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Abstrakt

Kratce po identifikaci viru HIV jako ptivodce onemocnéni AIDS byla v genetické
informaci viru objevena sekvence naznacujici pritomnost aspartatové proteasy. Proteasa,
ktera byla pozdéji u viru skuteCné potvrzena, se posléze stala jednim z hlavnich
terapeutickych cilii pfi boji proti onemocnéni AIDS. Zavedeni proteasovych inhibitort do
antiretrovirové terapie vedlo k vyraznému zkvalitnéni a prodlouZeni Zivota virem
infikovanych pacientti. Virus, diky své genetické variabilité, je vSak schopen se piisobeni
inhibitord pomérné efektivné branit tvorbou mutantnich variant, jeZ jsou vii¢i inhibitorim
resistentni. Existuje proto stala potfeba novych inhibitorti, schopnych efektivné blokovat i
tyto resistentni varianty, a soucasné zpomalujicich vznik novych resistentnich variant.
Cestou k takovym inhibitorim by mohlo byt hledéani sloucenin interagujicich s enzymem
jinde neZ v jeho aktivnim misté, mechanismy nekompetitivni nebo akompetitivni inhibice.
Skupinou latek, u nichZ byla identifikovana schopnost inhibovat HIV proteasu témito
netradi¢nimi mechanismy jsou metallakarborany, anorganické slouCeniny boéru, uhliku,
vodiku a iontu prechodného kovu. Pro dal§i optimalizaci téchto inhibitorG je tfeba
strukturné a biofyzikalné charakterizovat jejich interakci s enzymem. Predkladana prace je
zaméfena na vyvoj nastroji pro strukturni charakterizaci interakce mezi GB-110, jednim z
akompetitivnich metallakarboranovych inhibitort, a HIV proteasou metodou EPR
spektroskopie v kombinaci se specifickym spinovym znaCenim. Popsana je priprava
expresnich konstruktli kodujicich proteiny upravené pro spinové znaceni, exprese proteind,

jejich charakterizace a optimalizace specifického spinového znaceni.



English Abstract

Shortly after the identification of HIV as a causative agent of AIDS, an aspartic
protease was identified in the viral genetic information. The very same time protease has
become one of the dominant therapeutical targets in AIDS therapy. The introduction of
protease inhibitors into the antiretroviral therapy has led to a significant improvement in
the quality and length of life of HIV patients. However, the virus is still able to effectively
prevent the impact of an inhibitor via generating inhibitor-resistant mutated protease
variants. Thus, there is a constant need for novel types of inhibitors that would be capable
of effectively blocking these resistant variants and simultaneously not supporting the
development of novel resistant viral strains. One way to identify such inhibitors could be
searching for compounds interacting with the enzyme at different sites than the active
cavity, via the mechanisms of noncompetitive or uncompetitive inhibition. The group of
compounds called metallacarboranes - inorganic compounds consisting of carbon, boron,
hydrogen and metall ion - were shown to exhibit such an activity against HIV-1 protease.
However, for further optimization of these inhibitors, detailed biophysical investigation of
the enzyme-inhibitor complex is needed. This work focuses on the development of tools
for structural characterization of the complex between GB-110 - one of the uncompetitive
metallacarborane inhibitors - and HIV-1 protease using EPR spectroscopy linked with site-
directed spin labeling as a method of choice. Preparation of the expression constructs
encoding HIV proteases modified for spin labeling, protein expression, characterization

and optimization of site-directed spin labeling are described in this thesis.

(In Czech)
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1. Uvod

Na pocatku osmdesatych let minulého stoleti bylo v USA identifikovano zcela nové
onemocnéni, projevujici se téZkou imunitni nedostateCnosti se soucasnym vyskytem
vzacnych infekci a malignanci. Choroba byla pojmenovana syndrom ziskaného selhani
imunity (AIDS z angl. acquired immunodeficiency syndrome) a jako jeji ptvodce byl
pozdéji identifikovan virus patfici do celedi retroviridae - virus lidské imunitni
nedostatecnosti (HIV z angl. human immunodeficiency virus ). Virus HIV byl zdhy po
objeveni detailné prozkouman a intenzivni vyzkum vedl k rychlému uvedeni rady
terapeutik cilicich rtizné klicové faze jeho Zivotniho cyklu a umoznujicich tak efektivni boj

proti nové chorobé.

Jednim z enzymt v Zivotnim cyklu viru, jeZ je cilen antiretrovirotiky je i virova
proteasa. Zavedeni inhibitord tohoto enzymu jako soucasti vysoce aktivni antiretrovirové
terapie do boje proti AIDS znamenalo velky krok kupfedu pro kvalitu a délku Zivota
pacientd. Ackoli vSak byly vyvinuty inhibitory velice efektivni, virus je diky vysoké
genetické variabilité schopen generovat varianty resistentni na uzZivané inhibitory. Existuje
tedy stala potfeba novych latek, schopnych HIV proteasu efektivné inhibovat. Vzhledem k
tomu, Ze vSechny dosud uZivané inhibitory proteasy HIV viru interaguji se stejnym mistem
enzymu, dutinou aktivniho mista, nabizi se jako cesta tiniku pfed vznikem resistence vyvoj
inhibitord interagujici s enzymem zcela jinym mechanismem, prostiednictvim rozdilnych

interakc¢nich mist.

Latky této povahy byly identifikovany v minulych letech v laboratofi Doc. Jana
Konvalinky. Jedna se o molekuly patfici do skupiny metallakarboranti, z nichZ nékteré
inhibuji HIV proteasu méné obvyklymi mechanismy nekompetitivni ¢i akompetitivni
inhibice. Pro vyvoj a optimalizaci téchto inhibitori je vSak tfeba detailni strukturni a

biofyzikalné chemicka charakterizace jejich interakce s enzymem.

Predkladana prace se zaméfuje na pripravu nastroji pro strukturni charakterizaci
komplexu HIV proteasy s metallakarboranem GB-110 ptisobicim jako akompetitivni
inhibitor. Pro strukturni charakterizaci byla vybrana metoda spektroskopie elektronové

paramagnetické resonance ve spojeni se specifickym spinovy znacenim.



2. Teoreticka cast

2.1 AIDS

Na pocatku osmdesatych let dvacatého stoleti pozorovali 1ékari v Kalifornii nékolik
pripadt nahlé zavazné imunitni nedostatecnosti, vyskytujici se u do té doby zcela zdravych
jedincti, ve vSech piipadech sexualné aktivnich homosexuald, bez jakychkoli predchozich
potizi. Choroba se projevovala dramatickym sniZenim poc¢tu CD4+ T lymfocyti v krvi,
lymfadenopatii, horeCkami a prfitomnosti oportunnich infekci, typickych pro
imunosuprimované pacienty, konkrétné pneumonii zptisobenou Pneumocystis carinii,
cytomegalovirovou infekci, a kandidosou dutiny dstni [1] . V pozdéjSich studiich se mezi
priznaky pridaly i v béZné populaci vzacné se vyskytujici malignance jako Kaposiho
sarkom a nehodgkingovské lymfomy, dale téZ encefalitida zptisobena Toxoplasma gondii a
neobvyklé meningitidy [2]. JelikoZ byla choroba v pocatcich pozorovana pouze u mladych,
sexualné aktivnich homosexuall, byla oznacovana GRID z anglického Gay-Related
Immune Deficiency — s homosexualitou spojend imunitni nedostatecnost. Jak se vSak
ukazalo z nasledného sledovani propukajici epidemie, nové objevené onemocnéni se
neomezovalo pouze na homosexualni muZe, ale téZ na injekcni uZivatele drog, hemofiliky,
pravidelné ptijemce krevnich transfuzi, nové prichozi imigranty pochazejici z Haiti, osoby
poskytujici sexualni sluzby a také partnery a déti vSech vySe zminénych rizikovych skupin.
Na zéakladé téchto zjiSténi bylo onemocnéni prejmenovano na AIDS (Acquired Immune

Deficiency Syndrome) — syndrom ziskané imunitni nedostatecnosti [3].

2.2 Virus HIV

Hledani ptivodce AIDS skoncilo po dvou letech, kdy skupina francouzskych virologti
publikovala praci popisujici izolaci dfive neznamého viru z lymfatickych uzlin pacienta s
chronickou lymfadenopatii a dal§imi ptiznaky, charakteristicky predchéazejicimi propuknuti
AIDS. Morfologické i funk¢ni znaky popsaného viru jej fadily do Celedi Retroviridae, na
rozdil od jinych zastupci této celedi vSak byl novy izolat silné cytopaticky a specificky
likvidoval CD4+ T lymfocyty [4]. Ve stejném cisle asopisu Science publikovali nezavisle
Gallo a kolegové informaci o izolaci nového retroviru z krve pacientt s priznaky AIDS [5].
Pozdéji se ukazalo, Ze obé prace pojednavaji o témZe patogenu, pivodci onemocnéni

AIDS, pojmenovaném nasledné HIV (Human Immunodeficiency Virus) - virus lidské



imunitni nedostatecnosti. Roku 1986 pak byl ve vzorku pochazejicim z afrického pacienta
izolovan podobny virus, liSici se lehce v genomové organizaci, znatelné vSak ve virulenci a
patogenicité. Tento virus, vyskytujici se témér vyhradné v oblastech zdpadni Afriky byl

oA

oznacen jako HIV-2. Nazev piivodniho izolatu byl rozsiten na HIV-1 [6].

Virus HIV-1 v téle infikovaného jedince zpisobuje imunitni nedostatecnost
selektivnim napadanim CD4+ T lymfocytli, makrofagli a dendritickych bunék, tedy bunék
imunitniho systému, které jsou bézné zodpovédné pravé za boj s virovou infekci. K
likvidaci CD4+ T lymfocytl dochéazi jednak prfimym zabijenim bunék virem, déale diky
zvySené nachylnosti infikovanych bunék k programované bunécné smrti a v neposledni
fadé také vlivem zvySené aktivity cytotoxickych CD8+ T lymfocyti zabijejicich
infikované buriky [7]. P¥i poklesu poc¢tu CD4+ T lymfocytl pod hladinu 200 bunék/mm?*
dojde ke ztraté specifické imunity, coZ dava prileZitost k propuknuti oportunnich infekci a
dalsich patologickych stavli vedoucich k rozvinuti onemocnéni AIDS. Obdobi mezi
pocatkem infekce HIV-1 virem a propuknutim AIDS se nejcastéji pohybuje kolem deseti

let [8,9].

v

< -
Mezahrnuta <.1% A% - 5% SH-al% W 1%-<5% W Ex-<15% W -15%-2E%
Obrazek 1: celosvétova prevalence viru HIV v populaci pro rok 2009. Prevzato z [10]

V soucasné dobé, v pocinajici ¢tvrté dekadé epidemie AIDS, Zije ve svété priblizné
33,3 (31,4 - 35,3) milionu HIV positivnich jedinci. To predstavuje 0,5 % svétové
populace. Za rok 2009 pribylo celosvétové 2,6 (2,3 - 2,8) milionu nové nakaZenych a virus
byl v témZe roce pri¢inou 1,8 (1,6 - 2,1) milionu umrti. Jak je vidét z obrazku 1
nejzavaznéji zasaZzenym regionem je jih Afriky, nepfiznivé trendy v epidemiologii
onemocneéni je vSak mozZzno pozorovat také v regionech vychodni Evropy a stfedni Asii

[10].
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2.2.1. Struktura virové castice HIV-1

Virus HIV-1 je obaleny virus Celedi Retroviridae. Jeho geneticka informace je
prenaSena ve formé pseudodiploidni jednoretézcové molekuly RNA, ktera je po vstupu do
infikované buriky prepsana procesem zvanym reversni transkripce do formy dvouretézcové
DNA a jako takova je posléze integrovana do chromosomalni DNA napadené buriky.

Organizace genetické informace fadi HIV virus do rodu Lentiviridae [11].

gpal (TM) pl17 matrix

gp120 (5U)

p24 (kapsid)

fosfolipidova dvojerstva
integrasa
proteasa

RMA v komplexu s

p7 nukleckapsid
re..-'ersnl

Obrazek 2: schematické zobrazeni struktury virové castice HIV viru s oznacenim
jednotlivych virovych proteint prevzato z [11] a upraveno.

Virova castice, zobrazena na obrazku 2, je kulovita s primérem 100 az 120 nm. Jeji
povrch je pokryt fosfolipidovou membranou pochazejici z cytoplasmatické membrany
ptvodni hostitelské buriky. Touto membranou prostupuje priblizné 70 kopii obalového
proteinu Env. Ten se sklada ze dvou nekovalentné spojenych ¢asti - povrchového proteinu
SU (gp120), zodpovédného za rozpoznavani receptoru na cilové bufice a
transmembranového proteinu TM (gp41), kotviciho SU protein ke strukture virové Castice
a také zprostredkovavajiciho fizi bunécné a virové membrany v pribéhu vstupu viru do
buriky. Pod virovou membréanou se nachazi vrstva matrixového proteinu MA. Ten nese na
N-konci zbytek kyseliny myristové jiZ je kotven do membrany. Funkci MA proteinu je
zejména zprostiedkovavat v priibéhu vytvareni virovych ¢astic cileni virovych komponent
na membranu hostitelské buriky, kde pozdéji dochazi k puceni [12]. Pod vrstvou MA
proteinu se ve virionu nachazi koénicka kapsida tvorena siti hexamert s nékolika vhodné
umisténymi pentamery kapsidového CA proteinu [13,14]. Uvnitf kapsidy se pak nachazi
genomova jednoretézcova RNA vazana k RNA vazebnému nukleokapsidovému proteinu

NC a enzymy dilezité pro funkci viru - reverzni transkriptasa RT schopna prepisovat
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genetickou informaci z genomové RNA do formy dvouretézcové DNA, integrasa IN
zodpovédna za vloZeni genetické informace viru do chromosomdalni DNA hostitelské
buriky a proteasa PR podilejici se na zrani nového virionu. Dale se uvniti kapsidy nalézaji
regulacni proteiny Vif, Vpr a Nef, poskytujici podptirné funkce v riiznych fazich Zivotniho
cyklu viru [12].

Geneticka informace viru je uloZena v 9,7 kb dlouhé jednoretézcové molekule RNA.
je vidét na obrazku 3 devét genii kddovanych genomem viru je rozprostieno po vsech tfech
Ctecich ramcich, pfiCemzZ se nékteré geny Castecné prekryvaji, popfipadé dochazi k sestfihu
mezi ¢tecimi ramci [15]. Prvni tfi geny - gag, pol, a env jsou typické pro vSechny retroviry.
Jedna se o geny kodujici polyproteiny - proteinové fetézce obsahujici nékolik strukturnich
¢i funkcnich proteinti, které jsou v pribéhu zrani viru rozStépeny na jednotlivé
komponenty. Tato strategie usnadiiuje udrzeni spravnych pomeért virovych komponent a
spravné nacasovani v pribéhu tvorby nového virionu na membrané hostitelské bunky. Gen
gag kéduje informaci pro strukturni proteiny matrix (MA), kapsid (CA), nukleokapsid
(NC), délici peptidy (pl1 a p2) a koncovy protein p6. Gen pol je prekladan jako fuzni
protein Gag-Pol po "procteni se" ribosomu skrz slaby stopkodon na konci genu gag. V této
genové oblasti se nachazi informace pro syntézu virovych enzymt proteasy (PR), reversni
transkriptasy (RT) a integrasy (IN). Posledni polyprotein, kddovany genem env, je Stépen

na povrchovy glykoprotein SU a transmembranovy protein TM [11].

env

pol
FR RT IM

vpr

tat

J\-rev

gag vif  vpu

LT

Obrazek 3: schema virové virového genomu. Zpracovano podle [11].

DalSich Sest gent - vif, vpr, tat, rev, vpu a nef je specifickych pro rod Lentiviridae,
popiipadé pro HIV-1 virus samotny. Produkty gent tat a rev jsou z celého genomu
prekladany jako prvni a zajist'uji dulezité regulacni funkce [16]. Produkty Ctyf zbyvajicich
genu pak byly zprvu oznacovany jako dopliikové proteiny, jelikoz se v ranych studiich na
laboratornich bunécnych liniich jevily jako postradatelné. Pozdéjsi, pfesnéji navrZzené in

vitro experimenty a také studie in vivo vSak ukazaly, Ze i produkty téchto gent jsou tfeba
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pro funkci a efektivni replikaci viru. Ve formé takzvaného proviru, kdy je integrovan do
chromosomalni DNA hostitelské buriky, je genom HIV-1 viru po obou stranach ohranic¢en
takzvanymi LTR sekvencemi, jeZ obsahuji promotorové sekvence a cilové oblasti

regulacnich proteint jak virového tak bunécného ptivodu [11].

2.2.2. Zivotni cyklus HIV-1 viru

Zivotni cyklus viru, zobrazeny na obrazku 4, zacind po vstupu do napadeného
organismu vazbou povrchoveého proteinu SU na CD4+ receptor a chemokinovy koreceptor
CCRS5, popripadé CXCRA4, hostitelské buriky. Tato vazba spusti zménu v konformaci TM
proteinu, vedouci k fdzi virové a bunéné membrany, nasledované vstupem virového core
do cytoplasmy. Jako dalsi prichazi neprili§ prozkoumany krok ¢astec¢ného rozpadu kapsidy.
Reversni transkriptasa nasledné prepiSe genetickou informaci viru z RNA do podoby

linearni, dvouretézcové DNA.

"ne zral;?' virus

[
SKLADANI VIRIONU % RUCEHI g%
ZHA.HI"u"IF!IOHI.I

L virowé regulaéni '. §
=928 proteiny T “‘
ES9g @ 1 & " oy . - a
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a -~ . proteiny a enzymy PREKLAD U Virus
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'|L N [a¥ RM&
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i'd & TRANSKRIFCE "
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Obrazek 4: Zivotni cyklus HIV viru. Pfevzato z [17] a upraveno.

Tento proces je diky vysoké chybovosti reversni transkriptasy hlavnim zdrojem velké
genetické variability HIV-1 viru. Molekula DNA je pak v komplexu s integrasou
transportovana jadernymi pory do jadra hostitelské buiiky, kde je integrasou katalyzovan
proces zaclenéni virové DNA do nékteré z oblasti chromosomalni DNA bohaté na geny
[18]. Integrovana virova DNA slouZi jako templat pro bunécnou DNA dependentni RNA

polymerasu II, syntetizujici na jejim zéakladé virovou RNA. Ze sestfizené RNA je
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translatovan transportni protein Rev, ktery pak z jadra transportuje nesestfiZenou a c¢astecné
sestfizenou virovou RNA, slouZici jako templat pro syntézu virovych polyproteini a

doplikovych proteinti a také jako genom virového potomstva [19].

Polyprotein Env je po translaci na drsném endoplasmatickém retikulu glykosylovan v
Golgiho aparatu, rozStépen bunécnou proteasou na proteiny TM a SU, které jsou
transportovany na membranu. Polyproteiny Gag a Gag-Pol, jejichZz vzdjemny pomér je
presné fizen frekvenci "procteni se" volnych cytoplasmatickych ribosomii pres slaby
stopkodon na konci Gag genu, jsou transportovany, spolu s RNA genomem, k bunécné
membrané. Polyproteiny Gag, Gag-Pol a RNA genom se poté shlukuji do kompaktnich
utvari pod membranou pokrytou obalovymi proteiny TM a SU a zacind proces nazvany
puceni virionu [17]. Po oddéleni kulovitého, nezralého, a stale jeSté neinfek¢niho virionu
od hostitelské buriky prichazi na fadu posledni krok takzvaného zrani, kdy se neznamym
mechanismem z polyproteinového komplexu Gag-Pol autokatalyticky vyStépi virova
proteasa. Ta naslendé rozsStépi polyproteiny nezralého virionu na strukturni a funkcni
komponenty virionu zralého. Ten je pak jiZ plné infekéni a schopny tak infekci SiFit

dale [20].

V zZivotnim cyklu viru mGZeme najit nékolik bodd, ve kterych je mozno terapeuticky
zasdhnout a tim virovou replikaci zastavit. V idedlnim prfipadé by bylo nejvhodnéjsi
blokovat prvotni rozsifeni viru v téle pacienta vakcinou ihned v pocatcich infekce. Vyvoj
vakciny, ackoli na pocatku povaZovany za otazku jen nékolika malo let, se vSak ukazal
jako velmi obtiZny problém. I pfes nékteré slibné vypadajici pocatecni vysledky tak i po 25
letech vyvoje neni vakcina proti viru HIV dostupna [21]. Alternativou, ackoli ne zcela
plnohodnotnou, je boj s virem pomoci 1éciv - antiretrovirotik. Ta jsou schopna blokovat
replikaci viru v riznych féazich Zivotniho cyklu. Prvni a dosud nejpocetnéjsi skupinou 1éciv
jsou nukleosidové inhibitory reversni transkriptasy (NRTI). Déle jsou k dispozici
nenukleosidové inhibitory reversni transkriptasy (NNRTI), blokujici tuc¢inek stejného
enzymu, avSak nikoli jako analogy substratu, nybrZ mechanismem nekompetitivni inhibice.
Ucinku HIV vakciny jsou svym piisobenim nejbliZe inhibitory vazby koreceptoru,
popripadé inhibitory flize virové a bunécné membrany. V neposledni fadé je téZ mozZno
blokovat integraci provirové DNA do chromosomalni DNA hostitelské buriky pomoci
inhibitord integrasy. Jistym milnikem v terapii HIV infekce bylo zavedeni kombinované

1é¢by, takzvané vysoce aktivni antiretrovirové terapie HAART (z anglického Highly Active
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AntiRetroviral Therapy) [22]. PTi této terapii se pouZivaji kombinace tfi antiretrovirotik,
nejcastéji dvou nukleosidovych inhibitorti reversni trenskriptasy a jednoho 1éciva z nékteré
z ostatnich skupin. Dynamicky rozvoj HAART byl umoZnén mimo jiné také zavedenim
prvniho inhibitoru z dosud nezminéné skupiny terapeutik a to inhibitori virové proteasy.
Ty blokuji posledni krok Zivotniho cyklu HIV viru, kterym je zrani virionu. Pravé zavedeni
inhibitort HIV proteasy a s nimi i HAART umoziuje sniZit mnozstvi viru v krvi pacienta
pod detekovatelnou hladinu, posilit imunitni systém, oddalit propuknuti terminalniho

stadia nemoci a tim znatelné prodlouZit Zivot 1éceného [23].

2.3. HIV-1 proteasa
Proteasa HIV-1 viru (EC 3.4.23.16) byla identifikovana kratce po objeveni viru pfi

analyze jeho genomu. Jedna se o enzym patfici do rodiny aspartatovych proteas [24].
Experimenty s jeji inaktivaci pomoci inhibitori nebo cestou cilené mutageneze
katalytickych aspartati vedly k produkci nezralych viriont [25]. Funkce proteasy je tedy
nepostradatelna pro infektivitu viru. Vzhledem ke svému medicinskému vyznamu se
HIV-1 proteasa stala jednim ze strukturné a funkcné nejpodrobnéji prozkoumanych
proteinii. Diky detailni znalosti struktury je také tento enzym jednim hlavnich cild

takzvaného racionalniho navrhu 1éciv [26].

