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Abstrakt

Antigen prezentujici bunky tvofi dilezitou souc¢ast imunitniho systému. Vyznacuji se
schopnosti prezentovat antigeny bunikam adaptivniho imunitniho systému. Za hlavni APC jsou
povazovany dendritické buiiky (DC). Ty totiZ disponuji nejen schopnosti vazat exogenni
antigen klasicky na MHCII molekuly, ale 1 zkiiZzené prezentovat tento antigen na MHCI
molekulach. DC jsou takto schopny zprostiedkovat nejen CD4" T-lymfocytarni odpovéd, ale
i cytotoxickou CD8" T-lymfocytarni imunitni odpovéd’, kterd hraje zasadni roli pfi virovych
infekcich nebo nadorovych onemocnéni. Cilem diplomové prace bylo analyzovat cestu
prezentace RBD domény spike proteinu (RBDS) izolovaného z koronaviru SARS-CoV-2.
Studie byla realizovana na bunkach ¢cDC1 MutuDC oS$etienych sadou inhibitorti zkiizené
prezentace. Tyto bunky byly poté pulzovany rekombinantnim proteinem RBDS. Vysledky
bunécné odezvy byly analyzovany metodou spektralni pritokové cytometrie, pomoci niz byla
sledovdna zména exprese aktivacnich a diferenciatnich markerti. Vysledky experimentu
ukazaly, ze protein RBDS muze byt prezentovan nejen klasickou cestou, ale také cestou
zktiZenou.

CRISPR/Cas9 je prokaryoticky adaptivni imunitni systém, ktery zajist'uje rezistenci vici
bakteriofagim ¢i plazmidim. Systém umoziuje prostiednictvim nukledzy Cas9 a vodici
sgRNA indukovat vypnuti, zapnuti nebo zaménu genu za jiny. V diplomové praci byla technika
CRISPR/Cas9 pouzita k ptipravé knock-outované bunééné linie cDC1 MutuDC pro gen TAP1
a B2M. Pro ucely experimentu byla u bunék optimalizovana transfekéni metoda nukleofekce
pomoci elektropora¢niho programu D-032 a U-001. Nejvhodné&jsim programem pro transfekci
bun¢k MutuDC je U-001. Experimentalni prace se také zabyvala piipravé CRISPR/Cas9
vektoru pro knock-out mandzovy receptor MRC1 exprimovaného na povrchu DC za pouziti
technik molekularniho klonovani. Pro vneseni genu MRC1 kodujiciho protein Cas9 byl pouzit
vektor pX458 nesouci gen pro rezistenci k ampicilinu. Pfitomnost inzertu ve vektoru pX458
byla uspésné ovéfena restrikéni analyzou. Takto upravené bunééné linie mohou slouzit jako
efektivni nastroj studia prezentace antigent.

Klicova slova Dendritické  buiikky, hlavni histokompatibilni  komplex,
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Abstract

Antigen-presenting cells are an important part of the immune system. Their main
function is to present antigens to cells of the adaptive immune system. Dendritic cells (DCs)
are regarded as the main APCs. These have not only the ability to bind exogenous antigen
classically to MHCII molecules but also to cross-present this antigen on MHCI molecules. DCs
are thus able to mediate not only the CD4* T-lymphocyte immune response but also the
cytotoxic CD8* T-lymphocyte immune response against viral infections or cancer cells. The
main aim of the thesis was to analyse the pathway of cross-presentation of the RBD domain of
spike protein (RBDS) isolated from the coronavirus SARS-CoV-2. For experiments, cDC1
MutuDC cells treated with a set of cross-presentation inhibitors, were used. These cells were
then pulsed with recombinant RBDS protein. The results of the cellular response were analysed
by spectral flow cytometry method for monitoring the change in the expression of activation
and differentiation markers. The results of experiments prove that the RBDS protein can be
presented not only by the classical pathway but also by the process of cross-presentation.

CRISPR/Cas9 is a prokaryotic adaptive immune system that provides resistance to
bacteriophages or plasmids. The system makes it possible to induce to switch-off, switch-on or
exchange of a gene by means of the Cas9 nuclease and the sgRNA. The CRISPR/Cas9 method
was used to prepare a knock-out cell line cDC1 MutuDC for the TAP1 and B2M genes in this
diploma. The transfection method of nucleofection was optimized in the cells using the
electroporation program D-032 and U-001. The most suitable program for transfection of
MutuDC cells is U-001. The experimental work was also devoted to the preparation of
a CRISPR/Cas9 vector for the knock-out mannose receptor MRC1 expressed on the surface of
DCs using molecular cloning techniques. The pX458 vector carrying the ampicillin resistance
gene was used to introduce the MRC1 gene encoding the Cas9 protein. The presence of the
insert in the pX458 vector was successfully verified by restriction analysis. Such modified cell
lines could serve as a perfect tool for antigen presentation studies.
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1 UVOD

Antigen prezentujici bunky (APC) predstavuji spojovaci ¢lanek mezi vrozenym
a ziskanym imunitnim systémem. Nejucinnéj$imi APC jsou zejména dendritické bunky (DC),
které se vyznacuji schopnosti rozeznat antigen, internalizovat ho a vzniklé antigenni peptidy
spojit s molekulou hlavniho histokompatibilniho komplexu (MHC). Takto vznikly komplex
MHC-peptid dale prezentuji na svém povrchu a tim aktivuji piislusnou T-lymfocytarni imunitni
odpoveéd’ (Hotejsi et Bartifikova, 1998). Bylo prokazano, Zze DC jako jedina buné¢na populace
se Ucastni | tzv. zkiizené prezentace antigenu, ktera nachazi uplatnéni i pii konstrukci vakcin
(Bevan, 1976). Vétsina klinicky pouzivanych vakcin obsahuje adjuvans, které stimuluji
zejména TH2 typ imunitni odpovédi spojenou s produkei protilatek. Vzhledem k tomu, Ze tento
typ imunitni odpovédi ma omezeny ucinek proti nddorovym a virovym onemocnénim, se
vyzkum vyvoje vakcin snazi navrhnout takovou vakcinu, ktera by byla schopna stimulovat
antigen-specifickou CD8" T-lymfocytarni odpovéd” vletné cytotoxickych T-lymfocytl, které
svymi cytotoxickymi mechanismy eliminuji napadené buiky (Hofejsi et Bartinkova, 1998;
Zachova et al., 2016).

V soucasné dob¢ je stfedem védeckého zdjmu predevSim vyvoj G€inné vakciny proti
novému typu koronaviru SARS-CoV-2 vyvolavajiciho onemocnéni Covid-19. Vétsina
vyvijenych vakcin proti Covid-19 cili na RBD doménu koronavirového spike proteinu (RBDS),
ktery hraje klicovou roli pti vstupu viru do hostitelské buniky (Wang et al., 2020). Doposud jsou
schvalené vakciny na bazi mMRNA a vakciny vyuZivajici jiny nepatogenni oslabeny virus.
Nadéjna se také zda byt vakcina zaloZena na rekombinantnich proteinech ziskanych vnesenim
rekombinantni DNA do expresniho systému. Rekombinantni proteiny se povazuji
konstrukci vakcin vyzaduje doplnéni proteinii o vhodna adjuvans, ktera zaru¢i dostate¢né
imunogenni G¢inek dané vakciny (Tregoning et al., 2020; Klika, 2021).

Velmi spolehlivym néstrojem pro upravu genil se stalo spojeni segmenti pravidelné
rozmisténych kratkych palindromickcyh repetic (CRISPR) a CRISPR-asociované nukleazy 9
(Cas9). Pti této technice je Cas9 nukledza schopna pomoci jednovlaknové vodici RNA
(sgRNA) stépit molekulu DNA za vzniku dvouvlaknového zlomu. PoSkozena vlakna DNA
mohou byt poté opravnymi bunéénymi mechanismy opét spojena. Podle zplisobu opravy
poruSené¢ho vldkna pak mulze dochazet k deaktivaci, aktivaci nebo ke zméné sekvence genu

(Moravec, 2017; Ratan et al., 2018).



2 CILE PRACE

Teoreticka ¢ast:

Zpracovat literarni reSer§i zamefenou na charakterizaci moznosti prezentace antigenu
(MHCI, MHCII a zkfizena prezentace), pusobeni anti-virovych a anti-tumorovych
vakcin, popis navozeni cytotoxické T-lymfocytarni imunitni odpovédi, charakterizace

CRISPR/Cas9 technologie.

Experimentalni ¢ast:

Manipulace s buné¢nymi kulturami.

Stanoveni exprese aktivacnich a diferenciaCnich markerti dendritickych bunék
po pulzaci rekombinantnim antigenem.

Analyza cesty zkiizené prezentace pouzitim sady inhibitorti bunééného zpracovani
antigenu.

Ptiprava knock-outovych linii TAP1 a MHCI pomoci CRISPR/Cas9 systému a jejich
charakterizace.

Funk¢ni analyzy pomoci priatokové cytometrie a konfokalni mikroskopie.

Zpracovani ziskanych dat v programech FlowJo, ImagelJ, GraphPad.



3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

3.1 Imunitni systém

Imunitni systém spolu s nervovou a endokrinni soustavou patii mezi homeostatické
mechanismy zajiSt'ujici integritu a rovnovahu organismu. Jedna se o slozitou sit’ molekul,
buné¢k, tkani a organii, které¢ chrani organismus proti patogennim mikroorganismim a jejich
toxickym produktiim. Rozpoznava a toleruje jak vlastni zdravé buiiky, tak cizi neskodné latky
Z prosttedi (napf. slozky potravin, komensalni bakterie ve stteve). Na druhou stranu je imunitni
systém schopen eliminovat vlastni zestarlé nebo patologicky zménéné bunky. VySe zminéné
molekuly rozpoznané imunitnim systémem a zaroven schopné vyvolat imunitni reakci vedouci
k jejich eliminaci se oznacuji jako antigeny. Imunitni systém organismu pro rozpoznavani
a odstranéni antigenu vyvinul dva imunitni mechanismy: vrozenou (neadaptivni) a ziskanou
(adaptivni) imunitu. Kazdy typ se dale rozliSuje na bunécnou a humoralni slozku (Hoftejsi

et Barttnkova, 1998).

3.1.1 Vrozena imunita

Vrozena imunita pfedstavuje prvni reakci organismu na ptitomnost Sirokého spektra
patogeni a dalSich nebezpecnych Castic. Reakce na ptitomnost Skodliviny je fddoveé v minutach
az hodinach. Vrozené rozpoznavaci mechanismy jsou béhem zivota organismu neménné
a nepodléhaji Zddnym modifikacim. Imunitni odpovéd’ na prvni nebo opakované setkani
s antigenem je z hlediska mechanismu, rychlosti a intenzity vzdy stejné kvality, proto lze
konstatovat, Ze vrozena imunita nema imunologickou pamét’. Buné¢na slozka vrozené imunity
je tvotfena fagocytujicimi bunkami (granulocyty, makrofagy, monocyty, dendritické buiiky)
a ptirozené cytotoxickymi buiitkami (NK buiiky, z angl. natural killers cells). Humoralni slozka
zahrnuje proteiny komplementu, interferony, lektiny a jiné sérové proteiny (Hofejsi
et Bartinkova, 1998).

3.1.2 Ziskana imunita

Ziskand imunita je sice aktivovand pomaleji, ale proti patogenlim reaguje ucinnéji
a efektivnéji. K uplnému rozvoji imunitni reakce je potfeba nékolik dni az tydnu. Oproti
vrozené imunité disponuje imunologickou paméti, kdy pii opakovaném setkani se stejnym
antigenem jsou slozky ziskané imunity schopny zah4jit mnohem 0¢inné&;j$i reakci nez pfi prvnim
setkani. Za imunologickou pamét’ zodpovidaji predevsim T-lymfocyty a B-lymfocyty. Zatimco
T-lymfocyty jsou soucasti bunééné slozky ziskané imunity, B-lymfocyty se podileji

na humoralni sloZce ziskané imunity, a to tvorbou specifickych protilatek. Soucasti ziskané
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imunity jsou také antigen prezentujici buniky (APC, z angl. antigen-presenting cells) a MHC
glykoproteiny, jimz spolu s T-lymfocyty bude pievazné vénovana pozornost této diplomové
prace. Nicmén¢ je dulezité pfipomenout, ze imunita zprostfedkovand B-lymfocyty je zalozena
na rozpoznani antigenu pomoci B-bunécného receptoru. Pii vazbé antigenu na tento receptor
dochazi k proliferaci B-lymfocyti na lymfoblasty. Vétsi ¢ast lymfoblasti se diferencuje
do efektorovych plazmatickych bunék, ty produkuji protilatky, které navazanim na ptislusny
antigen napomahaji jeho neutralizaci, nebo pomoci opsonizace davaji signal fagocytim k jeho

zneSkodnéni (Hoiejsi et Barttnkova, 1998).

3.2 Hlavni histokompatibilni komplex

Proteiny hlavniho histokompatibilniho komplexu (MHC, z angl. major histocompatibility
complex) jsou vysoce polymorfni glykoproteiny nachazejici se na bunééném povrchu, jejichz
hlavni funkci je prezentovat antigenni peptidy na povrchu bunék imunitniho systému
pro rozpoznavani T-lymfocyty. Rozlisujeme dvé hlavni tfidy molekul MHC. Jedna se o MHC
glykoproteiny I. a 1l. t¥idy (dale jen MHCI, MHCII) (Wieczorek et al., 2017). Zatimco MHCI
molekuly jsou pfitomné na vSech jadernych buiikdch, MHCII molekuly jsou exprimované
na APC. MHC se u lidi oznacuje jako HLA komplex (z angl. human leukocyte antigen)
a u mysi jako H-2 komplex. MHC je kodovan souborem gent, které se u lidi vyskytuji

na 6. chromozomu a u mysi na 17. chromozomu (Murray et al., 2015).

3.2.1 Struktura MHC glykoproteini

MHCI molekuly jsou heterodimery sloZené z transmembranového a-fetézce,
ktery je nekovalentné asociovan s nepolymorfnim p2-mikroglobulinem (B2M, zangl.
B2-microglobulin) (Reche et al., 2003). B2M je nezbytny pro funkéni konformaci komplexu
MHCI-peptid. V jeho neptitomnosti nejsou MHCI molekuly spravné slozeny, a tudiz nejsou
ani exprimovany na bunécném povrchu (Arase, 2016). Transmembranovy a-ietézec je tvoren
doménami a1, a2 a a3 (Obrazek 1A). Zatimco doména a3 se vaZze na membranu, N-termindlni
domény o1 a oz tvofi vazebné misto pro peptidy. Strany vazebného mista se skladaji ze dvou
a-helixd ptekryvajicich jeho dno tvotfené osmi antiparalelnimi B-fetézci. Doména o3 navic také
interaguje s koreceptorem CD8 T-lymfocytd (Reche et al., 2003).

MHCII molekuly jsou také heterodimery sestavajici se ze dvou nekovalentné spojenych
transmembranovych fetézcu. Jedna se o jeden a-fetézec a jeden B-fetézec, z nichz kazdy je
tvofen ze dvou domén (a1, o2. B1, B2) (Obrazek 1B). Domény a2 a B2 se skladaji jako nezavislé

domény podobné imunoglobulinové struktufe, zatimco N-terminalni domény o1 a B1 vytvareji



vazebné misto pro peptidy se strukturou podobnou vazebnému mistu v MHCI molekulach.
Domény a2 a B2 se krome toho vazi na membranu, pti¢emz s koreceptorem CD4 T-lymfocyta
interaguje pouze doména o2 (Reche et al., 2003; Apostolopoulos et al., 2008; Hoftejsi
et Barttinkova, 2009). Velkym rozdilem mezi molekulami MHCI a MHCII je skute¢nost, ze
vazebné misto pro peptidy je u molekul MHCII na obou koncich oteviené, tudiz mohou vazat
peptidy o velikosti 9-22 aminokyselin. Naopak molekuly MHCI maji vazebné misto na obou
koncich uzaviené, takze mohou vazat peptidy pouze o velikosti 8-10 aminokyselin (Nielsen
et al., 2004).

Vazebné misto

Vazebné misto - I )
B pro antigenni peptid

A pro antigenni peptid

}

o o P1 o

Ag Ag

Obrazek 1 Struktura MHC glykoproteini. A) MHCI molekuly jsou tvofeny jednim a-fetézcem, ktery
je sloZen ze tfi domén (a4, a2, az) Spojenych s Bo-mikroglobulinem. Domény a1 a o tvofi vazebné misto
pro antigenni peptid. B) MHCII molekuly jsou slozeny z jednoho o-fetézce (o1, az) a jednoho
B-tetézce (P, B2), pricemz domény oy a B1 vytvareji vazebné misto pro antigenni peptid.

o3 B2-mikroglobulin

3.3 Antigen prezentujici buiiky

systému. Existuji profesionalni a neprofesionalni APC. Za nejucinnéjsi profesionalni APC jsou
povazovany dendritické bunky (DC, =z angl. dendritic cells), B-lymfocyty
a makrofagy/monocyty. Profesiondlni APC pohlcuji z okoli cizorodé €astice, které se nasledné
rozlozi na kratké peptidové fragmenty a ty jsou poté vazany na molekuly MHCII. Po vazbé jsou
fragmenty antigenu prezentovany na povrchu APC pro rozpoznani T-lymfocyty, které
zprostiedkuji pfisluSnou imunitni odpovéd’. Neprofesiondlni APC exprimuji na svém povrchu
MHCII molekuly pouze za specifickych podminek, nikoliv konstitutivné. Ptikladem
neprofesionalnich APC mohou byt fibroblasty, keratinocyty, lidské epitelidlni buiiky thymu,
lidské epitelialni bunky slinnych zlaz, lidské epitelidlni bunky jicnu, lidské epitelidlni bunky



alveoli nebo jaterni sinusové endotelialni bunky (Limmer et al., 2000; Tsunawaki et al., 2002;
Banerjee et al., 2004; Haque et al., 2007; Corbic¢re et al., 2011; Mulder et al., 2011,
Alexandropoulos et Danzl, 2012).

3.3.1 Dendritické buiiky

Jiz bylo zminéno, ze nejvyznamngjSimi APC jsou DC, které se spolu s makrofagy
a neutrofily fadi mezi bunky schopné fagocytozy. DC se vyskytuji v organismu jak v nezralé,
tak ve zralé form¢. Nezralé DC jsou ptitomny ve vétSing tkani, které jsou na rozhrani organismu
a okolniho prostiedi, jako je kuze, sliznice dychaciho a zazivaciho traktu (Hofejsi
et Bartnkova, 2009). Nezralé DC sice nemaji schopnost stimulovat T-lymfocyty, ale vyznacuji
se vysokou schopnosti zachycovat a zpracovavat antigen (Cella et al., 1997). Na svém povrchu
exprimuji CD206 znamy také jako mandzovy receptor, ktery patii do superrodiny lektint
typu C. CD206 je membranovy protein typu I o velikosti 175 kDa piedstavujici spojujici ¢lanek
mezi vrozenym a ziskanym imunitnim systémem. Tento receptor mize byt také mimo jiné
exprimovan na povrchu makrofadgt, Langerhansovych bun¢k, jaternich nebo lymfatickych
endotelialnich buné¢k. Manodzovy receptor je schopen rozpoznat tfadu mikrobialnich
polysacharidi obsahujicich manoézu, aproto hraje duilezitou roli v obrané hostitele proti
patogenim (Gazi et Martinez-Pomares, 2009). Za zanétlivych podminek nezralé DC migruji
Z nelymfoidnich tkani (napt. kliZe, stfevni sliznice, jatra, tukova tkan) do lymfatickych uzlin
a jinych sekundarnich lymfatickych organt (napft. slezina, mandle, Peyerovy plaky), ztraceji
schopnost pohlcovat ¢astice z okoli a méni se na u¢inné APC. Pouze zralé DC aktivuji naivni
T-lymfocyty (Cella et al., 1997; Hofejsi et Bartafikova, 2009).

Bunéénd populace dendritickych bunék jako jedind dokédze paralelné s prezentaci
antigenu na MHCII molekulach véazat exogenni antigen na MHCI molekuly. Nezralé DC
mohou totiz ve fagozomech regulovat pH a tim zabranit nasledné fuzi s lysozomy, kde by doslo
k antigenni proteolyze a naslednému navazani na MHCII molekuly. Antigeny jsou
po internalizaci v DC vystaveny téméf neutralnimu pH, oxida¢nimu a nizko proteolytickému
prostiedi. Enzymaticky komplex zodpovidajici za alkalizaci fagozomti se nazyvda NADPH
oxidaza 2 (NOX2), coz podporuje zkiizenou prezentaci antigenu. Diky tomu muZe byt exogenni
peptid translokovan do cytoplazmy a sté€pen v proteazomu (Trombetta et al., 2003; Delamarre
et al., 2005; Mantegazza et al., 2008; Savina et al., 2009).



3.4 T-lymfocyty

T-lymfocyty maji velky vyznam pii obrané proti virim a jinym parazitim. Vyvoj
T-lymfocyta za¢ina v kostni dfeni ze spolecného lymfoidniho progenitoru. Z n¢j se diferencuji
prekurzory T-lymfocytt, které poté krvi migruji do thymu, kde dozravaji na jednotlivé
T-lymfocytarni subpopulace. T-lymfocyty se dale rozviji v sekundarnich lymfatickych
organech, v nichz se naivni T-lymfocyty setkavaji s antigenem vystavenym na povrchu APC.
Tato interakce aktivuje T-lymfocyty. Ty nasledné proliferuji a ptreménuji se v efektorové
bunky, které produkuji Siroké spektrum cytokinti ovliviiujici procesy proliferace, diferenciace
a migrace bunék. Cast aktivovanych T-lymfocytii se diferencuje v pamétové buiiky, které pii
dal$im setkani se stejnym antigenem navozuji rychlejsi a efektivnéjsi imunitni reakci nez pii
prvni stimulaci (Hofejsi et Barttiikova, 1998).

