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Abstrakt 

Dendritické buňky jsou buňky imunitního systému, které propojují jeho vrozenou a 

získanou část. Patří mezi tzv. profesionální antigén prezentující buňky, které dokáží 

pohltit antigén pomocí fagocytózy a následně takový antigén rozložit na peptidové 

fragmenty. Tyto fragmenty poté dendritická buňka vystavuje na svém povrchu pomocí 

M H C molekul. V rámci diplomové práce byla věnována pozornost M H C I molekule a 

peptidům nacházejícím se na této molekule. K dendritickým buňkám byl přidán 

rekombinantní R B D protein pocházející z viru S A R S - C o V - 2 . Pomocí imunoafinitní 

chromatografie byl komplex M H C I - peptid izolován z buněčného lyzátu. Následovalo 

štěpení komplexu M H C I - peptid trypsinem a kapalinová chromatografie, kde byly 

odseparovaný jednotlivé peptidy. Identifikace peptidů byla provedena pomocí 

hmotnostní spektrometrie. Celkově analýza byla provedena 3x z důvodu optimalizace 

metody. Získané aminokyselinové sekvence peptidů byly následně porovnány pomocí 

databáze UniProt. V e vzorku bylo nalezeno více jak 100 peptidů a identifikováno bylo 

celkem 14 proteinů, kde u 10 proteinů byla velice nízká shoda. U zbývajících 4 

proteinů byla shoda vyšší. Hlavním identifikovaným proteinem byl myší IgG. Bohužel 

nebyl nalezen peptid, u kterého bychom mohli konstatovat, že pocházel z námi přidané 

R B D domény. Tento postup je proto důležité dále optimalizovat, aby mohl být 

využíván ke zhodnocení efektivity navržených antigenních konstruktů potencionálně 

sloužících jako vakcíny. 

Klíčová slova Dendritické buňky, Spike protein, receptor vázající 
doména, hlavní histokompatibilní komplex, peptid 
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1 ÚVOD 

Obranyschopnost, nebo j inými slovy imunitní systém, patří ke základním vlastnostem 

organismu. Obranyschopnost má v každém organismu různé podoby a různé vlastnosti. 

Bude mít j iné vlastnosti u evolučně starších organismů, kde ještě není vyvinutá 

adaptivní část imunitního systému a j iné vlastnosti bude mít např. u obratlovců, kde je 

j iž adaptivní část imunitního systému známa. U obou případů má však imunitní systém 

za úkol chránit organismus před škodlivými vl ivy vnějšího i vnitřního prostředí a 

zachovat tak integritu organismu. Imunitní systém můžeme také rozdělit na humorální a 

buněčnou část. Humorální část tvoří sekrece různých molekul a sérových proteinů, mezi 

něž řadíme i komplement. Buněčná část se skládá z různých typů buněk. Obě části tvoří 

nedílnou součást imunitního systému a navzájem kooperují. 

U obratlovců, kde se nachází vrozená a získaná část imunitního systému, musí být 

imunitní systém vybaven buňkami, které tvoří tzv. přechod, nebo také spojnici, j enž tyto 

dvě části spojuje. Tento úkol zastávají antigén prezentující buňky (APC) . Do A P C patří 

makrofágy, ale především dendritické buňky (DC), které jsou považovány za 

nejúčinnější A P C . Tyto buňky disponují především funkcí fagocytózy, která j i m 

dovoluje pohlcovat, rozkládat a následně spojovat části rozloženého antigénu s 

molekulou hlavního histokompatibilního komplexu ( M H C ) . Tyto rozložené antigény 

spojené s M H C molekulou poté D C vystavuje na svém povrchu. 

D C využívají 2 typy M H C molekul ( M H C I a M H C II). Rozdíl, zda bude antigén 

vystaven na M H C I, nebo M H C II molekule spočívá v původu antigénu. Pokud daný 

antigén je exogenního původu např. z bakterie, bude vystavován na M H C II molekule, 

zatímco pokud je antigén intracelulární (např. somatický nebo virového původu) bude 

vystaven na M H C I molekule. By lo však zjištěno, že ačkoli je antigén exogenního 

původu, může být vystavován na M H C I molekule. Tomuto jevu se říká zkřížená 

antigenní prezentace a je dnes velice diskutovaným tématem, protože umožňuje 

aktivovat C D 8+ T lymfocyty. Ty se aktivují pouze, když je antigenový fragment 

vystavován na M H C I molekule. Když je antigenový fragment vystavován na M H C II 

molekule, aktivuje pomocné C D 4+ T lymfocyty, které nemají cytotoxickou schopnost 

jako C D 8+ T lymfocyty, a proto mají velice omezené účinky proti virem napadeným 

buňkám nebo rakovinotvorným buňkám. Z tohoto důvodu se dnes upínají pohledy 
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výzkumu na vývoj vakcín, které by úspěšně aktivovaly oba typy T lymfocytů (Zachová 

et al., 2016; Hořejší et al., 2017). 

S příchodem pandemie viru S A R S - C o V - 2 se však vývoj vakcín stal veřejností velice 

diskutovaným tématem. Nesmí se však zapomínat, že v minulosti vakcíny zachránily 

milióny životů. Jako každý nový objev byla hlavně v minulosti však vakcinace vnímaná 

spíše negativně než pozitivně. Bohužel biologie a s ní spojená imunologie není 

matematika, kde je vždy jednoznačný výsledek, a proto vakcinace může sebou také 

přinášet bohužel určitá rizika. Dokonalá vakcína, která by byla bezpečná a bez vedlejší 

účinků, efektivní a snadno aplikovatelná, neexistuje. Naštěstí dnešní věda je j iž na vyšší 

úrovni, než byla věda v přechozích stoletích a dnešní vakcíny jsou j iž daleko 

bezpečnější a očkování je dnes normální rutinní záležitost (Hořejší et al., 2017). 
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2 SOUČASNÝ STAV ŘEŠENÉ PROBLEMATIKY 

2.1 Antigén prezentující buňky 

Antigén prezentující buňky (APC) jsou buňky, které se vyznačují hlavně schopností 

fagocytózy. Do skupiny A P C patří dendritické buňky, monocyty, makrofágy, ale také B 

lymfocyty. Tyto buňky rozeznávají antigén, pohlcují a následně informují adaptivní část 

imunitního systému o možné infekci. Mez i hlavní A P C buňky se řadí dendritické buňky 

(Hořejší etal., 2017). 

2.1.1 Dendritické buňky 

Dendritické buňky (DC) patří mezi nejúčinnější buňky patřící do skupiny A P C , a proto 

představují hlavní spojující článek mezi rychle reagující vrozenou a antigenně 

specifikou části imunitního systému. Dendritické buňky můžeme v organismu najít ve 

dvou formách, a to ve nezralé a zralé formě. Jestliže v organismu není žádná infekce, 

nezralé dendritické buňky průběžně fagocytují molekuly rozpuštěné v tekutině či 

odumřelé buňky zdravých tkání. Následně takové pohlcené molekuly zpracují a 

fragmenty těchto molekul vystavují na svém povrchu v komplexu s M H C molekulami. 

Specifické T lymfocyty nejsou nezralou dendritickou buňkou aktivovány. Buď jsou 

utlumeny, nebojsou z nich vytvořeny tzv. regulační T lymfocyty, které imunitní reakce 

vůči takovému antigénu potlačují, a proto jsou nezralé dendritické buňky důležité pro 

zachování tolerance vůči vlastní tkáni. Jestliže dendritická buňka rozezná podnět, který 

reprezentuje nebezpečí pro organismus (buňky, které zahynou nekrózou či patogenní 

mikroorganismus), aktivuje se a stává se z ní zralá dendritická buňka. Mnohé struktury 

jsou pro patogenní mikroorganismy typické, a proto je dendritická buňka dokáže 

správně rozpoznat. Tyto struktury jsou sdílené různými mikroorganismy a jsou 

nezbytné pro jejich život. Někdy tyto struktury bývají označeny jako P A M P (pathogen 

associated molecular pattern). Příkladem P A M P mohou být např. lipopolysacharidy 

nebo peptidoglykany. Zároveň i dendritické buňky umí rozeznat i některé molekuly, 

které pocházejí z poškozených buněk a tkání. Tyto molekuly bývají souhrne 

označovány jako D A M P (damage associated molecular pattern) a patří mezi ně např. 

kyselina močová, nukleové kyseliny nebo některé intracelulární proteiny. Pro tyto 

charakteristické mikrobiální nebo endogenní komponenty mají dendritické buňky a také 

j iné druhy leukocytu různé druhy receptoru označovány jako P P R (pattern recognition 
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receptors). Mimořádně důležité jsou T L R (toll-like receptor) receptory, které 

rozeznávají celou řadu molekul typické pro různé patogeny (lipopolysacharidy, 

lipoproteiny, virové nukleové kyseliny). Další významnou skupinou jsou C L R (C-type 

lectin receptors) receptory, které rozeznávají sacharidy, j ež jsou součástí mikrobiálních 

glykoproteinů a polysacharidu. Dále mají dendritické buňky např. scavengerové 

(„uklízeči") receptory, N L R (NOD-l ike receptors) receptory nebo R L R (RIG-I-like 

receptors) receptory. Při aktivaci dendritické buňky se změní její vlastnosti. Aktivované 

dendritické buňky j iž nedisponují schopností pohlcovat částice z okolí. Zároveň po 

aktivaci se výrazně zvýší exprese M H C molekul a také kostimulačních molekul jako 

např. CD80, CD86. Zralá D C j iž dokáže aktivovat naivní T lymfocyty (takové, jenž se 

dosud nesetkaly s antigenem). D C ve zralém stádiu mají životnost 2-3 dny a následně 

hynou apoptózou. Proto je důležité, aby byly zásoby D C neustále doplňovány z kostní 

dřeně (Hořejší et al., 2017). 

2.2 MHC molekuly 

M H C (major histocompatibility complex) glykoproteiny I. třídy ( M H C gp I, nebo jen 

M H C I) se nacházejí na všech jaderných buňkách v organismu, zatímco M H C 

glykoproteiny II. třídy ( M H C II) za fyziologických podmínek pouze na buňkách, které 

dokáží prezentovat antigen. Jako příklad můžeme uvést D C , makrofágy, monocyty či B 

lymfocyty. Lidé mají tři klasické izotypy M H C I molekul ( H L A - A , - B , -C). Jako H L A 

se označují lidské M H C I molekuly (human leukocyte antigens). Mez i neklasické M H C 

I molekuly náleží H L A - E , -F a - G a rovněž také molekuly ze skupiny C D 1 , které 

striktně nejsou produkty M H C I, nicméně strukturně a funkčně mají k M H C I 

glykoproteinům velmi blízko (Hořejší et al., 2017). 

2.2.1 Struktura a funkce MHC I molekul 

M H C I molekula (Obr. 1) se skládá z t ransmembránového řetězce a o molekulové 

hmotnosti 45 kDa a s ním nekovalentně asociovaného 132-mikroglobulinu o molekulové 

hmotnosti 12 kDa. V a řetězci lze rozlišit tři domény. Dvě N-terminální a l a a2. Tyto 

domény vytváření místo, na které se mohou vázat peptidy. Třetí doména (a3) a B2m 

jsou podle struktury podobné imunoglobulinovým doménám, což znamená, že jsou 

tvořeny sekvencí okolo 110-120 aminokyselin a jejich struktura připomíná stejně jako u 

imunoglobulinových domén jakýsi soudek tvořený smyčkami polypeptidového řetězce 
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stabilizovaný cystinovým můstkem. Základní funkcí M H C I je vázat peptidové 

fragmenty proteinů, které buňka produkuje. Následně tyto peptidové fragmenty v 

komplexu s M H C I molekulou vystavuje na buněčném povrchu tak, aby byly rozeznány 

T lymfocyty (díky jejich antigenně specifickým receptorům). Aby měla M H C I 

molekula stabilní konformaci a mohla tak být dlouhodobě exprimována na buněčném 

povrchu, musí na ní být navázaná peptidová molekula, která pochází z proteinů 

produkovaných v buňce, a které byly určeny k degradaci proteasomem pomocí tzv. 

polyubikvitinylace. N a M H C I molekuly se nemusí vázat jen čistě peptidy, nýbrž také 

chemicky modifikované peptidy (např. glykoproteiny). Některé „neklasické" M H C I 

molekuly, tj. např. CD1 mohou vázat místo peptidů lipidové molekuly, které následně 

předkládají T lymfocytům. Většina somatických buněk na svém povrchu obsahuje až 

několik desítek tisíc M H C I molekul. Tento počet je ovšem nízký oproti některým 

leukocytům (hlavně A P C ) , které mají tento počet ještě řádově vyšší (Hořejší et al., 

2017). 

Peptid 

MHC gp I 

Obrázek č.l: Znázornění struktury M H C I glykoproteinu ( podjednotková struktura) 

Převzato a upraveno dle Hořejší et al., 2017 
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2.2.2 „Neklasické" MHC molekuly I. třídy 

M e z i „klasické" molekuly M H C I patří u člověka H L A - A , - B , -C (někdy také 

nazývané jako M H C gp la). Jako „neklasické" M H C I (někdy nazývané M H C gp Ib) 

patří u člověka molekuly s označením H L A - E , -F, - G a někdy také CD1 (diferenciační 

antigén). Každý z těchto membránových glykoproteinů je strukturně blízký klasickým 

M H C I. Jsou poskládány z podobného transmembránového a řetězce a B2m. Tyto 

molekuly se vyskytují pouze jen na některých buňkách a většinou se zaměřují na vazbu 

zvláštních ligandů. Také nejsou tak polymorfní jako klasické M H C I. H L A - G se 

vyskytuje pouze na povrchu trofoblastů (části placenty pocházející z plodu) a váže 

široké spektrum peptidů. H L A - E se nachází u mnoha typu buněk a váže tzv. signální 

peptidy, které pocházejí z biosyntetických prekurzorů H L A - A , - B , -C a - G Komplexy 

H L A - E a - G s peptidy j sou rozpoznávány N K buňkami (natural killer cells - přirození 

zabijáci), které mají speciální inhibiční receptory. Pomocí N K buněk tak přispívají k 

toleranci plodu v děloze, ačkoliv zásadní role N K buněk je spíše v protinádorové a 

protivirové imunitě, protože N K buňky nemají jen inhibiční receptory, nicméně také 

aktivační receptory. Molekuly CD1 nevážou peptidy, nýbrž mikrobiální glykolipidy, 

případně glykolipidy, které jsou organismu vlastní (Hořejší 2017). 

