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Abstrakt

Zkrizena prezentace antigend je proces, kdy dendritické burky predkladaji antigeny zvendi
CD8+ T lymfocytim na MHC-I glykoproteinech. Jako zkfizenad se oznacuje proto, Ze oproti cestdm klasické
prezentace vede vskutku kfizem, protoze vnéjsi antigeny jsou zpravidla prezentovany na MHC-II a vnitfni na
MHC-I glykoproteinech. Molekularni mechanismus zktizené prezentace doposud neni uspokojivé objasnén.
Uvazuji se dvé hlavni cesty - vakuoldrni a cytosolicka. Vakuolarni cesta predpokladd, Ze pohlcené antigeny
jsou nastépeny v endosomu pomoci protedz a nasledné naloZzeny na MHC-I. Cytosolicka cesta predpoklada,
Ze pohlceny antigen pronika z vacku do cytosolu, kde je nastépen v proteazomu. Odtud putuje bud do
endoplasmatického retikula (ER), kde je MHC-I naloZeno i pfi klasické prezentaci antigenu, nebo zpét do
endosomu, kam se masinérie nakladajici MHC-I pfesouva. Procesu se Ucastni proteiny z ER, véetné téch, které
spolupracuji na mechanismu ERAD, Rab GTPazy regulujici vackovy transport a struktury podilejici se na
maturaci endosomu. Zkfizenad prezentace ma sv{j vyznam z medicinského hlediska, jelikoZ aktivuje
CD8+ T lymfocyty proti intracelularnim patogenim a rakovinnym burnikdm a také navozuje toleranci na

periferii.

Klicova slova: Prezentace antigenu; Zktizenda prezentace; Dendriticka burika; MHC-I; CD8+ T lymfocyt



Abstract

Antigen cross-presentation is a process, when dendritic cells present exogenous antigens in context
of MHC-I to CD8+ T lymphocytes. Unlike classical antigen presentation, this one goes crosswise, because
exogenous antigens are otherwise usually presented on MHC-Il and endogenous antigens on MHC-I
glycoproteins. Molecular mechanism of cross-presentation has not been well established yet. Two major
pathways are considered - vacuolar and cytosolic. In the vacuolar pathway, the internalised antigens are
cleaved in the endosome by proteases and then loaded onto MHC-I. In the cytosolic pathway, the internalised
antigens leave the endosome to be cleaved by the proteasome in the cytosol. They are then imported into
the endoplasmic reticulum (ER) to by loaded onto MHC-I as in classical antigen presentation, or they go back
into the endosome where the MHC-I loading machinery is trafficked. This process is mediated by ER proteins
including those participating in ERAD, by Rab GTPases regulating vesicular transport, and by structures
important for endosome maturation. Cross-presentation is important in medicine, because it ensures
activation of CD8+ T lymphocytes against intracellular pathogens and cancer cells, and induction of tolerance

at the periphery.
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Abecedni seznam zkratek

AMK Aminokyselina
APC Antigen presenting cell, ve smyslu
profesiondlni antigen prezentujici

burika (typicky dendriticka burka,

makrofag)
ATPaza Enzym Stépici ATP
BCR B-bunécny receptor
Bam Beta2-mikroglobulin
CD# Cluster of differentiation, uziva se

pro oznaceni rliznych
povrchovych molekul leukocytt
CD#+/- Burika nese/nenese na svém

povrchu molekulu CD#

CGD Chronic granulomatous disease

cmv Cytomegalovirus

CPY* Karboxypeptiddza Y s bodovou
mutaci

CTL Cytotoxicky T lymfocyt

DAMPs Danger-associated molecular
patterns

DC Dendritic cell, dendriticka bunka

ER Endoplasmatické retikulum

ERAD ER-associated degradation

ERAP ER-aminopeptidaza

ERC Endosomalni recyklujici
kompartment

ERGIC ER-Golgi intermediate
compartment

ERp57 ER-protein 57, jedna se o protein-

disulfid-izomerazu
ExoA Exotoxin A

GA Golgiho aparat

GAP
GEF
GFP
GTPaza
HLA
IFN
IRAP
LPS
MHC
MR
NOX2
OVA

PAMPs

pDC
PDI

PLC
PRR
ROS

TAP

TLR

TCR

TfR
Ub

vi

GTPazu-aktivujici protein

GTP exchange factor

Green fluorescent protein

Enzym Stépici GTP

Human leukocyte antigen
Interferon

Insulin-regulated aminopeptidase
Lipopolysacharid

Major histocompatibility complex
Manosovy receptor
NADPH-oxiddza 2

Ovalbumin, protein ¢asto
pouzivany jako modelovy antigen
pro zkfizenou prezentaci
Patogen-associated molecular
patterns

Plasmacytoidni DC
Protein-disulfid-izomerdaza
Peptide loading complex

Pattern recognition receptor
Reactive oxigen species, kyslikové
radikaly

Transporter associated with
antigen proccesing

Toll-like receptor

T-bunécny receptor
Transferrinovy receptor

Ubikvitin



1 Uvod

Tato bakaldrska prace pojedndvd o molekularnich mechanismech procesu tzv. zkfizené prezentace
antigen( a jejim fyziologickému vyznamu. UpIné a podrobné pojednéni o zkfizené prezentaci by vydalo jisté
na péknou knihu. Nezasvécenému se na prvni pohled musi zdat, Ze preci nemuze byt toliko zndmo o bunééném
procesu, o jehoz existenci sotva zaslechl. Opak je vSak pravdou. Nenaleznete zde tudiz kapitoly o problematice
samotnych dendritickych bunék, o jejich lidskych a mysich podtypech, ani o jejich maturaci, k niz dochazi po
stimulaci pattern recognition receptor(.. Proces zkfizené prezentace zasahuje do nékolika bunécnych
kompartmentl, vyZaduje zapojeni spousty proteinovych faktorl a jeho pribéh je ovlivnén tuctem
proménnych. Mnohé kfiZzovatky jsou dosud zastfeny mlhou a existuje vice nazord na jednu véc. V této praci se
tedy nesnazim téma zkfiZzené prezentace pojmout v jeho Uplnosti, ale vybirdm si uzsi problematiku, ktera je

v soucasné dobé obestfena nejasnostmi.

1.1  Vyznam prezentace antigenu v kontextu imunitniho systému

Imunitni systém sestdva z ¢asti adaptivni a vrozené. Vrozend, nebo téz neadaptivni, imunita je
utvarena radou bunék jako jsou NK bunky, bazofily, eozinofily, zirné buriky, fagocytujici neutrofily,
dendritické buriky (DC) a makrofagy. Déle jsou k neadaptivni imunité rfazeny bariéry branici prostupu
patogenl a rozpustné faktory jako komplement ¢i cytokiny (Cruvinel et al., 2010). Jednim z daleZitych Gkol(
fagocytl vrozené imunity je vhodnym zplGsobem predkladat (prezentovat) nebezpeéné pohlcené antigeny
(antigen je obecné struktura proti niz mohou byt vytvoreny protilatky, ne nutné je tudiz nebezpecny)
bunikdm adaptivni ¢asti imunitniho systému - hlavné T lymfocytiim, a tim je aktivovat (tzn. spustit jejich
diferenciaci a klonalni expanzi) (lwasaki & Medzhitov, 2015). Toho jsou schopné makrofagy a zejména DC,
spolecné oznacované jako profesiondlni antigen-prezentujici buriky (APC).

Ze se jedna o antigeny potencidlné nebezpecné, rozpoznava neadaptivni imunita pomoci pattern
recognition receptor( (PRR), které jsou specifické napriklad pro bakterialni lipopolysacharidy, ¢i virovou
DNA. Kromé téchto tzv. pathogen-associated molecular patterns (PAMPs), mohou byt signalem nebezpedi i
danger-associated molecular patterns (DAMPs) - struktury spojené s poskozenim vlastnich tkani, napf. ATP Ci
jiné nukleosidy a DNA vazebné proteiny. Kromé strukturnich motivi miZe byt rozpoznana také nebezpecnd
¢innost a efekty virulencénich faktord, jako je formace pérl v membrané bunék, ¢i enzymatické aktivity
nékterych alergend.

Pokud fagocyt zaznamena pfitomnost PAMPs ¢i DAMPs, zvysi se jeho aktivita, mnohem efektivnéji
pohlcuje vzorky svého okoli, vystavuje pfitomné proteiny na MHC glykoproteinech, exprimuje kostimulacéni
molekuly a produkuje cytokiny. Typ PRR, které jsou aktivovany, urcuje, jakym konkrétnim zplsobem se

aktivuje APC a nasledné jak konkrétné se polarizuje imunitni odpovéd, pricem? zalezi také, v jaké casti



organismu byly antigeny zachyceny. Dendritické buriky se déli na fadu subpopulaci a predpoklada se, ze
kazda je schopna aktivovat T lymfocyty trochu jinak.

Pfi setkani dendritické bunky s T lymfocytem, ktery je specificky pro antigen vystaveny na jejim
povrchu dochazi k tésné interakci téchto dvou bunék - utvafi se imunologicka synapse (Dustin, 2014).
Soucdsti imunologické synapse jsou molekuly antigen specifické, adhezni a kostimulaéni. T lymfocyt se vaze
svym T-bunécnym receptorem (TCR) na komplex MHC-antigenni peptid, kostimula¢ni molekuly jako CD80,
CD86 a mnohé dalsi se propojuji se svymi protéjsky na T lymfocytu (CD28 aj.). Cytokiny jako IL-12 a IL-2 hraji
roli nejen v aktivaci T lymfocytu, ale také v ndsledné diferenciaci do konkrétniho bunécného podtypu.
Vhodna prezentace antigenu spociva tedy v poskytnuti vSech t¥i typl signalt - MHC-peptid komplex,
kostimulaéni molekuly, cytokiny. Pokud lymfocyt nedostane potfebné signaly, nedochazi k aktivaci a je
naopak umléen. Timto zplsobem je zajisténo, Ze aktivovany jsou pouze ty lymfocyty, které jsou pravé
potfeba (co do specifity). Prezentace antigenu je tedy zasadni proces, jimZ vrozend imunita predava zpravu

imunité adaptivni.

1.2  Antigen-prezentujici a rozpoznavajici bunky

Aby burika mohla prezentovat antigeny ze svého okoli burikdm imunitniho systému, musi na svém
povrchu nést MHC glykoproteiny, které jsou v komplexu s peptidy rozpozndvany prostiednictvim TCR. MHC-|
glykoproteiny nesou na svém povrchu vsechny jaderné buriky a prezentuji na nich své vnitfni antigeny
(Obr. 1) (Goldberg & Rizzo, 2015a). UmoZiuji tak imunitnimu systému kontrolu nad svym vnitfnim obsahem.
Fragmenty z proteinl exprimovanych uvnitf burniky se objevuji na povrchu v komplexu s MHC-I a jsou
rozpozndvany cytotoxickymi T lymfocyty (CTL, efektorové stadium CD8+ T lymfocytu, kdy CD8 je koreceptor
uplatnujici se pfi vazbé na MHC-I), jednou z hlavnich vykonnych sloZzek adaptivni imunity (Andersen et al.,
2006).

PakliZe je bunka napadena intraceluldrnim patogenem, ¢i nadorové transformovana, projevi se to na
skladbé peptid(l prezentovanych na jejich MHC-I molekulach. To rozpozna CTL a buriku usmrti. Schopnost
zabit télni bunky, jenZ predstavuji riziko pro zbytek organismu, je velmi dlleZita. Timto zplsobem je
eliminovano Sifeni virové Ci intracelularni bakteridlni ndkazy nebo bujeni nadoru. Na druhou stranu to
predstavuje i potencidlné nebezpecny mechanismus, pokud CTL omylem zautoci na zdravé a pro télo
nezbytné bunky, jako jsou tfeba B buriky slinivky brisni produkujici inzulin. Jejich prostfednictvim tak vznikaji
mnoha autoimunitni onemocnéni nebo opozdéné alergické reakce (hypersenzitivita IV. typu).

Aktivita CTL musi byt proto dobfe regulovana a CTL rozpoznavajici vlastni antigeny jsou efektivné
eliminovany jednak pfi jejich vyvoji v brzliku a nasledné i na periferii. K jejich aktivaci, jenz zahrnuje
diferenciaci z naivniho CD8+ T lymfocytu na CTL a vyznamnou klonalni expanzi, je tfeba APC, typicky DC. Ta
pohlti a v lymfatickych uzlinach ¢i sleziné vhodné predlozi antigen, k némuz je naivni T lymfocyt specificky. Az

pak muze CTL zautocit na buriky, jenZ na svém povrchu nesou stejny komplex MHC-I-peptid, jako nesla DC. K



zabiti bunék vyuzivaji CTL nékolika mechanism(. Jednak lysosomalnich vackl s obsahem cytotoxickych latek
granzymU a perforin(. Dale CTL exprimuji Fas ligand, ktery po vazbé na Fas receptor cilové burnky vyvola
apoptézu. Zaroven CTL produkuji pfi stimulaci TCR cytokiny jako TNFa, jenz pti vazbé na receptor opét
spousti apoptdzu, a IFNy, ktery stimuluje prezentaci na MHC-I a expresi Fas receptoru.

MHC-II glykoproteiny nesou konstitutivné pouze APC a jsou na nich prezentovany peptidy
pochazejici z vnéjsiho prostredi (Obr. 1) (Goldberg & Rizzo, 2015a). Mezi APC fadime makrofagy, DCa B
lymfocyty, ale také Langerhansovy buriky (DC klzZe) a Kupferovy bunky (jaterni makrofagy). Nékteré buriky
maji schopnost zménit se v APC za stimulacnich podminek. V zanétlivém prostfedi jsou tohoto schopny
nékteré epitelialni buriky. B lymfocyty jsou co do béznych APC nejméné prozkoumany. Molekuly MHC-II na
jejich povrchu slouzi mimo jiné i k vlastni aktivaci B lymfocytd. MHC-II molekuly rozpoznavaji CD4+ T
lymfocyty, souhrnné oznacované jako pomocné T lymfocyty (CD4 je opét koreceptor podilejici se na vazbé k
MHC-I). Pomocné T lymfocyty jsou na rozdil od CTL velmi Sirokou skupinou T lymfocytl s rozmanitymi
funkcemi podminénymi produkci odlisnych cytokinl (Abbas et al., 1996). Zjednodusené se vSak da fict, Ze
jejich roli je vskutku napomahani imunitni odpovédi. Jejich prostfednictvim jsou diferencovany, aktivovany,
Ci ve své funkci podporovany nebo naopak potladovany efektorové lymfocyty (CTL a B lymfocyty produkujici

protilatky) stejné tak jako samotné APC a dalsi pomocné T lymfocyty.

CD4* Tlymfocyt

Exogenni protein

a

CDs* Tlymfocyt
~y

\

Proteazom

Cytosolické &i
jaderné proteiny

J

Obr. 1: Mechanismus klasické MHC-I prezentace (a) a MHC-II prezentace (b) (pfevzato a upraveno z Neefjes et al., 2011)
(a) Endogenni proteiny jsou degradovany v proteazomu, vzniklé peptidy nasedaji v ER na MHC-I, odkud jsou spole¢né
transportovany na bunécny povrch, kde je rozezna CD8+ T lymfocyt. (b) Exogenni proteiny jsou pohlceny, v proteolyticky
aktivnich endosomech nastépeny, nalozeny na MHC-Il a spolecné vystaveny na bunécném povrchu, kde je rozpozna CD4+
T lymfocyt.



Oproti témto klasickym cestam prezentace antigenl ovsem existuji vyjimky. CD8+ T lymfocyty totiz
nejsou schopny rozpozndvat antigenni peptidy na MHC-II, jejich CD8 koreceptor umoznuje interakci jediné s
MHC-I. Pfitom musi byt pomoci APC aktivovany drive, nez diferencuji na efektorové CTL. APC sice nesou oba
typy glykoproteint (MHC-1 i MHC-II), ponévadz jsou jadernymi burikami, ale béZznou cestou antigenni
prezentace by se na MHC-I nemély dostat Zzadné antigeny pochazejici zvendi. Prakticky by tak mohly byt
aktivovany jediné CTL specifické k vnitfnim antigenm z APC. V ptipadé, Ze by sama APC byla nakazZena
intracelularnim patogenem, tento mechanismus by byl dostacujici. V fadé pripadl vsak patogen infikuje
pouze urcité tkané a APC nikoliv. Také nadory mohou byt odvozeny od spousty jinych télnich bunék. Proto
existuje takzvana zktizend prezentace antigenu, kdy se na MHC-I glykoproteinech mohou objevit antigeny z
vnéjsiho prostredi (Joffre et al., 2012). Z analogického dlvodu, kvili aktivaci pomocnych T lymfocytd, se na

MHC-Il mohou vyskytnout antigeny vnitfni, coZ je zaloZeno na procesu autofagie.

