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Abstrakt: Antigen-specifické T buiiky jsou zasadni slozkou adaptivni
imunity. Podileji se na ochrané¢ organismu pfed extracelularnimi 1
intracelularnimi patogeny 1 pfed vznikem nadorového bujeni. Porucha jejich
funkce muze vést ke vzniku autoimunitnich poruch nebo alergii. Proto je jejich
detekce a ptipadna dals$i manipulace zasadni pro klinickou imunologii. V této
praci jsou rozebrany dvé vyznamné metody, které v soucasné dob¢ slouzi ke
studiu antigen-specifickych T bun€k. Jedna se o zjisténi okamzitého stavu
pritokovou cytometrii a o casovou detekci jednotlivych bunék v mikrojamkach.
Informace ziskané témito kompatibilnimi metodami maji potencial pro
medicinské vyuziti jak v oblasti prevence, tak v oblastech diagnostiky a terapie

relevantnich lidskych patologii.

Kli€ova slova: antigenni peptid, bun&¢na imunitni odpoveéd’, frekvence
naivnich prekursortt T bunék, hmotnostni cytometrie, MHC-Ig dimer,
mikrojamky, neptima aktivace T bunék, pMHC dextramer, pMHC tetramer,
PMHC pentamer, struktura TCR, T burnka



Abstract: Antigen-specific T cells are an essential component of adaptive
Immunity. They are involved in protection of organism against extracellular and
intracellular pathogens as well as against tumor cells. A defect of their function
may lead to autoimmune disorders or allergies. That is why their detection and
any further manipulation are essential for clinical immunology. In this thesis, |
am going to describe two important methods which are useful for studies of
antigen-specific T cells. It involves analysis of static snapshot using flow
cytometry and Kkinetic single-cell detection in microwells. The information
obtained by those compatible methods is potentially useful for medical practice
in both prevention as well as diagnostics and therapy of relevant human

pathologies.

Key words: antigenic peptide, cell-mediated immunity, indirect T cell
activation, mass cytometry, MHC-Ig dimer, microwells, naive T cell precursor
frequency, pMHC dextramer, pMHC pentamer, pMHC tetramer, T cell, TCR
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1. Uvod
1.1 Adaptivni (antigen-specificka) imunita

Adaptivni (nebo také antigen (Ag)-specifickd) imunita je souéasti imunitniho systému
vyskytujici se pouze u obratlovcti a nékterych druhti clenovct. Na rozdil od pfirozené imunity
je pro ni charakteristicka vysoka diverzita, klonalita a imunologicka pamét’. Ta je zodpovédna
za rychlejsi a efektivnéjsi reakci pfi opakovaném setkani se stejnym Ag. To také vysvétluje,
pro¢ je vakcinace efektivni pro prevenci infek¢nich onemocnéni (Smith 2012).

Adaptivni imunita nefunguje v organismu samostatn¢, ale spolupracuje s pfirozenou
imunitou. Propojeni téchto dvou systémi zajist'uji profesionalni Ag-prezentujici bunky (dale
APC), mezi které patii makrofagy (dale M¢) a predevsim dendritické bunky (dale DC).
V pfipadé, ze tyto builky zaznamenaji svymi receptory takzvané adjuvantni latky znacici
ohrozeni, poskozeni (DAMP) ¢i latky znacici pfitomnost patogenniho organismu (PAMP),
dojde K jejich aktivaci a za¢nou fagocytovat (nebo v ptipadé DC pinocytovat) antigenni
material z okoli. Ten poté zpracuji a vystavi na MHC II molekulach (z anglického ,,Major
Histocompatibility Complex®) na svém povrchu, kde je pak k dispozici Ag-specifickym
pomocnym Th lymfocytam (Kindt et al., 2007, s. 14).

MHC molekuly se déli do dvou skupin. MHC molekuly I. tiidy se pfirozené vyskytuji
na kazdé jaderné bufice naseho organismu, s vyjimkou spermii. Slouzi k prezentaci
bunééného obsahu cytotoxickym T bunkdm (dale T¢), které zajiStuji imunitu proti
vnitrobunéénym patogenim, piedev§im virdm, bakteriim a prvokam (Kindt et al., 2007, s.
198). Prezentovany antigenni peptid rozpoznavaji T bunky pomoci svého receptoru (dale
TCR). Dale se na MHC I molekulu vaze také CD8 koreceptor. Pokud T, pozna na MHC 1
peptid, ktery rozezna svym T bunéénym receptorem (TCR), spusti v cilové buiice apoptozu.
MHC II molekuly jsou exprimovany na APC, mezi které kromé diive uvedenych patii (mimo
jiné) jesté¢ B lymfocyty, které zajiStuji humoralni sloZku imunitni odpovédi. S MHC Il
interaguji pomocné T bunky (dale Th) pomoci svého TCR a CD4 koreceptoru (Kindt et al.,
2007, s. 35). Pokud je Ag rozpoznan a T buiika dostane zaroven od APC signal v podobé
kostimula¢nich molekul o pfitomnosti PAMP nebo DAMP v okoli, dochazi k aktivaci T
bunky. Ta pak prochazi klonalni expanzi, pfi¢emz tyto builky dale diferencuji do dvou
skupin — do efektorovych T bunék a pamétovych T bunék. Efektorové T bunky maji mnoho
funkci — reguluji ostatni buiikky imunitniho systému skrze sekretované cytokiny, aktivuji B

lymfocyty, podili se na imunitni reakci proti vnitrobunéénym patogeniim 1 na protinddorové



imunité. Pamétové T buiiky jsou zodpoveédné za rychlejsi a efektivnéjsi sekundarni odpoved,

tj reakci na opakované setkani se stejnym Ag-peptidem (Kindt et al., 2007, s. 35).

1.2 T lymfocyty

T lymfocyty, jsou jedny z bunék adaptivni imunity. Jako vSechny bunky hematopoetické
vyvojové fady vznikaji v kostni dieni, hlavni vyvoj vétSiny pak probiha v brzliku a odtud
pochazi jejich nazev (z latinského ,,thymus) (Smith 2012).

T lymfocyty se daji rozlisit podle svého TCR na dvé subpopulace. Tato prace je
zamétena predevsim na off T lymfocyty. Oba fetézce jejich TCR podléhaji béhem zrani
thymocytu vyrazné prestavbe, kterd je rozebrana v kapitole zabyvajici se T lymfocyty. Tak
vznikaji populace T buné¢k s unikatni specifitou (Kindt et al., 2007, s. 226) Druhou skupinou
jsou yo T lymfocyty. I u nich probiha prestavba fetézct tvoticich TCR, ale ve vyrazné mensi
mife. Proto byvaji ¢asto oznaCovany za invariantni lymfocyty (Kindt et al., 2007, s. 227). vd
T lymfocyty vSak nejsou stézejni pro mou praci, a proto tvorba jejich fetézce neni v praci vice
rozebrana.

Déle se vramci T lymfocytli rozliSuje n€kolik subpopulaci podle jejich funkce.
Vétsinovou diferenciacni cestou vznikaji cytotoxické, nebo pomocné T lymfocyty (Klein et

al. 2014), alternativnimi cestami NKT buriky a regula¢ni T bunky (Girardi a Zajonc 2012).

1.3 Typy onemocnéni a role imunitniho systéemu

Imunitni systém zodpovida za zachovani integrity organismu. Jeho poruchy jsou tedy
kritické a jejich studium u ¢lovéka je klicové pro pochopeni, diagnézu a naslednou terapii
vyznamnych lidskych patologii (Fooksman et al. 2010). Jedna se ptedev§im o infekcni
choroby, autoimunitni onemocnéni a nadory. Tato prace je zaméfena na detekci
Ag-specifickych T lymfocytl, kterd mize byt zdsadni pro diagndzu a naslednou terapii téchto

patologii. Zakladni princip pusobeni téchto patologii je rozebran v nasledujicich odstavcich.

Jako infekéni choroby jsou oznacovany patologie zpusobené zmnozenim parazitického
agens a jeho prekonanim bariér v organismu. To mize byt rozmanitého ptivodu, muze jit o
mnohobunééné parazity, jednobunééné prvoky nebo bakterie, viry, nebo dokonce samotné
bilkoviny, oznaované jako priony. Tyto patogeny mohou naruSovat integritu organismu na

mnoha trovnich: mohou produkovat toxiny nebo fyzicky, chemicky i biologicky narusovat



strukturu nebo funkci bunck. Samotnéd infekce je vSak pouze pomnozeni mikroorganismu
Vv hostiteli, nemusi tedy zptuisobovat onemocnéni a v mnoha pfipadech ho také nezpusobuje.
Lidsky organismus tvoii priblizng 10™ lidskych bunék a za fyziologického stavu Zije na jeho
strukturach asi 10™ bakterif (Davis 1996). Tyto bakterie t&lu neublizuji, jsou oznacovény jako
komenzalni, tj. takové, které hostiteli neskodi, ale zaroven z néj maji uzitek. Zaroven casto
komenzalni mikroorganismy télu pomahaji tim, ze brani usazeni jinych, patogennich
mikroorganismi. Imunitni systém proto musi tyto ptipady odliSovat a v ptipadé¢ komenzalt
zapojovat drahy vedouci k toleranci (Omenetti a Pizarro 2015). T lymfocyty se ucastni této
regulace 1 bunéfné ochrany proti intracelularnim i extracelularnim patogentim. To se
projevuje mimo jiné i zménami ve frekvencich jednotlivych populaci. Proto je kvalitativni a

kvantitativni detekce T bun€k jednou z klicovych metod pro pfesnou diagnézu pacienta.

