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Vypracovani literarni reSerSe na téma na popis MHC | prezentace antigenu,
struktura MHC 1 molekuly, jeji de novo syntéza i moznosti recyklace,
zptisoby predikce peptidi vazanych na MHC I molekulach

Vypracovani literarni reSerSe o struktute viru SARS-CoV-2, charakteristika
Spike proteinu

Exprese a purifikace sav¢ich proteint

Konjugace specifickych protilatek (anti MHC 1)

Imunoafinitni purifikace komplexu MHCI-peptid

Identifikace peptidii pomoci hmotnostni spektrometrie



1 UVOD

Obranyschopnost, nebo jinymi slovy imunitni systém, patii ke zakladnim vlastnostem
organismu. Obranyschopnost ma v kazdém organismu riizné podoby a rtizné vlastnosti.
Bude mit jiné vlastnosti u evolu¢né starSich organismi, kde jesté neni vyvinuta
adaptivni ¢ast imunitniho systému a jiné vlastnosti bude mit napt. u obratlovct, kde je
jiz adaptivni ¢ast imunitniho systému znama. U obou piipadii méa vSak imunitni systém
za ukol chranit organismus pied Skodlivymi vlivy vné&jSiho i1 vnitiniho prostiedi a
zachovat tak integritu organismu. Imunitni systém muizeme také rozdélit na humoralni a
bunécnou ¢ast. Humoralni ¢ast tvoii sekrece riznych molekul a sérovych proteint, mezi

néz fadime i komplement. Bunécna Cast se sklada z riznych typt bunék. Obé ¢asti tvori

nedilnou souc¢ést imunitniho systému a navzajem kooperuji.

U obratlovcil, kde se nachdzi vrozend a ziskana ¢ast imunitniho systému, musi byt
imunitni systém vybaven bunikami, které tvoii tzv. ptechod, nebo také spojnici, jenzZ tyto
dvé casti spojuje. Tento kol zastavaji antigen prezentujici bunky (APC). Do APC patii
makrofagy, ale pfedev§im dendritické buiikky (DC), které jsou povazovany za
nejucinnéjsi APC. Tyto bunky disponuji pfedevS§im funkci fagocytozy, kterd jim
dovoluje pohlcovat, rozkladat a nasledné spojovat casti rozlozeného antigenu s
molekulou hlavniho histokompatibilniho komplexu (MHC). Tyto rozlozené antigeny

spojené s MHC molekulou poté DC vystavuje na svém povrchu.

DC vyuzivaji 2 typy MHC molekul (MHC | a MHC II). Rozdil, zda bude antigen
vystaven na MHC I, nebo MHC II molekule spociva v ptvodu antigenu. Pokud dany
antigen je exogenniho ptiivodu napft. z bakterie, bude vystavovan na MHC II molekule,
zatimco pokud je antigen intracelularni (napf. somaticky nebo virového pivodu) bude
vystaven na MHC | molekule. Bylo vsak zjisténo, Zze ackoli je antigen exogenniho
puvodu, mize byt vystavovan na MHC I molekule. Tomuto jevu se fika zkiizena
antigenni prezentace a je dnes velice diskutovanym tématem, protoze umoziuje
aktivovat CD 8+ T lymfocyty. Ty se aktivuji pouze, kdyz je antigenovy fragment
vystavovan na MHC I molekule. KdyZ je antigenovy fragment vystavovan na MHC 11
molekule, aktivuje pomocné CD 4+ T lymfocyty, které nemaji cytotoxickou schopnost
jako CD 8+ T lymfocyty, a proto maji velice omezené Ucinky proti virem napadenym

buiikdm nebo rakovinotvornym bunkam. Z tohoto divodu se dnes upinaji pohledy



vyzkumu na vyvoj vakcin, které by uspésné aktivovaly oba typy T lymfocytd (Zachova
et al., 2016; Hoftejsi et al., 2017).

S ptichodem pandemie viru SARS-CoV-2 se vsak vyvoj vakcin stal vefejnosti velice
diskutovanym tématem. Nesmi se vSak zapominat, ze v minulosti vakciny zachranily
miliény zivotl. Jako kazdy novy objev byla hlavné v minulosti v§ak vakcinace vnimana
spiSe negativné¢ nez pozitivné. Bohuzel biologie a sni spojena imunologie neni
matematika, kde je vzdy jednoznaény vysledek, a proto vakcinace mize sebou také
piinaset bohuzel urcita rizika. Dokonaléd vakcina, ktera by byla bezpecna a bez vedlejsi
ucinkd, efektivni a snadno aplikovatelna, neexistuje. Nastésti dnesni véda je jiz na vyssi

urovni, nez byla véda V pfechozich stoletich a dne$ni vakciny jsou jiz daleko

vewr



2  SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Antigen prezentujici buinky

Antigen prezentujici buniky (APC) jsou bunky, které se vyznacuji hlavné schopnosti
fagocytozy. Do skupiny APC patii dendritické bunky, monocyty, makrofagy, ale také B
lymfocyty. Tyto bunky rozeznévaji antigen, pohlcuji a nasledn¢ informuji adaptivni ¢ast
imunitniho systému o mozné infekci. Mezi hlavni APC bunky se fadi dendritické bunky

(Hoftejsi et al., 2017).

2.1.1 Dendritické bunky

Dendritické buiiky (DC) patii mezi nejicinnéjsi buiiky patiici do skupiny APC, a proto
pfedstavuji hlavni spojujici ¢lanek mezi rychle reagujici vrozenou a antigenné
specifikou ¢asti imunitniho systému. Dendritické bunky miizeme v organismu najit ve
dvou formach, a to ve nezralé a zralé formé. Jestlize v organismu neni zadna infekce,
nezral¢ dendritické builky prubézné fagocytuji molekuly rozpusténé v tekutiné ci
odumfelé bunky zdravych tkani. Nasledné takové pohlcené molekuly zpracuji a
fragmenty téchto molekul vystavuji na svém povrchu v komplexu s MHC molekulami.
Specifické T lymfocyty nejsou nezralou dendritickou buiikou aktivovany. Bud’ jsou
utlumeny, nebo jsou z nich vytvoteny tzv. regula¢ni T lymfocyty, které¢ imunitni reakce
vuci takovému antigenu potlacuji, a proto jsou nezralé dendritické buniky dilezité pro
zachovani tolerance vici vlastni tkani. Jestlize dendriticka bunka rozezna podnét, ktery
reprezentuje nebezpeci pro organismus (buiiky, které zahynou nekrozou ¢i patogenni
mikroorganismus), aktivuje se a stava se z ni zrala dendriticka buiika. Mnohé struktury
jsou pro patogenni mikroorganismy typické, a proto je dendriticka buika dokaze
spravné rozpoznat. Tyto struktury jsou sdilené rliznymi mikroorganismy a jsou
nezbytné pro jejich Zivot. Nékdy tyto struktury byvaji oznaceny jako PAMP (pathogen
associated molecular pattern). Pfikladem PAMP mohou byt napt. lipopolysacharidy
nebo peptidoglykany. Zaroven i dendritické buniky umi rozeznat i nékteré molekuly,
které pochazeji zpoSkozenych bunck a tkani. Tyto molekuly byvaji souhrné
oznacovany jako DAMP (damage associated molecular pattern) a patii mezi né napf.
kyselina mocova, nukleové kyseliny nebo nékteré intracelularni proteiny. Pro tyto
charakteristické mikrobialni nebo endogenni komponenty maji dendritické bunky a také

jiné druhy leukocyti rizné druhy receptorti oznacovany jako PPR (pattern recognition



receptors). Mimotadné dulezité jsou TLR (toll-like receptor) receptory, které
rozeznavaji celou fadu molekul typické pro rtzné patogeny (lipopolysacharidy,
lipoproteiny, virové nukleové kyseliny). Dalsi vyznamnou skupinou jsou CLR (C-type
lectin receptors) receptory, které rozeznavaji sacharidy, jez jsou soucasti mikrobialnich
glykoproteinii a polysacharidii. Dale maji dendritické buniky napf. scavengerové
(,,uklizeci®) receptory, NLR (NOD-like receptors) receptory nebo RLR (RIG-I-like
receptors) receptory. Pii aktivaci dendritické buiiky se zméni jeji vlastnosti. Aktivované
dendritické¢ buiky jiz nedisponuji schopnosti pohlcovat ¢astice z okoli. Zaroven po
aktivaci se vyrazné zvysi exprese MHC molekul a také kostimulaénich molekul jako
napt. CD80, CD86. Zrala DC jiz dokéaze aktivovat naivni T lymfocyty (takové, jenz se
dosud nesetkaly s antigenem). DC ve zralém stadiu maji Zivotnost 2-3 dny a néasledné
hynou apoptozou. Proto je dilezité, aby byly zasoby DC neustale dopliiovany z kostni
diené (Hofejsi et al., 2017).

2.2 MHC molekuly

MHC (major histocompatibility complex) glykoproteiny 1. tfidy (MHC gp |, nebo jen
MHC I) se nachazeji na vSech jadernych bunkach v organismu, zatimco MHC
glykoproteiny II. tfidy (MHC II) za fyziologickych podminek pouze na bunkach, které
dokazi prezentovat antigen. Jako pfiklad miZeme uvést DC, makrofagy, monocyty ¢i B
lymfocyty. Lidé maji tii klasické izotypy MHC | molekul (HLA-A, -B, -C). Jako HLA
se oznacuji lidské MHC | molekuly (human leukocyte antigens). Mezi neklasické MHC
I molekuly néalezi HLA -E, -F a -G a rovnéz také molekuly ze skupiny CD1, které
striktné nejsou produkty MHC |, nicméné strukturné a funkéné maji k MHC |

glykoproteiniim velmi blizko (Hofejsi et al., 2017).

2.2.1 Struktura a funkce MHC | molekul

MHC | molekula (Obr. 1) se sklada z transmembranového fetézce o o molekulové
hmotnosti 45 kDa a s nim nekovalentné asociované¢ho 32-mikroglobulinu o molekulové
hmotnosti 12 kDa. V a fetézci lze rozlisit tfi domény. DvE N-terminélni al a a2. Tyto
domény vytvareni misto, na které se mohou vazat peptidy. Tieti doména (a3) a 52m
jsou podle struktury podobné imunoglobulinovym doménam, coz znamena, ze jSOU
tvofeny sekvenci okolo 110-120 aminokyselin a jejich struktura pfipomina stejné jako u

imunoglobulinovych domén jakysi soudek tvofeny smyckami polypeptidového fetézce

4



stabilizovany cystinovym mustkem. Zakladni funkci MHC 1 je vézat peptidové
fragmenty proteinil, které bunika produkuje. Nasledné tyto peptidové fragmenty v
komplexu s MHC | molekulou vystavuje na bunééném povrchu tak, aby byly rozeznany
T lymfocyty (diky jejich antigenné specifickym receptorim). Aby méla MHC |
molekula stabilni konformaci a mohla tak byt dlouhodobé exprimovana na bunééném
povrchu, musi na ni byt navdzand peptidovd molekula, kterd pochazi z proteini
produkovanych v bunce, a které byly urCeny k degradaci proteasomem pomoci tzv.
polyubikvitinylace. Na MHC | molekuly se nemusi vazat jen Cisté peptidy, nybrz také
chemicky modifikované peptidy (napt. glykoproteiny). Nekteré ,neklasické MHC |
molekuly, tj. napt. CD1 mohou vazat misto peptida lipidové molekuly, které nasledné
predkladaji T lymfocytim. Vétsina somatickych bunék na svém povrchu obsahuje az
nckolik desitek tisic MHC | molekul. Tento pocet je ovSem nizky oproti nékterym
leukocytim (hlavné APC), které maji tento pocet jesté fadoveé vyssi (Hofejsi et al.,

2017).

Peptid

Obrazek ¢€.1: Znazornéni struktury MHC I glykoproteinu ( podjednotkova struktura)

Prevzato a upraveno dle Hotejsi et al., 2017



2.2.2 ,Neklasické*“ MHC molekuly I. tridy

Mezi ,klasické* molekuly MHC 1 patii u ¢lovéka HLA -A, -B, -C (n€kdy také
nazyvané jako MHC gp Ia). Jako ,,neklasické MHC | (n¢kdy nazyvané MHC gp Ib)
patii u ¢lovéka molekuly s oznac¢enim HLA —E, -F, -G a n¢kdy také CD1 (diferenciacni
antigen). Kazdy z téchto membranovych glykoproteinii je strukturné blizky klasickym
MHC 1. Jsou poskladany z podobného transmembranového a fetézce a B2m. Tyto
molekuly se vyskytuji pouze jen na nékterych buiitkéch a vétSinou se zamétuji na vazbu
zvlastnich ligandl. Také nejsou tak polymorfni jako klasické MHC 1. HLA -G se
vyskytuje pouze na povrchu trofoblastl (¢asti placenty pochazejici z plodu) a vaze
Siroké spektrum peptidii. HLA —E se nachazi u mnoha typu bunék a vaze tzv. signalni
peptidy, které pochazeji z biosyntetickych prekurzord HLA —A, -B, -C a —G. Komplexy
HLA —E a —G s peptidy jsou rozpoznavany NK burnikami (natural killer cells — ptirozeni
zabijaci), které maji specialni inhibi¢ni receptory. Pomoci NK bunék tak pfispivaji k
toleranci plodu v déloze, ackoliv zasadni role NK bunék je spiSe v protinadorové a
protivirové imunité, protoze NK builkky nemaji jen inhibi¢ni receptory, nicméné také
aktivacni receptory. Molekuly CD1 nevazou peptidy, nybrz mikrobidlni glykolipidy,
ptipadné glykolipidy, které jsou organismu vlastni (Hotejsi 2017).

