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ABSTRAKT

Virové reaktivace po transplantaci hematopoetickych bunék vyznamné ptispivaji k morbidite a
mortalité. V¢asna rekonstituce funkéni T bunééné slozky imunitniho systému hraje pii kontrole
téchto virovych reaktivaci klicovou roli. V predkladané dizertacni praci identifikujeme nékolik
funk¢nich populaci T lymfocytd, jejichz pfitomnost v dobé virové reaktivace vede k jejimu
rychlému vyfeseni. Vyskyt nékterych téchto populaci mlize byt dokonce pouzit pro predikci
incidence virové reaktivace. Lécba kortikoidy pro potlaceni reakce Stépu proti hostiteli se
v nasem modelu dale ukézala jako vyznamny negativni prediktor incidence virové reaktivace.
Pro pacienty s dlouhotrvajicimi virovymi komplikacemi nabizime adoptivni bunécnou terapii
virus specifickymi T lymfocyty, kdy identifikujeme vhodné darce pomoci dvou riznych metod.
Virové reaktivace jsou komplikaci i u pacientli po organovych transplantacich. V této dizerta¢ni
praci se ndm podaftilo nalézt spojitost mezi virus a alo specifickymi T lymfocyty. Identifikovali
jsme nekolik klont T lymfocytd, které vykazuji zkiizenou reaktivitu a mohou tak byt
zodpovédné za odhojeni transplantovanych ledvin, pokud zaroven dochazi k T bunécné
odpovédi na reaktivaci viru.

je potieba zkoumat imunitni odpovédi za pouziti metod s vysokym mnozstvim parametri na
urovni jednotlivych bun¢k. Za timto Gcelem jsme zavedli metodu hmotnostni cytometrie spolu
s novou metodou izolace bun¢k pies CD81+ imunoafinitni chromatografii.

Ziskané zkuSenosti z funkcniho testovani T lymfocyti v komplexnim kontextu ostatnich
lymfocytarnich populaci jsme také zurocili pifi studiu potencidlnich terapeutickych vlivi
novych vysoce afinitnich binder@. Za pouziti funk¢nich testi jsme prokazali jejich vyznamny
imunosupresivni efekt na proliferaci Th17 lymfocytl, ktery umoZznuje jejich dalsi terapeutické

pouziti.



SUMMARY

Viral reactivations after hematopoietic cell transplantation contribute to significant morbidity
and mortality. Timely immune reconstitution of functional T cell immunity is crucial in
controlling these viral reactivations. In this thesis we were able to identify several functional
T cell populations, which are responsible for fast resolution of viral reactivation. Appearance
of some of these populations may be even used for prediction of the occurrence of viral
reactivation. On the other hand, the administration of corticoids due to the treatment of graft
versus host disease contributes as significant negative predictor to viral reactivation incidence.
We are also offering an option of adoptively transferred virus specific T cells for patients
suffering from prolonged virus complications, through identification of suitable donors by two
different methods.

Viral reactivations cause complication also in patients who underwent the solid organ
transplantation. In this thesis we have found the connection between allo and virus specific
T cells. We have successfully identified several cross-reactive T cell clones which have
responded to both allo and viral stimulation. Further it seems that these clones may play an
important role in rejection of transplanted kidney if there is also present an ongoing T cell
response to viral reactivation.

It is important to study the responses of immune system through methods allowing for
multiparametric measurements at a single cell level. These methods are extremely useful in
studies covering the broad spectrum of immune subpopulations in reconstituting immune
system after hematopoietic transplantation. To make this possible we have implemented mass
cytometry together with a new cell isolation method through CD81+ immunoaffinity
chromatography.

We have used gained experience in the field of T cells functional testing in complex
environment of other lymphocyte subsets in the study of newly developed high affinity binders
proofing their potential therapeutical effect. Functional testing of Th17 cells has shown
significant immunosuppressive effect of these binders on the proliferation of Th17 cells which

makes their further therapeutical usage possible.



PREDMLUVA

S praci na hlavnich ¢astech této dizertacni prace jsem zacal jiz v prubehu magisterského studia,
kdy jsem sbiral vzorky od pacientli po transplantaci hematopoetickych bunc¢k a provadél
vySetieni analyzujici protivirové funkce T lymfocytl. S nartistajicim poctem vysSetfenych
pacienti zaroven nartstala klinicka potfeba pokusit se pacientim po transplantaci
hematopoetickych bunc¢k nabidnout néjakou ucinngjsi terapii, nez kterd byla aktudlné
k dispozici. S timto pozadavkem jsme se pustili do procesu ptipravy adoptivni imunoterapie
virus specifickych T lymfocytii. Cely proces piiprav jsme uspésné dokoncili v roce 2013, kdy
jsme ziskali povoleni Statniho ustavu pro kontrolu 1éCiv. Ve stejnou chvili ovSsem doslo na
transplantacni jednotce FN Motol, vzhledem k hojnym posttransplantacnim virovym
komplikacim, ke zmén¢ systému vyberu darcti pro transplantace hematopoetickych bunék.
V disledku toho doslo k vyraznému sniZeni incidence cytomegalovirovych reaktivaci, coZ nam
znemoznilo indikovéni pacientli k ndmi pfipravené imunoterapii. Diky navazani spoluprace
s Transplanta¢ni skupinou FN Brno jsme mohli pfipravit bunéénou terapii alespoii pro dva
dosp€lé pacienty.

ZkuSenosti pfi vySetfovani virus specifickych T lymfocytli a spoluprace s transplantacni
laboratoii Institutu klinické a experimentdlni mediciny mi umoznily pracovat na projektu
zktizené reagujicich T lymfocytli u pacientl po transplantaci ledviny. Tento projekt mi piinesl
unikatni poznani T bunééné imunity i z jeji negativni stranky. Celd problematika zkiizené
reagujicich T lymfocyta vlastn€ jen ukazuje flexibilitu imunitniho systému, ktery je tak schopny
maximalné vyuZivat dostupné zdroje nejen proti ptivodnim ciliim.

Vsechny tyto poznatky vedly k potfebé rozsifit naSe moznosti vySetfovani adaptivniho
imunitniho systému. Vyuziti metody hmotnostni cytometrie nam pfineslo pomérné rychlé
navySeni vySetfovanych parametrii na jedné buiice na tficet, coz pied tim nebylo mozné.
Ukézalo se ovSem, Ze pro pouZiti hmotnostni cytometrie je potfeba zvysit kvalitu piipravy
vzorkll, abychom umoznili jeji rutinni pouZiti. Dale bylo potfeba zavést nové pfistupy analyzy
téchto mnohaparametrickych dat, abychom byli schopni tato data efektivné analyzovat. Po
prekonani téchto pocatecnich piekazek se ndm podafilo zptistupnit pouziti hmotnostni
cytometrie v nasi laboratofi i pro nasledné védecké projekty, pripadné dalsi védecké spoluprace.
Své zkuSenosti s intraceluldrnim vysetfovanim cytokini u T lymfocytd pomoci pritokové
cytometrie jsem v neposledni fad¢ pouzil pii testovani novych vysoce afinitnich bindert
odvozenych od ABD domény streptokokového proteinu G. V tomto projektu se ndm podatilo

prokdzat imunosupresivni efekt téchto binderd na Th1l7 bunky, coZz ukazuje jejich slibny
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klinicky imunomodulac¢ni potencidl u onemocnéni zpisobenych Th17 lymfocyty (napiiklad
psoriaza).

V pribéhu mého pisobeni v laboratofi CLIP jsem se autorsky podilel na vzniku 11 praci
piijatych do tisku. Vzhledem k §ifi jejich zabéru by bylo obtizné je shrnout do jedné
konzistentni prace. Pifedkladana dizerta¢ni prace tedy zahrnuje 5 vybranych publikaci (viz

kapitola 6 a ptilohy), které se zabyvaji studiem a izolaci T lymfocyta.



1. UVOD

1.1. Vyznam porozuméni adaptivhimu imunitnimu systému

Lidsky adaptivni imunitni systém je mezi jednotlivci vysoce variabilni a zaroven velmi
komplexni. Je sloZzen z né¢kolika specializovanych bunéénych populaci (B a T lymfocyth), které
cirkuluji a vytvari unikéatni niky v riznych tkanich. Unikatnim zdrojem informaci o funkcich
adoptivniho imunitniho systému, a to i z distalnich mist, je periferni krev, kterd ptivadi bunky
adaptivni imunity do mist, kde jsou potfebné (1). Souhra mezi témito specializovanymi
populacemi bunék pak umoziuje komplexni imunitni odpovéd’, a proto pokud chceme plné
porozumét adaptivnimu imunitnimu systému, je potieba vzit do uvahy vSechny bunky, které se
téchto procestl ucastni.

Nové analytické metody jako je fluorescenéni a hmotnostni cytometric nebo RNA/DNA
sekvenovani na drovni jednotlivych bun€k umoznuji zkoumat tyto komplexni procesy
adaptivniho imunitniho systému v jednom vzorku periferni krve. Diky témto metodam se nyni
muzeme snazit lépe porozumét nemocem, které jsou zpusobeny nespravnym fungovanim
adaptivni slozky imunitniho systému, nebo terapiim, které moduluji imunitni odpovéd’ (2).
Obzvlasté zajimavou moznosti pro sledovani vyvoje a obnovy adaptivniho imunitniho systému

u lidi je transplantace hematopoetickych kmenovych bunék.

1.2. Obnova protivirové imunity po transplantaci hematopoetickych bunék

Alogenni transplantace hematopoetickych bunék (HSCT) je 1écbou mnoha hematologickych
malignit, vrozenych imunodeficienci a né€kterych metabolickych poruch jako naptiklad akutni
myeloidni a lymfoblastické leukémie, myelodisplastického syndromu, myeloproliferativni
neoplézie, hyper IgM syndromu a tézké kombinované imunodeficience (3). Vedlejsim efektem
HSCT je hluboky a dlouho trvajici deficit adoptivni slozky imunitniho systému, ktery miize
trvat po dobu 3—6 mésict (4, 5). Ovsem k Giplnému obnoveni repertoaru B lymfocyti dochazi
az po 1-2 letech po HSCT (6) a k plné obnové repertoaru T lymfocyti dochadzi az po 10-30
letech po HSCT (7, 8). B&hem doby deficitu T lymfocytid jsou pacienti vystaveni riziku
infek&nich komplikaci, kdy zhruba 11 % vSech umrti po HSCT (median 3 mésice po HSCT)
jsou zpusobeny prave infekénimi komplikacemi (9). Dokonce celd tietina z téchto komplikaci
je zpiisobena viry, které zahrnuji 1 reaktivace latentné pfitomnych herpesvirt jako je napiiklad

cytomegalovirus (CMV) (10), virus Epstein-Barrové (EBV) (11) a varicella-zoster virus (12).



Infekce herpesviry probihaji obvykle v détstvi a jsou kontrolovany vyvojem virus specifické T
bunécné odpovédi a tvorbou pamétovych T lymfocytl. I kdyz virus specifické T lymfocyty
kontroluji tyto viry, ve skute¢nosti nedochazi ke kompletnimu vymizeni viru z organismu a
dochazi k ustaventi jisté rovnovahy mezi virem a virus specifickymi T lymfocyty. Zajimavé je,
ze frekvence pamét'ovych virus specifickych T lymfocytt, které kontroluji tyto latentni viry,
jsou pomérné vysoké u imunokompetentnich jedinci — u CMV nebo EBV nakazenych jedincii
mohou virus specifické T bunky kontrolujici tyto viry tvofit az 40 % celého T bunécného
repertoaru (13, 14). Takovéto vysoké mnozstvi pamétovych bun€k je nejspiSe dano Castymi
reaktivacemi CMV a EBV b¢hem zivota. Pravé endogenni reaktivace CMV je nejCastéjsi
herpesvirovou reaktivaci po HSCT. V zapadni Evropé a v USA je celkem zhruba 45 % — 60 %
prijemcti alogenni HSCT seropozitivni na ptitomnost CMV, a proto jsou v riziku endogenni
reaktivace latentni CMV infekce (15, 16).

Pro dlouhotrvajici kontrolu reaktivace CMV po HSCT jsou klic¢ové CMV specifické
T lymfocyty (17-19). Pokud nedojde u pacienti po HSCT k obnoveni CMV specifické
T bunécné imunity at uz kvantitativné (eradikace b&hem pfipravného rezimu), nebo
kvalitativné (kviali imunosupresi nebo kvili vyCerpani chronickou stimulaci antigenem (20,
21)), je nasledkem zhorSend kontrola CMV reaktivace, coz mize vést az k rozvinuti CMV
nemoci jako je CMV pneumonie, CMV kolitida nebo CMV encefalitida (22). Rozvinuti CMV
nemoci béhem obdobi nefunkéni CMV specifické T bunééné imunity pomaha piedejit
antivirotickd preemptivni terapie. Tato terapie je zaloZend na pravidelném monitorovani
hladiny virové naloze pomoci metody kvantitativni PCR. V moment¢, kdy hladina virové
naloze piekro¢i predem stanovenou mez, dojde k zahdjeni protivirové 1écby pomoci
gancicloviru, valgancicloviru nebo foscarnetem (23). I pres tuto preemptivni terapii je incidence
CMYV nemoci 10 % jeden rok po HSCT u CMV seropozitivnich pacientl (24, 25), coZ jasné
ukazuje na dilezitost efektivni CMV specifické T bunééné imunity. Zaroveil vede tato
preemptivni terapie k nadmérnému pouzivani antivirotik u pacientl, ktefi jsou schopni
kontrolovat CMV reaktivaci rekonstituci svych CMV specifickych T lymfocytd (22).
Nadbyte¢né pouZzivani antivirotik ma pak také n¢kolik nevyhod: a) antivirotika plisobi znacné
toxicky na kostni dfen (ganciclovir, valganciclovir) nebo na ledviny (foscarnet) (26, 27); b)
ganciclovir mize potlacovat proliferaci T lymfocytd (28); c) existuji diikazy o tom, ze CMV
virémie indukuje CMV specifickou T bunécnou odpovéd’, ktera mize zaroven vyvolat vyhodny
antileukemicky efekt (29-31) nebo zlepsit rekonstituci T bunéné imunity (32). Idedlni
terapeutické piistupy by mély zajistit, aby pacienti ve vysokém riziku rozvinuti CMV nemoci

byli 1é¢eni antivirotiky a ti, ktefi na tuto 1écbu nereaguji dostate¢né pak byli dale sméfovani

-7-



k bunééné terapit CMV specifickymi T buitkami. Pacienti s adekvatni spontanni CMV
odpovédi by pak nebyli zatézovani zbytnymi davkami antivirotik a jejich vedlejSim ucinktim.
Nezavisle na pouzivani preemptivni terapie antivirotiky existuji rizikové faktory, které zvysuji
riziko rozvoje CMV nemoci. Hlavnim faktorem je nepfitomnost darcovskych CMV
specifickych bunék ve Stépu u CMV seronegativnich darcti (33). Druhym faktorem je
imunosupresivni 1é¢ba kortikoidy, kterd zabrafniuje reakci $tépu proti hostiteli (GvHD), coz
ukazuji v této dizertacni praci (34). Takova 1éCba totiz ovliviluje nejen alo reaktivni lymfocyty,
které zptisobuji GVHD, ale i CMV specifické T lymfocyty.

PotlaCovani piijemcovy T bunécné imunity je klicové i pro orgédnové transplantace, kdy je tim
zabranéno rejekci Stépu. OvSem u orgdnovych transplantaci mohou CMV specifické
T lymfocyty hrat zasadni ulohu i v odhojeni §tépu a to naptiklad prostiednictvim jejich zkiizené
reaktivity s alo antigeny Stépu (35). Jednd se o novy pohled na problematiku rejekce
transplantovanych ledvin, ktery se v této praci snazime vice objasnit (36).

Pro uspésné zvladnuti CMV reaktivace nejen po HSCT je tedy nutné najit rovnovahu mezi
potlacovanim nechténych alo reaktivnich T lymfocytd tak, aby protektivni CMV specifické T
lymfocyty byly stale schopné kontrolovat CMV reaktivaci. To ovSem vyZaduje sledovani
kinetiky virové ndloze v kontextu se sledovanim protektivniho potencidlu anti-CMV T bunééné
odpovédi. K tomu je potieba sledovat odpovéd” T lymfocytl idedlné nejenom na wrovni
jednotlivych bunék, ale i za pouziti mnohaparametrickych metod tak, abychom ziskali

komplexni informaci o aktualnim stavu imunitniho systému.

1.3.  Dulezitost rozliSeni na rovni jednotlivych bunék

Bunécna aktivita je fizena velkym mnozstvim transkripti a proteinii. Tyto molekuly neurcuji
pouze vnitini charakter jednotlivych bunék jako je jejich zralost (37), zacileni do specificke
tkadné (38) a jejich schopnost délit se (39), ale také to, jak tyto buniky ovliviiuji své tkanoveé
mikroprostiedi. Pravé obrovské mnoZstvi kombinaci riiznych transkriptd a proteinii, které miize
jedna bunika exprimovat, umoziuje, aby v jednom organismu byla vysoka rozmanitost riznych
bunék. A pravé urcit¢ kombinace téchto znakll jsou pouzivany ke klasifikaci a zatazeni
jednotlivych bun€k. Vzniklo tak celé klasifikacni schéma, na jehoz zaklad¢ je mozné studovat
bunécnou biologii (40). Méfeni proteinovych nebo transkripénich profili ndm také pomaha
odhalit, jak jednotlivé onemocnéni negativné ovliviiuji funkci celého organismu nebo jak se
organismus vyrovnava s konkrétnim onemocnénim. Diky tomuto pfistupu bylo objeveno

mnoho vyznamnych terapeutickych cilii jako napiiklad CD20 (rituximab u lymfomi) (41),
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TNF (infliximab u autoimunitnich onemocnéni) (42) a PD1 (nivolumab, napiiklad u
melanomd, nadort plic, Hodgkinova lymfomu a dalSich nadorovych onemocnéni) (43). Z vyse
uvedenc¢ho je ziejmé, Ze technologie, které detekuji proteiny a transkripty bunc¢k imunitniho
systému, jsou klicové pro biomedicinsky vyzkum.

