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Abstract

Confocale microscopietechnieken in het onderzoek naar het werkingsmechanisme van een nieuw en uniek anti-HIV middel

Door :
Karlijn VALKENBORGH 

Promotoren :
prof. D. SCHOLS - REGA INSTITUUT LEUVEN


dr. K.VERMEIRE - REGA INSTITUUT LEUVEN

lic. M.A. DEMEERSSEMAN - docent
Op de afdeling Virologie en Chemotherapie van het REGA Instituut, (KU Leuven), heb ik onder leiding van Prof. Schols en Dr. Vermeire, mijn externe promotoren, kennis gemaakt met het HIV-onderzoek. In dit laboratorium werd met behulp van onder andere flowcytometrische technieken onderzoek verricht naar cellulaire receptor-inhibitoren met sterke anti-HIV activiteit. Het HIV-virus heeft de CD4-receptor nodig om een doelwitcel binnen te dringen en te infecteren. De cyclotriazadisulfonamides (CADA) vormen een nieuwe klasse van HIV-inhibitoren. Voorafgaand onderzoek heeft aangetoond dat de CADA-producten zeer specifiek de expressie van de CD4-receptor onderdrukken en op die manier een HIV-infectie verhinderen. Om de werking van de CADA-producten beter te begrijpen hebben we tijdens dit onderzoek met behulp van confocale microscopie verschillende fluorescente CADA-analogen bestudeerd. Via kleuringen van de kern en membraan hebben we het CADA-product kunnen lokaliseren in het cytoplasma van de cel. Daarnaast werden ook cellen getransfecteerd met een fluorescente variant van CD4. Verder onderzoek is nodig om de interacties tussen fluorescente CADA-producten en CD4-receptoren te bestuderen in de cel.

Ook ervaarde ik aan het Universitair Ziekenhuis van Gasthuisberg de routine van een klinisch laboratorium, waar de concentraties aan elektrolyten, hormonen en enzymen in bloedstalen bepaald worden.Daarnaast heb ik op de afdeling hematologie ervaring opgedaan bij verschillende bloed stollingstesten en celtellingen. 

Ref : E07_S_BLT_13_ValkenborghKarlijn

Samenvatting

Alvorens HIV de gastheercel binnendringt, bindt het virale gp120 aan de CD4-receptor van de gastheercel. Eenmaal het HIV gebonden is ondergaat het gp120 een conformatieverandering wat uiteindelijk leidt tot het versmelten van de membranen van de gastheercel en het virus. Het CADA-product is in staat de CD4-receptor te downmoduleren. Dit zorgt ervoor dat er geen binding meer zal zijn tussen het gp120 van HIV en de CD4-receptor van de gastheercel. HIV kan niet meer binnendringen in de gastheercellen, niet meer repliceren en dus ook geen nieuwe virions meer vormen. 

Met behulp van flowcytometrie en verschillende monoclonale antilichamen werd het werkingsmechanisme van het antivirale CADA-product in detail onderzocht. Nadat Hela CD4+ cellen en MT4 (CD4+) cellen behandeld werden met CADA werd er een duidelijke CD4-downmodulatie vastgesteld. De procentuele CD4-downmodulatie was voor beide cellijnen identiek. De CD4-downmodulatie is dus onafhankelijk van het type cellijn. Door gebruikt te maken van de competitie tussen verschillende mAb voor bindingsplaatsen op de CD4-receptor, is gebleken dat het CADA-product niet bindt op het extracellulaire gedeelte van de de CD4-receptor. Na behandeling van de Hela CD4+ cellen met CADA en incubatie met verschillende mAb, die elk binden op een andere bindingsplaats op de CD4-receptor, werd een identieke procentuele verlaging van het emissiesignaal vastgesteld. De behandeling van CD4+ cellen met CADA resulteert in een downmodulatie van de volledige CD4-receptor. 

Om het werkingsmechanisme van het CADA-product beter te begrijpen, werd er gewerkt met een fluorescente analoog nl. KKD-016. Uit voorafgaand onderzoek is gebleken dat KKD-016 dezelfde antivirale en biologische eigenschappen heeft als CADA. Met behulp van confocale microscopie kunnen we het KKD-016 zien in de cellen omwille van zijn fluorescente eigenschap. Het product wordt in de cellen opgenomen afhankelijk van de aanwezige concentratie van het product in het cultuurmedium. Deze dosisafhankelijke opname toont flowcytometrisch een dosisafhankelijke effect op de CD4-downmodulatie. Zelfs na 2 uur incubatie van de Hela CD4+ cellen met KKD-016 is er een duidelijke opname van het product. Verder werd met behulp van kern- en membraankleuringen vastgesteld dat het product (KKD-016) niet doordringt tot in de kern van de cellen maar zich lokaliseert in het cytoplasma. 
Door Hela cellen te transfecteren met CD4-YFP brengen deze cellen een fluorescente CD4-receptor tot expressie. Met het oog op het bekomen van een sterk CD4+ cellijn werden de CD4+-getransfecteerde cellen geïsoleerd uit het celmengsel en verder opgekweekt. 

Wanneer deze cellen na het opkweken in dezelfde mate de fluorescente CD4-receptor tot expressie brengen, kunnen ze worden behandeld met CADA of KKD-016 om de CD4-downmodulatie verder te onderzoeken.

Inleiding

Meer dan 20 jaar geleden (in 1983) werd het ‘Human Immunodeficiency Virus’ (HIV) geïdentificeerd als het virus dat ‘Acquired Immunedeficiency Syndrome’ (AIDS) veroorzaakt. Sindsdien heeft het virus en de daarbij horende immuunziekte zich razendsnel verspreid over de wereld. In 2006 raakten wereldwijd 4,1 miljoen mensen besmet met HIV. Dat brengt het totaal aantal mensen met HIV/AIDS op meer dan 38 miljoen, waarvan 2,3 miljoen kinderen. Ook in België kregen vorig jaar iets meer dan 1.000 personen te horen dat ze vanaf nu met het virus moeten leven…
Momenteel zijn er al een twintigtal specifieke anti-HIV producten op de markt. Als eerste werden de reverse transcriptase producten ontdekt. Nadien volgden de protease inhibitoren. HIV resistentie tegen deze producten is nu een groot probleem aan het worden. Door deze resistentie moesten nieuwe aangrijpingspunten in de levenscyclus van HIV-1 aangewend worden die als basis dienen voor nieuwe antivirale producten. Een nieuwe klasse van anti-HIV producten zijn de HIV-entry inhibitoren. 
Het CADA-product werkt in op de CD4-receptor van de gastheercel. HIV heeft deze receptor nodig om de gastheercel binnen te dringen. Het CADA-product kan worden teruggebracht tot de klasse van de entry-inhibitoren omdat het de binding van HIV aan een gastheercel belet. 
In dit eindwerk wordt het werkingsmechanisme van het CADA-product verder onderzocht. Wegens de uitgebreidheid van het hoofdstuk Microbiologie komen de testen en technieken gebruikt in de labo’s Klinische chemie en Hematologie maar beperkt ter sprake. Voor een bespreking van deze technieken en de gebruikte toestellen verwijs ik naar de bijlagen.

1 Literatuurstudie
1.1 HIV: algemeen


HIV of “Human Immunodeficiency Virus” is het virus dat verantwoordelijk is voor de ziekte AIDS of “Acquired Immune-Deficiency Syndrome”. Het is een retrovirus dat behoort tot de lentivirus subfamilie, dit wil zeggen dat het genetisch materiaal van het virus bestaat uit RNA. Het virus kan zich niet alleen voortplanten, het moet gebruik maken van een gastheercel. Men kan twee types van HIV onderscheiden: HIV type 1 (HIV-1), wat wereldwijd de meeste HIV infecties veroorzaakt en HIV type 2 (HIV-2), wat vooral voorkomt in West-Afrika.

1.2 Structuur van een HIV-virion


HIV is een geënveloppeerd virus met een sferische vorm en een diameter van ongeveer 100 nm. De virale envelop vormt de buitenste laag en is opgebouwd uit een dubbele lipidenlaag, afkomstig van de gastheercel. Binnen deze virale envelop bevindt zich de buitenste matrix opgebouwd uit HIV proteïnen p17, en een conische kern bestaande uit virale p24 eiwitten. De kern bevat twee enkelstrengige RNA ketens die geassocieerd zijn met verschillende virale enzymen, nl. reverse transcriptase (RT), een protease en een integrase (zie figuur 1.1) [1].
[image: image1.wmf]
[image: image39.emf] 

Figuur  21: CD4 - expressie op SupT1 cellen   Het histogram in stippel lijn stelt de achtergrond kleuring voor. De histogramm en in de  eerste kolom geven het signaal weer van Su pT1 cellen enkel behandeld met een PE - gelabeld mAb.  D e  andere histogrammen geven de signalen weer van de SupT1 cellen  die eerst behandeld zijn met ongelabelde mAb en daarna met PE - gel abelde mAb.   


1.3 Structuur van een HIV-envelop 


De virale envelop is opgebouwd uit een dubbele fosfolipiden laag (afkomstig van de gastheercel) en is beladen met spikes. 

De glycoproteïnen (spikes) aan het oppervlak van het HIV-virion spelen een belangrijke rol tijdens de binding aan de gastheercel en de fusie met de celmembraan. Het HIV-1 envelop-glycoproteïnecomplex bestaat uit twee niet-covalent gebonden subunits, namelijk gp120 (oppervlakte glycoproteïne) en gp41 (transmembraan glycoproteïne) (zie figuur 1.1). Deze 2 glycoproteïnen ontstaan door proteolytische klieving van het precursor polypeptide gp160 [2].
Het gp120 bestaat uit vijf verschillende hypervariabele (V1-V5) domeinen gescheiden door vijf constante domeinen (zie figuur 1.2). Het gp41 bestaat uit een amino(N)-terminaal ectodomein, een transmembranair domein en een carboxy-terminale cytoplasmatische regio die bindt aan de matrix van het nucleocapside. Het ectodomein bevat aan zijn N-terminus een hydrofoob, glycine-rijk fusiepeptide dat essentieel is voor membraanfusie. Dit fusiepeptide wordt gevolgd door een regio met twee hydrofobe ‘heptad repeats’ (HR) en daartussen een lus met twee cysteïnes. Peptides afgeleid van deze twee HR´s worden N (amino-terminaal)-peptides (N36) en C (carboxy-terminaal)-peptides (C34) genoemd. De N-peptides vormen drie centraal gelegen helices die een trimeer van “coiled coils” vormen, terwijl de C-peptides op een anti-parallelle wijze binden in de groeven van de N-helices en zo ook drie helices vormen. Zo ontstaat een zes-helix bundel waarin de N- en C- helices georganiseerd liggen in drie “hairpins” [3]. 

Dit envelop glycoproteïnecomplex kan twee conformaties aannemen: ofwel de natieve of niet-fusiogene conformatie zoals op het oppervlak van vrije virions na “budding” van de geïnfecteerde cel, ofwel de fusie-actieve conformatie na binding van gp120 aan een co-receptor (CXCR4 of CCR5).
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Replicatie van HIV


1.3.1 Het HIV-“entry” proces

Het “entry” proces of het binnendringen van HIV-1 in gastheercellen gebeurt in drie stappen: gp120-CD4-binding, gp120-co-receptor-binding en membraanfusie (zie figuur 1.3) [4,5].
De initiële stap in dit complex proces is de zeer specifieke interactie tussen het CD4-bindingsdomein van het viraal gp120 en de cellulaire CD4-receptor van de gastheercel. Hierdoor wordt er een conformatieverandering in de gp120 subunit geïnduceerd, wat resulteert in de blootstelling van de co-receptorbindingsplaats. De belangrijkste co-receptoren zijn de CC chemokinereceptor-5 (CCR-5) en de CXC chemokinereceptor-4 (CXCR-4). Na binding van het gp120-CD4 complex aan de co-receptor vindt er een conformatieverandering van het gp41 plaats (van niet-fusiogene conformatie naar fusio-actieve conformatie). Door deze conformatie kunnen de membranen van het virus en de gastheercel versmelten en kan het virus binnendringen in het cytoplasma van de cel waar de replicatiecyclus kan starten. 