2.2.3 Vazba peptidu na MHC | a jejich prezentace

Vazebné misto pro peptidy u MHC I molekul (Obr. 2) je urceno pro peptidy o délce 8-
11 aminokyselin, protozZe tyto peptidy se do vazebné¢ho mista vejdou. Vazebné misto je
na obou koncich uzavieno, nicméné je mozné, aby se do tohoto mista navazaly také i
jinak velké peptidy napt. tzv. ,,vyboulenym zpisobem®. Dulezitou roli ma povaha
,kotvicich® aminokyselinovych zbytkl. Specifickd molekula MHC | vaze peptidy, které
maji zakladni spole¢né strukturni rysy, to znamena, Ze vykazuji urcity vazebny motiv.
Zpravidla je velmi dulezitd povaha jedné nebo dvou aminokyselin, jeZ se nachdzeji na
konci peptidii. Povaha ostatnich aminokyselin neni moc dilezitd nebo na tom nezalezi

vibec (Hofejsi et al., 2017).
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Obrazek ¢. 2: A: Vazba peptidi do vazebnych mist na MHC I. B : Vazba peptidd na MHC 1
,vyboulenym zplisobem® . Pfevzato a upraveno dle Hotejsi et al., 2017

Vystavovani komplexu MHC | / peptid na buné¢ném povrchu
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Obrazek ¢€.3: Schéma prezentace antigenu pomoci MHC I molekuly

Béhem biosyntézy MHC | molekul v endoplazmatickém retikulu (ER) dochazi k vazbé
peptidu, jez pochdzeji z proteini, které jsou produkované v bunce. Hned po vytvoieni

polypeptidového fetézce a a B2m (tj. po translaci mRNA) dochazi v lumen ER k
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poskladani do korektni prostorové konformace a vzajemné asociaci. Ve stejném Case
dochazi také k asociaci s nékterym peptidem, jehoz struktura vyhovuje vazebnym
narokim vazebného mista daného MHC 1. Vsechny komplexy MHC 1, jez jsou
uvolnény k dal$imu zpracovani v Golgiho aparatu, a Které se nasledné objevi na
povrchu burky, musi mit tfi slozky: a fetézec, 32m a peptid. Hlavnim zdrojem peptida
jsou intracelularni vétSinou somatické proteiny, které jsou degradovany v bunécné
cytoplazmé proteolytickym komplexem zvanym proteasom. Cytoplazmatické proteiny,
které byly oznaceny ubikvitinem, malym globularnim polypeptidem (proces zv.
polyubikvitinylace), jsou smétovany do proteasomu. Tato multikatalyticka jednotka
Stépi proteiny na malé peptidy. Toto Stépeni je soucasti pfirozeného metabolismu
buné&nych proteint a podléhaji mu, jak vSechny normalni somatické proteiny, tak i
proteiny pochazejici z intracelularnich virti nebo tumord. Peptidové fragmenty, jez byly
vytvofené pomoci proteasomu, jsou transportovany z  cytoplazmy do
endoplazmatického retikula (ER) pomoci specifickych membranovych pump, které se
skladaji z podjednotek nazyvanych TAP (Transportér spojeny se zpracovanim
antigenu). Vznikly komplex MHC I / peptid mifi pomoci vezikularniho transportu
z endoplazmatického retikula pfes Golgiho komplex na bunécény povrch, kde je
nasledné vystavovan a rozpozndvan receptory cytotoxickych CD8 + T lymfocytl. Tyto
T lymfocyty nasledné likviduji virem infikované, nebo nadorové buiky. Cely d¢j
graficky znazornén vyse (Obr. 3) (Cresswell et al., 1999; Zachova et al., 2016; Hotejsi
etal., 2017).

2.2.4 Vazba peptidii na MHC II a jejich prezentace

U molekul MHC II je vznik komplexu MHC II / peptid odlisny nezZ u MHC I molekuly.
Zaroven ma MHC II molekula jiné vazebné vlastnosti, nezZ MHC 1. U MHC I je
vazebné misto na obou koncich oteviené, a proto se do n€¢j mohou vazat peptidy delsi,
nez u MHC 1. Obvykla délka peptidu, které se vazi na MHC 11, je 15 — 35 aminokyselin.
Tato délka vSak neni limitujici a mohou se zde vazat i peptidy delsi, které na obou
koncich poté precnivaji. Peptidy se obvykle vazi zpiisobem, Ze lezi ve vazebném misté
V natazené konformaci, nicméné v nékterych piipadech jsou peptidy vazany také tzv.
,vyboulenym® zplisobem, kdy jsou ve vazebném misté uchyceny na koncich a jejich
stiedni ¢ast je ,,vyboulena® ven. U MHC Il molekuly v endoplazmatickém retikulu
dochazi ke spojeni o a B fetézclh s dalSim transmembranovym proteinem, ktery se

nazyva invariantni fetézec (Ii). Tento fetézec ma za kol blokovat vazebné misto
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peptidim, takze se do vazebného mista nemohou vazat peptidy podobné tém, které se
vazi na MHC 1 molekulu. Komplexy afli jsou vedeny do Golgiho aparatu, kde se
oddéluji a ve formé sekre¢nich vacka fuzuji s endosomy, které vznikly jako produkt
endocytozy proteinti zachycenych na povrchu APC. VéEtSinou se jedna o néjaky antigen
napf. mikrobidlni glykoprotein ¢i komplex antigen-protildtka. Predtim vSak jesSté
probiha faze endosomu s lysosomy. Lysosomy obsahuji hydrolasy, které nasledné $tépi
pohlcené antigeny a jiné biopolymery (proteiny) na peptidové fragmenty. Nasleduje
fize endosomu s transportnim vackem obsahujicim prekurzorové molekuly MHC II
(aBBli), ktery ptichazi z Golgiho aparatu. Po fuzi se i fetézec rozpadne a do uvolnéného
mista se navazou peptidové fragmenty vzniklé z endocytovanych antigenti (vétSinou
proteintt). Takto vznikly komplex MHC 11/ peptid je transportovan na bunény povrch
(Obr.4). Vystavené peptidové fragmenty poté interaguji s receptory CD 4 + T lymfocytu
(Desjardins et al., 1994; Trombetta, 2003, Zachova et al., 2016; Hotejsi et al., 2017).

Vystavovani komplexu MHC Il / peptid na
buné&ném povrchu

Endocytéza
antigenl

Cytoplazma

Transport na
Endocyticky bunéény povrch a
vacek (Stépeni) faze s plazmatickou

mebranou

Lysosom
Stépeni li, vazba peptida
na MHC Il

\ Post-Golgiho vacek /

Obrazek ¢.4: Schéma vzniku komplexu MHC Il s peptidy z pohlcenych proteinii a jejich
prezentace na bunééném povrchu



2.2.5 ZkiiZena antigenni prezentace (antigen cross presentation)

Experimentalné bylo zjisténo, Ze v ur€itych piipadech dochazi k vazb¢é exogennich
proteini na MHC | molekuly bunék prezentujicich antigen. Takovému d&ji se fika
,»zkfizend antigenni prezentace* (antigen cross presentation). Nekteré fagocytované
proteiny jsou transportovany z fagosomu do cytoplazmy a zde jsou pomoci proteasomu
rozlozeny na piislusné peptidy. Ty jsou standardnim zplisobem dopraveny do ER, kde
se vazou na MHC 1. Alternativé muze také dochazet k tomu, Ze v pozdnich fagosomech,
rovnou K navazovani téchto peptidi na MHC 1. Diky zkiizené antigenni prezentaci je
mozné, aby exogenni antigen byl rozpoznévan nikoli jen CD4 + T lymfocyty, ale také
CD8+ T lymfocyty. DileZité je podotknout, Ze touto schopnosti disponuji pouze nékteré
subpopulace dendritickych bunék a snejvyssi pravdépodobnosti také nékteré
subpopulace makrofagi (Hoftejsi et al., 2017; Bevan, 1976; Zachova et al., 2016).
V podstaté ma zktizena antigenni prezentace 3 zakladni kroky. Prvni krokem je
fragmentace antigenu na peptidy o urcité velikosti, ktera je nutna k tomu, aby se urcity
antigen vlezl do drazky nachéazejici se na MHC I molekule. Druhym podstatnym
krokem je navézani peptidu na MHC I molekulu. Posledni krok je transport tohoto
komplexu MHC I/peptid na bun&tny povrch. Jsou mozné dvé cesty, ve kterych muize
byt antigen fragmentovan a poté spojen s MHC | molekulou. V prvni cesté je antigen
pienesen z endosomu do cytosolu pomoci transportniho komplexu Sec61 a nasledné
cilen do proteasomu. Poté nésleduje podobny mechanismus jako v ptipadé¢ MHC I
prezentace (cytosolova cesta). Druhou cestou, jakou mlZe byt antigen fragmentovan a
nasledné spojen s MHC I molekulou, je tzv. vakuoldrni cesta. V této cesté je antigen
fragmentovan uvnitt fagocytujicich vacka a zde také spojen s recyklujici se MHC I
molekulou. Nasleduje transport na bunéény povrch. Komplex MHC 1/ peptid v této
cest¢ neni vystaven prostfedi cytosolu. Bylo vSak zjiSténo, Ze u zkiizené antigenni
prezentace se cytosolovy antigen muze vratit zpét do endosomu k MHC | prezentaci
(Gromme et al.,, 1999). V nasledujicich kapitolach jsou popsany jednotlivé cesty

zkiizené antigenni prezentace s pouzitim cytosolové a vakuolarni cesty.
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2.2.6 Cesta zkrizené antigenni prezentace (Cytosolova cesta)

2.2.6.1 Cesta z endosomu do cytosolu

Endosom-cytosolova cesta (Obr. 5) byla popsana jiz pied vice jak 20 lety jako cesta
navozujici imunitni odpovéd” CD8+ T lymfocytl. Tato cesta je nezavisla na lysosomu,
nicméné¢ je kni potfeba proteasom. Na zacatku je exogenni antigen pohlcen
dendritickou buitkkou. Vytvofi se tzv. endocytické vacky, které fazuji s brzkym
endosomem. Poté antigen opousti brzky endosom pomoci transportniho komplexu
Sec61. Nasleduje fragmentace antigenu proteasomem na kratké peptidy, které posléze
putuji do lumen ER pomoci TAP transportéri jako v piipadé klasické MHC 1
prezentace. Uvnitt endoplazmatického retikula se vytvari komplex MHC I/ peptid, ktery
opousti ER a putuje skrz Golgiho komplex na bunécny povrch. (Kovacsovics-
Bankowski & Rock, 1995; Guermonprez et al., 2003; Ichiyanagi et al., 2010; Singh &
Cresswell, 2010; Imai et al., 2011; Mukai et al., 2011; Zachova et al., 2016).

Vystavovani komplexu MHC | / peptid na buné¢ném povrchu
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Obrazek ¢.5: Schéma zktizené antigenni prezentace: Cesta z endosomu do cytosolu
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2.2.6.2 Cesta z endosomu do cytosolu a zpét do endosomu

Jak uz znazvu vyplyva, tato cesta ma spole¢ny zacatek, jako cesta z endosomu do
cytosolu, nicméné pii této cesté dochazi k tzv. retrogradnimu kroku, kdy se nasStépené
fragmenty antigenti zpétné vraci do endosomu (Obr. 6). Na zacatku je exogenni antigen
pohlcen dendritickou bunkou jako v pfedchozim ptipad¢. Néasleduje vytvofeni
endocytickych vacku, které fuzuji s brzkym endosomem. Poté antigen opousti brzky
endosom pomoci transportniho komplexu Sec61 a vstupuje do proteasomu.
Fragmentovany antigen V tomto piipadé¢ smétuje zpatky k brzkému endosomu, ktery
obsahuje veskeré proteiny nutné k Gispésnému navazani peptidu na MHC I (napt. TAP,
tapasin, chaperony ER calnexin a calreticulin, ERP57, MHC 1). Tyto proteiny
pficestovaly do brzkého endosomu z endoplazmatického retikula v podobé vacki.
Uvnité brzkého endosomu Se spoji peptidy zantigenu s MHC | molekulou a po
nasledném transportu jsou vystavovany na buné¢ném povrchu. (Ackerman et al., 2003;
Guermonprez et al., 2003; Houde et al., 2003; Zachova et al., 2016).

Vystavovani komplexu MHC | / peptid na bunééném povrchu
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Obrazek ¢.6: Schéma zkiiZzené antigenni prezentace: Cesta z endosomu do cytosolu a zpét do
endosomu
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2.2.6.3 ZkriZena antigenni prezentace-Vakuolarni cesta

Vakuolarni cesta zkiizené antigenni prezentace (Obr. 7) vyuziva jinych moznosti nez
pfedchozi cesty zkiizené antigenni prezentace. Vakuoldrni cesta neni citlivd na
inhibitory proteasomu a TAP pfenaSe¢li, protoze tato cesta proteasom ani TAP
pfenaseCe nevyuziva. Nicméné je velmi citliva na inhibitory cysteinovych proteas
(Leupeptin, E64, ZFA-FMK). Zaroven se nevyskytuje u dendritickych bunék, které jsou
deficientni na Cathepsin S. Na za¢atku je antigen pohlcen dendritickou bunikou. Po
pohlceni jsou vytvofené vacky s antigenem spojeny s brzkym endosomem. Proteasa
Cathepsin S, ktera je pfitomna v brzkém endosomu, §té€pi antigen na peptidy. V piipadé
vakuolarni cesty se vyuziva recyklace MHC | molekuly a ta ptichazi z bunééného
povrchu a fazuje s brzkym endosomem. Poté vznika komplex MHC |/ peptid. Nakonec
komplex MHC I/peptid opousti brzky endosom a putuje k bunénému povrchu.
(Campbell et al., 2000; Gromme et al., 1999; Shen et al., 2004; Pillay et al., 2002;
Schirmbeck et al., 1995; Zachova et al., 2016).
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Obrazek ¢€.7: Schéma zkiizené antigenni prezentace: Vakuolarni cesta
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2.2.6.4 ZKkrizena

komunikace

antigenni  prezentace pomoci mezibunééné

Bylo objeveno, ze pomoci mezibunééné komunikace mize také dochéazet ke zkiizené
antigenni prezentaci (Obr. 8), protoZze mezibuneéna komunikace umoziuje vyménu
molekul mezi bunikami. Tunely, které zprostfedkovavaji mezibunéénou komunikaci,
jsou vysoce uspotradané struktury, které jsou slozené z konnexinu (napi. Cx43).
Hexamery tvofené konnexinem se nazyvaji konnexony. Pomoci tunelt tvotfenych Cx43
je mozné ptesouvat pouze molekuly o velikosti do 1800 Da, coz odpovida peptidim ne
vétSim jak 10 aminokyselin. Peptidy ziskané ze sousedni buiiky, tak mohou byt
prezentovany na MHC I u APC a zéroveit mohou podléhat zktizené antigenni prezentaci
u DC. Mala molekula napt. peptid se piesune do cytosolu sousedni bunky diky tunelu
skladajiciho se z Cx43. Poté je peptid premistén do ER diky TAP pienaSece. Uvniti ER
se vytvoii komplex MHC I/peptid, ktery nasledn€ opousti ER a cili na bunéény povrch.
(Handel et al., 2007; Mendoza-Naranjo et al., 2007; Neijssen et al., 2005; Pang et al.,
2009; Zachova et al., 2016).

