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Cile prace

Cilem teoretické ¢asti prace je vypracovani reserse zahrnujici nasledujici témata:

- Souhrnny piehled moznosti prezentace antigenu - MHC I, MHC II, zktiZena -
prezentace.

- Charakterizace p24 (HIV) proteinu.

- Zmény morfologie bun€k z monocytli na DC.

- Prehled a funkce aktiva¢nich markert DC - CD11b, CD11c, CD40, CD&0,
CDS86.

Praktickd c¢ast je zameéfena na porovnani imunomodulacéni efektivity Cerstve
izolovanych a zamrazenych dendritickych bunék, diferencovanych z monocytl kostni

diené mysi (BDMC). Mezi cile praktické ¢asti patfi:

- izolace monocytl z femurtt BALB/c mysi.

- diferenciace v prostiedi GM-CSF a IL-4.

- hodnoceni diferenciace pomoci svételného mikroskopu a CD11c¢ markeru (FC).

- pulsovani Cerstvych a zamrazenych DC antigenem p24 (HIV).

- vyhodnoceni internalizace antigenu pomoci spektrdlni cytometrie po 24
hodinach.

- vyhodnoceni internalizace antigenu pomoci fluorescencni  (konfokalni)
mikroskopie po 1,2 a 4 hodinach.

- zpracovani ziskanych dat v programech FlowJo, ImagelJ, GraphPad.



1 UVOD

Dendritické buiiky (DC) zprostiedkovavaji spojeni mezi vrozenou a ziskanou imunitni
odpovédi. Vyviji se z monocytl, coz jsou jednojaderné bunky vznikajici v kostni dfeni.
Dendritické buniky jsou vyznamné tim, ze jsou schopny produkovat jak molekuly
MHC I, tak MHC II. MHC glykoproteiny se svou vazbou na antigenni ¢astice podili na
vyvolani imunitni odpovédi. MHC I molekula je pfitomna ve vSech jadernych bunkach
organismu a uplatiiuje se pii setkdni buiiky s endogennim antigenem, tim miZze byt
chybné¢ slozeny protein nebo nadorova buiika. Vazbou MHC I glykoproteinu na antigen
je vyvolana cytotoxickd imunitni odpovéd’, prostiednictvim CD8+ T-lymfocytu.
Molekuly MHC II se vyskytuji pouze u bun¢k zprostiedkujicich antigen a reaguji na
antigeny exogenni (virus, bakterie). Vaznou MHC II na antigen je vyvolana tvorba
protilatek, nebo aktivace makrofagt, na této reakci se podili CD4+ T-lymfocyty.

Bylo zjisténo, ze DC jsou schopny tzv. zkiizené prezentace antigenu. Zkiizenou
prezentaci nazyvame jev, kdy je exogenni antigen navazan na molekulu MHC I a
dochdzi k vyvolani cytotoxické bunécné odpovédi. Tato prace zahrnuje zhodnoceni
kapacity aktivace DC pouzitym antigenem.

V této praci byl jako antigen pouzit p24 protein, coz je hlavni slozka kapsidy HIV
viru. JelikoZ je v§ak samostatny p24 protein DC $patné rozpoznavan, byla vyuZita vazba
tohoto proteinu na liposom. Liposom prochdzi do DC prostfednictvim povrchovych
receptori a je vniman jako antigen. Diky tomu by méla byt zajisténa internalizace
navazaného antigenu p24 a aktivace DC. ZvySeni kapacity aktivace DC vaznou
antigenu p24 na liposom a tim podpotfeni zkiizené prezentace a vyvolani cytotoxické
bunécné odpovédi by mohlo byt dale vyuzito pii tvorbé vakcin proti HIV.

Prace zahrnujici izolaci a diferenciaci monocytl je ¢asové pomérné narocnd. V praxi
se setkavame s tim, Ze se v ramci ¢asové uspory izolované monocyty zmrazi a jsou
uchovany pro dalsi vyuziti. V piipad¢ diferenciace téchto monocytii na DC a nasledné
pulzaci téchto DC antigenem, byly pozorovany rozliSné miry exprese nékterych
povrchovych markeri, podilejicich se na vyvoladni imunitni odpovédi, nez u DC
pochazejicich z Cerstvé izolovanych monocytl. Jednim zcilii této prace je proto
porovnani exprese povrchovych markerti u DC Cerstvé izolovanych a zmrazenych a

zhodnoceni vhodnosti zmraZzenych monocytl pro tato méfent.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Souhrnny prehled mozZnosti prezentace antigenu

2.1.1 Histokopatibilni systém

Imunitni systém zahrnuje nespocetné mnozstvi mechanismi, které organismu zajist'uji
rozpoznani a zniceni potencionalné nebezpecnych latek, antigenti. Imunitni systém ma
za ukol zpracovat Sirokou paletu signalti z vnéjsiho i vnitiniho prostfedi. Prezentace
antigenu pomoci MHC (Major Histocompatibility komplex) ma zasadni vyznam jak pro
bunécnou, tak pro humordlni imunitni odpovéd. Molekuly MHC totiz umoznuji T-

lymfocytim rozpoznat konkrétni antigeny (Zachova et al., 2016).

2.1.1.1 Prezentace antigenu

MHC zahrnuje glykoproteiny 1. a 2. tfidy. Glykoproteiny 1. tfidy (MHC gp 1), se
vyskytuji ve vSech jadernych buiikach organismu. Glykoproteiny 2. tfidy (MHC gp 2),
jsou pfitomny pouze v buiikach prezentujicich antigen (APC). Mezi APC patii
dendritické bunky, monocyty, makrofagy a B-lymfocyty. Mezi spole¢né vlastnosti
bunék APC patii pfedevsim fagocytosa. Po reakci antigenu s APC, buiika $tépi antigen
na antigenni fragmenty, tyto fragmenty jsou vazany glykoproteiny MHC a jsou
vystaveny na povrchu bunky tak, aby byly dobfe rozpoznatelné pro T-lymfocyty
(Hotejsi et al., 2017).

2.1.1.2MHC1

MHC gp I molekuly (Obr. 1) se skladaji z transmembranového fetézce a, u kterého
rozliSujeme tfi domény. N-termindlni domény al a a2, které tvofi vazebna mista pro
peptidy, doména a3 a nekovalentné vazany fetézec f2- mikroglobulinu (f2m doména),
maji stavbu podobnou imunoglobulinovym jednotkdm (Chen et al., 2020).

Zakladni funkci MHC 1 glykoproteinu je vazat peptidové fragmenty produkované
buiikou a vystavovat je na bunécném povrchu. Buika vystavuje na svém povrchu
vSechny proteiny, které vyprodukovala. Pokud jsou vSechny tyto vystavené proteiny
fyziologické, buika signalizuje imunitnimu systému, ze je zdravd. Vystavenim
antigenniho peptidu je naopak upozornéno, Ze je néco v nepotradku. K vazbé molekuly
MHC I na antigenni peptid dochézi v pripad¢, Ze buiika reaguje na antigen endogenniho
ptivodu, naptiklad tumorového nebo virového. Antigen miizeme oznacit jako endogenni

v piipad¢, Ze se nachazi volné v cytosolu bunky. Tento mechanismus vede ke specifické



eliminaci virem infikovanych, nebo tumorovych bunék pomoci cytotoxickych CD8" T-
lymfocytt. T-lymfocyty jsou schopny rozeznat komplex MHC I-fragment pomoci
antigenné specifickych receptori (TcR). MHC I imunitni odpovéd’ je nezbytna také pro
tvorbu pamétovych CD8+ T-lymfocytl (Krejsek et al., 2016).

ol ol
o3 B-mikroglobulin
Bunééna membrana
Transmembranoyy segment — d

Obrazek 1.: Zjednodusena struktura MHC I glykoproteinu vazaného na povrchu buiky

Vazba peptidi na MHC gp I

Stépeni antigenti na peptidové fragmenty je umoznéno diky proteasomim. Proteasomy
jsou proteinové komplexy, které zajistuji kromé Stépeni antigenui fyziologické
odstranéni bunécnych proteini. Proteiny urcené krozlozeni, byvaji oznaceny
pfipojenim nékolika molekul polypeptidu ubikvitinu. Jednou z dalSich moznosti
nasmérovani molekuly antigenu do proteasomu, je navazani na cytoplazmatickou
bilkovinu TRIM21 (Tripartite Motif-containing protein 21). K navazani této bilkoviny
dochdzi po opsonizaci viri imunoglobuliny G nebo M.TRIM21 se oznacuje jako
posledni linie obrany proti virim, kterd zachytava viry pokryté protilatkami. Je schopen
vyvolat kaskadu dé&ji, které vedou k zabranéni replikace viru a k vyvolani antivirového
bunécného stavu (Foss et al., 2019).

