
ABSTRAKT 

 

Inhibice HIV-1 proteasy hraje významnou roli v boji proti viru HIV. Od roku 

1995 bylo na trh uvedeno devět inhibitorů HIV-1 proteasy, avšak jejich účinnost klesá 

vinou vzniku rezistence viru vůči inhibitorům. Proto je potřeba vyvíjet účinnější léčiva s 

novými strukturními motivy a mechanismy účinku. V nedávné době byla u několika 

inhibitorů pozorována jejich vazba i mimo aktivní místo proteasy. 

Darunavir, jenž je posledním schváleným inhibitorem HIV-1 proteasy a 

vykazuje kompetitivní typ inhibice, se pravděpodobně také váže do oblasti chlopní 

HIV-1 proteasy. Dvě studie podporující tento alternativní způsob vazby byly založeny 

na kinetických měřeních a  rentgenové krystalografii. Je však otázkou, zda-li dochází k 

této vazbě i za fyziologických podmínek anebo zda-li se jedná pouze o krystalizační 

artefakt. I další data podporují alternativní vazbu darunaviru s vysoce mutovanou HIV-1 

proteasou: pomocí termodynamické analýzy bylo prokázano, že na dimerní HIV-1 

proteasu se váží dvě molekuly darunaviru. Nicméně toto pozorování nebylo potvrzeno 

rentgenovou krystalografií, neboť darunavir byl v krystalové struktuře přítomen pouze v 

aktivním místě HIV-1 proteasy. Tato vysoce mutovaná varianta HIV-1 proteasy se 

proto stala předmětem dalšího zkoumání. 

Pro studium mechanismu vazby darunaviru na mutovanou HIV-1 proteasu 

jsme zvolili bylo zvoleno několik přístupů, např. jaderná magnetická rezonance (NMR), 

povrchová plasmonová rezonance (SPR) či kinetická měření využívající 

spektrofotometrické metody. Pro tyto účely byl připraven soubor jedenácti HIV-1 

proteas, které byly buď izotopicky značené či obsahovaly afinitní kotvu. Proteiny byly 

připraveny v bakteriích, vyčištěny a charakterizovány. Byl sledován vliv mutací a 

afinitní kotvy na stabilitu a enzymové vlastnosti proteasy. Pomocí N-terminální 

sekvenace degradačních produktů byla prokázána specifická autodegradace u některých 

ze čtyř C-koncově označených proteas. Ty byly následně kineticky charakterizovány. 

Jejich katalytická účinnost (kcat/Km) ve všech případech poklesla. Na základě 

spektrofotometrických dat byl dále zjištěn mechanismus inhibice mutované proteasy 

darunavirem odpovídající smíšenému typu. 

Tato práce představuje základ pro další výzkum týkající se vazby inhibitorů do 

alternativních míst HIV-1 proteasy. 
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