Vystavovani komplexu MHC | / peptid na buné¢ném povrchu
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Obrazek ¢€.8: Schéma zkiizené antigenni prezentace pomoci mezibunééné komunikace
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2.3 Koronaviry

Koronaviry jsou obalené RNA viry, které zptisobuji akutni i pfetrvavajici infekce u lidi,
ostatnich savcii a ptaki. Jejich nejvice vyznamnym spolecnym rysem, jenz byl odhalen
elektronovou mikroskopii, jsou Siroce rozmisténé hroty ve tvaru palice, které vy¢nivaji
z povrchu virionu. Tyto hroty jsou morfologicky odlisné, nez jaké maji napt. ortoviry
nebo paramyxoviry. Nazev této skupiny vznikl diky témto hrotiim, protoze maji jakousi
»svatozai“, ktera dava virové castici vzhled slunecni korony. Koronaviry jsou studovany
jiz vice jak 40 let, protoZe zpusobuji nejen respiracni infekce u lidi, ale také vyznamné
ekonomické Skody v podobé zplisobeni nemoci u doméacich zvifat. Virové castice
koronavird jsou viceméné sférického charakteru a vykazuji mirny stupen pleomorfismu.
Nukleokapsidy koronaviri maji spiralovité symetricky tvar. Koronaviry patii do
podceledi Orthocoronavirinae (¢eled” Coronaviridae), ktera patii do fadu Nidovirales.
Tato podceled’ se dale déli na alfa, beta, gama a delta koronaviry. Alfa a beta koronaviry
infikuji pouze savce, zatimco gama a delta koronaviry infikuji pfevazné ptaky. Novée

objeveny virus s nazvem SARS-CoV-2 (Obr. 9) (Severe acute respiratory syndrome-

related coronavirus-2) patii do rodu betakoronavird (Woo et al., 2012; Knipe et al.,
2013; Cui et al., 2019; Zhu et al., 2020 a).

Obrazek ¢. 9: Snimek virionti SARS-CoV-2 potizen pomoci elektronového mikroskopu. Sipka
ukazuje na jeden virion. Pfevzato a upraveno dle Valencia, 2020. Snimek byl pofizen
Narodnim institutem pro alergie a infekéni nemoci (NIAID) Rocky Mountains Laboratories
(RML), Narodni institut zdravi Spojenych stati (NIH)
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2.3.1 Virus SARS-CoV-2 a jeho struktura

Virus s nazvem SARS-CoV-2, n¢kdy také nazyvan jako Wuchansky virus nebo
COVID-19, je nedavno objeveny novy kmen lidského koronaviru, jenz je pivodcem
respiracniho onemocnéni. Tento virus patii do rodu betakoronaviri. SARS-CoV-2 ma
genomovou strukturu typickou pro vétSinu koronaviri. Jako u vétSiny koronavirit 2/3
jeho genomické hmoty koduje 16 nestrukturnich proteina (nsps) spojenych s transkripci
a replikaci genomu. Zbyvajici 1/3 genomu koéduje 4 zékladni strukturni proteiny:
Hrotovy tzv. Spike (S), Obalovy (O), Nukleokapsidovy (N), Membranovy (M) a také
dalsi strukturni a dopliikové proteiny (Obr. 10). Spike protein je dulezity pfi navazani
viru na buné&né receptory hostitelské bunky. Spike protein je také cil od protilatek
vytvofenych imunitnim systémem. Membranovy protein je dilezity pro udrzeni tvaru a
struktury viriondi. Obalovy protein je spojen s uvoliiovanim replikovaného viru a jeho
sestavenim v hostitelskych buiikdch. Prvni nakaZeni pacienti s timto virem byli
hospitalizovani na konci prosince roku 2019 v ¢inském Wuchanu. Po analyzach vzorku
ziskanych od infikovanych jedincti bylo nasledné zjisténo, Ze se jednd o novy kmen
koronaviru, ktery byl nasledné¢ pojmenovan jako SARS-CoV-2. Kompletni virovy
genom byl ziskan v lednu 2020 pomoci modernich metod meta-transkriptomického

sekvencovani (Zhang & Holmes, 2020).

Membranovy
QSLV‘ pp glykoprotein (M)
e 9

Spike
protein (S) :
RNA
Obalovy £ £
protein (O) ! ? w2 %
5 /b — | Nukleokapsidovy
Y., protein (N)

U Receptor ACE2

Obrazek ¢. 10: Kreslena ilustrace struktury koronaviru a virového receptoru ACE2 na povrchu
hostitelské buriky. Pfevzato a upraveno dle Du et al., 2009; Liu et al., 2020
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Bylo dokazéano, ze virus SARS-CoV-2 je nakazlivéjsi nez jeho blizci predchiidci
SARS-CoV-2 (Severe acute respiratory syndrome-related coronavirus) a MERS-CoV
(Middle East Respiratory Syndrome Coronavirus), kteii také zpusobuji respiracni
onemocnéni. Ackoliv se muze zdat, ze mensi smrtnost viru SARS-CoV-2, ktera se
pohybuje okolo 3 %, pfinese i mensi pocet obéti, tak je to jen zdanliva predstava.
Ackoliv mad SARS-CoV smrtnost okolo 10 % a MERS dokonce okolo 30 % - 40 %, tak
ani jedna z téchto dvou variant nezptisobila takovy pocet obéti jako SARS-CoV-2, ktery
se praveé diky své lepsi nakazlivosti dokazal rozsifit velice rychle a nakazit obrovské
mnozstvi lidi (Gralinski et al., 2018; Tahir ul Qamar et al., 2019; Wang & Alexander,
sekrety, kapickami a pfimym kontaktem s nakazenym. Virus vyuzivé jako vstup Usta a
nos. Nasledn¢ infikuje hostitelské buiiky v dychacim sytému (Kutter et al., 2018; Cui et
al., 2019; Paules et al., 2020; Lu et al., 2020). Je také moznost, ze ¢lovék se muze
nakazit pouze dotykem pfedmétu ¢i né&jakého povrchu, kde se virus nachazi a
naslednym dotykem ust, o¢i ¢i nosu. Proto se jako prevence doporucuje Casté myti
rukou mydlem nebo dezinfekei na bazi alkoholu. K infekei hostitelské bunky potiebuje
virus vstoupit do buiiky a nasledné vyuZziva proteosynteticky aparat hostitelské bunky ke

svému mnozeni. (Wrapp et al., 2020).

2.3.2 Spike protein

Spike protein (Obr. 11) (n¢kdy také oznacovany jako S protein) je transmembranovy
glykoprotein, ktery ma molekulovou hmotnost okolo 150 kDa. Tento protein se nachazi
na vnéjsi ¢asti viru. S protein je homotrimer skladajici se ze tii monomera (fetézec A, B
a C), které vyc¢nivaji na povrchu viru a umoziuji tak vazbu na hostitelské bunky pies
angiotenzin-konvertujici enzym II (ACE2), jez je exprimovany hlavné v burikach
dolnich dychacich cest. Tento enzym miizeme také najit u bunck dalSich télesnych
organt jako napft. srdce, ledviny nebo stfeva, z ¢ehoz lze predpokladat, Ze virus miize
infikovat vice t€lesnych organti (Donoghue et al., 2000; Zhang et al., 2020; Zhao et al.,
2020 a; Mallapaty, 2020; Wrapp et al., 2020; Kalathiya et al., 2020).
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ACE2

Retézec A

Obrazek ¢. 11: Zakladni schéma homotrimeru Spike proteinu viru SARS-CoV-2. Pievzato a
upraveno dle Kalathiya et al., 2020

Kazdy monomer Spike proteinu ma dv¢ hlavni §t€pna mista (Obr. 12), a to misto
s ozna¢enim S1/S2, které oddéluje podjednotku S1 od podjednotky S2 a druhé hlavni
Stépné misto S2°, které se nachazi v ramci podjednotky S2 (Belouzard et al., 2009;
Madu et al., 2009; Takeda, 2021). Kazdy monomer tak zahrnuje dvé funkéni
podjednotky.

Prvni podjednotka s oznacenim S1 je odpovédna za vazbu k receptoru hostitelské
buniky. Podjednotka S1 obsahuje N-terminalni doménu (NTD) a receptor vazajici
doménu (RBD) (Li, 2016). Jak jiz nazev napovida, za vazbu na ACE2 je zodpoveédna
pravé RBD doména. Dilezité je zminit, Ze NTD se také mizZe vazat u urcitych druht
koronaviri na proteinové receptory, takZe u nckterych koronaviri se mohou obé¢
domény podilet na vazbé Spike proteinu na bunku (Wang et al., 2021 b). Distalni S1
podjednotka také ptispiva ke stabilizaci prefizniho stavu membranové ukotvené
podjednotky S2, ktera obsahuje fuzni aparat (Walls et al., 2016 a, b; Kirchdoerfer et al.,
2016; Gui et al., 2017; Pallesen et al., 2017; Yuan et al., 2017; Song et al., 2018)

Druhd podjednotka s oznacenim S2 je odpovédna za fuzi virové a bunétné
membrany (Bosch et al., 2003; Burkard et al., 2014; Kirchdoerfer et al., 2016; Walls et
al., 2016 a; Tortorici & Veesler, 2019). U vsech koronavirt je dale Spike protein $té€pen
hostitelskymi proteasami (Madu et al., 2009; Millet & Whittaker, 2015). Toto Stépeni

umoznuje aktivaci proteinu pro membranovou fizi prostfednictvim rozsdhlych
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konformac¢nich zmén (Belouzard et al., 2009; Heald-Sargent & Gallagher, 2012; Millet
& Whittaker, 2014; Millet & Whittaker, 2015; Park et al., 2016; Walls et al., 2017).
Vstup koronaviru do bunék je slozity proces, ktery vyzaduje spole¢ny postup navazani
receptoru a proteolytického zpracovani Spike proteinu k podpoie flize virus-burika
(Walls et al., 2020). V zavislosti na druhu viru pouzivaji jednotlivé Koronaviry rizné
domény v ramci podjednotky S1 k rozpoznani piipojovacich a vstupnich receptort

(Vlasak et al., 1988; Hulswit et al., 2019).

Vzhledem ke skute¢nosti, Ze koronavirovy Spike protein je exponovany na povrchu
virionu a zprostiedkovava vstup do hostitelskych bunék, je hlavnim cilem
neutralizacnich protiladtek pfi nastalé infekci. Zaroven je to hlavni zaméfeni designu
vakcin, které vyviji farmaceutické spole¢nosti (Walls et al., 2020). Spike protein viru
SARS-CoV-2 ma ze 76 % stejnou aminokyselinovou sekvenci jako SARS-CoV.
Nejvétsi podobnost Spike protein SARS-CoV-2 ma vsak s netopyfim koronavirem s
ozna¢enim SARSr-CoV RaTG13. Shoda v aminokyselinové sekvenci Spike proteinu je
u téchto dvou virta 97 % (Ge et al., 2013; Yang et al., 2015; Walls et al., 2020). Afinita
viru SARS-CoV-2 k lidskému ACE2 (hACE2) je srovnatelna s virem SARS-CoV, ktery
zpusobil epidemii v roce 2003 (Walls et al., 2020).

