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Tato bakalatska prace je rozd€lena na teoretickou a praktickou ¢ast. V teoretické ¢asti jsou
sumarizovany metody, jimiZ lze v klinické praxi hodnotit reakce imunitniho systému navo-
zené po probéhlém ockovani. Tyto metody jsou rozdéleny podle toho, jestli sleduji humo-
ralni nebo bunécnou slozku specifické imunitni odpovédi. Prakticka ¢ast je zaméiena
zejména na bunécnou slozku specifické imunity. Tato prace porovnava postvakcinacni imu-

nitni odpovéd’ T-lymfocytt zdravych a imunosuprimovanych jedincu.
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This bachelor thesis is divided into theoretical and practical parts. The theoretical part sum-
marizes the methods that can be used in clinical practice to evaluate the immune system
reactions induced after vaccination. These methods are divided according to whether they
monitor the humoral or cellular component of the specific immune response. The practical
part focuses mainly on the cellular component of specific immunity. This work compares
the post-vaccination immune response of T-lymphocytes from healthy and immunosuppres-

sed individuals.



Predmluva

Pti rozhodovéni o tématu mé bakalarské prace jsem se snazila najit oblast, ktera by
byla nejen zajimava, ale i aktualni, a ne zcela probadana. Jesté pfed neddvnou dobou svétem
zmitala pandemie covidu-19, kterou zpusobil novy lidsky virus SARS-CoV-2. Tato situace
vyvolala ve svété spousty otazek a zna¢né obavy. Asi nejvice obav a otazek panovalo kolem
oc¢kovani a rychle vyvinutych vakcin proti tomuto onemocnéni. Diskutovalo se, zda je oc-
kovani bezpecné a zda ma néjaky smysl. Nejdiive jsem chtéla svou praci zaméfit na sledo-
vani nezadoucich reakci po o¢kovani témito vakcinami, av§ak po konzultaci s mym vedou-
cim bakalarské prace Ing. Bc. TomaSem Vlasem jsme se rozhodli téma zaméfit jinym sme-
rem. Stale se zabyvame otazkou, zda ma vakcinace proti SARS-CoV-2 smysl, avSak nikoli
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UvVOoD

Metod, kterymi Ize v imunologii sledovat postvakcina¢ni odpovéd’, je nepteberné
mnozstvi. V dnesni dob¢ jsme schopni laboratorné diagnostikovat jak humoralni, tak 1 bu-
nééné slozky specifické imunity. V teoretické ¢asti této bakalaiské prace jsou popsany jed-
notlivé metody, kterymi Ize sledovat obé¢ tyto slozky, vEtsi pozornost je vénovana tém, které
se vV nedavné dobé uplatnily ke sledovani odpovédi po ockovani proti onemocnéni covid-19.
Prakticka ¢ast této prace se zabyva stanovenim bunééné imunitni odpovédi pomoci prito-
kové cytometrie. Ke stanoveni byly pouzity kryokonzervované vzorky pacientd s imuno-

supresivni 1é€bou a jejich vysledky byly porovnany se zdravou kontrolni skupinou.

Imunosupresivni 1é¢bou je potlacena funkce imunitniho systému. Pacienti s imuno-
supresivni lé¢bou jsou tedy mnohem vice nachylni k infekcim a priitbéh nemoci byva Castéji
doprovazen tadou komplikaci. Z tohoto diivodu je nutné zvySovat obranyschopnost téchto
pacienttl. I pfes to, ze vakcinace pacientll s imunosupresivni 1é¢bou je spojena s fadou moz-
nych rizik, v kone¢ném disledku pfinosy vakcinace zna¢né¢ prevysuji tato rizika. Ockovani
je tedy neodmyslitelnou soucasti jejich 1écby, jakoZto preventivni opatieni pted vznikem

chorob nebo alespoii snizeni pravdépodobnosti rozvoje zavazného prub&hu nemoci.
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TEORETICKA CAST

1 OCKOVANI A POSTVAKCINACNI ODPOVED

Ockovani predstavuje umélou aktivni antigenné specifickou imunostimulaci. Princip
ockovani spoc¢iva v navozeni ochrany organismu vici skodlivému patogenu napodobenim
interakce, ke které by doslo v piipadé infekce. V ofkovaci latce je obsazen antigen nebo
alespon jeho ¢ast, ktera vede K navozeni imunitni reakce a vytvofeni imunologické paméti

vici jednomu uréitému antigenu (Krejsek, 2016).

1.1 Imunitni reakce

V ptipadé€ zdravého imunitniho systému dojde po kazdém setkdni s cizorodym anti-
genem K rozpoznani a nasledné k aktivaci slozek specifické imunity. K rozpoznani mize
dojit bud’ po nahodném setkani, napt. v ptipadé infekce, nebo dojde k cilené konfrontaci
organismu s patogenem v podob¢ vakcinace. Po prvnim kontaktu antigenu s imunitnim sys-
témem dojde Kk tzv. primarni imunitni odpovédi (Fajfrlik, Amlerova, 2019). Diky spolupraci
s antigen-prezentujicimi buikami (APC) je lymfocytarnim receptorim (TCR a BCR) pied-
staven antigen kolujici v plazmé&. Po rozpoznani nasleduje aktivace naivnich lymfocytl do
efektoroveé formy. Zralé T-lymfocyty jsou nasledné schopny likvidovat buiiky zasazené pfi-
sluSnym patogenem. B-lymfocyty jsou schopny antigen rozpoznat nejen prostrednictvim
APC, ale i volné v solubilni formé v plazmé. Po aktivaci se B-lymfocyty pfesouvaji do lym-
fatickych uzlin, kde dél proliferuji a maturuji do plazmatickych bunck. Plazmatické buiiky
jsou schopné bojovat s patogenem prostiednictvim vysokoafinitnich specifickych protilatek,

tzv. imunoglobulint (1g) (Krejsek, 2016).

U obou skupin lymfocytli v pribéhu imunitni reakce vznika specidlni frakce téchto
bunék, kterd nasledné pfi reinfekci vyrazné pomahé k navozeni mnohem rychlejs$i imunitni
odpovédi. Jedna se o pamétové buiky. Pamét'ové bunky Ize délit nejen podle typu lymfo-
cytu, ze kterého vzesli, ale 1 podle mista, ve kterém piisobi. Centralni pamét'ové buiiky
(TCM) nalezneme kolujici v lymf€ a v sekunddrnich lymfatickych organech. Jejich ukolem
je spusténi sekundarni imunitni odpovédi. Efektorové pamétové bunky (TEM) vznikaji z ak-
tivovanych lymfocytli béhem prvni reakce s patogenem a nasledné koluji po celém téle.
V piipadé spusténi sekundarni imunitni odpovédi zaénou znovu proliferovat a zmeéni se zpét

na vykonny lymfocyt, ktery je schopen likvidace patogentii. A nakonec rezidentni pamét'ové
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buniky (TRM). Jsou usidleny ve tkanich, zejména v kizi, plicich a v okoli gastrointestinal-
niho traktu, kde hlidaji danou oblast a v pfipad¢ infekce jsou pfipraveny zasahnout (Paul,
2013).

Cilem vakcinace je vytvoreni dostatecného mnozstvi pamétovych bunéek, které za-
jisti dlouhotrvajici imunologickou pamét’ a nasledné zajisti rychlou odpovéd’ pii dal§im se-
tkani s danym antigenem. Rozsah, kvalita a pfetrvavani ziskané specifické odpovédi jsou
vyznamné ovlivnény jak typem vakciny, tak i neadaptivni slozkou imunity, vékem, pohla-

vim a zdravotnim stavem oc¢kovaného (Krejsek, 2016).

Pribéh imunitni reakce po podani ockovaci latky je zavisly i na pouzitém adjuvant-
nim systému. Adjuvans je souéast ockovaci latky, jez podporuje vznik imunitni odpovédi
a tvorbu paméti. Ve vétsing piipadi se jedna o hlinité soli Al (OH)s ¢i AIPOs. Setkavame se
vSak i s adjuvans na bazi emulzi, mikropatrikuli, antagonisti receptord PRR (Pattern Reco-
gnition Receptor) nebo s kombinacemi riznych adjuvans. Pouze u zivych atenuovanych

vakcin neni potieba adjuvans ptidavat (Krejsek, 2016).

1.2 Typy ockovacich vakcein
Vakciny mizeme rozdélit do nékolika skupin. Zakladni déleni je na vakciny zivé
a inaktivované. Zivé vakciny vzdy obsahuji celé mikroorganismy. Inaktivované vakciny je

mohou obsahovat také, nebo obsahuji jen jejich slozky (Fajfrlik, Amlerova, 2019).

Zivé vakciny obsahuji oslabené kmeny laboratorng kultivovanych a upravenych bak-
terii a vira (Fajfrlik, Amrelova, 2019). Tyto kmeny maji omezené faktory patogenity a viru-
lence, diky tomu jsou schopny u zdravého ¢lovéka vyvolat imunitni odpovéd’ bez propuknuti
infekce. Tyto vakciny zajist'uji humoralni i bunéénou odpoveéd'. Jejich vyhodou je tedy kom-
pletni ochranna odpovéd T i B-lymfocyti a navozeni dlouhodobé paméti. Nevyhodné jsou
zejména pro pacienty s oslabenou imunitou, jelikoz u oslabeného patogenu hrozi zvrat
zpatky do virulentni formy. Témito vakcinami lze oCkovat proti spalnickam, zardénkdm,

pfiusnicim, mykobakteriim ¢i rotaviram (Krejsek, 2016).

Inaktivované vakciny obsahuji chemicky ¢i tepelné usmrcené patogeny. Usmrcené
viry se nejcastéji pouzivaji jako prevence détské prenosné obrny i klistové encefalitidy.
Tento typ vakcin jiz nepfedstavuje hrozbu pro imunosuprimované ¢i imunodeficitni paci-
enty. Nevyhodou je vSak nizka stimulace bunécné odpovédi, proto je nutné opakované pre-

ockovavat (Krejsek, 2016; Fajfrlik, Amlerova, 2019).
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Dale se pro vyrobu vakcin vyuzivaji bakterialni toxiny, tzv. anatoxiny, které v téle
indukuji tvorbu protilatek. Stejné jako u usmrcenych celotélovych vakcin i zde je potieba
preoc¢kovani. Typickym prikladem mohou byt vakciny proti tetanu nebo zaskrtu, nebot’ pa-
togenita ptivodci téchto onemocnéni je zalozena na tvorbé toxinu (Krejsek, 2016; Fajfrlik,

Amlerova, 2019).

V subjednotkovych vakcinach je obsazena pouze ta ¢ast patogenu, nejcastéji viru,
ktera v téle podnécuje tvorbu protilatek. Takové vakciny jsou namifeny napt. proti viru
chiipky (Fajfrlik, Amlerova, 2019).

Pted invazivni meningokokovou, hemofilovou a pneumokokovou infekci chrani po-
lysacharidové a konjugované vakciny. Polysacharidové vakciny obsahuji pouze koncentro-
vané slozky polysacharidového pouzdra bakterie. Konjugované vakciny maji ¢ast polysa-

charidového pouzdra navazany na antigenni nosi¢ (Fajfrlik, Amlerova, 2019).

Dalsim typem jsou rekombinované vakciny. Jejich vyroba spoc¢iva v zavedeni geni,
které koduji tvorbu ucinnych struktur vakciny do genomu kvasinek, bakterii nebo tkanovych
Kultur. Ty pak tyto ¢astice samy produkuji. Takovou vakcinou je napi. vakcina proti hepati-

tidé B (Fajfrlik, Amlerova, 2019).

V dnesni dobé je mozné se setkat i s vektorovymi vakcinami. U téchto vakcin je gen
pro dany antigen vlozen do nepatogenniho mikroorganismu. Ten pak spolu s ptislusnym ad-
juvans tvoii danou ockovaci latku. Vektorovym vakcinam jsou velmi podobné DNA vak-
ciny, u kterych je nosi¢em genu pravé molekula DNA. Chemické vakciny jsou pfipravené

syntézou potfebnych komponent a maji velky potencial do budoucnosti (Fajfrlik, Amlerova,
2019).

Ockovaci latky dale rozdélujeme podle poctu patogent, proti kterym jsou namiteny.
Monovalentni vakciny u¢inkuji pouze na jednoho ptivodce. Bivalentni vakcina pusobi proti
dvéma ptvodcim stejného druhu. Dale jsou vakciny proti tftem patogentim stejného druhu,
tedy trivalentni atd. Polyvalentni jsou uc¢inné proti nékolika subtyptim jednoho infekéniho
puvodce. Polyvalentni vakciny je tfeba odliSovat od kombinovanych vakcein, které zajist'uji
ochranu proti dvéma a vice plivodclim rizného druhu. Kombinované vakciny jsou z financ-

niho a ¢asového hlediska vyhodnéjsi variantou (Fajfrlik, Amlerova, 2019).
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Jak jiz bylo zminéno vyse, oCkovaci latku netvofi jen samotny patogen nebo jeho
cast, ale pfidavaji se i riznd adjuvancia, stabilizatory, mineralni nosice a dalsi latky, které

zvySuji imunitni odpovéd’ nebo stabilizuji ockovaci latku (Fajfrlik, Amlerova, 2019).

1.3 Vnéjsi projev postvakcinacni odpovédi a mozné nezadouci ucinky
Terminem postvakcina¢ni odpovéd’ se rozumi reakce organismu na aplikovanou oc-
kovaci latku. K vnéjsi reakci na danou o¢kovaci latku mtze dojit i za fyziologickych pod-

minek, jako projev navozeni imunitni odpovédi a stimulace imunitniho systému (Kiupka,

2017).

Obecné lze reakce rozdélit podle typu imunitnich zmén v téle oCkované osoby
a mista vyskytu. Na zéklad¢ imunitnich zmén rozdélujeme postvakcina¢ni reakce do Ctyr
skupin, a to na fyziologické, vystupnované fyziologické reakce (hyperreakce), alergické
a neurologické. K fyziologickym zménam, jak jiz bylo popsano v piedeslém odstavci patii
zmény v souvislosti s aktivaci imunitniho systému. K hyperreakci jiz musi mit dany pacient
urcité predispozice, nebo tuto reakci mohou vyvolat protilatky, které si organismus vytvofil
jeste pred vakcinaci. Z alergickych reakci se v tomto pifipadé€ uplatituje imunopatologicka
reakce I. typu ¢ili anafylakticka, III. typu zprostfedkovana imunitnimi komplexy a IV. typu
bunikami zprostfedkovand opozdéna reakce. Posledni zmiiovanou formou reakci dle typu
imunitnich zmén jsou neurologické reakce, které¢ se mohou projevit jako encefalopatie, po-

liomyelitidy ¢i neuritidy (Petras, 2008).

Podle mista vyskytu jde o reakce lokalni ¢i celkové. Lokalni reakce jesté mizeme
rozdé€lit podle zavaznosti na lehké a vazné. Lehka reakce nastupuje béhem 12 az 48 hodin
po ockovani vV podobé& otoku, zarudnuti, bolestivosti mista vpichu, a v pribéhu jednoho az
dvou dnli odezni. Zavazné lokalni reakce se vyskytuji jen ziidka. Zpravidla se jedné o ner-
vosvalové tony. Celkové reakce lze taktéz rozdélit podle zavaznosti. Klinické projevy zalezi
na typu aplikované vakciny. K nejcastéjSim projevam lehkych reakci v§ak fadime zvySenou
teplotu neptevysujici 39 °C, bolesti hlavy, svalt, gastrointestinalni potize, exantém ¢i zdu-
feni miznich uzlin. Tato reakce se mize objevit do 72 hodin nebo az po 7-10 dnech po podani

vakciny (Petras, 2008).

Za zminku jeste stoji alergické reakce zplisobené precitlivélosti na latky pridavané
do vakcin jakozto adjuvans. Tento typ reakci byva n¢kdy opravdu velmi zavazny, avSak
objevuje se jen ojedinéle. Nicméné kazdou reakci na ockovani je tfeba hlasit Statnimu tstavu
pro kontrolu Ié¢iv (Petras, 2008).
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2 IMUNOSUPRESE

Cilem imunomodula¢ni 1é¢by je usmérnit zanét, ktery poskozuje organismus, a to
bud’ stimulaci nebo potlacenim funkci imunitniho systému. Pravé imunosuprese usiluje
0 potlaceni imunitniho systému. Jejim vlivem dojde ke ztraté schopnosti bojovat s cizoro-
dymi Ciniteli. V soucasnosti se imunosupresivni 1é¢ba nasazuje v souvislosti s transplanta-
cemi, aby se zabranilo odvrzeni darované tkan€. Imunosupresiva dale nachazeji své uplat-
néni jako jedna z moznych variant 1écby autoimunitnich chorob. K potlaceni imunitniho sys-
tému vSak muze dojit i vlivem patologickych procest v téle. V tomto ptipad¢ se jedna o di-
sledek nékterych onemocnéni. Takovym onemocnénim je naptiklad AIDS neboli syndrom
ziskaného imunodeficitu, dale se mize deficit imunitniho systému projevit u fady lymfomi

a jinych nadorovych onemocnéni (Krejsek, 2016; Rice et al., 2019).

2.1 Imunosupresiva

Imunosupresiva jsou skupinou 1ékd, které se pouzivaji k potlaceni imunitniho systému.
Pouzivame je v ptipadech, v nichz pfili§ intenzivni imunitni reakce organismus poskozuji,
jako je tomu u autoimunitnich a jinych chronickych zanétlivych onemocnéni, a K potlaceni
imunitni reakce piijemce proti darcovskym antigeniim po transplantacich. V soucasné dobé
ma vétSina imunosupresiv nespecificky Gc¢inek. Kromé potlaceni funkce autoreaktivnich
I aloreaktivnich lymfocytt dochazi i k zasazeni funkce dalSich slozek imunity véetné téch,
které funguji fyziologicky. To ma za nasledek utlumeni imunitnich reakci, které by za nor-
malnich okolnosti chranily organismus pied patogeny. Z tohoto diivodu je nejcastéjsi kom-
plikaci této 1é¢by zvysené riziko vzniku infekénich chorob a nadorovych onemocnéni. Vel-
kym pokrokem Vv tomto sméru je tzv. biologicka l1écba. I piesto, Ze jde stale o nespecifickou
1é¢bu, tak je mnohem vice cilend, a proto je spojena S mnohem mensimi vedlej§imi G¢inky.
Mezi biologickd imunosupresivni 1é€iva fadime monoklonélni protilatky, fizni proteiny
a analoga cytokinti (Sobotkova, Bartinkova, 2018). Komplikaci, ke které v pribéhu biolo-
gické 1é¢by dochazi, je tvorba vlastnich neutraliza¢nich protilatek proti protilatkam 1é¢ebné

podavanym. To po Case vede ke sniZeni uc¢inku 1é¢by (Wood, Morris, 1995).

