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Zvyrazneéni

ProdlouzZena imunizace narusila sérovou neutraliza¢ni aktivitu

ProdlouZena imunizace potlacila tvorbu zarode¢nych center

ProdlouZena imunizace inhibovala aktivaci CD8 * T bunék

souhrn

Opakované aplikace boosterti vakein byly vzneseny tvari v tvar
neustalému vyskytu variant SARS-CoV-2 s neutraliza¢nimi
unikovymi mutacemi, ale jejich ochranna ucinnost a potencialni
nezadouci ucinky zlistavaji do zna¢né miry neznamé. Zde jsme
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porovnali humoralni a bunéc¢né imunitni odpovédi prodlouzeného
pribehu posilovact vakeiny s rekombinantni receptorovou vazebnou
doménou (RBD) s témi z konvenéni imunizaéni strategie na mysim
modelu Balb/c. Vicenasobné boostery vakciny po konvenéni
vakcinaci vyznamneé snizily titry RBD-specifickych protilatek a
sérovou neutralizac¢ni uéinnost proti variantam Delta a Omicron a
hluboce zhorsily CD4 * a CD8 *Aktivace T bunék a zvySena exprese
PD-1 a LAG-3 v téchto T bunkach. Mechanicky jsme potvrdili, ze
prodlouzené vakcinace posilovaci RBD prevratila ochranné imunitni
vzpominky podporou adaptivni imunitni tolerance. Nase zjiSténi
prokazuji potencialni rizika pri neustalém pouzivani posilovaca
vakein proti SARS-CoV-2, coz ma bezprostredni disledky pro
globalni strategie posileni o¢kovani proti COVID-19.
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Bunécna biologie

Uvod

Vakciny hraji astredni roli v ochranné strategii proti COVID-19.
Vétsina vakein proti COVID-19 s povolenim pro nouzové pouziti od
Svétové zdravotnické organizace obsahuje minimum receptorové
vazebné domény (RBD) proteinu SARS-CoV-2 Spike. Konven¢ni
cykly téchto vakein se ukazaly s pokrocilymi prinosy proti SARS-
CoV-2, ale jejich neutralizac¢ni ac¢innost byla neustale zpochybrnovana
castym vyskytem mutacénich variant ( Chakrabarti et al., 2022 ;
Thiruvengadam et al., 2022 ; Zhou et al. al., 2021 ). Od konce roku
2021 varianta SARS-CoV-2 Omicron prekonala globalni dominanci a

epidemiologické studie identifikovaly znaéné tirovné priillomovych
infekci a reinfekei vakeinou (Atmar a kol., 2022 ; Walls a kol., 2022 ).
Vzhledem k témto problémim bylo povoleno pouziti preockovani pro
dospélé po dokonceni zakladniho oc¢kovani ( Tanne, 2022 ).

Hromadné diikazy ukazaly, ze pouziti prvni posilovaci davky vakciny
bylo bezpec¢né a i¢inné a mohlo produkovat vysoké titry
neutralizac¢nich protilatek se zlepSenou ti¢innosti proti variantam
Omicron ( Cerqueira-Silva et al., 2022 ; Elliott et al., 2022). Ukazalo
se vSak, Ze sérova ochrana po jedné posilovaci vakcinaci s ¢asem

klesa, coz opét zptisobilo, Ze imunizované osoby jsou nachylné k
trvalému riziku novée vzniklych variant SARS-CoV-2. Bylo tak
odhaleno podani druhé posilovaci vakciny nebo pripadné rutinni
ockovani posilovacimi davkami, o kterych bylo dostupnych malo
informaci. K rAdnému reseni relevantnich otazek v praktické oblasti
profylaxe COVID-19 bylo zapottebi vice informaci, jako je
doporucena podminka pro pouziti dalSich posilovacich vakein,
navrhovany pocet posilovacich davek, které je treba podat, a
potencialni nezadouci Géinky pokracujiciho podavani posilovaci
vakciny.

Po subkutanni nebo intramuskularni injekei budou rozpustné
antigeny vakcin prezentovany aktivaénim B bunkam za vzniku
zarodeénych center a dale se diferencuji na plazmatické bunky a
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pameétové bunky vylucujici antigen specifické protilatky ( Lederer et
al., 2022 ; Young a Brink, 2021 ). Mezitim jsou zpracované T
bunécné epitopy na vakcinach prezentovany molekulami MHC-I
povrchovym receptoriim T bunék (TCR) a aktivuji T bunky, které se
mohou diferencovat na efektorové T buriky a uplatiiovat ochrannou

bunéénou imunitu s produkei molekul toxicity ( Fahrner et al. , 2022
; Naranbhai et al., 2022). Jednim z hlavnich problémii spojenych s
kontinualni imunizaci posilovacimi vakcinami je relativné omezené

okno odezvy systematické imunity na stejné podnéty. Bylo
publikovano, Ze stimulace cizim antigenem miize vyvolat imunitni
toleranci, ktera se projevuje jako neschopnost nebo nizka tcinnost
produkovat antigen-specifické protilatky a aktivovat efektorové T
buniky ( Lin et al., 1998 ; Rizzuto et al., 2022 ) ( Han et al., 2013 ).V
soucasné dobé neni jasné, zda prodlouzené podavani boostert

vakciny RBD miize obnovit ochrannou imunitu nebo je nachylné k
navozeni imunitni tolerance.

Zde jsme provedli podélné a lateralni hodnoceni imunitnich
odpovéedi na prodlouzeny prubéh posilovaci vakciny s
rekombinantnim proteinem RBD na mysim modelu Balb/c. Zjistili
jsme, ze konvencni imunizac¢ni kurz by mohl stimulovat trvalé
hladiny neutraliza¢nich protilatek a podporovat antigenoveé
specifické CD4 * a CD8 *Reaktivita T bun€k. Pokracujici vakcinace
vSak podporila vytvoreni prominentni adaptivni imunitni tolerance a
hluboce narusila zavedenou imunitni odpovéd s konvenénim
priubehem, o ¢emz svédci vyznamné snizeni antigenné specifické
protilatky a odpovédi T bunék, ztrata imunitni paméti a forma
imunosupresivniho mikroprostredi. . Nase zjisténi prokazala
potencialni rizika spojena s prodlouzenym posilovacim cyklem
ockovani proti SARS-CoV-2 s bezprostiednimi diisledky pro
strategické pouziti homolognich posilovacich vakein.

Vysledek

RozsSifena imunizace nezvysila produkci RBD specifickych protilatek u
mysi
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Aby se zjistilo, zda posilovaci davky vakciny mohou vyvolat priznivé
ucinky, byly Sestitydennim sami¢kdm mysi Balb/c podany dalsi
davky vakciny RBD (rozsirena skupina) podle konvencni strategie
(konvenc¢ni skupina) ¢tyrnasobné imunizace vysoce purifikovanym
SARS-CoV- 2 RBD rekombinacni protein ( obrazek 1A ). Jak jiz bylo
drive uvedeno ( Gao et al., 2021 ), zjistili jsme, zZe hladiny RBD-
specifickych IgG protilatek byly zvySeny v zavislosti na davce s
davkovacim intervalem 2—3 tydnt ( obrazek 1 B). Konkrétné byla pri
¢tvrté imunizaci pozorovana stabilni hladina produkce protilatek,

ktera se udrzela po dobu nasledujicich 6 tydnt ( obrazek 1B).
Néasledna imunizace vSak postupné snizovala titr RBD-specifickych
IgG protilatek a vyznamny rozdil mohl byt detekovan po druhé
injekci RBD booster vakcin ( obrazky 1 B a 1C). Protoze distribuce
podtrid IgG v séru ukazuje na zkreslenou imunitu Th1 nebo Th2
(pomocné bunky T, Th), analyzovali jsme protilatkové odpovedi
podtridy IgG vyvolané vakcinou RBD. Vysledky ELISA ukéazaly, zZe jak
RBD-specifické IgGi, tak IgG2a byly detekovany v séru z
imunizovanych mysi. Titr IgG1 byl vyznamné vyssi nez titr IgG2a, coz
ukazuje, ze vakcina RBD vyvolala reakci podobnou Th2 prednostnim
zesilenim sérové protilatky IgG1 ( obrazky 1D a 1E). IgG1 titr u mysi
imunizovanych vice posilovacimi davkami byl viznamné nizsi nez titr
bez posilovaci davky. Tyto vysledky naznacuji, ze vakcina RBD by
mohla stimulovat produkci RBD-specifickych protilatek s dominanci
typu Th2, zatimco pridani RBD booster vakcin nezvysilo produkei
RBD specifickych protilatek u mysi.
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Obrazek 1 . RozSifen4 imunizace nezvysila produkci RBD
specifickych protilatek u mysi

(A) Konvenc¢ni nebo rozsirena strategie imunizace vakcinou RBD.
Cerné $ipky predstavuji injekei 50 pug RBD. Cervené sipky predstavuji
usmrcené mysi sedmy den po posledni imunizaci. Periferni krev z
ocasni 7ily byla my$im odebréana 10. 9" po kazdé imunizaci. Periferni
krev byla odebrana sedmy den pred prvni imunizaci jako negativni
kontrola.