2.3.1 Trojrozmérna struktura HIV-1 proteasy

HIV-1 proteasa je ve své trojrozmérné strukture, jak je vidét z obrazku 5,
homodimerni molekula, sestavajici ze dvou identickych Tetézci 99 aminokyselin,
vykazujici symetrii podle dvojCetné rotacni osy prochazejici sttedem molekuly skrze oblast
aktivniho mista [27]. Aktivni misto je tvofeno dutinou uvnitf prostoru proteasy, mezi
obéma peptidovymi fetézci monomerd, které se tak na jeho tvorbé podileji stejnou mérou.
Na dné dutiny aktivniho mista se pak nachazi aminokyselinovy triplet Asp-Thr-Gly,
tvofeny aminokyselinami v pozicich 25-27. Aspartat 25 je pravé onim Kkatalytickym
aspartatem zodpovédnym za katalyzu enzymové reakce, avSak cela oblast zminéného
tripletu je pro katalytickou funkci enzymu nepostradatelna diky schopnosti stabilizovat
dimerni stav proteinu [28]. Dimerizaci zajiStuje Ctvefice kratkych usekt antiparalelnich
beta skladanych listli, vytvarejicich pomoci sité vodikovych vazeb mezi N- a C-koncem
peptidového fetézce (konkrétné mezi aminokyselinami v pozicich 1 aZ 4 a 96 aZ 99) oblast

nazyvanou dimerizacni doména. Neméné dtileZitou roli v katalytické funkci proteasy pak

15



hraje i oblast mezi aminokyselinami 46 a 56, tvorici pohyblivé chlopné se strukturou
vysoce flexibilnich beta vlasenek. Ty v enzymu bez vazaného substratu prechazeji mezi
otevienym a polootevienym stavem s prtimérnou vzdalenosti 7 A od katalytickych
aspartatli. Vazba peptidového substratu pak indukuje konformacni zménu, pfi které chlopné

uzavrou prostor aktivniho mista a interaguji se substratem [27].

"Pant" pohyblivé Pohybliva chlopen

chlopné

Dimeriza¢ni doména
Obrazek 5: Trojrozmérna struktura HIV-1 proteasy se zvyraznénymi katalytickymi
aspartaty. Zpracovano pomoci programu PyMol podle PDB souboru pochazejiciho z [27].

2.3.2 Inhibitory HIV-1 proteasy

Detailni znalost trojrozmérné struktury a substratové specifity HIV-1 proteasy [29]
umoznila vyvoj potencialnich 1éc¢iv, ptisobicich jako inhibitory tohoto enzymu, novou
metodou takzvaného raciondlniho navrhu. Vychozim bodem pro navrh inhibitorti byla
znalost substrati HIV-1 proteasy a strukturnich prvkia vyskytujicich se v nich [29]. V
ranych fazich tak inhibitory nesly strukturni motivy vychazejici z neStépitelnych
pseudopeptidovych analogt substratu. Takto navrZzena vedouci slouCenina, u které byla
potvrzena schopnost inhibovat, byla poté dale chemicky upravovana na zakladé
strukturnich a kinetickych dat pochazejicich z biofyzikalnich méfeni, s cilem ziskat

slouceninu s maximalnim inhibi¢nim tc¢inkem [25].
2.3.2.1 Klinicky pouzivané inhibitory HIV-1 proteasy
Pocatek pouzivani inhibitort HIV-1 proteasy v terapii se poji s rokem 1995, kdy

americky Ufad pro potraviny a lé¢iva (FDA) povolil klinické uzivani prvniho proteasového
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inhibitoru saquinaviru [30]. Diky vySe zminénému postupu pti navrhu 1éciv patfi vSechny
dnes klinicky uzZivané inhibitory s vyjimkou jednoho do skupiny analogl substratu a
vSechny také obsazuji aktivni misto enzymu kde soutéZi o pozici se substratem [26].
Inhibitory HIV-1 proteasy uZivané v klinické praxi je mozno rozdélit na dvé skupiny. Prvni
skupina, oznaCovana jako inhibitory prvni generace, byla navrhovana pro inhibici proteasy
divokého typu. Pri pozdéjSim navrhu inhibitord takzvané druhé generace uZz byly
zohlednény strukturni a biofyzikalni zmény u variant HIV proteasy u nichZ se vyvinula

resistence vii¢i inhibitordm prvni generace [26].

Zéakladnim strukturnim rysem, od kterého se odvijel vyvoj vétSiny inhibitorti prvni
generace je specifické Stépné misto mezi fenylalaninem a prolinem v peptidovém substratu
HIV-1 proteasy [29]. Strukturni obdoba tohoto motivu byla vystavéna kolem
nestépitelného hydroxyethylaminového popripadé hydroxypropylaminového isosteru,
napodobujiciho prechodny stav Stépeného substratu. Na zakladé zndmé struktury enzymu
pak byly na tuto patef pripojovany vhodné funkéni skupiny s cilem dosdhnout optimalnich

interakci s aktivhim mistem proteasy [25].

Inhibitory prvni generace z¢asti slouZzily jako predlohy pfi vyvoji inhibitori generace
druhé. Mezi cile pri vyvoji téchto inhibitori patfilo a stale patfi mimo inhibice proteas
resistentnich k inhibitorim prvni generace téZ zjednoduSeni lécebného rezimu. Optimalni
je zredukovani poctu tablet na den nebo poctu tablet v jedné davce ¢i odstranéni nékterych

z Cetnych vedlejSich dcinki inhibitort prvni generace [31].

K dnesnimu dni je pro klinickou praxi Ufadem pro potraviny a lé¢iva (FDA) povoleno

deset inhibitortt HIV-1 proteasy [32].

2.3.2.2 Inhibitory vazajici se mimo aktivni misto HIV-1 proteasy

Mimo inhibitort strukturné napodobujicich substraty HIV-1 proteasy a vazajicich se
do aktivniho mista, se podafilo nalézt i nékolik sloucenin schopnych inhibovat proteasu
vazbou na jiné casti enzymu. Latky pisobici témito zcela odliSnymi mechanismy ucinku
jsou potencidlnimi inhibiory variant proteasy resistentnich vii¢i komer¢nim, do aktivniho
mista se vazajicim, inhibitoriim. Zadny z téchto projektd viak prozatim nebyl doveden ani

do faze klinickych studii.

Jednou z moZnosti inhibice je znemoZnéni tvorby dimeru proteasy. Toho lze

dosdhnout nejsnaze pomoci peptidi napodobujicich dimerizacni doménu nebo upravenych
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peptidli s dimerizacni doménou interagujicich [33,34]. V literature 1ze nalézt téZ zminky o
moznosti blokovat dimerizaci pomoci specifickych protilatek interagujicich s oblasti

dimerizacni domény [35].

DalSim procesem, ktery je moZno prfi inhibici HIV-1 proteasy cilit, je samotné
skladani proteinu. Pfi ném dochazi nejprve k utvoreni takzvanych lokalnich elementarnich
struktur, silné interagujicich strukturnich elementti bohatych na hydrofobni aminokyseliny,
kolem nichZ se posléze sklada zbytek proteinu. Latky schopné tvorbu téchto elementarnich

lokalnich struktur blokovat pak ptisobi jako inhibitory HIV-1 proteasy [36].

Posledni skupinou moznych cilii jsou pozice mimo aktivni misto na dimerni, spravné
sloZené protease. Nejcastéji se jedna o oblast pohyblivych chlopni zakryvajicich v pribéhu
katalytické ¢innosti enzymu dutinu aktivniho mista. Tohoto druhu inhibice jsou schopny
jednak protilatky vazajici specificky motivy vyskytujici se v oblasti chlopni [35], ale také
napriklad Cisté anorganické inhibitory zaloZené na strukturach polyoxometalati [37].
Mimo aktivni misto se, z podstaty svého mechanismu inhibice, musi vazat i dosud jedina v
literatufe popsanad skupina akompetitivnich inhibitord HIV-1 proteasy - monocyklické
betalaktamy. Ty by podle in silico modeld mély propojit chlopné obou monomert v
uzaviené konformaci a zamezit jejich opétovnému otevieni. Vypocty vSak dosud nebyly
potvrzeny rentgenostrukturni analyzou [38]. Mechanismy akompetitivni, ale i
nekompetitivni inhibice jsou schopny ptsobit téZ nékteré metallakarboranové inhibitory
identifikované v neddvné dobé laboratofi Doc. Jana Konvalinky na UOCHB

(kapitola 2.3.4)

2.3.3 Zkoumani strukturnich a fyzikalnich vlastnosti HIV-1 proteasy

Pro medicinalni chemii a dalSi obory snaZici se metodami racionalniho navrhu
pripravit latky specifickych vlastnosti ptisobici na biomolekularni cile je dikladna znalost
strukturnich a fyzikalnich vlastnosti cilové biomolekuly jednou z klicovych informaci pro
uspéSny navrh, popfipadé optimalizaci potencidlniho 1éc¢iva. Modernimi metodami
biofyzikalni chemie je moZno o zkoumané biomolekule ziskat mnoZstvi informaci, které
popisuji jednak jeji strukturu, charakteristiky pripadnych multimerizaci nebo interakci s
vazebnym partnerem, konformacni zmény v pribéhu vykonavani funkce, zmény struktury
a vlastnosti zptisobené vlivem inhibitoru a mnohé dalsi dtlezité charakteristiky. Pravé

HIV-1 proteasa je kvili relativné snadné purifikaci, dostateCné stabilité a motivaci

18



plynouci z terapeutické zajimavosti idealnim prikladem vyuZiti metod biofyzikalni chemie.
Diky studiim, vyuZivajicim rentgenostrukturni analyzu, spektroskopické, kalorimetrické a
dalSi metody, se tak HIV-1 proteasa stala jednou z nejlépe prozkoumanych proteinovych

molekul.

2.3.3.1 Sedimentacni techniky

Homodimerni struktura molekuly HIV-1 proteasy a zavislost jeji katalytické aktivity
na pH prinaSely jiZz na pocatku zkoumani tohoto enzymu otazku, jakym zptisobem
ovliviiuje funkci proteasy stabilita dimerni struktury. JiZ v prvnich publikacich popisujicich
trojrozmérnou strukturu enzymu se objevovaly zminky o mozZnosti inhibovat proteasu
nejenom inhibitory zaloZenymi na nesStépitelnych analozich peptidovych substrati, ale také
molekulami napodobujicimi dimeriza¢ni doménu proteinu [39]. Pravé pro inhibibici HIV-1
proteasy pak vznikl i wvibec prvni z této nové tfidy takzvanych nekovalentnich
disociativnich inhibitorti. Jednalo se o synteticky tetrapeptid Thr-Leu-Asn-Phe-COOH,
odvozeny od C-konce proteasy, ktery je soucasti dimerizacni domény. Jeho mechanismus
ucinku autofi studie potvrdili jednak zcela novou metodou analyzy dat enzymové kinetiky,
zaméfenou pravé na inhibici dimerizace proteind, a také pomoci metody sedimentacni
rovnovahy. Za pouziti analytické cetrifugy byl pozorovan rozdil relativhich molekulovych
hmotnosti mezi vzorkem bez pfitomnosti disociativniho inhibitoru, ktery sedimentoval za
podminek experimentu (pH=5,0) jako nedisociujici dimer o relativni molekulové
hmotnosti 20800, a stejnym mnoZstvim enzymu v pfitomnosti dvojndsobného nadbytku
disociativniho inhibitoru. Ten sedimentoval za shodnych experimentalnich podminek jako
monomer o relativhi molekulové hmotnosti 12100, odpovidajici zakladni hmotnosti
monomeru, navysené o navazany inhibitor [33]. DtleZitou charakteristikou HIV-1 proteasy
souvisejici nejen s vyvojem disociativnich inhibitort je disociacni konstanta dimer -
monomer, oznacovana Kp. V prvotnich studiich byla pro jeji ur€eni vyuZivana metoda
zaloZend na analyze kinetickych dat pochazejicich ze Stépeni peptidovych substratt. Z
nékolika studii vzeSla pomérné nesourodd skupina vysledki, popisujici disociaci za
riznych podminek. Ani podminky zcela stejné vSak nevedly ke shodnym vysledkiim, jak je
vidét z rozdilu mezi dvéma studiemi, z nichZ prvni urcuje pro pH = 5,0 Kp = 3,6 nM [33] v
kontrastu se studii konkurencni skupiny, jejimz vysledkem pro stejné pH byla Kp < 80 pM
[40]. O komplexnéjsi analyzu se pokusili v pozdéjsi studii Drake a kol., ktefi za pouZiti

vazby flourescenc¢ni znacky, vazajici se do aktivniho mista, sledovali disociaci proteasy za
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riznych pH a teplot [41]. S jejich praci pak polemizuje nasledna studie, ktera pro urceni Kp
vyuziva pravé metody sedimentaCni rovnovahy [42]. Vyhodou této metody je vyuZiti
pifimého fyzikdlniho méfeni, bez zavadéni dalSich proménnych do experimentu, kdy je
ustavena rovnovaha mezi sedimentaci a volnou diftizi. Koncentra¢ni profil v zavislosti na
vzdalenosti od osy rotace je pak sledovan optickou detekci jako absorbance
elektromagnetického zareni vinové délky 280 nm. Zavislost koncentrace na poloméru
rotace je fitovana modelovymi kfivkami, z nichZ je moZno ziskat molekulové hmotnosti
sedimentujicich Castic, popripadé parametry charakterizujici jejich interakci. Nevyhodou
metody je pak velmi dlouhé trvani experimentu. Dlouhy experimentalni ¢as v pripadé
HIV-1 proteasy vedl k jeji autoproteolytické degradaci. Autofi proto byli nuceni pouzit k
autoproteolyze resistentni variantu proteasy nesouci mutace Q7K/L33I/L63I, ktera je od
proteasy divokého typu témér nerozliSitelna jak strukturné, tak co se tyce Stépeni substratu
a vazby inhibitora [43] a dale také proteasu katalyticky inaktivovanou mutaci D25N. Pro
tyto enzymy se pak pokusili stanovit disociac¢ni konstanty dimer - monomer. U pH = 4,5
byla naméfena disociacni konstanta pod limitem optické detekce uZivané v metodé a jeji
hodnotu tedy autofi uvadéji jako niZsi nez 100 nM, coZ je vysledek shodujici se s
predchozimi publikacemi. Pro pH = 7,0 vSak autofi ziskali z experimentalnich dat fit
odpovidajici jednoznacné jednoduchému modelu monomer - dimer a prisuzujici inaktivni
varianté D25N disociacni konstantu Kp = 1 pM a varianté Q7K/L33I/L63I dokonce
disociacni konstantu jesté vyssi, Kp = 5,8 pM [42] . Tyto vysledky jsou v silném rozporu s
predchozi studi Drake a kol., ktera protease divokého typu za stejného pH prisuzuje
Kp=23 nM [41]. Autofi tento rozpor vysvétluji moZnym zkreslenim dat u kinetické
studie, zavinénym inhibitorem termodynamicky indukovanou tvorbou dimeru, jehoZz
koncentrace je pak ve vypoctech silné nadhodnocena. Tuto hypotézu pak podporuji
vlastnimi vysledky z CD spektroskopického méfeni, ukazujicimi s disociaci korespondujici
ubytek struktury [ sklddaného listu pfi pH = 7,0, pravdépodobné pochéazejici z rozruSeni
dimerizacni domény. Soucasti prace je téZ urCeni disociacnich konstant pro HIV-1 proteasy
nesouci mutace V82F; V82F/184V; V82T/I84V a LI90M, selektované pod tlakem klinicky
uzivanych inhibitorG. VSechny tyto mutantni proteasy vykazuji znatelné navySenou
disociacni konstantu a to 5x aZ 23x. Ve studii je naznaceno, Ze by urcité zvySeni disociaCni
konstanty dimeru mohlo predstavovat, vedle sniZeni afinity inhibitoru k aktivnimu mistu

mutantu, dalSi cestu k omezeni vlivu inhibitorti na enzym [42].
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2.3.3.2 Kalorimetricka analyza

Dalsi biofyzikalné chemickou technikou, uZivanou ke studiu stability proteinu, je
diferencni skenovaci kalorimetrie, zkracené DSC. Vzorek je zde v priibéhu experimentu
zahfivan v adiabatické métici cele a je sledovana jeho tepelna kapacita pfi ménici se
teploté. Denaturace proteinu je provazena spotiebou tepla, vyuZitého pfi strukturnich
prechodech, které ji provazeji. Stabilizace proteinu se pak projevuje posunem k vySsi

teploté denaturace a také vyssi spotfebou energie pro denaturaci.

Pro HIV-1 proteasu divokého typu byl touto metodou potvrzen mechanismus
denaturace sestavajici z dvoustavového prechodu zahrnujiciho denaturaci probihajici

soucasné s disociaci dimeru dle schématu:
KD
N,=2D

tedy rovnovahu mezi nativhim dimerem a denaturovanym monomerem, bez existence
nativniho monomeru [44]. Tepelnd denaturace proteasy byla zcela ve shodé s timto
schématem pozorovana jako proces zavisly na koncentraci enzymu. Na zdkladé dfive
vyreSenych trojrozmérnych struktur a naméfenych dat z kalorimetrie byly provedeny
vypocty strukturné-termodynamické analyzy HIV-1 proteasy, z nichZ vyplyva, Ze témeér
veskera stabilizacni energie pochazi z procesu dimerizace. Samotna dimerizacni doména,
tvorena N a C-koncovyni aminokyselinami v sekvenci monomert, formujicimi struktru -
skladaného listu, pak poskytuje priblizné 75% vazebné energie udrzujici dimerni strukturu.
Dalsi duilezitou, dimer stabilizujici oblasti jsou pak aminokyseliny Thr26, Gly27 a Asp29,

nachazejici se na dné dutiny aktivniho mista [45].

Diferencni skenovaci kalorimetrii byl také studovan vliv vazby inhibitoru
acetylpepstatinu na energii stabilizujici strukturu proteasy. Jedma se o peptid o sekvenci
Ac-Isovaleryl-Val-Val-Statin-Ala-Statin, obsahujicith neobvyklou aminokyselinu statin
(chemicky (3S, 4S)-4-amino-3-hydroxy-6-methylheptanovou kyselinu), diky které piisobi
jako obecny inhibitor aspartatovych proteas [46]. Nalezena zavislost popisovala stabilizaci
struktury, jez se zesilovala s nartstajici koncentraci inhibitoru. Detailnim teoretickym
popisem tohoto jevu pak byl vytvoren model, umoZiujici z miry tepelné stabilizace

vypocist vazebnou konstantu ligandu [47].

Druhou metodou zaloZenou na primém meéfeni termodynamickych jevi, kterou je

mozno vyuzZit pro studium HIV-1 proteasy, je isothermalni titracni kalorimetrie,
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zkracené ITC. V experimentu je do adiabaticky izolované méfici cely obsahujici roztok
jedné z interagujicich slozek (v tomto pripadé proteinu) titraci pridavana slozka druha
(ligand). Mérena je tepelna odezva pozorované interakce vici kontrolni adiabatické cele
naplnéné vodou nebo pufrem, projevujici se zménou enthalpie systému. Smérnice titracni
kiivky v inflefnim bodé poskytuje informaci o asociacni konstanté sledovaného dé€je. Ze

zakladnich termodynamickych rovnic

AG=—RTIn(K,)

AG=AH-TAS

je pak jiZ moZno snadno dopocist zbyvajici zakladni termodynamické charakteristiky

sledovaného déje, tedy Gibbsovu energii a entropicky prispévek ke Gibssové energii [48].

V pripadé studia HIV-1 proteasy je ITC metodou hojné uZivanou k detailnimu popisu
termodynamickych parametrd interakce mezi enzymem a inhibitory. Jak je zfejmé z vySe
uvedenych rovnic, pfi optimalizaci potencialniho inhibitoru zlepSovanim jeho afinity k
HIV-1 protease (a tedy i vylepSovanim jeho Gibbsovy energie interakce) je moZno
postupovat tfemi cestami - optimalizaci entropického prispévku, vazebné enthalpie nebo
obou parametrt zaroveil [49]. Prvni inhibitory HIV-1 proteasy byly vytvareny na zakladé
strukturni podobnosti inhibitoru a substratu, poptipadé strukturni komplementarity
inhibitoru s aktivni dutinou enzymu. Tento systém navrhu léciva vedl k termodynamicky
znaCné nevyrovnanym inhibitoriim, jejichz afinita k enzymu byla prakticky vyhradné
fizena entropickym Clenem, konkrétné zménou solvatacni entropie pfi interakci. Pozitivni
efekt tvarové komplementarity je vSak snadno prekonatelny mutacemi v enzymu, které tak
zplisobuji resistenci na inhibitor [50].

o

Novéjsi inhibitory HIV-1 proteasy byly navrhovany nejen s ohledem na znalost
strukturnich dat, ale také na znalost charakteristik termodynamickych. Cilem bylo posileni
enthalpického Clenu interakcni energie, pochazejiciho predevSim z vodikovych vazeb a
dalSich nekovalentnich interakci mezi inhibitorem a konzervovanymi oblastmi enzymu.
Tato strategie vede k navySeni genetické bariéry resistence. Jako nejefektivnéjsi, ale
vazebné enthalpie maximalizaci poctu nekovalentnich interakci s konzervovanymi

oblastmi proteinu a soucasné udrZovani priznivych hodnot entropického ¢lenu zvySovanim
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konformacni flexibility téch Casti inhibitoru, jeZ se vaZi do mist enzymu casto ovlivnénych
resistentnimi mutacemi. Inhibitory tohoto typu pak zachovavaji svou inhibi¢ni schopnost i

VUci resistentnim variantam HIV-1 proteasy [31,51,52].

Isothermalni titracni kalorimetrii je téZ moZno sledovat samotny mechanismus vyvoje
resistence vuci inhibitorim. V nékolika studiich byly analyzovany vicendsobné mutované
HIV-1 proteasy s vysokou mirou resistence vici klinicky uZivanym inhibitorim. Prislusné
mutace byly rozdéleny do nékolika skupin a byly pfipraveny proteiny nesouci pouze tyto
skupiny mutaci. Jejich vliv na resistenci byl poté analyzovan izolované. U
nejresistentnéjSich variant dochazi mezi mutacemi ke kooperaci. Vliv skupiny mutaci je
tedy vyrazné silnéjsi nez soucet vlivii mutaci individualnich. Zajimavym faktem se téZ zda
byt, Ze nejsilnéjsi prispévky k této kooperativni resistenci nepochazeji z mutaci v aktivnim

misté, ale z mutaci blizko dimeriza¢ni domény proteinu [53,54].

2.3.3.3 Elektrochemické techniky

Pro velmi citlivou detekci HIV-1 proteasy v roztoku i biologickych matricich byla
vyvinuta metoda vyuZivajici elektrochemického biosenzoru. Na tiSténou zlatou elektrodu
je imobilizovan thiolem zakonceny konjugat ferrocenu a pepstatinu, vySe zminéného
universalniho inhibitoru aspartatovych proteas. Ferrocen je v tomto usporadani,
zobrazeném na obrazku 6A, pri elektrochemické reakci oxidovan, coZ je moZno pozorovat
pomoci cyklické voltametrie. V pritomnosti HIV-1 proteasy se v3ak pik oxidace na
cyklickém voltamogramu posouva k vysSSim potencidlim a jeho plocha se zaroven
zmenSuje, oboji linearné s nartstajici koncentraci enzymu. Zmény v cyklické
mvoltamogramu jsou vyobrzaeny na obrazu 6B. Jev je vysvétlovan blokaci volné difuse
pomocného elektrolytu k ferrocenové casti konjugatu HIV-1 proteasou navazanou na
pepstatinovou c¢ast konjugatu, ¢imZ je znesnadnéna elektrochemicka oxidace ferrocenu.
Limit detekce této metody pro HIV-1 proteasu byl stanoven na koncentraci 1 nM a na
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lidského sérového albuminu, nebo primo 10x fedéného lidského krevniho séra [55].
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Obrazek 6: A) schema metody pro stanoveni koncentrace HIV-1 prtoteasy pomoci zlatych
elektrod modifikovanych konjugatem ferrocenu. Modrou kfivkou je zobrazena zména
cyklického voltamogramu po navazani proteasy na pepstatin. B) chemicka struktura
konjugéatu ferrocen-pepstatin. Prevzato z [56].
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Metoda byla posléze zdokonalena nahrazenim tiSténé zlaté elektrody zlatou
elektrodou, na jejimZ povrchu byly elektrochemicky vygenerovany zlaté nanocastice.
Touto modifikaci byl limit detekce sniZen k hranici 80 pM, avSak objevuje se i horni limit
detekce 10 nM, za nimZ jiZ neni zavislost sniZeni a posunu signalu na koncentraci linearni,
pravdépodobné vlivem saturace vrstvy. K dalSimu vylepSeni limitu detekce pak dosSlo
zavedenim elektrody z uhlikovych nanotrubic funkcionalizovanych na povrchu thiolovou
skupinou, na kterou byly navazany zlaté nanocastice, a nahrazenim cyklické voltametrie
jako detek¢ni metody jinou elektrochemickou technikou, elektrochemickou impedancni
spektroskopii. V tomto usporadani se limit detekce sniZil aZ na hranici 0,8 pM, se

zachovanim reproducibility a minimalniho vlivu biologické matrice na analyzu [57].

