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Abstrakt

Virus HIV-1 je nebezpecny retrovirus predstavujici jeden z prednich svétovych zdravotnickych
problémdu. Infekce virem HIV-1 je v soucasné dob¢ nevylécitelna a bez antiretrovirové terapie
v ramci let smrtelna. Navzdory veSkeré snaze se zatim nepodafilo pfipravit u¢innou vakcinu
proti tomuto patogenu. Ve své praci se proto vénuji zcela novému a unikatnimu pfistupu ve
vyvoji vakciny, ktery vyuziva malych vazebnych proteinii (mimotopd) pro vyvolani tvorby
ochrannych Siroce neutralizujicich protilatek proti viru HIV-1. StéZejni néplni prace byla
identifikace a charakterizace malych vazebnych proteint, které vérné napodobuji (mimikuji)
oblasti povrchovych glykoproteinti viru HIV-1, jeZ jsou rozpoznavany Siroce neutralizujicimi
protilatkami PGT121 a PGTI126. Mimotopy byly selektovany z vysoce komplexni
kombinatorialni proteinové knihovny odvozené od nového typu ,scaffoldu* nazvaného
Myomedin. Rozsah proteinové knihovny byl prvné ziZzen metodou ribozomalniho displeje.
Pomoci ptimé sendvi¢ové ELISA bylo nasledné provedeno plosné testovani vazby jednotlivych
variant Myomedinu na cilové protilatky. Celkem bylo otestovéno pies 200 variant, ze kterych
vzeSlo né€kolik nadéjnych kandidati. Tyto varianty Myomedinu byly nasledné purifikovany,
biochemicky a biofyzikaln¢ charakterizovany a nejvhodnéjsi z nich vyuzity pro imunizace

mysi.

Kli¢ova slova: proteinové inzenyrstvi, HIV-1, Siroce neutralizujici protilatky, mimikujici

proteiny, malé vazebné proteiny, ELISA



Abstract

HIV-1 is a dangerous retrovirus which represents one of the world's leading health problems.
HIV-1 infection is incurable and without proper treatment by antiretroviral therapy it leads to
death within several years. Despite intensive research, no HIV vaccine is currently available.
This thesis presents a new and unique approach which has not been used for vaccine
development yet. The promising strategy is based on small binding proteins that can elicit
broadly neutralizing HIV-1 antibodies by mimicking their epitopes. The aim of this project was
to select and characterize small binding proteins that can successfully mimic the surface of viral
envelope glycoproteins that is recognized by the broadly neutralizing HIV-1 antibodies
PGT121 and PGT126. Proteins were selected from a highly complex combinatorial protein
library derived from a new type of scaffold called Myomedin. Firstly, the extent of the protein
library was narrowed down using the ribosome display. Then the direct sandwich ELISA
screening was applied to select scaffold variants that interact with the target antibodies. In total
over 200 variants were tested and several promising candidates were found. These Myomedin
variants were purified, biochemically and biophysically characterised and the best ones were

used to immunize mice.

Keywords: protein engineering, HIV-1, broadly-neutralizing antibodies, protein mimicking,

small binding proteins, ELISA
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Seznam zKkratek

ABD albumin-binding domain doména vazajici albumin

ADCC antibody-dependent cell cytotoxicity protilitkou zprostfedkovand bunéénd

toxicita

AIDS acquired immunodeficiency syndrome syndrom ziskané imunodeficience

bnAb broadly neutralizing antibody Siroce neutralizujici protilatka

bp base pair pary bazi

cART combined antiretroviral therapy kombinovana antiretrovirova terapie

cDNA complementary DNA komplementarni DNA

CDRH complementarity determining region of region urcujici komplementaritu
antibody heavy chain tézkeho fetézce protilatky

CDRL complementarity determining region of region urcujici komplementaritu
antibody light chain lehkého fetézce protilatky

CRFs circulating recombinant forms cirkula¢ni rekombinantni varianty

dsDNA  double strand DNA dvouvlaknova DNA

Env envelope obalovy

ER endoplasmic reticulum endoplasmatické retikulum
endoplasmic reticulum associated degradace spojend s endoplasmatickym

ERAD . -
degradation retikulem

HIV human immunodeficiency virus virus lidské imunodeficience

HR heptad repeat heptadova repetice

HRP horseradish peroxidase kienova peroxidasa

ICTV Interpatlonal Committee on Taxonomy Mezinarodni vybor pro taxonomii virti
of Viruses

LTRs long terminal repeats dlouhé termindlni repetice

MCS multiple cloning site klonovaci misto

MPER  membrane proximal external region membranég blizky, vnéjsi region



NCBI
NFL
ORF
ori
PBS
PPT
RBS
RRE
SHIV
SIVcepz
SIVgor
SIVsmm
ssRNA
TAR
Tm
UFO
UTR
VLPs

wt

National Center for Biotechnology
Information

native flexibly linked
open reading frame
origin of replication
primer binding site
polypurine tract
ribosome binding site
Rev-response element

simian/human immunodeficiency virus

chimpanzee simian immunodeficiency
virus

gorillas simian immunodeficiency virus

sooty mangabey monkey simian
immunodeficiency virus

single strand RNA
Tat-response element

melting temperature
uncleaved prefusion-optimized
untranslated region

virus-like particles

wild-type

Nérodni centrum pro biotechnologické
informace

prirozené flexibilné spojené

otevieny Cteci ramec

pocatek replikace

vazebné misto pro primer
polypurinova sekvence

vazebné misto pro ribozom
Rev-responsivni element

virus opici/lidské imunodeficience
virus opi¢i imunodeficience Simpanzl
virus opi¢i imunodeficience goril
virus opi¢i imunodeficience mangabeje
jednovldknova RNA

Tat-responsivni element

teplota tani

nestépené preflizné optimalizované
nepiekladana oblast

virim podobné Castice

piirozena (ptivodni) varianta



1 Uvod

V dnesni dob¢ se derou do centra pozornosti stdle nové celosvétové zdravotni hrozby véetné
zcela recentné objeveného SARS-CoV 2 a mohlo by se tak zdat, ze epidemie viru HIV-1
(human immunodeficiency virus; virus lidské imunodeficience) ustupuje do pozadi. Nicméné
opak je pravdou. Infekce virem HIV-1 je stile jednim z ptednich svétovych zdravotnickych
problémi, a to pfedevs§im v rozvojovych zemich. V poslednich dvaceti letech se situace zna¢né
zlepsila diky objeveni kombinované antiretrovirové terapie (combined antiretroviral therapy;
cART), ktera dokéze pacientiim znac¢né prodlouZit zivot a zabranit progresi onemocnéni do
stddia AIDS (Acquired immunodeficiency syndrome; syndrom ziskané¢ imunodeficience),
nicméné boj s timto patogenem neni u konce. Snaha vyvinout u¢innou vakcinu proti viru HIV-
1 provazi védeckou komunitu uz nejméné tricet let, avSak stale bez vétSiho uspechu. Mezi
hlavni prekazky patii extrémni variabilita viru HIV-1 a jeho zna¢ny potencial rychle mutovat.
Dalsi komplikaci ptedstavuji biologické a biochemické vlastnosti povrchového
glykoproteinového komplexu viru HIV-1, ktery je hlavnim cilem pro humoralni imunitni
odpoveéd’. Nastésti, novy smér ve vyzkumu pfinesl objev Siroce neutralizujicich protilatek
(broadly neutralizing antibodies; bnAbs), které jsou schopné neutralizovat vétSinu variant viru
HIV-1 a ptedstavuji cil, kterého bychom méli pii vyvoji ochranné vakciny dosahnout.
S nariistajicim objemem poznatkl o struktuie povrchového glykoproteinového komplexu viru
HIV-1 a o mechanismech indukujicich tvorbu Siroce neutralizujicich protilatek vznikla rfada
novych konceptl, které mohou potencialné vést az k vakcing€ proti viru HIV-1. Nadéjny ptistup
v tomto ohledu predstavuji malé vazebné proteiny mimikujici epitopy Siroce neutralizujicich
protilatek. Malé vazebné proteiny (mimotopy) jsou selektovany zvysoce komplexnich
kombinatorialnich proteinovych knihoven, které jsou postaveny na specidln¢ designovanych
proteinovych strukturdch oznacovanych jako ,,scaffoldy*. Mimotopy mohou byt vyuzity jako
imunogeny nezavislé na povrchovych glykoproteinech viru, které maji potencial stimulovat
tvorbu Siroce neutralizujicich protilatek, jejichz epitopy vérné napodobuyji.

Tato prace shrnuje dosavadni poznatky o vyvoji vakeciny proti viru HIV-1, komentuje nové
ptistupy, jejich dosavadni uspéchy, osvétluje komplikace spojené s piipravou ucinné vakciny a
predklada novy a unikatni ptistup pro indukci tvorby Siroce neutralizujicich protilatek. V ramci
diplomové prace byly vyvinuty a charakterizovany proteiny odvozené od nového typu
,»scaffoldu nazvaného Myomedin, které mimikuji epitopy Siroce neutralizujicich protilatek

PGTI121 a PGT126.



2 Cile prace
Zde uvadim hlavni cile mé diplomové prace:

Identifikovat mimotopy z vysoce komplexni kombinatorialni proteinové knihovny
odvozené od Myomedinového proteinového ,scaffoldu, které uspé$né napodobuji
konzervované oblasti V3-smycky Env glykoproteinového komplexu viru HIV-1.

Provést plosné testovani proteinové knihovny pomoci Siroce neutralizujici protilatky PGT121
a PGT126 a vytipovat varianty Myomedinového proteinového ,,scaffoldu* vhodné pro dalsi

analyzu. Zjistit sekvence slibnych variant.

Vybrané varianty proteini biochemicky, biofyzikalné a funk¢éné charakterizovat.
Stanovit teploty tani jednotlivych proteinti, jejich oligomerni stavy a pomoci vazebnych
a kompeti¢nich studii charakterizovat vlastnosti vazby jednotlivych variant na Siroce

neutralizujici protilatku PGT121 a PGT126.

Vyselektovat takové varianty mimotopi, které maji potencial u¢inné navozovat tvorbu
Siroce neutralizujicich protilatek v experimentalnich mySich. Ziskané protilatky by mély
neutralizovat rizné varianty HIV-1 pseudoviri.

Ze ziskanych dat vyhodnotit, které z variant Myomedinového proteinového ,,scaffoldu® je

vhodné vyuzit pro imunizacni experimenty na mysich.



3 Virus lidské imunodeficience

V ramci této a nasledujici kapitoly bych se rdda zamétila na struénou charakterizaci viru HIV-
1, na jeho stavbu, organizaci genomu, zZivotni cyklus a dale pak na soucasnou prevenci a terapii
infekce timto virem. Podrobnéji se budu vénovat moznostem vyvoje vakciny proti viru HIV-1,
komplikacim, které vyvoj brzdi, a dosavadnimu poznani v dané oblasti. Cast textu bude
zaméfena také na Siroce neutralizujici protilatky proti viru HIV-1.

Dle soucasné klasifikace Mezinarodniho vyboru pro taxonomii virti (International Committee
on Taxonomy of Viruses; ICTV) patti virus HIV-1 do celedi Retroviridae, podceledi
Orthoretrovirinae a rodu Lentivirus.

V dnes$ni dobé znadme Ctyii fylogenetické linie viru HIV-1, které jsou oznaCovany M, N, O, P
a které vznikly Ctyfmi nezavislymi mezidruhovymi pfenosy z primatti na ¢lovéka (Sharp a
Hahn 2011). Fylogenetickymi analyzami bylo zjiSténo, ze viry HIV-1 skupiny M a N se dostaly
do lidské populace ze Simpanze ucenlivého Pan troglodytes troglodytes (Keele et al. 2006),
zatimco viry ze skupiny O a P maji ptivod v gorile niZzinné Gorilla gorilla (Plantier et al. 2009;
D’arc et al. 2015). Proto také za nejbliz§i ptibuzné viru HIV-1 lze povazovat SIVcpz
(chimpanzee simian immunodeficiency virus; virus opi¢i imunodeficience Simpanzl), pro
skupiny M a N, a dale SIVgor (gorillas simian immunodeficiency virus; virus opici
imunodeficience goril), pro skupiny O a P. Z pohledu celosvétové epidemie viru HIV-1 je
vyznamna pouze skupina M (major; hlavni), nebot’ je rozSifena globaln¢ a tvoii naprostou
vétsinu infekei virem HIV-1. Skupina M se dale déli na subtypy A, B, C, D, F, G, H, J, K
(Robertson et al. 2000) a nové popsany subtyp L znamy pouze ze trech izolati (Yamaguchi et
al. 2020). Krom¢ vyjmenovanych subtypti existuji jesté tzv. CRFs (circulating recombinant
forms; cirkulujici rekombinantni varianty), které vznikly rekombinaci dvou ¢i vice linii ze
skupiny M (Robertson et al. 2000). Pro uplnost je vhodné¢ zminit, Ze virus HIV-2 je
nejpiibuznéjsi viru SIVsmm (Chen et al. 1996) a nikoli viru HIV-1, jak by z jeho pojmenovani
mohlo byt myln€ vyvozovano. Virus SIVsmm (sooty mangabey monkey simian
immunodeficiency virus; virus opi¢i imunodeficience mangabeje) pochazi z mangabeje

koutového Cercocebus atys.
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3.1 Epidemiologie

Navzdory zvySujici se dostupnosti antiretrovirové 1éCby patii HIV-1 stale mezi piedni svétové
zdravotnické problémy a dokud nebude dostupna spolehliva vakcina proti tomuto viru, budeme
se potykat s dopady svétové epidemie HIV-1 i nadale. Dle odhadi UNAIDS (The Joint United
Nations Programme on HIV/AIDS; Program Organizace spojenych narodii pro HIV/AIDS) zilo
v roce 2019 na svété priblizné 38 miliont lidi infikovanych virem HIV-1, pfi¢emz jen v roce
2019 bylo nové infikovéano 1,7 milionu lidi a pfiblizné 690 000 lidi ten samy rok zemfelo na
onemocnéni souvisejici s AIDS. Diky osvété, zvySené diagnostice a lepSi dostupnosti
antiretrovirové terapie vSak novych piripadl infekce virem ubyva a téz se v pribehu let snizuje
pocet imrti na onemocnéni souvisejici s AIDS (UNAIDS; www.aidsinfo.unaids.org).

HIV-1 se vyznacuje extrémni genetickou variabilitou napfi¢ jednotlivymi regiony svéta
a dynamickym vyvojem epidemie, coz komplikuje vyvoj Siroce u€¢inné vakciny a spolehlivych
antiretrovirotik. Je to dano jednak schopnosti viru velmi rychle mutovat a vytvaret nové
varianty, druhak migraci a zvySenou mobilitou osob naptic¢ regiony. Celosvétove je ze skupiny
M nejvice rozsifen subtyp C, kterym je infikovano 46,6 % HIV-1 pozitivnich lidi (Hemelaar et
al. 2019). Déle jsou zastoupeny subtypy B (12,1 %), A (10,3 %), G (4,6 %), D (2,7 %) a subtypy
F, H, J, K, které dohromady tvoii 0,9 %. Globaln¢ se dostavaji do poptedi CRFs, kterymi je
celkem infikovano 16,7 % HIV-1 pozitivnich lidi, a unikatni rekombinantni varianty, které tvoti
6,1 % infekci (Hemelaar et al. 2019). Nejvétsi diverzitu HIV-1 variant miZeme detekovat
v centralni Africe, naopak v jizni Africe naprosto pievlada subtyp C. Stejné tak v Etiopii a jizni
Asii je majoritni subtyp C a A. Zapadni Afrika je typicka zvySenym zastoupenim subtypu G
a variantou CRF02 AG (Hemelaar et al. 2019; Giovanetti et al. 2020). Ve vychodni Evropé
a centralni Asii je nejrozsitfenéjsi subtyp A, ktery je také pomérné hojné zastoupen 1 ve vychodni
Africe (Hemelaar et al. 2019). Severni Afrika je charakteristicka pfitomnosti velkého poctu
CRFs a také je zde zastoupen subtyp B (Giovanetti et al. 2020). V centrélni a zapadni Evropg,
severni Americe a vétSing jizni Ameriky pievlada subtyp B, ackoliv v zdpadni Evropé vlivem
migrace dochazi ke zvyseni vyskytu ostatnich variant viru (Beloukas et al. 2016; Oster et al.
2017). Jihovychodni a vychodni Asie je typicka rozsitenim CRFO1 AE (Wang et al. 2017).

V poslednich letech epidemie sméfuje ke komplexnéjSimu obrazu, kdy se jednotlivé oblasti
svéta stavaji vice heterogenni co do zastoupeni urcitych variant viru HIV-1, a celosvétoveé

nartsta podil lidi infikovanych CRFs a novymi unikatnimi rekombinantnimi variantami.
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3.2 Stavba viru

3.2.1 Organizace genomu

Genom viru HIV-1 je tvofen linearni +ssRNA (single strand RNA; jednovlaknova RNA), ktera
je po vstupu viru do buiikky reverzné transkribovana na dsDNA (double strand DNA;
dvouvlaknova DNA) a integrovana do hostitelského genomu. Pro virus HIV-1 je v databazi
NCBI (National Center for Biotechnology Information; Narodni centrum pro biotechnologické
informace) stanoven referencni genom s ptistupovym kdédem NC 001802.1. Velikost dan¢ho
genomu je 9 181 nukleotidi.

Genomova RNA viru HIV-1 ma podobu mRNA, a proto nese na svém 5” konci 7-methyl
guanosin a 3" konec je polyadenylovan (Cherrington a Ganem 1992; Zhou et al. 2003). Lze ji
rozdélit na 5" UTR (untranslated region; nepiekladana oblast), dale pak na kodujici oblast
tvorici vétSinu sekvence a na 3" UTR. V 5" UTR se nachazi R sekvence, U5 sekvence, PBS
(primer binding site; vazebné misto pro primer) a W enkapsidacni signal. 3" UTR tvoii PPT
(polypurine tract; polypurinova sekvence), U3 sekvence a opét R sekvence. V kddujici oblasti
lezi 10 ORFs (open reading frames; oteviené Cteci radmce) kodujicich proteiny, které jsou

vyjmenovany v Tab. 1.

Tab. 1. Piehled otevienych ctecich ramcti (ORFs), které jsou kodovany virem HIV-1, jejich
umisténi v referenénim genomu NC 001802.1 (Cisla udavaji rozpéti v parech bazi; bp)
a vysledné proteiny, které jsou danymi ORFs kédovany. *produkty Gag, Gag-pol a Env jsou
polyproteiny, které musi byt posttranslacné st€peny **gen lezi na minus vlaknu a koéduje tzv.
antisense protein (Gholizadeh et al. 2021).

ORF Pozice v genomu (bp) Vysledné proteiny

*Gag = matrixovy protein, kapsidovy protein,

gag 336 - 1838 nukleokapsidovy protein, protein p6

*Gag-pol = matrixovy protein, kapsidovy protein,
gag-pol 336 - 4642 nukleokapsidovy protein, protein p6, aspartatova
protedza, reverzni transkriptaza, integraza

vif 4587 - 5165 Vif
vpr 5105 - 5396 Vpr
tat 5377 —5591; 7925 - 7970 Tat
rev 5516 — 5591; 7925 - 8199 Rev
vpu 5608 - 5856 Vpu
* — , . .
env 5771 - 8341 Env (,)balovy povrc,hovy, glykoprotelp gp120,
obalovy transmembranovy glykoprotein gp41
nef 8343 - 8963 Nef
asp** 6919 - 7488 Asp
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R sekvence je kratkd pfima termindlni repetice, ktera hraje klicovou roli pfi reverzni transkripci
a také pfi transkripci virové mRNA, nebot zde lezi TAR (Tat-response element; Tat-
responsivni element). Krom¢ toho nese polyadenylacni signdl (AAUAAA). US sekvence se
podili na dimerizaci genomové mRNA (Song et al. 2008) a lezi zde vazebna mista pro nékteré
hostitelské regulacni proteiny diilezité pro virovou replikaci (Rabbi et al. 1997). Ke kazdé
molekule genomové RNA je v oblasti PBS navazana tRNA pro lysin, kterd ma komplementarni
sekvenci s danou oblasti a ktera je klicova pro ispésnou reverzni transkripci, nebot’ slouzi jako
primer (Jiang et al. 1993). U3 sekvence obsahuje promotor DNA dependentni RNA polymerazy
IT v¢etné TATA boxu, a dale regulaéni oblasti pro vazbu hostitelskych transkripcnich faktort
(Gaynor 1992). Po reverzni transkripci genomové RNA na provirovou DNA vzniknou na
koncich linearni molekuly tzv. LTRs (long terminal repeats; dlouhé koncové repetice), které
jsou tvofeny U3-R-US sekvencemi.

Kazda virova castice obsahuje dvé, paralelné uspotfadané, kopie genomu, které spolu
nekovalentné interaguji diky kratkym komplementarnim usektim. Molekuly spolu dimerizuji
v oblasti vlasenky SL1 — tzv. , kissing loop*, kterd obsahuje 6 nt dlouhy palindrom (Laughrea
et al. 1997). Dale se na interakci podili 5" oblast TAR a k dimerizaci ziejmé ptispiva 1 US-AUG
interakce (Song et al. 2008).

Genom viru HIV-1 se oznacuje jako pseudodiploidni, ackoliv nese dvé kompletni kopie virové
RNA. Je to proto, Ze na pribéhu reverzni transkripce se podili ob¢ kopie genomu, mezi kterymi
casto dochazi k rekombinaci diky prohozeni templatového vldkna (tzv. ,.template switching®)
béhem syntézy minus vladkna DNA (Hu a Temin 1990; Anderson et al. 1997). Vyslednym
produktem reverzni transkripce je vSak pouze jedna virovda DNA, které se integruje do
hostitelského genomu. Toto pseudodiploidni uspotfadani ptinasi viru nékolik vyhod, napiiklad
diky rekombinaci mtze vzniknout funkéni provirova DNA, i1 kdyz je jedna z kopii genomu
poskozena, a zaroveil je to jeden z hlavnich mechanismi, jak miize virus HIV-1 udrzovat
integritu svého genomu (King et al. 2008). Schopnost rekombinace mezi dvéma molekulami
genomové RNA umoziuje viru zvySovat svou variabilitu, urychlovat evoluci a vytvaret nové
rekombinantni varianty (Shi et al. 2010). Mohou tak vznikat i kombinované rezistence proti

antiretrovirové terapii.

3.2.2 Charakterizace proteinl viru

Proteiny viru HIV-1 1ze rozdélit na: obalové proteiny (obalovy povrchovy glykoprotein gp120
a obalovy transmembranovy glykoprotein gp4l), strukturni proteiny (matrixovy protein,

kapsidovy protein, nukleokapsida a protein p6), virové enzymy (aspartatova protedza, reverzni
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transkriptdza a integraza), regulacni proteiny (Tat a Rev) a dopliikové proteiny (Vif, Vpr, Vpu,
Nef a nove také Asp).

Matrixovy protein je N-koncovym proteinem polyproteinti gag a gag-pol a je posttranslacné
modifikovan na svém N-konci myristovou kyselinou (Veronese et al. 1988). Diky tomu
asociuje s cytoplasmatickou membranou a ukotvuje tak cely polyprotein gag/gag-pol do
membrany, kde nasledné¢ probiha puceni viriond. Pro interakci s bunéénou membranou jsou
diilezita i néktera dalsi rezidua matrixového proteinu a také pro samotny transport polyproteint
k cytoplasmatické membran€ (Spearman et al. 1994). Matrixovy protein téZ nese jaderny
lokalizacni signal a napomaha tak transportu preintegratniho komplexu do jadra infikované
buiiky (Haffar et al. 2000). Ovliviiuje i zaclenéni obalovych glykoproteinti do viriond, nebot’ je
v kontaktu s cytoplasmatickou ¢asti gp41 (Tedbury et al. 2016).

Virova kapsida ma klinovity tvar a je tvotfena hexamery kapsidového proteinu, které vznika;ji
diky interakcim a-helixti N-koncovych domén, zatimco C-koncové domény spolu vytvari
homodimery a spojuji tak jednotlivé hexamery k sobé (Ganser-Pornillos et al. 2007). Virova
kapsida je schopna interagovat s fadou hostitelskych proteinii v€etné proteini jaderného poru
nebo isomerasy cyklofilinu A (Campbell a Hope 2015).

Nukleokapsidovy protein je maly bazicky protein nesouci dva vysoce konzervované zinkové
prsty, které jsou tvoreny sekvenci aminokyselin C-X,-C-X3-H-X4-C, kde X znaci libovolnou
aminokyselinu a c¢islo udava jejich pocet (Morellet et al. 1994). Je zodpovédny za vazbu
genomové RNA a jeji zaClenéni do virionu (Aldovini a Young 1990), nebot’ interaguje
s virovym W enkapsidacnim signalem (Shubsda et al. 2002). Déle se podili na spravném slozeni
virové castice diky interakci s RNA za vzniku tzv. RNA ,,scaffoldu® (Cimarelli et al. 2000).
Nukleokapsidovy protein umoziiuje efektivni reverzni transkripci a integraci, nebot’ plni funkci
chaperonu nukleovych kyselin (Thomas et al. 2006). Podili se téz na navazani tRNA pro lysin
do PBS (Hargittai et al. 2004).

Protein p6 je zapojen do procesu puceni virionll z hostitelské bunky diky interakci
s hostitelskymi proteiny ALIX (ALG-2-interacting protein X) a TSG101 (tumor susceptibility
gene 101) (Garrus et al. 2001; Fisher et al. 2007). Dale zajiStuje inkorporaci Vpr do virovych
castic (Lu et al. 1995), pro coz je dilezitd fosforylace proteinu p6 atypickou proteinkinazou C
(Kudoh et al. 2014). Dle novych studii se vysokou mérou podili na specifickém rozpoznani
virové genomové RNA a na jejim zaClenéni do virové castice ve spolupraci
s nukleokapsidovym proteinem (Dubois et al. 2018).

Protedza viru HIV-1 patii do tiidy aspartatovych protedz, nebot’ ve svém aktivnim centru nese

dva zbytky kyseliny asparagové. Funguje jako homodimer, pficemz kazd4d z podjednotek
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poskytuje jeden z katalytickych aspartatovych zbytkli (Navia et al. 1989). Prote4za slouzi ke
Stépeni polyproteini Gag a Gag-pol v nezralych virionech, coz vede ke vzniku infek¢nich,
zralych virovych castic (Kohl et al. 1988). Funkéni protedza vznikd autokatalytickym
vystépenim sebe sama z polyproteinu Gag-pol a naslednou dimerizaci (Navia et al. 1989;
Tomasselli et al. 1992).

Reverzni transkriptaza viru HIV-1 je multifunkéni enzym, ktery mé jak RNA dependentni DNA
polymerazovou aktivitu, tak DNA dependentni DNA polymerazovou aktivitu a také RNasa H
aktivitu. Aktivni enzym je heterodimer skladajici se ze dvou podjednotek — vétsi p66 a mensi
p51. p66 disponuje polymerazovou i RNasa H aktivitou, zatimco p51 ma odStépenou RNasa H
doménu a plni predevSim strukturni roli (Jacobo-Molina et al. 1993). Jednd se o pomérné
chybovy enzym, nebot’ postrada opravnou, 3'->5" exonukleazovou aktivitu a piispiva tak
k vysoké mutacni rychlosti viru HIV-1 (O'Neil et al. 2002).

Integraza zajiStuje vloZeni virové cDNA do hostitelského genomu, pfi¢emZ misto integrace
neni zcela ndhodné, ale preferovany jsou transkripcné aktivni geny a oblasti pobliz Alu repetic
(Mitchell et al. 2004; Cohn et al. 2015). Enzym se sklada ze tfi domén: N-termindlni doména
s motivem zinkovych prstl, dale tzv. core doména obsahujici aktivni centrum a nakonec C-
terminalni DNA vazebna doména (Cai et al. 1997; Chen et al. 2000). Integraza rozpoznava
LTRs virové cDNA, ze kterych odstépuje posledni dva nukleotidy 3" koncii, ¢imZ se odhali
volné OH skupiny, které mohou byt nésledné spojeny s 5" piesahujicimi konci Stépené
hostitelské DNA. Okolo mista vloZeni vznikaji kratké, 5 nukleotid dlouhé, duplikace ptavodni
Stépené sekvence (Asante-Appiah a Skalka 1997).

Tat zvySuje transkripci virové mRNA tim, ze se vaze na TAR v 5 UTR nové¢ syntetizované
mRNA a podporuje jeji elongaci za pomoci dalSich hostitelskych proteini (Wei et al. 1998).
Pro vstup do jadra buriky nese vlastni jaderny lokalizacni signal interagujici pfimo s importinem
B (Truant a Cullen 1999). Béhem infekce je Tat sekretovan do mezibunétného prostoru,
nasledn¢ vstupuje do okolnich T-lymfocyti klatrinem zprostfedkovanou endocytdzou
a negativn¢ ovliviiuje i neinfikované buiiky (Vendeville et al. 2004).

Rev protein hraje klicovou roli pfi regulaci exprese virovych strukturnich proteind, nebot
specificky interaguje s RRE (Rev-response element; Rev-responsivni element) virovych
nesestfizenych a pouze jednou sestfizenych mRNA, ktery se nachéazi uvnitt sekvence pro Env
glykoprotein (Daly et al. 1989; Malim et al. 1990). Diky svému jadernému exportnimu signalu
interaguje s exportinem 1 a RanGTP (Askjaer et al. 1998), a tak vyrazn€ zvySuje transport

téchto pozdnich, nekompletné sestfizenych, mRNA z jadra do cytoplasmy. Stejné jako protein
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Tat nese jaderny lokalizacni signal, ktery interaguje pifimo s importinem f (Truant a Cullen
1999).

Vif stimuluje ubiquitinylaci hostitelského restrikéniho faktoru APOBEC3G, ktera nasledné
vede k jeho degradaci v proteazomu. Pro tento d¢j je klicova interakce Vif s transkripénim
faktorem CBF-f a nasledny vznik komplexu E3 ubiquitin ligazy, ktery tvoii cullin 5, elongin B
a C, RING-box protein RBX2 a ptes Vif vazany APOBEC3G (Jéager et al. 2011).

Vpr zpisobuje zastaveni bunééného cyklu infikovanych bunék v G2 fazi prostiednictvim
modulace funkce Cul4—DDBI1[VprBP] E3 ligdzového komplexu ptes interakci s jeho VprBP
podjednotkou, coz v konecném disledku vede k ATR kindzou zprostiedkovanému zastaveni
bunécného cyklu v G2 fazi (Hrecka et al. 2007). Dale bylo zjisténo, Ze protein nese nekanonicky
jaderny lokaliza¢ni signal, kterym dokdze interagovat s importinem o (Miyatake et al. 2016),
a podili se téZ na transportu preintegracniho komplexu do jadra buiiky (Popov et al. 1998). Vpr
zajistuje zaclenéni uracil-DNA glykosylazy do virionu a zvySuje tak pfesnost reverzni
transkripce (Mansky et al. 2000).

Vpu nese na svém N-konci transmembranovy a-helix, kterym je zanofen do membrany a ktery
je schopen oligomerizace za vzniku iontového kandlu, zatimco C-konec proteinu sméiuje do
cytoplasmy (Marassi et al. 1999). Transmembranovy helix proteinu interaguje s tetherinem
a brani jeho zaclenéni do virovych castic, nebot Vpu zaroven interaguje s adaptorovymi
proteinovymi komplexy AP1 ¢i AP2 a sméruje tak tetherin klatrinem zprostiedkovanou
endocytdézou do endosomti a k nasledné degradaci (Kueck et al. 2015). Vpu dale zajistuje
zadrzeni nové syntetizovanych CD4 receptort v endoplasmatickém retikulu a jejich nasledné
smétovani pres modifikovanou ERAD drahu k degradaci (Magadan et al. 2010).

