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Abstrakt

HIV neboli virus lidské imunodeficience je retrovirus, ktery u nakazenych zpusobuje
terminalni syndrom ziskané imunodeficience — AIDS. Toto onemocnéni a jiné problémy
spojené s nakazou virem HIV stoji kazdoro¢né zivoty mnoho pacientd. Pfedlozena prace
se soustfedi Vv teoretické ¢asti na shrnuti dosavadnich poznatkid v oblasti vyvoje vakciny
proti HIV, pfedstaveni rekombinantnich proteinti jako kli¢ové komponenty vakcin a
pfiblizuje jejich ptipravu, véetné metod purifikace. Dale je zde popsana gpl40 SOSIP
varianta rekombinantniho glykoproteinu Env identifikovaného u pacienta WEAU
Vv chronické fazi HIV-1 infekce (oznaceného P4W) a liposomalni nanocastice, pouzitelné
jako nosic pro piipravu proteinovych vakcin.

V experimentalni ¢asti byl pfipraven plasmid kodujici glykoprotein gp140 SOSIP P4AW
s ptipojenou peptidovou coiled-coil kotvou a peptidovymi znackami potiebnymi pro
purifikaci a identifikaci rekombinantniho proteinu. Aby mohly byt tyto znacky pozdéji
odstranény, byla mezi gp140 SOSIP + coiled coil sekvenci a pomocné znacky pridana
aminokyselinova sekvence rozpoznavana endoproteasou — enterokinasou (EC 3.4.21.9).
Fazni protein byl exprimovan v HEK 293F linii sav¢ich bungk, a nasledné purifikovan
pomoci afinitni chromatografie. Po zakoncentrovani byl protein $tépen enterokinasou za
optimalizovanych podminek. Vysledny glykoprotein gp140 SOSIP P4W s coiled coil

kotvou byl charakterizovan zakladnimi fyzikalné chemickymi postupy.
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CILE PRACE

Cilem teoretické ¢asti predlozené diplomové prace je shrnout poznatky v oblastech uzce
souvisejicich s tématem této prace, tedy Navrh a pfiprava rekombinantnich proteinti pro
orientovanou vazbu na proteonanoliposomy. V resersi jsou shrnuty znalosti v odvétvi
rekombinantnich proteini, jejich vyhody a vyuziti zejména v oblasti rekombinantnich
vakcin, kterym se diplomova prace hloubé&ji vénuje. Jsou zminény i metody purifikace
rekombinantnich proteint. Kratce jsou shrnuty poznatky o viru HIV a problémy, kterym
véda pii vyvoji vakciny Celi. Posledni ¢ast teoretického tivodu je vénovana tematice
liposomi, zejména jejich uloze coby nosicl. Pro komplexitu je vSak zminéna i jejich

klasifikace a metody pfipravy.

Cilem experimentalni ¢asti diplomové prace bylo navrhnout a pfipravit
rekombinantni solubilni a trimerizujici protein HIV-1 gp140 odvozeny od Env se
stabilizaénimi mutacemi — SOSIP odpovidajici chronické fazi HIV-1 infekce
PAW varianta. K gpl40 SOSIP P4W byla ptipojena coiled-coil kotva. K navrhu
rekombinantniho proteinu byly pouzity nastroje bioinformatiky a k tvorbé kodujiciho
plasmidu byla vyuzita metoda molekularniho klonovani. Pfi navrhu proteinubyla zvazena
I metoda purifikace a analyzy pfipraveného proteinu, a proto byl protein navrzen ve fazi
S pomocnymi znaCkami umoziujicimi afinitni purifikaci proteinu a jeho identifikaci
monoklonalni protilatkou. Sekvence byla optimalizovana pro expresi v savéi bunééné
liniit HEK 293F. Produkovany rekombinantni protein byl nasledné afinitné purifikovan a
pomocné znacky byly odStépeny enterokinasou. Protein byl pfipraven v €istoté a davce
potiebné pro pokrocilé fyzikalné chemické strukturni analyzy, které budou provedeny

V ramci spolecnych projekti s Vyzkumnym ustavem veterinarniho Iékatstvi v Brné.



1 UVOD

Ockovani, vakcinace, imunizace. Synonyma a v soucasnosti mnohymi velmi diskutované
téma. Mezi jednu z modernich cest vakcinace patfi vyuziti rekombinantnich proteinti
produkovanych podle templatu rekombinantni plasmidové DNA piipravené metodami
vyhodngéjsi variantu K béznému ockovani. Rekombinantni proteiny jsou jiz dnes soucasti
napt. vakciny proti hepatitidé B (HBV) nebo vakciny proti infekci lidskym

papilomavirem.

V soucasné dobé¢ existuje ockovani proti velké fadé onemocnéni, resp. ptivodciim
téchto onemocnéni. Jednim z pivodct, na ktery se dosud nedafi pfipravit spolehlivé
u¢inna vakcina je i virus lidské imunodeficience neboli HIV. Ten v terminalnim stadiu
infekce u nakazeného zptisobuje rozvoj syndromu ziskané imunodeficience, znamy pod
zkratkou AIDS. V roce 2016 (dle WHO) zemielo pfes milion lidi na nasledky HIV
infekce. Ke konci roku 2016 zilo pies 36,5 milionu lidi infikovanych virem HIV. Ac¢koliv
V soucasnosti existuje moznost antiretroviralni terapie, ne vSem je pfistupnd, a ne vzdy je

uéinna.

Jako u spousty jinych infekci, i u HIV zapocala snaha o vyvoj ochranné vakciny brzy
po objeveni HIV viru. Pokusy o vyvoj uspéSné vakciny vSak nardZely a nardzi na
neuvétitelnou genetickou variabilitu viru, kterd mu umoziuje ménit Sekvence
povrchovych antigenti. Tato vlastnost je pro virus klicovou vyhodou a pro védu zatim
velky ofiSek, protoze zejména kvili této variabilit€ zatim nebyla pfipravena vakcina
schopna navodit protektivni protilatky chranici pred spektrem HIV-1 variant, které bylo

u nakaZenych identifikovany.

Nadgji jsou tzv. Siroce neutralizujici protilatky (broadly neutralizing antibodies,
bnAbs) resp. protilatky neutralizujici Siroké spektrum variant HIV. Ty jsou popisovany u
pacientu, kteti dokazi z ¢asti kontrolovat Sifeni viru HIV ve svém organismu a oddalovat
tak konecné stadium AIDS i bez antiretroviralni terapie. Snaha navodit tvorbu poodbnych
protilatek se tak stala jednim z cila pfi vyvoji vakciny. Jako vhodny antigen se vyuziva
Env obalovy protein HIV-1 viru, ktery umoznuje vstup do hostitelské buiiky. Zde je vSak

problém navrhnout modifikace antigenu tak, aby jako rekombinantni protein pouzity pro
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imunizace dostate¢né vérohodné mimikoval konformaci obalového proteinu ptirozené se

vyskytujiciho na povrchu virionu.

Glykoprotein gp140 ve verzi SOSIP se zda byt velmi podobny konformaci nativniho
obalového glykoproteinu. Ve verzi SOSIP je protein stabilizovan pomoci disulfidickych
mustkl a zdmény aminokyselin. Diky Upravam pfedstavuje ve vyzkumu pokrok
Z hlediska napodobeni Env oproti gp120. I pfesto vSak nebyla ucinéna konecnd volba
antigenu, ktery by tvorbu bnAbs navodil a ucinil tak vyznamny krok vpied v moderni

imunologii.
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2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Rekombinantni proteiny

Rekombinantni protein se obecné definuje jako protein kodovany rekombinantni DNA
nebo tvofen na zakladé¢ rekombinantniho genu. Tyto proteiny jsou produkovany
proteosyntetickym aparatem vybraného hostitelského organismu, ktery slouzi jako
expresni systém. Expresnimi systémy mohou byt buniky bakterialni, sav¢i nebo tieba
kvasinkové. Izolovani takto produkovanych proteinit muze byt, na rozdil od izolace
proteind z pfirodnich zdroji snazs$i, a to kvili cilené¢ vnesenym peptidovym usekiim
(znackam, tagim), které mohou byt pouzity pro afinitni chromatografické purifika¢ni
postupy. Diky snazsi izolaci a rovnéz eliminaci infek¢nich rizik, kterda mohou vyvstat
v souvislosti s izolaci proteinti napt. z lidskych zdroji, nachazeji rekombinantni proteiny

Siroké vyuziti.
2.1.1 Vyuziti rekombinantnich proteinii

Proteiny vytvofené pomoci rekombinantni technologie Ize vyuzit v zakladnim vyzkumu,
v primyslu, diagnostice, terapii a v neposledni fad¢ rovnéz ve vakcinologii. V zakladnim
vyzkumu jsou vyuzivany napf. k identifikaci, mapovani a sekvenovani gentl. Siroké
uplatnéni nachézeji rekombinantni proteiny rovnéz v medicing.(Andersen and Krummen,

2002; Applications of recombinant proteins, 2017)

vvvvvv

onemocnéni z populace. Materidlem, ktery je tradi€né pro vakcinaci pouZzivan jsou
atenuovan¢ nebo inaktivni patogeny. Tento pfistup miZe byt n€kdy limitovan
nedostate¢nou ucinnosti nebo vedlej§imi Gcinky. Moznou alternativou je vakcinace
zalozend na aplikaci antigenti identifikovanych u daného patogena jako protektivni a
produkovanych rekombinantni technologii. Nutnosti je tedy identifikovat proteiny
s dostate¢nou protktivni kapacitou a produkovat je v dostateném mnozstvi za pomérné
nizkou cenu. Mikroorganismy, Zivoc¢isné buiky stejné jako transgenni rostliny a
zivocichové mohou byt zdrojem rekombinantnich antigent pro vakcina¢ni ucely. Kazdy
Z expresnich systéml ma své vyhody a limity. Pouziti rekombinantnich proteind pro
ucely konstrukce vakcin vyzaduje doplnéni vakcina¢ni formulace o vhodné adjuvans,

které zajisti dostateCnou imunogenicitu vakcin, a to vzhledem k tomu, Ze izolované
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proteiny maji mensi schopnost vyvolat imunitni reakci nez cely patogen. (Soler and
Houdebine, 2007; Greenwood, 2014)

Vzhledem k soucasné znalosti genomi patogenti Se nabizi vice moznosti, jak
identifikovat protein, a dokonce i epitopy, které budou schopny vyvolat ochranou
imunitni reakci. Dnes je jiz mozné testovat jednotlivé antigeny patogenu jeden po
druhém. Tento postup zahrnuje systematické klonovani genii pro pfedpoklddané proteiny
vhodné k vakcinaci, pfipravu korespondujicich proteinti a zhodnoceni jejich vakcinacni

kapacity. (Nascimento and Leite, 2012)

2.1.2 Vyhody rekombinantnich proteini

VétSina soucasnych vakcin vdéci za svij uspéch schopnosti zacilit patogeny, které maji
nizkou antigenni variabilitu. To je pfipad napf. tetanu, zaSkrtu, spalnicek nebo hepatitidy
B. Usp&nymi vakcinami jsou ty, které dokazi vytvofit efektivni neutralizujici nebo
opsonizujici protilatky. Na druhou stranu, bunééné zprosttedkovanou imunitu efektivné
kontrolujici intracelularni patoge, které ve vétsiné pripadt zptisobuji chronické infekce,
oslabenych patogent, které jsou schopny vyvolat tento typ odpovédi, mohou byt zdrojem

potencialniho rizika. (Nascimento and Leite, 2012)

Vakciny s rekombinantnimi proteiny naopak umoziuji vyhnout se potencialnim
riziklim spojenym s vpravenim patogenti do organismu. Pikladem takovychto rizik mize
byt napt. zvrat toxoidl zpét na jejich toxigenni formu u vakcin proti tetanu nebo zaskrtu,
nebo vSeobecné reverze virulence pivodné oslabeného patogenu. Bezpecnost
rekombinantnich proteint je tedy jednou z hlavnich vyhod, oproti vakcinam klasickym.
V soucasnosti miizeme pro formulaci vakciny zaloZzené na rekombinantnich proteinech
pouzit poméerné velkou Skalu dostupnych korpuskularnich nosic¢i, které mohou vyznamné

zvysit imunogenicitu vakciny.(Nascimento and Leite, 2012)

2.1.3 Produkce rekombinantnich proteini

Produkci rekombinantnich proteinit ptfedchazi ptfiprava DNA templatu kodujiciho
rekombinantni protein a nezbytné piidané peptidy vcetné fuznich partnerti. Templaty,
které maji nejcastéji podobu plasmidu jsou ptipravovany pomoci technologie

molekularniho klonovani

13



Restrikéni enzymy S exo (Stépi na koncich DNA) nebo endonukledzovou (Stépi
uvnitf DNA) aktivitou slouzi k ziskdni pozadovaného DNA fragmentu. Po §tépeni mohou
vznikat tupé konce (v angl. jazyce blunt ends) nebo konce lepivé, ,kohezivni“ kdy
vznikaji piesahy (viz Obr. 1) Piikladem enzymu, které tvoii piesahy jsou EcoRI Xhol
nebo Nhel . Mezi enzymy, které tvofi tupé konce patii napt. ECORV nebo Smal.

Rozpoznavaci misto

|— Tupé konce

bez piesaht

Obrazek 1 Grafické porovnani koncti dvousroubovice DNA vzniklych po restrikénim Stépeni
enzymy tvoficimi lepivé nebo tupé konce. (Pfevzato a upraveno dle Gene Transfer | BioNinja)

Po ziskani cilového tseku DNA je nutné tento kus vlozit do ptislusného vektoru.
Tento proces vyuzivd enzymu DNA-ligasa, ktery ma schopnost katalyzovat tvorbu
fosfodiesterové vazby mezi 5” fosfatem a 3" hydroxylovou skupinou v DNA nebo RNA
fetézci. Vektor, do kterého je dany usek vkladan musi byt v ptipadé lepivych konct
oSetfen stejnymi endonukledzami, aby byly tyto piesahy vzdjemné kompatibilni.
Vysledkem je vznik plasmidu nesouciho zadouci gen, resp. geny. Takto pfipraveny
plasmid mlze byt vnesen do expresniho systému. V ptipad¢ této prace bude vyuzita

metoda transfekce. (Alberts et al., 2014)

2.1.4 Expresni systémy

Jako expresni systém oznacujeme hostitelské bunky, které vyuzivame k expresi

rekombinantnich proteinti. V soucCasnosti existuje poméerné velké mnozstvi expresnich
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systémd a je tedy nutné pti vybéru zohlednit pivod (eukaryoticky, prokaryoticky) naseho

proteinu, finanéni moznosti, ale také ¢asovou naroc¢nost.

Co styce prokaryotnich expresnich systémi, tak mezi pravdépodobné
nejvyuzivanéj$i patii bakterie. Nejcastéjsi z nich je E.coli, ktera je dobfe geneticky
prozkoumanym organismem. M4 vysokou vytéznost a jeji kultivace neni nepiimérené
finan¢né narocna. Mezi nevyhody patii omezeni v oblasti posttransla¢nich modifikaci a
zaroven hromadéni lipopolysacharidii, obecné znamych jako endotoxiny s pyrogennimi
ucinky v lidskych a jinych sav€ich organismech. Proteiny pouzivané pro terapeutické
ucinky musi proto byt dvoukrokové purifikovany.(Petsch and Anspach, 2000; Terpe,
2003; Mergulhao et al., 2005)

Mezi eukaryotické expresni systémy fadime mimo jiné kvasinky, hmyzi expresni
systémy, transgenni rostliny a zivocCichy a sav¢i tkanové systémy. Kvasinkové systémy
vynikaji nad bakterialnimi, co se schopnosti posttranslacnich modifikaci tyce. Ptiprava
systémy c¢astecné kombinuji vyhody jak prokaryotnich, tak eukaryotnich systémd.
Vneseni DNA do bunék hostitele zde probiha pomoci bakuloviru, coZ je velky hmyzi
dvouvlaknovy virus. Nevyhodou je ptiprava a udrzovani dostatecného mnozstvi virovych
¢astic. Naopak vyhodou tohoto systému je vysoka vytéZnost, posttranslacni modifikace a

neptitomnost endotoxint. (Verma, Boleti and George, 1998; Yin et al., 2007)

Expresnim systémem, ktery byl pouZit v této diplomové praci jsou savci tkanové
linie, a to hlavné z diivod ptipravy sav€iho proteinu. Tyto systémy pievazuji pti produkci
rekombinantnich proteinti v klinické sféte. Jednim z divod{i, pro¢ tomu tak je, je zajisténi
posttranslacnich modifikaci. Nevyhodou téchto systému je velka finan¢ni narocnost a
pomérné nizky vytézek. (Yin et al., 2007) V této praci byly pouzity linie lidskych
embryonalnich ledvinnych bunék HEK (293F). U tkanovych kultur je kladen velky diiraz
na asepti¢nost. Existuje mozZnost pfidani antibiotika, tento ptidavek ovS§em muliZe sniZovat
efektivitu n€kterych kroku, jako je napf. transfekce (Raska et al., 2010), a proto byly

kultury v této praci péstovany bez pridavku antibiotik.

Pti expresi proteinil je mozné pomoci sekrecniho signadlu umoznit sekreci hotového
proteinu do média. Z hlediska metodologického je purifikace takto sekretovanych
proteinti snaz$i. Zmédia Ize izolovat produkt napf. pomoci precipitatnich nebo

chromatografickych metod. Pokud neni protein sekretovan do média, je proces jeho
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purifikace slozitéjsi. Buitkky musi byt lyzovany za pomoci metod jako je napi. sonikace
ultrazvukem, nebo pomoci chemikalii ¢i enzymd. Pii lyze dojde K rozpadu bunék a
uvolnéni jejich obsahu. Soucasné s proteiny se vSak z buiiky uvolni 1 proteolytické

enzymy, jejichz u¢inkiim lze zabranit piidavkem inhibitora proteaz do lyza¢niho pufru.