Jednim z hlavnich rysi proteinu viru SARS-CoV-2 je pfitomnost tzv. suboptimalniho
furinového $t€pného motivu (FCM) (682-RRAR|S-686; Sipka dold znamena $tépné
misto - znazornéno na obrazku ¢. 13) u mista S1/S2 vloZenim unikatni sekvence 4
aminokyselin (681-PRRA-684). Tato sekvence neni ptitomna u viru SARS-CoV, ktery
se poprvé objevil mezi lety 2002-2003 ani u netopyiiho viru s ozna¢enim RaTG13,

M Ace

ktery je relativné ,,nejblize” viru SARS-CoV-2 ani u jinych dnes znamych netopyftich
koronaviri (Andersen et al., 2020). Tento charakteristicky rys je jednim ze zaklada pro
nevédecky argument, Ze vir SARS-CoV-2 miZe byt uméle vytvofen v laboratofi.
K tomuto typu inzerce v8ak miize také dojit béhem ptirozené evoluce koronavird (Zhou

et al., 2020; Wu & Zhao, 2021; Takeda, 2021).
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Obrazek ¢.12: Spike protein viru SARS-CoV-2 je typ transmembranového proteinu,
skladajiciho se z S1 and S2 podjednotky s celkovou délkou 1273 aminokyselin. NTD
(N-termalni doména) (14-303), RBD (Receptor vazajici doména) (319-541), FP (Fuzni peptid)
(816-854), HR1 (Sedmiclenné opakujici se oblasti 1) (942-990), HR2 (Sedmiclenné opakujici se
oblasti 2) (1163-1202), TMD (Transmembranova doména) (1214-1234), Stépici misto S1/S2
(685/686) je vyznafeno magentovymi nizkami a $tépici misto S2° (815/816) je vyznaceno
zelenymi ntizkami. Pfevzato a upraveno dle Takeda 2021

SARS-CoV-2 S TQTNSPRRAR A
Alpha variant S TQTNSHRRARJIERE.
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Obrazek ¢€.13: Aminokyselinova sekvence Stépiciho mista S1/S2 u SARS-CoV-2 a relativné
pribuznych koronavirt. Magentové nlizky znac¢i S1/S2 §tépici misto. V modrych rameccich jsou
znazornény zakladni argininové zbytky. Aminokyseliny jsou vyobrazeny jako jednotlivé znaky
a pomlcky znazoriuji mezery v sekvenci. Pfevzato a upraveno dle Takeda 2021
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2.3.3 Odolnost proti SARS-CoV-2 podle krevni skupiny

Onemocnéni Covid-19 vykazuje velice rozsadhlou skalu zavaznosti. Siln¢ to naznacuje,
ze prubéh nemoci a zaroven velikost zadvaznosti onemocnéni souvisi s hostitelskymi
faktory. Je velmi pravdépodobné, ze ziskané komordity jako je napt. vek, obezita,
koufeni, apod. souvisi s klinickou zavaznosti Covid-19. Dilezité je podotknout, Ze je
vysoce pravdépodobné, ze s tim mohou také souviset genetické faktory hostitele.
Nedavno bylo zjisténo, ze typ krevni skupiny je silné statisticky spojen nejen s moznosti
se nakazit, nybrz také s pribéhem a prezitim infekce SARS-CoV-2 (Zhao et al., 2020
b). Studie naznacuji, Ze krevni skupina A je spojena s vysSim rizikem infekce, zatimco
krevni skupina 0 méla toto riziko nizsi (Li et al., 2020). Tato proménliva nachylnost
muze byt podle hypotézy spojend s cirkulujicimi anti-A protilatkami, které by mohly
interferovat nebo dokonce inhibovat proces adheze mezi butikou a virem. Pfi studii se
porovnaval podil jedinct, kteti méli protilatky anti-A v jejich séru (tj. krevni skupina 0
a B) a jedinc, ktefi tyto protilatky neméli (tj. krevni skupina A a AB). Zjistilo se, Ze
jedinci, kteti méli protildtky anti-A byli vyznamné méné zastoupeni ve skupiné
pozitivnich na Covid-19, nez jedinci, ktefi neméli protilatky anti-A. Pti studiu protilatek
anti-B nebyl pozorovan zadny signifikantni rozdil. Béhem experimentu byl také
pozorovan rozdil mezi protilatkami anti-A u krevni skupiny 0 a krevni skupiny B. Zda
se, Ze protilatky anti-A u krevni skupiny 0 maji vétsi protektivni G€inek nez u skupiny B
(Gérard et al., 2020). Je to pravdépodobné zpusobené faktem, Ze ptevladajici isotyp
imunoglobulinu anti-A v séru krevni skupiny B je pfedevs§im IgM, zatimco u krevni

skupiny 0 je pievladajici isotyp IgG (Fung et al., 2014).

Na zavér lze fici, Ze pfitomnost protilatek anti-A v séru konkrétné IgG je faktor,
ktery muze pii boji s infekci Covid-19 zastavat vyznamnou roli. Dilezité je vSak zminit,
7e toto pozorovani je jesté daleko od potvrzeni jednotlivych zavéri. Kazdopadné by toto
sledovani mohlo pomoci najit nové piistupy, které by mohly byt uZite¢né pti sledovani

ptipadné Iéceni nemoci SARS-Covid-2 (Gérard et al., 2020).
2.3.4 Jednotlivé vakciny proti SARS-CoV-2

Je tomu uz vice nez 200 let, kdy Edward Jenner provedl symbolické ockovani
osmiletého chlapece hnisem ziskanym od doji¢ky, kterd byla infikovand kravskymi
nestovicemi. Vysledek tohoto experimentu se zapsal opravdu uspé$né do historie

mediciny. Tradi¢ni vakciny zalozené na inaktivovaném nebo oslabeném patogenu, které
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jsou u¢inné proti mnoha onemocnénim, pomalu zacinaji vyklizet prostor pro mnohem
vice sofistikované technologie vyvoje jednotlivych vakcin. Tyto technologie umoznuji

nové strategie designu vakcin (Plotkin, 2014; Kyriakidis et al., 2021).

Vzdy je vSak mit na paméti, ze jsou tady dva hlavni cile, jenzZ by méla jakakoliv
vakcina spliovat. V prvé fadé je to bezpecnost vakciny, kterda musi byt splnéna a
druhym podstatnym cilem je G¢innost vakciny, tzn aby se po jejim podani vytvofila
dostatecn¢ silna a dlouhodobd imunitni ochrana vici sledovanému patogenu. VétSina
schvalenych vakcin je zaméfena na indukci neutralizacnich protilatek vici cilovému
patogenu. Podani vakciny je tedy snaha o vytvofeni takového stavu, kdy by infekce
jedince byla zcela potlac¢ena a vzniku onemocneni ¢i jejimu pfenosu na dal$i jedince by
bylo zcela zabranéno (Dutta et al., 2016; Kyriakidis et al., 2021). V ptipadé onemocneni
SARS-CoV-2 vzniklo mnoho druhil vakein, které jsou zaloZzené na riznych strategiich.
Inaktivované vakciny (Obr. 14) proti SARS-CoV-2 jsou vyrabény péstovanim SARS-
CoV-2 na bunécné kultuie. Nasleduje chemicka inaktivace viru (Gao et al., 2020; Wang
et al., 2020). Tyto vakciny lze vyrabét pomérné snadno. Jejich vynos je vSak omezen
produktivitou viru v bunééné kultufe a pozadavkiim na zazizeni, kde se vakcina vyrabi.
Prostory musi byt na urovni biologické ochrany 3 (Gao et al., 2020). Tyto vakciny se
vétSinou podavaji intramuskuldrné a mohou obsahovat hydroxid hlinity nebo dalsi jina
adjuvancia (Krammer, 2020). Strategii inaktivovanych vakcin vyuzily ¢inské

spolecnosti Sinovac se svou vakcinou s nazvem CoronaVac a spolecnost Sinopharm.

Dalsi strategii, ktera byla vyuzita, je zaloZena na virovych vektorovych vakcinach.
Takové vakciny jsou obvykle zaloZeny na jiném viru, ktery se pouziva jako vektor (Obr.
15). Takovy vektor je vyvinut tak, aby pfi vniknuti do bunék, ptinutil hostitelské buniky
exprimovat Spike protein, na ktery poté reaguje imunitni systém. Vektorovy virus vSak
neni schopen se dale mnozit. VéEtSinou jako vektor se u téchto vakein pouzivaji
adenoviry. Vyhodou téchto vakcin je, ze se nemusi pracovat s Zivym virem a zaroven je
mozno vyuzit jiz vyzkouSeny vektorovy virus, ktery se pouziva i u jinych vakcin.
Nevyhodou téchto vakcin je, Ze vektory mohou byt potlaeny jiZ existujici imunitou
proti t¢tmto vektorim. Mezi nejznamnéj$i vakciny zaloZzené na tomto principu patii
ruska vakcina Sputnik V nebo vakcina vytvofena spole¢nosti AstraZeneca (Mercado et

al., 2020; Krammer, 2020; Zhu et al., 2020 b).

Poslednim zde uvedenym typem vakcin a zaroven velmi vetejnosti diskutovanym

typem jsou RNA vakciny (Obr.16). RNA vakciny jsou relativné nedavno objevena
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strategie, jak imunizovat organismus. V této strategii se misto samotného antigenu
pouziva jeho genetickd informace a v bunkach ockovaného jedince se nasledné tento
antigen vytvoii. Maze byt pouzita mRNA nebo samoreplikujci se RNA. V piipadé
mRNA je v8ak zapotiebi vyssi davky nez u samoreplikujici RNA (Vogel et al., 2018).
RNA se vétsinou do bun¢k dostane prostiednictvim lipidovych nanocastic (Corbett et
al., 2020). Vyhodou tohoto druhu vakciny je, Ze se muze kompletné vyrobit in vitro a
jeji priprava je oproti jinym druhtim vakcin velice rychla. Zaroven takové nepotiebuje
zadné adjuvans. Nevyhodou je, ze je tato technologie pomérné nova a neni jesté zcela
jasné, jaké se mohou jest¢ vyskytnout komplikace, tak jako pii uziti kazdé nové
technologie nebo nového technologického postupu. Dosud asi nejvétsi nevyhodou bylo
skladovéni tohoto druhu vakciny, které musi byt za velice nizkych teplot, kterych diive
bézné chladici systémy nebyly schopny docilit. Mezi nejznamnéjsi spolecnosti, které
vyvinuly tento druh vakciny proti SARS-CoV-2, patii Moderna nebo Pfizer. Na zaveér
této kapitoly je potieba zminit, ze tohle nejsou vSehny ockovaci strategie, které existuji,
protoze existuji jesté dalsi druhy vakcin jako napt. vakciny zaloZené na rekobinantnich

proteinech tfeba od spole¢nosti Novavax (Krammer, 2020).

Obrazek ¢.14: Inaktivované vakciny obsahuji cely virus SARC-CoV-2, ktery se péstuje v
bunécnych kulturach a nasledné chemicky inaktivuje. Pievzato a upraveno dle Krammer, 2020.
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Obrazek ¢. 15: Vektorova vakcina, ktera vyuziva jiného viru jako vektoru. Pfevzato a upraveno
dle Krammer, 2020.
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Obrazek ¢. 16: RNA vakciny se skladaji z RNA, ktera koduje spike protein a tato RNA je
zabalena v lipidovych nanocasticich. Pfevzato a upraveno dle Krammer, 2020.
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2.4 HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE

Hmotnostni spektrometrie patii diky svym vynikajicim vlastnostem mezi jednu z
nejlepsSich analytickych metod. Nepiekonatelna citlivost, rychlost, detekéni limity a
rozmanitost aplikaci fadi hmotnosti spektrometrii na vynikajici pozici mezi analytické
metody. V analytické chemii jsou vét§inou nejnovejsi aplikace zaméfené na biochemii.
Hmotnostni spektrometrie se miize v biochemii vyuzivat na studium napt. metabolomu,

proteomu nebo metabolismu (De Hoffmann & Stroobant, 2007).

Hmotnostni spektrometrie dosahla v posledni dobé velkého zlepSeni. Tento pokrok
piinesl do hmotnostni spektrometrie nové nastroje. Principem hmotnosti spektrometrie
je ionizace neboli tvorba iontti. Prvnim krokem analyzy sloucenin pomoci hmotnosti
spektrometrie je tvorba iontll Vv plynné fazi napf. pomoci elektronové ionizace (De

Hoffmann & Stroobant, 2007).

Vytvoiené ionty jsou separovany v hmotnostnim spektrometru podle jejich poméru
hmotnosti k naboji. Nasledné jsou ionty detekovany. Podle toho se vytvoii hmotnostni
spektrum dané molekuly. Hmotnostni spektrum mize byt prezentovano jako tabulka
nebo jako sloupcovy graf. X osa v grafu hmotnostniho spektra zndzorfiuje pomér
hmotnosti k naboji urcitého iontu a znaci se m/z. Y osa v grafu znazornuje pocet iontd
nebo jejich relativni intenzitu. Nejintenzivngjsi vrchol v grafu se nazyva zakladni vrchol
a je mu pfifazena relativni intenzita 100 %. Intenzity vSech ostatnich vrcholi jsou
uvedeny jako umérné hodnoty, to znamena jako procenta zdkladniho piku. Ionty
poskytuji informace o povaze a struktufe jejich prekurzorové molekuly. Hmotnostni
spektrometr (Obr. 17) vzdy obsahuje: vstup pro zavedeni slouceniny, ktera se analyzuje,
ioniza¢ni zdroj k produkci iontl ze vzorku, jeden nebo vice hmotnostnich analyzatort k
oddéleni rtiznych iontd, detektor, ktery ,,po¢ita™ ionty a nakonec systém zpracovani dat,

jez produkuje hmotnostni spektrum (De Hoffmann & Stroobant, 2007).
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Obrazek ¢. 17: Zakladni schéma hmotnostniho spektrometru

2.4.1 Matrix-Assisted Laser Desorption lonization (MALDI)

Analyzovany vzorek musi byt pted analyzou v hmotnostnim spektrometru ionizovan.
K tomuto slouzi iontové zdroje. V hmotnostni spektrometrii se pouzivaji rtizné iontové
zdroje. Jednim z iontovych zdroji je tzv. MALDI. Tato metoda se vyznacuje snadnou
pfipravou vzorku a mé dobrou toleranci ke kontaminaci solemi, pufry a detergenty
(Chen et al., 1998; Stump et al., 2002). lonizace vzorku pomoci MALDI je dosaZeno ve
dvou krocich. Prvni krok zahrnuje rozpuSténi slouceniny, kterd ma byt analyzovéna,
v rozpoustédle obsahujici malé organické molekuly. Takové rozpoustédlo nazyvame
matrici. Malé molekuly, které matrice obsahuje, musi mit silnou absorpci ve vinové
délce laseru, jez se pouziva. Takto vytvoiena smés je pied analyzou vysusena a veskeré
kapalné rozpoustédlo je odstranéno. Vysledkem je ,,pevny roztok* matricovych krystala
s analytem. Druhy krok probihd za vakuovych podminek uvnitf zdroje hmotnostniho
spektrometru. Dochazi zde k ozafeni Krystali matrice pomoci laseru (jejich zahtati a
sublimaci). Matrice, tak expanduje do plynné faze a strhava intaktni analyt (Dreisewerd,
2003). Ioniza¢ni reakce mohou probihat kdykoli béhem tohoto procesu (Zenobi &
Knochenmuss, 1998; Knochenmuss & Zenobi, 2003). MALDI je vice citlivé nez jiné
laserové techniky. Pocet molekul matrice je vys$si nez pocet molekul analytu, ¢imz se
molekuly analytu oddéluji. Netvoii se shluky vzorku, které brani vyskytu molekularnich
iontd. Matrice také minimalizuje poSkozeni vzorku, které mtze vznikat vlivem laseru,

protoze absorbuje vétSinu dopadajici energie a zvySuje UCinnost pienosu energie
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z laseru na analyt. Citlivost je tedy také zna¢né zvySena (De Hoffmann & Stroobant,
2007).

