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ANOTACE:

Tato prace se vénuje vybranym metalopeptidazam rodiny M28 v patogennich
kvasinkach rodu Candida. Prace je rozdélena do tii ¢asti. V prvni €asti se zabyvam patogennimi
kvasinkami a vyznamem jejich vakuol. V druhé Casti se vénuji metalopeptidazam a jejich
konkrétni rodiné M28. Ve tieti ¢asti popisuji experimentalni zavadéni protokolu pro piipravu

aminopeptidaz Ape3p kvasinek Candida albicans a Candida parapsilosis.
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This Bachelor thesis deals with selected metallopeptidases of the M28 family in
pathogenic yeasts of the genus Candida. The work is divided into three parts. In the first part I
focus on pathogenic yeasts and the importance of their vacuoles. In the second part I deal with
metallopeptidases and their specific family M28. In the third part I describe the experimental
implementation of a protocol for the preparation of aminopeptidases Ape3p of the yeasts
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KEY WORDS:

Pathogenic yeasts, vacuoles, Candida, metallopeptidases, aminopeptidase Y



OBSAH:

SEZNAM ODTAZKIL ......eouviiiiiiiiieeiectee ettt ettt et st e bttt e saeetesinens 10
Seznam tabULICK ........oc.iiiiiii e 11
SeZNAM ZKIATEK .....eeieiiiii ettt 12
UUVOU. ettt 14
1. Patogenni kvasinky rodu Candida..................ccooueecieoienciieiieniieiieeieesiee e 15
1.1, Vakuoly KvasinekK........occueeoiiiiiiiiieieceee ettt e 15
1.1.1. Degradace proteinti Ve VaKuOIe..........ccccurieiiiiiiiiiiciie et 17

L L1 T, AUEOTAZIC .ottt ettt et eneeas 17

L. 1.1.2. ENAOCYLOZA. ... .ccvieeiiieiieeiecitee ettt ettt eesbaeesaeennaessseenseas 18

1.1.2.  Cesta proteinu na misto uceni a jeho pritbézna modifikace...........ccccoveruvrenneene. 18
1.1.3. VaKuolArni Prot@azy .........cooouieiuieiiieiieeieeiee ettt 19
1.1.3.1. Rozpustné vakuolarni Proteiny ..........ccecceeeceeereenieenienie et 20
1.1.3.2. Membranoveé vazané vakuolarni proteiny...........cceevveevveerieenreeneenveenneesveennnes 23

1.2.  Sifeni kvasinek zpasobujicich KandidOZu ..............c.coeueveuveeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeeenes 23
1.2.1. Geograficky VIV ..o 24
1.2.2.  VIiv zdravotniho STtaAVU.......cccoeiiiiiiiiieieee e 24
1.2.3.  VIiv nemocni¢ni epidemiolOZIC.........cccureriiiiiriiiieiiieeiiee et 24
1.2.4.  VIiv antimykotick€ IEEDY ......cc.eeiiriiiiiiiiiieeeeee e 25

1.3, VYVO] PALOZEIILY ..ottt ettt ettt ettt ettt ettt s see b eaees 25
1.3.1. SeKVENCE ZENOMU ......ocuiiiiriiiniiiieriierieete ettt ettt st 26
1.3.2.  Polymorfismus v diploidnich genomech .............cccceeviiiiiniiinniiiiieeieeeeee 26
1.3.3.  Vyuziti a evoluce kddovani CUG kodont...........cccuvveviieeniieeiiieeieeeieeeieeee 27
1.3.4.  PATENT @ MEIOZA......oiuiiiiiiiiieiieieeetee ettt s 27

1.4, Candida QIDICANS .............cccooveeieiriiiiiiiiiiiiieeeeet ettt 28

1.4.1. Strategie boje C. albicans s MaKrofadgy .........cccovvevviiieiiiieniiieciee e 29



1.4.1.1. ,Maskovani se* pfed imunitnimi bufikami............ccccceeeevieeniieeniieenie e, 29

1.4.1.2. Ochrana pted antimikrobidlnimi latkami vylu¢ovanymi makrofagy............... 29
1.4.1.3. Modifikace bunééné stény na zaklad€ zdroji Zivin.........ccceeeveevievcieenieennennen. 30
1.4.1.4. Ochrana v kyselém prostredi .........cccvveeeriieeiiieeieeeie et 30
1.4.1.5. Regulace MOTfOZENEZE. ......cccuvieeiiieeiiieeiiee ettt et e e eevee s 30
1.4.1.6. Interakce kvasinka-fagoCyt.........ccveviieiiiiiiieiiiecieceee e 31

1.5, Candida parapsiloSis .............ccoccueeeuieeieriiieiieeie ettt et esaesaeeree e 31
L.5.1. INCIAENCE ...ttt ettt st 32
1.5.2. Genom C. pAFAPSIIOSIS .......ccccueeiueeeiiiiiiiiieie ettt 32
1.5.3.  Molekularni virulencni mechanizmy ...........cccoevvveeeiienieiciienieeieenie e 33
153010 ARCZE .t 34
1.5.3.2. MOTTOLOZIC ...ttt ettt eneeas 34
1.5.3.3. Tvorba BIOIIMT ..cooueieiieii e 34
1.5.3.4. Produkce hydrolytickych enzymul ............cccoeoveriieniiniiiiiieieeeece e 35
1.5.3.5. Stavba DUNCENE SEENY ....ccvieuiieiieiieeieeiiecie ettt eere e e ssaeenseas 36
1.5.3.6. Metabolizmus mastnych KySelin..........ccceeiiriiiiiiiininiiiiineeeeeeeece 36
1.5.3.7. Produkce prostaglandinu...........cccccoeereriiniiniiiiinieneeeeeeeeceeseee e 37

2. Aminopeptiddzy 10diny M28.......ooiiiiiiiieeiie et 38
2.1 PePHAAZY .ottt et b et et 38
2.2, MetaloPePLIAZY .....ooveeiiriiiiiiieeiteieeee et 38
221, KIAN MH i e 39
222, ROAINA M2 ..ottt 40
2.2.2.1. AMINOPEPHAAZA Y .ooveiieiieeeee ettt e 43
2.2.2.2. Glutamatkarboxypeptidaza I ...........cccoeviiiiiieniiiieeceee e 43
2.2.2.3. Glutamatkarboxypeptidaza 111 ...........ccoooiiriiiiiiiiiiiieceee e 44

2.2.2.4. AMINOPEPHIAAZA S......oviiiiieiee e e 44



2.2.2.5. AaaA aminoPePtidAzZa.........cccvieeiiieiiiieiiie ettt 45

2.2.2.6. Karboxypeptidaza Q .......cceeevuieeiieiiieeiieiie ettt ettt 45
2.2.2.7. AMINopeptidaza ES-02........ccccoviiiiiiiieiieeiiecieeie ettt 46

2.3 PA dOMEGNA....ooiiiiiiiiii et et et saa e e 47
3. EXperimentalnd CASL.......c.cciiiiiiiiieiiiee ettt ettt e et e e et e e e e enneeeeanee s 48
3.1, Materidl @ PIISIIOJE .ouvveeevieeiieeiieciie ettt ettt ettt ettt e sbeestae e b e e nseeenbeessaeenseenens 48
3.1.1. BUun€eny mMateridl ......c.ccoiiiiieiiiiiiieiie ettt 48
3.1.2. Tekuté€ pldy @ QAT .....c.ceeecueieeiiieeiieeeieeeeiee et e et eeseveeeaeeeeereeessaeesseeesaseeennnes 48
3130 SAAY (KIEY).eeeeeriieieeieet ettt 48

N B S s 1513 U ) [OOSR 49
3.1.5.  Ostatni chemikalie @ TOZLOKY ......c.ccoveeriiiiiiieiieiiece et 49
3.1.6.  Ostatnd Material.........c.ooiiiiiiiiiiiii e 51
320 MEtOAIKA ..ottt e 52
3.2.1. Strategie ptipravy vektort pro expresi aminopeptiddz APE3 ...........cccccoceeeeene. 52
3.2.2. DESIGN PIIMETT ..eovvveeerieiieeiiieiieeteesieeeteeteeeereeseeseteeseessseeseessseensaesssessseesseesses 52
3.2.3. 1Z01aCE DINA ..ottt ettt eeeas 56
3.2.4. Amplifikace genl kodujicich aminopeptidazy .........cccocevveviiciiniencniineenennne. 56
3.2.5. Konstrukce expresnich vektorti a minipreparace plasmidové DNA.................... 57
3.2.6. Transformace a Kultivace..........coceoviiiiiiiiiiiiiiicceeee e 58
3.2.7. Exprese aminopeptidadz V E. COli.........cocuoviriiniiiiniiiiiiiiniiiieceeeceeeseeeeees 58
3.2.8. Izolace a solubilizace inkluznich t€lisek.............cooouiriiiniiiiiiniiiieeeeeee, 58
3.2.9. SDS-polyakrylamidova gelova elektroforéza...........ccccoeeviieeiieencieencieeeeeeee, 59
3.2.10.  MS ANALYZA ..ot e e e s 63
ZLAVET .ottt ettt a et ea e e bt e he e e bt e sh et et e bt e et e e bt e s reenaneean 65



Seznam obrazku

Obrazek 1 Morfologické formy kvasinek. Nahote je forma blastospory, vlevo pak forma
pseudohyfy a vpravo forma pravé hyfy. Morfologicky pferod mezi hyfou a pseudohyfou
probiha spis jen vyjimecné. (Berman a kol., 2007) ....cccoevviiiiiiiiiiiieiieeieeeeee et 28

Obrazek 2 Schéma aktivniho mista metalopeptidaz rodiny M28 (Stamper a kol., 2001)......40

Obrazek 3 Piedpokladana katalytickd cesta aminopeptiddzy kvasinky Streptomyces griseus
(SGAP). Kysely zbytek Glul31 aktivuje na zinek vazanou molekulu vody a dalsi zbytek Tyr246
polarizuje karbonylovy uhlik a stabilizuje tranzitni stav. Carkované ary oznacuji stabilizaéni
interakce a / nebo vodikové vazby (Fundoiano-Hershcovitz a kol., 2004). ........c.ccvevvrennennne. 41
Obrazek 4 Imunomodulacni u€inky aminopeptidazy ES-62: 1) ES-62 je schopen indukovat
imunitni odpovédi pry¢ od Tul (prozanétlivy fenotyp T-bungk); 2) makrofagy vystavené ES-

62 jsou odolné vuci indukei prozanétlivé odpoveédi néaslednymi stimuly; 3) ES-62 indukuje

-----

polarizaci imunitnich odpovédi. (Harnett a kol., 2004) ........ccceeeiiiieiiiieiieeecieeeeeeee e 46
Obrazek 5 Schéma in-fusion klonovani (pfevzato z navodu -
http://www.takara.co.kr/file/manual/pdf/In-Fusion HD Cloning Kit 121416.pdf) .............. 55

Obrazek 6 Elektroforéza APE3 na 1% agarézovém gelu. /. Marker 1kb DNA Ladder, 2.
CaAPE3his (PPP Master Mix), 3. CaAPE3his (EmeraldAmp GT PCR Master Mix), 4. CaAPE3
(PPP Master Mix), 5. CaAPE3 (EmeraldAmp GT PCR Master Mix), 6. CpAPE3his (PPP
Master Mix), 7. CpAPE3his (EmeraldAmp GT PCR Master Mix), 8. CpAPE3 (PPP Master
Mix), 9. CpAPE3 (EmeraldAmp GT PCR Master Mix) ...........cccocccueveeeieenieiaieseeeiesieeieeens 57

Obrazek 7 SDS-PAGE CaApe3p — exprese pii 27 °C; 12% gel: 1. Marker 10-250 kDa
Precision Plus Protein™ Standards, 2. CaAPE3his (pfed indukei), 3. CaAPE3his (1 h po
indukci IPTG), 4. CaAPE3his (2 h po indukci IPTG), 5. CaAPE3his (3 h po indukci IPTG), 6.
CaAPE3his (4 h po indukci IPTG), 7. CaAPE3his (vzorek CYTOSOL), 8. CaAPE3his (vzorek
LB média), 9.-10. (prazdné jamky); (jamky ¢islovany zleva doprava) .........cccecvevveriiennennns 59

Obrazek 8 SDS-PAGE CaApe3p — exprese pii 32 °C, 12% gel: 1. Marker 10-250 kDa
Precision Plus Protein™ Standards, 2. CaAPE3his (pfed indukci), 3. CaAPE3his (1 h po
indukci IPTG), 4. CaAPE3his (2 h po indukci IPTG), 5. CaAPE3his (3 h po indukci IPTG), 6.



CaAPE3his (4 h po indukci IPTG), 7. CaAPE3his (5 h po indukci IPTG), 8. CaAPE3his (6 h
PO INAUKCT IPTG) .ttt ettt et e e e e s aaeesteesabeesseessseenseennseens 60

Obrazek 9 SDS-PAGE CaApe3p — exprese pii 37 °C, 12% gel: 1. Marker 10-250kDa Precision
Plus Protein™ Standards, 2. CaAPE3his (pfed indukci), 3. CaAPE3his (1 h po indukci IPTG),
4. CaAPE3his (2 h po indukci IPTG), 5. CaAPE3his (3 h po indukci IPTG), 6. CaAPE3his (4
h PO INAUKCT IPTIG) ..ttt ettt ettt et e e s e esteesaaeenbeessseenseennseens 60

Obrazek 10 SDS-PAGE CaApe3p, 12% gel - Porovnani exprese pii 27 °C a pii 37 °C vedle
sebe: 1. Marker 10-250kDa Precision Plus Protein™ Standards, 2. CaAPE3his (pfed indukci),
3. CaAPE3his (1 h po indukci IPTG), 4. CaAPE3his (2 h po indukci IPTG), 5. CaAPE3his (18
h po indukci IPTG), 6. CaAPE3his (pied indukci), 7. CaAPE3his (1 h po indukci IPTG), 8.
CaAPE3his (2 h po indukci IPTG), 9. (3 h po indukci IPTG), 10. CaAPE3his (4 h po indukci
IPTG); (jamky ¢islovany zleva doprava); jamky 2-5 obsahuji vzorky z pribéhu exprese pii 27
°C, jamky 6.-10 obsahuji vzorky z prib&hu exprese pii 37 °C. ...cooovvvveieriierienieeieeeieeveee 61

Obrazek 11 SDS-PAGE (12% gel) - Porovnani rozpousténi inkluzi v 60% kyseliné octové
(HAc) a v 8M mocoving (U): 1. Marker 10-250kDa Precision Plus Protein™ Standards, 2.
CaAPE3his (S, HAc), 3. CaAPE3his (P, HAc), 4. CaAPE3his (LB médium), 5. CaAPE3his (S,
U), 6. CaAPE3his (P, U), 7. CAAPE3his (S, HAC) ...coteiieieieiieeeeeeeeeee e 62

Obrazek 12 MALDI LTQ Orbitrap — MS spektrum analyzovaného prouzku z gelové

elektroforézy obsahujici specifické peptidy odpovidajici proteinu APE3 (znaceny Cerven¢). 64

Seznam tabulek

Tabulka 1 Ptehled rozfazeni peptidaz rodiny M28 do jednotlivych podrodin. (pfevzato z
https://www.ebi.ac.uk/merops/cgi-bin/famsum?family=M28 [online], upraveno, [cit. 2020-06-

Tabulka 2: Design primera pro ptipravu CaAPE3 (Cerna cast odpovida polilinkeru pET28b,
modra cast odpovida genu CAAPE3). ...........occooiiiiiiiiieiieee ettt 54

Tabulka 3: Design primert pro pfipravu CpAPE3 (Cerné ¢ast odpovida polilinkeru pET28b,
zelend Cast odpovida genu CPAPE3). ..ot 54

Tabulka 4 Ptehled identifikovanych peptidii odpovidajicich proteinu APE3 C. albicans ......64



Seznam zkratek

ALP — alkalické fosfataza

AP-1 — adaptorovy protein 1

AP-3 — adaptorovy protein 3

APY / APE3 — aminopeptidaza Y

BCG — B-citrylglutamat

CIE — na klatrinu nezavisla endocyt6za

CME - klatrinem zprostfedkovand endocytoza
CPS — karboxypeptidaza S

CPY - karboxypeptidaza Y

Cvt — cesta cilend z cytoplazmy do vakuoly (z angl. cytoplasm-to-vacuole targeting)
DPAP B — dipeptidyl-aminopeptiddza B

ER — endoplazmatické retikulum

GA — Golgiho aparat

GCPII — glutaméatkarboxypeptidaza II

GIT — gastrointestinalni trakt

IAP — izoenzym alkalické fosfatazy

JIP — jednotka intenzivni péce

MRS — hlavni opakujici se sekvence (z angl. major repeat sequence)
MTL - lokus péfeni (z angl. mating-type loci)
MVB — multivesikularni télisko

NAA — N-acetylaspartat

NAAG — N-acetylaspartylglutamat

ODeoo — opticka hustota pti vinové délce 600 nm



PA — spjaty s protedzami (z angl. protease-associated)

PAMP — molekularni vzory spojené s patogeny (z angl. pathogen-associated molecular

patterns)

PCGP — plazmatické glutamatkarboxypeptidaza

PrA — proteinaza A

PrB — proteindza B

PSMA — membranovy antigen specificky pro prostatu

RNS — reaktivni formy dusiku

ROS — reaktivni formy kysliku

Sapp — protein Sap

SGAP — aminopeptidaza Streptomyces griseus

SNP — jednonukleotidovy polymorfismus (z angl. single-nucleotide polymorphism)

SOD - superoxiddismutaza



Uvod

Pokrok ve zdravotnictvi a vyvoj antibakteridlnich 1é¢iv je velkym ptinosem, zaroven
vsak vytvari prostor pro diive nezvyklé oportunni infekce. K jejich nejcastéjSim ptivodcim
patii oportunné patogenni kvasinky, kterymi se v této praci zabyvam. Jedna se predevsim
o kvasinky rodu Candida. Ty se v téle zdravého hostitele vyskytuji jako bézny a neSkodny
komenzal. Pokud je ale hostitel imunokompromitovan, stdvaji se tyto kvasinky pfi¢inou
mykotickych infekci s riznou mirou zadvaznosti — od povrchovych mykéz po zivot ohrozujici

systémova onemocnéni, jejichz 1écba je krajné obtizna.

