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1. Uvod

V roce 1981 bylo v USA poprvé rozpoznano nové onemocnéni, které pozdéji dostalo
nazev AIDS. Nazev onemocnéni je zkratkou anglického Acquired Immune Deficiency
Syndrome, které vyjadiuje podstatu onemocnéni. Jednd se o syndrom ziskaného
imunodeficitu, tedy soubor pfiznaki, které vedou ke ztrité obranyschopnosti organismu.
Lidsky organismus se tak stavd nachylnym k fadé dalSich infekénich a nadorovych
onemocnéni. V roce 1983 objevily nezdvisle na sobé védecké tymy dr. Galla v USA a dr.
Montagniera ve Francii ptivodce onemocnéni AIDS. Je jim virus, ktery byl nazvan HIV -
Human Immunodeficiency Virus, coZ znamena virus zptisobujici ztratu obranyschopnosti u
Clovéka. Tento virus napadd v organismu zejména urCitou skupinu bilych krvinek, T
lymfocytli, v nichZ se mnozi, pozdé&ji je i zabiji a sniZuje tak jejich pocet v té€le nakazeného
Clovéka. Vyrazny pokles poctu bilych krvinek, které hraji dulezitou ulohu v
obranyschopnosti lidského organismu, vede k selhavani imunity a rozviji se v onemocnéni
AIDS.

Zékladem 1écby je protivirova terapie. Jejim cilem je alespoii zpomalit mnozeni HIV a
predejit tak zhrouceni imunitniho systému. Koneény cil protiretrovirové terapie -
odstranéni viru z organismu - neni dosud vyfeSen. VSechna dosud dostupné antiretrovirové
chemoterapeutika svym zdsahem do Zivotniho cyklu viru pouze vice ¢i méné uspésné
zpomaluji jeho mnozeni v organismu. Existuje celd fada antiretrovirovych preparati, které
pisobi v riznych fazich replikace viru. Jejich kombinaci 1ze dosdhnout zvySeného ucinku a
omezit vyskyt rezistentnich variant HIV.

Piedklddand prace je zaméfena na mutantni formy HIV viru s inserty v HIV protease,
které se objevuji zcela ndhodné u pacientti protivirové terapie a neni dosud zndm jejich
pfimy dopad na protivirovou lé€bu a vznik rezistence. Cilem této prace byla piiprava

mutantni HIV proteasy.



2. Teoreticka ¢ast

2.1. Virus HIV

HIV (Human Immunodeficiency Virus), virus lidského imunodeficitu, se fadi do celedi
Retroviridae, rodu Lentivirus. Vyskytuje se ve dvou typech znac¢enych jako HIV-1 a HIV-
2, které se 1i8i ve sloZeni, patogenité a geografickém vyskytu (11).

HIV-1 je v onemocnéni AIDS castéj$im virem. Jeho geneticky kdéd se natolik lisi od
genetického kodu HIV-2, Ze nelze pfedpokladat, ze by vznikl pouhou jeho mutaci. Je vSak
mozné, ze pochazi z viru vyskytujiciho se u Simpanze. HIV-1 se patmné jiz dlouhou dobu
vyskytoval u n€kterych izolované zijicich lidskych populaci, kterymi byl relativné dobie
tolerovdn. Jednd se o velmi variabilni vir, ktery snadno podléhd mutacim. V dnesni dob¢
subtypy A, B,C, D, E,F, G, H, J,K, ztoho se v Ceské republice vyskytuje subtyp B stejné
jako v USA, Evropé, Australii ¢i Jizni Africe (12).

HIV-2 je relativné blizkym pfibuznym viru africké opice (mangabey, rod Cercocebus).
k pfenosu tohoto viru z opice, ktera byla jeho rezervoarem s relativné dobrou toleranci k
nému, na ¢lovéka, ktery se stal novym hostitelem tohoto viru a nebyl na néj pfipraven.
HIV-2 stejné jako HIV-1 miZe u ¢lovéka zplisobit onemocnéni AIDS, jeho pienos je vSak
obtiznéjSi. Dojde-li k nému, projevi se ve srovnani s infekci HIV-1 rozvinuté onemocnéni
méné Casto a za delsi dobu (13).

Virova partikule o priméru 110 nm je tvofena fosfolipidovym obalem, pochézejici
z hostitelské buriky a pfiléhajici na vrstvu molekul matrixového proteinu p17, do n€hoz
usti trimer povrchového glykoproteinu gp 120, ktery nasedd na transmembrinovy
glykoprotein gp 41. Glykoprotein gp 120 je odpovédny za vazbu na receptory CD4, jez
jsou na povrchu T}, lymfocyti.

Vnitrek tvofi kapsida valcovitého tvaru, jeZ je obalena proteinem p24. V ni je uloZen
genom HIV, dvé identicka vldkna ribonukleové kyseliny (RNA), kodujici devét gent,

z toho geny gag, pol a env jsou typické pro vSechny retroviry. Kromé té€chto zékladnich



struktur obsahuje virova partikule HIV nékteré enzymy, reverzni transkriptasu, integrasu a

proteasu. (12).
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Obr. &.1: Struktura viru HIV, upraveno podle (1)

2.2 Zivotni cyklus HIV

HIV se do organismu miiZe dostat krvi, poSevnim sekretem nebo vertikdlnim pfenosem
z matky na dité (7/2). Krevnim fec€iStém se virova partikule dostane k Ty, lymfocytu, s jehoz
receptorem CD4+ interaguje pomoci glykoproteidu gp 120. Dilezité pro vstup do buiiky
jsou také koreceptory CXCR4 ( receptor pro fusin ) a CCRS ( receptor pro B—chemokiny ).
Timto dochdzi k fizi obalu viru s povrchem lymfocytu a tim ke vstupu virové ¢éstice do
hostitelské buriky. Zde dochdzi k odstranéni obalu kapsidy a vnitini obsah viru se dostdva

do cytoplasmy hostitelské buriky.



Nasleduje pfepsani genetické informace zRNA do DNA pomoci reverzni
transkriptasy. Dvoufetézcova molekula DNA se jadernymi péry dostavd do jadra, kde se
ndhodné zacleni do chromozomu hostitelské buriky. Tento proces je fizen enzymem, ktery
je souldsti virové vybavy, integrasou (71/). V tomto stavu zlstava hostitelska buiika nez se
vnéjSim signalem zaktivuje transkripce. Tu katalyzuje RNA polymerasa II a vznikaji tak i
virové geny uloZzené v mRNA, ze které po translaci burika vytvofi i virové polyproteinové
prekurzory Gag a Gag-Pol. Gen env je prepsan do prekurzoru, ktery je v Golgiho systému
glykosylovdn na glykoprotein gp 160. Ten je proteolyticky §tépen bunécnou serinovou
proteasou furinem na dva proteiny gp 41 a gp 120.

Tyto glykoproteiny, polyproteiny Gag a Gag-Pol a genomova RNA se kumuluji na
vnitinim povrchu membrany. Pfi puceni téchto ¢astic ven z buriky se uvniti polyproteint
aktivuje virova proteasa, ktera $tépi zbytek polyproteinu na deviti mistech za vzniku vSech
strukturnich proteini a replikacnich enzymii viru (v€etné reverzni transkriptasy, integrasy
a samotné proteasy). Teprve po proteolytickém $tépeni ziskdvd jadro viru sviyj
charakteristicky tvar a virus je plné infekéni (71). Hostitelskou buriku tak opousti infekéni

virova Céstice, ktera napadd dalsi T, lymfocyty.

Obr. & 2: Puceni virové Castice, prevzato podle (2)

2.3. Onemocnéni AIDS a terapie

Vroce 1981 bylo vodborné literatufe popsdno nové onemocnéni ¢lovéka, jehoz
podstata spocivala v selhani bunééné imunity a proto bylo nazvano syndrom ziskané¢ho
selhani imunity — AIDS. Prudce stoupajici poCet onemocnéni, jejich ¢asovd a mistni

souvislost i dal$i epidemiologické udaje svédcily jiz od zacatku o infekéni etiologii.



Popisem prvnich pfipadi AIDS, odhaleni ptivodce nemoci a objasnéni zpiisobu
pfenosu vyvrcholila situace na Mezindrodni konferenci o AIDS v Atlanté v roce 1985 (14).

Roku 1987 se do kiinické praxe dostal prvni 1€k — zidovudin (AZT), jehoz ptivodni
vyuziti spocivalo v 1éCeni protindadorovych onemocnéni. Stal se tak prvnim zastupcem
lékt, které se pouzivaji jako inhibitory reverzni transkriptasy. Dnes se pouziva pro
klinickou 1écbu dalSich 9 nukleosidovych analogti. Postupem Casu se byly vyvinuty i
nenukleosidova a nukloetidova analoga.

Nukleosidové inhibitory ( NRTIs ) jsou analoga purinovych ( adenosinu a guanosinu) a
pyrimidinovych (cytidinu, thymidinu) nukleotidi. Jedna se o proléciva, ktera jsou efektivni
pouze po metabolické pfeméné na trifosfity. Takto upravené soutézi s bunéfnymi
nukleotidy o navazani do vznikajiciho polynukleotidového fetézce. Po zaclenéni do
provirové DNA blokuji dal$i elongaci fetézce a tim pierusi riist nukleotidového fetézce.
Pfiklady pouzivanych inhibitori jsou uvedeny v tabulce i s jejich zkratkou a komer¢nim

nazvem léku (24,25).

