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Cile prace

1.

AR

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

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

Exprese a purifikace savc¢ich proteina

Konjugace specifickych protilatek (anti MHC I)

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 rizné podoby a rizné vlastnosti.
Bude mit jiné vlastnosti u evolu¢né starSich organismu, kde jeSt€ neni vyvinuta
adaptivni ¢ast imunitniho systému a jiné vlastnosti bude mit napf. u obratlovct, kde je
jiz adaptivni ¢ast imunitniho systému znama. U obou pifipadi ma vSak imunitni systém
za ukol chranit organismus pied Skodlivymi vlivy vnéjsiho 1 vnitiniho prostiedi a
zachovat tak integritu organismu. Imunitni systém muzeme také rozd¢lit na humoralni a
bunécnou ¢ast. Humoralni ¢ast tvoii sekrece riznych molekul a sérovych proteint, mezi
néz fadime i komplement. Bunécna Cast se sklada z raznych typt bunék. Obé Casti tvori

nedilnou soucast imunitniho systému a navzajem kooperuji.

U obratlovct, kde se nachazi vrozena a ziskana Cast imunitniho systému, musi byt
imunitni systém vybaven burikami, které tvoti tzv. pfechod, nebo také spojnici, jenz tyto
dvé casti spojuje. Tento ukol zastavaji antigen prezentujici buiiky (APC). Do APC patii
makrofagy, ale predevSim dendritické bunky (DC), které jsou povazovany za
nejucinnéj§i APC. Tyto burky disponuji predevsim funkci fagocytozy, ktera 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 I a MHC II). Rozdil, zda bude antigen
vystaven na MHC I, nebo MHC II molekule spociva v ptivodu antigenu. Pokud dany
antigen je exogenniho pavodu napf. z bakterie, bude vystavovan na MHC II molekule,
zatimco pokud je antigen intracelularni (napf. somaticky nebo virového pivodu) bude
vystaven na MHC I molekule. Bylo vSak zjisténo, ze ackoli je antigen exogenniho
puvodu, mize byt vystavovan na MHC I molekule. Tomuto jevu se fika zktizena
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

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



vyzkumu na vyvoj vakcin, které by uspésné aktivovaly oba typy T lymfocyti (Zachova
et al., 2016; Hotejsi 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
miliony zivotd. Jako kazdy novy objev byla hlavné v minulosti vSak vakcinace vnimana
spiSe negativné nez pozitivné. Bohuzel biologie a sni spojend imunologie neni
matematika, kde je vzdy jednoznacny vysledek, a proto vakcinace muze sebou také
prinaSet bohuzel urcita rizika. Dokonala 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 dneSni vakciny jsou jiz daleko

bezpecnéjsi a oCkovani je dnes normalni rutinni zalezitost (Hotejsi et al., 2017).



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Antigen prezentujici bunky

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

(Hofejsi et al., 2017).

2.1.1 Dendritické bunky

Dendritické bunky (DC) patii mezi nejucinngjsi buriky patfici do skupiny APC, a proto
predstavuji hlavni spojujici clanek mezi rychle reagujici vrozenou a antigenné
specifikou Casti imunitniho systému. Dendritické buniky mizeme v organismu najit ve
dvou formach, a to ve nezralé a zralé formé. Jestlize v organismu neni zadna infekce,
nezralé¢ dendritické bunky prubézné fagocytuji molekuly rozpusténé v tekutiné ¢i
odumielé buniky 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 bunkou aktivovany. Bud' jsou
utlumeny, nebo jsou z nich vytvoreny tzv. regulacni T lymfocyty, které imunitni reakce
vuci takovému antigenu potlacuji, a proto jsou nezralé dendritické bunky dilezité pro
zachovani tolerance vici vlastni tkani. Jestlize dendriticka buika rozezna podnét, ktery
reprezentuje nebezpeci pro organismus (bunky, které zahynou nekrozou ¢i patogenni
mikroorganismus), aktivuje se a stava se z ni zrala dendriticka butika. Mnohé struktury
jsou pro patogenni mikroorganismy typické, a proto je dendritickd burika dokaze
spravné rozpoznat. Tyto struktury jsou sdilené riznymi mikroorganismy a jsou
nezbytné pro jejich zivot. Nekdy tyto struktury byvaji oznaceny jako PAMP (pathogen
associated molecular pattern). Piikladem PAMP mohou byt napt. lipopolysacharidy
nebo peptidoglykany. Zaroven i dendritické buriky umi rozeznat i nékteré molekuly,
které pochazeji zpoSkozenych bunék a tkani. Tyto molekuly byvaji souhrné
oznacovany jako DAMP (damage associated molecular pattern) a patfi mezi né€ napft.
kyselina mocCova, nukleové kyseliny nebo nékteré intracelularni proteiny. Pro tyto
charakteristické mikrobialni nebo endogenni komponenty maji dendritické bunky a také

jiné druhy leukocytd rizné druhy receptori oznaCovany jako PPR (pattern recognition



receptors). Mimoradneé dulezité jsou TLR (toll-like receptor) receptory, které
rozeznavaji celou fadu molekul typické pro razné patogeny (lipopolysacharidy,
lipoproteiny, virové nukleové kyseliny). Dalsi vyznamnou skupinou jsou CLR (C-type
lectin receptors) receptory, které rozeznavaji sacharidy, jez jsou soucasti mikrobialnich
glykoproteini a polysacharidi. Dale maji dendritické buriky napf. scavengerové
(,,uklizeci®) receptory, NLR (NOD-like receptors) receptory nebo RLR (RIG-I-like
receptors) receptory. Pii aktivaci dendritické butiky se zméni jeji vlastnosti. Aktivované
dendritické burky jiz nedisponuji schopnosti pohlcovat Castice z okoli. Zaroven po
aktivaci se vyrazné zvysi exprese MHC molekul a také kostimulacnich molekul jako
napt. CD80, CD86. Zrala DC jiz dokaze aktivovat naivni T lymfocyty (takové, jenz se
dosud nesetkaly s antigenem). DC ve zralém stadiu maji zivotnost 2-3 dny a nasledné
hynou apoptozou. Proto je dulezité, aby byly zasoby DC neustale dopliiovany z kostni

dfen¢ (Hotejsi et al., 2017).

2.2 MHC molekuly

MHC (major histocompatibility complex) glykoproteiny 1. tfidy (MHC gp I, nebo jen
MHC 1) se nachazeji na vSech jadernych buiikach v organismu, zatimco MHC
glykoproteiny II. tfidy (MHC 1II) za fyziologickych podminek pouze na burkach, které
dokazi prezentovat antigen. Jako pfiklad mizeme uvést DC, makrofagy, monocyty ¢i B
lymfocyty. Lidé maji tfi klasické izotypy MHC I molekul (HLA-A, -B, -C). Jako HLA
se oznacuji lidské MHC I molekuly (human leukocyte antigens). Mezi neklasické MHC
I molekuly nalezi HLA -E, -F a —G a rovnéz také molekuly ze skupiny CD1, které
striktné nejsou produkty MHC I, nicméné strukturné a funk¢né maji k MHC 1
glykoproteinim velmi blizko (Hotejsi et al., 2017).

2.2.1 Struktura a funkce MHC I molekul

MHC I molekula (Obr. 1) se sklada z transmembranového fetézce o o molekulové
hmotnosti 45 kDa a s nim nekovalentné asociovaného 32-mikroglobulinu o molekulové
hmotnosti 12 kDa. V a fetézci lze rozlisit tfi domény. Dvé N-terminalni al a a2. Tyto
domény vytvareni misto, na které se mohou vazat peptidy. Tieti doména (a3) a B2m
jsou podle struktury podobné imunoglobulinovym doménam, coz znamena, ze jsou
tvoreny sekvenci okolo 110-120 aminokyselin a jejich struktura pfipomina stejné jako u

imunoglobulinovych domén jakysi soudek tvoreny smyckami polypeptidového fetézce
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stabilizovany cystinovym miustkem. Zakladni funkci MHC 1 je vazat peptidové
fragmenty proteint, které bunka produkuje. Nasledné tyto peptidové fragmenty v
komplexu s MHC I molekulou vystavuje na bunécném povrchu tak, aby byly rozeznany
T lymfocyty (diky jejich antigenné specifickym receptorim). Aby meéla MHC 1
molekula stabilni konformaci a mohla tak byt dlouhodobé exprimovana na bunééném
povrchu, musi na ni byt navazana peptidova molekula, ktera pochazi z proteint
produkovanych v burice, a které byly urCeny k degradaci proteasomem pomoci tzv.
polyubikvitinylace. Na MHC I molekuly se nemusi vazat jen Cisté peptidy, nybrz také
chemicky modifikované peptidy (napt. glykoproteiny). Nekteré | neklasické® MHC I
molekuly, tj. napf. CD1 mohou vazat misto peptida lipidové molekuly, které nasledné
predkladaji T lymfocytim. Vétsina somatickych bunék na svém povrchu obsahuje az
nekolik desitek tisic MHC I molekul. Tento pocet je ovSem nizky oproti nékterym
leukocytim (hlavné APC), které maji tento pocCet jesté fadové vyssi (Hofejsi et al.,

2017).

Peptid

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

Prevzato a upraveno dle Horejsi et al., 2017



2.2.2 ,Neklasické*“ MHC molekuly I. tridy

Mezi ,klasické“ molekuly MHC 1 patti u clovéka HLA -A, -B, -C (nékdy také
nazyvané jako MHC gp Ia). Jako ,neklasické” MHC I (nékdy nazyvané MHC gp Ib)
patii u ¢lovéka molekuly s ozna¢enim HLA —E, -F, -G a n¢kdy také CD1 (diferenciacni
antigen). Kazdy z téchto membranovych glykoproteint je strukturné blizky klasickym
MHC 1. Jsou poskladany z podobného transmembranového o fetézce a 2m. Tyto
molekuly se vyskytuji pouze jen na nékterych buiikach a vétSinou se zameétuji na vazbu
zvlastnich ligandi. Také nejsou tak polymorfni jako klasické MHC 1. HLA -G se
vyskytuje pouze na povrchu trofoblasti (Casti placenty pochazejici z plodu) a vaze
siroké spektrum peptidi. HLA —E se nachazi u mnoha typu bunék a vaze tzv. signalni
peptidy, které pochazeji z biosyntetickych prekurzort HLA —A, -B, -C a —-G. Komplexy
HLA -E a -G s peptidy jsou rozpoznavany NK buiikami (natural killer cells — pfirozeni
zabijaci), které maji specialni inhibi¢ni receptory. Pomoci NK buné¢k tak pfispivaji k
toleranci plodu v déloze, ackoliv zasadni role NK bunék je spiSe v protinadorové a
protivirové imunité, protoze NK buriky nemaji jen inhibi¢ni receptory, nicméné také
aktivacni receptory. Molekuly CD1 nevazou peptidy, nybrz mikrobialni glykolipidy,
ptipadné glykolipidy, které jsou organismu vlastni (Hotejsi 2017).

2.2.3 Vazba peptidi na MHC I a jejich prezentace

Vazebné misto pro peptidy u MHC I molekul (Obr. 2) je uréeno pro peptidy o délce 8-
11 aminokyselin, protoze tyto peptidy se do vazebného mista vejdou. Vazebné misto je
na obou koncich uzavfeno, nicmén¢ je mozné, aby se do tohoto mista navazaly také i
jinak velké peptidy napf. tzv. ,vyboulenym zpuisobem®. Dulezitou roli ma povaha
,kotvicich“ aminokyselinovych zbytkd. Specificka molekula MHC 1 vaze peptidy, které
maji zakladni spolecné strukturni rysy, to znamena, ze vykazuji urcity vazebny motiv.
Zpravidla je velmi dulezita povaha jedné nebo dvou aminokyselin, jez se nachazeji na
konci peptidi. Povaha ostatnich aminokyselin neni moc dualezita nebo na tom nezalezi

vubec (Hofejsi et al., 2017).



Kotvici zbytky

MHC gp | MHC gp |

Obrazek ¢. 2: A: Vazba peptidi do vazebnych mist na MHC 1. B : Vazba peptida na MHC 1
,,vyboulenym zptisobem* . Pfevzato a upraveno dle Horejsi et al., 2017

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

Béhem biosyntézy MHC I molekul v endoplazmatickém retikulu (ER) dochazi k vazbé
peptidt, jez pochazeji z proteind, které jsou produkované v burice. Hned po vytvoreni

polypeptidového fetézce o a B2m (tj. po translaci mRNA) dochéazi v lumen ER k

7



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 dalsimu zpracovani v Golgiho aparatu, a které se nasledné objevi na
povrchu bunky, musi mit tii slozky: o fetézec, 32m a peptid. Hlavnim zdrojem peptidu
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 sméfovany do proteasomu. Tato multikatalyticka jednotka
Stépi proteiny na malé peptidy. Toto Stépeni je soucasti prirozeného metabolismu
bunéénych proteini a podléhaji mu, jak vSechny normalni somatické proteiny, tak i
proteiny pochazejici z intracelularnich virti nebo tumorti. 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 1 / peptid mifi pomoci vezikularniho transportu
z endoplazmatického retikula pfes Golgiho komplex na bunécny povrch, kde je
nasledné vystavovan a rozpoznavan receptory cytotoxickych CD8 + T lymfocytt. Tyto
T lymfocyty nasledné likviduji virem infikované, nebo néadorové burky. Cely dg
graficky znazornén vyse (Obr. 3) (Cresswell et al., 1999; Zachova et al., 2016; Hotejsi
et al., 2017).

2.2.4 Vazba peptidi na MHC II a jejich prezentace

U molekul MHC II je vznik komplexu MHC 1II / peptid odlisny nez u MHC I molekuly.
Zaroveii md MHC II molekula jiné vazebné vlastnosti, nez MHC 1. U MHC 1I 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 zplisobem, ze lezi ve vazebném miste
v natazené konformaci, nicméné v nékterych ptipadech jsou peptidy vazany také tzv.
,,vyboulenym® zptsobem, kdy jsou ve vazebném misté uchyceny na koncich a jejich
stfedni ¢ast je ,,vyboulena“ ven. U MHC II molekuly v endoplazmatickém retikulu
dochazi ke spojeni o a B fetézcu s dal§im transmembranovym proteinem, ktery se

nazyva invariantni fetézec (Ii). Tento fetézec ma za ukol blokovat vazebné misto
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peptidim, takze se do vazebného mista nemohou vazat peptidy podobné t€m, které se
vazi na MHC I molekulu. Komplexy aBli jsou vedeny do Golgiho aparatu, kde se
oddeluji a ve forme sekrecnich vacki fuzuji s endosomy, které vznikly jako produkt
endocytozy proteint zachycenych na povrchu APC. Vétsinou se jedna o néjaky antigen
napf. mikrobialni glykoprotein ¢i komplex antigen-protilatka. Pfedtim vSak jesté
probiha fuze endosomu s lysosomy. Lysosomy obsahuji hydrolasy, které nasledné $tépi
pohlcené antigeny a jiné biopolymery (proteiny) na peptidové fragmenty. Nasleduje
fuze endosomu s transportnim vackem obsahujicim prekurzorové molekuly MHC 11
(aBli), ktery pfichazi z Golgiho aparatu. Po fuzi se Ii fetézec rozpadne a do uvolnéného
mista se navazou peptidové fragmenty vzniklé z endocytovanych antigent (vétSinou
proteint). Takto vznikly komplex MHC II/ peptid je transportovan na bunécny povrch
(Obr.4). Vystavené peptidové fragmenty poté interaguji s receptory CD 4 + T lymfocyta
(Desjardins et al., 1994; Trombetta, 2003, Zachova et al., 2016; Hotejsi et al., 2017).