Vazba HIV-1 proteasy na pepstatinovou cast konjugatu senzoru je rozruSena
pritomnosti silného kompetitivniho inhibitoru proteasy. Toho bylo vyuZito ve studii, pfi niz
byla popsanou metodou analyzovéana vazba klinicky vyuZivanych inhibitord HIV
proteasy [56] lopinaviru, saquinaviru, indinaviru a inhibitorového prekursoru
fosamprenaviru [58-61]. V analyze byla nejprve na elektrodu naadsorbovana HIV-1
proteasa, naméfen signal a posléze byly proméreny vzorky obsahujici prislusny inhibitor v
ekvimolarnim mnoZstvi vi¢i enzymu, v deseti a stondsobném nadbytku. Analyzou
elektrochemické odezvy pak bylo moZno urcit inhibicni potencial zkoumané slouceniny.
Vysledky ziskané touto studii byly ve shodé s dfive publikovanymi daty. Nejlépe ptisobil
inhibitor lopinavir, inhibitorovy prekuzor fosaprenavir, ktery svou silnou inhibi¢ni
schopnost ziskava azZ metabolickou pfeménou, pak inhiboval nejhtife. Vysledky této studie
spolu se snadnou automatizovatelnosti a nizkou cenou elektrochemickych biosenzort
naznacuji moznost dalSiho vyuZiti metody pro testovani rozsahlych knihoven chemickych

sloucenin pfi hledani novych inhibitord HIV-1 proteasy [56].
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2.3.3.4 Resonance povrchového plasmonu

Pro identifikaci novych inhibitord HIV-1 proteasy pochazejicich z rozsahlych
knihoven sloucenin, mtiZe slouZit téZ povrchova plasmonova resonance, zkracené SPR.
Metoda vyuZiva jevu resonance povrchového plasmonu, ktery se projevuje vyraznou
redukci intenzity svétla odrazeného od tenké vrstvy nékterych kovii. Resonance se
projevuje pouze v urcitém rozmezi Ghli dopadajiciho polarizovaného svétla a je velmi
citlivd na index lomu prostiedi v tésné blizkosti kovového povrchu. Je proto mozno
sledovat adsorpcni jevy, popripadé interakci molekul v roztoku s molekulami
adsorbovanymi na kovovou vrstvu. Pfi analyze HIV-1 proteasy touto metodou je enzym
imobilizovdn na zlaty ¢ip pomoci nespecifické kovalentni modifikace lysinovych
postrannich fetézcli N-hydroxysukcinimidem. Vazba lignadu je sledovéna jako zména

indexu lomu vrstvy nad ¢ipem [62].

Metoda nabizi moZnost na multikanalovych pristrojich v paralelnich experimentech
nebo s nékolikanasobnymi kontrolnimi experimenty sledovat interakci nizkomolekularnich
ligand( s imobilizovanym proteinem. Vyhodou oproti jinym metodam, jako jsou napfiklad
kalorimetricka analyza nebo eseje pro enzymovou kinetiku, poskytujicim
termodynamickou informaci o rovnovaznych konstantach, je ziskani informace o
kinetickych parametrech interakce. Ziskana je tak rychlostni konstanta asociace (kon) a
disociace (ko.¢) komplexu, z jejich poméru je pak moZno urcit rovnovaznou asociacni

konstantu K, poskytujici informaci o afinité ligandu k enzymu [63].

Pro HIV-1 proteasu byla metoda optimalizovana pro prvotni ovéfovani vazby latek
vybranych z rozsahlych knihoven sloucenin [62]. Pomoci SPR byla téZ studovana
asociacni a disociacni kinetika klinicky uZzivanych inhibitord HIV-1 proteasy. Ziskané
vysledky se shodovaly s afinitami inhibitorG vii¢i enzymu stanovenymi jinymi metodami.
Data z povrchové plasmonové resonance je téZ mozZno vyuZzit pfi optimalizaci novych
struktur inhibitori, kde nabizi analyza moZnost optimalizovat nejenom celkovou afinitu,
ale i jeji jednotlivé komponenty, asociaci a disociaci. V kombinaci s kalorimetrickymi
méfenimi je pak moZno ziskat aZ tak detailni informace jako jsou enthalpicko - entropické

charakteristiky asociacnich a disociacnich déjt [64].

Studovana byla tézZ kinetika vazby inhibitort k resistentnim variantam HIV-1 proteasy.
Na cip byly imobilizovany proteasy nesouci bud jednotlivé obvyklé mutace spojené s

resistenci nebo kombinace téchto mutaci a byla sledovana kinetika vazby inhibitoru.
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V pritomnosti jednotlivych resistentnich mutaci je sniZena afinita téméf ve vSech pripadech
zptisobena zrychlenim disociace komplexu enzym-inhibitor. Pfi zapojeni kombinace
mutaci pak dochazelo vétSinou k soucasnému sniZeni rychlosti asociace a zvySeni rychlosti
disociace. Vyjimkou byly inhibitory, které vykazuji velmi nizkou rychlost disociace viici
protease divokého typu, v tomto pfipadé saquinavir a nelfinavir, u nichZ dochazelo i pfi
pifibyvajicim poctu resistentnich mutaci pouze k dalSimu sniZovani rychlosti

disociace [65].

Aplikaci pouzitelnou pro hledani inhibitori ve vétSich knihovnach sloucenin je
spojeni SPR analyzy s hmotnostni spektrometrii, konkrétné metodami MALDI-ToF a
electrospray ionization tandem mass spectrometry. P¥i této analyze je enzym imobilizovany
na Cipu vystaven smeési latek, neinteragujici nebo nespecificky interagujici latky jsou
odmyty pufrem a nasledné jsou eluovany latky, které s HIV proteasou interagovaly. Eluat
je poté analyzovan hmotnostni spektrometrii, ktera identifikuje interagujici slouceniny.
Metoda nabizi moZnost automatizace, vhodné pro testovani velkych mnozstvi latek [66].
Jinou moZnosti, jak testovat interagujici latky, je SPR experiment v obraceném usporadani.
Imobilizovan na Cipu je zde nepfiliS silné interagujici pepidomimeticky inhibitor. Na Cip je
priveden roztok HIV-1 proteasy, ktera se na inhibitor navaZe. Poté jsou pfivedeny testované
latky a sledovano je rozruSovani komplexu enzymu s imobilizovanym inhibitorem,

zpusobené vytésnénim inhibitorem silnéji interagujicim [67].

2.3.3.5 Rentgenostrukturni analyza
poskytnout, je jeji trojrozmérna struktura s atomarnim rozliSenim. Tato data v drtivé

vétSiné pripadd pochézeji z analyzy difrakce rentgenového zareni na krystalu biomolekuly.

Prvni trojrozmérna struktura HIV-1 proteasy byla vyfeSena roku 1989 pro protein
ziskany totalni chemickou syntézou [27]. Brzy nasledovala struktura proteinu v komplexu
s inhibitorem na bazi neStépitelného analogu substratu [68]. S postupnou optimalizaci
expresnich protokolti zacalo struktur rychle pribyvat, také diky motivaci vyvojem a
testovanim novych inhibitorG. Jak je mozno zjistit pfi pohledu do nejvétSi databaze
proteinovych struktur RCSB Protein Data Bank, HIV-1 proteasa je zde zastoupena 369

publikovanymi strukturami, z nichZ pochazi 365 z dat ziskanych rentgenostrukturni
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analyzou [69]. To z ni Cini, vedle standardnich modelovych proteint jako lysozym nebo

hemoglobin, jednou ze strukturné nejprozkoumanéjsich proteinovych molekul viibec.

Nasazeni rentgenostrukturni analyzy je spojeno predevsim s vyvojem a optimalizaci
novych inhibitori metodou raciondlniho navrhu, kdy jsou na zakladé trojrozmérné
struktury komplexu proteinu s optimalizovanym inhibitorem identifikovany potencialni
interakcni cilitelnd interakéni mista a molekula inhibitoru je poté chemicky modifikovana

pridavanim funkcnich skupin s témito misty interagujicimi [70] .

Druhym polem ptisobnosti metody pak je studium strukturni podstaty vzniku
resistence vici inhibitorim. Ve vysoce rozliSenych strukturach komplext inhibitor s
variantami HIV-1 proteasy, nesoucimi mutace selektované pod tlakem prisluSnych
inhibitord v Kklinické praxi, jsou identifikovany strukturni zmény vyvolané plisobenim
téchto inhibitord [71-73]. Mimo aminokyselinovych zéamén se jedna napfiiklad o inzerce
aminokyselin do peptidového ftetézce [74]. Strukturni data jsou pak vyuZivana pri

racionalnim navrhu inhibitort ptisobicich proti témto resistentnim kmentm [75].

2.3.3.6 Fluorescencni spektroskopie

Hlavnim uplatnénim fluorescenc¢nich technik pfi studiu vlastnosti HIV-1 proteasy je
vyuzZiti v kinetickych esejich pro stanoveni proteolytické aktivity s pouZitim
fluorescencnich substratd. Peptidovy substrat obsahuje fluorescencni znacku a zhaSec
fluorescence oddélené na peptidovém fetézci Stépnym mistem pro enzym. Mezi nimi
dochéazi k Forsterovu resonancnimu prenosu energie (FRET). Po hydrolyze substratu

proteasou dojde k odstranéni vlivu zhaSece a tim i naristu fluorescence znacky [76].

Obdobného principu bylo vyuZito i v dalSi studii zabyvajici se konstrukci eseje pro
stanoveni proteolytické aktivity HIV-1 proteasy v bunécné kulture sav¢ich bunék. Burky
byly transfekovany DNA kdédujici polyprotein Gag-Pol, obsahujici HIV-1 proteasu, a
soucasné také DNA konstruktem kodujicim dva fluorescencni proteiny, humanizovanou
luciferasu pochazejici z koralnatce Renilla reniformis a humanizovany zeleny
fluorescencni protein. Mezi né byl umistén peptidovy fetézec nesouci Stépné misto pro
HIV-1 proteasu odvozené z rozhrani mezi délicim peptidem 2 a nukleokapsidem (viz
obrazek 3, strana 12). Po pridani substratu luciferasy, ktery prochazi cytoplasmatickou
membranou, probéhne biochemicka reakce a luciferasa zacne produkovat bioluminiscenc¢ni

zareni o vlnové délce 395 nm. Jeho Cast se Forsterovym resonancnim transferem energie
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prenese na zeleny fluorescenCni protein, pokud se nachazi v dostatecné blizkosti
(10-100 A). Zeleny fluorescencni protein pak emituje bioluminiscencni zé&feni o vlnové
délce 510 nm, jeZz je meéfeno. Dojde-li vSak k Stépeni substratu HIV-1 proteasou,
resonancni prenos energie probéhnout nemize, a luminiscence zeleného fluorescen¢niho
proteinu neni pozorovana. Funkcnost systému pro testovani inhibitord byla ovérena
klinicky uZivanymi inhibitory saquinavirem a amprenavirem, které Stépeni substratu
efektivné blokovaly. Dale pak byl testovan vliv nadmérné produkce jednoho z regulacnich
faktord HIV-1 viru, proteinu Vif, ktery také, ve shodé s dfive publikovanymi vysledky,
zabranoval Stépeni substratu. Vyhodou této metody je bezpochyby jeji fungovani pfimo v
savCich bunécnych kulturach, kde se tak pri testovani inhibitori zapoji i vlivy v in vitro

esejich nesimulovatelné [77].

Forsterv resonancni prenos energie byl uplatnén i v praci zkoumajici inhibici
dimerizace HIV-1 proteasy pomoci nizkomolekuldrnich nepeptidovych inhibitort. V
experimentu byly vyuZity expresni konstrukty kédujici fizni protein spojujici HIV-1
proteasu pétiaminokyselinovou spojkou na C-konci se Zlutym (YFP), popripadé azurovym
(CFP) fluorescencnim proteinem. Obéma konstrukty pak byly kotransfekovany savci
buriky, jeZ fuzni protein nasledné syntetizovaly. Pfi dimerizaci molekuly HIV-1 proteasy v
cytoplasmé dochézelo i k heterodimerizaci mezi proteasou oznacenou Zlutym a proteasou
oznacenou azurovym fluorescencnim proteinem. U téchto heterodimerti probihal Forstertiv
resonancni prenos energie z azurového na Zluty fluorescencni protein, jeZ byl detekovan

technikou fotobéleni donoru. Princip metody je zobrazen na obrazku 7.
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Obrazek 7: princip metody uZivajici flizni proteiny pro studium inhibice dimerizace HIV-1
proteasy prevzato z [79] a upraveno.
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Metoda byla ovérena také na panelu riznych variant proteas. U téch proteas, kde byly
mutovany aminokyseliny, poskytujici vodikové vazby mezi monomery, které stabilizujici
strukturu  dimeru, byl spolehlivé identifikovan dimerizacni defekt. Skupina
nizkomolekuldrnich nepeptidovych inhibitori, odvozenych od struktury klinicky
uZivaného inhibitoru darunaviru [78], byla testovana vySe zminénou metodou. VSechny
testované inhibitory byly schopny inhibovat tvorbu dimeru na urovni peptidového
inhibitoru navrZzeného k napodobovani dimerizacni domény enzymu [33]. Inhibice
dimerizace probihala pouze pfi procesu prvotniho skladani dimeru, strukturu jiZ sloZeného

dimeru nebyly inhibitory schopny rozrusit [79].

Dalsi moZnosti je téZ vyuZit vlastni fluorescence proteinu, jmenovité postrannich
fetézct tryptofanu, jejichZ emisni maximum je sovlatochromni. Jeho poloha se tedy méni v
zavislosti na polarité prostredi, ve kterém se nachazi. V aminokyselinové sekvenci HIV-1
proteasy se nachazeji dva tryptofany, a to v pozicich 6 a 42. Tryptofan 6, nachazejici se
velmi blizko dimeriza¢niho rozhrani, je pohtben v hydrofobni oblasti molekuly. Jeho
vystaveni polarnimu rozpousStédlu pri rozpadu dimerni struktury je proto dobfe
pozorovatelné jako sniZeni intenzity fluorescence provazené rudym posunem spektra
(zvySeni vlnové délky emisniho maxima). Toho lze vyuZit pfi denaturacnich studiich
proteinu, pfi ovérovani stabilizace struktury proteinu vazbou inhibitoru nebo hledani pH

optima proteinu [44].

2.3.3.7 Metody nuklearni magnetické resonance

Ackoli je rentgenostrukturni analyza ve strukturni biologii metodou nejvyuZivanéjsi,
trpi i jistymi nedostatky. Prvnim z nich je nutnost vytvorit pro méfeni dostatecné velké,
rentgenové paprsky difraktujici, proteinové krystaly, coZ neni moZné pro kazdy protein.
Druhou nevyhodou je staticky obraz proteinu v rentgenové struktufe, postradajici
informaci o pohyblivych ¢astech a zménach konformace, které jsou u nékterych proteini
soucasti mechanismu uc¢inku. Krystalizace proteinu téZ miiZe byt zdrojem takzvanych
krystalizacnich artefaktli, strukturnich prvki pochdazejicich z krystalovych kontaktd
molekul proteinu, v roztoku se bézné nevyskytujicich. Metodou, jeZ je za urCitych
podminek schopna odbourat vSechny tyto nedostatky, je nuklearni magneticka resonance,
zkracené NMR. Méreni NMR probiha v roztoku, nevyhodou je ovSem potieba vysokych

koncentraci a dlouhodobé casové stability proteinu. Pro analyzu téZ existuje velikostni
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limit pro sledované proteiny, ktery se sice postupné dafi navySovat, stale vSak lezi, za

pfiznivych podminek, na hodnoté priblizné 100 kDa [80].

Metoda vyuZziva nenulového jaderného spinu, izotopt nékterych prvki, ktery umistén
do magnetického pole, obsazuje diskrétni energetické hladiny dané Zeemanovym jevem.
vystaveni elektromagnetickému zarfeni z radiofrekvencni oblasti spektra pak vede k
prechodiim jadernych spinti mezi témito hladinami, doprovazenym absorpci zareni. V
modernich spektrometrech je radiofrekvencni zareni aplikovdano pulsné a signdl
vyhodnocovan Fourierovou transformaci. Pfi biofyzikalné chemickych aplikacich pro
studium proteinii je pak vyuzivano zejména homo- a heteronuklearnich korelacnich

experimentt a metod zaloZenych na relaxacnich jevech [80].

Studium HIV proteasy pomoci NMR bylo umozZnéno diky prvotni praci, ve které byly
enzymu vazanému k symetrickému inhibitoru z tfidy cyklickych derivati mocoviny
prifazeny NMR signaly a urCeny prvky sekundarni struktury [81]. Nasledovalo nékolik
praci zamétujicich se na urceni vysoce rozliSené trojrozmérné struktury komplexti HIV-1
proteasy s jejimi inhibitory symetrickymi [82] ale i asymetrickymi, u nichZ byl pozorovan
vliv asymetrie inhibitoru na odliSnou strukturu a zejména dynamiku jednotlivych
monomeru tvoricich dimerni strukturu [83]. Posuzovan byl i vliv strukturné fixovanych
molekul vody na funkci enzymu. Pomoci pro studium interakci s molekulou vody
optimalizovanych relaxacnich experimenti, byla potvrzena z krystalovych struktur znama
pritomnost takzvané strukturni vody, vazané pod pohyblivymi chlopnémi, i jeji vytésnéni
inhibitory z tfidy cyklickych mocovin a také pritomnost dalSich molekul vody s podstatné
rychlejsi dynamikou vymény. Studovany byla téZ chemicka vymeéna karboxylovych vodiki
na katalytickych aspartatech 25, ukazujici relativné snadnou moznost priniku rozpoustédla
do aktivniho mista a zpiisob protonace katalytickych aspartati v komplexu s nékterymi

inhibitory [84].

NMR bylo téZ aplikovano na studium roztokové struktury monomeru HIV-1 proteasy.
Ackoli se HIV proteasa divokého typu v roztoku jako strukturovay monomer nevyskytuje,
a strukturni prechod se odehrava dvoustavovym  mechanismem  nativni
dimer - denaturovany monomer, byla identifikovana mutace R87K, jeZ tuto situaci méni.
HIV-1 proteasa nesouci tuto mutaci se v roztoku vyskytuje v rovnovaze mezi
strukturovanym monomerem a dimerem, jeZ je vyrazné posunuta smérem k monomeru.

Pridavek inhibitoru tuto rovnovahuu prevrci smérem k dimerni strukture. Trojrozmérna
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struktura monomeru proteasy s mutaci R87K se velmi podoba sruktufe individualniho
monomeru v dimerni struktufe. K rozruSeni dimeru dochdzi patrné diky ztraté
mezimonomernich interakci zprostfedkovavanych argininem 87 a téZ naruSenim struktury
vnitiniho f-skladaného listu dimerizacni domény, tvoreného aminokyselinami 96-99 [85].
To bylo potvrzeno ve studii zabyvajici se trojrozmérnou strukturou zkracené HIV-1
proteasy postradajici pravé tyto aminokyseliny dimerizacni domény. Strukura i dynamika

této monomerni proteasy byla témér shodna s R87K mutantni proteasou [86].

DilezZitou aplikaci NMR je téZ studium dynamiky enzymu. V nékolika studiich byla
popsana dynamika patefe peptidového Tetézce s dirazem na pohyblivé casti, zejména
chlopné zakryvajici dutinu aktivniho mista. U téch byly identifikovany dva rtizné mody
pohybu. Prvnim je pohyb celé chlopné, zprostiedkovavajici prechod mezo polootevienou a
otevienou konformaci enzymu, ktery se odehrava na casové Skale desitek mikrosekund,
druhym pak pohyby koncovych smycek chlopni, odehravajici se na subnanosekundové
Casové Skale [87,88]. Oba tyto pohyby jsou vyrazné zpomaleny vazbou inhibitoru.
Zajimavym a proti vysledkiim z nékterych jinych metod jdoucim zjisténim je pak urcita
mira konformacni flexibility dimeriza¢niho rozhrani, konkrétné aminokyselin 4-6 u
volného i vazaného proteinu, s pohyby odehravajicimi se na milisekundové casové Skale

[87].

2.3.3.8 Elektronova paramagneticka resonance

Interakci spinového momentu s elektromagnetickym zarenim vyuZiva i dals$i metoda,
elektronova paramagneticka resonance, zkracené EPR. V tomto pfipadé se vSak nejedna o
energetické prechody jaderného spinu jako u NMR, ale spinu volného nesparovaného
elektronu [89]. Ve studiu proteini se tedy zda byt tato metoda omezena na metaloproteiny,
obsahujici ve své struktufe navazané ionty prechodnych kovi a pro studium HIV-1
proteasy se jevi jako téZce pouzitelnd. Tento nedostatek byl ale prekondn zavedenim
takzvanych spinovych znacek. Jedna se o stabilni organické radikaly obsahujici nejcastéji
nitroxylovou skupinu, nesouci volny, nesparovany elektron. Znacky jsou navrzeny tak, aby
kromé stabilniho radikalu nesly i funkéni skupiny schopné navazat se specificky na urcité
postranni Fetézce v proteinovych molekulach. Nejcastéji se jedna o rtizné funkcni skupiny
vazajici se na postranni fetézce cysteinu. Hojné se uziva methanthiosulfonova kyselina

zobrazena na obrazku 8 [90].
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Obrazek 8: A) princip specifického spinového znaceni pomoci MTSL. B) Vazba spinové
znacky na o-helix proteinu. Naceny jsou vazby postranniho fetézce znacky s volnou rotaci
prevzato z [91] a upraveno.

Odstranénim nezadoucich cysteinovych postrannich fetézci cilenou mutagenezi a
naopak zavedenim cysteinli na mista zdjmu, v kombinaci s modifikaci téchto nové
zavedenych cysteini spinovymi znaCkami, vznikla nova metoda cileného spinového
znaCeni neboli "site-directed spin labeling." Analyza zavedenych spinovych znacek
elektronovou paramagnetickou resonanci pak mize poskytnout informace jak o strukture,

tak o dynamice sledovaného proteinu [90].