Jiz od roku 2008 se zacaly hojné objevovat metody, které byly schopné analyzovat bunécné
proteiny a mRNA (44). Dulezitou vlastnosti vSech téchto technologii je jejich schopnost méteni
téchto znakli na urovni jednotlivych bunék. A pravé data na urovni jednotlivych bunck
umoziuji pfesnou anotaci exprese zkoumanych znakt na jednotlivych bunkéch v celém vzorku.
Diky tomu je mozné presné urcit identitu a mnozstvi jednotlivych komponent, z kterych se
sklada zkoumana heterogenni bunécnd smés. Naproti tomu u metod, které¢ detekuji expresi
danych znakii z vétsiho mnozstvi bun€k (napiiklad ELISA, Western blot, hmotnostni
spektrometrie, microarray nebo hromadné RNA sekvenovani), dochazi k zprimeérovani
vysledného mnozstvi zkoumaného proteinu nebo transkriptu u vSech vySetfovanych bunck,
¢imz se stiraji rozdily mezi jednotlivymi buitkami (45, 46) a snizuje se tim celkova senzitivita

daného experimentu (Obr. 1).

C Pritokova
Cytometrie

1 40 100 1 10 100

Intenzita Fluorescence

Potet Bunék

N
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Obrazek 1: Vyhody rozliSeni na urovni jednotlivych bunék. (4) Hypoteticky priklad slozeni tii
vzorkii, kdy kazdy vzorek obsahuje buriky s riiznym mnozstvim zkoumaného proteinu. Ciselné je uveden
priumerny pocet molekul zkoumaného proteinu ve vsech bunkach. (B) Analyza téchto vzorkii pomoci
Western blotu ukazuje identické vysledky pro vzorky 2 a 3. (C) Analyza téchto vzorkii pomoci pritokové
cytometrie. Lze odlisit, Ze vzorek 2 obsahuje dve riizné rovnomeérné zastoupené populace podle mnozstvi
zkoumaného proteinu. Naproti tomu vzorek 3 obsahuje minoritni mnozstvi bunék s vysokym obsahem
zkoumaného proteinu. Upraveno podle Krutzik et al. (47).
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Tento jev hraje obzvlasté vyznamnou roli, pokud se snazime identifikovat specifické znaky pro
dané onemocnéni nebo pro sledovani 1é¢by (46, 47). Ptistupy na urovni jednotlivych bun¢k jsou
pak klicové pfi sledovani tak rozmanitého a dynamického prostredi jakym je praveé imunitni

systém.

1.4. Vysoka variabilita imunitniho systému

Raznorodost bun¢k adaptivniho imunitniho systému jen odrézi vysokou miru flexibility a
plasticity, které umoznuji adaptivnimu imunitnimu systému efektivné bojovat s rtiznymi
patogeny. Na druhou stranu to studium procest a bunék adaptivniho imunitniho systému velmi
komplikuje. Jiz od rannych sedmdesatych let se pouziva slovo variabilita ve spojeni s imunitnim
systtmem a jeho buiikami (48). Od té doby znama Uroven komplexity a diverzifikace
imunitniho systému jesté znacné narostla. Mezi diverzifikace se fadi rozdily na urovni DNA,
RNA, 1 jednotlivych proteini. Pokud se podivame jen na rozdily na urovni DNA, tak je
zajimavé podotknout, Ze zatimco lidsky genom ma zhruba 30 000 rGznych gent, tak jen
mnozstvi riiznych T bunéénych receptorti se odhaduje v fadech 107 a to samé plati i pro
B bunécné receptory (49). Této variability je dosazeno pomoci procesu somatické rekombinace
DNA, ktery je vyluény pouze pro B a T lymfocyty. Tento extrémni pfipad je jasnym dikazem
toho, jak velkou roli v adaptivnim imunitnim systému hraje prave jeho vysoka variabilita, kterd
je vysledkem evoluénich procest (pro rozpoznéni Siroké Skaly patogeni je vyuzivana vysoka
variabilita repertoaru B a T bunc€k). Tato situace plati obdobné 1 na proteinové a RNA trovni,
kdy naptiklad uz v roce 1995 a 1996 bylo zifejmé, Ze mnozZstvi syntézy riznych cytokint se 1isi
pfi pouziti riznych stimult mezi Thl a Th2 bunikami (50, 51). I kdyZ se tyto prace zabyvaji
zkoumédnim pouze dvou cytokinl soucasné, jiz z téchto vysledkli bylo patrné, Ze existuje
vysoka variabilita odpovédi mezi jednotlivymi burnikami.

Pro ptehlednost a kviili dalSimu zaméteni této prace prevazné na T bunécnou slozku imunitniho

systému, ilustruji ddle variabilitu imunitniho systému pravé na piikladu T lymfocyth.

1.4.1. Variabilita T lymfocytit
Ackoliv by se T lymfocyty na prvni pohled mohly zdat jako pomérné jasné definovana a
homogenni populace imunitniho systému, opak je pravdou. Mezi T lymfocyty existuje ohromna
variabilita, kterou Ize rozdélit na dvé zékladni kategorie:

1. Strukturalni diverzita, kterd je ddna primarni, sekundérni, terciadlni anebo kombinatorickou

strukturou T bunécného receptoru.
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2. Funk¢ni diverzita, kterou tvofi riizna diferenciacni a maturacni stadia T lymfocyti, ktera
jsou pfic¢inou odlisnych efektorovych funkci, dokonce i mezi bunkami se stejnym

T bunéénym receptorem.

Zékladni strukturalni variabilita mezi T lymfocyty je na Grovni usekit DNA, kde je kodovan
klonalné odlisny komplex heterodimert zajist'ujici rozpoznavani antigenu — T bunécny receptor
(TCR). Jedna se o zakladni protein definujici T lymfocyty, ktery je ale exprimovan na povrchu
T bun¢k az v momenté€, kdy dojde k nevratnym somatickym rekombinacim a mutagenezim na
urovni DNA, v oblastech kodujicich prave proteiny pro TCR. Ke strukturalni diverzifikaci TCR
dochazi zejména v thymu pomoci ndhodnych rekombinaci nesousedicich V(D)J fragmentt
(52). Variabilita je dale prohlubovédna jednak pomoci nepiesného spojovani pieruSenych
segmentll, dale pridavanim nové syntetizovanych nukleotida a také pomoci parovani odlisnych
fetézch TCRa a B nebo TCRy a 6. Diverzita, kterou zajistuje takovy systém, je obrovska a
teoreticky se jedna zhruba o 10" riiznych moznosti, jak mtize byt vytvoren jeden TCRaf (53).
Celkova variabilita je dale navysena tim, ze u n¢kterych T bunék mtize dokonce dojit k expresi
dvou rtiznych T bunéénych receptori (dva rtizné TCRa fetézce paruji s jednim TCR fetézcem,
diky chybam pfi alelické exkluzi). Maximalni ¢etnost takovych bunék je udavana kolem 30 %,
ale zaroven je funk¢nost téchto ,,sekundarnich® TCR velice omezena diky Spatnému parovani
s odpovidajicimi MHC molekulami. Jejich ptispévek do celkové T bunécné variability tak
zustava sporny (54—-56). Strukturalni variabilita T lymfocytl je ovSem omezena 3-100krat diky
pozitivni a negativni selekci, kterd se odehrava v thymu (57—-60). Diky tomu je teoreticka horni
hranice diverzity TCR repertodru vyskytujiciho se v periferni krvi zhruba 10! riiznych klon.
Jenze v lidském organismu je celkem asi 10'? T lymfocytii (61). Pokud dale vezmeme do avahy
skute€nost, ze vyskyt daného TCR neni v organismu omezen pouze na jednu bunku, jelikoz
dochazi k intra-thymické a extra-thymické expanzi naivnich bunék a zaroven k homeostatické
a antigenem stimulované expanzi pamét'ovych bungk, je ziejmé, Ze v lidském téle se v jednom
okamziku nemiiZze vyskytovat vice unikatnich TCR, neZ je celkové mnoZzstvi T lymfocyti
v celém organismu. Celkova variabilita TCRap je ve skute¢nosti jeSté nizsi, a to zhruba okolo
2,5 x 107 u naivnich bunék a u pamétovych bunék je jesté zhruba 100krat nizsi (61).
V celkovych poctech je tedy u ¢lovéka zhruba 1000 — 4000 bunék, které nesou identicky TCR.
Z vyse uvedenych cisel je zfejmé, Ze teoretickd variabilita T bunécného repertoaru je
mnohonéasobné vétsi, nez muze byt pritomna v kazdém clovéku. Tato obrovska potencidlni

variabilita vede k tomu, ze dokonce 1 geneticky identi¢ti jedinci maji odliSné repertoary
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T lymfocyta. Takové rozdily byly pozorovany pii analyzach inbrednich mysi, jejichz repertoar
naivnich T lymfocytt byl shodny jen asi z 20 — 25 % (62).

Vzhledem k tomu, ze vétSina T bunék ma na svém povrchu pouze jednu variantu funkéniho
TCR, je diverzita TCR repertoaru vykoupena omezenou hloubkou — tu pfedstavuje mnozstvi
naivnich T bunék, které jsou schopné rozpoznat dany antigenni epitop. Ve skutecnosti je
frekvence naivnich T bunék, které maji na povrchu TCR specificky pro dany epitop, velice
nizka. U lidi i u mysi se tato frekvence pohybuje mezi 1 az 10 bunikami na milion CD4+
T lymfocytd a 1 az 100 buitkami na milion CD8+ T lymfocyti (63). Vzhledem k témto
nepatrnym pocatecnim frekvencim je dulezité, aby se epitop-specifické T buniky po aktivaci
rychle mnozily, aby mohly poskytnout dostate¢nou imunitni odpovéd” béhem akutni infekce.
Tato teorie byla poprvé piredstavena uz vroce 1957 australskym imunologem Frankem
Mcfarlenem Burnetem jako teorie klonalni selekce (64). Klondlni expanze antigen-specifickych
T bunck obvykle dosahuje svého maxima béhem jednoho tydne po jejich prvotni aktivaci.
Béhem této expanze T bunky zaroven ziskavaji své ucinné efektorové funkce a dochazi také
k rychlému odstranéni patogenu z organismu. Po skonceni této efektorové faze umird i vétSina
antigen-specifickych T bun¢k. Nekteré buniky ovSem zlstavaji pfitomny i po této kontraktilni
fazi a dlouhodobé piezivaji i bez pfitomnosti antigenu. Tyto procesy vedou k celkovému
namnozeni epitop-specifickych bunék o 2-3 tady v porovnani se stavem pied infekci ¢i
imunizaci, coz v kone¢ném dusledku vede k rychlejsi a uc¢inngj$i imunitni odpovédi pii
opctovné infekci. DileZitou vlastnosti epitop-specifickych pamétovych T bunék, tedy téch,
které jsou v organismu pfitomny i po fazi kontrakce, je nejenom jejich vétsi pocet, ale zaroven
1jejich odli$na funkénost. Pamétové T lymfocyty na rozdil od naivnich maji naptiklad rozdilné
migracni vlastnosti (65, 66), nebo také produkuji odlisné cytokiny bezprostfedné po aktivaci
jejich TCR (67, 68). VSechny tyto unikatni vlastnosti pamétovych T bunék je jednoznacné
odlisuji od jejich naivnich protéjskl a tim celkové kvalitativné pfispivaji k rychlej$i imunitni
odpovédi pii opétovné infekci.

Cely vySe popsany proces tak uvadi druhou Groven variability T lymfocytt, a to sice funkéni
variabilitu. Do této skupiny spadaji odlisné efektorové funkéni profily podle typu reakce na
antigen, kdy aktivované T lymfocyty mohou: a) proliferovat, b) sekretovat riizné cytokiny nebo
¢) pusobit cytolyticky. VSechny tyto tii skupiny se dale mohou lisit v jejich migracnich
vlastnostech a mistech, kam jsou navadeéné.

Nase znalosti ohledné funkéni diverzity se v poslednich letech rozsitily diky moznosti vyuZiti
ruznych metod, které dokazou rozliSovat jednotlivé bunky. Tyto technologie pak umoznily

identifikaci fady raznych efektorovych a pamétovych T bunécnych subpopulaci. Na zakladé
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produkce cytokinti, expresnich profilt transkripénich faktorti a exprese proteinovych znakl na
povrchu CD4+ T lymfocyti mizeme nyni CD4+ T pomocné buiiky rozdélit do nékolika linii —
Thl, Th2, Th17 (69, 70), Th9 (71), Th22 (72), folikularni pomocné T bunky (Tth) (73) a
regulacni T bunky (Treg) (74). Tato velmi zjednodusSena kategorizace je nadzornou ukazkou
toho, jak se variabilita populaci T lymfocyta stava komplikovanéjsi a provazanéjsi, misto toho,
jsou jednotlivé populace definované expresi n¢kolika specifickych gent (75), ale nevi se toho
mnoho o stadiich, ktera vedou do téchto kone¢nych populaci T lymfocyta.

Potieba rozdéleni bun€k na zéklad¢ jejich pamétovych schopnosti se poprvé ukdzala jako
dalezitd v praci Federica Sallusta a Antonia Lanzavecchia (76), kteti poprvé ukazali, ze
T buiniky mohou byt rozdéleny diky rozdilim v expresi adhezivnich molekul a chemokinovych
receptord. Tyto rozdily pak vedou k odliSnym schopnostem bun€k migrovat v organismu. Diky
této praci se T lymfocyty nyni daji rozliSovat na centralni pamétové (TCM), které neustale
recirkuluji (obdobné jako naivni T bunky) v krevnim fecisti do lymfoidnich orgénd, a na
efektorové pamétové bunky (TEM), které prednostné migruji do nelymfoidnich tkani (65).
Nedavno objevené tkanove rezidentni pamét'ové T buitkky (TRM) (77, 78), které se mohou dale
délit na zakladé orgédnd, kde sidli (79), dale navysuji diverzitu a komplexitu celé T bunécné
slozky imunitniho systému.

S neustale nartstajicim poctem riznych T bunéénych subpopulaci vyvstava dale otazka, jak je
fenotypova a funkéni rozmanitost tvoiena. Zalezi diverzifikace T bun¢k hlavné na vné&jSich
faktorech, jako je naptiklad tkdfiové mikroprostiedi, nebo k tomu dochazi spontanné na zakladé
vnitinich bunéénych vyvojovych programi? Obzvlast¢ dulezita znalost toho, co ovliviiuje
osudy jednotlivych bunék je naptiklad v ptipad¢, kdy u€inna a dlouhodobéa imunitni odpoveéd’
vyzaduje, aby T buniky se stejnou specifitou vykondvaly velmi odlisné funkce. Jednim takovym
ptikladem jsou klasické T pomocné buné¢né subpopulace, které migruji do mista zdnétu, na
rozdil od Tth bungk, které zlstavaji v sekundarnich lymfoidnich orgénech a podili se na
B bunééné odpovédi (80-83). Druhym takovym piikladem je vyvoj dlouze a kratce
ptrezivajicich T bunék, které vSechny rozeznavaji stejny epitop. Tahle vlastnost zajistuje jak
pfechodnou povahu akutni imunitni odpovédi adaptivni slozky imunitniho systému, tak
umoziuje efektivni uchovani uzitecné TCR specifity. Nedavné vysledky dokonce ukazuji, Ze
nekteré Tth buniky maji obdobnou funkci jako TCM buiiky (84, 85), coz naznacuje, ze oba vyse
popsané procesy by mohly byt tzce spojeny.

Technologické pokroky v moznostech fenotypové a funkéni charakterizace T lymfocyti na

urovni jednotlivych bun€k umoznily identifikovat rozdilné efektorové, funkéni a pamétové
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T bunécné subpopulace. OvSem az opravdu v posledni dob¢ jsou k dispozici takové metody,
které umoznuji zkoumani vSech téchto populaci najednou. A dokonce se ukazuje, ze pro uplné
porozuméni vSech komplexnich vztaht je nutné tyto mnohaparametrické metody kombinovat,
abychom byli schopni obsahnout celou informaci o vSech moznostech T bunécného

kompartmentu.

1.5. Moderni mozZnosti sledovani imunitniho systému

Pro charakterizaci aktudlniho stavu a schopnosti imunitniho systému lze vyuzit celou skalu
ruznych analytickych metod. Takto ziskand data pomahaji v odhalovani zékladnich principt
fungovani imunitniho systému, poskytuji vhled do rozvoje onemocnéni, pomahaji pii vyvoji
klinické diagnostiky nebo intervence a definuji jasné znaky pro rozpoznani efektivni imunitni
odpovédi. ZlepSovani moznosti rozliSeni téchto méteni za ucelem zachyceni celé komplexity
imunitniho systému, ktera zahrnuje i zmény v Case a vzajemnou propojenost bunéénych
populaci, neni upln¢ snadné.

Leukocyty vyizolované jak z krve, tak z jinych tkani, v sobé nesou spoustu informaci, a to bud’
v jejich homeostatickém stavu nebo po ex vivo aktivaci. Dulezitymi zkoumanymi parametry
téchto bunék jsou jednak jejich absolutni i relativni pocty, status transkripce, schopnosti

sekrece, proliferacni kapacita nebo cytolyticky potencial (Obr. 2).
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Obrazek 2: Zkoumané vlastnosti bunék. Schéma bunécnych viastnosti, které mohou byt méreny
v klidovéem (homeostatickém) stavu nebo po aktivaci zndzornujici dynamické zmeny v bunikdch.
Upraveno podle Chattopadhyay et al. (45)

V nésledujicich kapitolach se vénuji tfem zékladnim analytickym metoddm (fluorescenéni a

hmotnostni priitokové cytometrie a sekvenovani na urovni jednotlivych bungk), které jsou
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nejcastéji pouzivanymi metodami pro zkoumani imunitniho systému a zaroven umoziuji
analyzovat dostatecné mnozstvi parametr najednou, tak aby splnily pfedpoklad pro zachyceni

imunitniho systému v $irSich souvislostech.

