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Abstrakt

Candida parapsilosis je oportunisticky patogen ¢lovéka zplsobuijici fadu infekci. Mezi nejvice
ohroZenou skupinu pacient(l patfi jedinci s oslabenou imunitou. NarUstajici cetnost infekci spojena se
vznikem rezistentnich kmen( se stala hlavnim divodem pro hledani novych metod lécby. Jednim z
moznych feseni mohou byt ptistupy zabyvajici se inhibici sekretovanych aspartatovych protedz, které
jsou povaZzovany za jeden z virulentnich faktor( kandid. Genom C. parapsilosis obsahuje tfi geny
kddujici sekretované aspartatové proteazy SAPP1, SAPP2 a SAPP3. Zatimco izoenzym Sapplp byl
dobfe biochemicky i strukturné charakterizovan, izoenzymOm Sapp2p a Sapp3p byla doposud
vénovana jen mald pozornost. Prvni ¢ast této diplomové prace je zaméfena na rentgenostrukturni
analyzu vazby vybranych peptidovych inhibitor( do aktivniho mista izoenzymu Sapplp a na vazbu

znamého inhibitoru aspartatovych protedz Pepstatinu A do aktivniho mista izoenzymu Sapp2p.

Druha cast této prace je spjata se zjisténim, Ze C. parapsilosis patfi mezi kandidy, jez
prekladaji standartni leucinovy kodén CUG majoritné serinem. Ackoliv se jedna o nekonzervativni
zaménu hydrofobni aminokyseliny za hydrofilni, je tato unikdtni schopnost nékterymi druhy kandid
udrZovana vice jak 170 mil. let. PfestoZe se jiz nékteré studie vénovaly selekénim vyhoddm a
dasledkdm alternativniho prekladu na celkovy fenotyp kvasinek, idaji o vlivu na funkci a strukturu
konkrétnich proteind nalezneme malo. Cilem druhé casti diplomové prace je objasnit vliv
alternativniho prekladu CUG koddnu na strukturu a funkci protedzy Sapplp, jejiz nukleotidova
sekvence obsahuje jeden CUG triplet. Dosazeny serin se ve strukture protedzy nachazi ve smycce

pobliz aktivniho mista.

Klicova slova: Alternativni preklad; aspartatové proteazy; Candidaparapsilosis; krystalova struktura;

peptidomimeticky inhibitor; Pepstatin A; Sapp2p; Sapplp



Abstract

Candida parapsilosis is an opportunistic fungal pathogen of humans causing a variety of
infections. Immunocompromised individuals represent the most threatened group of patients. The
increasing frequency of infections and occurrence of drug resistant strains are the main reasons for
research focused on novel antimycotic compounds. Inhibition of secreted aspartic proteases (Sap) of
pathogenic Candida spp. appears to be a potential target of therapeutic intervention. The genome of
C. parapsilosis contains at least three genes coding for secreted aspartic proteases, denominated
SAPP1-3. Protease Sapplp has been well biochemically and structurally characterized, whereas
Sapp2p and Sapp3p have been given less attention. The first part of the thesis is focused on
structural analysis of Sapplp complexes with selected peptidomimetic inhibitors binding to the active
site of the enzyme. In addition, complex of the isoenzyme Sapp2p with the well-known secreted

aspartate inhibitor Pepstatin A has been analyzed.

The second part is related to the fact that C. parapsilosis belongs to the Candida spp. with the
unique ability to translate standard leucine CUG codon mostly as serine. Even though it is a non-
conservative substitution of hydrophobic amino acids for a hydrophilic one, this unique ability is
maintained for more than 170 million years. Some studies have focused on selective advantages and
consequences of alternative CUG codon usage to the overall phenotype of the yeast. However the
effect on the structure and function of specific proteins is less known. The second part of the thesis
aims to clarify the impact of alternative CUG codon usage on the structure and function of protease
Sapplp whose nucleotide sequence includes one CUG triplet. The resulting serine is located in a loop

near the active site in the structure of Sapplp.

Keywords: Alternative codon usage; aspartic proteinase; crystal structure; Candida parapsilosis;

peptidomimetic inhibitor; Pepstatin A; Sapp2p; Sapplp
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1. Charakteristika kvasinek rodu Candida

1.1. Taxonomické zarazeni rodu Candida
Rie: Eukaryota
Podrise: Fungi
Kmen: Ascomycota
Trida: Hemiascomycetes
Rad: Saccharomycetales
Rodina: Candidaceae
Rod: Candida
1.2. Obecna charakteristika rodu Candida

Kvasinky rodu Candida jsou velmi heterogenni skupina organism(, jeZ zahrnuje témér
&tvrtinu viech druhd kvasinek. Siroké pojmenovani ,kandidy“ plivodné oznacovalo kvasinky, u nichz
nebyl pozorovan Zadny sexualni cyklus. Maly vysek z této obrovské skupiny patfi mezi patogeny
¢lovéka. Ke klinicky nejvyznamnéjsim patogennim druhOm patfi C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis
a C. parapsilosis, které dohromady zapfricinuji priblizné 95 % identifikovanych infekci zplGsobenych
kandidami. Ostatni druhy kandid, véetné C. krusei, C. lusitaniae a C. guilliermondii, mohou za méné
jak 5 % invazivnich kandidéz. C. albicans je stale nejc¢astéjsim patogennim druhem, ovsem frekvence
vyskytu dalSich druhli vyznamné roste. Vzhledem k medicinskému vyznamu nékterych druh( byla
hemiascomycetam vénovana velkad pozornost i z evolu¢niho hlediska. Velka ¢ast patogennich druh(
kandid, s vyjimkou C. glabrata a C. krusei, patii do jedné vyvojové vétve, oznacené CTG (obr. 1.).
Clenové této vétve maji jedineénou vlastnost preklddat leucinovy kodén CUG serinem. Haploidni
a diploidni druhy CTG vétve tvofi dvé samostatné skupiny. Kvasinky patfici do vyvojové vétve WGD
(Whole genom duplication, napf. S. cerevisiae), spojuje udalost, Ze v minulosti podstoupili

genomovou duplikaci (Parra-Ortega et al., 2009, Butler et al., 2009).

Zivotni cyklus a biologie C. albicans byly ptedmétem rozsahlého vyzkumu. Tento vyzkum byl
znacné usnadnén kompletni sekvenaci genomu C. albicans (Braun et al., 2005) a rozvojem rlznych
molekuldrnich nastroji pro genové manipulace. C. albicans je schopna rlst jak v kvasinkové
morfologické formé, tak i ve formé pseudohyf a pravych hyf. Existuje celd fada zasadnich rozdill
v rezimu rastu a organizace bunécného cyklu mezi formou blastospory a formou hyfy a pseudohyfy.

Rlst hyf, ktery je povaZovan za jeden z dllezitych faktor( virulence, je podporovan rlznymi
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podminkami prostiedi, jako je rlst pfi 37°C, pfitomnost séra, neutralni pH, vysoky obsah CO,.

Kvasinkova forma je zvyhodriovana pfi teploté 30°C a kyselém pH (pH 4,0). Rlst pseudohyf nastava za

posunu podminek zvyhodnujicich kvasinkovou formu smérem ve prospéch rlstu hyf, jako je teplota

35°CapH 5,5 (Kim and Sudbery, 2011).

100 = Candida albicans XX -
100 L— candida dubliniensis {
100 Candida rrop:‘caﬁs‘\\ Diplaid
100 Canlicla parapsﬂosis\\
Candida 100 Lodderomyces elongisporus (\%
/ 100 Candida guilliarmondii \\
Debaryomyces hansenii @ Haploid
C1e 100 Candida Fus#am’ae&\
100 Saccharomyces cerevisiag @
100 Saccharomyces paradoxus @
WGD 100 Saccharomyces mikatae @
\ i Saccharomyces bayanus @
100 Candida glabrata \\\
Saccharomyces 100 Saccharomyces castellii @
100 Kluyveromyces lactis @
Ashbya gossypii ©
100 Kiuyveromyces waltii @
Yarrowia lipolytica @
@ nepatogenni
\ mirné patogenni
<X velmi patogenni
Obr. 1.: Fylogeneticky strom prislusnik rodu Candida a Saccharomyces.

Clenové CTG vétve prekladaji leucinovy kodén CUG serinem. Haploidni a diploidni druhy CTG vétve tvofi dvé

samostatné skupiny. Kvasinky patfici do vyvojové vétve WGD podstoupili genomovou duplikaci (pfevzato a

upraveno podle Butler et al., 2009).
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1.3. Patogenita kandid

Hlavni dlivod pro studium patogennich kandid souvisi v prvni fadé s potiebou ucéinné lécit
osoby s oslabenou imunitou nebo poruchami imunitniho systému, kterych v soucasné dobé pribyva.
Od roku 1980 se kvasinky ukazaly jako hlavni pricina komplikaci u hospitalizovanych pacientl po
IékaFskych zakrocich vyzadujicich imunosupresivni [écbu (napf. pacienti po transplantaci) a jedinc( se
zavaznymi zdravotnimi problémy. V dlsledku toho doslo k znaénému vyvoji v oblasti zakladniho
vyzkumu patogennich kvasinek, prevainé rodu Candida, Cryptococcus a Aspergillus (Naglik et al.
2003). Zdravi lidé hosti kandidy jako neskodné komenzaly kize a sliznic, kde jsou soucasti stalé
mikrofldory. Zastoupeni jednotlivych druhl v rlznych c¢astech téla se lisi a zavisi mimo jiné i na pH
prostfedi. C. glabrata a C. tropicalis jsou nejCastéji nachazeny v prostiedi vaginy a Ustni dutiny a v
gastrointestinalnim traktu, zatimco C. guilliermondii a C. parapsilosis kolonizuji nejcastéji kazi
(Hedderwick et al., 2000, Calderone, 2002). | kdyZ kandidy perzistuji v organismu vétSinou jako
neskodny komenzal, u osob se snizenou imunitou mohou byt zodpovédné za rliznd onemocnéni
pocinaje lehkymi povrchovymi infekcemi, lokalnimi infekcemi a konce zavaznymi Zivot ohroZujicimi

infekcemi krevniho recisté a vnitfnich organ( (Kim and Sudbery, 2011).

Kolonizaci a infekci kandidami brani pfirozena bakterialni flora epitelidlnich sliznic, epitelové
vrstvy bunék a funkéni imunitni systém. Nicméné kandidy mohou za nékterych podminek prerdist
mikrobidlni fléru a zplsobit povrchové infekce a poskozeni epitelu. Mezi povrchové infekce miizeme
zafadit r(zné mykozy. Jednim z prikladd mohou byt onychomykdzy, tj. mykdzy nehtl. Podle
nékterych studii, tvofi onychomykdzy az 30 % vSech povrchovych plisfovych infekci a az polovinu

vSech onemocnéni nehtl (Segal et al., 2000).

Jednim z ¢astych lokalnich onemocnéni zpUsobenych kandidami je vulvovaginalni kandidéza
(VVC) u Zen. AZ 75 % vsech Zen mélo alespon jednou za Zivot zkuSenost s akutni VVC (Sobel, 1992;
Calderon, 2002). K dalsim ¢astym lokalnim infekcim patfi napf. keratitis - invazivni o¢ni onemocnéni
zplUsobené zejména pooperacni infekci (Trofa et al., 2008). Lokalni infekce jsou béiné u pacientl
trpicich AIDS, kde se pacienti setkavaji s vaznymi orofaryngalnimi kandidézami (OPC) (Panagoda et

al., 1999).

V zdvainych ptipadech mohou kvasinky proniknout pres epitelové vrstvy do hlubsich tkani
a zpUsobit vazna onemocnéni. Nebezpecnym systémovym onemocnénim je infekce krevniho fecisté.
Kandidy jsou v soucasné dobé jeho Ctvrtou nejcastéjsi pricinou. U normalnich zdravych jedincu

zajistuje pfiméfenou ochranu proti infekcim krevniho fecisté plsobeni neutrofild. Infekce mohou
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propuknout u pacientd, ktefi maji mimoradné nizky pocet neutrofild v ddsledku krevnich nadord
nebo imunosupresivni |éCby. Dalsi rizikové faktory jsou operace, které porusuji zazZivaci trakt
a umoznuji tak Sifeni kvasinek z jeho prostoru krevnim fecistém k dalSim organtm (Kim and Subbery,
2011). K vyraznému narlstu téchto infekci doslo zejména druhem C. glabrata ve Spojenych statech
a C. tropicalis a C. parapsilosis v Evropé, Kanadé a Latinské Americe (Almirante et al., 2006; Trofa et
al.,, 2008). Nékteré nové druhy jsou na vzestupu hlavné diky stoupajici rezistenci vaci fungicidnim

Iéklim jako je flukonazol (Calderon, 2002).

1.4. Virulentni faktory

Vsechny patogenni organismy si vyvinuly mechanismy a specifické strategie, pomoci nichz
jsou schopny kolonizovat hostitelské tkané a prekondvat obranny systém hostitele. Patogenita
kandid je multifaktorialni proces, ktery je regulovan vice jak jednim virulentnim faktorem. Studie
hodnotici vliv jednotlivych virulentnich faktord kandid si mohou vzajemné odporovat, jelikoz exaktni
definice toho, co je to virulentni faktor, je stale otazkou diskuze. Je ziejmé, Ze existuje skupina
virulentnich faktor(, jeZ je zapojena do infekéniho procesu, ale ne vSechny virulentni faktory se musi
Ucastnit urcité faze infekce. Virulentni faktory kandid byly ur¢eny na nejintenzivnéji studovaném
druhu C. albicans a vychazeji z jejiho chovani. PrestoZe se Casto o virulentnim faktoru mluvi jako o
obecné vlastnosti vSech patogennich kandid, musime mit na paméti, Ze jednotlivé druhy kandid se
mohou vyznamneé lisit. Napft. pro patogenni druh Candida albicans mohou hrat pfi infekci hostitele
zasadni roli sekretované aspartatové proteazy, druh Candida glabrata si ziejmé vyvinul jiné
mechanismy. Mezi virulentni faktory kandid se obecné fadi schopnost adherence, tvorba hyf, tvorba
biofilmG, prepinani mezi fenotypy a produkce extraceluldrnich hydrolytickych enzym(. Mezi
nejvyznamnéjsi hydrolytické enzymy patfi sekretované aspartdtové protedzy, fosfolipdzy a lipazy

(Cutler et al., 1991; Naglik et al. 2003, Parra-Ortega et al., 2009).
Adherence

Uspé&na kolonizace a néslednd infekce je spojena se schopnosti kvasinek pFilnout k povrchu
hostitelskych tkani, a to zejména k sliznicim. Kandidy mohou pronikat do epitelovych bunék dvéma
rdznymi mechanismy: pomoci vyvolané endocytdzy, podobné jako fakultativné intracelularni
bakterie, nebo aktivni penetraci. K obéma strategiim potrebuji specializované povrchové molekuly.
K nejlépe charakterizovanym patti adheziny, mezi které patfi rodina proteinli bunécné stény ALS
(agglutinin-like sequence). C. albicans vlastni 8 genl pro ALS, jejichz sekvence jsou rozdilné
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u jednotlivych kmen(. Lisi se poétem tandemovych opakovani, jez se odrazi ve schopnosti kvasinky
prilnout k povrchiim hostitelskych tkani. Podobné doménové usporadani jako maji ALS ma protein
bunécéné stény hyf Hwpl (hyphal wall protein) (Braun et al., 2005). Dalsi proteiny ucastnici se
bunécénych interakci jsou antigeny (napf. Mp65, Pral, Csal). Ostatni proteiny dulezité pro adhezi
sdileji podobné sekvencéni motivy: N-terminalni signalni peptid, serin-threonin bohatou C-terminalni

doménu a glycosylphosphatidylinositolovou (GPI) kotvu (Alberti-Segui et al., 2004).

Tvorba biofilma

Biofilmy jsou spolecenstvi mikroorganism( spojenych extracelularni matrix a jsou Castym
typem rlstu mikroorganism@. Biofilmy tvorené C. albicans jsou spojeny s dimorfnim
prechodem blastospory do formy hyf a jejich vyznam spociva v znesnadnéni penetrace léka (Laffey et

al., 2005).

Sekretované enzymy

Funkci sekretovanych enzym( je nejen degradace molekul a zisk potfebnych Zivin, ale hraji
klicovou roli pti interakci s hostitelem. Pomahaji kvasince pfi vstupu do hostitelské tkané, rozrusuiji
bunécéné membrany, ni¢i povrchové molekuly a usnadnuji adherenci. Dale jsou schopné degradovat
nékteré molekuly imunitniho systému. V poslednich letech si ziskaly pozornost jako mozné cile pro

konstrukci syntetickych inhibitor( k 1écbé infekci (Schaller et al., 2005).

Fosfolipdzy jsou schopné hydrolyzovat jednu nebo vice esterovych vazeb
v glycerofosfolipidech. Extraceluldrni fosfolipazy jsou spojeny s virulenci u mnoha prokaryotickych
i eukaryotickych patogent. Nékteré studie ukazuji, Ze vyssi produkce fosfolipaz je spojena s vyssi
patogenitou, pricemZ nejvétsi roli ve virulenci pravdépodobné hraje fosfolipdza B (PLB1). Funkce
fosfolipaz béhem infekce neni dobfe objasnéna. Pravdépodobné se podileji na rozruseni membran
hostitelské bunky. C. albicans vlastni Siroky repertoar fosfolipaz: fosfolipazu A (PLA1-2), fosfolipazu B
(PLB1-5), fosfolipazu C (PLC1-3) a fosfolipdzu D (PLD1). Pouze u PLB1 a PLB2 byla prokazana

extracelularni lokalizace (Ghannoum, 2000; Schaller et al., 2005; Hruskova-Heidingsfeldova, 2008).

Lipazy katalyzuji hydrolyzu a syntézu triacylglycerolG a vyznacuji se stabilitou pfi vysokych
teplotach, v organickych rozpoustédlech a odolnosti vici proteolyze. Mezi funkce mikrobidlnich
extracelularnich lipaz patfi degradace tukl pro zisk Zivin, vzajemné synergické plsobeni s dalSimi
enzymy a zahajeni zanétlivych procesl (Trofa et al., 2008). U C. albicans bylo identifikovano deset

genl pro lipadzy LIP1-LIP10. Jejich produkty sdileji vysoce podobné motivy. Exprese genl pro lipazy

-5-



C. albicans nemusi byt regulovdna pfitomnosti lipidd v médiu. Nékteré lipazy jsou kvasinkou
produkovdny nezavisle na jejich obsahu v médiu, coz poukazuje na jejich Siroky repertoar funkci

(Hube et al., 2000).

Aspartatové proteazy: Sekretované aspartdtové protedzy jsou vyznamnou a doposud nejlépe
charakterizovanou skupinou sekretovanych hydrolytickych enzymi u kandid a bude jim vénovana

kapitola ¢. 2.

1.5. Candida parapsilosis

Modelovym organismem této diplomové préce je Candida parapsilosis. Tento druh byl prvné
izolovan Ashfordem ze stolice pacienta v Puerto Ricu roku 1928 a popsan jako Monilia parapsilosis,
Monilia neschopnad fermentovat maltézu (Ashford, 1928). Roku 1995 byly kvasinky
C. parapsilosis na zadkladé genetickych odlisnosti klinickych izolatl rozdéleny do tfi skupin I-1ll (Lin et
al., 1995). Pozdéji na bazi blizsich genetickych srovnani byly vymezeny tfi blizce pribuzné separované
druhy a pojmenovany Candida parapsilosis, Candida orthopsilosis a Candida metapsilosis. Oviem jen

nékteré studie mezi témito druhy rozlisuji (Tavanti et al., 2005).

C. parapsilosis patfi mezi oportunni patogeny clovéka. Vyskyt invazivnich onemocnéni
zpUsobenych C. parapsilosis se lisi geograficky a je vyznamné ovlivnén zdravotnim stavem pacienta.
Ve srovnani s ostatnimi patogennimi druhy kandid neni C. parapsilosis jen obligatni patogen ¢lovéka,
ale ma pomeérné vysoké zastoupeni v pfirodé. Izolovana byla napf. z domdcich zvitat, z hmyzu, z pidy
a zprostfedi morskych savcl. Je typickym komenzalem lidské klZze a nejcastéjsSim druhem
izolovanym z rukou. C. parapsilosis je zndma pro svou schopnost tvofit biofilmy na nemocnicnich
nastrojich, napf. na nitroZilnich katetrech. Z toho ddvodu jsou pacienti vyZadujici dlouhodobé uzivani
centrdlniho Zilniho katetru ohroZzenou skupinou. Obecné jsou vysokému riziku infekce
C. parapsilosis vystaveni imunokompromitovani jedinci, jako jsou pacienti s AIDS a pacienti po
vyZadujicich lékafskou poporodni péci. Tato rizikova skupina pacientl trpi Castéji kandidézami

zplUsobenymi pravé druhem C. parapsilosis (Trofa et al., 2008).

