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1 Uvod

SARS-CoV-2 (z angl. Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2) je virus z cCeledi
Coronaviridae, ktery se objevil na konci roku 2019 a zplisobuje onemocnéni covid-19 (Corman et
al, 2020). Infekce virem SARS-CoV-2 byla dne 11. brezna 2020 Svétovou zdravotnickou
organizaci oznacena za celosvétovou pandemii (Acuti Martellucci et al., 2020). Doposud bylo
identifikovano 528 milionu pripadii a na nasledky covidu-19 zemfelo vice nez 6,2 milionu lidi
(dle WHO k 3. ¢ervnu 2022). Virion SARS-CoV-2 tvori obalena castice, uvnitr které se nachazi
virovy genom tvofeny jednotetézcovou molekulou RNA pozitivni polarity, ktera je asociovana
s nukleoproteinem (N) do podoby nukleokapsidy s helikalni symetrii. Ve virovém obalu se nachazi
strukturni virové proteiny, jmenovité membranovy protein (M), obalovy protein (E) a
v neposledni fadé povrchovy glykoprotein S (z angl. spike) , ktery je stéZejni pro vstup viru do

buriky a vyvoj vakcin (V’kovski et al., 2021).

Virus je v téle rozpoznavan jak vrozenymi, tak adaptivnimi imunitnimi mechanismy. Ukazuje se,
Ze je potfebna v€asna a adekvatni vrozena imunitni odpovéd vedouci k adekvatni produkci
interferont (IFN) typu I a IlI, coZ umozni v€asnou aktivaci adaptivni imunitni odpovédi. SARS-
CoV-2 efektivné omezuje produkci IFN a je tak schopen prodlouzit Cas, za ktery dojde k aktivaci
bunék adaptivniho imunitniho systému zahrnujici lymfocyty T a B. U vétSiny jedincti dochazi i
pres zpozdéni kadekvatni reakci lymfocyti T a B, coZ vede k eliminaci patogenu a
asymptomatickému ¢i mirnému pribéhu covidu-19. U zbylé ¢asti pacientd je zpozdéni aktivace

imunitni odpovédi asociovano s vaznym priibéhem covidu-19 (Sette a Crotty, 2021).

Aktivované lymfocyty T produkuji pti boji s virovou infekci primarné IFN typu II tzn. IFN-y. Po
probéhlé infekci zlstavaji v krevnim obéhu specifické subtypy pamétovych lymfocyti T
zodpovédné za sekundarni imunitni odpovéd (Dan et al, 2021). Tyto pamétové burky jsou
detekovany i 12 mésict po probéhlé infekci (Dan et al,, 2021; Jung et al,, 2021; Lu et al,, 2021) a
pro jejich detekci 1ze vyuZit metodu ELISPot (z angl. Enzyme Linked Immuno Spot Assay), jejiz
vyhodou je vysoka citlivost detekce efektorovych molekul sekretovanych po stimulaci antigenem.
Mezi detekovatelné efektorové molekuly patfi mimo jiné pravé zminény IFN-y produkovany

predevsim lymfocyty T (Sherina et al,, 2021).

2 (il

Predkladana metoda umoziiuje kvantifikovat interferonovou odpovéd pamétovych T lymfocytt

namirenych proti proteintim, které jsou produkovany virem SARS-CoV-2. Metoda ELISpot tak
miiZe napomoct ke stanoveni imunitni pripravenost jedince pii opakovaném setkani se SARS-

CoV-2.



3 Popis metodiky
3.1 Podstata metody ELISpot

0d roku 1983 se stal ELISpot vyznamnou soucasti studii charakterizujicich imunitni odpovéd’
jedince (Sedgwick a Holt, 1983). ELISpot je jednou z nejcitlivéjsich metod pro kvantifikaci bunék
sekretujicich protilatky nebo jiné efektorové molekuly, zejména cytokiny (Kalyuzhny, 2005;
Tanguay a Killion, 1994). Z periferni krve Ize obecné izolovat imunitni buniky oznacované jako
periferni mononukledrni buiiky (PBMC; z angl. peripheral blood mononuclear cells), jejichZ
soucasti jsou pravé vySe zminéné pamétové lymfocyty. Pomoci ELISPotu Ize analyzovat odpovéd
bunék primo izolovanych z krve nebo také odpovéd bunék, které byly po izolaci zamrazeny

v tekutém dusiku (Kalyuzhny, 2005).

Pro metodu ELISpot jsou vyuzividny 96-jamkové desticky, které maji na dné
polyvinylidendifluoridovou (PVDF) membranu. Na membranu je mozné navazat tzv. vazebnou
protilatku (cAb; z angl. capture antibody), ktera je cilena proti dané molekule (v tomto ptipadé
proti IFN-y). Pfiddnim PBMC stimulovanych antigenem dojde k antigenné specifické produkci
cytokini lymfocyty specifickymi pro dany antigen. Produkovany cytokin je nasledné detekovan
pomoci protilatek. Pri detekci lymfocyti T produkujicich IFN-y pomoci metody ELISPot (obr. 1)

neni nutné PBMC piedem stimulovat k proliferaci.

Pro analyzu T-bunécné odpovédi jsou jako antigen vyuzivany komerc¢né dostupné syntetické
smési peptidli. Smési peptidi umoznuji prezentaci antigennich peptidi pomoci molekul hlavniho
histokompatibilniho komplexu (MHC, z angl. major histocompatibility complex), coz vede k
aktivaci antigenné specifickych lymfocytt T k produkci IFN-y. Pro detekci efektorovych molekul
pomoci zde predkladaného tzv. enzymatického ELISpotu lze pro vyslednou vizualizaci
produkovaného IFN-y pouzit barveni s vyuzitim detekcni protilatky konjugované s biotinem
cilené proti IFN-y. Nasledné je piidana alkalicka fosfataza (AP) fizovana se streptavidinem (SAv),
ktery specificky vaze molekulu biotinu na detekéni protilatce. Do reakce je v poslednim kroku
pridan substrat BCIP/NBT (5-brom-4-chlor-3-indolylfosfat/nitrotetrazolium). AP katalyzuje
preménu substratu na modie zbarveny produkt, coZ se projevi vytvoirenim spotu (tzv. SFU; z angl.
spot forming unit) na dné jamky v misté, kde byl pritomny antigenné specificky lymfocyt
(Kalyuzhny, 2005). SFU Ize poté kvantifikovat pod mikroskopem s vyuzitim pfistroje zvaného
ELISpot reader.
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Obr. 1 Princip metody ELISpot pro detekci antigenné specifickych lymfocyti produkujicich IFN-y
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Na polyvinylidendifluoridovou (PVDF) membranu je navazana vazebna protilatka (cAb) proti lidskému
interferonu y (IFN-y). Do jamKy jsou ptidany periferni mononuklearni buriky vyizolované z periferni krve
pacienta nebo darce a také antigen v podobé smési peptidi. Smés peptidii je tvorena kratkymi peptidy, které
mohou byt prezentovany pomoci molekul hlavniho histokompatibilntho komplexu (MHC), coZ umozni
antigenné specifickou produkci IFN-y lymfocyty T. Sekretovany IFN-y je zachytavan na cAb. Buiiky jsou po
inkubaci odstranény a vazany IFN-y je detekovan pomoci detek¢ni protilatky (dAb) konjugované
s biotinem. Nasledné je priddna alkalicka fosfatiza (AP) fuzovana se streptavidinem (SAv), ktery se
specificky vaze na biotinylovanou detekéni protilatku. Po pridani substratu BCIP/NBT (5-brom-4-chlor-3-
indolylfosfat/nitrotetrazolium) katalyzuje AP pfeménu substratu na modre zbarveny produkt. V misté, kde

