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Souhrn

Teoreticka ¢ast diplomové prace se zabyva problematikou HIV-1 viru, jeho
genomem, genetickou variabilitou a zivotnim cyklem. Dale se zaméfuje na shrnuti
dosavadnich znalosti o struktufe a funkci virového proteinu gp120. Posledni ¢ast literarni

reserse je vénovana zakladnim principim metody pritokové cytometrie.

V ramci experimentalni ¢asti diplomové prace byla provedena optimalizace postupu
pratokové cytometrické analyzy reaktivity monoklonalnich protilatek s rekombinantnimi
proteiny gpl20 navazanymi na fluorescencné znacené mikropartikule. Bylo nalezeno
optimalni fedéni jednotlivych protilatek (b12, 2G12, F425, 257, 268, PG9 a PG16) pro
ptipravu vzorkti k pritokové cytometrické analyze. Byla testovana reaktivita téchto
monoklonalnich protilatek s rekombinantnimi gp120 proteiny, produkovanymi dvéma
riznymi typy stabilné transfekovanych bunéénych linii: 293T (Lidské embryonélni
ldeviny) a RD (Lidsky rhabdomyosarkom). Déle byla provedena analyza vlivu
deglykosylace enzymem PNGasa F na reaktivitu monoklonalnich protilatek

s rekombinantnimi gp120.



Summary

The theoretical part of this diploma thesis is focused on description of HIV-1 virus,
its genome, genetic variability and life cycle. Next chapter provides a summary of
knowledge about HIV gp120 protein including its structure and function. The basic

principles of flow cytometry are described in the last part of the introduction.

The experimental part is focused on optimalization of the flow cytometry analysis of
the reactivity of selected monoclonal antibodies with recombinant gp120 protein adsorbed
on fluorescent microparticle. The optimal concentration of antibodies (b12, 2G12, F425,
257, 268, PG9 and PG16) was determined. The reactivity of all monoclonal antibodies
with recombinant gp120 proteins was measured. Recombinant gpl120 proteins were
produced in two different permanentlly transfected cell types: 293T (Human embryonic
kidney) and RD (Human rhabdomyosarcoma). The contribution of gpl120 glycans
antibodies reactivity was analysed by comparsion of reactivity with glycosylated and
PNGase F enzymatically deglycosylated protein.
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1 Uvod

Virus HIV je piivodcem celosvétové rozsifeného smrtelného onemocnéni AIDS.
Doposud nebyla vyvinuta dlouhodobé U¢innd terapie, kterd by byla schopna zabranit
propuknuti terminalniho stadia, konciciho smrti pacienta. Velkd pozornost je vénovana
také vyvoji efektivni vakciny. Intenzivni studium zivotniho cyklu HIV odhalilo nékolik
virovych proteinti, které by mohly byt potencidlnim cilem profylaktické vakcinace. Mezi
nejvyznamnéj$i kandidaty patii obalovy glykoprotein Env , ktery sestava z podjednotek
gpl120 a gp41 sestavenych do trimeru. Funkce Env spociva ve zprostiedkovani interakce
viru s hostitelskou bunkou (Teixeira, 2011). Podjednotka 120 se vyznacuje silnou
glykosylaci. Pfiblizné polovina jeji molekulové hmotnosti je tvofena glykany. Jedna se
prevazné o N-vazané glykany s mensim zastoupenim O-vazanych glykant. Gp120 je cilem
vazby specifickych protilatek, z nichz urcité jsou schopny neutralizovat virovou castici.
Tato skute¢nost by mohla byt vyuzita pii vyvoji vakciny. Za ucelem vakcina¢nich
experimentl je produkovan gpl20 pomoci riznych typt savéich bunéénych linii.
Rekombinantni proteiny vSak maji odlisny glykosylaéni profil nez gpl120, ktery je
produkovan lidskymi T - lymfocyty béhem infekce HIV virem. V soucasné dobé je
studovan vliv struktury a slozeni sacharidd na reaktivitu protilatek s gp120 (Raska a kol.,

2009).

Cilem predkladané¢ diplomové prace bylo optimalizovat postup umoziujici
charakterizovat reaktivitu protilatek vicéi rekombinantnimu gp120 proteinu navazanému na
korpuskularni nosi¢ — fluorescenéné znacené kulicky umoziujici provadét vyhodnoceni
reaktivity pomoci pratokového cytometru. Prace se zaméfuje na vyhodnoceni reaktivity
S riiznymi variantami monoklonalnich protilatek specifickych k riiznym epitopim gp120 a
dale na vyhodnoceni zmény této reaktivity po odstépeni odStépeni cukerné komponenty

gp120 glykoproteinu.

Metoda prutokové cytometrie  zalozena na  fluorescenéné  znaéenych
mikropartikulich umoziiuje analyzu rekombinantnich proteinli v podminkéch, které
zachovavaji maximaln€ jeho nativni konformaci. Standardné pouzivané metody, jako je
Western blotting nebo ELISA, ovliviiuji konformaci zkoumané molekuly vyraznéj$im
zpusobem. Dalsi vyhodou pritokové cytometrické analyzy je moznost testovat interakce
ve velmi malém objemu, a tedy nizsi spotieba reagencii a s tim spjatad vyssi efektivita

reakci. Metoda je rovnéZ vhodna pro multiplexni analyzy.
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2 Literarni prehled

21  Virus HIVV

Virus HIV (Human immunodecifiency virus) je ptvodcem onemocnéni AIDS
(Acquired Immunodeficiency Syndrom). Jednd se o celosvétové rozsitenou infekéni
chorobu, v jejimz dasledku dochazi k vyraznému oslabeni socioekonomického systému
mnoha zemi. Porozuméni epidemiologii a patogenezi viru je nezbytné pro vyvoj ucinné

1é¢by a profylaxe (Krejsek a kol., 2004).

Prvni pfipad onemocnéni AIDS byl hlaSen roku 1981. Nemoc se pravdépodobné
vyskytovala jiz diive, ale nebyla rozpoznana a identifikovana. O dva roky pozd¢ji byl

popsan virus HIV jako puvodce této sekundarni imunodeficience (Janeway a kol., 1999).

2.1.1 Systematické zarazeni HIV viru

Virus HIV fadime do ¢eledi obalenych vird Retroviridae. Pro tuto ¢eled’ je typicky
genom V podob¢ dvou kopii jednovlaknové RNA, kterd je pomoci virové reverzni
transkriptazy ptepisovana do formy dvousroubovicové DNA. Podceled’ Lentivirinae, do
které patfi virus HIV, je charakteristickd dlouhym bezpfiznakovym obdobim, které je

zakonceno cytopatickym efektem a 1yzi hostitelské buniky (Krejsek a kol., 2004).

Jsou znamy dva blizce pfibuzné typy tohoto viru — HIV-1 a HIV-2. Vétsina piipadi
AIDS je zpusobena HIV-1, ktery zaroven vykazuje vyssi virulenci. Virus HIV-2 je
endemicky v zadpadni Africe a v jinych oblastech se vyskytuje spiSe ojedinéle (Janeway a

kol., 1999).

Virus HIV-1 se dale déli do tii hlavnich skupin: M, N a O. Skupina M, ktera je
zodpovédna za vétSinu onemocnéni v rdmcei svéta, se dale déli na 11 subtypi A — K.
Subtyp B je rozSifen v Americe, Evropé, Asii a Australii, zatimco infekce zplsobend

subtypy A, C, D a E se vyskytuje pievazné v Africe (Teixeira a kol., 2011).

2.1.2 Stavba virové ¢astice

HIV virus patii mezi obalené RNA viry. Jeho genom v podobé dvou identickych
vlaken jednofetézcové RNA je obklopen nukleokapsidem, ktery je slozen z molekul
proteinu p24 (Levinson, 2006). Toto jadro je spolu s tfemi virovymi enzymy — proteazou,
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integrazou a reverzni transkriptazou uzavieno ve struktufe tvofené kapsidovym a
matrixovym proteinem. Na povrchu virové ¢astice se nachazi fosfolipidova dvojvrstva,
ktera pochazi zbunéfné membrany hostitelské buiiky. V membrané je zakotveny
glykoprotein Env tvofeny trimerem dvou nekovalentné svazanych podjednotek - gp120 a
gp41 (Levinson, 2006). Virion ma prumér piiblizné¢ 120 nm (Texeira, 2011). Schéma

virionu HIV-1 je znazornéno na obr. 1.

gp120 gp4l

Matrixovy protein Proteaza

Integraza

Obalova dvojvrstva

Nukleokapsidovy protein

Strukturni kapsidovy
protein

Reverzni transkriptaza
Obr. 1: Stavba virové ¢astice HIV-1

(upraveno podle Texeira a kol., 2011)

Ve virové ¢astici jsou inkorporovany nékteré strukturni molekuly hostitelské
buiky. Jedna se o lipidovou dvojvrstvu, ktera obaluje zralé viriony, a a B fetézce molekul
HLA (hlavni histokompatibilni komplex) II. tfidy a a fetézce molekul HLA 1. tiidy. Mezi
dalsi molekuly, které maji ptivod v hostitelské buiice a jsou soucésti virové Castice, patii
mikroglobulin, integrin, LFA-1 (Lymphocyte function associated antigen), CD44,
protektin a DAF (Decay accelerating factor) (Krejsek a kol, 2004).



2.1.3 Virovy genom

Virova nukleova kyselina koduje celkem 9 gent. Jedna se o 3 strukturni geny (gag,
pol, env) a 6 dalSich genu (vif, vpr, tat, rev, nef, vpu/vpx), které maji regula¢ni funkci a
usmérnuji replikaci viru. Virus HIV-1 obsahuje navic gen vpu, zatimco HIV-2 obsahuje
gen vpx. Sekvence gent je na 3’konci a 5'konci ohrani¢ena LTR (long terminal repeats),
které se ucastni integrace viru do hostitelského genomu a jeho replikace (Janeway a kol.,
1999). Genom HIV-1 viru a jeho proteinové produkty jsou schematicky znazornény na obr.
2.

Virova RNA

LTR GAG POL |Regulaénigeny| Env LTR

v v
MA || CA sv |[ TN
p17 || p24 gpl12((egp4l
v 4
NC || PR || RT || IN TAT || VPR || VPU || REV || VIF || NEF
P9 || p12 || p&6 || P32 pl4 || p15 || p16 || p19 || P23 || p27

Obr. 2: Geny a proteiny HIV-1 viru
(upraveno podle Krejsek a kol., 2004)

2.1.3.1  Strukturni geny a jejich produkty

Geny gag, pol a env jsou spole¢né pro vSechny retroviry. Jejich produkty byly

identifikovany ve zralych virovych ¢asticich spole¢né s virovou nukleovou kyselinou.

Gen gag koduje strukturni proteiny virového jadra. Jejich prekurzorem je p55, ktery
je nasledné $tépen za vzniku matrixového proteinu p17 a dienového proteinu p24 (Krejsek
a kol., 2004). Antigen p24 je vyuzivan v sérologickych testech pti diagnostice HIV infekce
(Levinson, 2006).



Produkty genu pol jsou enzymy virova proteinaza (pl12), reverzni transkriptaza
(p66) a virova integraza (p32). Timto genem je také kodovan nukleokapsidovy protein p9,

ktery je asociovan s virovou nukleovou kyselinou (Krejsek a kol., 2004).

Virova proteinaza $tépi prekurzorové polyproteiny viru na funkéni polypeptidy.
Reverzni transkriptaza je RNA-dependentni DNA polymeraza, ale uplatiuje se i pfi
syntéze druhého DNA vlkana a tudiz ma i aktivitu DNA-dependentni DNA polymerdzy.
Tento enzym vyuziva virovou genomickou RNA jako templat pro ptepis do DNA. Jedna se
0 bifunk¢ni enzym, ktery ma zaroven aktivitu ribonukleazy H, ktera je zodpovédna za
degradaci RNA v hybridnim komplexu RNA-DNA. Integraza zabudovava DNA virového
puvodu do genomu hostitelské buiiky (Levinson, 2006).

Gpl120 a gp4l jsou obalové glykoproteiny, vzniklé¢ Stépenim prekurzorového
proteinu gp160, ktery je produktem genu env. Ke §tépeni dochazi v Golgiho aparatu. Oba
vzniklé glykoproteiny zistavaji nekovalentné spojeny. Jsou zodpovédné za interakci

s receptory hostitelské buniky a vstup viru pies cytoplazmatickou membranu (Krejsek a
kol., 2004).

2.1.3.2  Regulaéni geny a jejich produkty

Regulacni geny a jejich produkty kontroluji kvantitu a kvalitu transkripce virového

genomu. Reguluji proces syntézy viriont hostitelskou bunkou (Krejsek a kol., 2004).

Gen tat (transactivator of transcription) koduje protein, ktery je pozitivhim
regulatorem transkripce a zvySuje procesivitu hostitelské RNA polymerazy II.
Transaktivace se tyka aktivace transkripce gentl, které jsou vzdaleny od daného genu, tj.
jinych genit vradmci stejné provirové DNA nebo genli, které jsou soucasti genomu

hostitelské bunky (Levinson, 2006).

Produktem genu rev (regulator of viral expression) je protein pl19, ktery reguluje

transport nesestiizenych transkriptti z jadra do cytoplazmy (Janeway a kol., 1999).

Produkt genu vif (viral infectivity) ovlivituje infektivitu virové Castice inhibici
enzymu APOBEC3G, ktery je pfic¢inou vzniku hypermutaci v retrovirové DNA (Levinson,
2006).



Gen vpr koéduje virovy protein R (pl15), ktery slouzi k transportu DNA do jadra,

zvySuje produkci virionil a je zodpoveédny za zastaveni bunééného cyklu.

