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SOUHRN

Tato bakalaiska priace se zaméfuje na studium produkce rekombinantnich
antigend viru lidské imunodeficience za vyuziti eukaryotickych expresnich systémi.
Teoretickd ¢ast této prace se zabyva historii viru, jeho epidemiologii, terapii, moznou
vakcinaci, strukturou viru HIV, vyznamem glykosylace obalového proteinu gp120,
moznostmi produkce rekombinantnich proteini za vyuziti sav¢ich expresnich systémui
ajejich purifikaci za pomoci afinitnich chromatografickych metod. Nejcastéji
pouzivanym expresnim systémem je bunécna linie HEK 293. Purifikace proteinil je
provadéna nejCastéji za vyuziti imobilizované kovové-afinitni chromatografie
k purifikaci rekombinantnich proteint obsahujicich kratkou afinitni znacku, sloZzenou ze
zbytkt polyhistidinu.

Experimentalni ¢ast bakalaiské prace se vénuje optimalizaci kotransfekce
eukaryotické bunéc¢né linie HEK 293F pomoci plazmidu kodujici sekretujici se formu
env.gp140.SOSIP proteinu a plazmidu kodujiciho proteindzu furin v riznych pomeérech.
Poté kotransfekci s plazmidem, ktery nese sekvenci pro tfi env.gp140.SOSIP proteiny.
Zavér experimentalni Casti se vénuje chromatografické metodé slouzici k purifikaci

proteint.



SUMMARY

This Bachelor’s thesis is devoted to the study of production of recombinant
antigens of human immunodeficiency virus using eukaryotic expression systems.
The theoretical part of this Bachelor’s thesis discusses history, epidemiology, treatment
and the structure of HIV virus and possible vaccination. Further it deals with the
significance of glycosylation of envelope glycoprotein GP120, the possibilities
of production of recombinant proteins using mammalian expression systems and their
purification using methods of affinity chromatography. The most frequently used
expression system is the cell line HEK 293. The protein purification is most frequently
performed by applying immobilized metal-affinity chromatography to purify
recombinant proteins containing a short affinite tag which consists of polyhistidine
residue.

The practical part of this Bachelor’s thesis deals with the optimization
of cotransfection of eukaryotic cell lines HEK 293F by applying various proportions
of plasmid which encodes secreted form of protein env.gp140.SOSIP and plasmid
which encodes proteinase furin followed by cotransfection using plasmid which
contains a sequence of three env.gp140.SOSIP proteins. In conclusion, the Bachelor’s

thesis discusses methods of chromatography used to protein purification.
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Seznam pouzitych zkratek a symboli

AIDS
ART
nAb
bnAb
BSA
CDC
CHO
DNA
env/Env
gag
gp120
gp160
gp4l
HAART
HEK-293F

HEK-293T
HIV-1, HIV-2
IMAC
ORF

pl5 = Vpr
pl6 = Vpu
pl9 = Rev
p23 = Vif
p27 = Nef
p28 = Tat
pol

PNGS
RNA
SDS-PAGE
SIv

Sf9

T/IF

WB

acquired immunodeficiency syndrome
antiretrovirova terapie

neutralizing antibody

broadly neutralizing antibody

albumin z bovinniho séra

centrum pro kontrolu a prevenci nemoci

bunky vaje¢nikti ¢inského kiecka
deoxyribonukleova kyselina

envelope gene nebo envelope glycoprotein

group specific antigen gene

glykoprotein 120 = povrchovy glykoprotein
glykoprotein 160

glykoprotein 41 = transmembranovy glykoprotein
highly active antiretroviral therapy

bunécnd linie lidskych embryondlnich ledvinovych bunék typu
freestyle

bunécéna linie lidskych embryonalnich ledvinovych bunék
virus lidské imunodeficience typ 1, typ 2
imobilizovana kovové-afinitni chromatografie
open reading frame (otevieny ¢teci ramec)

viral protein R

unique viral protein

regulator of viral proteins expression

viral infecitvity factor

negative regulatory factor

trans-activator of transcription

DNA polymerase gene

potencionalni N-glykosyla¢ni mista

ribonukleova kyselina

polyakrylamidovéa gelova elektroforéza s dodecylsiranem sodnym
Simian Imunodeficiency Virus

hmyzi bunky

transmitted founder — zakladatelsky vir

western blotting
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1 UVOD

Virus lidské imunodeficience (HIV) je piivodcem jednoho z nejrozsifenéjSich
onemocnéni na svété, a to syndromu ziskaného selhani imunity (AIDS). Od objevu viru
vroce 1980 do soucasné doby nebyla nalezena ucinna vakcina k prevenci tohoto
onemocnéni. I kdyz vyvoj vakeiny zapocal velmi brzy po objevu viru HIV, pfetrvavajici
ptekazkou potad zlstava geneticka variabilita viru HIV. Za klicovy komponent pii
vyvoji vakciny je povazovan obalovy protein Env. Jeho soucasti je glykoprotein gp120,
ktery je siln¢ glykosylovan, vytvari spolecné s glykoproteinem gp41 obalovy protein
HIV viru. Hlavni funkce obalového proteinu Env spociva ve zprostiedkovani interakce
povazovano zamezeni vazby HIV viru na receptory bunck pomoci Env specifickych
neutraliza¢nich latek. Glykoprotein gp120 je produkovan sav€imi, bunéénymi liniemi za
ucelem tvorby vakcin. Savéi bunééné linie jsou velmi dulezité, protoze maji schopnost
vyrabét proteiny ve spravné slozené glykosylované forme.

Pravé timto zpusobem je mozné, metodou kotransfekce, vyrobit rekombinantni
proteiny. Pomoci této metody lze vlozit plazmidy do bunék a naslednou expresi genu,
ktery plazmid nese, vyprodukovat rekombinantni proteiny. Tyto proteiny je pak mozné
vyuzit na imunizaci pii vyvoji vakcin. Nutnou podminkou pro produkci
rekombinantnich proteini je exprese genu. Dulezitym procesem pro produkci
rekombinantnich proteini viru HIV-1 je N-vazana glykosylace, proto jsou pro jejich
produkci vyuZivany savéi bunécéné linie. Aby bylo moZzné co nejpiesnéji napodobit
povrch virionu, byl vytvotfen glykoprotein gp140, ktery obsahuje podjednotku gp120
a zkracenou podjednotku gp41 (gp20). Pravé proto je optimalizace kotransfekce
dilezita pro spravné Stépeni prechodného mista glykoproteinu gpl40 proteinazou
furinem. K nasledné purifikaci vyprodukovaného rekombinantniho proteinu slouzi

afinitni chromatografie, ktera se zaloZena na interakci aminokyseliny s kovem.



2 CILPRACE

1. Zvladnuti prace s odbornymi literarnimi databazemi.

2. Vypracovani literarni reserSe zaméfené na strukturu a funkci povrchovych proteint
viru HIV a moznosti produkce a purifikace rekombinantnich proteint za vyuziti savéich
bunécnych linii a chromatografickych metod.

3. Prakticka Cast je zaméfena na zvladnuti prace s tkanovymi kulturami a na zakladni
metody purifikace, detekce a analyzy rekombinantnich proteini. (SDS PAGE,
imunoblot, afinitni chromatografie). Cilem této ¢asti bude optimalizace kotransfekce
eukaryotnich bun¢k 293F plazmidy FURIN.ORF.clone a env.MBL.gp140.SOSIP.
Plazmid env.MBL.gp140.SOSIP koduje trimerni protein gp140.SOSIP, ktery je blizce
podobny nativni hrotu viru HIV-1, je rozpustny a podjednotky gpl20 a gp20 jsou
stabilizované disulfidovou vazbou. PO zjisténi optimalniho poméru plazmida je
provedena Kkotransfekce bunék 293F v optimalnim poméru plazmidd, poté je
rekombinantni protein izolovan, purifikovdn a zakoncentrovan. Takto vyrobeny

rekombinantni protein muize déle slouzit k imunizaci a vyrob¢ vakcin.



3 LITERARNI PREHLED
3.1 Historie objevu HIV

HIV se dostalo do popiedi pozornosti v oblasti zdravotnictvi v dobé, kdy
v polovin¢ roce 1981 byly u homosexualnich muzti a uzivateli drog uzivanych
intravendzné rozpoznany neobvyklé infekce (Gallin et Fauci, 1985). Poté v roce 1982
americké centrum pro kontrolu nemoci a prevenci (CDC) ur€ilo rizikové skupiny pro
siteni HIV infekce. V rizikové skupiné se vyskytovali homosexualové, drogove zavisli
a lidé s hemofilii. Testovani africkych ptistéhovalcii na HIV v Belgii ukazalo, ze virus
HIV se vyskytoval mezi Afri¢any jiz v roce 1983. Nicméné epidemie v této zemi byla
uznana mnohem pozdé&ji, a to ze strachu znegativnich dusledki na ekonomiku
africkych zemi. Pravé toto zpozdéni mélo za nasledek vysokou tmrtnost, morbiditu
a socialni dusledky. Nésledna reakce zahrnovala kontrolu a vyzkum epidemiologie HIV
(Kagaayi et Serwadda, 2016).

Jakmile vyzkumnici zacali popisovat epidemiologii a rizikové faktory
systematickym zplisobem, objevilo se mnoho teorii, co je pfi¢inou zahadného
onemocnéni. Predpokladalo se, ze se jednd infekéni Cinidlo a v roce 1983 byl jako
etiologicky ptivodce izolovan novy lidsky retrovirus. Tento virus byl nakonec oznacen
jako virus lidské imunodeficience neboli HIV (Teixeira at al., 2011). Bylo vynalozeno
mimofadné usili, aby byl nalezen plivod viru HIV jako vyznamného patogenu pro
¢loveéka. Vychazelo se pfi tom z porovnani riznych izolatd viru HIV-1, HIV-2, které se
od sebe odliSovaly jak geografickym plvodem, tak rliznymi Casovymi intervaly, ve
kterych byly ziskavavny. Podatilo se ziskat genetické informace o zatim nejstarSim
vzorku lidského séra pozitivnim na HIV-1, ktery pochéazel z Konga a byl odebran v roce
1959. Porovnanim tohoto izolatu s riznymi izolaty viru opi¢i imunodeficience (Simian
Imunodeficiency Virus) bylo za nejpravdépodobnéjsi scénat vzniku viru HIV-1
povazovano oddéleni se HIV-1, ktery mohl infikovat ¢loveka (Krejsek et Kopecky,
2004).

Vice nez 90 % pacientti nakazenych virem HIV bylo ve véku od 20 do 49 let.
Vice nez 93 % ze vSech pacientid byli muZzi. Sexuélni aktivita byla povaZzovana za
nejcastéj$i zplsob prenosu. Mezi uZivateli drog bylo pouZzivani nesterilnich injekénich
sttikacek jednim ze zésadnich zplisobi pienosu viru HIV-1. V té dob¢ byla preventivni
doporu€eni zalozena prevazné na pieruseni sexudlniho kontaktu s infikovanymi

osobami. Déle byla vydana specifickd doporuceni pro bezpecné pracovni postupy pro
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zdravotnicky personal, laboratoie a dal$i pracovniky, ktefi pracuji pfimo s infikovanymi
pacienty (Gallin et Fauci,1985). Nasledna reakce zahrnovala kontrolu a vyzkum
epidemiologie HIV. Postupné¢ se pocet intervenci zvySoval, az k objevu trojité
antiretrovirové terapie (ART), ktera vedla k rychlému poklesu morbidity (Kagaayi et
Serwadda, 2016).

