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Abstrakt

Pandemie koronavirové nemoci 2019 (covid-19) vyvoland nové objevenym koronavirem
tézkého akutniho respiraéniho syndromu 2 (SARS-CoV-2) zplsobuje zavazné zdravotni
1 ekonomické problémy po celém svété. Zavaznost prubéhu onemocnéni covid-19 zavisi
pfedevSim na imunitni odpovédi organismu na SARS-CoV-2. Tento virus vyuzivd mnoho
mechanismu, kterymi dokdze uniknout hostitelskému imunitnimu systému. Mezi hlavni
unikové mechanismy patii potlaceni produkce interferoni v casné fazi infekce, vycerpani
piirozené cytotoxickych bunék a indukce cytokinové bouie. Po vrozené imunitni odpoveédi
se do boje s virem zapoji i mechanismy specifické imunity. Pacienti s vaZznym pribéhem
onemocnéni maji znaéné redukované mnozstvi jak pomocnych CD4" T lymfocytd, tak
cytotoxickych CD8" T lymfocytl. Oproti tomu hladina protilatek je u t&chto pacientli zvySena.
Ackoli se za rok od objeveni viru SARS-CoV-2 podafilo nalézt mnoho poznatki
o imunitnich reakcich vyvolanych timto virem, je zde stdle mnoho nezndmych. V kratké dobé
byly vyvinuty vakciny, které jsou tspé$né v prevenci covidu-19. Diilezitou otazkou dalsiho
vyzkumu vsak zlstava, jak dlouhodoba je imunitni pamét po vakcinaci ¢i po prodélani

covidu-19.
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Abstract

Coronavirus disease 2019 (COVID-19) pandemic caused by newly discovered Severe acute
respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) causes severe health and economic
problems all over the world. The disease severity depends mainly on the host’s immune
response to SARS-CoV-2. This virus uses many mechanisms for escape from the host’s
immune system. The major evasion mechanisms include suppression of interferon production
at the early phase of infection, exhaustion of natural killer cells and induction of a cytokine
storm. After the innate immune response, mechanisms of adaptive immunity join the defense
against the virus. Patients with severe cases have a significant reduction in the amount of both
helper CD4" T cells and cytotoxic CD8" T cells. On the contrary, these patients have
an increased level of antibodies. Even though there have been many findings about immune
reactions to SARS-CoV-2 in the year after its discovery, there are still many unknowns.
Vaccines, which are successful at preventing COVID-19, have been developed in a short time.
However, an important remaining question for further research is the longevity of immune

memory after vaccination or after suffering from COVID-19.
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1 Uvod

Vétsina lidskych koronavirit zpiisobuje pouze bézné nachlazeni. Oproti tomu koronavirova
nemoc 2019 (covid-19), vyvolana nove objevenym koronavirem té¢zkého akutniho respiracniho
syndromu 2 (SARS-CoV-2), je zdvazné onemocnéni, které se rychle rozsitilo po celém svéte.
Zacatkem kvétna 2021 bylo evidovano ptes 150 milionti ptipadd covidu-19 a ptes 3 miliony

umrti, pri¢emz tyto pocty stale nartstaji.

Jakmile organismus rozpoznd virus, spusti sérii obrannych reakci. Jako prvni reaguji bunky
vrozené imunity, které nasledné aktivuji specifickou imunitni odpovéd’. Virus se tedy snazi
vyvinout takové mechanismy, aby imunitni odpovédi hostitele unikl a mohl se Uspé$né
pomnozit. Proto je porozuméni témto imunitnim reakcim probihajicich po infekei virem SARS-

CoV-2 klicové pro predikci vyvoje covidu-19.

Cilem této bakalafské prace je shrnout dosud znamé poznatky o imunitnich reakcich
vyvolanych SARS-CoV-2 a popsat, kterymi metodami mohou byt detekovany. Dale
se zam¢fuje i na dlouhodobost imunity, ale protoze se SARS-CoV-2 §ifi v populaci jen pomérné
kratkou dobu, ptedklada informace o dlouhodobosti imunity i u pfibuznych koronavirt.
V zavéru se prace zamétuje na uplatnéni poznatkii popsanych imunitnich reakci ve vyvoji lé€iv

a vakein.

2 SARS-CoV-2

2.1 Charakteristika

Celed’ Coronaviridae, do které se fadi SARS-CoV-2, je skupina obalenych virt, jejichz genom
tvofi jednovldknova RNA (ssRNA) s pozitivni polaritou a velikosti 26-32 kb (Masters and
Perlman 2013). Prvni lidsky koronavirus (HCoV), zprvu pojmenovany B814, byl izolovan
v roce 1965 (Tyrrell and Bynoe 1965). V soucasnosti je znamo sedm HCoV. VSechny se fadi
bud’ do rodu Alpha- nebo Betacoronavirus. Ctyfi z nich, HCoV-229E, HCoV-OC43, HCoV-
NL63 a HCoV-HKU1 zpusobuji nachlazeni (Masters and Perlman 2013). Dalsi tfi mohou
zpusobit smrtelné onemocnéni. V roce 2003 byl jako ptivodce tézkého akutniho respira¢niho
syndromu (SARS) identifikovan virus SARS-CoV (Ksiazek et al. 2003), ktery
se roz$ifil do 26 zemi svéta, zplsobil 8 096 znamych piipadi SARS a 774 umrti
(https://www.who.int/publications/m/item/summary-of-probable-sars-cases-with-onset-of-
illness-from-1-november-2002-to-31-july-2003). V Saudské Arabii byl roku 2012 vyizolovan
virus MERS-CoV zptsobujici blizkovychodni respira¢ni syndrom (MERS; Zaki et al. 2012),



kterym se k lednu 2020 nakazilo 2519 lidi a 866 znich zemfelo
(http://www.emro.who.int/pandemic-epidemic-diseases/mers-cov/mers-situation-update-

january-2020.html).

Koncem prosince 2019 byl ve Wu-chanu z bronchoalveolarni tekutiny pacientti se zapalem plic
vyizolovan novy koronavirus, nejprve pojmenovany jako 2019-nCoV. Sekvenaci genomu
kombinaci metod Illumina a nanoporového sekvenovani bylo zjisténo, ze jeho struktura
odpovidd rodu Betacoronavirus (Zhu et al. 2020a). Ukéazalo se, ze 2019-nCoV sdili
88% sekvencni podobnost s netopyifimi koronaviry, zhruba 79% sekvencni podobnost
se SARS-CoV a zhruba 50% sekvencni podobnost s MERS-CoV (Lu et al. 2020). Proto byl
11.Gnora 2020 Mezindrodnim vyborem pro klasifikaci virt  pfejmenovan
na SARS-CoV-2 (https://www.who.int/emergencies/diseases/novel-coronavirus-
2019/technical-guidance/naming-the-coronavirus-disease-(covid-2019)-and-the-virus-that-
causes-it). Virion je sféricky a jeho pramér se pohybuje od 60 do 140 nm (Obrazek la;
Zhu et al. 2020a). Genomova RNA viru SARS-CoV-2 je 29,9 kb velka a obsahuje 5° ¢epicku,
3¢ polyadenylovany konec, 5¢ a 3° neptekladané oblasti (UTR), oteviené Cteci rAmce la a 1ab
(ORFla, ORFlab) a geny pro ctyii strukturni proteiny, spike (S), obalovy (E), membranovy
(M) a nukleokapsidovy (N) a doplinkové proteiny (Obrazek 1b; Chan ef al. 2020).

(a) (b)

. s 5' UTR 3 Ut
protein S — — - 1
( n H ORFla
strukturni proteiny
. |
protein N :
Sl (-
proteinM — “mill -
7 8
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virova RNA

Obrazek 1: Struktura virionu a genom viru SARS-CoV-2. (a) Virion viru SARS-CoV-2 obsahuje ssRNA asociovanou s proteinem N
a proteiny S, M, E asociované s obalem. (b) Genom viru SARS-CoV-2 se sklada z 5° a 3 UTR, ORFla a ORFlab, strukturnich
proteinii S, M, E, N a doplnkovych proteinit ORF3a, ORF6, ORF7a, ORF7b, ORFS, ORF10. Prevzato a upraveno podle Amor,
Blanco, and Baker (2020).
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2.3 Zivotni cyklus
2.3.1 Vstup do bunky

U koronavira je vstup do hostitelské¢ buinky zprosttedkovan proteinem S, ktery vytvari
homotrimer. Kazda ze tii shodnych podjednotek se skldda z extracelularni N-terminalni
domény, transmembranové domény a kratké intracelularni C-terminalni domény. K aktivaci
proteinu S je potieba hostitelsky enzym transmembranova serinova protedza 2, kterd Stépi
extracelularni N-terminalni doménu na dvé podjednotky S1 a S2 (Hoffmann ef al. 2020).
Podjednotka S1 se sklada z N-terminalni domény a domény vazajici receptor (RBD). Jeji funkci
je rozpoznat hostitelsky receptor enzym konvertujici angiotenzin 2 (ACE2). Podjednotka S2,
kterd obsahuje konzervovany flzni peptid, heptadové repetice 1 (HR1) a 2 (HR2),
transmembranovou doménu a cytoplazmatickou doménu, je velmi konzervovana. Sdili 99%
sekvenéni podobnost s podjednotkou S2 viru SARS-CoV (Chan et al. 2020). Rozpoznani
ACE?2 zptisobi interakci HR1 a HR2 a vznikne svazek Sesti alfa-helixi, ktery zprosttedkuje fazi
viru s hostitelskou buiikou (Xia et al. 2020).

