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Abstrakt

Teoreticka ¢ast prace se zabyvad HIV-1. Virus je charakterizovan s popisem struktury a
funkce jednotlivych proteinti. Rozebrany jsou mechanismy, které virus vyuziva pro tinik
imunitnimu dohledu, jakoz i jeho zivotni (replika¢ni) cyklus. VEt§i pozornost je
vénovana povrchovym glykoproteinim gp41 a gp120, které jsou zasadni pro schopnost
HIV—-1 infikovat cilovou bunku. Je popsdna jejich struktura a vyznamné antigenni
determinanty, které jsou potencialnimi cili tzv. Siroce neutralizujicich protilatek,
schopnych zabranit vstupu viru do buiiky u $irokého spektra virovych kmeni. Siroce
neutralizujici protilatky jsou charakterizovany spolecné s principem jejich tvorby,

mechanismem pusobeni a budoucnosti mozné vakciny proti HIV-1.

Experimentalni ¢ast si klade za cil vyprodukovat sadu HIV-1 pseudovirovych ¢astic,
které bude nasledné mozno vyuzit pfi neutralizacnich experimentech, kdy se méfi
neutralizacni aktivita Siroce neutralizac¢nich protilatek. Pomoci metod molekularni
biologie jako je transformace bakterii, izolace nukleovych kyselin, transfekce na bazi
liposomu, titrace pseudovirti a méfeni luminiscence, byly pseudoviry vyprodukovany a
otestovany. Nakonec bylo zjist€no pottebné fedéni pseudovirovych titri pro standardni
vyuziti pii testovani neutralizacni aktivity protilatek. Infektivita piasobeni byla
otestovana jako mira luminiscence zpusobend Stépenim luciferinu, ktery slouZzi jako
substrat pro luciferasu produkovanou indikatorovymi bunkami v dasledku vazby

pseudoviru.

Kli¢ova slova HIV-1, pseudovirové Castice, Virus, Siroce neutralizaéni

protilatky, glykoprotein gp41/gp120, plasmid
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CILE PRACE

Teoreticka ¢ast
Zpracovani literarni reSerSe na téma HIV-1 (struktura viru, HIV-1 neutraliza¢ni
protilatky, jejich tvorba a vyznam, vyvoj vakciny proti HIV-1).

r wr

Experimentalni ¢ast

Transformace bakterii, izolace plasmidu, transfekce sav¢ich bun€k a produkce

pseudoviru, titrace pseudoviru s vyuzitim cilovych bunék TZM-bl.



1  UVOD

HIV-1, jako jeden z nejrozsifenéjSich virt, se Vlidské populaci pohybuje jiz 4
desetileti, stale vSak neni dostate¢né¢ probadan. Virus napadd, pro imunitni systém
zasadni, Ty— lymfocyty, ale také dendritické buiiky ¢i makrofagy. V disledku toho se
koncentrace téchto bunék v organismu pii napadeni virem razantné snizuje a postupné
selhavaji obranné reakce proti dalS$im patogenam. V koneéném stadiu vede infekce
Kk rozvoji onemocnéni AIDS, tedy totalnimu selhani imunitniho systému a postizeny se
neni schopen branit invazi rGznych patogennich organismi a ¢astic. Onemocnéni Se
vsak rozviji 1 fadu let, az desetileti od infekce. V soucasnosti probihd v laboratofich po
celém svéte intenzivni vyzkum vyvoje G¢inné vakciny proti tomuto viru. Ten je zaloZen
zejména na tvorb¢ Siroce neutralizujicich protilatek, které jsou schopny neutralizace, tj.
inaktivace virovych Castic a tim zamezeni infekce. Takové protilatky jsou produkovany
u HIV —pozitivnich pacientl, az po né¢kolika letech od nakazy. Divodem je ziejmé
vystaveni imunitniho systému a setkani orgasnismu s mnoha kmeny viru. HIV-1
intenzivné podléhd mutacim a dalSim zméndm, které zpusobuji znacnou divergenci
ruznych virovych kmenid. Vakcina by méla byt schopna navodit tvorbu Siroce
neutralizujicich protilatek béhem kratké doby. V soucasnosti je vyzkum podstaty
vakciny orientovan na povrchové glykoproteiny HIV-1, které jsou v nativnim viru
nositely vyznamnych antigennich determinant, jez ptedstavuji potencialni cil vazby
protilatek. Pti experimentech jsou nejcastéji vyuzivany rtuzné formy rekombinantné
pripravenych variant téchto proteini. Vyznamnym problémem je jejich glykosylace,
ktera je navozena enzymatickym aparatem cilové buiiky. Organismus ji pak chéape jako
jemu vlastni a tvorba protilatek proti nim je vyrazné potlacena. Pii hodnoceni
neutralizaéni aktivity, at’ uz ptipravenych ¢i ptfirozenou infekci ziskanych protilatek, Ize
vyuzit tzv. pseudoviry. Pseudovirus je Castice vyprodukovand molekuldrné
biologickymi metodami, kdy do vhodnych bunék je vnesem plasmid nesouci genetickou
informaci o produkci glykoproteinii gp41 a gp120. Buiiky zac¢nou tuto informaci ¢ist,
vytvaret prislusné proteiny a do média produkovat pseudovirové Castice, které jsou
schopny vazby na indikatorové buniky. V disledku toho je v indikatorovych buiikach
tvofen enzym luciferasa Stépici luciferin za produkce svétla, jeZ mize byt méfeno na
luminometru. V ptipad¢ ptitomnosti neutralizujici protilatky k vazbé nedochazi a enzym
neni exprimovan. Je tak mozné hodnotit pfipadnou neutraliza¢ni aktivitu raznych

vzorkd, coz ma zna¢né vyuziti v ramci vyzkumu vyvoje vakciny proti HIV-1.
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2  SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Charakterizace a pivod HIV

Virus lidské imunodeficience (HIV; z anglického Human immunodeficiency virus) je
jednim z nejzndméjsich, globalné rozsifenych vird. Vir zplsobuje onemocnéni tzv.
syndrom ziskaného imunodeficitu (Acquired Immune Deficiency Syndrome), zkracené
AIDS. Podle International Committee on Taxonomy of Viruses se HIV fadi do rodiny
Retroviridae, rod Lentivirus. Na pocatku 80. let 20. stoleti byla publikovana studie
popisujici rozvoj agresivni formy Kaposiho sarkomu nebo pneumocystové pneumonie v
dusledku dramatické snizeni koncentrace CD4+ T-lymfocytd v krvi u mladych
homosexualnich muzi (Centers for Disease Control and Prevention, 1981). V roce 1983
bylo potvrzeno podezieni, Ze se jedna o problémy virového ptivodu, kdy byl izolovan a
identifikovan HIV (Barré-Sinoussi et al., 1983). Dnes je obecné piijimana teorie,
ptipisujici pivod HIV K viru opi¢i imunodeficience (SIV). Virus mé tedy zoonoticky
puvod, kdy do lidské populace penetroval pojidanim nedostate¢né tepelné zpracovaného

masa a mozkl ulovenych primatt obyvateli rovnikové Afriky (Abbas et al., 2012).

2.2 Struktura HIV-1
HIV-1 (Obr. 1) ma podobu kulovité ¢astice s piibliznym pramérem 100 nm. Doposud
byly popsany 2 typy HIV (typ 1, pro ¢lovéka zasadni vyznam a typ 2 S minoritnim

Gp120
Gp4l povrchova

/ glykosylace
L/
NN 7%
membrana
\ nukleokapsidovy
matricovy \ protein
protein .
- - RNA
4
capsidovy

protein

proteasa

reverzni

transkriptasa integrasa

Obr. 1: Schématicka struktura HIV-1.
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dopadem na lidskou populaci) s fadou mnoha riznych kment. Oba typy se od sebe lisi
ur¢itymi odliSnostmi v genomové struktuie. Existence mnoha kmenti je pak duisledkem
obecné nachylnosti retroviri k mutacim, které vedou k dal§im, at’ uz strukturnim ¢i
funk¢ni zménam (Krejsek et al., 2016).

Pro rodinu Retroviridae je typické, Ze se jedna o viry, jejichz genom je tvofen
nukleovou kyselinou typu RNA. Tak je tomu i v pfipadé HIV. Genom vytvaii 2
identické jednovlaknové molekuly RNA (single stranded ribonucleic acid, ssSRNA),
kazda o délce asi 9500 part bazi (bp). Nukleova kyselina koduje celkem 9 genu (Tab.
1). Pro geny kodujici zejména Strukturni proteiny je typické, ze primarnim produktem
proteosyntézy je polyprotein, jenz je na vlastni funk¢ni proteiny nasledné Stépen

proteinasou (Langer a Sauter, 2017; Burmester et al., 2013).
2.2.1 Regulaéni a dopliikové proteiny

Regulacni proteiny jako produkty piislusnych genti plisobi v hostitelské bunice riznymi
mechanismy (Obr. 2), vétSinou jiz na genové urovni. Vysledkem téchto d&ju je regulace
bunécnych procesii pro optimalni virovou replikaci. Doplitkové proteiny obecné funguji
jako adaptéry, které naruSuji normalni pochody v bunice pro potieby viru (Bour a
Strebel, 2003). Inaktivace téchto piidatnych proteini vedla jen k mensimu poskozeni
zivotniho cyklu viru in vitro (proto jsou oznacovany jako dopliikové), zatimco in vivo
bylo prok4zéno, Ze mohou dramaticky ovlivnit prub¢h a zavaznost infekce (Bour a

Strebel, 2003).

Tab. 1 Geny tvotici genom HIV-1 a jejich genové produkty

gen produkt gen produkt

strukturni proteiny
gag (MA =pl7, CA =p24, vpr

NC = p7, P6) stejnojmenné
proteiny s enzymatickou doplnkové

pol nef

funkci (RT, IN, PR) proteiny
env gpl20, gp4l vif
tat vpu

stejnojmenné proteiny
L o vyskyt pouze u
rev regulujici replikaci viru tev

nékterych izolatl
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Obr. 2: Princip pusobeni nékterych proteint a enzymt HIV-1 v hostitelské burice.

Anti—repression trans—activator (Rev) je protein, ktery se pfimo vaze na RNA a
ucastni se ptrenosu mRNA do cytoplasmy. Tvofii se jiz v Casnych fazich replika¢niho
cyklu, kdy jsou tvofeny kratsi iseky mRNA i s informaci pro expresi Rev proteinu. Ten
je diky nukledrni lokaliza¢ni sekvenci transportovan do jadra, kde se az 6 téchto
proteinit vaze s vysokou afinitou, kazdy prostiednictvim 17 rezidui dlouhého a—helixu
na IIB smy¢ku mRNA. Na nukledrni exportni sekvenci Rev proteinu se nasledné vazi
hostitelské proteiny CRM1 (chromosonal region maintenence 1) a RanGTP (Ras related
nuclear protein). Takto vytvofeny komplex dokaze aktivnhim pfenosem transportovat

MRNA do cytoplasmy K translaci virovych proteini (Malim a Pollard, 1998).
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Protein Trans—Activator of transcription (Tat) je dilezity pro stimulaci transkripéni
elongace. Vaze se na vlasenku tar (trans activatinon respons elemens), jez je soucasti
dlouhé terminalni repetice (LTR) RNA. Soucasné je iniciovano uvolnéni komplexu P—
TEFb (Positive transcription elongation factor), nutného k vytvofeni transkripéniho
komplexu, z proteinovych souborii vazajicich se na chromatin a inaktivujicich RNA
polymerasu Il (RNAP II). P-TEFb se sklada z cyklin—dependentni kinazy 9 (CDKO9) a
cyklinu T1. Komplex se napoji na Tat jesté s dalSimi proteiny a CKD9 fosforyluje
karboxylovou termindlni doménu RNAP II spoleén¢ s multiproteinovymi komplexy
Negative elongation factor (NELF) a Death inducing signaling (DSIF), jeZz by svou
vazbou RNAP Il inhibovaly. Takto fosforylovana RNAP II mize zacit transkripci, ktera
je navic zna¢né amplifikovana a urychlena (Weeks et al, 1990). V nékterych izolatech
se vyskytuje i doplnkovy protein tev (Tobacco Etch virus), ktery nese informace
z urcitych sekvenci proteinu tat, rev a envelope glykoprotein (env) (Benko et al., 1990).

