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Studium aspartatovych proteas patogennich kvasinek a retroviri

Komentar k souboru publikaci

Proteosyntéza v ptirod¢ probihd podle naSich dosavadnich znalosti jen jednim zplsobem:
translaci mRNA na ribozomech. K degradaci proteinii vSak dochdzi mnoha zptisoby a na mnoha
mistech. Mohou ji zajiStovat jednotlivé enzymy, proteolytické kaskady, anebo komplex slozeny
z mnoha podjednotek a vyuzivajici ATP — proteasom. Podstatou Sté€peni peptidovych vazeb je
sice vzdy nukleofilni atak, ale konkrétni katalytické mechanismy se li§i. V literatufe jsou enzymy
hydrolyzujici peptidovou vazbu oznaCovany jako proteasy, proteinasy nebo peptidasy. V

nasledujicim textu se pfidrzim terminu proteasa.

Souhrmné informace o proteasdch jsou shromazdény v databdzi MEROPS. Jeji vydani z 24. S.
2017 uvadi, Ze pfi klasifikaci podle katalytického mechanismu miizeme rozliSit 9 rodin proteas:
aspartatové, cysteinové, glitamatové, serinové, treoninové, asparaginové, metaloproteasy,
proteasy se smiSenym katalytickym mechanismem a proteasy s nejasnym mechanismem u¢inku.
Proteasy dale délime podle toho, Stépi-li uprostied nebo od konce peptidového fetézce, na endo-

a exo-peptidasy, aty pak na aminopeptidasy a karboxypeptidasy.

Za hlavni ulohu proteas byla dlouho povazovana degradace proteini coby nutrientd. Jejich
vyznam je vSak mnohem SirSi. Podileji se napiiklad na fizeném odstranovani poskozenych
proteind, udrzovani ¢i prestavbach proteomu, na ,turnoveru® proteinii v burice a na dynamice
extraceluldrni matrix. Proteolytické Stépeni md v fad¢ piipadi také regulacni rol. Zndmym
prikladem je aktivace peptidovych hormoni nebo aktivace jednotlivych ¢lanki hemokoagula¢ni
kaskady. Proteolytické Stépeni lze také chapat jako predavani signilu. Jednad se ovSem o signal

zaloZeny na reverzibilni zméné.

Proteasy mohou hrat roli digestivni nebo procesivni, tj. bud’ nespecificky degradovat proteiny na
smés kratkych peptidd, nebo Stépit konkrétni proteiny ¢i peptidy ve zcela specifickych mistech a
tim ménit jejich vlastnosti. Proteasy jsou nezbytné pro fungovani veSkerych organismi a dokonce
vird. V lidském genomu ptedstavuji geny pro proteasy asi 2 % kodujicich sekvenci. U infekénich
organismi (bakterie, viry, parazti) je to zpravidla 1-5 %. Kontrola exprese proteas nebo jejich
enzymové aktivity mize byt mistem terapeutického zasahu, coz je jeden z hlavnich divodt

mtenzivniho studia téchto enzymu.

Predkladand prace se zabyvd zejména aspartdtovymi proteasami retroviri a patogennich

kvasinek. Jednd se o soubor 29 publikaci vzniklych v letech 1991-2015, rozdélenych do péti



tematickych blokil. Aspartatové proteasy hraji zasadni roli pii vzniku virovych ¢i kvasinkovych
mfekei. Hraji ji vSak velmi rozdilnym zplisobem. Retrovirové proteasy, jimz je vénovan Blok I,
katalyzuji specifické Stépeni konkrétnich vazeb ve virovych polyproteinech. Vysledkem je vznik
funk¢nich protemti, schopnych vytvofit zralé virové cCastice. Publikace zahrnuté v Bloku I se
tykaji predevS§im heterologni exprese a nasledné charakterizace proteas viru hovézi leukemie,

viru lidské leukemie T-bunék a Masonova-Pfizerova opicitho viru.

Patogenni kvasinky maji rodiny sekretovanych proteas, jejichz specifita je naopak velmi Sirokd,
takze a mohou hydrolyzovat témef libovolné proteiny v okoli kvasinkovych bun€k. Tim jednak
zajituji kvasince piisun nutrientll a jednak pfispivaji k degradaci bariér branicich v proliferaci.
Blok II je vénovan piedevSim enzymologické charakterizaci, piipadné analyze exprese
sekretovanych aspartatovych proteas patogennich kvasinek rodu Candida. V Bloku III jsou pak
shrnuty vysledky strukturni analyzy dvou sekretovanych proteas kvasinky Candida parapsilosis.

Kvasinky vsak maji také vakuolarni aspartatové proteasy, které¢ jsou dilezit¢ v pribéhu
autofagie, uUCastni se recyklace nutrientli a adaptace na stres. Bunky patogennich kvasinek jsou
vystaveny nutriénimu stresu napiiklad uvnitt makrofagh hostitele, a funk¢ni vakuoly jim
umoziyji obrannou reakci hostitele prezit. Blok I'V obsahuje dvé publikace tykajici se vakuolarni
proteasy Aprlp patogenni kvasinky Candida albicans. Tento blok dale zahrnuje dva piehledové

Clanky zaméfené na intraceluldrni proteolyzu patogennich kvasinek.

Blok V je souborem tii praci, které se aspartatovych proteas piimo netykaji, ale navazuji na
mnohaleté studium patogennich kvasinek nebo proteolyzy v obecném smyslu slova. Prvni
publikace Bloku V je weénovana protease serinové, ATP-dependentni, lokalizované v
chloroplastech rostlin. Posledni dvé publikace v predkladané praci se tykaji desaturasy mastnych
kyselin kvasinky Candida parapsilosis a analyzy chemického obsahu vakuol kvasinky Candida

albicans pomoci Ramanovy mikrospektroskopie.

Cilem piekladaného souboru publikaci je tedy shrnout vysledky mnohaleté prace, na niz jsem se
podilela, zasadit je do kontextu soufasného poznini a ukazat, kde, zejména v oblasti studia

patogennich kvasinek, otviraji ptredkladané vysledky cestu k dalSimu badéni.



Blok I - Retrovirové proteasy a ,,processing* retrovirovych polyproteinii

I-1 Andreansky, M., Hruskova-Heidingsfeldova, O., Sedlacek, J., Konvalinka, J., Blaha, I.,
Je€men, P., Hofejsi, M., Strop, P. and Fabry, M. (1991) High-level expression of
enzymatically active bovine leukemia virus proteinase in E.coli. FEBS Lett. 287, 127-132.
Autorsky podil: 25 %

Purifikovala jsem proteazu, métila kinetické konstanty a piipravila odpovidajici castipublikace.

I-2 Hruskova-Heidingsfeldova, O., Andreansky, M., Fabry, M., Blaha, 1., gtrop, P. and Hunter,
E. (1995) Cloning, bacterial expression and characterization of the Mason Pfizer monkey
virus protemase. J.Biol.Chem. 270, 15053-15058.
Autorsky podil: 33%
Podilela jsem se na piipravé vektoru, expresi, purifikaci a charakterizaci proteazy, méieni

kinetickych konstant a pripravé publikace.

I-3 Hruskova-Heidingsfeldova, O. (1995) Proteins of bovine leukemia virus and human T-cell
leukemia viruses. Folia Biologica (Prague) 41,201-212.
Autorsky podil: 100% (review)

I-4 Konvalinka, J., Heuser, A.-M., Hruskova-Heidingsfeldova, O., Vogt, V.M., Sedlacek, J.,
Strop, P. and Krausslich, H.-G. (1995) Proteolytic processing of particle-associated
polyprotein by homologous and heterologous viral protemases. Eur.J.Biochem. 228, 191-
198.

Autorsky podil: 10%

Ptipravila jsem n€které protedzy pouzité¢ ke St€peni virovych polyproteini.

I-5 Hruskova-Heidingsfeldova, O., Bladha, 1., Urban, J., Strop, P. and Pichova, 1(1997) Substrates
and mhibitors of human T-cell leukemia virus type 1 (HTLV-1) proteinase. Leukemia 11,
S3.
Autorsky podil: 40 %
Purifikovala a aktivovala jsem protedzu, zméfila kinetické konstanty a podilela se na ptiprave

publikace.



I-6 Zabransky, A., Andreansky, M., Hruskova-Heidingsfeldova, O., Havlicek, V., Hunter, E.,
Ruml, T. and Pichova, 1. (1998) Three active forms of aspartic proteinase from Mason-
Pfizer Monkey virus. Virology 245, 250-256.

Autorsky podil: 10%
Ptipravila jsem vzorky proteazy.

I-7 Snésel, J., Schoeman, R., Hotejs$i, M., Hruskova-Heidingsfeldova, O., Sedlacek, J., Ruml, T.
and Pichova, 1. (2000) Cleavage of vimentin by different retroviral proteases.

Arch.Biochem.Biophys. 377, 241-245.
Autorsky podil: 10%

Ptipravila jsem vzorky proteaz.

Retrovirové proteasy dnes patii k nejlépe prostudovanym enzymim planety. Hraji klicovou roli
pii vaniku zralych virovych cCastic. Pokud proteasa spravnym zpuisobem nerozstépi virové
polyproteiny, vzniknou nezralé virové Castice, které nedokazou dalsi buiky infikkovat. Inhibitory
proteasy HIV jsou souCésti kombinacni terapie oznaCované jako HAART (highly active
antiretroviral therapy), spolu s inhibitory reverzni transkriptasy. Soucasti této lécby mohou byt i
mhibitory dalsitho retrovirového enzymu, integrasy. DnesSni situace je vysledkem mimotfadného
usili, které je v mnoha laboratofich po celém svét¢ dlouhodobé venovano studiu HIV i dalSich
retrovir. Ve svych zacétcich se vyzkum HIV mohl opfit o znalosti ziskané zkoumanim ptacich

retrovirl, které byly zndmy diiv nez prvni lidsky retrovirus.

Dnes eviduje strukturni databaze Protein Data Bank (PDB) pfes 200 struktur proteasy HIVI,
vétSinou v komplexu s riznymi inhibitory. Strukturni analjze byly podrobeny i proteasy
z dalsich retrovirt. Na navrhy, syntézu a testovani mhibitorti retrovirovych proteas byly
v akademické 1 firemni sféfe soustfedény zna¢né kapacity. Podrobné bylo studovano Stépeni
retrovirovych polyproteini a také role retrovirovych proteas v degradaci proteini hostitelsk ych
bun¢k. Zda se téméf neuvetitelné, Ze v 90. letech 20. stoleti kdy jsem se touto tématikou
zabyvala, nebylo snadné zskat retrovirové proteasy v mnozstvi dostatecném k jejich studiu.

Protokoly pro expresi a purifikaci bylo teprve tfeba zavést a optimalizovat.



Retrovirové proteasy patii do rodiny aspartitovych proteas. Jsou tvofeny dvéma stejnymi
podjednotkami spojenymi nekovalentné a ptredpoklada se, Zze byly evoluénimi ptredky sav¢ich
aspartatovych proteas, které jsou monomerni — dvoudoménova struktura se vytvari na jednom
aminokyselinovém fetézci (Obr.1) (Tang et al, 1978). Mnohé sav¢i aspartatové proteasy maji
Sirokou substratovou specifitu umoznujici degradovat proteiny nespecificky, za vzniku kratkych
oligopeptidli. Role retrovirovych proteas naproti tomu souvisi s faktem, ze protemy nezbytné pro
vmik infekéniho virionu jsou syntetizovany jako soucast delSich aminokyselinovych fetézct,
polyproteinli. Retrovirové proteasy rozpoznavaji a hydrolyzuji mista na rozhrani jednotlivych
proteind. Anglicky termin processing, ktery se pro tento d€j pouziva v literature, je obtizné
pielozit do Cestiny. Také pro popis specifity proteas se terminy nehledaly snadno, protoze St€pena
mista se od sebe 1§, pokud jde o aminokyselinovou sekvenci, a spojuje je spiSe strukturni
podobnost (retrovirové proteasy rozeznavaji usek 7-8 aminokyselin v okoli $tépené vazby).
Substratova  specifita retrovirovych proteas tak byva oznaCovana jako promiskuitni,

degenerovand nebo kombmacni.



Obrazek 1. Porovnani trojrozmérnych struktur retrovirové a eukaryotické aspartatové proteasy. Vievo
proteasa viru Rousova sarkomu (zdznam v PDB: 2RSP; Jaskolski et al., 1990), vpravo proteasa Sapp2p
kvasinky Candida parapsilosis v komplexu s pepstatinem, obecnym inhibitorem aspartatovych proteas
(zaznam v PDB: 4YBF; prace I11-3 - Dostal et al., 2015). Obrazky upraveny s vyuzitim souborti v Protein
Data Bank.

Retrovirové polyproteiny jsou kédovany geny gag, pol a env, které tvoii podstatnou ¢ast genomu
retrovird. Gen gag koéduje polyprotein obsahujici strukturni proteiny které interaguji
s retrovirovou RNA a vytvafeji vnitini strukturu virové cCastice, ,core”. Gen pol koduje enzymy
nutné pro virovou replikaci: reverzni transkriptasu, itegrasu a proteasu. Gen env koduje
protemy, které po vzniku virové Ccastice budou na jejim povrchu. Polyprotein Env vSak
retrovirova proteasa nestépi. Mezi geny gag a pol je v nékterych piipadech stop-kodon a gen pol
je prekladan po jeho procteni, jako soucast polyproteinu Gag-Pol. U jinych retroviri je k expresi
genu pol zapotfebi posunu ¢tectho ramce (translational frameshift). Genomy riznych retrovirt
se od sebe liSi nejen usporaddnim uvedenych gend, ale také piitomnosti genti dalSich, které koduji
proteiny bez enzymové aktivity nebo strukturni role, jez vSak interagujici s hostitelskymi faktory
a usnadiuji replikaci viru (Strebel 2013).

Kodujici sekvence pro proteasu byva soucdsti genu pol, ale jsou i retroviry, které maji tuto
sekvenci umisténou ve vlastnim c¢tecim ramci pro (Obr.2). K jeji translaci také dochadzi

v disledku posunu Ctectho ramce, ¢imz vznikaji polyproteiny Gag, Gag-Pro a Gag-Pro-Pol



Projekty, jichz jsem se Ucastnila, se tykaly proteas viri hovézi leukemie (bovine leukemia virus;
BLV), lidské leukemie T-bun¢k (human T-cell leukemia virus; HTLV) a Mason-Pfizerova
opi¢tho viru (Mason-Pfizer Monkey Virus; M-PMV). Jejich spolecnym rysem je pravé kodovani

proteasy ve vlastnim c¢tecim ramci pro. Jinak se ovSem tyto viry v mnohém lisi.

HIV EI]

Obrazek 2. Schéma genomu nékterych retrovirt.
Ptevzato a upraveno z knihy Retroviruses vydané Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1997. Editori
J.M. Coffin, S.H. Hughes a H. Varmus.

BLV a HTLV jsou si evoluéné blizké retroviry s onkogennim ucinkem a pii klasifikaci retroviri
jsou vyCleniovany do vlastni, odd€lené skupiny zvané deltaretroviry. BLV zplsobuje chronickou
leukémii dobytka, napada B-lymfocyty a negativné ovlivityje také funkci T-lymfocyti. Prenasi
se krvi a miékem. Infekce jsou Casto asymptomatické, onemocni zhruba 30-40% nakazenych
zvitat (Barez et al., 2015).

Virem HTLV je nakaZeno zhruba 10 miliont Ldi, nejcastéji v Tichomoii a v Karibské oblasti.
Virus se ptenaSi krvi, pohlavnim stykem nebo matefskym milékem. Existuji viry HTLV1 a



HTLV2, u kazdého z nich je pak zndmo né€kolik subtypti. HTLVI1 zpiisobuje leukémii T-bunék
(adult T-cell leukemia; ATL) a neurodegenerativni onemocnéni zvané spasticka paraparesa
(HTLV-associated myelopathy/tropical spastic paraparesis; HAM/TSP) Tato onemocnéni
propukaji jen asi u 3% nakaZenych a az po dlouhé, 120 let trvajici dobé latence (Tsukasaki and
Tobinai, 2014). HTLV2 zplsobuje také myelopatii a nejcastéji se vyskytuje u uzivatelti drog.
Jsou mamy také piipady koinfekce HIVI1 a nékterym z viri HTLV (Kozlowski et al., 2016).