Nejlépe prostudovanou kvasinkou je Saccharomyces cerevisiae. Molekularni
mechanizmy, o néZ se opira, jsou podobné tém, které vyuzivaji kvasinky Candida albicans
a Candida parapsilosis. Ptesto se v mnohém lisi, a navic dosud nebyly tak dobie prozkouméany.
Ackoliv byly genomy C. albicans a C. parapsilosis sekvenovany, jen mald ¢ast genl a

odpovidajicich proteinti byla podrobnéji experimentalné charakterizovana.

To se tyka i enzymt klicovych pro funkci vakuol, které byly dosud studovany zejména
u nepatogenni kvasinky S. cerevisiae. Vakuola pfitom hraje velice vyznamnou roli pravé
v zivoté patogennich kvasinek: bez ni by se nedokéazaly pfizpiisobit hostiteli a ptekonat jeho
imunitni obranu. Znalosti tykajici se vakuol patogennich kvasinek mohou napomoci budoucimu
vyvoji léCiv. Tato prace se zabyva predevSim peptidazami lokalizovanymi ve vakuolach
patogennich kvasinek. Kromé literarni reSerSe pokryvajici problematiku patogennich kvasinek,
jejich vakuol a proteolyzy v SirSim smyslu slova, jsem se zabyval také pfipravou jedné
z vakuolarnich peptiddz, aminopeptidazy Ape3p zkvasinek C. albicans a C. parapsilosis

s cilem pfispét k popisu tohoto dosud nestudovaného enzymu.
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1. Patogenni kvasinky rodu Candida

Rod Candida je rod kvasinek, ktery bézn¢ kolonizuje téméf vSechny slizni¢ni povrchy
a gastrointestinalni trakt a kGizi (Manolakaki a kol., 2010). Kvasinky tohoto rodu jsou nej¢astejsi
pricinou oportunnich plisnovych infekci na celém svéte (Butler a kol., 2009). Jedna se tedy
o oportunni patogeny (Kockova-Kratochvilovd, 1982) vyvolavajici onemocnéni pouze
u jedinct s oslabenou imunitou, nikoliv u zdravych jedincti (Votava, 2003). Dietni faktory, jako
je nadbytek nebo nedostatek urcitych zivin a mechanické faktory, jako je trauma nebo okluzivni
poranéni, mohou zmeénit vnitini mikrofloru a umoznit tak bujeni patogennich kvasinek (Biswas
a kol., 2007). Tyto kvasinky zpisobuji skoro 96 % vSech oportunnich mykéz (Meyers a kol.,
1978), neboli onemocnéni zpisobenych houbami. Pfesnéjsi oznaceni mykdz vychazi z mista
ucinku (dermatomykozy, otomykozy, onychomykdzy atd.) nebo podle mikroorganismu, ktery
ji zpusobil (kandidozy, kryptomykoézy, torulopsidozy a jiné). Nemoci zpiisobené kandidami
se tudiz nazyvaji kandidézy (Kockova-Kratochvilova, 1982). Nejcastéji je zpisobuji druhy
C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata, C. parapsilosis, C. guilliermondii a C. krusei (Hazen
a kol., 1995). Pacienti s traumatem casto Celi ndhlému naruseni epitelidlnich bariér, které
umoznuji hlubokou kontaminaci riiznymi patogeny z prostiedi nebo z jejich vlastni flory, jako
jsou pravé kvasinky rodu Candida, které jsou tak vyznamnou pfi¢inou morbidity (nemocnosti)
a mortality (imrtnosti) u pacientl s traumatem, i kdyz je v traumatickych centrech intenzivné
podavéana profylaktickd lécba antimykotikem flukonazolem (Manolakaki a kol., 2010).
Pronikne-li infekce do organismu, hrozi nebezpeci vzniku abscest, trombil anebo i zasazeni
organti (Meyers a kol., 1978). Patogenni druhy rodu Candida také vytvareji dobie vyvinuté
biofilmy, které se vyskytuji na riznych implantatech a jsou rezistentni vii¢i antimykotikiim

(Biswas a kol., 2007).

1.1. Vakuoly kvasinek

Vakuola je organela, ktera zabira ptiblizné 20 % bunééného prostoru a hraje dilezitou
roli pf1 degradaci makromolekul, uskladiovani Zivin, proteinové homeostazi a pfi detoxikaci.
Vakuola v kvasinkach je mistem, kde se vyskytuje Cetné mnozstvi proteaz, lipdz, nukleaz
a transportéri. Je dynamickou organelou, ktera prochazi fiznimi a §t€pnymi udalostmi v reakci
na bunécny cyklus a podnéty prostiedi. Logaritmicky rostouci buniky maji vicedilnou vakuolu,
zatimco ve stacionarnich fazich buné€k nebo u bunék hladovéjicich pii nedostatku zdroji uhliku

se tyto laloky fuzuji, aby vytvoftily jednu sférickou vakuoldrni strukturu. V logaritmické fazi
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rustu je prostiedi ve vakuole (pH cca 6,2) mirné kyselejsi oproti cytosolu (pH cca 7,2) (Hecht
a kol., 2014).

Funk¢nost vakuoly kvasinek je vyznamnym faktorem pii interakci kvasinka-fagocyt
nebo kdyz je kvasinka vystavena nepifiznivym podminkdm (Hazel a kol., 1996). Funkci této
organely definuje fada proteinti. 200 z 6000 kvasinkovych gent je oznaovéano jako kodujici
proteiny s vakuolovou lokalizaci a 27 % z nich je popsano jako majici transportni funkci.
Zbyvajici proteiny maji funkce spojené s makromolekuldrni hydrolyzou, membranovou fuzi,
tfidénim proteint a jejich zacilenim na vakuolu a s okyselovanim. VétSina z téchto proteint je
nasmérovana do vakuoly pfes sekreéni cestu (Hecht a kol., 2014) nebo prostiednictvim
endozomu. Vakuolové cilené protedzy jsou na n¢ bud’ membranove vazané, nebo jsou ve formé

rozpustnych prekurzorii (Hazel a kol., 1996).

Tyto protedzy jsou syntetizovany jako prekurzory, které pted generovdnim konecné
aktivni formy podstoupi mnoho posttranslaénich modifikaci. Proteolytickd aktivace
odstranénim propeptidii je provadéna proteinazou A anebo proteindzou B komplikovanym
kaskadovitym zptsobem. Substraty vakuoldrnich protedz jsou vétSinou importovany
endocytozou nebo autofagocytézou, pricemz vakuolarni proteolyza se zda byt hlavné dulezita

pii nutri¢nim stresu a sporulaci (Hazel a kol., 1996).

Sekrecni cesta kvasinek Saccharomyces cerevisiae byla studovana velmi podrobné —
geneticky 1 biochemicky. Tato cesta zahrnuje fadu funkéné odliSnych organel. Prepravu mezi

témito organelami zprosttedkovavaji vezikuly (COPII) (Hazel a kol., 1996).

Nékolik bunécnych kompartmentt, vcetné ER, Golgiho aparitu ( déale jen GA)
a mitochondrii obsahuje protedzy, které provadéji specifické procesy zpracovani. Hladiny
vakuolarnich protedz zavisi na mnozstvi a typu zdroji uhliku a dusiku v ristovém médiu.
Hladiny PrA, PrB a CPY jsou béhem exponencialniho riistu nizké, ale siln¢ se zvysuji, kdyz
buniky vstupuji do stacionarniho stavu faze. Regulace hladin vakuolarni protedzy naznacuje, ze

vakuolarni proteolyza je dilezita pfi nutricnim stresu a pii sporulaci (Hazel a kol., 1996).
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1.1.1. Degradace proteini ve vakuole

Ve vakuole se vyskytuje znacné mnozstvi exopeptidaz a endopeptidaz, které prispivaji
k degradaci proteini. Vakuola udrzuje za fyziologickych podminek homeostazu proteinti
degradaci starnoucich, pfebyte¢nych a poSkozenych proteinti a organel. Funkce vakuol je také
zivotn¢ dulezitd za podminek, kdyz je rtist bun¢k a proliferace snizena a proteiny musi byt
rozlozeny, aby mohly byt recyklovany jejich zakladni aminokyseliny. Pii hladovéni neboli
nutriénim stresu dosahuje degradace az 85% obsahu bunécnych intraceluldrnich proteini.
Znamé podnéty zpusobujici nutricni stres jsou nedostateCny piisun uhliku a dusiku a v mensi

mife nedostatek esencidlnich aminokyselin, nukleotida a sulfati (Hecht a kol., 2014).

1.1.1.1. Autofagie

Autofagie je proces, pii kterém se hromadny cytoplazmaticky material a organely izoluji
ve dvojvrstvé vezikule znamé jako autofagozom, jehoz obsah je nasledné ve vakuole
degradovan a zrecyklovan. Tento mechanismus je zachovan u eukaryot a pouziva
se k udrzovani bunééné homeostazy (za fyziologickych podminek) tim, ze vylucuje staré
proteiny a poSkozené organely. Autofagii lze také vyvolat za podminek nutri¢niho stresu
a béhem specifickych stadii bunééného cyklu, naptiklad ve stacionarni fazi nebo b&hem
sporulace. Autofagie je zprostfedkovana vice nez 30 proteiny souvisejicimi s autofagii,
zndmymi jako proteiny Atg. Proteiny Atg plsobi béhem fady po sobé jdoucich kroki: indukce
autofagie, rozpoznavani dané slozky, nukleace vezikul, expanze a kompletaci autofagozomu,
recyklace Atg proteinu, fize autofagozomu s vakuolou, Stépeni vezikul a makromolekularni

recyklace.

Pozoruhodny typ selektivni autofagie oznacuje cestu z cytoplazmy do vakuoly (Cvt —
cytoplasm-to-vacuole targeting). Na rozdil od makroautofagie je Cvt cesta vyuzita b&hem
podminek bohatych na Ziviny a je to podstatny proces. Cvt cesta reguluje selektivni transport
homooligomernich vakuolarnich proteinti. Je zndmo, Ze pouze tfi substraty v kvasinkach jsou
cileny do vakuoly touto cestou: aminopeptidaza 1 (Apel), alfa-mannosidaza 1 (Amsl)
a aminopeptiddza 4 (Ape4). Apel a Ams] jsou rezidudlni vakuoldrni proteiny, zatimco Ape4
je za fyziologickych podminek cytosolicky, ale za podminek nutri¢niho stresu je cileny
do vakuoly. Tyto substraty jsou syntetizovany v cytoplazmé, kde se homooligomerizuji a vaZzou

na Atgl9. Atgl9 pisobi jako receptor pro substraty Cvt (Hecht a kol., 2014).
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1.1.1.2. Endocytéza

SloZeni proteinu na bunécném povrchu je pecliveé regulovano. Proteiny, které se poSkodi
nebo které mohou byt skodlivé, jsou odstranény endocytdzou a ¢asto prenosem do vakuoly, kde
jsou degradovany. V posledni dobé vytvorila Spickova mikroskopie podrobnou casovou
a prostorovou mapu endocytdzy zprostiedkované klathrinem (CME). CME je zdaleka nejlépe
charakterizovanou endocytarni cestou zahrnujici pisobeni vice nez 50 proteinti v kvasinkach.
Je dulezit¢ si uvédomit, ze organizace a nacasovani endocytarnich udalosti popsanych
u kvasinek se nyni u savcl do znacné miry zachovava. Kromé dobte charakterizované drahy
CME byla v kvasinkéch také neddvno identifikovana endocytarni draha nezévisla na klathrinu

(CIE - clathrin-independent endocytic pathway), analogicka k draze RhoA CIE u savci.

Endocytoza a vakuolové tfidéni proteinti bunécného povrchu vyzaduje ubikvitinaci
nakladu. Prikopnické studie receptorii vazanych na kvasinkové G-proteiny a nutri¢nich
permedz ukézaly, ze ubikvitinace indukovana ligandem nebo Zivinami ptedchédzi endocytézu
proteinu. Ubikvitinova ligdza Rsp5 je nutna pro ubikvitinaci, ale vétSina membranovych
nakladti (membrane cargos) nevaze ligazu ptimo. Misto toho adaptorové proteiny (napf. alfa-
arestiny) vazi Rsp5 ke specifickému membranovému néakladu, ¢asto signadlem indukovanym
zptuisobem a stimuluji endocytoézu. Jakmile jsou ubikvitinované nakladni proteiny odstranény
z bunééného povrchu, jsou tfidény do endozomi a vstupuji MVB zplsobem zavislym

na ESCRT (proteinech ovliviujicich vchlipovani vacki do endozomu).

1.1.2. Cesta proteinu na misto uc¢eni a jeho pribézna modifikace

Nové vzniklé proteiny jsou nejprve translokovany do endoplazmatického retikula (ER)
(Hecht a kol., 2014). Translokace do ER je podporovéna hydrofobnim signalem (signalnim
peptidem) nebo prepeptidy, které mohou byt v ER odstranény pomoci signalni peptidazy.
Signalni peptid nékterych membranovych proteini neni odstranén a funguje jako membranova
kotva. Jednim z dlleZitych procesti vyskytujicich se v ER je skladani nové translokovanych
proteinti. ER obsahuje fadu proteinti, jako jsou chaperony, které pomahaji skladat proteiny.
Uskute¢ituje se zde také Asn-vazana glykosylace proteinti, ktera probihd na akceptorovych
mistech Asn-X-Thr nebo Asn-X-Ser (X je jakékoli aminokyselina krom¢ Pro) (Hazel a kol.,
1996).
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Poté jsou proteiny cilené do vakuol ptevezeny vezikulami COPII do GA, kde jsou
uhlovodikové zbytky sekrecnich proteini modifikovany a rozSifeny (Hecht a kol., 2014).
Uhlovodikové postranni fetézce vakuolarnich protedz obecné podléhaji omezenéjSimu
prodlouzeni v GA, nez jak je tomu u sekretovanych enzymu (Hazel a kol., 1996). V tomto bodé¢
dosdhnou ndkladni proteiny kiizovatky v sekreéni drdze; mohou byt zadrzeny v GA,

pfesmérovany na plazmatickou membranu nebo pieneseny do vakuoly (Hecht a kol., 2014).

Pteprava latek z GA na bunécny povrch je bud’ pfimd, nebo nepfimé prostfednictvim
endozomalniho meziproduktu. Pfi nepfimém transportu z GA na bunécny povrch hraje
dialezitou roli komplex adaptorového proteinu 1 (AP-1). Sklddani proteinu na bunécném
povrchu je pak peclivé regulovano. Proteiny, které se poSkodi nebo které mohou byt skodlivé,
jsou odstranény endocytdzou a Casto transportem do vakuoly, kde jsou degradovany (Hecht

akol., 2014).

