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1 Uvod

Gpl120 je bohat¢ glykosylovany protein tvofici jednu ze dvou podjednotek
obalového proteinu Env HIV viru. Env je kliCovy pro vstup viru do bunky a zahajeni
produktivni infekce. Proto je poznani struktury a vlastnosti gpl20 zasadni
pro koncipovani novych terapeutickych a profylaktickych strategii (Kwong a kol.,
1998). Vzhledem ktomu, Ze infekce virem HIV-1 i pies vyrazné pokroky
V antiretrovirové terapii vede v naprosté vétSing piipadi k smrti infikovaného, vyzkum
ucinné preventivni vakciny proti HIV/AIDS ma vysokou prioritu. Pfi vyvoji a testovani
vakcin je obalovy protein Env (nebo jeho podjednotka gp120) povazovan za klicovou
komponentu vakciny, nebot’ bylo opakované demonstrovano, ze zamezeni vazby HIV
viru na receptory cilovych bun€k pomoci Env specifickych neutraliza¢nich protilatek
predstavuje jeden z nejvyznamnéj$ich imunitnich mechanismt obrany (Kwong a kol.,

2012).

Gp120 je vyznamné glykosylovany protein, nebot’ zhruba polovinu molekulové
hmotnosti tvoifi N-vazané glykany (Zhu a kol., 2000), které ptispivaji ke spravnému
skladani proteinu gp120, mohou jej chranit pied vazbou hostitelskych protilatek, ale
souCasné¢ mohou slouZit jako cil nékterych velmi G¢innych neutralizacnich protilatek
(Wei a kol., 2003). Pro vakcinaéni G¢ely byva protein gp120 pfipravovan rekombinantni
techologii s pouZitim riznych bunécnych linii. Rekombinantni gpl120 vSak neni
identicky s proteinem gp120 na povrchu virionu nebot’, jak ukazalo nékolik studii, se
ob¢ wvarianty liSi strukturou a wvariabilitou N-glykanl pfipojenych na patefni
aminokyselinovou sekvenci. Struktura a uspofadani N-glykant ovliviiuje reaktivitu
gp120 se séry pacientll infikovanych virem HIV-1 jak bylo demonstrovano pomoci
ELISA a Western blot technik (Raska a kol., 2010). Problém uvedenych metod spociva
v uplné (Western blot) ¢i cCastecné (ELISA) denaturaci gpl20, coZ je spojeno se
zménami konformacnich epitopli gpl120 a tedy s omezenim biologické relevance
naméfenych reaktivit testovanych sér. Navazani proteinu gpl20 na polystyrenové
kulicky s kovalentné piipojenou protilatkou proti HIS znacce na konci rekombinantniho
proteinu gpl20 umoZiuje vyhodnocovat reaktivitu sér HIV pacientl s gpl20
za podminek minimalni denaturace proteinu pomoci fluorescenéné znacen¢ho detektoru

lidskych imunoglobulint a pritokové cytometrie.



2 Soucasny stav reSené problematiky

2.1 Virus HIV

Prvni informace o syndromu ziskané imunitni nedostatecnosti (AIDS) se
v odborném tisku objevily vroce 1981. Choroba byla charakterizovana zvySenou
citlivosti k oportunnim infekcim a nékterym nadorovym onemocnénim (agresivni forma
Kaposiho sarkomu, B-lymfom). Prvni prace popisovaly vyskyt AIDS u homosexualt,
hemofilikd a pacientl, kterym byly aplikovany krevni preparaty. Nedlouho poté byl
prokazan pienos i heterosexualnim pohlavnim stykem. Nezavislé védecké tymy
ve Francii a USA vroce 1983 odhalily virového puvodce této choroby, ktery byl
pojmenovan virus lidské imunodeficience (HIV), (Krejsek a Kopecky, 2004).
V soucasnosti jsou znamy tifi zakladni zplsoby ptenosu HIV z ¢lovéka na cCloveka
- sexudlnim kontaktem, z matky na dité pfes placentu nebo prostfednictvim matetského
mléka a krevni cestou (Roitt a kol., 1996). Ackoliv bylo zavedeno rutinni testovani
darct krve na pfitomnost HIV a postupné objevena fada 1€kt schopnych zpomalit
progresi onemocnéni, AIDS nadéale zGstava kompletné¢ nevylécitelnou smrtelnou

hrozbou.

2.1.1 Obecna charakteristika HIV

Virus HIV je fazen do pocetné ¢eledi Retroviridae. Tato ¢eled’ se dale déli na tii
podceledi - Spumavirinae, Oncovirinae, kam patti retroviry, které hostitelskou bunku
transformuji na buiku nadorovou a Lentivirinae, do které jsou fazeny i HIV-1 a HIV-2.
Infekce lentiviry vede po dlouhé latentni fazi k lyzi infikované buiky. HIV-1 a HIV-2
se od sebe lisi antigenné i geneticky. Geneticka analyza prokazala, ze virus HIV-2 se
vyvinul z jinych opicich retroviri nez HIV-1. Homologie mezi témito viry na genetické
1 proteinové urovni je pouze 40 - 60 %. Infekce HIV-2 je typicka pro zemé zapadni
Afriky, v ostatnich Castech svéta je infekce virem HIV-2 spiSe vzacna. HIV-2 je méné
virulentni nez HIV-1 a ma niz$i afinitu k molekule CD4. Vysledky epidemiologickych
studii uvadi, ze infekce virem HIV-2 poskytuje urcitou miru ochrany pied infekci virem

HIV-1 (Krejsek a Kopecky, 2004).



2.1.2 Struktura a vlastnosti virionu HIV-1

Virion HIV-1 je ¢astice zhruba kulovitého tvaru o priméru asi 100 nm obalena
lipoproteinovym obalem. Sklada se z kapsidy, kterou tvoii virovy dienovy protein p24
vyuzivany v sérologickych testech pii diagnostice HIV infekce. Uvnitt kapsidy se
nachazi dvé molekuly jednofetézcové RNA, které asociuji s nukleokapsidovym
proteinem p9. Ve zralém virionu je pfitomna virova protéza uplatiujici se pfi zrani
virionu a jeho piechodu na infek¢ni formu, reverzni transkriptaza nezbytna pro replikaci
genetické informace viru a virova integraza, ktera zodpovida za vlozeni genetické
informace HIV-1 viru do chromozému hostitelské bunky. Mezi dieniové proteiny je
fazen i protein pl7, ktery je dulezity pii inkorporaci obalovych glykoproteind gp120
a gp41. Obalové glykoproteiny ve formé trimert prostupuji dvouvrstevnou lipidovou
membranou, kterou HIV-1 ziskava, kdyZz pu¢enim opousti hostitelskou buniku (Teixeira
a kol., 2011).

Virova ¢astice velmi snadno podléhd mutacim, zejména ve slozeni obalovych
glykoproteind, coz je jednou z pfi¢in dosavadnich neuspéchu pii konstrukci uc¢innych
vakcin (Kwong a kol., 2012). Na zaklad¢ fylogenetickych analyz lze kmeny HIV-1
rozdelit do tfi hlavnich skupin — M, O a N. Nejrozsifen¢jsi skupinu M zplisobujici
globalni pandemii tvofi jedenact genetickych subtypti oznacovanych A — K (Korber
a kol., 2001). Rozdily mezi jednotlivymi kmeny HIV-1 vir podminuji jejich rozdilné
imunopatogenetické vlastnosti, vcetné¢ agresivity kmend a UC€innosti pienosu.
Ke znaénym genetickym zméndm dochdzi v pribéhu infekce i u konkrétniho HIV-1
viru, ktery infikuje konkrétniho jedince. ZjednoduSenym vysvétlenim vyrazné
proménlivosti je zpisob zpracovani a prenosu genetické informace. Tyto mechanismy
jsou u viru HIV-1 spojené s aktivitou RNA dependentni DNA polymerazy, pro kterou je
typické znacné chybovani bez mozZnosti opravy b&Znymi reparacnimi mechanismy

(Krejsek a Kopecky, 2004).
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2.1.3 Genom viru HIV-1

Genom retrovirti je charakteristicky dvéma kopiemi jednovlaknové RNA, ktera
je vinfikovanych burnikach prostfednictvim RNA dependentni DNA polymerazy
piepisovana do podoby dvojsroubovicové DNA a nasledn¢ zabudovana do hostitelského
genomu ve formé& proviru. Provirus se tak stava soucéasti genomu hostitelské bunky
a zlstava v latentni podob¢, dokud neni burnka aktivovana. K aktivaci dochazi vétsinou

antigenni stimulaci (Levinson, 2006).

Genom HIV-1 sestava z deviti genli z obou stran ohrani¢enych nukleotidovymi
sekvencemi LTR (long terminal repeats), (Obr. 1), které se podileji na replikaci viru
a nachazeji se zde vazebna mista pro regulacni proteiny, které kontroluji expresi
virovych genll. V genomu HIV-1 se stejné¢ jako v genomech ostatnich retrovir

nachazeji téi hlavni strukturni geny - gag, pol a env (Janeway a kol., 1999).

e Gen gag kéduje 53 kDa prekurzor pS3, ktery je posttranslacné Stépen
na proteiny p24, p17, p9 a p7 (Roitt a kol., 1996).

e Gen pol koduje enzymy zapojené v replikaci a integraci viru - reverzni

transkriptazu, proteazu a integrazu.

e Gen env koduje glykoprotein gpl60, ktery je posttranslaéné St€pen
na transmembranovy protein gp41 a povrchovy glykoprotein gpl120 (Huang
a kol., 1997).

Transkripty gen gag a pol jsou translatovany do podoby dlouhych
polypeptidovych fetézci, které jsou dale Stépeny na jednotlivé funkéni proteiny virovou
proteazou, ktera je rovné€z kodovana genem pol. Naproti tomu produkt genu env,
gpl60, je stépen na proteiny gpl20 a gp4l proteazou hostitelské bunky (Janeway
a kol., 1999). Krom¢ uvedenych tii strukturnich genii se v genomu HIV-1 nachazeji

regulacni geny tat, nef, rev, vif a vpr.

e Gen tat kéduje protein, ktery zesiluje transkripci virového a pravdépodobné
i bunécného genomu a spole¢né s dalsim regulacnim proteinem Nef potlacuje
syntézu MHC molekul I. tfidy a tim omezuje schopnost cytotoxickych T-bun&k

rozpoznavat a nasledn¢ likvidovat bunky napadené virem HIV-1.
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e (en rev koduje protein, ktery se podili na transportu nesestiizenych transkriptti

Z jadra do cytoplazmy.

e Protein kodovany genem Vif zvySuje infekénost HIV tim, Ze inhibuje
APOBEC3G. APOBEC3G je enzym, ktery deaminuje cytosiny v nukleové

kyseling, inaktivuje je tak a tim snizuje infekénost retroviri (Levinson, 2006).

e V pfipad¢ viru HIV-1 je v genomu obsazen jesté gen vpu kodujici protein, ktery
pomaha uvolnovani virioni a degraduje povrchovy glykoprotein CD4
T-lymfocyti (Bour a kol., 2003).