Zakladni metodou, méné narocnou na instrumentaci, je méfeni EPR spektra v reZimu
fixni frekvence. V tomto pripadé je vzorek, umistény do dutiny elektromagnetu, ozarovan
mikrovinnym elektromagnetickym zafenim konstantni frekvence. Spektrum je pak ziskano
pomoci postupné zmeény sily magnetického pole elektromagnetu obklopujiciho vzorek. V
disledku Zeemanova efektu se elektronové spiny v magnetickém poli orientuji s polem
bud’ souhlasné nebo nesouhlasné. Absorpce elektromagnetického zareni, jehoZ energie
odpovida rozdilu energii téchto spinovych hladin, pak vede k pfechodu mezi hladinami.
Dostane-li se tedy sila magnetického pole na hodnotu generujici rozdil energii spinovych
hladin elektronu odpovidajici prochazejicimu elektromagnetickému zareni, dojde k

absorpci zareni [89].

Spektra spinovych znacek navazanych na protein, méfena v reZimu fixni frekvence,
mohou poskytnout nékolik informaci o proteinu a jeho bezprostfednim okoli. Analyzou
tvaru spektralni linie je moZno ziskat Ctyfi zakladni charakteristiky. Prvni z nich je
dostupnost spinové znaCky rozpouStédlu meéfena z kolizni frekvence znaCky s
paramagnetickymi molekulami, vyskytujicimi se v rozpoustédle, a projevujici se snizenim
spin - mfiZkového relaxacniho ¢asu znacky [90]. Druhym parametrem ziskatelnym z tvaru
spektralni linie je mobilita Fetézce spinové znacky, korelujici s mobilitou ptivodniho

postranniho fetézce. Ve spektru se projevuje rozSifenim centralni spektralni linie znacky.
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Daéle je moZno ze vzdalenosti dvou okrajovych linii spektra urcit polaritu bezprostfedniho
okoli znacky. Kombinaci téchto tfi parametrii je mozno o oznaceném postrannim Fetézci
ziskat fadu strukturnich informaci. Napfiklad zda se nachazi na povrchu proteinu, ¢i je
pohiben v jeho jadre, v jakém prvku sekundarni struktury proteinu je zakotven, jedna li se

o misto kontaktu proteinovych struktur ¢i o misto pohfbené v membrané a dalsi [92,93].

Poslednim parametrem zjistitelnym z tvaru spektralni linie je pak wvzdalenost
spinovych znacek. Pro vyuZiti této metody je tfeba protein modifikovat spinovymi
znackami na dvou ridznych mistech, jejichZ vzdalenost je pak moZno méfit. Vzdalenost
znaCek se ve spektru projevi celkovym rozSifenim spektra a tim i vlivem na amplitudu
spektralnich linii. Vhodnou volbou umisténi znacek je pak touto metodou moZno
pozorovat indukované konformacni zmény na trovni pohybu prvkt sekundarnich struktur
nebo vzdjemny pohyb celych domén proteinu. V moznostech metody je i sledovani
dynamiky pohybi proteinu na milisekundové casové Skéale [92,94,95]. Vzhledem k
pouzitelnosti metody i pro méné strukturované, flexibilni proteiny, které obecné htie
krystalizuji, a také mozZnosti méfit vzdalenosti v proteinu v rozsahu nad limitem NMR
metody jaderného Ovehauserova efektu, je méfeni vzdalenosti pomoci EPR vhodnou

komplementarni metodou k obéma zminénym technikam strukturni biologie.

PTi studiu vlastnosti HIV-1 proteasy byla spektroskopie EPR s fixni frekvenci pouZita
ke zhodnoceni vlivu slozek pufru pouzZivaného pfi méfeni na vysledné charakteristiky
spektra. Pfi méfeni malych molekul (M, < 20000 Da) se totiZ vlastni celkovy korelacni cas
molekuly pohybuje v nanosekundové Skale a méni tvar spektra. Do méfeného roztoku jsou
proto pridavany viskogeny, ¢imZ se korelacni ¢as pohybu celého proteinu dostane do
hodnot spektrum neovliviiujici. Autofi studie se pak snaZili objasnit, jaky vliv maji tyto
latky zvySujici viskozitu na pohyblivost samotné znacky a na pohyby jednotlivych za
béZnych podminek flexibilnich casti proteinu. V pripadé proteasy zkoumali vliv na
mobilitu pohyblivych chlopni zakryvajicich aktivhi misto enzymu. Pro tuto prileZitost
zavedli spinovou znacku do pozice 55, leZici na vrcholu molekuly proteasy, priblizné
uprostfed pohyblivé chlopné, s postrannim Fetézcem prfimo vystupujicim do okolniho
solventu. Vysledky ukazuji, Ze Zadny ze Ctyf pouzitych viskogenti nemél vliv na
konformacni zmény a distribuci vzdalenosti pohyblivych chlopni proteasy, glycerol a
PEG3000 vsak vyrazné ovliviiovaly pohyblivost samotné znaCky. Jako nejlepsi viskogen

pro HIV-1 proteasu, s nejmensim vlivem na pohyblivost znacky i chlopni, pak ze studie
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vySel Ficoll 400. Vysledky studie jsou pak aplikovatelné i pro rentgenostrukturni
experimenty, kde se uvedené viskogeny pouZzivaji k ochrané krystalu pred poSkozenim

mrazem v prubéhu méreni [96].

AC je metoda EPR spektroskopie pri fixni frekvenci v kombinaci se spinovym
znacenim dobfe pouZitelna pfi strukturnim zkoumani biomolekul, existuji pro ni i jisté
limitace. Tou nejvétsi je vzdalenostni limit leZici pro tuto metodu na hodnoté 25 A. Stejné
tak je nékdy obtizné interpretovat tvar spektralni linie, zejména zapojuje-li se vice vlivi,
které muiZe byt obtizné odliSit. Proto ma vzdalenostni informace z méfeni s fixni frekvenci
spiSe kvalitativni charakter. Tyto nevyhody odbourdava experimentalni usporadani EPR
spektroskopie v pulsnim moédu [91]. Zde je na vzorek umistény ve stdlém magnetickém
poli elektromagnetu aplikovan mikrovlnny puls, po jehoZ vypnuti se spiny ve vzorku vraci
zpét do rovnovahy. Vhodnym nastavenim pulsni sekvence je moZzno oddélit prispévek
dipél-dipélového kaplingu, vypovidajicho o vzdalenosti a vzajemné orientaci
elektronovych spinti, od ostatnich pfispévki spinového Hamiltonidnu. Ziskany signal pak

ma prubéh dohasinani volné indukce definovany rovnici
V(t,0,r)=1—A[1—cos(wy(6,r)t)]

kde r je vzdalenost mezi elektronovymi spiny, 0 thel svirany mezi vektorem sméru
magnetického pole a vektorem spojujicim elektronové spiny a A parametr hloubky
modulace zavisejici na frakci excitovanych spint. Dipél-dip6l kapling o je potom

definovan vztahem

21g,9
———=2(3cos’ 6—1)

9ge r

52,04

3

Wy (6,r)= [ MHz.nm’]

kde g: a g, jsou g-faktory sledovanych spinti, g. pak g-faktor volného elektronu. Dip6l-
dipélovy kapling je tedy nepfimo tmérny tfeti mocniné vzdélenosti spini elektronu.
Ziskany signal v podobé spinového echa je pak Fourierovou transformaci preveden z
casové domény do domény frekvencni za zisku bipolarniho takzvaného Pakeova spektra,
obsahujiciho signal dipél-dipélového kaplingu. To je pak dalSi Fourierovou transformaci
prevedeno do vzdélenostni domény [97]. Metoda byla ptvodné vyvinuta pro méfeni
vzdalenosti v syntetickych makro- a supramolekulach [98], posléze vSak byla
optimalizovana i pro pouziti ve studiu biopolymert. Pfi spravné volbé pulsni sekvence a

metody zpracovani signalu, jako je tfeba Tikhonovova regularizace [99], je moZné mérit
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vzdalenosti aZ do limitu 80 A. Dalsi vyhodou metody je moZnost zméFit distribuci

vzdalenosti, a to i v pfipadé Ze je distribuce velmi Siroka [100].

Dynamika pohyblivych chlopni HIV-1 proteasy, jeji ovlivnéni vazbou ligandd a
zmény v disledku mutaci, jsou problémy, k jejichZ feSeni se pulsni EPR spektroskopie
nabizi. Pro EPR experimenty byl vyuZit specialni mutant HIV-1 proteasy, nesouci mimo tf{
stabilizacnich mutaci (Q7K/L33I/L63I) také mutace zaménujici cysteiny v pozici 67 a 95
za alaniny, ¢imzZ se predchazi nespecifickému znaceni na téchto cysteinech. Jako misto pro
vazbu znacky pak byla vybrana aminokyselina v pozici 55, jeZ by jako jedina v pohyblivé
chlopni svou zaménou neovliviiuje aktivitu ani strukturu enzymu [101]. Experimentalné
bylo téZ prokazano, Ze vazba spinové znacky v této pozici nema na strukturu ani aktivitu
enzymu zadny zasadni vliv. V nékterych studiich je pak pro uplné vylouceni

autoproteolyzy enzymu navic zavedena inaktivujici mutace D25N [102].

Prvni prace vyuZivajici pulsni EPR pfi studiu HIV-1 proteasy [102] se zabyvala
porovnanim distribuce vzdalenosti chlopni enzymu v nativnim stavu a enzymu vazajiciho
v aktivnim misté jeden z klinicky uzivanych inhibitori ritonavir [103]. V nevazaném stavu
byla zjiSténa primérma vzdalenost mezi spinovymi znackami 35,5 A a distribuce
vzdalenosti byla velmi Siroka, s amplitudou pohybu 10,4 A. Vazba inhibitoru oproti tomu
vedla k sniZeni primérné vzdalenosti znacek, ale zejména k velmi dramatickému ztZeni
distribuce vzdalenosti a7z k amplitudé 3,0 A. Inhibitor tedy, ve shodé s pozorovanimi
pochazejicimi z ostatnich metod, stabilizuje strukturu chlopni z ¢astecné oteviené na zcela
uzavienou [102]. VySe zminéna data byla téZ pouZita v jiné studii pokouSejici se
vypocetnimi metodami molekulové dynamiky zpresnit ziskané zavéry. Autofi vypocCty
Castecné odstranili vliv vlastniho pohybu znacky, nezavislého na pohybech proteinu a také
z distribuci vzdalenosti odvodili ¢astecné strukturni charakteristiky plné oteviené formy

enzymu [104].

Vliv mutaci vyvolanych selekénim tlakem inhibitorG na mobilitu chlopni byl dalSim
predmétem zkoumani za pouZiti pulsni EPR spektroskopie [105]. Stfedni vzdalenost
chlopni a jejich pohyblivost u dvou rezistentnich variant HIV-1 proteas izolovanych v
klinické praxi byly porovnavany s hodnotami pro proteasu divokého typu. U jedné z
rezistentnich variant doSlo ke sniZeni stfedni vzdalenosti chlopni, u druhé naopak k jejimu

navySeni. Zasadnéjsi je ovSem pozorovana zmena v amplitudé pohyblivosti chlopni, ktera

byla u obou klinickych izolatd znatelné niZsi ve srovnani s enzymem divokého typu. Toto
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pozorovani miiZze naznacovat méné standardni mechanismus tvorby resistence, kdy mimo
odstrafiovani interak¢nich mist inhibitoru v aktivnim misté dochazi i k omezeni pristupu
inhibitoru, ale tim i substratu, do aktivniho mista enzymu [105]. Mozné konformace
chlopni byly zpresnény v pozdéjsi studii, ve které se autofi zamérili na orientaci
pohyblivych chlopni pfi vazbé tfi rGznych inhibitorti, napodobujicich tfi prechodné stavy
Stépného mista v pribéhu hydrolyzy substratu. Tyto vysledky pak doplnili i méfenim
enzymu ve stavu bez navazaného inhibitoru. Ve vSech tfech pripadech inhibovaného
enzymu byla pozorovana distribuce vzdalenosti obsahujici tfi maxima, odpovidajici
konformacim chlopni zavienad/zaviena, zaviena/polooteviena a oteviena/oteviena.
NejobsazenéjsSim stavem byl stav zaviend/polooteviena, v pripadé inhibitord
napodobujicich prvni faze Stépeni pak byla distribuce v tomto stavu velmi tizka a ostatni
stavy malo zastoupené. V pripadé inhibitoru napodobujiciho pozdni fazi Stépeni vSak byl
pribéh distribuce vzdalenosti velmi podobny distribuci pro proteasu bez inhibitoru, coz
naznaCuje moznost otevieni struktury v pozdnich fazich Stépeni pro uvolnéni produktd
reakce. Struktury prislusnych stavii jsou zobrazeny na obrazku 9. Distribuce vzdalenosti
pro enzym bez vazaného inhibitoru pak taktéZ vykazovala tfi maxima, celkové byla vSak
oproti inhibovanym staviim posunuta k vétSim vzdalenostem chlopni, s nejobsazenéjsi

konformaci polooteviena/polooteviena [106].

oteviena/oteviena
4. r~34A
s opaff T
~— _EEr e,
polooteviena/zaviena polooteviena/polooteviena

Obrazek 9: konformace zaujimané chlopnémi HIV proteasy. Naznaceny jsou stfedni
vzdalenosti spinovych znacek v pfislusné konformaci. Pfevzato z [106]

36



Pritomnost vice maxim v distribuci vzdalenosti byla nasledné potvrzena studii [107],
ve které autofi navic rozsifili moZnosti interpretace profilu distribuce vzdalenosti vyuZitim
Tikhonovovy regularizace [99] na souboru dat s lepSim pomérem signal/Sum. Z takto
interpretovanych spekter pak bylo moZno dokonce urcit relativni zastoupeni jednotlivych
konformaci chlopni ve vzorku enzymu s presnosti 5%. Soucasti prace bylo téZ zkoumani
distribuce vzdalenosti a zastoupeni konformaci chlopni pro enzym inhibovany vSemi
klinicky uzZivanymi inhibitory HIV-1 proteasy. Pomér uzaviené konformace chlopni zde
velmi dobfe koreloval s disociacni konstantou enzym-inhibitor a vyborna korelace byla
také pozorovana mezi zastoupenim frakce s uzavienymi chlopnémi a poc¢tem vodikovych
vazeb vyskytujicich se v krystalové struktufe komplexu enzym-inhibitor [107]. Metoda
byla téZ pouZita pro analyzu rozdili distribuce konformaci chlopni u proteas z riznych
subtypi HIV-1 viru. Mezi témito distribucemi byly pozorovany rozdily, nikoli vSak
zasadniho charakteru [108]. Pulsni EPR spektroskopie v kombinaci se specifickym
spinovym znaCenim je tedy pro studium HIV-1 proteasy dobfe optimalizovanou metodou,

poskytujici vysledky v dobré shodé s ostatnimi biofyzikalné chemickymi metodami.

2.3.4. Metallakarborany jako inhibitory HIV-1 proteasy

Karborany jsou skupinou chemickych slouCenin boru, vodiku a uhliku, patfici do
skupiny polyhedralnich heteroboranti. Z hlediska vyuziti jsou nejpodstatnéjsi skupinou
dikarba-closo-dodekaborany , latky sumarniho vzorce C;Bi0Hi. a struktury ikosaedru o 20
sténach a 12 vrcholech. Latky pattici do této skupiny naSly vyuziti jak v technickych

aplikacich, tak v experimentalni mediciné [109-112].

Schopnost inhibovat primarné kompetitivnim mechanismem proteolytickou aktivitu
HIV-1 proteasy byla v neddvné dobé identifikovana laboratofi Doc. Jana Konvalinky u
derivati kobalt bis(1,2-dikarbollidu), latek s dikarba-closo-dodekaborany strukturné
pribuznych. Tyto molekuly, jak je moZno vidét na prikladu inhibitoru GB-110 zobrazeného
na obrazku 10, ve své struktufe komplexuji ion Co*" mezi dvé karboranové klece, u kterych
tak kovovy ion nahrazuje jeden z vrcholt ikosaedru [113]. Vznikla struktura, tvarové
podobna burskému ofisku, je stal4, chemicky dobtfe modifikovatelnd, syntheticky dostupna
a dostatecné hydrofobni a nukleofilni. To z ni déla idedlniho kandidata na vedouci
slouCeninu pro raciondlni néavrh inhibitori. PFi opracovavani zakladniho skeletu

chemickymi modifikacemi, které vedlo ke sniZeni ICs, aZ k Ttadu desitek
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nanomolarni [30,114] bylo téZ vytvoreno nékolik slouCenin, u kterych se potvrdil
mechanismus inhibice jiny neZ kompetitivni. Byly syntetizovany jak latky s mechanismem

nekompetitivnim, smiSenym tak inhibitory akompetitivni [115].
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Obrazek 10: Chemicka struktura akompetitvniho metallakarboranového inhibitoru GB-
110. Obrazek ziskan od Milana KozZiska (UOCHB). U metallakarboranovych kleci byly
atomy uhliku zvyraznény €ernou barvou, atomy béru pak barvou bilou.

Vzhledem k stale se vyvijejici resistenci viici klinicky uzivanym inhibitortm HIV-1
proteasy, které ve vSech pripadech interaguji s enzymem v jeho aktivni dutiné
mechanismem kompetitivni inhibice, existuje stdla potfeba produkce inhibitor novych,
schopnych inhibovat resistentni varianty HIV-1 proteasy. Tato nova skupina skupina
inhibitort se zcela odliSnym mechanismem tcinku a navic i zcela odliSné chemické
povahy je teoreticky vhodnym kandidatem pro takové nasazeni. Pro dalSi optimalizaci
téchto inhibitorti je vSak tfeba najit biofyzikalné chemické metody pro popis strukturni a
biofyzikalni povahy interakce mezi nimi a enzymem. VétSina z vySe uvedenych metod
biofyzikalniho zkoumani, pouZivanych pro studium HIV-1 proteasy je pro tento tkol

vyuZitelna.
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3. Cil prace

Cilem predklddané diplomové prace je vyvinout a pripravit nastroje pro biofyzikalni
charakterizaci komplexu HIV-1 proteasy s jejim akompetitivnim metallakarboranovym
inhibitorem GB-110 metodami elektronové paramagnetické resonance. Konkrétné,
metodou proteinového inZenyrstvi pripravit sérii mutanti enzymu s unikatnim
cysteinovym zbytkem, plné je enzymaticky charakterizovat a nejvhodnéjSi z nich

modifikovat spinovou znackou.
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4. Experimentalni cast
4.1. Pristroje a material

4.1.1 Pouzité chemikalie

» agarosa

» akrylamid

= ampicilin

» azid sodny

» bromfenolova modr

» Casein Blocker v TBS

» Coomasie Brilliant Blue G250

= deoxycholat sodny (DOC)

» dihydrogenfosforecnan draselny

= dimethylsulfoxid

» dusic¢nan stfibrny

= ethanol

= ethanol pro UV spektroskopii

= fenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)

= formaldehyd

» GelRed

= glycerol

= glycin

= hydrogenfosfore¢nan sodny

= hydroxid sodny

= chlorid drasely

= chlorid sodny

» chromogenni substrat HIV-1 proteasy KARV
KARVNIle*NphEANIe-NH,

Invitrogen (Carlsbad, USA)
USB (Cleveland, USA)
Biotika (Lupca, Slovensko)
Penta (Praha, CR)

Serva (Heidelberg, Némécko)
Thermo Scientific (Waltham, USA)
Serva (Heidelberg, Némecko)
Fluka (Buchs, Svycarsko)
Lachema (Brno, CR)

Sigma Aldrich (St. Louis, USA)
Lachema (Brno, CR)

Lach-Ner (Neratovice, CR)
Penta (Praha, CR)

Sigma Aldrich (St. Louis, USA)
Lachema (Brno, CR)

Biotium (Hayward, USA)
Lach-Ner (Neratovice, CR)
USB (Cleveland, USA)
Lachema (Brno, CR)

Lachema (Brno, CR)

Lachema (Brno, CR)

Lachema (Brno, CR)

UOCHB (Praha, CR)
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= inhibitor HIV-1 proteasy rKARV
KARVNIe[CH,-NH]NphEANIe-NH,

= isopropanol

= isopropyl-p-D-thiogalaktopyranosid (IPTG)

» kanamycinsulfat

= kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA)

= kyselina chlorovodikova

= kyselina 2-[N-morfolin]ethansulfonova (MES)

= kyselina octova

» 2-merkaptoethanol

» methanol

= n-dodecylsulfat sodny (SDS)

» N,N'-methylenbisakrylamid

» N,N,N',N'-tetramethylendiamin (TEMED)

= octan sodny

= peroxodisiran amonny

» §-(2,2,5,5-tetramethyl-2,5-dihydro-1H-pyrrol
-3-yl)methyl methanesulfonothioate (MTSL)

= sacharosa

» siran amonny

* (2,2,6,6-Tetramethylpiperidin-1-yl)oxyl (TEMPO)

» thiosiran sodny(pentahydrat)
» tris(hydroxymethyl)aminoethan (TRIS)
= Triton X 100

= uhlic¢itan sodny

UOCHB (Praha, CR)

Lachema (Brno, CR)

Biosynth AG (Staad, Svycarsko)
Fluka (Buchs, Svycarsko)
Sigma Aldrich (St. Louis, USA)
Lachema (Brno, CR)

USB (Cleveland, USA)
Lachema (Brno, CR)

Sigma Aldrich (St. Louis, USA)
Lach-Ner (Neratovice, CR)
Sigma Aldrich (St. Louis, USA)
USB (Cleveland, USA)

Sigma Aldrich (St. Louis, USA)
Sigma Aldrich (St. Louis, USA)
Serva (Heidelberg, Némecko)
Toronto Research Chemicals
(Toronto, Kanada)

Sigma Aldrich (St-Louis, USA)
Lachema (Brno, CR)

Sigma Aldrich (St.Louis, USA)
Penta (Praha, CR)

USB (Cleveland, USA)

Serva (Heidelberg, Némecko)
Lachema (Brno, CR)

4.1.2 Laboratorni pristroje
= teplotni cyklér T-Gradient Thermocycler, Biometra (Némecko)

» transiluminator Dualwave Transilluminator, Ultra-Lim (USA)
HL-400, A&D Engineering, Inc. (USA)

EK-400H, A&D Engineering, Inc. (USA)

» laboratorni vahy
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= centrifugy Centrifuge 5415R, Eppendorf (Némecko)
Biofuge pico, Heraeus (Némecko)

Evolution RC, Sorvall (USA)

Multifuge 3 S-R, Heraeus Instruments (SRN)

Megafuge 2,0 R, Heraeus Instruments (SRN)

» rotacni inkubator Gallenkamp (UK)
» sonikator Soniprep 150, MSE (USA)
= autoklav MLS-3020U, Sanyo (Japonsko)
» pH metr Unicam 9450, Unicam (USA)
= UV-VIS spektrofotometry Unicam UV 500, Unicam (USA)

Nanodrop 1000, Thermo Scientific (USA)
SPECORD 210, Analytik Jena (Némecko)

= aparatura pro vertikalni elektroforesu Amersham Pharmacia Biotech (Svédsko)
= aparatura pro horizontalni elektroforesu B1A, Owl Separation Systems (USA)
= aparatura pro elektropfenos Trans-Blot SD, Bio-Rad (USA)
» CCD kamera L AS-3000 CCD, Fujifilm (Japonsko)
= fotoaparat SP-5000UZ, Olympus (Japonsko)
» FPLC chromatograf AKTA explorer, Amersham Pharmacia Biotech (Svédsko)
* termostaty TE-10D, Techne (UK)

Mixing block MB-102, Bioer (Cina)
TCH 100, Laboratorni pristroje Praha (CZ)

= vakuova odsavacka Vac-Man Laboratory vacuum minifold, Promega (USA)
» EPR spektrometr EMXP" -10/12 CW, Bruker (Némecko)
» mikrovinny mistek Premium X -band microwave bridge, Bruker (Némecko)
» dvojita pravouhla dutina ER410500DR, Bruker (Némecko)