Opici virus M-PMV patii mezi jednoduché retroviry. Poprvé byl izolovan z biopsie prsniho
nadoru samicky makaka (Macaca mulatta), zjistilo se vSak, ze nadory piimo nezplsobuje
(Chopra and Mason, 1970). M-PMV je plvodcem mmunodeficienci, podobné jako jiny opici
retrovirus  SIV (simian immunodeficiency virus). Nejsou vSak vzijemné piibuzné. M-PMV je
retrovirus  typu D, jehoz polyproteiny vytvaieji nezralé virové castice uz v cytoplasmé
mfikovanych bunék. Tyto nezralé castice jsou transportovany k plasmatické membrané a puci
z bunky ven. M-PMV se stal modelovym zastupcem tohoto typu vir. SIV je naproti tomu
retrovirus typu C a jeho nezralé cCastice se skladaji pifmo na cytoplasmatické membrané a

soucasn¢ puci ven. Podle novejsi klasifikace je M-PMV fazen mezi betaretroviry.

Cilem nize popsanych praci nebylo pokusit se o vyvoj Iku proti témto virim, ale pfispét
k pochopeni vlastnosti retrovirovych proteas. Proteasy BLV a MPMV jsme pfipravovali expresi
v E. coli s vyuzitim T7 systému, proteasu HTLV chemickou syntézou. Ve vSech piipadech jsme
pak testovali substratovou specifitu a moznosti inhibice téchto enzymii pomoci série oligopeptid

a peptidomimetickych mhibitortt piipravenych na UOCHB.

Proteasa BLV, jejiz expresi pojednava prace I-1, byla jiz diive purifkovand z virionii a byl
experimentalné urcen jeji N-a C-konec (Yoshinaka et al., 1986). Expresni vektor, ktery ptipravili
Dr. Milan Fébry a Dr. Martin Andrednsky, byl tedy konstruovan tak, aby monomerni jednotka
maturni proteasy byla na N- konci prodlouzena o 42 a na C-konci o 26 aminokyselin. Nevédéli
jsme ale, kde pfesné¢ dochdzi k posunu ctectho rdmce a jak pfesné nd$ prekursor odpovida
polyproteinim Gag-Pro a Gag-Pro-Pol. Ale cht€li jsme zachovat $tépna mista, aby se proteasa
mohla autokatalyticky aktivovat. K tomu skute¢n€¢ doSlo béhem renaturace proteinu, ktery se
v pribéhu exprese ulozil do inkluznich télisek. Ziskali jsme protein, jehoz N-koncova sekvence
odpovidala ocekavané (LSIPL-). Rekombmantni proteasa BLV byla aktivni, coZ umoZnilo
testovat jeji substratovou specifitu pomoci peptidovych substratii piipravenych Dr. Ivo Blahou.
PtisluSny expresni a purifika¢ni systém jsme pak pouzili pro ziskani vétStho mnoZstvi proteasy

pro dalsi studie.



Podobny postup jsme pouzli také v praci I-2, pro ziskani proteasy M-PMV. Jeji prekursor o
molekulové hmotnosti 26kDa se akumuloval v inkluznich téliscich, ktera jsme solubilizovali
v nasyceném roztoku mocoviny a dialyzovali proti pufiu o pH 7,5. Béhem této procedury doslo
k autokatalytickému Stépeni prekursoru. Vysledkem ovSem byly dva produkty, 17 kDa a 12 kDa
(p17 apl2). Purifikaci na katextu doslo k odd¢€leni téchto produktl, ziroven jsme vSak zskali i
jejich smes, kterd pravdépodobné byla heterodimerem pl7/pl12. VSechny tyto varianty byly
proteolyticky aktivni a pii testovani s chromogennim peptidovym substraitem nevykazovaly
podstatné rozdily v aktivit€. Produkty processingu pl7 apl2 mély shodny N-konec, IiSily se v C-
koncové Casti. Lze siptedstavit, ze proteasa je z prekursoru vystépena rychle na N-konci, zatimco
na C-konci je Sté€peni postupné. Existence dvou variant monomernich podjednotek proteasy M-

PMV byla asi nejptekvapivéjsim zisSténim této studie.

Tyto poznatky byly dale rozvinuty v praci I-6, kde jsme se zabyvali kinetikou processingu pl7,
tedy delsi formy proteasy M-PMV. Vzhledem ktomu, Zze cCéastice M-PMV vzikaji uz
v cytoplasmé a v nezralé formé doputuji k plasmatické membrané, musi byt aktivita virové
proteasy piisn¢ regulovana. Vysledky této studie ukézaly, Ze postupné St€peni na C-konci
proteasy je pravdépodobné soucasti tohoto regulaéniho mechanismu. Stépeni purifikovaného p17
na pl2 probihalo zhruba 30 dni. V pfitomnosti nhibitoru proteasy se vyrazn¢ zpomalilo.
Detekovali jsme ovSem jest€¢ meziprodukt pl3. K postupnému processingu pl7 dochazi i ve

virionech, ale kone¢nym produktem je zde pravé p13.

Piipravou purifikovanych proteas BLV a M-PMV jsem piispéla k praci I-4, ve které byly tyto
enzymy pouwzity ke St€peni polyproteini HIV1 a viru ptaci leukemie (ALV). Proteasa BLV
Stépila oba polyproteiny efektivné, M-PMV jen velmi neochotné.

Prace I-5 se zabyva proteasou HTLV1. Jeji monomer sestava ze 125 aminokyselin a piipravil ho
Dr. Ivo Bladha metodou peptidové syntézy na pevné fazi. Nebyla to prvni synteticky pfipravena
retrovirova proteasa. V roce 1988 publikovali Schneider a Kent totdlni syntézu proteasy HIV1,
jejiz monomer se skladd z 99 aminokyselin. Tataz laboratot pozd¢€ji piipravila proteasu HIV1
z D-amimokyselin (Milton et al., 1992). Oba uvedené enzymy byly aktivni, pficemz D-proteasa
vyzadovala substraty z D-aminokyselin. Tyto studie ukézaly, Ze pfipravit pln¢ syntetickou
proteasu je mozné, takze jsme pokusili o podobny postup. Lyofilizovany materidl piipraveny Dr.
Blahou obsahoval fetézce o 125 aminokyselinovych zbytcich, tedy nikoli prekursor jako
v piipad¢ exprese proteas v E. coli. Bylo potfeba najit podminky, za nichz se tento material
rozpusti, fetézce zskaji spravnou strukturu a vytvoii funkéni dimery. Nakonec se podatilo



aktivni proteasu zskat a pomoci série substratl a inhibitort testovat jeji specifitu, ktera se

ukazala byt podobna specifité¢ proteasy BLV.

vvvvv

jsou soucasti cytoskeletonu. Stépeni cytoskeletalnich proteintl jinymi retrovirovymi proteasami
vSak pfed vznikem této publikace nebylo testovano. PouZili jsme tedy nejen proteasy HIV1 a
HIV2, ale také proteasu BLV, M-PMV (varianta 12kDa) a proteasu ptactho retroviu MAV
(myeloblastosis associated virus), véetné jejich dvou mutant a testovali, jak Stépi vimentin.
HIV1 PR degradovala vimentin nejefektivnéji, za vzniku n€kolika produkt. BLV PR stépila
vimentin jen v jednom misté. Aby doslo ke §tépeni vimentinu proteasami M-PMV PR a MAV,
bylo nutno vyrazné¢ zvySit koncentraci soli v reakéni smési Pfitomnost 2 M NaCl naopak
snizovala efektivitu  Stépeni obéma proteasami HIV. Degradace vimentinu jednotlivymi
proteasami byla ovlivnéna také pH. Tyto experimenty ukazaly, Ze pfes znacnou strukturni
podobnost se jednotlivé retrovirové proteasy znacné liSi, pokud jde o substratovou specifitu a
pozadavky na reak¢ni podminky. Za podminek optimalnich pro kazdou jednotlivou proteasu byl
vimentin  $té¢pen béhem nékolka minut. Vyjimkou byla M-PMV PR, ktera poskytla
detekovatelné¢ produkty St€peni vimentinu az zhruba po 10 hodinach.

Prace s proteasami leukemickych viri mé piiméla premysSlet a studovat literaturu 1 o jejich

dalSich protemnech a shrnout tyto poznatky do piehledové publikace I-3.
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Blok II — Sekretované aspartatové proteasy patogennich kvasinek rodu Candida

II-1 Hruskova-Heidingsfeldova, O., Dostal, J., Hamal, P., Pazlarova, J., RumLT. and Pichova, L

(2001) Enzymological characterization of secreted protemases from Candida parapsilosis

and Candida lusitaniae. Collect. Czech. Chem. Commun. 66, 1707-1719.
Autorsky podil: 33%
Kultivovala jsem kvasinky, podilela se na purifikaci proteaz a napsala jsem publikaci.

II-2 Pichova,l., Pavlickova,L., DostalJ., DolejsiE., Hruskova-Heidingsfeldova,0., Weber,J.,

Ruml, T. and Soucek,M. (2001).Secreted aspartic proteases of Candida albicans, Candida
tropicalis, Candida parapsilosis, Candida lusitaniae: mhibition with peptidomimetic
mhibitors. Eur.J.Biochem. 268, 2669-2677.

Autorsky podil: 15%

Podilela jsem se na kultivaci kvasinek, purifikaci enzymil a pifpraveé publikace.

II-3 Dostal, J., Hamal, P., Pavlickova, L., Soucek, M., Ruml, T., Pichova, 1. and Hruskova-

114

Heidingsfeldova, O. (2003) Simple method for screening Candida species isolates for the
presence of secreted proteinases: a tool for the prediction of successful mnhibitory treatment.
J. Cln. Microbiol. 41, 712-716.

Autorsky podil: 33%

Navrhla a koordinovala jsem vétSinu experimenttl, podilela jsem se na kultivaci kvasinek a ptiprave

médii, napsala jsem publikaci.

Hamal, P., Dostal, J., Raclavsky, V., Krylova, M., Pichov4d, 1. and Hruskova-
Heidingsfeldova, O. (2004) Secreted aspartate proteinases, a virulence factor of Candida

spp.: occurrence among clinical isolates. Folia Microbiol. 49, 491-496.
Autorsky podil: 25%

Podilela jsem se na koordinaci studie, kultivaci kvasinek a psani publikace.

I1-5 Dostal, J., Dlouhda, H., Malon, P., Pichova, 1. and Hruskova-Heidingsfeldova, O.(2005) The

precursor of secreted aspartic proteinase Sapplp from Candida parapsilosis can be
activated both autocatalytically and by a membrane-bound processing proteinase.

Biol Chem. 386, 791-799.
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Autorsky podil: 40%
Navrhla a koordinovala jsem vétSinu experimentl, podilela jsem se na analyzach Stépeni

prekurzoru protedzy, napsala jsem publikaci.

II-6 Merkerova, M., Dostal, J., Hradilek, M., Pichova, I. and Hruskova-Heidingsfeldova, O.
(2006) Cloning and characterization of Sapp2p, the second aspartic proteinase from
Candida parapsilosis. FEMS Yeast Res. 6, 1018-1026.

Autorsky podil: 25%

Navrhla a koordinovala jsem vétSinu experimentl a napsala jsem publikaci.

II-7 Majer, F., Pavlickova, L., Majer, P., Hradilek, M., Dolejsi, E., Hruskova-Heidingsfeldova,
O. and Pichova, 1. (2006) Structure-based specificity mapping of secreted aspartic
proteases of Candida parapsilosis, Candida albicans, and Candida tropicalis using
peptidomimetic inhibitors and homology modeling. BiolChem. 387, 1247-1254.
Autorsky podil: 15%

Podilela jsem se na piiprave protedz a psani publikace.

I1-8 Hruskova-Heidingsfeldova, O. (2008) Secreted proteins of Candida albicans. Front Biosci 13, 7227-
42.
Autorsky podil: 100% (review)

I1-9 Hruskova-Heidingsfeldova, O.,Dostal, J., Havlikova, J., Hradilek, M. and Pichova, 1. (2009)
Two aspartic proteinases secreted by the pathogenic yeast Candida parapsilosis differ in
the expression pattern and catalytic properties. Biol. Chem. 390, 259-268.
Autorsky podil: 40%
Navrhla a koordinovala jsem vétSinu experimentii, analyzovala jsem expresi studovanych gend,

napsala jsem publikaci.

I1-10 Vinterova Z, Bauerova V, Dostal J, Sychrova H, Hruskova-Heidingsfeldova O and Pichova
1(2013) Saccharomyces cerevisiae can secrete Sapplp proteinase of Candida parapsilosis

but cannot use it for efficient nitrogen acquisition. J. Microbiol 51, 336-344.
Autorsky podil: 20%

Podilela jsem se na navrhu a koordinaci experimentl a na ptipraveé publikace.
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II-11 Dostal, J., Merkerova, M., Vinterova, Z., Pichova, I. and Hruskova-Heidingsfeldova, O.
(2015) Two SAPP2 gene homologs are present in Candida parapsilosis genome. Folia
Microbiol. 60, 373-374.

Autorsky podil: 60%

Navrhla jsem koncepci prace, podilela jsem se na in silico analyzach, napsala jsem publikaci.

Kvasinky, jednobunécné eukaryotické heterotrofni mikroorganismy fazené do fiSe Fungi, lze
nalézt v nejriizngjSich biotopech. Taxonomicka studie z roku 2011 uvadi zhruba 1500 zndmych
druhtt kvasinek (Kurtzman et al, 2011). V piirodé jich vSak pravdépodobné existuyje tadoveé vice
a literatura uvadi odhady sahajici od jednoho do péti milionti druhii (Casaregola ef al., 2011;
Perez-Nadales et al., 2014). Prestoze o vétSiné existyjicich kvasinek zatim nevime wviibec nic,
nckolk druhii téchto mikroorganismli je ldem naopak diveémé zndmo uZz mnoho let. Jde
predevSim o pekaiské drozdi Saccharomyces cerevisiae, povazované za ,domestikovany
mikroorganismus®, bez n¢jz by na$ kazdodenni Zzivot vypadal zcela jinak, a o n€které¢ dalsi
kvasinky vyuzivané v potravindistvi a biotechnologiich (napt. Kluyveromyces Lactis, Ashbya
gossypii, Aspergillus oryzae). S. cerevisiae jsou dlouhodobé pouzivany také jako modelovy
eukaryoticky organismus. Hraly anadale hraji zasadni roli pfi vyzkumu nékterych obecnych déji
jako je regulace bunécného cyklu, reparace DNA, sekrece proteintl, starnuti, autofagie a mnohé
jné. U fady proteini dualezitych z hlediska humanni mediciny byly nejprve znamy a
charakterizovany jejich kvasinkové homology. S. cerevisiae byl prvni eukaryoticky organismus,

jehoz genom byl sekvenovan a publikovan (Goffeau et al, 1996).

Existuji ovSem 1 kvasinky, vi¢i nimZ se snazime branit. Fytopatogenni kvasinky a nizSi houby
pusobi znacné hospodaiské Skody (Egan a Talbot, 2008) a kvasinky patogenni pro Clovéka jsou
plivodci Siroké Skaly onemocnéni, od povrchovych myko6z aZ po systémové infekce ohrozyjici
zivot. Onemocnéni zplisobend kvasinkami zacala byt zaivaznym problémem az béhem 20. stoleti.
Divodem je u0¢inn¢j$i léCba bakteridlnich infekei, stoupajici pocet imunosuprimovanych
pacientll a Castéj$i uzivani katetri a dalSich plastovych pomticek zasahyjicich do téla pacienta
(Brown and Weig, 2007; Casadevall and Pirofski 2015). Ackoli pro imunosuprimované pacienty

predstavuyje moznou hrozbu téméi kazdy mikroorganismus v okoli, k n¢jCastéjSim plvodciim
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mykotickych infekei patii zastupci rodt Candida, Aspergillus a Cryptococcus. A pravé nekteré
kvasinky rodu Candida, jejich proteasy a dalsi enzymy jsou predmétem Bloku II.