1.3 MHC-I

Podivejme se nyni blize na jednotlivé molekularni slozky Gcastnici se prezentace antigent. MHC je
zkratka z anglického vyrazu major histocompatibility complex, ktera byla zavedena béhem transplantacnich
experiment(, pro genovou oblast odpovédnou za odmitnuti transplantatu prijemcem. V dnesni literature se
vsak pouZiva pro oznaceni prislusné genové oblasti i samotnych proteind. Lidské MHC proteiny jsou bézné
oznacovany také zkratkou HLA (human leukocyte antigen). Jsou kddovany na kratkém raménku Sestého
chromozomu spolecné s dalSimi imunologicky vyznamnymi proteiny jako je TAP1, TAP2, C2 a C4a
komplementu, TNF a jiné (The MHC sequencing consortium, 1999).

Geny pro HLA jsou extrémné polymorfni v rdmci populace (Goldberg & Rizzo, 2015a). Kazdy jedinec je
vybaven tfemi typy klasickych HLA-I: HLA-A, HLA-B, HLA-C, a nékolika neklasickymi. Od klasickych HLA-I jsou
znamy tisice raznych funkcnich alel v populaci, je proto vysoce pravdépodobné, Zze na kazdém chromozomu
se u jedince nachazi jing, ten je pak vybaven 6 rliznymi HLA-I. Tato variabilita je velmi ddlezita, nebot se tyka
prakticky vyhradné oblasti, kterd se podili na vzniku vazebného Zlabku, kam se vaZou antigenni peptidy. Cim
vice rliznych ZlIabka, tim spis bude vystaven antigenni peptid patogenu a imunitni systém proti nému muze
zasahnout. Vysoky polymorfismus HLA tak zajiStuje nejen imunitu jedince, ale celé populace. Podobné je to

pro HLA-II.

1.3.1 Exprese a skladani MHC-I

Geny HLA-I jsou exprimovany u vSech jadernych bunék. Jedna se o membranoveé vazané glykoproteiny
a k jejich skladani tak dochazi v endoplasmatickém retikulu (ER). Je to sloZity proces, ktery vyZzaduje
pritomnost mnohych chaperoni: kalnexinu a kalretikulinu (chaperony lektinového typu), ERp57 (thiol-
oxidoreduktaza patfici mezi protein-disulfid-izomerazy) a tapasinu (Obr. 2) (Wearsch & Cresswell, 2008). Po

translokaci do ER tézky retézec MHC-I asociuje s kalnexinem prostiednictvim oligosacharidu a s



oxidoreduktazou ERp57, ktera je propojena s kalnexinem. Dochazi ke sbaleni a nasledné propojeni s
invariantnim beta2-mikroglobulinem (B.m). Poté se misto kalnexinu pfipojuje kalretikulin, tapasin a utvafi se
tzv. peptide loading complex (PLC), v prekladu komplex nakladajici peptid. Jeho soucasti je kromé jiz
zminénych molekul transportér asociovany se zpracovanim antigenu 1 (TAP1) a TAP2, které spolec¢né utvari
transportni kanal pro peptidy generované v cytosolu proteazomem, a téZ aminopeptiddzy ERAP1 a ERAP2,

které prichozi peptidy upravuji na vhodnou délku. PLC zajistuje nasednuti vhodného peptidu do zlabku HLA-I.

LUMEN ER

ERAAP/
ERAP1

CYTOSOL

Obr. 2: Skladani MHC-I molekul v endoplasmatickém retikulu (pfevzato a upraveno z Wearsch & Cresswell, 2008)

CNX = kalnexin; HC = tézky fetézec MHC-I; Bam = invariantni beta2-mikroglobulin; CRT = kalretikulin; ¢ervené kulicky se
"stopkou" = antigenni peptidy, pficemz "stopka" znazorriuje aminokyselinovy uUsek, jenz musi byt pred nasednutim do
ZIdbku MHC-I odstranén

Bunécné proteiny, které jsou poskozené (i jiz nejsou potreba, jsou oznacovany retizky ubikvitinu a
rozpoznany a degradovany proteazomem. Proteazom je multipodjednotkovy komplex, jehoz jednotlivé
podjednotky se podili na rozpoznani, vazbé, rozloZeni a enzymatické degradaci substratovych protein(
(Goldberg & Rizzo, 2015b). Nékteré podjednotky proteazomu mohou byt za stimulaénich podminek (IFN
gama) vymeénény a vznika tzv. imunoproteazom, ktery generuje odlisné peptidy nez proteazom bézny.
Zvysuje se tak Sance, Ze néktery z peptidl bude rozpoznan T lymfocyty. Peptidy z proteazomu jsou dlouhé
okolo 9 aminokyselin (AMK) a uvnitf ER jsou dale zastfizeny na délku 8-10 AMK aminopeptidazami ERAP1 a
ERAP2. Rlzné peptidy transientné asociuji s HLA-I a az néktery vytvofi dostatecné stabilni komplex, je HLA-I
kompletni. Peptid musi byt pfichycen do Zlabku dost silné, aby v ném vydrzel transport a pobyt na bunécném
povrchu. Pouze spravné slozené a nalozené molekuly HLA-I se pfesouvaji do Golgiho aparatu (GA), kde

dochazi k jejich dalsi glykosylaci a naslednému transportu na plasmatickou membranu.



1.3.2  Struktura HLA-I

Vsechny klasické HLA-I tvofi heterodimery s B.m (Bjorkman et al., 1987). Jejich fetézec oznacovany
téZzky prostupuje jedenkrat membrdnu, zatimco B.m cely komplex stabilizuje, aniz by sam zasahoval do
membrdany. Extracelularni ¢ast tézkého retézce je tvorena tfemi doménami al, a2 a a3 (viz Obr. 3). Domény
al a a2 jsou si velmi podobné. Navzajem spolu interaguji a utvari vazebny Zlabek. Doména a3 je si naopak
velmi podobna s Bam. Obé jsou to klasické imunoglobulinové domény, které mizZeme pozorovat napfiklad v
molekuldch protilatek. Vazebny 7labek je dlouhy 25 A a Siroky 10 A. Jeho dno je tvofeno B-listy, okraje pak a-
helixy. Vystavovany antigen interaguje s aminokyselinovymi zbytky a-helix(i a B-listli - musi byt se Zlabkem
komplementarni. Antigen vSak nemusi nutné interagovat se vSemi aminokyselinovymi zbytky Zlabku, proto

jedno konkrétni HLA-I (napf. urcita alela HLA-A) dokaZe nést skupinu rGznych antigend.

HLA-II

a2

Povrch APC

Povrch jaderné bunky

Obr. 3: Schematicka struktura HLA-I (a) a HLA-II (b) molekul (pfevzato a upraveno z Wieczorek et al., 2017); uprostied
stuzkovy model vazebného zlabku HLA-I (c) (pfevzato z Bjorkman et al., 1987); N = znaci N-konec proteinového retézce;
Zluty trojuhelnik = antigenni peptid ve vazebném Zlabku; spirala = a-helix; Sipka = B-fetézec; tenci linie = smycky

1.4 MHC-II

Lidské MHC-II jsou kddovany v oblasti kratkého raménka Sestého chromozomu, blize k centromefe
(Goldberg & Rizzo, 2015a). Klasické MHC-1I molekuly jsou oznacovany jako HLA-DR, HLA-DQ, HLA-DP.
Podobné jako HLA-I tvofi heterodimery, nikoli v8ak s invariantnim rfetézcem. Oba partnefi jsou kédovani zde,
oznacuji se jako geny A a B (HLA-DRA, HLA-DRB, atd.). Existuje mnoho alelickych variant téchto gent a pro
geny HLA-DRB se mUZe na chromozomu vyskytovat az pét funkénich lokusl. Vysledna struktura HLA-II je
podobna struktufe HLA-I. Pfi detailn&jsim pohledu je viak patrnych nékolik rozdild (viz Obr. 3). Obé HLA
molekuly heterodimeru prochdazeji membranou, protein A se skldda z domén al a a2, protein B z domén B1
a B2. Vazebny Zlabek je utvareny doménami al a B1 a je vice otevieny nez zlabek u HLA-I. Nakladané peptidy

proto mohou byt delsi nez 9 AMK a presahovat Zlabek.



1.4.1 Exprese a nakladani MHC-II antigennimi peptidy

Na MHC-II molekuldch jsou vystavovany prevazné peptidy pochdazejici zvendi, které nékterd z APC
pohltila prostfednictvim fagocytdzy, pinocytézy, receptorem zprostfedkované endocytdzy, trogocytézy, i
pohlcenim exosomU (Goldberg & Rizzo, 2015b). V pfipadé B lymfocytl jsou vnéjsi struktury zachytavany B
receptorem a internalizovdny spolecné s nim receptorem-indukovanou endocytézou. Dendritické buriky a
makrofagy zachycuji kromé patogen( také apoptoticka téliska, fragmenty z nekrotickych bunék a ¢astice
opsonizované protilatkami ¢i komplementem. Zdrojem endogennich peptidll mohou byt autofagosomy. Ve
vsSech pripadech se antigenni proteiny dostavaji do endosomu. Jejich zrani je aktivovano PRR jako jsou Toll-
like receptory (TLR), které rozpoznaji pfitomnost urcitych PAMPs ¢i DAMPs. Endosomy pak splyvaji s
lysosomy, které obsahuji peptidazy (aminopeptidazy, karboxypeptidazy, cathepsiny) a vznikd pozdni
endosom, nebo téz fagolysosom. Peptidazy nastépi proteiny na peptidy asi 25 AMK dlouhé, dale jsou
zastfizeny na délku 14 - 15 AMK. V pozdnim endosomu, ozna¢ovaném jako MIIC kompartment, pak dochazi k
naloZeni vzniklych peptid( do Zlabku MHC-II.

MHC-II je sloZzeno v ER, pfesto nedochazi k naloZeni Zlabku endogennimi peptidy - tomu brani
invariantni gama retézec (li), ktery se k heterodimeru pfipojuje (Obr. 1) (Neefjes et al., 2011). Zaroven ho i
stabilizuje a navadi smérem do fagolysosomu. Ve fagolysosomu je pak invariantni gama retézec odstépen
cathepsinem B, ale ¢ast, ktera blokuje vazebny Zlabek, zGstava (oznacuje se jako CLIP). Vyménu CLIPu za
néktery z antigennich peptidd katalyzuji neklasické MHC-II molekuly jako HLA-DM, které umoznuji vyménu
CLIPu za peptid aniz by doslo k poskozeni struktury MHC-II. Teprve kdyzZ antigenni peptid vytvori s MHC-II

dostatecné stabilni komplex, mUzZe tento byt transportovan na bunécny povrch vackovym transportem.
2 Zkrizena prezentace antigenu - jaky je jeji fyziologicky vyznam?

2.1  Prvni zjisténi

Zkrizena prezentace antigend je proces, kdy jsou exogenni struktury (obvykle peptidy) prezentovany
na MHC-I glykoproteinech. Aktivace CD8+ T lymfocytl timto mechanismem se oznacuje jako zkfizena
aktivace (cross-priming). Zkfizena aktivace jako takova byla poprvé pozorovana pfi transplantacnich
experimentech jiz v 70. letech (Bevan, 1976). Dlouho vsak trvalo, neZ zacal byt koncept zkfizené prezentace
obecné pfijiman. NarusSoval tehdejsi predstavy o tom, jak jsou T lymfocyty aktivovany, pozdéji se viibec
nehodil do jednoduse oddélenych cest MHC-I a MHC-II prezentace (Bevan, 2006).

Proto aZ o dvacet let pozdéji bylo dokazano, ze tento mechanismus opravdu funguje (Reis e Sousa &
Germain, 1995). Na mysich modelech bylo nasledné zjisténo, Ze zkfizend prezentace hraje roli nejen pro
aktivaci, ale i navozeni tolerance u CD8+ T lymfocytl in vivo (Kurts et al., 1997, 1996). Kurts et al. zde vyuZili
modelovy antigen ovalbumin (OVA), jenZ byl membranové vazany exprimovan v transgenni mysi pod

inzulinovym promotorem jako autoantigen. Samice mysi exprimovala OVA v proximalnim tubulu ledvin, beta



burikach pankreatu a v brzliku. Po injekci OVA-specifickych CD8+ T lymfocytl byla detekovana jejich aktivace
ve spadovych uzlinach OVA-exprimujicich organa. Bylo zjisténo, Ze k aktivaci jsou nezbytné APC z kostni
diené. Téchto autoreaktivnich T lymfocytl vSak postupem ¢asu ubyvalo. Pfi jejich fyziologickych mnoZstvich

se vyvinul diabetes pouze u 1 z 12 mysi (jako disledek destrukce beta bunék pankreatu).

2.2  Zkfizené prezentujici bunky

Mezi APC, jejichz ukolem je pomoci zkfizené prezentace aktivovat CD8+ T lymfocyty, patfi zejména
DC (Kurts et al., 2001; Jung et al., 2002), nebot pravé jejich odstranéni brani procesu aktivace i tolerizace
CD8+ T lymfocytd. Nejedna se vsak obecné o viechny typy DC (Gutiérrez-Martinez et al., 2015). Nékteré
podtypy DC jsou in vivo schopny zkfiZzené prezentovat Iépe za béznych nezdnétlivych podminek, jiné naopak
vyzaduji zanétlivé podminky. Zktizené prezentujici podtypy DC jsou obvykle popisovany pomoci povrchovych
markeru jako CD8a+ ¢i CD103+, dosud vsak neni jasné, co konkrétné zplsobuje, Ze prezentuiji 1épe.

Vedle DC dovedou zkfizené prezentovat i dalsi télni bunky jako makrofagy, zirné burky i neutrofily,
tyto ale nejsou schopny aktivovat CD8+ T lymfocyty (Kurts et al., 2010). Také B lymfocyty disponuji
mechanismem zkfizené prezentace (Dasari et al., 2016), jeho in vivo role vsak neni dosud objasnéna. Zatim
se zd4, Ze B lymfocyty by mohly s DC pfi aktivaci CD8+ T lymfocytl spolupracovat. Dale je znamé, Ze jaterni
endotelidlni buriky dovedou pohltit exogenni antigeny pochazejici z potravy i stfevni mikroflory, zkfizené je
prezentovat a navodit viici nim toleranci u CD8+ T lymfocytl (Knolle et al., 2000). Co do fyziologického
vyznamu pfi zkfizené prezentaci in vivo jsou vsak nejlépe prostudovany DC a prakticky vSechny studie tykajici

se mechanismu zkfiZzené prezentace jsou proto provadény na nich.

2.3  Fyziologicky vyznam zkrizené prezentace DC

DC jsou tedy hlavnimi burikami, které mohou prostfednictvim zkfizené prezentace vystavovat na
MHC-I glykoproteinech antigenni peptidy pochdzejici zvenci a u CD8+ T lymfocytl tak navodit toleranci Ci
cytotoxickou aktivaci viic¢i nim. Cytotoxicka aktivita T lymfocytl je zasadni pfi eliminaci intraceluldrnich
patogenl a nadorovych bunék. Schopnost tolerance brani vzniku autoimunitnich onemocnéni a schopnost

jejiho navozeni je zdsadni pfi transplantacich.

2.3.1 Intracelularni patogeny - viry, bakterie, parazité

V ptipadé, Ze virus neinfikuje DC ale pouze urcitou tkan, CD8+ T lymfocyty nemohou byt aktivovany
béZnou MHC-I prezentaci (Rock et al., 1999). Samotné nakaZené tkanové bunky nejsou schopny CD8+ T
lymfocyty aktivovat, neb sice nesou MHC-I-peptid komplexy, ale chybi jim pfislusné kostimulacni molekuly.
Zkfizena prezentace exogennich antigend na MHC-I v dendritickych bunkach je tudiz prakticky jedinym
mechanismem, jak mGze byt CTL odpovéd' v tomto pfipadé generovana. Pfikladem muze byt virus Epstein-
Barrové, jenz infikuje zejména B lymfocyty a v nékterych pripadech zpUsobuje vznik nadorl (Bickham et al.,

2003). V ramci DC nebyla detekovana exprese virovych proteind, coz vylu¢uje moznost jejich nakazeni. V



primarni fazi infekce jsou latentni virové antigeny v umirajicich B lymfocytech pohlceny a zkfizené
prezentovany DC, které aktivuji CD8+ T lymfocyty. Ty ndsledné efektivné potlacuji rozvoj onemocnéni.

Nékteré viry disponuji mechanismy, jimiz brani klasické MHC-I prezentaci a snazi se tak uniknout
imunitnimu systému, kupfikladu lidsky cytomegalovirus (CMV). Ten dokaze pomérné vyrazné potlacit funkci
imunitniho systému, pficemz zasadni je naruseni funkce DC (Andrews et al., 2001). CMV mimo jiné vyrazné
negativné ovlivriuje schopnost DC aktivovat CD8+ T lymfocyty. Bylo zjisténo, Ze na aktivaci CD8+ T lymfocyt(
specifickych proti CMV se proto podili nenakazené DC, jenzZ pohlti antigeny zvendi a prostiednictvim zkfizené
prezentace je vystavi na svém MHC-I (Busche et al., 2013). Zkfizena prezentace hraje vyznamnou roli i
béhem mnohych dalsich virovych onemocnénich, a¢ pravdépodobné ne tak vylucnou, jako ve vyse
zminénych. Ptikladem zde muZe byt virus chfipky (Ballesteros-Tato et al., 2010).

