tridy antimykotik

Pro 1é¢bu kandiddz se v sou€asnosti nejcastéji vyuzivaji tii hlavni tfidy antimykotik, jsou jimi
azolova antimykotika, polyenova antimykotika a echinokandiny. Azolova antimykotika
(napt. flukonazol) inhibuji enzym lanosterol-14a-demethylasu, coz naruSuje syntézu
ergosterolu, hlavni slozky bunééné membrany kvasinek. Jsou Siroce pouzivana, ale nékteré

druhy, jako Candida glabrata a Candida krusei, vykazuji pfirozenou nebo ziskanou rezistenci
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[20]. Polyenova antimykotika (napf. amfotericin B) se vazi na ergosterol v membrané, coz
narusi jeji integritu a toto naruseni vede k uniku intraceluldrnich iontd. Jejich pouziti je
limitovano nefrotoxicitou. A echinokandiny (napft. kaspofungin) inhibuji syntézu p-(1,3) -D —
lukanu, dulezité slozky bunécné stény kvasinek. Jsou dobie tolerované a tcinné zejména
u invazivnich infekci, ale jejich ucinnost je niz$i u nékterych druhl, napt. Candida

parapsilosis [21].

2.5 Molekularni dokovani v navrhu inhibitoru g-CA

Molekularni dokovani je vypocetni metoda umoziujici modelovani interakce mezi malou
molekulou (ligandem) a cilovym proteinem (napt. enzymem B-CA). Cilem je predikovat, jakym
zpusobem a s jakou afinitou se ligand vaze do aktivniho mista enzymu. Virtualni screening
velkého poctu slouCenin umoziuje predvybrat nejperspektivné;si kandidaty jesté pred jejich
syntézou Ci laboratornim testovanim. Tato metoda tak predstavuje efektivni nastroj v ranych
fazich vyvoje novych inhibitor B-CA u patogennich kvasinek.

Modelovani interakce inhibitori s enzymem bylo provedeno pomoci softwaru
AutoDock4. Tento nastroj umoznuje predikci preferované vazebné polohy ligandu v ramci
aktivniho mista na zakladé optimalizace vazebné energie [22]. Ziskané vysledky lze
interpretovat pomoci hodnot vazebné energie (binding energy) a vizudlni analyzy interakci
v ramci aktivniho mista enzymu — napiiklad pfitomnost koordina¢ni vazby se zinkem nebo
interakce s klicovymi aminokyselinami jako jsou histidin nebo cystein.

Diky dostupnosti 3D struktur enzymii jako NcelO3p je mozné detailn¢ analyzovat
prostorové uspotradani aktivniho mista a identifikovat kritické aminokyselinové zbytky pro
katalyzu 1 inhibici. Dokovani tak pomaha pochopit nejen vazbu inhibitort, ale i racionalné
navrhovat jejich strukturu. V kombinaci s QSAR analyzami a molekulovou dynamikou Ize
vytvoftit prediktivni modely s vysokou vypovidaci schopnosti.

V této préci budou ukazany vysledky molekuldrniho dokovani ziskaného ve spolupraci
s UOCHB AV CR, konkrétné od Ing. Kamily Clarové a RNDr. Mgr. Martina Lepsika, Ph.D.,
kteti poskytli vypocetni modely a analyzu vazebnych interakci inhibitord s B-karbonickou

anhydrasou.
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3 Cile prace

Tato prace byla feSena v rdmci dlouhodobého projektu laboratotfe Ing. Ivy Pichové CSc. na

UOCHB AV CR. Konkrétnimi cili bylo:

e Porovnat vliv exprese rekombinantni B-CA z C. parapsilosis (CpNcel03p) v E.coli
LOBSTR (Low Background Strain) a E.coli (DE3) RIL sohledem na podil
kontaminujicich proteinti

e Izolace rekombinantni B-CA A42 CpNCE103p v Cistot¢ a mnozstvi potfebné
k rengenostrukturnim analyzam

e Nalezeni krystalizacnich podminek pro A42 CpNCE103

e Testovani inhibitoril pro B-CA
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4 Material a metody

V této kapitole jsou popsany pouzité materidly a metody.

41

Pouzité chemikalie, enzymy a inhibitory

Pti experimentalni praci byly pouzity nésledujici chemikalie, enzymy a inhibitory:

o

Bradfordovo ¢inidlo — Sigma-Aldrich, USA

Coomassie Brilliant Blue R-250 — Sigma-Aldrich, USA

Ethanol (95%) — Penta, CR

Glycerol (=99.5%) — Sigma-Aldrich, USA

Imidazol — Fluka, Svycarsko

Isopropanol — Penta, CR

LB médium — trypton 10 g/, NaCl 10 g/l, autolyzat z kvasinek 5 g/I, NaOH 200 pl
5 mol/l — vlastni pfiprava

NaCl - Penta, CR

NaOH (5 mol/l) — Penta, CR

Polyethylenglykol (PEG) — Sigma-Aldrich, USA

TCEP (tris(2-karboxyethyl)fosfin) — Sigma-Aldrich, USA

Tris-HCI pH 8.0 — Sigma-Aldrich, USA

SDS (dodecylsiran sodny) — Sigma-Aldrich, USA

2-merkaptoetanol — Sigma-Aldrich, USA

Bromfenolova modfr — Sigma-Aldrich, USA

TEMED (N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin) — Sigma-Aldrich, USA

Persiran amonny (APS) — Sigma-Aldrich, USA

HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonova kyselina) — Sigma-Aldrich,
USA