Lé&ivo Zkratka Piipravek
zidovudin ZDV Retrovir
didanosin ddl Videx
zalcitabin ddC Hivid

stavudin daaT Zerit
lamivudin 3TC Epivir
abacavir ABV Ziagen
zidovudin/lamivudin ZDV +3TC Combivir
zidovudin/lamivudin/abacavir ZDV +3TC+ ABV | Trizivir
emtricitabin FTC Emtriva
abacavir/lamivudine ABV+3TC Epzicon

Tab. &. 1: Nukleosidové inhibitory

Nukleotidové inhibitory se li$i od nukleosidovych tim, Ze maji jiz jeden fosfat
navazany a ke své funkci potfebuji pouze dvoustupiiovou fosforylaci. V soucasné dobé€ se
pouzivaji dva inhibitory tohoto typu: tenofovir diisopropyl fumarét (tenofovir DF, Viread)
a tenofovir DF v kombinaci s emtricitabinem ( tenofovir DF + FTC, Truvada ). Jinak se

jejich mechanismus ptisobeni shoduje s nukleosidovymi analogy (25).



Nenukleosidové inhibitory ( NNRTIs) jsou nekompetitivni inhibitory pfevdZné
hydrofobni povahy. Na rozdil od nukleosidovych nevyZaduji intracelularni metabolismus
ke splnéni své funkce. Jsou relativné netoxické. Tento typ inhibitoru se vaze do hydrofobni
kapsy blizko polymerasového aktivniho mista v podjednotce p66 a inhibuje enzymovou
aktivitu prostfednictvim zmén ve struktuie RT. VyuZiti téchto inhibitor pfi monoterapii se
setkdva s problémem vysoké rezistence zpisobené diky zméndm v aminokyselinové

sekvenci v okoli vazebného mista. Pfiklady jsou uvedeny v tabulce (23).

Lédivo | Zkratka | Pripravek
delavirdin DLV | Recriptor
efavirenz EFV | Sustiva
nevirapin NVR | Viramune

Tab. & 2: Nenukleosidové inhibitory

Dalsi skupinou antiretrovirotik pouzivanych pro 1é¢bu jsou inhibitory HIV proteasy (
PlIs ). Prvnim byl roku 1995 schvalen saquinavir. Dal$i nasledovaly a v dne$ni dobé je

k dispozici 9 1éki. Jejich jména i se zkratkami jsou uvedeny v tabulce (15).

Létive Zkratka Pfipravek
saguinavir SQV | Invirase/Fortovase
ritonavir RTV Norvir
indinavir IDV Crixivan
nelfinavir NFV Viracept
lopinavir/ritonavir| LPV Kaletra
amprenavir APV Agenerase
fosamprenavir fAPV Lexiva
atazanavir ATV Reyataz
tipranavir TPV Aptivus

Tab. &. 3: Proteasové inhibitory

Novinkou je 1€k, ktery inhibuje vstup virové ¢astice do builky: enfuvirtide ( Fuzeon ),
kde rezistence vSak vznika velice rychle. VSechny vyse uvedené typy l€kii se vSak potykaji
s celou fadou vedlejSich ucinkd, jejich vyroba je ndkladna a velkym problémem je vznik

rezistence v pribéhu 1é¢by (13).



V dne$ni dobé se nejvice osvédCuje terapie HAART (highly active antiretroviral
therapy). Dlouhodobé se kombinuji tfi preparaty dvou riznych skupin typt 1ékti. Zakladem
lécby je kombinace dvou nukleosidovych inhibitorti reverzni transkriptasy s jednim
inhibitorem proteasy. Hlavnim cilem lé¢by je zpomalit ptisobeni viru v téle a inhibovat
jeho mnozeni. To je mozné pouze tehdy, pokud byla terapie zahdjena v nepfili§ pokrocilé
fazi onemocnéni, kdy jesté¢ nenastala nevratna destrukce imunitniho systému. Jestlize se
ma destrukci zabranit, je tfeba maximalné potlacit replikaci zhoubného viru. Pfi 1é€bé je
nezbytné sledovat krom¢ imunologickych parametrii a virové ndloze také krevni obraz,

hodnoty jaternich enzymi a fadu dalSich parametru (17).

Obr. &. 3: Symbol boje proti AIDS (3)

2.4. Reverzni transkriptasa

Jak jiz bylo vyse uvedeno, reverzni transkriptasa (RT) je virovy enzym, ktery obsahuje
virova astice uvnitf kapsidy a po vstupu virové ¢astice do Ty lymfocyti zprostiedkovava
prepsani genetické informace z RNA do dvoufetézcové DNA.

Funk¢ni HIV-1 RT je asymetricky heterodimer spojeny dvéma fetézci p66, ktery ma
molekulovou hmotnost 66 kD a zahrnuje 560 aminokyselin, a p51, jenz md 51 kD a
obsahuje 440 aminokyselin. Podjednotka p66 se skladd ze dvou domén : N-termindlni
polymerasové (440 AA) a C-terminalni RNAsové H domény (120 AA) a vykazuje urcitou
strukturni podobnost s polymerasovou doménou DNA polymerasy I E. Coli. Ob€ vyse
zminéné ¢dsti si miZeme predstavit jako pravou ruku, kterou tvofi tfi podjednotky : prsty,

dlai a palec, které jsou vzajemné spojené, coz zajiStuje RNAsa H, jez je vybavena



ribonukleasovou aktivitou. Je zajimavé, ze ackoli maji obé podjednotky p51 i p66

podobnou primarni sekvenci, jejich struktura je odlisna.

Obr. & 4: Vypodobnéni RT do dlanové formy. Cervené atomy znazoriiuji aktivni centrum enzymu,

kde probiha elongace DNA. Zluté atomy predstavuji inhibitor ve vazné dutiné, prevzato podle (4)

Tii alfa helixy v ,,palci” v kombinaci s ,,prsty slouzi jako ,,svorka“, kterd upeviiuje
vznikajici DNA v misté ,,dlané“, jez obsahuje polymerasové aktivni centrum. Aktivni
misto p66 zahrnuje tfi katalytické zbytky v dlafiové podjednotce, které by mohly vazat dva
ionty kovu Mg2+ : Asp "% Asp '*¢ Asp ''". Tato aktivni tridda je lokalizovana pobliz 3'-
OH konce DNA primeru. Pfi tvorbé molekuly DNA jsou velice dilezité van der Waalsovy
interakce a Sest vodikovych vazeb, které stabilizuji DNA primer. Toto v molekule zaji§t'uji
Asp 185, Asp'86, Met 20, Lys 236 Glu *®, Asn ?*°. Prvni tfi z nich stabilizuji 3" konec
rostouciho primerového fetézce.

Podjednotka RNAsa H je nezbytna pro pfeménu RNA do dvouietézcové DNA. Diky ni
se degraduje RNA v pfitomnosti duplexni RNA-DNA. M4 také vliv na efektivitu iniciace
synthesy DNA. V dne$ni dob¢ se stava dal$im cilem vyzkumu pro tvorbu nového typu
inhibitoru (77).



Obr. & 5: RT s komplexem RNA — DNA, pFevzato podle (5)

2.4.1. Problém rezistence u reverzni transkriptasy

Rezistence u reverzni transkriptasy vznika pomoci tfech biochemickych mechanismi.
Sterickd inhibice je zplisobena bodovymi mutacemi, které umoziiuji reverzni transkriptase
rozpoznat strukturni rozdil mezi fosforylovanym inhibitorem a nukleotidem. Zac¢lenéni
inhibitoru do provirové DNA je pak potlaceno ve prospéch nukleotidi. Prikladem téchto
mutaci jsou M184V, Q151M, L74V, K65R.

Druhym typem zptisobujici rezistenci je fosforylace pomoci ATP ( adenosin trifosfat )

popfipadé pyrofosfatu, kterd vede k pfemisténi jiz zaclenéného inhibitoru z rostouciho

Vliv riznych inhibitorti na tento typ rezistence se lisi, klesd v tomto pofadi AZT, d4T >
ABC >ddC, ddI > 3TC.

Poslednim typem mechanismu je vznik inserti v RT ( tento problém bude diskutovan
v nasledujici kapitole ).

Jednotlivé mutace mohou vést k vysokému stupni rezistence k jednomu nebo vice
inhibitorim. Relativné ¢astd mutace K103N vede k 20 — 30 ndsobném zvySeni rezistence
na vSechny nenukleosidové inhibitory. Z tohoto divodu se pak dalsi pouzivani NNRTIs
nedoporucuje.

Mutace V106A vede k 30ti ndsobnému zvySeni rezistence na nevirapin a je prokdzéno

1 sniZeni citlivosti na efavirenz. Tento typ rezistence je vice frekventovany u subtypu C.



Mutace G190A je spojovdna s vysokym stupném rezistence na nevirapin a ovliviiuje
rezistenci na efavirenz a delavirdin. Je téZ zndm vysoky stuperi rezistence na efavirenz a
nevirapin u mutaci G190S a Y188C/L/H.