T-lymfocyty rozpoznavaji antigeny prostfednictvim svého T-bunééného receptoru (TCR,
z angl. T-cell receptore) sloZzeného ze dvou transmembranovych fetézct o a B, popiipadé y a d.
(Hotejsi et Bartinkova, 1998). TCR neni schopen s antigenem reagovat ptimo, ale vyZaduje
spolupraci s APC (Wieczorek et al., 2017). T-lymfocyty potom reaguji na antigen vazany
na MHC molekulach, které jsou praveé soucasti APC. TCR je nekovalentni vazbou asociovan
s dal§imi molekulami ucastnicich se aktivace T-lymfocytt. Jednim z téchto molekul je komplex
tif membranovych proteinti oznacovany jako CD3 (y, 9, €), ktery se podili na pienosu signalu
zreceptoru do nitra bunky. Na povrchu kazdého T-lymfocytu se nachazi jeden
zZ koreceptorovych proteinti (CD4 resp. CDS) tvotici komplex s MHC molekulami. V zavislosti
na expresi CD4 a CD8 mohou byt T-lymfocyty rozdéleny do dvou skupin. CD8* T-lymfocyty,
prekurzory cytotoxickych T-lymfocyti (Tc, z angl. cytotoxic T lymphocyte), rozpoznavaji
antigeny endogenniho plivodu prezentované na povrchu molekul MHCI. Naopak
CD4" T-lymfocyty, prekurzory pomocnych T-lymfocytd (Tw, z angl. helper T lymphocyte),
interaguji s molekulami MHCII prezentujici na svém povrchu antigeny exogenniho puvodu
(Reche et al., 2003). Uplna aktivace T-lymfocyt vyzaduje také Gcast proteinu CD28, ten
rozeznavd kostimulacni molekuly B7 (CD80 a CD86) na povrchu APC (Obrazek 2).
Na povrchu aktivovanych T-lymfocytd se navic vyskytuje protein CD40 ligand (CD40L), ktery
interaguje s CD40 na povrchu APC. Tim se APC aktivuji a zvySuji tak expresi kostimulac¢nich
molekul B7 (Hofejsi et Bartunikova, 1998).
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Obrazek 2 Stimulace T-lymfocytu. T-bunéény receptor (TCR) tvofeny dvéma fetézci (a, p nebo vy, d)
ptedstavuje vazebné misto pro antigen (Ag). Soucasti TCR je koreceptor CD3 (y, 9, €), ktery je dulezity
pro pienos signalu dovnitt buiiky. Koreceptory CD8 resp. CD4 se vazi na molekuly MHCI resp. MHCI|I
na povrchu antigen prezentujici bunky (APC). Absolutni aktivace T-lymfocytu potiebuje pfitomnost
kostimula¢niho receptoru CD28 schopného rozpoznat kostimula¢ni molekuly CD80 a CD86 na povrchu
APC.

3.5 Imunitni odpovéd’ zaloZena na cytotoxickych T-lymfocytech

Tc rozeznévaji bunky infikované viry nebo jinymi intraceluldrnimi patogeny a nékteré
nadorové bunky. Prekurzor Tc musi rozpoznat komplex MHCI-peptid na povrchu APC, které
musi byt vybavené adhezivnimi a kostimula¢nimi molekulami (TCR, CD80, CD86, CD28).
APC jsou virem infikovany, nebo pohlti pfisluSné antigeny pochdzejici z odumielych
infikovanych, nadorovych nebo stresovych bunck. Pokud prekurzorové Tc rozeznaji antigen
na povrchu jinych bunék, které nemaji stimulaéni vlastnosti profesionalnich APC, dostanou
pouze prvni signal pfes TCR a to je utlumi. KdyZ dojde k prvnimu kontaktu na povrchu t¢inné
APC, prekurzor Tc se zaéne proliferovat a diferenciovat na klon zralych efektorovych
cytotoxickych T-lymfocyti. Efektorové Tc jsou pak roznaSeny krvi do tkani, kde mohou zacit
pusobit. K procesu aktivace Tc také napomahaji T produkujici cytokiny, které jsou pro
proliferaci Tc nezbytné, protoze je tyto bunky produkuji pomérné malo. Zralé Tcjsou k aktivaci
cytotoxickych mechanismu stimulovany pouze jednim signalem pies TCR a signal pifes CD28
JiZ neni nutny. Aktivované Tc prostiednictvim jednoho z cytotoxickych mechanismi indukuji

apoptozu (Hoftejsi et Bartinkova, 1998).



3.6 Apoptoza

Apoptdza neboli programovana bunééna smrt je fyziologicky proces potiebny nejen
k zachovani homeostazy organismu, ale také ke kontrole velikosti a tvaru tkani v riznych
vyvojovych stadiich (Los et al.,, 1999). Bunky prochazeji béhem apoptézy mnoha
morfologickymi zménami (Elmore, 2007). Spole¢nym rysem vSech apoptotickych drah je
aktivace aspartat-specifickych cysteinovych proteaz tzv. kaspaz, jejichz hlavni funkci je $tépit
cilové proteiny v misté karboxylové kyseliny na kyselin¢€ asparagové. Kaspazy jsou ve vétSing
bun¢k exprimovany v neaktivni proenzymové forme a po aktivaci mohou ¢asto aktivovat dalsi
exekutorové kaspazy a ty §tépi bunécné substraty zndmé jako tzv. substraty smrti, mezi které
patii cytoskeletalni proteiny nebo proteiny fidici opravy DNA (Slee et al., 2001; Elmore, 2007).

Proces apoptézy muze byt zahdjen bud vnitini (mitochondridlni), nebo vné&jsi
(receptorovou) cestou, podle toho odkud signal piiSel. Do skupiny podnétt indukujici vnéjsi
cestu apoptozy fadime toxiny, rastové faktory, oxid dusnaty, ligandy, hormony nebo cytokiny
(Popov et al., 2002; Briine, 2003). Vnitini cesta je haopak iniciovana podnéty plsobici uvniti
buiiky, jako je poskozeni DNA, oxidativni stres, hypoxie ¢i zvySena koncentrace vapenatych
iontl (Mattson et Chan, 2003; Rizzuto et al., 2003). Dalsi mechanismus vyvolani apoptozy jsou
cytotoxické granule, které se nachazeji v cytoplazmé Tc, a které obsahuji protein perforin
a proteazy granzymy. Samotny perforin, jehoZ aktivita je zavisla na vazb& véapenatych iontd,
narusuje cytoplazmatickou membranu cilové buniky a vytvari v ni poéry. Pies vzniklé pory
pronikaji do nitra buniky granzymy. Granzymy poté spousti proteolytickou kaspazovou kaskadu
vedouci k apoptoze (Elmore, 2007).

3.7 Cesty prezentace antigenu

3.7.1 Prezentace antigenu MHC glykoproteiny tiidy I

MHCI molekuly prezentuji na svém povrchu peptidy endogenniho i cytosolického
puvodu. Proteiny urcené pro MHCI prezentaci jsou v cytosolu nejdiive oznaceny kratkym
proteinem ubikvitinem, nésledné v proteazomu degradovany, fragmentovany a castecné
Stépeny aminopeptidazami a hydrolazami (Saveanu et al., 2002; Zachova et al., 2016). Vzniklé
peptidové fragmenty jsou poté prostiednictvim transportéru spojenym s prezentaci antigenu
(TAP, zangl. transporter associated with antigen processing) a adenosintrifosfatu
translokovany do endoplazmatického retikula (ER), kde dochazi ke spravnému sestaveni

tézkého tetézce MHCI molekuly s B2M. MHCI molekuly jsou bez navéazanych peptidil



stabilizovany tapasinem, thiol oxidoreduktazou ERp57 a lektinovymi chaperony calreticulinem
a calnexinem (Abele et Tampé, 1999; Schubert et al., 2000; Serwold et al., 2002). Tapasin
funguje nejen jako spojovaci molekula mezi komplexem MHCI-chaperony a TAP, ale
predevsim usnadiiuje vazbu vysoce afinitnich peptidi k molekulam MHCI (Wearsch et al.,
2011). Po vazbé peptidu dochézi k disociaci chaperonovych proteini a vznikly komplex
MHCI-peptid je transportovan pres Golgiho aparat (GA) na cytoplazmatickou membranu, kde
jerozpoznan CD8" T-lymfocyty (Spiliotis et al., 2000; Cresswell et al., 2005). Naopak peptidy,
které se na molekuly MHCI nevazi, musi byt translokovany zpét do cytosolu a degradovany

(Obrazek 3) (Hughes et al., 1997).
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Obrazek 3 Prezentace antigenu pomoci MHCI molekul. ER - endoplazmatické retikulum,
GA - Golgiho aparat, TAP - transportér spojeny s prezentaci antigenu, TCR - T-bunéény receptor.
1) Proteazomalni degradace proteinu. 2) Vstup antigennich fragmentti do ER pomoci transportéru TAP
a tvorba komplexu MHCI-peptid. 3) Vstup komplexu MHCI-peptid do GA. 4) Prezentace komplexu
MHCI-peptid CD8* T-lymfocytim.
3.7.2 Prezentace antigenu MHC glykoproteiny tridy II

MHCII molekuly vazi na svém povrchu antigeny exogenniho ptivodu, které jsou antigen
prezentujici bunikou endocytovany ve formé vezikul. Tyto endocytické vezikuly jsou nasledné
transportovany do endolysozomu obsahujici cysteinové a aspartatové protedzy s optimalnim
pH (Grant et Donaldson, 2009). Nejvyznamng;jsi lysozomalni proteazy jsou katepsiny B, D, E,
L a S, které $té€pi pohlcené exogenni antigeny na kratké peptidové fragmenty (Riese et al., 1996;
Hoftejsi et Bartiinikova, 2009). MHCII molekuly se stejn€ jako MHCI molekuly sestavuji v ER,
kde se a a B podjednotky spojuji s transmembranovym proteinem zvanym invariantni fetézec

(Ii). Ten blokuje vazebné misto pfed navazdnim nevhodnych molekul. Vznikly komplex
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MHCII-Ii sméfuje z ER pies GA do endolysozomu (Cresswell, 1996; Hofejsi et Barttnkova,
2009). Lysozomalni proteazy pritomné v endolysozomech odstépuji fetézec Ii a na MHCII
molekulach zlstava napojeny pouze maly fragment Ii zvany CLIP (z angl. class Il-associated
invariant chain peptide), ktery je pomoci chaperonu HLA-DM vymeénén za cizorody antigenni
peptid. PIn¢ sestaveny komplex MHCII-peptid je poté transportovan na cytoplazmatickou
membranu, kde je prezentovan CD4" T-lymfocytim (Obrazek 4) (Riese et al., 1996; Nakagawa
etal., 1999).

Mezibunéény prostor
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Obrazek 4 Prezentace antigenu pomoci MHCII molekul. ER - endoplazmatické retikulum,
GA - Golgiho aparat, TCR - T-bunéény receptor, Ii - invariantni fetézec, CLIP - peptid invariantniho
fetézce spojeny s téidou II. 1) Tvorba endocytickych vezikul s proteinem a jejich transport do
endolysozomu. 2) Transport komplexu MHCII-Ti pies GA do endolysozomu. 3) Odstranéni Ii a vyména
CLIP za peptid pomoci chaperonu HLA-DM. 4) Prezentace komplexu MHCII-peptid CD4*
T-lymfocytim.
3.7.3 Zk¥iZena prezentace antigenu

Studie J. Bevana z roku 1976 ukazala, ze MHCI molekuly mohou na svém povrchu
vazat exogenni antigeny, jako jsou nadorové antigeny nebo antigeny odvozené z apoptotickych,
nekrotickych nebo virem infikovanych bunék, a tim je prezentovat CD8" T-lymfocytim
(Bevan, 1976). Tento proces se nazyva zkiizena prezentace (z angl. cross-presentation)
a zahrnuje fragmentaci exogenniho antigenu na peptidy, jejich vazbu na MHCI molekuly,
a nakonec transport komplexu MHCI-peptid na bunécny povrch, kde stimuluji naivni
CD8" T-lymfocyty, které se tak mohou stat efektorovymi Tc (Bevan, 1976; Hofejsi

et Barttinkova, 1998).
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Existuje nékolik raznych cest popisujicich zkfiZzenou prezentaci exogennich antigent.
NejzasadnéjSim krokem zkiiZzené prezentace je zajiSténi neutralniho pH a tim zabranéni fuze
pozdniho endozomu s lysozomem. Dale kazda draha zajistuje jesté tfi nasledné kroky:
fragmentaci antigenu na peptidy, jejich navazani na MHCI molekuly a transport komplexu
MHCI-peptid na bunéény povrch. Antigen mize byt fragmentovan prostfednictvim cytosolické
nebo vakuolarni drahy. Podstatou cytosolické drahy je pifemisténi antigenu z endozomu do
cytosolu, kde dochazi k fragmentaci proteazomem. Takto zpracovany antigen muze byt
transportovan do ER, kde se spoji s MHCI molekulou, nebo miize byt dopraven zpét do
endozomu k MHCI prezentaci. Cytosolicka draha je jesté ¢lenéna na drahu endozom-cytosol
a drahu endozom-cytosol-endozom. Vakuolarni drdha zahrnuje fragmentaci antigenu uvniti
endozomu pomoci katepsinu S (CatS). Antigenni peptid je poté navazan na MHCI molekulu
a transportovdn na bunéény povrch, aniz by byl vystaven cytosolickému prostfedi (Grommé
et al., 1999). Vyjma vakuolarni a cytosolické drahy zkiizené prezentace bylo rovnéz zjisténo,
ze ke zkiizené prezentaci miuize také dochédzet prostfednictvim mezibunéného spojeni

nazyvaného gap junction (Neijssen et al., 2005).

3.7.4 ZKkiizena prezentace antigenu populacemi DC

Ne vSechny podskupiny mysich nebo lidskych DC maji schopnost prezentovat exogenni
antigeny na MHCI molekulach CD8" T-lymfocytim. In vitro experimenty ukazaly, ze DC jsou
schopné zkiizené prezentovat antigeny, ale o zkfizené prezentaci in vivo neni piili§ informaci
(Dudziak et al., 2007).

V mysi slezin€ a lymfatickych uzlinach se nachazeji dvé podskupiny DC, z nichZ obé
exprimuji vysoké hladiny CD11c (CD11c¢"9"). Prvni podskupina je pozitivni na marker CDSa
a CD205 (CD8a" CD205%), zatimco druha podskupina postradd CD8a marker, ale exprimuje
antigen 33D1 (CD8a 33D1%). CD8a" DC oproti CD8a DC vykazuji schopnost zkiizené
prezentace antigenu, navic bylo prokazano, ze CD8a" DC se vyvijeji zlymfoidniho
progenitoru, zatimco CD8a” DC pochazeji z myeloidniho progenitoru (den Haan et al., 2000;
Dudziak et al., 2007).

Lidska periferni krev obsahuje dvé hlavni populace DC: CD1lc¢" myeloidni DC
a CD11c plazmacytoidni DC, které na rozdil od myeloidnich DC nefunguji primarné jako
APC, ale jako bunky produkujici cytokiny. Lidské myeloidni DC lze na zaklad& povrchové
exprese rozdélit na CD16, BDCA-1 a BDCA-3, pticemz BDCA-3* DC predstavuji hlavni
podmnozinu myeloidnich DC schopnych zkfizené& prezentovat antigeny. Lidské BDCA-3* DC,

které byly nalezeny v krvi, sleziné, lymfatickych uzlinach, kostni dieni a mandlich, jsou
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charakterizovany expresi lektinového receptoru typu C (CLEC9A) a receptort pro chemokiny
XCL1 a XCL2 (Jongbloed et al., 2010; Schreibelt et al., 2012). BDCA-3" DC tvoii pouze
~0,03 % mononuklearnich buné¢k lidské periferni krve, proto je jejich vyuziti pro klinické
aplikace omezené (Jongbloed et al., 2010). Vzhledem ke schopnostem BDCA-3" DC zkiizené
prezentovat antigeny a jejich profilim exprese v celém genomu se piedpoklada, ze
BDCA-3" DC se podobaji mysim CD8a" DC (Robbins et al., 2008). Lidské BDCA-3" DC
a mysi CD8a" DC sdileji fadu fenotypovych podobnosti, véetné exprese Toll-like receptoru 3,
proteinu podobného nektinu-2 a CLEC9A (Edwards et al., 2003; Galibert et al., 2005;
Caminschi et al., 2008; Huysamen et al., 2008; Sancho et al., 2009).

3.7.5 Cesty zkFiZené prezentace antigenu

3.7.5.1 Draha endozom-cytosol

Endozom-cytosolicka draha zktizené prezentace je zahajena pohlcenim exogenniho
antigenu z bunécného povrchu dendritickou bunikou za vzniku endocytickych vezikul, které
pomoci receptoru endocytézy fuzuji s éasnymi endozomy (CE). Nasledn& je antigen
transportovan z endozomu do cytosolu za ucasti Sec61 komplexu (Wiertz et al., 1996).
V cytosolu je antigen oznacen ubikvitinem a dopraven do proteazomu, kde dochazi
k castecnému  hydrolytickému $tépeni antigenu na kratké peptidy, které jsou poté
transportovany do ER pomoci pfenasece TAP podle klasické cesty prezentace MHCI
endogennich peptidi. V ER dochazi k zdvérecnému Stépeni peptidit aminopeptidazou ERAP-1
a ERAP-2 (z angl. endoplasmatic reticulum aminopeptidase) (Serwold et al., 2001, 2002).
Nasledné jsou peptidy navazany na MHCI molekuly a pfes GA transportovany na bunéény
povrch (Obrazek 5). Draha endozom-cytosol je zavisla na TAP a citliva na inhibitory

proteazomu.
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Obrazek 5 Zkiizena prezentace antigenu drahou endozom-cytosol. ER - endoplazmatické retikulum,
GA - Golgiho aparat, CE - ¢asny endozom, TAP - transportér spojeny s prezentaci antigenu. 1) Tvorba
endocytickych vezikul s proteinem a jejich transport do CE. 2) Transport proteinu z CE do proteazomu.
3) Proteazomalni degradace proteinu. 4) Vstup antigennich fragmentd do ER pomoci transportéru TAP
a tvorba komplexu MHCI-peptid. 5) Transport komplexu MHCI-peptid do GA. 6) Prezentace komplexu
MHCI-peptid na buné¢ném povrchu.
3.7.5.2 Draha endozom-cytosol-endozom

Prvni tfi kroky této cesty jsou analogické k usekim probihajici v draze
endozom-cytosol. Rozdilem je, Ze peptidy casteCné naStépené proteazomem nejsou
transportovany do ER, ale zpét do CE prostiednictvim TAP prenasede. Endozom obsahuje
proteiny (tapasin, ERp57, calreticulin, calnexin, MHC-I molekuly) pottebné pro MHCI
prezentaci. Jiz zminéné proteiny se pfirozené vyskytuji v ER, ale diky fuzi CE s vezikuly
odstépenych z ER mohou byt pfitomné i v endozomech, kde také probihd zdvére¢né Steépeni
peptidi aminopeptidazou IRAP (z angl. insulin-regulated aminopeptidase) (Segura et al.,
2009). Nakonec jsou peptidy navazané na MHCI molekuly dopraveny na bunécny povrch

(Obrazek 6).
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Obrazek 6 ZkiiZzena prezentace antigenu drahou endozom-cytosol-endozom. .ER - endoplazmatické
retikulum, GA - Golgiho aparat, CE - ¢asny endozom, TAP - transportér spojeny s prezentaci antigenu.
1) Tvorba endocytickych vezikul s proteinem a jejich transport do CE. 2) Transport proteinu z CE do
proteazomu. 3) Proteazomalni degradace proteinu. 4) Vstup antigennich fragmentii zpét do CE pomoci
transportéru TAP. 5) Vstup vacku s MHCI do CE a tvorba komplexu MHCI-peptid. 6) Prezentace
komplexu MHCI-peptid na bunééném povrchu.

3.7.5.3 Vakuolarni draha

Pii vakuolarni draze opét dochazi k fuzi endocytickych vezikul s CE. V endozomech
jsou antigeny Stépeny pomoci lysozomalni cysteinové proteazy CatS, ktera mize vykazovat
aktivitu jak v kyselém, tak neutralnim pH, coz se zda byt pro zktiZzenou prezentaci rozhodujici
(Shi et al., 1992). Na $té€peni antigenti se muze také podilet proteaza katepsin B, L, D, E a S,
aspartyl proteaza katepsin D a E, a asparagin specificka endopeptidaza. Vzniklé peptidy jsou
poté navazany na MHCI molekuly a vznikly komplex MHCI-peptid je pfenesen na bunéény
povrch (Obrazek 7). Vakuolarni draha nezavisla na TAP neni blokovana inhibitory proteazomu,

ale je blokovana inhibitory cysteinové proteazy leupeptinem (Shen et al., 2004).
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Obrazek 7 Zkiizena prezentace antigenu vakuolarni drahou. ER - endoplazmatické retikulum,
GA - Golgiho aparat, CE - ¢asny endozom, CatS - katepsin S. 1) Tvorba endocytickych vezikul
s proteinem a jejich transport do CE. 2) Vstup vacku s MHCI do CE. 3) Degradace proteinu pomoci
CatS a tvorba komplexu MHCI-peptid. 4) Prezentace komplexu MHCI-peptid na bunééném povrchu.

3.7.5.4 Draha pomoci ,,Gap junction*

,»Gap junction” na bazi konexinu predstavuji shluky vodnych kanalkti spojujici
cytoplazmu sousednich bunék. ,,Gap junction® zprostiedkovavaji mezibuné¢nou komunikaci
umoznujici vyménu iontd, malych molekul nebo druhych posli mezi dvéma sousednimi
bunikami. Tento typ mezibunééné komunikace je dulezitym mechanismem udrzovani
homeostazy a také hraje kliCovou roli v imunitni odpovédi (Handel et al., 2007). Zakladem
,gap junction® jsou konexiny, znichz nejznaméjsi je Cx43 exprimovany v riznych
hematopoetickych buikéch, jako jsou folikularni dendritické bunky, aktivované lymfocyty
a monocyty (Oviedo-Orta et Evans, 2004). Kazdy kanal ,,gap junction“ je tvofen ze dvou
hemikanalti zvanych také jako konexony, které jsou sloZzené z Sesti konexint (Handel et al.,
2007). Zktizena prezentace drahou pomoci ,,gap junction® je zahajena pfenosem antigennich
fragment ze sousednich bun¢k do DC. V cytosolu jsou fragmenty antigenii Sté€peny na kratké
peptidy, které jsou poté transportovany do ER pomoci pienase¢e TAP. V ER jsou peptidy
navazany na MHCI molekuly a vznikly komplex MHCI-peptid je dopraven
na buné¢ny povrch (Obrazek 8). Komunikace pomoci ,,gap junction® byla pozorovana jak
v mysich DC, tak v lidskych monocytech nebo DC (Neijssen et al., 2005; Matsue et al., 2006;
Mendoza-Naranjo et al., 2007).
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Obrazek 8 Zkiizena prezentace antigenu drahou ,,Gap junction®. ER - endoplazmatické retikulum,
GA - Golgiho aparat, CE - ¢asny endozom, TAP - transportér spojeny s prezentaci antigenu. 1) Vstup
antigennich fragmentt do buiiky pomoci proteinu Cx43. 2) Transport antigennich fragmenti do ER
pomoci transportéru TAP a tvorba komplexu MHCI-peptid. 3) Transport komplexu MHCI-peptid do
GA. 4) Prezentace komplexu MHCI-peptid na bunééném povrchu.

