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Seznam pouzitych zkratek

AIDS syndrom ziskaného selhani imunity

APS peroxodisiran amonny

CA kapsidovy protein viru HIV

CAcmo C —terminalni doména kapsidového proteinu
CAnTD N —terminalni doména kapsidového proteinu
CAl kapsidovy inhibitor skladani viru

CBB Coomassie Brilliant Blue

CCR5 chemokinovy koreceptor

CD4 receptor pomocnych T — lymfocyt(

CXCR4 chemokinovy koreceptor

DNA deoxyribonukleova kyselina

DSC diferencidlni skenovaci kalorimetrie

Gag polyprotein viru HIV

Gag — Pol polyprotein viru HIV

HIV virus lidské imunitni nedostatecnosti
ITC isothermalni titracni kalorimetrie
MHR hlavni homologni region

NMR nuklearni magneticka resonance

oD optickd hustota

RNA ribonukleova kyselina

RPM pocet otacek za minutu

SDS dodecylsiran sodny

SDS — PAGE  elektroforéza v prostredi SDS



Abstrakt

Interakce protein( s vazebnymi partnery se vyskytuji u vSech Zivych organismd,
takrka ukazdého bunécného procesu. Studium proteinovych interakci proto tvofi
vyznamnou c¢ast biochemického vyzkumu. Ukazuje se, Ze jeSté cennéjsi, nez ziskani
rovnovaznych konstant téchto déjd, je uréeni hodnot jednotlivych energetickych slozek,
tedy zmén enthalpie a entropie. Pro termodynamickou analyzu vzniku komplexu
vazebnych partnerl, tedy pro urceni hodnot zmén entropie a enthalpie, Ize vyuZit
isothermalni titracni kalorimetrii (ITC). Mikrokalorimetrie se tak stdva dulezitou

optimalizacni technikou pfi vyvoji novych |écCiv, napfiklad protivirovych latek.

Pfestoze je virus HIV znamy pres 30 let, intenzivni vyzkum nepfinesl ani vakcinu
ani lék, ktery by trvale vylécil pacienty. Bylo schvaleno jiz 26 1ék{, z nichz vétsina cili virové
enzymy reversni transkriptasu a proteasu. Antiretroviralni |é¢ba brani mnozeni HIV a
udrzuje v chodu imunitni systém, avSak dlouhodobé uzZivani vede k resistenci vUci
farmakdm, ktera je zplisobena mutacemi v cilovych proteinech. Jeden z pomérné novych
cilG terapeutického zasahu je formovani kapsidy pfi vzniku novych virion(. Pfi skladani
kapsidy dochazi k mnoha protein — proteinovym interakcim, které jsou nezbytné pfri

tvorbé infekénich virovych castic.

Jako ucinny inhibitor skladani kapsidy in vitro byl objeven peptid CAl, ktery se
vaze na C —termindlni doménu kapsidového proteinu. V ramci této bakalarské prace byla
provedena pomoci ITC termodynamicka analyza vazby CAl na kapsidovy protein a také
jeho mutantni variantu CA Y169A. Pravé tyrosin v pozici 169 se podili na vazbé peptidu, a
proto by tato bodovd mutace v sekvenci kapsidového proteinu méla mit za ndsledek
zmény termodynamickych parametri vzniku komplexu oproti komplexu CAI

s nemutovanym kapsidovym proteinem.

Klicovd slova: isothermalni proteinovd mikrokalorimetrie; disociaéni konstanta;

protein — proteinové interakce; kapsid HIV; sklddani virovych ¢astic



Abstract

The interactions of proteins with their binding partners occur in every living
organisms, in almost every cell process. Therefore the exploration of protein interactions
forms significant part of biochemical research. It appears that even more valuable
information than the value of equilibrium constants of these interactions is determination
of individual energy components — changes in enthalpy and entropy. Thermodynamic
analysis by isothermal titration calorimetry (ITC) can determine the changes in entropy
and enthalpy caused by formation of complex of binding partners. Microcalorimetry is
also an important optimization technique in development of new drugs, for example

antiretrovirotics.

Despite HIV is a virus known for over 30 years, intensive research has neither
brought vaccine nor drug that would permanently cure patients. Already 26 drugs were
approved, most of them target viral enzymes reverse transcriptase and protease.
Antiretroviral treatment prevents the propagation of HIV and maintains immune system,
but long — term use leads to resistance against drugs, which is caused by mutations in the
target proteins. One of relatively new targets of therapeutic intervention is capsid core
formation of during assembly of new virions. During the assembly many protein — protein

interactions take place, which are necessary for production of infectious virions.

Peptide CAIl, that binds to the C—terminal domain of capsid protein, has been
identified as an effective inhibitor of HIV assembly in vitro. Within this bachelor thesis
thermodynamic analyses of CAl binding to the capsid protein and its mutant variant
CA Y169A were performed by ITC. The tyrosine at position 169 is involved in binding to
the peptide, so this mutation in sequence of the capsid protein should lead into the
changes in thermodynamic parameters of complex formation when compared to the

capsid protein without mutations. (In Czech)

Key words: isothermal protein microcalorimetry; dissociation constant; protein —

protein interactions; HIV capsid; viral particle assembly



1. Uvod

1.1 Mikrokalorimetrie

Kalorimetrie je fyzikalni methoda, kterd je pouZivana jiz od 17. stoleti a ktera
charakterizuje tepelné zabarveni ptirodnich déju [1]. Pomoci této techniky lze studovat
biologické molekuly a jejich vzajemné interakce [2]. JelikoZz je v mikrokalorimetrii
vzhledem k méfenému mnoistvi tepelnych zmén nutnd vysokda citlivost kalorimetrq,
vyrazny rozvoj této védecké discipliny nastal az v druhé poloviné 20. stoleti, kdy doslo
k velkému pokroku v elektronickém primyslu, vyvoji materiald a technologiich, které

snimaji teplotu.

ITC (z angl. isothermal titration calorimetry) a DSC (z angl. differential scanning
calorimetry) jsou mikrokalorimetrické techniky, které se dnes béiné vyuZivaji
v biochemické laboratofi [3]. Jelikoz cilem této bakaldiské prace je charakterizace
interakce protein — peptid a ke studiu vzniku komplexu biomolekul se vyuziva ITC, bude

dale popsana pouze tato methoda.

1.1.1 ITC (isothermadilni titracni kalorimetrie)

ITC je methoda, kterd méri tepelnou zménu pfi tvorbé komplexu zkoumanych
molekul za konstantni teploty [3]. Pfi experimentu je roztok ligandu titrovan do roztoku

makromolekuly. Proces tvorby komplexu popisuje nasledujici rovnice:
M+L2ML (D
kde M oznacéuje makromolekulu, L ligand a ML vytvoreny komplex.

Termodynamické parametry, které popisuji tvorbu komplexu, jsou stechiometrie
interakce ligandu a makromolekuly (n), rovnovdina asociacni konstanta (K,), zména
Gibbsovy volné energie (AG), zména enthalpie (AH), zména entropie (AS) a zména
tepelné kapacity vazby (ACp) [4]. PFi jednom mérfeni lze pfimo ziskat hodnoty asociacni

konstanty, stechiometrie interakce a zmény enthalpie.



Zacatkem vétsiny termodynamickych studii je experimentdlni uréeni rovnovazné
asociacni konstanty (K,) [2]. Definice rovnovdiné asociacni konstanty (K,) je uvedena
v nasledujici rovnici:

Ko = [ML]/([M] - [L]) (2)

kde [ML] vyjadfuje rovnovainou koncentraci komplexu, [M] koncentraci

makromolekuly a [L] koncentraci ligandu. Hodnota rovnovéazné asocia¢ni konstanty (K,)
je prevracenou hodnotou rovnovazné disociani konstanty (K;), ktera je ¢astéji uzivanym

vyrazem.

Zménu Gibbsovy volné energie (AG) je moiné vypocitat podle standardniho

termodynamického vztahu:
AG=—-R-T-InK, 3)

kde T je hodnota absolutni teploty v Kelvinech a R je univerzalni plynova

konstanta.

Zménu entropie (AS) pak Ize dopocitat podle zdkladniho termodynamického

vztahu, uvedeného v ndsledujici rovnici:
AG =AH —T-AS 4)
Definice zmény tepelné kapacity vazby (ACp) je uvedena timto vztahem:
AC, = d(AH)/dT (5)

K urceni zmény tepelné kapacity vazby (ACp) pomoci ITC je proto nezbytné

provést titracni experimenty pfi vice teplotach.
1.1.1.1 Technické aspekty ITC

Soucdsti mikrokalorimetru jsou dvé identické cely (obvykle o objemu 0,5 — 1,5
ml), které jsou vyrobeny z materidlu se znacnou tepelnou vodivosti (napf. zlato, slitina
niklu, molybdenu a chromu — Hasteloy, slitina tantalu a wolframu — Tantaloy 61) [4].
V prvni, méfici cele, je roztok makromolekuly, do které je béhem experimentu titrovan

roztok ligandu pomoci automatické byrety. Druhd, referencni cela, obsahuje pufr nebo
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vodu. Obé cely jsou umistény v adiabatickém plasti. Teplotni rozdily mezi obéma celami a

také mezi celami a plastém snimaji citlivé termoclanky.

Zakladni schéma kalorimetru, pomoci néhoZz jsou uréeny termodynamické

parametry sledované reakce, je uvedeno na Obrdzku 1.

ohrivac
BhETGEE meéfrici cely
referencni I
cely

referencni cela mérici cela

Adiabaticky plast’
Obrdzek 1: Schéma ITC kalorimetru. Upraveno podle [4].

Pfi interakci ligandu s makromolekulou teplo bud' vznika, nebo se spotfebovava,
popfipadé k tepelné zméné nedochazi. Podle charakteru interakce je pak elektrickému
obvodu s ohfivacem méfici cely bud dodadna, nebo odebrana elektrickd energie
k zachovani stejné teploty, kterou ma referencni cela. Zavislost vykonu na ¢ase pfi

udrzovani stejné teploty v obou celdch poskytuje pfima vystupni data experimentu.