3.2 Epidemiologie

Prvni ptipady byly diagnostikovany ve Spojenych statech v roce 1981 (Gallin et
Fauci,1985). Jednalo se o americka mésta jako Los Angeles, New Yorku a pozdé&ji také
San Francisco (Kagaayi et Serwadda, 2016). V roce 2000 bylo na svété infikovano
kolem 36 milioni lidi virem HIV-1 a zhruba 20 milioni jiz zemfelo.
Z epidemiologického pohledu Ize odlisit rozdilné vzory Sifeni ndkazy ve vyspélych
zemich zépadni Evropy a severni Ameriky od rozvojovych zemi, zvlasté subsaharské
Afriky. Ve vyspélych zemich dochéazi k pfenosu predev§im homosexudlnim stykem,
poté heterosexualnim stykem, ale také prostfednictvim intraven6zniho uzivani drog.

Za problematickou oblast s ohledem na Sifeni viru HIV-1 je povazovana Karibska
oblast a zem¢& jizni Ameriky, zvlast¢ Brazilie (Krejsek et Kopecky, 2004). Odhady
rozsifeni a vyskytu infekce HIV-1 v mnoha rozvojovych zemich, véetné subsaharské
Afriky, jsou odvozeny za pomoci statistickych modelti zalozenych pfedevs§im na
prizkumech mezi téhotnymi zenami nebo na prizkumech v domacnostech (Fettig et al.,
2014). Globaln¢ nejvyznamnéjsi zatézi vyskytu infekce HIV-1 je subsaharska Afrika,
kde za hlavni pfenos je povazovan heterosexudlni pfenos a pfenos z matky na dité
(Krejsek et Kopecky, 2004). Jedna se hlavné o nechranény heterosexualni styk a riziko
se zvySuje, se stoupajicim poctem pohlavnich partnerd. Mezi pary subsaharské Afriky,
kde je alespon jedna osoba infikovana HIV-1, jsou dvé tfetiny v polygamnich vztazich.
Celkovy trend epidemiologie HIV ukazuje méné novych infekci a sniZzeni umrtnosti
souvisejici s AIDS v subsaharské Africe. Od roku 2000 do roku 2012 se vyskyt HIV-1
sniZil o vice neZ polovinu, coz odpovidalo pfiblizné o 1 milion novych infekci méné,
nez v roce 2000 (Fettig et al., 2014).

Tti desetileti od prvniho popisu HIV se odhadovalo kolem 34 miliont
infikovanych HIV a zhruba 2/3 pochazely ze subsaharské Afriky. S nastupem ¢tvrtého
desetileti pandemie, biomedicinské ptistupy k prevenci se ukazuji jako slibn&jsi nez
soucasna masova komunikace a behavioralni intervence. Prevence pienosu z matky na

dit¢ ve Spojenych statech probihala pomoci univerzadlniho testovani téhotnych zen,
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poskytovanim vhodné antivirové 1écby a vyhybanim se kojeni infikovanymi matkami.
Tato opatfeni prakticky eliminovala nové pediatrick¢é infekce HIV. NejdilezitéjSim
zasahem prevence prenosu HIV z matky na dité je identifikace a 1écba t¢hotnych Zen.
Nejvétsi vyzvou v prevenci rozSifovani viru HIV-1 je skupina MSM (men who have sex
with men). Pfi tomto druhu pienosu existuje malo dikazl o spésnosti prevence. Pokud
se Vv této populaci zkouma epidemiologie HIV, vzdy se zjisti vysoka mira infekce,
obvykle vyssi nez u obecné populace. Celosvétoveé se odhaduje, Ze ptiblizn€ 3 miliony
uzivatell drog injekéné je infikovano HIV. Nejvétsi pocet téchto uzivatell je ve
vychodni Evropé a Asii. Spolu s HIV trpi i vysokou mirou infekci hepatitidy B a C
a tuberkul6zou (De Cock et al., 2012).

3.3 Struktura viru HIV

Virus lidské imunodeficience (human immunodeficiency virus, HIV) patii do

celedi Retroviridae, podceledi Lentivirus. Virus lidské imunodefience vyvolava poruchy
obranyschopnosti  organismu a  zpusobuje onemocnéni  AIDS  (acquired
immunodeficiency syndrome). Dosud byly identifikovany dva odlisné typy HIV, a to
jak antigenng, tak i biologicky (Bednaf et al., 1996). D¢li se podle jejich zemépisného
puvodu a organizace genomu. Celosvétove je pievladajicim virem HIV-1 (Teixeira at
al., 2011). Typ HIV-1 se vyskytuje v centralni Africe a na vSech dalSich kontinentech
(Bednat et al., 1996). Relativné neobvykly typ HIV-2 je soustfedén v zapadni Africe
a je zfidka nalezen jinde (Teixeira at al., 2011).
Vyvolava podobné symptomy jako HIV-1, ale rozvoj onemocnéni je pomalejsi (Bednat
et al., 1996). Fylogenetické analyzy mnoha kmenti HIV-1 izolovanych z riznych
geografickych oblasti ukazaly, Ze virus lze rozdélit na skupiny, podtypy a cirkulujici
rekombinantni formy. HIV-1 byl déle rozdélen do tii skupin: ptevladajici skupina M,
poté N a O. Skupina M je rozdé€lena do jedenacti podtypi (tzv. clades). Podtyp typu B
infikuje vétSinu lidi v Americe, Evropé€, Asii a Australii, zatimco v Africe se nachazeji
podtypy A, C, D, a E (Teixeira at al., 2011).

Z hlediska morfologie viru se jedna o obaleny vir o priméru 100 az 200 nm
(Bednai et al., 1996). Vstup HIV do hostitelskych bunék je zprostfedkovan
glykoproteiny virového obalu, které jsou usporadany na hrotech, jez se na povrchu
virionu projevuji. Tyto obalové komplexy jsou zakotveny ve virové membrane. Povrch
hrotu je slozen primarné¢ z vnéjSiho obalového glykoproteinu, gpl120, spojené¢ho

nekovalentnimi interakcemi s kazdou podjednotkou trimerniho glykoproteinového



komplexu gp4l (Kwong et al, 1998). Gpl20 vycniva zpovrchu a interaguje
sreceptorem CD4 na povrchu hostitelské bunky. Gp4l je wulozen Vv obalu
a zprostredkovava fizi virové obalky s bunécnou sténou hostitelské bunky v dobé
infekce (Levinson, 2010). Pod obalem je membranovy protein P18. Nukleoid
ohraniceny zevni kapsidou (tvofenou proteinem P24) ma asymetricky, konicky tvar
(Bednart et al., 1996). Genom HIV se sklada ze 2 identickych molekul jednofetézcové
RNA s pozitivni polaritou (Levinson, 2010), polypeptidy P7 a P9, které se vazi na
genom a tvofi vnitini, helikoidalni kapsidu, a enzymy reverzni transkriptazu, integrazu

a dalsi (Bednaf et al., 1996).

| - 9200 BP -
|_+rev+
= nef
gag vif © env
LTR = LTR
pol vpr + tat +|_

HIV-1

Obrazek 1: Schéma virového genomu — Kompletni genom HIV s hlavnimi geny gag, pol
a env a pridatnymi geny Vvif, vpr, vpu, tat, rev a nef. Ohranieni genomu tvofi tzv. LTR (long

terminal repeat). (ptevzato z https://library.med.utah.edu/)

Gen gag koduje interni jaderné proteiny, z nichZ nejdulezitéjsi je protein P24. Gen
pol koduje nékolik proteintl, véetné virionové reverzni transkriptazy (protein P66),
integrazy (protein P32) a proteazy (protein P12). Gen env koduje gp160, prekurzorovy
glykoprotein, ktery se $tépi za vzniku dvou obalovych glykoproteinti, gp120 a gp41.
Jednim z nezbytnych regula¢nich gent je gen tat (transactivating protein), kodujici
protein, ktery zesiluje transkripci virového genu. Gen tat spolu s genem nef (negative
regulatory factor) potlacuji syntézu MHC proteini, ¢imz se snizuje schopnost
cytotoxickych T-lymfocytd (CD8+) rozpoznat a zabijet bunky infikované HIV. Gen rev
(regulator of expression of virion protein) produkuje protein, ktery #idi kontrolu
transportu zralé virové mRNA z jadra do cytoplazmy. Gen vif (viral infectivity factor)
inhibuje apolipoprotein B RNA-editujiciho enzymu (APOBEC3G), jehoz ukolem je


https://library.med.utah.edu/

deaminace virovych, nukleovych kyselin a tim zesiluje infekénost HIV (Levinson,

2010).
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Obrazek 2: Struktura viru HIV (pfevzato z https://hivbook.com/tag/structure-of-hiv-1/)
Legenda: gp41: obalovy glykoprotein 41, gp120: obalovy glykoprotein gp120

Pfipojeni HIV-1 k povrchu hostitelské bunky je zprostiedkovano prostiednictvim
glykoproteinu (gp120) na povrchu virionu, ktery se vaZze na CD4 receptor na hostitelské
bunice (Teixeira at al., 2011). Receptor CD4 se nachazi na povrchu T-lymfocytd,
monocyti a makrofagii. Gp120 se vaze na tento receptor s vysokou afinitou, a to vede
k fuzi virového obalu s membranou hostitelské bunky (Bednai et al., 1996). Tento
komplex gpl20 a CD4 interaguje s ko-receptorem na povrchu bungk, typicky
schemokinem CXCR4 nebo CCR5. Transmembranovy glykoprotein gp41l
zprostfedkovava membranovou fuzi k uplnému vniknuti do hostitelské bunky (Teixeira
at al., 2011). V pribéhu desintegrace kapsidovych proteinti je pomoci reverzni
transkriptazy pfepsan genom do dvouvlaknové DNA, kterd migruje do bunééného jadra
a pomoci integrazy je zaclenén do hostitelské DNA jako tzv. provirus a virovy genom
se tak stava trvalou soucasti genetické vybavy hostitelské bunky (Bednai et al., 1996).
Pot¢ mize HIV pretrvavat v latentnim, proviralnim stavu po mnoho let
Vv nestimulovanych buiikach (Teixeira at al., 2011). Pti replikaci vznikaji ¢etné mutanty,
které zplsobuji vysokou promeénlivost genetickych, antigennich a biologickych
vlastnosti viru. Povrchové glykoproteiny patii mezi ty, které se méni nejvice, protoze

podléhaji antigennimu driftu pod selekénim tlakem protilatek (Bednar et al., 1996).
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3.4 Terapie

Na pocatku 90. let byly prvni HIV-1 specifické antivirové 1€ky podavany jako
monoterapie. Pozd¢ji se standard péce vyvinul tak, aby zahrnoval podavani kombinaci
antiretrovirovych latek (ARV). Pfichod kombinované terapie, znamé jako HAART
(,,highly active antiretroviral therapy”), pro 1écbu infekce HIV-1 byl klicovy pro snizeni
morbidity a mortality spojené s infekci HIV-1. Kombinovand antiretrovirova terapie
dramaticky potlacuje replikaci viru a snizuje virovou zatéz HIV-1, coz vede
k vyznamné rekonstrukci imunitniho systému zvySenim poctu cirkulujicich CD4+
T-lymfocytii. Kombinovana 1écba s pouzitim 3 antiretrovirovych 1€kt je dulezitd pro
ptedchazeni vyvoje rezistence.

Nejvyznamnéj$im pokrokem v 1é¢b¢ infekce HIV-1 byla 1écba antivirovymi 1éky,
které mohou potlacit replikaci HIV-1. Objeveni HIV-1 jako pfi¢inného faktoru AIDS
spole¢né s pochopenim replikacniho cyklu, poskytlo védciim znalosti a nastroje
k objevovani 1ékti zamétenych na cilenou inhibici, se specifickymi farmakologickymi
¢inidly (Arts et Hazuda, 2012). Od objevu viru HIV bylo schvaleno jiz 26 sloucenin
pusobicich proti viru HIV (Wang et al., 2015). Tyto léky jsou rozd€leny do Sesti
odlisnych tfid na zdkladé molekularniho mechanismu a profilu rezistence: (1) inhibitory
reverzni transkriptazy analogovych nukleosidu, (2) ne-nukleosidové inhibitory reverzni
transkriptazy, (3) inhibitory integrazy, (4) inhibitory proteazy, (5) inhibitory fize a (6)
antagonisté koreceptoru.