1.5.1. Fluorescencni cytometrie

Fluorescenc¢ni priitokova cytometrie byla pravdépodobné vitbec prvni metodou, kterd dokéazala
odlisit rozdily mezi buiikami na zdkladé méfeni n¢kolika riznych parametrti souc¢asné na jedné
bunice. NejzasadnéjSim pristrojem, ktery nasledné ovlivnil podobu fluorescencnich cytometra,
byl piistroj fluorescence-activated cell sorter (FACS) vynalezeny Leonardem a Leonorou
Herzenberogovymi na Stanfordské univerzité (86, 87). Ptiblizné ve stejné dobé némecky védec
Wolfgang Gohde vyvinul prvni fluorescenéni priitokovy cytometr. FACS se tak stal prvni ,,-
omickou* metodou, ktera je schopna zpracovavat velké datové soubory, které mohou obsahovat
informace az o n¢kolika desitkdch parametrii na milionech bunkach. Az do nedavna tato
metoda, jako jedina, umoznovala v jedné chvili ziskat ty nejpodrobné;si datové soubory o tolika
bunécénych populacich, kolik bylo potieba. Teprve v poslednich letech se zacaly objevovat
vypocetni nastroje, které umoziuji automatizované analyzy téchto dat (88).

Jiz od svého pocatku byla fluorescencni pritokova cytometrie zaméfena na soucasné méfeni
nckolika parametrt na jedné buiice. Nasledn¢ dochéazelo ke korelaci téchto dat s biologickymi
mechanismy nebo s pribéhem riiznych nemoci, at’ uz na zvitecich modelech nebo piimo u lidi.
Tato metoda nastavila pomérné vysokou latku pro vysoce kvantitativni mnohaparametrické
méteni vlastnosti jednotlivych bunék. Diky svym pifednostem je fluorescenéni pritokova
cytometrie pilitfem imunologie a vyzkumu hematologickych malignit jiz vice nez 40 let (Obr.

3).

& t@’b b & :
0 & . ® o @ &
N Po & « P S s
& B o> > g & o Q\‘@ ) &y
- C ¥ & f CL ¥ P I
, & » 12 NG Ry
Prutokova
cytometrie
ELISpot
Mikrofluidini éipy
Mikro kultivace
Hmeotnostni
cytometrie
RNA sekvenace
Méné Vice

Obrazek 3: Srovnavaci analyza riiznych technologii umoZiiujici rozliSeni na drovni jednotlivych
bunék. Upraveno podle Chattopadhyay et al. (45).
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Mnohaparametrickd fluorescencni pratokova cytometrie byla poprvé pouzita v klinické praxi u
studii zamétenych na leukémie a lymfomy. Diky paneltim, které se zamétovaly na znaky na
povrchu buné€k, bylo mozné identifikovat zakladni bunééné populace v lidské periferni krvi a
kostni dieni. Tyto panely pak umoznily, diky porovnani vzorkt od pacientti s hematologickymi
malignitami se vzorky od zdravych darcii, odhaleni vyskytu neobvyklych proteini u téchto
malignich bun¢k (89). Diky priutokové fluorescencni cytometrii byla také na leukemickych
bunkach prokazana ko-exprese proteinti, které se u zdravych jedinci na jedné buiice
nevyskytuji, coz nasvédcuje nabourani celého standardniho expresniho programu vedouciho
k rozdilné diferenciaci a signalizaci. U solidnich nadort byla fluorescen¢ni priatokova
cytometrie pouzita k vykresleni heterogenity, kdy napiiklad u rakoviny prostaty bylo takto
identifikovano 15 individualnich znakt (90).

U leukémii a lymfomi je analyza dat ziskanych z fluorescenéni cytometrie zaloZena na
identifikaci neobvyklych expresnich vzorcii proteinti na jednotlivych buiikéch. Tento piistup je
obdobnym tomu, jak se na vzorky divaji patologové. Ti identifikuji maligni bunky a klasifikuji
je na zakladé jejich sousedskych a morfologickych vlastnosti.

Fluorescencni priitokova cytometrie se také ¢asto pouziva pro detekci nddorovych kmenovych
bunck jak u solidnich nadord, tak u leukémii pomoci sortovani téchto subpopulaci (91-93).
Bonnet a Dick (94) ukazali, ze po izolaci minoritni populace (lin negativni, CD38-, CD34-)
buné¢k z lidské akutni myeloidni leukémie (AML) jsou vyhradné tyto buiiky schopné iniciovat
stejné onemocnéni u imunodeficitnich zvifecich modeld. Toto paradigma buné¢k iniciujicich
leukémii (také zndmé pod Sir§Sim oznacenim jako nddorova kmenovéa bunka) bylo popsano také
u ruznych lidskych solidnich nadorti (95, 96). Diky moznosti cilit na neoplastické bunécné
populace na zaklad¢ jedine¢ného vzoru proteinti exprimovanych na jejich bunééném povrchu
jsme nyni schopni studovat pfimo ty bunky, které jsou nejspiSe hlavni ptfic¢inou nadorovych
onemocnéni. Fluorescencni pritokova cytometrie nabizi idedlni nastroje jak pro analyzu a
1zolaci téchto bungk, tak pro zkoumani jejich vlastnosti. Podle poslednich studii je ziejmé, ze
vyznam nadorovych kmenovych bunék, znaki, které je jednozna¢né definuji, jejich rozdilna
vzéacnost u riznych nadorovych onemocnéni a mnoho 1é¢ebnych protokolli, které se na né
zaméfuji, jsou stale intenzivné zkoumana témata (97, 98).

Dalsi vyuziti fluorescencni pritokové cytometrie ve zkoumani nddorové heterogenity je
naptiklad pfi sledovani signalizacnich funkci a toho, jak souviseji s vyslednym typem
onemocnéni. Tento pfistup se méné zameiuje na definici povrchového fenotypu naddorovych
bun¢k a stim souvisejici genetické mutace, ale hlavné se vénuje studiu signalizacnich

(fosforylacnich) drah uvnitf bunék, které Casto slouzi jako cile pfi chemoterapii. Viibec prvnim
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ptipadem, kdy byly vyuzity vysledky zkouméni signalizacnich drah, je lidskd AML. Diky
ruznym vzorim fosforylace po stimulaci extracelularnimi faktory byly nejenom objeveny nové
signaliza¢ni drahy, které umoznily pfesnéjsi stratifikaci pacientd, ale zaroven bylo mozné podle
téchto vzort piedpovédét 1 vysledek pacientovy 1écby a typ mutace zpiisobujici dané
onemocnéni (99). V nedavné dobé se podafilo podobnym studiim klasifikovat pacienty
s podezienim na juvenilni myelomonocytarni leukémii (100) nebo predpovédet vysledek 1écby
u pacientd s B bunéénym lymfomem (101) a také stanovit miru odpovédi na 1é¢bu u chronické
lymfocytarni leukémie (102). Tyto studie byly zalozeny na analyze fosforylace jednotlivych
bunck.

Diky metod¢ profilovani kinazovych aktivit a jejich siti na Grovni jednotlivych bun¢k miizeme
rozlisit rizné signalizacni vzory (99, 103, 104). Tato metoda se nazyva ,,phospho-flow* a
umoznila vyuziti fluorescencni pratokové cytometrie v proteomickych aplikacich zkoumajicich
nitrobunécné soustavy signalizacnich drah (105) na zafixovanych buiikdch. Bohuzel je tato
technika primarn¢ zaméfena na analyzu fixovanych bunék, a tudiz tim ptichéazi o hlavni vyhodu
fluorescencni pritokové cytometrie, kterou je moznost sortovani cilovych zivych bungk.
Obecné predpoklady, které vedly k vyuzivani phospho-flow (a dal§ich metod zalozenych na
principu reakce na perturbace), jsou zaloZeny na predstaveé, Zze bunéény systém je v bazalnim
homeostatickém klidovém stavu, ktery je ovSem velice flexibilni (99). Buika
v homeostatickém stavu odrazi svou genetickou historii a historii prostiedi, ve kterém se
pohybovala. Takova buiika je sice v klidovém stavu, ale je zaroven pfipravena reagovat na nové
signaly. U buniky nachazejici se ve stavu homeostaze se nedad jednoduSe poznat jaky je jeji
funk¢ni potencial, jelikoz je maskovan stochastickym biochemickym Sumem, ktery probiha na
pozadi jednotlivych funkénich drah. ReSenim, jak takovy stochasticky $um piekonat, je
v celkové Siroké aktivaci bunéfného systému vnéjSim stimulem. Zaroven tim tak dojde 1
k vyuziti vnitinich amplifikanich procest signalnich drah a bunky jsou tak nuceny odkryt
hlavni kanaly kudy a jak jsou vedeny dané signaly uvniti bunky i mezi nimi. Ukazuje se, Ze
tyto informace mohou byt katalogizovany (Obr. 4) a pouzity jako prediktivni diagnostické
znaky na trovni jednotlivych bunék nebo v predikci odpovédi na konkrétni 1écbu (99-101, 106,
107).

Testovani nitrobunéénych a mezibunéénych interakci na takovéto urovni by se dalo pfirovnat
ke klasickym klinickym zatézovym testim na pacientech (napf. test srdecnich funkci), ale s tim
rozdilem, Ze testovani probiha na Grovni jednotlivych bunék. I kdyz kone¢na piicina nemusi
byt vzdy pfimo spojend s odpovédi na testovany Siroky stimulus, lze diky vysledkiim

takovychto testl zacilit na konkrétnéjsi drahu a tu dale podrobnéji zkoumat. Naptiklad bunécna
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Obrazek 4: Heterogenita schopnosti reakce na stimulaci koreluje s klinickymi vysledky. Nadorové
bunky, které maji relativné homogenni expresi povrchovych a intracelularnich molekul v klidovém stavu
(nestimulované), vykazuji po stimulaci (G-CSF) riiznou schopnost odpovidat. Miizeme tak ddle presnéji
identifikovat vlastnosti jednotlivych nadorovych bunek, coz mize korelovat s klinickymi vysledky
Jjednotlivych pacientii. Upraveno podle Irish et al. (108).

odpovéd’ na stimulaci virovymi antigeny nam poskytuje informace o schopnosti bunck
adaptivniho imunitniho systému odpovidat na piipadnou infekci timto virem a dale pacienty
roziazovat do rizikovych skupin. Toho jsme schopni diky porovnani vysledkl u pacientli bez
zavaznych klinickych pfiznakil virové reaktivace s pacienty, ktefi méli horsi prubch viroveé
reaktivace (34, 109).

Nedostatkem metody priitokové cytometrie a obecné vSech metod, které v pribéhu zkoumani
funkei jednotlivych bun€k narusuji plivodni tkanovou strukturu, je ztrata kontaktu mezi
jednotlivymi builkami. Nasledkem muze byt ztrata ptistupu k nutrientim nebo vystaveni
mechanickym stfiznym sildm, coz mulzZe vést k inicializaci nebo zméné nitrobunééné

signalizace. U vétSiny testli, které vyuzivaji plnou krev, se ukazuje, Ze touto chybou nejspis
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nejsou zatizeny, ale nékteré konkrétni drahy (napt. drahy odpovédi na stres) mohou byt citlivé
na zménu, pokud je dand buiika vyjmuta ze svého ptirozeného prostiedi. I diky mnoha 1étim
uspésného vyzkumu, navzdory tomuto potencidlnimu problému, se zdd, Ze nedochazi
k vyznamnému zkreslovani vysledki. Pfesto je dilezité mit tuto skuteCnost neustale na paméti.
Dilezitou otazkou zlstava, jak efektivné spojovat vysledky z urCeni fenotypové diverzity a
heterogenity signalizace na tirovni jednotlivych bunék s vysledky dalSich metod tak, abychom
dosahli vyvoje efektivnéjsich 1écebnych postupli a zaroven odhalili dostate¢né robustni
prediktivni znaky, kdy a za jakych okolnosti tyto 1éCebné postupy pouzit. V této praci popisuji
jeden konkrétni ptipad takového postupu, kdy jsme nejen na zéklade fenotypovych a funkénich
znalosti jednotlivych bunék adaptivniho imunitniho systému u konkrétnich pacientti schopni

identifikovat ohrozené pacienty a indikovat je v ptipad¢ dalSich komplikaci k bunécné terapii.

1.5.2. Hmotnostni cytometrie

Silna stranka tradi¢ni fluorescen¢ni pritokové cytometrie (fluorescence) se ovsem ukazuje byt
zaroven jeji Achillovou patou. Protilatky konjugované s fluorochromy spolu s lasery, které hraji
klicovou roli pfi jejich excitaci, umoziuji ziskdvat cenné informace o bunécéné aktivité na
urovni jednotlivych bunék. OvSem za situace, kdy jednotlivé buniky prochéazi aZ péti laserovymi
paprsky v fadech milisekund, nemohou byt vSechny dostupné fluorochromy pouzity soucasng.
Diky ptekryviim excita¢nich a emisnich spekter fluorochromt, které jsou pouzivany soucasné,
muze dochazet k takzvanym ,,piesvitim® v jednotlivych detekcnich kandlech, coz ve vysledku
znesnadnuje méfeni. Je proto bohuzel nutny peclivy vybér a design reagencii v jednotlivych
panelech, optimalizace lasert a filtri pro excitaci a detekci emitovanych fotond a v neposledni
fad¢ také presna kompenzace spektralnich prekryvi. VSechny tyto nutné podminky jsou nékdy
tézko splnitelné pro védce, ktefi na jedné buiice potebuji méfit vice nez 15 zékladnich znakd.
To je vyznamny kontrast k metodam, které méti desitky tisic riznych mRNA molekul v jednom
experimentu. A pravé metoda hmotnostni cytometrie ma do jisté miry schopnost tento kontrast
mirné sniZit.

Hmotnostni spektrometrie byla v poslednich deseti letech hojn¢ vyuZivanou ,,proteomickou
metodou (110). V soucasné dob€ ma Siroké vyuziti v riznych biochemickych analyzach diky
kvantitativnosti, robustnosti, vSestrannosti a citlivosti (pfi pocitani iontl). Hmotnostni
spektrometrie ovSem nedosahuje takové citlivosti, aby bylo mozné méfit vzacné proteiny nebo
jejich izoformy v takovém mnozstvi, v jakém se vyskytuji v jednotlivych bunikdch. A praveé
Scott Tanner z univerzity v Torrontu pouzil hmotnostni spektrometrii s indukéné vazanym

plazmatem (ICP-MS) pro méfeni udalosti na povrchu a uvnitf bun¢k (111). Principem této
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metody je detekce antigenti protilatkami znaCenymi prvky vzacnych zemin, které se piirozené
v bunikach nevyskytuji. Naznacené bunky po jedné prochazeji argonovym plazmatem o teploté
7 500 K a nésledkem toho dochézi k tvorbé ptislusnych iontii z jednotlivych bun¢k. Tyto ionty
dale prochazi hmotnostnim spektrometrem méficim dobu letu nastavenym tak, aby detekoval
praveé izotopy o atomové hmotnosti prvkll vzacnych zemin, které byly pouzity pro znaceni
protilaitek. Kazd4d molekula, kterd se nachéazi v kazdé jednotlivé buiice, je kompletné
atomizovana a ionizovana a ty ionty, které maji prislusnou atomovou hmotnost, jsou nasledné
detekovany na pfistroji CyTOF, ktery vyvinul pravé Tanner (111). Souhrnné urovné vyskytu
jednotlivych izotopli z kazdé jednotlivé buiky jsou nasledné¢ digitalizovany, ulozeny a
asociovany s jednotlivymi bufikami na stejném principu jako data z fluorescenéni pratokové
cytometrie (Obr. 5).

Za pouziti hmotnostni cytometrie Bendall et al. (112) urcili fenotyp a funk¢ni profil u
komplexnich bunéénych populaci ziskanych z priméarnich vzorkli kostni difené. Vyuzili
kombinaci znaceni povrchovych molekul, fosforyla¢nich epitopti a nukleovych kyselin z
ruznych 35 soucasné znacenych cili na milionech bun¢k v jednom vzorku. Mira hloubky a
spojitosti téchto dat umoznila objevit nékteré principy organizace systému kostni dfené. Diky
moznosti zméfit dostatecné mnozstvi povrchovych znakll v postupném vyvojovém systému,
jako je naptiklad vyvoj hematopoetickych kmenovych bunék v kostni dfeni, bylo dale mozné
velice presné rekonstruovat vyvojové schéma a liniovou piibuznost mezi jednotlivymi
bunéénymi typy (112, 113). Soucasnym meétenim nékolika raznych intracelularnich odpovédi
na buné¢nou stimulaci bylo dale mozné definovat profily, které odraZeji fenotypy riznych
bunéénych funkci na trovni jednotlivych bunék a bunéénych subpopulaci (112, 114).

V soucasnosti nachazi hmotnostni cytometrie vyuziti v Sirokém profilovani bun¢k imunitniho
systému, zanétlivych bunéénych stavii nebo nadorovych bunék. Zde se vyuziva stejnych
principt, které byly popsany v kapitole pritokové cytometrie. Nej€astéji se uplatiuji panely
zamétené na pluripotenci (napt. Nanog, c-myc, SOX2), bunéény cyklus (115) (obdobné jako s
IdU, cyklin B1, cyklin A, fosforylace histonu H3, Rb, p21 a p27), apoptozu, poskozeni DNA
(116), kinazy a povrchové CD znaky na vétSin€ hlavnich subpopulaci imunitniho systému u
mys$i a lidi, transkripcni faktory a epigenetické modifikace, které dosahuji az 50 detekovanych
parametrl na jedné buiice. Hmotnostni cytometrie tak stavi na zakladech, které se po tfi dekady
budovaly pro pouziti ve fluorescen¢ni cytometrii.