Prestoze je ITC vysoce citliva methoda vzhledem k presnému méreni teploty, ma
i své limity. Pokud je hodnota asocia¢ni konstanty velmi vysoka nebo naopak velmi mal3,
nelze ji ur¢it pomoci ITC z jednoho méreni [3]. V pfipadé velmi vysoké K, vsak Ize presné
urcit enthalpickou zménu. Pokud se makromolekula v méfici cele nejdfive navaze na jiny
ligand, ktery ma nizkou hodnotu asociacni konstanty a az poté je tento slaby komplex
titrovan ligandem, ktery ma vysokou hodnotu asocia¢ni konstanty, dochazi ke

kompetitivni interakci a naslednym prepoctem lIze urcit hodnotu K, silné interakce [5].
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Dalsim limitem methody je vysokd spotieba interagujicich latek. Pfi méfeni ITC je
nutné pouZit koncentraci biomolekuly v reakéni cele dle vztahu popsaného v Rovnici 6, ve
kterém parametr C predstavuje bezrozmérnou hodnotu, ktera charakterizuje vazebnou

isotermu [6].
C=n-K,-[M] (6)

Podle zkuSenosti z analyz dat je zapotfebi, aby hodnota C byla v idedInim pfipadé
mezi 1-500 [2]. Vpraxi to znamend, Ze pokud je stechiometrie interakce 1:1 a
K,=10°M™", co? predstavuje stfedné silnou interakci, méla by byt koncentrace
makromolekuly v cele v rozmezi 10 uM — 5 mM. Pokud je objem méfici cely 1,5 ml, pak je
v kazdém experimentu spotfebovano 15 nmol — 7,5 umol biomolekuly, coz mlze byt u

vzacnych, nestabilnich nebo Spatné rozpustnych biomolekul problém.
1.1.1.2 Zména enthalpie

Hodnota zmény ethalpie, ziskana pti experimentu, odpovida celkovému teplu,
které je uvolnéno nebo spotfebovano pfi vzniku komplexu [3]. K enthalpické zméné
nejvice prispivaji vodikové vazby, elektrostatické a van der Waalsovy interakce. Dochazi
pfitom kustaveni rovnovahy mezi tvorbou novych interakci mezi ligandem a
makromolekulou a interakcemi, které tvofi molekuly rozpoustédla se samostatnym
ligandem (popr. sesamostatnou makromolekulou). K experimentdlnimu popsani
enthalpického prispévku téchto nekovalentnich vazeb bylo vyuZito predevSim umélé
vnaseni bodovych mutaci, napf. odebrani uritych vodikovych vazeb cilenou zaménou

aminokyselin, které byly zodpovédné za interakci [7].

Dalsim pfispévkem enthalpické zmény je reorganizace rozpoustédla pfi
experimentu [3]. U sledovanych molekul dochazi k desolvataci polarnich skupin, které
jsou zodpovédné za vazbu. Tato desolvatace je pro vazbu sama o sobé nepfizniva, presto
v nékterych vysoce rozlisenych krystalovych strukturach komplex( Ize spatfit molekuly
vody, které mohou zlepSit komplementaritu interagujicich molekul [8].
Z mikrokalorimetrickych srovnani zmén enthalpie vazeb rGznych molekul v H,O a D,0

navic vyplyva, Ze prispévek reorganizace rozpoustédla maze byt znacny [9].
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Celkovou zménu enthalpie systému ovliviuji také nespecifické pfrispévky [3].
Jedna se predevsim o rozpoustéci teplo ligandu, ktery je titrovan do méfici cely. Je proto
nezbytné vidy provadét kontrolni experiment, kdy je ligand titrovan do méfici cely, ve
které je pouze pufr, a ziskané rozpoustéci teplo se odecita od tepelného zabarveni, které
se ziskava pfi tvorbé komplexu. DalSim nespecifickym pfispévkem muze byt smichani
dvou pufrl o nepatrné rozdilném sloZeni, a proto je také nutna peclivost pfi pfipravé

roztokd.
1.1.1.3 Zména entropie

Stejné jako enthalpicky faktor ma i zména entropie béhem vzniku komplexu vice
prispévkl. Interpretace zmény entropie ale neni tak jednoduchd jako u zmény enthalpie
[2]. Entropie je obvykle jednoduse definovana jako stavova funkce, kterd vyjadfuje miru
neusporddanosti systému. Tento popis se mizZe pouZit na Urovni atomu, kdy Ize porovnat
usporadanost systému za volného a vazaného stavu. V pripadé biomolekul je vSak situace
slozZitéjsi. Jasné je, Ze béhem seskupovani dvou (nebo i vice) biomolekul je nutna urdita
mira usporadanosti. Pfi vazbé ale dochazi k uvolnéni molekul rozpoustédla z vazebnych

mist interagujicich molekul, coz ma naopak za nasledek zvySeni neusporadanosti systému.

Pfiznivd zména entropie pfi interakci je tedy viceznaéna, ale hlavni spojitost ma s
“pohtbenim” hydrofobnich ¢asti biomolekul do komplexu [10]. Na povrchu hydrofobnich
Casti totiz mohou molekuly vody tvofit i nékolik vrstev, a proto jejich uvolnéni ma znacny
vliv na celkovou zménu entropie systému. Nepfiznivy prispévek k entropické zméné
pochazi z poklesu stupnd volnosti oproti volnému stavu, predevsim snizenim pohyblivosti

postrannich fetézcl ve vazebném misté [3].
1.1.1.4 Zména tepelné kapacity vazby

Zména tepelné kapacity vazby pochdzi ze zmény stupné hydratace povrchu
volnych a vazanych molekul [11]. V mensi mife je zména tepelné kapacity vazby ovlivnéna
zménami v molekulovych vibracich. Z toho je patrné, Ze zména tepelné kapacity vazby ma
uzky vztah ke zméné entropie. Hodnota AC,, je teméF vzdy negativni, pokud se vznikly
komplex bere jako referencni stav [3]. Jinymi slovy tento komplex ma mensi hodnotu

tepelné kapacity nez soucet jednotlivych volnych slozek komplexu.
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Pro urCeni AC, se provadi titrace pfi vice teplotach, poté je dle Rovnice 5 (str. 10)
sestrojen graf a ze smérnice prolozené primky zdvislosti AH na T je uréena hodnota
zmény tepelné kapacity. JelikoZ jsou tyto vynosy linedrni v rdmci experimentalni chyby,
ukazuje se, ze je AC, nezavisla na teploté [3]. Z této nezavislosti na teploté Ize usuzovat,
Ze nedochazi ke zméné ani interagujicich ¢asti molekul, ani molekulovych vibraci mezi

komplexem a volnymi molekulami ve zvoleném teplotnim rozmezi.

Spojeni dvou proteinli do komplexu lze pfirovnat ke skladani samostatného
proteinu. V obou pfipadech spolu znac¢na ¢ast polarnich a nepolarnich skupin interaguje,
¢imZ se méni stupen povrchové hydratace. Byly vytvoreny semiempirické methody, které
jsou urceny k vypoCtu AC, ze zmeny vodou dostupného povrchu pfi skladani proteinu,
popfipadé pfi interakci protein [12]. Dobry vysledek je vSak dosaZzen pouze u interakci,
které maji povahu zamek — kli¢ nebo u interakci, u kterych nedochazi k vyrazné zméné
konformaci molekul. Vypocet zmény tepelné kapacity vazby je navic mozny pouze u

biomolekul, které maji experimentalné uréenou prostorovou strukturu.
1.1.1.5 Vliv protonace

Pokud je tvorba komplexu biomolekul doprovazena zménami v protonaci
systému, zmérfend zména enthalpie (AH.) obsahuje kromé vazebné enthalpie (AH)
prispévek, ktery odpovida ionizac¢ni enthalpii pufru (AH;), ve kterém je méfeni provadéno

[1]. Zméfena zména enthalpie v tomto pfipadé je uvedena v nasledujici rovnici:
AH, = AH + ny+ - AH; (7)

kde ny+ znali pocet proton(, které se Gcastni interakce. Hodnota AH; mize byt
uréena pomoci ITC, vétSina bézné vyuzivanych pufrl jiz vsak ma AH; tabelovanou [13]. Pfi
znalosti ionizacni enthalpie pufru lze urcit pocet vyménénych protonl tak, Ze se
experiment provede alespon ve dvou pufrech o rozdilné AH;, avSak stejném pH. Smérnice
prolozené primky z grafu zavislosti AH, na AH; (dle Rovnice 7) udava pocet vyménénych

protond a praseéik s osou y uréuje enthalpicky pfispévek (AH).

Pfi kazdém experimentu je nutné provést méreni ve dvou pufrech a stejném pH.

Pokud je hodnota AH. vobou pfipadech stejnd, nedochdzi pfi interakci k vyméné
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proton(. V opacném pripadé jde o jasny znak zmény protonace v systému, a tedy pro

ziskani AH je nutna titrace v dalSim pufru.
1.1.1.6 Optimalizace vazby a kompenzace entropickych a enthalpickych zmén

PFi optimalizaci vazby biomolekul je cilem dosahnout vyssi hodnoty asociacni
konstanty. Velmi vysoké afinity Ize dosahnout pouze kombinaci pfiznivych enthalpickych i

entropickych prispévkl [14]. Souéasné dosazZeni priznivéjSich AH a AS je ale naroc¢né.

Optimalizace enthalpického prispévku je slozitd sama o sobé, jelikoz k nému
kladné pfispivd tvorba vodikovych vazeb a van der Waalsovych interakci a zaroven
negativné desolvatace polarnich skupin [15]. Jestlize se pfidanim polarni skupiny dosdhne
vzniku nové vodikové vazby, nese ssebou tato zména negativni prispévek kvali
desolvataci dalsi polarni skupiny. Aby byla desolvataéni negativni zména enthalpie
prevysena, je nutna presna geometrie u van der Waalsovych interakci a pfesny uhel a
vzddlenost u vodikovych vazeb. Cileny vyvoj léka podle struktury neni v dnesni dobé
dostatecné ucinny a enthalpickd optimalizace trvd mnoho let, jako napfiklad u inhibitor(
proteasy viru HIV (z angl. human imunnodeficiency virus; kapitola 1.1.2.1) [16]. Pokud je
presto dosazeno ptiznivéjsi enthalpie vazby, ¢asto dochazi ke kompenzaci v entropickém
prispévku a nedochazi tak k vyraznému zvySeni vazebné konstanty. Nepfizniva entropicka

kompenzace je zplsobena kombinaci konformacnich efektl a vlivu rozpoustédla [17].