Vystavovani komplexu MHC Il / peptid na
buné&ném povrchu

Endocytéza
antigena

Cytoplazma

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

mebranou

Lysosom
Stépeni li, vazba peptidl
na MHC Il

K Post-Golgiho vacek /

Obrazek ¢.4: Schéma vzniku komplexu MHC 1I 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 urcitych pfipadech dochazi k vazbé exogennich
proteini na MHC I molekuly bunék prezentujicich antigen. Takovému dé&ji se fika
,Zkfizena antigenni prezentace” (antigen cross presentation). Neékteré fagocytované
proteiny jsou transportovany z fagosomu do cytoplazmy a zde jsou pomoci proteasomu
rozlozeny na prislusné peptidy. Ty jsou standardnim zptsobem dopraveny do ER, kde
se vazou na MHC 1. Alternativé muze také dochazet k tomu, ze v pozdnich fagosomech,
rovnou k navazovani téchto peptidd na MHC 1. Diky zkfizené antigenni prezentaci je
mozné, aby exogenni antigen byl rozpoznavan nikoli jen CD4 + T lymfocyty, ale také
CD8+ T lymfocyty. Dulezité je podotknout, Ze touto schopnosti disponuji pouze nékteré
subpopulace dendritickych bunék a snejvyssi pravdépodobnosti také nékteré
subpopulace makrofagi (Hofejsi et al., 2017; Bevan, 1976; Zachova et al., 2016).
V podstaté ma zkiizena antigenni prezentace 3 zakladni kroky. Prvni krokem je
fragmentace antigenu na peptidy o urCité velikosti, kterd je nutna k tomu, aby se urcity
antigen vlezl do drazky nachazejici se na MHC I molekule. Druhym podstatnym
krokem je navazani peptidu na MHC I molekulu. Posledni krok je transport tohoto
komplexu MHC I/peptid na bunécny povrch. Jsou mozné dvé cesty, ve kterych muze
byt antigen fragmentovan a poté spojen s MHC I molekulou. V prvni cesté je antigen
prenesen z endosomu do cytosolu pomoci transportniho komplexu Sec61 a nasledné
cilen do proteasomu. Poté nasleduje podobny mechanismus jako v ptipadé MHC I
prezentace (cytosolova cesta). Druhou cestou, jakou mize byt antigen fragmentovan a
nasledné spojen s MHC I molekulou, je tzv. vakuolarni cesta. V této cesté je antigen
fragmentovan uvniti fagocytujicich vackt a zde také spojen s recyklujici se MHC 1
molekulou. Nasleduje transport na bunécny povrch. Komplex MHC I/ peptid v této
cesté neni vystaven prostiedi cytosolu. Bylo vSak zji§téno, ze u zkfizené antigenni
prezentace se cytosolovy antigen muze vratit zpét do endosomu k MHC 1 prezentaci
(Gromme et al., 1999). V nasledyjicich kapitolach jsou popsany jednotlivé cesty

zktizené 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 pred vice jak 20 lety jako cesta
navozujici imunitni odpovéd CD8+ T lymfocyta. Tato cesta je nezavisla na lysosomu,
nicméné je kni potfeba proteasom. Na zacatku je exogenni antigen pohlcen
dendritickou builkou. Vytvoii se tzv. endocytické vacky, které fuzuji sbrzkym
endosomem. Poté antigen opousti brzky endosom pomoci transportniho komplexu
Sec61. Nasleduje fragmentace antigenu proteasomem na kratké peptidy, které posléze
putyji do lumen ER pomoci TAP transportéri jako v piipadé klasické MHC I
prezentace. Uvniti endoplazmatického retikula se vytvaii komplex MHC I/ peptid, ktery
opousti ER a putuje skrz Golgiho komplex na bunény 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

Endocytéza
antigenu

' | Cytoplazma |

I

Golgiho komplex

Brzky / Endoplazmatické \\
endosom retikulum
Peptidova Q / Transport do
Sec61 pumpa Golgiho
(TAP) O komplexu
oOV'

Qo B,m Q

Proteasom fragmenty

Obrazek ¢.5: Schéma zkfizené 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 spoleny zacatek, jako cesta z endosomu do
cytosolu, nicméné pii této cesté dochazi k tzv. retrogradnimu kroku, kdy se nastépené
fragmenty antigent zpétné vraci do endosomu (Obr. 6). Na zacatku je exogenni antigen
pohlcen dendritickou buinkou jako v pfedchozim pfipadé. Nasleduje vytvoreni
endocytickych vacka, které fuzuji s brzkym endosomem. Poté antigen opousti brzky
endosom pomoci transportniho komplexu Sec6l a vstupuje do proteasomu.
Fragmentovany antigen v tomto piipadé smétfuje zpatky k brzkému endosomu, ktery
obsahuje veskeré proteiny nutné k uspésSnému navazani peptidu na MHC I (napt. TAP,
tapasin, chaperony ER calnexin a calreticulin, ERP57, MHC I). Tyto proteiny
pficestovaly do brzkého endosomu z endoplazmatického retikula v podobé vacku.
Uvnitt brzkého endosomu se spoji peptidy zantigenu s MHC I molekulou a po
nasledném transportu jsou vystavovany na bunééném 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 zkfizené 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
predchozi cesty zkiizené antigenni prezentace. Vakuolarni cesta neni citlivd na
inhibitory proteasomu a TAP prenaSecCl, protoZe tato cesta proteasom ani TAP
prenaseCe nevyuziva. Nicméné je velmi citlivd na inhibitory cysteinovych proteas
(Leupeptin, E64, ZFA-FMK). Zaroven se nevyskytuje u dendritickych bunék, které jsou
deficientni na Cathepsin S. Na zaatku je antigen pohlcen dendritickou buiikou. Po
pohlceni jsou vytvorené vacky s antigenem spojeny s brzkym endosomem. Proteasa
Cathepsin S, ktera je pfitomna v brzkém endosomu, §tépi antigen na peptidy. V piipade
vakuolarni cesty se vyuziva recyklace MHC I molekuly a ta pfichazi z bunécného
povrchu a fuzuje s brzkym endosomem. Poté vznikd komplex MHC I/ peptid. Nakonec
komplex MHC I/peptid opousti brzky endosom a putuje k bunécnému 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).

Vystavovani komplexu MHC | / peptid
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Endocytéza
antigenu

Pfichod MHC | z
+ .
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Obrazek ¢.7: Schéma zkfiZzené antigenni prezentace: Vakuolami cesta
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2.2.6.4 7Zkrizena antigenni prezentace pomoci mezibunécné

komunikace

Bylo objeveno, ze pomoci mezibunééné komunikace mize také dochazet ke zkiizené
antigenni prezentaci (Obr. 8), protoze mezibunecnd komunikace umoziuje vymeénu
molekul mezi bunikami. Tunely, které zprostfedkovavaji mezibunéénou komunikaci,
jsou vysoce usporadané struktury, které jsou slozené z konnexinu (napt. Cx43).
Hexamery tvorené konnexinem se nazyvaji konnexony. Pomoci tuneld tvorenych Cx43
je mozné piesouvat pouze molekuly o velikosti do 1800 Da, coz odpovida peptidim ne
vétsim jak 10 aminokyselin. Peptidy ziskané ze sousedni buiky, tak mohou byt
prezentovany na MHC 1 u APC a zaroven mohou podléhat zkfizené antigenni prezentaci
u DC. Mal4 molekula napt. peptid se presune do cytosolu sousedni buriky diky tunelu
skladajiciho se z Cx43. Poté je peptid premistén do ER diky TAP prenaSece. Uvniti ER
se vytvoti komplex MHC I/peptid, ktery nasledné 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

By /
Dalsi burika | | Cytoplazma T

Golgiho komplex

Endoplazmatické \\

retikulum
Peptidova Q / Transport do
pumpa Golgiho
(TAP) O komplexu
oV — < m
oV = — B Q

== — v
_Wm.sa —

@A (— Peptidy S
Pfesun peptid( Transport

pomoci Cx43 do peptida do ER
sousedni buriky \ /

Obrazek ¢.8: Schéma zkfizené antigenni prezentace pomoci mezibunééné komunikace
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2.3 Koronaviry

Koronaviry jsou obalené RNA viry, které zptusobuji akutni 1 pretrvavajici infekce u lidi,
ostatnich savcu a ptakd. Jejich nejvice vyznamnym spoleCnym rysem, jenz byl odhalen
elektronovou mikroskopii, jsou Siroce rozmisténé hroty ve tvaru palice, které vycnivaji
z povrchu virionu. Tyto hroty jsou morfologicky odli$né, nez jaké maji napt. ortoviry
nebo paramyxoviry. Nazev této skupiny vznikl diky témto hrotim, protoze maji jakousi
,svatozar®, 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 zpiisobeni nemoci u domacich 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 patti do tadu 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 prevazné ptaky. Novée

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

related coronavirus-2) patii do rodu betakoronaviri (Woo et al., 2012; Knipe et al.,

2013; Cui et al., 2019; Zhu et al., 2020 a).

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

Virus s nazvem SARS-CoV-2, nékdy také nazyvan jako Wuchansky virus nebo
COVID-19, je nedavno objeveny novy kmen lidského koronaviru, jenz je puvodcem
respiratniho onemocnéni. Tento virus patii do rodu betakoronaviri. SARS-CoV-2 ma
genomovou strukturu typickou pro vétSinu koronavirt. Jako u vétSiny koronavira 2/3
jeho genomické hmoty koduje 16 nestrukturnich proteind (nsps) spojenych s transkripci
a replikaci genomu. Zbyvajici 1/3 genomu koéduje 4 zakladni strukturni proteiny:
Hrotovy tzv. Spike (S), Obalovy (O), Nukleokapsidovy (N), Membranovy (M) a také
dalsi strukturni a dopliikové proteiny (Obr. 10). Spike protein je dilezity pifi navazani
viru na bunécné receptory hostitelské buriky. Spike protein je také cil od protilatek
vytvorenych imunitnim systémem. Membranovy protein je dalezity pro udrzeni tvaru a
struktury viriont. Obalovy protein je spojen s uvolfiovanim replikovaného viru a jeho
sestavenim v hostitelskych buinkéach. Prvni nakazeni pacienti s timto virem byli
hospitalizovani na konci prosince roku 2019 v ¢inském Wuchanu. Po analyzach vzorku
ziskanych od infikovanych jedinct bylo nasledné zjisténo, ze se jedna o novy kmen
koronaviru, ktery byl nésledné¢ pojmenovan jako SARS-CoV-2. Kompletni virovy
genom byl ziskan v lednu 2020 pomoci modernich metod meta-transkriptomického

sekvencovani (Zhang & Holmes, 2020).

Membranovy
Q ‘V‘ /> glykoprotein (M)
5 S B
Spike b
protein (S) o
= RNA
Obalovy !
protein (O) J‘\ =
A b Nukleokapsidovy
protein (N)

U Receptor ACE2

Obrazek €. 10: Kreslena ilustrace struktury koronaviru a virového receptoru ACE2 na povrchu
hostitelské buiky. Prevzato a upraveno dle Du et al., 2009; Liu et al., 2020
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Bylo dokazano, ze virus SARS-CoV-2 je nakazlivéjsi nez jeho blizci predchadci
SARS-CoV-2 (Severe acute respiratory syndrome-related coronavirus) a MERS-CoV
(Middle East Respiratory Syndrome Coronavirus), ktefi 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 ma SARS-CoV smrtnost okolo 10 % a MERS dokonce okolo 30 % - 40 %, tak
ani jedna z téchto dvou variant nezptsobila 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 vyuziva jako vstup Usta a
nos. Nasledné 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, Zze Clovek se muze
nakazit pouze dotykem predmétu ¢i n€jakého povrchu, kde se virus nachazi a
naslednym dotykem tst, o¢i ¢i nosu. Proto se jako prevence doporucuje Casté myti
rukou mydlem nebo dezinfekci na bazi alkoholu. K infekci hostitelské buiky potiebuje
virus vstoupit do bunky a nasledné vyuziva proteosynteticky aparat hostitelské buiky ke

svému mnozeni. (Wrapp et al., 2020).

2.3.2 Spike protein

Spike protein (Obr. 11) (nékdy 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 tfi monomeru (fetézec A, B
a C), které vycnivaji na povrchu viru a umoziuji tak vazbu na hostitelské buiky pres
angiotenzin-konvertujici enzym II (ACE2), jez je exprimovany hlavné v burkach
dolnich dychacich cest. Tento enzym muzeme také najit u bunék dalSich télesnych
organl jako napf. srdce, ledviny nebo stfeva, z Cehoz lze predpokladat, ze virus miize
infikovat vice té€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

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

Kazdy monomer Spike proteinu mé dvé€ hlavni st€pna mista (Obr. 12), a to misto
s oznacenim S1/S2, které oddéluje podjednotku S1 od podjednotky S2 a druhé hlavni
Stépné misto S2°, které se nachéazi v ramci podjednotky S2 (Belouzard et al., 2009;
Madu et al, 2009; Takeda, 2021). Kazdy monomer tak zahrnuje dvé funkcni
podjednotky.

Prvni podjednotka s oznacenim S1 je odpovédna za vazbu k receptoru hostitelské
buriky. Podjednotka S1 obsahuje N-terminalni doménu (NTD) a receptor vazajici
doménu (RBD) (Li, 2016). Jak jiz nazev napovida, za vazbu na ACE2 je zodpovédna
pravé RBD doména. Dilezité je zminit, ze NTD se také muze vazat u urcitych druht
koronaviri na proteinové receptory, takze u nékterych koronaviri se mohou obé
domény podilet na vazbé Spike proteinu na buiiku (Wang et al., 2021 b). Distalni S1
podjednotka také prispiva ke stabilizaci prefuzniho 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)

Druha podjednotka s oznacenim S2 je odpovédna za fuzi virové a bunécné
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 §tépen
hostitelskymi proteasami (Madu et al., 2009; Millet & Whittaker, 2015). Toto Stépeni

umoziuje aktivaci proteinu pro membranovou flzi prostrednictvim rozsahlych
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konformacnich 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 spoleCny postup navazani
receptoru a proteolytického zpracovani Spike proteinu k podpofe fuze virus-buika
(Walls et al., 2020). V zavislosti na druhu viru pouzivaji jednotlivé koronaviry rizné
domény v ramci podjednotky S1 k rozpoznani pfipojovacich a vstupnich receptora

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

Vzhledem ke skutecnosti, ze koronavirovy Spike protein je exponovany na povrchu
virionu a zprostfedkovava vstup do hostitelskych bunék, je hlavnim cilem
neutralizacnich protilatek pfi nastalé infekci. Zarover je to hlavni zameéfeni designu
vakcin, které vyviji farmaceutické spolecnosti (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 netopyiim koronavirem s
oznacenim SARSr-CoV RaTGl13. Shoda v aminokyselinové sekvenci Spike proteinu je
u téchto dvou vira 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 ryst proteinu viru SARS-CoV-2 je pfitomnost tzv. suboptimalniho
furinového $tépného motivu (FCM) (682-RRAR|S-686; Sipka doli znamena Sté€pné
misto - zndzornéno na obrazku €. 13) u mista S1/S2 vlozenim unikatni sekvence 4
aminokyselin (681-PRRA-684). Tato sekvence neni pfitomna u viru SARS-CoV, ktery
se poprvé objevil mezi lety 2002-2003 ani u netopyfiho viru s oznatenim RaTG13,
ktery je relativné ,,nejblize” viru SARS-CoV-2 ani u jinych dnes znamych netopyfich
koronavirt (Andersen et al., 2020). Tento charakteristicky rys je jednim ze zakladu pro
nevédecky argument, ze vir SARS-CoV-2 mize byt uméle vytvofen v laboratofi.
K tomuto typu inzerce vSak miize také dojit béhem pftirozené evoluce koronaviri (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 vyznaCeno magentovymi nuzkami a St€pici misto S2° (815/816) je vyznaceno
zelenymi nuzkami. Pfevzato a upraveno dle Takeda 2021