Nedostatky hmotnostni cytometrie oproti fluorescencni prutokové cytometrii jsou zejména

v rychlosti akvizice (v souc¢asné dob¢ lze nahrat 500—1000 udalosti za vtefinu, coz je ptiblizné
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Obrazek 5: Princip analyzy vzorkt pomoci metody hmotnostni cytometrie. Upraveno podie
Bendall et al. (112).

20krat pomalejsi nez u fluorescencni pritokové cytometrie) a v nemoZznosti zachytit optické
vlastnosti bun¢k (pfimy a bocni rozptyl) (117). Tyto nedostatky tak na jedné stran¢ vedou
k dlouhym akviziénim ¢astim a na druh¢ strané znesnadiuji jednoduchou zakladni identifikaci
buné¢k pomoci optickych vlastnosti. V disledku toho je i pro potfeby rozliSeni bun€k od
nebunécnych piimési nutné pouZzivat interkala¢ni znaceni a buiiky identifikovat az po akvizici
celého vzorku, ¢imz se zvySuji datové naroky a opét dochazi k prodluzovani doby akvizice o
nechténé udalosti. V této praci ukazuji ptistup, kdy se limity tykajici se dlouhého casu akvizice
snazime zmirnit pouzitim novych technik pro lepsi pfipravu vzorkd, ¢imZ dochazi k celkovému
urychleni nahravani eliminaci nechténych eventli a minimalizaci tvorby dublett (118).

Je dllezité si uvédomit, Ze ob€ metody (jak fluorescencni, tak hmotnostni cytometrie) budou 1
nadale nejspiSe fungovat paralelné a budou dale slouzit jako stéZejni metody pro zkoumdani
bunécné biologie. Jejich nejvétsi potencial do budoucna je v jejich kombinaci s dalSimi

metodami umoziujici rozliSeni na urovni jednotlivych bunék.
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1.5.3. Sekvenovani na urovni jednotlivych bunék

V poslednich letech dochdzi k hojnému vyuzivani sekvenovani na urovni jednotlivych bun¢k
(scRNA/DNA-seq) v riznych oblastech imunologie. Jak bylo jiz feceno, imunitni systém se
sklada z mnoha soucasti, bohuZzel ne vSechny tyto soucasti mohou byt jednoduse rozttidény do
jednotlivych ,typa* Cisté na zakladé piitomnosti specifickych fenotypovych znakt. To je
zpisobeno tim, Ze mnoho téchto znak je exprimovano vicero bunécnymi liniemi nebo je jejich
exprese ruzn¢ regulovana béhem zanétlivé odpoveédi (119-121). Do nedavna byla vétsina studii
zabyvajicich se genovou expresi omezena na analyzu celych populaci s podobnym povrchovym
fenotypem, které byly ziskdny riznymi zptisoby obohacovani bunék imunitniho systému. Diky
témto analyzam transkriptomil byly objeveny nové a jedinecné znaky, které tyto populace dale
rozd€luji do dalSich subpopulaci. Bohuzel takovyto typ analyzy nebere do uvahy rozdily
v genové expresi jednotlivych bun¢k nebo moznost kontaminace neptibuznymi bunikami, které
ale maji podobny fenotyp. Vysledkem toho je, ze vyznamna biologickd heterogenita uvnitt
jedné populace mize byt maskovana a primérovana irelevantnimi signaly pravé diky témto
bunéénym kontaminacim (122). Primérovani vysledk je zavadéjici zejména pokud studujeme
docasné dynamické procesy, jako je naptiklad vyvoj z progenitorové bunky do terminalné
diferenciované bunécné populace pies nckolik prechodovych stadii. Pravé analyza celych
populaci, které se nachdzeji v nepfetrzitém sledu diferenciacnich a aktivacnich stavli vede, na
rozdil od analyzy jednotlivych bun¢k, k primérovani jednotlivych specifickych charakteristik
a tim dochazi ke ztraté biologicky diileZitych informaci.

Pokroky na poli sekvenovani nové generace teprve neddvno umoznily zkoumat imunitni systém
na Urovni jednotlivych bun€k. Nyni existuji tfi hlavni skupiny sekvenovani na Urovni
jednotlivych bunék: a) sekvenovani celého genomu (WGS), b) sekvenovani celého mRNA
transkriptomu a c) cilené sekvenovani specifickych oblasti DNA (exomové sekvenovani) nebo
mRNA transkriptll. V soucasné dobé€ dochazi k hojnému vyuziti scRNA-seq zejména za ucelem
dostate¢né rozpoznany (123, 124), k definici kli¢ovych procesii ve vyvoji a diferenciaci bunék
(125, 126), k dohledani kritickych vyvojovych vétvi v hematopoéze (127-129) a ke studiu
genovych regulacnich drah, které mohou predikovat bunécnou funkci v imunitnim systému
(130-132). Staticky pohled do transkriptoml na urovni jednotlivych bunék tak mize ukazat
rizna bunécna stadia diferenciace a aktivace, ktera jsou jen velmi ziidka synchronizovana mezi
jednotlivymi buiikami.

Variantou sekvenovani DNA nebo RNA na Grovni jednotlivych bunék je stanoveni ,,klonality*

u nadorovych onemocnéni nebo pii studiu repertodrd T a B lymfocytl. V tomto ptipadé se
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vyuziva ptredpokladu, Ze jednotlivé klony by se mély chovat stejné. Nejedna se o analyzu na
urovni jednotlivych bunék jako takovou, jelikoz vychazi z analyzy rtiznych populaci bunék,
které byly predem cilené obohaceny o buiiky zajmu. Vysledky klonalnich analyz pak dedukuji
zastoupeni jednotlivych klon podle cetnosti jejich zastoupeni v celém datovém souboru
sekvenacnich dat. Jelikoz jsme metodu analyzy piitomnosti jednotlivych klon vyuzili pfi
zkouméani T bunéénych subpopulaci u pacientli po transplantaci ledvin (36), jsou dalsi
podrobnosti uvedeny v nasledujici kapitole.

Soucasna omezeni pro sekvenacni analyzy na urovni jednotlivych bun€k jsou hlavné jejich cena
a Casova naroc¢nost. Tim dochazi k omezeni absolutniho mnozstvi bunék, které lze sekvenovat,
na nékolik malo stovek z kazdého vzorku, kdy zpracovani jednoho vzorku miize trvat tyden 1
déle. Tyto hodnoty jsou neporovnatelné¢ niz$i oproti prutokové cytometrii, kterd dokaze
zpracovat miliony bun¢k béhem nékolika minut. V budoucnu Ize o¢ekavat, ze metody scRNA-
seq budou konkurovat tradi¢nim metodam. Do té doby se ale vétSina scRNA-seq aplikaci bude
muset spoléhat na pritokovou cytometrii, ktera umoziuje izolaci pouze omezeného mnozstvi

nejzajimavejSich bun€k pro néaslednou sekvenacni analyzu.

1.5.3.1. Analyza repertoaru B a T bunék

Analyzu antigennich receptori B a T lymfocytl 1ze vyuzit k charakterizaci kli¢ovych vlastnosti
adaptivni slozky imunitniho systému, jako jsou diverzita celkového repertoaru, klondlni
expanze a vlastnosti jednotlivych receptort. Tyto B a T repertodrové znalosti ndm pak umoznuji
studovat stav adaptivniho imunitniho systému v kontextu naptiklad klidového stavu, infekce,
vakcinace, vyvoje lymfocytli a autoimunitnich onemocnéni. V soucasné dobé se analyza
repertoaru B a T bunék pouZiva hlavné ke sledovani konkrétniho klonu v organismu, ke
studovani repertodrovych vlastnosti a k identifikaci vefejnych klont (133).

Sledovani jednotlivych klontl je zalozeno na ptfedpokladu, Ze jsou B a T bunécné repertoary
odli$né s pouze nepatrnou Sanci, Ze dva riizné klony B a T bun¢k maji shodnou sekvenci TCRf3
nebo IGH. Proto lze sekvenci nukleotidii tvofici TCR nebo B bunéény receptor (BCR)
povazovat za témét unikatni molekuldrni znacku, ktera definuje jednotlivé klony. Diky tomu
muzeme pak tyto klony sledovat napfi¢ tkdnémi nebo bunéénymi populacemi. Hlavni pouziti
sledovani klond je ve sledovani minimalni rezidudlni nemoci u leukémii (134). To ndm
umoziiuje sledovat rezidualni leukemické buiiky po 1é¢bé s vysokou senzitivitou (az 1076) a
presnosti. Dale je mozné naptiklad sledovat klony B a T lymfocyti pfes rizna maturacni stadia
pii analyze odpovédi na vakcinaci. Mizeme tak piimo zjistit, kolik rtiznych klonti dospéje po

vakcinaci do stadia centralnich pamé&tovych buné¢k, a tim stanovit GspéSnost vakcinace (135).
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Soucasti této prace je studie, ve které jsme pouzili sledovani CMV specifickych klont u
pacientll po transplantaci ledviny ke zmapovani jejich vyskytu v bioptickych vzorcich (36).
Analyzy repertoaru B a T lymfocytl se pouzivaji naptiklad pfi urCovani dostate¢né protekce
proti cizim patogentim, kdy se predpoklada, ze rozmanity BCR a TCR repertoar je pro
zajistovani této protekce zasadni. Napiiklad u pacienti se SCID nebo u pacientti po HSCT,
kteti maji velmi redukovanou klondlni diverzitu, dochéazi k ¢astym infekcim ve srovnani se
zdravymi jedinci (136, 137). Zda se, Ze omezena rozmanitost BCR a TCR repertoaru hraje také
roli pfi zhorSeni funkci imunitniho systému béhem starnuti (138).

Identifikace vetejnych klont je vhodny nastroj pro diagnostiku expozice nékterému patogenu.
Seznam vetejnych klonii je obzvlast dobfe znam u CMV a EBV specifickych T lymfocytt (139,
140). V budoucnu by mohla identifikace vefejnych klonii pfi autoimunitnich onemocnénich
nebo identifikace specifickych klonli proti konkrétnimu nadoru slouzit jako ¢asny biomarker

téchto onemocnéni.

1.6. Analyza dat

Data z fluorescenc¢ni i hmotnostni cytometrie stejné jako sekvenaéni data postupné plni védecké
databdze a s tim, jak roste mnozstvi jejich dimenzi a mnozstvi udalosti, zacina byt nemozné tato
data plné vyuzit bez pouziti novych analytickych nastroji. Hlavnim pozadavkem je, aby takové
nastroje dokazaly odhalit proteomické a/nebo transkriptomické kombinace znaki, které
dokézou identifikovat komplexni a rozmanité bunéné fenotypy ve smiSenych bunécnych
populacich. Zatimco tradi¢ni biaxialni zobrazeni dat spolu se supervidovanou expertni analyzou
jsou stale povazovany za zlaty standard pii analyze cytometrickych dat, je ziejmé, ze
s nastupem moderni mnohaparametrické éry je nutné zacit vyuzivat nastroje, které tato data
dokéazou ptesné a souhrnné zobrazit (141). V nasledujici pasézi se vénuji hlavnim rozdilim
mezi expertni (supervidovanou) a nesupervidovanou analyzou cytometrickych dat.

Jak jiz bylo feceno, historicky se pro analyzu cytometrickych dat pouzivaji série 2D grafi a
manualni ohrani€ovani (gating) populaci zdjmu. Takto identifikované populace jsou bud’
opctovné rozdéleny na dalSim 2D grafu za pouZiti jinych parametri nebo jsou stanovovany
jejich kvalitativni a kvantitativni vlastnosti (populace je pfitomna nebo nikoli, v jaké mife je
zastoupena, atd.). [ kdyz je tento postup stale vhodnou analyza¢ni metodou v fadé ptipadu, trpi
nekolika vaznymi nedostatky. Za prvé, s mnozstvim piibyvajicich parametri stoupd mnozstvi
2D grafii potfebnych pro zobrazeni vSech kombinaci exponencidlné (pro analyzu 18ti

parametrového experimentu by bylo potieba projit 153 2D grafti). Za druhé, jak bylo n¢kolikrat
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dokazano v multicentrickych studiich, manualni gating je jednou z nejvétSich proménnych ve
vystupu z experimentu, ktery je zalozen na cytometrickych metodach (142). Za tfeti, kazda
manudlni analyza dat spoléhd na ptedchozi znalost, ¢imz ¢éasteéné tihne k ,,o¢ekavanym®
vysledkiim. Diky tomuto tunelovému vidéni, mize dojit k ptehlédnuti nebo pominuti mnoha
potencialné relevantnich a novych informaci, které zkoumany datovy soubor miize obsahovat.
Tyto nevyhody se nutné¢ nemusi uplatiovat jen u dat s vy$§im poctem parametra (12+), ale
mohou byt patrné uz pii analyzach dat s niz§im poc¢tem parametrti. To lze vidét na piikladu Sesti
parametrickych dat (Obr. 6), kdy se ndm podafilo u ¢tyt jedinct identifikovat novou populaci
NK bunék (NK19), ktera na svém povrchu nese molekulu specifickou pro B lymfocyty (CD19)
a zaroven ma neproduktivné pfestavéné imunoglobulinové fetézce. Tyto bunky tak naznacuji
existenci alternativniho osudu pro B lymfocyty, jejichz B bunécny receptor neni produktivné
piestaven (dosud nepublikovana data).

Pravé pro prekonani vySe zminénych problémii zacalo hned nékolik védeckych skupin
svyvojem  komputacnich  metod,  které  automaticky  identifikuji  populace
v mnohadimenzionalnich cytometrickych datech. Prvni studie se objevily uz v roce 2007 a
vytvorily tak celé nové odvétvi zpiisobu analyzy dat (143—145). Od té doby se objevila cela
fada algoritmi, které dokézou analyzovat, klasifikovat a identifikovat bunééné populace v
cytometrickych datech (141, 146—155). I ptes velkou snahu bohuzel nejsou tyto metody stale
technologii nebo diky tomu, Ze vétSina téchto metod byla publikovéna v bioinformatickych
casopisech. V neposledni fadé ma mnoho téchto komputacnich analyz pomémé vysoké
hardwarové naroky, a ne vSechny algoritmy je mozné pouzivat alesponi bez zdkladnich znalosti

nekterého z programovacich jazyki jako je R, Python, Java nebo Matlab.

1.7. Mnohaparametrické metody umoziujici rozliSeni na drovni jednotlivych bunék

v klinické praxi

Abychom mohli 1épe pochopit lidské biologické procesy a patologické stavy imunitniho
systému, je nejprve nutné pochopit biologickou komplexitu lidského imunitniho systému.
Tento nelehky kol je mozny diky novym a stale zdokonalovanym metodam, které¢ identifikuji
klinicky relevantni populace bun€k imunitniho systému, tak jak bylo popsano v pfedchozich
kapitolach této prace. Schopnost porozuméni zpiisobu imunitni odpovédi nds nejen vybavuje
znalostmi pro pouziti riznych bunéénych terapii, ale umoziuje i ,,béZznou* 1écbu pomoci

ruznych 1é¢iv, které maji za cil manipulaci s imunitnim systémem (156). Nejslozitéjsi je ovSem
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Teckované je znazornena populace NK19 bunék, ktera je opomenuta konvencnim pristupem. Prekryvny

graf ukazuje pricinu opomenuti (modre B lymfocyty, oranzové NK19 buiiky, cervené ostatni lymfocyty).

(B) Nesupervidovana analyza dat jasné identifikuje populaci NK19 bunck, ktera se bézné téemer

nevyskytuje. (C) Mira exprese korespondujicich znakii na danych klastrech.
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odhalovat klinicky relevantni profily imunitniho systému tak, aby doslo ke sniZzeni mnozstvi
informaci a zjednoduseni do biologicky a klinicky relevantnich postupt, které by umoznily
urcit specificky postup 1é¢by u jednotlivych pacientd. Zde se pravé nejvice uplatituji kombinace
mnohaparametrickych metod na urovni jednotlivych bunék spolu s novymi postupy statistické
analyzy dat. Tyto pfistupy umoznily vytvofit globalni modely biologickych procesii u zdravych
a nemocnych jedinct (157). U nékterych onemocnéni jiz dokonce byly identifikovany takové
molekularni  profily, které snad povedou klepSimu pochopeni asociovanych
patofyziologickych projevii a mozna 1 k vyvoji specifickych terapeutickych piistupt (158, 159).
Jednim z uspésnych prikladt 1écby specificky podle typu onemocnéni je pouziti tyrosin
kinazovych inhibitorti u pacientt s chronickou myeloidni leukémii (160). Jinym ptikladem je
pouziti ptipravki, které moduluji imunitni funkce, jako anti-CTLA-4 protilatky, které cili na
protein CTLA-4 (161), jenzZ je zodpovédny za udrzovani tolerance u zvitecich modell (162).