(B) Titry RBD-specifickych IgG protilatek byly testovany pomoci
ELISA v mysich sérech odebranych 10 dni po kazdé injekei. (N = 3).

(C) Titry IgG protilatek vazajici RBD byly testovany pomoci ELISA v
mysSich sérech odebranych 10 dnti po étvrté a Sesté imunizaci. Body
predstavuji jednotlivé mysi. Data byla prezentovana jako prameér +
SEM.

(D) Titry RBD-specifickych IgG1 protilatek byly testovany pomoci
ELISA v mysich sérech odebranych 10 dni po kazdé vakcinaci. (N =
3).

(E) Titry RBD-specifickych IgG2a protilatek byly testovany pomoci
ELISA v mysSich sérech odebranych 10 dni po kazdé imunizaci. (N =
3). *xp< 0,05. ns predstavoval nevyznamny. *xp< 0,05, **p< 0,01,
***P< 0,001, ***xp< 0,0001. ns predstavoval nevyznamny.

Prodlouzena imunizace snizila odezvy sérovych neutralizacnich protilatek

Dale jsme stanovili neutraliza¢ni potencial téchto RBD-specifickych
IgG protilatek z imunizovaného mysiho séra. Vysledky z kompetitivni
ELISA ukazaly, Ze sérum z mysi imunizovanych RBD vykazovalo
kompetitivni G¢innost oproti hACE2 ( obrazek S1 A). Ac¢koli sérum z
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obou skupin mohlo dosdhnout témér 100% kompetitivni vazby na
RBD pri vysokych koncentracich, prodlouzena imunizace vyznamné
snizila inhibi¢ni ucinek pri vyssich nasobcich rfedéni ve srovnani s
konvencni vakcinacni skupinou ( obrazek S1A). Dale jsme hodnotili
aktivitu neutralizaénich protilatek séra imunizovanych mysi RBD
proti pseudovirim SARS-CoV-2 a jeho noveé vzniklym muta¢nim
variantam. Pozorovali jsme, Ze sérum obou imunizovanych skupin
vykazovalo neutralizacni acinnost, jak je ukazano z vysledkii
experimenti neutralizace pseudoviri ( obrazky 2 A—2C, S1 B a S1C).
Zjistili jsme rozsah 2,5 az 4nasobného snizeni geometrického
prameéru titr proti Delta a Omicron ve srovnani s pseudoviry
divokého typu ( obrazky 2 A—2C). Je treba poznamenat, ze doslo k
vyznamnému snizeni neutraliza¢ni schopnosti mysiho séra z
rozsirené skupiny proti vSem trem typtiim pseudoviri, jak naznacuje
nizsi ;csoodpovidajici kazdému testu ( obrazky 2 A—2C). Vyse
uvedené vysledky spolecné naznacuji, ze imunizace rekombinantnim
proteinem RBD by mohla prinést neutralizaéni protilatkovou
odpoved u mysi Balb/c proti SARS-CoV-2 a jeho variantam, coz by
mohlo byt vazné ovlivnéno prodlouzenym podavanim posilovact
vakein.
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Obrazek 2 . Prodlouzena imunizace snizila odezvy sérovych
neutraliza¢nich protilatek

Neutralizaéni krivky pseudovirti pro kmeny SARS-CoV-2 (divokého
typu) (A), Delta (B) a Omicron (C) v mysich sérech odebranych 10
dni po posledni davce konvenéni skupiny nebo prodlouzené
vakcinace RBD. Porovnani neutraliza¢nich titri mezi SARS-CoV-2
(divokého typu) a dvéma variantnimi kmeny pro konvencni a
rozsirené vakcinacni sérum: pro analyzu byl pouzit Wilcoxoniiv
parovy znaménkovy test a byly vypocteny dvoustranné hodnoty p;
pramérné hodnoty byly uvedeny nad kazdym sloupcem. Body
predstavuji jednotlivé mysi v (A), (B) a (C). Data byla prezentovana
jako prumeér + (SEM). Byla ukazana reprezentativni data ze dvou
nezavislych experimenti. *p< 0,05, **p< 0,01. ns predstavoval
nevyznamny.
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RozsSifena imunizace inhibovala produkci RBD-specifickych pamét'ovych
B bunék

Pro prozkoumani potencialnich mechanismi neutraliza¢nich
protilatek ovlivnénych prodlouzenym podavanim byla provedena
prutokova cytometricka analyza s celkovymi lymfocyty z krve
imunizovanych mysi jeden tyden po posledni injekci kazdé skupiny.
Vysledky odhalily, Ze podily plazmatickych bunék CD19 ~CD138 *
byly vyznamné zvySené v obou skupinach, zatimco pri prodlouzeni
imunizacni kary bylo pozorovano vyrazné snizeni ( obrazek 3 A ).
Také podil paméti B v den 7 po posledni imunizaci byl stanoven
priutokovou cytometrickou analyzou se vzorky mysi sleziny. Zjistili
jsme, ze populace CD19 * CD27 "B bunky byly vyznamné zvétSeny v
obou dvou imunizovanych skupinach ve srovnani s PBS kontrolou,
zatimco u rozsirené skupiny bylo detekovano vyrazné snizeni podilu
pameétovych B bunék ve srovnani s konvenc¢nimi vakcina¢nimi vzorky
( obrazek 3 B). Pamétové B bunky mohou byt indukovany
diferenciaci na plazmatické burky prostrednictvim kostimulace s
agonistou TLR receptoru R848 a IL-2. Protilatky secernované
pamétovymi B bunikami byly detekovany testem ELISPOT a ELISA, v
daném poradi. V souladu s tim vysledky z ELISPOT a testu ELISA
prokéazaly, ze jak konvencni, tak rozsirena imunizace by mohla
ucinné indukovat produkci RBD-specifickych pamétovych B bun€k s
S1D). ProtoZe proliferace a diferenciace B bunék jsou podporovany
IL-4 a IL-5, analyzovali jsme také hladiny téchto cytokinii v séru
imunizovanych mysi pomoci ELISA. Vysledky ukazaly, ze RBD
rekombinantni proteiny mohou podporovat vyznamné zvyseni
produkce IL-4 a IL-5, zatimco sérové hladiny bud’ IL-4 nebo IL-5
byly pri prodlouZené vakcinaci srovnatelné nizsi ( obrazky 3 E a 3F).
Vyse uvedené informace prokazaly, ze dalsi RBD booster vakciny
mohou vést ke ztraté RBD-specifické humoralni imunity a
podporovat imunitni toleranci.

ns
PBS Conventional Extended = ::| .
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Obrazek 3 . Rozsirena imunizace inhibovala produkci RBD-
specifickych pamétovych B bunék

(A) Pomér CD19 ~ CD138 * plazmatickych bunék lymfocyti byl
detekovan pritokovou cytometrii v krvi sedmy den po posledni
imunizaci.

(B) Procenta CD19 * CD27 * pamétovych B bun€k (gated na CD19 * B
bunkach) ze splenocytii byla detekovana pritokovou cytometrii
sedmy den po posledni imunizaci.

(C) R848 (2 ug/ml) v kombinaci se 100 U/ml mySiho IL-2 byly
stimulovany k indukei pamétovych B bunék k diferenciaci na

10/41



plazmatické bunky, 7. den po posledni imunizaci. Vysledky ELISPOT
byly ukazany jako pocty RBD-specifickych IgG bodii na 5 x 105
splenocytli ka7dé mysi odeétené od odpovidajicich DMSO skupin. Jako
negativni kontrola byla provedena stimulace stejnym objemem
média. Data byla reprezentativni ze dvou nezavislych experimenti.

(D) RBD-specifické IgG protilatky v supernatantu 5 x 105 SPlenocyti g
ml byly detekovany pomoci ELISA. IL-4 (E) a IL-5 (F) v séru byly
detekovany testem ELISA sedmy den po posledni imunizaci. Data
byla prezentovana jako primeér + SEM Byla ukazana reprezentativni
data ze dvou nezavislych experimentil. *p< 0,05, **p< 0,01, ***p<
0,001, **xx*xp< 0,0001. ns predstavoval nevyznamny.