2.2.3 Vazba peptidů na MHC I a jejich prezentace 

Vazebné místo pro peptidy u M H C I molekul (Obr. 2) je určeno pro peptidy o délce 8-

11 aminokyselin, protože tyto peptidy se do vazebného místa vejdou. Vazebné místo je 

na obou koncích uzavřeno, nicméně je možné, aby se do tohoto místa navázaly také i 

jinak velké peptidy např. tzv. „vybouleným způsobem". Důležitou roli má povaha 

„kotvicích" aminokyselinových zbytků. Specifická molekula M H C I váže peptidy, které 

mají základní společné strukturní rysy, to znamená, že vykazují určitý vazebný motiv. 

Zpravidla je velmi důležitá povaha jedné nebo dvou aminokyselin, jež se nacházejí na 

konci peptidů. Povaha ostatních aminokyselin není moc důležitá nebo na tom nezáleží 

vůbec (Hořejší et al., 2017). 
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kotvicí zbytky 

MHCgpl MHC gp 

Obrázek č. 2: A : Vazba peptidů do vazebných míst na M H C I. B : Vazba peptidů na M H C I 
„vybouleným způsobem" . Převzato a upraveno dle Hořejší et al., 2017 
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Obrázek č.3: Schéma prezentace antigénu pomocí M H C I molekuly 

Během biosyntézy M H C I molekul v endoplazmatickém retikulu (ER) dochází k vazbě 

peptidů, jež pocházejí z proteinů, které jsou produkované v buňce. Hned po vytvoření 

polypeptidového řetězce a a B2m (tj. po translaci m R N A ) dochází v lumen E R k 
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poskládání do korektní prostorové konformace a vzájemné asociaci. V e stejném čase 

dochází také k asociaci s některým peptidem, jehož struktura vyhovuje vazebným 

nárokům vazebného místa daného M H C I. Všechny komplexy M H C I, jež jsou 

uvolněny k dalšímu zpracování v Golgiho aparátu, a které se následně objeví na 

povrchu buňky, musí mít tři složky: a řetězec, B2m a peptid. Hlavním zdrojem peptidů 

jsou intracelulární většinou somatické proteiny, které jsou degradovány v buněčné 

cytoplazmě proteolytickým komplexem zvaným proteasom. Cytoplazmatické proteiny, 

které byly označeny ubikvitinem, malým globulárním polypeptidem (proces zv. 

polyubikvitinylace), jsou směřovány do proteasomu. Tato multikatalytická jednotka 

štěpí proteiny na malé peptidy. Toto štěpení je součástí přirozeného metabolismu 

buněčných proteinů a podléhají mu, jak všechny normální somatické proteiny, tak i 

proteiny pocházející z intracelulárních virů nebo tumorů. Peptidové fragmenty, jež byly 

vytvořené pomocí proteasomu, jsou transponovány z cytoplazmy do 

endoplazmatického retikula (ER) pomocí specifických membránových pump, které se 

skládají z podjednotek nazývaných T A P (Transportér spojený se zpracováním 

antigénu). Vzniklý komplex M H C I / peptid míří pomocí vezikulárního transportu 

z endoplazmatického retikula přes Golgiho komplex na buněčný povrch, kde je 

následně vystavován a rozpoznáván receptory cytotoxických C D 8 + T lymfocytů. Tyto 

T lymfocyty následně likvidují virem infikované, nebo nádorové buňky. Celý děj 

graficky znázorněn výše (Obr. 3) (Cresswell et al., 1999; Zachová et al., 2016; Hořejší 

et a l , 2017). 

2.2.4 Vazba peptidů na MHC II a jejich prezentace 

U molekul M H C l i j e vznik komplexu M H C II / peptid odlišný než u M H C I molekuly. 

Zároveň má M H C II molekula j iné vazebné vlastnosti, než M H C I. U M H C II je 

vazebné místo na obou koncích otevřené, a proto se do něj mohou vázat peptidy delší, 

než u M H C I. Obvyklá délka peptidů, které se váží na M H C II, je 15 - 35 aminokyselin. 

Tato délka však není limitující a mohou se zde vázat i peptidy delší, které na obou 

koncích poté přečnívají. Peptidy se obvykle váží způsobem, že leží ve vazebném místě 

v natažené konformaci, nicméně v některých případech jsou peptidy vázány také tzv. 

„vybouleným" způsobem, kdy jsou ve vazebném místě uchyceny na koncích a jejich 

střední část je „vyboulena" ven. U M H C II molekuly v endoplazmatickém retikulu 

dochází ke spojení a a B řetězců s dalším transmembránovým proteinem, který se 

nazývá invariantní řetězec (li). Tento řetězec má za úkol blokovat vazebné místo 
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peptidům, takže se do vazebného místa nemohou vázat peptidy podobné těm, které se 

váží na M H C I molekulu. Komplexy aBIi jsou vedeny do Golgiho aparátu, kde se 

oddělují a ve formě sekrečních váčků fúzují s endosomy, které vznikly jako produkt 

endocytózy proteinů zachycených na povrchu A P C . Většinou se jedná o nějaký antigén 

např. mikrobiální glykoprotein či komplex antigen-protilátka. Předtím však ještě 

probíhá fúze endosomů s lysosomy. Lysosomy obsahují hydrolasy, které následně štěpí 

pohlcené antigény a j iné biopolymery (proteiny) na peptidové fragmenty. Následuje 

fúze endosomu s transportním váčkem obsahujícím prekurzorové molekuly M H C II 

(aBIi), který přichází z Golgiho aparátu. Po fúzi se l i řetězec rozpadne a do uvolněného 

místa se navážou peptidové fragmenty vzniklé z endocytovaných antigénu (většinou 

proteinů). Takto vzniklý komplex M H C II/ peptid je transportován na buněčný povrch 

(Obr.4). Vystavené peptidové fragmenty poté interagují s receptory C D 4 + T lymfocytů 

(Desjardins et al., 1994; Trombetta, 2003, Zachová et al., 2016; Hořejší et al., 2017). 

Obrázek č.4: Schéma vzniku komplexu M H C II s peptidy z pohlcených proteinů a jejich 
prezentace na buněčném povrchu 
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2.2.5 Zkřížená antigenní prezentace (antigén cross presentation) 

Experimentálně bylo zjištěno, že v určitých případech dochází k vazbě exogenních 

proteinů na M H C I molekuly buněk prezentujících antigén. Takovému ději se říká 

„zkřížená antigenní prezentace" (antigén cross presentation). Některé fagocytované 

proteiny jsou transponovány z fagosomu do cytoplazmy a zde jsou pomocí proteasomu 

rozloženy na příslušné peptidy. Ty jsou standardním způsobem dopraveny do E R , kde 

se vážou na M H C I. Alternativě může také docházet k tomu, že v pozdních fagosomech, 

které obsahují j iž peptidové fragmenty rozštěpených pohlcených proteinů, dochází 

rovnou k navazování těchto peptidů na M H C I. Díky zkřížené antigenní prezentaci je 

možné, aby exogénni antigén byl rozpoznáván nikoli jen C D 4 + T lymfocyty, ale také 

CD8+ T lymfocyty. Důležité je podotknout, že touto schopností disponují pouze některé 

subpopulace dendritických buněk a s nejvyšší pravděpodobností také některé 

subpopulace makrofágů (Hořejší et al., 2017; Bevan, 1976; Zachová et al., 2016). 

V podstatě má zkřížená antigenní prezentace 3 základní kroky. První krokem je 

fragmentace antigénu na peptidy o určité velikosti, která je nutná k tomu, aby se určitý 

antigén vlezl do drážky nacházející se na M H C I molekule. Druhým podstatným 

krokem je navázaní peptidu na M H C I molekulu. Poslední krok je transport tohoto 

komplexu M H C I/peptid na buněčný povrch. Jsou možné dvě cesty, ve kterých může 

být antigén fragmentován a poté spojen s M H C I molekulou. V první cestě je antigén 

přenesen zendosomu do cytosolu pomocí transportního komplexu Secól a následně 

cílen do proteasomu. Poté následuje podobný mechanismus jako v případě M H C I 

prezentace (cytosolová cesta). Druhou cestou, jakou může být antigén fragmentován a 

následně spojen s M H C I molekulou, je tzv. vakuolární cesta. V této cestě je antigén 

fragmentován uvnitř fagocytujících váčků a zde také spojen s recyklující se M H C I 

molekulou. Následuje transport na buněčný povrch. Komplex M H C V peptid v této 

cestě není vystaven prostředí cytosolu. By lo však zjištěno, že u zkřížené antigenní 

prezentace se cytosolový antigén může vrátit zpět do endosomu k M H C I prezentaci 

(Gromme et al., 1999). V následujících kapitolách jsou popsány jednotlivé cesty 

zkřížené antigenní prezentace s použitím cytosolové a vakuolární cesty. 
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2.2.6 Cesta zkřížené antigenní prezentace (Cytosolová cesta) 

2.2.6.1 Cesta z endosomu do cytosolu 

Endosom-cytosolová cesta (Obr. 5) byla popsaná j iž před více jak 20 lety jako cesta 

navozující imunitní odpověď CD8+ T lymfocytů. Tato cesta je nezávislá na lysosomu, 

nicméně je k ní potřeba proteasom. N a začátku je exogénni antigén pohlcen 

dendritickou buňkou. Vytvoří se tzv. endocytické váčky, které fúzují s brzkým 

endosomem. Poté antigén opouští brzký endosom pomocí transportního komplexu 

Secól . Následuje fragmentace antigénu proteasomem na krátké peptidy, které posléze 

putují do lumen E R pomocí T A P transportérů jako v případě klasické M H C I 

prezentace. Uvnitř endoplazmatického retikula se vytváří komplex M H C 1/ peptid, který 

opouští E R a putuje skrz Golgiho komplex na buněčný povrch. (Kovacsovics-

Bankowski & Rock, 1995; Guermonprez et al., 2003; Ichiyanagi et al., 2010; Singh & 

Cresswell, 2010; Imai et al., 2011; Muka i et a l , 2011; Zachová et a l , 2016). 

Vystavování komplexu MHC I / peptid na buněčném povrchu 

Obrázek č.5: Schéma zkřížené antigenní prezentace: Cesta z endosomu do cytosolu 
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2.2.6.2 Cesta z endosomu do cytosolu a zpět do endosomu 

Jak už z názvu vyplývá, tato cesta má společný začátek, jako cesta z endosomu do 

cytosolu, nicméně při této cestě dochází k tzv. retrográdnímu kroku, kdy se naštěpené 

fragmenty antigénu zpětně vrací do endosomu (Obr. 6). N a začátku je exogénni antigén 

pohlcen dendritickou buňkou jako v předchozím případě. Následuje vytvoření 

endocytických váčků, které fúzují s brzkým endosomem. Poté antigén opouští brzký 

endosom pomocí transportního komplexu Secól a vstupuje do proteasomu. 

Fragmentovaný antigén v tomto případě směřuje zpátky k brzkému endosomu, který 

obsahuje veškeré proteiny nutné k úspěšnému navázaní peptidu na M H C I (např. T A P , 

tapasin, chaperony E R calnexin a calreticulin, ERP57, M H C I). Tyto proteiny 

přicestovaly do brzkého endosomu z endoplazmatického retikula v podobě váčků. 

Uvnitř brzkého endosomu se spojí peptidy z antigénu s M H C I molekulou a po 

následném transportu j sou vystavovány na buněčném povrchu. (Ackerman et al., 2003; 

Guermonprez et al., 2003; Houde et al., 2003; Zachová et al., 2016). 

Vystavování komplexu MHC I / peptid na buněčném povrchu 

Obrázek č.6: Schéma zkřížené antigenní prezentace: Cesta z endosomu do cytosolu a zpět do 
endosomu 
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2.2.6.3 Zkřížená antigenní prezentace-Vakuolární cesta 

Vakuolární cesta zkřížené antigenní prezentace (Obr. 7) využívá j iných možností než 

předchozí cesty zkřížené antigenní prezentace. Vakuolární cesta není citlivá na 

inhibitory proteasomu a T A P přenašečů, protože tato cesta proteasom ani T A P 

přenašeče nevyužívá. Nicméně je velmi citlivá na inhibitory cysteinových proteas 

(Leupeptin, E64, Z F A - F M K ) . Zároveň se nevyskytuje u dendritických buněk, které jsou 

deficientní na Cathepsin S. N a začátku je antigén pohlcen dendritickou buňkou. Po 

pohlcení jsou vytvořené váčky s antigenem spojeny s brzkým endosomem. Proteasa 

Cathepsin S, která je přítomna v brzkém endosomu, štěpí antigén na peptidy. V případě 

vakuolární cesty se využívá recyklace M H C I molekuly a ta přichází z buněčného 

povrchu a fúzuje s brzkým endosomem. Poté vzniká komplex M H C V peptid. Nakonec 

komplex M H C Fpeptid opouští brzký endosom a putuje k buněčnému povrchu. 