Plsobenim Interferonu vy, ktery je produkovan aktivovanymi T-lymfocyty, se
proteasom miize vyvijet vimunoproteasom. Imunoproteasomy se hojné vyskytuji
v cytoplazmé dendritickych bunék a maji schopnost $tépit jak antigenni peptidy, tak
molekuly oznacené ubikvitinem. Imunoproteasomy umoziuji efektivnéjsi proteolytické

Stépeni antigennich peptidi (Tanaka K., 1994).



Peptidové fragmenty, urCené k MHC 1 prezentaci mohou byt syntetizovany
v cytosolu bunky, nebo jsou dopraveny z endoplazmatického retikula. Délka fragmenta
urcend k vazbé na MHC I glykoproteiny je zpravidla 8-10 aminokyselin (Rock a Shen,
2005). Peptidové fetézce vzniklé v proteasomu dale putuji do endoplazmatického
retikula (ER). Tento pfesun je uskutecnén diky proteinovému komplexu TAP
(Transporter associated with antigen processing), ktery se nachdzi na membran¢ ER.
V nékterych ptipadech muze dochéazet k transportu fetézcii podstatné delSich nez 8-10
aminokyselin, tyto fetézce jsou Stépeny endoplazmatickymi aminoproteasamy ERAP 1
a ERAP 2. Knavazani peptidového fragmentu vhodné délky na molekulu MHC I
dochdzi v ER, kde je také molekula MHC I glykoproteinu syntetizovana. Molekuly
MHC I mohou byt také recyklovany z bunécného povrchu, i vtomto ptipadé jsou
transportovany zpét do endosomu. V endosomu dochazi k vyméné plvodniho
navazaného antigenniho fragmentu za antigenni fragment nové vznikly (Gromme et al.,
1999).

Na ribozomech ER vznikd a fetézec MHC 1, ten je zabudovan do membrany a
stabilizovan pomoci chaperonii - kalnexinu a thiolové oxidoreduktasy. Po navazani
fetézce P2m nasleduje konformacni uprava chaperony - kalretikulinem a tapasinem,
cely vznikly komplex je napojen na TAP receptor, kde je udrzovan ve stavu schopném
reagovat na odpovidajici antigenni peptid (Gromme et al., 1999).

Vyvolani imunitni odpovédi je regulovano silou vazby antigenniho peptidu
s molekulou MHC 1, pouze pokud je vazba dostatecné silna, dochazi k efektivni
imunitni odpovédi. Efektivni imunitni odpovéd’ zahrnuje oddéleni komplexu MHC I-
antigenni peptid a pfesun pies Golgiho aparat na bunécny povrch. Piesun je umoznén
vesikularnim transportem. Na vystaveny komplex MHC I-antigenni peptid reaguji CD8*
T-lymfocyty, které se podili na cytotoxickych mechanismech, vyvoldvajicich apoptosu
cilové bunky. Vyvolani apoptosy zacina vazbou TcR receptotu T-lymfocytu na komplex
MHC I-antigenni fragment vystaveny na povrchu bunikky APC. Pro tuto vazbu je zésadni
také vazba koreceptoru CD8 pfitomného na T-lymfocytu na molekulu MHC 1.
Kontaktem APC s T-lymfocytem dochazi ke zrani CD8+ T-lymfocytu a vznikd funkéni
cytotoxicky T-lymfocyt (CTL) (Laugel at al., 2011).

Pfi prvotnim setkani CD8" lymfocytu s prezentovanou molekulou antigenu je nutna
také ptitomnost CD4" T-lymfocytu. Kdy nejdfive dochazi k navazani CD4" T-
lymfocytu na bunku APC, kjeho diferenciaci a k uvolnéni cytokinti. Pro zajisténi

diferenciace CD4" T-lymfocytu jsou dulezité vazby TcR-MHC II a CD28-CDSO0.
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Uvolnéné cytokiny se poté podili na vyvolani diferenciace CD8" T-lymfocytu na CTL
(Obr. 2). Po tomto setkani se jiz CD8" T-lymfocyt stdva pamétovym, a ucast CD4" T-
lymfocytl pfi reakci na tento antigen uz neni potfeba. CTL se podili na uvoliovani
cytotoxickych a antimikrobidlnich latek, také indukuji tvorbu edému a granulocytarni
infiltraci. K eliminaci cilovych bunék byva nejcastéji pouzit Perforin, nebo Granulosin,

mezi cytotoxické latky patii také napiiklad Grazym K (Hoyer et al., 2014).

CTL

Th IL-12

Obrazek 2.: Schéma aktivace a diferenciace CD8" T-lymfocytu, vznik CTL

2.1.1.3MHC I

MHC glykoproteiny II. tfidy (Obr. 3) se skladaji ze dvou fetézct a a B, mezi nimiZ je
vazba nekovalentni. Strukturni podjednotky al a B1 tvoii vazebné misto pro peptidové
fragmenty. Na rozdil od vazebného mista MHC I molekul je na obou koncich oteviené,
proto dochézi k vazbé peptidi dlouhych zhruba 15-35 aminokyselin. K vazbé MHC 11
glykoproteinu na antigenni fragment dochdzi pfi setkdni organismu v exogennim

antigenem (Brown et al., 2015).
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Obrazek 3.: ZjednodusSena struktura MHC II glykoproteinu vazaného na povrchu bunky

Vazba peptidu na molekulu MHC IT

Ob¢ tfidy MHC glykoproteinil jsou po syntéze v ER transportovany pies Golgiho aparat
na bunécny povrch. V pfipadé MHC 1, dochéazi k transportu vzniklého komplexu
MHC I-antigenni peptid. V ptipadé¢ MHC II je transportovana molekula glykoproteinu
s navdzanym invariantnim fetézcem Ii (Chen ef al., 2020).

Retézce molekuly MHC II a a B jsou syntetizovany v ER. Tvoti komplexni &astici
spolu s invariatnim polypeptidovym fetézcem (li). Utvoifeny komplex je transportovan
pies Golgiho aparat pomoci vesikularniho transportu. Vesikuly zprosttedkujici tento
transport se oznacuji jako MICC a maji charakteristické vlastnosti, jak vesikularni, tak
lysosomalni. V MICC dochdzi k rozstépeni polypeptidového fetézce i na kratsi
fragmenty. Nejvyznamnéjsi funkci ma fragment nazyvajici se CLIP (class II associated
invariant peptide), ktery vyplituje vazebné misto pro antigenni peptid, dokud neni timto
antigennim peptidem nahrazen (Romagnoli a Germain, 1994).

Exogenni antigen muize vstupovat do builkky APC endocytosou zprostiedkovanou
receptorem — dulezitou roli zde hraje protein klatrin, ktery se vyskytuje na vnitini stran¢
bunécné membrany. Postupné dochazi k invaginaci cytoplazmatické membrany a tvorbé
¢asného endosomu, jehoz povrch je kryt klatrinem. Casny endosom ztraci povrchové
molekuly typické pro plazmatickou membranu a zraje v multivezikularni télisko

(Zachova et al., 2016).



Muzeme se setkat i s prostoupenim exogenniho antigenu pomoci fagocytosy nebo
pinocytosy. Pinocytosa je zalozena na prostupovani extracelularni tekutiny a latek v ni
rozpusténych. V piipad¢ fagocytosy buiika tvofi panozky a dochdzi k aktivhimu
pohlceni pevnych castic (Junqueira a Carneiro, 2005). Vesikuldrni ttvary
vzniklépinocytosou nebo fagocytosou, oznaCujeme jako cCasné fagosomy.
Multivesikularni téliska 1 ¢asné fagosomy prostupuji hloubéji do bunky, kde dochazi
k jejich fuzi s lysosomy, ¢imz vznikaji fagolysosomy, obsahujici hydrolytické enzymy.
U nékterych fagosomid muiZe dochazet k vyméné obsahu s asnymi endosomy uZz
pfitomnymi v buiice. Teprve ve fagolysosomu tedy dochazi ke St€peni antigenniho
peptidu na fragmenty. V ramci bunky APC se setkavaji fagolysosomy s endosomy
obsahujicimi molekuly MHC II, dochéazi k jejich navazani a k pfesunuti komplexu
MHC 1II - fragment na bunéény povrch (Zachova et al., 2016). Komplex MHC II —
fragment aktivuje CD4" T-lymfocyty, které se mnozi a produkuji cytokiny stimulujici
bud’ fagocytosu antigenni molekuly, nebo stimulaci B-lymfocytu k tvorbé specifickych
protilatek. Kontakt mezi naivnim T-lymfocytem a APC musi trvat delSi dobu, béhem
které reaguje s vystavenym komplexem MHC II — peptid nékolik TcR receptorti
lymfocytu. Tato doba je nutnd pro vytvofeni dostatecného mnoZzstvi signalizacnich
molekul, které jsou schopné vyvolat proliferaci a diferenciaci T-lymfocytu. Pti styku
komplexu MHC II-peptid se zralym, nebo pamétovym T-lymfocytem, staci mnohem
kratsi kontakt (Lu et al., 2020).