[image: image41.jpg]


[image: image3.wmf]
De replicatiecyclus

Eens het virus in de cel binnengedrongen is, ondergaat het “uncoating” en wordt het genetisch materiaal van het virus vrijgezet in het cytoplasma. Het viraal enzyme reverse transcriptase (RT) zet het enkelstrengig RNA (ssRNA) onmiddellijk om in dubbelstrengig DNA (dsDNA). Dit dsDNA wordt getransporteerd naar de kern en geïntegreerd in het gastheergenoom door het viraal enzyme integrase. Na de integratie kan het virus enkele jaren latent aanwezig blijven. Pas na stimulatie van de gastheercel door cytokines of specifieke antigenen wordt de HIV replicatie opnieuw geactiveerd. Er treedt transcriptie op van het ingebouwde DNA naar mRNA door het RNA polymerase. Na de migratie van het viraal RNA en de virale proteïnen uit de nucleus, en na posttranslatie van deze virale proteïnen door het viraal enzyme protease, assembleren deze viruselementen ter hoogte van de celmembraan in een nieuw HIV-virion. Tijdens een proces dat “budding” genoemd wordt, wordt dit nieuw virion vrijgezet uit de cel waarbij een deel van de lipiden dubbellaag van de gastheercel gebruikt wordt om zijn envelop te vormen (zie figuur 1.4) [6].
[image: image4.wmf]
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1.4 CD4-receptor


De CD4-receptor op de gastheercel is een zeer belangrijke receptor voor de binding van HIV aan de gastheercel en vormt het onderwerp van dit eindwerk. 

1.4.1 Structuur van de CD4-receptor 
De CD4-receptor is een membraanglycoproteïne (58 kDa) dat voornamelijk tot expressie wordt gebracht op het oppervlak van T-helper (TH) lymfocyten. Daarnaast komt het ook voor op thymocyten, macrofagen, monocyten, B-cellen en dendritische cellen [7]. CD4 behoort tot de immuunglobuline superfamilie en bestaat uit een extracellulair gedeelte van 370 aminozuren dat opgedeeld kan worden in vier domeinen (D1-D4), een hydrofobe transmembranaire regio van 25 aminozuren en een cytoplasmatische staart van 38 aminozuren [8].
In het eerste domein (D1) van de receptor zitten drie “complementarity-determining region” of drie CDR´s [9,10]. Tijdens posttranslationele processen worden de D1, D2 en D4 domeinen gestabiliseerd door de vorming van disulfidebruggen en worden twee aminozuren tussen D3 en D4 N-geglycosyleerd (zie figuur 1.5) [11].
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1.4.2 Functie van de CD4-receptor

CD4 speelt een belangrijke rol in de maturatie van T-lymfocyten en als intercellulair adhesiemolecule in de stabilisatie van de interactie tussen T-celreceptoren (TCR´s) op T-cellen en MHC-ІІ complexen op antigen-presenterende cellen [12,13]. Na antigenische stimulatie van T-lymfocyten is CD4 van belang in signaaltransductie samen met het proteïne-tyrosine kinase p56, wat resulteert in celproliferatie en interleukine (IL)-2 productie [14].

De CD4-receptor is eveneens de primaire receptor van HIV om gastheercellen binnen te dringen. Studies hebben aangetoond dat de HIV-bindingsplaats gelegen is ter hoogte van het eerste domein (D1) van CD4. Voornamelijk de CDR-2 van D1 en in het bijzonder de regio rond aminozuur fenylalanine op positie 43, is van cruciaal belang voor de binding van het viraal gp120 aan de cellulaire CD4-receptor (zie figuur 1.5) [15,16-18]. 
1.4.3 CD4-downmodulatie door HIV

Na een HIV-infectie wordt de CD4-receptor bijna volledig geëlimineerd van het membraan van de gastheercel. Deze CD4-downmodulatie wordt tot stand gebracht door de gecombineerde werking van drie HIV-genen, namelijk nef, env en vpu. De effecten van deze genen komen tot uiting in verschillende stadia van de virale replicatiecyclus. Omdat nef een vroeg genproduct is en inwerkt op CD4-moleculen die zich op het celoppervlak bevinden, zal zijn effect het snelst merkbaar zijn. Het is immers betrokken bij de endocytose van de CD4-receptoren op het celmembraan. Env en vpu zijn late genproducten die inwerken op CD4 tijdens zijn biosynthetische weg in de cel. Ze binden aan het cytoplasmatisch domein van CD4 en blokkeren het transport van de CD4-moleculen van het endoplasmatisch reticulum naar het celoppervlak. De CD4-downmodulatie komt tot stand doordat env en vpu de CD4-receptoren introduceren in intracellulaire afbraakprocessen.

1.4.4 CD4-downmodulators

De CD4-receptor op het oppervlakte van immunologische cellen zoals lymfocyten en macrofagen fungeert als de belangrijkste receptor voor HIV-1 infectie. Producten die met deze receptor interageren kunnen beschouwd worden als preventieve middelen voor HIV-1 infectie. Recent is aangetoond dat CADA (cyclotriazadisulfonamide) (zie figuur 1.6) in staat is HIV-1 infectie te inhiberen door een downregulatie van de CD4-receptor. Het prototype, 9-benzyl-3-methylene-1,5-di-p-toluenesulfonyl-1,5,9-triazacyclododecane (CADA), is een klein synthetisch molecule met een macrocyclische ring. Het werd geselecteerd omwille van zijn antivirale activiteit tegen zowel laboratoriumstammen als primaire klinische isolaten van HIV-1. CADA blijkt ook actief te zijn tegen HIV-2, SIV-stammen en HIV-1 virussen die resistent zijn tegen reverse transcriptase en protease inhibitoren [19,20].
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CADA werkt specifiek in op de CD4-receptor en heeft geen effect op de expressie van 15 andere cellulaire receptoren, noch op de expressie van de HIV-coreceptoren CCR5 en CXCR4, waardoor dit product zeer uniek is. Het CADA-product vertoont ook activiteit tegen human herpesvirus type 7 (HHV-7), een virus dat eveneens CD4 als primaire receptor gebruikt. 

CADA heeft een CD4-downregulerende activiteit in T-lymfocyten en T-cellijnen, monocyten, immature dendritische cellen en monocytische cellijnen en in CD4-getransfecteerde cellen zoals U87.CD4+ cellen. Behandeling van CD4+ cellen met CADA resulteert in een kwantitatieve downmodulatie van de CD4-receptor (reductie van bijna 90%). Door gebruik te maken van flowcytometrie werd in voorafgaand onderzoek al aangetoond dat er een duidelijke correlatie bestaat tussen de downmodulatie van de CD4-receptor en de antivirale werking van het product. Dit wil zeggen dat hoe meer CD4 gedownmoduleerd wordt, hoe beter de antivirale werking van het product is [19-20].  

Een interessant kenmerk van het CADA-product is de omkeerbaarheid van de CD4-downregulerende activiteit: cellulaire CD4-expressie herstelt zich snel nadat het product verwijderd wordt uit het celcultuur medium [19]. 

Dankzij het breed antiviraal spectrum van CADA, zou dit product eventueel als microbicide gebruikt kunnen worden in een vaginale gel, aangezien een ideaal microbicide actief moet zijn tegen een breed spectrum van wild-type en resistentie HIV-1 en HIV-2 stammen behorende tot verschillende subtypes en gebruik makend van verschillende co-receptoren. 

2 Materiaal en methode

2.1 Cellijnen


In dit onderdeel wordt een overzicht gegeven van de gebruikte cellijnen en hun belangrijkste kenmerken. 

2.1.1 Suspensiecellen

Suspensiecellen worden opgegroeid in “Rosal Parc Memorial Institute” (RPMI)-1640 medium met 10% foetaal kalfsserum (FCS) en 1% L-glutamine. De cellen worden 2 á 3 keer per week gesubcultiveerd, volgens een splitsingsratio van 1:4 á 1:6. Daarna worden ze in de broedstoof op 37°C, in een bevochtigde en met CO2 verzadigde (5%) atmosfeer geïncubeerd. 

Voor de experimenten wordt gebruik gemaakt van de suspensiecellen MT4 en SupT1. Het zijn beide T-lymfoïde cellijnen en ze brengen de CD4-receptor tot expressie op hun membraan.

2.1.2 Adherente cellen

Adherente cellen worden opgekweekt in “Dulbecco´s modified Eagle Medium” (DMEM) gesupplementeerd met 10% FCS en 0,01 M HEPES-buffer. Deze celculturen worden in de broedstoof op 37°C, in een bevochtigde en met CO2 verzadigde (5%) atmosfeer geïncubeerd. Elke 2 á 3 dagen worden de cellen gesubcultiveerd. Hiertoe worden de cellen eerst gewassen met PBS en vervolgens losgemaakt met trypsine-EDTA en geresuspendeerd met DMEM medium. Tot slot worden de cellen gesplitst volgens een ratio 1:3 á 1:5 die kan variëren naar gelang de groeisnelheid van de cellen. 

In dit eindwerk hebben we gewerkt met Hela cellen. De Hela cellijn is een van de best gekende cellijnen in de wereld. Deze cellijn is afkomstig van een adenocarcinoom van de baarmoederhals. Hela cellen waren de eerste cellen die konden overleven in het laboratorium. De cellen vertonen een epitheelachtige morfologie en groeien adherent. Hela cellen worden opgekweekt in DMEM 90% verrijkt met FCS 10% en HEPES 1%.

De Hela CD4+ cellen zijn Hela cellen die getransfecteerd werden met plasmide DNA zodat ze de CD4-receptor tot expressie brengen. Om de CD4-receptor continue tot expressie te houden wordt een selectieantibioticum toegevoegd nl. geneticine (G418). De Hela CD4+ cellen worden opgekweekt in DMEM 90% verrijkt met FCS 10%, 500 µg/ml G418 en HEPES 1%. 

2.2 Isolatie van PBMC´s uit buffy coat

Voor bepaalde experimenten wordt gebruik gemaakt van lymfocyten geïsoleerd uit het bloed van gezonde donoren. Deze cellen worden PBMC´s genoemd naar “perifeer bloed mononucleaire cellen”. 

Per buffycoat wordt 50 ml bloed verdeeld over vier 50 ml tubes. De buffycoatsuspensie wordt 1:2 verdund met PBS en vervolgens wordt 15 ml Plasmasteril toegevoegd. Het geheel wordt voorzichtig gemengd en gedurende 15 á 20 minuten op 37°C geïncubeerd tot er zich een scheidingslijn vormt tussen de rode en de witte bloedcellen. De rode bloedcellen vormen een dense massa en bezinken op de bodem. In de bovenstaande suspensie bevinden zich de witte bloedcellen. Deze worden overgebracht naar een nieuwe tube die verder aangevuld wordt met PBS tot een volume van 50 ml. Deze tubes worden dan gedurende 10 min gecentrifugeerd aan 1400 rotaties per minuut (rpm). Door vervolgens het supernatans te verwijderen worden de achtergebleven trombocyten grotendeels verwijderd. De celpellet wordt op dezelfde manier een tweede maal gewassen en vervolgens geresuspendeerd in 40 ml PBS. Van deze suspensie wordt 20 ml druppelgewijs toegevoegd aan 15 ml lymphoprep (een suikeroplossing) zodanig dat de twee componenten niet gemengd worden. Een centrifugatie gedurende 30 minuten op kamertemperatuur zorgt ervoor dat de resterende rode bloedcellen, die in de eerste stap niet verwijderd zijn, en denser zijn dan de Lymphoprep, doorheen de Lymphoprep kunnen migreren. De witte bloedcellen, die minder dens zijn, vormen een laag op de Lymphoprep en worden met een pasteurpipet afgenomen. Na een laatste wasstap worden de cellen geteld, en vervolgens geresuspendeerd in RPMI-1640 medium (10% FCS, 1% L-glutamine) en in T75 falcons gebracht zodat er 50 á 60 miljoen cellen per fles zitten. Deze witte bloedcellen kunnen al dan niet gestimuleerd worden met 2 µg/ml van het mitogene plant lectine phytohaemagglutinine (PHA) om celproliferatie te induceren. 
2.3 Flowcytometrie


2.3.1 Principe van een flowcytometer

Flowcytometrie is een techniek voor het tellen, bestuderen en sorteren van cellen in een vloeistofstroom. Met behulp van een flowcytometer kunnen zowel de fysische als chemische eigenschappen van één enkele cel tegelijkertijd vastgesteld worden. 

Door hydrodynamische focusering (een samenwerking van luchtdruk en continue stroom van buffer) vloeien de cellen door een capillair. Zo komen alle cellen één voor één voor een laser, en gaan ze het laserlicht verstrooien. Het laserlicht dat voorwaarts verstrooid wordt, wordt ‘Forward Scatter’ (FSC) genoemd en geeft informatie over de grootte van de cel. Het laserlicht dat zijwaarts wordt verstrooid wordt ‘Side Scatter’ (SSC) genoemd en geeft informatie over de densiteit en granulariteit van de cel (zie figuur 2.1). 
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Wanneer antilichamen gelabeld met een fluorochroom voorbij de laser komen zullen de fluorochromen geëxiteerd worden en zelf licht uitzenden met een lagere golflengte. Door een complex systeem van spiegels en golflengtefilters komt het uitgezonden licht terecht op een fotomultiplier die het signaal zal versterken. Na de omzetting van deze digitale naar analoge signalen kunnen de bekomen data, met informatie over de fluorescentie eigenschappen van de cellen, worden geanalyseerd met behulp van de CellQuest Software. 