Z bakteridlnich onemocnéni se jedna napfiklad o tuberkuldzu, zpisobenou patogenem
Mycobacterium tuberculosis (Tzelepis et al., 2015). Ten ukryty uvnitf makrofagl unika protilatkam,
komplementu i fagocytim. Pokud vSak nakaZend burika zahyne apoptdzou, DC ji pohlti a zkFizené aktivuje
CD8+ T lymfocyty, jenz mohou nésledné zlikvidovat zbytek nakazenych bunék spolecné s infekci. Existuji také
mnohobunécni intraceluldrni parazité, viici nimZ je zkfizena prezentace vyznamnym obrannym

mechanismem, napfiklad Chlamydia trachomatis (Steele et al., 2004).

2.3.2 Tolerance

Vyznam zkfiZzené prezentace pro navozeni tolerance u CD8+ T lymfocytd byl po objevu na
transgennim modelu mysi (viz vySe) ukdzan i na skutecném fyziologickém autoantigenu (Luckashenak et al.,
2008). DC indukuji toleranci u CD8+ T lymfocytl zejména v pripadé, kdy nejsou stimulovany k maturaci
(Redmond & Sherman, 2005) prostiednictvim PRR, zanétlivych cytokin( ¢i jiz aktivovanych T lymfocyta.
Tehdy DC exprimuji malo kostimulaénich molekul a CD8+ T lymfocyty tak neobdrZi dostatecné silny aktivacni
signal. Nasledné dochazi k jejich deleci, ¢i anergii, kdy sice v téle zUstavaji, ale na antigeny nijak nereaguji.
Pro navozeni tolerance je rovnéz dlileZita abundance pfislusného antigenu. Pokud se antigen vyskytuje v téle
ve velkém mnozZstvi a po dlouhou dobu, u CD8+ T lymfocytl je navozena tolerance. V nékterych pfipadech
vSak tento mechanismus evidentné selhdva a DC namisto tolerance indukuji rozvoj autoimunitniho
onemocnéni. Typickym prikladem je diabetes | typu, kdy jsou prostfednictvim CTL, aktivovanych zkfizenou
prezentaci, zlikvidovany B buriky pankreatu jenZ produkuji inzulin (de Jersey et al., 2007). A konecné, v
pfipadé transplantaci je zktizend aktivace CD8+ T lymfocytl dlleZitym mechanismem podilejicim se na
odvrzeni transplantatu (Sutherland et al., 2011). Pokud by bylo mozné zde uplatnit poznatky z fyziologické

tolerogenni ¢innosti DC, mohly bychom transplantat pred utokem CTL specificky ochranit.



2.3.3 NAadorova onemocnéni

CD8+ T lymfocyty zkfizené aktivované vic¢i nddorovym antigentim jsou zédsadni pro likvidaci
nadorovych bunék (Huang et al., 1994). Samotné nadorové bunky T lymfocyty aktivovat nemUzZou. Jejich
fragmenty musi byt pohlceny DC v ramci spadovych lymfatickych uzlin a vystaveny na MHC-I. Avsak v
mnohych pfipadech organismus nevytvari dostatecné silnou CTL odpovéd a nadorové onemocnéni se rozviji.
Dalo by se fict, Ze v fadé aspekt( je bujici nador pfilis podobny nasemu organismu, antigeny jsou pfitomny
trvale, soucasné se nevyskytuji znamky zanétu ¢i patogent, a misto aktivace je u tak T lymfocytl navozena
tolerance (Lyman et al., 2004).

Je zfejmé, Ze vyznam zktiZzené prezentace v ramci imunitniho systému je velky, a proto je dodnes
velmi intenzivné studovana. Kvalitni porozuméni jejimu mechanismu by mediciné poskytlo novy pfistup, jak
|é¢it autoimunitni onemocnéni, rakovinu i efektivné transplantovat orgdny bez nutnosti celkové
imunosuprese. BohuZel i presto jak dlouho se zkfizené prezentaci nejriiznéjsi védecké skupiny vénuji,
kompletni molekularni mechanismus stale neni objasnén. V ndasledujicich kapitolach se pokusim shrnout, co

je o molekuldarnim mechanismu zkfizené prezentace doposud zndmo.

3 Zakladni molekularni mechanismy zkfizené prezentace

Jiz nékolikrat bylo zminéno, Ze principem zkfizené prezentace je vystavit antigenni peptid pochazejici
z extracelularniho antigenu na MHC-I. Aby k tomuto doslo, je zfejmé, Ze antigen musi byt nejprve nastépen
na peptidy o vhodné délce a ty se musi navazat na MHC-I molekuly. Principialné existuje mnoho variant, jak
by k né¢emu takovému mohlo dojit, dnes je vSak obecné prijiman koncept dvou hlavnich intraceluldrnich
cest, kterymi zktizenda prezentace mUiZze probéhnout - tzv. cytosolickou ¢i vakuolarni cestou. Prvnim
spolec¢nym krokem je vzdy internalizace antigenu zvendi. Cesta cytosolickd je pak charakteristicka vystupem
antigenu z fagosomu do cytosolu, kde dochazi k degradaci prostfednictvim proteazomu. Cesta vakuolarni
naopak vystup antigenu z fagosomu neuvazuje, dle ni pfimo ve fagosomu dochazi k nastépeni na peptidy a
jejich naslednému navazani na MHC-I. Cytosolicka cesta je v posledni dobé délena jesté na dva podtypy dle
mista, kde vzniklé peptidy nasedaji na MHC-I. "ER cesta" predpoklada naloZeni v rdmci ER, zatimco
"fagosomalni/endosomalni cesta" uvazuje naloZeni ve fagosomu/endosomu, kam jsou nezbytné

komponenty z ER dopraveny.

3.1 Cytosolicka cesta zkrizené prezentace

Prvni dikaz existence cesty fagosom —> cytosol a v souvislosti tedy i moZnosti, Ze by skute¢né mohla
existovat cytosolicka cesta zkfizené prezentace, byl podan v roce 1995 (Kovacsovics-Bankowski & Rock,
1995). V roli antigenu zde vystupuje inhibitor ribosomalni proteosyntézy Gelonin konjugovany s agarosovymi

kulickami. Po pohlceni kuli¢ek s Geloninem makrofagy doslo k zablokovani translace. A nebot pro zastaveni
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translace je tfeba pfimé interakce mezi Geloninem a ribosomy, z vysledk( vyplyva, Ze kulicky s Geloninem se
z fagosomu musely dostat do cytosolu (Kovacsovics-Bankowski & Rock, 1995).

Po tomto objevu je nasnadé varianta, Ze pohlcenému antigenu, ktery pronikl do cytosolu, by
nemuselo nic branit v napojeni se na dobfe prozkoumanou cestu klasické MHC-I prezentace. Ve snaze tuto
variantu ovérit vznikla fada studii. Obvykle jsou zaloZeny na umléeni exprese Ci inhibici molekul, které hraji
dulleZitou roli pfi klasické prezentaci na MHC-I. Pokud se cesta zkfiZzené prezentace na klasickou MHC-I
prezentaci napojuje, méla by byt rovnéz ovlivnéna umléenim exprese/inhibici téchto struktur.

Kovacsovics-Bankowski et al. v tomtéZ ¢lanku pisi (Kovacsovics-Bankowski & Rock, 1995), Ze zkfizena
prezentace antigenu byla narusena pfi inhibici proteazomu, umléeni gent pro TAP1/TAP2 a pfi aplikaci
Brefeldinu A, ktery narusuje sekreéni drahu. Z téchto vysledkd byla vyvozena zakladni koncepce cytosolické
cesty zktizené prezentace, kdy pohlceny antigen opousti fagosom, je degradovan proteazomem, pomoci TAP
transportovan do ER, kde je naloZzen na MHC-I, a nasledné v komplexu MHC-I-peptid exportovan na bunéény

povrch.

3.1.1 Vyznam TAP

Vyznam TAP byl zahy potvrzen téz in vivo, kdy DC izolované z mysi s nefunkéni TAP nebyly schopné
zkfizené prezentovat (Huang et al., 1996). Vyznam TAP pro zkfizenou prezentaci vSak nemusi byt tak ziejmy,
jak se zpocatku zdalo. Je dulezité si uvédomit, Ze pokud TAP nefunguje, MHC-I molekuly nemohou byt ani
klasicky nakladany a transportovany na bunécny povrch (Van Kaer et al., 1992). Dnes je stale jistéjsi, ze
vyznamnym zdrojem MHC-I molekul pro zkfizenou prezentaci mohou byt MHC-I recyklované z bunécného
povrchu. Naruseni zkfiZzené prezentace pii umlceni exprese TAP tak mizZe byt pouze disledkem nefunkénosti
klasické MHC-I drahy jako takové.

Tuto variantu dokumentuje prace z roku 2011, kde bylo ukazano, Ze pfi obnoveni plvodniho
mnozstvi MHC-I na bunééném povrchu u TAP deficientnich dendritickych bunék je zkfizena prezentace
cytosolickou cestou (tzn. zavislou na proteazomu) opét zcela funkéni (Merzougui et al., 2011), pouze vsak
tehdy, pokud je plvodni antigen fagocytovan. Jedna-li se o antigen solubilni, ktery je pohlcen skrze
receptorem indukovanou endocytézu, dosazeni bézného mnozstvi povrchovych MHC-I molekul jeho
zkfizenou prezentaci neobnovi. Navic je zkfiZzena prezentace takového antigenu pfi umlceni exprese TAP
zcela zablokovana, kdezto u fagocytovanych antigen( je pouze snizena jeji intenzita. Z téchto vysledkl
vyplyva, Ze mechanismus zkfiZzené prezentace je vyznamné ovlivnény typem antigenu, respektive zplisobem
jeho pohlceni.

Solubilni antigen v endosomu je na TAP zcela zavisly a inhibici katepsinu S je ovlivnén jen malo. Je
tudiz mozné, Ze solubilni antigen primarné putuje do cytosolu a pro nalozeni na MHC-1 do ER, kdeZto
partikularni antigeny ve fagosomu mohou byt naloZeny rovnou tam vakuolarni cestou. Ponékud matouci je

fakt, Ze nejen inhibice katepsinu S, ale také zablokovani proteazomu vyrazné (asi na ¢tvrtinu) snizilo
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efektivitu zkfizené prezentace fagocytovanych antigen(. Paklize se tedy oba mechanismy (jak Stépeni ve
fagosomu, tak v proteazomu) vyznamné podili na zpracovani téchto antigen(l, musi nejspisS existovat zpUsob,

jak dopravit jiz nastépené antigeny z cytosolu zpét do fagosomu bez potreby TAP transportéru.

3.1.2 Vyznam proteazomu

Zapojeni proteazomu do procesu zkfizené prezentace je ovérovano pouzitim jeho inhibitor(. Existuje
vsak podezfeni, Ze naruseni zkfizené prezentace pfi jeho inhibici nemusi byt pfimym dlsledkem zapojeni
proteazomu, ale disledkem nedostatku ubikvitinu (Ub). Pokud je zablokovan proteazom, budou se totiz
hromadit ubikvitinylované proteiny oznacené takto pro degradaci. Ub se Ucastni téZ modifikace histona a pfi
jeho nedostatku muizZe dochazet k deubikvitinylaci a zméné genové exprese, kterd nakonec mdze byt tim, co

ovlivni priibéh zktizené prezentace (Dantuma et al., 2006).

3.1.3 Cestaz fagosomu do cytosolu

Model cytosolické cesty zkfizené prezentace je postaven na faktu, Ze obsah fagosomu se musi dostat
do cytosolu. Jak k tomu ale dochazi? Objevilo se nékolik teorii, mezi nimi napf. varianta prasknuti fagosomu,
ktera je ovSem vyrazné nefyziologicka. Takovyto proces by pravdépodobné spustil u DC apoptdzu (Wang et
al., 2013). Mnohem pravdépodobnéjsi je varianta, Zze na membrany fagosom se dostava néjaky proteinovy
komplex, ktery unik proteind z fagosomu umoziiuje. Vzhledem k tomu, Ze dochazi ke splyvani fagosoma s
membranami z ER (Guermonprez et al., 2003), zda se pravdépodobné, Ze onen proteinovy komplex by mohl
pochazet rovnézZ odtud.

V ER jeden takovy komplex je, u€astni se procesu ozna¢ovaného jako ER-asociovanda degradace
(ERAD). Proteiny v ER, které se nezvladnou sloZit do nativni konformace, jsou mechanismem ERAD
exportovany vné ER, do cytosolu, oznaceny Ub a degradovany proteazomem. Je to velmi duleZity proces,
nebot pokud by Spatné sbalené proteiny nemohly z ER uniknout, hromadily by se zde a brzy zacaly pusobit
na buriku toxicky. Proteinovy komplex téchto vlastnosti je presné to, co by fagosom potreboval k dopravé
antigent ze svého nitra do cytosolu.

Ve velmi recentnim ¢lanku bylo ovéreno, Ze ERAD hraje pfi zkfizené prezentaci vyznamnou roli,
konkrétné jeho slozka Sec61 (Zehner et al., 2015). Administrace inhibitori ERAD procesu (ExotoxinA a
Eeyarestatin |) zpUsobila vyrazné a specifické naruseni zkfizené prezentace OVA u DC, konkrétné doslo k
naruseni prenosu antigen( z endosomu do cytosolu, zatimco béznd MHC-I, MHC-II prezentace, ani mira
pohlceni antigenu nebyly ovlivnény. Posléze bylo tedy zjistovano, které ze znamych komponent ERAD
masinérie hraji roli pfi zkfizené prezentaci. Umléeni exprese Sec61 (respektive jeho alfa ¢i gama
podjednotky) zplsobilo vyrazné a specifické naruseni zkfizené prezentace. Sec61 je translokon, ktery se
Ucastni nejen ERAD procesu, ale rovnéz je zcela zasadni pro zakladni transportni mechanismus ve sméru do

ER (Rapoport, 2007). Umléeni exprese takového proteinu ma pochopitelné fadu dasledk (t.j. mdze mit
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pleiotropni efekt). Zehner et al. vSak vyznam Sec61 translokonu pro zkfizenou prezentaci, a konkrétné pro
export jak solubilnich tak partikularnich antigent do cytosolu, elegantné prokazali. Velmi presvédcivym
dlikazem bylo zablokovani zkfizené prezentace, kdyz donutili Sec61 zlstat v ER prostfednictvim ER-retencni
sekvence a necestovat do endosom(, aniz by tim jakkoliv narusili jeho translokaéni funkci v ER.

Ze se Sec61 na membranach fagosom@/endosomd obsahujicich antigeny opravdu vyskytuje a tudi?
muze fungovat tak, jak z vysledkd vyplyva, bylo jiz znamo drive (Ackerman et al., 2003). Nebylo vsak znamo,
jak se Sec61 na fagosomalni membrdnu dostava a Zehner et al. ukazali, Ze tento proces je zavisly na
signalizaci pres TLR. Pfitomnost Sec61 translokonu ve fagosomech/endosomech je tedy ovlivnéna
pritomnosti mikrobialnich struktur ve fagosomech/endosomech, které signalizaci skrz TLR iniciuji.

Zavérem lze Fici, Ze dnesni koncept cytosolické cesty se od plvodniho trochu lisi. Zastava transport
antigenu do cytosolu a jeho degradace proteazomem. Neni vsak jisté, kde dochazi k nalozeni antigenu na
MHC-I (Obr. 4). Ve hfe jsou kromé ER také endocytické kompartmenty, kam jsou komponenty PLC
dopravovany (Cebrian et al., 2011). Je pravdépodobné, Ze lokalizace naloZeni antigenu zaleZi na konkrétni
situaci, tzn. na typu antigenu, zpUsobu jeho pohlceni, konkrétni cytokinové situaci, typu DC a podobné (van

Endert, 2016).