byla pritomna burky sekretujici [FN-y vznika barevny spot (v angl.) tzv. spot forming unit, (SFU).

3.2 Obecné pozadavky pro provedeni metody

Metoda ELISpot vyzaduje praci s PBMC vyizolovanymi z krve pacient nebo darct. Pro zajiSténi
validnich vysledkt je nutna sterilni prace s témito bunikami vlaminarnim boxu vcetné pouziti
sterilnich roztokli a spotfebniho materialu. Pro predkladany ELISpot je doporuceno pouzivat
vyhradné chemikalie dodavané vyrobcem komercnich souprav pro T-bunécny ELISpot uvedené
v kap. 3.3.3 Chemikalie a roztoky. P¥i praci s koncentrovanymi zasobnimi roztoky peptidovych
smési a s rekombinantnimi proteiny je doporuceno pouZzivat silikonizované zkumavky nebo
zkumavky, které omezuji vazbu proteinti na vnitini povrch (napr. zkumavky typu LoBind®). Dalsi
pristrojové vybaveni a pomicky lze povazovat za doporucené, pokud neni v protokolu (viz kap.

3.4.3 Postup) uvedeno jinak.



3.3 Pouzity laboratorni material a chemikalie

3.3.1

Pristrojové vybaveni a software

ImmunoSpot® Analyzer S6 Ultimate M2 (CTL)

Centrifuga Heraeus Megafuge 16R (ThermoFisher Scientific)
Vortex mixer (Labnet)

Mini centrifuga PRISM™ mini (Labnet)

Software ImmunoSpot® Single-Color ELISPOT Enzymatic (CTL)
Software Fluoro-X™ FluoroSpot (CTL)

Software pro statistickou analyzu Prism 8 (GraphPad)

Spotrebni a laboratorni material a pomucky

Pipeta Biopette PLUS 100-1000 pl (Labnet)

Pipeta Biopette PLUS 20-200 pl (Labnet)

Pipeta Biopette PLUS 2-20 pl (Labnet)

Pipeta Biopette PLUS 0,5-10 pl (Labnet)

Pipetus® (Hirschmann)

Multikanalova pipeta Acura 855 5-50 ul (Socorex)

Multikanalova pipeta Finnpipette™ F2 30-300 pl (ThermoFisher Scientific)

Automatickd multikandlova pipeta Finnpipette™ Novus 30-300 pl (ThermoFisher
Scientific)

Automatickd multikanalova pipeta Finnpipette™ Novus 100-1000 pl (ThermoFisher
Scientific)

Zamrazovaci zkumavky CryoKING ® (Biologix®)

Zkumavky Protein LoBind® (Eppendorf)

Spicky s sirokym tstim (SSI Bio) na pipety Biopette PLUS 100-1000 pl a 20-200 pl

1,5ml zkumavky (Eppendorf)

15ml a 50ml polypropylenové zkumavky (Biofil®)

[zola¢ni zkumavky SepMate™ PBMC Isolation Tubes (StemCell® Technologies)
Souprava Human IFN-y Single-Color ELISPOT (CTL)

Hemocytometer Pack for 100-samples (CTL)

Vlhka komiirka (uzaviratelnd nadoba vétsi nez 96-jamkova desticka)

Polystyrenové vanicky na roztoky pro pipetovani multikanalovou pipetou o objemu 55 ml

(Biologix®)



3.3.3 Chemikalie a roztoky

e Ficoll-Paque Plus (GE Healthcare)

e kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA) (Sigma-Aldrich)
e 10x PBS (Gibco)

e CTL-Cryo™ ABC Media Kit (CTL)

e (CTL-LDC™ Live/Dead Cell Counting Kit (CTL)

e 70% etanol (Sigma-Aldrich)

e 100x L-glutamin (Biosera)

e 100x penicilin-streptomycin (Sigma-Aldrich)

e Tween® 20 (Sigma-Aldrich)

e dimetyl-sulfoxid (Sigma-Aldrich)

e dH20

e SARS-CoV-2 S defined peptide pool (MabTech)

e SARS-CoV-2 NMO defined peptide pool (MabTech)

e CEF Pool - extended (PM-CEF-E-4) (JPT Peptide Technologies)

3.3.3.1 Priprava médii a roztoka

CTL-Wash™ médium

e RPMI-1640 (Sigma-Aldrich)
e (CTL-Wash™ Supplement 10x (CTL)
e 100x L-glutamin (Biosera)

CTL-Wash™ médium se pripravuje smichanim CTL-Wash™ Supplement 10x s RPMI-1640
v poméru 1:9 v potifebném objemu podle poctu vzorkl (~ 5,1 ml/vzorek). K roztoku je pridan
L-glutamin tak, aby jeho vysledna koncentrace byla 2mM. Takto pripraveny roztok je mozné
uchovavat 20 dnf pii 4°C. L-glutamin je nutné do roztoku po 7 dnech znovu pridat, protoze je
v roztoku nestabilni. Pridani L-glutaminu je ale mozné maximalné dvakrat. Roztok je nutné

chranit pred svétlem.
CTL-Test™ médium

e CTL-Test™ Medium (CTL)
e 2mM L-glutamin (Biosera)

e 100x penicilin-streptomycin (Sigma-Aldrich)

Médium je rovnou piipraveno k pouziti a neredi se, je vSak nutné do média pridat L-glutamin tak,
aby byl ve vysledném objemu v 2mM koncentraci, a také antibiotika v koncentraci 100U/ml

penicilinu a 100 pg/ml streptomycinu. Médium je vhodné si pripravit den pied vlastnim
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provedenim ELISpotu a je mozné jej uchovavat pii 4 °C max. 1 mésic. Po tydnu je ale nutné znovu

pridat L-glutamin (maximalné je moZné jej ptidat dvakrat). Médium je nutné chranit pred svétlem.
CTL-anti-Aggregate Wash™ (aAGW) médium

e 20x CTL-Anti-Aggregate Wash™ Supplement (CTL)
e RPMI-1640 (Sigma-Aldrich)

Roztok aAGW je pripravovan v objemu dle poc¢tu bunék, kdy pocet milion rozmrazenych bunék
odpovida potrebnému objemu aAGW v ml (napft. pro rozmrazeni 3,5 x 106 PBMC je potreba min.
3,5 ml aAGW bez rezervy na pipetovani). Roztok aAGW média je pripravovan smichanim
RPMI-1640 a 20x CTL-Anti-Aggregate Wash™ Supplement v poméru 19:1. Pfed pouzitim je nutné
roztok aAGW inkubovat v termostatu pti 37°C s 7% CO2 po dobu 20 min. Idedlni je roztok pouZit
do 1 h od jeho ptipravy.