4.1.3 Ostatni pouzity material

= marker molekulovych hmotnosti AlIBlue marker, BioRad (USA)
= marker pro DNA elektroforesu DNA marker 200-1600, Ascoprot Biotech (CR)

50 bp DNA ladder, Quiagen (USA)
= kit pro stanoveni proteinti Bio-Rad protein Assay Kit, Biorad (USA)
= premix pro PCR reakci PPP Master Mix, TopBio (CR)
= kit pro izolaci DNA fragmentu QIAquick Gel Extraction Kit, Qiagen (USA)
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= kit pro minipreparaci DNA Zyppy Plasmid Miniprep Kit, Zymo (USA)

» luminescenci substrat SuperSignal West Dura, Pierce (USA)
= kolona pro FPLC MonoS 10/100 GL, Amersham Pharmacia Biotech (Svédsko)
» dialyzaCni membrana Spectrapor, Spectrum Laboratories (USA)
= zahuSt'ovaci kolonky Amicon Ultra 4, Milipore (USA)

Amicon Ultra 15, Milipore (USA)
Amicon Ultra 2, Milipore (USA)

= odsolovaci kolona PD-10 desalting column, GE Healthcare (USA)
= filtracni kolonka Millex-GS 0,22 pm, Milipore (USA)
= kapilary pro EPR spektroskopii Blaubrand micropipettes (Némecko)

4.1.4 Bakterialni kmeny, vektory, enzymy a média

» bakterialni kmeny Escherichia coli BL21(DE3)RIL, Novagen (USA)
Escherichia coli TOP10, Invitrogen (USA)

» Zivné médium LB Broth, Sigma Aldrich (USA)
» agar LB Agar, Sigma Aldrich (USA)
= expresni vektory pET11c, Novagen (USA)
pET24a, Novagen (USA)

= restrikcni endonukleasy Ndel, New England Biolabs (USA)

Apal, New England Biolabs (USA)
EcoRI, New England Biolabs (USA)
Dpnl, New England Biolabs (USA)

» DNA ligasa T4 DNA ligase, New England Biolabs (USA)
» DNA polymerasa Pfu DNA polymerase, Promega (USA)
» kozi anti-mySi-IgG protilatka Pierce (USA)

konjugovana kfenovou peroxidasou

4.2. Metody

4.2.1 Priprava expresnich vektort

4.2.1.1 Cilena mutageneze polymerasovou retézovou reakci

Cilend mutageneze byla provadéna dle protokolu "Quick Change Site-directed
Mutagenesis Kit" [116]. Jako prvotni templatova DNA slouZil expresni konstrukt ve
vektoru pET11c kodujici gen pro HIV-1 proteasu divokého typu inaktivovanou mutaci

D25N, ziskany z laboratofe Doc. Jana Konvalinky na UOCHB. Pro PCR reakce byla
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navrzena série dvojic oligonukleotidovych primert pro zavedeni pozadovanych mutaci do
nukleotidové sekvence kodujici DNA shrnuta v tabulce 1. Oligonukleotidové primery byly

syntetizovany firmou Generi Biotech (Hradec Kralové, CR)

Tabulka 1: nukleotidové sekvence primerti pro cilenou mutagenezi

Mutace  Oznaceni primeru Nukleotidova sekvence (5' - 3')
067-UP TCATAGAAATCGCTGGACATAAAGC
Co7A 0O67-DWN GCTTTATGTCCAGCGATTTCTATGA
095-UP GACTCAGATTGGTGCCACTTTAAATTTT
954 095-DWN AAAATTTAAAGTGGCACCAATCTGAGTC
055-UP GGAGGTTTTATCTGCGTAAGACAGTATG
Ko5C O55-DWN CATACTGTCTTACGCAGATAAAACCTCC
R41C-UP GAGTTTGCCAGGATGTTGGAAACCAAAAATG
RAIC R41C-DWN CATTTTTGGTTTCCAACATCCTGGCAAACTC
N25D-UP GAAGTCCTATTAGATACAGGAGCAGATG
N25D N25D-DWN CATCTGCTCCTGTATCTAATAGAGCTTC

Typicka PCR reakce byla provadéna v reak¢nim objemu 50 pl, s nasledujicimi
mnoZstvimi reakcnich sloZek. 25 pl HPLC H,O; 1 pl templatova DNA (100 ng/pl); 1 pl
sense primer (10 pM); 1 pl antisense primer (10 pM); 25 pl PPP master mix; 0,5 pl Pfu
DNA polymerasa (3U/pl).

Reakce probihala v teplotnim cykléru pri nastaveni teplotnich cykli:

1. pocatecni denaturace templatu 95 °C/30s
2. denaturace 95 °C/30's
3. nasedani primert 55 °C/60 s
4. polymerazova reakce 68 °C/5 min
5. Koncova polymerace 68 °C/8 min

Kroky 2 aZ 4 byly opakovany v 18 cyklech. Po dokoncCeni mutagenacni polymerasové
fetézové reakce byl do reakéni smési pridan 1 pl restrikéni endonukleasy Dpnl (20U) pro

odstranéni templatové nemutované DNA a smés byla inkubovana 1 hodinu pfi 37 °C.

4.2.1.2 Transformace kompetentnich bakterii Escherichia coli TOP10
Ke 40 pl vysoce kompetentnich bakterii Escherichia coli TOP10 bylo pridno priblizné

100 ng expresniho vektoru nesouciho poZadovany gen. Buniky byly ponechany po 20
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minut na ledu, nasledoval tepelny Sok (42 °C, 90 s) ve vodni lazni. Kultura byla néasledné
prenesena zpét na led, kde byla ponechdna po dobu 2 min. Déle bylo pfidano 400 pl
sterilniho LB média a kultura byla inkubovana po dobu 1 hodiny pri 37 °C. Po inkubaci
byla kultura nanesena na agarovou plotnu s pridanym antibiotikem odpovidajicim
resistenci kdédované expresnim vektorem, umisténa do termostatu a zde pii 37 °C

inkubovana pfes noc.

4.2.1.3 Minipreparace plasmidové DNA

Bakterialni kolonie z agarové plotny byly vypichnuty za poufZiti sterilni Spicky pro
pipetu a preneseny do 15 ml sterilniho LB média s pfidanym antibiotikem dle resistence
kodované expresnim vektorem. Inokulovana kultura byla ponechana pres noc v rotacnim
inkubatoru (220 ot/min, 37 °C). Druhy den byla kultura centrifugovana (3350xg, 10 min,
4°C), supernatant byl odlit a bunécnd peleta nasledné rozsuspendovana v 600 pl

destilované vody a prenesena do 1,5 ml mikrozkumavky.

Preparace plasmidové DNA byla provadéna dle protokolu pro "Zyppy Plasmid
Miniprep Kit" [117]. K peleté bakterialnich bunék rozsuspendované v 600 pl destilované
vody bylo pfidano 100 pl lyzacniho pufru. Vzorek byl lehce promichan nékolikanasobnym
prevracenim mikrozkumavky. Nasledovalo pridani 350 pl neutralizacniho pufru
obsahujiciho RNAsu, dalSi promichani smési a ponechani pri pokojové teploté aZz do
kompletni zmény barvy v pufru pfitomného pH indikatoru (priblizné 2 min). Poté byl
vzorek centrifugovan (16100 g, 10 min, RT), odebrany supernatant pfenesen do Zymo-
Spin cetrifugacni kolonky a centrifugovan (16100 g, 1 min, RT). Nasledovalo promyti 200
ul Endo-Wash pufru, centrifugace (16100 g, 1 min, RT), promyti 400 pl Zyppy-Wash pufru
a dalsi centrifugace (16100 g, 1 min, RT). Poté byla kolonka prenesena do nové 1,5 ml
mikrozkumavky, bylo naneseno 50 pl sterilni HPL.C vody, kolonka byla ponechdna 3 min
pii pokojové teploté a poté cetrifugovana (16100 g, 30 s, RT). Ziskany vzorek DNA byl

pro dalSi pouZiti uchovan zamrazenim na -20 °C.

Ziskana DNA byla charakterizovana kontrolnim restrikénim Stépenim (4.2.1.4)

popripadé sekvenaci.
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4.2.1.4 Kontrolni Stépeni restrikénimi endonukleasami

Vzorky DNA obsahujici poZadovanou koédujici sekvenci byly vybrany pomoci
kontrolniho Stépeni restrikénimi endonukleasami. Kontrolni restrik¢éni reakce byly
provadény v objemu 50 pl s mnoZstvim vzorku DNA priblizné 1 pg. Restrikéni enzymy
byly vybrany na zéakladé restrikénich mist nachazejicich se ve sledovaném tiseku DNA.
Podminky reakce se pak Fidily doporucenim vyrobce prislusnych enzymi. Po restrik¢nim
Stépeni byla vysledna smés DNA fragmentli analyzovana horizontdlni agarosovou
elektroforesou, vzorky vykazujici poZadovany restrik¢éni vzor pak byly dale odeslany k
sekvenaci do servisni laboratore DNA sekvenace na Pfirodovédecké fakulté University

Karlovy.

4.2.1.5 Horizontalni agarosova elektroforesa

Pufry:
50x TAE pufr: 2 M Tris; 1 M kyselina octova; 0,05 M EDTA; pH = 8,0
vzorkovy pufr: 40% sacharosa; 0,1 bromfenolova modf; 0,02% NaN;

Pro pripravu 1,3% agarosového gelu bylo 0,65 g agarosy rozpusténo v 50 ml 1x TAE
pufru zahfivanim v mikrovinné troubé. Po caste¢ném zchladnuti roztoku bylo pfidano 5 pl
barviva pro zviditelnéni DNA GelRed a roztok byl nalit do aparatury pro horizontalni
agarosovou elektroforesu. Po utuhnuti byl gel prevrstven 1x TAE pufrem a do
pripravenych jamek byly naneseny vzorky DNA promichané v poméru 5:1 se vzorkovym

pufrem. Elektroforetické déleni probihalo za konstantniho proudu 120 V po dobu 30 minut.

Pro srovnani velikosti pozorovanych fragmenti byl pouZzit standard pfipraveny
Stépenim DNA faga A endonukleasou BstEII, poptipadé komercné dodavané standardy

vhodné velikosti. Fragmenty DNA byly zviditelnény pomoci UV transiluminatoru.

4.2.1.6 Amplifikace DNA oblasti kodujici HIV-1 proteasu

Pro amplifikaci poZadovaného tiseku DNA a soucasné zavedeni vhodnych restrik¢nich
mist byla pouZita polymerasova fetézova reakce (PCR). Pro reakci byly navrZeny
oligonukeotidové primery rozpoznavajici templatovou DNA a také kodujici cilové
sekvence pozadovanych endonukleas. Nukleotidové sekvence primerd jsou shrnuty v

tabulce 2, vlastni syntéza oligonukleotidl pak byla provedena spolecnosti Generi Biotech.
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Tabukla 2: nukleotidové sekvence primerd pro amplifikaci genu kédujiciho HIV-1 proteasu

Oznaceni Nukleotidova sekvence (5' - 3') Restrikcni
primeru misto
Apal-UP CAACCATATGCCTCAGATCACTCTTTGG Ndel
2Apal-DWN GCTCTAGGGCCCCCAAAATTTAAAGTGGC Apal
2Apa2-UP GCGGAATGGGCCCTCAGATCACTCTTTGG Apal
2Apa2-DWN GCCCCTTCGTCTTCAAGAATTCAC EcoRI
ApaC-UP GAATATAGGGCCCTCAGATCACTCTTT Apal
ApaC-DWN |ATTATATGGGCCCGAACCACAAAAATTTAAAGTGGC Apal

Typicka PCR reakce byla provadéna v reak¢nim objemu 50 pl, s nasledujicimi
mnozstvimi reak¢nich slozek. 25 pl HPLC H,0; 1 pl templatovda DNA (100 ng/pl); 1 pl
sense primer (20 pM); 1 pl antisense primer (20 pM); 25 pl PPP master mix; 0,5 pl Pfu
DNA polymerasa (3U/pl). Reakce probihala v teplotnim cykléru podle schematu

1. pocatecni denaturace templatu 95 °C/5 min
2. denaturace 95 °C/30's
3. nasedani primert 54 °C/30 s
4. polymerazova reakce 72 °C/1 min
5. Koncova polymerace 72 °C/8 min

Kroky 2 az 4 byly zopakovany v 31 cyklech. Po dokonceni PCR rekace byla smés
rozdélena horizontdlni agarosovou elektroforesou v 1,2% agarosovém gelu (4.2.1.5) a

produkty PCR reakce byly z gelu izolovany (4.2.1.7).

4.2.1.7 1zolace DNA fragmentu z agarosového gelu

Izolace fragmentti z agarosového gelu probihala dle protokolu pro "QIAQuick Gel
Extraction Kit" [118]. PoZzadovany DNA fragment byl za zviditelnéni transiluminatorem
vyfiznut z gelu skalpelem a prenesen do 1,5 ml mikrozkumavky. Ke vzorku gelu byl pridan
trojnasobny objem QG pufru a smés byla tfepana v termobloku (1500 ot/min, 5 min,
56 °C) pro rozpuSténi agarosového gelu. Nasledné bylo ke vzorku pridano 200 pl
isopropanolu, vzorek byl promichan, nanesen na QIA kolonku a centrifugovan (13000 g, 1
min, RT). Poté byla kolonka promyta 750 pl PE pufru obsahujiciho ethanol a dvakrat
centrifugovana (13000 g, 1 min, RT). Nasledovalo naneseni 50 pl HPLC vody, ekvilibrace
po dobu 5 min a eluce precisténé DNA centrifugaci (13000 g, 1 min, RT).
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4.2.1.8 Ligace

DNA byla pred ligaci naStépena prisluSnymi restrikénimi endonukleasami
odpovidajicimi danému fragmentu a poZadované aplikaci. Stépeni probihalo podle
protokolu vyrobce pro vybranou endonukleasu, objem reakcni smési byl 50 pl, doba
Stépeni 4 hod. Po Stépeni byly DNA fragmenty preciStény pomoci QIAQuick Gel

Extraction Kitu (4.2.1.7) s vynechanim kroku rozpousténi gelu.

Fragmenty DNA upravené restrikénim Stépenim byly ligovany do endonukleasami
Ndel a EcoRI predem Stépeného a defosforylovaného vektoru pET24a. Koncentrace
vektoru i rozstépenych fragmenti byla urCena z absorbance pfi 260 nm. Celkové mnozZstvi
DNA v liga¢ni reakci bylo 30 ng v pripadé ligace jednoho fragmentu do vektoru, v pripadé
soucasné ligace dvou fragmenti do vektoru (pro tvorbu kovalentné spojenych dimert) pak
100 ng. Molarni pomér mezi fragmentem a vektorem byl optimalizovan na 5:1 pro jeden
fragment popfipadé 6:6:1 pro fragmenty dva. Ligace probihala pfes noc pifi 16 °C v
celkovém objemu 10 pl v prostfedi pufru pro T4 DNA ligasu. MnoZstvi T4 DNA ligasy v
ligacni reakci bylo 200 U. Vysledek ligace byl analyzovan kontrolnim restrikénim
Stépenim (4.2.1.4) endonukleasami Ndel a EcoRI. Ligac¢ni smés byla transformovana do
kmpetentnich bakteridlnich bunék Escherichia coli TOP 10 (4.2.1.2), vysledna plasmidova
DNA byla izolovana minipreparaci (4.2.1.3) a jeji sekvence potvrzena sekvenovanim DNA

v servisni laboratori UK.

4.2.2 Exprese a izolace proteinu
HIV-1 proteasy ve formé kovalentné spojenych dimert byly produkovany v
bakterialnim expresnim systému z pripravenych expresnich vektori pET24a, nesoucich

DNA kodujici prislusné proteiny.

4.2.2.1 Transformace Escherichia coli BL21(DE3)RIL plasmidovou DNA

Ke 150 pl kompetentnich bunék kmene Escherichia coli BL21(DE3)RIL byly pridany
3 pl expresniho vektoru pET24a s vloZzenym genem kovalentné spojeného dimeru HIV-1
proteasy. Smés byla ponechana 20 minut na ledu, poté byly bakterie vystaveny tepelnému
Soku (42 °C / 90s) a znovu uloZeny na led na dobu 2 minut. Nasledovalo pfidani 800 pl
sterilniho LB média a kultura byla inkubovana po dobu 1 h pti 37 °C. Po inkubaci byla
kultura nenesena na tfi agarové plotny obsahujici kanamycin a inkubovana pres noc pri

37 °C.
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4.2.2.2 Exprese proteinu v Escherichia coli

Kolonie narostlé na plotnach byly smyty a rozsuspendovany v 9 ml sterilniho LB
média. 6 ml této kultury bylo inokulovano do 3 1 sterilniho LB média obsahujiciho
kanamycin (40pg/ml) a ponechéno riist v rotacnim inkubatoru pfi 220 ot/min a 37 °C.
PriibéZné byla sledovana opticka hustota kultury p¥i vinové délce prochazejiciho svétla 595
nm. Pri dosaZeni hodnoty ODsgs = 0,8 byla indukovana produkce rekombinantniho
proteinu pridanim IPTG na vyslednou koncentraci 0,75 mM. T¥i hodiny po indukci exprese
byla bakteridlni kultura pfesunuta do chladové mistnosti a zde pfi teploté 4°C ponechana

pres noc.

Nasledujici den byla kultura centrifugovana (6000 g, 10 min, 4°C) zvaZena a pro dalsi

zpracovani uchovana pfi -80 °C v mrazicim boxu.

4.2.2.3 Izolace inkluznich télisek

Pufry:

pufr A: 50 mM Tris-HCI; 50 mM NaCl; 1 mM EDTA; pH=8,0
pufr SA: 50 mM Tris-HCI; 1 M NaCl; 1 mM EDTA; pH=8,0

pufr TA: 50 mM Tris-HCI; 1 % Triton X100; 1 mM EDTA; pH=8,0

Bakterialni bunika produkuje HIV-1 proteasu i jeji kovalentné spojeny dimer jako
nerozpustna inkluzni téliska proteinu v denaturované podobé. Ta byla izolovana
nasledujicim zptisobem. Peleta bakterialnich bunék byla rozsuspendovana ve 150 ml pufru
A, do kterého bylo pridano 0,05 mg inhibitoru serinovych proteas PMSF na 1 g hmotnosti
vlhké biomasy. Suspenze byla poté pro mechanické rozruSeni bunécnych stén ve trech
opakovanich zamrazena na -80 °C s naslednym rozmrazenim ve vodni lazni pfi pokojové
teploté. Nasledné bylo ptridano 0,5 ml 1 % (w/v) deoxycholatu sodného na 1 g hmotnosti
vlhké biomasy a smés byla michana po 30 minut za pokojové teploty. Vysledny roztok byl
poté na ledu s prestavkami po dobu 10 minut sonikovan. Peleta inkluznich télisek byla
oddélena centrifugaci (16000 g, 10 min, 4 °C) od supernatantu a znovu rozsuspendovana
ve 200 ml pufru SA. Nasledovala opét sonikace a centrifugace stejnym postupem jako v
predchozim pripadé. Rozsuspendovani, sonikace a centrifugace byly poté opakovany jesté

jedenkrat ve 200 ml pufru SA, dvakrat ve 200 ml pufru TA a nakonec ve 100 ml pufru A.
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Oddélena peleta inkluznich télisek byla po promyvani pro dalsi pouZiti uchovana pfi -20

°C v mrazicim boxu. Pribéh izolacni procedury byl sledovan pomoci SDS elektroforesy.

4.2.2.4 Renaturace kovalentné spojenych dimerti HIV-1 proteasy

Pufry:

dialyzacni pufr: 50 mM MES; 1 mM EDTA; 10% glycerol; 0,05% 2-merkaptoethanol;
pH=5,8

Peleta precisténych inkluznich télisek, obsahujicich nesbaleny, kovalentné spojeny
dimer HIV-1 proteasy, byla rozsuspendovana ve 3 ml destilované vody, nasledné byla
pridana koncentrovand kyselina octova do finalni koncentrace 67% (v/v). Smés byla
michana do uplného rozpusténi inkluznich télisek, nerozpustné zbytky byly odstranény
centrifugaci (3400 g, 10 min, 4 °C). Protein byl renaturovan postupnym naredénim do 24-
nasobného mnoZzstvi destilované vody za stalého michani. Roztok byl nasledné michan po
dobu 30 minut v chladové mistnosti pfi 4 °C a cetrifugovan (20000 g, 10 min, 4 °C) pro
odstranéni vyprecipitovanych necistot. Poté byl roztok proteinu dialyzovan pres dialyzacni
membranu s propustnosti 6-8 kDa po dobu 2 hodin pfi 4 °C proti 5 | destilované vody a
nasledné pfi stejné teploté pres noc, proti 8 1 dialyzacniho pufru. Dialyzat byl rano
nasledujiciho dne cetrifugovan (20000 g, 20 min, 4 °C) pro odstranéni precipitujicich
necistot a zbytkli nerenaturovaného proteinu. Supernatant obsahujici sbaleny kovalentné
spojeny dimer HIV-1 proteasy byl filtrovan pres filtry s velikosti porti 22 pm a déle ¢iStén

pomoci iontové vyménné chromatografie.

4.2.2.5 Iontové vyménna chromatografie na katexové koloné

Pufry:
pufr A: 50 mM MES; 1 mM EDTA; 10% glycerol; 0,05% 2-merkaptoethanol; pH=5,8

pufr B: 50 mM MES; 1 mM EDTA; 10% glycerol; 0,05% 2-merkaptoethanol; 2 M NaCl,;
pH=6,7

Vzorkek proteinu byl CiStén chromatograficky na katexové koloné MonoS 10/100 GL
pomoci iontové vyménné FPLC chromatografie. K eluci proteinu bylo pouZito linearniho
gradientu iontové sily a pH, jeZ byl provadén postupnym navySovanim koncentrace pufru
B z 0% na 80% v casovém tuseku 100 minut pfi pritoku 0,7 ml/min. Pribéh

chromatografického cisténi byl monitorovan sledovanim absorbance eluatu pri 280 nm.
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Frakce byly jimény manudlné podle sledovaného elu¢niho profilu. Cistota jednotlivych
frakci byla analyzovana pomoci SDS elektroforesy, byla téZ stanovena aktivita enzymu
(4.2.4.1) a koncentrace proteinu (4.2.3.1) v kazdé frakci. Frakce obsahujici ¢isty a aktivni

enzym byly pro dalsi zpracovani uchovany zmrazenim na -20 °C.

4.2.3 Analyza proteinu

4.2.3.1 Stanoveni koncentrace proteinii dle Bradfordové

Koncentrace proteinu byla stanovena podle Bradfordové [119], za pouZiti kitu
»0xBio-Rad protein Assay Kit“ (Bio-Rad), zaloZeného na méfeni absorpce komplexu
proteinu s Coomasie Brilliant Blue G250 pri 595 nm. Ke kalibraci byla pouZita

koncentracni fada standardu BSA.

