ABSTRAKT

Inhibice HIV-1 proteasy hraje vyznamnou roli v boji proti viru HIV. Od roku
1995 bylo na trh uvedeno devét inhibitord HIV-1 proteasy, avSak jejich uc¢innost klesa
vinou vzniku rezistence viru vici inhibitorim. Proto je potieba vyvijet ucinngjsi 1éCiva s
novymi strukturnimi motivy a mechanismy ucinku. V nedavné dob¢ byla u nékolika
inhibitorii pozorovana jejich vazba i mimo aktivni misto proteasy.

Darunavir, jenz je poslednim schvalenym inhibitorem HIV-1 proteasy a
vykazuje kompetitivni typ inhibice, se pravdépodobné také vaze do oblasti chlopni
HIV-1 proteasy. Dvé¢ studie podporujici tento alternativni zptisob vazby byly zalozeny
na kinetickych méfenich a rentgenové krystalografii. Je vSak otazkou, zda-li dochazi k
této vazbé 1 za fyziologickych podminek anebo zda-li se jedna pouze o krystaliza¢ni
artefakt. I dal$i data podporuji alternativni vazbu darunaviru s vysoce mutovanou HIV-1
proteasou: pomoci termodynamické analyzy bylo prokdzano, Ze na dimerni HIV-1
proteasu se vazi dvé molekuly darunaviru. Nicméné toto pozorovani nebylo potvrzeno
rentgenovou krystalografii, nebot’ darunavir byl v krystalové struktufe pfitomen pouze v
aktivnim misté HIV-1 proteasy. Tato vysoce mutovana varianta HIV-1 proteasy se
proto stala pfedmétem dalS$iho zkoumani.

Pro studium mechanismu vazby darunaviru na mutovanou HIV-1 proteasu
jsme zvolili bylo zvoleno nékolik ptistupti, napf. jadernd magneticka rezonance (NMR),
povrchova plasmonova rezonance (SPR) ¢i  kinetickd méfeni vyuzivajici
spektrofotometrické metody. Pro tyto ucely byl pfipraven soubor jedenacti HIV-1
proteas, které byly bud’ izotopicky znacené ¢i obsahovaly afinitni kotvu. Proteiny byly
pfipraveny v bakteriich, vycistény a charakterizovany. Byl sledovan vliv mutaci a
afinitni kotvy na stabilitu a enzymové vlastnosti proteasy. Pomoci N-termindlni
sekvenace degradacnich produktl byla prokézana specificka autodegradace u nékterych
ze Ctyt C-koncové oznacenych proteas. Ty byly nasledné kineticky charakterizovany.
Jejich katalyticka ucinnost (kca/Km) ve vSech pifipadech poklesla. Na zakladé¢
spektrofotometrickych dat byl dale zjistén mechanismus inhibice mutované proteasy
darunavirem odpovidajici smiSenému typu.

Tato prace predstavuje zéklad pro dalsi vyzkum tykajici se vazby inhibitor do

alternativnich mist HIV-1 proteasy.
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