Na rozdil od C. albicans a C. tropicalis, které se mohou vyskytovat v rlznych morfologickych
formach, C. parapsilosis netvori pravé hyfy a existuje bud’ ve stadiu kvasinky, nebo tvofi pseudohyfy

(Laffey et al., 2005).



2. Aspartatové proteazy

2.5. Obecna charakteristika aspartatovych proteaz

Protedzy (nebo téZ proteinazy Ci peptidazy) jsou enzymy katalyzujici hydrolyzu peptidové
vazby (CO-NH) v proteinech. Lisi se ve specifité a mechanismu ucinku (Barrett and Rawlings, 1991).
Protedzy jsou klasifikovany na zdkladé jejich katalytického mechanismu a podle aminokyselinovych
zbytkd ucastnicich se hydrolyzy. Enzymova nomenklatura rozlisuje ¢tyfti téidy protedz: serinové (napf.
trypsin, chymotrypsin, podrodina subtilisinu), cysteinové (napf. protedzy streptokokll, papain),
metaloproteazy (napf. collagendzy, protedzy microvilla) a aspartatové proteazy. Mezi historicky
nejznameéjsi aspartatové protedzy patfi praseci pepsin, ktery se stal modelovou proteazou celé
skupiny aspartatovych proteaz. V soucasnosti je velkd pozornost vénovana také jinym druhim
aspartatovych proteaz hlavné diky jejich vyznamné roli pfi lidskych chorobach. Napf. uloha reninu v
hypertenzi, katepsinu D u metastaz rakoviny prsu, B-sekretazy u Alzheimerovy choroby, plasmepsinu
u maldrie, HIV-1 protedzy u syndromu selhani imunity a Uloha sekretovanych aspartatovych protedz

patogennich kvasinek rodu Candida pfi vzniku mykdz (Barrett et al., 1994; Dash et al., 2003).

Charakteristicka pro aspartatové proteazy je jejich biochemicka aktivita pti nizkém pH. Dale
sdileji katalyticky mechanismus, inhibici Pepstatinem A (hexapeptid ze Streptomycet) a vysokou

strukturni pfibuznost.

Aspartatové proteazy jsou v prirodé Casté a jsou zapojené do nescetnych biochemickych
procest. Nalezneme je u eukaryot, virl a velice nedavno byly objeveny také u bakterii (Rawlings et
al., 2009). Rozeznavame tfi rodiny aspartatovych protedz: Al- pepsiny, A2- Retropepsiny a A3-

Enzymy pararetrovir(.

Eukaryotické aspartatové protedzy patfi do rodiny Al a jsou sloZzené zjednoho
polypeptidového retézce formujiciho globularni protein obsahujici dvé domény - C-koncovou a N-
koncovou doménu. Prechod mezi doménami tvori dutina pro vazbu substratu, v jejimZ centru se
nachazi aktivni misto enzymu. Hydrolyza substratu v aktivnim misté je zprostfedkovana dvéma
katalytickymi zbytky aspartatd, pficemz kazda doména prispiva jednim katalytickym aspartatem. Tyto
dva aspartaty koordinuji molekulu vody, ktera funguje pfi hydrolyze substratu jako nukleofilni Cinidlo.
Do aktivniho mista aspartatovych protedz se vaze vétSinou 6-10 aminokyselin substratu, pficemz
mnoiZstvi kontaktl mezi substratem a protedzou urcuje jeji specificitu. Aminokyselinové zbytky
vazajiciho se substratu jsou obvykle oznacovdény jako P4-P3-P2-P1 * P1'-P2'-P3'-P4' " se Stépenou

peptidovou vazbou mezi P1 a P1' oznacenou "*". Odpovidajici mista v aktivnim misté enzymu jsou
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oznacovana jako S4-S3-S2-51-S1'-S2'-S3'-S4' (nomenklatura podle Berger and Schechter, 1967) (Obr.
2.). Aktivni misto je vybaveno rGznymi aminokyselinovymi zbytky, jeZz udéluji aspartatovym
protedazam odlisSnou specifitu. V pozici P1 a P1' jsou vétSinou preferovany hydrofobni aminokyseliny
(Fusek et al., 1994). Substratova specifita sekretovanych aspartatovych proteaz patogennich kandid

vzhledem k jejich struktute bude podrobnéji probrana v samostatné kapitole.

JelikoZ jsou si jednotlivé domény hlavné v okoli aktivniho mista strukturné velmi podobné,
predpoklada se, ze protedzy vznikly genovou duplikaci ancestralniho proteinu, ktery byl podobny
jedné z domén. Plivodni protedza se mohla podobat soucasnym virovym aspartatovym proteazam ze
skupiny A2 a A3. Retropepsiny a aspartatové protedzy pararetrovirl jsou syntetizovany jako
monomerni jednotky a pro jejich enzymatickou aktivitu je nutnd jejich dimerizace, jelikoZz kazdy

monomer disponuje jen jednim katalytickym aspartatem (Dash et al., 2003).

.
:
:

Obr. 2.: Znazornéni vazby substratu do aktivniho mista enzymu.

Aminokyselinové zbytky vazajiciho se substratu jsou oznaceny jako P4-P3-P2-P1 * P1'-P2'-P3'-P4' " se Stépenou
peptidovou vazbou oznacenou "*". Odpovidajici mista v aktivnim misté enzymu jsou oznacovana jako S4-S3-S2-

$1-51'-52'-53'-54' (nomenklatura podle Berger and Schechter, 1967).



2.6. Sekretované aspartatové proteazy (Sap) patogennich
kandid

Sap patogennich kandid jsou aspartatové protedzy, které vykonavaji svoji enzymatickou
funkci extraceluldarné. Produkce sekretovanych aspartatovych proteaz byla prokazana u druhl
Candida albicans, Candida tropicalis, Candida dubliniensis, Candida parapsilosis a Candida lusitaniae.
Jednotlivé druhy kandid se lisi v poctech genl SAP (Tab. 1.) (Pichova et al., 2001; Monod et al., 1994).
Pocet a rozmanitost genl SAP zplsobena duplikacemi je daleZitd pro adaptaci, preZivani a virulenci
kvasinky. Posun od komenzéla k oportunistickému patogenu koreluje se zvySenim poctu genl pro

Sap (Schaller et al., 2005).

Tab. 1.: Polet SAP identifikovanych u nejznaméjsich patogennich druhd kandid (Pichova et al., 2001, Monod et
al., 1994)

Druh kandid Pocet genl SAP Nazev produktu
Candida albicans 10 Saplp-Sapl0p
Candida tropicalis 4 Saptlp-Saptdp
Candida dubliniensis 8 Sapd1-Sapd4p; Sapd7-Sapd10p
Candida parapsilosis 3 Sapplp-Sapp3p
Candida lusitaniae 1 Sapllp

Vétsi pozornost byla prozatim vénovana sekretovanym aspartatovym protedzam nejvice
frekventovaného druhu kandid — C. albicans. Pfedpokladalo se, Ze Sap ostatnich druh( budou mit
podobné vlastnosti. Ukazalo se, Ze se vlastnosti Sap lisi nejen mezi rGznymi druhy kandid, ale
odlisSnosti najdeme i mezi izoenzymy Sap jednoho druhu. Jednotlivé izoenzymy Sap se lisi napf.
v molekulové hmotnosti, pH optimu, izoelektrickém bodé, regulaci exprese apod. lzoenzymy Sap9p
a Sap10p C. albicans maji na svém C-konci sekvenci pro GPI (glycosylphosphatidylinositol) kotvu

a jsou podobné yapsinim — kovalentné kotvenym aspartatovym protedzam vyskytujicich se napf.
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u S. cerevisiae. U patogenni kvasinky C. glabrata nebyly identifikovany zadné typické Sap. Avsak

podobné jako S. cerevisiae produkuje yapsiny (Schild et al., 2011).

Mezi Sap C. albicans byly objeveny tésné fylogenetické vztahy. Na zakladé téchto poznatkd
bylo vytvoreno 6 skupin Sap — Sap1-3p; Sap4-6p, Sap7p, Sap8p, Sap9p a Sap10p (obr. 3.) (Hube et al.,
1994). Zretelny rozdil mezi skupinami nalezneme v jejich pH optimu (rozmezi aktivity mezi pH 2 az 7).
Sap1-Sap3p maji nejvyssi aktivitu pri nizSich hodnotach pH, zatimco Sap4-Sap6p maji nejvyssi aktivitu
pfi hodnotach pH vyssich. Izoenzymy Sap9p a Sap10p preferuji neutralni pH. Enzymaticka aktivita
Sap v rliznych hodnotach pH mizZe byt dllezitd pro uspéch C. albicans jako patogena tim, Ze mu
umoznuji prezit a zplsobit infekci v mnoha rliznych tkanich s odliSnym pH, jako jsou sliznice, kliZe a
vnitfni orgdny. SAP5 a SAP6 patfi mezi nedavno odvozené geny, jez vznikly pravdé podobné duplikaci
ancestralni SAP4. Sap4-6p obsahuji RGD motif (aminokyselinova sekvence arginin, glycin, aspartat)
dllezity pro interakci sreceptory bunééného povrchu. lzoenzymy Sap4-6p jsou produkovany

kvasinkou ve vice adherentni morfologické formé — formé hyfy.

Sir$i pohled na vztahy mezi izoenzymy Sap pfineslo porovnani aminokyselinovych sekvenci
Sap C. albicans se sekvencemi Sap jinych vyznamnych patogennich druh( kandid (obr. 3.). Saptl-4p
C. tropicalis nejsou separovany do skupin jako Sap C. albicans a tvofi odlisné vétve. Saptdp je blizce
pfibuzna skupiné Sap1-Sap3p, Saptlp je nejblizsi Sap8p. lzoenzymy C. parapsilosis Sapplp a Sapp2p
tvori skupinu vzdalenou od vSech ostatnich (Zaugg et al., 2001). C. dubliniensis a C. albicans maji
ortologni geny SAP svice jak 90% podobnosti, s vyjimkou SAP5-6 C. albicans, jejichz analogy u
C. dubliniensis nenajdeme. Velice detailné se vztahlim mezi Sap vénuje studie Parra-Ortega et al.,

2009, jez podrobné znazornuje vztahy mezi Sap Sesti patogennich druhl kandid.
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Obr. 3.: Dendogram znazornujici vztahy mezi izoenzymy Sap z C. albicans, C. tropicalis a C. parapsilosis

Dendrogram zobrazuje sekvencni homologii izoenzym( Sap z C. albicans (Sap1-10p), C. tropicalis (Sapt1-4p) a C.
parapsilosis (Sappl-2p). Podobné rodiny Sap existuji i v C. dubliniensis. Délky vétvi jsou Umérné podobnosti

mezi sekvencemi aminokyselin jednotlivych Sap (Pfevzato a upraveno z Zaugg et al., 2001).
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2.7. Aktivace a regulace sekretovanych aspartatovych proteaz

K regulaci produkce Sap dochazi predevsim na udrovni mRNA. Na postranslacni drovni je
jednou z dulezitych forem regulace samotny proces aktivace sekretovanych aspartatovych proteaz.
Sap jsou syntetizovdny v podobé neaktivniho prekurzoru pre-pro-enzymu (obr. 4.). Pre-pro-enzym
byva zhruba o 60 aminokyselin delsi nez aktivni enzym. V pribéhu sekrece je $tépen do konecéné
podoby aktivniho enzymu. Proces aktivace zahrnuje Stépeni N-terminalni signalni sekvence signalni
peptidazou. Signalni sekvence (pfiblizné 20 aminokyselin dlouhy peptid na N-konci) je nezbytna pro
nasmeérovani proteinu do lumen endoplazmatického retikula. Déle je proenzym zbavovan propartu
(n&kdy té7 nazyvaného aktivaéni peptid). Ulohou propartu je fyzické branéni p¥istupu do aktivniho
mista a znemoZnéni predcasné aktivaci proenzymu. Jeho pfitomnost je zaroven nezbytna pro spravné
sbaleni proteinu do aktivni formy. Stépeni propartu mlze byt zprostfedkovano tiemi réiznymi
mechanismy. Rozezndvame autoaktivaci, asistovanou autoaktivaci a plné asistovanou aktivaci. U Sap
patogennich kandid pozorujeme nejCastéji asistované Stépeni membranovou Kex2 proteazou. Kex2
protedza je serinova protedza podobna trypsinu, jeZ rozeznava aminokyseliny lysinu a argininu (KR
motif), za nimizZ specificky Stépi. Jednotlivé sekretované aspartatové proteazy se lisi v poctu KR mist
(Richter et al., 1998). U nékterych izoenzymU Sap byla v laboratornich podminkach vypozorovana
schopnost autoaktivace pfi nizkém pH. Tato alternativni aktivace bez asistence Kex2 protedzy
zahrnuje jak intra tak i intermolekularni interakce zavislé na pfitomnosti lysinu v misté Stépeni
(Newport et al., 1997; Dostal et al., 2005). V poslednim kroku je enzym balen do sekrecnich vacku a
dopravovan k plazmatické membrané. Tam bud zlstane kovalentné pfipojen pomoci GPI kotvy (Sap9

a Sap10), nebo je sekretovan ven z bunky.

N Signalni sekvence pro-part C
: KR DT/SG DT/SG
X% X
a <
Signalni peptidaza Kex2 proteaza

Obr. 4.: Zjednodus$eny ndkres obecného pre-pro-enzymu sekretovanych aspartdtovych proteaz
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2.8. Role sekretovanych aspartatovych proteaz ve virulenci

Role protedz v infekénich onemocnénich byla studovana predevsim u C. albicans. Existuji
studie, jez hodnoti Sap jako vyznamny virulentni faktor kandid. Najdeme ovsem vysledky praci, jez
takovy vyznam sekretovanym aspartatovym proteazam nepfisuzuji. Nesoulad v nazorech vyplyva uz
ze samotné nejednotné definice virulentniho faktoru (viz. Kapitola Virulentni faktory). Nize si dovoluji

shrnout nejcastéjsi divody, proc jsou sekretované aspartatové protedzy brany jako virulentni faktor.
1. Vztah mezi produkci Sap in vitro a virulenci kandid

Virulence kmen( C. albicans koreluje s Urovni aktivity Sap in vitro a mUZe korelovat s poctem gend
SAP. Pomoci nepfimé immunofluroescenéni mikroskopie byla prokdzana pfitomnost Sap v bunécné
sténé kvasinek a hyf ve vSech organech imunokompromitovanych pacientd, ktefi podlehli systémové
infekci C. albicans (Richel et al., 1991). Pacienti trpici kandidézou hostili kmeny C. albicans, které
mély vyrazné vyssi repertoar proteolytickych enzymi neZz asymptomaticti nosici. Studie s pouZzitim
ustnich (Bernardis et al., 1996) a vaginalnich klinickych izolatli (Bernardis et al., 1999) ukazala
pozitivni korelaci mezi Urovni produkce Sap in vitro a virulenci C. albicans. Méné béiné klinické
izolaty kandid, jako je C. kefyr a C. guilliermondii se zdaji byt proteolyticky neaktivni pfi testovani v
kultivacnim médiu s hovézim sérovym albuminem (BSA) jako jedinym zdrojem dusiku (Naglik et al.,

2003).

2. Korelace mezi degradovanymi lidskymi proteiny béhem infekce a analyzou substratovych specifit

Sap

Substratova specifita Sap2p je velmi Sirokd. Substraty Sap2p jsou napf. albumin, fibronectin,
hemoglobin, laktoferrin, mucin, sekretované IgA, tézké retézce IgG, a,-makroglobulin, koagulaéni
faktory, prothrombin, molekuly extracelularni matrix jako je keratin, kolagen a vimentin. St&peni
sekretovaného IgA pomoci Sap2p je zvlasté pozoruhodné, protoze IgA je vyrazné odolné&jsi vici
proteolyze neZ jsou monomerni nebo sérové imunoglobuliny (Naglik et al.,, 2003). Wu a
Samaranayake dosli k zjisténi, Ze snizeni celkové koncentrace proteind obsaZenych ve slinach
pacientl koreluje s mirou aktivity Sap, coZ naznacuje, Ze Sap rozkladaji proteiny slin v dutiné ustni

(Wu and Samaranayake, 1999; Naglik et al., 2003).
3. Asociace produkce Sap s virulentnimi procesy a s imunitni odpovédi hostitele

Sap2p umi aktivovat prozanétlivy cytokin interleukin-1B z jeho prekurzoru, coZz mize hrat roli pfi

aktivaci a udrZovani zanétlivé reakce (Hube et al., 1996). Za urcitych podminek muiZe Sap2 také
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aktivovat Hageman(v faktor (serinova protedaza kallikrein-kininového systému), ktery mlze zpUsobit
zvySenou propustnost cév. Sap2p mizZe také pUsobit na systém srazeni krve aktivaci koagulacniho
faktoru X, koagulacniho faktoru Xll, nebo protrombinu. Aktivace této kaskady muiZe nepfimo

podpofit schopnost infikovat hostitele (Naglik et al., 2003).
4. Exprese genl SAP v pribéhu infekce

Zjisténi, ze C. albicans vlastni velké mnozstvi genl SAP, které jsou exprimovany rozdilné v rliznych
podminkach in vitro, vedl k myslence, Ze rlizné izoenzymy mohou byt produkovany rlzné také béhem
infekce (Hube et al., 1994). Tato myslenka, spolu se skutecnosti, Zze C. albicans obyva rozmanité
mnozstvi hostitelskych nik, byla hnaci silou pro studium genové exprese SAP C. albicans pfi infekci
hostitele (Calderon, 2002). Studie Schaller et al. analyzovala expresi SAP1-6 a SAP8 u pacientl s Ustni
kandiddzou. Vysledkem experimentu bylo zjisténi, Ze se geny SAP béhem infekce exprimuji v rizném
poradi (SAP1 a SAP3 -> SAP6 ->SAP2 a SAP8, zatimco transkripty genl SAP4 a SAP5 nebyly
detekovany vibec) (Schaller et al., 1998). Rozdilné poradi exprese genld SAP bylo pozorovano u
pacientek s vaginalni kandidézou (SAP2, SAP9 a SAP10 -> SAP1, SAP4 a SAP5 -> SAP6 a SAP7) (Schaller
et al., 2003). Pacienti s koZni kandidézou méli také odliSny vzorec exprese SAP (SAP1 a SAP2 -> SAP8
-> SAP6 -> SAP3) (Schaller et al., 2000). Existuji studie, jeZ popisuji odliSnou expresi genli SAP pfi

kolonizaci a pti propagaci nemoci (Cui Hong Lian, 2007).
5. Modulace virulence pomoci inhibitord proteaz

Podavani inhibitor( protedz v nékterych pripadech redukovalo schopnost kvasinek adherovat na
epitelidini bunky (Borg-von Zepelin et al., 1999). Pepstatin A, specificky inhibitor aspartatovych
protedz, blokuje pocatecni pronikani C. albicans a C. parapsilosis pres sliznice (Trofa et al., 2008).
Inhibitory tedy mohou zasahovat do rozvoje infekce v jeho pocatecnich stadiich. Bylo vypozorovano,
Ze pacientim s AIDS, kterym byla podavand HAART (highly active antiretroviral therapy), ustoupila
zaroven infekce zplsobend kandidami. Zjisténi vedlo k domnénce, Ze smés inhibitor( HIV proteaz by

mohl zaroven inhibovat také Sap (Cauda et al., 1999; Calderon, 2002).
6. Vyuziti delec¢nich mutantl ke studiu ztraty virulence

Studie Hube et al., 1997 prokazala, Ze vSechny tfi geny SAP1-3 C. albicans jsou zapojeny do infekénich
procesu, jelikoZ pfi jejich vyfazeni doslo ke sniZeni virulence kvasinky (Hube et al., 1997). Mnohem

patrnéjsi pokles ve virulenci C. albicans byl pozorovan u dele¢nich mutantl SAP4-6 (Sanglard et al.,
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1997). Mutanty bez SAP4-SAP6 byly vyrazné nachylnéjsi k fagocytdéze makrofagy nez plvodni divoky

kmen (Borg-von Zepelin et al., 1998).

Zvyse uvedenych informaci vyplyva, Ze sekretované aspartatové protedzy mohou byt
v pripadé C. albicans ucinnym virulentnim faktorem. Objevy ucinéné na tomto druhu nam mohou

pomoci k porozuméni funkci Sap u ostatnich blizce pfibuznych druhd kandid.