2.3.2 RozmnoZeni viru

Po vstupu do bunky je virovda RNA uvolnéna a funguje jako informacni RNA (mRNA).
Hostitelskymi ribozomy jsou nejprve translatovany ORFla a ORFlab a vznikaji dva
replikdzové polyproteiny 1a a lab. Virové proteazy je §tépi na 16 nestrukturnich proteind (nsp).
Gao et al. pomoci kryoelektronové mikroskopie ukazali, ze nsp12, ktery se strukturné odliSuje
od nsp12 viru SARS-CoV, funguje spolu s kofaktory nsp7 a nsp8 jako RNA dependentni RNA
polymeraza (Gao et al. 2020). Replikace genomu probihd pres ssRNA s negativni polaritou,
ktera slouzi jako templat pro vznik genomové RNA a subgenomovych mRNA s pozitivni
polaritou. Ze subgenomovych mRNA jsou translatovany strukturni a doplitkové proteiny.
Genomova RNA se vaze na nukleokapsidovy protein a spolecné s dalSimi strukturnimi proteiny
je transportovana do pfechodného kompartmentu mezi endoplazmatickym retikulem a Golgiho
aparatem (ERGIC). V ERGIC dochazi ke slozeni virionu. Slozeny virion opousti hostitelskou

buiiku pomoci exocytozy.

2.4 Patogeneze

Onemocnéni zpusobené SARS-CoV-2 bylo oznafeno jako covid-19. Pfi zkoumdani délky
inkubaéni doby byl stanoven median na 5,1 dne, pficemzZ u 97,5 % nemocnych se ptiznaky
vyskytly do 11,5 dne (Lauer et al. 2020). Zavaznost onemocnéni je u pacientll rizna,
od bezptiznakové infekce po multiorgdnové selhdani a smrt, kterd nastdvd piedevSim

v souvislosti s rozvinutim syndromu akutni dechové tisné¢ (ARDS) vyvolané zapalem plic.
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2.4.1 Projevy
Ze studii soustiedicich se na projevy onemocnéni je patrné, ze mezi nejcastéjsi projevy se radi
horecka, kaSel, inava a dusnost. Mén¢ Casté jsou bolesti svalli nebo hlavy a nevolnosti

(srovnano v Tabulce 1).

Tabulka 1: Srovnani priznakii nemoci covid-19 z jednotlivych studii. Ve sloupcich 3-7 jsou uvedeny pocty pacientit s danymi
priznaky a procentualni vyjadreni poctu pacientit s danym priznakem k celkovému poctu pacientii z dané studie po zaokrouhlent
na celd procenta.

studie pocet horecka | kasel | unava | duSnost bolest bolest nevolnost
pacientii svalt hlavy
Guan et al. 1 099 975 745 419 205 164 150 55
2020 (89%) | (68%)  (38%)  (19%) | (15%) @ (13 %) (5 %)
Shi et al. 116 334 144 55 117 19 9 ]
2020 80%) | (35%) | (13%) @ (28 %) (5 %) (2 %)
Zhou et al. 101 180 151 44 ] 29 ] 7
2020 94%) | (79%) | (21 %) (15 %) (4 %)
Wang et al. 138 136 82 96 43 48 9 14
2020a (99%) | (59%) | (70%) @ (31%) | (35 %) (7 %) (10 %)
Chen et al. 82 81 31 11 8 1
2020 ” (83%) | (82 %) ) (B1%) | (11 %) (8 %) (1 %)

Ukazuje se, ze pohlavi hraje roli v zavaznosti onemocnéni covid-19. Napi. ve studii 168
zemfelych pacienti v Ciné bylo 126 z nich muzi (Xie et al. 2020). Vysvétleni této zavislosti
muze souviset s hladinou ACE2 v plazmé, ktera je u muzi vyssi nez u zen (Sama et al. 2020).
Hladinu ACE2 sniZuje u Zen pohlavni hormon estrogen (Liu et al. 2010). Pfesny mechanismus,
kterym by se souvislost mezi pohlavim a zavaznosti onemocnéni covid-19 dala objasnit, vSak

dosud nebyl popséan.

Mezi dal§imi faktory, které maji vliv na horsi pribéh onemocnéni a vyssi riziko umrti, byly
dosud popsany vk a dalsi chronické obtiZe jako je vysoky tlak, cukrovka ¢1 ischemické choroba
srdecni. Vztah mezi vy$§im v€kem a umrtnosti byl zaznamenan napt. ve studii z Italie, kde bylo
z 1 625 zemielych na covid-19 1 428 osob starSich 70 let (Onder, Rezza, and Brusaferro 2020).
Vliv onemocnéni srdce na mortalitu onemocnéni covid-19 dolozili Shi et al., kdy z 57

zemielych pacientd mélo 42 onemocnéni srdce (Shi et al. 2020).

Riznorodost pribéht a piiznakli onemocnéni souvisi také s variantami viru SARS-CoV-2,

které vznikaji pfirozenou schopnosti viru mutovat. Napfi. u 44 pacientil z 251 byla detekovana



delece 382 nukleotidl, ktera zpusobila zkraceni ORF7b a odstranéni transkripcné-regulacni
sekvence ORFS. Z nich bylo déale zkoumdno 29 pacienti, jejichz hodnoty byly porovnany
s 92 pacienty s béznou variantou viru. U pacientd s deleci byl pribéh mirnéjsi (srovnano
v Tabulce 2; Young et al. 2020). Byly vSak rozpoznany i mutace asociované s vaznym

prubéhem onemocnéni (Nagy, Pongor, and Gyorffy 2021).

Tabulka 2: Srovnani priznakii a projevii onemocnéni covid-19 u pacientii s deleci ORFS v genomu viru SARS-CoV-2 a u
pacientii s béznou variantou viru. Prevzato a upraveno podle Young et al. (2020).

Pacienti s mutaci Pacienti s béznou
Ptiznaky/projevy ‘

(n=29) variantou (n = 92)
horecka 17 (59 %) 72 (78 %)
dusnost 1 (3 %) 15 (16 %)
hypoxie vyzadujici terapii kyslikem 0 (0 %) 26 (28 %)
nutnost hospitalizace na jednotce
_ ‘ 0 (0 %) 15 (16 %)
intenzivni péce
smrt 0 (0 %) 2(2%)

Pro¢ delece ORFS pfispiva k mirnéjsSimu pribéhu onemocnéni zkoumali Zhang et al. Pomoci
hmotnostni spektrometrie hledali proteiny, které interaguji s proteinem ORF8. Zjistili, Ze ORF8
muze zprostfedkovavat transport hlavniho histokompatibilniho komplexu 1. tftidy (MHC I)
z endoplazmatického retikula do lysozomu, kde dochazi k jeho degradaci. Virus SARS-CoV-2
timto mechanismem unikd imunitnimu systému, protoze bez prezentace virovych peptidi
na povrchu molekul MHC I nemtizou cytotoxické T lymfocyty rozpoznéavat a degradovat virem

infikované bunky (Zhang et al. 2020).

2.4.2  Syndrom akutni dechové tisné

ARDS je akutni difizni zanétlivé poskozeni plic, které vede ke zvySené propustnosti plicnich
cév, nedostatenému okysliceni plicni tkdn¢ a zvySené hmotnosti plic v disledku hromadéni
edémové tekutiny ¢i krvaceni. Diagnostika syndromu se fidi berlinskymi kritérii. Ty zahrnuji
akutni respirani selhdni souvisejici s nedostatkem kysliku v arteridlni krvi, které neni
zpiisobeno srde¢nim selhanim, obtiZe pretrvavajici déle nez tyden nebo ndhlé zhorSeni stavu
a oboustranny otok plic (Ranieri et al. 2012). Wu et al. ukézali, ze k rozvinuti ARDS a jeho
tézkého pribéhu vedouciho ke smrti jsou nachylngjsi lidé s covidem-19 ve vysokém véku,
s vys$i hladinou neutrofilnich granulocytii, poruchou srazeni krve a nefunk¢nosti organi (Wu

et al. 2020).



3 Vrozena imunitni odpovéd’

3.1 Receptory

Pti kontaktu bunky s patogenem se nejprve aktivuje vrozena imunitni odpoveéd’. Pfitomnost viru
v hostitelské bunce je detekovana receptory rozpoznavajici molekularni vzory (PRR), které
rozpoznavaji molekuldrni vzory asociované s patogeny (PAMP) a molekularni vzory
asociované s poskozenim. Mezi vyznamné PRRs patti Toll-like receptory (TLR), RIG-I-like
receptory (RLR) a receptory obsahujici oligomerizacni doménu vazajici nukleotid (NOD-like

receptory, NLR).

3.1.1 TLRaRLR

Mezi TLR, které rozpoznavaji ssRNA, patii TLR7 a TLR8 (Heil et al. 2004). Tyto receptory
spousti signalni dréhu zavislou na adaptorové molekule myeloidni diferenciacni faktor 88, coz
vede k aktivaci nuklearniho faktoru kappa b, mitogenem aktivované proteinkinazy
a interferonovych regulacnich faktorti (IRF). Honda et al. zjistili, ze IRF7 aktivovany touto
kaskadou, je nezbytny pro indukci interferonové odpovédi (Honda et al. 2005). Pomoci
bioinformatické analyzy na virech SARS-CoV-2 a SARS-CoV bylo zjisténo, Ze genom SARS-
CoV-2 obsahuje vice ssSRNA fragmentl nez genom SARS-CoV. Z toho vyplyva, ze imunitni
odpoveéd’ vyvoland touto cestou je siln€js$i u viru SARS-CoV-2 (Moreno-Eutimio, Lopez-

Macias, and Pastelin-Palacios 2020).

Dalsi receptory z rodiny TLR rozpoznavaji virové glykoproteiny. Na n€ byla zaméfena studie
in silico vyuzivajici molekularniho dokovani, ktera zkoumala interakce mezi proteinem S viru
SARS-CoV-2 a riznymi TLR. Bylo ukazéano, ze protein S ma nejvétsi afinitu k TLR1, TLR4
a TLR6, pficemz nejsilnéji interaguje s TLR4 (Choudhury and Mukherjee 2020).