3.2  Vakuolarni cesta

Prvni ¢lanek dokumentujici proces vakuoldrni cesty ukazuje, Ze ke zkfizené prezentaci antigenu
dojde v makrofazich zcela nezavisle na klasické MHC-I prezentaci a transportu sekre¢ni drahou mezi ER a GA
(Pfeifer et al., 1993). Bakterie exprimujici fuzni proteiny s OVA byly mysimi makrofagy fagocyticky pohlceny a
nasledné zkfizené prezentovany i pres inhibici klasické MHC-I prezentace cykloheximidem a uziti brefeldinu
A (inhibitor sekre¢ni drahy mezi ER a GA). Na snimcich z elektronového mikroskopu je vidét, Ze fagosomy
obsahujici bakterie zahy splyvaji s lysosomy a ani po hodiné nedoslo k viditelnému uniku bakterialnich
antigenu do cytosolu. Autofi ¢lanku navrhuji, Ze podobné jsou nejspis zpracovany téz dalsi antigeny
"¢asticového" charakteru jako savéi buriky Ci latexové kulicky konjugované s antigeny. Rezistence k
brefeldinu A naznacuje, Ze MHC-I molekuly pouZzité ke zkfizené prezentaci musi pochazet z kompartment(l v
sekre¢ni draze postavenych aZ za Golgiho aparatem. V Uvahu tedy ptichazi plasmatickd membrana,
endocytické a recyklujici kompartmenty. Clanek pracuje také s variantou zpétného vyvrhnuti zpracovanych
antigenu ven z buriky, kde by se mohly navazat na MHC-I, tato varianta vsak byla pozdé&jsimi pracemi
vyvracena.

Dalsi podobné zamérena prace byla zvefejnéna o tfi roky pozdéji (Song & Harding, 1996), opét na
makrofazich s vyuzitim OVA na latexovych kulickach, ¢i exprimovaného v bakteriich. Kromé zablokovani
proteazomu a drahy ER-GA, které nevedlo k naruseni zkfizené prezentace, byla umlcena také exprese TAP.
Prvotnim zamérem bylo pravdépodobné ukazat, Ze ani TAP neni pro vakuoldrni cestu podstatna. Zjistilo se

vsak, Ze jeji umlceni sice neblokuje zkfiZzenou prezentaci zcela, ale vede ke sniZeni intenzity tohoto procesu.
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Teprve po inkubaci TAP-deficientnich makrofagl ve 26°C doslo k obnoveni bézné intenzity zkfizené
prezentace. S vysvétlenim tohoto jevu pfichazi v pomérné recentnim c¢lanku Merzougui et al. (Merzougui et
al., 2011). Inkubace APC pfi této teploté vede k obnoveni béznych mnozstvi MHC-I-peptid komplex( na
plasmatické membrané. A pravé recyklované MHC-I z PM se zdaji byt pravdépodobnym zdrojem pro
zkfizenou prezentaci vakuoldrni cestou (Nair-Gupta et al., 2014).

O deset let pozdéji je identifikovan katepsin S jako klicovy hrac tohoto procesu (Shen et al., 2004).
Autofi vyuZili modelovy antigen OVA obaleny biodegradovatelnym polymerem. Takto upraveny ho DC
zkfizené prezentovaly vakuolarni cestou - bez potieby TAP ¢i proteazomu. Pfi sou¢asném zablokovani
cysteinovych protedz, konkrétné katepsinu S, se zkfizend prezentace zastavila zcela. BohuZel z dnesniho
pohledu je pozadavek na TAP ponékud kontroverzni, ponévadz vakuolarni cesta pravdépodobné vyuziva
recyklované MHC-I molekuly. Proto neni mozné vyvozovat z jejich vysledk( nic moc dalsiho, nez zasadni
vyznam katepsinu S pfi zpracovani antigend uvniti fagosomu.

Efektivita vakuolarni cesty zkfizené prezentace se zda nizsi, neZ v pripadé cesty cytosolické (van
Endert, 2016). Pfi zpracovani pohlceného antigenu na kratké peptidy se uplatruji fago/endolysosomalni
protedzy. Je moiné, Ze rfada potencialnich antigennich epitopU je takto znicena a proto se efektivita oproti
cytosolické cesté snizuje. Vzniklé peptidy jsou ndsledné primo ve fagosomu nakladany na MHC-I. Obecné se
tento proces hodné prekryva s MHC-II prezentaci. Jaky je vSak skute¢ny vyznam vakuolarni cesty oproti
cytosolické cesté neni znamo. Zda se, Ze vakuolarni cesta se uplatiiuje spiSe, pokud APC pohlti velké
mnozstvi antigend (Gutiérrez-Martinez et al., 2015). Mohla by se tudiz primarné uplatnovat pfi zpracovani

velkych fagocytovanych objekt(, jako jsou celé buriky.

3.3 Zavérem kapitoly

Shrnuto dohromady, na Obr. 4 jsou zndzornény zakladni principy cytosolické (vlevo) a vakuolarni
(vpravo) cesty zkfizené prezentace. Z dostupné literatury je zatim bohuzel nemozné vyvodit, jak presné
zkfizena prezentace v konkrétnim ptipadé probiha. Je to proces slozZity, zaloZzeny na komunikaci mezi
fagocytozou, endocytdzou a klasickou MHC-I prezentaci. Je rovnéz ovlivnény fadou aspektl, mezi nimiz je

velmi vyznamny zpUsob pohlceni antigenu.
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Obr. 4: Zakladni rozdily mezi cytosolickou a vakuoldrni cestou zkfizené prezentace (pfevzato a upraveno z Joffre et al.
2012). Antigen ptichazejici zvenci, ktery je v obou pfipadech nejprve pohlcen, se dostava do fagosomu. Pfi vakuolarni
cesté zkfizené prezentace je zde nastépen, nalozen na MHC-I a prezentovan na bunééném povrchu, aniz by se dostal
do styku s cytosolem. Pri cytosolické cesté je antigen exportovan do cytosolu, kde je rozstépen v proteazomu. Vzniklé
peptidy pak maji dvé moznosti, kde mohou byt naloZzeny na MHC-I, bud'v ER, nebo ve fagosomu.

4 Nejdiskutovanéjsi adaptace DC na zkrizenou prezentaci

Kdyz DC pohlti néjakou vnéjsi strukturu, dochazi ke vzniku intracelularniho membranového utvaru
oznacovaného jako endosom v jeji cytoplasmé. Pokud se jednalo o vétsi strukturu (napt. celou bakterii),
obvykle se uziva oznaceni fagosom. Zahy po vzniku se jedna o endo/fagosomy ¢asné, ty posléze takzvané
zraji v endo/fagosomy pozdni az nakonec splyvaji s lysosomy a dochazi k degradaci jejich obsahu (Obr. 5).
Obsah ¢asnych endosom byva pouze slabé kysely, smérem k lysozomu pH vacku postupné klesa az k pH 5.
Peptidy, které jsou vystavovany pfi zkfizené prezentaci, musi endocytickymi vacky projit, nez se dostanou na
MHC-I molekuly. Proto problematika endo/fagosomd, jejich okyselovani, splyvani s dalsimi vacky,
obohacovani o dalsi aktivni proteiny, a podobné, je v souvislosti se zktiZzenou prezentaci studovana. Za jeden

ze zakladnich dlvod(, pro¢ dendritické buriky ve zkfizené prezentaci vynikaji nad jiné APC, je totiz
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povazovana schopnost udrzet pohlcené antigeny po dlouhou dobu nenastépené a vystavitelné epitopy tak

neposkozené.
Obr. 5: Schematické znazornéni moznych osud ERe ke et Hisinaeia iew ot
endosoml a jejich obsahu (pfevzato a upraveno z e = *'—-—--....,.m____‘__
\... ~ Pozdni endosol

van Endert 2016). “ / g
Endocytické vacky vznikaji jako vchlipeniny

s s . ,y o , TrIdIEIEI"IdUSDm
plasmatické membrany, kteryzto proces mdze byt Recyklatni \_/ \__,,
facilitovan strukturnim proteinem klathrinem = tubulus-" p N
(napf. internalizace transferrinového receptoru), -, 2.
Ve . . v v ’ z \_—'_/
¢i nikoliv (napf. MHC-I). Po odstranéni obalového -
proteinu pak vacky fuzuji a davaji vznik takzvanym ~ Recyklaéni -~
tfidicim endosomim. Tento nazev souvisi s " ‘\\ endosom
pozorovanim, ze v tomto kompartmentu jsou \ S - Lysosom
napfiklad oddélovany receptory od jejich nakladu, S — Retrogradn
obsah vacku je tedy tfidén podle toho, co chce _transport p—
burika zachovat a co degradovat. Panuje zde
ponékud kyselejsi pH, které umoznuje oddéleni ladro " Trans golgi network

receptord od nakladu

Receptory obvykle putuji bud do endosom recyklacnich, odkud jsou transportovany zpét na plasmatickou membranu,
nebo mohou byt na plasmatickou membranu poslany pfimo, tzv. rychlou recyklacni cestou. Co je méné obvyklé, neb
vyZaduje specialni transportni signaly, je transport receptorll do lysosomu ¢i GA. Naklad je naopak Casto zpracovan v
pozdnich endosomech splyvajicich s lysosomy. V imunologické literatufe je toto rozdéleni riznych typt endosom( obvykle
zjednodusovano, kdy recyklujici a tfidici endosomy jsou slu¢ovany dohromady a oznacovany jako endosomy casné.

4.1 Nizsi proteolyticka aktivita ve fagosomech a endosomech DC favorizuje zkfizenou
prezentaci.

Jiz dlouho je znamo, Ze pravé u DC oproti makrofaglim je vyrazné omezena aktivita lysosomalnich
protedz a tato skutecnost je zaroven velmi prospésna pro Ucinnost antigenni prezentace (Delamarre et al.,
2005). Po imunofluorescenénim znaceni jednotlivych protedz in situ v rdmci sekundarnich lymfatickych
organli mysi a nasledné i pomoci imunoblotu bylo ukazano, Ze rizné katepsiny i asparaginové endopeptidazy
jsou mnohem vice exprimovany makrofagy nez DC. Nasledné byla proteolyticka aktivita otestovana na
samotnych pohlcenych strukturach, kdy po pohlceni zeleného fluorescentniho proteinu (GFP) navdzaného na
nedegradovatelny dextran byla jedna tfetina DCi po 20 hodinach stale GFP pozitivni, naopak prakticky
vSechny makrofagy v té dobé GFP jiZ degradovaly a fluorescence tak u nich nebyla méfitelna. Podobné tomu
bylo tézZ pfi pohlceni OVA.

Pozitivni ovlivnéni klasické antigenni prezentace (pres MHC-II) nizsi proteolytickou aktivitou bylo
elegantné prokazano pomoci paru antigent, které se lisily pouze v nachylnosti k proteolytické degradaci.
Vybrany par antigen( byl stejnou mérou pohlcovan, avsak ten nachylnéjsi k degradaci byl i u DC po nékolika
hodinach rozstépen. Stabilnéjsi antigen naopak vytrval a bylo pozorovano, Ze byl mnohem efektivnéji

prezentovan T lymfocytim. Bylo navrzeno, Ze snizena proteolyticka aktivita nejspiSe uchovava pohlcené
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antigeny s jejich potencialnimi epitopy, coz mlze byt podstatné zejména pro DC, které putuji do lymfatickych
uzlin nékolik dni a postupné shromazduji materidl k prezentaci (Delamarre et al., 2005).

Chatterjee et al se nasledné zaméfili na vyznam zjisténého konkrétné pro ucinnost zkfizené
prezentace u DC (Chatterjee et al., 2012). Studovali antigeny internalizované receptorem zprostfedkovanou
endocytdzou, jejichZ zktizend prezentace byla zavisla na degradaci v proteazomu. Receptor CD40, ktery
navadi pohlceny material do ¢asnych endosom byl shledan mnohem efektivnéjsim pro naslednou zkfizenou
prezentaci, nez receptor DEC205, ktery navadi antigeny naopak do endosom( pozdnich. Jednalo se pfitom o
identické antigeny, které byly pouze pomoci protilatek zacileny na rlizné povrchové receptory DC.

Zacileni na CD40 receptor ptitom nevedlo ke stimulaci maturace DC, kterd by mohla vysvétlovat
zvyseni Ucinnosti zkfizené prezentace. Rozdil byl vskutku v cilovém kompartmentu a intenzité jeho
proteolytické ¢innosti. V pozdnich endosomech byly komplexy protilatek s antigeny degradovany dtive, nez
se mohly dostat do cytosolu, kde by je rozstépil proteazom a vznikly by tak peptidy vhodné pro nasednuti na
MHC-I molekuly. Casné endosomy, jako kompartment s nizkou proteolytickou aktivitou, byly vhodné&j$im
mistem pro uchovani antigen( k nasledné zkriZzené prezentaci. Ale i pozdni endosomy byly zkfizené
prezentace v malé mite schopné. Dokonce po omezeni proteolytické aktivity pozdnich endosom se vyrazné
zvysila Ucinnost zkfiZzené prezentace antigen( do nich cilenych, coZ naznacuje, Ze prekazkou je opravdu
pouze predéasna degradace. Pokud byly podany pfilis vysoké davky inhibitor( protedz, narusilo to i zkfizenou
prezentaci antigent cilenych na CD40. Z toho vyplyva, Ze urcitd mala mira degradace je pred exportem do

cytosolu potreba.

4.2 Cinnost NADPH oxidazy na fagosomalni membrané je zasadni pro zkfizenou

prezentaci.

Z vyse zminénych praci Ize vyvodit, Ze specializace DC ke zkFizené prezentaci spociva v "nizko-
proteolytickém" obsahu endosoml. Nizsi pH spolecné s lysosomalnimi protedzami, které endosomy ziskavaji
béhem zrani, vede bézné k ucinné degradaci obsahu plvodniho vacku, ale DC jsou tento proces schopné
zfejmé efektivné zpomalit. Jeden z dalSich mechanism, vedle nizké koncentrace protedz, ktery k zachovani
potencialnich epitopl pfispiva, je produkce reaktivnich kyslikovych sloucenin (ROS) NADPH oxidazou v
endo/fagosomech dendritickych bunék (Savina et al., 2006; Mantegazza et al., 2008).

Vétsina lysosomalnich protedz, které $tépi obsah endo/fagosomu, ma kyselé pH optimum
(Appelqvist et al., 2013). K okyselovani dochazi zejména prostfednictvim membranového prenasece, ktery
koncentruje protony z cytosolu uvnitf vacku na Ukor spotieby ATP, obvykle je oznac¢ovan jako V-ATP3za.
Vedle néj se na membranach fagosomu nachazi i dalsi protonové kanaly. U makrofagl dochazi k velmi rychlé
acidifikaci fagosom{, ktera vede k vyrazné aktivaci lysosomalnich proteaz. U neutrofill, coZ jsou velmi
vyznamné fagocyty, a DC je na fagosomalnich membranach pritomen proteinovy komplex NADPH oxidazy,

oznacovany jako NOX2. Tato NADPH oxidaza prenasi elektrony z cytosolického NADPH pres fagosomalni
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membranu a produkuje superoxidovy anion dovnitf fagosoma. Ten se nasledné méni v dalsi ROS jako je
peroxid vodiku a jiné a pfitom spotfebovava pfitomné protony. Ve vysledku tedy ¢innosti NOX2 dochazi
nejen k produkci ROS, které zabijeji mikroorganismy ve fagosomech neutrofil (proces oznacovany jako
oxidativni vzplanuti), ale zaroven jsou spotfebovavany protony a pH uvnitf fagosomu rapidné roste az k pH 8.
To vsak v pripadé neutrofil( netrva dlouho a zahy pH kles3, aby protedzy mohly efektivné stépit.

DC exprimuji NOX2 mnohem méné nez neutrofily. Produkce ROS by u nich proto nejspiSe nebyla
dostadujici k zabiti pfipadnych mikroorganismd, ale ke zvyseni pH by stacit mohla. A pravé prostfednictvim
pH je pravdépodobné mozZné proteazy s kyselym optimem ve fago/endosomech DC efektivné regulovat. Tak,
aby pohlcené proteiny byly nastépeny pouze do té miry, ktera usnadni transport do cytosolu, a ptitom
maximum potencidlnich epitopl bude zachovano.

Savina et al. poutzili v praci na toto téma jako antigen latexové kuli¢ky pokryté fluorescenéni znackou,
bud citlivou (pfi kyselém pH nesvitici) ¢i necitlivou k pH (Savina et al., 2006). Porovnanim jejich fluorescenci
byla odectena mira okyseleni fagosomu. Takto bylo nejprve znovu ovéreno, Ze u DC je okyselovani fagosoml
obecné pomalejsi nez u makrofagl a rovnéz bylo mozno odvodit konkrétni stfedni hodnotu pH fagosomu
danych bunék. Jiz po pll hodiné od pohlceni prvnich kulicek s fluorofory se pH fagosom( makrofagu snizilo
pod 6, kdezto u DC pH vzrostlo nad 7, kde se drzelo jesté tfi hodiny po pohlceni kuli¢ek. Evidentné tedy u DC
neni pouze naruseno okyselovani, ale musi dochdazet ptfimo k alkalizaci obsahu vacku. To bylo potvrzeno
zablokovanim V-ATP4zy, jejimz prostrednictvim dochazi k okyselovani fagosomu. | nizka koncentrace
inhibitoru V-ATPazy (Konkanamycinu B) vedla k jesté vyraznéjsi alkalizaci pH uvnitf fagosom( DC, kdeZto u
makrofagll takova koncentrace inhibitoru pH prakticky neovlivnila; az pti vysoké koncentraci doslo u
makrofagl pouze k neutralizaci fagosomalniho pH.