V dnesni dobé existuje Siroké spektrum imunosupresiv lisicich se chemickou struk-
turou i mechanismem ucinku. Podle mechanismu u¢inku se daji rozd¢€lit na imunosupresiva
ovliviiujici genovou expresi (glukokortikoidy), imunosupresiva ovliviiujici metabolismus

DNA (cyklofosfamid, antifolitika), imunosupresiva vazajici se na imunofiliny (cyklosporin),
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imunosupresiva inhibujici kindzy, imunoglobuliny, fizni proteiny a analogy cytokinti a dalsi

(Sobotkova, Bartuinikova, 2018).

2.2 Oc¢kovani u imunosuprimovanych pacienti

O tom, ze je vakcinace pro pacienty s oslabenou imunitou pfinosna neni sporu. Tim
nejzasadnéj$im prinosem vakcinace této ¢asti populace je signifikantni snizeni vyskytu in-
fek¢nich chorob nebo alespon snizeni vyskytu komplikovanych ptipadt dané infekce. Dal-
Sim moznym benefitem pro n¢ mize byt i zamezeni dekompenzace zakladniho chronického
onemocnéni, Coz mizeme vidét napiiklad pii o¢kovani proti chiipce v souvislosti s asthma

bronchiale (Rumlarova, Kosina, 2014).

Dulezité je ockovani Spravné nacasovat a piipadné upravit imunosupresivni 1é¢bu,
aby imunitni odpovéd’ po o¢kovani byla co nejvyssi a snizilo se tak riziko selhani vakcinace

(Lewis et al., 2023).

Existuji i mozna rizika vakcinace imunosuprimovanych pacienti, a to zejména V pfi-
padé aplikace Zivych oslabenych vakcin. V oslabeném organismu mtze dojit k jejich oziveni
(diseminaci). Dalsi moznou nezadouci pithodou mize byt patoimunologicka reakce na o¢-
kovani nebo dekompenzace autoimunitnich chorob na zékladé stimulace imunitniho systému
vakcinou. Nejcastéji se vSak setkavame se selhanim vakcinace nebo nizkou postvakcinaéni
odpovédi. Proto je dileZité sledovat postvakcina¢ni odpovéd’ u imunosuprimovanych paci-
entll. VEasna diagnostika umozni postupovat dalsimi kroky, které vedou k ochrané oslabe-
ného pacienta (Rumlarova, Kosina, 2014). Takovym krokem muze byt pasivni protilatkova
profylaxe podanim monoklonalnich protilatek nebo antivirovych ¢inidel, které¢ inhibuji repli-

kaci viru (Corey et al., 2021).

2.3 Vyznam vySetfeni postvakcina¢ni odpovédi

Sledovanim postvakcina¢ni odpovédi mizeme zjistit, zda byla skutecné dosazena
imunita vic¢i pozadovanému agens a zdali 1 po ur€ité dob¢ tato imunita pietrvava. Diky tomu
pak mizeme sestavit vhodné ockovaci schéma a urcit spravny cas k preockovani. Diagnos-
tika postvakcinacni odpovédi je zejména diilezita pti sledovani imunitni reakce rizikovych

skupin pacientt (Vlas, 2022).
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3 COVID-19

Onemocnéni znamé jako covid-19 se poprvé objevilo na konci roku 2019 v ¢inském
meést¢ Wu-chan. Pocatkem roku 2020 se nakaza covidem-19 masové rozsifila do celého

svéta a 11. 3. 2020 byla Svétovou zdravotnickou organizaci oznafena za pandemii

(WHO, 2020).

3.1 Pivodce
Za onemocnénim covid-19 stoji virus SARS-CoV-2. Jedna se o obaleny RNA virus
z rodiny Coronaviridae. Zkratka SARS-CoV-2 oznacuje mezinarodni taxonomicky nazev

Severe acute respiratory syndrome, tedy v ptekladu Tézky akutni respiraéni syndrom (Gor-
balenia, 2020).

RNA koéduje hlavni strukturni proteiny viru. Z obalu vy¢énivaji na povrch glykopro-
teiny S, znamé téz jako Spike protein. V membrané se dale nachazeji proteiny E a M a nuk-
leokapsidu tvofi protein N. Protein S hraje hlavni roli pfi vzniku infekce, nebot’ umoziuje
prunik viru do bunky po interakci s buné¢nym membranovym enzymem ACE2 (Angiotensin
konvertujici enzym 2). Vazba glykoproteinu S a ACE2 je umoznéna membranovymi prote-
olytickymi enzymy, které glykoprotein S aktivuji. Po navazani dochazi k pruniku viru do
buriky, kde je zbaven oball. Po viru v buice zistava jeho nukleova kyselin. RNA se pfesune
z cytoplazmy do ribozomtl, kde dochazi k tvorbé virovych proteinti nezbytnych pro replikaci
a sestaveni virionu. Virion je pak schopen opustit hostitelskou buiiku a sdm infikovat dalsi
(Krejsek, 2021). Zaroven Spike protein blokuje opravné mechanismy bunécné DNA, coz

nasledné vede k jejimu zaniku (Lenz, 2021).

Virus SARS-CoV-2 je pomérné geneticky proménlivy. VIivem mutaci v genech pro

Spike protein dochazi k tvorbé novych variant viru, coz je dilezity poznatek pro tvorbu vak-
cin. (Krejsek, 2021).

3.2 Klinicky pribéh

U vétSiny infikovanych jedincii se jednalo o mirné az stiedné tézké respiracni one-
mocnéni, jejichz uzdrava nevyzadovala zvlastni 1écbu. Mezi nejcastéjsi ptiznaky onemoc-
néni patii horecka, kasel, unava, ztrata chuti nebo ¢ichu. V mensi mife se mize projevit
i bolest hlavy, krku, koZni vyrazka ¢i gastrointestinalni potize. Délka onemocnéni se pohy-
buje v priméru kolem 5-6 dnti ode dne nakazy. Inkubaéni doba je vSak u kazdého jedince

variabilni, mize trvat dva dny az dva tydny (European Centre for Disease Prevention and
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Control, 2021). Tento fakt zna¢n¢ zjednodusuje Sifeni viru v populaci, jelikoz v inkubacni

dobé je nakazena osoba nejvice infekéni (Krejsek, 2021).

Nekteti virem nakazeni jedinci prodé€lali onemocnéni covid-19 asymptomaticky,
tedy bez klinickych pfiznaki onemocnéni. U nékterych vSak mélo onemocnéni vazny prabeh
vyzadujici odbornou Iékatrskou péci. K ptiznakiim t€¢zké formy onemocnéni mizeme zatradit
potize s dychanim, bolest na hrudi, ztratu feci, ztratu mobility ¢i zmatenost. Rizikové fak-
tory, které zvySovaly pravdépodobnost tézkého prabehu, byly v souvislosti s vyssim vékem,
téhotenstvim, hypertenzi, kardiovaskularnim onemocnénim, diabetem ¢i s chronickym re-

spira¢nim onemocnénim (European Centre for Disease Prevention and Control, 2021).

3.3 Prenos

Virus se prenasi kapénkami z Gst ¢i nosu infikované osoby prostfednictvim kasle,

kychani, mluveni, zpivani a dychani (WHO, 2020).

3.4 Princip o¢kovani a typy ofkovacich vakein

11. 1. 2020 zapocaly snahy o vyvoj vakciny proti onemocnéni covid-19. Toho dne
byla totiz dekddovana a zvefejnéna geneticka sekvence viru SARS-CoV-2. Vznikly celkem
Ctyfi varianty vakcin na zdkladé€ rozdilného zplsobu Gcinku. Jednalo se o vakciny na bazi

mRNA, inaktivované vakciny, vektorové vakciny a peptidové vakciny (Ochani et al., 2021).

Na bazi mRNA funguji dvé nejpouzivanéjsi varianty vakcin a to Pfizer/BioNTech
a Moderna. Tyto mRNA vakciny obsahuji zakédovanou plnou délku genetické informace
Spike proteinu SARS-CoV-2 (Ochani et al., 2021). To znamena, Ze nas chrani pfed onemoc-
nénim covid-19, aniZ by nas vystavily viru na rozdil od oslabenych ¢i usmrcenych vakcin,
které obsahuji samotny virus. Namisto toho vakcina obsahuje urcity typ genetické infor-
mace, konkrétné tedy jiz zminénou mRNA, ktera nese sekvenci kodujici tvorbu Spike pro-
teinu (Lenz, 2021). Vakcina na bazi mRNA da télu pokyn k tvorbé téchto proteind. Diky
tomu se imunitni systém s t€émito proteiny sezndmi a dokéZe proti nim vytvofit specifickou
odpoveéd’, ktera mize byt po vakcinaci okamzité vyuzita v piipadé kontaktu s koronavirem
SARS-CoV-2 a dojde k likvidaci patogenu bez vzniku onemocnéni. Vakciny na této bazi

vykazuji az 95% ucinnost (Evropska rada, Rada Evropské unie, 2021).

Dale se pomérn¢ Casto vyuziva ruska vakcina Sputnik V. Jde o vakcinu s virovym

vektorem. Ve dvou davkach vyuziva dva rizné upravené adenoviry (DNA viry), jez v téle
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nezpusobi vznik infekce, nybrz navodi syntézu Spike proteinu, proti kterému si lidsky orga-
nismus vytvofi obranyschopnost. Na stejném principu je zaloZena i vakcina spole¢nosti

AstraZeneca a spole¢nosti Janssen (Brunclikova, 2021).

Vakcina EpiVacCorona spadd do vakcin na bazi peptidovych antigenti. Jedna se
0 syntetickou peptidovou vakcinu. Tato vakcina hapodobuje proteiny patogend. Vyroba spo-
¢iva ve vytvoreni ochrannych peptidovych fragmentl proteinu S, vV chemické syntéze pep-
tidi a konjugace syntetickych peptidi snosnym nukleokapsidovym proteinem
SARSCoV-2. Jako adjuvans se u této vakciny vyuziva hydroxid hlinity (Ryzhikov et al.,
2023). Na této bazi je i vakcina Nuvaxovid od spole¢nosti Novavax (Klika, Hanacéek, 2022).

U oslabené nebo inaktivované celovirové vakciny je virus SARS-CoV-2 v ockovaci
latce, jak uz nazev napovida, bud’ oslabeny, nebo usmrceny. To znamend, ze nezpisobi one-
mocnéni, ale je stale schopny vyvolat imunitni reakci. Zivé oslabené vakciny maji velmi
zdlouhavy vyvoj a existuje u nich jista pravdépodobnost, ze oslabeny pivodce znovu nabude
svych schopnosti vyvolat onemocnéni. Pravé proto se €astéji pouzivaji inaktivované vak-
ciny. Inaktivace probiha zpravidla vysokou teplotou, chemicky nebo ozafovanim. U obou
vakcin je tfeba uvazit riziko nadmeérné stimulace imunitniho systému, ktera mtze vést k po-
Skozeni ur€itého organu. Vakciny tohoto druhu vyvijeji spole¢nosti Sinopharm, Sinovac,
nebo Bharat Biotech International a na trhu mizeme jejich vakciny najit pod nazvy Vero
Cell, Coronavac a Covaxis. Tyto vakciny jsou schvalené WHO jen v krajnim ptipad¢, kdy
dojde k markantnimu nar@stu nemocnych a k nedostatku jinych vakcin (Klika, Hanacek,
2022).

U vSech typt vakcin je dulezité, aby pfislusnd vakcina vyvolala silnou imunitni od-
poveéd’ proti Spike proteinu, zejména pak proti jeji RBD doméné (receptor-binding-domain).
RBD spolu s NTD (N-terminal domain) vytvareji podjednotku S1 glykoproteinu. Podjed-
notka S2 je pak zodpovédna za fuzi viru do hostitelské butiky. RBD doména je ta ¢ast gly-
koproteinu S, ktera se vaze na hostitelskou buiiku a interaguje s ni. Zaroven je to také hlavni
cil neutraliza¢nich protilatek, 1 kdyz uz byly zjistény 1 neutralizacni protilatky namifené proti

NTD (Chen et al., 2023).
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4 METODY SLEDOVANI POSTVAKCINACNI ODPOVEDI
HUMORALNI SLOZKY IMUNITY

Existuje cela skala metod, které v soucasné dob¢ vyuzivame k vysetfeni humoralnich
slozek imunity. Témito metodami se snazime objasnit fadu markerti imunitni reakce, které
se nachazeji rozpusténé v plazmé a tkanich (Bartinkova, Paulik, 2011). Ziskavame infor-
mace o reakci téla po nakaze patologickym agens nebo po aplikaci vakciny proti tomuto
patogenu. Jelikoz se z velké ¢asti jedna o prikaz latek obsazenych v plazmé, resp. v séru,

nazyvame tyto metody jako serologické (Mayo Clinic, 2022).

Zakladni slozkou humoralni specifické¢ imunity jsou protilatky vytvotrené po anti-
genni stimulaci B-lymfocyty. Z nespecifickych slozek sem fadime proteiny akutni faze
a komplement (Bartanikova, Paulik, 2011). Pravé vySetieni hladiny protilatek vici specific-
kému antigenu dané nemoci ¢i vakeiny je jednim z nejcastéjSich imunologickych rutinnich
vySetieni (Vlas, 2022). Kvalitativnim stanovenim protilatek mizeme rozlisit jednotlivé tiidy
tzv. izotypy. Kvantitativnim stanovenim ur¢ime koncentraci daného imunoglobulinu. Dnes
se hladiny imunoglobulint stanovuji zpravidla nefelometricky ¢i turbidimetricky. Antigenni
specifitu dané protilatky 1ze prokazat metodami jako jsou ELISA, nepiima fluorescence,

aglutinace, Western blot apod. (Bartanikova, Paulik, 2011).

41 ELFO

Elektroforézou jsme schopni rozdé€lit plazmatické proteiny na zaklad¢ jejich rozdilné
pohyblivosti v elektrickém poli. Pouziva se ke stanoveni rozlozeni spektra plazmatickych
bilkovin nebo k rozdéleni antigenii pro imunoblotové techniky. V imunologii nas nejvice
zajima tzv. gama frakce elektroforetické kiivky, ktera reprezentuje mnozstvi imunoglobu-
linti v plazmé. Pomoci ELFO jsme schopni zachytit jen vyrazné zmény hyper nebo naopak
hypogamaglobulinemie a monoklonalni gamapatii. Pro pfesnéjsi diagnostiku monoklonal-
nich gamapatii se zacala vyuzivat imunoelektroforéza nebo jeji modifikace tzv. imunofixace,
ktera predstavuje kombinaci klasické ELFO a specifické interakce antigenu s protilatkou

(Ag-Ab) v agar6zovém prostiedi. (Bartinkova, Paulik, 2011).

Vyseteni lze provadét jak z plazmy, tak ze séra, pripadné z moci. Klasicka ELFO
poskytne vysledky stanoveni jesté ten den, imunoelektroforéza a imunofixace potiebuji cas

na zreagovani antigeni s protilatkami, a proto jsou vysledky dostupné zpravidla az druhy
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den. Krom vstupni investice do elektroforetické vany a reagenc¢nich ¢inidel jsou elektrofo-

retické metody pomérné levné a jejich provedeni nepfilis§ pracné (Bartinkova, Paulik, 2011).

4.2 Aglutinace

Aglutinace je metoda zaloZena na principu shlukovani a tvorby srazeniny v dusledku
reakce Ag-Ab. Jde o klasickou sérologickou metodu, ktera ma své vyuziti i v jinych oborech,
jako je napf. transfiizni 1€karstvi. Aglutinaci Ize detekovat jak antigen, tak i protilatky. Je ale
potieba pamatovat, ze aglutinuji jen protilatky tfidy IgG a IgM. Tato metoda je snadna,

rychla, levna, ale pomérné malo citliva (Bartnkova, Paulik, 2011).

4.3 Radialni imunodifize

Radialni imunodifize byla jesté¢ koncem minulého stoleti zlatym standardem pii sta-
noveni sérovych bilkovin, zejména pak imunoglobulint a slozek komplementu. Dnes se vy-
uziva k méfeni humorélnich slozek imunity, u nichz nelze vyuzit nefelometrické ¢i turbidi-
metrické stanoveni. Jedna se o metodu pomérné pracnou, zdlouhavou a s omezenou moz-

nosti kvantifikace (Bartinkova, Paulik, 2011).

Radialni imunodiftize je zalozena na tvorbé imunokomplexi Ag-Ab v agarovém
gelu. Do vytemperovaného agar6zového gelu je vmichéana specificka protilatka. Gelova
smés je nasledné rovnomérné vylita na sklo a neché se zatuhnout. Do zatuhlého gelu jsou
nasledn¢ pomoci duté jehly vykrojeny otvory, do nichZ se aplikuje sérum obsahujici zkou-
many antigen a kalibrator. V prub&hu inkubace antigen difunduje z jamky do gelu a dochazi
k reakci s protilatkou. V misté, kde se vyrovnaji koncentrace antigenu a protilatek dojde
Kk vytvofeni precipita¢niho prstence, ktery lze po obarveni zméfit. Primér prstence je pfimo
umérny mnozstvi antigenu, piesnou koncentraci lze vypocitat z primért prstenct vzorkl

a kalibratoru (Barttinkova, Paulik, 2011).