SARS-CoV-2 CEERARERE TN EEEY S VA
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Obrazek ¢.13: Aminokyselinova sekvence St€piciho mista S1/S2 u SARS-CoV-2 a relativné
pribuznych koronavira. Magentové ntizky zna¢i S1/S2 s§t€pici misto. V modrych rameccich jsou
znazornény zakladni argininové zbytky. Aminokyseliny jsou vyobrazeny jako jednotlivé znaky
a pomlcky znazomuji 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 rozsahlou Skalu zavaznosti. Siln€ to naznacuje,
ze prubéh nemoci a zaroven velikost zavaznosti onemocnéni souvisi s hostitelskymi
faktory. Je velmi pravdépodobné, ze ziskané komordity jako je napf. vek, obezita,
kouteni, apod. souvisi s klinickou zavaznosti Covid-19. Dulezité 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 vys$sim rizikem infekce, zatimco
krevni skupina 0 méla toto riziko nizsi (Li et al., 2020). Tato proménliva nachylnost
muze byt podle hypotézy spojena s cirkulujicimi anti-A protilatkami, které by mohly
interferovat nebo dokonce inhibovat proces adheze mezi buiikou a virem. Pfi studii se
porovnaval podil jedinct, ktefi méli protilatky anti-A v jejich séru (tj. krevni skupina 0
a B) a jedinct, ktefi tyto protilatky neméli (tj. krevni skupina A a AB). Zjistilo se, Ze
jedinci, ktefi meli protilatky anti-A byli vyznamné méné zastoupeni ve skupiné
pozitivnich na Covid-19, nez jedinci, ktefi neméli protilatky anti-A. Pfi studiu protilatek
anti-B nebyl pozorovan zadny signifikantni rozdil. Béhem experimentu byl také
pozorovan rozdil mezi protilatkami anti-A u krevni skupiny O a krevni skupiny B. Zda
se, ze protilatky anti-A u krevni skupiny 0 maji vétsi protektivni uc€inek nez u skupiny B
(Gérard et al., 2020). Je to pravdépodobné zpusobené faktem, Ze prevladajici isotyp
imunoglobulinu anti-A v séru krevni skupiny B je pfedev§im IgM, zatimco u krevni

skupiny 0 je prevladajici 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. Dulezité je vSak zminit,
Ze toto pozorovani je jesté daleko od potvrzeni jednotlivych zavéra. Kazdopadné by toto
sledovani mohlo pomoci najit nové pfistupy, které by mohly byt uzitecné pti sledovani

ptipadné 1éceni 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 infikovana 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 ucinné proti mnoha onemocnénim, pomalu zacinaji vyklizet prostor pro mnohem
vice sofistikované technologie vyvoje jednotlivych vakcin. Tyto technologie umoziiuji

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

Vzdy je vSak mit na paméti, ze jsou tady dva hlavni cile, jenz by meéla jakakoliv
vakcina spliiovat. V prvé tfadé je to bezpecCnost vakciny, ktera musi byt splnéna a
druhym podstatnym cilem je ucinnost vakciny, tzn aby se po jejim podani vytvorila
dostatecné silna a dlouhodoba imunitni ochrana vici sledovanému patogenu. Vétsina
schvalenych vakcin je zameéfena na indukci neutralizacnich protilatek vici cilovému
patogenu. Podani vakciny je tedy snaha o vytvoreni takového stavu, kdy by infekce
jedince byla zcela potlacena a vzniku onemocneni ¢i jejimu prenosu na dalsi jedince by
bylo zcela zabranéno (Dutta et al., 2016; Kyriakidis et al., 2021). V pfipad€ onemocneni
SARS-CoV-2 vzniklo mnoho druhi vakcin, které jsou zalozené na riznych strategiich.
Inaktivované vakciny (Obr. 14) proti SARS-CoV-2 jsou vyrabény péstovanim SARS-
CoV-2 na bunééné kulture. 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 bunécné kultufe a pozadavkim na zazizeni, kde se vakcina vyrabi.
Prostory musi byt na urovni biologické ochrany 3 (Gao et al., 2020). Tyto vakciny se
vétsinou podéavaji intramuskuldrné a mohou obsahovat hydroxid hlinity nebo dalsi jina
adjuvancia (Krammer, 2020). Strategii inaktivovanych vakcin vyuzily cinské

spolecnosti Sinovac se svou vakcinou s nazvem CoronaVac a spole¢nost Sinopharm.

Dalsi strategii, kterd byla vyuzita, je zaloZzena 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 pii vniknuti do bunék, pfinutil hostitelské buriky
exprimovat Spike protein, na ktery poté reaguje imunitni systém. Vektorovy virus vSak
neni schopen se dale mnozit. VétSinou jako vektor se u téchto vakcin pouzivaji
adenoviry. Vyhodou téchto vakcin je, Ze se nemusi pracovat s zivym virem a zarovei 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 témto vektorim. Mezi nejznamnéjsi vakciny zaloZzené na tomto principu patfi
ruska vakcina Sputnik V nebo vakcina vytvorend spoleCnosti AstraZeneca (Mercado et

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

Poslednim zde uvedenym typem vakcin a zaroveni 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 geneticka informace a v burikach o¢kovaného jedince se nasledné tento
antigen vytvoii. Miaze byt pouzita mRNA nebo samoreplikujci se RNA. V pripadé
mRNA je vSak zapottebi vyssi davky nez u samoreplikujici RNA (Vogel et al., 2018).
RNA se vétsinou do bunék dostane prostfednictvim lipidovych nanocastic (Corbett et
al., 2020). Vyhodou tohoto druhu vakciny je, ze se mize 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 jesté vyskytnout komplikace, tak jako pfi uziti kazdé nové
technologie nebo nového technologického postupu. Dosud asi nejvétsi nevyhodou bylo
skladovani 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 zavér
této kapitoly je potieba zminit, ze tohle nejsou vS§ehny ockovaci strategie, které existuji,
protoze existuji jesté dal§i druhy vakcin jako napt. vakciny zalozené na rekobinantnich

proteinech tieba od spole¢nosti Novavax (Krammer, 2020).
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Obrazek ¢.14: Inaktivované vakciny obsahuji cely virus SARC-CoV-2, ktery se péstuje v
bunéénych kulturach a nasledné chemicky inaktivuje. Pfevzato 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 patfi diky svym vynikajicim vlastnostem mezi jednu z
nejlepSich analytickych metod. Neprekonatelna citlivost, rychlost, detek¢ni limity a
rozmanitost aplikaci fadi hmotnosti spektrometrii na vynikajici pozici mezi analytické
metody. V analytické chemii jsou vétSinou nejnovéjsi aplikace zamétené na biochemii.
Hmotnostni spektrometrie se miiZze v biochemii vyuzivat na studium napf. metabolomu,

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

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

Hoffmann & Stroobant, 2007).

Vytvorené 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 znazorfiuje pomeér
hmotnosti k naboji urcitého iontu a znaci se m/z. Y osa v grafu znazorfiuje pocet iontu
nebo jejich relativni intenzitu. Nejintenzivné€jsi vrchol v grafu se nazyva zakladni vrchol
a je mu prifazena relativni intenzita 100 %. Intenzity vSech ostatnich vrcholu jsou
uvedeny jako umeérné hodnoty, to znamena jako procenta zakladniho piku. Ionty
poskytuji informace o povaze a struktufe jejich prekurzorové molekuly. Hmotnostni
spektrometr (Obr. 17) vzdy obsahuje: vstup pro zavedeni slouceniny, ktera se analyzuje,
ionizacni zdroj k produkci ionti ze vzorku, jeden nebo vice hmotnostnich analyzatora k
oddéleni riznych iontd, detektor, ktery ,,pocita“ 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 Ionization (MALDI)

Analyzovany vzorek musi byt pfed analyzou v hmotnostnim spektrometru ionizovan.
K tomuto slouzi iontové zdroje. V hmotnostni spektrometrii se pouZzivaji rizné iontové
zdroje. Jednim z iontovych zdroju je tzv. MALDI. Tato metoda se vyznacuje snadnou
ptipravou vzorku a ma dobrou toleranci ke kontaminaci solemi, pufry a detergenty
(Chen et al., 1998; Stump et al., 2002). Ionizace vzorku pomoci MALDI je dosazeno ve
dvou krocich. Prvni krok zahrnuje rozpusténi slouceniny, kterd méa byt analyzovana,
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 vytvorena smes je pied analyzou vysuSena a veskeré
kapalné rozpoustédlo je odstranéno. Vysledkem je ,,pevny roztok* matricovych krystalt
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). Ionizacni 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. Netvori se shluky vzorku, které brani vyskytu molekularnich
iontd. Matrice také minimalizuje poskozeni vzorku, které muze vznikat vlivem laseru,

protoze absorbuje vétSinu dopadajici energie a zvySuje ucinnost prenosu energie
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z laseru na analyt. Citlivost je tedy také znacné zvySena (De Hoffmann & Stroobant,

2007).

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

Analyzator TOF je druh analyzatoru, ktery oddéluje ionty na zaklade€ jejich rychlosti.
Iontlim je na zacatku udélena rychlost pomoci elektrického pole. Poté se ionty pohybuji
v oblasti bez elektrického pole. Tato oblast se nazyva letova trubice. Ionty, které jsou
vypuzovany ze zdroje, jsou vypuzovany ve svazcich. Tyto svazky jsou vytvareny
pferuSovanym procesem jako je napf. laserova desorpce. Nasledné jsou ionty
urychlovany k letové trubici rozdilem potencialu aplikovaného mezi elektrodou a
extrakéni mrizkou. Protoze veskeré ionty ziskavaji stejnou kinetickou energii, 1ze fici,
ze ionty charakterizované rozlozenim své hmotnosti prezentuji rozlozeni své rychlosti.
Kdyz ionty opoustéji oblast zrychleni, vstupuji do oblasti, kde neplisobi zadné
elektrického pole. V této Casti se ionty rozdéluji podle svych rychlosti, nez dosahnou
detektoru umisténého na druhém konci letové trubice. Pomér hmoty k naboji se poté
nasledné urCuje z méreného Casu, ktery iontim trva, nez proleti oblasti bez elektrického
pole mezi zdrojem a detektorem. Rychlost analyzy detektoru TOF je velka a hmotnosti
spektrum v §irokém rozsahu lze ziskat béhem par mikrosekund. Zarove horni
hmotnostni rozsah analyzatoru TOF nema limit, coz jej ¢ini vhodnym kandidatem pro
mekké ionizacni techniky. Vzorky s hmotnosti vyss§i 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 pfibuzné vazebné ¢inidlo. Tato chromatografie
vyuziva predevsim biologické interakce, u nichz je vyhodou jejich selektivita a zaroven
reverzibilita. Typickym pfikladem téchto interakci je napf. interakce protilatky
s antigenem nebo enzymu se substratem. U afinitni chromatografie se pouziva tato
selektivni interakce zpusobem,tak Ze jedno Ccinidlo =z interagujiciho paru ( napf.
protilatka) je imobilizovano na chromatograficky nosi¢. Cinidlu, které je imobilizované
na nosi¢i, se fika afinitni ligand“, jez ma schopnost selektivné zadrzovat
komplementarni vazebnou Castici pfitomnou v komplexni smeési. U afinitni
chromatografie se pouzivaji rizné druhy pufri. Tyto pufry se pouZzivaji pro aplikaci,

promyvani nebo eluci analyzovaného vzorku. U téchto pufri je dulezité sledovat jejich
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hodnotu pH a iontovou silu z davodu stability afinitniho ligandu a jeho vazebného
partnera, nebo také pro plnou aktivaci obou €inidel. K naneseni na kolonu se pouziva
aplika¢ni pufr, ktery do kolony pfinese komplexni smes, jez obsahuje také nami
sledovanou latku. Na afinitni ligand se navaze pouze nami sledovana latka a zbytek se
promyvacim pufrem promyje. Nasledné se pouzije elu¢ni pufr, ktery obvykle miva
rozdilné pH nez aplikacni nebo promyvaci pufr a nami sledovanou latku vyplavi
(Walters, 1985; Handbook of Affinity Chromatography, 2006; Reichelt, 2015;

Rodriguez et al., 2020).
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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)
-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 I (ThermoFisher Scientific, USA)
Transfekéni Cinidlo 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)

NaHCOs (Lach-Ner, CR)

Glycin (Lachema, CR)

NaCl (Lach-Ner, CR)
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CH3;COONa x 3H0 (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_SpikeSARSnCoV?2_IgGkappaHistag (ThermoFisher Scientific, USA)
Freestyle™ 293-F buriky (ThermoFisher Scientific, USA)

¢DC1- Bun&na linie (Lausanne, Svycarsko)

Sepharosa, katalogové Cislo C9210 (Sigma-Aldrich, USA)

Ni-NTA agarosa (ThermoFisher Scientific, USA)

Imidazol (PanReac AppliChem, Spané&lsko)

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 ul)
Coupling pufr — 0,1 mmol-1"! NaHCO3, 0,5 mmol-1"! NaCl, pH 8,3-8,5

Roztok kyseliny chlorovodikové - 1 mmol-1"!