3.8 Inhibitory zkfiZené prezentace antigenu

Jiz bylo zminéno, Ze principem zkftizené prezentace antigenu je vystaveni antigennich
peptidii exogenniho pivodu na molekulach MHCI s naslednou aktivaci CD8" T-lymfocyti.
Mnohé studie identifikuji jednotlivé drahy zkiizené prezentace a jejich slozky pouzitim sadou
riznych inhibitort. Prvnim krokem kazdé drdhy zkiiZzené prezentace antigenu je pohlceni
exogenniho antigenu z bunééného povrchu antigen prezentujici bunkou resp. dendritickou
bunikou za vzniku endocytickych vezikul. Dendritické bunky mohou exogenni antigeny
internalizovat rtiznymi mechanismy, jako je endocytoza zprostiedkovana klatrinem,
endocytoza v tekuté fazi, makropinocytdoza nebo fagocytéza. Bylo zjiSténo, Ze pouZiti
inhibitoru  5(N,N-Dimethyl)amilorid hydrochlorid (DMA) zpisobuje inhibici
fagocytozy a makropinocytozy antigenu v APC (Fonteneau et al., 2003).

DalS8im z inhibitor, ktery specificky potlacuje cytosolickou dréhu zktizené prezentace,
je exotoxin A (ExoA) produkovany bakterii Pseudomonas aeruginosa. ExoA inhibuje funkci
komplexu Sec61, ktery se podili na pfenosu proteint z endozomu do cytoplazmy a naopak.
Také bylo prokdzano, ze ExoA zabranuje transportu antigennich peptidii pomoci transportéru
TAP (Ackerman et al., 2006).

Cytosolicka draha, konkrétné draha endozom-cytosol, a draha pomoci ,,gap junction*
mize byt inhibovana pouzitim brefeldinu A (BfA). BfA je fungalni metabolit, u n¢hoz bylo
prokazano, ze inhibuje transport proteini z ER do GA. Také blokuje obrat komplexu
MHCI-peptid na povrchu bunék, coz zpisobuje rozklad GA a jeho redistribuci do ER (Benke
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et al., 2006). N¢kolik studii ukazalo, ze BfA také inhibuje export nové syntetizovanych
komplextt MHCI-peptid z GA na povrch bungk, takze stavajici komplexy nejsou nahrazeny
(Benke et al., 2006).

Inhibice zkiizené prezentace pomoci ,,gap junction* muize byt také vyvolana pouzitim
inhibitoru 2-aminoethoxydifenyl borat (2-APB). Inhibice téchto mezerovych spojovacich
kanald zabranuje pienos intracelularnich proteint mezi buitkami. Bai et al. (2006) ve své studii
uvadi, ze 2-APB ucinn¢ blokuje ,,gap junction* tvotené z Cx36 a Cx50, ale ne ,,gap junction*
tvofené z Cx45, Cx46 a Cx43.

Vakuolarni draha zktizené prezentace antigenu miize byt blokovana leupeptinem, ktery
inhibuje cysteinové proteazy (CatS). Inhibice CatS vede k opozdéné degradaci antigenu
na peptidy a tim i k opozdéné tvorbé komplexu MHCI-peptid. Bylo také zjisténo, ze dendritické
buiiky s deficitem CatS postradaji vakuolarni drahu, ale nevykazuji poruchy v draze
endozom-cytosol (Shen et al., 2004).

Pfi moznostech ovlivnéni zkiizené prezentace antigenu je nutné také zminit MG-132,
ktery selektivné blokuje proteolytickou aktivitu proteazomu. Vystaveni bunck inhibitoru
MG-132 mize vést k dramatickému snizeni proteazomalni aktivity a tim k akumulaci
ubikvitinylovanych proteinii v buitkdch. MG-132 navic zvySuje aktivitu eXekutorové
kaspazy-3 indikujici apoptozu (Sun et al., 2006). Pisobeni jednotlivych inhibitord zktizené

prezentace antigenu ukazuje Obrazek 9.
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Obrizek 9 Inhibitory zk¥iZené prezentace antigenu. ER - endoplazmatické retikulum, GA - Golgiho aparat, CE - ¢asny endozom, TAP - transportér spojeny
S prezentaci antigenu, CatS - katepsin, Cx43 - konexin 43, 2-APB - 2-aminoethoxydifenyl borat, ExoA - exotoxin A, BfA - brefeldin A,
DMA - 5(N,N-Dimethyl)amilorid hydrochlorid. A) ExoA zptisobuje inhibici funkci komplexu Sec61. BfA inhibuje transport proteinti z ER do GA. MG-132
blokuje proteolytickou aktivitu proteazomu. DMA inhibuje fagocytdézu nebo makropinocytézu antigenu v antigen prezentujici bunice. B) Leupeptin jako inhibitor
cysteinovych proteaz (CatS) blokuje vakuolarni drahu zkiiZené prezentace. C) 2-APB inhibuje ,,gap junction® tvofené z konexini.
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3.9 Virus SARS-CoV-2

SARS-CoV-2 je poslednim objevenym lidskym koronavirem, ktery primarné postihuje
dychaci systém a zptisobuje onemocnéni Covid-19 (z angl. coronavirus disease-2019), ten byl
poprvé objeven v ¢inském mésté¢ Wu-chan v prosinci 2019 a od té doby se rozsitil nejméné do
200 zemi véetnd Ceské republiky (CR) (Zhu et al., 2020). Fylogeneticka analyza genomové
sekvence SARS-CoV-2 odhalila jeho 79,5% identitu s dfive identifikovanym lidskym
koronavirem SARS-CoV (Zhou et al., 2020). Stejné jako SARS-CoV a MERS-CoV patfi
SARS-CoV-2 do rodu Betacoronavirus. Vsechny tfi koronaviry se pfenaseji zoonoticky,
nicméné SARS-CoV-2 je z nich nejvice patogenni (Naqvi et al., 2020). V soucasné dob¢ se
ptedpoklada, Ze primarnim zdrojem nového koronaviru jsou netopyfi, ale stale neni jasné, jaky
druh zvitete je jeho moznym mezihostitelem (Zhou et al., 2020). Nekteré studie spekuluji, ze
k pfenosu na ¢lovéka mohlo dojit z luskounti, nicméng¢ tato teorie nebyla zatim potvrzena (Liu
etal., 2020).

Nakaza Covidem-19 byla Svétovou zdravotnickou organizaci oznacena za pandemii
Vv bieznu 2020. K 10. unoru 2021 bylo ve svété nakazeno 107,64 milionu lidi a 2,36 milionu
umrti. V CR bylo ke stejnému datu hlageno 1,06 miliont p¥ipadti onemocnéni a 17,64 tisic
umrti. Nejvice postizenymi zemémi jsou USA, Indie, Brazilie, Rusko, Velka Britanie, Francie,

Spanélsko a Italie (WHO, ©2021).

3.9.1 Genom viru SARS-CoV-2

SARS-CoV-2 patii mezi obalené jednovlaknové RNA viry s pozitivni polaritou. Genom
viru ma velikost ptiblizné 29,9 kb a obsahuje nékolik otevienych ¢tecich ramct, pficemz prvni
z nich kéduje dva polyproteiny, které jsou po translaci rozstépeny virovymi proteazami 3CLPro
(3C like-proteaza) a PLPro (papain-like proteaza) na 16 nestrukturalnich proteint
(nspl-nsp16). Tyto proteiny se Gcastni sestaveni komplexu replikaza/transkriptaza zajist'ujici
replikaci virové RNA a jeji prepis do struktury proteinii. Rada nestrukturalnich proteini je pro
zivotni cyklus viru SARS-CoV-2 nepostradatelna, a to zejména RNA replikdza (nsp12) a RNA
helikaza (nsp13). Zbyvajici ¢ast genomu koduje Ctyfi hlavni strukturalni proteiny: spike
(,.hrotovy®) protein, obalovy protein, membranovy protein a nukleokapsidovy protein
obklopujici virovou RNA (Lu et al., 2020; Wang et al., 2020). Zatimco membranové a obalové
proteiny jsou dulezité pii morfogenezi, sestaveni a uvoliovani viriont, spike protein hraje
dulezitou roli pfi vstupu viru do hostitelské bunky (Li et al., 2020).

Spike protein se sklada ze dvou funk¢nich podjednotek S1 a S2. Podjednotka S1

obsahuje doménu vazajici receptor (RBD, z angl. receptor-binding domain), prostfednictvim
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niz se spike protein vaze na receptory angiotenzin konvertujiciho enzymu (ACE2) hostitelské
buniky. Tyto receptory jsou exprimovany v buiikach vétSiny organti véetné plic, ledvin, srdce,
tepen a mozkové kiiry. Druha podjednotka S2 funguje jako fuzni protein a zodpovida za fuzi
viralni a bunééné membrany (Hamming et al., 2004; Tai et al., 2020; Wang et al., 2020).
Aktivace spike proteinu vyzaduje proteolytické Stépeni mezi podjednotkami S1 a S2 a uvnitt
podjednotky S2 za ucasti furinu (Madu et al., 2009). Furin je exprimovany v celém lidském
téle, proto se predpoklada, ze napomaha rychlej§imu $ifeni viru mezi buinkami (Sternberg
et Naujokat, 2020). Papa et al. (2021) se ve své studii zabyvali tim, jak $tépeni furinem
ovliviiuje vstup a Sifeni viru. Vysledky ukazaly, Ze 1éCiva zalozena na furinu mohou snizovat,

ale nikoliv zabranit $ifeni virové infekce.

3.9.2 Patogeneze a imunita u Covid-19

Jak jiz bylo zminéno vazba RBD domény spike proteinu na receptor ACE2 umoziuje
vstup viru do bunky a poté ji infikovat. Pribéh onemocnéni zévisi predev§im na véku
a zdravotnim stavu jedince. Statistiky uvadéji, Ze u lidi starSich 60 let a pacientii s vySSim

krevnim tlakem, diabetem, obtizemi s plicemi, se srdcem a dal$imi jinymi chorobami je priitb¢h

v

vewr

et al., 2020). V nekterych ptipadech se mize také projevit ztrata ¢ichu a chuti (Spinato et al.,
2020).

Pti vstupu koronaviru SARS-CoV-2 do bunky je proti nému ihned zahajend imunitni
reakce pomoci humordlni a buné&né imunity. V pocatecnich stadiich infekce jsou v téle
nejdiive aktivovany mechanismy vrozené imunity, a posléze, v fadu dni, se zafina aktivovat
ziskana imunita zprostiedkovana T- a B-lymfocyty. Bohuzel u SARS-CoV-2 neni stale presné
znamo, jak dlouho miize imunita trvat. Z toho diivodu soucasna studia vychazi z dostupnych
informaci z ptedchozich vyzkumi o SARS-CoV. Podobné jako u SARS-CoV, tak i v ptipadé
SARS-CoV-2 se predpoklada, ze protilatkova imunitni reakce spociva v tvorbé asnych IgA
a IgM protilatek, které mizi do 12. tydne, a pozdéjsich IgG protilatek, které jsou trvalejsi (Li et
al., 2003). Naopak buné¢na imunita zprostfedkovand CD4" a CD8" T-lymfocyty pietrvava
dlouhodobé. U onemocnéni koronavirem SARS-CoV byly T-lymfocyty detekovany i 11 let po
infekci. Jestli tomu bude také v piipadé SARS-CoV-2 nelze predpovidat, ale ocekava se
podobna situace (Ng et al., 2016).

Bylo zjisténo, ze ¢astou pricinou tmrti pacientl s tézkym prubéhem nemoci Covid-19

je tzv. cytokinova boufe zpusobena nekontrolovatelnym uvoliovanim velkého mnozstvi
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pfi¢inou syndromu akutni dechové tisn€ a nasledného selhani orgéani, které nakonec vede
ke smrti (Xu et al., 2020).

3.9.3 Vakcina proti SARS-CoV-2

Doposud neni zatim registrovany zadny ucinny 1ék proti nemoci Covid-19. Proto
nejucinnéjsi zpisob, jak snizit morbiditu a mortalitu spojenou s timto novym onemocnénim, se
zda oc¢kovani. K 29. 1. 2021 je celosvétoveé hlaseno 192 kandidatnich vakcin proti Covid-19
a 68 je ve fazi klinického hodnoceni (Biorender, ©2021). Piedpoklada se, ze vyzkum vyvoje
vakcin se zaméfuje na ob¢ virové protedzy (3CLPro, PLPro), RBD doménu spike proteinu,
potiebné ke stimulaci imunitni odpovédi (Wang et al., 2020). V soucasnosti jsou proti
onemocnéni Covid-19 ve vyvoji ¢tyfi zakladni typy vakcin: inaktivované nebo zivé oslabené
vakciny, vektorové vakciny, proteinové vakciny a DNA, RNA vakciny. Jako nejvice nadéjné
se zatim jevi vektorové, rekombinantni a genetické vakciny. Vzhledem Kk povaze
inaktivovanych a zivych oslabenych vakcin se jejich vyuziti v EU neptfedpoklada.

Dnes jsou k dispozici ¢tyfi vakciny proti nemoci Covid-19. Prvni schvalena vakcina
byla od firmy BioNTech/Pfizer, nasledovala vakcina od firmy Moderna, dale vakcina od
spole¢nosti AstraZeneca, a nakonec vakcina od spole¢nosti Johnson & Johnson. Vyse zminéné
spolecnosti vyuzivaji ve vyvoji vakciny jako antigen koronavirovy spike protein.
Po intramuskularni aplikaci vakciny imunitni systém rozpoznd dany protein jako cizorody
a navodi proti nému bezpe¢nou imunitni odpoveéd’ (Klika, 2021).

Vakciny vyrobcli BioNTech/Pfizer a Moderna se fadi mezi mRNA vakciny, jejichz
technologie je nova, ale nikoliv neznama. Tato technologie byla naptiklad vyuzita pti pfipravé
vakciny proti viru chiipky, viru Zika, ale 1 proti nékterym typiim zhoubnych nadort. Vakciny
na této bazi obsahuji geneticky material v podobé mRNA, ktera kodduje pouze cast
koronavirového spike proteinu. Po vpraveni vakciny poté svalové builky pouZiji tuto mRNA
jako templat pro syntézu ¢asti dan¢ho spike proteinu. Vyhodou mRNA vakcin je jejich rychly
vyvoj a vysoka ucinnost. Vyrobci BioNTech/Pfizer a Moderna udavaji té¢innost vakciny kolem
95 % (Baden et al., 2020; Polack et al., 2020). Nicméné i mRNA vakciny maji své nevyhody.
mRNA je totiz nestabilni a pfi dlouhodobém uchovavani pifi vysokych teplotaich nebo
pusobenim enzymi RNéaz se miize v téle rozkladat. Z toho divodu byva mRNA obalena

lipidovymi nanocasticemi tzv. liposomy, jejimz prostfednictvim je mRNA chranéna pted
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degradaci a dopravena do cilovych bun¢k imunitniho systému (Komaroff, 2020; Tregoning
et al., 2020; Klika, 2021).

Vakcina Comirnaty od spolec¢nosti AstraZeneca se sklada z oslabeného nepatogenniho
opi¢iho adenoviru, ktery byl modifikovan takovym zplisobem, aby obsahoval gen pro expresi
koronavirového spike proteinu. Buiikky po vpraveni tohoto genu pak produkuji spike protein.
Spole¢nost Johnson & Johnson vyuziva pro vyvoj vakciny vzacnéjsi typ lidského adenoviru
(Ad26) a oproti ostatnim vakcinam byla navrzena tak, aby poskytla imunitni odpovéd’ v jedné
davce. Podle studii tato vakcina prokazala 66% ucinnost (Johnson & Johnson; ©2021). Do této
kategorie patii také ruska vakcina Sputnik V, ktera oproti vakcinam od firem AstraZeneca
a Johnson & Johnson pouziva pro kazdou davku jiny druh adenoviru. Konkrétné se jedna
0 adenovirus typu 5 (Ad5) a adenovirus typu 26 (Ad26). Cilem pouziti dvou riznych typt
adenovirl je timto zpisobem snizit riziko moznosti tvorby protilatek pti podani prvni davky.
Studie zvefejnéna v ¢asopise The Lancet udava 91% ucinnost vakciny (Logunov et al., 2021).
Nyni je vakcina Sputnik V ve tieti fazi klinického hodnoceni (Tregoning et al., 2020; Klika,
2021).

Dalsi slibnou vakcinou proti Covid-19 muze byt rekombinantni vakcina vyvijena
spole¢nosti Novavax. Vakcina obsahuje laboratorné ptfipravenou formu koronavirového spike
proteinu, ktery je umeéle syntetizovan V hmyzim bakulovirovém expresnim systému. Sama
vakcina je malo imunogenni, proto je jesté doplnéna o vhodna adjuvans, ktera zaruc¢i dostate¢né
imunogenni u¢inek vakciny (Tregoning et al., 2020; Klika, 2021). Bylo ukazano, Ze ucinnost
vakciny Novavax je 95 % proti ptivodni varianté viru a 85 % proti britské mutaci (Mahase,
2021).

3.10 Systém CRISPR/Cas

3.10.1 Charakteristika CRISPR

CRISPR (z angl. Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) jsou
segmenty pravidelné rozmisténych kratkych (cca 24-47 bp) palindromickych repetic, mezi
kterymi se nachazeji kratké (27-72 bp) fragmenty cizorodé DNA (spacer) (Wiedenheft et al.,
2012). Prokaryota vyuzivaji systém CRISPR jako formu adaptivniho imunitniho systému
slouZzici k ziskéani rezistence proti genetickym elementim, jako jsou viry a plazmidy (Horvath
et Barrangou, 2010). Nicméné¢ CRISPR lokusy byly nalezeny také u nékterych sinic,
proteobakterii a nékolik skupin grampozitivnich bakterii s nizkym obsahem guaninu a cytosinu

(Mojica et al., 2000). Pritomnost CRISPR neni pro konkrétni taxon charakteristicka, nebot” se
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mohou lisit i mezi druhy patiici do stejného rodu nebo ¢eledi. Napiiklad Bacillus subtilis
aBacillus halodurans patii do stejné celedi, ale CRISPR je pfitomen pouze
u B. subtilis. Naopak tyto opakujici repetice nebyly nalezeny u Escherichia coli a Sulfolobus
solfataricus (Jansen et al., 2002). Dulezitou souc¢asti CRISPR lokust jsou cas geny kodujici
proteiny asociované s CRISPR (Cas, z angl. CRISPR-associated proteins), prostfednictvim
nichz je CRISPR/Cas systém klasifikovan do tfi hlavnich typa. Typ | obsahuje Cas3, typ Il
Cas9 a typ 11l Cas10 (Makarova et al., 2006, 20114, 2011b). Ve vsech CRISPR/Cas systémech
jsou pfitomny proteiny Casl a Cas2, které spolu tvoii stabilni komplex nezbytného pro vlozeni
nového spaceru do CRISPR lokusu (Nuifiez et al., 2014). Zatimco Cas] proteiny jsou na kovu
zavislé DNazy, Cas2 proteiny jsou na kovu zavislé RNazy (Beloglazova etal., 2008;
Wiedenheft et al., 2009).

3.10.2 CRISPR/Cas9

Z hlediska technologického vyuziti je nejvyznamnéj$im a nejpouzivanéj$im nastrojem
pravé systétm CRISPR/Cas typu |Il, jehoz charakteristickym znakem je pfitomnost
multidoménového proteinu Cas9 pivodem ze Streptococcus pyogenes (Cong et al., 2013).
CRISPR/Cas9 systém zprostiedkovava imunitu proti napadeni viry nebo poskozenimi cizimi
plazmidy ve tiech fazich: adaptace, exprese a interference (Obrazek 10). Zpocatku jsou spacery
z cizorodé DNA integrovany do CRISPR lokusu. Takto integrovana DNA je poté procesem
transkripce prepsana do prekurzorové crRNA (pre-crRNA), na kterou se vaze transaktivaéni
crRNA (tracrRNA) komplementarni k sekvenci obsazenou v CRISPR lokusu. Duplex
pre-crRNA/tractrRNA je nésledné $tépen pomoci ribonukleazy RNazy III za vzniku zralych
molekul CRISPR RNA (crRNA). Parovani tracrRNA a crRNA nakonec vede ke vzniku
jednovlédknové vodici RNA (sgRNA, z angl. single guide RNA), kterd navadi endonukleazu
Cas9 k cilové sekvenci DNA. Protein Cas9 stépi cizorodou DNA pouze v pfipadé, Ze za ni
nasleduje kratka (2—4 bp) sekvence DNA zvana protospacer sousedni motiv (PAM, z angl.
protospacer adjacent motif) (Mojica et al., 2009; Makarova et al., 2011a; Ratan et al., 2018).

Proteiny Cas9 jsou crRNA dependentni endonukleazy, které se 1181 velikosti 1 sekvenci.
VétSina proteint Cas9 obsahuje piiblizné 1100-1400 aminokyselin a dvé nukleazové domény
HNH a RuvC (Jinek et al., 2014). Obé domény jsou zodpoveédné za sestiih cilové DNA.
Zatimco HNH doména §tépi fetézec DNA komplementarni k sekvenci sgRNA (cilové vlakno),
RuvC doména Sté€pi naopak nekomplementarni fetézec (necilové vldkno), ¢imz vznikaji

dvoutetézcové zlomy DNA (Jinek et al., 2012). Proteiny Cas9 také obsahuji vysoce
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konzervovanou oblast bohatou na arginin ur¢enou pro interakci s nukleovymi kyselinami

(Sampson et al., 2013).
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Obrazek 10 Mechanismus systému CRISPR/Cas. R - repetice, S - spacer, crRNA - CRISPR RNA,
pre-crRNA - prekurzorova crRNA, tracrRNA - transaktivaéni crRNA, PAM - protospacer sousedici
motiv. 1) Integrace spaceru do CRISPR lokusu. 2) Piepis DNA do pre-crRNA a vazba tracrRNA.
3) Stépeni pre-crRNA pomoci RNézy I1I za vzniku crRNA. 4) Tvorba komplexu crRNA-efektor §tépici
cizorodou DNA.
3.10.3 Vyuziti CRISPR/Cas9 technologie

CRISPR/Cas9 technologie nachazi uplatnéni v mnoha oborech klinické praxe vcetné
biotechnologie, nuklearni mediciny a zejména molekularni biologie. Zde CRISPR/Cas9
pfedstavuje mocny nastroj pro editaci genomu, pii niz dochazi ptisobenim Cas9 ke $tépeni DNA
na presné definovaném misté. RozSt€pend vldkna DNA jsou poté opravnymi bunécnymi
mechanismy opét spojena. Opravou mohou vznikat mutace (inzerce, delece) nebo mize také
dojit k opravé posSkozené Casti podle neporuseného homologniho templatu. Podle zptisobu
opravy porusené¢ho vldkna pak mlze dochdzet k deaktivaci, aktivaci nebo ke zméné sekvence
genu (Moravec, 2017; Adli, 2018; Ratan et al., 2018). Ve vyzkumné oblasti se editace genomu
s podporou CRISPR pouziva riznymi zpisoby, jako je napi. kontrola transkripce, modifikace
epigenomt, skrining celého genomu a zobrazovani chromozomu (Barrangou et Doudna, 2016).