Naproti tomu optimalizace entropického pfispévku je mnohem jednodussi a
neprojevuje se tak vyznamnou nezddouci enthalpickou kompenzaci [15]. JelikoZz je AS
urcena hlavné priznivou desolvatacni slozkou, kterda je zplsobena uvolnénim molekul
vody z povrchu interagujicich latek, a nepfiznivou konformaéni slozkou, kterd je
zpUsobena omezenim stupnd volnosti ligandl, nejjednodussi optimalizace spociva
ve zvySeni hydrofobicity léciva. Nicméné tato strategie vede kvyraznym prekazkam,
pokud chceme dosahnout velmi vysoké afinity [17]. LéCiva jsou poté malo rozpustna, coz
ve vysledku zpUsobuje Spatnou biodostupnost. Nepriznivou konformacni slozku lze snizit
pridanim funkcnich skupin, které maji podobné konformacni moznosti jak ve volném, tak
v navazaném stavu, ¢imZ nedojde ke sniZeni poctu stupni volnosti po navazani na cilovou

molekulu [18].
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1.1.2 Vyuziti mikrokalorimetrie pFi vyvoji lIéCiv

K vyvoji Uspésné strategie molekuldrniho navrhu farmak je velmi dllezité presné
urcit termodynamické parametry vazby lé¢iva na cilovou molekulu. Proteasa viru HIV je
dllezitym terapeutickym cilem kvli jeji klicové roli pfi maturaci viru. Pfi klinickém uzivani
proteasovych inhibitord se vSak objevuji kmeny viru, které vykazuji resistenci [19]. Mensi
proto je zadouci vyvoj adaptivnich inhibitor(, které jsou ucinné i vici mutantnim kmenim

HIV.

Rozsifenou strategii ve farmaceutickém vyzkumu je vyvoj vysoce hydrofobnich
ligandl s omezenou konformacni variabilitou [20]. Vazba takovych molekul je entropicky
fizena a Casto je doprovazena nepriznivou enthalpickou zménou. JelikozZ je vSak struktura
ligandl rigidni, neumoznuje adaptaci na konformacni zmény vazebného mista, které jsou
konstanty o tfi fady, zatimco hodnota K,,, (Michaelisova konstanta) pro substrat se zvysila
pouze o jeden fad [21]. Pro optimalizacni proces jsou vSak vyhodnéjsi slouceniny, jejichz
vazba na cilovou molekulu je fizena enthalpicky [20]. V takovém pripadé je totiz vidy
mozné snizit hodnotu disociacni konstanty pfidanim hydrofobnim skupin nebo omezenim

konformacni pohyblivosti ligandu.

Jelikoz ma Gibbsova volna energie enthalpicky a entropicky pfispévek, je mozné
dosdhnout stejné hodnoty AG mnoha kombinacemi AH a AS (Rovnice 4, str. 10). Na
Obrdzku 2 (str. 17) je uvedena zdvislost enthalpického pfrispévku na entropickém
prispévku pro stejnou hodnotu AG (dle vztahu v Rovnici 3, str. 10, tedy i stejnou hodnotu
K,, respektive K;) [18]. Graf lIze rozdélit na Sest ¢asti podle vychoziho bodu, ktery je
znazornén modfre. Pfi optimalizaénim procesu se do grafu vynasi dalsi body novych
ligandl podle jejich termodynamickych parametrd, ziskanych pomoci ITC. Pokud novy
ligand spadd do segmentu | nebo Il, znamena to, Ze entropicky pfispévek je pfiznivéjsi,
aviak enthalpicky prispévek nepfiznivéjsi oproti vychozimu stavu. Cast grafu Ill odpovida
slouceninam, které maji oba pfispévky horsi nez pivodni molekula, region VI naopak znaci
zlepseni vazby obéma parametry. Do segmentl IV a V patfi ligandy s priznivéjsim

enthalpickym prispévkem, zatimco entropicky pfispévek je nepftiznivéjsi [22].
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Obrdzek 2: Optimaliza¢ni graf pro ITC. Modry bod oznacuje vychozi slouceninu pro
optimalizaci. VSechny body na plné ¢are maji stejnou hodnotu Gibbsovy volné energie.

BliZSi popis je uveden v textu. Upraveno podle [22].

V regionech |, IV a Vjsou ligandy, které maji niz§i hodnotu Gibbsovy volné
energie (nizsi hodnota disocia¢ni konstanty), a proto jsou kandidaty na dalsi optimalizacni
proces. Naopak slouceniny ze segmentu Ill nejsou vhodné pro dalsi optimalizaci, ale
podavaji dulezitou informaci o tom, které chemické modifikace zpusobuji nepfiznivéjsi
zménu Gibbsovy energie. Pro dalsi optimalizaci sloucenin z ¢asti grafu Il a IV je nutné
prekonat kompenzaci enthalpickych, respektive entropickych zmén. Cilem

optimalizacniho procesu je dostat nové ligandu do segmentu VI na grafu [22].

1.1.2.1 Inhibitory proteasy viru HIV

Klinicky uZivané inhibitory prvni generace (indinavir, ritonavir, saquinavir,
nelfinavir) se vazou na proteasu viru HIV s vysokou pozitivni entropickou zménou. Naopak

zména enthalpie vzniku komplexu je nepfizniva, kromé ritonaviru, u kterého je mirné
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pfizniva ( — 2,3 kcal/mol; ITC) [23]. Tyto vysledky naznaduji, Ze interakce mezi proteasou a
inhibitory nejsou dostatecné silné na to, aby prekonaly nepftiznivou, desolvatacni
enthalpii. Zména Gibbsovy energie pfi vazbé na proteasu bez mutaci je v rozmezi hodnot
od — 12,4 do — 13,7 kcal/mol, coZ odpovidd hodnotam disociacni konstanty priblizné od
100 do 750 pM (ITC) [24]. Nékteré mutace v protease ale zpUsobuji zvyseni disociacni
konstanty o 2 — 3 fady, coz je zplsobeno témér vyhradné neptiznivéjsi hodnotou zmény
enthalpie oproti nemutované protease. Toto snizeni afinity odpovida poklesu

v enthalpickém pfispévku pfiblizné o 2,5 kcal/mol [25].

JelikoZ dochazi k resistenci viru vici farmakdm, hlavnim cilem pfi vyvoji novych
inhibitor(l je najit slouceniny, které jsou uc¢inné i proti mutantnim kmendm HIV a méné
nachylné k efektlim, které vyvolaji nové mutace v molekule proteasy. Dale bylo snahou
omezit peptidovy charakter inhibitorl, a tim zvySit jejich stabilitu a zlepsit
farmakokinetické vlastnosti. Tyto slouceniny jsou nazyvany “proteasové inhibitory druhé
generace”. Klinicky uZivané inhibitory druhé generace jsou amprenavir, lopinavir,
atazanavir a darunavir. Jednim zexperimentalnich inhibitord druhé generace je
sloucenina ozna¢ovand KNI — 764. Na rozdil od inhibitort prvni generace pfispiva k vazbé
srovnatelné jak entropicky, tak enthalpicky prispévek, ¢imz je dosazeno velmi vysoké
afinity. Zmérena disociacni konstanta je 32 pM (ITC) [26]. Mutace, které zpUsobily u prvni
generace inhibitord pokles az o 3 rady, vyvolaly u vazby KNI - 764 sniZzeni hodnoty
disocia¢ni konstanty pouze 26 —krat [26]. | pfes tento pokles v afinité KNI —764 stale
inhiboval mutantni typ proteasy HIV G¢innéji, nez inhibitory prvni generace proteasu bez

mutaci.

Princip zachovani vysoké afinity KNI —764 vici mutantnimu typu proteasy lze
vysvétlit pfi porovnani struktury inhibitoru KNI —577. Obé molekuly jsou na Obrdzku 3
(str. 19). Prestoze se jedna o dvé strukturné velmi podobné latky a maji srovnatelné
disociacni konstanty s nemutovanou proteasou, jejich odezva na stejné mutace je
pozoruhodné rozdilna. Zatimco v ptipadé KNI — 764 se u mutantni proteasy snizi afinita
pouze 26 —krat, u KNI-577 je disociacni konstanta 260 — krat vyssi [27]. Rozdil ve
strukturach sloucenin je pouze na jednom z dusikl inhibitor(, kde u KNI — 764 je navazana

vétsi methylbenzylamidova skupina, kdezto u KNI =577 je symetricka t—butylamidova
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funkéni skupina. U KNI =764 jsou proto dvé volné otacivé vazby mezi amidovym dusikem
a fenylovym kruhem, avsak u KNI—-577 je pouze jedna otacivd vazba mezi amidovou

skupinou a t — butylovou skupinou.

KNI = 577 KNI — 764
CH; (@) (@)
HO
[ :] N N
H
\ij/U\ OH
(e}

P
CH :g—tH
3 NH 3

j CH

H3C/V/\ CH, 2

CH,

Obrazek 3: Chemické vzorce KNI — 764 a KNI —577. Upraveno podle [27].

Obé molekuly maji priblizné o 2,5 kcal/mol nepftiznivéjsi enthalpickou zménu pfi
vazbé na mutantni proteasu oproti protease bez mutaci, avSak KNI—-764 se diky
pritomnosti jedné dodateéné otacivé vazby dokaze adaptovat na konformacni zménu, coz

se odrazi v kompenzacni pfiznivé zméné v entropickém prispévku [27].

HAG BAA B-T-ASL

kcal/mol

Indinavir
Nelfinavir
Saquinavir
Ritonavir
Amprenavir
Lopinavir
Atazanavir
Darunavir

Obrdzek 4: Termodynamické parametry inhibitort HIV proteasy prvni a druhé generace.

Upraveno podle [27].
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Vazba inhibitorl druhé generace na proteasu viru HIV ma jiné termodynamické
parametry neZ vazba inhibitorl generace prvni. VSechny inhibitory druhé generace maji
pfiznivy jak enthalpicky, tak entropicky pfispévek vzniku komplexu. Vazba inhibitoru
darunavir je dokonce vyrazné exothermicka [27]. U vétSiny inhibitor(i je dosazeno vyssi
afinity k protease nez u inhibitor( prvni generace. Hodnoty zmén Gibbsovy volné energie
vzniku komplexu jsou v rozmezi od — 13,2 do — 15,6 kcal/mol, coZz odpovidd hodnotam
disocia¢ni konstanty ptiblizné od 4 do 200 pM (méreno ITC) [25]. Na Obrdzku 4 (str. 19)

jsou uvedeny termodynamické parametry inhibitord prvni a druhé generace.

1.2 Skladani viru HIV jako cil terapeutického zasahu

Soucasna lécba HIV pozitivnich pacient( je zaloZena na inhibici virovych enzymu
reversni transkriptasy, proteasy a integrasy [28]. PfestoZe tato terapie antivirotiky je velmi
uspésna, dlouhodobd ucinnost je vyrazné sniZovana tvorbou resistence vici farmakim.
Z tohoto dlvodu je velmi dllezité najit nové terapeutické cile. Skladani virové ¢astice a
nekovalentni interakce mezi kapsidovymi proteiny jsou zajimavym cilem terapeutického

zasahu.