S lécbou zidovudinu je spojen vznik mutaci M41L, D67N, K70R, L210W, T215Y,
K219Q. Na kmeny s mutaci M184V je uinny tenofovir na rozdil od didanosinu, abacaviru
a zalcitabinu, kdy je pozorovdna rezistence. Mutace Q151M zapfiifiuje rezistenci na
zidovudin,stavudin, didanosin, zalcitabin, abacavir a je proti ni ucinny tenofovir. Péti
ndsobné zvySeni rezistence se prokazalo u matuce V75T na stavudin, didanosina
zalcitabin. Vyskytlo se i sniZeni replikacni schopnosti u mutace M184V a K65R o 40 —
50%. Pokud se v feté€zci vyskytuji obé€, jednd se o snizeni o 70 % (25 ).

2.4.2. Inserty v HIV reverzni transkriptase

Inserty v iseku DNA koédujici RT vznikaji béhem 1écby nukleosidovymi RT inhibitory.
Typickym insertem je Sest nukleotidi v pozici mezi kodonem 69 a 70 (RT69S+XX) a tfi
nebo Sest nukleotidii mezi kodonem 102 a 103 (RT102K+X, RT102K+XX). Vysledkem
jsou tedy 1-2 aminokyselinové inserty v reverzni transkriptase. Malé procento fetézci
obsahuje jednoaminokyselinové inserty stejné tak jako inserty s péti, osmi, jedendcti a
patnacti aminokyselinami. Inserty se objevuji jako duplikace sousednich genetickych
sekvenci pravdépodobné pfi ,,pfetazeni” a ,,smeknuti reverzni transkriptasy, ackoli je
stejn€ tak navrhovdna moznost, Ze patnicti aminokyselinové inserty jsou zpisobeny

intramolekuldrnimi rekombinacemi (8).

RT69S+XX - maji tedy dvou aminokyselinové inserty mezi kodony 69 a 70.

kmen kodony
67 | 68 | 69 |insert|insert| 70 | 71 72
wild type - DNA GAC | AGT |ACT AAA | TGG | AGA
- aminokys. | Asp | Ser | Thr Lys | Trp | Arg
mutant - DNA GAC |AGT |TCT | AGT | TCT [AAA|TGG|AGA
- aminokys. Asp | Ser | Ser | Ser | Ser [ Lys | Trp | Arg

Tab. &. 4: Inserty v RT v pozici 69

10



Diky této zméné& v priméarni sekvenci dochazi ke zm&né ve struktufe. Sest na sobé&
nezavislych studii pro 144 izolovanych kmeni z pacientd ukdazalo sniZenou citlivost

k inhibitorim po objeveni inserti :

typ nasobek
inhibitoru sniZeni
zidovudin 500
stavudin 20
didanosin 5
zalcitabin 14
lamivudin 250
abacavir 10
tenofovir 10

Tab. & 5: Nasobky sniZeni citlivosti na uvedené inhibitory RT

Kmeny s t€mito inserty také podléhaji dalSim kfiZzovym mutacim, které maji vliv na
rezistenci uzivanych inhibitori. LéCebnd historie 36 pacientli z 12 odli$nych vyzkumi
ukazuje, Ze ke vzniku inserti doslo, kdyZ byla 1é¢ba zahajena zidovudinem samotnym
nebo v kombinaci obvykle s didanosinem nebo s zalcitabinem. Z toho vyplyva, ze vznik
téchto inserti je spojovan slécbou nukleosidovych RT inhibitori v kombinaci
s zidovudinem nebo s pouzitim monoterapie zidovudinu. Mechanismus rezistence je zde
spojovédn se strukturni zménou, ktera zapfiifiuje hor$i vaznost inhibitoru do aktivniho
centra RT a tim sniZuje jeho efektivnost.

Snizeni mnoZzstvi virovych ¢astic v organismu obsahujici fetézce s inserty, a tedy na
pouzivané inhibitory jiz znacné rezistentni, se podafilo diky v€asnému nasazeni nového
typu léku jako jsou nenukleosidové RT inhibitory popfipadé proteasové inhibitory.

Dvé laboratorni studie hodnotily replika¢ni kapacity RT s témito inserty . Obé se

shoduji na tom, Ze témito inserty klesla replika¢ni schopnost. I tady vSak musime uvaZovat

dalsi kfizové mutace ve studovanych virovych kmenech (8).
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Obr. &. 6: RT s vyznadenymi inserty, pFevzato podle (8)

RT102K+X, RT102K+XX obsahuji jedno nebo dvou aminokyselinové

inserty v pozici mezi 102 a 103 kodonem (8).

kmen kodony
100 |101 |102 |insert|insert{103 |[104 | 105
wild type - DNA TTA |AAA | AAG AAA | AAA | TCA
- aminokys. | Leu | Lys | Lys Lys | Lys | Ser
mutant - DNA TTA |AAA | AAG | AAA AGA |AAA | TCA
- aminokys. Leu | Lys | Lys | Lys Arg | Lys | Ser
mutant - DNA TTA | AAA | AAG | AAG AGA | AAA | TCA
- aminokys. Leu | Lys | Lys | Lys Arg | Lys | Ser
mutant - DNA TTA | AAA | AAG | AAA | AAG |AGA |AAA | TCA
- aminokys. Leu | Lys | Lys | Lys | Lys | Arg | Lys | Ser

Tab. & 6: Inserty RT v pozici 102

Tyto mutace snizuji citlivost na efavirenz a nevirapin. Lze o nich s jistotou fici, Ze jsou
méné Casté nez inserty v pozici 69. Testovani téchto kmenl prokdzalo, Ze inserty maji
pfimy vliv na citlivost nenukleosidovych RT inhibitori a nemaji pfimy dopad na

nukleosidové RT inhibitory.
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Kmeny s jedno aminokyselinovym insertem méla znanou odliSnost ve struktufe
enzymu, zatimco u dvou aminokyselinového insertu tomu tak nebylo. V ptitomnosti jedno
aminokyselinového insertu se ukdzala ztrata jedné vodikové vazby a Sestndcti van der
Walsovych interakcich, coz mélo za nasledek S50x sniZeni citlivosti na efavirenz
v porovnani s kmeny bez insertu. SniZeni citlivosti se projevilo i u dvou aminokyselinovém

insertu (19).

2.5. HIV proteasa

HIV proteasa je virovy enzym, ktery pfi posttranslaéni tpravé §tépi polyproteinové
prekurzory Gag a Gag-Pol na deviti mistech, ¢imz vznikaji virové strukturni a funkéni
proteiny. Pokud dojde k zablokovani funkce proteasy, formujici se virova astice neni
spavné posklddana a je tak zcela neinfekéni.

HIV proteasa patii mezi nejznamé;js$i a nestudovanéj$i aspartatové proteasy, mezi které
stejné tak patii napf. pepsin, kathepsin D a E, chymosin a virové proteasy (pf. Virus
Rousova Sarcomu). Pro tuto skupinu je typicka tridda Asp®, Thr*®, Gly*’ v aktivnim
centru, kde samotny Asp se uéastni hydrolyzy petidové vazby. Bylo zji§téno, Ze bodovou
mutaci, kdy byl Asp vaktivnim centru nahrazen Thr nebo Asn, doSlo k uplnému
zablokovani katalytické funkce tohoto enzymu.

HIV-1 proteasa se shoduje s HIV-2 proteasou pfiblizné z 50%. HIV-2 proteasa je
homologni z 90% s proteasou izolovanou z opiciho lentiviru SIV (11).

Struktura HIV-1 proteasy byla rozfeSena pomoci rentgenostrukturni analyzy a
modelovanim jiZ znamych eukaryotnich struktur. HIV proteasa je dimer, ktery se skldda
z dvou identickych fetézci spojenych nekovalentni vazbou. Kazdy z fetézct je sestaven
z 99 aminokyselin. Oba monomery obsahuji dva cysteiny, jenz v tomto pfipadé netvofii ani
v jednom pfipadé disulfidové vazby. Typickéa funkéni tridda se nachazi v pozici : Asp >,

Thr ¢, Gly ?’. Celkové sloZeni monomeru je zndzornéno niZe.
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NH; -Pro Gin lle Thr Leu Trp Gln Arg Pro Leu Val Thr lle Lys lle (15)
Gly Gly Gin Leu Lys Glu Ala Leu Leu Asp Thr Gly Ala Asp Asp (30)
Thr Val Leu Glu Glu Met Ser Leu Pro Gly Arg Trp Lys Pro Lys (45)
Met le Gly Gly Ile Gly Gly Phe lle Lys Val Arg GIn Tyr Asp (60)
Gin lie Leu lle Glu Ile Cys Gly His Lys Ala Ile Gly Thr Val (75)
Leu Val Gly Pro Thr Pro Val Asn lle lle Gly Asr Asn Leu Leu (90)

Thr GIn lle Gly Cys Thr Leu Asn Phe COOH (99)

Obr. & 7: Aminokyselinova sekvence HIV proteasy (20)

Sekundarni struktura zahrmuje jeden o-helix a dva antiparalelni B listy v kazdém
monomeru. Tercidlni struktura je tvofena vazebou dutinou, dimeriza¢ni doménou,
flexibilnimi chlopnémi a katalytickymi aspartity. Je velmi stabilizovand vodikovymi
mustky, jak je to béZné u eukaryotnich organismii. Ke stabilizaci také z¢asti pfispiva

interakce zvana ,,pozarnicky chvat“ (1/). Struktura je vyobrazena na obr. 8.