2.2 Purifikace rekombinantnich proteini

Po ziskédni proteinu z expresniho systému je nutné ho purifikovat. Stejn¢ jako existuje
mnozstvi expresnich systémt, tak existuje i pomérn¢ mnoho purifikacnich technik. Pied
zvolenim vhodné techniky je rovnéz nutné objektivné vyhodnotit napf. rozpustnost,

stabilitu nebo i purifikacni vytézky.

2.2.1 Inkluzni téliska

Pii pouziti E.coli coby expresniho systému muze v nékterych ptipadech dojit k agregaci
exprimovanych proteini do tzv. inkluznich télisek. Proteiny, které se takto agreguji byvaji
v mnoha ptipadech ve $patné konformaci. Je tedy nutné tyto téliska rozpustit a proteiny
renaturovat, abychom ziskali jejich funkéni formu. Inkluzni téliska jsou uvolnéna 1yzi
bunék a nasledné denaturovana a rozpuSténa. Denaturované proteiny jsou poté prevadény
do nativnich podminek, aby byly tzv. renaturovany. Jednou z metod renaturace je napf.
dialyza. Ve formé& inkluznich télisek se exprimuji hlavné eukaryotické proteiny
v systémech E.coli. Tomuto jevu Ize pfedchazet bud’ expresi pii nizsi teploté anebo uzitim
vhodnéjsich expresnich systémul, napt. sav¢ich ¢i hmyzich.(Palmer and Wingfield, 2004;
Singh et al., 2015)

2.2.2 Afinitni chromatografie

Jedna se o nejefektivnéjsi chromatografickou metodu, kterd byva pouzZivéna i1 jako
samostatny purifika¢ni krok. Funguje na principu biochemické specifity dvojice latek,
jako je mnapf. antigen-protilatka, koenzym-enzym, enzym-substrat, nebo protein-
specificky ligand. (Zouhar, 1999) Pii chromatografii se Casto uziva specifickych znacek,
tzv. tagl, které slouzi kusnadnéni purifikace. Piikladem takovéto znacky je

I oligohistidinova kotva neboli HIS-tag.

Nejcasteji pouzivané usporadani oligohistidinové kotvy je Sestinasobné opakovani,
tedy Sest histidinii za sebou. Toto uskupeni poskytuje velmi silnou vazbu na nikl a

vzhledem ke své malé velikosti pfedstavuje pro buiiku pfi exprimaci témét zanedbatelnou
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metabolickou zatéz. Vyhodou této afinitni znacky je to, ze mize byt umisténa jak na C,
tak na N konec proteinu, piipadné i mezi dva funkéni bloky, za ptedpokladu ze zlstane
na povrchu slozeného proteinu. Interakce proteinu a matrice je zprostiedkovana pomoci
d-orbitali iontd pfechodnych kovi, které jsou neobsazené a vazou tak volné elektronové
pary zejména z atomu dusikti imidazolovych skupin histidind v proteinu. (Arnau et al.,
2006; Knecht et al., 2009)
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Obrazek 2 Znazornéni vazby oligohistidinové kotvy na matrici. Ligandem je v tomto piipadé
Ni2*. (Pfevzato a upraveno dle manualu k Ni-NTA Agarose, Quiagen)

Néplni v koloné pfi separaci nejcastéji byva agardza s navazanou polyadenatni
skupinou vazajici ion tézkého kovu. Jednou z dostupnych a ¢asto vyuzivanych néplni je
ta s kyselinou nitril-trioctovou (Ni-NTA), ale 1ze uzit i kyselinu imindioctovou.(Zouhar,
1999) Samotna jednoducha afinitni chromatografie vétSinou neposkytuje tak ¢isty protein
jako pfi pouziti jinych znacek, cozZ je zpisobeno navazanim dalSich proteint v lyzatu na
napln v koloné. K eluci proteinu z kolony mizeme vyuzit napt. roztoku imidazolu, ktery
s kovem, nebo je mozné pouzit chelataci kovu pomoci EDTA. (Bolanos-Garcia and
Davies, 2006)

Odstranéni afinitni znacky, resp. his-tagu, zavisi na tom, kde se tato kotva nachazi.
V piipad¢, Ze je na C-konci proteinu, Ize pouzit specifickych endoproteaz, tedy enzymt,

které Stépi urcitou sekvenci aminokyselin. Tyto enzymy navic snizuji vyskyt
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nespecifického Stépeni, ke kterému dochazi pii $t€peni proteinti chemickymi latkami.
Prikladem takovéto specifické endoproteasy je napt. enterokinasa, ktera rozpoznava
aminokyselinovou sekvenci Asp-Asp-Asp-Asp-Lys| X-, nebo napi. trombin identifikujici
sekvenci Leu-Val-Pro-Arg|Gly-Ser. (Arnau et al., 2006)

Vyse zminéna metalochelataéni afinitni chromatografie mitize byt pouzita
K purifikaci za tzv. nativnich nebo denatura¢nich podminek. Pii mirnych pufrovacich
podminkach a imidazolu jako soucast eluentu jsou ¢asto vysledkem biologicky aktivni
purifikacni produkty. Proteiny, které ziistavaji rozpustné v cytoplazmé nebo jsou
sekretovany mohou byt obvykle purifikovany za nativnich podminek, avSak v ptfipad¢, ze
je protein nerozpustny, agregovany v inkluznich téliscich (viz 2.2.1) nebo ma terciarni
strukturu ve které je zakryta oligohistidinova kotva, nelze purifikaci pfi nativnich
podminkach uzit.(Bornhorst and Falke, 2000; Spriestersbach et al., 2015)

V takovychto ptipadech je mozno vyuzit k purifikaci denaturaéni podminky. Ty lze
navodit za pouziti napt. 6M guanidinu nebo 8M mocoviny, tzv. chaotropnich ¢inidel.
Interakce matrice s oligohistidinovou znackou (viz Obr. 2) nevyzaduje specifickou
konformaci peptidové znacky, coz umoznuje efektivni purifikaci i za denaturacnich
podminek. Denaturacni podminky vSak mohou snizovat aktivitu fosfatiz a
proteolytickych enzymi. Pouziti mocoviny coby denaturacniho c¢inidla je casto
vyhodné&jsi vzhledem k tomu, Zze guanidin se pfitomnosti SDS srazi a interferuje tak
S naslednou SDS-PAGE analyzou. Proteiny purifikované za denaturac¢nich podminek
mohou byt nasledné tzv. refoldingem navraceny do aktivni formy.(Bornhorst and Falke,
2000; Spriestersbach et al., 2015)

2.2.3 Gelova filtrace

P11 gelové filtraci dochazi k separaci latek na zakladée odlisné molekulové hmotnosti. Tato
metoda je zalozena na principu bud’ definovanych nebo rizné velkych pora v gelu, kdy
malé molekuly vstupuji do pért difuzi a velké naopak pokracuji v priichodu kolonou.
Vstup proteinti do porit zplisobi zdrZeni, a proto se pro tuto metodu pouziva napf.
oznaceni zadrzovaci. PouZzivd se zvlast¢ pro oddéleni nizkomolekularnich a

vysokomolekularnich latek, napt. odsoleni.

Stacionarni fazi je kapalina nachazejici se v pérech gelu. NosiCem byva idealné

hydrofilni polymer s nulovym nabojem, ktery je pevny a inertni. V praxi to jsou zejména
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pfirodni polymery na zaklad¢ agarosy. Rozsah velikosti Castic, které 1ze na daném gelu
rozdélit je urcena velikosti pord. Mobilni faze byva isokratickd, jelikoz nedochazi ke
specifickym interakcim a viskozita mobilni fdze nesmi byt vyrazné vyssi nez mobilita
vzorku. Této metody se napi. vyuziva i pii ureni molekulové hmotnosti proteint

V nativnim stavu. (Hagel, 2001)

2.2.4 Dialyza

Pii této metodé se pracuje s dialyzaénim stiivkem, které se naplni dialyzovanym roztokem
a nasledné se vlozi do kadinky s dialyza¢nim roztokem. Diky difuzi nasledné dochazi
k pfesunuti nizkomolekularnich komponent do tohoto roztoku. Dialyzaéni stfivko je
nutné plnit jenom castecné, protoze do n¢j muze vstupovat rozpoustédlo a tim zvysit
objem stiivka. Dialyzaéni roztok vétSinou obsahuje pufr, ktery slouzi ke stabilizaci pH na
zadouci hodnoté. Rychlost difuze mizeme ur¢it Fickovym zakonem, podle kterého zalezi
na difuzni konstanté, koncentracnim gradientu a rovnéz na velikosti plochy, skrz kterou

difuze probiha.

Dialyza je pomérné¢ pomala metoda, trvajici az 24 hodin. Lze ji urychlit, pokud
vyménime dialyzacni roztok za novy. Ukonceni dialyzy pak lze stanovit méfenim
vodivosti dialyza¢niho roztoku. Materidlem pro vyrobu stiivek byva vétSinou celulosa a
velikost ¢astic, které propusti se pohybuje mezi 1-50 kDa. Dialyzy se da vyuziti v piipadé
zakoncentrovani makromolekularniho roztoku, a to diky polyethylenglykolu
Vv dialyza¢nim pufru. Dochazi k postupnému nasavani vody a zvétSovani jeho objemu.

(Raska et al., 2010)

2.2.5 Ultrafiltrace

Pti ultrafiltraci se pouzivda membran skladajicich se ze dvou vrstev. Prvni vrstva je
obracend smérem k ultrafiltrovanému roztoku. Tato vrstva je tenka a porovita, pri¢emz
pory maji pfesné urcenou velikost. Druhd vrstva je siln€jsi, rovnéZ porovita, pfi¢emz pory
jsou vétsi nez u vrstvy prvni a jejich velikost nemusi byt piesné definovana. Pii
sestavovani ultrafiltracniho apardtu je proto diilezita spravnd orientace. Komercné
dostupné membrany se v sou¢asnosti lisi jak hodnotou propustnosti (od 0,5 do 1000 kDa)

tak rovnéz 1 vyrobnim materidlem. Tim mutZe byt celulosa nebo rizné druhy polymert.
(Dhawan, 2015)
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Pti samotném procesu ultrafiltrace mize nékdy dojit k ucpani portt v membrang, a to
z toho divodu, ze i molekuly vét§i nez membrana propusti, jsou do téchto poéri
vtlaCovany. Tomuto jevu Ize zabranit pouzitim elektromagnetického michadla. Pro
urychleni celého déje se vyuziva tlaku, ktery tlaci rozpoustédlo pfes membranu. Ten se

vytvoii napf. pretlakem inertniho plynu (dusiku) nebo centrifugaci.

2.3 Vakcina proti HIV

Od objevu AIDS dosahlo Sifeni HIV rozmérti pandémie, coz piedstavuje ohrozeni
globalniho vyvoje 1 vefejného zdravi. Vyvoj bezpecné, dostupné, a hlavné ucinné vakciny
predstavuje nejvetsi nadéji pro budouci kontrolu. Ackoliv byl v poslednich letech u¢inén
velky pokrok v oblastech virologie, imunologie 1 patogeneze HIV/AIDS a vyvoji
antiretrovirdlnich 1é¢iv vSeobecné, vyvoj vakciny proti HIV stile celi piekdzkam a

vyzvam (Sifeji popsano v kapitole 2.3.3). (Girard et al, 2006)

Poprvé byla prvni faze klinické studie vedena v USA v roce 1987. Od té doby bylo
testovano pies pétatiicet potencidlnich vakcin ve vice nez 65 prvnich a druhych fazich
klinickych studii. Ty zahrnovaly vice nez 10 000 dobrovolnikti ve vice nez 10 zemich.
Celkem ttikrat byla dokonéena tieti faze klinické studie. (Cohen, 2003; Shin, 2016) Ke
konci roku 2016 byl celkovy pocet lidi (dospélych i déti) zijicich s HIV odhadnut WHO
na 36,7 miliond. Nejvice zasaZenou oblasti je stale subsaharskd Afrika. Zemé& vychodni
Evropy pak zazivaji zvySeni zejména kvuli uzivatelim injekéné podavanych drog.
(Girard et al, 2006)

2.3.1 Virus HIV

Virus lidské imunodeficience neboli HIV (z anglického human immunodeficiency virus)
byl objeven v roce 1983 a je puvodcem syndromu ziskané imunodeficience AIDS (z
anglického acquired immunodeficinecy syndrome). Jedna se o retrovirus vyznacujici se
vysokou variabilitou. Ta vznika v disledku neptesnosti reverzni transkriptazy a rovnéz
K tomu pfispiva imunitni systém hostitele, ktery svym jedinecnym chovanim podminuje

vznik novych variant HIV-1. (Michael, 1999)

Jednotlivé viriony HIV miizeme na zaklad¢ klasifika¢niho systému rozd¢lit do typt
a subtypu. V zakladé se HIV d¢li na typ jedna (HIV-1), ktery se §ifi v populacich
Simpanze ucenlivého a gorily obecné a je celosvétoveé rozsifenou variantou, a typ dvé

(HIV-2), ktery se $ifi v populaci mangabeje koutového a vyskyt tohoto typu mimo
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zapadni Afriku je vyjime¢ny (Lemey et al., 2003). V ramci HIV-1 existuji ¢tyfi skupiny:
M (z anglického major) hlavni skupina, O (z anglického outlier) vedlejsi skupina a
skupiny N a P, které jsou vzacné. Ve skupiné M nasledné rozliSujeme jesté subtypy a

nasledné i sub-sub typy. (GAC Blood, 2016)

Zralé infek¢éni HIV-1 je sféricka ¢astice, o praméru okolo 120 nm, ktera se sklada ze
dvou casti. Vné&jsi Casti je tzv. obal (viz Obr. 3) a uvnitf se nachdzi jadro
charakteristického konického tvaru. To obaluje virovou RNA, replika¢ni proteiny a ve
virionu se jich muze nachazet vice. Vytvofeni takovéto zralé infekcni Castice je
dvoukrokovy proces, kdy vypuci nezrala, neinfekéni ¢astice, kterd nasledné dospiva do
infekéniho virionu. Tvorba ¢astice vyzaduje transport polyproteinii do plasmatické
membrany, kde dochazi k asociaci s dalsimi virovymi a bunénymi komponentami a
vznikd pucici struktura. Viriony jsou uvoliiovany jako neinfekéni, obsahujici sférickou
vrstvu Gag polyproteinli pod virovou membranou. Nasledné, ¢innosti virové proteazy
dochazi k dospivani. Proteolytické Stépeni na definovanych mistech v urcitém potadi
vede k vytvoteni proteinti matrix (p17), kapsidovych (p24), nukleokapsidovych proteint
(p7), dvou mensich peptida a spojovaciho proteinu p6, ktery zajist'uje spojeni kapsidy a

matricového obalu. (Turner and Summers, 1999; Briggs et al., 2003)

Z hlediska problematiky feSené v této diplomové praci, jsou dilezité tzv. obalové
proteiny, jejichZ struktura je kddovana v genomu viru. Virion ziskava obal po odtrhnuti
z hostitelské bunky a cast hostitelské bunééné membrany na sebe vaze. Proto se na
povrchu kromé vlastnich obalovych proteinli vyskytuji také proteiny hostitele, napf.
ubikvitin nebo aktin (Arthur et al., 1992). Samotny obalovy protein Env se sklada ze Sesti
podjednotek, resp. tifi dvoupodjednotkovych komponent gpl20 a gp4l. Gp4l je
transmembranova cast, ke které je gpl120 nekovalentné pfipojena. Env je kodovan jako
jeden dlouhy protein gp160 a v tomto stavu je transportovan na povrch infikované buiiky.
Nasledné je gp160 stépen pomoci furinu a dalSich proteas. Env je vysoce glykosylovany,
obsahuje okolo jedenaosmdesati glykosyla¢nich mist na kazdém trimeru. Obalovy
glykoprotein je kli¢ovy pro vazbu a vstup virionu do bunky hostitele, kdy gp120 je
zodpovédna za vazbu na receptor (s prihlédnutim ke konformaci) a gp41 se podili na fuzi.

(Merk and Subramaniam, 2013)
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Obal HIV

( Glykoproteiny )

Obrazek 3 Grafické zobrazeni struktury virové ¢astice (Pfevzato z (U.S. Department of Health

and Human Services)

Dalsim typem proteintl, které virus imunodeficience tvoii jsou tzv. proteiny pomocné:

Nef — negativni faktor, N-terminadlni membranovy fosfoprotein,
pravdépodobné hraje roli pii bunééné apoptdze a zvySuje infek¢nost viru
Vif — vysoce konzervovany fosfoprotein, umoziuje proteasomem
zprostifedkovanou destrukci lidského antiviralniho proteinu (Stanley et al.,
2008)

Vpr — pravdépodobné hraje velkou roli pii replikaci viru a zda se, Ze
umoziuje integraci viralni DNA pozastavenim G2 faze

Rev — véaze se k virovému genomu, je dileZity pro syntézu hlavnich
virovych proteinl a nezbytny pro virovou replikaci

Tat — ma dlleZitou roli pfi regulaci reverzni transkripce, zejména pfi
ucinné syntéze virové mRNA a rovnéZ reguluje uvolnéni virionu
zZ infikované bunky

Vpu — je zapojen do CD4 degradace, zahrnujici ubikvitinacni cestu

a rovnéz se podili na uvolnéni virionu z infikované bunky

Shrnuto dle: (Nath, 2002; GAC, 2016)
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Uvnitt kapsidy se nachdzi tfi virové enzymy, katalyzujici jednotlivé procesy
probihajici v prubéhu replikaéniho cyklu viru. Reverzni transkriptdza (p66/p51, RT)
je enzym umoziujici reverzni transkripci virové RNA do provirové DNA. DalSim
enzymem je integraza (p38, IN), ktera zajist'uje spravnou integraci provirové DNA do
hostitelského genomu. Posledni je jiz vySe zminénd protedza (p9, PR), kterd

posttranslaéné §t€pi nove syntetizované fetézce za vzniku funkcnich virovych proteini.