Negative regulatory factor (Nef) je obrannym proteinem, ktery putisobi proti
hostitelské obran€. Je tvofen z 206 aminokyselinovych rezidui, pfi¢emz rozliSujeme N —
terminalni konec (rezidua 1 — 78), jadro (rezidua 79 — 203) a C — terminalni konec
(rezidua 204 — 206). Soucasti jadra je centralni smycka (rezidua 149 — 179) vytvarejici
motiv dileucinu. Prostiednictvim ni se protein muze vazat na své cile v bunce (Buffalo
et al., 2019). Konforma¢n¢ je velmi plasticky, coz je jeden z duvodd, pro¢ je dnes
znamo az 80 dalSich proteini, Snimiz se mize vazat (Mailler et al., 2019).
Prostfednictvim myristoylace je asociovan s plasmatickou membrénou. Zasadni je jeho
vyznam pii uniku imunitnimu dohledu, kdy vaze adaptorovy protein a navadi jej ke
svému cili, pfi¢emz spole¢né s clathrinem pak iniciuje endocytozu tohoto cile. Cilem
proteinu Nef jsou pfedevs§im integralni transmembranové proteiny jako je CD4, CDS8 a
CD28, nezbytné k vyvolani adaptivni imunity. Stejné tak je schopen navadét adaptorovy
protein ve vazbé na protein Arfl (ADP-ribosylation factor 1), nachazejici se v trans
oblasti Golgiho aparatu na svij cil, kdy zde se predevsim jednd o molekuly MHC-I,
které informuji imunitni buniky o mozné infekci. Opét spolu s clathrinem, nef iniciuje
jejich lysosomalni degradaci. Témito mechanismy HIV-1 do znacné miry unika
imunitnimu dohledu, coz je pfiznivé pro jeho replikaci a zvySeni infek¢énosti viru
(Buffalo et al., 2019).

Viral protein R (Vpr) je dalsim malym doplikovym proteinem. Je tvofen 96
aminokyselinovymi rezidui, ktera vytvari 3 a—helixy (rezidua 17 — 33, 38 — 50 a 55 —

78), pti¢emz posledni helix je bohaty na obsah leucinu, ¢imz je na jedné stran¢ vytvoren
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hydrofobni povrch, ktery miize slouzit k tvorbé dimeru nebo interakei s dal$Simi proteiny
ptes motiv leucinového zipu (Schuler et al., 1999; Wecker et al., 1999). Vpr se vaze na
C — terminalni oblast Pr55Gag (prekurzorovy Gag protein), ¢imz se dostava do nové
vznikajicich viriond. Po $tépeni proteasou je ve virionu schopen interakce s genomovou
RNA, reverzni transkriptasou a integrasou, které tak kolokalizuje (Zhang et al., 1998).
Poméha tim po infekci zapocit proces reverzni transkripce, pfi¢emz ovliviiuje i jeji
presnost. Je totiz schopen interagovat s Uracil — DNA glykosylasou, kterd ma opravnou
funkci. Tim je vyrazné sniZzeno riziko mutaci, které potencialné mohou vzniknout
chybnym zafazenim uracilu a vyznamné pak ovliviji syntézu druhého fetézce DNA pii
reverzni transkripci (Mansky, 1996). Vpr je také zna¢né karyofilni. Jako soucast tzv.
preintegratniho komplexu napoméaha vytvorenou DNA transportovat cytoskeletarnimi
mikrotubuly do jadra k naslednému zabudovani do jaderného genomu. Dalsi
vyznamnou funkci Vpr je zastaveni bunééného cyklu infikovanych bun¢k v G2 fazi
inaktivaci cyklin—dependentni kinasy p34/cdc2, ktera se napojuje na cyklin B1, ¢imz
reguluje pfechod mezi G2 a M fazi bun&tného cyklu. Tim je dosaZeno dostate¢ného
prostoru pro reverzni transkripci viru (He et al., 1995).

Dalsim malym dopliikovym proteinem je Viral infectivity factor (Vif). Tento protein
zneskodiiuje antivirovou ochranu buné€k, kterd je tvofena rodinou enzymi APOBEC
(apolipoprotein B mRNA — edditing catalytic polypeptide). Jedna se o cytidin
deaminasy, jejichz funkci je navozeni mutaci ve virové genetické informaci deaminaci
cytidinu za vzniku uridinu (Teng et al., 1993). Nejznaméjsim je APOBEC3G, ktery se
ve veétsi mife vyskytuje v CD4+ lymfocytech (Chiy et al., 2005). Vif ma 2 funkéné
dilezit¢ domény. Doména HCCH vytvatejici motiv zinkového prstu, pfes ktery se na
n¢j vaze cullin — 5. Druh4 doména je tvotfena sekvenci aminokyselin SLQ(Y/F)LA, na
niZ se vaze elongin C spolu s elonginem B. Cely komplex je enzymaticky aktivni a tvofi
ubikvitin — ligasu (E3). Protoze Vif specificky vaze také APOBEC proteiny,
zprostredkovava jejich ubikvitinaci. APOBEC jsou tak oznaceny pro degradaci
V proteasomu, ¢imz se virus vyhyba této antivirové bunécné ochrané (Goila — Gaur a
Strebel, 2008).

Vpu je strukturné tvofen pouze 81 aminokyselinami, kdy N—terminalni konec svymi
29 rezidui tvofi transmembranovou doménu, ktera je nasledovana amfipatickym o—
helixem (rezidua 32 — 51), z jedné strany interagujicim s plasmatickou membranou diky
jednostrannému hydrofobnimu povrchu a dalsim o-helixem (rezidua 57 — 72)

odklonénym do cytoplasmy. Jeho odklonéni je zpusobeno specifickou fosforylaci
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serintl, které jsou soucasti vysoce konzervovaného motivu DSGNES spojujiciho oba
helixy (Henklein et al., 2000; Goadou et al., 2002). Hlavni role Vpu je v degradaci CD4
receptorti, které teprve vznikaji Vv membrané¢ endoplasmatického retikula. Na
fosforylované seriny se miuize napojit protein BTrCP (B—transducin repeat containing) a
ptes n¢j dalsi faktory jako je Skpl (S—phase kinase—associated protein 1) , cullin — 1 a
Rbx1 (RING-box protein 1). Dohromady tak vytvaii enzymaticky aktivni komplex
ubikvitin — ligasy (E3). Cullin — 1 vytvafi vazebné misto pro ubikvitin — konjugacni
enzym (Ey). Jejich prostiednictvim jsou molekuly CD4 v membrané endoplasmatického
retikula oznaceny ubikvitinem, ¢imz se odsoudi k degradaci v proteasomu (Margottin et
al., 1998; Yaron et al., 1998). Vpu také G¢inné¢ pomaha v uvoliiovani virovych c¢astic.
Jednim z moznych mechanismd, jak toho docili je tvorba homo — pentamerniho kanalu
v plasmatické membrané pro Na* a K" ionty. Mechanismy tohoto piisobeni nejsou zcela
pfesné¢ znamy, ale predpokladd se, ze lokdlni modulace membranového napéti
v disledku zmény koncentraci téchto ionti, by uvolilovani novych virioni mohla

podpotit (Ewart et al., 1996; Bour a Strebel, 2003).
2.2.2 Proteiny s enzymatickou funkei

Produkty pol genu (DNA polymerase gene) maji funkci enzymatickou. Tim jsou také
vyznamnym cilem vyvoje 1éCiv. Vysadni postaveni zde mé reverzni transkriptasa
(ptesnéji RNA-dependentni DNA polymerasa, RT). Jednd se o enzym umozilujici
syntézu molekuly DNA z virové RNA, ¢imz je schopna porusit tzv. centralni dogma
molekularni biologie (Waheed a Freed, 2011). Mezi dalsi enzymy patii integrasa (IN),
ktera zajisti inkorporaci DNA vytvofené RT do genomu hostitelské buiiky a proteasa

(PR), zasadni pro maturaci novych ¢astic HIV (Mirambeau et al., 2007).
2.2.3 Strukturni proteiny

Strukturni proteiny vznikaji jako produkty gag genu (group-specific antigen). Nejdtive
dochazi k syntéze prekurzorového gag proteinu (Pr55Gag), ktery bude virovou
proteasou §tépen na jednotlivé funkéni polypeptidy (Lee a Yu, 1998).

Patfi mezi né¢ nukleokapsidovy protein (dale NC), pro ktery je charakteristicka
ptitomnost dvou domén s motivem zinkového prstu, pomoci nichZ se vdze na virovou
RNA. Nukleovou kyselinu tak stabilizuje, ale ma rovnéz funkci pfi replikaci, kdy jesté
jako soucast Pro5Gag pomaha zapouzdiovat RNA do nové vznikajici virové ¢astice (Yu

et al., 2016). Také je dulezita funkce v multimerizaci gag proteini a tvorbé novych
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virovych ¢astic s dostate¢nou hustotou potiebnych proteinovych soucasti. (Lee a Yu,
1998).

Samotnou virovou kapsidu (Obr. 3) tvoii kapsidovy protein (CA). Je tvoien 2
doménami, jez jsou flexibiln¢ spojeny linkerem. VétSsi doména (N-terminalni) se
nasledné asociuje s dalsimi CA do kruhu s celkem 6, popf. 5 jednotkami. Tyto kruhy
jsou pak vzajemné propojeny mensi doménou (C—terminalni), ktera je také oznacovana
jako dimeriza¢ni. Objevuje se tedy motiv hexameru obklopeného 6 dalSimi hexamery
nebo pentameru obklopené¢ho 5 hexamery, kde v dusledky absence 1 CA v zakladnim
kruhu dochazi k ptiblizeni okolnich hexamerti a vétsiho zalomeni celkového povrchu
(Obr. 3). Dohromady pak ma kapsida, pro HIV-1 typicky, kuzelovity tvar (Obr. 3),
nebot’ vV mistech, kde se nachazi pentamery (vrcholy), dochazi k ur¢itému zalomeni
(Zhao et al., 2013).

N—termindlni doména ptivodniho Pr55Gag po stépeni proteasou tvoii matricovy
protein (MA). MA je modifikovan acylaci, kdy se napojuje kyselina miristova na N —
terminalni Gly, ¢imz dojde k jeho inkorporaci na vnitini stranu plazmatické membrany
(Fiorentini et al., 2006). Do acylace se vSak ziejmé zapojuje vice proteinovych domén
(McDonnell et al., 1998). Strukturn¢ je protein tvofen asi ze 130 aminokyselin,
prevazné seskupenych do a—Sroubovic a jednim tfivlaknovym p-listem. 30 C-
terminalnich rezidui tvofi o—helix na ktery je v Pr55Gag vazan CA (Massiah et al.,
1994). Vyzkumy naznacuji, ze MA je dulezity pro zaclenéni env glykoproteini do

membrany a to pfimou interakci s plazmatickym ocaskem gp41 (Cosson, 1996), kdy je

Obr. 3: Kapsida HIV-1, pentamerni (zlutd) a hexamerni uspofadani kapsidového proteinu
(pfevzato a upraveno z Summers et al., 2019).
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ale potieba, aby byl udrzovan v trimernim stavu, tak jako povrchové glykoproteiny (Hill
etal., 1996).

Predpoklada se, ze v blizkosti membrany se nachazi i protein p6, jenz hraje roli pii
skladani novych virovych ¢astic. O jeho funkci ve zralém stavu se vi malo, avSak
zfejm¢ ma funkci Vv pozdnim stadiu replikace, pfi samotném uvoliiovani nové virové
Castice od cytoplazmatické membrany hostitelské bunky (Huang et al., 1995; Schmalen
etal., 2018)

Plazmatickda membrana je posledni obrannou vrstvou. Vytvaii samotny povrch viru.
Pochazi z hostitelské buiiky, protoze novy virus z ni vznikd pucenim. Diky tomu
membrana obsahuje fadu membranovych proteint, typickych pravé pro HIV-1
hostitele, ale také velmi vyznamné produkty genu env. Jedna se 0 povrchové
glykoproteiny gp41 a gp120 naprosto zasadni pro infekénost virové ¢astice (Abbas et
al., 2012).

2.3 Struktura povrchovych glykoproteini

Glykoproteiny gp41 (41 kDa) a gp120 (120 kDa) se nachazi na samotném povrchu viru.
V ptipadé¢ gp41 se jednd o transmembranovy glykoprotein, s nimz nekovalentné
interaguje gp120 a vytvafi tak komplex oznacovany jako env protein. V ném jsou oba
glykoproteiny obsazeny trimerné. Jedna se tedy o trimerni heterodimer. Jejich struktura
se odviji od stavu viru, kdy rozliSujeme nativni a fazni stav (Chan et al., 1997).
Vzniknou proteolytickym $tépenim prekurzorového glykoproteinu gp160, produktu env
genu, bunécnou proteasou furinem v trans — Golgiho aparatu v ramci posttranslacnich

procesu (Abbas A. K. et al., 2012; Hallenberger et al., 1992).

2.3.1 Glykoprotein gp41

Jednd se o o-helikdlni trimer. ZajiStuje fuzi virové a hostitelské membrany, ¢imz
umozni uvolnéni virového obsahu do hostitelské buriky. Tim, ze jde o transmembranovy
protein, je délen na 3 zakladni ¢asti (Obr. 4). Extracelularni doména (ektodoména)
vyCnivajici vné€ viru, samotnd Cast prochdzejici membranou (MSD = membrane
spanning — domain) a intracelularni doména, nazyvana téz jako tzv. C—terminalni ocas
(CTT = C—terminal tail).