Omaceni Candida nese vic nez 300 druhii kvasinek, ale jen zhruba 15 z nich je patogennich
(Perez-Nadales et al., 2014). Jedna se piedevSim o C. albicans, C. parapsilosis, C. glabrata, C.
tropicalis a C. krusei. Chovaji se jako takzvané oportunni patogeny, to znamend, ze mohou byt
soucasti bézné mikroflory zdravych jedincl, aniz by jim zpisobily jakoukoli Gjmu. Dojde-l vSak
k naruSeni imunity, poranéni nebo k vyraznym zméndm hostitelského mikrobiomu, mohou
kandidy zplsobit onemocnéni, kandidozu, rizného stupné zdvaznosti. Povrchové kandidozy
neohrozuji Zivot, ale snizuji jeho kvalitu. Jednd se o koZni nebo vagindlni infekce, piipadné o
mfekce Ustni dutiny souvisejici s pouzivinim zubni protézy, kterd se miize stat rezervoarem
patogennich kvasinek (Nobile and Johnson, 2015). Vagindlni mykézy zazije az 75 % zen, vétSina
z nich opakované¢ (Chew and Than 2016). Mnohem zivaznéj$i jsou vSak systétmové mfekce,
postihyjici jedince s vyrazn€ naruSenou imunitou, napf. pacienty po transplantaci organi ci
chemoterapii, piipadné pacienty trpici AIDS. Privodnim znakem systémovych ifekei je
kandidémie, neboli pfitomnost kandid v krevnim obéhu. Kvasinky se rozsiti do vnitinich organt
a zpusobuji jejich selhani, nebo miize dojit k septickému Soku. Lécba stavajicimi antimykotiky
neni v téchto piipadech vzdy Uspésna. Mortalita zplsobend systémovymi kandidézami se
pohybuje v desitkach procent, napi. prehled z roku 2012 uvadi 46-75 % (Brown et al., 2012).
Vzhledem k tomu, Ze se kandidy mohou vyskytovat v hostitelském prostiedi jako komenzilo vé,
mohou kandidozy byt nejen exogenniho, ale i endogenniho pivodu. U pacientll se zavaznymi
diagnd6zami cCasto dochazi také k nosokomidlnimu pfenosu patogennich kvasinek. Jednim z
rizikovych faktorti pro vznik systémovych kandidéz je tak pobyt na jednotkdch mtenzivni péce
a pouwzivani katetri, protoze kandidy wvytvareji biofilmy i na abiotickych povrSich a praveé
inflkkované Kkatetry jsou Castou vstupni branou kvasinek do oslabeného organismu (Nobile and
Johnson, 2015). Na jednotkach ntenzivni péce v Evropé a v USA je Candida albicans druhym
kandidoz zaroveni zvySuje naklady na zdravotni péci o té€Zzce nemocné pacienty. Zvladnuti téchto
mfekei vyzaduje co nejlepSi moznosti véasné diagndzy a vyvoj novych Kkt K tomu je nezbytna
podrobnd znalost téchto kvasinek, pochopeni principii jejich interakce s hostitelem a znalost

mechanismu vzniku rezistence vi¢i antimykotikim.

Patogenni kvasiny rodu Candida vdéci za sviij biologicky uspéch souhfe vice faktord. Dokazou
rist v podminkdch zna¢né riznorodych, pokud jde o dostupnost Zivin ¢i pH, napt. na kiizi a

sliznicich, ve sputu, v krvi ¢i v gastromtestinalnim traktu. Pfechod z jednoho prostiedi do
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druhého vyzaduje adaptaci metabolismu, kterd je spojena se zménou transkripéniho programu
kvasinky a Casto téZ s aktivaci virulen¢nich faktort (Brown et al., 2014). Za faktory umoziujici
patogennim kandiddm zplsobovat onemocnéni je povazovana schopnost U¢inné pfilnout k
povrchu hostitele zprostiedkovana adhesmy a dalSimi proteiny bunécné stény, dale schopnost
tento povrch narusit a proniknout do hostitelskych tkani. Pro tuto fdzi infekce jsou klicové
hydrolytick¢é enzymy, které patogenni kandidy produkuji. Jedna se o proteasy, lipasy a
fosfolipasy, které kvasinky sekretuji do okoli. Genomy patogennich kandid zpravidla obsahuji
celé rodiny genii kodyjicich tyto hydrolasy, ¢imz se liSi napf. od genomu S. cerevisiae (Butler et
al, 2009). Za virulencni faktor je povazovana 1 schopnost kandid efektivné zskavat z
hostitelského organismu Zelezo. V konkrétnim piipade C. albicans je pak dllezitym virulen¢ nim
faktorem schopnost morfologické zmény, kterou ostatni zastupci tohoto rodu maji jen v omezené
mite. Bunky C. albicans mohou reverzibilné ptechdzet z kvasinkové formy na vldknitou —
hyfalni. Zatimco kvasinkové buinky se snaze §ifi krevnim feciStém, hyfy se podileji na penetraci
hostitelskych tkani (Mayer et al.,, 2013). Nedavno byl u C. albicans identifikovan dal§i vyznamny
virulenéni faktor, peptidovy toxin candidalysin, ktery je produktem Stépeni protemu Ecelp. Je
sekretovan do extracelularniho prostoru a poskozuje epitelidlni membrany zejména pfi infekcich

sliznic (Moyes et al., 2016).

Na poskozeni epitelu a pronikdni kvainky do hostitelskych tkani se, jak zminéno vyse, vyznamné
podileji sekretované proteasy. Sekrece proteas rizného katalytického mechanismu neni u
mikroorganismil neobvykla. V piipadé kvasinek rodu Candida se jednd o proteasy aspartatoveé,
oznatované jako Sap (sekretované aspartitové proteasy). Svou strukturou a nekterymi
vlastnostmi se podobaji pepsinu. Podileji se nejen na degradaci hostitelskych bariér, ale také na
zajisténi nutrientd. Kvasinky dokaZzi internalizovat a vyuzit peptidy sestavajici ze sedmi a méné
ammokyselinovych zbytkl. Takové peptidy casto vznikaji St€épenim proteinti v okoli kvasinky
sekretovanou proteasou. Patogenni kvasinky zpravidla disponuji rodinami geniVizoenzymi
téchto proteas, coz umoznuje jejich regulaci uz na transkripcni urovni, v zavislosti na vné&jSich

podminkach jako jsou pH, teplota ¢ihladiny nutrienta.

Pro sekretované aspartatové proteasy kandid se postupné zacalo uzivat nazvoslovi vychazejici ze
zkratky Sap. Proteasy sekretované nejstudovanéjsi kvasinkou C. albicans jsou ozna¢ovany prosté
Sap a Cislem odliSujicim jednotlivé izoenzymy. Ndazvy piisluSnych genti se zapisuji velkymi
pismeny a kurzivou (SAPI, SAP2...) U proteini byva zvykem piidat na konec zkratky pismeno
“p” (Sap2p). V piipadé¢ proteas dalich kandid se ke zkratce pfidava jest€¢ prvni pismeno
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druhového jména. Proteasy sekretované C. tropicalis se omacuji Saptxp, u C. parapsilosis

Sappxp a jsou kodovany geny SAPTx, respektive SAPPx.

Od pfelomu devadesatych a nultych let, kdy jsme s vyzkumem téchto proteas zacali, doSlo v
poznani patogennich kandid, stejné jako v mnoha jinych oblastech védy, k vyraznému posunu.
V roce 2008, tedy asi v poloviné sledovaného obdobi, jsem napsala piehledovy clanek o
sekretovanych proteinech C. albicans (zde po Cislem II-8), v némz je sekreci proteas a jejich
vlastnostem vénovano pomérné dost prostoru. Od té doby vime mnohem vice zejména o
proteasach dalSich patogennich kandid. NaSe laboratof pfispéla predevSim studiem proteas

sekretovanych kvasinkou C. parapsilosis.

Ackoli dnes tvoii kvasinky nejvétsi soubor pibuznych eukaryotickych organismt, jejichz
genomy byly sekvenovany a jsou vefejné dostupné, v dob¢, kdy jsme se zacali sekretovanymi
aspartatovymi proteasami kandid zabyvat, nebyly jesté genomové sekvence k dispozici. Nebylo
také ziejm¢, zda, pokud jde o sekreci aspartatovych proteas, existuji podstatné rozdily mezi
vzorky kandid zskanych od riznych pacientdt piipadné zdravych — dobrovolnik .
Enzymologickych mnformaci o sekretovanych aspartatovych proteasach patogennich kandid bylo
na zacatku tisicileti také velmi malo. V prvni fazi vyzkumu v této oblasti jsme se tedy zametili
jednak na jejich enzymologickou charakterizaci, jednak na porovnani jejich sekrece v ramci

vétsich souborti klinickych izolati kandid.

Druhy patogennich kandid, které proteasy sekretuji, maji vzdy jeden izoenzym, jehoz produkce
je indukovana pittomnosti proteinu jako jediného zdroje dusiku. Historicky byl pravé tento
izoenzym objeven u C. albicans jako prvni (Staib, 1965) a pozd¢ji dostal oznaceni Sap2p. I ve
studiich, jichz jsem se uCastnila, jsme se prednostné zabyvali izoenzymy indukovatelnymi
exogennim proteinem, protoze je pomérné snadné zskat jich v laboratornich podminkdch vetsi
mnozstvi. Kromé toho se tyto izoenzymy casto vyrazné podileji degradaci proteinit dilezitych z
hlediska integrity tkani (kolagen, keratin, fibronektin, laminin). Pouzivali jsme tekutd ¢i pevna
média obsahujici hovézi sérovy albumin nebo hemoglobin. Exogenni protein je sekretovanou
proteasou degradovan, takze se proteasa postupné stane majoritnim protemem v médiu. Izolace
proteasy po ukonceni kultivace spociva predevS§im v odstranéni zbytki degrada¢nich produkti

albuminu ¢i hemoglobinu jednim ¢i dvéma chromatografickymi kroky.

V praci II-1 jsme takto zskali a charakterizovali proteasy z kvasinek C. parapsilosis (Sapplp) a
C. lusitaniae (Saplp). Obé¢ Stépily chromogenni peptidovy substrat navrzeny pro pepsin, Lys-
Pro-Ala-Glu-Phe*Phe(NO2)-Ala-Leu v mist¢ naznaceném hvézdickou (Phe(NO2) je p-
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nitrofenylalanin) a vykazovaly pH optimum v kysel¢ oblasti Teplotni optimum Saplp leZelo v
rozmezi 27-40°C, pro Sapplp bylo piekvapivé zhruba 45°C. Ob¢ proteasy také vykazovaly
pozoruhodnou stabilitu.

Dale jsme testovali interakci sekretovanych proteas z C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis
a C. lusitaniae s mhibitory odvozenymi od pepstatinu, které byly piipraveny v laboratoii Dr.
Milana Soucka. Proteasa Sap2p z C. albicans byla v t€¢ dob¢ studovdna uz pomémné mntenzivné
a byla publikovana jeji krystalovd struktura v komplexu s pepstatnem a s dalSim
pseudopeptidovym mhibitorem (Cutfield et al., 1995; Abad-Zapatero et al,, 1996). Taktéz byla
publkovana struktura proteasy Saptlp z C. tropicalis (Symersky et al, 1997), ale
enzymologickych a kinetickych dat o této protease bylo mnohem méne. Proteasy Sapplp z C.
parapsilosis a Saplp z C. lusitaniae nebyly do té¢ doby piili§ zkoumany. Pro proteasu t C.
lusitaniae to ostatnd plati dodnes. Udaje publikované v nasich studiich jsou jedny z mala, které
jsou pro tento enzym k dispozici. Saplp byla vétSinou testovanych latek inhibovana kpe nez
zbyvajici tfi proteasy.

Vysledky rozsdhlé mnhibini studie shrnuté v praci II-2 ukazuji, Ze latky odvozené od pepstatinu
jsou zpravidla dobrymi mhibitory vSech Ctyf studovanych proteas. Inhibicni konstanty byly
vétSinou nanomolarni. Zaména jednoho ¢i obou statmovych zbytkli za fenylstatin nepfinesla
zasadni zmény v inhibicnich vlastnostech testovanych latek. Zaména prvniho statmového zbytku
za cyklohexylstatin vSak vedla ke vzniku mhibitoru s odlisnymi Ki; pro rizné proteasy. Vyrazné
se liSila zejména Saptlp, pro kterou byl mhibitor s cyklohexylstatinovym zbytkem horS§i nez pro
ostatni enzymy. Jednotlivé proteasy také rozdiln€ reagovaly na zkraceni fetézce mhibitoru,
piicemz nejvyssi hodnoty mhibi¢nich konstant pro krat$i mhibitory vykazovala opét Saptlp.
Piekvapivym zisténim bylo, jak velky vliv na nhibi¢ni vlastnosti studovanych latek miize mit
konfigurace fenylstatinovych zbytkli. Zména konfigurace na hydroxylu (3-OH) centralniho
fenylstatinu z pivodntho 3S,4S na 3R, 4R vedla k vyraznému zhorSeni inhibice vSech Ctyr
proteas. Tatdz zména na C-koncovém fenylstatinu naopak dala vzniknout jednomu z nejlepSich

mhibitord celé testované série.

Studované latky nebyly selektivni a kromé kvasinkovych proteas inhibovaly napiiklad 1 pepsin
nebo katepsin D. Pokud by se uvazovalo o jejich terapeutickém vyuziti, muselo by jit o zevni

aplikaci, coz by ale v fadé¢ pifpadi davalo smysl.

Testovali jsme také, jsou-li sekretované proteasy kandid inhibovany inhibitory proteasy HIV. Ze

Ctvetice zkoumanych latek byly G¢inné je dve, ritonavir a saquinavir. Jejich inhibicni konstanty
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se pohybovaly v mikromoldrnich hodnotach. Indmnavir inhiboval pouze Saptlp, nelfinavir pak

zadnou ze studovanych proteas.

Pokracovani a rozsiteni mnhibicni studie piedstavuje prace II-7, ve které byly analogy pepstatinu
modifikovany tak, Ze obsahovaly pouze jeden derivat statinu. Odebrani jednoho statinového
zbytku nezhorsilo u¢inky nhibitord, pokud v polohdch mezi P3 aP3’ byly objemnéjsi hydrofobni
zbytky. Ani tentokrat jsme nezaznamenali velké rozdily ve specifit¢ jednotlivych proteas, v

tomto pifpadé jen tii - Sap2p, Saptlp a Sapplp.