Po aktivaci dendritickych bunék — vystaveni MHC II-peptid komplexu na bunécny
povrch, stoupa produkce cytokinli a kostimula¢nich molekul. Kombinace receptori
aktivovanych danych antigenem a pfitomné kostimula¢ni molekuly uvolnéné z dalSich
bunék pfirozené imunity rozhoduji o tom, které cytokiny bude DC exprimovat.
(Hotejsi et al., 2017).

Fragment vazany na glykoprotein MHC II je zachytavan CD4" T-lymfocyty (ThO),
kter¢ zodpovidaji za vyvolani specifické imunitni odpovédi. Podle cytokint,
uvolfiovanych z okolnich imunitnich bunék a podle cytokini které produkuji CD4" T-
lymfocyty samotné, je mizeme rozliSovat na Th1 a Th2 typ. Mezi CD4" T-lymfocyty se
radi také regulacni T-lymfocyty a Th17 lymfocyty (Obr. 4.) (Wang et al., 2016).
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Obrazek 4.: Schéma znazornujici interakei DC s T-lymfocyty v zavislosti na vazbé antigenu s MHC
I, MHC II glykoproteiny a vliv Interleukinii na diferenciaci Th0

Th1 lymfocyty

Thl lymfocyty produkuji Interleukin 2 (IL-2) a interferon y (INF-y). Pro vyvolani Thl
typu imunitni odpovédi, musi dendritické buiika po aktivaci svych receptorti produkovat
IL-12, ktery funguje jako dulezity stimulacni faktor pro aktivaci makrofagt. Tvorba IL-
12 je vyvolana vazbou mezi povrchovou molekulou aktivovaného makrofagu CD40 a
povrchovym receptorem aktivovaného Th1 CD40L.CD40L ma také stimulacni ucinek
pro zvysSeni exprese povrchovych molekul CD80, CD86 a ICAM na DC (Obr. 5).
Zvysena exprese téchto molekul, vede k vétsi vazebné kapacit€é DC a k expresi INF-y.
INF- y vyvolava diferenciaci infikovaného makrofagu na aktivovany makrofag. Jednou
z dalSich interakci podilejicich se na vzniku imunologické synapse, je vazba mezi
povrchovou molekulou Th lymfocytu - LFA-1 a povrchovou molekulou dendritické
bunky ICAM. K aktivaci Th lymfocytu je nutny vznik plné imunologické synapse, na té
se podili také MHC molekuly, které se vazi na TCR receptor Th lymfocytu, dile je
nutnd pritomnost CD4 receptoru na Th lymfocytu. Thl typ imunitni odpovédi se
uplatnuje pii setkdni organismu s intracelularnimi parazity, jako jsou bakterie a viry

(Cella et al., 1996).
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Obrazek 5.: Znazornéni vazby mezi aktivovanou DC a Th0 lymfocytem, vliv cytokini na
diferenciaci v makrofag

Th2 lymfocyty

Th2 jsou schopny produkce cytokinii IL-4, IL-5 a IL-13, které se specializuji na
extracelularni parazity. Na imunitni odpovédi Th2 typu se podileji jak dendritické
bunky, tak bazofily, eozinofily a zirné bunky. Pro vyvoj Th2 Ilymfocytu
z prekurzorového Th lymfocytu je dilezitd pfitomnost IL-4. Piedpoklada se, ze 1L-4
pochazi hlavné z bazofilli a zirnych bunék. Na reakci se podili také aktivacni markery
CD80 a CD86, které vyvolavaji mnohonasobné déleni a diferenciaci Th lymfocytu na
Th2 lymfocyt. Pro aktivaci B-lymfocytu a vyvolani tvorby protilatek je dilezita vazba
povrchovych molekul B-lymfocytu CD40 s CD40L markery aktinového Th lymfocytu
(Obr 6). Soucasné studie se zaméiuji na cilené dodani CD40L Th lymfocyty, tim by
doslo k podpotfeni pouze specifické imunitni odpovédi na dany patogen. Molekuly
CDA40L jsou ulozeny ve vSech Th buiikach, kromé Treg. Po aktivaci TCR receptoru jsou
mobilizovany a transportovany na bunéény povrch, to souvisi s aktivaci B-lymfocytu.
K tomu aby byla molekula CD40L stimulovana de novo, by byla zapotiebi delsi
interakce Th lymfocytu s buitkou APC. Na aktivaci B lymfocytu se podili také vazby
mezi dal$imi povrchovymi molekuly Th2 lymfocytu a B lymfocytu CD4, TCR — MHC
II a LFA-1 — ICAM (Gardell a Parker, 2017).
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Obrazek 6.: Znazornéni vazebnych molekul mezi Th2-lymfocytem a B-lymfocytem, podilejicich se
na aktivaci B-lymfocytu

Regulacni T-lymfocyty

Treg jsou diky mnoha svym imunosupresivnim mechanismiim schopny inhibovat buiiky
vrozené imunity, APC a také adaptivni B-lymfocyty, CD4+ a CD8+ T-lymfocyty. Jsou
charakterizovany markery CD25 a CD4, jako jejich transkripéni faktor byl identifikovan
Forkhead Box P3 (Foxp3) (Sanchez-Fueyo et al., 2019). Bunky pozitivni na Foxp3
muzeme podle ontogenetického vyvoje rozdélit do dvou skupin a to Treg pochazejici
z bun¢k thymu — tTreg a Treg pochazejici z periferii pTreg. V thymu se Treg vyviji
z CD4+ thymocyti, které ziskavaji TCR receptor, umoziujici interakci s MHC II
molekulami. Treg vznikajici v perifernich tkanich se vyviji z nezralych konvencnich
CD4+ T-bunék, které se diferencuji v prostedi cytokinti indukujicich Foxp3. Mezi tyto
cytokiny spada hlavné¢ IL-2, transforming growth factor (TGF)-B, stejné ucinky ma také
kyselina retinovd — soucdst potravy, nebo léCiva jako glukokortikoidy a rapamyecin.
Funkce Treg je velice dilezitd pro regulaci imunitnich odpovédi — zachovani imunitni

homeostazy (Attias et al., 2019).

Th17 lymfocyty

Typickym znakem pro Th17 lymfocyty je produkce IL-17, ten se podili na vyvolani
zanétlivé reakce v mnoha tkénich. Bylo zjisténo, ze k vyvoji Th17 dochazi v piipadé
nutnosti obrany organismu proti nékterym houbam a extracelularnim bakteriim, proti
kterym jsou mechanismy Thl a Th2 netc¢inné. Exprese IL-17 mé za nasledek produkci

dal§ich zanétlivych cytokinti a aktivaci leukocytli, zejména neutrofildi — nastava
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propojeni mezi vrozenou a ziskanou imunitni odpovédi. Lymfocyty Th17 jsou také
oznacovany jako hlavni mediatory patogeneze u nékterych autoimunitnich a zanétlivych
chorob. Ned4vné studie naznacuji, ze produkce IL-17 u pamétovych T bunck je
vyvolana IL-23, tento typ stimulace je vSak mozny pouze u jiz aktivovanych T-bunék.
Diferenciace naivnich T-lymfocyti je pod kontrolou TGF-B (transforming growth
factor-B) a IL-6. V ptitomnosti IL-6 a TGF-B lze diferenciaci T-lymfocytl podpofit
piidanim TNF-a a IL-1. Je zndmo, ze TGF-P pusobi jako inhibitor vétSiny T-lymfocyta
a indukuje diferenciaci Treg lymfocyti, exprimujicich protein Fox3p. TGF-3 ma tedy
na starost regulaci mezi zanétlivou (indukce T-lymfocytl) a protizanétlivou

(diferenciace Th17) bunécnou odpovédi (Tesmer et al., 2008).
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2.1.1.4 Zk¥izena prezentace

Je zndmo, Ze na nckteré antigeny s exogennim pivodem reaguji kromé CD4+ T-
lymfocytii i CD8+ T-lymfocyty. Toto zprostfedkovani MHC I prezentace exogenniho
antigenu umoznuji dendritické buniky a pravdépodobn¢ i makrofagy. Dendritické bunky
jsou schopny aktivovat CD8+ T-lymfocyty, ty se poté stavaji builkami antigenné
specifickymi  (Delemarre et al., 2001). Kuskutecnéni zkiizené prezentace
prostiednictvim DC je nutna pfitomnost povrchovych molekul jako jsou lektin, CD40,
langerin, nebo manosovy receptor. Po navazani antigenu na specificky receptor probiha
receptorem zprostiedkovand endocytosa, nasleduje translokace pohlceného antigenu do
cytosolu pomoci Sec61 prenaSeCe. Tim se antigen stdva soucasti MHC I prezentacni
drahy a pokracuje do proteasomu, kde je St€pen na kratké peptidy. Odtud putuje do
endoplasmatického retikula prosttednictvim TAP membranového transportéru (Wang et

al., 2016).