2.9. Sekretované aspartatové proteazy C. parapsilosis

Candida parapsilosis vlastni nejméné tti geny kddujici sekretované aspartatové proteazy, z
nichZ dva zUstavaji do znacné miry necharakterizované. De Viragh et al. identifikoval pomoci préby
ACP (kysela protedza) z C. tropicalis v genetické knihovné C. parapsilosis dva geny pro sekretované
aspartatové protedzy a pojmenoval je ACPR a ACPL (De Viragh et al., 1993). Fusek et al. izoloval dvé
sekretované aspartatové protedzy o podobné molekulové hmotnosti, s rlznymi N-koncovymi
sekvencemi a rliznymi izoelektrickymi body a popsal je jako Cpapl a Cpap2. Pozdéji byly ACPR a ACPL
pojmenovany podle nové nomenklatury jako SAPP1 a SAPP2 a jejich produkty Sapplp a Sapp2p.
De Viragh predpokladal, Zze Sapp2p je pseudogen nebo protein s dosud neidentifikovanou funkci
produkovany za odlisnych podminek. Svoji domnénku opiral o experiment, kdy u C. tropicalis
(C. tropicalis -acp) nahradil gen pro kyselou protedzu ACP postupné genem SAPP1 a SAPP2 a pouze
izoenzym Sapplp byl schopny nahradit funkci plvodni Acp. Treti gen SAPP3 byl identifikovan pomoci
PCR a jeho produkt nebyl doposud charakterizovan (Trofa et al., 2008).

Izoenzymu Sapplp byla vénovana znacna pozornost jak z biochemického, tak strukturniho
hlediska (Fusek et al., 1994; Pichova et al., 2001; Dostal et al., 2005; Hruskova-Heidingsfeldova et al.,
2009). Zadna studie se doposud UZeji nevénovala SAPP3 nebo Sapp3p. Popis izolace Sapp2p z média
kultury C. parapsilosis byl zvefejnén jiz vroce 1993 (Fusek et al., 1993). Ovsem nizké zastoupeni
Sapp2p ve smési se Sapplp bylo moznym hlavnim dlvodem, proc¢ nebyla izolace Sapp2p dlouho
reprodukovana jinymi laboratofemi. Vice informaci o biochemickych vlastnostech izoenzymu Sapp2p
pfinesla az studie M. Merkerové 2006, ktera pracovala s rekombinantni Sapp2p exprimovanou v
E. coli. Srovnani biochemickych vlastnosti izoenzym( Sapplp a Sapp2p ukazalo nékolik rozdilG.
Jednim z nich byl zplsob aktivace. Proenzym Sapplp je schopen vyuZit autokatalyzy ke své aktivaci,
pfiéemz vznikd o 1 aminokyselinu delsi produkt, jehoZ proteolytické vlastnosti se nelis$i od enzymu
aktivovaného Kex2 protedzou. Na rozdil od pro-Sapplp byla autoaktivace pro-Sapp2p v kyselém
prostfedi neefektivni a vedla k proteinu o osm aminokyselin delSimu na N-konci (Sapp2p (+8)). PIné
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aktivni, spravné sestépené formy Sapp2p bylo dosaieno asistovanym Stépenim trypsinem nebo
membranovou Kex2 protedzou z C. parapsilosis. Aktivita asistované Stépené Sapp2p byla vice nez
dvojndsobné vyssi neZ u autokatalyticky zpracované formy Sapp2p (+8). Mezi dalsi rozdily Sapp2p
patfi jeji substratova specifita, teplotni optimum, pH optimum a zplisob regulace (Merkerova et al.,
2006). Optimalni pH Sapp2p je vokoli hodnoty pH 2,5. Jeji proteolyticka aktivita prudce klesa
zvysenim pH nad hodnotu 3,5. Naopak Sapplp ma své pH optimum v okoli pH 3,0 a pokles jeji
aktivity po zvyseni pH neni tak dramaticky. Regulaci exprese autentické Sapp2p se vénuje studie
Hruskova-Heidingsfeldova et al., 2009. Ta ukazuje, Ze izoenzym Sapp2p byl transkribovan a
translatovan za vSech testovanych podminek, zatimco Sapplp pouze v pripadé pouziti proteinu jako
jediného zdroje dusiku. Vysledky naznaduji, Ze regulace produkce Sapp2p na rozdil od Sapplp
nezavisi na typu pouZitého zdroje dusiku (Hruskova-Heidingsfeldovd et al., 2009). Rozdily
v enzymologickych vlastnostech a mechanismu aktivace mohou odrdazet to, Ze oba izoenzymy mohou

byt produkovany kvasinkou za jinych podminek, v jiném prostredi a v rlznych fazich infekce.

2.10. Struktura sekretovanych aspartatovych proteaz

Vétsina druh( kandid produkujici sekretované aspartatové proteazy vlastni jeden dominantni
izoenzym Sap, ktery je v laboratornich podminkach produkovan majoritné. Jeho produkce je vyvolana
slozenim média, které obsahuje exogenni protein jako jediny zdroj dusiku. Pro jejich snadnou izolaci
byly tyto enzymy brzo biochemicky popsany a posléze byla urCena i jejich proteinova struktura.
U C. albicans byly kromé majoritné produkovaného Sap2p vyreSeny také proteinové struktury
nékterych dalsich Sap. Proteinové struktury byly publikovany u nasledujicich izoenzymU: Sap2p,
Sap3p, Sap5p z C. albicans, Saptlp z C. tropicalis a Sapplp z C. parapsilosis (Tab. 2.) (Cutfield et al.,
1995; Abad-Zapatero et al., 1996; Symersky et al., 1997; Borelli et al., 2007; Borelli et al., 2008; Dostal
et al., 2009). U vétsiny izoenzym( Sap zndme vétsinou jen jejich sekvenci, popf. biochemické

vlastnosti a byla jim vénovana mensi pozornost.
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Tab. 2.: Vyresené struktury Sap patogennich druhl kandid C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis

Pocet
Druh kandidy | identifikovanych VyfeSené Citace PDB kod
genu SAP struktury Sap
C. albicans 10 (SAP1-10) Sap2p Cutfield et al., 1995, 1EAG, 3PVK,
Abad-Zapatero et al., 3Q70, 1ZAP
1996, Behnen et al.,
2012, Koester et al.,
2012
Sap3p Borelli et al., 2007 2H6S, 2H6T
Saplp a Sap5p Borelli et al., 2008 2QZW, 2QzX
C. tropicalis 4 (SAPT1-4) Saptlp Symersky et al., 1997 171
C. parapsilosis 3 (SAPP1-3) Sapplp Dostal et al., 2009 3FV3

Celkova architektura sekretovanych aspartatovych proteaz je velmi podobna a je blizka

klasické struktufe praseciho pepsinu (Obr. 5.). Sekundarni struktura je tvorena prevainé B-listy.

U doposud vyresenych struktur Sap byly nalezeny cCtyfi cysteinové zbytky tvofici dva konzervované

disulfidické mustky dulleZité pro zachovani spravné tfidimenziondlni struktury. Enzym je tvoren

dvéma doménami, mezi nimiz se nachazi velka vazebna dutina pro vazbu substratu. V centru vazebné

dutiny je aktivni misto enzymu, do néhoZ obé domény pfispivaji jednim katalytickym aspartatem.

Dulezitym prvkem aktivniho mista vsech Sap je flexibilni struktura podobajici se smycce sloZzena ze

zbytkd aminokyselin 74-86 (pepsin), jeZ tvofi tzv. chlopen aktivniho mista (obr. 6.). Tato struktura je

klicova pro interakci se substratem/inhibitorem, nebot vytvari idedlni pozici pro tvorbu vodikovych

mustk( mezi enzymem a substratem/inhibitorem (Obr. 6.). Srovnanim s ostatnimi ¢leny skupiny

aspartatovych proteaz maji Sap delsi dobre definovanou dutinu aktivniho mista, coZz poukazuje na

jejich Sirokou substratovou specifitu (Cutfield et al., 1995; Abad-Zapatero, 1996).
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Obr. 5.: Struktura praseciho pepsinu, Cervené jsou zvyraznény katalytické zbytky aspartatd, modfe 4 cysteiny

(Sielecki, 1990, PDB ID: 4PEP)

Tab. 3.: Prehled aminokyselin aktivniho mista tvoficich vodikové mistky s inhibitorem Pepstatinem A u

sekretovanych aspartatovych protedaz C. albicans, C. parapsilosis a lidského pepsinu

Submista | Sap2p Sapplp Pepsin
S1 Asp32 Asp32 Asp32
S1° Gly34 Gly34 Gly34
S1° Asp218 Asp220 Asp215
S2 Tyr78 Thr77
S2 Gly85 Gly79 Gly76
S2 Asp86 Asp80

S2’ Tyr189
S3 Gly220 Gly222 Gly217
S3 Thr223

S3’ Thr74
S4 Thr222 Thr224 Ser 219
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Vyznamné strukturni rozdily nalezneme i mezi jednotlivymi izoenzymy Sap. Nejvyznamnéjsi

zmény se tykaji struktury okoli aktivniho mista enzymu, jez urcuje specifitu vazby pro substrat.

Sap C. albicans

Zatimco celkova struktura Sap2p odpovida typické strukture aspartovych protedz (vztazeno
ke strukture praseciho pepsinu), nékolik inzerci a deleci v primdrni sekvenci méni strukturu aktivniho
mista. Dlouhd inzerce mezi Cys 47 a Cys 59 tvofi Sirokou smycku, kterd vy€niva smérem k aktivnimu
mistu a tak ovliviiuje vstup do vazebného mista. Tato smycka je stabilizovana interakci Gln 54 se
zbytky 50 a 51 hlavniho retézce. Delece 7 aminokyselin mezi Ser118 a GIn121 rozsifuje kapsu S3. Na

C-konci ma Sap2p oproti pepsinu 12 aminokyselinovou inzerci.

Srovnani ¢tyf dostupnych struktur Sap C. albicans poukazuje na odliSnost Sap5p od Sap1-3p.
Celkovy naboj povrchu aktivniho mista je u vSech izoenzym(l negativni. Srovname-li oviem naboj
celkového povrchu enzymu, zjistime, Ze se lisi. Celkovy povrch Sap1-3p je negativni, zatimco povrch
Sap5p je naopak pozitivni. Vyznamné rozdily najdeme ve struktufe vnéjsi ¢asti kapsy vazajici substrat
(S4, S3, S2°) (Tab. 3.). Dale je odlisna Sife vstupu do aktivniho mista, kdy na rozdil od uzsiho vstupu
Sap5p vykazuji Sap1-3 otevienéjsi strukturu (Borelli et al., 2008). Koelsch et al. studovali substratové
specifity Ctyr izoenzym0 Sap C. albicans Sap1-3p a Sap6p. Saplp, 2 a 6 preferuji na pozici P2 a P1
substratu Phe a Leu, Tyr a Ala. Sap3 naopak preferuje na stejném misté Leu nasledovany Arg. Na
P1’pozici substratu maji vSechny Ctyri izoenzymy Siroké specifity s vyssi preferenci pro hydrofobni

aminokyseliny.
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Obr. 6.: Struktura Sap2p, Zluté je zvyraznéna chlopen aktivniho mista, modfe inzerce mezi Cys 47 a Cys 59

tvofici smycku, ¢ervené katalytické zbytky aspartati (Abad-Zapatero, 1996; PDB ID: 1ZAP)

Sap C. tropicalis

Proteinova struktura sekretované aspartatové protedzy Saptlp C. tropicalis byla urcena
Symersky et al. v rozli$eni 1,8 A. Strukturdlni srovnani s pepsinem naznacuji, e inzerce a delece v
primarni sekvenci vedly k vytvoreni prostornéjsi dutiny pro vazbu substratu (Symersky et al., 1997).
Studie substratovych specifit ukdazaly, Ze je Saptlp senzitivni vicéi acidobazickému charakteru
aminokyseliny substratu v pozici P2. Nejvyssi katalytické hodnoty byly v pozici P2 naméreny pro Lys a
Arg, pro Ala byly pétkrat niz$i a v pfipadé Asp aZ desetkrat. Preference zasaditych aminokyselin

v pozici P2 souhlasi s kyselym charakterem S2 aktivniho mista (Gly74) (Fusek et al., 1994).
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Sap C. parapsilosis

Proteinova struktura Sapplp sinhibitorem Pepstatinem A vyresena Dostal et al. 2009
predstavuje prvni strukturu Sap z C. parapsilosis a celkové druhou strukturu proteinu z C. parapsilosis
vlbec. Srovnanim struktury Sapplp s ostatnimi znamymi Sap odhalilo rozdily ve strukture smycky
kolem aktivniho mista, jeZ vysvétluje odliSnou substratovou specifitu a rlzné afinity k testovanym
inhibitorim. Sapplp ma o mnoho negativnéjsi povrch aktivniho mista nez vySe zminéné izoenzymy
Sap C. albicans a C. tropicalis, coz v jeho pfipadé vede k vétsi senzitivité vici inhibitoru Pepstatinu A.
V primarni sekvenci Sapplp byla nalezena inzerce v pozici 130-137, ovSem struktura vznikld touto

inzerci se nachazi vzdalené od aktivniho mista (Obr. 7.) (Dostal et al., 2009).

Z biochemickych studii hodnoticich substratovou specifitu a katalytickou aktivitu Stépeni
izoenzym( Sapplp a Sapp2p vyplyva, Ze je Sapp2p méné efektivni protedza nez Sapplp (Merkerova
et al.,, 2006; Hruskova-Heidingsfeldova, 2009). JelikoZ struktura Sapp2p nebyla prozatim vyreSena,
pokusila se studie Hruskové-Heidingsfeldové o srovnani pomoci teoretickych strukturnich modeld.
V primarni sekvenci Sapp2p se nachazi pro aspartatové protedzy Casta inzerce 293-296, jez mize mit
na zakladé teoretické struktury modelu rlizna strukturalni usporadani vzhledem k aktivnimu mistu.
V konzervované sekvenci aktivni smycky najdeme lysin v pozici 81 a inzerci Arg75. Na rozdil od
klasického poctu dvou disulfidickych muistkd u vSech doposud vyrfeSenych struktur Sap byl ve
strukture Sapp2p predikovan dalsi treti disulfidicky mastek. Odlisné je i aminokyselinové sloZeni
C-koncové casti obsahujici aromatické a nabité aminokyseliny, jez nenalezneme u Zadnych zndmych

Sap (Hruskova-Heidingsfeldova, 2009).
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Obr. 7.: Struktura Sapplp C. parapsilosiss, zelené je znazornén inhibitor Pepstatin A, Cervené katalytické

aspartaty aktivniho mista, Zluté inzerce 130-137 (Dostdl et al., 2009; PDB ID: 3FV3).

2.11. Inhibitory Sap

Vzristajici rezistence kandid vici klasickym antimykotikim se stala podnétem pro vyvoj
novych léka. Jednim z moznych feseni mohou byt inhibitory sekretovanych aspartatovych proteaz.
Tradi¢né jsou inhibitory proteaz vyvijeny na zakladé nalezeného ptirodniho produktu s cilem najit
inhibi¢ni slozku s naslednou optimalizaci, ¢i pomoci empirickych metod vazby substratu. Optimalizace
u inhibitorl peptidové povahy zahrnuje zaménu hydrolyzovatelné amidové vazby za

nehydrolyzovatelnou a dalsi strukturni zmény zvysujici afinitu inhibitoru k enzymu (Dash et al., 2003).

Nejznaméjsim z inhibitor(l aspartatovych proteaz je hexapeptid ze Streptomycet Pepstatin A
(PepA), ktery inhibuje Sap jiz pfi nanomolarnich koncentracich. Hexapeptid obsahuje centralni zbytek
statinu s nestépitelnou vazbou (-CHOH-CH,-), ktera tvoti vodikové mistky s hydroxylovymi skupinami
dvou katalytickych aspartatd v aktivnim misté. O tom, Ze by PepA mohl byt potencidlné ucinnym
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lékem, svédci studie Ruchel et al., ktera popisuje pozitivni efekt Pepstatinu A pfi infekci brisni dutiny
mysi druhem C. albicans. Naopak pfi ndakaze nitroZilné byl PepA neucinny (Ruchel et al., 1990). Vliv
Pepstatinu A byl pozorovdn spiSe pfi pocatecnich stadiich infekce a v pfipadé povrchovych infekci,
kdy sniZzoval schopnost kvasinky adherovat na hostitelskou tkan (Fallon et al., 1997). Alternativou
Pepstatinu A mohou byt jeho peptidové varianty (tzv. peptidomimetika) se selektivnim inhibi¢nim
ucinkem. Inhibi¢ni konstanty peptidomimetik Pepstatinu A liSici se typem nestépitelné vazby a

C-koncovymi modifikacemi byly stanoveny pro Sap2p, Saptlp, Sapplp a Saplp (Pichova et al., 2001).

Inhibitor Sap2p A-70450, peptidovy analog Pepstatinu A, byl plivodné navrzen jako inhibitor
reninu. Pozdéji bylo zjisténo, Ze funguje jako neselektivni inhibitor Sap C. albicans. Inhibitor A-70450
obsahuje (S)-hydroxylethylen isoester s hydroxylovou skupinou vazajici se do struktury mezi dva
katalytické aspartaty. Od ostatnich peptidovych inhibitor( Sap se lisi pozici P3, kde je amid v P3

uzavien do ketopiperazinového kruhu (Abad-Zapetero et al., 1996; Dash et al., 2003).

Inhibitory HIV proteazy jako je Ritonavir, saquinavir, indinavir a nelfinavir, jeZ jsou soucasti
vysoce aktivni antiretroviralni terapie (HAART) pro lé¢bu pacientl s AIDS, byly testovany také jako
inhibitory Sap. Pfi podavani HAART byly zaznamenany pozitivni Uc¢inky u pacientd, ktefi zaroven trpéli
ustnimi  kandidézami. Bylo prokdzano, Ze nékteré inhibitory HIV proteazy inhibuji Sap
v mikromolarnich koncentracich (Pichova, 2001). Patrna inhibice byla pozorovana u izoenzym( Sap1-
3, zatimco témér zadny inhibi¢ni efekt nebyl pozorovan u izoenzym( Sap4-6 (Monod et al., 1999,
Borelli et al., 2008). Strukturni pohled na zplsob vazby Ritonaviru do aktivniho mista Sapplp pfinesla

az krystalova struktura Sapplp s Ritonavirem publikovana Dostal et al., 2012.
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3. Genom kandid

3.5. Geny spojené s virulenci

C. albicans je blizce pfibuzna kvasince S. cerevisiae, ktera je Siroce vyuZivana jako modelovy
organismus bunécné biologie a genetiky. Genetické manipulace jsou ovSsem u C. albicans sloZitéjsi
nez u S. cerevisiae hlavné diky absenci pohlavniho cyklu, obligdtnimu diploidnimu stavu
genomu, nizsi frekvenci homologni rekombinace a nestandardnimu genetickému kédu (Kim, Sudbery
2011). C. albicans byla nicméné prvni eukaryoticky patogen, jehoZz genom byl kompletné precten
(Jones et al.,, 2004) a anotovan (Braun et al., 2005). DNA haploidniho genomu C. albicans je

usporadana do 8 chromozdm a obsahuje 6109 gen( kodujici proteiny (Scherer et al., 1998).

Precteni genomu C. albicans umoznilo komparativni genomové analyzy mezi kvasinkou
C. albicans a S. cerevisiae. | kdyZ pfiblizné 90 % vSech gen( S. cerevisiae maji protéjsek v C. albicans,
6 az 7 % genl C. albicans v genomu S. cerevisiae nenajdeme. Zajimavé je, Ze geny, které
pravdépodobné nemaji Zadny ekvivalent v S. cerevisiae, maji tendenci se soustfedovat do
proteinovych rodin a jsou spojovany s virulenci C. albicans. Pfikladem mohou byt sekretované
aspartatové proteazy (SAP) nebo rodina povrchovych glykoprotein ALS (Naglik et al. 2003). Rozdily
mezi C. albicans a S. cerevisiae najdeme také v genech Ucastnici se respirace, jelikoz C. albicans roste
primarné aerobné, zatimco S. cerevisiae odrazi fermentacni zplsob Zivota. Mitochondridlni genom
C. albicans vlastni geny pro NADH dehydrogendzovy komplex, ktery nenajdeme u S. cerevisiae. Ta
kéduje pouze jediny peptid NADH dehydrogendzy. NADH dehydrogendzovy komplex neslouzi
C. albicans jen pro respiraci, ale mlze hrat dileZitou roli také pfi tvorbé filament (Braun et al., 2005).
Dalsi rozdily odrazejici jiny zpuUsob Zivota v rozdilném prostfedi najdeme v signaini transdukci,
regulacnich drahach a metabolismu. Pozoruhodnym rysem genomu kandid je pfitomnost MRS (major

repeat sequence) opakujicich se elementd, jez umoznuji vznik translokaci (Naglik et al. 2003).

