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Abstrakt
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antigenu pomoci zkiiZzené prezentace. Dale je poté teoretickd ¢ast vénovana
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imunomodulatoru a stru¢nému popisu proteinu viru HIV s oznaenim p24. Prakticka
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liposom ucinny a zpusobil nejvyssi expresi. Markery CD86 a CD80 byly nejvice
exprimovany bunkami, které byly pulzovany p24 navdzanym na liposomu spolecné
s mananem. Jen u markeru CD11c dosSlo ke snizeni exprese u pulzovanych bun¢k
oproti buitkam, které nebyly pulzovany zadnym antigennim konstruktem.
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Cile prace

1.

Vypracovani literarni reSerSe na téma moznosti prezentace antigenu - MHC |,
MHC 11, zkiizena — prezentace, charakterizace liposomil jako nanocastic,
popis vlastnosti mananu jako buné¢ného imunomodulatoru, Stru¢ny popis
p24 (HIV) proteinu

Porovnani  imunomodulaéni  aktivity antigenu p24, p24-liposom,
p24-liposom-manan na bunééné linii dendritickych bun¢k

Vyhodnoceni internalizace jednotlivych antigennich konstrukti pomoci
fluorescencni (konfokalni) mikroskopie a spektralni prutokové cytometrie

Zpracovani jednotlivych dat v programech FlowJo, GraphPad



1  UVOD

Imunitni systém je nepostradatelna ¢ast mnohobunéénych organismi, a proto spada
k zakladnim homeostatickym mechanismim organismu. Funkce takového systému je
nezastupitelnd, protoze chrani organismus pred vnéj$imi a vnitfnimi vlivy prostiedi.
Déli se zpravidla na dvé ¢asti, a to na ¢ast vrozenou a ziskanou. Obé¢ ¢asti imunitniho
systému obsahuji slozky humoralni a bunééné. Humoralni slozka se sklada z riiznych
sérovych proteinti a sekretovanych molekul. Bunécna slozka je pak tvofena raznymi

typy bungk.

Tato slozka skladajici se z bun€k je v dneSni dob& velmi peclivé studovana cast
imunitniho sytému, hlavné ¢ast ziskané imunity, a to z divodu jeji schopnosti
pamatovat si dany antigen a pii pozdéjSim setkani s antigenem rychle na ngj
zareagovat. Dulezitou soucasti a tzv. propojenim mezi imunitou vrozenou a ziskanou
jsou buniky nazyvajici se antigen prezentujici butiky (APC) a jejich nedilnou soucasti
jsou dendritické bunky (DC). Tyto buiiky maji schopnost fagocytovat dany antigen,
rozlozit jej a spojit s molekulou hlavniho histokompatibilniho komplexu (MHC).
Takto upraveny antigen nasledné prezentuji na svém povrchu a timto aktivuji T
lymfocyty. Pfi této prezentaci pouZivaji antigen prezentujici bunky 2 typy MHC
molekul (MHC | a MHC Il molekuly). Rozdil mezi témito molekulami a jejich
vyuziti je v antigenu. Exogenni antigeny, puvodem napf. z bakterii, jsou vystavovany
antigenné prezentujicim buitkami pomoci MHC II molekuly a aktivuji tak pomocné
CD4+ T lymfocyty. Zatimco antigeny pivodem z intercelularnich patogend (napft.
virt) jsou prezentovany pomoci MHC | molekul, tak jako v jinych virem napadenych
bunkach.

Zjistilo se vsak, ze nekdy APC prezentuji exogenni antigeny nikoli na MHC II
molekule, ale na MHC I molekule, ¢imz se aktivuji CD8+ T lymfocyty. Tomuto jevu
se fika zkifiZena prezentace. DneSni vakciny v klinickém pouZiti obsahuji rtizna
adjuvancia, které hlavné stimuluji typ imunitni odpovédi zaloZeny na tvorbé
protilatek. Nicméné tento druh imunitni odpovédi je u€inny pouze proti n€kterym
druhlim patogent a mé velmi omezené U€inky proti nddorovym buiikdm a nékterym
virovym infekcim. Proto je hlavnim tématem dne$nich vyzkumi vyvoj vakein, které
by vyvolaly antigenni specifickou imunitni odpovéd” v podobé CD8+ T lymfocyti
(Hotejsi, 2017; Zachova 2016).
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2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Imunitni systém

Imunitni systém je jeden ze zdkladnich mechanism@ organismu, ktery udrzuje
integritu a rovnovahu organismu tim, ze rozeznava ,,8kodlivé* od ,,neskodného*
achrani tak organismus pfed Skodlivinami pochazejicich ze zevniho 1 vnitiniho
prostiedi. Pisobeni imunitniho systému se projevuje jako obranyschopnost
(rozpoznavani vnéjSich Skodlivin a ochrana organismu pied patogennimi
mikroorganismy a jejich toxiny, autotolerance (rozpoznavani a tolerance vlastnich
tkani organismu) a imunitni dohled (rozpoznéni a likvidace starych, zmutovanych ¢i
poskozenych buné€k)). Imunitni mechanismy muzeme rozdélit na dvé hlavni ¢asti:
vrozené (neadaptivni) a ziskané (adaptivni). Ziskané imunitni mechanismy byvaji

Casto oznacovany jako antigenné specifické. (Hotejsi, 2017).

2.1.1 Vrozené mechanismy

Vrozené mechanismy jsou evolu¢né star§i a nejsou tak ucinné jako mechanismy
specifické ¢asti imunitniho systému. Zdkladem ucinku vrozenych mechanismu jsou
molekuly a buiky, které jsou ucinné bézné proti rdznym patogeniim, protoze
vyuzivaji spolecné strukturni nebo funkéni vlastnosti. Hlavnim zéastupcem bunécéné
vrozeného systému jsou fagocytujici bunky a ptirozené cytotoxické bunky s ndzvem
natural Killers -, pfirozeni zabije¢i” (NK bunky). Humoralni slozka vrozené imunity
je tvofena interferony, komplementovym systémem, lektiny a dal$imi sérovymi

proteiny. Rychlost reakce vrozenych mechanismi na pfitomnost Skodlivin je v fadu
minut (Hotejsi, 2017).

2.1.2 Adaptivni mechanismy

Adaptivni mechanismy, které jsou evolu¢né mladsi (znamé az u obratlovcl) nez
vrozené mechanismy, potiebuji k Giplnému rozvoji imunitni reakce ne€kolik dni az
tydnid. Tyto mechanismy se spoustéji az po setkani s antigenem a pro jejich zahdjeni
je nutnd aktivita vrozené imunitni odpovédi. Tato ¢ast imunitniho systému je daleko
ucinnéj$i nez vrozena cast imunitniho systému, protoze na cizorodou strukturu
pusobi pomoci specifickych molekul s nézvem protilatky a zaroven ma

imunologickou pamét’ (Hotejsi, 2017). Imunologicka pamét’ je vyjimecna vlastnost
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imunitniho systému, ponévadz dokaze ,,ukladdat* informace o podnétu a nasledn¢ pti
znovu objeveni daného podnétu na néj ucinné zareagovat. Tato druhotna odpovéd
imunitniho systému pii znovuobjeveni daného podnétu je rychlejsi a siln€jsi nez
Vv ptipad¢ prvotni odpovédi. K sekundarni odpovédi miize dochdzet i po mnoha
letech po prvotnim setkani s danym podnétem. Imunologickd pamét’ je dulezita pii
terapii pomoci vakcin a hraje také dulezitou roli pti Gspé$né 1écbeé v transplantologii
nebo pii porozuméni danym autoimunitnim nemocem. Za imunologickou pamét’ jsou
zodpovédné subpopulace T a B lymfocyti a NK (natural killers) buniky (Ratajczak,
2018).

2.1.3 Buiiky imunitniho systému (imunocyty)

Dutlezitou soucasti imunitniho systému pifedstavuji rizné druhy bilych krvinek
(leukocyty). Tyto buniky imunitniho systému se vyvijeji z pluripotentnich
kmenovych bunék. Z kmenovych bunék vznikaji dvé hlavni linie bunék, a to
myeloidni a lymfoidni. Z myeloidni linie vznikaji buniky vrozené ¢asti imunitniho
systému, kam patii: monocyty, makrofagy, granulocyty (neutrofily, eozinofily a
bazofily), dendritické bunky a zirné buniky (mastocyty). Bunétné populace myeloidni
linie tvofi zadklad vrozené Casti imunitniho systému. Z lymfoidni linie se tvofi
lymfocyty B a T a také tkzv. ILC bunky (innate lymphoid cells - ptirozené lymfoidni
buiiky), mezi které patii NK (natural killers) buniky a dalsi typy lymfocytt.