1x PBS

e 10x PBS (Gibco)
e dH;0

Roztok 1x PBS je pfipraven smichanim koncentrovaného 10x PBS (Gibco) s dH20 v poméru 1:9.
Roztok Tween-PBS

e 1xPBS
o Tween® 20 (Sigma- Aldrich)

Roztok Tween-PBS je pripraven smichanim 1x PBS s Tween® 20 tak, aby byl Tween® 20 ve
vysledku 0,05%. Pro jednu 96-jamkovou desticku je potreba pripravit ~ 200 ml Tween-PBS.

Roztok PBS-EDTA

e 1xPBS

e 0,5M kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA)

Roztok PBS-EDTA je pripraven smichanim 4 ml 0,5M EDTA s 1x PBS v celkovém objemu 1 litr.
Konec¢na koncentrace EDTA v 1x PBS je 2ZmM.



3.4 Priubéh metody ELISpot

Priibéh metody ELISpot pro analyzu T-bunécné odpovédi proti viru SARS-CoV-2 je zndzornén na

obr. 2.

Priprava vzorku

Odbeér Izolace Zamrazeni Rozmrazeni
_— _ —_—
krve PBMC PBMC PBMC
Kapitola: Metodika odbéru krve 3.4.3.2 [zolace PBMC 3433 Zamrazeni PBMC 3.4.3.4 Rozmrazeni
Rapiiofa. neni soucastf z periferni krve pro diouhodobé skladovani PBMC pro ELISpot
predkladaného postupu.

Provedeni testu

!rjkubalce Nasa%eql bun‘ek° Ivr]kubelce Naljesen_l ]
desticky pres noc se smési peptidd desticky pres noc vazebné protilatky
3.4.3.5 Postup pro 3.4.3.5 Postup pro
T-bunécny ELISpot T-bunécny ELISpot
DEN 1 DEN O

Vyvolani specifické Vyschnuti Vyhodnoceni

reakce a vznik SFU desticky vysledku
3.4.3.5 Postup pro 3.5 Vyhodnoceni
T-bunécny ELISpot vysledkd
DEN 2

Obr. 2 Schéma priibéhu metody ELISpot
Schematické znazornéni pribéhu metody ELISpot pro analyzu T-bunééné odpovédi cilené proti viru SARS-
CoV-2 sodkazy na jednotlivé kapitoly, které obsahuji dil¢i postupy. Schéma bylo vytvofeno na

Biorender.com

3.4.1 Bezpecnostni opatreni

sz

Metodu ELISpot pro detekci bunécné odpoveédi proti viru SARS-CoV-2 1ze v uvedeném uspoiadani
provadét v laboratofi bez nadstandardnich bezpecnostnich opatieni. Pfi praci s PBMC je nutné
vyuzivat laminarni box pro zajiSténi bezpecnosti a zamezeni kontaminace vzorku. Pri praci

s tekutym dusikem je nutné pouzivat vSechny povinné ochranné pomtcky.

3.4.2 0Okolni podminky zkousky
Provedeni metody ELISpot pro analyzu imunitni odpovédi proti SARS-CoV-2 nevyzaduje kontrolu

Zadnych limitnich podminek.



3.4.3 Postup

3.4.3.1 Priprava zasobnich smési peptidu

Smés peptidii SARS-CoV-2 S a NMO (MabTech)

Lyofilizované peptidové smési jsou rekonstituovany dle protokolu vyrobce:
1. Do zkumavky s lyofilizovanou smési peptidd je pridano 40 ul DMSO.

2. Poté je ptidano 85 pl 1x PBS

3. Obsah zkumavky je promichan na minitrepacce.

4. Tento zasobni roztok o koncentraci 200 pg/ml je rozplnén do silikonizovanych nebo Protein
LoBind® zkumavek dle poZadovaného objemu (12 pl zasobniho roztoku je potieba pro jednu

96-jamkovou desticku).

5. Rozplnéné smési peptidi je nutné uchovavat v mrazaku pii teploté -20 °C nebo nizsi.
Kontrolni smés peptida CEF (JPT)

Lyofilizovana peptidova smés je rekonstituovana dle protokolu vyrobce:

1. Ke smési peptidi je pridano 40 ul DMSO. Zkumavka je intenzivné promichana na minitfepacce.
2. 0bjem je doplnén do 1 ml pfiddnim 1x PBS (koncentrace zasobniho roztoku 200 pg/ml).

3. Zasobni roztok je rozplnén do silikonizovanych nebo Protein LoBind® zkumavek

v pozadovaném objemu (26 pl je objem potiebny pro jednu 96-jamkovou desticku).
4. Zasobni roztok je nutné uchovavat v mrazaku pfri teploté -20 °C nebo nizsi.

3.4.3.2 Izolace PBMC z periferni krve

Do odbérovych zkumavek s heparinem sodnym je odebirana nesrazliva krev. Zkumavky s krvi je
nutné skladovat pri pokojové teploté a izolaci PBMC provést do 24 h od odbéru. Standardné jsou
vzorky zpracovany do ~ 5 h. Videalnim ptipadé by mély byt buiiky izolovany do 8h od odbéru
(Janetzki et al., 2005). Pokud by byly buiiky izolovany s vétSim casovym odstupem je vhodné
ponechat zkumavky v pokojové teploté na trepacce (pripadné s nimi otaCet) anebo jesté 1épe
nafedit krev s roztokem PBS-EDTA (priprava roztoku viz kap. 3.3.3.1 Piiprava médii a roztoki)
vpoméru 1:1. Pfedem je potieba pripravit vSechny potfebné roztoky a vytemperovat je na
pokojovou teplotu (Ficoll-Paque Plus, PBS-EDTA, CTL-Wash médium) a roztoky pro zamrazeni
bunék, které jsou soucasti kitu CTL-Cryo™ ABC Media Kit (CTL-Cryo™ A, CTL-Cryo™ B a CTL-
Cryo™ C) na teplotu 37 °C (viz kapitola 3.4.3.3 Zamrazeni PBMC pro dlouhodobé skladovani).
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Prace s krvi a PBMC vyzaduje pouziti laminarniho boxu. Pro veskerou praci s buiitkami je nutné

pouZzivat Spicky se Sirokym dstim.
1. Priprava CTL-Wash™ média a PBS-EDTA viz Kapitola 3.3.3.1 Piiprava médii a roztoku.