Systém CRISPR/Cas9 byl také upraven pro vytvofeni dvou technologii zvanych
CRISPR interference (CRISPRi) a CRIPSR aktivace (CRISPRa), které reguluji genovou
expresi. Ob¢ technologie pouzivaji katalyticky inaktivni variantu proteinu Cas9 (dCas9)
postradajici endonukleazovou aktivitu zplsobenou bodovymi mutacemi v jeho dvou
endonukleazovych doménach (Jinek et al., 2012; Larson et al., 2013). Takto inaktivni protein
dCas9 sice nemuze $tépit cilovou DNA, ale je schopen se na ni v komplexu se SgRNA a dal§imi

transkripénimi regulatory vazat a tim zvySovat nebo snizovat genovou expresi. V piipadé
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CRISPRi je dCas9 fhzovan s transkripénimi represory (napi. KRAB) vedouci k potlaceni
exprese cilového genu (Gilbert et al., 2013). V CRISPRa dCas9 interaguje s transkripénimi
aktivatory (napt. VP64), coz vede naopak upregulaci genové exprese (Chavez et al., 2015).
Technologie CRIPSR/Cas9 ma také uplatnéni v imunoterapii nadorovych onemocnéni,
ato predevSim v adaptivni imunoterapii, ktera je zaloZena na izolaci pacientovych
T-lymfocytd, jejich modifikaci ex vivo, kultivaci a naslednému navraceni zpét do organismu,

kde dojde k navozeni imunitni odpovédi v oblasti nadoru (Zatloukalova et al., 2019).

3.11 CRISPR/Cas vs RNAI

Proces RNA interference (RNAIi, zangl. RNA interference) je dilezitym
postranskripénim mechanismem, ktery majoritné reguluje transkripci a expresi genl
u eukaryotnich bunc¢k. Mechanismus RNAi vznikl jako obrana bunék proti virGm
a transpozontim. Kli¢ovym krokem procesu RNAI je $tépeni dvouvldknové RNA na malé
nekodujici RNA - miRNA (z angl. microRNA) a siRNA (z angl. short interfering RNA), které
se nasledné paruji s cilovou mMRNA. Tato interakce vede ke St€peni mRNA nebo k inhibici
translace a tim i k potlaceni syntézy polypeptida (Siomi et Siomi, 2009).

Obé genetické technologie RN A1 a CRISPR/Cas9 se vyvinuly jako mocné nastroje urcené
k potlaceni genové exprese (Schuster et al., 2019). Primarnim rozdilem mezi RNAi a CRISPR
spociva v tom, ze RNAi snizuje expresi genu na irovni mRNA (knock-down), zatimco CRISPR
trvale umlcuje gen na irovni DNA (knock-out). Pti volbé pouziti dané technologie k uml¢ovani
gend je potieba zvazit vyhody a nevyhody kazdého uvedeného pfistupu.

Hlavni vyhodou RNAI je pfitomnost jeho aparatu téméf v kazdé savei somatické buiice,
proto neni nutna zadna predchozi genetickd manipulace s cilovou bunéénou linii a jednoducha
transfekce siRNA muze vést ke ztraté funkce fenotypu (Boettcher et McManus, 2015).
Vzhledem k tomu, Ze mechanismus RNAi je vétSinou cytoplazmaticky a pisobi na RNA,
nikoliv na genomovou DNA v jadie, neni knock-down genti ovlivnén ploidii bunék
a dostupnosti chromatinu, jak bylo pozorovano u pfistupi zalozenych na CRISPR. Zde mohou
genomickeé oblasti S uzavienym stavem chromatinu blokovat vazbu a tim 1 funkci Cas9 (Kuscu
et al., 2014; Wu et al., 2014; Schuster et al., 2019).

Nejvétsim problémem, ktery omezuje vyuziti CRISPR/Cas technologie v editaci
genomu, je zvySena piitomnost off-target efektl. Pfiinou téchto efektid je vazba sgRNA
na cilovou sekvenci DNA s toleranci dokonce 3—5 bp, které nejsou komplementarni, coz vede
k rozvoji mutaci nejen v cilové DNA, ale také napti¢ celym genomem (Cho et al., 2014).

Popsany byly rizné strategie vedouci ke snizeni off-target aktivity. Pfikladem mize byt pouziti
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jiz zminéného Cas9 proteinu a dvou sgRNA (Mali et al., 2013). Dalsi moznosti je také zkraceni
3" konce sgRNA o velikosti do 17 bp nebo piidani dvou guaninovych nukleotidi na 5” konec
SgRNA (Fu et al., 2014).

S rychlym vyvojem CRISPR technologie se mize zdat, Ze obdobi nastroji zalozenych
na RNAI skoncilo, pfesto si RNAI stale zachovava silnou pozici a lze predpokladat, ze obé

technologie budou spolu po néjaky ¢as koexistovat.

3.12 Pritokova cytometrie

Metoda priitokové cytometrie umoziuje kvalitativni a kvantitativni analyzu fyzikalnich
(optickych) a chemickych (fluorescencnich) vlastnosti jednotlivych bun€k nebo jinych Castic
(jadra, mikroorganismy, chromozomy, latexové kulicky a dal$i) béhem prichodu laserovym
paprskem (Brown et Wittwer, 2000). Hlavni vyhodou priutokové cytometrie je jeji schopnost
m¢éfit vice parametril na trovni jedné buiiky ve vzorku o velkém poctu bunék béhem kratkého
casového intervalu. Pro analyzu musi byt buiiky ve form¢ suspenze. Je totiz nezbytné, aby
v dany okamzik prochézela systémem jedna bunka z analyzované suspenze. Tato buiika je pak
ozarena sadou laseri a je detekovan vyzareny fluorescenéni signal (Roubalova, 2012;
McKinnon, 2018).

Pritokova cytometrie je slibnym nastrojem, ktery usnadiiuje rutinni analyzy v klinické
praxi. Nejbéznéji vySettovanym materidlem je periferni krev, aspiraty kostni dfené, leukocyty,
bunécné kultury a suspenze bunék pfipravené z tkani. Materidly jako mozkomisni mok,
bronchoalveolarni lavaz a punktaty se z divodu nedostate¢ného poc¢tu bunék analyzuji vzacné
(Roubalova, 2012). V soucasnosti ma technika prutokové cytometrie uplatnéni v mnoha
oborech klinické praxe, véetné molekularni biologie, bakteriologie, imunologie, virologie
a mnoho jiné (Suda, 2005; McKinnon, 2018). V molekularni biologii se vyuZiva pfi stanoveni
obsahu jaderné DNA, urceni ploidie, pfi analyze a detekci bunécného cyklu, apoptdzy nebo pti
studiu genové exprese. V bakteriologii je prutokova cytometrie uplatiovana pii diagnostice
a charakterizaci patogennich mikroorganismu. V imunologii je prutokova cytometrie nejéastéji
aplikovana pifi imunofenotypizaci, kdy pomoci vhodného vybéru fluorescenéné znacenych
mononukledlnich protilatek specifickych pro markery na bunécném povrchu Ize
charakterizovat danou populaci bunék. Mezi takové markery pouzivané Kk definovani
specifickych bunéénych populaci patii markery T-lymfocyti (CD3, CD4, CD8), B-lymfocytt
(CD19, CD20), monocytia (CD14), DC (CD40, CD80, CD86) nebo NK bun¢k (CD56)
(McKinnon, 2018). Timto zpisobem lze provést imunofenotypizaci leukémie, lymfomi nebo

bun¢k infikovanych virem HIV. Pritokova cytometrie se také vyuzivd pfi analyze
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intracelularnich  cytokinli, signdlnich proteini, nadorovych bunék, pifi hodnoceni
zivotaschopnosti bunck, pfi diagnostice defekti funkce imunitniho systému, diagnostice
a sledovani autoimunitnich chorob, v transplanta¢ni imunologii nebo pii studiu vyvoje 1ékia
(Sinkorova et Zarybnick4, 2008; Jahan-Tigh et al., 2012; McKinnon, 2018; Chelkar et Panda,
2020).
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4 MATERIAL A METODY
4.1 Material

4.1.1 Biologicky material
Mysi adherentni bunécna linie cDC1 MutuDC izolovana ze splenocytti inbredniho kmene
C57BL/6 (Lausanne, Svycarsko). Buiiky se vyznacuji expresi genu pro zelend fluorescenéni

protein (GFP, z angl. green fluorescent protein).

Kompetentni bakterie Escherichia coli kmen DH5a (kat. ¢islo: C2987; New England Biolabs,
USA)

4.1.2 Chemikalie

Agar (kat. ¢islo A5054; Sigma-Aldrich, USA)

Agaroza (kat. ¢islo 11404; SERVA, Némecko)

Akrylamid (kat. ¢islo A8887; Sigma-Aldrich, USA)

Ampicilin (kat. ¢islo A0839; PanReac AppliChem, Némecko)

Bovinni sérovy albumin (kat. ¢islo 12659; Sigma-Aldrich, USA)
Dihydrogenfosfore¢nan draselny, p.a. (kat. &islo 30016-APO0; Lach:ner s.r.o., CR)
Dihydrogenfosforeénan sodny dihydrat, p.a. (kat. &islo 30017-APO; Lach:ner s.r.o0., CR)
dNTPs mix (10 mmol/l) (kat. ¢islo 18427013; Invitrogen, USA)

Dodecylsiran sodny (kat. ¢islo 444464T; VWR International, USA)

Ethanol 96 %, p.a. (kat. &islo 20025-A96; Lach:ner s.r.0., CR)

Fetalni bovinni sérum (8% roztok) (PAN-Biotech, Némecko)

Fixable Viability Dye-ef506 (kat. ¢islo 65-0866-14; eBioscience, USA)

Gel loading Dye purple (6x) (kat. ¢islo B7025S; New England Biolabs, USA)
GelRed Nucleic Acid Gel Stain (kat. Cislo 41003; Biotium, USA)

Glycerol, kapalina (kat. ¢islo G5516; Sigma-Aldrich, USA)

Glycin, p.a. (kat. &islo 40059-AP0; Lach:ner s.r.0., CR)

GolgiPlug (obsahuje Brefeldin A) (kat. ¢islo 555029; Becton Dickinson, USA)
Hydrogenfosforeénan disodny dodekahydrat, p.a. (kat. ¢islo 30061-AP0; Lach:ner s.r.o., CR)
Chlorid draselny, p.a. (kat. &islo 30076-AP0; Lach:ner s.r.o., CR)

Chlorid sodny, p.a. (kat. &islo 30093-AP0; Lach:ner s.r.o., CR)

IMDM + GlutaM AX™ (kat. ¢islo 31980030; Gibco, UK)

Imidazol (kat. ¢islo 0527; VWR International, USA)
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Inhibitory (Sigma-Aldrich, USA)

2-APB (kat. ¢islo D9754)

5(N,N-Dimethyl)amilorid hydrochlorid (kat. ¢islo A4562)

Exotoxin A (kat. ¢islo PO184)

MG-132 (kat. ¢islo SML1135)

Leupeptin (kat. ¢islo L2884)

Lipopolysacharid (kat. ¢islo L8274)
2-merkaptoethanol, kapalina (50uM) (kat. ¢islo M-3148; Sigma-Aldrich, USA)
Dulbecco’s PBS pufr (1x) (kat. ¢islo BDL-001; Serana Europe GmbH, Némecko)
Isopropanol (kat. &islo 17500; PENTA, s.r.o0., CR)
Kyselina ethylendiamintetraoctova, p.a. (EDTA) (kat. ¢islo 11278; SERVA, Némecko)
Kyselina octova 99,8 %, p.a. (kat. ¢islo 10047-A9B; Lach:ner s.r.0., CR)
Luria Bertani médium (LB), Miller (kat. ¢islo J63905.K2; VWR International, USA)
Methanol, p.a. (kat. &islo 20038-ATO; Lach:ner s.r.o., CR)
N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin (kat. ¢islo 35925; SERVA, Némecko)
N,N’-methylenbisakrylamid (kat. ¢islo 146072; Sigma-Aldrich, USA)
NEBuffer 1.1 (10x) (kat. ¢islo B7001S; New England Biolabs, USA)
NEBuffer 3.1 (10x) (kat. ¢islo B7203S; New England Biolabs, USA)
Ni-NTA agar6za (kat. ¢islo 30230; Qiagen, USA)
PageRuller Plus Prestained Protein Ladder (kat. ¢islo 26619; Thermo Fisher Scientific, USA)
Paraformaldehyd 16% (kat. ¢islo 15710; Electron Microscopy Sciences, USA)
Penicilin-Streptomycin (100x) (kat. ¢islo R.HP10.1; PAN-Biotech, Némecko)
Plus DNA ladder 1 kb (kat. ¢islo N3200L; New England Biolabs, USA)
Protilatky konjugované s fluorochromy (eBioscience, USA)

CD11c-eFluor506 (kat. ¢islo 69-0114-82)

CDA40-PE (kat. ¢islo 12-0401-82)

CDB80-PE-cy5 (kat. ¢islo 15-0801-82)

CDB86-PE-cy7 (kat. ¢islo 25-0862-82)

MHCI-eFluor50 (kat. ¢islo 48-5958-82)

MHCII-PE-eFluor610 (kat. ¢islo 61-5321-82)
pSpCas9(BB)-2A-GFP (pX458) vektor (kat. ¢islo 48138; Addgen, USA)
Restrikéni endonukleazy (New England Biolabs, USA)

EcoRV (20 000 units/ml) (kat. ¢islo R0195S)

Pstl (20 000 units/ml) (kat. ¢islo R0O140S)
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Sacl (20 000 units/ml) (kat. ¢islo RO156S)

Xbal (20 000 units/ml) (kat. ¢islo R0O145S)
SOC médium (kat. ¢islo B9020S; New England Biolabs, USA)
Standard Taq Reactiong Buffer 10x (kat. ¢islo B9014S; New England Biolabs, USA)
T4 DNA Ligase buffer (5x) (kat. ¢islo 46300-018; Invitrogen, USA)
T4 DNA Ligaza (5 U/ul) (kat. ¢islo 15224-041; Invitrogen, USA)
Taq DNA polymeraza (kat. ¢islo M0273S; New England Biolabs, USA)
Tris base (kat. ¢islo 648310; Merck, Némecko)
Trypanova modf (0,4% roztok) (kat. ¢islo T10282; Thermo Fisher Scientific, USA)
Trypsin-EDTA, roztok (1x) (kat. ¢islo 59428C; Thermo Fisher Scientific, USA)
Tween-20 (kat. ¢islo 37470.01; SERVA, Némecko)

4.1.3 Komer¢ni soupravy

ABC Total Antibody Compensation Bead Kit (kat. ¢islo A10513; Invitrogen, USA)
Amaxa Cell line Nucleofector Kit V (kat. ¢islo VCA-1003; Lonza, Némecko)
Pierce BCA Protein Assay Kit (kat. ¢islo 23227; Thermo Fisher Scientific, USA)
Plasmid Plus Midi Kit (kat. ¢islo 19243, 12945; Qiagen, USA)

4.1.4 Roztoky, pufry, média

10x_PBS pufr: 1,37 mol-1* NaCl, 27 mmol- 1! KCI, 37 mmol- 1t NaH2PO4-12H:0,
15 mmol-1"t KH2PO4: pH=7,4

1x PBS pufr: 100 ml 10x PBS pufr, doplnéno destilovanou vodou do 1000 ml

(Pozn.: Pro tkanové kultury byl pouzit Dulbecco’s PBS pufr (1x))

Kultivace E. coli

LB médium tekuté: 6,25 g LB médium, doplnéno destilovanou vodou do 250 mi

LB médium tuhé: 2,5 g LB médium, 1,5 g agar, dopInéno destilovanou vodou do 100 ml

Horizontalni agar6zova elektroforéza
50x TAE pufr: 2 mol-1? Tris, 1 mol-1* kyselina octova, 50 mmol-1t EDTA; pH =8
1x TAE pufr: 20 ml 50x TAE pufr, dopInéno destilovanou vodou do 1000 ml

Imunoafinitni purifikace

Promyvaci pufr; 50 mmol-1" NaH2PO4-2H0, 300 mmol-1* NaCl, 10 mmol-1? Imidazol,
0,05% (v/v) Tween 20; pH =8

Eluéni pufr: 50 mmol-17 NaH>P0O4-2H,0, 300 mmol-1? NaCl, 200 mmol-1? Imidazol,
0,05% (v/v) Tween 20; pH=8

31



SDS-PAGE

30% (w/v) akrylamid-bisakrylamid: 75 g akrylamid, 2 g bisakrylamid, dopInéno destilovanou
vodou do1000 ml

5x SDS elektrodovy pufr: 125 mmol-17 Tris, 0,960 mol-1* glycin, 17 mmol-1"* SDS

1x SDS elektrodovy pufr: 100 ml 5x SDS elektrodovy pufr, doplnéno destilovanou vodou do
500 ml

2x SDS vzorkovaci pufr: 125 mmol-1? Tris, 15,9% (v/v) glycerol, 160 mmol-17 SDS,
10% (v/v) merkaptoethanol, 0,01% (w/v) bromfenolova modi; pH = 6,8

Pufr pro separaéni gel: 1,5 mol-17 Tris, 12 mmol 1" SDS; pH=8,8

Pufr pro zaostifovaci gel: 0,5 mol-1" Tris, 12 mmol-1?* SDS; pH =6,8

Barveni a odbarvovani proteini

Fixaéni roztok: 25% (v/v) isopropanol, 10% (v/v) kyselina octova

Barvici roztok: 10% (v/v) kyselina octova, 40% (v/v) methanol, 0,1% (w/v) Coomassie Brilliant
Blue R-250

Odbarvovaci roztok: 5% (v/v) methanol, 7% (v/v) kyselina octova

Priitokova cytometrie

Barvici roztok (roztok FBS v 5% PBS): 2,5 ul FBS, 47,5 ul 5% PBS, 0,5 ul barvivo Fixable
Viability Dye, 5 ul monoklonalni protilatky konjugované s fluorochromem (anti- CD40-PE,
CD80-PE-cy5, CD86-PE-cy7, CD11c-eFluor506, MHCI-eFluor450, MHCII-PE-eFluor610)

4.1.5 Pristroje a zarizeni
Automatické pipety (Thermo Fisher Scientific, USA)
Centrifuga stolni chlazena MIKRO 22R (Hettich, Némecko)
Centrifuga stolni chlazena ROTINA 380R (Hettich, Némecko)
Elektroforeticky systém Mini Gel Owl EasyCast B2 (Thermo Fisher Scientific, USA)
Elektroforeticky systém Mini PROTEAN Tetra Cell (Bio-Rad,; USA)
Fluorescen¢ni mikroskop DM6 B (Leica, Némecko)
Horizontalné plnény stolni autoklav DX90 (Systec, Némecko)
Inkubator CO2 MCO-170AIC-PE (Panasonic, Japonsko)
Inkubator s aktivnim chlazenim (5 °C—40 °C) MIR153 (Sanyo, Japonsko)
Kultiva¢ni material pro tkanové linie (VWR International, USA)
Laboratorni vahy 440-33N (KERN, Némecko)
Laminarni box LC2.12 (Thermo Fisher Scientific, USA)
Mikroskop inverzni fluorescenéni FILM (Intraco Micro, CR)
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Mikroskop pro pocitani bun¢k Standard 20 (Opton, Némecko)

Multidetekéni reader Synergy HTX (BioTek, USA)

Multifunk¢ni chlazena centrifuga MPW 3523 (MPW MED. Instruments, Polsko)
pH metr 210 (Hanna Instruments, CR)

Pipetor (Hirschmann, Némecko)

Spektralni priutokovy cytometr SP6800 (Sony Biotechnology, USA)

Termoblok SBH130D Stuart (Thermo Fisher Scientific, USA)

Termocycler Biometra (Analytik Jena, Némecko)

Ttepacka s inkubatorem TH30 (Edmund Biihler GmbH, Némecko)

Trepacka Vortex MS 3 basic (IKA, Némecko)

Tube Roller CRR-08X (Capp, Némecko)

UV transiluminator G:Box (Syngene, Spojené Kralovstvi)

Vivaspin 2 centrifugal concentrators, 10 000 MWCO (kat. ¢islo VS0202; Sartorius, Némecko)
Vodni lazenn SUB14 (Grant Instruments, Spojené Kralovstvi)

Vortex KS 130 basic (IKA, Némecko)

Vyrobnik ledu CB 316 (Brema Ice Markers, CR)

Zdroj pro elektroforézu PowerPac Basic (Bio-Rad, CR)

4.1.6 Pocitacovy software a programy
BioEdit

FlowJo

GeneSnap (Syngene, Spojené Kralovstvi)
GraphPad Prism 5.0

ChopChop

ImageJ

SnapGene viewer
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4.2 Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy

4.2.1 Priprava CRISPR/Cas9 vektoru pro knock-out manézového receptoru
MRC1

4.2.1.1 Primery

Pomoci online softwaru ChopChop (chopchop.cbu.uib.no) byla vybrana cilova
nukleotidova sekvence genu MRC1 kodujiciho manozovy receptor typu C1 (Tabulka 1),
na jejimz zakladé byl poté navrzen jeden par jednovlaknovych DNA oligonukleotidi
s fosforylovanymi 5” konci (Tabulka 2). Primery byly syntetizované firmou Generi Biotech,

%

CR.