Obr. & 8: HIV proteasa, pFevzato podle (7)

Chlopné jsou tvofeny P-vlase¢nicovou strukturou a zakryvaji vazebnou dutinu pfi
vazbé substratu nebo inhibitoru. Jsou velmi flexibilni. Jsou tvofeny z aminokyselin

v pofadi 46-54. Pii vazbé substritu (popf. inhibitoru) se stahuji dovnitf enzymu.
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Aminokyselinové zbytky v této oblasti se vyznamné podileji na vazebnych interakcich
s vazanym ligandem.

Dimeriza¢ni doména nejvice pfispiva k tvorbé dimerni struktury. Jsou to N a C konce
jednotlivych monomert tvofici antiparalelni skladany list.

Substrat je do vazebné dutiny vazan pomoci van der Waalsovych interakci a

vodikovych vazeb mezi enzymem a substratem (7).

2.5.1. Problém rezistence u HIV proteasy

K mutacim HIV proteasy dochézi diky chybnému pfepisu reverzni transkriptasy, ktera
nema schopnost opravit chyby pii pifepisu RNA. Diky této vlastnosti a rychlosti replikace
viru vzniké denné az 10° mutaci ( 1 chybnd baze na 10 000 part bazi ). Z téchto mutaci se
pod selekénim tlakem inhibitorti selektuji ty, které zlepSuji replikaci viru v pfitomnosti
inhibitoru.

Rychly vyvoj jednotlivych kmenti béhem 1é¢by inhibitory reverzni transkriptasy je
nejvetsi prekazkou uspésné 1écebné terapie. Objeveni proteasovych inhibitori ( PRIs ) bylo
privitdno s novou nadéji. Nanestésti jsou vSak rezistentni mutanty vyselektovany jiz béhem
nékolika tydni po nasazeni PRIs. Béhem minulych nékolika let se rezistentni virové

Mutace se vyskytuji na mnoha mistech. MiZze byt zménéno az 49 z 99 aminokyselin.
Mutace ve vazebné dutiné pfimo ovliviiyji vazbu inhibitoru, jejich pfispévek k rezistenci je
nejveétsi. Mutaéni zmény mimo vazebné misto ovliviiuji napfiklad katalytickou aktivitu
nebo stabilitu dimeru (71).

Prvni identifikovand mutace HIV PR, ktera zvysSila rezistenci viru, byla V82A ve
vazebné dutiné. Pozdéji se prokdzalo rozsifené spektrum mutace V82A, T, F, S, jez bylo
nalezeno u pacienti lé€enych jak indinavirem tak ritonavirem. Je zajimavé, Ze touto
zménou ztratily klinicky pouZivané inhibitory van der Waalsovy interakce na pozici 82, to
se v§ak neobjevilo u vaznosti substratu.

Mutace 184V byla prokazana u kment izolovanych z pacienti 1é¢enych indinavirem,

ritonavirem, saquinavirem a amprenavirem. Prokazuje zvySenou rezistenci na vSechny
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PRIs, stejné tak jako 154V, ktera je lokalizovana na chlopnich proteinu. Dals$i typy mutaci
jsou jiz vice specifické. Napiiklad D30ON vznikla v kmeni po uZivani nelfinaviru, 150V
zase po léceni amprenavirem.

Dal$im krokem vyvoje se stal vznik tzv. druhotnych mutaci, které se zacaly tvofit, aby
zvysily replikacni schopnost rezistentnich kmenti, u nichz do$lo vlivem mutace k jejimu
sniZeni. Tento typ mutaci nemd vétSinou pfimy dopad na strukturu aktivniho centra, ale
v kombinaci s pivodni mutaci udéli kmenu vysoky stupefi rezistence. Nachdzi se
v dimeriza¢ni doméné€ nebo téz v hydrofobnich €astech, kde naru$i sbaleni enzymového
jadra. Tyto mutace hraji hlavni roli v zprostfedkovani vysokého a stfedniho stupné
rezistence.

Konecné to nejsou jen mutace v enzymu, ale dochazi téz ke zménam na jednom ¢&i vice
mistech polyproteinovych prekurzori, které napoméhaji replikaéni schopnosti (26).

Novinkou ve studiich rezistence jsou dédle zmifiované inserty HIV proteasy.

2.5.2. Inserty v HIV protease

Jak jiz bylo vySe uvedeno, inserty se pomémé ¢asto vyskytuji v reverzni transkriptase.
Na rozdil od insertii proteasy studie prokazuji, Ze se jedna o specifické mutace vzniklé
vlivem terapie pouzivanych inhibitord. Dale také vime, Ze tyto inserty zpusobuji vznik
rezistence na dané inhibitory a snizuji tak uéinnost 1é¢by (8,19). Inserty v HIV protease se
zatim vyskytuji méné Casto a ve véEtSi variabilité. V otdzce, zda maji vliv na rezistenci
uzivanych inhibitorti se ndzory zdaleka neshoduji. Pozd¢€;jsi studie se vSak kloni k nazoru,
Ze inserty rezistenci ovliviiuji.

Inserty se v HIV protease (PR) vyskytuji na riznych mistech a v rlizném poctu.
V tomto sméru je HIV proteasa vice variabilni oproti reverzni transkriptase. Inserty se
vyskytuji ve vSech oblastech HIV proteasy — v chlopnich, dimeriza¢ni domén¢, smyckach
obklopujicich vazebnou dutinu i v tésné blizkosti aktivniho centra. Dosud byly izolovany

vzorky s inserty v polohach mezi kodony : 17-18, 22-25, 31-32, 35-38, 70-71, 95-96. Pocet
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aminokyselinovych insertli se pohybuje v rozmezi 1-6. Nejvétsi variabilita se nachazi u
kodonu 35 (8,18).

Vétsina insertd se objevila jako duplikace sousednich genetickych sekvenci, coZ pfimo
dokazuji inserty v pozicich 35 a 95. Predpoklddany vznik se shoduje s reverzni
transkriptasou a to tak, ze pfi pfepisu RNA do DNA doslo k pozastaveni a skluzu reverzni
transkriptasy. U téchto kment se vyskytuji i dal$i bodové mutace. S vétsi frekvenci se
objevuji mutace 184V, jez se nachazi ve vazebném misté a ma proto vyrazny vliv na vznik
rezistence, a LIOM, ktera je mimo vazebné misto a mize tedy nepiimo zasdhnout do
struktury vazebného mista a snizit tak afinitu enzymu k inhibitoru (7/). Typ bodovych
mutaci siln€ ovliviiuje rezistenci na proteasové inhibitory, takZe se nedd obecné fici, jak
presné velky dopad maji samotné inserty. Jejich vyskyt je kolem 0,1% vzorkid odebranych
v rozmezi 1999-2001. Vznik inserti se neda spojit ani s terapii uzivanych inhibitort, ¢ehoz
je diikazem pacient s dvou aminokyselinovym insertem v pozici 36, u né¢hoz byl insert
nalezen jesté pfed nasazenim 1éEby proteasovych inhibitori. Byla vSak prokdzana sniZzena
replika¢ni schopnost pfislu$ného viru.

Dosud nebyla publikovdna zadna krystalova struktura proteasy obsahujici inserty.
VétSina typu insertli se nachdzi vné struktury. Insert pobliZ kodonu 25 vSak tésné piiléhd
na aktivni centrum. Nebylo ale dosud prokazdno, ze by tato zména méla dopad na

enzymovou funkci (8,18).

Obr. & 9: PR s vyznadenymi inserty, pFevzato podle (8)
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Neékteré konkrétni inserty jsou popsany v tabulkach:

Insert v pozici 17 je na samém okraji struktury enzymu. Virova sekvence izolovana
z pacienta méla navic tyto mutace: M46I, ktera pfispiva k rezistenci vSech klinickych
inhibitorti kromé saquinaviru. 184V, ke které dochazi pfi 1é¢bé indinavirem, ritonavirem,
saquinavirem a amprenavirem. Zpusobuje rezistenci ke vSem klinickym inhibitortim,

jelikoZ aminokyselina v pozici 84 se nachazi ve vazebné dutiné enzymu (11,18).

kmen kodony
16 17 |insert{18 |19
wild type - DNA GGG |GGG CAA | CTA
-aminokys. | Gly | Gly Gin | Leu
mutant - DNA GGG |GGG | CGG [CAA [CTA
- aminokys. | Gly | Gly | Arg | Gin | Leu

Tab. & 7: Inserty PR v pozici 17

Insert v pozici 25 je pfimo ve funkéni triddé za katalytickym aspartatem. Neni jasné,
je-li enzym nadale funkéni. V izoldtech se vyskytly bodové mutace: M46I1, 184V, LO0OM,
jez se objevuji pfi 1é¢bé saquinavirem, nelfinavirem, indinavirem a ritonavirem. Protoze je
aminokyselina v pozici 90 mimo vazebné misto, neni dosud znam mechanismus

zpuasobujici rezistenci (11,18).