Gen vpu koduje virovy protein U (p16), ktery rozklada bunéény protein CD4+ T-

lymfocytu, ovliviiuje vylu¢ovani viriont z buriky a je unikatni pouze pro virus HIV-1,

Produkt genu nef (negative-regulation factor) — protein p27 puasobi jako
transkrip¢ni regulator (Janeway a kol., 1999; Rosypal a kol., 2000). Spolu s produktem
genu Tat reprimuje syntézu MHC proteintl 1. tfidy, ¢imz znesnadiiuje cytotoxickym T-

lymfocytlim rozpoznat buiiky napadené HIV virem (Levison, 2006).

2.1.4 Zivotni cyklus HIV-1 viru

Virové ¢astice HIV-1 napadaji CD4+ T-lymfocyty a makrofagy (Janeway, 1999).
Vstup virionu do hostitelské bunky lze rozdélit do téi po sobé jdoucich kroku: ptichyceni

virionu K hostitelské burice, interakce s koreceptorem a fuze (Texeira, 2011).

Schopnost viru proniknout do hostitelské buiiky je ddna expresi specifickych
receptort na povrchu buiky. HIV-1 virus se dostava do hostitelské buniky pomoci virovych
glykoproteini gp120 a gp41, které jsou soucasti virového plasteé a tvoii nekovalentné
vazany komplex. Protein gp120 je zodpovédny za afinitu k CD4 receptoru T-lymfocytl a

makrofaga.

Nez dojde k fuzi a pruniku virové Céstice do buiiky, musi komplex gpl120-CD4
interagovat také s chemokinovymi receptory, které maji funkci koreceptori (Texeira,
2011). Chemokinové receptory maji 7 transmembranovych domén. Hlavnimi koreceptory
pro vstup HIV jsou CCR5 a CXCR4. Receptory CCRS jsou exprimovany piedevS§im na
CD4 T-lymfocytech a makrofdzich. Receptory CXCR4 se nachazi na nativnichT-
lymfocytech (Janeway a kol., 1999).

Po navazani glykoproteinu gp120 na receptor a koreceptor dochédzi za Gcasti gp41
k fuzi virového obalu a plazmatické membrany hostitelské bunky (Krejsek a kol., 2004).
Nasleduje prepis virovée RNA do komplementarni dvouSroubovicové DNA, ktera je poté
zabudovana do genomu hostitelské buiiky vV podob¢ proviru. Virus mlze ziistat v latentnim
provirovém stavu mnoho let, dokud nedojde ke stimulaci proviru v hostitelské bunce

(Texeira, 2011).



Po aktivaci hostitelské bunky dochazi k piepisu DNA proviru do
jednosroubovicové RNA. Zaroven jsou produkovany prekurzorové molekuly, které jsou
nasledné $té€peny a glykosylovany za vzniku funk¢nich proteini (Krejsek a kol., 2004).
Molekuly obalovych proteinti jsou produkovany v hrubém endoplazmatickém retikulu a
nasledné transportovany do Golgiho aparatu, kde dochazi k dal§im upravam (Texeira,
2011). Nové sestavené viriony opoustéji hostitelskou bunku pucenim pies jeji
plazmatickou membranu. Hostitelska bunika pii tomto procesu lyzuje (Krejsek a kol.,
2004).

2.1.5 Cis- a trans-infekce

Cis-infekce je soubor procest, které jsou soucasti infekce hostitelské bunky. Jedna
se o pripojeni virové castice na hostitelskou buiku, fizi virové membrany s membranou
hostitelské burky, uvolnéni nukleokapsidu do cytoplazmy, reverzni transkripci, integraci
virové nukleové kyseliny do hostitelského genomu, transkripici viru a uvolnéni zralych

virionl z bunky (Wu a KewalRamani, 2006).

Virus HIV je schopen se na buriku vazat nejen pies CD4 receptory a chemokinové
koreceptory. Muze k tomuto ucelu vyuzivat i jiné struktury na povrchu buiky. Jedna se
napt. o n¢které¢ lektiny typu C, Syndecan, integrin o nebo membranové lipidy. Tyto
interakce se podileji na trans-infekci, diky které se virus §ifi v rdmci organismu. Trans-

infekce nezahrnuje replikaci viru (Raska a Novak, 2010).

2.1.6 Kmeny HIV-1 a preference bunéénych receptori

Schopnost viru napadat urcity typ bunék je ozna¢ovéna jako bunécny tropismus. Na
zakladé preference specifickych bunék rozliSujeme dva typy kment HIV. Jedna se o
kmeny X4-lymfotropni a R5-tropni. X4-lymfotropni kmeny napadaji T-lymfocyty, zatimco

R5-tropni kmeny vykazuji zvySeny tropismus k makrofagiim (M-tropismus).

Infekce je prenasena kmenem s R5-tropismem. V prubéhu bezptiznakového
obdobi dochazi ke genetické diferenciaci, diky niz se zvysuje podil X4-lymfotropnich
kment. Ty jsou asociovany s pokroCilymi stadii infekce a objevuji se v souvislosti

S progresi onemocnéni. Jsou zodpovédné za lyzi T-lymfocyti (Krejsek a kol., 2004,



Pollakis a kol., 2001). X4-lymfotropni kmeny na rozdil od R5-tropnich kmend indukuji
tvorbu syncytii (Raska a Novék, 2010).

Kmeny s M-tropismem vyuzivaji ke vstupu receptor CCRS, T-lymfotropni kmeny
pronikaji pfes CXCR4 receptor (fusin). Existuji také dudlni kmeny, které vyuzivaji oba
typy receptorti. Dendritické buiiky exprimuji oba typy receptorii a navic maji na povrchu
molekulu DC-SIGN, ktera se rovnéz podili na vstupu viru do buiiky. Dendritické buiky
transportuji virus do lymfatickych tkani, kde dochazi k infekci dalSich buné¢k imunitniho
systému. Pfirozenymi ligandy pro chemokinové receptory jsou RANTES, MIP-1a, MIP-1f3
(pro CXCR5) a chemokin SDF-1 (pro CXCR4). Dalsim koreceptorem pro HIV je
CX3CRI1, ktery je exprimovan zejména v mozku. Jeho pfirozenym ligandem je chemokin

fractalkine (Krejsek a kol., 2004).

V ramci studii, porovnavajicich chovani viru v in vitro a in vivo podminkach, bylo
zjisténo, ze M-tropni kmeny sice nenapadaji linie T-lymfocytd in vitro, ale cerstvé
izolované T-lymfocyty in vitro infikovat mohou. Na rozdil od toho T-lymfotropni varianty

infikuji pouze T-lymfocyty in vivo (Janeway a kol., 1999).
2.1.7 Geneticka variabilita HIV-1 viru

Virus HIV se vyznacuje neobvyklou genotypovou i fenotypovou rozmanitosti.
Rozdilné kmeny se liSi imunopatogenetickymi vlastnostmi, agresivitou, i¢innosti pfenosu 1
bunéénym tropismem. OdliSnosti jsou patrné nejen u ruznych geografickych izolata.
Genetické zmény mlZeme pozorovat i v ramci kmene, ktery infikoval jediného pacienta

(Krejsek a kol., 2004).

Variabilita je dana znanou chybovosti reverzni transkriptdzy (RNA dependentni
DNA polymerazy) a zaroven nepfitomnosti reparacnich mechanismi. Reverzni
transkriptaza generuje minimalné jednu chybu na jeden zabudovany provirus. To je
v kombinaci s intenzivni produkci novych virovych ¢astic pfi¢inou vzniku Sirokého spektra
variant, v ramci kterych se snadno selektuji mutantni viriony, schopné uniknout kontrole

imunitniho systému (Robinson, 2002).

Glykoproteiny gp120 a gp41 jsou typové specifické. Gen kodujici gp120 rychle
mutuje, coZ umoziiuje vznik mnoha antigennich variant. Protilatky proti gp120 U¢inné
neutralizuji virovou ¢astici, ale vyskyt Siroké Skaly variant gpl20 komplikuje vyvoj

efektivni vakciny. Antigen p24 sice nevykazuje variabilitu, protilatky proti tomuto proteinu
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vsak nesnizuji infek¢nost ¢astice. Protilatky proti p24 se vyuzivaji v diagnostice HIV jako

vyznamny marker infekce (Levinson, 2006).

2.1.8 Zpiusoby pienosu a priibéh infekce

Obecné schéma prubéhu infekce HIV virem spociva v souboru interakci mezi HIV
a imunitnim systémem, které postupné vedou ke ztrat¢ funkce imunitniho systému.
Navozend imunodeficience se projevi v klinickém stadiu AIDS pomnozenim patogennich

mikroorganismu a propuknutim nddorovych onemocnéni (Douek a kol., 2009).

Virus HIV-1 je pfenasen infikovanymi CD4+ T-lymfocyty, dendritickymi bunkami
a makrofagy. Vyskytuje se volné v krvi, spermatu, poSevnim sekretu a mléce. K infikovani
dochazi nechranénym heterosexudlnim nebo homosexudlnim pohlavnim stykem,
kontaminovanymi injekénimi jehlami nebo terapeutickym pouZzitim infikované krve a
krevnich produktti. Pfenos z matky na dit¢ je mozny v prib&hu té¢hotenstvi ptes placentu,

pii porodu nebo mateiskym mlékem pii kojeni (Janeway a kol., 1999).

Primérni infekce miize vyvolat ptiznaky podobné chiipkovému onemocnéni, avSak
mnoho pacientll je zcela asymptomatickych. Jedna se o kratké obdobi akutni faze, kdy je
virus pfitomen v krevnim feciSti ve vysokém titru a zaroven dochazi ptrechodné
k prudkému poklesu poc¢tu CD4 T-lymfocyti (méné nez 500 lymfocytd/ul krve). U vétSiny
pacientti dochazi také k aktivaci CD8 T-lymfocytd, které likviduji virem infikované bunky.
K eliminaci viru v8ak nedochazi. Nasleduje tvorba specifickych protilatek. Pocet CD4 T-
lymfocytl se zvysi na hodnotu okolo 800 lymfocyti/ul krve (u zdravého jedince je asi
1200 lymfocytd/ul krve) (Janeway a kol., 1999).

Pro virus HIV-1 je typické dlouhé asymptomatické obdobi, kdy dochazi
K persistentni replikaci viru a postupnému poklesu poctu CD4 T-lymfocytd. Protoze se
virus mnozi zejména v aktivovanych T-lymfocytech, kazda antigenni stimulace muze

vyvolat progresi onemocnéni (Hotejsi a Bartiikova, 2002).

Po asymptomatickém obdobi, které trva zpravidla nékolik let, nasleduje
symptomatickd faze. Nové mutantni varianty virovych c¢astic umozni viru Unik pted
imunitnim systémem a zarovein se vycerpava schopnost obnovovat kritické ztraty CD4 T-
lymfocytii (Hotej$i a Bartinikova, 2002). Poskozeni imunitniho systému se projevuje
vysokou nachylnosti k infekcim oportunnimi patogeny (Pneumocystis carinii,

Macobacterium avium-intracellulare, Toxoplasma gondii, Cryptosporidium, Herpes
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simplex) a k nékterym nadorovym onemocnénim, jako je predev§im Kaposiho sarkom,
lymfom B-bunék nebo nadory endotelialnich bunék (Roitt a kol., 1996). Ve zvysené miie

se také vyskytuji autoimunitni choroby a alergie (Hotej$i a Barttiikova, 2002).

Kdyz mnozstvi CD4 T-lymfocytt klesne pod hladinu 200-300/ pul krve, hovotime o
klinickém stadiu AIDS. Jedna se o konecnou fazi infekce HIV virem (Janeway a kol,
1999). V této fazi klesa hladina CD4 lymfocytl témét k nule a pacienti umiraji nejcastéji

na oportunni infekce (Hoftejsi a Bartitkova, 2002).
2.1.9 Terapie

Léciva pouzivana k terapii HIV infikovanych 0sob lze rozdé€lit do tii zakladnich
skupin. Prvni skupinou jsou nukleosidové inhibitory reverzni transkriptazy (NRTI), mezi
které patii mimo jiné Zidovudin (AZT). Jednd se o prvni antiretrovirotikum, pouzivané
k 1é¢bé infikovanych osob jiz od roku 1985. Dalsi dva typy antiretrovirotik jsou ne-
nukleosidové inhibitory reverzni trakskriptdzy (NNRTI) a inhibitory proteazy (IP)
(Texeira, 2011).

Soucasna terapeuticka strategie, oznacovana jako ,,vysoce U€innd antiretrovirova
terapie” (HAART), spo¢ivd v pouziti kombinace latek z minimdlné¢ dvou raznych tiid
antiretrovirotik (Yeni a kol., 2004). Hlavnimi omezenimi této strategie je riziko vzniku
rezistentnich kmenti v pribéhu 1é¢by a toxicita spojend suzivanim antiretrovirotik

(Texeira, 2011).

V poslednich letech byly vyvinuty tfi nové skupiny terapeutik. Jejich ucinek je
zalozen na zabranéni procesu fuze viru s hostitelskou burikou, inhibici virové integrazy a
blokovani vstupniho virového kofaktoru CCRS. Mezi inhibitory vstupu HIV-1 viru do
hostitelské bunky patii latky, které se vazi na virové proteiny gpl120 a gp41 (Robertson,
2003; Grinsztejn a kol., 2007; Yeni a kol., 2004).
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2.2 Obalovy glykoprotein gp120

Glykoprotein gp 120 tvoii spolecné s gp4l zakladni stavebni jednotku obalového
glykoproteinu HIV viru (Env). Spole¢nym prekurzorem gp4l a gpl20 je gpl60. Gp4l a
gp120 vytvaii trimerni komplex skladajici se ze tii transmembranovych podjednotek gp41,
které¢ ukotvuji tifi externi podjednotky gpl120 (Go a kol, 2008). Tato struktura hraje
kli¢ovou roli pti vstupu viru do hostitelské bunky, jelikoz zprostiedkovava interakci virové

¢astice s bunécnymi receptory (Krejsek a kol., 2004).