Na pocatku 90. let byly prvni HIV-1 specifické antivirové 1éky podavany jako
monoterapie. Pozdéji se standard péce vyvinul tak, aby zahrnoval poddvani kombinaci
antiretrovirovych latek (ARV). Pfichod kombinované terapie, znamé¢ jako HAART
(,,highly active antiretroviral therapy”), pro 1écbu infekce HIV-1 byl klicovy pro snizeni
morbidity a mortality spojené s infekci HIV-1. Kombinovand antiretrovirova terapie
dramaticky potlacuje replikaci viru a snizuje virovou zatéz HIV-1, coz vede
k vyznamné rekonstrukci imunitniho systému zvySenim poctu cirkulujicich CD4+
T-lymfocyti. Kombinovana 1écba s pouzitim 3 antiretrovirovych 1€kt je diilezitd pro
pfedchazeni vyvoje rezistence.

V klinickém pouzivani je nékolik inhibitort reverzni transkriptazy HIV-1. Ty to
preparaty lze rozd¢€lit na nukleosidové a non-nukleosidové inhibitory.

Nukleosid/nukleotid inhibitory reverzni transkriptazy byly prvni tfidou

schvalenych 1ékt. Prostfednictvim virové reverzni transkriptdzy je jednovldknova RNA



pfevedena do dvousroubovicové DNA. Nukleosidové inhibitory reverzni transkriptazy
po zabudovani do fetézce DNA brani pfipojeni dalSich nukleosidii a ukoncuji jeho
syntézu. Tyto inhibitory jsou podévany jako prekurzory, které vyzaduji vstup do
hostitelské bunky a fosforylaci bunéénymi kindzami pfedtim, nez nastane antivirovy
ucinek. Nedostatek 3" hydroxylové skupiny na cukerné (2'-deoxyribosilové) skupiné
inhibitoru brani tvorbé 3’-5’-fosfodiesterové vazby, coz vede k ukonceni rostouciho
virového fetézce DNA. Jako prvni nukleosidovy inhibitor reverzni transkriptazy byl
pouzit zidovudin. V soucasnosti jsou pouzivany dal$i nukleosidové inhibitory napf.
zalcitabin, lamivudin a didanosine.

Non-nukleosidové inhibitory reverzni transkriptdzy pfedstavuji chemicky
rozmanité polycyklické slouceniny, které se vazi pifimo na reverzni transkriptazu,
omezuji jeji mobilitu, a tak znemoziuji jeji fungovani. Z non-nukleosidovych inhibitort

se pouzivaji nevirapin a efavirenz.

vvvvvv

vwr

reverzni transkriptazy. Nicméné, potieba celozivotni 1éCby a Casté spojeni vedlejSich
ucinkii inhibitord HIV proteindz, vazné ublizuji pacientim, coz je jedna z prekazek
v 1é¢bé HIV. V zivotnim cyklu viru HIV je proteinaza dulezita pro virovou mutaci. HIV
proteindza je homodimerni aspartyl proteinaza a kazdy monomer je slozen z 99
aminokyselinovych zbytki a kyseliny asparagové v poloze 25. Proteinaza HIV-1 $tépi
polyprotein gag/pol mezi aminokyselinami na pozicich 167 (phe) a 168 (pro). Nasleduje
Stépeni polyproteinli gag na proteiny p24, pl7, a p7. Polyprotein Pol se nejprve odstépi
od polyproteind gag/pol, a poté se §tépi na proteazu, reverzni transkriptazu, RNazu H
aintegrazu. Aktivni misto neni zcela odkryt¢é a je pokryto dvéma pruznymi
B-vlasenkovymi klapkami. Aktivita enzymu HIV-1 protedzy muize byt inhibovana
blokovanim aktivniho mista proteazy (Arts et Hazuda,2012; Krejsek et Kopecky, 2004).
Inhibitory virovych proteindz napodobuji aminokyselinové sekvence virového peptidu
V mist¢ plisobeni virové proteindzy. Nejsou vSak u€inkem virovych proteinaz
rozlozitelné a po navazani na virovou proteinazu blokuji 1 jeji funkéni aktivitu. Aplikaci
kombinace dvou inhibitord virové transkriptdzy a inhibitoru virové proteinazy je mozné
dosdhnout tak vyrazné omezeni replikace viru HIV-1, Ze pocet molekul virové RNA

v periferni krvi klesa pod detek¢ni limity (Lv et al., 2015).
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Obrazek 3: Struktura HIV-1 proteazy v komplexu s inhibitorem (pfevzato z Lv et al., 2015)

V soucasné dob¢ existujici schvalené inhibitory: Saquinavir, Indinavir, Ritonavir,
Nelfinavir, Lopinavir, Amprenavir, Fosamprenavir, Atazanavir, Tipranavir a Darunavir
(Lv etal., 2015).

Lécba kterymkoliv z téchto cinidel casto vede ke vzniku kmenti HIV-1 se
sniZzenou citlivosti na tyto 1éky. Rezistence na tyto inhibitory je zprostiedkovana dvéma
mechanismy: ATP-dependentni pyrofosforolyzou a zvySenym rozlis§enim mezi nativnim
deoxyribonukleotidovym substratem a inhibitorem (Krejsek et Kopecky, 2004).

Bohuzel vétSina inhibitortt je doprovéazena vedlejSimi ucinky pii dlouhodobé
1écbé. Nejbéznéjsimi  vedlejSimi  ucinky jsou metabolické syndromy, jako je
dyslipidémie, inzulinova rezistence, lipodystrofie/lipoatrofie, kardiovaskularni
a cerebrovaskularni onemocnéni. Hlavni snahou o vyvoj inhibitord je modifikovat
dostupné inhibitory HIV protedzy. Stanoveni potencialnich toxickych nebo benignich
chemickych skupin inhibitori HIV protedzy, pomdhd pii navrhovani novéjSich

inhibitort (Lv et al., 2015).

3.5 Mutace delta 32

Cystein-cysteinovy chemokinovy receptor 5 (CCRS) patii do velké skupiny
chemokinovych receptorti, které jsou exprimovany na povrchu lymfocyti a jinych
bunéénych typl, kde se podileji na signalizaci a koordinaci imunitnich odpovédi
(Lopalco, 2010).
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Jsou znamy rizné mutace genu CCRS, které vedou k poskozeni exprimovaného
receptoru. Jednou z mutantnich forem genu je CCR5-delta32, ktera je vysledkem delece
urcité sekvence 32 paru bazi (Lamb, 2003). Tato delece zpisobi, Ze vznika proteinovy
fetézec receptoru CCRS, ktery zlistavd v cytoplazmé a neni exportovan na povrch
leukocytit (Krejsek et Kopecky, 2004). Tato mutantni forma genu vede k poskozeni
receptoru tak, Ze jiz neni funkéni. Nicméné tato mutace mize byt vyhodna pro ty, ktefi
ji nesou. V pocate¢ni fazi infikovani, vstupuje virus HIV-1 do bunky pravé
prostiednictvim CCR5 receptort. U lidi s receptory, které nesou mutaci CCR5-delta32,
je vstup HIV-1 timto zplisobem zablokovan, coz poskytuje imunitu pro homozygotni
nosice a zpomaluje vyvoj onemocnéni u heterozygotnich nosic¢u (Lamb, 2003). Delece
32 byla prokazana pouze v bilé populaci a v homozygotni form¢ se vyskytuje zhruba

u 1 % lidi (Krejsek et Kopecky, 2004).

3.6 Berlinsky pacient

Timothy Ray Brown, neboli Berlinsky pacient, byl prvnim ¢lovékem, ktery byl
z infekce HIV-1 vylécen. Timothymu byla diagnostikovana infekce virem HIV béhem
studia v Berlin¢ v roce 1995. Zacal uzivat nizké davky zidovudinu a poté inhibitory
proteaz. Po 10 letech se zacal citit velmi vyCerpané a po nasledném vySetieni mu byla
diagnostikovana anémie. Po ndasledné transfuzi Cervenych krvinek byl poslan na
vySetfeni k onkologovi, ktery provedl biopsii kostni diené. Poté bylo zjiSténo, ze
Timothy trpi akutni myeloidni leukémii a je potfeba transplantace kmenovych bunék.
Osetfujiciho lékafe napadlo hledat darce, ktery by mél mutaci delta32 na receptoru
C-CR5, ktera by Timothyho uéinila imunnim vic¢i HIV. V den transplantace piestal
uzivat léky proti HIV a po tfech mésicich se virus HIV v jeho krvi jiz nenachazel.
(Brown, 2015)

3.7 Vakcinace

V roce 1983, kdy byl virus HIV-1 izolovan a potvrzen jako pfi¢ina syndromu
ziskané imunodeficience (AIDS), pfevazoval optimismus pii vyvoji vakciny proti
HIV-1. Riziko integrace provirdlni DNA v hostitelském chromozomu zakazovalo
tradi¢ni pfistupy pouziti zivych atenuovanych nebo zcela inaktivovanych virti pti vyvoji
vakciny proti HIV. S novymi technologiemi rekombinantni DNA a rychlym pokrokem
v molekuldrni biologii se dva produkty gpl120 objevily jako potencidlni kandidati na
studii (Schin, 2016). Vyvoj bezpecné a GCinné vakciny proti viru HIV-1 je Kriticky
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dilezitou globalni prioritou v oblasti zdravotnictvi. B¢hem 25 let bylo jiz vice nez 60
milioni lidi na celém svété¢ nakazeno virem HIV-1, vétSinou v rozvojovém svéte
atémer polovina téchto osob zemiela. Vyvoj bezpecné a ucinné vakciny by byl
nepochybné nejlepsim feSenim pro konecnou kontrolu celosvétové pandemie, ale
bohuzel usili o vyvoj vakeciny proti HIV-1 dosud nebylo uspésné. Cilem vakciny proti
HIV-1 by bylo zabranit infekci nebo snizit virovou zéatéz a klinickou progresi po
infekci. Idealni vakcina by meéla zcela zablokovat infekci a poskytnout imunitu
(Barouch, 2008). Vakcina by méla pusobit na vSechny genotypy viru HIV-1, méla by
odrazet rychlou proménlivost jednotlivych kmenti viru HIV-1 a méla by byt dostupna
pro vSechny ohrozené osoby. Problémy doprovazejici vyvoj vakciny zahrnuji
genetickou proménlivost jednotlivych kmentt HIV-1 i v ¢ase, pouziti aktivni imunizaci
z ditvodu bezpecnosti, a ptedev§im absence jiné¢ho zvifeciho experimentadlniho modelu,
nez jsou primati.

Teréem pro neutralizac¢ni protilatky jsou obalové glykoproteiny gp120 a obalovy
polyprotein gp160. Problémem tvorby neutralizac¢nich protilatek proti gp120 je vysoka
glykosylace tohoto glykoproteinu (Krejsek et Kopecky, 2004). Dosud byly dokonéeny
pouze dvé koncepce ockovacich latek. Prvni koncepce vakciny pouzila monomerni
kandidaty na vakcinu proti obalovému proteinu HIV-1 gpl20 (Env). Cilem této
strategie bylo vyvolat Env-specifické humoralni imunitni odpovédi. Druha koncepce
vakciny zahrnovala replika¢né nekompetentni rekombinantni adenovirovy sérotypové
vektory 5 exprimujici HIV-1 gag, pol a nef. Ve dvou studiich Gcinnosti faze 3
podporovanych biotechnologickou spole¢nosti VaxGen, kandidati na vakciny
neposkytly zddnou detekovatelnou ochrannou ucinnost, coZ naznacuje, ze tyto typove
specifické protilatkové odpoveédi nebyly dostatecné pro ochranu pied infekci HIV-1
u lidi. V soucasnosti je strategie vyvoje vakciny proti viru HIV-1 zaméfena na tvorbu

preventivni vakciny na zakladé Siroce neutralizujicich protilatek (Barouch, 2008).

