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SOUHRN

Tato bakalafska prace se soustieduje na studium soucasnych piistupt k ptipravé
vakciny vuéi viru lidské imunodeficience. Teoreticka ¢ast této prace se zabyva biologickou
klasifikaci viru, morfologii virové Castice, virovym proteomem a genomem, zivotnim cyklem
viru, pfipravou potencialni vakciny va¢i HIV-1, neutraliza¢nimi protilatkami a jejich
testovacimi modely, a rekombinantnim glykoproteinem gp140 SOSIP P4M, ktery obsahuje
samosestiizny modul (angl. self-processing module, zkr. SPM) umoznujici neenzymatické
odstépeni purifikac¢nich a detekénich kotev od gp140 SOSIP glykoproteinu po jeho in vitro

expresi. Navic, SPM obecné zvySuje solubilitu a stabilitu asociovaného proteinu.

Experimentalni cast bakalaiské prace se vénuje molekularnimu klonovani
umoziujicimu odstranit SPM sekvenci z DNA plazmidu kodujiciho glykoprotein gp140
SOSIP, a nasledné expresi obou variant gp140 SOSIP glykoproteinu v eukaryotické bunééné
linii HEK-293F a jeho charakterizaci. Gp140 SOSIP je bunéénymi proteazami ¢asteéné Sté€pen
na podjednotky gp120 a gp20. V zavéru experimentalni prace jsou oba glykoproteiny (s a bez
SPM) stépeny proteinazou furinem specifickou pro rozhrani gpl120 a gp20 anasledné
porovnany. Bylo potvrzeno, Zze gpl40 SOSIP P4M je rezistentni ke Stépeni furinem
a pfitomnost SPM tuto rezistenci neovliviiuje. Déle bylo potvrzeno, ze pfitomnost SPM
sekvence snizuje miru exprese glykoproteinu gpl140 SOSIP v expresni linii HEK-293F. Pro
aplikace, kde neni tfeba odstranit purifikac¢ni a detekéni znacky z gp140 SOSIP je z pohledu
vytéZku vyhodnéjsi varianta gp140 SOSIP bez SPM.



SUMMARY

This bachelor’s thesis reviews recent approaches for designing the vaccine that could
be used to prevent human immunodeficiency virus infection. Theoretical part is focused on
biological classification of HIV virus, morphology of a viral particle, viral proteome and
genome, viral life cycle, preparation of a potential vaccine against HIV-1, neutralizing
antibodies and their testing models, and finally on glycoprotein gp140 SOSIP P4M, which
contains the prokaryotic self-processing module (SPM) sequence allowing enzyme-less
cleavage of recombinant gp140 SOSIP glycoprotein in order to remove purification and
detection tags from this glycoprotein after its in vitro expression. Furthermore, in general, SPM

enhances associated glycoprotein’s solubility and stability.

Experimental part describes molecular cloning approach for removal of SPM sequence
from DNA plasmid that encodes gp140 SOSIP P4AM SPM+ and following expression of both
variants of gp140 SOSIP P4M using the eukaryotic human embryonic kidney HEK-293F cells
and its characterization. Both variants of gp140 glycoproteins (with and without SPM) were
digested by proteinase furin, which participates in cleavage of gp140 to gp120 and gp20
moieties. It was confirmed that gp140 SOSIP P4M is resistant to furin digestion and that the
presence of SPM has no influence over this resistance. Furthermore, both SPM-free and
SPM-containing gp140 SOSIP P4M variants exhibit similar rate of furin resistance. It was
detected, that SPM presence lowers the rate of proteosynthesis in HEK-293F cells. Therefore,
if the presence of purification and detection tags does not hamper the employing of recombinant
gp140 SOSIP, the variant without SPM is preferred.
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1 UVOD

Virus lidské imunodeficience (angl. human immunodeficiency virus, zkr. HIV) od svého
imunologie. Dle aktualnich udaji svétové zdravotnické organizace zpisobuje HIV ro¢né po
celém svéte az 2 milidny novych infekci. Vazny problém nastava tehdy, kdy infekce piejde do
terminalniho stidia, kdy dochazi unakazeného jedince Krozvoji syndromu ziskané
imunodeficience (angl. acquired immunodeficieny virus, zkr. AIDS), ktery i pfes mnohé

terapeutické pokusy nadale zistava nevylécitelnou smrtelnou nemoci.

Podobné¢ jako u mnoha jinych infek¢énich patogend, velmi brzy po objeveni HIV zapocal
vyVvoj protektivni vakciny. Vyzkum v tomto piipadé ale narazil na kli¢ovou vlastnost HIV-1
viru, kterou je jeho enormni geneticka variabilita, ktera umoziiuje obménovat sekvenci
povrchovych antigent identifikovanych u jednotlivych HIV izolatd. Tim dochézi ke zna¢nému
ztizeni, ne-1i Uplnému znemoznéni navozeni protektivnich protilatek, které by byly schopny

vvvvv

nakazenych.

V posledni dobé se ovSem objevila nadéje vychazejici ze studia HIV-1 infikovanych
pacientl, ktefi se oznacuji jako long-term nonprogressors (zkr. LTNPs). Tito pacienti se
vyznacuji ¢astecnou kontrolou nad mnozenim viru v jejich téle, coz jim pfirozen¢ umoziuje
mirnit disledky virové infekce a oddalit jeji termindlni stadium i bez antiretrovirové terapie.
Fenomén rezistence je spojen s tvorbou protilatek schopnych neutralizovat Siroké spektrum

HIV-1 variant pomoci broadly neutralizing antibodies (zkr. bnAbs).

Siroce neutralizujici anti-HIV protilatky se 1i§i od b&znych anti-HIV neutralizaénich
protilatek, které efektivné neutralizuji jen omezené spektrum HIV-1 variant — vétSinou téch,
které¢ se u daného pacienta vyskytly pfed vice nez jednim az tfemi meésici. Navozeni tvorby
protilatek neutralizujicch Siroké spektrum HIV-1 virt se stalo jednim z hlavnich smért, kterym

se védci pii konstrukci vakciny vici HIV zacali ubirat.

Otéazkou vsak zistava, jaky imunogen by se mél pro takovou vakcinu pouzit. NejCastéji
se jednad o virovy obalovy protein Env. Env je slozen z nekovalentné spojenych trimernich
podjednotek gp120 a gp41, které vznikaji St€penim prekurzorového proteinu gp160 v Golgiho
komplexu. Stale se avsak nepodafilo pfipravit rekombinantni antigen, ktery by vérohodné
imitoval konformaci Env na povrchu virionu, a ktery by navodil bnAbs. Z mnoha testovanych

modifikaci Env proteinu se pro konstrukci vakcin nejcastéji pouziva solubilni varianta Env



oznacovana jako gpl140, slozena z ptirozené podjednotky Env oznaované gp120 a zkracené
podjednotky gp20 odvozené od gp41, ktera je zodpoveédna za multimerizaci proteinu. V zasadé

existuji dve cesty piipravy gp140.

Prvni z nich je zaloZena na eliminaci St€pného mista mezi gp120 a gp41 se zachovanim
multimeriza¢ni schopnosti gp20, kdy podjednotka gp120 a gp20 jsou kovalentné spojeny.
Druhé cesta je zalozena na zachovani §t€épného mista mezi gp120 a gp20 a sou¢asném vneseni
aminokyselin, které stabilizuji vazbu podjednotek gp120 a gp20. Piikladem druhé varianty je
verze gpl40 SOSIP, ktera se zda byt z pohledu vysledné konformace trimeru gpl40 vice
podobnd konformaci nativniho Env se zachovanim klicovych epitopii. Obé gpl140 verze
pfedstavuji vyznamny pokrok v designu vakcinaéniho antigenu, nicméné volba konkrétni
sekvencéni varianty Env s vhodnou posttranslacni modifikaci, ktera by efektivné navozovala

bnAbs zustava oteviena.



2 CIL PRACE

Cilem teoretické ¢asti, ktera zahrnuje kapitolu 3. Soucasny stav resené problematiky,
bylo s pomoci aktualné dostupné literatury zpracovani literarni reSerSe zahrnujici dosavadni

poznatky spojenych s témito tématy:

¢ Dbiologicka klasifikace viru HIV

e morfologie virionu, anatomie virového proteomu a genomu

e zivotni cyklus viru v hostitelském organismu

e sméry vyvoje efektivni vakciny vici HIV-1

e charakteristika protilatek neutralizujicich HIV-1 a jejich prukaz a biologicka
charakterizace

e glykoproteiny gp140 SOSIP a jejich teoretické vyuziti pro budouci vakcinu

Cilem experimentalni ¢asti, ktera zahrnuje Kkapitoly 4. Materidl a metodika,
5. Vysledky a 6. Diskuze, bylo praktické provedeni modifikace plazmidu koédujiciho gp140
S SPM na plazmid koédujici gp140 bez SPM metodami molekularniho klonovani, dale exprese
a izolace P4M varianty glykoproteinu gpl40 SOSIP s SPM a bez SPM pro vakcinacni
a detek¢éni ucely. Dalsim cilem bylo zjistit, zdali ma pfitomnost SPM sekvence vliv na
proteolytickou maturaci gp140 glykoproteinu v buiice a na vnimavost ¢i rezistenci ke $tépeni

proteazou furinem. Experimentalni ¢ast byla realizovana experimenty umoziujicimi:

e odstranit SPM sekvenci z proteinu gp140 SOSIP P4M pomoci modifikace kodujiciho
plazmidu metodami molekularniho klonovani; pfipraveny plazmid je oznacen gp140
SOSIP P4M SPM—

o amplifikovat plazmid replikaci v bakterialnim hostiteli (Escherichia coli)

e exprimovat proteiny gp140 SOSIP P4AM SPM+ a gp140 SOSIP P4AM SPM— v sav¢im
expresnim systému (HEK-293F)

e srovnat citlivost gp140 SOSIP P4M proteinii s SPM a bez SPM ke $tépeni protedzou

furin



3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY
3.1 Biologicka Klasifikace viru — typy, skupiny, subtypy, subsubtypy

Virus lidské imunodeficience (angl. human immunodeficiency virus, zkr. HIV),
objeveny v roce 1983 (Barré-Sinoussi et al., 1983; Gallo et al., 1983), je pivodcem onemocnéni
syndromu ziskané imunodeficience (angl. acquired immunodeficiency syndrome, zkr. AIDS)
dle Gallo et al., 1984; Montagnier et al., 1984. Patfi do Celedi Retroviridae, podceledi
Orthoretrovirinae a do virového rodu Lentivirus. Jeho pfislusnost k jednomu z ustanovenych
virovych tada avs$ak nebyla mezinarodnim vyborem pro klasifikaci virt (angl. international

committee for taxonomy of viruses, zkr. ICTV) stale rozhodnuta (King et al., 2012).

wev

v disledku nepiesnosti virové reverzni transkriptazy nebo rekombinaci dvou virovych ¢astic
(Boyer, Bebenek, & Kunkel, 1992; Burke, 1997; Temin, 1993). Vznik novych variant HIV-1
je ovlivnén imunitnim systémem hostitele, ktery se vic¢i HIV chova velmi individualné

(Michael, 1999).

To, jakym virovymi izolatem byl pacient infikovan, ma vliv na klinicky prab¢h infekce
aprogresi do stadia AIDS (Baeten et al., 2007). Z epidemiologickych, imunologickych,
klinickych a dalSich dtvodu byl zaveden klasifika¢ni systém HIV, ktery rozdéluje jednotlivé
viriony na zakladé sekvence virové RNA do typu, skupin, subtypt a dokonce subsubtypi

(Buonaguro, Tornesello, & Buonaguro, 2007).

Zéakladni rozdéleni HIV je na typ jedna (HIV-1) a typ dvé (HIV-2). Mezitim, co HIV-1
(Barré-Sinoussi et al., 1983; Gallo et al., 1983) sdili ur¢itou miru ptibuznosti s virem opici
imunodeficience (angl. simian immunodeficiency virus, zkr. SIV) Sificim se v populacich
Simpanze uc¢enlivého (Pan troglodytes) a gorily obecné (Gorilla gorilla), HIV-2 (Clavel et al.,
1986) je naopak pribuznéjsi se SIV $iticim se v populaci ohrozeného primata Cercocebus atys,
jehoz prirozenym biotopem je zapadni Afrika (Lemey et al., 2003). Celosvétoveé rozsitenou

variantou je HIV-1, HIV-2 mimo zapad Afriky patii spise k vyjimeénym piipadim.

V ramci HIV-1 jsou mezinarodné uznavany ¢tyii zakladni skupiny: hlavni skupina M

(angl. major), vedlejsi skupina O (angl. outlier) a vzacné skupiny N a P.

Virové kmeny spadajici do skupiny N jsou velmi vzacné a infekce témito kmeny
zustavaji stale soustiedény do oblasti Kamerunu ve Stfedozapadni Africe (Mourez, Simon,

& Plantier, 2013). Podobn¢ jsou na tom kmeny ze skupiny P (Plantier et al., 2009).
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Viriony ze skupiny O jsou strukturné a chovanim podobné skupiné M, ale vykazuji
zna¢nou genetickou diverzitu, a to zejména v sekvencich virového genu env (asi 50% rozdil)
a genu pol (asi 30% rozdil). Nektefi pacienti nakaZzeni skupinou O mohou vykazuji zna¢nou
rezistenci vaci nékterym pouzivanym antiretroviralnim lékam, napt. vici nenukleosidovym

inhibitortim reverzni transkriptazy (Bush & Tebit, 2015).

Ve skupiné M rozliSujeme nékolik dalSich tzv. subtypt (n¢kdy také oznacovanych jako
virové obalové subtypy — clades). Mezi rozsitenéjsi patii subtypy A, B, C a D, naopak mezi

méng¢ rozsitfené fadime subtypy F, G, H, Ja K.