Kromé enzymu se V jadfe nachdzi rovnéz virovd RNA, respektive dve totozné
jednovldknové molekuly. V bunce hostitelské mé genom formu dvouvlaknové DNA
molekuly. HIV ma tii zakladni geny od 5" konce smérem ke 3" konci. Jsou to gag, pol a
env, které koduji hlavni strukturalni proteiny a rovnéZz esencialni enzymy. Ty jsou

syntetizovany jako polyproteiny, které tvori proteiny Gag. (Epstein and Greene, 1991)

2.3.2 Vyvoj vakciny

Existuje n€kolik pftistupt, kterych lze uzit pfi ptipravé vakciny proti HIV. Dle Ahna
aSunga (2009), je mozné vyuzit kompletné inaktivovanou, oslabenou aktivni,
rekombinantni podjednotkovou, vektorem zprostfedkovanou nebo DNA vakcinu. Zadna
Z nich ovSem v organismu imunizovaného jedince nevedla ke tvorbé bnAbs, které jsou
Vv soucasnosti povazovany za nejlepsi strategii pii konstrukci vakciny proti HIV-1. Pokud
jde o imunogen, ktery by mél byt pouzit pro funkéni vakeinu, odpovéd’ je nasnadé. Jelikoz
jsou bnAbs cileny pouze proti antigennim epitopiim na vybézku HIV Env proteinu, ktery
je tvofen glykoproteiny gp120 a gp41, pak funk¢ni rekombinantni vakcina bude muset

byt zaloZena na glykoproteinové podjednotce.

Za pouiti stejného paradigmatu, na zakladé kterého doslo k vyvoji uspésné vakciny
proti hepatitidé B, byly pocatecni pokusy pfi tvorbé podjednotkové vakciny proti HIV
cileny na vyvoldni Env-specifické humoralni imunitni odpovédi za pouZiti
rekombinantné pfipravené podjednotky obalového proteinu Env, ktera vy¢niva z povrchu
virionu a oznacuje se gp120. BohuZzel vysledky klinickych studii prokazaly, ze protilatky
vyvolané¢ monomernimi gpl20 byly malo efektivni pfi pokusech o neutralizaci
primarnich izolatd HIV, ptedchazeni virové infekci 1 oddaleni progrese onemocnéni
(Flynn et al., 2005). V souasnosti je proto vyvijena snaha o tvorbu rozpustnych
rekombinantnich trimeri coby imunogenti, které by lépe simulovaly nativni strukturu

vybézku na Env. Dodnes bylo pfipraveno jiz velké mnozstvi takovychto molekul, avsak
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zadna z nich prozatim nebyla schopna vyvolat tvorbu bnAbs (Grundner et al., 2005; Li et
al., 2005; Kong a Sattentau, 2012).

Mimo protilatek, které by branily pfim¢ interakci Env s CD4, CCRS5 nebo CXCR4 je
nezbytné vzit v potaz i neutraliza¢ni protilatky namitené na N-glykany. N-glykany jsou
vzdaleny od CD4 vazebného mista a jsou soucasti glykosylac¢niho Stitu HIV Env. Podili
se na spravném slozeni podjednotky gp120, na navazani virionu k povrchu hostitelské
bunky a nepiimo ovlivituji bunéény piijem HIV-1. Nékteré¢ glykany by mohly HIV-1
chranit pied hostitelskymi neutralizujicimi protilatkami, zatimco nékteré predstavuji pro
neutralizujici protilatky cil. Pfi navdzani protilatky na takovyto glykan dojde ke zméné
konformace celého Env a tim rovnéz k nepfimému zablokovani interakce s receptory

CD4, CCR5 nebo CXCR4. (Raska a Novak, 2010)

Kromé¢ ptipravy imunogent schopnych navozeni tvorby bnAbs existuji i dalsi cile,
které by mély byt pfi snaze o vyvoj uspésné vakciny proti HIV stanoveny.

Dle (Burton et al., 2012) je Ize shrnout nasledovné.

Vzhledem k hlavnimu cili, kterym je vyvolani tvorby protilatek, nejlépe téch, co
neutralizuji Siroké spektrum variant HIV, je zapotiebi plné€ definovat protilatky a epitopy
asociovany s bnAbs. V idealnim ptipadé by bylo vygenerovano a charakterizovano
dostatecné mnozstvi bnAbs, které maji dostacujici redundanci pro rozpoznani epitopu,
abychom si mohli byt jisti, ze cely HIV Env byl pokryt. Z velkého mnozZstvi definovanych
bnAbs pak lze vybrat ty, které poskytuji nejlepsi ochranu.

Dal8im, vz dfive zminénym cilem je navrh, pfiprava a purifikace proteinové
vakcinacni podjednotky, kterd by byla stabilni a co nejvérohodné&ji imitovala ptirozenou
formu vybézku na Env. Soucasné je rovnéz za potiebi definovat glykosylaci Env
heterotrimeru. Ackoliv byl glykosyla¢ni profil rekombinantniho a nativniho Env
analyzovdn pomoci hmotnostni spektrometrie, uplné definovani mistn€ specifické
glykosylace prozatim nebylo mozné (Bonomelli et al., 2011; Go et al., 2011). Takovato
analyza by poskytla vhled do role specifickych glykant pti tvorbé protildtkovych epitopti
V kontextu gp120 monomerti a nativnich HIV Env trimerQ, coz mtze ptispét ke snaham
o zlepSeni designu imunogenu. Dal§im divodem, pro¢ je tfeba definovat glykosylaci
nativniho Env je zjiSténi, ze stejné rekombinantni gpl120 proteiny, které byly
exprimovany v ruznych, bézné¢ pouzivanych bunécénych liniich, byly glykosylovany

ruzné (Raska et al., 2010).
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V procesu vyvoje vakciny je rovnéz dulezité stanovit v jakém vztahu jsou antigenové
epitopy s B-lymfocyty, protoze porozumét tomu, jak imunitni systém rozpoznava a
zpracovava virové antigeny pro trvalou humoralni imunitu ma podle Cyster, 2010 zasadni
vyznam pii navrhu vakciny. Nyni je ziejmé, ze B-lymfocyty se mohou s antigeny potkat
a reagovat na né¢ pomoci mechanismu, které zavisi na povaze a velikosti samotného
antigenu, ale rovnéz napf. vramci bunky na misté, kde se antigen nachazi. U
lymfatickych uzlin naptiklad, vstupuji malé rozpustné antigeny do folikulti B-lymfocyta,
primarniho mista kde probiha aktivace B-lymfocytt, a to pomoci systému folikuldrnich
kanalkt (Roozendaal et al., 2009), zatimco Casticové antigeny jako jsou napf. viry a velké
imunokomplexy musi byt zachyceny subkapsularnimi makrofagy, aby byly do folikula
preneseny (Gonzalez et al., 2011). V piipadé HIV Env, zvlasté¢ po zvazeni velké
nestability vybézku na Env proteinu, je nejasné, které Env antigeny jsou prezentovany

B-lymfocytim a jak a kde k témto udalostem po infekci dochazi. (Burton et al., 2012)

Pfes mnoh¢é komplikace a vyzvy, kterym musime pifi snaze o vyvoj anti-HIV-1
vakciny Celit, nelze ftict, ze vSechny pokusy kon¢i neuspéchem. Dle
Rerks-Ngarm et al., 2009, uZz doslo k navozeni ¢aste¢ného protektivniho Géinku po
podani vakciny. Klinicka studie, pti které toho bylo dosazeno probihala v Thajsku a
ucastnilo se ji 16 402 osob z nichz 12 542 osobam byla podana vakcina. Vakcinaéni
protokol zahrnoval ¢tyfi davky rekombinantniho kanarypox viru ALVAC-HIV a
nasledovaly dvé davky rekombinantniho proteinu gpl120. Protektivni ucinek byl

pozorovan ve 26 % piipadu.(Rerks-Ngarm et al., 2009; Shin, 2016)

Podle poslednich publikaci se zda byt slibnym tzv. ,,germline cileni®, které by mohlo
byt Gspésné pii snaze o vyvolani bnAbs. Kritickym krokem je aktivace bnAbs prekurzort
B-lymfocytii, které maji potencidl, vyvinout se V B-lymfocyty schopné
produkovat bnAbs. (Medina-Ramirez et al., 2017) Bylo zjisténo, Ze odstranéni dvou
glykosylaénich mist umozni navazdni Env  glykoproteinu a  aktivaci
B-lymfocytd.(McGuire et al., 2013) coz poslouzilo jako prvni krok. Spravné navrzeny
protein se pak dokaze navazat na bnAbs prekurzory B-lymfocyt, a to i v kompetitivnim

prostedi dalSich bun¢k imunitniho systému. (Jardine et al., 2016)
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Obrazek 4 Schéma struktury Env vybézku. Vlevo je vyobrazena nativni struktura Env vybézku
ukotvena ve virové fosfolipidové membrané. Tento vybézek je tvofen trimernim povrchovym
glykoproteinem Gp120, ktery je ve struktufe zabarven zluté a trimernim transmembranovy
glykoproteinem gp41 &ervena a sacharidy jsou vyznaceny oranzové. Cast gp120 tzv. CD4 binding
site se selektivné vaze na protein CD4, ktery je vyznacen vpravo modrou barvou. Dojde ke zméné
tvaru gp120 coz umozni jeho navazani na druhy bunéény koreceptor, zesileni ptipojeni a vede
k fuzi. (Pfevzato z PDB databaze)

2.3.3 Obtize pti vyvoji vakciny

Proc¢ je tak tézké vyvinout vakcinu proti HIV? Pfirozena infekce HIV virem nevyusti ve
vymyceni viru imunitnim systémem hostitele a vyvojem pfirozené imunity vici reinfekci.
Navzdory intenzivni a konstantni imunitni odpovédi jak humoralni, tak rovnéz i buné¢né,
je virus schopen odolat eradikaci a pokracuje v redukci CD 4+ lymfocytt, coz vede
k rozvinuti AIDS. Piilezitost pro vakcinu je tedy velmi uzce limitovana na pocatecni
stadium infekce.(Gallo, 2005) HIV si rozvinulo nékolik mechanismi k obchazeni
hostitelské imunitni odpovédi veetné schopnosti regulovat molekuly histokompatibilniho
komplexu MHC I a tim minimalizovat jeho rozpoznani cytotoxickymi T lymfocyty

(CTL). (Goulder and Watkins, 2004; Feeney et al., 2005)

Dalsim otazkou pfi vyvoji efektivni vakciny je spravna konformace a stabilita
antigenu. Problém prameni z faktu, Ze obalovy glykoprotein viru zakryva konzervovany

receptor a koreceptor vazajici mista ve skulinach. Ta jsou maskovana hypervariabilnimi
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smyckami molekuly a glykanovymi rezidui.(Wyatt and Sodroski, 1998; Kwong et al.,
2002; Wei et al., 2003) Neutraliza¢ni protilatky indukované v odpovédi na gp120 jsou
primarné cileny proti témto hypervariabilnim smyckdm molekuly a pouze ziidka
rozpoznaji vazebné misto receptoru, coz ztézuje snahu o vytvoreni bnAbs (protilatky
neutralizujici Siroké spektrum variant HIV) proti primarnim izolatim viru od pacienti.
(Parren et al., 1999; Calarota and Weiner, 2003; Burton et al., 2004; Garber, Silvestri and
Feinberg, 2004)

Signifikantni piekazkou ve vyzkumu vakciny proti HIV je také slozitost vyvoje
vhodného zvifeciho modelu. Jedina zvitata nadchylna k experimentélni infekci HIV jsou
Simpanzi a makakové vepfi. Dalsi zvifeci model vyuzivany ve vyzkumu HIV vakein je
zalozen na pouziti SIV/HIV hybridnich virech, které byly vytvofeny, aby nesly env gen
z HIV-1 izolatu.(Girard, Osmanov and Kieny, 2006)

Opic¢im modeltim dale skodi fakt, Ze experimenty na jejichz zakladu lze zhodnotit
ucinnost vakcin vyzaduje vakcinaci zvifat velmi vysokymi ddvkami viru. Takto vysoké
davky jsou nutné pro dosazeni stoprocentni infekce kontrolnich zvitat ve skupiné
s placebem po jedné davce. AvSak vysoké davky rovnéz nekoresponduji s pfirozenym
vystavenim HIV u lidi. Také viry pouZivané pii experimentech se zvifecimi modely jsou
témét vzdy homologni k vakcing, coz sice poskytuje dobrou $anci na Gspéch, ale u lidi je

takovato situace nerealisticka. (Girard, Osmanov and Kieny, 2006)

2.4 Glykoprotein gp140 SOSIP

Tento rekombinantni konstrukt je ureny k co nejpfesnéjSimu napodobeni piirozene se
vyskytujici formy obalového glykoproteinu Env. Tento protein je tvoten sekvenci gp120
a sekvenci gp41 (viz Obr. 8). Ta je ale v tomto pfipadné zkracena o hydrofobni ¢ast
aminokyselinové sekvence, kterd& za nativnich podminek zajiStuje ukotveni
glykoproteinu ve fosfolipidové membrané ¢imz z néj Cini transmembranovy protein.

Zkracenim vznika sekvence gp20.

Diky odstranéni hydrofobni ¢asti ze sekvence a zaroven piipojeni sekre¢niho signalu
k N-konci se rekombinantni protein uvoliuje do média exprimujicich bungk (viz Obr. 8).
Tato modifikace vSak ovliviiuje stabilitu konstruktu gp140, coz vede k rozpadu na

individualni podjednotky, které nejsou imunologicky velmi vyznamné. Varianta SOSIP
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zachovava §tépné misto mezi sekvencemi gp120 a gp20 a vazba je navic stabilizovana

pfidanim aminokyselin tvoficich disulfidové mustky.

2.4.1 Coiled-coil motiv

Coiled-coil je superhelikalni proteinovy strukturalni motiv skladajici se ze dvou nebo vice
peptidi s konformaci a-helixu, které jsou okolo sebe vzajemné obtoCené a vytvari
superhelikalni strukturu. Kazdy helix je slozen z opakujici se heptady aminokyselin, které
jsou obvykle znacené (a-b-c-d-e-f-g) n, pficemz n znaci pocet opakovani. Na pozicich a
ad se obvykle nachazi hydrofobni aminokyseliny tvofici stfed. Pozice e a g byvaji
obsazeny polarnimi aminokyselinami, které mohou vzajemné mezi fetézci vytvaiet

elektrostatické interakce. (Mason and Arndt, 2004; Apostolovic, Danial and Klok, 2010)

2.5 Liposomy

Liposomy, kulovité ¢astice skladajici se z jedné nebo vice fosfolipidovych dvojvrstev
(vizObr 6.) byly poprvé popsany v poloviné Sedesatych let. V soucasnosti jsou
uziteCnym nastroje v mnoha odvétvich véetné biofyziky, chemie, biochemie, biologie
nebo napft. teoretické fyziky. Od dob svého objeveni se liposomy dostaly 1 na trh, a to
diky pokro¢ilym technologiim, kdy se ¢astice uzivaji jako nosic¢e aktivnich latek do mista
uréeni nebo nosice latek adjuvantnich. Diivody kjejich pouzivani jsou kromé
biokompatibility rovnéz jejich hydrofobni a zaroven hydrofilni povaha a velikost.
Vlastnosti liposomt se li$i na zakladé¢ jejich sloZeni, povrchového naboje, velikosti i
metody jejich pfipravy. Volba komponent dvojvrstvy urCuje i rigiditu, resp. fluiditu
membrany a jeji naboj. (Akbarzadeh et al., 2013)

2.5.1 Klasifikace liposomi

Vseobecné liposomy dosahuji velikosti od 20 nm do 100 um s lipidovou dvojvrstvou

silnou piiblizné 4 nm NejbéznéjSim parametrem pro klasifikaci liposomul je jejich

velikost a pocet lamel. RozliSujeme:

1. Malé unilamelarni vesikuly (small unilamellar vesicles) — liposomy s velikosti 10-
100 nm. Velikost se mize mirn¢ liSit podle lipidového slozeni membrany a také
dle iontové sily vodného média.

2. Velké unilamelarni vesikuly (largel unilamellar vesicles) — ¢astice jejichz velikost

se pohybuje v rozmezi od 100 do 1000 nm.
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3. Velké multilamelarni vesikuly (multilamellar vesicules) — na rozdil od dvou vyse
zminénych cCastic tyto obsahuji vétsi mnozstvi lipidovych dvojvrstev (lamel),
které byvaji koncentricky usporadany.