Tabulka 1 Vybrana cilova sekvence genu MRC1.

Off-targets ,
Cilova sekvence Vlakno GC (%) 0 1 2 3 Uc¢innost (%)
GTACCGGAGGGTGCAGACAAAGG  kodujici (+) 60 0 0 0 0O 6453

Tuéné zvyraznéna trojice nukleotidii v cilové sekvenci je PAM sekvence. Sloupec ,,V1akno* znazoriuje
lokalizaci cilové sekvence na vlakné. Sloupec ,,GC* ukazuje procentualni obsah guaninu a cytosinu.
Sloupec ,,Off-targets” znazoriiuje pocet potencialnich mimocilovych vazeb, ¢imz dochazi ke $tépeni
DNA sekvenci mimo sekvence zajmu. Sloupec ,,U&innost* ukazuje u¢innost §tépeni endonukleazy
Cas9.

Tabulka 2 Sekvence DNA oligonukleotidi pro tvorbu sgRNA.

Sekvence (5'— 3)
Oligonukleotid 1 CACCGTACCGGAGGGTGCAGACAA
Oligonukleotid 2 AAACTTGTCTGCACCCTCCGGTACC

4.2.1.2 Komplementarni spojeni oligonukleotidovych pari

Navrzené jednovlaknové oligonukleotidy bylo nutno hybridizovat za vzniku
dvoufetézcové molekuly. Syntetizované oligonukleotidy byly nejdiive rozpustény v piedem
uréeném objemu deionizované vody (ddH.0) na koncentraci 100 pmol-ul?! (uvedeno od
vyrobce). Reakéni smés byla pfipravena podle Tabulky 3. Hybridizace oligonukleotida
probihala za nasledujicich podminek: v 37 °C po dobu 30 minut, 95 °C na 5 minut a poté byla

teplota postupné sniZovana na pokojovou teplotu.

34



Tabulka 3 Slozeni reakéni smési pro komplementarni spojeni DNA oligonukleotidi.

Pocatecni Finalni
Slozka reakee k(())riceilctrace koncentrace Objem [pl]
Ligacni pufr 5X 1x 2 ul
Oligonukleotid 1 100 pmol-pul? 10 pmol-pl? 1 ul
Oligonukleotid 2 100 pmol-ul? 10 pmol-ul? 1l
ddH0O - - 6 ul
Celkem 10 pl

4.2.1.3 Ligace do vektoru pX458

Hybridizované oligonukleotidy byly ligovany do linearizovaného vektoru pX458
pomoci T4 DNA ligazy. Roztok ligazy byl pfipraven smisenim 2 ul ligaéniho pufru, 1 pl
T4 DNA ligazy a 7 ul ddH20. Ligac¢ni reakce zprvu probihala pii 37 °C po dobu 30 minut a poté
pfi 16 °C pies noc. Druhy den byla reakce inaktivovana ptidanim 1 pl 0,5mol-I"t EDTA. Slozeni

liga¢ni reakce ukazuje Tabulka 4.

Tabulka 4 Slozeni reakéni smési pro ligaci oligonukleotidi do vektoru pX458.

Slozka reakce Objem [pl]
Linearizovany vektor pX458 (20 ng) 2,5
Hybridizované oligonukleotidy 1

5x ligacni pufr 4

T4 DNA ligaza 1

ddH20 11,5
Celkem 20

4.2.1.4 pSpCas9(BB)-2A-GFP (pX458) vektor

Vektor pSpCas9(BB)-2A-GFP nazyvany také jako pX458 je klonovaci vektor
0 velikosti 9288 bp obsahujici replikacni pocatek ori a fagovy replikacni pocatek fl. Soucasti
vektoru je také U6 promotor zajist'ujici expresi sgRNA, CMV promotor neboli promotor
lidského viru Cytomegalovirus, dale gen pro endonukleazu Cas9, restrikéni misto pro vlozeni
DNA inzertu a selekéni marker. V piipad¢ vektoru pX458 je selekénim markerem gen pro
rezistenci k antibiotiku ampicilin (AmpR). Vektorovy systém dale obsahuje poly(A) oblast
a samovoln¢ se $té€pici peptid 2A z viru Thosea asigna (T2A), ktery béhem translace proteinu
indukuje ribozomalni pteskoceni peptidové vazby mezi glycinem a prolinem. Soucasti
endonukledzy Cas9 je FLAG znacka obsahujici aminokyselinovou sekvenci DYKDDDDK
(D - kyselina asparagova, Y - tyrosin, K - lysin). Diky FLAG znacce je protein exprimovan
témef ve vSech prokaryotnich a eukaryotnich buiikach (Einhauer et Jungbauer, 2001). NLS

znaci jaderny lokalizacni signal, ktery se podili na transportu endonukledzy Cas9 do bunky.
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Vektor pX458 se také vyznaCuje expresi genu pro GFP, ktery pii vystaveni UV svétlu
fluoreskuje zelen¢. GFP funguje jako reportérovy gen umoznujici vizualizovat expresi proteinti

(Obrazek 11).

U6 promotor gRNA scaffold
[ CMV promotor
J”""i o
TN ‘ﬁ/\‘.“ﬁ\
\\ ™A
(AmpR] FLAG
A
A
\

AmpR promotor \\

pSpCas9(BB)-2A-GFP (PX458)
9288 bp

(poly(a))

T2A L
SN

Obrazek 11 Schématické znazornéni vektoru pX458.

4.2.1.5 Transformace kompetentnich bunék E. coli

Klonovaci vektor pX458 se zaligovanymi oligonukleotidy byl transformovan do
kompetentnich bunék E. coli kmene DHS5a. Prace s bunkami probihala ve sterilnim prostiedi.
Ptipravené kompetentni bakterie (25 pl) byly rozmrazeny na ledu a poté k nim bylo pfidano
5 pl ligaéni smési. Transformacni smés byla lehce promichdna a inkubovéana 30 minut na ledu.
Po inkubaci byla provedena transformace teplotnim Sokem (,,heat-shock®), kdy zkumavka byla
vloZzena do termobloku vyhiatého na 42 °C po dobu 30 sekund. Po uplynuti doby byly
zkumavky thned pfemistény na led po dobu 5 minut. Nasledné bylo ke smési pfidano 300 pl
SOC média a cela smés byla inkubovana na rota¢ni tfepacce po dobu 1 hodiny pii teploté 37 °C.
Suspenzni kultura transformovanych bakterii byla inokulovana na povrch pevného
Luria-Bertani (LB) média obsahujiciho ampicilin o koncentraci 100 pg-ml? a inkubovana pii

37 °C pres noc.

4.2.1.,6 Kontrolni PCR
Pro ovéfeni ptitomnosti oligonukleotida ve vektoru pX458 byla provedena PCR reakce

s primery navrzenych pro klonovany tsek DNA (Tabulka 5). Jako templatova DNA byly
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pouzity narostlé kolonie. Sterilni Spickou bylo odebrano a pifeneseno malé mnozstvi bile
zbarvenych kolonii do pfipravené PCR reak¢ni smési (Tabulka 6). Kazda odebrana kolonie byla
oznacena na Petriho misce ¢islem, pro pozdé&jsi zpétnou identifikaci. Reakce probihala
za specifickych podminek, které jsou shrnuty v Tabulce 7. Ziskané PCR produkty byly
smichany s 5 ul 6x vzorkovaciho pufru a analyzovany pomoci horizontalni elektroforézy v 2%

agarozovém gelu. Oc¢ekavana velikost PCR produktu byla 317 bp.

Tabulka 5 Nukleotidové sekvence pouzitych primert pro kontrolni PCR.

Primer Sekvence (5’ > 3")
Forward CTGGCCTTTTGCTCACATGT
Reverse AAACTTGTCTGCACCCTCCGGTACC

Tabulka 6 Slozeni PCR reakéni smési pro ovéteni pritomnosti DNA inzertu ve vektoru pX458.

Pocatecni Finalni
Slozka reakee koncentrace koncentrace Objem [ul]
Standard Tag pufr 10x 1x 2,5
dNTPs 10 mmol-I*? 0,2 mmol-I* 0,5
Reverse primer 100 pmol-pul? 2 pmol-ult 0,5
Forward primer 100 pmol-ul? 2 pmol-pl? 0,5
Tag DNA polymeréaza 5U-ul? 1U-plt 0,125
ddH;0 - - 20,9
Celkem 25

Tabulka 7 Podminky PCR reakce.

Proces Teplota [°C] Cas [s] Pocet cykli
Pocatecni denaturace 95 300 1x
Denaturace 95 30

Annealing 58 30 30x
Elongace 68 60

Konecna elongace 68 300* 1x

Chlazeni 4 00 1x

Symbol *znadi ¢as, ktery je doporu¢eny pro PCR z kolonii.
4.2.1.7 Izolace plazmidové DNA
Pozitivné detekované klony vybrané po PCR amplifikaci byly pouZity pro dalsi analyzy.
Byla provedena kultivace v tekutém médiu a izolace plazmidové DNA podle protokolu Plasmid
Plus Midi Kit od firmy QIAGEN. Do sterilni plastové zkumavky urcené pro kultivaci bakterii
bylo pieneseno 5 ml tekutého LB média s ampicilinem. Do média byla poté nanesena

bakterialni kolonie s pozitivné detekovanym vklonovanym inzertem a takto pfipravena kultura
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byla inkubovéna pii 37 °C na tfepacce (300 rpm) po dobu 8 hodin. Po uplynulé dob¢ byla
bakteridlni kultura prenesena do 100 ml tekutého LB média s ampicilinem. Inkubace probihala
pti 37 °C na tiepacce (300 rpm) pies noc. Nasledujici den po inkubaci byla narostla suspenzni
bakterialni kultura centrifugovana pii 4820 g a 4 °C po dobu 3 minut. Supernatant byl odsat
a pelet resuspendovan ve 4 ml P1 pufru obsahujiciho RNazu A. Buiky byly lyzovany pfidanim
4 ml P2 pufru, suspenze byla promichana pfevracenim zkumavky a inkubovana pfi pokojové
teploté po dobu 3 minut. Vznikly lyzat byl neutralizovan 4 ml S3 pufru a zkumavka se suspenzi
byla ihned pievracena, dokud se modry roztok nezménil na bezbarvy. Bunéény lyzat byl
nasledné prenesen do QIAfilter kazety, ktera byla predtim ekvilibrovana BB pufrem. Bunécny
lyzat byl inkubovan 10 minut pti pokojové teploté. Béhem inkubace byly pfipraveny Qiagen
Plasmid Plus Midi spin kolonky, které byly umistény do QlAvax 24 Plus, nepouzivané otvory
QIAvax 24 Plus byly utésnény zatkami. Po inkubac¢ni dobé byl bunécny lyzat prefiltrovan do
nové zkumavky a k precisténému lyzatu bylo pridano 2 ml BB pufru. Po diikladném promichani
byl bunéény lyzat pienesen do jiz piipravenych kolonek, nasledné byl zapnuty zdroj vakua
(300 mbar) a po nasati kapaliny v§emi kolonkami byl zdroj vakua vypnuty. K promyti DNA
bylo do kolonky ptidano 0,7 ml ETR pufru. Poté byl opét zapnuty zdroj vakua, dokud kapalina
nebyla nasata v§emi kolonkami. Tento krok byl zopakovan jesté jednou s tim rozdilem, ze bylo
pridano 0,7 ml PE pufru. Pro uplné odstranéni promyvaciho pufru byla kolonka centrifugovana
1 minutu pfi 10 000 g. Kolonky byly pieneseny do €istych 1,5ml mikrozkumavek. Plazmidova
DNA byla eluovana do 200 pl EB pufru, ktery byl nanesen do stfedu kolonky. Kolonka byla

s EB pufrem inkubovéna 1 minutu pfi laboratorni teploté a poté byla 1 minutu centrifugovéna.

4.2.1.8 Stanoveni koncentrace a Cistoty plazmidové DNA

Koncentrace a Cistota plazmidové DNA byla zmétena spektrofotometricky na pfistroji
Nanodrop. M¢tici ploska pristroje byla ocisténa destilovanou vodou. Kalibrace pfistroje byla
provedena pomoci EB pufru. Vzorek DNA byl na méfici plosku ptistroje nanesen v objemu
2 ul. Méfeni probihalo pti laboratorni teploté. Hodnoty absorbanci byly zméteny pii vinovych
délkach 260 a 280 nm. Cistota DNA byla uréena zpoméru absorbanci pii 260
a 280 nm, ktera by méla v ptipadé Cisté DNA odpovidat hodnoté 1,7-1,9. Hodnota niZsi nez
1,7 ukazuje na DNA zneciSténou proteiny nebo organickymi latkami, hodnota vys$si nez 1,9 pak

zna¢i DNA znecisténou RNA nebo organickymi latkami.

4.2.1.9 Restrik¢ni analyza
Izolovand plazmidovd DNA byla nasledné¢ podrobena restrikéni analyze pomoci

restrikénich endonukleaz ve vhodném pufru (Tabulka 8, 9). Restrikéni endonukleazy byly
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navrzeny tak, aby bylo mozné ovéfit tspéSnost ligace DNA inzertu do vektoru pX458.

Restrikéni mista zvolenych endonukleaz ve vektoru pX458 ukazuje Obrazek 12. Pfipravena

restrikéni smés byla inkubovana pii 37 °C po dobu 1 hodiny. Ziskané produkty restrikce byly

smichany s 2,5 ul 6x vzorkovaciho pufru a analyzovany pomoci horizontalni elektroforézy

v 0,7% agar6zovém gelu.

Tabulka 8 Obecné slozeni restrikéni smési pro oveteni pritomnosti DNA inzertu ve vektoru pX458.

Slozka reakce Objem [pl]
Pufr (10x) 1,5
Enzym 0,5
Plazmidova DNA 0,5

Doplnéno ddH>O do 15 pl

Tabulka 9 Piehled pouzitych restrikénich endonukleaz a pufrt pro restrikéni analyzu plazmidové DNA
za ucelem ovéfeni pritomnosti DNA inzertu ve vektoru pX458.

Enzym Pufr (10x) Velikosti fragmentii [bp]

Sacl NEBuffer 1.1 2712, 6576

EcorV + Xbal NEBuffer 3.1 2792, 6496

Pstl NEBuffer 3.1 30, 204, 1212, 1422, 1661, 1743, 3016
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Obrazek 12 Restrikéni mista endonukleaz (Sacl, Pstl, EcorV, Xbal) ve vektoru pX458.

/]
Y 4
Sacl ,./ ,/
// //
V. 4
V4 EcoRY
. Ay
‘& 7N pst
X <
IXM__/ _ Sacl

39



4.2.1.10 Horizontalni agarézova elektroforéza

Produkty kontrolni PCR amplifikace a restrik¢éni analyzy byly vyhodnoceny pomoci
horizontalni elektroforézy v 2% a 0,7% agarézovém gelu piipraveného podle Tabulky 10.
Do pripravené elektroforetické aparatury s hifebinkem byl nalit rozvafeny roztok agarozy.
Po zatuhnuti gelu byla elektroforeticka komiirka naplnéna 1x TAE pufrem tak, aby se prevrstvil
cely gel, a poté byl z gelu vyjmut hiebinek. Do jamek gelu bylo naneseno 15 pl pfipravenych
vzorki a 4 pl markeru molekulové hmotnosti 1 kb Plus DNA ladder. Elektroforeticka komtirka
byla uzaviena a ptipojena ke zdroji napéti. Elektroforéza produkti kontrolni PCR amplifikace
probihala 30 minut pii 130 V a elektroforéza produktt restrikéni analyzy 60 minut pii 130 V.
Po probéhnuti elektroforézy byl gel obarven v GelRedu a vizualizovan pomoci UV

transiluminatoru.

Tabulka 10 Slozeni 2% a 0,7% agar6zového gelu pro horizontalni elektroforézu.

Slozka 2% agarozovy gel 0,7% agaro6zovy gel
Agaroza [0] 2,4 0,7
50x TAE pufr [ml] 2,4 14
ddH20 [ml] 120 100

4.2.2 Priprava rekombinantniho proteinu RBDS

4,2.2.1 Exprese a purifikace proteinu

Vektor kddujici RBD doménu spike proteinu (dale jen RBDS) pfitomného na povrchu
viru SARS-CoV-2 byl pfipraven v plazmidu, ktery umoznil rekombinantni expresi v savéim
systému Free style 293F bun¢k.

Rekombinantni protein obsahoval na svém konci histidinovou znacku. Diky této znacce
byl protein ze supernatantu transfekovanych bun¢k purifikovan pomoci chelataéni afinitni
chromatografie. Jako pevny nosi¢ byla pouzita agaréza s imobilizovanou kyselinou
nitriotrioctovou (NTA), ktera chelatuje nikelnaté ionty (Ni*). Purifikace probihala za nativnich
podminek pii teploté 5 °C. Supernatant obsahujici proteiny byl prenesen do nové zkumavky
a byla k nému ptidana Ni-NTA agar6za. Smés byla inkubovana ptes noc pii 4 °C za neustalého
pomalého rotovani. Druhy den byla zkumavka se supernatantem umisténa do svislé polohy po
dobu 15 minut, aby doslo k usazeni Ni-NTA agarozy. Nasledné byl supernatant s usazenou
agardzou postupné nanasen na kolonu. Kolona byla poté promyta 15 ml promyvaciho pufru

a navazané proteiny byly eluovany z kolony 600 pl elu¢niho pufru. Dil¢i frakce byly sbirany.
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Ze vSech jednotlivych frakci bylo vzdy odebrano 30 pl pro ndslednou analyzu pomoci vertikalni

elektroforézy v polyakrylamidovém gelu za ptitomnosti dodecylsiranu sodné¢ho (SDS-PAGE).

4.2.2,2 Zakoncentrovani proteinu

Zbyvajici eluéni frakce purifikovaného proteinu byly slity do jedné spole¢né zkumavky.
Celkovy objem eluati byl 3490 upl. K zakoncentrovani proteinu byla pouzita specialni
koncentra¢ni zkumavka s ultrafiltratni membranou (10 kDa MWCO), ktera byla nejdiive
naplnéna vychlazenym fosfatovym pufrem (PBS, zangl. phosphate buffered saline)
a centrifugovana pti 4000 g a 4 °C po dobu 5 minut. Po centrifugaci byl v§echen PBS pufr vylit
do odpadu. Do zkumavky bylo postupné pipetovano maximalni mnozstvi vzorku. Nasledovala
centrifugace pii 4000 g a 4 °C do doby zakoncentrovani na objem 150 pl. Zakoncentrovany
protein byl pfepipetovan do €isté mikrozkumavky a k nému bylo ptfidano 150 pl PBS. Celkovy

objem zakoncentrovaného proteinu byl 300 pl.

4.2.2.3 SDS-PAGE

Pro SDS-PAGE byla pouzita skla o praméru 0,75 mm, ktera byla nejprve ocisténa
96% ethanolem a poté upevnéna do elektroforetického stojanu pro nalévani gelu. Purifikovany
protein byl separovan v 10 % separacnim gelu a v 4 % zaostfovacim gelu. Pfiprava separa¢niho
a zaostfovaciho gelu je uvedena v Tabulce 11. Nejdfive byl pfipraven separacni gel, ktery byl
po ptidavku persiranu amonného a TEMEDu rychle nanesen do prostoru mezi skly a ihned
pfevrstven n-butanolem. Polymerace gelu probihala 20 minut. Po zatuhnuti separaniho gelu
byl n-butanol odstranén a povrch gelu byl nékolikrat oplachnut destilovanou vodou
a zbytek vody byl vysuSeny filtraénim papirem. Nésledné byl separacni gel pievrstven
zaostfovacim gelem a do gelu byl zasazen hiebinek. Po zatuhnuti zaostfovaciho gelu (20 minut)
byla skla s pfipravenym gelem vlozena do elektroforetické komirky, ktera byla naplnéna
1x SDS elektrodovym pufrem. Z gelu byl poté vyjmut hiebinek.

Vzorky byly pfipraveny smichanim S 2x SDS vzorkovacim pufrem v poméru 1 : 1
a inkubovany 5 minut pii teploté 95 °C. Po uplynuti stanovené doby byly vzorky naneseny do
jamek gelu. Do prvni jamky gelu bylo pipetovano 5 pl markeru molekulové hmotnosti
PageRuler Plus Prestained Protein Ladder a do ostatnich jamek 9,5 ul ptipravenych vzork.
Po naneseni vzorki a markeru na gel byla elektroforeticka komurka uzaviena a pfipojena
ke zdroji napéti. Elektroforéza probihala nejprve pii napéti 100 V a po doputovani zony
bromfenolové modfi na rozhrani zaostfovaciho a separa¢niho gelu (20 minut) bylo napéti
nastaveno na 120 V. Po doputovani zony bromfenolové modii ke spodnimu okraji gelu

(45 minut) byl zdroj napé&ti vypnut. Po ukonéeni elektroforézy byl gel vyjmut z elektroforetické
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komiirky a prenesen do nadoby obsahujici fixa¢ni roztok. Nadoba byla umisténa na tiepacku.
Po 5 minutach byl fixacni roztok vyménén za barvici roztok Coomassie Brilliant Blue R-250,
ktery byl po 30 minutach vyménén za roztok odbarvovaci. Odbarvovani gelu probihalo do
druhého dne, kdy byl gel nasledné vizualizovan pomoci skeneru. Oc¢ekavana molekulova

hmotnost proteinu RBDS byla 30 kDa.

Tabulka 11 Slozeni 10% separacniho a 4% zaostfovaciho gelu pro SDS-PAGE.