Roztok glycinu — 0,2 mol-1", pH 8,0

Acetatovy pufr — 0,1 mol-1"" CH3COOH:3H;O0, 0,5 mol-1"! NaCl, pH 4

Elu¢ni roztok kyseliny octové — 10% CH3COOH v PBS

Lyzaéni pufr — 1% SDS v PBS, (do 10 ml roztoku bylo ptidano 4 ul Leupeptinu, 20 ul
PMSF, 5,25 ul Aprotininu a 4 pl Pepstatinu, veskeré inhibitory mély koncentraci 1
mg/ml az na PMSF, ktery mél koncentraci 250 mmol-1!)
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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

Elu¢ni pufr — 50 mmol-1"', NaH,PO4, 300 mmol-1"' NaCl, 200 mmol-1"! imidazol, 0,05%
Tween 20, pH 7,4

Promyvaci pufr — 50 mmol-1"! NaH>PO4, 300 mmol-1"' NaCl, 2 mmol-1"" imidazol,

0,05% Tween 20, pH 6,8

Adaptacni pufr — 500 mmol-1"' NaH2POs, 1500 mmol-1"' NaCl, 100 mmol-1"' imidazol,

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

3.1.3 Pristroje a pomucky

Injekeni stiikacky (BD, USA)

Membranové 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)

Kultivacni nadoby (TPP, UK)

Spicky 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 prenaseni elektroforetickych gell (Bio-Rad Laboratories, USA)
96- jamkové desticky (ThermoFisher Scientific, USA)

Orbitalni tfepacka (Ika, Némecko)

Sada pro piipravu gelt 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 podtem 5x10° Free style 293F bunék byla rozmrazena a butiky byly
preneseny do 20 ml expresniho média a kultivované pii 37 °C a 8 % COz na orbitalni
ttepacCce pii 125 rpm. Druhy den byly bunky spocitany a nasledné kultivovany pfti
koncentraci 3x10° az 3x10° bunék/ml. Den pted transfekci byly butiky nafedény na
hustotu 1x10° na 1 ml média a kultivovany pres noc. V den transfekce byly buiiky opét
fedény, a to na hustotu 1x10° na 1 ml média. Buiiky byly transfekovany transfek&nim
Cinidlem 293fectin a plasmidem, ktery koduje RBD doménu. Pred transfekci byl
plasmid a transfekeni Cinidlo (293fectin) nafedény v Opti-MEM médiu. Na kazdych 80
ml bunécné kultury bylo nafedéno 40 pg plasmidu v1 ml Opti-MEM médiu a
inkubovano 5 minut pii pokojové teploté. Transfekcni Cinidlo 293fectin v objemu 80 pl
na 80 ml bunécné kultury byl naredén také v 1 ml Opti-MEM médiu a inkubace také

byla 5 minut pfi pokojové teploté. Nasledné cely objem naredéného plasmidu s Opti-
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MEM médiem byl prenesen do roztoku natfedéného transfekéniho €inidla 293fectin a
smes byla inkubovana 30 minut pii pokojové teploté. Smés nafedéného transfekéniho
¢inidla 293fectin a plasmidu byla néasledné pfenesena do bunécné kultury a buriky byly

takto inkubovany 4 dny pi1 37 °C a 8 % COz na orbitalni tfepacce pi1 125 rpm.
3.2.2 Purifikace a zakoncentrovani RBD proteinu

Po kultivaci byla provedena centrifugace média pfi 170 g 10 minut. Médium bylo
odpipetovano a zamrazeno. Buriky byly rozsuspendovany v pavodnim objemu média a
kultivovany dalsi 3 dny. Médium bylo poté opét centrifugovano. K médiu bylo pfidano
zamrazené meédium, 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). Smeés byla pfi velmi
malé rychlosti to¢ena na rotatoru pii 4 °C pies noc. Agarosa byla promyta 3x15 ml
promyvaciho pufru a protein byl eluovan pomoci elu¢niho pufru (6x 0,6 ml). Protein byl
dialyzovan a zakoncentrovan do PBS pomoci zakoncetrovacich centrifugacnich kolonek
(cutoff 10 kDa). Cistota proteinu byla nasledn& ovéfena pomoci SDS-PAGE a
koncentrace byla zméfena metodou BCA (Pierce) a denzitometricky z SDS-PAGE gelu.

3.2.3 SDS PAGE elektroforéza

Nejprve byla sestavena aparatura k piipravé elektroforetickych gela (déliciho a
zaostfovaciho). Byla pouzivana 1 mm skla. Nami sledovany protein mél okolo 30 kDa.
Proto bylo pouzito 15 ml 10% polyakrylamid roztoku na vytvoreni de€liciho gelu (5 ml
30% akrylamidbisakrylamid, 3,75 ml 4xTris pufr pH 8,8 , 6,25 ml H>0, 75 ul 10% H>0O
roztoku persiranu amonného, 15 pl TEMED). Bublinam a vysychani gelu bylo
zabranéno prelitim n-butanolem. Gel byl ponechan 20 minut, aby ztuhnul. Mezitim bylo
pfipraveno 10 ml 4% polyakrylamid roztoku jako zaostfovaci gelu (1,3 ml 30%
akrylamidbisakrylamid, 2,5 ml 4xTris pufr pH 6,8 , 6,2 ml H2O, 50 ul 10% H2O roztoku
persiranu amonného, 10 ul TEMED). Nasledné byl odmyt n-butanol pomoci ddH>O a
byl nalit zaostfovaci gel mezi skla a do n¢j byl zasunut hfebinek na vytvoreni jamek.
Gel se nechal ztuhnout (20 minut). Do jednotlivych jamek bylo vzdy napipetovano 10
ul eluce (roztok, co se uvolnil pfi Ni-NTA po piidani elucniho pufru). Predtim, nez se
jednotlivé eluce pipetovaly do jamek, byly povareny s SDS na 5 minut pii 90 °C.
Elektroforéza byla nastavena na 60 minut pii 120 V. Jako standard byl pouzit PageRuler
s katalogovym cislem 26619.
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3.2.4 Kvantifikace proteinu pomoci BCA metody

Na kvantifikaci byl pouzit 96 jamkovy panel. Do jamek s oznaCenim 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.
Plivodni roztok BSA na fedéni mél koncentraci 2 mg/ml. Jamky v fadé D2-D4 byly
ponechany pro nami sledovany vzorek. Vzorek byl podroben 3 fedénim, a proto bylo
potteba pouzit 3 jamky. Do prvni jamky bylo napipetovano 5 ul vzorku do 10 pul PBS,
do druhé jamky 1 pl vzorku do 10 pl PBS a do tfeti jamky 0,5 pl vzorku do 10 ul PBS.
Do zbyvajicich jamek bylo napipetovano PBS.

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

nasledujiciho vzorce:

(standardy + vzorky)*(replikaty)*( pipetovany objem WR roztoku ke vzorku) = celkovy
potfebny objem WR. V naSem piipad¢€ byl objem vypocitan nasledovné:

(8+3)*(2)*(200 pl) = 4400 pul WR cinidla. Pro lepsi vypocet a nasledujici michani
reagencii bylo ¢islo zaokrouhleno na 5000 pl = 5 ml. WR ¢inidlo bylo pfipraveno
smichanim BCA reagencie A s BCA reagencii B (50:1, Reagencie A: Reagencie B).
V nasem piipadé 5000 pl reagencie A a 100 ul reagencie B. Po pfipravé WR roztoku
bylo ke standardim a nasim vzorkim pfidano 200 pl WR cinidla a nasledné byla

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

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

Schéma fedéni BSA jako standardu
Vzorek (jamka) Objem roztoku (PBS) Objem BSA Finalni
(ub (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 pfi 562 nm.
3.2.5 Kvantifikace proteinu pomoci SDS PAGE

Nejprve byla vytvorena kalibra¢ni fada roztokt BSA. Do kazdé 1,5 ml zkumavky bylo
napipetovano 4 ul BSA standardu o razném obsahu BSA ve vzorku a 4 ul 2 x SDS
redukéniho pufru. Kalibracni fada méla celkem 5 koncentraci BSA. V jednotlivych
jamkach bylo 2 ug, 1 pg, 0,5 png, 0,25 pg, 0,125 pg BSA mnozstvi. Na kvantifikace
proteinu pomoci SDS PAGE byly pouzivany gely, které mély stejné slozeni jako na
predchozi elektroforézu viz. kapitola 3.2.3. Vzorek snaSim proteinem (RBD) byl
nafedény na koncentraci 1 mg/ml. Do 1,5 ml zkumavky jsme pottebovali 2 pg RBD,
takze do zkumavky bylo napipetovano 2 pul vzorku s proteinem, 2 pl 1 x PBS + 4 pl 2 x
SDS redukéniho pufru. Nasledné byly standardy spolu se vzorkem promichany pomoci
pikofugy a poté povareny na 5 minut pii 90 °C. Na elektroforézu byl pouzit marker
s nazvem a oznacenim Page Ruler Plus Prest, Product *26619. Do kazdé jamky bylo
napipetovano celkové vzdy 8 ul vzorku. Markeru bylo napipetovano jen 5 pl.
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 prenesen do barviva Coomassie. Gel byl ponechan v barvivu pfes noc.
Dal§i den byl gel pfenesen do odbarvovaciho roztoku. Odbarvovaci roztok byl

vyménovan dle potieby. Nakonec byla potizena fotka gelu.
3.2.6 Priprava kompletniho kultiva¢niho média IMDM

Do 500 ml nadoby bylo napipetovano 40 ml FBS, 5 ml roztoku penicilinu a 44,5 ml
IMDM GlutaMax média. Nasledné¢ bylo médium pomoci injekéni stiikacky
prefiltrovano pres filtr. Po piefiltrovani bylo do média ptidano 1,7 pl 50 mmol 1" B-

merkaptoethanolu.

3.2.7 Kultivace adherentnich bunék

Nejprve byly buiky rozmrazeny a pfeneseny do zkumavky typu falkon. K burikam 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 kultiva¢ni nadoby
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a inkubovany pii 37 °C, 5 % CO: v inkubatoru do nasledujiciho dne. Nasledujici dny
byly buriky vzdy zkontrolovany pod mikroskopem. Podle potteby byly buiiky preneseny
do vétsi kultivacni nadoby. Vzdy, kdyz bylo buriky potteba prenést do vétsi kultivacni
nadoby, bylo odsano médium a k buiikam v kultivaéni nadobé€ bylo ptfidano PBS dle
velikosti kultivaéni nadoby napi. na kultivaéni nadobu o ploe dna 25 cm? bylo pouZito
5 ml PBS (kvuli zbaveni se FBS). Poté byl PBS odsan a byl pfidan k burikam trypsin
(mnozstvi zase zalezelo na ploSe dna nadoby 350 pl trypsinu na nadobu o plose dna 25
cm?) asi na 1-2 minuty. Timto byly buiiky odlepeny. Nasledné bylo k butikam piidano
10 ml kompletniho IMDM média a 5 ml média s buitkami bylo odebrano a
prepipetovano do dalsi kultivacni naddoby. Kdyz bylo v nadobé dostatecné mnozstvi
bunék, tak byly buiiky pfeneseny do vétsi kultivacni nadoby. Na provedeni experimentu

bylo potfeba mit nap&stované &tyfi kultivadni 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 piidan 1 gram kyanogen-bromid
aktivované Sepharosy minimalné 30 minut. Pot¢ 100 ml roztoku bylo pfeneseno do
dvou 50 ml zkumavek a roztok byl centrifugovan pii 400 g, laboratorni teploté, 5 minut.
Supernatant byl po centrifugaci odebran a k peletu agarosy (2,5 ml — v jedné zkumavce)
bylo pfidano 17,5 ml destilované vody. Takto byla agarosa centrifugovana pii 400 g 3
minuty. Supernatant byl nasledn€ odsan a byl proveden opét stejny krok s tim rozdilem,
ze misto destilované vody byl pouzit coupling pufr (NaHCO3/NaCl) s objemem 5 ml.
Po odsani supernatantu bylo odebrano 100 pl agarosy a k této agarose byla ptfidana
protilatka antt MHC I (100 pl) spolu se 100 pl coupling pufru. Roztok byl kultivovan 2
hodiny pii pokojové teploté na tfepacce. K roztoku po kultivaci bylo nésledné pfidano 2
x 150 pl coupling pufru. Roztok byl poté centrifugovan pii 400 g 3 minuty. Supernatant
byl po centrifugaci odebran a k agarose bylo ptidano 200 pl 0,2 mol-1"! roztoku glycinu.
Po pfidani byl roztok kultivovan do dal§iho dne (24 hodin) pti 4 °C. Pfed pouzitim byla
Sepharosa nasledujici den jesté Sx promyta (centrifugace pii 400 g, 90 sekund,

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

Z divodu optimalizace doslo v této Casti ke zméné. Misto 100 pl Sepharosy bylo ve

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

Do kazdé kultivacni nadoby o plose dna 150 cm? ktera obsahovala asi 120 miliond
bunék bylo pfidano 130 pg proteinu. Takto byly burnky kultivovany 24 hodin pii 37 °C,
5 % COx.

3.2.10 Izolace komplexu MHC I — peptid z dendritickych bunék

Na izolaci byly pouzity 4 pln& porostlé kultivaéni nadoby o plose dna 150 cm?. Po
pulzaci bylo buitkdm odsdno médium a bunky byly promyty pomoci PBS (10 ml PBS
na kazdou nadobu). Poté bylo PBS odsano a do kazdé kultiva¢ni nadoby bylo pfidano
1,1 ml trypsinu. Trypsin byl pfidavan rovnomérné, aby se dostal na veSkera mista na
dné kultivacni nadoby a tim se zajistil maximalni zisk bunék. Po asi 2 minutach bylo do
nadoby pfidano 3 ml kompletniho média, aby byl ucinek trypsinu zastaven. Poté bylo
médium s buiikami odsano do 15 ml zkumavky. Stejny postup byl proveden u vSech
kultivacnich nadob. Zkumavka s burikami byla dale centrifugovéna pifi 250 g, 5 minut
pii laboratorni teploté. Supernatant byl odsan a k peleté bunék bylo ptidano 4 ml 1%
roztoku Triton X 100 v PBS obsahujici inhibitory proteas (v 10 ml 1% roztoku Tritonu
X-100 - 4 pug Leupeptin, Aprotinin 5,25 pg, Pepstantin 4 pg, 20 pl 250 mmol-1"! PMSF).
Smés byla takto inkubovana 2 hodiny na tfepacce pii 4 °C. Po 2 hodinach byla smeés
centrifugovana pti 4000 g, 4 °C, 20 minut a supernatant byl po centrifugaci odebran do
nové 15 ml zkumavky. Ke smési bylo pfidano 100 ul jiz pfedem piipravené Sepharosy
konjugované s protilatkou antt MHC I a smés byla inkubovana pies noc na tiepacce pri
4 °C. Dalsi den byla sepharosa s komplexem MHC I — peptid promyta v 5 ml PBS
(centrifugace 90 sekund pii 400 g, laboratorni teplota). Komplex MHC I — peptid byl
poté eluovan do 100 pl 10% kyseliny octové v PBS. Vzorek byl poté poslan k analyze

pomoci hmotnostni spektrometrie.

Z divodu optimalizace dosSlo v této Casti k upravé nékterych krokt pro dosazeni
lepSich vysledk. 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 bunék pomoci ultrazvuku, kdy byl na
vzorek aplikovan 6x ultrazvuk v intervalech 10 sekund a 5 minut probihalo chlazeni
roztoku na ledu. Zaroveni byla Sepharosa s komplexem MHC I — peptid po nocni
inkubaci promyta 2x v 5 ml PBS. Ve tfetim pokusu doslo jesté k dalsSim 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 buriky byly nésledné¢ 3x promyty pomoci PBS
(centrifugace 250 g, 5 minut). Ve tfetim pokusu byl opét znovu pouzit 1% roztok
Tritonu X 100 misto 1% roztoku SDS a smeés byla opét inkubovana na tfepacce jako
v prvnim pokusu. Posledni zménou, kterd ve tfetim pokusu byla provedena bylo
zavérecné promyti. Sepharosa s komplexem MHC I — peptid byla 3x promyta ve 2,5 ml
PBS.

3.2.11 Méreni pomoci hmotnostni spektrometrie

Veskera méfeni spojena s hmotnostni spektrometrii a identifikace jednotlivych proteint
byla provadéna pane profesorem M. Sebelou. Pii prvnim pokusu byl vzorek precistén
na pipetové Spicce ZipTip C18 a nasledné bylo zméteno hmotnostni spektrum. Vzorek

vSak neobsahoval peptidy.

Pfi druhém pokusu byl vzorek rozdélen na dvé Casti z divodu podezieni, ze peptidy
se v kyselém prostfedi neodpojuji od MHC I molekuly a tim zGstava stale stabilni
komplex MHC I — peptid. Prvni ¢ast vzorku byla zpracovana jako v prvnim pokusu, tj.
precisténa na pipetové Spicce ZipTip C18 a nasledné zmeéfeno hmotnostni spektrum.
Druha cast byla nejprve nastépena trypsinem a poté byl pokus trypsinové Stépy
identifikovat. Z divodu vysokého obsahu peptidi pochazejicich z hovéziho albuminu

vSak tuto identifikaci nebylo mozné provést.