1.2.1 HIV - virus lidské imunitni nedostatecnosti

HIV je lentivirus, patfici do skupiny retrovir(i, ktery zplsobuje AIDS (z angl.
acquired immune deficiency syndrome) [29]. BEhem prvnich tydnU se infekce projevuje
vyrazkou a symptomy, které jsou podobné chfipce. Nasleduje dlouhé obdobi bez
symptom, které mdze trvat i fadu let. Pfestoze se nevyskytuji vtomto obdobi ptiznaky,
dochazi k replikaci viru a k postupnému napadani lymfocytli CD4". Jako AIDS se oznacuje
faze, kdy pocet lymfocytli CD4" klesne pod 200 na mm? krve a pacient se stane takrka

bezbrannym vidi infekcim.

1.2.1.1 Struktura HIV

Zakladni schéma virové Castice HIV je uvedeno na Obrdzku 5 (str. 21). HIV se
sklddd ze dvou identickych molekul jednovldknové RNA, které jsou spojeny

s nukleokapsidovym proteinem [30]. Tento komplex je spole¢né s enzymy viru, dvéma
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molekulami integrasy a dvéma molekulami reversni transkriptasy, uzavien v konické
kapsidé, které je vytvoreno kapsidovym proteinem. Virova proteasa je lokalizovana mimo
kapsidu. Vnéjsi obal tvofi lipidova membrana, do které je z vnitfni strany ukotven protein
zvany matrix [31]. Soucasti lipidové membrany kazdého virionu jsou komplexy, které jsou
tvoreny transmembranovym glykoproteinem gp41 a glykoproteinem gp120, ktery je na
vnéjsi strané membrany. Tyto komplexy jsou zodpovédné za rozezndni receptorl na

povrchu bunék.

transmembranovy obalovy protein povrchovy obalovy protein
(gp41, TM) __— (gp120, SU)

nukleokapsidovy protein

matrix
RNA genom viru
lipidova kapsidovy protein
membrana (p24, CA)
proteasa (pl11, PR)
integrasa
(p31, IN)

reversni traskriptasa
(p66/p51, RT)

Obrazek 5: Schéma virové castice HIV. Upraveno podle [30].

1.2.1.2 Replikacni cyklus HIV

HIV vstupuje do lymfocytl CD4" po vazbé& na CD4 receptory a chemokinové
koreceptory (CXCR4, CCR5) [32]. Jakmile virus pronikne do bunék, dojde krozbaleni
kapsidy a uvolnéni virového genomu do cytoplazmy. Nasledné enzym reversni
transkriptasa prepiSe genetickou informaci z RNA do DNA. Nové vytvorena DNA je poté
presunuta do jadra napadené bunky, kde ji enzym integrasa zabuduje do genomu

hostitelské bunky [29]. Takto inkorporovana DNA viru se nazyva provirus.
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Obrazek 6: Replikacni cyklus HIV. Upraveno podle [29].

Jakmile je provirus v jadre aktivovdan, DNA je prepsana do mRNA [29]. Nové
vytvorena mRNA se v burice nachazi ve vice typech, bud v plné délce, nebo upravena
splicingem. Oba typy jsou transportovdny k ribozom{m v cytoplazmé a dochazi k translaci
na virové proteiny. Nasledné mRNA, kterd neni upravena splicingem, vytvofi genom nové
virové castice. Genom HIV obsahuje devét genl — gag, pol, env, tat, rev, nef, vif, vpr, vpu
[30]. Produkty exprese spole¢né s genomem viru putuji k plazmatické membrané bunky,

kde dochdzi ke skladani a nasledné puceni nové virové Castice [33]. Virova proteasa
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nasledné Stépi polyproteiny Gag a Gag— Pol na jednotlivé funkéni slozky, ¢imz vznika

infekéni virova ¢astice. Replikaéni cyklus HIV je uveden na Obrdzku 6 (str. 22).

1.2.1.3 Kapsidovy protein viru HIV (CA)

Kapsidovy protein (CA) HIV obsahuje 231 aminokyselin a je sloZen ze dvou
nezavisle slozenych globuldrnich domén, N —terminalni domény a C — terminalni domény
[34]. Obé domény jsou propojeny kratkym flexibilnim spojem, tvofenym aminokyselinami
146 — 149. Po proteolytickém Stépeni molekul Gag se uvolni volné molekuly CA, které se

nasledné skladaji do jadra [35].

N — termindlni doména CA je vytvorena aminokyselinami 1 — 145 [36]. Sklada se
z péti dlouhych a — helix(i, dvou kratSich o — helixd, dvou vlasenek a smycky, ve které je
hojné zastoupen prolin. Tato doména je zodpovédnd predevsim za tvorbu jadra béhem
skladani virové c¢astice a neovliviiuje produkci virion(. Bylo dokdzdno, Ze i pres odstranéni
celych N —terminalnich domén kapsidového proteinu z polyproteinu Gag dochazelo ke

skladani a puceni novych, neinfekcnich virionl z bunék [37].

C—terminalni doména je sloZzena z aminokyselin 150 —231 [36]. Tvofi ji kratky
30— helix a ¢tyfi a—helixy, které jsou spojeny flexibilnimi smyckami. Tyto smycky
dodavaji molekuldam CA znaénou mobilitu, coZ umoznuje strukturni zmény a moznost

navazani ligand( [38].

Na rozdil od N —termindini domény je C-termindlni doména zdsadni pro
produkci novych virionQ. Ve své sekvenci obsahuje vysoce konzervovanou oblast pfiblizné
20 aminokyselin zvanou MHR (z angl. major homology region), ktera je typicka pro
retroviry [39]. MHR uréuje protein —proteinové a protein — membranové interakce

molekul polyproteinu Gag, nutné pro tvorbu novych virion(.

C — terminalni domény obsahuji dimerizacéni strukturni ¢ast, ktera zplsobuje, Ze
se jak tyto domény, tak i celé molekuly CA vyskytuji pfedevsim jako dimery v roztoku i
krystalech [38]. Za dimerizaci je zodpovédné spojeni dvou a — helixi 2 obou monomerd, u
kterych jsou vzajemné zanoreny postranni retézce Trp184 a Met185. Bodové mutace na
pozicich 184 a 185 CA znemoznily skladani in vitro a v bunécénych kulturach nebyl virus

s témito mutacemi infekcni [40].
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A N — terminalni
doména

N - konec

(146 -149)

C - terminalni
doména

Obrazek 7: Struktura kapsidového proteinu (CA) a kapsidy. A) Struktura domén
kapsidového proteinu; B) Struktura kapsidy. Zelené jsou zobrazeny hexamery a ¢ervené

pentametry. Upraveno podle [41].

Dimery se vyskytuji ve dvou typech. Prvni typ je charakterizovdn protein —
proteinovymi interakcemi, které jsou typické pro skladani domén samostatného proteinu
[42]. Tento typ dimeru se nevyskytuje v polymerech kapsidy, ale je pfitomny pfi interakci
molekul Gag, za kterou jsou zodpovédné C—termindlni domény kapsidového proteinu.
Oba monomery jsou propojeny prostiednictvim MHR. Druhy typ dimeru je vytvoren
paralelnim skladanim a — helixd Hc 2 jednotlivych monomerU. Interakce stavebnich prvki
je navic ovlivnéna 319— helixem [35]. Tento typ dimeru se nachdzi v kapsidé zralych

virionU. Struktura kapsidového proteinu a kapsidy je uvedena na Obrdzku 7.

1.2.2 Skladani viru HIV

HIV se sklada do morfologicky rozdilnych nezralych a zralych virion0 [41]. Virus se

nejdrive skldada a ndasledné puci jako neinfekéni, nezrald virovd Castice sférického tvaru.
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Molekuly polyproteinu Gag jsou transportovany k plazmatické membrané burky spolecné
s genomem viru a komplexy polyproteini Gag — Pol. Na vnitfni strané membrany virové
Castice jsou organizovana seskupeni Gag molekul, které jsou nespecificky vazany s RNA
viru. Nespecifické interakce Gag a RNA viru jsou nezbytné k spravnému skladani virionQ
jak invivo, tak invitro [43]. Struktura polyproteinu Gag a sloZeni zralého i nezralého

virionu je na Obrdzku 8.

N — konec

A

MA

CAnto

CAcmo

LLJ

SP1

Ll

NC

SP2

—r

p6

Obradzek 8: Polyprotein Gag, struktura zralé a nezralé virové castice. A) Schéma tercialni
struktury molekuly Gag. Cerné Sipky oznacuji mista, kde proteasa $tépi molekulu; Schéma
B) nezralého virionu a D) zralého virionu; Fotografie zelektronového mikroskopu

C) nezralého virové Castice a E) zralé virové Castice. Upraveno podle [44].

Pro presun molekul Gag k plazmatické membrané je nezbytna interakce
s fosfatidylinositol — (4,5) — bisfosfatem [45]. Struktura virové membrdny neni stejna jako
struktura plazmatické membrany napadenych bunék. Mnozstvi cholesterolu,
sphingomyelinu, fosfatidylové kyseliny a fosfatidylserinu je zvySeno, zatimco mnozstvi
fosfatidylcholinu je snizeno [41]. To naznacuje, Ze ke sklddani novych virovych ¢astic

dochazi v ¢astech plazmatické membrany se specifickym sloZzenim.
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Po puceni nastdvd dramaticka reorganizace struktury a ndsledné vznikd zral3,
infekéni Castice. Dochdzi k rozvolnéni interakci mezi jednotlivymi molekulami Gag a
proteasa Stépi molekuly polyproteinu Gag na jednotlivé proteiny — matrix, kapsidovy
protein, nukleokapsidovy protein, SP1, SP2 a p6 [30]. Protein matrix zUstava navdzany
svou N -—terminalni doménou kvnitfni strané membrany viru, zatimco molekuly
kapsidového proteinu tvofi koénické jadro okolo genomu viru, ktery je v komplexu
s nukleokapsidovym proteinem a enzymy reversni transkriptasou a intergrasou. Skladani

virovych ¢astic HIV je schematicky zobrazeno na Obrdzku 9.

Matrix (MA)
Kapsidovy CAnto
protem (CA) CAZS
Nukleokapsidovy protein (NC)
SP 2 p6*/Transframe (TF)

6
P Proteasa (PR)
Reversni transkriptasa (RT)
Integrasa (IN)

'% ‘ SP1/NC

— ose®
T
MA/CA SP2/p6
komplex 2 molekul RNA ? %%

s molekulami Gag CA/SP1  NC/SP2

4o CFF -

o0 10"
Obrazek 9: Skladani viru HIV. A)SloZzeni molekul Gag (vlevo) a Gag-—Pol (vpravo);

= 9 00

B) Proces skladani virové castice; C) Proteolytické Stépeni molekuly Gag. Upraveno
podle [46].