Prodlouzena imunizace potlacila tvorbu zarodeéného centra

Po expozici antigenu aktivované antigen-specifické B buriky indukuji
nékteré drive aktivované T burky, aby se diferencovaly na Tth bunky,
které exprimuji vysoké hladiny chemokinového receptoru CXCR5,
jsou vtazeny do lymfoidnich folikuld a hraji kritickou roli pri tvorbé a
funkei zarodecnych center. . Dalsi vyzkum s tvorbou germinalniho
centra byl proveden za icelem vyhodnoceni tc¢innosti diferenciace
GC B bunék na pamétové B burnky a plazmatické burnky, které udéluji
hostiteli t¢innou dlouhotrvajici humoralni imunitu po antigenni
stimulaci. Pritokovéa cytometricka analyza vzorklti mysi sleziny
identifikovala vyznamné zvyseni podilu CD19 * GL7 * Fas * B bun€k
v konven¢éné imunizované skupiné ( obrazek 4 A). Jak se oc¢ekavalo,
reakce zarode¢ného centra byla prodlouzenou imunizaci zruSena na
uroven témeér podobnou jako kontrola PBS ( obrazek 4 A). Paralelné
byla pomoci imunofluorescen¢niho barveni detekovana exprese
germinalniho centra B bunécného markeru PNA. Zjistili jsme, Ze
pozitivné obarvené B bunky mysi sleziny byly v rozsirené skupiné
vyrazneé snizeny, na rozdil od téch od zvirat s konvencni vakeinaci,
coZ potvrzuje, ze tvorba GC byla narusena dvéma davkami posilovaci
vakciny. ( Obrazek 4 B). Analyzovali jsme také podil CD4 * CXCR5 *
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PD-1 *Tth bunky ve sleziné imunizovanych mysi a zjistili, Ze
prodlouzena imunizace snizila populaci téchto Tfh bunék na troven
jako u PBS kontroly, na rozdil od vyznamné zvySenych Tth populaci z
konvenéni skupiny ( obrazek 4 C). Souhrnné tyto vysledky potvrdily,
ze zahrnuti RBD booster vakciny po normalnim pribehu imunizace
nemohlo vyvolat a zvysit reakce germinalnich center v mysi sleziné,
coZ naznacuje, ze vice boosterti by mohlo vyvolat toleranci spiSe nez
imunitni reakce.
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Obrazek 4 . Prodlouzena imunizace potlacila tvorbu zarode¢ného
centra

(A) Procenta Fas * GL-7 * B bunék (gated CD19 ™ B bunky) ze
splenocytii sedmy den po posledni imunizaci byla detekovana
pritokovou cytometrii.

(B) Sedmy den po posledni imunizaci byly zmrazené tkin€ mysich
slezin obarveny PNA (zelend) a B220 (Cervena). Méritko
predstavovalo 75 um a obrazky byly analyzovany softwarem ImageJ.

(C) Procenta PD-1 * CXCR5 * Tth bunék ze splenocytt byla
detekovana prutokovou cytometrii a ukazana v gated CD4 * T
burnikach. Body predstavuji jednotlivé mysi v (A) a (C). Data byla
prezentovana jako primeér + SEM xp< 0,05, *x*p < 0,001. NS
predstavuje nevyznamné.

Rozsifena imunizace inhibovala aktivaci imunitnich odpovédi CD4 * T bunék

S pozorovanymi nevyhodami v humoralni imunité zptisobené
prodlouzenou imunizaci jsme presli ke stanoveni, zda existuji néjaké
rozdily v bunéénych imunitnich odpovédich na dvé vakciny. Aktivace
CD4 * T bunék byla analyzovana pratokovou cytometrickou analyzou
odpovidajicich markerti. Obé imunizaéni cykly mohly vyznamné
zvysit podily CD69 * nebo CD137 * CD4 * T bunék, zatimco
prodlouzena vakcinace zptisobila vice nez 40% snizeni aktivace CD4
* T bunék ve sleziné ( obrazky 5 A a 5B ). Podrobna studie podskupin
T bunék v CD4 *T bunky odhalily, ze podil efektorovych pamétovych
T bunék (Tem) a centralnich pamétovych T bunék (Tecm) v CD4 * T
bunkach v rozsirené skupiné€ byl ostfe snizen ve srovnani s normalni
skupinou, spolu s relativné zvySenym poc¢tem naivnich T bunék. (Tn)
populace. Specialné jsme pozorovali, ze frekvence CD4 ™ Te bunék
vyznamne stoupa v rozsirené skupiné€. ( Obrazky 5 C a S2 A).

W | == e =

A FES Conventional Extended 2%

T Calls % )

-
-
[*]
L]

SC-A

1.07 =]

13/41



1
oo
(=3
k]
o —
CD&Y CDa’
;

—>5§
F 1
i
.
2
%
~

B

FES i Conventional Extended ~ 19

< [ 1 _.:— E_ .
B = -] Lah | B o A0
] 1.34 e 5.72 ad 3.98 E i
. E . o y
= e -— n_'.. . '-'E w‘ = 5
"~ B
: E T " E - T — T TTT—T——e—— -
- : " conr o d
% Bl= 15 a0 - -

..m e _“"_ & s =
7 b5 TR L=
i g | 3w .

k-] ] i = 26 7 % il .
£ 40 § g e |z
- u-qé zn—ﬁ 151
i & j”
E 4 s
D
& 100+ £ 5 & 12- # 20-
5 - i o me = o
:": ] T - E‘.‘ . ns § ‘: A E 1.5+ *
g e g | = : § 10-
L e Elaall
E o é = E - En.u—
4 LY ;y 4
E F

Conventional Extended

20+ 15+

H

s

Obrazek 5 . Rozsirena imunizace inhibovala aktivaci imunitnich
odpovédi CD4 * T bunék

@

IL-10 In Senam (pgimil)

CD25* Foxp-3° Treg Calls (%)
.
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Exprese CD69 (A) a CD137 (B) (gated na CD4 * T bunkach) byla
detekovana priitokovou cytometrii sedmy den po posledni imunizaci.

(C) Pomér Tn (CD62L * CD44 ~ ), Te (CD62L ~ CD44 ~ ), Tem
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(CD62L ~ CD44 ") aTem (CD62L * CD44 ™) CD4 * T bunék byl
detekovan pritokovou cytometrii v den 77 po posledni imunizaci.

(D) Exprese PD-1 a LAG-3 (gated na CD4 * T burnkéach) byla
detekovana priitokovou cytometrii v den 7 po posledni imunizaci.

(E) Pomér Treg (gated on CD4 * ) byl detekovan priitokovou
cytometrii sedmy den po posledni imunizaci. IL-10 (F) v
imunizovaném séru byly detekovany sedmy den po posledni
imunizaci. Data byla prezentovana jako primeér + SEM *p< 0,05,
*xP < 0,01, *¥**P < 0,001, ***xp < 0,0001. ns predstavoval
nevyznamny.

Kromé toho jsme hodnotili exprese markeri vycerpani v CD4 * T
bunkach v mysich splenocytech v den 7 po posledni imunizaci.
Vysledky pritokové cytometrie ukazaly, ze podily PD-1 - LAG-3 ~ CD4
* T bunék byly vyznamné snizeny pii prodlouZzené imunizaci ve
srovnani s konvenéni vakcinaci, zatimco druha skupina nevykazovala
zadny zjevny rozdil od kontrolni skupiny PBS ( obrazky 5 D a S2 B).
Navic jsme zjistili, Ze prodlouzena imunizace vyznamne indukovala
procenta PD-1* CD4 * T bunék ve srovnani s konven¢ni vakcinaci
nebo kontrolou PBS ( obrazky 5D a S2 B). YVYP1-1LAG-3 " CD4 * T
bunék nebyly mezi vSemi skupinami detekovany zadné zjevné variace
( obrazky 5 D a S2 B). Kromé toho jsme potvrdili, Ze zvySena
povrchova exprese jak PD-1, tak LAG-3 byla pfimo amérna
zvySenému podilu Te CD4 ™ T bunék ve skupiné s rozsifenou
imunizaci ( obrazky S2 C a S2D). Tato data naznacuji, Ze dalsi
posilovaci davky vakeciny ke konven¢nimu imunizovanému cyklu by
mohly podporovat CD4 *Vycerpani T bunék. Abychom prozkoumali
zapojeni populace regulacnich T buné€k (Treg) do sniZené bunééné

imunity spojené s rozsirenou imunizaci, stanovili jsme podil Treg
bunék v mysich splenocytech tyden po posledni imunizaci. Vysledky
analyzy priitokovou cytometrii ukazaly, Ze ve skupiné s rozsirenou
vakcinaci bylo detekovano vyssi procento CD4 * CD25 * foxp-3 *
Treg bunék ve srovnani s normalni skupinou a kontrolni skupinou
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PBS ( obrazek 5E). Dale jsme testovali sérovou hladinu IL-10, ktery
byl vylu¢ovan hlavné Treg bunkami. Vysledky ELISA ukazaly, ze ve
vzorcich ze skupiny s rozsifenou vakcinaci bylo detekovano vyssi
mnozstvi IL-10 nez v ostatnich dvou skupinach, coz bylo v souladu se
zvySenym percentilem bunek Treg ( obrazek 5 F). Tato data
naznacuji, ze Treg bunky mohou hrat diilezitou roli vimunitnich
tolerancich vii¢i prodlouzené imunizaci vakcinami RBD.