kmen kodony
21 22 123 |24 |25 |insert|26 [27

wild type - DNA GAA | GCT |CTA [ TTA | GAT ACA | GGA
-aminokys. | Glu | Ala | Leu | Leu | Asp Thr | Gly
mutant - DNA GAG | GAT |GTT |CTA| TTA | GAT | ACA [ GGA
- aminokys. Glu | Asp | Val [ Leu | Leu | Asp | Thr | Gly
mutant - DNA GAA [GCC [CTG|CTA|GAC | CAC | ACA | GGA
- aminokys. Glu | Ala | Leu | Leu | Asp | His | Thr | Gly

Tab. ¢&. 8: Inserty PR v pozici 25
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Insert v pozici 31 se vyskytl u pacienta 1é¢eného terapii HAART. Lécba byla
zahdjena roku 1996 a insert se objevil az roku 2003. Koncem roku 2002 byla zahajena
1é¢ba Kaletrou v kombinaci s tenofovirem a z pfedchozich obdobi se pokracovalo jesté
v uZivani abacaviru. Na konci roku 2003 byl testy prokazaly sniZeni u€innosti lécby —

zvySeni virovych jednotek a sniZeni T}, lymfocytt.

kmen kodony

29 |30 |31 |insert{32 {33 |34
wild type - DNA ACA|GTA|TTA GAA |GAA |ATG
mutant - DNA ACA|GTA|TTA| TTA | GAG [GAA | ATA

Tab. &. 9: Inserty PR v pozici 31

Me¢éieni genotypové rezistence prokazalo vysokou uroveni rezistence k vétSiné
antivirovym léktim i pouzitych béhem lécby. Nebylo v8ak prokazano, Ze by kombinace
vySe zminénych 1€kt zpiisobovala selekci inserti. To se podafilo prokazat pouze u 1 z 280
pacienti z celkem 370 genotypovych testi. S timto typem mutace neni spojovana

rezistence k uzivanym inhibitorim (2/).

Pozice 35 je nejvariabilnéjsi. Bylo zde zatim izolovano 19 riznych sekvenci lisicich se
jak inserty tak bodovymi mutacemi. Vyskytuji se zde vySe uvedené typy mutaci a nové
typy v rizné kombinaci: 154V, jez zplsobuje rezistenci ke vSem klinickym inhibitorim.
Bé&Zna je u pacientl 1é¢enych amprenavirem. Isoleucin v pozici 54 se naléza na chlopnich
enzymu. Diéle je to mutace L10I, V82A, kterd se vyskytuje u pacienti lécenych
indinavirem nebo ritonavirem. Aminokyselina 84 je umisténa ve vazebné kapse enzymu.
G48V se objevuje pii 1éEbé vysSich davek saquinaviru, vzacné béhem lécby indinavirem.
Zpusobuje desetindsobné sniZeni citlivosti pfislusného viru k saquinaviru a trojndsobné
snizeni citlivosti k indinaviru, ritonaviru a nelfinaviru. Valin v pozici 48 se nachazi
v chlopnich enzymu a tato mutace zptsobi vétSi pevnost chlopni a tim snizuje jejich
flexibilitu (/1,18).
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kmen kodony
331 34| 35} 36| 37| 38|insert|insert|insert|insert|insert] 39| 40
wild type - DNA TTA|GAA | GAA | ATG | AAT | TTG CCA|[GGA
-aminokys. | Leu | Glu [ Glu | Met | Asn | Leu Pro | Gly
mutant - DNA TTA|{GAA|GAA | ACA |GTA|TTA | GAA | GAA | ATA | AAT | TTG |CCA | GGA
- aminokys. Leu| Glu | Glu | Thr { Val |Leu| Glu | Glu | lle | Ash | Leu | Pro | Gly
mutant- DNA TTA[GAA | GAA |ACG | AAT |TTG | AAT | TTG CCA|GGA
- aminokys. Leu| Glu | Glu | Thr | Asn | Leu | Asn | Leu Pro | Gly
mutant - DNA TTA[GAA|GAA | ACA | AAT | TTA | AAT | TTG CCA | GGA
- aminokys. Leu| Glu | Glu | Thr | Asn | Leu | Asnh | Leu Pro | Gly
mutant - DNA TTA|GAA|GAC | ATG | AAT |TTG | AAT | TTG CCA|[GGA
- aminokys. Leu| Glu | Asp | Met | Asn | Leu | Asn | Leu Pro | Gly
mutant - DNA TTA|GAA|GAC | ACA |GAC|ATA| AAT | TTG CCA|[GGA
- aminokys. Leu| Glu | Asp | Thr [ Asp | lle | Asn | Leu Pro | Gly
mutant - DNA TTA|GAA|GAC [ACG | AAT |TTG | AAT | TTG CCA|[GGA
- aminokys. Leu | Glu | Asp | Thr | Asn | Leu | Asn | Leu Pro | Gly
mutant - DNA TTA|GAA | GAA [ACG |GGT|TTA | AAT | TTG CCA |[GGA
- aminokys. Leu|[ Glu | Glu | Thr | Gly | Leu | Asn | Leu Pro | Gly
mutant - DNA TTA[GAA | GAA| GTA | AAT | TTA| AAT | TTG CCA|[GGA
- aminokys. Leu| Glu | Glu | Val | Asn | Leu | Asn | Leu Pro | Gly
mutant - DNA TTA[GAA | GAA | ATG | AAT | TTG | AAT | TTG CCA | GGA
- aminokys. Leu| Glu | Glu | Met | Asn | Leu | Asn | Leu Pro | Gly
mutant - DNA TTA[GAA | GAA | ATG | GAT | TTG | AAT | TTG CCA|GGA
- aminokys. Leu| Glu | Glu | Met | Asp | Leu | Asn | Leu Pro | Gly
mutant - DNA TTA|[GAA | GAA | ACA | AAT |CTA | AAT | TTG CCA |GGA
- aminokys. Leu| Glu | Glu | Thr | Asn | Leu | Asn | Leu Pro | Gly
mutant - DNA TTA|GAA | GAC |ACG | AAT | TTG | AAT | TTG CCA |[GGA
- aminokys. Leu| Glu | Asp | Thr | Asn | Leu | Asn | Leu Pro | Gly
mutant - DNA TTA|GAA | GAA | ATG | AAT |TTG | AAT | TTG CCA|[GGA
- aminokys. Leu| Glu | Glu | Met | Asn | Leu | Asn | Leu Pro | Gly
mutant - DNA TTA|GAA | GAA | ACA | AAT | TTA | AAT | TTG CCA|[GGA
- aminokys. Leu|{ Glu | Glu | Thr | Asn | Leu | Asn | Leu Pro | Gly
mutant - DNA TTA[GAA | GAA | GAT [ CTA | AAT | TTG CCA|[GGA
- aminokys. Leu | Glu | Glu | Asp | lle | Asn | Leu Pro | Gly
mutant - DNA TTA[GAA | GAA [GAC | ATA |GAT | TTG CCA | GGA
- aminokys. Leu| Glu | Glu | Asp | lle | Asp | Leu Pro | Gly
mutant - DNA TTA|GAA | GAA |GGA | ATA |AGT | TTA CCA |GGA
- aminokys. Leu | Glu | Glu [ Gly | lle | Ser | Leu Pro | Gly
mutant - DNA TTA|GAA | GAA | AAT | ATA |AGT | TTG CCA |GGA
- aminokys. Leu | Glu | Glu | Asn | lle | Ser | Leu Pro | Gly

Tab. & 10: Inserty PR v pozici 3

Dvou aminokyselinovy insert v pozici 36 byl nalezen u pacienta 1éceného kombinaci

zidovudin/zalcitabin po Sest mésici a se stavudinem/lamivudinem po dva tydny. Kromé
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pfitomnosti insertu nebyla zaznamendna zadna jind mutace spojovana s rezistenci v PR,
RT genech ani v misté $tépeni proteinu Gag. V této pozici je znama sekundarni mutace
M36I, ktera je spojovana s rezistenci na indinavir, ritonavir, nelfinavir. Proto byla po tomto

zjiSténi vybrana vySe zminénd kombinace inhibitort.

kmen kodony
34 (35 [36 |insert|insert|37 |38 |39
wild type - DNA AGA | AGA | AAT AGT |TTG|CCA
-aminokys. | Glu | Glu | Met Ser | Leu | Pro
mutant - DNA AGA |AGA [AAC| AAT | TTA | AAT |TTG|CCA
- aminokys. Glu | Glu | Met | Asn | Leu | Asn | Leu | Pro

Tab. &. 11: Inserty PR v pozici 36

abacaviru. Po této zméné postupné rostla koncentrace virovych €astic v krvi pacienta. Po
31 mésicich se opét provedly genotypové a fenotypové analyzy. Navzdory pferuSeni 1é€eni
pomoci indinaviru insert v této pozici PR zistal i naddle. Navic se objevila rezistence na
lamivudin a to bodovou mutaci M184V v reverzni transkriptase. Pfitomnost samotné¢ho

insertu se v tomto piipad€ nemiiZze pfimo spojovat s rezistenci na PR inhibitory (23).