Druhou skupinou poruch jsou autoimunitni onemocnéni. Jde o patologie vzniklé
chybnou regulaci imunitniho systému, pfi kterych tento systém napada t¢lu vlastni struktury.
Pficin pro tuto chybu miize byt vice. Jednou z nich je snizend aktivita regulacnich T bunék
(dale Treg), a tedy Cast&jsi napadani bun€k jedince na periferii (Tadokoro et al. 2006) . Jde o
buiiky se stfedni specifitou pro vlastni antigeny (Kindt et al., 2007, s. 406), které pii spravné
funkci suprimuji imunitni odpoveéd’ proti vlastnim strukturdm, naptiklad zkracenim kontaktu
mezi DC a Th bunikou (Tadokoro et al., 2006). Druhou z moznych pfi¢in mize byt chyba
v regulaci negativni selekce T bunék v brzliku, ktera vede ke vzniku autoreaktivnich T¢ a Ty
bunék s vysokou afinitou pro vlastni peptidy. (Zhang et al. 2012, s. 24). Detekce T bun¢k (at’
uz Treg, Ty, nebo T.) specifickych pro vlastni peptidy je proto klicova pro diagndzu

autoimunitnich poruch.

Posledni zde vice popisovanou skupinou je nadorové bujeni. Nadorové bujeni je jev,
ktery vznika pii chybé v regulaci bunécného cyklu. Nadorovéa bunka se neomezené déli a
kvili nedostatku ¢asu na reparacni mechanismy nabira stale vice mutaci. Tim postupné ztraci
svou pivodni funkci a v mase nddorovych bunék se hromadi bunky, které ztraceji kontaktni
inhibici i zavislost na ristovych faktorech a ziskavaji schopnost unikat imunitnimu systému a
apoptoze. K tomu vyuzivaji mimo jiné i regula¢ni T lymfocyty, které umi potlacovat imunitni
reakci a bézné slouzi K ochrané pted autoimunitnimi poruchami (Fooksman et al. 2010).
Kromé¢ samotného mnozeni ovliviiuji nddorové buiky 1 builkky ve svém okoli a davaji tak
vzniknout nddorovému mikroprostiedi. V tom se vyskytuji regula¢ni T bunky, které suprimuji

imunitni odpovéd’ viuc¢i nadoru (Wang 2006). Oproti tomu cytotoxické T bunky jsou schopné



rozeznat nddorem indukovanou zvySenou expresi nékterych vlastnich genti 1 nové mutované
neoepitopy (Dolton et al. 2014). Proto je moznost detekce jejich specifity a pochopeni

principu jejich aktivace klicova pro zajisténi efektivni imunoterapie.

1.4 Zpisoby detekce Ag-specifickych T bunék — pfimé a neprimé

T lymfocytd koluje vkrevnim feciSti obrovské mnozstvi. Vzhledem k
vyrazné diverzifikaci vyuzivajici somatické mutace (viz nize) se vsSak jednotlivé AgQ-
specifické populace vyskytuji v nizkych frekvencich — napiiklad antigen-specifické Ty, bunky
se v krvi vyskytuji ve frekvencich od 1:1 000 (kratce po imunizaci) az po 1:100 000, naivni T
bunky dokonce ve frekvenci okolo 1:1 000 000 (Nepom 2012). Proto bylo nutno vyvinout
metody, které jsou schopny i tyto nepatrné koncentrace zaznamenat. Tyto metody jsou
schopny sledovat velka mnozstvi bunék, ale zaroven je snaha zvysit i mnozstvi parametri
zaznamenanych na buniku. Tato prace se vénuje predevsim jedné z téchto technik, kterou je
prutokova cytometric (Newell a Davis 2014) a dale také technice vyuZzivajici desticky
s mikrojamkami (Varadarajan et al. 2012).

Jednim ze zptsobi, kterymi lze urcit specifita T bun€k pro urcity antigen, je znaceni
jeho TCR pomoci MHC molekul s navazanym peptidem (dadle pMHC komplex). Silu vazby

mezi receptorem a ligandem wudava afinita

MHC

a Unstable interaction
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oligomert nazyvame piimou detekci nebo také pfimym znacenim. Pouzité oligomery na sob¢
maji navazanou sondu, kterou nasledn¢ detekujeme. Touto sondou mize byt fluorofor, nebo v
pfipadé hmotnostni cytometrie atom kovu.

Druhym zpasobem uréeni T buné¢né antigenni (AQ) specifity je méfeni vlastnosti bunék
po jejich aktivaci. Jde pfedev§im o znaceni cytokinu a diferencia¢nich markera (Bacher a
Scheffold 2013). Tyto je mozné detegovat jako intraceluarni markery, pokud v bunkach po
jejich aktivaci inhibujeme exocytézu, nebo jako membranové proteiny pfi vyuziti jinych
technik. Samotnou aktivaci T bun¢k miizeme vyvolat podle potifeby pomoci antigenti od

urovné proteint az po lyzaty patogeni (Bacher a Scheffold 2013).

2. T lymfocyty

Kazdy T lymfocyt musi byt svym TCR schopen rozeznat a vazat jen nékolik riiznych
komplexd pMHC s riiznou afinitou k peptidu. Pro T buriky je tato vazba zasadni, ovliviiuje
totiz vétSinu fazi jejich diferenciace, viz kapitola 2.1. Pro zralé T lymfocyty je na ni zavisla
konecna diferenciace a proliferace. Vazba urCuje vyslednou bunécnou i latkovou odpovéd,
diky niz mohou T lymfocyty reagovat na patogeny i na nadorova onemocnéni (Dustin 2014).
V priibéhu zrani thymocyti tato vazba urcuje, jestli ndsledné projdou diferenciaci do béznych
CD4+ T bunék nebo CD8+ T bungk, nebo alternativni diferencia¢ni cestou vedouci naptiklad
k regulacnim T bunkam nebo NKT bunkam. Pro vétSinu nezralych thymocyti (progenitori
T lymfocyti v brzliku) je ovSem tato vazba signalem pro zahajeni apoptozy (Klein et al.
2014).

2.1 Specifita TCR

Oproti protilatkdm, které jsou tvofeny B lymfocyty, TCR mé vyrazn€ omezené;si
moznosti vazby, 1 ptes ur¢itou strukturni homologii vazebného mista. Zatimco protilatky jsou
schopny vézat jak proteinové Useky, tak uhlovodiky, malé organické castice a dokonce i
samotné nukleové kyseliny, receptory T bunék bé€zné interaguji s antigenem navazanym na
jednu specifickou MHC molekulu I. nebo II. ttidy (Bjorkman 1997). K interakci s MHC
molekulou I. tfidy potiebuje T krom TCR i CD8 koreceptor, v ptipadé MHC molekuly II.
tiidy vyuziva T CD4 koreceptor.



2.2 TCR - VDJ rekombinace a selekéni tlaky

Abychom pochopili variabilitu T bun€k, musime pochopit né€kolik procesti vedoucich
k jejich vzniku. V brzliku thymocyty prochéazeji diferenciaci a plsobi zde na né postupné
nékolik selekénich tlakt. Prvnim z téchto selekénich tlaki je beta-selekce, proces, kdy jsou
selektovany buriky, které maji vzajemné kompatibilni pre-a fetézec s B fetézcem, dohromady
tvorici preTCR (Westernberg et al. 2016). B fetézec v pribéhu diferenciace podstupuje VDJ
rekombinaci a nasledné a fetézec VJ rekombinaci, coz jsou procesy, béhem nichz jsou z jejich
kodovacich sekvenci vystiizeny nékteré useky DNA. Dochazi k nevratné zméné na urovni
DNA, béhem které se nahodné spoji jeden z V (,,variable*) tiseku s jednim zJ (,,joining®)
usekt v piipadé a fetézce (Ebert et al. 2013). V piipadé P fetézce se jesté mezi t€mito useky
vyskytuje n¢kolik D (,diversity”) usekd, z nichz se opét nahodné jeden spoji nejdiive s J
segmentem béhem tzv. DJ rekombinace a nasledné se tento usek spoji s ndhodnym V tsekem
(viz. obrazek &. 2). Zlabek, do kterého se vaZe peptid, je poté tvofen dvémi CDR3 smyckami,
dvémi CDR2 smy¢kami a dvémi CDR1 smyc¢kami (Bjorkman 1997).