Proteasy, jejichz inhibici jsme studovali jsou sekretovany v podminkach, kdy jsou kandidy
kultivovany v piitomnosti exogenniho proteinu jako jediného zdroje dusiku. Tuto vlastnost jsme
vyuzili pro vytvofeni metody testovani inhibitorti v pittomnosti celych bunck, tedy bez nutnosti
proteasy izolovat. Metoda pro piiblizné hodnoceni extracelularni proteolyzy kandid existovala
jiz diive a byla zalozena na pouziti pevnych kultivanich médii obsahujicich hovézi sérovy
albumin (BSA) jako zdroj dusiku. Kolem koloni nebo natéru kvasinek vykazujicich
extracelularni proteolyzu se pak vytvarely transparentni zony, jejichz velikost bylo mozno
piblizné¢ porovnat. V praci II-3 jsme tento postup modifikovali tak, Ze jsme misto BSA pouzili
hemoglobin. Navic jsme do média piidavali bromfenolovou modf, protoze dochaz-li k sekreci
proteas, kvasinka své okoli acidifikuje. Vychozi médium tedy bylo tmavé modré a proteolytické
zony kolem natéru kvasmnek svétle Zluté (Obr.3). Diky vyraznému vizualnimu Kkontrastu se
velikost proteolytickych z0n snaze porovnava. Metodu lze pouzit i naopak, pokud misku s timto
médiem pokryjeme rovhomérnym natérem bunécné suspenze a na ni polozime disky obsahujici
roztok inhibitortt (Obr.3). Kolem diskii se pak vytvofi modra nhibiéni zona, zatimco zbytek
misky ma svétle Zlutou barvu. Primér mhibi¢nich z6n zavisi na koncentraci mhibitoru, takze je
mozno uc¢innost jednotlivych mhibitort vici rostouci kvasinkové kulture porovnat. Zavedli jsme
konstantu ICPso definovanou jako koncentraci mhibitoru, kterd je nutnd k tomu, aby se
hydrolytickd zona zmenSila na polovinu po tfech dnech kultivace ve 30°C. M¢éfeni inhibi¢nich
zon v rostouci kultufe neni piesné, a konstanty ICPsoziskané v opakovanych experimentech byly
zatizeny chybou zhruba 30%. Ptesto byly konstanty ICPso pro inhibitory publikované ve studii
II-2 a pro kvasinky C. albicans, C. tropicalis a C. parapsilosis v souladu s daty ziskanymi
méfenim inhibice purifikovanych proteas. Inhibitory, které mély nanomolarni Ki, vykazovaly
vétSinou mikromolarni ICPso. Inhibitory s vyS$§imi Ki v€etn€ mhibitord proteasy HIV se pfi

testovani s rostouci bunécnou kulturou jevily jako neucinné.
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Obrazek 3. Testovani extracelularni proteolyzy kvasinek pomoci média s hemoglobinem a
bromfenolovou modii. Vlevo natér kvasinkové kultury se svétlou proteolytickou zénou v jeho okoli.
Vpravo miska s kvasinkovou kulturou rozetfenou po celé plose, do jejihoz stfedu byl umistén teréik
s inhibitorem. Tmava inhibicni zdéna se rozsituje od stiedu ke kraji misky.

Sledovani extracelularni proteolyzy pomoci pevného média s hemoglobinem a bromfenolovou
modii jsme vyuzili také pro analyzu rozsahlého souboru kandid pochédzejictho z mykologické
sbirky Lékarské fakulty Univerzity Palackého v Olomouci. V praci II-2 jsme takto analyzovali
245 kmenti kandid zskanych od pacientd s riznymi diagnézami. V praci 1I-4 pak dalsich 646
klinickych izolati kvasinek a 64 vzorkl ziskanych od zdravych dobrovolikd, u nichz se kandidy
vyskytovaly jako neSkodni komenzilové. Dnes, kdy jsou prectené a vefejné¢ dostupné genomy
fady patogennich kandid, uz neptekvapi, Ze se napiiklad C. glabrata v téchto testech jevila jako
neproteolytickd. C. glabrata sice extraceluldrni proteasy ma, nejsou vSak plné sekretovany do
okoli, ale zistdvaji spojeny s povrchem bun€k glykofosfatidylinositolovou kotvou. Vzdy
proteolytické byly naopak izolaty C. albicans, C. tropicalis a C. parapsilosis. Nenasl jsme vSak
zadny presvéd¢ivy vztah mezi urovni extracelularni proteolyzy a diagnézou pacienta, piipadné
lokalitou, z niz byla dand kvasinka odebrand. Rozdily v mife extraceluldrni proteolyzy mezi
riznymi klinickycmi izolaty jednoho atéhoZz druhu ovSem stoji za povSimnuti. Stilo by za Gvahu,

vratit se k této studii dnes a s pomoci pokrocilejSich molekularnich nastrojii se pokusit zjistit, ¢im
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jsou tyto rozdily zpisobeny. Jde-li napt. o mutace v genech kodyjicich proteasy nebo transkripéni
faktory, které je reguluji, pfipadné jedna-li se o epigenetické modifikace nebo o regulaci az na

urovni posttranslacni.

Sekretované aspartatové proteasy jsou syntetizovany v podob¢ inaktivnich zymogend, ¢imz se
njak neli§i od vétSiny zndmych proteas. Zymogen, prekursor proteasy, nckdy téz oznacovany
jako pre-pro-enzym, obsahuje krom¢ vlastni proteolytick¢ Casti také signdlni sekvenci (pre-
sekvenci) a propeptid (propart, aktivaéni peptid). Propeptid interaguje s aktivnim mistem
proteasy, blokuje ho. Teprve po odstépeni propeptidu mize byt proteasa aktivni. Signalni peptid
a propeptid zpravidla tvoii N-koncovou ¢ast zymogenu (Obr.4).

Aktivace proteasy, tedy odstépeni propeptidu, miize probihat bud’ autokatalyticky nebo za
asistence jiné proteasy Ci vice proteas. Aktivacni drdhy zdokumentované pro rizné proteasy v
prirodé se 1iSi, v nékterych piipadech vyzaduje aktivace vice krokl zahrnyjicich jak S$tépeni in
trans, tak autokatalytické Stépeni. Postupnd aktivace proteas spolu s jejich lokalizaci hraji

dilezitou roli v kontrole proteolytické aktivity a degradace proteint.

Polozli jsme si otdzku, kde a jak je aktivovana proteasa Sapplp kvasinky C. parapsilosis. V
préci II-5 jsme piipravili prekursor Sapplp expresi v E. coli a analyzovali moznosti jeho §tépeni
in vitro. VEdE€l jsme, ze N-koncovému zbytku aktivni Sapplp bezprostiedné predchazi motiv
argmin-lysin (KR), ktery je rozpoznavan serinovymi proteasami kexinové rodiny. U n€kterych
sekretovanych proteas C. albicans zaviselo odstépeni propeptidu pravé na protease tohoto typu,
oznatované Kex2 (Newport and Agabian, 1997). Na druhou stranu byla vSak popsana i
autokatalyticka aktivace téchto izoenzyml v kyselém prostiedi (Koelsch et al., 2000). Zjistili
jsme, ze pro proteasu Sapplp funguji obé moznosti: jak autokatalytickd aktivace v kyselém
prostiedi, tak Stépeni prekursoru proteasou membranové frakce v neutralnim pH. Aktivita 1
substratova specifita proteasy byla stejna, bez ohledu na to, jestli se aktivovala autokatalyticky
nebo in trans. Molekuly se pfesto ISily. Jen proteasa ziskand St€penim prekursoru in trans méla
o¢ekavanou N-koncovou sekvenci odpovidajici autentické Sapplp (DSISL-). Autokatalytick ym
Stépenim vznikal protein zkraceny o jednu aminokyselinu (SISL-). Pokusy o autokatalytickou
aktivaci v pfitomnosti pepstatinu  vedly k molekule Sapplp prodlouzen¢é na N-konci o 5
aminokyselin. Tato extenze tedy zjevné neni dost dlouhd na to, aby mohla blokovat aktivni misto
a zabranit vstupu pepstatinu. V téZe praci jsme ukézali, ze propeptid hraje dllezitou roli pii
spravném  sbalovani Sapplp. Pro proteasu exprimovanou bez propeptidu se ndm wvibec

nepodafilo najit podminky, kdy by zskala strukturu a aktivitu.
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V praci II-10 jsme exprimovali cely zymogen Sapplp (pre-pro-Sapplp) v S. cerevisiae.
Saccharomycéty proteasy nesekretuji, takze se dobie hodi pro heterologni expresi a analyzu
sekretovanych  proteas zjinych kvasinek. Kdyz byla pre-pro-Sapplp exprimovana
v laboratornim kmeni BW31, detekovali jsme v kultivaénim médi aktivni proteasu odpovidajici
autentické Sapplp (N-konec: DSISL-). V mutantnim kmeni postradajicim gen KEX2 (Akex2)
doslo pouze k odstépeni signalni sekvence, nikoli k odstépeni propeptidu. Do média byl
sekretovan protein delsi o 39 aminokyselin. Takto jsme zjistili, ze signdlni sekvence Sapplp je
dlouhd 23 aminokyselinovych zbytki (Obr. 4) a ze odStépeni propartu neni, pfinejmenSim v S.
cerevisiae, podminkou sekrece. K odstépeni propartu jesté¢ pred uplnou sekreci v C. parapsilosis

nicméné dochdz, jak jsme ukézali v praci I11-4.

23 aa 39 aa 339 aa
| | | |
2 23 62 | 401
l signal sequence propeptide ] ,-' { mature domain
AQG*AAIPEEA kKR*psisL ! !

Obrazek 4. Schématické znazornéni molekuly proteasy Sapplp, které zaroven ilustruje obecné rysy
molekularntho uspofadani proteas: na N-konci maturni domény je propeptid a signalni peptid, které jsou
postupné odstépeny (viz téZ publikace I1-10).

Kvasinku C. parapsilosis jsme si vybrali nejen pro hlubsi studium vlastnosti proteasy Sapplp,
ale také pro analyzu exprese jednotlivych izoenzymt Sapp. Pfedpokladalo se totiz, Zze C.
parapsilosis ma pouze dva geny kodujici tyto enzymy, na rozdil od C. albicans s desetiClennou
a C. tropicalis se Ctyf€lennou genovou rodmnou. Dnes vime piinejmenSim tolk, Ze situace je
mnohem komplikovanéj$i. Genom C. parapsilosis byl sekvenovan v Sangerové institutu, prvni
soubory dat byly zvefejnény v poloviné¢ nultych let. Po pfecteni celého genomu trvalo nezvykle
dlouho, nez byl anotovan. Anotace, ktera je dnes k dispozici v Candida Genome Database se ale
nakonec opfrala hlavné o sekvenci RNA C. parapsilosis kultivované v hypoxickych podminkach
(Guida et al, 2011). Ukazalo se totiz, Ze genom obsahuje mnoho duplikaci, které¢ analyzu dat
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ziskanych sekvenovanim DNA komplikuji (Geraldine Butler, osobni sd€leni). To se tyka i
proteasy Sapplp. bylo zisténo, ze gen SAPP1je v genomu piitomen ve ¢tyfech kopiich (Horvath
et al, 2012). Jest€¢ pted zvefejnénim anotace byla publikovana studie, jejiz autofi v tehdy
dostupnych sekvencnich datech hledali tseky potencialn¢ kodujici aspartatové proteasy. Nalezli
jich 14 (Parra-Ortega et al, 2009). Dosud ale neni jasné, které z téchto sekvenci jsou skutecné

transkribovany a translatovany.

KdyZ jsme se zacali proteasami C. parapsilosis zabyvat, o komplexit¢ genomu nebylo mnoho
zndmo. Vychazeli jsme z prace, ktera identifikovala dvé tandemové uspofddané sekvence
potencidlné koduyjici aspartatové proteasy, pficemz jen jeden z téchto geni byl schopen funkéné
nahradit proteasu v mutantnim kmeni C. tropicalis, ktery proteasy nesekretoval (de Viragh et al.,
1993). Tento gen kodujici prokazaten¢ funkéni proteasu C. parapsilosis byl pozdé€ji oznacen
SAPPI.

O protease Sapp2p tedy panovaly pochybnosti, gen SAPPZ2 byl povazovan za pseudogen. Protein
odpovidajici Sapp2p byl sice nalezen v médm po kultivaci C. parapsilosis jako minoritni frakce
vedle Sapplp (Fusek et al, 1993), ale toto pozorovani se nepodafilo potvrdit v dalSich studiich
véetné nasi prace II-1. Rozporuplnost vysledkii nas ptivedla k tomu, Ze jsme proteasu Sapp2p
piipravili expresi v E. coli, abychom mohli jeji aktivitu ovéfit. Tomu je vénovana studie II-6.
Postupovali jsme obdobné jako v predchozi praci II-5, ovS§em v tomto piipade jsme méli méné
mnformaci o N-konci maturni proteasy. Dalo se piedpokladat, Ze N-koncovy zbytek maturniho
enzymu bude vzdalen 31 aminokyselin od prvni katalytické triddy (Asp-The-Gly) a bude za
motivem Arg-Lys (KR*SSPSSPL-). Expresni vektor jsme pfipravili tak, aby vysledny prekuzor
obsahoval kromé piedpokladané maturni proteasy jest¢ 29 aminokyselin, které ji na N-konci
pfedchazeji. Purifkovany prekursor jsme se pokusili aktivovat n€kolikka zpUsoby.
Autokatalyticka aktivace v kyselém pH trvala vic nez 24 hodin a jejim produktem byl protein
obsahujici na N-konci 8 aminokyselin navic proti pfedpoklddané maturni protease. Trypsin a
proteasa typu Kex2 §tépily prekursor v oCekavaném mist€¢ (Obr.5). Proteasa aktivovana in trans
hydrolyzovala proteiny vyrazn¢ rychleji nez varianta ziskana autokatalyticky. To podporuje

piedstavu, ze Sapp2p je v redlnych podminkdch aktivovana pouze za pomoci proteasy typu Kex2.
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1 MTI'IAIFTKNVLLAIAFALFAQGAAIPDPAKRDDNPGFVALDFEVTRKPLDVN:ATSELSKR;SSPSSPLYFEGPSYGIR\."S
81 VGSNKQEQQVYLDTGSSDPWYYDSSASCOKGNCKQY GTFDPHSSTSFKSLGSSFRSIGY GDKSSSIGTWGQDTIYLGGTS
161 ITNQRFADYTSTSYNQGILGYGRYETESANPPYDNYPITLKKQGKIKTNAY SLY LNSPGAATGTIIFGGYDNAKY SGKLI
241 EEPLVSDRYLAYNLKSLNYNGDNSNAGFGYYYDSGTTISYLPDSIVNDLANKYGAYLEPYGLGMNELYFIDCNANPQGSAS
321 FTFDNGAKITYPLSEFYLQSTANACYWGLOSSDRONYPPILGDNFLRHAY AFQLDKETYLSRSGEVHFCLKCFSNLETSI

401 YWKAFFYNRYIQ

Obrazek 5. Sekvence pre-pro-Sapp2p. Rekombinantni prekursor neobsahoval prvnich 33 aminokyselin,
jeho N-konec je vyznaéen Sipkou. Vyznaena jsou mista autokatalytického $tépeni (Sapp2p™® ) a $t€peni
in trans (Sapp2p).

Chromogenni  substrdt pouzivany pro proteasy pepsinového typu Lys-Pro-Ala-Glu-
Phe*Phe(NO2)-Ala-Leu se pro testovani aktivity Sapp2p nehodil, protoze byl $tépen s velmi
nizkou konverz, navic ve dvou mistech. Proto jsme analyzovali, ktera mista St€pi Sapp2p v BSA
a podle jejich sekvenci jsme navrhli nékolik fluorogennich peptidi. Nasli jsme i1 takovy, ktery je
Stépen proteasami Sapp2p a Sapplp za vzniku rliznych produktl a hodi se tudiz k jejich rozliSeni.
Zjisitli jsme také, Ze teplotni a pH optima obou proteas se pon¢kud Lisi.

