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Suhrn

Téato praca je zamerand na metddy izolacie RNA a cDNA z vlaknitej huby
Trichophyton mentagrophytes a na analyzu profilu exprésie cystein dioxygenazy na

mRNA a proteinovej tirovni.

CDO bola amplifikovand pomocou PCR s pouzitim primerov navrhnutych na
zéklade vysokej sekvencnej podobnosti CDO popisanych u inych hub. PCR produkt bol

klonovany a sekvenovany.

His-tag obsahujtci rekombinantny protein bol pripraveny v expresnom systéme
Escherichia coli. Protein bol afinitne purifikovany a identifikovany pomocou
hmotnostnej spektrometrie MALDI-TOF.

Enzymaticka aktivita bola stanovena monitorovanim produkcie cystein sulfinatu

pomocou ESI-MS.

Kultivaéné podmienky vyrazne ovplyviiujii enzymaticku aktivitu CDO. VSetky

CDO, produkované za nativnych podmienok boli enzymaticky aktivne.

Transkripéna aktivita Cdo mRNA bola monitorovana pomocou RT Real-Time
PCR s pouzitim B-aktinu ako normalizacného konStitutivne exprimovan¢ho génu.
Doplnenie kultivatného média o keratin (Pudské vlasy) alebo L-cystin zvysilo

normalizovanu hladinu Cdo mRNA priblizne osem krat.

Detailnd analyza efektu L-cystinu na aktivitu CDO na trovni mRNA
(monitorovanu pomocou Real-Time PCR) a na proteinovej Urovni (monitorovani
pomocou SDS-PAGE a Western Blot spouzitim afinitne purifikovanej sérovej
protilatky Specifickej k CDO, pripravenej imuniziciou mySi pomocou His-tag
obsahujticeho rekombinantného CDO proteinu) odhalila, Ze u T. mentagrophytes je Cdo
MRNA konstantne exprimovand na nizkej hladine a CDO proteiny su po translacii

rychlo degradované. V nepritomnosti L-cystinu moze byt translacia blokovana.

U T. mentagrophytes sa uplatiuje regulacia CDO aktivity na urovni transkripcie

| posttransalénych Gprav



Summary

This work is focused on the methods of isolation of RNA and cDNA from the
fungus Trichophyton mentagrophytes and the analysis of the expression profile of

cysteine dioxygenase at mMRNA and protein levels.

CDO was amplified by PCR using the primer pair designed on the basis of high
sequence conservancy of CDO described in other fungi. PCR product was cloned into

plasmid vector and sequenced.

Escherichia coli expression system was used for production of recombinant His-
tagged CDO protein . Protein was affinity purified and identity was confirmed by
Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time of Flight Mass Spectrometry
(MALDI-TOF).

Enzymatic activity was assayed by monitoring the cysteine sulphinate
production using Electrospray Mass Spectrometry (ESI-MS).

Cultivation conditions of CDO-expressing E. coli markedly influenced CDO
enzymatic activity. All CDO purified from E. coli under native conditoins were

confirmed to be enzymatically active.

The transcriptional activity of Cdo mRNA was monitored by RT Real-Time
PCR using B-actin as a housekeeping gene. Supplementation of cultivation medium
with human hairs or L-cystine increases normalized Cdo mRNA level for about eight

times.

The detailed analysis of the effect of L-cystine on the activity of CDO at mMRNA
level (monitored by Real-Time PCR) and protein level (monitored by SDS-PAGE and
western blot with the use of the antibody affinity purified from the serum of mice
imunized by recombinant His-tag CDO protein ) revealed that in T. mentagrophytes the
Cdo mRNA is constantly expressed at low level and after translation the CDO protein is

rapidly degraded . Translation may be blocked until the L-cystine is not supplemented.

In T. mentagrophytes both transcriptional and post-translational regulations of CDO

takes place .



1. Uvod

1.1 Dermatofyty

Dermatofyty patria medzi pravé patogénne huby infikujice ¢loveka. Skupinu
dermatofytov reprezentuji tri rody: Trichophyton, Microsporum a Epidermophyton.
Priblizne jedna tretina Eurdpskej populacie je infikovana dermatofytmi (Burzykowski,
et al. 2003). Chronické dermatofytozy, pre ktoré je charakteristicka slabsia zapalova
reakcia, su spdsobené antropofilnymi druhmi dermatofytov, zatial' ¢o akutne zapalové

infekcie zoofilnymi alebo geofilnymi druhmi.

1.1.1 Trichophyton mentagrophytes

Rod Trichophyton spp. reprezentuje huby infikujice keratinizované Struktury
l'udského tela ako su vlasy, nechty a koza. Komplex Trichophyton mentagrophytes ma
niekol’ko anamorfnych druhov (teleomorfy, ak st znadme, st uvedené v zatvorkach)

(Nenoff, et al. 2007):

var. interdigitale — antropofilny (Arthroderma vanbreuseghemii)

- var. mentagrophytes — zoofilny, prileZitostne antropofilny (A.simii)
- var. erinacei — zoofilny (A. benhamiae)

- var. nodulare — antropofilny (synonimum T. krajdenii)

- var. goetzii — antropofilny

- var. quinckeanum — zoofilny

- var. granulosum — zoofilny

U imunokompromitovanych alebo imunosuprimovanych jedincov je schopny

penetrovat’ do hlbsich vrstiev koze (Nir-Paz, et al. 2003; Ogawa, et al. 1998), alebo



vyvolat’ systémové infekcie (Tateishi, et al. 2004). Chronickd dermatofytdza
(trichofyt6za) mdze byt tiez asociovana s atopickymi (Woodfolk, et al. 1996), alebo
alergickymi ochoreniami (Ward, et al. 1989; Ward, et al. 1999).

Zatial' ¢o v rokoch 1987-1998 infekcie druhom T. mentagrophytes tvorili
v Ceskej republike priblizne len 1,9 %, v roku 2010 vzrastli na 3,5 % (Tab. &. 1)
(Kuklova, et al. 2012).

Tabul’ka €. 1: Percentuilne zastipenie jednotlivych dermatofytov vo vzorkach
ziskanych na Dermatovenerologickej klinike 1. LF UK s VFN v Prahe (upravené
podl'a Kuklova 2012).

Rok | T. rubrum | T. interdigitale | T. mentagrophytes | M. canis a E.floccosum
1987-98 | 90,2% 4,7% 1,9% 3,2%
2010 86% 6% 3,5% 3,3%

1.1.1.2 Anamorfizmus verzus teleomorfizmus

Trichophyton spp. reprezentuje anamorfny, tj. asexualny typ dermatofyta,
schopny jednoduchého rozmnozovania sporulaciou pomocou mikrospér, makrospor
alebo artrospér. U niektorych druhov komplexu T. mentagrophytes je znama

teleomorfna forma patriaca do rodu Arhroderma.

V zavislosti na Zzivotnych podmienkach je Trichophyton spp. schopny
podstupovat’ dva odliSné zivotné cykly — saprofyticky a paraziticky (Obr. ¢. 1).
V saprofytickom zivotnom cykle vznikaji konidid, ktoré sa na zdklade morfologickych
podmienok rozdeluju na jednobunkové mikrokonidid a viacbunkové makrokonidid.
Mo6Zu byt produkované i dermatofytmi rasticimi na odvrhnutych epitéliach alebo
vypadanych vlasoch, ale nie na rastiicich vlasoch. M6zu byt medidtormi prenosu

ochorenia na cloveka. V stave parazitizmu je ich produkcia nahradena tvorbou
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parazitickych artrokonidii. Tie su tvorené segmentaciou a naslednou fragmentaciou hyf

(Hashimoto 1991).

Saprofyticky cyklus Paraziticky cyklus

Gerp.:
W

~
~
.

Tvorba mikro- a makrokonidii Artrokonidia

Obr. ¢ 1: Asexualny zivotny cyklus Trichophyton mentagrophytes. Za
saprofytickych podmienok hyfy proliferujt, apikalne a lateralne sa predlzuju za tvorby
mikro- a makrokonidiogénnej hyfy. Za parazitickych podmienok su hyfy segmentované

a fragmentuju na artrokonidia (upravené podl'a Hashimoto 1991).

1.1.1.3 Pleomorfizmus u T. mentagrophytes

Pleomorfizmom oznacujeme nestabilitu kultdr, pozorovanu u laboratérnych
kmenov dermatofytov. Je charakteristicka tvorbou bielych vzdusnych nesporulujacich
hyf na povrchu kolonii. Pri prenose jednotlivych nesporulujiicich hyf do nového média
dochadza k tvorbe morfologicky odlisnych kolonii, liSiacich sa od povodnej parentalnej
kolonie produkciou konidii, pigmentaciou a rychlostou rastu (Bistis 1960). KI'ai¢ovym
faktorom, stimulujucim aktivaciu pleomorfizmu, je modifikacia nutricnych podmienok,
napr. dodanie polysacharidov, neopeptonu, glutamovej kyseliny alebo dusikatych

zltéenin do kultivaéného média (Bistis 1960; Klein 1965).
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1.2 ZloZenie bunkovej steny

Bunkova stena hub je komplexna dynamicka trojvrstvova Struktira, zlozena
Z chitinu, glukanov, mananov, glykoproteinov a lipidov (Obr. €. 2). Vo vonkajSej vrstve
dominuje komplex glykoproteinov a lipidov, stredné vrstva je bohata na polysacharidy,
zatial' ¢o vnutorna vrstva na amorfné glukany a miktorfibrilarny chitin (Wu-Yuan and
Hashimoto 1977). Bunkova stena je nevyhnutnd kudrzaniu integrity bunky,
zabezpecuje odolnost” k osmotickému tlaku, uplatituje sa pri raste a deleni buniek a pri
interakcii s okolitym prostredim. ZloZenie bunkovej steny sa meni v zavislosti na
zivotnych podmienkach arastovom S§tadiu buniek. Jednotlivé zlozky su vzijomne

prepletené a tvoria tak komplexntl ochrannu siet’ bunky.

-S-S- Sy SS- -S-S-

B-1,6-glukan
B-1,3-glukan
chitin

plazmaticka
S membrana

cytosol

Obr. ¢. 2: Zlozenie bunkovej steny T. mentagrophytes. Bunkova stena je zlozena

Z 36% glukanov, 30% chitinu, 12% mananov a 7-10% proteinov.

1.2.1 (Glyko)proteiny

Proteiny tvoria priblizne 7-10% bunkovej steny u T. mentagrophytes (Katajima
and Nozawa 1977). Okrem stavebnych proteinov bunkovej steny sa vyskytuju i tzv.
intracelularne proteiny, previazané s bunkovou stenou, ako st proteiny tepelného Soku
a glykolytické enzymy (Bowman, et al. 2006; Lopez-Ribot and Chaffin 1996).
NajcastejSie sa vyskytuju ako N- alebo O-glykoproteiny, tj. proteiny s enzymaticky

pripojenymi cukornymi retazcami. Mnohé z intracelularnych proteinov obsahuji
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anchor glykozylfosfatidylinozitol (GPI), ktory sa uplatiiuje pri smerovani alebo
lokalizacii proteinov v plazmatickej membrane a bunkovej stene (Bowman and Free
2006). Proteiny bunkovej steny sa uplatiiuja pri udrziavani tvaru bunky, adherencii,
migracii a fazii, pri absorpcii molekl, pri extra-intracelularnej signalizacii a pri syntéze

a remodelovani komponentov bunkovej steny.

1.2.2. Glukany a manany

Dominujticou zlozkou bunkovej steny hib st glukany, tvoriace priblizne 36%
suchej hmotnosti bunkovej steny T. mentagrophytes (Katajima and Nozawa 1977).
Syntéza glukénov je zabezpecend glukan sytnazou preferenéne v rastovych zénach
bunky a je nevyhnutna pre spravne formovanie a vyvoj bunky. Dominujicou formou st
B-1,6 a B-1,3-glukany, ktoré sa zosiet'uju spolu s chitinom a manoproteinmi a vytvaraji

tak pevnt bunkovu stenu.

Manany tvoria priblizne 12% bunkovej steny T. mentagrophytes (Katajima and
Nozawa 1977). Dominujicimi formami su 1,6-, 1,2- al1,3-galaktomanany. Obsah
galaktozy v galaktomananoch sa 1isi v zavislosti na druhu dermatofyta. Obvykle tvori
12-33% galaktomananu (Gander 1974). Manany sa vyrazne uplatiiuja pri interakcii

patogéna s hostitel'skym organizmom.

1.2.3. Chitin

Chitin je nevyhnutnou stavebnou zlozkou bunkovej steny hub. Je to
homopolymér B-1,4-pripojenych N-acetylglukosaminovych rezidui, tvoriaci priblizne
30% suchej hmoty bunkovej steny T. mentagrophytes (Katajima and Nozawa 1977;
Wu-Yuan and Hashimoto 1977). Je nevyhnutny kudrzaniu integrity bunky -
inaktivacia chitin syntazy vedie k malformacii a osmotickej nestabilite buniek (Specht,
et al. 1996). Asi dve tretiny z celkového obsahu chitinu v bunkovej stene artrospor
avseptach hyf T. mentagropytes st tvorené mikrofibrildrnym chitinom, citlivym
k chitinizam — zvy$na jedna tretina sa vyskytuje v nefibrilarnej forme rezistentne;j

k chitinazam (Pollack, et al. 1983).
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1.3. Interakcia hostitel'a s patogénom

Adherencia  dermatofyta k  hostitel'skému tkanivu je zabezpecena
glykomanoproteinmi bunkovej steny (Ogawa, et al. 1998). Délezitt tlohu v adherencii
hra tiez protein hydrofobin HypA, ktory je sucastou vonkajsej vrstvy bunkovej steny
konidii. Delécia génu hypA vedie K strate schopnosti adherovat’ k hostitel'skym bunkam
azvySuje aktivitu imunokompetentnych buniek, ako su neutrofily, granulocyty
a dendritické bunky a to zvySenim produkcie cytokinov IL-6, IL-8, IL-10 a TNFa
(Heddergott, et al. 2012).

Po adherovani artrokonidia zreji (germinuju) a vyvijaju sa v hyfy, ktoré
prenikaji do tkaniva. Germindcia je zabezpecena stimulaciou exprésie celej rady génov
(Yang, et al. 2007), kodujacich enzymy, uplatitujucich sa pri degradacii keratinu,
proteinov, lipidov a DNA (Kaufman, et al. 2005; Monod, et al. 2005). Tieto kroky su
zavislé na dostatku zivin, produkcii Strukturalnych proteinov, permeéaz a hydrolytickych
enzymov, ako su proteazy (keratinazy) a nukleazy (Vermout, et al. 2008). Nevyhnutnou
zlozkou pre morfologické zmeny dermatofytov s sulthydrylové skupiny obsiahnuté v
aminokyseline cystein. Uplatiuji sa i pri bunkovom deleni a inhibicii prechodu z
kvasinkovej na mycelidlnu formu u dimorfnych hub (Nickerson and van Rij 1949).
Cystein sa tiez uplatiiuje pri diferenciicii a mitochondridlnej respiracii. MnoZstvo
vol'ného cysteinu je v bunke regulované enzymom cystein dioxygenaza (CDO, EC

1.13.11.20).