Druhym selekénim tlakem v brzliku je pozitivni selekce na zékladé rozpoznani vlastni
MHC molekuly. Pro organismus je dulezité rozpoznat vlastni MHC. Pravé ty totiz budou
prezentovat antigeny zralym T lymfocytim, a to véetné informace, odkud antigen pochazi —
jestli je vnitrobunéény, nebo extracelularni. Proto jen takové T buriky, jejichz TCR rozpoznaji
vlastni MHC v brzliku nasledné v ramci pozitivni selekce aktivné proliferuji. Ostatni pozdéji
prochazeji tzv. smrti zanedbanim (z anglického ,,death by neglect”). Kazda T bunka musi byt
svym receptorem schopna rozpoznat pouze peptid navazany na jeden z produkti vlastnich
MHC alel. Tomuto jevu se fika MHC-restrikce (Kindt et al., 2007, s. 207).

Byl zde ptedpoklad, ze za specifitu pro MHC molekulu jsou zodpovédné smycky CDR1
a CDR2, zatimco CDR3 smycky rozpoznavaji na MHC navézany peptid. Pokusy V této
oblasti ale naznacily, Ze na obou interakcich vyrazné spolupracuji v§echny smycky (Burrows

et al. 2010).
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Obrazek ¢. 2: Somaticka rekombinace obou retézcii afy TCR.

V horni ¢éasti obrazku je zobrazena V-J rekombinace o. Fetézce véetne RNA sestrihu, V dolni
casti je zobrazena nejprve D-J rekombinace, V-DJ rekombinace a nakonec opet sestrih RNA,
podle kterych jsou pak tvoreny viastni podjednotky TCR.

(prrevzato z Attaf et al. 2015)

Ttetim selekénim tlakem pisobicim na T lymfocyty v brzliku je negativni selekce.
V brzliku se vyskytuji medularni thymové epitelarni buiiky, jejichZ tkolem je exprimovat a
vystavovat na svych MHC 1. a II. tfidy ohromné mnoZstvi proteinli véetné takovych, které
jsou jinak tkanové specifické (St-Pierre et al. 2013). Pokud T lymfocyt peptid z takového
proteinu svym TCR rozpozna, je eliminovan a podstupuje apoptozu (Klein et al. 2014). Tento
systém tedy brani vzniku autoreaktivnich T-lymfocyti a tim do ur€ité miry i rozvoji

autoimunitnich onemocnéni (Zhang et al. 2012).



3. Technologie prutokové a hmotnostni cytometrie

3.1 Technologie pritokové cytometrie

T-lymfocytt je v periferni krvi obrovské
mnozstvi - napfiklad CD4+ T bungk je

v 1 ul periferni krve 350-1400, CD8+ T
bunék v tomtéz objemu 200-1100, obé cisla
se vSak znac¢né 1i§1 mezi etniky (uvedena
¢isla vychazi z vyzkumu obyvateli Keni
(Bosire et al. 2013)). Zaroven maji tyto
buiiky obrovskou variabilitu, jednotlivé
antigen-specifické bunky se vyskytuji

Vv koncentracich mezi 1:1 000 a 1:1 000 000
(Nepom 2012). Proto je nutné vyuzivat
metody, které jsou v takto ohromném
mnozstvi bunék schopné detekovat i bunky
Vv takto nizkych frekvencich. K tomuto
ucelu v dnesni dobé slouzi predevsim
prutokova cytometrie. Jde o metodu, pfi
které bunky specificky fluorescencné
oznacime a nasledné nechdvame suspenzi
bunék protékat kyvetou. Aby technologie
fungovala, musime zajistit, aby v jednom
okamziku prochazela vzdy pouze jedna
buiika, a tu béhem prichodu detekujeme.
Abychom ziskali komplexni informace, je
tieba sledovat vétsi mnozstvi
charakteristik zaroven, proto se stale

vyznamn¢ rozvijeji techniky znaceni.
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Obrazek ¢. 3: prutokovy cytometr a ,,sorter
Na obrazku je zndzornény prutokovy
cytometr se schopnosti tridit buiky podle
jejich fluorescence. V horni casti je nadoba
S fluorescencné znacenymi buntkami. Z ni
vede dolii kyveta Siroka pravé tak, aby ji
mohly bunky protékat, ale aby se do ni
neveslo vice bunék vedle sebe. Vievo od
kyvety se nachazi laser a vpravo detektor,
ktery zaznamenavd fluorescenci
protékajicich bunék. Zaroven dava signal
pristrojium,  které  buiice  podle  jeji
charakteristiky udéluji naboj. Ten rozhoduje
o tom, do které banky bunka prijde.
(pfevzato z
http://www.unifr.ch/pathology/en/facs)

Dnesni prutokova cytometrie zaznamenava az 20 parametrt na buitku (Chattopadhyay a

Roederer 2012), podle nékterych zdroju dokonce az 50 parametrd na bufiku
(https://www.bd.com/press/2016/BD-Launches-BD-FACSymphony-High-Speed-Cell-




Analyzer-to-Enable-ldentification-and-Analysis-of-Rare-Cell-Types.aspx) a je schopna
detekovat 10 000 bun¢k za sekundu (Newell a Davis 2014), komer¢ni firmy uvadéji rychlost
az 70 000 bun¢k za sekundu (http://www.beckman.com/getattachment/31e6cb91-c607-4cef-
a0252565d48cclba/CyAn%20 ADP%20Analyzer%20-%20Brochure). Klasicka pratokova
cytometrie ma urcita omezeni. Ty jsou zptisobeny napiiklad optickymi vlastnostmi fluorofort.
Pokud navysime mnozstvi fluoroforti, zvysuje se jejich spektralni prekryv a to ndm ztézuje
interpretaci vysledki. Zaroven v kazdé bunce dochézi v ur¢ité mife k autofluorescenci, ktera
vytvaii jisty Sum pozadi. Proto se bézné pouziva jen 8-10 fluorofora (Chattopadhyay a
Roederer 2012). Velkou vyhodou pratokové cytometrie oproti ostatnim metodam je moznost
takzvaného ,,sortingu®, tedy tfidéni bun€k do nekolika skupin podle ur¢itych parametrd, viz

obrazek ¢. 3 (Chattopadhyay a Roederer 2012).

3.2 Technologie hmotnostni cytometrie

Jako alternativa klasické priutokové cytometrie byla vyvinuta technologie, ktera
nahrazuje fluorofory tézkymi kovy vétSinou ze skupiny lanthaniodti. Tato metoda je zalozena
na principu hmotnostni spektrometrie a nazyvéa se hmotnostni cytometrie, nebo také CyTOF a

umoznuje zaznamenavat az 37 parametru. (Bendall et al. 2011).

Pro znaceni jsou vyuzivany protilatky nebo pMHC komplexy. pMHC komplexy maji
tézké prvky navazany na streptavidinovou kostru (Newell et al. 2013), na protilatky jsou pies
polymer kyseliny akrylové navazany chelatory, napf. diethylen triamin pentaoctova kyselina,
které nesou izotopy kovi. Jedna protilatka vaze dva aZ ¢tyfi polymery, na kazdém polymeru
je navazano az 30 izotopu. Témito protilatkami poté intracelularn€ i1 extracelularné znacime
aktivovanou T bunku. Poté jsou bunky v podobé jednobunéénych kapicek nastiikany do
indukéné vazané argonové plazmy a zde jsou pii 7000 °C vaporizovany (Davis et al. 2011).
Ionizované atomy kovi v této podob€ prochdzi hmotnostnim spektrometrem, kterym je
nahrazen svételny detektor z prutokové cytometrie (Chattopadhyay a Roederer 2012).
Hmotnostni spektrometr je schopen stanovit a kvantifikovat prvkové sloZeni a tim i ony tézké
prvky. Aktualné jsme takto schopni métit 1000 bunc¢k za sekundu (Bendall et al. 2011).
Velkou vyhodou oproti tradicni pratokové cytometrii je absence Sumu pozadi. Ackoliv
Vv bunice bézné dochazi k autofluorescenci, t€zké prvky jako lanthanoidy se v ni nevyskytuji, a

tak je pfi sprdvné provedeném experimentu vyrazn€ snizena pravdépodobnost faleSné



pozitivnich vysledku. Proto ma tato metoda potencial pro vysokou senzitivitu (Chattopadhyay
a Roederer 2012). Dalsi velkou vyhodou je, Ze hmotnostni spektra zaznamenané

spektroskopem se nepiekryvaji a davaji nam tak jasny signal (viz obrazek ¢. 4).
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Obrazek ¢. 4: Srovnani spekter priitokové a hmotnostni cytometrie
Na obrazku je zabrazeny rozdil mezi spektry priitokové (vlevo) a hmotnostni (vpravo)
cytometrie. Je na ném patrny prekryv spekter v pripade pritokové cytometrie - tedy ditvod
proc zvySovani poctu parametrii komplikuje interpretaci dat.
(prrevzato z http://www.spectroscopyonline.com/mass-cytometry-evolution-icp-ms-

enabling-novel-insights-single-cell-biology)

Tym okolo Garyho Nolana experimentalné srovnaval metodu CyTOF s fluorescencni
cytometrii. Pro porovnani pouzili devitiparametrovou analyzu. Z vysledki bylo patrné, Ze tyto
metody davaji stejné validni vysledky, pouze v ptipadé tradicni pritokové cytometrie byla
potieba korekce pro spektralni prekryv fluoroforti a poté druha korekce na odfiltrovani Sumu
pozadi (Bendall et al. 2011).