Om de eigenschappen van de cellen beter te visualiseren worden de cellen “gekleurd” met antilichamen gelabeld met fluorochromen. Deze antilichamen binden specifiek aan bepaalde antigenen op de cellen. De meest gebruikte fluorochromen zijn FITC (“fluorescein isothiocyanaat”), PE (“phycoerythrin”), PerCP (“peridinin chlorophyll protein”) en APC (“allophycocyanin”). FITC zal na excitatie licht uitzenden met een golflengte van 530 nm (groen), PE met een golflengte van 585 nm (rood) en PerCP met een golflengte van 670 nm (oranje). De cellen worden bestraald met een 488 nm argon-ion laser en het verstrooide licht wordt opgevangen in verschillende kanalen: FL1 voor FITC, FL2 voor PE en FL3 voor PerCP. De FACSCalibur biedt ook nog een tweede laser, een 635 nm rode-diode laser. Het verstrooide licht wordt opgevangen in een vierde kanaal FL4, waar licht uitgezonden door fluorochromen zoals APC (“allophycocyanin”) gedetecteerd kan worden (zie figuur 2.2). 
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2.3.2 Protocol kleuring

De cellen worden geteld met de Coulter counter. Daarna worden ze gewassen met PBS en geresuspendeerd aan 5.106 cellen/ml in PBS 2% FCS. De tubes worden gevuld met 200 µl celoplossing (500 000 cellen/tube) en 10 µl mAb tegen het te onderzoeken Ag. Na een half uur incubatie op 4°C met het mAb worden de ongebonden antilichamen weggewassen met PBS. De cellen worden gefixeerd met 200 µl fixatief (PBS met 2% formaldehyde). De stalen worden op 4°C bewaard tot ze worden ingelezen in de flowcytometer.

De kleuringsmethode voor adherente cellen is dezelfde als hierboven beschreven, maar de cellen moet eerst getrypsiniseerd worden en enkele uren op kamertemperatuur blijven staan zodat de expressie van celoppervlakte-receptoren terug hersteld wordt.
De flowcytometer die wij gebruiken voor de experimenten is de FACSCalibur (zie figuur 2.3).
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2.4 Moleculaire biologie


2.4.1 Isolatie van plasmide DNA uit Whatman papier

Om plasmide DNA op een handige en eenvoudige wijze te verhandelen wordt het DNA aangebracht op 3 mm Whatman papier. Na 1 uur incubatie op 37°C van het papiertje in 500 µl TE buffer (TE buffer bevat 10 mM Tris (pH buffer 7,5) en  1 mM EDTA (kation) en beschermt DNA van degradatie) kan het DNA geëlueerd worden. 

2.4.2 Transformatie van plasmide DNA

2.4.2.1 Wat is een transformatie? 

Een transformatie is een genetische verandering van het genoom van een cel, door de introductie, de opname en tenslotte het tot expressie brengen van vreemd genetisch materiaal (DNA of RNA), dat extern aan de cel toegevoegd werd.

2.4.2.2 Doel van de transformatie

Door het plasmide DNA naar bacteriën te transformeren en deze bacteriën op te kweken bekomen we een hele bacterie cultuur die het DNA bevat. Uit deze bacteriën kunnen we verschillende µg van het plasmide DNA isoleren en dit later gebruiken om humane cellen te transfecteren. 

Methode

De XL1 Blue “heat shock” supercompetente cellen worden langzaam op ijs ontdooid. Er wordt 25 mM β-mercapto-ethanol toegevoegd en geïncubeerd gedurende 10 minuten op ijs. Na de incubatie wordt 50 ng plasmide DNA toegevoegd en worden de cellen 30 minuten op ijs geïncubeerd. Vervolgens worden de stalen 45 seconden op 42°C gebracht (“heat shock”) en onmiddellijk weer op ijs geplaatst gedurende 2 minuten. Dan wordt 0,9 ml SOC medium (een rijk medium dat de transformatie efficiëntie van de cellen maximaliseert, het bevat 2% tryptone, 0,5% Yeast Extract, 0,4% glucose, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCl, 5 mM MgCl2 en 5 mM MgSO4), voorverwarmd op 42°C, aan de stalen toegevoegd en worden de stalen één uur onder voortdurend schudden geïncubeerd op 37°C. Na deze incubatie wordt het transformatiemengsel uitgeplaat op agarbodems (Fast Media Agar) die het antibioticum kanamycine bevatten. 

2.4.3 Plasmide DNA isolatie uit bacterieculturen

De kolonies van de agarbodems worden geënt in vloeibare media (Fast Media TB) met kanamycine. Deze culturen worden bij 37°C onder voortdurend schudden overnacht geïncubeerd. Vervolgens wordt het plasmide DNA geïsoleerd met de Wizard plus SV Minipreps DNA Purification System volgens het centrifugatie protocol. De overnachtcultuur (1-10 ml) wordt gedurende 5 minuten gecentrifugeerd aan 4000 rpm waarna het supernatans wordt verwijderd. De pellet wordt geresuspendeerd in 250 µl resuspensiebuffer en overgebracht in een 1,5 ml microcentrifugetube. Hieraan wordt 250 µl lysisbuffer toegevoegd en het geheel wordt voorzichtig gemengd. Daarna wordt 10 µl alkalische protease oplossing toegevoegd en wordt het mengsel 5 minuten geïncubeerd op kamertemperatuur. Na toevoeging van 350 µl neutralisatiebuffer wordt het lysaat 10 minuten aan 14000 rpm op kamertemperatuur gecentrifugeerd en vervolgens wordt het supernatans overgebracht op een spinkolom. De kolom wordt een eerste maal met 750 µl en een tweede maal met 250 µl wasbuffer gewassen. Uiteindelijk wordt het plasmide DNA met 100 µl nuclease vrij water uit de spinkolom geëlueerd. Het plasmide DNA wordt bewaard op -20°C. 

2.4.4 Bepaling van de concentratie van het plasmide DNA

De concentratie van het geïsoleerde plasmide DNA wordt gemeten met de SpectraMax190 microplaat spectrofotometer. Het DNA-staal wordt 1:20 verdund met RNase DNase vrij water (5 µl plasmide DNA in 95 µl AD) in een 96 well plaat met glazen bodem. De DNA-concentratie wordt gemeten bij een absorbantie of optische densiteit van 260 nm en voor de analyse hiervan wordt het softwareprogramma SoftMax Pro, dat de concentratie van het plasmide DNA in µg/ml weergeeft, gebruikt. De verhouding OD260/OD280 geeft de zuiverheid van het extract weer: een waarde tussen 1,8 en 1,9 wijst op proteïne-vrije nucleïnezuren.

Transfectie 

2.4.4.1 Wat is een transfectie?

“Transfectie” is de term die gebruikt wordt om de introductie van vreemd materiaal in eukaryote cellen te beschrijven. Dit impliceert het openen van poriën of gaten in het membraan van het celplasma, om de opname van het vreemd materiaal toe te staan. 

2.4.4.2 Doel van de transfectie?

We gaan Hela CD4-negatieve cellen transfecteren met plasmide DNA dat codeert voor een fluorescente CD4-receptor (CD4-YFP of CD4 – “Yellow Fluorescent Proteïn”). Hiervoor brengen we met behulp van een transfectiereagens het plasmide DNA in de Hela cellen zodat ze de fluorescente receptor tot expressie brengen. Vanwege de fluorescente eigenschappen kan de receptor zichtbaar gemaakt worden met behulp van fluorescentie microscopie. 

2.4.4.3 Methode: Transfectie met Superfect (QIAGEN) in Hela cellen

De plaatjes (zie 2.5.2.2) worden voorbereid voor de transfectie door 1 ml celoplossing met een concentratie van 150 000 cellen/ml toe te voegen aan 1 ml medium. Na incubatie op 37°C worden de cellen getransfecteerd. Het plasmide DNA wordt verdund in 100 µl DMEM- waaraan 8 µl Superfect Transfection Reagent wordt toegevoegd. Terwijl het transfectiereagens reageert met het externe plasmide DNA, worden de cellen in het plaatje gewassen met PBS. Na een incubatieperiode van 5 á 10 minuten op kamertemperatuur wordt aan het DNA 1000 µl DMEM+ (kleurloos medium) toegevoegd. De DNA oplossing wordt aan de cellen toegevoegd en geïncubeerd op 37°C. 

Isolatie van CD4+ cellen

Met het oog op het bekomen van een stabiele cellijn die CD4-YFP tot expressie brengt, gaan we de CD4+ cellen isoleren uit het celmengsel. 

2.4.4.4 Principe

Met een immunomagnetische scheiding, waarbij superparamagnetische polysterene beads worden gebruikt, kunnen CD4+ cellen opgezuiverd worden. De magnetische beads zijn gebonden aan een mAb dat een specifiek antigen, in dit geval de CD4-receptor, op het celoppervlak herkent. Nadat de cellen geïncubeerd worden met het antilichaam worden de cellen in een magnetisch veld gebracht zodat enkel de CD4+ cellen geselecteerd worden. 

In dit experiment wordt gebruikt gemaakt van Dynabeads® M-450 schaap anti-muis IgG (Dynal Biotech, Invitrogen) via de indirecte methode. De cellen worden eerst geïncubeerd met een specifiek primair muis antilichaam van de IgG-klasse gericht tegen de CD4-YFP-receptor. Dan worden de cellen met de Dynabeads M-450 schaap anti-muis IgG´s geïncubeerd. Met behulp van een magneet die de Dynabeads aantrekt, worden de getransfecteerde cellen mee uit de celsuspensie geïsoleerd (zie figuur 2.4).
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Methode

Tijdens een eerste stap wordt een bepaald volume aan Dynabeads M-450 schaap anti-muis IgG (finaal 1-2.107 beads/ml of meer dan 4 beads/ doelwitcel) twee maal gewassen met PBS 2% FCS. Door een tube met de beads oplossing tegen een magneet te plaatsen migreren de beads naar de wand van de tube en kan de wasbuffer verwijderd worden. Daarna worden de beads geresuspendeerd in een volume wasbuffer gelijk aan het oorspronkelijk volume. De heterogene celsuspensie wordt ook gewassen met PBS 2% FCS en in PBS 2% FCS aan 2.106 cellen/ml geresuspendeerd. Vervolgens worden de cellen geïncubeerd met het ongelabelde primaire mAb CD4 (SK3) (BD Biosciences) aan een finale concentratie van 1 µg mAb/106 cellen gedurende 30 minuten bij 4°C. Daarna worden de cellen twee maal gewassen met PBS 2% FCS en geresuspendeerd aan 10-40.106 cellen/ml. Dan worden de cellen en de gewassen beads samen gebracht en volgt een incubatieperiode van 30 minuten onder voortdurend roteren. Na de incubatie worden de cellen 5 maal gewassen met PBS 2% FCS en telkens in het magnetisch veld gebracht zodat enkel de CD4+ cellen geselecteerd worden. Uiteindelijk worden de cellen geresuspendeerd in DMEM medium met 1 µg/ml Ab/mycoticum (om bacterie en schimmelgroei te onderdrukken). Deze celcultuur wordt opgegroeid op 37°C. 
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De confocale microscoop


2.4.5 Algemeen principe

De confocale microscoop is eind jaren ’50 uitgevonden door Marvin Minsky van Harvard. De voordelen van een confocale microscoop zijn de verbeterde resolutie, en de mogelijkheid tot het maken van “optische doorsnijdingen”. De prijs die betaald wordt voor deze voordelen is de toegenomen complexiteit. De kracht van het toestel uit zich voornamelijk in het bestuderen van verschillende lagen van een cel, waarna men een 3D beeld kan reconstrueren. 

De confocale microscoop beeldt structuren af door het opvangen van licht dat afkomstig is van één brandpunt (het focuspunt) van het object. Het licht dat niet afkomstig is uit de focus wordt niet gebruikt voor de opbouw van het beeld.

Deze microscoop gebruikt in principe dezelfde optica als bij een fluorescentie microscoop, maar in plaats van het hele object te bestralen, zal de optica van CSLM (Confocale Scanning Laser Microscopie) een klein punt belichten op een welbepaalde diepte in het object (X Y Z besturing). Daarvoor is een heldere lichtbron ter grootte van een speldenpunt noodzakelijk; dit wordt bekomen doordat het laserlicht door een heel kleine opening (de pinhole) geprojecteerd wordt. De fluorescentie die vrijkomt van het aangestraalde object wordt opgevangen en via een detector PMT (Photo Multiplier Tube) omgezet in een digitaal beeld (computer). Hierbij moet opgemerkt worden dat een extra pinhole voor de PMT geplaatst wordt, en dit op zo een wijze dat de stralen vrijgekomen ter hoogte van het focuspunt van het object in focus komt met de pinhole van de PMT (confocaal). Dit wil zeggen dat enkel licht vanuit een welbepaald punt van het object convergeert naar deze kleine opening van de detector en aldus gebruikt wordt voor de opbouw van het beeld. Dus licht dat vrijkomt uit andere gebieden van het object, die dus uit focus zijn, zal nauwelijks waargenomen worden door de PMT (zie figuur 2.6).
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Een 2D beeld wordt bekomen door de data vanuit elk punt in focus volgens een zodanig patroon (raster) te collecteren, zodat binnen korte tijd het gehele object lijn voor lijn en punt voor punt wordt bestraald. Het voorwerp wordt dus punt voor punt volledig gescand. In het oorspronkelijke patent van Minsky gebeurde dit door het voorwerp te bewegen ten opzichte van de microscoop. Tegenwoordig is het gebruikelijk om met behulp van spiegels de lichtspot over het voorwerp te bewegen. In tegenstelling tot conventionele microscopie, waar de beeldpunten parallel worden opgenomen, worden bij een confocale microscoop de punten sequentieel gescand. Het opgenomen beeld wordt achteraf door een computer zichtbaar gemaakt. Vanuit een serie van optische secties op verschillende hoogten kan de computer een 3D beeld berekenen. 