V priebehu infekcie hostitel'skych tkaniv je zvySend aktivacia metabolickych
enzymov, ako st izocitrat lyaza a malat syntaza (Grumbt, et al. 2011). Inaktivacia génov

kodujucich tieto enzymy vedie k rastovym defektom dermatofytov.

Dal§imi potencialnymi faktormi virulencie st thioredoxin a celulazovy homolég,
ktorych exprésia je stimunovana proteinmy extracelularnej matrix v kozi (Kaufman, et
al. 2005). Thioredoxin sa pravdepodobne uplatiuje pri aktivacii proteaz a odolnosti voci
oxidativnemu stresu. V priebehu infekcie tieZ dochddza k funkénym a Strukturdlnym
zmenam epidermis (Jensen, et al. 2007), pravdepodobne pod vplyvom zapalovych

faktorov a redukovanej schopnosti viazat’ vodu.
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1.4. Imunitnd odpoved’ na trichofytozu

V imunitnej odpovedi na trichofytozu sa uplatituji nesSpecifické i Specifické
imunitné mechanizmy, ktoré¢ eliminuju dermatofyta, alebo bréania jeho invazii do hlbsich
vrstiev tkaniva. Jednotlivé zlozky imunitného systému vzajomne ineraguju, doplnaju sa
a st nevyhnutné pre celkovil obranu vocéi infekcii. Vo vSeobecnosti je imunitna
odpoved’ zévisla na veku, pohlavi, zdravotnom stave hostitel’a, medikécii a genetickych

dispoziciach jedinca (Faergemann, et al. 2005; Tosti, et al. 2005).

1.4.1. Prirodzena imunitna odpoved’

1.4.1.1 KoZny imunitny systém

Fyzikalne i chemické zloZzenie koze predstavuje prirodzeni bariéru, braniacu
rozvoju hubovej infekcie. Stratum corneum je neustale obnovovana keratinizaciou
epidermalnych buniek, sprevadzanu odvrhovanim vrchnych vrstiev odumretych buniek,
¢im prirodzene dochédza k odstraiiovaniu patogéna z koze. Proliferacia epidermalnych
buniek je teda dolezitym obrannym mechanizmom koze. Zapalova reakcia v mieste

infekcie navyse proliferaciu epidermalnych buniek zvysuje.

Prvym krokom v indukcii imunitnej odpovede na dermatofyta je interakcia huby
s korneocytmi (mftvymi bezjadrovymi keratinocytmi) srtatum corneum. Interakciou
s keratinocytmi a v odpovedi na antigény dermatofyta, napr. trichophytin, keratinocyty
produkuju IL-8 a IL-16 , ktoré sa tak uplatiiuju pri indukcii akutnej zapalovej odpovede
lakanim polymorfonuklearnych (PMNs) buniek do miesta infekcie (Almeida 2008).
Trichophytin tiez slizi ako atraktant neutrofilov a d’al§ich fagocytov do miesta infekcie.
Po prekonani stratum corneum dermatofyt atakuje hilbsie vrstvy epidermis.
Mononuklearne bunky spolo¢ne so zlozkami komplementu opsonizuju a zabijaji spory,
ale nie hyfy aspomaluju tak rast huby (Dahl and Carpenter 1986). Oxidativny
mechanizmus neutrofilov je schopny zabijat’ Trichophyton spp. in vitro (Calderon and
Hay 1987).
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14.1.2. Rozpoznanie antigénnych Struktir dermatofyta

Trichophyton spp. obsahuje evoluéne konzervované struktiry, oznacované ako
molekuldrne vzory asociované s patogénmi (PAMPs), rozpoznavané receptormi pre
prislusné vzory (PRRs) na povrchu bunick hostitel'a. Prikladom PRR su Toll-like
receptory (TLRs) a glukanové receptory. Iked uloha TLRs v aktivacii prirodzenej
imunitnej odpovede na mikrobidlnu infekciu bola popisana (Kopp and Medzhitov
2003), niekolko s$tadii naznauje, Ze huby moézu suprimovat imunitni odpoved
hostitel'a aktivaciou produkcie IL-10 aregulatnych T lymfocytov prostrednictvom
TLR2 resp. TLR4 (Netea, et al. 2004; Sing, et al. 2002).

Manany byvaji rozpoznavané mnohymi receptormi hostitel'skych buniek,
predovsetkym manozovym receptorom MR, DC-SIGN alebo SIGN-R1, Galectin-3,
Dectin-2, TLR4, Mincle, alebo receptormi z rodiny kollektinov, napr. mandzu viazuci
lektin MBL, SP-A, SP-D, Pentraxin-3 (Latge 2010). Niektoré z tychto receptorov, napr.
manodzovy receptor, langerin a kollektiny, si multivalentné, t.j. viazu oligosacharidy
s termindlnym manoézovym, fukézovym alebo N-acetylglukozaminovym reziduom
(Latge 2010). Tieto receptory mozu byt transmembranové (napr. MR, DC-SIGN,
Dectin-2), povrchovo viazané (napr. SP-A, SP-D) alebo sekretované (napr. MBL,
Pentraxiny) (Kerrigan and Brown 2009).

B-glukdny bunkovej steny hub su rozpoznavané B-glukdnovymi receptormi
makrofagov a dendritickych buniek. Zatial' ¢o Dectin-1 preferenéne rozpoznava -
glukdny konidii, Dectin-2 rozpoznava a viaze B-glukany hyf, obsahujice vyssie
mnozstvo mananov (Sato, et al. 2006). Stimulacia tychto receptorov vedie k fosforylacii
tyrozinovych rezidui v ITAM motive, aktivacii Syk signaliza¢nej drahy (Latge 2010),
aktivacii transktipéného faktoru NF-kB a sekrécii antagonistickych TNFa a IL-1
receptorov (Sato, et al. 2006).

Chitin je rozpoznavany receptormi TLR2, TLR4, a chitin vdzbovymi proteinmi
Yml, lektinom C-Typu Reglllg, FIBCDI, chitindzovym alebo manézovym receptorom
(Latge 2010).
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1.4.1.3. Keratinocyty

Keratinocyty predstavuju prva obrannu liniu buniek pri infekcii dermatofytmi.
Tieto bunky priamo interaguji s patogénom, alebo produkuju cely rad cytokinov,
uplatnujucich sa pri aktivacii d’alSich imunokompetentnych buniek. Keratinocyty
exprimuju rézne receptory, napr. TLRs, ktoré po naviazani mikrobidlnych zloziek
aktivuju signalne drahy veduce k stimulacii prirodzenej imunitnej odpovede (Netea, et
al. 2006). Pri degradacii keratinu dochadza k uvolmovaniu defenzinov, napr. P-
defenzinu 2 (Jensen, et al. 2007; Kawai, et al. 2006) a antimikrobialnych peptidov.
Keratinocyty a mononuklearne bunky v odpovedi na dermatofyta produkuju
prozapalové cytokiny IFNy, TNFa, IL-1p, IL-8 a IL-16 (Koga, et al. 2001; Nakamura,
et al. 2002; Shiraki, et al. 2006), ktoré sa uplatiuju v zapalovej odpovedi na

dermatofytovu infekciu.

1.4.1.4. Langerhansove bunky

Antigény dermatofyta si v koZi pravdepodobne rozpoznavané a pohlcované
Langerhansovymi bunkami (LCs) epidermis. Tieto bunky tvoria priblizne 2 az 5%
z celkového poctu epidermélnych buniek. Pod vplyvom cytokinov, produkovanych
keratinocytmi a mononuklearnymi bunkami, dochadza k aktivacii LCs a ich migracia
z epidermis do dreniovych lymfatickych uzlov. V lymfatickych uzloch LCs prezentuji
komplex antigénu a MHC-glykoproteinov receptorom naivnych T lymfocytov. Pod
vplyvom pomocného signalu produkovaného LCs, napr. IL-1 a/alebo B7, dochadza
k stimulacii, klonalnej expanzii anaslednej migracii T lymfocytov do dermis
a epidermis. Po stimulacii d’al$imi antigén prezentujucimi bunkami (APCs), napr.
dermélnymi dendritickymi bunkami alebo keratinocytmi, dochaddza opét’ ku klondlnej
expanzii a produkcii efektorovych buniek (Obr. ¢. 3), uplatiujicich sa pri eliminacii

patogéna (Wagner and Sohnle 1995) spolo¢ne s tvorbou pamat'ovych lymfocytov.
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1.4.1.5. Fagocitarne bunky

Prirodzend, alebo neSpecifickd imunitnd odpoved’, je zabezpecena profesiondlnymi
fagocytarnymi bunkami, ako st neutrofily, makrofagy a dendritické bunky, funkciou
natural killer (NK) buniek a komplementu. Tieto bunky st schopné inhibovat’ rast huby
alebo fagocytovat’ bunky, prezentovat’ antigény T bunkam a aktivovat’ akatnu zapalovu
reakciu sekréciou prozéapalovych cytokinov, napr. tumor nekrotického faktoru o
(TNFa), interleukinu 12 (IL-12) a chemokinov, alebo priamo zabijat bunky huby.
Neutrofily st navyse schopné tvorit’ tzv. neutrofilové extracelularne pasce (NETs),
pomocou ktorych zachytavaju konidie a priamo ich likviduja (Heddergott, et al. 2012).
Neutrofily v priebehu aktivacie uvolfiuji granularne proteiny, chromatin a enzymy ako
neutrofilarna elastaza, katepsin G a myeloperoxidaza, ktoré spolu s extracelularnymi
vlaknami viazu bunky huby, degraduju ich virulen¢né faktory a zabijaji tak parazita.
Zakladom NET je chromatin, hystony a DNA a preto patogény produkujuce DNézy
NET rychlo degraduju (Brinkmann, et al. 2010; Brinkmann, et al. 2004). Po germinacii
konidii v hyfy, mézu hyfy uniknit’ procesu fagocytozy a to vd’aka schopnosti indukovat’
tzv. bunkova smrt’ neutrofilov - ,,NETo6zu* (Heddergott, et al. 2012). Tento proces je
odlisny od apoptdzy resp. nekrozy aje zavysly na produkcii reaktivnych kyslikatych
radikalov NADPH oxidazou (Brinkmann, et al. 2010). V priebehu NET6zy dochadza
K rozruSeniu membran jadra a cytoplazmatickych granuli a uvolneniu obsahu jadra
bunky do cytoplazmy. Nasledne dochadza Kk roszruseniu plazmatickej membrany

auvolneniu chromatinu a granularnych proteinov do extraceluldrneho prostredia

a k smrti bunky (Kaplan and Radic 2012).

1.4.1.6. Aktivacia antigénne Specifickej imunitnej odpovede

Jednou zo subpopulécii T lymfocytov, aktivovanych LCs, su cutaneous
lymphocyte antigen pozitivne (CLA™) T lymfocyty. Tieto bunky pod vplyvom adhezinu
CLA preferencne migruju do epidermis (Fuhlbrigge, et al. 1997) i ked” posledné prace
naznacuju ovel'a §irSiu tkanivovu distribuciu CLA pozitivnych T lymfocytov (Ni and
Walcheck 2009). CLA viaze endotelialnu leukocytovi adhezivnu molekulu (ELAM-1),

¢o spusta extravazaciu T lymfocytov z krvného rieciska do koze (Picker, et al. 1991).
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CLA" T bunky mézu byt CD4" alebo CD8" a akonéhle su aktivované, produkuji Thl
Specifické cytokiny IFNy a IL-2, alebo Th2 $pecifické cytokiny IL-4, IL-5, IL-10 a IL-
13. CLA" T bunky sa po rozpoznani antigénu aktivuji a spustaji prislusna T bunkovu

odpoved'.

1.4.1.7. Potlacenie imunitnej odpovede hostitel’a

Glukany a manany bunkovej steny mézu maskovat PAMPs patogéna a blokovat’
tak rozvoj PAMPs-indukovanej imunitnej odpovede hostitel'a. Podobnu funkciu ma u
hab pravdepodobne ipigment melanin (Chai, et al. 2010). Manany maju navySe
schopnost’ inhibovat” lymfoproliferativnu odpoved’ mononuklearnych buniek in vitro
(Blake, et al. 1991) a fagocytarnu funkciu makrofagov inhibiciou produkcie IL-
12, kostimula¢nych molekal CD80 a CD54, produkcie oxidu dusnatého a znizenim

exprésie MHC-II molekal, vedicich k smrti makrofagov (Campos, et al. 2006).

Mnohé proteiny dermatofytov obsahuju tzv. LysM domény, umoZziujuce vdzbu
proteinov k peptidoglykdnom ich bunkovej steny (Martinez, et al. 2012). U hub,
infikujicich rastliny, bola popisana schopnost’ tychto domén maskovat chitin na
povrchu hyf azabratovat' tak rozpoznaniu hyf imunitnym systémom hostitel'a
(Mentlak, et al. 2012). LysM domény mdzu suprimovat’ chitinom aktivovanti imunitni
odpoved” pomocou dvoch mechanizmov: a) vytvorenim LysM diméru, ktory do
viazbového Zliabku viaze GlcNAc jednotky oligoméru chitinu pomocou vodikovych
mostikov a dalSich nekovalentnych interakcii; b) védzbou oligomérov chitinu,
rozpoznanych monomérnymi receptormi imunitného systému, pomocou LysM
monoméru a zablokovanim produkcie imunitnych receptorovych komplexov hostitel'a
(Sanchez-Vallet, et al. 2013). Podobny mechanizmus maju pravdepodobne i LysM
domény u dermatofytov.
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1.4.2. Antigénne Specifickd imunitna odpoved’

Oba typy antigénne Specifickej imunitnej odpovede — humoralna i bunkami

sprostredkovana (CMI), sa uplatituji v boji voci dermatofytoze.

Hostitel’ produkuje cely rad protilatok voci antigénom dermatofyta. Humoralna
imunita pravdepodobne nehra vyznamnt ulohu pri eliminacii infekcie (Dahl 1987).
Niektoré protilatky vSak moézu mat priamy fungistaticky efekt, dany schopnostou
opsonizacie, neutralizacie toxinov, blokovanim adherencie patogéna, aktivovanim
komplementu alebo aktivaciou bunkovej cytotoxicity zavislej na protilatkach
(Polonelli, et al. 2000). Pre efektivnost’ ochrany ma velky vyznam aj mnozstvo,
Specifickost’, izotypy a idiotypy protilatok (Casadevall, et al. 2002).

U pacientov s chronickou dermatofytéozou je Casto detegovany pozitivny test

okamzitej precitlivelosti (IH) na extrakty z dermatofyta mediovany IgE.