Insert o dvou aminokyselindch v pozici 70 byl izolovéan z pacienta 1é¢eného nékolik
let. Pfed genotypovou analyzou se 14 mésici jeho 1écba sklddala z inhibitorti
saquinavir/ritonavir, tenofovir, lamivudin. Testy prokazaly mutace v RT D67N, K70R,
L74L/V, K103N, M184V, G190G/S, T215F, K219Q a G333E svéd¢ici o rozséhlé 1écbeé
RT inhibitory. Kmeny také obsahovaly proteasové mutace ztoho né€které spojené
s rezistenci: L10I, L241, M36A, M46L, 154V, L63P, A71V,I93L a niZe uvedeny insert.

kmen kodony
68 |69 (70 [insert]insert|{71 |72 (73
wild type — DNA GGA [ CAT | AAA GCT | ATA|GGT
- aminokys. | Gly | His | Lys Ala | lle | Gly
mutant - DNA GAA | TAT | AAA| ATT | AAA | GTT |ATA | GGT
- aminokys. Glu | Tyr |[Lys | lle | Lys | Val | lle | Gly

Tab. & 12: Inserty PR v pozici 70
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Kmen stimto insertem a vySe uvedenymi mutacemi byl podroben testim
metodou PhenoSense. Vysledky prokazaly sniZeni citlivosti na vSechny PR inhibitory

v rozmezi nasobku 2-25 (viz tabulka).

typ nasobek
inhibitoru | snizeni
amprenavir 2
atazanavir 13
indinavir 14
lopinavir 10
nelfinavir 25
ritonavir 15
saquinavir 10

Tab. & 13: Nasobky snizeni citlivosti na uvedené inhibitory PR pFi insertni mutaci v pozici 70

Na zdklad€ téchto vysledkli se v databazi hledaly fetézce se stejnymi mutacemi bez
insertu. Nepodafilo se najit zcela identicky, a tak se provadély testy s fetézci, které vSechny
obsahovaly mutace L10I, L241, M46, 154V, L63P, A71V a navic ndsledujici oznacené
mutace: (0) V82A; (1) V82A a 184V, (®) V82A a L90M. Vysledek testu je zaznamenany

v grafu:
[TEEX) :
[n]
& e 8
- D a
L o} e}
b ]
k-4 C [l
G D
[
: B8 3 °
£ 8 =] o e
C , o 8
= 8 i x =] * =
£ I g o x x
o B =
=}
o
0
"
l- T T T T T T Q-
APV ATV DV LPV NFV RTV S0V

Dray

Obr. & 10: Ovlivnéni citlivosti virového isolatu na PR inhibitory pFi riznych

typech mutaci, prevzato podle (9)
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Z grafu lze vycist, Ze citlivost téchto kmeni byla v pfitomnosti insertové mutace mensi
nez v pfitomnosti jedné nebo dvou hlavnich bodovych mutaci.

Ackoli umisténi tohoto insertu neni v pifimé blizkosti aktivniho centra, mohl by mit
dopad na selektivitu. Az dosud byl tento genotypovy znak zjistén u 1 z 100 000
testovanych vzork (9).

Inserty v pozici 95 se nachdzi v dimeriza¢ni doméné. Byly izolovdny dva typy kmenti

s bodovymi mutacemi: L10I, L90M, 154V, 184V popsanymi vyse.

kmen kodony
94 (95 [insert|insert]|insert|insert|insert|insert|96 [97
wild type - DNA GGT|TGC ACT|TTA
-aminokys. |Gly [Cys Thr |Leu
mutant - DNA GGT|TGC|ACT |TTA [AAT |TTT [CCC |ATT |ACT|TTA
- aminokys. Gly {Cys [Thr |Leu |Asn |Phe [Pro |lle Thr [Leu
mutant - DNA GGT|TGC|ACT |TTA [AAT |TTT |CCC ACT |TTA
- aminokys. Gly {Cys {Thr |Leu |Asn |Phe |Pro Thr |Leu

Tab. & 14: Inserty PR v pozici 95

Shrmutim lze fici, Ze v ani jednom zuvedenych piipadi nedosSlo vlivem insertu
k naruseni funkce HIV proteasy a reverzni transkriptasy. Studie tedy dokazuji, Ze urcité
insertni mutace v souvislosti s bodovymi mutacemi rezistenci na PR inhibitory zpiisobuji a
jiné rezistenci vyznamné neovliviiuji. VSe zdvisi na typech a kombinacich insertd a
bodovych mutacich. VSechny studie se vSak shoduji na tom, Ze ackoli dosud neni vyskyt

insertl tak Casty, o to vice dulezity je jejich vyzkum.
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3. Cil prace

3.1. Studovanda HIV-1 proteasa

Mym cilem v pfedklddané bakalaiské praci je vyizolovat HIV-1 proteasu, kterd byla
pracovné oznacena DBI. Jednd se o umeéle pfipraveny enzym, jenZz obsahuje mnoho
bodovych mutaci a zarovei z n€j byl odstranén insert. Pivodné proteasa obsahovala insert
v pozici 33, kde doSlo ke zdvojeni, a misto jedné molekuly leucinu kmen obsahoval dva
leuciny v pozici 33. Pomoci PCR byl Milanem KoZiskem na UOCHB AV CR insert
z enzymu odstranén, aby mohl byt zjistén vliv samotného insertu na rezistenci. Studovany
deletovany protein tedy obsahuje tyto bodové mutace: L10I, 113V, K20I, M361, M46I,
154V, K55R, Q58E, 162V, L63P, C67F, A71V, G73S, V82A, L90M a pouze jednu

molekulu leucinu v pozici 33. VySe uvedené mutace jsou zndzornény na obr. 12.

Obr. & 12: HIV-1 proteasa — DB1 s vyznacenymi mutacemi, Cervené jsou oznaceny primadrni mutace,
zelené jsou znazornény katalytické aspartaty v aktivnim misté, ( autorem obrazku je M. Lepsik z UOCHB AV

CR)
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4. Prakticka Cast

4.1. Materidly a pristroje

4.1.1. Pouzité chemikalie

akrylamid

Coomassie Brilliant Blue G250

deoxycholat sodny

EDTA

ethanol

glycerol

IPTG ( isopropyl-B-D-thiogalaktopyranosid )

kanamycin

laurylsulfat sodny, n-dodecylsulfat sodny ( SDS )

LB medium

lysozym

2-merkaptoethanol

MES

methanol

persiran amonny

PMSF ( fenylmethylsulfonylfluorid )
TEMED

thiosiransodny

TRIS ( tris(hydroxymethyl)aminoethan )
Triton X 100
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USB ( Cleveland, USA)
Serva ( Heidelberg, Némecko )
Fluka ( Buchs, Svycarsko )
Sigma ( Buchs, Svycarsko )
Lach-Ner ( Neratovice, CR )
Lach-Ner ( Neratovice, CR )
Biosynth AG ( Staad, Svycarsko )
Sigma ( Buchs, Svycarsko )
Sigma ( Buchs, Svycarsko )
Sigma ( Buchs, Svycarsko )
Serva ( Heidelberg, Némecko )
Sigma ( Buchs, Svycarsko )
USB ( Cleveland, USA )
Lach-Ner ( Neratovice, CZ)
Serva ( Heidelberg, Némecko )
Sigma ( Buchs, Svycarsko )
Sigma ( Buchs, Svycarsko )
Penta ( Praha, CR )

USB ( Cleveland, USA )
Serva ( Heidelberg, Némecko )



4.1.2. Laboratorni pristroje

Q rotaéni inkubator Innova 4300, New Brunswick Scientific ( Némecko )

Q@ sonikdtor Soniprep 1SOMSE ( USA )

o autoklav MLS-3020U, Sanyo ( Japonsko )

o spektrofotometr Helios o, Unicam ( USA )

a dvoupaprskovy UV/VIS spektrofotometr UNICAM UV 500, Praha ( CZ)
a vertikdlni SDS-PAGE, Sigma ( USA)

0 centrifuga Beckman J2-MI ( USA )

4.1.3. Ostatni pouZité materialy

a kolona na FPLC: MonoS HRS5/5

0 dialyzaéni membréana Spectrapor

- Bakteridlni buitiky: Escherichia coli
BL 21 (DE3 ) RIL

- Plazmidy: pET-24a — vektor pro expresi proteinli v E.coli

Xho hise.

Eag b1eas
Hind lik173.
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S0 k42410

v b 4058,

Hro k40240 Aer hizre,

BeeH 1475
Fedd s,

Feaned bamiy Hya bagron
e H kst
Faha gon
Bives b,

Bspd 111 b316s,
e hI40

Burt 7 L2936,

1th111 k2o

Obr. & 11: Plazmid pET-24a
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4.2. Metody

4.2.1. Transformace

K 150 ul kompetitivnich bunék E.coli bylo pfidino 2 pl DNA pfipravené
minipreparaci a smés byla ponechdana 30 min na ledu. Mikrozkumavka se smési byla
inkubovéna pfi 42 °C po dobu 90 sekund a poté pfenesena na 2 min zpét na led ( tzv.
»tepelny Sok“ ). Ke smési byl pfidan 1 ml sterilniho LB media bez antibiotika a
mikrozkumavka byla ddna na 1 hod do inkubatoru pii 37 °C. Poté byla smés nanesena na
misky s agarem, ktery obsahoval kanamycin. Misky byly ponechany pfes noc pfi teploté
37°C.