Na zaklad¢ experimentl provadénych v in vitro podminkach bylo zjisténo,
ze ztrata nékterych regulacnich genii muze vést ke vzniku méné patogennich kmenti
HIV-1. Vin vivo podminkach vSak tato skute¢nost byla prokazana pouze v ptipadé

delece v genu nef (Krejsek a Kopecky, 2004).

( RT( PR( IN O
|

5’ LTR || gag || pol | regulagnigeny || env || LTR .
| !
( p24( p17( p9 ( p7 O C gpl20 ( gp4l O

tat nef rev vif vpr vpu

Obr. 1: Usporadani genomu viru HIV-1

2.1.4 Infekce virem HIV-1

Virus HIV-1 ma schopnost napadat riizné typy bunék. Mezi vnimavé buiky patii
zejména CD4+ T-lymfocyty, makrofag a buiiky CNS (Hofejsi a Barthitkova, 2002).
Infekce virem HIV-1 vede K postupné ztraté bunécné imunity a vystavuje hostitele

vysokému riziku potencidlné smrtelnych oportunnich infekci.
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2.1.4.1 Vstup viru do buiky

Za vstup viru HIV-1 do hostitelské buiky jsou zodpovédné interakce
mezi virovymi proteiny gp 120/gp 41 a dvéma hlavnimi typy receptorii exprimovanymi
na povrchu buiiky: jedné se o receptory CD4 a receptory pro chemokiny slouzici jako
koreceptory (Doranz a kol., 1997). Kmeny HIV-1 Ize rozd¢lit na kmeny se zvySenym
tropismem k makrofagim (R5 kmeny) a kmeny infikujici T-lymfocyty (X4 kmeny).
Existuji také kmeny s tropismem Kk obéma bunéénym typum. RS kmeny HIV-1 se
odlisuji od X4 kment vyuzitim rtiznych chemokinovych receptorti pro vstup do buiky.
Kmeny s tropismem pro makrofagy (R5) ke vstupu vyuzivaji receptor CCRS
a prevladaji béhem primarni infekce. Lymfotropni kmeny (X4) vstupuji do bunky
pomoci chemokinového receptoru CXCR4 a jsou asociovany s pozd¢jSim stadiem
infekce (Moore a kol., 1997). Mutace v genu pro receptor CCR5 poskytuji ochranu
pted infekci virem HIV-1. Homozygotni mutace vtomto genu navozuji kompletni
ochranu pted infekei, v ptipad€ heterozygotti dochazi k pomalejsi progresi onemocnéni

(Levinson, 2006).

2.1.4.2 Mechanismy uniku viru HIV-1 imunitnimu systému

Podle Levinsona (2006) ma virus HIV-1 tii zakladni mechanismy, pomoci

kterych dokaZze unikat imunitnimu sytému clovéka:

(1) Integraci virové DNA do DNA hostitelské bunky. Ve fazi proviru nejsou
exprimovany virové proteiny a infikovand bunika se tak stavd pro imunitni

systém nedosaZitelnou.

(2) Vysokou cetnost mutaci genu env kodujiciho klicové obalové glykoproteiny

gpl20 a gp4l.

(3) Syntézu Tat a Nef proteint, které omezuji tvorbu MHC molekul I. tfidy
dalezitych pro rozpoznani a naslednou likvidaci bunék infikovanych virem

HIV-1 cytotoxickymi T-bunikami.
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2.1.5 Zivotni cyklus viru HIV-1

Po interakci virového obalového glykoproteinu gpl20 s membranovym
receptorem CD4 dochazi ke glykoproteinem gp41 zprostfedkované fizi membran
(Kwong a kol., 1998). Po vstupu do buriky a rozbaleni virové ¢astice je pomoci enzymu
reverzni transkriptazy zahajen ptepis virové RNA do dvouvlaknové DNA. Ta je pomoci
virové integrazy (p32, produkt genu pol) zabudovana do hostitelského genomu.
Ve formé proviru muze HIV-1 setrvavat mésice az roky. Pokud dojde k aktivaci
infikované bunky, inducibilni a konstitutivni hostitelské transkripéni faktory zacnou
interagovat se specifickymi vazebnymi misty LTR. Tato stimulace vede k expresi
genomu HIV-1 a vzniku riznych virovych mRNA. Jako prvni vznikaji mRNA
o velikosti pfiblizné 2 kb, které koduji regulacni proteiny Tat, Rev a Nef. Nasledné jsou
tvofeny virové strukturni proteiny, které umoziuji sestaveni virionu, do kterého se
zasunou dvé kopie virové jednovldknové RNA. Kompletni virové ¢éstice opoustéji
hostitelskou bunku pucenim, které ma za nasledek 1yzi bunky. Uvolnéné virové Castice
mohou nasledné infikovat jiné CD4+ bunky a cely cyklus se opakuje (Roitt a kol.,
1996), (Obr. 2). ,ngfa

a) vstup do buiiky

cp4 . CCRS/CXCR4
_‘_‘;_'_\1__._:;‘0;:_%{;,——6-:————‘\~
= = T \ ﬂ\\;
> s23°y  b)reverzni \

. -
é7 transkrince
‘\L i
'D""‘-@

Tat o~ = )mtegrace i
Rev \
Nef &
e)transkripc
) ‘,/"'_'__‘R """""
S E—— |
——J mRNAs 5 v ax?
1 45k | 9kb
T e%J mRNAs ~geeo— mMRNASs
o« Vpu /e) translace // \
m VP! / | Gag
eV GEnv . I Gag-Pol
f) skladani vir. éastice 7 _Genom.RNA s o
—_— . 7
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Obr. 2: Zivotni cyklus viru HIV-1 (ﬂ)raveno dle Lamothe a Joshi, 2000)



Intenzivni studium Zivotniho cyklu HIV-1 vedlo k objeveni fady potencionalnich
cild v protivirové terapii. Vr. 1985 byl jako prvni zaveden do klinické praxe
nukleosidovy inhibitor reverzni transkriptazy AZT (azidothymidin, zidovudin),
(Teixeira a kol., 2011). V soucasnosti se v anti-HIV-1 terapii pouzivaji zejména tfi
dilezité skupiny 1éCiv: inhibitory reverzni transkriptdzy (nukleosidové/nukleotidové
a nenukleosidové) a inhibitory proteazy. Kombinace téchto inhibitorti je oznacovana
jako HAART (highly active antiretroviral therapy) a dosahuje zatim nejlepsich vysledka
v tlumeni replikace HIV-1 (Levinson, 2006). V pribéhu podavani HAART vSak
prubézné vznikaji rezistentni kmeny HIV-1 a vyskytuje se fada nepfijemnych vedlejsich
ucinki spojenych s toxicitou 1é¢iv (Yerly a kol., 1999). Velké nadé&je jsou proto
vkladany do novych antiretrovirovych 1é¢iv schopnych blokovat jiz vstup viru do bunky
— Vvsoucasné dobé prochazi testovanim nékolik latek schopnych inhibovat virové

glykoproteiny gp120 a gp41 (Teixeira a kol., 2011).

2.2 Glykoprotein gp120

2.2.1 Obecna charakteristika

Infekce buiniky virem HIV-1 je zavisla na bohaté a variabilné glykosylovaném
160 kDa virovém obalovém glykoproteinu Env (Huang a kol., 1997). Env se sklada
ze dvou nekovalentné¢ vazanych podjednotek - povrchového glykoproteinu gpl120
a transmembranové podjednotky gp4l (Kwong a kol., 1998). Glykoproteiny gp120
a gp4l vznikaji St€penim prekurzorové molekuly gpl60 hostitelskymi enzymy
v Golgiho aparatu (Helenius a Aebi, 2001). HIV-1 Env je na povrchu virionu
reprezentovan trimerem gpl20/gp41 komplexi prostiednictvim kterych interaguje
s bunéénymi receptory a umoznuje tak vstup HIV-1 do bunky. Glykany tvoii asi
polovinu molekulové hmotnosti Env a hraji vyznamnou roli béhem humoralni imunitni
odpovédi hostitele. Vytvaii tzv. ,,glykanovy §tit“, ktery brani virus pied neutralizujicimi
protilatkami. Soucasn¢ vsak tytéz glykany mohou slouzit jako cile pro nékteré

glykan-specifické neutralizujici protilatky (Wei a kol., 2003; Raska a Novak, 2010).
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2.2.2 Struktura glykoproteinu gp120

HIV-1 protein gpl20 je tvofen 484 — 543 aminokyselinami (Korber a kol.,
2001). Sklada se z péti evoluéné konzervovanych (Cl1 — C5) a péti variabilnich
(V1 — V5) proteinovych domén (Modrow a kol., 1987). Oblasti C1 — C5 tvofi jadro
molekuly, zatimco variabilni domény V1 — V5 vy¢nivaji ven a vytvaii smycky, jejichz
baze jsou ukotveny pomoci disulfidickych vazeb (Leonard a kol., 1990). Glykoprotein
gpl20 lze rozdé€lit na tii C¢asti — vnitini a vnéjs§i doménu a tzv. ,bridging sheet
(spojovaci P-skladany list), (Obr. 3). Vnitini doména je zapojena do interakci
s glykoproteinem gp41 a formace trimernich Env komplexti. Na rozdil od vnéjsi
domény vétSinou neni pokryta glykany. Po navazani receptoru CD4 na gpl20 se
indukuji vyznamné konformacni zmény, které usti v tvorbu bridging sheet — domény
strukturalné slozené ze dvou parG antiparalelnich B-skladanych listi, ktera spojuje

vnitini a vnéj$i doménu (Rizzuto, 1998).
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: w'v y
/) " g’
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2% i

BRIDGING
SHEET

VI/v2

Obr. 3: Struktura glykoproteinu gp120 (upraveno dle Kwong a kol., 1998)
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2.2.3 Interakce gp120 s bunéénymi receptory

Primarnim bunéénym receptorem pro HIV-1 je povrchovy glykoprotein CD4
patfici do strukturni rodiny imunoglobulini (Celer a Celer, 2010). Molekula CD4
se na evolu¢né konzervované vazebné misto glykoproteinu gpl20 vaze v oblasti
zapojené v interakcich sgpl20 jsou Phe43 a Arg59 (Obr. 4). Kptimému
meziatomovému kontaktu dochazi mezi 26 aminokyselinami glykoproteinu gp120
a 22 aminokyselinami CD4 (Obr. 5). Z interakci se uplatituje 219 van der Waalsovych
vazeb a 12 vodikovych miistkli (Kwong a kol., 1998).