(Campbell et a l , 2000; Gromme et a l , 1999; Shen et al., 2004; Pillay et al., 2002; 

Schirmbeck et al., 1995; Zachová et al., 2016). 

Obrázek č.7: Schéma zkřížené antigenní prezentace: Vakuolární cesta 
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2.2.6.4 Zkřížená antigenní prezentace pomocí mezibuněčné 

komunikace 

B y l o objeveno, že pomocí mezibuněčné komunikace může také docházet ke zkřížené 

antigenní prezentaci (Obr. 8), protože mezibunečná komunikace umožňuje výměnu 

molekul mezi buňkami. Tunely, které zprostředkovávají mezibuněčnou komunikaci, 

jsou vysoce uspořádané struktury, které jsou složené z konnexinu (např. Cx43). 

Hexamery tvořené konnexinem se nazývají konnexony. Pomocí tunelů tvořených Cx43 

je možné přesouvat pouze molekuly o velikosti do 1800 Da, což odpovídá peptidům ne 

větším jak 10 aminokyselin. Peptidy získané ze sousední buňky, tak mohou být 

prezentovány na M H C I u A P C a zároveň mohou podléhat zkřížené antigenní prezentaci 

u D C . Malá molekula např. peptid se přesune do cytosolu sousední buňky díky tunelu 

skládajícího se z Cx43. Poté je peptid přemístěn do E R díky T A P přenašeče. Uvnitř E R 

se vytvoří komplex M H C I/peptid, který následně opouští E R a cílí na buněčný povrch. 

(Handel et al., 2007; Mendoza-Naranjo et al., 2007; Neijssen et al., 2005; Pang et al., 

2009; Zachová etal., 2016). 

Vystavování komplexu MHC I / peptid na buněčném povrchu 

D a l š í b u ň k a 

Golgiho komplex 

O A 
Přesun peptidů 
pomocí Cx43 do 
sousední buňky 

Transport do 
Golgiho 
komplexu 

Obrázek č.8: Schéma zkřížené antigenní prezentace pomocí mezibuněčné komunikace 
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2.3 Koronaviry 

Koronaviry j sou obalené R N A viry, které způsobují akutní i přetrvávající infekce u lidí, 

ostatních savců a ptáků. Jejich nejvíce významným společným rysem, j enž byl odhalen 

elektronovou mikroskopií, jsou široce rozmístěné hroty ve tvaru palice, které vyčnívají 

z povrchu virionu. Tyto hroty jsou morfologicky odlišné, než jaké mají např. ortoviry 

nebo paramyxoviry. Název této skupiny vznikl díky těmto hrotům, protože mají jakousi 

„svatozář", která dává virové částici vzhled sluneční koróny. Koronaviry j sou studovány 

již více jak 40 let, protože způsobují nejen respirační infekce u lidí, ale také významné 

ekonomické škody v podobě způsobení nemocí u domácích zvířat. Virové částice 

koronavirů j sou víceméně sférického charakteru a vykazují mírný stupeň pleomorfismu. 

Nukleokapsidy koronavirů mají spirálovitě symetrický tvar. Koronaviry patří do 

podčeledi Orthocoronavirinae (čeleď Coronaviridae), která patří do řádu Nidovirales. 

Tato podčeleď se dále dělí na alfa, beta, gama a delta koronaviry. Al fa a beta koronaviry 

infikují pouze savce, zatímco gama a delta koronaviry infikují převážně ptáky. Nově 

objevený virus s názvem S A R S - C o V - 2 (Obr. 9) (Severe acute respiratory syndrome -

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

2013; Cu i et a l , 2019; Zhu et a l , 2020 a). 

Obrázek č. 9: Snímek virionů SARS-CoV-2 pořízen pomocí elektronového mikroskopu. Šipka 
ukazuje na jeden virion. Převzato a upraveno dle Valencia, 2020. Snímek byl pořízen 
Národním institutem pro alergie a infekční nemoci (NIAID) Rocky Mountains Laboratories 
(RML), Národní institut zdraví Spojených států (NIH) 
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2.3.1 Virus SARS-CoV-2 a jeho struktura 

Virus s názvem S A R S - C o V - 2 , někdy také nazýván jako Wuchanský virus nebo 

COVID-19 , je nedávno objevený nový kmen lidského koronaviru, jenž je původcem 

respiračního onemocnění. Tento virus patří do rodu betakoronavirů. S A R S - C o V - 2 má 

genomovou strukturu typickou pro většinu koronaviru. Jako u většiny koronaviru 2/3 

jeho genomické hmoty kóduje 16 nestrukturních proteinů (nsps) spojených s transkripcí 

a replikací genomu. Zbývající 1/3 genomu kóduje 4 základní strukturní proteiny: 

Hrotový tzv. Spike (S), Obalový (O), Nukleokapsidový (N), Membránový (M) a také 

další strukturní a doplňkové proteiny (Obr. 10). Spike protein je důležitý při navázaní 

viru na buněčné receptory hostitelské buňky. Spike protein je také cíl od protilátek 

vytvořených imunitním systémem. Membránový protein je důležitý pro udržení tvaru a 

struktury virionů. Obalový protein je spojen s uvolňováním replikovaného viru a jeho 

sestavením v hostitelských buňkách. První nakažení pacienti s t ímto virem byli 

hospitalizováni na konci prosince roku 2019 v čínském Wuchanu. Po analýzách vzorku 

získaných od infikovaných jedinců bylo následně zjištěno, že se jedná o nový kmen 

koronaviru, který byl následně pojmenován jako S A R S - C o V - 2 . Kompletní virový 

genom byl získán v lednu 2020 pomocí moderních metod meta-transkriptomického 

sekvencování (Zhang & Holmes, 2020). 

Obrázek č. 10: Kreslená ilustrace struktury koronaviru a virového receptoru ACE2 na povrchu 
hostitelské buňky. Převzato a upraveno dle Du et al., 2009; Liu et al., 2020 
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B y l o dokázáno, že virus S A R S - C o V - 2 je nakažlivější než jeho blízcí předchůdci 

S A R S - C o V - 2 (Severe acute respiratory syndrome-related coronavirus) a M E R S - C o V 

(Middle East Respiratory Syndrome Coronavirus), kteří také způsobují respirační 

onemocnění. Ačkoliv se může zdát, že menší smrtnost viru S A R S - C o V - 2 , která se 

pohybuje okolo 3 %, přinese i menší počet obětí, tak je to jen zdánlivá představa. 

Ačkoliv má S A R S - C o V smrtnost okolo 10 % a M E R S dokonce okolo 30 % - 40 %, tak 

ani jedna z těchto dvou variant nezpůsobila takový počet obětí jako S A R S - C o V - 2 , který 

se právě díky své lepší nakažlivosti dokázal rozšířit velice rychle a nakazit obrovské 

množství lidí (Gralinski et al., 2018; Tahir ul Qamar et al., 2019; Wang & Alexander, 

2021 a). Studie ukazují, že COV I D - 19 se primárně šíří dýchacími cestami, respiračními 

sekrety, kapičkami a přímým kontaktem s nakaženým. Virus využívá jako vstup ústa a 

nos. Následně infikuje hostitelské buňky v dýchacím sytému (Kutter et al., 2018; C u i et 

al., 2019; Paules et al., 2020; L u et al., 2020). Je také možnost, že člověk se může 

nakazit pouze dotykem předmětu či nějakého povrchu, kde se virus nachází a 

následným dotykem úst, očí či nosu. Proto se jako prevence doporučuje časté mytí 

rukou mýdlem nebo dezinfekcí na bázi alkoholu. K infekci hostitelské buňky potřebuje 

virus vstoupit do buňky a následně využívá proteosyntetický aparát hostitelské buňky ke 

svému množení. (Wrapp et al., 2020). 

2.3.2 Spike protein 

Spike protein (Obr. 11) (někdy také označovaný jako S protein) je transmembránový 

glykoprotein, který má molekulovou hmotnost okolo 150 kDa. Tento protein se nachází 

na vnější části viru. S protein je homotrimer skládající se ze tří monomerů (řetězec A , B 

a C), které vyčnívají na povrchu viru a umožňují tak vazbu na hostitelské buňky přes 

angiotenzin4ionvertující enzym II (ACE2) , jež je exprimovaný hlavně v buňkách 

dolních dýchacích cest. Tento enzym můžeme také najít u buněk dalších tělesných 

orgánů jako např. srdce, ledviny nebo střeva, z čehož lze předpokládat, že virus může 

infikovat více tělesných orgánů (Donoghue et al., 2000; Zhang et al., 2020; Zhao et al., 

2020 a; Mallapaty, 2020; Wrapp et a l , 2020; Kalathiya et al., 2020). 
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Obrázek č. 11: Základní schéma homotrimeru Spike proteinu viru SARS-CoV-2. Převzato a 
upraveno dle Kalathiya et al., 2020 

Každý monomer Spike proteinu má dvě hlavní štěpná místa (Obr. 12), a to místo 

s označením S1/S2, které odděluje podjednotku SI od podjednotky S2 a druhé hlavní 

štěpné místo S2', které se nachází v rámci podjednotky S2 (Belouzard et al., 2009; 

Madu et al., 2009; Takeda, 2021). Každý monomer tak zahrnuje dvě funkční 

podjednotky. 

První podjednotka s označením SI je odpovědná za vazbu k receptoru hostitelské 

buňky. Podjednotka SI obsahuje N-terminální doménu (NTD) a receptor vázající 

doménu (RBD) ( L i , 2016). Jak j iž název napovídá, za vazbu na A C E 2 je zodpovědná 

právě R B D doména. Důležité je zmínit, že N T D se také může vázat u určitých druhů 

koronavirů na proteinové receptory, takže u některých koronavirů se mohou obě 

domény podílet na vazbě Spike proteinu na buňku (Wang et al., 2021 b). Distální SI 

podjednotka také přispívá ke stabilizaci prefúzního stavu membránově ukotvené 

podjednotky S2, která obsahuje fúzní aparát (Walls et al., 2016 a, b; Kirchdoerfer et al., 

2016; Gu i et al., 2017; Pallesen et a l , 2017; Yuan et a l , 2017; Song et a l , 2018) 

Druhá podjednotka s označením S2 je odpovědná za fúzi virové a buněčné 

membrány (Bosch et al., 2003; Burkard et al., 2014; Kirchdoerfer et al., 2016; Walls et 

al., 2016 a; Tortorici & Veesler, 2019). U všech koronavirů je dále Spike protein štěpen 

hostitelskými proteasami (Madu et al., 2009; Mi l le t & Whittaker, 2015). Toto štěpení 

umožňuje aktivaci proteinu pro membránovou fúzi prostřednictvím rozsáhlých 
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konformačních změn (Belouzard et al., 2009; Heald-Sargent & Gallagher, 2012; Mil le t 

& Whittaker, 2014; Mil le t & Whittaker, 2015; Park et a l , 2016; Walls et a l , 2017). 

Vstup koronaviru do buněk je složitý proces, který vyžaduje společný postup navázání 

receptoru a proteolytického zpracování Spike proteinu k podpoře fúze virus-buňka 

(Walls et al., 2020). V závislosti na druhu viru používají jednotlivé koronaviry různé 

domény v rámci podjednotky SI k rozpoznání připojovacích a vstupních receptoru 

(Vlasák et a l , 1988; Hulswit et a l , 2019). 

Vzhledem ke skutečnosti, že koronavirový Spike protein je exponovaný na povrchu 

virionu a zprostředkovává vstup do hostitelských buněk, je hlavním cílem 

neutralizačních protilátek při nastalé infekci. Zároveň je to hlavní zaměření designu 

vakcín, které vyvíjí farmaceutické společnosti (Walls et al., 2020). Spike protein viru 

S A R S - C o V - 2 má ze 76 % stejnou aminokyselinovou sekvenci jako S A R S - C o V . 

Největší podobnost Spike protein S A R S - C o V - 2 má však s netopýřím koronavirem s 

označením S A R S r - C o V RaTG13. Shoda v aminokyselinové sekvenci Spike proteinu je 

u těchto dvou virů 97 % (Ge et a l , 2013; Yang et al., 2015; Walls et a l , 2020). Afinita 

viru S A R S - C o V - 2 k lidskému A C E 2 (hACE2) je srovnatelná s virem S A R S - C o V , který 

způsobil epidemii v roce 2003 (Walls et al., 2020). 

Jedním z hlavních rysů proteinu viru S A R S - C o V - 2 je přítomnost tzv. suboptimálního 

furinového štěpného motivu ( F C M ) (682-RRARJS-686; šipka dolů znamená štěpné 

místo - znázorněno na obrázku č. 13) u místa S1/S2 vložením unikátní sekvence 4 

aminokyselin (681-PRRA-684). Tato sekvence není přítomna u viru S A R S - C o V , který 

se poprvé objevil mezi lety 2002-2003 ani u netopýřího viru s označením RaTG13, 

který je relativně „nejblíže" viru S A R S - C o V - 2 ani u j iných dnes známých netopýřích 

koronaviru (Andersen et al., 2020). Tento charakteristický rys je jedním ze základů pro 

nevědecký argument, že vir S A R S - C o V - 2 může být uměle vytvořen v laboratoři. 