Ektodoména se sklada ze téi zakladnich casti (Obr. 4). Hydrofobni N — koncova
oblast, také oznacavana jako fuzni peptid, obecné bohaty na glycin. Za normalniho

stavu je zakotven a schovan v komplexu s gpl120. Jedna se asi o prvnich 30 rezidui
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Obr. 4: Schematicka struktura gp41 a ektodoména ve fizné aktivnim stavu (hexamerni uspofadani).

(Chan et al., 1997). Pti infekci se zabuduje do membrany cilové bunky. Na fuzni peptid
navazuji oblasti HR1 (zvana také jako N36 — helix, rezidua 546 — 581) a HR2 (C34 —
helix, rezidua 628 — 661) spojené disulfidickym mustkem (Chat et al., 1997). Objevuje
se u nich motiv heptadové repetice (ve 3 az 4 opakovani), tedy 7 opakujicich se
aminokyselin dle predpisu abcdefg, kde a a d jsou s vysokou pravdépodobnosti
nepolarni aminokyseliny. Jejich konkrétni sloZeni je zna¢né promeénlivé. Na zakladé
nekovalentnich interakci, pfedev§im mezi a — d a elektrostatickych interakci mezi e — g,
dochazi k vzajemné asociaci trimerti do motivu tzv. svinuté civky (Obr. 5).

MSD je vlastni transmembranovou ¢asti, jez fosfolipidovou dvouvrstvou prochazi.
Funkci této ¢asti je ukotveni celého env proteinu (tedy gp4l i gpl20) v membrang.
Primérni struktura byla ur¢ena jako posloupnost aminokyselin
LFIMIVGGLVGLRIVFAVLSI (Kim et al., 2009). V soucasnosti se predpoklada, ze tato
sekvence vytvari a—Sroubovici. Struktura vSak zcela jasna neni, nebot nékteré studie
naznacovaly, Ze ke zminéné sekvenci mize byt pfifazen jesté dalsi kratky peptid, ktery

by celkové usporadani narusil (Gangupomu a Abrams, 2010).
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Obr. 5: Hexamerni uspotadani trimerniho gp41 (vlevo, pohled ze shora, peptid C43 zelené, peptid
N51 modfe) se schamatickou mapou (vpravo) nejéastéji se vyskytujicich AMK v danych
pozicich helixi HR; s jejich elektrostatickymi (Cervena) a nekovalentnimi (modra)
interakcemi.

CTT je posledni soucasti gp41, dlouhy az 150 aminokyselin, lokalizovan uvnitf viru.
Jeho ptesna struktura opét zcela objasnéna neni. Predmétem vyzkumu se staly pouze
urcité sekvence tzv. lentivirové peptidy (LPP), které jsou zna¢né hydrofobni (Eisenberg
a Wesson, 1990). Jejich uméla strukturalni analoga vykazovala o — helikalni strukturu
(Steckbeck et al., 2011). V nesouladu stouto hypotézou byly experimenty tvorby
neutralizujicich protilatek u nékterych izolatt, kdy se protilatky vazaly do oblasti tzv.
Kenedyho epitopu (rezidua 728 — 745). To by znamenalo, Ze tato Cast musi byt
lokalizovéna vné viru, nebot’ protildtky nemohou projit ptes plasmatickou membranu.
Byl tedy navrZzen model, kdy CTT vytvaii smycku (s obsahem Kenedyho epitopu vné
viru) podepfenou tfemi transmembranovymi [ — listy, nasledovanymi sekvencemi
LPP1, LPP2 a LPP3 (uvnitf viru) interagujicimi s membranou (Hollier a Dimmock,
2005). Pro CTT bylo prokazano, ze se jedna o ¢ast dulezitou pro za¢lenéni proteinu env
do membrany skrze interakci LPP2 s MA doménou prekurzorového proteinu Gag, ¢imz
je modifikovana infek¢nost, nebot zaclenéni je umozné€no, az po rozstépeni
prekurzorového Gagového proteinu (Kol et al., 2007).

Fuzné aktivni stav (Obr. 4 a Obr. 5) ma za nasledek strukturni zmény predevsim v
ektodoméné, které vznikaji v dasledku konformac¢nich zmén po vazbé viru na
hostitelskou buriku. Peptidy N51 (v HR1 doméné, rezidua 540 — 590) a C43 (v HR2

doméng, rezidua 624 — 666) se orientuji antiparalelné a vytvafi trimericky komplex
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heterodimert. Tento pravdépodobny model byl vytvofen pomoci mensich subdomén, a
sice peptidu N36 (rezidua 546 — 581) a C34 (628 — 661), které vykazovaly in vitro jesté
vétsi stabilitu (Lu et al., 1995). Peptidy se fadi jako o Sroubovice tak, Ze v centru jsou 3
paralelni Sroubovice N36 peptidi sbalujici se do levoto¢ivé superSroubovice. Do
»drazek* mezi nimi se pak nekovalentné vazi (resp. navinuji) C34 sroubovice. C34 jsou
tedy na povrchu superSroubovice trimeru N36 uspotfadany ve sklonu odpovidajicimu

ryham a opét levotocivé (Chan et al., 1997).
2.3.2 Glykoprotein gp120

Glykoprotein gp120 (Obr. 6) nekovalentné interaguje s gp4l. Funkéné zodpovida za
vazbu pfisluSnych receptort hostitelské buiiky. Obecné se sklada z variabilnich (smycky
V1 _ s a LA —F) a konstantnich oblastni, tvoficich jadro celého glykoproteinu. V1 . 4 jsou
exponovany na povrchu glykoproteinu a pfipojeny k jadru skrze disulfidické mistky u
baze (Kwong et al., 1998; Wyatt et al., 1998). Strukturné je mozné jadro rozdélit do 2
hlavnich domén (Obr. 6), z nichZ vychazi rizné odchylky a smyc¢ky. Vnitini doména se
vyznacuje ptitomnosti 2 o—helikalnich struktur a 5 antiparalelnimi B—vlakny tvoticimi
motiv B — sandwiche v proximalni ¢asti. V distalni ¢asti vystupuje smycka Vi/V,. Pres
LB piechazi peptidicky fetézec do vné&jsi domény. Ta se sklada ze 3 o—helixi a

antiparalelnich  — listd tvoticich tzv. double barrel. Proximalni ¢ast vnéj$i domény

Obr. 6: Struktura gpl20 (vlevo, Cervené interni doména, zluté¢ externi doména, oranzoveé
premostujici list) (Wyatt et al., 1998) a jeho mapa s vyznacenim sekundarnich
struktur (vpravo), (Kwong et al., 2014).
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zahrnuje smycky Vg, Vs, LE a LD. Pobliz se nachazi i LC. Distalni ¢ast vnéjsi domény
zahrnuje smycku V3 a prechod ptes LF do B — vlasenky (B2o - 21), kterd je v blizkosti
V1/V,. Tato oblast je oznaCovana jako ,piemostujici list”, ktery tak je v interakci
s vng&jsi 1 vnitini doménou (Kwong et al., 1998).

Gpl120 je mohutn¢ glykosylovan, pficemz napojené sacharidy vytvaii az polovinu
jeho hmotnosti. Glykosylace v kombinaci s ¢etnymi mutacemi proptjcuji proteinu a tim
1 celému viru zna¢nou schopnost obrany proti imunitnimu systému, nebot’ sacharidy
vytvari §tit prekryvajici duilezité antigenni determinanty. Imunitni systém navic tyto
sacharidy vnimad do zna¢né miry jako vlastni, protoze jejich syntéza a napojeni na
virové proteiny neni kdédovana virem, ale glykosylaci vykonavaji enzymy vlastni cilové
bunice. Glykanovy §tit tak ¢asteCné kryje dilezité antigenni determinanty, ale ukéazalo
se, Ze sam muze byt imunogenni (Scanlan et al., 2007; Sadamand et al., 2016). Zasadni
je N — glykosylace, pfi které se oligosacharidovy zbytek (glykan) napojuje na amidovou
skupinu postranniho fetézce Asn Vv sekvenci Asn — X — Ser/Thr, kde X mize byt
kteroukoliv proteinogenni aminokyselinou kromé prolinu. V gp120 je ptitomno asi 25
glykosyla¢nich mist, kdy 4 se nachazi ve vnitini domén¢, 7 — 8 ve smyckach Vi/V; a V3
a zbytek je pfitomen v doméné vné&jsi. Pritomny jsou nedostateéné zpracované glykany
(sacharidova cast glykoproteinu), obvykle zakonceny 5 — 9 mannosovymi jednotkami
(tzv. oligomannosovy typ). Jejich tvorbu zajistuji v endoplasmatickém retikulu a cis —
Golgiho aparatu enzymy mannosidasy, pficemz vyrazny vliv na dalsi glykosylaci ma
prostorova dostupnost substratii pro pfislusné enzymy (Behrens a Crispin, 2017).
Nedostatecné zpracované glykany maji tendenci se shlukovat. Jsou tedy v blizkosti
dal§ich glykanii ¢i proteninové patefe a vytvari tzv. ,vnitini mannosové naplasti®
(Helenius a Aebi, 2001).

Povrch vnitini domény, pteklenuty a—helixem je pravdépodobné misto interakce
s gp41. Tuto hypotézu podporuje i vyrazné snizena glykosylace této oblasti (Wyatt et
al., 1997).

2.4 Replikacni cyklus HIV-1

HIV-1 se Sifi télnimi tekutinami, nejcastéji pii homosexudlnich ¢i heterosexualnich
aktivitach. Po jeho priniku do krevniho fecisté miize napadat cilové bunky. Tropismus
viru, tedy bunka, kterou virus napada je pro HIV-1 predevsim Ty lymfocyt (T—
lymfocyt). Mize napadat také makrofagy ¢i monocyty. Jedna se o buiky, jeZ maji na
povrchu ptitomny receptor CD4 (cluster of differentiation 4) a koreceptor CCR5 (C - C
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chemokinovy receptor typu 5) nebo CXCR4 (C — X — C typu 4), nutné pro vstup viru do
bunky. Tyto bunky pak oznacujeme jako CD4+. V uzsim slova smyslu se toto oznaceni

pouziva ptimo pro Ty — lymfocyty pro néz je receptor typicky.

2.4.1 Vstup HIV-1 do cilové buiniky

Vstup HIV-1 do hostitelské bunky (Obr. 7) zahrnuje interakci mezi povrchovym
trimerem gp120/gp41 a receptory cilové buinky CD4, CXCR4 nebo CCR5. Cely proces
je energeticky zna¢né narocny.

Na rozhrani vnitini a vnéj$i domény gp120 je hydrofobni dutina, ktera ptedstavuje
vazebné misto pro CD4 receptor obsahujici Phe43, ktery funguje jako spojovnik, nebot’
nekovalentné¢ interaguje s dalSimi, v primarni struktufe dalece vzdalenymi,
aminokyselinovymi rezidui. Na struktufe dutiny a tim i vazby s CD4 receptorem se déle
podili smycka LB, vldkno B15 a 20 prechazejici do 21 a dale do premost'ujiciho listu
(Kwong et al., 1998).

Vazbou receptoru CD4 se spusti konformaéni zmény vedouci k fizi membran (Obr.

Y vl

4(@ B =i e
s & sy

Obr. 7: Mechanismus vstupu HIV-1 do bunky (pfevzato a upraveno z Chen, 2019; National
Institute of Allergy and Infectious Diseases Home Page:
https://www.niaid.nih.gov/diseases-conditions/hiv-replication-cycle (5. 4. 2021)).
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7) (Wyatt et al., 1998). Tyto zmény maji za nasledek reorganizaci gp120, kdy dochazi
ke staceni domén, coz ma za nasledek jejich oddalovani od centralni osy, kdy se smycky
V1/V, a V3 vystavuji membrané hostitelské buiiky. Také se méni poloha dvou vnéjSich
domén receptoru CD4 (D; a D;) vi¢i doménam vnitinim (D3 a Dg4). Tyto reakce
ptitahuji virovou a hostitelskou membranu blize k sobé (Blumenthal et al., 2012; Chen,
2019).

Nasledn¢ je nutna vazba koreceptoru CXCR4 nebo CCRS5 na vystavenou smycku V.
Vazby se také ucastni Cast piemostujiciho listu. Celkové se t€émito konformacnimi
zménami odhaluje ektodoména gp41, az doposud ,,ukrytd” v gp120. Ektodoménovy
fazni peptid se vlozi do hostitelské membrany. V ndvaznosti na to dochazi k dal$im
konformaénim zménam, kdy se HR2 domény gp41l v trimeru vkladaji do drazek mezi
HR1 domény gp41 v trimeru a vytvaii tak strukturu svazku Sesti sroubovic (Obr. 7). Pfi
sestavovani svazku se virova membrana postupné piibliZzuje k hostitelské. Vnitini list
membrany je obohacen o fosfoinositoly, které podporuji a usnadiiuji membranovy ohyb
(Chan et al., 2008). Nasledn¢ dochazi k membranové hemifiizi a poté fuzi Gplné, kdy se
vytvati fuzni por, ktery je zpoc€atku pftili§ maly pro prinik virové kapsidy (primér asi 50
nm). Jeho dilatace je energeticky velmi narocna a probiha za ucasti cytoskeletu, ktery
byl pro ni aktivovan signalni dréhou z intracelularnich domén CD4 a CXCR4 nebo
CCRS5 (lyengar et al., 1998; Jiménez-Baranda et al., 2007; Blumenthal et al., 2012).
Vstupu viru brani jes$t¢ kortikdlni aktin nachazejici se tésné pod plasmatickou
membranou. Jeho remodelace je spusténa signalni drahou, kterd je vyvolana vazbou
viru na koreceptor (CCR5 nebo CXCR4). Draha vede k aktivaci cofilinu jako hlavniho
aktinového depolymeracniho faktoru (Yoder et al., 2008). Vytvofenym porem pak mize

virova kapsida proniknout do bunky.