VétSinu  bunéénych populaci z lymfoidni linie fadime do adaptivni casti
imunitniho systému. Dulezité je vSak poznamenat, Ze soucasti adaptivni casti
imunitniho systému jsou také APC (antigen presentujici bunky) bunky, kam patii
dendritické bunky, makrofagy a monocyty. APC buiky hraji dileZitou roli pfi
spolupraci s T lymfocyty, a proto jsou zatazeny rovnéz do specifické Ccasti
imunitniho systému. Této spoluprace se vyuziva pfi zdsahu do imunitniho systému

s pomoci aktivni imunizace (vakcinace) (Hotejsi, 2017).
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Obr. 1 Schéma diferenciace rtznych druhd leukocytd z kmenové bufiky Prevzato
a upraveno dle Hotejsi, 2005; Slotta, 2007

2.2 Antigen

Antigeny jsou jakékoliv latky, které jsou organismu cizi, a proto imunitni systém
takovéto latky rozpoznava a reaguje na né. Antigeny mohou pochézet z vnéjsiho, tak
také z vnitiniho prostiedi. Do skupiny antigenti, které pochazeji z vnéjsiho prostredi,
tzv. exoantigeny, patii vétSinou rtizné patogenni mikroorganismy a jejich produkty.
Antigeny, které pochazeji z vnitfniho prostedi organismil, se nazyvaji autoantigeny

(Hofejii, 2017).

2.3 Vakcinace

Pii aktivni imunizaci (vakcinaci) se vyuziva konkrétniho antigenu pro vyvolani
specifické imunitni reakce, vedouci k odolnosti organismu vuci patogenu, ktery nese
stejny antigen, nebo antigen dosti podobny. Pro vytvoreni kvalitni dlouhotrvajici
imunitni odpovédi je potfeba do ockovacich vakcin piidavat adjuvancia (latky, které
napomahaji pohlceni antigenu APC). V humanni medicin€ se pouziva nejcastéji jako
adjuvancium hydroxid hlinity. Velice dulezité je, aby adjuvancia neméla velké
vedlejsi ucinky. V piipade hydroxidu hlinitého se neprokazaly zadné vedlejsi ucinky.
Dalsim diilezitym faktorem pro dobry vysledek aktivni imunizace je zplisob podani,

coz znamena vyhnout se toleranci imunitniho systému na antigen.
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V soucasnosti mdme 4 druhy vakcin, kde se pouzivaji mikroorganismy, piipadné
jejich antigenni slozky. Tyto ¢tyfi druhy zahrnuji atenuované (oslabené) zivé
mikroorganismy, izolované slozky mikroorganismi (podjednotkové vakciny),
inaktivované (usmrcené¢) mikroorganismy a toxoidy (chemicky modifikované,
inaktivované mikrobidlni toxiny). Vakcinace zabraiiuji moznému vzniku budouciho
onemocnéni a tim se fadi K prosperujicim profylaktickym metodam. Teprve
Vv posledni dob¢ se vSak zacaly uplatiiovat racionalni postupy pii tvorbé vakcin diky
hlub§imu poznani imunitnich mechanismu. Vakciny v dne$ni dobé v Klinickém
pouziti stimuluji Th2 typ imunitni odpovédi. Tento typ imunitni odpovédi
vyvolavajici tvorbu specifickych protilatek je efektivni pii eliminaci bakterii

a paraziti.

V ptipadé¢ virovych infekci a tumord je tfeba vyvolat CD8+ T lymfocytarni
odpoveéd’ vedouci k cytotoxické eliminaci napadenych bunék. Proto je jednou
z hlavnich perspektiv vyzkumu anti-viralnich a anti-tumorovych vakcin vyvinout
takovou vakcinu, ktera by vyvolala, jak CD4+ T lymfocytarni odpovéd’, tak CD8+ T
cytotoxickou odpovéd’. Ovsem zprostiedkovani CD8+ T lymfocytarni odpovédi
vyzaduje zkiiZzenou prezentaci antigenu v antigen prezentujicich bunkach pfedevs§im
v bunikach dendritickych (Hotejsi, 2017).

2.4 Antigen prezentujici buiiky a funkce MHC molekuly

Prezentace antigenu na molekule MHC (hlavni histokompatibilni komplex) pouZzivaji
vSechny jaderné buiiky organismu. Je vSak velmi dtlezité poznamenat, Ze tyto bunky
organismu vyuzivaji k prezentaci MHC | molekulu. Mezi APC bunky fadime
dendritické bunky, makrofagy, monocyty a B lymfocyty. APC vyuzivaji, jak MHCI
molekuly, tak zaroven MHC Il molekuly k antigenni prezentaci. MHC Il molekuly
vazou fragmenty exogennich peptidi, zatimco MHC | molekuly slouzi k vazbé
peptidit pochazejicich z endogennich proteinti (antigenti). Podstatné je podotknout,
ze bunky, které prezentuji antigeny, jsou praveé dendritické bunky, které tvoii hlavni

propojeni mezi ziskanou a vrozenou imunitou.

V organismu se nachazeji dendritické bunky ve dvou formach, a to zralé a
nezralé. Nezralé dendritické buiiky Vv organismu pohlcuji odumftelé buiky zdravych

tkani a molekuly rozpusténé v mezibunécné tekuting. Poté fragmenty téchto molekul
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vystavuji na svém povrchu. T lymfocyt pfi kontaktu s dendritickou bunikou (DC)
takto vystaveny autoantigen rozpozna a nevytvari zadnou reakci. Je timto setkanim
utlumen. Jakmile potka v organismu nezrald dendriticka bunka antigen piedstavujici
nebezpe€i pro organismus (patogenni mikroorganismus ¢i bunky, které zahynuly
nekrdzou), tak se zméni ve zralou dendritickou buiiku. Tato bufika ztraci schopnost
pohlcovat ¢astice z okoli, ale uz ma schopnost aktivovat T lymfocyty. Stava se z ni

wrwe

zvySenim exprese MHC proteint. (Hoiejsi, 2017; Zachova, 2016).

2.5 Cesta klasické prezentace antigenu

2.5.1 Prezentace pomoci MHC I

Klasickd MHC Il prezentace je zahajena endocyt6zou exogenniho antigenu pomoci
APC do endocytickych vacki za pomoci vyuziti riznych mechanismi
zprostiedkovanych cCastokrat diky receptorim napf. na klathrin. Podle velikosti
pohlceného materidlu se miiZze jednat o pinocytdzu ¢i fagocytézu. Endocytické vacky
jsou poté spojeny sbrzkym endosomem a nasledné vznikd multivezikularni

télisko/endosom.

Multivezikularni télisko/endosom poté putuje smérem k jadru buiky. Nasledné
spojeni s lysosomem vede ke vzniku fagolysosomu, ktery obsahuje diky lysosomu
zna¢né mnozstvi hydrolytickych enzymd, jez diky poklesu pH rozlozi antigen na
jednotlivé kratké peptidové fragmenty skladajici se z 15-35 aminokyselin a nakonec
na dipeptidy a aminokyseliny. Nasledné se k fagolysosomu ptipoji vacky obsahujici
MHC 11 molekuly, jez zpisobi napojeni fragmentii antigenu na MHC Il molekuly,
které se nasledné transportuji k bunéénému povrchu. Takto vystavené antigenni
fragmenty interaguji se CD4+ T lymfocyty (COFFEY, 1968; Desjardins, 1994,
DONALDSON, 2009; Grant, 2009; Trombetta, 2003; Woodman; 2008; Zachova
2016).
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Obr. 2: Schéma prezentace antigenu pomoci MHC II molekuly

1. Vytvofeni endocytickych vacki s antigenem 2. Slouceni vacka s brzkym
endosomem 3. RozloZeni antigenu ve fagolysosomu 4. Spojeni fagolysosomu
s vacky obsahujici MHC 1II molekuly 5. Spojeni MHC II molekuly a antigenu
6. Vystavovani komplexu MHC Il/antigen na bunééném povrchu

2.5.2 Prezentace pomoci MHC |

Klasickda MHC | prezentace probihéd kontinudln€. Na MHC I jsou navazany peptidy
pochazejici z endogennich proteinti. Tyto proteiny jsou syntetizovany v cytosolu
nebo jsou do cytosolu dopraveny z endoplazmatického retikula (ER). Chybné,
poskozené proteiny (tumorové antigeny, jsou dopravovany do cytosolu
z endoplasmatického retikula pravdépodobné za pomoci proteinli s ozna¢enim Sec61
a Derlin-1. V cytosolu naslednou ubikvitinylaci proteini ur¢enych k MHC |
prezentaci jsou tyto proteiny smérovany do proteasomu (PS), kde jsou S§tépeny na
peptidové fragmenty. Tyto peptidové fragmenty jsou ndsledné premistény pomoci
transportéru spojeného s antigennim zpracovavanim (TAP1 a TAP2) do lumenu

endoplasmatického retikula, kde se vazou na MHC | molekuly.