Navzdory tomu, Ze je C. albicans lidskym patogenem, je populaci prenasena vétSinou
bezpriznakové. Jaké jsou tedy rozdily mezi populaci kandid Zijicich jako komenzal a populaci kandid
z klinickych izolati? Jsou uréité geny pod negativni nebo pozitivni selekci? Ke zjisténi, zdali existuji
geny typické pro patogenni kmeny kandid, by poslouZily sekvenace genomu nékterych dalSich kmen

patogennich a nepatogennich kandid a jejich porovnani.

Cennym prinosem je srovnani genomi dvou blizce pfibuznych druhl kandid - velmi

patogenni C. albicans a mirné patogenni C. dubliniensis. PfestoZe jsou si oba druhy evolu¢né velmi
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blizké, jejich patogenita se vyznamné lisi. Fenotypoveé jsou si obé kvasinky velmi podobné a je tézké
klinické izolaty mezi sebou rozlisit. Klicovym rozdilem je, zZe C. albicans je dominantni lidsky patogen.
C. albicans je pfi¢inou 50-65 % systémovych infekci kandid. C. dubliniensis byla identifikovana
v krevnich vzorcich jen zfidka (Tortorano et al., 2004). Jejich geny maji 89-98% identitu. Rozdily byly
nalezeny v genech ALS (ALS C. dubliniensis maji odliSnou délku a sloZeni 3" konce). Z rodiny SAP4-6
sekretovanych aspartatovych proteaz vlastni C. dubliniensis pouze SAP4. Rodina SAP4-6 je
u C. albicans exprimovana hlavné ve formé hyfy a je spojovana se schopnosti kvasinky snadno

adherovat na hostitelskou tkan (Jackson et al., 2009; Moran et al., 2012).

Rozdily objevené na genomové uUrovni dvou blizkych druhl s rozdilnou patogenitou ndm
mohou pomoci k identifikaci nékterych gend pravdépodobné se Ucastnicich virulence. Zaroven je ale
dalezité mit na paméti, Ze i kdyZ se homolog genu C. albicans nachazi u C. dubliniensis, neznamena

to, Ze je exprimovany se stejnou silou, podléha stejné regulaci, ma stejnou aktivitu apod.

3.6. Alternativni preklad CUG kodonu

Nékteré kvasinky rodu Candida (vice jak 75 druh() a Debaryomyces prekladaji standardni
leucinovy koddn CUG ¢astéji serinem. Cetnost dosazeni serinu se li$i u jednotlivych druhd. Piikladem
muze byt CUG kodon C. cylindracea, jez zménil svou identitu Uplné na serin. Jiné druhy jako jsou
C. albicans, C. parapsilosis, C. zeylanoides, C. lusitaniae a C. tropicalis prekladaji CUG koddn
dvojznacné. C. glabrata, jei je vice pribuzna kvasince S. cerevisiae nez ostatnim kandidam, preklada

CUG koddn standartné leucinem (Santos et al., 1995; Sugita et al., 1999).

Ukazalo se, Ze dvoji specifita CUG koddnu se vyvijela pomoci mechanismu zahrnujiciho
dvojznacné kddovani zprostredkované unikatni tRNAcxg, ktera je Castéji aminoacylovana serinem nez
leucinem. Rozdily v Cetnosti prekladu serinem misto leucinu zplsobuji rozdily ve strukture
tRNAssSer, respektive rlizné determinanty pro rozpoznani Ser-tRNA-syntetazou (SerRS) a Leu-tRNA-

syntetazou (LeuRS) (Obr. 8.).

Determinanty pro seryl-tRNA-syntetdzu: Guanin na pozici 73, kde je zdména guaninu za adenin
dostacujici ke zméné leu-tRNA na serinovy akceptor (Breitschopf, et al., 1994).
Determinanty pro leucyl-tRNA-syntetazu: Methyl-1-guanin v pozici 37 a adenin v pozici 35 (Tuite et

al., 1996).
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Pfikladem dvojznacné tRNAcas je tRNAcag C. albicans, jez obsahuje methyl-1-guanin v pozici 37 a
adenin v pozici 35 v antikodénu, coZ jsou prvky pro LeuRS, ale guanin v pozici 73 je specificky pro

SerRS (Obr. 7.).
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Obr. 8.: Struktura tRNAcsg C. albicans

Methyl-1-guanin v pozici 37 a adenin v pozici 35 jsou prvky rozezndvané LeuRS. Guanin v pozici 73 je specificky

pro SerRS (Prevzato a upraveno podle Santos et al., 1993).

3.7. Dusledky dvojzna¢ného prekladu CUG kodénu

Prace Gomese et al., 2007 studovala pravdépodobnost inkorporace leucinu za serin u druhu
C. albicans pfti rGznych stresovych podminkach. Vysledkem bylo zjiSténi, Zze pravdépodobnost
prekladu CUG koddnu leucinem se zvysila po expozici kvasinky mirnému stresu az na 4,95 % (stres byl
vyvolan snizenim pH prostredi). Experiment, kde byl kvasince C. albicans inkorporovan plasmid s
genem pro tRNA cleu ze S. cerevisiae prekladajici CUG koddn pouze leucinem ukazal, Ze C. albicans
toleruje az 28,1 % leucinovych mis-inkorporaci. V haploidnim genomu C. albicans se nachdzi 13 074
CUG kodénud rozlozenych mezi 66 % genl s frekvenci 1-38 CUG koddnld na gen. Duasledkem
dvojznacného prekladu muze byt skutecnost, Zze kazda kvasinka miZe mit individudlni kombinaci
proteind. Dvojznacnost CUG koddnu potencionalné rozsifuje proteom kvasinky a umoznuje ji

vytvaret daleZitou fenotypovou diverzitu (Gomes et al., 2007).

Dvojznac¢nost CUG kodonu byla tolerovana nékterymi kandidami vice jak 170 milionQ let

(Miranda, 2007; Santos, 1995). Nestandartni kédovani zfejmé ovlivnilo zastoupeni kodénu pro leucin
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v otevienych ctecich ramcich. Rodina kodéonl CUN, do které patfi CUG, je u kandid s nestandartnim
prekladem uZivana zfidka. Nizké zastoupeni CUG koddnu dobfe koreluje s nizkym zastoupenim
tRNAcacSer (Santos et al., 1993; Santos et al.,, 1995). Srovnani genomu C. albicans a S. cerevisiae
ukazalo jak je vSech 17 000 CUG koddnu z C. albicans representovano v S. cerevisiae. Zjisténim bylo,
Ze vétsina soucasnych CUG koddn( pritomnych v genomu C. albicans odpovida koddnim pro serin v
S. cerevisiae, tudiz se pravdépodobné vyvinula nedavno z koddn(l pro serin. Pouze mala frakce CUG
koddnd (0,2 %) z C. albicans existuje analogicky v S. cerevisiae jako kodén pro leucin. To znamena, Ze
vétsSina plvodnich CUG z genomu C. albicans vymizela. Pivodni CUG u C. albicans mutovaly na
leucinové kodény UUA a UUG (Santos et al., 1995). Vyjimkou je druh C. cylindracea. CUG koddn
kvasinky C. cylindracea je na rozdil od CUG koddnu C. albicans hojné vyuzivany. Vysvétlenim je
pravdépodobné skutecnost, Ze C. cylindracea prekladd CUG koddn vyhradné serinem nikoli

dvojznacné (Santos et al., 1993; Santos et al., 1995).

Dvojznacnost prekladu CUG kodonu nebyla zifejmé konstantni po celou dobu evoluce
genetického kdédu. Byla vysoka v pocatecnich fazich zmény identity a postupné se sniZovala diky
vymizeni genu pro tRNAcscLeu z genomu predka. O rekonstrukci situace, kdy byla dvojznacnost na
vysoké urovni, se pokusila studie Miranda et al., 2007. UmoZnila tak pohled na geneticky chaos
vytvofeny na pocatku zmény identity. ZvySeni frekvence dosazovani leucinu bylo dosazeno
zavedenim genu pro tRNAxcLeu ze S. cerevisiae do genomu C. albicans. Tyto tRNAcxgLeu soutézily o
misto na ribozomu s tRNAqscSer. Predpokladem bylo, Ze tyto genetické manipulace zvysi CUG
dvojznacnost a odhali fenotypy spojené s dvojznacnosti CUG koddnl v C. albicans. Vysledkem
exprese tRNAcsgLeu v C. albicans byla morfogeneze kvasinky. Klony jevily rozsahlé morfologické
variace a produkovaly velmi heterogenni bunécné populace obsahujici protahlé vejCité bunky,
pseudohyphy i pravé hyfy. Zvysila se adheze bunék v kapalnych i pevnych médiich. Zvyseni adheze
souhlasi s faktem, Ze vice nez 50 % genU spraZzenych se schopnosti bunky adherovat, obsahuje
koddny CUG (napf. ALS rodina gen(). Nahrazeni plvodniho serinu leucinem na pozicich CUG
v genech pro adhezi ALA1, EAP1, ALS1 a ALS5 zvySovalo pfilnavost kvasinky. Vysledkem byla
také zvysenda exprese geni HWP1 a WOR1 (Hwplp zprostiedkovava pripojeni bunék C. albicans k
lidskym endotelidlnich a epitelidlnich burikdam, Worlp je spojovan s lepsi pfilnavosti na polystyren).
Vyznamna byla také zvysena exprese genu HGC1 (protein sprazeny s cyklinem G1), ktery hraje roli pfi
morfogenezi hyf. Z pozorovani kolonii testovanych klon vyplynulo, Ze doslo také k zvySeni poctu
ploidii a chromozomalnich prestaveb (ty mohou vést ke vzniku rezistence vici antimykotik(m, k

adaptaci na alternativni zdroje uhliku apod.). VySe zminéné vysledky naznacuji, Ze vznikla
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dvojznacnost mohla zrychlit proces vzniku variability genomu a tim umoznit vznik novych fenotypl

(Miranda et al., 2007).

3.8. Vliv alternativniho piekladu na funkci a strukturu proteinii
kandid

Existuji studie, jez se zabyvaly vlivem alternativniho prekladu CUG koddnu na funkci nebo
strukturu konkrétnich protein(. Jednou z nich je studie z laboratofe Cutfielda z roku 2000, jez se
vénuje dusledku alternativniho prekladu CUG koddnu na strukturu exo-1,3-glukanazy kvasinky
C. albicans. Exo-1,3-glukanaza je enzym bunécné stény uUcastnici se metabolismu glukan(. V sekvenci
genu EXG se nachazi dva CUG triplety. V pre-pro-signdlni ¢asti (pozice -17) a na povrchu struktury
enzymu v pozici 64. Predpokladem bylo, Ze zdména polarni aminokyseliny za vysoce hydrofobni
aminokyselinu bude doprovazena zménou ve struktufe nebo zménou povrchového charakteru
proteinu. Vysledkem studie bylo, Ze obé mista toleruji zaménu Ser za Leu bez vyznamnych zmén ve

strukture proteinu (Cutfield et al., 2000).

Dalsi praci zabyvajici se vlivem alternativniho prekladu CUG koddnu byla studie na
translaénim iniciaénim faktoru 4E C. albicans. Translacni iniciacni faktor 4E je u vSech eukaryotnich
organismi vysoce konzervovany a nepostradatelny protein zastavajici dlleZitou funkci pfi iniciaci
translace jako soucast komplexu vazajiciho strukturu cepicky mRNA. V sekvenci genu se CUG koddn
nachazi v pozici 116 a ve strukture se jeho prekladem Ser/Leu vyskytuje ve smycce, kterd mize hrat
kli¢ivou roli pfi regulaci iniciace translace. Varianty translacniho iniciacniho faktoru 4E C. albicans
4ELeull16 a 4ESer116 , které se pfirozené v kvasince vyskytuji diky dvojznacnému kddovani, jevily
odlisnou citlivost na zvySenou teplotu. Varianta 4ESer116 byla vice odolnd v(ci zvysené teploté.
Mezni teplotni hodnota pro kvasinku s 4ELeul16 variantou byla 35-35,5°C a zaroven u ni byla
vypozorovana nizsi schopnost ristu v semi-tolerantni teploté 34°C. Doba zdvojeni se prodlouZila na 6
hodin z plvodnich 2,5. Kvasinky obsahujici 4ESer116 byly schopné rist i pfi 37°C. Alternativni preklad
CUG koddénu muZe vtomto pfipadé zapficinit produkci proteini 4E srdznou aktivitou pfi rlznych

teplotach. Jednou z mozZnych selekénich vyhod by mohla byt optimalizace syntézy proteint v riznych

podminkach (Feketova et al., 2010).

Studie Asleson et al.,, 2001 vénovala pozornost genu CaSLA2 C. albicans. Produkt genu

CaSLA2 slouzi C. albicans pro prepinani mezi formou blastospory a formou hyfy. Kédujici sekvence
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CaSLA2 obsahuje jeden CUG koddn (pozice 161). Vtomto pripadé nemél alternativni preklad CUG

koddnu vliv na funkci proteinu (Asleson et al., 2001).

Z predkladanych studii vyplyva, Ze je doposud pomérné malo zndmo o vlivu alternativniho
prekladu CUG koddnu na funkci a strukturu konkrétnich proteind. Vysledny efekt zfejmé zavisi na
pozici CUG koddnu ve strukture. Zdali se dosazovany serin/leucin vyskytuje ve smycce a ta interaguje

s dalsimi proteiny, nebo pobliz aktivniho mista, ¢i na povrchu proteinu.
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4. Cile diplomoveé prace

M3a diplomova prace se vénuje izoenzym(im sekretovanych aspartatovych proteaz Sapplp a

Sapp2p z kvasinky Candida parapsilosis.

Prvni ¢ast byla zamérena na feSeni proteinovych struktur Sapplp a Sapp2p. Cilem bylo nalézt
vhodné podminky krystalizace izoenzymu Sapplp ve vazbé se souborem peptidovych inhibitor( a

izoenzymu Sapp2p v komplexu s Pepstatinem A.

Druhym cilem bylo pfispét k objasnéni vlivu alternativniho prekladu CUG koddnu na funkci a
strukturu izoenzymu Sapplp. Vychozim podnétem byla skutecnost, Ze nukleotidova sekvence genu
SAPP1 obsahuje jeden CUG triplet, jehoZ alternativni preklad serinem/leucinem se ve strukture

protedzy nachazi ve smycce pobliz aktivniho mista (Obr. 24.).

Cile diplomové prace v bodech:

1) Rentgenostrukturni analyza izoenzymt Sapplp a Sapp2p
a) Srovnanivazby vybranych inhibitorl do aktivniho mista ve strukture izoenzymu Sapplp
b) Krystalizace izoenzymu Sapp2p v komplexu s Pepstatinem A

2) Vliv alternativniho prekladu CUG koddnu u izoenzymu Sapplp

a) Vyskyt jednotlivych variant Sapplp-193Leu a Sapplp-193Ser vzniklych vlivem alternativniho
prekladu ve vzorcich z klinického izolatu C. parapsilosis — Hmotnostné spektroskopickd

analyza
b) Vliv alternativniho pfekladu CUG koddnu na strukturu Sapplp

¢) Porovnani biochemickych vlastnosti rekombinantni Sapplp a autentické Sapplp ve vztahu k

alternativnimu prekladu CUG koddnu
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5. Experimentalni ¢ast

5.5. Materialy a pristrojové vybaveni

5.5.1. Pouzité chemikalie

Agar
Akrylamid
Ampicilin

bromfenolova modr

Coomassie Briliant Blue

Dimethylsulfoxid

dusi¢nan sttibrny

Formaldehyd

hydroxid sodny

hovézi sérovy albumin

chlorid sodny

JCSG Core | Suite

kyselina chlorovodikova

kyselina octova

kyselina fosforecna

LB médium

Lysozym

Methanol

2-merkaptoethanol

HiMedia

Fluka

Spofa

Lachema

Serva

Fluka

Lachema

Lachema

Lachema

Imuna

Lachema

Qiagen

Lachema

Lachema

Lachema

Sigma

Sigma

Penta

Fluka

Indie
Svycarsko
CR

CR

Némecko

Svycarsko

Svycarsko
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Mocovina

PEGs Suite

Pepstatin

PMSF

Savo

SDS

Skim Milk Powder

Tris-HCI

TEMED

TFA

Trypsin

Yeast Carbon Base

Lachema CR
Qiagen USA
Sigma USA
Sigma USA
Bochemie CR

Sigma USA
Becton Dickinson USA
Sigma USA
Fluka Svycarsko
Fluka Svycarsko
Fluka Svycarsko
Sigma USA

5.5.2. Pristrojové vybaveni

Analytické vahy

Blotovaci zafizeni

Centrifugy

FPLC kolony

Mettler AE 163

Semi-Phor, Hoefer Scientific Instruments
Beckman J2-MlI

Beckman J-30I

Eppendorf 5415C

Mono P ™5/200 GL, GE Healthcare

Hi load™ 16/60 Superdex™ 75 pg

GE Healthcare

Svycarsko
USA
USA
USA

Némecko
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Fotoaparat

FPLC

Hmotnostni spektroskop

HPLC

HPLC kolona

lonexovy nosic

Inkubator

Krystalizacni robot Gryphon

Opticky mikroskop

Predvazky

pH metr

Rotacni tfepacky

Sonikator

Spektrofotometr

Termostat

X-ray zdroj - rotacni anoda

X-ray detektor

X-ray optical system

X-ray chladici zafizeni

Olympus E-620 Japonsko

Akta Explorer, GE Healthcare CR

AB SCIEX TripleTOF™ 5600 s HPLC
systémem Dionex ULTIMATE 3000

Agilent 1200, Agilent Technologies USA
SB-C18 1,8 um, Agilent Technologies USA

SP Sepharose fast flow, Sigma-Aldrich USA
Merck Némecko
Art Robbins, Sunnyvale USA
Olympus SZX10 Japonsko
AND HL-400 Korea
inoLab CR
Brunshwick-Innova 4300 USA
Memmert Némecko
Soniprep 150, Sanyo Japonsko
Tecan Infinite M1000, Schoeller CR
Instruments

Thermomix BM, B.Braun Biotech Némecko

International

Nonius FR591, Bruker-Nonius

Image plate Mar345, Marresearch

Double mirrors, Bruker-Nonius

Nitrogen Gas Low Temperature Cryostat
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Oxford Cryosystems

Zatizeni na elektroforézu Bio-Rad USA

5.5.3. Ostatni material

dialyzacni membrany Union Carbide USA
EasyXtal Tool Qiagen USA
endonukledza Glu-C Roche Némecko
endonukledza Lys-N U-Protein Express BV Nizozemsko
Intelli plate Art Robbins Instruments USA
mikrotitraéni desticky Nunc CR
molekulové standardy Serva Némecko
PVDF membrana Millipore USA
SE-Sephadex Pharmacia Svédsko
Stericup Millipore USA
ultrafiltracni membrana Millipore USA
Inhibitory trypsinu PMSF, TPLC Sigma USA

Plasmid pSIT-pro-Sapp1p, poskytnut Jitim Dostalem, UOCHB AV CR

Chromogenni substrat KPAEFNphAL, poskytnut Jifim Dostalem, UOCHB AV CR
Soubor peptidomimetickych inhibitord, poskytnuta Jifim Dostdlem, UOCHB AV CR
Kmeny bakterii a kvasinek

Candida parapsilosis, kmen CP 69, mykologickd sbirka Lékarské fakulty, Univerzity Palackého v

Olomouci

Escherichia coli, kmen BL21 (DE3), DH5a
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5.6. Metody

5.6.1. Uchovavani kvasinek C. parapsilosis

Kmen CP 69 byl uchovavan v médiu 18% Skim Milk s pfidavkem 15% glycerolu. Kvasinky se
v tomto médiu skladuji pfi -70°C. Pro kratkodobé uchovani byl kmen pfeockovan na Petriho misky se

Sabouraudovym agarem a skladovan pfi teploté 4°C.

5.6.2. Transformace kompetentnich bunék E. coli

Suspenze kompetentnich bunék E. coli BL21(DE3) byla rozmraZzena na ledu a nasledné do ni
byly pfidany 4 ul plasmidové DNA (500 pg/ml). Po 30 min inkubaci na ledu byly buriky vystaveny
1 min teplotnimu Soku 42°C. Poté byl pfidan 1 ml LB média a smés byla kultivovana 1 h pfi 37°C.
200 pl této kultury bylo rozetfeno na Petriho misku s LB agarovou pldou s pfidavkem ampicilinu
(50 pg/ml). Po kultivaci pfes noc pti 37°C narostly pouze kolonie bunék transformovanych

plasmidem.