2.4.2 Reverzni transkripce

Po vstupu virové kapsidy do cytoplasmy bunky je tfeba genetickou informaci
transportovat do jadra. Pfedpoklada se vazba kapsidového CA pies adaptérovy protein
bicaudal D2 (BICD2) na dyneinovy motor, ktery je schopen aktivniho pohybu po
mikrotubularnim vlaknu k jeho (—) konci a pfenasSet tak virovy genom smérem k jadru
(Dharan et al., 2017). Béhem této cesty probiha proces reverzni transkripce, kdy je
potieba virovou RNA pfeménit na DNA k zac¢lenéni do hostitelského genomu. Pfi tomto
dé&ji zieymée dochazi k tzv. odkapavani, tedy rozpadu virové kapsidy, kdy proménlivou

kapsidovou strukturu oznacujeme jako RTC (reverse trascription complex — komplexy
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virového genomu, ktery prochazi procesem reverzni transkripce a obsahuje tak zprvu
RNA a pozdé¢ji hybrid RNA — DNA). RTC postupné piechazi v preintegracni komplexy
(PIC), které jiz obsahuji pouze DNA (Arhel, 2010).

Genom HIV-1 je tvoien 2 molekulami pozitivni ssSRNA. Soucasti kapsidy je az 50
molekul reverzni transkriptasy (RT), pfesnéji RNA — dependentni DNA polymerasy.
Muzeme u ni pozorovat aktivitu DNA polymerasy a RNasy H (Telesnitsky a Gollf,
1993). Ke své &innosti potfebuje RNA primer. Jako primer je vyuZita tRNAY®, ktera se
svym 3' koncem komplementarné vaze k 5' konci virové RNA. RT pak vyuziva virovou
RNA jako matrici pro syntézu negativniho vlakna DNA. RT patii mezi DNA
polymerasy, pro které je typické, Ze komplementarni vlakno syntetizuji ve sméru 5'-> 3'.
Nésledné je vlakno plivodni virové RNA odstranéno aktivitou RNasy H, proti které je
vSak odolna tzv. ppt sekvence, bohatd na puriny, jez slouzi jako primer pro syntézu
pozitniho vlakna DNA. V ptipadé¢ HIV-1 je ppt sekvence ptitomna v RNA 2x a sice
pobliz 3" konce a piiblizné ve stfedu (Charmeau et al., 1992). RT svou polymerasovou
aktivitou dosyntetizuje druhé vldkno, tedy (+)DNA a aktivitou RNasy H odstrani i
primery. Vysledkem tak je kompletni double strand (+) DNA (dsDNA) v PIC (Hu a
Hunhughes, 2012).

2.4.3 Integrace virové DNA do hostitelského genomu

PIC kromé¢ virové dSDNA obsahuje CA, IN a Vrp. U téchto proteinti byly prokazany
vyrazné karyofilni vlastnosti, diky kterym je mozné v interakci s dalSimi buné¢nymi
faktory nukledrniho importu prenést dsSDNA do jadra skrze jaderny por. Vsechny 3
proteiny jsou schopny interagovat s vytvofenou DNA a jejich karyofilita je dana
schopnosti vazat se za UcCasti riznych bunécnych faktorli (napf. o a B integriny) na
proteiny nuklearniho péru (Haffar et al., 2000).

Integrasa je homodimerni, kdy kazdy monomer se skldda z N — terminalni Casti jako
soucast dimerového rozhrani, katalyticky aktivniho jadra a C — termindlni Casti
zodpovédné za vazbu virové DNA. Dimerni struktura enzymu umoziuje vazbu obou
koncl dvouretézce virové DNA. Aktivni misto v jadie je znaéné flexibilni a obsahuje
2x Asp, Glu a Lys. Zde dochazi k vazbé¢ cilové (hostitelské) DNA a integraci vazané,
virové DNA do ni. Aktivni misto integrasy nevykazuje vyznamnou specifitu a misto
integrace tak neni pfesn¢ urceno. Samotné vazbé integrasy na cilovou DNA muzou
napomahat bunécné faktory (napt. LEDGF/p75), ale neni na nich pifimo zéavisla. Proces

integrace je zahajen odstépenim dinukleotidu CA z 3' konce virové DNA, ¢imz se
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odhali 3' OH, které nukleofilné napadaji dvojici fosfodiesterovych vazeb v cilové DNA.
Mista napadeni jsou Vv piipadé HIV oddélena 5 bp na kazdém fetézci. Na cilovou DNA
se tak svym 3' koncem kovalentn¢é navazala virovda DNA, piicemz jeji 5' konec zlstava
volny, stejné jako 3' konec Stépené cilové DNA. K jejich spojeni je tieba odstranéni 2
neparovych nukleotidii na 5' konci virové DNA, vyplnéni mezer a spojeni fetézcil,
k ¢emuz jsou vyuzity enzymy hostitelské bunky (pfedev§im DNA polymerasa a DNA
ligasa). Takto zaclenéna virova DNA v hostitelském genomu je oznacCovana jako

provirus. Ve stadiu proviru jsou obvykle HIV pozitivni pacienti nékolik (i desitek) let.
2.4.4 Proteosyntéza virovych proteini

Provirus slouzi jako matrice pro transkripci virovych proteini i jeho genomické RNA.
Pro proces proteosyntézy jsou vyuzity enzymy a bunééné faktory hostitelské bunky,
zejména pak RNA polymerasa II, ktera naseda na promotor v oblasti 5 LTR (long
terminal repeat) proviru. Zpocatku je vynos mRNA nizky, protoze az v pozdéjsich
fazich je nasyntetizovan protein tat, ktery rychlost i Uc¢innost transkripce vyrazné
amplifikuje (Obr. 2). Vznikaji tak molekuly pre — mRNA, které prochazi alternativnim
sestfihem (splicing). Pozdé&ji mohou byt produktem molekuly mRNA, které predstavuji
genomickou RNA rodici se virové Castice nebo ruzné sestithané mRNA pro dalsi
syntézu virovych proteinii procesem translace na ribozomech v cytoplasmé, kam jsou
transportovany za Ucasti virového rev proteinu. Zejména pro strukturni proteiny je
typickéd syntéza tzv. preproteint, Z nichz se nasledné proteolytickym $tépenim ziskaji
jednotlivé funkéni virové proteiny majici mnohocetné funkce pro zajisténi optimalnich

podminek virové replikace (Cooper et al., 2011; Campbell a Hope, 2008).
2.4.5 Tvorba novych virovych ¢astic

V pozdni fazi replikacniho cyklu je tvotfeno velké mnoZstvi virovych proteinil. Protein
gag-pol je preproteinem zahrnujici domény budoucich samostatnych strukturnich
proteini MA, CA, NC a enzymatickych proteint (Lu et al., 2011).

NC doména dokaze diky konzervované sekvenci aminokyselin Cys — Cys — His —
Cys vytvafejici motiv zinkového prstu (je nutny atom Zn?*) interagovat s tzv. ¥ oblasti
nesestithané molekuly RNA, ktera se nachazi na jejim 5' konci. Tato oblast podporuje
dimerizaci molekul RNA. MA doména Gag proteinu prochazi myristoylaci, kdy
dochazi k napojeni kyseliny myristové a cely protein je pak navadén k cytoplasmatické

membrang, c¢emuz napomaha afinita k fosfatidylinositol-4, 5-biosfosfatu (PIP2)
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Obr. 8: Schéma replika¢niho cyklu HIV-1.

v membrané ptitomného (Lu et al., 2011). Takto dochéazi k multimerizaci gagovych
preproteini (nékteré piinasi dimerizovanou RNA) pod bunécnou membranou, coz
vyvolava jeji puceni v této oblasti (Cullen, 2014). Jiz béhem puceni, nebo az v nové
vytvofeném viru, jsou proteasou rozstépeny preproteiny na jednotlivé domény, které
plni funkci samostatnych proteini. Puenim se tak od hostitelské buiikky oddé€li nové
virové Castice a cyklus se uzavira (Obr. 8). Na samotném oddé€leni se podili proteinovy
komplex ESCRT-III (endosomal sorting complexes required for transport), ktery
obkrouzi a stithne membranu pii oddélovani nového virionu. (Cullen, 2014; Lu et al.,
2011).

Jednim z vyznamnych duasledkl infekce viru je dramatické sniZzeni hladiny zejména
Ty— lymfocytii, také vSak dendritickych bunc¢k ¢i maktrofaglhi. Toto je zpisobeno
spusténim procesu apoptosy. Jednou z moznych signalizacnich drah jejiho spusténi je
pfechod Vrp proteinu skrze VDAC (napétim fizeny iontovy kandl) ve vng&jsi
mitochondrialni membrané. Vrp se tak dostavda do  mitochondrialniho
mezimembranového prostoru, kde je schopen vazby na ANT (adeninnukleotidovy
translokator), ktery tak rozsituje. V disledku této reakce se zvySuje propustonost vnitini
mitochondridlni membrany a uvoliiuji se pro — apoptické signaly sméfujici buitku do

procesu apoptosy (Basafiez a Zimmerberg, 2001).
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2.5 HIV-1 neutraliza¢ni protilatky

Protilatky, resp. imunoglobuliny, jsou glykosylované polypeptidy, produkovany
aktivovanymi B—lymfocyty jako odpovéd’ na pfitomnost antigenu v organismu v ramci
adaptivni imunity. Jednd se o extrémné variabilni molekuly, kdy v dasledku
genetickych sestfihti a presmykt jsou pii jejich tvorbé tvoreny protilatky s maximalni
specifitou vici antigenu, ktery jejich tvorbu vyvolal. HIV je zna¢né heterogenni, coz je
dano vysokou frekvenci mutaci, které maji za nasledek obrovské mnozstvi variant HIV.
Proti viru imunitni systém zacne piirozené¢ vytvaret protilatky. V ptipadé¢ HIV je
pozornost tvorby protilatek zaméfena predevsim na povrchovy trimer gp41/gp120. Ten
je ale vlivem ,sacharidového §titu“ a lokaln¢ proménlivé struktury diky mutacim, ¢&i
konformaénim zménam pii vazbé na cil, pro protilatky Spatné¢ dostupny. To je hlavni
davod, pro¢ doposud nebyla vytvofena u¢innd vakcina. Predmétem vyzkumu a vyvoje
vakciny proti HIV, pak jsou tzv. Siroce neutralizujici protilatky (bnAb z anglického
broadly neutralizing antibodies), které cili na relativné stalé a konzervované oblasti
povrchu env proteinu a jsou tak schopny neutralizovat Siroké spektrum kment HIV.
Jako neutraliza¢ni jsou protilatky oznacovany v piipadé minimaln¢ 30% ucinnosti, tj.
neutralizovano bude 30% virové naloze v organismu, navzdory riiznym variantam viru.
Prvni bnAb byly objeveny v 90. letech 20. stoleti, dnes zname ptes 100 typu (Sadanand
etal., 2016).

2.5.1 Rysy Siroce neutraliza¢nich protilatek

Pro bnAb jsou charakteristické urcité rysy napii¢ vSemi rodinami. Jsou znaéné
mutovangjsi, nez klasické sérové protilatky (AB), mivaji abnormaln¢ dlouhé CDRy3
smycky variabilnich domén, které maji primérnou délku 21 aminokyselinovych rezidui
oproti bézné délce 8 — 16 aminokyselin. Takova délka umozni prinik skrze glykanovy
§tit na samotny proteinovy povrch. bnAb také ¢asto vykazuji polyreaktivitu. (Sadanand
et al., 2016). Ta je u riznych typd bnAb rizna. Nekteré jsou schopny vazby na vlastni
lipidy (napft. kardiolipin), glykany i samotné proteiny vcetné¢ enzymil. Piikladem muzZe
byt kynureninasa, enzym S§tépici meziprodukt metabolismu tryptofanu kynurenin. V
disledku poskozeni této drahy se rozviji fada ruznych defektd, napt. poruchy nervové

soustavy — tzv. HIV demence (Finney a Kelsoe, 2018; Routy et al., 2015).
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2.5.2 Studium neutralizacnich protilatek

Je nékolik strategii vyzkumu neutraliza¢nich protilatek proti HIV. Moznosti je
screening a zisk séra od HIV pozitivnich pacientl, ze kterého je mozné protilatky
izolovat, napf. chromatografickymi technikami ¢i pfimo testovat jejich neutraliza¢ni
aktivitu.

