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1 Uvod

1.1 Proteiny tepelného Soku

Proteiny tepelného Soku pfedstavuji Sirokou, heterologni, ale evolu¢né znaéné
konzervovanou skupinu proteinti, ktera muze byt rozd¢élena podle molekulovych hmotnosti do
6 rodin. Do prvni rodiny fadime malé hsp s molekulovou hmotnosti mezi 12-43 kDa, dale
hsp40, hsp60, hsp70, hsp90, grp94 a do posledni rodiny fadime velké hsp s molekulovou
hmotnosti 100-110 kDa. VS3echny hsp patfi do superrodiny stresovych proteinu, ktera
soucasné zahrnuje také proteiny regulujici glukosu tzv. grp, dale ubikvitin a lektinove
Saperony kalnexin a kalretikulin. Stresové proteiny jsou charakteristicky nadprodukovany pti
bunécném stresu, napt. vysoké teploté, osmotickém stresu, UV zéfeni nebo zanétu. OvSem
nekteré hsp prevazné z rodiny hsp90 mohou byt produkovany konstitutivné. Zakladni funkci
hsp proteinti je skladani nascentnich proteint. Jako $aperony ptisobi pfevazné proteiny z rodin
hsp60, hsp70 a hsp40. Dale hsp brani agregaci proteinti a také Spatnému skladani. Psobi jako
Saperony intracelularnich signalnich proteini (hsp90, hsp40, hsp70), jelikoZ je udrzuji
v aktivovaném stavu umoziujicicm interakci se substrdtem. Hsp jsou ale také soucasti
degradacnich drah (ubiquitin, hsp104) a nékteré z nich se ucastni prezentace antigenii na

MHCI molekuléach (kalretikulin, kalnexin, grp94, endoplasmin, gp96)[1-3].

1.1.1Antigeny konjugované s hsp vyvolavaji CD8" T lymfocytarni odpovéd’

V 90. letech bylo zjisténo, ze mnoho tumorovych tkani exprimuje proteiny vazané na
hsp. Tyto komplexy jsou schopny vyvolat antigen — specifickou imunitni odpovéd’ proti
konkrétnimu tumoru. Proto se dal$i vyzkum zaméfil na izolaci pravé komplext pochazejicich
z tumord, které obsahuji protein se svym Saperonem z hsp rodiny, a na jejich vyuziti pfi
vyvolavani protektivni antigen — specifické imunitni odpovédi [4]. Naopak hsp izolované ze
zdravych tkéni jsou imunologicky inaktivni [4]. Piedpoklada se, Ze hsp mohou vést navazany
protein k vazb¢ na MHCI molekuly a tim umoznit tzv. zkiizenou prezentaci (cross —
presentation). V tomto pfipadé vazou hsp tumorové antigeny, ¢imz jsou schopny vyvolat
antigen specifickou CD8" T lymfocytarni odpovéd’ [5]. Vyhodou tohoto piistupu je, Ze
vakcinace komplexy hsp — antigen nevyzaduje identifikaci imunogennich epitopt. Tyto
epitopy jsou totiz v ptipadé lidskych tumort naprosto unikatni pro kazdého jedince, a proto je
prakticky nemozné hledat vhodné antigeny pro kazdého pacienta [6-9]. V pifipadé tumor

specifickych komplexi jsou hsp a antigen vazany nekovalentni vazbou [10]. Zatim bylo



testovano nékolik hsp schopnych vazat nadorové antigeny jako napi. gp96, hsp70, hsp90,
calreticulin, hsp110 a grp170 [4, 11-16].

Uvedené vlastnosti hsp proteini byly vyuzity pro konstrukci antivirovych nebo
antitumorovych vakcin vyvolavajicich specifickou CD8" T lymfocytarni imunitni odpovéd
pomoci imunizace antigeny kovalentné vazanymi na hsp ruzného puvodu. Hsp se uplatiuji
jako efektivni signal nebezpeci umozilujici aktivaci imunitniho systému a soucasné jako nosic¢
pro antigen umoziujici jeho zk¥iZzenou prezentaci. Byly testovany bud’ autologni hsp (hsp70,
hsp90, gp96) nebo exogenni hsp (mykobakterialni hsp70). Nejefektivnéjsi pfistup pro tvorbu
hsp kovaletné¢ vazanych navirové nebo nadorové antigeny je zaloZzen na technologii
rekombinantnich protein. Napiiklad imunizace mysi rekombinantnim mykobakteridlnim
hsp70 fuzovanym s fragmentem ovalbuminu navozovala protekci pted aplikaci letalni davky

melanomovych bunék exprimujicich ovalbumin [17].

1.1.2Mechanismus zk¥izené prezentace antigenu konjugovanvych s hsp

Skutenost, ze CD8" T lymfocytarni odpovéd mize byt vyvolana imunizaci
experimentalnich zvitat antigeny vazanymi na hsp, navozuje otdzku o mechanismu, jakym je
antigen prezentovan na MHCI molekulach antigen-prezentujicich bunék (APC), ptestoze je
bunkam nabidnut jako exogenni antigen, neboli o0 mechanismu zkiizené prezentace antigenu
zprostiedkované hsp nosi¢em [18]. Aby byly komplexy hsp — antigen efektivné pohlceny
APC, musi byt hsp rozpoznany specifickymi receptory na APC. Tento zplisob rozpoznani a
pohlceni je zndm jako endocytéza zprostfedkovana receptorem (RME) [19]. RME je
iniciovana vazbou hsp na rtizné povrchové receptory [19] jako jsou scavengerové receptory
LOX -1 [20], CD91 [21], SREC-1 [22], signalni receptor CD-40, nebo Toll-like receptory
TLR -4 [23], TLR - 2 [24], jejichZ role je vSak stéle diskutabilni. Exogenni proteiny vazané
na hsp jsou takto cilovany pfimo do endozomt. Komplexy hsp — antigen jsou poté §tépeny a

mohou byt prezentovany na MHCI molekulach antigen prezentujicich bunék.

1.1.3Aktivace dendritickvch bunék pomoci hsp

Kromé toho, Ze hsp zprosttedkovavaji aktivni internalizaci asociovaného antigenu
antigen prezentujicimi bunikami, jsou rovnéz schopny tyto buiky aktivovat a to pomoci
interakce s dalSi skupinou receptora (CD36, CD11b, SREC-1, SR-A, stabilin-1 a dectin-1)
[22, 25-28]. Tim hsp umozni aktivni indukci antigenné specifické bunécné imunitni odpovédi
i bez pouziti adjuvans. Vazba hsp (hsp60, hsp70, hsp90, gp96, popi. kalretikulinu) vede
k sekreci zanétlivych cytokind (TNF-o, IL-1B, IL-6, IL-12, and GM-CSF), tvorbé NO,



zvySeni exprese povrchovych maturaénich markera (MHC-II, CD83, CD86 a CD40) a
migraci DC do lymfatickych uzlin [29-35]..

Pii aktivaci APC se zifejmé uplatiuji i dalsi tii receptory (CD14, TLR-2 a TLR-4) [24,
36], typicti zastupci receptort pro molekularni motivy asociované s patogeny (PAMP).
Doposud neni jednozna¢né uzaviena otazka, zda se na aktivaci podili pfimo hsp nebo pouze
kontaminanty, jako endotoxin (LPS) a flagelin, pochéazejici z hostitelskych bakterii pouzitych
po expresi rekombinantnich proteini. Napiiklad LPS je znam schopnosti vézat se na
hydrofébni oblasti hsp proteint [37-38].

1.1.4 Piiklady experimentalni imunizace onkologickych pacienti nadorovymi

nebo virovymi antigeny konjugovanych s hsp

Vakciny, které obsahuji autologni hsp s ptirozené navazanymi antigeny, izolované z
nadorové tkan¢ byly testovany v klinickych studiich u né¢kolika malignit. Pacienti
s metastazujicim melanomem byli vakcinovani komplexy gp96 - peptid izolovanymi
z tumoru. Po vakcinaci bylo naméfeno znacné mnozstvi nadorové specifickych T-lymfocyti
[39]. Podobné vysledky byly ziskany i pfi vakcinaci pacienti komplexy gp96 - peptid
izolovanymi z nadorové masy spoleén¢ s granulocytarnim - makrofagovym kolonie -
stimulujicim faktorem (GM-CSF) a interferronem-a (IFN-a) [40]. Efekt imunizace komplexy
hsp — peptid izolovanymi z nadorové masy byl dale studovan u karcinomu ledvin [41-42],
rakoviny rekta [43], karcinomu plic [44] a glioblastomu [45]. Dalsi imuniza¢ni studie jsou
prubézné vyhlasovany. Naopak, studie efektivity imunizace nddorovymi a virovymi antigeny
arteficialné flzovanymi s hsp jsou stdle doménou laboratornich in vivo nebo in vitro
experimentti. Melanomovy antigen TRP2 flzovany s hsp70 vykazuje slibné vysledky na
mySim modelu melanomu [46]. Polyepitop odvozeny od nadoru varlete (antigen NY-ESO-1)
fazovany s hsc70 navozuje efektivni zkiizenou prezentaci antigenu dendritickymi bunkami
[47]. N&dorovy marker MAGE3, vyskytujici se v mnoha tumorech, fuzovany s hsp70 byl
schopen u experimentélnich mysi indukovat jak buné¢nou tak i humoralni odpovéd [48].
Aplikace téhoz konstruktu ve formé DNA vakciny navodila rovnéz buné¢nou a humoralni
odpoveéd’ u experimentalnich mysi a zpomalovala vyznamné rast inokulovaného syngenniho

nadoru [49].

1.2 HIV virus a p24 antigen

Vzhledem k vysoké variabilit¢ HIV neexistuje dlouhodobé efektivni zplisob prevence

a 1écby. Od osmdesatych let, kdy byl HIV virus identifikovan jako pti¢ina nové popsaneho



syndromu ziskané imunodeficience (AIDS), bylo nakazeno 75 mil. osob a 39 mil. osob na
disledky HIV infekce zemielo.

HIV je virus pattici do skupiny retroviri. Genom je nesen ve dvou jednofetézcovych
molekulach RNA, které jsou vazany na nukleokapsidovy protein p7. Virus dale obsahuje
reverzni transkriptazu, kterd slouzi k pifepisu RNA do DNA, integrazu, ktera zajistuje
vélenéni virové DNA do hostitelské DNA, proteazy a ribonukledzy. Kapsida je tvofena
proteinem p24, matrix je sloZzen z proteinu p17 a lipidovy obal obsahuje obalovy glykoprotein
Env, tvotfeny z podjednotek gp120 a gp4l. Env je zodpovédny za adhezi viru a jeho vstup do
hostitelské bunky [50]. Kapsidovy protein p24, nukleokapsidovy protein p7 a matrixovy pl7

vznikaji z prekurzorového polyproteinu gag béhem maturace viru [51].

gpl60
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pl7

Obréazek 1: Slozeni viru HIV.

Virové partikule napadaji CD4" T lymfocyty a monocyty a zpisobuji jejich postupnou
depleci, ¢imz, spolecné s dalSimi mechanismy, dochdzi postupné K rozvoji tézké
imunodeficience. K 1é¢bé HIV infekce se vyuZivaji Iéky, které blokuji reverzni transkriptdzu a
virové protedzy a jejich kombinace je zékladem tzv. vysoce aktivni antiretrovirove terapie
(HAART). HAART je schopna vyznamné zpomalit mnoZeni viru, neni ale schopna vylécit
infikovaneho jedince tplng¢. Dalsi mozny zptsob 1é¢by se zaméfuje na blokaci adheze viru na
hostitelskou butiku a inhibici vniku virovych partikuli do buiiky. Zaméfuje se na interakci
bunééného CD4 receptoru a CCR5 nebo CXCR4 koreceptort s Env proteinem (Obrazek 2),

Na obrazku 2 je Env protein znazornén ve své dimerni form¢€, coz je jedna z moznych variant.
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Hostitelska burika

Obrazek 2: Adheze a vnik virové partikule do hostitelské buiky je zavisly na nékolika

proteinech a receptorech.

Mnoho vyzkumnych tymu usiluje o vyvoj efektivni vakciny proti HIV. Piistupt pro
konstrukci vakcin je nékolik, ovSem vysoka variabilita a nedokonala znalost potencialnich
mechanismu protekce Viru toto usili zna¢né znesnadnuje.

Jeden z ptistupti ke konstrukci vakciny proti HIV-1 infekci se zamétuje pravé na
protein p24 nebo jeho prekurzor Gag. p24 antigen je protein o velikosti 24 kDa, ktery tvofi
kapsidu viru HIV. p24 je pro virus HIV esencialni a navic je jeho struktura zna¢né
konzervovana oproti napiiklad obalovému proteinu Env. Proto je p24 jeden z vhodnych
kandidata pro konstrukci efektivni vakciny [52]. Smyslem p24 vakciny je indukce specifické
bunééné imunitni odpovédi mediované CD4" Th1l a CD8" T lymfocyty, ktera se povaZuje za
vyznamnou pro kontrolu poc¢tu vird v dob¢ ustanoveni stabilni virémie [53]. Pfestoze je
znamo nékolik epitopt na p24 rozliSovanych T lymfocyty, je p24 povaZovan za slaby
imunogen [54-55] a proto je tieba pii indukci imunitni odpovédi pouzit vhodné a dostateéné
silné adjuvans [56-57].

Vzhledem ke schopnosti vybranych hsp podpofit zkiizenou prezentaci asociovaného
antigenu a aktivovat APC jsou hsp jednim z potencialné vhodnych kandidatt pro konstrukci
vakcin indukujicich specifickou T lymfocytarni buné¢nou odpoved [58].

Jeden z doposud testovanych hsp partnerti pro p24 antigen je hsp70 Mycobacterium
tuberculosis. V podobé¢ fazniho rekombinantniho p24 - hsp70 proteinu exprimovaného v E.

coli [59] byl schopen vyvolat jak humoralni, tak i buné¢nou imunitni odpovéd’ na p24 protein.
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1.3 Antigen prezentujici bunky

vvvvvv

druhy APC. Profesionalni APC, coz jsou dendritické buiiky (DC), monocyty/makrofagy a B
lymfocyty. Profesionalni APC mohou pohltit exogenni antigen a vystavit jeho fragmenty na
MHCII molekulach T bunéénému receptoru (TCR) CD4" T lymfocyti a iniciovat specifickou
imunitni odpovéd’. Neprofesionalni APC neexprimuji na svém povrchu konstitutivné MHCII
molekuly, ale za urcitych podminek mize byt indukce tvorby MHCII molekul navozena [60].
Jako neprofesionalni APC jiz byly identifikovany fibroblasty [61], jaterni sinusoidni
endothelialni bunky [62], keratinocyty [60], epitelialni bunky slinnych Zlaz [63], epitelidlni
buniky thymu [64], lidské epitelialni burniky jicnu [65], lidské epitelialni burniky plicnich
sklipku typu 11 [66] a jiné epitelidlni bunky [63, 67-70].

1.3.1 Stimulace CD4" T lymfocytt pies MHCII molekuly

Klasicka MHCII prezentace antigenu je podrobné popsana jiz v mnoha publikacich
[71]. Ve zkratce, exogenni antigen je fagocytovan nebo pinocytovan (zalezi na velikosti
antigenu) antigen prezentujici bunikou ve formé malych vacku tzv. fagozomu (pokud se jedna
o fagocytdzu). Tyto endocytické vacky fazuji s Casnymi endozomy, coZ jsou dynamické
tubuly a vacky v cytoplazmé s mirn€ kyselym pH (6,0 - 6,8). Antigen je poté transportovan do
pozdnich endozomi, které jiz obsahuji n€kolik aktivnich hydroldz. V pozdnich endozomech
zaCina byt tedy antigen hydrolyticky $tépen pii pH kolem 5,5. Pozdni endozomy fuzuji
nasledné s lysozomy, jejichz vnitini pH je siln¢ kyselé¢ (pod 5,0) a obsahuji vysokou
koncentraci hydrolytickych enzymi. Pozdni endozomy a lysozomy jsou charakteristické
pritomnosti znacného mnozstvi protedz. Nejznaméjsi jsou aminopeptidazy katepsiny H, D, S,
L nebo leguamin. Tyto enzymy Stépi antigen na kratké peptidy (dlouhé cca 15-35
molekuly maji blokovana sva vaznd mista invariantnim fetézcem, ktery zarovén sméfuje
vacky pravé k brzkym endozomum [71]. Protedzy v pozdnich endozomech nebo lysozomech
odstépi i ¢ast invariantniho fetézce. Zustava pouze ¢ast zvana CLIP, coz je peptid tvofeny
zbytkem invariantniho fetézce, ktery blokuje vazné misto MHCII molekuly. CLIP je nahrazen
peptidem vystépenym z antigenu az po vazbé na molekularni $aperon HLA-DM [71]. Peptidy
asociované s MHCII molekulami jsou poté transportovany na povrch APC a prezentovany
CD4" T lymfocytim (Obrézek 3).
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Obrazek 3: MHCII prezentace antigenu.

1.3.2Stimulace CD8" T lymfocyti pies MHCI molekuly

Endogenni antigeny vytvofeny v bufikach jsou prezentovany pies MHCI molekuly
CD8" T lymfocytim. MHCI molekuly jsou exprimovéany na takika vech buitkach (chybi
napf. na erytrocytech nebo trofoblastu). Samotné prezentace antigenu zacina v cytoplazmé,
kdy jsou intracelularni proteiny oznaCeny ubikvitinem a smérovany do proteazomu.
Proteazom je multikatalytickd jednotka, kde jsou proteiny $tépeny na kratké peptidy, které
jsou nasledné uvolnény zpét do cytoplazmy. Zde jsou N-termindlnimi aminopeptidazami
zkracovany a nasledné pienaseny transportéry spojenymi se zpracovanim antigenu (TAP) do
endoplazmatického retikula, kde dochazi k finalnimu zkraceni peptidi na délku 8-10
aminokyselin. Poté jsou peptidy navazany na MHCI molekuly. Vazba peptidi na MHCI je
nékolikastupnovy proces, do néjz jsou zapojeny Saperony tapasin, kalretikulin a Erp57 [72].
Nésledné jsou komplexy MHCI-peptid transportovany pies Golgiho aparat na
cytoplazmatickou membranu, kde jsou prezentovany CD8" T lymfocytim (Obrazek 4).