3.8 GP120 - vyznam glykosylace

Prinik viru HIV-1 do hostitelské bunky zavisi na obalovém glykoproteinu (Env),
ktery se skldda ze dvou nekovalentné vazanych podjednotek, vnéjsitho gpl120
a transmembranového gp41 (Raska et al., 2010). Glykoprotein gp120, ktery je tvofen
484-543 aminokyselinami, 1ze rozd¢lit na pét evoluéné konzervovanych (C1-C5) a pét

variabilnich (V1-V5) proteinovych domén (Wyatt et Sodroski, 1998). Konzervovana
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doména je zodpoveédna za stavbu jadra gp120, zatimco variabilni doména vy¢niva ven
a vytvari smycky. Variabilni i konzervované oblasti gp120 jsou siln€¢ glykosylovany
(Leonard et al., 1990). Molekula gp120 je tvofena vnitini a vnéj$i doménou. Vnitini
doména interaguje s gp41 a je zodpovédna za vytvaieni trimernich obalovych struktur.
Vnéj$i doména se vyznaCuje silnou glykosylaci (Rizzuto et al., 1998). Komplexni
struktura gpl120 je tvorena z 5 helixt, 25 B-vldken a 10 smycek, oznacenych jako
LA-LE a V1-V5 (Kwong et al., 1998).

Oligosacharidové slozky gp120 byly popsany brzy po objevu HIV-1, ale jejich
vyznam v zivotnim cyklu viru a jeho vyhybani se imunitnimu systému byl prozkouman
az pozdéji. Obalové glykoproteiny se podili na vazb¢ viru na hostitelsky receptor, coz je
pocate¢ni krok v bunééném vstupu. Primarnim bunéénym receptorem pro HIV-1 je
povrchovy glykoprotein CD4, ktery fadime do imunoglobulinové super-rodiny. Vazba
CD4 na gpl120 indukuje vyznamné konformaéni zmeény, které vedou k vytvoieni tieti
domény tzv. ,.bridging sheet®. Tato doména se sklada ze dvou part antiparalelnich list,
které spojuji vnitini a vnéj$i domény a hraji hlavni roli pfi interakci S virovymi
komponenty (Teixeira at al., 2011). CD4 prichazi do styku s molekulou gp120, a to
v oblasti mezi vnéjsi, vnitini doménou a ,bridging sheet” (Kwong et al., 1998).
Vysledkem je, ze vazba na CD4 indukuje nejen domény premostujicich listi, ale také
zvySuje expozici této oblasti spolu s V3 smyckou k membrané cilovych buné¢k, kde je
mize zachytit ko-receptor (Teixeira at al., 2011).

Glykosylace je dilezita jak ve strukturni organizaci, tak 1 v rozpoznavacich
a signalizacnich procesech (An et al., 2009). Glykany c¢aste¢né chrani Env pied
rozpoznanim hostitelského imunitniho systému a také je nezbytny pro spravné skladani
gp120 a také pro virovou infek¢nost. Pfedchozi pokusy o zménu glykosylacnich mist
v Env typicky zahrnovaly mutaci glykosylovanych asparaginovych zbytki na strukturné
podobné glutaminy nebo na alaniny. Takové mutace na riiznych mistech glykosylace
vyrazn¢ snizuji virovou infekénost a vedou k vyznamnému sniZeni vazby na

neutralizacni i ne-neutralizujici protilatky (Rathore et al,. 2017).
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Obrazek 4: Struktura glykoproteinu gp120 (pievzato z Kwong et al., 1998)

V zivych systémech jsou dva zékladni typy glykosylace: N-glykosylace
a O-glykosylace (An et al., 2009). Podjednotka gp120 proteinu s obalem HIV-1 (Env)
je silné glykosylovana v priblizn¢ 25 glykosyla¢nich mistech, z nichz ~ 7 je umisténo
v proménnych smyckach V1 / V2 a V3 a dals$i v zbyvajici jadrové oblasti gp120
(Rathore et al,. 2017). Zhruba polovinu molekulové hmotnosti glykoproteinu gp120
tvofi N-vazané glykany a maly obsah O-vazanych glykand (Zhu et al., 2000).
Potencialni tlohou N-vazanych glykant HIV-1 Env je usnadnit akumulaci tichych
mutaci v oblasti povrchu gp120, kterd je uzaviena glykany. Glykanové pole tudiz tvofi
neimunogenni plast’ chranici zakladni povrch proteinu (Rathore et al,. 2017). Jadro
N-glykanii se skladda ze dvou molekul acetylglukosaminu, tii molekul manézy
a variabilniho poctu ptfidatnych glykan (manéza, fukoza, galaktoza, kyselina sialova,
acetylglukosamin) (zZhu et al., 2000). V ptipadé¢ N-glykant je sacharidova slozka
véazana na asparaginové reziduum v aminokyselinovém motivu Asn-X-Ser/Thr, pficemz
X muze byt libovolna aminokyselina kromé prolinu (An et al., 2009). Potencionalni
N-glykosylacni mista (PNGS) pfedstavuji pravé tyto aminokyselinové motivy.
Obsazenost N-glykosyla¢nim motivii neni vzdy kompletni, proto jsou Casto nazyvany
jako potencialni N-glykosyla¢ni mista. PNGS jsou kodovand virovym genomem. Na
HIV-1 Env trimeru se nachazi nejméné 24 N-glykosyla¢nich mist, ktera jsou variabilné

obsazena cukry (Raska et al., 2010, Go et al., 2008). Distribuce PNGS mezi HIV-1
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izolaty neni ndhodné. Zatimco jsou nékteré PGNS jsou vysoce variabilni, jiné mizou
byt konzervovana (Leonard et al., 1990).

O-vazané glykany maji proménlivy vyskyt na rozdil od N-vazanych glykant,
které maji presné ur¢ené misto vyskytu. Oproti N-glykanim se pfipojuji postupné tzn.
jeden za druhym. O-glykany vznikaji primarné v Golgiho aparatu (Julenius et al.,
2005).

Pro vSechny glykoproteiny, vcCetné Env, jejich struktury, slozeni a jejich
heterogenita pfipojenych glykand, zavisi na bunééném systému pouzitém pro jejich
expresi. Tato skutecnost se ne vzdy odrazi na produkci rekombinantnich antigent
HIV-1 gpl20 pti imunizaci nebo detekci protilatek. Pro uspésnou tvorbu
rekombinantnich antigeni je dulezitd volba bunétné linie, ktera slouzi k expresi
proteinu. Mezi tyto linie patii bunky vaje¢nikd c¢inského kiecka (CHO), lidské
embryonalni ledvinové bunky (293T) a buiiky hmyzu (Sf9). Ty se bézné pouzivaji spise
nez T-lymfocyty a monocyty (Raska et al., 2010).

3.9 Moznosti produkce a purifikace rekombinantnich proteini za
vyuziti savCich bunécnych linii a chromatografickych metod

Rekombinantni proteiny piedstavuji proteiny kédované rekombinantni DNA, ktera
je schopna exprese Vv hostitelském organismu. Od udéleni Nobelovy ceny v roce 1980
za studium rekombinantni DNA jsou rekombinantni proteiny dodnes Siroce vyuZzivany
(Krupka, 2011). Byly zaznamenany rizné oblasti vyuziti a pokroky pravé diky moznosti
produkce velkého mnozstvi rekombinantnich proteinli diky rostouci dostupnosti
manipulovanych organismil.

Nutnou podminkou pro adekvatni produkci rekombinantnich proteinli je exprese
genu (Palomares et al., 2004). Vétsi proteiny (kolem 100 kDa) jsou 1épe exprimovany
eukaryotickymi liniemi, zatimco ty mensi jsou lépe exprimovany prokaryotickym
systémem (Demain et Vaishnav, 2009). Nicméné se muize stat, Ze se exprese mize byt
ztracena kvuli zméné rekombinantniho genu nebo jeho vymizeni. Plazmidy jsou
extrachromozomalni samo-reprodukujici se cytoplazmatické DNA elementy, které
muZeme najit jak u prokaryot, tak u eukaryot. Byly pouzivany jako molekularni
prosttedky od pocatku genového inzenyrstvi. Plazmidy ukladaji hostiteli metabolickou
zatéz, protoze vyuzivaji zdroje hostitelské bunky pro replikaci, expresi gent

kédovanych plazmidem a produkei rekombinantniho proteinu. Takové metabolické
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zatizeni Casto vede k poklesu rychlosti ristu bunék nesouci plazmid. Ztrata plazmidu je
hlavni pfi¢inou snizené produktivity rekombinantnich proteint v buiikéch.

N-vazana glykosylace. Glykosylace v mnoha piipadech urcuje stabilitu proteinu,
rozpustnost, antigenitu, slozeni, lokalizaci a biologickou aktivitu (Palomares et al.,
2004). Pro proteiny, které vyzaduji glykosylaci, jsou nejvhodnéjsi sav¢i bunky nebo
bakulovirovy syst¢ém (Demain et Vaishnav, 2009). Neglykosylované proteiny se
obvykle vyrabé&ji v bakterii Escherichia coli nebo v kvasinkach. N-glykosylované
proteiny se obvykle vyrabéji v savéich bunkach, které¢ napodobuji lidskou glykosylaci
(Terpe, 2006).

Prvnim krokem k produkci rekombinantnich proteinti je ziskdni pozadované
klonovan¢ DNA, poté je protein ve zvoleném expresnim systému amplifikovan.
Existuje Sirokd S$kala proteinovych expresnich systémul. Proteiny mohou byt
exprimovany v bakteriich, kvasinkach, v sav¢€ich, rostlinnych a hmyzich bunkach.

vvvvvv

které je tieba vzit v ivahu pii vybéru spravného systému pro produkci rekombinantnich
proteinu (Walsh, 2003).

Nejlevnéjsi, nejjednodussi a nejrychlejsi exprese proteinti miize byt provedena
v bakterii E. coli (Palomares et al., 2004). Tato bakterie je jednim z nejpouzivanéjSich
hostitelti pro produkci heterolognich proteini (Terpe, 2006). Mezi vyhody patii rychly
rust, rychla exprese, snadnost kultivace a vysoké vytézky produktu (Swartz, 2001).
Expresni systétm E. coli je vprvni fade vynikajici pro funkéni expresi
neglykosylovanych proteint (Jenkins et Cruling, 1994).

Dals8i uzitecné bakteridlni systémy jsou gram-pozitivni bacily. Jsou pievazné
preferovany pro homologni expresi enzymil, jako jsou protedzy a amylazy. NejCastéji
pouzivané druhy jsou Bacillus megaterium, B. subtilis, B. brevis a B. licheniformis
(He et al, 1991).

Také kvasinky, jednobunétné eukaryotické houbové organismy, jsou casto
pouzivany k produkci rekombinantnich proteind. Jsou geneticky dobie charakterizovany
a je znamo, ze provadéji mnoho posttranslacnich modifikaci. Dva nejvice pouzivané
kvasinkové kmeny jsou Saccharomyces cerevisea a Pichia pastoris (Gellisen et al,
1992). Filamentézni houby jsou atraktivni hostitelé kvuli své schopnosti vylucovat
vysoké mnozstvi bioaktivnich proteinid s posttranslaénim zpracovanim jako je napiiklad

glykosylace (Ward et al, 2001).
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Hmyzi buniky jsou schopny provést komplexnéjsi posttranslaéni modifikace, nez je
mozné dosdhnout u hub. Maji také nejlepsi zatizeni pro sklddani sav€ich proteinti a jsou
proto vhodné pro jejich piipravu (Agathos, 1991). Nejcastéjsim systémem pouzivanym
pro expresi rekombinantnich proteinti je bakuloviralni expresni systém. Infikovana
hmyzi bunika nabizi vyhody jako naptiklad fosforylaci, N- a O-glykosylaci, spravné
Stépeni  signalniho peptidu, vhodné proteolytické zpracovani nebo acetylaci
(Knight, 1991).