4. Velké multivesikularni vesikuly (multivesicular vesicles) — tyto ¢astice maji
rovnéz vetsi mnozstvi lamel, ov§em usporadanych nekoncentricky.(Sharma and

Sharma, 1997; Shaheen et al., 2006)

Lipidova dvojvrstva

l - Hydrofobni konce

Hydrofilni hlava

O

SUvV LUV MLV MVL

Obrazek 5 Grafické znazornéni vesikuli v zavislosti na velikosti a po¢tu lamel, véetné zobrazeni
detailu lipidové dvojvrstvy. Pievzato a upraveno dle (Salim et al., 2014)

Dale muzeme liposomy rozdé¢lit podle membranové struktury piip. povrchovych
modifikaci. Tyto Gpravy pak umoziuji €astice rizn€ vyuzit pii navrhovani systémui
K cilenému transportu latek k bunkam. Membrana muze byt modifikovana takovym
zpusobem, ze pii zmene teploty nebo pH zméni svou strukturu, coz mize byt vyhodou

napf. pfi cileni nddord, kde jsou podminky odlisné z diivodu omezeného prokrveni.
RozliSujeme:

1. Konvenéni liposomy (conventional liposomes) — liposomy tohoto druhu vykazuji
nespecifické interakce a byvaji labilni v séru.

2. Stéricky chranéné liposomy (stealth liposomes) — kvuli navazanym ligandim
(napt. polyethylenglykol, PEG, viz Obr. 6) na povrchu jsou v Krvi stabilngjsi a
mohou proto cirkulovat feciStém déle.

3. Cilené liposomy (targeted liposomes) — diky ligandim navazanym na povrchu,

vykazujicim specifickou interakci s povrchovymi strukturami bunck Ize
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dosdahnout cileného ptenosu latek. Piikladem takovychto interakci je
ligand-receptor nebo protilatka-epitop.

4. Kationické liposomy (cationic liposomes) — tyto liposomy jsou schopny
interagovat se zdporn¢ nabitou DNA. Pii elektrostatickych interakcich se tvoii

komplexy, tzv. lipoplexy. (Immordino, Dosio and Cattel, 2006)

<

&=
®) %

>

Obrizek 6 Castice liposomu. V pravém hornim kvadrantu A je zobrazen konvenéni liposom.
V kvadrantu B je znazorén stéricky chranény liposom. Kvadrant C znazortiuje liposom cileny a
V poslednim kvadrantu D je demonstrovana moznost jak nabitého, tak fluorescencniho liposomu.
Pievzato a upraveno dle (Monteiro et al., 2014)

(a) (d)

.C{):ﬁ\ Cholesterol

Y protilatka

(©) ? fluorofor

kladné nebo
zaporné nabity
lipid

2.5.2 Priprava liposomi

Ptiprava liposomalnich ¢astic je zaloZena na vlastnosti fosfolipidl pfirozené ve vodném
prostredi agregovat a tvorfit lipidovou dvojvrstvu. Pti reakci vody s fosfolipidovym
filmem dochéazi nejprve k formovani primérnich ttvard, které se nazyvaji fragmenty
fosfolipidové dvojvrstvy. Ty se nasledné premeéiuji ve vezikularni ttvary s riznou
minimalizaci interakce mezi témito hydrofobnimi ¢astmi fosfolipidi a molekulami vody.
V ptipadé¢ multilamelarnich vesikuli je vzdalenost jednotlivych lamel dasledkem
pusobeni pfitazlivych Van der Waalsovych a stérickych sil. (Turanek, 2016) Pted

piipravou je nutné zvazit pozadovanou strukturu liposomi a rovnéz jejich cilovou
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velikost. Na zdkladé¢ pozadovanych parametrii je pak tfeba zvolit vhodné stavebni

jednotky, které zajisti jak funkcnost, tak stabilitu vzniklych liposomt.

Obecny postup piipravy liposomti zahrnuje nékolik zdkladnich krokl, které

Akbarzadeh et al., 2013 shrnuje takto:

1. Vytvofeni lipidového filmu odpafenim organického rozpoustédla.
2. Piiprava vodné faze a hydratace (disperze) lipidi ve vodném médiu.

3. Purifikace vzniklych liposomalnich Castic a analyza vysledného produktu.
Metody piipravy lze na zaklad¢ zptsobu ptipravy do tfech zédkladnich kategorii.

e Mechanické disperzni metody — mezi tyto metody fadime sonikace, tfepani na
vortexu a vysokotlakéd homogenizace

e Detergentové dispersni metody — napt. disperze rozpusténého fosfatidylcholinu

e Metody zaloZené na odstranéni detergentu — reverzné-fazova evaporace nebo

injektdz

Témeét nejbéznéji vyuzivanou v laboratofich, je metoda hydratace lipidového filmu,
patfici do prvni skupiny. Principem je prvotni rozpusténi lipidi v org. rozpoustédle,
kterym muze byt chloroform nebo chloroform-methanol. Organické rozpoustédlo je
odpafeno napft. lyofilizaci nebo vakuovym suSenim a vznikly suchy lipidovy film je
nasledné hydratovan. Disperzi dochézi ke vzniku smési rizné¢ velkych multilamelarnich

nosicl, které se dale upravuji dle poZadované velikosti.
Mezi dal$i metody ptipravy liposomi patii:

e Sonikace — vyuziva se nejcastéji pro ptipravu SUV ¢astic. Hlavni nevyhodou je
velmi nizky wvnitini objem neboli enkapsulaéni ucinnost, moznd degradace
fosfolipidii a ptitomnost MLV soucasné s SUV.(Sahil et al., 2011)

e French-press — extruze MLV ¢astic skrz otvory French-press extrudéru. Oproti
sonikaci mé& nékolik vyhod a vysledné liposomy jsou spiSe vétsi nez SUV
ptipravené sonikaci. Nevyhodou je napft. t€zko dosazitelna vysoka teplota.

e Metoda zmrazeni a rozmrazeni — SUV jsou rychle zmrazeny a velmi zvolna
rozmrazovany. Vznik unilamelarnich liposomi je disledek fize SUV b&éhem

procesu zmrazeni a opetovného rozmrazeni. Nevyhodou je silnd inhibice metody
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zvySenym obsahem fosfolipidi a zvySenou iontovou silou média. Enkapsula¢ni
ucinnost je 20-30 %.

e Etherova injektaz — roztok lipida v diethyletheru nebo smési ether-metanolu je
postupné vstfikovan do vodného roztoku ktery mé byt enkapsulovan pii vyssich
teplotach nebo snizeném tlaku. Néasledné odstranéni etheru pomoci vakua vede ke

vzniku liposomu.(Patil and Jadhav, 2014)

2.5.3 Liposomalni nosice

Vyhodou liposomt je mimo jiné i to, Zze enkapsulované latky mohou byt jak lipofilni, tak
hydrofilni. V prvnim ptipadé se latky inkorporuji do lipidové dvojvrstvy a v piipadé
druhém se nachazeji ve vnitinim vodném prostredi. V zévislosti na moznostech ptipravy
(viz 2.5.2) vznikaji liposomy s odlisnymi vlastnostmi, které mohou ovlivnit mnozstvi
latky, kterou Castice muze obalit. Dalsi vlastnosti piedurcujici liposomy Kk vyuziti
Vv oblastech mediciny a farmacie je jejich jednoducha biodegradabilita a nizka toxicita.
Vzhledem k Sirokému spektru moznosti pfipravy existuje velka variabilita liposomd,
které muzeme ziskat a které nasledné¢ umozni cileny transport 1é¢iva do tkané ci
organismu. Mezi dal$i vyhody patii i snizovani nezadoucich ucinki 1é¢iv nebo schopnost

postupného uvoliiovani aktivni latky v organismu nebo tkani. (Eloy et al., 2014)
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1

3.1.1

3.1.2

Material
Biologicky material

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

Pacientské sérum — od pacientli nakazenych virem HIV-1 subtypem A/C, ktefi

Vv oblasti Mbeya (Jihozdpadni Tanzénie)

Chemikalie

293Fectin reagent (INVITROGEN, USA)

2-Log DNA Ladder 0,1-10 kb (NEW ENGLAND BIOLABS, USA)
2-merkaptoethanol (LACH-NER, Ceska republika)

agarosa (SERVA, Némecko)

alkalicka fosfatasa — CIP (NEW ENGLAND BIOLABS, USA)

ampicilin (SERVA, Némecko)

dihydrogenfosforeénan draselny (LACH-NER, Ceska republika)

dodecylsiran sodny — SDS (MERCK, Némecko)

ethanol 96% (VWR, USA)

enterokinasa (NEW ENGLAND BIOLABS, USA)

furin (NEW ENGLAND BIOLABS, USA)

fektin (INVITROGEN, USA)

GelRed Nucleic Acid Gel Stain (BIOTIUM, USA)

glycin (LACH-NER, Ceska republika)

HEK293F FreeStyle Expression Medium GIBCO (THERMO FISHER
SCIENTIFIC, USA)

HisPur Ni-NTA Superflow Agarose (THERMO FISHER SCIENTIFIC, USA)
hoveézi sérovy albumin — BSA (NEW ENGLAND BIOLABS, USA)
hydrogenfosfore¢nan disodny dodekahydrat (LACH-NER, Ceska republika)
chlorid draselny (LACH-NER, Ceska republika)
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chlorid sodny (LACH-NER, Ceska republika)

chlorid vapenaty (LACH-NER, Ceska republika)

imidazol (SIGMA ALDRICH, USA)

izopropanol (LACH-NER, Ceska republika)

kvasni¢ni extrakt (DUCHEFA, Nizozemi)

kyselina ethylendiamintetraoctova — EDTA (SIGMA ALDRICH, USA)

liga¢ni pufr T4 DNA (INVITROGEN, USA)

ledova kyselina octova 99,8% (LACH-NER, Ceska republika)

methanol (SIGMA ALDRICH, USA)

N’, N’, N’, N'-tetramethylethylendiamin — TEMED (SERVA, Némecko)
n-butanol (LACH-NER, Ceska republika)

optiMEM Reduced Serum Medium GIBCO (THERMO FISHER SCIENTIFIC,
USA)

pepton (DUCHEFA, Nizozemi)

peroxodisiran amonny — OMNIPUR (MERC, Némecko)

Precision Plus Protein ™ Dual Xtra Standards (BIO-RAD, USA)

Precision Plus Protein ™ Standards, unstained (BIO-RAD, USA)

protilatka anti HIV-1 gpl120 konjugovand s HRP, produkovand v kozach
(BIODESIGN INTERNATIONAL, USA)

protilatka monoklonalni anti-V5 konjugovana s HRP, produkovana v mysich
(SIGMA ALDRICH, USA)

protilatka anti-Human IgG y-chain konjugovana s HRP, produkovana v kozach
(SIGMA ALDRICH, USA)

pufr ¢. 4 (NEW ENGLAND BIOLABS, USA)

restrikéni endonukleaza EcoRl (NEW ENGLAND BIOLABS, USA)

restrikéni endonukleaza Xhol (NEW ENGLAND BIOLABS, USA)

restrikéni enzym Sacll (NEW ENGLAND BIOLABS, USA)

restrikéni enzym HindIll (NEW ENGLAND BIOLABS, USA)

SOC médium (INVITROGEN, USA)

T4 DNA ligaza (INVITROGEN, USA)

Tris base (OMNIPUR (MERC, Némecko)

Triton X-100 (SIGMA ALDRICH, USA)
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Tween-20 (CALBIOCHEM, USA)
ustalova¢ Manual Fixing Bath G354 (AGFA, Belgie)
vyvojka — Developer G150 (AGFA, Belgie)

Roztoky

10% roztok peroxodisiranu amonného — APS (1 g (NH4)2S20g + 10 ml dH20)
30% roztok akrylamid/bisakrylamid (SERVA) — 300 g akrylamid, 8 g
bisakrylamid v 1 | ddH20)

2x SDS nanaseci pufr redukujici (125mM Tris + 15,9% glycerol + 160mM SDS
+ 10% merkaptoethanol + 0,01% bromfenolova modf, pH 6,8)

2x SDS nanaseci pufr neredukujici (125mM Tris + 15,9% glycerol + 160mM SDS
+ 0,01% bromfenolova modf, pH 6,8)

4x Tris pufr pH 6,8 (0,5M Tris, 12mM SDS)

4x Tris pufr pH 8,8 (1,5M Tris, 12mM SDS)

barvici roztok — 10% k. octova, 70mM Commassie Brilliant Blue R-250
blokovaci pufr SUPERBLOK (1% BSA a 0,05% Tween v 1x PBS)

Fixac¢ni roztok — (25% isopropanol, 10% k. octova)

GelRed — pracovni roztok: 300 ml dH20 + 17,6 g NaCl + 60 ul GelRed Nucleic
Acid Gel Stain)

LB médium — 1% pepton, 1% NacCl, 0,5% kvasi¢ni extrakt

Odbarvovaci roztok — 5% methanol, 7% k. octova

PBS (137mM NaCl + 2,7/mM KCI + 3,7mM NaHPO4 - 12 H,O + 1,5mM
KH2POy4, pH 7,4)

PBST —0,05% Tween v 1xPBS

pufr adaptac¢ni (500mM NaH.PO4 + 1,5M NaCl + 100mM imidazol + 0,5%
Tween 20, pH 8)

pufr ,,binding* (50mM NaH>PO4 + 300mM NaCl + 10mM imidazol + 0,05%
Tween 20, pH 8)

pufr eluéni (50mM NaH2PO4 + 300mM NaCl + 200mM imidazol + 0,05% Tween
20, pH 8)

pufr ,,harsh® (20 ml SDS 10%, 12,5 ml Tris HCI, 0,8 ml 2-merkaptoethanol
Vv celkovém objemu 100 ml)

puft hybridizac¢ni (30mM hepes + 100mM octan draselny, pH 7,5)
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pufr ,,mild“ (15 g glycinu, 1 g SDS, 10 ml Tweenu v celkovém objemu 1 1,
pH=2,2)

pufr — nanaseci pro DNA (30% glycerol + 0,05% bromfenolova modf, vodny
roztok)

pufr pro EK (20 mM Tris-HCI, 50 mM NaCl, 2 mM CaCl2 pH 8.0)

SDS elektrodovy pufr (25mM Tris + 190mM glycin + 3mM SDS)

TAE pufr 50x (1,5M Tris, ImM k. octova, 0,1M EDTA, pH 8,5)

Tobwindv pufr (75mM Tris + 0,58mM glycin + 60% methanol)

Komer¢ni soupravy

NucleoSpin® Plasmid (MACHEREY-NAGEL, Némecko)

QIAgen EndoFree Plasmid Maxi Kit (QUIAGEN, USA)

QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN, USA)

SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate (THERMO FISHER
SCIENTIFIC, USA)

3.2 Pristrojové vybaveni

automatické mikropipety (THERMO FISHER SCIENTIFIC, USA)

automatické pipety 1-5 ml (THERMO FISHER SCIENTIFIC, USA)

blotovaci jednotka TRANS-6 SEMIDRY TRANSFER CELL (BIO-RAD, USA)
centrifuga CR 312 JOUAN (THERMO FISHER SCIENTIFIC, USA)

centrifuga MIKRO 22R (HETTICH ZENTRIFUGEN, Némecko)

centrifuga UNIVERSAL 32R (HETTICH ZENTRIFUGEN, Némecko)
centrifuga¢ni zkumavka pro zakoncentrovani — Amicon Ultra-4, 50K (MERCK,
Némecko)

elektricky zdroj pro blotovaci zatizeni 2197 POWER SUPPLY (LKB BROMMA,
Svédsko)

elektricky zdroj pro elektroforézu PowerPac Basic (BIO-RAD, Némecko)
elektricky zdroj pro elektroforézu PowerPac Universal (BIO-RAD, Némecko)
elektroforeticka komora a ptislusejici viko s elektrodami (BIO-RAD, Némecko)
elektroforeticka komora Owl Easycast Bl (THERMO FISHER SCIENTIFIC,
USA)
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elektroforetickd komora Owl Easycast B2 (THERMO FISHER SCIENTIFIC,
USA)

inkubator s aktivnim chlazenim MIR-153 (SANYO, Japonsko)

inkubator s CO2 MCO-15AC — SANYO CO; INCUBATOR (SANYO, Japonsko)
inkubétor termostat BT 120 M (LABO MS, Ceska republika)

kazeta pro expozici chemiluminiscenéniho signalu na film (EASTMAN KODAK,
USA)

lazen vodni s linearnim michanim (GFL, Indie)

laboratorni vahy 440-33N (KERN, Némecko)

laminarni box aura-VF48 (BIO AIR, USA)

laminarni box IC 212 JOUAN (THERMO FISHER SCIENTIFIC, USA)
mikrocentrifuga E-Centrifuge (WEALTEK, USA)

mikrovlnna trouba (SHARP, Japonsko)

mikroskop Opton Standard 20 (ZEISS-OPTON, Némecko)

michadlo magnetické — IKA big squid (IKA, Némecko)

pipetor FASTPETTE (LABNET, USA)

sérologické pipety (SARSTEDT, Némecko)

termoblok - block heater SBH130D STUART (THERMO FISHER SCIENTIFIC,
USA)

tiepacka KS 130 basic (IKA, Némecko)

tiepacka rolovaci rollermixer STR6D STUART (THERMO FISHER
SCIENTIFIC, USA)

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

PVDF membrana (BIO-RAD, USA)

fotograficky papir CL-XPosure Film (THERMO FISHER, USA)

Softwarové vybaveni

SnapGene® viewer

Molbio

ImageJ

Carestream M| Standard Edition™
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3.3 Metody

3.3.1 Priprava insertu

Navrh oligonukleotidd byl proveden v programu SnapGene viewer tak, aby vysledny
plasmid obsahoval v§echny cilové sekvence (viz Obr. 8). Po vytvoteni vysledné sekvence
byla syntéza oligonukleotidovych vlaken zadana firmé GeneriBiotech. Oligonukleotidy
o dané sekvenci (viz ptilohy) fosforylované na 5'koncich byly zpracovany nasledovné.
Po kratkém stoceni obou oligonukleotidovych pelet byl do mikrozkumavek ptidan
»Duplex‘ hybridiza¢ni puft, ktery poskytl vhodné pufraéni prostiedi a obsazena sl byla
nutna k hybridizaci. Oba oligonukleotidy byly nafedény na stejnou koncentraci. Obsah
obou mikrozkumavek byl nasledné smichan v poméru 1:1. Tento pomér je nutny
abychom zabranili pfitomnosti rezidudlnich jednovldknovych useki DNA. Smeés
oligonukleotidl byla v dal§im kroku zahfivdna po dobu 2 minut pii 94 °C a postupné
ochlazovana. Vyslednym produktem byla stabilni, dvouvldknovd DNA, ktera byla

nasledné¢ zamrazena a uchovana pro dalsi pouziti.