Ditlezité je zminit, Ze pied navazanim jsou fragmenty jest¢ upravené pomoci

aminopeptidas 1 nebo 2 (ERAP 1, ERAP 2) na délku 8-10 aminokyselin, aby se
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vesly idealné do drazky MHC I molekuly. Dale je MHC | molekula s navazanymi
peptidovymi fragmenty transportovana pomoci vezikularniho transportu skrz
Golgiho komplex na bunétny povrch. Timto zpisobem vystavené peptidové
fragmenty jsou rozpoznavany receptory bunék T lymfocytd, konkrétné CD8+ T
lymfocyty (Saveanu, 2002; Cresswell, 1999; Serwold, 2001; Serwold, 2002;
Zachova, 2016).

4 3 PS

S/
BE Brzky endosom A Ubikvitin ‘
PS Proteasom MHCI
J Jadro
ER Endoplazmatické & p s C— TAP

t

retikulum Fotein  commmny

GK Golgiho komplex

Obr. 3: Schéma prezentace antigenu pomoci MHC I molekuly

1. Spojeni proteinu s ubikvitinem 2. Vstup komplexu protein/ubikvitin do PS a jeho
Stépeni 3. Opusténi PS peptidovymi fragmenty a smérovani do ER 4. Vstup proteinu
pomoci TAP do ER 5. Spojeni MHC 1 molekuly s proteinem 6. Vystavovani
komplexu MHC I/protein na bunééném povrchu
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2.5.3 Zkrizena prezentace (antigen cross presentation)

Zjistilo se, Ze n¢které exogenni antigeny Nejsou rozpoznavany pouze CD4+ T
lymfocyty, ale také CD8+ T lymfocyty (Bevan, 1976). K aktivaci CD8+ T lymfocyti
je nicméné potieba vystavit dany antigen dendritickymi buiikami pomoci MHC 1
molekuly. Touto schopnosti disponuji nékteré subpopulace dendritickych bunék
a pravdépodobné také makrofagi. Tomuto jevu, ktery popisuje mechanismus
zodpovédny za proces prezentace exogenniho antigenu na MHC I molekule, se tika

zkiizena antigenni prezentace (Bevan, 1976, Zachova, 2016).

2.5.4 Zakladni princip zkFiZené prezentace

V zdsad¢ ma zktizena prezentace 3 hlavni kroky. Prvnim krokem je fragmentace
antigenu na peptidy o velikosti odpovidajici k navazani na MHC 1 molekulu.
Druhym krokem je navazani peptidu fragmentovaného antigenu na MHC I molekulu
a nasleduje transport komplexu MHC I/peptid na bunécny povrch. Existuji dvé cesty,
pomoci kterych miize byt antigen rozlozen a nasledné spojen s MHC | molekulou.
V prvni cesté je antigen premistén z endosomu do cytosolu a poté cilen do
immunoproteasomu, kde nasleduje podobny mechanismus, jako je pii MHC I
prezentaci (cytosolova cesta). V druhé cesté je antigen rozlozen uvnitt fagocytujicich
vacki (pfevazné endosom), kde je nasledné spojen s MHC | molekulou
a transportovan na bunécny povrch, aniz by byl vystaven cytosolovému prostiedi.
Nicméné bylo pozorovéno, ze pii kiiZové antigenni prezentaci, cytosolovy antigen
muze byt zpatky transportovan do endosomu k MHC | prezentaci (Gromme, 1999).
V nasledujicich ¢astech jsou popsany jednotlivé cesty zkiizené antigenni prezentace

S pouzitim cytosolové a vakuolarni cesty.

2.5.5 Cesta zkriZené antigen prezentace ( Cytosolova cesta)

2.5.5.1 Cesta z endosomu do cytosolu

Nejprve je exogenni antigen pohlcen dendritickou buiikou, kde se vytvoii
endocytické vacky obsahujici antigen. Nésledné se tyto vacky slouci s brzkym
endosomem. V nasledujici fazi opousti antigen brzky endosom pomoci transportniho

komplexu Sec61 a poté je Stépen proteasomem na kratké peptidy. Tyto peptidy

19



antigenu poté putuji do endoplazmatického retikula (ER) pomoci transportéru TAP,
jak v klasické MHC 1 prezentaci. Uvnitt ER se peptidy spoji s MHC | molekulou
a jako komplex MHC I/peptid putuji pifes ER a Golgiho aparat na bunécny povrch
(Guermonprez, 2003; Kovacsovics-Bankowski, 1995; Ichiyanagi, 2010; Imai, 2011;
Mukai, 2011; Singh, 2010; Zachova, 2016).
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ER Endoplazmatické retikulum & Antigen - MHC1I
GK Golgiho komplex

Obr. 4 Schéma zkiiZené antigenni prezentace cestou z endosomu do cytosolu

1. Vytvofeni endocytickych vackd s antigenem 2. Slouceni vackd s brzkym
endosomem 3. Stépeni antigenu proteasomem 4. Pfenos rozlozeného antigenu do ER
5. Spojeni MHC I molekuly a antigenu 6. Vystavovani komplexu MHC I/antigen na
bunécném povrchu

20



255.2 Cesta zendosomu do cytosolu a nasledné zpatky do

endosomu

Tato cesta mé zacatek totozny s predchozi cestou, nicméné v pritb¢hu se zacne velmi
lisit. Na zacatku je antigen také pohlcen dendritickou bunikou, kde se vytvori vacky,
které obsahuji antigen. Poté se tyto vacky spoji s brzkym endosomem (BE). Antigen
nasledné opousti brzkym endosom pomoci transportéru Sec 61 a posléze je st€pen
proteasomem. Zde pfichazi zména oproti predchazejici cesté. Antigen je
transportovan smérem k brzkému endosomu pomoci pienase¢e TAP4. Endosom ma
k dispozici vSechny proteiny nutné k peptidovému transportu skrz jeho membranu,
takze peptidy pochézejici z antigenu se navrati zpét dovniti brzkého endosomu.
Dulezité je zminit, ze brzky endosom také obsahuje vSechny proteiny potiebné
k pfijmu MHC I molekuly, ktera pficestuje z endoplasmatického retikula v podobé
vacku. Uvnitf brzkého endosomu se peptidy spoji s MHC I molekulou a poté jsou
transportovany na bunéény povrch (Ackerman, 2011; Guermonprez, 2003; Houde,
2003; Zachova, 2016).
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Obr. 5 Schéma zkiizené antigenni prezentace cestou z endosomu do cytosolu a zase
zpatky do endosomu

1. Vytvofeni endocytickych vacki s antigenem 2. Slouceni vacka s brzkym
endosomem 3. Stépeni antigenu proteasomem 4. Pfenos rozlozeného antigenu zpét
do BE 5. Prichod vacku s MHC | molekulou do BE a nasledné spojeni MHC 1
molekuly a antigenu 6. Vystavovani komplexu MHC I/antigen na bunééném
povrchu

2.5.5.3 Cesta zkrizené prezentace (Vakuolarni cesta)

Cesta zkiizené prezentace vakuolarni cestou je dost odliSnd od ptedchozich cest,
protoze se nevyuziva proteasomu, TAP pifenasect ani endoplazmatického retikula.
Na zacatku je antigen pohlcen dendritickou buiikou a vytvoii se vacky obsahujici
antigen, které se nasledné spoji s brzkym endosomem. Nasledné¢ se vyuziva
recyklace molekuly MHC 1, kterd pfichazi z bunééného povrchu do brzkého
endosomu Vv podobé vacku. Proteasa Cathepsin S zastupujici roli proteasomu $tépi
antigen na kratké peptidy, které se nasledné spoji s MHC I molekulou. Takovyto
komplex MHC I/peptid poté putuje na bunécny povrch (Campbell, 2000; Gromme,
1999; Shen, 2004; Pillay, 2002; Schirmbeck, 1995; Zachova, 2016).
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Obr. 6 Schéma zktizené antigenni prezentace vakuolarni cestou

1. Vytvoreni endocytickych vacka s antigenem 2. Slouéeni vacka s brzkym
endosomem 3. Stépeni antigenu v BE a jeho spojeni s MHC | molekulou

4. Vystavovani komplexu MHC I/antigen na bunééném povrchu

2.5.5.4 Zkrizena antigenni prezentace pomoci mezibunééné

komunikace

Zjistilo se, ze ke zkiiZzené prezentaci dochdzi také pii mezibunééné komunikaci, ktera
umoziuje Sirokou vyménu molekul. Tato vymeéna je zprostfedkovana pomoci tuneld,
jez jsou vysoce uspoiadané struktury skladajici se z konnexinu (naptf. molekula
Cx43) formujiciho hexamery nazyvané konexony. Malda molekula peptidu
pochazejiciho z antigenu projde pomoci tohoto tunelu do cytosolu druhé APC.
Nasledné se peptid pomoci TAP pienasece dostane do endoplazmatického retikula,
kde se spoji s MHC | molekulou. Potom jako komplex MHCI/peptid putuje
z endoplazmatického retikula pies Golgiho aparat na bunécny povrch (Handel, 2007,
Mendoza-Naranjo, 2007; Neijssen, 2005; Pang, 2009; Zachova, 2016).
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Obr. 7 Schéma zkiizené antigenni prezentace pomoci mezibunééné komunikace

1. Vstup rozlozeného antigenu do buiky pomoci mezibunééného kandlu
2. Proniknuti peptidii antigenu pomoci TAP do ER 3. Spojeni MHC I molekuly
s antigenem 4. Vystaveni komplexu MHC I/antigen na buné¢ném povrchu

26 P24

Protein p24 se nachazi v kapsidu viru HIV. Tento kapsid obaluje genom viru HIV
aje slozen zasi 1500 kopii kapsidového virového proteinu p24 (Teow, 2013).
Protein p24 je vysoce konzervovany virovy protein a nejranéj$§im imunologickym
biomarkerem, ktery se detekuje pfi infekci virem HIV (Gaines, 1987). P24 hraje také
kli¢ovou roli, jak v brzkeé, tak pozdni Casti replikace viru, a proto se stal pfedmétem

studie (Mascarenhas, 2009).