Pti hledéani klinicky vyznamnych znaki, které by mohly pacienta zatadit do urcité rizikové
skupiny nebo predikovat uspéSnost dané 1écby, je dilezité posuzovat vysledky
mnohaparametrickych metod v Sir§im kontextu. Reakce imunitniho systému jsou totiz fizeny
mnoha faktory, a pravé vyvazend souhra téchto faktori vede k regulaci odpovédi imunitniho
systému. Napiiklad, IL-2 je spojovan s autoimunitnimi onemocnénimi i pfesto, ze podporuje
expanzi Treg bunék. Nedavno bylo dokonce zjisténo, ze IL-2 inhibuje produkci IL-17 nezavisle
na Foxp3 a RORyt, jelikoz rovnovaha mezi relativnim mnozstvi aktivace STAT3 a STATS
sméfuje CD4+ T bunky do Th17 linie (163). Z toho jasné vyplyva, Ze pravé vyvazenost
jednotlivych molekul, spiSe nez jejich absolutni mnozstvi, je klicova pro vyvoj Th17 bunék.
Pomoci standardnich eseji pouzivanych pro monitoring imunitniho systému nejsme schopni
zachytit takové drobné rozdily, které nakonec vyustuji v naprosto odlisné funkce imunitniho
systému. Proto jsme v této praci pfi evaluaci u€innosti novych inhibitord Th17 bun¢k vyuzili
komplexniho testovani ex vivo bun&fnych vzorki tak, abychom ziskali celkovy obraz vlivu
téchto inhibitorl 1 v kontextu ostatnich bunécnych populaci. I diky tomu jsme mohli prokazat
inhibi¢ni vliv novych vysoce afinitnich binderti na Th17 bunky (164, 165). Dalsim ptikladem
uzite€nosti méfeni vysokého mnoZstvi parametrii na jedné buiice pro klinické vyuziti je
rozdilnost vyvoje T lymfocytli, pokud pochdzi z fetalnich nebo dospélych hematopoetickych
kmenovych bun¢k (HSC). Nedavné modely totiz poukazuji na vyvojovou zéavislost pii tvorbé
T lymfocytd. Fetalni T lymfocyty a T lymfocyty u dospélych lidi pochazi z rozdilnych HSC
populaci. Fetalni T lymfocyty jsou spi§ imunotolerantni, kdezto T lymfocyty u dospélych lidi
odpovidaji spise prozanétlivé (166). Analyza genové exprese fetdlnich T lymfocyti a téch, které

byly izolovany od dospélych lidi, jasné€ ukazuje klinicky relevantni rozdily. Prekurzorové CD4+
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T lymfocyty se zdaji byt fenotypovée identické, ale maji odliSnou funkci, kterou urcuje odlisna
vrstva prekurzorové HSC bunky (166). Tento jev muize mit napiiklad duasledek pro
transplantace hematopoetickych kmenovych bunék, kde se pouziva jako zdroj HSC bud’
pupecnikova krev nebo mobilizované CD34+ buiiky z periferni krve dospélého darce. Na téchto
piikladech se ukazuje, Ze zejména analyzy dat s vysokym poctem parametrii mohou odhalit
nepatrné, ale biologicky dilezité rozdily v aktivaci, diferenciaci nebo maturaci imunitnich
bunék, které maji vysokou miru plasticity s odpovidajicimi imunologickymi vyznamy (167).
V dnesni dob¢ je jiz mnoho pacientli 1éceno zplisobem, kdy se cilen¢ miii na ovlivnéni nebo
omezeni u¢inkl imunitniho systému tak, aby doslo k vyléceni ur¢itého onemocnéni. Asinejvice
zavedenym pfistupem je transplantace hematopoetickych kmenovych bunék pacientim
s leukémii nebo jinymi malignitami. Takovato 1é¢ba je v podstaté empiricky vyvinuta a vysoce
efektivni u vybranych pacienti, ale vlastni imunitni procesy, které ovliviiuji vysledek, jsou
znamy jen velice povrchné a pomoci soucasnych béznych zpiisobii sledovani nemohou byt ani
dostate¢né presné vyhodnoceny. Dokonce i riizné klinické komplikace, které mohou nastat po
HSCT, jsou spojeny s funkcemi imunitniho systému, ale je pomérné obtizné tyto komplikace
ptedpovidat bez pouziti mnohaparametrickych ptistupt. V této praci ukazuji konkrétni ptiklad,
kdy se ndm diky mnohaparametrické pritokové cytometrii podatfilo definovat specifické
T bunécné populace, jejichz ptitomnost spolu s dalsimi faktory predikuje tispéSnou kontrolu
CMV reaktivace (34). U jinych onemocnéni, naptiklad u chronickych infekci, miize imunitni
systém dojit aZ do stavu imunitni senescence nebo imunitniho vycerpani, pro které je typické
celkové snizeni imunitnich funkci. Podobny stav miizeme také sledovat u zdravych lidi
v pokrocilém véku. V soucasné dobé se zda, Ze oba tyto stavy jsou regulovany nezévisle na
sob¢ (168). Stale nam ale chybi presnéjsi molekularni a funk¢ni data, abychom pochopili, jak
dochazi k témto projevim v riznych klinickych situacich. Az teprve mnohaparametricka data
na urovni jednotlivych bun¢k ndm mohou odhalit jemné rozdily mezi pacienty a zdravymi
jedinci, nebo rozdily mezi pacienty, ktefi reaguji na 1écbu modulace funkce imunitniho systému
a témi, u kterych je 1écba neucinna.

Pro spravné vyuziti mnohaparametrickych dat na urovni jednotlivych bunék je potieba zajistit
nekolik predpokladi: a) je potieba mit dobfe dokumentované kohorty pacientii spolu s velmi
presnymi klinickymi udaji, b) je dlilezité pacienty sledovat v longitudialnich studiich, aby bylo
mozné zachytit dynamiku imunitni odpovedi po dobu trvani nemoci nebo 1é€by (s tim souvisi
1 naroky na dobrou laboratorni praxi a jednotnost ziskavanych dat), c) je potieba vyuZzivat
zevrubné a nesupervidované algoritmy pro analyzu dat tak, aby jednak bylo moZzné integrovat

vSechny ziskané informace do jednoho souboru dat a zdroven aby nedochézelo k prehlédnuti
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nekterych méné zietelnych, le¢ dulezitych rozdili. Studie Newell et al. (114), Mold et al. (166)
a Bendall et al. (112) jsou toho dobrym ptikladem.

1.7.1. Potieba personalizované mediciny

Lze ocekavat, Ze budouci pfistupy v 1écbé riznych onemocnéni budou zalozeny na
individualizovanych pfistupech Sitych na miru konkrétnimu pacientovi. Individualizovana
neboli personalizovana medicina by tak méla byt zaloZzena na datech, jez popisuji rozdily mezi
jednotlivei a podle toho by méla byt nasledné volena 1écba pro konkrétniho pacienta. Soucasna
klinickd méfitka mnohdy nedostatecné zachycuji komplexni souhru mezi buiikami a
molekulami, které hraji roli v rozmanitych imunitnich procesech, jenz se mohou odehravat
odli$n€ u jednotlivych pacientii. V roce 2010 popsala Spolecnost pro imunoterapii rakoviny
hlavni problémy pii implementaci imunoterapii do klinické praxe. Jedna se hlavné€ o nedostatek
spolehlivych biomarkerti pii hodnoceni efektivity 1écby a o nedostatek jednoznaénych
identifikatori konkrétni nemoci, na jejichz zakladé¢ by mohla byt 1é¢ba ptizplisobena
konkrétnimu pacientovi (169). Navzdory témto problémim existuje nckolik neddvnych
ptikladd, kdy se podatilo zavést do klinické praxe né€kolik imuno-modulaénich 1€ki a ptistupti.
Pro 1é¢bu rakoviny byly vyvinuty rizné monoklonalni protilatky véetné PD-1/PD-L1 a CTLA-4
cilenych protilatek jako jsou nivolumab (Bristol-Myers Squibb, NY, USA), pembrolizumab
(Merc, NJ, USA), tremelimumab (Pfizer, NY, USA) nebo ipilimumab (Bristol-Myers Squibb,
NY, USA), které ukazuji redlnou odpoveéd’ zhruba u 10 — 25 % ptipadi. Pisobenim téchto 1€k
dochézi k blokaci ko-inhibi¢nich molekul na cytotoxickych T lymfocytech a jejich nasledné
pln¢ funkéni protirakovinné odpovedi (170, 171). Nejucinnéjsi se zdd dokonce kombinace
lécby obéma inhibi¢nimi protilatkami, kdy dochdzi k odhojeni nadoru zhruba u 50 — 65 %
ptipadi (43). V soucasné dob¢€ neni znamo, jaké imunologické pozadi je nezbytné pro tispéSnou
terapii inhibitory CTLA-4 a PD-1. Pravdou je, Ze tato 1écba je uspéSna pouze u ¢asti pacientu.
Pokud tyto pacienty budeme dale systematicky vySetfovat pomoci mnohaparametrickych eseji,
které budou zaméteny na funkénost imunitniho systému, méli bychom byt schopni najit klicové

biologické markery a predikovat tispéSnost 1écby u kazdého jednotlivého pacienta.

1.7.1.1. Antivirova adoptivni imunoterapie

Specifickym piikladem personalizované mediciny jsou postupy adoptivnich transfert
specifickych T bunék (ACT). Toto odvétvi transfiizni mediciny se v poslednich letech rychle
rozviji a zahrnuje podani lymfocyti, které zprostiedkovavaji protinddoroveé, protivirové nebo
protizanétlivé tcinky. Obzvlasté na poli protinddorové 1écby doslo k velkym pokroklim, kdy
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bylo schvéleno americkou FDA pouziti T lymfocyti nesoucich chiméricky anti-CD19
T bunécny receptor pro I1é¢bu refrakternich pre-B akutnich leukémii a difuzniho
velkobunééného B-lymfomu. Vzhledem k zaméteni této prace se dale podrobnéji vénuji pouze
anti-virovym adoptivnim transferim T lymfocytt.

Antivirové adoptivni imunoterapie byly vyvinuty hlavné pro 1é¢bu virovych komplikaci po
HSCT. Pacienti po HSCT se nachazeji v pfechodném stavu imunosuprese, kdy jsou velmi
nachylni k virovym infekcim, jak bylo popsano v kapitole 1.2. Soucasné pfistupy
farmakologické 1€cby virovych komplikaci nejsou dostacujici, maji vedlejsi toxické efekty a
hlavné necili na pfic¢inu téchto patofyziologickych projevi, jiz je nedostatecnd funkce virus
specifické T bunécné slozky imunitniho systému (172-174). Tato protektivni odpovéd
imunitniho systému byla popsana jako detekce specifické T bunécné odpovedi v periferni krvi
(109).

Novym pftistupem, jak zvysit odpovéd’ imunitniho systému na virové patogeny po HSCT, je
adoptivni ptenos virus specifickych T lymfocytt (175). Takovou bunéénou terapii je ovSem
nutné pripravit individualné pro kazdého pacienta, ¢imz je jeji Siroké pouziti vyznamné
limitovano. Ukazuje se také, ze pro ucinny adoptivni pfenos virus specifickych bunck je
dalezitd nizk4 hladina imunosuprese, jelikoz vysoké davky podévanych steroidi by jinak
potlacovaly protivirové ucinky. Toto je i v souladu s naSim pozorovanim, kdy jsme pravé diky
kombinaci klinickych dat a mnohaparametrické detekci specifické virové odpoveédi byli
schopni jednak vytipovat pacienty, ktefi maji vysoké riziko reaktivace CMV (34) a zaroven
sledovat kinetiku protektivnich CMV specifickych T bun&k po adoptivnim pfenosu. Zda se, Ze
v téchto ptipadech muze jako darce virus specifickych T lymfocyti slouzit nejen plivodni darce
pouzity pro HSCT, ale 1 jiny pfibuzny darce. Hlavnim limitujicim faktorem pii piipravé
protivirovych adoptivnich pfenost je v€asné identifikace vhodnych darci, kterd by v idedlnim
pfipadé méla probihat ve stejnou chvili, kdy se hleda darce pro HSCT.

V soucasné dob¢ probiha tieti faze mezindrodni klinické studie, kterd by méla umoznit budouct
zahrnuti virus-specifickych adoptivnich pfenosit T bunék do 1écebnych protokold, jako
standartni 1é¢bu refrakternich virovych infekci po HSCT. Adoptivni transfery jsou nyni vlastné
vrcholem vyuziti vSech znalosti imunitniho systému, které byly ziskany léty vyzkumu a
zejména mnohaparametrické metody umoznily pfesnou identifikaci vhodnych bunék pro 1écbu

a jejich nasledné sledovani v piijemci.
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b)

d)

g)

CILE PRACE

Identifikovat takovou populaci T lymfocytt, kterd je zodpovédna za kontrolu CMV
reaktivace u pacientl po transplantaci hematopoetickych kmenovych bun¢k a zaroven urcit

jeji funkéni profil.

Najit takové funkéni znaky T lymfocytl, které by mohly byt pouzity pfi klinickém

rozhodovani u pacientii s CMV reaktivacemi.

Urcit fenotypové a funkéni charakteristiky bunék vhodnych pro adoptivni pienos u

pacientl s Castymi CMV reaktivacemi.

Rozpoznat klony T lymfocytd, které jsou zodpovédné za odhojeni transplantovanych

ledvin a které zprostiedkovavaji ochranu proti CMV.
Zmapovat vyskyt zkiizené-reaktivnich T lymfocytl u pacientd po transplantaci ledvin.

Zavést metodu hmotnostni cytometrie s ohledem na ziskani co nejvétsiho mnozstvi

informace o bunééném a funkénim slozeni periferni krve.

Ex vivo otestovat funkci a vliv vysoce afinitnich binderti IL-23p19 a IL-23R na Thl17
lymfocytech.
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3. MATERIAL A METODY

3.1. Material

Pro tuto praci byly pouzity primarni vzorky periferni krve od pacientd (n=230) v riiznych
casovych bodech po transplantaci hematopoetickych kmenovych bunék, od pacientii (n=11)
pied transplantaci ledviny a vzorky od zdravych déarcti (n=20). Z téchto vzorkii byly
vyizolovany periferni mononukledrni buniky (PBMC) pfes hustotni gradient pomoci Ficoll-
Paque™ (detailn€ popsano v ptilohdch 9.1, 9.2, 9.3, 9.4 a 9.5) nebo také pomoci ndmi navrzené
CD81+ afinitni chromatografie (tzv. CD81+ T-Catch™) (n=7), coz je detailn¢ popsano
v ptiloze 9.3. Takto vyizolované bunky byly déle pouzity do dalSich eseji, pfipadné u pacienti
pted transplantaci ledviny byly jejich vyizolované PBMC zamrazeny do tekutého dusiku pro
pozdéjsi pouziti. Dale byly pouzity vzorky tkanovych biopsii ledvin (n=7) u pacientd po

transplantaci ledviny (popsano v ptiloze 9.2).

3.2. Detekce fenotypovych a funkénich profili lymfocyti

Pro detekci fenotypovych profili riznych lymfocyti byla pouzita jednak metoda pritokové
fluorescencni cytometrie (detailni popis v pfilohadch 9.1, 9.2, 9.4 a 9.5) nebo metoda hmotnostni
cytometrie (popsano v ptiloze 9.3). Pro stanoveni riiznych funkénich profild T lymfocytd po
stimulaci antigenem nebo nespecifické stimulaci anti-CD3 protilatkou byla pouzita metoda
intracelularniho znaceni cytokini (ICS) pomoci priitokové fluorescenéni cytometrie (pracovni

postup je podrobné uveden v piilohdch 9.1, 9.4 a 9.5).

3.3. Ptima a prolifera¢ni detekce CMYV a alo specifickych T lymfocyti

Pro ptimou detekci CMV specifickych T lymfocytd, které rozpoznavaji konkrétni CMV
peptidovy fragment, bylo pouzito zna¢eni pomoci multimert, které obsahuji pét molekul
komplexu MHC — peptid (Pro5® MHC Class I Pentamers, Prolmmune Ltd., Oxford, Velka
Britanie) a umoznuji tak pfimou senzitivni detekci CMV specifickych CD8+ T lymfocyta.
Podrobny protokol znaceni je popsan v piiloze 9.2.

Pro proliferacni detekci CMV a alo specifickych T lymfocyt byla pouzita metoda fediciho
znaceni, kdy jsou vSechny buiiky nejprve oznaeny fluorescencni znackou, jejiz intenzita
béhem bunécného déleni v reakci na stimulaci antigenem postupné klesd. Abychom mohli
identifikovat vSechny proliferujici buiiky, bylo nutné nechat buiiky v eseji po dobu Sesti dni a

nasledné ptistoupit k povrchovému znaceni (postup detailné popsan v ptiloze 9.2).
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3.4.

Izolace virus a alo specifickych T lymfocytu

Antigen specifické T lymfocyty byly izolovany pomoci tfi metod:

1. Za ucelem zkoumani klonality antigen specifickych T lymfocytl, které proliferovaly

v reakci na pfitomnost antigenu, byla pro jejich izolaci pouzita metoda bunécného sortovani

pomoci bunécného sorteru. Postup znaceni a separace je popsan v piiloze 9.2.

2. Pro separaci virus specifickych T lymfocyti pro klinické pouziti (bunécna terapie) u

pacientl s protrahovanou CMV DNAemii byly pouzity dvé rizné metody:

a. Metoda piimé izolace pomoci znaceni MHC streptamery, které obsahovaly konkrétni

CMV specificky peptid, a magnetickymi kulickami (Stage Cell Therapeutics,
Gottingen, Némecko). Tato izolace probihala v GMP prosttedi na oddéleni bunéénych
terapii Ustavu hematologie a krevni transfuze v Praze zmononuklearni frakce
aferetick¢ého produktu predem vybraného darce na pfistroji CliniMACS (Milteney
Biotec, Bergish Gladbach, Némecko). Pro kaZzdou separaci bylo nutné afereticky
produkt nejprve nafedit na findlni objem 500 ml pomoci CliniMACS pufru (Milteney
Biotec, Bergish Gladbach, Némecko) a dvakrat promyt (210 g, 20 min, 4°C) pro
odstranéni trombocytl. Nasledné byla koncentrace bunééné suspenze upravena na 2 x
107 bunék/ml a inkubovéna s odpovidajicimi magneticky oznadenymi MHC
streptamery (20 min, 4°C). Nenavazané MHC streptamery byly nasledné¢ dvakrat
odmyty (340 g, 20 min, 4°C) pomoci CliniMACS pufru suplementovaného na 20 %
lidskym sérovym albuminem (HSA) (Baxter, UnterschleiBheim, Némeko). Nasledné
byly buiiky resuspendovany ve 200 ml CliniMACS pufru a magneticky oznacené virus
specifické T lymfocyty izolovany na pfistroji CliniMACS za pouziti CliniMACS
Tubing set LS a CD34 selek¢éniho programu II (vSe Milteney Biotec, Bergish Gladbach,
Némecko). Vysledna frakce byla doplnéna do 100 ml pomoci CliniMACS pufru a pro
ziskani nativnich antigen specifickych T lymfocytl byl pfidan roztok d-biotinu (Stage
Cell Therapeutics, Gottingen, Némecko) ve findlni koncetraci 1 mmol/l po dobu 20
minut pii 4°C. Uvolnéné MHC streptamery byly déale odstranény dvojitym odmytim
pomoci 500 ml CliniMACS pufru (340 g, 20 min, 4°C). Vysledné vyseparované¢ CMV
specifické T buiiky byly nafedény 10 ml HSA a pfipraveny pro podani pacientovi. Cely

proces probihal v laminarnim boxu (tfidy A) a v supercistych prostorach (tfidy B).