Posledni troven biologické klasifikace viru HIV ptedstavuji tzv. sub-subtypy, které se
oznacuji jako cirkulujici rekombinantni formy (angl. circulating recombinant forms, zkr.
CRFs). Jedna se o kmeny, které vznikly rekombinaci pii vzajemné koinfekci jedné buiky
dvéma ¢i vicero virovymi subtypy (Lau & Wong, 2013). Ptikladem muize byt napt. CRFO1_AE
(objevitelem sekvence je J. K. Carr), tedy subsubtyp vznikly rekombinaci subtypu A a dosud

nepozorovaného subtypu E.

Unikatni rekombinantni formy (angl. unique circulating forms, zkr. URFs) patii
taktéZz mezi HIV-1 sub-subtypy, ovSem od CRFs se lisi epidemiologickymi aspekty. O CRF
viru HIV-1 mluvime tehdy, jestlize byl dany sub-subtyp nalezen alespon u tii pacientd, ktefi
nejsou Vv epidemiologické vazbé. Naopak jako URF Kklasifikujeme virus tehdy, paklize
podminku tii nezavislych epidemiologicky neprovazanych hostitelti nespliuje (Lau & Wong,

2013). Celkové shrnuti biologické klasifikace HIV uvadim na schématu nize (viz obr. 1).

-
i ® ®
wre A A A A A A AL A

SUBSUBTYP <> © ONDRE] CHALOUPKA

Obr. 1 — Schéma biologické Klasifikace HIV: HIV se zakladné dé€li tzv. na typ HIV-1 a HIV-2, pfi¢emz
rozsahlejsi HIV-1 podléha dalSimu déleni na tzv. M, O, N a P. Majoritni z té€chto skupin (M) déle rozliSuje velké
mnozstvi tzv. subtypl, mezi které patii A az K, vyjma dosud nepozorovanych E a I. Rekombinaci mezi dvéma
riznymi virovymi izolaty vznikaji tzv. subsubtypy, napt. béZné se sitici AE. llustrace: Ondiej CHALOUPKA.
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3.2 Morfologie virionu a piehled virového proteomu
Virion HIV je sféricka struktura o praméru asi 110-130 nm, ktera se sklada ze dvou
Casti: vn&jSiho obalu (coat) a vnitiniho jadra (core), které ma specificky konicky tvar.

Zajimavosti je, ze jader mize byt V ramci jednoho virionu vice (viz obr. 2).

Obr. 2 — Srovnani jedno- a vicejadernych HIV virioni: Obrazky A a B vyobrazuji viriony HIV s jednim jadrem
typického konického vzhledu v¢. pfitomnych obalovych proteinti (P). Naopak obrazky C a D zobrazuji viriony
s dvéma jadry, které mohou mit i atypicky tubularni tvar (—). Upraveno podle: Briggs, Wilk, Welker, Krdusslich,
& Fuller (2003).

Dle Turner & Summers (1999) mizeme jednotlivé proteiny proteomu HIV rozd¢lit do
téchto skupin: ¢tyfi strukturni proteiny, dva obalové proteiny, tii virové enzymy a Sest
doplitkovych proteinti. Schematické shrnuti vyskytu téchto proteinti v ramei virionu uvadim na

schématu na dalsi strané (viz obr. 3).

Mezi strukturni proteiny patii matricovy, kapsidovy a nukleokapsidovy protein.
Matricové proteiny (zna¢. p17 nebo MA) utvareji virovou matrix, ktera slouzi k zachovani
integrity virionu a k udrZeni jeho sférického tvaru. Kapsidové proteiny (zna¢. p24 nebo CA)
vytvareji virovou kapsidu typického koénického tvaru, kterda obaluje vnitini virové jadro.
Kapsida a matricovy obal jsou spojeny pomoci spojovaciho proteinu (znac¢. p6 nebo LI).
Nukleokapsidové proteiny (zna¢. p7 nebo NC) asociuji s virovou RNA a plni mnoho funkci,
napf. zahajuji reverzni transkripci virové RNA nebo stabilizuji provirovou DNA. V ptipade¢, ze
dojde k mutaci NC, nedochazi k vyvoji plné infekéniho virionu (Zhang & Barklis, 1997).

Obalové proteiny nalezneme v ramci fosfolipidové dvojvrstvy, ktera predstavuje
nejsvrchnéjsi vrstvu virové castice. Tuto vrstvu nedozraly virion ziskava pfi jeho uvolnéni
Z hostitelské buiikky. Mimo virem kédovanych obalovych proteint zde tak také nalezneme fadu
proteinti pochazejicich od hostitele, napt. antigeny MHC, aktin ¢i ubikvitin (Arthur et al., 1992).
Obalovy protein Env vznika spojenim tfi podjednotek, z nichZ kazda je tvofena povrchovym
glykoproteinem (znac. gp120 nebo SU) a nekovalentné pfipojenym transmembranovym
glykoproteinem (zna¢. gp41 nebo TM). Env je dtlezity pro vazbu virionu na cilovou bunku

a vstup virionu do hostitelské buiiky.
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Virové enzymy, které katalyzuji jednotlivé procesy v ramci replika¢niho cyklu viru,
jsou uskladnény uvnitt kapsidy. Patii mezi né: reverzni transkriptaza (zna¢. p66/p51 nebo
RT), ktera zprostiedkovava reverzni transkripci virové RNA do provirové DNA, integraza
(zna¢. p38 nebo IN), jez je zodpoveédna za spravné vlozeni (integraci) provirové DNA do
genomu hostitele a proteaza (znac. p9 nebo PR), jejimz tikolem je posttransla¢ni §tépeni nové

syntetizovanych virovych polyproteinovych fetézct do formy funkcnich virovych proteind.

Sest doplitkovych proteinii miizeme dale rozdélit na ti, které se bali do nové vznikajici
virové Castice a tii, které si s sebou novy virion z bunky neodnasi. Mezi prvni tii patii negative
regulatory factor (zna¢. Nef), viral infectivity factor (zna¢. Vif) a viral protein R (zna¢. Vpr).
Mezi dalsi tfi potom patii regulator of viral protein expression (zna¢. Rev), trans-activator of
transcription (zna¢. Tat) a unique viral protein (zna¢. Vpu). Obecné se vSechny dopliikové
proteiny podileji na zneuzivani biochemické masinérie hostitelské buiiky a fada z nich ma také
imunosupresivni funkci, napt. Vif slouzi k inhibici hostitelské antiretrovirové imunitni obrany
(Stanley et al., 2008), popt. regula¢ni funkci, napt. Rev slouzi také jako molekularni piepinad

mezi ranou a pozdni syntézou virovych mRNA transkriptd (Emerman & Malim, 1998).

gp120 (SU)

fosfolipidova membrana gp41 (TM)

virova +ssRNA

protedza (p9, PR)

integraza (p38, IN)
kapsida (p24, CA)

reverzni transkriptaza (p66/51, RT)
© ONDREJ CHALOUPKA

Obr. 3 — Schéma virové &astice HIV: Sedivou barvou je vyobrazen virovy obal (coat) a zelené naopak virové
vnitini jadro (core). Zobrazeny jsou také v§echny zakladni komponenty, ze kterych se virion HIV sklada. Proteiny
Rev, Tat a Vpu nejsou baleny do nového virionu, a proto nejsou vyobrazeny. llustrace: Ondiej CHALOUPKA.
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3.3 Anatomie virového genomu

Genoforem zralého virionu HIV jsou dvé identické sense jednovlaknové molekuly
RNA. Mluvime tedy o genomové RNA. V infikované hostitelské buiice se potom genom HIV
vyskytuje ve formé provirové DNA, tj. dvouvlaknova molekula DNA, integrovana do genomu
hostitelské buniky. Geny jsou na vlakné¢ této virové RNA, resp. provirové DNA uspofadany

Vv orientaci 5° — 3° V ramci tii otevienych Ctecich ramct.

Tremi zékladnimi geny viru HIV (a také dalSich retrovird) jsou geny gag, pol a env.
Mimo to genom HIV nese také dalsi ptidatné geny nef, vif, vpr, rev, tat a vpu, které koduji
virové regulaéni proteiny (Rosypal, 2000). Lokalizaci jednotlivych genti uvadim na schématu

nize (viz obr. 4).

Reading Frame

, ! tat
i 5-LTR pI7 p24 p7pé
2 ( SR

3 gprot; pSIRT pls p3lint . gpi20 j apdl
vpr
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000 9719
Base Pairs

Obr. 4 — Schéma virového genomu HIV: Vyobrazen je kompletni genom HIV se tfemi zakladni geny gag, pol
a env véetné naznaceni jejich konkrétnich produktii ve formé polyproteinti anebo jednotlivych funkénich proteind.
Zobrazeny jsou také ptidatné geny vif, tat, vpr, vpu, rev a nef. Genom HIV je ohrani¢en na obou koncich tzv. LTR
(long terminal repeat). llustrace: Thomas SPLETTSTOESSER (URL viz kap. 8.2).

O genomu HIV dale mizeme fici, Ze se jedna o maly genom, protoze ma velikost
ptiblizné 9,7 tisic kb (Ratner et al., 1985). OvSem i pies tuto skute¢nost u HIV pozorujeme
Sirokou 8kalu riiznych genovych produktl. To je umoznéno diky tzv. alternativnimu sestfihu
HIV genomu (Purcell & Martin, 1993), pii kterém specialnimi molekularnimi mechanismy
dochézi k produkci mRNA transkripti Z nakombinovanych exont, kodujicich pravé ony riizné

genove produkty.

Vzijemna stejnorodost obou pfitomnych genomovych RNA daného virionu avSak
nemusi byt vzdy pravdou. Vyjimku pfedstavuje homologni rekombinace, kterd nastava v bunice
Vv ptipadé, Ze se v ni vyskytnou RNA od odlisnych HIV izolat. Tato homologni rekombinace

je jednim ze zdroju velké variability viru HIV (Burke, 1997).
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3.4 Zivotni cyklus viru

HIV, stejn¢ jako ostatni viry, patii mezi sub-bunécné organismy, jejichz jakykoliv
biologicky vyznam je evidentni pouze pii jejich asociaci s zivou buiikou, ktera poslouzi jako
hostitel. Pomoci riznych virovych mechanismi dochazi k manipulaci s biochemickou
masinérii hostitelské buiniky s cilem reprodukovat, popf. rekombinovat virovou dédi¢nou
informaci a zajistit jeji prenos do dalsi generace novych virovych castic. Muzeme tedy fici, ze

»Z1vot®, 1épe feCeno aktivni faze zivotniho cyklu HIV zac¢iné infekci hostitelské bunky.

HIV-senzitivni hostitelské buiiky: Vstup viru do buiky je umoznén prostiednictvim
interakce virovych obalovych glykoproteini gpl20 a gp4l s molekulami CD4
a chemokinovymi koreceptory CCR5 a CXCR4, které se nachazeji na plazmatické membrané
HIV-senzitivnich bunék (Broder & Collman, 1997). Jestlize je virovy izolat HIV schopen
infikovat buniky s CCRS, mezi které patii makrofagy, oznacujeme jej jako M-tropni (RS) virus.
Naopak pokud je virovy izolat HIV schopny infikovat buiiky pouze interakci s CXCR4, mezi
které patti CD4+ T-lymfocyty, oznacujeme jej jako T-tropni (R4) virus. Mezi buniky vnimavé
KHIV patii tedy zejm. CD4+ T-lymfocyty anebo makrofagy. Zvlastnosti je infekce
dendritickych buné¢k, které exprimuji tzv. DC-SIGN a jiné lektinové receptory jejichz
prostfednictvim vazou Env nebo dal$i povrchové struktury (Geijtenbeek et al., 2000). Tato
infekce neni produktivni, tedy virus se v dendritické bufice nemnoZi (oznacujeme jako trans
infekce). Dendritické bunky pohlti kompletni virion do svych bunéénych kompartmentt, ve
kterych ale nedochazi k inaktivaci virionu nebo virion pouze obali Casti cytoplazmatické
membrany. Takto je virus chrdnén pred neutralizacnimi protilatkami. Poté dendritické bunky
SHIV virem vstupuji jako ,trojsky kin*“ do lymfatickych uzlin, ve kterych Vramci
imunologické synapse s T lymfocyty efektivné predavaji infekci (Kwon, Gregorio, Bitton,
Hendrickson, & Littman, 2002).

Infekce hostitelské buiniky: Povrchovy glykoprotein gpl20 se nejprve pomoci
CD4-binding domény nekovalentné vaze na CD4 molekulu hostitelské buiiky. Timto je v gp120
vyvolana konformaéni zména a dochazi k interakci s chemokinovymi koreceptory CCR5 nebo
CXCR4, diky cemuz dojde k dal§im konformaénim zménam ve struktuie gp120 a nasleduje
interakce gpl20 s transmembranovym gp4l. Dalsi konformaéni zmény Vv komplexu
gp120-gp41 nakonec vyusti v odkryti a uvolnéni fuzniho peptidu z gp41, ktery slouzi jako
,kotva* virionu V plazmatické membrané buiiky. Ukotvenim virionu a funkci fizniho proteinu
postupné¢ dojde ke splynuti fosfolipidové membrany virionu s bunéénou plazmalemou

a vyslednym uvolnénim virové kapsidy do cytosolu hostitelské bunky (Chan & Kim, 1998).
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Rozbaleni kapsidy, reverzni transkripce a integrace do bunééného genomu: Virova
kapsida se Vcytosolu rozpadd a uvolnéna virova RNA zaroveni stRNADY® primerem
aproteiny NC, MA, Vpr, RT a IN vytvati tzv. preintegraéni komplex (Miller, Farnet,
& Bushman, 1997), ve kterém dochazi vlivem RT ke zpétnému piepisu genomové virové
SSRNA do provirové dsSDNA pomoci reverzni transkripce (Rosypal, 2000). Takto vznikla
provirova DNA je stale v rdmci preintegracniho komplexu transportovana do jadra, v némz
funkci integrazy dojde k vloZeni provirové DNA na nahodné misto genomu infikované burnky
(Greene & Peterlin, 2002). Vysledkem integrace je poté bud’ latentni, nebo transkripéné-aktivni

forma infekce HIV.