Prekurzorovy glykoprotein 160 je syntetizovan v hrubém endoplazmatickém
retikulu. Nasleduje transport do Golgiho aparatu, kde dochazi k upravé cukerné
komponenty. Hostitelskd proteaza furin nasledné $tépi gp160 na podjednotky gpl20 a
gp41. Proces je dokonCen multimerizaci vzniklych glykoproteinli a jejich sklddanim do

funkéni konformace (Hallenberger a kol., 1992).

Proti glykoproteinu gpl120 ale i gp4ljsou tvoieny Vv prubéhu infekce specifické
neutralizujici protilatky, proto se na n€j zamétuji mnohé studie, které maji za cil vyvinout

u¢innou vakcinu proti HIV (Wyatt a kol., 1998).

2.2.1 Strukturagpl120

Glykoprotein 120 Ize na zdkladé aminokyselinové sekvence rozdé€lit na pét
konzervativnich domén (C1 — C5) a pét variabilnich domén (V1 — V5) (Wyat a kol., 1998).
Konzervativni domény se podileji na stavbé jadra gp120, zatimco variabilni domény jsou
spolu smnoha N-vaznymi glykosylaénimi misty umistény na povrchu molekuly.
Variabilni oblasti vytvari smycky, které jsou ve svych bazich spojeny disulfidovymi
vazbami (Leonard a kol., 1990). Deglykosylované jadro gpl20 se svym tvarem blizi
elipsoidu 0 rozmérech 50x50x25 A (Kwong a kol, 1998).

Molekula gp120 v nativnim stavu obsahuje vnitini a vn&j$i doménu. Vnitini
doména je zapojena do interakci s gp41l a podili se na vytvareni trimernich obalovych
struktur. Vnéjsi doména tvofii velkou ¢ast povrchu trimernich obalovych hrota (Rizzuto a
kol., 1998). Vn¢jsi doména se na rozdil od vnitini domény vyznacuje silnou glykosylaci.
Kompletni struktura gp120 zahrnuje 5 helixi, 25 B-vldken a 10 smycek, oznacenych jako
LA - LE a V1 - V5 (Kwong a kol., 1998).
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Vazba CD4 receptoru na gpl20 indukuje vyznamné konformacni zmény.
Vysledkem je formace teti domény, kterd je nazyvana spojovaci list (bridging sheet). Tato
doména obsahuje dva pary anti-paralelnich B-listii, které spojuji vnitini a vnéjsi doménu a
hraji vyznamnou roli v interakci gpl20 s virovymi koreceptory (Rizzuto a kol., 1998).

Struktura gp120 proteinu je zobrazena na obr. 3.
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Obr. 3: Struktura gp120

(upraveno podle Wyatt a kol., 1998)

2.2.2 Protilatky a jejich vazba na gp120

Vazba protilatek na gp120 a obrana viru HIV proti neutraliza¢nim protilatkdm jsou
zakladni mechanismy, jimZ je potfeba porozumét pro efektivni navrh vakciny. Stale se
nepodafilo nalézt imunogen, ktery by byl schopen vyvolat tvorbu vysoce ucinnych

protilatek se Sirokymi neutraliza¢nimi schopnostmi (Go a kol, 2007).

Byly identifikovany tii oblasti gp120, které jsou schopny indukovat tvorbu Siroce
ucinnych protilatek, potencidlné vyuZzitelnych pro vyvoj vakciny. Jedna se o CD4-vazebné
misto (CD4bs), cukry na vné&jsi strané gpl120 a oblast vazajici chemokinovy receptor.

Kazda z téchto oblasti vSak vykazuje v souvislosti s vyvojem vakciny urcité komplikace.

CD4bs je vysoce imunogenni oblast. Dlouhou dobu byla znama jedina anti-CD4bs

monoklonalni protilatka s neutraliza¢ni aktivitou - IgGl bl2 (Zolla-Pazner, 2005).
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Protilatka b12 byla izolovana metodou ,,phage display library*, ktera vyuzivd RNA
z HIV-1 (Falkowska a kol., 2012). Je schopna neutralizovat Sirokou $kalu primarnich
izolata HIV-1 v in vitro podminkach. Také byla prokdzana schopnost b12 branit HIV-1
infekci pii pasivni imunizaci experimentalnich zvifat (Saphire a kol., 2007). Tato protilatka

vSak vykazuje autoreaktivitu (Zolla-Pazner, 2005).

V posledni dobé¢ bylo izolovano a nasledné testovano n€kolik dalSich anti-CD4bs
protilatek. Jedna se naptiklad o VRCO1, 3BNC117 a NIH45. VSechny zminéné protilatky
byly schopny neutralizovat okolo 90 % cirkulujiciho izolatu HIV-1 viru. Tyto protilatky
indukuji konformacéni zmény virového gp120 proteinu podobnym zplsobem jako vazba
CD4 receptoru. Dalsi testovanou protilatkou je PGV04, znama také pod oznacenim VRC-
PGO4. Jedna se o monoklondlni protilatku, kterd je charakteristicka Sirokou ucinnosti a
vysokym neutralizatnim potencidlem. PGV04 indukuje konformacni zmény gpl20

odlisnym mechanismem nez vazba CD4 receptoru (Falkowska a kol., 2012).

Karbohydratovy epitop gpl120 je slabé imunogenni a je definovdn monoklonélni
protilatkou, kterd ma aberantni strukturu a pravdépodobné je u ¢lovéka produkovana jen
velmi vzacné (Zolla-Pazner, 2005). Tato protilatka (IgG1 2G12) je specifickd k termindlni
Casti oligosacharidti s vysokym podilem manézy v oblasti oznaované jako ,,silent face*
gp120. Mechanismus ochrany u 2G12 (podobné jako u protilatky b12) spociva ve
sterickém blokovani vazby obalového proteinu viru na bunéény receptor CD4 (Roux a kol.,
2004). Jednim z hlavnich problému protilatek proti karbohydratové oblasti je odliSnost
cukerné slozky v zéavislosti na typu bunky, kterou je glykoprotein produkovan (Go a kol.,

2007).

Oblast, ktera se vaze na chemokinovy receptor, je rozpoznavana minimalné dvéma
odli$nymi sety monoklonélnich protilatek. Oba sety inhibuji vazbu gp120 na chemokinovy

receptor.

Prvni set rozpoznavéa ,bridging sheet“ a je oznaCovan jako CD4-indukované
monoklondlni protilatky. Ty jsou u infikovanych jedincti produkovany ve velkém
mnozstvi, ale pouze jejich Fab fragmenty jsou schopny neutralizovat primarni izolaty.
Mezi tuto skupinu protilatek patii naptiklad 17b, ktera byla izolovana z krve HIV+ jedince
(Wu a kol., 1996).
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Druhy set, oznaCovany jako anti-V3 protilatky, je pfitomen u vétSiny HIV+ jedinci.
Jedna se o n¢kolik monoklonalnich protilatek, které dokazou neutralizovat primarni izolaty
jako kompletni anti-V3 IgG molekuly. Komplikaci je skute¢nost, Ze k indukci tvorby anti-
V3 protilatek se skutecné Sirokou kiizovou reaktivitou je zapotiebi dlouhodoba antigenni
stimulace. Znacné mnozstvi virll je navic diky castecnému maskovani tohoto epitopu
rezistentnich K neutralizaci typickymi anti-V3 protilatkami (Zolla-Pazner, 2005). Mezi
anti-V3 protilatky patii naptiklad F425 (Pantophlet a kol., 2007).

2.2.3 Mechanismus vazby gp120 na buné¢né receptory

Primérnim receptorem pro vstup viru HIV do hostitelské¢ bunky je CD4. Tato
molekula, nachazejici se na povrchu nékterych T-lymfocytl, patii do strukturni rodiny
imunoglobulint (Roitt a kol., 1996). CD4 receptor interaguje s molekulou gp120. Oblast
gp120 interagujici s CD4 se nachazi v prohlubni pobliZ rozhrani mezi vnitini doménou,
vnéjsi doménou a spojovacim listem (viz obr. 4) (Texeira a kol., 2011). Pfestoze je
glykoprotein 120 jako celek povazovan za geneticky zna¢né heterogenni, vazebné misto

pro CD4 receptor je konzervované (Fisher a kol., 1988).

Ke kontaktu @gpl120-CD4 dochazi mezi 22 aminokyselinami CD4 a 26
aminokyselinami gp120. Tato interakce zahrnuje 12 vodikovych vazeb a 219 van der
Waalsovych vazeb. K vazbé CD4 dochazi na né¢kolika mistech gp120. Jedna se o reziduum
Vv oblasti V1/V2 smycky, smycku LD, oblast B15 — a3, vlasenku 20 — 21, 23 a spojent
B25 — a5 (Sweet a kol., 1991).

Po vazbé CD4 receptoru dochazi v molekule gpl20 k nékolika vyznamnym
konformaénim zménam. Jedna se piedev§im o formaci struktury spojovaciho listu.
Vyskytuji se také dal$i zmény, jako je napfiklad pfesun V1/V2 a V3 domén. Navazani
CD4 receptoru také zesiluje expozici spojovaciho listu. Dochdzi ke zméné orientace
spojovaciho listu a V3 smycky smérem k membrané cilové buiiky, kde se nachéazi virové

koreceptory (Trkola a kol., 1996).

V disledku topografického nesouladu mezi povrchy gpl20 a CD4 vznikaji na
rozhrani mezi interagujicimi proteiny dv€ dutiny. Mensi dutina se vnoiuje hluboko do
hydrofobniho nitra gp120. S molekulou CD4 je spojena pouze vazbou s Phe43 (Wyatt a
Sodorski, 1998). Odhaduje se, Ze toto reziduum piedstavuje az 23 % celkové energie vazby

gp120-CD4 (Madani, 2004). Vétsi dutina je méné zanofena do povrchu gpl20 a je
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naplnéna vodou (Wyatt a Sodorski, 1998). Je lemovana hydrofilnimi rezidui gp120 a CD4.
Rezidua gp120, ktera ji ohraniCuji (Asp368, Glu370, Trp427 a Asp457), jsou vysoce
konzervovana (Teixeira a kol., 2011). Struktura gp120 navazaného na CD4 receptor je

vyobrazena na obr. 4.

gpl20 " ) T4
\? ?\\'u ‘ Oblast interakce

sgpl20

CD4 receptor

Obr. 4: Glykoprotein gp120 navazany na CD4 receptor
CD4 receptor je zobrazen modie, gp120 zelené. Zona CD4 interagujici s gpl20 je
vyznadena &ervené. Zlutou barvou je zvyraznéno reziduum CD4 (Phe 43), které hraje
vyznamnou roli v této interakci.

(upraveno podle Texeira a kol., 2011)

2.2.4 Glykosylace proteini

Glykosylace je jednou z nejbéznéjSich post-translaénich modifikaci proteind. Hraje
vyznamnou roli nejen ve strukturni organizaci, ale 1 v signalizacnich a rozpoznavacich
procesech. Existuji dva zakladni typy vazby cukerného rezidua na protein: N-glykosylace a
O-glykosylace (An a kol., 2009).

V piipad¢ N-glykan je sacharidova slozka (N-acetylglukosaminové reziduum)
vazéana na asparaginové reziduum vV aminokyselinovém motivu Asn-X-Ser/Thr, pfi¢emz X
muze byt libovolnd aminokyselina s vyjimkou prolinu. Glykoproteiny obvykle obsahuji
nékolik potencidlné N-glykosylovanych mist, znichz kazdé muze, ale nemusi byt
obsazeno (An a kol., 2009). N-glykany jsou na protein pfenaseny vcelku (en bloc) jako
tetradekasacharid. Ten je dale upravovan v endoplazmatickém retikulu a Golgiho aparatu
(Weerapana a Imperali, 2006). K pfipojeni prekurzori N-glykand dochazi v hrubém

endoplazmatickém retikulu. V Golgiho aparatu jsou jednotlivé monomery dale upravovany
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za vzniku komplexnich glykant, hybridnich glykant a glykanti s vysokym obsahem
manoézy (Hallenberger a kol., 1992). Zakladni typy N-glykant jsou znazornény na obr. 5.

{izgilb
206 O

. N-Acetylglukosamin Galaktdza A Fukéza
. Manédza ’ Kyselina sialova

Obr. 5: Priklad struktury zakladnich typt N-vazanych glykani
a) N-glykan s vysokym obsahem manézy; b) Komplexni N-glykan; ¢) Hybridni
N-glykan

(upraveno podle Sanchez-Pomales a G., Zangmeister, R., 2011)

O-vézané glykany se mohou vyskytovat na jakémkoliv serinovém nebo
threoninovém reziduu. Na rozdil od N-glykani se pfipojuji postupné — jeden za druhym.
Neni znama zadna konsenzualni sekvence (An a kol., 2009). K O-glykosylaci dochazi

v Golgiho aparatu (Voet a kol., 1995).

2.2.5 Glykosylace gp120

Ptiblizn€ polovina molekulové hmotnosti gpl120 je tvofena glykany. Jedna se

prevazné o N-glykany, v mensi mife jsou zastoupeny také O-glykany (Zhu a kol., 2000).