Obdobn¢ funguje transport z GA do vakuol, a to bud’ pfimo, vyzadujici komplex
adaptorového proteinu 3 (AP-3), nebo nepiimo prostfednictvim meziproduktu, kterym
je multivezikularni télisko (MVB). Tyto dva transportni intervaly oznacované jako drahy
alkalické fosfatazy (ALP) a karboxypeptidazy Y (CPY) jsou pojmenovany podle modelovych
ptepravovanych latek (Hecht a kol., 2014).

1.1.3. Vakuolarni proteazy

Kvasinkova vakuola obsahuje sedm charakterizovanych vakuolarnich protedz, které
zahrnuji tfi aminopeptidazy (Apel, APY, Dap2), dvé karboxypeptidazy (CPY a CPS) a dvé
endopeptidazy (PrA a PrB). Nejprve je mnoho vakuolarnich proteaz, véetné CPY, CPS a Apel,
preloZzeno jako prekurzory, které jsou proteolyticky Stépeny, aby se staly zralymi, aktivnimi
vakuoldrnimi proteazami. Kromé proteolyzy jsou CPY a CPS glykosylovany v sekrec¢ni draze,

coz méni jejich molekulovou hmotnost (Hecht a kol., 2014).

Signalni sekvence CPY sméruje rodici se protein do ER a nasledné je odstranéna. CPY
endoplazmatického retikula méa propeptid, ktery blokuje protedzovou aktivitu a napomaha
pfi skladani (foldingu) a glykosylaci CPY za vzniku p1-CPY. Dalsi glykosylace v GA tvofi
formy p2-CPY s vy$§i molekulovou hmotnosti. Nakonec ve vakuole Pep4 §tépi CPY propeptid

za vzniku zralé CPY. Defekty ve zpracovani CPY byly napomocné pii identifikaci proteinti
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zapojenych do kontroly kvality proteinu, glykosylace a transportnich cest mezi ER a vakuolou

(Hecht a kol., 2014).

Na rozdil od CPY, ktera vyzaduje Vpsl0 receptor pro obchodovani GA s MVB,
je karboxypeptidaza S (CPS) produkovéana jako prekurzor (pCPS), coz je membranovy protein
typu IL. Jakmile pCPS dosahne vakuoly, Pep4 nebo Prbl rozstépi transmembranové ukotveni

k vytvoteni zralého CPS (mCPS), coz je rozpustna peptiddza ve vnitinim prostoru vakuoly

(Hecht a kol., 2014).

Aminopeptidaza I (oznaCovanad jako Apel nebo API) nevstupuje do sekrecni drahy
a postrada signalni sekvenci. Zatimco CPY a CPS trva cesta do vakuoly piiblizn€ 6 minut, Apel
vyzaduje vice nez 40 minut. Jak je uvedeno vyse, Apel pouziva Cvt drahu. Cvt draha vyzaduje
podobné vybaveni jako autofagova cesta a ptredstavuje de novo mechanismus pro tvorbu

vezikul v cytoplazmé (Hecht a kol., 2014).

1.1.3.1. Rozpustné vakuolarni proteiny

Proteinaza A (PrA), kodovanad genem PEP4, je monomerni aspartatova endoproteaza
rodiny protedz Al. PrA je cilend do vakuoly prostiednictvim sekrecni cesty a je klicovym
enzymem v kaskadé aktivace vakuolarni protedzy. Mnoho vakuolarnich hydrolaz, véetné PrA,
je puvodné produkovano jako neaktivni prekurzorové formy, zndmé jako zymogeny.
Zymogeny se neaktivuji, dokud nejsou dodany do vakuoly, kde je inhibi¢ni propeptid odstranén
proteolyzou, ¢imz dochéazi k ochrané ostatnich proteinti sekre¢ni drahy pied proteolytickym
poskozenim. Vakuolarni protedzy, proteindza B (PrB), karboxypeptiddza Y (CPY)
a aminopeptidaza I (API) jsou zavislé na PrA, bez které by nebyly aktivovany (Hecht a kol.,
2014).

Proteindza B (PrB) je serinova endoprotedza rodiny S8 a je kodovana PRBI genem.
Zymogenni preproPrB je zpocatku syntetizovan jako polypeptid, ktery je translokovan do ER,
kde je odstranén jeho signalni peptid a vysledny polypeptid je modifikovan jedinym
N-vazanym glykanem. PreproPrB podléha autokatalytickému Stépeni v ER, ¢imz se odstrani
N-terminalni propeptid. Aby se usnadnilo spravné slozeni proPrB, pisobi zde ER-rezidentni
protein, Pbnl, ktery béhem tohoto procesu piisobi jako chaperon, a proPrB se dale modifikuje
O-vazanymi glykany v GA. Piedpoklada se, ze N-koncovy propeptid ziistava nekovalentné

vazan s proPrB, coz ¢astecné inhibuje jeho enzymatickou aktivitu az do doby, nez proPrB
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dosdhne vakuoly. Zde je N-koncovy propeptid degradovan pomoci PrA. Ve vakuole
je C-koncovy propeptid proPrB stépen pomoci PrA a vznikaji 37kDa variace (species) PrB.
Kone¢ny Stépny krok je zprosttedkovan autokatalyticky pomoci PrB, odstranénim
C-koncovyho peptidu modifikovaného jedinym N-vdzanym glykanem a poskytnuti zralého
31kDa PrB. Je zajimavé, ze zatimco naruSeni PrA aktivity vede k akumulaci proPrB
a N-terminalniho propeptidu, proPrB si zachovéava zbytkovou katalytickou aktivitu (Hecht

a kol., 2014).

Karboxypeptiddza Y (CPY) je serinova karboxypeptidaza rodiny S10 a je kodovana
PRC1 genem v kvasinkach. Jak je uvedeno vyse, CPY je zpocatku syntetizovana jako
prekurzor. Protein je translokovan do ER, kde je signalni peptidazou odstranén signalni peptid
a jsou piipojeny Ctyii N-vazané glykanové zbytky, aby vytvofily formu zvanou pl-CPY.
Skladani CPY v ER zahrnuje vytvoreni péti disulfidickych mustkii. Tento d&j je podporovan
propeptidem, ktery ptisobi jako intramolekuldrni chaperon. Protein p1-CPY je dodavan do GA,
kde jsou glykanové zbytky prodluzovany za vzniku 69kDa variaci (species), oznacovanych
jako p2-CPY. V Golgiho aparatu je p2-CPY rozpoznavéan pomoci Vps10 pro dodani do MVB
prostfednictvim rozpoznavaci sekvence Gln-Arg-Pro-Leu v propeptidové oblasti. Ve vakuole
je propeptid CPY odstranén sekvenénim pusobenim PrA a PrB produkuji aktivni CPY.
Vysledny enzym je aktivni pfi nizkém pH a vysokych koncentracich soli, které jsou

charakteristické pro vakuolarni prosttedi (Hecht a kol., 2014).

Karboxypeptiddza S (CPS) je zinkové zavisla metalokarboxypeptidaza z rodiny M20
a je kodovana genem CPS1. CPS je syntetizovana jako prekurzor obsahujici membranovou
sekvenci (2040 aminokyselin), ktera je vlozena do ER membrany tak, Ze CPS je orientovana
svym C-koncem sméfujicim do lumenu. CPS membranové-vazany prekurzor je glykosylovan
a prechazi pres GA, nez je transportovan do vakuoly cestou CPY. Jakmile je ve vakuole, CPS
je zpracovana PrB a je uvolnén do vnitiniho prostoru vakuoly. Jsou pozorovany jak 74kDa, tak
77kDa zralé formy CPS, které piedstavuji CPS modifikované dvéma nebo tfemi N-vazanymi
glykany. Je zajimavé, Ze membranové-vdzand forma CPS také vykazuje proteolytickou
aktivitu. Bylo zjiSténo, ze CPS hraje také roli v u¢innosti sporulace. NaruSeni aktivity PrB
zpisobuje Castecny defekt ve sporulaci, ale kdyz je aktivita PrB pferusena spolecné s aktivitou

CPY a CPS, kvasinky nemohou sporulovat viibec (Hecht a kol., 2014).

Aminopeptidaza 1 (Apel) je kvasinkova na zinku zdvisld metaloaminopeptidaza

z rodiny M18, kodovand genem APE1. Apel je syntetizovana jako prekurzor preApel, ktery
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obsahuje 45-aminokyselinovou N-koncovou doménu, ktera je nutnd pro vakuolarni lokalizaci.
PreApel homooligomerizuje v cytoplazmé a vytvari dodekamer, ktery poté vyuziva Cvt drahu.
PreApel komplex je rozpoznavan svym receptorem Atgl9, ktery interaguje s Atgl1, aby uvazal
komplex preApel do mista tvorby autofagosomu (fagoforu), zndmého jako PAS (Phagophore
Assembly Site). Dale je preApel komplex zapouzdien do Cvt vezikuly, kterd se spoji
s vakuolou. Vystaveni kyselému pH vnitiniho vakuoldrniho prostfedi (lumenu) vede
k demontdzi komplexu preApel na preApel dodekamery. Nakonec PrB §tépi N-koncovy
propeptid preApel za vzniku aktivniho 50kDa enzymu.Apel je také znamy jako Lap4, protoze
byl zpocatku charakterizovan jako Leu-aminopeptiddza ve screeningu kvasinkovych mutantd
defektnich na schopnost hydrolyzovat synteticky substrat Leu B-naftylamid. Apel také bylo
prokazéano, Ze zprosttedkovava rezistenci vici Cd2+, kterd je jinak toxicka a indukuje oxidaéni
stres. Kvasinky se ve vakuole zbavuji Cd2+ stejné tak, jako glutathionového (GSH)
S-konjugétu. GSH je recyklovan z vakuoly plisobenim gama-glutamyltranspeptidazy (Ecm38),
ktera hydrolyzuje Glu, ¢imz zanechava Cys-Gly dipeptid, o kterém se piredpoklada, ze je dale
degradovan Apel. Apel je tedy vyZadovana pro homeostazu GSH a vady tohoto procesu vedou
ke zvySené citlivosti na Cd2+. Novéjsi prace vSak identifikovala alternativni cestu degradace
GSH zahrnujici cytosolickou dipeptidazu Dugl, ktera je ¢lenem rodiny metaloprotedz M20.
Tato studie prokazala, ze Apel nebyl vyzadovan pro rast kmene metl5A na médiu, ve kterém

byl GSH jedinym zdrojem siry (Hecht a kol., 2014).

Aminopeptidaza Y (Ape3), kodovana genem APE3, je metaloaminopeptidaza ze stejné
skupiny proteaz M28 jako nedavno objevend, domnéld vakuolarni protedza, YbrO74w. Stejné
jako YBRO74w se lokus APE3 nachdzi na chromozomu II S. cerevisiae. Globalni parové
sefazeni sekvenci Ape3 a Ybr074w odhaluje 5,7% identitu aminokyselinové sekvence, zatimco
srovnani domén proteazy M28 ukazuje piiblizné 22% identitu sekvence vcetné zachovani
katalytickych zbytkli. Ape3 je syntetizovan jako prekurzor nesouci 21 aminokyselinovou
signalni sekvenci sméfujici jeji translokaci do ER. Signdlni sekvence je Stépena v ER
a prekurzor Ape3 je zaméfen na GA, kde je rozpoznan pomoci Vps10 pro cileni na vakuolu.
Podobné jako u né€kterych jinych protedz je N-termindlni propeptid St€pen PrB ve vakuole, ¢imz
se ziska zraly Ape3. Zraly protein Ape3 existuje jak v 70 kDa, tak 75 kDa formé, ktera se lisi
v rozsahu modifikace glykanu, protoZze Ape3 mé osm akceptorovych mist pro N-vazané

glykany, ale pouzivé se pouze 5-7 mist (Hecht a kol., 2014).
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1.1.3.2. Membranové vazané vakuolarni proteiny

Dipeptidylaminopeptiddza B (Dap2) je serinovd proteaza v rodin¢ S9. Dap2 ma
hydrofobni transmembranovy segment umistény 30 aminokyselin od N-konce, ktery slouzi jak
jako ER-cilici sekvence, tak jako membranova kotva. Dap2 je membranovy protein typu II,
ktery ma cytosolicky N-konec a prominentni C-konec, ktery sméfuje do lumenu. Protein
je zpocatku syntetizovan jako 93kDa protein, dlouhy 818 aminokyselin, a je modifikovan
v endoplazmatickém retikulu péti az osmi N-vazanymi glykany, které¢ podléhaji minimalnimu
prodlouzeni v GA. Vysledkem je kone¢ny 120kDa produkt. Na rozdil od jinych vakuolarnich
protedz se Dap2 ve vakuole proteolyticky nezpracovava (Hecht a kol., 2014).

Nedavno byla identifikovéna protedza souvisejici s FXNA rodinou 1 (Pff1) jako protein
vakuolové membrany, u které¢ho se predpoklada, ze ma devét transmembranovych segmentt.
Ackoli specificka funkce a substratova specificita Pff1 dosud nebyla objasnéna, celd genomicka
analyza proteint, které reaguji na nepfitomnost genového produktu PFF1 (YBRO74w),
je konzistentni s tim, Ze protein hraje roli ve vakuolarni funkci. Piekvapivé existuje domnély
sav¢i homolog Pffl. Bylo vSak zjisténo, ze savéi protein zistdva v ER a zda se, ze se podili
na vyvoji vajecniki (Hecht a kol.,, 2014). Vakuolarni peptidazy S. cerevisiae jsou
charakterizovany velmi podrobné, avSak u ostatnich druhii kvasinek tomu tak neni. Pfitom
naptiklad u patogennich kvasinek by bylo dobré védét vic, uvazime-li, jak je vakuola dalezita

pro metabolické ptizplisobeni a pro pieziti v makrofagu (Hazel a kol., 1996).

1.2. Siieni kvasinek zpusobujicich kandidézu

Za ptiblizné 90 % ptipadi infekce kvasinkami stoji pfedev§im 5 druhti kandid. Jsou jimi
Candida albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis a C. krusei. Distribuce téchto
patogennich kvasinek zptsobujici kandidozu se v popula¢nich studiich provadénych v riznych
zemépisnych oblastech lisi. Kromé toho Ize také pozorovat vyznamné rozdily mezi
nemocni¢nimi jednotkami (JIP, onkologie). Frekvence patogennich kandid, které zptisobuji
infekce je také zavisla na predispozicich infikovanych pacientli, antimykoticich, které obdrzi

a na faktorech souvisejicich s mistni nemocnici.

Kandid6za ma za nésledek amrtnost 15-35 % dospé€lych lidi a 10-15 % novorozenct.
Mira brzkeé (7 dni po diagnoze) a pozdni timrtnosti (30 dni po diagndze) se 1i8i (13 % vs. 30 %).

Zatimco brzka umrtnost je spojena s vhodnymi faktory antifungdlni terapie a vcasného

23



odstranéni centralnich zilnich katétri, pozdni umrtnost je spojena s faktory souvisejicimi

se zakladni (béznou) kondici hostitele (Guinea, 2014).

1.2.1. Geograficky vliv

Existuji znacné rozdily mezi poctem pitipadi zptisobenych C. glabrata a C. parapsilosis.
Studie ze severni Evropy a USA ohlasily vysoky pocet piipadi zptisobenych C. glabrata,
zatimco studie ze Spanélska a Brazilie prokazaly nizsi pocet ptipadii zptisobenych C. glabrata
a vyss$i pocet pripada ptipisovanych C. parapsilosis. Celosvétove klesa frekvence C. albicans,
zatimco u C. glabrata a C. krusei je stabilni a u C. parapsilosis a C. tropicalis frekvence roste

(Guinea, 2004).