Cesta endosom — cytosol

Po pohlceni antigenu buitkou APC dochazi k fuzi vezikuly obsahujici antigen s asnym
endosomem. Antigen opousti endosom a je transportovan do cytosolu. V proteasomu
pak dochazi k jeho fragmentaci na kratsi peptidovy fetézec (8-10 aminokyselin). Takto
vznikly fragment je dopraven do ER, kde dochdzi k vazbé na molekulu MHC I
glykoproteinu. Vznikly komplex poté putuje pies Golgiho aparat na bunéény povrch.
Existenci cesty endosom-cytosol dokazuje experiment, kdy pii styku dendritickych
bunék s inhibitory proteasomti byla zkiizena prezentace zablokovéana. Také dendritické
buiikky majici knock-out TAP receptorii, které zprostiedkovavaji pfesun antigennich
fragmenti do  ER, nejsou  schopny  zkiizené = prezentace  antigenu

(Delamarre et al., 2005).
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Obrazek 7.: Pribéh zkiiZzené prezentace DC — cesta endosom-cytosol. 1. vstupujici molekula
antigenu, 2. membranovy receptor, 3. antigen transportovan do ¢asného endosomu, 4. antigen
vystupuje z ¢asného endosomu do cytosolu a stava se ,,endogennim, 5. antigen je Stépen v
proteasomu, 6. antigenni fragment, 7. antigenni fragment vstupuje do ER a viZe se na molekulu
MHC I, vzniklou v ER, 8. komplex MHC I — antigenni fragment uzavieny ve vezikule, 9. cesta pres
Golgiho aparat, 10. vystaveni komplexu MHC I — antigenni fragment na bunéény povrch, 11.
bunééné jadro

Cesta endosom — cytosol — endosom

Antigen je pohlcen buiikou APC a dochézi ke vzniku endosomalni vezikuly, ta fuzuje
s Casnym endosomem. Antigen se dostava pies transferovy receptor endosomu (Sec61)
do cytosolu, odkud putuje do proteasomu, kde je Stépen na peptidové fragmenty.
Vzniklé fragmenty putuji vezikularnim transportem z proteasomu zpét do endosomu,
obsahujiciho spole¢né s antigennimi fragmenty také molekuly MHC I dopravené z ER.
Do endosomu byli spolecné s antigennimi fragmenty transportovany také molekuly
MHC Iz ER. Tato cesta je tedy oznacovana jako proteasom zavisld, byva ozna¢ovana

také jako retrogradni cesta (Rock a Shen, 2005).
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Obrazek 8.: Prabéh zkfizené prezentace DC — cesta endosom-cytosol-endosom. 1. vstupujici molekula
antigenu, 2. membranovy receptor, 3. antigen transportovan do ¢asného endosomu, odkud vystupuje
do cytosolu, ¢imz se stava ,endogennim* 4. Stépeni antigenu v proteasomu, vznik antigenniho
fragmentu, ktery putuje zpét do endosomu 6. endoplasmatické retikulum, 7. jadro 8. V ER vznikly
MHC | glykoprotein, 9. vakuolarni transport komplexu MHC Ido endosomu, 10. Navazani peptidového
fragmentu na MHC I, 11. vakuolarni transport komplexu MHC I-antigen a jeho vystaveni na bunécny
povrch, 12. Golgiho aparat- nezapojen do této cesty

Vakuolarni cesta

Po transportu antigenu do buitkky APC a fuzi s Casnym endosomem dochazi ke §tépeni
antigenni molekuly pro tuto cestu specifickym enzymem cathepsinem S, ktery je
v endosomu piitomen. MHC I molekula je v tomto pfipadé recyklovana z bunééného
povrchu a transportovana do endosomu, kde dochazi k vyméné ptivodniho navazaného
antigenniho peptidu za nové vznikly (Rock a Shen, 2005).

Tato cesta je oznacovana jako TAP a proteasom nezavisla, uplatituje se pfi prezentaci
antigenl korpuskularnich, proteini spojenych s E. coli nebo Hsp proteinli spojenych
s peptidy. Komplex MHC 1 — peptid vtomto ptipadé¢ vznikd v subcelularnich
kompartmentech, neprochézi ptes cytosol (Kurotaki et al., 2007).
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Obrazek 9.:Prtibéh zkfiZené prezentace DC — cesta vakuolarni. 1. vstupujici molekula antigenu, 2.
membranovy receptor, 3. Catepsin S Stépici molekulu antigenu, 4. antigenni fragment 5. recyklace
MHC | molekuly z bunééného povrchu, 6.vakuolarni transport MHC I-plvodni antigen, 7. vyména
ptivodniho antigenniho fragmentu za nové vznikly, 8. vakuolarni transport komplexu MHC l-antigen,
9. Vystaveni kompexu MHC I-antigen na bunécny povrch, 10. proteasom - nezapojen do této cesty, 11.
ER - nezapojeno, 12. jadro - nezapojeno

Cesta mezerového spoje (Gap junction)

Mezerovy spoj je zprostiedkovan proteinem konexinem, ktery tvoii intercelularni
tunely, pfes které mohou bunky komunikovat. Studie dokazuji, ze tento druh
komunikace se uplatiuje i mezi dendritickymi buiikami. Zralé dendritické buiiky se po
setkani s antigenem zapojuji do komunikace s dal§imi DC a vyckavaji na specifické T-
lymfocyty. Spojeni Gap junction je mozné také mezi samotnymi monocyty i mezi
dendritickymi bufikami a T-lymfocyty. Bylo zjisténo, ze konexinové tunely jsou
schopny pienosu peptidl, slozenych z méné nez 10 aminokyselin. To znamend, Ze
fragment antigenu vznikly v jedné dendritické buiice nebo monocytu, mizZe byt

prezentovan prostfednictvim zkiizené prezentace buiikou vedlejsi (Matsue ef al., 2006).
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2.2 Charakterizace p24 (HIV) proteinu

Virus lidské imunitni nedostate¢nosti (HIV) se fadi mezi retroviry a napad4 hlavné T-
lymfocyty, monocyty a dendritické bunky, do nichz vstupuje prostfednictvim jejich
receptorovych molekul CD4. Po interakci virionu s receptorem dochézi ke spojeni
membrany viru a buiiky a ke vstupu virionu do cytoplazmy buiiky. V infikované bunice
se poté mnozi a zpusobuje jeji rozpad (Yang et al., 2019).

Nejdiive se predpokladalo, Ze i u infikovanych pacientti dochéazi k vycerpani CD4*
lymfocytii, v zavislosti na nepfetrzit¢ imunitni reakci. Poté vSak bylo prokazéno, ze
apoptosa je vyvolana 1 u bunék HIV nenakazenych. To ukazuje na fakt, Ze tento virus je
schopen navodit apoptosu i jinym mechanismem. Napadené CD4" Th (pomocné
lymfocyty) jsou zodpovédné za produkci cytokini, které zahajuji specifickou imunitni
odpovéd’. U viru HIV dochazi k napadeni Th2 typu CD4" T-lymfocyti, tento typ
vyvolava tvorbu protilatek u B-lymfocytl. Ztrata velkého mnozstvi CD4" T-lymfocyth
vede k naruseni celkového imunitniho systému (Badley et al., 2000).

Protein p24 je soucasti Gag polyproteinu HIV 1 (Obr. 10). Gag polyprotein
zprostiedkovava vsechny dilezité kroky v procesu sestavovani virionovych ¢astic.
Pravé Gag polyprotein umoziiuje zakomponovani virového genomu, replikacnich
enzymi a Envelope (Env) glykoproteiny. Zapojuje se také pfi pfenosu retroviru na
cytoplazmatickou membranu (Woodward et al., 2015).

Jadro virionu kryji dvé kapsidy, vnitini a vnéjsi. Vnitini kapsida je tvoiena prevazné
proteinem p24, jehoz hlavni funkci je napomahani pfi sestavovani virioni. Na povrchu
virionu se nachazi vrstva glykoproteinu, ktery je antigenové velice rozmanity a podle
obsahujicich antigenti se déli na n¢kolik skupin. Naopak proteiny kapsidd jsou pomérné
konzervativni, a to z divodii mensi variability genii kodujicich tyto proteiny (Miicksch

etal. 2019).
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Obrazek 10.: Struktura HIV viru, vyznacené povrchové glykoproteiny, fosfolipidova membrana,
matrix protein p17, p24 protein a geneticka informace
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2.3 Liposomy

Nekteré antigeny jsou DC Spatné rozpoznavany, proto se vyuzivd vazby antigenu na
latku pro DC dobfte rozpoznatelnou. Jako adjuvans, zprostfedkujici rozpoznéani antigenu
je mozno vyuzit Heat Shock proteiny, nanocéstice, nebo liposomy. Liposomy jsou
sférické vezikuly, tvofené dvojvrstvou fosfolipidd, ktera obklopuje vnitini vodnou
dutinu (Obr. 11). Tyto Castice se vyznacuji svym pozitivnim nabojem, diky kterému
interaguji s negativné nabitymi latkami, jejich naboj jim také umoznuje piestupovat pies
bunécné membrany (Li et al., 2020).