Slozka Separaécni gel (10 %) Zaostiovaci gel (4 %)
30% A/B [ml] 5 1,3

Pufr pro separac¢ni gel, pH 8,8 [ml] 3,75 -

Pufr pro zaosttovaci gel, pH 6,8 [ml] - 2,5

ddH:0 [ml] 6,25 6,2

10% persiran amonny [ul] 75 50

TEMED [ul] 15 10

4.2.2.4 Stanoveni koncentrace proteinu metodou BCA

Koncentrace zakoncentrovaného proteinu RBDS byla stanovena podle protokolu Pierce
BCA Protein Assay Kit vyuZzivajici kyselinu bicinchoninovou (BCA, z angl. bicinchoninic
acid). Jako standardy byly pouzity roztoky hovéziho sérového albuminu (BSA; z angl. bovine
serum albumine) o koncentraci Vrozmezi 25-2000 pg-ml? (Tabulka 12). Vzorky
zakoncentrovaného proteinu byly nafedény PBS pufrem podle Tabulky 13. Do jamek
mikrotitra¢ni desticky bylo napipetovano 10 pl standardu a 10 pl vzorku proteinu. Standardy
byly pipetovany ve dvou opakovanich (dubletech). Nasledn¢ bylo pfidano 200 ul pracovniho
¢inidla BCA, které bylo piipraveno smichanim ¢inidla A (uhli¢itan sodny, hydrogenuhli¢itan
sodny, kyselina bicinchoninové, vinan sodny v 0,1mol-1? hydroxidu sodném) a &inidla B
(4% siran méd’naty) v poméru 50 : 1, tj. 5 ml ¢inidla A a 100 pl ¢inidla B. Desticka byla
promichdna a inkubovana pii 37 °C po dobu 30 minut. Po inkubaci byla pomoci
spektrofotometru zmétena absorbance pfi vinové délce 562 nm. Z naméfenych hodnot byla
sestrojena kalibracni kiivka standardnich roztoktt BSA. Koncentrace proteinu RBDS byla poté

odectena z rovnice linearni regrese.
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Tabulka 12 Priprava standardnich roztokt BSA.

Mikrozkumavka Objem destilované Objem [ul] a zdroj Finalni koncentrace

vody [ul] roztoku BSA BSA[ng-ml?]
A 0 300 ZR 2000
B 125 375 ZR 1500
C 325 325 ZR 1000
D 175 175B 750
E 325 325C 500
F 325 325E 250
G 325 325F 125
H 400 100 G 25
I 400 0 0 = slepy vzorek

Standardy A—C byly pfipraveny pomoci zasobniho roztoku BSA (ZR). Standardy DI byly piipraveny
fedénim standardi A—C.

Tabulka 13 Piiprava vzorka zakoncentrovaného proteinu RBDS pro jeho kvantifikaci BCA metodou.

Mikrozkumavka  Redéni Objem proteinu [ul] Objem PBS pufru [pl]
1 10x 1 9
2 2X 5 5
3 1x 10 0

4.2.2.5 Stanoveni koncentrace metodou denzitometrie prouzkii na gelu pro SDS-PAGE

Denzitometricka kvantifikace nezakoncentrovaného a zakoncentrovaného proteinu
RBDS byla provedena pomoci kalibra¢ni fady BSA (2; 1; 0,5; 0,25; 0,125 ug/jamku), ktera
byla piipravena postupnym fedénim zasobniho roztoku BSA o koncentraci 1 mg-ml™t. Pro
SDS-PAGE analyzu bylo vzdy odebrano 4 pl vzorku standardu BSA. Dale byly pfipraveny
jednotlivé vzorky proteinu. Vzorek nezakoncentrovaného proteinu byl pfipraven smichanim
S PBS vpoméru 1 : 3, tj.1 pl proteinu a 3 pl PBS. Vzorek zakoncentrovaného proteinu byl
nejprve 10x nafedén v PBS pufru (1 ul proteinu a 9 ul PBS) a poté bylo odebrano 4, 2, 1, 0,5 ul
vzorku a objem byl vzdy doplnén PBS pufrem do 4 pl. Takto ptipravené vzorky proteinu
a standardu byly smichany s 4 pl 2x SDS vzorkovaciho pufru a inkubovany 5 minut pfi teploté
95 °C. Po inkubaci byly vSechny pfipravené vzorky naneseny do jamek gelu pro SDS-PAGE.
Do prvni jamky gelu bylo pipetovano 5 ul markeru molekulové hmotnosti PageRuler Plus
Prestained Protein Ladder a do ostatnich jamek 8 pl pfipravenych vzorkl. Elektroforéza
probihala za stejnych podminek jako je popsano v kapitole 4.2.2.3. Nasledn¢ byla provedena
denzitometrickd analyza vysledného gelu v programu ImageJ. Koncentrace proteinu byla

stanovena podle intenzity pfisluSnych prouzkl v porovnani s prouzky standardnich roztoku
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BSA o znamé koncentraci. V zavislosti na vysledné koncentraci proteinu bylo urceno, jaky
objem proteinu pouzit pro naslednou pulzaci bun¢k rekombinantnim proteinem RBDS a sadou

inhibitor bunééného zpracovani antigenu viz kapitola 4.2.4.1.

4.2.3 Prace se savfimi liniemi

Pro kultivaci byla pouzita adherentni bunéénd linie ¢cDC1 MutuDC. Jakakoli manipulace
S bunikkami probihala za sterilnich podminek v laminarnim boxu. Bunky byly nejdfive
kultivovany v kultivaénim panelu a poté v plastovych kultiva¢nich lahvich v inkubatoru
pti 37 °C a 5% CO2 v kompletnim Iscove’s Modified Dulbecco’s médiu (IMDM), které
obsahovalo 8% fetalni bovinni sérum (FBS, z angl. fetal bovine serum), 1% smés antibiotik

streptomycin/penicilin, 50pmol-I™* 2-merkaptoethanol.

4.2.3.1 RozmraZeni bunécné linie

Kryozkumavka s 1 ml zmraZzené bunééné suspenze byla samovolné rozmrazena
a prenesena do ¢isté 15ml zkumavky. K bunééné suspenzi byl ptidan PBS pufr a burniky byly
centrifugovany pii 250 g a laboratorni teploté po dobu 5 minut. Supernatant byl odsat a pelet
bunék byl resuspendovan Vv cerstvém IMDM médiu. Buiky byly poté pieneseny do

6 jamkového kultivac¢niho panelu a vlozeny do inkubatoru.

4.2.3.2 PasaZovani bunécéné linie

Bunky byly pasaZzovany 2-3x za tyden podle konfluence. Optimdlni zaplnéni dna
kultivacni nadoby je 50-80 %. Médium bylo odsato a buiiky byly dvakrat promyty PBS pufrem.
Poté bylo ptidano 350 pl trypsinu a bunky byly ulozeny pfiblizn€¢ na 1 minutu do inkubéatoru,
aby doslo k jejich uvolnéni ze dna kultivaéni lahve a od sebe navzajem. Po uplynuti doby byly
buniky kontrolovany svételnym mikroskopem, a pokud byly uvolnéné, bylo ptfidano nahiaté
Cerstvé kompletni IMDM médium. Nasledné byla tfetina bun€k prenesena do nové kultivaéni

lahve. K bunikam bylo ptidano ¢erstvé IMDM médium a bunky byly vloZzeny do inkubatoru.

4.2.3.3 Pocitani bunék

Pro pocitani buné¢k byla pouzita Biirkerova komurka, kterd je tvofena dvéma pocitacimi
sténami. Pocitaci sit€¢ jsou trojitou linii rozdéleny na 9 velkych ctverch o ploSe
1 mm? Kazdy é&tverec je pak dvojitymi liniemi rozd&len do 16 mensich &tvercd s plochou
0,04 mm?, Bunééna suspenze byla pienesena do plastové zkumavky. K témto buitkdm byl
piidan PBS pufr a bunky byly centrifugovany pii 250 g a laboratorni teploté po dobu 5 minut.
Supernatant byl odstat a bunécny pelet byl resuspendovan v 1 ml ¢erstvého IMDM média.

Do nové mikrozkumavky bylo napipetovano 10 pl vzniklé bunééné suspenze a 10 pl trypanové
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modfe. Na hranu kryciho sklicka Biirkerovy komurky bylo napipetovano 15 ul pfipravené
smési. Pomoci svételného mikroskopu byl spocitan pocet zivych bunék v jednom velkém
Stverci ohrani¢eném trojitou linii. Zivé buiiky zlistavaji bezbarvé, mrtvé buiiky se v roztoku
barvi modie. Pti pocitani bunék byly zapocitany pouze zivé buiiky nachéazejici se uvnitf ¢tverce
a bunky, které lezi nebo se dotykaji dvou stanovenych hran (napt. horni a levd). Pocet Zivych
bunek v 1 ml bunécné suspenze byl vypocitan ze vzorce:

Pocet Zivych bunék/ml = stanoveny pocet Zivych bun&k ve velkém &tverci X 2 x 10*

4.2.3.4 Transfekce bunék cDC1 MutuDC

Nastroj CRISPR/Cas9 byl vyuzit k piipravé TAP1 a B2M knock-outovanych linii. Pro
tyto ucely byly MutuDC bunky transfekovany vektorem pX458 nesouci sekvenci kodujici
SgRNA, ktera navadi protein Cas9 k cilové sekvenci a indukuje tak zménu v genech TAP1
a B2M. Transfekce byla provedena metodou nukleofekce podle protokolu Amaxa Cell line
Nucleofector Kit V. Nukleofekce funguje na principu elektroporace, kdy kratky elektricky
impuls vytvofi v bunééné membrané¢ por, pres ktery mize DNA vstoupit do burky.
V elektroporaénim pfistroji jsou pifednastavené programy, které se voli v zdvislosti
na studované buné¢né linii. Transfekce metodou nukleofekce nebyla pro bunéénou linii cDC1
MutuDC doposud optimalizovana a prozatim neexistuji doporuceni pro vyhovujici
elektropora¢ni program. Ztohoto divodu byl program vybran na zakladé podobnosti
S bunéénymi liniemi, u nichz byla metoda nukleofekce jiz optimalizovana a publikovana. Pro
transfekci MutuDC buné¢k byl zvolen program D-032 a U-001. Celkem bylo provedeno Sest
transfekcénich reakei, a to tii reakce s programem D-032 a tii reakce s programem U-001.

Den pied transfekci bylo do 6 jamkového panelu nasazeno 2x10° bunék/jamku v 1 ml
IMDM média. Buiky byly inkubovany pii 37 °C a 5% CO.. V den transfekce byly bunky
trypsinizovany a pfeneseny do sterilni plastové zkumavky. Buiky byly centrifugovany pfi
250 g a laboratorni teplot¢ po dobu 5 minut. Supernatant byl odsat a vznikly pelet bun¢k byl
resuspendovan v 50 pl transfekéniho roztoku (Nucleofector Solution V), ktery byl pfipraven
smichanim 41 pl Nucleofector Solution V s 9 pl Nucleofector Supplement. K bunécné suspenzi
byla ptidana pfislusna plazmidova DNA. Jako pozitivni kontrola byla pouzita bunécna
suspenze s piidavkem plazmidu pMax-GFP. Suspenze byla pienesena do kyvety. Kyveta byla
posléze vloZena do piistroje a byl spustén ptislusny program. Nasledné bylo k bunécné suspenzi
ptidano 0,5 ml cerstvého IMDM média a bunécna suspenze byla opatrné pienesena do

24 jamkového panelu. Transfekované buniky byly inkubovany 48 hodin pii 37 °C a 5% CO..
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Po uplynulé dob¢ inkubace byla vyhodnocena tuc¢innost transfekce. Slozeni transfekéni smési

pro transfekci MutuDC bunék ukazuje Tabulka 14 a 15.

Tabulka 14 Slozeni transfekéni smési pro transfekci bunééné linie cDC1 MutuDC s elektropora¢nim
programem D-032.

Transfekéni reakce

Slozka

1 2 3
Pocet bunék 5x10° 5x10° 5x10°
Objem transfekéniho ¢inidla [pl] 50 50 50
Objem pX458-TAP1 (800 ng-ul™t) [ul] 1,25 - -
Objem pX458-B2M (1285 ng-pl?) [ul] - 0,19 -
Objem pMax-GFP [ul] - - 1

Tabulka 15 Slozeni transfekéni smési pro transfekci bunééné linie cDC1 MutuDC s elektroporac¢nim
programem U-001.

Transfekéni reakce

Slozka

1 2 3
Pocet bunék 5x10° 5x10° 5x10°
Objem transfekéniho ¢inidla [pl] 50 50 50
Objem pX458-TAP1 (800 ng-ul) [ul] 0,31 - -
Objem pX458-B2M (1285 ng-pl™?) [ul] - 0,19 -
Objem pMax-GFP [ul] - - 0,25

4.2.3.5 Barveni transfekovanych bunék

Transfekované buniky byly trypsinizovany, pteneseny do mikrozkumavek
a centrifugovany pii 250 g a laboratorni teploté¢ po dobu 5 minut. Po odstranéni supernatantu
k nim bylo piidano 50 ul barviciho roztoku (FBS v 5% PBS) obsahujiciho 5 pl monoklonalni
protilatky konjugovanou s fluorochromem (anti-MHCI-eFluor450) a 0,5 pl barviva Fixable
Viability Dye (FVD)-eFluor506 zarucujici analyzu pouze zivych bunék. Bunky byly
inkubovany ve tmé pii pokojové teploté po dobu 30 minut. Po inkubaci byly bunky promyty
PBS pufrem a centrifugovany pii 250 g a laboratorni teploté po dobu 5 minut. Supernatant byl
odstranén a bunécné pelety byly resuspendovany v 250 ul PBS. Takto piipravené buiiky byly
posléze analyzovany pomoci prutokového cytometru. Pfed samotnou analyzou byla jesté

nastavena knihovna s fluorochromy dle kapitoly 4.2.4.3.
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4.2.4 Analyza imunitni odpovédi buné¢né linie cDC1 MutuDC

4.2.4.1 Pulzace bunék sadou inhibitori bunécéného zpracovani antigenu
a rekombinantnim proteinem RBDS

Pulzace MutuDC bunék byla provedena v duplikatech. Bunky byly vysety do
24 jamkového panelu o hustoté 2x10* bungk/jamku v 1 ml IMDM média a inkubovény pies noc
pii 37 °C a 5% COg2. Nasledujici den bylo médium vyménéno za Cerstvé a k jednotlivym
bunkam byly pfidany inhibitory bunééného zpracovani antigenu (2-APB, BfA, EXO0A,
MG-132, leupeptin a DMA). Po tficetiminutové inkubaci byl pfidan protein RBDS.
Jako pozitivni kontrola byl pouzit lipopolysacharid (LPS) a jako negativni kontrola slouzily
nepulzované buniky. Bunky byly inkubovany ptes noc pii 37 °C a 5% CO.. Aplikované
mnozstvi jednotlivych inhibitort, proteinu RBDS a LPS je shrnuto v Tabulce 16.

Tabulka 16 Mnozstvi inhibitortt bunééného zpracovani antigenu, rekombinantniho proteinu RBDS
a LPS pouzitych k pulzaci bunék ¢cDC1 MutuDC.

Slozka Mnozstvi [ng/ml média]
2-APB 0,56

BfA 5

ExoA 10

MG-132 0,6

Leupeptin 15,2

DMA 7,55

RBDS 10

LPS 200

4.2.4.2 Prutokova cytometrie

Po inkubaci byly pulzované bunky trypsinizovany, pieneseny do mikrozkumavek
a centrifugovany pii 250 g a laboratorni teploté po dobu 5 minut. Supernatant byl odstranén
abunééné pelety byly resuspendovany v 50 ul barviciho roztoku (FBS v 5% PBS) obsahujiciho
5 pl monoklonalnich protilatek konjugovanych s riznymi fluorochromy (anti- CD40-PE,
CDB80-PE-cy5, CD86-PE-cy7, CD11c-eFluor506, MHCI-eFluor450, MHCII-PE-eFluor610).
Bunky byly inkubovany ve tmé& pii pokojové teploté po dobu 30 minut. Po uplynuti stanovené
doby byly buiky promyty PBS pufrem a centrifugovany pii stejnych podminkach.
Po odstranéni supernatantu byly pelety bunék resuspendovany v 200 ul PBS. Buiky byly

posléze analyzovany pomoci pritokového cytometru.
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4.2.4.3 Nastaveni knihovny s fluorochromy

Ptfed samotnou analyzou vzorkl na prutokovém cytometru byla nejdiive nastavena
knihovna s fluorochromy. K tomuto ucelu byla pouzita sada kompenzacnich kulicek
UltraComp eBeads™ Compensation, které lze obarvit monoklonalnimi protilatkami
konjugovanych s riiznymi fluorochromy. Kapka kulicky obsahuje dvé populace: pozitivni
a negativni. Zatimco pozitivni populace reaguje s mysi protilatkou konjugovanou
fluorochromem, negativni populace danou protilatku nevéaze a slouzi jako negativni kontrola.
Celkem bylo nastaveno Sest fluorochromti, kdy do Sesti oznacenych mikrozkumavek
byla pfidana jedna kapka (50 pl) kompenzaénich kuli¢ek a poté 5 ul specifické mysi
monoklonalni protilatky konjugované s riznymi fluorochromy (anti- CD40-PE, CD80-PE-cy5,
CD86-PE-cy7, CD11c-eFluor506, MHCI-eFluor450, MHCII-PE-eFluor610). Mikrozkumavky
byly promichéany a inkubovany Vv lednici pfi teploté 2—8 °C po dobu 15 minut. Poté byl ptidan
1 ml PBS pufru a mikrozkumavky byly centrifugovany pti 600 g a laboratorni teploté po dobu
5 minut. Supernatant byl odstranén a buné¢né pelety byly resuspendovany v 500 pl PBS pufru.
Takto piipravené vzorky byly analyzovany pomoci prutokového cytometru, jejich profil
pozitivni kiivky spole¢né s negativni kontrolou byly vloZzeny do knihovny softwaru pro

nasledné méteni povrchové exprese studovanych markerti na pulzovanych MutuDC buitikach.

4.2.4.4 Analyza dat

Ziskana data z prutokového cytometru byla analyzovana v programu FlowJo. Statistické
vyhodnoceni bylo provedeno bud’ metodou one-way ANOVA snaslednym pouzitim
Tukey-post-hoc testu, nebo pomoci dvouvybérového Studentova t-testu se zvolenou hladinou
vyznamnosti 0,05 a 0,01 za pouziti programu GraphPad. P-hodnoty < 0,05 jsou oznaceny

jednou hvézdickou *, < 0,01 dvéma hvézdickami **.
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5 VYSLEDKY

5.1 Priprava CRISPR/Cas9 vektoru pro knock-out manézovy receptor

Na zaklad¢ cilové sekvence genu MRC1 byly navrzeny a objednany DNA
oligonukleotidy kodujici navadéjici sgRNA pro endonukleazu Cas9. Oligonukleotidy byly
hybridizovany do dvoufetézcové formy a poté ligovany do pX458 vektoru. Po ligaci byl vektor
pX458 s DNA inzertem transformovan do kompetentnich bun¢k E. coli kmene DHS5a pomoci
metody teplotniho Soku. Transformované bakterie byly vyselektovany na povrch pevného
LB média s ampicilinem. Nésledujici den bylo mozno pozorovat narust bilych kolonii, tedy
kolonii nesouci vektor pX458 s inzertem. Ptitomnost inzertu ve vektoru byla ovéfena PCR
reakci, kdy vybrané kolonie byly odebrany do PCR reakéni smési a vyhodnoceny 2%

agarozovou elektroforézou (Obrazek 13).

3000 bp

1000 bp

500 bp

Obrazek 13 Ovéfeni piitomnosti DNA inzertu ve vektoru pX458 pomoci PCR reakce. (M) marker
molekulové hmotnosti 1 kb Plus DNA ladder; (1-6) bakterialni kolonie E. coli. Pozitivni kolonie nesouci
vektor pX458 s inzertem jsou oznaceny ¢erveng.

Tri (klony €. 1, 4 a 5) ze Sesti testovanych klon bylo pozitivnich na pfitomnost
ligovaného inzertu o¢ekavané velikosti 317 bp. Pro dalsi praci byly vybrany klony ¢. 1 a 5,
které byly pieneseny do tekutého LB média s ampicilinem. Z téchto bakterialnich kultur byla
izolovana plazmidova DNA. Koncentrace a Cistota plazmidové DNA byla stanovena
spektrofotometricky. Primémd koncentrace plazmidové DNA byla 162845 pg-ml™?
a prumérna Cistota DNA ¢inila 1,96 (Tabulka 17).
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Izolovana plazmidova DNA byla nasledn¢é podrobena restrikéni analyze enzymy Sacl,

Pstl a EcorV + Xbal (Obrazek 14). Produkty restrikce byly separovany 0,7% agardzovou

elektroforézou. Velikost ziskanych fragmentti odpovidala o¢ekavanym hodnotam (Tabulka 18).

V drahdch 1-4 lze také vidét prouzky ve vySce piiblizn¢ 7 a 10 kb, které pravdépodobné

odpovidaji nenastépené plazmidové DNA.

Tabulka 17 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a Cistoty plazmidové DNA izolované
Z bakterialni suspenze E. coli.

Vzorek Koncentrace [ug-ml?] Cistota (Azso/Azso)
1 1676,75 1,964

2 1667,95 1,962

3 1520,95 1,961

4 1648,15 1,965

Primér 1628,45 1,96

Tabulka 18 Velikost ocekavanych fragmenti plazmidové DNA po §tépeni restrikénimi enzymy.

Enzym Velikosti o¢ekavanych fragmenti [bp]
Sacl 2712, 6576

EcorV + Xbal 2792, 6496

Pstl 30, 204, 1212, 1422, 1661, 1743, 3016
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Obrazek 14 Elektroforetogram restrikéni analyzy plazmidové DNA. (M) marker molekulové hmotnosti
1 kb Plus DNA ladder; (1) klon €. 1 §tépeny enzymem Sacl; (2) klon ¢. 5 §t€peny enzymem Sacl; (3) klon
¢. 1 §tépeny enzymem EcorV + Xbal; (4) klon €. 5 §tépeny enzymem EcorV + Xbal; (5) klon €. 1 §tépeny
enzymem Pstl; (6) klon ¢. 5 stépeny enzymem Pstl. Prouzky ve vysce 7 a 10 kb, které se nachazeji
v drahach 1-4, znac¢i nedostate¢né nastépenou plazmidovou DNA (vyznaéeno ¢ervenym obdélnikem).

5.2 Purifikace proteinu RBDS

Rekombinantni protein RBDS exprimovany v savéim systému byl purifikovan pomoci
afinitni chromatografie na Ni-NTA agar6zové koloné. Po promyti kolony byly navazané
proteiny eluovany imidazolovym pufrem. Dil¢i frakce byly sbirdny a analyzovany pomoci
SDS-PAGE. Po nasledném barveni proteint za pouziti Coomassie Brilliant Blue R-250 bylo
patrné, ze protein byl uspé$né exprimovan a purifikovan. Molekulova hmotnost proteinu byla
32 kDa (Obrazek 15). Z vysledk je také ziejmé, Ze nejvétsi podil proteinu byl v eluéni frakci
¢. 2 a 3. Naopak ve zbylych eluénich frakcich byl podil proteinu minimalni. Elu¢ni frakce byly

nasledné zakoncentrovany na objem 300 pl.

o1



M FTWL 1

kDa

250
130
100

70

55

B2 B

35
25

15
10 ™

2 3 4 5

Obrazek 15 Purifikace proteinu RBDS pomoci Ni-NTA afinitni chromatografie. (M) marker
molekulové hmotnosti PageRuler Plus Prestained Protein Ladder; (FT) flow-through - frakce lyzatu
nenavazana na Ni-NTA agarozu; (W) wash - promyvaci frakce; (L) buné¢ny lyzat pfed navazanim
na Ni-NTA agar6zu; (1-7) eluéni frakce.