1.2.2. Vliv zdravotniho stavu

Rozdilnou incidenci ovlivituje i zdravotni stav pacienta. OdliSnosti v incidenci mezi
dospélymi a détmi se projevuji také v distribuci druhli. C. albicans je Cast&j$i u pacientl
ve véku do 18 let, frekvence C. parapsilosis klesa s v€kem a C. glabrata je Cast&jsi u starSich
lidi. Rozdily byly také zjistény pii porovnani incidence u novorozenct a u dospélych pacientt.
C. albicans a C. parapsilosis jsou ¢astéj$i u novorozenct. Oba druhy obvykle zpiisobuji infekci
souvisejici s katetry, které se u novorozencti €asto pouzivaji. Distribuce druhtl je vysoce zavisla
na pacientové stavu. C. glabrata je nejcastéji detekovanym druhem u piijemcti kmenovych
bunék. C. krusei je také relativné Casto zjiSténa u téchto pacientli, a to pravdépodobné
v disledku rozsifeného pouZivani azolli v tomto prostfedi, které miZe podporovat infekci
témito dvéma druhy odolnymi vii¢i azolim. Ostatni pacienti, naptiklad piijemci pevnych

organd, jsou vSak infikovani hlavné C. albicans a C. glabrata (Guinea, 2014).

1.2.3. Vliv nemocni¢ni epidemiologie

Plistiové infekce se v nemocnicich staly hlavnim problémem. Pocet ptipadi sepse
zpusobené houbami od pocatku 90. let roste. Kandiddza je diisledkem pokroku ve zdravotnictvi.
Béhem poslednich 20 let bylo pozorovano zlepSeni v diagnostickych postupech, ve vyvoji
a v komercializaci novych antimykotickych agens a byly uskute¢nény strategie pro prevenci

pied kandidézou, nicméné jeji vyskyt se zvysil. Kandiddza je obvykle diagnostikovana pomoci
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krevnich kultur. Infekce mtize byt zplisobena kvasinkami, které se bézn¢ vyskytuji v téle. Pti
1é¢bé Sirokospektralnimi antibiotiky dochéazi ke zvySenému riistu kandid v GITu, které se diky
tomu mohou snaze dostat do krevniho fecisté a zpusobit kandidozu. Pacienti v§ak mohou byt
infikovani i exogenni cestou. Tyto exogenni izolaty mohou kolonizovat kiizi, nitrozilni katetry,
infuze a Casto jsou ohnisky vicecetné infekce. VétSina hlaSenych ohnisek se tykala dospélych
pacientll, pacientd na jednotce intenzivni péce (JIP), pacienti onkologicko-hematologickych
oddé€leni a novorozencl.. Ukazalo se také, ze Castym zplisobem ptenosu této infekce na JIP
je prave zdravotnicky persondl, kde byl zjistén prenos C. parapsilosis na rukou, zejména tedy
ptenos na umélych nehtech. Diky tomu miiZze byt po pfimém kontaktu infikovana kiize pacienta

anebo mohou timto zpiisobem byt kontaminovany katetry (Guinea, 2014).

1.2.4. Vliv antimykotické 1écby

Mira umrtnosti jasn¢ koreluje s nepfitomnosti antifungalni 1é¢by, zpozdénim
pfi zahajeni antimykotické 1écby nebo pouzitim netcinkujicich agens. Proto by minimalizace
téchto tii faktorti méla pomoci snizit imrtnost na kandid6zy. Znalost frekvence patogennich

druhil by usnadnila vhodny vybér empirické antifungélni 1écby.

Procentualni vyskyt onemocnéni zptisobenych jednotlivymi druhy je vcelku pohyblivy.
Naptiklad znaéné zmény v Cetnosti (jeji zvySeni) byly pozorovany u C. glabrata
a C. parapsilosis, protoze vykazuji sniZenou citlivost na azolovéa antimykotika a echinokandiny

narozdil od ostatnich druhti kandid (Guinea, 2014).

1.3. Vyvoj patogenity

Pii porovnani genomové sekvence nékolika druht kandid bylo zjisténo, ze existuji
vyznamné expanze bunécné stény a sekrecnich a transportnich genovych rodin patogennich
druhti, naznacujici adaptaci spojenou s virulenci. Velké genomické trakty jsou homozygotni
ve tfech diploidnich druzich, coz vyplyva nejspis z neddvné rekombinacni udélosti. U n¢kolika
druhti ptekvapive chybi klicové slozky pohlavniho rozmnozovéani a meidzy. Patogenni houby
mohou omezit své sexudlni cykly, aby maximalizovaly svou virulenci,
a sekvenované druhy Candida vykazuji obrovskou rozmanitost v jejich zjevné schopnosti se
rozmnozovat. Patfi mezi né hlavni rozdily v ,,mating-type* lokusech (MTL = Mating-type loci),

které¢ u nékterych zastupct uplné chybi (naptiklad u Lodderomyces elongisporus). VSsechny
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kandidy kromé C. glabrata a C. krusei patii do odvétvi, které je specifické prekladanim kodonu
CUG jako serin misto leucinu. Mimo to jsou haploidni a diploidni druhy ve dvou oddé¢lenych

odvétvich (Butler a kol., 2009).

1.3.1. Sekvence genomu

Velikost a slozeni sekvenovanych genomu kandid jsou velmi odlisné. Pfi porovnani
genomU Candida albicans WO-1, Candida albicans SC5314, Candida tropicalis, Candida
parapsilosis, Lerdomyces elongisporus, Candida guilliermondii, Candida lusitaniae
a Debaryomyces hansenii ¢ini rozdil ve velikosti v nékterych ptipadech az témér 50 %.
Rozdilné je taktéZ i1 procentudlni zastoupeni CG part, které se u téchto genomi pohybuje
v rozmezi 33 az 45 %. Navzdory tomu jsou ale piedpokladané pocty protein kodujicich genti
podobné, a to v rozmezi 5733—6318 gend. Tato skutecnost vSak nesouvisi s riznou velikosti.
Naptiklad nejmensi genom, C. guilliermondii, obsahuje vice gend nez nejvétsi genom, kterym
je L. elongisporus. Je to vysvétlovano az trojndsobnou variaci mezigenovych mezer. Mezi
diploidnimi druhy C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis a L. elongisporus a mezi
haploidnimi druhy D. hansenii a C. guilliermondii byly detekovany velké syntenické bloky,
které si navzdory lokalnim inverzim a presmyktim v diploidnich genech zachovaly své potadi

a své misto (Butler a kol., 2009).

1.3.2. Polymorfismus v diploidnich genomech

Pti porovnani dvou diploidnich kment C. albicans SC5314 a WO-1 bylo zjisténo, Ze
variace v karyotypech jsou primarné zptuisobeny translokacemi v MRS sekvencich. V kazdém
kmeni jsou podobné miry jednonukleotidovych polymorfizmii (SNP) v kazdém kmeni a mezi

sebou maji dvojnasobek miry SNP. To naznacuje relativn€ nedavnou divergenci.

Vyznamné oblasti s rozSifenou homozygotnosti se nachéazeji ve tfech (ze Ctyft)
diploidnich genomech, které mohou odraZet zlomem indukovanou replikaci nebo nedavny
prichod parasexualnim nebo sexudlnim cyklem. Candida albicans, C. tropicalis
a L. elongisporus vykazuji velké chromozomalni oblasti postradajici SNP. Naproti tomu
nékolik SNP v C. parapsilosis je ndhodné distribuovano v celém genomu. Celkem 30 %
genomu WO-1 je homozygotni pro SNP, coz je 2x vic nez u genomu SC5314. Na chromozomu

je vzdy alesponi jeden homozygotni region a pouze jeden za¢ind MRS sekvenci. Zatimco téméf
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vSechny homogenni oblasti jsou pfitomny na diploidnich urovnich a jsou tedy homozygotni,
WO-1 ztratil jednu kopii vice nez 300kb oblasti na chromozomu 3, obsahujici téméf 200 gend.
Je zjevné, Ze béhem evoluce byl velky tlak na to, aby se tato oblast v obou kmenech

homozygotni (Butler a kol., 2009).

1.3.3. Vyuziti a evoluce kodovani CUG kodonii

Vsechny druhy kandid piekladaji CUG kodony jako serin namisto leucinu. Tato zména
genetického kodu zmeénila pravidla dekddovani kodonit CUN (CUU, CUC, CUA, nebo CUG)
v rodu Candida. Zatimco Saccharomyces cerevisiae pouziva dvé tRNA, z nichz kazda preklada
dva kodony, druhy Candida pouzivaji vyhrazenou tRNAcac> pro CUG kodony a jedinou
tRNAac™" pro CUA, CUC a CUU kodony, protoZe inosin se miize parovat s A, C i U. Tato
zména v dekodovacich pravidlech vynutila snizeni pouziti CUG a také CUA (pravdépodobné
v dasledku slabsiho kolisani) v genech Candida. CUU a CUC kodony nevykazuji stejné
zkresleni, nejspi§ kvili jen obcasnému pouziti. Dal§im tlakem ovliviiujicim pouziti kodonu
muze byt obsah GC, protoZe pouziti leucinovych kodonit u druhli Candida je v korelaci
s procentem sloZeni GC. CUG kodony v C. albicans nejsou témét nikdy (jen z 1 %) pfifazovany
k orthologickym CUG kodonim v S. cerevisiae. Misto toho se CUG serinové kodony
v C. albicans tadi primarné ke kodonim Saccharomyces cerevisiae pro serin (z 20 %) a pro
dalsi hydrofilni zbytky (z 49 %). Leucinové kodony CUG v S. cerevisiae se primarné piifazuji
k leucinovym kodoniim v kandidach (z 50 %) k dal$im kodonim kédujicim hydrofobni zbytky
(z 30 %). To naznacuje uplnou funkéni ndhradu kodontit CUG v kvasinkach rodu Candida

(Butler a kol., 2009).

1.3.4. Pareni a meioza

Neékteré slozky meidzy (napft. hlavni regulator IME1) u kvasinek rodu Candida chybi,
coZ naznacuje, Ze kiiZici se druhy kandid podléhaji meiéze bez nich. Naopak 1 zdanlivé
nesouvisejici druhy vykazovaly vysoce konzervované cesty odezvy feromonu, coz naznacuje,
ze feromonova signalizace hraje alternativni roli, jakou je regulace tvorby biofilmu. Tato
zjiSténi naznacuji zna€nou plasticitu a inovaci meiotickych drah v téchto kvasinkdch. Kromé
toho bylo zjisténo, ze heterothalické (sexudlni) druhy rodu Candida proSly v posledni dobé

dramatickou zménou v drahach zapojenych do meiotické rekombinace, se ztratou
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Dmcl-dependentni drahy u heterothalickych druht C. lusitaniae a C. guilliermondii. Taktéz
se ptislo na to, ze mechanismy parovani chromosom a kiizeni se (,,crossover®) v posledni dobé
zménily u téchto dvou druht, protoze ztratily nékolik slozek synapstonemalnich a synapsovych
(MSH4, MSHS), ale zachovali si malou cestu (MUS81, MMS4). Celkové, pokud druhy
Candida podléhaji meidze, je to za redukovaného nebo jiného postupu, coz naznacuje,
ze u mnoha druhli mize existovat neznamy meioticky cyklus a Ze model meidzy vyvinuté

v S. cerevisiae se vyrazné lisi, dokonce 1 mezi kvasinkami (Butler a kol., 2009).

1.4. Candida albicans

C. albicans je schopna ménit svou vnéjsi strukturu (viz Obrazek 1) — je polymorfni.
Roste ve formée blastospor (ovalnych kvasinkovych buné€k), pseudohyf (fetizkovitych kolonii
tvofenych protdhlejSimi buitkami) a pravych hyf (dlouhych tuzkych houbovych vlaken).
Ve formé blastospory se vyskytuje, kdyZ nema idealni podminky, to znamena pfi nizké teploté
a nizkém pH. Ve form¢ hyfy se kvasinka nachéazi pfi pro ni idedlnich podminkach, coz
je optimalné pii 37 °C a neutralnim pH. Schopnost zmény morfologie pomaha kvasinkam piezit

a tim se zvysuje jejich virulence (Berman a kol., 2007).

Illllllb
*------

Obrazek 1 Morfologické formy kvasinek. Nahofe je forma blastospory, vlevo pak forma pseudohyfy a vpravo
forma pravé hyfy. Morfologicky pferod mezi hyfou a pseudohyfou probiha spis jen vyjimecné. (Berman a kol.,
2007)
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C. albicans je zodpovédnd za drtivou vétSinu invazivnich kandidéz, coz prameni
¢astecn¢ z jeji schopnosti zit jako komenzal v riiznych mistech téla. C. albicans vyjadiuje rizné
vlastnosti kritické pro existenci na mukéznich povrsich, kde dochazi k neustalé, ale dynamické
souhie mezi vrozenymi a ziskanymi obrannymi mechanismy hostitele. Povaha onemocnéni,
které je vysledkem invaze tohoto organismu do tkani, je slozita a zavisi na rtiznych fyzikalnich
a  fyziologickych  podminkdch v  hostiteli a na  specifickych vlastnostech
C. albicans. Schopnost C. albicans rychle ziskat rezistenci na antimykotika (naptiklad
amfotericin B, flucytosin a fada azoli) znamend, ze pokracujici vyvoj novych antimykotik

zustava pro kliniky a farmaceutické spolecnosti dilezitym zamétenim (Biswas a kol., 2007).

1.4.1. Strategie boje C. albicans s makrofagy

1.4.1.1. ,Maskovani se* pied imunitnimi bunikami

Imunitni fagocyty, vcetné¢ makrofagli, rozpoznavaji C. albicans na zakladé
uhlovodiky bunééné stény (napt. B-glukany, manan nebo chitin). Tento druh kvasinek vSak
prekryva vrstvu B-glukanti a chitinu vrstvou mannoproteind. Diky tomu je pro receptory
makrofdgli zaznamenavajici B-glukany do znaéné miry nemozné zjistit, ze je patogenni

kvasinka pfitomna a imunitni reakce nenastane.

Vazani komplementovych proteinti na bunécny povrch pusobi jak mikrobicidné, tak
1 imunostimula¢né. Bunécny povrch C. albicans vSak vaze fadu negativnich regulatord
komplementové kaskady, aby inhiboval aktivaci komplementu. Pral (pH-regulovany antigen)
vaze plazminogen a faktory H, FHL-1 a C4B (Jimenez-Lopez a kol., 2013). Faktor H a FHL-1
inaktivuji komplement. Plazminogen je aktivovan na plazmin, ktery degraduje extracelularni
matricovou slozku fibrinogen (Luo a kol., 2009), coz usnadiiuje jeho pronikdni do tkéni

a naslednou nekrozu (Crowe a kol., 2003).

1.4.1.2. Ochrana pred antimikrobidlnimi laitkami vylu¢ovanymi makrofagy

Kdyz uz makrofag zjisti pfitomnost patogenu, za¢ne do extracelularniho prostoru
vypoustét ROS a RNS (reaktivni formy kysliku a dusiku), které maji antimikrobialni ucinek.
Proti tomuto kroku se C. albicans umi branit taky. Tyto kvasinky totiz koduji katalazu Catlp,

ktera je pfitomna na bunécné sténé a Sest superoxiddismutaz (SOD), z nichz jsou Sod4p, Sod5p
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a Sod6p aktivné vypoustény do extracelularniho prostoru. Superoxiddismutazy pievadéji
superoxidové radikaly produkované makrofagy na peroxid vodiku, ktery je pro kvasinky také
toxicky, jenze ten je kataldzou Catlp ihned rozlozen na H>O. Tato ¢ast obrany probihd mimo
buriku a fesi tim nebezpeci toxickych ROS jesté pred tim, nez vniknou do buiiky (Jimenez-
Lopez, C. a kol., 2013). Obrana proti RNS (pfedevsim tedy proti oxidu dusnatému) probiha
v intracelularnim prostoru, a to diky tfem flavohemoglobinovym enzymim Yhblp, Yhb4p
a Yhb5p, pfiCemz nejpodstatnéjsi roli hraje Yhblp (NO dioxygenaza), ktery preménuje NO
na dusi¢nany (Ullmann a kol., 2004).

1.4.1.3. Modifikace buné¢né stény na zakladé zdroji Zivin

Dulezitou roli u hub hraji i ziviny, pfedevsim zdroje uhliku, jimiZ je majoritn¢ glukoza.
C. albicans v§ak umi vyuZivat i1 jiné zdroje — naptiklad laktat. Bylo zjisténo, Ze kvasinky Zivici
se predevSim laktitem maji trochu jinak modifikovanou bunécnou sténu a stdvaji
se odoln¢jsimi. Kdyz takovou kvasinku pozie fagocytujici buiika imunitniho systému, kvasinka
je schopna zpusobit této imunitni burice vétsi poskozeni a snaze pak uniknout (Jimenez-Lopez

a kol., 2013).