Po proteolytickém sStépeni je kapsida vytvofena protein — proteinovymi
interakcemi pfriblizné 250 hexamer( a presné 12 pentamer( kapsidového proteinu [47].

Sest N — termindlnich domén CA vytvafi hexamer seskupenim do vnitfniho symetrického

prstence, ktery je stabilizovan centralnim o — helikalnim barelem. Kazda z téchto domén
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pfispiva k barelu o —helixy 1, 2 a 3. Sest C—terminélnich domén kapsidového proteinu

tvori okolni prstenec hexamerd.

Kapsida je slozena interakcemi okolnich prstencd, kdy C—terminalni domény
kapsidovych proteinl ze sousednich hexamerl vytvofi homodimery, ¢imZ se vytvofi sit
mezi jednotlivymi stavebnimi prvky. Kapsida viru HIV je oznadovana jako fullerenovy
kuzel, ktery k uzavreni celé struktury potiebuje 12 pentamertd [48]. Vytvoreni kapsidy je
nezbytné pro vznik infekénich virionl. Na tvorbé kapsidy se také uplatriuji interakce mezi
C—termindlnimi a N —termindlnimi doménami sousednich kapsidovych proteinl v

polymerech. Struktury pentameru a hexameru CA jsou na Obrdzku 10.

Obrdzek 10: Struktury pentametru a hexametru kapsidového proteinu. Struktura A)
pentamer a B) hexameru CA. Jednotlivé molekuly CA jsou zobrazeny rliznymi barvami; C)
pentamer a D) hexametr CA, kde jsou a —helixy zobrazeny jako valce, N —termindlni
domény jsou oranzové, C-—termindlni domény jsou modré, Zluté body oznacuji

disulfidické vazby in vitro. Upraveno podle [49].
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1.2.3 Inhibitory skladani viru HIV

Jelikoz ma kapsidovy protein v pozdni fazi replikacniho cyklu viru nezbytnou
funkci, stdvd se atraktivnim terapeutickym cilem [50]. Princip potencidlniho
terapeutického plisobeni je zabranéni skladani viru slou¢eninami, vazajicimi se na ty ¢asti
kapsidového proteinu, které jsou zodpovédné za skldadani. Inhibitory skladani zamezuiji

sloZeni jak zralych, tak nezralych virovych ¢astic.
1.2.3.1CAP-1

CAP -1 je mala molekula, kterd tvofi vazbu s N —termindlni doménou CA [51].
Tuto molekulu objevil NMR titraci Chun Tang (Howard Hughes Medical Institute).
Stanovena disociacni konstanta komplexu s CA je pfiblizné 800 uM (méfeno NMR titraci).
CAP -1 nevykazuje cytotoxicitu, avSak hodnota K; neni dostatecné nizka pro

terapeutické vyuziti. Vzorec molekuly je na Obrdzku 11.

0
0
I
CHy NH—C—NH—(CH;_)Z—S—CHZQ—CHZ—N(CHyz

a
Obrazek 11: Chemicky vzorec molekuly CAP — 1. Upraveno podle [51].

Mechanismus pUsobeni CAP —1 spocivd ve vyrazné zméné konformace N -
terminalni domény CA béhem vazby inhibitoru, kdy je aminokyselina Phe32 vytlacena
z vnitfni ¢asti domény. Vytvori se tim hluboka hydrofobni dutina, ktera je vazebnym
mistem pro inhibitor [52]. Aromaticky kruh CAP—1 je zasazen do dutiny, NH skupiny
inhibitoru vytvari vodikovou vazbu s Val59 CA a skupina N(CHz), interaguje s postrannimi
fetézci aminokyselin Glu28 a Glu29. Vazbou inhibitoru na CA jsou ovlivnény interakce
mezi C—terminalni doménou a N —termindlni doménou, ¢imzZ je naruseno skladani virové

Castice.
1.2.3.2 CAl

CAl (z angl. capsid assembly inhibitor) je peptid sloZzeny z 12 aminokyselin [28].
Tento peptid byl vybran methodou “peptide phage display” Janou Sticht v laboratofi

prof. H. G. Krausslicha. Primarni sekvence CAl je ITFEDLLDYYGP. Tento peptid se vaze jak
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na kapsidovy protein v polyproteinu Gag, tak na volny CA a zabranuje tim skladani
nezralych virovych ¢&astic i tvorbé kapsid in vitro. Jak bylo zjisténo rentgenodifrakéni a
NMR analyzou pfislusného komplexu, vazebné misto pro tento peptid je v C —terminalni
doméné mezi aminokyselinami 169 — 191 kapsidového proteinu (oblast a —helix(i 1 a 2
C —terminalni domény). K vazbé navic pfispiva i o —helix 4 této domény. Tvorba vazby
probiha v konzervované reaktivni hydrofobni oblasti kapsidového proteinu, kterd je

nadéjnym cilem pro vyvoj antivirotickych léciv.

C—terminalni doména je tvorena ¢tyfmi a — helixy. Peptid CAl je pfi tvorbé
komplexu vloZzen jako doplikovy o —helix [53]. Komplex vznikd mechanismem
indukovaného pfizplsobeni, CAl ve volném stavu nemd usporadanou sekundarni
strukturu. Dochdzi tak kvytvoreni kompaktniho komplexu péti o - helixi. Touto
alosterickou vazbou CAIl ovliviiuje dimerizacni strukturni c¢ast CA. Postranni retézce
aminokyselin llel a Leu6 peptidu sméfuji do hluboké hydrofobni kapsy, ktera je vytvorena
aminokyselinami Vall65, Phel68, Leul90 a Leu21l kapsidového proteinu. Phe3 z CAl
interaguje s postrannimi retézci Leul72 a Lys182 CA, Tyr9 z CAl tvofi vazbu s Leu21l a
Met215 CA. Z peptidu CAI vytvari Tyrl0 patrovou m—m interakci s Tyrl69 kapsidového
proteinu. Hodnota disocia¢ni konstanty komplexu CAl s C—termindlni doménou CA je

K;=1,6+0,1 uM (méfeno fluorescencni polarizaci) [54].

Peptid CAIl ovlivnénim dimeriza¢ni strukturni ¢asti C—terminalni domény CA
znemozZiuje spojeni hexamerd v kapsidé. | pres navazani CAl kapsidovy protein podléha
dimerizaci, avsak stabilita dimer( je mensi [50]. Dimery C —termindlnich domén CA jak

s navazanym CAl, tak bez CAl jsou uvedeny na Obrdzku 12 (str. 30).

Peptidové inhibitory ovsem nejsou vhodné pro farmaceutické vyuziti kvli
kratkému polocasu Zivota a malé biodostupnosti [28]. Ukazalo se, Ze pfidanim CAl
k bunkam, které produkovaly virus, nedoslo k inhibici HIV. Z tohoto divodu neni peptid
CAl vhodny k 1é¢bé, ale strukturu komplexu CAl s CA Ize vyuzit jako vychozi bod pfi vyvoji

novych inhibitor( skladani viru.
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dimer N - konec

C - terminalni L
(vig®

C - konec

smycka mezi
helixy Hc 1 a Hc 2

C - konec
N - konec

Obradzek 12: Dimery C — terminalnich domén CA. Nahore je uveden dimer C — terminalni
domény, dole je dimer C—termindlni domény s CAl. a —helixy 1, 2, 3 a 4 domény jsou
v tomto poradi zndzornény cervenou, rlizovou, modrou a zelenou barvou. Peptid CAIl je
zobrazen Zlutou barvou. Aminokyseliny Trp184 a Met185 jsou zndzornény Zluté v misté
vazby. Konformace téchto aminokyselin jsou zdsadné odlisné u jednotlivych dimer(.
Smycka mezi helixy Hc 1 a Hc 2 sméfuje nahofe od mista vazby, zatimco po vytvoreni

komplexu s CAl smétuje k mistu vazby. Upraveno podle [53].

1.2.3.3NYAD-1

Na zakladé znalosti struktury CAl byl vytvoren cilenym ndvrhem peptid, jehoz a —
helikdIni struktura je stabilizovana i v roztoku [55]. NYAD — 1 na rozdil od CAIl pronika
membranami bunék a na vazebné misto kapsidového proteinu (C —terminalni doména,
aminokyseliny 169 —191) se vaZe srovnatelné s CAl, hodnota K; = 1 uM (uréeno NMR
titraci). NYAD — 1 ma sekvenci ITFXDLLXYYGP, kde X znaci (S) — 2 — (2° — pentenyl) alanin.

Schéma molekuly je uvedeno na Obrdzku 13 (str. 31).
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lle-Thr-Phe-X-Asp-Leu-Leu-X-Tyr-Tyr-Gly-Pro-NH,

Obrdzek 13: Schéma molekuly NYAD - 1. Upraveno podle [55].

PfestozZe slouc¢enina NYAD — 1 ucinné pronikd membranami, problémem tohoto

inhibitoru skladani je jeho minimdlni rozpustnost ve vodé a omezena stabilita [55].
1.2.3.3 NYAD-13

Peptid NYAD —13 je odvozeny analog ze slouceniny NYAD — 1, ve které byla
aminokyselina prolin na konci rfetézce nahrazena tfemi aminokyselinami — lysiny [56].
Sekvence je tedy ITFXDLLXYYGKKK. Hodnota vazebné konstanty komplexu s CA je takrka
totozna pro obé varianty peptidu NYAD. Pfidanim positivné nabitych aminokyselin se

zvysila rozpustnost, avsak zvysila se také jeho cytotoxicita.