5.6.3. Exprese rekombinantniho proteinu

Kolonii bunék E. coli BL21(DE3) transormovanych expresnim plasmidem bylo zaockovano
500 ml LB média s ampicilinem (50 pg/ml). Kultivace probihala na tfepadce pti 37°C do doby, kdy
optickda hustota mérend pifi 550 nm dosahla hodnoty ODss, ~ 0,9. Poté byla indukovadna exprese
proteinu pfidavkem 500 pl 1 M IPTG. Kultivace probihala jesté 3 hodiny a poté byla ukoncena

odstfedénim bunék (4 000 g, 15 min, 4 °C).

5.6.4. lzolace a rozpusténi inkluznich télisek

Bunky obsahujici rekombinantni protein byly resuspendovany v TN pufru (50 ml/500 ml kultury).
Po ptidavku lysozymu (1 mg/g biomasy) probihala 30 min lyze, kterd byla ukonéena zmrazenim
a naslednym rozmrazenim bunék. Vznikly lyzat byl homogenizovan sonikaci a poté inkubovans 0,5 g
MgCl, a 100 pl DNasy (10 mg/ml). Po inkubaci (30 min, 4 °C) a odstfedéni (9 500 g, 15 min, 4 °C) byl
sediment obsahujici inkluzni téliska tfikrat promyt: rozpusténim pelety v 50 ml promyvaciho pufru,

sonikaci a odstfedénim (9 500 g, 15 min, 4 °C). Promyté inkluze byly resuspendovany v 50 ml
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rozpoustéciho pufru vytemperovaného na 42 °C. Nerozpusténé bunécné zbytky byly odstranény

centrifugaci (100 000 g, 30 min, 4 °C).
TN pufr: 100 mM Tris-HCI pH 7,4, 150 mM NacCl
promyvaci pufr: 100 mM Tris-HCl pH 7,0, 2 M mocovina, 5 mM EDTA, 2% triton

rozpoustéci pufr: 50 mM Tris-HCI pH 8,0, 8 M mocovina, 1 mM glycin, 1 mM EDTA, 100 mM

merkaptoethanol

5.6.5. Dialyza v gradientu mocoviny

Dialyza probihala v dialyzacnim stfevé (SpectraPor, cut-off 6-8 kDa) v nadobé s pufrem
o nizké iontové sile (0,1 M tris-HCI, 0,15 M NaCl, pH 7,2) pfi 4°C za stalého michani. Pfi dialyze
v gradientu mocoviny dochazi k postupné renaturaci proteinu. Intervaly mezi jednotlivymi kroky byly

6 hodin.

Gradient pufri:

1. 8 M mocovina, 0,1 M tris-HCl, 0,15 M NaCl, pH 7,2
2.4 M mocovina, 0,1 M tris-HCl, 0,15 M NacCl, pH 7,2
3.2 M mocovina, 0,1 M tris-HCl, 0,15 M NacCl, pH 7,2

4.0 M mocovina, 0,1 M tris-HCl, 0,15 M NacCl, pH 7,2

5.6.6. Chromatografické metody

Izolace rekombinantnich proteini byla provddéna pomoci FPLC (Akta Explorer, GE
Healthcare) na komercnich kolonach. V pribéhu chromatografie byla mérena absorbance pti 280

nm. Jimané frakce byly analyzovdny pomoci SDS-PAGE a Western blotu.
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lonexova chromatografie na katexu

Pro chromatografii byl pouZit nosi¢ SP Sepharose fast flow. Prtok pufru kolonou byl
nastaven na 1 ml/min. Po ekvilibraci ionexu promyvacim pufrem (étyfnasobek objemu kolony) byl na
kolonu aplikovan vzorek. Po navazani proteinu na nosic¢ nasledovala eluce gradientem elu¢niho pufru.

Proteiny obsazené v roztoku byly analyzovany pomoci SDS-PAGE.
promyvaci pufr: 15 mM citratovy pufr, pH 4.0

elucni pufr: 1 M NaCl, 15 mM citratovy pufr, pH 4.0

Gelova chromatografie

Gelova chromatografie byla provadéna na komeréni koloné Hi load™ 16/60 Superdex™ 75
pg pomoci FPLC. Pritok byl nastaven na 1 ml/min. Po ekvilibraci pufrem byl na kolonu aplikovan

vzorek dialyzovany do stejného pufru a zahustény na objem 5 ml. Frakce byly jimany po 10 ml.
Pufr: 100 mM Tris-HCI, pH 7,2 (pro izolaci rekombinantniho proteinu)

20 mM BisTris, pH 6,2 (pro izolaci autentického proteinu)

Chromatofokusace

Chromatofokusace probihala na komeréni koloné Mono P ™ 5/200 GL pomoci FPLC. Priitok
byl nastaven na 0,5 ml/min. Po ekvilibraci pufrem A byl na kolonu aplikovan vzorek (max. 4 mg

proteinu na kolonu). Po 10 min byl spustén gradient pufru B (100 % za 10 min). Frakce byly jimany po

10 ml.
Pufr A: 20 mM BisTris, pH 6,2
Pufr B: 20% polybuffer ™*, pH 4
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5.6.7. Zahustovani proteini

Pro zahustovani proteint byla pouzita cela s ultrafiltracni membranou Amicon UM 30, ktera

propousti pouze ¢astice s molekulovou hmotnosti mensi nez 30 kDa.

5.6.8. Elektroforéza v SDS-polyakrylamidovém gelu (SDS-PAGE)

Pro analyzu proteinll byla pouZita SDS-PAGE s 5% zaostfovacim a 12% separacnim gelem.
Vzorky byly rozpustény ve vzorkovém pufru a po 3 min denaturace varem nanaseny dle potreby (cca
5 - 10 pg bilkoviny) do jamek v zaostfovacim gelu. Pro urceni velikosti analyzovanych bilkovin byl
pouzit komeréni hmotnostni standard Kaleidoscope™ od firmy Bio-Rad. Elektroforéza probihala
v Tris-glycinovém pufru za konstantniho napéti 200 V pfiblizné 45 min. Polyakrylamidovy gel byl po

ukonceni elektroforézy barven stfibrem.

vzorkovy pufr: 3 ml 0,5M Tris-HCl, pH 6,8, 2 ml 80% glycerol, 1 ml B-merkaptoethanol,
4 ml 10% SDS, 2 ml 0,1% bromfenolové modftiv 0,5 M Tris-HCl, pH 6,8

10x tris-glycinovy pufr: 30,2 g Tris baze, 188 g glycin, 100 ml 10% SDS na 1 | vody
Postup pro barveni stfibrem (pfedpisy na 0,5 | roztoku):

1. 5,7 ml kys. octové, 32 ml methanolu, 0,5 ml 37% formaldehydu 60 min

2. 250 ml methanolu 3x15 min

3.0,1 g Na,S,0; 1 min

4, H,0 3x20s

5.1 g AgNO;, 0,38 ml 37% formaldehydu 20 min

6. H,0 3x20s

7.30 g Na,CO0s;, 2 mg Na,S,03, 0,25 ml 37% formaldehydu do vybarveni zén
8. 32 ml methanolu, 5,7 ml kys. Octové 10 min

susici roztok: 15 ml glycerolu, 200 ml methanolu, 50 ml kys. Octové 30 min
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5.6.9. Blot pro N-koncovou sekvenaci

Po provedeni SDS-PAGE byly gel a filtracni papiry (6 ks) o velikosti gelu 5 min ekvilibrovany
v transferovém pufru. PVDF membrana byla ekvilibrovana 2-3 s v methanolu, nasledné 2 min v H,0 a
5 min vtransferovém pufru. Po ekvilibraci byly navrstveny do blotovaciho pfistroje Trans-Blot
v poradi: anoda, 3 filtracni papiry, membrana, gel, 3 filtracni papiry, katoda. Pfenos probihal 20 min
za konstantniho napéti 15 V. Po ukonceni transferu byla membrana obarvena roztokem Coomassie
blue. Ndsledovalo odbarveni roztokem 25% methanolu s 10% kys. octovou. Po promyti vodou a
vysuseni byl prouzek s proteinem vystfizen z membrdny. Sekvenace byla provedena Ing. Zderfikem

Voburkou (UOCHB AV CR) pomoci automatického Edmanova odbourdvéani na ABI Procise

sekvenatoru.
transferovy pufr: 39 mM glycin, 48 mM Tris-HCl, 0,037% SDS, 20% methanol
roztok Coomassie blue: 10% kyselina octova, 0,006% Coomassie brilliant blue G-250

5.6.10. Stanoveni koncentrace bilkovin dle Bradfordové

20 pl analyzovaného vzorku bylo smichdno s 200 pl barevného cinidla a inkubovédno 5 min na
mikrotitracni desticce pfi laboratorni teploté. Absorbance vzniklého barevného komplexu bilkoviny
s Coomassie Brilliant Blue obsazenym v Cinidle byla mérena spektrofotometricky na pfistroji Tecan
Infinite M1000 (Schoeler Instruments) pfi vinové délce 595 nm. Ke kalibraci byl pouZit standardni

roztok BSA (1 mg/ml) a koncentrace vzorku byla ziskana odectenim z kalibracni krivky.

Cinidlo: 70 mg Coomasie Brilliant Blue G-250, 50 ml 95% ethanolu, 100 ml 85% kys. fosforecné,
850 ml H,0

5.6.11. Stanoveni inhibi¢nich konstant

Kinetické parametry pro studovanou proteazu byly uréeny pomoci HPLC (Agilent 1200,
Agilent Technologies) s pouZitim chromogenniho substratu KPAEFNphAL. MnozZstvi substratu
pFiddvaného do reakce bylo 20 pl ze zésobniho roztoku o koncentraci 4mM. Stépeni peptidd pro
stanoveni inhibi¢nich konstant probihalo v 150mM citratovém pufru pH 3,5 pfi teploté 37°C.

Inhibitory byly rozpustény v dimethylsulfoxidu. MnoZstvi proteazy, inhibitoru a doba stépeni byly
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zvoleny tak, aby konverze substratu nepfeséhla 30 %. Stépeni bylo zastaveno pFidavkem 50 pl 20%

trifluoroctové kyseliny (TFA). Reakcéni smés byla aplikovdana na HPLC kolonu SB-C18 (Agilent

Technologies). Separace probihala v gradientu methanol/voda (s pfidavkem 0,1% TFA) podle

eluéniho programu:

Cas
(min)

Procento
methanolu
(%)

0
0,5
5
5,5
6
6,5

5
5
100
100

Produkty Stépeni byly detekovany pfi vinovych délkach 220, 280 a 305 nm. Vypocet

parametrd K; byl stanoven z velikosti pik( Stépnych produktl pomoci rovnice pro kompetitivni

inhibici podle Williamse a Morissona:

(VI/VO)Z[E]O + ([EJo + [1]o — Ki')Vi/vo =K/ =0

Ki - zdanliva inhibi¢ni konstanta

Vo - pocatecni rychlost Stépeni substratu

v; - pocatecni rychlost Stépeni substratu v pfitomnosti inhibitoru

[E]lo- pocatecni koncentrace enzymu

[1]o- pocatecni koncentrace inhibitoru

Prepocet zdanlivé inhibi¢ni konstanty K; na skute¢nou K; byl provadén podle vztahu:

Ki = K{/(1 + [S]/Kwm)

[S] - koncentrace substratu

K. - Michaelisova konstanta substratu
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5.6.12. Hmotnostni Spektroskopie
Pfiprava vzorku

Z Coomassie barveného SDS-PAGE byly vyrezdny ¢asti obsahujici poZadovany protein.
Ke kouskim gelu bylo pfidano 200 pl odbarvovaciho pufru. Vzorek byl odbarvovan 2 x 30 min pfi
teploté 30°C. Po odbarveni byl gel vysusen pomoci 200 pl acetonitrilu (ACN). Po zbélani gelu byl ACN
odstranén. K vysusenému gelu bylo pfidano 20 pl stépiciho pufru s pfidavkem 1 pul 100 mM DTT.
Redukéni krok probihal pfi 65°C po dobu 30 min. Gel byl poté opét vysusen pomoci ACN. Nasledovala
alkylace proteinu. Ke gelu bylo pfiddno 1 pl iodacetamidu (IAA). Kvali svételné nestabilité IAA byl
vzorek skladovan ve tmé pfi laboratorni teploté po dobu 30 min. Po vysuseni vzorku pomoci ACN
ndsledovalo Stépeni enzymem (trypsinem, chymotrypsinem, Asp-N). Ke gelu bylo pfiddno 19 pl
Stépiciho pufru a 1 pl roztoku s trypsinem (resp. chymotrypsinem, Asp-N). Vzorek byl $tépen 10 h pfi
37°C. Po nastépeni vzorku byl roztok odebran do nové zkumavky a z gelu byly extrahovany zbylé
peptidové Stépy. Ke gelu bylo pfiddno 50 pl extraéniho roztoku 1. Reakce probihala na ledu
v sonikatoru po dobu 15 min. Poté byl roztok odebran a pridan k predeslému roztoku peptidovych
$tépu. Ke gelu bylo pridano 50 pl extrakéniho roztoku 2. Reakce probihala na ledu v sonikatoru po
dobu 15 min. Poté byl roztok odebran a pridan ke zbylému roztoku peptidovych stépl. Ke gelu bylo
pridano 50 pl extrakéniho roztoku 3. Reakce probihala na ledu v sonikdtoru po dobu 15 min. Poté byl
roztok odebran a pridan ke zbylému roztoku s peptidy a vysusen ve vakuové centrifuze. Po vysuseni

bylo k peptidim pfidano 30 ul 0,1% kyseliny mravenci.
Odbarvovaci pufr: 25 mM hydrogenuhli¢itan amonny v 50% ACN

Stépici pufr: 10 mg hydrogenuhli¢éitanu amonného rozpusténého v2,5 ml H,0 na

konecnou koncentraci priblizné 50 mM.

Roztok s trypsinem: trypsin rozpustény ve 250 pl roztoku kyseliny octové (3 pl kys. octové v 1 ml

H,0) a skladovany pfi 70°C
Extrakcni roztok 1: 40% (2% TFA a 60% ACN)
Extrakcni roztok 2: 60% (2% TFA a 60% ACN)

Extrakcni roztok 3: 2% TFA a 60% ACN
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Sbér a vyhodnoceni dat

Hmotnostné spektrometrické analyzy byly provedeny na zafizeni AB SCIEX TripleTOF™ 5600 s
HPLC systémem Dionex ULTIMATE 3000 v laboratofi hmotnostni spektroskopie, UOCHB AV CR.
Namérena hmotnostni spektra byla zpracovana a interpretovana ve spolupréaci s Dr. Zuzanou

Demianovou, UOCHB AV CR. Vyhodnoceni bylo provedeno pomoci ProteinPilot™ Software.
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6. Vysledky a Diskuze

6.1. Rentgenostrukturni analyza izoenzymii Sapp1p a Sapp2p

6.1.1. Exprese a izolace autentické Sapp1p a Sapp2p

Zakladnim krokem kaZdé rentgenostrukturni analyzy proteini je jejich priprava v
dostatecném mnoiZstvi a Cistoté. Tyto poZadavky je potieba zohlednit pfi vybéru vhodného
expresniho systému. V nasem pfipadé, kdy cilem byla izolace enzym( Sapplp a Sapp2p zC.
parapsilosis, jsme vyuZzili pfirozené vlastnosti této kvasinky produkovat oba enzymy do média, které
obsahovalo jako jediny zdroj dusiku bilkovinu (hovézi sérovy albumin, BSA). Studované izoenzymy
Sapplp a Sapp2p byly postupné izolovany z klinického kmene CP 69, ziskaného z mykologické sbirky

Lékarské fakulty, Univerzity Palackého v Olomouci.

Prvnim krokem izolace byla kultivace C. parapsilosis (CP69) v kultivatnim médiu o sloZeni
(1,2% YCB, 0,2% BSA, pH 4,0). Vychozi objem kultivacniho média (4 1) byl zaockovan 5 ml inokula
rozrostlé kultury C. parapsilosis. Kultivace probihala v rota¢ni tfepacce (220 rpm) pfti stalé teploté
30 °C. Po 5 dnech kultivace, kdy byla dosazena nejvétsi mira degradace zdroje dusiku (BSA) a
soucasné kultura dosahla své stacionarni faze, byla kultivace ukoncena. Bunky byly od zbytku média
oddéleny odstfedénim (4 000 g, 15 min, 4°C). Supernatant byl nasledné filtrovan pres filtracni
zafizeni (Stericup- Millipore) s velikosti pérd 22 um, aby byla zarucena jeho ne-infekénost. Ziskany

supernatant, ktery obsahoval smés izoenzym( Sapplp, Sapp2p a zbytk{ BSA byl dale zpracovan.
lonexova chromatografiena katexu

Prvnim chromatografickym krokem byla lonexova chromatografie. Cilem bylo zahustit a
Castecné nacistit proteinové slozky obsazené v supernatantu. Sterilni supernatant o nizké vodivosti
(2-3 mS) a pH 4 byl nanesen na kolonu s vyplni SP Sepharose fast flow (Sigma-Aldrich) ekvilibrovanou
15 mM citratovym pufrem, pH 4. Pro eluci byl pouzZit gradient iontové sily vytvoreny 1 M NaCl.
Vysledkem chromatografie byl zisk cca. 40 ml smési izoenzym( Sapplp, Sapp2p a zbytk( BSA o

primérné koncentraci 3 mg/ml.
Gelova chromatografie

Vzorky ziskané z ionexové chromatografie byly nasledné zahustény pomoci ultracentrikon(
AMICON Ultra-30 (Millipore, cut-off 30 kDa) na objem 5 ml. Poté nasledovala gelova chromatografie,

ktera slouzila k oddéleni zbylého BSA (66,5 kDa) z média od smési Sapplp a Sapp2p. Déleni probihalo
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na koloné Hi load™ 16/60 Superdex™ 75 pg (GE Healthcare), ktera byla ekvilibrivana 20 mM Bis-Tris
pufrem o pH 6,2. Pritok kolonou byl nastaven na 1 ml/min. Jednotlivé frakce byly jimany po 10 ml.
Frakce s vysokou hodnotou A,g, byly analyzovany pomoci SDS-PAGE a nasledné zpracovany. Pribéh

gelové chormatografie spole¢né SDS-PAGE analyzou je znazornén na obr. 10.
Chromatofokusace

Zavérecnym krokem izolace byla chromatofokusace vyuZivajici rozdilnych izoelektrickych
bodi izoenzymu Sapplp (pl 4.5) a Sapp2p (pl 5.2). Frakce ziskané po gelové chromatografii zbavené
BSA byly naneseny na chromatografickou kolonu Mono P ™ 5/200 GL (GE Healthcare) ekvilibrovanou
pufrem 20 mM Bis-Tris o pH 6,2. Pritok byl nastaven na 0,5 ml/min. Eluce protein( probihala

™74

klesajicim gradientem pH (20% polybuffer ™", pH 4). Frakce byly jimany po 10 ml. Priibéh separace
je dokumentovan na zdznamu chromatofokusace (obr. 11. A.). Znéj je patrné, Ze dochazelo
k Uspésné separaci obou izoenzym(. Nejdfive se zkolony uvolioval izoenzym Sapp2p s vyssi
hodnotou pl a poté nasledoval izoenzym Sapplp. Analyza frakci s vysokou hodnotou A,z byla
provedena pomoci SDS-PAGE (Obr. 11. B.). JelikoZz maji izoenzymy Sapplp a Sapp2p podobné
molekulové hmotnosti, byla pro jasnou identifikaci provedena N-koncova sekvenace. Ta potvrdila, Ze

pocatecni sekvence produktu prvniho piku chromatofokusace odpovida publikované sekvenci Sapp2p

(Obr. 9.). Vysledek N-koncové sekvenace je soucasti Pfiloh (Pfiloha ¢. 3.)

Sapplp: DSISLSLINE...

Sapp2p: SSPSSPLYFE...

Obr. 9.: Prvnich deset aminokyselin sekvence proteazy Sapplp a Sapp2p
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B. SDS-PAGE frakci z chromatofokusace smési Sapplp a Sapp2p
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Primérna ucinnost jednotlivych izolacnich krokll je dokumentovana v nasledujici tabulce
(Tab. 4.). Vprvnim kroku izolace pomoci ionexové chromatografie se dosahovalo 68% vytéziku
(81 mg). Vysledna proteinova slozka byla smési zbytkového BSA, izoenzymU Sapplp a Sapp2p.
V nasledujici gelové chromatografii doslo k oddéleni smési izoenzymU Sapplp a Sapp2p od zbylého
BSA. Prlimérny vytézek u frakci po gelové chromatografii, které obsahovaly smés izoenzym0 Sapplp
a Sapp2p byl 12% (13 mg). Frakce (Obr. 10. B., draha 2), které vedle Sapplp a Sapp2p obsahovaly
jesté zbytky BSA, tvofily po gelové chromatografii primérné 7 % (8 mg) vychoziho mnoiZstvi.
Z divodu zefektivnéni celého procesu byly takto kontaminované vzorky spojeny a pouzity v dalsim
kole nové izolace. Zavérecnym krokem izolace bylo oddéleni izoenzymu Sapplp od Sapp2p pomoci
chromatofokusace. Celkovy pramérny vytézek izoenzymu Sapp2p a izoenzymu Sapplp jednoho kola
izolace byl 1 % (1,2 mg) a 10 % (12 mg). Na rentgenostrukturni analyzu bylo zapotrebi pfiblizné
10-20 mg proteinu, proto bylo kvili nizkému vytézku izoenzymu Sapp2p nutné izolaci nékolikrat

opakovat.