Takto popsany mechanismus funguje u cytotoxickych T lymfocyt (CTL), které zabiji
virem infikované nebo nadorové buriky. Otazkou je, jak jsou tyto CTL indukovany a
aktivovany. Vyjdeme-li z pfedpokladu, Zze MHCI prezentuji pouze endogenni antigeny,
znamenalo by to, ze CTL mohou indukovat pouze virem infikované nebo nadoroveé
pozménéné DC a makrofagy, coz neni redlné uz vzhledem k faktu, Ze oba procesy inhibuji
induk¢ni potencial obou APC populaci. Proto musel zakonité vzniknout specificky
mechanismus, umoziujici MHCI prezentaci exogennich antigeni na APC. Tento

mechanismus byl objeven v 1976 M. J. Bevanem. Ten nejdiive popsal mechanismus, pfi
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kterem je exogenni antigen pohlcen dendritickymi buiikami a Stépen na kratké peptidy. Tyto
peptidy jsou posléze navazany na MHCI molekuly a vystaveny na bunécném povrchu, kde
aktivuji naivni CD8" T lymfocyty. Tento d&j nazval zkiizené prajmovani (cross priming) [73].
Nejaktivnéjsi zkiizené prezentujici buriky jsou nezralé DC, které jsou schopny prezentovat na
MHCI nespocet exogennich antigent. Pficemz virové a tumorové antigeny jsou nejlépe

popsany [74-75].
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Obrézek 4: MHCI prezentace antigenu.

1.3.3Jedinec¢nost dendritickych bunék

Mrwe v

Cim je zapfi¢inéna schopnost DC zkiizené prezentovat virové a nadorové antigeny na
MHCI molekulach?

Proteiny, které jsou =zkiiZzené¢ prezentovany, jsou nejprve fagocytovany nebo
pinocytovany DC a podobné jako antigeny prezentované na MHCII molekulach, jsou
nasStépeny na peptidy. Na rozdil od bé&Znych fagocytt, travi antigeny endocytované DC
relativné dlouhy ¢as v endocytickych organelach, coZ jim poskytuje vétsi Sanci na alternativni
zpracovani spocivajici bud’ v aktivnim transportu antigenii do cytosolu k zpracovani na
proteasomech, nebo v ¢aste¢ném nastépeni a vazbé na MHCI molekuly neustale recirkulujici
mezi povrchem buniky a endozomem. Nezralé DC mohou docasné brzdit zménu pH v
endozomech a derivovanych organelach a tim blokovat lysozomalni proteolytické enzymy
[76-78]. To je klicovy krok chranici antigen pfed kompletni degradaci diive, nez je urcita

frakce antigenu zpracovana pro MHC prezentaci. Oddaleni degradace antigenu v DC je
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mozné demonstrovat pozorovanimi, kdy nékteré bakterie a apoptotické buiikky mohou byt
obnoveny i nékolik hodin po pohlceni dendritickou bunikou [79-81]. V porovnani s DC, u
makrofagli a neutrofilt dochazi k velice rychlé degradaci antigenu na dipeptidy a
aminokyseliny. U makrofagh a neutrofili dochazi jiz 30 min po pohlceni k aktivaci
degradacénich procest spojené s inicialni rychlou alkalizaci na pH 8,0 [82-85], nasledovane
vySe zminénou rapidni acidifikaci, ktera je zpuisobena pfesunem protonti z cytosolu do lumen
endozomt a lysozomt. Tento piesun je zpusoben bud pomoci vakuolarni ATP — 4zové
pumpy, nebo pasivné vodivymi ¢i napétovymi protonovymi kanaly [86-89].

Komplex, ktery zodpovida nepiimo za alkalizaci v ranych endozomech, se nazyva
NADPH - oxidaza 2 (NOX2). Tato oxiddza zprostiedkovava pienos elektronii pies
endozomalni membranu a tim pfispiva k nepfetrzité tvorbé reaktivnich superoxidovych
radikala (027). 02" radikaly se dale méni v peroxid vodiku, coz je spojeno se spotiebou
protoni a vzrastem pH. H,O, je posléze ménen na dalsi reaktivni kyslikové slouceniny
(ROS), které se podileji na zabijeni mikrobu, spotfebovani volnych protonu a jiz zminéné
alkalizaci endozomalniho lumen [90]. V porovnani s kratkou periodou alkalizace a naslednou
rapidni acidifikaci u neutrofili, DC mohou udrzet takika neutralni pH po dobu nékolika hodin
[91]. To je zptsobeno regulovanou sniZzenou aktivitou NOX2 a omezenym piijmem
podjednotek V-ATPazy z cytosolu do endozomu a lysozomu [76, 92-93]. U mysich zktizené
prezentujicich DC, které exprimuji CB& byla popgna mald GTP — aza Rac2, ktera

kontroluje fagozomalni alkalizaci a tim pfispiva ke zk¥izené prezentaci [76].

w7V

1.3.4Cesty zkiizené prezentace

Od prvniho popisu zkiizené prezentace [73], bylo identifikovano n¢kolik riznych cest,
pticemz kazda z nich je né¢im unikatni. V principu musi vSechny cesty zajistit téi kroky
zpracovani antigenu. Je to $tépeni antigenu na peptidy, vazba na MHCI molekuly a prezentace
na bunééném povrchu CD8" T lymfocytim. Antigen miZe byt fragmentovan bud’ v cytosolu

proteazomem (cytosolarni cesta), nebo vendozomech samotnych pomoci katepsinu S

(vezikulérni cesta).

Cytosolarni cesta je spojovéna s aktivnim a selektivnim transportem peptidd do ER
[71], pfesto bylo potvrzeno, Zze né€které peptidy mohou byt z cytosolu transportovany zpét do
endozomu, kde se vazou na recyklované MHCI molekuly. Jsou tedy vystaveny na bunééném
povrchu bez piispéni ER [94]. Casné endozomy nejsou totiz primarné pouze endocytické
vezikuly, nybZ jsou jedny z nejvyznaméjsich tfidicich a recykla¢nich organel v eukaryontnich
bunkach [95].
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Mechanismus vakuolarni zk#izené prezentace vyzaduje bud’ aktivni recyklaci MHCI
molekul z povrchu buiky do brzkych endozomt, nebo transport specifickych vacku
obsahujicich MHCI molekuly z Golgiho aparatu do brzkych endozomu. V kazdém piipadé
musi dojit k vyméné jiz navazanych peptida za peptidy derivované ze sledovaného antigenu

[96]. Nésledujici kapitoly kratce popisuji dosud popsané cesty zkiizené prezentace.

Draha endozom - cytosol

Prvni popsana a nejlépe prostudovana cesta je charakteristicka pro svij aktivni
transport antigenu z brzkych endozomii do cytosolu. Zjednodusené byva nazyvana cytosolarni
cesta [97-98]. Antigen je nejprve transportovan z povrchu buiiky pomoci receptorem
mediované endocytdzy do brzkych endozomu (Obrazek 5(1)). Druhym krokem je antigen
transportovan pies endozomalni membranu (Obrazek 5(2)). Tento retrogradni transport
umoziiuje Sec61 komplex [99]. Antigeny jsou poté v cytosolu oznaceny ubikvitinem a
sméfovany do proteazomu (Obrazek 5(3)) [100-101]. Po hydrolyze v proteazomu jsou
peptidy dale sméfovany do ER pomoci TAP ptenaSece tak jako pti klasické MHCI prezentaci
endogennich peptidi (Obrazek 5(4)). [102]. K finalnimu zkracovani a Stépeni antigenu
dochézi v ER dvéma aminopeptidaizami ERAP — 1 a ERAP — 2 [103-104]. Finaln¢ upravené
peptidy se vazi na MHC-1 molekuly (Obrazek 5(5)) a jsou pies Golgiho komplex
transportovany na povrch APC (Obrazek 5(6)).

Cesta endozom - cytosol byla poprvé popsana v makrofazich v roce 1995 [105] a je

zavisla na TAP a proteazomu. Byla potvrzena jak in vivo, tak in vitro [98, 106-108].
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Obrézek 5: Cesta endozom — cytosol (Zachova et al., 2015, accepted).

Vakuolarni draha

Dalsi cesta objevend v mysich DC byla nazvana vakuolarni. Neni totiZ citlivd na
inhibitory proteazomu, z ¢ehoz lze odvodit, ze zpracovani antigenu neni vazané na aktivitu
proteasomu a odehrava se ptimo v endosomu a dal$ich asociovanych vakuolach. V porovnani
s cytosolarni cestou, neni vakuolarni cesta tak dobie zdokumentovana. Zda se, Ze tato cesta je
hojné vyuzivana antigeny vazanymi na ¢asticich nebo spojenymi s buitkami jako napf. antigen
vazany na PLGA partikule, proteiny asociované s E. coli, virové proteiny v¢etné chiipkového
nukleoproteinu a polymerdzy, partikule podobné viram (VLP), nebo samotny antigen,
konkrétné dobfe dokumentovany OVA antigen [108-115]. Stdpeni antigenti je provadéno
pomoci endozomalni cysteinové protedzy katepsin S (Cat S) (Obrazek 6(3)), minoritni

funkce zastavaji také jiné katepsiny B a L (Cat B), asparagin specifickd endopeptidaza, nebo
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aspartyl proteazy Cat D a E [109, 116]. Diky tomu mize byt tato cesta blokovana inhibitorem
cysteinovych protedz leupeptinem. CatS neni ptili§ pH sensitivni, muZe tedy S$tépit i pii
neutralnim pH, coz je u zkiizené prezentace kruciélni [117]. Endocytovany protein je $tépen
pomoci CatS na peptidy dlouhé 8 — 10 aminkyselin. Tyto peptidy poté nahrazuji peptidy na
MHCI molekulach pochazejicich bud’ z buné¢ného povrchu (Obrazek 6(2)), nebo z ER.
Vakuolarni cesta tedy nevyzaduje pfitomnost zadné aminopeptidazy (ERAP-1,2) [118-119].
Komplexy MHCI molekul s navdzanymi peptidy jsou poté transportovany k bunécnému
povrchu (Obrazek 6(4)).

Vakuolarni cesta prezentace antigenu neni zavisla ani na proteazomu ani na TAP, byla
studovéna in vivo na Cat S deficientnich mySich [109] a in vitro na DC [120].

EE Early endosome [ endocytosis receptor
CatS Cathepsin S E MHC-|

Obréazek 6: Vakuolarni cesta (Zachova et al., 2015, accepted)

Draha endozom - cytosol — endozom
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Tato cesta ma pocateéni useky shodné s cestou endozom - cytosol. Antigen
endocytovany DC (Obrazek 7(1)) je nejprve transportovan zendozomu do cytosolu
(Obrazek 7(2)), kde je castecné Stépen proteazomem (Obrazek 7(3)). Poté jsou ale, na rozdil
od endozom - cytosoloarni cesty, nastépené peptidy pieneseny zpét do endozomu nebo
fagozomu (Obrazek 7(4)) [121-122]. Zde jsou vSechny proteiny potiebné pro efektivni
MHCI prezentaci (TAP, tapasin, lektinové Saperony calnexin a calretikulin, Erp57, MHCI)
[121, 123]. Pfitomnost proteini pochazejicich z ER v endozomech resp. fagozomech je
umoznéna fuzi brzkych endozomi s vacky odstépenymi od ER [122, 124]. MHC-I molekuly
jsou z ER do endozomu popt. endolysozomu smérovany diky invariantnimu fetézci (CD74)
(Obrazek 7(5)) [125-126]. Detaily tohoto mechanismu zastavaji zatim nejasné [126]. Finalni
stépeni peptidi je vendozomech =zajisténo aminopeptidazou IRAP (insulinregulated
aminopeptidase) [97].

Peptidové fragmenty antigenu jsou vazany na MHCI molekuly [127] a pomoci
transportnich vackd jsou dopraveny na bunéény povrch (Obrazek 7(6)). Cesta endozom —
cytosol — endozom byla potvrzena in vitro v BMDC nebo lidskych monocytech [122-123,
126]. Zavislost na TAP transportéru byla potvrzena u TAP deficientnich mysi a také pomoci
TAP transportni eseje in vitro [122]. Cesta endozom - cytosol — endozom je zavisla na

proteazomu i TAP transportéru, pticemz TAP transportér je vazan na membranu endozomu.
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Obréazek 7: Cesta endozom — cytosol — endozom (Zachova et al., 2015, accepted).

Dré&ha pomoci ""Gap junction™

"Gap junction" neboli $térbinova spojeni jsou uzoucké tunely, které spojuji cytosol
sousedicich bunék [128]. Tyto tunely slouzi primarné k intercelularni komunikaci a vyméné
ruznych molekul. Jednd se o vysoce organizované struktury, které jsou tvofeny hexamery
proteinu konexin, a jsou nazyvany konexony [128-129]. Vzhledem k tomu Ze umoziiuji
komunikaci cytosolti sousedicich bunék, je mozné oc¢ekavat, Ze antigeny ¢&i spiSe az jejich
fragmenty mohou byt pres "gap junction" zprostiedkovany transport tzv. GMAT (Obrazek
8(1)) pteneseny ze sousednich bunék do DC ke zkiizené prezentaci [128-130]. Jakmile je
antigen lokalizovan v cytosolu DC, je S$tépen na patficné peptidy, a ty mohou byt
transportovany do ER (Obrazek 8(2)), vazany na MHCI molekuly (Obrazek 8(3)) a
prezentovany na bun&éném povrchu CD8" T lymfocytim (Obréazek 8(4)) [131].
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Intercelularni kominukace "gap junction” byla poprvé pozorovana in vitro na mysich DC
[132] a poté na linii derivované z lidského dlazdicobunééného karcinomu, jeZ byla po
transfekci genem pro conexin 43 schopna pienaset pies S$térbinova spojeni nadoroveé
specifické peptidy o velikosti pod 1,8 kDa do pfilehlych aktivovanych monocytti. Tento
pfenos byl detekovan antigenné specifickymi cytotoxickymi T lymfocyty [130] s vyuZitim
konfokalni a elektronové mikroskopie. K potvrzeni transportu pomoci "gap junction” je
moZné pouZzit i speciélni barvivo kalcein - AM [129, 132]. "Gap junction™ draha je zavisla na

TAP transportéru i proteazomu a ma tedy mnohé atributy cytosolarni drahy.

ER Endoplasmic reticulum BH 1ar
[N] Nucleus % Gap junction (Cx43)

GC Golgi copmplex @ MHC-I

Obrazek 8: Cesta "Gap junction™ (Zachova et al., 2015, accepted).

1.3.5Vyuziti zkiizené prezentace pii konstrukci vakcin

Bézné vakciny obsahuji adjuvans, které navozuje primarné Th2 typ imunitni odpovéedi
spojeneé s produkci pievazné neutraliza¢nich protilatek. [133]. Tento typ imunitni odpovédi je

ovSem efektivni pouze proti nékolika typlim patogenii a ma pouze omezeny ucinek proti
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nadorim nebo virim, nebot’ zde je vyzadovana spiSe aktivace bunééné imunitni odpovédi.
Proto se posledni dobou stava stiedem védeckého zajmu vyvoj vakciny, kterd by byla schopna
navodit antigen-specifickou CD8" T lymfocytarni odpovéd resp. aktivaci cytotoxickych
lymfocyti (CTL). Popis mechanismii zk¥izené prezentace tak umoziiuje mnohem efektivnéji
navrhovat budouci vakciny naptiklad na bazi hsp nosi¢t. Mechanismy zapojené pii zkfizené

prezentaci antigent asociovanych s hsp jsou znazornény na Obrazku 9.

cross-
presentation

IRAKS

PAMP

Nobz ] #/
‘_...-ﬁ"

MNF-xB
AP-1
IRF

DC activation

MHC-lI
migration

ER Endoplasmic reticulum B ap
[E[E Early endosome B secs

g Proteasome I} endocytosis receptor

F MHC-

Obrézek 9: Mechanismus vlivu hsp pfi kros — prezentaci antigenu (Zachova et al., 2015,
accepted).

Schéma Obrazku 9 je podrobné vysvétleno v nasledujicim odstavci. Peptid (Obrazek
9(1a)) nebo antigen (Obrazek 9(1b)) (znazornén modrym fetézcem), ktery je ptipojem k hsp
(znazornén zlutym fetézcem), je endocytovan po vazbé na receptory CD91, LOX-1, CD36,
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nebo CD40. Antigen nasledn¢ fuzuje s brzkym endozomem a pomoci specifického prenasece
Sec61 je transportovan do cytoplasmy, kde je $tépen proteazomem a prezentovan endosom -
cytosolarni drahou (Obrazek 9(2b)), nebo je prezentovan vakuolarni drahou (Obrazek
9(2a)). Peptidy lokalizované v cytosolu mohou byt transportovany jednak do ER, jednak zpét
do endozomu v zavislosti na charakteru antigenu. Vysledkem vSech drah zkiizené prezentace
hsp asociovanych antigent je vystaveni peptidi na MHC-1 molekulach na povrchu APC
(Obrazek 9(3)). Soucasné hsp aktivuji DC pomoci povrchovych receptori (CD36, CD11b,
SREC-1, SR-A, stabilin-1, dectin-1) (Obrazek 9(4a)) nebo jinych povrchovych PAMP ¢i
DAMP receptori (TLR, RAGE, atd) (Obrazek 9(4b)). Nicméné¢ zapojeni TLR je stéle
nejasné. Paralelné muze i hsp lokalizované v bunice aktivovat DC pomoci nékolika
intracelularnich TLR, PAMP nebo DAMP receptortt (4c). Podobné se mohou uplatnit
kontaminatny jako flagelin nebo LPS (Obrazek 9(4b, c)). Zapojeni TLR do aktivace DC
vedouci k indukeci efektivni antigenné specifické imunitni odpovédi na zk#izené prezentované
antigeny je stale pfedmétem diskuzi, nicméné nyné&jsi poznatky dokazuji, ze molekuly MyD88
a IRAK4, které jsou kliCovymi signalizaénimi molekulami TLR, jsou pro indukci této

imunitni odpovédi nezbytné [134].
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2 Cile dizertacni prace

Dizertani prace je zaméfena na studium vlivu fize virového antigenu p24 a hsp70 na indukci

p24 specifické imunitni odpovédi.