Ze 37 lanthanoidu, které Bjornson et al. vyuzivali, jsme schopni 27 purifikovat z 97 % a
zbylych 10 292 %. Pii téchto vysledcich musime zajistit, aby se necistoty, mezi kterymi
mohou byt i jiné lanthanoidy, nenavazaly misto izotopi na protilatku a nevznikaly tak falesné
pozitivni vysledky (Bjornson et al. 2013). Dalsi nevyhodou je, Ze n¢které lanthanoidy maji
sklon k oxidaci, coz pak ovliviiuje jejich signal a stavaji se tak zaménitelné se signalem jiného
izotopu, napt. praseodymium 141 ve stavu +16 elementarnich naboji je zaménitelné za
gadolinium 157 (Bjornson et al. 2013).

Metoda CyTOF umoZiuje 1 dal§i navySeni méfenych parametri, napf. za vyuziti
uSlechtilych kovi. Byly provadény pokusy s palddiem a platinou. Oba prvky maji Sest
stabilnich izotopt. Piestoze se povedlo tyto izotopy navazat na protilatky, jejich pfitomnost

vSak ovliviiovala schopnost protilatky rozeznat antigen (Majonis et al. 2011). Piesto bylo
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pozdéji vSech Sest stabilnich izotopt palladia tspésné pouzito ve vyzkumu (Mingueneau et al.

2014).

4. Pfima a nepfima detekce Ag-specifickych T bunék

priatokovou cytometrii

4.1 Prima detekce

Piimym zna¢enim chapeme znaceni Ag-specifického TCR na T bunkach pomoci pMHC
oligomert. Ty maji oproti monomernim vyhodu v podob¢ zvysené avidity k TCR specifickym
pro dany antigen, ktery je na vSech MHC podjednotkach navézan. Nevyhodou je potieba
ptipravy oligomert jedné z MHC alel, kterou T bunky studovaného jedince rozeznavaji. V

této oblasti probiha v poslednich letech velmi aktivni vyzkum.

MHC Class | MHC Class i
Molecule Molecule
Peptide-binding cieﬂ\‘ Peptide Peptide /Peptide—binding cleft
Membrane-distal ' T
domains A L o4 w B
= )
Membrane-proximal @ —— Bp-microglobulin o B2

domains

IR 1 R T T
Ty LbUBA8 b

Obrazek ¢. 5: Schématické znazornéni MHC molekul 1. a 1. tridy.

Na obrazku jsou schématicky zndazornény molekuly 1. a II. tFidy vietné zdkladnich rozdiliit mezi
nimi. V pripadé MHC molekuly 1. tridy je vazebné misto tvoreno pouze o retézcem, zatimco
V pripadé MHC Il se na vazbé peptidu podileji oba retézce a1 f. Dale maji MHC molekuly 1.
tridy pouze jednu transmembranovou doménu, zatimco MHC II dve.

(prevzato z McCarty et al. 2010)
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MHC molekuly I. i II. tfidy jsou heterodimery. Piesto se vSak vyrazné 1isi v mnoha
parametrech. MHC molekuly I. tfidy maji vazebny Zzlabek tvofeny pouze doménami o-
podjednotky a B,-mikroglobulin tvoii pouze uréité leSeni. Zldbek mezi doménami a-fetézce
vaze peptidy o osmi az deseti aminokyselinach (Rossjohn et al. 2015). MHC molekuly II.
tiidy maji Zlabek pro vazbu antigenniho peptidu mezi a- a p-podjednotkou(Rossjohn et al.
2015). V ném jsou schopny vazat peptidy o vice nez jedenacti aminokyselinach (Rossjohn et
al. 2015). Ob¢ molekuly jsou schématicky znazornény na obrazku ¢. 5 (McCarty et al. 2010).

4.1.1 MHC tetramery

Uz od vzniku metod pfimé detekce pomoci oligomerti se vyuzivaji biotinylované
rekombinantni MHC molekuly, které se vazi na streptavidin, pfipadné avidin (Altman et al.
1996). Vyhodou tetramerd je jejich dostate¢na avidita pro interakci a nasledny vznik stabilni
vazby (Kurtulus a Hildeman 2013). MHC molekuly vznikaji v bufice za pomoci chaperonint.
Peptid, ktery nesou, pochazi z cytoplazmy Stépenim v proteazomu.

V laboratofi se podjednotky MHC molekuly I. tfidy vytvaii jako rekombinantni
a-fetézec a P-mikroglobulin v bakteriich (Svitek et al. 2014). Ty se nasledné spole¢né
S peptidem na$eho zajmu in vitro slozi do funkéni pMHC molekuly I. téidy. Ta je v dal$im
kroku specificky biotinylovana na a- fetézci.

MHC molekuly II. tfidy jsou také heterodimery, ale pokusy sestavit monomer MHC 11
slozenim jejich a a P fetézce nemély dlouho jednotné vysledky (Cecconi et al. 2008). Jejich
schopnost in vitro slozeni heterodimeru z o a B monomert je vyrazné nizsi. Proto se na rozdil
od MHC molekul 1. tfidy jejich skladba neprovadi in vitro ale pfimo Vv buiikich hmyzich
vektorti (Kurtulus a Hildeman 2013). Casto se také MHC molekula II. tiidy stabilizuje pomoci
leucinového zipu mezi o a B-podjednotkami (Kalandadze et al. 1996). V piipadé MHC
molekul II. tfidy se vyuziva k biotinylaci B-fetézec, jak je patrné na obrazku ¢. 6.

Dale je biotinylovany pMHC monomer navazan na streptavidin znaceny fluoroforem,
napt. fykoerytrinem nebo alofykocyaninem (Massilamany et al. 2015). Streptavidin ma 4
biotin-vazebna mista, takze témito technikami dochazi ke vzniku tetrametrickych barvicich
¢inidel, zvanych MHC tetramery. Ty poté mohou byt pouzity pro kvantifikaci antigen-
specifickych T lymfocyti v riznych tkanich (Kurtulus a Hildeman 2013).

Vlastni navazani peptidu na MHC molekulu II. tfidy 1ze provést vicero zptsoby. Jednim
Z nich je kovalentni vazba peptidu na N- konec B-fetézce MHC molekuly. Hlavni vyhodou

této metody je stabilita vysledného pMHC II, nevyhodou ovSem je, Ze vzhledem ke
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kovalentni vazbé nelze tyto MHC molekuly II. tfidy recyklovat a tim padem je potifeba
vytvoftit vlastni pMHC pro kazdy peptid, ktery chceme T buiikdm jedince s ur¢itym MHC
haplotypem prezentovat. Druhou metodou je vyroba samotného rozpustného MHC II. Peptid
se vV tomto piipadé nevaze v okamziku sestaveni MHC molekuly I1. tfidy z a a B-podjednotky,
ale pozd¢ji nekovalentné. Nevyhodou je nizsi stabilita tohoto komplexu, vyhodou je moznost
vyuzit MHC molekuly II. tfidy pro dalsi pokusy s jinymi peptidy (Massilamany et al. 2015).
Treti metoda kombinuje tyto dva piistupy a tvoii rozpustné MHC molekuly II. tfidy
S asociovanym invariantnim peptidovym fetézcem. Ten obsahuje misto pro Stépeni
thrombinem a mtize byt po detekci T buiiky odstfizen. Zbyly peptidovy tsek Ize nasledné
enzymaticky nahradit novym, nerozstépenym, a takto MHC molekuly II. tfidy recyklovat

(Day et al. 2003).

ey

V'VV"}Q, v

Obrdazek ¢. 6: MHC II tetramer

Na obrazku je zobrazen molekularni model MHC II tetrameru. Centralni molekula
streptavidinu je zobrazena modre, [f-Fetézec zelené a a-retézec zluté. Atomy uhliku
V prezentovaném antigennim peptidu jsou zobrazeny Sedé. V blizkosti streptavidinu jsou
patrné leucinové zipy (a-helixy), které pomdhaji drzet oba vetézce MHC II molekuly
pohromade (viz bilé spiky).