Fenolova Cerven (pH indikator) — Sigma-Aldrich, USA

Na:SOs (siran sodny) — Penta, CR

p-nitrofenylacetat — Sigma-Aldrich, USA

BSA (hovézi sérovy albumin) — Sigma-Aldrich, USA

Protein Test Mixture (standard molekulové hmotnosti pro SDS-PAGE) — Sigma-
Aldrich, USA
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Pouzité inhibitory B-karbonické anhydrasy:

o Acetazolamid — Sigma-Aldrich, USA (referencni inhibitor)
o  Sulfanilamid — Sigma-Aldrich, USA

o Hydrazon benzofenonu — Sigma-Aldrich, USA

o L-Tryptofan — Sigma-Aldrich, USA

o Kyselina pikrova — Sigma-Aldrich, USA

o 2-Nitrobenzensulfonylchlorid — Sigma-Aldrich, USA

o 4-Nitrobenzenesulfonamid — Sigma-Aldrich, USA

o 1,2-Dinitrobenzen — Sigma-Aldrich, USA

o 2-(benzylamino)-4-chlor-5-sulfamoylbenzoova kyselina — Sigma-Aldrich, USA
o But-3-yn-1-sulfonamid — Sigma-Aldrich, USA

o Sulfamide — Sigma-Aldrich, USA

o Dimethylsulfamid — Sigma-Aldrich, USA

o Trifluoromethylsulfonamid — Sigma-Aldrich, USA

4.2 Pouzité expresni vektory

Byl pouzit bakteridlni vektor pET22b-d26 CpNCE103 pro rekombinantni expresi homologa
genu NCE103 z C. parapsilosis (CoNCE103) jiz diive pfipraveny v ramci projektu na UOCHB
AV CR.

4.3 Pristroje

o Aparatura pro FPLC AKTA purifier 100, GE Healthcare Bioscience
o Autoklav Labo Autoclave, Sanyo

o Centrifuga vysokorychlostni Avanti Centrifuge J-301, Beckman Coulter
o Centrifuga stolni Allegra X-1512 Centrifuge, Beckman Coulter

o Difraktometr rentgenovy Rigaku HF007

o Elektroforézni zdroj napéti PowerPac HC, Bio-Rad

o Elektroforézni komora Mini-PROTEAN®, Bio-Rad

o Inkubator rotacni Inova 44, New Brunswick Scientific

o Krystaliza¢ni robot Mosquito, TTP Labtech

o Mikroskop opticky s UV osvitem Olympus SZX10

o Mikrodestickovy spektrofotometr TECAN Infinite 200 PRO

o Michacka magneticka IKA-Werke

o Sonikator Bandelin Electronic
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o Spektrofotometr NanoDrop Products ND-1000

o Spektrofotometr stopped-flow Applied Photophysics SX20
o Vahy laboratorni EL-2000 S, Setra

o Vortex Labortechnik

o Kirystaliza¢ni desti¢ky a pasky Intelli-plate, QTAGEN

4.4 Software a vypoc€etni nastroje

K analyze a zpracovani dat byly pouzity nésledujici vypocetni néstroje:

o GraphPad Prism 9.5.1 (Dotmatics) — nelinedrni regrese a vypocet inhibi¢ni konstanty
Ki

o Microsoft Excel (verze 2021) — tabulkové zpracovani experimentalnich dat

o AutoDockTools 1.5.7 / AutoDock 4.2 — modelovani vazby inhibitorti do aktivniho
mista enzymu (ve spolupraci s UOCHB AV CR)

o TECAN Infinite 200 PRO — méfeni absorbance v mikrotitracnich destickach

4.5 Metody

Pfehled pouzitych metod v ramci projektu. VSechny experimentdlni metody byly
optimalizovany pro rekombinantni B-CA z Candida parapsilosis ve spolupraci s UOCHB AV

CR a vychazeji z internich laboratornich protokold, které byly dale upraveny.

4.5.1 Transformace bunék

K expresi byly vyuzity bunky E.coli BL21 (DE3) RIL a E.coli LOBSTR. Zmrazené
kompetentni buniky byly vyjmuty z mraziciho boxu (-80 °C) a ponechdny na ledu do uplného
rozmrazeni. K bunécné suspenzi byla pfidana plazmidovd DNA (500 ng/ml). Smés byla
inkubovéna pfiblizn€é 15 minut na ledu. Transformac¢ni smés byla vystavena dvouminutovému
teplotnimu Soku pii 42 °C, aby doslo k usnadnéni vstupu plazmidové DNA do bunék. Thned po
teplotnim Soku byla suspenze dana na led a k ni byl pfidan 1 ml LB média. Bakteridlni smés
byla poté vloZena do inkubatoru na 1 hodinu pfi teploté 37 °C. Po hodinové inkubaci byla
bakterialni suspenze prevedena do sterilni zkumavky obsahujici LB médium s antibiotikem
(ampicilinem 50 ug/ml). Kultivace poté probihala za stalého tfepani 220 RPM, pii 37 °C pres

noc.
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4.5.2 Exprese rekombinantnich protein

Bakterialni suspenze (5 ml) vznikla po transformaci byla pouzita k zaoCkovani 1 L LB média
s ampicilinem. Kultivace probihala pti 30 °C, dokud opticka hustota méfenad pti 550 nm (ODsso)
nedosahla pfiblizné hodnoty 0,6. Exprese proteinu byla indukovana ptidavkem 500 ul 1 M
IPTG. Kultivace dale probihala ptes noc pii 20 °C a byla poté ukoncena odstfedénim bunék

(4 000 x g, 10 min, 4 °C).

4.5.3 lzolace proteint

Buiiky obsahujici rekombinantni protein byly resuspendovany v pufru TN (50 ml/500 ml
kultury). Po pfidavku lysozymu (1 mg/g biomasy) probihala 30 min lyze, ktera byla ukoncena
zamrazenim a ndaslednym rozmraZzenim bunck. Lyzat byl homogenizovan ultrazvukem
a suspenze byla odstfedéna (20 000 x g, 20 min, 4 °C) a vznikly supernatant obsahujici
exprimované proteiny byl pouzit k dal$i izolaci. Z pelety 1 supernatantu byly odebrany vzorky
pro kontrolu exprese pomoci SDS-PAGE.