Cilem dizerta¢ni prace bylo:

1. Izolovat gen kddujici mysi hsp70 z mysich splenocytii. Pripravit DNA konstrukty pro
expresi hsp70, p24, hsp70-p24 a p24-hsp70 v E. coli a v sav¢ich bunkach.

2. Pripravit DNA vakciny kddujici hsp70, p24, hsp70-p24 a p24-hsp70.

3. Exprimovat a purifikovat rekombinantni proteiny hsp70, p24, hsp70-p24 a p24-hsp70.

4. Oveéfit a podrobnéji analyzovat rekombinantni proteiny hsp70, p24, hsp70-p24 a p24-
hsp70.

5. Analyzovat potencionalni imunomodulaéni vlastnosti hsp70 pomoci DNA vakcinace.

6. Analyzovat potencionalni imunomodula¢ni vlastnosti hsp70 pomoci vakcinace
rekombinantnimi proteiny.

7. Sledovat maturaci a stimulaci dendritickych bun¢k pomoci hsp70, p24, hsp70-p24 a
p24-hsp70 in vitro.

8. Charakterizovat internalizaci faznich antigent BMDC v zavislosti na fuzi p24 s
hsp70.
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3 Material a metody

3.1 Priprava DNA konstruktu

3.1.11zolace celkové RNA a pirepis do DNA kédujici hsp70

Z mysich splenocytl byla izolovana celkova RNA podle protokolu RNeasy Plus Mini
Handbook (Qiagen, Hilden, Germany). Koncentrace vyizolované RNA byla stanovena
spektrofotometricky. Nasledny ptepis RNA do cDNA byl proveden pomoci SuperScript Il
reverzni transkriptazy (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) podle pfilozeného protokolu.

Transkribovana DNA byla pouzita v dalSich krocich.

3.1.2Ligace cDNA pro mysSi hsp70 do klonovaciho vektoru pCR Il Blunt
TOPO

cDNA mysiho hsp70 byl amplifikovam pomoci PCR. Jako templat byla pouzita cDNA
ziskana reverzni transkripci celkové mRNA a jako primery hsp70md-1 a hsp70mu-1. PCR
byla provedena pomoci Phusion polymerazy (Finzyme, Espoo, Finland) v termocykléru PTC
200 (MJ Research, Waltham, Massachusetts USA). Sekvence pouzitych primert jsou uvedeny
v souhrnné Tabulce 3 na konci oddilu 3.1 Piiprava DNA konstrukti. SloZzeni PCR reakce je

shrnuto v Tabulce 1.

Slozka reakce Mnozstvi Finalni konc.
5x Phusion HF pufr 10 ul 1x

2,5 mM dNTPs mix 4 ul 200 uM
Primer 1 ul 0,5 uM
Primer 1 ul 0,5 uM
DNA (0,1 pg) 1,7 ul -

Phusion polymeraza 0,5 ul 0,02 U/ul
ddH20 31,3 ul -

Tabulka 1: Slozeni PCR reakce.

Podminky PCR reakce jsou shrnuty v Tabulce 2:
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Pribéh PCR Teplota (°C) | Cas Pocet cykli
Pocatecni denaturace | 98 60s 1
Denaturace 98 5s

Nasednuti primerti 49 15s 30

Extenze 72 2 min 30s

Konec¢na extenze 72 10 min 1

Chlazeni 4 10 hod 1

Tabulka 2: Podminky PCR reakce.

Produkt PCR reakce byl rozdélen pomoci 1% agarozové elektroforézy, DNA byla
obarvena ethidium bromidem (50ng/ml) a vizualizovana UV transiluminatorem. Pfislusny
prouzek odpovidajici mysi hsp70 byl skalpelem vytiznut a DNA byla z gelu izolovana
pomoci QIAEX Il Agarose Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden, Germany) podle instrukci
vyrobce.

Ligace do klonovaciho vektoru pCR Il Blunt TOPO (Invitrogen, Groningen,
Netherlands) byla provedena podle protokolu vyrobce. Smés byla inkubovana 15 min pfi
laboratorni teploté. Poté byla provedena chemicka transformace: 3 pl reakni smési byly
pipetovany do One Shot TOP 10 Chemically Competent E. coli (Invitrogen). Transformacni
sm¢s byla inkubovana 30 min na led¢ a nasledn¢ byla vlozena do 42°C termobloku na 30s. Po
tepelném Soku bylo ke smési na ledé pfidano 200 ul SOC média a vzorky byly inkubovany 1
hod na tfepacce pti 37°C. Kultura byla inokulovana na Petriho misky s LB — agarem
obsahujici kanamycin o koncentraci 50 pg/ml a inkubovana pti 37°C pfes noc.

Jednotlivé kolonie byly inokulovany do tekutého LB — média a inkubovany na
tiepacce pti 37°C pies noc. Nasledné byla provedena izolace plazmidové DNA pomoci
protokolu QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen). 1zolovand DNA byla analyzovana pomoci
restrikéni analyzy. Restrikéni endonukleazy byly zvoleny tak, aby bylo mozné potvrdit
identitu ligovaného fragmentu (New England Biolab, Inc.; Beverly, MA USA). Restrikce byla
provedena podle instrukci vyrobce. Rozdéleni DNA bylo provedeno pomoci jiz popsané
agarozové elektroforézy, barveni DNA pomoci ethidium bromidu a vizualizace DNA pomoci
UV transiluminatoru. Po ovéteni spravnosti ligace byla vybrana jedna kolonie k amplifikaci
obsazené plasmidové DNA Dna byla izolovana pomoci Qiagen Plasmid Midi Kitu podle
ptiloZzeného protokolu a identita plasmidu byla ovéfena restrikéni analyzou. Poté byl vzorek

komer¢né sekvenovan (Generi Biotech s. r.o., Hradec Kralové, CR). Sekvenaci ovéfeny
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vzorek byl pouzit kdalSim klonovanim. Vyhodoceni restrikénich analyz i komer¢nich
sekvenaci bylo provadéno pomoci BioEdit programu.

Ovéteny vzorek byl nazvan pCRII — hsp70 a byl pouzit pro dalsi ligace.

3.1.3Ptiprava expresnich vektoru pET101 — hsp70 a pcDNA3.1. — hsp70

Z klonovaciho vektoru pCR Il Blunt TOPO byla sekvence kodujici mysi hsp70
ptrenesena do prokaryontniho expresniho vektoru pET101 Directional (D) TOPO (Invitrogen)
a eukaryontniho expresniho vektoru pcDNA 3.1 D/V5-His TOPO (Invitrogen, Groningen,
Netherlands). Prokaryontni expresni vektor pET101 umoziuje expresi v bakteriich E. coli,
zatimco eukaryontni vektor slouzi k expresi rekombinantnich proteinii v sav¢ich bunkach,
popi. mize slouzit jako DNA vakcina.

Pro pieneseni DNA hsp70 z klonovaciho vektoru pCR 1l Blunt TOPO do expresnich
vektorti byly navrzeny nové primery. Primer na 5' — konci obsahuje CACC sekvenci, ktera
slouzi v expresnich vektorech jako Kozakova sekvence a navic zajiSt'uje spravnou orientaci
Vektory pro TOPO klonovani jsou navrzeny tak, Zze pfed CACC sekvenci se nachazi RBS
(ribosome binding site), kde naseda ribozom na DNA. Primery na 3' — konci byly navrzeny
bud’ bez stop kodonu pro expresi V5 a His epitopiu kédovanych plasmidem na C’konci
fizniho proteinu. Tyto primery slouzi pro expresi v bakteriich E. coli, nebo pro expresi
v savéich bunkach. V5 a His epitopy slouzi k detekci exprimovanych rekombinantnich
proteind. Primery obsahujici STOP kodon slouzi ke tvorbé plasmidul, které byly nasledné
pouZzity jako DNA vakcina.

a) pfiprava plasmidu pro expresi rekombinantniho hsp70 v pET101 nebo pcDNAS3.1 (bez
STOP kodonu)
Gen kodujici hsp70 byl amplifikovdm pomoci PCR. Jako templat byl pouZit vektor

PCR Il — hsp70. Jako primery byly pouzity Hsp70md-cacc-atg a Hsp70mu-exp. Sekvence
pouzitych primert jsou uvedeny v souhrnné Tabulce 3. SloZzeni PCR reakce jsou shrnuty
v Tabulce 1.

b) pfiprava plasmidu pcDNA3.1 — hsp70 pro ucely DNA vakcinace

Gen kddujici hsp70 byl amplifikovam pomoci PCR. Jako templat byl pouZit vektor
PCR Il — hsp70. Jako primery byly pouZity Hsp70md-cacc-atg a hsp70mm_STOP. Sekvence
pouzitych primert jsou uvedeny v souhrnné Tabulce 3. SloZeni o podminky PCR reakce jsou

shrnuty v Tabulce 1 a v Tabulce 2, pouze teplota nasednuti primert byla 60°C .
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Vzniklé PCR produkty byly izolovany a piecistény podle jiz zminéného protokolu
v kap. 3.1.2. Ligace cDNA pro mysi hsp70 do klonovaciho vektoru pCR Il Blunt TOPO.
Purifikované PCR produkty byly vlioZeny do plasmidi pET101 nebo pcDNA 3.1 jiz zminénou
TOPO - klonovaci reakci podle postupu vyrobce (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Liga¢ni
reakce byly pouZzity k transformaci E. coli TOP10 a naneseny na LB-agar6zové plotny
sampicilinem (100 pg/ml). Né&sedna inokulace, izolace DNA, restrikce, agarézova
elektroforéza a komeréni sekvenace jsou podrobné popsany v kap. 3.1.2 Ligace cDNA pro
mysi hsp70 do klonovaciho vektoru pCR 1l Blunt TOPO. Ovéiené vzorky byly nazvany
PET101 — hsp70 a pcDNA3.1 — hsp70 resp. pcDNA3.1 — hsp70(stop). Tyto vzorky byly
nasledné pouzity k expresi hsp70 resp k DNA vakcinaci.

3.1.4Pfiprava p24 a fluznich hsp70 — p24, p24 — hsp70

Tvorba DNA konstruktd kddujicich fuzni proteiny hsp70 — p24 a p24 — hsp70 sestava

Z n¢kolika krokti, které jsou zde podrobnéji popsany, nicmén¢ strategie klonovani je shrnuta
na Obrazku 10:

EcoRI u Xbal

Vector DNA I I Vector DNA

EcoRlI :

Vector DNA 1sp70mi Vector DNA

EcoRl EcoRI Xbal Xbal
a (b)

Obrazek 10: Klonovaci strategie pfi tvorbé fuznich proteint. Vysledkem klonovani jsou dva
konstrukty — p24-hsp70 (a), nebo hsp70-p24 (b).
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a) vloZeni genu kodujici hsp70 do klonovaciho vektoru pCR 1l Blunt TOPO (Invitrogen)

Gen kodujici hsp70, kterému byly navrzeny primery tak, aby obsahovaly na obou
koncich nova restrik¢éni mista, byl ligovan do pCR II Blunt TOPO vektoru jiz dfive zminénym
postupem. Diky navrZzenym primerim obsahoval amplifikovany fragment hsp70 na 5' — konci
sekvenci pro EcoRI restriktazu (hsp70md-EcoRl) a na 3' — konci sekvenci pro Xbal
restriktdzou (hsp70mu_Xbal). Sekvence pouzitych primert jsou uvedeny v souhrnné Tabulce
3. Jako templat byl pouzit vektor pCR Il — hsp70mm.MnoZstvi komponent pipetovanych do
PCR jsou uvedena v Tabulce 1. Podminky PCR reakce jsou shrnuty v Tabulce 2, pouze
teplota nasednuti primert byla 67,6°C.

PCR produkt byl rozdélen 10% agar6zovou elektroforézou, pfislusny band
odpovidajici hsp70mm byl vyfezan a purifikovan pomoci QIAEX II kolonek.. Gen byl
nasledn¢ klonovéan opét do pCR II Blunt TOPO vektoru, nyni jiz ale s restrikénimi misty
EcoRI a Xbal na 5' resp. na 3' — konci. Vznikly vektor byl pojmenovan pCR Il — EcoRI-
hsp70-Xbal. Rekombinantni DNA byla transformovéna do TOP 10 a spravny klon byl vybréan
pomoci vhodné zvolené restrikéni analyzy a byl nazvan pCR 1l — EcoRI — hsp70 — Xbal.

b) Ligace hsp70 do pGAPZoA (Invitrogen) vektoru

Gen kodujici hsp70mm s restri¢nimi misty ECORI a Xbal na 5' resp. na 3' — konci bylo
nutné vlozit do vektoru, ktery obsahuje tato restrikéni mista pouze jednou. Proto byl zvolen
vektor pGAPZaA, ktery v tomto piipadé slouzil také pouze jako klonovaci vektor.

Ligace hsp70mm do vektoru pGAPZoA byla provedena pdmoc T4 DNA ligazy
(Invitrogen) dle protokolu vyrobce. Nejprve byly ale vektory pGAPZaA steji jako pCR Il —
EcoRI-hsp70-Xbal stépeny nukleazami EcoRI a Xbal pfes noc. Restrikéni reakce obsahovala
10 ng DNA, dalSi komponenty pak dle manualu vyrobce (New England Biolab).

Plasmid pCR Il — EcoRI-hsp70-Xbal po restrikci byl rozdélen 10% agar6zovou
elektroforézou, band odpovidajici genu pro hsp70mm byl z gelu vytiznut a DNA byla
izolovana pomoci QIAEX Il kolonek. Koncentrace izolované DNA byla mefena
spektrofotometricky.

Mezitim byla k nastépenému plazmidu pGAPZoA pridana Calf Intestinal Phosphatase
(CIP), ktera defosforyluje $tépenou DNA na volnych 5' — koncich a tim zabrafiuje samo —
ligaci plazmidu. 5U CIP (New England Biolabs) bylo ptidano k restrikéni reakci (podle
vyrobce 0,5U/ug DNA). Smés byla inkubovana 2 hod pti 37°C a poté byla CIP inaktivovana
20 min pii 60°C. Otevieny plazmid pGAPZoA byl nasledné piecistén pomoci QIAquick PCR
Purification Kit (Qiagen).
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Koncentrace a Cistota DNA vektoru 1 genu pro hsp70mm byla méfena
spektrofotometricky. Podle znamé koncentrace DNA byla nastavena ligacni reakce, jejiz
sloZeni odpovidalo protokolu vyrobce (Invitrogen).

Paraleln¢ s liga¢ni reakci byla nastavena i reakce, do niz nebyl pipetovan inzert. Takto
pipetovana reakce slouzi jako kontrola samo — ligace vektoru.

Oba vzorky byly transformovany do TOP 10 (Invitrogen) vySe zminénym postupem.
Nésledna inokulace do LB — média s zeocinem (25 pg/ml) (pGAPZaA obsahuje kazetu
s rezistenci na zeocin), stejné tak i izolace plazmidové DNA a restrik¢éni analyzy jsou jiz
podrobné popsany v kapitole 3.1.2. Ligace cDNA pro mysi hsp70 do klonovaciho vektoru
pCR II Blunt TOPO.

Podle restrikéni analyzy byl vybran klon a plasmid, pro dal$i ligovéni. Tento vzorek
byl nazvan pGAPZaA — EcoRI - hsp70 — Xbal.

c) vloZeni genu kodujici p24 do klonovaciho vektoru pCR 11 Blunt TOPO (Invitrogen)

DNA kédujici p24 byla amplifikovana z vektoru phCMV - gag, ktery byl ziskan od
Dr. Bernarda Verriera (BioMérieux, Lyon, France). Pomoci PCR byly vytvofeny dvé ruzné
verze p24 DNA. Jedna obsahovala na zacatku i konci sekvence pro restriktazu EcoRI, druha
restri¢ni mista Xbal. MnoZstvi komponent pipetovanych do PCR jsou uvedena v Tabulce 1.
Sekvence pouzitych primert jsou uvedeny v souhrnné Tabulce 3. Podminky PCR reakce jsou
shrnuty v Tabulce 2, pouze teplota nasednuti primert byla 69,2°C (EcoRIl) resp. 67,6°C
(Xbal).