Tab. 4.: Primérné vytézky a ztraty v pribéhu izolace autentické Sapplp a Sapp2p

Celkova
Koncentrace hmotnost
proteinu | Objem | proteinu | VytéZek

VZORKY (mg/ml) (ml) (mg) (%)
ionexova chromatografie
Supernatant 0,03 4000 120 100
frakce po eluci 2,5 40 100 83
frakce po zahusténi 10,1 8 81 68
gelova chromatografie
frakce 1 (Sappl1/2p+BSA) 1,1 5 5,5 5
frakce 2 (Sapp1/2p+BSA) 1,8 5 8 7
frakce 3-( Sapp1/2p) 1,2 10 12 10
chromatofokusace
frakce 1 -Sapp2p 0,6 2 1,2 1
frakce 2-Sapplp 0,7 17 12 10
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6.1.2. Krystalizace izoenzymu Sapp1p se souborem inhibitori

Zakladnim cilem predkladané rentgenostrukturni studie byla snaha, co nejlépe popsat
pomoci strukturnich dat vazbu jednotlivych vybranych inhibitori do aktivniho mista izoenzymu
Sapplp a porovnat je s vysledky namérenych inhibi¢nich konstant in vitro. Takto ziskané informace
by do budoucna mély pomoci pfi racionalnim navrhu Gc¢innéjsich a specifi¢téjsich inhibitord Sap.
Soubor inhibitort vybranych k zmapovani aktivhiho mista izoenzymu Sapplp je zobrazen v Tab. 5.
Dlavodem pro volbu nasledujicich inhibitord byla jejich strukturni blizkost se zndmym inhibitorem
aspartatovych protedz Pepstatinem A. Navrh struktur téchto inhibitorl vychazel z cilené substituce
nékterych funkénich skupin ve struktufe Pepstatinu A ve snaze zlepsit jeho inhibi¢ni schopnosti.
Soucasné, diky systematicnosti, poskytoval vysledny soubor prehled o pfispévku jednotlivych
funkénich skupin na inhibi¢ni vlastnosti jednotlivych inhibitor(l. Dalsim divodem, proc¢ byl vybran
vySe zminény soubor inhibitor(, byl fakt, Ze tato série byla jiz pouzita pro in vitro studie nékterych
sekretovanych aspartatovych protedz z kandid a jsou zndmé jejich inhibi¢ni konstanty (Pichova et al.,

2001).

Poslednim vybranym inhibitorem, ktery jsme zahrnuli do nami studované série, byl inhibitor
HIV proteazy Ritonavir. Vybér Ritonaviru pro krystalizaci se Sapplp byl podnicen studiemi, jez
prisuzuji Ritonaviru schopnost redukovat infekce zplisobené kandidami u pacientd s AIDS |ééenymi
pomoci HAART (vysoce aktivni antiretrovirdIni terapie). Dfive namérend a publikovana inhibicni
konstanta Ritonaviru pro Sapplp je milimolarni tzn., Ze je tisickrat slabsim inhibitorem nez
peptidomimetické analogy Pepstatinu A. Presto, s ohledem na vysSe popsany fakt, by nam mohl
detailni pohled zplsobu vazby Ritonaviru do aktivniho mista izoenzymu Sapplp poskytnout nové

informace a prispét do diskuze o vlivu Ritonaviru pfi Iécbé kandiddz u HIV pozitivnich pacientd.
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Tab. 5.: Soubor vybranych inhibitord pro krystalizaci v komplexu se Sapplp

No. Inhibitor Ki (nM) Strukturni vzorec
KB4 BocValValStaAlaStaOH 0,3+0,05
6
KB3 BocValValPstAlaPstOH 6,6%0,8
2
KB7 BocValValPstAlaPstNH, 0,1+0,06
0
KB7 | BocValValPstAla(3R,4R)PstOMe | 0,4+0,08
5
KB7 BocValValPstAlaOMe 14,611,6
4
KB7 BocValValPstAlaPstOMe 44+3,7
1
KB3 | BocValVal(3R,4R)PstAlaPstOMe 174124
4

Ritonavir 1900

Sta - statinovy isoster, Pst - fenylstatinovy isoster,

methoxykarbonyl

Boc - butoxykarbonyl, Iva - isovaleryl, OMe -
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PFiprava vzorku

Komplex Sapplp-inhibitor byl pfipraven smichanim enzymu s pétindsobnym molarnim
nadbytkem inhibitoru rozpusténého v dimethylsulfoxidu (DMSQ). Smés byla poté zahusténa pomoci
ultrafiltracnich cel Amicon Ultra30 (Millipore, cut-off 30 kDa, 10 x 4 min, 13000 g, 4°C) na

koncentraci 13-25 mg/ml.
Krystalizace

Pfi hledani a optimalizaci krystalizacnich podminek byly pouZity komercéné dodavané
soupravy precipitacnich roztokd PEGs suite a JCSG Core | Suite (QIAGEN). Krystalizacni podminky byly
hledany pomoci techniky difuze par (vapour diffusion technique). K nalezeni vhodnych vychozich
podminek byla pouZita metoda sedici kapky. Pomoci krystaliza¢niho robotu Crystal Gryphon (Art
Robbins) byly na 96-jamkovou desticku Intelli-plate (QIAGEN) naneseny krystalizacni kapky. Desticky
Intelli-plate umoznovaly testovani tii ridznych koncentraci proteinu. Krystaliza¢ni kapka obsahovala
0,2 ul roztoku komplexu enzym-inhibitor a 0,2 ul precipitatniho roztoku. Objem precipita¢niho
roztoku v rezervoaru byl 50 ul. Po naneseni kapek byly desticky prekryty prihlednou paskou kvali
oddéleni od vnéjsiho prostredi a skladovany pfi teploté 18°C. Proces krystalizace byl pribézné jednou
denné sledovan a vyhodnocovan pomoci optického mikroskopu (Olympus ZX10). K tvorbé prvnich
krystald dochazelo jiz po 2-4 dnech a to v zavislosti na uréitém typu komplexu enzym-inhibitor
a krystalizacnich podminkach. V nasledujici tabulce (Tab. 6.) jsou shrnuty nalezené krystalizacni
podminky pro komplex Sapplp-KB75. Obdobnym zplisobem byly hledany krystaliza¢ni podminky i u

ostatnich komplex (viz. Pfiloha ¢. 1.).
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Tab. 6.: Prehled krystalizacnich podminek pro jednotlivé komplexy enzym-inhibitor nalezenych metodou sedici

kapky v desticce Intelli-plate

Komplex Krystaliza¢ni podminka Poloha Obrazek krystalu
enzym/inhibitor v destiéce
Sapp1p/KB75 0,1M MES pH 6,5 30% PEG 300 A8
0,1M MES pH 6,5 30% PEG 400 A9
0,1M MES pH 6,5 25% PEG 550 MME A10
0,1M octan sodny pH 4,6 25% PEG 4000 Cc2
0,1M octan sodny pH 4,6 25% PEG 6000 Cc3
0,1M octan sodny pH 4,6 25% PEG 8000 c4
0,2M chlorid lithny 20% PEG 3350 E4
0,2M fosfit amonny 25% PEG 4000 H7
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V nasledujicim kroku bylo nutné z nalezenych podminek vybrat ty, u kterych jsme se
domnivali, Ze povedou k zisku krystalll vhodnych pro sbér difrakénich dat. Hlavnim kritériem zde byl
tvar a velikost krystalu. Preferovany byly proteinové krystaly vykazujici co nejvétsi soumérnost ve
tfech prostorovych osach (hranoly) pred jehlicovitymi strukturami. DalSim kritériem pro volbu
podminky bylo sloZeni precipitacniho roztoku, kde byly upfednostnény roztoky svyssSim
kryoprotektivnim ucinkem (s vysokym obsahem nizkomolekularnich polyethylenglykol(). Zvolené
krystalizacni podminky, které jsme vybrali pro dalsi optimalizaci pro jednotlivé inhibitory, jsou

shrnuty v tabulce Tab. 7.

Tab. 7.: Souhrn nalezenych krystalizacnich podminek komplexu Sapp1p s inhibitory

No. Inhibitor koncentrace podminky krystalizace
Sapplp
(mg/ml)
KB46 BocValValStaAlaStaOH 18 0.1 M MES pH 6.5, 25% PEG 550MME
KB32 BocValValPstAlaPstOH 16 0.1M MES pH 6.5, 40% PEG 200
KB70 BocValValPstAlaPstNH, 17 0.1M MES pH 6.5, 40% PEG 200
KB75 | BocValValPstAla(3R,4R)PstOMe 18 0.1 M MES pH 6.5, 30% PEG 400
KB74 BocValValPstAlaOMe 25 0.1 M MES pH 6.5, 30% PEG 400
KB71 BocValValPstAlaPstOMe 13 0.1M MES pH 6.5, 40% PEG 200
KB34 | BocValVal(3R,4R)PstAlaPstOMe 15 0.1 M MES pH 6.5, 25% PEG 550MME
Ritonavir 20 0.1 M MES pH 6.5, 30% PEG 400
Sta - statinovy isoster, Pst - fenylstatinovy isoster, Boc - butoxykarbonyl, lva - isovaleryl, OMe -
methoxykarbonyl

Krystalizacni podminky, jez byly vybrany na zdkladé podminek ziskanych pomoci metody
sedici kapky, byly dale optimalizovany metodou visici kapky. Pfi této metodé bylo do 24-jamkovych
desticek EasyXtal Tool (QIAGEN) naneseno 1-3 pl pfislusného precipitacniho roztoku a
1-3 pl roztoku komplexu enzym-inhibitor, pfiéemz poméry komplex:precipitacni roztok se liSily u
jednotlivych inhibitor(. Testované poméry komplex:precipitacni roztok ve vysledné kapce o objemu
4 ul byly 1:3, 1:1 a 3:1. Objem precipitacniho roztoku v rezervodru byl 500 pl. V pfipadé, Ze jsme
nebyli schopni ziskat dostatecné velky krystal pro sbér difrakénich dat, byla pro optimalizaci
podminek wvyuZita metoda ockovani krystald (makroseeding). Metoda spocivala v zachyceni
krystalizacnich jader z kapky koci¢im vousem a nasledné preneseni do nové kapky s roztokem
s koncentraci proteinu nizsi nez v plvodni kapce. Desticka byla opét skladovana pfi teploté 18°C a
mikroskopicky kontrolovana. Po 1-3 dnech dochazelo k tvorbé prvnich pozorovatelnych krystal(, jez
dosahly konecné velikosti po 5-7 dnech. Po této dobé uZ se krystaly nezvétSovaly, a pokud nebyly

zmrazeny do tekutého dusiku, zacaly starnout. Vysledné krystaly vhodné pro rentgenostrukturni
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analyzu jsou zobrazeny na Obr. 12. Pro uchovani a dalsi manipulace byly krystaly zmrazeny v tekutém

dusiku (100 K) a uchovavany izolované v prepravkach s tekutym dusikem.
Analyza krystall

Pribéh krystalizace byl sledovan pomoci mikroskopu Olympus SZX10. Fotografie krystall byly
ziskany fotoapardtem Olympus E-620 a zpracovany softwarem QuickPhoto CAMERA 2.3. Analyza
krystalll pomoci optického mikroskopu s polariza¢nim filtrem nam slouzila k prvotnimu hrubému
rozliSeni, zda ndmi pozorovany krystal je proteinové povahy nebo se jedna pouze o anorganickou sul.
Zde jsme vyuzili pfirozené vlastnosti proteinli ménit v roviné polarizovaného svétla své zabarveni

(Obr. 12.).

e

'_'h'——'
KB34 0,2M amonium sulfate 20%PEG 3350

KB75 0,1M MES pH 6,5 25%PEG 550 MME

S

KB71 0,1M MES pH 6,5 30%PEG 400 KB74 0,1M MES pH 6,5 30%PEG 400
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KB32 0,09M MES pH 6,5 27%PEG 400 KB70 0,1M MES pH'6,5 40%PEG 200

KB46 0,1M MES pH 6,5 30%PEG 400

Obr. 12. A: Krystaly komplext Sapplp s inhibitory vhodné pro rentgenostrukturni analyzu. Uveden je nazev
inhibitoru a krystaliza¢ni podminka.

Komplex Sapp1lp s inhibitorem: A. KB34 po 3 dnech, B. KB75 po 2 dnech, C. KB71 po 2 dnech, D. KB74 po 4
dnech, E. KB70 po 2 dnech, F. KB32 po 5 dnech, G. KB46 po 4 dnech

Z obrazk( je patrné, Ze krystaly komplex(i zaujimaly rGzné tvary a velikosti. Komplex
s inhibitorem KB34 tvofil krystaly ve tvaru Sestilhelnikového hranolu. Komplex s inhibitorem KB75
tvofil oddélené hladké krystaly ve tvaru mandle prlimérné velikosti 1000 um. Komplex s KB71
formoval krystaly obdobnych tvard jako KB75 s tim rozdilem, Ze se podafilo ziskat krystaly vétsich
velikosti. Komplex s KB74 wvytvarel velké mnoZstvi malych krystalkd o prdmérné velikosti
600 um. Shluky krystalG soustfedujicich se do stfedu kapky tvofil komplex s inhibitorem KB32.
Krystaly nejvétSich rozmérQ tvoril komplex s inhibitorem KB70, jehoZ krystaly dosahovaly délky az

2500 um. Komplex s KB46 vytvarel mandlovité krystaly o primérné velikosti 700 um.

Komplex Sapplp s Ritonavirem byl zcelé série posledni. Krystalizace vtomto pfipadé
probihala témér obdobnym zplsobem jako u predchazejicich komplext. Ke tvorbé krystall Sapp1p-
ritonavir v prostredi precipitantu (0.1 M MES pH 6.5, 30% PEG 400) dochazelo béhem 24 hodin.

Krystaly vyrlstaly do podoby rdzZice, kdy maximalni velikosti dosahovaly po 48 hodinach od zacatku
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kultivace. Na rozdil od predchozich krystald (Sapplp-inhibitor) v pfipadé Sapplp a Ritonaviru
dochdzelo u vzniklych krystall k jejich pomérné rychlé degradaci. Po 5 dnech se zacalo projevovat
rychlé starnuti krystal a dochazelo k postupnému rozpadani (Obr. 13.). Ztohoto dlivodu bylo
nezbytné vybrané krystaly pro sbér difrakénich dat co nejdfive zmrazit. Z rlzice krystal( (Sapplp-
Ritonavir) byly jednotlivé krystaly pod mikroskopem vypreparovany a okamzité zmrazeny. Pfedbézna
rentgenostrukturni analyza takto ziskanych krystald odhalila zajimavou skutecnost. Vsechny nami
ziskané krystaly byly podrobeny rentgenostrukturni analyze na domdacim pracovisti UOCHB AV CR,
kde se ukazalo, Ze vétsina testovanych krystalli obsahovala pouze enzym Sapplp bez pfitomnosti
Ritonaviru. Presto se u dvou nami ziskanych krystal( podafilo Uspésné nalézt kompletni komplex
Sapplp-ritonavir. MozZnou pricinou nizkého zastoupeni komplex( Sapplp s navdzanym Ritonavirem

muZe byt jeho slabd inhibi¢ni konstanta (Ki = 1900 nM).

Ritonavir 0,1M MES pH 6,5 30%PEG 400 Ritonavir 0,1M MES pH 6,5 30%PEG 400

Obr. 13.: Krystaly komplex( Sapplp s Ritonavirem. Uveden je ndazev inhibitoru a krystalizaéni podminka. A.

Krystaly po 48 hodinach rlstu. B. Krystaly po 6 dnech rdstu

6.1.2.1. Vyhodnoceni namérenych dat pro komplexy se Sapp1p

Sbér difrakénich dat a nasledné feseni struktur bylo provedeno ve spolupraci s Dr. Jitim
Bryndou a Dr. Jitim Dostalem, UOCHB AV CR. Zakladni analyza krystal byla provedena na pfistroji
Mar345 (Marresearch), UOCHB AV CR. Smyslem bylo otestovat kvalitu krystald a ziskat informaci, zda
enzym obsahuje v aktivnim misté navazany inhibitor. Na zakladé ziskanych vysledkd byly krystaly
vhodné pro sbér difrakénich dat na synchrotronu uskladnény v tekutém dusiku pfi 100 K. Samotné
méreni na synchrotronu v Berliné paprskem MX14.2 pfi teploté 100 K provedli Dr. Jifi Brynda a Dr. JiFi
Dostal, UOCHB AV CR. Ziskana difrakéni data byla integrovédna a redukovdna s vyuZitim softward
MOSFILM a SCALA. Struktura byla nasledné fesena pomoci molekulového nahrazeni s vyuZitim
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programu Molrep, coz provedl Dr. Jifi Brynda. Jako vychozi model slouzZila struktura Sapplp
s Pepstatinem A (PDB ID: 3FV3). Struktura byla upfesnéna pomoci programi REFMAC 5.2. a Coot.
Kvalita vysledného modelu byla vyhodnocena s vyuZitim programu Molprobity. Obrazky struktur
v této diplomové praci, jez slouzily k vyhodnoceni vysledkl, byly zpracovany pomoci programu

PyMOL.

Porovnani vazby vybranych inhibitorl s vazbou Pepstatinu A do aktivniho mista Sapplp je
zobrazeno v ptilohach (Pfiloha €. 2.). V nésledujici tabulce (Tab. 8.) je uvedena statistika namérenych
dat jednotlivych komplexd. Strukturu Sapplp s inhibitorem KB34 se nepodafilo zmérit, jelikoz
vysledkem krystalizace byly pouze prazdné proteinové struktury Sapplp bez navdzaného inhibitoru.
Vzhledem k jeho nizké inhibi¢ni konstanté k Sapplp (17424 nM) se lze domnivat, Ze se inhibitor do
aktivniho mista nevaze s dostatec¢nou silou. Komplex Ritonavir se Sapplp krystalizoval do shluku
krystalQ pripominajiciho riZici, z niz jen jedna vypreparovana ¢ast obsahovala Sapplp s navazanym
Ritonavirem. Skutecnost, Ze je v aktivnim misté Ritonavir navazany, bylo mozno usuzovat pred
vlastnim sbérem kompletnich difrak¢énich dat uz z namérenych parametrd mrizky. Komplex Sapplp
s Ritonavirem mél charakteristické parametry mrizky: 62; 62; 158, na rozdil od prazdného proteinu

Sapplp: 87,8; 87,8; 158,8.

Tab. 8.: Statistika namérenych dat komplexd Sapplp s inhibitory

KB32 KB46 KB70 KB71 KB74 KB75 Ritonavir
Sbér dat
Prostorovd P222 P622 P622 P622 P4 P622 P4
grupa
Parametry mftizky
a (A) 86,8 171 173,6 173,6 123,8 172 62
b (A) 87,1 171 173,6 173,6 123,8 172 62
c(A) 158,3 257 253,7 253,7 157,9 253 158
Difrakéni data
Rozlieni (A) 1,3 1,95 1,7 1,8 1,4 1,95 2,5
Pocet reflekci 307331 72343 221557 199217 242528 | 192080 22587
Uplnost dat 96,41 98,33 97,48 100 95,17 99,18 92,5
Upresnéni
Riree (%) 18,6 26,7 23,7 24,5 18,0 20,0 31,2
R (%) 17,14 22,9 21,4 20,8 15,0 17,6 24,9
Pocet atomu 12200 10553 11091 10590 12503 11794 10124
Ramachandran (%)
Uprednostnéné 98,4 96,5 97,72 94,81 98,31 97,65 94,5
Povolené 99,8 99,6 99,9 98,65 100 99,85 99,1
Nepovolené 0,2 0,4 0,1 1,35 0 0,15 0,9
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6.1.3. Krystalizace izoenzymu Sapp2p s inhibitorem Pepstatinem A

C. parapsilosis vlastni tfi izoenzymy sekretovanych aspartatovych proteaz. Zatimco struktura
izoenzymu Sapplp je znama (PDB ID: 3FV3), struktura izoenzym( Sapp2p a Sapp3p nebyla doposud
vyreSena. Cilem této Casti diplomové prace bylo najit vhodné podminky krystalizace izoenzymu
Sapp2p s inhibitorem. Aby bylo mozné popsat nejenom celkovou strukturu, ale i detailnéji porovnat
strukturu aktivniho mista Sapp2p s ostatnimi Sap, byl pro krystalizaci se Sapp2p jako vhodny
inhibitor vybrdn Pepstatin A (Tab. 9.). Pepstatin A je hojné pouZivany inhibitor aspartatovych proteaz
a prevazina vétsina struktur aspartatovych protedz byla vyfeSena praveé s timto inhibitorem. Inhibi¢ni
konstanta pro Sapp2p je v pfipadé Pepstatinu nanomoldrni, coZ davalo predpoklad, Ze v pripadé

Uspésné krystalizace Sapp2p-Pepstatin A bude inhibitor navazan v aktivnim misté enzymu.