2. Krev je prenesena z odbérovych zkumavek (2x 7 ml) do nové 50ml zkumavky a natedéna 1:1 s
PBS-EDTA (14 ml krve + 14 ml PBS-EDTA). Pro promichani naredéné krve s PBS-EDTA je
zkumavka Setrné 2x obracena. Pro michani se nesmi pouzivat pipeta, protoze smykové sily

indukuji apoptézu v lymfocytech.

3. Roztok Ficoll-Paque Plus je opakovanym pievracenim promichan. Do 50ml SepMate zkumavek
je pres diru v membrané piidano 15 ml Ficollu. V tomto kroku je dobré drzet usti pipety kolmo
k otvoru, aby se nevytvorily pod membranou bubliny. Pripadné malé bubliny by nemély ovlivnit

vysledek.

4. Do SepMate zkumavky (do jeji horni ¢asti nad membranou) je po sténé pomalu pridana

naredéna krev. Objem fedéné krve se musi pohybovat v rozmezi 8-36 ml, aby bylo moZné pouZit

50 ml SepMate zkumavky!

5. Krev v SepMate zkumavkach je centrifugovana pti 1200x g po dobu 10 min pfi teploté 20 °C

(tolerance 15-25 °C) se zapnutou brzdou centrifugy.

6. Do Cisté 50ml zkumavky je slit cely objem tekutiny ze SepMate zkumavky. DileZité je zkumavku

nedrZet v obracené poloze vic nez 2 sec!

7. Polovina objemu tekutiny s butikami v ¢isté 50ml zkumavce je prenesena do druhé 50ml
zkumavky. Tekutina s bunikami je v obou zkumavkach 4x natredéna do 1x PBS. Nasledné jsou
zkumavky centrifugovany pti 300x g po dobu 8 min pfi teploté ~ 20°C se zapnutou brzdou

centrifugy.

8. Supernatant je slit a bunécny pelet je rozvolnén poklepanim na $picku zkumavky. Po uvolnéni
peletu ode dna zkumavky je ptidano 5 ml vytemperovaného CTL-Wash™ média. Buriky jsou velmi
Setrné resuspendovany pomoci mikropipety se Spickou se Sirokym ustim. Ze stfedu objemu

redéné tekutiny s buiikami je odebrano 20 pl do 1,5ml zkumavky. Zbytek PBMC v CTL-Wash™

médiu je uloZen s pootevirenym vickem do termostatu se 7% CO; a teplotou 37 °C.

9. KPBMC v 1,5 ml zkumavce je pridano 20 pl roztoku pro obarveni Zivych a mrtvych bunék*
CTL-LDC™ Live/Dead Cell Counting Kit (CTL). Roztok je resuspendovan a na hemocytometr (CTL)
je napipetovano 10 pl roztoku. Pomoci piistroje ImmunoSpot® Analyzer - S6 Ultimate M2 (CTL)
se softwarem Fluoro-X™ FluoroSpot (CTL) je spocitdno celkové mnozstvi izolovanych zivych

PBMC.
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*Alternativné lze pocet zivych a mrtvych bunék stanovit s vyuZzitim trypanové modie (napf.
Sigma-Aldrich), ktera barvi mrtvé buiiky. Pocet Zivych (neobarvenych) bunék Ize stanovit pomoci

Biirkerovy komirky a svételného mikroskopu.

3.4.3.3 Zamrazeni PBMC pro dlouhodobé skladovani

1. Pfipravi se smeés roztokl CTL-Cryo™ A a CTL-Cryo™ B, které jsou soucasti kitu CTL-Cryo™ ABC

Media Kit. Objem téchto roztokd je prizptisoben celkovému poctu vzorkl a poctu bunék. CTL-
Cryo™ AB smés je pripravena smichanim roztok CTL-Cryo™ A a CTL-Cryo™ B v poméru 4:1. Do
potiebného objemu CTL-Cryo™ A je velmi pomalu prikapavan CTL-Cryo™ B a zaroven je
zkumavkou krouZeno, aby se roztoky béhem ptidavani postupné michaly. Mix CTL-Cryo™ AB je
dan do termostatu na 37 °C. Je doporuceno pouZivat zkumavky pro zamrazovani, které nemaji
duté vicko (napt. CryoKING ®; Biologix®) tzn. pfi jejich otoCeni v procesu rozmrazovani (kap.

3.4.3.4 Rozmrazeni PBMC pro ELISpot) nedochazi k nechténym ztratam buneék.

2. Po spocitani bunék (viz kap. 3.4.3.2 Izolace PBMC z periferni krve) jsou buriky centrifugovany

pti 300x g po dobu 8 min a pii teploté ~ 20 °C se zapnutou brzdou centrifugy.

3. Supernatant je slit a bunécny pelet rozvolnén klepanim na $picku zkumavky. Bunky jsou

resuspendovany ve vytemperovaném CTL-Cryo™ C médiu na koncentraci 20x106/ml.

4. K CTL-Cryo™ C médiu s PBMC je velmi pomalu (~ 1 ml/ 5 s) pfidan CTL-Cryo™ AB mix
v poméru 1:1. BEhem pridavani roztoku jsou zkumavkou provadény krouZzivé pohyby, aby se oba

roztoky radné promichaly.

5. Suspenze bunék ve smési roztoki CTL-Cryo™ ABC je piepipetovana do pfedem oznacenych
zkumavek urcenych pro zamrazovani bunék vtekutém dusiku. Standardné jsou bunky
zamrazovany vobjemu 350 pl tzn. 3,5x10¢ bunék na zkumavku. Bunky by nemély lezet

v kompletnim CTL-Cryo™ ABC déle nez 20 min.

6. Vyizolované PBMC jsou nejprve prendany do mrazictho boxu Nalgene® (Mr. Frosty)
s izopropylalkoholem a umistény do mrazaku na -80 °C po dobu 12-48 h. Nasledné jsou zkumavky

prendany do tekutého dusiku (-196 °C).

3.4.3.4 Rozmrazeni PBMC pro ELISpot

Vzorky PBMC zamrazené dle protokolu uvedeném v piedchozi kapitole jsou rozmrazeny a
nasledné pouzity pro analyzu T-bunécné odpovédi (viz kap. 3.4.3.5 Postup pro T-bunécny
ELISpot). Pred vlastnim rozmrazenim je nutné pripravit a vytemperovat vSechny potiebné
roztoky (CTL-aAGW a CTL-Test™ médium), jejichZ ptiprava je uvedena v kap. 3.3.3.1 Pfiprava
médii a roztoki. Podle tohoto protokolu je moZzné rozmrazovat najednou max. 8 analyzovanych

vzorkl, coZ je dano predevsim kapacitou desticky. Lze ale dle Casovych moznosti rozmrazit
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dvakrat 8 pacienti a poté analyzovat celkem 16 vzorkid s casovou narocnosti (dle nasich

podminek) ~5-6h.