Nef zvysuje patogenitu viru, nebot’ zajistuje snizeni poctu CD4 a MHC-I receptort na povrchu
infikovanych bunék jejich zvysenou endocytézou (Le Gall et al. 1998; Piguet et al. 1998). Nov¢
bylo ukazéano, Ze Nef ma vliv také na odstranéni proteintit SERINC3 a SERINCS z bunécného
povrchu, které jinak mohou fungovat jako restrikéni faktory a snizovat infektivitu viriond
(Usami et al. 2015). Pro asociaci s bunéénymi membranami je Nef posttranslaéné modifikovan
na svém N-konci myristovou kyselinou (Kaminchik et al. 1991). Déle se podili na modulaci
bunécné signalizace, nebot interaguje s kindzami rodiny Src (Trible et al. 2006).

Navzdory faktu, ze ORF pro moZny Asp (antisense protein) je znam jiz fadu let, teprve nedavno
se podafilo potvrdit pfitomnost RNA transkriptd pro Asp u pacientll infikovanych HIV-1
(Mancarella et al. 2019). Také byla detekovana humoralni odpovéd’ proti tomuto proteinu u
Casti pacientd, kteti prerusili nebo nebyli 1é¢eni cART (Savoret et al. 2020). Dle rozsahlé studie

bylo prokédzano, Zze Asp kéduji predev§im pandemické subtypy viru HIV-1 (Cassan et al. 2016).

16



Funkce tohoto proteinu v replika¢nim cyklu viru nebyla zatim popséna, ale ukazuje se, ze Asp
je asociovan s membranami, nebot’ nese dva transmembranové a-helixy. V cytoplasmatické
membrané kolokalizuje s gp120 a je pfitomen na povrchu virionid (Affram et al. 2019).
Vzhledem k zaméteni této diplomové prace se budu dale detailnéji zabyvat pouze obalovymi
glykoproteiny gpl20 a gp4l, které spolecné vytvareji tzv. Env (envelope; obalovy)
glykoproteinovy komplex.

Povrchovy glykoproteinovy komplex viru HIV-1 je intenzivné studovan, nebot
zprostiedkovava vstup viriond do bunék hostitele diky interakci s cilovym receptorem CD4
a koreceptorem CCRS nebo CXCR4 (Clapham a McKnight 2001). Navic, diky své pfitomnosti
na povrchu viriond, plni ulohu hlavniho cile pro imunitni systém hostitele, ¢ehoz 1ze vyuzit pii
vyvoji ochranné vakciny proti viru HIV-1.

Env glykoproteinovy komplex je tvotfen tfemi heterodimery proteinti gp120 a gp41, které spolu
nekovalentné interaguji a které jsou kotveny do membrany transmembranovou doménou
proteinu gp41 (Checkley et al. 2011). Transkripce genu pro povrchové glykoproteiny probiha
stejné jako u ostatnich gentll viru, tedy za tcasti hostitelské RNA polymerdzy 11, bunéénych
transkrip¢nich faktori a virového proteinu Tat (Gaynor 1992; Ping a Rana 2001). Nésledné
transkript podléha alternativnimu sestfihu, pficemz mRNA pro povrchové glykoproteiny patii
do tfidy tzv. 4 kbp dlouhych mRNA, které si zachovavaji RRE (Purcell a Martin 1993).
Polyprotein gp160, ze které¢ho Stépenim vznikaji gp120 a gp41, patii mezi transmembranové
proteiny typul a je kotranslacné¢ vkladan do membrany ER (endoplasmic reticulum;
endoplasmatické retikulum) (Haffar et al. 1988). Smérovani polyproteinu gpl60 do ER
zajistuje N-terminalni signalni peptid tiiceti nukleotidl a teprve po jeho odstépeni v lumen ER
muze gpl60 ziskat svou nativni konformaci (Li et al. 2000). V ER dochazi k tvorbé
disulfidickych mustkt, ke glykosylaci a nasledné k zaujeti spravné konformace a trimerizaci.
V oblasti gp120 vznika devét intramolekularnich disulfidickych miistkt (Leonard et al. 1990),
zatimco v oblasti gp41 pouze jeden. Kazdy polyprotein gpl160 nese okolo 30 akceptorovych
mist pro N-glykosylace, kterd jsou tvofena sekvenci aminokyselin Asn-X-Ser nebo Asn-X-Thr
(X je libovolna aminokyselina kromé& Pro). VétSina z téchto mist se nachazi v oblasti gp120
a diky tomu tvoii glykany pfiblizné 50 % molekulové hmotnosti vysledného proteinu gp120,
zatimco gp41 nese jen okolo péti akceptorovych mist v iseku, kde je vystaven na povrchu
virionu. Na pfislusné asparaginy jsou v ER navazany glykany bohaté na manosu, které nasledné
v Golgiho aparatu podléhaji Gpravam na komplexni glykany. Architektura trimerniho Env
glykoproteinového komplexu vSak neumoziluje plné zpracovani vSech pfipojenych

oligosacharida (Pritchard et al. 2015). Dle dostupnosti jednotlivych glykosyla¢nich mist pro a-
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manosidazu a dal§i enzymy mtzeme rozliSit na Env glykoproteinovém komplexu pozice s plné
zpracovanymi, komplexnimi glykany, dale pak oblasti tvofené netiplné zpracovanymi glykany
bohatymi na manosu a také pozice smiSené, kde byvaji zastoupeny jak komplexni, tak na
manosu bohaté¢ glykany (Behrens et al. 2016). Jako neuplné zpracované glykany jsou
oznacCovany ty, které si ve své oligosacharidové kostie zachovavaji pét az devét jednotek
manosy piipojenych na dvou jednotkdch N-acetylglukosaminu (MansGlcNAc; -
ManoGlcNAc;). Naopak komplexni glykany maji kostru zkracenou pouze na dvé jednotky N-
acetylglukosaminu a tfi manosy, na které¢ jsou dale pfipojeny jednotky galaktosy, N-
acetylglukosaminu, fukosy a kyseliny N-acetylneuraminové. Pravé z divodu sterického
branéni, at’ uZ samotnym proteinem nebo nahlou¢enymi oligosacharidy, dochazi ke vzniku
konzervovanych oblasti na povrchu Env glykoproteinového komplexu s netiplné€ zpracovanymi
glykany, které jsou rozpoznavany nékterymi bnAbs (Garces et al. 2014; Behrens et al. 2016).
Zaroven ztrata nekterych akceptorovych mist pro N-glykosylace mize zna¢né ovlivnit slozeni
okolnich glykant a mtze tak naruSit vazbu bnAb, které rozpoznavaji okolni oligosacharidové
epitopy (Behrens et al. 2016). Nové bylo zjiSténo, ze zastoupeni jednotlivych typt glykant na
povrchu ptirozené¢ho, do membrany vnoteného, Env glykoproteinového komplexu se pomérné
1181 od slozeni glykanti rekombinantniho trimeru SOSIP.664, ktery je jinak Siroce vyuzivan jako
model pro povrchovy komplex viru HIV-1 (Struwe et al. 2018), Obr. 1. V piipadé
rekombinantniho trimeru SOSIP.664 tvoii glykany bohaté na manosu 63-73 % vSech glykanii
proteinu gpl120, zatimco u gpl120 z membranoveé vazaného trimeru tvoii glykany bohaté na
manosu jen 50 % vSech glykand. Rovnéz v glykosylaci gp41 jsou patrné rozdily, kdy gp4l
z rekombinantniho trimeru SOSIP.664 nese piiblizné¢ 75 % komplexnich glykanli na svém
povrchu, zatimco gp41 z membranove vazaného trimeru nese 96 % komplexnich glykanii.

Mezi dalsi z posttranslacnich modifikaci polyproteinu gp160 patii jeho Stépeni endopeptidazou
furinem, ke kterému dochazi v Golgiho aparatu (Hallenberger et al. 1992). Furin rozpoznava
konzervovanou sekvenci bazickych aminokyselin na C-konci gp120 slozenou z Argses-Glu-
Lys-Argsi1, za kterou §tépi a rozdéli tak polyprotein gp160 na gp120 a gp41 (Oliva et al. 2002).
Po Stépeni zaujima trimer svou nativni, uzavienou konformaci (Ringe et al. 2013), bez které
nemtiZe plnit svou funkci jakozto fizogenni protein, a viriony nesouci nestépeny trimer gp160
jsou neinfekéni (Hallenberger et al. 1992). Navic bylo prokazéano, ze $t€peni furinem ma vliv
na slozeni glykanti vysledného proteinu, nebot’ trimery Env glykoproteinového komplexu
slozené z nestépenych podjednotek nesou na svém povrchu vice zpracovanych, komplexnich
glykanti kviili své oteviené konformaci a nereflektuji tak zastoupeni glykani, jaké je na

Stépenych komplexech zaujimajicich nativni konformaci (Pritchard et al. 2015).
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Obr. 1. Rozlozeni glykanti na povrchu Env glykoproteinovych komplexti. BG505 SOSIP.664
je rekombinantni Env komplex (zde exprimovany v CHO buiikadch — ovaridlni bunky kiecka
¢inského). BG505.T332N-LAI je Env komplex vyskytujici se pfirozené¢ na povrchu virioni.
Oba obrazky maji stejné barevné kdédovani: zelené jsou oznaceny glykany bohaté na manosu,
fialove jsou oznaceny komplexni glykany, oranzové¢ jsou znaceny smisené glykany. Prevzato
z (Struwe et al. 2018).

BG505 SOSIP.664 CHO BG505.T332N-LAI Env

Z Golgiho aparatu je Env glykoproteinovy komplex transportovan na cytoplasmatickou
membranu, kde dochdzi k jeho inkorporaci do virionll. Pfesny proces inkorporace Env
komplexu do virionll neni zcela zndm, avSak ukazuje se, Ze pro jeho zaclenéni je nezbytna
cytoplasmatickd doména proteinu gp4l, kterd ziejmé, piimo ¢i nepfimo, interaguje
s matrixovym proteinem (Murphy a Saad 2020). Zaroven bylo zji§téno, ze pro tuto interakci je
nezbytnd trimerizace matrixového proteinu (Tedbury et al. 2016). Dle snimk z elektronové
tomografie je patrné, Ze na povrchu uvolnénych viriont se nachazi jen velmi maly pocet Env

komplexit — pfiblizn€ 10 molekul na virion (Zhu et al. 2003). Jednim z diivodd tohoto jevu
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muize byt fakt, Ze cytoplasmatickd doména proteinu gp4l interaguje s adaptorovymi
proteinovymi komplexy APl a AP2, které zprostfedkovavaji endocytozu Env komplexu,
a napomahaji udrzovani spravné koncentrace Env glykoproteinli na povrchu burniky (Ohno et
al. 1997).

Nyni k blizsi charakterizaci samotnych povrchovych glykoproteint. Gp120 se sklada ptiblizné
z 511 aminokyselin a rozezndvame u néj pét variabilnich (V1 — V5) a pét konzervovanych
oblasti (C1 — C5). Rozlozeni téchto useki v sekvenci gp120 je zobrazeno na Obr. 2.

Obr. 2. Schéma rozloZeni konzervovanych (C) a variabilnich (V) oblasti proteinu gp120
spole¢né s vyznacenim akceptorovych mist pro N-glykosylace. Schéma vychézi ze sekvence
BG505 SOSIP.664, ktera se bézn€ pouziva pro strukturni analyzy, avSak obsahuje nékteré
modifikace oproti piivodni BG505 sekvenci, které jsou ve spodni Casti obrazku oznacené
terminem ,,Modifications®. Pfevzato z (Behrens et al. 2016).

Modifications:

Sekundarni strukturu proteinu gp120 tvoii predevsim B-listy spole¢né s péti a-helixy a celou
molekulu lze rozdé€lit na tzv. vnéjs$i a vnitini doménu, které jsou na vrcholu propojeny
spojovacim tusekem, jehoz soucasti je 1 V1/V2 oblast (Kwong et al. 1998). Vazebné misto pro
CD4 receptor je tvofeno prohlubni mezi vnéjsi a vnitini doménou proteinu a z vrchu k nému
priléha také usek V1/V2 (Kwong et al. 1998). Pro interakci s CD4 receptorem jsou dilezita
aminokyselinova residua Asp368, Glu370, Trp427 a také samotnd peptidova kostra proteinu
gp120 (Kwong et a. 1998). Shodné vysledky byly ziskany 1 mutacnimi analyzami (Olshevsky
et al. 1990). Ze strany CD4 receptoru je pro interakci dalezity Phe43, ktery piesné pasuje do
dutiny ve struktufe gp120 (Kwong et al. 1998). Je zajimavé, Ze zdména konzervovaného Ser375
za vé&tsi, hydrofobni Trp vede k vyplnéni kavity pro Phe43, coz mimikuje navazani CD4
receptoru, a takto mutovany gp120 rovnou zaujimé konformaci blizkou té, kterd je indukovana
navdzanim na CD4 receptor (Finzi et al. 2010). Vazba gp120 na CD4 receptor vede ke zméné
konformace z uzaviené na otevienou, coz zprostredkovéavaji konzervovand aminokyselinova
residua v C1 oblasti (Ozorowski et al. 2017). Zarovent dochazi k odhaleni vazebného mista pro
koreceptor, ke vzniku a0 helixu v C1 oblasti a ke konformaénimu pifeuspofadani flzniho
peptidu a a-helixti gp41 (Ozorowski et al. 2017). Nasledné vazba na koreceptor je zajistovana
V3 smyckou a k ni pfiléhajici C4 oblasti zahrnujici aminokyseliny v okoli pozic 420 a 440

(Rizzuto et al. 1998). Vazba na koreceptor spousti fuzi virového obalu s membranou cilové
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bunky. Flze je zahdjena vnofenim fizniho peptidu do cytoplasmatické membrany bunky
a naslednou tvorbou svazku tfi HR1 a HR2 helixt (heptad repeat; heptadova repetice), coz
pritdhne k sobé virovy obal a membranu buiiky (Pancera et al. 2014). Spekuluje se, Ze pro
zahajeni fuze je dilezité odlouceni gp120 od gp41, nebot’ to miize napomahat destabilizaci
fizni domény (Moore et al. 1990; Pancera et al. 2014).

Z variabilnich sekt proteinu gp120 zde budou blize popsany oblasti V1/V2 a V3 smycka.
V1/V2 se nachazi na vrcholu Env glykoproteinového komplexu a stericky brani piistup
k vazebnému mistu pro koreceptor, dokud nedojde k navazani komplexu na CD4 receptor, které
zménou konformace zplisobi odtazeni V1/V2 segmentu a odhaleni vazebného mista pro
koreceptor (Wang et al. 2016). Nove bylo zjisténo, ze tsek V1/V2 zaujima B-barelovou
strukturu tvofenou péti B-listy, kterd umoziuje tomuto segmentu fungovat jako Castecné
samostatna jednotka a dovoluje mu znacny pohyb pravé pii navazani na CD4 receptor
a odhaleni mista pro vazbu koreceptoru (Pan et al. 2015). V3 smycka je nezbytna pro vazbu na
koreceptor a vysokou mérou ovliviuje, ktery koreceptor miize dany virus vyuzivat (Jensen et
al. 2003). Zaroven jde o jednu z hlavnich oblasti rozpoznavanych bnAbs, jak je popsano dale.
Gp41 se sklada priblizné z 345 aminokyselin a déli se na ektodoménu, transmembranovou
doménu a na C-terminalni cytoplasmatickou doménu. Ektodoména zahrnuje N-terminalni
fizogenni oblast neboli fizni peptid, ktery je tvofen pievazné hydrofobnimi aminokyselinami
512-528 (Freed et al. 1990), dale zahrnuje HR1 a HR2 (heptad repeats) a-helixy a nakonec
MPER oblast (membrane proximal external region; membrané blizky, vnéjsi region). HR1
a HR2 a-helixy jsou soucasti az postfuzniho usporadani gp41, v prefizni konformaci gp41 jsou
misto nich ¢tyfi mensi a-helixy tvofici pomyslny kruh okolo N a C-konce proteinu gp120
(Pancera et al. 2014). MPER oblast tvoii poslednich 24 aminokyselin ektodomény gp41, které
jsou v prefuzni konformaci usporddany do dvou o-helixti oddé€lenych ostrou, piiblizné¢ 90°
otackou (Fu et al. 2018). V Env komplexu spolu MPER helixy trimerizuji, pfedev§im diky
konzervovanym hydrofobnim residuim (Fu et al. 2018). MPER oblast patii mezi jednu
z hlavnich oblasti rozpoznavanych bnAbs a zaroven jeji struktura ovlivituje celkové uspotradani
Env komplexu a expozici epitopit pro ostatni bnAbs (Fu et al. 2018). Transmembranova
doména je tvoiena jednim a-helixem zahrnujicim aminokyselinova residua 684 az 707, ktery
v Env komplexu trimerizuje a stabilizuje ho (Dev et al. 2016). Zbylych 150 aminokyselin
proteinu gp41 tvoii C-termindlni cytoplasmatickou doménu, kterd se skldda z N-koncové
oblasti bez stalé sekundarni struktury a nasledujicich tfi amfipatickych a-helixti zanofenych

castecné do membrany (Murphy et al. 2017).
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Zde je vhodné zminit, ze pro naprostou vétSinu strukturnich analyz Env glykoproteinového
komplexu se vyuzivaji modifikované molekuly slozené ze zkracenych trimert gp140. Je to
proto, ze pfirozené a nijak nemodifikované Env glykoproteinové komplexy jsou piili$
nestabilni, rozpadaji se kvili nekovalentnim interakcim podjednotek a nedafilo se tak stanovit
jejich strukturu (Ward a Wilson 2017). Sandersovi a kol. se podafilo pfipravit stabilni
modifikovany Env komplex, ktery se nazyva SOSIP a ktery se stal zakladem a standardem pro
vétSinu analyz trimerniho Env (Sanders et al. 2002). SOSIP zahrnuje celou sekvenci proteinu
gpl20 a cast sekvence gp4l, kterd je zakonCena nékolik pozic pred transmembranovou
doménou. Dale byl pfidan disulfidicky mustek mezi pozici 501 gpl120 a pozici 605 gp4l
spojujici podjednotky k sobé, ¢imZ je dosazeno soudrznosti celého komplexu. Pro dalsi zvyseni
stability prefuzni konformace se ukdzala kli¢ova zaména isoleucinu na pozici 559 za prolin.
SOSIP trimery byly pfipraveny pro ftadu subtypti skupiny M viru HIV-1, znichz
nejpouzivanéjsi je BG505 SOSIP.664 (Ward a Wilson 2017). V poslednich letech byly
navrhnuty nové modifikované varianty Env glykoproteinového komplexu, jako jsou napiiklad
NFL trimery (native flexibly linked; pfirozen¢ flexibilné¢ spojené) nebo UFO trimery
(uncleaved prefusion-optimized; nestépené prefuzné optimalizované). NFL trimery nejsou
posttranslacné Stépeny, nebot’ postradaji sekvenci Argsos-Glu-Lys-Argsii, misto které maji
flexibilni linker tvofeny 2xGlys-Ser sekvenci (Sharma et al. 2015). Zaroven obsahuji
stabiliza¢ni mutaci I559P jako je tomu u SOSIP trimert. UFO trimery jsou téZ neStépené
a misto toho jsou podjednotky gp120 a gp41 spojeny flexibilnim linkerem a pro vyssi stabilitu
je zachovan i disulfidicky mtistek jako u SOSIP trimeru (Kong et al. 2016). Navic byla upravena
N-koncova sekvence HRI1 helixu, diky c¢emuz bylo dosazeno vyssi stability prefuzni
konformace a vysSiho vytézku proteinu.

Krom¢ strukturnich analyz jsou tyto modifikované stabilni varianty povrchového
glykoproteinového komplexu testovany jako kandidatni molekuly pro ptipravu vakeiny proti
viru HIV-1, nebot’ nesou fadu epitopt pro bnAbs (Sanders et al. 2013). V tomto kontextu vsak
vyvstava otdzka, jak moc jsou tyto modifikované proteiny skutecné podobné ptirozenému Env
glykoproteinovému komplexu, co se prezentace epitopit bnAbs tyce. Ackoliv mnohé studie
ukazuji, ze tyto proteiny maji konformaci a prezentaci epitopti témét shodnou s Env komplexem
vyskytujicim se pfirozené na povrchu virionli (Ringe et al. 2019; Torrents de la Pefia et al.
2019), studie zabyvajici se vlivem C-terminélni cytoplasmatické domény, transmembranoveé
domény a MPER oblasti proteinu gp41 na celkovou konformaci Env komplexu naznacuji, Ze
tyto, ve vétSin€ modifikovanych trimert chybéjici, oblasti jsou klicové pro stabilitu a spravnou

konformaci Env komplexu (Dev et al. 2016; Fu et al. 2018). Né&které prace navic poukazuji na
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rozdilné slozeni glykanti rekombinantnich SOSIP trimert a pfirozenych Env komplexi, coz
muze ovlivnit vazbu bnAbs, jez maji sacharidovou slozku jako souc¢ast rozeznadvaného epitopu
(Cao et al. 2018; Struwe et al. 2018). Do budoucna bude nejspiSe potieba zvazit, zda jsou
rekombinantni, k membran¢ nevazané, varianty Env komplexti vhodnymi imunogeny nebo zda
bude tfeba vyvinout dokonalejsi molekuly indukujici tvorbu bnAbs.

Podrobné rozebrani role rekombinatnich gp140 trimertt mimikujicich Env glykoproteinovy
komplex, jakozto imunogenti ve vyvoji potencidlni vakciny proti viru HIV-1, bude probrano
dale a rovnéz interakce Env glykoproteinového komplexu s bnAbs bude bliZze rozebrana

v kapitole tykajici se pfimo bnAbs.
3.3 Zivotni cyklus viru

Pro uplnost a zasazeni do kontextu zde kratce zminim 1 Zivotni cyklus viru HIV-1.

Virus HIV-1 infikuje pfedev$im makrofagy a CD4" T-lymfocyty, ale byly prokazany i infekce
dendritickych buné€k ¢i mikroglii (Jordan et al. 1991; MacDougall et al. 2002). Pro vstup do
bunék vyzaduje HIV-1 pfitomnost CD4 receptoru a jednoho z koreceptorti na povrchu cilovych
bunék. Varianty viru, které vyuzivaji ke vstupu CCRS5 koreceptor, se oznacuji jako R5 kmeny
a infikuji pfedev$im makrofagy a pamétové CD4" T-lymfocyty, zatimco varianty vyuZivajici
CXCR4 koreceptor se oznacuji jako X4 kmeny, které mnohem uspésnéji infikuji Sirsi skalu
CD4" T-bunéénych linii véetné naivnich T-lymfocytd (Clapham a McKnight 2001). Existuji
také tzv. R5X4 kmeny schopné vyuzivat oba typy koreceptorii. X4 a R5X4 kmeny se objevuji
az v pozd¢jsich fazich infekce a byvaji spojovany s rychlejsim ubytkem pomocnych T-
lymfocytl a progresi onemocnéni (Jensen et al. 2003).

Vazba Env komplexu na receptor a prislusny koreceptor zpiisobi konformaéni zmény vedouci
az k fuzi membrany cilové buiiky a virového obalu (blizs$i popis vazby a zmény konformace
komplexu byl zminén v ptedchozi kapitole). Virus nasledné¢ vstupuje do cytoplasmy a zahajuje
reverzni transkripci svého genomu. Pribéh reverzni transkripce zde nebude bliZze popséan, nebot’
je nad ramec této prace. Virova kapsida je mikrotubuly transportovédna k jadernému poru, pies
ktery neporusend vstupuje do jadra, jak bylo nové prokazano (Zila et al. 2021). Tam dochazi
k uvolnéni preintegracniho komplexu z kapsidy a k nésledné integraci provirové DNA do
hostitelského genomu, jak bylo popsano dfive pii charakterizaci virové integrazy. Transkripce
genl probiha za ucasti hostitelské RNA polymerazy II, bunéénych transkripénich faktort
a virového proteinu Tat (Gaynor 1992; Ping a Rana 2001). Transkripty v casné fazi infekce

podléhaji vicendsobnému sestiihu na kratsi, ptiblizn¢ 1,8 kbp dlouhé mRNA, které neobsahuji
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RRE a které kéduji Tat, Rev a Nef. Pii navySeni koncentrace Rev proteinu dochazi ke zvyseni
produkce neuplné sesttizenych mRNA obsahujicich RRE, které kdduji ostatni virové proteiny
(Purcell a Martin 1993). Nakonec dochazi k hromadéni virovych strukturnich proteinii na
cytoplasmatické membrané a naslednému puceni nezralych virionti z buniky. Virové proteiny
klicové pro slozeni virové partikule a jeji nasledné puceni z buiikky byly popsany v kapitole

o virovych proteinech.
3.4 Soucasna terapie a prevence infekce virem HIV-1

Ackoliv se v poslednich letech mirné snizuje pocet nové nakazenych virem HIV-1, coz muze
byt zplisobeno zvysenou osvétou a Sirsi dostupnosti cART, stale se jedna o pocet presahujici
rocné milion nové infikovanych osob. Proto je nezbytné zaméfit se na zvySeni prevence
a zabranit tak dalSimu Sifeni viru. Nebot’ stale nebyla objevena ucinna vakcina proti viru HIV-
1, je vsoucasné dobé prevence omezena pouze na sniZeni rizikového chovani a vasnou
diagnostiku nové infikovanych osob.

Virus HIV-1 se pfenasi krvi, pohlavnim stykem a z matky na dit¢ (Shaw a Hunter 2012). Pfenos
krvi zahrnuje podani krevnich derivata obsahujicich zivy virus, poptipadée sdileni injekénich
stiikacek s infikovanou osobou. Sexualni pienos se tyka jak pohlavniho styku muze a zeny, tak
styku dvou muzil, pficemz Sance prenosu se lisi v zavislosti na invaznosti daného koitu a na
tom, ktery z partnert je infikovany (Shaw a Hunter 2012). K pfenosu viru z matky na dit¢ mize
dojit n¢kolika zplsoby, jednak jiz béhem téhotenstvi pies placentu, druhak pifi samotném
porodu a vysokému riziku infekce je dit¢ vystaveno také pii kojeni (Kourtis a Bulterys 2010).
Virova néloz v krvi infikované osoby téz hraje roli v ii€innosti pienosu viru na dalsi osobu. Pti
pravidelném uzivani cART, které¢ vede ke snizeni virové naloze v krvi pacienta, dochazi ke
znacnému snizeni Sance sexualniho pfenosu infekce z jedné osoby na druhou (Cohen et al.
2011).

Infekce virem HIV-1 je i v soucasné dob¢ stale nevylécitelna a existujici cART slouZzi pouze
k prodlouzeni Zivota pacientli, nebot’ nedokdze eradikovat provirus z latentné infikovanych
bun¢k. Antiretrovirotika jsou namifena proti klicovym krokim replika¢niho cyklu viru, coz
zahrnuje inhibitory vazby Env komplexu na koreceptor, inhibitory fuze a inhibitory cilené na
virové enzymy, tedy reverzni transkriptazu, integrazu a protedzu. Mezi inhibitory vazby Env
komplexu na koreceptor patii Maraviroc, ktery funguje jako antagonista CCRS receptoru. Fuzni
inhibitor, Enfuvirtide, je 36 aminokyselin dlouhy peptid branici vytvofeni svazku tfi HR1, HR2

helixi, ktery je klicovy pro fuzi virového obalu s membranou. Inhibitory reverzni transkriptazy
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se d¢li na nukleosidové (Tenofovir, Zidovudine) a nenukleosidové inhibitory (Efavirenz).
Nukleosidové inhibitory jsou analogy nukleosidl, které avsak postradaji 3° OH skupinu
deoxyribosy a pii jejich zaclenéni do vznikajici ¢cDNA dojde k zablokovani syntézy.
Nenukleosidové inhibitory ptsobi jako alosterické inhibitory reverzni transkriptazy. Mezi
inhibitory integrazy patii napiiklad Raltegravir, ktery blokuje jeji endonukledzovou aktivitu.
Inhibitorti virové proteazy je celd fada, obvykle se jedna o peptidomimetika, kterd zablokuji
aktivni centrum enzymu. Navic, stale jsou objevovany nové mozné cile zdsahu antiretrovirotik,
jako napt. zablokovani samouspotfadani virové kapsidy a ndsledné naruSeni transportu
provirové DNA do jadra bunky molekulou GS-CA1 (Yant et al. 2019). Zcela recentné¢ byl
schvalen pro terapii pacientli infikovanych rezistentnimi variantami HIV-1 také novy ptipravek
Fostemsavir, ktery se vaZze na Env glykoproteinovy komplex a brani jeho navazani na CD4
receptor (Hiryak a Koren 2021). Radi se tak do zcela nové kategorie antiretrovirotik cilicich
pfimo na gp120 a branicich vazb¢ viru na buitku. Rovnéz se testuje moznost vyuziti genoveé
terapie pro 1écbu infekce virem HIV-1.

Kromé potlaceni virové replikace a snizeni virové naloZe v krvi pacienta, miize byt cART
vyuzivéna také jako post-expozi¢ni profylaxe po rizikovém chovani, poptipadé¢ se cART
podava t&hotnym HIV' Zenam, aby se zabranilo pfenosu viru na dit& (Hurst et al. 2015).
Ackoliv zavedeni cART do klinické praxe znamenalo velky posun ve zvladani celosvétové
epidemie viru HIV-1, stale se musime potykat s fadou nevyhod, které 1écba antiretrovirotiky
piinasi. Mezi nevyhody cART patii pfedevsim vznik rezistentnich variant viru, dale ndkladnost

téchto terapeutik, jejich vedlejsi tcinky a nezbytnost je uzivat po zbytek Zivota.
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4 Vyvoj vakciny proti HIV-1
4.1 Faktory komplikujici vyvoj vakciny

Vyvoj ochranné, Siroce uc¢inné vakciny proti viru HIV-1 brzdi fada komplikaci, které¢ plynou
z unikatnich vlastnosti viru a jeho povrchovych proteini. Prim zde hraje vysokd mutaéni
rychlost a schopnost rekombinace vedouci k enormni variabilité viru (O'Neil et al. 2002; Shi et
al. 2010). Ziskana plasticita se uplatiuje prfedevSim ve variabilnich oblastech povrchového
glykoproteinového komplexu, které stericky brani konzervované oblasti kli¢ové pro vazbu na
receptor a fuzi viru s cilovou bunkou. Zminéné variabilni oblasti v prubéhu infekce mohou
meénit svou délku €1 pocet akceptorovych mist pro N-glykosylace a tim 1 ménit to, jak je Env
komplex rozpoznavan imunitnim systémem (Curlin et al. 2010; Van Gils et al. 2011). Dal$im
problémem je masivni glykosylace celého Env glykoproteinového komplexu branici v ptistupu
ke konzervovanym epitopim. Proto jsou glykany na povrchu trimeru oznacovany také jako
glykanovy §tit (glycan shield), ktery z velké ¢asti maskuje proteinovou kostru Env komplexu
(Behrens et al. 2016). Samotny glykanovy §tit je navic pomérné variabilni a méalo imunogenni,
coz dale podryva schopnost imunitniho systému uc¢inné reagovat na virovou infekci (Seabright
et al. 2019). Roli hraje také malé mnozstvi trimeri vystavenych na povrchu virionti. Navic, jak
jiz bylo zminéno v kapitole o epidemiologii, virus HIV-1 ma tfadu subtypi a cirkulujicich
rekombinantnich variant rozsifenych po celém svété a potencidlni vakcina proti viru HIV-1 by
videalnim pfipadé meéla ucinkovat proti vSem témto variantdm. Vzhledem
k vyjmenovanému mnozstvi faktori komplikujicich vyvoj vakciny by se mohlo zdat, ze je
témé&i nemozné ziskat ucinnou vakcinu proti viru HIV-1, nicméné velkou nadéji v tomto sméru

piinesl objev Siroce neutralizujicich protilatek.
4.2 Siroce neutralizujici protilatky

Novy smér ve vyvoji potencidlni vakciny proti viru HIV-1 pfinesl objev bnAbs, které jsou
schopné neutralizovat Sirokou $kélu variant viru HIV-1. Tyto protilatky byly ziskany z pacienti
oznacovanych jako ,.elite neutralizers®, jejichZ séra jsou schopna G¢inn¢ neutralizovat panel
pseudovirl slozeny ze zastupcl subtypt A, B, C a CRFO1_AE (Simek et al. 2009). Ptiblizné
1 % pacientll infikovanych virem HIV-1, ktefi nepodstupuji cART, patii mezi ,elite
neutralizers* a jsou schopni po nékolika letech od pocatku infekce vyvinout Siroce Uc¢inné,

zktizeng& reaktivni, neutralizujici protilatky (Simek et al. 2009). Je tedy usuzovano, Ze pro vznik
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neutralizujicich protilatek v séru HIV" pacientd je tfeba trvala virova replikace, kterd umozni
dlouhodobou koevoluci virovych antigenti a imunitniho systému, coz mize vést ke zvySeni
neutralizacniho potencidlu protilatek (Sather et al. 2009).