® CCR5 ?
Q 0 GP120 CD4 co-receptor e .
Gp4—® P receptor
o = - . | & e
[ 4 L L 4 .
é - . ® , ¢
HIV binding é b LS mature
& virion
[
protease - »
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. » polyprotein ’
reverse transcriptase tranclation  ‘@pviral
& O synthesizes RNA ansia protein
into DNA
d » viral
fusion RNA viral
RNA
DNA transetiption
integrase
integrates
viral DNA

into host
genome

Obr. 5 — Schéma Zivotniho cyklu HIV: Sedé Sipky nazna¢uji pribéh jednoho Zivotniho cyklu HIV. Ten za&ina
infekei hostitelské bunky, pokracuje rozbalenim virové kapsidy a reverzni transkripci virové genomové ssRNA do
provirové dsDNA. Ta je nasledné integrovana do genomu hostitele a dale pfepisovana bud’to do mRNA kodujici
virové proteiny, anebo do novych kopii genomické ssRNA. Cyklus je ukoncen vytvofenim novych viriont, které
se dostavaji do extracelularniho prostiedi. llustrace: Thomas SPLETTSTOESSER (URL viz kap. 8.2).

Exprese virovych proteint, tvorba novych virioni: Pfi latentni infekci dochazi pouze
k omezené nebo zadné tvorbé novych virionu (Karn, 2011), ale jsou transkribovany
a translatovany nékteré virové proteiny, zejm. Nef a Vpr, pfispivajici k obrané bunky pted
antivirovym imunitnim dozorem hostitele. Pti produktivni aktivni infekci dochazi naopak
Kk intenzivni transkripci virovych RNA a syntéze novych virovych proteint, coz vede ke vzniku

mnoha novych virion. Tato fidze je podminéna virem aktivovanou zménou procesivity
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hostitelské RNA polymerazy 11, coz je podminka, ktera umoziuje transkribovat virovou RNA
plné délky. ZvysSeni procesivity je iniciovano pisobenim virového Tat proteinu, ktery po vazbé
na cyklin T1 a cdk9 vytvari komplex, ktery fosforyluje RNA polymerazu II (Greene & Peterlin,
2002). Rada virovych proteint, napf. Env nebo Gag, jsou nejprve syntetizovany ve formé
dlouhych polyproteinti, které jsou posléze funkci bunéénych, ale i virovych protedz stépeny na

funkéni proteiny (Morrow, Park, & Wakefield, 1994).

Jeden Zivotni cyklus viru miize byt ukoncen v okamziku, kdy nahromadénim viriont
dochazi klyze bunky a uvolnéni novych virioni do extracelularniho prostiedi.
K cytopatickému efektu ale zarovenn nemusi dojit vzdy, jelikoz virus HIV miize v hostitelské

burice po dlouha obdobi perzistovat i v latentnim stavu (Rosypal, 2000).

3.5 Vyvoj vakciny k prevenci HIV-1 infekce

Pfi ptipraveé vakciny vaci HIV-1 mame na vybér nékolik pfistupti. Jak pise Ahn & Sung,
2009, muzeme zvolit cestu kompletni inaktivované (Murphey-Corb et al., 1989), oslabené
aktivni (Daniel, Kirchhoff, Czajak, Sehgal, & Desrosiers, 1992), rekombinantni podjednotkové
(Berman et al., 1990), vektorem zprostiedkované (Shiver et al., 2002) nebo DNA vakciny
(Kalams et al., 2013, Raska et al., 2008). Kazdy z téchto typu jiz byl na zvifecich modelech
ozkouSen, avSak Zadny znich neposkytl uspokojivé vysledky, které by zahrnovaly jak

pfijatelnou bezpecnost, tak dostateéné navozeni protektivniho G¢inku (viz Tab. I).

Tab. | — Srovnani potencialu jednotlivych pfistupt k vakciné vaci HIV-1 (dle Ahn & Sung, 2009)

Vakcina Imunitni odpovéd’ Bezpecnost Ukinnost
kompletni inaktivovana humoralni i buné¢na nejista nizka
oslabena aktivni humoralni i bunééna nebezpecna vysoka
rekombinantni podjednotkova humoralni bezpecna nizka
vektorem zprostiedkovana humoralni i bunééna nejista nizka
DNA vakcina humoralni i bunécna bezpecna nizka

Problém vyse citovanych pokust o tvorbu preventivni vakciny spocival v tom, ze zadny

z nich nevedl ke tvorbé Siroce neutraliza¢nich protilatek (zkr. bnAbs, podrobnéji viz kap. 3.6)

vvvvvv

konstrukci vakciny proti HIV-1. Jednotlivé zpisoby, jakym by tohoto mohlo byt docileno,

shrnuje ve své praci Burton et al., 2012.
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Zakladni otazkou spojenou se zavedenim funkcni vakeiny je to, jaky imunogen by bylo
vhodné zvolit. Zde se opét muzeme vratit ke shrnuti od Ahn & Sung, 2009 (viz Tab. I)
a porovnat piedchozi pokusy s nové zavedenym cilem nastolenim tvorby bnAbs. Vzhledem
K tomu, Ze bnAbs jsou namifeny pouze proti antigennim epitopim na HIV Env-vybéiku
(angl. HIV Env spike, viz obr. 6), tvofenym glykoproteiny gp120 a gp41, je evidentni, ze bude

nutné vydat se cestou rekombinantni vakciny zalozené na glykoproteinové podjednotce.

Krom¢ neutraliza¢nich protilatek blokujicich ptfimo interakci Env s CD4 nebo CCRS5 ¢i
CXCR4 je nutno uvazovat i neutralizacni protilatky, které jsou namifeny na povrchoveé
exponované a od CD4 vazebného mista (zkr. CD4BS) vzdalené N-glykany, které jsou soucasti
glykosyla¢niho $titu HIV Env. Mezitim, co nékteré N-glykany na HIV Env slouzi k okluzi
vyznamnych epitopl pro neutralizacni protilatky, jiné N-glykany, které se podileji na spravném
skladani gp120 se mohou samy stat cilem neutralizacnich protilatek. Vazba neutraliza¢nich
protilatek na takové N-glykany vyvold zménu konformace celého Env, a tim nepfimo blokuje

interakci Env s CD4, CCR5 nebo CXCR4 (Raska & Novak, 2010).

Nejslibnéjsi vlastnosti bnAbs je pravé N-glykanova specifita nékterych neutraliza¢nich
protilatek. N-glykany jsou pfipojeny ke znaéné variabilni virem kdédované proteinové pateti
Env, ale samotna glykosylace probiha podle metabolického nastaveni hostitelské buriky.
Pfipojené N-glykany jsou tedy co do struktury a povrchové hustoty na Env konzervované,
a tudiz vhodné pro konstrukci univerzalni vakciny. OvSem zpusob, jakym navodit tvorbu N-
glykan specifickych bnAbs stale zlistava neobjasnén, pti¢emz nejveétsi nadéji pro jeho objeveni

mizeme nalézt u LTNPs (Liao et al., 2013).

Problémem vSak zastava, ze struktura HIV Env-vybézku, ktera jako jedind ve své
nativni konformaci je schopna indukce bnAbs, je velmi variabilni mezi jednotlivymi izolaty
HIV-1 (Phogat & Wyatt, 2007). Navic, vakciny zalozené pouze na monomerni formé gp120 se
ukazaly byt neucinné (Flynn et al., 2005). Je tedy zapotiebi ptipravit konstrukt, ktery by co
nejvérohodnéji imitoval nativni strukturu HIV Env-vybéZzku, tj., trimerni molekula sloZena
Z gp120 a ¢asti gp4l. V dnesni dob¢ bylo takovych molekul zkonstruovéano jiz velké mnozstvi,
zadné z nich se vsak nepodatilo vyvolat tvorbu bnAbs (Grundner et al., 2005; Kang et al., 2009;
Li et al., 2005). Nadéjnym imunogenem by mohl byt i nedavno popsany gp140 SOSIP, ktery
je jednim z dosud nejlepSich solubilnich antigenti napodobujicich nativni Env protein

(podrobnéji viz kap. 3.7), jehoz piiprava je demonstrovana v experimentalni ¢asti této prace.
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Dalsi vyzvu pro navozeni bnAbs specifickych pro CD4BS, CCRS5 nebo CXCR4
predstavuje 1 dostatecné ,,odkryti“ antigennich epitopti. Tyto epitopy, jak je mozno pozorovat
na schématu nize (viz obr. 6), jsou stericky lokalizovany do nevyhodnych pozic i v nativni
form¢ HIV Env-vybézku (Poignard et al., 2003). Kontraproduktivné proti imunogenicité téchto
epitopti pusobi okolni imunodominantni antigenové epitopy na HIV Env, které jsou
dominantnim cilem imunitni protilatkové odpovéedi hostitele ovsem bez neutraliza¢ni a zejména

Siroce neutraliza¢ni aktivity (Crooks et al., 2007).
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Obr. 6 — Schéma detailni struktury HIV Env-vybéZku: Na virové fosfolipidové membrané (Sed€) se nachazi
heterotrimerni struktura zvana HIV Env-vybézek, slozend z trimerniho transmembranového glykoproteinu gp41
a trimerniho povrchového glykoproteinu gp120 (zobrazeny jako prihledna 3D sit’). Monomerni oblast gp120 jadra
(Cervené) obsahuje i CD4-binding doménu (zluté). Jednotlivé glykanové vybézky (modie) kryji povrch celé
struktury. Sipky (—) poukazuji na antigenové epitopy, proti kterym jsou mifeny bnAbs. Jednotlivé epitopy jsou
popsany, véetné uvedeni priblizného poctu bnAbs specifickych pro dané misto (Cerveny ramecek) a vyjmenovani
nékterych konkrétnich bnAbs pro dané misto (info v zavorce). Mimo epitopy proteinové patete Env CD4BS
a CD4i (CCR5 a CXCR4) mizeme pozorovat i epitopy zalozené na N-glykanech gp120 v oblastech smyc¢ek V2,
V3 nebo V4 ad., které jsou konzervované a predstavuji vhodna mista pro zacileni bnAbs. Upraveno podle: Burton
etal., 2012.

Mimo prvniho zplisobu nastoleni protektivniho G€inku pomoci bnAbs (humoralni
imunitni odpovéd’) se uvazuje i 0 zkombinovani tohoto zpisobu s dalsim mechanismem, tj.
navozeni protektivniho uc¢inku pomoci cytotoxickych CD8+ T-lymfocytti (bunééna imunitni
odpovéd’). Mezitim, co bnAbs v téle hostitele brani Sifeni virionli mezi bunikami, CD8+
T-lymfocyty jsou potencialné efektivni pii zniCeni noveé vznikajiciho bunééného virového

rezervoaru (Hansen et al., 2011). Takova vakcina by tedy oplyvala vynikajicim fail-safe
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mechanismem, pomoci né¢hoz by mohlo byt nové infekci zabranéno hned na dvou frontach

(Burton et al., 2012).

Mezi klicové otazky, které by meély byt vyzkumem na poli anti-HIV vakcin

zodpovézeny patii n¢kolik dal§ich soubornych témat. Burton et al., 2012 je shrnuje takto:

e definovat co nejvice riznych typi bnAbs a podrobn¢ charakterizovat v§echny mozné
epitopy neutralizace, proti kterym jsou bnAbs namifeny

e Ztéchto bnAbs vybrat takové, které poskytuji nejlepsi ochranu — testovanim téchto
bnAbs v ramci non-human primates (zkr. NHP) modeld, ale i dalSich (podrobnéji viz
kap. 3.6.)

e navrhnout, pripravit a purifikovat stabilni proteinovou vakcinac¢ni podjednotku,
ktera by byla co nejpodobngjsi piirozené forme¢ HIV env-vybézku

e sestavit hierarchii dominance antigenovych epitopt a nasledné ji vyuzit k tomu, aby
bylo mozné vakcinou indukovat pouze bnAbs proti neutralizacnim epitoptiim

e popsat glykosylaci env heterotrimeru a charakterizovat glykosyla¢ni profily
vzhledem k tomu, ze bylo zjisténo, ze rizné bézné pouzivané bunééné expresni linie
glykosyluji stejny protein rtiznym zptusobem (Raska et al., 2010), Vv porovnani
S pfirozen¢ se vyskytujicimi Env heterotrimery na povrchu HIV-1 viriont (Bonomelli
etal., 2011)

e vysvétlit vztah mezi antigenovymi epitopy a B-lymfocyty pro zajisténi optimalni
indukce tvorby bnAbs pomoci vakciny

e pochopit imunologii long-term nonprogressorii, a to, jakym zpusobem uméji

efektivné a prirozené tvofit bnAbs

I ptes vysokou komplexitu anti-HIV-1 vakcinaéni problematiky a to, jakym
sofistikovanym zpiisobem dokéze HIV-1 v téle infikovaného ¢asem ptevzit kontrolu nad
imunitnim systémem (Mcmichael, Borrow, Tomaras, Goonetilleke, & Haynes, 2010) se
Vv soucasné dobé jedna vakcina projevila jako ¢aste¢né funkéni v klinické studii v Thajsku

— RV144 (Rerks-Ngarm et al., 2009).