N-glykany se skladaji ze dvou N-acetylglukézaminovych rezidui, tfi man6zovych
rezidui s variabilnim zastoupenim dalSich glykani, mandzy, N-acetylgluk6zaminu,
galaktdzy, fukozy a kyseliny sialové. U obalového glykoproteinu byly detekovany vSechny
tii znamé typy N-glykanl: glykany s vysokym obsahem mandzy, hybridni glykany a
komplexni glykany (Raska a Novak, 2010; Zhu a kol., 2000; Mizuochi, 1990).
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Sacharidova slozka hraje vyznamnou roli v imunitni odpovédi hostitelského
organismu na napadeni virem. Nékteré glykany mohou virus chranit proti neutralizaénim
protilatkam produkovanym hostitelskym organismem. Jiné glykany mohou na druhou

stranu predstavovat cil pro neutralizacni protilatky (Raska a kol., 2009).

Napojeni oligosacharidii modifikuje nejen povrchovou strukturu Env. Glykany mayji
vliv na skladdani trimeru Env, proto mohou nepiimo ovliviiovat vazbu virové Castice na
bunécné receptory CD4, CCRS5 a CXCR4. Konkrétné byla zjisténa asociace mezi N-
glykosylaci V1/V2, V3 a V4 smycek a vyuzitim receptort CCR5 a CXCR4 (Decker a kol.,
2005). Béhem procesu infekce dochazi k mutacim, které vedou ke zménam vazebnych mist
pro glykany. Tyto mutace pfispivaji k tranzici z CCR5-tropnich virt na CXCRA4-tropni
kmeny. Ztrata N-vazanych glykani je spolu se zvySenim naboje ve V3 smycce nezbytnym
krokem k vyuziti bunétného receptoru CXCR4 virem HIV (Clevestig a kol. 2006;
Pantophlet, 2009).

Pocet N-glykosylacnich motivil se u rznych subtypt HIV 1i8i. Pohybuje se od 18
do 33 s medianem 25. Ne vSechny N-glykosyla¢ni motivy jsou obsazeny glykany, proto
byvaji Castéji nazyvany jako potencialni N-glykosylacni mista (PNGS) (Go a kol., 2008).

2.2.6 Rekombinantni gp120

Glykoprotein gp120 je za ucelem vakcinacnich experimentli produkovan riznymi
typy stabilné transfekovanych klonii bunék. Jedna se napiiklad o bunécné linie CHO
(Chinese hamster ovary); 293T - HEK (Human embryonic kidney); Jurkat (CD4+ T-cell
leukemia), Sf9 (Spodoptera frugiperda insect) nebo RD (Human rhabdomyosarcoma).
Nejcastéji byvaji pouzivany linie s vysokou mirou proteosyntézy jako je CHO nebo 293T,
(Raska a kol., 2010 - 2).

Typ bunécného systému, ktery je vyuzit pro expresi, ovlivituje strukturu, slozeni a
heterogenitu pfipojenych glykanti (Mizuochi a kol., 1990). Glykosylace je zasadné
ovlivnéna plvodem bunééné kultury a jeji metabolickou aktivitou. Virovy genom
determinuje PNGS, zatimco biosynteticky aparat hostitelské buniky vyznamné ovlivituje
sloZzeni glykant. Rozdilné pfipojeni oligosacharidii na aminokyselinovy fetézec znacné
ovliviiuje vazbu riznych typti monoklondlnich protilatek i polyklonélnich protilatek ze sér

HIV-1 infikovanych pacientti ((Go a kol, 2009; Raska a kol., 2010 - 2).
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2.3  Pritokova cytometrie

Pritokova cytometrie je moderni technika, kterd zaujiméd zcela unikatni misto
v ramci biologickych a medicinskych nastroji. Umoziuje kvantitativni a kvalitativni
analyzu optickych a fluorescencnich vlastnosti ¢astic v suspenzi. V soucasnosti 1ze pomoci
pratokového cytometru analyzovat rtizné typy castic — bunky, chromozomy, fragmenty
DNA, jadérka, viry, syntetické ¢astice apod. Diky pokroku v elektronice a informatice

probiha analyza v sou¢asné dob¢ rychlosti az 100 000 ¢astic za sekundu (Marinov, 2008).

Prvni zatizeni tohoto typu bylo sestrojeno v roce 1934 Andrew Moldavanem.
Jednalo se o pfistroj, ktery mél pomoci mikroskopu a fotodetektoru identifikovat jednotlivé
bunky (Robinson a Grégori, 2007). V 60. letech byl sestaven analyzator, ktery byl schopen
kvantifikovat fyzikdlni a chemické vlastnosti buné€k a zaroveil obsahoval tzv. sorter,
slouzici k vybéru konkrétnich typi ¢astic. Prvni komeréné vyrabéné cytometry se objevily
v 70. letech. Kvuli vysoké cené a naroénym pozadavkiim na obsluhu byly vyuzivany pouze

pro védecké ucely (Shapiro, 2003).

V soucasné dobé je prutokova cytometrie rutinné vyuzivana v mnoha oblastech,
vcetné bunécné biologie, genetiky, imunologie, molekuldrni biologie a environmentalnich

véd (Robinson a Grégori, 2007).
2.3.1 Zakladni komponenty priitokového cytometru

Pratokovy cytometr je komplexni pfistroj, ktery lze rozdélit na nékolik dil¢ich
komponent (viz obr. 6): zdroj zafeni, optiku, fluidiku a detektory zafeni. Nezbytna je

rovnéz informatika, kterd umoznuje pocitacové zpracovani ziskanych dat.

Pritokova

s komora

svétla Opticky systém

Detektory

Pocitad ey .
zareni

Obr. 6: Zakladni schéma pritokového cytometru

(upraveno podle Omerod, 2008)
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2.3.11  Zdroje zareni

Moderni pritokové cytometry jsou ve vétsSing pripadd vybaveny lasery. Tyto zdroje
produkuji monochromatické zafeni o vysoké intenzité. Umoznuji zaméfeni paprsku na
velmi maly objem, diky ¢emuz lze dosdhnout maximalni excitace jediné bunky (Ormerod,
2008). Obvykle se jedna o modry a Cerveny laser. Modry laser emituje svétlo o vlnové

délce 488 nm, Cerveny laser je zdrojem svétla o vinové délce 635 nm (Marinov, 2008).

Nekteré pristroje vyuzivaji jako zdroje elektromagnetického zafeni vybojky, které
emituji Siroké spektrum vinovych délek (Robinson a Grégori, 2007). Pratokové cytometry
s vybojkou je zapotiebi vybavit optickymi filtry, které selektuji vhodnou vinovou délku.
Vybojky neposkytuji dostate¢nou citlivost pro detekei slabsich fluorescenénich signald, lze
je vsak vyuzit jako levnéjsi alternativu naptiklad pfi analyze DNA, kde je fluorescence

dostate¢né silna (Ormerod, 2008).

2312 Optika

Pomoci zaostfovaci ¢ocky je paprsek laseru zaméfen na kyvetu se vzorkem, ktery
obsahuje ¢astice znacené fluorochromem. Za kyvetou je umistén detektor ptimého rozptylu
(forward scatter channel, FSC), ktery sbira signal v thlu 20° od osy paprsku zdroje. V thlu
90° vzhledem k ose paprsku je sbirano fluorescencni zareni a ptivodni rozptylené svétlo
(side scatter channel, SSC). Na zaklad¢ intenzity FSC signalu urujeme velikost Céstic.
Intenzita SSC poskytuje informaci o granularit¢ castic. Diky unikatnosti SSC a FSC
signall pro rizné Castice lze pomoci téchto hodnot identifikovat a charakterizovat ¢astice

V heterogennim vzorku (Marinov, 2008).

2.3.1.3  Fluidika

Fluidni systém slouzi k nasiti vzorku a jeho néslednému pritoku piistrojem.
Klicovou soucasti fluidiky je pritokova komora, ve které dochazi k miseni nosného
roztoku se vzorkem (Robinson a Grégori, 2007). Diky laminarnimu pritoku nosného
roztoku se vytvaii tzv. fokusovany proud jednotlivych po sobé jdoucich castic. Tato
hydrodynamicka fokusace umoziiuje snimani signalt z kazdé cCastice zvlast (Marinov,
2008). Pomoci rozdilu mezi tlakem vzorku a unaSeci tekutiny lze ménit parametry
hydrodynamické fokusace. Napiiklad maly rozdil tlaki zplsobuje Uzky proud vzorku,
ktery je vhodny k analyze nukleovych kyselin (Hawley a Hawley, 2012).
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2.3.1.4  Elektronicky systém — detektory zafeni

Fotodetektory pfijimaji fotony a produkuji elektrony. Vytvoteny elektricky proud je
nasledné pieveden do digitalni podoby. Existuji dva typy fotodetektori — fotodiody a
fotonasobice (PMT). Fotodiody jsou vyrobeny z fotosenzitivnich materiala. Jsou rychlé,
pomérné levné a nevyzaduji napajeni. Jejich nevyhodou je predev§im limitované vyuziti
pro detekci fluorescence. Fotondsobice jsou komplexnéjsi. Obsahuji fotokatodu, ktera je
umisténa za sklenéné nebo kiemenné okénko. Jejich vyhodou je vétsi senzitivita. Jsou také
vhodnéjsi pro sbirani signall o nizké intenzité¢ a signali produkovanych malymi
fluorescencnimi ¢asticemi (Robinson a Grégori, 2007). Mira citlivosti PMT zavisi na
vlnové délce zareni. Napiiklad pro detekci svétla o vinové délce 600 nm a vice jsou voleny

fotonasobice citlivé na Cervené svétlo (Ormerod, 2008).

2.3.15  PC systém a informatika

VSechny moderni pritokové cytometry jsou spojeny s pocitatovym programem,
ktery fidi cytometr v pritbéhu zpracovani dat. Ziskana data jsou nésledn¢ uloZena na pevny
disk (Ormerod, 2008). Nejcastéjsim formatem, pouzivanym pro data z prutokového

cytometru, je FCS (Flow Cytometry Standard) (Robinson a Grégori, 2007).

Pocitacovy program je vyuzivan k volbé parametri meéfeni, nastaveni napéti
fotodetektorti, vybéru logaritmické nebo linedrni amplifikace nebo nastaveni barevné
kompenzace (Ormerod, 2008). Je mozno provést elektronickou selekci analyzovanych
Castic (tzv. ,,gating). Data mohou byt zobrazena v jednoparametrovych histogramech,
dvouparametrovych histogramech nebo trojrozmérnych izometrickych grafech. (Givan,

2001; Robinson a Grégori, 2007).
2.3.2 Tridéni bunék

Existuji dva zakladni typy tfidéni bunck (resp. &astic) pomoci pritokového
cytometru. Castéji pouzivané je elektrostatické vychyleni nabitych kapek pomoci tzv.
kapénkového sorteru. Alternativni metodou je mechanické tfidéni bunék tzv. fluidnim
switch sorterem (Ormerod, 2008). Existuje také treti typ sorteru, ktery je zaloZen na
technice ,,photodamage®. Vsechny castice jsou ozareny vysokoenergetickym laserovym
pulzem, ktery indukuje poskozeni DNA. Tento systém je vSak pouzivam spiSe vyjimecné

(Herweijer a kol., 1988).
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Princip elektrostatického tfidéni spociva ve schopnosti identifikovat cilovou ¢astici
na zaklad¢ jejich optickych vlastnosti (rozptyl svétla, fluorescence) a determinovat
s vysokou pfesnosti jeji pozici v proudu kapaliny, ktery je néasledné rozbit na jednotlivé
kapicky pomoci vibraci. Kapky, které obsahuji analyzovanou ¢astici, jsou na zakladé
naboje odchyleny od proudu a poté sbirany. Kapénkovy sorter je schopen tfidit nékolik

tisic ¢astic za sekundu (Robinson a Grégori, 2007).

Fluidni switch sorter vyuziva mechanické zatfizeni k odchyleni ¢astic. Tyto pfistroje
nepotiebuji kalibrovat, jejich nevyhodou je vSak omezena rychlost tfidéni (maximalné 300

¢astic za sekundu) a nemoznost separace vice nez jedné populace (Ormerod, 2008).

2.3.3 Fluorescence a fluorochromy

Fluorescence je fyzikaln€ chemicky jev, ktery je jednim z typd luminiscence. Latka
absorbuje energii ve formé fotond, coz vede k ptechodu elektroni ze zakladniho do
excitované¢ho stavu. Pii navratu excitovanych elektronii do pivodni energetické hladiny
dochazi k emisi svételného zafeni, které ma vzdy vétsi vinovou délku a niz$i energii nez
svétlo excitacni (Ormerod, 2008). Rozdil mezi vinovou délkou excitatniho a emisniho
zafeni je oznacovan jako Stokestv posun. Diky tomuto rozdilu ve vinové délce Ize od sebe

excitacni a emisni zatreni odd¢€lit pomoci optickych filtrti (Saphiro, 2003).