De complexiteit van de confocale microscoop ontstaat uit de noodzaak om de lichtspot ten opzichte van het voorwerp te scannen, en uit de bewerkingen die nodig zijn om het beeld te visualiseren. Bij deze stappen is elektronica onmisbaar. Een ander punt is dat de helderheid van de lichtbron bij een confocale microscoop een veel grotere rol speelt dan in conventionele microscopie. De opmars van confocale microscopie kan dan ook niet los worden gezien van de ontwikkeling van de laser die als heldere lichtbron gebruikt wordt. 
2.4.6 Protocol

Bij ieder experiment voor de confocale microscoop moeten de cellen in een microscopisch plaatje gebracht worden. We hebben gewerkt met twee soorten plaatjes, nl. de “chamberslides” en de “glass bottom culture dishes”. 

2.4.6.1 Chamberslide

De bodem van een chamberslide is een coverglas van boorsilicaat, waaraan de cellen goed blijven adheren. Elke slide is onderverdeeld in een aantal “chambers” met behulp van tussenschotten. Wij hebben gewerkt met 8-well chamberslides. 


De cellen worden geteld met de Coulter Counter, gewassen met PBS en geresuspendeerd in medium aan een concentratie van 150 000 cellen per ml. Elke “chamber” wordt gevuld met 200 µl cellen (30 000 cellen/“chamber”) en 200 µl product/medium. De chamberslides worden geïncubeerd op 37°C. 
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2.4.6.2 Glass bottom culture dish

De Glass bottom Culture Dishes combineren de bodem van plastieke petrischaaltjes met de optische kwaliteit van glas, wat hoog resolutionaire microscopische beelden levert. De plaatjes/dishes worden gebruikt voor polariserend licht-, fluorescentie- , fase contrast- en confocale microscopie. De plaatjes zijn opgebouwd uit plastiek. Het centrum van elk plaatje wordt uitgeboord en hier wordt een glazen plaatje aangebracht. De cellen adheren goed aan het glazen plaatje. 

De cellen worden geteld met de Coulter Counter, gewassen met PBS en geresuspendeerd in medium aan een concentratie van 150 000 cellen per ml. Elk plaatje wordt gevuld met 1 ml cellen (150 000 cellen/plaatje) en 1 ml medium. De “glass bottom dishes” worden geïncubeerd op 37°C.
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Multi–foton microscopie

De speciale eigenschappen van een confocale microscoop ontstaan doordat een ruimtelijke filter (de puntdetector) al het licht onderdrukt dat ontstaat buiten het confocale punt in het voorwerp. Een alternatieve benadering is om alleen licht te genereren in dit confocale punt. Dit is de benadering die gekozen wordt bij multi-foton microscopie. Het standaardbeeld bij fluorescentie is dat een molecuul één foton absorbeert, en na interne relaxatie één foton uitzendt. Bij multi-foton fluorescentie wordt het molecuul geëxciteerd door simultane absorptie van twee of meer fotonen. In een concreet voorbeeld zou een molecuul twee fotonen van ongeveer 800 nm kunnen absorberen in plaats van één foton van 400 nm (zie figuur 2.9). De efficiëntie van multi-foton absorptie hangt af van de fotondichtheid, en daarmee van de lichtintensiteit. Om voldoende fluorescentie te genereren wordt in multi–foton microscopie meestal gebruikt gemaakt van gepulste lasers. De gebruikte pulslengte varieert van minder dan 100 fs tot enkele ps. Door de hoge piekintensiteit van gepulste lasers is de efficiëntie van de excitatie veel hoger. 
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In dit onderzoek werd gebruikt gemaakt van dansyl gekoppelde CADA-analogen. De analogen worden geëxciteerd bij 345 nm. Wij maken gebruik van twee-foton microscopie, dus twee fotons van 720 nm.

2.4.7 Kleuren van welbepaalde delen en organellen van cellen

Om de fluorescente CADA-analogen te kunnen lokaliseren in de cel worden bepaalde onderdelen van de cel gekleurd. In deze experimenten hebben we de kern en het membraan van de cel gekleurd. 

2.4.7.1 Kernkleuring met DRAQ5

DRAQ5 is een puur synthetisch product met een hoge affiniteit voor het DNA. Het product is stabiel op kamertemperatuur (onder normale lichtvoorwaarden) en oplosbaar in water bij een biologische compatibele pH. DRAQ5 wordt goed door de cel opgenomen en is daarom een veel gebruikt product om de kern van levende cellen te kleuren. Vanwege zijn ver rode emissie is er een duidelijk onderscheid met GFP- of FITC-gelabelde fluorochromen. 

Voor de kernkleuring van HeLa cellen bepalen we eerst de concentratie van de cellen. Het DRAQ5 product wordt ofwel direct toegevoegd ofwel in vers medium na een wasstap. Het product vormt een overlay voor de cellen. Er wordt gedurende 5-30 minuten op kamertemperatuur en in het donker geïncubeerd. De cellen kunnen direct geanalyseerd worden zonder verdere behandeling of wasstappen. 

DRAQ5 wordt sub-optimaal geëxiteerd door golflengtes van 488 nm (bij flowcytometrie) tot 647 nm. De emissie start op 665 nm. DRAQ5 heeft geen spectrale emissie-overlapping met FITC, PE, GFP en veel andere fluorescerende proteïnen.

2.4.7.2 Membraankleuring met DiO

Vybrant DiO is een carbocyanine kleurstof met lipofiele eigenschappen die geschikt zijn voor de kleuring van celmembranen. De Vybrant DiO oplossing bevat 1 mM DiO en dimethylformamide (DMF). De oplossing wordt gefiltreerd door een 0,2 µm polycarbonaat filter. De kleurstof wordt het best bewaard op kamertemperatuur en afgeschermd van het licht. 

Voor de membraankleuring van adherente cellen wordt het medium afgenomen en wordt 100 µl kleurmedium (5 µl kleurstof opgelost in 1 ml medium) toegevoegd en geïncubeerd op 37°C. Voor Hela cellen is de ideale incubatietijd 8 minuten. Na incubatie wordt het kleurmedium afgenomen en de cellen worden drie keer gewassen. Na elke wasbeurt wordt nieuw (voorverwarmd) medium aan de cellen toegevoegd en volgt er een incubatieperiode van 10 minuten.

3 Resultaten en discussie

3.1 Inleiding


In voorafgaand onderzoek werd een duidelijke antivirale en CD4-downmodulerende activiteit van CADA vastgesteld [7-9]. In dit eindwerk willen we met behulp van confocale microscopie en flowcytometrie het werkingsmechanisme van het CADA-product en enkele fluorescente derivaten van CADA verder onderzoeken. 

3.2 Flowcytometrische bepaling van de CD4-receptor expressie

Om de CD4-downmodulerende activiteit van het CADA product te kunnen bepalen is het nodig dat we de expressie van de CD4-receptor op de cellen kunnen meten. Hiervoor werken we met verschillende monoclonale antilichamen (mAb) gelabeld met fluorochromen. De gebruikte antilichamen zijn gericht tegen bepaalde epitopen van de CD4-receptor (zie figuur 3.1). Wanneer het mAb gebonden is, kunnen we met een flowcytometer het fluorochroom exciteren door het te bestralen met een laserstraal. Het emissielicht (uitgezonden door het fluorochroom) wordt opgevangen in de fotomultiplier (zie 2.3.1). Hoe sterker het emissiesignaal is, hoe meer mAb heeft kunnen binden dus hoe meer CD4-receptoren er aanwezig zijn. 
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Detectie van de CD4-expressie met behulp van verschillende monoclonale antilichamen

In dit experiment wordt er gewerkt met verschillende mAb om de CD4-expressie aan te tonen. De CD4-expressie wordt nagegaan op Hela CD4+ cellen. 500 000 cellen worden gewassen met PBS en geresuspendeerd in 200 µl PBS 2% FCS. Daarna wordt er 10 µl mAb toegevoegd. De cellen worden 30 min geïncubeerd op 4°C zodat het mAb kan binden aan de receptor. Na de incubatie wordt het ongebonden mAb weggewassen met PBS. De cellen worden geresuspendeerd in 100 µl PBS en gefixeerd in 200 µl fixatief (PBS 2% formaldehyde). De stalen worden ingelezen in de flowcytometer (hier: FACSCalibur) en geanalyseerd met het softwareprogramma CellQuest.

De resultaten van dit experiment worden weergegeven in figuur 3.2. Elk histogram toont de CD4-expressie op Hela CD4+ cellen gekleurd met één specifiek anti-CD4 mAb. De sterkte van de fluorescentie wordt weergegeven door de MFI-waarde (Mean Fluorescence Intensity). Er zijn verschillen tussen de MFI-waardes bij de verschillende mAb. Dit heeft te maken met de hoeveelheid mAb dat heeft gebonden aan de CD4-receptor. De verschillen in MFI tussen de 3 PE-gelabelde mAb kunnen te wijten zijn aan een verschil in affiniteit van de mAb voor de receptor. Daarnaast kan het aantal fluorochromen (PE) dat gekoppeld werd per mAb verschillen, wat zal resulteren in verschillende fluorescentie signalen. 

We zien dat FITC-gelabelde mAb een lager emissiesignaal hebben dan PE-gelabelde mAb. Dit is vaak te wijten aan het feit dat FITC een zwakker fluorochroom is dan PE.

In de figuur is telkens de achtergrond fluorescentie weergegeven (stippellijn) die een maat is voor de autofluorescentie van de cellen. 
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Competitie tussen verschillende antilichamen

Zoals eerder beschreven herkent niet elk mAb hetzelfde epitoop op de CD4-receptor (zie figuur 3.1). In dit experiment gaan we de competitie tussen verschillende antilichamen onderzoeken. Er treedt competitie op wanneer twee of meer antilichamen, met hetzelfde epitoop op de receptor, samengevoegd worden. Wanneer een eerste mAb een bepaald epitoop bezet, kan een ander mAb er niet meer aan binden. 

3.2.1.1 CD4-expressie op SupT1 cellen geïncubeerd met verschillende mAb

Voor een eerste experiment in dit onderzoek werken we met SupT1 cellen. Deze cellen van de lymfoïde cellijn brengen van nature de CD4-receptor tot expressie. De SupT1 cellen worden eerst geïncubeerd met een ongelabeld mAb en daarna met een PE-gelabeld mAb. Wanneer het ongelabeld mAb aan hetzelfde epitoop van de CD4-receptor bindt als het gelabeld mAb, dan zal er minder gelabeld mAb kunnen binden. Dit resulteert in een vermindering van het emissiesignaal uitgezonden door de fluorochromen. Op de histogrammen zien we een naar links verschuiving van de emissiepiek en dus een lagere MFI. 

De SupT1 cellen worden eerst gewassen met PBS en geresuspendeerd in 200 µl PBS 2% FCS. Dan wordt 10 µl van een eerste ongelabeld anti-CD4 mAb toegevoegd en gedurende 20 minuten geïncubeerd op 4°C. Na de incubatie worden de ongebonden antilichamen weggewassen. De cellen worden geresuspendeerd in 200 µl PBS 2% FCS en er wordt 10 µl van het tweede (gelabelde) antilichaam toegevoegd. Na 20 minuten incubatie op 4°C worden de ongebonden antilichamen weggewassen. De cellen worden geresuspendeerd in 100 µl PBS, gefixeerd met 200 µl fixatief en ingelezen in de flowcytometer (zie figuur 3.3). 

We zien een sterke competitie voor SK3-PE wanneer de cellen eerst geïncubeerd werden met het ongelabelde SK3 (MFI van 297 naar 5). Het ongelabeld SK3 bindt zoals verwacht op hetzelfde epitoop van de CD4-receptor als het gelabeld SK3. Wanneer de cellen eerst geïncubeerd werden met het ongelabeld SK3 en daarna met het PE-gelabeld OKT4 zien we geen competitie (MFI van 297 naar 374). Het OKT4-PE ondervindt dus geen hinder van het eerst gebonden ongelabeld SK3 omdat het aan een ander epitoop op de CD4-receptor bindt.