(Upraveno podle Kwok et al. 2002)

Vlastni navazani peptidu na MHC molekulu II. tfidy 1ze provést vicero zptsoby. Jednim
Z nich je kovalentni vazba peptidu na N- konec B-fetézce MHC molekuly. Hlavni vyhodou

této metody je stabilita vysledného pMHC II, nevyhodou ovSem je, Ze vzhledem ke
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kovalentni vazbé nelze tyto MHC molekuly II. tfidy recyklovat a tim padem je potifeba
vytvofit vlastni pMHC pro kazdy peptid, ktery chceme T buiikam jedince s uréitym MHC
haplotypem prezentovat. Druhou metodou je vyroba samotného rozpustného MHC 1. Peptid
se vV tomto piipadé nevaze v okamziku sestaveni MHC molekuly I1. tfidy z a a B-podjednotky,
ale pozd¢ji nekovalentné. Nevyhodou je nizsi stabilita tohoto komplexu, vyhodou je moznost
vyuzit MHC molekuly II. tfidy pro dalsi pokusy s jinymi peptidy (Massilamany et al. 2015).
Treti metoda kombinuje tyto dva piistupy a tvoii rozpustné MHC molekuly II. tfidy
S asociovanym invariantnim peptidovym fetézcem. Ten obsahuje misto pro Stépeni
thrombinem a muze byt po detekci T buiky odsttizen. Zbyly peptidovy tsek lze nasledné
enzymaticky nahradit novym, nerozstépenym, a takto MHC molekuly II. tfidy recyklovat
(Day et al. 2003).

Tyto technologie jsou vyuzivany pro studium mnoha patologii. Pfikladem mohou byt
alergie (DeLong et al. 2011), infekéni choroby (Chattopadhyay et al. 2013), autoimunitni
onemocnéni (Raddassi et al. 2011), (Mattapallil et al. 2011), nadorova onemocnéni (Poli et al.
2013). Dale se vyuzivaji pro vyvoj proteinové terapeutiky tak, aby byla proteinova 1é¢iva co
nejméné imunogenni (Nepom 2012). V dnesni dobé se vyvojem i syntézou MHC tetramert
zabyva nékolik védeckych 1 komercnich pracovist. Mezi ty vyznamné patii NIH Tetramer

Core Facility a firma Proimmune.

4.1.2 MHC dextramery

Technologie MHC tetramerii velmi pfispéla nasemu pozndni o pomocnych i
cytotoxickych T lymfocytech. MHC 1 tetramery maji k TCR CD8" T lymfocyti vétSinou
dostate¢nou aviditu, a tak nebyva problém v jejich vyuziti pro znaceni CD8+ bun¢k. Piesto
vsak, pfedevsim v ptipad¢ autoreaktivnich a protinadorovych T bunék, nemusi byt jejich
avidita dostate¢na (Dolton et al. 2014). Proto byla vyvinuta metoda tvorby oligomert vyssich
radu, tzv. MHC I dextramert (viz obrazek ¢ 7). Ta je zaloZzena na navazani biotinylovanych
PMHC molekul I. tfidy na streptavidin vazany k dextranu. Dextran je polymer a-D-glukézy
s vazbami mezi podjednotkami v fetézci 1,6 a vétvenim 1,3. Na né&j je navazano nékolik
molekul streptavidinu, na ktery se zase vazi biotinylované pMHC molekuly I. tfidy. Tim se
zvySuje valence MHC molekul 1. tiidy a tim padem ma castice jesté vyssi aviditu nez

samotny MHC tetramer (Dolton et al. 2014).
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Totéz plati i pro znadeni CD4" T bunék. I v tomto piipadé maji dextramery potencial
tetramery do budoucna nahradit, minimaln¢ v oblasti autoreaktivnich Ty bunék (Massilamany
et al. 2011). MHC 1I dextramery nesou oproti MHC II tetramerim vét$si mnozstvi MHC
molekul II. tfidy, az 20 na molekulu dextranu. Na ten jsou biotinylované pMHC molekuly II.
tiidy navazany pies nékolik skupin streptavidinu (Dolton et al. 2014).
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Obrazek ¢. 7 — Srovndni pMHC dextrameru a tetramerii

Na obrazku je schématicky zobrazend struktura pMHC dextramerii a pro srovnani je v pravé
casti obrazku Strukturni zobrazeni pMHC tetrameru. Z obrazku je patrné, Ze na jednu
molekulu pMHC dextrameru pripada hned nékolik komplexu streptavidin-pMHC a zaroven i
nekolik molekul fluoroforu.

(upraveno podle Dolton et al. 2014)

MHC 1II dextramery se aktudlné jevi jako vhodnéjSi barvici ¢inidlo neZ tetramery,
minimalné pro barveni nizkoafinnich TCR. Vykazuji oproti nim vyssi senzitivitu i specifitu,
viz Box ¢. 1 (Dolton et al. 2014). Bylo zjisténo, Ze vétSina bunék znacenych pomoci MHC 11
dextramert neprodukovala cytokiny. Z toho Ize usuzovat, ze znac¢eni T bunék pomoci MHC
dextrameri tyto bunky vétSinou neaktivuje, a mizeme tedy tyto T buiiky studovat ve stavu
blizkému tomu, v jakém se nachazely v krvi (Massilamany et al. 2015).

Vzhledem k tomu, Ze se stale jedna o relativné novou technologii, vyrabi v dnesni dobé
dextramery jen komer¢ni firma Immudex. I ptesto jsou jiz vyvijené MHC Il dextramery pro

klinické pouziti, napf. na pacientech s roztrousenou skler6zou (Raddassi et al. 2011).

Box ¢. 1 — Analyticka senzitivita a specifita

Analyticka senzitivita je veli¢ina, kterd udava minimalni mnozstvi analytu, které
jsme touto metodou schopni detekovat.

Analyticka specifita urcuje, nakolik piesné test rozliSuje mezi analytem a ostatnimi
slozkami.

(Gaw 2008, s. 6)
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4.1.3 MHC-Ig dimery

MHC-imunoglobulinové dimery (dale MHC-
Ig dimery) nejsou na rozdil od piedchozich
oligomerti zalozeny na streptavidinové Kkostie.
V podstaté se jedna o dvé MHC molekuly spojené
pfes konstantni ¢ast protilatky, na kterou je
navazana fluorescen¢ni znacka (Fahmy et al. 2002).
Komplex je znazornén na obrazku ¢. 8.

V dnesni  dobé

upiednostiiovany ostatni multimery. Dimery se

jsou  pro  znaceni
ale vyuzivaji dale pro jejich schopnost ovlivnit
aktivacni stav T bun¢k. Byly provedeny pokusy,
které dokazaly, ze dimery jsou schopné spustit
aktivaci a expanzi antigen-specifickych T bun¢k
in vivo. Takto aktivované T lymfocyty poté byly
schopny inhibovat rast nddoru (Schiitz et al.
2014). Naopak pii pouziti nizkych koncentraci
MHC Il-Ig dimerd (1,2 nM) byly tyto dimery

schopny suprimovat autoimunitni T bunky. Takto

Peptide Binding
; Groove

(1.1

<
{32 Microglobulin

<
Ig Light Chain

Obrazek ¢. 8: MHC-1g dimer

Na obrazku je MHC-lg dimer.
Imunoglobulin  je zobrazen v dolni
casti, jeho tézké Fetézce  jsou

znazornény modre (Ig Heavy Chain),
lehke retezce zelené (Ig Light Chain).
Na imunoglobulin jsou navdzany 2 a
retézce MHC molekuly I. tFidy (svétlejsi
modrd), na které je nekovalentné
vazany [, mikroglobulin.

(Prevzato z
http://www.bdbiosciences.com/ds/pm/td
§/551263.pdf

byly MHC-lg dimery vyuzity pro vyzkum imunosuprese autoreaktivnich CD4+ T bunék.

Pokusy byly provadény na mySich s experimentéalni autoimunitni encefalomyelitidou. Jedna

se o experimentdlni model pro terapii roztrousené sklerdzy. Autoimunitni T bunky se takto

povedlo potlacit z 90% (Gong et al. 2012). Obdobné byly provedeny pokusy na vyuziti MHC-

Ig dimert pro potlaceni reakce proti $tépu pii transpantacich (Wigina a Jeza 2015).

4.1.4 MHC pentamery

Druhou skupinou oligomerti nezalozenych na streptavidinové kostie jsou MHC I

pentamery firmy Prolmmune (https://www.proimmune.com). Podjednotky MHC | pentameru

jsou propojeny prostiednictvim coiled coil domény, na kterou jsou pak navazany

fluorescenéni znacky. Struktura pentameru MHC molekuly I. tfidy je zobrazena na obrazku

¢. 9.
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MHC I pentamery se vyuzivaji pro znaceni
CD8+ T bunek. Oproti streptavidinovym MHC
tetramerim maji vyhodu vyssi avidity, protoze
vSechny peptid vazebné domény vsSech jejich
podjednotek sméfuji na CD8+ builku, zatimco
tetraedricka struktura zaloZzena na streptavidinu
umoziuje pouze tfi. Mimo to mohou nést az pét
fluoroforovych molekul, na rozdil od tetramerti,
které jsou schopné nést pouze jednu molekulu
fluoroforu. Firma Prolmmune udava detekéni
limit pentamert MHC molekul 1. tfidy
0,02 % lymfocyti (https://www.proimmune.com/
ecommerce/page.php?page=pentamer_info).
MHC I pentamery byly vyuzity ke zna¢eni CD8+
T bun¢k pro studium mnohych patologii. Byla
pomoci nich zkoumana napiiklad spojitost mezi
aktualni fazi infekce viru Epstein-Baarové a
aktivitou T bunék pfi roztrousené skleroze
(Angelini et al. 2013), nebo ex vivo expanze
cytotoxickych T bungk specifickych pro antigeny
HIV (Chapuis et al. 2011).