PCR produkty byly rozdéleny 10% agarézovou elektroforézou, piislusné bandy
odpovidajici EcoRI — p24 — EcoRI a Xbal — p24 - Xbal byly vyfezany a purifikovany pomoci
QIAEX Il kolonek. Geny byly nasledné klonovany do pCR II Blunt TOPO vektoru. Vzniklé
vektory byly pojmenovany pCR Il — EcoRIl — p24 — EcoRI a pCR Il - Xbal — p24 - Xbal.
Rekombinantni DNA byla transformovana do TOP 10 a spravny klon byl vybran pomoci
vhodné zvolené restrik¢ni analyzy.

d) Ligace p24 do pGAPZaA — EcoRI - hsp70 — Xbal vektoru

Byly provedeny dvé paralelni liga¢ni reakce pro vytvotfeni dvou konstruktii a to
pGAPZoA — p24 - hsp70 a pGAPZaA - hsp70 — p24. Vektor pPGAPZoA — EcoRI - hsp70 —
Xbal byl linearizovan bud’ EcoRI nebo Xbal restriktazou pro vytvoieni fazniho genu p24 —
hsp70 nebo hsp70 — p24. p24 sekvence byly ziskany Stépenim plazmidi pCR II — EcoRI — p24
— EcoRl a pCR Il - Xbal — p24 — Xbal opét EcoRI resp. Xbal restriktdzami. Do restrik¢énich
reakci bylo pouzito 10 pg DNA. Restrikce probihala podle protokolu vyrobce (New England

Biolab) pfes noc.
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Bandy vzniklé po Stépeni vektora pCR II — EcoRI — p24 — EcoRI a pCR 1l - Xbal -
p24 — Xbal byly separovany 10% agar6zovou elektroforézou, velikosti odpovidajici genim
EcoRI — p24 — EcoRlI resp. Xbal — p24 - Xbal byly z gelu vyfiznuty a DNA byla izolovana
pomoci QIAEX Il kolonek.. Koncentrace izolované DNA byly méteny spektrofotometricky.

Mezitim byla k linearizovanym plazmidim pGAPZoA — EcoRI - hsp70 — Xbal
Stépenym bud’ EcoRI nebo Xbal ptidana CIP. Oteviené plazmidy pGAPZoA — EcoRI - hsp70
— Xbal byly nasledné piecistény pomoci QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen).

Koncentrace a Cistota DNA vektort 1 inzertii byla méfena spektrofotometricky. Podle
znamé koncentrace DNA byla nastavena liga¢ni reakce podle manuélu vyrobce (Invitrogen).

Postup kontroly ligace jiZz byl popsan v kap. 3.1.4 Ptiprava p24 a flznich hsp70 — p24,
p24 — hsp70. Naslednd transformace, izolace plazmidové DNA a restrikéni analyzy jsou jiz
podrobné popsany v kapitole 3.1.2 Ligace genu pro hsp70mm do klonovaciho vektoru pCR 11
Blunt TOPO.

Byly vybrany dva vzorky, které obsahovaly DNA hsp70 — p24 nebo p24 — hsp70 ve
spravné orientaci. Tyto vzorky byly nazvany pGAPAA - p24 — hsp70 a pGAPZaA — hsp70
— p24. Identita faznich genl byla ovéiena i komer¢ni sekvenaci.

e) ptiprava expresnich vektort s fiznimi DNA

Fuzni konstrukty byly tedy nasledné pteneseny do expresnich vektort pET101D/
TOPO nebo pcDNA 3.1 D/V5-His TOPO (Invitrogen). Pro pieneseni genu p24 — hsp70 byly
pouZzity primery gag_cacc a hsp70mu-exp a pro gen hsp70 — p24 primery hsp70md-cacc-atg a
p24_up pro piipravu vektort k expresi v bakteriich E. coli, nebo v sav¢ich bunkach in vitro.

Pro ptipravu samotného p24 byly pouzity primery gag cacc a p24 up. Gen kodujici
p24 byl paralelné klonovan do vektoru pET200/D TOPO (Invitrogen), diky kterému je mozno
ziskat rekombinantni protein bez jakychkoliv epitopti. Vektor totiz obsahuje sekvenci pro
enterokinazu, ktera po navazani odstépi epitopy potiebné k purifikaci. Takto ptipraveny p24
protein byl nasledné pouzit k navdzani na ELISA panely.

V neposledni fadé byly pouzity primery se STOP kodonem na konci pro ptfipravu
DNA vakcin. Pro pieneseni genu p24 — hsp70 se STOP byly pouZity primery gag_cacc a
hsp70mm_stop a pro gen hsp70 — p24 primery hsp70md-cacc-atg a Gag_stop a pro p24
samotny byly pouZzity primery gag_cacc a Gag_stop.

Sekvence pouZitych primerd jsou uvedeny v souhrnné Tabulce 3. Byla provedena
PCR, jejiz slozeni je shrnuto v Tabulce 1. Podminky PCR reakce jsou shrnuty v Tabulce 2,

pouze teplota nasednuti primera byla 69,2°C resp. 67,6°C.
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Vzniklé PCR produkty byly izolovany a pieciStény pomoci QIAEX |1 kolonek.
Purifikované PCR produkty byly vloZeny do plasmidi pET101 nebo pcDNA 3.1 TOPO —

klonovaci reakci podle postupu uvedeného vyrobcem (Invitrogen). Vzorky byly chemicky

transformovany do TOP 10. Nésledna inokulace do LB — média s ampicilinem (100 pg/ml),

stejné tak i izolace plazmidové DNA a restrik¢ni analyzy byly podrobné popsany v kapitole

3.1.2 Ligace genu pro hsp70mm do klonovaciho vektoru pCR Il Blunt TOPO.

Restrikce byly analyzovany pomoci agardzové elektroforézy a nasledné byly plazmidy

komer¢né sekvenovany (Generi Biotech s. r.0., Hradec Kralové, CR).

Vybrané ovéfené vzorky byly pojmenovany pcDNA3.1 — p24 - hsp70(stop),
pcDNA3.1 — hsp70 — p24(stop) a pcDNA3.1 — p24(stop). Tyto vzorky byly pouzity pro DNA

vakcinaci.

Nazvy a sekvence pouzitych primeri jsou uveden v Tabulce 3:

Né&zev primeru

Nukleotidova sekvence

hsp70md-1

AGCCTTCCAGAAGCAGAGC

hsp70mu-1

CTAATCCACCTCCTCGATGGT

hsp70md-EcoRlI

GAATTC GCC AAG AAC ACGGCGATCG

hsp70mu_Xbal

TCT AGA ATC CAC CTC CTC GAT GGT GG

p24_d_EcoRlI

GAATTC ATG CCC ATC GTG CAGAACCTGC

gag_rev_EcoRl

GAATTC GGC CTC GGC CAG CAC

p24_d_Xbal TCT AGA ATG CCCATC GTG CAGAACCTGC
gag_rev_Xbal TCT AGA GGC CTC GGC CAG CAC

gag_cacc CAC CAT GCC CAT CGT GCA GAA CCT GC
p24_up GGC CTC GGC CAG CAC CCT

hsp70md-cacc-atg

C ACC ATG GCC AAG AAC AGC GC

hsp70mu-exp

ATC CAC CTC CTC GAT GGT G

hsp70mm_stop

TGA ATC CAC CTC CTC GAT GGT G

Gag_stop

TGA GGC CTC GGC CAG CAC

Tabulka 3: Nazvy uvedenych primert.
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3.2 Exprese proteinu v savéich bunkach 293T

Plazmidy pcDNA 3.1 — hsp70, pcDNA 3.1 — p24, pcDNA 3.1 — p24 - hsp70 a pcDNA
3.1 — hsp70 — p24 byly transfekovany do sav¢ich bunek 293T. Jedna se o adherentni lidské
embryonalni ledvinové bunky. Buiky byly inkubovany v kompletnim RPMI 1640 mediu
(RPMI 1640 + 10% fetalni bovinni sérum + 1% antibiotikum Penicilin/Streptomycin) v
inkubatoru pii 37°C a 5% CO,. Transfekce byla provedena pomoci SuperFect Transfection
Reagent Kitu (Qiagen) dle protokolu vyrobce.

3.2.10veéreni exprese pomoci Western Blot analyzy

Pelety transfekovanych bunék byly lyzovany 5x SDS vzorkovym pufrem a jednotlivé
proteiny byly separovany pomoci 10% SDS — PAGE elektroforézy, kdy jednotlive bandy
odpovidajici proteinim byly vizualizovany Coomassie Blue R — 250 barvou. Paralelné byly
proteiny pieblotovany na polyvinyliden difluoridovou (PVDF) membréanu (Millipore,
Bedford, MA USA) metodou semi - dry blot, ktera byla nastavena na 90 min pfi napéti
1mA/cm® PVDF membrany. Membrana s pieblotovanymi proteiny byla blokovana
v SuperBlock bloka¢nim pufru (Thermo Scientific, Rockford, IL USA) s 0,05% Tween 20 pti
4°C pres noc. Detekce byla provedena pomoci protilatky anti — V5 — HRP (Sigma-Aldrich, St.
Louis, Mo USA) v fedéni 1:8 000. Membrana byla promyta 3 x 20 min v PBS s 0,05% Tween
20 a posléze 2 x 20 min v PBS. Chemiluminiscen¢ni signal emitovany po pfidani substratu
Super Signal West Pico (Pierce, Rockford, IL USA) byl detekovan pomoci X-ray filmu
(Kodak, Rochester, NY USA).

3.2.20veéreni exprese pomoci fluorescencni analyzy

Transfekované bunky byly fixovany ledovym (-20°C) methanol/acetonem 7 min pfi
laboratorni teploté a poté byly promyty 3x10 min 10% FBS v PBS. Poté byly inkubovany
vSechny se shodnou primarni protilatkou mysi anti — V5 (Invitrogen) (fedéni 1:250). Primarni
protilatka byla fedéna v 10% FBS v PBS, inkubace trvala 1 hod pfi laboratorni teploté.
Vzorky byly promyty 2x 10min v PBS a byla ptidana sekundarni protilatka anti — mysi Alexa
Fluor 594 (Invitrogen) (fedéni 1:1000) v 10% FBS v PBS. Inkubace probihala 60 min pii
laboratorni teploté ve tmé. Vzorky byly opét promyty 2x 10min v PBS a bylo pfidano
montovaci médium obsahujici DAPI pro barveni bunécnych jader. Vzorky byly posléze

analyzovany pomoci fluorescencniho mikroskopu.
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3.3 Exprese proteinu v bakteriich E. coli

Prvni protein, ktery byl exprimovan v bakteriich E. coli, byl mysi hsp70. Vytvoteny
plazmid pET101D - hsp70 byl transformovan do expresnich bakterii E. coli BL21 (DE3)
(Invitrogen). JiZ popsanym postupem byla provedena transformace a selekce klont k expresi.
Vybrané kolonie byly pouZity k expresi proteinu. Bakterie E. coli BL21 (DE3) produkuji
rekombinantni proteiny hsp70 po indukci izopropyl B-D thiogalaktopyranozidem (IPTG) s
findlni koncentraci 1 mM piidané¢ho k bunécné suspenzi po dosazeni absorbance O.D.gg 0,6.
Kultury byly inkubovany dalsi 4 hod na tiepacCe pii 37°C a poté byly bakterie separovany
centrifugaci 5 min pii 7 000xg a 4°C.

3.4 Purifikace proteinu hsp70mm

Bunééné pelety byly lyzovany lyza¢nim pufrem (50 mM NaH,PO,, 300 mM NaCl, 10
mM imidazol, 0,1% Triton X-100, 0,5 mg/ml lysozym, 100 uM EDTA, pH8) doplnénym o
inhibitory proteaz (0,5 mM PMSF, Oe/ml leupeptin, 0,5 pug/ml aprotinin)  pfidanym k
peletdm v objemu 5 ml / g pelety. Po 1 hodinové inkubaci pii 4°C na michacce byl bunéény
lyzat sonifikovan 10x10s v intervalech 1min a nasledné centrifugovan 10 min pti 10 000 rpm
pti 4°C. Supernatant osahujici proteiny byl ptenesen do nové zkumavky a byla k nému
piidana Ni — NTA agar6za (1 ml/g buné¢né pelety). Smés byla opét 60 min michana pii 4°C.
Supernatant se sorbentem byl nanesen na kolonu a byl promyt promyvacim pufrem (50 mM
NaH,PO,, 300 mM NaCl, 20 mM imidazol, pH8) (16ml/g pelety). Protein byl eluovan z
kolony elu¢nim pufrem (50 mM NaH,PO,4, 300 mM NaCl, 500 mM imidazol, pH8) (2ml/ g
bunécné pelety). Frakce byly zachytavany a déle analyzovany.

Purifikovany mysi protein hsp70 byl analyzovan pomoci 10% SDS - PAGE
elektroforézy, kdy jednotlivé rouzky odpovidajici proteinim byly vizualizovany Coomassie
Blue R — 250 barvou. Paralelné byl hsp70 protein analyzovan pomoci Western blot techniky
popsane vyse. Detekce proteinu byla provedena pomoci protilatky anti — V5 — HRP (Sigma)
v fedéni 1:8 000, jak bylo popsano vyse.

3.4.1Analyza kontaminace pomoci hmotnostniho spektrometru

Z analyzy hsp70 proteinu pomoci Coomassie barveného SDS - PAGE gelu bylo
patrné, ze hsp70 se kopurifikuje s kontaminantou neznamého ptivodu, nebot’ na gelu byl
patrny dvojity prouzek. Pro identifikace kontaminace byl vzorek purifikovaného
rekombinantniho hsp70 odeslan na MALDI — TOF hmotnostni spektrometrickou analyzu,

ktera byla provedena pomoci peptidového hmotnostniho fingerprintu pouzitim Microflex
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MALDI-TOF LRF20 hmotnostniho spektrometru (Bruker Daltonik, Bremen, Nemecko) na
Katedre biochemie Piirodovédecké fakulty, UP v Olomouci. Ziskana peptidova spektra byla
analyzovana pomoci online verze nastroje Mascot (Matrix Science, London, UK;
http://www.matrixscience.com) a porovnana s NCBI-nr proteinovou databdzi programem

ProFound.

3.4.2Exprese pii raznych teplotach

Po identifikaci kontaminace hsp70, jednalo se o enzym glukosamin-fruktosa-6-fosfat
aminotransferazu (GFAT), byla testovana kultivace expresni bakterialni linie pfi teplotach 25,

30 a 37°C s cilem eliminovat expresi kontaminujici GFAT.

3.4.3Suplementace expresniho média

Do expresniho média byly pfidany metabolické produkty GFAT — glukosamin (GIcN),
N-acetylglukosamin-6-fosfat (GIcN6P) a N-acetyl-glukosamin (GIcNAc), nebo glutamin
(GIn) jako negativni kontrola. Finalni koncentrace jednotlivych amint v médiu byla 45mM.

VSechny ostatni podminky kultivace byly zachovany.

3.4.4Stanoveni stability rekombinantniho hsp70mm

Stabilita mySiho hsp70 pii 4°C byla sledovana po 100 dnech pomoci SDS-PAGE

elektroforézy.

3.5 Exprese proteina p24. p24 — hsp70 a hsp70 — p24 v E. coli

Expresni kmeny E. coli BL21 (DE3) byly transformovany vektory pET101D — p24,
pET101D - p24 — hsp70 a pET101D — hsp70 - p24. Postup transformace i exprese jsou
podrobné popsany jiz diive pro hsp70 protein. Z bunénych pelet byly purifikovany jednotlive
rekombinantni proteiny. Byla provedena SDS — PAGE a Western blot analyza exprimovanych
proteint p24, p24 — hsp70 a hsp70 — p24.

Protein p24 uréeny pro ELISA analyzy byl exprimovany z vektoru pET200 — p24 a byl tesné
pred eluci z Ni-NTA kolony oSetien enterokinazou, ¢imz se uvolnil Cisty p24 protein bez

jakychkoliv epitopti.

3.6 ATPazova aktivita

ATPazova aktivita hsp70 byla stanovovana u tii rekombinantnich proteinii hsp70,

hsp70-p24 a p24-hsp70 spektrofotometrickou metodou vyuZivajici jako indikator
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malachitovou zelen, kdy volny fosfat z ATP uvolfiovany ATP-azovou aktivitou enzymu (v
tomto piipadé hsp70) tvoti s malachitovou zeleni stabilni zeleny produkt, jehoz adsorbance se
stanovuje pii OD 600nm [135-137]. 10 pug hsp70 a ImM ATP (Sigma) bylo rozpténo ve
100 ul 50mM HEPES pH 7,2 obsahujicim 2mM Mg *?. Reakéni smés byla inkubovéna 60 min
pii 37°C. Poté bylo ptidano 90Qll malachitové zelen ¢ a smés byla inkubovana dalSich 10
min. Zména absorbance byla sledovana pii 660nm proti kontrole, ktera neobsahovala hsp70.
Kalibraéni kiivka v rozmezi 1-10 nmol fosfatu byla vytvotena pomoci fedéni KH,POs,.

3.7 Odstranéni LPS

VSechny proteiny pouZivané v imuniza¢nich experimentech byly zbavené endotoxinu
pomoci ne¢kolikanasobné extrakce do Tritonu — X114, ktera byla jiz dfive publikovana [138].
Ke vzorkim proteind byl pfidan Triton - X114 ve finalni koncentraci 1%. Smés byla
inkubovana 30 min na tfepacce pii £C , poté zahrata na 37°C 10 min. Nasledna centrifugace
10 min pii 12 000 rpm a 25°C oddlila horni vodni proteinovou fazi, ktera byla odebrana a
dolni Tritonovou fazi, ktera obsahovala lipopolysacharid. MnoZstvi endotoxinu bylo méteno
gelifikaéni reakci pomoci LAL testi (Limulus Amebocyte Lysate) (Associates of Cape Cod,
USA) podle protokolu vyrobce.

Nejprve byla vytvoiena desitkova fedici fada s komerénim LPS jako standardem,
posléze dvojkova fedici fada pro upfesnéni vysledkd. Extrakce tritonem X114 byla
opakovéna, dokud neklesla hladina LPS pod 2.5 EU/ml.