Na povrchu Env glykoproteinového komplexu je mozné definovat pét hlavnich oblasti, které
jsou rozpoznavany naprostou vétSinou znamych bnAbs. Jedna se o vrchol trimeru zahrnujici
V1/V2 smyc¢ku, dale oblast s vysokym zastoupenim nezpracovanych glykanti (,,high-mannose
patch®) zahrnujici V3 smycku a N332 glykan, vazebné misto pro CD4 receptor, oblasti na
rozhrani gp120 a gp41 podjednotky a nakonec MPER oblast (McCoy a Burton 2017). RozloZeni
téchto mist na Env trimeru je vidét na Obr. 3. Navic byla noveé objevena jesté Sesta oblast, tzv.
»silent face® gp120 podjednotky, kterou vsak rozpoznavaji pouze dvé znamé bnAbs (Schoofs
et al. 2019).

Obr. 3. RozloZeni oblasti rozpoznavanych bnAbs na povrchu Env trimeru. Cervena: vrchol
trimeru s V1/V2 smyckou, oranzova: ,high-mannose patch®, zelend: CD4 vazebné misto,
modra: gp120-gp41 rozhrani, fialova: MPER oblast. Pfevzato z (Hua a Ackerman 2016).

Mezi bnAbs rozpoznavajici vrchol trimeru patii naptiklad PG9, PG16, PGT145, CHO1
a CAP256.09 (McCoy a Burton 2017). Tyto protilatky interaguji jak s glykany, tak
s aminokyselinovymi residui V2 smycky, pfi¢emz glykan na pozici N160 je obecné klicovy pro
vazbu vSech bnAbs na vrchol trimeru (Andrabi et al. 2015). Protilatka PGT145 je navic
vyhradné specifickd pro trimerni Env glykoproteinovy komplex v nativni konformaci (Sanders
et al. 2013). Dalsi z klicovych oblasti pro vazbu bnAbs je CD4 vazebné misto, které je
rozpoznavano napiiklad protilatkami VRCO1, CH103, VRCO03 ¢i 8ANC131 (Zhou et al. 2015).
U protilatky VRCO1 bylo prokazéano, Ze jeji schopnost vazby na protein gp120 je umoznéna
strukturni podobnosti variabilni oblasti VRCO1 s ¢asti CD4 receptoru, ktera je zodpovédna za

vazbu gpl120 (Zhou et al. 2010). Zaroven glykan na pozici N276, ktery jinak brani pfistup
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k vazebnému mistu na CD4 receptor, protilatka VRCO1 naopak vyuziva pro vazbu a interaguje
s nim svym lehkym fetézcem (Zhou et al. 2010). Obecné se ukazuje, Ze schopnost neutralizovat
Sirokou Skdlu variant viru zavisi na pfesném uhlu, kterym bnAb pfistupuje k CD4 vazebnému
mistu proteinu gp120 (Zhou et al. 2015). Velmi variabilni jsou bnAbs rozpoznavajici rozhrani
mezi gp120 a gp41, nebot’ jejich epitopy se zcela neptekryvaji a jsou rozmistény po celé oblasti
(McCoy a Burton 2017). Zfejmé nejznaméjsi bnAb této skupiny, PGT151, vaze glykany na
pozicich N611, N637 a dale interaguje s rezidui v C5 oblasti gp120 a bylo prokazéano, ze
specificky rozpoznava pouze st€pené, nativne usporadané, trimery (Blattner et al. 2014). MPER
oblast proteinu gp41 je cilem pro bnAbs 10E8, 4E10, Z13 ¢i 2F5 (McCoy a Burton 2017).
Ackoliv bnAbs 10E8 a 4E10 maji extrémné vysoky neutralizacni potencidl a dokazi inhibovat
Sirokou $kalu pseudovir riznych subtypi (Huang et al. 2012), n¢které studie ukazuji, ze
mohou byt ziroven autoreaktivni, nebot maji soucasti rozpoznavaného epitopu také
fosfolipidy, jak bylo prokdzano pro 4E10 (Haynes et al. 2005). Jiné prace vSak ukazuji, ze
ackoliv urcité fosfolipidy jsou soucasti epitopti 10E8 a 4E10 bnAbs, jejich reaktivita je odlisna
od ostatnich autoreaktivnich protilatek (Singh et al. 2011). Nové€ objevené vazebné misto pro
bnAbs oznacované jako ,silent face* gpl20 podjednotky interaguje s protilatkami SF12
a VRC-PGO5 (Schoofs et al. 2019). Epitop protilatky SF12 tvofi pfevazné glykany, pfi¢emz
klicové jsou ty na pozicich N262, N295 a N448 (Schoofs et al. 2019). Posledni oblast
rozpoznavana bnAbs bude probrana podrobnéji, nebot’ protilatky PGT121 a PGT126, se
kterymi bylo pracovano v ramci diplomové prace, se vaZzou na epitopy pravé v této oblasti.
Témét vSechny bnAbs interagujici s ,high-mannose patch®, tedy mistem s vysokym
zastoupenim nezpracovanych glykanti, vyzaduji pro svou vazbu pfitomnost na manosu
bohatého glykanu v pozici N332, nicméné¢ vazbu bnAbs do dané oblasti ovliviiuji i okolni
glykany, jako naptiklad N137, N295, N301, N339, N386 ¢i N392 (Garces et al. 2015; Daniels
a Saunders 2019). Zaroven vétSina téchto protilatek pronika glykanovym Stitem a interaguje
s aminokyselinami Gly324, Asp325, 11e326 a Arg327 (tzv. GDIR sekvence) (Pejchal et al.
2011; Garces et al. 2015). Z bnAbs, které rozpoznavaji ,,high-mannose patch®, jsou dnes znamé
rodiny protilatek PGT121, PGT128 a PGT135 (McCoy a Burton 2017). Dale pak existuje
protilatka 2G12, jejiz epitop tvoii pouze glykany (pozice N295, N332, N392 a ¢astecné i N339),
coz je unikatni v porovnani s ostatnimi bnAbs, které pro svou vazbu potiebuji jak proteinovou
cast gp120, tak povrchové glykany (Murin et al. 2014). Je zajimavé, Ze ackoliv 2G12 vaze
glykany s vysokou afinitou, nevykazuje témét Zadnou reaktivitu proti typickym autoantigeniim
(Singh et al. 2011). Pozdé&ji byly objeveny také protilatky BF520, DH270 ¢i PCDN33 (Daniels
a Saunders 2019). PGT121, PGT123, PGT126 a PGT128 patii mezi jedny z nejucinngjSich
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bnAbs neutralizujicich vétSinu testovanych variant pseudovird (Walker et al. 2011). 3D
struktura PGT121 v komplexu s Env trimerem zatim bohuZel nebyla vyfeSena, avSak je
dostupné alespon struktura ¢asného prekurzoru linie rodiny protilatek PGT121, kde jsou jiz
hlavni rysy interakce Env komplexu a protilatek této rodiny patrné (PDB kod: SCEZ). Interakce
s glykanem na pozici N332 a s GDIR sekvenci se u rodiny protilatek PGT121 ustanovuje jiz
casné ve vyvoji dané linie a nasledné faze vyvoje uz jsou zaméfeny piedevsim na optimalizaci
interakci s okolnimi glykany (Garces et al. 2015). Bylo zjisténo, ze PGT121-123 interaguji
s komplexnim glykanem na pozici N137, ktery se jinak podili na branéni epitopti V3 smycky
(Garces et al. 2015). Vazba rodiny protilatek PGT121 na Env komplex alostericky inhibuje
naslednou vazbu Env komplexu na CD4 receptor, nejspise diky tomu, Ze brani konforma¢nim
zménam, které trimer podstupuje pii navazani na CD4 receptor (Julien et al. 2013). PGT126
patii do rodiny protilatky PGT128 a nemd znamou 3D strukturu, nicméné struktura PGT128
1 v komplexu s gp120 jiZ vyfeSena byla (PDB kod: SACO) a lze usuzovat, ze PGT126 bude
interagovat s trimerem obdobnym zplisobem. Rodina protilatky PGT128 interaguje se svym
epitopem jinym zpusobem nez rodina protilatky PGT121. Lisi se uhlem, pod kterym ptistupuji
k trimeru, a pfedevSim svou interakci s okolnimi glykany, nebot’ PGT128 vaze kromé glykanu
N332 také glykan N301 a naopak neptichazi do kontaktu s glykanem N137 (Julien et al. 2013;
Pejchal et al. 2011).

MozZnost vyuziti bnAbs pro ochranu pred infekci virem HIV-1 byla testovana na modelech
makaka rhesus (Macaca mulatta), kdy byla experimentalni zvifata pasivné imunizovana bnAbs
a nasledn¢ vystavena infekci rekombinantnim virem SHIV (simian/human immunodeficiency
virus; virus opici/lidské imunodeficience) (Moldt et al. 2012; Pegu et al. 2014). Testované
bnAbs VRCO1 a 10E8 podané zviratim v davce 20 mg/kg ¢i 5 mg/kg dokazaly zvifata ochranit
pied jednorazové rektalné podanou, vysokou davkou SHIV, avsak pii davce 0,3 mg/kg byla
zaznamenana jen ¢aste€nd ochrana (Pegu et al. 2014). Ve stejné préci byla rovnéz prokdzana
ochrana pied vaginélni infekci virem SHIV protilaitkou VRCO1. PGT121 se v obdobném
experimentu ukézala je$t¢ ucinnéjsi, kdyz idavka 1 mg/kg poskytla plnou ochranu pied
vaginalni infekci jednordzovou davkou SHIV (Moldt et al. 2012). Navic bylo prokazano, Ze
podani vysoce ucinnych bnAbs v davce 20 mg/kg dokdze ochranit makaky pfed opakovanymi
nizkymi davkami SHIV az na nékolik mésicti, dokud nedojde k poklesu koncentrace
ochrannych protilatek v plazmé zvifat (Gautam et al. 2016). Navzdory slibnym vysledkiim,
klinické zkouSky NCT02568215 a NCT02716675 testujici vliv opakované pasivni imunizace
protilatkou VRCO1 na prevenci infekce virem HIV-1 u rizikovych osob prokazala pouze

minimalni ochranu (Corey et al. 2021). V prubéhu klinické zkousky NCT02716675 byla
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zjisténa efektivita prevence pfiblizné 26 %, zatimco efektivita prevence u klinické zkousky
NCT02568215 byla jen 8,8 % (Corey et al. 2021). Nicméné analyza vzorkii odebranych od
ucastnikd v prubéhu klinickych zkousek ukézala, ze pasivni imunizace protilatkou VRCOI
dokaze pomérné ucinné ochranit pied infekci variantami viru, které jsou na bnAb VRCO1
citlivé, nebot’ incidence infekci t€émito variantami viru byla zna¢né snizena (Corey et al. 2021).
Efektivita prevence proti VRCO1-senzitivnim viriim byla pfiblizné¢ 75 %. Tyto vysledky
potvrzuji, Ze imunizace bnAbs mize byt ucinna, ale bude potieba vyuzit kombinace vice bnAbs
cilicich na rizné epitopy a neutralizujici rizné subtypy viru HIV-1, aby bylo dosazeno
kyzeného vysledku. To ostatné prokazala i studie na makacich, kde podani dvou bnAbs cilicich
na odlisné epitopy Env komplexu dokézalo ochranit jedince pfed kombinovanou infekci vice
variantami SHIV, zatimco kazd4 z testovanych protildtek podana samostatné nedokazala
experimentalni zvitata pred kombinovanou infekci ochranit (Julg et al. 2017).

Kromé profylaxe byly bnAbs testovany také jako moznd nahrada nebo podpora soucasné
terapie pomoci cART. Podani bnAbs HIV™" jedinciim s detekovatelnou virovou nalozi v krvi
vede k pfechodnému snizeni virové naloze, dale mize podani bnAbs oddalit opétovné objeveni
viru po preruseni cART, dochéazi k podpote imunitniho systému a zvySeni ADCC (antibody-
dependent cell cytotoxicity; protilaitkou zprostfedkovana bunécna toxicita) a spekuluje se
0 mozném sniZeni virového rezervodru pii 1é€be infikovanych pacienti pomoci bnAbs (Liu et
al. 2020). Bylo prokazano, ze po jednorazovém podani VRCO1 v mnozstvi 40 mg/kg dochazi
u jedincii infikovanych viry citlivymi k dané bnAb ke znaénému snizeni virové naloze, ktera se
vSak do 56 dni vrati zpét na pivodni hladinu (Lynch et al. 2015). Zaroven casto dochazi po
opétovném navyseni virové naloze v krvi k objeveni rezistentnich variant viru k dané bnAb
(Lynch et al. 2015; Scheid et al. 2016). Opakované podani protilatky 3BNC117 (30 mg/kg, 4x
v odstupu dvou tydnit) pii pieruseni cART vedlo k prodlouzeni primérné doby do zvyseni
virové ndloze v krvi nad 200 kopii/ml na 9,9 tydne, coz je znaény rozdil v porovnani
s prumérnou dobou 2,6 tydne u pacientl, ktefi nedostavali protilatku 3BNC117 (Scheid et al.
2016). Jeste lepsich vysledki bylo dosaZeno pfi vyuZiti kombinace dvou bnAbs, 3BNC117
a 10-1074, podavanych 3x v odstupu 3 tydnt, kdy byla primérné doba oddaleni navySena na
21 tydnd po pteruSeni cART (Mendoza et al. 2018). Navic pifi vyuziti kombinace dvou
protilatek nedoSlo pii navySeni virové naloze v krvi k objeveni rezistentnich variant viru
k obéma protilatkdm (Mendoza et al. 2018). Ac¢koliv prvni studie neprokazaly vliv bnAbs na
snizeni virového rezervoaru v buiikach pacient (Lynch et al. 2015), nova studie na makacich
vyuzivajici kombinaci protilatky PGT121 a agonisty TLR7, ktery silné aktivuje CD4" T-

lymfocyty v makacich, ukazala, Ze podavani bnAb spolecné s aktivatorem imunitniho systému
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vedlo ke snizeni virového rezervoaru v testovanych zvifatech a k oddéaleni nartistu virové
naloze v krvi po preruseni cART (Borducchi et al. 2018). Souhrnné probéhlé klinické studie

ukazuji, Ze bnAbs jsou bezpeéné a jejich vyuZiti pti terapii HIV" pacientii miize byt piinosné.
4.3. Indukce tvorby Siroce neutralizujicich protilatek

Pro¢ bnAbs vznikaji tak malo a pro¢ je t€zké navodit jejich tvorbu u zdravych jedincti?

Ptedné je to dano samotnymi vlastnostmi téchto protilatek (Seabright et al. 2019). VétSina
bnAbs nese velké mnozstvi neobvyklych somatickych hypermutaci, Casto spojenych s delecemi
¢i inzercemi (Klein et al. 2013). Zaroven mivaji tyto protilatky prodlouzenou CDRH3 smycku
(complementarity determining region of antibody heavy chain; region ur€ujici komplementaritu
tézkeho fetézce protilatky), kterou dokazi interagovat s téZko pristupnymi epitopy, jako je tomu
napi. u bnAb PGT121, jejiz CDRH3 smycka je dlouha 24 aminokyselin (Briney et al. 2012;
Julien et al. 2013). Tyto vlastnosti naznacuji, pro¢ je vyvoj bnAbs postupny a zdlouhavy. Druhy
faktor branici vyvoji vakciny, ktera by indukovala tvorbu bnAbs, je ten, Ze stale nebyl pfipraven
vhodny imunogen, ktery by Gi¢inn€ vyvolaval tvorbu bnAbs v imunizovanych jedincich.

V réamci prvnich klinickych zkousek byly testovany monomerni gp120 jako imunogenni slozka
vakciny, avSak ukézalo se, Zze tyto zjednodusené formy Env glykoproteinového komplexu
nedokazou uspéSné mimikovat epitopy piitomné na nativnim trimeru. Napiiklad zcela
postradaji vazebna mista pro protilatky PGT151 a PGT145, které jsou vyhradné specifické pro
nativni Env trimer, jak bylo zminéno vyse. Placebem kontrolovana, dvojité¢ zaslepena, klinicka
studie faze 3 testujici efektivitu vakciny zalozené na dvou rekombinantnich gp120 monomerech
odvozenych ze subtypi B, neprokazala t¢émét Zadnou ochranu proti infekei virem HIV-1 (Flynn
et al. 2005). Navic nasledné porovnani virovych nalozi v krvi a Casnost zahajeni cART
u pacientd infikovanych béhem studie virem HIV-1 z placebo skupiny a ze skupiny o¢kovanych
neprokdzalo zadny rozdil (Flynn et al. 2005). Bylo zjiSténo, ze nizka efektivita vakciny byla
zpusobena nedostate¢nou produkci protilatek schopnych neutralizovat tzv. viry irovné 2 (,,tier-
2 viry*) neboli obtizné€ neutralizovatelné varianty viru, a to dokonce i kdyZz v neutraliza¢ni studii
byly testovany pouze varianty viru subtypu B (Gilbert et al. 2010). Obdobné vysledky byly
ziskany 1 pii klinické studii faze 3 provadéné v Thajsku mezi uZivateli injekéné podavanych
drog s vakcinou zaloZenou na rekombinantnich gp120 monomerech odvozenych ze subtypi B
a E (Pitisuttithum et al. 20006).

Jako dal$i mozné imunogeny byly testovany zkracené stabilizované gp140 trimery typu SOSIP,

které by mély na svém povrchu prezentovat fadu epitopti pro bnAbs (Sanders et al. 2013).
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Pokusy s Env trimery nesouci SOSIP modifikace vedly u experimentdlnich zvitat k tvorbé
autolognich neutralizacnich protilatek druhého fadu (tzv. ,tier-2° NAbs), avSak nedokéazaly
indukovat tvorbu bnAbs (Sanders a Moore 2017). Imunizace kraliki trimerem BGS505
SOSIP.664 vedla k produkci protilatek, které dokazaly neutralizovat autologni virus Grovné 2
BG505.T332N a zaroven uspésné neutralizovaly heterologni viry urovné 1 (,,tier-1* viry), coz
bylo nasledné prokazano i pro druhy testovany trimer B41 SOSIP.664, ktery téz indukoval
protilatky proti autolognimu viru urovné 2 (Sanders et al. 2015). Bohuzel vSak protilatky
z imunizovanych kraliki nedokazaly neutralizovat heterologni viry urovné 2. Zaroven zde bylo
prokézéno, ze imunizace neStépenymi Env trimery nevyvolava produkci autolognich NAbs
druhého tadu a pii pouziti monomernich gp120 dochazi jen k velmi omezené produkci NAbs
(Sanders et al. 2015). Obdobné vysledky byly tou samou studii ziskany i pro imunizace makaki
trimerem BG505 SOSIP.664. S autolognimi NAbs je problém, Ze byvaji jen uzce zaméteny,
Casto proti ,,dirdm* v glykanovém §titu a nedokézou pak neutralizovat heterologni viry Grovné
2, leda ze by nesly shodné¢ mezery v glykanovém Stitu (Klasse et al. 2016; Sanders a Moore
2017). Navic, ackoliv se trimery nesouci SOSIP modifikace nachazi preferen¢né v prefuzni
konformaci, mize u nich dochéazet k obfasné expozici epitopi vedoucich k produkci
neneutralizujicich protilatek (non-NAbs), predev§im téch proti V3 oblasti (Sanders et al. 2015).
Proto byly vyvinuty trimery, u kterych byla podpofena stabilizace prefizni konformace dal§imi
substitucemi, ptfidanim disulfidického mustku nebo byly purifikované trimery vystaveny
chemickym slouceninam (napft. glutaraldehydu), které zpiisobi propojeni aminoskupin proteinu
a zafixovani konformace (Sanders a Moore 2017). Takto modifikované trimery maji snizenou
expozici epitopt pro non-NAbs. Dale bylo testovano, zda imunizace vice trimery z riznych
subtypt povede k dosazeni Sirsiho spektra produkovanych NAbs. Kralici byli, postupné nebo
najednou, imunizovani SOSIP trimery odvozenymi ze dvou/tii riznych subtypl viru a ukazalo
se, ze zvifata vyvinula autologni NAbs druhého fadu proti vS§em pouzitym trimeriim, a dokonce
byla zjiSténa u ¢asti jedinct pfitomnost protilatek schopnych do jisté miry neutralizovat jeden
nebo vice heterolognich virti trovné 2 (Klasse et al. 2016).

Je nutné si uvédomit, Ze ackoliv nesou trimery gp140 na svém povrchu velkou ¢ast epitopti pro
bnAbs, postradaji MPER oblast, které je cilem hned né€kolika vysoce u¢innych bnAbs (McCoy
a Burton 2017). Tento problém by mohly vyfeSit nové piistupy k prezentaci nativnich Env
komplexti imunitnimu systému prostfednictvim inkorporace Env trimeri do VLPs (virus-like
particles; virim podobné castice), liposomil nebo na konstrukty sloZzené z 24 monomerti

ferritinu (Sanders a Moore 2017).
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Mezi nové piistupy, které téz vyuzivaji rekombinantni gpl140 trimery, patii tzv. vakciny
odvozené z ptirozenych linii (,,natural lineage vaccine*) a vakciny odvozené z designovanych
linii (,,designed lineage vaccine®). Prvni jmenované jsou zaloZeny na sekvencich env gentli
ziskanych z dlouhodobé sledovanych pacientt, kteti po letech infekce vyvinuli bnAbs. Tento
soubor genil mize byt vyuzit jako ptedloha pro pripravu setu rekombinantnich Env trimert,
které povedou ke stimulaci prekurzori linii B-lymfocytti schopnych produkovat bnAbs
(Bhiman et al. 2015). V praci Saunderse a kol. byla testovana postupna imunizace makakt Env
glykoproteiny odvozenymi z priibéznych sekvenci env gent pacienta, ktery vyvinul CH103
bnAbs (Saunders et al. 2017). Jednalo se o CH505 Env glykoproteiny, kdy v prvni davce byla
podéana varianta odpovidajici plivodnimu viru na pocatku infekce a dale byla imunizovana
zvitata stimulovéana variantami z tydne 53, 78 a 100 (Saunders et al. 2017). U jednoho ze Ctyt
imunizovanych makakii doslo k indukci tvorby bnAbs. Obdobny princip vyuzivaji ptistupy
zalozené na designovanych liniich Env proteinti. V téchto ptipadech je snaha vyvinout takové
rekombinantni Env trimery, které interaguji s prekurzory B-lymfocyti schopnych, pfi spravné
stimulaci, vytvorit bnAbs (Sanders a Moore 2017). Potvrzeni tohoto konceptu ukazala nedavna
studie vyuzivajici specidlné designované Env trimery, které interagovaly s prekurzory B-
lymfocytli a podporovaly u nich ziskani jinak malo pravdépodobnych mutaci, které byvaji
hlavni piekazkou v produkci bnAbs (Saunders et al. 2019). Vybrané¢ Env trimery byly
designovany tak, aby se silnéji vazaly na B-lymfocyty, které jiz ziskaly patficné mutace. Jeden
z Env trimert byl navrhnut pro indukci linie B-lymfocytt vedouci k produkci bnAbs proti CD4
vazebnému mistu, zatimco druhy byl navrhnut pro indukci linie B-lymfocyti sméiujici
k produkci bnAbs proti V3 smycce. Imunizace humanizovanych knock-in mysi jednou i druhou
variantou Env trimeru vedla k indukci nékterych mutaci klicovych pro bnAbs danych linii
a n¢které izolované protilatky dokéazaly neutralizovat autologni virus trovné 2 a cast
heterolognich virt Grovné 1b a 2 skoro stejné tspésn¢, jako odpovidajici protilatka z vyvojové
fady vedouci k bnAbs (Saunders et al. 2019). Pfi imunizaci makakd Env trimerem
designovanym na indukci linie B-lymfocyt vedouci k produkei bnAbs proti CD4 vazebnému
mistu doslo k tvorbé autolognich neutralizacnich protilatek druhého fadu proti pouzitému
imunogenu u vSech testovanych zvifat, nicméné tyto protilatky jen velmi slabé neutralizovaly
autologni virus trovné 2 (Saunders et al. 2019). Spole¢né jsou vSak tyto vysledky povzbudivé.
RovnéZ studie vyuZzivajici specidlné designovany Env trimer RC1 pro aktivaci co nejvétsiho
mnozstvi B-lymfocytd nesoucich prekurzory V3-specifickych protildtek se ukazala jako
nadéjna (Escolano et al. 2019). Imunizace experimentalnich zvitat, v€etné¢ makakd, trimerem

RC1 nebo jeho variantou RC1-4fill ptipojenou na VLPs vedla k produkci protilatek specificky
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interagujicich s V3 oblasti a okolnimi glykany. Protilatky svymi strukturnimi a neutralizaénimi
vlastnostmi pfipominaly odpovidajici protilatku z vyvojové fady vedouci k V3-specifickym
bnAbs (Escolano et al. 2019). Tyto vysledky naznacuji, ze RC1 trimer miiZze byt vhodny vstupni
imunogen pro sekvencni vakcinacni strategie.

Zatim nejvétsiho tspéchu s vyvolanim produkce bnAbs v experimentalnich zvitatech, vcetné
makaki, dosahla studie, ktera jako imunogen vyuzivala N-koncovou c¢ast fuzniho peptidu
pripojenou k proteinovému nosi¢i (Xu et al. 2018). N-koncova ¢ast fuzniho peptidu byla
vybrana jako vhodny imunogen, nebot’ byla nové objevena linie bnAbs (VRC34.01), ktera
rozpoznava tento linedrni, dobfe konzervovany peptid. Imunizace N-koncovou sekvenci
fazniho peptidu byla nasledné podpotena stimulaéni davkou Env trimeru BG505 SOSIP, ktera
umoznila selekci téch protilatek, které byly produkovéany piedchozi imunizaci a zaroven
rozpoznavaly fuzni peptid v kontextu Env trimeru (Xu et al. 2018). Imunizované mys$i vyvinuly
monoklondlni protilatky schopné neutralizovat az 31 % kmeni viru z panelu slozeného z 208
kment riznych subtypt, nicméné neutralizace byla pozorovana pouze u téch variant viru, které
nesou stejnou nebo podobnou sekvenci fuzniho peptidu, jako byla ta pouzitd pro imunizace.
Imunizace makakli a morc¢at téz vedla u vétSiny jedincii k produkci heterolognich NAbs
schopnych neutralizovat varianty viru z riznych subtypti, ackoliv zdaleka ne tak uc¢inng, jako
vzorova protilatka VRC34.01.

Klinické zkousky vakcin zalozenych na rekombinantnich gp140 trimerech jsou nyni teprve
v pocatcich a na prvni vysledky hodnotici efektivitu téchto vakcin a neutralizani schopnosti
produkovanych protilatek si budeme muset pockat. Nyni je registrovano péet klinickych zkousek
faze 1, znichz tfi testuji bezpeCnost a imunogenicitu BG505 SOSIP gpl140 trimera
(NCT03699241; NCT04224701; NCT04177355), jedna bezpecnost a imunogenicitu ConM
SOSIP.v7 gp140 trimeru (NCT03961438) a jedna testuje hned pét riznych rekombinantnich
gp140 trimert (NCT03816137). Posledné jmenovana studie zjistuje efektivitu tvorby bnAbs
u ockovanych jedinct pro rizné kombinace péti modelovych Env trimerti. Jedna se o trimery
ConM SOSIP gpl140, EDC ConM SOSIP gp140, ConS UFO gpl140, EDC ConS UFO gpl140
a Mosaic SOSIPs gp140 (ConM = konsensus sekvence vSech HIV-1 izolati skupiny M, EDC
oznacuje chemicky stabilizované trimery, ConS = modifikovand konsensus sekvence vSech
HIV-1 izolatd skupiny M, Mosaic SOSIPs = kombinace tii riiznych SOSIP trimert).

Z klinickych zkouSek vakcin cilicich na prekurzory B-lymfocyt pravé probiha studie faze I
(NCT03547245), ktera je zaloZena na designovanych vngjSich doménach proteinu gp120
prezentovanych na povrchu nanocastic (eOD-GT8 60 mer vaccine). Déle probiha také prvni

klinickd zkouska vakciny odvozené z ptirozenych linii env gend, kterd se nazyva EnvSeq-1
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(NCT03220724). Pajde o postupnou imunizaci ucastnikli variantami Env gp120 odvozenymi
z prubéznych sekvenci CH505 Env trimeru pacienta, ktery nésledné vyvinul CH103 bnAbs.
Uginnost této strategie bude porovnana se skupinou uéastniki, kte¥i budou imunizovani pouze
sekvenci CH505 M5 gp120, kterd interaguje s CH103 bnAb, ale ne s jejimi prekurzory.

Pro vyvolani tvorby bnAbs spole¢né s komplexni imunitni odpovédi zahrnujici i CD8" T-
lymfocyty jsou testovany tzv. mozaikové viry. Na zdkladé uspésné klinické zkousky
NCTO02315703, kterd dokédzala indukovat komplexni imunitni odpovéd vcetné tvorby
neutralizacnich protilatek (nikoliv v§ak bnAbs) pomoci adenovirového vektoru 26 spolecné se
stimulaci v podob€ Env gp140 subtypu C (Barouch et al. 2018), byly zahajeny dalsi dv¢ studie
faze 1Ib a III (NCT03060629; NCT03964415). Ty jiz testuji tetravalentni vakcinu
Ad26.Mos4.HIV, kterd exprimuje dvé mosaikové sekvence Env proteinu a dvé mosaikové
sekvence Gag-Pol pomoci adenovirového vektoru 26. Pro stimulaci je nasledné podana vakcina
Env gp140 subtypu C, poptipad¢ bivalentni vakcina Env gp140 subtypu C a mosaikového Env.
V klinickych zkouskéch jsou testovany téz vakciny zalozené na adenovirovych vektorech, které
exprimuji konzervované oblasti HIV-1 genomu, coz vede pfedevsim k T-bunécéné odpovédi,
avSak netvofi se bnAbs (napt. NCT02099994).