4.1.5 CD1 oligomery

CDI1 molekuly patii mezi neklasické MHC molekuly 1. tfidy. Slouzi k prezentaci
vnitrobunéénych glykolipidi a dalSich hydrofobnich latek T lymfocytim. Skladaji se
v endoplazmatickém retikulu z tézkého fetézce CD1 a z lehkého B-mikroglobulinu (Girardi a
Zajonc 2012), podobn¢ jako MHC 1. tfidy. Lisky genom koduje 5 produkti CD1 molekul,
znacenych a-e. CDla, CDI1b a CDIc prezentuji tyto lipidické slouceniny klasickym aff T
bunkam, zatimco CD1d je prezentuji natural-killer T bunkam (dale NKT). Posledni typ CD1
molekul, CDle, neslouzi k prezentaci antigeni T bunkam, ale pomahad pii slozeni
CDlb/antigen komplexu v pozdnim endozomu (Girardi a Zajonc 2012). Pro studium T
lymfocytl specifickych pro hydrofobni molekuly byly vytvofeny tetramerické CDI1d
komplexy (Li et al. 2008) a udajn¢ i CD1a-CD1c komplexy (Davis et al. 2011). Mimo to
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Obrazek ¢. 9 — MHC | pentamer

V horni éasti je modie zobrazena
peptid-vazebna doména s cervenymi
peptidy. Modrozelenou barvou je
oznacena coiled-coil doména, na
kterou jsou vV dolni ¢asti obrdzku
navazany fluorofory, znazornéné
fialove.

(Prevzato z
https://www.proimmune.com/ecomme
rce/page.php?page=pentamer_info
https://www.proimmune.com)




firma Immudex komer¢né vyrabi i CD1d dextramery (http://www.immudex.com/products-

ordering/cd1d_dextramer.aspx).

4.1.6 UV-zprostredkovana vyména peptidu v pMHC

Jednou ztechnik, ktera rozSifila naSe moznosti znaCeni TCR je technika UV-
zprostifedkované vymény peptidu v MHC-peptid oligomeru (Rodenko et al. 2006). Ta slouzi
k recyklaci MHC molekuly I. tfidy pro dal$i méteni. Techniky vymény peptidu jsou zalozeny
na tvorbé peptidu, ktery se za ur€itych podminek, v tomto piipadé za excitace UV-zatenim,
Stépi (Bakker et al. 2008). Principialné mize jit i o jinak stimulované $té€peni, v ptipadé¢ MHC
molekul II. tfidy se naptiklad v soucasnosti vyuziva vySe zminéné S$tépeni thrombinem
(Massilamany et al. 2015).

Vlastni UV-§té€peni je zplisobeno piitomnosti fotosensitivni aminokyseliny, obsahujici
(2-nitro)fenylovy postranni fetézec, v hlavnim fetézci ligandu. Pro tyto metody neni mozné
vyuzivat ligand, ktery jsme izolovali, veskeré ligandy je nutno nasyntetizovat de novo (Chang
et al. 2013). Jako fotosensitivni aminokyseliny se vyuzivaji kyselina 3-amino—-3—(2—
nitro)fenyl-propionova a (2-nitro)fenylglycin. Hlavni vyhodou kyseliny 3—amino—3—(2—
nitro)fenyl—propionové je jeji snadna syntéza, a proto byva vyuZzivana Castéji. Ma ovSem
V hlavnim fetézci o atom uhliku vice nez bézné aminokyseliny tvofici bilkoviny, a tak
ovliviiyje strukturu ligandu 1 jeho afinitu k MHC molekule. Princip jejiho Stépeni je zobrazen
na obrazku ¢. 10 (Rodenko et al. 2006). Oproti tomu druha pouzivana aminokyselina, (2—
nitro)fenylglycin, ma stejny pocet atoma v hlavnim fetézci, a tak strukturu ligandu ovliviiuje
mnohem méné. Vykazuje stejnou fotosensitivitu jako 3—amino—3—(2—nitro)fenyl—propionova
zZ (2—nitro)fenyloctové kyseliny.

Bylo provedeno né¢kolik pokust, jez srovnavaly fotolabilni pMHC 1 molekulu
s klasickym peptidem vazanym na MHC I molekulu. Jejich vysledky ukazuji, ze pfi dobré
volbé nahrazené aminokyseliny je tato metoda pouZitelna pro sledovani antigenni specifity

TCR. Touto metodou bylo objeveno nékolik novych epitopi melanomu (Bakker et al. 2008).
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Obrazek ¢. 10: UV-zprostiedkované Stépeni peptidového retézce na N-konci aminokyseliny 3—
amino—3—(2-nitro)fenyl-propionové.

Z obrazku je patrné, ze tato aminokyselina se lisi poctem atomii, kterymi prispiva do hlavniho
Fetezce, a proto ovliviuje strukturu oligopeptidu, v nemz nahradila aminokyselinu jinou.

(prrevzato z Rodenko et al. 2006)

4.1.7 Kombinatorialni znaceni

Dalsi metodou, ktera rozsifila moznosti pfimého znaceni, je kombinatoridlni znaceni
MHC multimerd (Andersen et al. 2012). Anderseniv tym vyuzil UV-zprosttedkovanou
vyménu peptidu v pMHC. Vyuzil osm fluoroforti, pficemz kazdou skupinu specifickych
pMHC oznacil dvémi z nich. Kazd4 kombinace fluorofori byla vyuzita pravé jednou. Takto
byl vytvoten kod 28 unikatnich kombinaci dvou barev, ¢imz se vyrazné zvysil pocet soucasné
detegovatelnych Ag-specifickych CD8+ T-bunék. Navic pokusy Davisova tymu ukazuji, Ze
uz pii pouziti Sesti fluoroforti bychom se méli byt schopni dostat na 63 riznych barevnych
kombinaci (Newell et al. 2009).

Pomoci kombinatoridlniho zna¢eni byly objeveny nové epitopy u onemocnéni, jako jsou
maligni melanom (Hadrup et al. 2009), diabetes I. typu (Unger et al. 2011) i epitopy
cytomegaloviru (Newell et al. 2009). Technologie se vyuziva pro soucasné méfeni
pfitomnosti vice rliznych populaci Ag-specifickych T-lymfocytl, napiiklad pii diagnostice
stavu nadorové transformace a terapie (Andersen et al. 2012). Mezi dalsi vyuziti této metody
patii sledovani reaktivity bun€k na rlzné epitopy, Cehoz lze vyuzit napt. pii studiu
autoreaktivity nebo aloreaktivity. Mezi hlavni vyhody této metody patii vysoka senzitivita.
Oproti konven¢nimu jednobarevnému MHC-multimerickému znaceni ma kombinatorické
znaceni senzitivitu 10X vyssi a jeji detek¢ni limit je 0,002% CD8+ T lymfocyti (Andersen et
al. 2012). Vzhledem k tomu, ze pro zaznamenani jsou potieba vzdy pravé dva signaly, je
omezen i1 prvek Sumu prostiedi zptisobeny autofluorescenci a vazbou pMHC na TCR s nizsi
afinitou (viz obrazek ¢. 11). Dalsi vyhodou je potieba menSiho mnozstvi vzorku pfi
soucasném sledovani vice parametrti. Vlastni metoda nam nedava, a jak je zminéno niZe, ani

nemuize podavat informaci o funkci bunky, ale vzhledem k tomu, Ze neovliviiuje stav bunky,
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je mozné rovnou navazat druhym krokem

Vpodobé  znaeni  cytokinl = vjiz
rozdélenych Ag-specifickych populacich.
Je nutno také dodat, ze tato metoda je
pouzitelna jen pro charakteristiky, kde
oc¢ekavame pouze jeden signal na buiku,
jak je tomu naptiklad v ptipad¢ sledovani
jednotlivych specifickych TCR, ale jiz
neni vyuzitelnd tam, kde ocekdvame
signalti vice, napriklad pfi studiu cytokint
nebo dalSich

buitkkou  sekretovanych

informaci o funkénim stavu buiky.

V takovych ptipadech by se signdly
ptekryvaly a rozlusténi ziskanych dat by
bylo extrémné komplikované, ne-li
nemozné (Andersen et al. 2012).