5.2.1 Stanoveni koncentrace proteinu

Pro stanoveni co nejpresnéjsi koncentrace proteinu RBDS byly aplikovany dvé metody.

Nejprve byla pouzita BCA metoda, kdy po sestrojeni kalibra¢ni kiivky standardu BSA byla

zZ rovnice linearni regrese vypocitana koncentrace zakoncentrovaného proteinu v jednotlivych

vzorcich (Vypocet 1). Naméfené hodnoty absorbanci standardu BSA jsou uvedeny

v Tabulce 19. Kalibra¢ni kiivka BSA s rovnici linearni regrese je zaznamenana na Obrazku 16.

Tabulka 19 Naméfené absorbance standardu BSA pfi vinové délce 562 nm.

Koncentrace Absorbance Absorbance Primérna
BSA [pg-ml?] (A 562 nm (A 562 nm) absorbance
2000 0,976 1,001 0,9885
1500 0,771 0,744 0,7575
1000 0,560 0,569 0,5645
750 0,454 0,457 0,4555
500 0,404 0,326 0,3650
250 0,257 0,248 0,2525
125 0,199 0,187 0,1930

25 0,118 0,114 0,1160

0 0 0 0
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Obrazek 16 Kalibra¢ni kiivka BSA s rovnici linearni regrese pro vypocet koncentrace proteinu RBDS
metodou BCA.

Vypocet 1 Stanoveni koncentrace proteinu RBDS metodou BCA.
Rovnice linearni regrese: y = 0,0426x + 0,1342

Vzorky zakoncentrovaného proteinu

Vzorek €. 1: 10x fedény (1 pl proteinu + 9 ul PBS)
absorbance: y = 0,337
dosazeni do rovnice: X = 4,76

piepocet koncentrace proteinu: 4,76 / 1 = 4,76 mg-ml™*

Vzorek €. 2: 2x fedény (5 pl proteinu + 5 pl PBS)
absorbance: y = 0,958

dosazeni do rovnice: x = 19,34

piepocet koncentrace proteinu: 19,34 /5 = 3,87 mg-ml?
Vzorek ¢ 3: 1x fedény (10 pl proteinu)

absorbance: y = 1,642

dosazeni do rovnice: x = 35,39

piepocet koncentrace proteinu: 35,39 / 10 = 3,54 mg-ml?

Priimérna koncentrace proteinu: (4,76 + 3,87) / 2 = 4,32 mg-ml*

Priimérna koncentrace proteinu RBDS byla 4,32 mg-ml?. Vzhledem k tomu, Ze
naméiend absorbance vzorku €. 3 nespadala do rozmezi kalibracni kiivky BSA, nebyl tento

vzorek do vypoctu pruimérné koncentrace proteinu zahrnuty.

Nasledné byla ke kvantifikaci proteinu RBDS pouzita denzitometrie prouzka na gelu

po SDS-PAGE separaci. Vysledny gel obarveny Coomassie Brilliant Blue R-250 byl nafocen
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a posléze byla provedena kvantifikace intenzit jednotlivych prouzkti pomoci programu ImageJ
(Obrazek 17). Po sestrojeni kalibraéni kiivky standardu BSA byla z rovnice linearni regrese
vypocitana koncentrace nezakoncentrovaného a zakoncentrovaného proteinu v jednotlivych
vzorcich (Vypocet 2). Ziskané hodnoty intenzit prouzki standardu BSA jsou shrnuty

v Tabulce 20. Kalibra¢ni kiivka BSA s rovnici linearni regrese je zobrazena na Obrazku 18.

kDa

250 -

130 ===

100 -

70 - -

55 M-

35 (- b
25

15

10 =

Obrazek 17 Denzitometrické stanoveni koncentrace proteinu RBDS po SDS-PAGE separaci.
(M) marker molekulové hmotnosti PageRuler Plus Prestained Protein Ladder; (1-5) koncentracni fada
BSA (2; 1;0,5; 0,25; 0,125 pg/jamku), (6) vzorek obsahujici 1 ul nezakoncentrovaného proteinu RBDS,
(7-10) vzorek obsahujici 4; 2; 1; 0,5 ul zakoncentrovaného proteinu RBDS.

Tabulka 20 Intenzita gelovych prouzka standardu BSA.

Mnozstvi BSA [pg] Intenzita prouzki
2 9446,832

1 5444669

0,5 2507,719

0,25 1397,698

0,125 886,234
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Obrazek 18 Kalibraé¢ni kiivka BSA s rovnici linearni regrese pro stanoveni koncentrace proteinu RBDS
Vv zavislosti na intenzité gelovych prouzku.

Vypocet 2 Stanoveni koncentrace proteinu RBDS v zavislosti na intenzitg.
Rovnice linearni regrese: y = 4644,3x + 337,31

Vzorek nezakoncentrovaného proteinu

Vzorek €. 1: 1 pl proteinu
intenzita gelového prouzku: y =4717,439
dosazeni do rovnice: x = 0,94

piepocet koncentrace proteinu: 0,94 / 1 = 0,94 mg-ml*

Vzorky zakoncentrovaného proteinu

Vzorek ¢&. 1: 4 ul proteinu

intenzita gelového prouzku: y = 14681,820

dosazeni do rovnice: x = 3,089

piepocet koncentrace proteinu: 3,089 / 4 = 0,772 mg-ml?

piepodet koncentrace na piivodni vzorek s ohledem na fedéni (10x): 0,772 x 10 = 7,72 mg-ml*

Vzorek ¢&. 2: 2 ul proteinu

intenzita gelového prouzku: y = 7136,681

dosazeni do rovnice: x = 1,464

piepocet koncentrace proteinu: 1,464 / 2 = 0,732 mg-ml*

piepodet koncentrace na piivodni vzorek s ohledem na fedéni (10x): 0,732 x 10 = 7,32 mg-ml*
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Vzorek ¢&. 3: 1 pl proteinu

intenzita gelového prouzku: y = 2844,811

dosazeni do rovnice: x = 0,54

piepocet koncentrace proteinu: 0,54 / 1 = 0,54 mg-ml™?

piepodet koncentrace na piivodni vzorek s ohledem na fedéni (10x): 0,54 x 10 = 5,40 mg-ml*

Vzorek ¢&. 4: 0,5 ul proteinu

intenzita gelového prouzku: y = 1043,305

dosazeni do rovnice: x = 0,152

piepocet koncentrace proteinu: 0,152 /0,5 = 0,304 mg-ml?

piepodet koncentrace na piivodni vzorek s ohledem na fedéni (10x): 0,304 x 10 = 3,04 mg-ml*
Prtimérna koncentrace proteinu: (7,72 + 7,32 + 5,40 + 3,04) / 4 = 5,87 mg-ml*

Koncentrace nezakoncentrovaného proteinu RBDS byla 0,94 mg-ml®. Primérni
koncentrace zakoncentrovaného proteinu ¢&inila 5,87 mg-ml?. Denzitometrie potvrdila, Ze
protein byl uspésné zakoncentrovan na objem 300 ul. Vysledky také poukazuji na skute¢nost,
ze koncentrace zakoncentrovaného proteinu pomoci BCA byla témét dvakrat nizsi oproti
kvantifikaci proteinu denzitometrii prouzki na gelu po SDS-PAGE separaci. Tyto hodnoty
naznacuji, ze u metody BCA pravdépodobné doslo k interferenci slozek vzorku s pouzitymi
Cinidly. Tato interference pak mohla vést ke zkreslenym vysledkiim, a proto v dalSich

experimentech bylo pracovéno s koncentraci 5,87 mg-ml™.

5.3 Prace se sav€imi liniemi

Pro vSechny experimenty této diplomové prace byla pouZita mySi adherentni bunééna
linie cDC1 MutuDC izolovana ze splenocyt inbredniho kmene C57BL/6. Buriky se vyznacuji
konstitutivni expresi genu pro GFP (Obrazek 19). Buiky byly kultivovany v kompletnim
IMDM médiu pii 37 °C a 5% COea.

Obrazek 19 Fluorescencni mikroskopie adherentni bunééné linie ¢cDC1 MutuDC konstitutivné
exprimujici GFP.
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5.3.1 Transfekce bunék cDC1 MutuDC

Transfekce MutuDC bunék pomoci nukleofekce byla provedena na zakladé podobnosti
S bunéénymi liniemi, u nichZ byla metoda nukleofekce jiz optimalizovana. Nukleofekce byla
provedena pomoci elektroporacniho programu D-032 a U-001. Bunky byly transfekovany
dvéma riznymi plazmidovymi DNA, a to konkrétné¢ pX458-TAP1l a pX458-B2M. Jako
pozitivni kontrola slouzily bunky transfekované plazmidem pMax-GFP. Povrchova exprese
MHCI na transfekovanych MutuDC buiikach byla vyhodnocena pratokovou cytometrii.
Ziskana data byla zpracovana do grafii pomoci programu FlowJo. Plocha kazdého grafu byla
rozdélena do Ctyt kvadrantl oznaenych Q1-Q4, které ohranicuji populace bunék vykazujici
rozdilnou pozitivitu exprese sledovanych znaki. V naSem ptipad¢ byly bunky vytiidény do tii
populaci (Q1, Q3, Q4). Kvadrant Q1 oznacuje populaci GFP pozitivnich a MHCI negativnich
bun¢k, Q2 ohranicuje populaci GFP a MHCI pozitivnich bun€k a Q4 oznacuje populaci GFP
a MHCI negativnich bunék. Procentualni zastoupeni populace GFP* MHCI', GFP™ MHCI*
a GFP" MHCI" bunék je zaznamenano na Obrazku 20.

Vysledky ukazuji, Ze s pouzitim programu D-032 bylo vyssi Gcinnosti transfekce
dosazeno u pX458-TAP1 konstruktu, kdy bylo ziskano 40 % transfekovanych bunék
(Obrazek 20A). Uéinnost transfekce pX458-B2M byla pak 13 % (Obrazek 20B). Naproti tomu
ucinnost transfekce bunek konstruktem pX458-B2M a pX458-TAP1 v kombinaci s programem
U-001 byla témét srovnatelna. Zatimco transfekce pX458-B2M vykazovala 6% Ucinnost,
v piipadé¢ transfekce pX458-TAP1 bylo ziskano 7 % transfekovanych bunék (Obrazek 20C,
20D). Tyto hodnoty potvrzuji, Ze vyssi ucinnosti transfekce MutuDC bunék bylo docileno
s programem D-032. U¢innost transfekce bunék v kombinaci s programem U-001 byla nizi,
ale oproti transfekce s programem D-032 bylo zachovano vys$i procento zivych bunék.
Obrazek 21 zndzornuje procentrualni zastoupeni zivych a mrtvych bunék po transfekci bunck
plazmidem pMax-GFP v kombinaci s programem D-032 a U-001. Transfekované buiky byly
rozttidény na zivé a mrtvé pomoci barviva FVD-eF506. Zivé buiiky jsou definovany jako buiiky
FVD negativni a mrtvé buniky jsou definovany jako buiiky FVD pozitivni.

Procentualni zastoupeni zivych bunék po transfekci pX458-B2M, pX458-TAP1
a pMax-GFP v kombinaci s elektropora¢nim programem D-032 a U-001 je zaznamenano
na Obrazku 22. Z vyslednych dat je patrné, ze pii transfekci bun€k plazmidem pMax-GFP
s programem D-032 bylo zachovano 19 % zivych bunék a s programem U-001 témé&f 48 %
zivych bunék. Naopak transfekce bunék konstruktem pX458-TAP1 v kombinaci s programem

D-032 zachovala 7% zivotnost bun¢k a v kombinaci s programem U-001 az 31% Zzivotnost
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bunék. Pfi transfekci bunék konstruktem pX458-B2M s programem D-032 bylo pak zachovano
11 % viabilnich bun¢k a s programem U-001 35 % viabilnich bungk.

A pX458-TAP1, D-032 B pX458-B2M, D-032
O P a2 10° 3 a2
898 595 , jeme 86,5
H 4 2 -
E "0 3 ; 10 :
g - g
gt - R
; g
3 @ 3
& 10’ - = 10 1
EN . | -
= B
< 2 < -
o a
0o & oo
o4 o3 o4
N3 0,2 623
T L &l T T ™
0 10" 0
SFA50-A - MHC | H3B : eF450 - Area eFA50.A 1 MHC | H24E : eF450 . Area
C pX458-TAP1, U-001 D pX458-B2M, U-001
0® 3oy az 10° 3oy az
320 925 511 933
g 2 1’
= 3 = 3
i - :
§ 1c* 4 § 107"
e E B o
< [
g 5
B B
‘3 107 g 107
; ;
5 s
]} 3 o) 2
o4 a3 o4
323 0 148
B LEA | AL UE BARA | T LA |
0 |Il.‘ 0 XD“
€FA50.A 1 MHC |H24E | eF450 - Area €FA50.A ;. NHC |H2E | eF450 - Area

Obrazek 20 Analyza uc¢innosti transfekce bunék ¢cDC1 MutuDC pomoci pritokové cytometrie.
A) MutuDC transfekované pX458-TAP1 s programem D-032, B) MutuDC transfekované pX458-B2M
s programem D-032, C) MutuDC transfekované pX458-TAP1 s programem U-001, D) MutuDC
transfekované pX458-B2M s programem U-001. Kvadrant Q1 oznacuje subpopulaci GFP pozitivnich
a MHCI negativnich bun¢k, Q2 oznacuje subpopulaci GFP a MHCI pozitivnich bun¢k a Q4 oznacuje
subpopulaci GFP a MHCI negativnich bunék.
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Obrazek 21 Stanoveni zivych a mrtvych bunék c¢cDC1 MutuDC pomoci prutokové cytometrie.
A) MutuDC transfekované pMax-GFP s programem D-032, B) MutuDC transfekované pMax-GFP
s programem U-001. Zivé a mrtvé buiiky byly rozliseny pomoci barviva FVD-eF506. Zivé buiiky jsou

definovany jako buiiky FVD negativni.
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Obrazek 22 Analyza viability bunék c¢cDC1 MutuDC po transfekci pMax-GFP, pX458-TAP1
a pX458-B2M s programem D-032 a U-001.

5.4 Analyza imunitni odpovédi bunék cDC1 MutuDC

5.4.1 Stanoveni aktivace MutuDC pulzovanych proteinem RBDS

Metodou pratokové cytometrie byla stanovena exprese aktivacnich a diferenciacnich
markert (CD40, CD80, CD86, CD11c, MHCI, MHCII) u dendritickych bunék, které¢ byly
pulzovéany rekombinantnim proteinem RBDS. Jako pozitivni kontrola byl pouzit LPS a jako
negativni kontrola slouzily nepulzované bunky. Exprese studovanych markeri byla

porovnavana s expresi u nepulzovanych bun¢k (Obrazek 23-25). Signifikantni rozdily byly
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zaznamenany pouze pro marker MHCI a CDS80. Exprese obou téchto markert byla
signifikantné vyssi u bunék pulzovanych LPS oproti buitkdm pulzovanych proteinem RBDS,
a také oproti nepulzovanym bunkam. Stanoveni exprese MHCI tedy dokazuje skute¢nost, ze
LPS jako pozitivni kontrola fungovala spravné a opravdu stimulovala expresi MHCI, ale
zaroven také dokazuje, Ze protein RBDS mél velmi slaby imunogenni uc¢inek, a proto nebylo
mozné pozorovat signifikantni nartst exprese tohoto markeru oproti negativni kontrole.
Exprese ostatnich bunéénych markert nebyly signifikantné vyznamné. Nicméné je nutné
zminit, ze u bun¢k pulzovanych LPS byl pozorovan trend nartstu exprese markera MHCII

a CD86, ale v dusledku vyraznych odchylek nebyl rozdil statisticky vyznamny.
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Obrazek 23 Exprese markerd CD11c a CD40 pfi pulzaci bun€¢k ¢cDC1 MutuDC rekombinantnim
proteinem RBDS. LPS - pozitivni kontrola, NK - negativni kontrola. Chybové usecky predstavuji SD
hodnoty (standard derivation). Signifikantni rozdil mezi pulzovanymi a nepulzovanymi bunkami byl
vyhodnocen metodou one-way ANOVA s pouzitim Tukey-post-hoc testu. P-hodnoty < 0,05 jsou
oznaceny jednou hvézdi¢kou *, < 0,01 dvéma hvézdickami **.
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Obrazek 24 Exprese markert MHCI a MHCII pii pulzaci bunék cDC1 MutuDC rekombinantnim
proteinem RBDS. LPS - pozitivni kontrola, NK - negativni kontrola. Chybové usecky piedstavuji SD
hodnoty (standard derivation). Signifikantni rozdil mezi pulzovanymi a nepulzovanymi buitkami byl
vyhodnocen metodou one-way ANOVA s pouzitim Tukey-post-hoc testu. P-hodnoty < 0,05 jsou
oznaceny jednou hveézdickou *, < 0,01 dvéma hvézdickami **.
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Obrazek 25 Exprese markerd CD80 a CD86 pii pulzaci buné¢k ¢cDC1 MutuDC rekombinantnim
proteinem RBDS. LPS - pozitivni kontrola, NK - negativni kontrola. Chybové tisecky piedstavuji SD
hodnoty (standard derivation). Signifikantni rozdil mezi pulzovanymi a nepulzovanymi butikami byl
vyhodnocen metodou one-way ANOVA s pouzitim Tukey-post-hoc testu. P-hodnoty < 0,05 jsou
oznaceny jednou hvézdickou *, < 0,01 dvéma hvézdickami **.
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5.4.2 Analyza cesty zkiiZené prezentace proteinu RBDS

Exprese aktiva¢nich a diferenciaénich markert byla stanovena také u dendritickych
bunék, které byly pulzovany rekombinantnim proteinem RBDS a sadou inhibitort buné¢ného
zpracovani antigenu. Cilem bylo sledovat, jakou cestu internalizace protein RBDS vyuziva pro
své zpracovani v butice, aby mohl byt nasledné prezentovan na bunééném povrchu. Pozornost
byla vé€novana pfedevSim porovndni zmén v expresi studovanych markert mezi bunkami
pulzovanymi inhibitory a buitkami pulzovanymi samotnym proteinem RBDS (Obrazek 26-31).

Snizeni exprese markeru CD11¢ bylo indukovano pulzaci BfA a 2-APB. Naproti tomu
buniky pulzované ostatnimi inhibitory nesnizily expresi CD11c, ba naopak jeho expresi zvysily.
Vyjimkou byly pouze buiiky pulzované ExoA, které expresi daného markeru patrné neovlivnily

(Obrazek 26). V piipadé markeru CD40 byla exprese zvySena po pulzaci ExoA, ostatni
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pulzované bunky pak vyvolaly snizeni exprese (Obrazek 27). U markeru MHCI byl
zaznamenan pokles exprese u vSech pulzovanych bunék. Nicméné k velmi prudkému snizeni
exprese doslo pouze po pulzaci ExoA (Obrazek 28). Na druhé stran¢ bunky pulzované ExoA
vyrazné stimulovaly zvySeni exprese markeru MHCII. Mirné zvySeni exprese MHCII bylo
zaznamenano 1 po pulzaci DMA. Ostatni pulzované buiiky expresi tohoto markeru snizily,
pfic¢emz nejsilngjsi inhibi¢ni ucinek vykazoval BfA (Obrazek 29). U markerd CD80 a CD86
byl pozorovan nartst exprese u bunék pulzovanych ExoA a BfA. Ostatni pulzované bunky
expresi obou markera snizily. V piipadé znaku CD80 byla jeho exprese nejvice potlacena po
pulzaci leupeptinem a 2-APB (Obrazek 30). Naproti tomu burky pulzované MG-132 a 2-APB
vyvolaly prudky pokles exprese CD86 (Obrazek 31).
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Obrazek 26 Exprese markeru CD1l1c pfi pulzaci bunck ¢cDC1 MutuDC sadou inhibitori bunééného
zpracovani antigenu a rekombinantnim proteinem RBDS. Sipka smérem dolt (| )/$ipka smérem nahoru
(1)/horizontalni pifimka (—) znaci pokles/nartist/zZadnou zmeénu exprese markeru pii pulzaci bunék sadou
inhibitorti oproti bunkam pulzovanych proteinem RBDS.
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Obrazek 27 Exprese markeru CD40 pfi pulzaci bunék ¢cDC1 MutuDC sadou inhibitorti bunééného
zpracovani antigenu a rekombinantnim proteinem RBDS. Sipka smérem dolii (| )/§ipka smérem nahoru
(1)/horizontalni pfimka (—) znaci pokles/nartst/zadnou zménu exprese markeru pti pulzaci bunék sadou
inhibitort oproti buitkkdm pulzovanych proteinem RBDS.
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Obrazek 28 Exprese markeru MHCI pii pulzaci bun¢k ¢DC1 MutuDC sadou inhibitorGi buné¢ného
zpracovani antigenu a rekombinantnim proteinem RBDS. Sipka smérem dolti (| )/$ipka smérem nahoru
(1)/horizontalni ptimka (-) znaci pokles/nartist/zZadnou zménu exprese markeru pii pulzaci bun¢k sadou
inhibitort oproti buitkdm pulzovanych proteinem RBDS.
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Obrazek 29 Exprese markeru MHCII pti pulzaci bunék ¢cDC1 MutuDC sadou inhibitorti buné¢ného
zpracovani antigenu a rekombinantnim proteinem RBDS. Sipka smérem dolii (| )/§ipka smérem nahoru
(1)/horizontalni pfimka (—) znaci pokles/narist/zadnou zménu exprese markeru pii pulzaci bunék sadou
inhibitort oproti buitkkdm pulzovanych proteinem RBDS.
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Obrazek 30 Exprese markeru CDS80 pfi pulzaci bunék ¢cDC1 MutuDC sadou inhibitorti buné¢ného
zpracovani antigenu a rekombinantnim proteinem RBDS. Sipka smérem dol (| )/$ipka smérem nahoru
(1)/horizontalni ptimka (-) znaci pokles/nartist/Zadnou zménu exprese markeru pii pulzaci bunék sadou
inhibitorti oproti buitkdm pulzovanych proteinem RBDS.
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Obrazek 31 Exprese markeru CDS86 pfi pulzaci bun¢k ¢cDC1 MutuDC sadou inhibitor bunééného
zpracovani antigenu a rekombinantnim proteinem RBDS. Sipka smérem dolii (| )/§ipka smérem nahoru
(1)/horizontalni ptimka (-) znaci pokles/nartist/zadnou zménu exprese markeru pii pulzaci bunék sadou
inhibitorti oproti buitkkdm pulzovanych proteinem RBDS.