Tedy u DC, na rozdil od makrofagu, existuje mechanismus aktivni alkalizace fagosom{, ktery se
projevuje vyraznéji, paklize je zablokovan hlavni mechanismus acidifikace. Za ucelem potvrzeni tusené role
NOX2 byla nejdfive prostiednictvim mikroskopie studovana jeji lokalizace uvnitf DC. Jeji podjednotky byly za
klidovych podminek nalezeny roztrouseny v burice, po fagocytdze antigenu se vSak zahy presunuly do
vzniklych fagosomd, coz bylo potvrzeno i western-blotem purifikovanych fagosoma. Navic bylo zjisténo, Ze
komplex NOX2 je na fagosomalni membrané plné funkéni.

Nasledné byly zkoumany DC izolované z mysi, u niz byla umléena exprese dlleZité podjednotky
NOX2. Zde nebyla alkalizace fagosom vibec pozorovana, a to ani pti zablokovani V-ATPazy. Naopak
nefunkénost NOX2 vedla k rychlému okyselovani obsahu fagosomd, nebot aktivita V-ATPazy prevazila, a OVA
ve fagosomu byl rychleji degradovan. Pfi zaméreni se na ovlivnéni zktizené prezentace bylo zjiSténo, Ze je pfi
inhibici ¢i umléeni exprese NOX2 narusena aktivace pfislusnych CD8+T lymfocytu specifickych k peptidu z
OVA. Utinnost zkfizené prezentace byla obnovena, pokud byla nefunkénost NOX2 vyvaZena ¢aste¢nou

inhibici lysosomalnich proteaz. Bylo tedy zjiSténo, Zze NOX2 se dostava na membrany fagosomud mysich DC,
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zajistuje alkalizaci fagosom, udrzuje pH vyssi nez 7 a plsobi tak proti aktivité V-ATPazy a protedz. Tim
zajistuje, Ze pohlcené antigeny jsou degradovany v mensi mife a zvySuje efektivitu zkfizené prezentace.

Mantegaza et al provedli analogickou studii na lidskych DC (Mantegazza et al., 2008). Od lidskych
jedincl s vrozenou nefunkénosti NOX2 (toto onemocnéni je zndmo jako chronickd granulomatdzni choroba
(CGD)) byly ziskany od monocytl odvozené DC a jejich vlastnosti byly porovnany s DC od zdravych jedinclia s
makrofagy. Oproti studii na mysich bylo nalezeno nékolik rozdilG. Lidské makrofagy exprimuji vice NOX2 nez
DC, ve velké mite ji rekrutuji na fagosomy a ve vysledku produkuji ve fagosomech asi 10-krat vice ROS nez
DC. Presto se obsah jejich fagosomu rychle okyseluje, tak jak je tomu i u mysi. Toto zjisténi bylo posléze
Castecné vysvétleno soucasnou vysokou expresi a rekrutaci V-ATPazy, ktera alkalizacni efekt aktivity NOX2
dostatecné potlacuje. DC maji na fagosomech mnohem méné V-ATPazy, nebot i pfi zablokovani NOX2
inhibitory se jejich fagosomalni pH okyseluje vyrazné méné nez u makrofagl. Dokonce u DC z pacienti s CGD
nedoslo k acidifikaci téméf viibec, prestoZze NOX2 u nich ve fagosomech nefunguje. Zrejmé zde tedy
vyznamnou roli vedle produkce ROS hraje i nizkd aktivita ¢i rekrutace V-ATPazy, pripadné néjakého dalsiho
protonového prenasece. Ve studii byla prozkoumana role NOX2 téz v endosomech lidskych DC. Bylo zjisténo,
Ze NOX2 se nachazi hlavné na membranach ¢asnych endosom( a produkuje zde ROS podobné jako ve
fagosomech, ackoliv jeji role zde neni tak markantni. V endosomech pozdnich jiz nefunkénost NOX2 nem3
vyrazny efekt na miru okyselovani. Jak endosomy dozrdvaji, méni se podil NOX2 a V-ATPazy na jejich
membrané ve prospéch protonové pumpy.

Kazdopadné DC z pacientli s CGD nebyly schopné alkalizace fagosom{ a zktiZzena prezentace antigenl(
u nich byla narusena. Ve vysledku bylo tedy zjisténo, Ze i u lidskych DC je NOX2 dulezitym hracem pfi zkfizené
prezentaci antigenu, protoZe blokuje ptilisné okyseleni fagosomu a tim aktivaci fady protedz. Tento efekt byl
méné vyrazny nez u mysi, coz mlze byt disledkem variability naptic¢ rdznymi pacienty, kdy v nékterych
pfipadech mohla byt NOX2 zbytkové aktivni. Autofi studie také navrhuiji, Ze pozitivni role vyssiho pH pro
zktiZzenou prezentaci antigenli mizZe byt vysvétlovana i jinak, neZ jen prostfednictvim inhibice pfilisné aktivity
proteaz. Je mozné, Ze néktery z mechanism, ktery je ke zpracovani antigenu nezbytny, jako transport

antigenu do cytosolu, ¢i samotné nasedani hotovych peptidi na MHC-I molekuly, je nizkym pH blokovan.

4.2.1 Malé GTPazy Rab27a a Rac2 jsou dtileZité pro funkci NOX2 na fagosomalni membrané.

Bylo pozorovéano, Zze NOX2 se na fagosomy a endosomy dostava zahy po jejich vzniku. Jak je tento
proces rekrutace regulovan? Bylo zjisténo, Ze zasadni roli hraje GTPaza Rab27a (Jancic et al., 2007). Nachazi
se spole¢né s membranovymi podjednotkami NOX2 ve vaccich pfibuznych lysosomm. Tyto zahy splyvaji se
vzniklymi fagosomy/endosomy a jak NOX2, tak Rab27a je detekovatelna v purifikovanych fagosomech. U DC
z Rab27a-deficientni mysi je NOX2 dopravovana do fagosomdi/endosomu v mensi mife, je produkovano
méné ROS a zkfiZzena prezentace je narusena. Tento efekt Ize zvratit, jestliZze je vnitfni pH vackl

neutralizovano prostfednictvim inhibitoru V-ATPazy. Pokud je v Rab27a-deficientnich DC obnovena exprese
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této GTPazy, je obnoveno bézné mnozstvi ROS produkovanych ve fagosomech. Nefunkénost Rab27a nijak
neovliviiuje klasickou prezentaci na MHC-I, ani zkfizenou prezentaci jiz hotovych peptidd, jez neni tieba nijak
upravovat pred nasednutim na MHC-I. Tato GTPaza tedy zajistuje transport NOX2 na membrany fagosomd
prostrednictvim fuze vezikulll podobnych lysosomim s vzniklymi fagosomy. K rekrutaci NOX2 navic dochazi
nezavisle na signalizaci skrze TLR (Nair-Gupta et al., 2014).

Dalsi identifikovanou molekulou, ktera se podili na funkci NOX2 ve fagosomech je GTPaza Rac2
(Savina et al., 2009). Zajistuje spravné sesednuti komplexu NOX2 na fagosomalni membrané, ktery sestava z
nékolika membranovych a cytosolickych podjednotek. Tato GTP4aza svou roli pIni u CD8+ DC, naopak u CD8-
DC je misto ni pfitomna Racl, ktera sice napomaha sloZzeni komplexu NOX2, avsak na plasmatické
membrané. Rac2 by tedy mohla byt i jednim z divodd, proc jsou CD8+ DC obecné shledavany ke zkfizené

prezentaci lépe adaptované (Schnorrer et al., 2006).

4.2.2 Mechanismus, kterym NOX2 napomaha zkfizené prezentaci, vSak neni jednoznacné jasny.

Naproti témto studiim stoji recentnéjsi vyzkum, kde je ukazano, Ze NOX2 ovliviiuje aktivitu
fagosomalnich cysteinovych proteaz pfimo, skrze redoxni reakce a nikoliv prostfednictvim pH (Rybicka et al.,
2012). Tato védecka skupina se jiz dfive zamérila na vyznam NOX2 ve fagosomech makrofagt, kde k alkalizaci
nedochazi, a prokazali zde sniZeni proteolytické aktivity skrze oxidaci cysteinovych katepsina (Rybicka et al.,
2010). Totéz ukazuji v této studii na mysich DC (Rybicka et al., 2012). Cysteinové katepsiny (B, S, L) vyzaduji
pro svou aktivitu redukéni prostredi, které NOX2 produkci ROS narusuje. Soucasné je narusena také redukce
disulfidickych mastk(, coZz mlze rovnéz hrat roli pti zpracovani antigen(. Vliv NOX2 lze zvratit pfidanim
redukcnich agens jako je redukovany glutation ¢i 2-merkaptoethanol, coZ potvrzuje jeji hlavni roli ve tvorbé
oxidativniho prostredi.

Sami autofi navrhuji, Ze se zfejmé jednd o dalSi mechanismus, jak NOX2 reguluje proteolytické
vlastnosti fagosom{. To, Ze nebyl pozorovan narUst pH prisuzuji odliSnému experimentalnimu usporadani, ve
kterém bylo pH fagosom( méfeno. PrestoZze podnikli fadu experimentl ve snaze zopakovat vysledky Savina
et al., neuspéli. Ve prospéch svych vysledkl argumentuji, Ze jelikoZ aktivita NOX2 ve fagosomech vede k
produkci zaporné nabitého superoxidového aniontu, musi byt néjak udrZzovana uvnitf fagosom?
elektroneutralita, pokud ma byt funkce NOX2 zachovana. A bylo zjisténo, Ze elektroneutralizaénim procesem
je zde zejména vstup protona. Aktivita NOX2 byla vyrazné narusena, pokud byla zablokovana V-ATPaza
spolecné s dalsim protonovym kanalem Hv1. Na jeden vznikly superoxidovy anion by tak byl spotfebovan
jeden proton pfi vzniku peroxidu vodiku (mechanismus alkalizace), ale zaroven by jeden proton vesel dovnitf
fagosomu (mechanismus udrzZeni elektroneutrality). Tedy ve vysledku by se pH viibec neménilo, coz
podporuje jejich pozorovani. Z analyzy literatury je ovSem patrné, Ze tento model plisobeni NOX2 je hire

akceptovan, nez vysledky vyzkumG a modely z laboratofe Sebastiana Amigoreny (Savina et al., 2006;
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Mantegazza et al., 2008; Jancic et al., 2007; Savina et al., 2009). Jak je vidno, mechanismus plsobeni NOX2

ve zkfizené prezentaci je nejasny a zasluhuje dalsi hlubsi a nezavislou analyzu.

4.3  Dalsi principy regulace proteolytické aktivity béhem zkfizené prezentace

Teprve neddvno bylo zjisténo, Ze DC aktivované skrze TLR jsou schopné zabranit znacnému pfisunu
lysosomalnich proteaz do fagosom( znemoznénim fago-lysosomalni fize (Alloatti et al., 2015). Po stimulaci
DC skrze TLR bylo pozorovano zvyseni uc¢innosti zkfizené prezentace OVA a shlukovani lysosomU okolo
bunécného jadra. Fagosomy obsahujici pohlceny OVA byly od lysosomU oddélené, nesplyvaly s nimi a OVA
nebyl pfilis degradovan. Jako hlavni reguldtor téchto pozorovani byla identifikovana GTPaza Rab34, neb po
jejim umléeni ke shlukovani lysosomi nedoslo a pohlceny OVA byl zahy degradovan. Rovnéz tcinnost
zkrizené prezentace OVA se tak snizila oproti stimulovanym DC. K zablokovani fago-lysosomalni fuze tedy
dochazi po stimulaci TLR prostfednictvim GTPazy Rab34, jenz zajistuje nahlouceni lysosom( v oblasti okolo
jadra.

Naopak transkripéni faktor TFEB reguluje Ucinnost zkfizené prezentace negativné (Samie & Cresswell, 2015).
Stimuluje expresi lysosomalnich proteaz a struktur odpovédnych za acidifikaci fagosom, ¢imZ umocnuje
proteolytickou aktivitu a degradaci pohlcenych antigen(. Jeho aktivace namisto zkfizené prezentace podporuje
antigenni prezentaci na MHC-II. U DC dochazi k aktivaci TFEB dlouho poté, co pohltily plvodni antigen, jenzZ je
stimuloval prostfednictvim TLR ke zkfizené prezentaci. V tom okamziku jsou jiz antigenni peptidy v komplexu s MHC-
| vystaveny na povrchu pro CD8+ T lymfocyty a exogenni antigeny tak mohou zacit byt zpracovany i pro CD4+ T
lymfocyty. Autofi této studie navrhuiji, Ze TFEB funguje jako molekularni pfepina¢ mezi zkfizenou a MHC-II

prezentaci, které obé zpracovavaji exogenni antigeny, stimuluji vSak imunitni systém odlisné.

4.4 Endosomy ucastnici se zkfizené prezentace obsahuji peptidazu IRAP.

Dalsim typickym znakem endosom{, které se Ucastni zkFizené prezentace v DC, je peptidaza IRAP
(insulin-regulated aminopeptidase), kterou obsahuji (Saveanu et al., 2009; Weimershaus et al., 2012). Pokud
neni tato aminopeptiddza exprimovana, zkfizena prezentace je narusena. Jeji jméno je odvozeno od jiz dfive
zjisténého vyskytu v recyklujicich endosomech adipocytl a svalovych bunék spolecné s glukdzovym
prenasec¢em Glut4. Pro problematiku zkfizené prezentace je vSak zejména podstatné, Ze IRAP je peptiddza
pfibuzna peptidazam ERAP1 a ERAP2, které jsou dilezZité pfi nakladani MHC-I molekul endogennimi peptidy v
ER, kde je jejich roli finalni zasttiZzeni peptidl vzniklych v proteazomu na vhodnou délku.

Bylo zjisténo, Zze IRAP ma v porovnani s ERAPy Sirsi spektrum substrat(, které je schopna stépit a svou
aktivitou se vyrovna ERAP1 a ERAP2 dohromady. Z DC byla koimunoprecipitovana s MHC-I molekulami a na
fluorescencnich snimcich je zfetelna jejich ¢aste¢na kolokalizace v bunkach. IRAP se nachazi se v
endosomech, naopak s lysosomalnimi markery ¢i s MHC-1I molekulami IRAP kolokalizovana neni. Ani v rdmci

ER nebyla za klidovych podminek detekovana. Ackoliv skrz ER zfejmé musi projit, nejspise jej velmi zahy
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opousti a putuje do endosomalniho recyklujiciho kompartmentu, kde je kolokalizovana s GTPazou Rab14.
Tyto "zasoby" IRAP jsou u CD8+ DC rozsahlejsi nez u CD8- DC, mohlo by se tedy jednat o dalSi adaptaci CD8+
DC na zkfizenou prezentaci. Po fagocytdze antigenu se IRAP vyznamné hromadi v ¢asnych fagosomech DC.
Zaroven se pohybuje spole¢né s MHC-I molekulami, které jsou recyklovany z bunécného povrchu. Po fuzi
fagosoml s membranami z ERGIC (ER-Golgi stfedni kompartment), kterymzto procesem jsou do fagosomu
privadény ER-rezidentni proteiny nezbytné pro nakladani MHC-I molekul, je IRAP kolokalizovdna s TAP, ale
nikoliv s ERAP. Z toho se da usuzovat, Ze ERAP zfejmé z ER nepfichazi a IRAP by tak mohla ve fagosomech
vskutku suplovat jeji funkci.

U DC z mysi, u nichZ byla exprese IRAP zablokovana, bylo zjisténo naruseni zkfizené prezentace OVA
ve fagosomech (OVA byl soucasti bunék ¢i latexovych kuli¢ek), jenz probihala cytosolickou cestou (v zavislosti
na proteazomu a TAP). Toto negativni ovlivnéni bylo srovnatelné se situaci, kdy nebyla exprimovana ERAP.
Navic pokud nebyla exprimovana ani ERAP ani IRAP, zkfizena prezentace byla narusena vyraznéji, pficemz
tento efekt byl vzhledem k efektim jednotlivych peptidaz aditivni (Saveanu et al., 2009). Z téchto vysledkt
vyplyvd, ze se jedna o dvé na sobé nezavislé cesty, jimiz fagocytované antigeny mohou byt v DC finalné

zastfizeny - v ER pomoci ERAP, ¢i v endosomu/fagosomu pomoci IRAP.