Receptory diferenciacni protein asociovany s melanomem 5 (MDA-5) a RNA helikdza LGP2
zrodiny RLR rozpoznavaji dsRNA, kterd vznikd jako intermedidt pii replikaci a transkripci

viru SARS-CoV-2 (Yin et al. 2021).

3.1.2 NLR

NLR jsou cytosolické PRR, které pii rozpoznani PAMP formuji proteinovy komplex zvany
inflamazém. Doplinkovy protein ORF3a viru SARS-CoV-2 aktivuje NLR obsahujici pyrinovou
doménu 3 (NLRP3; Rodrigues ef al. 2020, Xu et al. 2020). NLRP3 inflamazom se sklada
z receptoru NLRP3, proteinu asociovaného s apoptdzou obsahujiciho C-koncovou kaspdzovou

rekrutacni doménu (ASC) a kaspazy 1.



Kaspaza 1 je aktivovana proteolytickym Stépenim a umoziuje sekreci prozanétlivych cytokini
interleukinu 1 beta (IL-1P) a interleukinu 18 (IL-18) aktivaci jejich neaktivnich prekurzori.
Kaspaza 1 také Stépi protein gasdermin D, coz vede kindukci pyroptozy a sekreci

maturovaného IL-1B (He et al. 2015).

Pro uspésné pomnozeni viru v hostiteli jsou nezbytné mechanismy uniku pifed hostitelskym
imunitnim systémem. Konkrétné u viru SARS-CoV-2 bylo ukazano, ze dva nestrukturni
proteiny, nspl a nspl3, brani aktivaci kaspazy 1 a zaroven inhibuji aktivaci NLRP3

inflamazému (Kim, Kim, and Song 2021).

3.2 Interferony

Interferony (IFN) jsou dulezité cytokiny, které byly objeveny v souvislosti s jejich antivirovou
aktivitou (Isaacs and Lindenmann 1957). V soucasnosti jsou znamy tfi typy IFN (IFN-I,
IFN-II a IFN-III). Mezi lidské IFN-I patii IFN-a, IFN-B, IFN-¢, IFN-k a IFN-o, IFN-II ma
jediného zastupce IFN-y a mezi [FN-III se fadi IFN-A1, IFN-A2, IFN-A3 a IFN-A4.

Ihned po rozpoznani virové infekce PRR jsou vSak produkovany pouze IFN-I a IFN-III, které
signalizuji prostfednictvim heterodimernich receptorti. U IFN-I se jednd o receptor IFNAR
sloZzeny z podjednotek IFNAR1 a IFNAR2 a IFN-III jsou rozpoznavany receptorem IFNLR
tvofenym podjednotkami IFNLR1 a IL10-Rp. Oba receptory vyuzivaji shodnou signalni drahu,
ve které Janusova kinaza 1 (JAK1) a tyrosinova kindza 2 (TYK?2) fosforyluji transkripéni
faktory pfenaSec signalu a aktivator transkripce 2 (STAT2) a STATI, které spole¢né s faktorem
IRF9 tvofi heterotrimerni komplex genovy faktor 3 stimulovany interferonem (ISGF3)
spoustéjici v jadre transkripci genil stimulovanych IFN (ISG; Obrazek 2; Lazear, Schoggins,

and Diamond 2019).

3.2.1 Exprese IFN-I a IFN-III

Blanco-Melo et al. zkoumali, jak na infekci virem SARS-CoV-2 reaguji lidské bronchialni
epitelialni bunky. Zjistili, Ze v bunikach chybi exprese IFN-I 1 IFN-III, ale zaroven jsou silné
exprimovany chemokinovy ligand 20 s motivem C-C (CCL20), chemokinovy ligand 1
s motivem C-X-C (CXCLI), CXCL3, CXCLS5, CXCL6, CXCL2, CXCLI16, IL-1B, IL-6,
a faktor nadorové nekrozy (TNF) zplisobujici silnou zadnétlivou odpovéd’. Nepiitomnost INF-I
1 IFN-III a zvySené hladiny jinych cytokint a chemokint prokazali i pii studiu séra 24 pacientil

s covidem-19 (Blanco-Melo et al. 2020).
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Obrazek 2: Signalni drahy INF-1 a IFN-1I1. IFN-I je rozpoznavan podjednotkami IFNARI a IFNAR2 a IFN-III je rozpoznavan
podjednotkami IL-10Rf a IFNLRI. JAKI a TYK? fosforyluji transkripcni faktory STAT2 a STATI, které spolecné s IRF9 tvori
heterotrimerni komplex ISGF3, ktery po presunu do jadra aktivuje ISG. Prevzato a upraveno podle Lazear, Schoggins, and
Diamond (2019).

Detailné&ji se IFN-I zabyvali Hadjadj et al., ktefi dosli k trochu odlisnym vysledkiim. Provedli
transkriptomickou analyzu bilych krvinek z periferni krve u 50 pacientl s covidem-19. Mezi
50 pacienty byly rovnomérné zastoupeny vsSechny varianty pribéhi onemocnéni (30 %
pacienttll s lehkym az sttednim, 34 % pacientl s vaznym a 36 % s kritickym prib€hem). Ackoli
u kriticky nemocnych pacientli odhalili zvySenou expresi genti ti€astnicich se JAK-STAT drahy
(IFNARI1, JAKI1, TYK?2), exprese ISG indukovana touto signalni kaskaddou byla vyrazné
snizena. Hodnota koncentrace proteinu IFN-o byla sniZzena v séru pacientl s kritickym
prubéhem, zatimco piitomnost IFN-B nebyla zjiSténa ani u jednoho pacienta (Hadjadj et al.

2020).

Galani et al. provedli obsahlou studii, ve které pomoci enzymové imunosorbentni analyzy
(ELISA) a multiplexové analyzy Luminex detekovali cytokiny a chemokiny ze sér pacientl
ziskanych v predem danych Casovych intervalech. U 32 pacientli byly béhem prvnich 6 dni po
objeveni ptiznakli onemocnéni produkovéany prozanétlivé cytokiny a chemokiny CCL3, IL-6,

IL-8, IL-10, TNF. Teprve az za 7-10 dni po prvnich ptiznacich byly detekovatelné hladiny



IFN-a a IFN-A, pficemz hodnota IFN-A byla vyssi u kriticky nemocnych pacientl. Ale zaroven
bylo u téchto pacientli pfitomno v respiracnim traktu méné virovych ¢astic. Dokonce ti, kteti
m¢éli vy$$i hodnotu IFN-A nez IFN-a, byli hospitalizovani na jednotce intenzivni péce (JIP) po
krat$i dobu (Galani et al. 2021). Ukazali tak, ze produkce IFN v reakci na infekci SARS-CoV-

2 neni okamzitd, jak se ptredpovidalo, ale nastava az po silné zanétlivé odpovédi.

Za zpozdénou produkci IFN jsou zodpovédné proteiny kdédované v genomu viru
SARS-CoV-2. Konkrétné proteiny nspl3, nspl4, nspl5 a doplitkovy protein ORF6 byly
detekovany jako silné inhibitory produkce IFN (Yuen et al. 2020). Mu et al. ukazali,
ze strukturni protein N inhibuje fosforylaci transkrip¢nich faktortt STAT1 a STAT2, ¢imz také
brani produkci IFN (Mu et al. 2020).

3.2.2  Odlisnosti od viru SARS-CoV

Chu et al. ve své ex vivo studii odebrali dobrovolnikim vzorky plicni tkang, které infikovali
viry SARS-CoV a SARS-CoV-2 a porovnali, jak se od sebe li$i infekce vyvolané témito viry.
Ackoli virus SARS-CoV-2 generoval z plicni tkané 3,2krat vice infekcnich ¢astic nez virus
SARS-CoV, vrozena imunitni odpovéd’ byla slabsi. Infekce virem SARS-CoV se projevila
zvySenymi hodnotami IFN-I, IFN-II 1 IFN-III, oproti tomu u viru SARS-CoV-2 nebyly
detekovany zvySené hladiny ani u jednoho typu IFN. Co se ty¢e jinych cytokinii a chemokint,
vyhodnocovali expresi 4 klicovych prozanétlivych cytokinii a 9 chemokint. U viru SARS-CoV
detekovali zvySenou expresi u 11 znich, zatimco u SARS-CoV-2 byla zvySend exprese

detekovana pouze u CCL2, CXCL1, CXCL5 a CXCL10 (Chu et al. 2020).

3.3 Cytokinova boure

Poprvé bylo oznaceni cytokinovéd boufe zminéno v souvislosti s poSkozenim tkané pfii reakci
Stépu proti hostiteli (Antin and Ferrara 1992). Jedna se o jev, pii kterém dochazi k agresivni
imunitni odpovédi a nahlému uvolnéni velkého mnoZstvi zanétlivych cytokint. Cytokiny
Ucastnici se této reakce jsou nejcastéji IL, TNF a IFN. ZvySeni hladiny cytokinli zpisobi
aktivaci makrofagli a dalSich imunitnich bunék v misté infekce, coz vede k rozvoji zanétu
a poskozeni tkani. Protoze byla cytokinova boufe pozorovéana u pacienti se SARS (Huang et
al. 2005), predpokladalo se, Ze by mohla souviset i s vaznym priabéhem nemoci covid-19.
Huang et al. provedli rozbor plazmy u 41 hospitalizovanych pacientl s covidem-19 a téZkym
zapalem plic. Hladiny IL-1p, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IFN-y, TNF-0, CCL2, CCL3, CXCL10,
faktoru stimulujiciho kolonie granulocytti (GCSF) a dalSich cytokinii byly zvySené bez ohledu

na nutnost hospitalizace na JIP, pfi¢emz pacienti vyzadujici péci na JIP m¢li vys$si hladiny



IL-2, IL-7, IL-10, GCSF, CCL2, CCL3, CXCL10 a TNF-a nez pacienti s mirngj$im prabé¢hem
onemocnéni (Huang et al. 2020). Dalsi studie na 126 pacientech s covidem-19 (111
s normalnim pribé¢hem covidu-19, 16 s vaznym pribéhem) ukazala, ze hladiny IL-6, IL-10 a
IFN-y byly vyznamné vy$si u skupiny pacientii s vaznym prubéhem covidu-19 nez u pacienti
s normalnim pribéhem onemocnéni (Zhu et al. 2020b). Z uvedenych vysledka vyplyva, ze

cytokinova boufe uzce souvisi s hor§im pribéhem covidu-19.