Pufr TN: 500 mM NaCl, 20 mM Tris-HCI pH 8.0, 10% glycerol, 2mM TCEP

4.5.4 Chromatografie

Izolace exprimovanych proteinii probihala na piistroji AKTA Prime s vyuZitim komerénich
kolon. V prabéhu chromatografie byla méfena absorbance pii 280 nm, a vodivost mS. Jimané

frakce byly analyzovany pomoci SDS-PAGE.

4.5.4.1 Afinitni chromatografie

Pti afinitni chromatografii bylo vyuZito pfirozené vlastnosti -CA, které maji na svém C-konci
oblast se zvySenym mnozstvim histidint (celkové pét). Pro chromatografii byla pouzita kolona
HiTrap HP od firmy GE Healthcare. Priitok pufru kolonou byl standardné nastaven na 2 ml/min.
Po ekvilibraci promyvacim pufrem A (¢tyfndsobek objemu kolony) byl na kolonu aplikovan
vzorek supernatantu. Nasledovalo promyti proteinii navazanych na nosi¢i a jejich eluce
gradientem 0 - 0,4 M imidazolu. Eluce probihala linedrnim gradientem imidazolu s rychlosti
zmény 2 % eluéniho pufru za 1 minutu. V prib¢hu chromatografie byly odebirany vzorky,
které byly nasledné analyzovany pomoci SDS-PAGE.

Pufr A: 500 mM NaCl, 20 mM Tris-HCI pH 8.0, 10% glycerol, 2mM TCEP

Pufr B: 500 mM NaCl, 400 mM imidazol, 20mM Tris-HCI pH 8.0, 10% glycerol, 2 mM TCEP
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4.5.4.2 Gelova chromatografie

Gelova chromatografie byla vyuzita k izolaci proteini po afinitni chromatografii.
Chromatografie byla providdéna na komeréni koloné Hi load™ 16/60 Superdex™ 200. Priitok
byl nastaven na 1 ml/min. Po ekvilibraci pufrem C byl na kolonu aplikovan vzorek zahustény
na objem 5 ml. Frakce byly jimany po 3 ml.

Pufr C: 500 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI pH 8.0, 10% glycerol, 2mM TCEP

4.5.5 Zahusténi izolovanych protein

Pro zahust'ovani proteinil byly pouZity ultracentrifugacni cely s membranou Amicon UM10,
ktera propousti pouze Castice s molekulovou hmotnosti mensi nez 10 kDa. Zahustovani

probihalo s vyuzitim centrifugace pti 4000 g, 4°C.

4.5.6 Stanoveni koncentrace proteinu

Ke stanoveni koncentrace proteinu byly pouzity dvé metody.

4.5.6.1 Metoda dle Bradfordové

Stanoveni koncentrace proteinii metodou podle Bradfordové je zalozeno na tvorbé barevného
komplexu mezi proteiny a barvivem Coomassie Brilliant Blue obsazenym v ¢inidle (BM), jehoz
absorbance je méfena spektrofotometricky. Pii méfeni koncentrace proteini ve vzorku bylo
pridano 20 ul roztoku vzorku a 200 pl Bradfordova ¢inidla. Méfeni bylo provedeno na piistroji
TECAN, ktery po protiepani desticky zaznamenal absorbanci pti 595 nm pfti laboratorni teploté.
Kalibra¢ni pfimka byla vytvofena pomoci roztokti BSA o pfedem znamé koncentraci.

Cinidlo BM: 70 mg Coomassie Brilliant Blue G-250, 50 ml 95 % ethanolu, 100 ml 85 %
kys. fosforecné, 850 ml H20

4.5.6.2 Méreni na spektofotometru NanoDrop Products ND-1000

Koncentrace proteinil byla stanovena métenim absorbance 2 ul vzorku pti vinové délce 280 nm
na spektrofotometru NanoDrop (firma). Koncentrace proteinii byla automaticky vypocitana
pfistrojem na zadkladé absorbance a primérného molarniho absorpéniho koeficientu dle

Lambert-Beerova zakona.

4.5.7 SDS-PAGE

Polykarylamidova gelova elektroforéza (PAGE) v prostfedi dodecylsiranu sodného (SDS) byla

pouZita pro separaci proteinli na zaklad¢ jejich pohyblivosti v elektrickém poli, kterd koreluje
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s jejich molekulovou hmotnosti. Proteiny jsou v pfitomnosti dodecylsiranu sodné¢ho (SDS)
denaturovany a nabyvaji zaporny naboj, coz umoznuje jejich separaci dle velikosti. Pro analyzu
proteinti byla pouzita SDS-PAGE s 5 % zaostfovacim a 12 % separa¢nim gelem. Vzorky byly
smichany se vzorkovym pufrem v poméru 2:1 (vzorek: pufr) a po tfiminutové denaturaci varem
bylo nanaseno ptiblizn¢ 5—10 pg bilkoviny do jamek v zaostfovacim gelu. Pro urceni velikosti
analyzovanych bilkovin byl pouzit komercni hmotnostni standard Protein Test Mixture (92,5;
67;45;29;21;12,5; 6,5 kDa). Elektroforéza probihala v Tris-glycinovém pufru pii konstantnim
napéti 200 V ptiblizn€ 45 min. Polyakrylamidovy gel byl po ukonceni elektroforézy barven
stiibrem.
Vzorkovy pufr pro SDS-PAGE:

3 ml 0,5 mol/l Tris-HCI, pH 6,8

2 ml 80 % glycerol

1 ml 2merkaptoetanol

4 ml 10 % (w/v) SDS

2 ml 0,1 % bromfenolova modi (v 0,5 mol/l Tris.HCI, pH 6,8)
Elektrodovy pufr pro SDS-PAGE:

20 mmol/l Tris pH 8,3

200 mmol/l glycin

0,1 % (w/v) SDS Objem je do 11 doplnén destilovanou vodou.
Zaostrovaci gel pro SDS-PAGE:

4,1 ml H>,O

1 ml 30% sm¢és akrylamidu

0,75 ml 1 M Tris (pH 6,8)

0,06 ml 10 % SDS

0,06 ml persiran amonny

0,006 ml TEMED
Separacéni gel (12 %):

3,3 ml H,O

4 ml 30 % sm¢és akrylamidu

2,5 ml 1,5 M Tris (pH 8,8)

0,1 ml 10 % SDS

0,1 ml 10 % persiran amonny

0,004 TEMED
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4.5.8 Krystalizace difuzi par

Hlavni metodou pouzitou ke krystalizaci proteinu A42 CpNcelO3p byla difuse par
v uspotfadani se sedici kapkou. Pomoci krystalizaéniho robotu MOSQUITO byly na
96jamkovou desticku Intelli-plate (QIAGEN) naneseny krystaliza¢ni kapky. Desticky Intelli-
plate umoznovaly testovani dvou riznych koncentraci proteinu. Vzorek proteinu byl nanasen
v koncentracich v rozmezi 20 mg-ml! a 10 mg-ml"'. Krystalizaéni kapka obsahovala 0,3 ul
roztoku komplexu enzym-inhibitor a 0,3 pl precipitacniho roztoku. Objem precipitacniho
roztoku v rezervoaru byl 70 ul. Po naneseni kapek byly desticky ptekryty prithlednou péaskou
kvili oddéleni od vnéjsiho prostiedi a skladovany pfi teploté 18°C.

K hledani vhodnych krystalizatnich podminek byly vyuzity komeréné dostupné
screeningové sady: JSCG+ (Qiagen), Midas (Molecular Dimensions), Morpheus (Molecular
Dimensions) a PEGs (Qiagen).

Po naneseni kapek robotem byl pro prvotni kontrolu tvorby krystalti vyuzit opticky
mikroskop. Krystaly vhodné velikosti a kvality byly nasledné€ analyzovany pomoci rentgenové

strukturni analyzy

4.5.9 Testovani inhibitora B-karbonické anhydrasy

Inhibice CA pomoci vybranych sloucenin byla stanovena spektrofotometricky s vyuzitim
stopped-flow pro zaznam rychlé enzymové reakce. Sledovala se zména pH reakéniho prostiedi
v disledku hydratace CO: katalyzované B-CA z C. parapsilosis. Ke sledovani pH byla vyuzita
indikatorova barva fenolova ¢erven a absorbance byla métena pii vinové délce 547 nm. Reakcni
smes obsahovala 20 mM HEPES (pH 7,4), 0,2 mM fenolové ¢erven¢, 0,2 mM Na.SOs a 0,5 mM
substratu (p-nitrofenylacetatu).

Inhibitory byly testovany v rozmezi koncentraci 0,1-2000 uM. Pied zahajenim reakce
byly enzym a inhibitor inkubovéany 15 minut pii laboratorni teploté.

Mg¢feni byla provadéna pomoci stopped-flow spektrofotometru (Applied Photophysics)
v termostatovaném kyvetovém systému. Absorbance byla zaznamenéavéana kontinualné.

KaZzdé méteni bylo provedeno v péti technickych opakovanich. Referen¢nim inhibitorem
byl acetazolamid (AAA).

V této praci byla testovana sada sulfonamidovych derivati. Jednotlivé slouc¢eniny byly
navrzeny ve spolupraci s kolegy z UOCHB AV CR a ligily se pfedeviim typem substituentu
a chemickym jadrem. Cilem bylo provéfit jejich inhibi¢ni Uc¢innost a schopnost selektivné

inhibovat B-CA z C. parapsilosis.
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4.5.9.1 Vypocet inhibiéni konstanty

Stanoveni inhibi¢ni konstanty (Ki) bylo provedeno na zékladé¢ zmény rychlosti reakce pfi
ruznych koncentracich inhibitoru. Z ¢asového pritbé¢hu absorbance pti 547 nm byly vypocteny
pocatecni rychlosti (vo) z linedrni ¢asti métici kiivky.

Pocatecni rychlosti byly vyneseny proti koncentraci inhibitoru a analyzovany pomoci
nelinearni regrese v programu GraphPad Prism. Pro kazdou slouceninu byl pouzit model
inhibice s jednim mistem vazby (,,[Inhibitor] vs. response — variable slope®), odpovidajici

rovnici:

kde v je rychlost reakce pii dané koncentraci inhibitoru, ve rychlost bez inhibitoru,
[1] koncentrace inhibitoru a Ki inhibi¢ni konstanta.

Hodnoty Ki byly ziskany prolozenim dat kiivkou a reprezentuji koncentraci inhibitoru
potiebnou k 50 % inhibici aktivity enzymu za danych podminek. Vyslednd hodnota Ki je

prumérem ze tii technickych opakovani

25



5 Vysledky

Prakticka ¢ast této prace byla zamétena na optimalizaci ptipravy rekombinantni B-karbonické
anhydrasy z Candida parapsilosis (CpNcel03p) v systému Escherichia coli. Cilem bylo
porovnat expresi tohoto proteinu ve dvou odlisnych bakteridlnich kmenech — E. coli LOBSTR
a E. coli BL21 (DE3) RIL. Dalsimi cili byla izolace rekombinantni -CA a nalezeni vhodnych
podminek pro jeji krystalizaci a testovani inhibi¢ni aktivity vybranych inhibitord vaci B-CA
z C. parapsilosis. VSechny experimenty byly provedeny v ramci vyzkumné skupiny

Ing. Ivy Pichové CSc. na UOCHB AV CR.

5.1 Expresni vektor

V ramci projektu realizovaného na UOCHB AV CR byl pouzit jiz pfipraveny expresni
bakteridlni vektor pET22b-A42 CpNCE103. Tento vektor nesl gen pro rekombinantni expresi
zkracené formy B-karbonické anhydrasy CpNCE103 z C. parapsilosis. Zkraceni sekvence genu
bylo navrZeno na zékladé¢ znamych strukturné charakterizovanych B-CA s cilem zvysit

pravdépodobnost uspesné krystalizace proteinu (Obr. 3).