2.4.2 Pruletovy analyzator ,, Time of Flight* (TOF)

Analyzator TOF je druh analyzatoru, ktery odd€luje ionty na zakladé jejich rychlosti.
Iontlim je na zacatku udé€lena rychlost pomoci elektrického pole. Poté se ionty pohybuji
Vv oblasti bez elektrického pole. Tato oblast se nazyva letova trubice. lonty, které jsou
vypuzovany ze zdroje, jsou vypuzovany ve svazcich. Tyto svazky jsou vytvafeny
pferusovanym procesem jako je napf. laserova desorpce. Nasledné jsou ionty
urychlovany k letové trubici rozdilem potencidlu aplikovaného mezi elektrodou a
extrakéni mfizkou. Protoze veskeré ionty ziskdvaji stejnou kinetickou energii, lze fici,
ze ionty charakterizované rozlozenim své hmotnosti prezentuji rozlozeni své rychlosti.
Kdyz ionty opoustéji oblast zrychleni, vstupuji do oblasti, kde nepisobi zadné
elektrického pole. V této Casti se ionty rozd€luji podle svych rychlosti, nez dosahnou
detektoru umistén¢ho na druhém konci letové trubice. Pomér hmoty k naboji se poté
nasledné urcuje z méteného Casu, ktery iontim trva, nez proleti oblasti bez elektrického
pole mezi zdrojem a detektorem. Rychlost analyzy detektoru TOF je velka a hmotnosti
spektrum v Sirokém rozsahu lze ziskat b&hem par mikrosekund. Zaroven horni
hmotnostni rozsah analyzatoru TOF nema limit, coz jej ¢ini vhodnym kandidatem pro
mekké ionizacéni techniky. Vzorky s hmotnosti vyssi jak 300 kDa byly pozorovany
pravé diky MALDI-TOF (De Hoffmann & Stroobant, 2007).

2.5 AFINITNI CHROMATOGRAFIE

Afinitni chromatografie je forma kapalinové chromatografie (Obr. 18), kde se jako
stacionarni faze vyuziva biologicky ptfibuzné vazebné Cinidlo. Tato chromatografie
vyuziva piedevs§im biologické interakce, u nichZ je vyhodou jejich selektivita a zaroven
reverzibilita. Typickym prikladem téchto interakci je napf. interakce protilatky
s antigenem nebo enzymu se substratem. U afinitni chromatografie se pouziva tato
selektivni interakce zpusobem,tak Ze jedno ¢inidlo z interagujiciho paru ( napf.
protilatka) je imobilizovano na chromatograficky nosi¢. Cinidlu, které je imobilizované
na nosici, se fika ,afinitni ligand“, jez ma schopnost selektivné zadrzovat
komplementarni vazebnou ¢Castici pfitomnou Vv komplexni smési. U afinitni
chromatografie se pouzivaji rizné druhy pufri. Tyto pufry se pouzivaji pro aplikaci,

promyvani nebo eluci analyzovaného vzorku. U téchto pufra je dulezité sledovat jejich
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hodnotu pH a iontovou silu z divodu stability afinitniho ligandu a jeho vazebného

partnera, nebo také pro plnou aktivaci obou c¢inidel. K naneseni na kolonu se pouziva

aplika¢ni pufr, ktery do kolony piinese komplexni smés, jez obsahuje také nami

sledovanou latku. Na afinitni ligand se navdze pouze ndmi sledovana latka a zbytek se

promyvacim pufrem promyje. Nasledné se pouzije elucni pufr, ktery obvykle miva

rozdilné pH nez aplikacni nebo promyvaci pufr a ndmi sledovanou latku vyplavi
(Walters, 1985; Handbook of Affinity Chromatography, 2006; Reichelt, 2015;
Rodriguez et al., 2020).

Vzorek
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A"eel
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Aplikacni pufr
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A A\ A A
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Chromatograficky nosi¢
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Chromatograficky nosi¢
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Obrazek ¢€.18: Zakladni princip afinitni chromatografie-schéma
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material

3.1.1 Pouzité chemikalie

Fosfatovy pufr (PBS) 10x (Biosera, USA)
B-merkaptoethanol (Sigma- Aldrich, USA)

IMDM GlutaMax (Gibco, UK)

Trypsin-EDTA (Gibco, UK)

Fetal bovine serum (FBS) (PAN-Biotech, Némecko)
Penstrep (ThermoFisher Scientific, USA)

Kyselina chlorovodikova (Merck, Némecko)

Glycin (VWR, USA)

SDS (VWR, USA)

Tris (Amresco, USA)

Standard PageRuler (ThermoFisher Scientific, USA)
Opti-MEM médium (Gibco, UK)

Kyselina octova (VWR, USA)

Protilatka — anti MHC | (ThermoFisher Scientific, USA)
Transfek¢ni ¢inidlo 293 Fectin (ThermoFisher Scientific, USA)
Barvivo Coomassie Brilliant blue (ThermoFisher Scientific, USA)
Leupeptin (Sigma-Aldrich, USA)

Aprotinin (Sigma-Aldrich, USA)

PMSF (Sigma-Aldrich, USA)

Pepstantin (Sigma-Aldrich, USA)

NaHCOj3 (Lach-Ner, CR)

Glycin (Lachema, CR)

NaCl (Lach-Ner, CR)
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CH3COONa x 3H20 (Lachema, CR)
Metanol (Penta Chemicals, CR )
Etanol (Mach Chemikalie, CR)
Isopropanol (Penta Chemicals, CR)
NaOH (Lachner Neratovice, CR)
Médium free style 293 (Gibco, UK)

Standard PageRuler™ Plus Prestained Protein, katalogové ¢islo 26619 (ThermoFisher
Scientific, USA)

Plasmid expresni vector pcDNA 3.1., Gene name:
RBD_SpikeSARSnCoV2_lgGkappaHistag (ThermoFisher Scientific, USA)

Freestyle™ 293-F buiiky (ThermoFisher Scientific, USA)
cDC1- Bunééna linie (Lausanne, Svycarsko)

Sepharosa, katalogové ¢islo C9210 (Sigma-Aldrich, USA)
Ni-NTA agarosa (ThermoFisher Scientific, USA)

Imidazol (PanReac AppliChem, Spanélsko)

3.1.2 Pouzité roztoky

Roztok kompletniho IMDM média - 8% FBS, 1% Penstrep v IMDM Gluta Max médiu,

pridavek malého mnozstvi B-merkaptoethanolu (na 100 ml pfidano 0,34 pl)
Coupling pufr — 0,1 mmol-1"t NaHCOs, 0,5 mmol-1"* NaCl, pH 8,3-8,5

Roztok kyseliny chlorovodikové - 1 mmol-I*?

Roztok glycinu — 0,2 mol-1?, pH 8,0

Acetatovy pufr — 0,1 mol-1t CH3COOH-3H.0, 0,5 mol-1" NaCl, pH 4

Eluéni roztok kyseliny octové — 10% CH3COOH v PBS

Lyzac¢ni pufr — 1% SDS v PBS, (do 10 ml roztoku bylo ptidano 4 pl Leupeptinu, 20 pl
PMSF, 5,25 ul Aprotininu a 4 pl Pepstatinu, veskeré inhibitory mély koncentraci 1
mg/ml az na PMSF, ktery mél koncentraci 250 mmol-17?)
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5 x SDS elektrodovy pufr — 45,3 g Tris, 216 g glycinu, 15 g SDS, 1950 ml destilované
vody

Fixacni roztok — 750 ml isopropanolu, 300 ml kyseliny octové, 3 litry destilované vody

Odbarvovaci roztok — 150 ml metanolu, 210 ml kyseliny octové, 2340 ml destilované

vody

Elué¢ni pufr — 50 mmol-I*, NaH2PO4, 300 mmol-I"* NaCl, 200 mmol-I*t imidazol, 0,05%
Tween 20, pH 7,4

Promyvaci pufr — 50 mmol-I"t NaH2PO., 300 mmol-1* NaCl, 2 mmol-I* imidazol,
0,05% Tween 20, pH 6,8

Adaptaéni pufr — 500 mmol-I"t NaH2PO., 1500 mmol-I"t NaCl, 100 mmol-1"* imidazol,

0,5% Tween 20 byl pfida k danému objemu pied pipetovanim do média, pH 8

3.1.3 Pristroje a pomticky

Injekéni stiikacky (BD, USA)

Membranoveé filtry 45 pm (Sarstedt, Némecko)
Flowbox — Safe fast top (Schoeller Instruments, CR)
Zkumavky-plastové (Eppendorf, Némecko, SPL, UK)
Ph metr (Hanna Instruments, USA)

Multifunkéni reader (Agilent, USA)

Falcon zkumavky (SPL, UK)
Mikrozkumavky-plastové (Eppendorf, Némecko)
Pipety (Eppendorf, Némecko, Sarstedt Némecko, ThermoFisher Scientific, USA)
Pipetor (Hirschmann, Némecko)

Centrifuga (MPW, USA)

Kultiva¢ni nadoby (TPP, UK)

Spic¢ky k pipetam (Neptune Scientific, USA)

Vortex IKA (Sigma-Aldrich, USA)
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Zakoncetrovaci centrifugacni kolonka cutoff 10 kDa (Sartorius, USA)

Zdroj pro elektroforézu (Bio-Rad Laboratories, USA)

Elektroforéza vertikalni (Bio-Rad Laboratories, USA)

Lopatky pro snadné pfenaseni elektroforetickych gelt (Bio-Rad Laboratories, USA)
96- jamkové desticky (ThermoFisher Scientific, USA)

Orbitalni tiepacka (Ika, Némecko)

Sada pro ptipravu gelit na SDS PAGE- kryci sklo, spodni sklo se spacerem, hiebinek,
stojanek na skla (Bio-Rad Laboratories, USA)

CO2 inkubator (Panasonic, Japonsko)
Laminarni box — Aura VF48 (BioAir, USA)
Mikroskop (Leica, Némecko)

Centrifugy (Hettich, Némecko)

Ultrazvuk (Hielscher, USA)

Analytické vahy (Ohaus, USA)

3.2 Pouzité metody

3.2.1 Produkce RBD Spike SARS-CoV-2 v 293F buné¢né linii

Mikrozkumavka s poétem 5x108 Free style 293F bunék byla rozmrazena a buiiky byly
pfeneseny do 20 ml expresniho média a kultivované pii 37 °C a 8 % CO2 na orbitalni
ttepaccce pii 125 rpm. Druhy den byly buiky spocitany a nésledné kultivovany pfii
koncentraci 3x10° az 3x10° bunék/ml. Den pied transfekci byly buiiky nafedény na
hustotu 1x10° na 1 ml média a kultivovany pfes noc. V den transfekce byly buiiky opét
fedény, a to na hustotu 1x10° na 1 ml média. Buiiky byly transfekovany transfekénim
¢inidlem 293fectin a plasmidem, ktery kéduje RBD doménu. Pied transfekei byl
plasmid a transfekéni ¢inidlo (293fectin) nafedény v Opti-MEM médiu. Na kazdych 80
ml bunééné kultury bylo natedéno 40 pg plasmidu v1 ml Opti-MEM médiu a
inkubovano 5 minut pii pokojové teploté. Transfekéni ¢inidlo 293fectin v objemu 80 pl
na 80 ml bunécéné kultury byl nafedén také v 1 ml Opti-MEM médiu a inkubace také

byla 5 minut pii pokojové teploté. Nasledné cely objem nafedéného plasmidu s Opti-
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MEM médiem byl pfenesen do roztoku nafedéného transfekéniho ¢inidla 293fectin a
smés byla inkubovana 30 minut pii pokojové teploté. Smés nafedéného transfekéniho
¢inidla 293fectin a plasmidu byla nasledn¢ prenesena do bunécné kultury a buiky byly

takto inkubovany 4 dny pii 37 °C a 8 % CO2 na orbitalni tfepacce pti 125 rpm.
3.2.2 Purifikace a zakoncentrovani RBD proteinu

Po kultivaci byla provedena centrifugace média pii 170 g 10 minut. Médium bylo
odpipetovano a zamrazeno. Buiiky byly rozsuspendovany v pivodnim objemu média a
kultivovany dalsi 3 dny. Médium bylo poté opét centrifugovano. K médiu bylo pfidano
zamrazené médium, 10x adaptivni pufr upravujici pH (na 100 ml média bylo ptidano 10
ml pufru) a Ni-NTA agarosa (na 500 ml média 2,5 ml agarosy). Smés byla pfi velmi
malé rychlosti to¢ena na rotatoru pii 4 °C ptes noc. Agarosa byla promyta 3x15 ml
promyvaciho pufru a protein byl eluovan pomoci elué¢niho pufru (6x 0,6 ml). Protein byl
dialyzovén a zakoncentrovan do PBS pomoci zakoncetrovacich centrifugacnich kolonek
(cutoff 10 kDa). Cistota proteinu byla naslednd ovéfena pomoci SDS-PAGE a
koncentrace byla zméfena metodou BCA (Pierce) a denzitometricky z SDS-PAGE gelu.

