Abstrakt

Aspartatové proteazy (AP) maji zasadni vyznam pro riizné bunécné procesy. Tato diplomova
prace se zabyva problematikou exprese a charakterizace vakuolarni aspartatové endoproteasy
Aprlp z Candida albicans a srovnava ji s jejim orthologem Pepdp ze Saccharomyces

cerevisiae.

Rekombinantni exprese Aprlp v Escherichia coli poskytla neaktivni proenzym, proAprlp.
Rozséhl¢ snahy o aktivaci nevedly k maturaci Aprlp, coz naznacuje zavislost aktivace na
posttransla¢nich modifikacich, jako je glykosylace a specifické interakce s jinymi proteazami
podobné jako u Pep4p. Pokusy o vyuziti vakuoldrnich enzyma nebo bunécénych lyzati k
aktivaci proAprlp byly také neuspéSné, coz muze byt zpiisobeno kiehkosti izolovanych
vakuol a komplexni smési enzymli v bunéénych lyzatech ztéZjucii analyzu aktivace. Tyto
problémy podtrhuji slozitou povahu aktivace proteas kdy ani riizne in vitro techniky

nedokazou simulovat in vivo aktivaci proteas.

Slibn¢ vysledky se vSak objevily u heterologni exprese proAprlp v Saccharomyces
cerevisiae, kde frakcionovany bunéény lyzat vykazovaly specifickou proteolytickou aktivitu
pii kyselém pH po inhibici jinych protedz. To by mohlo naznacovat, Ze Aprlp miZe byt
produkovan v aktivni formé v rdmci eukaryotického systému, nicméné je tfeba dale zkoumat

jeho purifikaci.

Experiment s recipro¢ni vyménou gent, pii kterém byl gen PEP4 v S. cerevisiae nahrazen
genem APRI a naopak, odhalil pfekvapivé podobné ristové vzorce a toleranci vici stresu
mezi vyménénymi a divokymi kmeny. To naznacuje moZnou funkéni komplementaci mezi
témito orthology, pfinejmensim za nami zvolenych laboratornich podminek. Objevily se vSak

rozdily ve vyuziti zdroji dusiku, coz naznacuje mozné jemné rozdily v regulaci metabolismu.

Celkové tato prace prispivd k nasemu poznani exprese, aktivaci a funkce aspartitovych
protedz. Zdiraziiuje problémy pii replikaci sloZitych biologickych procest in vitro a
zdiiraziiuje vyznam zkoumadni alternativnich strategii aktivace a purifikace proteind.
Experiment s vyménou genli navic podtrhuje mozZnost malych funkénich rozdild mezi
orthologickymi proteazami, coz je divodem pro dalsi zkoumani jejich specifickych roli v

bunécné fyziologii a adaptaci.

Kli¢ova slova: Candida albicans, Saccharomyces cerevisiae, vakuola, peptidasa, proteasa