. Metoda izolace virus specifickych bunék na zdklad€ produkce IFNy po stimulaci danym

antigenem. Cely proces stimulace a izolace CMV specifickych T lymfocyti probihal
pomoci automatizovaného systému CliniMACS Prodigy® (Milteney Biotec, Bergish

Gladbach, Némecko). Tato metoda je zaloZena na zachytavani uvolnéné¢ho IFNy
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bunikami, které specificky reaguji na pfitomnost dan¢ho peptidu, na jejich povrchu a
nasledném znaceni takto zachyceného IFNy magnetickymi partikulemi. Takto oznacené
buiiky jsou nasledné magneticky separovany od ostatnich. Cely pracovni postup je

popsan v publikaci Kumaresan et al. (176).

3.5. Extrakce DNA a sekvenovani nové generace
Extrakce DNA, pfiprava sekvena¢nich knihoven a samotné sekvenovani nové generace
z vysortovanych bun¢€k a z bun€k ziskanych po biopsii ledvin pro klonalni analyzu antigen

specifickych T bunécnych receptori probihala podle postupu popsaného v piiloze 9.2.

3.6.  Vliv binderi na proliferaci Th17 bunék

Pro zkoumani vlivu novych vysoce afinitnich binderti vazicich se na IL-23R a IL-23p19 jsme
nechali vyizolované PBMC buiiky od dobrovolnych darch proliferovat po nespecifické anti-
CD3 stimulaci v pfitomnosti IL-23, IL-2 a téchto riznych binderd, jak je podrobnéji popsano

v pfilohdch 9.4 a 9.5.
3.7.  Protilatky pro pritokovou a hmotnostni cytometrii
Protilatky pouzité pro pritokovou fluorescen¢ni cytometrii jsou uvedeny v prilohach 9.1, 9.2,

9.4 2 9.5. Protilatky pouzité pro hmotnostni cytometrii jsou uvedeny v piiloze 9.3.

3.8.  Statistické a nesupervidované analyzy dat

Jednotlivé analyzy a pouzité statistické metody jsou popsany v ptilohach 9.1,9.2,9.3,9.4a9.5.
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4. VYSLEDKY

Nasledujici kapitola je Clenéna tak, aby odpovidala jednotlivym cilim prace, které byly

definovény v kapitole 2.

4.1. Identifikovat takovou populaci T lymfocyti, ktera je zodpovédna za Kkontrolu
CMYV reaktivace u pacientii po transplantaci hematopoetickych kmenovych bunék a

zaroven urcit jeji funkéni profil.

Pelak, O. et al. Appearance of cytomegalovirus-specific T-cells predicts fast resolution of

viremia post hematopoietic stem cell transplantation. (2017). Viz ptiloha 9.1.

Po transplantaci hematopoetickych kmenovych bun¢k dochazi k Castym reaktivacim
cytomegaloviru, coz je zpisobeno posttransplantacnim deficitem CMYV specifické T-bunécné
imunitni odpovédi. V zévislosti na délce trvani CMV reaktivace (stanovené na zakladé poctu
DNA kopii viru) jsme byli schopni rozd¢€lit pacienty na ,,pomalu-reagujici (délka CMV
reaktivace delsi nez dva tydny) (Obr. 7 A) a na ,rychle-reagujici” (délka CMV reaktivace
maximaln¢ 2 tydny) (Obr. 7 B).

U téchto dvou skupin pacientil jsme hledali takové funkéni profily, které by mohly odlisit
rychle/pomalu reagujici pacienty. Porovnavali jsme populace T lymfocytl, které ex vivo po
stimulaci CMV antigeny sekretuji IFNy a IL-2, degranuluji (exprese molekuly CD107a na
povrchu bunék) nebo exprimuji na svém povrchu molekulu CD40L (CD154) a to jak na CD4+
tak na CD8+ T lymfocytech. V nasi kohort€ jsme dosahli nejvyssi pfesnosti 65,6 % stanoveni
rychlé kontroly CMV reaktivace se specifitou 86,7 % u CD8+ subpopulace bungk, ktera po
stimulaci CMV antigeny produkovala jak IFNy, tak IL-2. Druhou nejpiesné;jsi populaci byla
populace CD8+ bunc€k produkujicich jak IFNy, tak IL-2 a zarovenl byla pozitivni na
degranula¢ni znak CD107a (ptesnost 60,3 % a specificita 80 %).

Vsechny populace, které mély piesnost > 50 % a specificitu > 80 % jsou uvedeny v Tabulce 1.
Pokud bychom se divali na CD8+ bunky produkujici IFNy v jakékoliv dal§i kombinaci
ostatnich znak, coz je ¢asto pouzivano v jinych studiich, dojdeme k piesnosti stanoveni rychlé
kontroly CMV reaktivace pouze s presnosti 48,3 % s pomérn¢ vysokym prahem 1,75 %, ktery
je o tfi fady vyssi neZ u populace dvojité pozitivnich CD8+ T lymfocytl na IFNy a IL-2.

Z téchto vysledki je patrné, Ze odpovéd na ex vivo stimulaci CMV antigeny nam muze

identifikovat pacienty, ktefi jsou schopni rychle potlacit reaktivaci CMV. Zaroven také
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ukazujeme, ze CD8+ T lymfocyty, které produkuji IFNy a zaroven IL-2, jsou nejpiesnéjSim

indikatorem téchto rychle-reagujicich pacientt.
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Obrazek 7: P¥iklady priibéhu CMV reaktivace u pacienti po HSCT. Casovy pribéh CMV
DNAémie a vybranych CD8+ a CD4+ populaci T lymfocytii u pomalu (4) a rychle (B) odpovidajiciho
pacienta. Levad osa zobrazuje normalizovanou virovou ndloz. Teckované je zndazornen prah zahdjeni

preemptivni virové terapie pri 100 virovych kopiich. Prava osa ukazuje procenta jednotlivych
T lymfocytarnich populaci z celkovych CD4+ nebo CD8+ T bunék. Na ose X je zobrazen c¢as po HSCT

a cas potrebny k celkové kontrole virémie.
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Tabulka 1: Pfesnost a specificita funkénich T bunécnych populaci, které definuji rychle-reagujici
pacienty. Zobrazeny jsou pouze T bunécné populace s presnosti nad 50 % a se specificitou nad 80 %
spolu s CD8+ produkujici IFNy v jakékoliv dalsi kombinaci.

Parametr lr;zz(‘il:())‘t,:, Pom(:lf‘ui;)r:(z;)%)u jici Ryc(l:)l;i-;::%ljici Piesnost  Specifita

CD8+ IFNy+ IL-2+ 65,5 % 86,7 %
<0,004 % 13 18
> 0,004 % 2 25

CD8+ IFNy+ IL-2+ CD107a+ 60,3 % 80 %
=0% 12 20
>0 % 3 23

CD8+ IFNy+ IL-2+ CD107a+ CD40L+ 55,2 % 80 %
<0,0005 % 12 23
> 0,0005 % 3 20

CD8+ IL-2+ CD107a+ 53,4 % 80 %
=0% 12 24
>0 % 3 19

CD8+ IFNy+ (jakakoliv dalsi funkcionalita) 48,3 % 80 %
<1,75% 12 27
> 1,75 % 3 16

CD4+ IFNy+ IL-2+ CD107a+ CD40L+ 56,9 % 80 %
<0,007 % 12 22
> 0,007 % 3 21

CD4+ IFNy+ IL-2+ CD107a+ 56,9 % 86,7 %
<0,06 % 13 23
> 0,06 % 2 20

CD4+ IFNy+ (jakakoliv dalsi funkcionalita) 51,7 % 80 %
<0,595 % 12 25
> 0,595 % 3 18

4.2. Najit takové funkcni znaky T lymfocyti, které by mohly byt pouzity p¥i klinickém

rozhodovani u pacientii s CMV reaktivacemi.

Peldk, O. et al. Appearance of cytomegalovirus-specific T-cells predicts fast resolution of

viremia post hematopoietic stem cell transplantation. (2017). Viz ptiloha 9.1.

Zajimalo nés, zda by nemohly byt stejné funkéni populace T lymfocytl, jako ty, které urcuji
délku trvani CMV viremie, pouzity pro celkovou predpoveéd incidence CMV viremie a dale
jakou roli v tom hraje podavani kortikoidu pii 1é€bé GvHD. K tomu, abychom mohli stanovit

podil jednotlivych CMV specifickych T lymfocyti a 1é¢by kortikoidy na vyvoji CMV
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reaktivace, jsme pouzili Coxiiv proporcionalni hazardni model s ¢asové zavislou vysvétlujici
proménnou podle Andersena et al. (177). Jelikoz se nam nepodafilo prokazat korelaci mezi
jednotlivymi funkénimi populacemi, které jsme vysetfovali, CMV viremii a dobou od posledni
transplantace, pouzili jsme dale metodu ¢astecné konstantni interpolace mezi jednotlivymi body
méieni. Z predchozich vysledkii jsme predvybrali jako parametry takové funkcni populace
T lymfocytt, které nejlépe predpovidaly dobrou odpovéd’ v reakci na viremii nebo jsou obecné
pouzivané v jinych studiich (CD8+: IFNy+ a IL-2+; IFNy+, IL-2+ a CD107a+; IFNy+ a
jakakoliv dalsi kombinace; CD4+: IFNy+, IL-2+, CD107a+ a CD154+; IFNy+ a jakakoliv dalsi
kombinace) spolecné s 1écbou kortikoidy. VSechny vstupni parametry byly pouzity jako
kategorické proménné s odpovidajicim prahem uvedenym v Tabulce 1. Abychom mohli takovy
model pouzit, bylo nutné vytvofit casovy prib¢h, ktery vznikl tak, ze jsme porovnavali
oddélené casové body od jednoho méteni k néasledujicimu. Timto zptisobem jsme byli schopni
zahrnout vSech 1 850 vysledkl z analyz funk¢nich testi u nasich pacientll a zahrnout tak do
modelu 1 850 jednotlivych ¢asovych tsekt. Coxtiv proporcionalni hazardni model odhalil, ze
pouze parametry piitomnosti CD8+ T lymfocytt produkujicich IFNy a IL-2 a dale IFNy
v jakékoliv dal$i kombinaci spolu s nepoddvanim kortikoidd signifikantné a neredundantné

ptispivaji ke snizenému riziku vyskytu CMV reaktivace (Obr. 8, Tabulka 2).

CD8+ IFNy+ IL-2+ CD8+ IFNy+ Lécba glukokortikoidy

—— Pod prahem —— Pod prahem —Glukokortikoidy pritomny
= Nad prahem — Nad prahem 104 ~——Glukokortikoidy nepfitomny|

Kumulativni riziko

Kumulativni riziko

Kumulativni riziko
o

CI) 1:13 256 459 5';'2 0I 14‘-3 ZBIG 42‘9 57‘2 6 1‘;3 28I6 42‘9 57‘2
Tydny po HSCT Tydny po HSCT Tydny po HSCT
Obrazek 8: Grafy kumulativniho rizika. Kazdy tyden s virovou nalozi vyssi nez 100 je povazovan za
udalost. Je ukazano kumulativni riziko pro dichotomické proménné (procento dané bunécné populace
Vy$Si nez drive stanoveny prah — viz Tabulka 1) a lécbu kortikoidy. Teckované cary zobrazuji 95 %
konfidencni intervaly.

Tabulka 2: Rizikové pFispévky jednotlivych parametri k rozvoji CMYV virémie po HSCT. Pomeér
rizik mensi nez 1 udava protektivni faktor, pomér rizik vétsi nez 1 udava rizikovy faktor

Faktor Pomér rizik Dolni CI Horni CI p hodnota
Pritomnost CD8+ IFNy+ IL-2+ 0,28 0,18 0,43 <1 e-05
Pritomnost CD8+ IFNy+ (jakakoliv dalSi funkcionalita) 0,45 0,27 0,75 0,002
Lécba Kkortikoidy 2,47 1,82 3,36 <1 e-05
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4.3. Urcit fenotypové a funk¢ni charakteristiky bunék vhodnych pro adoptivni pirenos

u pacientti s ¢astymi CMYV reaktivacemi.

U pacienti po HSCT, ktefi trpi opakovanymi CMV reaktivacemi a nemaji detekovatelné
protektivni hladiny CMV specifickych T lymfocyti (pomalu-reagujici skupina), je mozné pro
1écbu CMYV reaktivaci vyuzit metody adoptivni bunécné terapie. Vzhledem k tomu, Ze se ndm
podafilo vyvinout pomérné¢ uspésny zpusob detekce takovych problematickych pacientd,
snazili jsme se i my o zprostfedkovani takové terapie.

Abychom mohli tento piistup vyuzit, bylo nezbytné provést vysetieni potencialnich darcii na
pritomnost vhodnych CMV specifickych T lymfocytl. Jelikoz v dobé vzniku této prace byly
k dispozici dvé metody pro separaci CMV specifickych bunék pro klinické pouziti, a to bud’
pfima metoda pomoci streptamerti anebo nepiima metoda pomoci produkce cytokinu IFNy
(blize popsano v kapitole 3.4.), pouzivali jsme pro identifikaci vhodnych darcti ob¢ metody.
Jako darce jsme pouzili rodice naSich pacientd, jelikoz zde byl ptedpoklad snadné dostupnosti
materidlu a zaru¢ena minimaln¢ haploidenticka shoda mezi pacientem a darcem.

Soubézné vysetfeni obéma metodami se nam podaftilo provést celkem u 35 rodicl, kdy jsme
identifikovali 29 rodi¢l vhodnych pro separaci pomoci izolace ptes IFNy a 26 rodict pro
pfimou separaci pomoci streptamerti. Zarovei jsme celkové detekovali vice CMV specifickych
bun¢k produkujicich IFNy (median 1,073 % z CD8+) nez bunék, které byly oznaceny pfimo
CMV specifickym multimerem (median 0,45 % z CD8+). Tento rozdil je spiSe zpiisoben
pouzitim smési CMV antigend pro stimulaci pfi detekci produkce IFNy, nez niz$i pfesnosti
detekce pomoci CMV specifickych multimert.

Abychom tuto hypotézu ovéfili, provedli jsme u tfech darch Sestidenni proliferacni test s CMV
antigenem, ktery odpovidal HLA shodnému multimeru. Nasledn€ jsme provedli restimulaci
CMYV antigeny a detekci produkce IFNy pomoci ICS spolu s pfimym zna¢enim multimery. U
téchto tii darcti jsme detekovali proliferaci nejenom na burikach pozitivnich na CMV multimer,
ale 1 na multimer negativnich bunkach. Zaroven jsme ovSem také detekovali produkci IFNy na
vétSiné (median 74,6 %) multimer pozitivnich CD8+ lymfocytl (Obr. 9 A—C). Tyto vysledky
odpovidaji vétsSimu mnozstvi CMV specifickych bun¢k detekovanych pomoci produkce IFNy,
odhaluji funkéni potencidl multimer pozitivnich T lymfocytl a zdroven jasné ukazuji, Ze
existuji klony T lymfocytd, které odpovidaji na antigenni stimulaci, ale nerozeznavaji
imunodominantni peptid. Timto testem jsme také odhalili populaci CD8+ proliferujicich

T bun¢k (median 31 %), které na stimulaci CMV antigenem neodpovidaji produkci Zadného
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testovaného cytokinu (IFNy, IL-2 ani TNFa) (Obr. 9 D). Otdzkou tak stale zstava, jak moc
velkou roli hraji tyto bunky v kontrole CMV reaktivace a jaky funk¢ni profil tyto buniky maji.
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Obrazek 9: Priklad prolifera¢ni odpovédi CMV specifickych CD8+ T lymfocytia. Kombinace
znaceni multimery a detekce intracelularnich cytokinit spolu s proliferacni historii bunék. (A)
Nestimulovany vzorek. (B) Stimulovany vzorek stejnym CMV antigenem (pp65), ktery byl pouzit pro
znaceni multimery. V Cerveném ramecku jsou zvyrazneny bunky, které nejsou detekovany multimerem,
ale v reakci proliferuji. (C) Prekryti multimer pozitivnich bunék (Cervené) a vsech CD8+ T lymfocytu
(modre) v reakci na stimulaci CMV antigeny. 74,6 % (Q1 + Q2) multimer pozitivnich bunék reaguje
produkci IFNy. Uvedené hodnoty odpovidaji pouze procentualnimu zastoupeni multimer pozitivnich
bunék. (D) Proliferujici CD8+ T lymfocyty po stimulaci CMV antigeny. V cerveném ramecku jsou
vyznaceny bunky, které neprodukuji IFNy, ale na pritomnost antigenii reaguji proliferaci.
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Detekce CMV specifickych T lymfocyti pomoci produkce IFNy identifikuje Sirsi spektrum
buné¢k, nicméné obé metody se nakonec ukazaly jako vhodné. Celkem jsme byli schopni najit
vhodného darce pro 85 % (n=25) nasSich pacienttl. Jistou vyhodou selekce CMV specifickych
bunék pomoci produkce IFNy miize byt, Ze dochazi k separaci jak CD8+ tak CD4+
T lymfocyta. Z naSich dat se ovSem zda, ze CD4+ T lymfocyty nehraji v akutni kontrole CMV
reaktivace vyznamnéjsi roli. Potvrdit toto tvrzeni i pro adoptivni transfery z nasich dat ovSem
zatim nelze.