2.7 MANAN

Manan je polysacharid nachéazejici se v celé pfirodé. Tento polysacharid se sklada
ptevazné z jednotek manosy. Tvofi nedilnou soucast bunéénych stén rostlin, protoze
je soucasti mnoha polysacharidi. Témér Cisty manan mizeme najit v palmovém
ofechu, datlich ¢i kavovych zrnech (Reid, 1982). Podstatné je vSak zminit, Ze manan

obsahuje velké spektrum mikroorganismi. Této skuteCnosti vyuzivaji bunky
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imunitniho systému, konkrétné dendritické bunky a makrofagy, které maji na svém
povrchu manosovy receptor. Tento receptor patii do proteinti s nazvem lektiny, které
se vyznacuji schopnosti rozpoznéavat a vazat na sebe cukry, a proto hraje dilezitou
roli pfi odstranovani patogent, protoze se vaze na mikroorganismy, které¢ obsahuji
manosu. Proto je tento receptor nesmirn¢ dulezity pro fagocytézu bunék, a proto
hraje nesmirnou roli pfi zlepSovani zachyceni, zpracovani a prezentaci antigenu

adaptativnimu imunitnimu sytému dendritickymi bunikami (Cutler, 1998).

= OH
HO——H
HO—t—H H ! OH
H—1—OH OH OH
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T~OH =
A B

Obr. 8 Chemicka struktura A: D-Manosa (Fisherova projekce) a B: a-D-Manopyranosa

25



2.8 Virus HIV

HIV virus (Human immunodeficiency virus) je virus pattici do skupiny retrovirg.
Tento retrovirus disponuje enzymem reverzni transkriptdzou, ktera mu umoziuje
ptepis RNA do DNA (LOW, 2014). HIV napada bunky imunitniho systému
predev§im CD4+ T lymfocyty, coz vede k poklesu téchto bunék a naslednému
rozvoji nemoci AIDS. Velky pokles CD4+ T bunék v travicim traktu je typicky pro
ranni fazi infekce (Brenchley, 2004). Pocet T bunék se uz neobnovi do piivodniho
stavu a progresivni pokles 1ze pozorovat n¢kolik let, dokud hladina T bunék klesne
pod 200 uL™ (Lang, 1989). V této fazi nastava obraceny pomér mezi butikami CD8+
a CD4+ v krvi. Nastava zavazna imunodeficience doprovazena ¢astymi oportunnimi

infekcemi.

Tyto oportunni infekce Se poté ¢asto zaménuji s malarii ¢i tuberkulozou, a proto
nasledné¢ vznikaji rezistence vuci 1ékim na tyto patogeny (Flateau, 2011).
V soucasnosti zatim neexistuje vakcina, ktera by byla u¢inna proti HIV. Hlavnimi
prostiedky, jak snizovat dopady ndkazy je v dneSni dob¢€ pouze prevence a antivirova

1é¢ba zpomalujici prubéh nemoci (Palella, 1998).

2.8.1 Struktura viru HIV

HIV virus se fadi mezi skupinu s nazvem retroviry. HIV je schopny infikovat
mitoticky aktivni ned¢lici se bunky. Kazdy virion je v priméru asi 0,1 pm velky.
Obal virové Castice je pievzat z membrany hostitelské buniky. Ve virovém obalu jsou
vlozené hostitelské proteiny a vystupujici ,,hroty” HIV proteinu nazyvané Env.
Kazdy hrot, ktery je uchycen k virionu pomoci tfech stonkii transmembranového
glykoproteinu gp41, obsahuje 3 molekuly glykoproteinu gp 120 na extracelularni
stran¢. Matrix se nachazi mezi virovym obalem a kapsidem virionu. Virové jadro je
tvarové podobné kuzelu a je vyrobeno z kapsidového proteinu p24 (CA). Uvnitt
jadra jsou 2 identické jednovldknové RNA a enzymy (reverzni transkriptasa, p66/51,
proteasa pll, integrasa p32) dualezité pro replikaci viru. Kazdé vlakno koéduje 3
strukturni geny (gag, pol, env) dilezité pti formovani strukturnich proteind a 6
regulaénich genu (tat, rev, nef, vif, vpr and vpu) dilezité pti regulaci replikace HIV
(Freed, 2001).
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Obr. 9 Schématické znazornéni struktury ¢astice viru HIV-1. Pievzato a upraveno dle Freed,
2001, LOW, 2014.

2.8.2 Prirozena imunita vici nékterym kmentm viru HIV

Odhaduje se, ze 0,8 % lidské populace je nakazeno virem HIV a v roce 2015 bylo
nahlaSeno vice jak 1 milion obéti této nakazy. Pii vyvoji efektivnich anti-
retrovirovych 1€kt proti této nemoci byly zaznamenany pouze dva piipady
vylécenych pacienti. V roce 2007 HIV pozitivni pacient, ktery také trpél leukemii,
dostal od darce, jenz byl homozygot s mutaci v genu CCRS, kostni dien a diky této
kostni dfeni se nasledn¢ pacient vylécil z leukémie, nicméné se také zacaly ztracet
ptiznaky nemoci AIDS (Haworth, 2017). V roce 2009 se tento pacient znamy jako
»Berlinsky pacient stal prvnim pacientem, ktery uz v sobé nemél Zadné stopy viru
HIV (Hiitter, 2009; Allers, 2011). Druhy pfipad s nazvem ,,Londynsky pacient* také
dostal kostni dien od darce s touto mutaci a v roce 2019 byla prohldSena remise u
tohoto pacienta (Gupta, 2020). Tato mutace je znama jako CCRS a inhibuje Sifeni
viru HIV uz v zacatku infekce (Haworth, 2017). Jedinci, ktefi jsou homozygoti
majici 2 kopie CCR5A32 genu (delta 32 mutace (A32) neexprimuji povrchovy CCR5
ko-receptor. Jsou tak imunni vici nékterym kmendm viru HIV, které tento ko-
receptor vyuzivaji pro vstup do bunék. U jedinctl, ktefi jsou heterozygoti a maji
pouze jednu alelu pro tuto mutaci, je pozorovana snizena nachylnost K infekci a také

je opozdény nastup nemoci AIDS (Liu, 1996; Novembre, 2005).
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2.8.3 Piivod a rozSifeni mutace genu pro chemokinovy receptor

CCR5

Mutace delta 32, kterd se tyka ko-receptoru CCR5, ptfedstavuje nazorny ptiklad pro
studovani pfirozeného vybéru pusobiciho na ¢lovéka (Novembre, 2005). V dnesni
dob¢é se oblasti snejvyssim vyskytem této mutace nachazeji v severovychodni
Evropé, zejména pak pobaltska oblast. Tohoto zjisténi se docililo sbérem vzorkt
V zemich této oblasti (gvédsko, Finsko, Bélorusko, Estonsko a Litva). Nesmi se vSak
zapomenout, Ze existuji také dalsi oblasti s vysokym vyskytem této mutace. Témito
oblastmi je cast Francie (severni pobieZzi) nebo také zdpadni ¢asti Ruska, konkrétné
oblast Moskvy, Rjazanu a Volho-Uralsky region Ruska (Lucotte, 2003; Novembre,
2005). Existuje mnoho teorii, jak se D32 mutace dostala do dalSich ¢asti Evropy.
Jednou znich je, Zze tato mutace byla distribuovana pomoci Vikingl, ktefi byli
vyborni moteplavci, a diky toho se tato mutace dostala na Island, do Ruska a také do

stiedni a jizni Evropy (Lucotte, 1998; Lucotte, 2003; Galvani, 2005).
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Obr. 10 Schématické znazornéni rozsifeni mutace D32

A. Schématické znazornéni Lucotteho teorie o $ifeni mutace D32 Vikingy. Cerveny
&tverec reprezentuje Skandinavsky ptivod alely. Cerné Sipky piedstavuji $ifeni alely
spole¢nosti Vikingli smérem k severozapadu na Island, na jih smérem k Francii a na
vychod k Rusku.