V navazujici studii II-9 jsme si polozili otazku, jak je mozné, Ze Sapp2p neni bézné¢ detekovana
v kultivaénich médiich C. parapsilosis. Testovali jsme transkripci genu SAPP2 za riznych
podminek, zejména v pittomnosti riznych zdroji dusiku. Soubézn¢ jsme analyzovali pfitomnost
proteas v kultivaénim médiu. Pro detekci Sapp2p jsme jiz méli citlivéjSi nastroje nez diive, a sice
protilatky a vySe zminény fluorogenni substrat, oboji umoziujici rozlisit mezi Sapplp a Sapp2p
v kultivaénim médi. Podatilo se nam ukazat, ze gen SAPP?2 je transkribovan bez ohledu na typ
zdroje dusiku a ani zmény pH jeho transkripci pfili§ neovlivituji. Transkripce SAPPI je naproti
tomu indukovdna proteinem pouzitym jako jediny zdroj dusiku v médm. Pokud byla kvasinka
kultivovana v pittomnosti jinych, nizkomolekularnich zdroji dusiku, transkripci SAPPI jsme
nedetekovali. Napiiklad v bézné pouzivaném bohatém médiu YPD (kvasnicny extrakt, pepton,
glukosa) je prepisovan jen gen SAPP2, nikoli SAPPI. Proteasa Sapp2p je ale sekretovana v
mnohem menSich mnozstvich nez Sapplp. V médiu obsahujicim BSA jako jediny zdroj dusiku

byla Sapplp asi v osmdesatindsobné pievaze. Kdyz jsme z tohoto média proteasy purifikovali a
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separovali je chromatofokusaci, byl vytézek Sapp2p zhruba 0,4 mg z 1 litru kultury. V jinych
podminkach bylo proteasy Sapp2p jesté mén€. Autentickd Sapp2p méla skutecn¢ N-koncovou
sekvenci SSPSSPL-.

Proteasy Sapplp a Sapp2p se ponckud IiSi substraitovou specifitou a katalytickou ucinnosti.
Sapplp ma specifitu SirSi a testované substraty Stépila rychleji. Na zaklad€ studi II-6 a II-9 je
tedy mozno soudit, Ze C. parapsilosis za vétSiny podminek sekretuje malé mnozstvi méné U¢inné
proteasy (Sapp2). Pokud se vSak dostane do situace, kdy jedinym zdrojem dusiku je exogenni
protein, zaCne vytvaret fadové vetSi mnozstvi proteasy s SiSi specifitou a vyS§i U€mnosti

(Sapplp).

Prace II-11 neobsahuje nova experimentdlni data, nybrz zhodnoceni ptfedchozich, z nichz
vyplyva, Ze se v genomu C. parapsilosis vyskytuji dva paralogy SAPP2, IiSici se na 3’-konci.
Navzdory pokro¢ilym sekvena¢nim a anota¢nim technikdm asi jest€¢ néjakou dobu potrva, nez

bude struktura genomu C. parapsilosis pro badatele piehledna.
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Blok III- Strukturni analyza sekretovanych aspartatovych proteas patogenni kvasinky

Candida parapsilosis

IIT -1 Dostal, J., Brynda, J., HruSkova-Heidingsfeldova, O., Sieglova, 1., Pichova, I. and
Rezaéova, P. (2009) The crystal structure of the secreted aspartic protease 1 from Candida

parapsilosis in complex with pepstatn A. J. Struct. Biol. 167, 145-152.
Autorsky podil: 15%

Podilela jsem se na piipravé proteazy a psani publikace

III- 2 Dostdl, J., Brynda, J., Hruskova-Heidingsfeldova, O., Pachl P., Pichova, 1. and Rezagova,
P. (2012) The crystal structure of protease Sapplp from Candida parapsilosis in complex
with the HIV protease ihibitor ritonavir. J. Enz. Inhibit. Med Chem. 27, 160-165.
Autorsky podil: 15%

Podilela jsem se na piipravé proteazy a psani publikace

III- 3 Dostal, J., Pecina, A., HruSskova-Heidingsfeldova, O., Mareckova, L., Pichova, I,
Rezackova, P., Lepsk, M. and Brynda, J. (2015) Atomic resolution crystal structure of
Sapp2p, a secreted aspartic protease from Candida parapsilosis. Acta Crystallogr D Biol

Crystallogr 71, 2494-2504.
Autorsky podil: 15%

Podilela jsem se na piipravé proteazy a psani publikace

1114 Vinterova, Z., Sanda, M., Dostal, J., Hruskova-Heidingsfeldova, O.and Pichova, I. (2011)
Evidence for the presence of proteolytically active secreted aspartic protemase 1 of

Candida parapsilosis i the cell wall. Protein Sci. 20, 2004-2012.
Autorsky podil: 25%

Navrhla a koordinovala jsem vétSinu experimentti a podilela se na psani publikace.
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Blok III zahrnuje prace, které se tykaji strukturni analyzy sekretovanych aspartatovych
proteas kvasinky Candida parapsilosis. Rentgenostrukturni analyzy byly provedeny ve
spolupraci se skupinou Dr. Pavliny Rezicové. Vypoéty interakénich energii mez proteasami a
mhibitory provedli Dr. Martin Lepsik a Dr. Adam Pecina. Hmotnostni spektroskopii, ktera hrala
dillezitou roli v praci ITI-4, provadél Dr. Miloslav Sanda.

Proteasy pro strukturni studie jsme zskavali izolaci pifmo =z kultivaénich médi C.
parapsilosis. 'V piipadé Sapplp Slo o relativné snadny proces, protoze produkce této proteasy
kvasinkou je indukovana piitomnosti protemu jako jediného zdroje dusiku v médm. Za téchto

podminek Ize ziskat pfiblizné 3 mg purifikované proteasy z litru kultivacniho média.

Ziskat podobnym zpisobem dostatek izoenzymu Sapp2p bylo obtizn¢jsi. Podle naSich
zj8téni je pravdépodobné konstitutivni, nebo pfinejmensim jeho exprese nezivisi na typu zdroje
duskku (viz téz II-9). Testovali jsme rizné moznosti piipravy Sapp2p a nakonec se nejvic
osvédCilo vyuziti stejnych podminek jako pro pifpravu Sapplp, tj. kultivace C. parapsilosis
vmédiu o pH 4, obsahyjicim BSA jako jediny zdroj dusiku. Proteasy Sapplp a Sapp2p
sekretované do média jsme pak rozdé€lili chromatofokusaci. Obvykle jsme takto ziskali 0,2 — 0,4
mg Sapp2p z litru média. Abychom zskali dostatek Sapp2p pro krystalizaci, museli jsme sice
zpracovat velké mnozstvi kultivaénitho média, ale vedlejSim produktem byla Sapplp v takovém
prebytku, ze bylo mozno ji vywzt ke krystalizaci se sérii peptidomimetickych inhibitora
piipravenych na UOCHB (viz Blok II, publkace 2 a 7) Ziskali jsme tak 31 struktur komplexi
Sapplp, které teprve Cekaji na publikaci.

Publikovali jsme struktury dvou izoenzymu sekretovanych proteas C. parapsilosis
v komplexu s klasickym inhibitorem aspartatovych proteas Pepstatnem A (publikace ITI-1 a ITI-
3) a strukturu Sapplp v komplexu s inhibitorem proteasy HIV1 ritonavirem (publikace III-2).
Celkova architektura obou proteini je podobna a podoba se i struktuie savCich pepsind, které
jsou v ramci klasifikace proteas fazeny do rodiny Al. Enzymy této rodiny jsou tvofeny dvéma
topologicky podobnymi doménami, v nichz ptevazuji B-listy (Obr.6). V hluboké vazebné duting
mezi doménami se nachazi aktivni misto, do néjz kazdd z domén poskytuje jeden zbytek kyseliny
asparagové, kliCovy pro katalyzu. DiuleZzitou soucasti aktivniho mista je tzv. chlopen, flexibilni
struktura nad aktivnim mistem podobna smycce. Je jednim z charakteristickych ryst
aspartatovych proteas a podili se na mterakci enzymu se substratem C¢i mnhibitorem. V naSich
strukturdch chlopeni aktivni misto s navdzanymi mhibitory uzavira. Struktura Sapplp a Sapp2p
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je stabilizovand dvéma disulfidickymi miistky, jejichz topologie je u obou studovanych proteas
podobna.

Porovnani struktur obou proteas z C. parapsilosis a struktur Sap z C. albicans a C.
tropicalis vkazuje, ze nejvyraznéj$i rozdily mez jednotlivymi enzymy jsou v oblasti ,,vstupnich
smycek* (entrance loops), které tvoii vstup do aktivniho mista a ovlivituji charakter vazebné

dutiny. Jde o Ctyfi smycky, které jsou u jednotlivych proteas rizné¢ dlouhé.

Sapplp a Sapp2p obsahuji po jednom serinovém zbytku, ktery je koédovan ambivalentnim
kodénem CUG. Ve standardnim genetickém kodu je triplet CUG piekladan jako leucin.
V nékterych kvasinkach je vSak CUG prekladan bud’ jako leucin nebo jako serin, piicemz serin
je cCastéj$i moznosti; zpravidla vic nez 95% tripleti CUG je pielozeno jako serin. To je dano
strukturou tRNAcaG , kterd umoziiuje, aby se na tuto tRNA navéazal jak serin, tak leucin (Ohama
etal 1993, Miranda et al. 2006). Kvasinky s touto vlastnosti jsou souhrnné oznacované jako klad
CUG (nebo CTG; CTG clade). Nejde ,jen” o zménu vyznamu, ale predevSim o ambivalenci,
jejimz disledkem je nestabilita proteomu. Ackoli teoreticky mize mit zdména leucinu za serin
vymamné disledky, u vétSiny dosud zkoumanych proteind, jejichz kodujici sekvence
obsahovala CUG kodon, byly pfisluSné seriny/leuciny lokalizovany tak, ze zaména neovlivnila
funkci (Cutfield etal, 2000). Vyjimkou je translacni micia¢ni faktor 4E, u néjz byl vliv zAmény
serinu a leucinu na funkci prokdzan (Feketova et al, 2010). Disledky zamény leucinu za serin

vSak byly zatim zkoumany jen u malého poctu proteind.

V piipad¢ sekretovanych proteas C. parapsilosis nema zaména leucinu a serinu vliv na
aktivitu. 'V nepublikované studii jsme analyzovali strukturu a enzymovou aktivitu Sapplp
ziskané¢ expresi v E. coli, kde je CUG piekladan standardné¢ jako leucin. Vlastnosti této
heterologni Sapplp se nijak neliSily od vlastnosti autentické Sapplp, kterd méla ve stejné pozici
serin. Je nicnémé zajimavé, ze serin koédovany CUG se v Sapplp a Sapp2p vyskytuje na
topologicky podobnych, byt sekvencné rozdilnych smyckach. V sekretovanych aspartatovych
proteasach C. albicans a C. tropicalis, totiz umisténi téchto zbytkli nevykazuje sebemensi

znamky podobnosti (Obr.6).
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Obrazek 6. Struktura Sapplp v komplexu s pepstatinem A.V pravé ¢asti obrazku je struktura Sapplp
s vyznacenymi vstupnimi smyckami (Ent loops) a chlopni (Flap). V levé castije detail aktivniho mista a
smycky obsahujici Ser193 kodovany kodonem CUG.

V dobé, kdy jsme =zaciali analyzovat strukturu Sapplp, byly publikovany struktury
homologickych proteas z C. albicans a C. tropicalis (Cutfield et al,, 1995; Abad-Zapatero et al.,
1996; Symersky et al, 1997). Struktury dalich proteas z C. albicans, Sap3 a Sap5 byly
zvefejnény v dobé, kdy uz jsme prvni praci o struktufe Sapplp piipravovali k publikaci (Boreli
et al, 2007; 2008). V praci Dostal et al. 2009 byla prezentovana ve své dob¢ teprve druha
struktura proteinu z C. parapsilosis. Navic §lo o protein autenticky, ziskany z pfirozeného zdroje.
Vibec prvni strukturni studie proteinu z C. parapsilosis byla publikovana o rok dfive atykala se
NADPH-dependentni karbonylreduktdzy ziskané expresi v E. coli (Zhang et al, 2008).
V souCasné¢ dob¢ (duben 2016) obsahuje Protem Data Bank 12 struktur proteini z C.

parapsilosis.

Publikace III-2 analyzuje vazbu ritonaviru k Sapplp. Ritonavir je mhibitor proteasy HIV
vyuzivany v kombinacni terapii HIV/AIDS. Nase prace byla v tomto piipadé motivovana
tvrzenim, které se opakované vyskytlo v literatuie 1 osobni komunikaci, asice ze mhibitory HIV
PR maji antimykoticky u¢inek u povrchovych kandidéz protoze pravdépodobné mhibuji rovnéz
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sekretované aspartatové proteasy kandid. NaSe vlastni méfeni pfitom ukazovala, Ze mhibitory
HIV PR vykazuyji vii¢i Sap pomémé vysoka Ki, viadu jednotek pM a vy$si Mikromolarni
koncentrace inhibitord HIV PR se n€kdy skute¢né¢ vyskytuji v plasm¢ pacientti podstupujicich
lé€bu oznacovanou jako HAART (highly active antiretroviral therapy; jedna se o kombinacni
terapii zalozenou na souCasném pouziti n€kolika latek, které Gc¢inkyji proti riznym virovym
cilim). Mozny antimykoticky u¢mnek mhibitori HIV PR nelze vyloucit, zistdva ovSem otazkou,
nakolik je zpiisoben inhibici proteas kandid a nedochadz-li také k interakci téchto mhibitori

s jinymi proteiny patogennich kvasinek.

Ze ¢tyt mhibitord HIV PR, které jsme testovali, byl ritonavir nejlep$im mhibitorem Sap, zatimco
nelfinavir aindinavir nebyly vi€i proteasam kandid a¢mnné (prace II-2). Ki pro ritonavir a Sapplp

bylo 1,9 uM.

Struktura komplexu Sapplp s inhibitorem ukazuje, Ze centralni hydroxyl ritonaviru interaguje
s katalytickymi aspartaty podobné jako je tomu v pfipad¢ pepstatinu. Ritonavir vSak mnohem

hiife zapliuje jednotlivd podmista vazebné dutiny, coz vysvétluje jeho horsi inhibi¢ni vlastnosti

(Obr.7).
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Obrazek 7. Porovnani vazby ritonaviru a pepstatinu do aktivniho mista Sapplp.Uhlikova kostra
ritonaviru je znazornéna zelené, pepstatinu zluté. Atomy kysliku jsou vyznaceny ¢ervené, atomy dusiku
modre, atomy siry zlaté. Jsou vyznacena podmista S4-S3’ vazebného mista enzymu a mezi podmisty S1
a S1’ jsou naznaceny katalytické aspartaty.

Na strukturni studie Sapplp navazuje 1 prace III-4, a proto jsem ji zafadila do tohoto bloku,
ackoli se v pravém smyslu slova o strukturni studii nejednd. Znalost struktury Sapplp nam vSak
umoznila zkoumat, jakym zptisobem jsou molekuly této proteasy orientovany b&hem zavéreCné
faze své sekrece, pfi priachodu bunécnou sténou. Zajimalo nas, v jaké podobé se Sapplp béhem
sekrece v bunécné sténé¢ vyskytuje, tedy predevSim jestl je jest€¢ v podobé prekursoru nebo uz

aktivovana, piipadné jaké je jeji strukturni uspotradani.

Zjistili jsme, ze je mozno Sapplp uvolnit z bunééné stény pomoci B-merkaptoethanolu nebo 1%
roztoku SDS, a to uzZ v maturni podobé€. Chromogenni peptidovy substrat byl st€épen behem
ptulhodinové nkubace s promytymi buikami C. parapsilosis, coZ ukazalo, Ze Sapplp je

proteolyticky aktivni jeSté pfed uplnym uvolnénim do média.

Pro analyzu topologie Sapplp na rozhrani mezi bunéCnou sténou a extracelulirnim prostorem
jsme pouzili biotinylaéni cCinidla sulfo-NHS-biotin a sulfo-NHS-LC-biotin, ktera nepronikaji
bunécnou sténou a navazou se tedy jen na NHz skupiny exponované na povrchu bun€k. Nejprve
jsme ovétili, ze se v purifikované Sapplp se tato Cinidla vazou na vSech 15 lysind, keré tato
molekula obsahuje. Vsechny lysiny byly biotinylaci dostupné, ale NH2 skupina N-koncové
aminokyseliny (asprtatu) nikoli. Pak jsme s biotinyla¢nimi ¢inidly inkubovali celé, promyté buiky C.
parapsilosis. Z nich jsme extrahovali Sapplp pomoci B-merkaptoethanolu a uvolnénou proteasu

analyzovali pomoci hmotnosti spektroskopie.