Béhem doby vzniku této dizertacni prace se nam podatilo uskutecnit tfi klinické selekce CMV
specifickych bunék pro podani dvéma dospélym pacientim. Oba pacienti trpéli opakovanymi
CMV reaktivacemi a detekovali jsme u nich pouze nizké hladiny CD8+ T lymfocyta
produkujicich pouze IFNy. Z technickych divodu jsme pro jednoho pacienta pouzili metodu
piimé selekce pomoci streptamerti a pro druhého dvakrat selekci pomoci produkce IFNy (prvni
pfevod nebyl ucinny, nejspise diky soucasnému podavani glukokortikoidii pro 1écbu GvHD).
V konecném dusledku doslo u obou pacientil po transferu separovanych CMV specifickych
T lymfocytl ke zlepSeni klinického stavu a k obnoveni kontroly CMV reaktivace, jak je vidét

na ukazce jednoho pacienta na Obr. 10.
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Obrazek 10: Prubéh CMYV virémie po adoptivnim transferu CMV specifickych T lymfocytu.
Ukazan je jeden pacient, kterému jsme dvakrat podali CMV specifické T lymfocyty od pribuzného darce
(modré Sipky zndzornuji ¢as podani bunécné terapie). Levda osa zobrazuje normalizovanou virovou
naloz. Teckované je zndzornén prah zahdjeni preemptivni virové terapie pri 100 virovych kopiich. Prava
osa ukazuje procenta jednotlivych T lymfocytarnich populaci z celkovych CD8+ T bunék. Na ose X je
zobrazen ¢as po HSCT.
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4.4. Rozpoznat Kklony T lymfocyti, které jsou zodpovédné za odhojeni

transplantovanych ledvin a které zprostiedkovavaji ochranu proti CMV.

Stranavova, L. a Peldk O. et al. Heterologous cytomegalovirus and allo-reactivity by shared

T cell receptor repertoire in kidney transplantation. (2019). Viz ptiloha 9.2.

Nasim tkolem bylo vyvinout takovou metodu, jez by umoznila specificky identifikovat klony
T lymfocytl, které reaguji na pfitomnost CMV antigenu a zdroven rozpoznavaji alo antigen u
CMYV odpoveéd koreluje s ndslednym odhojenim Stépu. Tato data nés pfivedla na myslenku
existence zkiizen¢ reagujicich klonti T lymfocyti na CMV a alo antigeny. Pro identifikaci
téchto kloni jsme pouzili metodu proliferaéni smésné lymfocytarni reakce (MLR)
pfedtransplantac¢nich pacientskych vzorki PBMC s darcovskym alo antigenem (darcovské
inaktivované PBMC) v kombinaci s pfimym zna¢enim CMYV specifickych T lymfocytl pomoci
multimert.

Diky kombinaci téchto dvou pfistupti jsme byli schopni v jedné reakci identifikovat bunky,
které odpovidaly na stimulaci alo antigenem proliferaci a zaroveni pomoci znac¢eni multimery
jasné identifikovat CMV specificky klon rozpoznavajici urcity imunodominantni CMV peptid.
Bohuzel, u zadného z jedenacti testovanych pacientli se nam nepodafilo identifikovat takové
CD8+ lymfocyty, které by rozpoznavaly imunodominantni peptid (soucasti multimera), a
zaroven by proliferovaly v odpovédi na stimulaci alo antigenem (Obr. 11 A). Zajimavé ovSem
bylo, Ze vzorky, které byly stimulovany peptidovou sbirkou odpovidajici imunodominantnimu
peptidu v multimeru, identifikovaly vétSi mnoZstvi proliferujicich bunék, nez jenom bunky
znacené multimerem (Obr. 11 C). Tyto vysledky néas vedly k domnénce, Ze za odhojeni Stépu
budou nejspiSe zodpovédné minoritni klony nerozpoznavajici imunodominantni CMV

antigeny.
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Obrazek 11: Proliferujici CD8+ T lymfocyty obsahuji zki'iZené reagujici TCRp sekvence. Ukazka
jednoho reprezentativniho pacienta. 2D grafy ukazuji proliferacni odpoved’ CD8+ T lymfocytii v reakci
na alo antigen (4), IE-1 (B), pp65 (C) a celkovy CMV lyzat (D). Proliferujici buriky v oblasti R1 byly
vysortovany a ndsledné pouzity pro analyzu TCRp repertoaru pomoci sekvenovani nové generace.
Kolacové grafy ukazuji 20 nejpocetnéjsich TCRp sekvenci (prava cast), dalsi mené abundantni klony
Jjsou zobrazeny v postrannich tabulkach. Barevné vyznacené klony ukazuji spolecné klony identifikované
po antigenni stimulaci. Cerné Sipky oznacuji proliferujici CD8+ T lymfocyty, které zdroven
rozpoznavaji imunodominantni pp65 peptid. Cervend Sipka ukazuje absenci CD8+ T lymfocyti, které
by rozpoznavaly pp65 imunodominantni CMV antigen a zdaroven proliferovaly v odpovedi na alo

antigen.
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4.5. Zmapovat vyskyt zkriZené-reaktivnich T lymfocyti u pacientii po transplantaci

ledvin.

Stranavova, L. a Peldk O. et al. Heterologous cytomegalovirus and allo-reactivity by shared

T cell receptor repertoire in kidney transplantation. (2019). Viz ptiloha 9.2.

Pro identifikaci vSech potencialnich zkfizené reagujicich klond jsme se tak dale zaméfili na
vSechny T lymfocyty, které proliferovaly v odpovédi na stimulaci riznymi CMV antigeny a
porovnavali je s T lymfocyty, které proliferovaly v odpovédi na alo antigen v MLR reakci. Tyto
proliferujici buniky jsme vysortovali pro izolaci DNA a nésledné sekvenovani nové generace

pro analyzu TCRp fetézct (Obr. 11 a Obr. 12).

Pacient #X Biopsie ledviny

X/1; 4.93%

X/2;3.17%
/= X[3:-67%

Mnozstvi Barva
X/99 0.09%

0.07%

Zbylé klony; 81.72%

Obrazek 12: Biopsie ledvin obsahujici zkiiZené reagujici TCRpP sekvence. Ukdzka jednoho
reprezentativniho pacienta (identicky s Obr. 11). Z bioptického vzorku ledvin byla vyizolovana DNA pro
naslednou analyzu TCRp repertodru pomoci sekvenovaini nové generace. Kolacovy graf ukazuje 20
nejpocetnejsich TCRf sekvenci, dalsi méné abundantni klony jsou zobrazeny v postranni tabulce.
Barevné vyznacené klony ukazuji spolecné klony identifikované po antigenni stimulaci nebo
v bioptickém vzorku ledvin.

U deseti z jedenacti pacientll se ndm podafilo ziskat dostatecné mnoZstvi dat pro analyzu TCRf
repertoaru. Celkem jsme identifkovali stovky jedineénych TCRP sekvenci (medidn 392;
rozmezi 241-491). U vSech pacientli jsme byli schopni identifikovat alesponi jeden klon, jehoz
sekvence TCRp fetézce byla sdilena mezi alo a CMV specifickou reakci (Tabulka 3). Nase
vysledky tak ukazuji, ze jak CMV, tak alo antigeny mohou aktivovat identické klony
T lymfocytl k proliferaci. Tyto poznatky jsou obzvlasté diilezité, jelikoZ nejsme omezeni pouze
na urcité imunodominantni klony T lymfocytl a zaroven ukazujeme funkcni potenciél téchto

klonu.
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Abychom déle prokazali souvislost mezi t€émito zkiiZzen¢ reagujicimi klony a odhojenim
transplantované ledviny, porovnali jsme vyskyt nami identifikovanych zkiizen¢ reagujicich
klont s klony T lymfocytl izolovanych ze vzorki bioptické tkdné€ transplantovanych ledvin u
sedmi pacientl diive zafazenych do nasi studie. U Sesti bioptickych vzorkti jsme byli schopni
ziskat dostatecné mnozstvi DNA pro senzitivni analyzu a u vSech téchto vzorkl jsme byli
schopni nalézt identické alo reaktivni klony s klony z pfedtransplantacnich MLR reakci

(median 3, rozmezi 1-7).

Tabulka 3: Po¢ty analyzovanych klonid u jednotlivych pacienti. Ukdzdany jsou pocty zkiizene
reagujicich kloni v alo a CMV reakci spolu s procentudlnim zastoupenim téchto klonit ze vsech
analyzovanych TCR sekvenci v alo reakci.

I 491 98 84 84 92 97 15 43,35%
1I 241 82 NA 13 18 NA 1 0,08 %
I 478 100 52 114 95 99 3 4,71 %
v 320 102 78 43 91 NA 31 43,43 %
\% 344 98 33 29 35 92 3 1,14 %
VI 477 101 90 83 91 NA 4 0,96 %
VIl 437 94 2 69 88 101 2 1,23 %
VIII 431 16 44 37 92 105 1 0,97 %
IX 328 101 NA 42 27 48 5 4,22 %
X 353 85 18 42 62 102 3 1,07 %
XI NA NA NA NA NA NA NA NA

Zaroven jsme také identifikovali CMV reaktivni klony v bioptickych vzorcich ledvin dokonce
1 ve vysSich frekvencich, nez tomu bylo v pfedtransplantacnich vzorcich (median 3, rozmezi 1-
11). U tech pacientli se nam dokonce podaftilo identifikovat identické zkiizen& reagujici klony
T lymfocytl, které jsme nasli v pfedtransplantacnich MLR a CMV specifickych reakcich
(Tabulka 4). U dvou z téchto tii pacient bylo pomérné zastoupeni téchto zkiiZzen¢ reagujicich
klont v bioptickych vzorcich ledviny pomérné vysoké (6,4 % a 5,1 %). Pozdéji se ukazalo, ze
tito pacienti prodélavali CMV reaktivaci spolu s biopticky prokédzanym bunéénym odhojenim
Stépu. Tyto vysledky dopliiuji nase predchozi pozorovani, ze CMV reaktivni T lymfocyty jsou
schopny po aktivaci expandovat a naznacuji, Ze k jejich akumulaci miZe dochazet pravé

v transplantovanych ledvinach, kde mohou hrat dilezitou roli pfi jejich odhojovani.
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Tabulka 4: Po¢ty sdilenych klont mezi PBMC buiikami a bioptickymi vzorky ledvin. Procentudlni
zastoupeni klomit identifikovanych v proliferacni eseji jako CMV nebo alo reaktivni nebo jako zkrizené
reagujici. Uddavand procenta jsou z celkového poctu vsech TCRp sekvenci identifikovanych
v bioptickych vzorcich ledvin.

ID CMYV specifické (% z TCR Alo specifické (% z TCR ZkiizZené reagujici (% z TCR
pacienta  sekvenci v bioptickém vzorku) sekvenci v bioptickém vzorku) sekvenci v bioptickém vzorku)
I 1 (0,5 %) 1 (0,4 %) 0%
I 1 (0,7 %) 3(2,4 %) 2 (1,8 %)
v 3 (1,8 %) 6 (12,6 %) 2 (3 %)
VIl 3 (0,5 %) 2 (0,6 %) 0%
VIII 11 (5,1 %) 0% 0%
IX 0% 2 (9,2 %) 0%
X 1 (0,1 %) 7 (6,4 %) 1 (0,1 %)

4.6. Zavést metodu hmotnostni cytometrie s ohledem na ziskani co nejvétsiho mnoZzstvi

informace o bunééném a funkénim sloZeni periferni krve.

Peldk, O. et al. Lymphocyte enrichment using CD81-targeted immunoaffinity matrix. (2017).
Viz piiloha 9.3.

Hmotnostni cytometrie je v posledni dobé hojné vyuzivana metoda pfi studiu komplexnich
imunologickych systémi, jelikoz umoznuje pomémé snadnou detekci velkého mnozstvi
riznych znakd najednou bez velkych narokl na optimalizaci daného panelu (pfi srovnéni
s fluorescen¢ni cytometrii). Na druhou stranu je potfeba vénovat zvySenou pozornost piiprave
vzorkl, hlavné kvili nizké rychlosti nahravani. Abychom mohli pomoci hmotnostni cytometrie
sledovat rekonstituci imunitniho systému u pacientl po transplantaci HSC, bylo nejprve nutné
zoptimalizovat izolaci lymfocytl pfed samotnym zna¢enim. Z tohoto diivodu jsme srovnali dva
postupy izolace PBMC zdravych darcii (n=7). Jednalo se o: a) izolaci ptes hustotni gradient
pomoci Ficoll-Paque™, coZ je metodika hojné pouzivana a lze ji oznagit za ,,zlaty standard*; b)
nami navrzenou CD81+ afinitni chromatografii. Sadou 19-ti komer¢né dostupnych protilatek
konjugovanych s izotopy kovil vzacnych zemin a dvou konjugovanych v nasi laboratofi jsme
v jedné zkumavce identifikovali vSechny zékladni subpopulace mononuklearnich buné&k (viz
Obr. 13) v¢etné kontaminujicich subpopulaci (¢ervené krvinky, volné i vazané krevni desticky).
Nasledné¢ jsme porovnali jejich zastoupeni v kone¢nych produktech ziskanych obéma postupy.
Zjistili jsme, Ze pomoci obou postupt jsme ziskali srovnatelné zastoupeni CD81+ bunék ze

vSech hematopoetickych (CD45+) bun¢k. Pomoci CD81+ T-Catch™ jsme ziskali produkt s
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Obrazek 13: Gatovaci strategie leukocytarnich populaci. (reprezentativni vzorek ziskany izolaci
pomoci CD81+ T-Catch™)
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vyrazné nizsi kontaminaci nejadernych elementi. Naproti tomu izolace pomoci hustotniho

gradientu pies Ficoll-Paque™ méla vyrazné vyssi vytézky (viz Obr. 14).
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Obrazek 14: Obecné porovnani vysledki CD81+ T-catch™ a Ficoll-Paque™. Cistota CD45+
elementii (vlevo), kontaminace CD8I- elementy (uprostied) a vytezky (vpravo) finalnich produkti
ziskanych izolaci pomoci CD81+ T-Catch™ (zelené) a pres hustotni gradient Ficoll-Paque™ (Zluté).

Dale jsme porovnali zastoupeni jednotlivych leukocytarnich populaci v produktech ziskanych
obéma postupy (viz Obr. 15). VSechny lymfocyty (T, B a NK buriky a jejich subpopulace) byly
procentudlné podobné zastoupeny, CD3+ T lymfocyty byly signifikantné vice zastoupeny
v produktech ziskanych pomoci CD81+ T-Catch™. Naproti tomu NK buiiky byly touto
metodou depletovany. Také bunky vrozené imunity — neklasické a klasické monocyty,
neutrofilni granulocyty, bazofily i myeloidni a plasmacytoidni dendritické bunky, byly lehce az
vyrazné snizeny v produktech ziskanych pomoci CD81+ T-Catch™.

Tyto vysledky byly v souladu s Grovni povrchové exprese molekuly CD81 u jednotlivych
subpopulaci. Nejvétsim rozdilem v produktech ziskanych obéma postupy se ukéazaly byt volné
krevni desticky — v praméru 93,1 % ze vSech elementl v produktech ziskanych pies hustotni
gradient pomoci Ficoll-Paque™ versus 22,3 % v produktech ziskanych pomoci CD81+ T-
Catch™ (viz Obr. 16). Ukézalo se tedy, Ze v porovnani se ,,zlatym standardem* separace PBMC
pies hustotni gradient pomoci Ficoll-Paque™ jsme pomoci ndmi navrzené metody separace
pies CD81+ T-Catch™ ziskali ¢ist$i produkt z hlediska kontaminujicich krevnich desti¢ek a
tim se vyrazné¢ snizil €as straveny vlastnim nahravanim jednotlivych vzork do hmotnostniho
cytometru. Naproti tomu pomoci této metody dochazi ke kvantitativné vétSim ztratam

hematopoetickych buné€k a dochazi k depleci NK buné¢k a bun¢k vrozené imunity.
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Obrazek 15: Porovnani vysledkii CD81+ T-catch™ a Ficoll-Paque™ na tirovni jednotlivych
bunécnych populaci. Obohaceni (popr. deplece) cilovych (vievo) a necilovych (vpravo) bunécnych
subpopulaci ziskanych pomoci CD81+ T-Catch™ oproti izolaci pres hustotni gradient Ficoll-Paque™
mérena pomoci hmotnostni cytometrie. Pro kazdy par finalnich produktit bylo vydéleno procentualni
zastoupeni dané populace v celkové populaci singletii produktu CD81+ T-Catch™ proti Ficoll-
Paque™. Data od vsech sedmi darcii jsou zde ukdazdna jako boxploty.

Ficoll-Paque produkt CD81 T-Catch produkt

CD45 Sm154 —>>

4

CD61 Ho165

Obrazek 16: Kontaminace Kkrevnimi destiCkami. Zastoupeni volnych krevnich desticek
(kontaminujici populace) a hematopoetickych bunék (cilova populace) ve vzorcich ziskanych pres
hustotni gradient Ficoll-Paque™ (vievo) a pomoci CD8I1+ T-Catch™ (vpravo). Ukdzan je jeden
reprezentativni vzorek.
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Tento soubor dat se zaroven osvedcil pro testovani nesupervidovaného pfistupu analyzy dat
s vysokym poctem parametrt. Jak je vidét na Obrazku 13, pro identifikaci vSech populaci
expertnim ,,gatovdnim* je potfeba projit pomérné velké mnozstvi 2D grafi. V takovéto
komplexni analyze je pomérné jednoduché né&jaké populace vynechat, proto jsme se rozhodli
cely datovy soubor zanalyzovat nesupervidované pomoci viSNE algoritmu, ktery redukuje

mnohadimenzionalni data do dvou dimenzi (Obr. 17).

C17

Obrazek 17: ViSNE analyza dat. Vysledek nesupervidované analyzy (viSNE) vSech 14 zkoumanych
vzorkil. Pro vytvoreni této projekce bylo pouzito 19 znakii. Ildentifikace klastrii probihala manudalné.