4.4 Nefelometrie a turbidimetrie
Obe¢ tyto zakalové metody se daji v imunologii vyuzit na méteni koncentrace imu-
nitnich komplexd, které vznikly po interakci specifickych protilatek s antigenem. Koncen-

trace stanovované¢ho antigenu je piimo umérna rychlosti tvorby zakalu nebo jeho hustoté

(Barttnkova, Paulik, 2011)

V obou ptipadech se jedna o specificky modifikované spektrofotometrické stanoveni
(Dastych et al., 2014). Ob¢ metody mohou probihat jak kinetickym, tak end-point stanove-

nim. Zasadni rozdil mezi nefelometrii a turbidimetrii je v poloze detektoru. U nefelometrie
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neni detektor umistén piimo proti zdroji svétla, nybrz pod uhlem 30 az 90 stupiiti. Méti tedy
intenzitu svétla, které bylo odrazeno od vznikajicich komplext Ag-Ab. Jedna se o tzv. Tyn-

daluv jev (Bartunkova, Paulik, 2011).

Pti turbidimetrickém stanoveni je detektor pifimo proti zdroji svétla a méii se ubytek
intenzity svétla, které proslo roztokem v kyveté. K ubytku svétla doslo vlivem odrazu na
vytvofenych imunokomplexech. Ob¢ tyto metody jsou provadény v métici kyveté, ktera ob-
sahuje nafedény antigen, vhodnou protilatku a pufr, ktery urychluje a stabilizuje reakci (Bar-
tunkova, Paulik, 2011).

Vyhodou téchto metod v soucasné dob¢ je vysoka moznost automatizace a obzvlasteé
u turbidimetrie nizkd cena stanoveni. Nevyhodou turbidimetrie oproti nefelometrii je nizsi,
avsak stale dostacujici citlivost. Citlivost nefelometrie 1ze jesté zvysit pfidanim latek, které
zvyrazni tvorbu imunokomplexd, jako jsou napt. upravené latexové partikule. Témito meto-
dami lze laboratorné stanovovat zékladni bilkoviny séra, zejména imunoglobuliny vsech tiid
a jejich volné fetézce kappa a lambda, dale slozky komplementu, kde nés zejména zajimaji
slozky C3 a C4 a v neposledni fadé nachézeji své uplatnéni i ve stanoveni ostatnich proteint,
jako jsou CRP, albumin, alfalkysely glykoprotein, transferin atd. (Bartinkova, Paulik,
2011).

4.5 Imunoanalyza se znacenymi protilatkami — RIA a EIA

Principem téchto metod je vytvoteni imunokomplexu po reakci antigenu s protilat-
kou, ktery je nasledné na zakladé¢ specifického typu znaceni vizualizovéan a jeho mnozstvi
kvantifikovano. V minulosti se ke znaceni jako prvni zacal vyuZivat radioaktivni prvek
a vzniklé precipitaty se detekovaly pomoci gama ¢i beta zateni. Z hlediska citlivosti a repro-
dukovatelnosti by byla i dnes tato metoda pozadovéna za velmi vykonnou, avSak dne$ni
legislativa a nutnost specialnich opatteni tykajicich se jak pracovisté, tak personalu vedla

k fadé modifikaci a vzniku dal$ich variant znaceni (Bartinkova, Paulik, 2011).

Vlastni stanoveni dnes probihé v mikrotitracnich desti¢kach zpravidla o 96 jamkach.
Na sténach jamek je navazéana protilatka proti vySetfovanému antigenu. Zde si musime dat
pozor na spravnou intepretaci, nebot’ touto metodou lze stanovovat jak antigeny jako takové,
tak 1 mnozstvi protilatek proti nim namifenych, které vSak do reakce vstupuji jako antigeny,
které¢ budou nasledné reagovat s protilatkami navazanymi na sténach jamek (Bartaikova,

Paulik, 2011).
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Vyuziti enzymu jako zptisobu znaceni vedlo ke vzniku fady testti dnes znamych pod
zkratkou EIA (enzymoimunoanalyza). Jako enzym se zacala vyuzivat kienova peroxidaza
a alkalicka fosfataza. EIA metody Ize rozd€lit na heterogenni a homogenni. Heterogenni me-
tody vyZaduji v priabéhu stanoveni separaci volné a vazané frakce analytu, narozdil od ho-
mogennich metod, které tuto separaci nevyzaduji (Bartiinkova, Paulik, 2011). Heterogenni
metody pak Ize jesté délit na kompetitivni neboli soutézivé a nekompetitivni neboli sendvi-
¢ové. Rozdil je v uspoiadani reakce. U kompetitivni metody stanovovany antigen soutézi se
znacenym antigenem o vazbu na protilatce vV jamce mikrotitraéni desticky za vzniku onéch
imunokomplexti. Vznikaji komplexy jak znacené, tak neznacCené. Zpravidla v soutézi
0 vazbu vitézi ten antigen, jehoz koncentrace je v dané smési vyssi. Vysledna intenzita mé-
feného signdlu rozhoduje o mnozstvi stanovované latky. V tomto ptipadé€ Ize fict, Ze se jedna
o nepfimou imeéru, nebot’ ¢im vice je stanovované neznacené protilatky ve vzorku, tim méné
znacenych antigenli se mohlo navazat, a tedy métfeny signal bude minimalni. Nesoutézivé
metody vyuzivaji k vizualizaci sekundarni znacenou protilatku, ktera se do reakéni smési
ptida az po prob&hnuti reakce antigenu s protildtkou v jamce. Zde se naopak jednd o ptimou
uméru, nebot’ ¢im vice je stanovovaného analytu ve vzorku, tim vice se vytvofi imunitnich
komplexti v jamce, a tim vice znacenych protilatek se bude moci navazat, coZ zpusobi vEétsi

silu méteného signalu (Dastych, Breinek, et al., 2015).

Meéfteny signdl I1ze detekovat spektrofotometricky, nefelometricky, fluorimetricky ¢i
luminometricky, vzdy zaleZi na povaze pouzitého substratu, jehoz pfeména na detekovatelny
produkt bude katalyzovdna pravé enzymem pouzitym ke znaceni (Bartinkova, Paulik,

2011).

4.6 Imunoanalyza se zna¢enymi protilatkami — ELISA

ELISA neboli Enzyme-liked immunosorbent assay (enzymem indukovand imunoana-
lyza) je jednou z neizotopovych heterogennich imunoanalytickych metod. Jedna se o speci-
alni variantu EIA metody. V podstaté se jedna o heterogenni kompetitivni EIA se znacenou

protilatkou (Bartunkova, Paulik, 2011).

Stanoveni probiha tak, Zze do jamek v mikrotitra¢ni desti¢ce napipetujeme urcité
mnozstvi natedéného roztoku vzorku séra obsahujici ptisluSné protilatky, které chceme sta-
novit. Po pfidani séra zacne probihat reakce nasi protilatky, kterd zde vstupuje do reakce
jako antigen s protilatkou, ktera je na povrchu desticky, vzorky nechame uré¢itou dobu inku-

bovat. Po inkubaci je tfeba odstranit nenavazané slozky promytim a néasledné se ptida druha
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protilatka s navazanym enzymem. Ta vytvari konjugat. Nasleduje dalsi inkubace a promyti
nenavazanych slozek a vizualizace reakce ptidavkem substratu. Enzym zde katalyzuje pie-
ménu chromogenniho substratu na barevny produkt vhodny k fotometrickému stanoveni na
modifikovaném spektrofotometru, tzv. ELISA-readeru. Mnozstvi vzniklého produktu je

pfimo umérné koncentraci stanovované latky ve vzorku (Bartuinkova, Paulik, 2011).

Tato metoda je velice citliva, specificka a reprodukovatelna. Mezi dalsi vyhody mii-

zeme zaradit cenovou dostupnost a moznost automatizace (Bartinkova, Paulik, 2011).

4.7 Imunoanalyza se znac¢enymi protilatkami — L1A

Dalsi neizotopovou metodou je luminiscen¢ni imunoanalyza. U tohoto typu metod
se vyuziva znaceni imunochemické reakce pomoci luminoforu, zdroven mezi luminiscen¢ni
metody mizeme zahrnout i enzymové imunoanalyzy s luminometrickou detekci. Na zakladé

pouzitého luminoforu 1ze tyto metody rozdélit na bioluminiscenéni a chemiluminiscenéni

(Safar¢ik et al., 2018).

Bioluminofory se vyuzivaji ptevazné u chemickych reakci, které jsou zahajeny pu-
sobenim enzymu a dochézi k pfeméné luminogenniho substratu na produkt. Produkt pak

kratce vyzafuje svételné zafeni, které je mozno detekovat (Bartos et al., 2013).

Mezi chemiluminofory fadime latky jako jiz vySe zminény luminol, dale pak izolu-
minol, lucigenin, sulfonamidy, ¢i estery akridinovych barviv (Bartos et al., 2013). Jak uz
nazev napovida, chemiluminiscence probiha na zakladé chemické reakce, ktera po velmi
kratkém ¢asovém obdobi iniciuje produkei svételného zateni. Vyhodou této metody je moz-
nost detekce latek o velmi nizké koncentraci (az do koncentrace 10728 mol/l) (Safar¢ik et al.,

2018).

4.8 Imunoanalyza se znacenymi protilatkami — ECLIA
Elektrochemiluminiscen¢ni imunoanalyza je kombinaci elektrochemie a chemilumi-
niscence. Chemiluminiscen¢ni signaly se ziskavaji excitaci luminoforu, ktery je generovan
na povrchu elektrody béhem elektrochemické reakce. V podstaté jde o pifeménu elektroche-
mické energie na energii zafivou. Méfime intenzitu luminiscence, kterd byla vyvolana elek-

trickym impulzem (Metrohm, 2022).
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Hledana protilatka se vaZe na magnetické mikroc¢astice s navdzanym streptavidinem.
Detekeni protilatka je oznacena nejcastéji dvojmocnymi ionty ruthenia vazanymi na tripro-
pylamin, které jsou schopné luminiscence. V méfici bunice jsou po probéhlé imunochemické
reakci magnetem vychytavany komplexy s navazanymi magnetickymi ¢asticemi. Ptivede-
nim napéti na elektrodu uvniti métici buniky je zahdjena elektrochemicka reakce, pfi které
dochazi k oxidaci a nasledn¢ k redukcei rutheniovych iontti. Po redukci se ionty zbavuji pte-
byte¢né energie emisi chemiluminiscenéniho zafeni, jehoZ intenzita je pfimo umérna kon-
centraci analytu (Barto$ et al., 2013). K detekci vazby protilatek 1ze vyuzit i multiplexni
a biosenzorové metody (Skladal, 2002).

4.9 Imunoanalyza se zna¢enymi protilatkami — FIA

Fluorescence nastava tehdy, kdyz dana latka (fluorofor) je schopna absorbovat elek-
tromagnetické zafeni o urcité vinové délce a premenit ho na zafeni o jiné, zpravidla vyssi
vlnové délce. Tato zména maxim vinovych délek excitovaného a emisniho zafeni se nazyva
Stokestiv posun. Pomér emitovanych a absorbovanych foton v pritbéhu reakce udava kvan-

tovy vytézek fluorescence (Safar¢ik et al., 2018).

Imunoanalyzy, ve kterych dochézi k detekci fluorescencniho zafeni, miZzeme rozde-
lit opét do dvou skupin. Prvni skupinu tvofi enzymové imunoanalyzy, jejichZ substrat pro-
dukuje fluorescen¢ni zafeni, jedna se tedy o modifikaci EIA. VyuZiti fluorometrické detekce
zvysuje citlivost dané metody, je ale limitovana interferenci pozadi. Druhou skupinu pied-
stavuji vlastni fluorescencni imunoanalyzy, vyuZivajici na misto enzymu fluorescencni in-
dikator, kterym je nejcastéji fluorescein. Takovy indikator by mél mit vysokou hodnotu ab-
sorbance, v pribéhu reakce by mélo dojit k velkému posunu vinovych délek, a tedy i hod-
noty kvantového vytézku by se méli pfiblizovat k maximu, tedy k ¢islu 1 (Bartos et al.,
2013).

Jak jiz bylo vySe zminéno, méfeni fluorescence miize byt zna¢né ovlivnéno prostie-
dim. Latky obsazené v lidském séru mohou interferovat s fluorofory, mize dochazet k roz-
ptylu svétla, ¢i k zhaseni fluorescence. Klicovy je pfi stanoveni i ¢as, jelikoZ fluorescenéni
signal je detekovatelny jen n€kolik méalo nanosekund. Zavedenim techniky ¢asové modulo-
vané detekce fluorescence (TR-fluorescence) a aplikaci novych fluorescencnich indikatort
na bazi chelatovych lanthanoidi (nejcastéji Europia) se povedlo vyfesit problém s interferu-
jicim pozadim. Jelikoz tyto indikatory maji dosvit mezi 10-1000 ps, je umoznéno méteni

provadét po casové prodleveé 400 az 800 ps po osvitu a detekce je Casové modulovana. Osvit
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z xenonové vybojky ¢i laseru, ktery zplsobuje excitaci, je tisickrat za sekundu zopakovan.
Tim se odd¢li fluorescence sérovych komponent jejichz dosvit, jak uz bylo zminéno, se po-
hybuje v fadech jednotek az desitek nanosekund. Pro aplikaci do imunoanalyz byl vyvinut
systém DELFIA (Dissociation Enhanced Lanthanoide Fluorescent Immuno Assay), ktery se

nasledné povedlo pIné zautomatizovat (Safar¢ik et al., 2018).

Obecné FIA mize probihat v kompetitivni i nekompetitivni varianté, homogenni
I heterogenni. V pripadé DELFIA se jedna o heterogenni metodu. VSeobecné heterogenni
metody FIA maji tu vyhodu, Ze v prubéhu stanoveni dochazi k odstrafiovani nadbyteénych
komponent, zvlasté zasadni je odstranéni nadbytecného zbytku séra, coz jak vyplyva z pred-
choziho odstavce, minimalizuje vliv pozadi a zvysi se tim citlivost metody. Dalsi zvySeni
citlivosti pfineslo i pravé vyuziti cheldtovych indikatorti a ¢asové modulace. Bez Casové
modulace se detekéni mez pohybuje okolo 102 mol/Il. S vyuzitim ¢asové modulace Ize de-

tekovat koncentrace 101" mol/l (Bartos et al., 2013).

Jednou z variant homogenni fluoroimunoanalyzy je FPIA (Fluorescence Pola-
rization Immuno Assay), kde po kompetitivni reakci je méfené emitované vertikalné polari-
zované fluorescenéni zafeni po excitaci vzorku polarizovanym svétlem. Tato metoda je op-
timalni pro stanoveni malych analytt, nebot’ vyuziva rychlosti otaceni molekul v polarizo-
vaném svétle. Malé molekuly analytu oznaceného fluoreceinem se otaceji velkou rychlosti,
velké molekuly (imunokomplexy) maji rychlost podstatné nizsi, diky ¢emuz je fluorescence
déle detekovatelna. Dalsi moznou variantou je metoda TRACE (Time Resolved Amplified
Cryptate Emission), ktera je obdobou metody DELFIA. Misto chelatovych lanthanoidu se-
vyuziva kryptatova struktura s iontem Europia v centru. Dochazi k pfenosu energie z do-
noru, kterym je kryptat na akceptor, chemicky modifikovany protein. Opét se s casovym

odstupem mé&fi emitované zafeni po ozafeni vzorku dusikovym laserem (Bartos et al., 2013).

4.10 Pritokova cytometrie

Klasické pritokova cytometrie ma své vyuziti v diagnostice bunééné imunity. Exis-
tuje vSak i alternativa pro stanoveni specifickych protilatek. Principidlné jsou techniky po-
dobné, proto je blizsi popis této metody uveden nize u podkapitoly, ktera se zabyva buné¢-
nou imunitou (Bartinkova,Paulik, 2011).

Tato alternativa na stanoveni specifickych protilatek a antigenti vyZaduje na rozdil

od klasické PC specialni nosi¢e pro navazani stanovovanych struktur. Misto bunék jsou tak
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do cytometru vhanény kulicky o pfesné definované velikosti. Na kulickach je navazany an-
tigen, ktery umozni vazbu se specifickou protilatkou z pacientského séra a vzniknou tak opét
komplexy Ag-Ab. Kazda kuli¢ka je potazena jednim typem antigenu, ale v jedné zkumavce
muze byt smés kuli¢ek s riznymi antigeny. Vyhodou tohoto stanoveni je moznost vétsiho
poctu stanoveni v jednom vzorku. Vizualizace tohoto komplexu je umoznéna druhou proti-
latkou s navazanym fluorochromem (FITC nebo PE). Vyhodnoceni vysledkt je zaloZzeno na

rozdilné velikosti kuli¢ek a intenzité jejich fluorescence (Bartinkova, Paulik, 2011).

4.11 Virus neutralizacni test a test neutralizace pseudoviru

Test se vyuziva ke zjisténi neutraliza¢ni aktivity protilatek v séru pacienta. Naredéné
pacientské sérum se nechd inkubovat spolu s pfislusnym virem. Po inkubaci v termostatu pii
37 °C as 5 % COg2 se do smési pridaji zivé builky. Pokud doslo po vakcinaci k vytvoteni
dostateéného mnozstvi Géinnych protilatek, budou tyto protilatky mit schopnost neutralizo-
vat vir, ktery nebude moci infikovat ptidané buiiky. V ptipad¢ napadeni bunék virem Se tzv.
vytvati plak. Podle velikosti plaku 1ze odvodit i pocet infikovanych bunék. Povrch se pokryje
vrstvou agaru nebo karboxymethylcelulozy, aby se zabranilo volnému $ifeni viru. Po uply-
nuti dalsi inkubace v termostatu pii 37 °C s 5 % COz se vhodnou metodou zméti mnozstvi
napadenych buné€k a vypocita se ptipadny pokles virové aktivity. Pocty napadenych bunék
Ize stanovit mikroskopicky, fluorescenéné (FIA), chemiluminiscenéné (CLIA) ¢i enzyma-
ticky (ELISA) (Devi et al., 2022; Barnes et al., 2023).

Aby se dal tento test povazovat za pozitivni, tedy aby bylo mozné fici, zda maji pro-
tilatky dostate¢nou neutralizacni schopnost, musi se aktivita tohoto viru snizit na

50 % (PRNT 50) (Devi et al., 2022).