CpMEM3SM GREMNILHYLQEHMNETD - - - - - - - KEELIEFDIAKNG S QQSKNEIIEIPQFKRKY HSNFPFT s3
CAIMESHGRENTILKYQLEHDHESDLVTEKDQSLLLDNNNNLNGHNNTIKTHPVRVSSGNHNNEPFT 60
SCMCELE3 - - = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = =+ = @ =< s =+ <&+ =252 2=+ = M SEA TEESHES 51 E8 1
(PMEERLSPDSTITDYLNNNKFYVDSIKHNHAHGOQIFELNGKEQSPHTLWIGCSDSRAGEQCLATLP 113
CaME3 LS SESTLQDFLNNNKFFYDSIKHNHGNQIFDPDLNGQOBQSPHTLWIGECSDSRAGDOQCLATLP 120
ScMESLSHNSNLQDILAANAKWASQHNNIQPTLFPDHNAKGQSPHTLFIGCESDSRYNENCLGVYLP N
CpMEIIG EIFVHRNIANIVNSNDFSSQG6VIQFAIDVLKYKKIIVCEHTDCGOIWASLSSKKIGS - 1
caMEWBEIFVHRNIANIVNANDISSQGVIQFAIDVLKVKKIIVCGHTDCG6G6IWASLSKKKIGS - - 178
sc_mceles BUESV EAT W K NEV ATNIINC H STE DL T LK AT L E EFATTNI ¢ LEKEVAN KEV ENI CRaHETIDIC GG I K T C LAT N QRE AL P K 1M
CpNCEles - - - - VLDLWLNPVR -HIRAQNLKLLEQYNHEPKLEKARKLAELNVYIASVIALKRHPSAS 224
CaMCEes----VLDLWLNPVR +-HIRAANLKLLEEYNQOPKLKAKKLAELNYISSVTAL-RHPSAS 0
SCHCEI3V N CSHLYKYLDDIDTHYHEESQNLIHNLKT -QREKSHYLSHCNVYKRQFNRIIENPTVQ 187
CpMNCEISTALKQGKIEVWGHNIYDVASGYLSELEIPQDEFHELFHYSDEEDASAHNAH 274

CaMEIVALKKNEIEVWEMLYDVATGEYLSQVEIPQDEFEDLFHYHDEHDEEEYNPH 280

SCNMCEIB TTAV Q N BEL QM YGLLYNVYVEDBLEQTMSTYTEKVYVTPEK -+« « 2« o« o«aa-a- 221

Obr. 3 Porovnani aminokyselinovych sekvenci karbonickych anhydras CpNcel03p, CaNcel03p a
ScNCEI03p’

! Sipka v obrazku znazorfiuje zvolena mista kraceni A42 CpNcel03p s oznatenim piisluiné delecni
varianty Ncel03p. Modfe znazornéné aminokyseliny jsou identické.
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5.2 Exprese a purifikace A42_CpNCE103p

Vychozim krokem kazdé rentgenostrukturni analyzy proteinii je jejich ptfiprava v dostate¢ném
mnozstvi a Cistoté. Za timto ucelem byla zvolena bakteridlni exprese zkracené formy

- arbonické anhydrasy A42 CpNCE103p v kmenech E. coli BL21 (RIL) a LOBSTR.

5.2.1 Exprese v E.coli BL21 (DE3) RIL a E.coli LOBSTR

Exprese proteinu A42 CpNCE103p byla zajisténa transformaci bun¢k E. coli BL21 (DE3) RIL
a E. coli LOBSTR vektorem pET22b-A42 CpNCE103, nesoucim gen pro produkei cilového
proteinu. Transformace i naslednd kultivace bunc¢k probihala dle postupi uvedenych
v kapitolach 4.5.1 a 4.5.2.

Po ukonceni kultivace byly bunky separovany od kultiva¢éniho média odstifedénim
a ziskany bunéény material byl pouzit k izolaci exprimovaného proteinu. SniZeni teploty
kultivace z 30 °C na 20 °C vedlo ke zvySeni podilu rozpustného proteinu v supernatantu
bakterialniho lyzatu.

Ptitomnost rekombinantniho proteinu o molekulové hmotnosti 29,2 kDa odpovidajici
A42 CpNCE103p byla ovéfena pomoci SDS-PAGE analyzy (Obr. 4).

ST 1 2

75.0 —
50.0 |"™w
37.0 —
25.0 [

20.0 ==
Obr. 4 Exprese A42 CpNCEI103p v E.Coli BL21 (DE3) RIL
1. Bunéény lyzat pted indukci IPTG; 2. Bun&ny lyzat po indukci IPTG?

Analyza SDS-PAGE odebranych vzorki pted a po indukci IPTG ukézala, Ze dochazi k

expresi cilového proteinu (Obr. 4).

2 Sipka oznaduje prouzek odpovidajici exprimovanému proteinu A42_CpNCE103p, pii stejném mnozstvi
nanesen¢ho vzorku na SDS-PAGE.
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5.2.2 Metaloafinitni chromatografie

Exprimovany protein A42 CpNCE103p byl z bunék E. coli BL21 (DE3) RIL a E. coli LOBSTR
izolovan postupnymi kroky, které zahrnovaly bunécnou dezintegraci, separaci rozpustné
a nerozpustné frakce bakterialniho lyzatu (dle postupu popsaného v kapitolach 4.5.3 a 4.5.4),
a nasledné purifika¢ni chromatografické metody.