We zien eveneens een sterke competitie voor RPA-T4-PE wanneer de cellen eerst geïncubeerd werden met het ongelabelde RPA-T4 (MFI van 381 naar 7). Het ongelabeld RPA-T4 bindt dus op hetzelfde epitoop van de CD4-receptor als het gelabeld RPA-T4. Wanneer de cellen eerst geïncubeerd werden met een ongelabeld RPA-T4 en daarna met een PE-gelabeld SK3 of OKT4 zien we geen competitie (MFI van 381 naar 418 (SK3) en van 381 naar 352 (OKT4)). Het SK3-PE of OKT4-PE ondervindt dus geen hinder van het eerst gebonden ongelabeld RPA-T4 omdat deze binden aan een ander epitoop van de CD4-receptor.

We zien een competitie voor OKT4-PE wanneer de cellen eerst geïncubeerd werden met het ongelabelde OKT4 (MFI van 44 naar 6). Het ongelabeld OKT4 bindt dus op hetzelfde epitoop van de CD4-receptor als het gelabeld OKT4. Wanneer de cellen eerst geïncubeerd werden met een ongelabeld OKT4 en daarna met een PE-gelabeld SK3 of RPA-T4 zien we geen competitie (MFI van 44 naar 38 (SK3) en van 44 naar 50 (RPA-T4)). Het SK3-PE of RPA-T4-PE ondervindt dus geen hinder van het eerst gebonden ongelabeld OKT4 omdat beide binden op een ander domein van de CD4-receptor (nl. D1 in plaats van D4). 
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3.2.1.2 CD4-expressie op HelaCD4+ cellen geïncubeerd met verschillende mAb

We doen hetzelfde experiment (zie 3.2.2.1) op Hela CD4+ cellen. Dit zijn kankercellen afkomstig van de baarmoederhals. De Hela cellen brengen van nature de CD4-receptor niet tot expressie. De cellen werden getransfecteerd met een vector voor CD4 zodat de CD4-receptor wel tot expressie wordt gebracht in deze cellen. Voor de kleuring worden de Hela CD4+ cellen op dezelfde wijze behandeld als de SupT1 cellen (zie figuur 3.3). 

We zien ook voor de Hela CD4+ cellen een sterke competitie voor SK3-PE wanneer de cellen eerst geïncubeerd werden met het ongelabelde SK3 (MFI van 52 naar 16). Wanneer de cellen eerst geïncubeerd werden met het ongelabeld SK3 en daarna met het PE-gelabeld OKT4 zien we net zoals bij de SupT1 cellen geen competitie (MFI van 52 naar 58). 

Ook voor RPA-T4-PE zien we competitie wanneer de cellen eerst geïncubeerd werden met het ongelabelde RPA-T4 (MFI van 61 naar 11). En wanneer de cellen eerst geïncubeerd werden met een ongelabeld RPA-T4 en daarna met een PE-gelabeld SK3 of OKT4 zien we weer geen competitie (MFI van 61 naar 40 (SK3) en van 61 naar 51 (OKT4)). 

Bij OKT4-PE treedt er competitie op wanneer de cellen eerst geïncubeerd werden met het ongelabelde OKT4 (MFI van 9 naar 4) net zoals bij de SupT1 cellen. Wanneer de cellen eerst geïncubeerd werden met een ongelabeld OKT4 en daarna met een PE-gelabeld SK3 of RPA-T4 zien we ook hier weer geen competitie (MFI van 9 naar 7 voor zowel SK3 als RPA-T4). 

We zien een vergelijkbare competitie optreden tussen de verschillende mAb bij zowel SupT1 cellen als Hela CD4+ cellen. Toch zijn er verschillen in de MFI bij beide celtypes. Deze verschillen kunnen veroorzaakt worden door het feit dat de CD4-receptor bij de Hela CD4+ cellen anders tot expressie wordt gebracht dan bij de SupT1 cellen. 

We zien bij de Hela CD4+ cellen ook bredere histogrampieken. Dit wil zeggen dat de cellen minder uniform zijn. Door de transfectie brengen niet alle cellen in dezelfde mate de CD4-receptor tot expressie. Voor de SupT1 cellen zien we een smalle piek, de cellen zijn uniform.  De MFI ligt voor de SupT1 cellen hoger dan voor de Hela CD4+ cellen omdat dus deze cellijn sterker de CD4-receptor tot expressie brengt. 

3.3 CD4-downmodulatie met CADA


Uit voorafgaand onderzoek werd een duidelijke antivirale en CD4-downmodulerende activiteit van CADA vastgesteld (zie 1.5.4). In de volgende experimenten gaan we de CD4-downmodulerende activiteit van het CADA-product in verschillende omstandigheden na. 

3.3.1 Afhankelijkheid van het celtype op de CD4-downmodulatie

Voor dit experiment wordt gewerkt met MT4 en SupT1 cellen. Dit zijn twee verschillende T-lymfoïde cellijnen. Het zijn allebei suspensiecellen die de CD4-receptor in verschillende mate tot expressie brengen. De CD4-receptor expressie voor MT4 cellen is lager dan voor SupT1 cellen. 

De CD4-expressie wordt nagegaan op SupT1 cellen en op SupT1 cellen 72 uur geïncubeerd met CADA [2 (g/ml]. Ook op MT4 cellen en MT4 cellen 48 uur behandeld met CADA [2 (g/ml] wordt de CD4-expressie nagegaan. Alle cellen worden gekleurd met een anti-CD4 PE-gelabeld mAb (SK3) (zie figuur 3.4). 
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Bij beide cellen zien we een downmodulatie van de CD4-receptor na incubatie met CADA [2 (g/ml]. De procentuele downmodulatie voor de SupT1 cellen is 80% (MFI van 319 naar 61) en voor MT4 is de procentuele downmodulatie 82% (MFI van 160 naar 28). De procentuele downmodulatie is voor beide celtypes bijna identiek. De CD4-downmodulatie van het CADA-product is dus onafhankelijk van het celtype. 

Afhankelijkheid van de gebruikte mAb op het meten van de 
CD4-downmodulatie

Om een eventuele afhankelijkheid van de gebruikte mAb op het meten van de CD4-downmodulatie op te sporen, wordt er gewerkt met SupT1 cellen. Er worden twee flessen met SupT1 cellen parallel in cultuur gebracht. De cellen van één fles worden behandeld met CADA [10 µg/ml] gedurende 48 uur. De cellen van de andere fles worden niet behandeld. Hier wordt enkel controlemedium gegeven. De celculturen worden op dezelfde manier verder behandeld. De cellen van beide flessen worden gewassen met PBS. Daarna worden de cellen geresuspendeerd in 4 ml medium zodat er 200 000 cellen/200 µl celoplossing zitten. De tubes worden gevuld met 200 µl celoplossing en 3 ml PBS. De tubes worden gecentrifugeerd gedurende 5 minuten op 1410 rpm. De cellen worden geresuspendeerd in 200 µl PBS 2% FCS en er wordt 10 µl mAb toegevoegd. Na 30 minuten incubatie op 4°C worden de ongebonden antilichamen weggewassen. De cellen worden geresuspendeerd in 100 µl PBS, gefixeerd in 200 µl fixatief en ingelezen in de flowcytometer.  

Wanneer we de onbehandelde SupT1 cellen vergelijken met de CADA-behandelde SupT1 cellen zien we een opmerkelijke CD4-downmodulatie bij de verschillende mAb (zie tabel 1 en figuur 3.5).

	
	SupT1
	SupT1 + CADA
	% CD4-downmodulatie

	SK3-PE
	348
	108
	69

	RPA-T4-PE
	439
	156
	64

	OKT4-PE
	47
	25
	47

	MT3100-PE
	279
	72
	74

	SK3-FITC
	57
	19
	67

	13B8.2 + GAM-PE
	57
	26
	54

	BL4 + GAM-PE
	110
	37
	66


Uit voorgaand onderzoek hebben we reeds gemerkt dat de CD4-expressie verschillend is bij de verschillende mAb, afhankelijk van het gebruikte epitoop van dat mAb. Wanneer we de MFI vergelijken van de onbehandelde en behandelde SupT1 cellen bij de verschillende mAb, zien we een procentuele CD4-downmodulatie. De procentuele CD4-downmodulatie valt bij elk mAb in dezelfde grootteorde. De verschillende mAb kunnen dus niet meer binden aan de CD4-receptor, doordat deze gedownmoduleerd is. Hieruit kunnen we besluiten dat er een downmodulatie is van de totale CD4-receptor. 



3.3.2 Mogelijke interactie van CADA met de CD4-receptor

Tijdens dit experiment willen we onderzoeken of het CADA-product vóór het binnendringen in de cel bindt aan de CD4-receptor en zo ja, welk domein van de CD4-receptor het CADA-product dan gebruikt. Met behulp van de voorgaande experimenten kunnen we een eventuele competitie opsporen tussen het CADA-product en de mAb. Een vermindering van emissiesignaal van een bepaald mAb wil zeggen dat dit mAb niet heeft kunnen binden. De bindingsplaats zou dan reeds bezet zijn door het CADA-product.  

Er wordt gewerkt met SupT1 cellen. We behandelen de SupT1 cellen eerst gedurende een half uur met 100 µg/ml CADA. Het CADA-product wordt weggewassen en de cellen worden gekleurd met de gelabelde antilichamen. Na 30 minuten incubatie op 4°C worden de ongebonden antilichamen weggewassen. De cellen worden geresuspendeerd in 100 µl PBS, gefixeerd in 200 µl fixatief en ingelezen in de flowcytometer (zie figuur 3.6). 
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Zoals weergegeven in (figuur 3.6) is er bijna geen verschil tussen de pieken van de behandelde en onbehandelde SupT1 cellen. Voor ieder mAb is de MFI-waarde van de controle en de CADA-behandelde SupT1 cellen bijna identiek (zie tabel 2). Dit wijst erop dat er bij geen enkel mAb competitie is opgetreden met CADA. De mAb hebben gewoon op hun bindingsplaats kunnen binden en hebben geen hinder ondervonden van het CADA-product. Hieruit mogen we besluiten dat het CADA-product niet bindt op de CD4-receptor die extracellulair op het membraan aanwezig is.

	
	SupT1
	SupT1 +

CADA 30 min

	SK3
	322*
	327(

	RPA-T4
	351
	359

	OKT4
	56
	55

	MT3100
	197
	182

	0448-FITC
	36
	34

	V4-FITC
	11
	10

	13B8.2 + GAM
	36
	69

	BL4 + GAM
	109
	138




Fluorescente CADA-analogen 


3.3.3 Voorafgaand onderzoek

Om de werking van het CADA-product beter te begrijpen, werden eveneens verschillende fluorescente derivaten gesynthetiseerd (zie figuur 3.7). Deze nieuwe analogen van het CADA-product zijn gelabeld met een dansyl groep en verkrijgen hierdoor een specifieke fluorescente eigenschap [19-23].
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KKD-015 is een CADA-derivaat waarbij een van de zijtakken van het CADA-product vervangen is door een dansyl groep. Deze verandering van de chemische structuur heeft een zevenvoudige daling van de antivirale activiteit tot gevolg (zie tabel 3). Wanneer ook de andere zijtak vervangen wordt door de dansyl groep blijk dat dit CADA-product (ES-KKD-024) geen detecteerbare antivirale activiteit meer heeft. Door het vervangen van de benzyl staart in KKD-015 door een cyclohexylmethyleen groep, zoals in analoog KKD-016, zien we een aanzienlijke stijging van de anti-HIV1-activiteit. De activiteit van het CADA derivaat KKD-016 komt overeen met deze van het ongelabelde CADA-product. Wanneer er een verandering is in de cyclododecaan ring structuur, zoals een open ring (KKD-014), zien we weer een verlies van anti-HIV-activiteit [22]. 

Opvallend is ook dat de biologische activiteit van de CADA-derivaten geen stijging van de cellulaire toxiciteit veroorzaakt: de CC50 waardes voor de actieve (CADA, KKD-015 en KKD-016) en inactieve (KKD-014 en ES-KKD-024) analogen waren van dezelfde grootteorde (zie tabel 3).

	
	Anti-HIV-1 activiteit
	Cellulaire tocxiciteit

	Product
	EC50 (µM)
	CC50 (µM)

	CADA
	1.32 ± 0.48
	42 ±8

	KKD-014
	>35
	35 ±5

	KKD-015
	9.49 ±0.72
	>75

	KKD-016
	1.80 ±0.24
	51 ±10

	ES-KKD-024
	>75
	>75



Uit voorgaand onderzoek is reeds gebleken dat de downmodulerende eigenschappen van de verschillende dansyl-gelabelde CADA-derivaten niet hetzelfde zijn. De onderstaande grafiek geeft een vergelijking van de downmodulatie van CADA en de derivaten bij verschillende concentraties (zie figuur 3.8) [22]. 