1.4.1.4. Ochrana v kyselém prostredi

Bylo zjisténo, ze kdyZz se tento druh kvasinek dostane do kyselého prostiedi, tak
je schopen vypoustét do okoli NH3 vznikly pii degradaci aminokyselin, kterou je v takovém
prostiedi kvasinka schopna urychlit, coZ ma za nasledek poZzadované zvySeni pH. Tento d¢j
probiha ruku v ruce s defektem ATPazové pumpy blokujici dalsi okyseleni (Jimenez-Lopez

a kol., 2013).

1.4.1.5. Regulace morfogeneze

Dalsi obranou C. albicans je morfogeneze — schopnost ménit svou bunéénou formu.
Pokud je kvasince néjakym zpiisobem narusena moznost vyuzit sviij polymorfismus (schopnost
meénit svou formu), tak jeji virulence klesa nebo pfimo mizi. V ptipadé, Ze vSak tato kvasinka
neni vtomto ohledu nijak omezena, je schopnd se po pozfeni makrofigem pireménit

z kvasinkové formy na hyfu a fagocyt penetrovat a usmrtit (Jimenez-Lopez a kol., 2013).
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Regulace morfogeneze je velice komplexni a zahrnuje nékolik indukénich signald,
kterymi jsou zvySeni obsahu CO», sérum, fyziologicka teplota, N-acetylglukosamin vyzivujici
signalni drahy vystupujici v mnoha transkripcnich faktorech a v neposledni fad¢ je zapotiebi

neutralni pH (Jimenez-Lopez a kol., 2013).

1.4.1.6. Interakce kvasinka-fagocyt

Béhem interakei kvasinka-fagocyt dochdzi ve vakuole k dynamickym zménam velikosti
a k morfologickym zménam, které jsou nezbytné pro rezistenci kvasinky viaci prave
nepfiznivym vliviim. Je-li vakuola nefunk¢ni, stava se kvasinka proti makrofagim a vici
kritickym okolnim podminkam prakticky bezbranna a tyto ,,duely* z drtivé vétSiny piipada
prohrava. U mutantt kvasinek C. albicans vpslIA (vacuolar protein sorting), které¢ meély
fragmentovanou vakuolovou morfologii, coZ demonstrovalo zhorSenou funkci vakuol, byla
zjiSténa nizsi rezistence proti osmotickému a teplotnimu stresu, stejn¢ tak byla naméfena
1 snizend aktivita karboxypeptidazy Y, déale zhorSena schopnost pfemény z kvasinky na hyfu
a snizena sekrece asparatovych protedz, coz mé za nasledek razantni snizeni jejich virulence

(Palmer, 2005).

1.5. Candida parapsilosis

Ackoli nejrozsitenéj$im a nejinvazivnéj§im druhem pfi infekcich krve na JIP je Candida
albicans, v posledni dob& piibyva pocet invazivnich infekci ostatnimi druhy Candida
a dominance C. albicans klesa. Z nich je obzvlast’ dilezitd Candida parapsilosis, protoze
je schopna vytvaret odolné biofilmy na Zilnich katetrech a dalSich lékatsky implantovanych
vybavenich, coZ ohrozuje pacienty, ktefi podstoupili invazivni 1€katsky zasah. C. parapsilosis
rovnéz rychle roste pti celkové parenteralni vyzivé podavané pacientiim na JIP, ¢imz ohrozuje
predev§im podvyzivené déti a novorozence s nizkou porodni hmotnosti. Pfestoze infekce
C. parapsilosis obecné vedou k niz§i nemocnosti a imrtnosti nez infekce C. albicans, bylo
ohlaseno, Ze nékolik klinickych izolatl tohoto druhu je méné citlivych na urcita antimykotika
(echinokandiny,  azolova 1éCiva), coz komplikuje vybér empirickych antimykotik.
C. parapsilosis asto druhym nebo tfetim nejcastéji izolovanym druhem Candida na JIP (T6th

a kol., 2019).
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1.5.1. Incidence

Ptestoze je C. albicans hlavni pti¢inou kandidozy, je C. parapsilosis druhym nejCastéji
izolovanym druhem kandid v jizni Evrop¢, nékterych regionech Asie a Latinské Ameriky.
V Srbsku dosahuje téméf stejné incidence, jako prave C. albicans. Bylo také prokazano, ze vic
nez 60 % izolovanych kvasinek rodu C. parapsilosis je rezistentnich vii¢i azolovym lé€ivim
a v n¢kterych piipadech byla dokonce zjisténa odolnost i vii¢i vice druhiim 1é¢iv, coz zvysSuje

obavy tykajici se 1écby infekci zptisobenych timto druhem kvasinek (To6th a kol., 2019).

C. parapsilosis neohrozuje pouze dospé€lé pacienty na JIP, nybrz i novorozence, kteii
se narodili s nizkou porodni hmotnosti (Weems a kol., 1987). V téchto piipadech zpiisobuje
C. parapsilosis drtivou vétSinu infekci zptusobenych jinymi druhy kandid nez C. albicans

(,,non-albicans* druhy) (Téth a kol., 2019).

1.5.2. Genom C. parapsilosis

Je znama genomickd sekvence kmene CDC317. Jeji velikost ¢ini 13 Mbp.
C. parapsilosis je diploidni s 8 pary chromozomii, které jsou na obou koncich zakonceny
telomerickymi repeticemi, které byly ptivodné identifikovany analyzou RNA podjednotek
telomerdzy TER1 (Gunisova a kol., 2009).

Bylo také zjiSténo, ze lokus pateni MTLa2 je pseudogen (Logue a kol., 2005) a byla
zjiSténa nizka mira heterozygozity s pouze jednim SNP na 15 553 bazi, coZ je az 25-70x nizsi
mira, nez u ostatnich druhli kandid. Takovato nizk4 geneticka variabilita naznacuje relativné
nedavnou globalni expanzi virulentniho klonu s poskozenym rozmnoZovacim systémem (To6th

a kol., 2019).

Srovnavani 4 sekvenovanych druhii C. parapsilosis ukézalo ur€itou miru variace
v obsahu gent kodujicich fosfolipazy, efluxni pumpy a peptidazy. PredevSim pak byly zjiStény
vyznamné rozdily v genové rodiné typu ALS (z angl. agglutinin-like sequence) kodujici velkou
skupinu glykoproteini s velkym bunéénym povrchem, které ucinkuji pii interakci
patogen-hostitel (Hoyer a kol., 2001). Pfislo se také na znacné mnozstvi variaci poctu kopii.
Pfi srovnavani téchto 4 druhti bylo objeveno 40 takovych variaci. Predpoklada se i mozna

rekombinace riznymi kmeny C. parapsilosis (To6th a kol., 2019).
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Izolaty C. parapsilosis jsou rozdéleny do tii riznych druhd, a to C. parapsilosis sensu
stricto, C. orthopsilosis a C. metapsilosis (Tavanti a kol., 2005). VSechny analyzované kmeny
C. metapsilosis ziskané z riznych mist jsou vysledkem stejné hybridiza¢ni udalosti dvou dosud
neznamych nepatogennich rodiCovskych linii. Je zajimavé, ze hybridy C. metapsilosis
a C. orthopsilosis maji vyssi potencial virulence u lidi nez jejich rodi¢ovské kmeny, protoze
zizolovanych vzorkll byl zjistén pouze jeden kmen homozygotni C. orthopsilosis, coz
naznacuje moznost, ze virulentni druhy vznikaji hybridizaci nevirulentnich nebo méné

virulentnich druhi (Téth a kol., 2019).

Na rozdil od Saccharomyces cerevisiae a Candida albicans ma C. parapsilosis
neobvyklou molekuldrni stavbu mitochondridlniho genomu, ktery se sklada z linearnich
molekul DNA dlouhych 30,9 kbp koncicich na obou stranach specifickymi telomerickymi
strukturami, které jsou trochu podobné s telomerami na konci eukaryotickych jadernych
chromozomt (Kovac a kol, 1984). Tyto linedrni molekuly zahrnuji geny pro zachované
mitochondrialni proteiny, dvé rRNA a sadu 24-tRNA. Kromé toho obsahuji mitochondrie
1 extragenomické kruhové DNA, nazyvané telomerické kruhy (t-kruhy). T-kruhy replikuji
autonomn¢ prostiednictvim tzv. ,rolling-circle” mechanizmu, ¢imz se generuji fady
telomerickych opakovani, kterd se nakonec rekombinuji s konci linedrnich molekul DNA.
V podstaté stejnd molekularni architektura byla nalezena i u nékolika Uzce ptibuznych druh
Loderromyces, jako je C. metapsilosis, C. orthopsilosis a C. theae (Kosa a kol., 2006).
Je zajimavé, Ze mitochondrie nékolika druhit C. metapsilosis a C. orthopsilosis obsahuji
mutantni formu genomu. Tyto mutanty postradaji t-kruhy a jejich mitochondridlni genomy
cirkulovaly prostfednictvim fuzi typu ,,end-to-end* (fuze konct genomtl), coz dale podporuje
klicovou roli t-kruhii v udrzovani telomer. Udrzovani mitochondridlnich telomer v zavislosti
na t-kruhu mize mit medicinsky vyznam, protoze vyrovnava alternativni prodluzovani telomer
na konci eukaryotickych chromozomi a vzhledem k tomu, Ze maji lidské bunky kruhovy
mitochondrialni genom, replikaéni strategie linearni mitochondridlni DNA u C. parapsilosis

byla navrzena jako slibny molekularni cil pro terapii (T6th a kol., 2019).

1.5.3. Molekularni virulenéni mechanizmy

Ve veterinarni mediciné byly u riznych Zivoc€iSnych druhtt hlaSeny infekce

C. parapsilosis. Patogenita tohoto druhu je spojena s nékolika domnélymi virulen¢nimi faktory,
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véetné tvorby biofilmu a produkce proteaz, fosfolipaz, lipdz a dalSich hydrolytickych enzymu

atd. (Cordeiro a kol., 2017).

1.5.3.1. Adheze

Adheze k riznym povrchiim je klicovy predbézny krok tvorby biofilmu a nasledné
kolonizace hostitele. C. parapsilosis ochotné kolonizuje napiiklad katetry nebo implantaty
(Panagoda a kol., 2001). Vysokou schopnost pfilnuti k takovym materialim ovliviiuje hned
nekolik proteint. Naptiklad proteiny bunécné stény, které jsou kovalentné vazany na bunécnou
sténu hub, ucinné vazou extracelularni matricové proteiny hostitelské buniky (napt. fibronektin,

vitronektin a laminin) (To6th a kol., 2019).

1.5.3.2. Morfologie

Morfologie kvasinek Candida parapsilosis je riznoroda. Kolonie mohou byt bud’ bilé
nebo krémové, hladké nebo zkrabatélé, kraterovité nebo koncentrické. Kvasinky se v nich
nachdzeji ve formach blastospor nebo pseudohyf (Laffey a kol., 2005). Doposud neni zdznam
o tom, Ze by kvasinky C. parapsilosis vytvofily pravé hyfy. Morfologicky prechod
z blastospory na formu pseudohyfy zatim neni zcela objasnén, nicméné existuje skupina

aminokyselin, u kterych tusi, Ze tuto morfologickou zménu podporuji.

Fagocytujici buniky sice nerozliSuji, v jaké morfologické formé se C. parapsilosis
nachazi, ale kvasinka ve formé pseudohyfy je schopna zptsobit fagocytu vyssi poskozeni, ¢imz
piispiva k patogenité. Proto jsou také zkoumany zakladni molekuldrni mechanizmy regulujici
morfologicky pfechod a byly identifikovany nékteré transkripéni regulatory odpovédné prave
za tuto morfologickou pfeménu. Jsou jimi napfiklad transkrip¢ni faktory a kinazy podilejici

se na adhezi a regulaci biofilmu (Téth a kol., 2019).

1.5.3.3. Tvorba biofilmu

Kvasinkové bunky, které ptilnou k povrchu rychle proliferuji a vytvari tzv. monovrstvu.
Nasleduje iniciace k pfeméné formy z blastospor na pseudohyfy, které vytvareji dalsi vrstvy.
Béhem tohoto déje vylu€uji buiiky extraceluldrni matricové prvky, aby zajistili strukturalni

a funk¢ni stabilitu. Jakmile je tento proces hotovy, fungalni buiiky jsou chranény a cekaji
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na vhodné podminky pro zahdjeni disperze. Tento kompletni biofilm je pro hostitele velice
nebezpeénym, nebot’ chrani patogenni kvasinky pted vlivem vnéjsich fungicidnich prostredkii

1 pfed vlivem imunitniho systému hostitele (Silva a kol., 2009).

C. parapsilosis tvori biofilmy obzvlast ochotné v prostfedi s vysokym obsahem
glukézy nebo lipidl, coz odrazi vysoky vyskyt kandidoz zpiisobenych touto kvasinkou

u pacientil, ktetfi dostavaji parenteralni vyzivu (Toth a kol., 2019).

C. parapsilosis ma vysokou pfilnavost k biomaterialim diky tomu, jak snadno umi
prilnout k riznym typiim povrcht pouzivanych dlouhodobé nebo trvale. Jsou schopné piilnout
1 k médénym materidlim (obecné zndmym pro své antimikrobidlni plisobeni) a vytvaret
biofilmy, coz zvysuje jejich virulenci. To naznacuje vysokou patogenitu tohoto druhu, ktery
by pravdépodobné mohl mit vyznamnou roli pfi pouzivani médénych nitrodéloznich télisek

(Borges a kol., 2018).

1.5.3.4. Produkce hydrolytickych enzymu

Béhem invaze jsou kvasinkami aktivné vypoustény riizné druhy hydrolaz narusujicich
membranu hostitelskych bunék a jejich extracelularni matrix za Gcelem snazsi invaze. Dale
tento proces podporuje adhezi bunc¢k a tvorbu biofilmu. Tti hlavni skupiny sekretovanych
enzymu této kvasinky jsou sekretované aspartitové proteazy (Sapp), lipazy a fosfolipazy

(Németh a kol., 2013).

Je prokazéno, ze sekretované aspartatové protedzy (konkrétné proteiny SAPPI
a SAPP2) ovliviyji adhezi, poskozeni hostitelskych bun¢k, fagocytézu, schopnost zabijeni
a sekreci cytokind hostitelskymi makrofagy. Bylo také prokazéano, Ze purifikované Sapplp
a Sapp2p ucinné §tepi slozku 3b komplementu hostitele (C3b) a proteiny C4b a regulacni faktor
komplementu H. Kromé& toho je Sapp2p schopen S§t€pit protein 5 souvisejici s faktorem H
(FHR-5). Diky tomu jsou aspartatové proteazy v riiznych patogennich organizmech fazeny

mezi hlavni faktory virulence (Singh a kol., 2019).
Lipazy jsou také klicovymi slozkami zvySujicimi virulenci a patogenitu a jejich
plsobeni ma témét stejny ucinek jako Sapp.
Sekretovanym lipazdm zatim nebyl prok4dzan vyznamny piinos kvasinkové virulenci
a patogenité, avSak diskutuje se o jejich pfinosu pfi naruSovani membran hostitelskych bunék
(Toth a kol., 2019).
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1.5.3.5. Stavba bunécné stény

Prvni kontakt pfi interakci hostitel-patogen je vzdy mezi bunécnou sténou patogenu
a povrchovymi receptory hostitelské buiiky, ale zkoumani mechanizmu v tomto piipadé

je pon€kud naro¢né (Toth a kol., 2019).

Bunéénd sténa kandid se skladd z chitinové vrstvy potazené [-1,3-glukant
a B-1,6-glukani, kterymi pronikaji vysoce glykované mannoproteiny pokryté relativné bohatou
vrstvou mananu (Diaz-Jiménez a kol., 2012). V zavislosti manosylace lze rozsifit mezi
N-vazanymi a O-vazanymi manany, které ovliviiuji adhezi a integritu bunécné stény. Slozeni
bunécné stény u C. albicans a C. parapsilosis je podobné, avSak strukturné se lisi. Zatimco
u C. albicans jsou chitin a B-glukany bliz k plazmatické membrané, u C. parapsilosis jsou tyto
proteiny exponovany na povrchu bunky, avSak u C. parapsilosis jsou N-vazané manany kratsi
nez u C. albicans, coz pomaha zvysit expozici vnitinich polysacharidii na bunéény povrch.
Mnozstvi glykanu pod mananovou vrstvou je oproti C. albicans vétsi, coz zase pomaha zesilit
a stabilizovat buné¢nou sténu. O-vazané manany jsou u C. parapsilosis prirozené maskovany

N-vazanymi manany, coz brani interakci s imunitnimi buiikami (T6th a kol., 2019).