Pro praktickou ¢ast bakalarské prace byl zvolen termodynamicky popis vzniku
komplexu kapsidového proteinu viru HIV s peptidem CAl, jelikoz struktura komplexu je
potencidlnim vychozim bodem pro vyvoj inhibitord skladani viru. Z teoretické ¢asti praci
také jasné vyplyva, Ze cilem pfi vyvoji farmak proti viru je nalezeni adaptivnich inhibitor(,
které jsou ucinné i vic¢i mutantnim formdam cilovych molekul. Z tohoto didvodu bude
v praktické c¢asti termodynamicky popsdna také vazba CAl s kapsidovym proteinem

s bodovou mutaci v misté vazby s CAl.
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2. Cile bakalarské prace

= Rekombinantni exprese a purifikace kapsidového proteinu viru HIV

= Rekombinantni exprese a purifikace mutantniho kapsidového proteinu (Y169A)
viru HIV

=  Termodynamickd charakterizace vzniku komplexu peptidového inhibitoru CAl
s kapsidovym proteinem a mutantnim kapsidovym proteinem
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3. Material a methody

3.1 Pouzity material a chemikalie

= AppliChem, Gatersleben (Némecko)
siran amonny

= Bio-Rad, Hercules (USA)
proteinova analyza — barvici Cinidlo

» Biosynth AG, Staad (Svycarsko)
IPTG

= Biotika, Slovenska Lupca (Slovenska republika)
Ampicilin

= Fisher Scientific, Hampton (USA)
Decon 90

* Lachema, Brno (Ceska republika)
bromfenolova modr

» Lach — Ner, Neratovice (Ceska republika)
ethanol, hydroxid sodny, chlorid sodny, kyselina chlorovodikova, kyselina octov3,
octan sodny

* Penta, Praha (Ceska republika)
glycerol

* Roche Diagnostics GmbH, Basilej (Svycarsko)
Complete Mini (inhibitorova smés)

= Serva, Heidelberg (Némecko)
Coomassie Brilliant Blue R250

= Sigma — Aldrich, Bucks (Svycarsko)
SDS, DMSO, LB Broth, LB Agar, 2 — merkaptoethanol,

= USB, Cleveland (USA)
akrylamid, glycin, Tris, MES
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3.2 Pristroje

= Centrifugy: Biofuge — pico, Heraeus Instruments (Némecko)
Allegra X — 15R, Beckman Coulter (USA)
Avanti J — 30I, Beckman Coulter (USA)
Sorvall Evolution RC Centrifuge, Thermo Scientific (USA)
= rotacni tfepacka Innova 44, Eppendorf (Némecko)
= pH metr Unicam 9450, ATI Unicam (Velka Britanie)
» vertikalni polyakrylamidova gelova elektroforéza, AP Czech (Ceska republika)
» spektrofotometr Specord 210, Chromspec (Ceska republika)
= inkubator, Memmert (USA)
* homogenizator EmulsiFlex C — 3, Avestin (Kanada)
= AKTA Explorer FPLC systém, Amersham Pharmacia Biotech; GE Healthcare
Bio — Sciences (USA)

= Auto — ITCyqo microcalorimeter, MicroCal, Inc.; GE Healthcare Bio — Sciences (USA)

3.3 Bakterialni kmeny, vektory a média

= Bakteridlni kmen Escherichia coli BL21(DE3)RIL, Novagen (USA)
» LB Broth, LB Agar, Sigma — Aldrich (Svycarsko)
= Expresni vektor pET11c (AMP+), Novagen (USA)

3.4 Ostatni material

kolona MonoS HR 10/10, Amersham Pharmacia Biotech; GE Healthcare Bio —

Sciences (USA)

= kolona Superdex 75 prep grade, Amersham Pharmacia Biotech; GE Healthcare
Bio — Sciences (USA)

= dialyza¢ni membrana Spectrapor, Spectrum Laboratories (USA)

= filtr SterivexGP 0,22 um, Millipore (USA)

=  Amicon Ultra — 4, Millipore (USA)
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All Blue Standard pro elektroforézu v prosttedi SDS je uveden na Obrdzku 14.

— 250 kDa
— 150

— 100

— = 75

— 50

- 37

- 25
- 20

= 15
- 10

Obrazek 14: All Blue Standard. Upraveno podle [57].

3.5 Transformace bakterii

Bakterie E. coli kmenu BL21(DE3)RIL (Novagen) byly transformovany expresnim
vektorem, ktery kodoval kapsidovy protein (z laboratofe doc. Jana Konvalinky).
Transformace byla provedena podle nasledujiciho protokolu [58]: 1 ul rekombinantni DNA
(0,9 mg/ml) byl pridan k 150 ul kompetentnich bunék. Bakterie byly ponechany 5 minut
na ledu, nasledoval tepelny Sok — 90 sekund 42°C a 5 minut na ledu. Buriky byly poté
inkubovany s 800 pl LB media po dobu 1 hodiny pfi 37°C. Bakteridlni kultura byla nasledné
rozetfena na Petriho miskdach sagarem, ktery obsahoval antibiotikum ampicilin o

koncentraci 100 pg/ml, a ponechéana pres noc v inkubatoru pfi 37°C.

3.6 Exprese kapsidového proteinu v E. coli
pufr A: 50 mM Tris — HCl; pH 8,0; 50 mM NaCl; 1 mM EDTA

150 pl bakterii E. coli kmenu BL21(DE3)RIL (Novagen) bylo transformovano 1 pl
rekombinantni DNA, ktera byla ptipravena izolaci DNA (midipreparation). Proteiny byly
produkovany vyuzitim transkripéniho/translacniho systému T7 promotor/T7 RNA

polymerasy [59]. Kompetentni buriky bakteridlniho kmenu E. coli BL21(DE3)RIL obsahuji
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vloZzenou kopii genu pro T7 RNA polymerasu, kontrolovanou promotorem lacUV5, a proto
je expresi mozné indukovat pridanim IPTG.

Exprese obou protein(i byla provedena podle stejného protokolu. Cerstvé
narostlé kolonie na Petriho miskach s LB agarem a ampicilinem byly rozsuspendovany
v 9 ml sterilniho LB media. Do 6 lahvi po 0,5 | LB media bylo pfidano vidy 0,5 ml
ampicilinu o koncentraci 100 mg/ml. Do kazdé lahve byl pridan 1 ml bakteridlni suspenze.

Bakteridlni kultura byla inkubovana v rotacni tfepacce Innova 44 (Eppendorf) pfi
37°C a 220 RPM. Béhem inkubace byla pravidelné mérena optickd hustota pfi 595 nm
(ODsgs) na spektrofotometru Specord 210 (Chromspec). Poté, co hodnota ODsgs dosdahla
hodnoty 0,5, byla teplota sniZzena na 25°C. Jakmile hodnota ODsgs dosahla hodnoty 0,8,
exprese byla indukovdna pridavkem IPTG na konecnou koncentraci 0,75 mM.
Po 3 hodinach byla teplota snizena na 15°C a kultura byla ponechdna pti 15°C v rotacni
tfepacce pres noc.

Buriky byly oddéleny centrifugaci (6 000g, 10 minut, 10°C). Bunécna peleta byla
zvazena (vlhkd biomasa) a rozpusténa v 150 ml pufru A. V suspenzi byla rozpusténa
1 tableta proteasovych inhibitord Complete Mini (Roche). Nasledné byla smés trikrat
zmrazena a rozmrazena kvUli mechanickému naruseni bunéénych stén. Suspenze byla
homogenizovana ve sklenéném homogenizatoru a poté v homogenizatoru EmulsiFlex C—
3 (Avestin) tfemi prlichody systémem pfi tlaku 1100 bar. Bunécné stény byly odstranény
centrifugaci (10 000g, 20 minut, 5°C) a supernatant byl ponechan v lednici pred dalSim
zpracovanim.

Pfed indukci IPTG a 3 hodiny po indukci byl odebran vzorek bunécéné kultury pro
analyzu pomoci elektroforézy v prostiedi SDS. Vzorek byl centrifugovan (6 000g, 5 minut)

a peleta byla rozpusténa v 100 pl HPLC vody.

3.7 Precipitace siranem amonnym

Dalsim purifika¢nim krokem bylo srazeni siranem amonnym. K supernantantu byl
za michani po castech pfidavan siran amonny do 20 % nasyceni a vzorek byl nasledné
michan 30 minut pfi 4°C. Suspenze byla poté centrifugovana (10 000g, 10 minut, 5°C) a
k rozpustné frakci byl stejnym zplsobem pfidan siran amonny do 50 % nasyceni.

Cely proces precipitace byl sledovan pomoci elektroforézy v prostiedi SDS.

-36 -



3.8 lontoménicova chromatografie
pufr MCA —A: 50 mM octan sodny; pH 5,5; 10 % (v/v) glycerol;

2 mM 2 — merkaptoethanol
pufr MCA — B: 50 mM octan sodny; pH 5,5; 10 % (v/v) glycerol;

2 mM 2 — merkaptoethanol; 2 M NacCl

Po sraZeni siranem amonnym byly frakce, které obsahovaly kapsidovy protein,

dialyzovany proti pufru MCA — A v dialyza¢nich membranach (Spectrapor, molarni sito 6 —
8 kDa) pres noc pfi 4°C. Dialyzovany vzorek byl centrifugovan (13 000g, 5 minut, 4°C) a
supernatant byl po filtraci pres filtr SterivexGP 0,22 um (Millipore) nanesen na kolonu
MonoS HR 10/10 (GE Healthcare Bio — Sciences) pomoci FPLC systému AKTA Explorer (GE
Healthcare Bio — Sciences). Po aplikaci vzorku byla kolona promyta 10 ml pufru MCA —A.
Kapsidovy protein byl béhem 90 minut eluovan linedrnim gradientem 0—-40 % pufru
MCA —B. Objem jednotlivych frakci byl 4 ml, pribéh chromatografie byl sledovan
mérenim absorbance pfi 280 nm. U frakci, které vykazovaly absorpci, byla zmérena
koncentrace proteind a stejné frakce byly také analyzované pomoci elektroforézy

v prostiedi SDS.

3.9 Gelova permeacni chromatografie
pufr MCA — G: 50 mM octan sodny; pH 5,5; 10 % (v/v) glycerol; 150 mM NaCl;
2 mM 2 — merkaptoethanol

Frakce, které obsahovaly produkovany protein, byly slou¢eny a dialyzovany pfes
noc proti pufru MCA — G pfi 4°C. Po centrifugaci (4 000g, 10 minut, 4°C) byl supernatant
rozdélen na 3 ¢asti (po cca 15 ml) a kazda cast byla centrifugaci (4000g, 15 minut, 4°C)
zahusténa na 5 ml ve zkumavkach Amicon Ultra—4 (Millipore). Po filtraci pres filtr
SterivexGP 0,22 um (Millipore) byl vzorek nanesen na kolonu Superdex 75 prep grade (GE
Healthcare Bio — Sciences). Chromatografie byla provedena pomoci FPLC systému AKTA
Explorer (GE Healthcare Bio — Sciences), jeji prabéh byl sledovan mérenim absorbance pfi
280 nm. U frakci, které vykazovaly absorpci, byla zméfena koncentrace protein(i a stejné
frakce byly také analyzované pomoci elektroforézy v prostredi SDS.