1. Zkumavka s PBMC je ztekutého dusiku ihned prendana do vodni lazné s teplotou
37 °C a inkubovana 8 min. V mezi¢ase je vhodné pripravit sterilni 50ml zkumavky oznacené

identifikanim ¢islem vzorku.
2. Pro resuspendovani bunék je zkumavka 2x otoc¢ena o 180°.

3. Pomoci mikropipety s rozsahem 200-1000 ul a Spickou se Sirokym ustim je cely objem
suspenze bunék prenesen do oznacené 50ml zkumavky. Pro odebrani PBMC, které zlistaly na
sténé zmrazovaci zkumavky, je zkumavka vyplachnuta 1 ml aAGW zahtatého na 37°C a tento
objem je poté ze zkumavky prendan k PBMC v 50ml zkumavce. Roztok aAGW se zbylymi PBMC je

do zkumavky prikapavan pomalu. Zkumavkou je krouzZeno pro promichavani roztoka.

4. K suspenzi bunék v 50ml zkumavce je pomalu ptrikapan i zbyly objem aAGW, tak aby byl
kone¢ny objem pridaného aAGW v ml roven poloviné poc¢tu rozmrazeného mnozstvi bunék v
milionech (napft. kdyZ je rozmrazovano 3,5x10¢ bunék, je v tomto kroku pridano celkemis 1 ml
pro vyplach zmrazovaci zkumavky 1,75 ml aAGW). Pred dal$Sim krokem je doporuceno suspenzi

bunék ve zkumavce jemnymi krouZivymi pohyby zamichat.

5. Zkumavky jsou centrifugovany pii 300x g po dobu 10 minut p¥i pokojové teploté (20-25 °C) se

zapnutou brzdou.

6. Supernatant je slit a bunécny pelet je rozvolnén klepanim na Spicku zkumavky. K peletu je opét
pomalu pridan aAGW ve stejném objemu, jako byl celkovy objem pridaného aAGW v kroku 3. Pred
dalSim krokem je doporuceno suspenzi bunék ve zkumavce jemnymi krouzivymi pohyby
zamichat a resuspendovat pomoci mikropipety s rozsahem 200-1000 pl a Spickou se Sirokym
ustim.

7.Do 1,5ml zkumavky je odebrano 20 pl vzorku pro pocitani bunék. Zbytek PBMC v aAGW roztoku

je uloZen s pootevirenym vickem do termostatu se 7% CO: a teplotou 37 °C.

8. K PBMC v 1,5 ml zkumavce je ptidano 20 pl roztoku pro obarveni zivych a mrtvych bunék* CTL-
LDC™ Live/Dead Cell Counting Kit. Roztok je resuspendovan a na hemocytometr je napipetovano
10 pl. Pomoci pristroje ImnmunoSpot® Analyzer - S6 Ultimate M2 (CTL) se softwarem Fluoro-X™

FluoroSpot (CTL) je vypocitano celkové mnozZstvi rozmrazenych Zivych PBMC.

9. PBMC v 50ml zkumavce jsou centrifugovany stejné jako v bodé 4.
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10. Supernatant je slita PBMC jsou resuspendovany na koncentraci 2x106 zivych PBMC/ml. Pied
pripravou peptidové smeési (viz kapitola 3.4.3.5 Postup pro ELISpot) jsou zkumavky s PBMC

ponechany v termostatu s 37 °C a se 7% CO..

* Alternativné lze pocet Zivych a mrtvych bunék stanovit klasicky s vyuZitim trypanové modre,
kterd barvi mrtvé buinky a spocitinim bunék pomoci Biirkerovy komirky a svételného

mikroskopu.

3.4.3.5 Postup pro ELISpot

Pro T-buné¢ny ELISpot je vyuZivana souprava Human IFN-y Single-Color ELISPOT od firmy CTL.
Uvedeny postup je optimalizovan na pouziti jedné 96-jamkové desticky a analyzu T-bunécné
odpovédi u 8 vzorku. V celém pribéhu protokolu az do kroku ¢. 34 nesmi dojit k vyschnuti PVDF
membrany. Vcelém pribéhu metody je nutné se pti pipetovani Spickou nedotykat PVDF
membrany, aby nedoslo k jejimu poSkozeni. V priibéhu DNE 1 a 2 je nutné pracovat v laminarnim
boxu. V ptipadé mensiho mnozZstvi vzorkt Ize vyuzit soupravu Human IFN-y Single-Color ELISPOT
od CTL obsahujici stripy, se kterymi se pracuje obdobné jako s 96-jamkovou destickou jen je nutné

prizpasobit rozlozeni jednotlivych vzorkd.
DEN 0

1. Je pripraven roztok (Capture Solution) vazebné protilatky (cAb; IFN-y Capture Antibody)
naredénim cAb v roztoku Diluent A. Protilatka se redi 250x, tzn. pri pouziti jedné 96-jamkové

desticky je do 10 ml Diluent A pridano 40 pl cAb.

2. Desticka je aktivovana piidanim 15 pl 70% etanolu do kazdé jamKky, coz se projevi zeSednutim
PVDF membrany. Etanol nesmi byt na desticce inkubovan déle nez 60 s. Etanol je vyklepnut

z desticky do odpadni nddoby a rezidualni kapalina je vyklepnuta do bunicité vaty.

3. Ihned poté je do jamek piidano 150 pl 1x PBS. Roztok je opét vyklepnut do odpadni nadoby a
rezidudlni kapalina vyklepana do bunicité vaty. Nasledné je ptidano 80 pl roztoku cAb na kazdou

jamku.

4. Desticka sroztokem cAb je prendana do vlhké komirky, ktera je vytvorena vystlanim

uzaviratelné nadoby navlh¢enou bunicitou vatou.
5. Desticka je ve vlhké komirce inkubovana pfti 4 °C pres noc.
DEN 1

6.]sou rozmrazeny PBMC podle protokolu v kap. 3.4.3.4 Rozmrazeni PBMC pro ELISpot.
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7. Jsou rozmrazeny zasobni roztoky smési peptidi. Zkumavky s peptidovou smeési jsou
rozmrazovany pri pokojové teploté ~ 15 min. Pokud by byly peptidy rozmrazovany s delSim
Casovym odstupem je nutné je uchovavat po tuto dobu v lednici. Nasledné jsou pripraveny redéné

roztoky (tab. 1).