Typickou antigénne Specifickou imunitnou odpovedou na dermatofytozu je
bunkami sprostredkovand imunitnd odpoved’, predovSetkym oneskoreny typ
precitlivelosti (DTH) (Almeida 2008; Vermout, et al. 2008). Tato reakcia je
charakterizovana aktivaciou makrofagov a produkciou prozapalovych cytokinov
Vv mieste infekcie. Stupen zapalovej reakcie sa liSi u jednotlivych patogénov a je
ovplyvneny i fyziologickym stavom jedinca (Vermout, et al. 2008). Pozitivna DTH
reakcia k dermatofytovym extraktom sa vyznacuje niz§im titrom IgG protilatok voci
dermatofytovym antigénom a absenciou IgE a IgG4 protilatok, charakteristickych pre
IH reakciu (Woodfolk, et al. 1996). DTH reakcia sa vyvija poCas akutnej infekcie
(Almeida 2008), zatial’ ¢o IH reakcia je typicka pre chronické infekcie, Casto s rozvojom

alergie (Vermout, et al. 2008).

Dermatofyticka infekcia je tieZ asociovana s aktivaciou Thl imunitnej odpovede
a s produkciou CD4" a CD8" T lymfocytov. Vo vrchnej vrstve dermis a epidermis bolo
detegované vyssie mnozstvo CDla" a CD68" buniek a tiez IFNy" buniek (Koga, et al.
2001). CD4" aCD8" T lymfocyty su tiez schopné priamo zabijat T. mentagrophytes
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aT. rubrum destrukciou hyf aspor (Waldman, et al. 2010). Tato anti-mikrobialna
aktivita je zalozend na priamom bunkovom kontakte a exocytéze obsahu
cytoplazmatickych granuli do okolia bunky. Hlavnou zloZzkou st granulyzin a perforin.
Granulyzin interaguje s lipidovymi zlozkami mikrobidlneho povrchu, aktivuje lipidy-
degradujiice enzymi ako glukozylceramidazu a sfingomyelinazu a indukuje tvorbu
pérov v membrane bunky. Tieto poéry vedi k rozruseniu bunkovej membrany,
uvolneniu obsahu asmrti bunky (Krensky 2000). Cytotoxické CD4" aCD8" T

lymfocity teda vykazuju priamu anti-mikrobialnu aktivitu.

Obr. ¢. 3: Aktivacia antigénne Specifickej imunitnej odpovede. Po rozpoznani
antigénov dermatofyta pomocou Specifickych receptorov dendritickych buniek (DCs),
dochadza kativacii DCs ajej interakcii snaivnym T lymfocytom. T lymfocyt je
aktivovany ku klonalnej expanzii a migruje do miesta infekcie. Pod vplyvom d’alsieho
aktivacného signalu od APC je stimulovana klondlna expanzia s tvorbou prislusnych

efektorovych T lymfocytov.
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1.5. Najcastejsie typy trichofytoz

Trichofytdzy sa na zaklade miesta infekcie rozdel'uju do niekol’kych skupin:

Tinea pedis — infekcia nohy, predovsetkym chodidla a priestoru medzi prstami. Akatna
zapalova infekcia s tvorbou vezikil je ¢asto spdsobena T. mentagrophytes. Chronicka
infekcia modze byt spdsobena ako T. mentagrophytes tak T. rubrum. Rizikovymi
faktormi zodpovednymi za rozvoj tinea pedis je i vek (incidencia sa zvySuje s vekom

jedinca) a typ obuvi.

Tinea cruris — infekcia v oblasti slabin, najcastej$ie u dospelych muzov zijucich

v teplom a vlhkom prostredi. Hlavnym povodcom byva T. rubrum.

Tinea corporis — infekcia rozsiahlej oblasti koze trupu, hornych a dolnych koncatin,
predovSetkym u imunodeficientnych pacientov. Vyskytuje sa predovSetkym u l'udi
zijucich v horucom podnebi. P6vodcom méze byt ktorykol'vek druh dermatofyta rodu

Trichophyton (Weitzman and Summerbell 1995).

Tinea imbricata — podtyp tinea corporis s chronickym priebehom, rozsirena v oblasti
Pacifiku, Oceanie, Juznej Azie, Mexika a Centralnej a Juznej Ameriky. Jedinym

etiologickym agens je T. concentricum (Weitzman and Summerbell 1995).

Tinea barbae — infekcia v oblasti brady umuzov, ¢asto s miernejSim priecbehom.
VzicnejSie dochadza k rozsiahlej folikulitide, predovSetkym pri infekcii zoofilnymi

druhmi, ako je T. verrucosum a T. mentagrophytes.

Tinea unguium - infekcia nechtovych platni¢iek (onychomykoéza). Hlavnymi
povodcami infekcii nechtov st T. rubrum a T. mentagrophytes. Rizikovymi faktormi je

vek, problém s cirkulaciou krvi, diabetes, typ obuvi a pod.

Tinea capitis — infekcia vlasov a pokozky hlavy predovSetkym u deti. Mdze mat’
mierny priebeh so slab§im erytémom, alebo dochddza k rozsiahlemu zapalu

s folikulitidou.

Tinea favosum — podtyp tinea capitis, pri ktorej dochadza k rozvoju chrasty
oznacovanej ako ,,scutula“. Povodcom ochorenia byva T. schoenleinii aje rozsirené

v Euroazii a Afrike (Weitzman and Summerbell 1995).
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Klinicky prejav dermatofytézy je vysoko variabilny. Je ovplyvneny niekolkymi
faktormi, napr. stavom imunitného systému hostitela, druhom a virulenciou
dermatofyta, environmentdlnymi faktormi vratane anatomickej lokalizdcie a

karatinizacie miesta infekcie (Degreef 2008; Pierard, et al. 1996).
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1.6. Terapia trichofytoz

Terapia trichofytéz je zaloZzena predovSetkym na lokélnej aplikacii
antifungalnych lieCiv. V pripade pretrvavajiucej alebo chronickej infekcie, resp. pri
rezistencii sa aplikuju systémové antifungalne lie¢ivd. Vo vicSine pripadov je efekt
liecby vysoko individualny a ovplyvneny druhom infekéného agens. U tinea unguium
atinea pedis sa pouziva chemické odstranenie postihnutych ¢asti pomocou pasty,
obsahujucej ureu anasledné oSetrenie nechtového 16zka a koze pomocou

fungistatickych agens (Elewski, et al. 2004; Seebacher, et al. 2007).

K liecbe sa najcastejsie pouzivaju:

- azolové lieCiva, napr. intrakonazol, ketokonazol, flukonazol, ekonazol,

mikonazol, izokonazol, bifonazol alebo klotrimazol
- allylaminové lieciva, napr. terbinafin, naftifin
- hydroxypyridony, napr. cyklopyroxolamin (Radovic-Kovacevic, et al. 1990)

- antibiotika, napr. nystatin, natamycin a amfotericin B

Terapia pomocou vakcin je zavedend len vo veterinarnej medicine. Obvykle sa
pouzivaju inaktivované vakciny, obsahujuce konidid prislusnych zéastupcov rodu
Trichophyton spp. (Wawrzkiewicz and Wawrzkiewicz 1992), alebo zivé atenuované
vakciny (Lund and Deboer 2008; Rybnikar, et al. 1998), ale i proteinové a DNA
vakciny, napr. odvodené od proteinu tepelného Soku s molekulovou hmotnost'ou 60 kDa

(Hsp60) (Raska, et al. 2004).

V Ceskej republike st dostupné dve komeréné vakciny vodi trichofytoze
dobytka a to Ziva atenuovand vakcina Trichoben a inaktivovana vakcina Trichobin
(Bioveta, Ivanovice na Hané a.s.). Obe vakciny maji vyrazny protektivny efekt voci

réznym zastupcom rodu Trichophyton spp.
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Prva terapeuticka vakcina v humannej medicine bola vytvorena uz v roku 1902
(Neisser 1902). Tato vakcina obsahovala trichophytin a nemala preukazatelna
terapeuticki hodnotu. Neefektivne, alebo s castym relapsom, boli i d’alSie vakciny
obsahujtce trichophytin (Traub and Tolmach 1935), vakciny pripravené z rozdrveného
mycélia (Strickler 1915) alebo tzv. claso-vakciny pripravené hydrolyzou mycélii
pomocou kyseliny dusi¢nej a naslednou neutralizaciou pomocou sody (Jausion and
Sohier 1930) . V roku 1959 Huppert and Keeney popisali profilakticky u¢inok krému,
obsahujiceho prasok zrozdrvenych mycélii T. mentagrophytes, ktory branil

naslednému rozvoju tinea pedis tymto dermatofytom (Huppert and Keeney 1959).

STubnou vakcina¢nou stratégiou je priprava zmienenych DNA vakcin,
odvodenych od proteinov tepelného Soku. Pretoze DNA vakciny st produkované
Vv bakteridlnom systéme, su obohatené o nemetylované CpG motivy a vykazuju
imunomodulaény efekt, spojeny s indukciou Thl imunitnej odpovede (Raska, et al.
2004). Prave tento typ odpovede vykazuje protektivny efekt voci trichofytozam.
U DNA vakciny, odvodenej od proteinu Hsp60 T. metagrophytes, bol popisany vel'mi
dobry efekt i ked’ nie tak vyrazny ako ukomeréne dostupnych vakcin Trichoben

a Trichobin (Raska, et al. 2004).

Dalsou moZnou stratégiou pripravy atenuovanych vakcinaénych kmefiov je
knock-out génov, zapojenych do metabolizmu cysteinu a detoxifikacie dermatofytov,
ako su gény pre cystein dioxygenazu a sulfit efluxné pumpy. Inaktivacia tychto génov
totiz znemoznuje rast dermatofytov in vitro v pritomnosti L-cysteinu a keratinu

(Grumbt, et al. 2013) (viz. kapitola 6.).

Bola tieZ popisana neschopnost’ T. rubrum rast’ na 'udskych nechtoch po delécii
génu Mdr2 (Multidrug Resistant 2 P-glycoprotein), kodujiceho ATP-Binding Cassette
(ABC) transportér (Maranhao, et al. 2009). Tento transportér je zapojeny do réznych
metabolickych drah. Ovplyviiuje schopnost’ dermatofyta vyuzit’ dostupné ziviny, rast’ na
keratinizovanych Strukturach a odstraiiovat’ pre dermatofyta toxické zltceniny, ako su
antimykotika. Knock-out génu vedie k zvySeniu citlivosti k terbinafinu, 4-nitroquinolin
N-oxidu a etidium bromidu (Fachin, et al. 2006). Podobne delécia génu pacC,
kodujuceho pH-regulovany transkripény regulator PacC, vedie K znizenej sekrécii
keratinolytickych proteaz a neschopnosti mutanta rast na luskych vlasoch in vitro

(Ferreira-Nozawa, et al. 2006).
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Popisané¢ proteiny by mohli byt slubnym cielom pre pripravu ucinnych
profilaktickych alebo terapeutickych vakcin. Doposial’ vSak nebola U¢inna vakcina,

pouzitel'nd v humannej medicine, vytvorena.
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2. Uloha cystein dioxygenazy u dermatofytov

Schopnost’ dermatofytov vyuzivat’ keratin ako zdroj zivin je dana ich jedine¢nou
schopnostou produkovat’ celi radu keratindz, permeadz a nukledz. Keratindzy su
schopné degradovat’ keratin az po rozruseni disulfidickych vézieb medzi proteinmi
bohatymi na aminokyselinu cystein. Aminokyselina cystein sa navySe uplatiuje
v procesoch bunkového delenia a morfologického prechodu z kvasinkovej na
mycelialnu formu u hub (Nickerson 1949) a pravdepodobne i v bunkove;j diferenciacii
a mitochondrialnej respiracii (Maresca, et al. 1981). Intracelularna koncentracia
volného cysteinu u dermatofytov je regulovand enzymom cystein dioxygenaza
(Kasperova, et al. 2011), ktorej exprésia je u dimorfnych hib zvySena v kvasinkovej
faze rastu a predstavuje tak dolezity faktor diferencidcie a virulencie. (Klein and
Tebbets 2007).

2.1  ZloZenie keratinu

Ako keratin oznaCujeme rodinu cytoskeletdlnych proteinov, tvoriacich
intermedialne filamenta keratinového typu v epitelialnych Strukturach (Bragulla and
Homberger 2009; Denger, et al. 2006; Moll, et al. 2008). Keratin ma jedine¢né
fyzikalno-chemické vlastnosti. Je odolny k degradacii proteolytickymi enzymami a
nerozpustny v polarnych anepolarnych rozptstadlach. Je vSak menej odolny
k oxida¢nym a redukénym agents, ktoré destabilizuju jeho disulfidové mostiky (Hill, et
al. 2010; Horvath 2009).

Keratin m6Zeme rozdelit’ na tzv. tvrdy keratin, pritomny vo vlasoch, nechtoch a
rohovine a makky keratin, pritomny v stratum corneum epidermis. Tvrdy keratin je
tvoreny zvdzkami paralelne usporiadanych filament S malym mnoZstvom ne-
keratinovych proteinov a bez obsahu lipidov. Je bohaty na aminokyselinu cystin. Makky
keratin tvoria filamenta usporiadané v r6znych smeroch v jednej rovine. Obsahuje velké
mnozstvo lipidov a ne-keratinovych proteinov. Obsah cystinu je nizky — 2 az 4%
v stratum corneum Vv porovnani s 18% V niektorych vlasoch (Bragulla and Homberger
2009; Kunert 2000; Moll, et al. 2008).
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Struktara keratinov je casto tvorend keratinovymi filamentami zasahujucimi
do amorfnej matrix. Keratinové filamenta si vystavané z keratinovych proteinov,

tvoriacich superrodinu s minimalne 60 ¢lenmi u ¢loveka.

Keratiny sa rozdel'uju na dva typy:

- typ | — kyslé proteiny — u ¢loveka s molekulovou hmotnostou od 40 do 57 kDa
a izoelektrickym bodom od 4,8 do 5,4

- typ Il — bazické a neutralne keratiny — S vy$sou molekulovou hmotnostou (od

57 do 67 kDa) a izoelektrickym bodom (od 6,5 do 8,5)

V réznych bunkach a tkanivach sa keratinové proteiny vyskytuji v rdéznych
kombinéacidch. VSetky keratiny st filamentarne proteiny s centrdlnou doménou s a-
helikdlnou Struktrou advoma termindlnymi doménami. V priebehu formovania
filament dochédza k parovaniu dvoch keratinovych proteinov (kyslého so zasaditym)
atvorbe dimérov. Dva diméry sa postupne paruji do tetramérov a vysSie
organizovanych Struktur, tvoriacich intermedidlne filamenta s viac ako 32 proteinmi
(Bragulla and Homberger 2009; Langbein and Schweizer 2005; Moll, et al. 2008).
Filamenta prechadzaju cez matrix zlozenu z ,,proteinov asociovanych s keratinovymi
filamentami“ (KFAPs). KFAPs st malé proteiny (Mr priblizne 20kDa) s heterogénnym
aminokyselinovym zloZenim, spojené s keratinovymi filamentami pomocou
disulfidovych mostikov (Bruce Fraser and Parry 2012; Gong, et al. 2012; Rogers, et al.
2006).