Test neni vhodny pro rozsahlé testovani, ma pomérné nizkou vykonnost a jeho pro-
vedeni trva relativné dlouho (2-4 dny). Zaroven nesmime zapomenout, ze pracujeme s Zi-
vymi viry, takze persondl je ohroZen vznikem nakazy. DalSim faktorem hrajici roli ve sta-
noveni jsou pouzité builkky. Pouziti nespravné kolonie miize vést k faleSnym vysledkiim.
Nejcasteji se v praxi vyuzivaji bunky Vero E6. I ptes fadu nevyhod ma tato metoda vysokou
ale mnohem vice nez jako rutinni metoda vyuziva jako metoda srovnavaci (Devi et al., 2022;

Barnes et al., 2023).

Test neutralizace pseudovirt je velmi obdobny. Misto zivych viri se zde vyuzivaji
pouze virové Castice, jez maji v genomu zméneéné sekvence nukleové kyseliny tak, aby se
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staly nepatogenni a ztratily schopnost replikace, zaroven si vSak musi zachovat schopnost

exprese kli¢ovych proteind, jez hraji roli v jejich patogenité. Z tohoto diivodu se jedna o bi-

wewvr

4.12 Komplement fixa¢ni test

Reakce antigenu s protilatkou a nasledné vytvoieni komplexu Ag-Ab vede k aktivaci
komplementu. Béhem prvni faze testu dojde k reakci antigenu s protilatkou a nasledné akti-
vaci a pripadné spotiebé definovaného mnozstvi komplementu. V druhé fazi stanovujeme
hemolytickou aktivitu komplementu. Tato aktivita je imérnd mnozstvi hledané protilatky
v reakéni smeési. Aktivita volného komplementu zbyvajiciho na konci reakce antigenu s pro-
tilatkou se stanovuje hemolytickym testem (Barttnkova, Paulik, 2011). Do zkumavky se
ptidaji berani erytrocyty a amboceptor, ktery slouzi jako protilatka proti jejich povrchu. Po-
kud jsou v séru pacienta hledané protilatky, tak v pfedchozim kroku testu doslo ke spotie-
bovani komplementu na imunitni komplexy a erytrocyty tak sedimentuji v nezménéné forme
na dno zkumavky. Pokud vzorek neobsahoval ptislusné protilatky, komplement se nespotie-
boval a aktivuje se az nyni, coz zpusobi rozpad erytrocyti (Bednat, 2009). Pfi stanoveni
protilatek vysledky interpretujeme jako nejvyssi mozné fedéni séra, ve kterém je jesté pro-

kazatelna aktivita (Bartinkova, Paulik, 2011).

Vyhodné jsou tyto metody zejména z ekonomického thlu pohledu, jinak jsou ale po-
mérn¢ pracné, méng citlivé oproti jinym sérologickym metodam, a jejich vysledek mize byt

ovlivnén antikomplementovou aktivitou séra (Bartinkova, Paulik, 2011).

4.13 Multiplexové metody

Multiplexové metody umoziuji v priabehu jednoho stanoveni proméfit vice analyt
zaroven. Jedna se tedy o komplexni stanoveni, jehoz cilem je zjistit zastoupeni jednotlivych
proteint a riiznych biomarkert a jejich vzajemny vztah, zaroven 1 vyhleddni vhodné terapie
a klinicka diagnostika. Multiplexové metody jsou velkym piinosem hlavné diky snizeni po-
ttebného Casu na provedeni stanoveni a objemu vzorku. Zaroven se jednd o metody dosta-

te¢né citlivé a finan¢né vyhodné (Safarcik et al., 2018).

Principt, na kterych pracuji jednotlivé systémy, je hned né€kolik a mohou se 1 navza-
jem kombinovat. Ke stanoveni proteinti Ize krom imunoanalytickych postupt vyuzit tech-
nologii separacnich metod ¢i hmotnostni spektrometrie. VSechny nize popsané varianty mul-

tiplexovych metod jsou zaloZené na principu imunoanalyz (Safar¢ik et al., 2018).
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4.13.1 Planarni mikroarray — proteinové ¢ipy
Proteinové Cipy jsou jednou z multiplexnich proteomickych technologii. Vznikly na

zaklade DNA ¢ipi a principialné funguji podobné. V dnesni dobé rozezndvame tfi typy pro-
teinovych ¢ipd, a to analytické, funk¢ni a Cipy s reverzni fazi (Bartos et al., 2013; Creative
Biolabs, 2023).

Zakladem je pevna faze, nejcastéji sklenéna desticka s nitrocelul6zovou membranou,
ktera slouzi jako nosi¢ proteinovych, nejcastéji protilatkovych sond. Tato desticka je rozdé-
lena do nékolika poli, a kazdé pole neboli spot mtlize obsahovat rizné imobilizované sondy.
To urci typ, jaky analyt bude v daném misté stanoven. Sondy nasledné reaguji se vzorkem
a vytvaieji se mezi nimi vazby (sonda-cilova molekula). Vytvorené komplexy nasledné kva-
litativn€, popf. semikvantitativné analyzujeme. Zpusoby detekce 1ze rozd€lit podle toho, zda
vyuzivaji znaCeni ¢i nikoli. V tomto piipadé lze vyuzit znaceni pomoci enzymu, flu-
orescence, chemiluminiscence nebo dnes jiz ojedinéle pomoci radioizotopu. Mezi metody
bez chemického znaceni fadime elipsometrii, hmotnostni spektrometrii ¢i rezonanci povr-

chového plasmonu (Bartos et al., 2013; Creative Biolabs, 2023).

Pro imunoanalyzu existuje multiplexni modifikace metody ELISA. Jedna se o array
na mikrotitracni desti¢ce, ktera je zalozend na sendvi€ovém uspotadani s fluorescencéni nebo
chemiluminiscenéni detekci. V desti¢ce je nasportovano az 16 protilatek, které mohou dete-
kovat 16 analyti ve vzorku (Bartos et al., 2013). I pfesto, ze multiplexnimi metodami lze
stanovit az stovky analytl, je tato metoda omezena jen na desitky z toho divodu, aby se

zamezilo zk¥izené reaktivité mezi jednotlivymi protilatkami (Sutandy et al., 2013).

4.13.2 Multiplexové reakce na mikrokuli¢kach — Bead Arrays
Tato metoda vyuziva k detekci pritokovou cytometrii a umozituje kvantitativni sta-

noveni koncentrace sledovanych proteini. Zde na rozdil od proteinovych ¢ipu sledujeme
uzsi spektrum proteini, stanoveni je tedy vice cilené. Polystyrenové mikrokuli¢ky jsou al-

ternativou planarniho &ipu (Safar¢ik et al., 2018).

V praxi je mozné se setkat S vice technologiemi, které jsou zalozeny na tomto prin-
cipu. Rozdil jednotlivych technologii spoc¢iva praveé Vv jiz zminovanych mikrokuli¢kach.
Existuji systémy, které jSou schopné stanovit naraz koncentrace 20 analytl na zéklad¢ dvou
rozdilnych velikosti kuli¢ek a rtiznych intenzit fluorescen¢niho barviva na jednotlivych ku-
lickach (Flow Cytomix). Jsou ale 1 metody schopné stanovit 100-500 analytt v jedné mikro-

titracni desticce, coz pro vyuziti desticek s 96 jamkami ¢ini az 64000 testd béhem 45 minut
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(XMAP, FlexMAP). Tyto metody vyuzivaji kulicky, které se uvnitf 1i$i kombinaci dvou flu-
orescencnich barviv v rizném poméru, coz néasledné vytvaii rozdilné spektrum. Jelikoz ma
kazda mikrokulic¢ka rozdilné spektrum, mtze jedna reakcni jamka obsahovat vice rozdilnych
kulicek. Koncentrace hledan¢ho proteinu se stanovi druhou fluorescencné znacenou proti-
latkou. Z reakéni jamky jsou mikrokulicky nasany do specidlniho pritokového cytometru
(Luminexu), kde jsou po hydrodynamické fokusaci vystaveny dvéma laserovym paprskim.
Fluorescence po excitaci prvnim paprskem definuje spektrum mikrokuli¢ky a urcuje tak druh
analytu. Intenzita fluorescence po priichodu druhym laserem urcuje mnozstvi stanovované
latky. Vysledna koncentrace je pak vypoétena z kalibraéni kiivky daného proteinu (Safaréik

etal., 2018).

4.13.3 Microblot-Array
Tato metoda je kombinaci klasického Imunoblotu (Western blotu) a ELISA metody

(TestLine Clinical Diagnostics s.r.o., 2023). Klasicky Imunoblot uz je sam o sob¢é kombinaci
dvou laboratornich metod. V prvnim kroku dojde k separaci proteinti (antigenli) pomoci ge-
lové ELFO ¢i Izoelektrické fokusace na zékladé rozdilné hybnosti v elektrickém poli. Dal-
Sim krokem je otisk na nitrocelulosovou membranu tzv. blotting ktery, umozni pfesun po-
moci diftize ¢i jednosmérného elektrického proudu, rozdélenych proteinil do pevné faze, kde
jsou fixovany. Tyto kroky provadi vyrobce komeréné dodavaného setu. V laboratofi se pro-
vadi druha ¢ast stanoveni, a to pfidani pacientského séra k antigeniim na nitrocelulozové
stripy, vytvareni imunokomplexti béhem inkubace v ptipad¢€, ze sérum obsahuje ptislusné

protilatky a nasledna vizualizace pomoci EIA ¢i fluorescenéné (Bartinkova, Paulik, 2011).

V ptipadé¢ Microblotu je nitrocelulézovy strip nahrazen mikrotitracni destickou
s jamkami a specifické protilatky se tak vazou na antigeny v jamce, stejné jako u metody
ELISA. Po navazani protilatek na antigeny v jamce a promyti nenavazanych ¢asti se proti-
latky konjuguji se sekundéarni protilatkou, ktera je znacena alkalickou fosfatdzou. Nésleduje
dalsi promyti a inkubace enzymu se substratem, coZ vede ke vzniku nerozpustného barev-
ného produktu. Intenzita zbarveni je pfimo itmérna mnozstvi protilatek v séru. Tato intenzita
je méfena pomoci ELISA analyzatoru se specialnim Microblot-Array Readerem. Specialnim
softawarem jsou nasledn¢ naméfené hodnoty zpracovany a vyhodnoceny (TestLine Clinical

Diagnostics s.r.o., 2023).
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4.14 Biosenzorové metody

Biosenzor je specificky druh analytického zatizeni, které se sklada z biologického
indika¢niho prvku a fyzikalné-chemického prevadéce (Dastych et al., 2014). Tato zafizeni
1ze rozd¢lit do nekolika skupin, a to podle druhu biologického prvku nebo prevadéce. Bio-
logické prvky neboli bioreceptory maji za ukol rozpoznat dany analyt, ktery je nasledn¢ pie-
vodnikem zpracovan na detekovatelné meétitelné parametry. Takovym parametrem je nej-
Castéji elektricky signal, jehoz intenzita je piimo umérna koncentraci hledané latky ve

vzorku (Lazcka et al., 2007).

Jako bioreceptory nejéastéji vystupuji protilatky, enzymy, buiky, nukleové kyseliny,
¢i bakteriofagy (Lazcka et al., 2007). Bioreceptory lze rozdé€lit na biokatalytické (enzymy,
buiiky), u kterych je analyt pteménén v pribéhu chemické reakce a bioafinitni (protilatky,

nukleové kyseliny), kdy je analyt vazan ve vznikajicim komplexu (Skladal, 2002).

Biosensor, ktery mé na svém povrchu navdzanou protilatku nebo antigen, se nazyva
imunosenzor. Dana slozka pak reaguje se svym protéjSkem za tvorby imunokomplexu

Ag-Ab, ktery je nasledné detekovan (Skladal, 2002).

Detekce je nejcastéji zalozena na optickém (povrchova plasmaticka rezonance, op-
tické vlakno, Ramanova spektroskopie), hmotnostnim (piezoelektrické, magnetoelastické)
¢i elektrochemickém principu (amperometrie, potenciometrie, konduktometrie, impedime-
trie) (Lazcka et al., 2007).

Co se vyhod vyuziti v klinické praxi tyce, jde o metody levné, snadné, ptesné, spe-

cifické a velmi citlivé (Devi et al., 2022).

4.14.1 LFIA
Jednou z moznych forem biosenzorovych metod vhodnych pro sledovani postvakci-

na¢ni odpovédi muze v budoucnu byt i LFIA (laterdrni pritokovai analyza). Tato metoda
nasla své vyuziti predevsim u POC (Point Of Control) diagnostiky, nebot zajist'uje oproti
sérologickym metodam rychlou detekci vytvofenych protilatek. Principem LFIA je tenko-
vrstva chromatografie. Test se provadi z kapky lidské plné krve. Z aplikaéni zony je kapka
krve kapilarni silou nasata az k mistu, kde probiha konjugace. Zde jsou specifické IgG a IgM
protilatky ze vzorku zachyceny imobilizovanymi antithumalnimi protilatkami. K rozpoznéni
protilatek ve vzorku dojde diky nanocasticim koloidniho zlata ozna¢enymi antigenem pato-

gena. Vzniklé komplexy se kumuluji v testovaci zon€, ktera se v ptipadé pozitivity zbarvi.
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Prouzek obsahuje i kontrolni zénu. Tato kontrolni zéna by se méla zbarvit pokazdé, jelikoz
vypovida o funk¢nosti testu a spravnosti provedeni stanoveni. Jelikoz se jednéd o diagnos-
ticky test provadény u ltizka pacienta, tak odecet a interpretace vysledku testu jsou zavislé
na osobé, ktera test opticky zhodnoti. V tomto piipadé je test do jisté miry zatizen chybou
Vv subjektivnim zptisobu odectu. Existuji varianty, jak tuto chybu eliminovat a zvysit citlivost
testu, napf. externimi ¢teCkami nebo spektrofotometrickym hodnocenim, ale to vSechno vy-
zaduje dalsi pfistroje, které by ztizily POC analyzu. Citlivost testu lze zvysit 1 vyuzitim ji-
nych variant nanocastic. Naptiklad 1ze vyuzit fluorescencni polovodivé nanokrystalky, tzv.
kvantové tecky, dale latexové, magnetové, uhlikové ¢i kiemikové Castice (Spicuzza et al.,
2023).

4.14.2 Elektrochemické imunosenzory
Tato zafizeni jsou zaloZena na pfeméné biologického signalu na elektricky proud,

nebo Ize detekovat zménu potencialu zptisobenou interakcemi na rozhrani senzor-vzorek-
matrice. Ve srovnani s optickymi metodami umoziuji elektrochemické metody analyzovat
i zakalené vzorky. | z finanéniho hlediska jsou tyto metody mnohem vyhodnéjsi. Na druhou
stranu elektrochemické metody maji nizsi citlivost a selektivitu (Lazcka et al., 2007). Selek-
tivni kvantitativni analyzu protilatek lze vylepsit modifikovanymi nanoc¢asticemi (napft. hyd-
roxidu nikelnatého). Vyuziti nanocastic zlepSuje vykon, stabilitu, citlivost a rychlost, proto

je mozné do 20 minut detekovat hladiny IgM a IgG protilatek (Devi et al., 2022).

4.15 Interpretace vysledku

Zpusob interpretace vysledki zalezi na metodé€. Hladiny imunoglobulinii musime
vzdy interpretovat v ramci celého obrazu a v souvislosti se v§emi aspekty u daného pacienta
Vv pribéhu nemoci. Zvlastni interpretaci vyZaduji nalezy u imunodeficitnich a autoimunitnich
osob €1 u osob, jejichz patologicky nalez neprameni pfimo v poruse imunitniho systému, ale

je disledkem onemocnéni jater ¢i ledvin (Bartiinkova, Paulik, 2011).

Dale v interpretaci, zejména z casového hlediska, hraje roli tzv. izotopovy piresmyk,
ktery ndm umoznuje sledovat dynamiku tvorby protilatek. Na zac¢atku zanétu €ili v prvni fazi
imunitni odpoveédi, jsou typické IgM. Pro sekundarni imunitni odpovéd’ je specificka sekrece

specifickych IgG protilatek (Barttnkova, Paulik, 2011).
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5 METODY SLEDOVANI POSTVAKCINACNI ODPOVEDI
BUNECNE SLOZKY IMUNITY

Bunécnd imunita je zprostfedkovana leukocyty. Bunécnou slozku, stejné tak jako tu
humoralni, mizeme rozdélit na nespecifickou (neutrofily, eozinofily, bazofily, monocyty
a NK buriky) a specifickou (T-lymfocyty) (Bartinkova, Paulik, 2011). Aktivni imunizace
vede u T-lymfocyta k aktivaci, diferenciaci a klonalni expanzi, zaroven dochazi k tvorbé

imunologické paméti (Jilkova, 2012).

Po aktivaci T-lymfocytt dochézi k produkci cytokind. Cytokiny jsou latky glykopro-
teinové povahy, které funguji jako regulatory imunitni odpovédi a zprostfedkovavaji komu-
nikaci mezi imunitnim systémem, jeho jednotlivymi ¢astmi a zbytkem organismu. Zpisob
pusobeni se u kazdého cytokinu 1isi. Jejich u¢inky mohou byt pleiotropni, vzdjemné piekry-
vajici, zesilujici ¢i naopak, mohou pusobit proti sobé. | vzdalenost, na kterou ptsobi je roz-
dilna. Rozeznédvame autokrinni, parakrinni a endokrinni ptisobeni. Podle funkce je dale dé¢-
lime na interleukiny, ovliviiujici vyvoj a aktivaci lymfocytt, chemokiny, molekuly s chemo-
taktickou aktivitou a interferony, slozky neadaptivnich antivirovych mechanismi a regula-

tory imunity. Spole¢né pak vytvaieji tzv. cytokinovou sit’ (Ferencik et al., 2005).

5.1 Separace a izolace bunék
Separace bunék z plné krve je nezbytnym zakladem pro testovani buné¢né imunity.
Zpusobu, kterymi lze buiiky separovat je hned nékolik, 1i§i Se zejména Cistotou ziskané po-

pulace. Od toho se nasledné odviji i cena pfistroje (Bartinkova, Paulik, 2011).