Uit bovenstaande grafiek zien we dat KKD-016 dezelfde CD4-downmodulerende werking heeft als het CADA-product. We beschikken dus over een fluorescente analoog van CADA met dezelfde biologische eigenschappen als CADA. Dit analoog kunnen we verder gebruiken voor confocale microscopie experimenten. 

3.3.4 Confocale microscopie

3.3.4.1 Vergelijking van de verschillende CADA-analogen

Met behulp van de confocale microscoop willen we het verschil in activiteit weergeven tussen de verschillende fluorescente CADA-analogen. Voor confocale microscopie maken we gebruik van speciale chamberslides en culture dishes (zie 2.5.2). 

In elke chamber doen we 200 (l Hela cellen (30 000 cellen finaal/chamber) en 200 (l product of medium. De finale concentratie van de producten is 15 µM. De cellen worden 24 uur geïncubeerd op 37(C. 
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We zien op de foto´s (zie figuur 3.9) een duidelijk signaal van het fluorescente product (blauw). Het ES-KKD-024 dringt bijna niet in de cel binnen. Dit zou de inactiviteit van het product kunnen verklaren. Het product KKD-014 en KKD-016 worden goed opgenomen in de cel. Het product KKD-015 wordt in mindere mate opgenomen. Dit kan verklaren waarom het product minder actief is. Hoewel het KKD-014 goed wordt opgenomen in de cel, wordt er geen activeit vastgesteld. 
KKD-016 wordt goed opgenomen door de cellen, heeft dezelfde biologische activiteit als het CADA-product en heeft een fluorescente eigenschap. Omwille van deze kenmerken gaan we in de volgende experimenten werken met KKD-016 om meer te weten te komen over het werkingsmechanisme van het product. 
3.3.4.2 Dosisafhankelijke opname van KKD-016

Het meest actieve fluorescente CADA-analoog (KKD-016) gaan we verder onderzoeken door de Hela CD4+ cellen gedurende 24 uur te behandelen met verschillende concentraties aan KKD-016. De Hela CD4+ cellen worden uitgeplaat aan 30 000 cellen/200 µl in een chamberslide (zie 2.5.2.1) en er wordt 200 (l product in verschillende concentraties toegevoegd. De slides worden geïncubeerd gedurende 24 uur op 37(C.
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Wanneer we de foto’s met elkaar vergelijken zien we een vermindering van de fluorescentie bij de laagste concentratie aan KKD-016. Er is minder product aanwezig in het cultuurmedium, waardoor er ook minder product opgenomen wordt. 

De dosisafhankelijke opname van KKD-016 wordt vertaald in een dosisafhankelijke activiteit. De dosisafhankelijke activiteit kunnen we opsporen met behulp van flowcytometrie. Hiervoor worden de Hela CD4+ cellen gewassen met PBS en getrypsiniseerd met trypsine-EDTA. Daarna worden de Hela CD4+ cellen geresuspendeerd en geteld. Elke tube wordt gevuld met 200 µl celoplossing zodat er 400 000 cellen per tube aanwezig zijn. De cellen worden gewassen in PBS en geresuspendeerd in 200 µl PBS 2% FCS. Hieraan wordt 10 µl mAb toegevoegd. Na 30 minuten incubatie op 4°C worden de ongebonden antilichamen weggewassen. De cellen worden geresuspendeerd in 100 µl PBS, gefixeerd in 200 µl fixatief en ingelezen in de flowcytometer (zie figuur 3.11).
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We zien een CD4-downmodulatie bij Hela CD4+ cellen na behandeling met verschillende concentraties van KKD-016. Wanneer de Hela CD4+ cellen behandeld worden met KKD-016 [0.024 µM] bekomen we voor de CD4-expressie een MFI van 16. Na behandeling met KKD-016 [0.12 µM] is de MFI gedaald tot 14. Bij een hogere concentratie van KKD-016 nl. [0.6 µM] zien we een MFI van 9. En bij KKD-016 [3 µM] en [15 µM] zien we een MFI van respectievelijk 4.9 en 4.6. Er is dus duidelijk een dosisafhankelijk effect: bij hogere concentraties van KKD-016 wordt er meer CD4-gedownmoduleerd. 

Het dosisafhankelijk effect van KKD-016 op de CD4-expressie zal hoogst waarschijnlijk het gevolg zijn van een dosisafhankelijke opname van het product in de cel. 
3.3.4.3 Tijdsafhankelijke opname van KKD-016

De volgende stap in het onderzoek is controleren welke invloed de incubatietijd van het product heeft. De Hela cellen worden uitgeplaat aan 30 000 cellen/200 µl en de cellen worden behandeld met 200 (l KKD-016 [15 µM]. De cellen worden microscopisch geëvalueerd na 2 uur incubatie op 37 (C en na 24 uur incubatie op 37( met het KKD-016. 
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Zowel na 2 uur als na 24 uur incubatie is het product KKD-016 [15 (M] binnengedrongen in de cel. We zien geen duidelijk verschil in intensiteit bij de verschillende incubatieperiodes met KKD-016. Bij de cellen die 24 uur behandeld werden, zien we echter wel een lichte toxiciteit optreden. In de volgende experimenten zullen we de cellen twee uur behandelen met het product zodat de cellen niet te veel hinder van het product ondervinden.

Localisatie van KKD-016 in de cel

Om te achterhalen waar het product zich lokaliseert in de cellen gaan we een aantal cellen in detail bekijken. Op onderstaande foto´s (zie figuur 3.13) krijgen we de indruk dat het fluorescente product zich in het cytoplasma van de cellen bevindt. Het cytoplasma kleurt cyaan blauw (product) terwijl de kern ongekleurd blijft. Dit zou kunnen betekenen dat het product niet doordringt tot in de kern van de cellen. 
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Om dit vermoeden te bevestigen gaan we in een volgende stap de kernen van de Hela CD4+ cellen kleuren met DRAQ5. DRAQ 5 is een kleurstof dat goed doordringt in de cellen en heeft een hoge affiniteit voor het DNA. Het is daarom zeer geschikt voor het kleuren van de kernen van cellen. Het protocol voor de kernkleuring staat beschreven onder het punt 2.5.4.1.
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De kernen van de cellen zijn zeer duidelijk gekleurd in het rood (zie figuur 3.14). In een volgende stap gaan we de cellen eerst behandelen met KKD-016 [3 (M] gedurende 24 uur en daarna gaan we de kernen kleuren. Dit om te achterhalen of het product doordringt tot in de kern van de cel. 
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Met behulp van de kernkleuring weten we dat het product niet doordringt tot in de kern maar zich lokaliseert in het cytoplasma van de cellen. Om te achterhalen of de partikeltjes product bij het binnendringen in de cel omgeven worden door een membraan of dat het product gewoon een soort neerslag vormt in het cytoplasma van de cel, gaan we het membraan kleuren. De membraankleurstof die we gebruiken is DiO. Het protocol van de membraankleuring staat beschreven onder punt 2.5.4.2. 
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Het membraan is duidelijk groen gekleurd op de foto (zie figuur 3.16). In een volgende stap gaan we de cellen eerst behandelen met KKD-016 [3 (M] om zo het product te lokaliseren in de cel. 
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Het membraan van de Hela CD4+ cellen die eerst behandeld werden met KKD-016 gedurende 24 uur is groen gekleurd en het product cyaanblauw. Het product lokaliseert zich duidelijk in het cytoplasma van de cellen. Op de foto (zie figuur 3.17) zien we echter naast het blauwe product (KKD-016) ook nog groene vesikeltjes voorkomen in het cytoplasma. We zien dat het blauwe product niet omgeven is door een groene laag. Waarschijnlijk zal het product (KKD-016) niet omgeven zijn door membraan en is het product dus als een soort neerslag in het cytoplasma van de cellen aanwezig. De groene vesikeltjes zijn vermoedelijk celorganellen die omgeven zijn door een membraan. 
Als laatste stap in dit onderzoek hebben we de Hela CD4+ cellen behandeld met KKD-016 gedurende 24 uur en zowel de kern als het membraan gekleurd. 
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We mogen dus besluiten aan de hand van de kern- en membraankleuring dat KKD-016 doordringt tot in het cytoplasma van de cel maar niet verder doordringt tot in de kern. Het product lokaliseert zich als een soort neerslag in het cytoplasma van de cellen.
Effect van CD4-receptor voor de opname van KKD-016

Om de invloed van de aanwezigheid van de CD4-receptor voor de opname van het product in de cel na te gaan, werken we zowel met Hela cellen als met Hela CD4+ cellen. We platen beide celtypes uit in een chamberslide. Per chamber wordt er 200 (l celoplossing (30 000 cellen) en 200 (l KKD-016 [15 (M] toegevoegd. De slides worden 4 uur geïncubeerd op 37(C. 
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In figuur 3.19 zien we dat het KKD-016 product in dezelfde mate aanwezig is in het cytoplasma van beide cellen. Het product dringt door tot in het cytoplasma van de cellen met of zonder de aanwezigheid van een CD4-receptor. KKD-016 heeft de CD4-receptor dus niet nodig om de cel binnen te dringen. Dit komt overeen met wat we eerder gezien hebben: het product bindt niet aan de CD4-receptor alvorens de cel binnen te dringen (zie figuur 3.6). 

3.3.4.4 Getransfecteerde CD4

Om de invloed van het CADA-product of zijn fluorescente analoog KKD-016 op de CD4-receptor nog beter te illustreren is het nodig om de CD4-receptor zichtbaar te maken. Daarom hebben we Hela cellen getransfecteerd met DNA dat codeert voor een fluorescente CD4-receptor. Met behulp van deze cellijnen kan in de toekomst het verloop van de CD4-downmodulatie door CADA of KKD-016 met de confocale microscoop bekeken worden. 

De fluorescentie van deze CD4-receptor kan ook gemeten worden in de flowcytometer. 

Om de CD4 receptor zichtbaar te maken hebben we Hela cellen getransfecteerd met plasmide DNA dat codeert voor een fluorescente CD4-receptor, het YFP (“Yellow Fluorescent Proteïn”). De transfectie werd uitgevoerd volgens het protocol beschreven in punt 2.4.5.3. 

De Hela cellen worden een nacht voor de transfectie uitgeplaat aan 150 000 cellen/ml en geïncubeerd op 37°C. Het transfectiemengsel bestaat uit 2 µg DNA, 100 µl DMEM-, 8 µl transfectiereagens en 1000 µl DMEM+. Nadat de cellen gewassen worden met PBS wordt dit transfectiemengsel toegevoegd en worden de cellen geïncubeerd op 37°C. 
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De Hela cellen die getransfecteerd zijn met het YFP brengen een fluorescente CD4-receptor tot expressie (zie figuur 3.20). We zien echter wel dat niet al de cellen getransfecteerd zijn en dat er verschillen zijn in de intensiteit van de fluorescentie. De CD4-receptor wordt dus niet in dezelfde mate tot expressie gebracht. 

Ook met behulp van flowcytometrie kunnen we het CD4-YFP detecteren omwille van zijn fluorescente eigenschappen. Voor het flowcytometrisch onderzoek hebben we de Hela CD4+YFP cellen vergeleken met Hela cellen en Hela CD4+ cellen. Voor elke cellijn werden tubes gevuld met 200 (l celoplossing (400 000 cellen/tube) en 10 (l mAb. De stalen werden 30 min geïncubeerd met CD4-APC op 4(C. Na incubatie werden de stalen gewassen met PBS en daarna geresuspendeerd in 100 (l PBS en gefixeerd in 200 (l fixatief. 
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Uit het flowcytometrisch onderzoek zien we dat slechts 7.32% van al de cellen getransfecteerd is met het CD4-YFP. Ook bij confocale microscopie hadden we reeds gezien dat er slecht een klein aantal cellen de fluorescente CD4-receptor tot expressie brachten. 

Het is van belang voor het verder onderzoek dat we een cellijn bekomen waarvan alle cellen in dezelfde mate de fluorescente CD4-receptor tot expressie brengen. Met het oog op het bekomen van zo’n stabiele Hela CD4+YFP cellijn gaan we de getransfecteerde cellen isoleren uit de populatie. Voor deze isolatie van getransfecteerde cellen wordt het celmengsel geïncubeerd met een mAb waarop een bead gelabeld zit (zie 2.4.6.1). Enkel aan de getransfecteerde cellen kan dit mAb binden. Door de cellen voor een magneet te plaatsen ontstaat er een magnetisch veld waarin de beads worden aangetrokken. De cellen waar geen beads aanhangen worden weggewassen. (zie 2.4.6.2) 

[image: image36.wmf]

In het microscopisch beeld van de Hela CD4+ YFP cellen na de isolatie kunnen we duidelijk de aanwezigheid van de polysterene beads waarnemen (zie figuur 3.22). Alle cellen hebben beads gebonden aan hun celmembraan wat wijst op een CD4-expressie. Aan sommige cellen zitten veel beads gebonden terwijl aan andere cellen bijna geen beads gebonden zitten. Dit kunnen we verklaren door het feit dat sommige cellen veel CD4-receptoren tot expressie brengen en andere niet. We gaan deze opgezuiverde cellen verder opkweken om een cellijn te bekomen die een hoge en stabiele expressie van CD4-YFP heeft. 