4.2.2. Exprese HIV-1 PR indukovatelnid IPTG

K tomuto typu exprese byl pouzit kmen E.coli BL 21 ( DE3 ) RIL. Ten ve svém
genomu obsahuje gen pro T7 RNA polymerasu pod kontrolou promotoru pj,. Pfidavek
IPTG tak indukuje tvorbu T7 RNA polymerasy, ktera nasledné zajisti transkripci genu pro
HIV-1 PR, ktery se naléza v plazmidu pET24a pod kontrolou T7 promotoru.

150 ul kompetitivnich bunék E.coli BL 21 ( DE3 ) RIL bylo transformovano 2 pl
plazmidové DNA po minipreparaci — expresnim plazmidem pET24a obsahujicim gen pro
pfislusnou HIV-1 PR, T7 promotor a nesouci rezistenci na kanamycin ( kap. 3.2.1. ).
Narostlé kolonie byly rozsuspendovany v 4 ml sterilniho LB-media. 6 dvoulitrovych

Erlenmayerovych bangk s 0,5 1 sterilniho media LB ¥AN*

( 40 ug/ml ) byly zaockovany
bakteridlni suspenzi po stejnych objemech ( 1ml suspenze/bariku ). Baiiky byly ndsledné
tfepany v rotaénim inkubdtoru pfi 300 otatek/min a teploté 37 °C. B&hem tfepani byl
sledovan riist bakterii v mediu méfenim optické hustoty pfi 595 nm ( ODses ). Pfi hodnoté
OD 0,8 - 0,9 byla provedena indukce exprese proteinu pfidavkem 1 ml 0,4 M IPTG. Po
indukci byly bakterie kultivovany 3 hod a po této dobé byly sklizeny centrifugaci pfi
5400 g, 10 min, za teploty 18 °C. Pied piidavkem IPTG a 3 hodiny po indukci byl odebran

1 ml bakteridlni suspenze pro kontrolu na SDS elektroforéze, vzorky byly oznaceny DB1/1
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a DB1/2. Bakterie byly stoCeny pfi 16000 g, 3 min a peleta byla rozsuspendovana v 100 pl

destilované vody.

4.2.3. I1zolace inkluznich télisek a jejich prediSténi

Roztoky:

puftr A : 50 mM Tris-HCI, 50 mM NaCl, ImM EDTA; pH 8,0

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

pufr TA : 50 mM Tris-HCl, 1 % ( v/v ) Triton X100, 1 mM EDTA,; pH 8,0

Bakterie produkuji poZadovany protein v denaturovaném stavu ve formé inkluznich
télisek. Bakteridlni peleta byla tfikrat zmraZena a rozmraZena v pufru A ( k 7,7 g mokré
biomasy bylo pfidano 80 ml pufru A ). Nasledné bylo pfiddano 232 ul roztoku 10 mM
PMSF, ktery inhibuje serinové proteasy. Poté byl pfidan lysozym ( 25 mg ) a smés byla
michdna 30 min pfi laboratorni teploté. Poté byl piidan 1 % ( w/v ) deoxycholat sodny (
3,5 ml ) a smés byla michdna 20 minut pfi laboratorni teploté. Vznikly viskézni roztok byl
sonikovan 3x1 min za chlazeni a poté odstfedén pii 800 g, 12 min a 10 °C. Peleta byla
zvazena a rozsuspendovana v pufru SA ( 35 ml ) a suspenze byla opét sonikovdna a
odstfedéna. Stejny postup byl opakovan s pufrem TA a na zavér s pufrem A. Béhem
promyvani bylo odebirdno 100 pl supernatantu po odstfedéni pro kontrolu na SDS
elektroforéze. Vzorek izolovanych inkluzi byl ziskan odebranim 100 pl suspenze pelety

v pufru A po sonifikaci, suspenze byla odstiedéna pii 800 g, 12 min a 10 °C.

4.2.4. Renaturace HIV-1 proteasy

Roztoky:

dialyza¢ni pufr : 0,05 M MES; 0,001 M EDTA; 10 % glycerol; 2 — merkaptoethanol;
pH 5,8

K izolovanym inkluznim téliskim bylo pfidano 6 ml koncentrované kyseliny octové a

3 ml destilované vody. Po rozpusténi byla tato suspenze za stilého michani postupné
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pfikapdvéna k 21 ml destil. vody, aby se HIV proteasa sbalila. Takto pfipraveny roztok byl
ponechdn za stdlého michdani 1 hod v chladici mistnosti. Nato byl roztok prelit do
dialyza¢niho stfeva, které bylo odmoceno v destilované vodé€. Dialyzaéni stfevo byla
umisténo 2 hodiny ve 2 | destilované vody a poté ponechdno 12 hodin ve 3 1 dialyzaéniho
pufru za stdlého michéani pfi teploté 5 °C. Pii dialyze doslo k renaturaci HIV proteasy

postupnym sniZovanim koncentrace kyseliny octové.

4.2.5. Ionexovia chromatografie na katexové koloné
Roztoky:

pufr A (pH 5.8 ): 50 mM MES; 10 % glycerol;1 mM EDTA; 0,05 % 2-

merkaptoethanol
pufft B ( pH 6.7 ): 50 mM MES; 10 % glycerol; 1 mM EDTA; 0,05 % 2-
merkaptoethanol; 2 M NaCl

Vzorek po dialyze obsahujici pfevazné HIV proteasu byl nakonec purifikovdan na
katexové koloné MonoS HRS/5 ( Pharmacia) na FPLC pfistroji AKTA explorer (
Amersham Pharmacia Bitech, Svédsko ). Nejprve byla kolona promyta gradientem pufrii A
a B, ndsledné samotnym pufrem A.

Vzorek byl nanesen na kolonu a kolona byla promyta 5 ml pufru A. HIV proteasa byla
vymyvana z katexové kolony linearnim gradientem iontové sily a pH. Po ukonceni
gradientu byla kolona promyta pufrem B, pufrem A a 20 % ( v/v ) ethanolem.

Priibéh eluce byl sledovan UV detektorem méfenim absorbance pii 280 nm. U
jednotlivych frakci byla stanovena koncentrace proteinu (kap.3.2.6.), zméfena
proteolyticka aktivita ( kap.3.2.7. ) a pribéh purifikace byl objasnén pomoci SDS
elektroforézy ( kap.3.2.5.)
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4.2.6. SDS elektroforéza

Roztoky:

vzorkovy pufr ( koncentrovany 6x ): 0,42 g Tris; 3 ml glycerolu; 1 g SDS; 600 pl 2-
merkaptoethanolu; 1,2 mg bromfenolové modfi; doplnéni vodou do 10 ml; pH 6,8

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

44 % akrylamidova smés: 42,8 g akrylamidu; 1,2 g NN'- methylenbisakrylamidu;

doplinéni vodou do 100 ml

Priprava polyakrylamidovych geli ( rozpis pro pFipravu dvou gelu ):

sloZeni 18% separacni gel [ 5% zaostrovaci gg,_ll
destilovana voda 1,1ml 1,3 ml
1,5 M Tris-HCI 1,25 ml (pH 8,8) | 0,625 ml (pH 6,8)
44% akrylamidova smés 2,045 mi 0,285 ml
50% (viv) glycerol 0,5mi 0,25 ml
0,2 MEDTA 35 ul 17,5 pl
10% (w/v) SDS 50 pl 25 pl
TEMED 5ul 5l
10% (w/v) APS 45 pl 50 ul
Analyza proteinového sloZzeni vzorkli byla provadéna pomoci SDS-PAGE

v denaturujicim polyakrylamidovém gelu na pfistroji Sigma pro vertikdlni elektroforézu.
Byl pfipraven 18 % separacni gel a 5 % zaostfovaci gel. Vzorky byly smichany se
vzorkovym pufrem v poméru 5:1 a 5 min povafeny na vodni 1azni. Elektroforéza probihala
pfi napéti 150 V pfiblizné 1 hod. Pro stanoveni velikosti proteinti byl pouzit marker Protein
test mixture 4 + 5 od firmy Serva a standard HIV proteasy. Rozdélené proteiny byly

obarveny stfibrem.
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Priabéh barveni SDS gelu stribrem:

krok &. | pouZité roztoky doba pusobeni
0, 0,
B e
2. 50% (v/v) methanol 3 x 15 min
3. Na,S,0,.5H,0 ( 0,2g/1) 1 min
4. destilovana voda 3x20s
5. AgNO; (2g/1), 0,02% (v/v) formaldehyd 20 min
6. destilovana voda 3x20s
7 Na,CO; (60g/t), Na,S203.5H,0 (4mgfl), 0,02% do obje\{eni
' (viv) formaldehyd prouzku
8. destilovana voda 3x20s
9. 12% (v/v) kys. octova, 50% (v/v) methanol 10 min
10. 10% (viv) kyselina octova pfes noc

4.2.7. Stanoveni koncentrace proteinii podle Bradfordové

SloZeni roztoku Commassie blue G-250 od firmy Bio-Rad:
100 mg Commassie briliant blue G-250; 50 ml 96 % ethanolu; 100 ml 85 % kyseliny

fosfore¢né; 850 ml destilované vody

Koncentrace proteinu byla stanovena podle Bradfordové méfenim absorbance smési
50 pl roztoku proteind, 750 pl destilované vody a 200 pl roztoku Commassie blue G-250
od firmy Bio-Rad pfi vinové délce 595 nm. Pro ziskani kalibra¢ni kfivky méfeni byl pouzit

hovézi sérovy albumin o koncentracich 1 — 25 pg/ml.