Obr. 4: Struktura gp120 (zeleng) ve vazbé s CD4 receptorem (modie). Cervené je vyznacena oblast CD4
interagujici s gp120, Zluté klicové reziduum CD4 Phe43 (upraveno dle Teixeira a kol., 2011)

Vinv2
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Po vytvoreni komplexu gp120 - CD4 jsou indukovany zmény gp120 vedouci
k odmaskovani vazebného mista pro bunéc¢né koreceptory (Obr. 6), kterymi jsou nékteré
receptory pro chemokiny (CCR5, CXCR4). Tyto zmény zahrnuji vytvoieni ,,bridging
sheet”, ktery se sklada ze dvou fetézcu patiici do vnéjsi domény a fetézcu V1/V2
z vnitini domény. Pro interakci s chemokinovym receptorem je dilezitd variabilni
oblast V3 glykoproteinu gp120 (Guttman a kol., 2012). V zavislosti na konformaci
V1/V2 a V3 smycky je determinovan bunéény tropismus HIV-1 (Ogert a kol., 2001).

Obr. 6: Struktura gp120 se zelené vyznatenym vazebnym mistem pro koreceptor CCR5 (upraveno dle
Whyatt a kol., 1998)

2.2.4 Vazba protilatek na glykoprotein gp120

Vazebnd mista protildtek tvoii s antigeny nekovalentni komplexy. Kontakty
mezi nimi zajistuji iontové, hydrofobni a van der Waalsovy sily a vodikové mustky

(Hoftejsi a Bartinkova, 2002).

Neutralizujici protilatky jsou dilezitou soucésti efektivni imunitni odpovédi
organismu. Protilatky zjisténé v rané fazi infekce virem HIV-1 specificky pusobi
proti kmenu, ktery infekci vyvolal, ale ktery se soufasné¢ rychle méni, aby unikl

rozpoznani imunitnim systémem (Johnston a Fauci, 2011). Pivodné senzitivni forma
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viru je tak postupné nahrazena kompletné rezistentni formou HIV-1. Neutralizujici
protilatky jsou zaméfeny pfevazné viuci exponovanym, vysoce proménlivym oblastem
obalového proteinu Env. Genetickou analyzou byly odhaleny ¢etné mutace v env genu,
primarné v N-vazanych glykanech (Wei a kol., 2003). Naopak protilatky neutralizujici
Siroké spektrum kment HIV-1 jsou zaméfeny spiSe vuci konzervovanym oblastem.
Tyto malo se ménici useky jsou vSak Spatné ptistupné, prekryté N-glykany, ¢aste¢né
vnofeny do obalu viru nebo i jinak chranény pfed odhalenim imunitnim systémem
(Mikell a kol., 2011). Na =zaklad¢ studia monoklonalnich protilatek schopnych
neutralizovat Siroké spektrum virovych kmentt HIV-1, bylo popsdano 5 oblasti Env
piedstavujici cile pro tyto protilatky (Obr. 7). Jedna se o oblast glykoproteinu gp41,
membranovou proximalni vnéjsi oblast a 3 Useky gp120: vazebné misto pro receptor
CD4, specifické glykany na vnéjsi €asti gp120 a oblast, do které se vaze chemokinovy
receptor a kterou tvofi ¢asti domén V1/V2, V3 a C4 (Nabel, 2005).

Virova

e membrana

HIV virion L~

oblast gp4l

gp120

Unikatni glykan. Vazebné misto
fetézce V?N 3 pro CD4
epitopy

Obr. 7: HIV-1 epitopy Siroce neutralizujicich lidskych monoklonalnich protilatek (upraveno dle Johnston
a Fauci,2011)
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2.2.5 Glykosylace gp120

Glykosylace patii mezi nejvyznamnéjsi posttranslacni modifikace proteint.
Probiha v endoplazmatickém retikulu a Golgiho aparatu. Podle typu vazby, kterou jsou
sacharidy vazany na proteiny, rozliSujeme N- a O-glykosylaci. Glykosylace vykazuje
druhovou a tkanovou specificnost (Varki a kol., 2009). Ptiblizné polovinu molekulové
hmotnosti glykoproteinu gpl120 ptedstavuji glykany, prevazné N-vazané, S malym
a proménlivym piispévkem O-vazanych glykant (Zhu a kol., 2000). K funk¢énim
a strukturnim analyzam ¢i imunizacnim experimentim se pouzivaji glykoproteiny
gp120 produkované riiznymi stabiln¢ transfekovanymi bunécnymi liniemi. Bunky
rozdilného tkanového ptvodu produkuji proteiny gp120, které se lisi poctem, typem
a slozenim piipojenych N-glykant (Raska a kol., 2010). Mezi expresni bunééné linie
pouzivané pro izolaci a néslednou analyzu rekombinantnich oligomernich proteint

gp120 patii napi-.:

e T-bunécna linie (Jurkat) reprezentujici pfirozeny cil pro HIV-1 virus

e bunécna linie ovarii ¢inského kiecka (CHO) pouzivana pro biotechnologickou
produkci rekombinantnich vakcina¢nich imunogeni

e bunénad linie lidského rhabdomyosarkomu (RD) bézné vyuZzivana pro
DNA vakcina¢ni experimenty

e bunétnad linie lidské embryonalni ledviny (293T) pouzivana pro produkci
vakcina¢nich antigenti, které jsou v soucasnosti testovany jiz i v klinickych
studiich

e bunécna linie hepatocelularniho karcinomu (HepG2)

e bunécéna linie fibrosarkomu (HT1080)

e B-bunécna linie (Dakiki), (Raska a kol., nepublikovany ¢lanek).

N-vazané glykany

N-glykan je na protein pfendseny en bloc (v kuse) jako lipid-vazany prekurzor.
Pro glykosylaci je vyZadovana pfitomnost signalni sekvence Asn-X-Ser/Thr-X’,
pficemz X a X' reprezentuji jakoukoliv aminokyselinu s nasledujicimi vyjimkami:
pro Asn-X-Ser-X motiv se v pozici X nevyskytuje: Trp, Asp, Glu nebo Leu a pro oba
motivy nemize byt v pozici X a X": Pro (Gavel a von Heijne, 1990; Kasturi, 1997).
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N-glykany se skladaji z jadra, které tvoii dva N-acetylglukosaminové (GIcNAc)
zbytky a tfi mannosové (Man) zbytky s variabilnim obsahem dalSich glykand, Man,
GIcNAc, galaktosy (Gal), fukosy (Fuc) nebo kyseliny sialové (Sia). N-glykany lze
rozdélit do tii zakladnich skupin dle struktury: s vysokym obsahem mannosy (Obr. 8),
hybridni (Obr. 9) a komplexni glykany (Obr. 10). Vsechny tfi typy byly detekovany
v Env glykoproteinu HIV-1 (Zhu a kol., 2000; Raska a Novak, 2010).
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Na HIV-1 Env trimeru se nachazi nejméné 24 N-glykosylac¢nich mist, ktera jsou
variabiln¢ obsazena cukry (Quifiones-Kochs a kol., 2002; Go a kol., 2008). Recentni
analyzy pomoci hmotnostni spektrometrie odhalily, ze ne vSechny N-glykosyla¢ni
motivy jsou obsazeny glykany, proto je presnéj$i oznaCovat tyto motivy jako
potencialni N-glykosyla¢ni mista (PNGS), (Go a kol., 2008; Raska a Novak, 2010).
Distribuce PNGS v Env mezi riznymi HIV-1 izolaty neni nahodna. Néktera PNGS jsou
ve vétsiné HIV-1 kment konzervovana, zatimco jind PNGS jsou vysoce variabilni.
Ptresun PNGS a je typicky pro variabilni smycky V1/V2, V4 a VS5, nikoli vSak
pro V3 (Bunnik a kol., 2008; Zolla-Pazner, 2005). Mechanismus piesunu PNGS je
asociovan s HIV-1 reverzni transkriptdzou, kterd ve virovém genomu generuje mutace.
V disledku toho se objevuji nova PNGS a pivodni PNGS mizi (Zhang a kol., 2004).
Dlouhodoba studie provadéna na pacientech infikovanych subtypem B HIV-1 viru
uvadi narast PNGS béhem akutni a na pocatku chronické faze infekce. V pozdéjsich
fazich infekce doslo k vyraznému poklesu poctu PNGS, ktery koreluje se slabnouci
odpovédi neutralizujicich protilatek. (Bunnik a kol., 2008).

V ramci strukturdlné-funkénich analyz rekombinantnich proteind gp120
exprimovanych in vitro stabilné transfekovanymi bunéénymi liniemi riizného tkanového
puvodu jsou pouzivany deglykosylaéni enzymy liSici se specificitou. Mezi nejcastéji

pouzivané enzymy pro sudium diferencialni glykosylace gp120 patii:

e PNGaza F (Peptid N-glykosidaza F) - enzym, ktery katalyzuje kompletni
odstranéni N-glykanovych fetézcl z glykoproteini. Jedna se
o glykosylasaparaginasu, kterd Stépi amidovou vazbu mezi asparaginem

a cukrem (Norris a kol., 1994).

e Endo H (Endo N-glykosidaza H) - glykosidasa, ktera odstépuje N-glykanové
retézce s vysokym obsahem mannosy a N-glykany hybridniho typu,
ale neodstranuje komplexni N-glykany.

e Neuraminidaza (Acetyl-neuraminyl hydrolaza) - enzym, ktery odStépuje

kyselinu sialovou pfitomnou v komplexnich N-glykanech, (Obr. 11).
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Obr. 11: Rozpoznavaci mista deglykosylaénich enzymui (upraveno dle http://is.promega.com/)
Popis rozdilli mezi jednotlivymi rekombinantnimi proteiny gp120 ma obrovsky vyznam
pii vybéru bunétné linie vhodné pro expresi proteinu gpl20 jako vakcinaéniho

antigenu. Cilem je vybrat gp120, jehoz struktura se bude co nejvice podobat proteinu

gp120, ktery se pfirozené vyskytuje na povrchu HIV-1 viru.