Laboratornim pfistupem je kultivace a tfidéni pamétovych B — lymfocyta ¢i tvorba
hybridomti. Tyto buitky mohou pfimo produkovat protilatky do média nebo mohou byt
zdrojem gent pro jejich tvorbu. Geny se mohou pomoci vektoru pienést do vhodnych
bun¢k transfekci, a ty zaCnou piijatou genetickou informaci exprimovat (Burton a
Hangartner, 2016).

Neutralizac¢ni aktivita protilatek se zjiSt'uje neutralizacnimi experimenty v riznych
obménach. Jejich principem je inkubace kultury viru, protilatek (napt. vzorek séra,
laboratorn¢ ptipravenych protilatek,...) a vhodné bunééné kultury, majici charakter
cilovych bun€k viru. V piipadé neutralizacni aktivity je protilaitkami znemozZnéna
infekce a virus je inaktivovan, zatimco v nepfitomnosti neutraliza¢ni aktivity je infekce
moznd. Ta pak vyvoldva zmény, které mohou byt detekovany, pozorovany a
zaznamenany jako zména morfologie bunck, enzymova aktivita, luminiscence, zména
zbarveni,... (Sebek J., 2018).

Neutralizacni protilatky také slouzi k objasnéni struktury povrchovych 1 dalsich HIV
proteinti, at’ uz nativnich, ¢i uméle vytvofenych (rekombinantnich). Jejich vazbou se
zna¢né proménliva a nestabilni glykoproteinova struktura stabilizuje a mize byt fesena
pomoci hmotnostni spektrometrie, NMR, elektronovou tomografii s vyuzitim RTG
zafeni, krystalografie,... Problém pro experimenty u povrchovych glykoproteini gp41 a
gp120 je, ze se v nativni form¢ vyskytuji jako trimery, zatimco laboratorni experimenty
vyuzivaji rekombinantni monomerni formu. Soucasné nejmodernéjsi napodobeninou
env glykoproteinu je protein BG505.SOSIP (Alsahafi et al. 2018). Casto se v kombinaci
s t¢émito technikami vyuzivaji molekularné biologické metody jako je zavadéni mutaci
do genetické informace daného proteinu a zkouma se pak jeji dopad na strukturu a

funkci proteinu.
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2.5.3 Hlavni oblasti antigennich determinant a jejich bnAb

Ve struktuie povrchového trimerniho gp41/gpl120 byla postupné objevena fada
vyznamnych antigennich determinant (epitopi) (Obr. 9), kam jsou schopny se bnAb
vazat. Jejich dostupnost je ddna i konformaénim stavem (uzavieny, ¢astecné otevieny,
otevieny) env proteinu (Obr. 10) ménicim se po vazbé na piislusné receptory (Pinto et
al., 2019).

Nejvyznamnéjs$im epitopem je CD4 vazebné misto (CD4 binding site, CD4bs). Jedna
se 0 oblast mezi vnitini a vnéj$i doménou gp120, kam se vaze CD4 receptor hostitelské
bunky viru, kdy po navazani protilatek je tato vazba znemoznéna. CD4bs zahrnuje
dutinu na rozhrani vnitini a vnéj$i domény gp120 v jejimZ centru se nachazi Phe43.
Dal8imi typicky vyznamnymi rezidui jsou Asp368 a Glu370, jejichZ laboratorné
navozené mutace znemoznily vazbu bnAb. Ze strany vnéjsi domény je dutina lemovana
smyckou LD, jejiz soucasti je misto glykosylace Asn276. V blizkosti je dalsi
glykosylaéni misto Asn386. Glykosylace stéZuje prunik bnAb k samotné proteinové
struktufe (Burton a Hangartner, 2016; Wiatt et al., 1998). Mezi CD4bs — specifické
bnAb patii napt. VRCO1 — like AB, IgG1bl12, CH103. Jejich spolenym rysem je
dlouh4d CDRy 3 a naopak kratkd CDR| 3 smycka. Tyto strukturni rysy obchazi ¢astec¢né

stinéni CD4bs a ovlivitiovani struktury premost’ujicim listem, jehoz soucasti je i V1/V2
glykanovy Stit

V1/V2 smycka

CD4bs
gp120

V3 smycka

rozhrani gp41/gp120

membrana na povrchu

Obr. 9: Schématické znazornéni hlavnich oblasti antigennich determinant na env
proteinu.
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Obr. 10: Konformacni stavy env proteinu s epitopy pro bnAb. A,B — pohled z boku, C,D —
pohled shora (pfevzato z Wang et al., 2016).

smycka gp120. Pro IgG1b12 je navic typicka ¢aste€na vazba na V1/V2 smycku, kterd je
jiz soucasti jiné epitopové oblasti (Burton a Hangartner, 2016).

Tzv. mannosova ndplast je epitopem nachazejicim se na vnéjsi doméné gpl20.
V oblasti je zahrnuta smycka V4 a stopka smycky V3. Protein je zde vyrazné
glykosylovan glykany s vysokym obsahem mannosy, coz mu dodava zna¢nou
heterogenitu a toleranci imunitnim systémem. Tvorba sem mificich protilatek je tedy
znaéné narocna, aby neziskaly autoreaktivitu. Oblast byla nalezena diky vazbé bnAb
2G12, ktera je jako jedna z mala schopna do vazby zahrnout glykany, zejména na N332
dale N295, 301, 332, 339, 386 a 392. 2G12 ma unikatni schopnost tzv. doménové
vymény, ktera spociva ve kiizeni Fab ramen dvou imunoglobulini (Obr. 11). V této
struktufe se VH doména obou Fab ramen kiiZi s pfilehlymi VH doménami druhého
monomeru imunoglobulinu. Vysledna struktura pak vypada jako by téZky fetéz Fab
fragmentu vytvoril tvar X s lehkymi fetézy, které reaguji s Vy a Cyl ze dvou rtuznych
tézkych tetézii. Celkovym diisledkem zkftiZeni je protilatka s linedrnim tvarem, namisto
tradi¢niho tvaru Y a s $irSi antigen — vazajici oblasti (Daniels a Saunders, 2019; Wyatt
et al., 1998). Dalsimi bnAb jsou rodiny PG a PGT jako napt. PGT121, PGT128,
PGT135, které pro vazbu vyuzivaji V3 smycku. Okoli smycky V3 je oznacovano jako

imunologicky ticha oblast, diky vysoké glykosylaci se zde vaze jen minimum protilatek.
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2G12 2G12

Obr. 11: Struktura (vlevo) a schématické znazornéni (vpravo) dimerniho uspofadani bnAb 2G12
(ptevzato z Daniels a Saunders, 2019).

Oblast sousedi s CD4bs, kterd je sice glykanti zbavena, ale je jimi lemovana, coz ziejmé
také predstavuje obranu proti vazbé bnAb (Wyatt a Sodroski, 1998; Daniels a Saunders,
2019). Pro bnAb vazajici se do mannosové naplasti je typickd velmi dlouha smycka
CDRy3, ktera pak pronikd pies glykanovy stit k povrchu proteinu. Uginkem vazby
téchto bnAb je sterickd zabrana, kdy Se virus neni schopen dostateéné pfiblizit
k receptorim hostitelské bunky (Burton a Hangartner, 2016).

Vyznamnym epitopem pro bnAb je také hrot smycek Vi/V, (Obr. 12), ktera je
soucasti tzv. pfemost’ujiciho listu gp120 (Wyatt et al., 1998). Oblast V1/V; je tvoiena
¢tytvlaknovym B — listem, ktery je propojen disulfidickymi mustky, V; a V, smyckou.
Konkavni strana je bez glykanu a hydrofobni, zatimco konvexni strana je hydrofilni

s glykanem vazanym na centralni Asn. Sekvence aminokyselin na méné variabilni

V1 smycka

/

disulfidické mistky

V;, smycka

Obr. 12: Schématické znazornéni hrotu smycky V1/V,gp120.
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smycce V; je bohatd na Lys. Pro bnAb je opét typickd dlouhda CDRy 3 s vysokym
zastoupenim kyselych aminokyselin (obvykle jde o sulfatované Tyr nebo Glu) pro
vazbu na bazicka lysinova rezidua. Typickou V1/V;, — specifickou protilatkou je PG9
nebo PG16 (Burton a Hangartner, 2016; McLellan et al., 2011).

Rozhrani gp41 — gp120 je rovnéz povazovano za vyznamny epitop bnAb. Je typicky
pouze pro trimerni usporaddani gp4/gp120, tedy k vazbé protilatky jsou nutné Casti ze
vSech tii protomera gp41/gpl120. Vazbou bnAb jsou inhibovany konformaéni zmény pii
vazb¢ viru na receptory. Radi se sem skupina bnAb PGTys;  158. Tento typ bnAb také
vykazuje nelplnou neutralizaci, je vSak hojné vyuzivan pro stabilizaci trimerniho
glykoproteinu, coz se hojn¢ vyuziva pii experimentech s cilem zkoumat strukturu a
vazbu protiladtek do trimerni formy na misto rekombinantniho monomeru (Blattner et
al., 2014).

Na gp41 se nachazi oblast MPER (z anglického membrane proximal external
region). Zahrnuje proximalni ¢ast transmembranové MSD tésné nad membranou.
Blizkost membrany ptedstavuje problém vyvoje MPER — specifickych bnAb, protoze
¢ast znich je schopnd interakce s lipidy membrany, coz je pfi¢inou rizného stupné
autoreaktivity, kterou tyto bnAb nasledné vykazuji (Pinto et al., 2019). MPER je $patné
dostupnad v nativnim trimernim uspotfaddani gp41/gp120. K odkryti je zapotiebi
konformac¢nich zmén vyvolanych vazbou viru na receptor. Mezi hlavni zastupce
MPER — specifickych bnAb patii imunoglobuliny 4E10, 10E8, DH511 a VRC42, kdy
prvni dvé pravé vykazuji i interakci S membranovymi lipidy. Tyto bnAb obsahuji,
V porovnani s béznymi protilatkami, delsi CDRy 3 smycku vyrazného hydrofobniho
charakteru, coz podporuje myslenku vazby na lipidy (Irimia et al., 2016). Vykazuji
tzv. neuplnou neutralizaci, tj. neutralizace daného izolatu danou protilatkou nedosahuje

100% (Burton a Hangartner, 2016).

2.6 Vakcina proti HIV-1

2.6.1 Vakcinacni strategie a vyvoj vakciny proti HIV-1

Principem vakcinace je, aby vhodny imunogen (imunogenni latka majici vlastnosti
antigenu), ktery tvoii podstatu vakciny, dokazal po aplikaci vtéle stimulovat
specifickou imunitni odpovéd’, ¢imZ imunizovany jedinec ziska protilatky a pamétové

B — bunky schopné rychlé aktivace, tedy obranu pti napadeni virem.
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Problémem HIV je jeho znacna rtiznorodost a autologni protilatkova odezva, .
protilatky jsou pouze kmenové specifické a neschopné neutralizace SirSiho spektra
virovych kmentu. bnAb, které jsou schopny kiizené neutralizovat Siroké spektrum
ruznych, heterogennich kment HIV-1, vSak vznikaji asi jen u 1/3 infikovanych
pacientd a to aZ po né€kolika letech od pocatku infekce v dusledku ,,setkani® s mnoha
variantami viru, ktery je mutacemi vytvati (Moog et al., 1997; Sadamand et al., 2016;
van Gils et al., 2009). Cilem vakciny je tuto dobu zkratit. Pii pfirozené infekci mutujici
virus stale unika pied bnAb, které také prochdzi mutacemi, aby se zlepSila jejich
vazebna afinita k epitopiim, coz vede k rozsifeni neutraliza¢ni §ite (Sadamand et al.,
2016).

Je nékolik piistupii vyvoje vakcin. Zakladnim piistupem je aplikace riznych variant
¢ casti env proteinu jako imunogenu, ktery je V pfipadé HIV jedinym cilem bnAb.
Strategii je podavat tyto rizné varianty imunogenu postupné nebo v jednom. Cilem je
rychlé navozeni Siroké neutralizacni §ife u vznikajicich protilatek. Studie probihaji
a dalsi), pficemz protilatkova odezva na stejny vakcinacni typ se u rtiznych zivoc¢ichli
lisi. Jednim z mechanismi navozeni tvorby bnAb je in vitro snizit expozici
mimocilovych non — bnAb epitopti jako je napf. smycka V3, ktera na sebe stahuje
protilatkovou odpovéd na tkor epitopli pro bnAb. Dal§im pfistupem je soustiedit
protilatkovou odpovéd na konzervované epitopy rekombinantniho env proteinu
vytvofenim otvorii v glykanovém S§titu, kdy je protein zbaven glykanii, ale béhem
vakcinace se postupné glykosylovany protein dodava.