Pii tfetim pokusu byl vzorek $té&pen trypsinem v prostfedi s 1 mol-1"! mocovinou,
0,25 mol-1"' thiomogovinou a 0,05 mol-1"' NH4COs o pH 8,0. Smés peptidii byla
precisténa na ZipTip C18 Spickach. Z divodu vysokého mnozstvi peptidd ve vzorku
byly nasledné peptidy od sebe oddéleny pomoci nano LC chromatografie. Néasledovala
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 ovéfeni exprese a pufirikace RBD
proteinu. V nasem pfipadé to byla RBD doména viru SARS-CoV-2. Ovéfeni probehlo
pomoci standardu, u kterého byly znamy molekulové hmotnosti jednotlivych bandu.
Nasledné byl nas§ vzorek porovnan se standardem. Pomoci SDS PAGE elektroforézy
bylo také stanoveno, ve které eluci bylo vylouceno nejvetsi mnozstvi proteinu. V nasem
ptipadé to bylo ve druhé eluci (Obr. 19). V prvni eluci nebyl detekovan protein a ve treti
eluci bylo mnozstvi proteinu zna¢né mensi oproti druhé eluci. V dalSich elucich jiz také

nebyl protein pozorovan.

Molekulova hmotnost (standard)

kDa == e

—
~ 130 n—
~ 100] s—
—
—)

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

Obrazek ¢. 19: Dukaz velikosti proteinu (RBD) v nasem vzorku pomoci SDS PAGE
elektroforézy
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42 STANOVENI KONCENTRACE POMOCI BCA METODY

Z namétenych hodnot absorbanci u jednotlivych nafedénych vzorkli BSA (viz. tabulka
¢. 2), byly spocitany prameéry téchto absorbanci. Z primérd hodnot absorbanci BSA
vzorkt byl vytvoren graf ukazujici linearni zavislost absorbance na mnoZzstvi proteinu
ve vzorku (Obr. 20). Pomoci této zjisténé linearni zavislosti byly nasledné vypocitany
koncentrace proteinu v jednotlivych vzorcich obsahujicich protein (RBD) (viz. tabulka
¢.4). Hodnota absorbance u vzorku proteinu (RBD), ktery mél objem 5 ul, pfesahovala
maximalni hodnotu absorbance u kalibra¢ni fady vytvofené ze vzorki BSA (viz.
tabulka ¢.3), a proto nemohla tato hodnota byt zahrnuta pro vypocet koncentrace nami

sledovaného proteinu.

Tabulka ¢islo 2: Jednotlivé hodnoty absorbanci fedénych vzorkiit BSA

Absorbance jednotlivych vzorka
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 png 0,665 0,653 0,659
7.5 ug 0,529 0,47 0,4995
5ug 0,41 0,4 0,405
2.5 ug 0,245 0,257 0,251
1,25 ug 0,177 0,174 0,1755
0,25 ug 0,111 0,115 0,113

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

Absorbance vzorki s proteinem (RBD)
Objem pouzitého roztoku s proteinem
(RBD) na méfeni Absorbance
S5ul 2,062
1w 0,604
0,5 ul 0,406
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Obrazek ¢.20: Graf zobrazujici linearni zavislost absorbance na mnozstvi (ng) BSA ve vzorku.
Graf obsahuje R? (hodnotu spolehlivosti) a také rovnici spojnici trendu.

Tabulka ¢islo 4: Stanovené koncentrace v jednotlivych objemech vzorku

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

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

koncentrace.

y —0,1293
y = 0,0491x + 0,1293 => x = 00491

Po dosazeni do rovnice byly nasledné spocitany koncentrace v jednotlivych vzorcich
proteinu a udé€lan pramér té€chto 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 pl. Celkové tedy bylo ziskdno 1,675 mg RBD

proteinu.
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4.3 STANOVENI KONCENTRACE POMOCI SDS PAGE

Prostrednictvim SDS PAGE byla provedena kontrola koncentrace jiz nafedéného
RBD proteinu na koncentraci 1 pg/ul. Fotografie gelu byla vyhodnocena pomoci
programu ImagelJ denzitometricky (Obr. 21). V tomto 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 vypocteno mnozstvi proteinu ve vzorku, které bylo
napipetovano do jamky a mnozstvi bylo porovnano s mnozstvim proteinu, které podle
BCA metody mélo byt obsazeno vjamce. Pfi vytvoreni linearni zavislosti nebyla
zahrnuta koncentrace BSA v jamce 0,125 pg/ pl z divodu nizké intenzity. Koncentrace
BSA byla prili§ malé na to, aby byla zachycena. Na fotografii gelu band nelze vidét, a
proto pro vytvoreni kalibra¢ni fady byly pouzity pouze 4 standardy BSA.

Tabulka Cislo 5: Standardy BSA vzorki a intenzita bandu

Standard ug Intenzita bandu
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 ImageJ byla 11029,622.
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Obrazek cislo 21: Gel po SDS PAGE clektroforéze, ktery byl pouzit na vyhodnoceni pomoci
ImageJ
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Obrazek ¢islo 22: Graf ukazujici linearni zavislost intenzity na mnozstvi (Lg) 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 = 6249,2x — 197,03 =>x = 6249.2

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

je velice mala a piijatelna odchylka.

Tabulka Cislo 6: Porovnani stanoven¢ koncentrace pomoci SDS PAGE proti BCA metod¢

Metoda stanoveni | Protein RBD (mnozZstvi | Koncentrace v RBD
v jamce) roztoku
BCA metoda 2 ug I pg/ Wl
SDS PAGE 1,7964 ng 0,8982 pg/ wl
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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. Viechny grafy a obrazky pochazeji zjeho méfeni. Pomoci
CNBr sepharosy byly z bunééného lyzatu vyselektovany proteiny (komplex MHC I —
peptid). Pokus byl 3x zopakovan. Béhem pokusi dochazelo k optimalizaci metody.
V prvnim pokusu na hmotnostnim spektrometru nebyly nalezeny zadné peptidy. Bylo to
z divodu Spatného predpokladu, Ze po vlozeni vzorku do 10% kyseliny octové v PBS
budou sledované peptidy uvolnény z molekuly MHC 1. Pfi prvnim méfeni byla
v hmotnostnim spektru nalezena pouze série pikti 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.
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Obrazek ¢.23: Graf hmotnostniho spektra vzorku pfipraveného pfi prvnim pokusu.
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Pfi 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 pochazi. Z divodu vysoké koncentrace nalezenych dvou peptidi pochazejicich
z BSA ve vzorku byla znemoznéna dalsi 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. Dukaz, ze peptidy obsazené ve vzorku pochazely z BSA,

bylo zjisténo jejich sekvencovanim.
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Obrazek €. 24: Graf hmotnostniho spektra vzorku pfipraveného pii druhém pokusu.
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Treti pokus byl jiz uspésny z hlediska nalezeni peptidi pochazejicich z MHC I
molekul mysich dendritickych bunék. Vzorek jiz neobsahoval Triton X-100 ani peptidy
pochazejici z hovéziho albuminu, ktery by znesnadiioval 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 peptidi pomoci nLC probihalo sekvencovani peptidi
pomoci tandemové hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF-TOF. Vysledky byly

porovnany proti celé databazi UniProt.
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Obrazek cislo 25: Graf hmotnostniho spektra vzorku pfipraveného pfi tfetim pokusu.
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Identifikované proteiny byly zmySi, potkana 1 lidské. Bylo tam vSak hodné
homologie. Celkem bylo identifikovano 14 proteind, kde u 4 proteint se da uvazovat o
vétsi shodé. U zbyvajicich 10 proteini je shoda mala. Hlavnim identifikovanym
proteinem byl mysi IgG. Bohuzel nebyla nalezena shoda, ze by néjaky peptid pochazel
znami sledovaného RBD proteinu, ktery byl k burikdm pfidavan. 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 potfadi aminokyselin, byla
zaznamenana u peptidu Cislo 89 (Obr. 27), kde byly pouze 3 aminokyseliny za sebou.
Zaroven u tohoto peptidu byla objevena nejvétsi aminokyselinova shoda v dil¢ich
castech peptidu. U peptidu s Cislem 3 o délce 9 AMK byla nalezena shoda v 5

aminokyselinach (Obr. 26), nicméné tyto aminokyseliny nebyly za sebou.

10 20 30 40 50
SR IR ISR I I [N [SNRRVR [DRPR (DR I
RBD spike DIATMETDTLLLWVLLLWVPGSTGCDAARFPNITNLCPFGEVENATREASV

60 70 80 a0 100
SR IR ISR I I [N [SNRRVR [DRPR (DR I
RBD spike YAWNRKRISNCVADYSVLYNSASESTFKCYGVSPTKLNDLCETNVYADSE
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S N T I [ IR [N I I I |
RBD spike VIRGDEVRQIAPGQTGKIADYNYKLPDDFTGCVIAWNSNNLDSKVGGNYN
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Obrazek cislo 26: Porovnani sekvence RBD domény Spike proteinu oproti ziskané sekvenci
peptidu ¢islo 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 vyznamna shoda. Z toho lze usoudit, ze nebyl nalezen peptid, ktery by pochazel

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

Je nezpochybnitelné, ze ptichod pandemie viru SARS-CoV-2 zménil fungovani drtivé
vétSiny dnesnich zemi. Tato pandemie zptsobila nejen velkou ztratu na Zivotech, nybrz
také zpusobila globalni ochromeni ekonomického sektoru. Proto byl pohled veédct
upinan pfedevsim na nalezeni vhodného feSeni, jak tuto pandemii zastavit. Pandemie
zpusobena virem SARS-CoV-2 si jiz vyzadala celkové vice jak 6 milionli obéti a vice
jak ptl 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 pfiklonilo nejvice zemi, je
ockovani. Jak jiz bylo zmin€no, tak nalezeni bezpecné a ucinné vakciny neni
jednoduchy tukol. Zaroveni virus SARS-CoV-2 podléha mutacim, které mu mohou
poskytovat urCitou ochranu vic¢i imunitni ochrané vyvolané o¢kovanim, a proto jsou

dnes zkous§eny rizné piistupy na vytvoreni uc¢inné univerzalni vakciny.

Jedna z hlavnich imunitnich obran proti intracelularnim patogeniim jsou CD8 + T
lymfocyty, které reaguji na peptidové fragmenty, jez jsou vystavovany na bunééném
povrchu dendritickych bunék pomoci MHC I molekul (Hoftejsi et al., 2017). Analyza
peptidi spojenych s MHC molekulami je znama jako ,,imunopeptidomika“. Tato
analyza, ktera je zalozena na hmotnostni spektrometrii, mize nabidnout nové
perspektivy a pfistupy k infekénim nemocem a také k vyvoji vakcin proti t€émto
nemocem. Zaroven mize byt napomocna pii imunoterapiich (Vizcaino et al., 2020).
V soucasné dobé je izolace komplexu MHC — peptid a nasledna identifikace pomoci
hmotnostni spektrometrie nejb€znéjsi metodou (Purcell et al., 2019). Diky skuteCnosti,
ze peptidy pochazejici z epitopl patogenu, jsou proto povazovany za bunécné a
humoralni aktivatory imunitni odpovédi. Mohou pusobit proti vice sérotypim patogenu.
Vakciny zalozené na peptidech jsou zaroven bezpecnéjsi a levnéjsi na vyrobu, vzhledem
k jejich malé velikosti ve srovnani s proteiny (Li et al., 2014). Také peptidové vakciny
jsou zaroven piistupné k vyrobé a formulaci tkzv. ,peptidovych koktejli“ k vyvolani
Siroké imunitni reakce proti patogenu (Gaur et al., 2021). ZjiSténi, na jaké peptidy
dendriticka burnka rozklada urcity patogen a nasledné tyto peptidy vystavuje na svém
povrchu pomoci MHC I molekul mize pfinést zasadni pomoc pfi tvorbé vakciny. Proto
byla také tato prace zameéfena na identifikaci téchto peptidl, které by pochazely z nami

ptidaného 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 zpsobeno, ze nebyl nalezen zadny peptid pochazejici z RBD
domény Spike proteinu. V podobné studii, kde byly pouzivany lidské dendritické buriky
nikoli mysi jako v nasem pfipadé a k builkdm byl pfidavan jiny patogen, konkrétné
bakterie Francisella tularensis zpusobujici Tularémii, byly peptidy pochazejici
z ptidavaného patogena nalezeny. Multiplicita infekce byla ~100. Nasledné byly buriky
také kultivovany 24 hodin pii 37 °C, 5% CO». Experiment byl dale fizen podobnym
protokolem jako v naSem pfipadé. Na izolaci komplexu MHC I — peptid byla vyuzita
imunoafinitni chromatografie s pouzitim CNBr aktivované sepharosy, akorat lyzacni
pufr obsahoval jiné extrakéni €inidlo. Misto Tritonu X-100 byl pouzivan zwittergent
CHAPS. Vtéto studii bylo identifikovano celkem 10 peptidi pochazejicich
z ptidavaného patogenu (Gaur et al., 2021). Experiment tudiz mohlo ovlivnit nespravné
zvolené extrakéni cinidlo, nebo Zze bylo pfidano malé mnozstvi RBD proteinu

k burikam.

Podstatné jsou také studie zabyvajici se cytotoxickymi T lymfocyty, které sehravaji
dilezitou roli pti nemoci Covid-19. Dnesni vakciny jsou zaméfovany piedevsim na
tvorbu protilatek. Neutralizacni aktivita vSak proti novym variantam SARS-CoV-2 ma
tendenci klesat ve srovnani s aktivitou proti puvodnimu referenc¢nimu 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 jedinci po vyléceni
z nemoci Covid-19 dokazaly rozpoznat nejen peptidy odvozené od Spike proteinu, ale
také od dalSich virovych proteind vCetné membranového nebo nukleokapsidového
proteinu (Grifoni et al., 2020; Le Bert et al., 2020; Peng et al., 2020). Je zajimavé, ze
podle studie zroku 2020, byla také zachovana reakce T lymfocyth proti
nukleokapsidovému proteinu SARS-CoV u jedinct s infekci prodélanou pred 17 lety a
tyto bunky ukazaly zkfizenou reaktivitu viaci SARS-CoV-2. Vysledky takové studie
mohou poskytnout velice dilezité 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).

Dulezité je zminit, Ze ne vzdy vystavovany peptidovy fragment vazany na MHC 1
molekulach 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 pochéazely ze SARS-CoV-2. Peptidy
pochazely napt. ze Spike proteinu nebo membranového proteinu. Celkem v této studii
bylo pozorovano 29 peptidd. Bylo zjisténo, ze z29 peptidi pouze 16 peptidi 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 vysledkt této prace nelze jednozna¢né fict, ¢im
bylo zptisobeno, Ze nebyl nalezen zadny peptid pochazejici zRBD domény. Vzhledem
ke skuteCnosti, ze nakonec bylo ve vzorku objeveno pomémé dost peptidového
materialu, lze z toho usoudit, ze pravdépodobné peptidy pochézejici z RBD domény
nebyly dostatecné vystavovany na bunécném povrchu dendritickych bunék. Pro budouci
experiment by bylo mozna vhodné k burikam prtidat vice antigenu a ptipadné zkusit

pouzit néjaké adjuvans na stimulaci bunék.
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6 ZAVER

Teoreticka ¢ast byla pfedevSim zameéfena na antigenni prezentaci a témata s tim spojena
jako jsou antigen prezentujici buriky, zkfizend antigenni prezentace, struktura a funkce
MHC molekul. V této diplomové praci byl pohled zamétren hlavné na MHC I molekulu.
Dalsi cast 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 Casti. Na konci teoretické ¢asti muzeme
jesté najit, jaké vakciny byly vyvinuté vii¢i Covidu-19 a zakladni informace o hlavnich

pouzitych metodach v této diplomové praci.