K tomuto typu inzerce však může také dojít během přirozené evoluce koronaviru (Zhou 

et al., 2020; W u & Zhao, 2021; Takeda, 2021). 
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Obrázek č. 12: Spike protein viru SARS-CoV-2 je typ transmembránového proteinu, 
skládajícího se z SI and S2 podjednotky s celkovou délkou 1273 aminokyselin. NTD 
(N-termální doména) (14-303), R B D (Receptor vázající doména) (319-541), FP (Fúzní peptid) 
(816-854), HR1 (Sedmičlenné opakující se oblasti 1) (942-990), HR2 (Sedmičlenné opakující se 
oblasti 2) (1163-1202), T M D (Transmembránová doména) (1214-1234), Štěpící místo S1/S2 
(685/686) je vyznačeno magentovými nůžkami a štěpící místo S2' (815/816) je vyznačeno 
zelenými nůžkami. Převzato a upraveno dle Takeda 2021 
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Obrázek č. 13: Aminokyselinová sekvence štěpícího místa S1/S2 u SARS-CoV-2 a relativně 
příbuzných koronavirů. Magentové nůžky značí S1/S2 štěpící místo. V modrých rámečcích jsou 
znázorněny základní argininové zbytky. Aminokyseliny jsou vyobrazeny jako jednotlivé znaky 
a pomlčky znázorňují mezery v sekvenci. Převzato a upraveno dle Takeda 2021 

20 



2.3.3 Odolnost proti SARS-CoV-2 podle krevní skupiny 

Onemocnění Covid-19 vykazuje velice rozsáhlou škálu závažnosti. Silně to naznačuje, 

že průběh nemoci a zároveň velikost závažnosti onemocnění souvisí s hostitelskými 

faktory. Je velmi pravděpodobné, že získané komordity jako je např. věk, obezita, 

kouření, apod. souvisí s klinickou závažností Covid-19. Důležité je podotknout, že je 

vysoce pravděpodobné, že s tím mohou také souviset genetické faktory hostitele. 

Nedávno bylo zjištěno, že typ krevní skupiny je silně statisticky spojen nejen s možností 

se nakazit, nýbrž také s průběhem a přežitím infekce S A R S - C o V - 2 (Zhao et al., 2020 

b). Studie naznačují, že krevní skupina A je spojena s vyšším rizikem infekce, zatímco 

krevní skupina 0 měla toto riziko nižší ( L i et al., 2020). Tato proměnlivá náchylnost 

může být podle hypotézy spojená s cirkulujícími anti-A protilátkami, které by mohly 

interferovat nebo dokonce inhibovat proces adheze mezi buňkou a virem. Při studii se 

porovnával podíl jedinců, kteří měli protilátky anti-A v jejich séru (tj. krevní skupina 0 

a B) a jedinců, kteří tyto protilátky neměli (tj. krevní skupina A a A B ) . Zjistilo se, že 

jedinci, kteří měli protilátky anti-A byli významně méně zastoupeni ve skupině 

pozitivních na Covid-19, než jedinci, kteří neměli protilátky anti-A. Při studiu protilátek 

anti-B nebyl pozorován žádný signifikantní rozdíl. Během experimentu byl také 

pozorován rozdíl mezi protilátkami anti-A u krevní skupiny 0 a krevní skupiny B . Zdá 

se, že protilátky anti-A u krevní skupiny 0 mají větší protektivní účinek než u skupiny B 

(Gérard et al., 2020). Je to pravděpodobně způsobené faktem, že převládající isotyp 

imunoglobulinu anti-A v séru krevní skupiny B je především IgM, zatímco u krevní 

skupiny Oje převládající isotyp IgG (Fung et al., 2014). 

N a závěr lze říci, že přítomnost protilátek anti-A v séru konkrétně IgG je faktor, 

který může při boji s infekcí Covid-19 zastávat významnou roli . Důležité je však zmínit, 

že toto pozorování je ještě daleko od potvrzení jednotlivých závěrů. Každopádně by toto 

sledování mohlo pomoci najít nové přístupy, které by mohly být užitečné při sledování 

případně léčení nemoci SARS-Covid-2 (Gérard et al., 2020). 

2.3.4 Jednotlivé vakcíny proti SARS-CoV-2 

Je tomu už více než 200 let, kdy Edward Jenner provedl symbolické očkování 

osmiletého chlapece hnisem získaným od dojičky, která byla infikovaná kravskými 

neštovicemi. Výsledek tohoto experimentu se zapsal opravdu úspěšně do historie 

medicíny. Tradiční vakcíny založené na inaktivovaném nebo oslabeném patogenu, které 
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jsou účinné proti mnoha onemocněním, pomalu začínají vyklízet prostor pro mnohem 

více sofistikované technologie vývoje jednotlivých vakcín. Tyto technologie umožňují 

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

Vždy je však mít na paměti, že jsou tady dva hlavní cíle, jenž by měla jakákoliv 

vakcína splňovat. V prvé řadě je to bezpečnost vakcíny, která musí být splněna a 

druhým podstatným cílem je účinnost vakcíny, tzn aby se po jejím podání vytvořila 

dostatečně silná a dlouhodobá imunitní ochrana vůči sledovanému patogenu. Většina 

schválených vakcín je zaměřena na indukci neutralizačních protilátek vůči cílovému 

patogenu. Podání vakcíny je tedy snaha o vytvoření takového stavu, kdy by infekce 

jedince byla zcela potlačena a vzniku onemocnení či jej ímu přenosu na další jedince by 

bylo zcela zabráněno (Dutta et al., 2016; Kyriakidis et al., 2021). V případě onemocnení 

S A R S - C o V - 2 vzniklo mnoho druhů vakcín, které jsou založené na různých strategiích. 

Inaktivované vakcíny (Obr. 14) proti S A R S - C o V - 2 jsou vyráběny pěstováním S A R S -

C o V - 2 na buněčné kultuře. Následuje chemická inaktivace viru (Gao et al., 2020; Wang 

et al., 2020). Tyto vakcíny lze vyrábět poměrně snadno. Jejich výnos je však omezen 

produktivitou viru v buněčné kultuře a požadavkům na zažízení, kde se vakcína vyrábí. 

Prostory musí být ná úrovni biologické ochrany 3 (Gao et al., 2020). Tyto vakcíny se 

většinou podávají intramuskulárně a mohou obsahovat hydroxid hlinitý nebo další j iná 

adjuvancia (Krammer, 2020). Strategii inaktivovaných vakcín využily čínské 

společnosti Sinovac se svou vakcínou s názvem CoronaVac a společnost Sinopharm. 

Další strategii, která byla využita, je založena na virových vektorových vakcínách. 

Takové vakcíny jsou obvykle založeny na j iném viru, který se používá jako vektor (Obr. 

15). Takový vektor je vyvinut tak, aby při vniknutí do buněk, přinutil hostitelské buňky 

exprimovat Spike protein, na který poté reaguje imunitní systém. Vektorový virus však 

není schopen se dále množit. Většinou jako vektor se u těchto vakcín používají 

adenoviry. Výhodou těchto vakcín je, že se nemusí pracovat s živým virem a zároveň je 

možno využít j iž vyzkoušený vektorový virus, který se používá i u j iných vakcín. 

Nevýhodou těchto vakcín je, že vektory mohou být potlačeny j iž existující imunitou 

proti těmto vektorům. M e z i nejznámnější vakcíny založené na tomto principu patří 

ruská vakcína Sputnik V nebo vakcína vytvořená společností AstraZeneca (Mercado et 

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

Posledním zde uvedeným typem vakcín a zároveň velmi veřejností diskutovaným 

typem jsou R N A vakcíny (Obr. 16). R N A vakcíny jsou relativně nedávno objevená 
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strategie, jak imunizovat organismus. V této strategii se místo samotného antigénu 

používá jeho genetická informace a v buňkách očkovaného jedince se následně tento 

antigén vytvoří. Může být použita m R N A nebo samoreplikujcí se R N A . V případě 

m R N A je však zapotřebí vyšší dávky než u samoreplikující R N A (Vogel et al., 2018). 

R N A se většinou do buněk dostane prostřednictvím lipidových nanočástic (Corbett et 

al., 2020). Výhodou tohoto druhu vakcíny je, že se může kompletně vyrobit in vitro a 

její příprava je oproti j iným druhům vakcín velice rychlá. Zároveň takové nepotřebuje 

žádné adjuvans. Nevýhodou je, že je tato technologie poměrně nová a není ještě zcela 

jasné, jaké se mohou ještě vyskytnout komplikace, tak jako při užití každé nové 

technologie nebo nového technologického postupu. Dosud asi největší nevýhodou bylo 

skladování tohoto druhu vakcíny, které musí být za velice nízkých teplot, kterých dříve 

běžné chladící systémy nebyly schopny docílit. Mez i nejznámnější společnosti, které 

vyvinuly tento druh vakcíny proti S A R S - C o V - 2 , patří Moderna nebo Pfizer. N a závěr 

této kapitoly je potřeba zmínit, že tohle nejsou všehny očkovací strategie, které existují, 

protože existují ještě další druhy vakcín jako např. vakcíny založené na rekobinantních 

proteinech třeba od společnosti Novavax (Krammer, 2020). 

Obrázek č.14: Inaktivované vakcíny obsahují celý virus SARC-CoV-2, který se pěstuje v 
buněčných kulturách a následně chemicky inaktivuje. Převzato a upraveno dle Krammer, 2020. 
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p r o t e i n 

Obrázek č. 15: Vektorová vakcína, která využívá jiného viru jako vektoru. Převzato a upraveno 
dle Krammer, 2020. 

Gen pro spike 
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Obrázek č. 16: R N A vakcíny se skládají z RNA, která kóduje spike protein a tato R N A je 
zabalena v lipidových nanočásticích. Převzato a upraveno dle Krammer, 2020. 
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2.4 HMOTNOSTNÍ SPEKTROMETRIE 

Hmotnostní spektrometrie patří díky svým vynikajícím vlastnostem mezi jednu z 

nej lepších analytických metod. Nepřekonatelná citlivost, rychlost, detekční limity a 

rozmanitost aplikací řadí hmotností spektrometrii na vynikající pozici mezi analytické 

metody. V analytické chemii jsou většinou nejnovější aplikace zaměřené na biochemii. 

Hmotnostní spektrometrie se může v biochemii využívat na studium např. metabolomu, 

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

Hmotnostní spektrometrie dosáhla v poslední době velkého zlepšení. Tento pokrok 

přinesl do hmotnostní spektrometrie nové nástroje. Principem hmotností spektrometrie 

je ionizace neboli tvorba iontů. Prvním krokem analýzy sloučenin pomocí hmotností 

spektrometrie je tvorba iontů v plynné fázi např. pomocí elektronové ionizace (De 

Hoffmann & Stroobant, 2007). 

Vytvořené ionty jsou separovány v hmotnostním spektrometru podle jejich poměru 

hmotnosti k náboji. Následně jsou ionty detekovány. Podle toho se vytvoří hmotnostní 

spektrum dané molekuly. Hmotnostní spektrum může být prezentováno jako tabulka 

nebo jako sloupcový graf. X osa v grafu hmotnostního spektra znázorňuje poměr 

hmotnosti k náboji určitého iontu a značí se m/z. Y osa v grafu znázorňuje počet iontů 

nebo jejich relativní intenzitu. Nej intenzivnější vrchol v grafu se nazývá základní vrchol 

a je mu přiřazena relativní intenzita 100 %. Intenzity všech ostatních vrcholů jsou 

uvedeny jako úměrné hodnoty, to znamená jako procenta základního píku. Ionty 

poskytují informace o povaze a struktuře jejich prekurzorové molekuly. Hmotnostní 

spektrometr (Obr. 17) vždy obsahuje: vstup pro zavedení sloučeniny, která se analyzuje, 

ionizační zdroj k produkci iontů ze vzorku, jeden nebo více hmotnostních analyzátorů k 

oddělení různých iontů, detektor, který „počítá" ionty a nakonec systém zpracování dat, 

jež produkuje hmotnostní spektrum (De Hoffmann & Stroobant, 2007). 
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Obrázek č. 17: Základní schéma hmotnostního spektrometru 

2.4.1 Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization (MALDI) 

Analyzovaný vzorek musí být před analýzou v hmotnostním spektrometru ionizován. 

K tomuto slouží iontové zdroje. V hmotnostní spektrometrii se používají různé iontové 

zdroje. Jedním z iontových zdrojů je tzv. M A L D I . Tato metoda se vyznačuje snadnou 

přípravou vzorku a má dobrou toleranci ke kontaminaci solemi, pufry a detergenty 

(Chen et al., 1998; Stump et al., 2002). Ionizace vzorku pomocí M A L D I je dosaženo ve 

dvou krocích. První krok zahrnuje rozpuštění sloučeniny, která má být analyzována, 

v rozpouštědle obsahující malé organické molekuly. Takové rozpouštědlo nazýváme 

matricí. Malé molekuly, které matrice obsahuje, musí mít silnou absorpci ve vlnové 

délce laseru, j ež se používá. Takto vytvořená směs je před analýzou vysušena a veškeré 

kapalné rozpouštědlo je odstraněno. Výsledkem je „pevný roztok" matricových krystalů 

s analytem. Druhý krok probíhá za vakuových podmínek uvnitř zdroje hmotnostního 

spektrometru. Dochází zde k ozáření krystalů matrice pomocí laseru ( J e J i c n zahřátí a 

sublimaci). Matrice, tak expanduje do plynné fáze a strhává intaktní analyt (Dreisewerd, 

2003). Ionizační reakce mohou probíhat kdykoli během tohoto procesu (Zenobi & 

Knochenmuss, 1998; Knochenmuss & Zenobi, 2003). M A L D I je více citlivé než j iné 

laserové techniky. Počet molekul matrice je vyšší než počet molekul analytu, čímž se 

molekuly analytu oddělují. Netvoří se shluky vzorku, které brání výskytu molekulárních 

iontů. Matrice také minimalizuje poškození vzorku, které může vznikat vlivem laseru, 

protože absorbuje většinu dopadající energie a zvyšuje účinnost přenosu energie 
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z laseru na analyt. Citlivost je tedy také značně zvýšena (De Hoffmann & Stroobant, 

2007). 