3.2.3 SDS PAGE celektroforéza

Nejprve byla sestavena aparatura K piipravé elektroforetickych gelt (déliciho a
zaostfovaciho). Byla pouzivana 1 mm skla. Nami sledovany protein mé¢l okolo 30 kDa.
Proto bylo pouzito 15 ml 10% polyakrylamid roztoku na vytvofeni déliciho gelu (5 ml
30% akrylamidbisakrylamid, 3,75 ml 4xTris pufr pH 8,8 , 6,25 ml H0, 75 pul 10% H20
roztoku persiranu amonné¢ho, 15 pl TEMED). Bublinam a vysychani gelu bylo
zabranéno pielitim n-butanolem. Gel byl ponechan 20 minut, aby ztuhnul. Mezitim bylo
ptipraveno 10 ml 4% polyakrylamid roztoku jako zaostfovaci gelu (1,3 ml 30%
akrylamidbisakrylamid, 2,5 ml 4xTris pufr pH 6,8 , 6,2 ml H20, 50 pl 10% H>0 roztoku
persiranu amonného, 10 pl TEMED). Nasledné byl odmyt n-butanol pomoci ddH20 a
byl nalit zaostfovaci gel mezi skla a do n&j byl zasunut hiebinek na vytvoreni jamek.
Gel se nechal ztuhnout (20 minut). Do jednotlivych jamek bylo vzdy napipetovano 10
ul eluce (roztok, co se uvolnil pti Ni-NTA po piidani elu¢niho pufru). Pfedtim, nez se
jednotlivé eluce pipetovaly do jamek, byly povaieny s SDS na 5 minut pti 90 °C.
Elektroforéza byla nastavena na 60 minut pii 120 V. Jako standard byl pouzit PageRuler
s katalogovym ¢islem 26619.
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3.2.4 Kvantifikace proteinu pomoci BCA metody

Na kvantifikaci byl pouzit 96 jamkovy panel. Do jamek s ozna¢enim B2-B9 a C2-C9
bylo napipetovano vzdy 10 pl nafedéného roztoku BSA, ktery byl pouzit jako standard.
Redéni BSA bylo fizeno podle protokolu viz. (Tab.1). BSA byl fedén pomoci PBS.
Puvodni roztok BSA na fedéni mél koncentraci 2 mg/ml. Jamky v fad¢ D2-D4 byly
ponechany pro nami sledovany vzorek. Vzorek byl podroben 3 fedénim, a proto bylo
potieba pouzit 3 jamky. Do prvni jamky bylo napipetovano 5 ul vzorku do 10 ul PBS,
do druhé jamky 1 pl vzorku do 10 pl PBS a do tieti jamky 0,5 pl vzorku do 10 pl PBS.
Do zbyvajicich jamek bylo napipetovano PBS.

Nésledné byl ptipraven roztok reagujici s BCA (WR). Objem WR byl spocitan pomoci

nasledujiciho vzorce:

(standardy + vzorky)*(replikaty)*( pipetovany objem WR roztoku ke vzorku) = celkovy

potiebny objem WR. V naSem ptipadé byl objem vypocitan nasledovné:

(8+3)*(2)*(200 ul) = 4400 pl WR ¢inidla. Pro lepsi vypocet a nasledujici michani
reagencii bylo ¢islo zaokrouhleno na 5000 pl = 5 ml. WR ¢inidlo bylo ptipraveno
smichanim BCA reagencie A s BCA reagencii B (50:1, Reagencie A: Reagencie B).
V naSem piipadé 5000 pul reagencie A a 100 pl reagencie B. Po piipravé WR roztoku
bylo ke standardiim a naSim vzorkim ptfidano 200 pl WR ¢inidla a nasledné byla

desticka s jamkami ponechana na 30 sekund na tfepacce. Poté byla desticka se vzorky a

Tabulka ¢.1: Piiprava fedéni standardii albuminu (BSA)

Schéma fedéni BSA jako standardu
Vzorek (jamka) Objem roztoku (PBS) Objem BSA Finalni
(ul) (2mg/ml) koncentrace BSA

1(B2,C2) 0 300 2000
2 (B3,C3) 125 375 1500
3 (B4,C4) 325 325 1000
4 (B5,C5) 175 175 vzorku 2 750
5 (B6,C6) 325 325 vzorku 3 500
6 (B7,C7) 325 325 vzorku 4 250
7 (B8,C8) 400 325 vzorku 5 125
8 (B9,C9) 400 100 vzorku 6 25
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standardy ponechana inkubaci na 30 minut pii 37 °C. Nakonec byla zméfena

absorbance jednotlivych jamek se standardy a vzorky pii 562 nm.
3.2.5 Kuvantifikace proteinu pomoci SDS PAGE

Nejprve byla vytvorena kalibra¢ni fada roztoktt BSA. Do kazdé 1,5 ml zkumavky bylo
napipetovano 4 ul BSA standardu o rtizném obsahu BSA ve vzorku a 4 ul 2 x SDS
redukéniho pufru. Kalibra¢ni fada méla celkem 5 koncentraci BSA. V jednotlivych
jamkach bylo 2 pg, 1 png, 0,5 ug, 0,25 pg, 0,125 ng BSA mnozstvi. Na kvantifikace
proteinu pomoci SDS PAGE byly pouzivany gely, které mély stejné slozeni jako na
piedchozi elektroforézu viz. kapitola 3.2.3. Vzorek snasim proteinem (RBD) byl
nafedény na koncentraci 1 mg/ml. Do 1,5 ml zkumavky jsme potiebovali 2 ug RBD,
takze do zkumavky bylo napipetovano 2 ul vzorku s proteinem, 2 ul 1 x PBS + 4 pul 2 x
SDS redukéniho pufru. Nasledné byly standardy spolu se vzorkem promichany pomoci
pikofugy a poté povaieny na 5 minut pii 90 °C. Na elektroforézu byl pouzit marker
Snazvem a oznacenim Page Ruler Plus Prest, Product *26619. Do kazd¢ jamky bylo
napipetovano celkové vzdy 8 pl vzorku. Markeru bylo napipetovano jen 5 pul.
Elektroforéza byla nastavena na 100 V prvnich 10 minut. Poté 60 minut pfi 150 V a
nasledné byla elektroforéza ukoncena. Gel byl pfenesen do fixacniho pufru na 5 minut a
poté byl gel pfenesen do barviva Coomassie. Gel byl ponechan v barvivu pies noc.
Dalsi den byl gel pienesen do odbarvovaciho roztoku. Odbarvovaci roztok byl

vyménovan dle potieby. Nakonec byla potizena fotka gelu.
3.2.6 Priprava kompletniho kultivaéniho média IMDM

Do 500 ml nadoby bylo napipetovano 40 ml FBS, 5 ml roztoku penicilinu a 44,5 ml
IMDM GlutaMax média. Nésledné bylo médium pomoci injekéni stfikacky
prefiltrovano pies filtr. Po piefiltrovani bylo do média piidano 1,7 pl 50 mmol -1 B-

merkaptoethanolu.

3.2.7 Kultivace adherentnich bunék

Nejprve byly buiky rozmrazeny a preneseny do zkumavky typu falkon. K buikam bylo
nasledné pfidano 14 ml PBS. Nasledovala centrifugace na 5 minut pii 250 g a 24 °C.
Poté byl supernatant opatrné¢ odsavan a nechal se ve zkumavce pouze spodni pelet
bunék. K tomuto peletu bylo pfidano 5 ml IMDM média a buriky byly nésledné v tomto

médiu rozsuspendovany. Ruzsuspendované buiiky byly pfeneseny do kultivaéni nadoby
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a inkubovany pfti 37 °C, 5 % CO; v inkubatoru do nasledujiciho dne. Nasledujici dny
byly bunky vzdy zkontrolovany pod mikroskopem. Podle potieby byly buiiky pfeneseny
do vétsi kultivacni nadoby. Vzdy, kdyz bylo bunky potieba prenést do vétsi kultivacni
nadoby, bylo odsano médium a k bunkdm v kultiva¢ni nadobé bylo piidano PBS dle
velikosti kultivaéni nddoby napf. na kultivaéni nadobu o plose dna 25 cm? bylo pouzZito
5 ml PBS (kvuli zbaveni se FBS). Poté byl PBS odsan a byl ptidan k bunkam trypsin
(mnozstvi zase zalezelo na plose dna nadoby 350 ul trypsinu na nadobu o plose dna 25
cm?) asi na 1-2 minuty. Timto byly buiiky odlepeny. Nésledné bylo k buiikam piidano
10 ml kompletntho IMDM média a 5 ml média s bunkami bylo odebrdno a
prepipetovano do dalsi kultivacni nadoby. Kdyz bylo v nadobé dostatecné mnozstvi
bunck, tak byly buiiky pfeneseny do vétsi kultivaéni nddoby. Na provedeni experimentu

bylo potieba mit napéstované &tyfi kultivacéni nadoby o povrchu dna 150 cm?.,

3.2.8 Priprava CNBr aktivované Sepharosy na afinitni chromatografii

Do 200 ml 1 mmol-1? kyseliny chlorovodikové byl pfidan 1 gram kyanogen-bromid
aktivované Sepharosy minimalné 30 minut. Pot¢ 100 ml roztoku bylo pteneseno do
dvou 50 ml zkumavek a roztok byl centrifugovan pti 400 g, laboratorni teploté, 5 minut.
Supernatant byl po centrifugaci odebréan a k peletu agarosy (2,5 ml — v jedné zkumavce)
bylo ptfidano 17,5 ml destilované vody. Takto byla agarosa centrifugovana pii 400 g 3
minuty. Supernatant byl nasledné odsan a byl proveden opét stejny krok s tim rozdilem,
ze misto destilované vody byl pouzit coupling pufr (NaHCO3s/NaCl) s objemem 5 ml.
Po odsani supernatantu bylo odebrano 100 ul agarosy a k této agarose byla ptidana
protilatka anti MHC 1 (100 pl) spolu se 100 ul coupling pufru. Roztok byl kultivovan 2
hodiny pfi pokojové teploté na tfepacce. K roztoku po kultivaci bylo nésledné ptidano 2
x 150 pl coupling pufru. Roztok byl poté centrifugovan pii 400 g 3 minuty. Supernatant
byl po centrifugaci odebran a k agarose bylo pfidano 200 ul 0,2 mol-1* roztoku glycinu.
Po ptidani byl roztok kultivovan do dal§iho dne (24 hodin) pti 4 °C. Pfed pouzitim byla
Sepharosa nasledujici den jeSt¢ 5x promyta (centrifugace pii 400 g, 90 sekund,

laboratorni teplota) acetatovym pufrem a 5x zasaditym pufrem (coupling pufr).

Z divodu optimalizace doslo v této ¢asti ke zméné. Misto 100 ul Sepharosy bylo ve

ttetim pokusu pouzivano pouze 65 pl.
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3.2.9 Pulzace dendritickych bunék RBD doménou Spike proteinu

Do kazdé kultivaéni nadoby o plose dna 150 cm?, kterd obsahovala asi 120 milioni
bunék bylo ptidano 130 pg proteinu. Takto byly buiiky kultivovany 24 hodin pti 37 °C,
5% COa.

3.2.10 lzolace komplexu MHC | — peptid z dendritickych bunék

Na izolaci byly pouzity 4 pln& porostlé kultivaéni nadoby o plose dna 150 cm?. Po
pulzaci bylo buitkkdm odsdno médium a buiiky byly promyty pomoci PBS (10 ml PBS
na kazdou nadobu). Poté bylo PBS odsdno a do kazdé kultivacni nadoby bylo ptfidano
1,1 ml trypsinu. Trypsin byl pfidavan rovnomérné, aby se dostal na veskera mista na
dn¢ kultivacni nadoby a tim se zajistil maximalni zisk bun¢k. Po asi 2 minutach bylo do
nadoby pfidano 3 ml kompletniho média, aby byl u¢inek trypsinu zastaven. Poté bylo
médium s buitkami odsano do 15 ml zkumavky. Stejny postup byl proveden u vSech
kultivaénich nadob. Zkumavka s bunikami byla dale centrifugovana pti 250 g, 5 minut
pii laboratorni teploté. Supernatant byl odsén a k peleté¢ bun¢k bylo ptidano 4 ml 1%
roztoku Triton X 100 v PBS obsahujici inhibitory proteas (v 10 ml 1% roztoku Tritonu
X-100 - 4 pg Leupeptin, Aprotinin 5,25 ug, Pepstantin 4 pg, 20 ul 250 mmol-1"t PMSF).
Smés byla takto inkubovana 2 hodiny na tfepacce pii 4 °C. Po 2 hodinach byla smés
centrifugovana pii 4000 g, 4 °C, 20 minut a supernatant byl po centrifugaci odebran do
nové 15 ml zkumavky. Ke smési bylo ptidano 100 pl jiz ptedem ptipravené Sepharosy
konjugované s protilatkou anti MHC | a smés byla inkubovana pfes noc na tiepacce pii
4 °C. Dalsi den byla sepharosa s komplexem MHC 1 — peptid promyta v 5 ml PBS
(centrifugace 90 sekund pii 400 g, laboratorni teplota). Komplex MHC | — peptid byl
poté eluovan do 100 pl 10% kyseliny octové v PBS. Vzorek byl poté poslan k analyze

pomoci hmotnostni spektrometrie.

Z divodu optimalizace doslo v této casti Kupravé nékterych krokt pro dosazeni
lepsich vysledkt. V druhém pokusu byl misto 1% roztoku Tritonu X 100 pouzit 1%
roztok SDS, kde smés bunék v 1% roztoku SDS byla inkubovana na 2 hodiny na ledu.
Zaroven béhem této inkubace byla podpotena lyze bun€k pomoci ultrazvuku, kdy byl na
vzorek aplikovan 6x ultrazvuk v intervalech 10 sekund a 5 minut probihalo chlazeni
roztoku na ledu. Zaroven byla Sepharosa s komplexem MHC | — peptid po no¢ni
inkubaci promyta 2x v 5 ml PBS. Ve tietim pokusu doslo jesté k dal§im zménam. Misto

1,1 ml trypsinu bylo pouzito 1,3 ml a misto 3 ml média bylo z kazdé¢ kultivacni nadoby
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vzato 4 ml média sbuikami a buiiky byly nasledné 3x promyty pomoci PBS
(centrifugace 250 g, 5 minut). Ve tietim pokusu byl opét znovu pouzit 1% roztok
Tritonu X 100 misto 1% roztoku SDS a smés byla opét inkubovéna na tfepacce jako
v prvnim pokusu. Posledni zménou, ktera ve tfetim pokusu byla provedena bylo
zaveérené promyti. Sepharosa s komplexem MHC | — peptid byla 3x promyta ve 2,5 mi
PBS.