Jako nejcastéji experimentalné vyuzivané imunogeny jsou nativni trimericky gpl60,
gpl50 (c — terminalné zkraceny gpl160), SOSIP (disulfidem stabilizované $tépené
trimerické formy gpl140, v soucasnosti nejvice se podobajici trimerickému gp120),
monomerni gp120, peptidické fragmenty gp41 (zde predevSim fragmenty odpovidajici
faznimu peptidu) (Robinson, 2018). VSechny tyto imunogeny jsou za ucelem studia
moznych epitopi rizné¢ modifikovany (glykosylaci, deglykosylaci, zavadénim
mutaci,...) (van Schooten a van Gils, 2018). K témto imunogentim se ¢asto pridava jako
adjuvantni latka interleukin IL — 21 (fidi vyvoj B — lymfocyti zarodecném centru
sekundarniho folikulu lymfatické uzliny) a IL — 12 (ovliviwyje tvorbu IL — 21) jednak
pro zvySeni imunogenosti, ale také pro podporu vyvoje specifickych B — lymfocytii

(Sadamand et al., 2016).
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Pfi imuniza¢nich experimentech bylo prokézano, Ze pro tvorbu neutralizacni Site
bnAb je vyhodné&jsi pouzit vice mirné odlisnych variant konkrétniho imunogenu, nez
tyto varianty pfidavat postupné za sebou. Napft. pfi imunizaci kraliki trimernim SOSIP
typu A, B a C vykazovali jedinci ockovani vS§emi tfemi typy SOSIP najednou, nizsi
autologni odpovéd’, nez jedinci ockovani latkami postupné (van Schooten a van
Gils, 2018).

2.6.2 Budoucnost HIV-1 vakciny

Ukolem vyzkumu vakciny HIV-1 je pfipravit vhodny imunogen, ktery by navodil
rychlou a dostate¢né silnou protilatkovou odpovéd, pri¢emz protilatky by mély
uspokojivou neutraliza¢ni §ifi k neutralizaci Sirokého spektra kmend HIV-1. Snahou je
také ziskavat a aktivovat B — buiiky jakoZto i podporovat jejich delsi setrvani a tedy
intenzivngj$i vyvoj v zarode¢ném folikulu lymfatické uzliny. Soucasné vysledky
experimentll jsou nadéjné pro dosazeni tohoto cile. Doposud se vSak nepodatilo
ptipravit vhodny imunogen nebo smés jeho variant, kterd by navodila tvorbu bnAb
dostate¢ného titru a neutraliza¢ni Sife (Burton a Hangartner, 2016; Robinson, 2018).
Predpoklada se, Ze za soucasného stavu vyzkumu by G¢inna vakcina mohla byt na trhu

nejdiive za 10 az 20 let. (Krejsek et al., 2016).
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3  EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material

3.1.1 Biologicky material

Plasmidy:

HIV-1 Env Expression vector QH359. 21M. ENV. D1 (NIH AIDS Research
and Reference Reagent Program, Manassas, USA)
HIV-1 Env Expression vector CRF13 cpx Clone 258 (NIH AIDS Research
and Reference Reagent Program, Manassas, USA)
HIV-1 1054 Env Expression vector p. 1054. TC4. 1499 (NIH AIDS Research
and Reference Reagent Program, Manassas, USA)
HIV-1 Env Expression vector CRF01_AE clone 269 (NIH AIDS Research
and Reference Reagent Program, Manassas, USA)
HIV-1 pSG3“*™ Non-infectious Molecular Clone (NIH AIDS Research and

Reference Reagent Program, Manassas, USA)

e Bunécné kultury:

Bakterialni bunky NEB® 5 — alpha Competent E. coli (High Efficiency)
(New England Biolab, Ipswich, USA)

293T/17 (NIH AIDS Research and Reference Reagent Program, Manassas,
USA)

TZM — bl (NIH AIDS Research and Reference Reagent Program, Manassas,
USA)

3.1.2 Chemikalie

Select agar (Sigma—Aldrich, St. Louis, USA)
Diethylaminoethyl — Dextran (DEAE — Dextran) (Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA)

e ethanol (70%) (VWR International, Radnor, USA)

e Trypanova modf (Sigma—Aldrich, St. Louis, USA)

e Hydrofosfore¢nan sodny dihydrat (Lach-Ner, Neratovice, CR)

e Dihydrofosfore¢nan sodny monohydrat (Lach-Ner, Neratovice, CR)

e Hydrofosforeénan draselny (Lach-Ner, Neratovice, CR)

e Dihydrogenfosfore¢nan draselny (Lach-Ner, Neratovice, CR)
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e LB (lysogeny broth) medium (VWR International, Radnor, USA)

e SOC (super optimal broth) medium (Biosera, Nuaillé, Francie)

e DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) (Sigma—Aldrich, St. Louis, USA)
e Dulbecco’s PBS (Sigma—Aldrich, St. Louis, USA)

e RPMI1640 medium (Sigma—Aldrich, St. Louis, USA)

e Fetalni bovinni serum (FBS, 10%) (Gibco™, Waltham, USA)

e Trypsin — EDTA (0,25 %) (Gibco™, Waltham, USA)

e Ampicilin (10 mg:ml™) (Gibco™, Waltham, USA)

e Penicillin-Streptomycin (10 mg:-ml™) (Gibco™, Waltham, USA)

3.1.3 Slozeni roztoku

LB agar 7,5 g LB media

4,5 g Select agar 300

doplint do 300 ml ddH,0, autoklavovat
300 pl ampicilin (100 pg'ml™)

RPMI kompletni ristové medium na 500 ml media: 450 ml RPMI
50 ml FBS

5 ml Penicillin-Streptomyin

DMEM kompletni ristové medium | na 500 ml media: 450 ml DNEM
50 ml FBS
5 ml Penicillin—Streptomyin

3.1.4 Komer¢ni soupravy

e NucleoSpin®Plasmid/Plasmid (NoLid) (MACHEREY-NAGEL GmbH, Diiren,
Némecko)

o Britelite Plus Reporter Gene Assay (Promega, Madison, USA)

3.1.5 Pristrojové vybaveni

e Automatické pipety
= 1-5ml,2-20 pl, 1-10 pl; 0,2 -1 pl (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA)
= 40— 200 ul (Thermo Labsystems Inc, Waltham, USA)
e CO, inkubator (Schoeller Pharma Praha, Praha, CR)
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e Mikroskop inverzni (Opton, Némecko)

e Reader multidetekéni (BioTek”™, Bad Friedrichshall, Némecko)

e Tiepacka v¢etné inkubatoru (Edmund Biihler GmbH, Bodelshausen, Némecko)
e Tiepacka Vortex MS 3 basic (IKA, Staufen im Breisgau, Némecko)

e Laboratorni vaha (Kern & Sohn, Balingen, Némecko)

e Box hlubokomrazici (Schoeller instruments, Praha, CR)

e Sterilizator stolni DX-90 (Systec, Linden, Némecko)

e Centrifuga multifunkéni (MPW MED. INSTRUMENS, Varsava, Polsko)
e Top Count NXT (Biocompare, Meriden, USA)

e Flowbox (SafeFAST TOP, Cornaredo, Italie)

e Laminarni box — Aura VF48 (BioAir, Siziano, Italie)

e Termoblok (BioCote® Stuart equipment, Staffordshire, Velka Britanie)

e Multikanalova pipeta (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA)

e Automaticka pipeta (Hirschmann, Eberstadt, Némecko)

e Pipety Finnpipette (Thermo Fisher Scientific, USA)

3.1.6 Spotiebni material

e T-25 lahve (TPP, Trasadingen, Svycarsko)
e T-75 lahve (TPP, Trasadingen, Svycarsko)
e 96 jamkova mikrotitraéni desti¢ka (TPP, Trasadingen, Svycarsko)
e Pipetovaci Spicky
= 1 ml (Neptune Scientific, USA)
= 10 ul (AHN/iBioTech, CR)
= 200 pl (Alpha Laboratories Itd., Velka Britanie)
e 1,5 ml mikrozkumavky (Eppendorftubes®, Némecko)
e 15 ml konické zkumavky (SPL Life Sciences co., Ltd., Korea)
e 15 ml propylenové zkumavky (TPP, Trasadingen, Svycarsko)
e Petriho misky (TPP, Trasadingen, Svycarsko)
e 500 ml Erlenmayerova barnka
¢ 100 ml odmérné baiika

e Bakteriologicka klicka
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3.1.7 Software

Microsoft Office Excel 2010, Microsoft Office PowerPoint 2010, ChemSketch,
Pymol + RCSB Protein Database Bank, PixIr foto editor (iprava fotografii a obrazki),

Microsoft Malovani 3D, Microsoft malovani.
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3.2 Metody

3.2.1 Priprava agaru

Do Erlenmayerovy bariky bylo nalito 300 ml destilované vody (ddH,0). Nasledné bylo
v tomto objemu rozpusténo 7,5 g LB média a 4,5 g Select agaru. Takto ptipravené
médium bylo na 2 h vloZeno do autoklavu pro sterilizaci. Pfipraveny agar byl vychlazen
pii laboratorni teploté. Bylo pfidano 300 pl antibiotika ampicilin o koncentraci
100 pg'ml™ (na vyslednou koncentraci v agaru 100 ug-ml™) a agar byl rozlit po 20 ml

do Petriho misek. Po ztuhnuti byl agar uchovan pfi teploté 4 °C.

3.2.2 Priprava plasmidu

5 pg plasmidu bylo lyofilizovano a skladovano ve stabilizacnim roztoku DNAstable
PLUS v mrazicim boxu pfi teploté¢ — 80°C. Plasmidy byly vytemperovany na laboratorni
teplotu a zcentrifugovany 5 min. pii 5000 x g. Nasledné byly hydratovany pfidanim
10 pl ddH,0 a inkubovany 15 min. pii pokojové teploté. Plasmidy byly poté nafedény
1:10 (1 pl z kazdé ze ¢tyt mikrozkumavek + 10 pl ddH,0).

3.2.3 Transformace bakterii

Bakterie E. coli, skladované pfi teplot¢ — 80°C, byly umistény na led. Do ¢étyt Cistych
1,5 ml mikrozkumavek bylo napipetovano 10 pl bakterialni suspenze a ke kazdé byl
ptidan 1 pl ze Ctyf pfipravenych a nafedénych plasmidd. Smés byla velmi opatrné
promichéna ,,fuknutim prstu do dna mikrozkumavky. Poté byla smés inkubovéana po
dobu 30 min. na ledu. Transformace bakterii byla provedena metodou teplotniho Soku.
Bakterie byly ptfeneseny do termobloku vyhtatého na 42°C po dobu 30 s. Poté byly
okamzité pteneseny na led na dobu 1 min. Do kazdé mikrozkumavky bylo napipetovano
250 ul SOC média, obsah byl promichan a bakterie byly inkubovany po dobu 1 h
Vv inkubatoru na tfepacce pii teploté 37°C.

Bakterie byly napipetovany na Petriho misku s agarem a rozetieny pomoci oc¢kovaci
hokejky rovnomémné po jeho povrchu. Tato miska se oznacila nazvem pouzitého
plasmidu a ¢islem 1. Hokejka nebyla nijak dezinfikovana a byla pouzita pro rozetieni
zbytkd bakterii na jejim povrchu na dalsi Petriho misku s agarem, ktera pak byla
oznacena Cislem 2. Obdobné se postupovalo jesté pro jednu misku, oznacenou ¢islem 3.

Petriho misky byly inkubovany dnem nahoru pii teploté 37°C pfes noc.
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3.2.4 Selekce kolonie

Ze série tii Petriho misek s narostlymi koloniemi, pro kazdy plasmid byla vybrana jedna
s opticky optimalni hustotou kolonii. Z jednotlivych vybranych Petriho misek byly 3
kolonie bakterii pipetou pieneseny do 3 zkumavek obsahujicich 6 ml ristového LB
média s pridavkem 6 ul amipicilinu o koncentraci 100 ug:ml™ a inkubovény pii 37°C na

tfepacce pres noc.
3.2.5 lzolace a purifikace plasmidové DNA

Izolace a purifikace plasmidové DNA byla provadéna dle standardniho laboratorniho
protokolu (MACHEREY-NAGEL). Po inkubaci byla pro kazdy plasmid vybrana jedna
zkumavka s opticky nejvice narostlou kulturou bakterii.

Nasledujici kroky byly provedeny pro kazdou ze &tyi vybranych zkumavek (pro
kazdy plasmid). Zkumavka byla dobfe promichana a 2 ml suspenze byly odpipetovany
do ¢ist¢ 1,5 ml mikrozkumavky, ktera byla centrifugovana 10 min. pii 8000 X g.
Nasledné bylo pipetou odsato médium tak, aby nebyl porusen bakterialni pelet na dné
mikrozkumavky. Byly pfidany dalsi 2 ml bakterialni kultury a proces cetrifugace byl
opakovan.