5 Vnitrobunécny transport komponent masinérie pro nakladani MHC-I
molekul

V kapitole o zakladnich molekularnich mechanismech zkfiZzené prezentace bylo v zavéru zminéno, Ze
dnes neni s jistotou znamo, kde dochazi k nakladani antigennich peptidd na MHC-I pfi cytosolické cesté.
Vedle ER, které se zpocatku zdalo jedinym moZznym mistem, se totiz objevila dalSi varianta - k nakladani by
mohlo dochazet ve fagosomech, jimiz antigeny do DC vstoupily. Oproti nakladani MHC-I molekul v ER tato
varianta pFinasi nespornou vyhodu; antigenni peptidy vznikajici nastépenim pohlcenych ¢astic nemusi
kompetovat se spoustou endogennich peptidl a exogennich peptidl z jinych fagosom{, jak tomu je, kdyz vie
probiha spolecné v ER. Takto se miZou jednotlivé fagosomy pIné "soustfedit" na svij naklad a jeho zkfizenou
prezentaci. Jak vSak tato myslenka vznikla? Hlavnim impulzem bylo prekvapivé zjisténi, Ze fagosomy obsahuiji
prakticky vSechny proteiny, které jsou soucasti PLC, tedy masinérie Ucastnici se nakladani antigennich
peptidl na MHC-I v ER (Houde et al., 2003; Ackerman et al., 2003; Guermonprez et al., 2003).

Na zakladé proteomickych studii bylo nejprve zjisténo, Ze fagosomy z makrofagl obsahuji proteiny
jako Ub-ligdzy, proteazomy, TAP komplexy, MHC-I molekuly i Sec61 (Houde et al., 2003). Proteazomy byly
asociovany s fagosomy zvenci spolecné s polyubikvitinylovanymi proteiny. Ty by po rozstépeni proteazomem
mohly vstupovat zpét do fagosomu skrz TAP komplex, kde nasednou na MHC-I molekuly.

Podobné i u DC byly v ramci ¢asnych fagosom( nalezeny komponenty PLC a dalsi ER-rezidentni

proteiny (Ackerman et al., 2003; Guermonprez et al., 2003), MHC-I molekuly, kalretikulin, kalnexin, tapasin,
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Erp57, TAP 1/2 a Sec61/62. Soucasti ¢asnych fagosomu se staly velmi zahy po pohlceni antigenu,
prostfednictvim fuze membrdn ER a fagosomu. PLC byl ve fagosomech navic funkéné propojen a byl schopen
katalyzovat nakladani MHC-I molekul. Na zakladé téchto zjisténi byla rozvinuta teorie o nakladani
antigennich peptidd na MHC-I ve fagosomech, kdy je antigen v cytosolu nastépen proteazomem, pomoci
TAP se dostdavaji vzniklé peptidy zpét do fagosomu, a zde je PLC naklada na MHC-I molekuly. Po UspéSném
nasednuti peptidu na MHC-I je komplex pfenesen na bunécny povrch, aniz by se vracel do ER. Komplexy
MHC-l:peptid bylo dokonce mozné ve fagosomech detekovat. Navic bylo zjisténo, Ze i solubilni antigeny se
dostavaji do vacku, které obsahuji komponenty z ER, tudiZ tato teorie nebyla nutné omezena jen na velké
fagocytované antigeny. Postupem casu ¢asné fagosomy dozravaly ve fagolysosomy a mnozstvi ER-
rezidentnich protein{ v nich klesalo. Pravdépodobné jsou rozstépeny pfi umocnujici se proteolytické aktivité
ve fagolysosomech.

Jak dochazi k fuzi membran ER a fagosomU u DC bylo objasnéno teprve nedavno. Nedochazi k tvorbé
fagosomu za prispéni membran ER, ale komponenty z ER se do fagosomU dostavaji vackovym transportem
(Cebrian et al., 2011). Respektive nejde pfimo o membrany ER, ale ER-Golgi stredniho kompartmentu
(ERGIC), kde se ER rezidentni proteiny nezbytné pro zkfizenou prezentaci shlukuji. Specifitu vackového
transportu zajistuje parovani proteinu Sec22b (ERGIC) a Syntaxinu 4 (fagosomy/endosomy). Sec22b je SNARE
protein a nebot zajistuje transport ER rezidentnich proteinl z ERGIC nejen do fagosomd, ale i do endosomd,
tento proces je zasadni pro zkfizenou prezentaci bez ohledu na to, jestli se jedna o antigeny solubilni ¢i
partikularni. Do fagosom{/endosomu jsou takto dopravovany proteiny z PLC, struktury podstatné pro export
pohlcenych antigen( do cytosolu (mohlo by se jednat o komponenty ERAD masinérie) a v dlsledku dochazi

také ke zpomaleni maturace fagosom( (méné flzuji s lysozomy, proteiny uvnitt jsou méné degradovany).

6 Vnitrobunécny transport MHC-I molekul

Velké mnoZstvi poznatkd ohledné internalizace a recyklace MHC-I molekul bylo bohuzel ziskano
studiem jinych bunék, nez jsou APC (van Endert, 2016). Témto studiim se zde vénovat nebudu, nebot nebylo
zatim nijak ovéreno, Ze mechanismy internalizace a recyklace MHC-I molekul funguji stejné i u DC. Pokusim
se vyzvednout pouze ty studie, které za model pouZily DC, nebo alespori APC.

At' uz jsou pohlcené struktury $tépeny v endosomech/fagosomech, ¢i proteazomem v cytosolu, v
kazdém pripadé se vzniklé antigenni peptidy musi potkat s MHC-I, aby mohly byt naloZeny a ndsledné
vystaveny na bunééném povrchu. Z dosavadnich vyzkum( vyplyva, Zze k tomu miiZze dochazetiv
endosomech/fagosomech kam se komponenty nakladaci masinérie dostavaiji. Jakym zplsobem vsak cestuje
do téchto kompartment( samotné MHC-I molekuly dlouho nebylo (a dosud neni zcela) podrobné znamo.

Vv

rGzné recyklacni kompartmenty, az se potkaji s peptidy urcenymi ke zktizené prezentaci.
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6.1 MHC-I molekuly mohou byt recyklovany a neprichazeji spole¢né s PLC z ERGIC.

Jiz delSi dobu je zndmo, ze MHC-I molekuly vystavené na povrchu bunék jsou po urcité dobé opét
internalizovany a mohou byt znovu naloZeny jinymi peptidy (Grommé et al., 1999). Tento proces mUzZe byt
nezdvisly na TAP, vyZzaduje vSak lehce kyselé prostfedi v kompartmentu, kde k "vyméné nakladu" dochazi.
MHC-I molekuly zde byly oznaéeny pomoci GFP, aniz by to narusilo jejich funkci, asociaci s dalSimi
molekulami, ¢i vnitrobunécény transport. Nasledné byly pozorovany fluorescentni vacky, jejichz existence
nebyla narusena ani po dlouhodobé inkubaci v Brefeldinu A, ktery inhibuje sekreéni drahu. Zfejmé se v
téchto vaccich tedy musely nachdzet MHC-I molekuly recyklované z plasmatické membrany, nebot transport
nové syntetizovanych MHC-I z ER byl zablokovany.

V predchozi kapitole jsem se vénovala transportu ER-rezidentnich proteint z ERGIC do fagosomu a
endosom{. Snadno se nabizi, Ze MHC-I molekuly by mohly byt transportovany stejnym mechanismem.
Nékolik pozorovani ovsem ukazuje, ze tomu tak neni. V recentnim ¢lanku bylo objeveno "hlavni bunécné
skladisté" MHC-I molekul, které je MHC-I molekulami zasobovano nezdvisle na fizi membran ERGIC a
fagosomd, tedy nezavisle na Sec22b (Nair-Gupta et al., 2014). Rovnéz v pfipadé vakuolarni cesty, kdy jiné ER-
rezidentni proteiny nejsou pro zpracovani antigenu tfeba, je zkfizena prezentace na Sec22b nezavisla (Ma et
al., 2016). Nezndmou jsou na tomto poli MHC-I molekuly z povrchu bunék, které jsou spolecné s
pohlcovanymi antigeny ucinény soucasti fagosomu. A¢ by se mohlo zdat, Ze tyto molekuly budou pro
zkfizenou prezentaci vyznamné, experimenty tomu zatim nenasvédcuji (van Endert, 2016). Kazdopadné je
dost pravdépodobné, ze MHC-I molekuly necestuji pouze jednim zptsobem ve vsech pfipadech. Nedavno
bylo napfiklad zjisténo, Ze dlouhé peptidy (které jsou jako typ antigenl studovany, neb se zdaji byt velmi
dobrymi kandidaty pro protinddorovou vakcinaci) mohou byt v rdmci endosomu nakladany na nascentni
MHC-I molekuly, tedy takové, které na plasmatické membrané jesté vibec nebyly, a pfitom nepfichazi ani
pfimo z ER (Ma et al., 2016). Jejich zkfizenou prezentaci totiz nijak nenarusila inhibice recyklace MHC-I
molekul, inhibice sekrece MHC-I na plasmatickou membranu, ani inhibice proteinu Sec22b. Ve vysledku tedy
neni mozné fict, jak se tyto MHC-I molekuly k peptidiim dostanou. Je mozné, Ze putuji skrze GA rovnou do
néjakych recyklacnich kompartmentd, ¢i vyuZivaji dosud zcela neznamou transportni cestu.

V této publikaci bylo rovnéz zjisténo, Ze zkfizena prezentace dlouhych peptid( u lidskych DC bézi
vakuolarni cestou a paradoxné se vyrazné zlepsi pfi inhibici TAP. Tento na prvni pohled zarazejici vysledek byl
dobre ovéren a zfejmé se nejedna o zadny vedlejsi efekt. Je dlleZité zminit, Ze byla analyzovana zkfizena
prezentace konkrétné na HLA-A2, cozZ je typ MHC-I, ktery je schopen nést signalni peptidy uvolfiované v ER a
nepotiebuje tedy nutné TAP k tomu, aby mohl z ER vycestovat (Wei & Cresswell, 1992). Signalni peptidy jsou
kratké aminokyselinové Useky na N konci protein(, které signalizuji pro kotranslacni pfenos do ER, kde jsou

nakonec odstfizeny signdlni peptidazou, a jejich dislokace z membran ER je pfipadné dale usnadnéna
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Stépenim uvnitf jejich membranového Useku intramembranovou proteasou SPP (signal peptide peptidase)
(Weihofen et al., 2002).

Jako vysvétleni pozitivniho efektu inhibice TAP se tedy nabizi, Ze pfti jeji nefunkcnosti nejsou do ER
dopravovany spousty peptidl z cytoplasmy a MHC-I molekuly jsou naloZeny nizkoafinitnimi signalnimi
peptidy, které mohou byt snadno vyménény za peptidy ke zkfizené prezentaci. Tuto variantu potvrzuje
pozorovani, kdy zablokovani signalni peptiddzy vedlo k poklesu mnozstvi MHC-I molekul na povrchu bunék a
zkfizena prezentace prestala byt ovlivnéna inhibici TAP. Podobny efekt jako inhibice TAP méla na zkfizenou
prezentaci téz inhibice ERAP. Bez ni peptidy nejsou zastfizeny na vhodnou velikost pro nasednuti na MHC-I,
které je pak opét naloZzeno nedokonale. Jiné typy MHC-I molekul, neZ byly zde zkoumany, pravdépodobné
nemohou vystavovat signalni peptidy bez funkce TAP, a tudiz by efekt inhibice TAP na zkfiZenou prezentaci
byl u nich zcela opacny (jak tomu také obvykle je). Ale to, Ze jsou dlleZitym materidlem pro zkfizenou
prezentaci nedokonale nalozené MHC-I, jez umoznuji snadnou vyménu svého nakladu, dost mozna plati
obecné. A vyplyva z toho také jiz dfive zminéné, zZe ac¢ vakuolarni cesta TAP primarné nepotiebuje, je TAP

potfeba v ER, aby byly fagosomy ¢i endosomy zasobovany molekulami MHC-I.

6.2 Na vnitrobunécéném transportu MHC-I molekul se podili rada Rab GTPaz.

ProtoZe transport MHC-I molekul burikou je pravdépodobné zaloZen na vezikuldrnim transportu,
byla provérena fada rliznych Rab GTPaz, co do funkce pfi zkfizené prezentaci (Zou et al., 2009). Rab GTPazy
jsou proteiny schopné specificky asociovat s rlznymi membranami, pfivadét na jejich povrch dalsi
komponenty a regulovat tak vezikularni transfer v zavislosti na vazbé GTP/GDP. Pfi vazbé GTP, ¢emuz
napomahaji tzv. GEF proteiny (GTP exchange factor), jsou Rab GTPazy aktivovany a asociuji s membranami.
Naopak hydrolyzu GTP a naslednou inaktivaci stimuluji GAP proteiny (GTPase-activating protein). U fady Rab
GTPaz jiz byla identifikovdna funkce v rdmci rliznych endocytickych kompartmentd. Naptiklad Rab4 a Rab5 se
podileji na vzniku ¢asnych endosom a Casto jsou pouzivany jako markery téchto kompartmentd. Nebo
Rab35 se podili na cesté rychlé recyklace z tfidiciho endosomu rovnou na plasmatickou membrdanu (van
Endert, 2016). Naruseni zkfizené prezentace bylo nalezeno pfi umlceni exprese dvanacti riznych Rab GTPaz
(Zou et al., 2009), z ¢ehoz vyplyva, Ze se jedna o velmi komplexni proces. Mezi nimi, Rab3b/3c GTPazy byly
navic objeveny v kolokalizaci s MHC-I a transferrinovym receptorem v tubularnich strukturach pobliz jadra,
kam se MHC-I molekuly dostéavaji po internalizaci. Rab3b/3c tedy oznacuji néjaky recyklujici endosomalni
kompartment a je mozné Ze hraji zasadni roli pro jeho vznik.

O recyklujicich endosomech jiz byla zminka na zacatku 4. kapitoly (Obr. 5). Je to jedno z mist, kam
mohou byt pfesouvany internalizované struktury. Casto jsou souhrnné oznacovany jako endosomalni
recyklujici kompartment (ERC). Tento se nachazi pobliz jadra nebo organizacniho centra mikrotubult a je
tvoren smési tubull a vacka. Hodnota pH je v ném prakticky neutrdlni a nedochazi v rdmci néj k zdadnému

dozravani spojenému s okyselenim ¢i proteolyzou (van Endert, 2016). Tubuly ERC vybihaji k plasmatické
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membrané, kde z nich probiha recyklace dfive internalizovanych struktur zpét na bunéény povrch. V
recentnim ¢lanku je ERC hloubéji popsano pomoci super-rezolu¢nich mikroskopickych pfistupl (Xie et al.,
2016), které ukazaly, Ze struktury, které pfichazi z tfidicich endosomd, jsou aktivné udrzovany v ERC
oddélené, aby uz nemusely byt tfidény znovu. TudiZ s nimi mQzZe byt rozmanité nakladano.

Dnes jsou identifikovany i dalSi Rab GTP4zy, které jsou vyznamné pro mechanismus zkfizené
prezentace. Jednou z nich je Rab22a (Cebrian et al., 2016), jejiz umlceni vyrazné ovlivnilo recyklaci MHC-I
molekul a doslo ke znaénému zmenseni bunéénych zasob MHC-I. Zaroven byla u Rab22a-deficientnich DC
narusena zkfizena prezentace antigenu solubilnich i partikularnich. Za béznych podminek se Rab22a dostava
na membrany fagosomu i endosom, nejspiSe spole¢né s MHC-I. Jaka je vsak jeji konkrétni role v ramci
mechanismu zkfizené prezentace neni dosud zndmo.

Za jeden z nejvyznamnéjsich ¢lankd posledni doby ohledné vnitrobunécného transportu MHC-I
molekul je povaZzovana prace, kde autofi nalézaji jednak dalsi GTP4zu Rabl1a regulujici zkfizenou prezentaci,
zjistuji vyznam signalizace pres TLR pro transport MHC-I molekul a nakonec nalézaji bunécéné "shromazdisté"
MHC-I molekul v DC (Nair-Gupta et al., 2014). Nejprve bylo zjisténo, Ze pokud mysi DC fagocyticky pohlti
néjakou ¢astici (ne solubilni antigen), at uz se jedna o bakterii, nakazenou apoptotickou buriku, ¢i latexovou
kuli¢ku konjugovanou s LPS (lipopolysacharid, tvofi vnéjsi ¢ast membrany bakterii), nasledna signalizace pres
TLR ma pozitivni efekt na zkfizenou prezentaci peptidi odvozenych od pohlceného antigenu. Pokud vsak k
signalizaci skrz TLR nedojde, tzn. DC pohlti nenakazenou apoptotickou burku, CD8+ T lymfocyty nejsou
vyznamné aktivovany. Pravdépodobné zde nejde jen o TLR, ale dulezité signalizace se Ucastni i dalsi typy
PRR, nebot i u DC neschopnych TLR signalizace, které pohltily apoptotickou nakazenou buriku, byla
zaznamenana urcita mira jejich aktivace (v podobé exprese CD40 a CD86).