Tab 1. Redéni smési peptidi

Koncentrace .
Nazev Redéni pfi pouziti jedné 96-jamkové desticky
[ng/ml]
A 1 12 pl zasobniho roztoku smési peptid( + 1188 pl CTL-Test™ média
B 0,25 300 pl A + 900 pl CTL-Test™ média
C 0,06 300 ul B +900 pl CTL-Test™ média
CEF 1 26 pl zadsobniho roztoku smési peptidd CEF + 2574 pl CTL-Test™ média

8. Z desticky je vyklepnut roztok cAb do odpadni nadoby a rezidualni kapalina do bunicité vaty.
9. Desticka je oplachnuta pridanim 150 pl sterilniho 1x PBS na kazdou jamku.
10. Kapalina je opét vyklepnuta stejné jako v bodé 8.

11. Do jamek jsou piidany roztoky s peptidovou smési (100 pl/jamka) nebo samotné CTL-Test™
médium (100 pl/jamka), které slouzi jako negativni kontrola. Doporucené rozvrzeni vzorki na

desticce je uvedeno na obr. 3.

| Koncentrace smési peptida (pug/ml) ‘
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Obr 3. Doporucené rozlozeni experimentu na 96-jamkové desticce

Obrazek byl vytvoren na Biorender.com.
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12. Desticka je inkubovana 10-20 min v termostatu se 7% CO; pti teploté 37°C.

13. Kroztoklim vjamkach je ptridano 100 pl suspenze PBMC (tzn. 200 000 PBMC/jamka)

analyzovanych vzorki (obr. 3).

14. Buiiky jsou rozprostieny po plose jamKky jemnym postupnym poklepanim na vSechny bocni

strany desticky.

15. Desticku se dnem zabalenym do alobalu je nutné ihned umistit do termostatu (37 °C, 7% CO2)
a inkubovat 20 h. Je vhodné v tomto ¢asu termostat neotevirat a zamezit tak nechténému posunu

bunék.
DEN 2
16. Priprava Tween-PBS (viz kap. 3.3.3.1 Priprava médii a roztokii).

17. Roztok (Detection Solution) s detek¢ni protilatkou (dAb; Biotin Detection Antibody) v objemu
pro jednu 96-jamkovou desticku je pripraven pridanim 40 pl dAb do 10 ml roztoku Diluent B.
Protilatka dAb je fredéna 250x.

18. Obsah desti¢ky je vyklepnut do odpadni nadoby s dezinfekci a rezidudlni kapalina je
vyklepnuta do bunicité vaty.

19. Desticka je dvakrat oplachnuta pridanim 200 pl 1x PBS/jamka a dvakrat pridanim
200 pl Tween-PBS do kazdé jamky. Kazdy promyv je zakonc¢en krokem 18.

20. Do prazdnych jamek je ptidano 80 pl/jamka roztoku dAb. Pripadné vzniklé bubliny je

doporuceno propichnout opatrné jehlou tak, aby nedoslo k poruSeni membrany.
21. Desticka je inkubovana ve tmé zabalena v alobalu po dobu 2 h pii pokojové teploté.

22. Priblizné 10 min pred koncem inkubace je pripraven roztok (Tertiary Solution) SAv-AP
smichdnim 10 ml roztoku Diluent C s 10 pl Strep-AP. Ptipraveny roztok je pted pouzitim nutno

uschovat ve tmé.
23. Opakovani kroku 18.

24. Desticka je 3x oplachnuta pridanim 200 pl roztoku Tween-PBS do kazdé jamky. Po kazdém
proplachu nasleduje krok 18.

25. Do kazdé jamky je pridano 80 pul ptipraveného roztoku SAv-AP (Tertiary Solution). Piipadné
vzniklé bubliny je doporuceno propichnout opatrné jehlou tak, aby nedoSlo k poruseni

membrany.

26. Desticka je inkubovana pti pokojové teploté ve tmé po dobu 30 min.
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27. Priblizné 10 min pired koncem inkubace je pripraven roztok se substratem (Blue Developer
Solution). Do 10 ml roztoku Diluent Blue je pridano 160 ul roztoku S1, po zamichani 160 pl
roztoku S2 a po dalsim zamichani je nakonec ptridano 92 pl roztoku S3. Pfipraveny roztok je pied

pouZzitim nutno uschovat ve tmé.
28. Opakovani kroku 18.

29. Desticka je 2x oplachnuta pridanim 200 pl roztoku Tween-PBS na kazdou jamku a poté 2x

pridanim 200 ul dH20 na kazdou jamku. Po kazdém proplachu nasleduje krok 18.

30. Na desticku je do kazdé jamky ptridano 80 pl roztoku se substratem (Blue Developer Solution).

Desticka je inkubovana pii pokojové teploté 15 min ve tmé.

31. Opakovani kroku 18.

32. Cela desticka je 3x oplachnuta jemnym proudem kohoutkové vody.

33. Opakovani kroku 18.

34. Ze spodni ¢asti desticky je opatrné pomoci pinzety odstranén plastovy kryt.

35. Desticka je dnem vzhlru poloZena na bunicitou vatu, kde takto vysycha po dobu 24 h.

Alternativné Ize desticku nechat vysychat 1 h v zapnutém laminarnim boxu.
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3.5 Vyhodnoceni vysledku

Proces vyhodnocovani byl optimalizovan pro pouziti piistroje ImmunoSpot® Analyzer - S6
Ultimate M2 (CTL). Pokud je pro vyhodnoceni vysledkli pouzivan jiny piistroj je nutné
optimalizovat nastaveni snimani vysledkd konkrétné pro dany pristroj. Pouziti odliSného
ptistroje ale nema vliv na nastaveni hrani¢nich hodnot pro vyhodnoceni pozitivity/negativity

vzorku uvedenych v kap. 3.5.2 Vyhodnoceni vysledkd.

3.5.1 Stanoveni poctu spotu

Pro vyhodnoceni vysledki je pouzivan pristroj ImmunoSpot® Analyzer - S6 Ultimate M2 a
software ImmunoSpot® Single-Color ELISPOT Enzymatic. VreZimu Single-Color je desti¢ka
nasnimana a pocet spotli vypocitan s doporucenym nastavenim (tab. 2). Pri pocitani spotl jsou
pii procesu ,count” (tab. 2) oznaceny pozitivni (SARS-CoV-2 smési peptidii) a negativni (kontrolni
médium) jamky a nasledné je senzitivita softwaru p¥i pocitani spoti nastavena pomoci funkce
v angl. zvané autogating. Po kontrole kvality je pocet SFU prepocitan na 1 mil. PBMC a vyhodnocen

dle postupu v kap. 3.5.2.