O-vazané glykany

Na rozdil od ptfesné¢ definovanych PNGS, O-glykosylaéni mista je tézké
predvidat. O-glykany jsou pfipojovany postupné, k aminokyselinam Ser nebo Thr
v Ser/Thr/Pro bohatych doménach. Piedpovéd vyskytu O-glykosylaénich mist je
zalozena na modelovani pfistupnosti povrchu, odhadu sekundarnich struktur

a vzdalenostnich omezenich. Ptfesnost ptredpovédi O-glykosylaéniho mista je 76 %
(Julenius a kol., 2005).
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2.3 Priutokova cytometrie

Pratokova cytometrie je rychle se rozvijejici pfistrojova metoda umoziujici
simultdnni analyzu fyzikalné chemickych vlastnosti buné¢k, piipadné jinych Ccastic
v suspenzi (Shapiro, 2003). Zakladem metody je méfeni rozptylu svétla a fluorescence
emitované ¢asticemi, které jedna za druhou prochdzeji méficim zatfizenim. Pratokova
cytometrie muze byt dale vyuzita k tzv. sortovani — vybéru definovanych populaci
Z jejich heterogenni smési (Ormerod, 2008). Historie prvnich pratokovych cytometrt
spada do 70. — 80. let 20. stol. V' r. 1965 Mack J. Fulwyler navrhl a sestrojil pratokovy
cytometr s prvnim elektrostatickym sorterem, ktery umoznoval tfidit jednotlivé typy
krevnich ¢astic. Diky novym poznatkim v oblastech vyuzivani fluorescenénich barviv
a monoklonélnich protildtek zaznamenala pratokova cytometrie v nasledujicich letech
prudky rozvoj (Shapiro, 2003). Pivodni pritokové cytometry s omezenymi moznostmi
byly svyvojem pocitacovych a laserovych technologii postupné vylepSovany
a upravovany, takze dnes se stavaji Iépe dostupnymi a pouzitelnymi Vv bézné laboratorni

praxi.

2.3.1 Princip

Zakladnim principem pritokové cytometrie je plynuly prichod jednotlivych
Castic v suspenzi pres méfici zafizeni. Vzorek je pod tlakem vstfikovan do stiedu
proudu nosné kapaliny - vody nebo pufru (Ormerod, 2008). Laminarni proud nosné
kapaliny zajiStuje tzv. hydrodynamickou fokusaci — ¢éstice se usmérni do tenkého
proudu a jednotlivé postupuji pritokovou komurkou, ve které jsou protinany svételnym
paprskem (Eckschlager a kol., 1999). Interakci ¢astic s nejcastéji laserovym paprskem
vznikd signal (rozptylené svétlo a emitovana fluorescence), ktery je zachycovan
detektory doptedniho rozptylu (forward scatter channel, FSC), bo¢niho rozptylu (side
scatter channel, SSC) a detektory fluorescence (Obr. 12). Poté je rozdélen systémem
hranold, optickych filtri a zrcadel podle vinové délky a emitované fluorescence.
Jednotlivé svételné signdly jsou pfevadény na elektrické impulzy a zesilovany pomoci
fotonasobice a déle pocitaCové zpracovavany. Zjednodusené lze tedy prutokovy

cytometr rozdé€lit na téi zakladni, vzajemné propojené systémy — fluidiku, optiku
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a elektroniku. Zasadni vyznam pro pritokovou cytometrii ma také informatika

(Robinson a Grégori, 2007).
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Obr. 12: Optika pratokového cytometru (upraveno dle Roubalova, 2012)

2.3.2 Zakladni charakteristiky priitokové cytometrické analyzy

A) Dopi‘edni rozptyl (forward scatter channel - FSC)

Detektor doptfedniho rozptylu zachycuje signal v thlu 20° od osy laserového
paprsku. Intenzita FSC informuje o velikosti ¢astic - ¢im véEtsi je rozptyl, tim vétsi je
velikost Castice. Pomoci FCS lze odlisit intaktni bunky od bunécné drti a posoudit

velikostni homogenitu ¢astic.

B) Bo¢ni rozptyl (side scatter channel - SSC)

Fotonka snasobicem (PMT) zachycuje boc¢ni rozptyl v uhlu 90° od osy
laserového paprsku. Intenzita SSC signalu poskytuje informaci o vnitini struktufe

(granularité) bunék. SSC spole¢né s FSC piedstavuji unikatni hodnoty pro kazdou
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Castici a umoziuji tak jejich identifikaci a charakterizaci v heterogennim vzorku.
Vynesenim signalu FSC a SSC do dvourozmérného grafu ziskame zaznam rozdé€leni

castic dle jejich velikosti a granularity.

C) Fluorescence

Fluorescence je zachycovana fotonkou s nasobi¢em pro kazdy fluorochrom
zvlast v uhlu 90° od osy laserového paprsku. Meéfeni fluorescence poskytuje
kvalitativni a kvantitativni informace o membranovych ¢i cytoplazmatickych
receptorech znacenych fluorochromy. Fluorochromy jsou barviva, kterd po osviceni
svétlem o urcité vinové délce absorbuji energii tohoto zafeni a nasledné ji ztrati emisi
zateni o del$i vlnové délce (Marinov, 2008). V moderni pritokové cytometrii lze
provadét soucasné znaceni vice fluorochromy (multibarevna analyza) a tim detekovat
vice znakl najednou. Pii multibarevné analyze se Casto prekryvaji Casti emisnich
spekter jednotlivych fluorochromi. Tento piekryv (Spectral overlap) je nutné
matematicky kompenzovat ode¢tenim urcitého mensiho procenta (zpravidla 5 - 10 %)
jedné fluorescence od fluorescence druhé. Kompenzace je provadéna analytickymi
softwary cytometr automaticky v prabéhu snimani dat nebo pfti analyze jiz ulozenych

dat (Keren a kol., 1994).

Pritokova cytometrie umoziuje prepocitat mnoZstvi antigenu na jednotlivych
Casticich podle mnozstvi navazané znalené protilatky. Podstata kvantifikace spociva
ve srovnadni intenzity fluorescence meétenych castic s kalibracni kiivkou, kterd je
sestrojena z udaji ziskanych méfenim ¢astic o znamém mnozstvi fluorochromu
(Eckschlager a kol.,, 1999). Fluorescence se kvantitativné hodnoti v absolutnich
jednotkdch ABC (specific antibody binding capacity) nebo MESF (molecules
of equivalent soluble fluorochrome), (Marinov, 2008).
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D) Faktory ovliviiujici prutokové cytometrickou analyzu

Mezi faktory, které mohou vyznamnym zplsobem ovlivnit pritokove
cytometrickou analyzu patfi napi. nespecifickd vazba protilatek ¢i fluorochromd,
stabilita tandemovych fluorochromti (obzvlasté u tandemové kombinace APC-Cy7),
sterické branéni pfi soub&zném uzivani vétsiho mnozstvi reagencii k detekci stejného

komplexu nebo vzajemné interakce protilatek (Shapiro, 2003).

2.3.3 Analyza a interpretace dat

Signaly pfevedené na elektrické impulsy jsou uzivateli zobrazovany pomoci
pocitacového softwaru, ktery je nedilnou soucasti priitokového cytometru. Jeden impuls
je oznacovan jako event (udalost). Jednotlivé udalosti jsou ukladany do datového
souboru, kde jsou pfipraveny pro dalsi analyzu (Ormerod, 2008). Udalosti jsou graficky
zobrazovany jako jednoparametrové histogramy, kde osa x piedstavuje intenzitu signalu
a osa y mnozstvi ¢astic nebo dvouparametrové histogramy, u kterych je na ose x
znazornéna intenzita jednoho signalu a na ose y intenzita druhého signalu. Mnozstvi
Castic (tfeti rozmér) je u dvouparametrového histogramu zobrazeno hustotou bodi
(dot-plot histogram) nebo tzv. vrstevnicemi (contour-plot histogram). Pro vymezeni
populace bunck/Castic, kterou chceme dale studovat se pouziva tzv. ,,gatovani‘

- ohrani¢eni vybrané populace na zakladé snimanych dat (Eckschlager a kol., 1999).

2.3.4 Vyhody a nevyhody priitokové cytometrie

K nejvétsim vyhodam analyzy pomoci prutokové cytometrie patii vysoka
rychlost, kterda u modernich pfistroji dosahuje az 100 000 ¢astic/s. Dalsi vyhodou je
moznost provadét multiparametrickou analyzu, tj. soub&éznou analyzu az 13 parametrti
(FSC, SSC a 11 fluorescen¢nich signali) na jednotlivé castici. Pomoci priitokové
cytomerie lze provadét kvalitativni 1 kvantitativni analyzu, tfidit buiiky s vybranymi
vlastnostmi a provadét selektivni analyzu cilovych populaci vybranych pomoci
»gatingu® (Marinov, 2008). Mezi nevyhody patii zejména pofizovaci cena pfistroje

a potteba zkuSenosti obsluhy pfi analyze a vyhodnocovani naméfenych dat.
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2.3.5 Vyuziti prutokové cytometrie

V soucasnosti je prutokova cytometrie Siroce vyuzivana jak v zakladnim,
tak 1 aplikovaném vyzkumu. Uplatiuje se napf. v bunééné biologii, genetice,
imunologii, molekuldrni biologii nebo mikrobiologii. Stale vétsi vyuziti nachazi
v béznych klinickych laboratofich v diagnostice, prognostice a pii sledovani prib&hu
onemocnéni (Robinson a Grégori, 2007). Analyza obsahu DNA, imunofenotypizace
leukémii a lymfomu, imunologické monitorovani HIV infikovanych pacienti
nebo analyza erytrocytli, leukocyti a krevnich desticek jsou konkrétnimi ptiklady

aplikaci prutokové cytometrie v klinické praxi (Brown a Wittwer, 2000).
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3 Cile prace

1) Seznameni se s prutokovou cytometrii.

2) Optimalizace podminek adsorpce protilatky vazici rekombinantni protein gp120
na mikropartikule.

3) Vazba proteinu gp120 na mikropartikule s adsorbovanou vaznou protilatkou.

4) Ovéfeni efektivity vazby proteinu.