V tomto ptipad¢ sestaval imunizacni program z aplikace Ctyt davek rekombinantniho
kanarypox viru ALVAC-HIV koédujiciho pol a gag proteiny subtypu B a Env protein subtypu
CRF_AE nasledovanych dvéma davkami rekombinantniho proteinu gpl120 subtypti B
a CRF_AE AIDSVAX BJ/E (v ramci Global Solutions in Infectious Diseases). Tato vakcina
tedy méla za cil pokryt varianty viru podtifidy B, dominujici v Evropé a USA a CRF_AE,
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dominujici v oblastech jihovychodni Asie (viz kap. 3.1). U zhruba 12 000 vakcinovanych
dobrovolnikii bylo pozorovano navozeni ¢astecného protektivniho Gc¢inku vakcinou pfiblizné

ve 26 % piipadi (Rerks-Ngarm et al., 2009).

3.6 Neutraliza¢ni protilatky anti-HIV-1 a jejich testovaci modely

Neutraliza¢ni protilatky (angl. neutralizing antibodies, zkr. nAbs) predstavuji typ
protilatek, schopnych pfimo zastavit (neutralizovat) vazbu patogenu na cilovou bunku
a zabranit tak Sifeni infekce (Shibata et al., 1999). Extrémnim pfipadem mezi nimi jsou poté
tzv. Siroce neutralizujici protilatky (angl. broadly neutralizing antibodies, zkr. bnAbs), které
jsou v kontextu HIV-1 problematiky schopny neutralizovat virové izolaty HIV-1 nékdy az

napfi¢ riznymi virovymi subtypy (Doria-Rose et al., 2009).

Prvni neutralizacni protilatky se zacinaji tvofit asi po 3. mésici probihajici infekce
(Richman, Wrin, Little, & Petropoulos, 2003). Tyto protilatky vétSinou ovSem neutralizuji
viriony, které se vyskytovaly béhem pienosu infekce — tzv. founder virus (Keele et al., 2008).
tdchto neutralizaénich protilatek nepiimo selektovany — tzv. escape variants. Casovy rozdil
mezi aktudlné cirkulujici variantou HIV a neutralizaénimi protilatkami reagujicimi
S variantami, které cirkulovaly pfed n¢kolika mésici, se v pribéhu ¢asu rozsituje v disledku
postupné se prohlubujiciho selhavani CD4" T lymfocytarniho poolu. Imunitni systém

zjednodusen¢ ,,prodléva“ ve tvorbé nAbs proti aktualnim variantdm HIV.

Rozdilna situace ovSem nastava u asi 20 % nakaZenych (Liao et al., 2013), tzv.
long-term nonprogressors (zkr. LTNPS), pacienttl s dlouhodob¢ se neprojevujicimi znamkami
progrese HIV infekce do pokrocilych stadii (Simek et al., 2009). Z téchto se dale vyclenuje
skupina asi 1 % pacientt, tzv. elite neutralizers, jejichz neutraliza¢ni protilatky maji velmi
Siroké spektrum HIV-1 variant, které efektivné neutralizuji (Walker et al., 2011). U téchto
pacienti zatim nepfili§ pochopenymi biochemickymi drdhami dochézi k ¢asnému rozvoji

bnAbs, a tedy ke kontrole a omezeni virové infekce na minimum.

Navzdory vysoké nadéji, kterou pro anti-HIV-1 preventivni vakcinu bnAbs dozajista
predstavuji, ¢eli neutraliza¢ni protilatky i svym vlastnim problémim. Jednim z téchto problému
je fakt, ze mezi HIV-1 a imunitnim systémem v téle infikovaného jedince od zacatku infekce
probiha jakasi ,,valka ve zbrojeni‘ a po n¢jakém Case virus v téle nakazeného mutuje a ziskava

oproti neutralizacnim protilatkam rezistenci (Liao et al., 2013, Doria-Rose et al., 2009).
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Rezistenci vuci neutralizacnim protilatkam ziskavaji rizné mutantni formy HIV tim
zpusobem, ze u nich dochazi k mutacim ve vysoce variabilnich oblastech tzv. flexibilnich
smycek HIV Env-vybézku (Pantophlet & Burton, 2006), ale také tim, ze gp120 je zna¢nou
mérou glykosylovan a jsou to pravé glykanové fetézce, které casto mohou zptsobovat okluzi
dulezitych neutralizacnich epitopt na HIV Env-vybézku (Doria-Rose et al., 2009). Na druhou
stranu ale mnoho bnAbs rozliSuje pravé glykany, kdy neutralizace je mediovéna ziejmé

alosterickymi mechanismy.

Doposud bylo pozorovano mnoho typi bnMAbs (angl. broadly neutralizing
monoclonal antibodies) s riznou neutraliza¢ni aktivitou zaméfenou proti riznym virovym

izolatim. Nékteré z nich jsou uvedeny nize (viz graf 1).
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Graf 1 — Srovnani Sirokosahlé neutraliza¢ni aktivity bnMADbs a jejich testované koncentrace: Z grafu

ale co se tyCe jejich potfebné ucinné koncentrace, jiz zaostavaji za bnMAbs PGT121 a PGT128 (Walker et al.,
2011). Zbylé bnMAbs jako napi. 4E10 vykazuji také velmi Sirokosahlou neutralizaéni aktivitu, ovSem jejich
ucinna pozadovana koncentrace je pfilis vysoka na to, aby bylo mozZno uvazovat o vyvolani tvorby téchto protilatek
pomoci vakciny. Upraveno podle: Burton et al., 2012.

Z vyse uvedeného grafu vyplyva dalsi cil, kterého bychom se méli snazit pomoci
vakciny dosahnout, tj. indukovat takové bnAbs, které v co nejniz§i u¢inné koncentraci

neutralizuji co nejvétsi spektrum HIV-1 izolata (Burton et al., 2012).

A jakym zpiisobem tedy vyvolat tvorbu bnAbs pomoci vakciny? Nejvhodnéjsi cestou
se jevi zamé&fit imunogeny (zejm. pak upravené HIV env-vybézky) na tzv. unmutated common
ancestors (UCAs), coz jsou naivni zarode¢né linie B-lymfocyti, které by po interakci s témito
imunogeny teoreticky mély mit potencial nastolit tvorbu bnAbs v infikovaném organismu

(Xiao et al., 2009).
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Jako nejvhodnéjsi modely pro testovani imunogenicity rekombinantnich proteinovych
podjednotek pro vakcinu a vyvolani tvorby bnAbs se jevi testovani zalozené na modelu SHIV
infekci NHP (Burton et al., 2012). Zajem by se m¢l sméfovat na vyzkum a hodnoceni
protektivniho u¢inku zejm. v oblasti nejvice ohrozenych sliznic (napf. vaginalni sliznice — viz
Méstecky et al., 2014). Siroké spektrum neutraliza¢nich protilatek a jejich expresi je mozno
studovat na tzv. humanizovanych BLT modelech (Brainard et al., 2009), coz jsou
modifikované buniky imunologicky vyznamnych organi, mezi které patii kostni dieni (angl.

bone marrrow), jatra (angl. liver) a brzlik (angl. thymus).

3.7 Glykoproteiny gp140 SOSIP

Glykoprotein gp140 je rekombinantni sekre¢ni a solubilni konstrukt urceny k co
nejpiesnéjsimu napodobeni pfirozené se vyskytujiciho HIV Env na povrchu virionu. Obsahuje
sekvenci gp120 a zkracenou sekvenci gp41 (gp20). Glykoprotein gp41 je v tomto zkraceny
0 hydrofobni ¢ast aminokyselinové sekvence, ktera jej za prirozenych podminek ukotvuje ve
virové fosfolipidové membrané a dé€la z néj transmembranovy protein sensu stricto (Sanders et

al., 2013).

Odstranéni gp41 hydrofobni casti spoleéné s N-terminalné piipojenym sekre¢nim
signalem dochéazi k sekreci rekombinantniho proteinu do kultury exprimujicich bunék.
Odstranénim transmembranové domény v gp41 vSak dochazi ke snizeni stability konstruktu
gp140, coz vede k rozpadu na individualni gp140 podjednotky, které jsou imunologicky méalo
vyznamné. Prvni gp140 byly koncipovany tak, ze spojeni gp120 a gp20 podjednotek normalné
roz§tépenych béhem procesovani tvoticiho se Env proteinu v Golgiho komplexu bylo zajisténo
odstranénim aminokyselin v zoné prechodu gp120 v gp41, které jsou cilem zodpovédnych
proteaz (Sanders et al., 2013). Varianta SOSIP se lisi tim, ze $t€pné misto je zachovano ale
vazba gp120 a gp20 je stabilizovana ptidanim aminokyselin v okoli pfechodu gp120 a gp20,
které tvoti disulfidové miistky. Gp140 SOSIP m4 konformaci heterotrimery odpovidajici vice

nativnimu Env na povrchu viru oproti ptiivodnim gp140 (Phogat & Wyatt, 2007).
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BglIl (12)

BglII (2307)

Agel (3026)

6xHis tag Agel (3725)

gp140 SOSIP P4M SPM+ v pcDNA3.1
8183 bp

Obr. 7 — Mapa plazmidu kodujiciho gp140 SOSIP P4M SPM+: VVyobrazen je inzert gp140 SOSIP P4AM SPM+,
zahrnujici sekvenci rekombinantniho env konstruktu gp140 zaloZeného na gp120 a zkraceném gp41 se SOSIP
modifikaci (Cerven¢), dale sekvenci kodujici SPM (tmavé modie) a také IgKH sekrecni signal (svétle modie).
Tento inzert je klonovan do vektoru pcDNA3.1 a celkové ma plazmid 8183 bp. Na mapé plazmidu jsou mimo
vyse zminénych sekvenci zobrazeny také restrikéni mista pro restri¢kni endonukledzy Agel a Bglll, se kterymi
jsem pracoval v experimentalni ¢asti této prace. Zobrazen je taky pocatek bakterialni replikace ori (Zluté) a oblast
genu rezistence vici ampicilinu AmpR (zelené).
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4 MATERIAL A METODIKA

4.1 Restrikéni odstépeni DNA sekvence kodujici SPM z plazmidu gp140 SOSIP
PAM

» Priprava vzorku

Pro restrik¢ni reakci bylo tieba jednotlivé reagencie natedit. Vzorky pro tento experiment byly
pfipraveny za sterilnich podminek v lamindrnim boxu smichanim pracovnich roztokt
a netedénych specialnich pufri pro restrikéni endonukleazy v daném poméru, ktery je uveden
Vv tabulce nize (viz tab. I1). Celkovy objem jednoho vzorku, a tedy i celé jedné restrikéni reakce

byl vzdy 20 pl.

Tab. 1l — Ptiprava vzorki pro restrikéni §tépeni
y Objem Objem Objem | Objem Objem
Cislo © DNA ® DNA ©®© Agel Pufr dH,0O
vzorku | (50ng/ul) | (100ng/ul) | (1U/M) | NEB1 [ i]
(1] (1] (1] (1] #
1. 1 1 2 16
2. - 1 1 2 16

> Prubéh restrikéni reakcee

Vzorky byly inkubovany v termostatovaném inkubdatoru pti 37 °C po dobu 1 hod 30 min.

» Priprava 1% agarézového gelu

Na laboratornich predvazkach bylo odvaZeno 0,7 g agar6zového prasku. Tato navazka byla
rozpusténa v 70 ml dH20 a ke smési bylo ptidano 1,4 ml TAE pufru. Takto pfipraveny 1%
roztok agardzy byl v mikrovinné troubé piiveden dovaru, a po povaieni 20 s bylo
zkontrolovano kompletni rozpusSténi agarézového prasku. Vareni bylo opakovéano, dokud
roztok nebyl zcela Ciry. Poté byl roztok jesté kratce tfikrat povaren. Thned poté byl gel nalit do
elektroforetické komory a byl do ngj ihned zasunut elektroforeticky hieben pro vytvoireni

nanasecich jamek. Gel tuhl asi 40-60 min pfi laboratorni teploté.

» NanaSeni vzorku na gel a elektroforetické déleni DNA fragmenti

Po dokonceni inkubace byly restrikéni smési smichany v poméru 5:1 s nanasecim pufrem (20 pl
smési a 4 pl nandSeciho pufru — slozeni: 300 pl 100% glycerol + 700 ul dH20 + 50 ul 1%
bromfenolova modf). Do prvni jamky gelu byly naneseny 4 ul standardu molekulové hmotnosti
(2-Log DNA Ladder 0,1-10 kb) a do dalsich jamek bylo naneseno vzdy po 10 ul vzorku.
Vzorky byly separovany po dobu 70 min pfi intenzité elektrického pole 10 V/cm.
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» Barveni DNA fragmenti pomoci GelRed barviva
Po ukonceni elektroforézy byl gel obarven tfepdnim na laboratorni tfepacce v roztoku

fluorescenéniho interkala¢niho barviva GelRed po dobu 30 min.

» Vyvolani vysledki pomoci UV-transiluminatoru

Obarveny gel byl umistén do UV-transiluminatoru a pomoci laboratorniho software Carestream
MI Standard Edition™ byl potizen snimek (elektroforetogram zobrazujici rozdélené fragmenty
DNA, viz vysledky — obr. 9).

4.2 Klonovani upraveného plazmidu

» Extrakce DNA fragmentu z agaro6zového gelu

Experiment €. 4.1 byl zopakovan s vétSim mnozstvim DNA za identickych podminek pouze
s tim rozdilem, ze agar6zovy gel byl pted obarvenim roziiznut na dvé ¢asti. Prvni ¢ast gelu
vV ramci své prvni drahy nesla rozdéleny marker molekulové hmotnosti a v ramci své druhé
drahy nesla rozdélenou DNA odpovidajici linearizovanému plazmidu s odstranénou SPM
sekvenci. Prvni ¢ast gelu byla obarvena v GelRed. Druha ¢ast gelu méla obsazenou pouze jednu
drahu, a to také rozdélenou DNA, kterd odpovidala linearizovanému plazmidu s odstranénou
SPM sekvenci. Po pfilozeni obou casti gelu k sobé byla nepifimo pozorovana pozice
separovaného DNA fragmentu na druhé ¢asti gelu pomoci ,,svitici* pozice DNA fragmentu na
prvni Casti gelu. Z gelu byl nasledné pomoci skalpelu odfiznut kousek, ktery na sobé nesl
identifikovanou DNA bez SPM sekvence, ktera nebyla obarvena GelRed ani vystavena UV

zareni.