3.2.11 Méreni pomoci hmotnostni spektrometrie

Veskera méteni spojend s hmotnostni spektrometrii a identifikace jednotlivych proteinti
byla provadéna pane profesorem M. Sebelou. Pii prvnim pokusu byl vzorek piedistén
na pipetové Spicce ZipTip C18 a nasledné bylo zméfeno hmotnostni spektrum. Vzorek

vSak neobsahoval peptidy.

Pti druhém pokusu byl vzorek rozdélen na dvé ¢asti z divodu podezieni, ze peptidy
se Vv kyselém prostfedi neodpojuji od MHC I molekuly a tim zlstava stdle stabilni
komplex MHC | — peptid. Prvni ¢ast vzorku byla zpracovana jako v prvnim pokusu, tj.
precisténa na pipetové Spicce ZipTip C18 a nésledné zméeteno hmotnostni spektrum.
Druha cast byla nejprve nastépena trypsinem a poté byl pokus trypsinové Stépy
identifikovat. Z divodu vysokého obsahu peptidit pochazejicich z hovéziho albuminu

vSak tuto identifikaci nebylo moZné provést.

Pii tietim pokusu byl vzorek $tépen trypsinem v prostfedi S 1 mol-I? mocovinou,
0,25 mol-1" thiomoovinou a 0,05 mol-1* NH4CO3 o pH 8,0. Smés peptidii byla
preciSténa na ZipTip C18 Spickach. Z divodu vysokého mnozstvi peptidi ve vzorku
byly nasledné peptidy od sebe oddéleny pomoci nano LC chromatografie. Nasledovala
tandemova hmotnostni spektrometrie a naméfené vysledky byly poté porovnavany proti

databazi UniProt.
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4 VYSLEDKY

4.1 SDS PAGE elektroforéza

Pomoci SDS PAGE elektroforézy bylo provedeno ovéteni exprese a pufirikace RBD
proteinu. V nasem ptipadé to byla RBD doména viru SARS-CoV-2. Ovéfeni probéhlo
pomoci standardu, u kterého byly zndmy molekulové hmotnosti jednotlivych bandt.
Nasledn¢ byl naS vzorek porovnan se standardem. Pomoci SDS PAGE elektroforézy
bylo také stanoveno, ve které eluci bylo vylouc¢eno nejvétsi mnozstvi proteinu. V nasem
ptipad¢ to bylo ve druhé eluci (Obr. 19). V prvni eluci nebyl detekovan protein a ve tieti
eluci bylo mnozstvi proteinu zna¢n€ mensi oproti druhé eluci. V dalSich elucich jiZ také

nebyl protein pozorovan.

Molekulova hmotnost (standard)

kDa Eatgses . -
Eluce TR ey T ()
~ 250

~ 130

~100
~ 70

1T

=55

Sledovany protein ~35
(RBD), molekulova + .
hmotnost okolo 30 kDa, ~25

l

=

Obrazek ¢. 19: Dukaz velikosti proteinu (RBD) vnasem vzorku pomoci SDS PAGE
elektroforézy
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4.2 STANOVENiI KONCENTRACE POMOCi BCA METODY

Z naméienych hodnot absorbanci u jednotlivych nafedénych vzorkt BSA (viz. tabulka
¢. 2), byly spocitany priméry téchto absorbanci. Z priméri hodnot absorbanci BSA
vzorkil byl vytvoren graf ukazujici linearni zavislost absorbance na mnozstvi proteinu
ve vzorku (Obr. 20). Pomoci této zjisténé linearni zavislosti byly nasledné vypocitany
koncentrace proteinu Vv jednotlivych vzorcich obsahujicich protein (RBD) (viz. tabulka
¢.4). Hodnota absorbance u vzorku proteinu (RBD), ktery mél objem 5 ul, piesahovala
maximalni hodnotu absorbance u kalibracni fady vytvorené ze vzorkii BSA (viz.
tabulka ¢.3), a proto nemohla tato hodnota byt zahrnuta pro vypocet koncentrace nami

sledovaného proteinu.

Tabulka ¢islo 2: Jednotlivé hodnoty absorbanci fedénych vzorkid BSA

Absorbance jednotlivych vzorki
MnoZstvi BSA ve Absorbance 1 Absorbance 2 Primér absorbanci
vzorku
20 ug 1,099 1,071 1,085
15 pg 0,879 0,851 0,865
10 pg 0,665 0,653 0,659
7,5 ug 0,529 0,47 0,4995
5ug 0,41 0,4 0,405
2,5 g 0,245 0,257 0,251
1,25 pg 0,177 0,174 0,1755
0,25 g 0,111 0,115 0,113

Tabulka ¢islo 3: Jednotlivé hodnoty absorbanci u vzorkd obsahujicich protein (RBD)

Absorbance vzorki s proteinem (RBD)
Objem pouzitého rozto}iu s’proteinem Absorbance
(RBD) na méteni
5pul 2,062
1ul 0,604
0,5 ul 0,406
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Obrazek ¢€.20: Graf zobrazujici linearni zavislost absorbance na mnozstvi (ug) BSA ve vzorku.
Graf obsahuje R? (hodnotu spolehlivosti) a také rovnici spojnici trendu.

y =0,0491x+0,1293
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R? = 0,995
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ug BSA ve vzorku

20

Tabulka ¢islo 4: Stanovené koncentrace v jednotlivych objemech vzorku

25

] Primérna
Objem vzorku Mnozstvi (ug) RBD | Koncentrace pg/pl
koncentrace (ng/pl)
1 ul 9,668024 9,668024 10,46945
0,5 ul 5,635438 11,27088 10,46945
160 pl 1675,112 10,46945 10,46945

Vypocet pro zjisténi koncentrace RBD ve vzorku, kde y je hodnota absorbance a x

koncentrace.

y = 0,04‘91X + 0,1293 =>x =

y —0,1293
0,0491

Po dosazeni do rovnice byly nasledné spocitany koncentrace v jednotlivych vzorcich

proteinu a udélan primér téchto hodnot. Z tohoto priméru bylo poté spocitano podle

vzorce m = C*V mnozstvi proteinu v celém objemu ziskaného vzorku. Celkovy objem

ziskaného vzorku s proteinem byl 160 ul. Celkové tedy bylo ziskano 1,675 mg RBD

proteinu.
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4.3 STANOVENI KONCENTRACE POMOCI SDS PAGE

Prostfednictvim SDS PAGE byla provedena kontrola koncentrace jiz nafedéného
RBD proteinu na koncentraci 1 pg/ul. Fotografie gelu byla vyhodnocena pomoci
programu ImageJ denzitometricky (Obr. 21). Vtomto programu byly stanoveny
jednotlivé intenzity bandi BSA (viz. tabulka ¢.5), které slouzily jako standard pro
vytvoreni linearni zavislosti intenzity bandu na mnozstvi proteinu ve vzorku (Obr. 22).
Pomoci linearni zavislosti bylo poté vypoéteno mnozstvi proteinu ve vzorku, které bylo
napipetovano do jamky a mnozstvi bylo porovnano s mnozstvim proteinu, které podle
BCA metody mélo byt obsazeno Vv jamce. Pfi vytvofeni linearni zavislosti nebyla
zahrnuta koncentrace BSA v jamce 0,125 pg/ ul z divodu nizké intenzity. Koncentrace
BSA byla pfili§ malé na to, aby byla zachycena. Na fotografii gelu band nelze vidét, a
proto pro vytvoteni kalibra¢ni fady byly pouzity pouze 4 standardy BSA.

Tabulka c¢islo 5: Standardy BSA vzorki a intenzita bandt

Standard ug Intenzita bandi
BSA 2 11941,983
BSA 1 6973,326
BSA 0,5 2679,841
BSA 0,25 1051,234

Intenzita bandu pro RBD protein po vyhodnoceni v Imagel byla 11029,622.
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Obrazek c¢islo 21: Gel po SDS PAGE elektroforéze, ktery byl pouzit na vyhodnoceni pomoci
ImagelJ
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Obrazek &islo 22: Graf ukazujici linearni zavislost intenzity na mnozstvi (ug) BSA ve vzorku.
Graf obsahuje R? (hodnotu spolehlivosti) a také rovnici spojnici trendu.
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Vypocet pro zjisténi koncentrace RBD ve vzorku, kde y je hodnota intenzity a x
mnozstvi (ug) ve vzorku.

y + 197,03

y = 6249,2% = 197,03 => x = =

Po dosazeni do rovnice bylo nasledné vypocitané mnozstvi ve vzorku s proteinem a
porovnan s mnozstvim, které ve vzorku meélo byt podle stanoveni pomoci BCA metody
(viz. tabulka ¢islo 6). Odchylka ¢inila pouze 0,1018 pg, coz z duavodu nepiesnosti metod

je velice mala a pfijatelna odchylka.

Tabulka c¢islo 6: Porovnani stanovené koncentrace pomoci SDS PAGE proti BCA metodé

Metoda stanoveni | Protein RBD (mnozstvi | Koncentrace v RBD
V jamce) roztoku
BCA metoda 2ug 1 ng/ ul
SDS PAGE 1,7964 nug 0,8982 ng/ ul
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4.4 IDENTIFIKACE PEPTIDU NAVAZANYCH NA MHC I

Veskera data a méfeni na hmotnostnim spektrometru byla provadéna panem
profesorem M. Sebelou. Vechny grafy a obrazky pochazeji zjeho méfeni. Pomoci
CNBr sepharosy byly z buné¢ného lyzatu vyselektovany proteiny (komplex MHC | —
peptid). Pokus byl 3x zopakovan. Béhem pokusti dochazelo k optimalizaci metody.
V prvnim pokusu na hmotnostnim spektrometru nebyly nalezeny zadné peptidy. Bylo to
z diivodu Spatného piedpokladu, Ze po vloZeni vzorku do 10% kyseliny octové v PBS
budou sledované peptidy uvolnény z molekuly MHC 1. Pf#i prvnim méfeni byla
vV hmotnostnim spektru nalezena pouze série piki s hmotnostnim rozdilem 44 kDa, coz
odpovida polyethylenglykolu (Obr. 23). Jeden zionti byl fragmentovan, ale vibec
neobsahoval aminokyseliny. Polyethylenglykol pochazel z detergentu Tritonu X-100,

ktery byl pouzivan pfi experimentu.

713.441
2.5

625.409
801.481

581,396

2.0
537.375 845.502

15 889.526

Intenzita [a.u.] x 104

933.547
1.0 —

977.576

i

||
A .”,IJJJ

500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 m/z

0.5 ‘

..‘.n.thhA. f

‘lll‘lll

0.0

Obrazek ¢.23: Graf hmotnostniho spektra vzorku pfipraveného pti prvnim pokusu.
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Pii druhém pokusu, kdy se jako detergent pouzival 1% SDS byly jiz ve spektru
objeveny peptidy, nicméné pouze velice maly pocet. Celkové byly nalezeny pouze 3
peptidy s hodnotami m/z 1479.747, 1567.695 a 2045.974 (Obr. 24). Prvni dva piky tj.
1479.747 a 1567.695 byly od hovéziho albuminu, kterého bylo ve vzorku velké
mnozstvi. Treti peptid S hodnotou 2045.974 nebylo mozné jednoznacné urcit z jakého
proteinu pochdzi. Z diivodii vysoké koncentrace nalezenych dvou peptidi pochazejicich
z BSA ve vzorku byla znemoznéna dals$i analyza vzorku. Bylo pfistoupeno K dalsi
optimalizaci, kdy pro zvySeni vytézku extrakce byl opét pouzit Triton X-100 a byly
pfidany promyvaci kroky pro zbaveni se velkého mnozstvi BSA ve vzorku a
minimalizaci jeho vyskytu. Dikaz, ze peptidy obsazené ve vzorku pochazely z BSA,

bylo zjisténo jejich sekvencovanim.
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Obrazek ¢. 24: Graf hmotnostniho spektra vzorku ptipraveného pii druhém pokusu.