5) Charakteristika vazby sérovych protilatek na rekombinantni proteiny gp120.
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4 Material a metody

4.1 Pristrojové vybaveni a reagencie

Ptistrojové vybaveni:

Analytické vahy: Mettler AE240

Biologicky termostat: BT 120M

Centrifuga: Mikro 22R, Hettich zentrifugen
CR312, Jouan

Flowbox: LC 2.12, Jouan

Minitfepacka: IKA MS3 basic

Pratokovy cytometr: BD FACS Canto II

Sonikaéni lazet: Transsonic T460
Ttepacka: Orbital Multi PSU-20i

Reagencie:

Pufry:

Coupling Buffer (konjuga¢ni pufr): 150 mL (BD Biosciences, Cat. No.: 51-9004756)
Storage Buffer (skladovaci pufr): 90 mL (BD Biosciences, Cat. No.: 51-9004758)
Blokovaci pufr 4% FBS v PBS - 4% fetalni bovinni sérum v 1XPBS*

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

Protilatky:

Penta-His Antibody, Mouse monoclonal 1gG; (Qiagen, Cat. No.: 34660)
Goat Anti-human IgG-PE (Santa Cruz Biotechnology sc-3736)

Mouse Anti-V5-FITC Antibody (AbD serotec, Cat. No.: MCA 2894F)

Enzymy:
PNGaza F (Peptid N-Glykosidaza F), (Prozyme, Cat. No.: PZGKE-5006B)

Chemikalie:

DMSO, Dimethylsolfoxide (Sigma-Aldrich, Cat. No.: SD5879)

DTT, Dithiothreitol (Duchefa, Cat. No.: D1309)

NEM, N-Ethylmaleimide (Thermo Scientific, Cat. No.: 23030)

Sulfo-SMCC, Sulfosuccinimidyl 4-N-maleimidomethyl cyclohexane 1-carboxylate
(Thermo Scientific, Cat. No.: 22322)
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Ostatni:

Fluorescen¢né znacené mikropartikule Functional Bead A6 (BD Biosciences, Cat. No.:
560032)

Kolony Bio-Rad Spin Columns (Bio-Rad, Cat. No.: 732-6231)

* Priprava blokovaciho pufru 4% FBS v PBS:
Do zkumavky o objemu 50 ml byly nepipetovany 2 ml FBS a 48 ml 1x PBS. Roztok byl
zvortexovan a prefiltrovan do nové zkumavky. Prace byla provadéna ve sterilnim

flowboxu, aby se pfedeslo kontaminacim. Blokovaci pufr byl skladovan pti + 4°C.

4.2 Biologicky material

Pro pratokové cytometrickou analyzu reaktivity sérovych protilatek
s rekombinantnimi proteiny gp120 byla pouzita lidskéa séra HIV-1 infikovanych jedinct
(subtypy A/C) z jihozapadni Tanzanie, oblasti Mbeya (Tab. I). Vzorky byly ziskany
v ramci HIV Superinfection Study (HSIS) schvalené mistni a ndrodni ERB (Ethical
Review Board). Testované rekombinantni proteiny gpl20 byly izolovany ze stabilné
transfekovanych bunéénych linii 293T (buné¢na linie lidské embryonalni ledviny) a RD
(bunécna linie lidského rhabdomyosarkomu). Proteiny gpl20 byly pied pouzitim
skladovéany pfi -80°C. Jejich koncentrace byla orienta¢né stanovena srovnanim denzity
prouzku proteinu gpl20 s denzitou prouzkli odpovidajicich titracni fadé kalibra¢niho
proteinu po SDS-PAGE a obarveni proteini Coomassie Brilliant Blue R-250.
Pfi konjugaci gpl20 na mikropartikule bylo pracovano se zéasobnimi roztoky

o0 koncentraci 1 mg/ml.

Tab. I: Charakteristika sérovych protilatek ve vzorcich HIV-1 pozitivnich pacientt

Oznaceni Celkové IgG Celkové IgA Neutraliza¢ni
vzorku [mg/ml] [mg/mi] titry
P40 22,127 2,629 180
P44 25,771 1,528 1000
P47 26,714 1,839 60
P69 34,453 2,038 500
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4.3

Konjugace fluorescen¢né znacenych mikropartikuli s
protilatkou Penta-His

Konjugace spociva v aktivaci vazby volné aminoskupiny protilatky Penta-His

pomoci sulfo-SMCC chemie. Disulfidické vazby fluorescenéné znacenych

mikropartikuli byly redukovany DTT a konjugace byla dokonéena ptidanim NEM

- alkyla¢niho cinidla, které reaguje s -SH skupinami za tvorby stabilnich thioesterovych

vazeb (Obr. 13).

Mikropartikule

O Q ~ QS\’( - O_S_/
Y 5U|f05MCC \ﬂZMI }

Protilatka

Obr. 13: Konjugace protilatky na mikropartikule

Po celou dobu manipulace s fluorescenéné zna¢enymi mikropartikulemi byly

mikropartikule chranény pfed svétlem piekrytim mikrocentrifuga¢nich zkumavek

alobalovou folii.

4.3.1 Priprava mikropartikuli

1.

Mikropartikule Functional Bead A6 dodané¢ firmou BD Biosciences byly
pted pouzitim vortexovany po dobu 30 s.

Do mikrocentrifugacni zkumavky bylo pfeneseno potfebné mnozstvi
mikropartikuli.

Pro 1000 pl suspenze: 150 pl mikropartikuli

Mikropartikule byly sonikovany po dobu 1 min v sonika¢ni lazni.

K mikropartikulim bylo pfidano 1M DTT.

Pro 1000 ul suspenze: 3,8 ul IM DTT.
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4.3.2

4.3.3

Mikrocentrifuga¢ni zkumavka byla vortexovana po dobu 5 s, nasledné byly
mikropartikule inkubovéany na ttepacce pti pokojové teploté po dobu 1 hod.

K mikropartikulim byl pfiddn 1 ml konjugacniho pufru dodaného firmou BD
Biosciences jako soucast kitu.

Mikrozkumavka byla centrifugovana po dobu 3 min pti 900 x g a nasledné byl
odséan supernatant.

Kroky 6. a 7. byly 3x zopakovany.

Mikropartikule byly resuspendovany v odpovidajicim mnozstvi konjugacniho
pufru a ptipraveny tak pro konjugaci s Penta-His protilatkou.

Pro 1000 pul suspenze: resuspendovat v 4 pl konjugacniho pufru.

Modifikace protilatky

Do mikrocentrifugaéni zkumavky bylo odebrano odpovidajici mnoZstvi
protilatky Penta-His o koncentraci 1 mg/ml v PBS, pH 7,2+0,2.

Pro 1000 ul suspenze: 180 ul protilatky Penta-His.

Bezprostiedné pied pouzitim byl ptipraven Cerstvy sulfo-SMCC o koncentraci
2 mg/ml v deionizované vod¢, ktery byl v odpovidajicim mnozstvi pfidan
k protilatce Penta-His.

Pro 1000 pul suspenze: 4 ul sulfo-SMCC.

Mikrocentrifuga¢ni zkumavka byla vortexovana po dobu 5 s a nasledné byla

protilatka inkubovéana na tfepacce pii pokojové teploté po dobu 1 hod.

Vymeéna pufru pro odstranéni nezreagovanych komponent

Bio-Rad Spin kolona byla 3x proplachnuta konjugacnim pufrem, pfenesena
do cisté zkumavky a centrifugovéana po dobu 2 min pti 1000 x g.

Bio-Rad Spin kolona byla pfenesena do nové prazdné zkumavky. Na kolonu
byla nanesena veskera modifikovana protilatka Penta-His.

Zkumavka s kolonou byla centrifugovana po dobu 2 min 15 s pti 1000 X g.

Po odstranéni kolony bylo okamzité ptikroceno k vlastni konjugaci.
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4.3.4 Vlastni konjugace

1.

4.4

1.

Veskera modifikovana protilatka Penta-His z pfedchoziho kroku byla pfenesena
do mikrocentrifugacni zkumavky obsahujici jiz piipravené funkéni

mikropartikule.

. Mikrocentrifugéni zkumavka byla vortexovéana po dobu 5 s a nasledn¢ byly

mikropartikule s protilatkou Penta-His inkubovany na tfepacce pii pokojové
teploté po dobu 1 hod.

Do mikrocentrifuga¢ni zkumavky bylo pfeneseno odpovidajici mnozstvi NEM
0 koncentraci 2 mg/ml v DMSO.

Pro 1000 ul suspenze: 4 ul NEM.

Mikrocentrifuga¢ni zkumavka byla vortexovana po dobu 5 sa nasledné
inkubovéna na tfepacce pti pokojové teploté po dobu 15 min.

Do mikrocentrifuga¢ni zkumavky byl pfidan 1 ml skladovaciho pufru dodané¢ho
firmou BD Biosciences jako soucast kitu.

Mikrozkumavka byla centrifugovana po dobu 3 min pii 900 x g a nasledné byl
odasan supernatant.

Kroky 5. a 6. byly 3x zopakovany.

V tomto kroku byly mikropartikule s adsorbovanou vazici protilatkou pfipraveny

pro konjugaci rekombinantniho gp120 proteinu.

Vazba proteinu gp120 na mikropartikule s aktivovanou
protilatkou Penta-His

K mikropartikulim s navazanou protilatkou Penta-His (viz  Kkapitola
4.3 Konjugace protilatky Penta-His na mikropartikule) byl pfidan 1 ml
bloka¢niho pufru 4% FBS v PBS a mikropartikule byly inkubovany na tfepacce
pfi pokojové teploté po dobu 1 hod. Inkubaci mikropartikuli v bloka¢nim pufru
doSlo k zablokovani nespecifickych vazebnych mist na aktivovanych
mikropartikulich.

Mikrozkumavka byla centrifugovana po dobu 5 min p#i 1000 x g a nasledné byl

odsan supernatant.
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Do mikrocentrifugaéni zkumavky bylo pfiddno odpovidajici mnozstvi
rekombinantniho proteinu gp120 o koncentraci 1 mg/ml.

Pro 1000 pl suspenze: 180 ul proteinu gp120.

Mikropartikule s navazanou protilatkou Penta-His byly spole¢né s proteinem
gp120 inkubovany na tiepacce pii pokojové teploté po dobu 1,5 hod.
Mikrozkumavka byla centrifugovana po dobu 5 min pti 1000 x g a nasledné byl
odsan supernatant.

Pelet byl resuspendovan v 1 ml skladovaciho pufru. Finalni koncentrace
mikropartikuli byla 6 x 10° mikropartikuli/I ml. Mikropartikule byly skladovany

chranéné pred svétlem pii +4°C.

4.5 Vazba sérovych protilatek na rekombinantni gp120 na

1.

2.
3.

4.

mikrosférach s protilatkou Penta-His

Do mikrocentrifuganich zkumavek byly podle Tab. II napipetovany reakéni
smési odpovidajici riznému tedéni sérovych protilatek ve vzorcich P40, P44,
PA7 a P69 scilem najit optimalni koncentraci pro efektivni vazbu

na rekombinantni proteiny gp120.

Tab. Il: SloZeni reakéni smési pro jednotliva fedéni sérovych protilatek
Redéni 1000x iFedény I\{Ilkro,partlkule ) 4% Celkovy
., vzorek s navazanym gp120 pres .
sérovych . i i . o FBS objem
rotilitek lidského séra Penta-His protilatku (] (]
P m m " "
30 000x 17 5 478
50 000 1 4
X 0 5 85 500
80 000x 6 5 489
100 000x 5 5 490

Vzorky byly inkubovany na tiepacce pti pokojové teploté po dobu 1, 5 hod.
Mikrozkumavky byly centrifugovany po dobu 5 min pii 1000 x g a nasledné
bylo odsato 400 pl supernatantu.