2.4.2 Průletový analyzátor „Time ofFlight" (TOF) 

Analyzátor TOF je druh analyzátoru, který odděluje ionty na základě jejich rychlosti. 

Iontům je na začátku udělena rychlost pomocí elektrického pole. Poté se ionty pohybují 

v oblasti bez elektrického pole. Tato oblast se nazývá letová trubice. Ionty, které jsou 

vypuzovány ze zdroje, jsou vypuzovány ve svazcích. Tyto svazky jsou vytvářeny 

přerušovaným procesem jako je např. laserová desorpce. Následně jsou ionty 

urychlovány k letové trubici rozdílem potenciálu aplikovaného mezi elektrodou a 

extrakční mřížkou. Protože veškeré ionty získávají stejnou kinetickou energii, lze říci, 

že ionty charakterizované rozložením své hmotnosti prezentují rozložení své rychlosti. 

Když ionty opouštějí oblast zrychlení, vstupují do oblasti, kde nepůsobí žádné 

elektrického pole. V této části se ionty rozdělují podle svých rychlostí, než dosáhnou 

detektoru umístěného na druhém konci letové trubice. Poměr hmoty k náboji se poté 

následně určuje z měřeného času, který iontům trvá, než proletí oblastí bez elektrického 

pole mezi zdrojem a detektorem. Rychlost analýzy detektoru TOF je velká a hmotností 

spektrum v širokém rozsahu lze získat během pár mikrosekund. Zároveň horní 

hmotnostní rozsah analyzátoru TOF nemá limit, což jej činí vhodným kandidátem pro 

měkké ionizační techniky. Vzorky s hmotností vyšší jak 300 kDa byly pozorovány 

právě díky M A L D I - T O F (De Hoffmann & Stroobant, 2007). 

2.5 AFINITNÍ CHROMATOGRAFIE 

Afinitní chromatografie je forma kapalinové chromatografie (Obr. 18), kde se jako 

stacionární fáze využívá biologicky příbuzné vazebné činidlo. Tato chromatografie 

využívá především biologické interakce, u nichž je výhodou jejich selektivita a zároveň 

reverzibilita. Typickým příkladem těchto interakcí je např. interakce protilátky 

s antigenem nebo enzymu se substrátem. U afinitní chromatografie se používá tato 

selektivní interakce způsobem,tak že jedno činidlo z interagujícího páru ( např. 

protilátka) je imobilizováno na chromatografický nosič. Činidlu, které je imobilizované 

na nosiči, se říká „afinitní ligand", jež má schopnost selektivně zadržovat 

komplementární vazebnou částici přítomnou v komplexní směsi. U afinitní 

chromatografie se používají různé druhy pufrů. Tyto pufry se používají pro aplikaci, 

promývání nebo eluci analyzovaného vzorku. U těchto pufrů je důležité sledovat jejich 
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hodnotu p H a iontovou sílu z důvodu stability afinitního Ugandu a jeho vazebného 

partnera, nebo také pro plnou aktivaci obou činidel. K nanesení na kolonu se používá 

aplikační pufr, který do kolony přinese komplexní směs, jež obsahuje také námi 

sledovanou látku. N a afinitní ligand se naváže pouze námi sledovaná látka a zbytek se 

promývacím pufrem promyje. Následně se použije eluční pufr, který obvykle mívá 

rozdílné p H než aplikační nebo promývací pufr a námi sledovanou látku vyplaví 

(Walters, 1985; Handbook of Affinity Chromatography, 2006; Reichelt, 2015; 

Rodriguez et al., 2020). 

Vzorek 

Aplikační pufr 

Chromatografický nosič 

A A A A 
\ 

Afinitní ligand 

Y Y Y Y 

Přidání 
elučního 
pufru 

Chromatografický nosič 

TVŤJ 
1 1 1 1 

Chromatografický nosič 

TVTJ 
Vytvoření vazby 

t t t t 

Chromatografický nosič 

A A A A 

Y Y Y Y 

Vyplavení 
nenavázaných 
částic 

• ••• 

Vyplavení 
sledovaného 
analytu 

Obrázek č. 18: Základní princíp afinitní chromatografie-schéma 
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3 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 

3.1 Materiál 

3.1.1 Použité chemikálie 

Fosfátový pufr (PBS) lOx (Biosera, U S A ) 

ß-merkaptoethanol (Sigma- Aldrich, U S A ) 

I M D M GlutaMax (Gibco, U K ) 

Tryps in-EDTA (Gibco, U K ) 

Fetal bovine serum (FBS) (PAN-Biotech, Německo) 

Penstrep (ThermoFisher Scientific, U S A ) 

Kyselina chlorovodíková (Merck, Německo) 

Glycin ( V W R , U S A ) 

SDS ( V W R , U S A ) 

Tris (Amresco, U S A ) 

Standard PageRuler (ThermoFisher Scientific, U S A ) 

O p t i - M E M médium (Gibco, U K ) 

Kyselina octová ( V W R , U S A ) 

Protilátka - anti M H C I (ThermoFisher Scientific, U S A ) 

Transfekční činidlo 293 Fectin (ThermoFisher Scientific, U S A ) 

Barvivo Coomassie Brilliant blue (ThermoFisher Scientific, U S A ) 

Leupeptin (Sigma-Aldrich, U S A ) 

Aprotinin (Sigma-Aldrich, U S A ) 

P M S F (Sigma-Aldrich, U S A ) 

Pepstantin (Sigma-Aldrich, U S A ) 

N a H C 0 3 (Lach-Ner, ČR) 

Glycin (Lachema, ČR) 

N a C l (Lach-Ner, ČR) 
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C H 3 C O O N a x 3 H 2 0 (Lachema, ČR) 

Metanol (Penta Chemicals, Č R ) 

Etanol (Mach Chemikálie, ČR) 

Isopropanol (Penta Chemicals, ČR) 

N a O H (Lachner Neratovice, ČR) 

Médium free style 293 (Gibco, U K ) 

Standard PageRuler™ Plus Prestained Protein, katalogové číslo 26619 (ThermoFisher 

Scientific, U S A ) 

Plasmid expresní vector p c D N A 3.1., Gene name: 

RBD_SpikeSARSnCoV2_IgGkappaHistag (ThermoFisher Scientific, U S A ) 

Freestyle™ 293-F buňky (ThermoFisher Scientific, U S A ) 

c D C l - Buněčná linie (Lausanne, Švýcarsko) 

Sepharosa, katalogové číslo C9210 (Sigma-Aldrich, U S A ) 

N i - N T A agarosa (ThermoFisher Scientific, U S A ) 

Imidazol (PanReac AppliChem, Španělsko) 

3.1.2 Použité roztoky 

Roztok kompletního P M D M média - 8% F B S , 1% Penstrep v EVIDM Gluta M a x médiu, 

přídavek malého množství ß-merkaptoethanolu (na 100 ml přidáno 0,34 ul ) 

Coupling puf r -0 .1 mmol ľ 1 N a H C 0 3 , 0,5 mmol ľ 1 N a C l , p H 8,3-8,5 

Roztok kyseliny chlorovodíkové - 1 mmol ľ 1 

Roztok glycinu - 0,2 mol ľ 1 , p H 8,0 

Acetátovv puf r -0 .1 mol ľ 1 C H 3 C O O H 3 H 2 0 , 0,5 mol ľ 1 N a C l , p H 4 

Eluční roztok kyseliny octové - 10% C H 3 C O O H v P B S 

Lyzační pufr - 1% SDS v P B S , (do 10 ml roztoku bylo přidáno 4 pi Leupeptinu, 20 pi 

P M S F , 5,25 pi Aprotininu a 4 pi Pepstatinu, veškeré inhibitory měly koncentraci 1 

mg/ml až na P M S F , který měl koncentraci 250 mmol l"1) 
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5 x S P S elektrodový pufr - 45,3 g Tris, 216 g glycinu, 15 g SDS, 1950 ml destilované 

vody 

Fixační roztok - 750 ml isopropanolu, 300 ml kyseliny octové, 3 litry destilované vody 

Odbarvovací roztok - 150 ml metanolu, 210 ml kyseliny octové, 2340 ml destilované 

vody 

Eluční pufr - 50 mmol ľ 1 , N a H 2 P 0 4 , 300 mmol ľ 1 N a C l , 200 mmol ľ 1 imidazol, 0,05% 

Tween 20, p H 7,4 

Promývací pufr - 50 mmol T 1 NaH2PÜ4, 300 mmol T 1 N a C l , 2 mmol T 1 imidazol, 

0,05% Tween 20, p H 6,8 

Adaptační pufr - 500 mmol ľ 1 N a H 2 P 0 4 , 1500 mmol ľ 1 N a C l , 100 mmol ľ 1 imidazol, 

0,5% Tween 20 byl přidá k danému objemu před pipetováním do média, p H 8 

3.1.3 Přístroje a pomůcky 

Injekční stříkačky (BD, U S A ) 

Membránové filtry 45 um (Sarstedt, Německo) 

Flowbox - Safe fast top (Schoeller Instruments, C R ) 

Zkumavky-plastové (Eppendorf, Německo, S P L , U K ) 

Ph metr (Hanna Instruments, U S A ) 

Multifunkční reader (Agilent, U S A ) 

Falcon zkumavky (SPL, U K ) 

Mikrozkumavky-plastové (Eppendorf, Německo) 

Pipety (Eppendorf, Německo, Sarstedt Německo, ThermoFisher Scientific, U S A ) 

Pipetor (Hirschmann, Německo) 

Centrifuga ( M P W , U S A ) 

Kultivační nádoby (TPP, U K ) 

Špičky k pipetám (Neptune Scientific, U S A ) 

Vortex I K A (Sigma-Aldrich, U S A ) 
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Zakoncetrovací centrifugační kolonka cutoff 10 kDa (Sartorius, U S A ) 

Zdroj pro elektroforézu (Bio-Rad Laboratories, U S A ) 

Elektroforéza vertikální (Bio-Rad Laboratories, U S A ) 

Lopatky pro snadné přenášení elektroforetických gelů (Bio-Rad Laboratories, U S A ) 

96- jamkové destičky (ThermoFisher Scientific, U S A ) 

Orbitální třepačka (Ika, Německo) 

Sada pro přípravu gelů na SDS P A G E - krycí sklo, spodní sklo se spacerem, hřebínek, 

stojánek na skla (Bio-Rad Laboratories, U S A ) 

CO2 inkubátor (Panasonic, Japonsko) 

Laminární box - Aura VF48 (BioAir , U S A ) 

Mikroskop (Leica, Německo) 

Centrifugy (Hettich, Německo) 

Ultrazvuk (Hielscher, U S A ) 

Analytické váhy (Ohaus, U S A ) 

3.2 Použité metody 

3.2.1 Produkce RBD Spike SARS-CoV-2 v 293F buněčné linii 

Mikrozkumavka s počtem 5x 10 6 Free style 293F buněk byla rozmražena a buňky byly 

přeneseny do 20 ml expresního média a kultivované při 37 °C a 8 % CO2 na orbitální 

třepacčce při 125 rpm. Druhý den byly buňky spočítány a následně kultivovány při 

koncentraci 3><105 až 3><106 buněk/ml. Den před transfekcí byly buňky naředěny na 

hustotu l x l O 6 na 1 ml média a kultivovány přes noc. V den transfekce byly buňky opět 

ředěny, a to na hustotu l x l O 6 na 1 ml média. Buňky byly transfekovány transfekčním 

činidlem 293fectin a plasmidem, který kóduje R B D doménu. Před transfekcí byl 

plasmid a transfekční činidlo (293fectin) naředěny v O p t i - M E M médiu. N a každých 80 

ml buněčné kultury bylo naředěno 40 ug plasmidu v 1 ml O p t i - M E M médiu a 

inkubováno 5 minut při pokojové teplotě. Transfekční činidlo 293fectin v objemu 80 ul 

na 80 ml buněčné kultury byl naředěn také v 1 ml O p t i - M E M médiu a inkubace také 

byla 5 minut při pokojové teplotě. Následně celý objem naředěného plasmidu s Opti-

32 



M E M médiem byl přenesen do roztoku naředěného transfekčního činidla 293fectin a 

směs byla inkubována 30 minut při pokojové teplotě. Směs naředěného transfekčního 

činidla 293fectin a plasmidu byla následně přenesena do buněčné kultury a buňky byly 

takto inkubovány 4 dny při 37 °C a 8 % CO2 na orbitální třepačce při 125 rpm. 

3.2.2 Purifíkace a zakoncentrování RBD proteinu 

Po kultivaci byla provedena centrifugace média při 170 g 10 minut. Médium bylo 

odpipetováno a zamraženo. Buňky byly rozsuspendovány v původním objemu média a 

kultivovány další 3 dny. Médium bylo poté opět centrifugováno. K médiu bylo přidáno 

zamražené médium, lOx adaptivní pufr upravující p H (na 100 ml média bylo přidáno 10 

ml pufru) a N i - N T A agarosa (na 500 ml média 2,5 ml agarosy). Směs byla při velmi 

malé rychlosti točena na rotátoru při 4 °C přes noc. Agarosa byla promyta 3x15 ml 

promývacího pufru a protein byl eluován pomocí elučního pufru (6x 0,6 ml). Protein byl 

dialyzován a zakoncentrován do P B S pomocí zakoncetrovacích centrifugačních kolonek 

(cutoff 10 kDa). Čistota proteinu byla následně ověřena pomocí S D S - P A G E a 

koncentrace byla změřena metodou B C A (Pierce) a denzitometricky z S D S - P A G E gelu. 

3.2.3 SDS PAGE elektroforéza 

Nejprve byla sestavena aparatura k přípravě elektroforetických gelů (dělícího a 

zaostřovacího). B y l a používána 1 mm skla. Námi sledovaný protein měl okolo 30 kDa. 