2.2  Mechanizmus degraddcie keratinu

V priebehu infekcie je keratin postupne degradovany na kratSie peptidy
a aminokyseliny funkciou keratinaz a proteaz (Obr. €. 4). Tieto peptidy a aminokyseliny
sluzia pre dermatofyty ako zdroj zivin. Ni¢menej, pred degradaciou disulfidovych

mostikov nie su protedzy dermatofytov schopné hydrolyzovat kompaktné
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keratinizované tkanivo (Kunert 2000; Lechenne, et al. 2007; Monod 2008). Pre
efektivnu degradaciu keratinizovaného tkaniva musi preto dermatofyt pred hydrolyzou
keratinovych proteinov redukovat’ disulfidové mostiky. Za vhodnych zivotnych
podmienok, dermatofyty produkuju sulfit, uplatiujuci sa ako redukéné agens pri
degradacii disulfidickych mostikov v keratine. Sulfity Stiepia vol'ny 1V proteinoch
viazany cystin za produkcie cysteinu a S-sulfocysteinu v procese oznacovanom ako
sulfitolyza (Kunert 2000). Metabolickd draha oxidacie cysteinu a produkcie sulfitov
u dermatofytov je rovnaka ako u ostatnych eukaryot a slizi k regulacii koncentracie a k

eliminacii nadbytku cysteinu (Kasperova, et al. 2013; Stipanuk, et al. 2006).

K produkcii sulfitov dermatofytom sluzia tzv. sulfit efluxné pumpy, napr.
TruSSUL u T. rubrum, patriace do Tellurite-resistance/Dicarboxylate transportérovej
(TDT) rodiny (Lechenne, et al. 2007). lked sulfit je sGcastou metabolizmu
dermatofytov, je pre bunky toxicky (Thomas and Surdin-Kerjan 1997). Sulfit efluxné
pumpy tak reprezentuju alternativnu cestu detoxifikacie dermatofytov Vv priebehu
infekcie keratinovych Struktar. NavySe, procesy detoxifikacie sulfitu a sulfitolyza
pravdepodobne prebichaju sucasne, pretoze priamo po sulfitolyze su redukované
proteiny d’alej degradované pomocou réznych endo- a exoproteaz (Lechenne, et al.
2007). Cast’ sulfitu je d’alej oxidovana sulfit oxiddzou na sulfat, exkretovany ako finalny

produkt metabolizmu siry.

Degradacia keratinu je teda komplexny proces zabezpeceny alkalizaciou
prostredia (pomocou deaminacie aminokyselin a peptidov s produkciou amoénnych
16nov), degradaciou disulfidovych vézieb tj. sulfitolyzou a degraddciou keratinu na
rozpustné zlozky tj. proteolyzou. Keratinolyza v priebehu infekcie je tieZ ovplyvnena
teplotou tela, obsahom vody, mikroaerébnymi podmienkami, zloZenim séba,

produkciou oxidu uhla¢itého Zivymi bunkami a imunitnym systémom hostitel'a (Kunert
2000).
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Keratinizované tkanivo

Sulfit

N
Reducia disulfidovych mostikov v polypeptidoch stratum corneum

Endoprotedzy
N

Peptidy

Exoproteazy

Aminokyseliny

Extrabunkové
udalosti
N
Cystein Sulfit sekretovany dermatofytom
_______________ o | 77 pomocou SSU1
— | ¢po
N
Intrabunkové Cysteinsulfinové kyselina
udalosti

Hypotaurin  B-Sulfinylpyruvat

T

Taurin Pyruvat+ Sulfit

N
Sulfat

Obr. & 4: Uloha CDO pri degradacii Kkeratinu u dermatofytov. Adherencia
dermatofyta k stratum corneum stimuluje produkciu rozmanitych endoproteaz
a exoproteaz, ktoré postupne Stiepia polypeptidy az na aminokyseliny. CDO nésledne
katalyzuje oxidaciu cysteinu veducu k produkcii cysteinsulfinovej kyseliny. CDO sa

tieZ uplatituje pri produkcii sulfitu, nevyhnutného k degradacii disulfidovych vazieb.
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2.3 Struktiira cystein dioxygendzy

CDO je nehémovy enzym patriaci do rodiny cupinovych proteinov. Tato rodina
zahfna cely rad funkéne odlisSnych enzymov, ako su dekarboxyldzy, dioxygenazy,
hydrolazy, izomerazy, epimerazy a ne-enzymatické proteiny. Clenovia rodiny cupinov
sa vyznacuju malou celkovou sekven¢nou podobnostou (Dunwell, et al. 2001).
Obsahuju konzervované sekvencné motivy, GXsHXHX;56EXsG cupin motiv 1 and GXs.
7PXGX;2HX3N cupin motiv 2. Oba motivy st oddelené sekvenciou 15-50 aminokyselin
(Stipanuk, et al. 2011). CDO je jedinec¢na tym, Ze konzervovany glutamat v motive 1 je
nahradeny cysteinom u eukaryotickych CDO alebo glycinom u bakterialnych CDO
(Stipanuk, et al. 2011). CDO viaze Zelezo ako kofaktor pomocou troch imidazolovych
skupin v histidinovych reziduach (His86, His88 a His140 u ¢loveka) za formovania
triady (Dominy, et al. 2008; Kumar, et al. 2011). Tento systém je nevyhnutny pre
spravny proces dioxygenacie katalyzovany CDO (Kumar, et al. 2012). Nahradenie His
rezidua Asp zvySuje reak¢ént energeticka bariéru v preibehu procesu dioxygenacie a to
zmenou v spinovom stave Fe(ll)-superoxo (Fe'-0-O) aFe(IV)-oxo (Fe'V=0)

komplexov, sliiziacich ako donory kyslika (Kumar, et al. 2012).

CDO je monomericky enzym s jednym atdémom Zeleza v molekule (Yamaguchi,
et al. 1978) a jej aktivita je silne redukovana chelata¢nymi &inidlami ako st Cu” a Fe?*

(Sakakibara, et al. 1976).

Aktivne miesto enzymu obsahuje tri vdzbové miesta ligandu (Aluri and de
Visser 2007). Vidzbové miesta ligandu si asociované s molekularnym kyslikom
a substratom — cysteinom, viazucim sa cez sulfhydrilové a amino-skupiny. Dalsie
aminokyseliny (Tyrl57, Cys93 a His155 u ¢loveka, resp. Tyr187, Cys114 a His182 u T.
mentagrophytes) st nevyhnutné k stabilizacii reakcie pomocou vodikovych mostikov
(McCoy, et al. 2006). Formovanie thio-éterovej vazby medzi Cys93 a Tyrl57 u l'udskej
CDO je striktne konzervované a je dolezité pre katalyticku aktivitu a/alebo Strukturalnu
stabilitu enzymu. PretoZe v bakterialnej CDO je Cys93 nahradeny glycinom, bakterialna
CDO nie je schopna tvorit’ Cys-Tyr vézbu a ani sulfoxidacie (Dominy, et al. 2006).
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2.4  Mechanizmus CDO funkcie a reguldcie

CDO je dolezitym enzymom v homeostaze cysteinu v zivych organizmoch.
Zvysena koncentracia volného cysteinu je totiz pre organizmus cytotoxicka
a neurotoxicka (Stipanuk, et al. 2009). Mechanizmus CDO funkcie aregulacie je
najlepSie popisany u cicavcov. V prvom kroku katabolizmu cysteinu je cystein
oxidovany pomocou CDO na cysteinsulfinova kyselinu (Obr. ¢. 5). Ta je
transaminovana na 3-sulfinylpyruvat, ktory sa spontanne degraduje na pyruvat a sulfit.
Sulfit je nasledne Cciastocne oxidovany na sulfit pomocou sulfit oxidazy.
Cysteinsulfinova kyselina moze tiez byt dekarboxylovand na hypotaurin, ktory je
oxidovany na taurin. NavySe hypotaurin a cysteinsulfinovd kyselina moézu byt
oxidované na prislusnt sulfonova kyselinu neSpecifickymi oxidacnymi agens, ako st
hydroxylové radikaly, singletovy kyslik alebo peroxynitrit (Fontana, et al. 2005; Green,
et al. 1991).

in
Cystei o,
Cystein dioxygenaza
(CDO)
Cystein i L,
syntaza Cysteinsulfinat
Cysteinsulfinat . w .
aminotransfersza Cysteinsulfinat dekarboxylaza
(CsD)
S B-Sulfinylpyruvat Hypotaurin
\ | i
S04 «<—— Pyruvat + SO;* Taurin

Obr. ¢. 5: Mozné cesty katabolizmu cysteinu u dermatofytov. CDO metabolizuje
aminokyselinu cystein na cysteinsulfinat, ktory je metabolizovany cysteinsulfinat
dekaroxylazou na taurin, alebo cysteinsulfinit aminotransferazou na sulfit aten
nasledne na sulfat. Sulfity st metabolizované sulfitreduktdzou na sulfidy, ktoré mozu

byt’ pouzité k opatovnej produkcii cystinu pomocou cystein syntazy.
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Aktivita CDO bola dokladne studovana u hepatocytov laboratorneho potkana.
Ukazalo sa, Ze je vyznamne ovplyvnena dostupnostou extracelularneho cysteinu a
regulovana predovsetkym ubiquitinilaciou na urovni proteinu (Bella, et al. 1999; Bella,
et al. 1999). Intracelularna koncentracia cysteinu je ovplyvnena aktivitou CDO. Pri
nizkej koncentracii intracelularneho cysteinu je CDO rychlo ubiquitinilovand a
degradovana pomocou 26S protedazomového systému. Naopak, ak je koncentracia
intracelularneho cysteinu vysokd, ubiquitinildcia a degraddcia CDO su rychlo
reprimované (Stipanuk, et al. 2006; Stipanuk, et al. 2002). Stadium zapojenia CDO do
metabolizmu cysteinu u T. mentagrophytes ukazalo, ze mechanizmy regulacie aktivity
CDO sua zrejme evoluéne zna¢ne konzervované, pretoze Si velmi podobné i tejto

evolu¢ne vzdialenej hube, ako bude detailne diskutované d’ale;.

Obr. &. 6: Strukturalny model CDO. A - model CDO Trichophyton mentagrophytes,
B - model CDO Rattus norvegicus. Model bol vytvoreny nastrojom SWISS-MODEL
(http://swissmodel.expasy.org/) pomocou Strukturalneho homoldégneho modelovania
CDO z Rattus norvegicus V spolupraci s Katedrou Biochemie Ptirodovédecké fakulty,
Univerzity Palackého v Olomouci.



http://swissmodel.expasy.org/
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3. Ciele dizertac¢nej prace

1. Popisat sekvenciu c¢DNA cystein dioxygenazy =z Trichophyton
mentagrophytes a porovnat’ ju s ostatnymi CDO.

2. Stanovit vplyv keratinu a cystinu na transkripéni aktivitu cystein
dioxygenazy pomocou real-time PCR.

3. Pripravit rekombinantny protein CDO T. mentagrophytes.

4. Pripravit DNA vakcinu kodujicu protein CDO T. mentagrophytes a izolovat’
hyperimunne séra Specificky reagujuce s CDO T. mentagrophytes.

5. Charakterizovat’ vztah medzi intenzitou transkripcie Cdo a hladinou CDO
proteinu v zavislosti na zmene extracelularnej hladiny cystinu u mycelidlne;j
kultary T. mentagrophytes.
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4. Material a metody

4.1  Izoldacia celkovej RNA a prepis do cDNA

Celkova RNA bola izolovana z kmena TM-10, popisaného skupinovou
Specifikaciou ako Trichophyton mentagrophytes, ziskaného zo zbierky dermatofytov
Ustavu biologie Lékai'ské fakulty Univerzity Palackého v Olomouci. T. mentagrophytes
bol kultivovany v Petriho miskach na Sabouraudovom gluk6za-peptonovom agare (GP)

10 dni pri 28 °C. Mycélium bolo zozbierané a podrvené v tekutom dusiku.

Celkova RNA bola izolovana metédou Chomczynského (Chomczynski and
Sacchi 1987). mRNA bola nasledne izolovana z celkovej RNA pomocou Oligotex
mRNA kitu (Qiagen, Hilden, Germany). Celkova ¢cDNA bola ziskana reverznou
transkripciou mRNA pouzitim Super Script III reverznej transkriptazy (Invitrogen,

Carlsbad, CA USA) a oligo-dT primeru (5" CTCGAGTTTTTTTTTTTT 3").

4.2  Amplifikacia Cdo cDNA

Cdo ¢cDNA bola amplifikovana pomocou vysokopresnej polymerazy Phusion ™
(Finzyme, Espoo, Finland) a syntetickych primerov (Tabulka €. 2, 3, 4), navrhnutych na
zéklade porovnania homolognych usekov sekvencii Cdo uinych ¢lenov rodu
Trichophyton z genovych databaz GenBank a CBS-KNAW Fungal Biodiversity Centre

dostupnych na serveroch http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/ a

http://www.cbs.knaw.nl/Dermatophytes.

Tabulka ¢&. 2: Sekvencia primerov pre amplifikaciu Cdo cDNA pomocou PCR.

Nazov priemeru | Nukleotidova sekvencia
CDO-up 5'-ATGCCATTCATCGAAAACCA-3’
CDO-down 5’-CTACAGCTTCAGGCCCCG-3’



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
http://www.cbs.knaw.nl/Dermatophytes
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Po optimalizacii podmienok PCR, bola Cdo ¢cDNA amplifikovana 40 cyklami.
Pri amplifikdcii bol pouzity termocyklér PTC 200 (MJ Research, Waltham,
Massachusetts USA).

Tabulka ¢. 3: ZloZenie PCR reakénej zmesi pre amplifikaciu Cdo cDNA.

ZloZka roztoku Objem | Finalna konc.
5x Phusion HF pufer | 10 pl | 1x
2,5 MM dNTPs mix |4 ul 200 uM

CDO-up primer I 0,5 uM
CDO-down primer | 1 pl 0,5 uM
DNA (0,1 pg) o5ul |-
Phusion polymeraza | 0,5ul | 0,02 U/ul
ddH,0 33ul |-

Tabulka ¢.4: Podmienky PCR reakcie pouzitej pri amplifikacii Cdo cDNA.