Pro tplnost bych zde rada zminila jesté Ctyii, jiz diive probehlé, klinické zkousky vakcin proti
HIV-1, znichz dvé byly spiSe odstrasujici piiklady, jedna byla nelGc¢innd a jedna naopak
doposud nejucinngjsi testovana vakcina proti HIV-1.

Vakciny HVTN 502 a 503 zalozené na prezentaci HIV-1 proteinit Gag, Pol a Nef pomoci
adenovirového vektoru (Ad5) pro stimulaci HIV-specifickych CD8" T-lymfocytl se ukéazaly
jako netcinné, a dokonce v ptipad¢ studie HVTN 502 bylo zjisténo, ze ockovani jedinci méli
vyssi nachylnost k infekci virem HIV-1 nez jedinci v placebo skupin€ (Buchbinder et al. 2008;
Gray et al. 2011). Klinicka zkouska DNA vakciny slozené ze 6 plasmidli exprimujicich Gag,
Pol a Nef proteiny subtypu B a déle Env glykoproteiny subtypt A, B a C, ktera byla nasledné
stimulovana rekombinantnim adenovirovym vektorem 5 exprimujicim Gag-Pol fizni protein
subtypu B a Env glykoproteiny ze subtypli A, B a C, také nevedla k ochrané ockovanych pied
infekci virem HIV-1 a ani nevedla k produkeci ochrannych protildtek (Hammer et al. 2013).
Z probéhlych klinickych zkousek je nutné vyzdvihnout klinickou zkousku faze III provedenou
v Thajsku, ktera jako jedina vedla alesponi k ¢astecné ochrané€ ockovanych jedincii pfed infekci
virem HIV-1 (Rerks-Ngarm et al. 2009). Vakcina byla zaloZena na oslabeném rekombinantnim
poxviru (ALVAC-HIV), ktery exprimoval Env glykoprotein subtypu E a proteinové produkty
genl gag a virové proteazy, a jeji u€innost byla dale stimulovana vakcinou AIDSVAX B/E

tvofenou monomernimi gpl20 odvozenymi ze subtypi B a E (viz NCT00223080).
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U ockovanych byla vyvolana tvorba protilatek, které dokédzaly ucinné indukovat ADCC
a protilatkami zprostiedkovanou fagocytozu a které korelovaly s ¢aste¢nou tcinnosti vakciny,
avSak nebylo dosazeno produkce bnAbs, které by zfejmé mohly vést k vyssi efektivité vakciny
(Tomaras a Plotkin 2017). Pfi porovnani protilatek pfitomnych v plazmé o¢kovanych jedinc,
kteti po ockovani byli infikovani HIV-1 a téch, ktefi po ockovani infikovani nebyli, se ukazalo,
ze ochranéni jedinci disponovali protilatkami, které rozpoznavaly V1/V2 region vice subtypii
viru, tedy ze pritomnost protilatek reagujicich s Sir§im spektrem HIV-1 variant korelovala se
sniZzenym rizikem infekce (Zolla-Pazner et al. 2014). Ackoliv pfedbéZné vysledky naznacovaly,
ze by efektivita této vakciny mohla byt okolo 60 %, v del§im Casovém odstupu se ukdzalo, ze
efektivita této vakciny je okolo 31 % a to zfeymé proto, Ze ucinnost vakciny s postupem casu
klesala, jak dochazelo k poklesu NAbs. To ukazuje, proc je dilezité vyvinout pii ockovani proti
primarné na stimulaci HIV-specifickych CD8" T-lymfocytd. Na zakladé povzbudivych
vysledki této klinické zkousky byla zahajena v Jihoafrické republice klinicka zkouska stejné
vakciny, pouze upravené pro subtyp C, ktery je v oblasti nejrozsifenéjsi (NCT02968849).

Cim dal vice je patrné, Ze pro uéinnou obranu proti infekci virem HIV-1 je potfeba indukovat
komplexni imunitni reakci, kterd bude zahrnovat jak T-bunécnou odpovéd’, tak ochranné, Siroce

neutralizujici protilatky (Tomaras a Plotkin 2017).
4.4 Novy pristup pro indukci tvorby Siroce neutralizujicich protilatek

Vzhledem k vyse popsanym komplikacim s vyvojem ucéinné vakciny proti viru HIV-1 a se
ziskanim vhodnych imunogenti vedoucich k indukci tvorby bnAbs, pfiSla naSe laboratof
snovym feSenim, které obchazi vétSinu dosavadnich problémt. Misto snahy vyvinout co
nejoptimalnéjsi Env glykoproteinovy komplex pro prezentaci epitopli bnAbs se novy ptistup
vydavé uplné opacnou cestou, kde je slozity Env komplex zcela vynechan a je nahrazen
mnohem jednodu$$im malym vazebnym proteinem. Metoda vyuzivd postupil fizené evoluce
proteint, kdy jsou malé vazebné proteiny (mimotopy) selektovany z vysoce komplexnich
proteinovych knihoven na zékladé své schopnosti UspéSné mimikovat epitopy Siroce
neutralizujicich protilatek proti viru HIV-1. Zvolena strategie je inspirovdna existenci tzv.
idiotypovych a anti-idiotypovych protilatek, kdy paratop idiotypové protilatky je rozpoznavan
B bunéénym receptorem jiného B-lymfocytu, ktery proti nému zacne tvofit anti-idiotypové
protilatky. Pfi imunizaci zvifat anti-idiotypovou protilatkou, jejiz paratop do jisté miry

mimikuje strukturu antigenu, ktery idiotypova protilatka rozpoznavala, muze dochdzet
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k produkeci tzv. anti-anti-idiotypovych protilatek, které svou specifitou odpovidaji ptivodni
idiotypové protilatce. Timto zpisobem lze teoreticky nahradit epitopy patogenu anti-
idiotypovymi protilatkami, které svym paratopem strukturné pfipominaji pivodni epitop
(Klasse 2019). Tento postup byl jiz diive testovan pro vyvolani specifickych protilatek proti
viru HIV-1 u experimentalnich zvitat, kdy byla makakiim poddna anti-idiotypova protilatka,
ktera vazala Siroce neutralizujici protilatky cilici na CD4 vazebné misto (Kang et al. 1992).
Jedinci imunizovani anti-idiotypovou protilatkou vyvinuli anti-anti-idiotypové protilatky
s témef stejnymi vlastnostmi, jako méla ptivodni idiotypova protilatka specificka pro CD4
vazebné misto (Kang et al. 1992).

V navaznosti na velky rozmach malych vazebnych proteinti v poslednich dvaceti letech, které
mohou v nékterych ohledech usp&$né nahradit monoklonalni protilatky jako terapeutické
nastroje v biomedicin€, vznikly prvni dvé studie vyuZzivajici malé vazebné proteiny jako
nahradu za anti-idiotypové protilatky pro vyvolani tvorby bnAbs u experimentéalnich zvitat
(Kosztyu et al. 2019; Kuchar et al. 2021). Prvni z praci selektovala vazebné proteiny z vysoce
komplexni kombinatoridlni proteinové knihovny odvozené¢ od ABD ,scaffoldu® (albumin-
binding domain; doména vazajici albumin) a hledala takové varianty mimotopu, které jsou
schopné siln¢€ a specificky interagovat s Siroce neutralizujici protilatkou VRCO1 (Kosztyu et al.
2019). Vyselektované varianty ABD ,,scaffoldu* dokdzaly v imunizovanych mysich vyvolat
tvorbu bnAbs schopnych neutralizovat az 8 z 12 pseudovirti tirovné 2 subtypt B a C. Schopnost
vybranych variant mimikovat strukturu epitopu protilatky VRCO1 byla prokézéana také pomoci
dokovéni struktury mimotopi do krystalové struktury protilatky VRCO1 s Env komplexem.
Vazebné proteiny dokazaly vérné napodobit interak¢ni rozhrani VRCO1 jak s proteinem gp120,
tak s glykanem v pozici N276, ktery je pro vazbu dan¢ protilatky klicovy (Kosztyu et al. 2019).
Druhd prace byla zaméfena na proteiny mimikujici epitopy Siroce neutralizujici protilatky
10E8, kterd interaguje s MPER oblasti proteinu gp41. Misto vyuziti ABD ,,scaffoldu® pro
ptipravu proteinové knihovny, jako tomu bylo u pfedchozi prace, byl v této studii pfedstaven
zcela novy ,scaffoldovy protein nazvany Myomedin, ktery je odvozen od desat¢ domény
lidského myomesinu-1 (Kuchaf et al. 2021). Struktura Myomedinu je vidét na Obr. 4. Tento
protein umoznil lepsi napodobeni pomérné rozsahlé interakcni oblasti protilatky 10E8 s MPER,
nez by mohlo byt dosazeno pomoci ABD. Varianty Myomedinu byly selektovany z vysoce
komplexni kombinatorialni proteinové knihovny pomoci ribozomalniho displeje a jejich vazba
na protilatku 10E8 byla nasledné testovana pomoci ELISA. Takto bylo identifikovdno osm
slibnych wvariant, které byly pouZity pro imunizace mySi. Hyperimunni séra ziskana

z o¢kovanych mysi dokdzala neutralizovat az 54 % z testovanych pseudovirt irovné 2 subtypti
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A, B, C, D a AE (Kuchat et al. 2021). Schopnost nejlepsich variant mimikovat strukturu epitopu
protilatky 10E8 byla prokazana také pomoci dokovani Myomedinovych variant do krystalové
struktury protilatky 10E8 s MPER oblasti. Témét vsechny vazebné proteiny dokézaly vérné
napodobit interakéni rozhrani mezi protilatkou 10E8 a jejim epitopem, které se sklada ze tiech
hlavnich interak¢énich oblasti, kdy vétSina variant mimikovala interakéni oblast 1 a 2 a dvé
varianty dokonce napodobily i oblast 3 (Kuchar et al. 2021).

Ob¢ vyse popsané studie dosahly zatim nejlepsich vysledka pti indukci tvorby bnAbs v mySich
modelech a vedly k produkci protilatek schopnych neutralizovat fadu pseudovirt Grovné 2 in
vitro. VyuZiti malych vazebnych proteinti mimikujicich epitopy bnAbs pfitomnych na povrchu
Env komplexu se ukédzalo jako nadé&jna strategie, jak dosdhnout produkce Siroce neutralizujicich
protilatek in vivo. VySe popsand strategie navic skyta jednu zdsadni vyhodu pii indukci
produkce bnAbs oproti ostatnim piistuplim a to, Ze neni ovlivnéna neptiznivymi biologickymi
a biochemickymi vlastnostmi Env glykoproteinového komplexu, jako jsou enormni variabilita
povrchovych antigenli, masivni glykosylace tvofici glykanovy S§tit, sterické branéni
konzervovanych epitopil a strukturni nestabilita rekombinantnich variant Env komplext.
Kombinovanou aplikaci vazebnych proteinitt mimikujicich epitopy nékolika rtiznych bnAbs by
mohlo byt teoreticky docileno produkce spektra ochrannych protilatek v imunizovanych

jedincich, ktefi by tak ziskali schopnost neutralizovat §irsi skalu varianty viru HIV-1.

4.4.1 Malé vazebné proteiny

Malé vazebné proteiny maji v dneSni dob¢ Siroké pouziti v oblasti biomediciny, kde jsou
vyuzivany jako diagnostické markery, agonisté ¢i antagonist¢ medicinsky vyznamnych
receptorti €1 jako nastroje pro cilené doruceni biologicky aktivnich molekul (Gebauer a Skerra
2020). Jaké vyhody vsak poskytuji malé vazebné proteiny oproti monoklondlnim protilatkdm?
Velkou pifednosti malych vazebnych proteintl, jak uz jejich nazev napovida, je jejich malé
velikost, obvykle do 200 aminokyselin, ktera jim zajiStuje vétsi tkanovou prostupnost
a variabilnéj$i mozZnosti doruceni do organismu. Diky své malé velikosti navic snaze dosdhnou
optimalniho poméru aplikované koncentrace a vazebného Uc¢inku, nebot’ maji lepsi pomér
molekulové hmotnosti ku poctu vazebnych mist, nez maji protilatky. Oproti velkym a sloZitym
molekulam protilatek slozenych z lehkych a téZkych fetézcli a obsahujicich disulfidické vazby
maji malé vazebné proteiny obvykle jednoduchou strukturu bez disulfidickych mustka
a vétSinou nevyzaduji posttranslacni modifikace. Diky jednoduché stavbé bez nutnosti
modifikaci se snadné&ji produkuji v prokaryotickych expresnich systémech, které byvaji levngjsi

a dostupnéjsi. Obvykle se snaze purifikuji a je mozné je spojovat dohromady a ziskat tak
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bispecifické molekulové néstroje. Dalsi velkou ptfednosti malych vazebnych proteint je
stabilita, nebot’ jsou odvozeny od provérenych proteinovych ,,scaffoldi®. Samoziejmé, jejich
mala velikost ma i nékteré nevyhody. Pfedné se jedna o jejich kratky polocas setrvani v krevni
plazmé, nebot jsou rychle odfiltrovany ledvinami. Proto byvaji fizovany s PEG
(polyethylenglykolem), biopolymery nebo je k nim pfipojena Fc doména (Gebauer a Skerra
2020).

Vazebné proteiny se obvykle skladaji ze dvou ¢asti — variabilni a konstantni oblasti. Variabilni
oblast je tvofend pozicemi aminokyselin, které mohou byt randomizovany, a slouZi pro
vytvofeni pozadovaného vazebného mista. Konstantni Cast proteinu zajiStuje stabilitu celé
struktury.

Malé vazebné proteiny jsou selektovany zrozsahlych proteinovych knihoven, které jsou
odvozeny od riznych proteinovych ,,scaffoldi“. Randomizaci variabilnich usek proteinovych
»scaffoldii* 1ze provadét naptiklad pomoci tzv. error-prone PCR, kde dochazi ke vkladani
nahodnych mutaci do vymezeného useku DNA, nebo pomoci kontrolované randomizace, kde
jsou piesné dany pozice, ve kterych ma dojit k vlozeni ndhodnych aminokyselin. VétSina
nov¢jSich knihoven vyuziva ptistupu kontrolované randomizace, ktery vyzaduje sloZzeni genu
in vitro pomoci piidavani ndhodnych triplet nukleotidi kodujicich jednu z 19 aminokyselin na
zvolené pozice v sekvenci. Tim je dosazeno vyrovnaného zastoupeni vSech aminokyselin na
randomizovanych pozicich (nehraje zde roli degenerovany geneticky koéd) a navic je tak
vylouceno zaclenéni cysteinu nebo stop kodonu do vzniklé sekvence. Tento ptistup byl pouzit
také pro pripravu Myomedinové knihovny, kde byly randomizované kodony optimalizovany
pro expresi knihovny v bakteriich Escherichia coli (Kuchar et al. 2021).

Pro selekci téch variant mimotopt, které specificky interaguji s tercovou molekulou, se
vyuzivaji vysoce vykonna plosna testovani (,,screening®), mezi které patii: fagovy displej,
ribozomalni displej, mRNA displej, kvasinkovy a bakteridlni povrchovy displej (Gebauer
a Skerra 2020). Nebot’ proteinova knihovna, se kterou se pracovalo v této diplomové praci, byla
prvné selektovana pomoci ribozomélniho displeje, nez bylo ptistoupeno k metodam popsanym
v kapitole Material a metody, v kratkosti bych zde zminila princip ribozomdlniho displeje.
Ribozomalni displej patfi mezi tzv. bezbunééné selekéni techniky a je zalozen na in vitro
transkripci a translaci proteinové knihovny pomoci piecisténého cytosolického extraktu z E.
coli anésledné selekci komplexil protein-ribozom-mRNA na zaklad¢ specifity daného proteinu
k tercové molekule (Lipovsek a Pliickthun 2004). V prvnim kroku je proteinova knihovna
transkribovana do mRNA, kterou nasledné navadZze ribozom a spusti translaci vazebného

proteinu. Knihovny pro ribozomalni displej jsou konstruovany tak, Ze za sekvenci vazebného
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proteinu je pifipojena dal$i proteinova sekvence, obvykle se pouzivd gen tolA, slouZzici jako
flexibilni spojovnik umoznujici samovolné sbaleni (,,folding®) proteinové domény po
vystoupeni z ribozomu. Protoze sekvence je designovana tak, aby neobsahovala zadny stop
kodon, ribozom se jednodusSe zastavi na konci tolA sekvence a nedisociuje z mRNA. Tak
vznika klicovy komplex vazebného proteinu a ptislusné mRNA, ktera jej koduje. Vazebné
proteiny, stale v komplexu s ribozomem a mRNA jsou podrobeny selekci pro vazbu na cilovou
molekulu (v pfipadé vazebnych proteinii pouzitych v diplomové praci byly selektovany
varianty interagujici s pfisluSnymi bnAbs). Proteiny, které se nevazou na cilovou molekulu,
jsou odmyty. Ribozomalni komplex je nasledné destabilizovan a uvolnénd mRNA je izolovana.
Nakonec je ziskandA mRNA reverzné transkribovana do cDNA, ktera muze byt pouzita
k dal§imu kolu ribozomalniho displeje a po poslednim kole selekce je vloZena do expresniho
vektoru. V kazdém naésledujicim kole ribozomalniho displeje byvaji pouZity ptisnéjsi selekéni
mechanismy, aby byly ziskany jen ty molekuly, které se siln€ vaZou na tercovou molekulu.
Soucésti ribozomalniho displeje je 1 negativni selekce, kterd vytadi vazebné proteiny
interagujici s nechténymi epitopy. V piipadée selekce Myomedinovych variant se vyuziva pre-

selekce pomoci izotypové kontroly IgG A, jak je popsano v praci Kuchate a kol.

4.4.2 Myomedin

Jak jiz bylo zminéno vyse, Myomedin je zcela novy proteinovy ,,scaffold* odvozeny od desaté
domény lidského myomesinu-1. Jedna se o protein o délce 111 aminokyselin a molekulové
hmotnosti 16 kDa. Struktura je tvofena sedmi antiparalelnimi B-listy a terminalnim o-helixem,
jak je vidét na Obr. 4. Tti vrcholové smycky spojujici B-listy predstavuji variabilni oblast
Myomedinu slozenou ze 12 randomizovanych pozic. Jedna se se o pozice 21-23 prvni
variabilni smycky, pozice 50-52 druhé variabilni smycky a pozice 76—80 tfeti variabilni
smycky. Oproti ABD vazebnym proteinlim tvofenym tfemi o-helixy ma Myomedin hned
n¢kolik vyhod. Ptedné jde o lidsky protein, proti kterému existuje vrozena tolerance, a imunitni
systém se tak miiZe zaméfit na reakci proti antigenni variabilni oblasti (Kuchat et al. 2021).
Déle je vyhodou, ze myomedinovy ,scaffold“ strukturné pifipomind imunoglobulinovou
variabilni doménu. Vzhledem k malé velikosti ABD vazebnych proteini (5 kDa), musely byt
tyto mimotopy spojeny s podpirnym proteinem (Kosztyu et al. 2019), coz v ptipadé
Myomedinu neni tfeba. Diky 12 randomizovatelnym pozicim miZe komplexni kombinatorialni
proteinovad knihovna odvozend od Myomedinového ,,scaffoldu® teoreticky obsahovat az 2 x

10" variant.

40



Obr. 4. Krystalova struktura Myomedinu (PDB koéd: 6T30). Cervené jsou vyznateny
aminokyseliny randomizovanych pozic variabilnich smycek (zde pro sekvenci Myomedinu
wild-type (Myo wt), tedy ptivodni nemutované varianty).
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5 Material a metody

5.1 Material

Plasmidy
pET-28b (Novagen® od firmy Sigma-Aldrich)

Vektor byl pouzit k expresi rekombinantnich proteinti. Mapa plasmidu je vidét na Obr. 5(A),

detailni popis klonovaci a expresni oblasti je pak na Obr. 5(B).

pGro7 (Chaperon plasmid set od firmy TaKaRa Bio)

Plasmid kéduje chaperon groES-groEL, ktery napomahé spravnému sloZeni rekombinantnich

proteinti a muze tak zvysit jejich rozpustnost a produkci v expresnim systému E. coli.
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Obr. 5. Plasmid pET-28b

(A) Mapa plasmidu. (B) VyseC zobrazujici
klonovaci a expresni oblast plasmidu,
véetné mist rozpoznavanych jednotlivymi
restrikénimi endonukledzami.

MCS (multiple cloning site; klonovaci
misto), RBS (ribosome binding site;
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Bakterialni kmeny

Pro produkci studovanych proteinii byl vyuzit expresni systém bakterie Escherichia coli.

V diplomové praci byly pouzivany nasledujici kmeny:

BL21(DE3)

Genotyp kmene: E. coli F~ ompT hsdSg(rs” ms’) dem gal A(DE3)
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Jedna se o expresni kmen od firmy Thermo Fisher Scientific uzptisobeny k produkci velkého
mnozstvi rekombinantnich proteint vyuzivajicich promotor T7 RNA polymerazy. Bunky byly

skladovany pti -80 °C.

BL21-Gold(DE3)

Genotyp kmene: E. coli F- ompT hsdSg(rs” ms) dem™ Tet" gal M(DE3) endA Hte

Jedna se o expresni kmen od firmy Agilent Technologies uzptisobeny k produkci velkého
mnozstvi rekombinantnich proteinti vyuzivajicich promotor T7 RNA polymerazy. Je odvozen
od kmene BL21(DE3), avSak ma vyssi transformacni u¢innost (Hte fenotyp) a ma inaktivovany
gen pro endonukleazu I (endA), diky ¢emuz se da vyuzit jak pro izolaci plasmidu, tak pro

expresi. Buiiky byly skladovany pii -80 °C.

XL1-Blue

Genotyp kmene: E. colirecAl endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17(r« m«") supE44 relA1 lac [F proAB
laclZAM15 ::Tn10 (Tet")]

Jednd se o klonovaci kmen od firmy Agilent Technologies uzplsobeny k namnoZeni

a dlouhodobému uchovani plasmida. Buiiky byly skladovany pii -80 °C.

Primery

Tab. 2. Primery pouzité v diplomové praci. Sekvence jsou zapsany ve sméru od 5" ke 3" konci.

Nazev Sekvence

Myo-TEV-SLIC-F AGCAGCGGCGAGAATCTTTATTTTCAGGGCCATATGGGCAAAAGCGAGCTGG
CCGTGGAA
CCGAGGAGAGGGTTAGGGATAGGCTTACCGGATCCACCCTGTTTACGAATCC

Myo-V5-SLIC-R
ATTCTT

T7 promotor TAATACGACTCACTATAGGG

T7 terminator GCTAGTTATTGCTCAGCGG

pET UP ATGCGTCCGGCGTAG

Join-F CTATAGGGAGACCACAACGGTTTCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAA
GAAGGAGATATACATATGAAAAGCGAGCTGGCCG

Join-R GAACCGACCGCGGATCCACCCTGTTTACGAATCCATTCTT

His-Myo-F CAGTCCATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCAAAAGC
GAGCTGGCCG

Myo-V5-R CTCGAGTTACGTAGAATCGAGACCGAGGAGAGGGTTAGGGATAGGCTTACC
GGATCCACCCTGTTTACGAATCCATTCTT

Myo-FLAG-R TTTCCCCTCGAGCTACTTGTCATCGTCATCTTTATAATCGCTGGATCCCGGAC

CCTGTTTACGAATCCATTCTTGG

Varianty HIV-1 povrchovych glykoproteinii

Rekombinantni Env trimery byly dar od Prof. MUDr. Mgr. Milana Rasky, Ph.D. vedouciho
vyzkumné skupiny Imunomodulace z Univerzity Palackého v Olomouci.

gp140 SOSSIP trimery byly produkovany sekreci z transfektovanych HEK293 F buné&k

a nasledné z média purifikovany pomoci proteinové afinitni chromatografie pres His-tag.
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gp120 P4 trimery byly produkovéna sekreci z transfektovanych HEK293 F buné€k a nasledné

z média purifikovany pomoci proteinové afinitni chromatografie ptes His-tag.

Protilatky

V diplomové praci byly pouzivany dvé Siroce neutralizujici protilatky proti viru HIV-1 pro
selekci variant Myomedinového ,,scaffoldu a jedna isotypova kontrola. Déle byly pouzivany
ti1 detekéni protilatky, kdy kazda rozpoznava jednu kratkou, uméle vytvorenou, peptidovou

sekvenci, tzv. tag.

PGT121

Lidska monoklonalni protilatka (subtyp IgGl A) rozpozndvajici V3 smycku obalového
glykoproteinu gp120. Protilatka byla ziskana prostfednictvim NIH AIDS Reagent Program,
Oddéleni pro AIDS, NIAID (National Institute of Allergy and Infectious Diseases), NIH
(National Institutes of Health), US.

PGT126

Lidska monoklonalni protilatka (subtyp IgGl A) rozpozndvajici V3 smycku obalového
glykoproteinu gp120. Protilatka byla ziskana prostfednictvim NIH AIDS Reagent Program,
Oddéleni pro AIDS, NIAID (National Institute of Allergy and Infectious Diseases), NIH
(National Institutes of Health), US.

IgG A
Jedna se o smées lidskych IgG1 protilatek s A lehkym fetézcem, které pochazi z lidskych bunék
myelomu. Material byl testovan negativné na pritomnost specifickych protilatek proti HIV a je

tedy mozné ho pouzivat jako isotypovou kontrolu pti ELISA. Vyrobce: Sigma-Aldrich; 15029.

Anti-V5

Krali¢i polyklonalni protilatka proti V5-tag konjugovand s HRP (horseradish peroxidase;
kfenova peroxidasa). Vyrobce: Abcam; ab1325.

Anti-His

Mysi monoklondlni protilatka proti His-tag konjugovand s HRP. Vyrobce: Novus Biologicals;
NBP2-31055H.

Anti-FLAG®-tag
Mysi monoklonalni protilatka rozpoznavajici DDDDK peptidovou sekvenci, FLAG®-tag, a je
konjugovéana s HRP. Vyrobce: Abcam; [M2].
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Enzymy

Veskeré enzymy pouzité v diplomové praci jsou od firmy New England Biolabs.

Q5 polymeraza (Q5® High-Fidelity DNA Polymerase; M0491S)

One Taq polymeraza (OneTaq® DNA Polymerase; M0480S)

Ncol restrikéni endonukleaza (Ncol; RO193S)

Ndel restrikéni endonukleaza (Ndel; RO111S)

BamHI — HF restrikéni endonukledza (BamHI-HF®; R3136S)

Xhol restrikéni endonukledza (Xhol; RO146S)

Alkalicka fosfataza (Alkaline Phosphatase Calf Intestinal — CIP; M0290S)
T4 DNA ligaza (T4 DNA Ligase; M0202S)

Média

LB 2% (w/v) LB Broth (Sigma-Aldrich)
SOB 10 mM NaCl, 2,5 mM KCl, 0,5% (w/v) Yeast extract (Oxoid), 2% (w/v) Bacto™

Tryptone (Thermo Fisher Scientific), az po autoklavovani média ptidat roztok Mg**

na vyslednou koncentraci 10 mM

SOC 10 mM NaCl, 2,5 mM KCl, 0,5% (w/v) Yeast extract (Oxoid), 2% (w/v) Bacto™

Tryptone (Thermo Fisher Scientific), az po autoklavovani média ptidat glukdézu na

vyslednou koncentraci 20 mM a roztok Mg?* na vyslednou koncentraci 10 mM

Pufry a roztoky
Katodovy pufr
Anodovy pufr
10x TAE pufr
1x TAE pufr

1x TB pufr

Roztok Mg?*
PBS

PBS 0,05T
1% BSA v PBS 0,05T

5% mléko v PBS 0,1T

0,1 M tricine, 0,1 M tris, 0,1% (w/v) SDS, dH>O

0,2 M tris, dH2O, pH 8,9

0,4 M tris, 0,2 M kyselina octova, 10 mM EDTA, dH»O, pH 8,5
0,1% (v/v) 10x TAE pufr, dH,O

10 mM HEPES, 20 mM CaCl,, 0,25 M KCl, ddH>O pH 6,7, po
uprave pH jesté doplnit 86 mM MnCl, (roztok sterilizovat filtraci)
1 M MgClz, 1 M MgS0Os, dH20 (roztok sterilizovat filtraci)

137 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 10 mM NaHPO4 * 2 H>O, 1,8 mM
KH>POs4, dH,0, pH 7,4

0,05% (v/v) Tween 20, PBS

0,05% (v/v) Tween 20, PBS, 1% (w/v) Albumin fraction
V biotin-free (Roth; 0163.2)

5% (w/v) odtu¢néné mléko, 0,1% (v/v) Tween 20, PBS

45



T50 N100

T50 N300

T50 N300 120

T50 N300 1250

60% isopropanol T50
Vazebny roztok

Bradfordav roztok

Biotin v bicinovém pufru
Lyzaéni pufr

Coomassie blue barva

Sample buffer 5x

Loading dye 6x

Tris-Cl/SDS

Zaostrovaci gel

Rozd¢€lovaci gel

0,8% agarosovy gel

50 mM tris, 100 mM NacCl, 0,1% (v/v) Tween 20, dH»O, pH 8
50 mM tris, 300 mM NaCl, dH,O, pH 8

50 mM tris, 300 mM NacCl, 20 mM imidazol, dH»O, pH 8

50 mM tris, 300 mM NacCl, 250 mM imidazol, dH>O, pH 8

50 mM tris, 60% (v/v) isopropanol, dH,O

15 mM Na,COs3, 35 mM NaHCO3, dH>O, pH 9,6

0,01% (w/v) Coomassie Brilliant Blue G-250, 4,9% (v/v) ethanol,
8,5% (w/v) H3POs, dH>O (vodu ptidat az po tplném rozpusténi
barvy a vysledny roztok pfefiltrovat)

10 mM bicin, 5 mM d-biotin, dH->O, pH 8,3

2 mM EDTA, 1 mM PMSF, lysozim Img/ml, T50 N100

0,005% (w/v) Coomassie Brilliant Blue G-250, 53 mM kyselina
octova, dH>O (vysledny roztok ptefiltrovat)

10% (w/v) SDS, 20% (v/v) glycerol, 0,2 M tris pH 6,8 (pH upravit
pomoci HCI), dH»0, 0,05% (w/v) Bromophenol blue, 10 mM
beta-mercaptoethanol

30% (v/v) glycerol, 150 mM EDTA, 0,03% (w/v) Bromophenol
blue, 0,03% (w/v) Xylene Cyanol, dH>O

2,1 M tris pH 8,45 (pH upravit pomoci HCIl), dH->O, roztok
prefiltrovat a ptidat 10 mM SDS

12,8% (v/v) Acrylamide/Bis Solution, 24,4% (v/v) Tris-Cl/SDS,
8 mM APS, 16 mM TEMED, dH,O

32,6% (v/v) Acrylamide/Bis Solution, 10,5% (v/v) glycerol,
33,2% (v/v) Tris-Cl/SDS, 2,7 mM APS, 16 mM TEMED, dH.O
0,8% (w/v) agarosa, 1x TAE puft, 0,005% (v/v) Hydra Green™

(ptidat az tésn¢ pied nalévanim roztoku do formy)

Acrylamide/Bis Solution, 37.5:1, 30% (w/v) (SERVA; 10688.01)

B-PER™ Reagent (Thermo Fisher Scientific; 78243)

TMB — complete 2 (TestLine Clinical Diagnostics; TMBOL1)

Clarity™ Western ECL Substrate (BioRad; 1705061)

Precision Plus Protein™ Standards, Dual color (BioRad; 161-0374)

Precision Plus Protein™ Standards, All blue (BioRad; 161-0373)

Quick-Load® Purple 1kb Plus DNA Ladder (New England Biolabs; N0550S)
MassRuler Express LR Forward DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific; SM1263)
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Gel Loading Dye Purple (6x) (New England Biolabs; B7024S)

Hydra Green™ (ACTGene; ACT-IDMGO04)

CutSmart® Buffer (New England Biolabs; B7204S)

Q5® Reaction Buffer (New England Biolabs; B9027S)

Standard Taq Reaction Buffer (New England Biolabs; B9014S)

T4 DNA Ligase Reaction Buffer (New England Biolabs; B0202S)

Pierce™ High Sensitivity Streptavidin-HRP (Thermo Fisher Scientific; 21134)

Antibiotika
Kanamycin (Sigma-Aldrich; K4000)
Chloramfenikol (Sigma-Aldrich; R0378)

Petriho misky s LB médiem
Petriho misky s LB médiem: 3,5% (w/v) LB Agar (Sigma-Aldrich; L2897), dH,O
Petriho misky s LB médiem + kanamycin 60 pg/ml (pfidat az t€sné pred nalévanim)

Petriho misky s LB médiem + chloramfenikol 20 pg/ml (pfidat az tésné pied nalévanim)

5.2 Metody

SloZeni kombinatorialni proteinové knihovny a ribozomalni displej

Tyto metody NEBYLY provedeny v ramci diplomové préace, avsak byly nezbytné pro ziskani
vstupni proteinové knihovny, se kterou bylo nasledné pracovano. Postup slozeni
kombinatorialni proteinové knihovny a provedeni ribozomalniho displeje je vysvétleno v praci

Kuchar et al. 2021.