4.2.8. Kineticka charakterizace

Hodnoty kinetickych parametri pro mutantni HIV proteasu byla zméfena
spektrofotometricky na dvoupaprskovém UV/VIS spektrofotometru UNICAM UV 500.
Jako substrat byl pouzit Lys-Ala-Arg-Val-Nle~Nph-Glu-Ala-Nle NH,. Tento chromogenni
substrat byl odvozen od §tépného mista Gag a Gag-Pol prekurzoru. St&penim substritu

dochazi k poklesu absorbance pfi vinovach délkach kolem 305 nm.
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S. Vysledky

S.1.

Exprese HIV-1 PR indukovana IPTG

Kompetentni butiky BL 21 ( DE3 ) RIL byly transformovany plazmidem pET24a,

ktery kédoval gen pro HIV-1 proteasu DB1 pod kontrolou T7 promotoru nesouci rezistenci

na kanamycin. Narostlou bakteridlni kulturou bylo naockovéno 3 1 pfislusného media ( 0,5

1 v Sesti dvou litrovych Erlenmayerovych barikach ). Bariky byly umistény do rotaéniho

inkubdtoru pfi 300 otd¢kach/min a teploté 37 °C. Pfi hodnot& ODsgs 0,81 byla provedena

indukce exprese piidanim IPTG na koncentraci 0,75 mM.

Kultivace v LB mediu

Rustova kiivka

4 M <— b.indukce

0 ] 10 15 20
¢as{min)

Obr. & 13: Rustova kFivka kultivace bakterii
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5.2. Izolace inkluznich télisek a jejich precisténi

U proteasy DB1 bylo ze 3 litri LB media ziskdno 7,7 g mokré biomasy.

Z bakteridlnich bun¢k byly izolovany inkluze, které byly promyvany pufry s rozdilnym

obsahem soli a detergentu ( kap. 3.2.3. ). Hmotnost vyizolovanych inkluzi byla 0,4 g.

HIVPR
HIV —> ¢

1 | 3ul standard HIV PR

2 | 6ul buiiky pfed indukci

3 | 4u buiiky po indukci

4 | 4ul bunécny supernatant

5 | 4ul | promyti inkluzi SA pufrem

6 | aul promyti inkluzi TA
pufrem

7 | 4pl | promyti inkluzi A pufrem

8 | 4u izolované inkluze

9 | 4ul SDS marker

10 | 3ul standard HIV PR

Obr. &. 14: SDS elektroforetogram znazornujici promyvani inkluzi HIV-1 PR DB (18 % gel )

5.3. Renaturace a purifikace HIV-1 PR DB1

Izolované inkluze byly postupné rozpustény v 67 % kyseliné octové a poté byla

proteasa renaturovana nafedénim a dialyzou. Po dialyze byly nerozpusténé proteiny

odstranény centrifugaci a u supernatantu byla zméfena aktivita HIV-1 PR DBI1 (kap.3.2.7.).

Supernatant byl nanesen na katexovou kolonu Mono S a zachycené proteiny byly

vymyvany linedrné€ vzristem gradientu soli. ( kap. 3.2.4. ). Pribéh eluce byl sledovan UV

detektorem méfenim absorbance pii 280 nm. Byly jimany frakce, které byly ndsledné

kineticky proméfeny ( kap. 3.2.6. ) a byla urena koncentrace proteind podle Bradfordové

(kap. 3.2.7.).
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U proteasy DB1 byly poté analyzovéany frakce A — H pomoci SDS elektroforézy ( kap.

3.2.5.) znazornéné na obrazku ¢. 15.

1 | 4ul HIV marker
— 2 | 4ul SDS marker
vzorek pied
— 3 | 8ul FPLC
4 | 5wl frakce A
b 5 | 5ul frakce B
HIV 5. " 6 | Sul frakce C
PR d HIV 7 | 5ul frakce D
PR
-~ -——— — 8 | sul frakce E
9 | 5ul frakce F
10 | Sul frakce G

Obr. & 15: SDS elektroforetogram znazornujici purifikaci HIV-1 PR DB1 ionexovou
chromatografi ( 18 % gel ). Frakce odpovidaji chromatogramu na obr. 16

Vymyvani kolony je zndzornéno na chromatogramu obr. €. 16. Jednotlivé jimané
frakce jsou oznaceny pismeny A — H.

A mo

(X

~ . I
&0 L LR 0l

A BCDETF G H objem

Obr. &. 16: Pribéh eluce HIV-1 PR DBI z katexové kolonyMonosS, ktera byla vymyvana pufrem B.

Cervenymi pismeny jsou oznaceny frakce které byly ditkladné charakterizoviny
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Z vysledného SDS elektroforetogramu je ziejmé, Ze nejcistSi jsou frakce B, C, D.

Frakce E a F by bylo potieba jesté piedistit.

Nésledn€ byla provedena kinetickd charakterizace ( kap. 3.2.6. ) a stanovena

koncentrace proteinu podle Bradfordové ( kap. 3.2.7. ) jimanych frakci. Pro pfehlednost

jsou namétené hodnoty uvedeny v purifikaéni tabulce. Pro srozumitelnéj§i popis pribéhu

purifikace byla zavedena ” relativni jednotka ” ( ru ) b&Zné& pouzivana na UOCHB AV CR.

Je definovdna jako aktivita, ktera pfi Stépeni chromogenniho peptidového substratu

zpisobi pokles absorbance o 10 AU*s™.

Purifikaéni tabulka:

HIV PR |objem aktivita aktivita | vytd%ek | konc.proteinu | specif.aktivita | purifika&ni
DB1 [ml] | [ABS.s'.ul] [ru] [%] [g/mi] [rwpg] koeficient
vzorek

pFed 41 2,8.10° 1143 37,6 0,74 1
FPLC

frakce A | 3,8 1,6.10° 59 5,16 35,2 0,44 0,6

frakce B| 3,1 6,7. 10 208 18,2 39,6 1,69 2,3

frakce C| 2 9,4.10'6 188 16,4 40 2,35 3,2

frakce D | 2,5 10,0. 10°® 252 22 39,2 2,57 3,5

frakce E| 1 12,1.10°® 121 10,5 108,4 1,12 1,5

frakce F | 2,9 2,3.10°° 78 6,8 102 0,26 0,4

frakce G| 2,4 1,2.10° 28 2.4 73,6 0,15 0,2

frakceH| 3 0,8. 10 25 2,2 38,8 0,21 0,3

Tab. & 15: Tabulka prabéhu purifikace mutanmi HIV-1 PR DB1
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6. Zavér

+ Na zdkladé literarnich udaji jsem ukdzala, ze inserty v HIV reverzni
transkriptase jsou vyznamnym mechanismem pro vznik rezistence
k virostatikiim. Uloha insertti v HIV protease je postupné objasiiovana. Ukazuje

se, Ze by mohly mit stejny vliv na 1é¢bu jako v pfipadé reverzni transkriptasy.

+ V bakteriich E. coli jsem piipravila rekombinantni HIV-1 proteasu s mutacemi
L10I, 113V, K20I, M36l, M461, 154V, K55R, QS58E, 162V, L63P, C67F,
A71V, G738, V82A, L90M v podobé€ inkluzi, jez byly ndsledné izolovany a

promyty.

+ HIV-1 proteasu jsem renaturovala a precistila pomoci FPLC na katexové

koloné.

+ Vytézek Cisté HIV-1 proteasy byl 300 ug, dalSich 400 pg by bylo nutno
v budoucnu pfedistit napf. pomoci gelové chromatografie. Takto pfipraveny

rekombinantni protein bude pouzit k dalsi kinetické a strukturni charakterizaci.
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8. Seznam pouzitvch zkratek

3TC lamivudin

ABC abacavir

AIDS syndrom ziskané imunodeficience
APV amprenavir

ATV atazanavir

AV CR Akademie Véd Ceské republiky
AZT zidovudin

d4T stavudin

ddC zalcitabin

ddI didanosin

DF tenofovir

DLV delavirdin

DNA deoxyribonukleova kyselina

EDTA kyselina ethylendiamintetraoctova
EFV efavirenz

env gen kddujici povrchové glykoproteiny viru
fAPV fosamprenavir

FPLC fast protein liquid chromatography
FTC emtricitabin

gag gen kddujici strukturni proteiny viru
HIV virus lidské deficiente

IDV indinavir

IPTG isopropyl -B-D thiogalaktopyranosid
LPV lopinavir

NFV nelfinavir

NVP nevirapin

OD optickd hustota

PAGE polyakrylamidova gelové elektroforéza
PCR polymerase chain reaction
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pol
PR

RT

RTV
SDS
SQV
TEMED
TPV
Tris
UOCHB
viv

w/v

gen kodujici enzymy retrovira
proteasa

ribonukleova kyselina

reverzni transkriptasa

ritonavir

dodecylsulfat sodny

saquinavir

N, N, M, N, - tetramethylendiamin
tipranavir
tris(hydroxymethyl)aminoethan
Ustav organické chemie a biochemie
objemovy zlomek

hmotnostni zlomek
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Svoluji k zaptijéeni této préace pro studijni ucely a prosim, aby byla fadn¢ vedena

evidence vypujcovatelli.
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