Pelet byl resuspendovan ve zbyvajicich 100 pl supernatantu a zkazdé
mikrozkumavky bylo odebrano do nové mikrocentrifugaéni zkumavky 50 pl.

Tyto vzorky byly oznac¢eny jako negativni kontroly (NK2).
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10.

Do zkumavek oznac¢enych NK2 (Obr. 14b) bylo ptidano 0,5 ul 10x fedéné
protilatky Mouse Anti-V5-FITC. Do zbyvajicich mikrokumavek bylo ptidano
0,5 ul 10x fedéné protilatky Mouse Anti-V5-FITC a soucasné 2 ul sekundarni
znaené protilatky Goat Anti-human 1gG-PE. Tyto zkumavky byly oznaéeny
D (,,detektor®, Obr. 14c)

Zaroven byly pfipraveny negativni kontroly NK1 (Obr. 14a), které obsahovaly
2,5 ul mikropartikuli s navazanym proteinem gpl20 pies protilatku Penta-His
a 47,5 ul FBS pufru. K mirozkumavkam oznatenym NKI1 bylo piidano
0,5 ul 10x fedéné protilatky Mouse Anti-V5-FITC a 2 ul sekundarni znacené
protilatky Goat Anti-human IgG-PE.

Vsechny vzorky byly inkubovany na tiepacce pii pokojové teploté po dobu
1 hod.

Do mikrozkumavek byl ptidan 1 ml 1x PBS pufru.

Mikrozkumavky byly centrifugovany po dobu 5 min pii 1000 x g a nasledné byl
odsan supernatant.

Pelety byly resuspendovéany ve 150 pl 1x PBS pufru a jednotlivé vzorky méfeny
na pratokovém cytometru BD FACS Canto II.

a) NK1 b) NK2 c)D

Goat Anti-

human IgG-
PE

serove Ab

Penta-His Penta-His

Penta-His \\

Mouse Anti-

V3-FITC

Mouse Anti-

V3-FITC

Mouse Anti-

V3-FITC

Obr. 14: Schematické znazornéni vazby protilatek na rekombinantni proteiny gp120 (a) NK1 -

bez sérovych protilatek, s Goat Anti-human IgG-PE, b) NK2 - sérové protilatky, bez Goat
Anti-human IgG-PE, c) D - sérové protilatky detekovany pomoci Goat Anti-human 1gG-PE)
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4.6 Deglykosylace rekombinantnich proteini gp120 na
mikropartikulich s adsorbovanou vaznou protilatkou

Deglykosylace rekombinantnich proteini gpl20 navazanych na mikropartikule
ptes protilatku Penta-His byla provedena za nativnich podminek pomoci enzymu

PNGaza F, ktery odstraniuje vSechny typy N-glykant.

1. Pted provedenim deglykosylace byly mikropartikule 4x promyty v PBS kvuli
odstranéni azidu sodného obsazeného ve skladovacim pufru.

2. Do mikrocentrifuga¢nich zkumavek byly napipetovany reakéni smési
podle Tab. Ill. Pufr pouzity pro deglykosylaci proteini gpl20 byl dodan
soucasné s enzymem PNGaza F (Cat. No.: PZGKE-5006B).

Tab. 111 Slozeni reakéni smési pro deglykosylaci gp120

ddH,0O SXV , | Mikropartikule | PNGaza F Cell_{ovy
1x ] Reak¢ni s gp120 [ul] (] objem
pufr [ul] [p]
S enzymem 15 6 5 4
Bez enzymu 30
(negativni 19 6 5 -
kontrola)

3. Vzorky byly inkubovany pii teploté 37°C po dobu 30 h.

4. Do mikrocentrifuga¢nich zkumavek byl pfidan 1 ml 1x PBS puftru.

5. Mikrozkumavky byly centrifugovany po dobu 6 min pti 1000 X g a nasledné byl
odsan supernatant.

6. Kroky 3. a 4. byly 4x zopakovany.

7. Deglykosylované proteiny gpl20 byly v tomto kroku pfipraveny pro vazbu
sérovych protilatek v optimalizované koncentraci (viz kapitola 4.5 Vazba

sérovych protildatek na rekombinantni gp120%).

* Postup se lisi pfipravou negativni kontroly, ke které byly stejné jako v ptipadé
ostatnich vzorkl ptidany 2 pl sekundarni znacené protilatky Goat Anti-human
IgG-PE. Negativni kontrolou se tedy v tomto pfipadé¢ rozumi nativni vzorky
(bez enzymu).
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5 Vysledky

5.1 Ovéreni vazby rekombinantnich proteini gp120 na
znacené mikropartikule

Pied analyzou vazby sérovych protilatek na rekombinantni proteiny gp120 byla
pomoci prutokové cytometrie kontrolovana vazba proteinu gpl20 na mikropartikule
pies protilatku Penta-His. Na Obr. 15 - 16 jsou spolu se schematickym znazornénim
reakci histogramy slouzici jako kontrola vazby rekombinantnich proteinti gp120 293T
a RD na mikropartikule. Tato vazba byla detekovana pomoci protilatky Mouse Anti-V5
znac¢ené FITC namifené proti V5 doméné rekombinantnich proteint gp120. Reaktivita
rekombinantnich proteinti gp120 s protilatkou Penta-His (% udalosti v gatu G2) byla ve
vSech vzorcich > 98 % (viz Tab. V), coz ukazuje na vysokou ucinnost vazby gp120

na mikropartikule s adsorbovanou vaznou protilatkou.

a) 293T kontrolavazbygp120 b)RD
na mikropartikule -NK
2 E "2
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bR = 3 -
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z " @
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10 10
APC-A APC-A
Obr. 15: Kontrola vazby rekombinantnich proteintt gp120 na mikropartikule - negativni kontrola
c) 293T kontrolavazby gp120 d)RD
namikropartikule
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Obr. 16: Kontrola vazby rekombinantnich proteintt gp120 pomoci protilatky Mouse Anti-V5-FITC
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5.2 Analyza reaktivity sérovych protilatek
s rekombinantnimi proteiny gp120 na mikropartikulich

Protilatky z lidskych sér HIV-1 infikovanych osob z Afriky byly v rozdilnych
koncentracich vadzany na mikropartikule s rekombinantnimi proteiny gp120 293T a RD
navazanymi pres protilaitku Penta-His. Efektivita vazby sérovych protilatek byla
hodnocena pomoci pritokové cytometrické analyzy. Tab. IV shrnuje G¢innost vazby
sérovych protilatek detekovanych pomoci sekundarni protilatky Goat Anti-Human 1gG
znacené fykoerytrinem pii 30 000 - 100 000 néasobném ftedéni sérovych protilatek.
Optimalni koncentrace sérovych protilatek vazanych na proteiny gpl20, které byly
pouzity pro dal§i analyzu byly shodné pro obé varianty (293T, RD) rekombinantniho
proteinu gp120.

Tab. IV: Hodnoceni vazby sérovych protilatek na mikropartikule s gp120 proteiny

Oznaceni Redéni sérovych protilitek
vzorku 30 000x 50 000x 80 000x 100 000x
P40 ++ ++ ++ +++
P44 + + +++ +
P47 ++ +++ + -
P69 ++ +++ + -
Legenda:

- 74dnd pozitivni vazba nedetekovana
+ detekce slabé pozitivni vazby
++ detekce stfedné pozitivni vazby

+++  detekce silné pozitivni (optimalni) vazby

Na Obr. 19 jsou spolecné se schematickym znazornénim reakce histogramy
pro sérové protilatky ze vzorku P40 ziskané pii 100 000 nasobném fedéni, které bylo
pro tento vzorek vyhodnoceno jako optimalni (viz Tab. V). Jako negativni kontroly
byly pouzity vzorky NK1 (Obr. 17) a NK2 (Obr. 18). Na zaklad¢ srovnani s negativnimi
kontrolami byla v ramci histogramu stanovena oblast pozitivni reaktivity oznacena Gl1.
Oblast G1 vymezuje populaci mikropartikuli s navazanymi sérovymi protilatkami

detekovanymi prostfednictvim protilatky Goat Anti-human IgG-PE.
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Obr. 17: Vazba sérovych protilatek P40 na rekombinantni proteiny gpl120 - NK1 (bez sérovych protilatek,
s Goat Anti-human IgG-PE). V reak¢ni smési byla pfitomna i protilatka proti V5 epitopu
znacend FITC, ale fluorescence v kanale FITC zde nebyla méfena.
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Obr. 18: Vazba sérovych protilatek P40 na rekombinantni proteiny gp120 - NK2 (sérové protilatky, bez
Goat Anti-human 19G-PE). V reakéni smési byla ptitomna i protilatka proti V5 epitopu znacena
FITC, ale fluorescence v kanale FITC zde nebyla méfena.
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Obr. 19: Vazba sérovych protilatek P40 na rekombinantni proteiny gpl120 - D (sérové protilatky
detekovany pomoci Goat Anti-human IgG-PE). V reak¢ni smési byla pfitomna i protilatka
proti V5 epitopu znacena FITC, ale fluorescence v kanale FITC zde nebyla métena.
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Uvedena

graficka  zobrazeni

jsou spolecné s analogickymi vysledky

pro optimalni koncentrace sérovych protilatek ze vzorkti P44, P47 a P69 zpracovéana

ve formé Tab. V.

Tab. V: Reaktivita sérovych protilatek s rekombinantnimi proteiny gp120

Oznateni | Gpi20 Re_aktivita s Goat Reakti_vita s Mouse
vzorku protein Typ vzorku | Anti-human IgG-PE Anti-V5-FITC
Udalosti v G1 [%0] Udalosti v G2 [%0]
NK1 1,2 98,2
293T NK2 2,4 98,3
D 95,1 99,7
P40 NK1 0,2 99,1
RD NK2 0 99,7
D 96,9 99,8
NK1 0,9 98,9
293T NK2 1 99,2
D 96,4 99,5
Pad NK1 0,7 98,7
RD NK2 0,3 100
D 93,5 99,1
NK1 1,1 98,1
293T NK2 0,1 99,9
D 94,7 99,6
Pat NK1 0,6 98,2
RD NK2 0,7 99,5
D 93,1 99,5
NK1 0,9 98,9
293T NK2 0,7 99,1
D 94,7 99,3
Pes NK1 1 98,1
RD NK2 2,4 98,6
D 96,1 98,7
Legenda:

NK1 gpl20 bez sérovych protilatek, s Goat Anti-human 19G-PE

NK2 gpl120 se sérovymi protilatkami, bez Goat Anti-human IgG-PE

D gp120 se sérovymi protilatkami detekovanymi pomoci Goat Anti-human 1gG-PE
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Gl  gate Gl vytvofeny na zakladé srovnani s negativnimi kontrolami vymezujici
populaci mikropartikuli s navazanymi sérovymi protilatkami detekovanymi
pomoci Goat Anti-human IgG-PE

G2 gate G2 vytvofeny na zakladé srovnani s negativni kontrolou vymezujici
populaci mikropartikuli s navdzanymi gpl20 proteiny detekovanymi pomoci

Mouse Anti-V5-FITC

Vysledna reaktivita sérovych protilatek byla vypocitdna jako rozdil hodnoty
reaktivity ziskané méfenim vlastniho vzorku D (% udalosti v gatu G1) a nejvyssi
hodnoty pozadi u negativnich kontrol - NK1 a NK2 (% udalosti v gatu G1) ziskané

V ramci jednoho experimentu (Tab. VI).