Upravy a §tépeni vektoru pET-28b pied vloZenim proteinové knihovny

Upravy plasmidu pET-28b NEBYLY provedeny v ramci diplomové prace, nebot nize zminéné
varianty plasmidu byly jiz pfedem ptipraveny v nasi laboratofi.

Vektor pro PGT121 knihovnu — vloZeni sekvenci pro His-tag a V5-tag oddélenych
univerzalnim inzertem (Myo-10-11).

Vektor pro PGT126 knihovnu — vloZeni sekvence pro His-tag, TEV mista, univerzalniho inzertu

(Myo-10-11) a sekvence pro V5-tag = vektor pET-28b-SLIC.

Vektor pro PGT121 knihovnu byl restrikéné S$t€pen restrikénimi endonukleazami Ncol

a BamHI — HF. Slozeni reakéni smési:
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e Ncol (0,2 U/ul)

e BamHI — HF (0,4 U/ul)

e CutSmart® Buffer (10x fedény)

e vektor (50 ng/pl)

e alkalicka fosfataza (0,13 U/ul)

e ddH>O (sterilni)
Reakce probihala 2 hodiny pfi 37 °C. Restrik¢ni endonukleazy byly po reakci inaktivovany
piidanim Gel Loading Dye Purple (6x) ke vzorku. Produkty reakce byly naneseny na 0,8%
agarosovy gel a analyzovany pomoci elektroforézy. Ptistroj: PowerPac™ Basic Power Supply
a Wide Mini-Sub Cell GT Cell (BioRad), ¢as: 55 minut, napéti: 70 V. Fragment o velikosti
5 282 bp byl vyiiznut z gelu. Pro izolaci DNA z gelu byl pouzit Monarch® DNA gel extraction
kit (New England Biolabs; T1020L) a pro nasledné piecisténi ziskané DNA Monarch® PCR
and DNA cleanup kit (New England Biolabs; T1030S).

Vektor pro PGT126 knihovnu byl restrikéné S$tépen restrikénimi endonukleazami Ndel
a BamHI — HF. Slozeni reak¢ni smési:

e Ndel (0,4 U/ul)

e BamHI — HF (0,4 U/pl)

e CutSmart® Buffer (10x fedény)

e vektor (50 ng/ul)

e alkalickéa fosfataza (0,13 U/ul)

e ddHO (sterilni)
Reakce probihala 2 hodiny pii 37 °C. Restrik¢ni endonukledzy byly po reakci inaktivovany
pfidanim Gel Loading Dye Purple (6x) ke vzorku. Produkty reakce byly naneseny na 0,8%
agarosovy gel a analyzovany pomoci elektroforézy. Ptistroj: PowerPac™ Basic Power Supply
a Wide Mini-Sub Cell GT Cell (BioRad), ¢as: 55 minut, napéti: 70 V. Fragment o velikosti
5 345 bp byl vyiiznut z gelu. Pro izolaci DNA z gelu byl pouzit Monarch® DNA gel extraction
kit (New England Biolabs; T1020L) a pro nasledné piecisténi ziskané DNA Monarch® PCR
and DNA cleanup kit (New England Biolabs; T1030S).

VloZeni knihovny Myomedinovych variant do vektoru pET-28b

Jednovlaknové cDNA, které byly ziskany reverzni transkripci molekul mRNA z tfetiho
kola ribozomalniho displeje, byly pfevedeny na dsSDNA pomoci PCR. SloZeni PCR reakce pro
PGT121 knihovnu:
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e Q5® Reaction Buffer (5x fedény)

¢ His-Myo-F (vysledna koncentrace 500 nM)

e Myo-V5-R (vysledna koncentrace 500 nM)

e dNTPs (vysledna koncentrace 200 uM kazdého z dANTPs)

e cDNA

¢ Q5 polymeraza (0,02 U/ul)

e ddH>O (sterilni)
Pro PGT126 knihovnu bylo pouZito stejné slozeni PCR reakce, akorat byly pouzity primery
Join-F a Join-R (vysledna koncentrace 500 nM kazdého z nich).
Reakce probihala na piistroji c1000Touch™
Iniciace: 98 °C - 30 sekund
cyklus (35x): 98 °C - 10 sekund (denaturace)

Thermal cycler (BioRad) dle programu:

65 °C - 30 sekund (nasedéani primerti)
72 °C - 20 sekund (syntéza DNA)

ukonceni: 72 °C - 20 sekund
Produkty PCR byly smichany s loading dye 6x tak, aby se barva 6x nafedila. Vzorky byly
naneseny na 0,8% agarosovy gel a analyzovany pomoci elektroforézy. Ptistroj: PowerPac™
Basic Power Supply a Wide Mini-Sub Cell GT Cell (BioRad), ¢as: 55 minut, napéti: 70 V.
Fragment o velikosti 435 bp (421 bp v ptipadé¢ PGT126 knihovny) byl vyfiznut z gelu. Pro
izolaci DNA z gelu byl pouzit Monarch® DNA gel extraction kit (New England Biolabs;
T1020L) a pro nasledné piecisténi ziskané DNA Monarch® PCR and DNA cleanup kit (New
England Biolabs; T1030S).
Inzert (PGT121 knihovna) byl nasledné restrikéné Stépen restrikénimi endonukledzami Ncol
a BamHI — HF. Slozeni reak¢ni smési:

e BamHI — HF (0,4 U/ul)

e Ncol (0,2 U/ul)

e CutSmart® Buffer (10x fedény)

e inzert - 435 bp (20 ng/ul)

e ddH>O (sterilni)
Inzert (PGT126 knihovna) byl nasledné restrikéné $tépen restrikénimi endonukledzami Ndel
a BamHI — HF. Slozeni reakéni smési:

e BamHI — HF (0,4 U/ul)

e Ndel (0,4 U/ul)
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e CutSmart® Buffer (10x fedény)

e inzert - 421 bp (20 ng/ul)

e ddH>O (sterilni)
Reakce probihala v obou piipadech 2 hodiny pfti 37 °C. Restrikéni endonukleazy byly po reakci
inaktivovany ptidanim Gel Loading Dye Purple (6x) ke vzorku. Produkty reakce byly naneseny
na 0,8% agarosovy gel a analyzovany pomoci elektroforézy. Pristroj PowerPac™ Basic Power
Supply a Wide Mini-Sub Cell GT Cell (BioRad), ¢as: 55 minut, napéti: 70 V. Fragment
o velikosti 375 bp (341 bp v pfipadé PGT126 knihovny) byl vyfiznut z gelu. Pro izolaci DNA
z gelu byl pouzit Monarch® DNA gel extraction kit (New England Biolabs; T1020L) a pro
nasledné piecisténi ziskané DNA Monarch® PCR and DNA cleanup kit (New England Biolabs;
T1030S).
Nasledovala ligace Stépeného inzertu se Stépenym vektorem (viz vyse). Slozeni liga¢ni reakce:

e vektor (50 ng)

¢ inzert (takové mnozstvi, aby vysledny pomér vektor [mol]:inzert [mol] byl 1:3)

e T4 DNA Ligase Reaction Buffer (10x fedény)

e T4 DNA ligaza (20 U/ul)

e ddHO (sterilni)
Reakce probihala 1 hodinu pfi pokojové teploté a nésledné byla DNA ligaza inaktivovéana

v 65 °C po dobu 10 minut.

Transformace bakterii XL1-Blue produktem liga¢ni reakce a nasledna izolace plasmidové
DNA z transformovanych bakterii

Ke 100 pl XL1-Blue chemokompetentnich bakterii udrzovanych na ledu bylo ptfidano 5 ul
produktu ligacni reakce. Vzorky byly dale inkubovany na ledu po dobu 25 minut, nasledné byly
pfeneseny na 42 sekund do 42 °C, vraceny zpét na led a inkubovany jesté 5 minut na ledu. Poté
bylo k butkdm pfidano 900 pl SOC média a byly inkubovany 1 hodinu pii 37 °C na tfepacce
(Shaking Incubator NB-205 od firmy N-Biotek), 250 rpm. Transformované buiiky byly vysety
po 250 pl na ¢tyfi Petriho misky s LB médiem + kanamycin a inkubovany ptes noc pii 37 °C
v inkubatoru EN 120 (Niive).

Nasledujici den byl do kazdé misky pfidan 1 ml LB média s kanamycinem (60 pg/ml), narostlé
kolonie byly v médiu resuspendovany a médium s buiikami odebrano. Z bun¢k byla izolovana

plasmidova DNA pomoci Monarch® Plasmid miniprep kit (New England Biolabs; T1010L).
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Vyizolovand plasmidova DNA ptedstavuje knihovnu Myomedinovych variant

vyselektovanych pfi ribozomalnim displeji.

Transformace bakterii BL21-Gold(DE3) knihovnou Myomedinovych variant

Ke 100 pl BL21-Gold(DE3) chemokompetentnich bakterii udrzovanych na ledu bylo ptidano
150 ng vyizolované plasmidové DNA (knihovna Myomedinovych variant). Vzorky byly dale
inkubovany na ledu po dobu 25 minut, nasledné byly pteneseny na 20 sekund do 42 °C, vraceny
zpét na led a inkubovany jeste¢ 5 minut na ledu. Poté bylo k buitkdm ptidano 900 pl SOC média
a byly inkubovany 1 hodinu pti 37 °C na tfepacce (Shaking Incubator NB-205 od firmy N-
Biotek), 250 rpm. Transformované bunky byly vysety na Petriho misky s LB médiem +
kanamycin a inkubovany ptes noc pii 37 °C v inkubatoru EN 120 (Niive). Na 1. misku bylo
vyseto 100 pl transformovanych bakterii, na 2. misku 200 pl a na 3. misku byly vysety buiiky
ze zbylych 700 pl transformacni reakce.

Nasledujici den byly jednotlivé klony prearkovany na novou Petriho misku s LB médiem +
kanamycin, kterd nesla ¢iselnou mtizku, a tim padem ziskal kazdy jednotlivy klon ¢islo, pod

kterym byl dale oznacovan v ELISA plosném testovani a dalSich experimentech.

Colony PCR
Zaroven, béhem pirecarkovani jednotlivych kloni na novou Petriho misku (viz vyse), byla
provedena 1 tzv. colony PCR, aby se zjistila pfitomnost spravné vlozeného inzertu
u jednotlivych klonti. Po samotném piecarkovani kazdé kolonie na novou Petriho misku byla
Spicka nastroje namocena do piredem piipravené smesi na PCR a reziduum bakterii ulpélych na
povrchu se uvolnilo do PCR smési. Slozeni PCR sm¢si:

e Q5® Reaction Buffer (5x fedény)

e Myo-TEV-SLIC-F (vysledna koncentrace 500 nM)

e Myo-TEV-SLIC-R (vysledna koncentrace 500 nM)

e dANTPs (vysledné koncentrace 200 uM kazdého z dNTPs)

¢ Q5 polymeraza (0,02 U/ul)

e ddH>O (sterilni)
Reakce probihala na pfistroji c1000Touch™ Thermal cycler (BioRad) dle programu:
iniciace: 98 °C - 2 minuty (lyza bakterialnich buné¢k)
cyklus (35x): 98 °C - 10 sekund (denaturace)

72 °C - 20 sekund (nasedani primerti a syntéza DNA)

ukoncent: 72 °C - 20 sekund
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Produkty PCR byly smichany s loading dye 6x tak, aby se barva 6x natfedila. Vzorky byly
naneseny na 0,8% agarosovy gel a analyzovany pomoci elektroforézy. Pristroj PowerPac™
Basic Power Supply a Wide Mini-Sub Cell GT Cell (BioRad), ¢as: 55 minut, napéti: 70 V.
Vysledny gel byl sniman na pfistroji Azure c280 (Azure biosystems) pfi vinové délce 302 nm,
Cas expozice: autoexposure. Byla zjistovana ptitomnost fragmentu o velikosti 407 bp.
Ve vysledcich se vSak ukéazalo, ze mnozstvi kloni obsahujicich pozadovany inzert bylo
necekané malé, jak je vidét na Obr. 6(A). Proto bylo provedeno ovéteni vysledkt z colony PCR
pomoci restrikéniho Stépeni:
Do zkumavek se 4 ml LB média + kanamycin (60 pg/ml) bylo zaockovano malé mnozstvi
bunék stejnych klont pouzitych v colony PCR a péstovano pies noc pii 37 °C na tiepacce
(Shaking Incubator NB-205 od firmy N-Biotek), 250 rpm. Dalsi den byla z bun¢k izolovéana
plasmidovd DNA pomoci Monarch® Plasmid miniprep kit (New England Biolabs; T1010L).
Koncentrace plasmidové DNA byla zméfena na spektrofotometru DS-11 (DeNovix). Slozeni
reakéni smési pro restrikéni Stépeni:

e Ncol (0,2 U/ul)

e BamHI — HF (0,4 U/ul)

e CutSmart® Buffer (10x fedény)

e vektor (20 ng/ul)

e ddHO (sterilni)
Reakce probihala 1 hodinu pti 37 °C. Produkty Stépeni byly smichany s loading dye 6x tak, aby
se barva 6x natedila. Vzorky byly naneseny na 0,8% agarosovy gel a analyzovany pomoci
elektroforézy. Pfistroj: PowerPac™ Basic Power Supply a Wide Mini-Sub Cell GT Cell
(BioRad), ¢as: 55 minut, napéti: 70 V. Vysledny gel byl sniman na pfistroji Azure c280 (Azure
biosystems) pii vinové délce 302 nm, Cas expozice: autoexposure. Byla zjistovana ptitomnost
fragmentil o velikosti 5 282 bp a 374 bp. Vysledky jsou zobrazeny na Obr. 6(B).
Proto byla navrZena optimalizace colony PCR, kterou pak byla analyzovéana vétSina vzorka.
Slozeni PCR reakce:

e Standard Taq Reaction Buffer (5x fedény)

e primer pETup (vyslednd koncentrace 250 nM)

e primer T7 terminator (vyslednd koncentrace 250 nM)

e dANTPs (vyslednd koncentrace 200 uM kazdého z dNTPs)

e One Taq polymeraza (0,025 U/ul)

e ddH>O (sterilni)
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h™ Thermal cycler (BioRad) dle programu:

Reakce probihala na ptistroji c1000Touc
iniciace: 94 °C - 2 minuty (lyza bakteridlnich bun¢k)
cyklus (35x): 94 °C - 30 sekund (denaturace)

53 °C - 30 sekund (nasedani primert)

68 °C - 45 sekund (syntéza DNA)
ukonceni: 68 °C - 5 minut
Produkty PCR byly smichany s loading dye 6x tak, aby se barva 6x nafedila. Vzorky byly
naneseny na 0,8% agarosovy gel a analyzovany pomoci elektroforézy. Pristroj PowerPac™
Basic Power Supply a Wide Mini-Sub Cell GT Cell (BioRad), ¢as: 55 minut, napéti: 70 V.
Vysledny gel byl sniman na pfistroji Azure ¢280 (Azure biosystems) pii vinové délce 302 nm,
Cas expozice: autoexposure. Byla zjistovana pfitomnost fragmentu o velikosti 647 bp (v ptipadé
klonti z PGT121 knihovny), nebo 677 bp (v ptipade klont z PGT126 knihovny).

Obr. 6. (A) Snimek gelu elektroforézy produkti colony PCR (Myo-TEV-SLIC-F, Myo-TEV-
SLIC-R, Q5 polymeraza). Cisla nalezi jednotlivym klonim z PGT121 knihovny; Mw =
Zebticek Quick-Load® Purple 1kb Plus DNA Ladder; éerna Sipka oznacuje fragment o velikosti
400 bp. (B) Snimek gelu elektroforezy produkti restrik¢niho Stépeni (Ncol, BamHI, vektror
s vlozenou PGT121 knihovnou). Cisla nalezi jednotlivym klonim z PGT121 knihovny; Mw =
Zebticek Quick-Load® Purple 1kb Plus DNA Ladder; bil4 Sipka oznacuje fragment o velikosti

400 bp. Produkty o velikosti pfiblizné€ 5,3 kbp piedstavuji Stépeny vektor. Je patrné, Ze pouze
klony 17 a 18 nekdduji inzert o pozadované délce.
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Klony z PGT121 knihovny A

Péstovani bakterialnich kultur pro nasledné ploSné testovani pomoci ELISA

Do 2 ml zkumavek s 400 pl LB média + kanamycin (60 pg/ml) bylo zaockovano malé mnoZzstvi
buné¢k jednotlivych klonli a péstovano pies noc pii 37 °C na tfepacce (Shaking Incubator NB-
205 od firmy N-Biotek), 250 rpm.

Nasledujici den bylo 200 pl* kultury zao¢kovano do zkumavek s 4 ml LB média + kanamycin
(60 pg/ml) a inkubovano na tiepacce Incu-Shaker™ 10LR (Benchmark Scientific) pii 37 °C

a 250 rpm dokud nebylo dosazeno ODeoo = 0,6. Jakmile bylo dosaZzeno pozadované optické
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denzity, ke kulturdm bylo pfidano IPTG, aby vysledna koncentrace IPTG byla 1 mM, a teplota
kultivace se snizila na 30 °C. Kultury byly takto inkubovéany nasledujici 4 hodiny. Poté byla
kazda kultura rozdélena do dvou 2 ml zkumavek a centrifugovana 15 min. na 6 000g pti 4 °C
(centrifuga Microfuge® 22R od firmy Beckman Coulter). Ze vzorkt byl odstranén supernatant
a pelety byly uchovany pti -80 °C.

* Ke zbylym 200 pl kultury bylo ptidano 200 pl vychlazeného 50% (v/v) glycerolu v LB médiu
a vzorky byly uchovany pfti -80 °C.

Plosné testovani Myomedinovych variant

Pro odhad miry afinity jednotlivych variant Myomedinu k ter¢ovym bnAb PGT121 a PGT126
byla provedena pfimé sendvic¢ova ELISA.

Den ptedem byly na ELISA desticku Clear Flat-Bottom Immuno Nonsterile 96-Well Plates
PolySorp™ (Thermo Fisher Scientific; 475094) naneseny protilatky ve vazebném roztoku —
rozloZeni a koncentrace je popsana v Tab. 3. Desticka byla umisténa pies noc do 4 °C a tmy.

Tab. 3. Naneseni protilatky PGT121 (5ug/ml) a IgG A (Spug/ml) ve vazebném roztoku. Objem
75ul/jamka. Pro ploSné testovani Myomedinovych variant cilicich na PGT126 byly pouzity
stejné koncentrace protilatek i stejné rozlozeni.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A PGTI21 | PGTI121 | PGTI121 | IgGA | IgGXA | IgGA | PGTI21 | PGT121 | PGTI21 | IgGA | IgGML | IgGA
Supg/ml | 5ug/ml | 5pg/ml | Spg/ml|5pg/ml|Spg/ml]Spg/ml| 5pg/ml | Spg/ml|Spg/ml|5pg/ml|Spg/ml
B PGTI21 | PGTI121 | PGTI121 | IgGA | IgGMA | IgGA | PGTI21 | PGT121 | PGTI21 | IgGA | IgGML | IgGA
Supg/ml | 5ug/ml | 5pg/ml | Spg/ml|5pg/ml|Spg/ml]Spg/ml| 5pg/ml | Spg/ml|Spg/ml|5pg/ml|Spg/ml
c PGTI21 | PGTI121 | PGTI121 | IgGA | IgGMA | IgGA | PGTI21 | PGT121 | PGTI21 | IgGA | IgGMr | IgGA
Spg/ml | 5pug/ml | 5pg/ml | 5Spg/ml|5pg/ml|Spg/ml]Spg/ml| 5pg/ml | 5Spg/ml|Spg/ml|5pg/ml|Spg/ml
D PGTI21 | PGTI121 | PGTI121 | IgGA | IgGXA | IgGA | PGTI21 | PGT121 | PGTI121 | IgGA | IgGMX | IgGA
Spg/ml | 5pug/ml | 5pg/ml | Spg/ml|5pg/ml|Spg/ml]Spg/ml| 5pg/ml | 5Spg/ml|Spg/ml|5pg/ml|Spg/ml
E PGTI21 | PGTI121 | PGTI121 | IgGA | IgGXA | IgGA | PGTI21 | PGT121 | PGTI21 | IgGA | IgGX | IgGA
Spg/ml | 5pug/ml | 5pg/ml | Spg/ml|5pg/ml|Spg/ml]Spg/ml| 5pg/ml | 5Spg/ml|Spg/ml|5pg/ml|Spg/ml
F PGTI21 | PGTI121 | PGTI121 | IgGA | IgGXA | IgGA | PGTI21 | PGT121 | PGTI21 | IgGA | IgGX | IgGA
Spg/ml | 5pug/ml | 5pg/ml | Spg/ml|5pg/ml|Spg/ml]Spg/ml| 5pg/ml | 5pg/ml|Spg/ml|5pg/ml|Spg/ml
G PGTI21 | PGTI121 | PGTI121 | IgGA | IgGXA | IgGA | PGTI21 | PGT121 | PGTI21 | IgGA | IgGMX | IgGA
Spg/ml | 5ug/ml | 5pg/ml | 5pg/ml|5pg/ml|Spg/ml]Spg/ml| 5pg/ml | 5pg/ml|Spg/ml|5pg/ml|Spg/ml
H PGTI21 | PGTI121 | PGTI121 | IgGA | IgGXA | IgGA | PGTI21 | PGT121 | PGTI21 | IgGA | IgGMr | IgGA
Spg/ml | 5pug/ml | 5pg/ml | 5pg/ml|5pg/ml|Spg/ml]Spg/ml| 5pg/ml | 5pg/ml|Spg/ml|5pg/ml|Spg/ml

Desticka byla promyta roztokem PBS 0,05T — 3x 300 pl kazda jamka (tento i nasledujici
promyvaci kroky byly provadény pomoci promyvatky TECAN HydroFlex™ microplate
washer od firmy Schoeller). Po promyti bylo ptidano do kazdé jamky 300 pl bloka¢niho roztoku
1% BSA v PBS 0,05T a inkubovano 2 hodiny pii pokojové teploté. Mezitim byly pfichystany
bakterialni lyzaty. Pelety ze 2 ml kultur byly vyndany z -80 °C a ponechédny na ledu, dokud

neroztaly. Dale se ptiprava vzorki lisila:
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Klony z PGT121 knihovny byly lyzovany komerénim lyzaénim pufrem B-PER™ reagent.
Pelety byly resuspendovany ve 100 pl lyzaéniho pufru B-PER™ reagent a inkubovany 30 minut
pii pokojové teploté a tfepany na pfistroji Orbital Skaker PSU-10i (bioSan). Nasledné byly
vzorky centrifugovany 15 min. na 16 000g pii 4 °C (centrifuga Microfuge® 22R od firmy
Beckman Coulter). Supernatant kazdého vzorku byl ptfeveden do nové zkumavky a uchovan na
ledu.

Klony z PGT126 knihovny byly lyzovany lyza¢nim pufrem, jak je popsan v seznamu pufrt
a roztoktl. Pelety byly resuspendovany ve 150 ul lyzaéniho pufru a vzorky byly inkubovany
20 minut pii 30 °C a tiepany (Mixing Block MB-102 od firmy Bioer). Nasledné byly vzorky
centrifugovany 20 min. na 16 000g pti 4 °C (centrifuga Microfuge® 22R od firmy Beckman
Coulter). Supernatant kazdého vzorku byl pfeveden do nové zkumavky a uchovén na ledu.

Po uplynuti 2 hodin blokace byla desticka promyta roztokem PBS 0,05T — 3x 300 ul kazda
jamka. Vzorky bakterialnich lyzati byly natfedény 100x roztokem 1% BSA v PBS 0,05T
a naneseny po 75 pl v triplikatech na PGT121 (PGT126 respektive) a v triplikatech na IgG A.
Jako negativni kontrola byl nanesen 100x fedény lyzat z Myomedinu wt (Myo wt), ktery byl
pfipraven stejné, jako ostatni analyzované lyzaty. Jako pozitivni kontrola byl nanesen bud’
gp140 Sossip (0,36 pg/ml) nebo gp120 P4 (0,7 pug/ml). Desticka se vzorky byla inkubovana
1 hodinu pii1 pokojové teploté a poté promyta roztokem PBS 0,05T — 3x 300 ul kazdé jamka.
Do jamek bylo ptidano 75 pl detekéni protilatky Anti-V5 o koncentraci 0,1 pg/ml (fedéno
roztokem 1% BSA v PBS 0,05T) a inkubovano 1 hodinu pti pokojové teploté. Po inkubaci byla
desticka promyta roztokem PBS 0,05T — 3x 300 pul kazda jamka a do kazd¢é jamky bylo pridano
75 ul TMB — complete 2. Reakce byla zastavena po 20 minutach (vyjimecné po 30 minutach)
piidanim 40 pl 2 M H,SOs4. Vysledky byly snimany na piistroji Epoch™ 2 microplate

spectrophotometer od firmy BioTek pii 450 nm.

Sekvenace

Z klond, které mély slibné vysledky pii plosSném testovani, bylo potieba izolovat plasmidovou
DNA a zjistit sekvence konkrétnich variant Myomedind, které jednotlivé klony kdduji.

Do zkumavek se 4 ml LB média + kanamycin (60 pg/ml) bylo zaockovano malé mnozstvi
bunék vybranych klonil a péstovano pies noc pii 37 °C na tfepacce (Shaking Incubator NB-205
od firmy N-Biotek), 250 rpm. Dalsi den byla z bunék izolovana plasmidovd DNA pomoci
Monarch® Plasmid miniprep kit (New England Biolabs; T1010L). Koncentrace plasmidové

DNA byla zméfena na spektrofotometru DS-11 (DeNovix). Slozeni sekvenacni reakce:
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e plasmidova DNA (150 ng/pl)

e primer T7 terminator nebo primer T7 promotor (625 nM)

e ddH>O
Sekvenace byla provedena metodou Sangerova sekvenovani v laboratoti OMICS Genomika
(Core facility — Genomika, PfF UK, Biocev, Primyslova 595, Vestec, 252 50).

Ziskané sekvence byly analyzovany pomoci programu SnapGene® Viewer (verze 4.3.5).

Transformace bakterii BL21(DE3) pro expresi variant vybranych v ploSném testovani

Plasmidova DNA z klonti, které mély sekvence v pofadku, byla transformovana do bakterii
BL21(DE3), které slouzily vyhradné k expresi Myomedinovych variant pro vazebné studie.

Ke 100 pl BL21(DE3) chemokompetentnich bakterii udrzovanych na ledu bylo ptiddno 50 ng
vyizolované plasmidové DNA (ze sekvenaci). Vzorky byly dale inkubovéany na ledu po dobu
25 minut, nasledn¢ byly pieneseny na 42 sekund do 42 °C, vraceny zpét na led a inkubovany
jesté 5 minut na ledu. Poté bylo k buitkdm pfidano 900 pl SOC média a byly inkubovany
1 hodinu pii 37 °C na tfepacce (Shaking Incubator NB-205 od firmy N-Biotek), 250 rpm.
Transformované buiiky byly vysety po 200 pl na Petriho misky s LB médiem + kanamycin

a inkubovany pies noc pii 37 °C v inkubatoru EN 120 (Niive).

Péstovani bakterialnich kultur pro naslednou purifikaci a vazebné studie

Do zkumavek se 4 ml LB média + kanamycin (60 pg/ml) bylo zaockovano malé mnozstvi
bunék vybranych klonli a péstovano pies noc pii 37 °C na tfepacce (Shaking Incubator NB-205
od firmy N-Biotek), 250 rpm. Nasledujici den byly 2 ml kultury zaockovany do 200 ml LB
média + kanamycin (60 ug/ml) a inkubovéany na tiepacce Incu-Shaker™ 10LR (Benchmark
Scientific) pii 37 °C a 250 rpm dokud nebylo dosazeno ODsoo = 0,6. Jakmile bylo dosazeno
pozadované optické denzity, ke kulturam bylo ptidano IPTG, aby vysledna koncentrace IPTG
byla 1 mM, a teplota kultivace se sniZila na 30 °C. Kultury byly takto inkubovany nasledujici
4 hodiny. Poté byla kazda kultura rozdélena po 100 ml a centrifugovana 15 min. na 6 000g pii
4 °C (centrifuga Alegra™ X-22R od firmy Beckman Coulter). Ze vzorkil byl odstranén
supernatant a pelety byly uchovany pii -80 °C.