Diky tomuto pfistupu jsme byli schopni identifikovat celkem 37 unikatnich bunéénych klastri.
Ve srovnani s pfedeslou supervidovanou metodou jsme takto identifikovali o 18 buné¢nych
populaci vice. Deset téchto nové identifikovanych klastrii obsahovalo agregaty desti¢ek
s nékterou znamou populaci, dva klastry obsahovaly dvojice nebo trojice B, T a neutrofilnich
bun¢k (CD3+, CD20+, CD66+). Dale pak dva klastry obsahovaly dvojité pozitivni nebo dvojité
negativni CD4 a CD8 T lymfocyty (CD3+, CD4+, CD8+ a CD3+, CD4-, CD8-). Tyto populace
byly sice znamé, ale nebyly zahrnuty do supervidované analyzy. Zbyvajici Ctyfi klastry
obsahovaly nizce zastoupené bunky (0,01 — 1 %), které jsme nebyli schopni timto panelem
zatadit mezi znamé populace (Obr. 18). Nesupervidovand analyza nam tak jednak pomohla
najit rozdily v kontaminacich krevnimi destickami, a navic jsme byli schopni nalézt osm
ptehlizenych bunéénych populaci, ¢imz jsme dokazali z t€chto dat vytézit maximum mozné

informace.
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Obrazek 18: Prekryv nesupervidovanych klastri a expertné identifikovanych populaci. Modré
sloupecky ukazuji shodu mezi klastry ziskanymi z viSNE projekce a supervidovanych populaci. Znacky
ve sloupci ,, Navdzané desticky “ znaci: -, méné nez 20 %, +, 20-50 %, ++, vice nez 50 % navazanych
krevnich desticek. Signifikantni obohaceni (Wilcoxonitv parovy test) pro Ficoll-Paque (F), T-Catch (T)
nebo nesignifikantni obohaceni (NS) je uvedeno.
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4.7.  Ex vivo otestovat funkci a vliv vysoce afinitnich binderd IL-23p19 a IL-23R na
Th17 lymfocytech.

Kuchat, M. ef al. Human interleukin-23 receptor antagonists derived from an albumin-binding
domain scaffold inhibit IL-23-dependent ex vivo expansion of IL-17-producing T-cells. (2014).
Ktizova, L. et al. p19-targeted ABD-derived protein variants inhibit IL-23 binding and exert
suppressive control over IL-23-stimulated expansion of primary human IL-17+ T-cells. (2017).

Viz piiloha 9.4. a ptiloha 9.5.

Jelikoz je dilezité sledovat imunitni systém a jeho jednotlivé soucasti v SirSich souvislostech,
pouzili jsme pro testovani novych vysoce afinitnich bindertt molekuly IL-23R (REX-009, -115,
-125) a podjednotky IL-23p19 (ILP-030, -317, -323) metodu pratokové cytometrie. Diky tomu
jsme byli schopni testovat vliv téchto binderti pfimo na PBMC bunikach izolovanych z
primérnich krevnich vzorkd metodou ex vivo v Th17 stimulujicim cytokinovém prostiedi.
Nasim cilem bylo prokazat inhibi¢ni vliv téchto binderi na signalizaci pomoci IL-23 pfes jeho
odpovidajici receptor na CD4+ T lymfocytech tak, abychom zabrénili expanzi aktivovanych
Th17 lymfocyti pti stimulaci IL-23 a IL-2.

Jiz po tfidenni ex vivo kultivaci PBMC bun¢k jsme byli schopni pozorovat statisticky vyznamné
rozdily v expanzi Th17 lymfocytt, pokud byly v kultivaci pfitomny bindery IL-23R (REX-009
p=0,0559; REX-115 p=0,0074; REX-125 p=0,0004) nebo IL-23p19 (ILP-030 p=0,0047; ILP-
317 p=0,0013; ILP-323 p=0,0018) oproti podminkdm se samotnym IL-23 a IL-2. Pfitomnost
WT varianty REX binderti statisticky vyznamna nebyla (p= 0,2892) obdobné jako u WT
varianty ILP bindert (p=0,0533). Zde ovSem dochazelo k vétsi variabilit¢ mezi jednotlivymi
darci (Obr. 19), ktera byla nejspiSe zptisobena adjuvantni reakci na WT variantu, jelikoz tato
doména je soucasti BB domény proteinu G u streptokokii, u které byl prokézan stimulacni
ucinek na buniky imunitniho systému (178).

Timto testem jsme potvrdili inhibi¢ni u¢inky vSech testovanych binderd na expanzi Th17 bunék
z primarnich vzorkl krve pfi stimulaci pomoci IL-23 a podafilo se nam tak potvrdit jejich

ptedem in silico predikované blokujici funkce.
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Obrazek 19: Ex vivo inhibice proliferace Th17 bunék. Mnozstvi IL-17 produkujicich bunék
v pritomnosti nebo pri absenci REX a ILP binderii. Absolutni pocty bunék byly normalizovany na
hodnoty bunéek v pritomnosti samotného IL-23.
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5. DISKUZE A ZAVER

Rekonstituce imunitniho systému u pacientti po HSCT je kli¢ova pro dobry klinicky vysledek.
Vyvoj v oblasti metod umoznujicich rozliSeni na Urovni jednotlivych bunck piinasi nové
moznosti sledovani zmén v zastoupeni jednotlivych populaci, ve zménach fenotypu a funk¢nich
profili napti¢ celym imunitnim systémem tak, jak dochazi k jeho obnové po HSCT. Zvétsujici
se mnozstvi soucasné detekovatelnych znaki umoznuje podrobnou fenotypizaci specifickych
populaci nebo Sirokou analyzu celkovych zmén imunitniho systému pfi jeho obnové. Diky tomu
dochazi k objeviim novych imunitnich ukazatell, které koreluji s riznymi klinickymi vystupy
jako jsou infekce, relaps, pritomnost GVHD nebo celkové piezivani. Tyto znaky pak mohou byt
pouzity v predikci posttransplantacniho vyvoje u jednotlivych pacientti, nebo dokonce mohou
poslouzit ke zlepsSeni rekonstituce imunitniho systému tim, Ze problematické pacienty budou
smérovat k modernim imunoterapiim. V ramci této dizerta¢ni prace jsme pouzili rozsahlou
kohortu pediatrickych pacientl po HSCT k identifikaci pfesnych funkénich odpovédi a jejich
minimalnimu prahovému mnozstvi, abychom byli schopni piedpoveédét vysledek preemptivni
terapie antivirotiky. Diky pouziti mnohaparametrické¢ fluorescenc¢ni cytometrie, jsme byli
schopni identifikovat né€kolik funkénich subpopulaci T lymfocytd, které pomérné dobie
ptedpovidaji vysledek CMV reaktivace. Nejlepsi pfedpovédni hodnotu pak méla polyfunkéni
populace CD8+ T lymfocyti, které produkovaly jak IFNy, tak IL-2. Tyto nase vysledky jsou
ve shod€ i s jinymi studiemi (179, 180). Zajimavé je, ze u 40—-50 % pacienttl, ktefi dobfe zvladaji
CMV reaktivace, jsme nebyli schopni detekovat Zzadné CMV specifické buiiky, coz ale muze
byt zpisobeno migraci téchto bunck z krevniho fecist¢ do mist reaktivace viru. T lymfocyty,
které produkovaly IFNy, mély vyznamné vyssi prah pro predikci kontroly CMV reaktivace
(1,75 %) nez ostatni populace, které se pohybovaly na trovni detekce MRD (181). Vysokeé
prahové hladiny bunék produkujicich IFNy potvrzuji naSe pfedchozi poznatky, Ze tyto buiiky
odpovidaji v prvni linii, ale aZ teprve pfitomnost polyfunk¢nich efektorovych CD8+
T lymfocyti zprostiedkovava kontrolu CMV reaktivace (109). Pii modelovani rizikovych
faktord se ukazalo, ze populace T lymfocytli produkujicich IFNy a IFNy spolu s IL-2
signifikantné a neredundantné pfispivaji k protekci proti reaktivaci CMV. To opét koreluje
dlouhotrvajici reakce, pfipadné s efektorovym vycerpanim reagujicich T lymfocyti (182, 183).
Tyto jednotlivé stavy se pak projevuji ve schopnosti T lymfocytl reagovat pouze produkci
jednoho cytokinu nebo komplexné polyfunkéni cytokinovou odpovédi na pfitomnost CMV

antigenu (184). Dale jsme ukazali, ze 1écba kortikoidy vyznamné zvySuje riziko reaktivace
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CMV nezavisle na CMYV specifické T bunécné odpovédi. U nékterych pacientt, kteti byli 1éCeni
kortikoidy, i pfesto, Ze jsme u nich byli schopni detekovat CMV specifické T lymfocyty, doslo
k reaktivaci CMV.

Vysledky nasi prace tak umoziuji casnou identifikaci rizikovych pacientli s protrahovanymi
CMV reaktivacemi, u kterych je vhodné zalit s preemptivni terapii antivirotik. Zaroven
umoznuji identifikaci pacientli, ktefi jsou schopni tyto reaktivace vyfeSit spontdnné a
preemptivni terapie by u nich mohla byt odlozena. Tito pacienti tak nejsou vystaveni vedlej$im
toxickym efektim antivirotik a zaroven u nich muize dojit k lepSimu celkovému vyvoji
imunitnich funkci (185).

Vzhledem kpomérné¢ tuspéSné identifikaci rizikovych pacientd s protrahovanymi a
refrakternimi CMV reaktivacemi jsme se také zabyvali moznosti adoptivniho transferu CMV
specifickych T lymfocytl, jakozto alternativni mozZnosti terapie k podavani virostatik (186).
V laboratofich CLIP 2.1f UK jsme zavedli ve spolupraci s odd&lenim bunééné terapie UHKT
dvé metody selekce CMV specifickych T lymfocytd a zaroven jsme vytvotili vhodné schéma
pro testovani potencialnich darct CMV specifickych T lymfocytti. Vhodného darce jsme byli
schopni identifikovat pro 85 % naSich pacientdl, coZz umoziiuje pomérné Siroké vyuziti této
bunécéné terapie. Dokonce u dvou dospélych pacientl s protrahovanou CMV reaktivaci a
absenci CMYV specifickych bun¢k jsme provedli prevody CMV specifickych bunék od tietiho
(ptibuzného) darce bez dalSich klinickych komplikaci. I pfes kone¢ny pokles hladiny CMV
DNAémie je piinos k vyfeSeni reaktivace na takto limitovaném vzorku obtizné posoudit.
Adoptivni transfer virus specifickych bunék rozsifujeme i o dalsi viry (EBV, ADV) tak,
abychom mohli nabidnout tento terapeuticky ptistup SirSimu spektru pacientti. Bohuzel se stale
jedna o experimentalni terapii, ktera ma sice velky terapeuticky potencial, ale neni jednoduse
pouzitelna ve vSech transplanta¢nich centrech, 1 kdyZ existuji slibné pfistupy, které by to
v budoucnu mohly umoznit (187).

Pfi podrobnéjSim zkoumani prolifera¢nich odpovédi CMV specifickych bunék na stimulaci
CMV peptidy v kombinaci s detekci ICS jsme identifikovali populaci T lymfocytl, ktera
v reakci na stimulaci antigenem proliferuje, ale neprodukuje zadny z vySetfovanych cytokini.
Tato skuteCnost mize byt vysvétlena nespecifickou aktivaci téchto bun€k v pfitomnosti
cytokinového prostiedi specifickych bun¢k (bystander aktivace) (188), nebo se miize jednat
zatim o neznamy funk¢ni typ bunék, které mohou hrat roli pfi kontrole CMV reaktivace. Z toho
vyplyva, ze pro plné porozuméni této komplexni otdzce je nutné pouzit panely a metody s jesté

vétsim obsahem parametrti.
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Abychom ziskali co nejpodrobnéjsi informaci o pribéhu rekonstituce imunitniho systému,
rozhodli jsme se pro zavedeni metody hmotnostni cytometrie, kterd umoznuje detekci az 50-ti
znaki soucasné€ na jedné buiice. Zaroveil se ale jedna o metodu vyrazné pomalejsi a s dal§imi
limity (absence nastaveni prahu detekce a absence detekce rozptyleného svétla v pfimém a
boc¢nim sméru) (111). Bylo proto nutné zavést novou metodu ptipravy vzorki pomoci CD81+
imunoafinitni chromatografie (CD81+ T-Catch™) k ziskani ¢istSich bunéénych suspenzi, ¢imz
jsme dokézali cely proces akvizice vzorku zkratit v priméru 2,4krat oproti vzorkiim
pfipravovanym pomoci izolace pies hustotni gradient Ficoll-Paque™. Dalsi vyhodou bylo
snizeni mnozstvi kontaminujicich populaci a to jak volnych, tak navazanych na cilové buiky.
Jedinou nevyhodou metody CD81+ T-Catch™ tak byly kvantitativné nizsi vytézky oproti
izolaci pfes hustotni gradient. Obecné je velkou vyhodou imunoafinitnich metod to, Ze
v piipad¢ potieby lze nahradit selekéni znak CDS81 jinym (naptiklad CD19, CD45) nebo
izolovat bunky v sériové selekci, kdy lze postupné pomoci nékolika znakl (naptiklad CDS,
CD62L) izolovat vSechny pamét'ové CD8+ T lymfocyty.

Pti analyzach dat z hmotnostni cytometrie jsme také zavedli nesupervidované analyzy vzorkd,
které nam pomohly identifikovat 18 piehlizenych nebo neznamych populaci bun¢k a umoznily
nam tak maximalni zisk informaci z naseho panelu. Je sice pravda, Ze ani tyto nesupervidované
analyzy se nakonec neobejdou bez finalni expertni analyzy, ale i zjednoduseni desitek dimenzi
do dvou je vyznamné ulehceni pii hledani specifickych bunéénych populaci (189), které se
ukdzalo byt uzite¢né i v datovych souborech s 6-ti fluorescen¢nimi parametry.

Odlisnou roli CMV specifické T bunééné imunity jsme ukazali u pacientl po transplantaci
ledviny, kdy se zd4, Ze pritomnost CMV specifickych klona hraje roli pfi akutni rejekei Stépu.
Pomoci repertodrové analyzy predtransplantacnich vzorkl T lymfocytt proliferujicich v reakci
na pfitomnost alo nebo CMV antigenii jsme byli schopni identifikovat nékolik klonii zki{iZzené
reagujicich na oba antigeny. Tyto klony jsme pak byli schopni identifikovat dokonce 1
v bioptickych vzorcich ledvin, kdy vyssSi frekvence zktizené reagujicich klonti odpovidaly
CMV asociované T bunécné akutni rejekci S§t€pu. Ukazujeme tak, ze CMV specifické klony
T lymfocyti mohou hrat vyznamnou roli pfi rejekci Stépu, pokud jsou T lymfocyty vystaveny
chronickému antigennimu stimulu, jak uvadi i dalsi studie (190, 191). Alo zkiiZen¢ reagujici
T lymfocyty pies stejné TCR byly popsany u EBV, CMV, varicella-zoster viru a u viru chiipky
typu A (192, 193). Nase data ovSem poprvé ukazuji vyskyt téchto zkiizené reagujicich klonii
Jiz v ptedtransplantacnich vzorcich periferni krve a v bioptickych vzorcich ve fazi rejekce.

Z téchto dat je tedy patrné, Ze pro omezeni rejekci transplantovanych ledvin je vhodné casné
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potlaceni CMV reaktivace nejenom pro prevenci rozvoje CMV nemoci. V téchto ptipadech se
zda byt rovnovéha mezi antivirovou a imunosupresivni lé¢bou velmi dulezita.

V ramci této dizertacni prace jsem se také vénoval ex vivo testovani novych vysoce afinitnich
binderti IL-23R a IL-23p19. Tyto bindery byli vytvoteny podobn¢ jako bindery IFNy (194). Pro
potieby testovani jsme vyvinuli specificky test, kdy PBMC builkky nechdvame tfi dny
proliferovat v reakci na nespecifickou anti-CD3 stimulaci za pfitomnosti Th17 stimulujiciho
cytokinového prostiedi (IL-23 a IL-2). Tato metoda nam umoznila sledovat imunosupresivni
efekt té€chto binderti jednak pii kompeti¢ni vazbé na IL-23R podjednotku IL-23 receptoru, ale
1 pfi inhibiéni vazbé na pl9 podjednotku IL-23 samotného. Vysledkem bylo omezeni
proliferace Th17 bunck s riznou uspéSnosti nejspiSe v zavislosti na afinit¢ jednotlivych
binderd. Prokézali jsme tak imunosupresivni vliv na Th17 bunky a potvrdili jsme, ze tyto
bindery slouzi jako antagonisté IL-23 receptoru a IL-23 samotného. Upln& poprvé jsme tak
ex vivo prokdzali imunosupresivni funkci ABD derivovanych bindert. Tyto unikéatni bindery
by tak mohly byt dale vyuzity jako terapeutika pti 1€cbé psoriazy, jelikoz jejich mala velikost
(5 kD ABD doména) potencialné umoziuje pouziti v 1é¢ivech, které penetruji ktizi.

Touto praci jsem se snazil ukdzat vyznam mnohaparametrického sledovani imunitniho systému
na urovni jednotlivych bunék na ptikladech pacientli po HSCT, které i nadale v laboratofich
CLIP rozvijime. Ilustroval jsem, jaké jsou moznosti klinického vyuziti téchto vysledkt a jak se
daji tyto poznatky dale transformovat do bunécnych terapii. Diky spolupraci s kolegy z Institutu
pro klinickou a experimentalni medicinu se nam pak podafilo ukazat i negativni stranu
T buné¢né imunity, a jesté vice tak demonstrovat rozmanitost funkci imunitniho systému. Diky
zkuSenostem, které jsem postupné nabyl, jsme pak mohli vyvinout metodu pro testovani novych
klinicky uzite€nych imunosupresivnich bindert.

Z ptedlozenych vysledkt je ziejmé, ze pro dalsi pokroky v imunologii je potieba ovladat celou
fadu dovednosti na vysoké urovni, coz neni jednoduché obsahnout v ramci jednotlivce a je tedy
potieba nové vyzvy fesit v tymu. Jsem rad, Ze jsem mohl v nékolika takovych tymech pracovat

a doufam, ze tato dizertacni prace je toho dikazem.
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