B. V dnesni dobé& pozorovana frekvence alely. Ctverce ozna¢uji misto odbérti vzorkd.
Barva Ctvercii oznacuje frekvenci vyskytu. Obrysové cCary predstavuji
interpolovanou frekvenci alel. Pfevzato a upraveno dle Galvani, 2005
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2.9 Liposomy

Liposomy jsou synteticky vyrobené castice, které slouzi jako nosice bioaktivnich
molekul a 1é¢iv do organismu. Jejich hlavni vyhodou je biokompatibilita a nizka
toxicita vici organismu. Nevyhodou je Spatnd kontrola nad uvoliiovanim daného
1é¢iva v organismu. Liposomy jsou obvykle kulovitého tvaru. Jejich povrch se sklada
z lipidové dvojvrstvy, na které se vyskytuji specifické ligandy, znacky ¢i lipidové
fetézce. Tyto specifické ligandy nebo lipidové fetézce hraji dilezitou roli urcujici
vlastnosti liposomd. Ovliviuji také zprostfedkovani vazby na receptory bunck.
Uprava té&chto ligandii miize byt vyuzita pfi tvorbé vakein, kde liposomy slouzi jako
nosi¢ ockovaci latky a diky upravé ligandu muze byt ockovaci vakcina pfenesena
piimo do cilenych bunék imunitniho systému (antigen prezentujicich bun¢k), kde
imunitni systém nasledné zacne vytvafet specifickou imunitni odpovéd (Masek,

2011; Torchilin,2003; De Serrano, 2017).

2.10 Metalochelataéni liposomy

Jednou z moznych variant modifikace liposomti mohou byt tzv. metalochelatacni
liposomy obsahujici lipofilni derivaty muramyl dipeptidu. Takto upravené liposomy
predstavuji nové biokompatibilni platformy pro strukturu experimentalnich
rekombinantnich vakcin. V metalochelatacnich liposomech se vyuziva lipofilni
derivat muramyl dipeptidu (MDP), znamy jako C-18-06-norAbuMDP (MTO03),
zamérné, protoZe tuto molekulu obsahuji gram pozitivni a také gram negativni
bakterie. Vystaveni této molekuly na povrchu liposomu aktivuje bunky imunitniho
sytému, konkrétn¢ antigen prezentujici bunky, coz znamena hlavné dendritické
bunky, které tento liposom pomoci fagocytézy pohlti, zpracuji a nasledné predkladaji
na svém povrchu fragmenty antigenu v komplexu s MHC proteiny. Takto vystavené
proteiny nasledné zaktivuji T lymfocyty. V ptipadé rekombinantnich vakcin se jedna
hlavné o rekombinantni proteiny. V jedné ze studii se vyuziva rekombinantni protein
s nazvem heat shock protein 90 (rHsp 90). Tento rekombinantni protein dokdze na
sebe vazat proteiny a peptidy, které jsou ndsledn¢ zodpovédné za antigenné

specifickou imunitni reakci (Masek, 2011; Altin, 2006; Chami, 2011).
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2.11 Spektralni pritokova cytometrie

V posledni dobé diky zlepsSeni optiky, datovych systémii a detektori se vyvinula
nova metoda s nazvem spektralni pritokova cytometrie, ktera mize bunky a dalsi
casti métit ve velkém rozliSeni rychle a citlivé. Piistrojovy rozdil mezi konvenéni
pratokovou cytometrii a spektralni pratokovou cytometrii spociva v nahrazeni
klasickych zrcadel, optickych filtri ve spektrografy a vicekanalové detektory.
Hlavnim principélni rozdilem mezi konvenéni pritokovou cytometrii a spektralni
pritokovou cytometrii z pohledu sbirané¢ho fotonu je disperze. Konvencni prutokova
cytometrie foton ptenasi, blokuje nebo odrazi na zékladé¢ vinové délky, zatimco
spektralni pratokova cytometrie foton rozptyluje podle vinové délky. Diky této
skute€nosti spektralni pritokova cytometrie mize méfit fluorescenci v celé¢ vlnové
délce 420-800 nm. Nasledné vhodné nastaveny software danou fluorescenci vykresli
v grafu. Nespornou vyhodou této metody je, ze nedetekuje falesné pozitivni bunky,
aproto ma analyza vétSi piesnost a nepotiebuje vypocetni kompenzaci. (Nolan,

2013; Lerner, 2006; Lerner, 2010; Sanders, 2013).

Rozdil mezi konvencni a spektralni cytometrii

Konvenéni

-Detekce je limitovana na
vinovych délkach, které
projdou dichroickymi
zrcadly a

pasmovymi filtry

Spektralni
-Detekce celé vinové délky
420-800 nm

www.sonybiotechnology.com

Obr. 11 Porovnani konven¢ni a spektralni prutokové cytometrie Prevzato a upraveno dle
www.scientistlive.com/content/spectral-analyser-technology
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3  EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Material

3.1.1 Pouzité chemikalie

Fosfatovy pufr (PBS) 10x (Sigma- Aldrich, USA)
-merkaptoethanol (Sigma- Aldrich, USA)
Trypsin-EDTA 0,25% ( Gibco , UK)

Fetal bovine serum (Gibco, UK)

Paraformaldehyd (EMS, USA)

Trypanova modi ( Pe-lab, Ceska Republika)
Protilatka — CD80- PE-cy5 (eBioscience, USA)
Protilatka — MHC I- eF450 (eBioscience, USA)
Protilatka — MHC I1- PE- eFluor610 (eBioscience, USA)
Protilatka — CD40- PE (eBioscience, USA)
Protilatka — CD11c — eFluor506 (eBioscience, USA)
Protilatka — CD86 - PE-cy7 (eBioscience, USA)
Montovaci medium s DAPI (Vector, USA)

Triton X100 (Sigma-Aldrich, USA)

Mouse Anti V5 epitop (Invitrogen, USA)

Anti mouse 1gG — Texas Red (Invitrogen, USA)
cDC1- Bunééna linie (Lausanne, Svycarsko)

DAPI ( Vector, USA)

UltraComp eBeads™ Compensation (Thermo Fisher Scientific, USA)

3.1.2 Pouzité roztoky

Roztok kompletniho IMDM média- IMDM médium, 8% FBS,

Roztok pro fixaci bunék- 4 % PFA v PBS
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Roztok B-merkaptoethanolu- 50 mmol-I*

Roztok na rozruSeni vazeb 0,1% Triton X100 v PBS

Bloka¢ni roztok 1% FBS, 0,1% Triton X100 v PBS

Roztok premixu 750 pug PBS s 5% FBS a 75 pl protilatek (MHC I, MHC |1, CD80,
CD86,CD11c, CD40)

3.1.3 Pristroje a pomiicky

Zkumavky- plastové (Eppendorf, Némecko)
Mikrozkumavky- plastové (Eppendorf, Némecko)
Pipety Finnpipette (Thermo Fisher Scientific, USA)
Pipetor (Hirschmann, Némecko)

Vortex IKA (Sigma-Aldrich, USA)

Kultiva¢ni material pro tkanové linie (VWR International, USA)
Multichamber slide (Thermo Fisher Scientific,USA)
CO2 inkubator (Panasonic, Japonsko)

Laminarni box — Aura VF48 (BioAir, USA)
Mikroskop na pocitani bunék (Leica, Némecko)

Centrifugy (Hettich, Némecko)

3.2 Pouzité metody

3.2.1 Priprava a kultivace adherentnich bunék

Buiiky byly dodany ze Svycarska a nasledné byly kultivovany na kompletnim IMDM
médiu. Celkovy obsah roztoku média byl 500 ml. Nasledné¢ bylo médiu odsato a
promyto fosfatovym pufrem. Poté byl pfidan 1 ml 0,25% trypsinu a bunky byly
vlozeny na 2 minuty do inkubdtoru. Diky trypsinu byly buniky odlepeny. Po 2
minutach opét bylo ptidano kompletni IMDM médium. Ve zkumavkach typu falkon
byly burnky centrifugovany (pii 250 g a laboratorni teploté) 5 minut. Ke sto¢enym

bunkam bylo piidano 5 ml kondiciovaného média. Nasledn¢ v 1 ml ¢erstvého IMDM
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média byla rozsuspendovana peleta, ktera vznikla centrifugaci. Takto vznikla peleta

byla 10x fedéna pomoci PBS kvuli vysokému poctu bungk.