Po dezintegraci bun¢k ziistala ¢ast exprimovaného proteinu v nerozpustné frakei (peleté),
tvotené zbytky bunéénych struktur. Vétsina cilového proteinu naopak zlstala v rozpustné ¢asti
lyzatu, coz bylo podpoieno provedenim exprese pii snizené teploté (20 °C). Rozpustna frakce
(supernatant) byla nésledné pouzita k purifikaci pomoci chromatografickych metod (Obr. 6,
frakce V).

Prvnim purifikaénim krokem byla metaloafinitni chromatografie na koloné¢ HiTrap
IMAC FF (GE Healthcare), kterd vyuziva piirozenou schopnost histidinovych zbytkd na
C konci proteinu koordinovat se s kovovymi ionty (Ni**) navazanymi na afinitni nosic.

Purifikace probihala pfi pritoku pufru 2 ml/min. Kolona byla nejprve ekvilibrovana
pufrem A, néasledné byl aplikovan supernatant ziskany po expresi v bunikach E. coli BL21 (DE3)
RIL a E. coli LOBSTR. Eluce navéazanych proteinii probihala gradientem 0—0,4 M imidazolu.
Pritb¢h chromatografie byl monitorovan pomoci UV detekce pii 280 nm a jednotlivé elucni
frakce byly analyzovany metodou SDS-PAGE.

Chromatograficky zaznam priabéhu purifikace proteinu A42 CpNCE103p z exprese
v bunkach E. coli BL21 (DE3) RIL je uveden na Obr. 5.
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Obr. 3 Chromatograficky zaznam afinitni chromatografie A42_CpNCE103p exprimované v E.coli
BL21 (DE3) RIL na HiTrap IMAC FF koloné (modie — A280)
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Vysledné eluéni frakce byly dale analyzovany metodou SDS-PAGE, ktera potvrdila
ptitomnost cilového proteinu. Rozdily v Cistoté frakei jsou diskutovany v kapitole 6.

Na Obr. 6. je znazornéna SDS-PAGE analyza jednotlivych frakci ziskanych béhem
metaloafinitni chromatografie proteinu A42 CpNCE103p exprimovaného v buitkédch E. coli

BL21 (DE3) RIL i E. coli LOBSTR.

v N 1 2

34 kDa
34 kDa

26 kDa

26 kDa -

Obr. 6 SDS-PAGE analyza frakci ziskanych behem afinitni chromatografie A42 CpNCEI103p
exprimované v E.coli BL21 (DE3) RIL a E.coli LOBSTR, V — vzorek supernatantu pred afinitni
chromatografii, N — frakce supernatantu, kterd protekla kolonou bez navazani na afinitni nosic, 1 —
elucni frakce ziskana pri promyvani kolony s pridavkem 5 % elucniho pufru (odpovidajici koncentraci
imidazolu 20 mM), 2 — elucni frakce ziskand pri promyvani kolony s koncentract imidazolu 400 mM

5.2.3 Gelova chromatografie

Po metaloafinitni purifikaci byla A42 CpNCE103p déle Cisténa pomoci gelové chromatografie.
Tento krok slouzil nejen k odstranéni zbytkli nezadoucich proteinii a nizkomolekularnich latek,
ale zaroven umoznil pievedeni proteinu do findlniho skladovaciho pufru vhodného pro dalsi
experimenty.

Gelova chromatografie byla provadéna na koloné¢ HiLoad™ 16/60 Superdex™ 200
(GE Healthcare). Na tuto kolonu byly postupné nanaSeny zahusténé vzorky proteind, ziskané
po afinitni chromatografii z exprese v kmenech E. coli BL21 (DE3) RIL a E. coli LOBSTR.
Vzorky byly pied aplikaci na kolonu zahuStény na objem 2 ml.

Pritok pufru kolonou byl nastaven na 1 ml/min. Frakce byly sbirdny po 3 ml a nasledné
analyzovany pomoci SDS-PAGE, s cilem ovéfit Cistotu a pfitomnost cilového proteinu

A42 CpNCE103p. Pribéh chromatografie je vidét na Obr. 7.
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Obr. 7 Chromatograficky zaznam gelove chromatografie proteinu A42 CpNCE103p exprimovaného
v E. coli BL21 (DE3) RIL na koloné HiLoad™ 16/60 Superdex™ 200

E.coliLOBSTR
E.coli (DE3) RIL (Low Background Strain)

1 2 3 4 1

Obr. 8 SDS-PAGE analyza vybranych frakci ziskanych po gelové chromatografii proteinu
A42 CpNCEI103p exprimovaného v E. coli BL21 (DE3) RIL a E. coli LOBSTR

2 3

34 kDa

26 kDa
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Izolované enzymy A42 CpNCE103p byly uchovavany ve skladovacim pufru pfti teploté
6°C. Obvykly vytézek purifikovaného proteinu z 1 litru bakteridlni kultury se pohyboval
priblizné okolo 20 mg. Finalni Cistota izolovaného proteinu A42 CpNCE103p je znazornéna
na Obr. 9. Z vysledkd SDS-PAGE analyzy je patrné, ze pouziti bakteridlniho kmene E. coli
LOBSTR vedlo k vyraznému snizeni obsahu kontaminujicich proteind, které se nespecificky
vazou na metaloafinitni kolonu HiTrap IMAC FF. Naopak pfi pouziti E. coli BL21 (DE3) RIL
byl podil téchto nezadoucich proteinti vyssi a provedené purifikac¢ni kroky nevedly k jejich

uplnému odstranéni.

34 kDa .
26 kDa

Obr. 9 SDS-PAGE analyza izolovaného enzymu A42 CpNCEI103p po gelove chromatografii
1 —vzorek izolovany z E. coli BL21 (RIL), 2 — vzorek izolovany z E. coli LOBSTR

5.3 Krystalizace A42_CpNce103p

V ramci projektu bylo celkové otestovano 10 464 podminek, piicemz tvorba krystalii byla
zaznamenana ve 73 piipadech. Pfehled nejvyznamnéjSich krystaliza¢nich podminek je uveden

v Tab. 1.