Nazov cyklu Pocet cyklov | Teplota [°C] Cas [min:sec]
Inicialna denaturacia 1 98 00:30
Denaturacia 40 98 00:10
Aniling 40 55 00.30
Extenzia 40 72 00:30
Finalna extenzia 1 72 10:00
Chladenie 1 4 -

PCR produkt o velkosti 660 bp, separovany pomocou 1% agardzovej gélove;j
elektroforézy, bol vizualizovany pomocou etidium bromidu pridané¢ho k agarézovému
gélu s findlnou koncentraciou 50 ng/ml v UV transluminatore. Zdznam obrazu bol
zabezpeCeny CCD kamerou (Raytest GmBH, Straubenhardt, Germany). Cdo cDNA
bola izolovana z gélu pomocou Qiaquick Gel Extraction kitu (Qiagen, Hilden,

Germany) a eluovana do ddH,O.
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4.3  Klonovanie Cdo cDNA do vektoru pCR Il Blunt TOPO

Precisteny PCR produkt bol ligovany do otvorené¢ho klonovacieho vektoru pCR
II Blunt TOPO (Invitrogen, Groningen, Netherlands) podla protokolu vyrobcu.
Rekombinovany plazmid bol nésledne transformovany do chemicky kompetentnych E.
coli TOP 10 (Invitrogen) s pouzitim tepelného Soku (30 sekund pri 42 °C) a bakterialne
kolonie boli selektované na LB agarovych miskach s kanamycinom (50 pg/ml)
(SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Germany). Z vybranych kolonii baktérii
bola izolovana plazmidovda DNA pomocou QIAprep Spin Miniprep kitu (Qiagen)
a analyzovana pomocou restrikénych endonukleaz za podmienok podl'a navodu vyrobcu
(New England Biolab, Inc.; Beverly, MA USA). Rekombinované plazmidy boli

komeréne sekvenované (Generi Biotech s. r.0., Hradec Kralové, CR).

Nukleotidova sekvencia Cdo bola analyzovana pomocou mnohonasobného
aligmentu ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) a programu BioEdit
7.0.9.0 (Hall 1999). Pomocou programu ORF finder
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/gorf/), dostupného na serveru NCBI, bol

skontrolovany otvoreny ¢itaci ramec ligovaného PCR produktu. Sekvencia CDO bola
porovnand pomocou globdlneho aligmentu BLAST na serveru NCBI

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) s ostatnymi CDO sekvenciami, dostupnymi v

databaze GenBank.

4.4  Klonovanie Cdo cDNA do expresnych vektorov ChampionTM

pPET101 D-TOPO a pcDNA 3.1 D/V5-His TOPO.

K preklonovaniu Cdo c¢DNA do prokaryotického expresného vektora
Champion™ pET101 Directional (D) TOPO (Invitrogen) a eukaryotického expresného
vektora pcDNA 3.1 D/V5-His TOPO (Invitrogen) boli navrhnuté nové primery. Primer
z 5’-konca Cdo cDNA, obsahujici Kozakovu sekvenciu, bol pouzity pre oba plazmidy
a primer z 3’- konca bez STOP kodénu pre prokaryoticky expresny vektor a obsahujuci

STOP kodon pre eukaryoticky expresny vektor (Tabul’ka €. 5).


http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/gorf/
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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Tabulka €. 5: Sekvencia primerov pre amplifikaciu Cdo cDNA pomocou PCR pre
klonovanie do expresnych vektorov.

Vektor Nazov Nukleotidova sekvencia
primeru
pET101 CDO-CACC | 5'-CACCATGGACATCCAGAAGTTGATGGAGGGATA-3’
PcDNA 3.1
pET101 CDO-up 5'-CAGCTTCAGGCCCCGGTT-3"
pcDNA 3.1 CDO-STOP | 5'-CTACAGCTTCAGGCCCCGGTT-3’

*
Kozakova sekvencia (CACC) umoziujica malej ribozomalnej podjednotke rozpoznanie a pevni véizbu
k spravnemu inicia¢nému kodonu.

Cdo cDNA bola amplifikovana ako v predchadzajicom pripade. Ako templat
bola pouzita plazmidova DNA (Cdo v pCR Il Blunt TOPO). PCR produkt bol
separovany, precisteny a ligovany do otvorené¢ho prokaryotického alebo eukaryotického
expresného vektora. Expresné vektory boli transformované do bakterialnej linie E. coli
TOP 10 (Invitrogen), amplifikované a identita bola potvrdena restrikénou analyzou

a sekvenovanim.

4.5  Priprava rekombinantného proteinu rCDO

Rekombinantny protein (rCDO) bol exprimovany z prokaryotického expresného
vektoru Champion ™ pET101/D-TOPO, transformovaného do expresnej bakterialne;
linie E. coli BL21 (DE3) (Invitrogen) nestcej A DE3 bakteriofagovii DNA koédujtcu T7
RNA polymerazu. Postup transformdcie bol rovnaky ako v pripade TOP10 linie.
Transformované baktérie boli vyockované na selekéné LB agary s ampicilinom
Vv koncentracii 100 mg/ml. Po identifikécii transformovaych kolénii pomocou
minipreparacie plazmidovej DNA arestrikénej analyzy, boli vybrané kolonie
vyockované do tekutého LB média s ampicilinom a kultivované do absorbancie O.D.goo
0,6. Nasledne bola indukovana exprésia proteinu pridanim [-galaktozidazového
induktoru IPTG (izopropyl B-D thiogalaktopyranozid) do LB média (findlna
koncentacia IPTG v médiu ImM). Po 4 hod kultivacie pri 37 °C bola bakterialna kultara
centrifugovand (10 000xg 5 min 4 °C).
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45.1 Purifikdcia proteinu za denatura¢nych a nativnych podmienok

Bunkova peleta bola lyzovana denaturaénym lyzaénym pufrom (100mM
NaH,PO4, 10 mM Tris-HCI1, 6mM GuHCI, pH8), alebo nativnym lyza¢nym pufrom (50
mM NaH,PO,, 300 mM NaCl, 10 mM imidazol, 0,1% Triton X-100, 0,5 mg/ml
lysozym, 100 uM EDTA, pHS) s pridavkom inhibitorov protedz (0,5 mM PMSF, 0.4
pg/ml  leupeptin, 0,5 pg/ml aprotinin) mieSanim 1 hod pri 22 °C (denaturacné
podmienky) alebo 4 °C (nativne podmienky). Lyzat bol sonifikovany 10x 10 sektind na
Iade pomocou kavitacného sonikatoru (Hielscher UP 200S) a nasledne centrifugovany
(10 000xg 30 min 4 °C). CDO bola purifikovana zo supernatantu pomocou afintnej
chromatografie s Ni-NTA agar6zou (Qiagen) podl'a inStrukcii vyrobcu v gravitaénom
usporadani. Po naviazani proteinu na kolonu boli kotaminacie odmyté pomocou 6
objemov kolony denaturaéného premyvacieho roztoku (100mM NaH,POg4, 10 mM Tris-
HCI, 8mM Urea, pH8 a pH6,5) a CDO bola nasledne eluovana z kolény pomocou 3
objemov kolony eluéného roztoku (100mM NaH,PO,4, 10 mM Tris-HCI, 8mM Urea,
pH8 apH4,5). Za nativnych podmienok bol pouzity premyvaci roztok (50 mM
NaH,PO4, 300 mM NaCl, 20 mM imidazol, pH8) a elu¢ny roztok (50 mM NaH,POy,
300 mM NaCl, 500 mM imidazol, pH8) s pridavkom inhibitorov proteaz. Purifikované

proteiny boli uchované v elu¢nych pufroch pri 4 °C.

Purifikovana CDO a lyzat bakterialnej pelety pouzité ako kontrola boli
separované na 15% SDS-PAGE a farbené pomocou Coomassie Blue R-250, alebo po
separacii na SDS-PAGE blotované na polyvinyliden difluoridovii (PVDF) membranu
(Millipore, Bedford, MA USA). PVDF membrana s preblotovanymi proteinmi bola
blokovana 12 hod pri 4 °C pouzitim 5% odtu¢neného mlieka s 0,05% Tween 20 v PBS
a nasledne vyvijana pomocou anti-V5 protilatky konjugovaj s chrenovou peroxidazou
riedenej 1:8 000 (Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo USA) 2 hod pri 22 °C. Membrana bola
premyta pomocou PBS s 0,05% Tween 20 (4x 15 min) a PBS (2x 15 min), inkubovana
5 min s chemiluminiscenénym detekénym c¢inidlom Super Signal West Pico (Pierce,
Rockford, IL USA) a exponovana na X-ray film (Kodak, Rochester, NY USA).

CDO purifikovand za denaturaénych podmienok bola pre dalSiu analyzu
renaturovana dialyzou proti renaturaénému roztoku L-argininu (0,1 M Tris-HCI; 0,4 M

L-arginin) a uchovana pri 4 °C.
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45.2 Identifikacia CDO pomocou MALDI-TOF analyzy

Identita CDO, separovanej na SDS-PAGE, bola ur¢ena pomocou peptidového
hmotnostného fingerprintu pouzitim Microflex MALDI-TOF LRF20 hmotnostného
spektrometra (Bruker Daltonik, Bremen, Nemecko) na Katedre biochemie
Ptirodovédecké fakulty, UP v Olomouci. Ziskané peptidové spektra boli analyzované
pomocou online verzie vyhladavacieho softwaru Mascot (Matrix Science, London, UK;

http://www.matrixscience.com) aporovnané s NCBI-nr proteinovou databazou

programom ProFound.

4.6  Stanovenie enzymatickej aktivity CDO

Enzymaticka aktivita CDO bola ur¢end modifikadciou metody Stipanuk et al.
(Stipanuk, et al. 2008). His-tag obsahujuci CDO protein, purifikovany pomocou Ni-
NTA agarézy za nativnych alebo denaturaénych podmienok (po renaturacii) bol
dialyzovany proti roztoku 50 mM bikarbonatu amoénneho pomocou dialyza¢ného ¢reva
Spectra/Por m.w. cutoff 12-14 kDa (Spectrum Medical Industries, Inc. Los Angeles
USA). 100 pl predyalizovaného proteinu bolo zmieSanych so 100 pl ¢erstvého 1,25 mM
sulfatu Zeleznatého a 100 pul 200 mM acetatu amonneho. Reakcia bola naStartovana
pridanim 100 pl Cerstvo pripraveného 20 mM L-cysteinu. Po premiesani boli vzorky
inkubované v Eppendorf Termomixére pri 37 °C mieSanim pri 300 rpm. Po 30 minttach
bola reakcia zastavena pridanim 100 pl 0,5% kyseliny mravcéej a ochladenim pomocou
ladu. Vzorky boli prefiltrované pomocou 10 kDa cutoff centrifugacnej filtracnej
jednotky (Millipore) centrifugaciou pri 10 000xg 15 min pri 4 °C. Ako kontrola bola
pouzita vzorka, do ktorej bola pridana kyselina mrav¢ia okamzite po pridani L-cysteinu.
Hmotnostné spektra vzoriek boli analyzované pomocou maXis'™ ultra high resolution
QTOF pristroja (Bruker Daltonik) doplneného o elektrosprejovy idnovy zdroj na
Katedre Biochemie, Ptirodovédecké fakulty, UP v Olomouci. Enzymatickd aktivita
CDO bola vyjadrena v nkat/mg proteinu — 1 nkat reprezentoval premenu 1nmol L-

cysteinu na cystein sulfinat za sekundu.


http://www.matrixscience.com/
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4.6.1 Stanovenie vplyvu Kkultivaénych podmienok na mieru exprésie CDO

Exprésia rekombinantnej CDO v E. coli za roznych teplot bola stimulovana
pridanim IPTG do kultiva¢ného média, ako bolo popisané v Casti 4.5. Suspenzia buniek
bola kultivovana pri teplote 30 °C (3 a 6 hodin exprésie), 20 °C (6 a 18 hodin exprésie)
a4 °C (20, 28 a 40 hodin exprésie). Proteiny boli purifikované za nativnych podmienok

(viz. Cast’ 4.5) a bola uréena ich enzymaticka aktivita.

4.7  Priprava CDO DNA vakciny

Za ucelom ziskania hyperimunneho mysieho séra bola pripravena Cdo DNA
vakcina ako najjednoduchsi a experimentalne najrychlesi sposob navodenia specifickej
protilatkovej odpovede. NamnoZenie vakcina¢ného eukaryotického expresného
plazmidu bolo uskuto¢nené nasledujtco. Klon E. coli TOP 10 do ktorého bol vneseny
rekombinovany eukaryoticky expresny vektor pcDNA 3.1 TOPO kodujuci Cdo, bol
kultivovany v 2L tekut¢ho LB média s ampicilinom pri 37 °C 12 hodin. Peleta buniek
bola ziskana centrifugaciou pri 10 000xg 10 min po dobu 4 °C. Plazmidova DNA bola
izolovana pomocou Plasmid Maxi kitu (Qiagen) podl'a protokolu vyrobcu. Izolovana
plazmidova DNA bola rozpustena v endotoxin-free TE pufre na koncentraciu 1 pg/ul,

overena restrikénou analyzou a sekvenovanim a uskladnena v alikvotoch pri -80 °C.

4.8 Imunizdcia experimentdlnych mysi

Imunizacné experimenty boli schvalené Etickou komisi Lékaiské fakulty UP

v Olomouci a Ministerstvem $kolstvi nladeZe a t&lovychovy CR (Odbornd komisia
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uzivatel'ského zariadenia k projektu pokusov podla § 11vyhlasky ¢. 207/2004 Zb.

0 ochrane, chove a vyuziti pokusnych zvierat).

K experimentom boli pouzité samice BALB/c mysi (BioTest s.r.0., Konarovice,
CR) staré 6 tyzdiov. Mysi boli umiestnené v Ustave pro praci s laboratornimi zvitaty
LF UP Olomouc. Po kazdej vakcinacii boli experimentalne zvierata kontrolované. Mysi
boli rozdelené do dvoch skupin — skupinu imunizovani DNA vakcinou (5 mysi)
a skupinu imunizovant rekombinantnym proteinom (rCDO; 3 mysi). Imunizacia bola
prevedena v dvoch krokoch - indukcia imunitnej odpovede v den O a preockovanie
(booster) v 21. den.

DNA vakcina bola aplikovana hydrodynamicky do I'avej postrannej chvostovej
zily mysi v davke 100 pg/mys v 1.8 ml sterilného PBS na my$ v priebehu 7 sekund.
Vakcina, obsahujuca rekombinantny protein rCDO, bola aplikovand spolu
s kompletnym Freundovym adjuvans (Sigma-Aldrich) intradermalne (i.d.) v davke 50
pug/mys. Krv bola odobrana z chvostovej zily v 18. a39. den po imunizécii. Po
koagulacii bola krv centrifugovana 2 000x g 5 min. Sérum bolo odobrané do novych

skamaviek a uskladnené pri -20 °C.

Tabul’ka ¢. 6: Prehl’ad zloZenia a davky vakcin pouzitych k imunizacii mySi.