Frakce s purifikovanym proteinem byly rozdéleny do mikrozkumavek a uchovany

v—20°C.
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3.10 Polyakrylamidova gelova elektroforéza v prostredi SDS

vzorkovy pufr (6x): 350 mM Tris — HCI; pH 6,8; 30 % (v/v) glycerol; 350 mM SDS;
4 % (v/v) 2 MM 2 — merkaptoethanol; 180 uM bromfenolova modf

elektrodovy pufr (5x): 140 mM Tris — HCI; pH 8,8; 1,4 M glycin; 20 mM SDS

vyvoldvaci roztok: 0,5 % (w/v) Coomassie Brilliant Blue R250; 50 % (v/v) methanol;

10 % (v/v) octova kyselina

Exprese a purifikace proteind byla sledovana pomoci elektroforézy v prostredi
SDS. K elektroforéze byly vidy pfipraveny 6,6 % zaostfovaci gel a 18 % rozdélovaci gel
z roztoku 44 % akrylamidu (42,8 g akrylamidu, 1,2 g N, N‘—methylen bisakrylamidu v
100 ml vody). Slozeni gel(:
18 % gel: 375 mM Tris — HCl; pH 8,8; 18 % akrylamid; 0,1 % (w/v) SDS;
0,1 % (v/v) TEMED; 0,1 % (w/v) APS
6,6 % gel: 375 mM Tris; pH 6,8; 6,6 % akrylamid; 0,1 % (w/v) SDS;
0,2 % (v/v) TEMED; 0,1 % (w/v) APS
Vzorky pro elektroforézu byly po pridani vzorkového pufru denaturovany varem
po dobu 5 minut. Elektroforéza probihala na vertikdlni aparature (AP Czech) 2 hodiny pfi
napéti 140 V. Gely byly nasledné obarveny vyvolavacim roztokem k identifikaci proteint a
nasledné byl gel promyvan 10 % (v/v) kyselinou octovou k odstranéni prebytecné barvy.

Na zavér byly gely naskenovany.

3.11 Urceni koncentrace proteint
Koncentrace proteinl byla uréena dle Bradfordové zhodnoty absorbance
komplex( protein( s barvicim cinidlem (Bio — Rad) pfi 595 nm [60]. Hovézi sérovy albumin

byl pouzit jako standard podle protokolu Bio — Rad [61].

3.12 Isothermalni titracni kalorimetrie

pufr CA—ITC: 30 mM MES; pH 6,0; 10 % (v/v) glycerol; 2 mM 2 — merkaptoethanol,
2 % (v/v) DMSO

pufr CA—ITC2: 30 mM MES; pH 6,0; 10 % (v/v) glycerol; 2 mM 2 — merkaptoethanol
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Roztok purifikovaného proteinu byl smichan s 4 ml pufru CA—ITC a nasledné byl
dialyzovan proti pufru CA—ITC pfes noc pfi 4°C v dialyzacni membrané (Spectrapor,
molarni hmotnost 6 — 8 kDa). Roztok CAl v DMSO byl smichan s pufrem CA —ITC 2 a
DMSO tak, aby koncentrace CAl byla 12,5x vy3$si neZz kapsidového proteinu a koncentrace
DMSO byla 2 % (v/v). Pfesné koncentrace byly stanoveny aminokyselinovou analyzou
pomoci HPLC (Radko Souéek, UOCHB). Nésledné byly vzorky naneseny na desti¢ku pro
Auto — ITC, (GE Healthcare Bio — Sciences) a desticka byla centrifugovana (500g, 2 min,
20°C).

Kalorimetrickd méreni byla provedena v mikrokalorimetru Auto —ITCyo (GE
Healthcare Bio — Sciences). Pfi méreni byl roztok CAl po &astech pridan k roztoku
kapsidového proteinu v méfici cele. Experimenty byly provedeny pfi 8 riznych teplotach,
pfi jednom méreni bylo také uréeno rozpoustéci teplo pridanim roztoku CAl do pufru CA —
ITC. Kvyhodnoceni vysledkl byl vyuZit software, vyvinuty spolecnosti MicroCal, Inc.

v programu Origin [62].
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4. Vysledky

Dvé varianty kapsidového proteinu byly produkovany v bakteriich v dostate¢né
Cistoté a dostate€ném mnoizstvi pro isothermalni titracni kalorimetrii. V kapitolach 4.1 a
4.2 jsou vzorové uvedeny jednotlivé ¢asti purifikace mutantniho kapsidového proteinu.
Celkové vysledky obou purifikaci s vytézky a Cistotou proteinu, ktera byla analyzovana
pomoci elektroforézy v prostfedi SDS, je popsana v kapitole 4.3. V kapitole 4.4 jsou
uvedeny vysledky termodynamické analyzy vazby obou purifikovanych protein(

s peptidem CAI, které byly uréeny pomoci isothermalni titracni kalorimetrie.

4.1 Exprese proteint

Kapsidovy protein a jeho mutantni varianta Y169A byly produkovany
v bakteridlnim kmenu BL21(DE3)RIL E. coli. Exprese byly indukované pfidanim IPTG na
finalni koncentraci 0,75 mM. Bakteridlni burnky produkovaly velmi dobfe rozpustné
proteiny, které se shromazdovaly v cytoplasmé. Buriky byly sklizeny obvykle 20 hodin po
indukci. Vytézky biomasy pro 3 litry media byly pfiblizné 16 g. Na Obrdzku 15 je uvedena

rastova krivka pfi expresi mutantniho kapsidového proteinu CA Y169A.
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Obrdzek 15: Rastova krivka E. coli BL21(DE3)RIL pFi expresi CA Y169A. Na grafu jsou

vyznacCeny zmény teplot a indukce IPTG. Hodnota ODsgs po 20 hodinach byla 2,632.
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Bunécnd kultura pfed a po indukci byla sledovdna pomoci elektroforézy
v prostiedi SDS (Obrdzek 16). Rozpustna frakce, ktera byla pouZita k purifikaci, je uvedena

v draze 5.

4.2 Purifikace proteint

4.2.1 Precipitace siranem amonnym

Po separaci rozpustné frakce byla dalSim purifikaénim krokem precipitace
siranem amonnym. Po 20 % nasyceni doslo k precipitaci malého mnoiZstvi proteinl (draha
6, Obrdzek 16). Po 50 % nasyceni siranu amonného doslo k precipitaci vétSiho mnozstvi
proteinll a produkovany mutantni kapsidovy protein byl pfitomny pravé v této frakci
(draha 8, Obrdzek 16). Precipitat po 50 % nasyceni byl rozpustén v pufru MCA—-A a po

centrifugaci byl supernatant pouzity k dalSim purifikacnim kroktm (draha 9, Obrdzek 16).
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Obrazek 16: SDS — PAGE exprese CA Y169A a nasledna precipitace siranem amonnym.
Draha 1: 1,5 ul CA standardu; draha 2: 1 ul All Blue Standardu; draha 3: 12 ul bunécné
kultury pfed indukci; draha 4: 3,5 pl bunééné kultury po indukci; draha 5: 3,5 ul
bunécného supernatantu; draha 6: 3,5 pl supernatantu po rozpusténi precipitovanych
proteinl po 20 % nasyceni siranu amonného; draha 7: 3,5 ul supernatantu po rozpusténi
precipitovanych proteind po 20 — 50 % nasyceni siranu amonného; draha 8: 3,5 pl frakce
rozpustné i v50% nasyceni siranu amonného. Detaily experimentu jsou uvedeny
v kapitole 3.10.
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4.2.2 lontoménicova chromatogradfie a gelova permeacni chromatografie

Dalsim purifikatnim krokem byla iontoméni¢ova chromatografie na koloné

MonoS HR 10/10 pfi pH 5,5. Chromatogram je uveden na Obrdzku 17, frakce, které

obsahovaly proteiny, byly analyzovany pomoci elektroforézy v prostfedi SDS (Obrdzek 18).

Na gelu je patrné, Ze nékteré proteiny byly pomoci iontoménicové chromatografie

separovany od mutantniho kapsidového proteinu.
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Obrdzek 17: Chromatogram iontoménicové chromatografie. Analyzované frakce jsou
vyznaceny c¢ervené (po 4 ml). Kolona MonoS, pH 5,5. Detaily jsou uvedeny v kapitole 3.8.
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Obrdzek 18: SDS — PAGE frakci iontoménicové chromatografie. Draha 1: 0,6 ul CA
standardu; draha 2: 0,9 pl All Blue Standardu; draha 3: 2 pl vzorku, ktery se nanasel na
kolonu; draha 4: 2 pl vzorku, kterd se nevazala na kolonu; draha 5: 0,8 ul 1. frakce;
draha 6: 2,4 pl 2. frakce; draha 7: 2,4 ul 3. frakce; dradha 8: 0,8 ul 4. frakce; draha 9:
0,8 ul 5. frakce; draha 10: 0,8 ul 6. frakce; draha 11: 0,8 ul 7. frakce; draha 12: 0,8 ul
8. frakce; drdha 13: 0,8 ul 9. frakce; draha 14: 0,8 pl 10. frakce; draha 15: 0,8 ul 11. frakce.

-42 -



Poslednim purifikaénim krokem byla gelovd permeacni chromatografie (1.-5.

frakce ziontoméniCové chromatografie) na

koloné Superdex 75 prep grade.
Chromatogram je uvedeny na Obrdzku 19, analyza frakci pomoci elektroforézy v prostredi
SDS je uvedena na Obrdzku 20.
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Obrazek 19: Chromatogram gelové permeacni chromatografie. Analyzované frakce
(po 4 ml) jsou vyznaceny Cervené. Detaily experimentu jsou uvedeny v kapitole 3.9.
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Obrazek 20: SDS — PAGE frakci gelové permeacni chromatografie. Draha 1: 0,6 ul CA
standardu; draha 2: 0,9 ul All Blue Standardu; draha 3: 1 ul spojenych frakci po
iontoménicové chromatografii; draha 4: 1 pl spojené frakce po dialyze, vzorek nanaseny
na kolonu; drdha 5: 1 pl frakce B1; draha 6: 1 ul frakce B2; drdha 7: 1 pl frakce B3; draha

8: 1 ul frakce B4; drdha 9: 1 ul frakce B5; draha 10: 1 ul spojenych frakci C4 a C5; draha
12: 1 pl spojenych frakci C7 a C8; draha 12: 0,6 ul CA standardu.
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4.3 Vysledky purifikace

Methody a vysledky purifikace mutantniho kapsidového proteinu CA Y169A jsou
uvedeny v kapitolach 3.6 —3.9 a 4.1 —4.2. Kapsidovy protein bez mutaci byl purifikovan
podle stejného protokolu. Celkové vysledky obou purifikaci byly analyzovany pomoci
elektroforézy v prostredi SDS (Obrdzek 21). V Tabulce 1 jsou shrnuty vytézky purifikaci,

ziskané postupem popsanym v kapitole 3.11.
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Obrazek 21: SDS — PAGE purifikovanych cistych proteind. Draha 1: 1 pl CA standardu;
drdha 2: 1 ul All Blue Standardu; draha 3: 1 pl CA (2 ug proteinu); draha 4: 3 pl CA (6 pg
proteinu); drdha 5: 6 pl CA (12 ug proteinu); drdha 7: 1 ul CA Y169A (2 ug proteinu);
drédha 8: 3 ul CA Y169A (6 ug proteinu); draha 9: 6 ul CA Y169A (12 ug proteinu); draha 10:
1 ul CA standardu.