Om na te gaan of de CD4-opzuivering heeft geleid tot de uitgroei van een sterk CD4+ celpopulatie, gaan we een flowcytometrische test doen op deze cellen om te zien in welke mate de CD4-YFP nu aanwezig is.  
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We hebben de getransfecteerde cellen geïsoleerd en verder opgekweekt, maar slechts 5.54% blijkt positief te zijn. We beschikken dus nog steeds niet over een sterke en uniforme CD4+ celpopulatie.   

[image: image38.wmf]

Als laatste stap in dit onderzoek behandelen we de Hela CD4+YFP cellen met CADA om zo de CD4-downmodulatie te visualiseren. Omdat we nog niet beschikken over een uniforme sterk CD4+ cellijn is het nog niet mogelijk conclusies te trekken uit deze foto´s (zie figuur 3.24). Door de heterogene celpopulatie is het zeer moeilijk om microscopisch een duidelijk patroon te herkennen. 

Verdere stappen om een uniforme en sterke CD4+ cellijn te bekomen, zijn dus noodzakelijk voor het verder onderzoek.
Besluit

Het CADA-product zorgt ervoor dat de expressie van de CD4-receptor op de cellen onderdrukt wordt en kan dus terug gebracht worden tot de klasse van de HIV-entry inhibitoren. De CD4-downmodulatie na behandeling van de cellen met CADA is onafhankelijk van het celtype. Tijdens dit werk is gebleken dat na behandeling van de cellen met CADA een downmodulatie van de volledige CD4-receptor wordt veroorzaakt. Met behulp van verschillende monoclonale antilichamen hebben we aangetoond dat het CADA-product, alvorens de cel binnen te dringen, niet direct bindt aan de CD4-receptor.

We hebben gewerkt met een fluorescente analoog van CADA om een beter beeld te vormen over het werkingsmechanisme van dit CD4-downmodulerend product. KKD-016 heeft dezelfde biologische en antivirale eigenschappen als CADA en bezit bovendien dankzij zijn dansyl zijgroep fluorescentie. Met behulp van flowcytometrie en confocale microscopie zien we een duidelijke opname van het product in de cel onafhankelijk van de aanwezigheid van de CD4-receptor op de celmembraan. 

Door de kernen en membranen van de cellen te kleuren kunnen we het product lokaliseren in het cytoplasma van de cellen. Er is een dosisafhankelijke opname van het product in de cellen wat ook resulteert in een dosisafhankelijke activiteit. 

Om de CD4-receptor te visualiseren hebben we eveneens Hela cellen getransfecteerd met een CD4-YFP. Omdat er slechts weinig cellen getransfecteerd werden, hebben we de CD4+ cellen geïsoleerd uit het celmengsel. De isolatie gebeurde met antilichamen waarop beads gebonden zaten. De geïsoleerde cellen worden verder opgekweekt met het oog op het bekomen van een sterke en uniforme CD4+ celcultuur. Verder onderzoek is nog nodig om het specifiek werkingsmechanisme van deze nieuwe klasse van anti-HIV producten beter te begrijpen.
Lijst met afkortingen

	Ab
	‘Antibody’ of antilichaam

	Ag
	Antigen

	AIDS
	‘Acquired Immune-Deficiency Syndrome’ 

	APC
	‘Allophycocyanin’

	Asp
	Asparaginezuur

	CADA
	Cyclotriazadisulfonamide

	cAMP
	3´-5´-cyclisch adenosinemonofosfaat

	CC
	Cytotoxische concentratie

	CD
	‘Cluster of Differentiation’ 

	CSLM
	‘Confocal Scanning Laser Microscopy’

	DMEM
	‘Dulbecco´s Modified Eagle medium’ 

	DMSO
	Dimethylsulfoxide

	DNA
	‘Deoxyribonucleic acid’ of deoxyribonucleïnezuur

	ds
	‘Double stranded’ of dubbelstrengig

	EDTA
	Ethyleendiamine tetra acetaat

	FACS
	‘Fluorescence Activated Cell Sorter’

	FCS
	‘Fetal Calf Serum’ of foetaal kalfserum

	FITC
	‘Fluoresceïne isothiocyanaat’

	FSC
	Forward scatter

	GaM
	Geit-anti-muis 

	gp
	Glycoproteïne

	HAART
	‘Highly Active Antiretroviral Therapy’

	HEPES
	‘N-2-hydroxyethylpiperazine-N´-2-ethane-sulfonic acid’

	HIV
	Humaan Immunodeficiëntie Virus

	HR
	‘Heptad repeats’

	IC
	inhiberende concentratie

	IgG
	Immunoglobuline G

	IL
	Interleukine

	kDa
	Kilodalton

	mAb
	Monoclonaal antilichaam

	MFI
	‘Mean fluorescence intensity’

	MHC
	‘Major histocompability complex’

	mRNA
	Messenger-RNA

	NK-cellen
	Natural Killer cellen

	nm
	Nanometer

	PBS
	‘Phosphate Buffered Saline’

	PBMC
	‘Peripheral Blood Mononuclear Cell’

	PE
	‘Phycoerythrine’

	perCP
	‘Peridinin Chlorophyll Protein’

	PHA
	‘Phytohaemagglutinine’ 

	PMT
	‘Photo Multiplier Tube’

	RNA
	‘Ribonucleic acid’ of ribonucleïnezuur

	rpm
	Rotaties per minuut

	RPMI 1640
	‘Rosal Parc Memorial Institute 1640 medium’

	RT
	Reverse transcriptase

	ss
	‘Single stranded’ of enkelstrengig

	SSC
	Side scatter

	TCR
	T-celreceptor

	TH
	T-helper

	YFP
	‘Yellow Fluorescent Proteïn’
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Bijlage

Verslag Gasthuisberg

Het klinisch labo van het Universitair ziekenhuis van Gasthuisberg is, zoals de meeste klinische laboratoria, onderverdeeld in drie grote fasen, nl. een pre-analytische, een analytische en een post-analytische fase. 

In de pre-analytische fase gebeurt de registratie van de stalen. De stalen komen enerzijds via buizenpost (40%) en anderzijds via 2 à 3 ophaalronden (60%) op het labo toe. Elk staal is voorzien van een etiket met een barcode. Deze barcode vertelt welke analyses er op het staal moeten gebeuren en bevat informatie over de patiënt. De barcodes worden ingelezen en de stalen worden indien nodig gecentrifugeerd in de ACM-8 (zie figuur A). Na centrifugatie worden de stalen automatisch in de ACM-8 gesorteerd per afdeling. Stalen die niet gecentrifugeerd moeten, worden direct naar de juiste plaats in de ACM-8 gebracht voor het verder onderzoek. 



In de analytische fase worden de stalen per afdeling geanalyseerd. Na elke analyse worden de resultaten doorgestuurd naar de computer waar de laborant de resultaten kan valideren. Ik heb op de afdelingen Hematologie en Klinische Chemie de analytische fase van de staalbehandeling gevolgd.

In de post-analytische fase worden de stalen 48 uur op 4°C of op kamertemperatuur bewaard zodat, als er bijkomende testen worden aangevraagd, de stalen eenvoudig kunnen teruggevonden worden. 

De analytische fase op de afdeling hematologie

De stalen komen rechtstreeks aan op de afdeling en worden gesorteerd in 4 groepen (dringende stalen, prioriteit stalen, stalen voor de sedimentatie en routine-onderzoeksstalen). De stalen worden vervolgens naargelang hun prioriteit op een rek geplaatst. In een automatische celteller wordt het complet bepaald en worden de witte bloedcellen gedifferentieerd. Hier wordt gebruikt gemaakt van de Sysmex Xe2100 (Goffin Meyvis) (zie figuur B). Deze celteller kan tot 300 stalen per uur analyseren.



Wanneer het toestel ‘flags’ aangeeft wordt van het staal automatisch een uitstrijkje gemaakt door de Sysmex SP-1000-i. Dit uitstrijkje wordt door de laborant verder microscopisch onderzocht, met behulp van Cellavision DM-96. Cellavision maakt een foto van 120 cellen met een kern en sorteert deze in een bepaalde groep (neutrofielen, basofielen, eosinofielen,…) (zie figuur C). De laborant beoordeelt de cellen en de indeling met behulp van de computer en de resultaten worden doorgestuurd naar de betreffende arts. 



Voor de stollingstesten: PT (protrombinetijd), APTT (Geactiveerde partiele tromboplastine tijd) en fibrinogeen wordt gebruikt gemaakt van een Sysmex CA-1500 (zie figuur D). Het principe van dit toestel is gebaseerd op troebelmeting. 



De d-dimeren worden bepaald op de Vidas (Vitek Systems, BioMérieux) (zie figuur E). De laborant pipetteert 200 µl staal in een strip en plaatst de strip in het toestel. Met behulp van het immunologisch sandwichprincipe worden de d-dimeren bepaald.

 


De lichaamsvochten, foetaal bloed en stalen met een te kleine hoeveelheid bloed worden manueel uitgestreken en bekeken onder de microscoop. Voor lumbaalvocht wordt eerst een verdunning gemaakt van ½ met Türk. Daarna worden de cellen geteld met een telkamer. Wanneer cytologisch onderzoek is aangevraagd wordt het vocht gekleurd met de May-Grunwald-Giemsa kleuring en bekeken onder de microscoop. 

Voor de bloedgassen wordt gebruikt gemaakt van de ABL700 (zie figuur F).
Met een spuit injecteert men een kleine hoeveelheid bloed in het toestel en na enkele seconden bekomt men het resultaat van de aangevraagde parameters.



De analytische fase op de afdeling klinische chemie 

Op deze afdeling gebeuren de algemene routinetesten. Al deze testen zijn volledig geautomatiseerd. 

Het grootste toestel dat hier gebruikt wordt is de Modular (Hitachi) waar 4 modules te onderscheiden zijn (zie figuur G). In de eerste module wordt de bepaling van Na+, K+ en Cl- uitgevoerd door middel van ISE-1800. De volgende drie modules zijn bestemd voor de bepaling van albumine, kreatinine, ureum, fosfor, urinezuur, bicarbonaat, calcium, glucose, totaal eiwit, magnesium, bilirubine (vrij en totaal), alkalische fosfatase, ASAT, ALAT, CK, LDH, γ-GT, lipase, amylase, CRP, TG, LDL-cholesterol, HDL-cholesterol, ijzer transferrine, haptoglobine en kinase II. Deze bepalingen zijn gebaseerd op het principe van fotometrie: monochromatisch, bichromatisch, eindpuntsbepalingen, kinetisch bepalingen, simultaan kinetische bepalingen;...



De eerste module kan ongeveer 1800 analyses per uur behandelen, de drie andere modules kunnen per uur ongeveer 800 analyses behandelen. 

Naast de twee modulars staan er nog verschillende andere toestellen waarop testen worden gedaan die niet routinematig worden aangevraagd. Enerzijds is er de Dimension (DADE BEHRING) die gebruikt wordt voor de bepaling van CK-MB, troponine, ethanol, glucose in cerebrospinaal vocht, lactaat in lumbaal vocht, fenobarbital, fenytoïne, valproïnezuur, thephylline, vancomycine, gentamycine, HgbA1c, lithium, ammoniak, cholinesterase en salicylaat. 

Voor de bepaling van tacrolimus en MTX zijn er twee toestellen voor handen, gebaseerd op enzyme-immuno assay principes van de firma ABBOTT. 

Voor de drugmonitoring/screening wordt gebruikt gemaakt van de Axsym (ABBOTT). 

Kwaliteitscontrole 

Om een reproduceerbaar resultaat te bekomen wordt er intensief aan kwaliteitscontrole gedaan. Er is een uitgewerkt kwaliteitshandboek, dat de laboranten op elk ogenblik kunnen raadplegen. Om de vier weken worden de toestellen gekalibreerd en drie keer per dag worden controlestalen geanalyseerd zodat men de toestellen op juistheid kan controleren.

Figuur 1.1: Structuur van een HIV-virion met aanduiding van de virale envelop met gp120 en gp41, de verschillende eiwitten (p17, p24), de kern met RNA en de virale enzymen. 





Figuur 1.2: Structuur van gp160 A: Schematische voorstelling gp160 met een aanduiding van de domeinen van gp120 (V1-V5), de CD4 bindingsplaats, de plaats voor de klieving, het fusiedomein en de transmembranaire regio van het gp41. B: Voorstelling van het membraan met het transmembranaire gp41 en het oppervlakte gp120. 


C: Schematische voorstelling van de domeinen van het gp120.