Analyticky dostupné byly vSechny lysiny s vyjimkou K24, ktery se nevyskytl v zidném
z peptidovych fragmenti ziskanych béhem opakovanych experimenti. Neékteré z lysini byly
biotnylovany vzdy, na nékterych jsme biotin naSli jen v n€kterych experimentech. Lysinové
zbytky, které¢ byly vzdy biotinylovany, jsou lokalizovany v C-koncové doméné Sapplp. Ackoli
je bunéénd sténa slozity a dynamicky systém, svédcéi tento vysledek o existenci vyznamné
populace molekul Sapplp, které se vynofuji z bunéné stény nejprve C-koncovou doménou, a
cast N-koncové domény je posledni casti molekuly, kterd bunku opousti. Model vytvofeny na
zaklad¢€ znalosti struktury Sapplp ukazuje, jak mize byt aktivni misto enzymu piistupné jeste

predtim, nez se celd molekula uvolni do extraceluldirniho prostoru (Obr.8).
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Obrazek 8. Pozice lysinovych zbytkll v trojrozmémé a primarni struktute Sapplp.

Lysiny, které byly biotinylovany pted extrakci proteasy z bunééné stény, jsou vyznaceny zelené. Lysiny,
které biotinylovany nebyly, jsou vyznaceny Cervené. Lysin 24, ktery se nepodafilo analyzovat, je
vyznacen cCerné. Fragmenty Sapplp urcené hmotnostni spektrometrii jsou v proteinové sekvenci
vyznacCeny Sede¢.

Jednou z nezodpovézenych otdzek zistava, k jakym interakcim dochazi mezi Sapplp a slozkami bunécné
stény. Fakt, Ze proteasu lze uvolnit pomoci -merkaptoethanolu by ukazoval na roli S-S vazeb. Ale
Ctyfi cysteinové zbytky, které Sapplp obsahuje, vyznamné piispivaji ke stabilit¢ trojrozmérné
struktury enzymu a neni pravdépodobné, ze by byly zapojeny do interakce s bunécnou sténou ve
chvili, kdy je protein uz sbaleny a aktivni. Krom¢ toho bylo mozno uvolit Sapplp z bunécné

stény 1 bez B-merkaptoethanolu, pomoci 1 % roztoku dodecylsiranu sodného.

Vlastnosti bunééné stény C. parapsilosis si nepochybné vyzidaji dalsi analyzy, uz jen proto, ze
tato kvasinka vynik4d svymi schopnostmi adherovat na rizné, biotické i abiotické povrchy.
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Blok IV — Vakuolarni proteasy patogenni kvasinky Candida albicans

IvV-1

Iv-2

IvV-3

V-4

Bauerova, V., Pichova, I. and Hruskova-Heidingsfeldova, O. (2012) Nitrogen source and
growth stage of Candida albicans influence expression level of vacuolar aspartic protease
Aprlp and carboxypeptidase Cpylp. Can.J.Microbiol. 58, 678-681.

Autorsky podil: 45%

Podilela jsem se na navrhu koncepce celé studie, koordinaci experimentii, izolacich RNA,

purifikaci Aprlp a Cpylp a napsala jsem publikaci.

Bauerova, V., Hajek, M., Pichova, I. and HruSkova-Heidingsfeldova, O. (2014)
Intracellular aspartic proteinase Aprlp of Candida albicans is required for morphological
transition under nitrogen-limited conditions but not for macrophage killing. Folia
Microbiol. 59, 485-93.

Autorsky podil: 40%
Podilela jsem se na navrhu koncepce celé studie, ptipravila jsem mutantni kmen C. albicans,

napsala jsem publikaci.

Bauerova, V., Vinterova, Z., Pichova, 1. and Hruskova-Heidingsfeldova, O. (2011)
Intracellular and extracellular aspartic proteinases of pathogenic Candida species: Can
their inhibitors be further developed? Current Enzyme Inhibition 7, 125-129.

Autorsky podil: 80%

Review, napsala jsem vétSinu textu.

Bauerova, V., Pichova, 1. and Hruskova-Heidingsfeldova, O.(2013) Fungal gene-encoded
peptidase mnhibitors. Curr.Med.Chem. 20, 3041-3048.
Autorsky podil: 80%

Review, napsala jsem vétSinu textu.

Candida albicans je v souCasnosti nejrozsiten¢j$i a nejlépe prostudovany kvasinkovy patogen.

Na rozdil od jinych kvasinek, které lze obvykle izolovat z rlznych prostiedi, kolonizuyje C.

albicans témét vyhradné teplokrevné zvocichy, u nichz za uréitych podminek mize zplsobit

infekce rizného rozsahu a zivaznosti. Prestoze je takto specializovand, vykazuje C. albicans
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znacnou metabolickou plasticitu, kterd je jednim z faktori jejtho biologického tUspéchu. I pii
kolonizaci teplokrevnych ZivoCichli je totiz kvasinka vystavena vlivu prostfedi, kterd se velmi
lisi, pokud jde napt. o pH nebo dostupnost zivin a musi se na n¢ adaptovat. C. albicans se mize
vyskytovat na povrchu kize, na sliznicich, v Ustni dutiné, ve stievech, ve sputu ¢i v krvi. U
zdravych jedinci je C. albicans Casto soucasti mikrobiomu gastromtestindlniho traktu, kde je
koncentrace nutrientti pomérné vysoka, ale sout¢zi o né vice mikroorganismi. Naopak systémova
kandidéza je provazena vyskytem C. albicans v krvi, kde je sice dostupnd glukosa, ale kvasinky
jsou fagocytovany neutrofily a makrofdgy. Fagocytické buiky vystavuji kvasinky oxida¢nimu
stresu a hladovéni. Uvnitt makrofagl tedy C. albicans piepne z glykolyzy na glukoneogenezi a
aktivyje glyoxylatovy cyklus (Lorenz et al, 2004). Tato metabolickd adaptace je souCdsti
strategie Uniku kvasinek z makrofagl. V souboji mezi C. albicans a makrofagy hraji roli idalsi
faktory, napf. morfologickd zména z kvasinkové na hyfilni formu, kterd umoZni kvasinkam
z makrofagli ,prorist® ven. Béhem systémoveé kandidézy se bunky C. albicans vyskytuji
prakticky ve vSech organech hostitele, a tim i v prostfedich s rozdinou dostupnosti, resp.
sriznymi typy nutrientd. Metabolické pfizpiisobeni zaroven souvisi s virulenci. Napiiklad
nutnost vyuzit hostitelské proteiny jako zdroj dusiku vede k indukci sekretovanych proteas, které
se podilejyi na destrukci hostitelské tkané (viz Blok II).

Dilezitou roli v metabolické adaptaci na zménu prostiedi hraji vakuoly. Pomahaji regulovat
bunéénou homeostdzi, jsou uloziStém iontl a metabolitli, podileji se na degradaci a recyklaci
bunécnych komponent. Pro piezti kvasinek v nutricné chudych prostiedich je nezbytné omezit
biosyntetické d¢je na minimum a co nejlépe vyuzit vnitini zdroje. V takovych situacich dochazi
k tzv. autofagii, procesu masivni, nespecifické degradace cytoplasmatického materialu, ktery je
transportovan do vakuol. V krajnim piipadé jsou degradovany i celé organely. Burika tak doCasné
ziska zivotn¢ dulezit¢ nutriety, které mize recyklovat a vyuzit pro syntézu latek pro prezti zcela

nezbytnych (Richards et al,2010).

Vakuoly jsou spolu s proteasomy hlavnimi misty proteolyzy v kvasinkovych bunkéch.
Proteasom je spojen predevsim s hydrolyzou poskozenych, Spatné sbalenych, ¢i nepotfebnych
protemt;, které jsou k nému transportovany po oznaceni ubikvitinem. Ackoli ubikvitin miize hrat
roli 1 pfi transportu proteinl do jinych bunéénych kompartmentti véetné vakuol, vétSina materid lu
ur¢ené¢ho k degradaci se do vakuol dostava prostiednictvim autofagie. V minulosti byl podrobné
charakterizovan vakuolarni proteolyticky systém S. cerevisiae. Zahrmuje 6 peptidas vakuolarniho
lumen: 2 endopeptidasy (proteinasy A a B; PrA a PrB), dv¢ karboxypeptidasy (CpY a CpS) a

dvé amiopeptidasy (Apl a ApCo). Ve vakuolarni membran¢ je pak vazina
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dipeptidylaminopeptidasa B. Jednd se o pomémé nespecifické enzymy slouzici k odbouravani
mnoha riznych proteini. Tyto peptidasy byly pouzity jako modelové molekuly pro studium

transportu proteinti do vakuol a dobfte je prostudovana i jejich aktivaéni kaskada (Jones, 1991).

Béhem pomémné dlouhé doby, kdy byly vakuolarni proteasy S. cerevisiae predmétem zajmu
badatel, se ménilo 1 jejich oznafeni. Proteinasu A tedy mizeme najit v literatufe i databéazich
pod nazvy PrA, ysc A, Pho9, YPL154C nebo saccharopepsin. Proteinasa B se vyskytuyje pod
nazvy PRBI, yscB, CVTI. Karboxypeptidasa Y byva oznacovana jako CPY1, PRCI, piipadné
YMR297W. Ackoli je zvykem psat oznaceni genli velkymi pismeny a kurzivou (PEP4, PRBI) a
oznaceni proteinil s prvnim pismenem velkym, dalsimi malymi a na konci uvadét ,p* (Pep4p,
Prblp), v literatufe neni tento Gzus vzdy dodrzovan. V dalsim textu budu pouzivat oznaceni
PEP4, PRBI a CPYI pro geny kodujici proteinasy A, B a karboxypeptidasu Y; protemny budu
oznacovat Pep4p, Prblp a Cpylp.

Pepdp, Prblp, Cpylp a ammopeptidasa Apl jsou do vakuol transportovany v podobé¢ zymogen1,
sestavajicich z peptidasové domény a N-koncové extenze, kterd obsahuje signal pro transport do
vakuol a jejiz odstépeni je nutné k tomu, aby tyto enzymy mohly hydrolyzovat jiné proteiny.
V piipadé Pepdp, Prblp a Cpylp je nejprve odstépen signalni peptid signalni peptidasou;
ammopeptidasa Apl obvyklou signdlni sekvenci nema. Aktivace zymogenli Pep4p a Prblp dale
zahrnuje jak autokatalytické kroky, tak St€peni jedné proteasy druhou. Pep4p i Prblp se nasledné
podileji na aktivaci Cpylp (Obr.9). Pep4p je zodpovédna za aktivaci dalsich vakuoldrnich
hydrolas, napiiklad Apl, alkalické fosfatasy, trehalasy, ¢i RNasy. Ptesto ziddna z vakuolarnich
peptidas neni nepostradatelna, piinejmensim za dobrych Zvotnich podminek. Mutanty, kterym
chybi Pep4p jsou zvotaschopné, avSak jsou-li vystaveny stresu, jejich odolnost je vyrazné nizsi
nez u divokych typl. Pep4p se podili na degradaci proteini poskozenych oxidativnim stresem,
takze mutanty pep4A rychleji starnou (Marques et al., 2006). V podminkdch nedostatku dusiku a
dalSich zivin dochdzi u pep44 rychle k bunééné smrti (Teichert etal, 1989).
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Obrazek 9. Aktivace n€kterych vakuolarnich proteas v S. cerevisiae. Upraveno podle Jones, E.W.
(1991).

Pep4p se svou dvoudoménovou strukturou podobna savéim aspartatovym proteasam, pepsinu a
lysozomalnimu kathepsinu D. Aktivni misto je tvofeno dvéma triddami DTG, kazdd z nich je
soucasti jedné domény. Aktivni misto pojme uUsek substrdtu sestavajici nejméné z 8
aminokyselinovych zbytkl. I kdyz je substratova specifita Pep4p poméme Sirokd, prednostné
jsou Stépeny vazby obsahujici Phe, Leu nebo Glu v pozici P1 a Phe, Ile, Leu nebo Ala v pozici
P1°. Na afinitu substratu k enzymu maji pak vliv i aminokyselinové zbytky v dalsich pozcich
substratu, které jsou v kontaktu s vazebnou dutinou proteasy (Parr et al., 2007).

Pep4p stejné jako vétSina aspartitovych proteas je mhibovana pepstatinem, 1,2-epoxy-3-(p-
nitrophenoxy) propanem (EPNP) a methylesterem diazoacetyl-D,L-norleucinu (DAN). Kromé
toho ma vsak také sviij zcela specificky polypeptidovy inhibitor zvany IA3, ktery se vyskytuje
v cytoplasmé S. cerevisiae. Byl to prvni popsany inhibitor aspartatové proteasy kodovany genem
a vyskytujici senavic v témze organismu jako proteasa sama. Sklada se z 68 aminokyselin a vaze
se jen na Pep4p a mhibuje ji v subnanomolarnich koncentracich. Jiné proteasy ho $tépi jako
substrat. Struktura komplexu Pep4p-IA3 ukazuje neobvykly typ mterakce, kdy aminokyselinové
zbytky 2-32 polypeptidu IA3 vytvaii helix, ktery blokuje vstup do aktivniho mista. VSechny
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peptidové vazby v inhibitoru jsou vtomto uspofadani dostate¢né vzdaleny od aspartatii
v aktivnim mist¢, takze nemize dojit k jejich hydrolyze. IA3 nabyva této konformace jen
v kontaktu s Pep4p. Sdm o sob¢ se v roztoku chova jako nestrukturovany protein (Li et al,2000).

Fyziologicka role IA3 zistava nejasna.

Je ztejmé, Ze vakuoly S. cerevisiae jsou dobie prostudovany a jejich proteolyticky systém vcetné
vlastnosti jednotlivych proteas byl podrobné popsan. To vSak nelze fici o vakuolach patogennich
kvasinek. Role vakuol pro ptezti C. albicans uvnitt makrofagih byla piitom opakované
potvrzena. Postrada-li C. albicans viditelnou a funkéni vakuolu, neni schopna zabijet makrofagy
a prezit pfi nedostatku dusiku (Palmer et al, 2005). Vakuola tedy mize byt vhodnym
terapeutickym cilem. Ani jednotlivé vakuolarni proteasy patogennich kvasinek nebyly dosud
charakterizovany, coz piekvapi zejména u C. albicans a ve srovnani s pozornosti, kterd byla

vénovana aspartatovym proteasam sekretovanym touto kvasinkou do extracelularniho prostoru.

Zametili jsme se proto na vakuolarni aspartatovou proteasu Aprlp v C. albicans, ktera je
homologickad s Pep4p. Praci jsme postupné rozsitili o Cpylp, karboxypeptidasu Y, kterd s Aprlp
kopurifikovala v pribéhu pokusii o jeji izolaci piimo z C. albicans. V publikaci IV-1 jsme
popsali regulaci gentt APRI a CPYI béhem ristu C. albicans v riznych tekutych médiich liSicich
se typem a koncentraci zdroje dusiku. Transkripce APRI i1 CPYI se v rostoucich bunkach C.
albicans postupné zvySuje, soucasné s tim, jak se zvétSuje objem vakuol Na syntézu Aprlp ma
vSak znacny vliv pravé dostupnost dusiku. V nutricn€ bohatém médiu jsme na urovni proteinu
detekovali pouze Cpylp. Aprlp byla piitomna jen v bunkach kultivovanych za podminek
dusikové limitace, at’ uz Slo o ,dobry* zdroj v nizké koncentraci (napf. amonné ionty), nebo
obtizn¢ metabolizovatelny zdroj (napi. prolin). Vakuolarni aspartatovd proteasa je tedy
regulovana na urovni transkripce 1 translace. Také se ndm podafilo CasteCné purifikovat oba
studované¢ enzymy a urCit jejich N-konce: KGGKYDA- pro Aprlp, STPKDL- pro Cpylp. Tim
jsme identifikovali $t€pnd mista v jejich prekursorech, ktera byla do té doby pouze odhadovana

na zakladé podobnosti s proteasami jinych kvasinek.