Tab. 2: Proces a nastaveni pristroje InmunoSpot® Analyzer - S6 Ultimate M2 (CTL)

Proces Nastaveni

IFN-y ImmunoSpot Kit Plate
Scan Centering mode - Fixed present position with autocentering
Exposure: Autoexposure for each well
Background balance = 80
Count Diffuse processing = normal
Spot separation = 1

3.5.2 Vyvhodnoceni reaktivity vzorku

Pro vyhodnoceni pozitivity /negativity vzorku byla stanovena mezni hodnota (CO, z angl. cut-off)
dle Lehmann et al. (2021) individudlné pro kazdy vzorek zvlast jako prtimérny pocet (%)
SFU/106 PBMC negativni kontroly u kazdého z analyzovanych vzorkl navySeny o trojnasobek
smérodatné odchylky (SD; z angl. standard deviation), tzn. CO = X + 3SD. U vzorki byla nejprve
vyhodnocena odpovéd bunék proti smésim peptidii SARS-CoV-2 a nasledné odpovéd na kontrolni
smeés peptidli CEF. Jako pozitivni je vzorek vyhodnocen, pokud je pocet SFU > CO daného vzorku
ve 2 nebo 3 jamkach (bez ohledu na konkrétni redéni). Pokud buriky nereaguji ani na smés peptida
SARS-CoV-2 (S aNMO) ani na kontrolni peptidovou smés CEF (vice o CEF v kap. 3.7 Optimalizace),
jedna se o nehodnotitelny vzorek a je doporuceno zopakovat cely proces analyzy T-bunécné

odpovédi s novym odbérem krve (obr.4).
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Obr. 4 Algoritmus pro vyhodnoceni pozitivity /negativity vzorku

Schéma bylo vytvoreno na Biorender.com

3.6 Validace

Predkladana metodika byla porovnana také s komerc¢ni soupravou T-SPOT®.COVID test od firmy
Oxford Immunotec, kterd se stala dostupnou v priibéhu vyvoje naseho testu. Vysledky byly
porovnany u 17 pacientd po prodélaném covidu-19 a 5 séronegativnich kontrol. U vzorkil
séronegativnich kontrol byla prokazana testem ELISA nepritomnost protilatek proti N antigenu
(Elecsys® Anti-SARS-CoV-2; Roche), kdy byl za negativni povaZovan vzorek, jehoZ hodnota
vysledného indexu (COI; z angl. cut-off index) COl < 1,0. Detekovana hladina protilatek se u
séronegativnich vzorkd pohybovala v rozmezi 0 - 0,4 U/ml. Vysledky poctu SFU/106 PBMC pfi

porovnani obou testli analyzujicich mnozstvi bunék produkujicich IFN-y spolu vzajemné koreluji

s vysokou statistickou vyznamnosti P < 0,001 (obr. 5).
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Obr. 5 Porovnani vyvinutého testu ELISpot s komerc¢ni soupravou

T-bunécna odpovéd byla stanovena vyvinutym postupem a soucasné také pomoci komerc¢ni soupravy

T-SPOT®.COVID test od firmy Oxford Immunotec u 17 pacientli po prodélaném covidu-19 a 5

séronegativnich kontrol.

Pti pouziti algoritmt pro vyhodnoceni pozitivity/negativity vzorku (uvedenych v kapitole 3.5.2 a
vnavodu testu T-SPOT®.COVID!) se vysledek shoduje pro N i Santigen v81 % pripadi

(17/21; 1 vzorek byl z porovnani vyrazen, protozZe byl komercni soupravou vyhodnocen jako

1 CO v testu T-SPOT®.COVID je vyhodnocovan na zakladé poc¢tu SFU v negativni kontrole (kontrolni médium). Kdyz je
pocet bunék v negativni kontrole < 10 je vysledek vyhodnocen jako platny, pokud je zaroven pocet SFU v pozitivni
kontrole (mitogen) = 20. Nasledné jsou vyhodnocovany vzorky dle poc¢tu SFU v jamkach se SARS-CoV-2 smési peptidi
po odecteni hodnoty SFU pro negativni kontrolu na zakladé tabulky v ndvodu od vyrobce. Podle hodnoty SFU pro

negativni kontrolu je stanoven CO pro pozitivitu vzork v rozmezi od 8 do 18 SFU/200 000 - 300 000 PBMC.
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nehodnotitelny), pficemz u kontrolnich vzorkid se vysledek shoduje v 60 % pripadi (3/5) a u
pacientskych vzorki v 88 % piipadii (14/16) pro N i S antigen. Oba testy pritom vykazaly stejnou
reaktivitu: Pro oba antigeny detekovaly 16 pozitivnich vzorki ve skupiné 17 pacienti a u 5

kontrolnich osob potvrdily negativitu pro 4 vzorky u antigenu S a pro 3 vzorky u antigenu N/NMO.

3.7 Optimalizace

V predkladané metodice pro analyzu T-bunécné odpovédi pomoci testu ELISpot byla
optimalizovana vhodna pozitivni kontrola pro stimulaci PBMC, kterou se stala kontrolni smés
peptidli s nazvem CEF od firmy JPT. Kontrolni smés CEF je povaZovana za zlaty standard pri
analyze funk¢nosti antigenné specifickych CD8+ lymfocytti T. CEF je slozen z peptidi, které
predstavuji imunodominantni epitopy viru chripky typu A, cytomegaloviru a viru Epstein-
Baarové (tab. 3). Bylo popsano, Ze existuje ¢ast jedinct, kteii na CEF nemusi odpovidat, napf.
jedinci, kteri vpribéhu zivota nevyvinuli odpovéd ani proti jednomu z pritomnych

imunodominantnich epitopti zminénych virli (Lehmann et al,, 2021b).

Tab. 3 Smési peptidia

Smés peptidt

) Pocet peptidi Zdrojové proteiny Vyrobce
(nazev)
CEF 32 CMV, EBV, |IAV Miltenyi
M 53 M Miltenyi
N 102 N Miltenyi
S1 171 S Miltenyi
S2N 32 (MHC-1) + 9 (MHC-II) S,N Mabtech
SNMO 47 S, N, M, ORF3a, ORF7a Mabtech
Select 63 (MHC-1) + 25 (MHC-II) S,N, M, E, nsp Miltenyi
S 100 S Mabtech
NMO 101 N, M, ORF1, nsp3, ORF3a, ORF7a, ORF8 Mabtech

V tabulce jsou uvedeny vSechny smési peptidi pouZité p¥i vyvoji testu ELISpot. CEF slouZi jako pozitivni
kontrola a obsahuje peptidy odvozené z imunodominantnich epitopti cytomegaloviru (CMV), viru Epstein-
Barrové (EBV) a viru chripky typu A (IAV). SARS-CoV-2 smési peptidd maji rizné slozeni a mohou
obsahovat peptidy odvozené z nukleoapsidového proteinu (N), membranového proteinu (M), povrchovych

glykoproteini (S, E), nestrukturnich proteint (nsp) a také dopliikovych proteinti (ORF3a, ORF7a, ORF8).