Figuur 1.3: HIV- “entry” in drie stappen: de binding van het virus aan de CD4-receptor, de binding aan de co-receptor en de uiteindelijke membraanfusie met het binnendringen van het virus in de gastheercel. 








Figuur 1.4: De verschillende stappen van de replicatiecyclus van HIV.


 1: HIV-“entry” 2: transcriptie van ssRNA naar RNA-DNA-hybride door reverse transcriptase 3: vorming van het provirale dsDNA 4: integratie van het virale dsDNA in het gastheergenoom door het enzyme integrase 


5: transcriptie van het ingebouwde DNA naar mRNA door polymerase 


6: translatie van de virale proteïnen 7: assemblage van de viruselementen 


8: nieuw HIV-virion. 





Figuur 1.5: Structuur van de CD4-receptor. Het extracellulair gebied bestaat uit vier immunoglobuline-achtige domeinen (D1-D4) met disulfide bruggen (S-S) en twee N-geglycolyseerde plaatsen (de driehoekjes). De nummering van de aminozuren zijn weergegeven (van 1-433). Zo is het aminozuur 43 (sterretje) in het eerste domein (D1) van cruciaal belang voor de binding aan het virale gp120. �





Figuur 1.6: Chemische structuurformule van CADA





Figuur 2.1: Inval van laserlicht op een cel. Het licht wordt voorwaarts  FSC (geeft informatie over de grootte) en zijwaarts SSC (geeft informatie over de granuliteit en densiteit) verstrooid. 





Figuur 2.2: Het optisch systeem van de FACSCalibur. Schematische voorstelling van de scheiding in de verschillende lichtcomponenten in de flowcytometer. 





Figuur 2.3: De FACSCalibur flowcytometer 





Figuur 2.4: Isolatie van de getransfecteerde cellen met Dynabeads volgens de indirecte techniek. Het mengsel van getransfecteerde cellen (CD4+ = blauw) en niet-getransfecteerde cellen (CD4- = wit) wordt geïncubeerd met een primair mAb dat gericht is tegen de CD4-YFP-receptor. Dan worden de cellen onder voortdurend schudden geïncubeerd met dynabeads, gecoat aan schaap-anti-muis-antilichamen. Deze antilichamen binden specifiek aan het primair mAb. Wanneer het mengsel in de nabijheid van een magneet wordt gebracht worden de beads aangetrokken door de magneet. 








Figuur 2.5: Schematische voorstelling van de isolatie met Dynabeads. De polyserene beads (() migreren naar de rand van de tube omdat ze worden aangetrokken door de magneet.





Figuur 2.6: Schematische voorstelling van de optica van de confocale laser scanning microscoop. (A) Aanstralen van het object met licht ter grootte van een speldeprik (eerste pinhole) van een welbepaalde golflengte; (B) Detectie van het vrijgekomen licht doorheen de tweede (confocaal) pinhole; (C) Illustratie van vrijgekomen licht uit focus en die niet deelneemt aan de beeldvorming.





Figuur 2.7: Voorbeeld van een “Chamberslide”





Figuur 2.8: Voorbeeld glass bottom dish





Figuur 3.4: CD4-expressie op SupT1 cellen en MT4 cellen na behandeling met CADA [2 (g/ml]. Het panel linkst toont de CD4-expressie van de onbehandelde controle cellen geïncubeerd met SK3-PE. Het panel rechts toont de CD4-expressie van de met CADA behandelde cellen. De SupT1 cellen werden 72 uur behandeld en de MT4 cellen 48 uur. Het histogram in stippellijn stelt de achtergrondkleuring voor.





Figuur 2.9: Schematische voorstelling van twee-foton-microscopie. Links wordt er geëxiteerd met één foton met een bepaalde golflengte (vb. 400 nm). Rechts wordt er geëxiteerd met twee fotonen die elkaar nauw opvolgen met een hogere golflengte (vb. 800 nm).








Figuur 3.3: CD4-expressie op SupT1 cellen en Hela CD4+ cellen na incubatie met verschillende mAb. De histogrammen in de eerste kolom geven de CD4-expressie weer na incubatie van de cellen met enkel een PE-gelabeld mAb. De histogrammen in kolom 2, 3 en 4 geven de CD4-expressie weer na incubatie van de cellen met eerst een ongelabeld en daarna met een PE-gelabeld mAb. De getallen naast de rode pieken geven de respectievelijke MFI weer. Het histogram in stippellijn stelt de achtergrond kleuring voor.





Figuur 3.2: CD4-expressie van Hela CD4+ cellen geïncubeerd met verschillende mAb.


De rode histogrammen geven de CD4-expressie van Hela CD4+ cellen gekleurd met PE-gelabelde  anti-CD4 antilichamen, terwijl de groene histogrammen de CD4-expressie weergeeft van Hela CD4+ cellen gekleurd met FITC-gelabelde antilichamen. De getallen naast de pieken geven de respectievelijke MFI weer. Het histogram in stippellijn stelt de achtergrondkleuring (simultest) voor.





Figuur 3.1: Schematische voorstelling van de bindingsplaatsen van verschillende mAb op een CD4-recptor. De verschillende anti-CD4-mAb OKT4a, RPA-T4, Leu3a en SK3 binden op het eerste domein (D1) van de CD4-receptor. Het OKT4 bindt aan het vierde domein (D4) van de CD4-receptor. 





Tabel 2: MFI – waardes  van de CD4-expressie voor  SupT1 cellen en CADA-behandelde SupT1 cellen.





Figuur 20: CD4-expressie op SupT1 cellen na 30 min behandeling met CADA [100 µg/ml]. Het histogram in stippellijn geeft het signaal van de SupT1 cellen die enkel geïncubeerd zijn met een mAb en niet met CADA. De rode histogrammen geven het signaal van de CADA behandelde SupT1 cellen geïncubeerd met een PE-gelabeld mAb. De groene histogrammen geven het signaal van de CADA behandelde SupT1 cellen geïncubeerd met een FITC-gelabeld mAb. �





Tabel 1: MFI van de CD4-expressie van SupT1 cellen en SupT1 cellen behandeld met CADA gedurende 48 uur. 








Figuur 3.5: CD4-expressie op SupT1 cellen. De rode histogrammen geven het signaal van de SupT1 cellen geïncubeerd met een PE-gelabeld anti-CD4 mAb. Het groene histogram geeft het signaal van de SupT1 cellen geïncubeerd met een FITC-gelabeld anti-CD4 mAb. Het bovenste panel geeft de CD4-expressie weer op onbehandelde SupT1 cellen. Het onderste panel geeft de CD4-expressie weer van de SupT1 cellen 48 uur behandeld met CADA [10 (g/ml]. De getallen naast de pieken geven respectievelijk de MFI weer. Het histogram in stippellijn geeft het signaal van de achtergrondkleuring weer.





Figuur 3.8: CD4-receptor expressie in MT4 cellen na behandeling gedurende 24 uur met dansyl gelabelde derivaten in verschillende concentraties [ µM]. Als positieve controle wordt CADA gebruikt. De staven representeren de CD4-receptor expressie na kleuring met PE-Cy5.5 gelabeld anti-CD4 mAb. 





Tabel 3: Anti-HIV activiteit en cellulaire toxiciteit van CADA en dansyl gekoppelde analogen. 





Figuur 3.7: Chemische structuurformules van cyclotriazadisulfonamide (CADA) en zijn dansyl-gelabelde derivaten








Figuur 3.9:  Hela cellen 24 uur behandeld met fluorescente analogen van CADA [15 (M].  In de rechter beneden hoek is de schaal weergegeven aan de hand van een witte lijn ( voor KKD-015 en ES-KKD-024 is dit 10 μm en voor KKD-014 en KKD-016 is dit  25 μm).





Figuur 3.18: Hela CD4+ cellen behandeld met KKD-016 [3 (M] gedurende 24 uur. Membraankleuring met DiO (groen) en kernkleuring met DRAQ5 (rood). Het product is cyaanblauw gekleurd. In de rechter beneden hoek is de schaal weergegeven met behulp van een witte lijn (hier 25 μm).








Figuur 3.11: CD4-expressie op Hela CD4+ cellen na 48 u behandeling met KKD-016 in verschillende concentraties. De rode histogrammen geven de CD4-expressie weer na incubatie met anti-CD4 PE-gelabeld  mAb. De getallen naast de rode histogrammen geven de MFI weer. Het histogram in stippellijn geeft het signaal van de achtergrondkleuring weer.





Figuur 3.10: Hela CD4+ cellen behandeld met KKD-016 in verschillende concentraties.  De concentraties van het KKD-016 staan weergegeven in de linker beneden hoek van de foto´s. In de rechter beneden hoek is de schaal weergegeven met behulp van een witte lijn. 





Figuur 3.12: Hela CD4+ cellen behandeld met KKD-016 [15 (M]  gedurende 2 uur (links) en 24 uur (rechts). In de rechter beneden hoek is de schaal weergegeven met behulp van een witte lijn (voor beide is die 25 μm).  





Figuur 3.13: Hela CD4+ cellen 2 uur behandeld met KKD-016. Het KKD-016 is cyaan blauw gekleurd. 





Figuur 3.15: Kernkleuring van Hela CD4+ cellen met DRAQ 5 na behandeling met KKD-016 [3 (M] gedurende 24 uur. Het KKD-016 is cyaan blauw gekleurd en de kernen zijn rood gekleurd. In de rechter beneden hoek is de schaal weergegeven met behulp van een witte lijn (hier 25 μm).





Figuur 3.14: Kernkleuring van Hela CD4+ cellen met DRAQ 5. De foto links toont enkel de cellen, de foto rechts het fluorescente beeld waar de kernen rood gekleurd zijn. In de rechter beneden hoek is de schaal weergegeven met behulp van een witte lijn (voor beide is die 25 μm).





Figuur 3.17: Membraankleuring van Hela CD4+ cellen met DiO na behandeling met KKD-016 [3 (M] gedurende 24 uur. Het KKD-016 is cyaan blauw gekleurd en het membraan groen. In de rechter beneden hoek is de schaal weergegeven met behulp van een witte lijn (hier 10 μm).





Figuur 3.16: Membraankleuring van Hela CD4+ cellen met DiO. Het membraan is groen gekleurd.





Figuur 3.19: Hela CD4-negatieve cellen (links) en Hela CD4-positieve (rechts) cellen behandeld met KKD-016 [15 (M] gedurende 4 uur. Het KKD-016 is cyaanblauw gekleurd.





Figuur 3.20: Hela cellen getransfecteerd met het YFP. De getransfecteerde cellen brengen een gele CD4-receptor tot expressie.





Figuur 3.21: Hela CD4+YFP cellen geïncubeerd met een APC-gelabeld mAb. De marker geeft het percentage CD4+ cellen aan. Rechts de controles namelijk Hela CD4+ cellen (wild-type) en Hela CD4- cellen geïncubeerd met APC-gelabelde mAb. . 





Figuur 3.22: Microscopisch beeld van een getransfecteerde cellijn na opzuivering met beads. De beads zitten gebonden aan de cellen die getransfecteerd zijn met het CD4+YFP.





Figuur 3.23: CD4-expressie vóór en na isolatie van Hela CD4+YFP cellen. Het panel links toont de CD4-expressie op de getransfecteerde cellen vóór de  isolatie. Het panel rechts toont de CD4-expressie na isolatie van de Hela CD4+YFP cellen.





Figuur 3.24: Hela CD4+YFP cellen behandeld met CADA in verschillende concentraties. Van links naar rechts zijn de cellen respectievelijk behandeld met 0.4 (g/ml, 2 (g/ml en 10 (g/ml CADA.





Figuur A: Foto van de ACM-8





Figuur B: foto de Sysmex Xe2100





Figuur C: Voorbeeld van het CellaVision programma





Figuur D: Foto van de Sysmex CA-1500





Figuur E: Foto van de Vidas





Figuur F: Foto van de ABL700





Figuur G: Foto van de Modular





Figuur 3.6: CD4-expressie op SupT1 cellen na 30 min behandeling met CADA [100 (g/ml]. Het histogram in stippellijn heeft het signaal van het aangeduide mAb weer voor de controle SupT1 cellen (zonder CADA). De rode en groene histrogrammen geven het signaal van de CADA behandelde SupT1 cellen, geïncubeerd met respectievelijk PE- of FITC- gelabelde mAb. Voor de meeste mAb is er bijna een perfecte overlapping van beide pieken zodat de piek van de controle cellen niet goed zichtbaar is. 





* MFI-waarde van SupT1 cellen geïncubeerd met verschillende mAb.


( MFI –waarde van SupT1 cellen 30 min behandeld met CADA  en geïncubeerd met verschillende mAb. 








De EC50 voor een HIV-1 infectie in MT4 cellen is de concentratie van het product nodig om de virale replicatie met 50% te verminderen. 


De CC50 is de 50% cytotoxische concentratie, de concentratie van het product waarbij de leefbaarheid  van de cellen gedaald is met 50%.
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