Sav¢i expresni systémy se Casto pouzivaji pro produkci proteinti vyzadujicich
posttranslaéni modifikace (Swartz, 2001). Sav¢i bunétné kultury jsou obzvlaste
uzitecné, protoze proteiny jsou vyrobeny ve spravné slozené glykosylované formé, ¢imz
se eliminuje nutnost jejich renaturace, ale také diky své schopnosti piidavat fetézce
mastnych kyselin (Demain et Vaishnav). Avsak tyto expresni systémy maji i nékteré
nevyhody, a to nizkou sekreci rekombinantnich proteind, finan¢ni nakladnost
a potencialni kontaminaci virem (Bisbee, 1993). Pro vyrobu rekombinantnich proteint
timto zpiisobem se pouzivaji dvé hlavni formy bunéénych kultur, a to bud’ suspenzni
anebo adherentni (Wurm et Bernard, 1999). Klasickym zpisobem produkce
rekombinantnich proteinii v sav¢ich bunkéch je transfekce a poté izolace bunécnych
linii, které stabilné exprimuji pozadovany gen (Pham et al., 2006). Farmaceutické
spole€nosti rutinné vytvaieji rekombinantni bunééné linie, které konstitutivné produkuji
rekombinantni proteiny s prodlouZenymi kultiva¢nimi ¢asy. Tato stabilni exprese genu
se dosahuje uloZenim rekombinantniho genu do hostitelského genomu. Nicménég, nékdy
jsou uptednostiiovany rychlejsi ptistupy k produkei rekombinantnich proteint, kdyz je
tteba rychle vyhodnotit mnoho kandidétnich proteint. Ke splnéni této potteby je vhodna
ptechodna exprese genu (transient gene expression=TGE). Na rozdil od stabilni genové
exprese, TGE zahrnuje kratkodobou produkei proteinit obvykle uz 10 dni po transfekci
za nepfitomnosti genetické selekce plazmidové DNA. Ruizné expresni vektory byly
navrzeny tak, aby pifenaSely cizi geny do savCich bunck. NejCastéji pouZzivanou
bunéénou linii pro ptrechodnou transfekci ve velkém méfitku je linie HEK
293T (Baldi et al., 2007). Pro zvétseni vytézku byly vyvinuty suspenzni HEK-293F.
Tyto bunky rostou jako malé agregaty v suspenzi (Wurm et Bernard, 1999).

K purifikaci rekombinantnich proteinti slouzi afinitni chromatografie, kterd je
zalozena na vysoce specifické interakci mezi dvéma molekulami, napiiklad mezi
aminokyselinou a kovem. Dalsim piikladem takové interakce muze byt reakce mezi

enzymy a substraty, receptory a ligandy nebo protilatky a antigenu. Tyto interakce jsou
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typicky reverzibilni, se pouzivaji k ¢isténi pfidanim jedné z interakénich molekul,
oznacované jako afinitni ligand, na pevnou matrici pro vytvofeni stacionarni faze,
zatimco cilova molekula je v mobilni fazi. Zachycovaci krok je obecné nasledovéan
promytim a eluci, coz vede k ziskani vysoce Cistého proteinu. Dalsi pouziti afinitni
chromatografie zahrnuje schopnost koncentrovat latky pfitomné v nizké koncentraci
a schopnost oddélit proteiny na zaklad¢ jejich biologické funkce (Urh et al., 2009).

Siroce pouzivanou metodou je imobilizovana kovové-afinitni chromatografie
(IMAC), ktera slouzi zejména k ¢isténi rekombinantnich proteinti obsahujicich kratkou
afinitni kotvu (tag) sloZzenou ze zbytka histidinu. Tato metoda je zalozena na interakcich
mezi iontem piechodného kovu (Co?*, Ni?*, Cu?*, Zn?") imobilizovanymi na matrici
a specifickych postrannich fetézcli aminokyselin. Histidin je aminokyselina, ktera
vykazuje nejsilng€jsi interakci s imobilizovanymi matricemi kovovych iontd, protoze
donorové elektrony na imidazolovém kruhu histidinu snadno tvoii koordina¢ni vazby
s imobilizovanym piechodnym kovem. Po promyti matricového materialu mohou byt
peptidy snadno eluovany bud’ upravou pH kolonového pufru, nebo piidanim volného
imidazolu do kolonového pufru. Cisténi proteinti znatenych afinitnim polyhistidinem
bylo usnadnéno vyvojem komeréné dostupnych matric, a to nikl-nitriltrioctové kyseliny
(Ni?*-NTA) a kobalt-karboxymethylasparatu (Co?*-CMA), které jsou pfipojeny k pevné
nosné pryskyfici (Bornhorst et Falke, 2000).

Mi-MTA

Obrazek 5: Schéma vazby histidinové znacky na Ni-NTA (pfevzato z
http://pubs.rsc.org/en/content/articlentml/2013/nj/c2nj40558j)
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4 Material a metodika
4.1 Biologicky material

Pro expresi rekombinantnich proteini byly pouzity sav¢i expresni bunky linie HEK 293
FreeStyle™ Expression System (ECACC 85120602, THERMO FISHER).

Pro kotransfekci byly pouzity dva plazmidy:

Plazmid FURIN (NM_001289823) cDNA ORF clone (cat.no: OHul6791D)
pcDNA3.1+/C-(K)DYK. Tento plazmid koéduje ORF (open reading frame) pro
proteinazu furin. Po transfekci tohoto plazmidu do bunék je ORF transkribovan
a translatovan a bunky néasledn€ produkuji enzym furin intracelularné.

Plazmid pcDNA3.1+C-6His obsahujici CMV promotor, ktery zajistuje rezistenci na
genticin (G418), a nesouci konstrukt env.MBL.gp140.SOSIP/clade C. DNA vloZena
Vv plazmidu byla ziskana sekvenovanim vzorku pacienta (Cislo pacienta: 703010159)
Vv riiznych ¢asech sérokonverze, a to na poc¢atku onemocnéni (TF), po prvnim roce (Y1)
a po tiech letech (Y3).

Sérum pacienta: Vzorky séra byly ziskdny od jedinct infikovanych HIV-1

podtypem C, kteti nedostavali antiretrovirovou terapii v regionu Mbeya v jihozapadni

MBL 2p120 N e »»
| .

6x His

Tanzanii.

Etépné misto pro furin V3 tag

Obrazek 6: Schéma plazmidu pcDNA3.1 env.MBL.gp140.SOSIP/C (TF)
Legenda: MBL-sekre¢ni signal pro uvolnéni proteinu z buiky, gpl140.SOSIP — antigen

napodobujici nativni Env protein, obsahujici sekvenci gp120 a zkracenou sekvenci gp41 (gp20),
tato vazba je stabilizovana pfidanim aminokyselin v okoli pfechodu, které tvoii disulfidické
mistky, V5 tag a 6xHIS — slouzici pro naslednou detekci proteinu pomoci afinitni

chromatografie.
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misto $tépeni furinem

| zaména izoleucinu za prolin (I559P)

on [ ”
L $-Svazba J ‘ 6x His

AS01C-T605C V5 tag

MBL gpl20

Obrazek 7: Schéma gp140.SOSIP Stépeného proteinazou furinem
Legenda: MBL-sekreéni signal pro uvolnéni proteinu z buiiky, 6XxR= Sest po sob¢& nasledujicich

arginint, S-S vazba= disulfidicka vazba, AS01C= zaména A za C v pozici 501, T605C= zaména

T za C v pozici 605, I559P= zaména izoleucinu za prolin v pozici 559

4.2 Pouzité chemikalie, soupravy a roztoky

Pouzité chemikalie
o 2-merkaptoethanol (LACH-NER)
antibiotikum ampicilin ¢ = 100 mg/ml (SERVA)
dodecylsiran sodny — SDS (MERCK)
ethanol 96% (VWR)
Fectin293 reagent (INVITROGEN)
furin (NEW ENGLAND BIOLABYS)
glycerol (SIGMA ALDRICH)
HEK293F FreeStyle Expression Medium (GIBCO)
HisPur Ni-NTA Superflow Agarose (THERMO FISHER SCIENTIFIC)
hovézi sérovy albumin — BSA (NEB)
hydrogenfosfore¢nan disodny dodekahydrat (LACH-NER)
hydroxid sodny (PENTA)
chlorid draselny (LACH-NER)
chlorid sodny (LACH-NER)
chlorid vapenaty (LACH-NER)
kyselina chlorovodikova (LACH-NER)
kyselina octova 99,8% (LACH-NER)
methanol (SIGMA ALDRICH)
N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin —- TEMED (SERVA)
n-butanol (LACH-NER)
optiMEM Reduced Serum Medium (GIBCO)
PBS Dulbecco w/o Ca?* , w/o Mg?*, low endotoxin (BIOCHROM GMBH)
peroxodisiran amonny (SERVA)
PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder, 10 to 250 kDa (THERMO FISHER
SCIENTIFIC)
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Tris (OMNIPUR)

Tween-20 0,05% (CALBIOCHEM)
ustalova¢ Manul Fixing Bath G354 (AGFA)
vyvojka Developer G150 (AGFA)

Pouzité soupravy

kit: QlAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN)

kit: QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN)

kit: SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate (THERMO FISHER
SCIENTIFIC)

Pouzité roztoky

10% roztok peroxodisiranu amonného — APS (1 g (NH4)25208 + 10 ml
ddH20)

30% roztok akrylamid/bisakrylamidu (SERVA)

4x Tris pufr pH 6,8 (15,125 g Tris + 1 g SDS + 150 ml ddH20 + upravit pH na
6,8)

4x Tris pufr pH 8,8 (45,5 g Tris + 1 g SDS + 150 ml ddH20 + upravit pH na
8,8)

barvici roztok Coomassie Brilliant Blue (45% methanol + 10% kyselina octova
+ 0,1% Coomassie Brilliant Blue)

blokovaci roztok SUPERBLOK (1% roztok BSA + zaroven 0,05% roztok
Tweenu v 1x PBS)

fixa¢ni roztok (750 ml izopropanolu + 300 ml kyselina octova + voda do 3 1)
odbarvovaci roztok (5% methanol + 7,5% kyselina octovd)

protilatka anti-pentaHIS konjugovand s HRP — fedéni 1:10 000 (QIAGEN)

pufr ,,adapting® (500mM NaH2PO4, pH 8,0 + 1,5M NaCl + 100mM imidazol +
0,5% Tween 20)

puft ,.elution* (50mM NaH2PO4, pH 8,0 + 300mM NaCl + 200mM imidazol +
0,05% Tween 20)

pufr ,,wash* (50mM NaH2PO4, pH 8,0 + 300mM NaCl + 10mM imidazol +
0,05% Tween 20)

pufr, nanaseci neredukujici pro proteiny 2% (0,755 g Tris + 7,97 ml glycerol +
2,39 SDS + 37,5 ml ddH20 + upravit pH na 6,8)

puftr, nanaSeci redukujici pro proteiny 2x (0,755 g Tris + 7,97 ml glycerol + 2,3
g SDS + 5 ml merkaptoethanol + 37,5 ml ddH20O + upravit pH na 6,8)

pufr, promyvaci PBS (240 g NaCl + 6 KCI + 40 g Na2HPO4 - 12 H20 + 6
KH2PO4 + upravit pH na 7,4)

Towbintv pufr (9,09 g Tris + 43,2 g glycin + 600 ml methanol)

zasobni roztok SDS 5% (3 1ddH20 + 45,3 g SDS + 2,6 g glycin + 15 g SDS)