Dale bylo optimalizovano mnoZstvi bunék pouzivanych v testu, stanovené na 200 000 PBMC na
jamku. Délka inkubace bunék s peptidovou smési byla stanovena dle doporuceni vyrobce
soupravy Human IFN-y Single-Color ELISPOT (CTL) a ptedchozich zkuSenosti pracovnikl

laboratote s obdobnym testem na ~ 20 h v termostatu pti 37 °C a 7 % CO..
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V pribéhu optimalizace metodiky byly testovany smési peptidii odvozené od antigent
SARS-CoV-2 a dodavané vyrobci Miltenyi Biotec a Mabtech (tab. 3). Dle vté dobé dostupné
literatury byly vybrany smeési sloZzené z peptidi vybranych na zakladé sekvenci
imunodominantnich epitopt (S2N a SNMO od firmy Mabtech a Select od firmy Miltenyi Biotec) a
smeési sloZzené z prekryvajicich se peptidii, které pokryvaji celou sekvenci daného proteinu nebo
jeho casti (M, N a S1 od firmy Miltenyi Biotec). S témito smésmi peptidd bylo analyzovano 16
pacientli po covidu-19 srliznou zavaznosti onemocnéni a 16 kontrolnich subjektd. Skupina
kontrol sestavala z 11 vzorkt séronegativnich darci krve (neexponované kontroly), u nichz byla
prokazana nepiitomnost protilatek proti N proteinu ELISA testem (Elecsys® Anti-SARS-CoV-2;
Roche) a z 5 vzorkd od pacientli odebranych pied pandemii covidu-19 (pre-covid kontroly).
Vysledky ukazaly, Ze pouze s pouzitim peptidové smési SNMO (Mabtech) byla reaktivita sér
pacientli a kontrolnich subjekti statisticky vyznamné odlisSna (obr. 6). Pro dalsi analyzu byly
nakonec vybrany nové dostupné smeési peptidi Sa NMO od vyrobce Mabtech, které navic

umoziuji u vakcinovanych osob prokazat infekci SARS-CoV-2.

Pro zjisténi afinity analyzovanych T bunék k dané smési peptidd, ktera umoziuje odliseni jejich
mozné kiizové reaktivity proti jinym bézné cirkulujicim koronavirtim, bylo zavedeno sériové
fedéni smeési (Lehmann et al, 2021a). Analyza vzorkli od 16 pacientli po covidu-19 a 8
séronegativnich darci krve ukazala, Ze pti pouziti vybranych smési peptidii S (obr. 7) a NMO (obr.
8) nedochazi k poklesu poctu SFU (s vyjimkou 1 vzorku), coz svéd¢i o detekci reaktivity, ktera je

specificka pro SARS-CoV-2.
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Obr. 6 Porovnani reaktivity u smési peptidii SARS-CoV-2

T-bunécna odpovéd byla analyzovana u 16 pacienti po covidu-19, 11 séronegativnich darci krve
(neexponované kontroly) a 5 jedincli odebranych pied pandemii covidu-19 (pre-covid kontroly). Skupina
pacientli (n=16) a neexponovanych kontrol (n=16) byla statisticky porovnana t-testem (** P < 0.01). Vzorky,
kde byl pocet SFU/10¢ PBMC roven 0, jsou z diivodu logaritmické osy y stanoveny na hodnotu 0,0011.

23



Médium - kontroly Médium - pacienti

600 600
500 500
400 400
L 300+ L 300+
S 200 T S 200 T
[aa] [aa]
[a W [a W
w w
S 150= S 150 =
—~ —~
o -]
= 100 = 100
50— 50=
0 = Z S— 0 = ==
L} 1 1 1 1 1
Pepmix S - kontroly Pepmix S - pacienti
600 600
500 500
400 400
o, 300+ L 300+
= 200 T S 200 T
o [aa]
[ o
[\s] (Y]
S 150 S 150
~ ~
i} >
L 100 & 100

50 50—

0 Ii 7I 1 0 1 1 T 7I
> > A\ N\ > >
<& & <& & & &

& ¢ 9 & &8 9
N9 Q_Qco A ng

Obr 7. Seriové Fedéni smési peptidi S

T-bunécna odpovéd byla analyzovana u 16 pacienti po covidu-19, 8 séronegativnich darcti krve (kontroly).
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Obr 8. Seriové redéni smési peptidi NMO

T-bunécna odpovéd byla analyzovana u 16 pacienti po covidu-19, 8 séronegativnich darcti krve (kontroly).
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3.8 Operativni rizeni jakosti

Operativni tizeni jakosti je feSeno zavedenim negativni kontroly (PBMC inkubované pouze

v médiu bez piitomnosti smési peptidii) a pozitivni kontroly (stimulace PBMC smési peptidi CEF).

4 Srovnani novosti postupii

Vyvinutd metoda ELISpot pro detekci bunécné imunitni odpovédi zahrnuje pouziti komercni
soupravy, ktera umoziuje analyzovat frekvenci antigenné specifickych lymfocytd produkujicich
cytokin IFN-y po specifické stimulaci. Nami vyvinuty postup umoZnuje vyuZziti této soupravy na
stanoveni imunity proti SARS-CoV-2. Je pritom mozné odliSit, zda tato imunita pochazi pouze
z o¢kovani nebo zda doSlo k infekci SARS-CoV-2. Metoda ELISpot je nejcitlivéjsi metodou pro
detekci specifickych imunitnich bunék a pri standardnim uspoiadani testu dosahuje detekcni
limit 0,00025 % (Lehmann a Zhang, 2012). Zavedenou metodiku lze také diky pouZiti inovativnich
komercné dostupnych souprav transformovat do podoby tzv. FluoroSpot metody, pti které jsou
pro detekci produkovaného cytokinu pouzivany fluorescen¢né znacené protilatky, coz pripadné
umoziiuje detekci i vétSiho spektra sekretovanych molekul. Pro vyhodnoceni metody FluoroSpot

je ale potiebny specificky pristroj, ktery umoznuje detekovat fluorescencni signal.

5 Popis uplatnéni certifikované metodiky

Pomoci vyvinuté metody ELISpot lze analyzovat bunécnou imunitu zprostiedkovanou
lymfocyty T. Tato metoda miiZe byt uplatnéna pri analyze imunitni odpovédi u jedincl po
prodélaném covidu-19 a ockovani proti SARS-CoV-2 a muze se tak uplatnit pti stanoveni imunitni
pripravenosti pracovnikd zachrannych slozek. Analyza imunitni odpovédi vétsiho poctu jedinci a
porovnani moznych rizikovych faktorti a priibéhu onemocnéni pak miize prispét pfi boji
s pandemii covidu-19. Metodu lze upravit pro detekci imunitni odpovédi i proti jinym viram, které

se vyskytuji v populaci, eventualné i pro ptipady dalSich pandemii novymi viry.
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