Experimentalni cast byla tvofena tfemi hlavnimi Castmi. V prvni ¢asti byly
transfekovany Free style 293F buiiky plasmidem kédujici RBD doménu. Takto byl
RBD protein vyprodukovan. Nasledné byl protein purifikovan pomoci Ni-NTA agarosy
a zakoncetrovan pomoci zakoncetrovacich centrifugacnich kolonek (cutoff 10 kDa).
Poté byla provedena SDS PAGE k dikazu, ze na§ 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

ovéfena pomoci SDS PAGE.

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

izolovan komplex MHC I — peptid. V této Casti bylo potieba velké optimalizace.

V posledni tieti Casti byly vyizolované proteiny obsazené 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 proteint
byla shoda nizka. U Ctyf proteinti byla shoda pomérné vétsi. Nejvétsi shoda byla

nalezena u mys§iho IgG.

Kdyz se podivame do historie, tak je dost pravdépodobné, ze v budoucnu pfijde
urCité dalsi pandemie né&jakého infekéniho onemocnéni, jak tomu z historického

hlediska vzdy bylo napf. dymé&jovy mor nebo Spanélska chiipka. Je proto dilezité, aby
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byly rozvijeny nové pfistupy, jak t€mto pfipadnym novym hrozbam celit a pfipadné se
na né jiz pripravit, aby piipadné Skody byly, co nejvice eliminovany, a proto je rozvoj a
optimalizace pfipadnych novych metod a postupt zcela nepostradatelny a nesmi byt

zanedban.

54



7  SEZNAM POUZITE LITERATURY

A.B. B. (A. A. OF B. B. ), FUNG, M. K., GROSSMAN, BJ,, B., HILLER, C. D., WESTHOFF,
C.M,&,MT.(A. S.C.P.)S. B. B. (Eds.). (2014). Technical Manual: Technical Manual
of the American Assoc of Blood Banks) (18th edition). American Association of Blood Banks
(AABB).

ABU-RADDAD, L. J., CHEMAITELLY, H., & BUTT, A. A. (2021). Effectiveness of the
BNT162b2 Covid-19 Vaccine against the B.1.1.7 and B.1.351 Variants. New England
Journal of Medicine, 385(2), 187-189. https://doi.org/10.1056/NEJMc2104974

ACKERMAN, A. L., C. KYRITSIS, R. TAMPE a P. CRESSWELL, 2011. Early phagosomes
in dendritic cells form a cellular compartment sufficient for cross presentation of exogenous
antigens. Proceedings of the National Academy of Sciences. 100(22), 12889-12894. DOL:
10.1073/pnas.1735556100. ISSN 0027-8424. Dostupné také z:
http://www.pnas.org/cgi/doi/10.1073/pnas.1735556100

ANDERSEN, K. G., RAMBAUT, A., LIPKIN, W. 1., HOLMES, E. C., & GARRY, R. F.
(2020). The proximal origin of SARS-CoV-2. Nature Medicine, 26(4), 450-452.
https://doi.org/10.1038/s41591-020-0820-9

BELOUZARD, S., CHU, V. C., & WHITTAKER, G. R. (2009). Activation of the SARS
coronavirus spike protein via sequential proteolytic cleavage at two distinct sites.
Proceedings of the National Academy of Sciences, 106(14), 5871-5876.
https://doi.org/10.1073/pnas.0809524106

BEVAN, M. J. (1976). Cross-priming for a secondary cytotoxic response to minor H antigens
with H-2 congenic cells which do not cross-react in the cytotoxic assay. Journal of
Experimental Medicine, 143(5), 1283-1288. https://doi.org/10.1084/jem.143.5.1283

BOSCH, B. J.,, VAN DER ZEE, R., DE HAAN, C. A. M., & ROTTIER, P. J. M. (2003). The
Coronavirus Spike Protein Is a Class I Virus Fusion Protein: Structural and Functional
Characterization of the Fusion Core Complex. Journal of Virology, 77(16), 8801-8811.
https://doi.org/10.1128/JV1.77.16.8801-8811.2003

BURKARD, C., VERHEIE, M. H., WICHT, O., VAN KASTEREN, S. I, VAN
KUPPEVELD, F. J., HAAGMANS, B. L., PELKMANS, L., ROTTIER, P. J. M., BOSCH,
B. J,, DE HAAN, C. A. M., & PERLMAN, S. (2014). Coronavirus Cell Entry Occurs
through the Endo-/Lysosomal Pathway in a Proteolysis-Dependent Manner. PLoS
Pathogens, 10(11). https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1004502

CAMPBELL, D. J., SERWOLD, T., & SHASTRI, N. (2000). Bacterial Proteins Can Be
Processed by Macrophages in a Transporter Associated with Antigen Processing-
Independent, Cysteine Protease-Dependent Manner for Presentation by MHC Class 1
Molecules. The Journal of Immunology, 164(1), 168-175.
https://doi.org/10.4049/jimmunol.164.1.168

CORBETT, K. S., EDWARDS, D. K., LEIST, S. R., ABIONA, O. M., BOYOGLU-BARNUM,
S., GILLESPIE, R. A., HIMANSU., S., SCHAFER, A., ZIWAWO, C. T., DIPIAZZA, A. T.,
DINNON, K. H., ELBASHIR, S. M., SHAW, C. A., WOODS, A., FRITCH, E. J.,
MARTINEZ, D. R., BOCK, K. W., MINAI, M., NAGATA, B. M,, et al. (2020). SARS-
CoV-2 mRNA vaccine design enabled by prototype pathogen preparedness. Nature,
586(7830), 567-571. https://doi.org/10.1038/s41586-020-2622-0

COVID-19 Dashboard by the Center for Systems Science and Engineering (CSSE). (2022).
RetrievedApril17,2022,from
https://www.arcgis.com/apps/dashboards/bda7594740fd40299423467b48e%ecf6

CRESSWELL, P., BANGIA, N., DICK, T., & DIEDRICH, G. (1999). The nature of the MHC
class I peptide loading complex. [mmunological Reviews, 172(1), 21-28.
https://doi.org/10.1111/j.1600-065X.1999.tb01353.x

CUL J., LI, F., & SHI, Z. -L. (2019). Origin and evolution of pathogenic coronaviruses. Nature
Reviews Microbiology, 17(3), 181-192. https://doi.org/10.1038/s41579-018-0118-9

55


https://doi.org/10.1056/NEJMc2104974
http://www.pnas.org/cgi/doi/10.1073/pnas.1735556100
https://doi.org/10.1073/pnas.0809524106
https://doi.Org/10.1084/jem.143.5.1283
https://doi.org/10.1128/JVI.77.16.8801-8811.2003
https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1004502
https://doi.org/10.1038/s41586-020-2622-0
https://www.arcgis.com/apps/dashboards/bda7594740fd40299423467b48e9ecf6
https://doi.org/10
https://doi.org/10.1038/s41579-018-0118-9

DE HOFFMANN, E., & STROOBANT, V. ([2007]). Mass spectrometry: principles and
applications (Third edition). John Wiley.

DESJARDINS, M., HUBER, L. A., PARTON, R. G., & GRIFFITHS, G. (1994). Biogenesis of
phagolysosomes proceeds through a sequential series of interactions with the endocytic
apparatus. The Journal of Cell Biology, 124(5), 677-688.
https://doi.org/10.1083/jcb.124.5.677

DONOGHUE, M., HSIEH, F., BARONAS, E., GODBOUT, K. GOSSELIN, M.,
STAGLIANO, N., DONOVAN, M., WOOLF, B., ROBISON, K., JEYASEELAN, R.,
BREITBART, R. E., & ACTON, S. (2000). A Novel Angiotensin-Converting Enzyme—
Related Carboxypeptidase (ACE2) Converts Angiotensin I to Angiotensin 1-9. Circulation
Research, 87(5). https://doi.org/10.1161/01.RES.87.5.el

DREISEWERD, K. (2003). The Desorption Process in MALDI. Chemical Reviews, 103(2),
395-426. https://doi.org/10.1021/cr010375i

DU, L, HE, Y., ZHOU, Y., LIU, S., ZHENG, B. -J., & JIANG, S. (2009). The spike protein of
SARS-CoV — a target for vaccine and therapeutic development. Nature Reviews
Microbiology, 7(3), 226-236. https://doi.org/10.1038/nrmicro2090

DUTTA, A., HUANG, C. -T., LIN, C. -Y., CHEN, T. -C,, LIN, Y. -C., CHANG, C. -S., & HE,
Y. -C. (2016). Sterilizing immunity to influenza virus infection requires local antigen-
specific T  cell response in  the  lungs. Scientific ~ Reports,  6(1).
https://doi.org/10.1038/srep32973

GAO, Q., BAO, L., MAO, H., WANG, L., XU, K., YANG, M,, LI, Y., ZHU, L., WANG, N.,
LV, Z., GAO, H., GE, X., KAN, B., HU, Y., LIU, J., & CAL (2020). Development of an
inactivated vaccine candidate for SARS-CoV-2. Science, 369(6499), 77-81.
https://doi.org/10.1126/science.abc1932

GARCIA-BELTRAN, W. F., LAM, E. C., ST. DENIS, K., NITIDO, A. D., GARCIA, Z. H,,
HAUSER, B. M., FELDMAN, J., PAVLOVIC, M. N., GREGORY, D. J., POZNANSKY,
M. C,, SIGAL, A., SCHMIDT, A. G., & IAFRATE, A. J. (2021). Multiple SARS-CoV-2
variants escape neutralization by vaccine-induced humoral immunity. Cell, 184(9).
https://doi.org/10.1016/j.cell.2021.03.013

GAUR, R., VERMA, D. K., ALAM, S. L., & KAMBOJ, D. V. (2021). Identification of MHC
Class I bound peptides of Francisella tularensis Live Vaccine Strain using mass
spectrometry. EuropeanJournal of PharmaceuticalSciences, 158.
https://doi.org/10.1016/j.ejps.2020.105651

GE, X.-Y.,,LL J. -L., YANG, X. -L., CHMURA, A. A., ZHU, G., EPSTEIN, J. H., MAZET, J.
K., HU, B., ZHANG, W., PENG, C., ZHANG, Y. -J,, LUO, C. -M., TAN, B., WANG, N,,
ZHU, Y., CRAMERI, G., ZHANG, S. -Y., WANG, L. -F., DASZAK, P., et al. (2013).
Isolation and characterization of a bat SARS-like coronavirus that uses the ACE2 receptor.
Nature, 503(7477), 535-538. https://doi.org/10.1038/nature12711

GERARD, C., MAGGIPINTO, G., & MINON, J. -M. (2020). COVID-19 and ABO blood
group: another  viewpoint. British ~ Journal  of  Haematology, 190(2).
https://doi.org/10.1111/bjh.16884

GRALINSKI, L. E., SHEAHAN, T. P., MORRISON, T. E., MENACHERY, V. D., JENSEN,
K., LEIST, S. R., WHITMORE, A., HEISE, M. T., BARIC, R. S., SUBBARAO, K,
ENJUANES, L., & SCHULTZ-CHERRY, S. (2018). Complement Activation Contributes to
Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus Pathogenesis. MBio, 9(5).
https://doi.org/10.1128/mBio0.01753-18

GRIFONI, A., WEISKOPF, D., RAMIREZ, S. I, MATEUS, J, DAN, J. M,
MODERBACHER, C. R.,, RAWLINGS, S. A., SUTHERLAND, A., PREMKUMAR, L.,
JADI R. S., MARRAMA, D., DE SILVA, A. M., & FRAZIER. (2020). Targets of T Cell
Responses to SARS-CoV-2 Coronavirus in Humans with COVID-19 Disease and
Unexposed Individuals. Cell, 181(7). https://doi.org/10.1016/j.cell.2020.05.015

GROMME, M., UYTDEHAAG, F. G. C. M., JANSSEN, H., CALAFAT, J., VAN
BINNENDIJK, R. S., KENTER, M. J. H., TULP, A., VERWOERD, D., & NEEFIJES, J.
(1999). Recycling MHC class I molecules and endosomal peptide loading. Proceedings of

56


https://doi.Org/10.1083/jcb.124.5.677
https://doi.Org/10.1161/01.RES.87.5.el
https://doi.org/10.1021/cr010375i
https://doi.org/10.1038/nrmicro2090
https://doi.org/10.1038/srep32973
https://doi.org/10
https://doi.Org/10.1016/j.cell.2021.03.013
https://doi.Org/10.1016/j.ejps.2020.105651
https://doi.org/10.1038/naturel2711
https://doi.org/10.llll/bjh.16884
https://doi.org/10.1128/mBio.01753-18
https://doi.Org/10.1016/j.cell.2020.05.015

the National Academy of Sciences, 96(18), 10326-10331.
https://doi.org/10.1073/pnas.96.18.10326

GUERMONPREZ, P., SAVEANU, L., KLEIJMEER, M., DAVOUST, J., VAN ENDERT, P.,
& AMIGORENA, S. (2003). ER—phagosome fusion defines an MHC class I cross-
presentation compartment in  dendritic cells.  Nature, 425(6956), 397-402.
https://doi.org/10.1038/nature01911

GUI M., SONG, W., ZHOU, H., XU, J., CHEN, S., XIANG, Y., & WANG, X. (2017). Cryo-
electron microscopy structures of the SARS-CoV spike glycoprotein reveal a prerequisite
conformational state for receptor binding. Cell Research, 27(1), 119-129.
https://doi.org/10.1038/cr.2016.152

HANDBOOK OF AFFINITY CHROMATOGRAPHY, 2ND EDITION EDITED BY DAVID
S. HAGE (University of Nebraska). CRC Press/Taylor and Francis Group: Boca Raton, FL.
2006. xx 944 pp. $176.36. ISBN 0-8247-4057-2. (2006). Journal of the American Chemical
Society, 128(19), 6521-6521. https://doi.org/10.1021

HANDEL, A., YATES, A., PILYUGIN, S. S., & ANTIA, R. (2007). Gap junction-mediated
antigen transport in immune responses. Trends in Immunology, 28(11), 463-466.
https://doi.org/10.1016/5.it.2007.08.006

HEALD-SARGENT, T., & GALLAGHER, T. (2012). Ready, Set, Fuse! The Coronavirus
Spike Protein and Acquisition of Fusion Competence. Viruses, 4(4), 557-580.
https://doi.org/10.3390/v4040557

HIKICHI, T., SAKAMOTO, M., HARADA, M., SAITO, M., YAMANE, Y., TOKUMURA,
K., & NAKAMURA, Y. (2022). Identification of cytotoxic T cells and their T cell receptor
sequences targeting COVID-19 using MHC class I-binding peptides. Journal of Human
Genetics. https://doi.org/10.1038/s10038-022-01013-4

HOREJSI, V., BARTUNKOVA, J.. BRDICKA, T., & SPISEK, R. (2017). Zdklady imunologie
(6., aktualizované vydani). Stanislav Juhanak - Triton.