1.5.3.6. Metabolizmus mastnych kyselin

Mastné kyseliny hraji nepostradatelnou roli pti organizaci a udrzbé bunéénych membran
a ruznych intracelularnich kompartmentl. Jak nasycené mastné kyseliny, tak nenasycené
mastné kyseliny udrzuji membranu pruznou, reguluji metabolické procesy a slouzi jako
prekurzory pro Sirokou Skalu komplexnich makromolekul a jsou tedy pro kvasinku zivotné

dulezité.

Patogenni organizmy ziskavaji mastné kyseliny de novo syntézou, kterd vyZzaduje jak
syntazy mastnych kyselin (prodluzuji mastné kyseliny), tak desaturazy (zavadéji dvojné vazby),
nebo degradaci vné&jSich zdroji. Metabolismus mastnych kyselin je nezbytny pro rust,
patogenitu a virulenci kvasinek, nebot’ snizuje jejich citlivost na lidské sérum (Nguyen a kol.,

2011).

Aby se zajistila ochrana proti gluko- a lipotoxicité, vytvareji bunky C. parapsilosis
lipidové kapicky, které zabranuji hromadéni mastnych kyselin a volné glukézy v cytoplazmé
v toxické koncentraci (Toth a kol., 2019).
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1.5.3.7. Produkce prostaglandinu

Mastné kyseliny také slouzi jako prekurzory pro syntézu komplexnich makromolekul,
véetné¢ imunomodulacnich prostaglandini. V hostiteli jsou prostaglandiny fyziologicky aktivni
slouceniny, které ptsobi jako silné reguldtory rtiznych mechanismi, véetné zanétu, ¢imz
zvysuji patogenitu (Noverr a kol., 2002). C. parapsilosis a C. albicans jsou schopny také
produkovat prostaglandiny, a to z exogennich arachidonovych kyselin (To6th a kol., 2019).
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2. Aminopeptidazy rodiny M28

2.1. Peptidazy

Peptidazy jsou obecné enzymy, které¢ hydrolyticky S§té€pi peptidovou vazbu (Rawlings
a kol., 2013).

Délime je podle mista Sté€peni, a to na endopeptidazy, které Stépi peptidovy fetézec
uprostied a exopeptidazy, které piisobi na koncich peptidového fetézce. Exopeptidazy lze tudiz
délit na karboxypeptidazy stépici peptid smérem od C-konce, aminopeptidazy $tépici peptid
od N-konce a omegapeptidazy, které jsou schopné stépit peptid z obou koncti (James, 1994).

Dale je délime dle katalytickych skupin v aktivnim misté, a to na cysteinové (aktivni
skupinou je -SH), serinové (-OH), aspartatové (-COQO"), threoninové peptidazy
a metalopeptidazy (Zn**, Co**, ...) (Kodigek, 2007).

Peptidazy jsou také déleny do klant, jenz seskupuji peptiddzy majici jednoho
spole¢ného evolucniho predka. Klany jsou déle déleny do rodin, které tvoii podskupiny proteaz
stejného klanu, které jsou si sekvenéné podobné bud’ v celé proteinové sekvenci, nebo pouze

v katalytické doméné (Hecht a kol., 2014).

2.2. Metalopeptidazy

Metalopeptiddzy jsou peptiddzy obsahujici dvojvazny kationt kovu (napf. zinku,
kobaltu, médi, hot¢iku nebo niklu), ktery aktivuje molekulu vody. Kovovy iont je v molekule
vazan né€kolika aminokyselinovymi ligandy, jimiZz jsou His, Glu, Asp nebo Lys (Rawlings

a kol., 2013).

Metalopeptidazy lze odliSovat poc¢tem kovovych iontl potfebnych pro katalyzu. Bézné
obsahuji jeden katalyticky kovovy iont vazany vétSinou tfemi aminokyselinami. Méné cCasto
pak obsahuji dva soubézné ucinkujici nebo ,,kokatalytické* kovové ionty, které jsou vazany
dohromady péti aminokyselinami s tim, Ze jedna aminokyselina je vazana obéma kovovymi
ionty. Metalopeptiddzy se dvéma katalytickymi kovovymi ionty jsou krom&é HmrA

exopeptidazy, zatimco metalopeptidazy obsahujici pouze jeden katalyticky kovovy iont mohou
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byt exopeptidazy i endopeptidazy. HmrA peptidaza ze S. aureus je jedinou metalopeptidazou,

ktera obsahuje dva kovové ionty a je endopeptidazou (Rawlings a kol., 2013).

Metalopeptidazy jsou roz¢lenény do 14 klanii a zastupci jednotlivych klant jsou pak
rozde€leni do rodin. Peptidazy klani MA, MC, MD, ME, MJ, MM, MO, MP a MT obsahuji jen
jeden katalyticky kovovy iont. Peptidazy klani MF, MG, MH, MN a MQ obsahuji jesté
kokatalyticky kovovy iont, kterym je v p¥ipadé klanu MF iont Zn>" nebo Mn?" a v pfipadé klant
MG a MQ je to iont Mn** nebo Co?* (Rawlings a kol., 2013).

Vzdalenost ligandii kovovych iontii metalopeptiddz vytvaii tzv. ,,short—long* vzorec,
kdy prvni dva ligandy jsou vzdy blizko u sebe a ten tieti, sméfujici k C-konci, ma od nich vétsi

vzdalenost (Rawlings a kol., 2013).

2.2.1. Klan MH

Klan MH obsahuje metalopeptiddzy majici kromé jednoho zine¢natého iontu jesté jeden
kokatalyticky Zn?>". Peptidazy spadajici do tohoto klanu jsou dale rozdéleny do &tyt rodin,
ato M18, M20, M28 a M42. V rodinach M18 a M42 jsou hlavn€¢ aminopeptidazy a v rodinach
M20 a M28 aminopeptidazy a karboxypeptidazy (Vallee a kol., 1990).

Nekteré rodiny obsahuji tak odlisné sekvence, ze byly zprvu zafazeny samostatné, nez
se pfiSlo na jejich vzijemny vztah a byly slouCeny do spolecné rodiny. Naptiklad
aminopeptidazy nynéjsi rodiny M28 byly diive zafazeny samostatné v riznych rodinéach,
a az pozdéji se prislo na spojitost s kvasinkovou aminopeptidazou rodu Streptomyces (Barrett

a kol., 1990).

Terciarni struktura byla stanovena u rodin M20 a M28. Ty zahrnuji aminopeptidazy
roda Vibrio a Streptomyces z rodiny M28 a glutamétovou karboxypeptiddzu rodu Pseudomonas
z rodiny M20. Ligandy zinku se vyskytuji ve shodnych pozicich v HXD formaci (His-Xaa-Asp
motiv) na konci fetézce, druhy zinkovy ligand na zacatku Sroubovice a ostatni ligandy
v neuspoiadané oblasti. Paty zinkovy ligand je uvniti dlouhé proménlivé neuspotfadané oblasti
fetézce, diky cemuz je jeho identifikace u nékterych ¢lend klanu MH obtizna (Rawlings a kol.,

2013).
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2.2.2. Rodina M28

Tato rodina obsahuje aminopeptidazy druht Vibrio, Streptomyces, Escherichia
a Saccharomyces a je charakteristickd pritomnosti dvou atomu zinku v aktivnim misté a také
tim, ze do ni spadaji jak aminopeptidazy, tak i karboxypeptidazy, coz je neobvyklé (Ishito a

kol., 1987).

Kazdy iont zinku je koordinovéan tfemi ligandy — aminokyselinovymi zbytky, které
se podileji na tvorb¢ aktivniho mista — a aktivovanou molekulou vody. Atom zinku I a zinku II
sdili molekulu vody a kyselinu asparagovou (Asp). Na zinek I se dale vaze histidin a kyselina
glutamova. Na zinek II se vaze histidin a kyselina asparagova nebo kyselina glutamova (viz
Obrazek 2). Pravdépodobné hraje v katalyze roli jesté dalsi molekula kyseliny asparagové
a glutamové a tyrozin je zase pravdépodobné diilezity pro stabilizaci tranzitniho stavu (viz

Obrazek 3).

Aminopeptidazy v této rodin€ jsou popisovany jako aminopeptidazy Stépici leucin,
nicméné jsou schopné odstépit i dalsi N-koncové aminokyseliny. Naptiklad aminopeptidazy
IAP a Y odstépuji prednostné bazické aminokyseliny. Glutamatkarboxypeptidaza Il zase Stépi
pfednostné kyselinu glutamovou a stejné tak jako plazmaticka glutamatkarboxypeptidaza

ucinné $tépi dipeptidy (https://www.ebi.ac.uk/merops/cgi-bin/famsum?family=M28).
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Obrazek 2 Schéma aktivniho mista metalopeptiddz rodiny M28 (Stamper a kol., 2001).
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Obrazek 3 Predpokladana katalytickd cesta aminopeptidazy kvasinky Streptomyces griseus (SGAP). Kysely
zbytek Glul31 aktivuje na zinek vazanou molekulu vody a dalsi zbytek Tyr246 polarizuje karbonylovy uhlik
a stabilizuje tranzitni stav. Carkované ¢ary oznacuji stabiliza¢ni interakce a / nebo vodikové vazby (Fundoiano-

Hershcovitz a kol., 2004).
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Obecnymi  inhibitory  téchto enzyml jsou EDTA a 1,10-fenantrolin
(https://www.ebi.ac.uk/merops/cgi-bin/famsum?family=M28), nebot’ se vazi na zine¢naty iont,
ktery je pro katalyzu nezbytny a vytvari snim chelatovy komplex (HirSova, 2004).
Aminopeptiddzy jsou inhibovany bestatinem a amastatinem, zatimco glutamatova

karboxypeptidaza II je inhibovéana substituovanymi fosfonylglutamaty.

Co se tyCe terciarni struktury, tak ta byla stanovena u aminopeptidazy S,
glutamatkarboxypeptidazy Il a aminopeptidazy Apl, jejiz struktura je vzorova pro klan MH,
do které¢ho patii pravé rodina M28. Tyto peptidazy jsou poskladidny do Sestifetézcového
beta-skladaného listu obklopeného helixy (Sroubovicemi). Tato struktura je podobna struktuie
peptidaz v klanech MC a ML. Kvili nestadlému poctu a pozici kovovych ligandi nelze

téchto peptidaz do rtiznych klant.

Rodina M28 je rozdélena na dalsi podrodiny (viz Tabulka I), jimiz jsou M28A, M28B,
M28C, M28D, M28E a M28F. Do podrodin se fadi metalopeptidazy, které maji stejnou funkci
jako reprezentativni peptidazy, nebo jejich homology (https://www.ebi.ac.uk/merops/cgi-

bin/famsum?family=M28).

Tabulka 1 Piehled rozfazeni peptidaz rodiny M28 do jednotlivych podrodin. (pfevzato
z https://www.ebi.ac.uk/merops/cgi-bin/famsum?family=M28 [online], upraveno, [cit. 2020-06-14])

Podrodina Reprezentativni peptidaza piislu$né podrodiny DalSi vybrané peptidazy podrodiny
M28A Aminopeptidaza S (Streptomyces cerevisiae) Aminopeptiddza Y, aminopeptidaza S
M28B Glutamatova karboxypeptidaza Il (Homo sapiens) Glutamatova karboxypeptidaza I1I, CD71
M28C Aminopeptidaza IAP (Escherichia coli) Aminopeptidaza AaaA
M28D Aminopeptidaza ES—62 (Acanthocheilonema viteae) Karboxypeptidaza Q
M28E Aminopeptidaza Apl (Vibrio proteolyticus) Aminopeptidaza AC
M28F Peptidaza YwaD (Bacillus subtilis) Aminopeptidaza AM-1
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2.2.2.1. Aminopeptidaza Y

Aminopeptidaza Y, té€Z oznaCovana jako APE3 nebo APY, spada do podrodiny M28A.
Jeji nazev znaci to, ze se jedna o aminopeptidazu kvasinek (aminopeptidase of yeast), v tomto
ptipad¢ konkrétn¢ kvasinek Saccharomyces cerevisiae. Je vysoce uU¢innou peptidazou

nachazejici se ve vakuolach kvasinek (Jones a kol., 1984).

Strukturné se jednd o 70kDa jednoietézcovy protein obsahujici PA
(protease-associated) doménu. Obsahuje celkem 537 aminokyselin. Prvnich 21 aminokyselin
N-konce tvofi hydrofobni usek, ktery ma funkci signdlniho peptidu. DalSich 35 pak tvori
propeptidovou ¢ast, po jejimz odd€leni zlistane samotny protein tvoieny sekvenci zbylych 481

aminokyselin (https://www.uniprot.org/uniprot/P37302; Rawlings a kol., 2013).

APE3 hydrolyzuje mnohem rychleji dipeptidyl-NHMec nebo oligopeptidy nez
aminoacyl-NHMec. Nejcitlivéjs§imi substraty jsou Arg-NHMec a Lys-NHMec. Pfi testovani
se pridava kobalt, jakozto efektivni aktivator, a to v koncentraci 0,25 mM. Je vSak zajimavé,
ze kdyz je jako aktivator hydrolyzy aminoacyl-NHMec pouzit pravé kobalt, tak dochazi
k inhibici hydrolyzy substrat vétsich, nez jsou tripeptidy nebo delsich, nez dipeptidyl-NHMec
pti ICso okolo 0,1 mM (Yasuhara a kol., 1994).

Aminopeptidaza Y je aktivovana cerevisinem (Yasuhara a kol., 1994), ktery zpracovava
jeji propeptid na hydrolytickou (aktivovanou) formu (https://www.uniprot.org/uniprot/

P09232).

Jako inhibitory jsou vhodné chelatotvorné latky jako 1,10-fenantrolin, EDTA a DDT

nebo aminopeptiddzové specifické inhibitory bestatin ¢i amastatin (Ferraris a kol., 2012).

2.2.2.2. Glutamatkarboxypeptidaza 11

Glutamatkarboxypeptidaza 11 (GCPII) je zinkova metalopeptidaza, ktera hydrolyzuje
N-acetylaspartylglutamat (NAAG) na N-acetylaspartat (NAA) a glutaméat v nervovém systému.
Inhibice GCPII mé potencial redukovat extraceluldrni glutamat a pfedstavuje vhodny cil
pro léCeni neurologickych poruch, u nichZ je nadbytek glutamatu povazovan za patogenni
(Ferraris a kol., 2012). GCPII se pouziva v protilatkové zaméfené enzymové 1écebné terapii
(ADEPT) ke katalyze tvorby aktivniho lé€iva z inertniho proléciva. Pfed podanim proléku musi
byt inhibovan volny GCPII v krevnim fecisti, aby se zabranilo systémové reakci u pacienta

(Jeyaharan a kol., 2018). Bylo také zjisténo, ze GCPII je identickd s nddorovym markerem,
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membranovym antigenem specifickym pro prostatu (PSMA), diky ¢emuz se stala vyznamnou

na poli diagnostiky v onkologii (Ferraris a kol., 2012).

Béhem poslednich 15 let bylo vynaloZzeno obrovské tsili pii objevovani silnych
inhibitortt GCPII, zejména inhibitora se skupinami vazajicimi zinek na bazi fosforu, mocoviny
a thiolu. Krom¢ toho bylo dosazeno vyznamného pokroku v chapéani trojrozmérnych

strukturnich charakteristik GCPII v komplexu s raznymi ligandy (Ferraris a kol., 2012).

2.2.2.3. Glutamatkarboxypeptidaza I11

Glutamatkarboxypeptiddaza III (GCPIII) je nejlépe znama jako homolog
glutamatkarboxypeptidazy II. V roce 2011 pftiSel Collard a spol. na to, ze mysi GCPIII $tépi
B-citrylglutamat (BCG) na citrat a glutamat. Ke $tépeni pomoci GCPII ov§em nedochézi, coz
naznacuje, ze GCPIII neplsobi pouze jako komplementarni enzym ke GCPII, ale
pravdépodobné ma i specifickou fyziologickou funkci souvisejici s metabolismem BCG
v lidském téle. Je zajimavé, ze Gi¢innost Stépeni NAAG (N-acetylaspartylglutamatu) vs. BCG
pomoci GCPIII je zavisla na typu kovu. Pfitomnost iontll zinku nebo manganu usnadiiuje
Stépeni NAAG a pfitomnost iontll vapniku nebo manganu usnadnuje st€peni BCG. Predpoklada
se, ze schopnost GCPIII stépit BCG v pritomnosti specifickych kovovych ionti miize byt
zpusobena nahrazenim jednoho z jeho dvou aktivnich iontd zinku témito kovy (Navratil a kol.,

2016).