» lzolace a purifikace DNA z gelového fragmentu

Nasledujici postup byl proveden na zakladé protokolu QIAquick® Gel Extraction Kit. Do
termobloku byl umistén elu¢ni pufr k predehiati na cca 50 °C. Nasledné byl kousek
agar6zového gelu s DNA upraven tak, aby vazil 400 mg. K agar6zovému gelu bylo ptidano
1,2 ml komeréniho pufru QG. Gel s pufrem QG byl piiblizné 10 min pfi teploté 50 °C
inkubovan Vv termobloku s pferuSovanym vortexovanim mikrozkumavky kazdé 2—-3 min, aby
se agarozovy gel uplné rozpustil a do pufru se uvolnila DNA. K roztoku rozpusténé agarozy
s DNA bylo ptidano 400 pl izopropanolu. Nasledné byla ptipravena kolonka QIAquick spin
column a umisténa do specialni sbérné mikrozkumavky. Na tuto kolonku bylo nanaSeno vzdy
max. 800 ul roztoku DNA a provedena centrifugace (1 min; 13 000 RPM). Objem, ktery

kolonkou protekl do sbérné mikrozkumavky byl odstranén. Na membran¢ kolonky tak zistal
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precipitat DNA. Poté bylo na kolonku naneseno 500 pl pufru QG a znovu centrifugovano
(1 min; 13 000 RPM). Objem, ktery kolonkou protekl, byl opét odstranén. Dale bylo na kolonku
naneseno 750 ul promyvaciho pufru PE a znovu dvakrat centrifugovano (1 min; 13 000 RPM).
Veskery promyvaci pufr PE membranou protekl. Nasledné byla kolonka nechana 5 min stat pfi
laboratorni teploté, aby doslo k Gplnému odpateni zbytkového ethanolu z pufru PE. Nakonec
byla kolonka s DNA umisténa do nové Cisté sbérné mikrozkumavky, a na ni naneseno 30 pl
eluéniho pufru EB a centrifugovano (1 min; 13 000 RPM). Do sbérné mikrozkumavky byla

timto zptisobem vyizolovana purifikovana DNA.

» Ligace DNA fragmentu

Nasledujici postup byl provadén na zakladé protokolu Invitrogen™ T4 DNA Ligase. Nejprve
byl do sterilni mikrozkumavky pfipraven roztok ligazy (viz tab. 111), ktery byl posléze pouzit
pro piipravu kompletni liga¢ni smési (viz tab. 1V). Ligace probihala v mikrozkumavce za
sterilnich podminek pfii laboratorni teploté po dobu 1 hod. Poté byla nové ligovana plazmidova

DNA ihned pouzita k transformaci bakterii za u¢elem amplifikace této DNA.

Tab. 111 — Pfiprava roztoku ligazy Tab. IV — Ptiprava liga¢ni smési
Reagencie Objem [pl] Reagencie Objem [pl]
T4 DNA ligaza 0,5 DNA 0,6
5% ligacni pufr 1 roztok ligazy 1
dH,0 4 5% liga¢ni pufr 4,0
dH:0 14,4

4.3 Transformace prokaryot — amplifikace plazmidové DNA

» Priprava ristového média pro bakterie

Do velké autoklavovatelné nadoby byl odméten 1 | destilované vody, a k tomuto objemu
ptidano 20 g rustového média Luria Bertani. Médium bylo sterilizovano Vv autoklavu. Daéle
V laminarnim boxu byl k médiu ptidan 1 ml antibiotika ampilicinu (100 mg/ml). Médium bylo

nalito na Petriho misky zhruba do poloviny jeji celkové vyse a ponechano utuhnout.

» Transformace kompetentnich bakterii pomoci heat shocku

Nasledujici postup byl proveden na zakladé protokolu Invitrogen™ Basic Transformation
Procedure, Continued. Do sterilni mikrozkumavky bylo napipetovano 25 ul bakterialni
suspenze One Shot® TOP10 smichané s 5 pl liga¢ni smési z pfedchoziho experimentu, ktera

4 ng DNA. Poté byla suspenze inkubovana na ledu po dobu 30 min. Nasledovala samotna
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transformace pomoci heat shocku v termostatovém inkubatoru (42 °C; 30 s). K bakterialni
suspenzi bylo nasledovné piidano 250 ul SOC média a suspenzi byla znovu inkubovana (37 °C;
1 hod). Na rastové médium bylo naneseno jednou 50 a podruhé 150 pl transformované

bakterialni suspenze. Kultivace probihala pies noc.

» Kultivace bakterialni suspenze

Do ptedem piichystanych 10 sterilnich zkumavek bylo napipetovano 7 ml tekutého
kultivaéniho LB média. V laminarnim boxu bylo poté zkazdé Petriho misky odebrano
5 vybranych transformovanych kolonii a pomoci sterilni Spicky jimi probé¢hla inokulace
tekutého kultivaéniho média. Téchto 10 suspenzi bylo kultivovano (37 °C; 10 hod) za mirného

tiepani v inkubatoru.

» lIzolace plazmidové DNA z bakterialni suspenze

3,5 ml zkazdé z 10 rozrostlych bakterialnich suspenzi bylo centrifugovano (10 000 RPM,;
10 min). Tento krok byl opakovan jesté 2x, aby bylo ziskano CO nejvice bakterialniho
sedimentu na dné¢ mikrozkumavky. DNA byla z bakterii vyizolovana vyuzitim protokolu

QIAprep Spin Miniprep Kit.

» Ovéreni izolovaného plazmidu pomoci restrikéni analyzy

Izolovany plazmid byl ovéfen restrikéni analyzou S restrikéni endonukleazou BglIl (ptiprava
vzorku viz tab. V). Postup byl identicky jako v prvnim experimentu (viz Kapitola 4.2).
Vystupem byl elektroforetogram zobrazujici pfedpokladané rozdéleni plazmidové DNA na

2 fragmenty (viz vysledky — obr. 10).

Tab. V — Piiprava vzorku pro restrikéni analyzu

Reagencie Objem [pl]
© DNA 0,5
® Bglll 0,2
® BSA 0,1
Pufr NEB 3 2
dH20 17,2
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4.4 Transfekce eukaryot — biosyntéza proteini

» RozmraZeni bunék, zaloZeni nové bunécné kultury

Sav¢i expresni buriky linie HEK 293 FreeStyle™ Expression System; 7. pasaz; zamrazeny
18. 11. 2013, byly rozmrazeny a za sterilnich podminek v laminarnim boxu ptfeneseny do
sterilni kultiva¢ni nadoby s piidavkem 30 ml kultivaéniho média (Gibco® Opti-MEM™),
Bunécna kultura byla kultivovana v termostatovaném inkubatoru pii 37 °C do té doby, nez

dosahla pozadované hustoty.

» Pocitani bunék a pasaZzovani tkanové kultury

Pro kontrolu rustu tkanové kultury bylo pravidelné provadéno pocitani bun€k pii vitalnim
barveni bunék. Z bunééné kultury bylo vzdy po nékolika dnech do mikrozkumavky odebrano
10 pl a smichano s 10 pl trypanové modti. Do Biirkerovy komirky bylo naneseno 10 pl tohoto

vzorku a pocitany byly pouze zivé bunky (ve ¢tvercich 1, 3, 7, 9 v¢etné jejich horni a levé hrany
BRE
R E

Obr. 8 — Schéma po&itani bunék v Biirkerové komiirce: Cisla predstavuji jednotlivé étverce v ramci Biirkerovy
komurky. V mém postupu bylo pocitano pouze s butikami, které se nachazely v prostoru tuéné vyznacenych
¢tverct a jejich hornich a levych oznacenych hran. llustrace: ONDREJ CHALOUPKA.

—Vviz obr. 8).

Vysledné hodnoty pocitani bunék byly ziskany pomoci obecného vzorce:

pocet zivych bunék

= pocet zivych bunék/pl

plocha ¢tverce [mmz] X pocet zapoctenych ¢tvercii X hloubka ¢tverce [mm] x faktor fedéni
Po dosazeni spocitaného poctu zivych bunék v ramci 4 ¢tverct:
pocet zivych bunék / (1 x 4 x 0,1 x 0,5) = pocet zivych bunek/pl

Timto zpisobem bylo zjisténo, ze v aktualni pasazi s poradovym cislem 8 se nachazely asi
2 miliony bunék na ml. Kultury byly nafedény (,,zpasazovany*) tak, aby byl ziskan optimalni
pocet bun¢k pro umoznéni transfekce plazmidy gp140 SOSIP P4M s a bez SPM sekvence (asi
1 milién bunék na ml v ramci 30 ml média — smichano bylo 15 ml ptivodni kultury s 15 ml

cerstvého kultivacniho média).

29



» Transfekce eukaryotnich bunék

Byla ptipravena smés 160 pl 293fektinu s 2 ml kultivaéniho média. Dale byla ptipravena smés
80 ul daného plazmidu s2 ml kultivatniho média. Obé smési byly nejprve odd¢lené
inkubovany za laboratorni teploty po dobu 5 min a posléze byly smichany dohromady a znovu
inkubovany pfi laboratorni teploté, tentokrat po dobu 15 min. Vznikla tak kompletni transfekéni
smés, ktera byla po 2 ml pfidana K jednotlivym bunéénym kulturdm. Transfekované bunécné

kultury byly kultivovany po dobu 3 dni.

» Purifikace syntetizovaného proteinu ze supernatantu pomoci Ni-NTA

30 ml transfekované bunééné kultury bylo pifeneseno do centrifugaéni zkumavky
a centrifugovano (1500 RPM; 8 min). Ziskany supernatant byl odebran a byly k nému ptidany
3 ml ,,adapting* pufru a nasledné 0,8 ml Ni-NTA. Supernatant byl pfes noc umistén na rotator
do chladu. Ze supernatantu byly purifikovany glykoproteiny gp140 SOSIP P4M s a bez SPM
modulu pomoci metalochelata¢ni chromatografie v kolonovém uspofadani. Nejprve byla
v nadob¢ se supernatantem smichanym s Ni-NTA agardza ponechana se usadit na dno (30 az
60 min). Supernatant bez Ni-NTA byl poté pienesen do ¢isté nadoby. Zbytek supernatantu
s Ni-NTA byl nanesen na kolonu (protekla frakce oznacéena jako ,,flow-through®). Na kolonu
bylo dale naneseno 2x 5 ml ,,binding* pufru (frakce ,,binding 1*“ a ,,binding 2*°). Eluce probihala

nanesenim 5% 2 ml elu¢niho pufru (eluéni frakce 1 az 5). Purifikace probihala pti 4 °C.

» Zakoncentrovani proteinu a pievod do PBS

Do specialnich centrifugacnich filtraénich kolonek (centrifugal filter units; < 20 kDa) byly
pieneseny postupné vSechny eluéni frakce. Po vyvazeni a centrifugaci (3800 RPM; 8 min; 4 °C)
nasledovalo promyti kolonek 3x nanesenim 2 ml PBS a opétovnou centrifugaci. Poté byl zbytek
PBS s rozpusténym proteinem pienesen do Cistych mikrozkumavek. Mgr. Lucia Barkocziova

v tomto bod¢ také porovnala proteiny z hlediska vytézku (viz obr. 14).

» Ovéreni nové syntetizovanych proteinii pomoci SDS-PAGE a WB
Vzorky zakoncentrovanych proteini gp140 SOSIP P4M SPM+ a gp140 SOSIP P4M SPM—

byly detekovany pouzitim western blot techniky pomoci protilatek anti-HIS.

» Priprava 10% polyakrylamidového gelu
Vnitini a vnéj$i sklo pro SDS-PAGE bylo dikladné ocisténo dH20 a odmasténo ethanolem
aosuseno. Do sklenénych kadinek byly pfipraveny roztoky pro piipravu d¢liciho

a zaostifovaciho polyakrylamidového gelu smichanim danych reagencii (viz tab. VII).
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Tab. VII — Piiprava 10% polyakrylamidového gelu

TRIS pufr | TRIS pufr 30%
PXLS“’;U pH88 | pH68 | akrylamid/bisakrylamid \fr?ﬁ]"“ ®['°i']°S TE['V{]ED
9 [mi] [mi] [mi] K K
délici 3,75 5,0 6,25 75 15
zaostfovaci 2,5 1,3 6,2 50 10

Polymerizac¢ni ¢inidlo APS a TEMED bylo ptfidavano do roztoku vzdy az tésné pred nalitim
dané vrstvy gelu mezi skla. Nejprve byla mezi skla napipetovana délici vrstva gelu tak, aby
zbyl dostatek mista pro zaostiovaci vrstvu. Na hladinu déliciho gelu byl nanesen n-butanol a gel
byl ponechan polymerizovat ptiblizné 20—30 min. Nasledné byla vrstva n-butanolu ze ztuhlého
gelu vymyta ddH20. Po namichani roztoku pro zaostfovaci gel byl i tento nanesen na délici gel
mezi skla az po jejich horni okraj, nacez do této vrstvy byl také ithned zasunuty elektroforeticky

hieben pro vytvofeni potfebného poctu jamek.