Proto bylo použito 15 ml 10% polyakrylamid roztoku na vytvoření dělícího gelu (5 ml 

30% akrylamidbisakrylamid, 3,75 ml 4xTris pufr p H 8,8 , 6,25 ml H 2 0 , 75 ul 10% H 2 0 

roztoku persíranu amonného, 15 ul T E M E D ) . Bublinám a vysychání gelu bylo 

zabráněno přelitím n-butanolem. Gel byl ponechán 20 minut, aby ztuhnul. Mezitím bylo 

připraveno 10 ml 4% polyakrylamid roztoku jako zaostřovací gelu (1,3 ml 30% 

akrylamidbisakrylamid, 2,5 ml 4xTris pufr p H 6,8 , 6,2 ml H2O, 50 ul 10% H2O roztoku 

persíranu amonného, 10 ul T E M E D ) . Následně byl odmyt n-butanol pomocí ddřTiO a 

byl nalit zaostřovací gel mezi skla a do něj byl zasunut hřebínek na vytvoření jamek. 

Gel se nechal ztuhnout (20 minut). Do jednotlivých jamek bylo vždy napipetováno 10 

ul eluce (roztok, co se uvolnil při N i - N T A po přidání elučního pufru). Předtím, než se 

jednotlivé eluce pipetovaly do jamek, byly povařeny s SDS na 5 minut při 90 °C. 

Elektroforéza byla nastavena na 60 minut při 120 V . Jako standard byl použit PageRuler 

s katalogovým číslem 26619. 
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3.2.4 Kvantifikace proteinu pomocí BCA metody 

N a kvantifikaci byl použit 96 jamkový panel. Do jamek s označením B2-B9 a C2-C9 

bylo napipetováno vždy 10 ul naředěného roztoku B S A , který byl použit jako standard. 

Ředění B S A bylo řízeno podle protokolu viz. (Tab.l). B S A byl ředěn pomocí PBS . 

Původní roztok B S A na ředění měl koncentraci 2 mg/ml. Jamky v řadě D2-D4 byly 

ponechány pro námi sledovaný vzorek. Vzorek byl podroben 3 ředěním, a proto bylo 

potřeba použít 3 jamky. Do první jamky bylo napipetováno 5 ul vzorku do 10 ul PBS , 

do druhé jamky 1 ul vzorku do 10 ul P B S a do třetí jamky 0,5 ul vzorku do 10 ul P B S . 

Do zbývajících jamek bylo napipetováno P B S . 

Následně byl připraven roztok reagující s B C A (WR). Objem W R b y l spočítán pomocí 

následujícího vzorce: 

(standardy + vzorky)*(replikáty)*( pipetovaný objem W R roztoku ke vzorku) = celkový 

potřebný objem W R . V našem případě byl objem vypočítán následovně: 

(8+3)*(2)*(200 ul) = 4400 ul W R činidla. Pro lepší výpočet a následující míchání 

reagencií bylo číslo zaokrouhleno na 5000 ul = 5 ml . W R činidlo bylo připraveno 

smícháním B C A reagencie A s B C A reagencií B (50:1, Reagencie A : Reagencie B) . 

V našem případě 5000 ul reagencie A a 100 ul reagencie B . Po přípravě W R roztoku 

bylo ke standardům a naším vzorkům přidáno 200 ul W R činidla a následně byla 

destička s jamkami ponechána na 30 sekund na třepačce. Poté byla destička se vzorky a 

Tabulka č.l: Příprava ředění standardů albuminu (BSA) 

Schéma ředění BSA jako standardu 

Vzorek (jamka) Objem roztoku (PBS) 

(ul) 

Objem B S A 
(2mg/ml) 

Finální 

koncentrace B S A 
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 

34 



standardy ponechána inkubaci na 30 minut při 37 °C. Nakonec byla změřena 

absorbance jednotlivých jamek se standardy a vzorky při 562 nm. 

3.2.5 Kvantifikace proteinu pomoci SDS PAGE 

Nejprve byla vytvořena kalibrační řada roztoků B S A . Do každé 1,5 ml zkumavky bylo 

napipetováno 4 ul B S A standardu o různém obsahu B S A ve vzorku a 4 ul 2 x SDS 

redukčního pufru. Kalibrační řada měla celkem 5 koncentrací B S A . V jednotlivých 

jamkách bylo 2 ug, 1 ug, 0,5 ug, 0,25 ug, 0,125 ug B S A množství. N a kvantifikace 

proteinu pomocí SDS P A G E byly používány gely, které měly stejné složení jako na 

předchozí elektroforézu viz. kapitola 3.2.3. Vzorek s n á š í m proteinem (RBD) byl 

naředěný na koncentraci 1 mg/ml. Do 1,5 ml zkumavky jsme potřebovali 2 ug R B D , 

takže do zkumavky bylo napipetováno 2 ul vzorku s proteinem, 2 ul 1 x PBS + 4 ul 2 x 

SDS redukčního pufru. Následně byly standardy spolu se vzorkem promíchány pomocí 

pikofugy a poté povařeny na 5 minut při 90 °C. N a elektroforézu byl použit marker 

s názvem a označením Page Ruler Plus Prest, Product *26619. Do každé jamky bylo 

napipetováno celkově vždy 8 ul vzorku. Markeru bylo napipetováno jen 5 ul . 

Elektroforéza byla nastavena na 100 V prvních 10 minut. Poté 60 minut při 150 V a 

následně byla elektroforéza ukončena. Gel byl přenesen do fixačního pufru na 5 minut a 

poté byl gel přenesen do barviva Coomassie. Gel byl ponechán v barvivu přes noc. 

Další den byl gel přenesen do odbarvovacího roztoku. Odbarvovací roztok byl 

vyměňován dle potřeby. Nakonec byla pořízena fotka gelu. 

3.2.6 Příprava kompletního kultivačního média IMDM 

Do 500 ml nádoby bylo napipetováno 40 ml F B S , 5 ml roztoku penicilínu a 44,5 ml 

I M D M GlutaMax média. Následně bylo médium pomocí injekční stříkačky 

přefiltrováno přes filtr. Po přefiltrování bylo do média přidáno 1,7 ul 50 mmol ľ 1 P-

merkaptoethanolu. 

3.2.7 Kultivace adherentních buněk 

Nejprve byly buňky rozmraženy a přeneseny do zkumavky typu falkon. K buňkám bylo 

následně přidáno 14 ml P B S . Následovala centrifugace na 5 minut při 250 g a 24 °C. 

Poté byl supernatant opatrně odsáván a nechal se ve zkumavce pouze spodní pelet 

buněk. K tomuto peletu bylo přidáno 5 ml P M D M média a buňky byly následně v tomto 

médiu rozsuspendovány. Ruzsuspendované buňky byly přeneseny do kultivační nádoby 
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a inkubovány při 37 °C, 5 % CO2 v inkubátoru do následujícího dne. Následující dny 

byly buňky vždy zkontrolovány pod mikroskopem. Podle potřeby byly buňky přeneseny 

do větší kultivační nádoby. Vždy, když bylo buňky potřeba přenést do větší kultivační 

nádoby, bylo odsáno médium a k buňkám v kultivační nádobě bylo přidáno P B S dle 

velikosti kultivační nádoby např. na kultivační nádobu o ploše dna 25 c m 2 bylo použito 

5 ml PBS (kvůli zbavení se FBS) . Poté byl P B S odsán a byl přidán k buňkám trypsin 

(množství zase záleželo na ploše dna nádoby 350 ul trypsinu na nádobu o ploše dna 25 

cm 2) asi na 1-2 minuty. Tímto byly buňky odlepeny. Následně bylo k buňkám přidáno 

10 ml kompletního I M D M média a 5 ml média s buňkami bylo odebráno a 

přepipetováno do další kultivační nádoby. Když bylo v nádobě dostatečné množství 

buněk, tak byly buňky přeneseny do větší kultivační nádoby. N a provedení experimentu 

bylo potřeba mít napěstované čtyři kultivační nádoby o povrchu dna 150 cm 2 . 

3.2.8 Příprava CNBr aktivované Sepharosy na afinitní chromatografii 

Do 200 ml 1 m m o l l " 1 kyseliny chlorovodíkové byl přidán 1 gram kyanogen-bromid 

aktivované Sepharosy minimálně 30 minut. Poté 100 ml roztoku bylo přeneseno do 

dvou 50 ml zkumavek a roztok byl centrifugován při 400 g, laboratorní teplotě, 5 minut. 

Supernatant byl po centrifugaci odebrán a k peletu agarosy (2,5 ml - v jedné zkumavce) 

bylo přidáno 17,5 ml destilované vody. Takto byla agarosa centrifugována při 400 g 3 

minuty. Supernatant byl následně odsán a byl proveden opět stejný krok s tím rozdílem, 

že místo destilované vody byl použit coupling pufr (NaHCCb/NaCl) s objemem 5 ml . 

Po odsání supernatantu bylo odebráno 100 ul agarosy a k této agarose byla přidána 

protilátka anti M H C I (100 ul) spolu se 100 ul coupling pufru. Roztok byl kultivován 2 

hodiny při pokojové teplotě na třepačce. K roztoku po kultivaci bylo následně přidáno 2 

x 150 ul coupling pufru. Roztok byl poté centrifugován při 400 g 3 minuty. Supernatant 

byl po centrifugaci odebrán a k agarose bylo přidáno 200 ul 0,2 mol l " 1 roztoku glycinu. 

Po přidání byl roztok kultivován do dalšího dne (24 hodin) při 4 °C. Před použitím byla 

Sepharosa následující den ještě 5x promyta (centrifugace při 400 g, 90 sekund, 

laboratorní teplota) acetátovým pufrem a 5x zásaditým pufrem (coupling pufr). 

Z důvodu optimalizace došlo v této části ke změně. Místo 100 ul Sepharosy bylo ve 

třetím pokusu používáno pouze 65 ul . 
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3.2.9 Pulzace dendritických buněk RBD doménou Spike proteinu 

Do každé kultivační nádoby o ploše dna 150 cm 2 , která obsahovala asi 120 miliónů 

buněk bylo přidáno 130 u g proteinu. Takto byly buňky kultivovány 24 hodin při 37 °C, 

5 % C 0 2 . 

3.2.10 Izolace komplexu MHC I - peptid z dendritických buněk 

N a izolaci byly použity 4 plně porostlé kultivační nádoby o ploše dna 150 cm 2 . Po 

pulzaci bylo buňkám odsáno médium a buňky byly promyty pomocí P B S (10 ml P B S 

na každou nádobu). Poté bylo P B S odsáno a do každé kultivační nádoby bylo přidáno 

1,1 ml trypsinu. Trypsin byl přidáván rovnoměrně, aby se dostal na veškerá místa na 

dně kultivační nádoby a tím se zajistil maximální zisk buněk. Po asi 2 minutách bylo do 

nádoby přidáno 3 ml kompletního média, aby byl účinek trypsinu zastaven. Poté bylo 

médium s buňkami odsáno do 15 ml zkumavky. Stejný postup byl proveden u všech 

kultivačních nádob. Zkumavka s buňkami byla dále centrifugována při 250 g, 5 minut 

při laboratorní teplotě. Supernatant byl odsán a k peletě buněk bylo přidáno 4 ml 1% 

roztoku Triton X 100 v P B S obsahující inhibitory proteas (v 10 ml 1% roztoku Tritonu 

X-100 - 4 ug Leupeptin, Aprotinin 5,25 ug, Pepstantin 4 ug, 20 ul 250 mmol ľ 1 P M S F ) . 

Směs byla takto inkubována 2 hodiny na třepačce při 4 °C. Po 2 hodinách byla směs 

centrifugována při 4000 g, 4 °C, 20 minut a supernatant byl po centrifugaci odebrán do 

nové 15 ml zkumavky. K e směsi bylo přidáno 100 ul j iž předem připravené Sepharosy 

konjugované s protilátkou anti M H C I a směs byla inkubovaná přes noc na třepačce při 

4 °C. Další den byla sepharosa s komplexem M H C I - peptid promyta v 5 ml PBS 

(centrifugace 90 sekund při 400 g, laboratorní teplota). Komplex M H C I - peptid byl 

poté eluován do 100 ul 10% kyseliny octové v P B S . Vzorek byl poté poslán k analýze 

pomocí hmotnostní spektrometrie. 

Z důvodu optimalizace došlo v této části k úpravě některých kroků pro dosažení 

lepších výsledků. V druhém pokusu byl místo 1% roztoku Tritonu X 100 použit 1% 

roztok SDS, kde směs buněk v 1% roztoku SDS byla inkubována na 2 hodiny na ledu. 

Zároveň během této inkubace byla podpořena lýze buněk pomocí ultrazvuku, kdy byl na 

vzorek aplikován 6x ultrazvuk v intervalech 10 sekund a 5 minut probíhalo chlazení 

roztoku na ledu. Zároveň byla Sepharosa s komplexem M H C I - peptid po noční 

inkubaci promyta 2x v 5 ml P B S . V e třetím pokusu došlo ještě k dalším změnám. Místo 

1,1 ml trypsinu bylo použito 1,3 ml a místo 3 ml média bylo z každé kultivační nádoby 
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vzato 4 ml média s buňkami a buňky byly následně 3x promyty pomocí P B S 

(centrifugace 250 g, 5 minut). V e třetím pokusu byl opět znovu použit 1% roztok 

Tritonu X 100 místo 1% roztoku SDS a směs byla opět inkubována na třepačce jako 

v prvním pokusu. Poslední změnou, která ve třetím pokusu byla provedena bylo 

závěrečné promytí. Sepharosa s komplexem M H C I - peptid byla 3x promyta ve 2,5 ml 

P B S . 