5.1.1 Gradientova centrifugace
NejcastejSim zplisobem izolace je separovani bunéénych struktur gradientovou cen-

trifugaci, kterd rozd¢éli buiikky podle jejich hustoty. Vzorek plné krve je centrifugovan ve
vhodném gradientnim médiu pii uréité rychlosti (Bartinikova, Paulik, 2011). Burky lze se-
parovat pomoci kontinualniho ¢i diskontinualniho gradientu. Po centrifugaci s kontinualnim
gradientem jsou castice rozd€lené rovnomérné. Ve zkumavce vidime plynulé pfechody
podle zmény hustoty. Separace s diskontinualnim gradientem zptisobi jasné prechody mezi
jednotlivymi liniemi. Tim je ulehéena i jejich nasledna izolace (Beckman Coulter, Inc.,
2023). K tomuto zpusobu separace se nejcastéji jako gradientové médium vyuziva roztok
Ficoll. Ten plnou krev rozd¢li tak, ze po centrifugaci vidime na povrchu oddélenou plazmu
s trombocyty, pod nimi je vrstva lymfocytli a monocytt, ty jsou od erytrocyti oddéleny vrst-

vou gradientového média (Bartinkova, Paulik, 2011). Vrstva lymfocytid a monocytl tvoii
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populaci mononuklearnich bungk, ktera se v praxi oznacuje zkratkou PBMC (Peripheral
blood mononuclear cells) (Kleiveland, 2015). Optimalni teplota centrifugace je 18-20 °C.
Pii vysSich teplotach se snizuje Zivotnost separovanych bunék a dochazi k agregaci erytro-
cytl. PinizSich teplotach se snizuje uspésnost separace. Tuto metodu Ize pouzit pro piipravu
bun¢k k funk¢énim testim jako je test proliferace, pritokova cytometrie ¢i ELISpot (Bartin-

kova, Paulik, 2011).

5.1.2 Izolace lymfocyti a monocyti
Pokud jesté potiebujeme oddélit lymfocyty od monocytl, musime ptidat dalsi krok

izolace. K izolaci monocytl se nejcastéji vyuziva jejich schopnosti adherence na plastovy
povrch kultivacni misky (lymfocyty pak zustavaji v supernatantu) (Bartinkova, Paulik,
2011).

5.1.3 Imunodenzni separace T-lymfocyti
Izolace T-lymfocytt byla umoznéna diky jejich interakci s ovéimi erytrocyty. Mole-

kula CD2 na povrchu lymfocyti funguje jako receptor pro ov¢i erytrocyty a T-lymfocyty
s nimi poté vytvareji rozety. Pro izolaci lymfocytt inkubujeme plnou krev s ov¢imi erytro-
cyty a neuramiddzou, ktera rozd¢€li krevni elementy na ty, jez vytvarteji rozety a na ty, které
ne. Obé& populace jsou pak odseparovany gradientovou centrifugaci. T-lymfocyty a erytro-
cyty jsou od sebe nasledné oddeleny osmotickou 1yzou. Dnes se tato metoda moc casto ne-
vyuziva, nebot’ v prubéhu dochazi casto k aktivaci bunék, coz nasledn¢ ovlivni dalsi stano-

veni (Bartiiikova, Paulik, 2011).

5.14 Sedimentace
Principem sedimentace je prostd gravitace. Zkumavka plné krve se nechd urcitou

dobu odstat, vétsi a kondenzovangjsi ¢astice zaénou pomalu klesat ke dnu. Sedimentaci lze
urychlit centrifugaci nebo pfidanim erytrocytarnich agregacnich cCinidel. Po ustaleni sedi-
mentace jsou lymfocyty soucasti tzv. buffy coatu, coz je smés leukocytl a trombocytii usa-

zena mezi sérem a erytrocyty (STEMCELL Technologies, 2023).

5.1.5 Imunomagneticka separace (MACYS)
Magnetické partikule jsou potazeny protilatkou. Po inkubaci dojde k navazani téchto

partikuli na bunky, jez exprimuji pfislusné antigeny. Populace je vloZzena do magnetického
pole, vnémz jsou zachyceny buiiky s navazanou protilatkou a ostatni volné prochazeji.
V tuto chvili zalezi, ktera ¢ast bunck nas zajima. V ptipadé€, ze jsou nasim stfedem pozor-
nosti buriky s navazanou protilatkou, jedna se o tzv. pozitivni selekci, v opa¢ném piipadé se

v

jedna o selekci negativni. Vhodné&jsi je vyuzivat negativni selekci, nebot’ ziskana populace
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neni doposud nikterak dotcena. Jedina limitace, ktera zde hraje roli, je dostupnost protilatek.

Zpusob stanoveni se miiZze u jednotlivych vyrobct lisit (Bartinkova, Paulik, 2011).

5.1.6 Separace pomoci pritokové cytometrie (FASC)
Fluorescenci aktivované tfidéni bunék (FACS) vyuziva principu pritokové cytome-

trie s fluorescen¢nim znacenim. Fluorescencné znacené protilatky se vazou na antigeny ci-
lovych bunék. Buiiky jsou nasledné¢ zméteny na pratokovém cytometru. Na zaklad¢ rozptylu
laserovych paprski, se kterymi se buiiky v pribéhu méfeni stietnou, a intenzité fluorescen-
¢niho zafeni, jsou rozdéleny do sbérnych zkumavek (Bartinkova, Paulik, 2011). Takto doka-
zeme izolovat bunky nejen podle velikosti ¢i hustoty, ale i na zéklad¢ intracelularnich mar-
kerii a hladin exprese povrchovych markeru. | pfesto, Ze je imunomagnetické tfidéni bunck

rychlejsi a levnéjsi, neni zdaleka tak ptesné (STEMCELL Technologies, 2023).

5.2 Priitokova cytometrie

Priatokova cytometrie je standartni metodou pro kvalitativni a kvantitativni cytomor-
fologické vysetfeni krevnich elementt (Dastych et al., 2014). Jedna se o techniku, kterou je
mozné provadét pocitani bunék, fenotypizaci, hodnotit bunéény cyklus a Zivotaschopnost
bun¢k. Stanoveni probihd v pritokovych cytometrech, které se skladaji ze tii systémd.
Fluidni systém ptedstavuje kapalinu, nejcastéji pufrovany fyziologicky roztok, ktera pod tla-
kem vhani buniky do optického systému. Opticky systém se skladd z excitacni (lasery)
a sbérné (fotonasobice, fotodiody) optiky. Tradi¢ni pritokovy cytometr obsahuje jeden la-
ser, v dnesni dob¢ jiz existuji 1 cytometry s vétSim mnozstvim laserti. V optickém systému
dochazi k produkci viditelného a fluorescen¢niho svétla, které je nasledné analyzovano elek-
tronickym systémem. K detektoriim svétlo putuje pres systém filtri. Fluorescencni svétlo
ptrechazi ptes filtry dichroické, viditelné svétlo pies filtry pAsmové. Detektor zaznamena sig-
nal, ktery je nasledné pfeveden elektronickym systémem a pocitacoveé vyhodnocen (McKin-

non, 2018).

Buné¢na populace se nejprve oznaci specifickymi monoklonalnimi protilatkami
s navazanym fluorochromem. Protilatky se mohou vazat na povrchové i intracelularni struk-
tury bun¢k. Oznacené bunky jsou nasany do priitokového cytometru. Pretlakem je bunécna
suspenze fluidnim systémem vhanéna do malého otvoru, ¢imz dojde k tzv. hydrodynamické
fokusaci. To znamena, ze se bunky seradi za sebe a nasledn¢ mize jedna po druhé prochéazet
méficim systémem. Burika v ur¢itém bod¢ pietne paprsek laseru, to vede k odrazu a rozptylu

svétla (Bartinkova, Paulik, 2011). Velikost rozptylu v pifimém sméru (Forward
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Scatter — FSc) zavisi na velikosti bunky. Velikost odrazu paprsku do stran (Side
Scatter — SSc) zalezi na vnitini struktufe a granularit¢ buinky (McKinnon, 2018). Vlivem
ozareni fluorochromt laserem dojde k excitaci a vyzareni fluorescencniho svétla. Diky vy-
uziti vice riznych fluorochromt Ize vysetfit vice antigenti V kazdé bunce v pribéhu jednoho

méfeni. Timto zpisobem ziskavame primarni data (Bartinkova, Paulik, 2011).

Analyza umoziuje hledat vztah mezi libovolnymi méfenymi parametry. Pomoci
softwaru lze vysledky pievést do grafické podoby. Histogramy nam zobrazuji procenta po-
zitivnich bun¢k pro dany parametr a intenzitu fluorescence urcité populace. Vzajemny vztah
mezi dvéma parametry lze vyc¢ist z dvojrozmérnych bodovych grafii v praxi znamymi pod
nazvem dot-ploty. Kazda bunka je v nich na zéklad¢ svych parametrii zobrazena teckou
v prislusném sektoru. Pro vztah tii a vice parametri se vyuziva tzv. gatovaci strategie. Na
zaklad¢ jednoho ¢i dvou znaki je vybrana subpopulace bunék, z jejichz vysledkt je zhoto-
ven graf. Z vytvoteného grafu se nasledné vybere dalsi ¢ast té samé subpopulace, na zakladé

dalSich parametri se vytvoii druhy graf (Barttinkova, Paulik, 2011).

Jednim z problémt multiparametrové prutokové cytometrie je piekryv spekter jed-
notlivych fluorochromi. Z toho divodu je naprosto nezbytna kompenzace. Ke kompenzaci
se pouzivaji pozitivni a negativni kompenzacéni kontroly a specialni software vyuZzivajici
matematické algoritmy, kterym jsme schopni od sebe oddélit jednotlivé signaly flu-
orochromt (Bio-Rad Laboratories, 2023). Spektralni analyzatory jsou specialni pritokové
cytometry, které um¢ji s timto problémem pracovat. Namisto maximalni emise promé&ii celé
fluorescenci emisni spektrum kazdého fluorochromu, ktery je ve vzorku obsazen, a vytvori
si knihovnu spekter, ktera nasledné béhem analyzy umozni rozliseni jednotlivych spekter a
spektra se pak béhem analyzy nemichaji (McKinnon, 2018). Dalsi problémy mohou nastat
pfi vybéru vhodnych informaci o buiikach, které¢ maji klinicky vyznam. DileZita je téz

spravna interpretace vysledka (Bartunkova, Paulik, 2011).

Své uplatnéni nachazi zejména pii stanoveni lymfocytarnich subpopulaci, stanoveni
exprese specifickych molekul, detekce HLA haplotypu, pii detekci cytokinl, oxida¢niho
vzplanuti neutrofilli, cytotoxické aktivity lymfocytl, fagocytdzy, intracelularniho vapniku
a k urCeni zastoupeni hematopoetickych progenitorti. Pritokova cytometrie neni vyuzivana

jen v imunologii, ale v hematologii, onkologii a vyzkumu (Bartunikova, Paulik, 2011).
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5.2.1 Stanoveni povrchovych znakd — Imunofenotypizace
Jedna se o nejpouzivanéjsi aplikaci pritokové cytometrie. Fluorescenéni protilatky

se vazi na povrchové antigeny bunék. VétSina téchto antigenil jsou oznaovany jako tzv. CD
znaky (Cluster of Differentiation). Zkratka CD a piislusné ¢islo oznacuje diferenciacni sku-
pinu, do které dana buika spada. CD znaky nejcastéji charakterizuji prisluSnou populaci
dané buiiky, krom toho Ize CD znaky oznacovat i aktivacni, prolifera¢ni, pamétové a anti-
genn¢ specifické markery, markery chemokinovych receptort, které charakterizuji danou

populaci (McKinnon, 2018).

5.2.2 Detekce intracelularnich cytokini
Vyuziva se k rozlieni Thl a Th2 populace T-lymfocyti. Nejcastéji detekujeme hla-

diny interferonu gama a interleukinu 4 u stimulovanych a nestimulovanych bunék. Stimulace
je vyvolana PMA (phorbol-myristoyl acetat), inoforem, ¢i specifickym antigenem.
Po stimulaci probiha inkubace v monensinu nebo brefeldinu A, které zabranuji transportu
cytokini z bun¢k (Barttinkova, Paulik, 2011). Cytokiny se tak v buiice kumuluji, coz umoz-
flyje jejich detekci. Po inkubaci jsou buniky oznaceny protildtkami na imunofenotypizaci.
Pro detekei intracelularnich struktur je tfeba buniky v dal$im kroku nechat fixovat a nasledné
permeabilizaénim ¢inidlem naru$it membranu tak, aby pies ni mohlo vstoupit intracelularni

barveni s anticytokinovymi protilatkami do buiky (McKinnon, 2018).

5.2.3 Blasticka transformace
K blastické transformaci lymfocyti dochazi po stimulaci specifickym antigenem ¢i

mitogenem. Lymfocyt nasledné proliferuje a maturuje do aktivni efektorové formy. Své
uplatnéni nachézi zejména v diagnostice imunodeficienci a jinych poruch imunitniho sys-

tému, zaroven je vhodny i Kk hodnoceni imunosupresivni 1é¢by (Vlas et al., 2018).

Test proliferace lymfocytl zaloZzeny na pritokové cytometrii mé nékolik variant,
vzdy ale vyuziva znaceni proliferujicich bunék. Fluorescen¢nim barvenim propidium bro-
midem lIze obarvit jadernou DNA a po odstranéni interferujici RNA Ize detekovat zmény
v mnozstvi DNA béhem bunééného cyklu. Druhou variantou je barveni intracelularnich pro-
teinl a detekce zmén jejich mnozstvi v pribéhu déleni. Nejcasteji vyuzivané barvivo cyto-
plazmatickych proteinti je CFSE (carboxyfluorescein succinimidyl ester). Pomoci monoklo-
nalnich protilatek s intracelularnim znacenim lze stanovovat hladiny proteinti, které buiika
zacne produkovat po aktivaci bunécného déleni. Timto zplisobem nejcastéji detekujeme

znak bunééné proliferace Ki-67 (Vlas et al., 2018).
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5.3 Test blastické transformace bez vyuziti priitokové cytometrie

Jedna se o radioizotopovou metodu a béhem stanoveni se vyuziva beta zafeni, proto
musi laboratof odpovidat kritériim atomového zakona. V dneSni dobé¢ je vSak tendence tuto
metodu nahrazovat alternativou bez vyuziti radioaktivniho zafeni, kterou je vyse popsana

prutokova cytometrie (VIlas et al., 2018).

Test 1ze provadét z nesrazlivé plné krve ¢i z izolovanych lymfocytt, jejichz koncen-
trace je upravena na pozadovanou hodnotu. Upraveni koncentrace lymfocytu test standardi-
zuje. Stimulace se specifickym antigenem je pomérné zdlouhava, vyZaduje piiblizné tydenni
kultivaci v inkubatoru s 5 % CO,. Po uplynuti této doby je k buiikdm ptidan 3H-thymidin,
po dalsi inkubaci, b&hem které doslo k inkorporaci ®H-thymidinu do DNA nové vytvofenych
bunck, je mozné pomoci detektoru beta zatfeni, tzv. B-countrem, kvantifikovat proliferacni
aktivitu zkoumanych lymfocyti. Referen¢ni hodnoty jsou v populaci velmi variabilni,
a proto je diilezité data hodnotit na zaklad¢ souboru dat ziskanych métenim vzorkti zdravych

jedinct za stejnych podminek (Barttnkova, Paulik, 2011).

K vyhodnoceni se pouziva stimula¢ni index (SI), jedna se o pomér aktivity stimulo-
vanych a nestimulovanych bunék. Pro jednotlivé antigeny se za pozitivni povazuje SI>5.
Vv pfipad€ vyuZiti mitogend, ¢i polyklondlnich aktivatort je za pozitivni povazovana hodnota

S1>100 (Bartankova, Paulik, 2011).

5.4 Cytotoxické testy

Variant cytotoxickych testl je cela fada, vSechny vSak sleduji schopnost cytotoxic-
kych T-lymfocytli a NK bungk nicit virem napadené, nebo nddorové buniky. Bunééna cyto-
toxicita je zprostfedkovana systémem Perforin/Gramzym B, které po aktivaci lymfocytu mi-
gruji k povrchu cytoplazmatické membrany a uvoliuji se do mezibunééného prostoru. Per-
forin narusi membranu infikované buiiky a umozni vstup Gramzimu B, ktery pak aktivaci
prokaspazy 3 aktivuje apoptdzu cilové builky. V piipadé, Ze je tato schopnost leukocyti na-
ruSena, jedna se o onemocnéni zvané hemofagocytujici lymfohistiocytoza. V disledku to-
hoto onemocnéni miize byt pacient ohroZen na zivoté, nebot’ dochazi jak k progresi infekce,
tak také k aktivaci bun€k a produkci cytokind, coz mize mit za nasledek multiorganové se-

lhani az smrt (Barttinkova, Paulik, 2011).

Zlatym standardem mezi cytotoxickymi testy je metoda zaloZena na produkci radio-

izotopu °1Cr cilovymi buiikami. Po inkubaci cilovych bun&k oznacenych *'Cr s aktivovanou
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populaci efektorovych bun€k stanovujeme pomoci piistroje gama-counteru aktivitu zafeni
gama. Samotny test trva 6-8 hodin, ale ptiprava efektorovych bunék, které opakované sti-

mulujeme uréitym antigenem, maze trvat i nékolik tydna (Bartunkova, Paulik, 2011).

5.5 ELISPOT

Enzyme-linked Immuno Spot Assay byla metoda pivodné uréena k detekcei protilatek
B-lymfocyti. Pozdéji doslo k modifikaci a metoda se zacala hojné vyuzivat k detekcei akti-

vovanych T-lymfocytt (Bartankova, Paulik, 2011).

Princip metody je zaloZen na interakci specifické anticytokinové protilatky s cytoki-
nem, ktery je produkovan aktivovanym antigenné specifickym T-lymfocytem. Anticytoki-
nové protilatky jsou navdzany na dné jamky na membranu z nitrocelulosy ¢i PVDF
(polyvinylidenefluorid). Tato metoda vyuziva sendvi¢ové uspofadani. Prvnim krokem sta-
noveni je primoinkubace vzorku plné krve ¢i PBMC v jamkach mikrotitra¢ni desticky s pri-
marni anticytokinovou protilatkou v termostatu nastaveném na teplotu 37 °C a 5 % COa.
Doba inkubace se miize u jednotlivych typa bunck a cytokint lisit. Obvykle se pohybuje
mezi 6-24 hodinami. Po inkubaci se odstrani nenavazané slozky a do jamky se prida bioti-
nylova polyklonalni protilatka specifické pro dany analyt. Po druhé inkubaci je opét odstra-
néna piebytecnd nenavazana protilatka. Déle se pfidd enzym, nejcastéji alkalicka fosfataza
konjugovana se streptavidinem a po opétovném promyti se pfida substrat BCIP/NBT
(5-brom-4-chlor-3-indolylfosfat/nitrotetrazolium). Vyhodnoceni pak probiha na specialnim
readeru ¢i pod mikroskopem, kde jsou detekovany barevné skvrny. Kazda skvrna reprezen-

tuje jednu bunku secernujici ptislusny cytokin (R&D Systems, Inc., 2023).