3.8 DNA vakcinace

K DNA vakcinaci byly pouzity vektory pcDNA3.1 — p24(stop), pcDNA3.1 -
hsp70(stop), pPcDNA3.1 — p24-hsp70(stop) a pcDNA3.1 — hsp70-p24(stop). Vybrané klony
byly kultivovany ve 21 LB — média a byla provedena maxipreparace plazmidové DNA s
odstranénim endotoxinu pomoci EndoFree Plasmid Maxi Kitu (Qiagen) podle instrukci
vyrobce. Izolovana DNA byla fedéna na koncentraci Img/ml a aplikovana do Sestitydenich
samic BALB/c mys§i (BioTest s.r.o., Konarovice, CR). Imunizatni experimenty byly
schvalené Etickou komisi Lékarské fakulty UP v Olomouci a Ministerstvem Skolstvi, mladeze
a télovychovy CR (Odborna komise uZivatelského zaiizeni k projektu pokust podle §
11vyhléasky ¢. 207/2004 Zb. o ochrané, chovu a vyuziti pokusnych zvirat).

Byly vytvofeny 4 skupiny po 6 mysich. Kazdy konstrukt byl aplikovan

intramuskularn¢ v davce 50ug/myS. Mysi byly opétovné vakcinovany po 3 tydnech. Ti
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tydny po druhé imunizaci byla odebrana séra a izolovany sleziny pro analyzy imunitni

odpovédi na dané DNA vakciny.

3.8.1Stanoveni bunécné odpovédi pomoci ELISPOT

Bunécéna imunitni odpovéd’ byla analyzovana pomoci Mouse IFN-y ELISPOT Set
(BD, Franklin Lakes, NJ).

Nejprve byly izolovany splenocyty ze slezin jednotlivych vakcinovanych mysi.
Sleziny byly pasirovany ptes sitko s velikosti pora 100um (BD ). Poté byly splenocyty
promyty sterilnim RPMI mediem s 10 % FBS. Erytrocyty byly lyzovany pomoci Red blood
cell lysis buffer (Sigma).Vyizolované splenocyty byly nafedény na koncentraci 10° bungk /ml
v RPMI s 10 % FBS.

Jednotlivé jamky ELISPOT panelu byly pfedem potazeny protildtkou proti mySimu
IFN-y a splenocyty byly stimulovany 10 pg/ml depyrogenovaného p24 proteinu s His tag
epitopem. Vzdy 10° bungk bylo pieneseno do jednotlivych jamek ELISPOT panelu. Jako
negativni kontrola byl pouzit rekombinantni OspC protein s His tag epitopem. Pozitivni
kontrola byla provedena pomoci forbol myristdtu sionomycinem [139]. Vzorky byly
inkubovany v triplikatech 4 dny pii 3C v 5% CO , inkubatoru. Vizualizace jednotlivych
spotu byla provedena podle manualu vyrobce a spoty byly pocitany s pouZitim binokularniho

mikroskopu.

3.8.2Stanoveni specifickych protilatek metodou ELISA

Vsechna méteni byla provadéna v duplikatech. Mysi séra byla poolovéana pro kaZzdou
skupinu a byly méfeny specifické anti — p24 protilatky. Na dno mikrotitraéni ELISA desticky
(Nalge Nunc International, Rochester, NY) byl navazan protein p24 o koncentraci 2 pg/ml v
PBS plus 0,1% NaNs;. Smés byla inkubovana ptes noc pii 18°C ve tm¢. Poté byly jamky 3x
promyty PBS-NaN3 + 0,05% Tween 20 PBS-T-NaNj3 a blokovany 5% odtu¢nénym mlékem
(NFM) v PBS-T-NaNj3; (2 hod pfi laboratorni teplot¢). Jamky byly znovu promyty 3 x pomoci
PBS-T-NaNs. Nasledné byla do jamek ptfiddna nafedénd mysi séra. Séra byla fedéna v poméru
1:1000 roztokem 1% BSA v PBS-NaN3;. ELISA panel se séry byl inkubovan pies noc pii 18
°C ve tm¢ a poté promyt 3 x pomoci PBS-T. K jednotlivym sériim byla pfidana sekundérni
kozi HRP-znaéena protilatka proti mysSimu IgG fedéna v 1% BSA v PBS-T a panel byl
inkubovan 3 hod pfi laboratorni teploté. Jamky byly promyty 3 x pomoci PBS-T a bylo
piidano 50 pl substratu piipraveného smichanim 40 ml OPD pufru + 40 ul H,O, + 2 OPD

37



tablet. Reakce byla zastavena piidanim 50 ul 0,4 M H,SO,. Intenzita barevné reakce byla

stanovena fotometricky, méfenim absorbance pti 492 nm na ELISA readeru.

3.9 Vakcinace rekombinantnimi proteiny

Rekombinantni proteiny zbavené LPS byly aplikovany Sestitydenim samicim BALB/c
my$i (BioTest s.r.o., Konarovice, CR). Imuniza¢ni experimenty byly schvéalené Etickou
komisi Lékaiské fakulty UP v Olomouci a Ministerstvem $kolstvi, mladeZe a télovychovy CR
(Odbornéd komise uzivatelského zatizeni k projektu pokusi podle § 11vyhlasky ¢. 207/2004
Zb. o ochran¢, chovu a vyuziti pokusnych zvirat).

6 skupin po 6 mySich bylo imunizovano intradermalni aplikaci ekvimolarniho
mnozstvi rekombinantnich proteinti. Pro kazdou vakcinaci bylo pouzito 0,5 nM proteinu.

Konkrétni mnozstvi je shrnuto v Tabulce 4:

Cislo skupiny 1 2 3 4 5 6

Druh vakciny p24 | hsp70 | p24 — hsp70 | hsp70 — p24 | p24 + hsp70 | Pouze pufr

Mnozstvi proteinu | 12 pg | 35 pg 50 pug 50 ug 12 ug +35 g -

Tabulka 4: Mnozstvi rekombinantnich proteint aplikovanych do mysi.

Mysi byly opétovné vakcinovany po 3 tydnech. Po druhé imunizaci byla z ocasni Zily

odebrana séra a izolovany sleziny pro analyzy imunitni dopovédi na dané vakciny.

3.9.1Stanoveni bunééné odpovédi pomoci ELISPOT

Bunéénd imunitni odpovéd’ byla analyzovana pomoci MySi IFN-y ELISPOT Set.
Podrobny postup je popséan viz. kap. 3.8.1. Stanoveni bun&tné odpovédi pomoci ELISPOT.

3.9.2Stanoveni specifickych protilatek metodou ELISA

Stanoveni specifickych protilatek je podrobné popsano v kapitole 3.8.2. Stanoveni
specifickych protilatek metodou ELISA.

Pfi vakcinaci rekombinantnimi proteiny byly stanovovany hladiny nejen celkovych
IgG, ale i jejich izotypt pomoci nasledujicich sekundarnich protilatek v oddélenych reakcich:
kozi HRP-zna¢ena specificka k mysimu IgG+igM+IgA (lg total), kozi HRP-znaena
specifickd k mySimu 1gG1 (MP Biomedicals, Solon, OH), kozi HRP-znacena specificka k
mySimu 1gG2a (Bethyl laboratories, Montgomery, TX), krali¢i HRP-znacena specifickd k
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mySimu 1gG2b (MP Biomedicals), nebo kozi HRP-znacena specifickd k mySimu 1gG3
(Bethyl laboratories) fedéna v 1% BSA v PBS-T.

3.10 Izolace dendritickvch bunék

Dendritické buiiky byly ziskany z kostni dfené stehennich a Iytkovych kosti BALB/cC
mysi [140]. Stehenni a lytkoveé kosti odebrane z usmrcenych mysi byly zbaveny myocytu.
Ocisténé kosti byly sterilizovany piedchlazenym 70% ethanolem 2 min a poté omyty
sterilnim PBS. Oba konce jednotlivych kosti byly odfiznuty skalpelem a duté ¢asti byly
promyty RPMI médiem pomoci G23 jehly a 10 ml stéikacky. Bunky byly centrifugovany 5
min, 1200 x g pii laboratorni teploté. Cervené krvinky byly odstranény pomoci Red Blood
Lysic Buffer (Sigma-Aldrich) podle instrukci vyrobce. Buiky byly nafedény na finalni
koncentraci 10° bungk /ml kompletnim RPMI médiem a bylo k nim pfidano 20 ng/ml GM-
CSF a 20 ng/ml IL-4. Buiiky byly kultivovany ve 25 cm? kultivacnich lahvich p¥i 37°C
v inkubatoru s 5% CO,. Tteti a paty den byly 2/3 meédia vyménény za Cerstvé kompletni
RPMI médium. Sesty den byly buiiky pulzovany rekombinantnimi proteiny v ekvimolarni
davce (Tabulka 5). Jako pozitivni kontrola byl pouZit lipopolysacharid (LPS). Jako negativni

kontrola slouzily nepulzované bunky.

Protein MnozZstvi proteinu | MnoZstvi LPS
(ng/ml média) (ng/ml média)

p24 1200 0,001

hsp70 3500 0,004

hsp70 - p24 | 5000 0,006

p24 — hsp70 | 5000 0,005

LPS 0 100

Tabulka 5: Mnozstvi rekombinantnich proteint a LPS pouZzité k pulzaci BMDC.

Po 2 hodinach byly odebrany vzorky pro konfokalni mikroskopii. Po 24 hodinach byly

dendritické bunky pouzity pro analyzu pomoci prutokové cytometrie.
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3.11 Afinitni  purifikace protilatek specifickych k p24 ze séra

imunizovanych mysi

Vzhledem k suboptimalnim vysledkim s komeréni protilatkou proti p24 byla pro
potieby fluorescencni mikroskopie purifikovana polyklonalni anti-p24 protilatka ze sér
imunizovanych mysi.

Rekombinantni protein p24 byl rozdélen 15% SDS — PAGE elektroforézou a pienesen
na PVDF membranu metodou semi — dry blotovani. Membrana byla barvena pomoci barvy
Ponceaou S (Serva, Heidelberg, Nemecko) pro vizualizaci prouzku odpovidajiciho p24.
Obdélnik omezujici p24 prouzek byl z membrany vystfizen a nésledné blokovan 1 hod pfi
laboratorni teploté v SuperBlock blokovacim pufru s 0,05% Tween 20. Strip byl promyt 3x
20min v PBS s 0,05% Tween 20 a 2 x 15 min v PBS a inkubovan pfes noc pii 4°C se sérem
mysi imunizovanych p24 antigenem. Po inkubaci bylo provedeno dal$i promyti 1x 20 min
pomoci PBS s 0,05% Tween 20 a 3x 15min pomoci PBS. Protilatky navdzané na p24 byly ze
stripu eluovany pomoci 250 ul 100 mM glyiew pH 2,5 , 20 min. pH eluatu bylo nasledné
upraveno 10 ul 100mM Tris pHS.

3.12 Konfokalni mikroskopie

Dendritické buiiky pulzované jednotlivymi rekombinantnimi proteiny byly pfeneseny
na mikroskopicka skli¢ka pomoci cytospinu (5min, 4000g) a fixovany chlazenym 4%
paraformaldehydem v PBS. Buiky byly permeabilizovany 5min 0,1% Triton X100 v PBS a
promyty PBS. Vzorky byly inkubovany pies noc pii 4°C s primarni protilatkou v 1xPBS
obsahujicim 4% FBS. PouZité protilatky a jejich fedéni jsou uvedeny v tabulce 23.

Ptisti den byly vzorky 4 x 10 min promyty PBS a inkubovéany 2 hod pii laboratorni
teploté¢ ve tmé se sekundarni protilatkou fedénou v PBS s 4% FBS. Vzorky byly néasledné
promyty 4 x 10 min PBS a montovany montovacim médiem s DAPI, pro barveni buné¢nych
jader. Bunky byly analyzovany pomoci konfokéalniho mikroskopu Fluoview 1000 Olympus.

Tabulka 6 znazoriiuje schéma barveni jednotlivych vzorkl a fedéni piisluSnych

protilatek.
Protein Primarni protilatka Redéni | Sekundarni protilatka | Redéni
mysi polyklondlni anti — p24 ze séra nefedéno anti-mysi IgG - FITC 1:1000
P2 krali¢i anti—early endosome marker (anti-EEA1) 1:100 anti—krali¢i 1gG — cy3 1:1000
hsp70 — mysi polyklonalni anti — p24 ze séra nefedéno anti-mysi IgG - FITC 1:1000
p24 mysi anti-hsc70 1:100 anti-mysi IgG - FITC 1:1000
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krali¢i anti—early endosome marker (anti-EEA1) 1:100 anti—krali¢i 1gG — cy3 1:1000

” mysi polyklonalni anti — p24 ze séra nefedéno anti-mysi IgG - FITC 1:1000
p —_

mysi anti-hsc70 1:100 anti-mysi IgG - FITC 1:1000

hsp70

krali¢i anti—early endosome marker (anti-EEA1) 1:100 anti—krali¢i 1gG — cy3 1:1000

Tabulka 6: Schéma barveni BMDC pro konfokalni mikroskopii.

Kazdy vzorek byl barven markerem pro brzky endozom a k tomu mysi polyklonalni
protilatkou specifickou k p24.

Kolokalizace p24 a EEA-1 byla charakterizovana Pearsonovym koeficientem, ktery
byl pocitan vzdy jako primér jednotlivych Pearsonovych koeficientd ziskanych z 5 rtiznych

barvenych skli¢ek kazdého vzorku.

3.13 Prutokova cytometrie

Maturace dendritickych bun¢k byla analyzovana pomoci prutokového cytometru BD
FACSCanto Il (BD Biosciences). Vzdy 10° bun&k pulzovanych rekombinantnimi proteiny
bylo po 24 hodinach pteneseno do zkumavek. Ke kazdému vzorku byly ptidany 2 pl
specifické mysi protilatky konjugovaneé s raznymi fluorochromy (anti- CD11c-APCcy?7,
CD11b-APC, CD40-PE, CD86-PEcy7 a MHCI-Alexa Fluor647). Po jednohodinové inkubaci
pti 37°C byly buiiky 3x promyty PBS pufrem a analyzovany pritokovym cytometrem.
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4 Vysledky

4.1 Priprava expresnich vektoru kodujicich rekombinantni proteiny

Pro ovéfeni exprese rekombinantnich proteinli v sav€ich bunikdch in vitro byla
vytvoifena sada plasmidi pcDNA3.1D/V5,His, které obsahovaly, p24-hsp70, hsp70-p24,
hsp70 nebo p24 (Obrazek 11). Stejné plasmidy pouze stermina¢nim kodonem TCA
ptidanym za rekombinanti proteiny byly pouZity i k DNA vakcinaci.

Ampicilin CMYV promotor

Ampicilin CMY promotor

peDNA3.1-hsp70-p24 || "P"°

8148 bp

% s 1 4

HIs HISVS

pcDNA3.1-hsp70
7449 bp hsp70

Ampicilin CMV promot 4 1y5icitin CMYV promotor

p24

pcDNA3.1-p24 peDNA3.1D-p24-hsp70

6219 bp & Vs 8142 bp
HIS

hsp70

/5
HIs b

Obrazek 11: Schématické znazornéni pripravenych pcDNA3.1 vektord s jednotlivymi

rekombinantnimi proteiny.

Pro eukaryontni expresi v bakteriich E. coli byly pfipraveny pET101 vektory
obsahujici p24-hsp70, hsp70-p24, hsp70 nebo p24 (Obrazek 12).
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T7 promotor
T7 promotor p24

= HIS
hsp70
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6461 bp

Ampicilin

Ampicilin

Obrazek 12: Schématické znazornéni piipravenych pET101 vektori s jednotlivymi

rekombinantimi proteiny.

4.2 Ovéreni exprese rekombinantnich proteinti v sav¢ich bunikach in vitro

Pted samotnou DNA vakcinaci bylo provedeno ovéieni, zda jsou vytvofené konstrukty
funk¢ni. Plasmidy obsahujici geny pro rekombinantni fuzni proteiny hsp70-p24, p24-hsp70 i
kontroly hsp70 a p24 byly transfekovany do sav¢ich 293T bunck. Kontrola exprese byla
provedena pomoci Western-blot analyzy s pouzitim mysi anti-V5 protilatky (Obrézek 13a).

Paralelné byla exprese proteint ovéfovana i fluorescenéné. V transfekovanych 293T
bunkach byly rekombinantni proteiny detekovany pomoci primarni mysi anti-V5 a
sekundarni protilatky anti-mysi 1gG znacené Alexa Fluor 594. Jadra byla barvena 4',6-
diamidin-2-fenylindolem (DAPI) (Obréazek 13b).
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p24-hsp70 hsp70-p24

Obrazek 13: Western-blot analyza rekombinantnich proteini v sav¢ich butikach (a). Detekce
exprese rekombinantnich proteinti v 293T bunikach. Buné¢na jadra byla barvena DAPI
(modrd), rekombinantni proteiny pomoci primarni protilatky mysi anti-V5 a sekundarni anti-
mysi 1IgG-AF594 (Eervend) (b).

Potvrzeni exprese proteinti v sav€ich bufikach je dulezité jako kontrola pied DNA

imunizaci. VSechny ¢tyfi proteiny se exprimuji v eukaryontnich buikach dobie a

proporcionalng, jak je patrné nejen z western blot analyzy, ale i fluorescen¢ni mikroskopie.

4.3 DNA vakcinace:

Pro DNA vakcinaci byly pouZity vektory pcDNA3.1 — p24(stop), pcDNA3.1 —
hsp70(stop), pcDNA3.1 — p24-hsp70(stop) a pcDNA3.1 — hsp70-p24(stop). Nasledné byla
sledovana buné¢na imunitni odpovéd’ mysi stanovenim produkce IFN-y ze splenocytil in vitro
stimulovanych p24 proteinem.