4.2.3.2 Elektroforesa v denaturujicim polyakrylamidovém gelu

Pufry:

vzorkovy pufr (6x): 350 mM Tris-HCI; pH = 6,8; 30% glycerol; 6% 2-merkaptoethanol;
10% SDS; 0,012% bromfenolova modf

elektrodovy pufr: 25 mM Tris-HCI; 250 mM glycin; 0,1% (w/v) SDS

zaostfovaci gel (5%): 375 mM Tris-HCI; pH =6,8; 4,86% akrylamid; 5% glycerol;
1,4 mM EDTA; 0,1% SDS; 0,14% N,N'-methylen-bis(akrylamid); 0,2% TEMED;

0,2% peroxodisiran amonny

separani gel (18%): 375 mM Tris-HCl; pH =8,8; 17,5% akrylamid; 5% glycerol;
1,4 mM EDTA; 0,1% SDS; 0,5% N,N'-methylen-bis(akrylamid); 0,1% TEMED;

0,09% peroxodisiran amonny

Analyza proteinového sloZeni vzorki v priitbéhu exprese, izolace inkluznich télisek a
chromatografického cisSténi proteinu byla provedena pomoci diskontinualni vertikalni

polyakrylamidové elektroforesy v denaturujicim prostfedi dodecysullfatu sodného.

Pfed vlastni analyzou byly proteinové vzorky smichany s vzorkovym pufrem v
poméru 5:1 a po dobu 5 minut denaturovany varem na vodni lazni. Elektroforeticka
separace probihala na vertikalni aparatufe za konstantniho napéti 140V po dobu 1h 45 min.
Separované proteiny byly nasledné obarveny stfibrem, popfipadé preneseny

elektroprenosem na nitrocelulosovou membranu.
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4.2.3.3 Barveni polyakrylamidového gelu stfibrem
Proteiny separované pomoci SDS elektroforesy (4.2.3.2) byly nasledné zviditelnény

pomoci barveni polyakrylamidového gelu stfibrem.

Roztoky:
1. fixace: 12% kyselina octova; 50% methanol; 0,02% formaldehyd 30 min
2. promyti: 50% methanol 3 x15 min
3. exponace: 0,02% Na,S,05-5H,0 1 min
4. promyti: destilovana voda 3x20s
5. impregnace: 0,2% AgNOs; 0,02% formaldehyd 20 min
6. promyti: destilovana voda 3x20s
7. vyvolani: 566 mM Na,COs; 16 pM NaS,03-5H,0: 10 s aZ 5 min
0,02% formaldehyd
8. promyti: destilovana voda 3x20s
9. zastaveni: 12% (v/v) kyselina octova; 50% (v/v) formaldehyd 10 min
10. uchovani: 50% (v/v) methanol

4.2.3.4 Elektroprenos proteinti na nitrocelulosovou membranu

Pufry:

prenosovy pufr: 192 mM glycin; 25 mM Tris-HCl; 10% methanol; 0,1% SDS;

(pH neupravovano)
PBS pufr: 137 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 10 mM Na,HPO,; 1,8 mM KH,PO,; pH = 7,4

Po ukonceni elektroforetické separace byl gel spolu s nitrocelulosovou membranou po
dobu 2 minut ekvilibrovan v prenosovém pufru. Nasledné byly spolu s predvlhcenymi
filratnimi papiry umistény v poradi filtracni papir, nitrocelulosovda membrana,
polyakrylamidovy gel, filtracni papir na anodu prenosového zafizeni. Pfenos byl poté

provadén za konstantniho napéti 13 V po dobu 25 min.

Po prenosu byla membrana oplachnuta v PBS pufru s 0,05% Tween-20 a po dobu 1
hodiny pfi 4 °C inkubovana v 5 ml Casein Blockeru pro zabranéni nespecifické vazbé
protilatky. Zviditelnéni kovalentné spojenych dimertit HIV-1 proteasy bylo provedeno mysi
monoklonalni protilatkou IgG F11.1.3.11 (7 mg/ml), rozpoznavajici epitop v chlopni HIV-

1 proteasy. Ta byla zfedéna 2500x v roztoku Casein Blockeru a v takto pripraveném
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roztoku byla membrana inkubovana po dobu 2 hodin pfi 4 °C. Protilatka byla ziskana od
Ing. Ireny Sieglové z laboratofe Dr. Pavliny Rez4c¢ové. Nésledné byla membréna promyta
tiikrat po dobu 5 min roztokem PBS pufru s 0,05% Tween-20 a po preneseni do roztoku
Casein Blockeru byla pridana sekundarni kozi anti-mySi protilaitka konjugovana
s kienovou peroxidasou (32 ng/ml v Casein Blockeru, 1 hod, 4 °C). Nasledovalo dalsi
trojnasobné promyti roztokem PBS pufru s 0,05% Tween-20 a 5 minutova inkubace ve
smési stabilizovaného peroxidu vodiku s roztokem Luminol/Enhancer v poméru 1:1.
Membrana byla poté vysuSena mezi dvéma filtracnimi papiry a chemiluminescencni signal

byl méfen pomoci CCD kamery.

4.2.4 Kineticka méreni

VesSkera popisovana kineticka méfeni byla provadéna pomoci standardni
spektrofotometrické metody pro stanoveni aktivity HIV-1 proteasy vyuZzivajici
chromogenni substrat KARVNIle*NphEANIe-NH, odvozeny od Stépného mista CA-p2 v
prirozeném substratu Gag-Pol [120]. Pribéh proteolytické reakce byl monitorovan pomoci
umeérného poklesu absorpce substratu pri 305 nm. Méreni byla provadéna v 1 ml reakcni
smési. MérFici cela pouZitého UV/VIS spektrofotometu Unicam UV 500 byla temperovana
pomoci vodni lazné s vnéjSim obéhem na 37 °C, opticka délka pouZitych kiemennych
kyvet pak byla 1 cm. PFi vSech méfenich bylo pouZito prostfedi pufru obsahujiciho 0,1 M
octan sodny (pH = 4,7); 4 mM EDTA a 0,3 M NaCl .

4.2.4.1 Stanoveni kinetickych parametrii enzymu

Pufry:
acetatovy pufr: 0,1 M octan sodny; 0,3 M NaCl; 4 mM EDTA; pH = 4,7

Pro pripravené enzymy byly stanoveny Michaelisova konstanta a katalyticka
efektivita enzymu. Michaelisova konstanta byla stanovena méfenim pocatecnich rychlosti
proteolytické reakce pti konstantni koncentraci enzymu a proménlivé koncentraci
substratu. Naméfena data byla analyzovana pomoci programu Grafit 5.0.4 za pouZiti

nelinearniho fitu do rovnice Michaelise a Mentenové [121]

_ Vol

* K,+[S]

max [
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kde v, je pocatecni rychlost reakce, Vs limitni rychlost reakce pfi nekonec¢né koncentraci
substratu, [S] koncentrace enzymu a K, Michaelisova konstanta. Po ziskani vySe
zminénych parametrti z nelinearniho fitu je pak mozno spocist katalytickou efektivitu

enzymu pomoci vztahu

Vmax
kCﬂ[:
eE,

kde ke je katalytickd efektivita enzymu, € molarni absorpcni koeficient substratu,
stanoveny ze zmény absorbance provazejici totdlni rozStép definovaného mnozZstvi
substratu a E, pak celkova koncentrace aktivniho mista enzymu v reakci. Ta byla stanovena

titraci enzymu pevné se vazajicim inhibitorem brecanavirem [122].

4.2.4.2 Stanoveni IC;, inhibitoru

Pufry:
acetatovy pufr: 0,1 M octan sodny; 0,3 M NaCl; pH = 4,7

Koncentrace inhibitoru nutnd pro dosaZeni padesatiprocentni inhibice enzymové
reakce (ICs)) byla stanovena meérenim pocatecnich rychlosti proteolytické reakce za
proménné koncentrace inhibitoru pfi fixni koncentraci enzymu a substratu (koncentrace
odpovidajici K,,). Do grafu byla vynesena zavislost pocatecni rychlosti reakce v procentech
rychlosti reakce neinhibované oproti koncentraci enzymu. Data byla analyzovana pomoci

programu Grafit 5.0.4 za pouziti nelinearniho fitu [123].

4.2.4.3 Urceni mechanismu inhibice

Pufry:
acetatovy pufr: 0,1 M octan sodny; 0,3 M NaCl; pH = 4,7

Mechanismus ucinku inhibitort HIV-1 proteasy byl stanoven pomoci dvojndsobné
reciprokého vynosu podle Lineweaver-Burka. Byly naméfeny hodnoty pocatecni rychlosti
enzymové reakce pri konstantni koncentraci enzymu v zavislosti na koncentraci substratu.
Tato méfeni byla provedena pfi nékolika riznych koncentracich inhibitoru a nasledné byly
vyneseny zavislosti prevracené hodnoty pocatecni rychlosti na prevracené hodnoté
koncentrace substratu pro rtizné koncentrace inhibitoru. Mechanismus inhibice byl poté

urcen z pozice priseciku vynesenych kiivek.
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4.2.5 Spinové znaceni a EPR spektroskopie
Jeden z pripravenych kovalentné spojenych dimert HIV-1 proteasy byl specificky
oznaCen spinovou znaCkou na unikatnim cysteinu zavedeném technikami molekularni

biologie.

4.2.5.1 Specifické spinové znaceni

Pufry:
pufr A: 10 mM Tris-HCI; pH = 6,9
pufr B: 2 mM octan sodny; pH = 5,0

Vzorek proteinu byl po rozmraZeni zahuStén pomoci centrifugac¢ni zahuStovaci
kolonky na koncentraci priblizné 200 pg/ml. Vorek byl predvazan trojnasobnym molarnim
nadbytkem inhibitoru rKARV a 2,5 ml vzorku bylo pfevedeno pomoci odsolovaci kolonky
do pufru A. Nasledné byl vzorek proteinu rozdélen na dva shodné alikvoty. K jednomu z
alikvott byl ptidan roztok spinové znacky MTSL v ethanolu v mnozstvi odpovidajicim 50-
nasobnému molarnimu nadbytku oproti koncentraci proteinu. K druhému alikvotu,
slouzicimu jako kontrola, bylo pridano pouze odpovidajici mnoZstvi ethanolu. Reakce
spinového znaceni probihala po dobu 2 hodin za temna pfi 4 °C. Nasledné byl vzorek
preveden odsolovaci kolonkou do pufru B, zahuStén na objem 2,5 ml a znovu odsolen
odsolovaci kolonkou pro odstranéni nezreagované znacky. K vyslednému roztoku spinové
znaceného proteinu byl znovu pridan trojnasobny molarni nadbytek inhibitoru rKARYV, byl
zahuStén pomoci centrifugacni zahusSt'ovaci kolonky na koncentraci priblizné 400 pg/ml a
pro dalsi pouZiti uchovan zamrazenim na -80 °C. Uspé&Snost spinového znaceni byla

sledovana hmotnostni spektrometrii a spektroskopii EPR.

4.2.5.2 Spektroskopie EPR

Veskerd EPR méfeni byla provadéna na spektrometru EMXP* -10/12 CW (Bruker)
pracujicim v rezimu fixni frekvence, vybaveném mikrovinnym miistkem pro frekvencni
pasmo X-band. Vzorky spinové znaCeného proteinu byly zbaveny pritomnosti
paramagnetického vzduSného kysliku nasycenim plynnym dusikem a naneseny do 50 pl
mérici kapilary. Kapilara byla umisténa do dvojité pravothlé dutiny optimalizované pro
méfeni vice vzorkll pri stejné geometrii méfici cely. EPR spektra byla snimana pri

nasledujicich parametrech méfeni: frekvence mikrovinného zareni 9.825873 GHz, stfedni
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magnetické pole 350.05 mT, spektralni Sitka 18.00 mT, modulac¢ni amplituda 0.12 mT,
modulacni frekvence 100 KHz, vykon mikrovinného zdroje 8 mW. Vysledny zaznam byl

kvtili potlaceni Sumu ziskan akumulaci 32 spekter.

4.2.5.3 Méreni koncentrace spinové znacky

Koncentrace spinové znacky byla stanovena srovnanim dvojnych integralii spektra
vzorku a spinového standardu (vodny roztok TEMPO; 6,4 .10 M), umisténého do kapilary
stejného typu. Vzorek i standard byly umistény do dvojité pravouhlé dutiny a pfi stejnych
experimentalnich podminkach jako v 4.2.5.2 byl zaznamenan jeden sken spektra vzorku,
nasledovany skenem spektra standardu. Méfeni bylo provedeno v triplikatech. Koncentrace

spinové znacky ve vzorku byla spoctena dle vztahu

c _ DI, (znacka) c
znacka DIav(standard) standard

kde DI, je hodnota dvojného integralu EPR spektra definovana vztahem
B,

DI :”%dBdB

B,

ktery byl numericky vyfeSen softwarovym balikem pro program Origin 8.0 [124].
Vzhledem k nedostatecnému poméru signal/Sum nemohla byt integrace provedena primo z
namérenych spekter. Bylo proto vyuZito simulace spektra, ve které byla intenzita ziskana
akumulaci 32 spekter fitovana do intenzity ziskané individudlnim skenem spektra.
Nasledné byla provedena integrace. Méfeni EPR spekter a méfeni koncentrace spinové
znaCky bylo bylo provadéno za asistence Dr. Jana Tarabka z laboratore Dr. Detlefa

Schrodera. Dr. Jan Tarabek také provedl simulaci a dvojnou integraci spekter.
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5. Vysledky

Pro strukturni charakterizaci komplexu HIV-1 proteasy s jejim akompetitivnim
karboranovym inhibitorem GB-110 technikou EPR spektroskopie, ve spojeni se
specifickym spinovym znacenim byl navrZen postup, vyuZivajici méreni vzdalenosti mezi
spinovou znaCkou vazanou na specificky postranni fetézec cysteinu a iontem kovu ve
struktute inhibitoru. Vzhledem k homodimerni povaze HIV-1 proteasy je nemozné zavést
metodami molekularni biologie do jeji struktury pouze jediny cystein. Bylo proto navrZzeno
nékolik proteinovych konstrukti kovalentné spojeného dimeru HIV-1 proteasy,
sestavajicich se z monomeru HIV-1 proteasy nesouciho ve struktufe jediny cystein na
pozadované pozici, ktery je spojen dvou- az Ctyf-aminokyselinovym mustkem s druhym
monomerem, v némZ byla vSechna cysteinova residua odstranéna. PouZitelnost této
strategie byla nejprve ovérena méfenim mechanismu inhibice inhibitoru GB-110 vici
kovalentné spojenému dimeru HIV-1 proteasy divokého typu. (protein pro méfreni byl
ziskdn od Ing. Ireny Sieglové z laboratofe Dr. Pavliny Rezédfové na UOCHB.
Mechanismus inhibice ztistal zachovan jako akompetitivni. Dvojité reciproky vynos podle

Lineweaver-Burka pouZity pro ureni mechanismu je zachycen na obrazku 11.
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Obrazek 11: Dvojité reciproky vynos podle Lineweaver-Burka ukazujici akompetitivni
mechanismus inhibice GB-110 vici kovalentné spojenému dimeru HIV-1 proteasy
divokého typu.

Pro navrZzenou metodu tedy byly naklonovany expresni konstrukty kodujici
pozadované proteiny, Cast proteini byla exprimovana, purifikovana a kineticky
charakterizovana. Pro jeden protein pak byla provedena optimalizace specifického

spinového znaceni.
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5.1. Klonovani

Expresni konstrukty pro kovalentné spojené dimery HIV-1 proteasy urCené pro EPR
experimenty byly pfipraveny technikami molekularni biologie. Jako vychozi DNA pro
pripravu konstruktd slouzil plasmid pET11c s vloZenou kédujici sekvenci pro HIV-1
proteasu divokého typu inaktivovanou z divodu eliminace neZadouci autoproteolyzy
mutaci katalytického aspartatu D25N. Cilenou mutagenezi byly z této DNA sekvence
odstranény oba cysteiny zavedenim mutaci C67A a C95A. Takto pripraveny expresni
konstrukt byl pojmenovan CF*-HIV-1, kde * znaci inaktivaci mutaci D25N. Zpétnou
mutagenezi N25D byla pfipravena i varianta CF-HIV-1, kodujici katalyticky aktivni formu
enzymu. Obé varianty cysteinu zbavenych enzymt pak slouZily jako zaklad pro dalsi
mutagenezi, kterou byly zavedeny cysteiny na poZadované pozice. Konkrétné mutci K55C,
kterou byly vytvofeny konstrukty K55CinCF-HIV-1 a K55CinCF*-HIV-1 a dale
zaménou R41C, poskytujici konstrukty R41CinCF-HIV-1 a R41CinCF*-HIV-1.

wt Hiv-1 PR
*Hiv-1 PR EBZSNI
cr-Hiv-1 [ Ce7ATCosA
cr+-Hiv-1 [NDZSN I Ce7ATIICosA
ks5cincF-Hiv-1 I KSSECo7ATIIICosA
Kk55CinCF*HIv-1 IB2SN I KESENC67ATIICo5A
Ra1cincF-HiIv-1 RGN Ce7ANNICo5A
Ra1cCinCF+Hiv-1 [IDZENIRAIENINC67ANINICI5A
Twr-55 N KSSEC67ATIICosAG G I ce7ATIcasA
TWT-55+[ | D25N | KS5C C67A  C95AGG|  D25N  C67A  C95A
TwT-42 [ RAE T Ce7A T IC95AG G C67A I Co5A
TWT-41+[ | D25N R41C | C67A | C95AGG  D25N | C67A | C95A
Twr-cL I Ce7A NI CesAC G S GIIIce7ATIcosA
Twr-cL* NDZSNICe7ATIICssA C G S GIIB2sN ICe7ATICosA
Obrazek 12: Schematické znazornéni expresnich konstruktt pfipravenych v ramci prace.
Sekvence HIV-1 proteasy divokého typu je zobrazena jako modry obdélnik. Naznaceny
jsou provedené aminokyselinové zdmény, zavedeny cystein modifikovatelny spinovou

znackou oznacen Cervené. Spojovaci mistek je u kovalentné spojenych dimerd naznacen
sekvenci aminokyselin.

Takto pripravené monomerni jednotky pak byly spojeny pomoci polymerasové
fetézové reakce a DNA ligace do konstrukti kédujicich -Gly-Gly- mistkem kovalentné

spojené dimery HIV-1 proteasy, ve kterych vZidy prvni monomerni jednotka nesla cystein
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na pozadované pozici a jednotka druha byla cysteind zbavena. Byly pfipraveny expresni
konstrukty jak pro aktivni tak inaktivované varianty nesouci cystein v pozici 55,
respektive 41 - oznaCeny TWT-55, TWT-55%, TWT-41 a TWT-41%*. Dale byl pripraven
konstrukt pro aktivni i inaktivovanou variantu sestavajici se ze dvou cysteinu zbavenych
monomert spojenych ¢tyf-aminokyselinovym mistkem nesoucim cystein. Tyto konstrukty
byly oznaceny TWT-CL a TWT-CL*. Na obrazku 12 jsou schematicky znazornény

vSechny pripravené expresni konstrukty.

5.1.1 Priprava DNA pro monomerni jednotky cilenou mutagenezi

Postup pripravy DNA monomernich jednotek je popsan v kapitole 4.2.1.1. Jako
templat pro prvotni mutagenezi slouZil plasmid pET11c s vloZenou kédujici sekvenci pro
HIV-1 proteasu divokého typu inaktivovanou mutaci katalytického aspartatu D25N,
ziskany v laboratofi Doc. Konvalinky. Templaty pro nasledné kroky pak byly postupné
produkty predchozich mutagenezi. Po probéhnuti PCR byly templatové DNA odstranény
Stépenim endonukleasou Dpnl a produkty mutageneze byly analyzovany na horizontalni

agarosové elektroforese (4.2.1.5), elektroforeogram je zobrazen na obrazku 13.

1 2 3 4 5

Obrazek 13: agarosovy gel zobrazujici produkt cilené mutageneze na pozici K55C s
pouzitim konstruktu CF-HIV-1 jako templatu. Drdha 1: A DNA - BstEIIl Stépeny
standard, drdha 2: produkt mutageneze (pET24a s vloZenou sekvenci
K55CinCF-HIV-1), draha 3: produkt mutageneze Stépeny Dpnl, draha 4: templatova
DNA v mnozstvi vloZzeném do PCR reakce, drdha 5: templatova DNA Stépena Dpnl.

Po mutagenezi byla ziskana DNA transformovana do bakterii Escherichia coli TOP10
(4.2.1.2) a izolovana pomoci minipreparace plasmidové DNA (4.2.1.3). Spravna sekvence
oblasti kodujicich poZzadované HIV-1 proteasy byla ovéfena sekvenaci DNA v servisni
laboratofi na PfF UK. Fragmenty DNA kodujici poZadované proteiny byly poté
amplifikovany PCR a ligaci preneseny do vektoru pET24a. Pripraveny byly expresni
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konstrukty CF-HIV-1, CF*-HIV-1,  K55CinCF-HIV-1,  K55CinCF*-HIV-1,
R41CinCF-HIV-1 a R41CinCF*-HIV-1.

5.1.2 Klonovani kovalentné spojenych dimeria HIV-1 proteasy

Monomerni jednotky pripravené cilenou mutagenezi byly pouzity k tvorbé DNA
konstruktii kédujicich kovalentné spojené heterodimery HIV-1 proteasy. Fragmenty DNA
kdédujici monomerni jednotky byly amplifikovany pomoci PCR a pomoci vhodné
zvolenych primert byla na jejich konce zavedena restrikéni mista tak, aby z jedné strany
bylo misto komplementarni s predStépenym vektorem pET24a a z druhé strany pak
restrikéni misto pro endonukleasu Apal, vyuZivanou pro spojeni monomernich jednotek
-Gly-Gly- mustkem, popfipadé Cctyrf-aminokyselinovym mistkem -Cys-Gly-Ser-Gly-.
Amplifikované fragmenty byly po Stépeni prisluSnymi restrikénimi endonuklesami
ligovany pomoci jednokrokové trojfragmentové ligace do predstépeného vektoru pET24a
za vzniku poZadovanych expresnich konstukt. Ty pak byly transformovany do bakterii
Escherichia coli TOP10 (4.2.1.2) a izolovany pomoci minipreparace plasmidové DNA

(4.2.1.3).

1 2 3 4

Obrazek 14: Ovéfeni pritomnosti fragmentu TWT-55 proteasu ve vektoru pET24a.
Expresni konstrukt po ligaci Stépen restrikénimi endonukleasami EcoRI a Ndel, oCekavana
velikost fragmentiG 5300 a 616 bp. Drahy 1 az 3: klony izolované DNA, dradha
4: A DNA - BstEII Stépeny standard.

Spravnost sekvence oblasti kodujicich poZadované kovalentné spojené dimery HIV-1
proteasy byla ovéfena restrikénim Stépenim endonukleasami Ndel a EcoRI (viz
obrazek 14) a sekvenaci DNA v servisni laboratofi na PfF UK. Byly pfipraveny expresni
konstrukty pro kovalentné spojené dimery HIV-1 proteasy TWT-55, TWT-55%, TWT-41,
TWT-41* TWT-CL a TWT-CL*.
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5.2. Exprese a purifikace HIV proteas

Z pripravenych expresnich konstrukti byly heterologni expresi v bakteridlnich
buiikach E. coli pripraveny a preciStény kovalentné spojené dimerni HIV proteasy TWT-
55, TWT-CL a TWT-41. Pro vyuZiti v optimalizaci specifického spinového znaceni a pro
kinetickou charakterizaci vlivu zavedenych mutaci byly téZ exprimovany nespojené

varianty HIV-1 proteasy CF-HIV-1 a K55CinCF-HIV-1.

5.2.1 Exprese HIV-1 proteasy TWT-55

Kovalentné spojena HIV-1 proteasa TWT-55 urcena pro specifické spinové znaceni a
EPR experimenty byla exprimovana z pripraveného expresniho konstruktu v bakterialnich
bunikach Escherichia coli BL21(DE3)RIL. Kultura byla kultivovana ve 3 1 LB média
obsahujiciho antibiotikum kanamycin, exprese byla indukovana ptfidavkem IPTG pri
dosaZeni hodnoty ODses = 0,84. Exprimovany protein byl bakterii ukladan v denaturované
formé jako inkluzni téliska. Rustova krivka bakteridlni kultury je zobrazena na

obrazku 15. VytéZzek kultivace Cinil 2,85 g vlhké bunécné biomasy na litr kultury.