Barviva schopna absorbovat excitacni zafeni urcité vlnové délky a nasledné
vyzafovat emisni zafeni o niz$i energii se nazyvaji fluorochromy. V pritokové cytometrii
se pouzivaji dva typy fluorochromi. Prvnim typem jsou fluorochromy, které se kovalentné
vazi na bunééné struktury. Druhou skupinu tvoii fluorochromy kovalentné vdzané na jiné
proby. Do specidlni kategorie patii fluorescencni proteiny, mezi které patii naptiklad
zeleny fluorescenéni protein (GFP). Pouzivaji se jako reportérové geny pii vnaSeni
konstruktu genu do buiikky (Omerod, 2008). Existuji také tandemové fluorochromy, u

kterych excitace primarniho fluorochromu vede k aktivaci sekundarniho fluorochromu

(Marinov, 2008).
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Cile prace

Seznémeni s pritokovou cytometrii

Optimalizace podminek adsorpce vaznych protilatek na mikrosféry

Optimalizace podminek vazby gp120 proteinu na mikropartikule potazené¢ vaznou
protilatkou

Charakterizace navazané¢ho gp120 proteinu pomoci monoklondlnich protilatek
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4 Metodika

4.1  Konjugace fluorescenc¢né znac¢enych mikropartikuli BD s

protilatkou pentaHis a nasledna vazba rekombinantniho gp120

BD™ Functional Beads jsou fluorescencné znacené mikrosféry, které jsou urceny
ke konjugaci libovolného proteinu nebo protilatky na jejich povrch. K vazbé dochazi
pomoci slouceniny Sulfo-SMCC. Mikropartikule jsou oSetfeny roztokem DTT
(Dithiothreitol), ¢imz dojde k redukci disulfidickych vazeb za vzniku S-H skupin.
V roztoku protilatky nebo proteinu dochazi po pfidani Sulfo-SMCC (Sulfocukcinimidyl 4-
N-maleimidomethyl cyklohexan 1-karboxylat) k aktivaci vSech volnych aminoskupin. Po
smichani pfipravenych mikrosfér s roztokem protilatky nebo proteinu vznikaji kovalentni
vazby mezi aktivovanymi aminoskupinami proteinu a S-H skupinami na povrchu
mikrosfér. Konjugaéni procedura je schematicky znazornéna na obr. 7

Nekonjugovana mikrosféra

S-S Sl—H
|

S-S _\ 55 - H-5

SH
Ss oH I l _S\W 7 NEM __S;W(/

H-s_'\ = ——

\W(/ Sulfo-SMCC \Wp/ / o
- Maleimid

Purifikovana protilatka

Obr. 7: Konjugace protilatky na mikrosféru pomoci Sulfo-SMCC
DTT — Dithiothreitol; Sulfo-SMCC - Sulfocukcinimidyl 4-N-maleimidomethyl cyklohexan 1-karboxylat;
NEM - N-Ethylmaleimid

Pro kovalentni navéazani protilatky pentaHis na fluorescencné znacené mikrosféry
BD (A6) byl pouzit Functional Bead Conjugation Bufter set (BD). Pro ispéSnou konjugaci

je zapotiebi dodrzovat urcitd pravidla:

. Veskeré zkumavky obsahujici mikropartikule musi byt po celou dobu chranény
pted svétlem nejlépe pomoci hlinikové folie.
. Roztok proteinu (resp. protilatky), pouzity pro konjugaci, nesmi obsahovat BSA,

glycin, Tris ani jiné proteiny nebo stabilizacni aditiva. Jeho pH by mélo byt 7,2.
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Procedura se sklada z 5 zakladnich kroku:

1) Ptiprava mikropartikuli

2) Modifikace protilatky

3) Vymeéna pufru za ucelem odstranéni nezreagovanych komponent
4) Konjugace protilatky

5) Konjugace rekombinantniho proteinu gp120 na mikrosféry s navazanou protilatkou

Nasledujici postup je uveden pro piipravu 1000 pl suspenze konjugovanych

mikropartikuli.
4.1.1 Material

. Mikrosféry BD™ CBA Functional Beads A6

Tyto fluorescenéné znacené (APC-Cy7, APC) polystyrenové mikrosféry o velikosti
7,5 um jsou vhodné k pritokové cytometrické analyze. Jsou skladovany v pufrovaném

roztoku, ktery obsahuje < 0.09 % azidu sodného pfi teploté 4 °C.

) Rekombinantni gp120 proteiny

293T - produkovan stabilné transfekovanou bunéénou linii 293Todvozenou z
lidskych embryonalnich ledvin, ¢ = 1 mg/ml
RD - produkovan stabilné¢ transfekovanou bunéénou linii RD odvozenou z

lidského rhabdomyosarkomu, ¢ = 3,3 mg/mi

Oba proteiny obsahuji V5 peptid (znac¢ku, TAG) a pentaHis peptid (znacku, TAG).
V5 TAG umoziuje vazbu rekombinantnich proteinti gpl20 na fluorescencné znacenou
anti-V5 protilatku. Pomoci PentaHis TAGu jsou rekombinantni proteiny vazany na
pentaHis protilatky, které jsou konjugovany na povrch fluorescenéné znacenych

mikropartikuli.

Proteiny jsou skladovany hluboce zamrazené (-80°C). Jejich koncentrace byla
orientané stanovena srovnanim denzity prouzku gpl20 proteinu s denzitou prouzkil
odpovidajicich titra¢ni fad¢ kalibra¢niho proteinu po SDS-PAGE a obarveni proteint
Coomassie Brilliant Blue R-250. Pro pouziti pfi konjugacni proceduie je zapotiebi

pracovat se zdsobnimi roztoky o koncentraci 1 mg/ml.
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o Protilatka pentaHis, Mouse monoclonal 1gG; (Qiagen, Cat. No.: 34660)

Alikvoty o koncentraci 1 mg/ml v PBS je potieba skladovat pfi teploté -4 °C.

4.1.2 Roztoky a pufry

DTT (Dithiothreitol) (Duchefa, Cat. No.: D1309) — roztok v destilované vodé, ¢ =1
mg/ml je skladovan pfi teploté + 4 °C

Sulfo-SMCC (Sulfosukcinimidyl 4-N-maleimidomethylcyklohexan-1-karboxylat)
(Thermo Scientific, Cat. No.: 23322) — roztok v deionizované vodé (¢ = 1 mg/ml) — tento

roztok je nutno pfipravit bezprostiedné pred pouzitim.

NEM (N-Ethylmaleimid) (Thermo Scientofics, Cat. No.: 20303) — roztok v DMSO
(Dimethylsulfoxid), ¢ = 2 mg / ml je skladovan pfi teploté + 4 °C.

Konjugaéni pufr (Coupling Buffer) - soucast Functional Bead Conjugation

Buffer setu

Uskladiiovaci pufr (Storage Buffer) - soudast Functional Bead Conjugation

Buffer setu

1xPBS (Dulbecco's Phosphate Buffered Saline 1x) (Invitrogen, Cat. No.: 14040-
117)

494 fetalni bovinni sérum (FBS) v 1x PBS

Do sterilni plastové zkumavky o objemu 50 ml byly napipetovany 2 ml FBS.
Zkumavka byla doplnéna do 50 ml 1x PBS. Roztok byl zvortexovan a ptrefiltrovan do nové

sterilni zkumavky. Byl skladovén v lednicce.

4.1.3 Pristroje a laboratorni vybaveni

Analytické vahy (Mettler AE 240), centrifuga (CR 312; MiKRO 22R), sonika¢ni
lazen (Transonic T460), flow box (LC 2.12), minitfepacka (IKA MS3 basic), ttepacka
(Multi-functional Orbital Shaker), Bio-Spin 30 Tris kolona (BioRad, Cat. No.: 732-6231).
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4.1.4 Provedeni

1) Priprava mikrosfér

Mikrosféry byly vortexovany po dobu 30 s. Bylo odebrano 150 pl mikrosfér do nové
zkumavky. Odebrané mikrosféry byly sonikovany 1 minutu.

K mikrosféram bylo ptidano 3,8 ul roztoku DTT o ¢ = 1 mg / ml v ddH,0 vodé. Po
kratkém vortexovani (5 s) byla provedena inkubace mikrosfér s DTT na tiepacce 1 hodinu
pfi pokojové teploté.

Po ukonceni inkubace byl k mikrosféram pifiddn 1 ml konjugac¢niho pufru. Byla
provedena centrifugace 3 min pfi 900 g a nasledné odsati supernatantu, aniz by doslo
Kk porusSeni peletu. Ptidani 1 ml pufru, centrifugace a odsati supernatantu bylo provedeno

celkem 3x. Poté byl pelet rozpustén ve 40 pl konjugacniho pufru.

2) Modifikace protilatky pentaHis

Byl ptipraven roztok protilatky pentaHis o koncentraci 1 mg/ml v PBS. Z roztoku bylo
odebrano 180 pl do nové zkumavky. K roztoku pentaHis byly ptfidany 4 pl Cerstvé
ptipraveného roztoku sulfo-SMCC o koncentraci 2 mg/ml v deionizované vodé. Po
kratkém vortexovani (5s) byla provedena inkubace proteinu se sulfo-SMCC na tifepacce 1

hodinu pfi pokojové teploté.

3) Vyména pufru za ucelem odstranéni nezreagovanych komponent

Bio-Rad Spin kolonka byla umisténa do zkumavky a 3x promyta konjugac¢nim
pufrem. Poté byla centrifugovéna 2 min piti 2000 g.

Kolonka byla ptemisténa do nové zkumavky. Poté na ni byla nanesena veskera
protilatka po inkubaci se sulfo-SMCC (viz krok 2). Byla provedena centrifugace 2 min 15
spii 2000 g. V priibéhu centrifugace se do zkumavky dostala veskerd modifikovana
protilatka, rozpusténa v konjuga¢nim pufru. Poté bylo nutno ihned pfistoupit ke konjugaci

pentaHis s mikrosférami.
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4) Konjugace protilatky pentaHis

Veskery roztok modifikované protilatky, ktery protekl kolonkou, byl pfenesen do
zkumavky s mikrosférami inkubovanymi s DTT (viz krok 1). Po kratkém vortexovani (5s)

byla provedena inkubace na tiepacce 1 hodinu pfi pokojové teploté.

K mikrosféram s protilatkou byly pfidany 4 pl roztoku NEM v DMSO (c = 2
mg/ml). Po kratkém vortexovani (5s) byla provedena inkubace na tiepacce 15 min pii

pokojové teplote.

Po skonceni inkubace byl piidan 1 ml uskladiiovaciho pufru. Byla provedena
centrifugace 3 min pti 900 g nasledné odsati supernatantu, aniz by doslo k poruseni peletu.
Ptidani 1 ml pufru, centrifugace a odsati supernatantu bylo provedeno celkem 3x. Nasledné

bylo provedeno navazéani rekombinantniho gp120 proteinu na takto ptipravené mikrosféry.
5) Navazani proteinu gp120 na mikrosféry aktivované pentaHis protilitkou

Pripravené mikrosféry byly inkubovany 1 h na tiepacce v 1 ml 4% FBS v 1x PBS
za ucelem blokace nespecifickych vazebnych mist. Po inkubaci byla provedena
centrifugace (5 min, 1000 g). Byl odsan supernatant a k peletu bylo pfidano 180 pl
rekombinantniho gp120 proteinu (RD, 293T) o koncentraci 1 mg/ml. Po kratkém
vortexovani (5s) byla provedena inkubace 1,5 h na tiepacce a nasledna centrifugace 5 min

pfi 1000 g. Po odsati supernatantu byl pelet resuspendovan v 1 ml uskladilovaciho pufru.

Vysledna koncentrace konjugovanych mikrosfér v roztoku je 6x10° mikrosfér / ml.
Pro jeden test je zapotiebi 30 000 konjugovanych mikrosfér, tj. 5 pl ptipraveného roztoku

konjugovanych mikrosfér. Konjugované mikrosféry jsou znazornény na obr. 8.

{/ --.\J
| gp120

pentaHis

Obr. 8: Mikrosféry s pentaHis protilatkou, na kterou je navazan gp120 protein

pentaHIS — protilatka proti pentaHIS epitopu
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4.2 VVazba monoklonalnich protilatek na rekombinantni protein

gpl120 na mikrosférach s pentaHis protilatkou

Mikrosféry s navazanym gp120 proteinem (293T, RD) byly pouzity pro analyzu
reaktivity monoklonalnich protilatek proti riznym epitopim gpl120. K ovéfeni vazby
gp120 proteinu na pentaHis protilatku na mikrosférach byla pouzita protilatka proti V5-
znacce rekombinantniho gp120 proteinu znacena FITC (fluorescein isothiokyanat). Jako
detektor vazby testovanych lidskych monoklonalnich protilatkek na gpl20 protein byla
pouzita protilatka proti lidskému IgG znacena PE (fykoerythrinem). Bylo zapotiebi
experimentalné otestovat koncentraci analyzovanych protilatek vhodnou pro jejich vazbu

na gp120 protein na mikrosférach.

4.2.1 Material

. Mikrosféry BD™ Functional Beads s gp120 proteinem (RD, 293T)
(viz kapitola 4.1)

. Monoklonalni protilatky:

1gG1 b12 (NIH AIDS Research & Reference Reagent Program, cat. number:
2640) — vazba na CD4-vazebné misto gp120 proteinu

2G12 (NIH AIDS Research & Reference Reagent Program, cat. number: 1476) —

vazba na cukernou komponentu gp120 proteinu

F425 B4al (NIH AIDS Research & Reference Reagent Program, cat. number:
7625) — vazba na V3 smyc¢ku gp120 proteinu

257-D IV (NIH AIDS Research & Reference Reagent Program, cat. number:
1510) — vazba na V3 smy¢ku gp120 proteinu

268 - (NIH AIDS Research & Reference Reagent Program, cat. number: 1511) —
vazba na V3 smycku gp120 proteinu

PG9 (NIH AIDS Research & Reference Reagent Program, cat. number: 12149) —
vazba na variabilni smycky gp120 proteinu

PG16 (NIH AIDS Research & Reference Reagent Program, cat. number: 12150) —

vazba na variabilni smycky gp120 proteinu
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. Protilatka Mouse anti-V5 TAG - FITC (AbD serotec, MCA 2894F) — slouzi

k ovéfeni vazby rekombinantniho gp120 na pentaHis protilatky konjugované na povrchu

mikrosfér

. Protilatka Goat anti-human 1gG - PE (Santa Cruz Biotechnology, sc — 3736) —

slouzi k detekci vazby testovanych monoklonalnich protilatek na rekombinantni gp120

4.2.2 Roztoky a pufry

4% FBS v 1x PBS

1x PBS , (Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline 1x) (Invitrogen, Cat. No.: 14040-
117)

4.2.3 Pristroje a laboratorni vybaveni

Priatokovy cytometr (BD FACS Canto II), centrifuga (CR 312; MiKRO 22R),
minitfepacka (IKA MS3 basic), tiepacka (Multi-functional Orbital Shaker).