Proteinova afinitni chromatografie

Pelety ze 100 ml kultur byly vyndany z -80 °C a ponechany na ledu, dokud neroztaly. Dale byly
resuspendovany v 8 ml T50 N300 pufru a sonikovany (sonikator S3000 od firmy Misonix nebo
sonikator Q700 od firmy Qsonica). Sonikace: 10 minut pulzii po 5 sekundach oddélenych

56



10 sekundami pauzy, amplituda 3, sonda 4420. Vzorky byly béhem sonikace chlazeny smési
vody a ledu. Vzorky po sonikaci byly prevedeny do centrifugacnich zkumavek a centrifugovany
25 min. na 40 000g pii 4 °C (centrifuga Avanti J-26S XPI centrifuge od firmy Backman
Coulter). Supernatant ze vzorkt byl pfeveden do nové zkumavky a uchovan na ledu. Dale byly
pfichystany 20 ml kolony pro proteinovou afinitni chromatografii. Nové kolony byly
proplachnuty 2x 20 ml dH>O, nasledné byl na kolony nanesen 0,5 ml matrice Ni-NTA Agarose
(QIAGEN; 30210). Matrice byla promyta 2x 20 ml dH>O a 2x 10 ml T50 N300 pufru. Nasledné
byl na kolonu nanesen 3x supernatant (3x se nechal cely objem protéct skrz matrici, aby se
veskeré proteiny s His-tag mohly navézat). Matrice 1 s navazanymi proteiny byla promyta 3x
Sml T50 N300 a déale 3x 5 ml T50 N300 120 (pocet opakovani promyti se mohl liSit
v ndvaznosti na to, jak moc se z matrice do protékajiciho roztoku uvoliiovaly nespecificky
navazané proteiny, coZ bylo detekovano mirou zabarveni Bradfordova roztoku). Nasledovalo
promyti 3x 4 ml 60% isopropanolem T50 a 3x 5 ml T50 N300 piipravené¢ho ve vodé pro
tkanové kultury (neobsahuje LPS). Po promyvani byly proteiny naSeho zdjmu vytésnény
z matrice a postupné po 400 pl vymyty elu¢nim pufrem T50 N300 [250. Koncentrace proteint
v jednotlivych frakcich (elucich) byla stanovena zmétenim absorbance pti 280 nm na pfistroji
NanoDrop 1000 spectrometer (Thermo Fisher Scientific) a dopoctena dle vzorecku nize, kde
¢ = koncentrace [mg-ml'], Azsonm = absorbance pfi 280 nm, d = délka drahy svétla [cm],
Ek = extinkéni koeficient [M'-cm™], M = molarni hmotnost [g-mol'], Df = dilution factor
(faktor fedéni). Molarni hmotnost a extinkéni koeficient byly vypocteny pro kazdy vzorek

zvlast dle sekvence konkrétni varianty Myomedinu. Koncentrace v mg:ml™! byla nasledng

pievedena na koncentraci v mol-dm™.

Slozeni jednotlivych eluci bylo analyzovano pomoci SDS-PAGE. Vzorek z kazdé eluce byl
smichdn se Sample buffer 5x tak, aby se pufr 5x natedil, dale byl zahtat na 95 °C po dobu 10
minut v termobloku Mixing Block MB-102 (Bioer) a nasledn€ nanesen na polyakrylamidovy
gel (sloZeni zaostfovaciho i rozd€lovaciho gelu je uvedeno v seznamu pufri a roztoki).
Elektroforéza probihala na pfistroji PowerPac™ Basic Power Supply a Mini-PROTEAN Tetra
Vertical Electrophoresis Cell (BioRad), ¢as: 55 minut, proud: 35 mA (v ptipad¢ analyzy dvou
geli byl proud zvysen na 70 mA). Gel byl po elektroforéze kratce povaien v dH»O, voda byla

nasledné vyménéna a gel byl kratce povaren jesté jednou a umistén na kyvacku po dobu
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30 minut. Poté byla voda odstranéna a gel byl umistén do Coomassie blue barvy, ve které byl
2 minuty povafen. Barva byla odstranéna a gel jest¢ jednou proplachnut a povatren v dH>O.

Vysledny gel byl nafocen pfistrojem Azure c280 (Azure biosystems).

Vazebné studie

Pro stanoveni afinity a specificity vazby vybranych variant Myomedinu k teréovym bnAb
PGT121 a PGT126 byla provedena piima sendvicova ELISA s proteiny ziskanymi proteinovou
afinitni chromatografii.

Den ptedem byly na ELISA desticku Clear Flat-Bottom Immuno Nonsterile 96-Well Plates
PolySorp™ (Thermo Fisher Scientific; 475094) naneseny protilatky ve vazebném roztoku —
rozloZeni a koncentrace je popsdna v Tab. 4. Desti¢ka byla umisténa pies noc do 4 °C a tmy.

Tab. 4. Naneseni protilatky PGT121 (S5ug/ml) a IgG A (Spug/ml) ve vazebném roztoku. Objem
75ul/jamka. Jamky oznac¢ené BSA neobsahovaly Zadnou protilatku a slouzily k testovani, zda
protein z4jmu neinteraguje sroztokem 1% BSA v PBS 0,05T. Pro plosné testovani
Myomedinovych variant cilicich na PGT126 byly pouzity stejné koncentrace protilatek 1 stejné
rozloZeni.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
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Desticka byla promyta roztokem PBS 0,05T — 3x 300 pl kazda jamka (tento 1 nasledujici
promyvaci kroky byly provadény pomoci promyvatky TECAN HydroFlex™ microplate
washer od firmy Schoeller). Po promyti bylo ptidano do kazdé jamky 300 pl bloka¢niho roztoku
1% BSA v PBS 0,05T a inkubovano 2 hodiny pii pokojové teploté. Mezitim byly pfichystany
fedici fady vypurifikovanych proteinti:

Pro kazdou z testovanych variant Myomedinu byla vybrana takova frakce z proteinové afinitni
chromatografie, kterd obsahovala nejvyssi koncentraci proteinu. Tato frakce byla nejméné 2x

nafedéna, ¢imZz byla ziskana vstupni koncentrace proteinu pro vazebnou studii. Tato
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koncentrace byla dale fedéna pétkovou fedici fadou (v pfipadech, kdy vstupni koncentrace
proteinu byla pfili§ nizkd, byla pouzita ¢tytkova nebo trojkova fedici fada). Celkem bylo
ptipraveno 8 vzorku fedici fady od kazdé z variant. Vzorky pfed nanesenim byly uchovavany
na ledu.

Po uplynuti 2 hodin blokace byla desticka promyta roztokem PBS 0,05T — 3x 300 ul kazda
jamka. Vzorky byly naneseny po 75 pul v duplikdtech na PGT121 (PGT126 respektive), IgG A
i do jamek bez protilatek. Desticka se vzorky byla inkubovana 1 hodinu pii pokojové teploté
a poté promyta roztokem PBS 0,05T — 3x 300 pl kazda jamka. Do jamek bylo ptidano 75 pl
detekeni protilatky Anti-VS5 o koncentraci 0,1 pg/ml (fedéno roztokem 1% BSA v PBS 0,05T)
a inkubovano 1 hodinu pti pokojové teploté. Po inkubaci byla desticka promyta roztokem PBS
0,05T —3x 300 pl kazda jamka a do kazdé¢ jamky bylo pfidano 75 ul TMB — complete 2. Reakce
byla zastavena po 12—-32 minutach (dle rychlosti vybarveni reakce) ptidanim 40 pl 2 M H>SOs.
Vysledky byly snimany na piistroji Epoch™ 2 microplate spectrophotometer od firmy BioTek
pti 450 nm.

Priprava vybranych variant Myomedinu s FLAG-tag nebo Avi-tag na C-konci proteinu
Na zéaklad¢ vazebnych studii a predbéznych vysledka ziskanych z imunizaci mysi (nejsou
soucasti diplomové prace) byly nékteré z variant Myomerinu vybrany pro nasledné kompetic¢ni
studie. Proto bylo u téchto variant potfeba nahradit V5-tag na C-konci proteinu za FLAG-tag,
poptipad¢ Avi-tag, aby bylo mozné v experimentu odlisit navazany Myomedinovy ,,scaffold*
od virového proteinu gp120 P4.
Ptiprava variant Myomedinu s FLAG-tag:
Varianty Myomedinu z PGT121 knihovny neobsahovaly restrikéni misto pro restrik¢ni
endonukleazu Ndel, a proto bylo nejprve tieba provést PCR reakci s primery, které k sekvenci
Myomedinu ptipojily Ndel restrikéni misto na 5’konec a sekvenci FLAG-tag na 3 konec.
Slozeni PCR reakce:

e Q5® Reaction Buffer (5x fedény)

e Myo-TEV-SLIC-F (vysledna koncentrace 500 nM)

e Myo-FLAG-R (vysledna koncentrace 500 nM)

e dANTPs (vysledné koncentrace 200 uM kazdého z dNTPs)

e cDNA
e Q5 polymeraza (0,02 U/ul)
e ddH>O (sterilni)
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Reakce probihala na pfistroji c1000Touch™ Thermal cycler (BioRad) dle programu:
iniciace: 98 °C - 30 sekund
cyklus (35x): 98 °C - 10 sekund (denaturace)
72 °C — 15 sekund (nasedani primert a syntéza DNA)

ukonceni: 72 °C — 5 minut
Produkty PCR byly smichany s loading dye 6x tak, aby se barva 6x nafedila. Vzorky byly
naneseny na 0,8% agarosovy gel a analyzovany pomoci elektroforézy. Ptistroj: PowerPac™
Basic Power Supply a Wide Mini-Sub Cell GT Cell (BioRad), ¢as: 55 minut, napéti: 70 V.
Fragment o velikosti 423 bp byl vyfiznut z gelu. Pro izolaci DNA z gelu byl pouzit Monarch®
DNA gel extraction kit (New England Biolabs; T1020L) a pro nasledné ptecisténi ziskané DNA
Monarch® PCR and DNA cleanup kit (New England Biolabs; T10308S).
Inzert byl nésledné restrikéné Sté€pen restrikénimi endonukledzami Ndel a Xhol. SloZeni reakéni
smési:

e Ndel (0,4 U/ul)

e Xhol (0,4 U/ul)

e CutSmart® Buffer (10x fedény)

e inzert - 423 bp (20 ng/ul)

e ddHO (sterilni)
Vektor pET-28b-SLIC (popsanych na zacatku této kapitoly) byl restrikéné Stépen restrikénimi
endonukledzami Ndel a Xhol. SloZeni reakéni smési:

e Ndel (0,4 U/ul)

e Xhol (0,4 U/ul)

e CutSmart® Buffer (10x fedény)

e plasmid (50 ng/ul)

e alkalické fosfataza (0,13 U/ul)

e ddH>O (sterilni)
Reakce probihala v obou ptipadech 2 hodiny pfti 37 °C. Restrikéni endonukledzy byly po reakci
inaktivovany pfidanim Gel Loading Dye Purple (6x) ke vzorku. Produkty reakce byly naneseny
na 0,8% agarosovy gel a analyzovany pomoci elektroforézy. Ptistroj PowerPac™ Basic Power
Supply a Wide Mini-Sub Cell GT Cell (BioRad), ¢as: 55 minut, napéti: 70 V. Fragmenty
o velikosti 387 bp (inzert) a 5 292 bp (vektor) byly vytiznuty z gelu. Pro izolaci DNA z gelu
byl pouzit Monarch® DNA gel extraction kit (New England Biolabs; T1020L) a pro nisledné
piecisténi ziskané DNA Monarch® PCR and DNA cleanup kit (New England Biolabs; T1030S).
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Ligace §tépeného vektoru a inzertu. SloZeni liga¢ni reakce:

e vektor (50 ng)

e inzert (takové mnozstvi, aby vysledny pomér vektor [mol]:inzert [mol] byl 1:3)

e T4 DNA Ligase Reaction Buffer (10x fedény)

e T4 DNA ligaza (20 U/ul)

e ddH>O (sterilni)
Reakce probihala 1 hodinu pii pokojové teploté a nasledn¢ byla DNA ligdza inaktivovana
v 65 °C po dobu 10 minut.
Varianty Myomedinu z PGT126 knihovny jiZz obsahovaly restrikéni misto pro restrik¢ni
endonukledzu Ndel, a proto bylo mozné rovnou izolovanou plasmidovou DNA vybranych
klonii restrikéné Stépit restrikénimi endonukledzami Ndel a BamHI — HF. SloZeni reak¢ni
smési:

e Ndel (0,4 U/ul)

e BamHI — HF (0,4 U/pl)

e CutSmart® Buffer (10x fedény)

e plasmidova DNA (50 ng/pl)

e ddHO (sterilni)
Jako vektor byl pouzit vySe zminény vektor pET-28b-SLIC s jiz vlozenym inzertem, ktery nesl
FLAG-tag, a proto stacilo tento upraveny vektor nastépit restrikénimi endonukledzami Ndel
a BamHI — HF. SloZeni reak¢ni smési:

e Ndel (0,4 U/ul)

e BamHI — HF (0,4 U/ul)

e CutSmart® Buffer (10x fedény)

e vektor (50 ng/pl)

e alkalické fosfataza (0,13 U/ul)

e ddH>O (sterilni)
Obé reakce (Stépeni plasmidové DNA klonu z PGT126 knihovny a §tépeni vektoru) probihaly
2 hodiny pii 37 °C. Restrik¢éni endonukleazy byly po reakci inaktivovany piidanim Gel Loading
Dye Purple (6x) ke vzorku. Produkty reakce byly naneseny na 0,8% agarosovy gel
a analyzovany pomoci elektroforézy. Ptistroj: PowerPac™ Basic Power Supply a Wide Mini-
Sub Cell GT Cell (BioRad), ¢as: 55 minut, napéti: 70 V. Fragmenty o velikosti 341 bp (inzert)
a 5 345 bp (vektor) byly vyfiznuty z gelu. Pro izolaci DNA z gelu byl pouZit Monarch® DNA
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gel extraction kit (New England Biolabs; T1020L) a pro nasledné ptecisténi ziskané DNA
Monarch® PCR and DNA cleanup kit (New England Biolabs; T10308S).

Ligacni reakce probihala stejné, jak je popsano vyse.

Ptiprava variant Myomedinu s Avi-tag:

Tyto varianty Myomedinu byly pfipraveny jinym pracovnikem laboratofe, a proto zde neni

uveden detailni postup celé ptipravy.

Transformace bakterii BL21(DE3) variantami s FLAG-tag a BL21(DE3) nesoucich
plasmid BirA variantami s Avi-tag pro expresi variant Myomedinu na kompetic¢ni studie
Transformace chemokompetentnich bakterii BL21(DE3) vektory s variantami Myomedinu
s FLAG-tag byla provedena stejné, jak je popsano vysSe pro transformace BL21(DE3) bakterii
pro péstovani proteinll na vazebné studie.

Bakterie BL21(DE3) nesouci plasmid BirA (BL21(DE3)BirA bunky), jsou uzplsobeny
k expresi proteinli biotynylovanych na pfipojeném Avi-tag. BL21(DE3)BirA bunky byly
v laboratofi pfipraveny jiz dfive, a proto zde jejich pfiprava neni detailn¢ popsana.
Transformace chemokompetentnich bakterii BL21(DE3)BirA vektory s variantami
Myomedinu s Avi-tag byla rovnéz provedena dle postupu, ktery byl popsan vyse pro
BL21(DE3).

Kultivace bunék BL21(DE3) a BL21(DE3)BirA pro expresi proteini na kompeti¢ni studie
BL21(DE3) buiiky byly kultivovany stejné, jak bylo popsano diive pro vazebné studie.
BL21(DE3)BirA buiky byly kultivovany nasledovng:

Do zkumavek se 4 ml LB média s kanamycinem (60 pg/ml) a chloramfenikolem (20 pg/ml)
bylo zaoCkovano malé mnozstvi bun€k vybranych klona a péstovano pies noc pii 37 °C na
ttepacce (Shaking Incubator NB-205 od firmy N-Biotek), 250 rpm. Nasledujici den byly 2 ml
kultury zaoCkovany do 200 ml LB média s kanamycinem (60 pg/ml) a chloramfenikolem
(20 pg/ml) a inkubovéany na tfepacéce Incu-Shaker™ 10LR (Benchmark Scientific) pii 37 °C
a 250 rpm dokud nebylo dosazeno ODsoo = 0,6. Jakmile bylo dosazeno pozadované optické
denzity, byly kultury zchlazeny na 20 °C a ke kulturam byl pfidan biotin v bicinovém pufru,
aby se roztok 100x natedil (vysledna koncentrace biotinu je tedy 50 uM). Po 10 minutach byla
teplota kultivace zvySena na 30 °C a bylo ke kulturam ptfidano IPTG, aby vysledna koncentrace
IPTG byla 1,5 mM. Kultury byly takto inkubovéany nasledujici 4 hodiny. Poté byla kultura
pfevedena do centrifugac¢ni nadoby a centrifugovdna 15 min. na 6 000g pii 4 °C (centrifuga

Avanti J-26S XPI centrifuge od firmy Backman Coulter). Peleta byla resuspendovana ve 40 ml

62



studeného PBS a opét centrifugovana 10 min. na 6 000g pii 4 °C (centrifuga Alegra™ X-22R
od firmy Beckman Coulter). Ze vzorkli byl odstranén supernatant a pelety byly uchovany pfi

-80 °C.

Testovani variant Myomedinu s FLAG-tag nebo Avi-tag

Nez bylo pristoupeno ke kompeti¢nim studiim bylo otestovano, zda ptipojeni FLAG-tag ¢i Avi-
tag neovlivnilo vazebné vlastnosti jednotlivych variant.

Proteiny byly ziskévany z pelet z 200 ml kultur. Peleta byla proto resuspendovana v 15 ml T50
N300 pufru a pro u¢inné;si sonikaci byla suspenze rozdélena do dvou zkumavek a sonikovana
samostatn¢. Pred stacenim byly vzorky opét spojeny a postupovalo se dale dle popisu
proteinové afinitni chromatografie.

Testovani vazby bylo provedeno stejné, jak je popsano pro vazebné studie. Rozdil byl pouze
v pouzitych detekénich protilatkach. V kroku pfidani detekéni protilatky bylo do jamek pfidano
75 ul detekéni protilatky Anti-FLAG®-tag o koncentraci 15 ng/ml (fedéno roztokem 1% BSA
v PBS 0,05T), popiipadé 75 ul Pierce™ High Sensitivity Streptavidin-HRP o koncentraci
200 ng/ml (fedéno roztokem 1% BSA v PBS 0,05T).

Kompeti¢ni studie

V téchto experimentech byla testovana schopnost vybranych variant Myomedinu kompetovat
s gp120 P4 o vazbu na bnAb PGT121 a PGT126. Kompetice byla mefena metodou piimé
sendvicoveé ELISA.

Testované proteiny byly péstovany i purifikovany stejné, jak bylo popsano diive pro potieby
vazebnych studii. Jedina odchylka spocivala v tom, Ze zde byly proteiny pfi proteinové afinitni
chromatografii ziskavany z pelet z 200 ml kultur. Peleta byla proto resuspendovana v 15 ml
T50 N300 pufru a pro ucinn¢j$i sonikaci byla suspenze rozdélena do dvou zkumavek
a sonikovana samostatn¢. Pfed staCenim byly vzorky opét spojeny a postupovalo se déle, jak je
uvedeno u popisu proteinové afinitni chromatografie.

Den pfedem bylo na ELISA desticku Clear Flat-Bottom Immuno Nonsterile 96-Well Plates
PolySorp™ (Thermo Fisher Scientific; 475094) naneseno 75 pl protilatky PGT121 (respektive
PGT126) ve vazebném roztoku o vysledné koncentraci 2,5 pg/ml. Desticka byla umisténa pies
noc do 4 °C a tmy.

Desticka byla promyta roztokem PBS 0,05T — 3x 300 pl kazdd jamka (tento i nasledujici
promyvaci kroky byly provadény pomoci promyvatky TECAN HydroFlex™ microplate
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washer od firmy Schoeller). Po promyti bylo pfidano do kazdé jamky 300 pl bloka¢niho roztoku
1% BSA v PBS 0,05T a inkubovéno 2 hodiny pfi pokojové teploté. Piiprava vzorki:

Kazda z testovanych variant Myomedinu byla natfedéna v bloka¢nim roztoku 1% BSA v PBS
0,05T tak, aby vysledna koncentrace proteinu byla piiblizné 2-10° M. Tento roztok byl dale
pouzit pro ptipravu fedici fady proteinu gp120 P4. Vstupni koncentrace proteinu gp120 P4 byla
8,1-107 M a nasledné byla fedéna devitkovou fedici fadou az na koncentraci 1,52-107"% M.
Celkem bylo ptipraveno 8 vzorkl fedici fady proteinu gp120 P4 pro kazdou z variant. K tomu
byl vZdy ponechén jeden vzorek zcela bez proteinu gp120 P4 a slouzil jako pozitivni kontrola.
Vzorky pted nanesenim byly uchovavany na ledu.

Po uplynuti 2 hodin blokace byla desticka promyta roztokem PBS 0,05T — 3x 300 ul kazda
jamka. Vzorky byly naneseny v duplikatech po 75 ul do jamek s PGT121 (PGT126 respektive)
a inkubovany 1 hodinu pfi pokojové teploté. Poté byla desticka promyta roztokem PBS 0,05T
— 3x 300 pl kazda jamka. Pokud byly testovany varianty Myomedinu s FLAG-tag, bylo do
jamek piidano 75 pl detekéni protilatky Anti-FLAG®-tag o koncentraci 12,5 ng/ml (fedéno
roztokem 1% BSA v PBS 0,05T) a inkubovano 1 hodinu pii pokojové teploté. Pokud byly
testovany varianty s biotynylovanym Avi-tag, bylo do jamek pifidano 75 ul Pierce™ High
Sensitivity Streptavidin-HRP o koncentraci 200 ng/ml (fedéno roztokem 1% BSA v PBS
0,05T) a inkubovdno 1 hodinu pii pokojové teploté. Po inkubaci byla desticka promyta
roztokem PBS 0,05T — 3x 300 pl kazda jamka a do kazdé jamky bylo piidano 75 pl TMB —
complete 2. Reakce byla zastavena po 9—20 minutach (dle rychlosti vybarveni reakce) ptidanim
40 pl 2 M H2SO04. Vysledky byly sniméany na piistroji Epoch™ 2 microplate spectrophotometer
od firmy BioTek pii 450 nm.

Western blot

Pro nékterd ovéfeni ¢i dopliyjici analyzy byl n¢kolikrat v diplomové préci pouzit Western blot,
dle nize uvedeného postupu:

Proteinové vzorky byly nejprve rozdéleny pomoci SDS-PAGE. Vzorky o zndmé koncentraci
proteint (naptiklad po purifikaci proteinovou afinitni chromatografii) byly pfipraveny tak, aby
vysledna koncentrace proteintl byla 0,1 mg/ml a Sample buffer 5x byl 5x nafedén. Vzorky z
bezbunécnych extraktll proteinit byly 4x nafedény sterilni dH,O a Sample buffer 5x byl 5x
nafedén. Déle byly vzorky zahtaty na 95 °C po dobu 10 minut v termobloku Mixing Block MB-
102 (Bioer) a nasledné naneseny na polyakrylamidovy gel (sloZeni zaostfovaciho
i rozd€lovaciho gelu je uvedeno v seznamu pufri a roztokl). Elektroforéza probihala na

piistroji PowerPac™ Basic Power Supply a Mini-PROTEAN Tetra Vertical Electrophoresis
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Cell (BioRad), ¢as: 55 minut, proud: 35 mA (v ptipad¢ analyzy dvou gelt byl proud zvysen na
70 mA). Po elektroforéze byl gel prenesen na nitrocululosovou membranu Trans-Blot®
Turbo™ Transfer Pack (BioRad; 1704159) dle ptilozeného protokolu vyrobce a celd soustava
umisténa do piistroje Trans-Blot® Turbo™ Transfer System (BioRad). Program pieblotovani
byl nastaven na 7 minut pii konstantnim proudu 1,3 A a napéti 25 V. Po pfeneseni proteinli na
membranu byla membrana 3x proplachnuta PBS a umisténa do roztoku 5% mléka v PBS 0,1T,
kde byla blokovéana po dobu 2 hodin pti pokojové teploté na kyvacce, poptipadé byla blokace
provedena pies noc pii 4 °C. Nasledné byl blokacni roztok odstranén a na membrénu byla
nanesena detekcni protilatka v roztoku 5% mléka v PBS 0,1T. PouZita koncentrace zavisela na
konkrétni protildtce a na doporuceni od vyrobce — anti-V5 byla nandSena v koncentraci
50 ng/ml, anti-His byla nandSena v koncentraci 170 ng/ml, anti-FLAG-tag byla nanéaSena
v koncentraci 12,5 ng/ml. Membrana byla s protilatkou inkubovana 1 hodinu pfi pokojové
teploté¢ na kyvacce. Poté byl roztok s protilatkou odstranén a membrana byla 3x dikladné
promyta PBS (membrana byla umisténa do ¢ist¢tho PBS, ponechina na kyvacce po dobu
10 minut a nasledn¢ bylo PBS odstranéno — proces byl 3x opakovan). Promytd membrana byla
lehce vysuSena filtra¢nim papirem a byl na ni nanesen substrat Clarity™ Western ECL
Substrate. Inkubace probihala 5 minut pii pokojové teplote. Nakonec byla membrana vysusena
filtraénim papirem a okamzit¢ snimana ptistrojem Azure c280 (Azure biosystems) v programu

»chemiluminiscence®, ¢as expozice byl nastaven na ,,autoexposure.

Dot blot

Pro n€ktera ovéieni ¢1 dopliujici analyzy byla v diplomové praci nékolikrat pouzita metoda Dot
blot, ktera slouzi k detekci proteinti v nativni konformaci pomoci specifické protilatky. Metoda
je principialné podobna Western blotu, avSak nejsou zde provedeny kroky zahrnujici ptipravu
vzorkli na SDS-PAGE, samotna SDS-PAGE a pfeblotovani proteini z gelu na membranu.
Misto toho byl Cisty vzorek obsahujici protein zdjmu nanesen v objemu 2 — 5 pl pfimo na
nitrocelulosovou membranu. Kapka se nechala dokonale zaschnout a nasledujici kroky byly
provedeny stejné, jako v pfipad¢ proteint pfeblotovanych na nitrocelulosovou membranu pfi

Western blotu (blokovani, vazba detek¢nich protilatek, snimani).

Gelova permeacni chromatografie
Pé&stovani bakteridlnich kultur pro gelovou permeacni chromatografii bylo provedeno dle
stejného postupu, ktery byl popsan vySe pro péstovani bakteridlnich kultur pro néslednou

purifikaci a vazebné studie. Akorat zde byla pfi sklizeni buné€k z celé 200 ml kultury vytvofena
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pouze jedna peleta, nebot i naslednd purifikace proteini pomoci proteinové afinitni
chromatografie byla provadéna z 200 ml kultur. Jinak se vSak postup purifikace nelisil.
Vsechny eluce konkrétni varianty Myomedinu ziskané pii proteinové afinitni chromatografii,
vyjma prvni eluce, byly spojeny dohromady a byla k nim pfidina EDTA o vysledné koncentraci
2 mM. Nasledné& byly proteinové vzorky pievedeny do kolon Pierce™ Protein Concentrator
PES, 3K MWCO, 2-6 ml (Thermo Fisher Scientific; 88514) a zakoncentrovany opakovanou
centrifugaci na 9 000g pii 4 °C (centrifuga Alegra™ X-22R od firmy Beckman Coulter), dokud
v koloné nezbylo 0,5 ml vysledného, koncentrované¢ho, vzorku. Ten byl pfeveden do nové
zkumavky a centrifugovan 15 min. na 18 000g pii 4 °C (centrifuga Microfuge® 22R od firmy
Beckman Coulter). Pripravené vzorky proteinid byly uchovany na ledu.

Rovnéz bylo pro gelovou permeacni chromatografii pfipraveno odvzdusnéné PBS
a odvzdugnéna dH,O pomoci Nalgene™ Reusable Bottle Top Filters (Thermo Fisher Scientific;
DS0320-5045). Ob¢ kapaliny byly navic ptefiltrovany pies Glass microfiber filter (Thermo
Fisher Scientific; DS0281-5000).

Gelova permeacni chromatografie byla provedena na ptistroji GE AKTA Purifier 100 FPLC
(Marshall Scientific) s automatickym sbéracem frakci GE AKTA Frac-920 Fraction Collector
(Marshall Scientific), kolona Superdex™ 200 10/300 GL (Merck; 17-5175-01).

Cela aparatura vcetn¢ kolony byla promyta 1,5 objemem kolony rychlosti 1,25 ml/min. nejprve
odvzdusnénou dH»O a nasledné odvzdusnénym PBS. Pumpa byla také promyta odvzduSnénou
dH>O a néasledn¢ odvzdusnénym PBS. SmycCka pro nanaSeni vzorkii byla promyta 1 ml
odvzdusnéného PBS. Vzorky byly naneseny v objemu 0,5 ml, ventil v pozici ,,Joad*. Nastaveni
programu: ekvilibrace odvzdusnénym PBS (0,15 objemu kolony), piepnuti ventilu do pozice
»inject®, rychlost pratoku je 0,75 ml/min. Prvnich 8 ml pfedstavovalo mrtvy objem a nesbiralo
se. Poté zacal automaticky sbérac frakci odebirat frakce po 0,5 ml. Celkem bylo ziskdno 30
frakei z kazdého vzorku. Byla méfena absorbance protékajiciho roztoku UV detektorem pii
280 nm a dale byla métena konduktivita, pritok a tlak.

Vybrané frakce z gelové permeacni chromatografie byly analyzovany na SDS-PAGE. Ptiprava
vzorki, nastaveni elektroforézy i1 nasledné barveni gelti bylo totozné s postupem popsanym
u proteinové¢ afinitni chromatografie.

Frakce, které mély byt ndsledné pouZity na DLS (dynamic light scattering) a pro méfeni teploty
tani proteind, byly zakoncentrovany pomoci kolon Pierce™ Protein Concentrator PES, 3K

MWCO, 2-6 ml stejnym postupem, jak je popsano vyse.
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DLS

Metoda slouzi ke zjistovani hydrodynamickych polomért ¢astic v roztoku, a tedy i k zjiSténi
Cistoty roztoku.

Vzorek o objemu 40 pl byl nanesen do kfemenné kyvety o objemu 200 pl a umistén do piistroje
Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Panalytical), kde probihalo méteni. Nastaveni ptistroje: mod:
back scatter (zpétny rozptyl), teptota: 25 °C, dispersant: voda, material: protein. Pocet

opakovani méteni jednoho vzorku byl automaticky nastaven pfistrojem.

Méieni teploty tani vybranych variant Myomedinu

Teploty tani jednotlivych variant Myomedinu byly méfeny na pfistroji Prometheus NT.48 od
firmy Nano Temper. Princip metody spoc¢iva v méfeni zmeény intenzity fluorescence tryptofant
proteinu pi1 zvySujici se teploté, nebot’ emisni vinoveé délky tryptofanu jsou ovlivnény
bezprostfednim okoli molekuly, které se u slozenych a denaturovanych proteini lisi.

Vzorky byly umistény do sklenéné kapilary a vloZeny do pfistroje. Pro kazdou skupinu vzorki
byla nastavena individualni intenzita excitatniho zafeni. Program byl nastaven na zvySovani

teploty o 1 °C za 1 minutu, vychozi teplota byla 20 °C, konecna teplota byla 80 °C.

Transformace bakterii BL21(DE3) plasmidem pGro7

Ke 100 pl BL21(DE3) chemokompetentnich bakterii udrzovanych na ledu bylo pfidano 8 pul
pGro7 plasmidové DNA. Vzorky byly dale inkubovény na ledu po dobu 25 minut, nasledné
byly pfeneseny na 42 sekund do 42 °C, vraceny zpét na led a inkubovany jesté 5 minut na ledu.
Poté bylo k buitkkam ptidano 900 ul SOC média a byly inkubovany 1 hodinu pii 37 °C na
ttepacce (Shaking Incubator NB-205 od firmy N-Biotek), 250 rpm. Transformované buiky
byly vysety po 200 pl na Petriho misky s LB médiem + chloramfenikol a inkubovany pies noc
pii 37 °C v inkubatoru EN 120 (Niive).