3.4 NK buiiky

Ptirozené cytotoxické buiiky (NK) jsou dilezitou soucasti vrozené imunitni odpovédi. NK
bunky jsou aktivovany celou fadou cytokind, jako naptiklad IL-2, IL-12 a IL-15 (Vitale et al.
2002) a IFN-I (Gidlund ef al. 1978). Jednim z markerti pro detekci NK bunék je CD56. NK

bufiky, které tento povrchovy antigen exprimuji vice, se ozna¢uji jako CD56eht

a jejich funkci
je produkovat prozanétlivé cytokiny. Jako CD56%™ NK buiiky se oznacuji ty, které CD56

exprimuji méné a maji hlavné cytotoxickou funkci (Jacobs et al. 2001).

Wilk et al. osekvenovali pomoci sekvenovani transkriptomt v jednotlivych buiikach (scRNA-
seq) PBMC ziskané od 7 hospitalizovanych pacientii s covidem-19, z nichz 4 m¢li ARDS, a od
6 zdravych jedincl. Celkové osekvenovali 44 721 bunék, coz odpovidd v priméru 3 194
bufikdm na vzorek. Na zdkladé exprese markeru CD56 zjistili, Ze hladiny CD56"€" NK buné&k
byly niz$i u vSech pacientli s covidem-19 bez ohledu na zavaznost onemocnéni. Zatimco
hladiny CD56%™ NK bunék byly snizené hlavné u pacientii s vaznym priibéhem. Déle zjistili,
ze NK buiky neexprimovaly vyrazné mnozstvi prozanétlivych cytokind, coz odpovida

snizenému mnozstvi CD56€" NK bunék (Wilk et al. 2020).

NK bunky jedincli infikovanych SARS-CoV-2 vykazovaly siln€j$i expresi inhibi¢niho
receptoru NKG2A nez NK bunky zdravych jedincli. Soucasné u pacientii s covid-19 naméfili
Zheng et al. niz8i hodnoty membranového proteinu 1 asociovaného s lysozomem (LAMPI),
IFN-y, IL-2 a TNF-a produkovanych NK buiikami nez u zdravych jedincii. Vybranych
5 pacientli podrobili antivirové terapii. Ukézalo se, Ze po 1écbé doSlo ke zvySeni poctu NK
bun¢k, pticemz klesl pocet NK bunck exprimujicich receptor NKG2A (Zheng et al. 2020).
Zda je sniZzeni NK bungk v periferni krvi zptisobeno jejich pfesunem do mista infekce, nebo

zda podléhaji bunécné smrti zatim neni znamo.
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4 Specificka imunitni odpovéd’

Spravné regulovana specificka imunitni odpovéd’ je pro organismus klicova k uspéSnému
zvladnuti infekce. Mechanismy specifické imunitni odpovédi, které rozpoznavaji a reaguji
na cizorodé molekuly, d€lime na bunécné a humordlni. Bunééné mechanismy jsou
zprostiedkovany T lymfocyty a humordlni jsou zalozené na protilatkach produkovanych

B lymfocyty.

4.1 Imunitni odpovéd’ T bunék

Klasifikace T lymfocytl je znacné slozita. V této praci se budu vénovat T lymfocytim, které
exprimuji molekuly CD4 (koreceptor lidského leukocytarniho antigenu 2. tfidy; HLA II) nebo
CDS8 (koreceptor HLA 1). Z virové specifickych CD4" T bunék mohou vznikat napf. pomocné
T buniky 1 (Thl) nebo folikularni pomocné T buniky (Tth). Thl bunky produkuji IFN-y a maji
tak antivirovy ucinek (Braun et al. 2020). Funkci Tth bun¢k je poméhat B bunkam tvofit
protilatky (Schaerli et al. 2000). Béhem infekce SARS-CoV-2 jsou produkovany cirkulujici
Tth bunky (Meckiff et al. 2020) rozpoznavané pomoci chemokinového receptoru 5 s doménou
CXC (CXCRS), ktery se vyskytuje na jejich povrchu (Schaerli et al. 2000). Jejich tvorba

je asociovana s mirnym pritbéhem nemoci covid-19 (Rydyznski Moderbacher et al. 2020).

U CD4" T bunék byla zaznamenana exprese cytokinu IL-22 (Rydyznski Moderbacher et al.
2020), ktery hraje dulezitou roli pfi regulaci zanétu a obnové plicni tkané (Besnard ef al. 2011,
Simonian et al. 2010). Z CD8" T bunék vznikaji hlavné cytotoxické T buiiky, jejichz hlavni
schopnosti je zabijet infikované buiiky (Resch and Fischer 1971).

4.1.1 Specificka odpovéd CD4" a CD8" T bunék

Casto pouzivanou metodou k identifikaci a kvantifikaci odpovédi CD4" T bunék je analyza
pomoci markerti indukovanych aktivaci (AIM). Jedna se o metodu znacCeni vzorku
pro prutokovou cytometrii, ktera je zavisla na markerech indukovanych T-bunéénymi receptory
(TCR) jako napt. diferenciacni antigen 25 (CD25) nebo receptor 4 z nadceledi TNF (OX40;
Havenar-Daughton et al. 2016).

K detekci odpovédi CD4" T bunék na infekci virem SARS-CoV-2 vyuzili Grifoni et al.
mononukledrni buiiky ziskané z periferni krve (PBMC) 10 pacientii vylécenych z covidu-19
a pro porovnani i z 11 zdravych jedincti nevystavenych viru SARS-CoV-2. PBMC stimulovali
dvéma soubory nasyntetizovanych peptidd, znichz jeden obsahoval 253 piekryvajicich
se patnactimerd pokryvajicich cely protein S viru SARS-CoV-2 a druhy odpovidal vSem
predikovanym epitopim CD4" T bunék pokryvajicich zbytek proteomu. Vyuzili AIM metodu
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a jako markery zvolili OX40 a CD137. Odpovéd’ CD4" T bunék byla u viech 10 pacientil
s covidem-19 zaznamenana jak proti S proteinu, tak proti ostatnim virovym proteinim,

zejm. M, N, nsp3, nsp4 a ORF8 (Grifoni et al. 2020).

U stejnych vzorkd méfili Grifoni et al. také imunitni odpovéd’” CD8" T bunék a vyuzili kromé
AIM metody také ptistupu vnitrobunécného barveni cytokint (ICS). Pti ICS jsou detekovany
cytokiny, které jsou produkovany antigenné specifickymi T buiikami, podobné jako povrchové
proteiny u AIM. Oproti metodé AIM se ale pfidava inhibitor proteinového transportu,
aby nebyly cytokiny sekretovany ven z buiiky a bylo mozné je detekovat v buiikach (porovnano
v Obrazku 3; Gupta and Maecker 2015). Metodou AIM s markery CD69 a CD137 bylau 70 %
pacientl s covidem-19 detekovana specifickd imunitni odpovéd’ CD8" T bungk, pficemZ u
vétSiny z nich byla ICS analyzou prokazana produkce IFN-y. Z téchto bunék navic vétSina

produkovala jesté¢ 1 TNF-a (Grifoni ef al. 2020).

Tarke et al. se ve své studii blize zabyvali, kterymi konkrétnimi antigeny a jejich epitopy
je vyvolana odpovéd CD4" a CD8" T bunék. Vzorky PBMC ziskané z 99 pacientt s covidem-
19 stimulovali 1925 rGznymi peptidy pokryvajicimi cely proteom viru SARS-CoV-2
a analyzovali jejich reaktivitu pomoci AIM s kombinaci markertit OX40 a CD137 pro CD4" T
buiiky a CD69 a CD137 pro CD8" T buiiky. Celkové identifikovali 280 epitopt CD4" T bunék
a 523 epitopi CD8" T bunék. 83 % odpovédi CD4" T bunék sméfovalo proti 9 virovym
proteiniim (sefazeno sestupné podle frekvence odpovédi: S, M, N, nsp3, ORF3a, nsp12, nsp4,
nsp13 a ORFR), pficemz u kazdého jedince CD4" T buiiky rozpoznaly v priméru 3,2 virovych
antigen®l a na jeden antigen bylo rozpoznano 5,9 epitoptt CD4" T bunék. U CD8" T bungk
smétovalo 81 % jejich odpovédi proti 8 virovym proteintim (sefazeno sestupné podle frekvence
odpovédi: S, nsp3, N, M, ORF3a, nsp4, nspl2, nsp6), pfi¢emz CD8" T buiiky rozpoznaly
u kazdého jedince primérné 2,7 virovych antigenil a na 1 antigen bylo rozpoznéno 1,6 epitopt

CD8" T bungk. (Tarke et al. 2021).

12



AIM ICS

1. Pfiprava vzorku Oddéleni PBMC z celkové krve nebo rozmraZeni zamrazenych PBMC

2. Barveni . . .
barvené markery barvené cytokiny

“CD)S

.CDZS
0Ox40
PDL1
by =
CD107a

CD8:!