3.2.11 Měření pomocí hmotnostní spektrometrie 

Veškerá měření spojená s hmotnostní spektrometrií a identifikace jednotlivých proteinů 

byla prováděna pane profesorem M . Šebelou. Při prvním pokusu byl vzorek přečištěn 

na pipetové špičce ZipTip C18 a následně bylo změřeno hmotnostní spektrum. Vzorek 

však neobsahoval peptidy. 

Při druhém pokusu byl vzorek rozdělen na dvě části z důvodu podezření, že peptidy 

se v kyselém prostředí neodpojují od M H C I molekuly a tím zůstává stále stabilní 

komplex M H C I - peptid. První část vzorku byla zpracována jako v prvním pokusu, tj. 

přečištěna na pipetové špičce ZipTip C l 8 a následně změřeno hmotnostní spektrum. 

Druhá část byla nejprve naštěpena trypsinem a poté byl pokus trypsinové štěpy 

identifikovat. Z důvodu vysokého obsahu peptidů pocházejících z hovězího albuminu 

však tuto identifikaci nebylo možné provést. 

Při třetím pokusu byl vzorek štěpen trypsinem v prostředí s 1 mol ľ 1 močovinou, 

0,25 mol ľ 1 thiomočovinou a 0,05 mol ľ 1 NH4CO3 o p H 8,0. Směs peptidů byla 

přečištěna na ZipTip C l 8 špičkách. Z důvodu vysokého množství peptidů ve vzorku 

byly následně peptidy od sebe odděleny pomocí nano L C chromatografie. Následovala 

tandemová hmotnostní spektrometrie a naměřené výsledky byly poté porovnávány proti 

databázi UniProt. 
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4 VÝSLEDKY 

4.1 SDS PAGE elektroforéza 

Pomocí SDS P A G E elektroforézy bylo provedeno ověření exprese a pufirikace R B D 

proteinu. V našem případě to byla R B D doména viru S A R S - C o V - 2 . Ověření proběhlo 

pomocí standardu, u kterého byly známy molekulové hmotnosti jednotlivých bandu. 

Následně byl náš vzorek porovnán se standardem. Pomocí SDS P A G E elektroforézy 

bylo také stanoveno, ve které eluci bylo vyloučeno největší množství proteinu. V našem 

případě to bylo ve druhé eluci (Obr. 19). V první eluci nebyl detekován protein a ve třetí 

eluci bylo množství proteinu značně menší oproti druhé eluci. V dalších elucích j iž také 

nebyl protein pozorován. 

Molekulová hmotnost (standard) 

Sledovaný protein 
(RBD). molekulová 
hmotnost okolo 30 kDa. 

kDa 

- 2 5 0 

- 130 

~ 100 

- 7 0 

- 55 

- 3 5 

-25 

15 
10 

Eluce L 2. 3. 4. 5. 6. 

Obrázek č. 19: Důkaz velikosti proteinu (RBD) v našem vzorku pomocí SDS P A G E 
elektroforézy 
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4.2 STANOVENÍ KONCENTRACE POMOCÍ BCA METODY 

Z naměřených hodnot absorbancí u jednotlivých naředěných vzorků B S A (viz. tabulka 

č. 2), byly spočítány průměry těchto absorbancí. Z průměrů hodnot absorbancí B S A 

vzorků byl vytvořen graf ukazující lineární závislost absorbance na množství proteinu 

ve vzorku (Obr. 20). Pomocí této zjištěné lineární závislosti byly následně vypočítány 

koncentrace proteinu v jednotlivých vzorcích obsahujících protein (RBD) (viz. tabulka 

č.4). Hodnota absorbance u vzorku proteinu (RBD), který měl objem 5 ul, přesahovala 

maximální hodnotu absorbance u kalibrační řady vytvořené ze vzorků B S A (viz. 

tabulka č.3), a proto nemohla tato hodnota být zahrnuta pro výpočet koncentrace námi 

sledovaného proteinu. 

Tabulka číslo 2: Jednotlivé hodnoty absorbancí ředěných vzorků BSA 

Absorbance jednotlivých vzorků 

Množství BSA ve 

vzorku 
Absorbance 1 Absorbance 2 Průměr absorbancí 

20 ug 1,099 1,071 1,085 

15 ug 0,879 0,851 0,865 

10 ug 0,665 0,653 0,659 

7,5 ug 0,529 0,47 0,4995 

5 ug 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 číslo 3: Jednotlivé hodnoty absorbancí u vzorků obsahujících protein (RBD) 

Absorbance vzorků s proteinem (RBD) 

Objem použitého roztoku s proteinem 
(RBD) na měření Absorbance 

5 ul 2,062 

l u l 0,604 

0,5 ul 0,406 
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Obrázek č.20: Graf zobrazující lineární závislost absorbance na množství (ug) B S A ve vzorku. 
Graf obsahuje R 2 (hodnotu spolehlivosti) a také rovnici spojnici trendu. 

Tabulka číslo 4: Stanovené koncentrace v jednotlivých objemech vzorku 

Objem vzorku Množství (ug) RBD Koncentrace ug/(il 
Průměrná 

koncentrace (ug/(il) 

l u l 9,668024 9,668024 10,46945 

0,5 ul 5,635438 11,27088 10,46945 

160 ul 1675,112 10,46945 10,46945 

Výpočet pro zjištění koncentrace R B D ve vzorku, kde y je hodnota absorbance a x 

koncentrace. 

y = 0,0491x + 0,1293 => x = 
y - 0,1293 

0,0491 

Po dosažení do rovnice byly následně spočítány koncentrace v jednotlivých vzorcích 

proteinu a udělán průměr těchto hodnot. Z tohoto průměru bylo poté spočítáno podle 

vzorce m = C * V množství proteinu v celém objemu získaného vzorku. Celkový objem 

získaného vzorku s proteinem byl 160 ul. Celkově tedy bylo získáno 1,675 mg R B D 

proteinu. 
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4.3 STANOVENÍ KONCENTRACE POMOCÍ SDS PAGE 

Prostřednictvím SDS P A G E byla provedena kontrola koncentrace j iž naředěného 

R B D proteinu na koncentraci 1 ug/ul. Fotografie gelu byla vyhodnocena pomocí 

programu ImageJ denzitometricky (Obr. 21). V tomto programu byly stanoveny 

jednotlivé intenzity bandu B S A (viz. tabulka č.5), které sloužily jako standard pro 

vytvoření lineární závislosti intenzity bandu na množství proteinu ve vzorku (Obr. 22). 

Pomocí lineární závislosti bylo poté vypočteno množství proteinu ve vzorku, které bylo 

napipetováno do jamky a množství bylo porovnáno s množstvím proteinu, které podle 

B C A metody mělo být obsaženo v jamce. Při vytvoření lineární závislosti nebyla 

zahrnuta koncentrace B S A v jamce 0,125 ug/ ul z důvodu nízké intenzity. Koncentrace 

B S A byla příliš malá na to, aby byla zachycena. N a fotografii gelu band nelze vidět, a 

proto pro vytvoření kalibrační řady byly použity pouze 4 standardy B S A . 

Tabulka číslo 5: Standardy BSA vzorků a intenzita bandu 

Standard Intenzita bandu 

B S A 2 11941,983 

B S A 1 6973,326 

B S A 0,5 2679,841 

B S A 0,25 1051,234 

Intenzita bandu pro R B D protein po vyhodnocení v ImageJ byla 11029,622. 
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Molekulová hmotnost (standard) 

kDa 

Obrázek číslo 21: Gel po SDS P A G E elektroforéze, který byl použit na vyhodnocení pomocí 
ImageJ 
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Obrázek číslo 22: Graf ukazující lineární závislost intenzity na množství (ug) BSA ve vzorku. 
Graf obsahuje R 2 (hodnotu spolehlivosti) a také rovnici spojnici trendu. 
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Výpočet pro zjištění koncentrace R B D ve vzorku, kde y je hodnota intenzity a x 

množství (pg) ve vzorku. 

y + 197,03 
y = 6249,2x - 197,03 => x = 

Po dosažení do rovnice bylo následně vypočítané množství ve vzorku s proteinem a 

porovnán s množstvím, které ve vzorku mělo být podle stanovení pomocí B C A metody 

(viz. tabulka číslo 6). Odchylka činila pouze 0,1018 pg, což z důvodu nepřesnosti metod 

je velice malá a přijatelná odchylka. 

Tabulka číslo 6: Porovnání stanovené koncentrace pomocí SDS P A G E proti B C A metodě 

Metoda stanovení Protein RBD (množství 

v jamce) 

Koncentrace v R B D 

roztoku 

B C A metoda 2 pg 1 pg/ pl 

SDS P A G E 1,7964 pg 0,8982 pg/ pl 
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4.4 IDENTIFIKACE PEPTIDU NAVÁZANÝCH NA MHC I 

Veškerá data a měření na hmotnostním spektrometru byla prováděna panem 

profesorem M . Šebelou. Všechny grafy a obrázky pocházejí z jeho měření. Pomocí 

C N B r sepharosy byly z buněčného lyzátu vyselektovaný proteiny (komplex M H C I -

peptid). Pokus byl 3x zopakován. Během pokusů docházelo k optimalizaci metody. 

V prvním pokusu na hmotnostním spektrometru nebyly nalezeny žádné peptidy. By lo to 

z důvodu špatného předpokladu, že po vložení vzorku do 10% kyseliny octové v PBS 

budou sledované peptidy uvolněny z molekuly M H C I. Při prvním měření byla 

v hmotnostním spektru nalezena pouze série píků s hmotnostním rozdílem 44 kDa, což 

odpovídá polyethylenglykolu (Obr. 23). Jeden z iontů byl fragmentován, ale vůbec 

neobsahoval aminokyseliny. Polyethylenglykol pocházel z detergentu Tritonu X-100, 

který byl používán při experimentu. 

713.441 

500 1000 1500 Z000 2500 3000 3500 m / z 

Obrázek č.23: Graf hmotnostního spektra vzorku připraveného při prvním pokusu. 
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Při druhém pokusu, kdy se jako detergent používal 1% SDS byly j iž ve spektru 

objeveny peptidy, nicméně pouze velice malý počet. Celkově byly nalezeny pouze 3 

peptidy s hodnotami m/z 1479.747, 1567.695 a 2045.974 (Obr. 24). První dva píky tj. 

1479.747 a 1567.695 byly od hovězího albuminu, kterého bylo ve vzorku velké 

množství. Třetí peptid s hodnotou 2045.974 nebylo možné jednoznačně určit z jakého 

proteinu pochází. Z důvodů vysoké koncentrace nalezených dvou peptidů pocházejících 

z B S A ve vzorku byla znemožněna další analýza vzorku. By lo přistoupeno k další 

optimalizaci, kdy pro zvýšení výtěžku extrakce byl opět použit Triton X-100 a byly 

přidány promývací kroky pro zbavení se velkého množství B S A ve vzorku a 

minimalizaci jeho výskytu. Důkaz, že peptidy obsažené ve vzorku pocházely z B S A , 

bylo zjištěno jejich sekvencováním. 
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Obrázek č. 24: Graf hmotnostního spektra vzorku připraveného při druhém pokusu. 
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Třetí pokus byl j iž úspěšný z hlediska nalezení peptidů pocházejících z M H C I 

molekul myších dendritických buněk. Vzorek j iž neobsahoval Triton X-100 ani peptidy 

pocházející z hovězího albuminu, který by znesnadňoval analýzu. V e vzorku bylo 

nalezeno poměrně velké množství peptidového materiálu. Nej výraznější pík s hodnotou 

m/z 2211.064 je autolytický peptid trypsinu (Obr. 25), kterého bylo přidáno poměrně 

velké množství. Po separaci peptidů pomocí n L C probíhalo sekvencování peptidů 

pomocí tandemové hmotnostní spektrometrie M A L D I - T O F - T O F . Výsledky byly 

porovnány proti celé databázi UniProt. 

Obrázek číslo 25: Graf hmotnostního spektra vzorku připraveného při třetím pokusu. 
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Identifikované proteiny byly z myši, potkana i lidské. By lo tam však hodně 

homologie. Celkem bylo identifikováno 14 proteinů, kde u 4 proteinů se dá uvažovat o 

větší shodě. U zbývajících 10 proteinů je shoda malá. Hlavním identifikovaným 

proteinem byl myší IgG. Bohužel nebyla nalezena shoda, že by nějaký peptid pocházel 

z námi sledovaného R B D proteinu, který byl k buňkám přidáván. Tento výsledek 

potvrdila jak databáze UniProt, tak program BioEdit , ve kterém byly získané sekvence 

peptidů porovnávány proti sekvenci R B D proteinu. Největší shoda, která byla 

v programu BioEdit zaznamenána, co se týče stejného pořadí aminokyselin, byla 

zaznamenána u peptidu číslo 89 (Obr. 27), kde byly pouze 3 aminokyseliny za sebou. 

Zároveň u tohoto peptidu byla objevena největší aminokyselinová shoda v dílčích 

částech peptidu. U peptidu s číslem 3 o délce 9 A M K byla nalezena shoda v 5 

aminokyselinách (Obr. 26), nicméně tyto aminokyseliny nebyly za sebou. 
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| . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | 
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| . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | 

RBD spike YAWNRKRISNCVADYS VL YNSAS FS T FKCYG VSPTKLNDLC FTNVYADS F 
3  

110 120 130 140 150 
. . . . I . . . . I . . . . I . . . . I . . . . I . . . . I . . . . I . . . . I . . . . I . . . . I 

RBD spike VIR D EVRQIAPGQTGKIADYNYKLPDD FTGCVIAWNSNNĽD SKVGGNYN 
3 

160 170 180 190 200 
.... | .... | .... | .... | .... | .... | .... | .... | .... | .... | 

RBD spike YLYRL F RK SNLK P F E RDISTEIYQAG ST PCNGVEGFNCYFPLQS YGFQPT 
3 

210 220 230 
| . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . 
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Obrázek číslo 26: Porovnání sekvence RBD domény Spike proteinu oproti získané sekvenci 
peptidu číslo 3 pocházejícího ze vzorku. 
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Celkem bylo nalezeno více než 100 peptidů. Každý peptid byl zvlášť porovnáván 

proti sekvenci R B D domény Spike proteinu v programu BioEdit a nebyla nalezena 

žádná významná shoda. Z toho lze usoudit, že nebyl nalezen peptid, který by pocházel 

z R B D domény Spike proteinu. 