Tti tydny po druhé DNA imunizaci byla métena produkce IFN-y metodou ELISPOT.
Nejvice IFN-y produkujicich splenocytti indukovala DNA imunizace konstruktem hsp70 -
p24 protein (0,13%), nasledovana DNA imunizaci konstruktem p24 - hsp70 (Obrazek 14). U
dalsich dvou méfenych cytokinu (IL-4 a IL-10) nebyla detekovana signifikantni odliSnost
mezi jednotlivymi skupinami experimentalnich mysi (data nezobrazena). Fuzni vakciny

modifikuji T lymfocytarni odpovéd’ smérem k Th1l typu, pficemz vakcina kodujici hsp70-p24
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je v tomto sméru nejefektivnéjsi. A¢ procentuelné nizké hodnoty fize s hsp70 zvysila pocet

IFN-y produkujicich splenocytt vice nez 5 x.
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Obrazek 14: p24 specifickd produkce IFN-y ve splenocytech stimulovanych in vitro p24
proteinem po DNA vakcinaci.

Pti sledovani p24 specifické protilatkové odpovédi byl zaznamenan mensi rozdil mezi
skupinami imunizovanymi faznimi proteiny a samotnym p24. Nejvyssi titr p24 specifickych
celkovych Ig protilatek byl naméten u skupiny mysi imunizovanych DNA vakcinou kodujici
fazni protein p24-hsp70 (Obrazek15).
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Titr p24 specifickych
celkovych IgG protilatek

p24-hsp70 hsp70-p24 p24

Obrézek 15: Produkce p24 specifickych celkovych IgG protilatek v séru.

DNA vakcina kodujici p24-hsp70 vyvolava nejvyssi produkci p24 specifickych
celkovych Ig protilatek. Ackoliv produkce IFN-y byla si#psi u splenocytd od mysi
imunizovanych hsp70-p24 DNA vakcinou, jak na humoralni tak bunééné odpovédi je mozné

demonstrovat imunomodulacéni efekt fuze p24 s hsp70 proteinem.

4.4 Prokaryotni exprese:

4.4.1Purifikace proteinu hsp70

Rekombinantni hsp70 byl po expresi v E. coli purifikovan pomoci Ni-NTA afinitni
chromatografie. Jednotlivé frakce byly sbirany. Efektivita purifikace byla kontrolovana
sledovanim density hsp70 proteinu a kontaminant po SDS-PAGE separaci a barvenim
proteinit pomoci Coomassie Blue R250. Densitometrické srovnani zastoupeni hsp70 a
ostatnich proteinti v elu¢ni frakci vede k zavéru, ze cCistota hsp70 je 55%. Dominantni

kontaminace je prouzek bezprosttedné pod hsp70.
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Obrazek 16: Purifikace hsp70mm. L - bakterialni buniky v lyza¢nim pufru, FT — frakce lyzatu
nenavazana na Ni-NTA agarosu, W1-2 — promyvaci frakce a E — elu¢ni frakce.

Podrobnégjs$i analyza pomoci hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF prouzka
zobrazenych na Obrazku 17 potvrdila identitu kontaminujiciho proteinu. Jedna se o
glukosamin-fruktosa-6-fosfat aminotransferdzu (GFAT). MS spektra jsou pro demonstraci
zobrazena na Obrazku 18.
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Obrazek 17: Dvojprouzek vznikajici po afinitni purifikaci hsp70 pomoci Ni-NTA kolony.

hsp70 Glucosamine-fructose-6-phosphate aminotransferase
Obrazek 18: Vysledky MALDI - TOF hmotnostni analyzy proteinovych prouzka

zobrazenych na Obrazku 17.

Porovnanim vlastnosti obou proteinii bylo zjisténo, ze maji podobnou molekulovou
hmotnost 70,075 kDa resp. 66,904 kDa i hodnotu pl 5,4 - hsp70, 55 — GFAT. SlozZeni
nepolarnich aminokyselin je také velice podobné. Vsechny tyto vlastnosti vylucuji jejich
potencialn¢ efektivni separaci pomoci standardnich chromatografickych metod jako je gelova

permeacni chromatografie, iontoméni¢ova chromatografie, hydrofobni chromatografie.

4.4.20ptimalizace kultivaénich podminek vedoucich k potladeni exprese
GFAT

Pro sniZeni intenzity exprese GFAT byla testovana kultivace produk¢éniho kmene E.

coli pfi riznych teplotach (25, 30 a 37°C).
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Obréazek 19: Kultivace pfi 25, 30 a 37°C.

Z&dna z vyzkousenych kultiva¢nich teplot neméla na expresi GFAT vliv. V dal$im kroku byl
sledovén vliv suplementace média na miru exprese GFAT. Vzhledem k metabolické draze
syntézy aminoglykan, do niz je GFAT =zapojena (Obrazek 20), byl testovan efekt
nasledujicich metabolitt: glukosamin (GIcN), N-acetylglukosamin-6-fosfat (GICN6P) a N-

acetyl-glukosamin (GIcNAc). Jako negativni kontrola byl zvolen glutamin (GIn).

Glo-6P @ >
! } |

Fru-6P 5= CEN[ED +*> GlcNAC-6P

— UDP-GIcNAC

e

Lipopolysaccharide | | ManNAc | | Peptideglycan
biosynthesis GalNAc biosynthesis

Obrézek 20: Schéma hexosaminové drahy.
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Vsechny tii derivaty glukozy vyznamné omezily expresi GFAT (Obrazek 21).

Naopak kontrolni glutamin nemél na expresi GFAT vyrazny vliv.

250— ==
150 — ==
100 — w-
[Elal hsp70

.-_—-2—-_1:

GFAT

50— -

37— .
M Gn = & o
o O

Obrazek 21: Suplementace média metabolity drahy.

Podle vysledkti SDS-PAGE elektroforézy a finanéni dostupnosti jednotlivych suplementd byl

zvolen N-acetyl-glukosamin jako optimalni supplement potlacujici produkci GFAT a tento

byl pouZit i ve viech dalSich expresnich experimentech (hsp70, p24-hsp70 a hsp70-p24).
Navic bylo potvrzeno, ze ptidanim N-acetyl-glukosaminu do média se zvySuje denzita

bakterii a tim i vytéZek rekombinantniho proteinu pfi jinak stejnych kultiva¢nich podminkach.
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Obrazek 22: Sledovani density suspenze E. coli métenim adsorbance v Case.

Pfidanim N-acetyl-glukosaminu bylo mozné dosahnut narist O.D.g0 Na 1,6 nasobek, coz

odpovida stejnému nartustu koncentrace bakterii.

4.4.3Stanoveni stability rekombinantniho hsp70mm

Rekombinantni hsp70 byl po purifikaci pfeveden do 100 mM Tris-Cl, pH 7.4 a nasledné byla
testovana stabilita pti +4°C (Obréazek 23). Densitometrické srovnani prouzku hsp70 s
ostatnimi minoritnimi prouzky detekovanymi v den izolace a po 100 dnech skladovani

potvrdilo, ze 98% proteinu zstava po 100 dnech intaktnich.
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Obréazek 23: Stanoveni stability pomoci vyhodnoceni fragmentace proteinu pomoci SDS-

PAGE .

4.4 4Ptiprava fuznich proteina a p24

Fuzni proteiny hsp70-p24 a p24-hsp70, stejn¢ jako hsp70 a p24 byly exprimovany V E.

coli vLB médiu obsahujicicm 45mM N-acetyl-glukosamin. Identita rekombinantnich

proteini byla potvrzena pomoci Western blot analyzy s pouZitim mysi anti — V5 - HRP

protilatky. Parametry jednotlivych rekombinantnich proteini jsou shrnuty v Tabulce 7.

Vypocet molekulové hmotnosti i teoretického bodu pl byly stanoveny pomoci programu

ProtParam tool (http://www.expasy.ch).

Pocet aminokyselin | Molekulova hmotnost | Teoreticky pl
p24-hsp70 | 923 101 152 Da 5,89
hsp70-p24 | 923 101 152 Da 5,89
p24 282 31077 Da 6,46
hsp70 692 75577 Da 5,82

Tabulka 7: Zakladni charakteristika jendotlivych rekombinantnich proteind.
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Obréazek 24: Western blot analyza rekombinantnich proteint s pouZitim protilatky reagujici s
V5 epitopem.

NavysSeni molekulovych hmotnosti jednotlivych proteinti je zptisobeno ptidanymi epitopy V5

a HIS, které slouZi k detekci a purifikaci téchto proteint.

4.4 5ATPazova aktivita heat shock proteint

Pro potvrzeni nativni konformace rekombinantnich proteini byla méfena ATP-4zova
aktivita hsp70, pii které se z pridaného ATP uvolnuje anorganicky fosfat Pi, jez tvofi nasledné
s malachitovou zeleni barevny produkt métitelny spektrofotometricky pti OD 660nm
Nejprve byla zmétena kalibracni kiivka uvolnéného fosfatu pomoci standardu KH,PO,
(Obrazek 25). Dosazenim do rovnice linearni regrese kalibra¢ni kiivky byly ziskdny hodnoty
uvolnéného Pi pro jednotlive rekombinantni proteiny, z nichz byly stanoveny ATPazové
aktivity. (Tabulka 8). Jako pozitivni kontrola byl pouZzit rekombinantni protein hsp90 z
Candida albicans.
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A 660 nm

-0,020

Malachite green assay, kalibration 1-10 nmol 10 min, 37C

0,140

0,120
0,100 -
0,080 -
0,060 -
0,040 -
0,020 -

0,000

y =0,0121x - 0,0124
R? = 0,9924

10

Pi (nmol)

Obrézek 25: Kalibra¢ni kiivka pro spektrofotometrické stanoveni volného fosfatu pomoci

malachitové zeleng.

60 min kcat
A Pi Pi
660 nm  (nmol)  pram.| (min-1)
hsp70| 0,099 9,2
10 png| 0,098 9,1
0,091 8,5
0,093 8,7 8,9 1,06
hsp70-p24( 0,116 10,6
10pg| 0,141 12,7
0,147 13,2 12,2 1,45
p24-hsp70( 0,062 6,1
10pg| 0,075 7,2
0,073 7,1 6,8 1,14
hsp90| 0,042 4,5
(Candida| 0,028 3,3
albicans) 0,104 9,6
lpg| 0,116 10,6 70( 10551

Tabulka 8: ATPéazova aktivita jednotlivych rekombinantnich proteind.
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V ATPasové eseji bylo pouzito 10 pg jednotlivych rekombinantnich proteind s
vyjimkou hsp90 C. albicans jehoZz mnoZstvi bylo 1 ug vzhledem k pfili§ vysokym hodnotdm
aktivity. Namétené ATPazové aktivity odpovidaji publikovanym hodnotam [141-143] .

4.4.60dstranéni lipopolysacharidu (LPS)

Pted pulsaci dendritickych bunék a pied imunizacnimi experimenty byly jednotlivé
rekombinantni antigeny depyrogenovany extrakci LPS do Tritonu X-114. Extrakce byla
opakovéana, dokud koncentrace LPS neklesla pod hodnotu 2.5 EU/10 nmol proteinu. Pied
extrakci se hodnota LPS pohybovala v hodnotdch 17 000 EU/mg proteinu. Po Ctyfech
extrakcich klesla koncentrace LPS pod 1,79 EU/mg proteinu u vSech proteini, a dalSi
extrakce jiz hodnotu zasadné nesnizila, nebot’ pokles koncentrace LPS byl tmérny poklesu

koncentrace rekombinantniho proteinu.

4.5 Vakcinace mysi

V dalSim kroku byly testovany rekombinantni fuzni proteiny vzhledem k jejich schopnosti
stimulovat p24 specifickou bunéénou a humorélni odpovéd u experimentdlnich mysi po

opakované intradermalni injekci.

4.5.1 Analyza humoralni imunitni odpovédi

Imunizace faznimi proteiny p24-hsp70 a hsp70-p24 vyvoléava silngjsi humoralni p24-
specifickou imunitni odpovéd’ nez samotny protein p24 nebo smés nekovalentné spojenych
proteini p24 a hsp70 (Obrazek 26). Dale byla sledovana imunitni odpovéd’ v jednotlivych
izotypech 1gG, které umoznuji zhodnotit pomér mezi Thl typem (IgG2a, 1gG2b) a Th2
(IgG1) typem imunoglobulind.

Imunizace proteiny hsp70-p24 a p24-hsp70 vyvolava vyssi specifickou humoralni
odpovéd” u vSech izotypu IgG imunoglobulini (IgGl, 1gG2a, IgG2b). Hladiny p24-
specifickych 1gG po imunizaci faznimi proteiny hsp70-p24 and p24-hsp70 byly signifikantné
vys38i nez u kontrolnich skupin mysi vakcinovanych smési p24 a hsp70 nebo samotnym p24
(Obréazek 26), ackoliv u obou kontrolnich skupin byly koncentrace p24 specifickych

protilatek dobte detekovatelné.
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Obrazek 26: Stanoveni celkovych p24-specifickych 1gG protilatek po vakcinaci

rekombinantnimi proteiny.

Analyzou p24-specifickych 1gG1 protilatek, reprezentujicich Th2 typ imunitni odpovédi, bylo
potvrzeno, Ze imunizace fuznimi hsp70-p24 a p24-hsp70 proteiny indukuji vyznamné vyssi
koncentrace p24 specifickych protilatek oproti imunizaci samotnym p24 nebo smési volného
p24 a hsp70. Statisticky vyznamné rozdily mezi skupinami vakcinovanymi p24 a p24-hsp70 a
mezi skupinami vakcinovanymi p24 a hsp70-p24 jsou uvedeny na Obrazku 27A.

Analyza p24-specifickych 1gG2a a 1gG2b izotypu, charakteristickych u mysi pro Thl
imunitni odpovéd’, vykazovala signifikantni vzestup koncentraci specifickych protilatek po
imunizaci faznimi proteiny hsp70-p24 nebo p24-hsp70, a naopak imunizace samotnym p24
nebo smési p24 a hsp70 vyvolala pouze mirny narust koncentrace p24-specifickych IgG2a a
IgG2b protilatek (Obrazek 27 B, C)). Signifikantni rozdily byly potvrzeny pro hladiny p24-
specifickych 1gG2b protilatky po imunizaci p24-hsp70 a p24 nebo po imunizaci p24-hsp70 a
smeési p24 a hsp70.
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Obrazek 27: Koncentrace p24-specifickych 1gG1 (A), 1gG2a (B) a IgG2b (C) protilatek po

imunizaci mysi riznymi fuznimi proteiny.

4.5.2 Analyvza buné¢né imunitni odpoveédi

Paraleln¢ ke stanoveni humoralni imunitni odpovédi mysi byla sledovéna i bunécna
odpovéd’ splenocytti imunizovanych mysi na in vitro stimulaci apyrogennim p24 metodou
ELISPOT. Signifikantni rozdily byly zaznamenany pro IFN-y. Nejvyssi pocet IFN-y
produkujicich splenocyti byl detekovan u skupiny mysi imunizovanych faznim proteinem
hsp70-p24 (Obrazek 28A). Pocet spotu byl vyrazné vyssi nez pocet spoti detekovany u mysi
imunizovanych proteinem p24 samotnym nebo smési p24 a hsp70. Pocet spotd u mysi
vakcinovanych druhym fuznim proteinem p24-hsp70 byl vyssi neZz u mysi vakcinovanych
p24, avSak rozdil mezi poctem spoti mysi vakcinovanych fiznim proteinem p24-hsp70 a
smési p24 a hsp70 nebyl statisticky signifikantni.

Oba fuzni proteiny jsou tedy efektivnéjsi v indukci p24 specifickych splenocyti
produkujicich IFN-y oproti samotnému p24. Pti srovnani po¢tu spotit obou faznich proteini
se smési p24 a hsp70 vykazoval signifikantni zvyseni po¢tu IFN-y produkujicich splenocytu

pouze protein hsp70-p24.
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Obrazek 28: A) Stanoveni poctu splenocytd produkujicich IFN-y po in vitro restimulaci p24
antigenem u imunizovanych mysi. B) Reprezentativni ndhled ELISPOT jamek pro jednotlive

skupiny mysi.

4.6 Stanoveni aktivace BMDC pulzovanych fuznimi hsp70 proteiny

BMDC piipravené in vitro diferenciaci prekurzord z kostni dfené v piitomnosti GM-
CSF a IL-4 byly in vitro pulzovéany jednotlivymi proteiny. Jako pozitivni kontrola byl pouZzit
LPS. Povrchova exprese aktivaénich markerd (CD40, CD86 a MHC-I) byla srovnana s
expresi u nepulsovanych BMDC (Obrazek 29 - Gerné &ara). Nejvyssi nariist CD40™ BMDC
byl naméten po pulzaci hsp70-p24 proteinem (18%) (Tabulka 9). Naopak BMDC pulzované
proteiny p24-hsp70, p24 nebo hsp70 nevykazovaly vyrazny narist CD40" populace. BMDC
pulzované LPS, slouzici jako pozitivni kontrola, vykazovaly nejvyssi nariist vV poctu CD40"
bunék (40,3%).

Stanoveni exprese CD86 znaku potvrdilo, Ze kaZzdy pouZity rekombinantni protein
stimuluje BMDC ke zvy3eni povrchové exprese CD86 véetné p24 a hsp70, nicméné proteiny
hsp70-p24 a p24-hsp70 jsou schopny stimulovat nardst CD86™ BMDC nejefektivngji (54,9%
resp. 40,6%). Stimulaé¢ni aktivita hsp70-p24 je dokonce vysSi nez aktivita LPS.

Caste¢né zvyseni exprese MHC-1 molekul na povrchu BMDC bylo indukovano
pulzaci kazdym rekombinantnim proteinem. Nejvyssi nartst MHC-1" BMDC (50,3%) byl
zaznamenan opét u proteinu hsp70-p24. Rozdilny aktivaéni potencial p24-hsp70 a hsp70-p24
nanacuje vyznam vzajemné orientace obou fuznich partnert (hsp70 a p24). Podobné rozdily

byly pozorovany i pii méfeni parametri imunitni odpovédi u imunizovanych mysi.
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Obrazek 29: Exprese CD40, CD86 a MHC-I molekul pti pulzaci BMDC pomoci

jednotlivych rekombinantnich proteinti.