Tabulka 1 Prehled podminek vedoucich k uspésné krystalizaci proteinu A42 _CpNCE103p

Protein SloZeni (precipitant vzdy % w/v)

140mM KSCN, 4% (w/v) PEG 3350, 15% glycerol
200mM KCl, 100mM fosfat sodny pH 4.2, 20% PEG 3350
200mM NaSCN, pH 6.9, 20% (w/v) PEG 3350

A42 CpNcelO3p

200mM octan amonny, 100mM octan sodny pH 4.6, 20% (w/v) PEG
4000
100mM bis-Tris, pH 5.5, 25%(w/v) PEG 3350
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V nalezenych podminkach se nejcastéji vyskytovaly dvé formy krystali: hexagonalni tvar

a tvar jehel (Obr. 10).

.-""‘—'.-

X7 Al

A B

Obr. 10 Krystaly A42_CpNcel03p v podmince
A — 200mM octan amonny, 100mM octan sodny pH 4.6, 20 % (w/v) PEG 4000
B —200mM NaSCN, pH 6.9, 20% (w/v) PEG 3350

F e

Vybrané krystaly byly zmrazeny v tekutém dusiku (100 K) a uchovavany ve specidlnich

piepravnich kontejnerech pro néaslednou rentgenostrukturni analyzu.

5.3.1 Testovani krystalti A42_CpNce103p pomoci rentgenostrukturni analyzy

Testovani zchlazenych krystalli bylo provadéno na tstavnim zdroji rentgenového zafeni Rigaku
HFO007.

Cilem bylo ovéfit kvalitu krystald pro RTG strukturni analyzu. Krystaly byly z kapalného
dusiku pfemistény na goniometr, na kterém byl krystal nadale chlazen proudicim dusikem
a podrobeny rentgenostrukturni analyze (Obr. 11). Hodnoceni kvality krystalll a interpretace
difrak¢nich dat jsou podrobnéji diskutovany v kapitole 6.

Obr. 11 Ukazka difrakcniho obrazce: Krystal proteinu A42 CpNcel03p z podminky 200mM octan
amonny, 100mM octan sodny pH 4.6, 20% (w/v) PEG 4000 a jeho difrakcni obrazec
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Krystaly s nejlep$im rozliSenim bez difrakci vodnich kruhti, byly uskladnény v tekutém
dusiku pii 100 K a posléze zaslany k RTG analyze na synchrotron do Berlina (BL 14.1,
BESSY II, Helmholtz-Zentrum Berlin (HZB)).

5.4 Molekulové dokovani

Molekulové dokovani inhibitorti B-karbonické anhydrasy bylo provedeno pomoci softwaru
AutoDock4.2 ve spolupraci s kolegy z UOCHB AV CR, konkrétné Ing. Kamilou Clarovou
a RNDr. Mgr. Martinem LepSikem, Ph.D. Pro kazdy inhibitor byla predikovana preferovana
vazebnd konformace v aktivnim misté¢ enzymu a byla vypoctena hodnota vazebné energie
(binding energy, BE). Vypocty umoznily analyzovat pfitomnost koordinacni vazby mezi
inhibitorem a iontem Zn** v aktivnim misté, interakce s klicovymi aminokyselinami (zejména
histidinem a cysteinem) a orientaci molekuly v substratovém tunelu a aktivnim centru.

Interpretace pozorovanych interakci a jejich vztah k hodnotdm Ki je diskutovana v kapitole 6.

5.5 Testovani inhibitort B-karbonické anhydrasy

Aktivita proteinu byla ovéfena spektrofotometricky s vyuzitim stopped-flow. Cilem této Casti
prace bylo testovat inhibi¢ni G¢inek vybranych sulfonamidovych derivati na katalytickou
aktivitu B-CA z Candida parapsilosis. Jako referencni inhibitor byl pouzit acetazolamid.

Na zéklad¢ ziskanych dat byly pocatecni rychlosti enzymové reakce v piitomnosti
jednotlivych inhibitortt vyhodnoceny a dale pouzity pro vypocet inhibicni konstanty Ki
v programu GraphPad Prism.

Celkem bylo otestovano 12 latek, které byly navrzeny ve spolupraci s UOCHB AV CR
a odliSovaly se pfedevSim typem substituenti a chemickym jadrem. Namétené hodnoty Ki se
pohybovaly v rozmezi od 1,2 uM do 1595 uM. Nejvyssi inhibi¢ni U¢innost vykazoval
referencni inhibitor acetazolamid (Ki = 1,2 uM), zatimco nejslabsi inhibici vykazoval sulfamid

(Ki = 1595 uM).
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Tabulka 2 Hodnoty Ki inhibitori 0—7

Cislo e )
inhibitoru Struktura Nazev inhibitoru Ki (uM)
N/N\ NH
0 & AL >¥>_ Acetazolamid 1,2
fl
1 H— @ Sulfanilamid 825
2 Hydrazon benzofenonu 302
3 JYIQ L-Tryptofan 842
O\\N-—o
4 ;N‘Q(JH Kyselina pikrova 701
()/N-:O
.
5 @ 2-nitrobenzensulfonylchlorid 869
0' i
6 ;NO T 2-nitrobenzensulfonamid 188
T-
NQ““E)
7 . 1,2-dinitrobenzen 153
.
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Tabulka 3 Hodnoty Ki inhibitorii 8—12

Cislo e .
o Struktura Nazev inhibitoru Ki (uM)
inhibitoru

N N\>R
0 ' NH
0 J\ % Acetazolamid 1,2
HN Y !
H.H \,Lf; T
7 = 2-(benzylamino)-4-chlor-5-
8 . 377
¢ h/\© sulfamoylbenzoova kyselina
0 2
9 Ho ’ but-3-yn-1-sulfonamid 933
NN
I
I
10 HzM ﬁ—NHz Sulfamid 1595
[}
11 No s NH Dimethylsulfamid ND
N
12 F ﬁ NH Trifluormethylsulfonamid 2,2
F o]
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6 Diskuze

V této kapitole je diskutovano o nameétenych vysledcich.