Liposomt se vyuziva k transportu 1é¢iv, které se do nich zabudovavaji. Pro zlepSeni
vlastnosti liposomi se na jejich povrch zabudovavaji rizné latky, napf. proteiny pro
jejich zpevnéni, cholesterol schopny ovliviiovat propustnost membrany, nebo latky
reagujici na specifické receptory bun¢k — mannan (Bartheldyova et al., 2018). Bylo
zjisténo, Ze vazbou liposomli na makrofagy, miize dochdzet k vyvolani zéanétlivé
imunitni reakce — aktivace vrozeného imunitniho systému. Po aktivaci vrozeného
imunitniho systému muze nastavat také aktivace imunitniho systému ziskaného.
Ziskany imunitni systém je aktivovan prostfednictvim DC, které reaguji na liposom
jako na antigen a dojde k jeho endocytose (Li et al., 2020).

Komplex antigen-liposom se vaze na specifické receptory dendritické bunky, které
umoziuji prostoupeni komplexu do buiiky. Na povrchu DC je pritomno velké mnozstvi
receptorl, diky kterym je endocytosa umoznéna. VétSina téchto receptorti patii do C-
type lectin superfamily, nejznaméjsi jsou Langerin (CD 207), manosovy receptor
(CD206), pro tuto interakci je typicky také receptor DC-SIGN (DC-specific intercellular
adhesion molecule-3-grabbing non-integrin), vyskytujici se vyhradné na DC.
Mannosovy receptor se vyskytuje krom& DC také na monocytech a makrofazich,
nékterych endotelidlnich buikéach, bunkach sitnicového epitelu, nebo trachedlnich
bunkach. Zminéné receptory umoznuji klatrin dependentni endocytosu antigenu (Gao et
al., 2020).

Lektinové receptory jsou charakteristické karbohydratovou rozpoznavaci doménou
(CDR), ktera umoziiuje interakci s proteiny, na jejichz postrannich fetézcich se nachéazi
manosa nebo galaktosa. Manosové receptory byvaji z bunééného povrchu

transportovany do casného endosomu, ze kterého jsou poté opét recyklovany na
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bunéénou membranu. Béhem tohoto pienosu dochazi k uvolnéni ligandu (antigenu)

navazaného na liposom, ten mize byt poté¢ DC prezentovan (Engering et al., 2020).

Liposom prochizejici bunéénou membranou

vodna dutina

bunééna membrana

T

intracelulami prostor

Obrazek 11.: Znazornéni prichodu liposomu bunéénou membranou
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2.4 Zména morfologie bunék z monocytii na dendritické bunky
Monocyty patii mezi agranulocyty, coz jsou bilé krvinky vznikajici v kostni dfeni.
Jejich velikost se pohybuje mezi 12 az 20 um. Jadro miize byt jak ovalného, tak
ledvinovitého tvaru, vétSinou byva ulozeno excentricky. Cytoplazma monocytd je
bazofilni a obsahuje velké mnoZstvi lysozomi. Monocyty jsou buiiky se schopnosti
fagocytosy, vyskytujici se v krevnim ob&hu. V piipad€ infekce monocyty prostupuji
diapedézou do tkani, kde diferencuji na buitky monocytomakrofagového systému (napf.
dendritické buiiky, makrofagy). U nové vzniklych bun€k je zachovana schopnost
bunécného déleni a fagocytosy (Liu et al., 2019).

Dendritické buniky byly poprvé izolovany v roce 1973. Tento nové identifikovany
typ bunck byl izolovan z adherentni skupiny bun€k, nékterych lymfatickych organu
myS$i. Ackoli jsou tyto bunky pfitomny v malych poctech, vyznacuji se nékolika
zietelnymi morfologickymi znaky. Jadro buiiky je velké, zakiivené a jsou pfitomny
vétSinou dvé jadérka. Vyznacuji se hlavné nepravidelnym tvarem, bohatou cytoplasmou
a velkou Cetnosti mitochondrii (Steinman a Zanvila, 1973).

Dendritické buniky (DC) jsou hlavnim pfedstavitelem bunék zprostfedkujicich
antigen (APC), na svém povrchu obsahuji jak MHC I, tak MHC 1II. DC
zprostiedkovavaji spojeni mezi vrozenou a specifickou imunitni odpovédi. Pokud neni
organismus v kontaktu s antigenem, dendritické buniky se v organismu vyskytuji
v nezralé formé¢ a jejich ukolem je vazat na sviij povrch odumielé bunky zdravych tkani.
Tyto odumielé buiiky jsou zpracovany na peptidové fragmenty, které jsou navazany na
molekuly MHC a jsou vystaveny na povrchu dendritickych bunék. Tyto dendritické
bunky nevyvolavaji imunitni odpovéd’. Na pocatku, kdyz jsou DC pfitomny v nezralé
form¢, maji velkou kapacitu pohlcovat antigeny. Po navazani antigenu na piislusny
receptor dochazi ke zrani DC, béhem tohoto procesu buiika ztraci schopnost pohlcovat
antigenni Castice a méni se na funkcéni buitku APC. Zral¢ DC také zvySuji produkci

molekul MHC, molekul CD80, CD86 a cytokint (Liu et al., 2019).
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2.5 Prehled a funkce aktiva¢nich markeri DC - CD11b, CDl11c,
CD40, CD80, CD86

CD80 a CD86

CD80 a CD86 tadime mezi kostimula¢ni molekuly, které jsou exprimovany zejména
dendritickymi buiikami po jejich aktivaci. Jsou to specifické povrchové molekuly, které
pii kontaktu bunky se specifickym antigenem poskytuji T-lymfocytu proaktivacni
signal. S produkci téchto kostimulac¢nich signalii se setkavame u dendritickych bunék,
po jejich aktivaci — po interakci s antigenem. Jejich aktivace vyvola vétsi produkei
MHC glykoproteint a zvysi jejich schopnost pohlcovat antigen. Zaroven dojde na jejich
povrchu k expresi kostimula¢nich molekul CD80 a CD86, které aktivuji T-lymfocyty.
Receptorem pro tyto molekuly je CD28 na povrchu T-lymfocytu. Exprese CD80 a
CD86 muze byt vyvolana také vysokou hladinou interferonu vy, coz je cytokin, ktery je

produkovén bunikami vrozené imunity, pii styku s antigenem (Kalantari et al, 2020).

CD40
Povrchovy receptor CD40 je pfitomen na dendritickych bunikach, makrofazich neboB-
lymfocytech. Na molekulu CD40 (na povrchu APC) se vaze ligand DC40L, ktery je
exprimovan aktivovanymi T-lymfocyty. Tato vazba CD40-CD40L vede ke stimulaci
APC k produkci dalSich kostimula¢nich molekul a cytokinu IL-12. Produkovany IL-12
podporuje aktivaci makrofadgl, dochéazi tak k vyvolani Thl imunitni odpovédi (Parker,
2016).

Pii vazbé CDA40OL aktivovaného T-lymfocytu na CD40 B-lymfocytu dochézi ke
stimulaci B-lymfocytt k diferenciaci a tvorb¢ protilatek. Bylo prokazano, ze pti knock-
outovani genu pro molekulu CD40 dochazi k vyraznému sniZzeni stimulace k

diferenciaci CD4+ T-lymfocyti (Kalantari et al., 2020).

CD11b a CD11c

Z myeloidni progenitorové builky se vyviji cirkulujici monocyty, které putuji do tkani,
kde se méni v DC nebo makrofagy. DC a makrofagy sdili n€které povrchové molekuly
a maji fadu podobnych funkci. Tyto bunky byvaji rozliSovany podle specifickych
markerti, které jsou schopny exprimovat. Vysokd exprese CDIlc a CDI11b byla

pozorovana u aktivovanych DC, stejné jako produkce kostimula¢nich molekul CD80 a

21



CD86. Exprese téchto molekul dendritickymi buiikami je spojena s jejich zvySenou
schopnosti fagocytosy. Marker CD11c je spolu s markery CD163 a CD172a pouzivan
k rozpoznani makrofdgli vzniklych z monocytti. Produkce téchto molekul stoupéd pii

aktivaci makrofagt. (Baquero a Plattner, 2017).
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2.6  Spektralni pritokova cytometrie

Spektralni cytometrie vznikla z klasické pritokové cytometrie, kdy neni zachytavané
svétlo limitovano zrcadly a filtry, které jsou schopny zachytit pouze svétlo o urcité
vlnové délce. Spektralni cytometr je schopen detekovat celé svételné spektrum od 420-
800 nm. K detekci spektra je pouzivan fotonasobi¢ (PTM). PTM rozd¢€luje spektrum,
které je schopen zachytit do 32 kanald. Na rozdil od klasického pritokového cytometru
nejsou meéfeny pifimo emise pochazejici zexcitované¢ho fluorochromu, ale je
zaznamenavan specificky tvar kiivky referencniho spektra fluorochormu. (Hu et al.,
2019).