RozsSifena imunizace inhibovala imunitni odpovéd’ zprostredkovanou CD8
* T buinkami

Abychom prozkoumali ti¢inek boostert vakciny na CD8 * T bunky,
studovali jsme secernované hladiny efektorovych cytokinti jeden
tyden po posledni imunizaci. Sérové koncentrace IL-2, IFN-y a TNF-
a byly viznamneé zvySeny obéma imunizacnimi cykly, coz ukazuje na
funkéni aktivaci CD8 * T bunék ( obrazky 6 A—6C ). RozSifena
vakcinace vsSak vyrazneé snizila sekreci vSech tri cytokinii nez
konvenéni imunizace ( obrazky 6 A—6C). K potvrzeni téchto
pozorovani byly vysledkem specifické reakce SARS-CoV-2 RBD CD8
*T lymfocyty jsme aplikovali kratky peptid obsahujici sekvenci
odpovidajici 9 aminokyselinové oblasti (pojmenované P45), ktera
byla nedavno identifikovana jako HLA-Ax24:02 CD8 ™ T bunécny
epitop (25), ktery miize byt kiiZoveé rozpoznan mysimi CD8 * T
bunkami. Splenocyty izolované z imunizovanych mysi byly
stimulovany peptidem P45 po dobu 24 hodin, nez byly podrobeny
vySetreni na aktivaci T bunék. Analyza pritokovou cytometrii
ukazala, ze P45 zvysil profil exprese CD69 i CD137 v CD8 * T
bunikach, zatimco splenocyty z rozsirené skupiny vykazovaly

*VvVv/

konvencéni vakcinacni skupiny ( obrazek 6 D, 6E, S3A a S3B).
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Obrazek 6 . Rozsifena imunizace inhibovala imunitni odpovéd
zprostredkovanou CD8 * T bunkami

IL-2 (A), IFN-y (B) a TNF-a (C) vimunizovaném séru byly
detekovany sedmy den po posledni imunizaci. Exprese CD69 (D) a
CD137 (E) ve splenocytech (gated na CD8 * T burikach) byly
detekovany priutokovou cytometrii po stimulaci 10 ug/ml RBD nebo
HBYV peptidem po dobu 24 hodin, jako negativni kontrola byla
pouzita konvencéni média.
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(F) Pomér Tn (CD62L * CD44 ~ ), Te (CD62L ~ CD44 ~ ), Tem
(CD62L ~ CD44 ) a Tem (CD62L * CD44 * ) CD8 ™ T bunék 7. den
po posledni imunizaci.

(G) Exprese PD-1 a LAG-3 (gated na CD8 * T burikach) byla
detekovana v den 7 po posledni imunizaci. Data byla prezentovana
jako primér + (SEM). *p <0,05 , ¥*p< 0,01, ***P< 0,001, ****P<
0,0001. ns predstavoval nevyznamny.

Dale jsme studovali podtypy CD8 * T bun€k spojené s riznymi
imunizaénimi cykly. Ve srovnani se skupinou PBS bylo procento Tem
v rozsifené skupin€ vyznamneé snizeno, spolu s vyznamnym nartstem
v subpopulaci Te a témeér zadnymi zmeénami v podilech Tn a Tem (
obrazky 6 F a S3 C). Konkrétné doslo k vice nez 50% snizeni
populace Tem u mysi ze skupiny s rozsirenou vakcinaci nez u
konvencni skupiny, bez zjevnych rozdilt v percentilu jinych podtypi
CDS8 * T buneék ( obrazek 6 F).

Bylo popsano, zZe opakovana stimulace antigenem vyvolava vycerpani
CDS8 * T bunék; proto jsme testovali, zda existuji n€jaké rozdily v
hladinach markert vycerpani mezi dvéma imunizac¢nimi cykly.
Zjistili jsme, Ze povrchové exprese PD-1 a LAG-3 na CD8 * T bunkach
z mys$ich splenocytti byly evidentné vyssi ve skupiné s rozsirenou
vakcinaci, ve srovnani bud’ s konvenéni skupinou, nebo s kontrolou
PBS ( obrazek 6 G a S3 D) .. Soucasné byl podil PD-1~LAG-3 " CD8 *
T bun€k v rozsirené skupiné vyznamneé nizsi nez v ostatnich
skupinach ( obrazek 6G). Exprese PD-1 a LAG-3 na Te podskupinach
CD8 * T bun€k byly dale analyzovany a zjistili jsme, Ze nejvyssi
hladina LAG-3 byla exprimovana v Te podskupinach CD8 * T bunék
ze vzorki s prodlouzenou imunizaci . ( Obrazky S3E a S3F). Tato
data naznacuji, Ze pokracujici podavani RBD booster vakcin by
mohlo vést ke snizené aktivaci CD8 * T bunék se zvysenym
vycerpanim. Celkovée nasSe zjisténi prokazala potencialni riziko
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adaptivni imunitni tolerance z prodlouzeného priibéhu imunizace s
homolognimi booster vakcinami a navrhla, ze aplikacim vice booster
vakein s ochrannym zadmérem je treba predchazet opatrné.

Diskuse

V soucasné dobé je celosveétoveé podporovano o¢kovani proti COVID-
19, i kdyz trvala ochrana proti nove vzniklym variantnim kmentm
SARS-CoV-2 je neustale zpochybnovana. Klinické dikazy prokazaly,
ze zahrnuti dalsi posilovaci vakciny miize znovu stimulovat
ochrannou imunitni odpovéd ( Cheng et al., 2022 ; Gruell et al.,

2022). Je zpochybnovano, zda by takové obnoveni imunitni odpovédi
vyvolané vakcinou bylo mozné opakovat pokracujici aplikaci
boostert, ale v soucasnosti je to z velké ¢asti neznamé. Zde jsme
porovnavali a¢inky opakovanych boosterii vakciny RBD s
konvenc¢nim imunizaénim cyklem s t¢inky s rozsirenou vakcinaéni
strategii na modelu mysi Balb/c. Zjistili jsme, Ze ochranné acinky
humoralni imunity a bunééné imunity vytvorené konvenc¢ni
imunizaci byly oba hluboce naruseny béhem prodlouzeného
vakcinac¢niho cyklu. Konkrétné prodlouzena vakcinace nejen plné
naruSila mnozstvi a neutraliza¢ni G¢innost sérovych RBD-
specifickych protilatek, ale také zkratila dlouhodobou humoralni
pamét. To je spojeno s imunitni toleranci v reakci zarodeénych
center, spolu se snizenym poc¢tem B a Tth bunék germinalniho centra
sleziny. Navic jsme prokazali, Ze prodlouzena imunizace snizila
funkéni odpovédi CD4* a CD8 * T bunky, omezily populaci
pameétovych T bune€k a up-regulovaly expresi PD-1 a LAG-3 v
bunkach podtypu Te. Byl také pozorovan zvySeny percentil Treg
bun€k, doprovazeny vyznamnym zvySenim produkce IL-10. Spole¢né
jsme poskytli zasadni diikaz, ze opakované podavani RBD booster
vakcin miize negativné ovlivnit imunitni odpovéd vytvorenou
konvencnim vakcina¢nim kurzem a podporovat adaptivni imunitni
toleranci.
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V nasi nedavné studii tridavkovy cyklus vakcin RBD tispésné prinesl
jak humoralni, tak bunéénou imunitni ochranu po dobu 4 mésicti v
modelu mysi Balb/c ( Gao et al., 2021 ). V soucasné studii jsme
zjistili, ze nasledné ¢tvrté podani stejné vakeiny pokracovalo ve
stimulaci produkce RBD-specifickych neutraliza¢nich protilatek,