Priprava chemokompetentnich bakterii

Do Erlenmeyerovy batiky s 50 ml SOC média (kam jiZ byla pfidéna glukosa i Mg*" ionty) bylo
ptidano ptislusné antibiotikum dle ndvodu vyrobce a bakterii, které byly péstovany (naptiklad
pti ptiprave bakterii BL21(DE3) s pGro7 plasmidem nesoucim chloramfenikolovou rezistenci
byl k SOC médiu piidan chloramfenikol o vysledné koncentraci 20 pg/ml). Do média byla
zao¢kovana jedna kolonie ptislusnych bunék a kultura byla tfepana (Shaking Incubator NB-205
od firmy N-Biotek) pies noc pii 30 °C a 250 rpm.

Nasledujici den bylo 400 ul bun&k z kultury zaockovano do 100 ml SOB média (s Mg?" ionty

1 prislusSnym antibiotikem) v Erlenmeyerové baiice o objemu 1 litr. Kultura byla néasledné
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tfepana pii 30 °C na tiepadce Incu-Shaker™ 10LR (Benchmark Scientific), 250 rpm, dokud
nebylo dosazeno ODgoo = 0,6. Jakmile bylo dosazeno pozadované optické denzity, kultura byla
pfenesena na led a dobie chlazena nasledujicich 10 minut. Néasledné byla kultura rozdélena po
50 ml do dvou centrifugac¢nich zkumavek a centrifugovana 10 min. na 2 500g pii 4 °C
(centrifuga Alegra™ X-22R od firmy Beckman Coulter). Po centrifugaci byl odstranén
supernatant, peleta byla velmi opatrné a za stalého chlazeni resuspendovana ve 20 ml
vychlazeného 1x TB pufru a ponechédna 10 minut na ledu. Buniky byly opét centrifugovany
10 min. na 2 500g pii 4 °C (centrifuga Alegra™ X-22R od firmy Beckman Coulter),
supernatant byl odstranén a peleta byla velmi opatrné a za stdlého chlazeni resuspendovana ve
4 ml vychlazené¢ho 1x TB pufru. Roztoky resuspendovanych bunck byly spojeny dohromady
(v tomto ptipadée vysledny objem 8 ml), udrZzovany na ledu a po kapkéch a za stalého michani
k nim bylo ptfidano vychlazené DMSO o vysledné koncentraci 7 % (v/v). Po ptiddni DMSO
byly buniky ponechany 10 minut na ledu a nasledné ddvkovaci pipetou pipetovany po 100 pul do
vychlazenych zkumavek a okamzit¢ umistény do tekutého dusiku. Vysledné kompetentni

bunky byly uchovéany v -80 °C.

Transformace bakterii BL21(DE3) nesoucich plasmid pGro7 plasmidovou DNA klonu 49
z PGT126 knihovny

Pro otestovani, zda by exprese varianty Myomedinu z klonu 49 v bakterialnich buiikach
nesoucich chaperonovy plasmid pGro7 zvysila vytézky proteinu, byly bunky BL21(DE3)
s pGro7 plasmidem transformovany plasmidovou DNA klonu 49 z PGT126 knihovny.

Postup transformace chemokompetentnich bakterii BL21(DE3) s plasmidem pGro7 byl totozny
s postupem popsanym diive pro transformaci bakterii BL21(DE3) pro expresi variant

vybranych pfi ploSném testovani.

Péstovani bakterii BL21(DE3) s pGro7 transformovanych plasmidovou DNA klonu 49

Do zkumavky se 4 ml LB média s kanamycinem (60 pg/ml) a chloramfenikolem (20 pg/ml)
bylo zaofkovano malé mnozstvi bunék BL21(DE3) s pGro7 nesoucich plasmidovou DNA
klonu 49 a péstovano pies noc pii 37 °C na tfepacce (Shaking Incubator NB-205 od firmy N-
Biotek), 250 rpm. Nasledujici den byly 2 ml kultury zaockovany do 200 ml LB média
s kanamycinem (60 pg/ml) a chloramfenikolem (20 pg/ml) a rovnéZ byla ptidana L-arabinosa
o vysledné koncentraci 0,5 mg/ml pro indukci exprese chaperont z plasmidu pGro7. Kultura
byla inkubovéna na tiepacce Incu-Shaker™ 10LR (Benchmark Scientific) pfi 37 °C a 250 rpm

dokud nebylo dosaZzeno ODgoo = 0,6 — 0,8. Jakmile bylo dosaZeno poZadované optické denzity,
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ke kultufe bylo pfidano IPTG, aby vysledna koncentrace IPTG byla 1 mM, a teplota kultivace
se snizila na 32 °C. Kultura byla takto inkubovana nésledujici 4 hodiny. Poté byla kultura
prevedena do centrifugacni nadoby a centrifugovana 15 min. na 6 000g pii 4 °C (centrifuga
Avanti J-26S XPI centrifuge od firmy Backman Coulter). Peleta byla resuspendovéana ve 40 ml
studeného PBS a opét centrifugovana 10 min. na 6 000g pii 4 °C (centrifuga Alegra™ X-22R
od firmy Beckman Coulter). Ze vzorkt byl odstranén supernatant a pelety byly uchovany pfi

-80 °C.

Hmotnostni spektrometrie
Analyza vzorkli na hmotnostnim spektrometru byla zajistovana Centrem molekuldrni struktury
(Strukturni hmotnostni spektrometrie, Centrum molekularni struktury, Biocev, Primyslova

595, Vestec, 252 50).
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6 Vysledky

Priprava plasmidovych DNA knihoven koédujicich vazebné proteiny selektované proti
neutralizujicim protilatkaim PGT121 a PGT126

Po 3. kole ribozomalniho displeje byly ziskané mRNA reverzné transkribovany na cDNA, ty
nasledné na dsDNA a vlozeny do ptipravené¢ho vektoru pET-28b. Vysledna podoba PGT121
knihovny je vidét na Obr. 7 a PGT126 knihovny na Obr. 8.

Identifikace Myomedinovych variant cilenych proti bnAbs PGT121 a PGT126

Pomoci pfimé sendvicové ELISA bylo provedeno plosné testovani (,,screening®) variant
Myomedint z PGT121 a PGT126 knihovny. Z PGT121 knihovny bylo celkem otestovano 147
variant, z nichZ bylo vytipovano 14 variant, které byly dale ovéfeny z hlediska sekvence DNA.
Z PGT126 knihovny bylo otestovano celkem 57 variant, z nichZ bylo vybrano 10 variant, které
byly déle ovéfeny z hlediska sekvence DNA. Piiklady vysledkli z plosnych testovani jsou
zobrazeny na Obr. 9 a Obr. 10.

Ze 14 osekvenovanych variant z PGT121 knithovny mélo sekvenci v pofadku 12 variant. Ze
zbylych dvou variant obsahovala jedna deleci a jedna nonsense mutaci vedouci ke stop kodonu
v pozici 23. Zadna ze sekvenci nebyla zastoupena vicekrat. Kromé randomizovanych pozic ve
smyckach se sekvence shodovaly se sekvenci Myo wt. Jedinou vyjimkou byl klon 117, ktery
mél zdmeénu glutamové kyseliny v pozici 56 na glycin. Na vazebné studie bylo pouzito 9
variant, které jsou uvedeny v Tab.5, spolecn¢ s aminokyselinami, které se nachazi ve
variabilnich smyckach danych proteint.

Z 10 osekvenovanych variant z PGT126 knihovny mélo sekvenci v poradku 8 variant. Dvé
z variant obsahovaly delece vedouci nasledné ke vzniku stop kodonu. Dale dvé ze sekvenci
byly zastoupeny vicekrat, konkrétn¢é klon 64 se shodoval se sekvenci klonu 30 a klon 67 se
sekvenci klonu 41. Proto nebyly klony 64 a 67 déle testovany. Kromé randomizovanych pozic
ve smyckéch se sekvence shodovaly se sekvenci Myo wt. Na vazebné studie bylo pouzito 6
variant, které jsou uvedeny v Tab.5, spolecné s aminokyselinami, které se nachdzi ve

variabilnich smyc¢kach danych proteind.

Exprese proteini

Velmi dobfe se produkovaly varianty Myomedinu z klonti 3, 5, 20 a 90 z PGT121 knihovny a
klonu 36 z PGT126 knihovny. Ty byly pravidelné¢ ziskdvany v mnozstvi 0,5 — 1 mg proteinu ze
100 ml kultury.
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CCTAACCCTCTCCTCGGTCTCGATTCTACGTAACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGE
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GGATTGGGAGAGGAGCCAGAGCTAAGATGCATTGAGCTCGTGGTGGTGGTGETGGTGACTCTAGGCCGACGATTGTTTCGGGCTTTCCTTCGACTCAACCGACGACGGTGGCGACTCGTTATTGATCGTATTGGGEGAACT
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Obr. 7. PGTI121 knihovna variant Myomedinu vloZena do upravené¢ho vektoru pET-28b. RBS = ribosome binding site (vazebné misto pro
ribozom); ATG = start kodon; 6xHis = sekvence pro His-tag; V5 tag = sekvence V5-tag; MCS = multiple cloning site (zde pouze zbytek). Sekvence
T7 terminatoru je zobrazena jen &asteéné. Cervena hvézdicka znadi stop kodon. Zelené je oznadena sekvence Myomedinu, ve které jsou modie
vyznaceny variabilni smy¢ky (loop), které byly randomizovany pifi vytvafeni kombinatoridlni proteinové knihovny. Zde jsou ve variabilnich
smyckach zapsany aminokyseliny ndlezici Myo wt. V sekvenci jsou oznacena také mista pro restrikéni endonukledzy Ncol, BamHI a Xhol.



Ncol Hdel
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Obr. 8. PGT126 knihovna variant Myomedinu vloZena do upravené¢ho vektoru pET-28b. RBS = ribosome binding site (vazebné misto pro
ribozom); ATG = start kodon; 6xHis = sekvence pro His-tag; TEV site = sekvence rozpoznavana a $t€pend TEV proteazou; V5 tag = sekvence V5-
tag; MCS = multiple cloning site (zde pouze zbytek). Cervena hvézdi¢ka znaéi stop kodon. Zelené je ozna¢ena sekvence Myomedinu, ve které jsou
modfe vyznaceny variabilni smycky (loop), které byly randomizovany pfi vytvareni kombinatorialni proteinové knihovny. Zde jsou ve variabilnich
smyckach zapsany aminokyseliny nélezici Myo wt. V sekvenci jsou oznaena také mista pro restrikéni endonukledzy Ncol, Ndel, BamHI a Xhol.



V mnozstvi 0,1 — 0,5 mg proteinu na 100 ml kultury byly produkovany varianty Myomedinu
z klonti 29, 33, 68 a 94 z PGT121 knihovny a klonti 24, 30, 32 a 41 z PGT126 knihovny.
Velmi $patné se produkovaly varianty Myomedinu z klonu 118 z PGT121 knihovny a klonu 49
z PGT126 knihovny. Ty byly pravidelné ziskdvany v mnozstvi 0,02 — 0,1 mg proteinu ze
100 ml kultury.

Myo wt byl ziskdvan ve velkém mnozstvi, pfiblizn¢ 3 mg proteinu na 100 ml kultury.
Snimky obarvenych SDS-PAGE gelt se vzorky po proteinové afinitni chromatografii

nékterych z vyse zminénych klont jsou vidét na Obr. 11.

Obr. 9. Plosné testovani variant z PGT121 knihovny, klony 59—72. Modré sloupce zobrazuji
hodnoty naméfené pii vazbé na bnAb PGT121, zatimco oranzové sloupce odpovidaji hodnotam
naméienym pii vazbé na izotypovou kontrolu IgG A. Usecky udéavaji smérodatnou odchylku ze
ttech opakovani. P4 = trimer gp120 P4; wt = Myo wt.
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Obr. 10. Plosné testovani variant z PGT126 knihovny, klony 22-36. Modré sloupce zobrazuji
hodnoty naméfené pti vazbé na bnAb PGT126, zatimco oranzové sloupce odpovidaji hodnotam
naméfenym pii vazbé na izotypovou kontrolu IgG A. Usecky udavaji smérodatnou odchylku ze
ttech opakovani. Sossip = trimer gp140 SOSIP; wt = Myo wt.
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Tab. 5. Prehled aminokyselin ve variabilnich smyckach Myomedinu jednotlivych kloni, se
kterymi byly nasledn€¢ provedeny vazebné studie. Aminokyseliny jsou zapsany
jednopismennym koédem. Myo wt (pivodni typ, ze kterého se pii randomizacich pozic
vychazelo).

. Aminokyseliny ve variabilnich smy¢kach Myomedinu
Knihovna| Klon

‘ﬁ 50 | 51 | 52 |76 | 77 | 78 | 79 | 80

PGTI121 3 D G Q W P Q A% A A% L A P
PGTI21 5 Q S A K R N T F M L M | M

PGTI121 20 A I E M G G F G R P Q I
PGTI21 29 H D \ S A Y L Y \ L P E
PGTI21 33 H 4 Q F Q G E P Q L W L
PGTI21 68 Y A G N \Y Q Y E P I F L
PGTI21 90 P A S C A T W A Q W S A
PGTI21 94 Q L N Q M F L N M L L P
PGTI121 118 S R H N Q G E I I W Q T
PGTI126 24 Q Y E A W L W H L A Q G
PGTI126 30 Q Y E A L L \ I \Y% T P L
PGTI126 32 \% M F N \% P \Y% Q N Y F W
PGTI126 36 M | W R N R N T W | M T Q T
PGTI126 41 I M | M E D M R I \Y% T P L
PGTI126 49 K H Q L W L W I \Y% T P L
Myowt| E K L S R N T D G K A T

Obr. 11. Snimky SDS-PAGE gela

(A) Varianty Myomedinu z klont 33 a 68
z PGT121 knihovny s V5-tag.

(B) a (C) Varianty Myomedinu z klonti 36, 41
a 49 z PGT126 knihovny s V5-tag.

Sipka na viech obrazcich oznatuje Myomedin.
Produkty o vysSich Mw (molekulova
hmotnost) jsou nejspiSe kontaminanty z bunék
bakterii. E1 — E6 = potadi eluci pfi proteinové
afinitni chromatografii. Jako zebficek (Mw)
byl ve vSech ptipadech uzit Precision Plus
Protein™ Standards, All blue, hodnoty pro 50
a 25 kDa jsou vyznaceny.

74



Pro potvrzeni toho, Ze proteiny oznacené jako Myomedin na SDS-PAGE gelech na Obr. 11
jsou skutecné vybrané varianty Myomedinu, byl proveden kontrolni Western blot. Vysledek je

zobrazen na Obr. 12.

Obr. 12. Detekce variant Myomedinu
v bunééném lyzatu z klond 1, 3, 5, 7 75
z PGT121 knihovny a Myo wt pomoci

Western ~ blotu.  Proteiny  byly

vizualizovany detekéni protilatkou

proti V5-tag, kterd je konjugovana 25
s kfenovou peroxidazou. Jako Zebticek
(Mw) byl pouzit Precision Plus
Protein™ Standards, Dual color, Kon7 | wt | Kkon5 kion 3 kion 1
hodnoty 75 a 25 kDa jsou vyznaceny.

—| —  q— IO . — |

Mw

Vazebné studie

Stanoveni afinity a specificity vazby vybranych variant Myomedinu z PGT121 knihovny
k bnAb PGT121 bylo provedeno celkem u 9 variant. Rovnéz byla otestovana i vazba Myo wt.
Vysledky ukézaly, ze pouze 4 z 9 testovanych variant Myomedinu mélo prikaznou afinitu
k bnAb PGT121. Vazebné kiivky téchto 4 variant spolecné s Myo wt jsou zobrazeny na Obr.
13.

Stanoveni afinity a specificity vazby vybranych variant Myomedinu z PGT126 knihovny
k bnAb PGT126 bylo provedeno celkem u 6 variant. Rovnéz byla otestovana i vazba Myo wt.

Vazebné kiivky vSech 6 variant spole¢né s Myo wt jsou zobrazeny na Obr. 14.

Kompeti¢ni studie

Byly provedeny dvé kompeti¢nich studie, kdy vybrané varianty Myomedinu z PGT121
knihovny soutézily spolu s gp120 P4 o vazbu na bnAb PGTI121. Jednalo se o varianty
Myomedinu z klont 33 a 68, pficemz varianta 33 méla na C-konci proteinu piipojeny FLAG-
tag, zatimco varianta 68 méla na svém C-konci pfipojeny Avi-tag. Tento nesoulad vznikl proto,
ze diive pfipravend varianta 68 s FLAG-tag na C-konci proteinu byla v testovaci pfimé
sendvicové ELISA témét nedetekovatelnd, a proto nemohla byt pouzita do kompeti¢nich studii.
Ziejmé k tomu doslo kviili $patné ptistupnosti FLAG-tag pro detekéni protilatky v disledku
Spatného sloZeni produkovaného proteinu. Varianta 68 s Avi-tag tento problém jiz neméla.
Dale byly provedeny tfi kompeti¢ni studie, kdy vybrané varianty Myomedinu z PGT126
knihovny soutéZily spolu s gpl20 P4 o vazbu na bnAb PGT126. Jednalo se o varianty
Myomedinu z klonti 36, 41 a 49, pti€¢emz varianty 36 a 41 mély na C-konci proteinu pfipojeny

FLAG-tag, zatimco varianta 49 méla na svém C-konci pfipojeny Avi-tag. Pfi¢ina tohoto rozdilu
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byla stejna, jako u varianty 68 z PGT121 knihovny popsana vyse. Vysledky kompeti¢nich studii

jsou zobrazeny na Obr. 15.

Obr. 13. Vazebné studie klont 33, 68, 90, 118 z PGT121 knihovny a Myo wt. Byla testovana
vazba na bnAb PGT121 a dale na isotypovou kontrolu IgG A a na samotny blokac¢ni roztok
obsahujici 1% BSA. Usecky udéavaji smérodatnou odchylku ze dvou opakovani.
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Obr. 14. Vazebné studie klont 24, 30, 32, 36, 41, 49 z PGT126 knihovny a Myo wt (néasledujici
strana). Byla testovana vazba na bnAb PGT126 a dale na isotypovou kontrolu IgG A a na
samotny blokaéni roztok obsahujici 1% BSA. Use¢ky udavaji smérodatnou odchylku ze dvou

opakovani.
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Obr. 15. Kompeti¢ni studie variant Myomedinu 33 s FLAG-tag a 68 s Avi-tag z PGT121
knihovny a dale variant Myomedinu 36 s FLAG-tag, 41 s FLAG-tag a 49 s Avi-tag (nasledujici
strana) z PGT126 knihovny. Byla testovana schopnost vazby vybranych variant na ptislusnou
bnAb (PGTI121 ¢i PGT126) v pfitomnosti snizujici se koncentrace glykoproteinu gp120 P4.
Use&ky udavaji smérodatnou odchylku ze dvou opakovani.
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klon 49 s Avi-tag
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Gelova permeacni chromatografie

Pfed métfenim teploty tani a pred pouzitim DLS byly vybrané varianty Myomedinu ziskané
proteinovou afinitni chromatografii analyzovany pomoci gelové permeacni chromatografie. Ta
slouzila k rozdéleni proteinti dle jejich hydrodynamickych poloméra, a tak bylo mozné oddélit
kontaminujici proteiny z bakterii, které se v ur¢ité mife vyskytuji i v elucich po proteinové
afinitni chromatografii, od monomerniho Myomedinu. Piiklad ziskanych vysledki je vidét na
Obr. 16. Porovnani SDS-PAGE gelt pred a po gelové permeacni chromatografii je na Obr. 17.
Obr. 16. Vysledky gelové permeacni chromatografie varianty Myomedinu z klonu 36
z PGT126 knihovny a Myomedinu wt. Na ose x je u obou grafli vynesen objem [ml] pratoku
mobilni faze (PBS). Na ose y je u obou grafti vynesena absorbance pii 280 nm. Svislé cary
odd€luji jednotlivé eluce. Mensi pik/y v levé Casti grafu nebyly blize urCeny, avSak muze se

jednat o agregované proteiny nebo o multimerni formy Myomedinu. Hlavni pik mezi elucemi
19-24 piredstavuje monomerni Myomedin.
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Obr. 17. (A) Snimek SDS-PAGE gelu vzorku z klonu 36 z PGT126 knihovny po proteinové
afinitni chromatografii; E1 — E6 = potadi eluci. (B) Snimek SDS-PAGE gelu vzorku z klonu
36 z PGT126 knihovny po gelové permeacni chromatografii; E20 — E23 = potadi eluci. Jako
zebticek (Mw) byl v obou piipadech uzit Precision Plus Protein™ Standards, All blue, hodnoty
pro 50 a 25 kDa jsou vyznadeny. Sipka na obou snimcich oznaéuje Myomedin.

Vysledky predbézné analyzy klonu 49 s V5-tag z PGT126 knihovny (nejsou zde zobrazeny)
naznacovaly, Ze by tato varianta Myomedinu mohla tvofit dimery. K této domnénce vedly také
vysledky ziskané pti SDS-PAGE frakci z gelové permeacni chromatografie klonu 49, které
zobrazovaly velmi slabé pruhy v oblasti molekulové hmotnosti potencidlniho dimeru.
Nezietelnost pruhli byla dana velmi nizkymi koncentracemi proteinu nanaSenymi na SDS-
PAGE, nebot klon 49 se velice Spatné produkoval a po gelové permeacni chromatografii nebyl
nikdy ziskan v dostatecném mnoZstvi pro nasledné analyzy.

Pro ovéteni, zda klon 49 skutecné tvoii dimery, byly z SDS-PAGE gelu, ktery je vidét na Obr.
18(A), vyfiznuty dva pruhy (jeden z oblasti odpovidajici molekulovou hmotnosti monomeru a
druhy predstavujici domnély dimer) a poslany na analyzu pomoci hmotnostni sperktrometrie.
Zaroven byl proveden Western blot se vzorkem 49 s V5-tag zproteinové afinitni
chromatografie, jehoz vysledek je na Obr. 18(B).

Vysledek Western blotu potvrdil, Ze varianta Myomedinu 49 s V5-tag z PGT126 knihovny se
v malé¢ mife vyskytuje také jako dimer. RovnéZ stejny vysledek byl obdrZzen z hmotnosti
spektrometrie, kde bylo potvrzeno, Ze sekvence varianty 49 se ve vyfiznutém pruhu z SDS-
PAGE gelu nachézi.
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Obr. 18. (A) SDS-PAGE gel varianty Myomedinu 49 s V5-tag z PGT126 knihovny po
proteinové afinitni chromatografii, ze kterého byly ziskany vzorky pro hmotnosti spektrometrii.
Z gelu byly vyfiznuty dva pruhy — monomerni Myomedin oznaceny hvézdickou a domnély
dimer Myomedinu oznaceny dvéma hvézdickami. Jako Zebtficek (Mw) byl pouzit Precision
Plus Protein™ Standards, All blue, hodnoty pro 37 a 20 kDa jsou vyznadeny. (B) Zjisténi
piitomnosti domnélého dimeru varianty 49 s V5-tag pomoci Western blotu. Sipka oznaluje
slabé viditelné pruhy dimeru varianty 49. Silnéjsi pruhy pfedstavuji monomerni Myomedin.
Vzorek oznacen jako ,,zahtaty* byl pfi ptipravé vzorku na SDS-PAGE tepelné denaturovan (jak
je popsano v kapitole Material a metody), zatimco u vzorku oznaceném jako ,nezahiaty* byl
tento krok vynechan. Jako Zebiicek (Mw) byl pouzit Precision Plus Protein™ Standards, Dual
color, hodnoty pro 37 a 20 kDa jsou vyznaceny.

A B

37

37

— il

Mw El E2 E3 E4 ES5 Mw 49 49
PGT126-49 V5 zahfaty nezahféty

Dynamicky rozptyl svétla (DLS)

Meéienim DLS bylo potvrzeno, Ze vzorky proteini ziskané z gelové permeacni chromatografie
jsou cisté, bez kontaminace proteiny o vyssich ¢i nizSich hydrodynamickych polomérech nez
je Myomedin. Méfeny byly varianty Myomedinu 33 a 68 z PGT121 knihovny a varianty 36 a
41 z PGT126 knihovny.

Teplota tani

Teplota tani byla zmétena pro varianty Myomedinu 33 a 68 z PGT121 knihovny a pro varianty
36 a41 z PGT126 knihovny. Varianta 49 z PGT126 knihovny nebyla nikdy ziskana po gelové
permeacni chromatografii v takové koncentraci, kterd by byla potfebnd pro méfeni DLS a
teploty tani proteinu. Proto nebyla 7, u této varianty Myomedinu stanovena. Vysledky méteni
jsou zobrazeny na Obr. 19 a 20. Ziskané teploty tani jsou uvedeny v Tab. 6, kde je zaroven

zahrnuta i teplota tani Myo wt.
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Obr. 19. Pribéh stanoveni teploty tani variant Myomedinu z kloni 33 a 68 zPGT121
knihovny. Vrchni graf zobrazuje zménu intenzity fluorescence tryptofanti jako pomér hodnot
namétenych pro vinové délky 350 a 330 nm za zvySujici se teploty. Spodni graf zachycuje ty
samé hodnoty po prvni derivaci.
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Obr. 20. Pribéh stanoveni teploty tani variant Myomedinu z klontt 36 a 41 zPGT126
knihovny. Vrchni graf zobrazuje zménu intenzity fluorescence tryptofanti jako pomér hodnot
naméfenych pro vinové délky 350 a 330 nm za zvysSujici se teploty. Spodni graf zachycuje ty
sam¢é hodnoty po prvni derivaci.
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Tab. 6. Teploty tani jednotlivych variant Myomedinu.

Knihovna Klon teplota tani [°C]
PGT121 33 48,4
PGT121 68 51,3
PGT126 36 60,0
PGT126 41 61,1

Myo wt 78,3

Produkce varianty Myomedinu z klonu 49 v buiikich BL21(DE3) s pGro7

Ackoliv méla varianta Myomedinu z klonu 49 z PGT126 knihovny velmi dobré vysledky ve
vazebnych 1 kompeti¢nich studiich, bylo velmi obtizné ji naprodukovat v dostateCnych
koncentracich pro jakékoliv analyzy. Proto byly pfipraveny buitky BL21(DE3) nesouci plasmid
pGro7 s chaperonem a do nich byl vlozen vektor kdédujici variantu 49 s V5-tag. Déle byla
péstovana varianta Myomedinu 49 jak v plivodnich BL21(DE3) buikach, tak v nové
ptipravenych BL21(DE3) s pGro7 a vytézky proteinu ziskaného pii nasledné proteinové
afinitnich chromatografii byly porovnany. Prvni vysledky naznacuji, Ze pouzitim BL21(DE3)
bunék s pGro7 doslo ke zvySeni vytézku proteinu, coz je mirné patrné i na snimku SDS-PAGE
gelu po proteinové afinitni chromatografii klonu 49 s V5-tag na Obr. 21. V pfepoctu na 100 ml
kultury byla varianta 49 s V5-tag z BL21(DE3) bun¢k ziskana v mnozstvi 0,02 mg proteinu,
zatimco z BL21(DE3) bunék s pGro7 v mnozstvi 0,065 mg proteinu. Z casovych divoda
bohuzel nebylo mozné otestovat, zda by doslo ke stejnému zvyseni vytézku 1 pfi opakovani
experimentu, a rovnéz nebylo mozné zjistit vliv bunék BL21(DE3) s pGro7 na produkci

ostatnich variant Myomedinu.

Obr. 21. Snimek SDS-PAGE gelu,

na kterém jsou porovnany eluce BL21(DE3) buriky BL21(DE3) + pGro7 buriky
z proteinové afinitni chromatografie
klonu 49 zbunck BL21(DE3) a
bun¢k BL21(DE3) s pGro7. V obou
ptipadech byl protein izolovan

z pelet ziskanych ze stejného objemu 59
kultury. Sipka ozna¢uje monomerni
Myomedin. Jako zebticek (Mw) byl
pouzit Precision Plus Protein™
Standards, All blue, hodnoty pro 50
a 25 kDa jsou vyznaceny. —> -
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7 Diskuse

Navzdory velkému usili mnoha védeckych skupin stdle nebyla pfipravena vysoce U¢inna
vakcina, ktera by umoznila efektivni boj s celosvétovou epidemii viru HIV-1. Ptiliv novych
poznatkli o struktuie Env glykoproteinového komplexu a o jeho interakcich se Siroce
neutralizujicimi protilatkami v§ak umoznil velky posun ve vyvoji imunogent, které by mély
ucinné stimulovat tvorbu ochrannych, HIV-1 neutralizujicich, protilatek. Vznikla fada novych
ptistuptli, mezi které patii naptiklad: imunizace rekombinantnimi Env trimery typu SOSIP nebo
UFO, imunizace N-koncovou ¢asti fuzniho peptidu s néaslednou stimulaci rekombinantnimi
trimery, sekvenéni vakcinaéni strategie zahrnujici vakciny postavené na designovanych liniich
Env komplexii (,,designed lineage vaccines™) a vakciny odvozené z ptirozenych linii Env
komplext (,,natural lineage vaccines) (Klasse et al. 2016; Saunders et al. 2017; Xu et al. 2018;
Saunders et al. 2019). Ackoliv se zminéné postupy jevi nadéjn€, zatim dosahly pouze dil¢ich
uspécht s indukci tvorby neutralizanich protilatek v experimentalnich zvifatech (Sanders
a Moore 2017; Saunders et al. 2019). Nejlepsich vysledkl v tomto ohledu docilila prace, ktera
jako imunogen vyuzivala N-koncovou cast fuzniho peptidu piipojenou k proteinovému nosici
(Xu et al. 2018).

Velkou nevyhodou vSech vySe zminénych experimentéalnich pfistupti je jejich zavislost na
struktuie Env glykoproteinového komplexu. Proto byla navrzena nova, pro vyvoj vakcin dosud
nepouzitd, strategie obchazejici nutnost pouziti Env glykoproteint pro indukci tvorby bnAbs.
Tento unikatni piistup vyuziva malych vazebnych proteind, které jsou selektovany z vysoce
komplexnich kombinatorialnich knihoven a které diky tvarové komplementarité ke struktuie
variabilni oblasti imunoglobulinu mimikuji epitopy Siroce neutralizujicich protilatek. Prvni
takto identifikované vazebné proteiny cilené na paratop vysoce neutralizujici protilatky VRCO1
byly odvozeny od ABD ,,scaffoldu‘ a v imunizovanych mysich dokazaly vyvolat tvorbu bnAbs
neutralizujicich az osm z dvanacti pseudovirt urovné 2 (Kosztyu et al. 2019). V nésledujici
praci byly selektovany malé vazebné proteiny interagujici s protilatkou 10E8, které mély vérné
napodobit jeji epitop v MPER oblasti (Kuchar et al. 2021). Za timto uc¢elem byl vyvinut novy
»scaffoldovy* protein nazvany Myomedin disponujici fadou vyhodnych vlastnosti, mezi které
patii naptiklad jeho znacna stabilita, schopnost produkce v prokaryotnich expresnich systémech
a jednoducha struktura bez disulfidickych mustkl nevyZadujici posttranslacni modifikace. Déle
je vyhodou, Ze je odvozen od lidského proteinu a Ze strukturné pfipomina imunoglobulinovou
variabilni doménu s moZnosti randomizace tfi smycek. Vysledky studie ukazaly, Ze imunizace

mys$i vybranymi variantami Myomedinu vedly k produkci bnAbs, které dokazaly slab¢é nebo
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sttedné neutralizovat az 54 % z testovanych pseudovirti urovné 2 (Kuchat et al. 2021). Tato
diplomova prace koncep¢né navazuje na zminéné predchozi studie a zamétuje se na identifikaci
Myomedinovych variant schopnych interagovat s bnAbs rozpoznavajicimi ,.high mannose
patch® a V3-smycku Env glykoproteinu. Cilem této prace bylo vyvinout nové nadéjné proteiny
mimikujici epitopy Siroce neutralizujicich protilatek PGT121 a PGT126, které budou moci byt
vyuzity pro imunizacni experimenty na mySich.