Zakladem tspéchu této metody jsou aktivované T-lymfocyty. Pro zvySeni pravdépo-
dobnosti dostatecné aktivace bunc¢k 1ze PBMC preinkubovat s piislusnym antigenem, vici
kterému by mély byt bunky specifické. Dalsi moznosti je preinkubace s mitogeny, ale tato
varianta je pomé&rné riskantni, nebot’ mize vést k nadmérné stimulaci, ktera vede ke vzniku
velkého poctu skvrn na jamku, skvrny se pak mohou piekryvat, coz znesnadni kvantifikaci

(Bartunkova, Paulik, 2011).

V laboratorni praxi se setkame s ELISpoty pro detekci INFy, Gramzymu B, TGF-pi,
IL-1, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12a, IL-17a, TNFa a chemokint (Slota et al., 2011).

Specialni modifikaci je FLUOROSpot, kdy je detek¢ni protilatka znacend fluorofro-

mem. Tato modifikace umoziuje stanoveni vice cytokinil v jedné buiice. Dulezita je vSak
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optimalizace stanoveni, aby nedochazelo ke zkiizené reaktivité mezi jednotlivymi protilat-

kami (Slota et al., 2011).

ELISpot se uplatni pii detekci a kvantifikaci antigenné specifickych T-lymfocytt,
zejména pii detekci postvakcinacni odpovédi, a pii sledovani frekvence antigenné specific-
kych T-lymfocytt v pribéhu infekénich chorob. Tuto metodu je mozné vyuzit také ke sle-
dovani prub&éhu nemoci, kde mizeme nalézt zmény ve frekvenci bunék produkujicich cy-
tokiny. Dalsi uplatnéni nachazi pii monitoraci 1é¢iv ovliviiujicich produkci cytokinti, béhem
klinickych studii zkoumajicich nadorovou imunoterapii ¢i alergenovou imunoterapii (Bar-

tunkova, Paulik, 2011).

Nejvetsi vyhodou, kterou ELISpot pfinasi, je vysoka citlivost, ktera mnohonasobné
ptevysuje citlivost imunoanalytické metody. Ptizniva je i cena a rychlost stanoveni (Slota et
al., 2011).

Pti stanoveni ma nejvétsi vliv kvalita a Zivotaschopnost vysetfovanych bunék, proto
je velmi dulezita spravna manipulace s buiikami, zejména pfi jejich obnové ze zmrazenych
vzorkl. Dal§i vyznamnou roli zde hraje i zru¢nost a kvalifikovanost personalu. Vliv na sta-
noveni Maji i pouzita ¢inidla, ktera se v zavislosti na vyrobci lisi, a zpisob odeétu (Slota et

al., 2011).

5.6 IGRA testy

Tato skupina testli je zaloZena na produkci IFNy aktivovanymi antigenné specific-
kymi T-lymfocyty. Odtud také prameni zkratka IGRA (Interfero Gama Release Assay).
V rutinni praxi se tyto testy vyuZzivaji predev§im k diagnostice tuberkuldzy. IGRA testy lze

provést v podobé ELISpotu ¢i jako ELISA (Banaei et al., 2023).

5.7 Multiplexni stanoveni cytokinii a chemokint

Princip multiplexovych metod byl jiz popsan v kapitole o metodach zamétenych na
humoralni imunitu. JelikoZ cytokiny jsou stejné jako protilatky produkované aktivovanymi
B-lymfocyty bilkovinné povahy, je mozné u nich aplikovat velmi podobny zpisob stano-
veni. Pii aplikaci multiplexovych metod na stanoveni cytokint, vyuzivime zejména reakce
na mikrokuli¢kach (Bead Arrays), diky které jsme schopni z malého objemu vzorku rychle
stanovit cely cytokinovy profil (CUSABIO TECHNOLOGY LLC, 2023).
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58 PCR

Polymerazova fetézova reakce je molekularné biologickd metoda zaloZena na prin-
cipu enzymatické amplifikace urcité sekvence DNA in vitro. Cyklus probiha ve tfech teplot-
nich fazich. Prvni fazi je denaturace, kdy pii teploté 95 °C dojde k rozloZeni dvousroubovice
DNA na dvé¢ samostatna vlakna. Dalsi fazi je hybridizace neboli také annealing, kdy pfi
teploté 50-60 °C nasednou specifické komplementarni primery na jednotliva vldkna DNA.
Tteti fazi je elongace, kdy pfi teploté 72 °C termostabilni DNA polymeraza napomaha syn-
téze novych vldken. Po dokonceni syntézy jsou ve zkumavce dva identické fetézce DNA.
Cely cyklus se mnohonésobné opakuje. Po dokonceni kazdého cyklu je pocet dvousroubovic

DNA ve zkumavce dvojnasobny (Barttinkova, Paulik, 2011).

PCR technologie se v soucasné dob¢ staly zlatym standardem ve vyzkumu i v dia-
gnostice infek¢nich patogent, zejména virového pliivodu, genetickych mutaci a genovych

produktti (Bartinkova, Paulik, 2011).

Pro analyzu produkti PCR se ¢asto vyuziva gelova elektroforéza, jelikoz fragmenty
DNA lze délit na zaklad¢ jejich relativni molekulové hmotnosti a velikosti naboje. U qPCR
slouZi spi$ pro kontrolu a vlastni analyza vychazi z fluorescencnich kiivek, které zazname-

navaly pribéh reakce (Bartiikova, Paulik, 2011).

58.1 RT-PCR
Jednou z moznych variant PCR je tzv. reverzné transkriptaizova PCR. Vyuziva se

zejména pro méfeni genové exprese. Pomoci reverzni transkriptdzy jsme schopni mRNA
prevést na cDNA, useky DNA jsou pak namnoZeny klasickym zpisobem (Bartinkova, Pau-
lik, 2011).

5.8.2 gPCR
Dalsi moznou modifikaci je kvantitativni PCR v realném ¢ase (QPCR). Tato metoda

vyuziva fluorescencné znacené oligonukleotidové sondy, které nasedaji na sekvence nove
vytvorené DNA. Na rozdil od klasické PCR, kde je sledovan konecny produkt, je u této
metody sledovan kazdy cyklus ve skute¢ném ¢ase. Mnozstvi produktu je pfimo umeérné
zmén¢ intenzity fluorescence. Kvantitativni PCR ma své uplatnéni zejména pro kvantifikaci
virovych nalozi v priibéhu infekce u imunodeficitnich pacientli a u pacientl po transplantaci
(Bartunkova, Paulik, 2011). Pomoci reverzni kvantitativni PCR tak lze detekovat a kvantifi-
kovat expresi cytokinovych genti (CUSABIO TECHNOLOGY LLC, 2023).
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5.9 Interpretace vysledki

Interpretace vysledka se odviji od pouzit¢ metody. Hodnoceni vysledkii bunécné
imunity vyzaduje zpravidla urcité znalosti a zkusenosti odecitajiciho laboranta, nebot’ pato-
logické vysledky nemuseji pramenit €isté jen z poruchy imunity, ale mohou byt ndsledkem

jiného, ¢asto nadorového ¢i hematoonkologického onemocnéni (Bartinkova, Paulik, 2011).
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PRAKTICKA CAST

6 CIL A UKOLY PRACE

6.1 Hlavni cil

Hlavnim cilem této bakaldiské prace bylo ovéteni, zda metody pro sledovani
T-bunécné odpoveédi jsou schopné poskytnout relevantni vysledky. Soucasti hlavniho cile

bylo i sumarizovat teoretické poznatky o metodach, které zkoumaji postvakcinacni odpovéd’.

6.2 DIl cile
1. Ovéteni moznosti kultivace lymfocytl po kryokonzervaci.
2. Ovéfit strategii analyzy pro cytokinovy profil.

3. Ovéfit strategii analyzy pro proliferacni profil.
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7 VYZKUMNE PROBLEMY/OTAZKY

Vyzkumna otazka €. 1: Je bunécnost a zivotnost po kryokonzervaci dostatecna?
Vyzkumna otazka €. 2: Reaguji T-lymfocyty na nespecifickou a specifickou stimulaci?

Vyzkumna otdzka €. 3: Sledujeme zmény po vakcinaci u pacientli s imunosupresi a bez imu-

nosuprese?
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8 CHARAKTERISTIKA SLEDOVANEHO SOUBORU

Sledovany soubor tvoti 50 subjektl, z ¢ehoz 30 subjektli mé diagnostikované auto-
imunitni onemocnéni (Ulcerdzni kolitida, Crohnova choroba) a 20 subjektd slouzi jako
zdrava kontrola. Vzorky byly odebirany pted ockovanim na covid-19 a 4 tydny po ukonceni

plného dvou davkového schématu ockovani.
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9 METODIKA PRACE

Veskera prace s bunéénou kulturou probihala za sterilnich podminek v laminarnim

boxu.
9.1 Priprava vzorkii ke kryokonzervaci

9.1.1 Separace na hustotnim gradientu
Plna krev z kazdého vzorku byla zfedéna v poméru 1:1 kultivatnim médiem RPMI

(Roswell Park Memorial Institute). Do centrifuga¢nich zkumavek byly pipetovany 2 ml flo-
taéniho roztoku Histopaugue o hustoté 1,077 g/cm?®. Dale byla do zkumavek piidana nate-
déna suspenze jednotlivych vzorkd. VSechny zkumavky byly centrifugovany 20 minut pfi
2200 otackach za minutu. Po centrifugaci byl opatrné odsan mlééné zkaleny prstenec mono-
nukleédrni frakce zadrZeny Vv hustotnim pfechodu. Odsata frakce monocyti a lymfocyta byla
presunuta do nové zkumavky a nasledné byla frakce promyta roztokem RPMI (10 ml). Po
promyti nasledovala deseti minutova centrifugace pii 1800 otackach za minutu. Po centrifu-
gaci byl slit odstfedény supernatant. Sediment byl jesteé 2x promyt 500 ul 10% roztokem
FBS (Fetal Bovine Serum) (100% roztok FBS byl fedén roztokem PBS). Nakonec bylo k se-

dimentu pfidano 500 pl roztoku FBS, v nichz byla peleta rozvolnéna.

9.1.2 Zamrazeni
Nejprve bylo pfipraveno kryomedium, které tvotilo z 80 % roztokem FBS a z 20 %

vychlazeny DMSO (Dimethylsulfoxid). Do oznacenych zkumavek bylo pievedeno 0,5 ml
suspenze vzniklé v pfedchozim kroku zpracovani a 0,5 ml chladného kryomedia. Zkumavky
byly okamzité uzavieny a vlozeny do mraziciho boxu (-80 °C), ve kterém doslo ke zmrazeni

vzorku.

9.2 RozmraZeni kryokonzervovanych vzorku

Z mraziciho boxu byly vyjmuty kryokonzervované vzorky. Vzorky byly vlozeny na
pfiblizné 5 minut do pfedem vytemperované vodni lazné (37 °C). Po rozmrazeni se obsah
z kazdé kryozkumavky pievedl do centrifuga¢ni zkumavky. Zkumavky byly nasledné dopl-
nény po rysku predem pfipravenym kultivacnim médiem (RPMI s 10% FBS a ptidavkem
antibiotik a antimykotik). Nésledovala deseti minutovd centrifugace 2200 otacek/min.
Po centrifugaci byl slit supernatant a buiiky usazené na dn¢ zkumavky byly na vortexu resu-

spendovany v 1 ml kultivacniho média.
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9.3 Test bunécnosti a Zivotnosti
Do Trucount zkumavek bylo pipetovano 50 ul bunécéné suspenze spolu se 100 pl
roztoku propidium jodidu a 400 ul PBS (Phosphate Buffered Saline) (IsoFlow). Nasledovalo

m¢éfeni na pratokovém cytometru, kde byla ziskana data informujici o poc¢tu a kvalité bunék.

9.4 Kultivace

Data ziskana testem bunécnosti a zivotnosti na priutokovém cytometru se nasledné
zhodnotila a pouzila k dosazeni do vzorce pro vypocet faktoru fedéni. Cilem vypoctu a smys-
lem fedéni bylo ziskat takové bunécéné suspenze, které obsahovaly 1 000 000 bun¢k v 1 ml

svého objemu. Bunécné suspenze byly fedény kultivaénim roztokem RPMI.

Samotna kultivace probihala ve sterilnich cytometrickych zkumavkach. Kazdy vzo-
rek byl rozdélen do dvou zkumavek. Do kazdé zkumavky bylo pipetovano 0,5 ml bunécné
suspenze. Do zkumavek oznaéenych + jako pozitivni bylo ptidano 100 pl 10% PHA (Phy-
tohemaglutinin) (roztok byl fedén kultivaénim roztokem RPMI). Do zkumavek oznacenych
— jako negativni bylo ptidano 100 ul kultivacniho média RPMI. VSechny zkumavky byly
vlozeny na 72 hodin do termostatu, ktery byl vytemperovan na 37 °C s obsahem 5 % CO>
v atmosféfe. Vzorky oznacené jako pozitivni byly po dobu inkubace vystaveny stimulaci

mitogenem. Vzorky oznacené jako negativni slouzily jako nestimulovana kontrola.

9.5 Znaceni antigennich determinant po nespecifické stimulaci

Po vyjmuti z termostatu byly buné¢né suspenze v cytometrickych zkumavkach cen-
trifugovany 3 minuty pii rychlosti 1800 otaCek/min. Po centrifugaci byl slit odstfedény su-
pernatant. Dalsi zpracovani bylo provedeno pomoci diagnostické soupravy PerFix-nc Kit
(no centrifuge assay Kit). Cilem bylo navodit permeabilitu cytoplazmatické membrany leu-
kocytii v bunécné suspenzi, diky které 1ze 1épe demonstrovat intracelularni antigenni deter-

minanty pomoci monoklonélnich protilatek konjugovanych s fluorochromem.

Do zkumavek bylo ptidano po 5 ul fixa¢niho roztoku (pufr ¢. 1). Nasledovala inku-
bace 15 minut. Po inkubaci bylo do zkumavek piidano 300 pl perforacniho roztoku
(pufr ¢. 2) a 30 pul predem ptipravené smeési protilatek. Mnozstvi ptidavanych protilatek od-
povidalo tak, aby v pipetovaném mnozstvi bylo po 5 ul kazdé pouzité protilatky. Nasledo-
vala inkubace 30 minut ve tmé&. Po inkubaci bylo do zkumavek ptidano po 1,8 ml desetkrat

zfedéného ukoncovaciho roztoku (pufr ¢. 3). Nasledn¢ byly zkumavky centrifugovany 3 mi-
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nuty pfi rychlosti 1800 otacek/min. Po centrifugaci byl slit odstfedény supernatant. Sedi-
mentované bunky byly nakonec resuspendovéany v 500 pul ukoncovaciho roztoku a zméteny

pomoci pritokoveé cytometrie.

Tabulka é& 1: Monoklondlni protilatky vyuzité pri znaceni antigennich determinant po ne-
specificke stimulaci

Znak | Fluorochrom
CD3 PB

CD4 PC5
CD8 PC7
CD25 FITC
CD45 KO
Ki67 PE

Zdroj: vlastni

9.6 Znaceni antigennich determinant po specifické stimulaci

Vzorky pro stanoveni byly po kultivaci vyjmuty z termostatu a centrifugovany 3 minuty pii
rychlosti 1800 otacek/min. Po centrifugaci byl slit odstfedény supernatant a bylo pfiddno
1000 pl roztoku PBS pH 7,4 (koncentrat roztoku PBS byl desetkrat ziedén destilovanou
vodou). Zkumavky se opét nechaly centrifugovat 3 minuty pii rychlosti 1800 otacek/min.
Po centrifugaci byl slit odstfedény supernatant a bylo pfidano 1000 pl fixa¢niho roztoku
(PFA 4,2%). Po péti minutové inkubaci se zkumavky opét centrifugovaly 3 minuty pfi rych-
losti 1800 otacek/min. Po centrifugaci byl slit odstfedény supernatant a bylo ptidano 1000 pl
roztoku PBS. Zkumavky se opét nechaly centrifugovat 3 minuty pfi rychlosti 1800 ota-
¢ek/min. Po centrifugaci byl slit odstfedény supernatant a bylo ptidano 100 pl 0,1% roztoku
tritonu (komeréné dostupny 1% roztok byl zfedén v poméru 1:9 roztokem PBS). Nasledovala
inkubace 10 minut. Po inkubaci se ptidalo 1000 pl roztoku PBS a nasledné se zkumavky
nechaly centrifugovat 3 minuty pii rychlosti 1800 otacek/min. Po centrifugaci byl slit od-
sttedény supernatant a bylo pfidano 500 pl 3% roztoku FBS (100% roztok FBS byl fedén
roztokem PBS). Po pridani roztoku FBS se zkumavky opét centrifugovaly 3 minuty pii rych-
losti 1800 otacek/min. Po centrifugaci byl slit odstfedény supernatant a ptidalo se op&t 500 pl
3% roztoku FBS. Ze vzniklé suspenze bylo nasledné odebrano 100 pl do cytometrickych
zkumavek. V tomto bodé stanoveni se jednotlivé vzorky, jak pozitivni, tak negativni rozdé-
lily do dvou paneli. K prvni poloving vzorkt bylo pfidano 45 ul smési protilatek na stano-
veni proliferacnich znakl. K druhé poloviné vzorki bylo pfidano 35 pl smési tentokrat vSak

na stanoveni produkce cytokinli. Smés protilatek byla vytvotfena tak, aby napipetované
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mnozstvi, které se nasledné pridavalo do zkumavek, obsahovalo 5 ul kazdé pouzité proti-
latky. Ob¢ sady se nechaly inkubovat 30 minut ve tm¢. Po inkubaci bylo do vSech zkumavek
ptidano 500 pl 3% roztoku FBS. Nasledovala centrifugace 3 minuty pii rychlosti 1800 ota-
¢ek/min. Po centrifugaci byl slit odstiedény supernatant a bylo pfidano 250 ul 3% roztoku
FBS. Zkumavky se poté centrifugovaly jesté jednou 3 minuty pfi rychlosti 1800 otacek/min.
Po centrifugaci se slil odstfedény supernatant. Nakonec se bunky resuspendovaly v 450 ul

3% roztoku FBS a zm¢fily na pratokovém cytometru.