4.3 Seznam pouzitych pristroji a zarizeni

automatické mikropipety Finnpipette 0,2-2; 2-20; 20-200; 100-1000 pl
(THERMO SCIENTIFIC)

automatické mikropipety 1-5 ml (THERMO SCIENTIFIC)

blotovaci zafizeni TRANS-6 SEMIDRY TRANSFER CELL (BIO-RAD)
centrifuga CR 312 (JOUAN)

centrifuga MIKRO 22R (HETTICH ZENTRIFUGEN)
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e clektricky zdroj pro blotovaci zatizeni 2197 POWER SUPPLY (LKB
BROMMA)

elektricky zdroj pro elektroforézu PowerPack Basic (BIO-RAD)
elektroforeticka komora a ptislusejici viko s elektrodami (BIO-RAD)
chlazeny inkubator (ELEKTROLUX)

inkubator s CO2 MCO-15AC (SANYO CO2 INCUBATOR)

termostat BT 120 M (LABO MYS)

e inverzni mikroskop DMIL (LEITZ)

e laminarni box aura-VF48 (BIO AIR)

e mikrocentrifuga E-Centrifuge (WEALTEK)

pipetor FASTPETTE (LABNET)

sérologické pipety 25; 10; 5; 1 ml (SARSTEDT)

termoblok block heater SBH130D (STUART)

trepacka KS 260 basic (IKA)

vortex MS2 Minishaker (IKA)

PVDF membrana (BIO-RAD)

fotograficky papir CL-XPosure Film (THERMO FISHER SCIENTIFIC)

4.4 Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy

e Piiprava bunécéné kultury

Bunky byly rozmrazeny ve vodni ldzni o teploté 37 °C. Tésné pied rozmraZenim
buné¢k byla dekomtaminovéana vngj$i ¢ast lahvicky 70% ethanolem a poté byl cely obsah
prenesen do 125ml sterilni jednorazové plastové Erlenmeyerovy banky obsahujici 30 ml
predehiatého FreeStyle 293 Expression Medium. Toto médium neni potieba béhem
transfekce ménit a umoznuje transfekci ve velkych objemech. Sterilni podminky béhem
prace zajiStoval lamindrni box. Kultivace bunécné kultury probihala pii 37 °C
a udrzovaném obsahu 8% CO; v termostatovém inkubatoru na orbitalni tiepacce, ktera
se otacela rychlosti 1350t/ min, dokud nenarostla do pozadované hustoty
(2-3 x 106 bun¢k/ml). Tato bunééna linie je charakteristicka tim, Ze je suspenzni, a to
znamend, Ze nevyzaduje pfichyceni k podkladu a buniky jsou volné dispergované
v médiu. Pfi vymén€ média nebo pasazovani je proto potieba oddelit médium od bunék
odstfedénim. Nasledujici den byl urCen pocet zivotaschopnych bunék a jejich celkovy
pocet. Optimalni zivotaschopnost bunék pro transfekci je 100 %.

Pasazovani bunék: bunky byly ,,zpasazovany* vzdy po 2-3 dnech, kdyz bunky dosahly
hustoty 2-3 x 106 bunék/ml.

e Urdeni Zivotaschopnosti bunék

Bylo pravidelné provadéno pocitani bunék z divodu kontroly ristu tkdnové kultury.

Bunky byly barveny vitalnim barvivem trypanovou modfi. Z bunééné kultury byl vzdy
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po nékolika dnech odebran vzorek o objemu 10 pl, ktery byl smichén s 10 pl trypanové

modii. Poté bylo pfeneseno 10 ul vzorku do Biirkerovy komtrky a byly spocitany zivé

I mrtvé bunky.
1 2 3
4 5 6
7 8 9

Obrazek 8: Schéma Biirkerovy komirky: Bunééna hustota byla urcena ze ¢tverct, které jsou
vyznaceny véetné jejich hornich a levych oznac¢enych hran.

Kone¢na hustota bunééné kultury byla vypocitana pomoci vzorce:

poéet zivych bunék
plocha étverce [mm?] x pocet &tvercu x hloubka &tverce [mm?] x faktor fedéni

= pocet zivych bunék/pl

Po dosazeni poc¢tu zivych bunék ve 4 ¢tvercich:

pocet zivych bunék / (1 x 4 x 0,1 x 0,5) = pocet zivych bunék/pl

e Transfekce bunék 293F

Transfekce je metoda, pomoci které je zavedena DNA do sav¢ich bunék. Pfi
pfechodné transfekci se zavedend DNA nachdzi v buiice pouze po omezenou dobu
aneni integrovana do genomu. Pfechodné transfekovany geneticky material neni
pfedavan z generace na generaci a muze byt ztracen enviromentalnimi faktory, nebo
ziedén béhem dé€leni bunék. Nasleduje pak ztrata exprese rekombinantniho proteinu.
Nicméné vysoké mnozstvi kopii transfekovaného materidlu vede k vysokym hladindm
exprimovaného proteinu béhem piitomnosti v bunice. V zdvislosti na pouzitém
konstruktu miize byt prechodné exprimovany transgen obecné detekovan 1 az 7 dnt, ale
prechodné transfekované bunky se typicky sklizeji 24 az 96 hodin po transfekci.

Ptechodna transfekce HEK293F ve velkém objemu vyiesila potfebu ziskani velkého
mnozstvi rekombinantniho proteinu, aniz bychom vyuzili pracny proces stabilni
transfekce. Mezi vyhody exprese pifechodnych proteinii v sav¢ich bunikach patfi:
rychlost produkce proteintl, proteiny jsou plné posttranslaéné modifikované a snadna

purifikace sekretovanych proteint.
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Obalovy glykoprotein HIV-1 (Env)

e Optimalizace kotransfekce eukaryotnich bunék 293F s furinem

Kotransfekce umoziiuje paralelni transfekci jedné bunécné linie minimalné pomoci
dvou rtznych samostatnych molekul DNA. Furin je proteinaza, pusobici v Golgiho
aparatu, ktera ma za nasledek Stépeni gp140.SOSIP proteinu v misté¢ aminokyselinové
sekvence 6x R (Arg) na glykoproteiny gp120 a gp20. Bunky 293F maji ve své pfirozené
form¢ nizkou hladinu furinu, a proto je potfeba provést kotransfekci plazmidem
FURIN.ORF.clone spolu s plazmidem env.gp140.SOSIP/clade C, TF, abychom zajistili
celkové Stépeni mezi glykoproteiny gp120 a gp20. Ke transfekci plazmidové DNA do
bunécné kultury byla pouzita patentovana kationtova formulace na bazi lipida

293Fectin™,

1. Den pted transfekci bylo ovéfeno, zda je hustota zivotaschopnych bunék 80-90 %.
K dispozici jsme méli 30 ml bun&né kultury o hustoté 1x10° bunék/ml.

2. Transfekce byla provedena dle nésledujici tabulky:

Objem bunééné

] 293Fectin™ | OptiMem® | | kultury o hustoté
Kotransfekce | Pomér | gpl40.SOSIP | furin

Plazmid Plazmid

mi [u1] 1x10°® bunék/ml
[ngl [ngl
[mi]
1. - 5 - 10 2% 500 10
2. 2:1 5 25 10 2% 500 10
3. 1:1 5 5 10 2% 500 10

Tabulka 1: Priprava transfek¢nich reagencii

3. Vjedné zkumavce byl vzdy smichan plazmid TF s odpovidajicim mnoZstvim
plazmidu FURIN.ORF.clone a 500 ul OptiMemu® I a ve druhé zkumavce byl
smichano 10 pl 293Fectin™ s 500 ul OptiMemu® 1.

4. Tyto reagencie se nechaly inkubovat 5 minut pfi laboratorni teploté.

5. Po 5 minutach byl obsah zkumavek smichan dohromady a ponechan k inkubaci
dalsich 30 minut.

6. Poté byla transfekéni smés ptidana do bunééné kultury.

7. Transfekovand bunécna kultura byla kultivovdna po dobu 3 dni pii 37 °C
Vv inkubatoru s COa.

8. Po 3 dnech byl 1 ml buné¢né kultury centrifugovan (10000 RPM/5 min/ 4 °C).
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10.

11.

Vznikly supernatant byl poté smichan v poméru 1:1 s 2x SDS vzorkovym pufrem za
redukujicich i neredukujicich podminek.

Vznikly bunécny lyzat byl poté rozsuspenodovan v 1x PBS (500 ul) a poté smichan
s 2x SDS vzorkovym pufrem pouze za redukujicich podminek.

Se vzorky byla nasledné¢ provedena SDS-PAGE -elektroforéza, western blot

a barveni Coomassie Brilliant Blue.

e Priprava 10% polyakrylamidového gelu

1. Skla pro SDS-PAGE byla o¢isténa ddH20 a odmasténa ethanolem a osuSena.
2. Zaostifovaci a délici polyakrylamidovy gel byl piipraven do sklenénych kadinek
podle tabulky 2.
TRIS | TRIS 300
pufr | pufr 0
Druh gelu pH pH | akrylamid/bisakrylamid \{gq(lj]a O[SIF]’S TENIIED
8,8 6,8 [mi] (]
[ml] [mI]
délici 3,75 - 50 6,25 75 15
zaostirovaci - 2,5 1,3 6,2 50 10

Tabulka 2: Priprava 10% polyakryamidového gelu

Pted nalitim gelu mezi skla bylo pfidano do roztoku ¢inidlo APS a TEMED.

Jako prvni byla nanesena délici vrstva gelu do 2/3 skla. Na ni byla nanesena vrstva
n-butanolu pro zarovnani gelu a poté byl gel nechan polymerizovat pfiblizné
30 minut.

Nasledné byla vrstva n-butanolu ze ztuhlého gelu vymyta ddH20.

Délici gel byl nanesen az po horni okraj skla a do n¢j byl hned po naneseni zasunuty
elektroforeticky hieben pro vytvoteni 15 jamek.

e SDS-PAGE elektroforéza

Do elektroforetické aparatury byly umistén gel, ktery byl zality 5x ziedénym
zasobnim roztokem SDS elektrodového pufru.

Do prvni jamky bylo naneseno 3 pul standardu molekulovych hmotnosti

(PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder, 10 to 250 kDa)
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10.

Vzorky supernatantu a bunééné¢ho lyzatu byly smichdny s 2x SDS v poméru 1:1
a pred nanesenim byly umistény po dobu 5 minut v termobloku.

Nasledn¢ bylo naneseno 8 pul vzorku do kazdé jamky v tomto poradi:
1. supernatant/redukéni podminky/bez proteindzy furinu, 2. supernatant/redukcni
podminky/pomér DNA:furin (2:1), 3. supernatant/redukéni podminky/pomér
DNA:furin (1:1), 4. bunéény lyzat/redukéni podminky/bez proteindzy furinu,
5. bunécny lyzat/redukéni podminky/pomér DNA:furin (2:1), 6. bunécny
lyzat/redukéni podminky/ pomér DNA:furin (2:1).

Na dva gely byly vzorky supernatantu naneseny za redukujicich i neredukujicich
podminek a bunécny lyzat pouze za redukujicich podminek.

Vzorky byly separovany pti konstantnim napéti 150 V po dobu 1 hod a 15 min.

e Western blotting

Béhem probihajici elektroforézy byla PVDF membrana namocena na nckolik

sekund v methanolu.

. Nasledn¢ byla ptfenesena na 5 minut do nadoby s ddH>O a ponechana 50 minut

v Towbinov¢ pufru.

Dva kusy filtraéniho papiru byly také namoceny do Towbinové pufru po dobu
50 minut.

Po ukonceni elektroforézy byl sestaven ,,sendvic®, ktery se skladal z filtra¢niho
papiru, PVDF membrany, gelu a filtraéniho papiru v tomto potadi.

Blotovani pfes membranu probihalo pifi konstantnim proudu 250 mA po dobu
2 hodin.

Kdyz blotovani skoncilo, membréna byla pfenesena do druhé misky, ve které se
nachdzelo 12 ml blokovaciho roztoku SUPERBLOK + Tween 20. Membrana byla
blokovéna pted noc pii 4 °C na tfepacce.