» Nanaseni vzorku na gel

Gel byl umistén do sestaveného elektroforetického tanku (Miniprotean II), ktery byl naplnén
roztokem SDS (1 g/ 100 ml). Do prvni jamky bylo pipetovano 4 pl standardu molekulovych
hmotnosti (Precision Plus Protein TM Dual Xtra Standards), do dalSich potom vzdy 1,5, 2,5
nebo 5 pl vzorku proteinu s SPM a bez SPM jak za redukujicich, tak neredukujicich podminek.
Vzorky byly separovany pii konstantnim napéti 150 V po dobu 1 hod 5 min.

» Western blotting

PVDF membrana a nastiihané kousky filtraéniho papiru byly zvlhéeny par vtetin v methanolu,
nasledné dalSich 5 min v dH20 a potom zhruba 50 min v Tobwinové pufru. Poté byl sestaven
»sendvic® typicky pro western blotting (filtracni papiry, membrana, gel, filtracni papiry
v uvedeném pofadi). Blotovani probihalo pfi konstantnim proudu 250 mA na jeden gel

(Miniprotean I1) po dobu 2 hod.

» Zablokovani membrany, inkubace s protilaitkou a promyvani

Po ukonceni blotovani byla membrana vyjmuta z blotovaciho zafizeni a vlozena do misky
s12ml 1x PBS a po 5 min pfenesena do druhé misky s 12 ml blokovaciho roztoku
SUPERBLOK (1% roztok BSA + (v/v) 0,05% roztok Tweenu 20 v 1x PBS). Membrana byla
blokovana ptes noc pii £4 °C. Ke 12 ml blokovaciho roztoku s membranou bylo ptidano 1,2 ul

protilatky anti-HIS konjugované s HRP (fedéni v poméru 1:10000) a inkubovéno po dobu
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2 hod pfi laboratorni teploté. Poté byla membrana 3x promyta v 0,05% roztoku Tweenu 20
v 1x PBS vzdy po dobu 30 min, a poté 2x promyta v roztoku 1x PBS po dobu 15 min. Na zavér
bylo na membranu naneseno 2 ml luminolu a 2 ml pfislu$né reagencie z kitu SuperSignal West

Pico Chemiluminescent Substrate.

» Vysledky WB

Chemiluminiscenc¢ni signal byl zaznamenan na fotograficky papir (CL-XPosure Film). Nejprve
byl film pfilozen na membranu v prihledné folii umisténé v expozi¢ni fotokazeté (doba
expozice cca 1 min). Dale byl fotograficky papir na 2 min umistén do vyvojky,
oplachnut destilovanou vodou s 1% CH3COOH a nasledn¢ umistén do ustalovace. Byly tak
ziskany elektroforetogramy (viz vysledky — obr. 10, 11) zobrazujici intenzitu a pozici prouzki
odpovidajicich gp140 proteint bez a s SPM modulem. Molekulova hmotnost prouzku zjisténa
z elektroforetogramu byla porovnéna s teoretickou molekulovou hmotnosti podle programu

Protein Molecular Weight (http://www.bioinformatics.org/sms/prot_mw.html).

4.5 Porovnani $tépeni gp140 SOSIP SPM+ a SPM- furinem

» Priprava vzorku pro $tépeni proteinu gp140 SOSIP SPM+ a SPM— pomoci furinu

Do ¢étyt mikrozkumavek byly postupné napipetovany proteiny a reagencie (viz tab. VI). Byly
tak pfipraveny 4 vzorky a kazdy mél celkovy objem 10 ul. Vzorky byly nasledné umistény do
inkubatoru a reakce probihala ptiblizné¢ 16 hod pfi teploté 37 °C.

Tab. VI — Piiprava vzorkd pro porovnani §tépeni glykoprotein furinem

vzorek Protein HEPES Ca? TRITON Furin Voda Celkovy
[pl] [nd] [p] [pl] [p] [pl] objem [pl]
SPM+ 5 1 1 1 05 15 10
(furin)
SPM+
(kontrola) 2 - 1 1 i 2 =
SPM— 2 1 1 1 0,5 15 10
(furin)
SPM—
(kontrola) 2 ! L L i 2 L0

Po ub&hnuti inkubacni doby byl objem kazdého vzorku rozd€len na ptl, tj. doslo k piiprave
4 parti vzorkli o objemu 5 pl. Déle bylo ke kazdému z téchto nyni 8 vzorkd ptfidéno 5 pl
nanaseciho pufru — 4 vzorky byly smichany s 2x redukujicim nanasecim pufrem (0,755 g Tris
+ 7,97 ml glycerol + 2,3 g SDS + 5 ml merkaptoethanol + 37,5 ml dH2O + upravit pH na 6,8)

a stejné 4 vzorky poté s neredukujicim nanasecim pufrem (0,755 g Tris + 7,97 ml glycerol +
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2,3 g SDS + 37,5 ml dH20O + upravit pH na 6,8). Pfred samotnym nanesenim vzorkii na

polyakrylamidovy gel byly vzorky zdenaturovany pii 97 °C v termostatovaném inkubatoru.

» SDS-PAGE a pribéh WB

Postup byl stejny, jako je popsano v predchazejici kapitole s tim rozdilem, ze proteiny byly
oSetfeny proteindzou furinem a po ostripovani membrany detekovany kromé protilatky
anti-HRP, také protilatkou anti-gp120. Vystupem byl elektroforetogram (viz vysledky —
obr. 12) zobrazujici intenzitu a pozici prouzkid odpovidajicich gp140 proteind Sté€penych

furinem.
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5 VYSLEDKY

5.1 Restrikéni odstépeni DNA sekvence kodujici SPM z plazmidu gp140 SOSIP
PAM

Byla provedena restrikce DNA gp140 SOSIP P4AM SPM+ v pcDNA3.1 pomoci enzymu
Agel s cilem odstranit z plazmidu DNA sekvenci kodujici SPM (viz obr. 8).

M [kbp] nanaska plazmidu [ng]:

25 50
10 St — start elektroforézy
8 S
C— W
5 St
-
1. prouzek
linerizovany zbytek S Gl
DNA plazmidu gp140
SOSIP P4M bez SPM 2 —
(cca 7484 bp)
15 Qb
2. prouzek 12 .
vystépena DNA 0 ; =
kédujici SPM 08 E—) v .
(cca 699 bp) 0.7 — + celo elektroforézy

draha: 1 2 3

Obr. 9 — Odstranéni SPM sekvence z gp140 SOSIP P4M pomoci restrikéni endonukleazy Agel: Do prvni
jamky byl nanesen standard molekulové hmotnosti (M), do druhé a tfeti jamky byly naneseny 25 a 50 ng nanasky
plazmidu gp140 SOSIP P4M stépenych odpovidajicim mnozstvim enzymu Agel. Na druhé a tfeti draze se
nachazely vzdy dva bandy — horni, ktery korespondoval s teoretickou délkou 7484 bp (zbyvajici ¢ast sekvence
DNA plazmidu gp140 SOSIP P4M) a dolni, ktery odpovidal teoretické délce 699 bp (DNA kddujici SPM).

Na elektroforetogramu restrik¢éni reakce s enzymem Agel (viz obr. 9) bylo prikazné
zkraceni plazmidu gpl40 SOSIP P4M SPM+ o DNA usek kodujici SPM. Hodnoceni

elektroforetogramu je shrnuto nize (viz tab. VI1II).

Tab. VI — Hodnoceni elektroforetogramu restrikéniho $tépeni s Agel

Dréaha MnoZzstvi pDNA | PouZity Pm.ner Identifikace bandi

[ng] enzym | enzym:pDNA
1 - - - standard molekulové hmotnosti

. (1.) plazmid zkraceny o SPM
2 22 Agel LU25ng | 5 DNA kédujici SPM

) (1.) plazmid zkraceny o SPM
3 S0 Agel LUS0Nng | 5y DNA kédujict SPM
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5.2 Klonovani upraveného plazmidu

Restrikci plazmidu gp140 SOSIP P4M v pcDNA3.1 enzymem Agel, separaci v gelu

a naslednou izolaci z gelu bylo ziskano 3,6 ug zkraceného plazmidu o ¢istoté 1,89.

5.3 Transformace prokaryot — amplifikace plazmidové DNA

Zachovani spravné integrity plazmidové DNA bylo ovéfeno pomoci restrikéni analyzy

s restrikéni endonukleazou Bglll (viz obr. 10).

M [kbp] gp140 SOSIP varianta:
PAM P4

1 — start elektroforézy

1. band

tézky fragment
(cca 5189 bp) - U
2. band

lehky fragment

(cca 2295 bp) y
. ap W . ol clektroforézy

draha: 1 2 3

Obr. 10 — Restrikéni analyza plazmidu gp140 SOSIP PAM a P4 bez SPM: Do prvni jamky byl nanesen standard
molekulové hmotnosti (M), do druhé jamky byl nanesen gp140 SOSIP P4M bez SPM stépeny Bglll a do tieti
jamky byl nanesen gp140 SOSIP P4 bez SPM stépeny BglIl (uvedeny pro srovnani mé prace s praci Mgr. Lucie
Barkocziové, ktera paralelné¢ se mnou pfipravovala odliSnou variantu plazmidu). Na druhé a tfeti draze se
nachazely dle o¢ekavani dva bandy — horni, ktery korespondoval s teoretickou délkou 5189 bp a dolni, ktery
odpovidal teoretické délce 2295 bp.

W A OO 0O

Podle in silico predikce §tépi enzym Bglll zaligovanou DNA plazmida gp140 SOSIP
P4AM a P4 v pcDNA3.1 zkracenou o SPM za vzniku fragmenti o velikostech 5189 a 2295 pari
bazi. Restrik¢ni analyza ptipraveného plazmidu (viz obr. 10) odpovida predikci a potvrdila tak
zachovani spravné integrity ptipraveného konstruktu. Hodnoceni elektroforetogramu je shrnuto

nize (viz tab. IX).

Tab. IX — Hodnoceni elektroforetogramu restrikéniho §tépeni s Bglll

2 Mnozstvi pDNA | Pouzity Pomér i .
Draha [ng] enzym | enzym:pDNA Identifikace prouzkua
1 - - - standard molekulové hmotnosti
) (1.) tézky fragment
2 = 2l 1U:50ng (2.) lehky fragment
. (1.) t&zky fragment
3 50 Balll 1U:50ng (2.) lehky fragment
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5.4 Transfekce eukaryot — biosyntéza proteint

Pro biosyntézu proteinu byla vybrana buné¢na linie HEK 293 FreeStyle, do které byly
transfekovany dva plazmidy: gp140 SOSIP P4M SPM+ anebo gp140 SOSIP P4M SPM-.
Proteiny byly izolovéany tfi dny po transfekci a purifikované proteiny byly analyzovany pomoci

SDS-PAGE a WB s pomoci protilatek anti-HIS a anti-gp120 (viz obr. 11 a 12).

M SPM+ SPM- M SPM+ SPM-
[kDa] R N R N [kDa] R N R N
- start elfo - start elfo
»50 . . 250 mm : -
50 mm 150
il Al T == ' .
100mm § 75 m
75mm
. Obr. 11 50 mm Obr. 12
50 mm detekce detekce
57w anti-HIS 37 = anti-gp120
.. -
25mm
25mm | — b v v
20w + ¢elo elfo 20m= 3 + &elo elfo
dréha: 1 2 3 4 draha: 1 2 3 4

Obr. 11 a 12 — Western blot gp140 SOSIP P4M s a bez SPM, detekce anti-HIS a anti-gp120: Do prvni jamky
byl nanesen standard molekulové hmotnosti (M), do druhé a tfeti jamky bylo naneseno 2,5 ul proteinu s SPM
(SPM+) za redukujicich (R), resp. neredukujicich (N) podminek. Do ¢tvrté a paté jamky bylo naneseno 2,5 pl
proteinu bez SPM (SPM-) taktéZ jednou za redukujicich (R) a podruhé za neredukujicich (N) podminek. Proteiny

byly nejprve detekovany pomoci protilatky anti-HIS a po ostripovani membrany i pomoci protilatky anti-gp120.

Popis jednotlivych prouzki detekovanych pomoci protilatky anti-HIS (viz obr. 11)
shrnut do tabulky nize (viz tab. X).

Tab. X — Hodnoceni WB gp140 SOSIP P4AM SPM+ detekovanych pomoci anti-HIS

Draha | Vzorek | Podminky Identifikace prouzki Molekulova hmotnost

rotein (1.) gp120 + gp20 + SPM + HIS | (1.) cca 170 kDa
1 pSPM+ redukujici | (2.) gp20 + SPM + HIS (2.) cca 50 kDa
(3.) SPM + HIS (3.) cca 30 kDa

protein .., | (1.)gpl20 + gp20 + SPM + HIS | (1.) cca 170 kDa
2| spme | meredukujici | 5y spp 4 HIS (2.) cca 30 kDa

rotein (1.) gp120 + gp20 + HIS (1.) cca 140 kDa

3 pSPM— redukujici | (2.) gp20 + HIS (glykosyl.) (2.) cca 25-45 kDa

(3.) gp20 + HIS (deglykosyl.) (3.) cca 25 kDa

4 psrl‘flt\f[T neredukujici | (1.) gp120 + gp20 + HIS (1.) cca 140 kDa
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Prouzek o hmotnosti okolo 170 kDa detekovany protildtkou anti-HIS (rozliSujici
C‘-terminaln€ umisténou HIS znacku) odpovidd monomeru gp140 SOSIP P4M s SPM . Tento
monomer nebyl béhem syntézy buiikou rozstépen v misté prechodu mezi gp120 a gp20 (viz
obr. 11). Detekce protilatkou anti-gp120 v8ak ukazuje piitomnost obou forem, coZz mizeme
pozorovat jakozto mirny posun prouzku smérem nize (viz obr. 12). Tento prouzek obsahuje
nestépeny gpl40 SOSIP s SPM s odhadovanou hmotnosti 180kDa a odstépeny gp120 (bez 6%
HIS znacky) s odhadovanou hmotnosti 120 kDa. Pfitomnost gpl120 odpovida zpracovani
proteinu bunkou tak, jak bylo pii designu SOSIP verze piedpokladédno. Spravnému Stépeni
SOSIP nasvédcuje iprouzek o hmotnosti 60 kDa pii detekci anti-HIS, ktery odpovida
podjednotce gp20 s SPM, ktera se od podjednotky gp120 odd¢luje za redukujicich podminek.