To vSak neznamend, ze by nebylo
mozné tuto metodu kombinovat naptiklad
s metodami znaceni cytokind. Pravé této
syntézy metod vyuZzil Davisiv tym ke
znaceni rotavirovych epitopt (Newell et
al. 2013). Navic oproti dosud uvedenym
znaCeni tetramert

metodam  vyuzili

kovovym  atomem, navdzanym na

streptavidin — metodu CyTOF. Vyuzili

o 10> 10® 10* 10°
pMHC-Qdot605

pMHC-APC

o 102 10® 10* 10°
—28  HMHC-Qdote05

Obrazek ¢. 11: Dvojbarevné znaceni tetrameri
Na obrazcich je zobrazend intenzita
fluorescence dvou fluoroforii, jimiz byl
oznacen jeden typ pMHC molekuly. Burky
rozeznané jako pozitivni pro oba fluorofory
jsou zndzornény fialove. N grafu jsou fialove ze
statistiky vyrazeny bunky, které se
fluorescencné projevovali ve tFech a vice
fluorescencnich kandalech. Pro srovnani je

V dolni casti zobrazen graf pred jejich
vyjmutim ze statistiky. Z obrazku je patrné, Ze i
V pripadé silné autofluorescence nedojde

k chybnému zarazeni takové bunky mezi burky
pozitivni. Aby k tomu doslo, musela by byt ona
silna fluorescence ve dvou riiznych castech
spektra, odpovidajicich kombinaci fluoroforii.
(upraveno podle Andersen et al. 2012)

rizné trojkombinace deseti rtiznych kovovych atomt pro oznaceni 109 rtznych pMHC

molekul I. tfidy, které nasledné vyuzili pro tvorbu tetramerd. Zaroven bylo pouzito 27

riznych protilatek znaCenych dal§imi téZkymi prvky pro nepiimou detekci. Poté byly buiky

analyzovany pomoci metody hmotnostni cytometrie. Detek¢ni limit této metody byl 0,001%

CD8+ T bunek (Newell et al. 2013), tedy polovi¢ni oproti Andersenovu.
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4.2 Nepfima detekce

Pro pochopeni funkénich parametr buiiky se vyuziva tzv. nepfimé znaceni. V rdmci
nepiimého znaceni dochazi nejprve k aktivaci T bunky pomoci Ag in vitro a teprve poté
znaCime a méfime bunécéné projevy jako je produkce cytokinu, degranulace, prolifera¢ni
kapacita, exprese aktiva¢nich markert, aktiva¢ni stav a cytotoxicita (De Rosa 2012).

Vlastni aktivaci je mozné vyvolat vicero zpusoby, od ptfidani oligopeptidi nesoucich
antigenni epitop, pies lyzaty patogent (Bacher a Scheffold 2013) az po ptidani specificky
kultivovanych DC, které nesou na MHC molekulach ty Ag, pro které jsou specifické nami
zkoumané T bunky (Wolfl et al. 2007), (Wolfl a Greenberg 2014). Jednou z nevyhod
nepiimého znaceni je, ze aktivované buiiky mohou aktivovat i buiiky ve svém okoli (takzvany
,oystander® efekt), a proto naptiklad pro pocitani Ag-specifickych T lymfocytli neni tato
metoda vhodna. Jeji pouziti pro takovou detekci je mozné, ale je proto nutné zméfit
,bystander« efekt, naptiklad pomoci odbéri vzorkt v ¢ase (Massilamany et al. 2015). Nize

jsou v detailu rozebrany metody detekce cytokini a degranulaéni testy.

4.2.1 Detekce cytokint

Abychom mohli zaznamenat produkci cytokinii pfimo na burice, je tieba zastavit jejich
sekre¢ni drahy (Bacher a Scheffold 2013). K tomu se pouZivaji sekre¢ni inhibitory, jako je
Brefeldin A, ktery inhibuje anterogradni transport z ER do GA (Klausner et al. 1992), nebo
Monensin, ktery rusi elektrochemicky gradient (Lowicki a Huczynski 2013). Existuji 1
metody, pifi nichz dochazi k ukotveni sekretovan¢ho cytokinu na povrchu sekretujici buiky
(Manz et al. 1995).

V ramci pritokové cytometrie byla nepfima detekce Ag-specifickych T bunék vyuzita
napiiklad pro studium T buné¢k specifickych pro epitopy viru HIV. T bunky byly aktivovany
pomoci peptidickych produktl virovych gend a inkubovany v médiu v pfitomnosti Brefeldinu
a Monesinu A. Poté byly oznaceny oznaceny pomoci protilatek s navazanou fluorescenéni
sondou, specifickych pro cytokiny (Betts et al. 2006). V dalsich studiich v této oblasti byly
pak naptiklad zkoumany a porovnavany Ag-specifické buniky pro epitopy virovych gent Gag
a Env (Prebensen et al. 2016).
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4.2.2 Degranulacni testy

Jednou ze zakladnich vlastnosti T lymfocytl je schopnost degranulace. Pokud T buiika
pomoci svého receptoru rozpozna napadenou (nebo nadorovou) bunku, zaéne degranulovat —
vypoustét obsah granuli do prostoru synapse. Zarovei na svém povrchu exprimuje molekuly
(ptedevsim CD107a), kter¢ ji samotnou chrani pted dopady degranulace. Tyto molekuly je po
aktivaci bunky antigenem mozné Oznalit protilaitkami, a tak nepfimo detegovat antigen-
specifické CD8+ T buiky (Betts et al. 2003).

Degranulacni testy jsou vyuzivany pro studium reakce CD8+ bun¢k naptiklad
v souvislosti  svirem HPV-indukujicim tumorigenezi (Santos et al. 2016), nebo

s cytomegalovirem (Edvardsen et al. 2016).

5. Analyza antigen-specifickych T bunék v mikrojamkach

Dalsi metodou, ktera je schopna studovat velké mnozstvi T bunék, je analyza na
desti¢kach s mikrojamkami, anglicky nazyvana ,,microengraving“. Tato metoda je zalozena
na desti¢kach, ve kterych je velké mnozstvi jamek velkych tak, aby se do kazdé z nich vesla
pravé jedna builka. Umoznuje studium Ag-specifickych T bun€k vcetné jejich produkce
cytokint. Jednou z vyhod této metody je moznost sledovani zmén produkce cytokinti v ¢ase
(Varadarajan et al. 2012).

V prvnim kroku dochézi k pteneseni bunék do jednotlivych jamek. Desticky obsahuji
velké mnozstvi jamek, a tak je mozné méfit 10* — 10° bungk (Han et al. 2010). V jamkach
mohou byt uchyceny buiiky naseho zajmu pomoci protilatek (Zhu et al. 2009). Do jamek
muZeme pienést jiz antigenem aktivované T bunky (Varadarajan et al. 2012), nebo
neaktivované, které aktivujeme az v jamce. K tomu je mozné vyuzit monomerické pMHC
molekuly, uchycené v destickach (Song et al. 2010), nebo mitogen (Han et al. 2010). Pokud
buiiky aktivujeme az poté, co je pfeneseme do jamek, vytvaii tyto buiiky cytokiny pouze
v ramci vlastni jamKy, ¢imz je zabranéno ,,bystander efektu. Cytokiny v jamkach je pak
mozné kvalifikovat i kvantifikovat (Han et al. 2012).

Oproti pritokové cytometrii ma tato metoda nékolik vyhod. Jednou z nich je praveé
moznost kvantifikovat mnoZstvi vyprodukovanych cytokinli a nésledné porovnat toto
mnozstvi v nezavislych studiich, coz byva pro pritokovou cytometrii komplikované (Han et
al. 2010). Vyhodou je i to, ze na rozdil od intracelularniho cytokinového barveni v pritokové

cytometrii, tato metoda nevyzaduje zastaveni sekrece, které miize vést ke zméné imunitni
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odpovédi T bunky (Han et al. 2010). Dalsi nezanedbatelnou vyhodou je moZnost métit sekreci
cytokinl v ¢ase. K tomu se vyuziva technika nazyvana serialni ,,microengraving®.
,Microengraving® je zalozeny na protilatkdch navazanych na druhou desticku. Tato
desti¢ka se piilozi k desticce s mikrojamkami. Tim se protilatky dostanou do kontaktu
s prostiedim okolo bunky a navazi cytokiny, pro které jsou specifické. Poté se desticka omyje
a navazané cytokiny je mozné znacit protilatkami s navazanymi fluorofory (Varadarajan et al.

2012). Princip metody je zobrazen na obrazku ¢. 12.

Obrazek ¢. 12: ,, Microengraving “

Glass
/ / Na obrazku je schématicky znazornénd

[ technika , microengravingu®. V horni

NN NN N Capture antibody
casti  je sklicko s navazanymi
Analytes

protilatkami, které vychytavaji nami

‘ T y sledované molekuly. Pro jednoduchost je
z 4
y | i 90\?6\ zde zndzornéna pouze jedna jamka.
7
= Cell (Prevzato z Han et al. 2010)

Technika prace s buitkami v mikrojamkach byla pouzita jak na zna¢eni CD8+ T bungk,
(Varadarajan et al. 2012), tak na CD4+ T bunky (Song et al. 2010). Technika takzvané
,cytometrie na Cipu®, ve které jsou v jamkach navazany monomerické pMHC molekuly, ma
potencial pro vysokou senzitivitu a je tedy vhodna pro znaceni CD4+ T bunék s nizkymi
frekvencemi vyskytu, jaké jsou bézné naptiklad u autoimunitnich onemocnéni (Song et al.
2010).