Tabulka ¢. 2: Monoklonalni protilatky vyuzité pri znaceni antigennich determinant po spe-
cifické stimulaci — proliferacni profil

Znak | Fluorochrom
CD3 PB
CD4 APCAF750
CD8 PC7
CD27 APC
CD45 KO
CD45R0O |FITC
CD69 APCAF700
CD137 |PC5
Ki67 PE

Zdroj: vlastni

Tabulka ¢. 3: Monoklonalni protilatky vyuzité pri znaceni antigennich determinant po spe-
cifické stimulaci — cytokinovy profil

Znak | Fluorochrom
CD3 PB
CD4 APCAF700
CD8 PC7
CD45 KO
CD107a |APC
INFg PE
TNFo FITC

Zdroj: vlastni
9.7 Stanoveni vzorku sledovaného souboru pred a po ockovani

9.7.1 RozmraZeni kryokonzervovanych vzorki
Kryokonzervované vzorky byly vyjmuty z mraziciho boxu a rozmrazeny ve vodni

lazni vytemperované na 37 °C. Po rozmrazeni se obsah kazdé¢ kryozkumavky pievedl do
centrifuga¢ni zkumavky, ktera byla nasledné doplnéna po rysku kultivacnim médiem (RPMI

s 10% FBS a ptidavkem antibiotik a antimykotik). VSechny zkumavky byly centrifugovany
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po dobu 3 minut rychlosti 1800 otacek/min. Po centrifugaci byl slit supernatant a bunky

usazené na dné¢ zkumavky byly na vortexu resuspendovany v 1 ml kultivaéniho média.

9.7.2 Test bunécnosti a Zivotnosti
Do Trucount zkumavek bylo pipetovano 50 pl bunééné suspenze spolu se 100 pl

roztoku propidium jodidu a 400 pl PBS (IsoFlow). Nasledovalo méfeni na pritokovém cy-
tometru. Z dat ziskanych méfenim byly ziskany informace o zivotaschopnosti a poctu bunék
ve zkumavkach. Naméiené hodnoty o poétu bun¢k byly dosazeny do vzorce pro vypocet
faktoru fedéni bunééné suspenze. Cilem vypoctu a smyslem fedéni bylo opét ziskat takové
bunécné suspenze, které obsahovaly 1 000 000 bun¢k v 1ml svého objemu. Bunééné su-

spenze byly fedény kultiva¢nim roztokem RPMI.

9.7.3 Kultivace
Kultivace probihala ve sterilnich cytometrickych zkumavkach. Do kazdé zkumavky

bylo napipetovano 0,5 ml bunééné suspenze, 4 ul roztoku BD Golgistopu a 500 ul roztoku
peptidovych pooli SARS-CoV-2 (S1). Vsechny zkumavky byly vlozeny na 72 hodin do

termostatu, ktery byl vytemperovan na 37 °C s obsahem 5 % CO; v atmosféie.

9.7.4 Znaceni antigennich determinant
Postup stanoveni po kultivaci byl shodny s postupem na stanoveni antigennich de-

terminant po specifické stimulaci. Jediny rozdil byl ve sloZeni smési pouZitych monoklonal-

nich latek.

Tabulka ¢. 4: Monoklonalni protilatky vyuzité pri znaceni antigennich determinant pri sta-
noveni vzorkii sledovaného souboru — proliferacni profil

Znak | Fluorochrom
CD3 PB
CD4 APCAF750
CD8 PC7
CD27 APC
CD45 KO
CD45R0O |FITC
CD69 APCAF700
CD137 |PC5
Ki67 PE

Zdroj: vlastni
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Tabulka ¢. 5: Monoklonalni protilatky vyuzité pri znaceni antigennich determinant pri sta-
noveni vzorkii sledovaného souboru — cytokinovy profil

Znak | Fluorochrom
CD3 PB
CD4 APCAF700
CD8 PC7
CD45 KO
CD107a |APC
INFg PE
TNFa FITC

Zdroj: vlastni

Pro analyzu byly vybrany znaky charakterizujici lymfocytarni populaci. Povrchovy
znak CD3 prezentuje populaci T-lymfocytd, kterou lze délit na nékolik subpopulaci. Jako
pomocné T-lymfocyty je v praxi ozna¢ovana subpopulace CD4 pozitivnich T-lymfocyta.

Subpopulace s pozitivnim znakem CD8 je charakteristicka pro cytotoxické T-lymfocyty.

CD45R0 je jednou z izoforem povrchového znaku CD45. Tato izoforma je znak ty-
picky pro pamétové T-lymfocyty. Zakladni znak CD45 je produkovan v§emi hematopoetic-

kymi buiikami.

Detekei produkce INFy a exprese povrchovych znaktt CD27, CD69, CD137 a CD107a, lze
u T-lymfocytt hodnotit stav jejich diferenciace, stimulaci a aktivaci. Méfeni intracelularni
exprese Ki67 lze vyuzit k detekci proliferaéni aktivity T-lymfocytd (BECKMAN COUL-
TER, USA; BioLegend, USA; EXBIO, Ceska republika).

9.8 Pomiicky a reagencie vyuzité béhem stanoveni

9.8.1 Pristroje
- Prutokovy cytometr (Navios BECKMAN COULTER, USA)

- Centrifuga (Hettich Zentrifugen — Rotina 46R, Germany)

- Ttepacka — vortex (VELP Scientifica, Italy)

- Vodni lazen (Biosan — WB-4MS, Latvia)

- Termostat (Schoeller INSTRUMENTS, Cesk4 republika)

- Automatické pipety (Thermo Scientific™, Finnpipette™, USA)

- Mrazici box (LAB MARK a.s., Ceska republika)
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9.8.2

Reagencie

RPMI 1640 — kultivaéni médium (Gibco™, USA)
Histopaugue ™1077 - (MP Biomedicals, USA)

FBS — fetalni hovézi sérum (nutri¢ni doplnék kultiva¢niho média) (Gibco™,

USA)
Antibiotika a antimykotika — Anti-Anti (Gibco™, USA)

Propidium jodid — fluorescen¢ni interkala¢ni ¢inidlo (Reagencie E, ORPEGEN
Pharma PHAGOTEST®, Germany)

PBS — Phosphate buffered saline — fosfatovy pufr 10X (IsoFlow) (Gibco™, USA)
PHA — Phytohemaglutinin (Thermo Scientific™ eBioscience™, USA)

PerFix-nc Kit pufr ¢. 1 — fixa¢ni roztok (PerFix-nc Kit (no centrifuge assay Kit)
BECKMAN COULTER, USA)

PerFix-nc Kit pufr ¢. 2 — permeabiliza¢ni roztok (PerFix-nc Kit (no centrifuge
assay Kit) BECKMAN COULTER, USA)

PerFix-nc Kit pufr ¢. 3 — ukoncovaci roztok 10X (PerFix-nc Kit (no centrifuge
assay Kit) BECKMAN COULTER, USA)

PFA — fixa¢ni roztok paraformaldehydu 4,2 % (BD Cytofix™ Biosciences, USA)

Triton® X-100 (1 %) — neiontovy vodni detergent (Life Technologies™ Thermo
Fisher Scientific, USA)

Monoklonalni protilatky CD45 KO, CD45RO FITC, CD3 PB, TNFa FITC
(EXBIO, Ceska republika)

Monoklonalni protilatky Ki67 PE, CD4 APCAF700, CD4 APCAF750, INF-y,
CD8 PC7, CD27 APC, CD107a APC (BECKMAN COULTER, USA)

Monoklonalni protilatky CD69 APCAF700, CD137 PC5 (BioLegend, USA)

BD Golgistop™ — inhibitor intracelularniho transportu proteinti — cytokind (BD
Biosciences, USA)
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- PepPool SARS-CoV-2 (S1) — (MABTECH AB, Sweden)
- Destilovana voda

9.8.3 Spotiebni material
- Kryozkumavky

- Centrifugacni zkumavky
- Cytometrické zkumavky
- Truecount zkumavky

- Spicky na pipetovani

- Pasteurovy pipety

- Plastové pipety
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10 ANALYZA A INTERPRETACE VYSLEDKU

10.1 Stanoveni na priitokovém cytometru

Ptedem pfipravené bunécné suspenze, oznacené pomoci monoklonalnich protilatek,
byly méfeny na pratokovém cytometru Navios (Beckman Coulter, USA). Béhem kazdého
méieni bylo analyzovano vice nez 35 000 bunék. Ziskana data byla vyhodnocovana pomoci

programu Kaluza®.

10.1.1 Gatovaci strategie
Spravna gatovaci strategie je kli€¢ova a nezbytna pro vybér konkrétnich bunéénych

subpopulaci. Bunééné subpopulace byly vybirany na zékladé exprese jejich povrchovych
markert. Nasledujici obrazky znézornuji zékladni gatovaci strategii pro rozliSeni zakladnich
T-lymfocytarnich subpopulaci pfi méteni jejich proliferace a produkce cytokint. Exprese

specifickych postvakcinacnich znaki jsou znazornény V ptilohdch €. 2 a €. 3

[Ungated] CD45 KO / SS INT [Ungated] CD45KO / SS INT
1000 - 1000
800 800
600 -
E 2 600
A %)
Y 400 A e
Ly ]
200 200
0 T y T 0 e T
10° 10’ 10% 10° 100 10 102 10°
CD45 KO CD45KO0
Obrazek ¢ 1. Gatovani populace lymfo- Obrazek ¢ 2: Gatovani populace lymfo-
cytit pri analyze proliferacniho panelu cytit pri analyze cytokinového panelu
Zdroj: Vlastni Zdroj: Vlastni

Pti gatovani je na zacatku nejdileZzitéjsi si vymezit zakladni bunéénou populaci, ze
které vychazeji dalsi dot-ploty. Pro vymezeni zakladni populace se vyuziva povrchovy znak
CD45, ktery je produkovan v§emi hematopoetickymi buitkami. Jeho exprese je porovnavana
s bo¢nim rozptylem SS (Side Scatter). Lymfocyty jakozto agranulocyty spliuji parametry
CD45+ SS-. To je dano tim, ze jejich cytoplazma neobsahuje granula, od kterych by se roz-

ptyloval laser pritokového cytometru.
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Obrazek & 3: Gatovani populace T-lymfo-
cytul pri analyze proliferacniho panelu

Zdroj: Vlastni
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cytu pri analyze cytokinového panelu

Zdroj: Vlastni

Pro odliseni populace T-lymfocytd od byla vyuzita detekce exprese znaku CD3, ktera

je soucasti jejich TCR receptoru a na jinych lymfoidnich bunikach se nevyskytuje. T-lymfo-

cyty byly nasledné rozd€leny do subpopulaci pomocnych (CD4+ CD8-) a cytotoxickych

(CD4- CD8+) T-lymfocyti.

[B] CD8 PC7 / CD4 AF750

10%4

A
CD4+
2 CD8+
() & ;
4 | B
-20-
o w0 10 1 10
CD8 PC7

Obrazek ¢. 5. Gatovani CD4+ a CD8+
subpopulace T-lymfocytii pri analyze
proliferacniho panelu

Zdroj: Vlastni
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10.2 Statistické zhodnoceni
Vysledky byly statisticky zhodnoceny v programu Microsoft Excel a R Project. Pro

statistické zhodnoceni byl zvolen Wilcoxontiv neparametricky test, ktery urcuje rozdily me-
diant. Byly hodnoceny vysledky procentualni exprese pfedem urcenych znakl u imuno-
suprimovanych pacientii pied a po probéhlém ockovani proti onemocnéni covid-19. Zaroven
pro kontrolu byly stejné analyze podrobeny i vysledky kontrolni zdravé skupiny. Nakonec

se vzajemn¢ porovnavala exprese znakl obou sledovanych skupin po probéhlém ockovani.

10.2.1 Vysledky stanoveni exprese znaku CD3

Graf ¢& 1: Stanoveni T-lymfocytarni populace pomoci exprese znaku CD3
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Zdroj: Vlastni

Byl zjistén statisticky nevyznamny rozdil v expresi znaku CD3 mezi medianem
vzorku imunosuprimovaného pacienta pied o¢kovanim a po probéhlém ockovani. Rozdil

medianu ¢inil 1,37 % exprese znaku CD3, p >0,05.

Dale byl zjistén statisticky nevyznamny rozdil v expresi znaku CD3 mezi medianem
vzorku zdravého pacienta pied ockovanim a po prob&éhlém ockovani. Rozdil mediant ¢inil

1,55 % exprese znaku CD3, p >0,05.
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Byl také zjistén statisticky nevyznamny rozdil mezi medidnem vzorku imunosupri-
movaného pacienta po probéhlém ockovani a medianem vzorku zdravého pacienta po pro-
béhlém ockovani, kdy rozdil mediana ¢inil 0,75 % exprese znaku CD3, p>0,05.

10.2.2 Vysledky stanoveni exprese znaku CD4

Graf & 2: Stanoveni subpopulace pomocnych T-lymfocytii
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Zdroj: Vlastni

Byl zjistén statisticky nevyznamny rozdil v expresi znaku CD4 mezi medianem
vzorku imunosuprimovaného pacienta pied o¢kovanim a po probéhlém ockovani. Rozdil

mediant ¢inil 0,5 % exprese znaku CD4, p >0,05.

Dale byl zjistén statisticky nevyznamny rozdil v expresi znaku CD4 mezi medianem
vzorku zdravého pacienta pfed ockovanim a po prob&hlém ockovani. Rozdil mediand ¢inil

0,04 % exprese znaku CD4, p >0,05.

Byl také zjistén statisticky nevyznamny rozdil mezi medianem vzorku imunosupri-
movaného pacienta po prob&éhlém ockovani a medianem vzorku zdravého pacienta po pro-

behlém ockovani, kdy rozdil mediant ¢inil 1,39 % exprese znaku CD4, p >0,05.
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10.2.3 Vysledky stanoveni exprese znaku CD8

Graf & 3: Stanoveni subpopulace cytotoxickych T-lymfocytii
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Zdroj: Vlastni

Byl zjistén statisticky nevyznamny rozdil v expresi znaku CD8 mezi medianem
vzorku imunosuprimovaného pacienta pied ockovanim a po prob&éhlém ockovani. Rozdil

mediant ¢inil 1,47 % exprese znaku CD8, p >0,05.

Dale byl zjistén statisticky vyznamny rozdil v expresi znaku CD8 mezi medianem
vzorku zdravého pacienta pied ockovanim a po prob&éhlém ockovani. Rozdil mediant ¢inil

4,71% exprese znaku CD8, p <0,05.

Byl také zjistén statisticky nevyznamny rozdil mezi medidnem vzorku imunosupri-
movaného pacienta po probéhlém ockovani a medidnem vzorku zdravého pacienta po pro-

béhlém ockovani, kdy rozdil mediant ¢inil 3,28 % exprese znaku CD8, p >0,05.
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10.2.4 Vysledky stanoveni exprese znaki CD 4 a CD 45RO

Graf & 4: Stanoveni subpopulace pomocnych pamétovych T-lymfocytii
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Byl zjistén statisticky nevyznamny rozdil v expresi znaku CD4, CD45R0O mezi me-
didnem vzorku imunosuprimovaného pacienta pfed ockovanim a po probéhlém ockovani.

Rozdil mediant ¢inil 0,91 % exprese znaku CD4, CD45RO, p >0,05.

Dale byl zjistén statisticky nevyznamny rozdil v expresi znaku CD 4, CD 45RO
mezi medianem vzorku zdravého pacienta pied ockovanim a po probehlém oc¢kovani. Rozdil

mediant ¢inil 1,62 % exprese znaku CD4, CD45RO, p >0,05.

Byl také zjistén statisticky nevyznamny rozdil mezi medidnem vzorku imunosupri-
movaného pacienta po prob&éhlém ockovani a medianem vzorku zdravého pacienta po pro-

béhlém ockovani, kdy rozdil mediant ¢inil 4,34 % exprese znaku CD4, CD45RO0, p >0,05.
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10.2.5 Vysledky stanoveni exprese znakii CD8 a CD45RO

Graf é& 5: Stanoveni subpopulace cytotoxickych pamétovych T-lymfocytii
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Zdroj: Vlastni

Byl zjistén statisticky nevyznamny rozdil v expresi znaku CD8, CD45R0O mezi me-
didnem vzorku imunosuprimovaného pacienta pifed ockovanim a po probéhlém ockovani.

Rozdil mediant ¢inil 1,29 % exprese znaku CD8, CD45RO, p >0,05.

Dale byl zjistén statisticky nevyznamny rozdil v expresi znaku CD8, CD45R0 mezi
medianem vzorku zdravého pacienta pred ockovanim a po probehlém ockovani. Rozdil me-

diant ¢inil 0,67 % exprese znaku CD8, CD45R0, p >0,05.

Byl také zjistén statisticky nevyznamny rozdil mezi medianem vzorku imunosupri-
movaného pacienta po prob&éhlém ockovani a medianem vzorku zdravého pacienta po pro-

beéhlém ockovani, kdy rozdil mediant ¢inil 0,15 % exprese znaku CD8, CD45RO0, p >0,05.
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10.2.6 Vysledky stanoveni exprese znaki CD3 a IFNy

Graf & 6: Stanoveni populace T-lymfocytit produkujicich INF-y

-
N i
I
o i
} I
I
E I
Lo :
© i
© o o '
0O L]
(@]
I O —_— T
x I
m I
c I
N ° - i
@ ' i
(7} ] [{n] — I E— 1 :
@ ! H .
— 1 !
o ! i
3 ! '
o ! i
— i i i
= ! : i
w o : 1 :
2 ' |
% I
[5] [
e I
a ™ :
R E—
. :
: 1
.
o
l I l l
vzorky pat. s vzorky pat. s vzorky pat. bez  vzorky pat. bez
imunosupresi imunosupresi  imunosuprese imunosuprese
pied otkovanim  po okovani pfed ofkovanim  po ofkovani

Zdroj: Vlastni

Byl zjistén statisticky nevyznamny rozdil v expresi znaku CD3 a IFNy mezi media-
nem vzorku imunosuprimovaného pacienta pted o¢kovanim a po probéhlém o¢kovani. Roz-

dil mediani ¢inil 0,56 % exprese znaku CD3 a IFNy, p >0,05.