6.1 Exprese a purifikace proteinu

V této praci byl pouzit vektor, ktery nesl zkracenou sekvenci genu pro rekombinantni expresi
B-karbonické anhydrasy CpNCE103 z C. parapsilosis. Zkraceni na N-konci bylo navrzeno
Ing. Jifim Dostdlem Ph.D., za ucelem krystalizace na zdkladé¢ informaci z literatury
popisujicich krystalizaci B-karbonické anhydrasy z Saccharomyces cerevisiae. Jednalo se
o odstranéni flexibilni N-koncové ¢asti proteinu, které nenarusilo aktivitu enzymu.

Pti kultivaci také byla sniZzena teplota na 20 °C. Toto snizeni teploty pfispiva k vyssi
rozpustnosti exprimovaného proteinu, protoZe zpomali translaci a nov€ syntetizované
polypeptidy maji vice Casu na spravné sbaleni. Z cilového proteinu nevznikaji tak inkluzni
téliska, ale ziistava v rozpustné Casti cytosolu [23].

Déle zde byly porovnany dva bézné pouzivané kmeny pro expresi rekombinantnich
proteini: Escherichia coli BL21 (DE3) RIL a LOBSTR. Vysledky ukazaly, Ze zatimco oba
kmeny umoznily uspéSnou produkci cilového proteinu A42 CpNCE103p, kmen LOBSTR
poskytl vyrazné Cistsi lyzat po afinitni purifikaci. Kmen E. coli BL21 (DE3) RIL obsahuje
plasmid pRARE, ktery nese geny pro tRNA, kterd rozpoznava vzacné kodony pro E. coli (AGG,
AUA, AGA a CUA). Pritomnost této tRNA zvySuje miru translace cilovych proteini
v transformovanych E. coli [24].

Kmen LOBSTR ma upravené regulacni oblasti gent kodujici arnd a slyD. Tyto enzymy
jsou bohaté na histidiny, arn4 ma 24 histidinti na hexamer a s/yD ma 15 histidini na svém
neuspofddaném C-konci. Pravé kvili vysokému obsahu histidinovych zbytkl, se vazi pfi
afinitni chromatografii a kontaminuji cilovy protein. U kmenu LOBSTR byly histidiny
nahrazeny serinem u arnd a pro slyD bylo mozné odstranit sekvenci kodujici C-konec
s histidiny [1]. SniZeni obsahem histidinovych zbytkl u téchto proteinti, které by se vazaly pfi
afinitni chromatografii, zvySuje Cistotu eluatu cilového proteinu. Proto se vyuziti kmenu

LOBSTR ukéazalo jako vhodné v pfipad¢ pfipravy rekombinantni karbanické anhydrasy.

6.2 Krystalizace a vybér podminek

Optimalizace krystaliza¢nich podminek zahrnovala screening ¢tyt komer¢nich sad (JSCG+,
PEGs, Midas, Morpheus), ve kterych bylo otestovano pies 10 000 podminek. Krystalizace
probihala metodou difuze par se sedici kapkou. Bylo zaznamenéano 73 podminek vedoucich ke

vzniku krystal. Nejlepsi vysledky byly dosaZeny pfti pouziti nizkomolekularniho PEG 3350
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a glycerolu jako kryoprotektantu. Vyrazné¢ se osvédCily podminky s pH mezi 5,5-6,9
a pritomnosti soli jako NaSCN nebo octan amonny. Tato pozorovani odpovidaji predchozim
zkuSenostem se strukturni analyzou B-CA jinych kvasinek [3,25].

Krystaly vhodné pro sbér difrakénich dat mély jehlicovity tvar.

6.3 Vyznam referenéniho inhibitoru acetazolamidu

Acetazolamid byl v této studii pouZit jako referencni inhibitor B-karbonické anhydrasy, coz
odpovida jeho dlouhodobému vyuzivani v biochemickych studiich CA. Jedna se o klasicky
sulfonamid s vysokou afinitou k zine€natému iontu v aktivnim misté enzymu, pti¢emz vykazuje
Sirokou inhibicni aktivitu napfi¢ lidskymi 1 mikrobidlnimi izoformami. Vhodnost pouziti AAA
jako standardu pro srovnani nov¢ testovanych inhibitort byla potvrzena jeho nizkou hodnotou

Ki (1,2 uM), ktera odpovida literarnim tdajim [26].

6.4 Srovnani inhibitori a vazebné energie

Z testovanych sulfonamidovych derivatdh vykazoval nejvyssi inhibi¢ni UCinek
trifluoromethylsulfonamid (Ki = 2,2 uM), ktery svou ucinnosti téméi odpovidal AAA. Naopak
nejnizsi ucinnost mel sulfamid (Ki = 1595 uM). Molekulové dokovani potvrdilo, ze G¢inné
inhibitory navazuji koordina¢ni vazbu se zinkem a interaguji s kliCovymi zbytky aktivniho
mista, coz odpovidd niz§im hodnotam vazebné energie. Inhibitory bez této interakce

(napt. L- ryptofan) vykazovaly slabsi inhibici 1 vyssi predikované hodnoty vazebné energie.
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7 Zaver

1. Usp&sné byla provedena exprese A42 CpNcel03p v E.coli LOBSTR, tyto exprese

vvvvv

v E.coli BL21 (RIL).

2. Hledénim krystaliza¢nich podminek byly nalezeny vhodné podminky pro krystalizaci
CA A42 CpNCE103p.

3. Byly ziskany vhodné krystaly CA A42 CpNCE103p pro snimani difrakénich dat.
4. Byly otestovany vybrané inhibitory, pficemz jeden z nich vykazoval viici CpNcel03p

srovnatelnou U€innost jako acetazolamid.
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