Vzhledem k tomu, ze takto lze sklicko prikladat opakovang, lze tak sledovat zmény
sekrece v ¢ase. Tento postup se nazyva serialni ,,microengraving™ (Song et al. 2010). Je
mozné takto méfit az 4 parametry v kratké dob¢, tj. 3-120 minut od zacatku inkubace (Han et
al. 2010). Proto je mozné pomoci této metody buiky délit podle povrchovych nebo
sekretovanych proteinti, naptiklad podle cytokinti, ale i podle kinetiky jejich cytokinové
exprese (Han et al. 2010).

Metoda byla vyuzita naptiklad pro charakterizaci HIV specifickych CD8+ T buné¢k ex
vivo (Varadarajan et al. 2012). Jako antigen byl vyuzity retrovirovy protein Gag, protoze pii
HIV infekci je proti tomuto antigenu specifickych 0,2-9% CD8+ T bun¢k pacienta. Detekéni
limit pro jeden z epitopi Gag byl uren pomoci ,,microengravingu“ INF-y jako 0,004%
zivych CD8+ T bungk (Varadarajan et al. 2012).
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Dalsi velkou vyhodou metody prace na destickach s mikrojamkami je prace s zivymi
buiikami, které je mozno dale kultivovat. Vzhledem k tomu, ze béhem technik nedochazi
k zadné fixaci, je mozné bunky vyuzité pro tuto analyzu pouzit i na dalsi pokusy in vitro. Tym
Christophera Lovea uspésné vytvoril z 93% z takto studovanych bunék bunécné linie o

alespoti 10° bungk (Varadarajan et al. 2012).

6. Porovnani souéasnych moznosti dostupnych
technologii

V oblasti detekce antigen-specifickych T lymfocytd dochazi neustale k intenzivnimu
vyvoji. Kazd4 z vySe uvedenych metod ma své vyhody a samoziejmé i nevyhody. Lisi se
napiiklad rychlosti, detekénim limitem i mnozstvim faktori, které jednotlivymi metodami
zaznamename.

Nejrychlejs$i metodou je priitokova cytometrie se svou schopnosti detekovat tidajné az 70 000
bunék za sekundu (http://www.beckman.com/getattachment/31e6¢b91-c607-4cef-
a0252565d48cc1ba/CyAn%20ADP%20Analyzer%20-%20Brochure). Hmotnostni cytometrie
je pak na druhém misté srychlosti desetkrat nizsi (Bendall et al. 2011). Ve srovnani
detekénich limith zase vede hmotnostni cytometrie, ktera s vyuzitim kombinatoridlniho
znaceni TCR byla schopna dosahnout detekéniho limitu 0,001% CD8+ T bunék (Newell et al.
2013), bézna prutokova cytometrie pfi vyuziti kombinatorialniho znaceni dosahla limitu
0,002% CD8+ T bunek (Andersen et al. 2012). Pomoci ,,microengravingu bylo neptimou
detekci dosazeno detekéniho limitu 0,004% CD8+ T bunék (Varadarajan et al. 2012). Velkou
vyhodou hmotnostni cytometrie je 1 vy$§i mnoZstvi souCasné¢ méfitelnych parametrt.
V soucasnosti lze takto zméfit 37 parametrii na buniku (Bendall et al. 2011). Proto je tato
metoda nejvhodnéjsi pro komplexni sbér dat. Klasickd pritokova cytometrie je omezena
vlastnostmi svétla, jako jsou spektralni piekryvy, a tak zaznamend maximalné 20 parametra
(Chattopadhyay a Roederer 2012), ptestoze nékteré firmy uvadéji limit az 50 parametrt
(https://www.bd.com/press/2016/BD-Launches-BD-FACSymphony-High-Speed-Cell-

Analyzer-to-Enable-Identification-and-Analysis-of-Rare-Cell-Types.aspx). ,,Microengraving*
je jesté omezengj$i, napiiklad pii serialnim ,,microengravingu®, kde sledujeme kinetiku, je
mozné sledovat pouze 4 parametry (Han et al. 2010). Vyhody ,,microengravingu® spocivaji
predevsim v moznosti ¢asovych sbérti a oddéleni bunék pii nepiimé detekci (Varadarajan et

al. 2012). Dale je vyznamnym parametrem i to, ze po detekci na mikrodestiCkach lze
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s bunkami i1 nadale pracovat, zatimco v pfipadé hmotnostni cytometrie vzhledem k odpateni
bunék neni moznd ani dalS§i prace snimi, ani zadna recyklace pouzitych oligomert.
U prutokové cytometrie je mozné buiiky pro dalsi praci i roztfidit podle riznych parametrt,

vcetné Ag-specifity, viz vyse.

Bylo zde uvedeno n€kolik riznych znacicich oligomerii pro pfimou detekci S riznou
valenci. Vzhledem k tomu, Ze technologie dextramert i technologie pentamer jsou relativné
mladé, nenalezl jsem informace pro jejich pouziti v kombinaci s kombinatorialnim zna¢enim.
Nicméné lze predpokladat, ze vzhledem k jejich vyhoddm oproti tradicnim streptavidinovym
tetramertim, v budoucnu k tomuto kroku dojde a Ize tedy o¢ekavat dalsi zpfesnéni znaceni.

Pfima detekce ma svou vyhodu v piesnosti, mezi nevyhody patii to, ze pro kazdého
pacienta je potieba oligomerizovat MHC molekuly pacientova haplotypu. Zaroven pomoci
ptimého znaceni sledujeme pouze tu ¢ast T bunck, kterd je specifickd nejen pro ndmi zvoleny
epitop, ale i pro nami vybranou MHC alelu. Oproti tomu nepiima detekce nam je schopna
ukazat vSechny T bunky pro epitop specifické, ale hrozi pfi ni ovlivnéni vysledkii neptimou
aktivaci T bunék. Tento problém ovSem castecné obchazi metoda ,,microengravingu®, ktera

mezi buniky pfed jejich aktivaci umoziuje vlozit fyzickou bariéru.
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Zaver

T buriky jsou zakladni slozkou adaptivni imunity. Vyznacuji se obrovskou diverzitou na
urovni jedince. Pochopeni jejich problematiky a schopnost jejich izolace a manipulace mohou
byt klicové pro rozvoj diagnostickych metod, terapie i prevence mnoha patologii. V této praci
byly rozebrany dvé vyznamné metody, které se snazi problematiku studia takto variabilnich
bun¢k vyfiesit.

Nejbéznéji pouzivanou metodou je prutokova cytometrie, metoda zalozena na protékani
fluorescenéné znacenych bun€k kyvetou o priméru jedné bunky. Mezi jeji hlavni vyhody
patii jeji pocet parametrl a schopnost tfidéni bunék.

Daéle je v praci predstavend novéjsi technologie hmotnostni cytometrie, kterd vyuziva
znaceni pomoci lanthanoidd, které se v biologickém materialu nevyskytuji. Obchazi tak
problematiku piekryvu spekter fluorofort a eliminuje vysoké pozadi autofluorescence. Navic
je schopna zaznamenat vice parametrti neZ ostatni metody (dnes az 37 parametrd na bunku).

Ttfeti vyznamnou technologii je detekce Vv mikrojamkach. Ta je sice pomalej$i nez
ptedchozi dvé metody, ale jeji vyhoda spoc¢iva ve studiu jednotlivych izolovanych T bunék
Vv Case.

V ramci vSech tii metod lze Ag-specifické T bunky detekovat jak pfimo, to znamena
pomoci jejich receptoru, tak i nepiimo, to znamena detekovat az jejich reakci na aktivaci
antigenem. V ramci ptimych metod se Casto vyuzivaji pMHC oligomery pro jejich vyssi
aviditu k TCR. Bézné se takto dnes vyuzivaji pMHC dimery, tetramery, pentamery a
dextramery. Nepiimé metody jsou zalozené na aktivaci T bun¢k antigenem a nasledné detekci
cytokintl nebo jinych projevi aktivace pomoci protilatek.

Detekce Ag-specifickych T bunék je kliCovou metodikou moderni diagnostiky
imunologicky relevantnich lidskych patologii. Zaroven data, které takto ziskame, mohou
ptispét rozvoji imunoterapie. VySe zminéné metody nam umoznuji tfidit, aktivovat,
suprimovat a expandovat Ag-specifické T bunky a ty pak injektovat pacientovi. Tak mizeme
vyvolat pacientovu reakci proti patogenim nebo nadorovému bujeni, nebo naopak potladit
autoimunitni reakce, alergické reakce, reakce proti St€pu pii transplantacich a dalsi

patologické jevy.
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