25+
o -
(a]
o +*
15+ *
1
3 —a—|PTG
+
0,5 4
+*
s 4
O T < T T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450

¢as [min]
Obrazek 15: Ristova kiivka bakterialni kultury Escherichia coli BL21(DE3)RIL, nesouci
exspresni plasmid kédujici kovalentné spojeny dimer HIV-1 proteasy TWT-55. Sipkou
oznacena indukce exprese pomoci IPTG.

Inkluzni téliska byla izolovana a precisténa nékolikanasobnou sonikaci v alkalickych
pufrech o proménné iontové sile a koncentraci detergentu postupem popsanym v kapitole
4.2.2.3. Obrazek 16 zachycuje pribéh procesu izolace a promyvani inkluznich télisek.
Promyvanim byly ze vzorku postupné odstranény nekteré bakterialni proteiny a ziskan byl
preparat obsahujici vysoké mnoZstvi castecné precisténé HIV-1 proteasy v denaturovaném

stavu.
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Obrazek 16: SDS gel zachycujici proceduru izolace a promyvani inkluznich télisek HIV-1
proteasy TWT-55. Draha 1: Standard molekulovych hmotnosti, draha 2: bakterialni burnky
pred indukci, draha 3: bakterialni buiiky po indukci, draha 4: bunécny supernatant, draha 5:
supernatant po promyti pufrem SA, drdha 6: supernatant po promyti pufrem TA, draha 7:
supernatant po promyti pufrem A, draha 8: izolovana inkluzni téliska, draha 9: standard
molekulovych hmotnosti. Byl pouZzit 18% separacni gel (4.2.3.2), proteiny byly barveny
stiibrem (4.2.3.3)

VytéZek izolace inkluznich télisek c¢inil 0,27 g vlhkych inkluznich télisek na litr
bunécné kultury. Pro renaturaci byla odebrana polovina ziskanych precisténych inkluznich
télisek. HIV-1 proteasa byla renaturovana rozpusténim inkluznich télisek v 67% kyseliné
octové a postupnym nafedénim do ctyfiadvacetinasobného objemu vody, nasledovanym

dialyzou do renaturacniho pufru. Podrobné je postup popsan v kapitole 4.2.2.4.

5.2.2 Chromatografické cisténi TWT-55 HIV proteasy
Chromatografické ciSténi renaturovaného proteinu bylo provedeno pomoci FPLC
chromatografie na kationtové vyménné koloné MonoS 10/100 GL gradientem iontové sily

a pH. Elucni profil TWT-55 HIV proteasy se je moZno vidét na obrazku 17.

Frakce byly pfi chromatografickém cisténi jimany manualné na zakladé vizualni
kontroly elu¢niho profilu. Cistota frakci byla vyhodnocena vertikalni elektroforesou v
denaturujicim prostredi SDS, elektroforeogram je mozZno vidét na obrazku 17A. Pritomné
proteinové necistoty byly pomoci elektropfenosu na nitrocelulosovou membranu s
naslednou vizualizaci monoklonalni protilatkou IgG F11.1.3.11, rozpoznavajici epitop v
oblasti pohyblivé chlopné proteasy, identifikovany jako produkty autoproteolyzy enzymu
(obrazek 17B).
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Obrazek 16: elucni profil FPLC chromatografie na katexové koloné pro HIV-1 proteasu
['WT-55. Svislymi carami jsou naznaceny jednotlivé frakce.

Mlkpa] 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
= = 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Tomm  c— e
50=— W —
37— - -
5= - -
n— - ----——’- e -
15— - r

—

10 m—

Obrazek 17: A) SDS PAGE gel zobrazujici proteinové sloZeni jednotlivych frakci
jimanych v pribéhu chromatografického Cisténi kovalentné spojeného dimeru HIV-1
proteasy TWT-55 na koloné MonoS 10/100 GL pomoci FPLC. Draha 1: Standard
molekulovych hmotnosti (4 pl), draha 2: vzorek pfed chromatografickou purifikaci (15 pl),
drahy 3 az 9: jimané frakce f3 az f9 (10 pl), drdha 10: standard molekulovych hmotnosti (4
ul). B) fotografie nitrocelulosové membrany po elektropfenosu gelu se shodnym sloZenim
drah. Proteiny byly zviditelnény chemiluminescen¢né monoklondlni protilatkou
IgG F11.1.3.11, rozpoznavajici epitop v oblasti pohyblivé chlopné proteasy. Standard
molekulovych hmotnosti v draze 1 do obrazku pfidan z cernobilé fotografie membrany
snimané soucasné s chemiluminescen¢nim snimkem.

V kazdé frakci byla téZ zmérena koncentrace proteinu dle Bradfordové (4.2.3.1) a
enzymova aktivita(4.2.4.1). Frakce 5 az 7 byly z divodu vysoké koncentrace proteinu a
soli a pocCinajici viditelné precipitace proteinu ihned po najimani nafedény pufrem A pro

FPLC. Precipitat se po naredéni okamZité rozpustil. Jako hlavni frakce byly identifikovany

63



frakce cislo 5 a 6, jako vedlejsi frakce pak frakce Cislo 4, 7 a 8. Frakce 4 aZ 8 byly spojeny
a dale pouzity pro kinetickou charakterizaci, specifické spinové znaceni proteinu a EPR
spektroskopickd méreni. VytéZzek purifikace c¢inil 3,7 mg proteinu na litr bakteridlni
kultury, pfi zisku 73% z aktivniho proteinu, jeZ byl nanaSen na kolonu. pribéh purifikace
je shrnut v tabulce 3. Pro popis pribéhu purifikace byla zavedena ,relativni jednotka
aktivity“ (ru), definovana jako aktivita, kterd pri Stépeni chromogenniho peptidového

substratu za standardnich podminek (37 °C; 0,3 M NaCl; octan sodny pH = 4,7) zptisobi

pokles absorbance o 10 AU.s™

Tabulka 3: shrnuti chromatografické purifikace kovalentné spojeného dimeru HIV-1

proteasy TWT-55.

frakce objem aktivita aktivita | vytéZek | konc. proteinu | spec. aktivita | purifikac¢ni
[ml] | [mAU.s".ul"] [ru] [%] [pg/ml] [ru/pg] koeficient

pred FPLC | 75 0.6161 46210 - 126 49 1.0

f1 10.8 0.0000 0 0.0 0 0.0 0.0

f2 5.9 0.0000 0 0.0 0 0.0 0.0

3 3.7 0.0356 132 0.3 27 1.3 0.3

fa4 4,0 0,3410 1364 3.0 92 3,7 0.8

5 5.6 2,0213 11279 25.4 282 7.2 1.5

f6 8.0 1.3295 10636 23.0 220 6.0 1.2

7 6.0 1.0288 6173 134 164 6.3 1.3

f8 4.8 0.8539 4098 8.9 142 6.0 1.2

f9 15,1 0,1526 2304 5.0 31 4,9 1,0

suma f4-f8 72,6

5.2.3 Exprese a purifikace HIV proteas TWT-CL, K55inCF-HIV-1 a
CF-HIV-1

VSechny proteiny byly exprimovany z pfipravenych expresnich konstrukti v
bakterialnich buiikach Escherichia coli BL21(DE3)RIL. Kultura byla kultivovana ve 3 1
LB média obsahujiciho antibiotikum kanamycin, exprese proteinu byla indukovana
piidavkem IPTG. Proteiny byly produkovany ve formé inkluznich télisek, ktera byla
izolovana, v pripadé TWT-CL byla k dalSimu zpracovani pouZita pouze polovina
inkluznich télisek. Proteiny byly renaturovany a ¢iStény FPLC chromatografii na katexové
koloné. Frakce byly jimany manualné, byla v nich zméfena koncentrace proteinu a
proteolyticka aktivita enzymu, Cistota frakci byla monitorovana SDS elektroforesou. Gel

zachycujici Cistotu frakci proteasy TWT-CL je zobrazen na obrazku 18A, na obrazku 18B

je pak membrana po elektropfenosu zobrazujici proteinové sloZeni necistot. Prtibéh
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purifikaceTWT-CL je shrnut v tabulce 4. Frakce 5 aZ 7 byly z divodu vysoké koncentrace

proteinu a soli a pocinajici viditelné precipitace proteinu ihned po najimani nafedény

pufrem A pro FPLC. Precipitat se po nafedéni okamzité rozpustil. Jako hlavni frakce byla

identifikovana frakce cislo 6, jako vedlejsi frakce pak frakce Cislo 4, 5, 7 a 8. Frakce 4 aZ 8

byly spojeny a uchovany pro dalsi pouZiti. VytéZek proteinu ¢inil 2,8 mg na litr kultury.
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Obrazek 18: A) SDS PAGE gel zobrazujici proteinové sloZeni jednotlivych frakci
jimanych v pribéhu chromatografického Cisténi kovalentné spojeného dimeru HIV-1
proteasy TWT-CL na koloné MonoS 10/100 GL pomoci FPLC. Draha 1: Standard
molekulovych hmotnosti (4 pl), draha 2: vzorek pred chromatografickou purifikaci (15 pl),
drahy 3 az 9: jimané frakce f3 az f9 (10 pl), draha 10: standard molekulovych hmotnosti (4
ul). B) fotografie nitrocelulosové membrany po elektropfenosu gelu se shodnym sloZenim
drah. Proteiny byly zviditelnény chemiluminescen¢né monoklonalni protilatkou
IgG F11.1.3.11, rozpoznavajici epitop v oblasti pohyblivé chlopné proteasy. Standard
molekulovych hmotnosti v draze 1 do obrazku pfidan z cCernobilé fotografie membrany
snimané soucasné s chemiluminescen¢nim snimkem.

Tabulka 4: shrnuti chromatografické purifikace kovalentné spojeného dimeru HIV-1

proteasy TWT-CL
frakce objem aktivita aktivita | vytéZek | konc. proteinu | spec. aktivita | purifikacni
[ml] | [mAU.spl"] | [ru] [%] [pg/ml] [ru/pg] koeficient
pred FPLC | 100 0.3976 39756 - 179 2.2 -
f1 14.9 0.0000 0 0.0 0 0.0 0.0
f2 3.3 0.0000 0 0.0 22 0.0 0.0
f3 3.0 0.0367 110 0.3 44 0.8 0.4
fa 4.6 0.2874 1322 3.3 86 3.3 1.5
£5 3.5 1.6371 5730 14.4 230 7.1 3.2
f6 5 1.7500 8750 22.0 278 6.3 2.8
7 4 0.7433 2973 7.5 135 5.5 2.5
f8 10.2 0.4000 4080 10.3 98 4.1 1.8
f9 15 0.1951 2927 7.3 38 5.2 23
suma f4-f8 57.5
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Cistota frakci proteasy K55CinCF-HIV byla monitorovéna SDS elektroforesou, gel
zachycujici proteinové sloZeni jednotlivych frakci je zobrazen na obrazku 19. Pribéh
purifikace je shrnut v tabulce 5. Jako hlavni frakce byla identifikovana frakce 5, jako
vedlejsi pak frakce 3, 4, 6 a 7. Frakce 3 aZ 7 byly spojeny a uchovany pro dalsi pouZiti.
VytéZek proteinu €inil 0,14 mg na litr bakterialni kultury.

Mkbal]1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
75 = =
3 =

25 —
20 —

15 =— =

10 —

Obrazek 19: SDS PAGE gel zobrazujici proteinové sloZeni jednotlivych frakci jimanych v
pribéhu chromatografického Cisténi varianty HIV proteasy K55CinCF-HIV-1 na koloné
MonoS 10/100 GL pomoci FPLC. Draha 1: Standard molekulovych hmotnosti (4 pl), draha
2: vzorek pred chromatografickou purifikaci (15 pl), drdhy 3 az 9: jimané frakce f2 az f8 (15
pl), draha 10: standard HIV-1 proteasy divokého typu (4 pl).

Tabulka 5: shrnuti chromatografické purifikace varianty HIV-1 proteasy K55CinCF-HIV-1

frakce objem aktivita aktivita | vytéZek | konc. proteinu | spec. aktivita | purifikacni
[ml] | [mAU.s".ul"] [ru] [%] [pg/ml] [ru/pg] koeficient
pred FPLC | 160 0,0710 11363 - 103 0.7 -
f1 10 0,0000 0 0.0 0 0.0 0.0
f2 2,5 0,0300 77 0.7 13 24 3.5
£3 2,5 0,0863 221 1.9 16 5.5 8.1
fa 2.8 0,0881 247 2,2 34 2.6 3.8
£5 4,3 0,0791 343 3.0 31 2.6 3.7
f6 2,0 0,0376 75 0.7 49 0.8 1.1
7 5,2 0,0281 145 1.3 46 0.6 0.9
f8 10 0,0158 158 1.4 0 0.0 0.0
suma f3-f7 9.1

Pribéh purifikace a proteinové sloZeni jimanych frakci proteasy CF-HIV-1 byly
sledovany pomoci elektroforesy v denaturujicim prostfedi SDS. Gel je zachycen na
obrazku 20, tabulka 6 pak shrnuje pribéh purifikace. Jako hlavni frakce byly
identifikovany frakce 7 a 8, jako vedlejsi frakce 6 a 9. Frakce 6 aZ 9 byly spojeny a
uchovany pro dalsi pouziti. Purifikaci bylo ziskdno 3,3 mg proteinu na litr bakterialni

kultury.
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Obrazek 20: SDS PAGE gel zobrazujici proteinové sloZeni jednotlivych frakci jimanych v
prubéhu chromatografického cisténi varianty HIV proteasy CF-HIV-1. Draha 1: Standard
molekulovych hmotnosti (4 pl), draha 2: vzorek pred chromatografickou purifikaci (15 pl),

dréhy 3 az 10: jimané frakce f5 az f12 (10 pl).

Tabulka 6: shrnuti chromatografické purifikace varianty HIV-1 proteasy CF-HIV-1

frakce objem aktivita aktivita | vytéZek | konc. proteinu | spec. aktivita | purifikacni
[ml] | [mAU.s".pl"] [ru] [%] [pg/ml] [ru/pg] koeficient
pred FPLC | 175 0.5035 88113 - 80 6.2 -
f1 12,5 0.0000 0 0.0 2 0.0 0.0
2 1.9 0.0016 3 0.0 5 0.3 0.1
3 3.0 0.0022 7 0.0 6 0.4 0.1
f4 4.0 0.0169 68 0.1 28 0.6 0.1
5 3.0 0.1746 524 0.6 132 1.3 0.2
6 24 0.8638 2073 24 134 6.5 1.0
7 6.5 3.6125 23481 26.7 612 5.9 1.0
8 5.5 3.7085 20397 23.1 679 5.5 0.9
f9 7.1 1.1037 7836 8.9 273 4.1 0.7
f10 4.1 0.1351 549 0.6 106 1.3 0.2
f11 8.7 0.0319 276 0.3 33 1.0 0.2
f12 10.0 0.0087 87 0.1 5 1.7 0.3
suma f6-f9 61.0

5.2.4 Exprese a purifikace HIV proteasy TWT-41

HIV proteasa TWT-41 byla exprimovana z pripraveného expresniho konstruktu TWT-
41 v bakterialnich burikach Escherichia coli BL21(DE3)RIL. Kultura byla kultivovana ve
3 1 LB média obsahujiciho antibiotikum kanamycin, exprese proteinu byla indukovana
pridavkem IPTG. Inkluzni téliska, do nichZ byl protein produkovan, byla izolovdna a
preciSténa. Z divodu nizké stability nebyl protein ¢iStén chromatograficky, rozpusténim
inkluznich télisek v 67% kyseliné octové, renaturaci postupnym nafedénim do
Ctytriadvacetindsobku objemu vody a naslednou dialyzou do vody a poté do pufru sloZenim

shodného s renaturacnim pufrem, avSak neobsahujiciho 2-merkaptoethanol. V prubéhu
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téchto procedur doslo, jak je moZno vidét na obrazku 21, ke specifickému vyprecipitovani
nékterych proteinovych necistot. Protein byl poté zakoncentrovan za pouZiti
centrifugacnich zahuStovacich filtri na koncentraci 350 pg/ml, pri specifické aktivité
1,174 ru/pg a vyuzit pro kinetickou charakterizaci. VytéZek proteasy TWT-41 €inil 1,5 mg
na litr bakteridlni kultury. V tabulce 7 jsou pak shrnuty vytézky vSech proteint

exprimovanych a purifikovanych pfi vypracovavani diplomové prace.

M[kDa]1 2 3 45 6 7

75 — & .
50 = = ' <
37 =— -
15_. - -
10 — - T

-

Obrazek 21: SDS PAGE gel zachycujici postup ciSténi kovalentné spojeného dimeru
HIV-1 proteasy TWT-41. Draha 1: standard molekulovych hmotnosti (4 pl), draha 2:
standard kovalentné spojeného dimeru HIV-1 proteasy divokého typu (6 pl), draha 3:
protein po rozpusSténi v 67% kyseliné octové, ziedéni do 24-nasobku vody a dialyze proti
vodé (10 pl), draha 4: supernatant po dialyze pfes noc proti renaturacnimu pufru (15 pl),
draha 5: vzorek odebrany v priibéhu zahustovani proteinu v centrifugac¢nich zahust'ovacich
kolonkach (10 pl), drdha 6: peleta po dialyze pres noc proti renatura¢nimu pufru (5 pl),
draha 7: vysledny vzorek proteinu po zahusténi (7 pl).

Tabulka 7: shrnuti vytézka pripravenych proteint:

vytézek aktivity vaci
exprimovany protein mnozstvi proteinu celkové aktivité pred
p yP [mg/l média] chromatografii
[%]
TWT-55 3,6 73
TWT-CL 2,8 58
TWT-41 1,5 nestanoven
K55CinCF-HIV-1 0,1 9
CF-HIV-1 3,3 61

5.3. Kineticka charakterizace HIV proteas
Kinetickd charakterizace enzymiti byla provadéna méfenim pocatecnich rychlosti
proteolytické reakce Stépeni substratu KARVNIe*NphEANle-NH, odvozeného od

Stépného mista CA-p2 nachazejiciho se v pfirozeném substratu HIV-1 proteasy Gag-Pol.
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P¥i vSech méfenich byly pouZity standardni podminky (37 °C, 0,3 M NaCl, octanovy pufr
pH =4,7).

Vysledné hodnoty Michaelisovych konstant K, a katalytickych konstant enzymu ke
jsou shrnuty v tabulce 8. Proteasy TWT-55 i TWT-41 byly schopny Stépit peptidovy
substrat, tato schopnost vSak byla sniZena pribliZné na tfetinu, respektive polovinu. SniZeni
katalytické efektivity patrné vychazi z pfitomnosti mutace v pohyblivé chlopni, jeZ je pro
Stépeni substratu klicova. Pro proteasu TWT-CL nebyla naméfena hodnota katalytické
konstanty ke, jeji Michaaelisova konstanta se vSak oproti protease divokého typu zlepSila
priblizné dvojnasobné. Hodnoty konstant pro HIV-1 proteasu divokého typu byly

naméfeny v laboratofi Doc. Jana Konvalinky na UOCHB.

Tabulka 8: hodnoty kinetickych parametrti pro pripravené enzymy

enzym Ku [pM] | K [s"] | Kea/Ki [s".mM7] (f(k“’/‘/KK")')e"zy'"
cat! N m ) divoky typ
divoky typ 15+1 30+2 2000 + 200 1
TWT-55 24+ 1 17+1 700 + 60 0,35
TWT-41 11+1 12+1 1050 £ 60 0,53
TWT-CLA 9+1 nestanoveno, nestanoveno nestanoveno

5.4. Specifické spinové znaceni HIV proteasy

Pro variantu kovalentné spojeného dimeru HIV-1 proteasy TWT-55 byl castecné
optimalizovan postup specifického spinového znaceni na cysteinu v pozici 55. Protein byl
predvazan inhibitorem rKARV pro prevenci autoproteolyzy v pribéhu znaceni, preveden
odsolovaci chromatografii do pufru o neutrdlnim pH a znacen po dobu dvou hodin v temnu
a chladu spinovou znackou MTSL v padesatinasobném molarnim nadbytku. Nadbytek
znacky byl odstranén odsolovaci chromatografii za soucasného prevodu do pufru pro dalsi
uchovavani. Ucinnost specifického spinového znaceni byla vyhodnocena pomoci

hmotnostni spektrometrie MALDI. Analyza byla provedena servisni laboratofi UOCHB.

Spektrum vzorku po spinovém znaceni v porovnani se spektrem kontrolniho vzorku,
pripraveného stejnym postupem, avSak za absence spinové znacky, je zobrazeno na
obrazku 22. Spektrum v obou pfipadech obsahuje v oblasti molekularniho piku enzymu
dva piky, z nichZ jeden se vZdy nachazi na hodnoté molekulové hmotnosti 21588 Da. Tato

molekulova hmotnost odpovida varianté HIV proteasy TWT-55 s cysteinem
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modifikovanym molekulou 2-merkaptoethanolu pochézejiciho z ptivodniho pufru pro
uchovavani enzymu, ktery se patrné nepodafilo zcela odstranit v pribéhu specifického
znaCeni. 2-merkaptoethanol blokuje pristup spinové znacCky k sife cysteinu a postranni
fetézec jim modifikovany tedy nemtze byt oznacen. Pik na hmotnosti 21512 Da ve spektru
kontroly odpovidd nemodifikované molekule proteasy TWT-55. Ve spektru vzorku po
znacCeni tento pik témér zcela vymizel a presunul se na hmotnost 21697 Da odpovidajici

navySeni hmotnosti TWT-55 pravé o spinovou znacku MTSL.

2500 215124 21697.5
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Obrazek 22: hmotnostni spektra vzorku pred (modréa linie) a po (Cerna linie) specifickém
spinovém znaceni

5.5. Spektroskopie EPR

Uspésnost spinového znaceni proteinu TWT-55 byla ovéfena té7 zméfenim EPR
spektra proteinu po znaceni. Vzorek proteinu byl po provedeni specifického spinového
znaCeni zakoncentrovan za pouZiti zahuSt'ovacich centrifugacnich kolonek (MWCO =
10000 Da) na koncentraci priblizné 25 pM (stanoveno spektrofotometricky podle
Bradfordové viz 4.2.3.1). Nizkomolekularni frakce prochazejici filtrem byla odebrana jako
kontrola pro stanoveni EPR pozadi rozpoustédla, tvoreného napiiklad nedokonale
odstranénymi volnymi spinovymi znackami. Vzorek byl zbaven vzduSného kysliku
nasycenim dusikem, nanesen do kapilary pro EPR méfeni a bylo zméfeno EPR spektrum.
Podminky experimentu jsou detailné popsany v kapitole 4.2.5.2 Na obrazku 23A je

zobrazeno vysledné EPR spektrum spinové znacené HIV proteasy TWT-55, na
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obrazku 23B pak EPR spektrum rozpoustédla. Oba zaznamy byly ziskany akumulaci 32

skent spektra pro navyseni poméru signal/Sum.