10 20 30 40 50 
| . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | 

RBD spike DIATMETDTLLLWVLLLWVPGSTGDAARFPNITNLCPFGEVFHATRFASV 
89 

60 70 80 90 100 
.... | .... | .... | .... | .... | .... | .... | .... | .... | .... | 

RBD spike YAWNRKRISNCVADYSVLYNSAS FST FKCYGVSPTKLNDLC FTNVYAD S F 
89 

110 120 130 140 150 
. . . . I . . . . I . . . . I . . . . I . . . . I . . . . I . . . . I . . . . I . . . . I . . . . I 

RBD spike VIR D EVRQIAPGQTGKIADYNYKLPDD FTGCVIAWNSNNLD SKVGGNYN 
89 —RGE PG P  

160 170 18 0 190 200 
.... | .... | .... | .... | .... | .... | .... | .... | .... | .... | 

RBD spike L RL RK LK ERDISTEIYQ STPCN VE FNCYFPLQSYGFQPT 
89 AGS 

210 220 230 
| . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . 

RBD spike NGVG YQP YRVWLS FE LLH APATVC G P KK STNHHHHHH 
89 —VG PAGAVGPR 

Obrázek číslo 27: Porovnání sekvence RBD domény Spike proteinu oproti získané sekvenci 
peptidu číslo 89 pocházejícího ze vzorku. 
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5 DISKUZE 

Je nezpochybnitelné, že příchod pandemie viru S A R S - C o V - 2 změnil fungování drtivé 

většiny dnešních zemí. Tato pandemie způsobila nejen velkou ztrátu na životech, nýbrž 

také způsobila globální ochromení ekonomického sektoru. Proto byl pohled vědců 

upínán především na nalezení vhodného řešení, jak tuto pandemii zastavit. Pandemie 

způsobena virem S A R S - C o V - 2 si j iž vyžádala celkově více jak 6 miliónů obětí a více 

jak půl miliardy lidí bylo tímto virem nakaženo (COVID-19 Dashboard by the Center 

for Systems Science and Engineering (CSSE), 2022). 

K řešení, jak tuto pandemii zastavit, ke kterému se přiklonilo nejvíce zemí, je 

očkování. Jak j iž bylo zmíněno, tak nalezení bezpečné a účinné vakcíny není 

jednoduchý úkol. Zároveň virus S A R S - C o V - 2 podléhá mutacím, které mu mohou 

poskytovat určitou ochranu vůči imunitní ochraně vyvolané očkováním, a proto jsou 

dnes zkoušeny různé přístupy na vytvoření účinné univerzální vakcíny. 

Jedna z hlavních imunitních obran proti intracelulárním patogenům jsou C D 8 + T 

lymfocyty, které reagují na peptidové fragmenty, jež jsou vystavovány na buněčném 

povrchu dendritických buněk pomocí M H C I molekul (Hořejší et al., 2017). Analýza 

peptidů spojených s M H C molekulami je známa jako „imunopeptidomika". Tato 

analýza, která je založena na hmotnostní spektrometrii, může nabídnout nové 

perspektivy a přístupy k infekčním nemocem a také k vývoji vakcín proti těmto 

nemocem. Zároveň může být nápomocna při imunoterapiích (Vizcaíno et al., 2020). 

V současné době je izolace komplexu M H C - peptid a následná identifikace pomocí 

hmotnostní spektrometrie nejběžnější metodou (Purcell et al., 2019). Díky skutečnosti, 

že peptidy pocházející z epitopů patogenu, jsou proto považovány za buněčné a 

humorální aktivátory imunitní odpovědi. Mohou působit proti více sérotypům patogenu. 

Vakcíny založené na peptidech jsou zároveň bezpečnější a levnější na výrobu, vzhledem 

k jejich malé velikosti ve srovnání s proteiny (L i et al., 2014). Také peptidové vakcíny 

jsou zároveň přístupné k výrobě a formulací tkzv. „peptidových koktejlů" k vyvolání 

široké imunitní reakce proti patogenu (Gaur et al., 2021). Zjištění, na jaké peptidy 

dendritická buňka rozkládá určitý patogen a následně tyto peptidy vystavuje na svém 

povrchu pomocí M H C I molekul může přinést zásadní pomoc při tvorbě vakcíny. Proto 

byla také tato práce zaměřena na identifikaci těchto peptidů, které by pocházely z námi 

přidaného antigenního konstruktu - R B D domény Spike proteinu viru S A R S - C o V - 2 . 
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Při porovnání s podobnou studií, ve které bylo využíváno podobného protokolu, je 

těžké určit, čím mohlo být způsobeno, že nebyl nalezen žádný peptid pocházející z R B D 

domény Spike proteinu. V podobné studii, kde byly používány lidské dendritické buňky 

nikoli myší jako v našem případě a k buňkám byl přidáván j iný patogen, konkrétně 

bakterie Francisella tularensis způsobující Tularémii, byly peptidy pocházející 

z přidávaného patogena nalezeny. Multiplicita infekce byla ~100. Následně byly buňky 

také kultivovány 24 hodin při 37 °C, 5% CO2. Experiment byl dále řízen podobným 

protokolem jako v našem případě. N a izolaci komplexu M H C I - peptid byla využita 

imunoafinitní chromatografie s použitím C N B r aktivované sepharosy, akorát lyzační 

pufr obsahoval j iné extrakční činidlo. Místo Tritonu X-100 byl používán zwittergent 

C H A P S . V této studii bylo identifikováno celkem 10 peptidů pocházejících 

z přidávaného patogenu (Gaur et al., 2021). Experiment tudíž mohlo ovlivnit nesprávně 

zvolené extrakční činidlo, nebo že bylo přidáno malé množství R B D proteinu 

k buňkám. 

Pods ta tne jšou také studie zabývající se cytotoxickými T lymfocyty, které sehrávají 

důležitou roli při nemoci Covid-19. Dnešní vakcíny jsou zaměřovány především na 

tvorbu protilátek. Neutralizační aktivita však proti novým variantám S A R S - C o V - 2 má 

tendenci klesat ve srovnání s aktivitou proti původnímu referenčnímu kmeni. (Garcia-

Beltran et al., 2021; L i u et al., 2021; Abu-Raddad et a l , 2021; Trombetta et al., 2021; 

Zhou et al., 2021). Proto je pro boj proti S A R S - C o V - 2 vyžadována vakcína, která by 

nebyla ovlivněna mutacemi v genomu viru. CD8+ T lymfocyty u jedinců po vyléčení 

z nemoci Covid-19 dokázaly rozpoznat nejen peptidy odvozené od Spike proteinu, ale 

také od dalších virových proteinů včetně membránového nebo nukleokapsidového 

proteinu (Grifoni et al., 2020; Le Bert et al., 2020; Peng et al., 2020). Je zajímavé, že 

podle studie z roku 2020, byla také zachována reakce T lymfocytů proti 

nukleokapsidovému proteinu S A R S - C o V u jedinců s infekcí prodělanou před 17 lety a 

tyto buňky ukázaly zkříženou reaktivitu vůči S A R S - C o V - 2 . Výsledky takové studie 

mohou poskytnout velice důležité informace pro tvorbu univerzální vakcíny, která by 

mohla být účinná proti mnoha mutacím S A R S - C o V - 2 a také j iným koronavirům (Le 

Bert et a l , 2020). 

Důležité je zmínit, že ne vždy vystavovaný peptidový fragment vázaný na M H C I 

molekulách dendritických buněk dokáže zaktivovat C D 8 + T lymfocyty a navodit 

imunitní odpověď. V jedné studii byla pozorována reaktivita CD8+ T lymfocytů na 
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peptidy, které byly navázané na M H C I molekule a pocházely ze S A R S - C o V - 2 . Peptidy 

pocházely např. ze Spike proteinu nebo membránového proteinu. Celkem v této studii 

bylo pozorováno 29 peptidů. By lo zjištěno, že z 29 peptidů pouze 16 peptidů bylo 

schopných zaktivovat C D 8 + T lymfocyty (Hikichi et al., 2022). 

Data z této práce obsahují informace o optimalizaci přípravy vzorku na analýzu 

pomocí hmotnostní spektrometrie. Dle výsledků této práce nelze jednoznačně říct, čím 

bylo způsobeno, že nebyl nalezen žádný peptid pocházející z R B D domény. Vzhledem 

ke skutečnosti, že nakonec bylo ve vzorku objeveno poměrně dost peptidového 

materiálu, lze z toho usoudit, že pravděpodobně peptidy pocházející z R B D domény 

nebyly dostatečně vystavovány na buněčném povrchu dendritických buněk. Pro budoucí 

experiment by bylo možná vhodné k buňkám přidat více antigénu a případně zkusit 

použít nějaké adjuvans na stimulaci buněk. 
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6 ZÁVĚR 

Teoretická část byla především zaměřená na antigenní prezentaci a témata s tím spojená 

jako jsou antigén prezentující buňky, zkřížená antigenní prezentace, struktura a funkce 

M H C molekul. V této diplomové práci byl pohled zaměřen hlavně na M H C I molekulu. 

Další část teoretické části byla věnována zvláště viru S A R S - C o V - 2 , kde byla hlavně 

popsána jeho struktura, která nás zajímala z důvodu R B D domény, jež je součást Spike 

proteinu. R B D doména byla předmětem našeho zájmu z důvodu použití této domény 

jako antigenního konstruktu v experimentální části. N a konci teoretické části můžeme 

ještě najít, jaké vakcíny byly vyvinuté vůči Covidu-19 a základní informace o hlavních 

použitých metodách v této diplomové práci. 

Experimentální část byla tvořena třemi hlavními částmi. V první části byly 

transfekovány Free style 293F buňky plasmidem kódující R B D doménu. Takto byl 

R B D protein vyprodukován. Následně byl protein purifikován pomocí N i - N T A agarosy 

a zakoncetrován pomocí zakoncetrovacích centrifugačních kolonek (cutoff 10 kDa). 

Poté byla provedena SDS P A G E k důkazu, že náš vzorek obsahuje námi sledovaný 

protein a zároveň bylo zjištěno, ve které eluci je uvolněno nejvíce proteinu. Zároveň 

byla stanovena koncentrace proteinu pomocí B C A metody. Stanovená koncentrace byla 

ověřena pomocí SDS P A G E . 

V druhé části byly myší dendritické buňky pulzovány antigenním konstruktem. 

V našem případě to byla R B D doména. Po 24 hodinách pulzace byly buňky lyžovány a 

pomocí imunoafinitní chromatografie, kde se využívala C N B r aktivovaná sepharosa byl 

izolován komplex M H C I - peptid. V této části bylo potřeba velké optimalizace. 

V poslední třetí části byly vyizolované proteiny obsažené ve vzorku nejprve 

naštěpeny trypsinem. Poté byly jednotlivé peptidy rozděleny pomocí kapalinové 

chromatografie a byla zjištěna jejich sekvence pomocí hmotnostní spektrometrie. 

Nakonec byla provedena identifikace pomocí databáze UniProt. 

Po identifikaci byla nalezena shoda celkem ve 14 proteinech s tím, že u 10 proteinů 

byla shoda nízká. U čtyř proteinů byla shoda poměrně větší. Nej větší shoda byla 

nalezena u myšího IgG. 

Když se podíváme do historie, tak je dost pravděpodobné, že v budoucnu přijde 

určitě další pandemie nějakého infekčního onemocnění, jak tomu z historického 

hlediska vždy bylo např. dýmejový mor nebo španělská chřipka. Je proto důležité, aby 

53 



byly rozvíjeny nové přístupy, jak těmto případným novým hrozbám čelit a případně se 

na ně j iž připravit, aby případné škody byly, co nejvíce eliminovány, a proto je rozvoj a 

optimalizace případných nových metod a postupů zcela nepostradatelný a nesmí být 

zanedbán. 
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8 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK 

A C E 2 Angiotenzin-konvertující enzym II 

A P C Antigén prezentující buňky 

B E Brzký endosom 

C L R Lektinové receptory 

D A M P Molekuly uvolněné z poškozených buněk 

D C Dendritické buňky 

E R Endoplazmatické retikulum 

E R A P Aminopeptidasa endoplazmatického retikula 

F B S Fetalní bovinní sérum 

F C M Suboptimální furinový štěpný motiv 

H L A Lidské M H C molekuly 

I M D M Iscoveovo upravené Dulbeccovo médium 

l i Invariantní řetězec 

M D P Muramyl dipeptid 

M H C Hlavní histokompatibilní komplex 

N K Přirození zabijáci 

N L R Receptory skupiny N O D 

N T D N-terminální doména 

N S P S Nestrukturní proteiny 

P A M P Molekulární struktury typické pro patogenní mikroorganismy 

P B S Fosfátový pufr 

P F A Paraformaldehyd 
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P P R Receptor rozpoznávající určitý molekulový vzor 

PS Proteasom 

R B D Receptor vázající doména 

R L R Receptory skupiny R I G 

T A P Transportér spojený se zpracováním antigénu 

T L R Receptory skupiny Tol l 

TOF Typ analyzátoru u hmotnostní spektrometrie 
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