Na druhy den bylo ke 12 ml blokovaciho roztoku ptidano 1,2 ul protilatky anti-V5
konjugované s HRP (v poméru 1:10000) a inkubovano 2 hod pfi laboratorni teploté.

Po inkubaci byla membrana promyta 3x v 0,05% roztoku Tweenu 20 v 1x PBS,
vzdy po dobu 20 minut na tfepacce.

Poté byla 2x promyta v roztoku 1x PBS po dobu 30 minut na tiepacce.

Nakonec bylo na membranu naneseno 2 ml reagencii z kitu SuperSignal West Pico

Chemiluminiscenst Substrate v poméru 1:1 po dobu 5 minut.
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11.

12.

13.

Chemiluminiscenéni signdl byl detekovan pomoci fotografického papiru, kdy byl
film pfilozen na membranu a uzavien v expozi¢ni fotokomote a expozice probihala
v intervalech 2/5/10 minut.

Nasledn¢ byl fotograficky papir umistén na 2-3 minuty do vyvojky, poté oplachnut
destilovanou vodou s 1% kyselinou octovou a nasledné ponofen do ustalovace na
2 min.

Timto zpusobem byl vytvofen snimek, na kterém byla zobrazena intenzita
a umisténi prouzkt odpovidajicich proteinu $t€peného a nestépeného furinem (viz
vysledky).

e Barveni proteini pomoci Coomassie Brilliant Blue

. Po elektroforéze byl druhy gel pienesen do nadoby s fixaénim roztokem (750 ml

izopropanolu + 300 ml kyselina octova + voda do 3 1), ktery zafixoval proteiny na
gelu, pfiblizné€ na 20 minut na tiepacce.

Poté byl gel pienesen do nadoby obsahujici barvici roztok Coomassie Brilliant Blue
(45% methanol + 10% kyselina octova + 0,1% Coomassie Brilliant Blue) po dobu
60 minut na tfepacce.

Nésledn¢ gel byl pfesunut do nadoby s odbarvovacim  roztokem
(5% methanol + 7,5% kyselina octova). Nadoba byla ulozena znovu na tfepacku,
ktera byla nastavena na jemné tfepani, aby se gel neptetrhl.

Odbarvovaci roztok se menil do té doby, nez se objevily modré zény proteint na
prihledném pozadi gelu.

Na zavér byl gel vyfocen a vyhodnocen programem Imagel. (viz vysledky)

e Kotransfekce bunék 293F plazmidy pomoci ¢inidla 293Fectin™

Pii této transfekci byly pouzity plazmidy MBL.env.gp140.SOSIP/cladeC/(TF./Y1/Y3)

a plazmid kodujici proteinazu furin (FURIN.ORF.clone). S buné€nou kulturou bylo

potieba opatrné zachézet, bylo nutné dodrzovat sterilni podminky a prace probihala

vyhradné v laminarnim boxu.

1.

2.

Den pied transfekci bylo ovéieno, zda je hustota Zivotaschopnych bun¢k 80-90 %.
K dispozici jsme méli 3x85 ml bun&né kultury o hustoté 1x10° bunék/ml.

Na 85 ml bunéné kultury bylo pouzito 50 pg plazmidové DNA
(MBL-gp140.SOSIP-TF), 25 ng plazmidu FURIN.ORF.clone a 2 ml média
Opti-MEM® 1. Vznikla tak reakéni smés €. 1.
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150 pl 293Fectinu™ bylo ziedéno ve 2 ml média Opti-MEM® 1 avznikla tak
reakéni smés €. 2.

. VSechny smési byly mirné promichany a inkubovany oddélené 5 minut pti pokojové
teploté.

Po inkubaci byly reakéni smési Smichany a inkubovany dal$ich 20 minut pfi
pokojové teploté, aby se mohl vytvorit komplex. Vznikld transfekéni smés byla
pfidana K buné¢né kultufe. Transfekované bunééné kultury byly kultivovany po
dobu 7 dni pfi teploté¢ 37 °C v inkubatoru s COz, pficemz po tiech dnech byl
odebran supernatant, ktery byl pouzity pro purifikaci rekombinantnich proteind,
a k bunkam bylo pfidano cerstvé médium. Po dalSich ¢tyfech dnech byl znovu

odebran supernatant, ktery byl také pouzity k purifikaci rekombinantnich proteinii.

e Purifikace syntetizovaného proteinu pomoci afinitni chromatografie
. Do centrifuga¢nich zkumavek bylo pteneseno 3% 85 ml transfekované bunécné
kultury a centrifugovano 5 minut (1500 RPM).
. Ziskané supernatanty byly odebrany a ke kazdému bylo pfidano 8,5 ml ,,adapting*
pufru a 200 pl Ni-NTA agardzy. Supernatanty byly pies noc ulozeny na rotatoru do
chladu (4 °C).
. Ze supernatantu byly purifikovany proteiny MBL.gp140.SOSIPve variantich
TF/Y1/Y3, clade C + Furin pomoci afinitni chromatografie, diky pfipojenému HIS
tagu na jejich konci.
.V nadob¢ se supernatantem byla agar6za ponechéana ve vertikalni poloze 30 az 60
minut, aby se usadila na dno.
Supernatant bez Ni-NTA byl pfenesen do ¢isté zkumavky.
. Zbyly supernatant s Ni-NTA byl pienesen na kolonku a pieteCena frakce byla
oznacena jako ,,flow through*.
. Nasledné bylo na kazdou kolonu naneseno 20ml ,,binding pufru®.
. Nanesenim 5x 400ul elu¢niho pufru byla provedena eluce. (elu¢ni frakce E1-ES)
. Purifikace probihala v kelvinatoru pfi teploté 4 °C.
e Zakoncentrovani proteinu
. VSechny eluc¢ni frakce byly postupné pfeneseny do specialnich filtraénich kolonek
propoustéjici molekuly mensi nez 30 kDa.
Kolonky byly nasledné vyvazeny a centrifugovany (2800 RPM, 10 min, 4 °C).
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3. Poté byly kolonky promyty 4x nanesenim 2 ml 1xPBS a byla provedena opétovna

centrifugace.
4. Do cistych zkumavek byl pfenesen protein rozpustény v 1xPBS.

e Detekce nové syntetizovanych proteini (SDS-PAGE, WB)
Zakoncentrované proteiny MBL-env.gp140.SOSIP ve variantach TF/Y1/Y3 byly
detekovany metodou western blot za pomoci tzv. ,séra ziskaného od pacienta
infikovaného HIV®. Toto sérum od pacienta nakazené¢ho HIV slouzilo jako primdrni
protilatka. Jako sekundarni protilatka vac¢i pacientskému séru byla pouzita
anti-1gG (y-chian-HRP). Postup pii SDS-PAGE a WB byl stejny, jako je popsano
v predchazejici kapitole, s tim rozdilem, ze na gelu urceném pro WB byly naneseny
vzorky zakoncentrovanych proteinii gp140.SOSIP ziskané z kotransfekovanych bunék
s furinem (varianty TF, Y1, Y3) a bez furinu (varianta Y3). Byly tak ziskany snimky
zobrazujici pozici a intenzitu prouzkd jednotlivych detekovanych proteinli
gp140.SOSIP s furinem (varianty TF, Y1, Y3) a bez furinu (varianta Y3) (viz vysledky).
Pfi barveni Coomassie Brilliant Blue byla ke vzorkim zakoncentrovanych proteint
ptidana koncentra¢ni fada BSA (albumin bovinniho séra) s obsahem 0,125/0,25/0,5/1/2
ug na jamku. Vystupem byl elektroforetogram (viz vysledky) zobrazujici pozici
a intenzitu prouzku. Pomoci programu Imagel byla urCena koncentrace proteint (viz

vysledky).
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5 Vysledky

5.1 Optimalizace kotransfekce eukaryotnich bunék 293F

Byla provedena optimalizace kotransfekce eukaryotnich bunék 293F plazmidem
kodujici sekretujici se formu env.gp140.SOSIP proteinu
(pcDNA3.1.env.MBL.gp140.SOSIP/cladeC/TF) a plazmidem kodujicim proteindzu
furin (FURIN.ORFclone) v riznych pomérech. Buikou exprimovana sekre¢ni forma
proteinu env.gpl140.SOSIP byla Stépena proteindzou furinem v Golgiho apardtu na
podjednotky gp120 a zkracenou podjednotku gp41 (gp20). Nasledné byl v supernatantu
a bunééném lyzatu kotransfekovanych bunék sledovany pomér stépeného a nestépeného
proteinu env.gpl40.SOSIP v zavislosti od mnozstvi kotransfekované DNA kodujici
proteinazu furin. Vysledek byl vizualizovan pomoci SDS-PAGE elektroforézy
anasledného Western blotu, kdy byly proteiny detekovany pomoci protilatky
anti-V5-HRP.

M [kDa]

2. 2:1 supemat. R'F

3. 1:1 supemat. R’F

5.2:1b. lyzat R’F
6.1:1b.lyzat R’F

1. supemat. R/-F
4.b.lyzat R/-F

~250

Start
~130

~100
-70

~55

~35
.25
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~15 | —

Obrazek 9: Optimalizace kotransfekce bunék 293F pomoci plazmidt gp140.SOSIP/cladeC/TF a
FURIN.ORF.clone (detekce anti-V5) za denatura¢nich podminek

Legenda: R=  denatura¢ni/redukujici  podminky, (F)=  kotransfekce s furinem,

(-F)= kotransfekce bez furinu, M= marker molekulovych hmotnosti
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Pomér Vzorek/denaturaéni
Draha . Identifikace prouzkit | Molekulova hmotnost
DNA: furin podminky
1=gp120 + gp20+ HIS | 1=140-145 kDa
1 - supernatant/ redukujici | 2=gp120 2=120 kDa
3=gp20 + HIS 3=25kDa
1=gp120 1=120 kDa
2 2:1 supernatant/ redukujici
2=gp20 + HIS 2= 25 KkDa
1=gp120 1=120 kDa
3 1:1 supernatant/ redukujici
2=gp20 + HIS 2=25kDa
bunéény
4 - 1=gp120 + gp20+ HIS | 1=140-145 kDa
lyzat/redukujici
1=gp120 + gp20+ HIS | 1=140-145 kDa
bunéény
5 2:1 2=gpl20 2=120k
lyzat/redukujici
3=gp20 + HIS 3=25kDa
5 11 bunéény 1=gp120 1=120 kDa
' lyzat/redukujici 2=gp20 + HIS 2=25kDa

Tabulka 3: Vyhodnoceni Western blotu gp140.SOSIP/clade C/TF $tépeny proteinazou
furinem, detekovany pomoci protilatky anti-V5

Legenda: NR= denatura¢ni/neredukujici podminky, R= denaturac¢ni/redukujici podminky,
supernat.= supernatant, b. lyzat= bunéény lyzat

Na elektroforetogramu bylo prikazné, ze optimalni pomér gp140.SOSIP:furin byl 2:1.
Pravé tento pomér byl dostacujici, aby byl glykoprotein gp140 $t€pen na podjednotku
gpl120, ktera odpovidala hmotnosti 120 kDa a podjednotku gp20, ktera odpovidala
25 kDa.

5.2 Kotransfekce eukaryotnich bunék 293F

Do bunééné linie HEK293 Free Style, kterd byla urena pro biosyntézu proteinu,
byly transfekovany dva plazmidy: gp140.SOSIP/clade C s DNA sekvenovanou ve
fazich sérokonverze TF/Y1/Y3 a plazmidem FURIN.cDNA.ORF.clone v poméru 2:1.
Tti dny po transfekci a sedm dni po transfekci byly izolovany proteiny, které byly
nasledné analyzovany pomoci SDS-PAGE elektroforézy a WB s pomoci tzv. ,séra

ziskaného od pacienta infikovaného HIV* (viz obr.6).
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Obrazek 10: Western blot vypurifikovanych proteina ziskanych kotransfekci bunék 293F
s furinem a gp140.SOSIP (TF/Y1/Y3) detekované pomoci tzv. ,,séra pacienta“
Legenda: R= denatura¢ni/redukujici podminky, NR= denatura¢ni/neredukujici podminky,

(+F)= kotransfekce s furinem, (-F)= kotransfekce bez furinu (kontrola), M=

molekulovych hmotnosti

marker

Popis jednotlivych prouzki detekovanych pomoci protilatky tzv. ,,pacientského séra“
byl uveden do tabulky.