3.3.2 Restrikéni Stépeni v plazmidu

Pro restrikéni Sté€peni bylo tfeba pfipravit fedéni reakce. Vzorky byly pfipraveny za
sterilnich podminek, a to v laminarnim boxu. Celkovy objem restrikéni reakce byl 50 pl
a jednotliva reagencia jsou uvedena v tabulce €. 1. Restrikéni reakce probihala po dobu
dvou hodin pti 37 °C v inkubdtoru. V dalSim kroku byla ke smési pfidana fosfatasa (CIP)
na dobu 2 hodin, aby doslo k defosforylaci vektoru. Objem ptidaného enzymu byl nizsi

nez 10 % celkového objemu reakce, aby nedochézelo k nespecifickému Stépeni.

Tabulka 1 Objemy reagencii v restrikéni reakci vektoru

Reagencia Objem (ul)
DNA (1pg/ul) 3
pufr ¢. 4 5
EcoRl 1
Xhol 1
dd voda 40

Pro nanaseni vzorku byl pfipraven 1% agarosovy gel. Na pfedvazkach bylo navdzeno

0,7 g agarosového prasku. Toto mnozstvi bylo rozpusténo v 70 ml dH20 a rovnéz bylo
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pfidano 1,4 ml TAE pufru. Tento roztok byl v mikrovinné troubé pfiveden k varu.
Naésledovala kontrola uplného rozpusténi agarosového prasku a ptipadné opétovné vaieni
az do kompletniho rozpusténi. Roztok byl prelit do predpiipravené elektroforetické
komory s nachystanym hiebinkem, pro vytvofeni nanaSecich jamek. Gel tuhl pii

laboratorni teploté cca. 50 minut.

Restrikéni smési byly po skonceni inkubace smichany v poméru 5:1 s nanaSecim
pufrem (10 pl reakce a 2 pl pufru). Do jedné z jamek byl vzdy nanesen standard (5 pl) o
molekulové hmotnosti 0,1 — 10 kb (2-Log DNA Ladder) a do dal$ich jamek bylo nanaseno
12 pl smési vzorku a pufru. Vzorky byly déleny 50 minut pfi pracovnim napéti 130 V.
Po ukonéeni elektroforézy byly DNA fragmenty obarveny pomoci fluorescenéniho
interkala¢niho barviva GelRed, tiepanim gelu na laboratorni tiepacce po dobu min. 30
minut. Po barveni byl gel umistén do UV-transiluminatoru, kde byl za pomoci

M

laboratorniho softwaru Carestream MI Standard Edition™ pofizen snimek, resp.

elektroforetogram, ktery zobrazuje jednotlivé rozstépené fragmenty DNA.

3.3.3 Klonovani plazmidu

Pro ziskani plazmidu z agarosového gelu, byl pfedchozi experiment zopakovan. Pred
obarvenim byl vSak z gelu vyfiznut pruh obsahujici jak marker molekulové hmotnosti,
tak také rozstépenou DNA. Tento pruh byl obarven v GelRed barvivu a nasledné byla
pomoci UV-transiluminatoru provedena kontrola spravnosti roz§tépeni DNA, tedy na
fragment linearizovaného plazmidu a na vyStépeny fragment. Na zakladé UV zateni byl
na onom pruhu vyznafena vyska pruhu nesouciho linearizovanou DNA. PtiloZenim
tohoto k pruhu ke zbytku gelu, ktery rovnéz obsahoval rozdélenou DNA bylo mozné

detekovat a vyfiznout tuto DNA, aniz by doSlo k vystaveni barvivu nebo UV zafeni.

V dalsim kroku byla DNA purifikovana z gelového fragmentu, a to za pomoci
QIAquick® Gel Extraction Kit dle protokolu. Termoblok byl nastaven na 50 °C.
Vyftiznuty agarosovy gel byl zvazen, pfi¢emz vaha neptfesahovala 400 mg. Ke gelu byl
pfidan pufr o objemu trojnasobku hmotnosti gelu sprepoctem dle vztahu
100 pl =100 mg. Pro 400mg gel by to tedy bylo 1,2 ml komeréniho pufru QG.
Mikrozkumavka s gelem a pufrem byla inkubovana v termobloku pfi teploté 50 °C a
kazdé 2 minuty byl obsah zkumavky vortexovan pro lepsi rozpusténi gelu a uvolnéni
DNA. Nasledné byl k rozpusténému gelu pfidan isopropanol o objemu jednonasobku

hmotnosti gelu. Pro 400mg gel by to tedy bylo 400 ul isopropanolu. Na kolonku
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QIAquick spin column, kterd byla umisténa do sbérné mikrozkumavky byla nanesena
smés (max. 750 pul) a kolonky byly centrifugovany (1 min; 13000 RPM). Flow-through
bylo odstranéno. Na membrané kolonky ziistal precipitat DNA, ktery byl promyt 500 pl
QG pufru pti opakované centrifugaci (1 min; 13000 RPM) a nasledné promyvacim
pufrem PE s ethanolem (750 ul). Flow-through byl rovnéZ odstranén a byla provedena
jesté jedna centrifugace pro Uplné odstranéni promyvaciho pufru. Pro Gplné odpateni
ethanolu byla kolonka ponechana pii pokojové teploté po dobu 5 minut. Kolonka byla
prenesena do 1,5ml mikrozkumavky a na membranu bylo naneseno 30 pl sterilni H2O,
ve které se po centrifugaci (I min; 13000 RPM) nachazela purifikovana DNA. U
purifikované DNA byla zméfena koncentrace. Ziskany vektor byl nésledné pouzit pro

zaligovani inzertu.

Po ziskdni vektoru i inzertu byla provedena ligace a to za pomoci T4 DNA ligasy.
Celkovy objem liga¢ni reakce byl 20 ul. K vypoctu objemt byl pozit pomér 1:12 vektoru
Kk inzertu. Vysledna koncentrace inzertu v reakci byla 18,54 ng/ml. Objemy vsSech

reagencii jsou uvedeny v tabulce ¢. 2.

Tabulka 2 Pouzité objemy vSech reagencii pro ligaéni reakci

Reagencie ~ Objem (ul)

inzert 2,47

vektor 3,33
liga¢ni pufr 4
ligasa 1

dd voda 9,2

Z20 pl ligacni reakce byly pieneseny 2 pl do pfipravenych 50 pl DH5a
kompetentnich bunék a zbytek ligacni reakce byl zamraZen. Smés byla nésledné
inkubovéna na led¢ po dobu 30 minut. Kompetentni buiiky byly poté pieneseny na 30
s do termobloku, ktery byl pfedehiaty na presné 42 °C. Po rychlém zahtati byly pfeneseny
zpét na led a do smési v mikrozkumavce bylo ptidano 250 pul SOC média a smés byla

ponechana na tiepacce v inkubatoru po dobu 60 minut pii 37 °C.
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3.3.4 Transformace plazmidové DNA, nizkoobjemova produkce

Do velké nadoby byl piipraven 1 1 roztoku ristového LB média. Nadoba s médiem byla
poté sterilizovana v autokldvu a pienesena do laminarniho boxu, kde byl k obsahu ptidan
1 ml ampicilinu. Petriho misky byly naplnény médiem zhruba do poloviny a ponechany
ztuhnout. Na takto pfipravené misky s médiem byla nanaSena ligac¢ni reakce. Misky byly
pouzity dvé, pfi¢emz na jednu bylo naneseno 150 ul a na druhou 50 pl liga¢ni reakce. Ta
byla rovnomérné rozprosttena po celé ploSe kultivaéniho média. Bakterie byly

kultivovany ptes noc pfi teploté 37 °C.

Pro ptipravu bakteridlni suspenze bylo pfedem ptipraveno 11 sterilnich zkumavek,
pti¢emz kazda z nich obsahovala cca. 7 ml kultiva¢niho LB média. 10 zkumavek bylo
pomoci sterilnich $picek inokulovano 10 transformovanymi koloniemi (5 z jedné a 5 ze
druhé Petriho misky). 11. zkumavka nebyla inokulovana a poslouzila jako ptipadna
kontrola kontaminace. Cela tato prace byla provedena v lamindrnim boxu. Vsech 11

zkumavek bylo poté preneseno do inkubatoru, kde probihala kultivace ptes noc, pti 37 °C.

4 ml z celkového obsahu vSech 10 zkumavek byly po kultivaci centrifugovany pii
10 000 RPM po dobu 8 minut. Vyuzitim takového to mnozstvi byla ziskana dostate¢né
velka bakteridlni peleta na dné¢ mikrozkumavky. Z bakterii byla DNA izolovana pomoci

protokolu NucleoSpin® Plasmid.

Pro ziskani DNA z bunék byla nejprve provedena bunééna lyze a to ptidanim 250 pl
Al pufru K peleté, ktera byla dikladné rozsuspendovana. Nasledné bylo k obsahu
mikrozkumavky pfiddno 250 pl pufru A2 a obsah byl promichan pouze nékolikerym
otocenim zkumavky. Smés nebyla promichana na vortexu, aby nedochdzelo k poskozeni
genomické DNA. Cela smés byla nasledné inkubovéna pii laboratorni teploté po dobu 5
minut. Nasledné bylo ptidano 300 pl pufru A3 a smés byla dikladné promichana,
prevracenim mikrozkumavky. Obsah byl centrifugovan pii 13 000 rpm po dobu 5 minut,
aby doslo k vy¢isténi lyzatu (odstranéni precipitatu obsahujiciho genomickou DNA a
proteinové slozky). Po stoCeni byl supernatant nanesen pipetou na kolonku, ktera byla
soudasti NucleoSpin® Plasmid kitu a opét centrifugovan pii 13 000 rpm po dobu 1
minuty. Silikonovd membrana byla nasledné promyta 600 ul A4 pufru a stoena pii
13 000 rmp po dobu 1 minuty. Po odstranéni roztoku, ktery protekl, byla mikrozkumavka

op¢t centrifugovana a to pti 13 000 rpm/2 minuty. Pro eluci DNA byla pouzita sterilni dd
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H20. 30 ul dd H20 bylo naneseno na membranu, nechano odstat po dobu 3 minut pii RT

a nasledné stoceno 1 minutu/13000 rpm.

3.3.5 Restrikéni analyza, sekvenovani DNA

DNA, ktera byla z bakterii izolovéna, resp. vysledny plazmid byl ovéfen pomoci
restrikéni reakce s vyuzitim endonukleas ECORI a Xhol. Postup byl stejny jako v ptipadé
restrikéniho S$tépeni vektoru (podkapitola 3.1.2.) a objemy pro reakci jsou uvedeny
Vv tabulce ¢. 3. Celkovy objem reakce byl vSak na rozdil od pfedchoziho postupu 10 ul.
Vysledkem byl elektroforetogram, ktery potvrdil spravnost plasmidu.

Tabulka 3 Objemy a reagencia v restrikéni reakci pro kontrolu spravnosti plasmidu

Reagencia Objem (ul)
DNA (1pg/ul) 1
pufr €. 4 1
EcoRl 0,1
Xhol 0,1
dd voda 7,8

Po ovéteni spravnosti plasmidu pomoci restrikéniho Stépeni byla nasledné ovétrena
spravnost sekvence pomoci sekvenovani. Pro sekvenovani byl pfipraven vzorek
s koncentraci 500 ng DNA v 5 ul (0,1 pug/ul). Primery byly pfidany spole¢nosti SeqMe.
Jednalo se o primer CMV-F a BGH-R.

3.3.6 Transformace plazmidové DNA, velkoobjemova produkce

Poté co byla ovétena spravnost sekvence byla provedena velkoobjemova produkce DNA,
abychom ziskali co nejvétsi mnozstvi plasmidu. Z tohoto diivodu byl nasazen 1 1 bunééné
kultury, jejiz kultivace probihala ptes noc pii 37 °C. Ziskani DNA z bakterii bylo

provedeno pomoci QIAgen EndoFree Plasmid Maxi Kit.

Bakterialni kultura byla sto¢ena pti 10 000 rpm po dobu 10 minut. Vznikly pelet byla
nasledné rozsuspendovan v 10 ml pufru P1. Nasledné bylo pfidano 10 ml pufru P2 a smés
byla promichana oto¢enim (4 - 6x). Dale bylo pfidano 10 ml vychlazeného pufru P3 a

op¢ét promichéano nékolikerym otocenim. Bakteridlni lyzat byl 10 minut inkubovan pii
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laboratorni teploté a nasledné filtrovan. Ke zfiltrovanému roztoku bylo pfidano 2,5 ml
ER pufru, smés byla fadné promichana a 30 minut inkubovana na ledu. Na QIAGEN-tip
500 membranu byl nanesen bunécny lyzat. Membrana byla dvakrat promyta 30 ml QC
pufru a DNA byla vyeluovana 15 ml pufru QF. U Ziskané DNA byla nasledn¢ méfena
jak koncentrace, tak Cistota.

3.3.7 Transfekce bunék

Pro transfekci byla zalozena nova buné¢na kultura a byla kultivovana pfi teploté 37 °C
V termostatovaném inkubatoru. Pravidelné byla provadéna kontrola riistu pomoci pocitani
zivych buné¢k. Po nékolika dnech bylo z bunécné kultury do zkumavky odebrano 10 pl, které
byly smichdny s 10 pl trypanové modfi. 10 pl z této smési bylo nasledné naneseno do
Biirkerovy komurky. Vypocet bunék probihal ve ¢tvercich 1,3,7,9 viz Obr. 7. Bunky, které

byly na hranach byly pocitany pouze v piipadé, Ze se nachdzely na horni nebo levé hrané

HE B
fs]e
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Obrazek 7 Schéma Biirkerovy komiirky. Bunky byly pocitany ve ¢tvercich ¢islo 1,3,7 a 9 a
také na hranach ¢tvercti vyzna¢enych modie. llustrace: autor prace

étverca.

Vysledné mnozstvi bunék bylo Spocitano na zéklad¢ obecného vzorce:

pocet bunék na ul

plocha ¢tverce (mm?) - poCet uzitych Ctverca - hloubka ¢tverce (mm) - faktor fedéni

Z této rovnice stanovime pocet zivych bun€k na pl. V piipadé této prace byl vypocet
nasledovny:
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pocet bunék na ul
1-4-01-05

= pocet vitalnich bunék /ul

Pomoci téchto vypocti by pocet bunék v médi stanoven na 2 milionu bun¢k v 1 ml.
Optimalni poéet bun¢k na mililitr pro transfekci je 1 milion. Buné¢na kultura byla tedy

nafedéna na toto mnozstvi do celkového objemu 100 ml v poméru 1:1.

Pro kotransfekci byla do jedné zkumavky piipravena smés 1 ml OPTIMEMu a 62,5
ul fektinu. Ve druhé mikrozkumavce bylo smiseno 1 ml OPTIMEMu se 4,5 pl furinu a
14,2 ul DNA gp140 SOSIP P4W CC_EK. Vysledna koncentrace tedy byla 13ug/ul furinu
a 35,5 pg/ul plasmidu gp140. Ob¢ smési byly inkubovany 5 minut, nésledné¢ smiseny a
inkubovany po dobu 30 minut spole¢né. Ob¢ inkubace probihaly pti RT v laminarnim
boxu. Po uplynuti ptislusné doby byla vyslednd smés pfidana k nafedéné bunécéné kultuie

a inkubovéana po dobu 3 dni pii 37 °C.

3.3.8 Purifikace proteinu

Protein byl purifikovan ze supernatantu (diky sekre¢nimu signélu) pomoci Ni-NTA. 100
ml bunééné kultury bylo pieneseno do dvou 50ml centrifuga¢nich zkumavek a
centrifugovano 5 minut pti 1500 RPM. Supernatant byl nasledné odpipetovan a pfenesen
do ¢cistych zkumavek. K supernatantu byl piidan adaptaéni pufr v poméru 1:10
K supernatantu, tedy 4,5 ml a 100 ul Ni-NTA agarosy. Supernatant byl umistén na rotator
pomoci metalochelatani chromatografie s pouzitim kolon. Zkumavka se supernatantem
byla postavena do svislé polohy na 30-60 minut, aby doslo k usazeni Ni-NTA agarosy.
Supernatant neobsahujci agarosu byl ptfenesen do cisté zkumavky a supernatant
S usazenou agarosou byl nanesen na kolonu. Sesbirand frakce byla znacena jako ,,flow-
through®. Na kolonu bylo dale nanaseno celkem 15 ml ,,binding" pufru, pfi¢emz protekla
frakce byla znacena jako ,,wash*. Pro eluci proteinu byl pouzit elu¢ni pufr. Objem kazdé

z eluci byl 400 pl. Proces purifikace probihal v chlazeném prostiedi, pii teploté 5 °C.