Medium p24 hsp70 | hsp70- p24- LPS
[%] 26 | [%] | P | P70 T o
[%0] [%0]
prumér +/-SD

CcD4o" 8.5 11.7 14.4 18.3 10.8 41.1
+/-0.5 +/-1.3 +/-1.2 +/-0.9 +/-0.6 +/-0.7

CcD86" 20.4 33.0 39.3 54.9 40.6 42.3
+/-2.6 +/-3.6 +/-1.7 +/-2.1 +/-1.8 +/-1.3

MHC- 0.2 36.0 41.1 50.4 40.5 34.2
" +-01 | +-22 | +-16 | +-20 | +-20 | +-16

Tabulka 9: Procentualni zvySeni exprese aktivacnich povrchovych molekul po pulsaci

BMDC jednotlivymi faznimi rekombinantnimi proteiny.
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4.7 Endocytoza p24 pulsovanymi BMDC

Vzhledem k vySe popsané schopnosti hsp70 stimulovat zkiiZzenou prezentaci
asociovaneho antigenu jsme sledovali u BMDC efekt flazovani p24 s hsp70 na endocytozu
p24 in vitro. BMDC pulsované proteinem hsp70-p24 vykazuji signifikantné vyssi procento
p24 v casnych endosomech oproti BMDC pulsovanym samotnym p24 a nebo opacné
orientovanym faznim proteinem p24-hsp70 (Obrazek 30). Tento fakt naznacuje, ze orientace
fuze p24 a hsp70 je vyznamnym faktorem ovliviiujicim intenzitu endocytéozy hsp70
asociovaného p24. Tyto vysledky jsou v souladu s aktivaci BMDC in vitro i s in vivo

stanovenim produkce IFN-y splenocyty imunizovanych mysi.

A

hsp70-p24 p24-hsp70 p24

0.16 A
0.12 A

0.08 A
0.04 -

hsp70-p24 p24-hsp70 p24

Obrazek 30: Kolokalizace p24 po pulsaci BMDC fuaznimi proteiny hsp70-p24, p24-hsp70 a
p24 s markerem ¢asného endozomu (EEA-1). p24 byl znacen mysi IgG anti-p24 a anti-mysi
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IgG konjugovanou FITZ, brzky endozom byl znacen krali¢i IgG anti-EEA1 a krali¢i anti-1gG
konjugovanou cy3 (A). Charakterizace kolokalizace v grafu pomoci Pearsonového

koeficientu (B, osa y). Sloupce grafu znazoriuji +/- SD, zaroven bylo provedeno statistické
vyhodnoceni pomoci Studentova T-testu.
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5 Diskuze

To, co bylo pied 20 lety neptedstavitelné a pted 10 lety v rukou n¢kolika odborniki, je
posledni dobou rutina provadéna v téméf kazdé priimérmé laboratoti. Era molekulérni biologie
a genetického inZenyrstvi ndm oteviela nezmérné moznosti nejen pro zkoumani zivych
organismi, jejich slozeni, metabolismu a funkci, ale i tvorbu naprosto unikatnich konstruktu,
které by mohly slouZit v medicing k 1é€bé mnoha dosud nelécitelnych nemoci.

A pravé siroké spektrum funkcnosti proteinii tepelného Soku je posouva do popiedi
zajmu mnoha védeckych tymu. Tato prace je zaméfena na schopnost hsp imunomodulovat
imunitni odpovéd organismu na antigen, ktery je k hsp bud’ kovalentng, nebo nekovalentné
pfipojen. Sance, e se pravé pomoci proteintl tepelného $oku podaii vytvofit vakciny proti
nc¢kterym virGlm nebo tumortim, které budou vyvolavat nejen humoralni ale i1 cytotoxickou
imunitni odpovéd’ organismu imunizovaneho jedince, je vysoka, ale cesta ke klinickému
vyuziti je jeSté zdlouhava a naro¢na.

Pfi tvorbé rekombinantnich hsp70, p24 a jejich fuznich partnerii bylo provedeno
n¢kolik desitek metod z oborti molekulérni biologie, genetiky, biochemie, analytické chemie,
nebo mikroskopie. U nékterych z nich nastaly i rizné komplikace, které jsou v této kapitole
spole¢né s vysledky diskutovany.

Kontrola exprese proteini v savCich buiikach je dilezitd kvili jejich naslednému
pouziti jako DNA vakciny. Pokud dojde pfi klonovani naptiklad ke zméné ¢teciho ramce,
dojde k expresi nesmysIného proteinu. Obecné se da oc¢ekavat, Ze takovy protein bude kratSi
vzhledem k vzniku nahodného termina¢niho kodonu. Soucasné manipulace s cDNA, jako je
optimalizace kodontl, vsak toto zkracovani potlacuji, nebot’ vedou k tomu, ze cDNA je Citelna
v mnoha piipadech ve vsech tiech nebo alesponn ve dvou ctecich ramcich, coz je ptiklad
pouZzitého p24 proteinu [144]. Proto kontrola exprese cilového proteinu miize byt provedena v
uspofadani Western blot bud’ protilatkou proti cilovému proteinu nebo protilatkou proti C'
terminalni znacce jako naptiklad V5 tag, jak tomu bylo v této praci. Takto je mozné po
kontrole molekulové hmotnosti potvrdit zachovani primarni struktury proteint. Nicméné SDS
— PAGE elektroforéza je metoda denatura¢ni, a proto nelze zjistit, jak moc se zménila
struktura sekundarni popf. tercialni u obou proteinti (hsp70 a p24) pii jejich vzajemné fazi.
Pokud by se konformace proteinii n¢jak radikalné zménila, mohl by byt epitop, na ktery se
vaze protilatka, stéricky nedostupny. ProtoZe byla i tato detekce Gispésna, lze fici, Ze oba fzni

konstrukty p24-hsp70 a hsp70-p24 maji dostupné p24 epitopy rozliSované specifickou
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protilatkou. To bylo ¢asteéné potvrzeno pozitivni reakci s mysi anti-hsc70 protilatkou (data
nezobrazena). Pro potvrzeni funkéni konformace hsp70 podilu byla namétena ATPazova
aktivita hsp70. | kdyZz publikované hodnoty K hsp70 proteinii nejruznéjsiho ptivodu se
pohybuji v Sirokém rozmezi od 0,2 min® [141] do 108 min™, hodnoty sav&ich hsp70 se
pohybuji kolem 1 min™ [145]. Vysledky nam&fené pro hsp70 (1,06 min™), hsp70-p24 (1,45
min™) i p24-hsp70 (1,14 min™) jsou vicemén& podobné, a proto mizeme piedpokladat, Ze u
hsp70 resp. jeho ¢asti zodpovédné za ATPazovou aktivitu k zadné velké zméné diky fazi
nedoslo. Jako kontrola byl pouzit hsp90 (C. albicans), jehoZ hodnoty ATPazové aktivity jsou
nékolikanasobné vyssi v souladu s literaturou [141, 145].

Pii kontaminaci rekombinantniho proteinu jinym proteinem, jak bylo v této préaci
demonstrovano pro hsp70 a GFAT, je zména kultiva¢nich podminek prvnim krokem pro jeho
eventuelni eliminaci. Je to mnohem efektivnéj$i nastroj, nez testovani rznych purifika¢nich
procesu, které jednak nemusi vést k poZzadovanému cili, jednak ¢asto vedou ke ztratam i
vlastniho rekombinantniho proteinu. V této praci ale vétSina purifikaénich metod nebyla
vhodna vzhledem k velmi podobnym vlastnostem obou proteinu. Jiz nékolikrat bylo
publikovano, ze pfi nizsich teplotach dochazi v bakteriich E. coli ke zméné poméru proteini
nebo ke zlepSeni stability exprimovaného rekombinantiho proteinu [146-147]. | kdyZ se
vétSinou pfi nizSich teplotach exprimuje niz§i mnozstvi rekombinantnich proteind, je jejich
Cistota daleko vyS$§i. Proto pfi prikazu vyznamné piimési bakteridlnich proteini v
purifikovaném rekombinantnim proteinu je prvni logicky a nejjednodussi krok zména
kultivaénich teplot. JelikoZ tato cesta nevedla k poZzadovanému cili, byla pouzita metoda
suplementace média produktem kontaminujiciho enzymu. Pii nadbytku produktu se totiz
tvorba enzymu miiZze minimalizovat, tzv. inhibice produktem. Tato metoda se ukazala velice
efektivni, a proto v dalSich experimentech byla kontaminace rekombinantnich hsp70 proteint
enzymem GFAT efektivné eliminovana suplementaci média GICNAc.

Imunostimula¢ni vlastnosti hsp70 jsou vSak stale diskutovany vzhledem k mozné
kontaminaci nukleosidy pii purifikaci ATP afinitni chromatografii, nebo endotoxinem [37,
148]. JelikoZz byla v této praci pouzita metoda purifikace proteind afinitni chromatografii
pomoci navazané Ni-NTA, neni kontaminace nukleosidy v tomto pfipad¢ aktualni. Naopak
lipopolysacharid (endotoxin) pochazejici z bunéénych stén gramnegativnich baktérii musel
byt odstranén. Zpusobuje totiz pii aplikaci do savéiho organismu hyperaktivaci imunitniho
systému spojenou s vysokymi teplotami, proto je také nazyvan pyrogen. LPS je velmi
potentni aktivator imunitniho systému a to nejen B lymfocyta ale i APC. Publikovanych

zpusobti, jak odstranit endotoxiny, je hned nékolik. V nasi laboratofi jsme zkouseli LPS
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nejprve odstranit pres komercni chromatografické kolony EndoTrap (Lonza, Walkersville,
MD, USA) fungujici na principu vazby endotoxinu na protein izolovany z bakteriofaga, tzv.
EndoTrap protein. Tento protein se vaze vysoce specificky a se silnou afinitou na
konzervovanou ¢ast vnitini struktury LPS. Obé dvé dodévané varianty Red a Blue udavaji
vysokou uc¢innost odstranéni LPS bez vétsi ztraty proteinu. V piipadé hsp70 ale bylo zjisténo,
ze pii kazdém cyklu depyrogenace dochézi ke ztraté¢ 18% proteinu na EndoTrap Red koloné¢,
nebo 8% proteinu na EndoTrap Blue koloné. Pfi¢emz po 5 cyklech depyrogenace byla hladina
endotoxinu stale mezi 170 a 1700 EU/mg proteinu. Hsp70 se ziejmé vaZe spolecné s
endotoxinem na matrix kolony, ¢imz déla chromatografické metody odstranéni LPS
neefektivnimi.

Jiny zptisob odstranéni endotoxinu spo¢iva v jeho vymyti jiZz na Ni-NTA koloné [149].
Kolona s navazanym proteinem byla intenzivné promyta pufrem obsahujicim Triton X-114,
udrzovat v3echny nasledujici kroky endotoxin-free. Elu¢ni pufr s imidazolem, dialyza¢ni puft,
laboratorni sklo i pipety musi byt zbaveny LPS. Navic hodnota endotoxinu se nakonec neliSila
od hodnot ziskanych postupem pouzitym v této praci, extrakce endotoxinu z finalné
purifikovaného rekombinantniho proteinu do Tritonu X-114. Srovnanim efektivity, ¢asové a
finanéni naro¢nosti jednotlivych postupii se extrakce endotoxinu do Tritonu X-114 jevi jako
nejefektivnéjsi pro imunizacni ucely.

V dalsich krocich byla sledovana imunitni odpovéd” experimentalnich mysi na DNA i
proteinovou vakcinu p24 a jeji hsp70 modifikace. Oba fizni konstrukty evidentné zvySuji
imunogenicitu antigenu p24 a to jak pii sledovani humorélnich, tak zejména bunéc¢nych
parametri. Z experimentli u mys$i nelze stanovit jeden konstrukt, ktery by byl pro vyvolani
imunitni reakce univerzalné¢ vyhodnéjsi jak pro DNA vakcinaci tak pro imunizaci
rekombinantnim proteinem. Pfi indukci tvorby p24-specifickych protilatek je efektivné;jsi
p24-hsp70, zatimco vyssi p24-specifickou produkci IFN-y vykazuje fizni hsp70-p24 protein.
Navic podle prutokové cytometrie jsou BMDC Iépe stimulovany proteinem hsp70-p24.
Miuzeme tedy fici, Ze rekombinantni fuzni protein hsp70-p24 lépe stimuluje bunéénou
imunitni reakci Thl typu dle dominance produkce IFN-y. Naopak fuzni protein p24-hsp70
zvysuje tvorbu p24 specifickych protilatek a to v izotypu Thl (IgG2a, 1gG2b) tak i v izotypu
Th2 (1gG1), coz je ziejmé spojeno s efektivngjsi stimulaci CD4™ T lymfocytarni odpovédi.
Souhrné Ize tici, Ze fuzni konstrukty s hsp70 vyznamnou mérou piispivaji ke zvySeni imunitni
odpovédi na p24 antigen a navic posouvaji imunitni odpovéd k Thl, ¢imz ptispivaji ke

zlepSeni bunétné imunitni odpovédi, kterd je dualezitd pii protekci vaci HIV infekci
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mediované p24 specifickou imunitni odpovédi [53]. Z tohoto experimentu neni mozné
ptedpovedét, do jaké miry je orientace hsp70 vhledem k jinym flznim partnerim nez p24
vyznamna pro dominanci bunééné imunitni odpovédi, zejména pro to, Ze odpovédi na obé
varianty hsp70-p24 a p24-hsp70 byly relativné podobné. To je véc experimentalniho ovéfeni.
Nicméné zdanlivé malé ale statisticky vyznamné rozdily v imunitni odpovédi na obé varianty
orientace hsp70 a p24 jak na rekombinantni proteiny tak na DNA vakcinu naznacuji, ze
experimentalni porovnani obou variant je dulezité k identifikci optimalné fungujicicho
imunogenu. Klicové pozorovani z imuniza¢nich experimentu ale je, Ze apyrogenni vakcinaéni
konstrukt vyuzivajici hsp70 jako nosi¢ nevyZzaduje podani Zadného dalSiho adjuvans k
vyvolani buné&¢né imunitni odpovédi, a to zejména proto, ze vétsina klinicky schvalenych
adjuvans stimuluje zejména Th2 imunitni odpovéd. V dnesni dobé jsou k dispozici i
adjuvantni latky schopné stimulovat bunécnou imunitni odpovéd’ jako jsou AS-01, AS-02,
nebo jejich komponenty MPLA, QS-21, nebo naptiklad v naSi laboratofi testované
nepyrogenni derivaty MDP [150-151], které maji potenciél potvrdit v dalSich experimentech
synergii pfi indukci bunééné imunitni odpovédi na hsp70-p24 konstrukty.

Pfi izolaci a diferenciaci dendritickych bunék bylo také zkouseno nékolik malo Uprav,
které byly publikovany v nékterych pracech. Zajimavé je, ze skoro polovina publikaci
vénuyjici se diferenciaci BMDC uvadi, Ze jediny cytokin potfebny pro spravnou diferenciaci
monocytu vDC je GM-CSF [140, 152-153]. Pticemz podle dostupnych znalosti se
z monocyti v prostiedi GM-CSF stavaji makrofagy [154-155], teprve ve dvojkombinaci GM-
CSF s IL-4 dochazi k diferenciaci na dendritické bunky. Mnoho dalSich publikaci uvadi, Ze do
kultivacniho média pro BMDC je dobré ptidat merkaptoetanol [156-157]. Podle naSich
pozorovani pfitomnost ¢i absence markaptoethanolu nijak neovliviiuje proliferaci ani
diferenciaci BMDC.

Jako pozitivni kontrola pti stimulaci BMDC byl pouzit lipopolysacharid (100 ng/ml).
Podle nékterych publikaci je mozné pouzit i koncentrace vyssi. Byla zkouSena stimulace
pomoci 1 pg/ml LPS [158], ov§em po 24 hod byly vSechny buiiky mrtvé. Takova koncentrace
se zda byt pro BMDC toxicka. Stejn¢ tak pti 500 ng/ml LPS [159-160] byla viabilita bun¢k
po 24 hod 40% a po 48 hod 0%. Byla zkousSena i relativné nizka koncentrace 10 ng/ml LPS
[161], bunky ale nevykazovaly tak vysoky stupen maturace jako pii pouzité koncentraci 100
ng/ml LPS. Pfesto se ve vysledcich objevuje fakt, Ze hsp jsou lepSimi stimuldtory maturace
nez LPS, coz je relativné ptekvapujici. Pouzitych 100 ng/ml LPS tedy zfejmé neni limitnich
ve stimulaci BMDC a bylo by tieba vyzkousSet dal$i varianty pohybujici se mezi 100 a 500

ng/ml LPS. Nicméné tato prace se zabyva studiem imunomodulac¢nich vlastnosti proteint
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tepelného Soku a ne lipopolysacharidu. Ten slouzil ve vSech métfenich pouze jako pozitivni
kontrola stimulace, proto pro tcely této prace neni zcela zasadni stanoveni nejvy3si mozné
hladiny stimulace LPS.

Jiz ptiprava vzorka pro fluorescencni a konfokalni mikroskopii narazila na nékolik
komplikaci. Jelikoz se pracovalo s vice druhy sav¢ich bunék (297T, BMDC), muselo byt
vyzkouSeno nékolik postupti fixace bunck. Zatimco bunky 293T se jevily jako snadno
fixovatelné  klasickou metodou metanol/aceton, BMDC mysely byt fixovany
paraformaldehydem a posléze permeabilizovany. Navic bunky 293T jsou adherentni, takze se
fixovaly pfimo na skli¢ku, zatimco BMDC musely byt centrifugovany pomoci cytospinu.