Selekci Myomedinovych variant pomoci pfimé sendvicové ELISA predchazela tii kola
ribozomalniho displeje se zptisiiujicimi se podminkami vazby, aby bylo docileno dostate¢ného
zuzeni vybéru variant vazebnych proteini vstupujicich do ,,screeningu®. V tom bylo nésledné
z PGTI121 knihovny vybrano 14 slibnych variant ze 147 testovanych, které byly nazvany
Myomediny fady MLD. Z PGT126 knihovny bylo vybrdno 10 slibnych variant z 57
testovanych, které byly nazvany Myomediny fady MLB. Oznafeni MLD pro varianty
Myomedinu z PGT121 knihovny a MLB pro varianty z PGT126 knihovny je pfejato z nové
piipravovaného ¢lanku a umoziuje snazsi orientaci pii pojmenovani jednotlivych variant.

Je zajimavé, Ze ze 14 variant z PGT121 knihovny se Zadné dvé neshodovaly svou sekvenci,
zatimco z 10 variant vybranych z PGT126 knihovny se hned dvé a dv€ svou sekvenci
shodovaly. Tento nepomér mezi mnozstvim testovanych variant v pfimé sendvi¢ové ELISA
(147 vs. 57) mezi obéma knihovnami a vyssi redundance sekvenci pozorovand v PGT126
knihovné naznacuji, ze pfi ribozomalnim displeji namifeném proti PGT126 protilatce byly
vhodnéji zvoleny selekéni podminky a doSlo ke znaénému ztzeni mnozstvi variant MLB
Myomedinu, které vstupovaly do ELISA ,,screeningu®. Obdobny jev byl pozorovan v préci
Kuchate a kol. z roku 2014, kde knihovna vazebnych proteintt REX po ribozomalnim displeji
téz vykazovala vyssi stupenn redundance a bylo tak snazsi nalézt varianty vazebnych proteina
s vysokou afinitou k tercové molekule (Kuchart et al. 2014).

Pfi porovnani aminokyselin ve variabilnich smyckach MLD proteini z PGT121 knihovny je
patrné, Ze dané pozice jsou znacné variabilni, co se zastoupeni jednotlivych aminokyselin tyce,
a neni mozné nalézt néjaky obecny vzor, ktery by dané proteiny sjednocoval. Pouze varianty
Myomedinu MLD033 a MLD118 maji shodné¢ aminokyseliny v druhé variabilni smycce
(Glnso-Gly-Glusz). Zajimavosti je, ze varianta Myomedinu MLD090 ma na pozici 24 cystein,
ackoliv kodon pro cystein byl vyloucen pii syntéze DNA sekvence pro randomizované pozice
ve variabilnich smyckéach, a tudiZ musel vzniknout aZ ndhodnou mutaci v n¢kterém z PCR
krokli pfipravy a selekce knihovny. Naopak pii porovnani aminokyselin ve variabilnich
smyckach MLB proteinti z PGT126 knihovny je mozné pozorovat nékteré opakujici se motivy

hned mezi nékolika proteiny. Varianty Myomedinu MLB024 a MLBO030 spolu sdileji shodné
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aminokyseliny v prvni i druhé variabilni smycce (Glnai-Tyr-Glu-Alazs; Trpso-Leu-Trps2), ale
1isi se sekvenci ve tfeti variabilni smycce. Zaroven varianta Myomedinu MLB049 s nimi téz
sdili shodnou sekvenci aminokyselin ve druhé variabilni smycce (Trpso-Leu-Trpsz). Varianty
MLB z klont 30, 41 a 49 spolu sdileji sekvenci aminokyselin Iless-Val-Thr-Pro-Leusgo ve tieti
variabilni smycce. Celkem tedy dvé ze Sesti variant Myomedinu MLB nesou shodné
aminokyseliny v prvni variabilni smycce (klony 24 a 30), hned tii ze Sesti variant vazebného
proteinu nesou shodné aminokyseliny ve druhé¢ variabilni smycce (klony 24, 30 a 49) a tfi ze
Sesti variant maji shodné aminokyseliny ve tfeti variabilni smycce (klony 30, 41 a 49). Shody
aminokyselin na jednotlivych pozicich variabilnich smycek mohou poukazovat na obdobny
zpusob interakce téchto variant Myomedinu s protilatkou PGT126. Naopak varianty
Myomedinu MLD z PGTI121 knihovny budou pravdépodobné interagovat s protilatkou
PGT121 v rozdilnych orientacich a budou ziejmé vyuzivat odlisné pozice variabilnich smyc¢ek
pro napodobenti jejiho epitopu. Pro blizsi charakterizaci interakéniho rozhrani mezi vybranymi
variantami Myomedinu a danymi protilatkami by bylo tfeba vyuZit ptistupli molekuldrniho
modelovani a dokovat slibné varianty Myomedinu do struktury Env glykoproteinu v komplexu
s protilatkou. BohuzZzel, pro protilatku PGT121 neni vyfeSena jeji struktura v komplexu s gp120
¢i Env trimerem, a pro protilatku PGT126 neni dokonce zndma ani jeji samotna krystalova
struktura. Nicméné v piipadé protilatky PGTI121 je znama alesponi struktura c¢asného
prekurzoru linie rodiny protilatek PGT121 s Env komplexem, ze které 1ze odvodit, které oblasti
paratopu jsou kliCové pro interakci s epitopem (Garces et al. 2015). Protilatky z rodiny PGT121
nesou dv¢ interakéni rozhrani s Env glykoproteinem. Prvni rozhrani je oznacovéano jako
»elongated face* a tvofi jejf CDRL1, CDRL3 a ¢astecné CDRH3, které zajistuji kontakt s GDIR
sekvenci gp120 a s glykanem na pozici N332 (Garces et al. 2015). Druha oblast se nazyva ,,open
face* a je tvofena CDRH1, CDRH2 a CDRH3, které interaguji s glykanem na pozici N137
(Garces et al. 2015). Myomediny z PGT121 knihovny budou muset napodobit ob&é zminéna
interak¢éni rozhrani, aby mohly tspé$né¢ mimikovat epitop protilatky PGT121 a indukovat
tvorbu bnAbs. Pokud by PGT126 interagovala se svym epitopem obdobné&, jako protilatka
PGT128, bylo by moZné na zaklad¢€ vyieSené struktury komplexu PGT128 s gp120 predpovédet
ti1 interak¢éni rozhrani mezi protilatkami rodiny PGT128 a jejich vazebnym mistem (Pejchal et
al. 2011). Rozhrani pro interakci s glykanem na pozici N332 zprostfedkovavaji CDRLS3,
CDRH2, CDRH3 a FR2 (framework region; ohrani€ujici region). Pro interakci s glykanem na
pozici N301 jsou klicové aminokyseliny v CDRH2 a FR3 a pro interakci s C-koncovou oblasti
V3 smycky CDRH3 (Pejchal et al. 2011). Myomedinové varianty MLB z PGT126 knihovny

by pravdépodobné mohly mimikovat tato tfi zminéna rozhrani, ktera jsou dilezitd pro vazbu
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bnAbs z rodiny protilatek PGT125-PGT128, strukturné i funk¢éné reprezentovanych protilatkou
PGT128. Piesnou odpovéd znit nebudeme, dokud nebude vyfeSena struktura protilatky
PGT126 v komplexu s Env glykoproteinem. Je vSak mozné vytvofit homologni model
PGT128/PGT126 a zkoumat dokovanim a dynamickou simulaci nejpravdépodobnéjsi
interakéni mody. Vysledky takové in silico analyzy interakci MLB a MLD proteinti budou
predstaveny v pfipravované publikaci (Veronika Daniel Liskova et al., rukopis v pfiprave).
Kazdopadné schopnost Myomedinovych ,,scaffoldi* uspésné mimikovat epitopy bnAbs jiz
byla dokdzdna pro varianty Myomedina z 10E8 knihovny v préaci Kuchaie a kol., kde bylo
molekularnim modelovanim ukdzano, Ze vétSina vybranych variant vérné€ napodobila interakéni
rozhrani mezi protilatkou a MPER oblasti (Kuchaf et al. 2021).

Ve vazebnych studiich byla testovana afinita a specifita vazby vybranych variant Myomedinu
k cilovym protilatkam. Proteiny byly izolovany pomoci proteinové afinitni chromatografie
a nanaseny v fedici fad€ pro analyzu pomoci pfimé sendvi€ové ELISA. Z deviti testovanych
variant Myomedinu z PGT121 knihovny mély prikaznou afinitu k protilatce PGT121 jen Ctyfi
z nich. Varianty MLD033 a MLD118 doséahly nejlepSich vysledki a vazaly protilatku PGT121
s prukaznou afinitou i pfi1 nizkych koncentracich, nicméné ani pii nejvyssi nandSené koncentraci
nedosahly vrchniho maxima signdlu. Rovnéz Myomedin MLD068 vézal protilatku PGT121
s prikaznou afinitou. MLDO090 dosahl pouze suboptimalniho vysledku, av§ak to mtze byt dano
velkym rozdilem mezi naméfenymi hodnotami v jednotlivych opakovanich a vysledna
prumérna hodnota zanesena v grafu ma tak zna¢nou smérodatnou odchylku. Proto neni mozné
objektivné zhodnotit vysledek vazebné studie varianty z klonu 90. Myo wt se na protilatku
PGT121 vazal, avsak jen pii nejvysSich méfenych koncentracich. Ze Sesti testovanych variant
Myomedinu z PGT126 knihovny mély prikaznou afinitu k protilatce PGT126 vsechny
varianty. Ackoliv jsou vysledky téchto variant Myomedinu pomérné srovnatelné, asi nejlepsiho
vysledku dosahl klon 49, ktery vazal protilatku PGT126 1 pfi velmi nizkych koncentracich
(okolo 107 M). Myo wt se na protilatku PGT126 témé&f nevézal.

Z vysledkii vazebnych studii je patrné, Ze mnohé z testovanych variant Myomedinu vyrazné
interagovaly také s izotypovou kontrolou IgG A, coz by implikovalo, Ze jejich vazba na bnAb
je nespecifickd. Nicméné nékteré vysledky naznacuji, ze signadl naméfeny pro izotypovou
kontrolu IgG A by mohly zpisobovat Spatné slozené proteiny, které neziskaly svou stabilni
tercialni strukturu a mohou tak nespecificky interagovat s ostatnimi proteiny svym odhalenym
hydrofobnim jadrem. Pak by mohlo dochéazet k pozorovanému signalu pro nespecifickou
interakci pii zvySujici se koncentraci nanaSenych proteind. Cim vétsi frakce dané varianty

Myomedinu je Spatné sloZena, tim vice je pozorovana nespecifickd interakce s IgG A, a naopak
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frakce obsahujici proteiny se spravnou tercidlni strukturou zajiStuje pozorovanou specifitu
vazby na PGT121/126. Ten samy jev byl pozorovan také u Myomedint z 10E8 knihovny, kde
1ty nejlepsi varianty indukujici tvorbu bnAbs rovnéz véazaly izotypovou kontrolu IgG A (Kuchat
et al. 2021). V dopliujicich materidlech (Supplementary materials) ke zminéné praci jsou
prezentovany vysledky vazebnych studii, kde ty samé varianty Myomedinu, které¢ ptivodné
siln€ interagovaly s IgG A, maji nov€ znacné€ sniZenou vazbu na izotypovou kontrolu. Pro tyto
dodatecné vazebné studie byly pouzity stejné varianty Myomedinu, které byly popsany
v Clanku, avSak tentokrat byly exprimovany v bakteriich E. coli BL21(DE3) nesoucich plasmid
pGro7. Tento plasmid koduje chaperon groES-groEL, ktery napomahéd zaujeti spravné
konformace rekombinantnich proteini a muze tak zvysit jejich rozpustnost a produkci
v expresnim systému E. coli. Tyto vysledky naznacuji, ze ptitomnost chaperonu snizila
mnozstvi §patné€ slozenych proteini, coz se ndsledn¢ projevilo snizenim nespecifické vazby na
IgG A. Bohuzel, v diplomové praci nebylo mozZné vazebné studie s proteiny exprimovanymi
v bakteriich BL21(DE3) s pGro7 zopakovat, aby mohlo byt ovéfeno, zda by i v tomto piipadé
doslo ke sniZeni vazby na izotypovou kontrolu. Bylo vSak zjiSténo, ze exprese Myomedinu
v bakteriich BL21(DE3) nesoucich plasmid pGro7 mlzZe vést ke zvySeni vytézku proteinu, jak
bylo pozorovano u varianty MLB049. Tato varianta Myomedinu se vzdy obtizné¢ produkovala,
avSak pti vyuziti expresniho systému E. coli BL21(DE3) s pGro7 doslo k navySeni vytézku
tohoto proteinu ze 100 ml kultury.

Schopnost vybranych variant Myomedinu soutézit s Env glykoproteiny o vazbu na bnAb byla
testovana pomoci kompeti¢nich studii. V téch byla nandsena snizujici se koncentrace Env
trimert gp120 P4 spolecné se stalou koncentraci jednotlivych variant Myomedinu a detekovala
se schopnost mimotopti vytésnit Env trimery z jejich vazebného mista na protilatce. Varianty
Myomedinu MLB036 a MLB049 uspésné kompetovaly s Env trimery o vazbu na PGT126
a rovnéz Myomediny MLDO033 a MLDO068 prokazaly schopnost soutézit s Env trimery o vazbu
na PGT121, ackoliv varianta MLDO033 nebyla tolik GspéSnad v tomto ohledu jako ostatni
varianty Myomedinu. Schopnost zminénych variant Myomedinu kompetovat o vazbu na
cilovou protilatku naznacuje sdileni stejného vazebného motivu téchto proteinti s Env trimery.
Diky tomu lze ptedpokladat, Ze tyto varianty Myomedinu prezentuji vazebny povrch velmi
podobny tomu, jaky je rozpoznavan ptisluSnou protildtkou na povrchu Env trimert. Odlisny
vysledek kompeti¢ni studie byl obdrzen v ptipad€ varianty Myomedinu MLB041, jehoZ vazba
na PGT126 téméf nebyla omezena ptitomnosti Env trimert. Tento vysledek je moZné vysvétlit
existenci dvou odliSnych vazebnych mist varianty MLBO041, diky kterym miZe tento protein

interagovat s protildtkou ve dvou riznych vazebnych moddech. Primérni vazebné misto
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mimikuje interakéni rozhrani Env glykoproteinu s protilatkou a dokaze kompetovat s Env
trimery, pokud jsou pfitomny v niz§i koncentraci. Pii vysSich koncentracich Env trimert
dochazi k vytésnéni varianty MLB041 z jejiho primarniho vazebného mista a v tom piipade
interaguje s protilatkou PGT126 v jiné orientaci pomoci sekundarniho vazebného mista, které
neni branéno navazanym Env trimerem. To, Ze varianta Myomedinu MLBO041 dokaze
mimikovat vazebny povrch protilatky PGT126, bylo nésledné potvrzeno pfi imunizacich mys$i
danou variantou, kde predbézné vysledky ukazuji, Zze séra z mysi imunizovanych touto
variantou Myomedinu UspéSné neutralizovala ¢ast testovanych pseudovir. Pfitomnost
alternativniho vazebného mista tedy zfejmé neovlivnila schopnost mimotopu indukovat tvorbu
bnAbs (Veronika Daniel LiSkova et al., rukopis v ptiprave).

Ptredbézna analyza varianty MLB049 pomoci gelové permeacni chromatografie naznacovala,
7e by tato varianta Myomedinu mohla tvofit dimery, coz bylo v souladu s vysledky ziskanymi
pii nasledné analyze frakci z gelové permeacni chromatografie na SDS-PAGE, kde byly
detekovatelné velmi slabé pruhy v oblasti molekulové hmotnosti potencidlniho dimeru
(nezfetelnost pruhil byla ddana velmi nizkymi koncentracemi proteinu ziskanymi po gelové
permeacni chromatografii). Proto byly zpétné z SDS-PAGE gelu po proteinové afinitni
chromatografii toho samého vzorku z klonu 49 vyfiznuty oblasti odpovidajici monomeru
a domnélému dimeru a jejich sloZzeni bylo ur¢eno pomoci hmotnostni spektrometrie. Vysledky
z hmotnostni spektrometrie potvrdily, Ze v oblasti molekulové hmotnosti dimeru se skute¢né
nachazi sekvence Myomedinu MLB049, coz souhlasi s vysledky ziskanymi pomoci Western
blotu. Bohuzel vsak neni jasné¢, jakym zptusobem dimer MLB049 miize vznikat. V sekvenci
tohoto proteinu nejsou pfitomny cysteiny, aby mohl vznikat kovalentn¢ spojeny dimer, na
druhou stranu, tento dimer je detekovatelny na SDS-PAGE za denaturacnich podminek
a nem¢lo by se tedy jednat o nekovalentni interakci. Dimer byl detekovatelny pomoci Western
blotu, at’ uz byly vzorky pfed nanaSenim na SDS-PAGE gel zahtaty po dobu 10 minut na 95 °C,
nebo zahtaty nebyly. Pro zjisténi mechanismu, kterym dimer MLB049 vzniké, by bylo tfeba
dalsich experimentt, které vSak jiz byly nad rdmec diplomové prace. Je mozné, Ze i nckteré
dal§i varianty Myomedinu by mohly tvofit dimery, nebot’ pifi analyzach grafl z gelové
permeacni chromatografie je u nékterych vzorkd patrnd asymetri¢nost piku pro monomerni
Myomedin s vychylenim do vétSich hydrodynamickych poloméri, které by odpovidaly
domnélym dimerim. Navic, n¢které varianty Myomedinu by teoreticky mohly tvofit tetramery,
soudé¢ dle zatim nepublikovanych vysledkd.

Pro varianty Myomedinu MLD033 a MLD068 z PGT121 knihovny a MLB036 a MLB041
z PGT126 knihovny byly stanoveny teploty tani. Byla snaha zjistit teplotu tani také pro slibnou
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variantu MLBO049, avsSak ta nebyla nikdy ziskana v dostatecné koncentraci pro tento
experiment. Varianty Myomedinu MLB z PGT126 knihovny se ukézaly jako teplotné
stabilnéjsi, nebot’ vypoctena hodnota bodu tani (7m) byla stanovena pro variantu MLB036 na
60,0 °C a MLBO041 na 61,1 °C, zatimco hodnota 7m pro variantu MLD068 byla stanovena na
51,3 °C a MLD33 pouze na 48,4 °C. Modifikované proteiny si tedy nezachovaly pivodni
vysokou termalni stabilitu rodicovské nemutované verze Myomedinu (Myo wt), jejiz Tm
dosahovala hodnot témét 80 °C. V praci Kucharte a kol. z roku 2021 bohuzel nejsou stanoveny
Tm pro varianty Myomedinu z 10E8 knihovny, a tudiZ neni moZné ziskané teploty tani proteinti
porovnat s jinymi variantami Myomedinu. Lze pouze srovnat teploty tani Myo wt, pro ktery
byla ve zminéné praci zjisténa Tm 72 °C. Pozorovany rozdil v namétenych teplotach tani mize
byt dan vyuzitim odliSnych metod pro stanoveni 7m a také ptitomnosti V5-tag na Myo wt
pouzitém v této diplomové praci, ktery Myo wt analyzovany v piedchozi studii postradal.
Problém s niz8imi teplotami tani u variant Myomedinu MLD z PGT121 knihovny by mohl byt
vyfeSen naslednou optimalizaci jejich termostability in silico molekularnim designem nebo
opétovnou aplikaci metod fizené evoluce, kde budou pro identifikaci stabiln€jSich variant
vyuzity piisnéjsi selekéni podminky (Gebauer a Skerra 2020).

Pro imunizace mysi byly vybrany nasledujici varianty Myomedinu: MLB klony 24, 30, 32, 36,
41 a 49 zPGT126 knihovny a MLD klony 33 a 68 zPGT121 knihovny. Dle piedbéznych
vysledkli imuniza¢nich experimenti na mysich bylo zjisténo, ze varianty MLB024, MLB030
a MLB032 nedokazaly indukovat tvorbu bnAbs, a proto nebyly blize biochemicky
a biofyzikaln¢ charakterizovany, na rozdil od variant MLB036, MLB041 a MLB049, které
prokézaly schopnost indukovat tvorbu bnAbs v séru imunizovanych mysi (Veronika Daniel
Liskova et al., rukopis v piiprave).

Malé vazebné proteiny mimikujici epitopy Siroce neutralizujicich protilatek piedstavuji novy
a nad&ny pfistup pro vyvoj potencialni vakciny proti viru HIV-1. Jednoduchost malych
vazebnych proteinii umoziiuje imunitnimu systému soustiedit se pouze na prezentovany epitop,
kterému nekonkuruji ostatni potencidlni epitopy na povrchu Env trimeru. Slozeni a pfitomnost
glykanti na jednotlivych pozicich gp120 a gp41 je proménlivé mezi riznymi variantami viru
HIV-1, coZ znesnadniuje vyvoj univerzalniho Env glykoproteinového komplexu pro prezentaci
epitopll bnAbs, které vyzaduji pfitomnost urcitych glykanii na konkrétnich pozicich (Seabright
et al. 2019). SloZeni glykanii miize byt navic ovlivnéno i pouzitou buné¢nou linii pro produkci
rekombinantnich Env trimert (Struwe et al. 2018; Seabright et al. 2019). Vzhledem k tomu je
vyuZiti mimotopl pro prezentaci epitopil v oblasti V3 smycky ideédlni, nebot’ maji potencial

vérné napodobit jak proteinovou, tak glykanovou slozku vazebného mista a zajistit konstantni
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prezentaci cilovych epitop. Samoziejmé z toho vSak plynou i jisté nevyhody. Je mozné
oc¢ekavat, ze pokud budou pro imunizace mysi vyuzity varianty Myomedinu mimikujici epitopy
bnAbs cilicich na V3 smyc¢ku a okolni glykany, budou takto indukované bnAbs v séru mysi
ucinné neutralizovat pouze ty varianty pseudovirt, které nesou pfislusné glykany na svém
povrchu. Varianty viru spozménénym vazebnym mistem nebudou témito protilatkami
rozpoznavany a neutralizovany. Proto je vhodné uvazovat o moznosti kombinace vice variant
mimotoptl pro rozsifeni neutralizaéniho potencidlu produkovanych protilatek.

Jak bylo ukazano pii klinickych zkouskach NCT02568215 a NCT02716675 testujicich vliv
opakované pasivni imunizace protilatkou VRCO1 na prevenci infekce virem HIV-1, bude tfeba
zapojit kombinaci vice bnAbs cilicich na rizné oblasti Env trimeru, aby mohlo byt dosazeno
efektivni ochrany pted infekci virem HIV-1 (Corey et al. 2021). Mimotopy jsou v tomto ohledu
uziteCny nastroj, nebot’ pii vyuziti kombinace hned n€kolika malych vazebnych proteina
mimikujicich epitopy riznych bnAbs miZe byt docileno produkce SirSiho spektra ochrannych
neutralizujicich protilatek. Vyhodu tohoto konceptu je jistd modulérnost takovéto vakciny,
ktera mtize byt modifikovana dle potieby pro vakcinaci v riiznych oblastech svéta, nebot’ 1ze
ovlivnit, které bnAbs budou produkovany a vybrat takové, které jsou ucinné proti variantam
viru vyskytujicim se v dané oblasti svéta. Nutnost dosdhnout produkce SirSiho spektra bnAbs
ukazuji 1 nékteré imunizacni experimenty na makacich, kdy pouze pasivni imunizace kombinaci
bnAbs dokazala zvitata ochranit pfed infekci vice variantami SHIV (Julg et al. 2017). Rovnéz
testovani specidln¢é designovanych trispecifickych Siroce neutralizujicich protilatek prokézalo,
ze kombinace bnAbs dokéaze ucinnéji ochranit experimentalni zvirata pfed smiSenou infekci
SHIV (Xu et al. 2017). Proto bude vhodné do budoucna provést imunizac¢ni experimenty na
mysich s kombinaci nejlepsich doposud popsanych mimotopti, kde by se testovalo, zda dojde
k rozsiteni neutralizacniho potencidlu produkovanych protilatek. Jednalo by se o smés malych
vazebnych proteinli slozenou z: VRA177 (produkce bnAbs proti CD4 vazebnému mistu),
MLAO092 nebo MLA132 ¢i MLA158 (produkce bnAbs proti MPER oblasti) a nakonec varianty
Myomedinu z PGT121 nebo PGT126 knihovny, kterd bude mit nejvétsi potencial stimulovat
tvorbu bnAbs proti epitopu V3 smycky (Kosztyu et al. 2019; Kuchart et al. 2021). Soucasna
produkce Siroce neutralizujicich protilatek rozpoznavajicich tfi rizné neutralizacni cile (CD4
vazebné misto, MPER a V3 smycku) by zamezila ztrat€ vakcinacni Gi€innosti z divodu vzniku
unikovych variant viru.

Rovnéz bude do budoucna tieba otestovat nové ptistupy, jak dosahnout produkce vyssich titri
protilatek v séru imunizovanych mysi, protoZe titry protilatek u mysi imunizovanych

variantami Myomedinu z 10E8 knihovny byly pomérné& nizké (Kuchar et al. 2021). To samé
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ostatné naznacuji i predbézné vysledky pro imuniza¢ni experimenty s Myomediny z PGT121
a PGT126 knihovny. Jako mozné feSeni se jevi zména pouzitého adjuvant, avsak to by vytesilo
problém pouze Castecné. Pro stimulaci imunitni reakce je velmi dalezitd spravna prezentace
antigentl, a proto by bylo ideélni pfipojit mimotopy na vhodné zvoleny nosi¢. Mtize se jednat
o nanocastice slozené z molekul ferritinu, o nanoliposomy s pfipojenymi proteiny na svém
povrchu nebo lze uzit pfipojeni mimotopii na biopolymery. Pfistup vyuzivajici prezentace
virovych antigenti na povrchu nanocastic slozenych z 24 monomert ferritinu se ukdzal jako
ucinny pro stimulaci imunitni odpovédi proti hemaglutininu viru chiipky (Kanekiyo et al.
2013). V této studii bylo dosazeno vysSich titrii protilatek u experimentdlnich zvitat
imunizovanych antigenem pfipojenym na nanocasticich oproti zvifatim imunizovanym
komeréné dostupnou vakcinou (Kanekiyo et al. 2013). V praci Ingale a kol. vedlo vyuziti
nanoliposomi pro prezentaci Env trimert k vyssi aktivaci B-lymfocyti, nez bylo pozorovéano
pro solubilni Env trimery (Ingale et al. 2016). Pro pfipojeni antigent na liposomy byly vyuzity
modifikované lipidy, které ve své polarni casti chelatuji nikelnaté ionty, ptes které lze ptipojit
libovolny protein nesouci His-tag (Ingale et al. 2016). Malé vazebné proteiny mohou byt
ptipojeny také na riizné polymery, pticemz diive béZzné uzivany PEG (polyethylenglykol) dnes
Castéji nahrazuji nové biopolymery, jako je napiiklad hydrofilni nenabity polypeptid PAS
tvofeny aminokyselinami prolinem, alaninem a serinem (Schlapschy et al. 2013). Dalsi
moznosti, jak prezentovat mimotopy imunitnimu systému, je napiiklad spojeni dvou molekul
vazebného proteinu flexibilnim linkerem, popfiipadé¢ vytvoieni bispecifickych vazebnych
proteini spojenim dvou odlisSnych mimotopu.

Do budoucna by bylo mozné vyuzit malé vazebné proteiny také pro vyvoj vakcin postavenych
na designovanych liniich (,,designed lineage vaccines®), nebot’ je teoreticky mozné ptipravit
takové varianty mimotopt, které budou interagovat s B-lymfocyty nesoucimi prekurzory bnAbs
a stimulovat jejich vyvoj. Zaroven, proteiny mimikujici epitopy Siroce neutralizujicich
protilatek se ukdzaly jako nadé€jnd strategie pro vyvoj potencidlni vakciny proti viru HIV-1,
a proto je mozné uvazovat o pfeneseni tohoto konceptu pro piipravu vakcin i proti jinym

patogeniim.
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8 Zavér

Cile stanovené v uvodu diplomové prace se podatilo splnit a kolekce proteintt mimikujcicich
epitopy Siroce neutralizujicich protilatek proti viru HIV-1 byla rozsifena o nové varianty
mimotopt, které vérné napodobuji oblast V3 smycky Env glykoproteinového komplexu.
Pomoci ptimé sendvi¢ové ELISA byly identifikovany varianty Myomedinu, které specificky
a s prikaznou afinitou vazaly protilaitky PGT121 a PGT126. U vytipovanych variant byla
nasledné zjiSténa sekvence DNA. Pro dalsi analyzy byly vybrany varianty Myomedinu nesouci
unikatni sekvenci aminokyselin ve svych variabilnich smyckéach. Takto bylo nalezeno 12
variant z PGT121 knihovny a 6 variant z PGT126 knihovny.

Zvolené varianty Myomedinu byly déle biochemicky, biofyzikaln¢ a funkéné charakterizovany,
coz zahrnovalo predevsim provedeni vazebnych a kompeti¢nich studii a stanoveni teploty tani
vybranych proteinti. V kompeti¢nich studiich byla testovana schopnost vybranych variant
Myomedinu soutézit s trimery gpl20 o vazbu na protilatku a prokazat tak, Ze tyto proteiny
sdileji shodné vazebné misto. To bylo dokdzano pro Ctyfi z péti analyzovanych variant a pro
zbylou variantu byla interakce prokazana nepiimo. Teploty tani proteinti byly stanoveny pro
Ctyti z péti slibnych variant Myomedinu.

Na zéklad¢ provedenych experimentli byly vybrany dvé varianty Myomedinu z PGT121
knihovny pro imunizace mysi (MLDO033 a MLDO068). Z PGT126 knihovny bylo vybrano Sest
variant Myomedinu pro imunizace mysi, ze kterych hned tii varianty (MLB036, MLB041
a MLB049) prokazaly schopnost indukovat tvorbu bnAbs v séru imunizovanych mysi
(Veronika Daniel Liskova et al., rukopis v ptiprave).

Kromeé cilti vytyCenych na zacatku prace byly navic ziskany i nékteré dalsi poznatky. Pfedevsim
bylo ukazano, ze pro produkci Myomedinovych ,,scaffoldi‘ bude tfeba optimalizovat expresni
systém E. coli ptidanim chaperoni, které zvysi produkcei a spravné sloZeni proteind. Dale byla
prokazana tvorba dimeru u jedné z analyzovanych variant (MLB049), coz bude tifeba do
budoucna ovéfit 1 v pfipad€ ostatnich Myomedinovych variant.

V zavéru prace byly navrhnuty dal§i mozné sméry vyzkumu, kterymi by bylo vhodné se do

budoucna zabyvat.
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