Jednotlivé eluce byly nésledné zakoncentrovany. K zakoncentrovani byly pouZity
specialni centrifugacni zkumavky pro zakoncentrovani (centrifugal filter units < 50 kDa)
do kterych byly jednotlivé elu¢ni frakce piesunuty. Po centrifugaci byla kolona promyta
3x 2 ml pufru pro enterokinasu a zakoncentrovany protein byl pienesen do Cisté
mikrozkumavky. Celkovy objem zakoncentrovaného proteinu byl 200 pl.
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3.3.9 Stépeni enterokinasou

K roztoku zakoncentrovaného proteinu bylo piidano adekvatni mnozstvi enzymu
enterokinasy v zavislosti na koncentraci vzorku. Inkubace proteinu s enzymem probihala
pii 4 °C. Po uplynuti inkubacni doby byla smés pfenesena na centrifuga¢ni zkumavky pro
zakoncentrovani (centrifugal filter units < 50 kDa) a centrifugovana, aby doslo
k odstranéni odStépené ¢asti proteinu (V5 znacka a oligohistidinova znacka). Po
centrifugovani bylo na kolonu naneseno celkem 9 ml 1x PBS a protein zakoncentrovan

do celkového objemu 150 pl.

3.3.10 SDS-PAGE

Podlozni (spacery 0,75 mm) i kryci skla pro SDS-PAGE byla dukladné odmasténa
ethanolem, ocisténa destilovanou vodou a osusena bunicinou. Skla byla umisténa do
drzéku, ktery byl upevnén do stojanu. Pod skla byla vlozena guma, ktera branila protékani
gelu. Utésnéni skel bylo otestovano deionizovanou vodou, ktera byla nasledné odsata

filtraénim papirem.

Do plastovych zkumavek byly pfipraveny roztoky pottebné pro piipravu déliciho a
zaostfovaciho polyakrylamidového gelu. Pomér vSech reagencii pro 12% gel je uveden

v tabulce 4 pro délici a v tabulce 5 pro zaostiovaci gel.

Tabulka 4 Objemy reagencii pro pfipravu déliciho polyakrylamidového gelu

Reagencia Objem (ml)
30% A/B 5
Tris pufr pH 8,8 3,75
dd voda 6,25
APS 0,75
TEMED 0,15

Tabulka 5 Objemy reagencii pro pfipravu zaostfovaciho polyakrylamidového gelu

Reagencia Objem (ml)
30% A/B 1,3
Tris pufr pH 6,8 2,5
dd voda 6,2
APS 0,5
TEMED 0,1
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Persiran amonny a TEMED, ktera funguji jako polymeriza¢ni ¢inidla byla pfidana do
smési jako posledni, resp. tésné pred nalitim gelu mezi skla, aby bylo zabranéno
predCasné polymerizaci. Smén byla promichéna a pipetovana mezi pfipravena skla, do
vySe dvou tfetin. Na smés gelu byla nanesena tenka vrstva n-butanolu, aby byly
odstranény piipadné bubliny a nerovnosti. Gel byl ponechan pti pokojové teploté cca. 30
minut. VVrstva n-butanolu byla odstranéna filtra¢nim papirem a mezi skla byla pipetovana
vrstva gelu zaostiovaciho. Do gelu byly umistény 15-, nebo 10jamkové hiebinky

s tloust’kou 0,75 mm. Zaostfovaci gel byl ponechan pti pokojové teploté zhruba 30 minut.

Polyakrylamidové gely byly ve sklech umistény do drzaku v elektroforetické vané
tak, aby byly hfebinky smérem nahoru. Gely byly upevnény fixa¢nimi panty a zality
elektrodovym pufrem. Po vytazeni hiebinkti byly do vytvofenych jamek nandseny vzorky
a do jedné jamky byl rovnéZ nanesen marker molekulové hmotnosti. Elektroforeticka
komora byla uzaviena vikem s elektrodami pfipojenymi ke zdroji stejnosmérného

proudu. Pracovni napéti bylo nastaveno na 150 V.

Bromfenolovd modf, kterou obsahovaly vzorky byla indik4torem separace. Pii
nasledném pouziti geld pro metodu western-blotu byla modf vyplavena z gelu a separace
ukonc¢ena (70-75 min) odpojenim od zdroje. Elektrodovy pufr byl z komory vylit a po
vyjmuti skla s gely byly pomoci $pachtle skla oddéleny. Spachtli byl rovnéZ odstranén

zaostfovaci gel a délici gel byl umistén do Towbinova roztoku.

3.3.11Western-blot

Blotovaci papiry byly namoceny do Towbinova roztoku cca. 30 min pfed zacatkem
blotovani. PVDF membrana byla hydratovana methanolem asi minutu a poté stejnou
dobu oplachovéana v deionizované vod¢. Takto hydratovand membrana byla poloZena do
Towbinova roztoku. Do blotovaci jednotky byl pfipraven ,,sendvi¢® z jednotlivych
komponentti v potadi blotovaci papir, membrana, gel a blotovaci papir. Pravy roh
membrany byl oznacen tuzkou a cely sendvi¢ byl poskladan tak, aby mezi gelem a
membranou nebyly vzduchové bubliny. Na pfistroj byla umisténa katoda zakryta vikem.
Pracovni napéti bylo nastaveno na 20 V a proud na 250 mA s ¢asem transportu 90 minut.

Po skonceni pienosu byla membrana ptipravovana k imunochemické detekci.

Membrana, na které se nachazi pienesené proteiny byla umisténa do roztoku

1% BSA/PBS, aby doslo k tzv. zablokovani membrany, tedy snizeni nespecifické vazby
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protilatky. Membrana byla v tomto roztoku ulozena na 1,5 hodiny na tfepacku. Po
zablokovani membrany na ni byly pipetovany protilatky v odpovidajicim fedéni vici
BSA/PBST (Anti-V5-HRP 1:10000; antigp120 1:5000). Inkubace s protilatkou probihala
1,5 hodiny pii pokojové teploté, anebo pies noc pii 4 °C. Po odstranéni protilatek byla
membrana promyvana v roztoku PBST po dobu 30 min. Takto byla membrana promyta
3x. Po tomto promyvani byla membrana dvakrat promyta i v PBS a to rovnéz 30 min. Na
promytou membranu byla pipetovana smes chemiluminiscen¢nich substratii SuperSignal
West Pico v poméru 1:1. V této smési byla membrana inkubovana 5 minut. Po inkubaci
byla membrana vlozena do plastové folii ve fotografické kazeté a pienesena do temné
komory. Na membranu byl polozen fotograficky papir a kazeta byla uzaviena. Expozi¢ni
¢asy byly individudlni dle sily signalu a budou upfesnény ve vysledcich. Fotograficky
papir byl po expozici vyjmut a prenesen do vyvojky. Nasledné¢ byl oplachnut
Vv deionizované vodé¢ s kyselinou octovou a pfenesen do ustalovace minimaln¢ na 5 min.
Po ustéleni byl film pfenesen do destilované vody, jesté jednou oplachnut a nasledné

ususen.

V nékterych ptipadech byla membrdna po vyvolani tzv. stripovana, resp. byly
Z PVDF mebrany stazeny dfive navazané protilatky. Pfi stripovani membrany pomoci
,»mild* pufru, byla membrana v tomto pufru inkubovana po dobu 10 minut pfi laboratorni
teploté. Poté byl pufr odstranén a nalit Cerstvy, ve kterém byla membrana opét po dobu
10 minut. Nasledné byla membrana promyvana roztokem 1x PBS s 0,05% Tweenu a to
dvakrat po dobu 10 minut a poté rovnéZz dvakrat po dobu 10 minut v 1xPBS. Takto
pfipravend membrana byla dale inkubovana s blokovacim pufrem a nésledné ptislusnou

protilatkou.

Rovnéz bylo pouzito stripovani za pomoci ,,Harsh* pufru, kdy byl tento pufru
zahtivan do dosazeni teploty 50 °C a vlit do pevné uzaviratelné nadoby. Do pufru byla
vlozena membréna a pii 50 °C probihala inkubace na tfepace po dobu 45 minut.
Membréna byla po innkubace promyvana vodou a nasledné diikladné promyta v 1XPBS
s 0,05 % Tweenem. Takto pfipravend membrana byla vloZzena do blokovaciho pufru a

nasledn¢ inkubovana s pacientskym sérem.
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4 VYSLEDKY

4.1 Navrh plasmidu

' (zekvence pro enterokinasy)

¥Xhol
Sacll

Obrazek 8 Mapa plazmidu kédujiciho protein gp 140 P4W SOSIP: V map¢ plazmidu je svétle
modrfe vyznacen usek kodujici IgKH (sekrecni signal) a nasledné sekvence kodujici cilovy protein
gp140, skladajici se z glykoproteinu 120 (zluté) a zkracené casti gp41 (zelené). Ruzové je
vyznacen Usek kodujici sekvenci nasledné rozpoznavanou enterokinasou. Protein a sekvence pro
enterokinasu tvofi insert, ktery byl zaklonovan do pcDNA 3.1 vektoru a celkové ma plazmid 7547
bp. Zanim se nachazi sekvence pro V5 znacka a oligohistidinova znacka (riizove). Na mape jsou
rovnéZ vyznacena mista pro restrikéni endonukleazy (EcoRI a Xhol), kterych bylo v této praci
vyuzito. Zluté je vyznaden pocatek bakterialni replikace ori a zelené je vyzna¢ena oblast genu
ampicilinové rezistence AmpR

4.2 Restrikéni Stépeni vektoru
Byla provedena restrikce plasmidu gp140 SOSIP P4W SPM pomoci enzymu ECoRI a
Xhol za ucelem vystépeni SPM modulu z piivodniho plasmidu a ziskani linearizovaného

vektoru vhodného k budouci ligaci cilového inzertu obsahujiciho sekvenci pro

enterokinasu a coiled coil.
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Obrazek 9 Linearizace plasmidu gp 140 P4W SOSIP s SPM modulem pomoci restrikénich
endokuleas EcoRI a Xhol. Do prvni jamky, ktera na obrazku neni znazornéna, jelikoz byla
vyfiznuta, aby nedoslo k vystaveni DNA UV zafeni, bylo naneseno 50 ul smési barviva a
plasmidu. Do dalsi jamky bylo naneseno 7 ul DNA markeru pro rozliSeni bandl viz pravy
sloupecek obrazku. Do jamky posledni (viz jamka na obrazku vlevo) bylo naneseno 10 pl smési
DNA a markeru. Na elektroforetogramu jsou patrné tii bandy. Nejvrchnéjsi o velikosti cca. 8,3
kbp znaci nedostatecné nastépeny plasmid. Band pod nim, odpovida velikosti okolo 7,4 a znaci
tedy rozstépeny vektor (tento band byl také vyfiznut). Band nachdzejici se ve spodni casti
elektroforetogramu pfedstavuje oblast mezi restrikénimi misty EcoRI a Xhol, ktera byla
vystépena a obsahovala sekvenci pro SPM modul, o velikosti cca 750 bp.

Z elektroforetogramu je patrné, Ze se uspéSné podatilo dany plasmid linearizovat
pomoci restrikénich endonukleas. Diky enzymim EcoRI a Xhol byl ziskan vektor
s tupymi konci. Dle postupu viz kapitola 3.3.3, byla z agarosového gelu DNA ziskana
pomoci extrakce. U takto ziskané DNA byla zméfena pomoci pfistroje NanoDrop
koncentrace a Cistota. Vysledkem byl linearizovany plasmid o koncentraci 21 ng/ul a
cistoté O0.D.260/280 = 2,18.

4.3 Klonovani a amplifikace plasmidu

Po zaklonovani insertu do pcDNA 3.1 vektoru a ptipravé plasmidu obsahujiciho sekvenci
gpl140 SOSIP P4W nasledovanou sekvenci pro coiled-coil kotvu a enterokinasu byla
provedena transformace plasmidu do bakterii. Po nasazeni bakterii do média a inkubaci

bylo ziskano 9 zkumavek s DNA (viz 3.3.4.)
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Nasledné byla provedena kontrola ziskané DNA z bakterii, a to pomoci restrikénich
reakci. Nejdiive pomoci endonukleas ECORI a Xhol a poté jesté pomoci enzymi Sacll a
HindlIl.

10 kbp

w s O 0o

0,5

10,1

Obrazek 10 Restrikeni $tépeni vysledného plasmidu gp 140 P4W SOSIP CC_EK pomoci
endonukleas EcoRI a Xhol. Do prvnich deseti jamek bylo naneseno po 12 pl smési (10 pl
restrik¢ni reakce a 2 ul barviva) na jamku. Do posledni jamky byl nanesen 10 kbp marker (5 pl)
pro urceni velikosti bandi. Na elektroforetogramu se objevuji 3 bandy. Prvni band je ve vysSce
cca. 7,4 kbp a odpovida tedy vétsi Casti linearizovaného plasmidu. Slaby band v oblasti okolo 5
kbp znaci cirkularni DNA. Band nachazejici se ve spodni ¢asti elektroforetogramu pak odpovida
inzertu s velikosti 105 bazi.

Z vysledkl je patrné, Ze ve vSech zkumavkach byla DNA s cilovym plasmidem
gp 140 P4AW SOSIP CC_EK, resp. ze ve vSech bakteriich, které byly transformovany a
nasledné vybrany k vysazeni buné¢né kultury, doslo k produkci pravé tohoto plasmidu.
Pro opakovanou kontrolu byla provedena restrikce s enzymy Sacll a Hindlll. Sekvence
pro rozpoznani témito enzymy je rovnéz obsazena ve vektoru pcDNA 3.1 a tyto enzymy
byly vybrany proto, Ze restrikéni mista pro kazdy z enzymu jsou v plasmidu obsazena
pouze jednou, navic fragmenty vzniklé po Stépeni jsou dostate¢né velké a vzhledem ke

své velikosti zaroven na elektroforetogramu dobfte odlisitelné.
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Obrazek 11 Restrikéni Stépeni vysledného plasmidu gp 140 P4W SOSIP CC_EK pomoci
restrikénich enzymi Sacll a Hindl11. Do prvnich 9 jamek bylo naneseno 12 pl smési restrikéni
reakce a barviva na jamku. Do posledni jamky byl nanesen 10 kbp marker (5ul) pro nasledné
porovnani velikosti bandd. Vyssi band odpovida velikosti cca. 5413 bp, tedy velikosti predikované
pro t€zsi fragment a ten nizsi velikosti cca. 2134 bp, tudiz fragmentu leh¢imu.

Ve vysledcich elektroforetogramu byly ocekavany dva bandy, a to ve velikosti
5413 bp a 2134 bp vzniklé rozstépeni plasmidu enzymy Sacll a HindIIl. Prouzky, které
jsou na elektroforetogramu patrné, odpovidaji témto piedpokladdanym teoretickym
velikostem z ¢ehoz usuzujeme na spravnost pripraveného plasmidu gp 140 P4W SOSIP
EK_CC.

Po dvojim ovéfeni Stépeni plasmidu byla DNA poslana na osekvenovani, tedy piesné
ovéteni spravnosti obsazenych sekvenci, nikoliv pouze velikosti. Po ovéfeni spravnosti
sekvence byla provedena opétovna transformace bakterii, nasledovana velkoobjemovou
produkci plasmidu (viz 3.3.6) pii které byla snaha o ziskani co nejcistsi DNA v co
nejvyssi koncentraci. Pii nasledném meéfeni byla stanovena koncentrace DNA

s vyslednymi hodnotami 2,5 pg/ul a Cistotou 1,92.

4.4 Biosyntéza proteinu a purifikace

Protein byl exprimovan v bunkach HEK 293 FreeStyle. Pfi dostate¢ném mnoZstvi bunék
v kultufe (1 milion/ml), byly tyto bunky transfekovany pfipravenym plazmidem
gp140 SOSIP P4W CC_EK (viz 3.3.7.). Syntetizované proteiny byly sklizeny a nasledné
purifikovany ve dvou sériich. Po 3 a 6 dnech dle postupu viz podkapitola 3.3.8. Po
purifikaci byly eluce spolecné s flow-through a frakci wash analyzovany na

akrylamidovém gelu za pomoci barveni Coomassie Brilliant Blue.
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Obrazek 12 Purifikace proteinu gpl140 SOSIP P4W. Do prvni jamky byly naneseny 4 pul
standardu molekulové hmotnosti (M). Do nasledujicich jamek bylo vZzdy naneseno 8 pl smési
vzorku a 2x nanaseciho pufru (loading dye) v poméru 1:1. Ve druhé jamce je flow-through (FT),
dale WASH (W) a nasleduji eluce (E1-E4). Barveno CBB.

Exprimovany protein gpl40 SOSIP P4W s velikosti okolo 140 kDa je
charakterizovan bandem ve vysce cca. 120 kDa. To je zpisobeno redukénimi
podminkami, které §tépi disulfidovou vazbu a vznikd tak podjednotka gpl20 a
podjednotka gp20 spole¢né s coiled-coil kotvou, V5 znackou a oligohistidinovou
znackou, jejiz velikost odpovida cca. 35 kDa. Z obrazku ¢. 12 je rovnéz patrné, ze
nejvynosnéjsi byly prvni tf1 eluce. U zbylych dvou je vytéZzek minimalni. Veskeré eluce
ziskané z purifikaci byly nasledné zakoncentrovany do celkového objemu 200 pl.
Zakoncentrovany protein byl analyzovan pomoci metody western-blot a kvantifikovan

spole¢né s dal§imi vzorky ziskanymi v pribéhu nasledujici manipulace s proteinem.
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4.5 Kvantifikace proteinu
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Obrazek 13 Analyza gp140 SOSIP P4W pomoci SDS-PAGE s koncentracni fadou BSA. Do
prvni jamky byly naneseny 4 pl standardu molekulové hmotnosti (M). Do nasledujicich jamek
bylo vzdy naneseno 4 ul smési vzorku a barviva v poméru 1:1. 1-protein po S§tépeni EK
v redukénim prostfedi, 2-protein po St€peni EK, zakoncentrovany v redukénim prostredi, 3-
protein po Stépeni EK, zakoncentrovany v neredukénim prostfedi. Barveno CBB.