M D19

#) co14 L p14

3. Analyza dat Analyza vzork( pratokovou cytometrii

Obrazek 3: Srovnani metod AIM a ICS. Po pripravé vzorkii dochdzi k barveni a analyze dat. Vlevo znaceno pomoci markerii
CD25 a OX40 indukovanych TCR. Vpravo oznacovani cytokinii IFN-y, TNF-o. a IL-2, které se po pridani inhibitoru
proteinového transportu hromadi uvniti T bunek. Prevzato a upraveno podle Flaxman and Ewer (2018).

4.1.2 Korelace s vékem a zavaznosti onemocneni covid-19

Uspé&sna odpovéd’ T bunék na novou infekci zavisi predevsim na rozmanitosti unikatnich TCR.
Qi et al. ukazali, ze s piibyvajicim vékem se rtznorodost TCR vyznamné snizuje. Pomoci
sekvenovani technologii Illumina osekvenovali knihovny skladajici se z komplementarnich
DNA k B-tetézci TCR (TCRB). K vypocteni riznorodosti TCRB, ktera zavisi na ndhodném
presmyku segmenti TCRB, vyuzili jen sekvence odpovidajici Va J segmentu TCRB.
U 4 jedinct ve véku 20-35 let detekovali 60-120 miliond riznych genii pro TCRB u CD4"
i CD8" T buné&k, zatimco u 5 jedinct ve v&ku 70-85 let nasli pouze 8-57 miliont téchto gent

(Qietal 2014).

Jak odpovéd CD4" a CD8" T bunék na vir SARS-CoV-2 souvisi s vékem a zavaznosti
covidu-19 zkoumali Rydyznski Moderbacher ef al. Pomoci metody AIM analyzovali imunitni
odpovéd CD4" a CD8" T bunek a zjistili, ze koordinace odpovédi téchto bun&k na vir
SARS-CoV-2 je zna¢né€ naruSena u pacientt ve veéku 65 let a starSich. Korela¢ni analyzou dale
zjistili, Ze nizka frekvence CD4" a CD8" T bunék koreluje s vékem a zavaznosti onemocnéni.

Nizké procento naivnich CD8" T bunék v PBMC souviselo s t€Z§im prib&éhem nemoci
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covid-19 jak u 15 pacientt jiz vyléCenych, tak u 24 pacientl prodélavajicich akutni infekci od
mirného pribéhu po fatalni, zatimco procento naivnich CD4" T bunék souviselo s rozvojem

tézSiho priabéhu onemocnéni pouze u akutnich pacienti (Rydyznski Moderbacher ef al. 2020).

Kulickovou analyzou cytokint, pii které jsou protilatky specifické pro jednotlivé cytokiny
navazany na kulickach misto na kultivacni desticce, jako je tomu u testu ELISA, dale zkoumali
markery leukocytt v periferni krvi. U 24 pacientii s vaznym prabéhem byly zvySené hodnoty
markert CXCL10, IL-8 a IL-6, pficemz mnozstvi CXCL10 bylo nepiimo timérné k mnozstvi
CD4" a CD8" T bungk specifickych pro SARS-CoV-2. CXLC10 by tak mohl byt markerem
snizené odpovédi CD4" a CD8" T bunék u pacientti s vaZznym prib&hem covidu-19 (Rydyznski

Moderbacher et al. 2020).

Sekine et al. ve své praci charakterizovali pomoci pritokové cytometrie fenotyp specifickych
T bunék u pacientl s vaznym prabéhem covidu-19 a u pacientli v rekonvalescenci. K detekci
CD8" T bun&k specifickych pro predikované epitopy viru SARS-CoV-2 vyuzili tetramery
HLA 1. Casna specificka odpovéd CD8" T bun&k byla charakterizovana expresi proteinu
Ki-67 (Sekine et al. 2020), ktery se vyuziva jako marker proliferujicich bunék (Gerdes et al.
1983), expresi aktivacnich molekul CD38, receptoru HLA-DR, inhibi¢nich receptori proteinu
programované bunééné smrti 1 (PD-1) a imunoglobulinu T buné€k obsahujici mucinovou
doménu 3 (TIM3) a také cytotoxickych molekul granzymu B a perforinu. Oproti tomu v dobé
rekonvalescence byly CD8" T buiiky charakteristické expresi molekul CCR7, CD127, CD45RA
a faktoru T bunék 1 typickych pro Casné diferencovanou imunitni pamét, zaroven exprese

CCR7 a CD45RA byla ptfimo timérna poctu dni od projeveni infekce (Sekine et al. 2020).

Enzymova imunoanalyza jednotlivych bunék (ELISPOT) se pouZiva pro kvantifikaci bunék
sekretujicich specifické cytokiny nebo protilatky. Principem této analyzy je kultivace bunék
na jamkovych destickach potazenych specifickou protilatkou, kterd zachytdva cytokiny
sekretované témito buitkami. Zachycené cytokiny jsou poté oznaceny detekcnimi protilatkami
a jednotlivé bunky produkujici cytokin jsou kvantifikovany enzymaticky (Czerkinsky et al.
1983). Touto metodou zkoumali Tan et al. produkci IFN-y ve 12 vzorcich PBMC bunék
stimulovanych epitopy SARS-CoV-2. Zjistili, Ze oproti pacientim s vaznym pribéhem
covidu-19 je u pacientll smirmnym pribéhem onemocnéni vysokd frekvence bunck
produkujicich IFN-y jak v casné fazi onemocnéni (1-15 dni po projeveni piiznaki), tak
v pozd¢jsi tazi mezi 15. a 30. dnem po objeveni ptiznaki (Tan ef al. 2021). Oproti tomu Wilk
et al. ve vzorcich PBMC od 7 hospitalizovanych pacientii neobjevili pomoci scRNA-seq
vyznamnou expresi prozanétlivych cytokinti (Wilk et al. 2020).
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S covidem-19 je také spojen patologicky efekt zvany lymfopenie, pti kterém dochazi ke snizeni
poctu lymfocytii v periferni krvi. Krevni rozbor provedli napt. Qin et al., ktefi snizenou hladinu
lymfocytl objevili u vSech 44 pacientil s covidem-19, pti¢emz nejvétsi pokles byl u pacientii
s vaznym prub¢hem, u kterych dale pozorovali zvySenou hladinu naivnich Th bun¢k a snizené
hladiny pamétovych Th bunck a regulacnich T bun¢k (Qin et al. 2020). Tan et al. ukazali,
ze procento poctu lymfocytl v periferni krvi mize slouzit k predikci priabéhu onemocnéni.
Prvni méteni provadéli 10-12 dni po projeveni ptiznakl. U pacientl s vice jak 20 % lymfocyti
v periferni krvi (% LYM) byl klasifikovan mirny pribéh, u pacientd pod 20 % LYM
byl predikovan véazny pribéh, ale bylo potiebné dalsi rozdéleni. To probchlo 17-19 dni
po projeveni ptiznakt, kdy u pacientti s vice jak 20 % LYM byl opét klasifikovan mirny prubéh,
u pacient s % LYM mezi 5 a 10 byl klasifikovan vazny priibéh a u pacientt pod 5 % LYM byl
klasifikovan kriticky pritbéh s nutnou hospitalizaci na JIP (Tabulka 3; Tan ef al. 2020b).

Tabulka 3: Predikce pritbéhu covid-19 na zakladé poctu lymfocytii v periferni krvi. Prevzato a upraveno podle Tan et al.
(2020b).

o LYM 10-12 dni po projeveni 17-19 dni po projeveni
priznakt priznakt
>20 % mirny prubeh mirny prubéh
5-20 % vazny prubeh vazny pribch
<5 % vazny prubch kriticky pribéh

4.1.3 Zkvizend reaktivita s jinymi HCoV

Pti zkoumani odpovédi CD4" T a CD8" T bunék pomoci stimulace PBMC antigeny viru SARS-
CoV-2 (syntetickymi peptidy odvozenymi od proteind N, nsp7 a nsp13) a nasledné ELISPOT
analyze Le Bert ef al. zjistili, ze u 19 ze 37 jedinct, ktefi nebyli vystaveni viru SARS-CoV-2,
doslo ke specifické odpovédi IFN-y. U 4 znich byla odpovéd zamétfena pouze na epitop
proteinu N, u 8 pouze na epitopy proteinti nsp7 a nspl3 a u 7 na epitopy vSech tii proteind.
Pomoci pritokové cytometrie dale zkoumali vzorky 4 jedinct nevystavenych ani viru SARS-
CoV ani SARS-CoV-2. U 1 detekovali CD4" T butiky reaktivni na epitop proteinu N, ktery
sdilel vysokou sekvenéni podobnost s N proteinem virt MERS-CoV, HCoV-OC43 a HCoV-
HKUL. U 1 dalsiho prokéazali CD4" T buiiky reaktivni na epitop proteinu nsp7 a u 2 zbyvajicich
CDS8" T buriky reaktivni také na epitop proteinu nsp7. Tyto vysledky svéd¢i o mozné zkiizené

reaktivité¢ T bunék s jinymi koronaviry (Le Bert ef al. 2020).
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Mateus et al. zkoumali, zda ptitomnost T bun¢k reagujicich na antigeny SARS-CoV-2 u jedinct
nevystavenych tomuto viru souvisi se zkiizenou reaktivitou s jinymi HCoV. Nejprve
stimulovali vzorky PBMC ziskané od 18 jedincti nevystavenych viru SARS-CoV-2 soubory
syntetickych peptidi a hledali epitopy viru SARS-CoV-2 rozpoznavané CD4" T buikami.
Celkov¢ identifikovali 142 epitopl, z nichz 66 bylo z proteinu Sa 76 ze zbytku virového
proteomu. Pomoci fluorescenéni metody FluoroSpot, ktera oproti metodé ELISPOT vyuziva
k detekci bun¢k produkujicich cytokiny fluorofory, vybrali jen epitopy s nejveétsi odpoveédi
CD4" T bungk (31 z proteinu S, 30 ze zbytku proteomu). Témito vybranymi epitopy stimulovali
PBMC od jedinct nevystavenych viru SARS-CoV-2. Ziskali tak linie T bunék reagujici na 42
epitopi SARS-CoV-2 a pro ovétfeni zkiizené reaktivity sjinymi HCoV tyto linie déle
stimulovali syntetickymi peptidy odvozenymi od HCoV-OC43, HCoV-HKU1, HCoV-NL63
a HCoV-229E. Zktizenou reaktivitu prokdzali u 24 % linii T bunék, pfi¢emz byla asociovana

s epitopy proteinil S, N, nsp8, nsp12 a nsp13 viru SARS-CoV-2 (Mateus et al. 2020).