4.2.4 Provedeni

Postup je uveden pro analyzu reaktivity jedné monoklondlni protilatky. Pii
testovani byly pouZity dvé negativni kontroly: NK 1 (bez monoklonalni protilatky) a NK 2
(bez detektoru - Goat anti-human 1gG - PE). Vlastni vzorek (D) obsahoval zaroven
testovanou monoklonalni protilatku a Goat anti-human IgG — PE. Vazba protilatek
Vv jednotlivych typech vzorkl je schematicky znazornéna na obr. 9. Béhem inkubace byly

vzorky s mikrosférami chranény pted svétlem hlinikovou folii.
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Obr. 9: Vazba protilatek u jednotlivych typu vzorki
Anti-V5 - Mouse anti V5-TAG: FITC; mAb — monoklonalni protilatka (b12, 2G12, F425, 257, 268,
PG9, PG16); detektor - Goat anti-human 1gG-PE; pentaHis — protilatka proti pentHis epitopu; D — vlastni
vzorek; NK 1 — negativni kontrola 1, NK 2 — negativni kontrola 2

Zroztoku pripravenych mikrosfér konjugovanych s rekombinantnim gp120
proteinem (234T, RD) bylo po dukladném vortexovani odebrano 5 ul. K odebranym
mikrosféram byl piidan 4% FBS v 1x PBS a roztok 1000x nafedéné protilatky podle
nasledujici tab. |. Protilatky byly fedény v 1x PBS. Za ucelem optimalizace byla u
jednotlivych monoklonalnich protilatek testovana tedéni 30 000x, 50 000x, 80 000x a

100 000x. Byla provedena inkubace na ttepacce po dobu 1,5 h.

Tab. I: SloZeni reakéni smési pro testovana fedéni monoklonalnich protilatek

Vysledné fedéni 4% FBS v 1x PBS 1 000x nafedéna Konjugované

protilatky [ul] protilatka mikrosféry
[w] [wi]

30 000x 478 17 5

50 000x 485 10 5

80 000x 489 6 5

100 000x 490 5 5
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Po ukonceni inkubace byla provedena centrifugace (1000 g, 5 min) a odsati 400 pl
supernatantu. Zbyvajicich 100 ul supernatantu s peletem bylo dikladné zvortexovano a

rozdéleno po 50 pl do dvou mikrozkumavek :,,NK 2 a ,,.D*.

Do zkumavky oznacené jako ,,NK 2 bylo ptfidano 0,5 pl 10x ziedéné protilatky
Mouse anti-V5 TAG - FITC. Do zkumavky oznaéené jako ,,D” bylo ptidano 0,5 pl 10x
zfedéné protilatky Mouse anti-V5 TAG - FITC a 2 ul Goat anti-human 1gG - PE. Do nové
zkumavky oznacené jako ,,NK 1 bylo napipetovano 47,5 ul 4% FBS v 1x PBS, 2,5 ul
mikrosfér konjugovanych s gp120, 0,5 ul 10x ziedéné protilatky anti-V5 znacené FITC a
2 ul Goat anti-human IgG znaené PE. Vzorky byly inkubovany s fluorescenéné

zna¢enymi protilatkami po dobu 1 h. Ptehled jednotlivych typi vzorkd je uveden v tab. 1l.

Tab. 11: Obsah komponent u jednotlivych typt vzorki

Typ 4% FBS Konjug. Mouse anti- | Goat anti- Testovana
vzorku v 1x PBS mikrosféry V5 TAG- human IgG protilatka
[n1] [wi] FITC [u] —PE [ul]

D 47,5 2,5 0,5 2 ANO
NK 1 47,5 2,5 0,5 2 -
NK 2 47,5 2,5 0,5 - ANO

Po ukonceni inkubace byl k obéma vzorkim pfidan 1 ml PBS a byla provedena
centrifugace (1000 g, 5 min). Supernatant byl odsan do sucha, pelet byl resuspendovan ve
150 pl PBS a po dikladném vortexovani pienesen do zkumavky uréené k méfeni na

prutokovém cytometru.
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4.3

Deglykosylace rekombinantniho gp120 na mikropartikulich
pomoci PNGasy F

Rekombinantni proteiny gp120 (203T, RD) byly oSetfeny PNGasou F, ¢imz doslo

k odstépeni N-glykand. Cilem bylo testovat vliv deglykosylace na vazbu jednotlivych typu

monoklonalnich protilatek.

43.1

4.3.2

4.3.3

Material

Mikropartikule BD™ Functional Beads s gp120 proteinem (RD, 293T)
(viz kapitola 4.1)

PNGasa F (Peptide-N-Glykosidaza F, N-Glykanaza)
(Prozyme, Cat No.: PZGKE-5006B) - 200mU v 80 ul

Enzym §tépi vSechny typy N-glykant - komplexni, hybridni a vysoce-mandzové.

Material potfebny k analyze reaktivity monoklonalnich protilatek (viz kapitola
4.2.1)

Roztoky a pufry

5x Reak¢ni pufr (Prozyme) — dodavan s N-glycanasou

Dd H,0

1x PBS ((Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline 1x) (Invitrogen, Cat. No.: 14040-
117)

Roztoky a pufry potiebné k analyze reaktivity monoklondlnich protilatek (viz

kapitola 4.2.2)
Pristroje a laboratorni vybaveni

Flow box (LC 2.12), termostat (BT 120 M)
Ptistroje a vybaveni potfebné k analyze reaktivity monoklonalnich protilatek

(viz kapitola 4.2.3)
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4.3.4 Provedeni

Deglykosylace PNGasou F byla provedena za nativnich podminek na gp120
proteinech navazanych na fluorescenéné znaCené mikropartikule. Pro provedeni
deglykosylace bylo zapotiebi 5 pl roztoku mikropartikuli konjugovanych s gpl120
proteinem. Jako kontrola bylo pouzito stejné mnozstvi mikropartikuli, u kterych byly
provedeny vSechny procedury kromé pifidani enzymu PNGase F. Pred provedenim
deglykosylace bylo zapotiebi mikropartikule 4x promyt v PBS (k odstranéni azidu

obsazeném v uskladnovacim pufru). Deglykosylace byla provedena podle tab. I11:

Tab. I1l: Deglykosylace pomoci PNGasy F

ddH,0 5x Reakéni pufr Konjug. PNGasa F
1x reakce ] ]
mikropartikule
Deglykosylace 15 ul 6 ul 5ul 4 ul
Kontrola 19 ul 6 ul 5ul -

Ptipravené vzorky byly inkubovany 30 h pii 37 °C a nasledné byly 4x promyty v 1x
PBS (k odstranéni enzymu a reakéniho pufru).

U obou vzorkil byla provedena analyza reaktivity jednotlivych protilatek postupem,
ktery je uveden v kapitole 4.3. Jedinou odlisnosti je skuteCnost, ze pfii analyze
deglykosylace jiz nebyly vzorky dale déleny na negativni kontrolu a vlastni vzorek. Ke
kontrolnimu i deglykosylovanému vzorku byla pfidana jak protilatka proti lidskym IgG
znacena PE (Goat anti-human 19gG — PE) - k detekci vazby monoklonalni protilatky, tak i
protilatka proti V5-znacce gp120 proteinu (Mouse anti-V5 TAG — FITC) - k ovéfeni vazby
gp120.
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5 Vysledky

5.1 Optimalizace koncentrace monoklonalnich protilatek vazanych na

rekombinantni gp120 proteiny konjugované na mikropartikulich

Cilem bylo stanoveni optimalniho fedéni riznych typt monoklonélnich protilatek

za ucelem pritokove cytometrické analyzy reaktivity s proteiny gp120.

Reaktivita vybranych monoklonalnich protilatek (b12, 2G12, F425, 257, 268, PG9
a PG16) byla testovana v riznych koncentracich. Vysledné fedéni protilatek se pohybovalo

v rozmezi 30 000x — 80 000x. Optimalizace fedéni je uvedena v tab. 1V.

Tab. IV: Optimalizace vazby monoklonalnich protilatek na mikropartikule s gp120

proteiny
Monoklonalni Vysledné fedéni
protilatka 30 000x 50 000x 80 000x 100 000x
b12 * * s raraesy
2G12 * N * *
F425 * ol N faled
257 fole N * -
268 fole B * -
PG9 . * r— *
PG16 fole B foled faled

ek - detekce siln¢€ pozitivni reaktivity

*x - detekce stiedn¢ pozitivni reaktivity

* - detekce slabé pozitivni reaktivity

- - detekce zadné reaktivity

Jako hranice pozitivity byla stanovena intenzita fluorescence PE (fykoerythrinu)
3x10°. Udalosti pod touto hranici byly povazovany za negativni, udalosti nad stanovenou
mezi byly povazovany za pozitivni. Hranice pozitivni reaktivity byla stanovena na zakladé
negativnich kontrol (vzorki bez Goat anti-human IgG-PE).

V piipads, e se nad hranici 3x10% vyskytovalo vice nez 90 % udalosti, byla
reaktivita oznacena jako ,,siln¢ pozitivni“. Pro hodnoty 50 — 89 % bylo pouzito oznaceni

,stiedné pozitivni reaktivita“. Pro hodnoty 49 — 10 % bylo pouzito oznaéeni ,,slabé
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pozitivni reaktivita. Pokud se nad hranici 3x10° vyskytovalo méng nez 10 % udalosti, byl

vzorek povazovan za negativni (,,detekce zadné reaktivity*).

Redéni 50 000x bylo stanoveno jako optimalni pro protilatky 2G12, 257, 268 a
PG16. U protilatek PG9 a F425 byla stanovena optimalni koncentrace pii fedéni 80 000X.
Nejvyssi reaktivita protilatky b12 byla detekovana pii fedéni 100 000X.

5.2 Priitokové cytometricka analyza reaktivity monoklonalnich
protilatek s rekombinantnimi gp120 proteiny (293T, RD) na

mikropartikulich

Cilem této analyzy bylo detekovat rozdily v reaktivité¢ rekombinantich proteini gp120
(293T, RD) s monoklonalnimi protilatkami cilenymi proti ruznym epitopim.Vazba
testovanych monoklondlnich protilatkek na rekombinantni gp120 proteiny (293T, RD) byla

detekovana pomoci protilatky Goat-anti human IgG znacené PE.
Jako negativni kontroly byly pouZzity vzorky:
a) NK 1 - vazba Goat-anti human 1gG — PE, bez monoklonalni protilatky
b) NK 2 — vazba monoklonalni protilatky, bez Goat anti-human IgG - PE
Vlastni vzorek (D) obsahoval Goat anti-human IgG — PE a testovanou monoklonalni

protilatku.

Oblast pozitivni reaktivity s Goat anti-human IgG — PE byla oznacena jako Gate 1
(G1). Oblast pozitivni reaktivity s Mouse anti-V5 TAG — FITC byla oznacena jako Gate 2
(G2). Procentualni hodnoty udavaji zastoupeni udalosti v pfislusné oblasti pozitivni
reaktivity (G1 nebo G2).
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U kazdého vzorku bylo provedeno ovéfeni vazby rekombinantniho gp120 proteinu na
pentaHis protilaitku konjugovanou na povrch fluorescenéné znacenych mikropartikuli.
Detekce vazby byla provedena fluorescencné znacenou protilatkou proti V5 epitopu, ktery
je soucasti testovanych rekombinantnich gpl120 proteini 293T a RD. Jako negativni

kontrola byl pouzit vzorek bez Mouse anti-V5 TAG — FITC (viz obr. 10).

Hodnoty reaktivity gpl20 proteinu s Mouse anti-V5 TAG — FITC se pohybovaly
v rozmezi 88,6 % - 100,0 % (s primérnou hodnotou 98,7 %), viz tab V. Lze tedy

konstatovat, ze navazani gp120 proteinu bylo Gspésné.

1) Negativni kontrola
A) 293T B) RD

: "s-i Fie :. "E-;
2 7 An'.:-\-ﬂk_\ﬂ 2 3
= fa G2 = e G2

=1 1 .
g - Yoo % -
£ "= prLaHis 2 oy
= - T I!. T = - N T T L B L T

] apca ® ' APC-A *

I1) Vzorek s anti-V5 protilatkou

A) 293T B) RD
E o] . =
Z ] \ ] J' =
B g G2 Y, =
e _-! i
=] =
g =4 - E
2 7 ' 2
= : I T

APC-A APC-A

Obr. 10: Ovéieni vazby rekombinantniho gp120 proteinu na mikrosféry

konjugované s pentaHis protilitkou pomoci Mouse anti-V5 TAG - FITC

G2 - gate2 (vymezuje udalosti odpovidajici pozitivni reakci s Mouse-anti V5-TAG-FITC)
APC-A — intenzita fluorescence znacenych mikrosfér
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U jednotlivych vzorkid byla nasledn¢ analyzovana reaktivita rekombinantniho
gpl20proteinu (293T, RD) s monoklonalnimi protilatkami (b12, 2G12, F425, 257, 268,
PG9 a PG16).