Tab. 9.: Inhibitor Pepstatin A

No. Inhibitor Ki (nM) Strukturni vzorec
KB92 IvaValValStaAlaStaOH 0,4+0,04 ch Chg
CH, oHaC\rCHSNH o CH, . o CH, o
HBCMNH/T /;\\%]\NH’\(;\Q/ \ﬁNH Tl

Ptiprava vzorku, hledani a optimalizace podminek probihala podobné jako u izoenzymu
Sapplp. Komplex izoenzymu Sapp2p s Pepstatinem A v pétindsobném moldrnim nadbytku byl
zahustén pomoci ultrafiltracnich cel Amicon Ultra30 (Millipore, cut-off 30 kDa, 10 x 4 min, 13 000 g,
4°C) na koncentraci 18 mg/ml. Pfi hledani krystaliza¢nich podminek byly opét pouzity komeréné
dodavané soupravy precipitacnich roztokd PEGs suite a JCSG Core | Suite (QIAGEN). Na 96-jamkové
krystalizacni desticky Intelli-plate byly obdobnym zplsobem jako v pfipadé Sapplp naneseny kapky,
které obsahovaly 0,2 pl roztoku komplexu enzym-inhibitor a 0,2 pl precipitac¢niho roztoku. Ke vzniku
krystal( Sapp2p-Pepstatin A dochazelo za stejnych podminek jako u komplexd Sapplp-inhibitor. Na
zakladé pozorovani byl jako nejvhodnéjsi pro dalsi praci vybran precipitacni roztok o slozeni 0,1M
MES pH 6,5 30% PEG 400. Vtéchto podminkach a v provedeni visici kapky na 24-jamkovych
destickach EasyXtal Tool byla provedena krystalizace Sapp2p s Pepstatinem A. Ke tvorbé krystall
dochdzelo béhem 3 dnl a maximalni velikosti bylo dosazeno béhem 7 dnll. Komplex Sapp2p
s Pepstatinem krystalizoval ve srovnani s komplexy inhibitorll se Sapplp pomaleji a Uspésnost
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krystalizace Uzce zavisela na koncentraci zahustovaného komplexu. P¥i koncentracich pod 15 mg/ml
krystaly komplexu Sapp2p s Pepstatinem nerostly v Zadnych z testovanych podminek. Pfi koncentraci
nad 24 mg/ml naopak dochazelo k precipitaci proteinu. Jako optimalni se ukazala koncentrace kolem
20 mg/ml. Krystal vhodny pro rentgenostrukturni analyzu byl ziskan po 7 dnech v podminkach 0,1M
MES pH 6,5 30% PEG 400 pti koncentraci komplexu 18 mg/ml. Svym tvarem a povrchovou strukturou
byl krystal Sapp2-Pepstatin A odliSny od predeslych krystal( Sapplp-ihibitor (Obr. 14.). Diky jeho
velikosti a tvaru bylo nutné pred tim, nez byla provedena rentgenostrukturni analyza, rozdélit krystal
na mensi ¢asti. Pod mikroskopem jsme pomoci skalpelu, rozdélili krystal na tfi ¢asti a nasledné
zmrazili pomoci tekutého dusiku. Jednotlivé kusy krystalu jsme poté podrobili predbéziné
rentgenostrukturni analyze na UOCHB AV CR. Ta ukazala, Ze nami ziskané krystaly jsou vhodné pro
méreni difrakénich dat s vysokym rozliSenim a obsahuji ve struktufe Sapp2p navdzany Pepstatin A.
Dalsi méreni jiz bylo provedeno na zdroji s vyssi intenzitou rentgenového zareni (Synchrotron-Berlin,

Dr. Jifim Bryndou a Dr. Jifim Dostalem).

Sapp2p/Pepstatin A 0,1M MES pH 6,5 30%PEG 400

Obr. 14.: Krystal komplexu Sapp2p s Pepstatinem A po 7 dnech

6.1.3.1. Vyhodnoceni namérenych dat pro Kkomplex Sapp2p

s Pepstatinem A
Statistika namérenych difrakcnich dat je uvedena v nasledujici tabulce (Tab. 10.). Vysledkem
méfeni byla struktura komplexu izoenzymu Sapp2p s Pepstatinem A v rozlideni 0,83 A. Toto vysoké

rozliSeni fadi strukturu Sapp2p mezi prvnich 60 nejlepSich doposud publikovanych struktur v PDB
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(protein data bank) databazi. Zarovern umoZnuje mnohem detailnéjsi pohled na zplsob vazby

inhibitoru do aktivniho mista protedzy, nez je tomu u struktur s horsim rozliSenim.

Tab. 10.: Statistika namérenych dat proteinového komplexu Sapp2p s Pepstatinem A ve srovndani se statistikou

namérenych dat komplexu Sapplp — Pepstatin A

Sapp2p — Pepstatin A Sapplp — Pepstatin A *

Sbér dat Sbér dat

Prostorova grupa || P622 Prostorova grupa || P2
Parametry mrizky Parametry mrizky

a (A) 48,2 a (A) 86,5
b (A) 57,8 b (A) 194,2
c(A) 54,4 c(A) 97,2
Difraké¢ni data Difrakcni data

Rozlieni (A) 0,83 Rozligeni (A) 1,85
Pocet reflekci 248399 Pocet reflekci 269660
Uplnost dat 92,07 Uplnost dat 99,9
Upresnéni Upresnéni

Rfree (%) 12'8 Rfree (%) 19'0
R (%) 12,3 R (%) 16,6
Pocet atomli 3081 Polet atom{i 23536
Ramachandran (%) Ramachandran (%)
Upfednostnéné 96,72 Upfednostnéné 91,6
Povolené 99,1 Povolené 100
Nepovolené 0,9 Nepovolené 0

* Dostal et al., 2009

Struktura Sapp2p s navazanym Pepstatinem A je zobrazena na Obr. 15. A. Z pohledu na
celkovou strukturu a topologii Sapp2p je patrné, Ze se podoba klasické strukture aspartatovych
protedz. Protein je sloZzeny ze dvou domén, na jejichZ rozhrani se nachazi vazebné misto pro substrat.
Kazda z domén disponuje jednim katalytickym aspartatem. Stejné jako Sapplp a jiné aspartatové
protedzy ma také Sapp2p chlopen aktivniho mista tvorenou dvéma antiparalelnimi B-listy. Tato

chlopen, kdy je v aktivnim misté navazany Pepstatin A, zaujima tzv. uzavienou konformaci.

Z porovnani struktur Sapp2p a Sapplp vyplyva, Ze i s ohledem na celkovou sekvencni identitu
57 % jsou si struktury velice podobné. V sekundarni strukture Sapp2p stejné jako ve strukture Sapplp

prevladaji B-listy (Obr. 15. B.). | pfes vysokou strukturni podobnost byly pfi porovnani struktur obou
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izoenzym{ objeveny nasledujici rozdily. Sapp2p obsahuje deleci aminokyselin 131-138, jeZ u Sapplp
tvofi smycku interagujici s chlopni aktivniho mista. Inzerce 302-305 v sekvenci Sapp2p zpUsobuje
prodlouZeni smycky a tim uzsi vstup do aktivniho mista. Dalsi rozdil najdeme ve smycce tvorené
aminokyselinami 244-256 u Sapplp, ktera ve struktufe Sapp2p neni formovana do dvou
antiparalelnich B-listl. Podobné je tomu u sekvence aminokyselin Sapp2p 284-299, ktera rovnéz
neformuje strukturu antiparalelnich B-listd jako u Sapplp. Dale se lisi N-konce obou izoenzym.

N-konec Sapp2p neni tvofen B-listem jako je tomu u Sapplp.

Obr. 15. A.: Komplex Sapp2p s inhibitorem Pepstatinem A v aktivnim misté

Zelené je zndzornény Pepstatin A, ¢ervené katalytické aspartaty.
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>N—> —> > — B —list
Sapplp D----DTILGDNFLRHAYYLLYNLDANTISIAQ-—==—~ -VKYTTDSSISAV

15. B.: Alignment aminokyselinovych sekvenci Sapp2p a Sapplp se znazornénymi sekundarnimi strukturami

Tabulka 11. srovnava, jaké aminokyseliny aktivniho mista Sapplp a Sapp2p se ucastni vazby
Pepstatinu A. Pro vazebné misto S4 je konzervovanou aminokyselinou threonin, pro misto S2 jsou to
aminokyseliny glycin a aspartat. Misto S2 izoenzymu Sapp2p disponuje jesté jednim glycinem, kde se
v S2 u Sapplp na jeho misté nachazi tyrosin. Mista S1 a S1° jsou u obou izoenzymi zastoupena
stejnymi interagujicimi aminokyselinami, tfemi aspartaty. Nejvétsi rozdily najdeme ve vazebném
misté S3, kde v ptipadé Sapplp sinhibitorem interaguji glycin a threonin, zatimco u Sapp2p je to
jedna aminokyselina, tyrosin. Shrneme-li informace plynouci z tabulky ¢. 11., miZeme konstatovat, Ze
aktivni mista obou enzymu jsou si strukturné podobna. Na vazbé substratu se u obou enzyma podileji
vfadé pripadd stejné aminokyseliny. Toto tvrzeni podporuje i fakt, Ze hodnoty namérenych
inhibi¢nich konstant pro Sapp2p - Pepstatin A (0,4 nM) a pro Sapplp - Pepstatin A (0,3 nM) jsou si
velmi blizké.
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Tab. 11.: Porovnani vazby Pepstatinu A do aktivniho mista Sapplp a Sapp2p. Aminokyseliny aktivhiho mista

interagujici s Pepstatinem A. Zvyraznény jsou shodné aminokyseliny pro oba izoenzymy.

Submista Sapplp* Sapp2p
S4 Thr 224 Thr 215
S3 Gly 222
S3 Thr 223 Tyr 218
S2 Gly 79 Gly 78
S2 Tyr 78 Gly 76
S2 Asp 80 Asp 79
S1 Asp 32 Asp 32
S1’ Asp 220 Asp 211
S1’ Gly 34 Gly 34
S2° Tyr 87

* Dostal et al., 2009, PDB ID: 3FV3

6.2. Alternativni pireklad CUG kodénu u C. parapsilosis

C. parapsilosis je schopna prekladat standartni leucinovy kodén CUG majoritné serinem.
Procentudlni zastoupeni dosazeni serinu nebo leucinu za kodén CUG bylo studovano hlavné u
C. albicans, kde bylo zjisténo, Ze se inkorporace leucinu mizZe zvysovat spolecné s kultivaci kvasinky
za stresovych podminek (viz. Kap. 3.3.). Doposud se vsak Zadna studie nezabyvala pfesnym pomérem
dosazovani serinu misto leucinu za kodén CUG u C. parapsilosis. Tato ¢ast diplomové préace se vénuje
alternativnimu prekladu kodénu CUG u C. parapsilosis a sleduje jeho vliv na konkrétni enzym -
protedzu Sapplp. Kanalyze byl pouZit vzorek izoenzymu Sapplp izolovaného zkmene CP69
pochazejiciho z klinického izolatu FN Olomouc (izolace viz. Kap. 6.1.1.). Tento enzym obsahuje jeden
CUG koddn, jehozZ prekladem se inkorporovany serin/leucin nachazi v pozici aminokyseliny 193. Jako
standart, kde kalternativnimu prekladu nedochdazelo, jsme pouzili vE. coli rekombinantné
pfipraveny izoenzym Sapplp. DNA pouZitd jako templat pro pripravu inzertu enzymu Sapplp do

expresniho vektoru byla izolovana rovnéz z kmene CP69.
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Exprese, izolace a aktivace rekombinantni proSapp1p

Pro experimenty, jeZ se zabyvaji alternativnim prekladem CUG koddénu u C. parapsilosis, bylo
nutné ziskat izoenzym Sapplp, ktery bude v pozici aminokyseliny 193 obsahovat pouze leucin. Tento
protein bude vyuZit ke srovnani s autentickym proteinem Sapplp, jehoz CUG koddn je kvasinkou
prekladan majoritné serinem. Pro tento Ucel byl zvolen expresni systém E. coli, jelikoZ translacni
aparat baktérie prekldda CUG koddn standardné leucinem. Po zvoleni expresniho systému

nasledovala exprese a izolace dostate¢ného mnozstvi purifikovaného rekombinantniho proSapp1lp.

Prvnim krokem byla transformace kompetentnich bunék E. coli BL21(DE3) plasmidem
pSIT-pro-Sapplp s ampicilinovou rezistenci (poskytnut Dr. Jifim Dostdlem, UOCHB AV CR). Kmen
BL21(DE3) slouzi k expresi genli klonovanych do bakteridlnich expresnich plasmidd. Transformované
bunky byly inkubovany v LB médiu pfi teploté 37°C po dobu 1h. Kolonie obsahujici plasmid byly
vyselektovany na agarovych miskach sampicilinem. Kultivace transformovanych bunék E. coli
BL21(DE3) obsahujici vneseny plasmid probihala v selekénim LB médiu s pfidavkem ampicilinu za
stalé aerace pfi teploté 37 °C a 220 rpm aZ do ODssp nn™ 0,8, kdy byl ke kultufe pro indukci exprese
proSapplp pridan analog laktézy IPTG. Po tfech hodindch od indukce byla kultivace ukoncena. Buriky

byly od média oddéleny odstfedénim (8000 g, 15 min).

Dalsim krokem byla izolace a rozpousténi inkluznich télisek. Ke sklizenym bunkam byl pro
rozruseni bunécnych stén pfidan lysozym. Pro zefektivnéni rozruseni bunék byla bunécna suspenze
sonikovana. Pomoci SDS-PAGE analyzy bylo prokdzdno, Ze je rekombinantni proSapplp produkovan
do inkluznich télisek. Inkluze oddélené od bunéénych zbytkd odstfedénim byly promyty promyvacim
pufrem. Precisténa inkluzni téliska byla rozpusténa v denaturacnim pufru obsahujicim 8 M mocovinu.
Nerozpusténé zbytky byly odstranény odstfedénim (6000 g, 10 min). Denaturovany protein byl
postupné renaturovan. Podle predeslych pokusl s proenzymy jinych kandidovych proteaz byla
renaturace proSapplp provadéna do roztok( s pH pohybujicim se okolo fyziologického pH 7,2, aby
nedochazelo k predcasné aktivaci proenzymu. Renaturace byla provadéna postupnou dialyzou pres
dialyzacni stfevo (cut-off 6-8 kDa), pfi které byla koncentrace denaturacniho cinidla v dialyzacnim
pufru postupné sniZzovana z 8 M mocoviny pres 6 M, 4 M a 2 M mocovinu k pufru bez mocoviny.
Dialyza byla provadéna pfi 4 °C a kazdy krok trval pfiblizné 6 h. Jednotlivé kroky izolace proSapplp
byly sledovany pomoci SDS-PAGE (Obr. 16.).
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Obr. 16.: SDS-PAGE pribéhu purifikace proSapplp

ST. Molekulovy standart, 1. Buriky pred indukci, 2. Buniky po indukci, 3. Suspenze rozpusténych
inkluznich télisek

Gelova chromatografie

JelikoZ v predeslém kroku izolace doslo k nafedéni roztoku, bylo nutné dialyzovany roztok
zahustit. K tomuto ucelu byla pouZita cela s ultrafiltracni membranou AMICON Ultra-30 (Millipore,
cut-off 30 kDa). Vzorky byly odstfedény (4 x 20 min, 4000 g) z objemu pfiblizné 40 ml na 5 ml
s primérnou koncentraci 4 mg/ml. Takto pripraveny roztok obsahoval jesté znacny podil
znecistujicich latek, hlavné proteiny o vyssi molekulové hmotnosti nez je proSapplp. Pro izolaci
proSapplp od znedistujicich proteind sjinou molekulovou hmotnosti byla wvyuZita gelova
chromatografie na FPLC Akta Explorer (GE Healthcare). Kolona Hi load™ 16/60 Superdex™ 75 pg
byla ekvilibrivana 100 mM Tris-HCI pufrem o pH 7,2 a pritok byl nastaven na 1 ml/min. Jednotlivé
frakce byly jimany po 10 ml. Frakce s vysokou hodnotou A,g, byly analyzovany pomoci SDS-PAGE.
Chromatograficky zaznam purifikace je znazornén na Obr. 17. A. a analyza frakci s vysokou hodnotou

A,g0 pomoci SDS-PAGE na Obr. 17. B.
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Obr. 17.: A. Chromatograficky zaznam izolace proSapplp
B. SDS-PAGE pribéhu chromatografie proSapplp
ST. Molekulovy standart, 1. Frakce A3, 2. Frakce A4, 3. Frakce A5, 4. Frakce A6, 5. Frakce A7.

Vysledkem izolace byla c¢tvrtd a pata frakce obsahujici proenzym proSapplp (40 kDa)
izolovany od znecistujicich proteind. Vysledny objem ziskaného proenzymu byl 20 ml o primérné
koncentraci 0,4 mg/ml. Celkové mnozstvi proSapplp ziskaného z vychoziho objemu 4 | kultivaéniho

média jednoho kola izolace ¢inilo 8 mg/ml.

Aktivace proSapplp

Pro aktivaci nativni protedzy Sapplp bylo nutné zizolovaného proenzymu proSapplp
odstépit N-koncovou sekvenci (propart). Jeho ptitomnost je nezbytna pro zabranéni predcasné
aktivaci proteazy a zdroven pro spravné sbaleni proteinu do aktivni formy. Z pfedeslych studii
zabyvajicich se studiem aktivace Sapplp bylo zndmo, Ze k procesu aktivace u Sapplp muZe dojit
dvojim zplsobem (Dostal et al., 2005). Za prvé autoaktivaci za nizkého pH , kdy vysledkem je produkt
o 1 aminokyselinu kratsi nez publikovana sekvence Sapplp (Obr. 18.), nebo za druhé asistovanou
aktivaci za pomoci KEX2 protedzy. ProtoZe cilem experimentdlni casti zabyvajici se vlivem

alternativniho prekladu CUG koddnu na funkci izoenzymu Sapplp bylo porovnat enzymatické aktivity
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dvou variant proteaz liSici se zdaménou pouze jedné aminokyseliny (serin193 za leucin193), bylo nutné
ziskat rekombinantni Sapplp s uplnou délkou sekvence. Tudiz autoaktivace rekombinantni

proSapplp nebyla vhodnou alternativou a bylo nutné pro aktivaci vyuzit procesu asistované aktivace.

propart maturni enzym
—— i

..EALLREKRDSISLSLI. +———

Asistované Stépeni Autoaktivace

Obr. 18.: Cast aminokyselinové sekvence proSapplp. Znazornéni §tépného mista pii asistované aktivaci a

autoaktivaci. Zluté je zvyraznéna sekvence Arg-Lys, potenciadlni misto pro §tépeni trypsinem

Asistovana aktivace trypsinem

Trypsin je serinova protedza s podobnou substratovou specifitou jako nékteré processingové
Kex2 protedzy a byl jiz s uspéchem vyuZit k aktivaci rekombinantniho proenzymu Saptlp (Lin et. al.,
1993) a k aktivaci rekombinantniho proSapp2p (Merkerova et al., 2006). Z tohoto dlvodu byl zvolen
jako vhodny enzym pro simulaci asistované aktivace proSapplp. Prvnim krokem bylo nalézt vhodné
podminky aktivace, tak abychom ve vysledku ziskali dostate¢né mnozstvi aktivniho enzymu Sapplp
pro dalsi analyzy. K purifikovanému proSapp1p (0,7 mg/ml, 20 mM Tris-HCl pH 7,2) byl pfidan trypsin
tak, aby jeho vysledna koncentrace byla 0,5 pg/ml. Tato reakéni smés byla inkubovana pfi laboratorni
teploté a po urcité dobé byla pomoci SDS-PAGE provedena analyza velikosti produkt( reakce (Obr.
19.). Sestépeny produkt byl ziskan v pH 7,2 jiz po 5 min Stépeni trypsinem a Uplné degradovan byl uz
po 1 h inkubace. Takové rychlé stépeni bylo nezadouci, proto bylo pro stépeni zvoleno nizsi pH. Po
snizeni pH ze 7,2 na 6 nedochazelo k autoaktivaci proteazy a zaroven doslo ke sniZeni Gcinku Stépeni
(obr. 20. A.). Timto postupem byla posléze nalezena vhodna doba inkubace proenzymu s trypsinem.
Degradacni Ucinek trypsinu byl zastaven snizenim pH na 3,5 a inhibici vhodnym inhibitorem (TPLC
nebo PMSF). Vysledna koncentrace inhibitoru byla 0,5 pig/ml. Testované podminky inhibice trypsinu
byly sledovany pomoci SDS-PAGE a jsou zobrazeny na obr. 20. B. Zvysledk( inhibice plyne, Ze

nejefektivnéji inhiboval inhibitor trypsinu TPLC.
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Pro potvrzeni, Ze dochazi k odstépeni celého propartu a nedochazi k autoaktivaci, byl uréen
N-konec Stépeného produktu. Vysledek N-koncové sekvenace (DSISL) byl porovnan s publikovanou
sekvenci Sapplp (viz. Pfiloha ¢. 3.). N-koncova sekvence potvrdila, Ze pomoci trypsinu za vyse

zminénych podminek bylo dosazeno Uplného odstépeni propartu v poZzadovaném misté. Trypsin je

tedy vhodny pro asistované Stépeni proSapplp.
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Obr. 19.: SDS-PAGE pribéhu stépeni proSapplp trypsinem v 20mM Tris-HCl, pH 7,2, laboratorni teplota.