Draha | Vzorek | Denaturacni | Identifikace prouzki Molekulova
proteinu = podminky hmotnost
1 Y3-F redukujici 1=gp120 + gp20 1=140 kDa
2=gp120 2= 120 kDa
3=gp20 3=25kDa
2 TF+F redukujici 1=gp120 1=120 kDa
2=gp20 2=25kDa
3 Y1+F redukujici 1=gp120 1=120 kDa
2=gp20 2=25kDa
4 Y3+F redukujici 1=9gp120 1= 120 kDa
2=gp20 2=25kDa
5 Y1+F neredukujici | 1=9gp120 +gp20 1= 140 kDa

Tabulka 4: Vyhodnoceni western blotu kotransfekce bunék 293F plazmidem s furinem
a plazmidem gp140.SOSIP (TF/Y1/Y3) detekovaného pomoci pacientského séra

V prvni draze byl nanesen vzorek proteinu ziskany po kotransfekci bunék bez furinu za

redukujicich podminek. Prouzky v této oblasti odpovidaly hmotnosti (1) 140-145 kDa,
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(2) 120 kDa a (3) 25 kDa. Béhem syntézy nebyly tyto proteiny v Gplné rozstépeny
vV misté pfechodu mezi gpl120 a gp20. Syntetizované proteiny ziskané po kotransfekci
s plazmidem furinem (draha 2, 3 a 4) za redukujicich podminek mély prouzky dva
(1. odpovidal oblasti 120 kDa a 2. oblasti 25 kDa), takze proteiny byly v misté pfechodu
Stépeny uplné. Prvni prouzek obsahoval odstépenou podjednotku gp120 s odhadovanou
hmotnosti 120 kDa. Ke spravnému $§tépeni nasvédcoval i druhy prouzek, ktery
obsahoval podjednotku gp20 a odhadovanou hmotnosti 20 kDa. Tato podjednotka se
odd€luje od podjednotky gpl120 za redukujicich podminek. V posledni draze se
nachazel protein obsahujici furin, ale za neredukujicich podminek. V této draze se
nachazela smés proteinti Stépenych a nesStépenych proteindzou furinem v misté
pfechodu, ale to se na elektroforetogramu neprojevilo, protoze neredukujici podminky
zajistily, aby se sulfidové mustky mezi glykoproteiny gp120 a gp20 nerozstépily. Tim
padem se nam tato smés proteind jevila jako jeden prouzek o velikosti kolem 140 kDa.
K vizualizaci proteind a uréeni jejich vytézku bylo pouzito porovnani metodou
SDS-PAGE a barveni v Coomassie Brilliant Blue. Koncentrace jednotlivych proteint
byla urCena na zaklad¢ intenzity odpovidajicich prouzki Vv porovnani S koncentraéni

fadou BSA prouzku na elektroforetogramu pomoci programu Imagel.
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Obrazek 11: Detekce a ureni koncentrace syntetizovanych proteinti po obarveni Coomassie
Brilliant Blue za pouziti standardu BSA
Legenda: M= marker molekulovych hmotnosti, R= redukujici podminky, BSA= albumin

bovinniho séra, F= proteinaza furin
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Na elektroforetogramu lze pozorovat intenzitu prouzkli syntetizovanych proteint.
V drahadch 1, 2 a 3 mél prvni prouzek pfibliznou molekulovou hmotnost kolem
120 kDa, takze odpovidal glykoproteinu gpl120. Druhy prouzek mél molekulovou
hmotnost piiblizn¢ 20 kDa, coz odpovida glykoproteinu gp20. Koncentrace proteinli

uréeny pomoci programu ImagelJ jsou shrnuty v tabulce 5.

Protein Koncentrace [pg/nl]
TF 0,649
Y1 1,137
Y3 0,881

Tabulka 5: Vysledné koncentrace zakoncentrovanych rekombinantnich proteint
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6 Diskuze

Tato bakalarska prace piedstavila metodu kotransfekce, pomoci které je mozno
zavést dveé samostatné molekuly DNA do bunky. Jelikoz je tento druh transfekce
ptechodny, zavedena DNA se nachazi v bufice jenom na omezenou dobu, protoze neni
integrovana do genomu. Nejcastéji vyuzivanou bunécnou linii pro tuto metodu je linie
HEK 293F. Jedna se o lidské embryonalni ledvinové bunky. Pomoci kotransfekce této
bunécné linie je mozno biosyntetizovat rekombinantni proteiny, které mohou byt
nasledné vyuzity pro imunizaci.

V této préci byly nejdiive shrnuty nejdilezitejsi informace v teoretické ¢asti, a poté
probéhly experimenty, které si kladly za cil optimalizovat pomér plazmidové DNA pii
kotransfekci bunck HEK 293F a nasledné kotransfekci vyprodukovat rekombinantni
protein, ktery byl ndsledné¢ vypurifikovan, zakoncentrovan a byla zméfena jeho
koncentrace.

Vysoce glykosylovany trimerni obalovy protein (Env) zprostfedkovava vstup viru
HIV-1 do hostitelskych bunc¢k. Vysoky obsah glykant chrani Env pfed imunitnim
systémem, ale mnoho Siroce neutralizujicich latek (bNAbs) rozpoznava epitopy, které
maji tento Stit. Aby bylo mozné co nejptesnéji napodobit povrch virionu pfirozené se
vyskytujiciho HIV obalového proteinu Env, byl vytvofen glykoprotein gp140.SOSIP.
Tento rekombinantni trimer je Uzce strukturni a antigenni mimikou pfirozeného Env.
Obsahuje podjednotku gpl120 a zkracenou podjednotku gp4l (gp20). Velké,
nezpracované struktury oligomanndzového typu jsou zietelné prevladajici na gpl120
trimeru, naproti tomu podjednotky gp41 nesou vice vysoce zpracovanych glykand.
Homogenni glykanovy profil, kterému dominuje oligomanndza, je proto
charakteristickym znakem pfirozené konformace Env a potencialni Achillovy paty,
ktera mtze byt vyuzita k rozpoznani bNAb a navrhu vakciny. Bez ohledu na to, zda je
protein SOSIP.gp140 Stépeny ¢i nikoliv, a tedy zda mé nebo nema nativni konformaci,
V oligomanno6zové formé nebo, zda jsou zpracovany. Toto zpracovani spo¢iva v tom, Ze
skladani a oligomerizace trimerd Stépenych furinem se musi objevit dostatecné rychle
V Golgiho aparatu, aby se zabranilo vyznamnému zpracovani a-mannosidazy. Celkové
je lokalizace furinové aktivity a ptsobeni Golgiho a-mannosidaz kritickym faktorem,

ktery ovliviiuje, jak jsou trimery glykosylovany (Pritchard et al., 2015).
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Optimalizace kotransfekce byla dulezita pro spravné stépeni glykoproteinu gp140
proteinazou furinem na podjednotky gp120 a gp20 (Sanders,2013).

Prvnim cilem experimentalni casti bylo zjistit optimalni pomér mezi dvéma
plazmidy, které byly ureny pro kotransfekci bun¢k 293F. Ze snimku optimalizace
kotransfekce (viz obrazek 9) bylo patrné, ze k tomu, aby se protein v misté prechodu
mezi glykoproteiny gp120 a gp20 Uplné rozstépil stacil pomér 2:1. Ten byl nésledné
pouzit ke kotransfekci bunék 293F. Nasledn¢ probéhla vlastni kotransfekce za ucelem
produkce rekombinantnich proteinii a to TF, Y1 a Y3. Po kotransfekci bun¢k, izolaci
proteind, jejich purifikaci a zakoncentrovani bylo provedeno jejich ovéfeni a analyza
pomoci SDS-PAGE, western blotu a barvenim Coomassie Brilliant Blue. Na druhém
snimku (viz obrazek 10) se vzorek prvniho proteinu neobsahujiciho proteinazu furin
pochazejici z plazmidu délil na tfi prouzky. Dolni prouzek v oblasti 20-25 kDa
odpovidal fragmentu gp20 + HIS. Horni prouzek ptestavoval kompletni glykoprotein
(gp120 + gp20 + HIS) a proto odpovidal hmotnosti kolem 140 kDa. Prostfedni prouzek
ptedstavoval druhy fragment gp120, ktery odpovidal hmotnosti 120 kDa. Nepfitomnost
dostate¢ného mnozstvi furinu v bufice nasvédcuje nekompletnimu §tépeni na ptechodu
mezi gpl120 a gp20. Vzorky proteini obsahujici proteinazu furin pochazejici z plazmidu
se naopak na snimku kompletné rozstépily na podjednotku gp120 a podjednotku gp20
a tim byla umoZnéna sprédvnd prostorova orientace.

Nakonec bylo provedeno barveni gelu Coomassie Brilliant Blue. Takto obarveny
gel byl oskenovan a pomoci programu Imagel] byla urena koncentrace jednotlivych
proteind. Nejvyssi koncentraci mél protein Y1, pot¢ Y3 a nejmensi koncentraci mél

protein TF (viz tabulka 5).
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1 Zavér

Tato bakalatské prace se zabyvala produkci rekombinantnich antigent viru HIV za
vyuziti sav€ich expresnich systému. Literarni ¢ast se s ohledem na aktudlné dostupnou
odbornou literaturu vénovala tématim historie objevu HIV, epidemiologii, terapii,
vakcinaci, strukturou a morfologii viru HIV, vyznamem glykosylace gpl120
a moznostmi produkce a purifikace rekombinantnich proteint.

V ramci experimentalni ¢asti byla nejprve provedena optimalizace kotransfekce
bunék 293F plazmidem kodujici sekretujici se formu env.gpl140.SOSIP proteinu
a plazmidem kédujicim proteindzu furin V riznych pomeérech. Po uréeni optimalniho
poméru mezi plazmidem env.gp140.SOSIP a plazmidem kddujici proteinazu furin, byla
provedena kotransfekce eukaryotickych bunék 293F. Tato bunécna linie byla
kotransfekovana za cilem exprimovat rekombinantni proteiny. Na kotransfekci byl
pouzit plazmidy nesouci sekvenci pro tii env. gpl40.SOSIP proteiny, tyto sekvence
byly sekvenovany v riznych Casovych Usecich sérokonverze, a to hned po nakaZeni
tzv. transmitted founder (TF), rok po sérokonverzi (Y1) a tfi roky po sérokonverzi (Y3).
Spolu s timto plazmidem byl také pouzit v poméru 2:1 plazmid kédujici proteinazu
furin.

Rekombinantni proteiny byly uspé$né exprimovany a nasledné purifikovany
pomoci afinitni chromatografie pomoci Ni-NTA agarozy. Tyto proteiny byly poté
analyzovany a charakterizovany pomoci Western blot techniky a barvenim Coomassie
Brilliant Blue.

Ztéto prace byly vyvozeny nasledujici zavéry. Jako optimdlni pomér pro
kotransfekci byl zjistén pomér 2:1 (env. gp140.SOSIP: FURIN.ORF.clone). Prave tento
pomér byl dostacujici k tomu, aby byl glykoprotein gp140 Gplné procesovan V misté
pfechodu na podjednotky gpl120 a gp20. Po nasledné kotransfekci bunék, izolaci,
purifikaci a zakoncentrovani proteint byla provedena jejich detekce, analyza a urceni
koncentrace. Tyto proteiny mohou nésledné slouZzit k imunizaci a vyvoji vakcin proti

HIV-1.
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