Zaveérem byl vytvoren celkovy piehled ukazujici vliv inhibitorti bunééného zpracovani
antigenu na expresi markerti u pulzovanych bunék MutuDC (Obrazek 32). Zmény v expresi
bunécnych markerti byly opét porovnavany mezi buiikami pulzovanymi inhibitory a buiitkami
pulzovanymi samotnym proteinem RBDS.

Bunky pulzované ExoA sice vykazovaly zvySenou expresi markert MHCII, CD40
CD80 a CD86, ale nevykazovaly zvySenou expresi MHCI. Naopak pusobeni ExoA evidentné
neovlivnilo expresi CD11c. Na druhé strané¢ BfA potlacil expresi vétsiny bunéénych markert
s vyjimkou CD80 a CD86. V tomto ptfipadé byla jejich exprese zvysena. U buné€k pulzovanych
MG-132 byl pozorovan nariist exprese pouze u markeru CD11c. Exprese ostatnich bunéénych
markerat (MHCI, MHCII, CD40, CD80, CD86) byla po pulzaci MG-132 snizena. Stejné tak
buniky pulzované leupeptinem vykazovaly zvySenou expresi markeru CD11c a snizenou expresi
ostatnich bunéfnych markert.. V piipadé 2-APB nedoSlo ke zvySeni exprese zadného
bunééného markeru, ba naopak doSlo ke sniZeni. Buiiky pulzované DMA zvysily expresi
markerd MHCII a CDl1l1c. V ptipad€ ostatnich markeri doslo po pulzaci DMA ke sniZeni
exprese. Signifikantni rozdily byly potvrzeny pouze pro expresi markeru MHCII po pulzaci

bun¢k BfA a leupeptinem, a pro expresi markeru CD80 po pulzaci bun¢k 2-APB.
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Obrazek 32 Souhrnny piehled ptisobeni inhibitord bunééného zpracovani antigenu na expresi markera
u bungk ¢cDC1 MutuDC. Sipka smérem doli (| )/Sipka smérem nahoru (1)/horizontalni piimka (-) zna&i
pokles/nariist/zddnou zménu exprese markeru pii pulzaci bunék sadou inhibitori oproti buitkam
pulzovanych proteinem RBDS. Signifikantni rozdil mezi butikami pulzovanymi inhibitorem a buiikami
pulzovanymi proteinem RBDS byl vyhodnocen pomoci dvouvybérového Studentova t-testu.

P-hodnoty < 0,05 jsou oznaceny jednou hvézdickou *.
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6 DISKUZE

Nemoc Covid-19: pro nékteré obycejna chiipka, pro jiné zakefna nemoc a mozné riziko
hospitalizace. Jak ukazuji statistiky, pocet lidi nakazenych virem SARS-CoV-2 stale roste
a predpoklad poklesu neni zatim optimisticky (WHO, ©2021). Bohuzel celou situaci ohledné
onemocnéni komplikuji nové mutace viru SARS-CoV-2, které mohou byt podle védca
0 40-80 % nakazlivéjsi oproti pivodni varianté (Davies et al., 2021). Dnesni spole¢nost se
proto upina na oCkovani jako na nad¢ji prekonat koronavirovou krizi a vratit se do relativné
bézného zivota. VétSina dnesnich vyvijenych vakcin proti Covid-19 cili na RBD doménu
koronavirového spike proteinu (RBDS), prostfednictvim niz virus pronika do hostitelské bunky
a infikuje ji.

V poslednich desetiletich éra molekularni biologie a genového inZenyrstvi zaznamenala
pokrok ve vyvoji vakcin s vyuzitim rekombinantnich proteinti, které mohou poskytovat
rekombinantni vakcina proti Covid-19 schvalena. Jednim z diivodi se zda byt relativné vyssi
vyrobni cena nez v ptipadé dostupné adenovirové a mRNA vakciné. Domnivam se vSak, Ze
hlavnim divodem je slaby imunogenni G¢inek RBDS proteinu. Pro zvyseni jeho imunogenicity
je nezbytné protein navazat na jisty nosic, nejéastéji v podob¢ nanocastic, a zaroven pridat
vhodné adjuvans, kterd mohou vyznamné posilit aktivitu dendritickych bunék (DC) pottebnych
pro stimulaci T-lymfocyti a vytvotreni dlouhodobé bunécéné imunity (Ho et al., 2018).
Ve vétsing zemi je stale jedingm adjuvantem hydroxid hlinity znamy jako kamenec, ktery vsak
vykazuje omezenou moznost stimulace T-lymfocytarni imunitni odpovédi. Z tohoto divodu
¢insti védci zabalili kamenec do mezifazového rozhrani olej/voda a tim vytvofili kamencem
stabilizovanou Pickeringovou emulzi schopnou zvysit i¢innost vakciny. Vysledky experimentu
ukazaly, Ze kamencem stabilizovana Pickeringova emulze adsorbovala nejen velké mnozstvi
antigend koronaviru SARS-CoV-2, ale také vykazovala vyssi afinitu k vychytavani DC. Timto
se efektivné aktivovaly prezentace pohlcenych antigend S naslednou stimulaci humoralni
I bunécné odpovedi. Predpoklada se tedy, ze kamencem stabilizované Pickeringovy emulze
mohou slouzit jako bezpecné, dostupné a ucinné adjuvans pro vylepSeni vakciny proti
Covid-19 (Peng et al., 2020).

V ramci experimentalni prace byla provedena purifikace rekombinantniho proteinu RBDS
na Ni-NTA agar6zové kolon¢, jeho zakoncentrovani a nasledné stanoveni jeho koncentrace.

Molekulova hmotnost proteinu RBDS byla 32 kDa, ocekavana velikost proteinu (30 kDa) je
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navysena histidinovou znackou pfipojenou na konec studovaného proteinu umoziujici jeho
efektivni a snadnou purifikaci.

V této praci byla ke stanoveni koncentrace proteinu pouzita metoda denzitometrie
proteinovych prouzki na gelu po SDS-PAGE separaci a také spektrofotometricka metoda BCA.
Zatimco v prvnim piipadé byla koncentrace proteinu 5,87 mg-ml?, koncentrace proteinu
pomoci BCA byla niz§i (4,32 mg-ml?). I kdyz denzitometrie patii spi$e mezi hrubsi metody,
jeji prednosti je moznost zaméfit Se pouze na prouzek proteinu naSeho zajmu a urcit tak jeho
koncentraci v porovnani se standardem bez dalSich moznych interferujicich slozek ve vzorku.
Naopak BCA metoda je sice piesné€jsi, ale zaroven méné specifickd. Pti kvantifikaci proteinti
pomoci BCA dochézi ¢asto k nezadoucim interakcim slozek vzorku s pouzitymi Cinidly.
V disledku toho pak nemusi byt zméfen vyhradné protein, ktery nas zajima, ale také ostatni
slozky ve vzorku. A pravé to mize byt divod, pro¢ vysledna koncentrace RBDS proteinu byla
niz8i nez v pfipad¢ pouzité¢ druhé metody. Denzitometrickd analyza se tedy ukazala jako
spolehlivéjsi, a proto v dal$ich experimentech bylo pracovano s koncentraci 5,87 mg-ml™.

Jiz v roce 1976 bylo prokazano, ze DC zkiizené prezentuji exogenni antigeny na MHCI
molekulach a tim aktivuji cytotoxické CD8" T-lymfocyty zajist'ujici eliminaci infikovanych
bun¢k (Bevan, 1976). V ramci naSeho experimentu byla sledovana cesta internalizace, kterou
studovany protein RBDS vyuziva pro své zpracovani v bunce, aby mohl byt poté prezentovan
na bunéném povrchu. Z dostupnych informaci tykajicich se prezentace exogennich antigenii
se da ptedpokladat, ze peptidy pochazejicich z RBDS proteinu budou pievazné prezentovany
na MHCII molekulach. Naopak molekuly MHCI budou z velké ¢asti na svém povrchu
prezentovat somatické peptidy pochazejicich z proteind produkovanych burikou. Piesto se
predpoklada, ze minoritni ¢ast RBDS proteinu bude prezentovana i na povrchu MHCI molekul.
Aby bylo mozné potvrdit pfedpokladanou moznost zkiizené prezentace proteinu RBDS, byly
DC pulzovéany timto proteinem a sadou inhibitord blokujicich MHCI prezentaci. Pomoci
pritokové cytometrie byla u pulzovanych bun¢k méfena a vyhodnocena povrchova exprese
aktivac¢nich a diferenciacnich bunéénych markert (MHCI, MHCII, CD40, CDI11c, CDS80,
CD86).

V piipadé¢ markeru MHCI byl podle ocekavani pozorovan pokles exprese u vsSech
pulzovanych bun¢k. Nicméné velmi prudky pokles exprese byl zaznamenan po pulzaci ExoA,
ktery naopak vyrazné zvysil expresi markeru MHCII. To mtze poukazovat na skutecnost, ze
ExoA zablokoval transport vsech proteini véetné RBDS proteinu z endozomu do cytoplazmy.
Tim nedoslo k navazani proteint na MHCI molekuly. Prezentace exogenniho antigenu byla

uskute¢néna pouze klasicky za ucasti molekul MHCII. S nejvétsi pravdépodobnosti 1ze také
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fici, ze ExoA pii MHCII prezentaci tohoto proteinu aktivoval expresi dilezitych aktivacnich
markerta CD40, CD80 a CD86.

V ramci experimentu byla rovnéz zjisténa snizena exprese markert MHCI, MHCI1 a CD40
po pulzaci BfA, ktery patrné zablokoval pfenos vSech somatickych peptidi véetné téch
pochazejicich z RBDS proteinu z ER smérem do GA a tim znemoznil vystaveni nové
sestavenych komplexi MHC-peptid na bunéném povrchu. | studie z roku 2012 uvadi, Ze
u APC ovlivnénych BfA byla inhibovéana zkiizena prezentace proteinu na molekuldch MHCI
(Mant et al., 2012). Tyto vysledky poukazuji na nezastupitelnou tlohu GA pfti klasické MHCI
prezentaci i pii zkiiZzené prezentaci RBDS proteinu.

Pozoruhodné je rovnéz snizeni exprese vsech aktiva¢nich markera (MHCI, MHCII, CD40,
CD80, CD86) u bunék pulzovanych leupeptinem a MG-132. Lze pfedpokladat, Ze zkiizena
prezentace RBDS proteinu preferuje nejen cestu zavislou na proteazomu, ale také vyzaduje
ptitomnost cysteinovych proteaz v endolysozomech. Je mozno se domnivat, Ze reakce bunék
na naruseni MHCI prezentace disledkem inhibice proteazomu a cysteinovych protedz se
projevila snizenou expresi markert CD40, CD80 a CDS86. Takové snizeni exprese
pravdépodobné zpusobilo setrvani vSech peptidi véetné téch pochazejicich z RBDS proteinu
Vv burice. Nasledkem toho nebylo umoZznéno navazani peptidi na MHCII molekuly a tim i jejich
vystaveni na bunééném povrchu.

Velmi zajimavy je pfipad 2-APB, kdy po jeho plisobeni byla naméfena snizena exprese
vSech markerti. Ackoli byl 2-APB popsan jako inhibitor zkiiZené prezentace prostiednictvim
mezibunécného spojenti, 1ze predpokladat, Ze tak silné reakce na ucinek 2-APB nebyla vyvolana
zablokovanim téchto mezerovych spojovacich kanald. Bylo totiz zjisténo, ze 2-APB mimo jiné
inhibuje i1 dalsi klicové bunétné pochody, jako je napt. uvolhovani vapenatych iontt, jejichz
intracelularni koncentrace mtze zasadné ovlivnit funkci a maturaci DC (Koski et al., 1999;
Bootman et al., 2002). A takové synergické pisobeni vice inhibi¢nich G¢inkt 2-APB v nasem
ptipadé nejspiSe zptsobilo snizenou expresi vSech bunécnych markert.

Pro vSechny experimenty byla pouZita bunécna linie cDC1 MutuDC. Z naSich zkuSenosti
bylo nutno bunky zpocatku kultivovat v 6 jamkovém kultivatnim panelu a az pozdéji
Vv kultivaénich lahvich. Podle naseho pozorovani bylo totiz zjisténo, Ze pfi pocatecni kultivaci
MutuDC pro né€ nejsou V kultivacnich lahvich idealni ristové podminky. Publikace zabyvajici
se proliferaci MutuDC bunék navrhuji mnoho doporuceni pro jejich snadnou kultivaci (Fuertes
Marraco et al., 2012; Pigni et al., 2018; Koga et al., 2021). Jedna z mnoha studii uvadi, ze do
kultivacniho média pro MutuDC je dobré pridat hydrogenuhlic¢itan sodny (Fuertes Marraco

et al., 2012). V nasem piipadé vsak absence hydrogenuhli¢itanu sodného nijak neovlivnila rust
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MutuDC. Naopak bylo vypozorovano, ze proliferace MutuDC vyzaduje pfitomnost
2-merkaptoethanolu v kultiva¢nim médiu.

Technologie CRISPR/Cas9 je mocnym ndstrojem pro editaci genomu, umoziuje indukovat
cilovou mutaci a sledovat funkci genti (Ratan et al., 2018). Jednim z cilt této predlozené prace
bylo ptipravit TAP1 a B2M knock-outované linie s vyuzitim CRISPR/Cas9 systému. Pro tyto
ucely byla provedena transfekce MutuDC bungk jiz pfipravenym vektorem pX458 nesouci
sekvenci kodujici SgRNA, ktera navadi endonukledzu Cas9 k cilové sekvenci. Stépeni
proteinem Cas9 by mélo v dané cilové sekvenci vytvofit dvouvlaknovy zlom a tim vyvolat
vypnuti (knock-out) geni TAP1 a B2M. Burniky byly transfekovany konstrukty pX458-TAP1,
pX458-B2M a plazmidem pMax-GFP. Vzhledem ke schopnosti bunééné linie MutuDC
konstitutivné exprimovat gen pro GFP Ize pravdépodobné piedpokladat, Ze tato schopnost bude
zachovana i po transfekci plazmidem pMax-GFP. Z toho diivodu nebylo mozné transfekované
burniky vyttidit na zakladé exprese GFP. Pozornost byla tedy vénovana expresi MHCI znaku
na povrchu transfekovanych MutuDC bunék. Pti vyhodnoceni G¢innosti transfekce vsak nastal
problém v detekci pozitivné transfekovanych bunék. V analyze pritokovou cytometrii byly
detekovany dvé rtizné populace, které neexprimuji na svém povrchu MHCI molekuly po
transfekci. Prvni populace byla MHCI negativni, ale GFP pozitivni a druhd byla negativni
na oba méfené znaky. Z dostupnych informaci tykajicich se MutuDC linie neni mozné
predpovedét, zda transfekované bunky prestavaji tento gen samovolné exprimovat nebo ne. Pro
nas byla prfedevsim dileZita ztrata exprese MHCI znaku. Otazkou vSak zistava, kterd ze dvou
vytiidénych populaci bun€k byla spravné transfekovana. Existuje moZnost, Ze zatimco bunky
GFP™ a MHCI" byly spravné transfekované, buitky GFP~ a MHCI™ postihl jisty diskomfort,
a proto neexprimovaly zadny ze sledovanych znakii. Za této situace by byla naSe pozornost
vénovana populaci GFP* a MHCI bunék. Nicméné v tvahu pfipada také moznost, Ze buiiky po
transfekci svou schopnost GFP exprese ztraci. V takovém piipad€ by nds zajimala populace
GFP~ a MHCI bungk. Z tohoto diivodu bylo nutné roz¢lenit MHCI populaci do dalsich dvou
subpopulaci.

Pro transfekci byla vyzkouSena metoda nukleofekce pomoci kitu Amaxa Cell line
Nucleofector Kit V. Transfekci nukleofekci pro MutuDC bunky bylo nutno optimalizovat.
Cilem optimalizace nukleofekce bylo zvolit takovy elektroporaéni program, ktery by vykazoval
co nejvyssi transfekéni uinnost a zaroven nejnizs$i toxicitu pro builky. Nami pouzity
elektroporaéni program D-032 sice vykazoval vySsi transfekéni ¢innost oproti
elektroporaéniho programu U-001, ale pfevazna cast transfekovanych bunék zahynula.

Z experimentu vyplyva, ze vybér vhodného elektroporacniho programu se odviji na zakladé
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toho, kjakému ucelu budou knock-outované buriky potiecba. Pokud je cilem vyuzit
knock-outované bunky ihned, v fadu hodin, neni problém zvolit program transfekce, ktery bude
pro buiiky sice vice toxicky, ale poskytne vyssi u€innost. Naopak elektroporacni program, ktery
sice vykazuje nizsi transfek¢ni ucinnost, ale zachovava vysoky pocet Zivotaschopnych bunck,
muze byt vhodnéjsi pii pouziti knock-outovanych bunék dlouhodobéjsiho charakteru.
Experimentalni c¢ast predlozené diplomové prace byla také vénovana pfipraveé
CRISPR/Cas9 vektoru pro knock-out manézového receptoru na povrchu dendritickych
bun¢k, ktery rozpoznava polysacharidy obsahujici mandézu na povrchu mikroorganismu
a tim hraje kliCovou roli pfi prezentaci antigenu adaptivnimu imunitnimu sytému (Gazi
et Martinez-Pomares, 2009). Pro tyto tcely byly na zakladé¢ vybrané sekvence genu MRC1
navrzeny oligonukleotidy kodujici navadgjici SgRNA pro protein Cas9. Uspésnost ligace
a transformace byla ovéiena PCR reakci. Za ucelem dal§iho ovéfeni ptitomnosti DNA inzertu
ve vektoru pX458 byla provedena restrikéni analyza izolované plazmidové DNA. Jelikoz
velikost fragmenti Stépené DNA odpovidala ocekdvanym hodnotdm, lze s nejvyssi
pravdépodobnosti poukazat na Gspé$né vlozeni inzertu do vektoru. Nicméng restrik¢ni analyza
plazmidové DNA vSak nebyva pro ovéfeni spravného zaclenéni sgRNA do vektoru pX458
ptilis dostacujici. Z tohoto divodu by méla byt sekvence zaklonovaného useku jesté
osekvenovana a nasledné transfekovana do bunék ke generaci MRC1 knock-outovanych linii,

ale to jiz nebylo zamérem této diplomové prace.
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7 ZAVER

V teoretické ¢asti predlozené diplomové prace byla vypracovana literarni reSerSe zaméiena
na charakterizaci dendritickych bunék a jejich schopnosti se ucastnit klasické a zkiizené
prezentace antigenu. Pozornost byla také vénovana RBD doméné spike proteinu (RBDS)
izolovaného znového koronaviru SARS-CoV-2 vyvolavajiciho onemocnéni Covid-19.
Tato prace rovnéz popisuje technologii CRISPR/Cas9 jako mocného nastroje pro editaci
genomul.

V experimentalni ¢asti diplomové prace byla provedena purifikace rekombinantniho
proteinu RBDS exprimovaného v savéim systému pomoci afinitni chromatografie. Protein byl
poté analyzovan a charakterizovan metodou SDS-PAGE. Koncentrace proteinu byla stanovena
jak pomoci BCA, tak denzitometrii proteinovych prouzki na gelu po SDS-PAGE separaci.
Na zakladé hodnot koncentrace proteinu ziskanych z obou analyz se jako spolehlivéjsi metoda
ukdzala denzitometricka analyza.

Rekombinantni protein RBDS byl spolu s inhibitory zktizené prezentace pouzit pro pulzaci
dendritickych bun¢k. Stanovenim povrchové exprese aktivacnich a diferenciaénich markert
MHCI, MHCII, CD80, CD86, CD40 a CD11c pomoci spektralni pritokové cytometrie byla
sledovana mozna cesta prezentace RBDS proteinu. Vétsina RBDS proteinu je prezentovana
na bunécném povrchu v komplexu s molekulami MHCII. Pulzace dendritickych bunék
dokazala, Ze minoritni ¢ast studovaného proteinu miize byt prezentovana i na povrchu MHCI
molekul pomoci zkiiZzené prezentace. RovnéZ bylo zjisténo, Ze zkiizend prezentace RBDS
proteinu vyzaduje cestu zavislou na proteazomu a endoplazmatickém retikulu.

Na zakladé exprese bunécnych markert byla také stanovena aktivace dendritickych bunék
po jejich pulzaci RBDS proteinem a LPS. Exprese jednotlivych markerti byla statisticky
vyhodnocena v programu GraphPad, kdy signifikantni rozdil mezi pulzovanymi
a nepulzovanymi bunkami byl zaznamenan pouze U markert MHCI a CD80. Ziskana data
potvrdila, ze protein RBDS ma velmi slaby imunogenni u¢inek, a proto je dulezité pii navozeni
imunitni odpovédi doplnit protein 0 vhodné a dostatecné silné adjuvans.

Dalsi ¢ast experimentalni prace byla vénovana kultivaci sav€ich bunék. U bunécéné linie
MutuDC byla provedena optimalizace transfekce metodou nukleofekce pomoci
elektropora¢niho programu D-032 a U-001. Vyssi transfekéni uéinnost, ale 1 vyssi toxicita pro
bunky byla dosazena za pouziti programu D-032 oproti programu U-001.

Byl ptipraven CRISPR/Cas9 vektor pro knock-out manézového receptoru na povrchu

dendritickych bunék. Jednovlaknové DNA oligonukleotidy kodujici navadéjici sgRNA pro
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protein Cas9 byly navrZzeny pomoci online softwaru ChopChop a uspésné vlozeny do vektoru
pX458. Pritomnost DNA inzertu ve vektoru byla ovéfena PCR z bakteridlnich kolonii
a restrikéni analyzou plazmidové DNA. Pro Gplné potvrzeni spravného zaclenéni sgRNA do
vektoru pX458 by bylo potieba sekvenci zaklonovaného useku podrobit komerénimu

sekvenovani.
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