Moznou zkiizenou reaktivitou CD8" T bunék mezi SARS-CoV-2 a viry SARS-CoV, HCoV-
229E, HCoV-HKU1, HCoV-NL63 a HCoV-OC43 se zabyvali Lee ef al. In silico ptistupem
zkonstruovali mapu 794 predikovanych epitopli SARS-CoV-2, znichz 411 bylo unikdtnich
pro SARS-CoV-2. Ze zbylych 383 epitopti sdilelo 379 z nich podobnost se SARS-CoV a pouze
21 znich s n&kterym z HCoV. Z t&chto vysledki vyplyva, ze kiizova reakce CD8" T bungk
je silnd mezi viry SARS-CoV-2 a SARS-CoV, zatimco mezi SARS-CoV-2 a ostatnimi HCoV

je minimalni (Lee et al. 2020).

4.2 Imunitni odpovéd’ B bunék

U predeslych koronaviri SARS-CoV a MERS-CoV byly jako hlavni antigeny pro vyvolani
protilatek detekovany proteiny N a S (Du ef al. 2009; Trivedi et al. 2018), proto se 1 studie
zabyvajici se produkci protilatek proti SARS-CoV-2 soustiedi pravé na tyto dva proteiny.
Hashem et al. zkoumali kinetiku tvorby protilatek imunoglobulinu M (IgM) a IgG proti
proteinim Sa N viru SARS-CoV-2 (S-IgM, S-IgG, N-IgM, N-IgG). Pfitomnost téchto
protilatek v séru 87 pacienti s covidem-19 detekovali metodou nepiima ELISA za pouziti
sekundarnich protilatek znacenych kienovou peroxidazou a rozpoznévajicich lidské IgM nebo
IgG. U vétsiny pacientll detekovali S-IgG, S-IgM, N-IgG a N-IgG hned pii prvnim odbéru
provadéném mezi 4. a 70. dnem od projeveni ptiznakld. Vyjimkou byl 1 pacient s mirnym
prubéhem onemocnéni, u kterého nebyly detekovatelné protilatky S-IgG ani N-IgG. Nejvyssi
hodnoty S-IgG a N-IgG byly detekovany mezi 20 a 40 dny po projeveni nemoci kromé dvou
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piipadi s vaznym prubéhem, u kterych mezi 20. a 30. dnem nedetekovali Zadné S-IgG (Hashem

et al. 2020).

Sun et al. se dale zabyvali tim, jak se 1i8i kinetika protilatek v zavislosti na hospitalizaci na JIP.
Ze vzorkl sér ziskanych od 38 pacientii s covidem-19 (z nichz 11 bylo hospitalizovano na JIP)
detekovali protilatky proti stejnym antigeniim jako v pfedchozi studii. U nehospitalizovanych
pacientli byly v prvnim tydnu od projeveni piiznakii hodnoty S-IgG, S-IgM, N-IgG a N-IgG
podobné, zatimco v dal$im tydnu pozorovali ndhlé zvyseni N-IgM a S-IgM. U nékterych
pacientli byly ve druhém a tfetim tydnu od objeveni prvnich ptiznakt vyssi hladiny N-IgG nez
IgM, coz naznacuje, Ze u téchto pacientd doslo k izotypovému presmyku. Mnozstvi protilatek
S-IgM u nehospitalizovanych pacientd korelovalo s mnozstvim protilatek S-IgG, ale mezi
protilatkami N-IgM a N-IgG nebyl pozorovan Zadny vztah. Oproti tomu u hospitalizovanych
pacientil nebyla mezi Zadnymi hodnotami jednotlivych protilatek objevena zadna korelace.
Zatimco 63,6 % pacientil na JIP mé¢lo po 4 tydny od prvnich pfiznakt nizké hladiny N-IgM,
u ostatnich pacientd na JIP byly naopak zvysené. Ve 2. tydnu od prvnich ptiznakt ptevysily
hladiny N-IgG u 81,8 % pacientli na JIP hladiny N-IgM. O tyden pozdé&ji pfevysily 1 hladiny
S-1gG hladiny S-IgM u vétsiny pacienti na JIP (Sun ef al. 2020a).

Jak souvisi produkce protilatek N-IgG a N-IgM se zavaznosti onemocnéni covid-19 bylo
zjiStovano analyzou vzorkd plazmy od 11 pacientli s mirnym prib&hem a 12 s téZkym
priabéhem covidu-19 opét pomoci metody ELISA. U pacientlli s mirnym prubéhem dochazelo
jen ke slabé odpovédi protilatek N-IgM na virus SARS-CoV-2, zatimco u pacientll s vaznym
prabéhem byla odpoveéd’ siln€jsi s nejvyraznéjsim nartistem 1 az 2 tydny po objeveni prvnich
pfiznakli a klesat zaCala postupné po 4 tydnech. Vysoké hladiny protilaitek N-IgG byly
detekovany 10 az 15 dni po objeveni prvnich pfiznakd nehledé na zdvaznost onemocnéni
a u veétSiny pacientdl pretrvavaly nejméné 6 tydnli po objeveni prvnich ptfiznaki (Wang et al.

2020c).

Long et al hledali vztahy mezi vyvojem protilatek IgG a IgM. Pomoci magnetické
chemiluminiscen¢ni enzymové analyzy nalezli jak S-IgG a N-IgG, tak S-IgM a N-IgM
protilatky do 20 dni od prvnich ptiznakli onemocnéni ve vSech 26 jimi analyzovanych vzorcich
sér od pacientll s covidem-19. Pfitom u 9 pacienti doslo k rozvoji S-IgG a N-IgG zéaroven
s S-IgM a N-IgM, u 7 pacientl se nejprve objevily protilatky S-IgM a N-IgM a u 10 pacienti
se naopak diive objevily protilatky S-IgG a N-IgG (Long et al. 2020). V jiné studii na 41
pacientech s covid-19 za pouziti shodné metody prokdzali, Ze protilatky IgG se vytvaii diive
(medidn 11 dni po projeveni prvnich ptiznakil), nez IgM protilatky (median 14 dni po projeveni
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prvnich piiznaki; Qu et al. 2020). Podobny vysledek byl zaznamenéan i v minulosti u viru
SARS-CoV, u které¢ho byl imunofluorescencni protilatkovou analyzou a analyzou ELISA

detekovan rozvoj protilatek IgG 1 den pted protilatkami IgM (Hsueh ez al. 2004).

4.2.1 Neutralizacni protilatky

Hlavnim cilem neutralizanich protilatek pifi infekci virem SARS-CoV-2 je navazat
se na protein S a zabranit tak viru vstoupit pies receptor ACE2 do bunky (Obrazek 4; Iwasaki
and Yang 2020). Piccoli et al. pomoci magnetickych kulicek zjistili, ze hlavnim cilovym
mistem neutralizanich protilatek pfitomnych v plazmé jedinci vylécenych z covidu-19
je doména RBD. Prokazali to tak, ze nejprve pomoci neutraliza¢niho testu zalozeného
na pseudotypovaném viru vezikuldrni stomatitidy (VSV) zméfili hladinu neutraliza¢nich
protilatek ve 21 vzorcich plazmy. Do téchto vzorkl nasledné ptidali kulicky obalené RBD.
Ty poté odstranili a provedli dal§i méfeni, které ukdzalo pokles hladiny neutraliza¢nich
protilatek v plazmé v priiméru o 90 % (Piccoli et al. 2020). Princip zminéného neutraliza¢niho
testu spociva v detekci luminiscence v bunkach infikovanych modifikovanym VSV, ktery ma
gen G nahrazen reportérovym genem kodujicim luciferdzu a do jeho obalu je zaclenén protein
S viru SARS-CoV-2. Pokud jsou neutralizacni protilatky pfitomny, nemulzZe pseudovirus

vstoupit do buné€k a luminescence neni detekovatelna (Nie et al. 2020)

=

\
neutraliza¢ni protilatka
SARS-CoV-2

S ACE2

bunééna membrana

hostitelské buriky

Obrazek 4: Neutralizace viru protilatkou. Neutralizacni protilatka se vaze na protein S viru SARS-CoV-2, ¢imz brani navdzani
viru na receptor ACE2 na hostitelské buiice. Prevzato a upraveno podle Iwasaki and Yang (2020).

Ptitomnost neutralizacnich protilatek v plazmé 44 pacientl s covidem-19 byla kvantifikovana
testem zaméfenym na redukci koncentrace neutralizacnich protilatek. Principem toho testu je
méfeni zvySeni virové aktivity v piitomnosti snizujicich se neutralizacnich protilatek. Redukce

spociva v fedéni vzorkt sér s protilatkami, které se poté inkubuji spolecné s virem. Zjist'uje se,
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jaké fedéni protilatek v séru (tzv. titr) jesté ispesSné brani viru ve vstupu do bunky. Pfitomnost
neutralizacnich protilatek zjistili u 40 pacientli po 6 dnech od potvrzeni infekce virem SARS-

CoV-2 pomoci PCR (Suthar et al. 2020).