Indukcia Booster
Skupina DNA vakcina rCbDO DNA vakcina rcbo
DNA vakcina 100 pg v 2ml - 100 pg v 2ml -
rCDO v PBS - 50 pg (1 pg/ w) - 50 pg (1 pg/ u)
CFA - 50 ul - 50 ul
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4.9  Afinitna purifikdcia protilatok zo séra imunizovanych mysi

rCDO bola separovand na 15% SDS-PAGE, preblotovand na PVDF membranu
a ofarbena pomocou Ponceaou S (Serva, Heidelberg, Nemecko). Band, odpovedajuci
rCDO, bol vystrihnuty z membrany a zablokovany pomocou 5% odtu¢neného mlieka
s 0,05% Tween 20 v PBS 1 hod pri 22 °C. Strip bol premyty pomocou PBS s 0,05%
Tween 20 (4x 15 min) aPBS (2x 15 min) ainkubovany O/N pri 4 °C so sérom
imunizovanych mysi. Po premyti stripu pomocou PBS s 0,05% Tween 20 (1x 15 min)
a PBS (3x 15 min), boli protilatky eluované zo stripu pomocou 50 pl 100 mM glycinu
pH2,5 20 minat. Eluat bol nasledne neutralizovany pomocou 2,5 ul 100 mM Tris-Cl
pH8.

4.10 Stanovenie transkripénej aktivity Cdo mRNA pomocou real-
time PCR

Kmen T. mentagrophytes TM-10 bol kultivovany na SGA médiu pri 28 °C. Po
10 diioch kultivacie bola ziskand suspenzia spér mieSanim povrchu mycélia so
sklenenymi gulockami vo fyziologickom roztoku a naslednou filtraciou cez sterilni

gazu.

K indukcii exprésie CDO bola suspenzia spor (108/ml) prenesena do
kultiva¢ného média (0,8% glukozy; 0,2% peptonu; 0,04% KH,PO,4 pH6,5) s pridanim
L-cystinu, rozpusteného v 1M HCI vo findlnej koncentracii 0,7 g/L (L-GP médium).
Médium bolo okamzite neutralizované pomocou 1 M KOH. Kontrolné GP médium
s ekvivalentnym mnozstvom HCI a KOH, ale bez pridania L-cystinu, sluzilo ako

kontrola. Obe média boli sterilizované filtraciou 0,22 pm.
Suspenzia spor bola nasledne kultivovana pri 28 °C v tme.

Dalej bola sledovana zmena hladiny CDO pri raste mycélia na Pudskych vlasoch
ako model jedné¢ho zo zakladnych Standardnych prostredi rastu T. mentagrophytes.
LCudské vlasy boli omyté vodou, usuSené arozstrihané na malé kusky velkosti

niekol’kych milimetrov. Vlasy boli sterilizované autoklavovanim (115 °C 20 min)
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V Erlenmeyerovych flaskach (100 mg na 100 ml fTasku) bez pridania tekutiny.
Nasledne bolo do flasiek pridané 20 ml sterilného KH,PO,4 (400 mg/L) a. suspenzia
spor (10%/ml). Kultivéacia prebichala pri 28 °C v tme.

Po 3 a7 dioch kultivacie v L-GP médiu resp. GP médiu apo 21 dnoch
kultivacie na l'udskych vlasoch, bolo mycélium separované z flaSiek filtraciou cez
papierovy filter v Buchnerovom lieviku, rychlo omyté destilovanou vodou a uskladnené

V 15ml skiimavkéach v tekutom dusiku.

4.11.1 Izolacia RNA a real-time PCR analyza

Celkovda RNA bola izolovand z mycélii pomocou RNeasy Mini Plant kitu
(Qiagen) podla navodu vyrobcu. Celkovd RNA bola nasledne prepisand do cDNA
pomocou Super Script III reverznej transkriptdzy a RNazy H (Invitrogen) podl’a navodu

vyrobcu.

Tabulka ¢&. 7: ZloZenie reakénej zmesi a podmienky reverznej transkripcie RNA.

Zlozka roztoku Objem | Fin. koncentracia | Podmienky reakcie

Oligo (dT)20 1 ul 50 uM Inkubacia zmesi 5 min pri
Celkova RNA Sul Sug 65 °C, ochladenie na l'ade 1
2,5 mM dNTP mix 4 ul 200 pM min, kratka centrifugicia.
ddH,0O 3ul -

5x FirstStrand pufer | 4 ul - Inkubacia 60 min pri 50 °C
DTT 1 ul 0,1M (po pridani reagencii) a 15
RNazaOUT 1yl 40 U/pl min pri 70 °C. Kritka
SuperScript 111 RT 1wl 200 U/l centrifugacia.

RNazaH 1wl 20/l Inkubécia 20 min pri 37 °C.

Real-time PCR bola prevedena pouzitim SYBR Green I Master chemizmu
(Roche, Mannheim, Germany) a pristroja LightCycler 480 (Roche) podla navodu
vyrobcu (Tabulka ¢. 8, 9). Ako housekeeping gén bol pouzity B-aktin. Pre urcenie
transkripcnej aktivity Cdo mRNA bola pouzitd rovnica: Ct gakin — C1 cdo + 10, kde Cr
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odpoveda crossing pointu alebo tzv. crossing tresholdu (vypocitany bod inflexie pre

jednotlivé amplifikacné krivky) meranému pre dany primerovy par.

Tabulka ¢. 8: ZloZenie reak¢nej zmesi real-time PCR reakcie.

ZloZka roztoku Objem Finalna Kkonc.
H,O PCR Ccistoty 7l -
Primerovy mix 2 ul I uM
Master mix 10 pl -
cDNA 1l (~0,3 ng) -

Tabul’ka ¢. 9: Podmienky real-time PCR reakcie.

Program Pocet cyklov | Méd analyzy | Teplota Cas
Pre-inkubacia 1 - 95 °C 5 min
Amplifikacia 45 kvantifikdcia | 95 °C 10s
60 °C 20s
72 °C 10s
Krivka topenia 1 krivka topenia | 95 °C 5s
65 °C 1 min
Chladenie 1 - 4°C 10s

Tabul’ka ¢. 10: Sekvencia primerov Cdo pouZitych v real-time PCR.

Nazov primeru

Sekvencia primeru

CDO-TM-up 5-GAACCACGAGGAGTGGCA-3’
CDO-TM-down 5 - TTGGTGACTGTCAGGGGG-3’
B-aktin-up 5-CTACGAAGGTTTCGCTCTGC-3’

B-aktin-down

5-ATGATGGCGTTGTAGGTGGT-3"
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4.11 Porovnanie koncentdcie Cdo mRNA a CDO proteinu po
vystaveni L-cystinu

K detajlnejsej Casovej charakterizacii zavislosti exprésie Cdo mMRNA a CDO
proteinu bola suspenzia spor (108/m1) prenesena z SGA média do Zelatinového média
(Bacto Zelatina 15 g I'; KH,PO, 0.5 g I™Y; CaCl,. 2H,0 20 mg I''; NaCl 0.1 g I''; FeCls
6 mg I™*; kvasinkovy extrakt 50 mg I'; pH 6,5) doplneného o MgSO,7 H,0 (200 mg I
1) v pripade kontrolného (GM) média alebo MgCl,'6 H,0 (240 mg I'*) v pripade média
s L-cystinom (GMC médium). Obe média boli neutralizované autoklavovanim. L-cystin
bol pridany pri priprave GMC média vo forme roztoku v 1M HCI na finalnu
koncentraciu 3 mM a okamZite neutralizovany 1M KOH. Ekvivalentné mnoZstvo HCl a
KOH bolo pridané i do kontrolného GM média. Inokulum bolo kultivované v GM a
GMC médiu pri 28 °C vtme. 1, 2,5, 4,5, 8, 24 a 48 hodin po vymene média bolo
mycélium zozbierané ako bolo popisané v Casti 4.9 a uskladnené v tekutom dusiku.
Z mycélia bola izolovana celkova RNA a prepisana do ¢cDNA. Real-time PCR bola
vykonana ako v predchadzajucom pripade s pouzitim B-aktinu ako housekeeping génu.

Transkrip¢na aktivita bola ur¢end pomocou rovnice: Ct p-akiin— C1cdo + 9

4.11.1 Izolacia celkovych proteinov a \Western Blot analyza

Vzorky lyzované RLC pufrom (Qiagen, Hilden, Germany) boli zmieSané s
ladovym 90% EtOH v pomere 1:4 a inkubované 30 min pri -20 °C. Vzorky boli
nasledne centrifugované 10 min pri 13 000x g. Pelety boli omyté 2x 'adovym 90%

EtOH a resuspendované v 2x SDS-nanasacom puftre.

Pripraveny proteinovy extrakt bol separovany na 10% SDS-PAGE
a preblotovany na PVDF membranu. Membrana bola blokovana cez noc pri 4 °C
V bloka¢nom pufre obsahujicom 10% FBS, 3% BSA a 0,1% Tween 20 v PBS. Po
zablokovani neSpecifickych vizieb bola membrana inkubovand so sérovou protilatkou,
afinitne purifikovanou pomocou rekombinantného CDO proteinu (viz. Cast' 4.9)
Vv riedeni 1:5 000, alebo sérom mysi, imunizovanych rekombinantnym Hsp90 proteinom

(rHsp90, 1:10 000) pouzitym ako kontrola (Raska, et al. 2008). Membrany boli
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inkubované 4 hod pri 22 °C, premyté pomocou PBS s 0,05% Tween 20 (6x 15 min)
a PBS (4x 15 min) a preblokované 2 hod pri 22 °C. Nasledne bola pridana Anti-mouse
Polyvalent Immunoglobulins (G, A, M) protilatka, konjugovana s chrenovou
peroxidazou (1:50 000). Po premyti boli membrany detegované pomocou Super Signal
West Femto (Pierce) v pripade CDO blotu, alebo Super Signal West Pico (Pierce)
v pripade rHsp90 blotu a exponované na X-ray film (Kodak).



5. Vysledky

5.1

Bol pripraveny rekombinantny plazmid nesuci sekvenciu Cdo
mentagrophytes.

rekombinantného plazmidu a sekvenaciou. Sekvencia Cdo c¢cDNA bola

Spravnost’

ligovania

bola

Ligacia Cdo ¢cDNA do klonovacieno vektora pCR
TOPO a sekvencna analyza

overena

reStrikénou
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Blunt

cDNA T.
analyzou

uverejnena

v databaze GenBank (NCBI) pod ¢islom GU139238. Cdo cDNA sekvencia T.

mentagrophytes bola porovnana so sekvenciou I'udskej Cdo cDNA pomocou

sekvenéného

aligmentu

ClustalW

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/)

a programu BioEdit 7.0.9.0 (Hall 1999). Na urovni ¢cDNA vykazuji obe sekvencie
35,3% zhodu.

Obr. ¢ 7: Sekvencia Cdo z Trichophyton mentagrophytes. Sekvencia bola pouzita

k priprave rekombinantného proteinu rCDO a DNA vakciny.
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ATGCCATTCA TCGAAAACCA GACCACAACG GCAGAACCCA TCGTCCCAGT

GGACGTCAAG
CCGTCCTTGG
GACATCCAGA
GCGATATGCG
ATGAGGGCAA
AAGTCCAGTC
CCTGCATGGT
AAATCAACAA
CTTCGGGAGA
GATCTCAAAC
CTCCTCCAAA
GGCAAGTCTC
AAGCTGTAG

GGGAAAGATG
ACCGTCGTCG
AGTTGATGGA
TTGGCAGATG
CGGCAAGAGT
CAATCCACGA
TCGTTAAAAG
CGGCGAAGCC
ACGAAGTGGC
CCGGATCCAA
CGCAGCCCAC
ACCACATCAA

CCTTCCATAA
GGCCTTGACT
GGGATACGTA
AGTCCAGAGC
AACTTGCTCG
CCATGCTAAT
AGCACAGATA
TGCCCCCTGA
ATACATGTCC
ATGACTTTGC
TTTGGCTGTT
GCAGTGTACC

GCTAGTAGAC
CTGACGACGT
TCGAACCACG
CTATACCAGA
TCCTCGTTTG
GCTCATTGTG
CGACTGGCCA
CAGTCACCAA
GATAAGCTTG
CATCTCTCTG
CTCTGTTTGA
TTCTTCTCCA

GACCTCAGTG
AGACCCCATG
AGGAGTGGCA
AACCTCGTAG
GAACCCGGGA
TAATGAAGAT
GAGCAGGACA
GGAGACCATC
GCCTGCATAA
CACTTGTATA
TGAGAAGACA
ACCGGGGCCT

cDNA bola prelozena in silico do aminokyselinovej sekvencie pomocou

programu BioEdit 7.0.9.0 (Hall 1999). Proteinova sekvencia CDO bola porovnana

s CDO ucloveka (Obr. ¢. 8). Vramci dermatofytov je CDO sekvenéne vyrazne

konzervovana (99% identita s CDO u T. equinum a 88% identita s CDO u Microsporum


http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/
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vV

canis), zatial' ¢o v ramci vysSich eukaryot vykazuje zna¢né sekvenéné rozdiely (45%

identita s CDO u Salmo salar a 35,3% identita s CDO u Homo sapiens).

Obr. ¢ 8: Porovnanie aminokyselinovej sekvencie CDO u T. mentagrophytes
s CDO ¢&loveka. Strukturdlny model CDO T. mentagrophytes bol vytvoreny na zaklade
krystalovej struktury I'udskej CDO s pouzitim programu SWISS-MODEL v spolupraci s
Katedrou biochemie Pfirodovédecké fakulty, UP v Olomouci Vvramci spolo¢ného
vyzkumného ciela. A — celkova $truktura CDO T. mentagrophytes so zvyraznenim
rezidui v aktivnom mieste. B — detailny pohl'ad na aktivne miesto CDO. Mozné
vodikové mostiky su naznaGené prerufovanou &arou. Fe?* je zobrazeny oranZovou

gulou anaviazany cysteinovy substrdt je zvyrazneny tmavo cervenou farbou.

Alignment oboch CDO bol spracovany pomocou programu BioEdit 7.0.9.0.
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5.2  Purifikdcia rekombinantného proteinu rCDO

Cdo cDNA bola nasledne preklonovana do expresnych vektorov. Zatial' ¢o
cDNA ligovana do eukaryotického expresného vektora pcDNA 3.1 D/V5-His TOPO
sluzila k priprave DNA vakciny, cDNA ligovand do prokaryotického expresného
vektora pET101 bola pouzité k purifikacii rekombinantného proteinu rCDO.

rCDO bol produkovany v expresnej linii E. coli BL21 (DE3), nasledne afinitne
purifikovany pomocou Ni-NTA agarozy a analyzovany SDS-PAGE a Western Blot
analyzou (Obr. €. 9).