Pro cytometrickd méfeni se vyuziva specifické vazby fluorescencné znacenych
protilatek, pomoci kterych mitizeme identifikovat hledany vzor (marker, bunikou
produkovany antigen) a méfit jeho intenzitu. Pouziva se fada béznych fluorochromt,
jako jsou fluorescein isothiokyanat (FITC), fykoerythrin (PE), peridinin-chlorofyl-
protein (PerCP) a alofykocyanin (APC). FITC, PE, PE-Cy-7 a PerCP dosahuji optimalni
excitace pii stejné vinové délce 488 nm. To znamend, Ze pro tyto Ctyfi fluorochromy je
potieba pouze jeden laser, a to modry (488 nm). Barviva jako eFluor506 a eFluor450
jsou excitovana fialovym laserem (595 nm) (Virgo a Gibbs, 2012).

Spektralni cytometr s¢itd veskerou namétenou fluorescenci pochéazejici ze vzorku a
teprve potom, s vyuzitim metody unmixing, matematicky rozd¢luje jednotliva spektra.
Pro méfeni zaloZzené na metodé unmixing je nutno nejdiive stanovit signal kazdého
fluorochromu zvlast, pro ziskani referen¢niho spektra (Obr. 12). K rozpoznani
jednotlivych fluorochromi staci, aby se kiivky fluorochormt liSily v jednom ze 32

kanalt (Nolan et al., 2012).
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Obrazek 12.: Krivky referencnich spekter PE, PerCP-Cy 5.5, PE-Cy 7. Na ose x je vZdy cislo
kanalu PTM, na ose y intenzita fluorescence.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1
3.1.1

Material a metody

Chemikalie

kompenzacni kulicky UltraComp eBeads (Invitrogen, CA, USA)

bunky mysi BALB/c

protilatky znacené fluorochromy — anti-MHC I-eFluor450, anti-CD11c-
eFluor506, anti-CD80-PerCP-cy 5.5, anti-CD86-PE-Cy7, anti-CD40-PE, anti-
MHC II-PE-eFluor 610(e-Bioscience, CA, USA)

znacené protilatky (konfokalni mikroskopie) - mouse anti-V5-Fitc, rabbit anti
EEAI, goat anti-—rabbitlgG-cy3 (Invitrogen, CA, USA), montovaci médium s
DAPI (Vector, CA, USA).

10x koncentrovany roztok PBS (Sigma-Aldrich, MO, USA)

5% Fetalni bovinni sérum FBS Gibco (Thermo Fisher Scientific, USA)
RPMI + glutamin (Invitrogen, CA, USA)

100x Penicillin-streptomycin antibiotikum

lyzacni pufr Cervenych krvinek - Red Blood Cell Lysis Buffer (Sigma-Aldrich,
MO, USA)

cytokiny — GM-CSF, IL-4 (Invitrogen, CA, USA)

peptid (p24-liposom)

lipopolysacharid z E. coli (Sigma-Aldrich, MO, USA)

paraformaldehyd 4%

permeabilizacni ¢inidlo TRITON X-100 (10%) (Sigma-Aldrich, MO, USA)
EtOH(P-LAB, CR)

Roztoky

kompletni kultiva¢ni RPMI médium - 500 ml obsahovalo - RPMI + 10% (50
ml) inaktivovaného séra FBS + AB 1% (5 ml) penicillin-streptomycin

roztok primarnich protilatek - roztok 1% FBS v PBS + protilatky (V5- Fitc v
pomeéru (1:500), rabbit x EEA1 v poméru (1:100)).

roztok sekundarnich protilatek -roztoku 1% FBS v PBS a protilatka goat anti —
rabbit [gG-¢cy3 v poméru 1:1000.
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3.1.2 Laboratorni vybaveni
- spektralni cytometr SP6800 (SONY, Japonsko)
- centrifuga (Hettich, Némecko)
- vortex (IKA, Némecko)
- COz2 Inkubétor (Panasonic, Japonsko)
- laminarni box AuraVF48 (BioAir, USA)-
- cytospin Stattspin Cytofuge 12 (Iris, Francie)
- pipety Finnpipette (Thermo Fisher, MA, USA)
- pipetor (Hirschmann, Némecko)
- mikrozkumavky (Eppendorf, Némecko)
- injekeni jehla Sterican 0,40 x 12 mm (B. Braun, Némecko)
- mikroskop pro pocitani bunck (Leica Microsystems, Némecko)

- plastové nadobi pro tkanové linie (VWR, PA, USA)

3.1.3 Metody
3.1.3.1 ZaloZeni knihovny fluorochromy znacenych protilitek pro spektralni
cytometrii
Pro méfeni byly vyuzity kompenzacni kuli€¢kyUltraComp eBeads. UltraComp eBeads
obsahuji dvé populace, a to pozitivni a negativni populaci. Do pozitivni populace
spadaji kulicky, které jsou schopny vazat na sviij povrch pouzité protilatky. Pozitivni
populace UltraComp eBeads je schopna vazat protilatky pochazejici z mysi, krysy, nebo
kiecka. Negativni populace protilatky nevaze a vyuzivd se k porovnani znacenych a
neznacenych spekter. Byly méteny fluorochromy znacené protildtkami anti-MHC I-
eF450, anti-CD11c- eF506, anti-CD80 -PerCP-cy 5.5, anti-CD86-pe-cy7, anti-CD40-
PE, anti-MHC II-PE-eFluor 610

Priprava vzorkii:
- Pfed pouzitim byly UltraComp eBeads kratce promichany na vortexu.
- Do plastovych mikrozkumavek (1,5ml) byla vnesena vzdy jedna kapka
UltraComp eBeads (50 pl) a 5 pl jedné ze znacenych protilatek.
- Ptipravené vzorky byly kratce vortexovany a inkubovany 15 min, pii 5° C ve
tmé.

- Poté byl pfidan 1 ml PBS a vzorky byly centrifugovany pii 500 x g 5 min.
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Supernatant byl odsat a byl ptidan 300ul PBS.
Vzorky byly zméfeny pomoci spektralniho cytometru. U kazdého byla
oznacena pozitivni a negativni populace.

Tato data byla zadana do knihovny fluorochromt pro nésledné pouziti.

3.1.3.2 Priprava dendritickych bunék z kostni di‘ené

Den 0- izolace bunék a nasazeni do média

Po usmrceni mysi byly vyjmuty dlouhé kosti dolnich koncetin — femur a tibiae.
Kosti byly nejdiive vlozeny do EtOH, ktery byl vyuzit k desintegraci zbylych
tkani a fixaci fibroblasti, poté byly vloZeny do sterilniho media (PBS).

Z kosti byla po odstranéni epifyz sterilnim médiem vyplachnuta kostni dien - za
pouziti 20ml stiikacky a injek¢ni jehly.

Vyplachnuté buiiky kostni diené byly pieneseny do kompletniho kultivacniho
média RPML.

Nésledovala centrifugace pti 250 x g, 5 minpfi laboratorni teploté.

Cervené krvinky byly lyzovany lyza¢nim pufrem.

Bunky byly promyty PBS a centrifugovany 250g, 5 min pfi laboratorni teploté.

Barveni bunék methylenovou mod¥fi a pocitani v Biirkerové komiirce

Bunky byly v Biirkerové komtrce obarveny methylenovou modii (bunécna
suspenze byla s barvivem v poméru 1:1), a spocitdny pod mikroskopem
Buiiky zabarvené modie nebyly pocitany, protoZze methylenova modf prochézi
pouze sténou mrtvych bunck

Podle nasledujiciho vzorce byla urcena koncentrace bunék v suspenzi

__ax10*

, kde ¢ je vysledna koncentrace, a je pocet bunck a b pocet spocitanych

¢tvercu v Biirkerové komtirce

Bunky byly resuspedovany do 7 ml kompletniho kultiva¢niho médias pfidanymi
cytokiny IL-4 (20ng/l1) a GMCSF (20ng/1) tak, aby jejich kone¢néa koncentrace
byla Imil bun¢k/ml média.

Byly pouzity 25cm? kultivaéni lahve.

Kromé¢ Cerstvé izolovanych monocytt byly stejnym zpiisobem diferencovany

také dva vzorky monocytli zmrazenych — Frozen 1 a Frozen 2.
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Den 2 + den 4 - vyména média
- 5 ml média s buiikami bylo odebrano z plastikové kultivacni lahve a stoceno
(250 x g, 5 min), buiiky byly resuspendovany v Cerstvém kompl. médiu
s cytokiny - 20ng/l GM-CSF,20 ng/l IL-4, poté byly navraceny zpét

Den 6- ukonceni kultivace

Diferenciace DC byla zhodnocena pomoci svételného mikroskopu, kdy byl

vzorek bun¢k nanesen na podlozni sklicko a pozorovan pti zvétSeni 200-400x

Po ukonceni kultivace byly buiiky nasazeny do 24-jamkové desticky.