Dale byl zjistén statisticky vyznamny rozdil v expresi znaku CD3 a IFNy mezi me-
dianem vzorku zdravého pacienta pied ockovanim a po probéhlém ockovani. Rozdil medi-

anu Cinil 2,14 % exprese znaku CD3 a IFNy, p <0,01.

Byl také zjistén statisticky vyznamny rozdil mezi medidnem vzorku imunosuprimo-
vaného pacienta po prob¢hlém ockovani a medianem vzorku zdravého pacienta po probéh-

1ém ockovani, kdy rozdil mediant ¢inil 4,22 % exprese znaku CD3 a IFNy, p <0,01.
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10.2.7 Vysledky stanoveni exprese znakii CD 3 a CD 69

Graf & 7: Stanoveni populace T-lymfocytii exprimujicich aktivacni znak CD 69
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Zdroj: Vlastni

Byl zjistén statisticky vyznamny rozdil v expresi znaku CD3 a CD69 mezi medianem
vzorku imunosuprimovaného pacienta pied ockovanim a po prob&éhlém ockovani. Rozdil

mediant ¢inil 1,94 % exprese znaku CD3 a CD69 p, <0,01.

Dale byl zjistén statisticky vyznamny rozdil v expresi znaku CD3 a CD69 mezi me-
didnem vzorku zdravého pacienta pied ockovanim a po probéhlém ockovani. Rozdil medi-

anu Cinil 4,70 % exprese znaku CD3 a CD69 p, <0,01.

Byl také zjistén statisticky vyznamny rozdil mezi medidnem vzorku imunosuprimo-
vaného pacienta po prob¢hlém ockovani a medianem vzorku zdravého pacienta po probéh-

1ém oc¢kovani, kdy rozdil mediant ¢inil 3,23 % exprese znaku CD3 a CD69, p <0,01.
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10.2.8 Vysledky stanoveni exprese znaku CD3 a CD 45RO, C27, CD107a

Graf & 8: Stanoveni populace funkcné vyzralych T-lymfocytit exprimujicich znak CD107a

o 4 ——— ———
I I I I

vzorky pat. s vzorky pat. s vzorky pat. bez vzorky pat. bez
imunosupresi imunosupresi  imunosuprese imunosuprese
pfed otkovanim po oCkovani pfed otkovanim  po oCkovani

procentualni exprese znak CD3, CD 45RO, CD 27, CD 107a

Zdroj: Vlastni

Byl zjistén statisticky vyznamny rozdil v expresi znaku CD3 a CD45R0O, CD27,
CD107a mezi medianem vzorku imunosuprimovaného pacienta pted ockovanim a po pro-
béhlém ockovani. Rozdil mediant ¢inil 1,89 % exprese znaku CD3 a CD45R0O, CD27,
CD107a, p <0,01.

Dale byl zjistén statisticky vyznamny rozdil v expresi znaku CD3 a CD45R0O, CD27,
CD107a mezi medianem vzorku zdravého pacienta pred o¢kovanim a po prob&éhlém ocko-

vani. Rozdil mediani ¢inil 5,34 % exprese znaku CD3 a CD45R0O, CD27, CD107a, p <0,01.

Byl také zjistén statisticky vyznamny rozdil mezi medidnem vzorku imunosuprimo-
vaného pacienta po probéhlém oc¢kovani a medianem vzorku zdravého pacienta po probéh-
1ém ockovani, kdy rozdil medianut ¢inil 3,45 % exprese znaku CD3 a CD45R0O, CD27,
CD107a, p <0,01.
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10.2.9 Vysledky stanoveni exprese znaku CD3 a Ki67

Graf & 9: Stanoveni populace T-lymfocytit produkujicich proliferacni faktor Ki67
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Zdroj: Vlastni

Byl zjistén statisticky nevyznamny rozdil v expresi znaku CD3 a KI67 mezi media-
nem vzorku imunosuprimovaného pacienta pted ockovanim a po probéhlém ockovani. Roz-

dil mediani ¢inil 0,11 % exprese znaku CD3 a K167, p >0,05.

Dale byl zjistén statisticky vyznamny rozdil v expresi znaku CD3 a KI67 mezi me-
didnem vzorku zdravého pacienta pied ockovanim a po probéhlém ockovani. Rozdil medi-

anu ¢inil 1,39 % exprese znaku CD3 a K167, p <0,01.

Byl také zjistén statisticky vyznamny rozdil mezi medidnem vzorku imunosuprimo-
vaného pacienta po probéhlém ockovani a medianem vzorku zdravého pacienta po probéh-

1ém ockovani, kdy rozdil mediant ¢inil 1,51 % exprese znaku CD3 a K167, p <0,01.
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10.2.10 Vysledky stanoveni exprese znaka CD3 a CD137

Graf ¢ 10: Stanoveni populace antigenné specifickych T-lymfocytii
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Zdroj: Vlastni

Byl zjistén statisticky vyznamny rozdil v expresi znaku CD3 a CD137 mezi media-
nem vzorku imunosuprimovaného pacienta pted o¢kovanim a po probéhlém o¢kovani. Roz-

dil mediani ¢inil 0,27 % exprese znaku CD3 a CD137 p, <0,01.

Dale byl zjistén statisticky vyznamny rozdil v expresi znaku C3 a CD137 mezi me-
didnem vzorku zdravého pacienta pied ockovanim a po probéhlém ockovani. Rozdil medi-

anu ¢inil 0,39 % exprese znaku CD3 a CD137, p <0,01.

Byl také zjistén statisticky vyznamny rozdil mezi medidnem vzorku imunosuprimo-
vaného pacienta po prob¢hlém ockovani a medianem vzorku zdravého pacienta po probéh-

1ém oc¢kovani, kdy rozdil mediant ¢inil 0,14 % exprese znaku CD3 a CD137, p <0,01.
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DISKUZE

Kryokonzervace je zpisob skladovani bunéénych linii, tkani ¢i organi pii kryogen-
nich teplotach pro budouci pouziti bez rizika kontaminace a genetickych zmén. Kryogennim
zmrazenim lze zastavit metabolismus zivych bunék a tim dlouhodobé zajistit jejich zivota-
schopnost. Nizké teploty pod -80 °C, pii kterych dochazi k buné¢né degradaci, buriky tole-
ruji diky kryoprotektivnim c¢inidlim. Mechanismus ucinku kryoprotektivnich médii tkvi
V jejich schopnosti snizit bod tani vody, ¢imz zabranuji tvorbé krystalkd ledu (Moloney,
2023).

Testem bunécnosti a zivotnosti byla ovéfena prvni vyzkumna otazka tykajici se bu-
néénosti kryokonzervovanych vzorka plazmy sledovaného souboru pacientti a zivotaschop-
nosti bun&k v nich obsazenych. Zivotaschopné buiiky byly dale kultivovany a pouzity k dalsi
analyze. Buiika je povaZzovana za zivotaschopnou, pokud ji lze detekovat pratokovou cyto-
metrii, je odolna vici obarveni propidium jodidem, a je schopna aktivace a proliferace
(Jeriunk et al., 2008).

Dalsi otazkou bylo, zda T-lymfocyty reaguji na nespecifickou a specifickou stimu-
laci. Nespecificka stimulace byla navozena rostlinnym lektinem, fytohemaglutininem
(PHA), jehoZ vazba na povrch lymfocyti vede k iniciaci proliferace bunék podobné té, jez
je mozno pozorovat po antigenem vyvolané imunitni reakci. Stimulace nespecifickymi mi-
togeny vsak obchazi pozadavek na specifické rozpoznani stimulu, které je typické pro imu-
nitni aktivaci. Testy s nespecifickou stimulaci se v praxi vyuzivaji pro hodnoceni funkéni
imunokompetence, obzvlasté pii hodnoceni funkce u imunosuprimovanych pacienti
(Schechter, 1980). Specificka stimulace lymfocytt pii detekci postvakcinacni odpovédi na
ockovani proti onemocnéni covid-19 byla navozena peptidovymi pooly (MABTECH AB,
Sweden), které obsahuji pies 100 peptidi Spike proteinu z lidského viru SARS-CoV-2.

Hlavnim cilem této bakalaiské prace bylo ovéfit, zda metody sledovani T-bunécné
odpovédi jsou schopné poskytnout relevantni vysledky. Béhem vyzkumu byly ovéfeny moz-
nosti kultivace lymfocyti po kryokonzervaci a strategie analyzy cytokinového a proliferac-
niho profilu. Vysledky byly statisticky zhodnoceny, a v této préaci prezentovany v grafické
formé¢ boxplotl. Soucasti statistického zhodnoceni bylo 1 vzdjemné porovnani mediani ex-
prese konkrétnich znakti postvakcinacni T-bunécné odpovédi. Byly porovnavany vysledky
30 imunosuprimovanych pacientii pted ockovanim a 4 tydny po ukonceni plného o¢kovaciho

schématu. Zaroven byly hodnoceny vysledky 20 imunologicky zdravych pacientt, které
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slouzily jako negativni kontrola. Nakonec byly vysledky obou sledovanych skupin vzajemné

porovnany.

Z vysledki méteni bylo zjisténo, ze o¢kovani nemélo vliv na pocetni zastoupeni
T-lymfocyta v periferni krvi. Co se rozloZeni T-lymfocytarnich subpopulaci tyce, byl zazna-
menan jen mirny vzestup cytotoxickych T-lymfocyti, avSak pouze u zdravé kontroly. Zaro-
veil nebyl zjistén vyznamny rozdil v populacich pamétovych bun€k u obou sledovanych

skupin.

U zdravé kontrolni skupiny, na rozdil od pacienti s imunosupresi, byl po o¢kovani
patrny znaény narust exprese proliferaéniho faktoru Ki67. Stejné¢ tomu bylo i pfi mé-
feni INF-y, kde byl taktéZ zaznamenan narist jeho produkce pouze u zdravé kontrolni sku-
piny. Nedavné studie prokazaly odlisné vysledky tohoto markeru napfic¢ v§emi zkoumanymi
imunosuprimovanymi pacienty. (Oyaert et al., 2022) Minimalni vzestup hladiny INF-y
u skupiny imunosuprimovanych jedinct je v souladu se studii od Tortorellové a kolektivu
(2022), naopak v rozporu se studiemi, které detekovali odpovéd’ srovnatelnou se zdravou
kontrolou (Brill et al., 2021; Pompsch et al., 2021; Qiu et al., 2022; Reuken et al., 2022)
nebo dokonce vyssi (Apostolidis et al.,2021; Gadani et al., 2021; Dunn et al., 2022; Madelon
etal., 2022).

T-lymfocyty obou sledovanych skupin vykazovaly vzestup exprese aktiva¢niho
znaku CD69, avsak u zdravé kontroly byl nartst vice neZ dvojnasobny. Podobny vysledek
byl zaznamenan i u exprese znaku CD107a. U obou skupin byl zaznamenan nartst jeho
exprese na funkéné vyzralych T-lymfocytech, ovsem u imunosuprimovanych pacienti byly
detekovany témét trojndsobné niz8i hodnoty. K vyznamné zméné exprese po ockovani
u obou skupin doslo i u posledniho nami hodnoceného znaku CD137. Stejn¢ jako u pied-
chozich znakt byl i zde patrny rozdil mezi hodnotami zdravé a imunosuprimované skupiny.
Zvyseni exprese téchto znaka dokazuje, ze T-lymfocyty obou naokovanych skupin jsou
schopné aktivace po antigenné specifické stimulaci. Tudiz jsou schopné zajistit ochranu
I imunosuprimovanym pacientim. Tento poznatek potvrdila i fada studii. Vétsina studii hod-
notila souc¢asn¢ humoralni i bunéénou c¢ast postvakcinaéni imunitni odpovédi u pacientii
S riznym autoimunitnim onemocnénim a typem imunosupresivni 1€cby. V téchto studiich
bylo zjisténo, ze i pies vyznamny deficit protilatkové imunity jsou T-lymfocyty imunosupri-

movanych pacientii schopné plné vyzrat a diferencovat se ve funkéni antigenné specifické
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bunky. Tudiz jsou tito pacienti po vakcinaci chranéni imunitou zprostfedkovanou T-lymfo-
cyty, které jsou schopné rozpoznat a zlikvidovat virem napadené bunky. (Apostolidis et al.,
2021; Madelon et al., 2022; Rauken et al., 2022; Oyaert et al., 2022; Barnes et al., 2023).

Je potieba zminit, Ze rozdily mezi vysledky jednotlivych studii mohou byt zptisobeny
sledovanim odlisnych skupin pacientl S riiznou imunosupresivni terapii a individualnimi ri-
zikovymi faktory. (Bertrand et al., 2022; Oyaert et al., 2022) Dalo by se i diskutovat 0 moz-
ném ucinku samotné ockovaci latky na generaci imunitni odpovédi, avSak ve vétSing studii
byly hodnoceny hlavné subjekty naockované mRNA vakcinami, popf. adenovirovymi vek-
torovymi vakcinami, a Cadera et al. (2022) nezaznamenali zasadni rozdil v G¢inku téchto

vakcein.

V této praci byla postvakcinaéni T-bunécna odpovéd’ hodnocena na zakladé méteni
extra a intracelularnich znakti pomoci prutokové cytometrie. V dnesni dobé vsak existuje
fada studii s odlisnou metodikou. K testovani T-bunécné imunity byly kromé prutokové cy-
tometrie (Apostolidis et al.,2021; Reuken et al., 2022) vyuzity metody jako ELISpot (Ber-
trand et al., 2021; Brill et al., 2021; Pompsch et al., 2021; Madelon et al., 2022; Qiu et al.,
2022; Barnes et al., 2023), FLUOROSpot (Gadani et al., 2021) nebo QuantiFERON (Oyaert

et al., 2022) pro stanoveni produkce interferonu gama.
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ZAVER

V této bakalatské praci byla ovétena bunécnost a zivotnost bunék po kryokonzervaci.
Dale bylo ovéfeno, ze T-lymfocyty po kryokonzervaci jsou i nadale schopné reagovat na
nespecifické i specifické stimula¢ni podnéty. Zaroven bylo zjisténo, ze T-lymfocyty imuno-
suprimovanych jedinci jsou po podani dvou davek vakciny proti lidskému viru
SARS-CoV-2 schopné organismus ochranit, a i ptes nizsi aktiva¢ni schopnost jsou schopné
diferencovat v antigenn¢ specifické bunky. Vysledky T-bunécné imunitni odpoveédi musi byt
hodnoceny v kontextu s anamnézou a celkovym klinickym stavem, zaroven je interpretace
vysledkl zkomplikovana niz§im poctem statistik a podkladi k hodnoceni nejen T-bunécéné
odpovédi jako takové, ale i nedostatkem znalosti o nové vyskytlém patogenu, viru

SARS-CoV-2, a jeho plisobeni na imunitni systém.
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Povoleni sbéru informaci ve FN Plzen

Na zaklad& Vasi Zadosti Vam jménem Utvaru naméstkyné pro vné&jsi vztahy a spolupraci s lékarskou fakultou
FN Plzeri udéluji souhlas se sbérem a zpracovanim anonymizovanych dat z vysledk( laboratornich metod,
pouzivanych v Ustavu imunologie a alergologie (UIA) FN Pizeri. Tento souhlas je vydavan, pfi spinéni nize
uvedenych podminek, v souvislosti s vypracovanim Vasi bakalarské prace s nazvem ,Sledovani imunitni odpo-
védi u imunosuprimovanych jedinct”.

Podminky, za kterych Vam bude umoznéna realizace Vaseho Setfeni ve FN Plzeri:

. Vrchni sestra UIA souhlasi s Va$im postupem.
. Osobné povedete svoje Setreni.
. Vase Setfeni nenarusi chod pracovisté ve smyslu provozniho zajisténi dle platnych smérnic FN Plzen,

ochrany dat pacientt a dodrzovani Hygienického planu FN Plzen. Vase Setfeni bude provedeno za
dodrzeni vSech legislativnich norem, zejména s ohledem na platnost zakona ¢. 372/2011 Sb., o
zdravotnich sluzbach a podminkach jejich poskytovani, v plathém znéni.

. Udaje ze zdravotnické dokumentace pacientd, které budou uvedeny ve Vas$i bakalaFské praci, musi
byt zcela anonymizovany. ]
. Sbér informaci budete provadét v dobé Vasi, Skolou schvalené odborné praxe na UIA a pod pfimym

vedenim opravnéného zdravotnického pracovnika, kterym je Ing. Be. Tomas Vlas, odborny pracov-
nik v laboratornich metodach UIA FN Pizen.

Po zpracovani Vami zjisténych udaji poskytnete zdravotnickému oddéleni / klinice &i organizaénimu celku FN
Plzen zavéry Vaseho Setieni, pokud o né projevi opravnény pracovnik ZOK / OC zajem a budete se aktivné
podilet na pfipadné prezentaci vysledk( Vaseho Setfeni na vzdélavacich akcich pofadanych FN Plzen.

Toto povoleni nezaklada povinnost zdravotnickych pracovnik(l s Vami spolupracovat, pokud by spoluprace
s Vami naruSovala pInéni pracovnich povinnosti zaméstnanc(i. Spoluprace zaméstnancu FN Plzeri na Vasem
Setfeni je dobrovolna.

PFeji Vam hodné uspéchu pfi studiu.
Mgr. Bc. Svétluse Chabrova

Manazerka pro vzdélavani nelékaru

Utvar naméstkyné pro vnéjsi vztahy a spolupraci s LF

Fakultni nemocnice Plzeri

Edvarda Benese 1128/13, 305 99 Plzer
Tel: 377 401 663

E-mail: chabrovas@fnplzen.cz
12. 1. 2023
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Priloha 2 — Gatovaci strategie analyzy proliferacniho profilu
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Priloha 3 — Gatovaci strategie analyzy cytokinového profilu
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