Tab. VI: Reaktivita sérovych protilatek s rekombinantnimi proteiny gp120

293T 92,7
P40 RD 96,7
293T 4
P44 RD 22:8
293T 93,6
PaT RD 92,4
293T 93,8
P69 RD 93,7

Reaktivita (% udalosti v G1) u negativnich kontrol se pohybovala v rozmezi
0 - 2,4 % s primérnou hodnotou 0,9 %. U vlastnich vzorkt s Goat Anti-human IgG-PE
byla naméfena vysledna reaktivita (% udalosti v G1 po odecteni pozadi) 92,4 - 96,7 %

s prumérnou hodnotou 93,9 %.

Pii analyze reaktivity sérovych protilatek s rekombinantnimi proteiny gpl20
bylo dale zjisténo, Ze protilatky ve vzorcich P40 a P44 se vazou efektivnéji na 293T
gpl120 proteiny, nez na RD proteiny. Reaktivita protilatek ve vzorcich P47 a P69
s jednotlivymi glykofomami gp120 se vyrazné nelisila.
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5.3 Analyza reaktivity sérovych protilatek
s deglykosylovanymi rekombinantnimi proteiny gp120

Otestované optimalni koncentrace sérovych protilatek ze vzorkti P40, P44, P47
a P69 (viz kapitola 5.2 Analyza reaktivity sérovych protilatek s proteiny gp120) byly
pouzity pro vazbu na deglykosylované proteiny gpl20 a naslednou analyzu rozdila
Vv reaktivité sérovych protilatek. Deglykosylace gp120 byla provedena pomoci enzymu
PNGaza F, ktery odstépuje vSechny typy N-glykant. Soucasné byly sledovany zmény
ve vazb¢ protilatky Mouse Anti-V5-FITC na deglykosylované proteiny gpl20 293T
aRD.
Na Obr. 20 jsou spole¢né se schematickym znazornénim reakci histogramy pro analyzu
vazby sérovych protilatek vzorku P40 na PNGazou F oSetfené a neoSetiené proteiny
gpl20. Zaroven jsou ukazany zmeény v reaktivité protilatky Mouse Anti-V5-FITC
s deglykosylovanymi proteiny gp120 (Obr. 21).
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Obr. 20: Vazba sérovych protilatek P40 na rekombinantni proteiny gp120 detekovana protilatkou Goat
Anti-human IgG-PE. V reakéni smési byla ptitomna i protilatka proti V5 epitopu znacena FITC,
ale fluorescence v kanale FITC zde nebyla mérena
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Obr. 21: Vazba protilatky Mouse Anti-V5-FITC na rekombinantni proteiny gp120. V reakéni smési bylo
pfitomno i sérum pacienta a detektor PE ale fluorescence v kanale PE nebyla méfena.

Graficka zobrazeni jsou spolecné s analogickymi vysledky pro sérové protilatky
ze vzorka P44, P47 a P69 zpracovana v Tab. VII. Jako kontroly (v Tab. VII uvedeny
jako nativni vzorky) pro analyzu reaktivity sérovych protilatek s deglykosylovanymi
rekombinatnimi proteiny gpl20 navazanymi na fluorescencné zna¢ené mikropartikule
byly pouzity mikropartikule s navazanymi rekombinantnimi proteiny gpl20, které
nebyly oSetieny PNGazou F.
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Tab. VII: Reaktivita sérovych protilatek a protilatky Mouse Anti-V5-FITC s rekombinantnimi proteiny

gp120 nativnimi a osetitenymi PNGézou F

Reaktivita s Goat | Reaktivita s Mouse
Anti-human IgG- Anti-V5-FITC
Oznaceni | Gpl120 PE
: Typ vzorku — — — —
vzorku protein Udalosti | Udalosti | Udalosti | Udalosti
v Gl v G2 v G3 v G4
[%6] [%6] [%6] [%6]
93T Natlrvm 93 1,8 96,6 0,6
P40 PNGaza F 57,2 40,6 42,1 52,7
RD Nativni 94,5 0,3 94,9 1
PNGaza F 40,2 51,2 52,1 40,2
93T Naternl 95,6 1,4 98,4 0,5
pas PNGaza F 40,7 60,9 55 48,9
RD Nativni 96,9 0,7 97,8 0,7
PNGaza F 71,7 28,8 4,1 94,1
93T Naternl 93,3 1,1 97,6 0,1
P47 PNGaza F 92,8 4 51,4 46
RD Nativni 98,1 0,3 98,5 0
PNGaza F 8,8 88,5 20,6 78,4
93T Naternl 95,2 1,8 96,3 0,9
P69 PNGaza F 31,6 69,9 9,6 88,2
RD Nativni 98,5 0,8 97,4 1,1
PNGaza F 40,3 55,3 6,8 90,3
Legenda:
Gl  gate G1 vymezujici populaci mikropartikuli s navazanymi sérovymi protilatkami

G2

G3

G4

detekovanymi pomoci Goat Anti-human 1gG-PE bez oSetfeni proteind gpl20
enzymem PNGaza F (ptiklad nastaveni hranic G1 viz Obr. 20)

gate G2 vymezujici populaci mikropartikuli s navazanymi sérovymi protilatkami
detekovanymi pomoci Goat Anti-human 1gG-PE po oSetfeni proteinti gpl20
enzymem PNGaza F (ptiklad nastaveni hranic G2 viz Obr. 20)

gate G3 vymezujici populaci mikropartikuli S navazanymi
nedeglykosylovanymi proteiny gpl20 detekovanymi pomoci Mouse Anti-
-V5-FITC (ptiklad nastaveni hranic G3 viz Obr. 21)

gate G4 vymezujici populaci mikropartikuli s navazanymi deglykosylovanymi
proteiny gp120 detekovanymi pomoci Mouse Anti-V5-FITC (piiklad nastaveni
hranic G4 viz Obr. 21)
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Po srovnani nativnich vzorki s vzorky oSetfenymi PNGazou F bylo zjisténo,
ze reaktivita sérovych protilatek detekovanych pomoci Goat Anti-human IgG-PE
s obéma glykoformami gpl120 stoupd, tj. udalosti z gatu G1 se Castecné presouvaji
do gatu G2. Jedinou vyjimku predstavuje sérum P47, u néhoz reaktivita
s deglykosylovanym i nativnim proteinem gp120 293T zustala ptiblizn¢ stejna. Naopak
nejvyssi rozdil v reaktivité byl detekovan u téhoz vzorku s glykoformou RD. Soucasné
s reaktivitou sérovych protilatek byla kontrolovana i reaktivita protilatky Mouse Anti-
V5-FITC senzymem oSetienymi a neoSetifenymi proteiny gpl20. V ptipadé vsech
testovanych vzorkii byla detekovana stoupajici reaktivita, tj. udalosti z gatu G3 se
Casten¢ presunuly do gatu G4. Lze tedy konstatovat, ze provedeni deglykosylace
nevedlo K odstranéni gp120 z mikropartikuli a pravdépodobné vedlo k odkryti dalSich
epitopii pro vazbu monoklonalni protilatky (Mouse Anti-V5-FITC) i sérovych
protilatek.

Zmény v reaktivité sérovych protilatek s rekombinantnimi proteiny gpl20 osetienymi
PNGazou F ve srovnani s reaktivitou stejnych protilatek s nativnimi gpl20 jsou
znazornény V Grafech ¢. 1 a 2. Zelen€ jsou vyznaCeny populace mikropartikuli
vymezené gatem G1, které predstavuji oblast nizsi fluorescence a fialové jsou oznaceny
populace vymezené gatem G2 predstavujici oblasti vySs$i detekované fluorescence

(viz Obr. 20).

Graf ¢. 1: Zmény v reaktivité sérovych protilatek s deglykosylovanymi proteiny gp120 293T
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Graf ¢. 2: Zmény v reaktivité sérovych protilatek s deglykosylovanymi proteiny gp120 RD
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Legenda:

Gl  gate G1 vymezujici populaci mikropartikuli s navazanymi sérovymi protilatkami

detekovanymi pomoci Goat Anti-human 1gG-PE bez oSetfeni proteini gp120

enzymem PNGaza F (piiklad nastaveni hranic G1 viz Obr. 20)

G2  gate G2 vymezujici populaci mikropartikuli s navazanymi sérovymi protilatkami

detekovanymi pomoci Goat Anti-human IgG-PE po oSetieni proteind gpl120

enzymem PNGaza F (ptiklad nastaveni hranic G2 viz Obr. 20)
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6 Diskuze

Diplomova prace piedstavila metodu zaloZzenou na vazbé rekombinantnich
proteinit gp120 na fluorescen¢ni mikropartikule, kterd umozinuje analyzovat antigen
gp120 za nativnich podminek (ve srovnani s metodou Western blot). V piipadé uplné
¢i cCastecné denaturace proteini totiz dochazi ke konformaénim zméndm,
které¢ vedou k vytvofeni novych a zaniku jiz existujicich epitopi a tim muze dojit
ke zménam v reaktivit¢ s protilatkami. Soucasné¢ pii pouziti fluorescencnich
mikropartikuli pro vazbu proteinu gp120 nedochéazi k vyraznému sterickému branéni
(ve srovnani s ELISA metodou), jelikoz mikropartikule maji oproti ELISA jamkam
relativné vétsi vazebny povrch. Dalsi vyhodou analyzy reaktivity protilatek s proteiny
gp120 navdzanymi na fluorescencni mikropartikule je moznost pouzivat pro oSetfeni
antigenu (napf. pfi deglykosylaci) neomezené maly objem a soucasné¢ provadét
multiplexni analyzu, pii které lze najednou hodnotit vazbu vice protilatek na tentyz

antigen.