Po zakoncentrovani proteinu bylo tfeba odstépit V5 znacku a polyhistidinovou
znacku, které byly pfitomny pouze z divodu usnadnéni purifikace a identifikace.
K odstranéni byla vyuZita aminokyselinova sekvence pro enzym enterokinasu. Diky
enzymovému $tépeni touto proteasou bylo mozné ziskat protein gpl40 SOSIP P4W

pouze coiled-coil kotvou.

Pro stanoveni koncentrace vysledného proteinu ziskaného po $tépeni enterokinasou
(obrazek 13, drahy 2 a 3) bylo pouzito denzitometrické stanoveni s kalibra¢ni fadou BSA.
Akrylamidovy gel nabarveny CBB byl nafocen a obraz nasledné zpracovan pomoci
programu Image J. Vystupni hodnoty plochy pod kiivkou byly nasledn¢€ zpracovany
v programu MS Excel. Dle kalibra¢ni kiivky a ndsledné rovnice linedrni regrese byla
koncentrace vysledného proteinu stanovena na 0,75 pg/ul. Na obrazku ¢. 13 je také u
proteinti oSetfenych enterokinasou patrny prouzek o velikosti okolo 90 kDa, coz znaci, ze
u téchto proteinu dochézi k ¢aste¢né deglykosylaci, ¢i netiplné glykosylaci nebo Sté€peni
proteinu. Na obr. ¢. 14, ve draze ¢islo 1 a 2 u proteintl, které enzymem oSetfeny nebyly
se vSak tento band neobjevuje. K deglykosylaci dochazi tedy nejpravdépodobnéji

v disledku opakované manipulace s proteinem (zakoncentrovani, zména pufra apod.).
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Obrazek 14 Analyza gpl140 SOSIP P4W pi'ed a po oSetfeni enzymem enterokinasou
s koncentraéni Fadou BSA. Protein byl davkovan tak, aby byla vysledna koncentrace 0,5ug na
jamku a tato koncentrace byla ovéfena koncentracni fadou BSA. l-protein neoSetfeny EK
v neredukénim prostredi, 2-protein oSetieny EK v neredukénim prostiedi, 3-protein neoSetieny
EK v redukénim prostiedi, 4-protein oSetfeny EK v redukénim prostiedi. Barveno CBB.

Pro kontrolu Sté€peni pii dané koncentraci proteinu byly srovnany oSetiené a
neoSetiené protein v redukénim o neredukénim prostiedi. V drahach 3 a 4 1ze vidét posun
bandu z oblasti 35 kDa do oblasti 25 kDa. K tbytku molekulové vahy dochazi vlivem
odstépeni V5 a oligohistidinové znacky a cCasteéné deglykosylace zkracené casti
glykoproteinu gp20. V draze 4 je deglykosylace patrna z viditelného bandu ve vysce 90-
100 kDa.

4.6 Stépeni enterokinasou — optimalizace podminek

Pro dosazeni maximalni efektivity Stépeni enterokinasou byly stépené vzorky
vyhodnoceny western blot technikou s pomoci protilatky proti odstépené V5 znacce.
Tento pfistup umoznil kvantitativné vyhodnotit efektivitu §tépeni a nastavit optimalni
podminky. Vzorky proteinu gp140 SOSIP P4W CC_EK byly inkubovany s enterokinasou
pii 4 °C po dobu 70 hodin, pficemz po 24 a 48 hodinach byly odebrany alikvoty pro
analyzu. Ty byly nasledné smichany s 2xSDS v poméru 1:1 a zamrazeny v -20°C. Po
Stépeni byly vzorky analyzovany pomoci metody western-blot s protilatkou anti-V5-

HRP. Jako negativni kontrola byl pouzit protein gp140 SOSIP PAW CC_EK neoSetteny
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enzymem. Protilatka anti-V5-HRP se vaze na V5 znacku a Vv piipadé, Ze je tato sekvence
ve vzorku pfitomnd, je patrny signal. V ptipadé, Ze doslo k odstépeni a odstranéni
sekvence, prouzek proteinu bez V5 znacky nebude detekovan. Enzymatické Stépeni bylo
testovano v riznych prostfedich. Pokud by byly eliminovéany kroky zahrnujici pfevadéni
proteinu do dal$ich pufrt po purifikaci, ztraty by byly nizsi. Jak je vSak patrné z vysledka
(viz Obr. 15) v prostiedi imidazolu, ktery je obsazen v elu¢nim pufru vykazuje enzym
enterokinasa velmi nizkou aktivitu. Stépeni bylo proto testovano i v prosttedi 1x PBS
s ptidavkem vapniku, ktery je nutny pro spravnou funkci enzymu a pro porovnani i

Vv prostiedi pufru pripraveného specialné pro stépeni enterokinasou.

Obrazek 15 Optimalizace $tépeni enterokinasou. A) 1-EK + gp140 po 70 hod., 2-EK +
gp140 po 48 hod., 3-EK + gp140 po 24 hod., 4-EK + gp140 po 70 hod., 5-EK + gp140 po 48
hod., 6-EK + gp140 po 24 hod., 7-EK + gp140 po 70 hod., 8-EK + gp140 po 48 hod., 9-EK +
gp140 po 24 hod., 10-negativni kontrola. B) 1-EK + gp140 po 70 hod., 2-EK + gp140 po 48 hod.,
3-EK + gp140 po 24 hod., 4-negativni kontrola. Redéni protilatky (1:100000), expoziéni ¢as 5s.
Pacientské sérum pochazi od pacientd nakazenych virem HIV-1 subtypem A/C, ktefi v oblasti
Mbeya (Jihozapadni Tanzanie) nedostavaji antiretroviralni terapii. (Raska et al., 2014) Na
membranu bylo konkrétné uzito pacientské sérum s oznacenim P15 spole¢né s 1gG y-chain-HRP
coby sekundarni protilatkou.

Na obrazku 15 A v drahach 7-9 byly vzorky Stépeny v optimalnim pufru a doslo
K aplnému odstépeni V5 a oligohistidinové znacky u kazdého alikvotu. Eluéni pufr

(+2mM CaCly), ve kterém byl protein rovnéz $té€pen a ktery se uziva pii purifikaci

proteintl obsahuje imidazol. Ten, jak je vidét v drahdch 4-6 brani aktivit¢ enzymu. U
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dalsich reakci byl pak elu¢ni pufr nafedén s dd H2O v poméru 1:1. Jak je vidét, u vzorkt
je signal slabsi a doslo tedy k ¢asteénému odstépeni sekvence. Stépeni v prostiedi PBS
(obrazek 15 B) je dle signalu ¢asove zavislé a 24 hodin neni dostacujici Cas pro kompletni

odstépeni.

Specifikace enzymového $tépeni jsou shrnuty v nasledujici tabulce (Tabulka 6).
Koncentrace proteinu pred St€penim byla 1ug/ul. U vSech prostiedi byla koncentrace

vapniku 2 mM vychazejici z koncentrace vapniku v pufru pro EK.

Tabulka 6 Parametry enzymového §tépeni enterokinasou

Objem gp140 Objem Objem

RER G2 SOSIP (ul)  pufru (ul) reakce (ul) BN
1x PBS+CaCl; 5 35 40 5 U/0,2 ul
Elu¢ni pufr 1:1 +CaCl; 5 35 40 5U/0,2 ul
Eluéni pufr 1:2 + CaCl» 5 35 40 5U/0,2 ul
Pufr pro EK 5 35 40 5U/0,2 ul

V dal§im kroku byla z PVDF membry pouzité pro charakterizaci §tépenych proteinti
(viz Obr. 15) odmyta protilatka anti-V5 a membrana byla nasledné inkubovana se sérem
pacienta infikovaného virem HIV, ktery ma vysoké titry protilatek proti Env proteinu.
Naobrazku A i B se ve vySce 120 kDa nachdzi bandy signalizujici pfitomnost
glykoproteinu gp140 SOSIP. V poloze mezi 25-35 kDa u vzorki v prostiedi elu¢niho
pufru fedéného 1:1 s dd H2O a elu¢niho pufru neziedéného (drahy 1-6) Ize po srovnani
s neoSetfenym proteinem (draha 10) konstatovat, Ze nedoslo k rozstépeni, a to vlivem
inhibi¢niho ptsobeni imidazolu v elu¢nim pufru. Signal u vzorkl v prostfedi natedéného
pufru (drahy 1-3) je slabs$i coz znaci, Ze dochézi k slabé enzymové aktivité. K idedlnimu
Sté€peni, které je detekovatelné diky poklesu bandu z oblasti cca. 35 kDa do oblasti 20-25
kDa. dochazi v prostiedi EK pufru (drahy 7-9).

Na obrazku 16 B je ve drahach 1-3 protein oSetfeny enzymem v prostiedi 1x PBS
s pridavkem vapniku. Pfi srovnani vzorkl oSetfenych enzymem a negativni kontroly
(draha 4) je opét viditelny pokles vySky signdlu, znacici odstépeni sekvence V5 a

oligohistidinové znacky.
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Obrizek 16 Ovéreni enzymatického Stépeni metodou imunoblot s pacientskym sérem P15
A) 1-EK + gp140 po 70 hod., 2-EK + gp140 po 48 hod., 3-EK + gp140 po 24 hod., 4-EK + gp140
po 70 hod., 5-EK + gp140 po 48 hod., 6-EK + gp140 po 24 hod., 7-EK + gp140 po 70 hod., 8-
EK + gp140 po 48 hod., 9-EK + gp140 po 24 hod., 10-negativni kontrola. B) 1-EK + gp140 po
70 hod., 2-EK + gp140 po 48 hod., 3-EK + gp140 po 24 hod., 4-negativni kontrola. Red&ni
protilatky (1:100000), expozi¢ni Cas 5s.

Po optimalizaci byl enterokinasou oSetfen veskery exprimovany protein a dle
vysledkt optimalizace inkubovan s enzymem po dobu 48 hodin, aby doslo k odstépeni
vSech afinitnich znacek. Nasledné byly provedeny analyzy a srovnani pomoci metody

Western-blot za pouziti riznych protilatek.

Obrazek 17 Srovnani proteinu gp140 SOSIP P4AW CC_EK pi‘ed a po §tépeni enterokinasou
s detekei anti-gp120. 1-protein neosSetieny enterokinasou, 2-protein osetfeny enterokinasou pred
zakoncentrovanim, 3-protein oSetieny enzymem po zakoncentrovani v redukénim prostredi, 4-
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protein oSetfeny enzymem po zakoncentrovani v neredukénim prostfedi, 5- protein neosetfeny
enterokinasou, 6- protein oSetieny enterokinasou pied zakoncentrovanim, 7- protein oSetfeny
enzymem po zakoncentrovani v redukénim prostiedi, 8- protein oSetfeny enzymem po
zakoncentrovani v neredukénim prostiedi. Redéni protilatky 1:5000. Expozi¢ni &as 10 s.

V drahach 1, 2 a 3 na obr. 17, do kterych byly naneseny proteiny v redukénich
podminkach se nachazi prouzky odpovidajici 120 kDa. V drahach 2 a 3, je prouzek v
poloze 90-100 kDa znacici ¢astecnou deglykosylaci ¢i $tépeni jinou proteasou. Vzorek
ve Ctvrté drdze je analyzovan za neredukcénich podminek, nedochédzi tedy tadné
K rozdéleni trimerniho proteinu na jednotlivé podjednotky, a proto se pii analyzach casto

objevuje presné neohraniceny prouzek.

Obrazek 18 A) Analyza proteinu gpl40 SOSIP P4W pomoci metody imunoblot
s protilatkou anti-V5-HRP. 1-protein neoSetfeny EK v neredukénim prostiedi, 2-protein
oSetfeny EK v neredukénim prostiedi, 3-protein neosetieny EK v redukénim prostiedi, 4-protein
osetfeny EK v reduk¢énim prostiedi, vzorky byly nandSeny v mnoZzstvi odpovidajicim 200 ng
vzorku proteinu na jamku. Redéni protilatky 1:10000, expozi¢ni &as 3 s. B) Analyza proteinu
gp140 SOSIP P4W pomoci metody imunoblot s protilatkou anti-gp120. 1-protein neoSetfeny
EK v neredukénim prostfedi, 2-protein oSetieny EK v neredukénim prostiedi, 3-protein
neoSetfeny EK v redukénim prostiedi, 4-protein osetfeny EK v redukénim prostredi, vzorky byly
nanaseny v mnoZstvi odpovidajicim 200 ng vzorku proteinu na jamku. Redéni protilatky 1:5000,
expozicni ¢as 2 s.

V prvni draze obrazku 18 A se nachazi band ve vysce odpovidajici velikosti 140 kDa
a opét neni band ptfesné ohrani¢en. V draze druhé neni viditelny Zadny band, byl tam
nanesen protein po odstépeni sekvence V5 a oligohistidinové znacky. V draze €. 3 je
protein ktery nebyl oSetfen enzymem a je proto patrny vyrazny signal v oblasti 25-35
kDa. Mezi vzorky nanesenymi do druhé a tfeti drahy byla ponechéna volna jamka, aby
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se zamezilo ptipadné nezadouci redukci proteinu u vzorki v neredukénim prostiedim. Po
analyze byla membrana stripovana a analyzovana S protilatkou anti-gp120 aby byla

prokazana pritomnost proteinu ve v§ech analyzovanych vzorcich (viz Obr 18 B).

V drahach 1 a 2 obrazku 18 B jsou vidét prouzky odpovidajici cca. 140 kDa a tedy
glykoproteinu gp140 SOSIP P4W s coiled-coil kotvou. Ve tieti a Ctvrté draze jsou
proteiny Vv redukénim prosttedi a prouzek odpovida zhruba 120 kDa. U proteinu
neoSetiené¢ho (3) a oSetieného (4) lze pozorovat zménu v intenzité signalu. Protein
oSetfeny enzymem se castecné deglykosyloval ¢i Stépil, a proto je signal i ve vysce 90-

100 kDa.

59



5 DISKUZE

HIV virus je pri¢inou syndromu imunodeficience AIDS, a i dlouho po jeho objeveni stale
nebyla vyvinuta efektivni vakcina. Podle soucasnych poznatkli o protekci by méla
vakcina vyvolat tvorbu protilatek, schopnych neutralizovat Siroké spektrum variant HIV-
1 v populaci (tzv. bnAbs). Do hostitelské buiiky se virus dostane diky navazani Casti
glykoproteinu Env, podjednotky gp120, na CD4 receptor a nasledné fuzi za kterou
zodpovida dalsi podjednotka Env, gp41 (Kovacs et al., 2014). VVzhledem k tomu, jsou
neutralizacni protilatky cileny na tyto podjednotky.

Mezi komplikace branici konstrukci efektivni HIV vakciny patii vysoka variabilita
Env glykoproteinu. Dalsim problémem je omezend schopnost naivnich B-lymfocytt
vazat vakcinacni antigeny a po maturaci dat vzniknout bnAbs podobné tém které byly
identifikovany u dlouhodobé odolnych jedincti. V neposledni fadé¢ musi byt antigen
v konformaci shodné s konformaci jakou Env zaujima na povrchu virionu, aby obsahoval
spravné protektivni epitopy pro neutralizaci. Env antigen je stabilni na povrchu virionu,
ale sam o sob¢ stabilni neni a je proto nutné ho stabilizovat, aby byl co nejpodobné;jsi své

nativni formé.

Jednou ze soucasnych cest vedoucich stabilizaci biologicky relevantni konformaci je
modifikace proteinu gp140 oznacovana jako SOSIP, kdy je protein stabilizovan pomoci
zamé&rn¢ vnesenych cysteint vytvaiejicich disulfidicky mustek a zaménou aminokyseliny
izoleucin za prolin v oblasti blizké mistu §t€peni prekurzoru gp160 na podjednotky gp120
a gp4l (Sanders et al., 2002). Protein trimerizuje a zaroven je solubilni (Sanders et al.,
2013). Se stabilitou proteinu souvisi i jiz zminiované spravné slozeni proteinu, které je
ovlivnéno glykosylaci a mize byt ovlivnéno |1 piipojenim dalSich sekvenci
napt. coiled-coil kotvy. Cilem prace bylo pfipravit rekombinantni glykoprotein gp140
SOSIP obsahujici kotvu typu coiled-coil a zakladni charakterizace proteinu. Pro
experimentalni ¢ast byla pouzita varianta glykoproteinu Env identifikovana u pacienta

nachazejiciho se v chronické fazi infekce HIV-1 subtypu B.