Zavér je potvrzen i tim, Ze tento prouzek neni detekovan protilatkou proti gp120.

Pomoci WB byl tedy identifikovan jak rekombinantni protein gp140 SOSIP P4M s SPM
modulem, tak protein bez SPM modulu. Pfitomnost vice prouzki za redukujicich
i neredukujicich podminek adekvatné odpovida n€kolika molekularnim formam, ve kterych se
tyto rekombinantni proteiny po izolaci z expresniho systému pfirozené vyskytuji. Charakter

jednotlivych prouzki je podrobné rozebran v diskuzi (viz kap. 6).

Vytézky obou variant glykoproteinu gpl140 SOSIP P4M (s SPM a bez SPM) byly
porovnany metodou SDS-PAGE a barvenim v Coomassie Brilliant Blue (tento krok provedla
kolegyné Mgr. Lucia Barkocziova). Jak je patrno z elektroforetogramu nize (viz obr. 14),
vytézek varianty bez SPM byl vyznamné vyssi nezli vytézek varianty s SPM.

M [kDa] spm— spm+

250m & = start elfo
150m o
100m \/
75m
horni prouzky e
gp140 SOSIP PAM
varianty bez a s SPM 50m , y
(cca 170 kDa) — d91n1 prouzek
37m o / odstépeny SPM modul
(cca 30 kDa)
v
25m W + ¢elo elfo

draha: 1 2 3

Obr. 14 — Porovnani vytézkia gpl40 SOSIP P4M s SPM a bez SPM: Do prvni jamky byl nanesen standard
molekulové hmotnosti, do druhé jamky nanaska 5 pl zakoncetrovaného proteinu gp140 SOSIP P4M bez SPM
(SPM-) a do tieti jamky stejna nanaska 5 pl zakoncentrovaného proteinu gpl40 SOSIP P4M s SPM (SPM+).
Z porovnani denzity hornich prouzkii zobrazujicich gpl140 je jasné patrno, ze vytézek varianty proteinu bez SPM
byl znaéné vyssi, piestoZze podminky exprese a nasledné izolace byly identické. Piitomnost fragmentu SPM+HIS
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na draze 3 je zdtivodnéna Stejnym zpisobem jako napi. jeho pfitomnost na obr. 11, tedy Ze dochazi k ¢asteénému
roz§tépeni rekombinantniho proteinu gp140 SOSIP PAM s SPM v butice a vznika nejenom kompletni glykoprotein
(170 kDa), ale i fragment SPM+HIS (30 kDa).

5.5 Porovnani $tépeni gp140 SOSIP SPM+ a SPM- furinem

S nasyntetizovanymi proteiny z piedchoziho experimentu bylo provedeno porovnani
Stépeni téchto proteind pomoci proteinazy furinu. Vysledek $tépeni byl vizualizovan pomoci
SDS-PAGE a WB, kdy byly proteiny detekovany protilatkou anti-HIS (viz obr. 13). Popis
prouzki je analogicky s vysledky pfedchazejiciho experimentu (viz tab. X).

M SPM+ SPM- SPM+ SPM-
[kDa] FK FK FK FK

R R R R N N N N
250 mm B « — start elektroforézy
150 mm
Legenda: 100 ==
SPM+ ... protein s SPM 75 mm
SPM- ... protein bez SPM
F ... reakce s furinem 50 mm
K ... kontrola (bez furinu)
R ... redukujici podminky
N ... neredukujici podminky 37 mm - -— .
25mm
v
20 == + Celo elektroforézy

draha: 1 2 3 4 56 7 8

Obr. 13 — Western blot, srovnani §tépeni gp140 SOSIP PAM SPM= furinem: Do prvni jamky byl nanesen
standard molekulové hmotnosti (M), do druhé a tieti jamky byl nanesen protein s SPM jednou s furinem, podruhé
bez furinu. Do &tvrté a paté jamky byl nanesen protein bez SPM taktéZ jednou s furinem a podruhé bez furinu.
Druhé az paté jamce pfisluSely redukujici podminky. Do Sesté az devaté jamky byly naneseny stejné vzorky jako
do druhé az paté, s tim rozdilem, ze Sesté az devaté jamce piislusely neredukujici podminky. Proteiny byly
detekovany protilatkou anti-HIS.

Na zakladé minimalniho rozdilu mezi proteiny oSetfenymi furinem a kontrolami bylo
zjisténo, Ze ob& varianty proteinu gp140 SOSIP P4M s SPM i bez SPM jsou rezistentni ke

Stépeni furinem. Podrobnéji v diskuzi (viz kap. 6).
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6 DISKUZE

Tato prace se zabyvala studiem modernich ptistupti ke tvorbé vakciny vaci viru HIV-1
se zaméfenim na potencialni imunogen, totiz glykoprotein gp140 SOSIP P4M. Po shrnuti
které si kladly za cil upravit plazmid kodujici vySe uvedeny glykoprotein a odstranit z n¢j DNA
sekvenci kodujici SPM prostiednictvim molekularniho klonovani. Pivodni (s SPM) a nové (bez
SPM) plazmidy byly dale namnozeny V bakterialni kultufe TOP10 a rekombinantni proteiny
byly exprimovany v eukaryotické bunééné linit HEK-293F. Doslo tak k ispésné piipraveé jak

puvodniho, tak nove€ upraveného glykoproteinu gp140 SOSIP P4M.

Rozdil mezi pivodnim a upravenym glykoproteinem gpl40 SOSIP P4M spocival
Vv piitomnosti, resp. absenci tzv. SPM modulu, coz je prokaryoticka sekvence odvozena
z bakterie Neiserria meningitis, vyuzivana pro usnadnénou purifikaci proteinti (Osicka,
Kalmusova, Kiizova, & Sebo, 2001). Tento rozdil je dobie pozorovatelny na obr. 11, ktery

ukazuje ob¢ varianty glykoproteinu za redukujicich i neredukujicich podminek.

Protein gp140 SOSIP P4M s SPM se na tomto elektroforetogramu (viz obr. 11) za
redukujicich podminek jevil jako tfi rozdilné prouzky. Velikost dolniho prouzku byla
srovnanim se standardem molekulové hmotnosti odhadnuta asi na 30 kDa, coz odpovida
teoretické molekulové hmotnosti fragmentu SPM+HIS. Prostfedni prouzek odpovidal zhruba
60 kDa, coz odpovida fragmentu gp20+SPM+HIS o hmotnosti 62 kDa v¢etné N glykosylace.
Horni prouzek se poté nachazel v rozmezi 150-250 kDa, coz odpovida nestépenému proteinu
gp120+gp41+SPM+HIS o hmotnosti 170 kDa. U vsech detekovanych glykoproteini byla
uvazovana glykosylace, kterd u gp120 podjednotky ptedstavuje okolo poloviny hmotnosti

(60 kDa) a u gp20 podjednotky okolo 10 kDa (Pritchard et al., 2015, Raska & Novak, 2010).

Dolni prouzek predstavuje SPM+HIS fragment, ktery se odstepil jiz v tkanoveé kultute.
Dle literatury totiz K autokatalytickému odStépeni SPM postacuje koncentrace vapniku
1 mmol/l, coz odpovida 78% aktivité autokatalyzac¢ni schopnosti SPM. Dolni prouzek je vSak
velmi nizké intenzity, coz nasv&€dCuje pouze minimalni aktivit¢ SPM bé&hem exprese
a purifikace proteinu. Prouzek o hmotnosti 62 kDa odpovida dle ptfedpokladu podjednotce
gp20+SPM-+HIS, kterd se za redukujicich podminek odstépi a je detekovatelna protilatkou
anti-HIS. Prouzek v rozmezi 150-250 kDa odpovida gp120+gp20+SPM+HIS (0 hmotnosti
170 kDa), ktery nebyl v misté pfechodu gp120 a gp20 rozstépen v Golgiho komplexu. Pozitivita

tohoto prouzku pti detekci anti-HIS protilatkou potvrzuje dale minimalni aktivitu SPM uvnitt
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buiky a béhem purifikace. Nekompletni st€peni gp120+gp20+SPM+HIS v oblasti piechodu
gpl120 a gp20 mize byt vysvétleno i inhibi¢nim pusobenim gp120 (Pritchard et al., 2015).
Literatura tento fakt vysvétluje tak, ze pii pripravé Env glykoproteinti piirozené dochazi
k produkci mixu, zahrnujiciho rizné molekularni formy Env glykoproteind (Binley et al.,
2002). Separace gpl20+gp20+SPM+HIS za neredukujicich podminek nevede k prikazu
prouzku odpovidajicimu gp20+SPM+HIS, coz ve shodé s navrhem proteinu gp140 SOSIP
potvrzuje, ze disulfidovd vazba mezi gpl20 a gp20+SPM+HIS opravdu spojuje obé
podjednotky. Za neredukujicich podminek ptredstavuje horni prouzek kompletni glykoprotein

(9p120+gp20+SPM+HIS) a jeho dimery (340) a trimery (510).

Protein gp140 SOSIP P4M SPM- se na stejném elektroforetogramu (viz obr. 11) za
redukujicich podminek dé€li jako dva dominantni prouzky. Dolni Siroky prouzek v rozmezi 25—
40 kDa pii uvazeni vyrazné heterogenni glykosylace gp41 ektodomény odpovida fragmentu
gp20+HIS. Podobnym zptisobem si povahu tohoto prouzku vysvétluje i Sanders et al., 2013.
Hornim prouzkem odpovidd kompletnimu glykoproteinu (gpl120+gp41+HIS), ktery vazi
piiblizn¢ 140 kDa, coz odpovida teoretickému piedpokladu. Pozitivita tohoto prouzku pfi
detekci anti-HIS protilatkou za redukujicich podminek nasvéd¢uje i u této varianty gpl140
SOSIP na nekompletni $tépeni na pfechodu mezi gp120 a gp20.

Na elektroforetogramu (viz obr. 11 a 12) se také vyskytly prouzky, jejichz molekulova
hmotnost byla mimo oblast porovnatelnou se standardem molekulové hmotnosti. Tyto prouzky
predstavuji glykoprotein gp140 SOSIP P4M v jeho nezdenaturované, dimerni ptipadné trimerni
podobé. Jejich ptitomnosti by se pro potieby pfistich experimentl dalo zabranit delsi denaturaci
vzorkl pfi teploté okolo 97 °C tésné€ pred nanesenim vzorkl na polyakrylamidovy gel v ramci
metody SDS-PAGE, nicméné z biologického hlediska ptedstavuji pravé tyto formy spravné

multimerizovany gp140 SOSIP protein, coz je forma optimalni pro vakcina¢ni ucely.

To, ze glykoproteiny gp140 SOSIP P4M SPM+/SPM— byly exprimovaly pouze
Vv Castecné Stépené podobe je bézné se vyskytujici problém biosyntézy HIV Env glykoproteinii

(Inocencio, Sucic, Moehring, Spence, & Moehring, 1997).

Po izolaci SPM+ a SPM-— variant glykoproteinu gpl140 SOSIP P4M byly oba
glykoproteiny experimentalné Stépeny proteindzou furinem, coZ je jeden z enzymul zapojenych
do proteolytické maturace Env proteinu v infikované bunce (Moulard & Decroly, 2000).
Vystupem ze zavéreéného experimentu byl elektroforetogram (viz obr. 13), zobrazujici $tépeni

glykoproteint gp140 SOSIP P4M s a bez SPM furinem.
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Tento elektroforetogram potvrdil, ze glykoproteiny gp140 SOSIP P4M s i bez SPM
jsou rezistentni ke kompletnimu rozstépeni furinem v piechodu mezi podjednotkami
gpl120 a gp20+SPM+HIS nebo gpl20 a gp20+HIS. V opa¢ném piipad¢ by totiz na WB
detekovaném anti-HIS protildtkou nemohly byt pozorovatelné horni prouzky predstavujici

fragment gp140, ktery by po odstranéni zbytku glykoproteinu nenesl detekéni znacku HIS.

Z kvantitativniho porovnani vytézkt gpl40 SOSIP P4M s SPM a gp140 SOSIP P4AM
bez SPM plyne fakt, ze pFitomnost, resp. absence SPM neovliviiuje vyznamné aktivitu
furinu pf¥i Stépeni gp140 prekurzoru. Na druhou stranu pritomnost SPM modulu sniZuje

vytézek exprese gpl40 glykoproteinu v eukaryotickém expresnim systému (viz obr. 14).

Na zédkladé vySe uvedenych pozorovani neplanujeme vyuzivat SPM pro piipravu
rekombinantniho gp140 SOSIP glykoproteinu, i piesto, ze literatura uvadi, ze pro fadu

prokaryotickych proteint se tato technologie jevi jako vyhodna (Sadilkova et al., 2008).
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7/ ZAVER

Bakalaiska prace se zabyvala aktudlnimi trendy pfi tvorbé vakcin vuci HIV-1. Literarni
reSerSe se S ohledem na aktudlné dostupnou odbornou literaturu vénovala tématiim biologicka
klasifikace viru, morfologie virionu, anatomie virového proteomu a genomu, zZivotni cyklus
viru, pfiprava potencidlni vakciny vacéi HIV-1, anti-HIV-1 neutraliza¢ni protilatky a jejich

testovaci modely, glykoproteiny gp140 SOSIP a jejich vyuziti pro potencidlni vakcinu.