Studie V-2 navazuje na piedchozi praci a hledd odpovédi na otdzky spojené s vyznamem gent
APRI a CPYI pro zvladnuti nutricniho stresu a pro infektivitu C. albicans. Vychazeli jsme
z faktu, ze produkce Aprlp je stimulovana omezenou dostupnosti dusiku a ze transkripce APRI
a CPYI je zvySena po ingesci kvasinek fagocytickymi bunkami (Fradin et al. 2005; Lorenz et al.
2004). Ptedpokladali jsme, Ze piinejmensim apriA, tedy mutantni kmen C. albicans postradajici
ob¢ alely genu APRI, nedokdze makrofagy zabijet; naopak, bude mit problém v makrofazich
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prezit. Pouzili jsme mutanty apriAd a cpylA, které jsme ziskali z laboratofi Prof Samuela A. Lee
na Universit¢ v San Antoniu v USA a Prof. Daniela Kornitzera na Technionu v Haif¢ v Izraeli.
Sami jsme pak piipravili kontrolni kmen revAPR1 tak, Ze jsme do apriA vratili jednu aleln APRI.
Proteasa Aprlp je nezbytnd pro tvorbu hyf v podminkach hladovéni na dusik. Je-l k dispozici
dostatek nutrietll, buiky apriA reaguji na morfologické stimuly (napf. pitomnost séra) stejné
jako bunky divokého typu. Vakuolarni aspartatova proteasa je vSak evidentn¢ nezbytna pro
mobilizaci vnitinich zdroji dustku v situacich, kdy se jich nedostdva v okoli. Bunky aprid
v nutriéné limitujicich podminkach morfologickou ptestavbu nezvlddnou. Bylo vSak piekvapivé,
ze schopnost kmene apriA zabijet makrofagy nebyla ve srovnani s rodiovskym kmenem nijak
omezena. Moznym vysvétlenim je, Ze nutrini stres uvniti makrofagli je mensi, nez jaky jsme

navodili v laboratornich podminkach.

Pfi praci s deleCnimi mutanty jsme si vSimli, ze aktivace Cpylp patrné nezavisi na Aprlp, coz je
ptekvapivy rozdil oproti S. cerevisiae (viz vyse). Bunky aprid i bunky divokého typu totiz
obsahovaly Cpylp srovnatelné molekulové hmotnosti a srovnatelného mnozstvi. Toto
pozorovani vychazelo z opakované analyzy bunéénych lyzati pomoci Western blotu a protilatek
proti Cpylp. Bohuzel se nepodafilo pfipravit vzorek, ktery by bylo mozné spolehlivé analyzovat
pomoci hmotnostni spektrometrie a potvrdit tak tento vysledek s definitivni platnosti. Nebyl by
to vSak jediny piipad, naznaCujici, ze procesy, kterych se ucastni Aprlp a Pep4p nejsou identické
a ze znalosti ziskané studiem vakuolarni proteolyzy v S. cerevisiae nelze jednoduse prenést na
C. albicans. Protein Rbt5, ktery v obou zminénych kvasinkdch vaze hemoglobin a podili se na
ziskdvani zeleza, je v S. cerevisce degradovan proteasou Pepdp, zatimco v C. albicans se

homologickd proteasa Aprlp na jeho Stépeni nepodili (Weissman et al., 2008).

Studium vakuolarnich proteas C. albicans a dalSich patogennich kvasinek mize jeSté pfinést
mnoha piekvapeni a stoji za to v ném pokraCovat. Tento nazor jsme se pokusili predstavit
v $irSich souvislostech ve dvou piehledovych c¢lancich, zde uvedenych jako publikace IV-3 a I'V-
4.

Prace IV-3 je struénym souhrnem informaci o aspartatovych proteasdch patogennich kvasinek.
Zatimco veétSina prehledovych clankii s podobnou tématikou se - pfinejmenSim pii pohledu
zroku 2011- soustfedila na sekretované solubilni proteasy, snazili jsme se v tomto textu
upozornit také na aspartatové proteasy vazané k bunééné stén¢ nebo plasmatické membrané
glykosylfosfatidylinositolovou kotvou, a dale pravé na existenci vakuolarni aspartatové proteasy

a jeji porovnani s Pep4p z S. cerevisiae.
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Jaky terapeuticky potencidl maji inhibitory téchto proteas a zda Ize navrhnout polypeptidové
mhibitory vakuolarnich proteas mspirované strukturou IA3 z S. cerevisiae je jednou z otazek,
kterou jsme se =zabyvali v ptfehledovém clanku 1IV-4. Publikace obsahuyje prehled
polypeptidovych mhibitorti proteas riznych nizSich hub, jejichz repertoar v téchto organismech
je pomérn¢ Siroky a riznorodé jsou i mechanismy jejich u€inku. Je pozoruhodné, Ze nékteré
polypeptidové mhibitory proteas maji jesté jinou funkci, napi. TFS1, mhibitor karboxypeptidasy
Y v S. cerevisiae, nhibuje taky aktivaitor GTPéaz Ira2p. Jnym pikladem je 12B, mhibitor
sernové endopeptidasy Prblp v S. cerevisiae, ktery hraje podstatnou roli pfi fizi vakuoldrnich
membran. Analyza téchto polypeptidli je tedy zajimavé i z evolutniho hlediska.
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Blok V - Riizné

V-1 Zheng, B., Halperin, T., HruSkova-Heidingsfeldova, O., Adam, Z. and Clarke, A.K. (2002)
Characterization of chloroplast Clp proteins in Arabidopsis: Localization, tissue specificity
and stress responses. Physiol. Plantarum 114, 92-101.
Autorsky podil: 25%

Zacinala jsem cely projekt, hledala vhodné experimentalni uspofadani pro studium stresu v A

thaliana,isolovala jsem RNA a proteiny.

V-2 Bednarova, L., Palacky, J., Bauerova, V., Hruskova-Heidingsfeldova, O., Pichova, 1. and
Mojzes, P. (2012) Raman microspectroscopy of the yeast vacuoles. Spectroscopy: An

International Journal 27, 503-507.
Autorsky podil: 25%
Podilela jsem se na navrhu koncepce celé studie, koordinaci experimentti, kultivaci kvasinek a

psani publikace.

V-3 Bucek, A., Matouskova, P., Sychrova, H., Pichovd, 1. and Hruskova-Heidingsfeldova, O.
(2014) Al12-fatty acid desaturase from Candida parapsilosis is a multifunctional desaturase
producing a range of polyunsaturated and hydroxylated fatty acids. PLoS ONE 9(3):

€93322. doi:10.1371/journal.pone.0093322
Autorsky podil: 20%

Podilela jsem se na navrhu koncepce celé studie, koordinaci experimentd a psani publikace.

Studium proteolyzy u virti a kvasinek m¢ dovedlo 1k dalsim projektiim, které s vychozimi tématy
souvisely spiSe voln¢, ale umoznily mi metodicky se posunout. Tii publikace, které jsou
vysledkem téchto odbocek od tématu aspartatovych proteas, jsou shrnuty v Bloku V. Tykaji se
bud’ proteolyzy v jiném biologickém systému (Publikace V-1), nebo dalsich vlastnosti
patogennich kvasinek, tj. nikoli proteas (Publikace V-2 a V-3).

Prace V-1, chronologicky prvni z tohoto bloku, se zabyva proteiny Clp v modelové rostling

Arabidopsis thaliana. Clp proteiny jsou ATP-dependentni serinové proteasy slozené¢ se dvou
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slozek, proteolytické ClpP a regulacni, ktera ma ATPasovou aktivitu a funguje jako molekularni
chaperon. Ackoli zkratka Clp vychazi ze slov caseinolytic protease, pouziva se jakou soucast
oznaCeni i pro ty podjednotky proteolytického komplexu, které samy o sobé proteolytickou

aktivitu nemaji.

Studie Clp proteinti v chloroplastech Arabidopsis jsem se Ucastnila béhem své stdZe na université
v Umed (Umed Universitet) ve Svédsku, na Katedfe fyziologie rostlin v laboratofi Prof Adriana
Clarka. Podilela jsem se zejména na nastaveni podminek kultivace A. thaliana a jednotlivych
strest, kterym byly rostliny vystaveny. Izolovala jsem RNA acelkové proteiny zlisth A. thaliana
aanalyzovala jsem expresi jednotlivych protemi Clp pomoci Southern a Western blotll. Southern

blot byl pozdé€ji nahrazen analyzou pomoci PCR v redlném case.

V dobg, kdy jsem se k projektu piipojila, byla zndma struktura ATP-dependentni proteasy ClpP
z E. coli (Wang et al., 1997). Ta ma, stejné¢ jako vétSina znamych ATP-dependentnich proteas,
architekturu dutého valce sloZzeného ze dvou oligomernich Casti: ATPasové, kterou tvoii proteiny
ClpA nebo ClpX a proteolytické tvofené dvéma heptamernimi kruhy z podjednotek ClpP
(Obr.10). Cela proteasa ClpP ma tedy 14 aktivnich mist tvofenych katalytickou triddou serin —
histidin — kyselina asparagova (v ptfpadé ClpP z E. coli S97-H122-D171). ATPasy, které jsou
soucasti tohoto komplexu, se fadi do rodiny Hspl00/Clp a ta do $irSi rodiny zvané AAA+
(ATPases Associated with various Activities). Vyskytuji se v fad¢€ organismii od bakteri po
savce, nejen jako chaperony, ale Casto pravé jako regulacni sloZky proteas typu Clp.

Substraty mteraguji nejprve s chaperonovym komplexem, pfi¢emz dojde k jejich rozbaleni,
denaturaci a pak jsou posunuty do proteolytické casti, kde jsou degradovany na kratké peptidy,
které difunduji z proteolytick¢ho komplexu ven. Chaperonova c¢ast s ATPasovou aktivitou je
tedy klicova pro substratovou specifitu celé proteasy. Samotnid proteolytickd slozka ClpP je
schopnd proteolyzy 1nezavisle, dokaze vSak S$tépit jen peptidy kratSi nez pet aminokyselinovych

zbytkd.
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Obrazek 10. Struktura ATP-dependentni proteasy CIpP z E. coli ze dvou riznych thli pohledu.
Ptevzato a upraveno ze zaznamu v PDB: ITYF (Wang et al,, 1997).

Trojrozmérna struktura proteasy ClpP z chloropastii vyssich rostlin nebyla ur¢ena dodnes, ale na
zakladé¢ dosud zndmych poznatkii lze zkonstruovat model tohoto slozit¢ho systému (Obr.11).
Vzhledem k endosymbiotickému ptvodu chloroplastii se predpokladd wurcitd podobnost
chloroplastové ClpP s homologickou proteasou ze sinic. Zaroven je vSak ziejmé, ze ClpP
v chloroplastech vysSich rostlin je mnohem slozit¢jSi nez v ostatnich organismech. Dodnes neni
zcela vyjasnéna funkce jednotlivych podjednotek v systému a rovnéz neni presné znamo, které
proteiny v chloroplastech jsou proteasou ClpP hydrolyzovany (bylo jich identifikovano pouze
n¢kolk) a jakym zpiisobem jsou ke komplexu CIlpP nasmérovany. Na druhou stranu dnes jiZ
vime, 7ze CIpP je nejdilezitéjSi proteasou =z hlediska kontroly kvality protenti ve
stroma chloroplastli a Ze funkéni ClpP je pro funkci chloroplastu a celkovou Zivotaschopnost
rostliny nezbytnd (Olinares et al. 2011).

41



Eubacteria Cyanobacteria Plant chloroplasts
(E. coli) (Synechococcus) (Arabidopsis)

ClpC A’A ClpC1,C2,D A’
.= @
8

c,ppm{ ( Q ClpP1, R1-4

/(,cég)\ cpras Q,Q;} } apry, T2

Non-essential Essential Essential

ClpA

ClpP {

)
T,

Obrazek 11. Schematické zndzornéni vyvoje ATP-dependentnich Clp proteas od bakterii
k chloroplastim vyssich rostlin. Ptevzato z Clarke (2012).

V dob¢, kdy projekt probihal, byly znamé a vetejné¢ dostupné pouze n€které Casti genomu A.
thaliana. Cely genom a jeho anotace byly zvefejnény pozdéji V dostupnych sekvencich jsme
vsak in silico nasli homolog ClpC, obsahyjici signalni peptid pro lokalizaci v chloroplastu a také
casti sekvenci koduyjicich izomery Clp3-6. Jejich sekvenovani bylo v ramci tohoto projektu
dokonceno. V dalsi praci jsme analyzovali expresi ClpC, ClpD a péti proteinit ClpP: 1, 3-6.
ClpP2 kodovany jadernou DNA je lokalizovan v mitochondriich a nebyl do této studie zahrnut.

Kodujici sekvence pro ClpP1 je soucasti plastidového genomu.

Analyza exprese jednotlivych Clp na Gtrovni mRNA a proteinu ukazala, Ze nové identifikované
izomery ClpP kédované jadernymi geny jsou transportovany do chloroplastii a lokalizovany ve
stroma, spolu s ClpP1-6, ClpC a ClpD. Rostliny Arabidopsis jsme pak vystavili celé fad¢ strest:
suchu, vysoké koncentraci chloridu sodného, tepelnému Soku, extrémné¢ mtenzivnimu svétlu a
zranéni. Hladiny mRNA i proteinu pro jednotlivé izoformy Clp zistavaly za vSech uvedenych

podminek stejné, s jedinou vyjimkou — snizeni exprese ClpP3 pfi zranéni.

To bylo ptekvapivé zjiSténi, protoZe jsme piedpokladali, Ze se proteiny Clp u€astni bezprostredni
reakce na vnéjsi stres a ocekavali jsme tudiz, Ze se jejich exprese bude v dasledku stresu meénit.

Fakt, 7ze se chovaji jako konstitutivni, ukazuje spiSe na jejich roli v dlouhodobé&jsi aklimatizaci.

Tato prace oteviela cestu rozsdhlejsSimu studiu Clp proteini ve vysSich rostlindich. V soucasné
dob¢ se zkouma jejich struktura, jejich pfirozené substraty, role, kterou hraji pii vyvoji plastidu
a také evoluéni proces, ktery vedl od jednodussich bakteridlnich Clp ke slozitym komplextim,

jaké nachazime v chloroplastech.
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Ke studii V-2 nas ptivedla prace s vakuolarnimi proteasami C. albicans. Poté, co jsme si vSimli
zavislosti exprese Aprlp na dostupnosti zdroje dusiku, zacali jsme se zajimat o chemické slozeni
vakuol C. albicans v riznych nutricnich podminkéch. Idedlnim zplsobem, jak analyzovat
chemické slozeni bunénych kompartmenti piimo v zvych bunkdch je Ramanova
mikrospektroskopie, vyuzivajici spojeni Ramanova spektrometru s konfokalnim mikroskopem.
Ramanova spektroskopie na rozdil od infracervené miize bez omezeni pracovat se vzorky ve
vodném prostfedi. A diky vyvoji v oblasti laserli je mozno pouzt paprsky o vinové délce
vyhovujici danému experimentdlnimu uspoiddani. Jde o nedestruktivni metodu, ktera
nevyzaduje pouziti znacek. Studie V-2 byla provedena ve spolupraci s Dr. Lucii Bednarovou z
UOCHB AV CR a s tymem Doc. Petera Mojzese na Matematicko-fyzikalni fakulté UK, kde byl
k dispozici Ramaniv mikrospektrometr LabRam HR800 (Horiba). Projekty podobného typu stoji
na spolupraci odborniki z oblasti fyziky, chemie a biologie. Bez této spoluprace neni mozno
zvladnout cely proces od formulace otdzek, ptes pifpravu vzorklli a méfeni, aZ po mterpretaci

fyzikalni 1 biologickou, a vypotadat se s technickymi obtizemi.