V diplomové praci byla pomoci pratokové cytometrické analyzy sledovéana
reaktivita sér izolovanych od pacienti infikovanych subtypem A/C HIV-1 viru
s rekombinantnimi proteiny gpl20 exprimovanymi v bunééné linii 293T (lidska
embryonalni ledvina) a RD (lidsky rhabdomyosarkom) navazanymi na fluorescenéni
mikropartikule pomoci vazné protilatky rozlisujici penta-HIS epitop piipojeny na konec
gp120 proteinu. Bohaté glykosylovany protein gp120 hraje vyznamnou roli pfi vstupu
HIV-1 viru do hostitelské buriky a pfiblizn€ polovinu jeho molekulové hmotnosti tvoii
N-glykany slouzici jako potencionalni epitopy pro neutralizujici protilatky.
Pro vakcinaéni pokusy se pouzivaji rekombinantni proteiny gpl20 ziskané in vitro
expresi v bunénych liniich ruzného tkanového puvodu, coz ovlivituje glykosylaci
produkovanych gp120 proteint (Kong a kol., 2010; Raska a kol., 2010; Go a kol., 2013)
a ta ovliviiuje jejich reaktivitu se séry pacientii infikovanych virem HIV-1 (Hu a kol.,
2007; Li a kol., 2008; Raska a kol., 2010), coz potvrzuje i tento experiment.

Koncentrace sérovych protilatek pro analyzu reaktivity s rekombinantnimi
proteiny gpl20 byla pro kazdé pouzité sérum optimalizovana zvlast. To umoziuje
testovat zmény reaktivity sér naptiklad po deglykosylaci gp120 proteinu v oblastech

optimalni reaktivity. Ve srovnani s podobnym experimentem provadénym ELISA
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metodou byly optimalni koncentrace sérovych protilatek 6 - 30x nizs$i (dosud
nepublikovana studie). Optimalni koncentrace sérovych protilatek pouzité v obdobném
experimentu provadéném ELISA metodou se sérovymi protilatkami subtypem B HIV-1
infikovanych pacient byla 5 - 10x niz$i (Raska a kol., 2010). Vyhodou pouziti
fluorescencnich mikropartikuli pro analyzu reaktivity protilatek s rekombiantnimi

proteiny gp120 je tedy mimo jin€ i niz$i spotfeba vzacnych vzorku.

Vazba sérovych protilatek subtypem A/C HIV-1 infikovanych jedinct na rekombinantni
proteiny gp120 neprokazala v piipadé dvou ze ¢tyt testovanych vzorkd zadné vyznamné
rozdily mezi glykoformami produkovanymi buiikami 293T a RD. V pfipad¢ dalsich
dvou vzorki vSak byla detekovana vyrazné vysSi reaktivita u proteinu
gp120 produkovaného linii 293T. Studie testujici reaktivitu polyklonalnich sérovych
protilatek subtypem B HIV-1 infikovanych pacientii s rekombinantnimi proteiny gpl120
exprimovanymi riznymi stabilné transferovanymi bunéénymi liniemi ELISA metodou
potvrdila vyssi reaktivitu sérovych protilatek s proteinem gp120 produkovanym v linii
RD (Raska a kol.,, 2010). Vzhledem ke stejné aminokyselinové sekvenci obou
glykoforem gpl120 je jedinym vysvétlenim odlisna glykosylace proteini gpl20
produkovanych v obou bunéénych liniich, jak bylo prokazano pomoci lektinovych
Western blotd a pomoci hmotnostni spektrometrie (Raska a kol., 2010). N-glykany
pfispivaji ke spravnému skladani proteinu gpl20 (Waytt a kol., 1998) a rozdilna
glykosylace gp120 muze ovliviiovat formaci a piistupnost epitopi (Quifiones-Kochs
a kol., 2002; Go a kol., 2008; Huang a kol., 1997, 2011).

V ramci dal$iho studia efektu N-glykand na reaktivitu protilatek s gp120 byla
porovnavana reaktivita sérovych protilatek HIV-1 infikovanych jedinct s nativnimi
glykosylovanymi a deglykosylovanymi (po oSetfeni enzymem PNGaza F) proteiny
gp120. Vysledky ukazaly, Ze reaktivita sér jedinct infikovanych subtypem A/C HIV-1
viru s rekombinantnimi gp120 se v pfipad¢ tii ze Ctyf testovanych vzorkli vyrazné
zvySuje po deglykosylaci u obou testovanych glykoforem gp120. ZvySeni reaktivity
sérovych protilatek subtypem A/C HIV-1 infikovanych jedinct s deglykosylovanymi
gpl120 bylo pozorovano i v podobném experimentu provadéném ELISA metodou
(dosud nepublikovana studie). Vysledky naznacuji zpfistupnéni epitopi pro vazbu
protilatek po odstranéni tzv. ,,glyaknového Stitu“ (Pantophlet, 2006). Toto pozorovani

podporuje hypotézu, ze rozdilna glykosylace vyrazné ovlivitluje formaci a/nebo
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pfistupnost nékterych epitopd. O zménach ve struktufe a pfistupnosti epitopil
po odstranéni nekterych N-glykanovych fetézct deglykosylaci gp120 inforomovala také
fada dalSich praci (Koch a kol., 2003; Sanders a kol., 2002; Huang a kol., 1997).
Vysvétleni pozorované minimalni zmény reaktivity posledniho séra miize byt zalozeno
na n¢kolika ptredpokladech. Jednak tento jedinec mohl prednostné rozliSovat epitopy,
které nejsou konformacni, a tudiz nejsou ovlivnéné odstranénim c¢asti N-glykand,
jednak mohl pievazné rozliSovat epitopy na vrcholku vysoce imunogenni V3 smycky,
ktery neni vyznamné kryty okolnimi N-glykany, jednak mohl tento jedinec rozliSovat
relativné vysoké mnozstvi cukernych epitopi a mald zména reaktivity jeho séra byla
dana kompenzaci nardstu reaktivity proteinoveé specifickych protilatek poklesem
cukerné specifickych protilatek. Navrzena vysvétleni vSak bude nutné experimentalné

OVerit.

Na zavér je mozné konstatovat, ze zavedend metoda pritokoveé cytometrického
vyhodnoceni reaktivity sérovych protilatek s antigenem navazanym na fluorescencné
znacené mikrosféry dava vysledky, které odpovidaji vysledkim publikovanymi
v literatufe ziskanym pomoci metody ELISA, kterd doposud piedstavuje standard
nedenaturacni metody stanoveni vazby antigen-protilatka. Vzhledem k niz$i spotfebé
testovanych protilatek a moZnosti redukce reakéniho objemu, naptiklad pfi enzymatické
manipulaci navazaného antigenu (zde deglykosylace pomoci PNGézy F), miZeme tuto
metodu s vyhodou upfednostnit zejména tam, kde je mnozZstvi testovaného materialu

omezené.
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7 Zaveér

V teoretické c¢asti prace byly shrnuty dosavadni poznatky o viru HIV-1 se
zamétenim na virovy glykoprotein gp120, jeho strukturu, roli v pribéhu HIV-1 infekce
a interakci sbunéénymi receptory a koreceptory. Dale byla popsana duleZitost
glykosylace proteinu gp120 v souvislosti s vazbou neutralizujicich protilatek. Zavére¢na
cast literarni reSerSe se zabyvala pritokovou cytometrii a zdkladnimi charakteristikami

prutokoveé cytometrické analyzy.

V experimentalni Casti byla pfedstavena metoda zaloZena na vazb¢ proteinu
gpl120 na fluorescen¢ni mikropartikule, ktera umoziuje analyzovat protein gpl20
pomoci pritokové cytometrie za nativnich podminek a bez rozséhlého sterického
branéni na rozdil od ostatnich, dosud bézné pouzivanych metod (Western blotting,
ELISA). Analyze byly podrobeny dvé glykoformy rekombinantniho proteinu gpl20
produkované buiikami 293T (lidska embryonalni ledvina) a RD (lidsky
rhabdomyosarkom). Na glykosylované a nedeglykosylované proteiny gpl120 byly
vazany sérové protilatky z lidskych sér subtypem A/C HIV-1 infikovanych Zen
z jihozépadni Tanzanie. Analyza reaktivity téchto protilatek s rekombinantnimi proteiny
gpl20 vazanymi na fluorescencni mikropartikule ukazala signifikantni rozdily
mezi glykosylovanymi a nedeglykosylovanymi formami gp120. Rozdily v reaktivité
sérovych protilatek byly pozorovany 1 mezi jednotlivymi glykoformami proteinu gp120
(293T, RD). Provadéné experimenty potvrdily vyrazny vliv glykosylace na formaci
a pfistupnost n€kterych epitopt, které mohou hrat dileZitou roli pfi neutralizaci. Odli§né
slozeni cukerné komponenty u jednotlivych rekombinantnich proteind gpl20
produkovanych raznymi stabilné transfekovanymi bunécnymi liniemi by proto mélo byt

dilezitym faktorem zohlednénym pii HIV-1 vakcinacnich experimentech.
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9 Seznam pouzitych zkratek

293T - human embryonic kidney cell line, bunééna linie lidské embryonalni ledviny
ABC - specific antibody binding capacity

AIDS - Acquired Immunodeficiency Syndrome

APC-Cy7 - allophycocyanin-cyanine 7

AZT - azidothymidin, zidovudin

CNS - centralni nervova soustava

Dakiki - B-cell line, B-bunééna linie

DMSO - dimethylsolfoxide

DNA - deoxyribonucleic acid, deoxyribonukleova kyselina

DTT - dithiothreitol

ELISA - enzyme-linked immunosorbent assay

FBS - Fetal Bovine Serum

FITC - fluorescein isothiocyanate

FSC - forward scatter channel, dopfedni rozptyl

Fuc - fukosa

Gal - galaktosa

GIcNAC - N-acetylglucosamin

HAART - highly active anti-retroviral therapy, vysokot¢inna antiretrovirova terapie
HepG2 - hepatocellular carcinoma cell line, buné¢na linie hepatocelularniho karcinomu
HIV-1, 2 - Human Immunodeficiency Virus, virus lidské imunodeficience
HT1080 - fibrosarcoma cell line

CHO - Chinese hamster ovary cell line, bunééna linie ovarii ¢inského kiecka
Ig - imunoglobulin tfidy G

Jurkat - T-cell line, T-bunééna linie

LTR - long terminal repeal, dlouhé terminalni repetice

Man - mannosa

MESF - molecules of equivalent soluble fluorochrome

MHC - major histocompatibility complex, hlavni histokompatibilni komplex
MRNA - messenger RNA, informa¢ni/medidtorova RNA

NEM - N-ethylmaleimide

PBS - Phosphate Buffered Saline

PE - phycoerythrin
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PNGS - potencialni N-glykosyla¢ni mista

RD - human muscle rhabdomyosarcoma cell line, bunééna linie lidského
rhabdomyosarkomu

RNA - ribonucleic acid, ribonukleova kyselina

Sia - kyselina sialova

SSC - side scatter channel, bo¢ni rozptyl

sulfo-SMCC - sulfosuccinimidyl 4-N-maleimidomethyl cyclohexane 1-carboxylate

59