Reaktivita (% udalosti v G1) negativnich kontrol se pohybovala v rozmezi 0,0 — 2,2 %
s pramérnou hodnotou 0,5 %. U vlastnich vzorkt obsahujicich Goat anti-human 1gG — PE

byla naméfena reaktivita (% udalosti v G1) 88,9 — 98,9 s primérem 94,9 %.

Na zaklad¢ ziskanych dat 1ze konstatovat, Zze reaktivita testovanych monoklonalnich
protilatek s rekombinantnim proteinem produkovanym linii 293T (HEK) se vyrazné
nelisila od reaktivity s gp120 exprimovanym bunikami RD. U vSech protilatek vykazoval
nepatrné vyssi reaktivitu protein RD. Nejvétsi rozdil v reaktivité mezi 293T a RD, ktery
¢inil 6,5 %, byl zjistén u protilatky PG9. Nejmensi rozdil byl detekovan u protilatky F425
(0,7 %). Na obr. 11 je vystup prutokoveé cytometrické analyzy reaktivity gp120 proteinu
produkovaného linii 293T a RD s monoklonalni protilatkou 268.
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Obr. 11: Pritokové cytometricka analyza reaktivity monoklonalni protilatky

268 s rekombinantnimi gp120 proteiny (293T, RD)

Gl . gate 1 (vymezuje udalosti odpovidajici pozitivni reakci s monoklonalni protilatkou)
APC-A — intenzita fluorescence znacenych mikrosfér
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Vlastni reaktivita jednotlivych vzorkli byla vypoctena jako rozdil hodnoty
reaktivity ziskané méfenim vlastniho vzorku - D (% udalosti v G1) a nejvyssi hodnoty
pozadi u negativnich kontrol - NK 1 a NK 2 (% udalosti v G1). Hodnoty reaktivity vzorkt
po odecteni pozadi jsou uvedeny v grafu 1. Souhrnné vysledky pritokoveé cytometrické

analyzy jsou uvedeny v tab. V.

98,3% 98,3%
100% 97.6%— Q9% g5 a0 559%  apag 95.3% 53 3%
93.0% 28,8% 28,9%
75% -
50% -
25% -
0% -
RD ’zg RD ’zg RD }zg RD }zg RD }zg RD
b12 F425 257 268 PGY PG16

Graf 1: Reaktivita rekombinantnich gp120 293T a RD s monoklonalnimi

protilitkami po odecteni pozadi
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Tab. V: Reaktivita monoklonalnich protilatek (b12, 2G12, F425, 257, 268, PG9 a PG16)
s rekombinantnimi gp120 proteiny (293T, RD)

Protilatka | gp120| Typ Reaktivita s Goat- Reaktivita s Mouse
vzorku | anti Human IgG — | anti-V5 TAG — FITC
PE
Udalosti v G1 [%] | Udalosti v G2 [%]

NK 1 0,5 99,9
293T | NK 2 0,1 99,6
D 97,5 99,5
b2 NK 1 0,4 99,8
RD | NK2 0,6 99,9
D 98,9 98,9
NK 1 0,7 90,7
293T | NK 2 0,1 98,6
D 90,0 88,6
2612 NK 1 0,8 99,5
RD | NK2 0,2 89,5
D 93,7 98,1
NK 1 0,4 100,0
293T | NK 2 0,5 100,0
D 95,9 99,4
Fa2s NK 1 0,5 100,0
RD | NK2 0,1 99,1
D 96,6 99,0
NK 1 0,5 99,1
293T | NK 2 0,1 99,8
D 93,5 100,0
257 NK 1 2,2 92,9
RD | NK2 0,2 99,9
D 98,1 100,0
NK 1 0,5 99,9
293T | NK 2 0,6 99,6
D 97,0 99,4
268 NK 1 0,4 99,5
RD | NK2 0,5 99,7
D 98,8 99,6
NK 1 0,6 99,6
293T | NK 2 33 100,0
D 92,1 99,9
PG NK 1 0,0 100,0
RD | NK2 0,3 99,9
D 95,6 99,9
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Protilatka | gp120| Typ Reaktivita s Goat- Reaktivita s Mouse
vzorku | anti Human lgG — | anti-V5 TAG — FITC

PE
Udalosti v G1 [%] Udalosti v G2 [%]
NK1 0,0 100,0
293T | NK 2 0,0 99,9
D 88,9 100,0
P16 NK1 0,0 100,0
RD | NK?2 0,0 100,0
D 91,3 100,0

D — vlastni vzorek; NK 1 — negativni kontrola 1; NK 2 — negativni kontrola 2

5.3 Prutokové cytometricka analyza vlivu deglykosylace gp120 (293T,

RD) na vazbu monoklonalnich protilatek

Rekombinantni gpl120 proteiny (293T, RD) navazané na fluorescencné znacené
mikropartikule byly oSetfeny enzymem PNGasou F. Tento enzym odstépuje N-vazané
glykany. Deglykosylace prob&hla za nativnich podminek. Nésledné¢ byla provedena
pratokové cytometrickd analyza reaktivity monoklonalnich protilatek b12, 2G12, F425,
257, 268, PG9 a PG16. Reaktivita protilatek s deglykosylovanymi gp120 proteiny byla
srovnana s reaktivitou u kontrolnich vzorkd, které nebyly oSetteny PNGasou F. Cilem bylo

vyhodnoceni zmén v reaktivit€¢ monoklonalnich protilatek po odstépeni N-glykant.

Oblast vymezujici udalosti odpovidajici vyssi reaktivité testovanych monoklonalnich
protilatek byla vyznacena jako Gate 1 (G1). Oblast vymezujici udélosti odpovidajici nizsi
reaktivité¢ testovanych monoklondlnich byla vyznacena jako Gate 2 (G2). Oblast
vymezujici udalosti odpovidajici pozitivni reaktivit¢ s Mouse anti-V5 TAG — FITC byla
oznacena jako Gate 3 (G3).

U vsech vzorki byla ovéfena uspéSnost konjugace gpl120 na mikropartikule pomoci
Mouse anti-V5 TAG — FITC. Hodnoty reaktivity gp120 proteinu s Mouse anti-V5 TAG —
FITC se pohybovaly v rozmezi 83,1 — 99,5 % (s prumérnou hodnotou 95,0 %). Lze tedy
konstatovat, Ze navazani gpl20 proteinu na pentaHis protilditku konjugovanou na
fluorescencné znacené mikropartikule bylo UspéSné a provedeni deglykosylace nevedlo

k odstranéni gp120 z mikropartikuli.
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Ptikladem monoklondlni protilatky, ktera vykazovala po deglykosylaci PNGasou F
vyrazné zmény v reaktivité, je protildtka 2G12. Jak je patrné na obr. 12, u vzorki
oSetfenych PNGasou F byl zaznamenan nartst procentualniho zastoupeni udalosti v oblasti
G1 (vymezuje vyssi reaktivitu s Goat anti Human IgG — PE) oproti kontrolnim vzorktim,
které nebyly podrobeny deglykosylaci. U proteinu produkovaného linii 293T byl
detekovan vzrist procentualniho zastoupen i udalosti v G1 z 1,1 % (bez deglykosylace) na
72,1 % (po deglykosylaci). U proteinu RD neni tato zména natolik vyrazna. Procentualni
zastoupeni udalosti v G1 se zvysilo ze 45,2 % na 53,2 %. Zména reaktivity 2G12 s RD
proteinem je patrnéj$i pii porovnani procentualniho zastoupeni v oblasti mensi reaktivity

(G2). Zde doslo k poklesu z 24,3 % (bez deglykosylace) na 1,5 % (po deglykosylaci).
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Obr. 12: Ovlivnéni vazby monoklonalni protilatky 2G12 na rekombinantni

proteiny gp120 (293T, RD) enzymatickym piisobenim PNGasy F

G1 —gate 1 (vymezuje udalosti odpovidajici vyssi reaktivité s protilatkou)
G2 - gate 2 (vymezuje udalosti odpovidajici niz§i reaktivité s protilatkou)
APC-A — intenzita fluorescence zna¢enych mikrosfér
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Reaktivita protilatky 257 nebyla vyrazné ovlivnéna deglykosylaci PNGasou F u
zadného z rekombinantnich gp120 proteinti (RD, 293T). Na obr. 13 1ze pozorovat, Ze u
vzorkl podrobenych deglykosylaci nebyla zaznamenana vyraznéjsi zména v procentualnim
zastoupeni udalosti v G1 (vymezuje vyssi reaktivitu s Goat anti Human 1gG — PE) oproti
kontrolnim vzorkiim, které nebyly podrobeny deglykosylaci. V piipadé 293T bylo
zaznamenano mirné zvySeni procentudlniho zastoupeni udalosti vGl z0,4 % (bez
deglykosylace) na 4,0 % (po deglykosylaci). U RD byl zaznamenan vzrust z 5,9 % na
10,0 % U obou proteint tedy doslo po odstépeni N-glykanti pouze k velmi mirnému

zvySeni reaktivity s protilatkou 257.
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Obr. 13: Ovlivnéni vazby monoklonalni protilatky 257 na rekombinantni

proteiny gp120 (293T, RD) enzymatickym pusobenim PNGasy F

G1 —gate 1 (vymezuje udalosti odpovidajici vyssi reaktivité s protilatkou)
G2 - gate 2 (vymezuje udalosti odpovidajici niz$i reaktivité s protilatkou)
APC-A — intenzita fluorescence znacenych mikrosfér
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Odstépeni N-glykanti z gp120 pomoci PNGasy F ovlivnilo reaktivitu protilatky PG9.
U vzorkli oSetfenych enzymem je patrné snizeni procentudlniho zastoupeni udalosti
v oblasti G1 (vymezuje vyssi reaktivitu s Goat anti Human IgG — PE) oproti kontrolnim
vzorkim, které nebyly podrobeny deglykosylaci (viz obr. 14). V ptipad¢ proteinu
produkovaného linii 293T byl zaznamenan pokles udalostivGl ze 17,2 % (bez
deglykosylace) na 3,6 % (po deglykosylaci). U proteinu exprimovaného buiikami RD byl
pozorovan pokles z 81,1 % (bez deglykosylace) na 29,8 % (po deglykosylaci). Na zaklad¢
téchto vysledkii lze fict, ze reaktivita PG9 srekombinantnimi gpl120 proteiny se po

deglykosylaci snizila.
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Obr. 14: Ovlivnéni vazby monoklonalni protilatky PG9 na rekombinantni
proteiny gp120 (293T, RD) enzymatickym piisobenim PNGasy F
G1 —gate 1 (vymezuje udalosti odpovidajici vyssi reaktivité s protilatkou)

G2 - gate 2 (vymezuje udalosti odpovidajici nizsi reaktivité s protilatkou)
APC-A — intenzita fluorescence znacenych mikrosfér

Vyrazngj$i zvySeni reaktivity po deglykosylaci bylo pozorovano kromé protilatky
2G12 také u b12. Protilatky F425 a 268 nevykazovaly Zadnou vyraznou zménu reaktivity
po oSetfeni PNGasou F. Reaktivita protilatky PG16 se po odstépeni N-vazanych glykani

44



snizila. SniZeni reaktivity u PG16 bylo mirné vyrazn¢jsi u proteinu RD. Srovnani zmén
reaktivity protilatek s rekombinantnimi gpl20 mezi kontrolnimi vzorky a vzorky
podrobenymi deglykosylaci je patrné na grafech 2 a 3. Modré sloupce reprezentuji G1 -

oblast vyssi reaktivity, zelené sloupce reprezentuji G2 - oblast nizsi reaktivity (viz obr. 12 -

14).
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Graf 2: Vliv deglykosylacePNGasou F na reaktivitu monoklonalnich protilatek s
rekombinantnim gp120 proteinem produkovanym linii 293T (HEK)
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Graf 3: Vliv deglykosylace PNGasou F na reaktivitu monoklonalnich protilatek s
rekombinantnim gp120 proteinem produkovanym linii RD

Legenda ke grafiim 2 a 3:
G1 - Oblast vymezujici udalosti odpovidajici vyssi reaktivité s ptislusnou protilatkou

G2 — Oblast vymazujici udalosti odpovidajici nizsi reaktivité s ptislusnou protilatkou
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6

Diskuze

Glykoprotein gp120 se spolu s gp41 nachazi na povrchu virové ¢astice HIV-1
viru. Podili se na interakci viru s receptory hostitelské buiiky. Gp120 se vyznacuje
silnou glykosylaci. N-vazané glykany tvofi az polovinu jeho molekulové hmotnosti
(Go a kol, 2008). V soucasné dob¢ je gpl20 intenzivné studovan s cilem vyvinout
ucinnou vakcinu, ktera by chranila proti HIV-infekci (Texeira a kol., 2011). Pro ucely
vakcinacnich pokust jsou rekombinantni proteiny gpl120 produkovany raznymi typy
bunéénych kultur. Jedné se naptiklad o Jurkat, CHO, RD nebo 293T (Raska a kol.,
2010 - 2).

Tato préace se zabyvala pritokove cytometrickou analyzou reaktivity vybranych
monoklonélnich protilatek popsanych u riznych osob infikovanych virem HIV s
rekombinantnimi gp120 proteiny produkovanymi dvéma typy bun¢k — 293T a RD.
Bunécné linie 293T jsou pouzivany pro produkci vakcina¢nich antigend, zatimco RD

buiiky reprezentuji bézné pouzivany cil pro DNA vakciny.

Rekombinantni proteiny gpl120 produkované rtiznymi typy bunéénych linii se
vyznacuji odlisSnou glykosylaci. N-glykany jsou pfipojeny k peptidovému fetézci ve
specifickych pozicich, charakterizovanych aminokyselinovym motivem N-X-S/T. Tyto
pozice jsou kodovany genomem HIV-1 viru, avSak k samotnému pfipojeni glykant
dochazi v hostitelské butice. Typ hostitelské buiiky a s nim spojeny zplsob ptipojeni
glykanil tedy vyraznym zpusobem ovliviiuje vysledny glykosylaéni profil (Go a kol.,
2009).