Pro odstranéni pomocnych znacek (His a V5) ve struktuie proteinu byl vyuzit enzym
enterokinasa, ktera je pro tyto ucely ¢asto vyuzivana podobné jako trombin (Waugh,
2011). Ke stépeni dochazi v prostiedi vhodném pro tento enzym, do kterého musi byt

protein preveden. Pii manipulaci s proteinem vsak vétSinou dochazi k nezadoucim
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ztratdm a idedlni by proto bylo minimalizovat pfevadéni proteinu do dalSich roztoki.
Eluéni pufr pouzivany pfi purifikaci vSak obsahuje imidazol, ve kterém je enterokinasa
témef inaktivni. Jak ale ukézaly vysledky, je mozné provést enzymatické Stépeni
v prostiedi 1x PBS s ptidavkem vapniku bez nutnosti pievedeni proteinu do pufru pro
enterokinasu a az nasledné¢ do 1xPBS. Omezenim nadbytecné manipulace se rovnéz

muzeme vyvarovat ¢aste¢né degradace ¢i deglykosylace proteinu.

Ptipraveny antigen je pouzitelny nejen pro pfipravu vakciny, ale rovnéz umoziuje
srovnanim s analogickym proteinem z akutni faze HIV infekce studovat napt. rozdil mezi
glykosylaci ¢asné a pozdni varianty Env u téhoz pacienta, rozdily mezi stabilitou
jednotlivych rekombinantnich Env proteint, rozdily v reaktivit¢ cCasné a chronické
varianty Env s riznymi mononuklearnimi protilatkami, rozdily ve vazbé sér HIV-1
pozitivnich pacientl a rozdily v indikované imunitni odpovédi experimentalnich zvifat
po razné kombinaci Env z ¢asné a pozdni faze Ci variant s cilené¢ modifikovanou
glykosylaci. Protein pfipraveny V rdmci realizace pfedlozené diplomové prace byl jiz pro
uvedené imunizacni experimenty pouzit a kratka budoucnost n¢kolika tydni ukaze
biologicky dopad a potvrzeni €1 vyvraceni hypotéz, které jsou s jeho pomoci nyni

testovany.

Nejvétsim tspéchem v oblasti vyvoje vakciny proti HIV je klinicka studie, ktera
prokazala cca. 30% ucinnost. (Rerks-Ngarm et al., 2009). Ackoliv se stale zlepSuje
napodobeni nativni formy Env glykoproteinu z hlediska multimerizace, konformace atd.
jak demonstruje pravé modifikace SOSIP, otazkou zlstavaji postupy, které stimuluji
naivni B-lymfocyty k tvorbé bnAbs. V této oblasti zaznamenal posledni vyzkum znacény
pokrok a zda se, Ze detailni imunologické a proteinové strukturni analyzy vyty¢€ily cestu

k ptipraveé Gspésné vakciny, ackoliv dosud otestované pouze na zvifecim modelu.
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6 ZAVER

Diplomova prace se zabyvala problematikou rekombinantnich proteind, jejich ptfipravou
a metodami purifikace. Déle popisem viru HIV a moznosti vyvoje vakcin v¢etné zminek
o prekazkach, které tomuto vyvoji stoji v cesté. Posledni ¢ast literarni reSerSe byla

vénovana liposomum, jejich charakterizaci, metodam ptipravy a vyuziti.

V experimentalni ¢asti byl navrhnut plasmid kédujici protein gp140 SOSIP P4W s
coiled-coil kotvou, V5 a oligohistidinovou znac¢kou. Tento plasmid byl pfipraven
metodou molekularniho klonovani z plasmidu obsahujiciho SPM modul. DNA byla
osekvenovana a plasmid amplifikovan. Transfekovdna byla eukaryotickd bunécna linie
HEK 293F. Rekombinantni protein gp140 ve varianté SOSIP byl uspé$né purifikovan
metodou metalochelatacni chromatografie a charakterizovan pomoci metod SDS-PAGE
a Western blot. Pro odstépeni pomocnych znaéek byla pouzita pfedem inkorporovana
sekvence rozpoznavana enterokinasou. Pro $tépeni je nutné protein prevést do vhodného
prostiedi, coz ma za nasledek ztraty proteinu a jeho ¢aste¢nou deglykosylaci. Z téchto
divodt byla metoda optimalizovana pro riizna prostedi. Protein ziskany po odstépeni
pomocnych znacek je nyni ptfipraven k dal§im analyzam nebo ptipravé vakcin pomoci

navazani na proteonanoliposomy.
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8 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

AIDS acquired immunodeficiency syndrome
bnAb broadly neutralizing antibody
CBB Coomassie Blue Brilliant

env/Env envelope gene/obalovy glykoprotein
EDTA ethylendiamintetraoctova kyselina
Gag virovy protein

Gag group specific antigen gene
gp120 glykoprotein 120

gp4l glykoprotein 41

gpl160 glykoprotein 160

HBV hepatitida B

HIV human immunodeficiency virus
HEK human embryonic kidney

HRP horseradish peroxidase

LUV velké unilamelarni vesikuly

MLV multilamelarni vesikuly

pl7 matricovy protein

p7 nukleokapsidovy protein

p9 virova proteasa

p24 kapsidovy protein

p38 virova integraza

p51/p66/RT  virova reverzni transkriptaza

SDS-PAGE  polyakrylamidova elektroforéza s dodecylsiranem sodnym

PBS Phosphate buffered saline

PEG polyethylenglykol

SUvV malé unilamelarni vesikuly

Pol DNA polymerase gen

WHO svétova zdravotnickd organizace
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9 PRILOHY

Néavrh oligonukleotidt:

Forward:
5’AATTCGTGGCAGCGCTGAAAGAGAAGGTTGCGGCCTTGAAAGAGAAGGTGGCGG
CACTGAAAGAAAAGGTCGCCGCTCTGAAAGAGAAGGATGACGATGACAAGC 37
Reverse:
5'TCGAGCTTGTCATCGTCATCCTTCTCTTTCAGAGCGGCGACCTTTTCTTTCAGTGC
CGCCACCTTCTCTTTCAAGGCCGCAACCTTCTCTTTCAGCGCTGCCACG 3°

Sekvence plasmidu:

GACGGATCGGGAGATCTCCCGATCCCCTATGGTCGACTCTCAGTACAATCTGCTCTG
ATGCCGCATAGTTAAGCCAGTATCTGCTCCCTGCTTGTGTGTTGGAGGTCGCTGAGT
AGTGCGCGAGCAAAATTTAAGCTACAACAAGGCAAGGCTTGACCGACAATTGCAT
GAAGAATCTGCTTAGGGTTAGGCGTTTTGCGCTGCTTCGCGATGTACGGGCCAGAT
ATACGCGTTGACATTGATTATTGACTAGTTATTAATAGTAATCAATTACGGGGTCAT
TAGTTCATAGCCCATATATGGAGTTCCGCGTTACATAACTTACGGTAAATGGCCCGC
CTGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCAATAATGACGTATGTTCCC
ATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGTGGACTATTTACGGTA
AACTGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTACGCCCCCTATTG
ACGTCAATGACGGTAAATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTATGG
GACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCATGGTGATG
CGGTTTTGGCAGTACATCAATGGGCGTGGATAGCGGTTTGACTCACGGGGATTTCC
AAGTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGAGTTTGTTTTGGCACCAAAATCAACGGG
ACTTTCCAAAATGTCGTAACAACTCCGCCCCATTGACGCAAATGGGCGGTAGGCGT
GTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTCTCTGGCTAACTAGAGAACCCACTGC
TTACTGGCTTATCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGAGACCCAAGCTGGCTAGT
TAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCGCCGCCACCATGGTGCTGCAGACCCAGGTGT
TCATCTCCCTGCTGCTGTGGATCTCCGGCGCCTACGGCGAGAACCTGTGGGTGACC
GTGTACTACGGCGTGCCCGTGTGGAAGGAGGCCACCACCACCCTGTTCTGCGCCAG
CGACGCCAAGGCCTACGACACCGAGGTGCACAACGTGTGGGCCACCCACGCCTGC
GTGCCCACCGACCCCAACCCCCAGGAGGTGGTGCTGGAGAACGTGACCGAGAACTT
CAACATGTGGAAGAACAACATGGTGGAGCAGATGCACGAGGACATCATCAGCCTG
TGGGACCAGAGCCTGAAGCCCTGCGTGAAGCTGACCCCCCTGTGCGTGACCCTGAA
CTGCACCAACGTGAACGTGACCAACCTGAAGAACGAGACCAACACCAAGAGCAGC
AGCGGCGGCGAGAAGATGGAGGAGGGCGAGATGAAGAACTGCAGCTTCAACGTGA
CCACCCTGATCAGAAACGAGAGAAAGACCGAGTACGCCCTGTTCTACAAGCTGGAC
GTGATGCCCATCGACAACGACAACACCAGCTACACCCTGATCAACTGCAACAGCAG
CACCATCACCCAGGCCTGCCCCAAGGTGAGCTTCGAGCCCATCCCCATCCACTTCTG
CGCCCCCGCCGGCTTCGCCATCCTGAAGTGCAACGACAAGAAGTTCAACGGCACCG
GCCCCTGCAAGAACGTGAGCACCGTGCAGTGCACCCACGGCATCAGACCCGTGGTG
AGCACCCAGCTGCTGCTGAACGGCAGCCTGGCCGAGGAGGACATCGTGATCAGAA
GCGAGAACTTCACCGACAACGCCAAGAACATCATCGTGCAGCTGAACGTGAGCATC
GGCATCAACTGCATCAGACCCAACAACAACACCAGAAAGAGAATCACCCTGGGCC
CCGGCAGAGTGCTGTACACCACCGGCGAGATCATCGGCGACATCAGAAGAGCCCA
CTGCAACCTGAGCAGAACCAGCTGGAACAACACCCTGAAGCAGATCGTGGAAAAG
CTGAGAGAGATGGAGCAGTTCAAGAACAAGACCATCGTGTTCAAGCAGAGCAGCG
GCGGCGACCCCGAGATCGTGATGCACAGCTTCAACTGCGGCGGCGAGTTCTTCTAC
TGCAACAGCACCCAGCTGTTCAACAGCACCTGGAACGCCACCGGCACCTGGAACAA
GACCGAGGGCGCCGACAACAACATCACCCTGCCCTGCAGAATCAAGCAGATCATC
AACAGATGGCAGGAGGTGGGCAAGGCCATGTACGCCCCCCCCATCGAGGGCCAGA
TCAGATGCCTGAGCAACATCACCGGCCTGCTGCTGACCAGAGACGGCGGCAGCAGC
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AAGGACAACCAGACCGAGATCTTCAGACCCGGCGGCGGCAACATGAAGGACAACT
GGAGAAGCGAGCTGTACAAGTACAAGGTGGTGAAGATCGAGCCCCTGGGCGTGGC
CCCCACCAAGTGTAAGCGTCGTGTGGTTCAGCGCCGCCGCCGCAGACGGGCAGTGG
GGATGCTGGGTGCCATGTTTCTCGGTTTCCTGGGCGCAGCCGGTAGCACTATGGGA
GCAGCCTCTATGACTTTGACTGTTCAGGCGCGGCTCTTGCTGTCCGGTATCGTGCAA
CAGCAAAACAACTTGTTGCGCGCGCCTGAGGCTCAGCAGCACTTGCTGCAGCTGAC
CGTGTGGGGTATCAAGCAGCTGCAAGCTAGAGTGCTGGCAGTTGAGCGCTACCTGA
AGGACCAGCAGCTGCTGGGGATCTGGGGCTGTTCCGGTAAGCTCATTTGCTGTACC
ACCGTGCCTTGGAATGCCAGCTGGAGCAACAGGTCCCAGGACCATATTTGGAATAA
CATGACATGGATGGAGTGGGAGCGCGAGATCAATAATTACACCGGCCTCATCTACA
ACCTGATCGAAGAGTCCCAAAATCAGCAGGAAAAAAACGAACAGGAGCTGCTGGA
GCTGGACGAATTCGTGGCAGCGCTGAAAGAGAAGGTTGCGGCCTTGAAAGAGAAG
GTGGCGGCACTGAAAGAAAAGGTCGCCGCTCTGAAAGAGAAGGATGACGATGACA
AGCTCGAGTCTAGAGGGCCCGCGGTTCGAGGTAAGCCTATCCCTAACCCTCTCCTC
GGTCTCGATTCTACGCGTACCGGTCATCATCACCATCACCATTGAGTTTAAACCCGC
TGATCAGCCTCGACTGTGCCTTCTAGTTGCCAGCCATCTGTTGTTTGCCCCTCCCCC
GTGCCTTCCTTGACCCTGGAAGGTGCCACTCCCACTGTCCTTTCCTAATAAAATGAG
GAAATTGCATCGCATTGTCTGAGTAGGTGTCATTCTATTCTGGGGGGTGGGGTGGG
GCAGGACAGCAAGGGGGAGGATTGGGAAGACAATAGCAGGCATGCTGGGGATGCG
GTGGGCTCTATGGCTTCTGAGGCGGAAAGAACCAGCTGGGGCTCTAGGGGGTATCC
CCACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCG
TGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTT
TCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGCATCCCTTTAGG
GTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTAGGGTGATG
GTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGT
CCACGTTCTTTAATAGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAACAACACTCAACCCTATCT
CGGTCTATTCTTTTGATTTATAAGGGATTTTGGGGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAA
ATGAGCTGATTTAACAAAAATTTAACGCGAATTAATTCTGTGGAATGTGTGTCAGTT
AGGGTGTGGAAAGTCCCCAGGCTCCCCAGGCAGGCAGAAGTATGCAAAGCATGCA
TCTCAATTAGTCAGCAACCAGGTGTGGAAAGTCCCCAGGCTCCCCAGCAGGCAGAA
GTATGCAAAGCATGCATCTCAATTAGTCAGCAACCATAGTCCCGCCCCTAACTCCG
CCCATCCCGCCCCTAACTCCGCCCAGTTCCGCCCATTCTCCGCCCCATGGCTGACTA
ATTTTTTTTATTTATGCAGAGGCCGAGGCCGCCTCTGCCTCTGAGCTATTCCAGAAG
TAGTGAGGAGGCTTTTTTGGAGGCCTAGGCTTTTGCAAAAAGCTCCCGGGAGCTTG
TATATCCATTTTCGGATCTGATCAAGAGACAGGATGAGGATCGTTTCGCATGATTG
AACAAGATGGATTGCACGCAGGTTCTCCGGCCGCTTGGGTGGAGAGGCTATTCGGC
TATGACTGGGCACAACAGACAATCGGCTGCTCTGATGCCGCCGTGTTCCGGCTGTC
AGCGCAGGGGCGCCCGGTTCTTTTTGTCAAGACCGACCTGTCCGGTGCCCTGAATG
AACTGCAGGACGAGGCAGCGCGGCTATCGTGGCTGGCCACGACGGGCGTTCCTTGC
GCAGCTGTGCTCGACGTTGTCACTGAAGCGGGAAGGGACTGGCTGCTATTGGGCGA
AGTGCCGGGGCAGGATCTCCTGTCATCTCACCTTGCTCCTGCCGAGAAAGTATCCAT
CATGGCTGATGCAATGCGGCGGCTGCATACGCTTGATCCGGCTACCTGCCCATTCG
ACCACCAAGCGAAACATCGCATCGAGCGAGCACGTACTCGGATGGAAGCCGGTCTT
GTCGATCAGGATGATCTGGACGAAGAGCATCAGGGGCTCGCGCCAGCCGAACTGTT
CGCCAGGCTCAAGGCGCGCATGCCCGACGGCGAGGATCTCGTCGTGACCCATGGCG
ATGCCTGCTTGCCGAATATCATGGTGGAAAATGGCCGCTTTTCTGGATTCATCGACT
GTGGCCGGCTGGGTGTGGCGGACCGCTATCAGGACATAGCGTTGGCTACCCGTGAT
ATTGCTGAAGAGCTTGGCGGCGAATGGGCTGACCGCTTCCTCGTGCTTTACGGTATC
GCCGCTCCCGATTCGCAGCGCATCGCCTTCTATCGCCTTCTTGACGAGTTCTTCTGA
GCGGGACTCTGGGGTTCGCGAAATGACCGACCAAGCGACGCCCAACCTGCCATCAC
GAGATTTCGATTCCACCGCCGCCTTCTATGAAAGGTTGGGCTTCGGAATCGTTTTCC
GGGACGCCGGCTGGATGATCCTCCAGCGCGGGGATCTCATGCTGGAGTTCTTCGCC
CACCCCAACTTGTTTATTGCAGCTTATAATGGTTACAAATAAAGCAATAGCATCAC
AAATTTCACAAATAAAGCATTTTTTTCACTGCATTCTAGTTGTGGTTTGTCCAAACT
CATCAATGTATCTTATCATGTCTGTATACCGTCGACCTCTAGCTAGAGCTTGGCGTA
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ATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAA
CATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAA
CTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGC
CAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCG
CTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGC
GGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACG
CAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGG
CCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATC
GACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTT
TCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATA
CCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCAATGCTCACGCTGTAG
GTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCC
CGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGT
AAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCG
AGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACAC
TAGAAGGACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAA
GAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTG
TTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATC
TTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGT
CATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTT
TAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAAT
CAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACT
CCCCGTCGTGTAGATAACTACGATACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTG
CAATGATACCGCGAGACCCACGCTCACCGGCTCCAGATTTATCAGCAATAAACCAG
CCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGTCCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCA
GTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCG
CAACGTTGTTGCCATTGCTACAGGCATCGTGGTGTCACGCTCGTCGTTTGGTATGGC
TTCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCCATGTTGTG
CAAAAAAGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCG
CAGTGTTATCACTCATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCAT
CCGTAAGATGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGT
GTATGCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAATACGGGATAATACCGCGCCA
CATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACT
CTCAAGGATCTTACCGCTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAA
CTGATCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAAAAACAGGAAG
GCAAAATGCCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCATA
CTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGAT
ACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCC
CGAAAAGTGCCACCTGACGTC
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