Rozmisténi vzorku viz. Tabulka 1.

Ke vzorktim bunék slouzicim jako pozitivni kontrola byl pfidan lipopolysacharid
(LPS),(200ng/ml).
K ostatnim vzorklim buné¢k (Fresh, Fozen 1, Frozen 2) byl ptidan peptid p24-

liposom (0,1mg/ml).

Vzorky negativni kontroly byly ponechany bez pridavku p24-liposom.

Fresh Frozen 1 Frozen 2 LPS - fresh NS - fresh
Fresh Frozen 1 Frozen 2 LPS - frozen 1 NS - frozen 1
Fresh Frozen 1 Frozen 2 LPS - frozen 2 NS - frozen 2

Kultivace bunék v desti¢ce
a) 24h pro spektralni cytometrii
b) 1,5h pro konfokalni mikroskopii

3.1.3.3 Charakterizace diferenciovanych bunék spektralni cytometrii

- Vzorky z desticky byly ptepipetovany do mikrozkumavek, ke kazdému vzorku
bylo ptidano 750 pl PBS, poté byly vzorky centrifugovany 5 min (250 x g).

- Supernatant byl odsat.

- Byl pfipraven premix média s protilatkami — 712 ul PBS, 37.5 ul FBS a 5 pl
kazdé z protilatek (anti-MHC I-eFluor450, anti-CD11c-eFluor506, anti-CD80-
PerCP-cy 5.5, anti-CD86-PE-Cy7, anti-CD40-PE, anti-MHC II-PE-eFluor 610).

- Ke kazdému vzorku bylo ptidano 75 pl premixu, vzorky byly inkubovany 30
min, ve tm¢, pii laboratorni teplot¢.
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Poté byl ke vzoriim pfidan 1 ml PBS, vzorky byly centrifugovany (5 min, 250 x
g), supernatant byl odsat.
Ke kazdému vzorku bylo ptidano 300 ul PBS, bunécna suspenze byla

prepipetovana do zkumavek ur¢enych k méteni na spektralnim cytometru.

Nastaveni protokolu na pritokovém cytometru

Ze zalozené knihovny byla stazena data, namétena pro jednotlivé fluorochromy.
Napéti na laserech (PMT) bylo zvoleno tak, aby maximalni intenzita
fluorescence u pozitivniho vzorku byla mezi 10* a 10° a soucasné uroveii
saturace byla nizsi nez hodnota 1 (doporuceny postup vyrobce).

Ke kazdému fluorochromu (k naméfenym signaliim z excitovanych
fluorochromii)byl pfifazen dany marker.

MHC I- eF450, CD11c- eF506, CD80 -PerCP-cy 5.5, CD86-pe-cy7, CD40-PE,
MHC II-PE-eFluor 610.
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Obrazek 13.: Nastaveni protokolu na prutokovém cytometru, pfifazeni fluorochromu k mérenym

markerum
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Obrazek 14.: Nastaveni protokolu na priitokovém cytometru, selekce mérrenych populaci bunék

3.1.3.4 Analyza pomoci konfokalni mikroskopie

- 50 pl bunék kultivovanych s p24-liposom (0,1 mg peptidu/ml) a cytokiny, bylo

centrifugovano — 250 x g, 5 min, promyto 1 ml PBS.

- Bunky byly aplikovany na mikroskopicka sklicka pomoci centrifugace na

cytospinu — 350 x g, 3 min, laboratorni teplota.

- Nasledné bylo ptidano 50 pl 4% paraformaldehydu k zafixovani bun¢k (10 min.

laboratorni teplota).

- Byly pouzity vzorky Frozen 1, Frozen 2 a Fresh.
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Barveni bunéénych kompartmenti a p24 proteinu

K zafixovanym buitkam bylo pfidano 50 ul PBS, nasledn¢ byl volny roztok
odsat.

Poté bylo pouzito permeabiliza¢ni ¢inidlo TRITON X-100 ( 0,1%), doba
inkubace 10 min, pfi laboratorni teplot¢.

Po odsati Cinidla a promyti 50 pl PBS bylo pfidano 50 pl roztoku obsahujiciho
1% FBS a 0,1 % TRITON X-100 — k zablokovani nespecifickych vazeb.
Nasledné byly vzorky 3x promyty PBS.

Ke kazdému vzorku bylo pfidano 50 pl roztoku primarnich protilatek (kultivace
1 h ve tmé, pfi laboratorni teplotg).

Vzorky byly promyty v PBS.

Ke kazdému vzorku bylo ptiddano 50 pl roztoku sekundarnich protilatek
(kultivace 30 min ve tm¢, laboratorni teplota).

Vzorky byly 3x promyty v PBS a oSetfeny montovacim mediem obsahujicim

DAPI pro vizualizaci DNA a ptikryty krycim sklickem.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE
4.1 Spektralni cytometrie

K vyhodnoceni namétenych dat byl pouzit program FlowJo. Aby bylo mozné
vyhodnotit ¢etnost znacenych povrchovych markert u méfenych vzorki bunék, nejdiive
bylo zapotiebi vyselektovat cilovou skupinu bun¢k. Byly vybrany pouze buiikky APC —
tedy buiiky obsahujici na svém povrchu MHC II molekulu (Obr. 12A). Z této skupiny
identifikovanych bunék APC byly vybrany pouze ty, jevici se jako samostatné — tzv.
singlem (Obr. 14B). Tim byly odstranény bunécéné shluky a poskozené buiiky. Tento
vybér byl aplikovan na viechny méfené vzorky. Cetnost jednotlivych markert byla
porovnana vzdy mezi bunkkami ze skupin Fresh, Frozen 1 a Frozen 2.

Nasledujici grafy jsou pouze ilustrativni, pro porovnani byly zvoleny ndhodné
vzorky ze skupin Fresh, Frozen 1 a Frozen 2. Bunky Cerstvé izolované (Fresh) jsou

vzdy znaceny Cervené, buniky zmrazené - Frozen 1 jsou modie, Frozen 2 oranzové.

B)
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FSC-H = FSC - Height

100K 7

0 10" 10” 100 100 0 200K 100K 500K BOOK 1,0M
PE-eFluo610-A :: MHCH : PE-eFluo610 - Area FSC-A:FSC - Area

Obrazek 15.: A) selekce bunék obsahujicich na povrchu molekulu MHC II (buiiky APC). B) vybér
pouze samostatnych bunék

Meéteny marker CD40, byva typicky exprimovan na buiikich APC pifi vyvolani
(MHC II) Th2 imunitni odpovédi. Pfitomnost této povrchové molekuly je nutna
k aktivaci B-lymfocytt, které jsou schopny tvofit protilatky. Tato molekula se také
uplatnuje pfi aktivaci makrofagl. Nejvétsi produkce tohoto markeru byla zaznamenana
u bun¢k cCerstvé izolovanych, u obou vzorkli zmraZenych bunék byla exprese CD40
nizsi.

Marker CD11c se hojné vyskytuje na povrchu aktivovanych DC a u makrofagt

vzniklych z monocyti. Pfitomnost CDI11lc molekuly dokazuje jak pfitomnost
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aktivovanych DC ve vzorku, tak moznost aktivace makrofag — Thl typ imunitni

odpovedi.
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Graf 1.: A) porovnani Cetnosti vyskytu povrchového markeru CD40 u bunék ze skupin Fresh -
cervena, Frozen 1 - modra a Frozen 2 - oranZova. B) porovnani ¢etnosti vyskytu markeru CD11c u
bunék ze skupin Fresh - ¢ervend, Frozen 1 - modra a Frozen 2 - oranZova.

Dalsimi z hodnocenych markert byly CD80 a CD86.Exprese téchto molekul,
znalicich pfitomnost aktivovanych DC, byla vyrazn€ nejvy$$i u bunck Ccerstvé
izolovanych.U vzorkli bun¢k zmrazenych byla exprese nizsi, u téchto vzorkti (Frozen 1
a Frozen 2) byly naméfeny téméf stejné hodnoty.
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Graf 2.: Porovnani povrchovych molekul CD80 (A) a CD86 (B) na vzorcich bunék ze skupiny Fresh
— Cervené, Frozen 1 — modi‘e, Frozen 2 — oranzové.

Molekuly MHC II maji na svém povrchu pouze bunky APC, molekuly MHC I maji

vSechny jaderné buiky v organismu. Nejvice bunék APC bylo podle naméfenych
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hodnot pfitomno ve vzorcich bun¢k Cerstvé izolovanych. Podle hodnot z pfedchozich

meéieni (markery CD80 CD86) se nejspiSe jedné o aktivované DC. Nejvétsi zastoupeni

MHC I molekul bylo naméteno také u bun¢k Fresh.