Souvislost neutralizanich protilatek se zavaznosti covidu-19 byla vyhodnocovana
neutralizacnim testem zalozenym na pseudotypovaném VSV zminéném vyse a neutralizacnim
testem pfimo se SARS-CovV-2. Obéma testy byla u 19 pacientll s vaznym priabéhem zjisténa
vysSi koncentrace neutralizacnich protilatek nez u 16 pacientl s mirnym pribéhem
onemocnéni. Dokonce byla prokdzdna korelace mezi hladinou neutralizacnich protilatek

a hladinou protilatek proti proteinu S stanovenou pomoci metody ELISA (Wang et al. 2020b).

4.2.2 Zkrizena reaktivita

Pomoci metody Western blot zkoumali Guo et al. zkiizenou reaktivitu rekombinantniho
N proteinu (rNP) viru SARS-CoV-2 s protilatkami IgG proti HCoV-NL63, HCoV-229E,
HCoV-0C43, HCoV-HKUI1 a SARS-CoV ve vzorcich lidské plazmy (Guo et al. 2020).
Ptitomnost téchto protilatek oveéfovali pomoci metody kompetitivni ELISA (Gao ef al. 2015),
kterda je zalozena na kompeti¢ni vazbé imobilizovaného antigenu s protilatkou ve vzorku
a s pfidanou znacenou protilatkou. Zktizenou reakci rNP viru SARS-CoV-2 prokazali pouze
u plazmy s protilatkami IgG proti SARS-CoV, nikoli s protilatkami proti jinym HCoV (Guo et
al. 2020).

V dalsi studii zaméfené na zkiiZzenou reaktivitu protildtek vyuzili Long et al. jiné metody.
Pomoci magnetické chemiluminiscen¢ni enzymové analyzy detekovali protilatky I1gG a IgM
v 5 vzorcich sér pacientll s covidem-19. Do vzorkll sér pfidali magnetické Céstice nesouci
rekombinantni antigeny N proteinu nebo peptid z S1 podjednotky viru SARS-CoV. Navazané
IgG a IgM byly detekovany pomoci chemiluminiscence. U IgG a IgM protilatek v séru pacienti
s covidem-19 nezaznamenali Zadnou zkiiZenou reakci s S1 podjednotkou, zatimco s proteinem

N ano (Long et al. 2020).

4.2.3 Protilatkova odpoved na virus SARS-CoV-2 u deti

U détskych pacienti nakaZenych virem SARS-CoV-2 mulze na rozdil od dospélych dojit
k rozvoji zadvazného zanétlivého multisystémového syndromu (MIS-C), pii kterém dochazi
k poruse funkce organti (Whittaker et al. 2020). Weisberg et al. zkoumali, jak tento syndrom
souvisi s protilaitkovou odpovédi na SARS-CoV-2 a jak se tato odpoveéd lisi mezi détmi
a dospélymi. Vzorky plazmy ziskali od 19 dospélych pacienti s mirnym pribéhem,

13 dospélych pacientd s tézkym prabéhem covidu-19 srozvinutym ARDS, 16 déti
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hospitalizovanych s MIS-C syndromem a 31 déti infikovanych virem SARS-CoV-2 bez
MIS-C. K detekci virove specifickych protilatek vyuzili metodu ELISA. Zjistili, ze hladina
N-IgG protilatek u déti byla vyrazné sniZzend oproti dospélym pacientim, a to nehledé
na rozvinuti MIS-C syndromu. U dospélych taktéz nepozorovali rozdil mezi skupinou s mirnym
covidem-19 a skupinou s ARDS, z ¢ehoz vyplyva, Zze produkce N-IgG protilatek je zavisla

na veku, ale nesouvisi s projevy onemocnéni covid-19 (Weisberg et al. 2021).

4.3 Imunitni pamét’
Mezi hlavni buiiky podilejici se na imunitni paméti patii pamétové CD4" T buiiky, pamétové
CDS8" T buiiky a pamé&tové B buiky. Protoze byl vir SARS-CoV-2 objeven teprve pied rokem,

studie zabyvajici se imunitni paméti jsou zna¢né limitované.

Imunitni pamét’ T bun€k studovali Zuo ef al. na vzorcich odebranych 6 mésicti po prodélani
nemoci covid-19. U 90 z 95 pacientli, znichz ani jeden nebyl v pribéhu onemocnéni
hospitalizovéan, detekovali metodou ELISPOT odpovéd’ T bun¢k na alespont 1 virovy protein.
Pomoci ICS dale zjistili, ze pretrvavajici specifickd odpovéd CD4" T bunék na virus

SARS-CoV-2 byla dvakrat ¢ast&jsi nez specificka odpovéd” CD8* T bunék (Zuo et al. 2021).

Ve vétsi studii, do které bylo zahrnuto 188 jedincil od bezptiznakovych aZ po ty s vaZznym
priabéhem onemocnéni covid-19, byly analyzovany vzorky krve odebrané mezi 6. a 240. dnem
od projeveni se prvnich piiznakl (jednorazovy odbér u 137 pacientli, opakovany odbér
u 51 pacientlt). Po 6 mésicich od projeveni infekce analyzovali 36 vzorkl. V 92 % piipadi
detekovali pomoci AIM virové specifické CD4" T buiiky a pouze v 50 % ptipadi nalezli virové
specifické CD8" T butiky. Shodnych 36 vzorkd vyuzili i pro detekci pamétovych B bunék.
PBMC obarvili smési sond tvoienych komplexy biotinylovanych rekombinantnich proteinii S,
N a RBD a fluorescenéné znafeného streptavidinu a takto obarvené bunky analyzovali
pratokovou cytometrii. Specifickou odpovéd’ B bun€k na S protein detekovali u 24 z nich,
pficemz 10-30 % této odpovédi byla zacilena na RBD doménu. Objevili i pamétové B buiky
proti N proteinu, pficemzZ nejvyssi hladinu pamétovych B bunék proti obéma proteiniim véetné
domény RBD detekovali mezi 4. a 5. mésicem od projeveni onemocnéni a poté se hladina

ustalila (Dan ef al. 2021).

Otéazkou, jak dlouho vydrzi virové specifické protilatky u pacienti, kteti prodélali covid-19,
se zabyvali napt. Wang et al. Pomoci chemiluminiscen¢ni analyzy prokazovali pfitomnost [gM
a IgG protilatek ve 445 vzorcich sér, které ziskali od 114 hospitalizovanych pacientt

s covidem-19 (znich 36 s vaznym prabéhem). Ve tietim tydnu od projeveni se prvnich ptiznaka
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dekovali nejvice vzorkl s IgM (92 %) a az do osmého tydne se pocet vzorkl s IgM drzel nad
81 %. Poté zacal pocet vzorki s IgM strmé klesat a ve 12. tydnu od prvni detekce bylo méné
nez 30 % testovanych vzorkl séropozitivnich. Oproti tomu pocty vzorkl s IgG byly vyssi. Ve
druhém tydnu od projeveni se prvnich piiznaktli se pocet vzorkl séropozitivnich na IgG dostal
nad 96 % a s mirnymi vychylkami ve 4. a 11. tydnu se od 3. do 13. tydne drzel na 100 %. Poté
se pocet vzorki s [gG postupné snizoval na 75 % séropozitivnich vzorkd ve 14. tydnu od prvni

detekce (Wang et al. 2021).

4.3.1 Srovnani se SARS-CoV a MERS-CoV

U viru SARS-CoV byly prokazany pamétové T bunky i n¢kolik let od prodélani onemocnéni
SARS. Na malé studii o 3 pacientech detekovali pomoci metod ELISPOT a ICS u 1 pacienta
CD4" T bufiky 9 let po prodélani SARS, u 1 pacienta CD4" a CD8" T buiiky 9 let po prodélani
SARS a u 1 pacienta CD4" i CD8" T butiky po 11 letech po prodélani SARS (Ng et al. 2016).
Dokonce i po 17 letech od onemocnéni SARS byla shodnymi metodami detekovatelna odpoveéd’

CD4" i CD8" T bunék na N protein tohoto viru (Le Bert et al. 2020).

Pozitivné vysla i pfitomnost neutraliza¢nich protilatek v séru, které byly neutralizaénim testem
prokdzany ve vSech vzorcich sér ziskanych od 10 pacientd 17 let po onemocnéni SARS
(Tan et al. 2020a). Oproti tomu pamé&tové B buiniky nebyly pomoci metody ELISPOT nalezeny
ve vzorcich PBMC ziskanych od 23 jedinci po 6 letech od infekce virem SARS-CoV
(Tang et al. 2011).

Poznatky o pfetrvani imunitni odpovédi na SARS-CoV z 25 studii ukazuji, Ze specifické IgM
protilatky se za€inaji vytracet mezi 2. a 3 tydnem po vypuknuti infekce a do roka vymizi Gplné.
Za to specifickd odpovéd’ IgG protilatek pretrvava 1-2 roky a teprve poté zac¢inad pomalu klesat

(O Murchu et al. 2021).