3.2.2 Po¢itani bunék

K pocitani bun¢k bylo pouzito 18 ul PBS a 2 pl bunétné suspenze. K takto
ptipravenému roztoku v mikrozkumavce bylo pfidano 20 pl trypanové modie. Pro
pocitani bunék byla pouzita svételnd mikroskopie a Biirkerova komurka. Biirkerova
komiirka je tvofena 9 velkymi &tverci (kazdy Gtverec ma obsah 1 mm?). Kazdy
¢tverec je rozdélen do dalSich 16 menSich ¢tverci (kazdy mensi ¢tverec méa obsah
0,04 mm?). Do Biirkerovy komurky bylo pouzito 20 ul roztoku, ktery byl vlozen
mezi kryci a podlozni sklo. Takto pfipravena komirka byla vlozena do zorného pole
svételného mikroskopu. Po néasledném zaostfeni bylo pfistoupeno K pocitani bunék.
Pii pocitani bunék byly zapocteny pouze buiiky, které byly uvnitt Ctverce a také

vvvvvv

dolni a leva).

Pro stanoveni koncentrace bunék v 1 ml suspenze byl pouzit vypocet:

a x10%

K =

n

K- Koncentrace bun¢k v 1 ml suspenze

a- Stanoveny pocet bunck

n- Pocet spocitanych ctverch
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Obr. 12 Burkerova komurka na po¢itani bunék. Pfevzato a upraveno dle
https://www.thermofisher.cz/produkty/pocitaci-komurka-dle-burkera-bez-svorek

3.2.3 Pulzace bunék antigeny pro konfokalni mikroskopii

Pro konfokalni mikroskopii byl pouzit 8 jamkovy panel. Do kazdé jamky bylo
pipetovano 1x10* bunék v objemu 300 pl kompletniho média. Takto byly buiiky
ponechany do dal§iho dne. Druhy den do kazdé jamky bylo pfidano 6 pg antigenniho
konstruktu. V kazdé komirce byly bunky pulzovany jednotlivymi antigennimi
konstrukty. Tyto konstrukty byly p24, p24 navazany na liposomu a p24 navazanym
na liposomu spolecné s mananem. Jednotlivé antigenni konstrukty byly dodany
Vyzkumnym tstavem veterinarniho 1ékatstvi v Brné. Takto byly bunky inkubovany

90 minut pti 37 °C a 5% CO,.
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Tab. 1 Schéma 8 jamkového panelu pii pulzaci dendritickych bun¢k jednotlivymi
antigennimi konstrukty pro konfokalni mikroskopii

Mutu DC

P24

P24L

P24LM

3.2.4 Pulzace bunék antigeny pro spektralni priitokovou cytometrii

Pro spektralni pratokovou cytometrii byl pouzit 24 jamkovy panel. Jednotlivé bunky
byly pulzovany v tripletech viz.Tab. 2. Do kazdé jamky bylo pipetovano 1x10*
bun¢k v 500 ul kompletniho média Do kazdé z trojice jamek bylo ptidano 12,5 pg
antigenniho konstruktu. V kazdém tripletu jamek byly buiky pulzovany jinym
antigennim konstruktem Antigenni konstrukty byly p24, p24 naviazanym na
liposomu a p24 navazanym na liposomu spole¢né s mananem. Jedna trojice jamek
nebyla pulzovéana ni¢im jako negativni kontrola. Takto byly bunky inkubovany 24
hodin pfti 37 °C a 5% COa.

Tab. 2 Schéma 24 jamkového panelu pii pulzovani dendritickych bunék jednotlivymi
antigennimi konstrukty pro spektralni pritokovou cytometrii

Mutu DC | P24 P24L P24LM | NK
P24 P24L P24LM | NK
P24 P24L P24LM | NK
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3.2.5 Postup barveni a priprava komirek na konfokalni

mikroskopii

Po inkubaci bylo odsato médium a jamky byly promyty pomoci PBS. Do kazdé
jamky bylo pfidano 100 pl fixa¢niho roztoku a takto buiiky byly inkubovany 10
minut pii laboratorni teploté. Nasledné byly bunky 2x promyty v PBS. Po odsani
PBS byl pridan permeabilizac¢ni roztok. Délka inkubace bunék byla 10 minut pfi
laboratorni teploté. Poté byl roztok odsat a jamky byly promyty pomoci PBS.
Nasledné byl k bunikam ptidan blokacni roztok na 30 minut. Po 30 minutach byl
roztok odsan a jamka byla promyta pomoci PBS. Poté byla k buikdm na 60 minut
pridana protilatka mouse anti -V5 v poméru 1:100. Nasledn¢ byly buiiky promyty 3x
pomoci PBS a byla pfidana na 30 minut sekundarni protilatka anti-mouse 19G
konjugovana s Texas red v poméru 1:1000. Vzdy po piidani protilatky inkubace
probihala ve tm¢ a pii laboratorni teploté. Po inkubaci byly jamky 3x promyty
pomoci PBS. Stény kultivacni jamky byly odstranény a vzniklo mikroskopické sklo.
Ke kazdé jamce bylo pfidino montovaci médium s DAPI. Nasledné bylo ptfiloZzeno

sklicko a okraje byly zalepeny lakem na nehty a bunky byly ponechany ve tmé.

3.2.6 Postup barveni na cytometrii

Druhy den po inkubaci bylo nejprve odsdno médium. Nésledné byl k buitkam piidan
trypsin a bunky byly rozsuspendovany v 750 ul PBS. Poté byly buiky pieneseny do
mikrozkumavek. Nasledovala centrifugace 5 minut pfi 250 g a laboratorni teploté. Po
centrifugaci byl odsan PBS a k bunikam byl ptidan roztok premixu protilatek. Takto
byly burniky inkubovany 30 minut ve tmé. Po inkubaci byly builky promyty pomoci
PBS a opét centrifugovany 5 minut pii 250 g a laboratorni teploté. Nasledovalo
odsani a pfidani 300 pl PBS. Takto piipraveny bunky byly pieneseny do

cytometrickych zkumavek, kde byly nasledn¢ analyzovany na cytometru.

3.2.7 Vytvoreni knihovny s fluorochromy

3.2.7.1 Nastaveni knihovny pomoci kulicek

Pro stanoveni fluorescence jednotlivych fluorochromt byla vytvofena knihovna. Ke
konkrétnimu stanoveni byly pouzity UltraComp eBeads™ Compensation (Beads),

kde byly dvé populace. Jedna populace specificky vazala protilatku a druha nevazala
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zadnou protilatku. Tato druhd populace slouzila ke znidzornéni negativni kontroly.
Celkem bylo v knihovné nastaveno 6 fluorochromi. Jednotlivé kiivky fluorochromut
byly nastavovany pomoci kuli¢ek. Do kazdé fluorochromem oznacené zkumavky
byla pfidana jedna kapka UltraComp eBeads. Nasledn¢ byly do kazdé oznacené
zkumavky ptidany ur¢ené protilatky (anti-CD40 PE,anti- CD80, anti-MHC I, anti-
MHC Il, antiCD11c, anti-CD86). Kazda zkumavka byla nasledn¢ zvortexovana a
inkubovana 15-20 minut pfi teploté 2-8 °C (V lednici). Poté byl ptidan 1 ml PBS a
kazda zkumavka byla centrifugovana 5 minut pii 500 g a laboratorni teploté.
Nasledovalo odsani supernatantu a ptidani 0,4 ml PBS do kazdé zkumavky. Pro
stanoveni knihovny byla intenzita fluorescence dané¢ho fluorochromu stanovovana
pomoci zmén Vv napéti na laserech (PMT) v intervalu 1x10* az 1x10°. Poget udalosti

byl nastaveny na 5000. Pomoci téchto hodnot byla nésledné vytvotfena knihovna.

3.2.8 Nastaveni experimentu

Jednotlivé vzorky byly proméfovany v tripletech. Pro zméfeni mnozstvi exprese
bunééného markeru byla pouzita knihovna namétenych fluorochromi. V knihovné
bylo nastaveno pro vyhodnoceni experimentu 6 fluorochromt. Saturacni pomér byl
vzdy mensi jak 1 %. Pro v8echny vzorky byla vZdy nastavena jedna spole¢na voltage

a také jedna spole¢na intenzita laseru (PMT).

.....

PO IR® ]

Obr. 13 Tlustraéni foto nastaveni parametri pro méfeni
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4 VYSLEDKY

4.1 Stanoveni exprese bunéénych markeri

Pomoci prutokové cytometrie bylo provedeno stanoveni bunééné exprese markert
u dendritickych bunék. Konkrétné byly méteny markery CD40, CD86, MHC |, MHC
Il, CD11c a CD80. Byly pouzity dendritické buiiky, které¢ byly pulzované riznymi
antigennimi konstrukty. Mezi tyto antigenni konstrukty patiil kapsidovy protein viru
HIV soznaenim p24, dale byly bunky pulzovany p24 proteinem, ktery byl
navazany na liposomu a tfeti pulzujici antigenni konstrukt tvofil p24 navédzany na
liposomu spoleéné¢ s mananem. Vysledky, které se nasledné ziskaly, byly
vyhodnoceny v programech FlowJo a GraphPad. Jednotlivé markery, které byly
bunkou exprimovany, byly nasledné vyhodnoceny v jednotlivych grafech. Y osa
grafu symbolizuje normalizaci poctu bunék, které fluoreskovaly. X osa znézoriiuje
relativni intenzitu fluorescence. Vrchol kazdé kiivky je nejvyssi pocéet udalosti
(fluoreskujicich buné€k) pii jedné konkrétni intenzité. V kazdém grafu pro kazdy
marker jsou celkem ¢ty kiivky. Kazda kiivka symbolizuje jednu uréitou skupinu
dendritickych bunék. Tii kiivky, které jsou od sebe odliSeny barevné, urcuji
dendritické buriky, které byly pulzovany uréenymi antigennimi konstrukty a jedna
kiivka jsou buiky, které nebyly pulzovany Zadnou latkou. Tato kiivka slouzila jako

porovnani a je tvofena prerusovanou kiivkou se Sedou barvou.