ST. Molekulovy standart, 1. Smés proSapplp s trypsinem po 5 min, 2. Smés proSapplp s trypsinem po 15 min,

3. Smés proSapplp strypsinem po 30 min, 4. Smés proSapplp strypsinem po 1 h
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Obr. 20.: SDS-PAGE pribéhu inhibice smési proSapp1lp s trypsinem za laboratorni teploty.

A. ST. Molekulovy standart, 1. proSapplp strypsinem pH 6, 5 min, 2. proSapplp strypsinem pH 6,
30 min, 3. proSapplp s trypsinem pH 6, 1 h

B. ST. Molekulovy standart, 1. proSapplp s trypsinem s PMSF, 10 min, 2. proSapplp s trypsinem s PMSF, 1 h, 3.
proSapplp strypsinem s PMSF, 24 h, 4. proSapplp strypsinem s TPLC, 10 min, 5. proSapplp s trypsinem

s TPLC, 1 h, 6. proSapplp s trypsinem s TPLC, 24 h

6.2.1. Hmotnostné spektroskopicka analyza zastoupeni jednotlivych

variant Sapp1p vzniklych vlivem alternativniho piekladu ve vzorcich z
klinickych izolatt
Pro zjisténi zdali se alternativni preklad CUG koddnu projevi na proteinové Urovni u Sapplp z

kultury C. parapsilosis jsme pouZzili HPLC chromatografii s hmotnostnim detektorem.

Vzorky rekombinantni Sapplp a autentické Sapplp byly izolovany pomoci SDS-PAGE.
Rekombiantni Sapplp byla pouZita jako standard pro leucinovou formu enzymu. Po obarveni
Coomassie blue byly prouzky o molekulové hmotnosti odpovidajici protedzam vyrezany z gelu a

zpracovany podle metody 6.1.1. Pro Stépeni proteind byly pouZity proteazy trypsin, chymotrypsin a

endopeptidaza Asp-N.
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Ziskané stepy byly poté analyzovany na hmotnostnim spektroskopu AB SCIEX TripleTOF™
5600 s HPLC systémem Dionex ULTIMATE 3000. Interpretace hmotnostnich spekter byla provedena

ve spolupraci s Dr. Zuzanou Demianovou z laboratofe hmotnostni spektroskopie UOCHB AV CR.

Vysledkem méreni bylo nelplné pokryti sekvence Sapplp pomoci $tépl vzniklych stépenim
trypsinem a chymotrypsinem. Tyto enzymy se ukazaly pro Ucely nasi prace jako nevhodné, protoze
neposkytovaly $tepy s mistem vyskytu aminokyseliny v pozici 193 (Leu/Ser). UpIné pokryti sekvence
Stépy (100 %) prineslo aZz stépeni pomoci endopeptidazy Asp-N (Obr. 21.). Ze ziskanych dat vyplyva,
Ze ve vzorku rekombinantniho enzymu (standart pro leucin 193) se nachazela pouze leucinova forma
Stépu. Ve vzorku autentické Sapplp byly nalezeny pouze peptidové Stépy se serinem 193. JelikoZ ve
vzorku autentické Sapplp nebyla pomoci hmotnostni spektroskopie zjisténa pritomnost leucinové
formy, Ize usoudit, Ze pfi kultivaci kmene provedenym postupem (Kap. 6.2.1.) preklada C. parapsilosis
CUG koddn pouze serinem, nebo ho preklada leucinem vtak malém mnoizstvi, Ze jeho celkové

zastoupeni ve vzorku bylo pod detekénim limitem pouZité metody.
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Obr. 21.: Ukdzka vystupu z programu ProteinPilotTM Software. Pokryti sekvence autentické Sapplp pomoci

$tépud Asp-N je oznacena zelené.
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6.2.2. Vliv alternativniho prekladu CUG kod6énu na strukturu a funkci
proteazy Sapplp

Gen SAPP1 obsahuje jeden CUG koddn, jehoZ prekladem se inkorporovany serin (serin 193)
nachdazi ve strukture protedzy Sapplp ve smycce pobliz aktivniho mista. Porovnanim struktur Sapplp
se strukturami Sap tfech klinicky vyznamnych druhi kandid se ukazalo, Ze je tato smycka strukturné
konzervovana (obr. 22.). OvSem pouze u Sapplp je serin vtéto smycce kdédovan CUG koddnem.
Seriny v analogické pozici u Saplp a Saptlp jsou kdédovany klasickymi koddny pro serin. Smycka
neinteraguje se substratem-inhibitorem pfimo, ale nachazi se v jeho tésné blizkosti. Rozhodli jsme se
porovnat strukturu rekombinantni Sapplp s autentickou Sapplp, abychom zjistili, zdali ma zdména

leucinu za serin vliv na strukturu smycky a na celkovou strukturu protedzy.

C. parapsilosis

C. tropicalis
C. albicans
Ser 190/191/193
in Sapl/Saptlp/Sapplp
C. parapsilosis: GGVDNAKYSG KLVAEQVT SS QALTISLASV
C. tropicalis: GGVDNAKYTG TLTALPVT SS VELRVHLGSI
C. albicans: GGVDNAKYTG SLTALPIT SS NELRVQLSTI

Obr. 22.: Srovnani struktur sekretovanych aspartatovych proteaz Saptlp, Saplp a Sapplp tfech klinicky
vyznamnych druh( kandid. Zobrazen je rovnéz alignment ¢asti aminokyselinovych sekvenci Saptlp, Saplp a

Sapplp odpovidajici smycce se serinem 191/190/193 zvyraznéného Cervené.
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Struktura rekombinantni Sapplp s Pepstatinem A byla vyie$ena Dr. Jifim Dostdlem, UOCHB
AV CR (struktura neni publikovéna). Struktura autentické Sapplp s Pepstatinem A pochazi z databaze
PDB, ID: 3FV3. Ze srovnani struktur rekombinantniho izoenzymu Sapplp (193 leucin) a autentického

izoenzymu Sapplp (193 serin) je patrné, Ze se struktury od sebe vyznamné nelisi (Obr. 23.). Ze

srovnani plyne, Ze alternativni preklad CUG kodénu nema vliv na strukturu Sapplp.

Obr. 23.: Srovnani struktur rekombinantni Sapplp a autentické Sapplp. Zelena = Rekombinantni Sapplp,

Modra = Autentickd Sapp1p, Cervené = leucin, = serin, Fialové = Pepstatin A

Smycka s aminokyselinou 193 se nachdzi na povrchu struktury ve vzdalenosti 7,8 A od
Pepstatinu A. Tato smycka je formovana mezi dvéma B-listy (B-list S12 a S13 ve struktufe Sapplp
publikované Dostal et al., 2009). Abychom potvrdili zjisténi ze strukturniho srovnani, rozhodli jsme se
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otestovat mozny vliv zamény serinu 193 za leucin 193 pomoci méfeni inhibi¢nich konstant se sadou
inhibitor(. Zakladem pokusu bylo méreni Stépeni chromogenniho substratu KPAEFNphAL
inhibovaného sadou 8 peptidovych inhibitor véetné Pepstatinu A pomoci kapalinové chromatografie

na pfistroji Agilent 1200 (Agilent Technologies)(viz. Tab. 8.).

Analyzovana reakéni smés obsahovala 200 pl 150 mM citrdtového pufru o pH 3,5, 20 pl
chromogenniho substratu KPAEFNphAL, 6 pl enzymu (c = 0,2 mg/ml) a urcité mnoZstvi inhibitoru
volené podle velikosti ofekavdné inhibi¢ni konstanty (2-80 pl). Reakce probihala 5 min pfi 37°C
a zastavena byla pfidavkem 50 pl 20% TFA. Smés byla poté nanesena na HPLC kolonu (SB-C18,
Agilent Technologies). Méreni probihalo v gradientu metanol/voda. Kazdy inhibitor byl méfen tfikrat
a vysledna hodnota byla primérem tii naméfenych hodnot. Vyhodnoceni vysledkl bylo provedeno

podle metody uvedené v kapitole 5. 2. 10.

Namérené inhibicni konstanty pro vsechny inhibitory uvedené v tabulce Tab. 8. jsou
nanomolarni tzn., Ze tyto inhibitory maji velmi dobré inhibi¢ni Gcinky. Nejslabsim inhibitorem je
v porovnani s ostatnimi KB34. Z porovnani hodnot Ki pro rekombinantni a autentickou Sapplp
vyplyva, Ze hodnoty se od sebe v ramci chyby méreni nelisi, tudiz Ze zaména leucinu za serin v pozici
193 nema vliv na schopnost protedzy interagovat s inhibitorem. Spolecné s informacemi ziskanymi ze
strukturniho srovndni autentické a rekombinantni Sapplp lze usoudit, Ze alternativni preklad CUG

koddnu nema za ndmi testovanych podminek vliv na strukturu a funkci Sapp1p.

Tab. 8.: Namérené inhibicni konstanty pro rekombinantni Sappl v porovnani sinhibi¢nimi konstantami

autentické Sapplp. Uveden je vzorec inhibitoru, namérena hodnota Ki a smérodatna odchylka dKi.

No. Inhibitor Autenticka Sapplp* | Rekombinantni Sapplp
Ki £ dKi (nm) Ki £ dKi (nm)

KB92 IvaValValStaAlaStaOH 0,3+0,03 0,3+0,071

KB46 BocValValStaAlaStaOH 0,3+0,05 0,35+0,034

KB32 BocValValPstAlaPstOH 6,6+0,8 6,7 £0,98

KB70 BocValValPstAlaPstNH2 0,1+0,06 0,19 £ 0,07

KB34 BocValVal(3R,4R)PstAlaPstOMe 174 £ 24 201 £ 36

KB75 BocValValPstAla(3R,4R)PstOMe 0,4+£0,08 0,38+0,125

KB74 BocValValPstAlaOMe 14,6 £1,6 17,03+1,9

KB71 BocValValPstAlaPstOMe 44 +3,7 51+5,1
Sta - statinovy isoster, Pst - fenylstatinovy isoster, Boc - butoxykarbonyl, Iva - isovaleryl, OMe -
methoxykarbonyl

* Pichova et al., 2001

-71-



4 W
Zaver
Izolaci autentickych izoenzym( Sapplp a Sapp2p sekretovanych C. parapsilosis do média bylo

ziskdno dostatecné mnozstvi enzymi pro rentgenostrukturni analyzy.

Hledanim a optimalizaci krystalizacnich podminek metodou difuze par byly nalezeny vhodné
podminky pro krystalizaci izoenzymu Sapplp s vybranymi inhibitory a izoenzymu Sapp2p
s Pepstatinem A. Krystaly byly ziskany jiz béhem prvnich krystaliza¢nich pokus(. Optimalizaci

byly nasledné ziskany krystaly vhodné pro rentgenostrukturni analyzy.

Podarilo se ziskat rentgenostrukturni data komplext Sapplp s inhibitory s rozli§enim 1,95 A
pro KB46, 1,3 A pro KB32, 1,7 A pro KB70, 1,95 A pro KB75, 1,4 A pro KB74 1,8 A pro KB71 a
2,5 A pro Ritonavir. Strukturu Sapplp s inhibitorem KB34 se nepodafilo zméfit, jeliko?
vysledkem krystalizace byly pouze prazdné proteinové struktury Sapplp bez navdzaného
inhibitoru. Vzhledem k jeho nizké inhibi¢ni konstanté k Sapplp (17424 nM) se lze domnivat,

ze se inhibitor do aktivniho mista nevaze s dostatecnou silou.

Byla vyFesena struktura izoenzymu Sapp2p v komplexu s Pepstatinem A s rozlisenim 0,83 A.
Toto vysoké rozliSeni fadi strukturu Sapp2p mezi prvnich 60 nejlepSich doposud
publikovanych struktur na svété a umoznuje detailni pohled na zplsob vazby inhibitoru do
aktivniho mista protedzy. Z porovndni struktur Sapplp a Sapp2p vyplynulo, Ze i pfes nizkou

sekvencni identitu jsou aktivni mista obou izoenzym velice podobna.

Pro izolaci rekombinantniho izoenzymu Sapplp s aminokyselinou leucin v pozici 193 pro
experimenty studujici vliv alternativniho prekladu CUG koddnu byl Uspésné vyuZit expresni
systém E. coli. Byl vypracovan a optimalizovan postup pro zisk aktivni proteazy z jejiho
prekurzoru proSapplp pomoci asistovaného Stépeni trypsinem. Ziskany aktivni Sapplp byl

vyuzit pro experimenty tykajici se alternativniho prekladu CUG koddénu.

Pomoci Hmotnostni spektroskopie byla provedena analyza vyskytu leucinové formy Sapplp
ve vzorku z klinického izolatu. Touto metodou nebyla ve vzorku s autentickou Sapplp zjisténa
pfitomnost leucinové formy. Vysledkem analyzy bylo zjisténi, Ze pfi kultivaci kmene
provedenym postupem (Kap. 6.2.1.) preklada C. parapsilosis CUG koddn pouze serinem,
nebo ho prekladd leucinem v tak malém mnoizstvi, Ze jeho celkové zastoupeni ve vzorku je

pod detekénim limitem metody.
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Vliv alternativniho prekladu CUG kododnu na funkci proteazy byl testovan pomoci srovnani
inhibi¢nich konstant série peptidomimetickych inhibtor(i autentické a rekombinantni Sapp1p.
Z namérenych hodnot inhibi¢nich konstant pro autentickou a rekombinantni Sapplp vyplyva,
Ze hodnoty se od sebe v rdmci chyby méfeni nelisi. Zavérem je, Ze zdména leucinu za serin v

pozici 193 nema vliv na schopnost protedzy interagovat s inhibitorem.

Bylo provedeno srovnani struktur rekombinantni a autentické Sapplp ve vztahu k
alternativnimu pfekladu CUG koddnu. Ze srovndni vyplynulo, Ze leucin193 nijak nepozménil

celkovou strukturu rekombinantni Sapp1p vzhledem ke strukture autentické Sappip.

Zavérem provedenych experiment( zabyvajicich se alternativnim prekladem CUG koddnu
bylo, Ze alternativni pfeklad nemd za nami testovanych podminek vliv na strukturu a funkci

izoenzymu Sapplp.
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9. Seznam pouzitych zkratek

ACN acetonitril

ACP kyseld proteaza

AIDS syndrom ziskané imunitni nedostatec¢nosti
ALS agglutinin-like sequence

Boc terc. Butoxykarbonyl

BSA hovézi sérovy albumin

dKi smérodatna odchylka

DMSO dimethylsulfoxid

DTT dithiothreitol

DNA deoxyribonukleotidova kyselina

EDTA ethylendiamintetraacetat sodny

FPLC angl. fast protein liquid chromatography, vysokoucdinnd kapalinova

chromatografie

GPI glycosylphosphatidylinositol

HAART vysoce aktivni antiretrovirdlni terapie

HEPES 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonova kyselina

HPLC angl. high-performance liquid chromatography, vysokoucinnad kapalinova

chromatografie

Hwp1 protein bunécné stény 1
IAA iodacetamid

IgA imunoglobulin A

IgG imunoglobulin G
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Iva

Ki

Km

KPAEF(Nph)AL

LIP

MES

mRNA

Nph

NADH

OPC

PDB

PEG

PL(A,B,C,D)

Pst

PVDF

RNA

tRNAcaG

SAP

SDS

SDS-PAGE

Sta

TEMED

isovaleryl

inhibi¢ni konstanta

Michaelisova konstanta

chromogenni substrat obsahujici (Nph) = 4-nitrofenylalanin

lipdza

2-(N-morpholino)ethansulfonova kyselina

mediatorova ribonukleotidova kyselina

p-nitrofenylalanin

redukovany nikotinamid adenin dinukleotid

orofaryngalni kandidéza

databaze proteinovych struktur, angl. protein data bank

polyethylenglykol

fosfolipaza (A,B,C,D)

fenylstatinovy isoster

polyvinylendifluoridova membrana

ribonukleotidova kyselina

transferova RNA s antikodénem nukleotidové sekvence CAG

sekretované aspartatové proteazy

dodecylsulfat sodny

elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pritomnosti SDS

statinovy isoster

tetramethylethylendiamin
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TFA

Vo

VVvC

WGD

YCB

trifluoroctova kyselina

pocatecni reakéni rychlost

vulvovaginalni kandidoza

celogenomova duplikace, angl. Whole genome duplication

angl. yeast carbon base
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10.Prilohy

Pfiloha €. 1.: Dodatecné podminky, v nichZ se nachazely krystaly komplex enzym-inhibitor

Komplex Krystalizacni podminka Poloha
enzym/inhibitor v desticce
Sapplp/KB70 0,1M octan sodny pH 4,6 25% PEG 1000 A5

0,1M octan sodny pH 4,6 25% PEG 2000 MME A6
0,1M MES pH 6,5 40% PEG 200 A7

0,1M HEPES pH 7,5 40% PEG 200 B1

0,1M octan sodny pH 4,6 20% PEG 10000 C5
0,2M chlorid amonny 20% PEG 3350 E9
0,2M dusi¢nan sodny 20% PEG 3350 F5

Obrazek krystalu
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0,2M fosfit sodny 20% PEG 3350

H3

0,2M citrat draselny 20% PEG 3350

H5

0,2M citrat lithny 20% PEG 3350

H11

Sapplp/KB34

0,1M octan sodny pH 4,6 40% PEG 200

Al

0,1M octan sodny pH 4,6 25% PEG 550 MME

A4

0,1M MES pH 6,5 25% PEG 2000 MME

Al12

0,1M MES pH 6,5 15% PEG 20000

C12

0,1M HEPES sodny pH 7,5 25% PEG 4000

D2
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0,1M HEPES sodny pH 7,5 25% PEG 3000 D5

0,1M HEPES sodny pH 7,5 25% PEG 4000 D6

Sapplp/KB71 0,2M fluorid sodny 20% PEG 3350 E1l
0,2M sulfat amonny 20% PEG 3350 G11

Pfiloha €. 2.: Srovnani vazby vybranych inhibitord s vazbou Pepstatinu A do aktivniho mista Sapplp

KB46 vz Pepstatin A

KB32 vz Pepstatin A
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KB74 vz Pepstatin A

KB70 vz Pepstatin A

Ritonavir vz Pepstatin A

KB75 vz Pepstatin A

KB71 vz Pepstatin A
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Pfiloha €. 3.: Vysledek N-koncové sekvenace prvni frakce chromatofokusace pro ovéreni, Ze se jednd o

izoenzym Sapp2p

27.1.2(-)12 15:1-5 260112~ QQ/¢/7& 1

Blank 1 Residue 3
1.00
-2.00
0.00
-3.00
F
Iy,
-4,00 -1.00]
4.0 6.0 8.0 10.0 12.0 14.0 16.0 4.0 6.0 8.0 10.0 12.0 14.0 16.0
Standard 1 Residue 4
2.00
% 1.00
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8.0y 0.00]
F
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F
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Residue 2
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Applied Biosystems Procise - PROCISE
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Vysledek N-koncové sekvenace pribéhu aktivace pro-Sapplp pro ovéreni, Ze se jednd o nezkracenou variantu

Sapplp
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