jejichz sérové hladiny byly udrzovany po dobu nejméné 6 tydnt. Tato
zjisténi byla v souladu s hlasenym neutralizacnim ac¢inkem ¢étvrté
davky vakciny Pfizer na mutanty SARS-CoV-2 ( Tanne, 2022). Kdyz
jsme vSak podali dalsi davky stejné posilovaci davky vakciny, s
pokusem vyvolat podobné zesilenou nebo alespon trvalou imunitni
odpovéd, pozorovali jsme zjevné snizeni celkovych imunitnich
odpovédi. Jak titr RBD-specifickych protilatek, tak sérova
neutralizacni schopnost proti pseudovirim SARS-CoV-2 byly vazné
ovlivnény, s vice nez dvojnasobnym poklesem IC50 proti
nejnovéjsim variantam SARS-CoV-2, véetné mutantti Delta a
Omicron. To naznacuje, Ze opakované podavani RBD booster vakein
miize aktivné podporovat humoralni imunitni toleranci namisto
funkéni humoralni imunity. Nedavna nezavisla zprava prinesla
podobné pozorovani, ze jedna dalsi preockovani inaktivovanou
vakcinou SARS-CoV-2 u ¢lovéka vyznamné snizila titr RBD-
specifickych protilatek, kdyz byla podana v dobée, kdy jiz byla
pozorovana ztrata ochranné téinnosti ( Perez-Then et al. ., 2022).
Naznacuje, ze u posilovacich vakein vyvinutych zamérenych na
SARS-CoV-2 RBD divokého typu mohou byt davky nebo priibéh
imunizace klicovym faktorem, ktery by mohl byt negativné ovlivnén
imunitni toleranci. Pfed jakymkoli prodlouzenym ockovanim miize
byt dilezité monitorovat sérové hladiny protilatek.

Prokazana imunitni tolerance z opakovaného podavani homolognich
boosterti v nasi studii naznacuje, ze pri optimalizaci rozsitreného
planu pro booster oc¢kovani proti SARS-CoV-2 je tfeba postupovat
opatrné. Misto kontinualniho davkovani homolognich primarnich
vakcin mize stredni prechod na heterologni preockovani nabidnout
Sanci na zlepseni pozorované energie proti mutantim Omicron (
Reynolds et al., 2022 ). Takova vakcinaéni strategie mlize vyuzivat
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jinak neuspokojivou imunitni odpovéd v diisledku fenoménu séra
nazyvaného imprinting protilatek nebo ptivodni antigenni hrich
(OAS), ktery se objevuje v ockovani proti SARS-CoV-2, zejména u
déti ( Lavinder a Ippolito, 2022). Narazime-li na heterologni
boostery, imunitni pamétova odpoved ovladana OAS by mohla

generovat rychlejsi a silnéjsi neutraliza¢ni ochranu pred preferencni
aktivaci existujicich klonti B bun€k protilatkami rozpoznavajicimi
epitopy kmene divokého typu. To by mohlo poskytnout prilezitost
pro dostatecny ¢as a akumulaci heterolognich antigent, které by
mohly vyvolat spravny nabor novych naivnich B bunék pro vytvoreni
dalsi primarni nebo sekundarni reakce na nové prezentované
epitopy. Je rozumné spekulovat, ze takova variantné specificka
imunitni adaptace miize zvysit trvanlivost a/nebo tcinnost pro
vyvijejici se potrebu ochrany. V takovém ramci mohou byt
prizptisobené mRNA vakciny dobrou volbou pro obchazeni ztraty
uéinné humoralni a bunééné imunity z konvencnich vakein
vyvinutych s divokym typem viru.

Ve snaze vysvétlit mechanismus humoralni imunitni tolerance
spojené s nasim prodlouzenym imuniza¢nim kurzem jsme
analyzovali mechanismy zapojené do produkce RBD-specifickych
protilatek. Pri prodlouzené posilovaci vakcinaci u mysi jsme
pozorovali viznamné snizZeny pocet elementarnich faktort a
pomocnych T bun€k, které by byly nutné pro zrani a aktivaci B
bune€k, ve srovnani s konven¢nim pritbéhem imunizace.
Nedostateéna dostupnost Tth bunék by mohla branit konven¢nimu
procesu funkéni diferenciace B bunék a snizené mnozstvi sérového
IL-4 by mohlo branit aktivaci B bunék. Tyto predpoklady byly
podporeny skuteénosti, Ze v germinalnim centru byl detekovan
vyznamneé nizsi pocet aktivnich B bunék u mysi ze skupiny s
rozsirenou imunizaci ve srovnani se zviraty, kterym byla podana
konvencni vakcinace. Pozoruhodné jsme zjistili, Ze podil pamétovych
B bunék byl vyrazn€ sniZen ve skupiné€ s rozsifenou imunizaci, spolu
se znamkami imunitni tolerance B bunék, coz naznacuje, ze
opakované ockovani posilovacich injekci sdilelo podobné
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mechanismy, jako je vidét z humoralni imunitni tolerance opakované
expozice antigenu, jako pri chronickych virovych infekcich (Han a
kol., 2013 ).

Kromé humoralnich imunitnich odpovédi byla pozorovana bunécna
imunitni tolerance béhem prodlouzeného cyklu posilovaci vakcinace
RBD. V séru rozsirené skupiny byly nalezeny omezené tirovné
aktivace antigen-specifickych pameétovych T bunék a hluboce snizena
sekrece IL-2 a IFN-y, na rozdil od trvalych buné¢nych imunitnich
odpovéedi po 4 davkach vakcin RBD. Bylo hlaseno, ze chronicka
infekce virem HBV by mohla vést k antigen-specifické bunééné
imunitni toleranci, ktera se projevila jako ¢astecna nebo uplna
neschopnost vyvolat aktivni imunitni odpovéd’ z antigen-specifického
CD8 *T bunky a vyznamné zvyseni povrchovych expresi inhibi¢nich
receptort, véetné PD-1, Tim-3 a CTLA-4. Podobné jsme zjistili, Ze
prodlouzené podavani RBD booster vakcin zjevneé zvysilo hladiny
PD-1 a LAG-3, doprovazené vyznamnym snizenim pameétovych CD8
" T bunék ( Han et al., 2013 ). To je zvlasté dulezité, protoze se
ukazalo, ze pamétova CD8 ™ T bunééna odpovéd hraje prevladajici

roli pro uéinnou reakci proti nové vzniklym variantam SARS-CoV-2,
které znaéné zpochybnily humoralni imunitu kolektivnimi
neutraliza¢nimi tinikovymi mutacemi ( Tarke et al., 2022 ;
Naranbhai a kol., 2022 ; Swadling a kol., 2022). Proto nadmeérna
stimulace stejnou posilovaci vakcinou nebo reinfekce po vakcinaci

miiZe vazné narusit bunéénou imunitni odpovéd nastolenou
konvenénim ockovacim cyklem, coz spolu s provokovanymi
humoralnimi imunitnimi reakcemi miize vést k prodlouzenému
trvani onemocnéni a/nebo zhorseni priznakt u prijemci .

Nadmeérna vakcinace miize navic vytvaret imunosupresivni
mikroprostredi, které je také diilezitym cCinitelem imunitni tolerance.
Prokazali jsme, Ze jak procento CD25 * Foxp3 ¥ CD4 ™ Treg bunék,
tak hladiny imunosupresivnich cytokint IL-10 byly up-regulovany po
prodlouzené booster vakcinaci RBD vakcinou. To miiZze mit za
nasledek sniZzenou aktivaci a diferenciaci B bun€k pri stimulaci
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antigenem, stejné jako funkéni inhibici bunék prezentujicich antigen
(APC) a nasledné snizeni aktivace CD8 ™ T bunék ( Damo a Joshi,
2019 ; Field et al., 2020 Turner a kol., 2020). Ve skute¢nosti jsme
pozorovali humoralni i buné¢nou imunitni toleranci pri davkach
prodlouzenych preockovani, coz umoznilo bezpecné spekulovat, ze

preockovani miize vazné ovlivnit imunitni ochrannou a¢innost
stanovenou konvencni imunizaci SARS-CoV-2 a pravdépodobné
zvySit zavaznost onemocnéni. pro nové pacienty COVID-19 nebo
reinfekce.

Ackoli RBD podjednotkové vakciny nemohou zcela reprezentovat
inaktivované nebo mRNA vakciny, zejména ve zptisobu dodani
antigenu. Nedavna zprava v The New England Journal of Medicine
prokazala, ze ¢tvrta vakcinace mRNA zdravych mladych
zdravotnickych pracovnikt vykazuje pouze okrajové vyhody ( Reev-
Yochay et al., 2022 ). Zda prodlouzena vakcinace jinymi vakcinami
COVID-19 zaloZenymi na sekvenci SARS-CoV-2 divokého typu vyvola
imunitni toleranci, jsou zapotrebi dalsi vyzkumy.