Otéazka, jiz jsme si polozli, znéla, zda jsme wvilbec schopni provadét méfeni obsahu vakuol v
zivych bunkach, tedy zdali a) jsme schopni zajistit, ze bunky budou Zivé po celou dobu méieni;
b) ze dokaZzeme béhem experimentu rozliSit vakuolu od dalSich c¢asti bunky.

Bunky je tfeba imobilizovat tak, aby se po dobu méfeni nehybaly, ale zaroven zistaly zvé.
Pouzivali jsme podloZzni ikryci sklicka s nizkou autofluorescenci a osvédcCilo se nam pokryvat je
poly-L-lysinem. Kwili autofluorescenci média bylo nutné pred meéfenim promyt buiiky vodou,
¢imz jsme je vystavili osmotickému stresu. Abychom co nejméné¢ menili fyziologicky stav
bun¢k, snazili jsme se provadét manipulaci se vzorky a méfeni co nejrychleji. Buiky tedy byly
ve vod¢ amez sklicky celkem nanejvyS 90 minut. Paraleln¢ pfipravenou suspenzi bun€k ve vodé
Jjsme po 90 minutdch rozetfeli na misky s kompletnim pevnym médiem (YPD), abychom
Zkontrolovali, zda bunky pfeZili a narostou z nich kolonie. Pro ovéfeni Zivotaschopnosti bun€k
jsme pouzivali také komer¢ni barvivo FUN1 (Molecular Probes), v souladu s navodem vyrobce.
Témeét 100 % bunék inkubaci ve vod¢é po dobu 90 minut piezilo.

K méfeni jsme nejprve zvolili argonovy laser o vinové délce 514 nm. Bunky vystavené¢ tomuto
paprsku vSak piili§ rychle umiraly, proto jsme zacali pouzivat heliovy-neonovy laser o vinové

délce 632 nm.

V kompartmentu, ktery jsme povazovali za vakuolu, se objevoval spektralni pas o vinové délce
1154 cn!, ktery odpovida polyfosfatu. Zm&fenim Ramanova spektra ¢istého polyfosfatu jsme
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tento pfedpoklad ovéfili. Podle literatury by se polyfosfat mél vyskytovat pravé ve vakuolach
jako aniont kompenzujici naboj kationtd kovi, které jsou ve vakuole Casto ukladany (napt. Zn>"
Mg?*). Pas odpovidajici polyfosfitu se nevyskytoval v jinych bunéénych kompartmentech.
Polyfosfat je tedy mozno povazovat za spektralni vakuoldirni —marker. Ramanova
mikrospektroskopie umoziuje polyfosfat kvantifikovat. V ramci naSich experimentd se tato
koncentrace ménila v rozsahu od n¢kolika desitek do n¢kolika stovek mM/1 a piedpokladame, ze
odraz fyziologicky stav bunck.

Podafilo se nam tedy rozvinout techniku analyzy obsahu vakuol pomoci Ramanovy
mikrospektroskopie, od piipravy a imobilizace vzorku po vyhodnoceni spekter. Tento projekt
nadale pokraCuyje — vyuzivame Ramanovu mikrospektroskopii k analyze vakuol v bunkach

vystavenych riznym typtim nutriniho stresu.

Publikace V-3 je vysledkem propojeni dvou tématik rozvienych na UOCHB AV CR, a sice

studia patogennich kvasinek a hmyzich feromont.

V pribéhu priace s C. parapsilosis jsme si uvédomili, jak malo je tento mikroorganismus
studovan. I dnes, kdy je genom C. parapsilosis jiz anotovan, je ovéfena funkce u méné nez 1 %
ctecich ramct (éto 2016). A protoZze v ramci mnohaletého studia hmyzich feromon jsou na
UOCHB studovany mimo jiné desaturasy mastnych kyselin riznych druht hmyzu, rozhodli jsme
se spojit zkuSenosti a charakterizovat geny, u nichz jsme ptredpokladali, ze v C. parapsilosis

koduji pravé desaturasy mastnych kyselin (Faty Acid Desaturases, FAD).

FAD katalyzuji vznik dvojné vazby v mastnych kyselindch. Specifita je ur€ena pozici nové
vznikajici dvojné vazby bud’ vzhledem ke karboxylu (Ax) anebo k prvnimu methylu (wx) mastné
kyseliny. Pfislusné enzymy oznauyjeme jako Ax, nebo wx desaturasy. Substrdtem pro vznik
polynenasycenych mastnych kyselin jsou mastné kyseliny, které uz alespon jednu dvojnou vazbu
maji. Dalsi dvojnd vazba je pak zavadéna na specifickou pozici vzhledem k dvojné vazbé jiz
existyjici. Nova dvojnd vazba byva od predchozi Casto vzdalena tfi uhlikové atomy (n+3). FAD
jsou membranové proteiny a svou aktivitou se na utvafeni charakteru membran podileji. Vznik
dvojnych vazeb nebo jejich izomerizace se ma vliv na fluiditu membran. Lipidy obsahujici
nasycené¢ mastné kyseliny vytvareji tésné, rigidni uspotfddani. Dvojné vazby vSak zplsobuji
zalomeni fetézcli mastnych kyselin, které tésné usporadani znemoziuje a fluidita membran se v
disledku toho zvySuje. Desaturace mastnych kyselin je jednim z mechanismi, ktery pomaha

mikroorganismim adaptovat se na nizké teploty.
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Saccharomyces cerevisiae obsahuji jednu desaturasu mastnych kyseln, Olelp. Jde o stearoyl-
CoA desaturasu (EC 1.14.99.5), ktera katalyzuje vznik A9 mastnych kyselin a je lokalizovana v
membranach endoplasmatického retikula. Desaturasy kalatyzujici vznik polynenasycenych
mastnych kyseln se v S. cerevisiae nevyskytuji. S. cerevisiae tedy mohou byt vyuzity jako
nastroj pro charakterizaci desaturas katalyzujicich vznik polynenasycenych mastnych kyselin,
protoZe a) mastna kyselina A9, kterd v S. cerevisiae pirozené vznikd, muze slouzit jako jejich
substrat; b) polynenasycené mastné kyseliny nemohou v S. cerevisiae vmiknout jinak nez

ucinkem heterolognich desaturas.

C. albicans, na rozdil od S. cerevisiae, obsahuje nejen desaturasu A9 oznacovanou rovnéz Olelp,
ale také desaturasy Fad2p a Fad3p, katalyzujici vznik polynenasycenych mastnych kyselin Al12
a AlS5 které obsahuji dve, resp. tii dvojné vazby. Nenasycené mastné kyseliny s alesponi jednou
dvojnou vazbou jsou dllezité pro filamentaci, kterd vyznamné pfispiva k virulenci C. albicans.
Bez genu OLEI neni C. albicans zivotaschopnd, stejné jako S. cerevisiae (Krishnamurty et al,
2004). Delece genit FAD2 a FAD3 vsak nevedla k vyrazné zméné fenotypu v laboratornich
podminkach, ani ke snizeni virulence v mySim modelun. VIdknita forma C. albicans vSak obsahuje
vice polynenasycenych mastnych kyselin nez kvasinkova, takze desaturasy katalyzujici jejich
vmik se pravdépodobné na morfologickych zménach C. albicans podileji (Murayama et al.,
2006). Lze ptedpokladat, ze desaturasy Al12 a AlS piedstavuji pro C. albicans vyhodu, napft. z
hlediska dlouhodobého preziti v nepfiznivych podminkach. Tento predpoklad vSak teprve ceka

na experimentalni ovefeni.

Z desaturas C. parapsilosis byl pied pocatkem této studie charakterizovan jen gen OLE] kodujici
desaturasu A9, Olelp. Delece OLEI v C. parapsilosis méla za nasledek vznik auxotrofniho
kmene, ktery rostl jen v médiu s obsahem nenasycenych mastnych kyselin. Tento kmen nebyl
schopen vytvoiit pseudohyfy, vykazoval zvySenou citlivost vici SDS nebo peroxidu vodiku a
snizenou virulenci v mySim modelu (Nguyen et al, 2011). Geny kodujici desaturasy
polynenasycenych mastnych kyselin nebyly charakterizovany a genom C. parapsilosis jesté
nebyl anotovan. Bylo tedy nutno provést nejprve analyzu in silico, béhem niz jsme identifikovali
sekvence homologické s geny FAD2 a FAD3 v C. albicans a dalsich kvasinkdch. Abychom
potvrdili, ze skutecné¢ koduji desaturasy mastnych kyselin, vlozli jsme tyto sekvence do vektoru
pYES, exprimovali je v S. cerevisiae a pak analyzovali extrakty lipidia z téchto kvasinek,
oznacnych jako CpFAD2 a CpFAD3. Ve srovnani s kmenem S. cerevisiae, ktery byl
transformovan jen prazdnym vektorem, obsahoval kmen CpFAD?2 kyselnu lnolovou (A9,A12-
18:2) a kyselinu hexadekadienovou (A9,A12-162), jejichz vznik byl nepochybné katalyzovan
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desaturasou CpFad2p. Nalezli jsme také men$i mmnozstvi osmnéctiuhlikaté mastné kyseliny s
dvéma dvojnymi vazbami v pozcich 11 a 14 (Al11,A14-18:2), kterd pravdépodobné¢ vznikla
elongaci kyseliny 9,12-hexadekadienové. Ve vzorcich z kmene CpFAD?2 byla piitomna také
kyselna linolenova (A9,A12,A15-18:3). Domnivame se, ze vznikla desaturaci kyseliny lnolové,
diky Al5-desaturasové aktivit¢, kterou, jak se ukdzalo, desaturasa CpFad2p také ma. U tohoto
enzymu jsme prokazali také hydroxylacni aktivitu.

Kmen CpFAD3 za béznych podminek neprodukoval polynenasycené mastné kyseliny, coz bylo
v souladu s predpokladem, Ze desaturasa CpFad3p katalyzuje tvorbu dalsich dvojnych vazeb jen
v dvojnenasycenych mastnych kyselindich. KdyZz jsme vSak do média piidavali kyselinu
lmolovou, vznikla Ilnolenova. 1 v pifpadé genu CpFAD3 jsme tedy potvrdili ze koduje
desaturasu mastnych kyselin.
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Zavér

Predkladand prace je souborem publikaci, které vznikaly v letech 1991-2015. Tento dlouhy
Casovy Usek umozituyje nahlédnout, jak se studované tématiky v pribchu let vyvijely a jak naSe
prace k tomuto vyvoji prispéla. Retrovirové proteasy dnes patii k nejlépe prostudovanym
enzymiim planety, ale v 90. letech, kdy jsem se jimi zabyvala, bylo obtizné zskat dostate¢né
mnozstvi materialu  pro podrobnéjSi analyzy. Rozvoj metod souvisejicich s piipravou

rekombinantnich protenti mél ve své dob¢ zasadni vyznam.

Tématika proteas patogennich kvasinek proSla vyvojem moznd méné bourlivym, zato zcela
zasadnim. Na zac¢atku mé prace na tomto poli nebylo snadné zjistit, kolik izoenzymt proteas ta
ktera kvasinka sekretuje. Dnes je mozné porovnavat celé genomy patogennich i nepatogennich
kvasinek a zamyslet se nad evoluci jednotlivych virulencnich faktorii. Posun do post-genomové
éry ndm umoznil analyzovat transkripci genii vybranych proteas a také nékteré¢ z piislusSnych

proteinl piipravit bakteridlni expresi v E. coli.

Radu vysledkii uvadénych v této praci povazuji navzdory rychlému pokroku stile za dileZité.

V oblasti retrovirovych proteas jde predevsim o tato zjiSténi:

- Proteasa M-PMV podléha postupnému processingu za vzniku vice variant monomernich
podjednotek.

- Proteasu HTLV, jejiz podjednotky byly piipraveny chemickou syntézou, bylo mozZno
aktivovat a pouzit k dalsSimu studu. Ackoli to neni jediny piipad svého druhu,
syntetickych protemi nebylo publkovano mnoho a tato prace tak zistavd zajimava
z metodického hlediska.

- Proteasy HTLV a BLV byly ve srovndni s jinymi retrovirovymi proteasami studovany

malo. Vysledky, které jsou soucasti této prace, jsou proto stale relevantni.

V oblasti proteas patogennich kvasinek je to predevsim:

- Pevné médium vhodné k fenotypovému testovani extracelularni proteolyzy nebo jeji
inhibice pifmo na kvasinkovych burkéch.

- Dlouhodoba systematicka charakterizace sekretovanych aspartitovych proteas C.
parapsilosis, od transkripcni a enzymologické analyzy az po trojrozmérné struktury.

- Popis pruichodu proteasy Sapplp bunécnou sténou C. parapsilosis, ukazujici, ze pro

vétsSinu molekul  Sapplp neni tento proces ndhodny. Proteasa je jiz v bunécné sténé
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aktivovana, ma spravnou konformaci a je orientovana tak, aby jeji aktivni misto bylo

dostupné jesteé predtim, nez burkku Gpin€¢ opusti.

V souboru publikaci jsou vSak také prace, které piindSeji nové otazky a otviraji cestu dalSimu
vyzkumu. Jde zejména o analyzu exprese vakuolarni proteasy C. albicans Aprlp. Ukazali jsme,
7e tato proteasa je syntetizovana jen v podminkach dusikové limitace a jeji exprese je fizena na
urovni transkripce i translace. Regulace na trovni translace neni v C. albicans ptili§ studovana a

nase vysledky tak mohou byt impulsem k jeji podrobnéjsi a obecnéjsi analyze.

Zjistili jsme, ze C. albicans potiebuje proteasu Aprlp pro tvorbu hyf v podminkach hladovéni,
nikoli vSak pro zabijeni makrofagl, pfestoze i uvnitr makrofdgh je kvasinka nutriCnimu stresu
vystavena. To ukazuje, Ze vyznam vakuolarnich hydrolas patogennich kvasinek pro pfezti téchto
mikroorganismil v riznych typech prostiedi by mél byt podrobnéji zkouman. Soucasti takového
vyzkumu by méla byt ianalyza chemického obsahu vakuol, pficemz postupy pro analyzu pomoci

Ramanovy mikrospektroskopie jsme publikovali a déle rozvijime.

Zavérem bych rada podékovala vSem, ktefi napomohli vzniku této prace. Vzhledem k tomu, ze
vétsina praci obsaZenych v habilitadni praci vznkla na UOCHB AV CR, dékuji predev§im
spolupracovnikiim ze skupin, za jejichz spoluprdce publikace tvofici habilitacni spis vznikly.
Zejména pak vedoucim téchto skupin, Dr. Petru Stropovi a Dr. Ivé Pichové. Mé podékovani
patii nejen celé fad¢ pracovnikii oddéleni, ale i1 spolupracovniklim z pracovist naSich i
zahranicnich (oddéleni hmotnostni  spektroskopie a laboratof rentgenostrukturni analyzy
UOCHB AV CR, Univerzita Palackého v Olomouci, Matematicko-fyzikalni fakulta UK, katedra
biochemie Piirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy, University of Alabama at Birmingham,
Alabama, Umea Universitet, Svédsko). Vd&Eim jim za inspiraci a za spole¢né proZivanou radost

Z prace.

V neposledni fadé mé diky patii studentim z Pfirodovédecké fakulty UK a VSCHT Praha. Tém
jsem zavazadna nejen za spolupraci v laboratofi, ale také za mspirativni myslenky a podnétné

otazky, s nimiz piichazeli

Nakonec bych rada podc¢kovala svym blizkym, zejména svym détem Viktorovi a Arance, za

pochopeni a podporu. Mnohé m¢ naucili a nedopustili, abych se svého profesniho usili vzdala.
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