O imunitni paméti na MERS-CoV je znamo méné, nez je tomu u viru SARS-CoV. Pfitomnost
neutralizac¢nich protilatek v séru byla mikroneutraliza¢nim testem prokazana u 6 ze 7 pacienti
po necelych 3 letech od prodélani onemocnéni MERS (konkrétné po 34 mésicich). Cilem tohoto
testu bylo zjistit, jaké nejvétsi ziedéni séra kompletné ochrani linii Vero bunék pred
cytopatickym efektem MERS-CoV v alespon jedné ze tii paralelnich jamek na kultivacni
mikrodesticce (Payne ef al. 2016). Co se tyCe pritomnosti T bunék, po 2 letech od infekce virem
MERS-CoV byly v PBMC od vétsiny z 18 jedinct detekovany jak specifické CD4" T buiiky,
tak CD8" T buiiky reaktivni na proteiny S, M, N a E. Pomoci prittokové cytometrie a markert

CDR45RA a CCR7 zjistili, ze CD4" byly bufiky pamétové (CD45RA CCR7), kdezto mezi

21



CDS8" T butikami byly i buiiky efektorové (CD45RA'CCR7; Zhao et al. 2017). Dlouhodobost
IgG protilatek byla po 1 rok studovana u 11 pacient s MERS (z toho 5 s vaznym prib¢hem)
pomoci metody ELISA. Vyrazné ubyvani IgG protilatek bylo zaznamenano béhem prvnich
6 mésicii od projeveni onemocnéni a béhem dalSich 6 mésicii uz k zddnému vyraznému poklesu

nedoslo (Choe et al. 2017).

5 Vyvoj léCiv a vakein

Poznatky o imunitnich reakcich vyvolanych virem SARS-CoV-2 se vyuzivaji pfi navrhu
a vyvoji 1é¢iv a vakcin. Jak bylo zminéno vySe, u pacienti ve vazném stavu dochazi
k nadprodukci cytokind IL-1B a IL-6 a dalSich, proto je snaha vyvinout léky, které
by inhibovaly tyto molekuly nebo alespon blokovaly jejich ucinky. Huet et al. zkoumali,
zda synteticky peptid anakinra, piisobici jako antagonista IL-1 receptoru, ma pozitivni vliv na
priabéh covidu-19. Celkové sledovali 96 pacientd hospitalizovanych s covidem-19
a oboustrannym zépalem plic, z nichz 52 podévali tento inhibitor. U této skupiny pozorovali
zhorSeni pribéhu nebo smrt ve 25 % piipadl, kdezto u skupiny, které nebyl inhibitor podavan,
v 73 % ptipadt (Huet et al. 2020). U¢inek monoklonélni protilatky tocilizumab namifené proti
receptoru IL-6 byl zkoumén na 249 pacientech s covidem-19 a zapalem plic a vysledky byly
porovnany se 128 pacienty, kterym bylo podano placebo. Po podani tocilizumabu se béhem
28 dni stav pacientli zhorSil nebo doslo ke smrti u méné ptipadli nez u pacientli po podani
placeba. Kdyz vSak vyhodnocovali pouze umrtnost, tak na ni nemélo podani protilatky vliv
(Salama et al. 2021). Podobnych vysledki bylo dosazeno i pti podani monoklonalni protilatky
sarilumab namifené také proti IL-6 receptoru (Della-Torre ef al. 2020). Pouziti ani jednoho z

téchto 1¢ka se neuplatiiuje v klinické praxi a vyzaduje dalsi vyzkum.

Jednou z vyuzivanych metod 1é¢by covidu-19 je transfize plazmy od jedinct, ktefi covid-19
prodélali a jsou u nich pfitomné specifické neutraliza¢ni protilatky. Zatimco studie na 228
pacientech (porovnavano s podanim placeba 105 pacientim), kterym byla podavana plazma
s IgG protilatkami, neprokédzala zadné zmény v klinickém stavu (Simonovich et al. 2021), tak
u mens$i studie pozorovali zlepSeni stavu u vSech 5 kriticky nemocnych pacientl s covidem-19
a rozvinutym ARDS (Shen et al. 2020). K prokazani ucinnosti této terapie je potieba dalSich

studii na vétsim vzorku pacientt.

Mimo 1€kt se vyzkum soustiedi i na vakciny proti covidu-19, kterych je vyvijeno vice nez 200
(Parker, Shrotri, and Kampmann 2020). Z vySe popsanych imunitnich reakci vyplyva,

ze idealni vakcina by méla indukovat jak specifickou odpovéd’ T bunék, tak protilatkovou
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odpovéd’ schopnou neutralizovat virus. Ob¢ tyto imunitni odpovédi byly detekovatelné proti
proteinu S, proto v§echny jiz pouzivané vakciny cili pravé na n¢j. Sun et al. zkoumali, zda by i
ostatni strukturni proteiny M, E a N mohly byt potencidlnim cilem vakcin. Vyuzili k tomu
specialné¢ modifikovanych mysi senzitivnich na SARS-CoV-2. Nejprve pomoci syntetickych
peptidi odvozenych od vSech 4 strukturnich proteint stimulovali imunitni bunky ziskané z plic
nakazenych mysi a zjistili, Ze specifické T buiiky reaguji hlavné na epitopy proteinti N a S. Dale
zkoumali pomoci neutraliza¢niho testu protildtkovou odpovéd v mysich sérech. Zjistili, zZe

jediny protein, ktery uspésné vyvolal protilatkovou odpoveéd’, byl protein S (Sun et al. 2020b).

Zatim nejvyssi uspésnost v prevenci covidu-19, 95 %, byla zaznamenana u RNA vakciny
BNT162b2 od firem BioNTech a Pfizer. Z 21 720 jedincti naockovanych touto vakcinou se
minimalné po 7 dnech od druhé dévky potvrdil covid-19 u 8 lidi, zatimco ze skupiny 21 728
lidi, kterym bylo aplikovéano placebo, onemocnélo 162 lidi (Polack ef al. 2020).

Jaké protilatky se vytvoii 3 tydny po prvni dadvce vakciny BNT162b2 zkoumali Bradley et al.
u 36 pecovatell, u kterych byla 30 az 60 dni pied vakcinaci potvrzena infekce SARS-CoV-2 a
u 152 zdravych pecovateld, u kterych infekce potvrzena nebyla. Pomoci multiplexové
kulickové analyzy méfili hladiny IgG proti S1 a S2 podjednotce, doméné RBD a proteinu N.
Zjistili, Zze u lidi, ktefi covid-19 prod¢lali, je vysSi hladina protiladtek reagujicich
s podjednotkami S1, S2 a doménou RBD neZ u lidi nevystavenych SARS-CoV-2 (Bradley ef
al. 2021). Dokonce bylo zjisténo, ze u 100 lidi, ktefi v minulosti covid-19 prodélali, byla
hladina neutraliza¢nich protilatek 10 dni po prvni davce vakciny vyssi nezZ 10 dni po druhé

davce u 62 lidi nevystavenych SARS-CoV-2 (Anichini et al. 2021).

Pomoci metody ELISPOT Sahin et al. zjistovali, zda po vakcinaci dochazi k indukci odpoveédi
T bunék. U 40 ze 42 pacientli po druhé davce vakciny BNT162b1 detekovali odpovéd’ CD4™ T
bunék na RBD doménu a u 32 i odpovéd CD8" T buné&k (Sahin et al. 2020).
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6 Zavér

Ziskani poznatka o imunitnich reakcich vyvolanych virem SARS-CoV-2 by nebylo mozné bez
vhodnych detekénich metod. Pro aktivaci protivirové odpovéedi in vitro se nejcasteji vyuzivaji
syntetické peptidy odvozené od proteini SARS-CoV-2. Detekce jednotlivych imunitnich
bun¢k, jejich fenotypovani, pocitdni a tfidéni se provadi pomoci prutokové cytometrie.
Koncentrace sekretovanych cytokinii, chemokinti a protilatek se zjiStuje zejména metodou
ELISA. Pro detekcei velkého mnozstvi cytokint a chemokini najednou se pouziva multiplexova
kulickové analyza. Ke zjisténi pfitomnosti neutralizacnich protilatek se vyuzivaji neutralizacni
testy. Ke kvantifikaci pamétovych T a B lymfocytl je mozné vyuzit krom¢ priatokové

cytometrie také ELISPOT.

V cCasné fazi infekce brani proteiny SARS-CoV-2 produkci interferond, cytokint dulezitych pro
antivirovou obranu. Zaroven dochézi k produkci prozanétlivych cytokini, jejichz nadprodukce
souvisi s rozvojem cytokinové bouie, ktera je asociovana s horSim pribéhem covidu-19. Pti
této infekci dochdzi také k redukci NK bunck podilejicich se na odstraniovani poskozenych
infikovanych bunék. Pozdéji zna¢na cast proteini SARS-CoV-2 aktivuje specifické T buiiky.
specifickych T bunék je silné¢ asociovdna s vy$§im vékem, proto je tieba zvlasté stars$i osoby
chranit pfed moZnou ndkazou virem SARS-CoV-2. U pacienti s mirnym pribéhem
onemocnéni dochdzi k slabsi odpoveédi neutralizacnich protilatek nez u pacientti s vaznym

prabéhem.

Ackoli o vlivu imunitnich reakci na zdvaznost onemocnéni bylo zjisténo mnohé¢, tak podle mého
nazoru pracovali mnohé ze studii s malym a nereprezentativnim vzorkem pacientli a bylo by

dobré v budoucich studiich zahrnout vétsi pocet pacientli s riznymi charakteristikami.

Z dosud zjisténych informaci o imunitni paméti bunék na SARS-CoV-2 vyplyva, ze jiz
po 6 mésicich od prodélani infekce neni u nékterych jedincti detekovatelnd piitomnost
specifickych T bun€k. Béhem 3 mésict od infekce klesd i mnozstvi specifickych protilatek.
To naznacuje, ze po prodélani covidu-19 a mozna ani po vakcinaci nedojde k dozivotni imunité.
Navic na nové varianty viru SARS-CoV-2 nemusi v soucasnosti vyvijené vakciny fungovat.
Proto by studium imunitni paméti a vlivu variant na i€¢innost vakcin mélo byt klicovym bodem
dalsiho vyzkumu, aby bylo mozné vyvijet co nejucinngjsi vakciny a ochranit tak co nejvice lidi

pted nebezpecnou infekcei.
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