Po odsati media bylo do mikrozkumavky k bakterialnimu peletu napipetovano 250 pl
resuspendac¢niho roztoku Al. Mikrozkumavka pak byla vortexovana pro dikladné
rozsuspendovani peletu. Nasledn¢ bylo pfidano 250 pl lyzaéniho roztoku A2 a po 5
min. 300 pl neutralizaéniho roztoku As. Roztok byl centrifugovan po dobu 8 min. pfi
11000 x g. Pro dalsi kroky bylo tfeba umistit kolonu NucleoSpin®Plasmid/Plasmid
(NoLid) Culumn do zkumavky Collection Tube (Obr. 13). Centrifugaci 1 min. pfi

Obr. 13: Umisténi kolonky do zkumavky pro purifikaci plasmidové DNA.
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11000 x g doslo na koloné k dekantaci, kdy se na kolon& zachyti molekuly DNA.
Balastni obsah zkumavky byl odstranén a pipetou bylo na kolonku pfidano 600 pl
promyvaciho roztoku A4. Mikrozkumavka byla centrifugovana 1 min. pii 11 000 x g.
Roztok, ktery protekl kolonou byl odstranén. K vysuSeni membrany v kolon¢ byla
mikrozkumavka s kolonkou centrifugovana jesté jednou 2 min. pti 11 000 X g.

Poté se kolonky premistily do ¢isté mikrozkumavky. Bylo ptidano 40 ul elu¢niho
roztoku (ddH,0O) a mikrozkumavky byly centrifugovany 1 min. pti 10 000 x. Nasledné
byly kolonky piemistény opét do ¢istych mikrozkumavek a bylo pfidano 20 ul ddH0.
Mikrozkumavky s kolonkami byly centrifugovany 1 min. pfi 10 000 x g. Ziskany tak
byly 4 mikrozkumavky s obsahem 40 pl roztoku DNA v ddH,O a 4 mikrozkumavky
s obsahem 20 pl roztoku DNA v ddH,O.

Koncentrace DNA ve vzorku byla zméfena spektrofotometricky v UV oblasti pii
vlnové délce 260 nm a 280 nm. Na desticku kapkového spektrofotometru byly do
ptislusnych poli naneseny 2 pl z kazdého z vyizolovanych plasmidi dle schématu na
Obr. 14. Jako blank byly pipetovany 2 ul ddH,O. Na bazi Lambert-Beerova zakona

byla zjisténa koncentrace DNA ve vzorku.

Obr. 14: Schéma naneseni vzorkli na desticku pro méfeni absorbance. Sed4 pole predstavuji
blank ddH20O, bila pole vzorky plasmidi z objemu 40 ul, modra z objemu 20 pl.
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3.2.6 Transfekce bunék 293T/17

Adherentni bunky 293T/17 byly kultivovany v T — 75 lahvich. Pro jejich uvolnéni bylo
odstranéno kultiva¢ni medium a sténa byla oplachnuta 2 ml DPBS. Nasledn¢ byl ptidan
1 ml roztoku Trypsin — EDTA a lahev byla inkubovana 5 min. pii 37°C. Poté bylo
pfidano 5 ml RPMI media a bunky byly rozsuspendovany.

Pro zjisténi zivotnosti bun€k a jejich koncentrace bylo smichano 10 pl z bunécéné
suspenze s 10 pul 0,4 % roztoku trypanové modfi. 10 pl smési bylo pfepipetovano na
podlozni sklicko na Biirkeroveé komiirce, ktera byla umisténa pod svételny mikroskop.

Bunky byly spocitany v Biirkerové komurce dle schématu na Obr. 15. Mrtvé bunky
byly obarveny modie. Pro vypocet byly zvoleny 2 z 9 &tvercovych poli a byl stanoven
pocet bunck v téchto polich, pfiCemz bylo uplatiiovano tzv. pravidlo L, kdy v pfipadé,
ze bunky lezi na hranici dvou poli, pak do celkového poc¢tu byly zahrnovany pouze ty,
které byly umistény na dvou hranach majicich spole¢ny vrchol (Obr. 15). Mrtvé bunky
nebyly do celkového poctu bun¢k zahrnovany.

600 ul bun&éné kultury odpovidajici 1x10° buiikdm bylo smichano s 5 ml RPMI
media, prepipetovano do ¢isté kultivacni lahve T-25 a inkubovano Vv inkubatoru pii
teploté 37°C a 5% atmosfére CO; ptes noc.

Do mikrozkumavek byly napipetovany odpovidajici objemy plasmida tak, aby
v kazdé bylo obsaZeno 1,5 pg plasmidové DNA nesouci env gen a 3 pg paterni

plasmidové DNA v DMEM médiu. Do dalsich mikrozkumavek bylo pfidano 218 pl

Obr. 15: Schéma pocitaci komirky. Do vypoctu byly zahrnovany pouze buiiky lezici uvniti pole
a na hranach podél ¢ervenych Sipek. Vyuzity byly 2 pole (oranzové $ipKy).
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DMEM media a 16 pl 293fektinu. Mikrozkumavky byly byly inkubovany 5 minut pfi
pokojové teploté. Cely objem zkumavky s plasmidovou DNA byl pienesen do
zkumavky s DMEM mediem a 293fektinem. Zkumavky pak byly inkubovany 30 min.
pti pokojové teploté. Cely jejich obsah pak byl pfenesen do T — 25 kultivacnich lahvi
s bunkami 293T/17 piipravenymi den pfedem a narostenymi na 60-90% konfluency.
Buniky byly inkubovany 4 hod. v inkubétoru pii 37°C v 5% atmosféie CO,.

Nasledné bylo medium odsato a nahrazeno 5 ml ¢erstvého RPMI media. Bunky pak
byly inkubovany 48 hod. v inkubatoru pfi teploté 37°C v 5% atmosféie CO,.

4 ml supernatantu s vyprodukovanymi pseudoviry bylo z kazdé lahve piepipetovano
do cisté zkumavky a bylo pfidano 0,4 ml FBS. Pseudoviry byly rozpipetovany do 10
mikrozkumavek (po 400 pl). Mikrozkumavky byly oznaceny nazvem plasmidu, datem a

zmrazeny pri teplot¢ —80°C do dal$iho pouziti.
3.2.7 Titrace pseudovira

Na standardni 96 — jamkovou desticku bylo napipetovano 100 ul DMEM media do
vsech jamek kromé krajnich. Do krajnich pozic bylo napipetovano 200 ul PBS.
Pseudoviry byly pipetovany v tripletech, kdy z rozmrazenych zkumavek bylo pfeneseno
25 pl vzorku na jamky B2 — D2 a dalsi vzorek pseudoviru na jamky E2 — G2 (Obr. 16).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 10

A | PBS | PBS | PBS | PBS | PBS | PBS | PBS | PBS | PBS | PBS | PBS | PBS
B | PBS PBS
C | PBS PBS
D | PBS PBS
E | PBS PBS
F | PBS PBS

G | PBS PBS

H | PBS | PBS | PBS | PBS | PBS | PBS | PBS | PBS | PBS | PBS | PBS | PBS

Obr. 16: Schéma pipetovani vzorkl na 96 — jamkovou desti¢ku. V krajnich pozicich PBS, svétle
a tmavé modra pole 1 — 9 predstavuji triplety vzorki dvou riznych pseudovird pti
postupném osminasobném fedéni faktorem 5, B — G 11 bunécna kontrola (CC).
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Nasledné bylo vyuzito fedéni faktorem 35, tj. 25 ul z predchozi jamky bylo pfeneseno
na jamku nasledujici (napf. B2 — B3 — B4 — B5 — B6 — B7 — B§ — B9 — B10).
Z jamek ve sloupci 10 bylo 25 ul roztoku piepipetovano do odpadu. Posledni sloupec
(B11 — G11) slouzil jako buné¢na kontrola, bez pseudovira (Obr. 16).

Do jamek byly nésledné pfidany indikatorové bunky TZM - bl, které¢ byly
standardné kultivovany v T75 — lahvich. Z lahvi bylo odséto kultiva¢ni médium a buiky
byly promyty 2 ml DPBS. Po odsati DPBS byl ptidan 1 ml roztoku Trypsin — EDTA.
Bunky byly inkubovany 1 minutu pfi pokojové teploté. Poté byl roztok odsan a buiky
byly inkubovany pfi teplot¢ 37°C po dobu 4 min. Nasledn¢ bylo pfidano 5 ml DMEM
média a bunky byly rozsuspendovany a poéitiny v Biirkerové komurce pod
mikroskopem obdobné jako v pfipadé bun¢k 293T/17.

500 ul bun&$né kultury odpovidajici 1,3x10° buiikim bylo smichéno s 12,5 ml
DMEM media a 12 pl DEAE — Dextranu o koncentraci 25 mg:ml™*). Do kazdé jamky
(krom¢ krajnich) bylo napipetovano 100 pl nafedénych buné€k, coz odpovidd 10 000
bunék v jamce. Desticky pak byly inkubovany v inkubatoru po dobu 48 hod. pfi teploté
37°C v 5% atmosfére CO,.

3.2.8 Méreni luminiscence

Desky byly 10 minut temperovany pii pokojové teploté. Z kazdé jamky bylo
odpipetovano 150 pl media. Nasledné bylo do kazdé jamky pifidano 30 pl lyzacniho
pufru obsahujiciho luciferin (Britelite Plus kit). Desticky byly poté inkubovany po dobu
2 min. pii pokojové teploté. 100 pl lyzatu bylo z kazdé jamky piepipetovano do
odpovidajicich jamek na cerné desticce. Luminiscence, vyvijena na zakladé
enzymatického plisobeni luciferazy (Obr. 17) byla zméfena v luminometru TopCount

NXT (Perkin Elmer) v jednotkach RLU (relative luciferase units) pro jednotlivé jamky.

- 0-
luc1ferasa Mg S /N
/ >—< + CO; 4 svétlo
/> < N/ s

D-luciferin AIVIP +PPi oxyluciferin

Obr. 17: Enzymaticka reakce luciferasy.
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4  VYSLEDKY A DISKUSE

4.1 Plasmid

Plasmidy (Obr. 18) pouzité pro tvorbu pseudovirt (Tab. 2) byly ziskany jako klony

nesouci env/rev sekvence izolované z virové DNA z periferni krve HIV pozitivnich

pacientl. Tyto sekvence byly vneseny do expresniho vektoru pcDNA 3.1D vytvatejici

patet plasmidu s obsahem gag/pol sekvence zajist'ujici baleni vznikajicich pseudovird.

Plasmidy byly amplifikovany v bunikach E. coli a standardné jsou dodavany jako 5 ug

purifikované DNA stabilizované v roztoku DNAstablePLUS. Dutlezitou soucasti

plasmidového genomu je také selekéni marker, diky némuz je mozné vyselektovat

bunky, které plasmid piijaly a jsou schopny ziskanou genetickou informaci exprimovat.

V piipadé pouzitych plasmidi se jednalo o rezistenci na antibiotikum ampicilin nebo

gentamicin (bylo mozné vyuzit i neomycin).

Tab. 2: Nazvy pouzitych plasmidi a jejich velikost

plasmid zkratka velikost (bp)
CRF13_cpx clone 258 AG258 8601
P1054. TC4. 1499 1054 8461
QH359. 21M. ENV. D1 QH259.D1 8542
CRFO1_AE clone 269 AG269 8806

CRFO1_AE clone 269
06 bp

Obr. 18: Genova mapa plasmidu CRFO1_AE clone 269, HIV

reagent program:

https://www.hivreagentprogram.org/Catalog/Clones/ARP-11603.aspx  (26. 3.

2021).

48



https://www.hivreagentprogram.org/Catalog/Clones/ARP-11603.aspx%20(26

4.2 Koncentrace plasmidové DNA

Ve vzorcich jednotlivych plasmidt po amplifikaci v bunkach E. coli, izolaci a purifikaci
byla méfena absorbance pfi vinové délce absorpéniho maxima DNA 260 nm a vinové
délce absorpcniho maxima balastnich proteind 280 nm. Z poméru obou absorbanci 1ze
usuzovat Cistotu vzorku, kdy hodnota poméru abosorbanci by se méla pohybovat okolo
hodnoty 1,8. Na zakladé Lambert — Beerova zakona byla ziskana koncentrace
plasmidové DNA ve vzorcich. Vysledky méfeni jsou shrnuty v Tab. 3. Koncentrace
plasmidu AG258 byla 120,975 ng-ul™, plasmidu 1054 276,075 ng-ul’, plasmidu
QH259.D1 170,175 ng-ul™ a plasmidu AG269 byla koncentrace 222,575 ng-pul™.
Hodnota poméru Aggo/Azgo lezi ve vech piipadech v intervalu 1,884 — 1,979; coz je pro
transfekci vhodna Cistota. Podafilo se tedy vyprodukovat a vypurifikovat plasmidovou

DNA u vsech vzorku v dostateéném mnozstvi a istote.

