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Uvod:

Vyzkum HIV byl dosud vyrazné limitovan uzkym spektrem tropismu tohoto viru. Virus opici
imunodeficience (SIV), ktery se dosud nejvice k tomuto ucelu vyuzival, ma celou fadu limitaci —
cena, dostupnost, etika a rovnéz genomova odlisnost predstavuje znaéné pickazky. Proto je
vedeno Usili o vytvoifeni co nejleps$iho humanizovaného mysiho modelu. Nejvhodnéjsi
humanizované mys$i modely soucasnosti jsou pravdépodobné tzv. TKO-BLT mysi (triple-
knockout, bone marrow, liver, thymus humanizovana mys). Takto modifikované mysi jsou
schopny lidské trilinearni hematopoézy a rovnéz produkce HLA specifickych T-lymfocyta.

Dosud se nejvice pouzivaly NOD/SCID mysi (non-obese diabetic/severe combined
immunodeficient ) — ty vSak nedisponuji dostatkem funénich B a T-lymfocytd a chybi jim
funkéni komplement. Vyhodou Rag2- (recombination activating gene)/-yc/- mysi — tzv . DKO (=
double knock-out) by byla moznost studia fady transgenetickych zmén a inaktivaci skupin genti u
relativné rezistentnich mys$i s funkénim komplementem. Rag2-/-yc-/- vSak neumoziioval
transplantaci lidského hematopoetického systému — na zakladé piedchozich studii se jako klicova
piekazka jevila exprese signalniho rozpoznavaciho proteinu alfa (SIRPalfa), ktery nedokézal
rozpoznat lidsky CD47 a tedy vedl k fagocytdoze lidskych hematopoetickych bunék. Tento
protein NOD mysi, na rozdil od C57BL/6 mysi, neprodukuji. V této studii byly proto vytvofeny
mysi s inaktivovanym CD47 genem — tyto mysi nedokazi rozpoznat exprimované CD47 znaky a
tim bylo zabranéno fagocytoze lidskych bunék. C57BL/6 Rag2-/-yc-/-CD47-/-, tedy TKO —
tripple knock-out mysi jsou schopny dlouhodobé plnohodnotné lidské hematopoézy prakticky
bez znamek GVHD a mohly by tedy byt vhodnymi modely pro studium fady lidskych patogent.

Materidly a metodika :

Po ziskani vhodné populace TKO mysi, byly tyto drZzeny v pfisnych izolacnich podminkach, aby
nemohlo dojit k setkani s patogenem. Sesti-10tydenni mysi byly BLT humanizovany pomoci 17-
22 tydennich gesta¢nich lidskych jater a thymu, které byly implantovany pod ledvinné pouzdro
mysi. Nasledné bylo provedeno celotélové ozaieni (5-7,5 Gy) a intravendzné injektovano 1-2x
1076 lidskych CD34+ buné¢k. HIV infekce byla ptenesena rektalni sliznici, kdy bylo aplikovano
cca 1x1075 TCIU (tissue culture infectious units) denn€, po dobu 4 dni. Infek¢ni naloz byla
hodnocena pomoci anti-p24 ELISA testu.

Vysledky:



Rekonstituce TKO-BLT mysi: k rozhodnuti, zda inaktivace CD47 genu povede k imunologické
toleranci a umozni rekonstituci lidského hematopetického systému u imunokompromitované
mysi, byla porovnana rekonstituce u TKO a DKO mysi. Oba typy byly BLT humanizovany a
tvorba lidskych hematopoetickych bunék byla posuzovana pomoci flow cytometrického
hodnoceni exprese lidského CD45 znaku v odstupu 12-21 tydnt. U TKO mysi byla exprese
1x1076/mL krve jiz po 12 tydnech a po celou dobu bylo v priméru vice nez 80% bun¢k

v periferni krvi lidského piivodu. Naproti tomu u DKO nedosahovala exprese ani 0,3 a lidské
buiiky v priiméru tvotily méné nez 25%. U TKO rovnéz doslo béhem 12 tydnti k pomérnému
rozdéleni T a B lymfocyt odpovidajicimu lidskym parametrim. Pti analyze hematopoetickych
organtl bylo jasné, ze pouze u TKO mysi doslo k vytvoreni humanizovaného mikroprostredi
umoznujici dostateCnou hematopoézu a spravné vyzravani humanizovanych bunék.

Slizni¢ni pfenos HIV: ke sledovani HIV viru je dilezita stimulace slizni¢niho imunitniho
systému, coz TKO mysi rovnéz umoziuji — histologicky byla potvrzena piitomnost HLA znaka
Ltiidy a lidskych CD34+ ve sliznici tenkého i tlustého stieva, tyto byly u DKO pfitomny jen
velmi ojedinéle. Vzhledem k tomu, Ze HIV je nejcastéji preneseno sliznicemi, nebylo
prekvapenim, ze u kontrolnich 8 DKO mysi nedoslo sliznici k infekci HIV, zatimco ze 48 TKO
mysi 26 (54%) bylo infikovéano. U inifikovanych mys$i dochazelo ke stejnym zménu poméru
CD4+ vs CD8+ jako u lidi.

GvHD u TKO mysi: na rozdil od NOD/SCIDyc-/-mysi, kdy po 29.tydnu od transplantace
zemielo vice nez tfetina studovanych mysi, zadna ze sledovanych TKO mysi nejevila zndmky
GVHD ve 20. ani 29. tydnu sledovani.

Imunitni systém u TKO-BLT mysi: Naivni TKO-BLT mysi disponuji funk¢ni komplement
fixa¢ni aktivitou, tvorbou virové specifickych IgG a IgM protilatek i specifickou T-bunécnou
odpoveédi.

Zaver:

S ohledem na uvetejnéné vysledky se TKO-BLT mysi model zda byt vhodny nejen pro studium
HIV, ale napt. i pro testovani patogeneze, imunitnich odpovédi, terapeutickych a vakcina¢nich
metod proti riznym lidskych patogentim.

Zpracovala : MUDr.Markéta Hadrabova, IHOK



	BLT-humanized C57BL/6 Rag2-/-γc-/-CD47-/- mice are resistant to GVHD and develop B- and T-cell immunity to HIV infection