V souhrnu jsme charakterizovali komplexni t¢inky prodlouzené
imunizace posilovacimi vakcinami RBD na mySim modelu balb/c.
Nase zjisténi odhalila, Ze opakované davkovani po ustaveni odpovédi
na vakcinu nemusi dale zlepsit antigen-specifickou reaktivitu; misto
toho by to mohlo zptisobit systematickou toleranci a neschopnost
vytvaret ic¢inné humoralni a bunécné imunitni reakce na soucasné
varianty SARS-CoV-2. Nase studie poskytuje véasné informace pro
prevenci COVID-19. Zarazuje do debaty prodlouzeny imunizacni
kurz se dvéma nebo vice boostery vakciny na bazi RBD a varuje pred
budoucimi aplikacemi posilovaci vakein bez fadného vyhodnoceni
titri sérovych protilatek a funkei T bunek.

Omezeni studia

V této studii jsme misto primati pouzili zvireci model hlodavei.
Ackoli skute¢na kinetika imunitni reaktivity mezi mysi a lidmi neni
plné objasnéna, ukazalo se, ze model mysi Balb/c sdili hluboké
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podobnosti s lidmi v reakci na infekce SARS-CoV-2 ( Halfmann et al.,
2022 ). Pozorovana adaptivni imunitni tolerance spojena s

prodlouzenou posilovaci vakcinaci tedy mtize predstavovat dilezitou
referencni hodnotu, zejména pro prijemce homolognich vakcin. Nas
publikovany vyzkum uvedl, Ze titr protilatek v séru imunizovanych
mysi zacal klesat tri az ¢tyri tydny po posledni injekei vakeiny ( Gao
et al., 2021). Proto byl tritydenni interval mezi posilovacimi davkami

v této studii o néco kratsi. DalSim omezenim této studie je to, Ze jsme
testovali prodlouzenou karu vakcinace, ve které byly vakciny
podavany v rutinnim ¢asovém intervalu, misto aby byly podavany v
pozdni dobé€, kdy imunitni reakce slably, jak je vidét u ockovanych.
Nase vysledky odhalily potencialni nezadouci ucinky spojené s
béznymi vakcinami zvySujicimi SARS-CoV-2 a zdiiraznily slozitost
systematického imunitniho stavu v dobé ockovani, ktery by mohl byt
vyznamneé ovlivnén adaptivni toleranci. Na podporu naseho zjisténi
nedavna nezavisla studie na kohorté 38 o¢kovanych prokazala
podobny pokles humoralni imunity, kdyz byla podana druha
posilovaci davka inaktivovaného viru SARS-CoV-2 v dobé oslabené
imunitni odpovédi ( Wang et al., 2022). Navzdory nedostatku
piimych diikazi o zménach v aktivaci slezinnych CD8 * T bunék
pozorovany pokles exprese CD137 a CD69 v CD8 * T burikach
odvozenych ze sleziny stimulovanych peptidem P45 spolu se
snizenim sérovych hladin efektorovych molekul IL- 2, IFN-y a TNF-

a, podporily, ze prodlouzena imunizace podjednotkovych vakcin RBD
narusila aktivaci P45-specifické CD8 * buné¢né imunity. Souhrnné
tyto vysledky naznacuji, Ze je tfeba opatrnosti pri opakovaném
preockovani proti SARS-CoV-2 v masové populaci.

STARMethods

Tabulka klicovych zdroju

REAGENT nebo i
RESOURCE ZDROJ IDENTIFIKATOR

Protilatky
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REAGENT nebo

RESOURCE ZDROJ IDENTIFIKATOR

APC anti-mys CD19 BioLegend Cat#152409; AB_2629838

PE anti-mysi CD138 BioLegend Cat#142503;
AB_10915989

FITC anti-mysi/krysi/lidsky BioLegend Cat#124207; AB_1236463

CD27

PE/Cyanine7 anti-mySi CD4  BiolLegend Cat#100421; AB_312706

APC/Cyanine7 anti-mysi BioLegend Cat#145525; AB_2566798

CD185 (CXCR5)

PE anti-myS$i CD279 (PD-1)  BiolLegend Cat#135205; AB_1877232

FITC anti-mysi/lidsky GL7 BioLegend Cat#144603; AB_2561696

antigen

PerCP/Cyanine5.5 anti-mysi  BioLegend Cat#152609; AB_2632904

CD95 (Fas)

Anti-mysi/lidska BioLegend Cat#103229; AB_492875

CD45R/B220 protilatka

Alexa Fluor® 647

Alexa Fluor 700 proti mysi BioLegend Cat#100216; AB_493697

CD3

PE anti-mySi CD8a BioLegend Cat#162303; AB_2894434

Brilliant Violet 605™ proti BioLegend Cat#104529;AB_11203710

mysSim CD69

APC anti-mys CD137 BioLegend Cat#106109; AB_2564296

APC anti-mys CD279 BioLegend Cat#109111;
AB_10613470

PE anti-mysSi CD223 BioLegend Cat#125208; AB_2133343

Brilliant Violet 605™ proti BioLegend Cat#103047; AB_2562451

mySim/lidskym CD44

Brilliant Violet 421™ proti BioLegend Cat#104435;

mySi CD62L AB_10900082

Alexa Fluor® 488 proti mysi  BioLegend Cat#136803;

FOXP3 AB_10946412

Kozi anti-mySi IgG H&L Abcam Cat#ab6789; AB_955439

sekundarni protilatka
konjugovana s HRP
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REAGENT nebo

RESOURCE ZDROJ IDENTIFIKATOR

Kozi anti-mySi IgG1 H&L Bethyl Cat#A90-105P; AB_67150
konjugovany s HRP

Kozi anti-mySi IgG2a H&L Bethyl Cat#A90-107P; AB_67155
konjugovany s HRP

Kozi anti-mysi IgG-ALP MabTech Cat#3310-4; AB_2890180
Bakterialni a virové kmeny

SARS-COV-2-S GenBank QVE75681.1
SARS-CoV-2-S B1617.2 GenBank EPI_ISL_4299998
SARS-COQV-2-8 Omicron GenBank EPI_ISL_7263803

Biologické vzorky

RBD rekombinacni protein

Ulozeno v laboratofi

N/A

Chemikalie, peptidy a rekombinantni proteiny

RBD-jeho protein

Sinobiologické

Cat#40592-V0O5H

RBD-mfc protein

Sinobiologické

Cat#40592-V0O5H

ACE2-jeho protein

Sinobiologické

Cat#10108-HO8H

Kritické komercni testy

LIVE/DEADTM fixovatelna Invitrogen Cat#L34976
sada na skvrny od mrtvych
bunék
Souprava pro stanoveni Bio-RAD KocCka#10014905
cytokind u mysi a potkan(
Experimentalni modely: Bunééné linie
HEK 293T ATCC N/A
293F bunky ATCC N/A
Experimentalni modely: Organismy/kmeny
Balb/c mysi; samice Experimentalni zvifeci N/A
centrum Chongging
Medical University
Software a algoritmy
Graphpad Prism 8 Graphpad Prism 8 N/A
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REAGENT nebo

RESOURCE ZDROJ IDENTIFIKATOR
Flow jo verze 10.5.2. Flow jo verze 10.5.2. N/A

jiny

6-jamkové desti¢ky pro Thermo Fisher Cat#140675

kultivaci bunék

Corning CellBIND Povrch Corning Cat#3296
100 mm Kultivacni miska

Souprava pro detekci mysich  Bio-prace Kat#M60000007A
cytokinu Bio-plex

Desky ELISPOT Thermo Fisher Cat#AB2384B

Dostupnost zdrojt

Vedouci kontakt

Pozadavky na zdroje a reagencie smérujte na vedouci kontaktni
osobu A.-SJ ( aishunjin@cgmu.edu.cn ).

Dostupnost materialt

VSechna ¢inidla a materialy budou k dispozici na vyzadani po
dokonceni dohody o prevodu materiali.

Experimentalni model a detaily predmétu

Bunécné linie

Ziskali jsme bunky HEK 293T a 293F z AmericanType Culture
Collection (ATCC). Bunky Daudi a butiky ACE2-HEK 293T byly
uchovavany v nasi laboratori. Buniky HEK 293T a HACE2-293T byly
kultivovany v Dulbecco modifikovaném Eagle médiu (Gibco™, USA)
doplnéném 10% fetalnim bovinnim sérem (Gibco, USA), 100 mg/ml
streptomycinu a 100 U/ml penicilinu pri 37 °C a 5% CO2. Bunky
Daudi byly kultivovany v médiu DMEM doplnéném 10% fetalnim
bovinnim sérem (Gibco™, USA), 100 mg/ml streptomycinu a 100
U/ml penicilinu pti 37 °C a 5% cos- -

Plazmidy
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pWPXL , pMD2.G a pSPAX2 v této studii byly ulozeny do Centra pro
imunologicky vyzkum Lékarské univerzity v Chongqing.