U bungk, které byly pulzovany, doSlo k zjevnému ndrGstu exprese vétSiny
markeri. U vSech pulzovanych skupin bun€k vSak nedoSlo k zvySeni exprese
markeru CD11c. Naopak doslo k jeho snizeni. Zatimco Vv pfipadé markeru CD40
doslo k jasnému zvySeni exprese u pulzovanych skupin bunék, nicméné exprese
CD40 nebyla ovlivnéna liposomem ani mananem. Exprese markeru CD40 je

srovnatelné stejna ve vsech tiech ptipadech pulzovanych skupin.
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Obr. 14 Porovnani v grafickém znazornéni exprese dvou buné¢nych markert, konkrétné
A CD40 a B CD11c. Cervenou barvou je zobrazena exprese bunék, které byly pulzované
pouze p24, modrou barvou byly oznaceny buriky pulzované p24 navazanym na liposomu,
oranzovou byly ozna¢eny bunky, které byly pulzovany p24 navazanym na liposomu
spole¢né s mananem

Pii méfeni exprese MHC | markeru bylo zjisténo, Ze vSechny skupiny bunék,
které byly pulzovany, zvysily expresi tohoto markeru. V ptipadé tohoto markeru
vSak liposom ani manan nepomohl zvysit expresi. Exprese MHC Il markeru
liposomem, nicméné ovlivnéna byla a to velice vyrazn€. Bunky, které byly
pulzovany p24 navazanym na liposomu, mély 0 dost vyssi expresi tohoto markeru
nez bunky, které byly pulzovany cisté p24. Dokonce bunky, které byly pulzovany
Cisté p24 mély niz8i expresi tohoto markeru nez bunky, které nebyly pulzovany

zadnym antigennim konstruktem.
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Obr. 15 Porovnani v grafickém znazornéni exprese dvou bunéénych markert, konkrétné
A MHCI a B MHCII. Cervenou barvou je zobrazena exprese bunék, které byly pulzované
pouze p24, modrou barvou byly oznaceny burniky pulzované p24 navazanym na liposomu,
oranzovou byly oznaéeny buiky, které byly pulzovany p24 navazanym na liposomu
spole¢né s mananem

Pouze u markeri CD86 a CD80 byl zjiStén narist exprese u pulzovanych bunck
oproti buiikam, ke kterym se nepfidal Zadny antigenni konstrukt, podle ptedpokladu,
ze liposom a mananm pomizou zvysit stimulaci dendritickych bun¢k. U obou
markeri byla exprese nejvice zvySena p24 navazanym na liposomu spolecné
s mananem a zaroveil byl nejmen$i nariist zaznamenadn u bunék, které byly
pulzovany Ccisté p24 proteinem. U markeru CD86 byl zjistény rozdil exprese mezi

nepulzovanymi a pulzovanymi bunikami celkové nejvyssi ze vSech markert.
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Obr. 16 Porovnani v grafickém znazornéni exprese dvou bunéénych markert, konkrétné
A CD86 a B CD80. Cervenou barvou je zobrazena exprese bun&k, které byly pulzované
pouze p24, modrou barvou byly oznaceny buiiky pulzované p24 navazanym na liposomu,
oranzovou byly oznaceny buniky, které byly pulzovany p24 navazanym na liposomu
spole¢né s mananem
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4.2 Pozorovani bunék pomoci konfokalni mikroskopie

Jednotlivé pulzujici skupiny bunék byly pozorovany pomoci konfokalni
mikroskopie. V pripadé této metody byly burniky pozorovany po 1,5 hodiné a tato
metoda slouzila pouze jako diikazova metoda. Diky této metod¢ bylo prokazano, ze
se opravdu jednalo o dendritické bunky, které byly pulzovany jednotlivymi
pulzujicimi slozkami. Byly pofizeny pouze 2 fotografic. Na prvni fotografii (obr. 17)
jsou zobrazeny bunky, které byly pulzovany p24 proteinem navazanym na liposomu.
Na druh¢é fotografii jsou zobrazeny buiiky, jez byly pulzovany p24 proteinem
navazanym na liposomu spolecné¢ s mananem. Fotografie, kde by byly zobrazeny
buiiky pulzovany pouze p24, se nepodafilo potidit. Fluorescence tohoto vzorku byla
pfilis nizka na to, aby mohl byt pofizen vyuzitelny snimek. Fotografie kazdé skupiny
bunék je rozdélena na Ctyfi pole. V kazdém poli jsou pofizeny jiné ¢asti buniky az na

jedno pole, kde jsou vyobrazeny vSechny ¢asti v jednom snimku.

V prvni ¢asti oznacenou pismenem A jsou vyfoceny bunéénd jadra jednotlivych
bunck, kterd byla nabarvena pomoci barviva DAPIL V ¢asti s oznacenim B jsou
vyfoceny buniky jako samotné, a to diky GFP (Green fluoresnce protein), ktery
buiiky exprimuji. V pfipadé C jsou vyobrazeny casti buiikky s ndzvem pozdni
endosom, ktery hraje dulezitou roli pfi zpracovani urc¢itého antigenu. Tento pozdni
endosom byl nabarven pomoci barviva Texas red, které¢ bylo navazano na sekundérni
protilatce anti mouse 1gG. V posledni ¢asti, kterd nese oznaceni D, jsou vyobrazeny

vSechny €asti najednou.
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Obr. 17 Fotografie dendritickych bunék pulzovanych pomoci p24 navazanym na liposomu.
A) bunééna jadra (modra) dendritickych bunék obarvena pomoci DAPI. B) Dendritické
buiiky (zelené) diky GFP. C) Pozdni endosom (Cerveny) dendritickych bunék nabarveny
pomoci Texas red. D) Zobrazeni v§ech sledujicich konstruktl v jednom snimku.

$
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Obr. 18 Fotografie dendritickych bun¢k pulzovanych pomoci p24 navazanym na liposomu
spolecné s mananem. A) bunécna jadra (modrd) dendritickych bun€k obarvena pomoci
DAPI. B) Dendritické bunky (zelené) diky GFP. C) Pozdni endosom (¢erveny) dendritickych
bun¢k nabarveny pomoci Texas red. D) Zobrazeni vSech sledujicich konstrukti v jednom
snimku.
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4.3 Porovnani hodnot exprese markeri ziskanych pomoci SPC

Pomoci programu Graphpad byla ziskand data ze spektralni pritokové cytometrie
statisticky vyhodnocena. U kazdého markeru byly porovnavany vsechny skupiny
bunék. Vysledky statistického vyhodnoceni jsou uvadény v grafech (Obr. 18, 19, 20).
Kazdy graf obsahuje 4 sloupce, které jsou barevné odliSeny. Vyska kazdého sloupce
charakterizuje  hodnotu medianu intenzity fluorescence. Kazdy sloupec
charakterizuje jednu skupinu bunék, jez byly pulzovany urcitym antigennim
konstruktem. Cerveny sloupec jsou buiiky, jez jsou pulzovany &isté proteinem p24.
Modry sloupec je skupina bunék, kterd byla pulzovana p24 navdzanym na liposomu
a oranZovy sloupec jsou buriky, kde byl pouzit antigenni konstrukt p24 navazany na
liposomu spoleéné s mananem. Sedy sloupec je negativni kontrola, coZ jsou buiiky,
které nebyly pulzovany ni¢im. Pro porovnavani stfednich hodnot jednotlivych skupin

bunék byla pouzita metoda analyza rozptylu (ANOVA - analysis of Variance).
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Obr. 19 Grafy hodnoty signifikance byly vypocitany statistickou metodou ANOVA
s pouzitim Tukey post-testu, kdy plati *p < 0.05, **p <0.01, ***p < 0.001.
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Obr. 20 Grafy hodnoty signifikance byly vypogéitany statistickou metodou ANOVA
s pouzitim Tukey post-testu, kdy plati *p < 0.05, **p <0.01, ***p <0.001.
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Obr. 21 Grafy hodnoty signifikance byly vypocitany statistickou metodou ANOVA
s pouzitim Tukey post-testu, kdy plati *p < 0.05, **p < 0.01, ***p <0.001.
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5 DISKUZE

Studium zaméfené na ucinny vyvoj 1éka proti nemoci AIDS zpusobené virem HIV je
opodstatnéné a je jednim z dulezitych tikolti dnesni mediciny. Asi 37,9 milionu lidi je
nakazeno virem HIV a 770 tisic lidi této nemoci ro¢n¢ podlehne. V roce 2018 piibylo

1,7 miliént novych piipadi nakazenych (UNAIDS, 2018).