U riznych typti rekombinantnich gp120 byly prokazany odli$nosti v obsahu
manézovych a komplexnich glykant, stejné jako v celkové heterogenité N-glykand.
Rozdily ve sloZzeni N-glykant mezi Jurkat (T-cell lines) a 293T jsou vyrazné. To
indikuje omezené vyuziti expresniho systému 293T pro produkci gp120 jako antigenu
k vakcina¢nim pokusim a krystalografickym analyzam obzvlast’ v tomto ptipad¢, kdy
hraje zastoupeni N-glykant dutlezitou roli. Naopak podobnost gp120 produkovaného
linii RD s proteinem produkovanym T-lymfocyty nasvédcuje tomu, ze je vhodné pouzit
tyto buniky pro produkci antigenu k indukei humoralni imunitni odpovédi (Raska a kol.,
2010 - 2).
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Pratokové cytometrickd analyza ukazala, Ze reaktivita vSech testovanych
monoklonélnich protiladtek byla niz§i u proteinu produkovaného buitkami 293T ve
srovnani s RD. Rozdil byl vSak relativné maly — nepiekrocil 6,5 %. V dosud
nepublikované studii vzniklé v laboratofi Ustavu imunologie UP byla detekovana
testovanymi protilatkami (2G12, b12, 268, F425, 257, 227-52D a 19b). V této studii
byly porovnavany proteiny produkované liniemi 293T, Jurkat, RD, HepG2 a CHO.

Vramci predlozené diplomové prace byla analyzovana reaktivita
rekombinantnich gp120 proteinli se sedmi riznymi monoklonalnimi protilatkami.
Rovnéz byla analyzovana zména této reaktivity po deglykosylaci PNGasou F za
ucelem zjisténi vlivu pfitomnosti sacharidové slozky na vazbu jednotlivych protilatek.
Testovany byly dvé Siroce neutraliza¢ni protilatky (b12, 2G12), tii protilatky proti V3
smycce (F425, 257, 268) a dvé protilatky proti variabilnim smyckam gp120 proteinu
(PG9, PG16).

Monoklonélni protilatka b12 se vaze na konzervovany epitop gpl20 — CD4
vazebné misto. Je jednou z mala protilatek, které jsou schopny neutralizovat Siroké
spektrum primarnich izolatd HIV-1. CD4 receptor a b12 protilatka se vazou na stejnou
oblast virového glykoproteinu, pfi¢emz protilatka b12 vykazuje vyssi afinitu nez CD4
(Sterjovski a kol., 2012). Konformaéni zmény vyvolané vazbou protilatky b12 jsou
mén¢ rozsahlé nez ty, které jsou indukovany CD4 receptorem (Liu a kol., 2008). Tato
protilatka pfi pritokové cytometrické analyze vykazovala po odStépeni N-vazanych
glykanii zvySenou reaktivitu s gpl120. Lze tedy piedpokladat, ze N-glykany brani
jejimu navazani na epitop. Mira snizeni reaktivity byla pfiblizné stejnd u proteinu 293T

i RD.

Podobné vysledky byly zjiStény rovnéz u protilatky 2G12. Tato protilatka
rozpoznava klastr vysoko-manozovych oligosacharidi gpl120. Jedna se konkrétné o
terminalni alfa 1,2-vazanou mandzu N-glykanovych rezidui, ktera jsou k proteinovému
zakladu gpl120 pfipojena v pozicich 332, 392 a v men$i mife také 339. 2G12 se

vyznacuje Sirokou neutraliza¢ni schopnosti (Gray a kol., 2007, Poon a kol., 2007).

Pti pritokové cytometrické analyze bylo detekovano zvyseni reaktivity 2G12
sgpl20 po deglykosylaci. Toto zjisténi poukazuje na zvySenou rezistenci

sacharidovych rezidui, na které se 2G12 vaze, viici PNGase F. Po odStépeni sousednich
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N-glykani také pravdépodobné dochdzi ke zlepSeni dostupnosti vazebnych glykant
pro 2G12. Pritokové cytometrickd analyza také ukazala ponékud vyssi reaktivitu 2G12
s rekombinantnim gpl120 RD, ktery obsahuje mén¢ komplexnich a vice vysoko-
mandzovych glykant. V dosud nepublikované studii byla testovana reaktivita 2G12
s rekombinantnimi proteiny produkovanymi riznymi typy bunéény linii. Pfi Western
blott analyze za reduk¢nich podminek byla detekovana nulova reaktivita 2G12 s gp120,
deglykosylovanym PNGasou F za denatura¢nich podminek, protoze doslo k odstépeni

vSech N-glykanii.

Protilatky F425, 257 a 268 rozpoznavaji V3 variabilni smycku virového
proteinu gp120. V3 oblast je kritickd pro virovou infek¢nost. Zprostiedkovava vazbu
koreceptort cilovych bun¢k a jeho sekvence determinuje koreceptorovy tropismus
(Bell a kol., 2008). Protilatky F425 a 268 se vazi na kratky linearni peptidovy epitop
na vrcholu V3 smycky. Rezidua rozpoznavana protilatkou 257 jsou lokalizovana v N-

termindlnim B-fetézci V3 (Gorny a kol., 1997).

Pratokové cytometrickd analyza nedetekovala u téchto protilatek vyrazny
rozdil v reaktivité pfi porovnani gpl120 293T a RD. Také zména reaktivity protilatek
proti V3 smycce po deglykosylaci byla jen nepatrna. Podobné vysledky byly zjistény
také pii pouziti metody ELISA pouzivané standardné na Ustavu imunologie UP. Také
Vv tomto piipad¢ protilatky 268 a F425 reagovaly podobnym zplsobem se vSemi
testovanymi rekombinantnimi gpl120. To naznacuje, ze pfilehlé glykany vyrazné
nezamezuji piistupu na tento pomérné zna¢né vycCnivajici epitop. Naproti tomu
vysledky Western blott analyzy ukazaly pomérné vyrazné rozdily vazebné schopnosti
protilatek 268 a F425 na rizné typy gpl20 v souvislosti s denaturovanym a
redukovanym stavem glykoproteinu (Raska a kol, 2010 - 1).

PG9 a PG16 jsou protilatky, u nichz byla prokdzana schopnost neutralizovat
70 — 80 % izolath HIV-1. Ob¢ protilatky vykazuji preferencni vazbu na trimer gp120 a
interaguji s epitopem formovanym z konzervativnich regiontt V1/V2 a V3 variabilnich
smycek. Mutace V1/V2 a v nekterych ptipadech i V3 domény ovliviiuji neutraliza¢ni
schopnosti PG9 a PG16. Tyto mutace jsou zavislé na kmenu HIV-1 (Pancera a kol.,
2012). Byla zjiSténa zavislost neutralizaéni schopnosti obou protilatek na N-
glykosylaci gp120 v pozici 160 (Walker, 2009). Mutace N-glykosyla¢niho mista V2

smycky N160 zcela rusi neutraliza¢ni schopnosti téchto protilatek. To naznacuje, Ze
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glykan N160 hraje dalezitou roli pii formovani vazebného epitopu pro PG9 a PG16
(Doores a Burton, 2010).

V ramci prutokové cytometrické analyzy byl u protilaitky PG9 zjistén
vyrazng€j$i rozdil mezi reaktivitou s gp120 rizného piivodu (293T, RD) nez u protilatky
PG16. Vyssi reaktivita s PG9 byla zaznamenana u gp120 produkovaného bunikami RD.
Piisobeni PNGasy F pomérné znacné ovlivnilo reaktivitu obou protilatek (PG9, PG16)
s rekombinantnimi proteiny RD a 293T. Deglykosylace vyrazné snizila reaktivitu PG9
a PG16 s obéma typy rekombinantnich proteint. Lze tedy predpokladat, ze vazba obou
protilatek je zavislda na pfitomnosti N-glykand, které jsou na rozdil od glykant

rozliSovanych 2G12 relativné citlivé k PNGase F.

Pratokova cytometrie poskytuje vysledky srovnatelné se standardné
pouzivanymi metodami ELISA. Na rozdil od metody Western blott jsou podminky pfi
pratokové cytometrické analyze nedenaturujici a provedeni vyrazné¢ nedenaturuje
analyzovany protein. Mikrosféry vyuzivané v priatokové cytometrické analyze se
vyznacuji velkym vazebnym povrchem, coz omezuje sterické branéni interagujicich
molekul. Oproti technice ELISA je zde mensi spotfeba reagencii. Vyznamné jsou
pfedevS§im minimalni ndroky na kvantitu rekombinantniho proteinu a testovanych
protilatek, jelikoz tento biologicky material je casto dostupny jen v omezeném
mnozstvi. Navic, naptiklad uvedend deglykosylace pomoci PNGasy F milze byt
provedena na jiz navazaném proteinu a to ve velmi malém objemu oproti analogicky
provedené reakci pii pouziti ELISA. Reakce lze také provadét ve velmi malych
objemech. Priitokova cytometrie vyuZivajici fluorescencné znacené mikrosféry je

rovnéZ velmi vhodnou technikou pro provadéni multiplexnich analyz.
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[ Zavér

Teoreticka ¢ast této diplomové prace se zabyvala tfemi zékladnimi tématy. Prvnim
je virus HIV-1, jeho zivotni cyklus, stavba virové Castice, slozeni virového genomu a
geneticka variabilita. Dals8i ¢ast prace se vénovala obalovému glykoproteinu gp120.
Shrnula dosavadni poznatky o jeho struktufe a interakcich s receptory hostitelské bunky a
protilatkami. Zaméfovala se na glykany, které tvofi podstatnou ¢ast molekuly tohoto
glykoproteinu a také na produkci rekombinantnich gp120 riznymi typy bunéénych linii.

Posledni cast literarni reSerSe se zabyvala problematikou pratokové cytometrie.

Experimentalni ¢ast se vénovala technice konjugace rekombinantniho proteinu
gp120 na fluorescenéné znacené mikropartikule BD™ Funcitonal Beads. Dale se zabyvala
optimalizaci postupu pro prutokové cytometrickou analyzu monoklonalnich protilatek
s gpl20 proteinem konjugovanym na BD™ Funcitonal Beads. Soulasti byla také

deglykosylace konjugovaného gp120 pomoci enzymu PNGasa F, ktery odstépuje N-vazané
glykany.

V ramci diplomové prace jsem se seznamila s technikou pratokoveé cytometrické
analyzy. Optimalizovala jsem postup pro konjugaci rekombinantnich proteinti gp120 na
fluorescenéné znacené mikrosféry a pro ndslednou pritokoveé cytometrickou analyzu
reaktivity riznych typi monoklonélnich protilatek s témito proteiny. Metoda pritokové
cytometrie byla pro studium gp120 zvolena jako vhodna alternativa ke klasickym metodam
ELISA a Western blott. Poskytuje né€kolik vyhod, mezi které patii zachovani nativni
konformace proteinu a mensi spotfeba analyzovanych protilatek. Na rozdil od metody
ELISA lze pfi pouziti pratokové cytometrie provadét reakce ve velmi malych objemech.

Zaroven je tato metoda velmi vhodné pro multiplexni analyzy.
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8 Seznam zkratek

293T (HEK) — bunky lidské embryonalni ledviny (Human embryonic kidney)
AIDS — syndrom ziskaného selhani imunity (Acquired Immunodeficiency Syndrom)
AZT - Zidovudin

CCR5 — chemokinovy receptor typu 5 (C-C motiv)

CHO - bunky ovaria ¢inského kiecka (chinese hamster ovary)

CD4bs — vazebné misto pro CD4 receptor (CD4-binding site)

CXCR4 — chemokinovy receptor typu 4 (C-X-C motiv)

CX3CR1 — chemokinovy receptor typu 1 (C-X3-C motiv)

DAF — faktor urychlujici rozpad (Decay accelerating factor)

DC-SIGN - dendritic Cell-Specific Intercellular adhesion molecule-3-Grabbing Non-

integrin

Env — gen kodujici obalové proteiny (envelope)

FSC — forward scatter channel

GFP — zeleny fluorescen¢ni protein (green fluorescent protein)

Gp41 — glykoprotein 41

Gp120 — glykoprotein 120

Gp160 — glykoprotein 160

HAART — vysoce t¢inna antiretrovirova terapie (Highly Active AntiRetroviral Therapy)
HIV — virus lidské imunodeficience (Human immunodeficiency virus)
HLA — hlavni histokompatibilni komplex

Jurkat — CD4+ T-cell leukemia cells

LFA-1 — antigen asociovany s funkci lymfocyti (Lymphocyte function associated antigen)
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LTR — dlouh¢ terminalni repetice (long terminal repeats)
Nef — faktor negativni regulace (Negative-regulation factor)
NNRTI — ne-nukleosidové inhibitory reverzni transkriptazy
NRTI — nukleosidové inhibitory reverzni trakskriptazy

PE - fykoerythrin

PNGS - potencialni N-glykosyla¢ni mista

PMT - fotonasobice

Pol — gen kodujici virovou polymerazu

RD — bunky lidského rhabdomyosarkomu (Human rhabdomyosarcoma)
Rev — regulator virové exprese

RNA — ribonukleova kyselina

RRE — Rev responsivni element

Sf9 — spodoptera frugiperda insect cells

SSC - side scatter channel

Tat — transaktivator

Vif — gen ovliviwyjici virovou infekénost (Viral infectivity)

Vpr — gen kodujici virovy protein R
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