Spektralni linie naméreného spektra spinové znaCeného proteinu jsou oproti spektru
standardu spinové znacky v roztoku znacné rozSifeny. RozSifeni svédc¢i o anizotropii v
pohybu spinové znacky, ktera mtize pochazet jednak z vazby znacky na molekulu proteinu,
nebo také, méné pravdépodobné, ze zachyceni volné spinové znacky v agregatech
vysokych molekulovych hmotnosti (napriklad agregaty precipitujiciho denaturovaného

proteinu).
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Obrazek 23: A) EPR spektrum specificky spinové znaceného proteinu TWT-55, zdznam
ziskan akumulaci 32 skenii spektra. B) kontrolni EPR spektrum rozpoustédla odebraného
pri zahuSt'ovani vzorku proteinu.

Z tvaru spektralni linie lze téZ usuzovat, Ze vysledné spektrum je superpozici dvou

individualnich spekter. Zmérenim kontrolniho spektra rozpoustédla obklopujiciho protein

71



bylo potvrzeno, Ze ve vzorku je pritomna i spinova znaCka s podstatné niZsi mirou
anizotropie. Tato znacka se mutiZe nachazet bud’ volna v roztoku, nebo navazané na kratké
peptidové Stépy pochazejici z autoproteolyzy enzymu. Ze signalu volné znacky

pravdépodobné pochazi druhé spektrum nacitajici se pres spektrum znaceného enzymu.

5.5.1 Méreni koncentrace spinové znacky.

Koncentrace spinové znacky byla stanovena metodou porovnani dvojného integralu
spektra vzorku proteinu s dvojnym integralem standardu spinové znacky o znamé
koncentraci. Stanovena byla téZ koncentrace volné znacky v rozpoustédle. Kalkulace byly
provedeny z individudlnich spekter korigovanych nasimulovanou intenzitou spektra
akumulovaného z 32 skent. Méfeni byla provadéna v triplikatech. Detailni vypocty a
podminky experimentu jsou uvedeny v 4.2.5.3 Koncentrace spinové znacky ve vzorku
spinové oznaCeného proteinu byla stanovena ¢ = 2,0 .10° M, koncentrace volné spinové
znacky v roztoku pak €inila ¢ = 1,0 .10° M. Odecteni téchto hodnot poskytuje koncentraci
spinové oznaCeného proteinu, dosahujici hodnoty ¢ = 1,9 .10° M. Porovnanim s celkovou
koncentraci proteinu ¢ = 2,4.10° M zméfenou spektrofotometricky dle Bradfordové je

moZzno konstatovat Ze frakce spinové oznaceného proteinu ¢inila pfiblizné 80%.

5.6. Ovéreni mechanismu inhibice

Pro strukturni charakterizaci komplexu HIV-1 proteasy s jejim akompetitivnim
metallakarboranovym inhibitorem GB-110 pomoci EPR spektroskopie predstavovala
problém skutecnost, Ze v plivodni struktufe inhibitoru byl kovovym iontem koordinujicim
dvé karboranové klece kobaltnaty kation Co®*, ktery samoziejmé neposkytuje EPR signél
(viz obrazek 10, strana 38) Byl proto navrzen a Dr. Vaclavem Sichou z UACH
syntetizovan analog inhibitoru, ve kterém byl Co** ion nahrazen paramagnetickym EPR
aktivnim iontem Fe®". Struktura Fe analogu GB-110 je zobrazena na obrazku 24A. Pro
novy inhibitor byla stanovena hodnota koncentrace pro dosazeni padesatiprocentni inhibice
enzymové reakce (ICs) a byl ovéien mechanismus inhibice vii¢i HIV-1 protease divokého
typu. Vysledky analyz spolu se srovnanim s ptivodnim kobaltovym analogem jsou shrnuty

v tabulce 9, vynos pro stanoveni mechanismu inhibice pak znazornény na obrazku 24B.
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Obrazek 24: A) Struktura Fe analogu GB-110 B) dvojité reciproky vynos podle
Lineweaver-Burka pouzity pro urceni mechanismu inhibice Fe analogu GB-110 vi¢i HIV-1

protease divokého typu.

Tabulka 9: srovnani inhibi¢nich charakteristik GB-110 s jeho analogem obsahujicim ion
Fe*. Data pro GB-110 byla ziskdna od Ing. Jany Pokorné z laboratofe Doc. Jana

Konvalinky na UOCHB.
Inhibitor 1C50 m‘iﬂ;:;‘:::‘“s
GB-110 174 + 17 nM akompetitivni
GB-110 Fe analog| 120+ 13 nM akompetitivni
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6. Diskuse

Proteasa viru HIV patii mezi hlavni cile terapeutického zasahu pfi klinické 1écbé
onemocnéni AIDS. V soucasné dobé existuje v praxi deset uzivanych inhibitorti tohoto
enzymu a nékolik inhibitord se nachézi v rznych féazich testovani. Ackoli jsou proteasové
inhibitory v terapii velice efektivni, virus je schopen diky vysoké genetické variabilité
produkovat mutantni varianty, schopné ucinku proteasovych inhibitord unikat. Je zde proto
stala potfeba inhibitorti novych, které budou schopny inhibovat tyto resistentni mutantni
kmeny viru a soucasné nebudou samy nové resistentni kmeny produkovat. Vzhledem k
tomu, Ze vSechny dosud uZivané inhibitory HIV proteasy s enzymem interaguji na stejném
misté, v jeho aktivnhim centru, nabizi se jako cesta k produkci novych, resistenci
potlacujicich inhibitorti hledani sloucenin, které budou cilit na jind mista ve struktufe
enzymu. Mechanismus dcinku takovych inhibitorti by pak byl nejspiSe nekompetitivni ¢i

akompetitivni.

Skupinu sloucenin, z nichZz nékteré pisobi jako akompetitivni ¢i nekompetitivni
inhibitory HIV proteasy, se podafilo v minulych letech identifikovat v laboratofi Doc. Jana
Konvalinky. Jedna se o latky, jejichZ spoleCnym strukturnim motivem je pritomnost
metallakarboranové dvojklece, v nichZ je ion kobaltu komplexovan mezi dvé klece sloZené
z uhliku, béru a vodiku. Pro dalSi vyvoj a optimalizaci téchto sloucenin je vSak treba
dikladné strukturni a biofyzikalni charakterizace interakce mezi inhibitorem a enzymem.
Pres vSechny pokusy se totiZ nepodarilo jednoznacné strukturné charakterizovat komplex
mezi HIV proteasou a témito ligandy. Neni tedy jasné, do jakého mista ve strukture HIV

proteasy se presné vazou.

Byl proto vybran nejucinnéjsi z pripravenych metallakarboranovych akompetitivnich
inhibitord HIV proteasy, sloucenina GB-110, a pro tuto molekulu byly vyvijeny néstroje
pro strukturni charakterizaci interagujiciho komplexu enzym - inhibitor. Jako metoda pro
zkoumani interakce byla vybrana spektroskopie elektronové paramagnetické resonance v
kombinaci se specifickym spinovym znacenim proteinu.

Pro spinové znaceni proteinu je vyZadovana pritomnost jediného cysteinového
postranniho Fetézce v molekule proteinu. Technikami molekuldrni biologie byly proto
pripraveny expresni konstrukty, v nichZ byly béZzné se vyskytujici cysteinové zbytky (v

polohach 67 a 95) nahrazeny alaninovymi a soucasné byl na poZadované misto v sekvenci
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proteinu zaveden cystein. Vzhledem k homodimerni povaze enzymu bylo téZ nutno spojit
dvé monomerni jednotky HIV proteasy do jednoretézcového, kovalentné spojeného
dimeru. Pro tyto ucely byl mezi monomerni jednotky pri klonovani vloZen dvoj- nebo
Ctyfaminokyselinovy propojovaci mustek. VeSkeré konstrukty byly pfipraveny jak ve
formé kodujici proteolyticky aktivni enzym, tak ve formé koédujici jeho variantu
inaktivovanou mutaci katalytického aspartatu D25N. Pripraveno bylo tedy celkem dvanact
expresnich konstruktt, Sest z nich (CF-HIV-1, CF*-HIV-1, K55CinCF-HIV-1,
K55CinCF*-HIV-1, K55CinCF-HIV-1 a K55CinCF*-HIV-1) pro jednotlivé monomerni
jednotky a Sest dalSich (TWT-55, TWT-55%, TWT-41, TWT-41*, TWT-CL a TWT-CL¥*)
pro kovalentné spojené dimery HIV proteasy. Spravnost nukleotidové sekvence vsSech

expresnich konstruktti byla potvrzena sekvenovanim DNA.

Aktivni formy kovalentné spojenych dimerti HIV-1 proteasy TWT-55, TWT-41 a
TWT-CL byly heterologné exprimovany v bakteridlnim expresnim systému, renaturovany
a precistény. Podle analyzy SDS PAGE se zda, Ze purifikacni proces byl dostatecné
efektivni pro produkci proteinu v Cistoté odpovidajici dalSimu pouziti vzorku. Celkové
vytézky proteinti pro TWT-55, TWT-41 a TWT-CL byly 3,6, 1,5 a 2,8 mg na litr bakterilni
kultury. Nizsi vytéZek u proteinu TWT-41 patrné vychazi z odliSného zptisobu purifikace, s
chybéjicim chromatografickym krokem, kde bylo vyuZito zahuStovani proteinu pomoci
centrifugacnich zahust'ovacich filtri. Pravé na filtrech patrné dosSlo k nejvétsim ztratam.

Problémem purifikace vSak zlistava autoproteolyticka degradace enzymu.

Pri analyze proteinovych necistot ve vzorcich kovalentné spojenych dimerd HIV
proteasy byly vSechny vyraznéjsi necistoty pravé jako produkty autoproteolyzy enzymu
identifikovany pomoci elektroprenosu. Kovalentné spojené dimery jsou autoproteolyticky
znatelné aktivnéjSi nez bézna HIV-1 proteasa divokého typu a pri dlouhé renaturaci a
neméné dlouhou dobu trvajici purifikaci pomoci chromatografie za pokojové teploty
dochazi k vyraznému autoproteolytickému S$tépeni. ReSenim tohoto problému by mohlo
byt jednak pouZiti vicekrokové dialyzy se zkracenou celkovou dobou renaturace, dale téz
nahrazeni FPLC systému pracujiciho pfi pokojové teploté systémem s chlazenym
kolonovym prostorem a mozna i pridani malého mnozstvi (0,1%) PEG 8000 do pufrd, v
nichz se HIV proteasa nachdzi. V literatufe je toto aditivum popsano jako

autoproteolyticky stabilizator pro proteasu divokého typu.
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Kovalentné spojené dimery HIV proteasy byly kineticky charakterizovany za pouZiti
spektrofotometrické eseje s chromogennim substratem. VSechny purifikované kovalentné
spojené dimery vykazovaly proteolytickou aktivitu v(ci substratu, jejich kinetické
charakteristiky se od charakteristik proteasy divokého typu mirné liSily. U proteasy TWT-
55 (kovalentné spojeny dimer HIV proteasy obsahujici mutace K55C, C67A a C95A) doslo
ke zvySeni hodnoty Michaelisovy konstanty na 1,6-nasobek a sniZeni hodnoty katalytické
konstanty na polovinu. Hodnota katalytické uc¢innosti vyjadfena pomérem k../Kn, tak klesla
priblizné na tfetinu. Pro proteasu TWT-41 (obsahujici cystein namisto lysinu v pozici 41)
pak dosSlo ke sniZeni Michaelisovy konstanty na 80% a soucasnému sniZeni katalytické
konstanty na tfetinu. Katalytickd ti¢innost pro proteasu TWT-41 tak klesla pfiblizné na
polovinu. Pro obé tyto proteasy je moZno zmeény v katalytické ucinnosti vysvétlit
aminokyselinovymi zménami v oblasti pohyblivych chlopni, které se aktivné ucastni
procesu Stépeni substratu. Pozorované zmény kinetickych charakteristik vSak nebrani
vyuziti enzymi jako modelového systému pro studium komplexu inhibitoru GB-110 s HIV
proteasou. Pro proteasu TWT-CL (kovalentné spojeny dimer obsahujici jediny cystein v
oblasti linkeru mezi obéma podjednotkami) byla stanovena pouze Michaelisova konstanta,
jejiZ hodnota oproti protease divokého typu klesla pribliZzné na polovinu. Tento vliv lze
vysvétlit pravdépodobnou stabilizaci dimerni struktury kovalentnim spojenim. Katalyticka
konstanta prozatim nebyla stanovena, nejsou vSak ocCekavany jeji dramatické zmeény
vzhledem k nepfitomnosti mutaci v katalyticky dutleZitych ¢astech sekvence proteasy. Pro
detailnéjsi popis vlivu jednotlivych aminokyselinovych zmén na proteolytickou funkci
enzymu bude tfeba v budoucnu pripravit a kineticky charakterizovat i béZné homodimery

proteas vzniklé z pouZitych monomernich jednotek.

Pro specifické spinové znacni byla vybrana proteasa TWT-55, obsahujici unikatni
cystein v pozici 55. V téZe pozici byla proteasa znacena i ve studiich publikovanych v
literatufe (zde vSak jako na obou monomerech znaceny dimer). Spinova znacka MTSL
byla pridana v padesatinasobném molarnim nadbytku. Protokol pro spinové znaceni byl
oproti publikovanym pracem znacné zkracen z diivodu minimalizace autoproteolyzy, na
efektivitu znaceni vSak tento krok zdanlivé nemél vliv, jak je moZno vidét z analyzy
hmotnostni spektrometrii. PfekdZkou pro znaCeni naopak byla pritomnost zbytkd 2-
merkaptoethanolu, které se nepodarilo odstranit pri prevodu proteinu mezi uchovavacim

pufrem a pufrem pro znaceni. Z rentgenovych stuktur, jeZ byly pro HIV proteasu vyreSeny
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v laboratofi Dr. Pavliny Rez4cové, je ndm zndmo, 7e merkaptoethanol v nékterych
pripadech kovalentné modifikuje cysteinové postranni fetézce enzymu. Ackoli bylo
oCekavano, Ze vazba spinové znacky by méla tuto kovalentni modifikaci rozrusit, ziskané
vysledky ukazuji, Ze se tak nedé&je. ReSenim tohoto problému by mohlo byt pfidani protein
nemodifikujiho efektivniho redukcniho cinidla, napfiklad TCEP, ke smési proteinu tésné

pred pfevodem do pufru pro znaceni pomoci odsolovaci chromatografie.

Specificky spinové oznaceny protein byl pouZit pro méfeni spektroskopie elektronové
paramagnetické resonance v rezZimu fixni frekvence. Spektralni linie vzorku proteinu jsou
oproti volné spinové znacce v roztoku znatelné rozSifeny, coZ naznacuje anizotropii v
pohybu spinové znacky, s nejvyssi pravdépodobnosti zptisobenou vazbou na protein. Jako
kontrola bylo zméfeno spektrum rozpoustédla odebraného ze vzorku pfi zahustovani, které
prochézi zahuStovaci membrénou jako odpad. I v rozpoustédle byl zaznamenan EPR
signal, avSak znatelné mensSi neZ signal znaceného proteinu. Vzorek proteinu tedy
obsahoval i urcitou frakci neodstranéné znacky volné se pohybujici v roztoku. Pro oba
vzorky byla metodou porovnani dvojnych integrali s roztokem standardu spinové znacky
stanovena koncentrace spinové znaCky ve vzorku. Pro vzorek proteinu Cinila koncentrace
¢ =2,0.10° M, pro okolni rozpoustédlo pak ¢ = 1,0 .10° M. Po odecteni téchto hodnot pak
koncentrace spinové znaCeného proteinu ¢inila ¢ =1,9.10° M. Po porovnani hodnoty s
koncentraci celkového proteinu stanovenou dle Bradfordové lze zjistit, Ze bylo spinové
oznaceno priblizné 80% proteinu. Spinové oznaCeny protein by mél byt v budoucnu pouZit
pro strukturni charakterizaci komplexu inhibitoru GB-110 s HIV proteasou. Pro tuto
aplikaci by mohla jisty problém predstavovat na protein nenavazana znacka vyskytujici se
volné v rozpousStédle. Pro jeji odstranéni by proto bylo vhodné pouzit efektivnéjsi

chromatografické odsolovani.

Pro strukturni charakterizaci komplexu inhibitoru GB-110 s HIV proteasou byl také
navrZzen analog inhibitoru GB-110, ve kterém byl diamagneticky ion kobaltu
komplexovany karboranovymi klecemi ve struktufe inhibitoru nahrazen paramagnetickym
iontem Zeleza. Pro posouzeni efektu této zamény byl stanoven mechanismus inhibice
modifikovaného inhibitoru vii¢i HIV-1 protease divokého typu. V mechanismu inhibice i
inhibi¢ni ucinnosti nebyla pozorovana oproti inhibitoru piivodnimu Zadna zavazna zmeéna.
Paramagnetické Zelezo v molekule inhibitoru tak umozZni sledovani vazby latky GB-110 na

HIV proteasu pomoci EPR spektroskopie.
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7. Z.aver

* Bylo navrzeno a vytvoreno dvandct expresnich konstruktti kédujicich modifikované

HIV proteasy urcené pro specifické spinové znaceni a analyzu EPR spektroskopii.

* Pét modifikovanych HIV proteas bylo exprimovano v bakteridlnim expresnim
systému Escherichia coli. Byla izolovana inkluzni téliska a proteiny byly
precistény. Vytézek proteini cinil 3,6; 1,5; 2,8, 0,1 respektive 3,3 mg na litr
bakterialni kultury.

» Tr¥i kovalentné spojené proteasy byly kineticky charakterizovany. Ackoli u dvou
z nich dosSlo ke sniZeni katalytické ucCinnosti, ta zistala dostateCna pro pouziti
enzymli jako modelového systému pro charakterizaci jeho komplexu s

akompetitivnim inhibitorem GB-110.

* Jedna mutantni proteasa (TWT-55, kovalentné spojeny dimer enzymu se zavedenim
unikatnim cysteinem v poloze 55) byla specificky spinové oznacena, pfitomnost

spinové znacky byla potvrzena hmotnostni spektrometrii.

* Bylo zméfeno EPR spektrum spinové oznacené proteasy TWT-55, spektrum neslo

znaky charakteristické pro zménu vlastnosti znacky vyvolanou vazbou proteinu.

* Byla stanovena koncentrace spinové oznaceného proteinu a efektivita spinového

znaceni. Oznaceno bylo ptiblizné 80% proteinu.

* Pro EPR méfeni byl navrZen analog inhibitoru poskytujici signal pfi EPR méfeni,

modifikace neméla vliv na inhibi¢ni charakteristiky molekuly.
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8. Seznam zkratek

AIDS

AMP
bp
BSA
CA
CCD
CCR5
CD
CD4+
CD8+
CFP
CXCR4
DOC
DNA
DSC
EC

E. coli
EDTA
Env
env
EPR
FDA
FPLC
FRET
FT
Gag
gag
Gag-Pol
GRID

HAART
HIV
ICso

IgG

IN
IPTG

syndrom ziskaného selhani imunity

(z angl. acquired immunodeficiency syndrome)

ampicilin

par bazi

hovézi sérovy albumin (z angl. bovine serum albumine)

kapsidovy protein

charge-coupled device

C-C chemokinovy receptor typu 5

cirkularni dichroismus

diferenciacni skupina 4 (z angl. cluster of differentiation 4)

diferenciacni skupina 8 (z angl. cluster of differentiation 8)

azurovy fluorescencni protein (z angl. cyan fluorescence protein)

C-X-C chemokinovy receptor typu 4

deoxycholat sodny

deoxyribonukleova kyselina

diferen¢ni skenovaci kalorimetrie

Cislo EC (z angl. Enzyme Commision number)

Escherichia coli

etylendiamintetraoctova kyselina

povrchovy polyprrotein

gen pro povrchovy polyprotein

elektronova paramagneticka resonance

americky tifad pro potraviny a lé¢iva (z angl Food and Drug Administration)
fast protein liquid chromatogrphy

ForsterGv resonancni prenos energie

Fourierova transformace

strukturni polyprotein

gen kddujici strukturni polyprotein

polyprotein vznikly "pro¢tenim se" ribosomu mezi ¢tecimi ramci gag a pol

s homosexualitou spojeny syndrom imunitni nedostatecnosti (z angl. Gay related
immunodeficiency)

vysoce aktivni antiretrovirova terapie (z angl.highly active antiretroviral therapy)
virus lidské imunitni nedostatecnosti (z angl. human immunodeficiency vurus)
koncentrace inhibitoru pro dosaZeni 50% inhibice enzymové reakce
imunoglobulin G

integrasa

isopropyl-p-D-thiogalaktopyranosid
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ITC
K.
KAN
Kp
Keat
Kum
Kot
Kon

LB
LTR

MA
MALDI
MES
MTSL

MWCO
NC
Nef
nef
NMR
NNRTI
NRTI
OD
PAGE
PBS
PCR
PEG
PMSF
pol
PR
Rev
rev
RNA
RT
RT

ru
SDS
SPR

isotermalni titra¢ni kalorimetrie

rovnovazna asociacni konstanata

kanamycin

rovnovazna disociacni konstanta

katalytickd konstanta enzymu

Michaelisova konstanta

rychlostni konstanta disociace

rychlostni konstanta asociace

inhibi¢ni konstanta

lysogenni médium (z angl. lysogeny broth, téZ Luria-Bertani broth)
useky dlouhych koncovych opakovani v provirové DNA (z angl. long  terminal
repeat

matrixovy protein

matrici zprostfedkovand laserova desorpcni ionizace
2-(N-morpholino)ethansulfonova kyselina
S-(2,2,5,5-tetramethyl-2,5-dihydro-1H-pyrrol-3-yl)methyl methanesulfonothioate)
limit molekulovych hmotnosti (z angl. molecular weight cut off)
nukleokapsidovy protein

negativni regulacni faktor

gen pro negativni regulacni faktor

nukledrni magneticka resonance

nenukleosidové inhibitory reversni transkriptasy

nukleosidové inhibitory reversni transkriptasy

opticka hustota (z angl. optical density)

polyakrylamidova gelova elektroforesa

fosfatovy pufru (z angl. phosphate buffer solution)

polymerasova fetézova reakce (z angl. polymerase chain reaction)
polyethylenglykol

fenylmethylsulfonylfluorid

gen koédujici funkcni polyprotein funkcnich enzymi viru

proteasa

regulator exprese virionu

gen pro regulator exprese virionu

ribonukleova kyselina

reversni transkriptasa

pokojova teplota (z angl. room temperature)

relativni jednotka fluorescence

dodecylsulfat sodny

resonance povrchového plasmonu (z angl. surface plasmon resonance)
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Tat

tat

TBS
TCEP
TEMED
TEMPO
™

ToF
TRIS
TWT

SuU
UACH
UK
UOCHB
uv
Vif

vif
VIS
Vinax
Vpr
vpr
Vpu
vpu
YFP

Transaktivator transkripce

gen kodujici transaktivator transkripce

Tris-pufr (z angl. Tris buffer solution)
tris(2-karboxyethyl)fosfin
N,N,N',N'-tetramethylendiamin
(2,2,6,6-Tetramethylpiperidin-1-yl)oxyl
transmembranovy protein

Cas letu (z angl. time of flight)
tris(hydroxymethyl)aminoethan

kovalentné spojeny dimer HIV proteasy divokého typu
(z angl. tethered wild type)

povrchovy protein

Ustav anorganické chemie Akademie véd Ceské Republiky
Universita Karlova

Ustav organické chemie a biochemie Akademie véd Ceské Republiky
ultrafialova oblast elektromagnetickéhi zareni

virovy faktor infektivity

gen kddujici virovy faktor infektivity
elektromagnetické zareni viditelné oblasti

limitni rychlost enzymové reakce

virovy protein R

gen kodujici virovy protein R

virovy protein U

gen kddujici virovy protein U

Zluty fluorescencni protein (z angl. yellow fluorescent protein)
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