Jednim z pfimych dlsledk( aktivace TLR bylo nabohaceni MHC-I molekul na fagosomech, kde byly
TLR aktivovany. MHC-I molekuly vSak neptichazely spolecné s PLC z ERGIC. Komponenty PLC se na fagosomy
dostdvaly nezdvisle na TLR signalizaci, prostfednictvim Sec22b, kdezto MHC-I molekuly byly hotové
skladovany samostatné, prevainé v ERC, jehoz hlavnimi markery byly VAMP8, VAMP3 a Rab11a. Spolecné s
MHC-I byl v ERC nalezen i transferrinovy receptor. Internalizace MHC-I z plasmatické membrany nebyla
zavisla na klathrinu ani dynaminu a transport z tfidicich do recyklujicich endosomu zajistila GTPaza Rab11a.
Rabl1a hrala zasadni roli pro udrZeni rezerv MHC-1. Obzvlasté zajimavé je, Ze MHC-1 molekuly byly
mobilizovany z ERC ve chvili, kdy DC néco fagocytovala, ale na konkrétni fagosomy pfichdazely az na popud
signalizace skrz TLR. Po aktivaci TLR totiZ doslo k aktivaci MyD88 (myeloid differentiation primary response
gene 88) a nasledné IKK2 (druha podjednotka kinazy inhibitoru jaderného faktoru kapa-B), ktera
fosforylovala fagosomalni SNAP23 a tim stabilizovala SNARE komplexy vznikajici pfi fuzi fagosoma s ERC.

Tyto komplexy tvori na fagosomalni strané SNAP23 a Syntaxin4, na ERC strané VAMP3 a VAMPS8. Jedna se
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tedy o proces, kdy fagosomy obsahujici TLR-ligandy jsou selektivné obohaceny o MHC-I molekuly, nebot
fuzovani s vacky z ERC je preferované oproti tém fagosomuUm, které zadné TLR-ligandy neobsahuiji.

Zasoby MHC-I molekul pak byly pozorovany i u CD8+ DC, které jsou obecné povazovany za lépe
uzpUsobené ke zkfizené prezentaci. Validitu téchto vysledkl potvrzuje i fakt, Ze vnitrobunécné zasoby MHC-I
molekul kolokalizované s transferrinovym receptorem byly rovnéz pozorovany u plasmacytoidnich DC (pDC)
(Di Pucchio et al., 2008). Ackoliv bez stimulace nejsou pDC schopny aktivovat T lymfocyty vibec, pouhych 6
hodin vystaveni virovym antigendm je dostacujicich pro aktivaci virové-specifickych CD8+ T lymfocytl. Tak
rychla reakce je pravé mozna, nebot pDC maiji zasoby jiz hotovych MHC-I molekul v recyklujicich
endosomech. Po stimulaci virovymi antigeny jsou pak tyto MHC-I molekuly zahy transportovany v komplexu
s peptidy na bunécény povrch. Soucasné bylo pozorovano zpracovani virovych antigenl vakuolarni cestou
zkrizené prezentace, kterd by rovnéz mohla pftispivat k rychlosti odpovédi. Zkfizena prezentace ma zasadni
vyznam pti antivirové obrané organismu, a viry se jsou schopny pomnozit velmi rychle. Tyto vysledky mimo
jiné ukazuji, Ze pDC jsou schopné proti nim rychle zasahnout - jednak produkci cytokin(, ale také rychlou

aktivaci virové-specifickych CD8+ T lymfocytd.

6.3 Zavérem kapitoly

Poznatky o vnitrobunécéném transportu MHC-I molekul, které jsou vice méné etablované, jsou
shrnuty na Obr. 6. MHC-I molekuly mohou byt recyklovany z bunééného povrchu a klathrin-nezavislou
endocytdzou se dostavaji do tridicich endosom spolecné s fadou dalSich molekul. Zde je vedle MHC-I

zobrazen transferrinovy receptor (Trf receptor). Z tfidicich endosomi mUzZe probéhnout rychla recyklace
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Obr. 6: To nejdllezitéjsi, co je doposud zndmo o vnitrobunééném transportu MHC-I molekul u DC (pfevzato a
upraveno z Blander 2016)
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pfimo na plazmatickou membranu, nebo dojde k transportu do ERC a teprve odtud je receptor pomalu
recyklovan. Obé varianty jsou mozné jak pro MHC-I, tak pro Tfr receptor, a¢ na obrazku jsou tyto cesty
znazornény vzdy pouze pro jednoho z nich. Z ERC se MHC-I molekuly dostavaji na popud signalizace skrz TLR
do prislusnych fagosom(. TLR svou aktivaci spousti signalni kaskadu, kdy je aktivovan MyD88, IKK2 a
nakonec fosforylovan SNAP23 (P-SNAP23 znaci fosforylaci), ktery stabilizuje SNARE komplexy, které vznikaji
pfi splyvani ERC a fagosomu. MHC-I molekuly se tak dostanou specificky do fagosomd, které nesou antigeny
stimulujici TLR. Antigenni peptidy od nich odvozené pak vynesou na bunécny povrch a prezentuji CD8+ T
lymfocytdm. Aby mohly byt ony antigenni peptidy na MHC-I molekuly naloZeny, je nezbytné, aby se do
fagosomi dostaly ER-rezidentni proteiny jako je TAP a dalsi. Tyto jsou do fagosomU dopravovany na MHC-I
molekuldch i signalizaci skrze TLR nezavisle, z ERGIC. Ve vysledku existuji tedy dvé hlavni nezavislé
transportni cesty zodpovédné za pretvoreni fagosomu v kompartment umoznujici zkfizenou prezentaci (viz
Obr. 7).
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O vnitrobunécném transportu MHC-I molekul by se dalo pojedndvat jeSté fadu stran. To vSak neni
cilem mé prace. Toto téma je v posledni dobé zevrubné studovano spoustou laboratofi, neb se zda, Ze kdyz
pochopime, jak MHC-I molekuly prochazeji bunéénymi kompartmenty, pochopime pak jiz snadno rozmanité
mechanismy zkfiZzené prezentace. Minuly rok byl tomuto tématu vénovan téz znacny prostor v pfiloze o
zkfizené prezentaci v Casopise Immunological Reviews. Zajemce o zevrubnéjsi analyzu této problematiky,
véetné informaci ziskanych na jinych burikach nez jsou APC, zde tedy odkazuji na vyborna review psana témi

nejlepsimi v oboru (Blander, 2016; van Endert, 2016).
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7 Mechanismus ERAD a zkrizena prezentace

V ramci kapitoly o cytosolické cesté zkFizené prezentace byl zminén nedavno potvrzeny vyznam
translokonu Sec61 pro prenos pohlcenych antigent skrze fagosomalni membranu do cytosolu. Sec61 je
jednak translokon umoznujici cestu protein( sekre¢ni drahy do ER, mimo to je vSak schopen i procesu
opacného a je tak jednim z kanalQ, u néjz predpokladame roli v rdmci ER-asociované degradace (ERAD).
Mechanismus ERADu je dosti komplexni, sloZity a dosud ne zcela objasnény, podobné jako je tomu u
zktizené prezentace. Obecné se vsak jedna o souhru mnoha protein(, jejichZ zasadni Ulohou je pfemistit
Spatné sloZzeny protein z ER do cytosolu, pficemz je ubikvitinylovan a nasledné degradovan proteazomem.
Takto jsou prenaseny jak proteiny solubilni, tak membranové vazané a je pozorovana urcitd substratova
specifita v tom smyslu, Ze rozliéné ERAD substraty vyuZivaji rizné komponenty ERAD masinérie. Obvykle je
rozliSovan ERAD-L pro solubilni substraty v lumen ER, ERAD-M pro membranové vazané substraty, které maji
Spatné sloZzenou doménu v lumen ER, a ERAD-C pro membranoveé vazané substraty, které maji Spatné
slozenou doménu v cytosolu. Pravé takovy transport pres membranu, jako v pfipadé ERAD-L, je potieba pfi
cytosolické cesté zkrizené prezentace. Dokonce kdyz uvazime, ze ve fagosomu, v némz se nachazi antigen,
panuje mirné kyselé pH a urcitd mira proteolytické degradace, zdd se dost pravdépodobné, Ze proteiny
v ném obsaZené budou vykazovat nékteré charakteristiky Spatné sbalenych solubilnich proteinG v ER. D3 se
tedy predpokladat, Ze Sec61 nebude jedinym ¢lankem ERAD masinérie, ktery je do fagosomU dopravovan.

Pfipadné, Ze se ve fagosomech nachazeji proteiny jiné, ale s analogickou funkci ke komponentam ERADu.

7.1  Zakladni mechanismus ERADu Spatné slozenych solubilnich proteini v lumen ER
(ERAD-L)

Mechanismus ERADu je studovan prevazné na kvasinkach. V zasadé ho lze rozdélit do nékolika
dllezitych krok( (Zattas & Hochstrasser, 2015). Prvnim je jisté rozpoznani Spatné sbaleného proteinu.
Nasledné musi byt tento protein pfenesen pfes membranu a jiz v rdmci pfenosu, ¢i az po ném, probéhne
ubikvitinylace proteinu. Poslednim krokem je pak degradace v proteazomu.

Podrobnéji je tento proces ilustrovan na Obr. 8. K rozpoznani slouzi jednak lektiny v lumen ER (Yos9),
nebot fada proteint je v ramci ER glykosylovana, cukerné zbytky jsou nasledné zkracovany béhem skladani
proteinu do vhodné konformace a paklize tuto konformaci neni schopen po delsi dobu zaujmout, nabydou
jeho cukerné zbytky konkrétni podoby, kterou rozpoznaji lektiny ERADu. Vedle lektinG jsou to pak nékteré
Hsp70 proteiny jako Kar2 (u savct BiP ¢i Grp78) a Hrd3 (u savcl SEL1L), které rozpoznavaji vyloZené tu
Spatné sbalenou ¢ast proteinu. Pfi rozpoznani proteinu a jeho ptivedeni ke zbytku ERAD masinérie
pravdépodobné spolupracuji vSechny tyto tfi komponenty. Po rozpoznani je protein ubikvitinylovan E3
Ub-ligdzou specifickou pro ERAD - Hrd1 nebo Doal0 (neni na obrazku). Obé jsou v cytosolické ¢asti vybaveny

tzv. RING doménou, jiZ asociuji s E2 Ub-ligazou (zde Ubc7) nesouci Ub a nasledné prenesou tento Ub z E2 na
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rozpoznany protein. Zatim nedefinovanou roli nékdy okolo okamziku ubikvitinylace hraje téz protein Derl (u
savcl Derlin-1). Protein Usal (u savcl Herp) zaji$tuje asociaci Derl s Hrd1 a je dulezity pro oligomerizaci a
stabilitu komplexu.

Translokace proteinu pres membranu probiha bud’ prostfednictvim proteinového kandlu a to pred, ¢i
soucasné s ubikvitinylaci. Alternativni model predpoklada pozménéni struktury fosfolipidové membrany
prostfednictvim néjakych proteinovych faktord, které tak snizi energii nezbytnou k prekonani této bariéry a
umoznuji prostup proteinu primo skrze membranu (Zattas & Hochstrasser, 2015). Kazdopadné tak, jako
import proteinll do ER vyZaduje energii (je pohanén energii samotné proteosyntézy), tak upravena
membrana Ci kandl je pravdépodobné pouze pasivnim otvorem, ktery prostup umoznuje, ale musi zde
existovat néjaky pohonny zdroj energie. Zde hraje roli nejspise cytosolicka ATPaza Cdc48 (u savcl p97), ktera
za spotreby ATP uvoliuje protein z membrany. Jeji kofaktory Ufd1 a Npl4 umoziuji mimo jiné vazbu

proteind oznacenych Ub.
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Obr. 8: ERAD masinérie zajistujici rozpoznani (nahofe) a retrotranslokaci (dole) solubilnich $patné sbalenych proteint
z lumen ER (pfevzato z Zattas a Hochstrasser 2015).

7.1.1 Retrotranslokony
Ktery protein vytvari retrotranslokacni kanal, pfipadné destabilizuje membranu je predmétem
debat. Momentalné jsou zvaZovany tfi hlavni mozné mechanismy pro transport Spatné sloZzenych protein(

pres membranu ER (Romisch, 2017). Jeden z nich uvaZuje jako vystupni kanal Sec61 translokon, druhy E3
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Ub-ligdzu Hrd1 a treti pseudoprotedzu Derl. Je samoziejmé moziné, Ze se tohoto procesu ucastni vSechny tfi
zaroven, nebo Ze zaleZi na typu proteinu uréeného k degradaci. A nebot vystupni kanal je pravdépodobné
jednou z nejdalezitéjsich soucasti exportniho mechanismu, i vzhledem k roli pro zkfiZzenou prezentaci zde

shrnu recentni zjisténi o jejich funkci.

7.1.1.1 Secé61 translokon

Existuji ¢lanky hovotici jak pro, tak proti funkci Sec61 translokonu pfi retrotranslokaci, v zavislosti na
charakteru Spatné sbaleného proteinu. Solubilni proteiny tento kanal zfrejmé mohou vyuzivat (Willer et al.,
2008), na rozdil od proteind membranovych, které jsou retrotranslokovany jinym mechanismem (Huyer et
al., 2004).

Bohuzel zasadnim problémem pfi analyze funkce Sec61 pro ERAD je pleiotropni efekt jeho
umléeni/inhibice funkce. V dfivéjsich studiich byly vyuZivany teplotné senzitivni mutanty Sec61 kanalu, které
byly pfi vyssi teploté zcela funkéni, pri nizké teploté pracovat prestaly. To vSak stejné znamen3, ze v
okamziku sniZeni teploty nefungovaly fadné pro prenos ani tam, ani zpét. Navic snizeni teploty mohlo
ovlivnit téz stabilitu ERAD substratu a tim zmirnit jeho degradaci, aniz by zde nefunkénost Sec61 hrala
vyznamnou roli.

V posledni dobé se vsak objevila mutace specifickd pravé pro exportni a nikolivimportni funkci Sec61
translokonu. Mutace Y344H (histidin na pozici 344 nahrazen tyrosinem) byla primarné nalezena u mysi trpici
diabetem (Lloyd et al., 2010). Nedostatek inzulinu byl zplsoben apoptdzou beta bunék pankreatu v disledku
stresu v ER. Cisterny ER byly zvétSené, coz naznacuje, Zze primarnim diivodem mohl byt problém v
odstranovani Spatné sbalenych proteind. Exprese nemutovaného Sec61 v beta burikdch pankreatu vedla k
obnoveni homeostazy v ER - beta buniky prestaly apoptoticky umirat a doslo k vylééeni diabetu. Pfi analyze
translokonu bylo navic zjisténo, Ze import protein(i do ER zfejmé narusen nebyl.

Analogickd mutace byla proto vytvorena u kvasinky (Wheeler & Gekakis, 2012). Zde bylo ovéreno, ze
translokacni aktivita Sec61 ve sméru dovnitf neni narusena. ER vsak bylo nachylnéjsi k induktor(im stresu a
retrotranslokace ERAD substratu byla zpomalena. S pomoci téchto mutantd by v budoucnu mélo byt snazsi

analyzovat roli Sec61 pro ERAD ¢i jiné bunécné procesy.

7.1.1.2 Ubikvitin ligaza Hrd1

Tato E3 Ub-ligaza byla v nékolika recentnich pracich oznacena jako membranovy protein umoznujici
prenos Spatné sbalenych proteinli pfes membranu ER. M4 6 transmembranovych domén, coZ je teoreticky
dostacujici pro tvorbu transmembranového kanalu.

V jedné z téchto praci byl proces ERADu-L rekonstituovan in vitro z purifikovanych komponent z
kvasinky Saccharomyces cerevisiae (Stein et al., 2014). Z vysledkl vyplyva, Ze Hrd1 je centralnim proteinem

procesu ERAD-L, neb je schopna rozpoznat Spatné sbalené proteiny, ubikvitinylovat je i sebe a ptivést ATPazu
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Cdc48, ktera Spatné sbaleny protein vyprosti z Hrd1 do cytosolu. Hrd1 by tedy byla multifukéni
komponentou uplatfiujici se mimo jiné i jako transmembranovy kanal. Jako substrat pro ERAD zde byla
vyuzita pro-karboxypeptidaza Y s bodovou mutaci (CPY*), ktera je dostacujici k tomu, aby byl tento protein
Spatné sbaleny, a od ni odvozené fuzni derivaty. Z poc¢atku byl cely proces rekonstituovan v detergentu.
Izolovana CPY* zde asociovala s transmembranovou doménou purifikované Hrd1, na rozdil od nemutované a
spravné sbalené CPY. Hrd1 se vyznamné podilela na polyubikvitinylaci CPY* i sebe sama za pritomnosti
zbytku ubikvitinylaéni masinérie. Jeji autoubikvitinylace vedla k asociaci s Cdc48 ATPazou prostfednictvim
jejich dvou kofaktorl Ufd1 a Npl4 a specifita této interakce se pak zvysila pfidanim Ubx2 proteinu. Reakce v
detergentu vsak zcela jisté nemohou Uplné odpovidat reakcim na membrané ER. Autofi se proto pokusili
provést cely proces na membrané proteoliposomu. Zde se jim sice podafilo ukazat, Ze po pfidani ATPazy
CPY* liposomy opousti skrze interakci s Hrd1, avsak Hrd1 liposomy opoustéla také a ve vétsi mite nez
samotné CPY*. Navic CPY bylo asociovano s Hrd1 jesté pred vytvorenim liposomu. Ani jedno by se na
membrané ER béziné dit nemélo, je tedy otazka nakolik fyziologické jsou zde zjisténé skutecnosti.