4.3 Transfekce bunék 293T/17

Na bazi liposomi byla plasmidova DNA, kodujici jednotlivé varianty env proteinu
spoleén& s pateinim vektorem pSG3*F™ vnesena do bun&k 293T/17. K transfekci bylo
tteba 1,5 pg plasmidové DNA a 3 pg pateiniho plasmidu. Na zaklad¢ zjisténych
koncentraci nukleovych kyselin byl dopoc¢itan potiebny objem vzorkt nutny k trasfekci
(Tab. 4). Byly vypocitany objemy 12,399 ul pro plasmid AG258; 5,453 ul pro plasmid
1054; 8,815 ul pro plasmid QH259.D1 a 6,739 ul pro plasmid AG269. Tyto objemy
byly napipetovany do transfekéni smési spolecné s 1,250 ul pateini vektorové DNA,

ktera byla vyizolovana jiz dfive.

Tab. 3: Koncentrace plasmidové DNA

plasmid Aaeo Aago Aaso/ Asgo ¢ (ng-ul™)
AG258 0,121 0,064 1,884 120,975
1054 0,276 0,140 1,979 276,075
QH259.D1 0,170 0,087 1,960 170,175
AG269 0,223 0,114 1,955 222,575
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Tab. 4 Koncentrace plasmidu a jejich objem potiebny k transfekci 293T/17 bun¢k

plasmid koncentrace DNA (ng-ul ™) objem (ul)
AG 258 120,975 12,399
1054 276,075 5,453
QH259.D1 170,175 8,815
AG 269 222.575 6,739
pSG3~AE 2,4-10° 1,250

4.4 Titrace pseudovirovych ¢astic

4.4.1 Kvantifikace bunék TZM - bl

Ve dvou krajnich polich Biirkerovy komurky bylo napocitano 260 Zzivotaschopnych
buné¢k (x). Koncentrace bunék Vv trypsinizované bunécéné kultute byla zjisténa na zakladé
vztahu: y = x-10%, kde y je pocet bungk/ml a x zjistény pocet bunék ve 2 polich
Biirkerovy komtrky. Zjisténd koncentrace bun&k byla 260-10* na 1 ml media.
V dal$im postupu bylo vyuzito 1,3-10° bun&k, coz odpovida 0,5 ml bun&né kultury
(Tab. 5).

4.4.2 Méreni luminiscence

V jednotlivych jamkach desticek byla zméfena luminiscence jako jednotky RLU
(relative light units) na zakladé enzymatické reakce luciferasy s luciferinem. Byla
vytvofena zavislost luminiscence na fedéni sady pseudovirovych castic, kterd byla
vynesena Vv honotach dekadického logaritmu do grafi (Obr. 19). Dle oc¢ekavani, ¢im
veétsi fedéni vzorku (mensi bunéfnd koncentrace), tim mensi luminiscence byla
detekovana. Z pruabéhu kiivek je patrné, ze se podafilo vyhnout tzv. cytopatickému ¢i
cytotoxickému efektu, ktery by mél za nésledek destrukci a lyzi buiiky. V disledku toho
by kiivky mohly lokéln¢ vykazovat rostouci, nikoliv klesajici zavislost luminiscence na

fedeéni.
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Obr. 19: Graficka zavislost luminiscence na fedéni pro jednotlivé sady pseudovirovych ¢astic.
A —pseudoviry AG269, B — pseudoviry 1054, C — pseudoviry QH259.D1, D - pseudoviry
AG258.
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Obr. 19: Graficka zavislost luminiscence na fedéni pro jednotlivé sady pseudovirovych Castic.
A — pseudoviry AG269, B — pseudoviry 1054, C — pseudoviry QH259.D1, D -
pseudoviry AG258. (pokracovani)

Tab. 5: Pocet bunék TZM — bl v Biirkerové komiirce, poc¢et bunék v trypsinizované bunétné
kultufe a potiebny objem bun&éné kultury k ziskani 1,3-10° bun&k urdenych k titraci

pseudovir
| objem medias 1,3-10°
pocet bunck pocet bun¢k/ml media
bun&k (ul)
260 260-10" 500

Pro neutraliza¢ni experimenty, kde se pseudoviry nasledné¢ vyuZivaji, je nutna
hodnota 150 000 RLU jako protokolové urfena standardni hodnota optimalni
koncentrace pseudovird. Byla proto vybrana 2 fedéni pro kazdy plasmid, mezi jejichz
naméefenymi hodnotami RLU lezi standardni hodnota 150 000 RLU. Z téchto hodnot
byla linearni regresi pro kazdy plasmid ziskana ptimka, z jejiz rovnice bylo uréeno
fedéni odpovidajici 150 000 RLU (Tab. 6). Pro pseudoviry AG269 bylo vypocitano
potiebné fedéni 456X, pro pseudoviry 1054 144x, pro pseudoviry AG258 237x a pro
pseudoviry QH259.D1 180x. Takto je tieba zfedit objem vyprodukovanych
pseudovirovych ¢astic (celkové vyprodukovany 4 ml media s pseudovirovymi ¢asticemi
z kazdého plasmidu, tj. 10 mikrozkumavek po 400 pl) pro dosazeni optimalni

koncentrace pii nasledném vyuziti v neutralizacnich experimentech.
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Tab. 6: Redéni media s pseudovirovymi ¢asticemi odpovidajici luminiscenci 150 000 RLU

plasmid AG269 1054 AG258 QH259. D1
fedéni
odpovidajici 456 144 237 180
150 000 RLU

Vzhledem k vysoké genetické rozmanitosti HIV-1 je cilem vyvoje vakciny, navodit
produkci bnAb, které budou schopny neutralizace Sirokého spektra geneticky riznych
variant viru. Neutralizacni aktivitu protilatek je mozné sledovat pomoci pseudovirovych
¢astic v bunécnych testech, které pak souzi jako nastroj pro hodnoceni neutraliza¢ni
aktivity séra ¢i uméle pfipravenych protilatek. V ramci experimentalni ¢asti prace se
podatilo vyprodukovat sadu HIV—1 pseudovirovych ¢astic transformaci bun¢k E. coli 4
variantami plasmidl s env genem a néslednou transfekci bunék 293T/17. Funkénost
pseudovirti a uspésnost produkce byla otestovana s indikatorovymi buitkami TZM-bl
méfenim luminiscence.

Bylo postupovano dle standardniho protokolu podle Montefiori Laboratory (Duke
University). V postupu je fada dulezitych krokd, pfi jejichz nedodrzeni by mohlo dojit
K razantnimu snizeni ¢innosti a vytéznosti produkce pseudovirti. Zejména se jedna o
dodrzeni ¢asovych a teplotnich intervalt.. Napf. pfi ru¢nim rozmrazovani bun¢k namisto
rozmrazovani na ledu (velké riziko zahtati nad 0°C) nebo piili§ dlouha inkubace
plasmidové DNA s bunikami E. coli se kazdych 10 min. nad doporu¢enou dobu u¢innost
transformace snizuje, a to az dvojndsobné.

Dulezita je také obezietnosti a opatrnost pii manipulaci s buitkkami. Bunky 293T/17
jsou méné adherentni neZ jim piibuzné bunécné linie. Pfi samotné transfekci se
pfidanim transfek¢niho c¢inidla zvySuje permeabilita buné¢k. Proto by neméla byt
pritomna antibiotika, ktera by mohla zvysit cytotoxicitu. Po 48 hodinach transfekce by
medium s buiikami mélo mit typicky oranzové rizovy nadech. Zluté zbarvené médium
se obvykle promita do Spatnych vytézkl pseudotypovanych castic a je casto vysledkem
problému s hustotou inokulace bun¢k nebo vysokym poctem pasazi.

Ziskané tfedéni pii luminiscenci 150 000 RLU odpovidd optimélni koncentraci
vyprodukovanych pseudovirovych castic. Muze slouzit také jako kritérium tUspéSnosti
produkce, nebot’ vétsi fedéni pii stejné luminiscenci odpovidd vétSimu mnoZzstvi

ptitomnych pseudovirt. Vysledky napovidaji, Ze produkce pseudovirii byla dostatecna.

53




Pseudovirové castice slouzi k charakterizaci pouze samotné infekce, tj. hodnoceni
vstupu viru do buiiky. Nejsou tedy vhodné pro studium dalSich c¢asti virového
replikacniho cyklu. Skladovani pseudovirovych c¢astic v kryovialkach pii — 80°C
udrzuje jejich stabilitu po n¢kolik mésicti bez znatelného snizeni infek¢nosti. Neni
doporuceno ¢astice podrobovat opakovanym cyklim zmrazeni a rozmrazeni, nebot’ by
to scasem mohlo vést ksnizeni infekénosti. Je vhodné skladovani v nékolika

alikvétnich podilech a rozmrazeni tésné pied pouzitim v testu.
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5 ZAVER

Piedmétem zajmu prace byla problematika HIV—1. Popséana byla struktura viru a funkce
jednotlivych proteint, které vytvaii virovou identitu a zajist'uji optimalni podminky pro
uspésnou replikaci. Pozornost byla vénovana struktufe a funkci env proteinu,
fungujicimu jako ligand pro receptor CD4 na povrchu imunitnich bunék. V dalsi ¢asti
byly charakterizovany Siroceneutralizacni protilatky vcetné jejich epitopi na povrchu
viru. Moznosti rychlého a cileného navozeni tvorby Siroce neutraliza¢nich protilatek
prostfednictvim stimulace imunitniho systému vhodnym imunogenem je podstatou
aktualni snahy o vyvoj vakciny proti HIV-1.

V ramci praktické ¢asti se podafilo pomoci molekularné — biologickych metod
vyprodukovat sadu HIV-1 pseudovirovych ¢astic. Vychozim materidlem byly 4
plasmidy nesouci rizné vatianty pro env gen. Plasmidy se podafilo dostateéné
amplifikovat v bunkach E. coli a vypurifikovat pro naslednou transfekci zivocisnych
bunck 293T/17, které na zaklad¢é ptijaté genetické informace zac¢nou pseudovirové
Castice produkovat do media. Funkcénost pseudoviri byla ovéfena méfenim
luminiscence indikatorovych bun¢k TZM-bl. Ze ziskanych hodnot bylo uré¢eno potiebné
fedéni odpovidajici luminiscenci 150 000 RLU jako optimalni koncentrace
pseudovirovych ¢astic pro jejich aplikaci v neutraliza¢nich experimentech. Nami
vyprodukované sady pseudoviri v mediu byly uskladnény pii teploté¢ — 80°C k jejich

naslednému moznému vyuZiti.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

AIDS
AMK
ANT

APOBEC
Arfl
BCR
BICD2
BICD2
bnAB
bp

CA
CCR5
CD4
CD4bs
CDR
CRM1
CTT
CXCR4
Da
dsDNA
DSIF
ESCRT I
gag

Gly

gp

HIV

IN

LPP
LTR
LTR
MA
MPER
MSD
Nef
NEF
NELF
PIC
PIP2

pol

PR
Pr55Gag
P-TEFb
RanGTP
Rbx1
Rev
RNAP II
RT

Human immunodeficiency virus

aminokyseliny

adenin — nukleotidovy translokator (adenine nukleotide
translokator)

apolipoprotein B mRNA — edditing catalytic polypeptide
ADP-ribosylation factor 1

B — bunécny receptor (B — cell receptor)

bicaudal D2

bicaudal D2 (bicaudal D cargo adaptor 2)

Siroce neutralizujici protilatky (brodly neutralizing antibodies)
base pair

kapsidovy protein

C — C chemokinovy receptor typu 5

cluster of differentiation 4

CD4 vazebné misto (CD4 binding site)
complementarity determing region

chromosonal region maintenence 1

C — terminal tail

C — X — C chemokinovy receptor typu 4

dalton

dvouvlaknova DNA (double stranded deoxyribonucleic acid)
Death inducing signaling

endosomal sorting complexes required for transport
group-specific antigen

glycin

glykoprotein

Human immunodeficiency virus

integrasa

lentivirové peptidy

dlouha terminalni repetice (long terminal repeat)
long terminal repeat

matricovy protein

membrane proximal external region

membrane spanning — domain

Negative regulatory factor

Negative regulatory factor

Negative elongation factor (NELF)

preintegrac¢ni komplex

fosfatidylinositol-4, 5-biosfosfat

DNA polymerase gene

proteasa

prekurzorovy Gag protein

Positive transcription elongation factor

Ras related nuclear protein

RING-box protein 1

Anti—repression trans—aktivator

RNA polymeraza I1

reverzni transkriptasa
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RTC
SIv
Skpl
SSRNA
tar

Tat

Tat
Tev
VDAC
Vif
Vpr
BTrCP

reverse trascription complex

Simian immunodeficiency virus

S—phase kinase—associated protein 1

jednovlaknova RNA (single stranded ribonucleic acid)
trans—activation response element (misto vazajici TAT)
trans—activation of transcription (proteins transaktivujici
transkripci)

Trans—Activator of transcription

Tobacco Etch virus protein

napétim fizeny aniontovy kanal (voltage-dependent anion channel)
Viral infectivity factor

Viral protein R

B—transducin repeat containing protein
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