DalSi problémy nastaly ve zvoleni vhodné mysi anti—p24 protilatky. Ackoliv je
struktura p24 proteinu zna¢né konzervovana, je na trhu velké mnozstvi riznych anti-p24
protilatek. Nami zkousSené komercni protilatky byly bud’ nedostatecné specifické, nebo se na
nas p24 nevazaly vubec. Proto bylo pfistoupeno k izolaci polyklonalnich protilatek ze séra
imunizovanych mysi. Takto ziskana polyklondlni protilatka vykazovala nakonec nejvyssi

Konfokalni mikroskopii byla sledovana kolokalizace jednotlivych rekombinantnich
proteinti s markerem brzkych endozomt EEAL. Fuzni proteiny hsp70-p24 a p24-hsp70
vykazuji vyznamnéj$i kolokalizaci signalu protilatky proti p24 s markerem EEAI1, ¢imz
potvrzuji naSi hypotézu, Ze hsp70 jako fuzni partner antigenu p24 piispiva k endocytdze
nasledovane lokalizaci p24 v brzkych endozomech, coz je klicovy krok pro zktizenou
prezentaci p24. Piestoze DC mohou po zna¢nou dobu potlacovat degradaci endocytovaného
antigenu [76-79], coZ je nezbytné pro zpracovani antigenu k prezentaci na MHCI molekul&ch,
po 4 hodinach od pulzace BMDC, byly jiZz vSechny p24 antigeny detekovatelné specifickou
protilatkou mimo brzké endozomy a naprosta vétSina proteint jiz nebyla dekovatelna, coz
odpovida postupujici fragmentaci p24.

Problematikou fuze proteint tepelného Soku s antigenem se zabyva mnoho pracovist’
jiz déle nez 10 let. Dokonce i fuze hsp70 s antigenem HIV-1 p24 byla dokumentovéna s
pouZzitim hsp70 M. tuberculosis [59]. V roce 1996 byla publikovana préace, ktera vyzdvihuje
adjuvantni schopnosti faze hsp70 s p24. Z podminek publikovaného experimentu neni zcela
ziejmé, zda za zvySeni humoralni i bunééné imunitni odpoveédi mize LPS, jehoZz kontaminace
neni uvedena, nebo samotny hsp protein.

DalSi prace zabyvajici se hsp70 a jeji fuzi s antigenem popisuje efektivni purifikaci
hsp70 a naslednou depleci endotoxinu pomoci ¢inidla Kurimover I [162]. Finalni koncentrace

LPS po srazeni Kurimover I ¢inidlem je méné nez 1ng/ml, coz je akceptovatelna hodnota pro
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imuniza¢ni experimenty [163-164]. Takto vy¢istény protein vSak byl nasledné nanesen na
kolonu, nékolikrat promyt, eluovan, dialyzovan bez jakékoliv zminky o pfitomnosti LPS v
pouzitych pufrech, kolonach a laboratornich pomickach. Neni proto jednozna¢né mozné
vyhodnotit dosah zavéru, Ze takto purifikovany hsp70 aplikovany do mysi vyvolava silnou
CTL imunitni odpoved.

Jako vyvraceni vSech dosud publikovanych vysledki o imunomodulaénich
vlastnostech proteini tepelného Soku bylo v roce 2008 publikovano sdéleni, které popira
jakékoliv imunostimula¢ni schopnosti hsp proteint [149]. Za jakékoliv zvySeni imunitnich
odpovédi je podle autort zodpovédny pravé LPS. Po jeho naprostém odstranéni nebyl hsp
schopen jakkoliv zvySovat imunitni odpovéd’. Publikované zavéry jsou v kontrastu se zaveéry
naSimi i zavéry jinych skupin. V této praci uvedend data, ziskana s hsp proteiny vykazujici
akceptovatelné nizkou hladinu LPS, potvrzuji, Ze se fUzi hsp s antigenem nejen zvysuje
imunitni odpovéd’, ale navic je tato sméfovana k Thl. Tim se nase vysledky fadi ke skupiné
autorti potvrzujicich imunomodulaéni vlastnosti hsp70. Pokud by tyto zmény byly zplisobeny
LPS, byly by naméfeny u vSech vzorki stejné, tedy i u p24 nebo hsp70 jako negativnich
kontrol, v nichz koncentrace LPS byla shodna. Z nasich méfeni je ziejmé, Zze LPS al
bezesporu potentni stimuldtor imunitni odpovédi hostitele obecné, neni hlavni stimulator
imunitni odpovédi v pfipad¢ antigenti fuzovanych s hsp70 tak, jak bylo vyhodnoceno v

ptedlozené praci.
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6 Zavér

Podle vytyCenych cili prace byla z mysich splenocytti vyizolovana cDNA kodujici
mysi hsp70, ktera byla nejprve vloZzena do klonovaciho vektoru podobné jako sekvence
kodujici antigen p24 .

Po navrzeni vhodne klonovaci strategie byly pomoci nékolika ligaénich a PCR
klonovacich reakci pfipraveny plasmidy kodujici fuzni konstrukty hsp70-p24 a p24-hsp70,
hsp70 a p24 vhodné k sav¢i i bakterialni expresi piislusnych rekombinantnich antigent.

Vsechny konstrukty vzniklé béhem piipravy byly analyzovany a jejich sekvence byla
potvrzena restrik¢nimi analyzami a komerénim sekvenovanim.

Pro potvrzeni expresivity a Caste¢né i dostupnosti p24 epitopu rekombinantnich p24,
hsp70-p24 a p24-hsp70 antigenti exprimovanych v sav¢im systému, jako hlavni podminky
fungovani testovanych DNA vakcin, byly transfekovany odpovidajici vektory do 293T bunék.
Exprese byla ovéfena pomoci Western Blot analyzy a fluorescenéni mikroskopie. DNA
vakciny byly poté aplikovany intramuskularné do BALB/c mysi a imunitni odpovéd’ byla
vyhodnocena pomoci stanoveni parametri p24 specifické bunééné a humoralni odpovédi.
Nejvyssi p24 specifickd bunééna odpovéd méfend u imunizovanych mysi na izolovanych
splenocytech in vitro restimulovanych p24 antigenem byla naméfena pro DNA kodujici
hsp70-p24 protein. Naopak nejvyssi titr p24 specifickych protilatek vykazuje DNA vakcina
kodujici p24-hsp70.

Nésledn¢ byla pro ucely vakcinace rekombinantnimi proteiny provedena exprese
rekombinantnich proteini v E. coli. Zakladni piekazkou piipravy vysoce Cistého
rekombinantniho proteinu byla kontaminace enzymem glukosamin-fruktosa-6-fosfat
aminotransferaza, ktera byla efektivné odstranéna pomoci suplementace média produktem
této aminotransferdzy GIcNAc. Ptidani GlcNAc vyznamné zvysilo denzitu bunééné kultury a
tim 1 vytézek rekombinantnich proteinli. Druhd a imunologicky vyznamnéj$i kontaminace
LPS byla minimalizovana na imunologicky akceptovatelné hodnoty extrakci do Tritonu X-
114, kdy po étyfech extrakcich se hladina LPS snizila na méné nez 1,79 EU/mg proteinu.

Identita proteinti byla potvrzena pomoci SDS-PAGE, Western Blot analyzy a hmotnostni
spektrometrie. Déle byla u proteini obsahujicich hsp70 stanovovana ATP-4zova aktivita.
Naméiena aktivita se pohybovala vrozmezi 1,06-1,45 min?, coz je vsouladu sjiz

publikovanymi hodnotami.
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Rekombinantni  proteiny byly poté pouzity pro intradermalni imunizaci
experimentélnich BALB/c mys$i. Humoralni a bunétné imunitni odpovédi byly hodnoceny
metodami ELISPOT a ELISA. Samotna vakcinace mysi potvrdila, Ze flze p24 antigenu
s proteinem tepelného Soku hsp70 ptispiva k vyvolani p24-specifické imunitni odpovédi S
dominanci Thl. Rozdily v intenzitich imunitni odpovédi potvrdily, Ze orientace fhznich
partnert p24 a hsp70 ovliviiuje kvalitu a intenzitu humorédlni i bunééné p24 specifické
imunitni odpovédi. Vy33i p24 specifickou produkci IFNy indukuje fuzni hsp70-p24, ve tvorbé
p24-specifickych protilatek je efektivnéjsi p24—hsp70.

Rekombinantni proteiny byly také pouZity ke stimulaci in vitro diferencovanych DC
detekované stanovenim povrchové exprese aktiva¢nich markert MHC-I, CD40 a CD86
pomoci prutokové cytometrie. Nejlepsim stimulatorem BMDC je protein hsp70-p24 a to u
vSech méfenych znakt nasledovan proteinem p24-hsp70.

Pro potvrzeni piispévku hsp70 ke zk#izené prezentaci p24 antigenu byla pomoci
konfokalni mikroskopie sledovana endocyt6za p24 a jeho lokalizace v ¢asném endosomu.
Pulzace faznimi proteiny p24-hsp70 a hsp70-p24 vedla ke statisticky signifikantné vyssi

kolokalizaci p24 s ¢asnym endosomem ve srovnani s pulsaci samotnym p24.
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7 Souhrn

Tato prace se zabyva studiem imunomodula¢nich vlastnosti proteinii tepelného Soku
(hsp). Modelovym proteinem tepelného Soku byl zvolen hsp70, ke kterému byl na Grovni
DNA pomoci ligace pfipojen protein p24 pochazejici z kapsidy viru HIV. Gen kodujici p24
byl pfipojen dvéma zpusoby a to na 5’- nebo 3"- konec genu kddujici hsp70 protein.

Fuzni proteiny byly ligovany do prokaryontniho expresniho vektoru ChampionTM
pET101 Directional (D) TOPO umoziujici expresi v bakteriich E. coli a zaroven do
eukaryontniho vektoru pcDNA 3.1 D/V5-His TOPO umoznujici expresi v eukaryontnich
bunkach a DNA vakcinanci.

Plasmidy kodujici fuzni proteiny byly aplikovany intramuskuldrné do BALB/c mysi.
Bunééna odpovéd’ byla analyzovana pomoci prutokové cytometrie, zatimco specifické anti —
p24 protilatky byly stanovovany metodou ELISA.

Proteiny p24, hsp70, p24-hsp70 a hsp70-p24 byly exprimovany v expresnich liniich
bakterii E. coli BL21 (DE3) a purifikovany pomoci metaloafinitni chromatografie. Jejich
identita byla ovefena pomoci SDS — PAGE elektroforézy, Western Blot analyzy a MALDI -
TOF hmotnostni spektrometrie.

Jelikoz byly purifikované proteiny uréeny k vakcinaci, bylo nutné odstranit
lipopolysacharidy (LPS) pochézejici z bunéénych stén bakterii. LPS byly odstranény
n¢kolikanasobnou extrakci do Tritonu X-114.

Rekombinantni proteiny v ekvimolarnim mnozstvi byly aplikovany intradermalné do
BALB/c mys$i. Bunééna odpovéd’ byla analyzovana pomoci metody ELISPOT, zatimco
specifickeé anti — p24 protilatky byly stanovovany metodou ELISA.

Paraleln¢ byly izolovany a diferencovany nezralé mysi dendritické buitkky (BMDC),
ktere byly pulzovany rekombinantnimi proteiny. Diferenciace a maturace dendritickych
bun¢k byla analyzovdna pomoci protilatek metodou pritokové cytometrie, zatimco

internalizace antigenti do BMDC byla sledovana pomoci konfokélni mikroskopie.
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8 Summary

This work focuses on the studying of immunomodulation properties of heat shock
proteins (hsp). As the model protein the heat shock protein hsp70 was chosen. hsp70 was
fused on the DNA basis with the p24 protein coming from viral capsid of HIV. The gene
coding for p24 was ligated even to 5°- or to 3"- end of the hsp70 gene.

Such fused proteins were ligated into the prokaryotic vector ChampionTM pET101
Directional (D) TOPO for bacterial expression in E. coli and simultaneously into the
eukaryotic vector pcDNA 3.1 D/V5-His TOPO for eukaryotic expression or DNA
vaccination.

Plasmids coding for fusion proteins were applicated intramuscularly into BALB/c
mice. Whereas the cellular immune response was analyzed by flow — cytometry, specific anti
— p24 antibodies were determined by ELISA.

Proteins p24, hsp70, p24-hsp70 and hsp70-p24 were expressed in expression lines of
E. coli bacteria BL21(DE3) and purified by metalloaffinity chromatography. The identity was
confirmed by SDS — PAGE electrophoresis, Western Blot analysis and MALDI — TOF mass
spectrometry.

Because the purified protein should be wused for mice vaccination the
lipopolysaccharide (LPS) coming from the bacterial cell walls needed to be removed. LPS
was removed by several — times extraction into Triton X114.

Recombinant proteins in equimolar amount were applicated intradermally into
BALB/c mice. Cellular immune response was analyzed by ELISPOT method and specific anti
— p24 antibodies were determined by ELISA.

Parallelly, immature murine dendritic cells (BMDC) were isolated and differentiated.
Immature BMDCs were pulsed by recombinant proteins. The cell differentiation and
maturation was analyzed using antibodies by flow — cytometry. Whereas the antigen

internalization was observed by confocal microscopy.
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9 Seznam zkratek

AIDS - acquired immune deficiency syndrome
AP 1 - activator protein 1

APC - antigen presenting cell

ATP - adenosine triphosphate

BL21 - Escherischia coli strain

BMDC — bone marrow - derived dendritic cells
Cat S — cathepsin S

CCR5 - C-C chemokine receptor type 5

cDNA - complementary DNA

CDA4,5,6 atc - cluster of differentiation

CIP - calf-intestinal alkaline phosphatase

CLIP - class Il associated invariant chain peptide
CO; — oxid uhlicity

CR3 - complement receptor 3

CTL- cytotoxicky T lymfocyt

DAMP - damage-associated molecular patterns
DAPI - 4' 6-diamidin-2-fenylindol

DC - dendritic cell

DNA - deoxyribonucleic acid

dNTP - dideoxynucleotide triphosphates

DTT - dithiothreitol

E. coli — Escherichia coli

EDTA - ethylenediaminetetraacetic acid

EEAL - early endosome antigen 1

ELISA - enzyme-linked Immunosorbent assay
ELISPOT - enzyme-linked immunosorbent spot
ER — endoplazmatickeé retikulum

ERAD - endoplasmic reticulum associated protein degradation
ERAP - endoplasmic reticulum aminopeptidase
FBS - fetal bovine serum

FITC - fluorescein isothiocyanate



GFAT - Glutamin fruktoza-6-phosfat amidotransferaza
GILT - Gamma interferon-inducible lysosomal thiolreductase
GLcN - glukosamin

GLcNACc - N-acetylglukosamin

GLCcNG6P — glukosamin-6-fosfat

GMAT - gap junction-mediated antigen transport

GM-CSF - Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor
gp96 — glykoprotein 96

grp170 — glukose regulated protein 170

GTP - guanosintrifosfat

HAART - highly active antiretroviral therapy

HEPES - 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid
HF — high fidelity

His - histidin

HIV - human immunodeficiency virus

HLA - human leukocyte antigen

HRP — horseradish peroxidase

Hsp - heat shock protein

IFNy - interferon gamma

IL4 — interleukin 4

IPTG - isopropyl p-D-1-thiogalactopyranoside

IRAK4 - interleukin-1 receptor associated kinase 4

IRAP - insulin-regulated aminopeptidase

IRF - interferon regulatory factor

kalcein-AM - acetomethoxy derivat kalceinu

kDa - kilodalton

KDEL - proteinovy receptor v endoplazmatickém retikulu
KH,PO, — dihydrogen fosfore¢nan draselny

LAL - Limulus amebocyte lysate

LB médium - Luria-Bertani broth médium

LOX 1 - lectin-like oxidized low-density lipoprotein (LDL) receptor-1
LPS - lipopolysacharid

LR - liga¢ni reakce

Mac-1 - macrophage-1 antigen



MAGE 3 - melanoma-associated antigen 3

MALDI - TOF - matrix assisted laser desorption/ionization, time-of-flight
MDP - muramyl dipeptide

MHC - Major Histocompatibility Complex

MPLA - monophosphoryl lipid A

MyD88 - myeloid differentiation primary response gene 88

NaCl — natrium chloride

NADPH - nicotinamide adenine dinucleotide phosphate

NaH,PO, — dihydrogen fosfat sodny

NF- «B: nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells
NFM — non fat milk

NaN; — azid sodny

NO - nitric oxide

NOD - nucleotide-binding oligomerization domain-containing protein
NOX2 - nicotinamide adenine dinucleotide phosphate-oxidase (NADPHoxidase)
NTA - nitrilotriacetic acid

NY-ESO 1 - Autoimmunogenic Cancer/Testis Antigen

OPD - 0-Phenylenediamine dihydrochloride

OspC - Outer surface protein C

OVA - ovalbumin

PAMP — pathogen - associated molecular pattern

PBS - Phosphate-buffered saline

PCR - polymerase chain reaction

Pi — anorganicky fosfat

PLC — peptide loading complex

PLGA - poly(lactic-coglycolic acid)

PMSF - phenylmethylsulfonyl fluoride

PVDF - polyvinylidene difluoride

RAGE - the receptor for advanced glycation endproducts

RME - receptor mediated endocytosis

RNA - ribonucleic acid

RNase - ribonuclease

ROS - reactive oxygen species

RPMI médium - Roswell Park Memorial Institute médium
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SDS - PAGE - Sodium dodecyl sulfate - polyacrylamide gel electrophoresis
SR-A - scavenger receptor - A

SREC 1 - scavenger receptor expressed by endothelial cells 1

TAP - Transporter associated with antigen processing

TLR - Toll-like receptor

TNF o - tumor necrosis factor o

TOPO - cloning using DNA topoisomerase |

UV — ultraviolet

V-ATPaza — vakuolarni ATP-aza

VLP - virus-like particles
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