2.2.2.4. Aminopeptidaza S

Aminopeptidaza ze Streptomyces griseus (SGAP) je metalopeptidaza aktivovana
vapnikem, kterd obsahuje 2 molekuly zinku. Tato aminopeptidaza rychle hydrolyzuje peptidové
vazby tvofené N-koncovymi hydrofobnimi aminokyselinami, jako je leucin, methionin
a fenylalanin. Byla stanovena primarni struktura proteinu, jenz obsahuje 284 zbytkl
aminokyselin, coz odpovidd molekulové hmotnosti 30 kDa (Maras a kol., 1996). Diky malé
velikosti, vysoké aktivité a tepelné stabilité je SGAP velmi atraktivnim enzymem pro riizné
biotechnologické aplikace, mezi néZ patii zpracovani rekombinantnich DNA proteinti a fuznich
proteinovych produktii. Bylo zjisténo, Ze né€kolik volnych aminokyselin, jako je fenylalanin,
leucin a methionin, piisobi jako slabé inhibitory SGAP, a proto byly vybrany pro strukturalni

studie. Tyto inhibitory lze potencidlné povaZovat za analogy produktii, protoZe jednim
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z produktii ziskanych normalni enzymatickou reakci je odstépena aminokyselina na konci

substratu (Gilboa a kol., 2001).

2.2.2.5. AaaA aminopeptidaza

Aminopeptidaza AaaA (arginine-specific autotransporter of P. aeruginosa) je jinym
nazvem autotransportér PA0328. Autotransportéry patii do nejvétsi rodiny sekretovanych
proteini v gramnegativnich bakteriich a jsou vyznamnymi virulentnimi faktory.
Autotransportér PA0328 je kodovany bakterii Pseudomonas aeruginosa a je specificky
pro arginin. AaaA poskytuje vyhodu v prostiedich, kde jsou jedinym zdrojem dusiku peptidy
s N—koncovym argininem, coz by mohlo byt diilezité pro stanoveni infekce, protoze nedostatek
AaaA vede k oslabeni mysi s chronickou infekei rany, ktera korelovala s niz§imi hladinami
cytokinit TNFa, IL-lo, KC a COX-2. V dusledku toho je AaaA povaZovana za duilezity faktor
virulence, ktery hraje vyznamnou roli pfi Gspé$Sném stanoveni infekci P. aeruginosa (Luckett

akol., 2012).

2.2.2.6. Karboxypeptidaza Q

Karboxypeptidaza Q, nebo také lidské plazmatickd glutamatkarboxypeptidaza (PGCP)
je proteinaza, kterd pusobi na nesubstituované N- a C-konce dipeptidl. Strukturné je tato
karboxypeptidaza homodimerni glykoprotein s molekulovou hmotnosti ptiblizné 100 kDa.
Predpoklada se, Zze se PGCP podili ve §titné zldze na uvoliovani hormonu tyroxinu
z tyreoglobulinu (Zajc a kol., 2011). Tyroxin je vyznamny hormon, ktery vychytava jod
z organizmu, fidi oxidaci a latkovou pfeménu Zivin, ma vliv na funkci nervového systému
a pohlavnich zl4z a ovliviiuje tvorbu thyreotropniho hormonu TSH (Trojan a kol., 2003). Dale
bylo zjisténo, ze je aktivita PGCP zvySend u pacientll s hepatocelularnim karcinomem
infikovanych virem hepatitidy C, diky cemuz se stavad dobrym kandidatem na diagnosticky
marker. Kromé toho ukazuji studie na laboratornich potkanech, Ze se PGCP podili

1 na regeneraci jater (Zajc a kol., 2011).

45



2.2.2.7. Aminopeptidaza ES-62

Aminopeptidaza ES-62 je exkrecné—sekreCnim enzymem, ktery vylucuji hlistice
Acanthocheilonema viteae. Tyto hlistice Ziji ve tkanich a vyluCuji pravé enzym ES-62, jenz
nese na svych N-glykanovych strukturach jeden az ¢tyti PC (fosfocholinové) zbytky, které maji

silné imunomodula¢ni schopnosti (van Die a kol., 2010) viz Obrdzek 4.

D | " :
< ——~ TNF Autoimmunity
1 * ET ey, Pathology
ES-62 ES-62 T Inflammation
—_ IL-10
B1 1)
O Jad
ES-62

ES-62

Obrazek 4 Imunomodulaéni G¢inky aminopeptidazy ES-62: 1) ES-62 je schopen indukovat zrani dendritickych