Restrikéni misto EcoRI vektoru pMD2.G bylo syntetizovano a
klonovano do SARS-COV-S s 19 aminokyselinami chybé€jicimi na
uhlikovém konci.

Luciferazovy reportérovy vektor pWPXL (pWPXL-luciferaza)
zkonstruovany N. Landauem poskytl Prof. Chiguo Cai z Wuhan
University (Wuhan, Cina).

Plazmid pMD2.G exprimujici VSV-G poskytl Prof. Ding Xue z
Tsinghua University (Peking, Cina).

Expresni plazmid lidského ACE2 byl ziskan od GeneCopoeia
(Guangzhou, Cina).

Produkce a ¢isténi RBD proteinu

Ersi1919-514 aa byl klonovan do savciho expresniho vektoru pcDNA
3.4, ktery exprimuje divoky typ SARS-CoV-2 RBD proteinu (zbytek
334-526), ktery se nachazi proti smeéru signalniho peptidu mysiho
IgG, AviTag a 6x Jeho stitek. Rekombinantni protein SARS-CoV-2
RBD byl exprimovan v bunikach 293F (ATCC) po dobu 77 dnti, nez byl
purifikovan pomoci afinitni chromatografie na koloné HisTrap (GE
Healthcare).

Mysi kmeny

Mysi Balb/c pouzité v této studii byly ulozeny do vyzkumného
strediska zvirat Chongqing Medical University. Mysi byly chovany ve
skupinach ndhodné v individualné vétranych klecich Mysi byly
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chovany ve svételném cyklu 12:12 pri 30—70% vlhkosti a poskytovala
se jim voda obsahujici sulfatrim a standardni strava.

Podrobnosti metody

Institucionalni schvaleni

Vsechny pokusy na zviratech popsané v této studii byly prezkoumany
a schvaleny Institutional Animal Care and Use and Committee of
Chongqing Medical University (CQMU202104).

Strategie imunizace mysi

50 ug RBD rekombinantniho proteinu (Sinobiological: #40592-
Vos5H) bylo rozpusténo ve 100 ul PBS a poté formulovano ve
Freundové kompletnim adjuvans (Sigma: #9007-81-2) nebo
Freundové nedaplném adjuvans (Sigma: #F5506) at. pomeér 1,2:1.
Cty¥i subkutanni imunizace byly pod4avany v konvenéni skupiné (v
tydnech o, 2, 4 a 6). Nebo bylo podano Sest subkutannich imunizaci v
rozsirené skupiné (v tydnech o, 2, 4, 6, 9 a 12). V den 10 po kazdé
imunizaci byla odebrana krev z ocasni zily a okamzité pouzita pro
analyzu protilatek.

Sérova ELISA

RBD-specifické titry IgG, IgG1 a IgG2a protilatek v séru
imunizovanych mysi byly detekovany pomoci ELISA. 20 ul RBD
proteinu (Sinobiological: #40592-VosH, 3 ug/ml) bylo pridano do
384jamkové desticky a poté inkubovano pres noc pri 4 °C. Po
promyti byly desti¢ky blokovany blokovacim pufrem (5% BSA plus
0,05% Tween 20) pri 37 °C po dobu 1 hodiny a inkubovany s 20 ul
testovaciho mysiho séra s desetindsobnym sériovym redénim pti 37
°C po dobu piil hodiny. Reagované mysi sérum bylo detekovano
pomoci HRP-konjugované kozi anti-mysi IgG H&L sekundarni
protilatky (Abcam: #ab6789, 1: 10000), HRP-konjugované kozi anti-
mysi IgG1 H&L (Bethyl: #A90-105P, 1: 10000) a HRP-konjugovany
kozi anti-mysi IgG2a H&L (Bethyl: #A90-107P, 1:10000).

IgG ELISPOT
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Mysi splenocyty byly stimulovany R848 (Sigma: #SML0196-10MG, 2
ug/ml) a mysim IL-2 (PeproTech: #212-12-20UG, 100 U/ml) po
dobu Sesti dnfi, aby se indukovaly diferenciace pamétovych B bunék
na plazmatické bunky . IgG ELISPOT test byl proveden tak, jak je
popsano, a s mensi modifikaci ( Gao et al., 2021 ). K aktivaci desticek
ELISPOT (Millipore: #0038401-5) za méné nez 1 minutu byl pouzit
35% alkohol se sterilni vodou a kapalina byla odstranéna. 50 ul RBD
(Sinobiological: #40592-Vo5H, 10 mg/ml) bylo pridano na desticky
pres noc pri 4 °C. Potom 5 x 10 °plenocyty na jamku byly nasazeny

na desticky a stimulovany po dobu 36 hodin proteinem RBD
(Sinobiological: #40592-Vos5H, 10 mg/ml). Jako negativni kontrola
byla provedena stimulace ekvimolarnim objemem média. Nasledné
byly desticky vyvolany kozim anti-mySim IgG-ALP (MabTech:
#3310-4, 1:1000). Skvrny IgG byly vyvinuty substratem BCIP/NBT
plus (MabTech: #3650-10, 50 uL) a kvantifikovany pomoci ¢tecky
AID ELISPOT (AID, Némecko). Pro kvantifikaci pozitivnhich RBD-
specifickych odpovédi byly vysledky vyjadreny jako pocet RBD-
specifickych IgG bodii na 5 x 105 SPlenooytl k3746 mysi. IgG skvrny =
(RBD-stimulovana jamka ¢. 1 - nestimulovana jamka ¢. 1) + (RBD-
stimulovana jamka ¢. 2 - nestimulovana jamka ¢. 2)/2.

Imunofluorescence

Sleziny imunizovanych mysi byly oddéleny 7. den po kone¢né
imunizaci a zality do slouceniny pro optimalni teplotu rezu (OCT)
(SAKURA: #4583). Tkané byly zmrazeny v kapalném dusiku pred
narezanim (7 um) na kryostatu. Po fixaci ve studeném acetonu a
blokovani 5% FBS v PBS pri teploté mistnosti (RT) po dobu 1 hodiny
byly fezy inkubovany s biotinylovanou PNA (VECTOR: #FL-1071-5,
1:100) pres noc pri 4 °C . DyLight 488 Streptavidin (BioLegend:
#405218, 1:100) byl pouzit jako sekundarni protilatka pri teploté
mistnosti po dobu 1 hodiny a nasledné s Alexa Fluor647-
konjugovanym anti-mySim CD45R (BioLegend: #103226,1: 150) pri
teploté mistnosti po dobu 1 hodiny. Po obarveni byly rezy skenovany
pomoci pristroje Pannoramic SCAN (3DHISTECH, Madarsko).
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Analyza priatokovou cytometrii

Lymfocyty z krve nebo sleziny imunizovanych mysi byly odebrany 7.
den po posledni imunizaci a analyzovany priitokovou cytometrii.
Mrtvé bunky byly vylouceny barvenim zivotaschopnosti a adherentni
buniky byly vylouéeny SSC/A a SSC/H gating analyzou. Bunky byly
analyzovany prutokovou cytometrii BD LSRFortessa™ (BD
Biosciences, USA). Data byla ziskana a analyzovana pomoci Flow jo

verze 10.5.2. LIVE/DEADTM Fixable Dead Cell Stain Kit (Invitrogen:

#1.34976) byl pouzit pro barveni zivotaschopnosti. Pro povrchové
barveni byly splenocyty obarveny nasledujicimi protilatkami: APC
anti-mysi CD19 (klon: 1D3/CD19, Biolegend), PE anti-mysi CD138
(Syndecan-1) (klon: 281-2, Biolegend), FITC anti- mys/krysa/¢lovék
CD27 (klon: LG.3A10, Biolegend), PE anti-mysi CD279 (PD-1) (klon:
29F.1A1, Biolegend), PE/Cyanine7 anti-mysi CD4 (klon: GK1.5,
biolegenda), a APC/Cyanine7 anti-mysi CD185 (CXCR5) (klon:
L138D7, Biolegend) pro analyzu Tth bun€k; s FITC anti-mysi/lidsky
GL7 antigen (klon: GL7, Biolegend), PerCP/Cyanines.5 anti-mysi
CDo5 (Fas), (klon: SA367H8, Biolegend) a Alexa Fluor® 647 anti-
mysi/lidsky CD45R/ B220 (klon: RA3-6B2, BD Pharmingen™) mAb
pro analyzu GC B buné€k. Alexa Fluor 700 anti-mysi CD3 (klon: 17A2,
Biolegend), PE anti-mysi CD8a (klon: 53-6.7, Biolegend), Brilliant
Violet 605™ anti-mysi CD69 (klon: H1.2F3, Biolegend), APC anti -
mys CD137 (klon: H1.2F3, Biolegend), APC anti-mysi CD279 (klon:
RMP1-30, Biolegend), PE anti-mysi CD223 (klon: C9B7W,
Biolegend), Brilliant Violet 605™ anti-mysi/lidsky CD44 (klon: IM7,
Biolegend), Brilliant Violet 421™ anti-mysi CD62L (klon: MEL-14,
Biolegend). Pro intracelularni barveni, Alexa Fluor® 488 anti-mysi
FOXP3 (klon:

Odeberte bunky sleziny a promyjte 1x v barvicim pufru. Odstred’ujte
5 minut pii 500 x g . Po odsati supernatantu resuspendujte
bunécnou peletu ve 100 pl barviciho pufru obsahujiciho optiméalni
koncentraci protilatek konjugovanych s fluorochromem specifickych
pro antigeny buné¢ného povrchu. Inkubujte 20 minut pri teploté
mistnosti ve tmeé a dalsi promyjte 1x v barvicim pufru. Fixujte a
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permeabilizujte bunky pridanim 500 pl fixa¢niho/permeabilizacniho
roztoku (BD: #554714) a dale inkubujte pri teploté mistnosti ve tmé
po dobu 20 minut. Odstred’te 5 minut, 500 x g. Po odsati
supernatantu resuspendujte bunéc¢nou peletu ve 100 pul BD
Perm/Wash™ pufru obsahujiciho optimalni koncentraci
anticytokinové protilatky konjugované s fluorochromem pro
intracelularni barveni. Barvete 30 minut pri teploté mistnosti ve tmé.
Promyjte bunky pridanim 2 ml pufru BD Perm/Wash™.
Odstredovani 5 minut, 500 x g . Odsajte supernatant.
Resuspendujte bunécénou peletu v 500 pl PBS a analyzujte
pritokovou cytometrii.

Produkce a titrace detekce pseudovirt SARS-CoV-2

pVSVG exprimujici SARS-CoV-2 spike (S) protein byl zkonstruovan
za pouziti VSV-G pseudotypizovaného AG-luciferazového plazmidu.
Kodoval bud’' S protein SARS-CoV-2, byl vytvoren B.1.617.2 a
Omicron (BA.1). Lenti-X293T buriky byly péstovany do 70%
konfluence pred transfekci smésnymi plazmidy VSV-G
pseudotypizované AG-luciferazy, pWPXL a pSPAX2. Tyto buriky byly
kultivovany pres noc pri 37 °C s 5% ¢g» - K nao¢kovanym burikdm
bylo pridano DMEM (Gbico, USA) doplnéné 5% fetalnim bovinnim
sérem (Gbico, USA) a 100 IU/ml penicilinu (beyotimem, Cina) a 100
ng/ml streptomycinu (beyotimem, Cina). byly kultivovany pies noc
po dobu 48 hodin. Supernatant byl sklizen, filtrovan pres 0,45 um
filtr a centrifugovan pii 300 gpo dobu 7 minut, aby se shromazdil
supernatant, pak byly rozdéleny na alikvoty a uskladnény pii -80 °C.
Titry pseudoviri byly detekovany Lenti-X qRT-PCR Titration Kit
(Takara, Japonsko), podle pokynt vyrobce.

Neutralizac¢ni test pseudoviru

Pseudoviry a mysi sérum byly vytvoreny tak, jak je popsano vyse. 50
ul sériove zredéného mysiho séra bylo inkubovano s pseudoviry (1 x
109 kopii/ml) pFi 37 °C po dobu 1 hodiny. Tyto smési pseudoviru a
séra byly pridany ke spoleéné kultivaci s bunnkami hACE2-293T. Po
72 hodinach byly luciferazové aktivity hACE2-293T bunék
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analyzovany Bright-Luciferase Reporter Assay System (Promega,
Cina). Relativni luminiscené¢ni jednotka aktivity Luc byla detekovana
pomoci ¢tecky ThermoFisher LUX (ThermoFisher, USA). VSechny
experimenty byly provedeny alespon trikrat a vyjadreny jako primeér
+ SEM. Polovi¢ni maximalni inhibi¢ni koncentrace (IC50 y nasobku
redéni byly vypocéteny pomoci ¢tyrparametrové logistické regrese s
proménnou strmosti davka-odpovéd-inhibice v GraphPad Prism 8.0.

Konkurenc¢ni ELISA

20 ul RBD mfc proteinu (Sinobiological: #40592-VosH) bylo
pridano na 384-jamkovou desticku (Corning: #3570) do konec¢né
koncentrace 0,2 ug/ml pri 4 °C pres noc. Nasledujici den byla
desti¢ka blokovana blokovacim pufrem (5% BSA plus 0,05% Tween
20) po dobu 1 hodiny. Poté bylo do misek pridano 20 ml mysiho séra
na jamku a 5nasobné sériova redéni, inkubovano pri 37 °C po dobu
40 minut a dalsi stejny objem 0,2 ug/ml ACE2-his proteinu
(Sinobiological: #10108 -H0o8H) byla pridana inkubovana pri 37 °C
po dobu 40 minut. Po promyti PBS byla kozi anti-mysi IgG H&L
sekundarni protilatka (Abcam: #ab6789, 1:10000) inkubovana s
destickami po dobu 30 minut pti teploté mistnosti. Na desti¢ku byl
pridan TMB (MabTech: #3652-F10), zastaven 1 mol/l1 HC1 a poté
kvantitativné detekovan. Polovina maximalni inhibi¢ni koncentrace (
1c50) byla stanovena pomoci ¢tyfparametrové logistické regrese.
Procento inhibice bylo vypoc¢teno nasledovné: % inhibice = [(A-
Blank)-(P-Blank)]/(A-Blank) x 100, kde A je maximalni OD signal
vazby RBD na ACE2-his, kdyz zadny bylo pritomno sérum a P je OD
signal vazby RBD na ACE2-his v pritomnosti séra v daném redéni.

Test cytokinu

Mysi sérum bylo naredéno 1:4 fedidlem vzorki Bio-Plex (Bio-RAD,
Mouse and Rat cytokines Assays kit: #10014905). Naredéné (1x)
perli¢ky protrepejte na vortexu po dobu 20 sekund a pridejte 50 ul
do kazdé jamky testovaci desticky. Promyjte desticku dvakrat 100 pl
promyvaciho pufru Bio-Plex. Do kazdé jamky pridejte 50 ul vzorki,
standardy a slepy pokus a inkubujte na trepacéce pri 850 ot./min. RT
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po dobu 30 minut. Poté desticku trikrat promyjte 100 pl
promyvaciho pufru a pridejte 25 ul zfedénych (1x) detekénich
protilatek do kazdé jamky a inkubujte na trepacce pri 850 ot./min.
RT po dobu 30 minut. Po promyti pridejte 50 ul naredéného (1x) SA-
PE do kazdé jamky a inkubujte na trepacce pri 850 ot./min. RT po
dobu 30 minut. Promyjte destic¢ku trikrat 100 ul promyvaciho pufru.
Resuspendujte kulicky ve 125 pl testovaciho pufru a protrepavejte
destic¢ku pri 850 otackach za minutu po dobu 30 sekund. Odstrante
tésnici pasku a odectéte stitek pomoci nize uvedeného nastaveni.

Kvantifikace a statisticka analyza

Data byla statisticky analyzovana pomoci softwaru GraphPad Prism
verze 8.0. Ciselné vysledky jsou uvedeny jako stiedni smérodatna
odchylka. Kvantitativni data v histogramech, spojnicovych grafech a
jednotlivych datovych bodech byla prezentovana jako primeér +
SEM. Statistické analyzy byly provedeny pomoci dvoustrannych
neparovych Studentovych t-testii. p < 0,05 bylo kritériem pro
statisticky vyznamné skupinové rozdily.
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Dostupnost dat a kodu

Tato studie nevygenerovala ptivodni kod. Jakékoli dalsi informace
potirebné k opétovné analyze idajii uvedenych v tomto dokumentu
jsou na vyzadani k dispozici u vedouciho kontaktu . VSechna data
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hlavniho kontaktu .
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