HOUDE, M., BERTHOLET, S., GAGNON, E., BRUNET, S., GOYETTE, G., LAPLANTE,
A., PRINCIOTTA, M. F., THIBAULT, P., SACKS, D., & DESJARDINS, M. (2003).
Phagosomes are competent organelles for antigen cross-presentation. Nature, 425(6956),
402-406. https://doi.org/10.1038/nature01912

HULSWIT, R. J. G, LANG, Y., BAKKERS, M. J. G,, LI, W,, LI, Z., SCHOUTEN, A,
OPHORST, B., VAN KUPPEVELD, F. J. M., BOONS, G. -J., BOSCH, B. -J., HUIZINGA,
E. G., & DE GROOT, R. J. (2019). Human coronaviruses OC43 and HKU1 bind to 9- O -
acetylated sialic acids via a conserved receptor-binding site in spike protein domain A.
Proceedings of the National Academy of Sciences, 116(7), 2681-2690.
https://doi.org/10.1073/pnas.1809667116

CHEN, X., CARROLL, J. A., & BEAVIS, R. C. (1998). Near-ultraviolet-induced matrix-
assisted laser desorption/ionization as a function of wavelength. Journal of the American
Society for Mass Spectrometry, 9(9), 885-891. https://doi.org/10.1016/S1044-
0305(98)00059-2

ICHIYANAGI, T., IMAL T., KAJIWARA, C., MIZUKAM]I, S., NAKAI, A., NAKAYAMA,
T., & UDONO, H. (2010). Essential Role of Endogenous Heat Shock Protein 90 of Dendritic
Cells in Antigen Cross-Presentation. The Journal of Immunology, 185(5), 2693-2700.
https://doi.org/10.4049/jimmunol. 1000821

IMAIL T., KATO, Y., KAJIWARA, C., MIZUKAMI, S., ISHIGE, 1., ICHIYANAGI, T.,
HIKIDA, M., WANG, J. -Y., & UDONO, H. (2011). Heat shock protein 90 (HSP90)
contributes to cytosolic translocation of extracellular antigen for cross-presentation by
dendritic cells. Proceedings of the National Academy of Sciences, 108(39), 16363-16368.
https://doi.org/10.1073/pnas.1108372108

KALATHIYA, U., PADARIYA, M., MAYORDOMO, M., LISOWSKA, M., NICHOLSON, J.,
SINGH, A., BAGINSKI, M., FAHRAEUS, R., CARRAGHER, N., BALL, K., HAAS, J.,,
DANIELS, A., HUPP, T. R., & ALFARO, J. A. (2020). Highly Conserved Homotrimer
Cavity Formed by the SARS-CoV-2 Spike Glycoprotein: A Novel Binding Site. Journal of
Clinical Medicine, 9(5). https://doi.org/10.3390/jcm9051473

57


https://doi.org/10
https://doi.org/10
https://doi.org/10.1038/cr.2016.152
https://doi.org/10.1021
https://doi.org/10.1016/jit.2007.08.006
https://doi.org/10.1038/sl0038-022-01013-4
https://doi.org/10.1038/nature01912
https://doi.org/10.1073/pnas.1809667116
https://doi.org/10.1016/S1044-
https://doi.org/10.4049/jimmunol.1000821
https://doi.org/10.1073/pnas.1108372108
https://doi.org/10.3390/jcm9051473

KIRCHDOERFER, R. N., COTTRELL, C. A., WANG, N., PALLESEN, J., YASSINE, H. M.,
TURNER, H. L., CORBETT, K. S., GRAHAM, B. S., MCLELLAN, J. S., & WARD, A. B.
(2016). Pre-fusion structure of a human coronavirus spike protein. Nature, 531(7592), 118-
121. https://doi.org/10.1038/nature17200

KNIPE, D. M., HOWLEY, P. M., GRIFFIN,, D. E., LAMB,, R. A., ROIZMAN, B,
RACANIELLO,, V. R., & MARTIN, M. A. (2013). Fields Virology (6th Edition). Lippincott
Williams & Wilkins.

KNOCHENMUSS, R., & ZENOBI, R. (2003). MALDI Ionization: The Role of In-Plume
Processes. Chemical Reviews, 103(2), 441-452. https://doi.org/10.1021/cr0103773

KOVACSOVICS-BANKOWSKI, M., & ROCK, K. (1995). A phagosome-to-cytosol pathway
for exogenous antigens presented on MHC class I molecules. Science, 267(5195), 243-246.
https://doi.org/10.1126/science.7809629

KRAMMER, F. (2020). SARS-CoV-2 vaccines in development. Nature, 586(7830), 516-527.
https://doi.org/10.1038/s41586-020-2798-3

KUTTER, J. S., SPRONKEN, M. I, FRAAL, P. L., FOUCHIER, R. A. M., & HERFST, S.
(2018). Transmission routes of respiratory viruses among humans. Current Opinion in
Virology, 28, 142-151. https://doi.org/10.1016/j.coviro.2018.01.001

KYRIAKIDIS, N. C., LOPEZ-CORTES, A., GONZALEZ, E. V., GRIMALDOS, A. B, &
PRADQO, E. O. (2021). SARS-CoV-2 vaccines strategies: a comprehensive review of phase 3
candidates. Npj Vaccines, 6(1). https://doi.org/10.1038/s41541-021-00292-w

LE BERT, N., TAN, A. T., KUNASEGARAN, K., THAM, C. Y. L., HAFEZI, M., CHIA, A,
CHNG, M. H. Y., LIN, M., TAN, N., LINSTER, M., CHIA, W. N., CHEN, M. L. -C.,
WANG, L. -F,, OOl E. E., & KALIMUDDIN, S. (2020). SARS-CoV-2-specific T cell
immunity in cases of COVID-19 and SARS, and uninfected controls. Nature, 584(7821).
https://doi.org/10.1038/s41586-020-2550-z

LL F. (2016). Structure, Function, and Evolution of Coronavirus Spike Proteins. Annual Review
of Virology, 3(1), 237-261. https://doi.org/10.1146/annurev-virology-110615-042301

LI, J., WANG, X., CHEN, J., CAlL Y., DENG, A., & YANG, M. (2020). Association
between ABO blood groups and risk of SARS-CoV-2 pneumonia. British Journal of
Haematology, 190(1), 24-27. https://doi.org/10.1111/bjh.16797

LI, W., JOSHI, M., SINGHANIA, S., RAMSEY, K., & MURTHY, A. (2014). Peptide Vaccine:
Progress and Challenges. Vaccines, 2(3), 515-536. https://doi.org/10.3390/vaccines2030515

LIU, C., ZHOU, Q., LI, Y., GARNER, L. V., WATKINS, S. P., CARTER, L. J., SMOOT, J.,
GREGG, A. C., DANIELS, A. D., JERVEY, S., & ALBAIU, D. (2020). Research and
Development on Therapeutic Agents and Vaccines for COVID-19 and Related Human
Coronavirus Diseases. ACS Central Science, 6(3), 315-331.
https://doi.org/10.1021/acscentsci.0c00272

LU, R., ZHAO, X., LI, J., NIU, P., YANG, B., WU, H., WANG, W., SONG, H., HUANG, B.,
ZHU, N, BlL, Y., MA, X., ZHAN, F., WANG, L., HU, T., & ZHOU. (2020). The Lancet,
395(10224). https://doi.org/10.1016/S0140-6736(20)30251-8

MADU, 1. G, ROTH, S. L., BELOUZARD, S., & WHITTAKER, G. R. (2009).
Characterization of a Highly Conserved Domain within the Severe Acute Respiratory
Syndrome Coronavirus Spike Protein S2 Domain with Characteristics of a Viral Fusion
Peptide. Journal of Virology, 83(15), 7411-7421. https://doi.org/10.1128/JV1.00079-09

MALLAPATY, S. (2020). Why does the coronavirus spread so easily between people? Nature,
579(7798), 183-183. https://doi.org/10.1038/d41586-020-00660-x

MENDOZA-NARANJO, A. SAEZ, P. J, JOHANSSON, C. C, RAMIREZ, M,
MANDAKOVIC, D., PEREDA, C., LOPEZ, M. N, KIESSLING, R. SAEZ. J. C., &
SALAZAR-ONFRAY, F. (2007). Functional Gap Junctions Facilitate Melanoma Antigen
Transfer and Cross-Presentation between Human Dendritic Cells. The Journal of
Immunology, 178(11), 6949-6957. https://doi.org/10.4049/jimmunol.178.11.6949

MERCADO, N. B., ZAHN, R., WEGMANN, F., LOOS, C., CHANDRASHEKAR, A., YU, J.,
LIU, J., PETER, L., MCMAHAN, K., TOSTANOSKI, L. H., HE, X., MARTINEZ, D. R.,
RUTTEN, L., BOS, R., VAN MANEN, D., VELLINGA, J., CUSTERS, J., LANGEDIIJK, J.

58


https://doi.org/10.1038/nature17200
https://doi.org/10.1021/cr0103773
https://doi.org/10
https://doi.org/10.1038/s41586-020-2798-3
https://doi.Org/10.1016/j.coviro.2018.01.001
https://doi.org/10.1038/s41541-021-00292-w
https://doi.org/10.1038/s41586-020-2550-z
https://doi.org/10.1146/annurev-virology-110615-042301
https://doi.org/10
https://doi.org/10.3390/vaccines2030515
https://doi.org/10.1021/acscentsci.0c00272
https://doi.Org/l
https://doi.org/10.1128/JVI.00079-09
https://doi.org/10.1038/d41586-020-00660-x
https://doi.Org/10.4049/jimmunol.178.l

P., KWAKS, T., et al. (2020). Single-shot Ad26 vaccine protects against SARS-CoV-2 in
rhesus macaques. Nature, 586(7830). https://doi.org/10.1038/s41586-020-2607-z

MILLET, J. K., & WHITTAKER, G. R. (2014). Host cell entry of Middle East respiratory
syndrome coronavirus after two-step, furin-mediated activation of the spike protein.
Proceedings of the National Academy of Sciences, 111(42), 15214-15219.
https://doi.org/10.1073/pnas.1407087111

MILLET, J. K., & WHITTAKER, G. R. (2015). Host cell proteases: Critical determinants of
coronavirus  tropism  and  pathogenesis.  Virus  Research, 202, 120-134.
https://doi.org/10.1016/j.virusres.2014.11.021

MUKAIL Y., YOSHINAGA, T., YOSHIKAWA, M., MATSUO, K., YOSHIKAWA, T.,
MATSUO, K., NIKI, K., YOSHIOKA, Y., OKADA, N., & NAKAGAWA, S. (2011).
Induction of Endoplasmic Reticulum—Endosome Fusion for Antigen Cross-Presentation
Induced by Poly (y-Glutamic Acid) Nanoparticles. The Journal of Immunology, 187(12),
6249-6255. https://doi.org/10.4049/jimmunol. 1001093

NEIJSSEN, J., HERBERTS, C., DRIJFHOUT, J. W., REITS, E., JANSSEN, L., & NEEFIJES,
J. (2005). Cross-presentation by intercellular peptide transfer through gap junctions. Nature,
434(7029), 83-88. https://doi.org/10.1038/nature03290

NEUMAN, B. W, KISS, G., KUNDING, A. H., BHELLA, D., BAKSH, M. F., CONNELLY,
S., DROESE, B., KLAUS, J. P., MAKINO, S., SAWICKI, S. G., SIDDELL, S. G,
STAMOU, D. G., WILSON, L. A., KUHN, P., & BUCHMEIER, M. J. (2011). A structural
analysis of M protein in coronavirus assembly and morphology. Journal of Structural
Biology, 174(1), 11-22. https://doi.org/10.1016/].jsb.2010.11.021

PALLESEN, J., WANG, N., CORBETT, K. S., WRAPP, D., KIRCHDOERFER, R. N.,
TURNER, H. L., COTTRELL, C. A., BECKER, M. M., WANG, L., SHI, W., KONG, W. -
P., & ANDRES, E. L. (2017). Proceedings of the National Academy of Sciences, 114(35).
https://doi.org/10.1073/pnas.1707304114

PANG, B., NEIJSSEN, J., QIAO, X., JANSSEN, L., JANSSEN, H., LIPPUNER, C., &
NEEFIJES, J. (2009). Direct Antigen Presentation and Gap Junction Mediated Cross-
Presentation during Apoptosis. The Journal of Immunology, 183(2), 1083-1090.
https://doi.org/10.4049/jimmunol.0900861

PARK, J. -E., LI, K., BARLAN, A., FEHR, A. R., PERLMAN, S., MCCRAY, P. B., &
GALLAGHER, T. (2016). Proteolytic processing of Middle East respiratory syndrome
coronavirus spikes expands virus tropism. Proceedings of the National Academy of Sciences,
113(43), 12262-12267. https://doi.org/10.1073/pnas. 1608147113

PAULES, C. 1., MARSTON, H. D., & FAUCI, A. S. (2020). Coronavirus Infections—More
Than Just the Common Cold. JAMA, 323(8). https://doi.org/10.1001/jama.2020.0757

PENG, Y., MENTZER, A. J., LIU, G., YAO, X., YIN, Z., DONG, D., DEINIRATTISAIL, W.,
ROSTRON, T., SUPASA, P., LIU, C.. LOPEZ-CAMACHO, C., SLON-CAMPOS, J.,
ZHAO, Y., STUART, D. L, PAESEN, G. C, GRIMES, J. M., ANTSON, A. A,
BAYFIELD, O. W., HAWKINS, D. E. D. P., et al. (2020). Nature Immunology, 21(11).
https://doi.org/10.1038/s41590-020-0782-6

PILLAY, C. S., ELLIOTT, E., & DENNISON, C. (2002). Endolysosomal proteolysis and its
regulation. Biochemical Journal, 363(3). https://doi.org/10.1042/0264-6021:3630417

PLOTKIN, S. (2014). History of vaccination. Proceedings of the National Academy of Sciences,
111(34), 12283-12287. https://doi.org/10.1073/pnas. 1400472111

PURCELL, A. W., RAMARATHINAM, S. H., & TERNETTE, N. (2019). Mass spectrometry—
based identification of MHC-bound peptides for immunopeptidomics. Nature Protocols,
14(6), 1687-1707. https://doi.org/10.1038/s41596-019-0133-y

REICHELT, S. (2015). Affinity Chromatography Methods and Protocols (3rd ed.). Humana.