Tabulka 1: Vytéiky purifikovanych Cistych proteind.

protein vytéiek (mg/l media)
CA 77
CAY169A 22

4.4 Termodynamické parametry vazby obou variant CA na CAI

Kapsidovy protein tvofi s peptidem CAl komplex, ktery zabranuje skladani virové
Castice. JelikoZz se na vazbé podili také aminokyselina tyrosin v pozici 169, byla zvolena

zaména pravé této aminokyseliny za alanin k popisu vazby kapsidového proteinu a CAl.

-44 -



PFi postupné titraci malého mnozZstvi CAl k proteinu CA dochazelo pti vzniku
komplexu k exothermickym tepelnym pulsim. Tyto tepelné odezvy byly integrovany,
upraveny proméfenim kontrolniho experimentu a hodnotami byla nasledné prolozena
titracni kfivka v programu vyvinutém firmou MicroCal, Inc. Koncentrace proteinl byla
uréena aminokyselinovou analyzou (Radko Souéek, UOCHB).

Na Obrdzku 22 jsou uvedeny vysledky titrace, které popisuji vznik komplexu CAl

s kapsidovym proteinem a mutantnim kapsidovym proteinem pfi 25°C.
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Obrdzek 22: Mikrokalorimetrické titrace. A) Pribéh titrace CA s CAl a proloZena titracni
isotherma. B) Prabéh titrace CA Y169A s CAl a proloZena titracni kfivka. Obé méreni byla
provedena pfi 25°C.

Z titracnich krivek byly uréeny hodnoty disociacnich konstant komplex(i, zmény
enthalpie a entropie. Vysledky termodynamické analyzy vzniku komplexu CAl jak
s kapsidovym proteinem bez mutaci, tak s mutantnim kapsidovym proteinem, jsou

uvedeny v Tabulce 2 (str. 47).
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Na Obrdzcich 23 a 24 jsou grafy zavislosti zmén enthalpie na teploté. Smérnice

proloZenych pfimek se rovnaji hodnotdm zmén tepelné kapacity vazby (Rovnice 5, str. 10).
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Obrazek 23: Zavislost zmény enthalpie na teploté pro vznik komplexu CA s CAl.
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Obrdzek 24: Zavislost zmény enthalpie na teploté pro vznik komplexu CA Y169A s CAl.
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Tabulka 2: Vysledky termodynamické analyzy vzniku komplexu kapsidového proteinu a
mutantniho kapsidového proteinu s peptidem CAI.

CAI x CA CAI x CAY169A
stechiometrie (n) 1,01 1,03
K,  (uM) 3,2 40,1 8,3 + 0,4
AH (kcal - mol™1) -13,6 +0,1 -11,54+0,2
—T-AS (kcal-mol™1) 6,1+0,1 4,6 +0,2
AC, (cal- mol™1-K™1) —-263+9 — 336+ 22

Pro mérteni v pufru CA — ITC vysla zména enthalpie vzniku komplexu kapsidového
proteinu a peptidu CAl — 13,6 kcal-mol™, entropicky pfispévek — T-AS &inil 6,1 kcal-mol™ a
zména tepelné kapacity vazby byla — 263 cal-mol™K™. Stanovena stechiometrie interakce
CAIl/CA se rovnala 1,01 a hodnota disocia¢ni konstanty byla 3,2 uM. V pfipadé mutantniho
kapsidového proteinu méla stanovend hodnota zmény enthalpie — 11,5 kcal-mol™,
entropicky pfispévek &inil 4,6 kcal-mol™ a AC, vysla — 336 cal-mol™ K. Stechiometrie

interakce CAI/CA Y169A byla 1,03 a hodnota disociacni konstanty se rovnala 8,3 uM.
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5. Diskuse

Studium proteinovych interakci s vazebnymi partnery patfi mezi hlavni vyzkumné
oblasti biochemie. Pomoci isothermalni titraéni kalorimetrie je moiné stanovit nejen
hodnotu rovnovdiné disociacni konstanty a stechiometrii interakce, ale také zménu
enthalpie a zménu entropie vzniku komplexu. Pfi méfeni pfi vice teplotach je mozné urcit
také zménu tepelné kapacity vazby proteinu sligandy. Ziskané termodynamické
parametry popisuji vznik komplexu podrobnéji neZ samotnd hodnota rovnovaziné
disociacni konstanty. Hodnoty AH, AS a AC),, jsou také velmi cenné pfi optimalizaci novych

IéCiv a mikrokalorimetrie je dnes proto vyuZzivanou methodou farmaceutického pramyslu.

Podle purifikaéniho protokolu, vypracovaného v laboratofi doc. Jana Konvalinky,
byly ptipraveny dva proteiny — kapsidovy protein viru HIV a jeho mutantni varianta
CAY169A. Znacna rozpustnost obou proteinl prispéla kvysokému vytézku obou
purifikaci, kdy bylo ziskdno velké mnozstvi Cistého proteinu. Kapsidového proteinu bylo
pfipraveno pfiblizné 230 mg, Cistého mutantniho kapsidového proteinu CA Y169A bylo
ziskano pfiblizné 66 mg. Vytézek mutantniho proteinu byl sice vice nez tfikrdt mensi nez
vytéZzek kapsidového proteinu bez mutaci, pfesto bylo pfipraveno dostate¢né mnozstvi

obou proteint k ITC experimentim.

Pomoci mikrokalorimetrickych méreni byla provedena termodynamickd analyza
vzniku komplexu peptidového inhibitoru skladani CAl s kapsidovym proteinem a
mutantnim kapsidovym proteinem. Tepelné pulsy, které vznikaly pfti titraci peptidu
k roztoku kapsidového proteinu, byly integrovany a upraveny po kontrolnim méreni, pfi
kterém byl k pufru titrovan pouze peptid CAl. Pro obé varianty kapsidového proteinu byla
titraci stanovena stechiometrie interakce a disociaéni konstanta komplexu, zmény
enthalpie a entropie vzniku komplexu pro dany pufr. Kromé téchto termodynamickych

parametr( byla experimenty pfi vice teplotach stanovena zména tepelné kapacity vazby.

Stechiometrie interakce byla jak pro CA, tak pro CA Y169A 1:1 s peptidem CAI.
Disociacni konstanta komplexu kapsidového proteinu s peptidem byla 3,2 uM, v pfipadé

mutantniho kapsidového proteinu byla hodnota disociacni konstanty 8,3 uM. Hodnota
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disociacni konstanty se tedy oproti nemutovanému kapsidovému proteinu zvysila

pfiblizné 2,6 — krat.

Vazba inhibitoru CAl na kapsidovy protein je v obou pfipadech enthalpicky fizend
a vobou pfipadech je vazba doprovazena nepfiznivym entropickym prispévkem. Pfi
porovnani zmén entropie a enthalpie u obou variant kapsidového proteinu Ize pozorovat
Casty fenomén, kdy vazba CAl na mutantni protein je enthalpicky nepfiznivéjSi nez na
kapsidovy protein bez mutaci, avSak tento pokles je ¢astecné kompenzovdn méné
nepfiznivym entropickym prispévkem.

Zména tepelné kapacity vazby popisuje predevsim zménu hydratace povrchu

interagujicich molekul. Hodnoty se obvykle pohybuji od —200 cal-mol™-K™

, coi je
hodnota typickd napfiklad u povrchovych interakci protilatek s epitopem antigenu, az do
— 400 cal-mol™K™, kdy dochazi k vyraznému zanoteni ligandu do struktury proteinu, jako
napriklad u nékterych inhibitord proteasy viru HIV. Interpretace vysledk( vsak neni
jednoduchd a zménu tepelné kapacity lze vyuZit napfiklad pfi porovnani hydrofobnich
interakci, Ucastnicich se vzniku komplexu mutovaného a nemutovaného proteinu.

Z namérenych hodnot vyplyva, Zze u mutantniho kapsidového proteinu dochazi pfi vzniku

komplexu s CAl k vyraznéjsi zméné hydratace neZ u nemutovaného proteinu.

Z Cisté termodynamického pohledu by peptid CAl mohl byt kandidatem
pro optimalizaci vazby a vyvoj Ié¢iva, jelikoz hodnota disociaéni konstanty je v fadu 10° M
a zaroven je vazba inhibitoru na kapsidovy protein fizena enthalpicky. CAl ovSem ucinné
nepronikd pres bunéénou membranu, jeho molekulovd hmotnost je 1,44 kDa, ma kratky
polo¢as Zivota a malou biodostupnost. Pro vyvoj uéinného inhibitoru by bylo nutné
chemickymi modifikacemi snizit molekulovou hmotnost a peptidovy charakter CAl pro

lepsi farmakokinetické vlastnosti a pritom zvysit afinitu CAl viici kapsidovému proteinu.
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6. Zaveér

Cilem této bakaldrské prace byla priprava kapsidového proteinu HIV a
mutantniho kapsidového proteinu (CA Y169A) a naslednd termodynamicka charakterizace

vzniku komplexu proteind s peptidovym inhibitorem skladani viru CAl.

Oba proteiny byly pfipraveny, precistény a na zavér uskladnény pro dalsi
experimenty. Pomoci isothermalni titracni kalorimetrie byla provedena termodynamicka
analyza vzniku komplexu purifikovanych proteind s peptidem CAIl. Vysledky
kalorimetrickych méreni byly srovnatelné s publikovanymi daty, kdy disociacni konstanta
vzniku komplexu je v rozmezi 10°-10" M [54]. Mutantni kapsidovy protein vykazoval

horsi vazbu na peptidovy inhibitor, coz znadi vliv tyrosinu v pozici 169 na vazbu CAl.

Kromé zakladnich termodynamickych parametr( byla kalorimetrickym méfenim
pfi rznych teplotach uréena tepelnd kapacita vazby obou purifikovanych proteint s CAL.
Hodnoty namérenych tepelnych kapacit naznacuji, Ze nedochazi k vyraznému zanoreni
peptidu CAIl do proteinu CA a Ze mutace Y169A zvySuje hydrofobni interakce proteinu

s CAl peptidem.
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Svoluji k zapUjceni této prace pro studijni ucely a prosim, aby byla rddné vedena
evidence vypujcovatel(.
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