46



Treti pokus byl jiz UspéSny z hlediska nalezeni peptidii pochézejicich z MHC |
molekul mysich dendritickych bunék. Vzorek jiz neobsahoval Triton X-100 ani peptidy
pochazejici z hovéziho albuminu, ktery by znesnadnoval analyzu. Ve vzorku bylo
nalezeno pomérné velké mnozstvi peptidového materialu. Nejvyraznéjsi pik s hodnotou
m/z 2211.064 je autolyticky peptid trypsinu (Obr. 25), kterého bylo pfidano pomérné
velké mnozstvi. Po separaci peptidd pomoci nLC probihalo sekvencovani peptidi
pomoci tandemové hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF-TOF. Vysledky byly

porovnany proti celé databazi UniProt.
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Obrazek ¢islo 25: Graf hmotnostniho spektra vzorku pfipraveného pfi tietim pokusu.
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Identifikované proteiny byly zmysi, potkana i lidské. Bylo tam vSak hodné
homologie. Celkem bylo identifikovano 14 proteint, kde u 4 proteind se da uvazovat o
veétsi shod€. U zbyvajicich 10 proteinti je shoda mald. Hlavnim identifikovanym
proteinem byl mysi IgG. Bohuzel nebyla nalezena shoda, ze by néjaky peptid pochazel
znami sledovaného RBD proteinu, ktery byl k bunkdm ptidavan. Tento vysledek
potvrdila jak databaze UniProt, tak program BioEdit, ve kterém byly ziskané sekvence
peptidi  porovnavany proti sekvenci RBD proteinu. Nejvétsi shoda, ktera byla
v programu BioEdit zaznamenana, co se tyCe stejného potadi aminokyselin, byla
zaznamenana u peptidu ¢islo 89 (Obr. 27), kde byly pouze 3 aminokyseliny za sebou.
Zaroven u tohoto peptidu byla objevena nejvétsi aminokyselinovd shoda v dil¢ich
Castech peptidu. U peptidu s ¢islem 3 o délce 9 AMK byla nalezena shoda v 5

aminokyselinach (Obr. 26), nicmén¢ tyto aminokyseliny nebyly za sebou.
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SR I S I IR IR I I I I
RBD spike DIATMETDTLLLWVLLLWVPGSTGDAARFPNITNLCPFGEVFNATRFASV

60 70 80 90 100
SR I SR ER IR IR [N ISR I IR |
RBD spike YAWNRKRISNCVADYSVLYNSASFSTFRKCYGVSPTKLNDLCETNVYADSE

SR I SR ER IR IR [N ISR I IR |
RBD spike VIRGDEVRQIAPGQTGKIADYNYKLPDDFTGCVIAWNSNNLDSKVGGNYN
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RBD spike YLYRLFRKSNLKPFERDISTEIYQAGSTPCHN FNCYFPLQSYGFQPT
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Obrazek cislo 26: Porovnani sekvence RBD domény Spike proteinu oproti ziskané sekvenci
peptidu Cislo 3 pochazejiciho ze vzorku.
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Celkem bylo nalezeno vice nez 100 peptidi. Kazdy peptid byl zvlast’ porovnavan
proti sekvenci RBD domény Spike proteinu v programu BioEdit a nebyla nalezena
zadna vyznamnd shoda. Z toho lze usoudit, Ze nebyl nalezen peptid, ktery by pochazel

z RBD domény Spike proteinu.
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Obrazek ¢islo 27: Porovnani sekvence RBD domény Spike proteinu oproti ziskané sekvenci
peptidu ¢islo 89 pochazejiciho ze vzorku.
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5 DISKUZE

Je nezpochybnitelné, ze ptichod pandemie viru SARS-CoV-2 zménil fungovani drtivé
vétSiny dnesnich zemi. Tato pandemie zptisobila nejen velkou ztratu na zivotech, nybrz
také zpusobila globalni ochromeni ekonomického sektoru. Proto byl pohled védci
upinan pfedev§im na nalezeni vhodného feSeni, jak tuto pandemii zastavit. Pandemie
zpusobena virem SARS-CoV-2 si jiz vyzadala celkové vice jak 6 milionu obéti a vice
jak ptal miliardy lidi bylo timto virem nakaZeno (COVID-19 Dashboard by the Center
for Systems Science and Engineering (CSSE), 2022).

K feseni, jak tuto pandemii zastavit, ke kterému se piiklonilo nejvice zemi, je
ofkovani. Jak jiz bylo zminéno, tak nalezeni bezpetné a ucdinné vakciny neni
jednoduchy ukol. Zaroven virus SARS-CoV-2 podléhd mutacim, které mu mohou
poskytovat uritou ochranu viaci imunitni ochrané¢ vyvolané ockovanim, a proto jsou

dnes zkouSeny rizné ptistupy na vytvoreni uc¢inné univerzalni vakciny.

Jedna z hlavnich imunitnich obran proti intracelularnim patogentim jsou CD8 + T
lymfocyty, které reaguji na peptidové fragmenty, jez jsou vystavovany na bunééném
povrchu dendritickych bunék pomoci MHC I molekul (Hofejsi et al., 2017). Analyza
peptidit spojenych s MHC molekulami je zndma jako ,,imunopeptidomika®. Tato
analyza, ktera je zalozena na hmotnostni spektrometrii, mize nabidnout nové
perspektivy a piistupy k infekénim nemocem a také k vyvoji vakcin proti témto
nemocem. Zaroveil muze byt ndpomocna pii imunoterapiich (Vizcaino et al., 2020).
V soucasné dob¢ je izolace komplexu MHC — peptid a nasledna identifikace pomoci
hmotnostni spektrometrie nejbéznéjsi metodou (Purcell et al., 2019). Diky skute¢nosti,
ze peptidy pochazejici z epitopli patogenu, jsou proto povazovany za bunécné a
humoralni aktivatory imunitni odpovédi. Mohou puisobit proti Vice sérotyptum patogenu.
k jejich malé velikosti ve srovnani s proteiny (Li et al., 2014). Také peptidové vakciny
jsou zaroven pristupné k vyrobé a formulaci tkzv. ,,peptidovych koktejli“ k vyvolani
Siroké imunitni reakce proti patogenu (Gaur et al., 2021). Zjisténi, na jaké peptidy
dendriticka buiika rozklada urCity patogen a nasledné tyto peptidy vystavuje na svém
povrchu pomoci MHC I molekul mtze pfinést zasadni pomoc pfi tvorbé vakciny. Proto
byla také tato prace zaméfena na identifikaci téchto peptidd, které by pochazely z nami

piidaného antigenniho konstruktu - RBD domény Spike proteinu viru SARS-CoV-2.
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Pfi porovnani s podobnou studii, ve které bylo vyuzivano podobného protokolu, je
tézké urcit, ¢im mohlo byt zplisobeno, Ze nebyl nalezen zadny peptid pochézejici z RBD
domény Spike proteinu. V podobné studii, kde byly pouzivany lidské dendritické bunky
nikoli mysi jako v nasem piipadé a k buiikdm byl piidavan jiny patogen, konkrétné
bakterie Francisella tularensis zpisobujici Tularémii, byly peptidy pochazejici
z pridavaného patogena nalezeny. Multiplicita infekce byla ~100. Nasledné byly bunky
také kultivovany 24 hodin pii 37 °C, 5% CO.. Experiment byl dale fizen podobnym
protokolem jako v nasem piipadé. Na izolaci komplexu MHC | — peptid byla vyuzita
imunoafinitni chromatografie s pouzitim CNBr aktivované sepharosy, akorat lyzaéni
pufr obsahoval jiné extrakéni Cinidlo. Misto Tritonu X-100 byl pouzivan zwittergent
CHAPS. V této studii bylo identifikovano celkem 10 peptidi pochézejicich
z ptidavaného patogenu (Gaur et al., 2021). Experiment tudiz mohlo ovlivnit nespravné
zvolené extrakéni cinidlo, nebo Ze bylo ptidano malé mnozstvi RBD proteinu

K butikdm.

Podstatné jsou také studie zabyvajici se cytotoxickymi T lymfocyty, které sehravaji
dilezitou roli pii nemoci Covid-19. Dnesni vakciny jsou zaméfovany predevSim na
tvorbu protilatek. Neutraliza¢ni aktivita v§ak proti novym variantim SARS-CoV-2 ma
tendenci klesat ve srovnani s aktivitou proti pivodnimu referenénimu kmeni. (Garcia-
Beltran et al., 2021; Liu et al., 2021; Abu-Raddad et al., 2021; Trombetta et al., 2021,
Zhou et al., 2021). Proto je pro boj proti SARS-CoV-2 vyzadovana vakcina, ktera by
nebyla ovlivnéna mutacemi v genomu viru. CD8+ T lymfocyty u jedinc po vyléceni
z nemoci Covid-19 dokazaly rozpoznat nejen peptidy odvozené od Spike proteinu, ale
také od dalsich virovych proteini véetné membranového nebo nukleokapsidového
proteinu (Grifoni et al., 2020; Le Bert et al., 2020; Peng et al., 2020). Je zajimavé, zZe
podle studie zroku 2020, byla také zachovana reakce T lymfocytd proti
nukleokapsidovému proteinu SARS-CoV u jedinct s infekci prodélanou pied 17 lety a
tyto bunky ukézaly zkfizenou reaktivitu vii¢i SARS-CoV-2. Vysledky takové studie
mohou poskytnout velice diillezité informace pro tvorbu univerzalni vakciny, ktera by
mohla byt G¢inna proti mnoha mutacim SARS-CoV-2 a také jinym koronavirim (Le

Bert et al., 2020).

Dilezité je zminit, ze ne vzdy vystavovany peptidovy fragment vazany na MHC |
molekuldch dendritickych bunék dokaze zaktivovat CD8 + T lymfocyty a navodit

imunitni odpovéd. V jedné studii byla pozorovana reaktivita CD8+ T lymfocytd na
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peptidy, které byly navazané na MHC I molekule a pochazely ze SARS-CoV-2. Peptidy
pochazely napt. ze Spike proteinu nebo membranového proteinu. Celkem v této studii
bylo pozorovano 29 peptidi. Bylo zjisténo, ze z29 peptidi pouze 16 peptida bylo
schopnych zaktivovat CD8 + T lymfocyty (Hikichi et al., 2022).

Data z této prace obsahuji informace o optimalizaci pfipravy vzorku na analyzu
pomoci hmotnostni spektrometrie. Dle vysledki této prace nelze jednoznacné fict, ¢im
bylo zpusobeno, Ze nebyl nalezen zadny peptid pochazejici z RBD domény. Vzhledem
ke skutecnosti, Ze nakonec bylo ve vzorku objeveno pomérné dost peptidového
materialu, lze z toho usoudit, ze pravdépodobné peptidy pochazejici z RBD domény
nebyly dostate¢né vystavovany na bunécném povrchu dendritickych bunék. Pro budouci
experiment by bylo moznd vhodné k bunkam pfidat vice antigenu a pifipadné zkusit

pouzit néjaké adjuvans na stimulaci bunék.
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6 ZAVER

Teoreticka ¢ast byla predevsim zaméfend na antigenni prezentaci a témata s tim spojena
jako jsou antigen prezentujici buiky, zkiizend antigenni prezentace, struktura a funkce
MHC molekul. V této diplomové praci byl pohled zaméfen hlavné na MHC | molekulu.
Dalsi ¢ast teoretické Casti byla vénovana zvlasté viru SARS-CoV-2, kde byla hlavné
popsana jeho struktura, ktera nas zajimala z divodu RBD domény, jez je soucast Spike
proteinu. RBD doména byla pfedmétem naseho zajmu z divodu pouziti této domény
jako antigenniho konstruktu v experimentalni ¢asti. Na konci teoretické ¢asti mizeme
jesté najit, jaké vakciny byly vyvinuté vici Covidu-19 a zakladni informace o hlavnich

pouzitych metodach v této diplomové praci.

Experimentalni ¢ast byla tvofena tfemi hlavnimi ¢astmi. V prvni ¢asti byly
transfekovany Free style 293F bunky plasmidem kodujici RBD doménu. Takto byl
RBD protein vyprodukovan. Nasledné byl protein purifikovan pomoci Ni-NTA agarosy
a zakoncetrovan pomoci zakoncetrovacich centrifugac¢nich kolonek (cutoff 10 kDa).
Poté byla provedena SDS PAGE k dikazu, Ze nas vzorek obsahuje nami sledovany
protein a zaroven bylo zjisténo, ve které eluci je uvolnéno nejvice proteinu. Zaroven
byla stanovena koncentrace proteinu pomoci BCA metody. Stanovena koncentrace byla

ovéiena pomoci SDS PAGE.

V druhé c¢asti byly mysSi dendritické bunky pulzovany antigennim konstruktem.
V naSem piipadé to byla RBD doména. Po 24 hodinach pulzace byly bunky lyzovany a
pomoci imunoafinitni chromatografie, kde se vyuzivala CNBr aktivovana sepharosa byl

izolovan komplex MHC | — peptid. V této ¢asti bylo potieba velké optimalizace.

V posledni tieti casti byly vyizolované proteiny obsaZzené ve vzorku nejprve
naStépeny trypsinem. Poté byly jednotlivé peptidy rozdéleny pomoci kapalinové
chromatografie a byla zjiSténa jejich sekvence pomoci hmotnostni spektrometrie.

Nakonec byla provedena identifikace pomoci databaze UniProt.

Po identifikaci byla nalezena shoda celkem ve 14 proteinech s tim, ze u 10 proteind
byla shoda nizka. U Ctyf proteinii byla shoda pomérné veétsi. Nejvetsi shoda byla
nalezena u mysiho IgG.

Kdyz se podivame do historie, tak je dost pravdépodobné, ze v budoucnu piijde

ur¢it¢ dalsi pandemie né&jakého infekéniho onemocnéni, jak tomu z historického

hlediska vzdy bylo napt. dymé&jovy mor nebo Spané€lska chiipka. Je proto dilezité, aby
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byly rozvijeny nové pfistupy, jak t€émto pfipadnym novym hrozbam celit a ptipadné se
na n¢ jiz pfipravit, aby piipadné Skody byly, co nejvice eliminovany, a proto je rozvoj a
optimalizace ptipadnych novych metod a postupl zcela nepostradatelny a nesmi byt

zanedban.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ACE2 Angiotenzin-konvertujici enzym II

APC Antigen prezentujici bunky

BE Brzky endosom

CLR Lektinové receptory

DAMP Molekuly uvolnéné z poskozenych bunék
DC Dendritické bunky

ER Endoplazmatické retikulum

ERAP Aminopeptidasa endoplazmatického retikula
FBS Fetalni bovinni sérum

FCM Suboptimalni furinovy $t€pny motiv

HLA Lidské MHC molekuly

IMDM Iscoveovo upravené Dulbeccovo médium
Ii Invariantni fetézec

MDP Muramyl dipeptid

MHC Hlavni histokompatibilni komplex

NK Piirozeni zabijaci

NLR Receptory skupiny NOD

NTD N-terminalni doména

NSPS Nestrukturni proteiny

PAMP Molekularni struktury typické pro patogenni mikroorganismy
PBS Fosfatovy pufr

PFA Paraformaldehyd
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PPR Receptor rozpoznavajici uréity molekulovy vzor
PS Proteasom

RBD Receptor vazajici doména

RLR Receptory skupiny RIG

TAP Transportér spojeny se zpracovanim antigenu
TLR Receptory skupiny Toll

TOF Typ analyzéatoru u hmotnostni spektrometrie

64