RODRIGUEZ, E. L., PODDAR, S., IFTEKHAR, S., SUH, K., WOOLFORK, A. G,
OVBUDE, S., PEKAREK, A., WALTERS, M., LOTT, S., & HAGE, D. S. (2020). Affinity
chromatography: A review of trends and developments over the past 50 years. Journal of
Chromatography B, 1157. https://doi.org/10.1016/j.jchromb.2020.122332

59


https://doi.org/10.1038/s41586-020-2607-z
https://doi.org/10.1073/pnas.1407087111
https://doi.Org/10.1016/j.virusres.2014.ll.021
https://doi.org/10.4049/jimmunol
https://doi.org/10.1038/nature03290
https://doi.org/10.1016/jjsb.2010.ll.021
https://doi.org/10.1073/pnas.1707304114
https://doi.org/10.4049/jimmunol.0900861
https://doi.org/10.1073/pnas.1608147113
https://doi.org/10.1001/jama.2020.0757
https://doi.Org/10.1042/0264-6021:3630417
https://doi.org/10.1073/pnas.1400472111
https://doi.org/10.1038/s41596-019-0133-y
https://doi.Org/10.1016/j.jchromb.2020.122332

SHEN, L., SIGAL, L. J., BOES, M., & ROCK, K. L. (2004). Important Role of Cathepsin S in
Generating Peptides for TAP-Independent MHC Class I Crosspresentation In Vivo.
Immunity, 21(2), 155-165. https://doi.org/10.1016/j.immuni.2004.07.004

SCHIRMBECK, R., MELBER, K., & REIMANN, J. (1995). Hepatitis B virus small surface
antigen particles are processed in a novel endosomal pathway for major histocompatibility
complex class I-restricted epitope presentation. European Journal of Immunology, 25(4),
1063-1070. https://doi.org/10.1002/eji. 1830250431

SINGH, R., & CRESSWELL, P. (2010). Defective Cross-Presentation of Viral Antigens in
GILT-Free Mice. Science, 328(5984), 1394-1398. https://doi.org/10.1126/science.1189176

SONG, W., GUI, M., WANG, X., XIANG, Y., & HEISE, M. T. (2018). Cryo-EM structure of
the SARS coronavirus spike glycoprotein in complex with its host cell receptor ACE2. PLOS
Pathogens, 14(8). https://doi.org/10.1371/journal.ppat. 1007236

STUMP, M. J., FLEMING, R. C., GONG, W. -H., JABER, A. J,, JONES, J. J., SURBER, C.
W., & WILKINS, C. L. (2002). MATRIX-ASSISTED LASER DESORPTION MASS
SPECTROMETRY. Applied Spectroscopy Reviews, 37(3), 275-303.
https://doi.org/10.1081/ASR-120014277

TAHIR UL QAMAR, M., SALEEM, S., ASHFAQ, U. A., BARI, A.,, ANWAR, F., &
ALQAHTANI, S. (2019). Epitope-based peptide vaccine design and target site depiction
against Middle East Respiratory Syndrome Coronavirus: an immune-informatics study.
Journal of Translational Medicine, 17(1). https://doi.org/10.1186/s12967-019-2116-8

TAKEDA, M. (2021). Proteolytic activation of SARS-CoV-2 spike protein. Microbiology and
Immunology, 1348-0421.12945. https://doi.org/10.1111/1348-0421.12945

TORTORICI, M. A., & VEESLER, D. (2019). Structural insights into coronavirus entry.
Complementary Strategies to Understand Virus Structure and Function, 93-116.
https://doi.org/10.1016/bs.aivir.2019.08.002

TROMBETTA, E. S. (2003). Activation of Lysosomal Function During Dendritic Cell
Maturation. Science, 299(5611), 1400-1403. https://doi.org/10.1126/science.1080106

TROMBETTA, C. M., MARCHI, S., VIVIANI, S., MANENTI, A., BENINCASA, L.,
RUELLO, A., BOMBARDIERL E., VICENTIL L., ZAZZI, M., & MONTOMOLL, E. (2021).
Serum Neutralizing Activity against B.1.1.7, B.1.351, and P.1 SARS-CoV-2 Variants of
Concern in Hospitalized COVID-19 Patients. Viruses, 13(7).
https://doi.org/10.3390/v13071347

VALENCIA D N (March 24, 2020) Brief Review on COVID-19: The 2020 Pandemic Caused
by SARS-CoV-2. Cureus 12(3): €7386. doi:10.7759/cureus.7386

VIZCAINO, J. A., KUBINIOK, P., KOVALCHIK, K. A., MA, Q.. DUQUETTE, J. D.,
MONGRAIN, 1., DEUTSCH, E. W., PETERS, B., SETTE, A., SIROIS, 1., & CARON, E.
(2020). The Human Immunopeptidome Project: A Roadmap to Predict and Treat Immune
Diseases, 19(1), 31-49. https://doi.org/10.1074/mcp.R119.001743

VLASAK, R., LUYTIJES, W., SPAAN, W., & PALESE, P. (1988). Human and bovine
coronaviruses recognize sialic acid-containing receptors similar to those of influenza C
viruses. Proceedings of the National Academy of Sciences, 85(12), 4526-4529.
https://doi.org/10.1073/pnas.85.12.4526

VOGEL, A. B., LAMBERT, L., KINNEAR, E., BUSSE, D., ERBAR, S., REUTER, K. C.,
WICKE, L., PERKOVIC, M., BEISSERT, T., HAAS, H., REECE, S. T., SAHIN, U.,, &
TREGONING, J. S. (2018). Self-Amplifying RNA Vaccines Give Equivalent Protection
against Influenza to mRNA Vaccines but at Much Lower Doses. Molecular Therapy, 26(2),
446-455. https://doi.org/10.1016/j.ymthe.2017.11.017

WALLS, A. C, PARK, Y. -J.,, TORTORICI, M. A., WALL, A., MCGUIRE, A. T., &
VEESLER, D. (2020). Structure, Function, and Antigenicity of the SARS-CoV-2 Spike
Glycoprotein. Cell, 181(2), 281-292.¢6. https://doi.org/10.1016/j.cell.2020.02.058

WALLS, A. C., TORTORICI, M. A., BOSCH, B. -J., FRENZ, B., ROTTIER, P. J. M,,
DIMAIO, F., REY, F. A., & VEESLER, D. (2016 a). Cryo-electron microscopy structure of
a  coronavirus  spike  glycoprotein  trimer.  Nature,  531(7592), 114-117.
https://doi.org/10.1038/nature 16988

60


https://doi.Org/10.1016/j.immuni.2004.07.004
https://doi.org/10.1002/eji.1830250431
https://doi.org/10.1126/science.1189176
https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1007236
https://doi.org/10.1186/sl2967-019-2116-8
https://doi.org/10.llll/1348-0421.12945
https://doi.org/10.1016/bs.aivir.2019.08.002
https://doi.org/10.1126/science.1080106
https://doi.org/10.1074/mcp.R119.001743
https://doi.org/10.1073/pnas.85.12.4526
https://doi.Org/10.1016/j.ymthe.2017.ll.017
https://doi.Org/10.1016/j.cell.2020.02.058
https://doi.org/10.1038/naturel6988

WALLS, A. C., TORTORICI, M. A., FRENZ, B., SNIJDER, J., LI, W., REY, F. A., DIMAIO,
F., BOSCH, B. -J., & VEESLER, D. (2016 b). Glycan shield and epitope masking of a
coronavirus spike protein observed by cryo-electron microscopy, 23(10), 899-905.
https://doi.org/10.1038/nsmb.3293

WALLS, A. C., TORTORICI, M. A., SNIJDER, J., XIONG, X., BOSCH, B. -J., REY,F. A, &
VEESLER, D. (2017). Tectonic conformational changes of a coronavirus spike glycoprotein
promote membrane fusion. Proceedings of the National Academy of Sciences, 114(42),
11157-11162. https://doi.org/10.1073/pnas.1708727114

WALTERS, R. R. (1985). Affinity chromatography. Analytical Chemistry, 57(11), 1099A-
1114A. https://doi.org/10.1021/ac00288a001

WANG, L., & ALEXANDER, C. A. (2021 a). COVID-19 Compared with Other Viral
Diseases: Novelties, Progress, and Challenges. Electronic Journal of General Medicine,
18(1). https://doi.org/10.29333/ejgm/8575

WANG, H., ZHANG, Y., HUANG, B., DENG, W., QUAN, Y., WANG, W., XU, W., ZHAO,
Y., LI, N., ZHANG, J., LIANG, H., BAO, L., XU, Y., & DING, L. (2020). Development of
an Inactivated Vaccine Candidate, BBIBP-CorV, with Potent Protection against SARS-CoV-
2. Cell, 182(3), 713-721. https://doi.org/10.1016/j.cell.2020.06.008

WANG, S., QIU, Z., HOU, Y., DENG, X., XU, W., ZHENG, T., WU, P., XIE, S., BIAN, W,
ZHANG, C., SUN, Z., LIU, K., SHAN, C,, LIN, A., JIANG, S., XIE, Y., ZHOU, Q., LU, L.,
HUANG, J,, et al. (2021 b). AXL is a candidate receptor for SARS-CoV-2 that promotes
infection of pulmonary and bronchial epithelial cells. Cell Research, 31(2), 126-140.
https://doi.org/10.1038/s41422-020-00460-y

WOO, P.C. Y., LAU, S. K. P,, LAM, C. S. F, LAU, C. C. Y., TSANG, A. K. L., LAU, J. H.
N, BAL R, TENG, J. L. L., TSANG, C. C. C., WANG, M., ZHENG, B. -J., CHAN, K. -H.,
& YUEN, K. -Y. (2012). Discovery of Seven Novel Mammalian and Avian Coronaviruses in
the Genus Deltacoronavirus Supports Bat Coronaviruses as the Gene Source of
Alphacoronavirus and Betacoronavirus and Avian Coronaviruses as the Gene Source of
Gammacoronavirus and Deltacoronavirus. Journal of Virology, &86(7), 3995-4008.
https://doi.org/10.1128/JVI.06540-11

WRAPP, D., WANG, N., CORBETT, K. S., GOLDSMITH, J. A., HSIEH, C. -L., ABIONA,
0., GRAHAM, B. S., & MCLELLAN, J. S. (2020). Cryo-EM structure of the 2019-nCoV
spike in  the  prefusion conformation.  Science, 367(6483),  1260-1263.
https://doi.org/10.1126/science.abb2507

WU, Y., & ZHAO, S. (2021). Furin cleavage sites naturally occur in coronaviruses. Stem Cell
Research, 50. https://doi.org/10.1016/j.scr.2020.102115

YANG, X. -L., HU, B., WANG, B., WANG, M. -N., ZHANG, Q., ZHANG, W., WU, L. -J., &
GE, X. -Y. (2015). Journal of Virology, 90(6). https://doi.org/10.1128/JV1.02582-15

YUAN, Y., CAO, D, ZHANG, Y., MA, J,, QL J., WANG, Q., LU, G., WU, Y., YAN, J., SHI,
Y., ZHANG, X., & GAO, G. F. (2017). Cryo-EM structures of MERS-CoV and SARS-CoV
spike glycoproteins reveal the dynamic receptor binding domains. Nature Communications,
8(1). https://doi.org/10.1038/ncomms 15092

ZACHOVA, K., KRUPKA, M., & RASKA, M. (2016). Antigen Cross-Presentation and Heat
Shock Protein-Based Vaccines. Archivum Immunologiae et Therapiae Experimentalis, 64(1),
1-18. https://doi.org/10.1007/s00005-015-0370-x

ZENOBI, R., & KNOCHENMUSS, R. (1998). Ion formation in MALDI mass spectrometry.
MASS SPECTROMETRY REVIEWS, 17(5), 337-366. https://doi.org/10.1002/(SICI)1098-
2787(1998)17:5<337:: AID-MAS2>3.0.CO;2-S

ZHAO, Y.,ZHAO, Z., WANG, Y., ZHOU, Y., MA, Y., & ZUO, W. (2020 a). Single-Cell RNA
Expression Profiling of ACE2, the Receptor of SARS-CoV-2. American Journal of
Respiratory and Critical Care Medicine, 202(5), 756-759.
https://doi.org/10.1164/rccm.202001-0179LE

ZHAO, J., YANG, Y., HUANG, H. -P,, LI, D, GU, D. -F., LU, X. -F., ZHANG, Z., LIU, L.,
LIU, T., LIU, Y. -K,, HE, Y. -J., SUM, B., WEL, M. -L., LL, Y. -R., YANG, G. -Y., WANG,
X. -H., ZHANG, L., ZHOU, X. -Y., XING, M., et al. (2020 b). Relationship between the

61


https://doi.org/10.1038/nsmb.3293
https://doi.org/10.1073/pnas.17087271
https://doi.org/10.1021/ac00288a001
https://doi.org/10.29333/ejgm/8575
https://doi.Org/10.1016/j.cell.2020.06.008
https://doi.org/10.1128/JVI.06540-ll
https://doi.Org/10.1016/j.scr.2020.102115
https://doi.org/10.1128/JVI.02582-15
https://doi.org/10.1038/ncommsl5092
https://doi.org/10
https://doi.org/10

ABO Blood Group and the COVID-19 Susceptibility. MedRxiv.
https://doi.org/https://doi.org/10.1101/2020.03.11.20031096

ZHANG, H., KANG, Z., GONG, H., XU, D., WANG, J,, LI, Z., CUI, X., MENG, T., ZHOU,
W., LIU, J., & XU, H. (2020). Digestive system is a potential route of COVID-19: an
analysis of single- cell coexpression pattern of key proteins in viral entry process. BioRxiv,
1-9. https://doi.org/10.1136/ gutjnl-2020-32095

ZHOU, H., CHEN, X., HU, T., LI, J., SONG, H., LIU, Y., WANG, P., LIU, D., YANG, J.,
HOLMES, E. C., HUGHES, A. C, BI, Y., & SHI, W. (2020). A Novel Bat Coronavirus
Closely Related to SARS-CoV-2 Contains Natural Insertions at the S1/S2 Cleavage Site of
the Spike Protein. Current Biology, 30(11), 2196-2203.e3.
https://doi.org/10.1016/j.cub.2020.05.023

ZHOU, D., DEJNIRATTISAI, W., SUPASA, P., LIU, C., MENTZER, A. J., GINN, H. M.,
ZHAO, Y., DUYVESTEYN, H. M. E., TUEKPRAKHON, A., NUTALAI R., WANG, B.,
PAESEN, G. C., LOPEZ-CAMACHO, C., SLON-CAMPOS, J., HALLIS, B, &
COOMBES, N. (2021). Evidence of escape of SARS-CoV-2 variant B.1.351 from natural
and vaccine-induced sera. Cell, 184(9). https://doi.org/10.1016/j.cell.2021.02.037

ZHU, N., ZHANG, D., WANG, W, LI, X., YANG, B., SONG, J., ZHAO, X., HUANG, B.,
SHI, W., LU, R, NIU, P., ZHAN, F., MA, X., WANG, D., XU, W, WU, G., GAO,G. F., &
TAN, W. (2020 a). A Novel Coronavirus from Patients with Pneumonia in China, 2019. New
England Journal of Medicine, 382(8), 727-733. https://doi.org/10.1056/NEJMo0a2001017

ZHU, F. -C., LI, Y. -H., GUAN, X. -H., HOU, L. -H., WANG, W. -J., LI, J. -X., WU, S. -P.,
WANG, B. -S., WANG, Z., WANG, L., JIA, S. -Y., JIANG, H. -D., WANG, L., JIANG, T.,
HU, Y., GOU, J. -B.,, XU, S. -B,, XU, J. -J., WANG, X. -W., et al. (2020 b). Safety,
tolerability, and immunogenicity of a recombinant adenovirus type-5 vectored COVID-19
vaccine: a dose-escalation, open-label, non-randomised, first-in-human trial. The Lancet,
395(10240), 1845-1854. https://doi.org/10.1016/S0140-6736(20)31208-3

62


https://doi.0rg/https://doi.org/lO
https://doi.org/10.1136/
https://doi.Org/10.1016/j.cub.2020.05.023
https://doi.Org/10.1016/j.cell.2021.02.037
https://doi.org/10.1056/NEJMoa2001017
https://doi.org/10

8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ACE2 Angiotenzin-konvertujici enzym II

APC Antigen prezentujici buniky

BE Brzky endosom

CLR Lektinove receptory

DAMP Molekuly uvolnéné z poskozenych bunek
DC Dendritické buiiky

ER Endoplazmatické retikulum

ERAP Aminopeptidasa endoplazmatického retikula
FBS Fetalni bovinni sérum

FCM Suboptimalni furinovy §tépny motiv

HLA Lidské MHC molekuly

IMDM Iscoveovo upravené Dulbeccovo médium
Ii Invariantni fetézec

MDP Muramy!l dipeptid

MHC Hlavni histokompatibilni komplex

NK Prirozeni zabijaci

NLR Receptory skupiny NOD

NTD N-terminalni doména

NSPS Nestrukturni proteiny

PAMP Molekulami struktury typické pro patogenni mikroorganismy
PBS Fosfatovy pufr

PFA Paraformaldehyd
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PPR Receptor rozpoznavajici ur¢ity molekulovy vzor
PS Proteasom

RBD Receptor vazajici domeéna

RLR Receptory skupiny RIG

TAP Transportér spojeny se zpracovanim antigenu
TLR Receptory skupiny Toll

TOF Typ analyzatoru u hmotnostni spektrometrie
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