O nékolik let pozdéji byl proto proveden podobny vyzkum, v némz byl zvolen lepsi experimentdlni
pfistup (Baldridge & Rapoport, 2016). CPY* zde byla modifikovana pfidatnou transmembranovou doménou
na C konci (CPY*-TM), jejimZ prostfednictvim se sama stala soucasti proteoliposomu ve fyziologické orientaci
(lumen ER odpovida lumen vacku). Vacek byl poté jemné solubilizovan, dodatecné pridana Hrd1 se do néj
zacClenila, a znovu zpevnén. Nasledné byl detekovan export CPY*-TM z proteoliposomu za pfitomnosti ATP a
ubikvitinyla¢ni masinérie. BohuZel vSak nebylo ukazano, Ze pfi zaclefiovani Hrd1 do liposomU nedoslo k
asociaci s CPY. Pokud by tomu tak bylo, ve vysledku by se tento pfistup pfilis nelisil od plvodniho. Nelze tedy
zcela vyloucit, Ze Hrd1 sama o sobé kandl nevytvari, ale je pouze jeho ¢asti a ve fyziologickych podminkach
potiebuje ke spravné funkci tfeba pravé Derl, ¢i dalsi komponenty.

V kazdém pripadé vsak Hrd1 hraje pfi retrotranslokaci v rémci ERADu vyznacnou roli, jak bylo
potvrzeno na savcich bunkach (Grotzke et al., 2013). Bylo zde vyuZito specialné upraveného fluorescentniho
proteinu (Venus fluorescent protein), ktery za¢ne fluoreskovat pouze, pokud je nejdfive v ER glykosylovan a
nasledné deglykosylovan v cytosolu, kam se z ER mUzZe dostat jediné retrotranslokaci, vyuzivanou pfi ERADu.
Prostfednictvim siRNA byla umlcena exprese rGznych proteind, které by pti ERADu mohly hrat roli, a byl
pozorovan vliv na fluorescenci tohoto proteinu. Nejvyznamnéjsi efekt vykazovalo umlceni pravé Hrd1 a jeji
dalsi savéi podjednotky, aZz po ni nasledoval Sec61 a jesté mensi roli hrdly homology Derl. Problematicky je
zde fakt, Ze u savcl se nachazeji dva homology Sec61 a umlicet oba dva nelze bez vedlejsich Ucink( (véetné

letality). Je mozné, Ze z toho dlivodu muiZe byt vyznam Sec61 v této studii podcenén.

7.1.1.3 Vyznam Derl1 pro retrotranslokaci
Konkrétni vyznam proteinu Derl obecné pro ERAD neni doposud uspokojivé znam. Vedle jinych byla

navrZena téZ moznd role v samotné retrotranslokaci (Mehnert et al., 2014). Protein Derl ma pravdépodobné
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6 transmembranovych domén a také je schopen oligomerizace, jejimz prostfednictvim by mohl vytvaret
kanal. Pro jeho oligomerizaci hraje zasadni roli protein Usal, ktery zaroven zprostfedkovava asociaci s Hrd1.
Derl se také nachazi v tésné blizkosti proteinu Hrd3, ktery pfivadi Spatné sbalené proteiny. Rovnéz bylo
zjisténo, Ze Derl asociuje se substraty pro ERAD, a to jak svymi ER-luminalnimi, tak membranovymi
doménami, coZ vyznamné naznacuje, Ze je soucdsti retrotranslokacni masinérie. Zda se vsak, Ze je
podjednotkou, ktera je potfeba pouze pro urcité typy substratl. Hlavné pro solubilni ERAD substraty jako je
CPY*, protoZze mutace konzervovanych aminokyselin v transmembranovych doménach Derl narusily
translokaci CPY*. Naopak na translokaci membranovych substrat ERADuU nemély mutace vliv a neovlivnily
ani topologii samotné Hrd1. Autofi na zdkladé téchto vysledkd navrhuji model, kdy Spatné sbalené proteiny
jsou od Hrd3 predany pravé Derl, ktery zprostfedkuje jejich prenos skrze membranu. Na cytosolické strané
membrany jsou proteiny nasledné ubikvitinylovany Hrd1 Ub-ligdzou. Samotny kanal by pfitom mohl byt

tvoren transmembranovymi doménami Derl i Hrd1 soucasné.

7.2  Vyznam ERADu pro zkfizenou prezentaci

Jednim z prvnich vyzkum( zamérenych Cisté na toto téma je prace z roku 2006 publikovana ve
vyznamném imunologickém casopise (Ackerman et al., 2006). PGvodni myslenka této varianty vychazi ze
zjisténi, Ze ER-rezidentni proteiny se stavaji soucasti endosom a fagosom{ nesoucich antigeny ke zkfizené
prezentaci, jak uz bylo zminéno vyse. Tyto antigeny jsou mnohdy zpracovany tzv. cytosolickou cestou, ktera
ve svém principu predpoklada transport antigenu skrze fagosomalni membranu. V ER se k vyreseni tohoto
problému naskytd retrotranslokacni masinérie uplatnujici se pfi ERADu. Ackerman et al. se zaméfili na
zktizenou prezentaci OVA u DC. Ta zfejmé probihala cytosolickou cestou, nebot byla narusena po inhibici
TAP prostrednictvim peptidu ICP47(1-35) (synteticky peptid odvozeny od N-konce virového proteinu ICP47,
ktery interaguje s cytosolickou stranou TAP a tim ji inhibuje). Ponévadz peptid ICP47(1-35) byl podan
extracelularné, naruseni zkfizené prezentace zaroven ukazuje, Ze i on sam se nejdfive musel zendosomu
dostat do cytosolu, aby mohl TAP inhibovat. Jako retrotranslokon byl testovan Sec61 kanal pomoci
reverzibilniho inhibitoru Exotoxinu A (ExoA). Pokud byl ExoA podan extracelularné spoleéné s ICP47(1-35),
inhibice TAP byla vyrazné omezena, ale zkfizenda prezentace byla narusena. Blokace Sec61 kandlu tedy
zfejmé zabranila transportu jak ICP47(1-35), tak antigenu do cytosolu. Bohuzel vysledky spojené s inhibici
translokacniho kandlu Sec61 jsou doprovazeny fadou pochybnosti, neb se da predpokladat pleiotropni
ucinek takové inhibice. Sec61 kanadl se tak touto praci dostal do podvédomi badatell na poli zkfizené
prezentace, ale nebyl pfijat jako prokazany.

Vedle OVA zde byla v roli antigenu poufZita také luciferaza. Po jejim pohlceni byly vacky izolovany a
nasledné byla mérena mira exportu luciferazy ven prostfednictvim jeji enzymatické aktivity. Bylo zjisténo, Ze
transport luciferazy je zavisly na pfitomnosti cytosolickych komponent a ATP. To napovida roli cytosolické

ATPazy p97, kterd napomaha vytazeni proteinu skrze membranu ER pfi ERADu. Jeji vyznam zde byl potvrzen,
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nebot pridani Cisté p97 a ATP k fagosomim s luciferdzou iniciovalo export luciferazy z vacku, kdezto p97 s
nefunkéni ATPazovou aktivitou toho schopna nebyla. Navic pokud byly DC transfekovany nefunkéni p97, byla
narusena téz zkrizena prezentace OVA. Tato prace tedy ukdzala na pravdépodobnou roli dvou komponent
ERADu, ATPazy p97 a kanalu Sec61, pro zkfizenou prezentaci. Jako u vSeho nového je vSak na misté
obezfetnost a proto jesté fada recentnéjsich ¢lankd musela tuto problematiku provérit, nez bylo zapojeni
této masinérie ve zkfiZzené prezentaci obecné pfijato.

Jednim z nich je pomérné recentni prace na zk¥izené prezentaci dlouhych peptidli (Ménager et al.,
2014). Zkoumany peptid byl fluorescenéné oznacen, konfokalni mikroskopii bylo sledovano jeho pohlceni do
¢asnych endosomu a jejich nasledné dozravani v pozdni endosomy splynutim s lysosomy u DC. Zpracovani
téchto peptidl na kratsi, vhodné k nasednuti na MHC-I, probéhlo v zavislosti na proteazomu a TAP. Zfejmé
tedy cytosolickou cestou, pro niz je tfeba, aby peptidy opustily fagosom. Umlceni ATPazy p97, jei je
dlleZitou soucasti ERADu, vedlo k vyraznému naruseni zkfizené prezentace, coz znadi, Ze se na transportu do
cytosolu tato ATPdaza podili. Naopak role Sec61 byla vyvracena, neb pouziti jeho inhibitoru ExoA ani jeho
umlceni zkfizenou prezentaci nijak vyrazné neovlivnilo. Podobné ani uml¢eni proteinu Derlin-1 nemélo na
zkfizenou prezentaci vliv.

Avsak jesté recentnéjsi studie, kterd jiz byla zminéna v kapitole o cytosolické cesté zktizené
prezentace, na roli Sec61 ukazuje (Zehner et al., 2015). Pfi pouZiti stejného inhibitoru (ExoA), avsak jiného
typu antigenu (solubilni ¢i partikularni OVA) bylo pozorovano vyrazné naruseni zkfizené prezentace. V dalSim
kroku byla navic role Sec61 dokazana natolik elegantnim zplsobem, Ze se neni tfeba obavat ani
pleiotropnich Ucinkd pfi jeho inhibici. Rovnéz byla analyzovana mozna role Derlinu-1, ktera vsak ani zde
nebyla potvrzena. Posledni komponentou ERAD, na kterou se zde zaméfili byla Hrd1. P¥i jejim umlceni doslo
ke sniZeni exportu antigenu do cytosolu i nizsi aktivaci CD8+ T lymfocyt(. Bohuzel vsak byla zaroven
ovlivnéna i prezentace na MHC-II, pro kterou by export do cytosolu nemél hrat Zzadnou roli. Neni tudiz jasné,
zda sniZeni ucinnosti zkfizené prezentace bylo dlisledkem nefunkcnosti translokacni drahy, nebo jiného
nespecifického efektu pti umléeni Hrd1.

Role p97 pro zkfizenou prezentaci byla navrzena i o néco dfive v souvislosti s polyubikvitinylaci
manosového receptoru (MR) a zd4 se tedy dosti pravdépodobna (Zehner et al., 2011). Jako antigen zde byl
pouZzit OVA cileny na MR. OVA byl spole¢né s MR internalizovan do ¢asnych endosomd, kde nasledné doslo
ke zpracovani OVA pro zkfizenou prezentaci. V pfipadé, Ze DC neexprimovaly MR a OVA byl kovalentné
pfipojen k transferrinu, byl OVA dobte internalizovan prostrfednictvim transferrinového receptoru do
stejného casné endosomalniho kompartmentu jako prostfednictvim MR. Avsak bez exprese MR nedoslo k
ucinné zktizené prezentaci OVA, neb byl narusen pfenos OVA do cytosolu. MR ma na svém cytosolickém
konci lysinovy zbytek, ktery je po vazbé OVA polyubikvitinylovan. Po mutaci tohoto lysinu nebyla nijak

ovlivnéna internalizace OVA, ani jeho zacileni do ¢asnych endosomd, ale zkfizena prezentace a export do
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cytosolu byly naruseny vyrazné. Polyubikvitinylace cytosolické ¢asti tohoto receptoru tedy zfejmé hraje pro
export OVA z endosomu roli. ATPaza p97 je schopnad polyubikvitinylované proteiny vazat prostfednictvim
svych kofaktor(i a MR by tak mohl prostfednictvim své polyubikvitinylace tento protein privadét na
endosomalni membranu a umozniovat tak jeho participaci na exportu antigenl z endosomu. Tato teorie zde
byla vysledky potvrzena. Exprese mutantni p97, ktera nedisponuje ATPazovou aktivitou, vyrazné narusila
zkfizenou prezentaci a export antigenu do cytosolu. ATPasa p97 byla také kolokalizovana s endosomy

obsahujicimi OVA, avsak pouze v pfipadé, kdy se zde také nachazel polyubikvitinylovany MR.

7.3  Zavérem kapitoly

Zda se tedy, Ze minimalné nekteré komponenty ERAD masinérie se zkfizené prezentace vskutku
Ucastni. Z recentnich vyzkum vyplyva role hlavné pro Sec61 a ATPazu p97. Vyznam Hrd1 je nutné ovéfrit. Z
pohledu exportu antigenu do cytosolu je tedy k dispozici kandl i pohonny mechanismus k protaZeni antigent
skrze néj. V ER je vSak mechanismus prostupu protein(i do cytosolu mnohem komplexnéjsi. Da se proto
predpokladat, Ze jesté nékolik komponent v rdmci fagosomU zbyva nalézt. Nemusi se nutné jednat o
proteiny z ER, pravdépodobné jim vsak budou minimalné funkcéné pribuzné. Rovnéz je z dosavadniho
vyzkumu zfejmé, Ze tak jako existuje vice mechanism( zkfiZzené prezentace, tak jsou potieba rlizné ERAD

faktory v zavislosti na konkrétnim typu pohlceného antigenu.

8 Zavér

V predchazejicich kapitolach jsem se vénovala fyziologickému vyznamu a ve vétsi mire
molekuldrnimu mechanismu zkfiZzené prezentace. Fyziologicky vyznam zkfizené prezentujicich DC v boji proti
intracelularnim patogen(im, rakoviné a autoreaktivnim T lymfocytlim je pomérné dobre etablovan,
molekuldrni podstata zkfizené prezentace vSak dosud neni uspokojivé objasnéna. Rovnéz propojeni mezi
molekuldarnim mechanismem a fyziologickym vyznamem zatim nezname, tedy neni zndmo, jak konkrétné
probiha zkfizenda prezentace pfi navozeni tolerance oproti procesu navozeni aktivace u T lymfocytd.

Diskutované molekuldrni mechanismy zkfizené prezentace jsou pro pfehlednost shrnuty na Obr. 9.
Pomoci Cisel a Sipek je zde naznacen sled udalosti od pohlceni exogenniho antigenu az po prezentaci od néj
odvozenych peptidli na bunécném povrchu. Struktury ovlivnéné signalizaci skrze TLR jsou oznaceny ¢ervenou
hvézdickou, kdy v zavorce je uvedeno, v jaké fazi dozravani DC (k tzv. dozravani dochdzi pravé po stimulaci
TLR) se projevuji. Naptiklad Sec61 se na membrany fagosomu dostava zahy po pohlceni antigenu, naopak
TFEB se projevuje az mnohem pozdéji a zkfizenou prezentaci vlastné zastavuje. VSechny struktury zminéné

na Obr. 9 Ize dohledat v ramci jednotlivych kapitol a dozvédét se tak o nich vice.
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Obr. 9: Molekularni mechanismus zkfizené prezentace v detailu (pfevzato a upraveno z (Alloatti et al., 2016)

Davodem, proc dosud neni mechanismus zkfizené prezentace zcela objasnén, ackoliv se jim zabyva a
zabyvala rfada laboratofi, je pravdépodobné nesnadnost propojovani jednotlivych vysledkd v celistvy
obrazek, nebot se béhem celého procesu zkfiZzené prezentace projevuje spousta rliznych faktort. Nejen Ze
zalezi na typu antigenu a zpUsobu jeho pohlceni, ale s mechanismem zkfizené prezentace Uzce souvisi
problematika dendritickych bunék, jejichz podtypd, které se lisi svymi vlastnostmi a funkcemi, nachazime v
ramci ¢lovéka celou fadu (Gutiérrez-Martinez et al., 2015). Pfitom mnoho informaci o zkfizené prezentaci
bylo objeveno na mysich DC, které se pravdépodobné od lidskych DC lisi. RovnéZ momentalni stav
imunitniho systému, pritomnost konkrétnich cytokinl a patogennich struktur ovliviiuje dendritické buriky
spoleéné s procesy, které v nich probihaji. Po stimulaci skrze PRR DC dozravaji a v rGznych fazich dozravani
vykazuji rozmanité vlastnosti i co se zkfizené prezentace tyce (Alloatti et al., 2016). Komplexni porozuméni
problematice zkfizené prezentace a jejimu fyziologickému vyznamu se pravdépodobné neobejde bez vyuZiti
modernich systémovych pfistupd, které umozni zohlednit fadu proménnych zaroven. Bylo by skvélé, kdyby

jednoho dne bylo mozné namodelovat prlibéh zkfizené prezentace a specificky tak umét stimulovat i

tolerizovat pfislusné T lymfocyty.
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