V ramci experimentalni ¢asti byla nejprve provedena tprava plazmidu gp140 SOSIP
PAM s SPM na variantu bez SPM odstranénim DNA sekvence kodujici SPM pomoci
molekularniho klonovani. Kromé ptavodniho byl tedy i uspé$né piipraven nové upraveny
plazmid bez SPM. Oba plazmidy byly dale klonovany a amplifikovany v bakteriich. Po
namnozeni variant plazmidu s a bez SPM byla jimi transfekovana eukaryoticka bunééna linie
zacilem exprimovat ob¢ varianty glykoproteinu gpl40 SOSIP P4M s SPM i bez SPM.
Rekombinantni proteiny byly uspéSné exprimovany a purifikovany pomoci metalochelataéni
chromatografie s vyuzitim Ni-NTA agar6zy a nasledné charakterizovany pomoci Western blot
techniky. S takto pfipravenymi glykoproteiny bylo provedeno experimentalni in vitro stépeni
proteindzou furinem s cilem zjistit, zdali pfitomnost SPM ovliviiuje miru Sté€peni gp140, nebot’
to je dilezit¢ pro proteolytickou maturaci gpl40 glykoproteini a vytvofeni spravné

konformace.

Z této prace byly vyvozeny nasledujici zavéry: Glykoproteiny gpl40 SOSIP P4M
s SPM i bez SPM jsou rezistentni K in vitro enzymatické digesci furinem. Experimentalni prace
také prokézala, ze ptritomnost, resp. absence SPM sekvence s nejvetsi pravdépodobnosti
nehraje roli pii digesci gpl40 SOSIP P4M s i bez SPM in vitro, na druhou stranu pfitomnost
SPM sniZzila expresivitu daného glykoproteinu v eukaryotickém expresnim bunééném systému

HEK-293F.

Z téchto zavéri tedy vyplynula otazka, jestli je vhodné SPM pouzivat pro piipravu
gp140 SOSIP glykoproteint. V pripad¢, kdy je ov§em nutné pracovat s gp140 SOSIP proteinem
bez jakychkoli ptidatnych sekvenci, jako je napt. 6x HIS znacka, nabizi SPM moznost afinitné
purifikovat protein pravé pomoci HIS znacky, ktera je po purifikaci odstépena autokatalytickou
aktivitou SPM modulu a SPM+HIS je nasledné odstranén z proteinového preparatu afinitni

purifikaci pomoci 6x HIS tag specifické Ni-NTA kolony.
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8 SEZNAMY

8.1 Seznam pouzitych zkratek a symboli

®

(6x) HIS
AIDS

nAb

bnAb
bnMAb
BLT
CD4BS
CRF
env/Env
gag

gp120 = SU
gp140
gp160
gp4l=TM
HEK-293F
HIV-1, HIV-2
HRP
ICTV
LTNP
LTR

NHP
pl5=Vpr
p16 = Vpu
pl7 = MA
p19 = Rev
p23 = Vif
p24 =CA
p27 = Nef
p28 = Tat
p38 = 1IN
P4AM

p6 = LI
p66/p51 = RT
p7 =NC
p9 = PR
pol
SDS-PAGE
SHIV

SIv
SOSIP
SPM(+/-)
UCA

URF

WB

roztok

hexa-histidinova sekvence, molekuldrni marker
acquired immunodeficiency syndrome

neutralizing antibody

broadly neutralizing antibody

broadly neutralizing monoclonal antibody
humanizované buiiky kostni diené (bone marrow), jater (liver) nebo brzliku (thymus)
vazebné misto (binding site) pro HIV env na CD4 molekule hostitelské buiiky
circulating recombinant form

envelope gene nebo envelope glycoprotein

group specific antigen gene

glykoprotein 120 = povrchovy glykoprotein
glykoprotein 140

glykoprotein 160

glykoprotein 41 = transmembranovy glykoprotein
bunééna linie human embryonic kidney 293 freestyle
virus lidské imunodeficience typ 1, typ 2

horse radish perodixase

international committee for taxonomy of viruses
long-term nonprogressor

long terminal repeat

viral protein R

unique viral protein

protein 17 = matricovy protein

regulator of viral proteins expression

viral infectivity factor

protein 24 = kapsidovy protein

negative regulatory factor nebo negative effector
trans-activator of transcription

protein 38 = virova integraza

mutovana sekvence v oblasti P4 glykoproteinu

protein 6 = spojovaci protein

protein 66/51 = virova reverzni transkriptaza

protein 7 = nukleokapsidovy protein

protein 9 = virova proteaza

DNA polymerase gene

polyakrylamid-gelova elektroforéza s dodecylsiranem sodnym
simian-human immunodeficiency virus (artificialni hybridni konstrukt)
simian immunodeficiency virus

SOS a IP modifikace glykoproteinu

self-processing module (sekvence pfitomna/neptitomna)
unmutated common ancestor

unique recombinant form

Western blotting
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8.2 Seznam uvedenych vyobrazeni, tabulek a grafa

Vyobrazeni

Obr.
Obr.
Obr.
Obr.

Obr.

Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.

Tabulky

Tab.

Tab
Tab

Tab.

Tab
Tab

Tab. VII
Tab. VIII

Tab
Tab

A w N

ol

Ml
i
v
.V
VI

X
. X

Schéma biologické klasifikace HIV
Srovnani jedno- a vicejadernych HIV viriont
Schéma virové ¢astice HIV
Schéma virového genomu HIV

zdroj:  https://commons.wikimedia.org/wiki/File:HIV-genome.png
Schéma zivotniho cyklu HIV

zdroj:  https://commons.wikimedia.org/wiki/File:HIV-replication-cycle-de.svg
Schéma detailni struktury HIV Env-vybézku
Mapa plazmidu kodujiciho gp140 SOSIP P4M SPM+
Schéma pocitani bunék v Biirkerové komtirce
Odstranéni SPM sekvence z gp140 SOSIP P4M pomoci Agel
Restrikéni analyza plazmidu gp140 SOSIP P4M a P4 bez SPM s Bglll
Western blot, glykoproteiny detekovany pomoci anti-HIS

Western blot, glykoproteiny detekovany pomoci anti-gp120
Western blot, zavérecné srovnani Stépeni glykoproteint furinem
Porovnani vytézka gp140 SOSIP P4M s SPM a bez SPM

Srovnani potencialu jednotlivych pfistupti k vakcing vaéi HIV-1

Ptiprava vzorkl pro restrikéni Stépeni

Ptiprava roztoku ligazy

Ptiprava ligacni smési

Ptiprava vzorku pro restrikéni analyzu

Ptiprava vzorkll pro porovnani st€peni glykoproteind furinem

Ptiprava 10% polyakrylamidového gelu

Hodnoceni elektroforetogramu restrik¢niho $tépeni s Agel

Hodnoceni elektroforetogramu restrikéniho $tépeni s Bglll

Hodnoceni WB gp140 SOSIP P4M SPM+ detekovanych pomoci anti-HIS

Srovnani Sirokosahlé neutralizacni aktivity a jejich testované koncentrace
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8.3 Seznam vyuzitych laboratornich pfistroji, chemikalii a dalSich pomiicek

Piistroje

automatické mikropipety 0,2-2; 2—20; 20-200; 100-1000 ul (THERMO SCIENTIFIC)
automatické mikropipety 1-5 ml (THERMO)

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

centrifuga MIKRO 22R (HETTICH ZENTRIFUGEN)

centrifuga UNIVERSAL 32R (HETTICH ZENTRIFUGEN)

elektricky zdroj pro blotovaci zafizeni 2197 POWER SUPPLY (LKB BROMMA)
elektricky zdroj pro elektroforézu PowerPack Basic (BIO-RAD)
elektricky zdroj pro elektroforézu PowerPack Universal (BIO-RAD)
elektroforetickd komora a piislusejici viko s elektrodami (BIO-RAD)
elektroforeticka komora Owl Easycast B1 (THERMO SCIENTIFIC)
inkubator MIR-153 (SANYO INCUBATOR)

inkubétor s CO, MCO-15AC (SANYO CO, INCUBATOR)

inkubator termostat BT 120 M (LABO MS)

inverzni mikroskop DMIL (LEITZ)

laboratorni vahy 440-33N (KERN)

laminarni box aura-VF48 (BIO AIR)

laminarni box IC 212 (JOUAN)

mikrocentrifuga E-Centrifuge (WEALTEK)

pipetor FASTPETTE (LABNET)

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

hybridizaéni zatizeni RPN2510 (AMERSHAM LIFE SCIENCE)
termoblok block heater SBH130D (STUART)

tiepacka KS 260 basic (IKA)

tiepacka rolovaci rollermixer STR6D (STUART)

ttepatka TITRAMAX 101 (HEIDOLPH INSTRUMENTS)

UV transiluminator GelLogic 212PRO (CARESTREAM HEALTH)
vortex MS2 Minishaker (IKA)

PVDF membrana (BIO-RAD)

fotograficky papir CL-XPosure Film (THERMO FISHER SCIENTIFIC)

Chemikalie

10% roztok peroxodisiranu amonného — APS (1 g (NH4)2S,0g + 10 ml dH.0)
293Fectin reagent (INVITROGEN)

2-Log DNA Ladder 0,1-10 kb (NEW ENGLAND BIOLABS)

2-merkaptoethanol (LACH-NER)

30% roztok akrylamid/bisakrylamid (SERVA)

4x Tris pufr pH 6,8 (15,125 g Tris + 1 g SDS + 150 ml d H2O + upravit pH na 6,8)
4x Tris pufr pH 8,8 (45,5 g Tris + 1 g SDS + 150 ml dH2O + upravit pH na 8,8)
5% ligaéni pufr INVITROGEN)

agar6za (SERVA)

antibiotikum ampicilin ¢ = 100 mg/ml

blokovaci roztok SUPERBLOK (1% roztok BSA + zaroven 0,05% roztok Tweenu v 1x PBS)
dihydrofosfore¢nan draselny (LACH-NER)

dihydrogenfosfore¢nan draselny (LACH-NER)

dodecylsiran sodny — SDS (MERCK)

ethanol 96% (VWR)

furin (NEW ENGLAND BIOLABS)

GelRed Nucleic Acid Gel Stain (BIOTIUM)

glycerol (SIGMA ALDRICH)

glycin (LACH-NER)

HEK293F FreeStyle Expression Medium (GIBCO)
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hepes (SIGMA ALDRICH)

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)

imidazol (SIGMA)

izopropanol (LACH-NER)

kit: QlAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN)

kit: QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN)

kit: SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate (THERMO FISHER SCIENTIFIC)
kyselina ethylendiamintetraoctova — EDTA (SIGMA)

kyselina chlorovodikova (LACH-NER)

kyselina octova 99,8% (LACH-NER)

Luria-Bertani Powdered Medium (SERVA)

methanol (SIGMA ALDRICH)

N,N,N",N’-tetramethylethylendiamin —- TEMED (SERVA)

n-butanol (LACH-NER)

NEBuffer 1.1 (NEW ENGLAND BIOLABS)

NEBuffer 3.1 (NEW ENGLAND BIOLABS)

optiMEM Reduced Serum Medium (GIBCO)

PBS Dulbecco w/o Ca*, w/o Mg?*, low endotoxin (BIOCHROM GMBH)
e peroxodisiran amonny (OMNIPUR)

e pracovni roztok GelRed: 300 ml dH,O + 17,6 g NaCl + 60 pl GelRed Nucleic Acid Gel Stain)
e  Precision Plus Protein TM Dual Xtra Standards (BIO-RAD)

e protilatka anti-gp120 konjugovana s HRP — fedéni 1:10 000 (home-made)

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

e pufr adapting” (500mM NaH,PO,, pH 8,0 + 1,5M NaCl + 100mM imidazol + 0,5% Tween 20)

e pufr ,elution” (50mM NaH2PO., pH 8,0 + 300mM NaCl + 200mM imidazol + 0,05% Tween 20)

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

e pufr, nanaseci neredukujici pro proteiny 2x (0,755 g Tris + 7,97 ml glycerol + 2,3 g SDS + 37,5 ml dH,0
+ upravit pH na 6,8)

e pufr, nanaseci pro DNA (300 pl 100% glycerol + 700 pl dH20 + 50 pl 1% bromfenolova modf)

e pufr, nanaseci redukujici pro proteiny 2x (0,755 g Tris + 7,97 ml glycerol + 2,3 g SDS + 5 ml
merkaptoethanol + 37,5 ml dH,0 + upravit pH na 6,8)

e  pufr, promyvaci PBS (240 g NaCl + 6 KCIl + 40 g NapHPO, - 12 H,0 + 6 KH,PO4 + upravit pH na 7,4)

o restrik¢ni endonukleaza Agel (NEW ENGLAND BIOLABS)

e restrikéni endonukleaza Bglll (NEW ENGLAND BIOLABS)

e SOC médium (INVITROGEN)

e T4 DNA ligaza (INVITROGEN)

e TEA pufr 50x (242 g Tris + 57,1 ml kys. octové + 37,2 g Na;EDTA - 2 H,O + doplnit do 1 | dH,0)

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

e Tris (OMNIPUR)

e Triton X-100 (SIGMA)

e  Tween-20 0,05% (CALBIOCHEM)

e ustalova¢ Manul Fixing Bath G354 (AGFA)

e vyvojka Developer G150 (AGFA)

e  zasobni roztok SDS 5x (3 1dH,0 + 45,3 g SDS + 2,6 g glycin + 15 g SDS)

e B-merkaptoethanol (CALBIOCHEM)

Biologicky material

e HEK-293F Cells — eukaryoticky expresni systém (SIGMA ALDRICH)
e One-Shot TOP10 Cells — bakterialni klonovaci systém (THERMO FISHER SCIENTIFIC)
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