Obr. ¢ 9: Exprésia a purifikacia rekombinantného proteinu CDO. CDO
exprimovand v prokaryotickom expresnom systéme bola afinitne purifikovana
Z bunkového lyzatu pomocou Ni-NTA. Bunkovy lyzat (1, 3) a elu¢na frakcia z Ni-NTA
(2, 4) boli separované SDS-PAGE a ofarbené pomocou Coomassie blue alebo blotované
na PVDF membranu a vyvijané santi-V5 protilatkou. (M) marker molekulovej

hmotnosti.
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Identita rCDO proteinu bola overend pomocou MALDI-TOF analyzy v
spolupraci s Katedrou biochemie Pfirodovédecké fakulty, UP v Olomouci. Band
vyrezany a preCisteny z SDS-PAGE gélu (vzorka 2 v obrazku ¢. 9) bol identifikovany
ako T. mentagrophytes CDO na zaklade translacie Cdo cDNA v GenBank. Molekulova
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hmotnost CDO odpovedala 23061 Da, ¢o je v zhode s odpovedajicimi znamymi
molekulovymi hmotnostami CDO. Stiepenim pomocou trypsinu bolo pripravenych 15

odpovedajuch peptidovych Stepov so 71% pokrytim sekvencie.

5.3 Stanovenie enzymatickej aktivity rCDO

Enzymatickd aktivita rCDO, purifikovanych za nativnych i denaturacnych
podmienok, bola analyzovand stanovenim formovania cystein sulfinatu z L-cysteinu
(Obr. ¢. 10) v spolupraci s Katedrou biochemie Ptirodovédecké fakulty, UP
vV Olomouci. Tandemova hmotnostna spektrometria identifikovala produkovany cystein
sulfinat. Na obrazku odpoveda pikom s m/z 136 (-H,0), 108 (-CO a H,0), 88 (-SO,Hy)
a 74 (-CH,SO2Hy) (Froelich and Reid 2009; Yague, et al. 2005). rCDO purifikovana za
nativnych podmienok vykazovala enzymaticka aktivitu 0,56 nkat/mg, zatial’ Co protein,

purifikovany za denaturaénych podmienok, bol enzymaticky inaktivny.

Obr. ¢. 10: ESI-hmotnostna spektrometria cystein dioxygenazovej reakénej zmesi.
Spektrum zobrazuje formovanie cystein sulfinatu (m/z 154) z L-cysteinu oxidovaného
cystein dioxygenazou. Boli identifikované i d’alsie piky: m/z 122 (cystein; [M + H]"),
144 (cystein; [M + Na]"), 176 (cystein sulfinat; [M + Na]"), 241 (cystin; [M + H])
a263 (cystin; [M + Na]"). Rekéna zmes obsahovala 50 mM acetat aménny, 0,3 mM

sulfit Zeleznaty, 5 mM L-cystein a 100 pg rCDO proteinu.

12

122 L-cystein

o o Creg
(=} ® =]
1 1

Intenzita reaktivity

o
o
1

154 Cystein sulfinat
241 Cystin

" ]. 1 i { 1 1
1 1

1
T

150 200 250 300

o
N
1

=
=)
St

Hmotnost m/z



51

5.3.1 Stanovenie vplyvu kultivaénych podmienok na mieru exprésie a
enzymaticku aktivitu rekombinantného CDO exprimovaného v E. coli.

Rekombinantny CDO bol exprimovany v E. coli za roznych teplot (30, 20, 4 °C)
a po roznu dobu (3, 6, 18, 28, 40 h) k stanoveniu vplyvu tychto podmienok na mieru
exprésie a enzymaticka aktivitu rekombinantného CDO. rCDO bol purifikovany
pomocou Ni-NTA za nativnych podmienok a bola stanovena jeho enzymaticka aktivita
(Tabulka ¢. 10). Vsetky vzorky vykazovali enzymaticka aktivitu v rozsahu od 0,475
nkat/mg (vzorka exprimovana 18 hod pri 20 °C) do 0,001 nkat/mg (vzorka exprimovana
40 hodin pri 4 °C). NajvysSia enzymaticka aktivita bola namerana u vzorky
rekombinantnej CDO exprimovanej v E. coli 18 hod pri 20 °C. Najvyssi vytazok rCDO

cvwr

(Tabulka ¢. 11).

v

Tabul’ka ¢. 11: Efekt kultivaénych podmienok na enzymaticku aktivitu rCDO.
rCDO exprimované v E. coli BL21 (DE3) boli afinitne purifikované pomocou Ni-NTA
za nativnych podmienok. Enzymaticka aktivita bola stanovena meranim produkcie

cystein sulfinatu z L-cysteinu pomocou ESI MS.

Kultivaéna | Cas kultivicie Enzymaticka MnoZstvo
teplota [°C] [h] aktivita [nkat/mg] vypurifikovanej
rCDO [mg/L]

30 3 0.2982 2.012

30 6 0.075 2.0

20 6 0.05 4.12

20 18 0.475 1.13

4 20 0.021 0.494

4 28 0.0003 0.68

4 40 0.001 1.14
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5.4 Stanovenie transkripénej aktivity Cdo mMRNA v T.
mentagrophytes pomocou real-time PCR

K stimulacii produkcie nativnej CDO u T. mentagrophytes, bola suspenzia spor
prenesena z SGA média do GP, L-GP média alebo l'udské vlasy v roztoku KH,PQO, (400
mg ") (ako zdroj keratinu). Z mycélii izolovana RNA bola prepisana na cDNA ktora
sluzila ako templat v real-time PCR reakcii. K normalizacii dat bol pouzity
housekeeping gén B-aktin. Dodanie L-cystinu alebo P'udskych vlasov do GP média
zvysilo mnozstvo Cdo mRNA osem krat (priblizne 3 cykly) v porovnani s kontrolou
(Graf ¢. 1a). Z grafu je patrné, ze l'udské vlasy sa rovnako ako L-cystin uplatiuju ako
efektivne stimulatory produkcie CDO. Porovnatel'na efektivnost’ oboch zloziek je dana
uréenim optimalneho mnozstva L-cystinu v predchadzajicich experimentoch. Podobné
vysledky boli ziskané is pouZzitim inych housekeeping génov a to MnSOD a ADP-

ribozyla¢ného faktoru v troch nezavyslych experimentoch (Graf ¢.1b).

K detajlnejSej analyze cCasovej zavislosti vplyvu L-cystinu na transkripéna
aktivitu Cdo mRNA v T. mentagrophytes, bola v nasledujicom experimente stanovena
zmena koncentracie mRNA 1, 2,5, 4,5, 8, 24 a 48 hodin po vymene povodného média
GP (bez cystinu) za médium L-GP (s L-cystinom). Ako kontrola bolo pouzité mycélium
rastice na GP médiu bez L-cystinu. Transkripéna aktivita Cdo mRNA bola opit’
analyzovana pomocou real-time PCR s pouzitim B-aktinu ako housekeeping génu.

Transkripcna aktivita Cdo bola ur¢ena pomocou rovnice: Cr g.akin— Ctcdo + 9.

Prenesnie mycélia z média bez L-cystinu do média obsahujiceho L-cystin,
vyrazne zvySila transkripénu aktivitu Cdo mRNA. Uz 2,5 hodiny po vymene média

vzrastla aktivita Cdo priblizne osem krat v porovnani s kontrolou (Graf ¢. 2).
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Graf ¢. 1a), b): Ovplyvnenie transkripcnej aktivity Cdo mRNA uT.
mentagrophytes L-cystinom a 'udskymi vlasmi. T. mentagrophytes, kmein TM-10 bol
kultivovany na gluk6za-peptonovom médiu, doplnenom o L-cystin (Cys3 odpoveda 3
dinom kultivacie a Cys7 odpoveda 7 diiom Kultivacie) alebo I'udské vlasy (Vlasy; 21 dni
kultivacie). Ako kontrola bolo pouzité mycélium rastice na glukoéza-peptonovom médiu
(GP3 a GP7; 3 a7 dni kultivacie). Transkripéna aktivita bola stanovena pomocou real-
time PCR s pouzitim B-aktinu ako housekeeping génu. Transkrip¢na aktivita Cdo bola

urcend pomocou rovnice: Ct g.akiin— Ct cdo + 10.
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Graf ¢. 2: Stanovenie vplyvu L-cystinu na transkripénu aktivitu Cdo mRNA. T.
mentagrophytes, kmenn TM-10 bol kultivovany na Zelatinovom médiu bez L-cystinu
(GM) alebo s L-cystinom (GMC). Po 1, 2,5, 4,4, 8, 24 a 48 hodinach kultivacie bolo
mycélium zozbierané. Transkripéna aktivita bola analyzovana pomocu real-time PCR
S pouzim P-aktinu ako housekeeping génu. Transkripéna aktivita Cdo bola urena
pomocou rovnice: Ct pakin — C1 cdo + 9. Parovy t-test vykazoval signifikantné rozdiely
medzi GM a GMC skupinou.
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5.5  Analyza exprésie CDO na urovni proteinu

Z mycélii T. mentagrophytes, kultivovanych v predchadzajicom experimente
boli okrem RNA izolované i celkové proteiny. Proteiny boli separované na 15% SDS-
PAGE a preblotované na PVDF membranu. Po zablokovani neSpecifickych vézieb boli
k membrane pridané protilatky (anti-CDO afinitne precistena sérova protilatka z mysi,
imunizovanych rCDO alebo Cdo DNA vakcinou, alebo sérum mysi imunizovanych
rHsp90 ako housekeeping protein umoziujuci normalizaciu nanasky celkovych
proteinov). Exprésia CDO bola detegovana pomocou komercnej polyvalentnej
protilatky Specificky reagujicej s mysim IgG, IgA a IgM. CDO bola detegované ako
dvojband. CDO v spodnom bande obsahuje prepojeny aminokyselinovy kofaktor

s dolezitou katalytickou a Strukturdlnou ulohou.
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Obr. ¢. 11: Analyza exprésie CDO na proteinovej urovni u T. mentagrophytes
rasticom na Zelatinovom médiu s a bez L-cystinu.

Mycélia T. mentagrophytes, kmenn TM-10 rastice na GM, boli prenesené do
nového zelatinového média s L-cystinom a kultivované 1; 2,5; 4,5; 8; 24 a 48 hodin.
Celkové proteiny boli izolované z mycélii zrazanim EtOH, separované na SDS-PAGE a
detegované Western Blot analyzou pomocou anti-CDO protilatky purifikovanej zo sér
mysi imunizovanych rCDO alebo Cdo DNA vakcinou, pomocou adsorpcie na rCDO.
Detekcia Hsp90 proteinu u T. mentagrophytes pomocou séra mysi, imunizovanych

rHsp90, bola pouzitd k normalizacii nanasky celkovych proteinov. CDO bola
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6. Diskusia

CDO bola po prvy krat u hub popisana v roku 1983 (Kumar, et al. 1983).
U Histoplasma capsulatum sa CDO uplatiiuje pri morfologickom presune z mycelialnej
na kvasinkovt formu (Maresca, et al. 1981; Sacco, et al. 1981) a u Candida albicans pri
reverzibilnej zmene z White na Opaque fenotyp (Sudbery, et al. 2004; Valtavaara, et al.
1997). White reprezentujt pravidelne ohrani¢ené vypuklé kolonie, Opaque nepravidelne
ohrani¢ené koldnie, tvorené zmesou kvasinkovych a vlaknitych buniek. CDO ako
metaloenzym bola popisana ako u prokaryot (Cook, et al. 2006; Dominy, et al. 2007;
Dominy, et al. 2006), tak u eukaryot (Kasperova, et al. 2011; Kumar, et al. 1983,
Stipanuk, et al. 2006; Stipanuk, et al. 2002).

U vyssich eukaryot je CDO zivotne dolezity enzym — abnormalna aktivita alebo
defekt v aktivite tohto enzymu je spajany s neurologickymi ochoreniami (Perry, et al.
1985), autoimunitnymi ochoreniami, ako je systémovy lupus erythematosus
a neurodegenerativnymi ochoreniami, ako je reumatoidna artritida (Emery, et al. 1992;
Gordon, et al. 1992), Alzheimerova a Parkinsonova choroba a chorobou motorickych
neurdnov (Stipanuk, et al. 2009).

Uloha CDO u prokaryot nie je uplne jasna. U Bacillus a Streptomyces spp. je
CDO exprimovand vo vegetativnom stave a jej aktivita sa zvySuje po iniciacii
sporulacie. Je tak moZzné, Ze sa uplatiiuje pri regulécii koncentracie cysteinu v bunkéch a
podporuje formovanie disulfidovych mostikov v obalovych proteinoch spor (Dominy,
et al. 2006). U baktérii nebola detegovana dekarboxylazova aktivita. Je mozné, Ze
baktérie vyuzivaju aspartat aminotranferazu k produkcii pyruvatu a sulfitu z cystein
sulfinatu (Dominy, et al. 2006), alebo spontannu oxidaciu na cysteat a nasledne na sulfit

alebo sulfat, pyruvat a amonne i6ny (Denger, et al. 2006).

Aminokyselinova sekvencia CDO je v ramci dermatofytov znacne
konzervovana. CDO u T. mentagrophytes je az 99% identicka s CDO u T. equinum a
88% identicka s CDO u Microsporum canis. V ramci eukaryot st vSak sekvencné
rozdiely velké — CDO u T.mentagrophytes je iba 35,3% identicka s CDO u Homo

sapiens (Kasperova, et al. 2011).
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Rast dermatofytov na substratoch bohatych na keratin je ovplyvneny produkciou
protedz, schopnych degradovat’ keratin. Aktivita proteaz je zéavisld na redukcii
disulfidovych mostikov pomocou sulfitu, produkovaného dermatofytom v priebehu
keratinolyzy (Kunert 1972). KlI'acovym enzymom zapojenym do produkcie sulfitu
a nasledne do degradacie keratinu je cystein dioxygenaza (Grumbt, et al. 2013; Kunert
2000).

K ziskaniu Cdo cDNA z T. mentagrophytes boli pouzité dva spdsoby izolacie
celkovej RNA — izolacia RNA metodou Chomczynski (Chomczynski and Sacchi 1987),
t.j. zrazanim kyslym fenolom, alebo pouzitim komercéne dostupného kitu (firma
Qiagen). Obe metddy vyzaduji rozdrvenie mycélia v tekutom dusiku a naslednt 1yzu
bunkovej steny pomocou silného lyzaéného cinidla — guanidin hydrochloridu. Ten
okrem in¢ho denaturuje RNazy a zabezpeCuje tak bezpecnu izolaciu RNA s jej
minimélnou degradéciou a maximalnym vytazkom. Ziskana RNA bola dostate¢ne Cista
k prepisu do cDNA, jej amplifikaciu a ligaciu do klonovacicho vektora, alebo
K priamemu prepisu do cDNA (izolacia RNA pomocou komeréného kitu)
a amplifikaciu a analyzu transkripénej aktivity na arovni RNA pomocou real-time PCR.
Vyznam postupu pre ziskanie kvalitnej mRNA je kl'uCovy pre efektivny prepis mRNA
do cDNA. To je mozné lahko demonsStrovat pomocou detekcie tvorby cDNA s
pouzitim radioaktivne znaeného thymidinu. Necistoty ako napriklad polysacharidy, st
schopné uplne inhibovat’ reverznu transkripciu, ako bolo uz skor demonStrované v
naSom laboratoriu. Preto pri izolacii mRNA z hub je mozné konStatovat ze je
vyhodnejsie vyizolovat menSie mnozstvo ale vysoko kvalitnej mRNA. Izolacia
pomocou kitu zabezpecuje rychle ziskanie kvalitnej RNA (1 h verzus 4 h pri izolacii
metédou Chomczynski). Je vSak financne naroc¢nejSia. Bola popisand 1 modifikacia
metddy Chomcezynski, umozniujica ziskat’ RNA v priebehu jednej hodiny (Gauthier, et
al. 1997).