'''''

~~~~~

zéanétu a polarizaci imunitnich odpovédi. (Harnett a kol., 2004)
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2.3. PA doména

PA doména je ¢ast enzymu zodpovédna za vazbu rozpustnych proteini. To Ize usuzovat
diky nékolika divodim: 1. Prostfednictvim PA domény jsou propojeny dva transportni
receptory BP-80 a transferinovy receptor, coZ naznacuje, Ze tato doména je zodpovédna
za jejich zachovani funkce, tj. vdzani rozpustnych proteini. 2. Navrhovany model vazby
transferinu k jeho receptoru pouziva pro vazbu velky usek PA domény. 3. Na subtilazach
se ukazuje, ze PA doména je urcujicim faktorem pro proteazovou specificitu, nicméné jeji
pritomnost neni pro katalytickou aktivitu nezbytna. V delecnim mutantu protedzy vnéjsi obalky
Lactoccocus lactis se relativni mnozstvi rozpadovych produktl substrati asi a f kaseinu
zménilo ve srovnani s molekulami ,,divokého typu® (tzn. bez mutace), ale obecny vzorec
Stépeni zlstal stejny. To naznacuje, ze mutant byl aktivni napfi¢ vSemi Stépnymi misty

v kaseinu, ale s odlisSnou uc¢innosti (Mahon a kol., 2000).
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3. Experimentalni Cast

3.1. Material a pristroje

3.1.1. Bunéény material
e Candida albicans, laboratorni kmen SN78

e Candida parapsilosis, klinicky izolat P69 z mykologické sbirky Lékatské fakulty

Univerzity Palackého v Olomouci
e Escherichia coli DH5a
e FEscherichia coli BL21 (DE3)

3.1.2. Tekuté piidy a agary

e YPD (yeast extract, peptone, dextrose; Sigma Aldrich)
e LB (Lauria-Bertani) agar (Sigma)

e LB agar s kanamycinem

e LB tekuta pida

e LB tekuta ptida s kanamycinem

3.1.3. Sady (kity)

e In-Fusion® HD Cloning Kit (Clontech)

e Zippy  Plasmid Miniprep Kit (Zymoresearch)
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3.1.4. Pristroje
e analyticka digitalni vaha
e Bunsentv kahan
e centrifuga
e digitalni vaha
e hmotnostniho spektrometru MALDI LTQ Orbitrap XL (Thermo Scientific)
e chladnicka
e instrumentace na elektroforézu (zdroj)
e mikrovinna trouba
e mraznicka
e spektrofotometr
e Termocykler Biometra
e termostat
e termostatovana tiepatka BIOSAN
e tfepacka VORTEX
e ultrazvukovy sonikator (homogenizator)
e UV lampa
e vyrobnik ledu

3.1.5. Ostatni chemikalie a roztoky
e 1kb DNA Ladder marker
e 1x koncentrovany TBE pufr
e 60% kyselina octova
e 70% a 95% etanol
e APS (persiran amonny)
e agar0za
e bis-akrylamid
e Coomassie Brilliant Blue
e EDTA (etylendiamintetraoctova kyselina) Sigma Aldrich

e EmeraldAmp GT PCR Master Mix
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ethanol

ethidium bromid

glycin

glycerol

IPTG (isopropyl B-d-1-thiogalaktopyranosid)
lysozym

merkaptoetanol

mocovina

NaCl

NaOAc

PCI (fenol-chloroform-isoamylalkohol 25:24:1, saturovany 10 mM Tris-Cl pH 8
almM

PPP Master Mix

SDS (dodecylsiran sodny)

TEMED (Tetramethylethylendiamin)
Tris-Cl

TRITON
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3.1.6. Ostatni material

¢ 1,5 ml mikrozkumavky typu Eppendorf

e 200 pl tenkosténné mikrozkumavky pro PCR
e dialyzacni stfevo (cut-off 8-10 kDa)

e elektroforetickd vana

e Erlenmayerovy banky

e jednorazové sterilni Sroubovaci zkumavky 15 ml a 50 ml
e kadinky

e latexové a nitrilové rukavice

e L-hokejky

o lzicka

e odmérné valce

e pipety Eppendorf

e plastové Petriho misky

e sklenéné koralky SIGMA (400-600 pm)

e sklenéné Petriho misky
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3.2. Metodika

3.2.1. Strategie pripravy vektoru pro expresi aminopeptidaz APE3

Pozadované verze proteinu, ktery jsme chtéli rekombinantnim zplisobem pfipravit, jsou
celkem Ctyfi. Jsou to verze aminopeptidazy Ape3. Nas cil byl stanovit protokol pro pfipravu
rekombinantniho proteinu Ape3 kvasinek Candida albicans a Candida parapsilosis.
Od kazdého organizmu jsme pozadovali verzi s his-kotvou (histagem) a verzi bez his-kotvy,
takze byly celkem 4 pozadované varianty proteinu, a to CaApe3p obsahujici his-kotvu,
CpApe3p obsahujici his kotvu, CaApe3p bez his-kotvy a CpApe3 bez his-kotvy. Po konzultaci
se spolupracujici laboratofi jsme se rozhodli pro umisténi his-kotvy na N-konec a stop kodon
na C-konec. V potaz jsme brali i pfitomnost signalniho peptidu, ktery je podle databaze SignalP

kédovany 19 aminokyselinami, coz je v§ak pouze predikce na zédkladé podobnosti.

3.2.2. Design primeri

Nezbytnou souc¢asti ndvrhu konkrétni polymerazové tfetézové reakce (PCR) je navrzeni
vhodnych primerti. Rozdé€lujeme je na piimy (,,forward*) primer a reverzni (,,reverse®) primer.
»Forward® primer se ¢te od 5 konce k 3¢ konci. ,,Reverse primer se ¢te od 3° konce k 5° konci.
Tyto primery by mé&ly spliovat jakési zékladni podminky. Mély by byt idealné 15-25 part bazi
dlouhé, zastoupeni C=G a A=T part by mélo byt pfiblizn¢ 1:1 a pokud moZzno by primery
nemély obsahovat Casti, které jsou mezi sebou komplementarni, at’ uz uvnitf jednoho primeru
nebo mezi obéma primery navzajem. TaktéZ by nemé¢l byt ani jeden primer podobny jiné ¢asti
DNA, nez pro kterou je urcen. Pii zanedbani téchto podminek by se totiz snizila
pravdépodobnost navazani primeru na spravném misté a mohlo by se stat, ze PCR neprob&hne

spravng.

Pti navrhovani primert pro metodu in-fusion klonovani (viz obrazek 5), kdy se vklada
inzert (urcita ¢ast jedné DNA) do vektoru (do jiné DNA), je tfeba navrhnout primery tak, aby
splnovaly vySe uvedené podminky a zarovenl obsahovaly potfebné ¢asti shodné s inzertem
1 s vektorem. ,,Forward* primer by mél obsahovat 3" ¢ast linearizovaného vektoru a 5" ¢ast
inzertu, zatimco ,,reverse* primer by mél obsahovat 3" ¢ast inzertu a 5” ¢ast linearizovaného

vektoru. Piesahy by mély byt idedln¢ 15 part bazi z inzertu a 15 pard bazi z vektoru, tudiz
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bychom méli primer o velikosti 30 para bazi. Pfi kroku zvaném ligace pak 1ze vnést inzert

dovnitt vektoru praveé diky témto shodnym castem.

Pro nas experiment bylo zapotiebi vytvofit Sest primert. ,,Forward* primer pro variantu
CaAPE3 s his-kotvou, ,,forward* primer pro variantu CaAPE3 bez his-kotvy, ,,forward* primer
pro variantu CpAPE3 s his-kotvou, ,,forward” primer pro variantu CpAPE3 bez his-kotvy
a po jednom ,reverse” primeru pro variantu CaAPE3 a variantu CpAPE3, nebot’ ,,reverse*

primery jsou stejné pro varianty s his-kotvou 1 bez né;.

Abychom mohli navrhnout primer, tak je tfeba znat sekvence genii aminopeptidaz APE3
jak pro C. albicans, tak i pro C. parapsilosis. Tyto sekvence jsme ziskali skrze databazi CGD.
Daél je tfeba mit vhodny vektor, idealn¢ plasmid, jehoz sekvence DNA je zndma a nachazeji
se v ném restrikéni mista, diky kterym ho budeme moci rozstépit, ¢imz nam vznikne mezera
pro vlozeni inzertu obsahujici kddujici sekvenci aminopeptidazy Ape3. Jako vektor jsme tudiz

zvolili komer¢ni vektor pET28b.

Pii samotném navrhovani primerd jsme zkusili pouzit aplikaci Primer BLAST, volné
dostupnou na databazi NCBI, avSak tato aplikace ndm vhodné primery nenasla. Ty, které ndm
tato aplikace nabidla byly bud’ velmi kratké nebo pfili§ dlouh¢ anebo byl délkovy nepomér mezi
¢astmi shodnymi s vektorem vici tém obsazenym v inzertu. Proto jsme se rozhodli si primery
navrhnout ruéné pomoci programu Primer BLAST, jenz je jednim z nastroji NCBI (National
Center for Biotechnology Information) a pak jsme si vysledné navrhy pouze piekontrolovali
v aplikaci Multiple Primer Analyzer, voln¢ dostupné na internetovych strankach Thermo Fisher

Scientific (viz Tabulka 2 a 3).
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Tabulka 2: Design primert pro piipravu CaAPE3 (Cernd cast odpovida polilinkeru pET28b, modra cast odpovida
genu CaAPE3).

Nazev sekvence 5°-3° Tm

CaAPE3- CCGCGCGGCAGCCAACCAACTTCTTTTGGAT 84.8
His-F

CaAPE3- AGTCATGCTAGCCATATTACATAATCAACTTGG 69.2
His-R

CaAPE3-F TAAGAAGGAGATATACATGCCAACTTCTTTTGGAT 70.8

Tabulka 3: Design primert pro piipravu CpAPE3 (Cerna cast odpovida polilinkeru pET28b, zelena cast odpovida
genu CpAPE3).

Nazev sekvence 5°-3° Tm
CpAPE3- CGCGCGGCAGCCAGTTCCCAACTTTAAAGT 81.3
His-F
CpAPE3- AGTCATGCTAGCCATACTAAATCACATACAAA 67.7
His-R
CpAPE3- TAAGAAGGAGATATACATGTTCCCAACTTTAAAGT 67.5
F
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Generate a linearized vector
Step 1

.

Design gene-specific primers with 15 bp extensions homologous to vector ends
Step 2

18 bp ¢

|
Amplify your gene of interest —»

Step 3
¢ 15 bp
-
/ PCR product*® \
Step 4
Spin-column purify
OR Step 5
Step 5
\A Set up the In-Fusion cloning reaction /
Step 6
2 pl 6X In-Fusion Enzyme Premix
#® ul Linearized Vector
x pl Insert
x pl dH,O
16 min at 50°C
10 pl Total Volume ¢

Incubate cloning reaction
Step 7

o
CO-&
¢ construct

Transform competent E. coli with the reaction mixture
Step 8

.

Screen clones

Obrazek 5 Schéma in-fusion klonovéani (pfevzato z navodu - http://www.takara.co.kr/file/manual/pdf/In-
Fusion HD Cloning_Kit 121416.pdf)
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3.2.3. Izolace DNA

Pti ziskavani (izolaci) kandidi DNA jsem nechal jednotlivé kmeny pies noc kultivovat
v tekutém YPD médiu. To jsem nasledné odstfedil, promyl a rozpustil v extrakénim cinidle,
poté pfidal PCI a nechal 5 minut kultivovat. Nasledn¢ jsem piidal koradlky firmy Sigma
a zvortexoval. Vodnou fazi jsem odebral, ptidal do ni octan sodny a ethanol, promichal a nechal
inkubovat v mraznicce. Vznikla srazenina, kterou jsem odstfedil a peletu jsem promyl
v ethanolu, nechal vyschnout a resuspendoval ve sterilni vodé, ¢imz jsem pripravil pozadovany

roztok obsahujici rozpusténou kandidi DNA.

3.2.4. Amplifikace gent kédujicich aminopeptidazy

K amplifikaci genu slouzi metoda PCR. Smés pro PCR jsem pfipravil tak, Ze jsem
smichal 20 pl PCR vody, 1 pl ptislusné templatové DNA, ptislusnou kombinaci primert po 2
ul a 25 pl Master mixu pro PCR.

Amplifikaci genu Ape3 jsem provedl pomoci ndmi navrzenych primertt metodou PCR.
Byly provedeny dvé verze s pouzitim riznych PCR master mixi — PPP Master mix

a EmeraldAmp GT PCR Master mix.

Pro PCR jsme na termocykléru zvolili nasledujici program:

1. 95 °C | 01:00 (m:s)

98 °C | 00:10 (m:s)

35x

42 °C | 00:35 (m:s)

72 °C | 01:45 (m:s)

5. 72 °C | 02:00 (m:s)

6. 6 °C | 60:00 (m:s)
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Podle tohoto vysledku lze fict, Zze PPP Master Mix nebyl G¢inny, a tudiz ani vhodny pro
tento experiment, a to ani pii testovani jinych PCR programt s upravenymi teplotami (pfesné
podle navodu od vyrobce PPP Master Mixu). Pti pouziti Emerald Amp GT PCR Master Mixu
byl vysledek pozitivni.

Obriazek 6 Elektroforéza APE3 na 1% agar6zovém gelu. /. Marker 1kb DNA Ladder, 2. CaAPE3his (PPP
Master Mix), 3. CaAPE3his (EmeraldAmp GT PCR Master Mix), 4. CaAPE3 (PPP Master Mix), 5. CaAPE3
(EmeraldAmp GT PCR Master Mix), 6. CpAPE3his (PPP Master Mix), 7. CpAPE3his (EmeraldAmp GT PCR
Master Mix), 8. CpAPE3 (PPP Master Mix), 9. CpAPE3 (EmeraldAmp GT PCR Master Mix)

3.2.5. Konstrukce expresnich vektori a minipreparace plasmidové DNA

Skolitelka provedla ligaci. Ja nasledn& provedl transformaci piipravenych vektori
do bunék DH5a, naockoval je na LB agar obsahujici kanamycin (1 pmol/l) a nechal ptes noc
pti 37 °C kultivovat. Druhy den pieockovala sSkolitelka nékolik kolonii do jednotlivych
zkumavek. V jedné zkumavce byla zaockovana vZzdy jen jedna kolonie. Znovu se nechaly
kultivovat a nasledujici den jsem provedl minipreparaci plasmidové DNA (dle navodu
od vyrobce kitu Z ippy'" Plasmid Miniprep Kit od firmy Zymoresearch. Jednotlivé Miniprepy
jsem testoval pomoci PCR s pouzitim navrzenych primeri a nasledné elektroforézy.
MINIprepy obsahujici gen ptiblizné¢ ve velikosti ocekavaného produktu poslala Skolitelka
na sekvenaci do firmy GATC.
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3.2.6. Transformace a kultivace

Sekvenaci potvrzené vzorky s plazmidy obsahujicimi pozadovany gen jsem

natransformoval do bun¢k BL-21 (DE3) a dal je pfes noc kultivovat.

3.2.7. Exprese aminopeptidaz v E. coli

Pro expresi jsme zvolili systém v bunkéach Escherichia coli, a to konkrétné systém T7
(E. coli BL-21 (DE3)), ktery obsahuje T7 promotor a gen koédujici T7 polymerazu indukovanou
IPTG. Vytvareny protein by se pak mél v tomto expresnim systému ukladat do takzvanych

inkluznich télisek vznikajicich uvnitt bunky.

Pro expresi pti 27 °C jsem pfipravil bunéénou smes s ODsoo = 0,77. Pro expresi pii 32
°C jsem pftipravil bunéénou suspenzi s ODgoo = 0,68 a pro expresi pii 37 °C jsem ptipravil

bunécnou suspenzi s ODgoo = 0,65.

Vsechny exprese probihaly v termostatované tiepacce pti 130 rpm. Koncentrace IPTG

byla ve vSech ptipadech 1 umol/l.

3.2.8. I1zolace a solubilizace inkluznich télisek

Po ukonceni exprese jsem zcentrifugoval bunécnou suspenzi a ziskanou peletu jsem
poté resuspendoval ve 30 ml lyza¢niho pufru (0,1M Tris-Cl; pH 7,4; 150mM NaCl; lysozym
1 mg/g pelety). Nasledné jsem suspenzi dal pfes noc do mrazni¢ky (-20 °C). Dalsi den jsem
po rozmraZeni suspenzi sonikoval v 15 intervalech 7-10 sekund a 15-ti sekundovou pauzou
mezi jednotlivymi intervaly. Poté jsem suspenzi zcentrifugoval (9000 g / 15 minut).
Supernatant jsem odebral jako vzorek ,,CYTOSOL®, ktery by ptipadné obsahoval rozpustény
protein. Peletu vzniklou odstfedénim jsem 2x promyl v promyvacim pufru (100mM Tris-Cl pH
7,0; 2M urea; SmM EDTA; 2% triton). Vyslednou peletu jsem rozdélil na dvé stejné velké Casti,
z nichZ jsem jednu ¢ast resuspendoval v 10 ml diluéniho pufru (50mM Tris-Cl pH 8; 8M urea;
ImM glycin; ImM EDTA; 100mM merkaptoetanol) a dialyzoval v 500 ml dialyza¢niho pufru
(20mM Tris-Cl pH 7,2; 150mM NaCl). Druhou ¢ést jsem resuspendoval v 10 ml 60% kyseliné
octové a nasledné dialyzoval v 500 ml destilované vody. V obou piipadech jsem dvakrat

s odstupem 16 h vymeénil dialyzaéni roztoky.
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Béhem dialyzy se v dialyzacnich stfevech vytvotilo malé mnozstvi srazeniny, kterou
jsem odstiedil, vyvafil ve vzorkovacim pufru, obarvil gel barvou Coomassie Blue a nasledné
jsem vizudlné porovnal obsah proteinu rozpusténého v supernatantu (S) oproti vysrazenému
proteinu (P). Porovnaval jsem také rozdil efektivity pfi rozpousténi proteinu v 8M mocoviné

(U) a v 60% kyselin¢ octové (HAc) viz Obrdazek 11.

3.2.9. SDS-polyakrylamidova gelova elektroforéza

Pro zjisténi pritomnosti nebo neptitomnosti a lokalizace pozadovaného proteinu je tieba

provést elektroforézu. V tomto ptipad¢ je nejvhodnéjsi SDS gelova elektroforéza.

Piipravil jsem 12% gel a pouzil jsem marker Precision Plus Protein™ Standards
10-250 kD od firmy BIO RAD. Vzorky jsem pfipravil povaienim ve vzorkovacim pufru

po dobu 6 minut.

Na Obrazku 7-10 jsou naneseny vzorky bunécnych pelet rozvafenych ve vzorkovacim
pufru. Tyto vzorky prozrazuji pfipadnou pritomnost a efektivitu exprese rekombinantniho

proteinu.

o Fs TETS U
S T

Obriazek 7 SDS-PAGE CaApe3p — exprese pii 27 °C; 12% gel: 1. Marker 10-250 kDa Precision Plus Protein™
Standards, 2. CaAPE3his (pred indukci), 3. CaAPE3his (1 h po indukci IPTG), 4. CaAPE3his (2 h po indukci
IPTG), 5. CaAPE3his (3 h po indukci IPTG), 6. CaAPE3his (4 h po indukci IPTG), 7. CaAPE3his (vzorek
CYTOSOL), 8. CaAPE3his (vzorek LB média), 9.-10. (prdazdné jamky); (jamky cislovany zleva doprava)
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Obrizek 8 SDS-PAGE CaApe3p — exprese pii 32 °C, 12% gel: 1. Marker 10-250 kDa Precision Plus Protein™
Standards, 2. CaAPE3his (pred indukci), 3. CaAPE3his (1 h po indukci IPTG), 4. CaAPE3his (2 h po indukci

IPTG), 5. CaAPE3his (3 h po indukci IPTG), 6. CaAPE3his (4 h po indukci IPTG), 7. CaAPE3his (5 h po indukci
IPTG), 8. CaAPE3his (6 h po indukci IPTG)

s
e~

T

Obrazek 9 SDS-PAGE CaApe3p — exprese pii 37 °C, 12% gel: 1. Marker 10-250kDa Precision Plus Protein™
Standards, 2. CaAPE3his (pred indukci), 3. CaAPE3his (1 h po indukci IPTG), 4. CaAPE3his (2 h po indukci
IPTG), 5. CaAPE3his (3 h po indukci IPTG), 6. CaAPE3his (4 h po indukci IPTG)
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Obrazek 10 SDS-PAGE CaApe3p, 12% gel - Porovnani exprese pti 27 °C a pti 37 °C vedle sebe: 1. Marker
10-250kDa Precision Plus Protein™ Standards, 2. CaAPE3his (pied indukci), 3. CaAPE3his (1 h po indukci
IPTG), 4. CaAPE3his (2 h po indukci IPTG), 5. CaAPE3his (18 h po indukci IPTG), 6. CaAPE3his (pred indukci),
7. CaAPE3his (1 h po indukci IPTG), 8. CaAPE3his (2 h po indukci IPTG), 9. (3 h po indukci IPTG),
10. CaAPE3his (4 h po indukci IPTG); (jamky cislovany zleva doprava),; jamky 2-5 obsahuji vzorky z priibéhu
exprese pri 27 °C, jamky 6.-10 obsahuji vzorky z priibéhu exprese pri 37 °C.
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Obrazek 11 SDS-PAGE (12% gel) - Porovnani rozpousténi inkluzi v 60% kyseliné octové (HAc) a v 8M
modoviné (U): 1. Marker 10-250kDa Precision Plus Protein™ Standards, 2. CaAPE3his (S, HAc), 3. CaAPE3his
(P, HAc), 4. CaAPE3his (LB médium), 5. CaAPE3his (S, U), 6. CaAPE3his (P, U), 7. CaAPE3his (S, HAc)

Na zékladé SDS-PAGE lze fict, Ze optimalni teplota pro expresi je 37 °C, viz Obrazek
10, kde je porovnani exprese pti 27 °C a pti 37 °C. V oblasti odpovidajici molekulové hmotnosti
priblizn¢ 70 kDa, cozZ je oblast, ve které by se mé¢l nachazet pozadovany konstrukt APE3p,
je zietelny nartist mnozstvi proteinu. Pro potvrzeni, Ze se jedna opravdu o protein zajmu, byla

provedena MS analyza.
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3.2.10. MS analyza

Ptiprava vzorku, analyza pomoci hmotnostni spektrometrie a vyhodnoceni
experimentalnich dat bylo provedeno na Katedie biologickych a biochemickych véd (Fakulta
chemicko-technologickd, Univerzita Pardubice). Vysledky byly nésledné poskytnuty

do bakalatské prace.

Analyza vzorkli enzymaticky naStépenych trypsinem piimo v gelu (SDS-PAGE) byla
provedena pomoci hmotnostniho spektrometru MALDI LTQ Orbitrap XL (Thermo Scientific).
Nameétfend hmotnostni spektra byla vyhodnocena pomoci techniky peptidového mapovani
k cemuz byl pouzit nastroj MS-Fit (Protein Prospector, v. 6.2.1). Hledani bylo provedeno
s maximalni toleranci 10 ppm a k dohledani proteinu byla vyuzita proteinova databaze
UniprotProtKB (2017.11.01). Pro vlastni vyhledavani bylo pouzito nastaveni: proteolytické
Stépeni proteinu pomoci trypsinu, moznost 2x vynechdni §t€pného mista enzymu a byla
povolena konstantni modifikace karbamidomethylace cysteinu, variabilni modifikace acetylace

na N-konci proteinu a oxidace methioninu.

Pro rychlé porovnani namétenych dat s daty v databézi byl zadén identifikator proteinu
AOA1DB8PI9S, ktery byl rekombinantné pfipraven. S timto proteinem byla ziskand data
srovnana a nasledné¢ manualné anotovana z fragmentacnich spekter peptidi. Timto zptisobem
se podafilo prokazat, ze ptipraveny protein odpovida APE3p. Pokryti sekvence proteinu ¢inilo
32,0 %. Na Obrdzku ¢. 12 je vidét hmotnostni spektrum s vyznacenymi peptidy odpovidajicimi

identifikovanému proteinu. VSechny peptidy jsou také zobrazeny v Tabulce ¢. 4.

63



Tabulka 4 Prehled identifikovanych peptidi odpovidajicich proteinu APE3 C. albicans

Spravnost
urceni Zacatek | Konec Vynechana
MH+ hmoty v v Stépna
m/z exp. | teor. Intenzita | (ppm) sekvenci | sekvenci | mista Sekvence
811,399 | 811,399 | 100718 1,04 516 522 0 | (K)SFEGFPK(R)
1007,495 | 1007,495 | 122257 0,898 28 35 0 | (K)NWFNLGEK(L)
1039,468 | 1039,463 17676 4,74 217 225 1 | (K)RGEC(Carbamidomethyl)AFGDK(S)
1171,684 | 1171,683 19968 0,621 505 515 0 | (K)LIAHSVAVYAK(S)
1191,600 | 1191,600 | 132436 -0,0235 99 108 0 | (R)AEDLFEIAQR(S)
1304,710 | 1304,710 80265 -0,00458 159 170 0 | (K)SFSLLIDGVEPK(S)
1434,734 | 1434,734 | 294380 -0,046 97 108 1 | (R)SRAEDLFEIAQR(S)
1698,825 | 1698,826 | 107237 -0,937 280 293 0 | (K)YAFETTLYVDSYVK(Y)
1914,991 | 1914,992 | 399071 -0,708 228 246 0 | (R)NAGIAGALGAIIYDDEPVR(G)
2027,089 | 2027,096 19601 -3,68 119 137 0 | (R)VIGSPGHWGTIGYISEIK(K)
2069,027 | 2069,030 | 124868 -1,33 527 544 1 | (K)KEVASASNSEKPNEFIYR(G)
2155,187 | 2155,191 12332 -1,72 119 138 1| (R)VIGSPGHWGTIGYIISEIKK(L)
2308,140 | 2308,146 25767 -2,63 441 464 0 | (R)SDYVGFIENGIPGGGIATGAEGVK(D)
2647,229 | 2647,246 2004 -6,39 419 440 0 | (K)DLYIDWYTSHGLNYTLTPFDGR(S)
861.072
100 3 NL: 4.65E5
90 | 915
80 |
70 7
860;
.
S 1
<507
2 1973.014
240 1241.595
© ]
2 1113 591 \ @
30 007 49 1491754
3 698 87 212}050
20 4 310,12
7 1755.845
10 x \4 I j j 2367.154
] (7648 I502775.320
0] JthuL.l Wb ldisrrs JL\ ‘.uilh b DS L 2erases
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miz

Obrazek 12 MALDI LTQ Orbitrap — MS spektrum analyzovaného prouzku z gelové elektroforézy obsahujici
specifické peptidy odpovidajici proteinu APE3 (znaCeny Cerveng).
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Zavér
Ve své praci jsem se vénoval hydroldzam S$tépicim peptidy, konkrétné peptiddzam
lokalizovanym ve vakuolach patogennich kvasinek. Zatimco vakuolarni peptidazy kvasinky

S. cerevisiae byly v minulosti podrobné¢ prozkoumany a staly se svého druhu modelovymi

enzymy, jejich orthology v patogennich kvasinkach zatim charakterizovany nebyly.

Soucasti této prace byla tedy i experimentalni ¢ast zamétend na piipravu vakuolarnich
peptidaz Ape3p kvasinek C. albicans a C. parapsilosis. Podaiilo se pfipravit vektory
pro bakteridlni expresi téchto proteinti, optimalizovat protokol exprese a zavést postup
solubilizace takto ziskanych aminopeptidaz. Identita aminopeptidazy Ape3p ziskané expresi
v bakteriich Escherichia coli byla potvrzena hmotnostni spektroskopii. Tim byly splnény cile
této prace a zaroven tak byla oteviena cesta k budouci podrobné charakterizaci téchto

aminopeptidaz, jak na urovni enzymové kinetiky, tak na urovni rentgenostrukturni analyzy.
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