Nalezenim vhodné 1é¢by, ktera by pacienty dokazala plné vylécit z nemoci AIDS,
by znamenalo zachranu milioni lidskych zivot. V dnesni dobé jsou pouze 2 znamé
piipady vyléceni z nemoci AIDS. Jeden z piipadu je znamy jako ,,Berlinsky pacient™
a druhy jako ,,.Londynsky pacient”. Oba tyto ptipady vyléceni jsou diky piirozené
mutaci pro chemokinovy receptor CCR5 (Gupta, 2020). Bohuzel virus HIV mutuje a
vznikaji rizné kmeny tohoto viru. Pfirozena mutace chemokinového receptoru
CCR5, nicméné nezpisobuje ochranu vuéi vs§em kmenum viru HIV, a proto mnoho
védeckych vyzkum cili na protein s oznacenim p24, ktery je vysoce konzervativni a
pfipadné vytvofend vakcina by byla G¢inné proti vS§em zndmym kmenim viru HIV.
Tato prace je zaméfena na dendritické bunky, které jsou pulzovany p24 proteinem,

protoze jsou dulezitou ¢asti k vytvoteni specifické imunitni odpovédi.

Pti tvorbé specifické imunitni odpovédi hraji dilezitou roli adjuvancia, ktera
mohou zesilit imunitni odpovéd’ na urcity antigen, a proto se v této praci také
pouzival liposom. Manan se také pouZival, protoze dendritické buiiky obsahuji
Manosovy receptor pii rozpoznavani antigenti, které nasledné fagocytuji. Ne vzdy se
vSak pomoci liposomu a mananu povedlo zvysit expresi povrchovych aktivaénich
molekul. Jednotlivé naméfené a zpracované hodnoty exprese markerd pomoci
spektralni pritokové cytometrie U jednotlivych skupin bunék byly vyhodnocovany a
porovnavany pomoci metody ANOVA s pouzitim Tukey post testu jak je uvedeno v
obrazcich 19,20,21.

Zajimavy je ptipad markeru CD11c, kde doslo ke snizeni exprese tohoto markeru
u vSech pulzovanych skupin bun¢k oproti negativni kontrole. Je pozoruhodné a
necekané, ze tento piipad se tyka pouze dendritickych bun¢k pochazejicich z kostni
dfené a sleziny mysi. U dendritickych bunék pochézejicich z ¢lovéka se po aktivaci
dendritickych bun¢k snizeni exprese markeru CD11c nezpozorovalo. Proto v ptipadé
mySich dendritickych bunék mulze snizeni markeru CDllc slouzit jako novy

aktiva¢ni marker (Singh-Jasuja, 2013).
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U piipadid markert MHC II, CD80 a CD86 doslo ke zvySeni exprese diky
liposomu, coz se nedd Uplné fict o mananu, ktery sice pomohl zvySit expresi

v piipadech markert CD80 a CD86, ale jeho zvySeni neni nijak znatelné.

Velice interesantni je pfipad MHC I markeru. U tohoto markeru byla nejvyssi
exprese pozorovana u bunck, které byly pulzovany Cist¢ p24 proteinem, takze
liposom ani manan nepomohly zvysit expresi tohoto markeru. U markeru MHC |1
byla tato situace zcela opac¢na. P24 protein snizil expresi markeru MHC Il oproti
negativni kontrole, nicméné kdyz byla pouzita adjuvancia, tak se exprese MHC Il
zvysila oproti negativni kontrole. Je velice pravdépodobné, ze pii pulzaci
dendritickych bun¢k p24 proteinem musi byt pouzita vhodna adjuvancia, aby se
docililo zvySeni exprese MHC II markeru. Tuto skute¢nost také potvrzuje zvySeni
exprese markeru MHC 11 pomoci p24 proteinu navazanym na povrchu aniontovych
nanocastic polymlécné kyseliny (PLA). Mysi dendritické buniky G¢inné absorbovaly
nanocastice potazené p24. Pohlceni téchto castic nasledné indukovalo
v dendritickych bunkach zvySenou expresi nejen MHCII markeru, nicméné také
MHCI, CD40, CD80 a CD86 (Aline, 2009).

Nameétfend data vtéto praci potvrzuji spolu s dal§imi pracemi, Ze vhodna
adjuvancia jsou velmi dilezitou soucésti vytvarenych vakcin a jejich pouzivani je ve

vyzkumu velice vyznamné.
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6 ZAVER

Teoretickda cast prace byla zaméfena na C¢ast imunitniho systému s nazvem
dendritické bunky. Velkd pozornost byla vénovéana schopnosti S nazvem antigenni
prezentace, jez dendritické bunky disponuji. Dale tato ¢ast bakalaiské prace je
vénovana pulzujicim latkam (kapsidovy protein viru HIV s ozna¢enim p24, liposom

a manan), které byly v experimentalni ¢asti vyuzivany.

V experimentalni ¢asti byla provedena pulzace dendritickych bun¢k. Dendritické
bunky byly rozd€leny do ¢étyf skupin. Prvni skupina byla tvofena dendritickymi
bunikami, které nebyly pulzovany zadnou antigenni slozkou. Druha skupina byla
tvofena bunkami, které byly pulzovany ¢isté¢ p24. Tteti skupinou bunck byly bunky,
jez byly pulzovany p24 navazanym na liposomu. Posledni skupinou byly butiky,
které byly pulzovany p24 navazanym na liposomu spole¢né s mananem. Nasledné
u téchto bunék byla métena exprese riznych bunécnych markerd. Konkrétné se
jednalo o markery CD40, CD80, CD86, CD11c, MHCI a MHCII. Pro méfeni exprese
byla pouzita spektralni pritokova cytometrie. Jako diikazova metoda byla aplikovana

konfokalni mikroskopie.

Mnozstvi exprese uréitého markeru se U jednotlivych pozorovanych skupin
pulzovanych bunék vétSinou zvysilo. Nezvysilo se hlavné v pfipad€ exprese markerti
CD11c, kde byla exprese tohoto markeru snizena u vsech pulzovanych skupin bunék
oproti buinkam, které nebyly pulzovany zadnym antigennim konstruktem. Dale jen
ptipady exprese markertt CD80 a CD86 byly podle o¢ekavani, kde exprese markerti
byla nejniz8§i u nepulzovanych bunék, zatimco u pulzovanych bunék, které byly
pulzovany p24 navdzanym na liposomu spole¢n¢ s mananem, byla nejvyssi. U
markertt MHCI a CD40 byla exprese zvySena podle ocekavani u pulzovanych bunék
v porovnani s negativni kontrolou, kde se kbunkam neptidal zadny antigenni
konstrukt, nicméné exprese byla pfiblizné stejnd, jak u bunék pulzovanych Cisté p24,
tak u p24 navazanym na liposomu, takze v piipad¢ téchto markert liposom
nepomohl zvétsit expresi. Vyznamné tlohy vsak liposom dosahl u exprese markeru
MHC II. Zatimco dendritické bufiky, které byly pulzovany Cisté p24 proteinem, tak
svou expresi markeru MHC Il snizily, tak v pfipad¢ pulzace p24 proteinu spolecné

s liposomem byla exprese zvysena a to vyznamné.
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Jednotlivé exprese markertt u jednotlivych skupin bunék byly porovnavany
pomoci statistické metody ANOVA. Nejvétsi rozdil mezi pulzovanymi a
nepulzovanymi buiikkami byl zaznamenan u markera CD80, CD86 a MHCI.
Vzhledem ke skute¢nosti, Ze liposom nesnizoval nijak znatelné Zadnou expresi
pozorovanych bunéénych markert, nybrz ji v nékterych piipadech dokazal vyrazné

zvysit, je jeho vyuziti v imunologii a farmakologii opravnéné.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ANOVA Metoda analyzy rozptylu

APC Antigen prezentujici buniky

BE Brzky endosom

DC Dendritické bunky

ER Endoplazmatické retikulum

ERAP Aminopeptidasa endoplazmatického retikula
FBS Fetalni bovinni sérum

GFP Zeleny fluorescencni protein

IMDM Iscoveovo upravené Dulbeccovo médium
MDP Muramyl dipeptid

MHC Hlavni histokompatibilni komplex

MTOO03 C-18-06-norAbuMDP

NK Pfirozeni zabijeci

PBS Fosfatovy pufr

PFA Paraformaldehyd

PLA Polykyselina mlé¢na

PS Proteasom

rHsp 90 Rekombinantni protein tepelného Soku 90
SPC Spektralni priitokova cytometrie

TAP Transportér spojeny se zpracovanim antigenu
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