Normalizovano na pocet bunék

A)

100 __
80_:
BD_:
-'10_:

20 T

Normalizovano na pocet bunék

ﬂ-ﬂ—v—Immr'nmr‘—v—!—l-rrrq—!—!—rrrm'—!—!—rrm‘—!—l—!Trrrr
3 a 5 5
] 10 10 10 10
MHC I-eFluor450

B)

100 __
SD_:
BD_:
40_:

20 7

3 4 =
10 10 10 10
MHC II-PE-eFluor 610

Vyhodnoceni ziskanych dat ze spektralni cytometrie pomoci programu GraphPad

Hodnoty MFI (median fluorescence intensity), vyhodnocené programem FlowJo byly

pfeneseny do programu GraphPad a zndzornény pomoci krabicovych grafi. V téchto

grafech jsou zahrnuty naméfené hodnoty MFI pro vSechny vzorky (vzorky byly vzdy

v tripletech).

Prvnimi porovnavanymi markery byly molekuly CD11¢ a CD40. Signifikantni rozdil

v expresi CD11c byl pozorovan mezi buitkkami Fresh a Frozen 2. Vyznamny rozdil byl

zaznamenan také u exprese CD11lc mezi buiitkami Fresh a negativni kontrolou. Jako

statisticky signifikantni byl ur¢en 1 rozdil v expresi markeru CD40 mezi buiikami Fresh

a Frozen 2, také mezi Fresh a negativni kontrolou.
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Graf 4.:Porovnani vyskytu markeri CD11c (A) a CD40 (B) u vzorki bunék Fresh, Frozen 1 a
Frozen 2. (Hodnoty signifikance byly vypocitany statistickou metodou ANOVA s pouzitim Tukey
post-testu, kdy plati *p < 0.05, **p < 0.01).

Statisticka signifikance byla pozorovana pii porovnani exprese molekul CD80 a
CD86 mezi buitkami Fresh a Frozen. V obou ptipadech (CD80 a CD86) byly namé&feny
také vyrazné rozdilné hodnoty exprese mezi buiikami Fresh a negativni kontrolou.
Markery vypovidajici o pfitomnosti aktivovanych DC (CD80 a CD86) byly v nejvyssi
mife detekovany u bun¢k Fresh. U vzorkll Frozen 1,2 byla prokédzana mensi kapacita

aktivace DC. U bunék negativni kontroly, ktera nebyla pulsovdna antigenem, téméf

nedoslo k aktivaci DC.
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Graf 5.: Porovnani vyskytu markeri CD80 (A) a CD86 (B) u vzorkii bunék Fresh, Frozen 1 a
Frozen 2. (Hodnoty signifikance byly vypo¢itany statistickou metodou ANOVA s pouZitim Tukey
post-testu, kdy plati *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001).

Pii porovnavani vyskytu molekul MHC I byla zjiSténa signifikance mezi buiikami
Fresh a Frozen, jako vyznamny byl hodnocen také rozdil v expresi mezi butikami Fresh
a negativni kontrolou. Pii porovnani cetnosti molekuly MHC II u métfenych vzorkt
pozorujeme zdanlivé zvysSeni exprese u bunék Fresh, avSak tento rozdil oproti ostatnim

vzorkim nebyl hodnocen jako statisticky vyznamny.
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Graf 6.: Porovnani vyskytu povrchovych molekul MHC I (A) a MHC II (B) u vzorki bunék Fresh,
Frozen 1 a Frozen 2. ((Hodnoty signifikance byly vypo¢itany statistickou metodou ANOVA s
pouzitim Tukey post-testu, kdy plati *p < 0.05, **p <0.01, ***p < 0.001)
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4.2 Snimky z konfokalni mikroskopie

Snimky zobrazuji protilatkou znacené bun&cné casti, po 1,5 hod. pulzace antigenem.
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Na snimcich vyobrazujicich bunky ze vzorti Fresh, si mizeme vSimnout daleko
vétSiho zastoupeni vytvofenych endosomtl, nez v pfipadé¢ snimkli bunék Frozen. Na

obrazku 16. je vidét, ze jiz doslo k navazani antigenu na dendritickou burku.
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4.3 Diskuze

Po izolaci monocytl z femurG BALB/c mysi byla jejich diferenciace na DC v prostiedi
GM-CSF a IL-4 zhodnocena pomoci svételného mikroskopu. Rozlisné tvary
naznacovaly kromé& dendritickych buné¢k také pfitomnost nediferencovanych monocytt
a makrofagli. Exprese povrchovych molekul byla analyzovana pomoci spektralni
cytometrie. Pomoci markeri CD11c a MHC II byl potvrzen vyskyt DC ve vzorcich. Pri
meéieni Cetnosti jednotlivych povrchovych markert, byla zaznamenéana daleko vyssi
schopnost exprese CD40, CD80, CD86, MHC I 1 MHC II u bunék Cerstvé izolovanych.
Vyrazné vyssi produkce CD80 a CD86 u Cerstvé izolovanych bunék, dokazuje daleko
veétsi zastoupeni aktivovanych DC ve vzorku. Naméfené hodnoty exprese CD40
markeru vypovidaji o lep$i schopnosti vyvolani CD4" T lymfocytarni imunitni
odpovédi, vedouci k tvorbé protilatek, a to opét u bunék Cerstvé izolovanych.

Také zvysend produkce MHC I molekul u ¢erstvych bunek dokazuje daleko vyssi
kapacitu aktivovanych DC.

Ze snimkt z konfokalniho mikroskopu lze vyvodit, ze Cerstvé izolované DC jsou jiz
po hodin¢ a pil po pulzaci antigenem velice dobfe pfipraveny piitomny antigen
pojmout. To dokazuji hlavné velice dobie vyvinuté endosomy. Naproti tomu u DC
pochazejicich ze zmrazenych vzorkii pozorujeme daleko niz§i tvorbu casnych
endosomu. Lze tedy fici, Ze tyto buiiky nejsou piipraveny pfitomny antigen tak
efektivné procesovat. Vzhledem ktomu, Ze po ukonceni pulsace antigenem, byly
vzorky promyty v PBS, mizeme ptedpokladat, ze vizualizované antigenni konstrukty
jsou vzdy navazané na bunéénou membranu DC. Nenavazany antigen by byl s nejvétsi

pravdépodobnosti odmyt.
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5 ZAVER

Z namétenych vysledkd vyplyva, Ze zmrazené monocyty nejsou pro praci zaméfenou na
méteni povrchovych markerdt DC vhodné. U zmraZenych DC je vyrazné sniZena
schopnost exprese aktivacnich markert. DC diferencované ze zmraZenych
mononukledri, nejsou schopny vyvolat tak efektivni imunitni odpovéd jako DC
pochézejici z monocytl Cerstvé izolovanych. Bylo potvrzeno, Ze DC byly po setkani
s antigenem p24-liposom aktivovany. Otdzkou je, které konkrétni T-lymfocyty byly
schopny stimulovat? Pfinosné by bylo v budoucich experimentech porovnat zastoupeni
stimulovanych CD8+ a CD4+ T-lymfocyti (popf. jejich subpopulaci), po setkéni s takto
aktivovanymi DC.

Ze snimku z konfokalniho mikroskopu lze vyvodit, ze Cerstvé izolované DC jsou jiz
po hodin€ a pul po pulzaci antigenem velice dobie pfipraveny piitomny antigen
pojmout. U zmrazenych DC je schopnost tvofit endosom viditeln¢ redukovéna.
Z casovych divodt byly pomoci konfokéalni mikroskopie méfeny pouze vzorky po 1,5 h
pulzace. Pro detailnéjsi analyzu by bylo relevantni provést dalsi méfeni, znazornujici

chovani bun¢k po 2, 4 hodinéach pulzace.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

APC - Alofykocyanin

APC - Antigen presenting cell

CDR - Complementarity-determining regions

CLIP - Class II associated invariant peptide

DAPI - 4',6-diamidin-2-fenylindol

DC-SIGN - DC-specific intercellular adhesion molecule-3-grabbing non-integrin
EEA - Early endosome antigen 1

ER - Endoplasmic reticulum

ERAP 1 - Endoplasmic reticulum aminopeptidase 1
ERAP 2 - Endoplasmic reticulum aminopeptidase 1
FBS - Fetal bovine serum

FITC -Fluorescein isothiokyanat

Foxp3 - Forkhead Box P3

GM-CSF - Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor
HIV - Human Immunodeficiency Virus

ICAM - Intercellular adhesion molecule

Ig - Imunoglobulin

IL - Interleukin

INF-y - Interferon y

LFA-1 - lymphocyte function associated antigen 1
LPS - Lipopolysacharid

MHC - Major Histocompatibility komplex

MHC gp 1 - Major Histocompatibility komplex glykoprotein 1
NK - Natural killer

PBS — Phosphate buffered saline

PE - Fykoerythrin

PerCP - Peridinin-chlorofyl-protein

PMT - photomultiplier tube

RPMI - Roswell Park Memorial Institute

TAP - Transporter associated with antigen processing
TcR - T-cell receptor

TGF-B - Transforming growth factor
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TNF-a - Tumor necrosis factor o

TRIM21 - Tripartite Motif-containing protein 21
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