Analyza koncentracie Cdo mRNA po kultivacii T. mentagrophytes kmen TM-10
na médidch so zdrojom keratinu (P'udské vlasy) alebo po pridani L-cystinu do
kultivaéného média, potvrdila vyrazny narast transkripénej aktivity Cdo. To je v sulade
s hypotézou predpokladajucou vyznam CDO pri degradacii keratinu (Kunert 1976).
Uloha CDO a sulfit-efluxnych piimp SSU bola nedavno potvrdena i pripravou mutantov
s knock-out génom pre CDO, SSU1, pripadne dvojitych mutantov (Grumbt, et al. 2013).

Inaktivacia tychto génov viedla k hypersenzitivite mutantov k L-cysteinu a cystein
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sulfinatu a neschopnosti mutantov rast’ na médiu s obsahom L-cysteinu alebo keratinu
(vlasy, nechty). To naznacuje vyraznu zavislost’ patogenicity huby na oboch génovych

produktoch.

Praca bola tiez zamerana na pripravu enzymaticky aktivneho rekombinantného
proteinu rCDO a urCenie optimalnych podminok exprésie k ziskaniu enzymu
s najvysSou enzymatickou aktivitou. Aktivita rCDO bola analyzovana formovanim
cystein sulfinatu z L-cysteinu pomocou ESI hmotnostnej spektormetrie. Bolo
preukazané, 7e podmienky kultivacie, dizka exprésie a sposob purifikacie proteinu
vyrazne ovplyviiuji enzymaticku aktivitu rekombinantného poteinu. NajvysSia aktivita
bola detegovana u vzorky exprimovanej 18h pri 20 °C. Nizsia kultivaéna teplota
negativne ovplyvnila nielen celkovy vytazok proteinu ale i jeho enzymaticku aktivitu
(viz. Tabul’ka ¢. 11). Je zaujimavé, ze i rCDO purifikované z kultar kultivovanych pri 4
°C, teplote odpovedajucej metabolickému minimu E. coli, s enzymaticky aktivne.
Celkovy vytazok, ale i aktivita rCDO produkovanych pri 4 °C mé6Zu byt ovplyvnené
rozdielmy v skladani proteinu alebo jeho netplnej syntéze. DalSou pri¢inou vyrazného
vplyvu kultivacnych podmienok na enzymaticku aktivitu rCDO modze byt formovanie
thioéterovej vidzby medzi reziduami Cys93 a Tyrl57 u krysej CDO, alebo Cys113
a Tyrl83 u T. mentagrophytes (Kasperova, et al. 2011), ktora zvySuje u eukaryotického
analogu CDO enzymaticku aktivitu viac ako 10 krat (Stipanuk, et al. 2011). Formovanie
inklaznych teliesok, v ktorych moéze byt protein denaturovany ateda dochadza
K znizeniu jeho enzymatickej aktivity, modze tiez vyrazne ovplyvnit vytazok
enzymaticky aktivneho proteinu. Nevyhodou inkliznych teliesok je totiz nutnost’ ich
lyzy denaturaénym c¢inidlom, napr. roztokom 6 mM GuHCI alebo 8 mM Urey.
Purifikaciou rCDO za denatura¢ncyh podmienok a néaslednou renaturdciou sa nam
nepodarilo pripravit’ enzymaticky aktivny protein. Maximalna namerand aktivita CDO
bola celkovo niz§ia ako aktivity, uvadzané u CDO inych biologickych druhov
v literature (Dominy, et al. 2006). Pricinou moze byt’ pouzitie reakéného pufru s niz§im
pH (pH4,5) z dovodu kompatibility s nasledovne pouzitou metédou MS anlyzy pre
vyhodnotenie aktivity. To je nizsie ako predpokladané optimalne pH (pH6,0-6,2) pre
stanovenie aktivity CDO (Stipanuk, et al. 2008). Inou pri¢inou moéze byt nizsia
koncentracia CDO, obsahujicej thio-éterovu vazbu medzi reziduami Cys114 a Tyrl84,
nevyhnutnii pre katalytickti aktivitu enzymu. Siakkou et al. (Siakkou, et al. 2011)
popisali, Ze len 40-50% krysej CDO exprimovanej v E. coli obsahuje tato enzymaticky
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dolezith vazbu vznikajucu posttranslacne. Rozne zastipenie oboch foriem CDO
proteinu se uplatiiuje nielen pri produkcii CDO ako rekombinantného proteinu
exprimovaného v E. coli, tak i pri indukovanej exprésii CDO v T. mentagrophytes ako

je popisané nizsie.

rCDO, spolu s pripravenou DNA vakcinou, boli pouzit¢ k imunizacii mysi
s cielom ziskat" sérum, ktoré Specificky reaguje s CDO proteinom umoziujicim
Western Blot kvantifikdciu CDO proteinu v celkovom proteinovom lyzate huby.
Pretoze celkové sérum ziskané z mysi malo nizku Specifickost’, bolo nutné Specifické
protilatky zo séra afinitne precistit. Takto afinitne purifikované protilatky boli uz

dostatecne Specifické k expresnej analyze CDO.

CDO bola pomocou SDS-PAGE a Western Blot metod detegovana ako dvoj-
band. Takyto dvojband bol popisany i u cicavéich CDO (Dominy, et al. 2006; Dominy,
et al. 2008; Stipanuk, et al. 2004; Stipanuk, et al. 2004). Dvojband vznika ako nasledok
formovania kovalentnej thioéterovej vazby medzi reziduami Cys93 a Tyrl57 u krysej
CDO v aktivnom mieste enzymu, oznaCovanom ako aminokyselinovy kofaktor
(Stipanuk, et al. 2004). Formovanie tejto kovalentnej vizby je zavyslé na dostupnosti
substratu bohatého na cystein alebo jeho prekurzory a na rychlosti katabolizmu (Bella,
et al. 1999; Dominy, et al. 2006) a vyrazne ovplyviiuje celkovu aktivitu CDO. Takyto
aminokyselinovy kofaktor sa pravdepodobne formuje u T. mentagrophytes medzi
aminokyselinovymi reziduami Cys113 a Tyr183 ako bolo predikované na zaklade 3D
modelovania proteinovej Struktary (Kasperova, et al. 2011). Tomu odpoveda
pozorovanie na Western Blot, kde je mozné v stvislosti s expoziciou huby cystinu
pozorovat’ jednak zvySenie koncentracie mRNA transkriptu jednak zvySujlcu sa denzitu
spodného bandu obsahujuceho thioéterova vidzbu u vzoriek CDO proteinov (Obr. 10
a 11). Spodny band reprezentuje tzv. zrela formu enzymu (Stipanuk, et al. 2011). Pri
zablokovani formovania tejto kovalentnej védzby u cicavéej CDO mutaciou rezidua
Cys93 alebo Tyr157, mutovana CDO migruje v SDS-PAGE ako jeden band (Dominy,
et al. 2008).

Na zéklade krystalovej Struktary I'udskej CDO (Ye, et al. 2007) bol s pouzitim
programu SWISS-MODEL (Arnold, et al. 2006) pripraveny strukturalny model CDO T.
mentagrophytes. Obe sekvencie CDO vykazovali 38,6% identitu. VSetky rezidua
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v aktivnom mieste CDO T. mentagrophytes odpovedali poziciam prislusnych rezidui

v aktivnom mieste 'udskej CDO.

U cicavcov je aktivita CDO regulovand predovSetkym posttranslacnymi
upravami (Bella, et al. 1999; Bella, et al. 1999). Krysy na proteinovej diéte maji
zvysenu koncentraciu a aktivitu CDO, ale nezmenené mnozstvo mRNA v peceni, o
naznacuje, ze cicavéia CDO je regulovand zmenami koncentracie a aktivity enzymu
(Bella, et al. 1999). Zddévodu objasnenia regulatnych mechanizmov CDO
U dermatofytov, sme analyzovali mnozstvo CDO izolovanej zmycélii T.
mentagrophytes kultivovanych na Zelatinovom médiu s alebo bez doplnenia L-cystinu
v ¢asovom intervale 1 az 48 hod (Graf ¢. 2, Obr. ¢. 11). NaSe vysledky naznacuju, Ze
intracelularna koncentracia CDO proteinu sa postupne zvysuje v intervale od 1 po 8 hod
po vystaveni mycélii L-cystinu a ndsledne pomaly klesd. Na tirovni mRNA takyto
rychly narast (po 1 hod kultivacie) nie je pozorovany, ¢o naznacuje, ze u dematofytov
by CDO mohla byt’ tiez regulovana posttranslaénymi upravami. Pri porovnani mnozstva
CDO proteinu s prislusnymi Cdo mRNA izolovanymi z mycélii neovplyvnenych L-
cystinom bolo zistené, Ze i ked Cdo mRNA su detegované pomocou real-time PCR na
konstantnej urovni, CDO proteiny st nedetegovatel'né. U dermatofytov je Cdo mRNA
pravdepodobne v nepritomnosti L-cystinu exprimovana na kon$tantne nizkej hladine
a CDO proteiny su rychlo po translacii degradované, alebo je translacia blokovana, az
kym L-cystin nie je dodany. Priblizne 2,5 hod po dodani L-cystinu sa mRNA
koncentracia zvySuje — mnozstvo proteinu vSak dramaticky rastie a dosahuje vrchol asi
4 hod po dodani L-cystinu aV jeho pritomnosti sa d’alej nemeni. Z naSich vysledkov
vyplyva, ze u dematofytov sa uplatiiuje ako regulacia na Grovni transkripcie tak i na ko-

alebo posttranslacnej tirovni.

Dalsie $tadium regulaénych mechanizmov CDO T. mentagrophytes je
nevyhnutné pre budici vyvoj efektivnej terapie, zalozenej na modifikéacii motabolizmu
dermatofytov. Priprava mutantov dermatofytov s knock-out génmy pre CDO alebo
sulfitovy transportér SSU1, vedie k neschopnosti dermatofytov rast' na vlasoch alebo
nehtoch (Grumbt, et al. 2013). Vyznamnou stratégiou k navodeniu imunitnej odpovede
hostitel'a mézu byt’ 1 atenuované vakciny, pripadne proteinové CDO vakciny. Napr.
k navodieniu protektivnej imunitnej odpovede u teliat, boli experimentalne zvierata
intramuskularne imunizované 4 druhmi vakcin: vakcinami Trichoben a Trichobin

obsahujicimi atenuovany kmen T. verrucosum, rekombinantnym proteinom hsp60 T.
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mentagrophytes a DNA vakcinou kodujacou hsp60 T. mentagrophytes (Raska, et al.
2004). Vsetky typy imunizacii vyznamne redukovali vyskyt koznych 1ézii v porovnami
S kontrolnymi neimunizovanymi zvieratami. NajlepSie protektivne vysledky boli
dosiahnuté po imunizacii zvierat zivou atenuovanou valcinou Trichoben. Priprava
atenuovanych vakcin z kmenov dermatofytov s inhibovanou exprésiou alebo funkciou
CDO tak modze predstavovat’ slubnu stratégiu vyvoja atenuovanych vakcin a prevencie

deramtofytoz.
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7. Zaver

V stlade s ciel'mi dizertatnej prace bola z T. mentagrophytes kmen TM-10
vyizolovana RNA a reverzne prepisand do cDNA. cDNA bola amplifikovana pomocou
PCR aligovand do klonovacieho vektora pCR II Blunt TOPO. Po overeni identity
restrikénou analyzou a sekvenovanim, bola cDNA preligovana do expresnych vektorov

Champion™ pET101 D-TOPO a pcDNA 3.1 D/V5-His TOPO.

V expresom systéme E. coli bol produkovany rekombinantny protein rCDO,
ktory bol afinitne precisteny na Ni-NTA koléne za denaturaénych i nativnych
podmienok. Aminokyselinova sekvencia purifikovaného proteinu bola detegovana a

overena pomocou MALDI-TOF MS.

Aktivita rCDO avplyv kultivatnych podmienok na aktivitu enzymu boli
analyzované ESI-MS a to formovanim cystein sulfindtu z L-cysteinu v reakénej zmesi
octanu amonneho, Zeleznatych idonov a rCDO. Najvyssia aktivita bola namerana pre

vzorku exprimovanu 18h pri 20 °C a CDO purifukovany za nativnych podmienok.

K stanoveniu transkripénej aktivity Cdo na arovni mRNA pomocou real-time
PCR, bol kmeitt TM-10 kultivovany na GP médiu so zdrojom keratinu (I'udské vlasy),
alebo s dodanim L-cystinu. V oboch pripadoch transkripéna aktivita Cdo mRNA
vzrastla priblizne osem krat v porovnani s nestimulovanou kultarou, rasticou na GP
médiu. ZvySena transkripcna aktivita Cdo potvrdzuje zapojenie CDO do procesu

degradacie keratinu a produkcie sulfitov.

Transkripéna aktivita Cdo mRNA bola tiez analyzovana vo vzorkach, ziskanych
z mycélia TM-10 kultivovaného na Zelatinovom médiu, s vymenou média za médium s
L-cystinom a naslednou kultivaciou 1h; 2,5h; 4,5h; 8h; 24h a 48h. Dodanie L-cystinu do
média vyrazne stimulovalo transkripénu aktivitu Cdo mRNA, ktora vzrastla viac ako

osem krat uz 1h po vymene média.

Rekombinantny protein rCDO spolu s DNA vakcinou boli pouzité¢ k imunizacii
experimentalnych mysi s cielom ziskat' sérum, obsahujiice anti-CDO protilatky. Po
afinitnej purifikacii protilatok, nutnej k zvySeniu Specificity, boli protilatky pouzitelné

k analyze exprésie CDO na urovni proteinu. Pomocou medéd SDS-PAGE a Western
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Blot bola potvrdena zvysena exprésia CDO proteinov izolovanych zo vzoriek mycélii

kultivovanych na zelatinovom médiu s L-cystinom.

CDO z T. metagrophytes je vyznamnym enzymom zapojenym do degradacie
keratinu. Pochopenie mechanizmov regulacie a funkcie CDO je nevyhnutné pre spravny
vyvoj terapie dermatofytéz zalozenych na modifykacii metabolizmu, exprésie

al/alebo funkcie tohoto enzymu.
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