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Uvod:

e Cytotoxické T lymfocyt (CTL) hraji
velmi dulezitou roli pfi kontrole virové
replikace behem HIV infekce.

e Testovali jsme hypotezu, ze HIV-
specifické CTLs (HIV-CTLs) jsou vice
aktivovany po inkubaci s HIV antigeny
+ Histaminem nebo IL-2 nez pri
inkubaci samotnymi HIV peptidy.



Metoda:

o Zmérili jsme in vitro produkci perforinu HIV-CTLs po
stimulaci HIV-peptidy gp 120 a gag.

eVyuzili jsme diagnosticky set Cytodetect kit f. IQ
Products

eMéreni jsme provedli prutokovym cytometrem
FACSCAN s vyuzitim protilatek f. IQ Products a
Immunotech a analyzu jsme provedli v softwaru
Cellquest.

eKonfirmaci jsme provedli Elispotem analyzou poctu
HIV specifickych CD8+ T lymfocytu (spotu) opét po
stimulaci samotnymi HIV peptidy gat a gp120, po
stimulaci peptidy a Histaminem a po stimulaci peptidy
allL2.



Sledovaneé skupiny

e 17 HIV-negativnich kontrol — zaméstnanctu
a darcu krve

e 24 HIV-positivnich subjektu z HIV centra
zapadoceského regionu

e Obé skupiny byly vysSetreny po podpisu
informovaného souhlasu



Produkce perforinu HIV specif. CD8+ T lymfocyty
u HIV+ po stimulaci jen peptidy, peptidy +
Histaminem a peptidy + IL2:
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Produkce perforinu CD8+ T lymfocyty u 444

kontrolniho souboru po stimulaci jen peptidy, s:
peptidy + Histaminem a peptidy + IL2:
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Produkce IFN-gamma jednotlivymi CD8+ T eoce
lymfocyty (spoty) u HIV+ po stimulaci jen peptidy, s:'

peptidy + Histaminem a peptidy + IL2:

O peptidy
B Peptidy+Histamin
O peptidy+IL2
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Pramérny pocet
spotu
1
O peptidy 63
B Peptidy+Histamin 49 p=0,09 (2) p=0,008(2) p=0,05(2)
@ peptidy+IL2 42 p/p+h p/p+IL p+h/p+IL




Tvorba perforinu HIV specif. T
lymfocyty u pacientu a kontrol-
statistika:

e Peptidy p =0,03
e p+h p=0,03
o p+IL p = 0,04




Produkce perforinu CD8+ ses.
Tlymfocyty u HIV- po stimulaci ces
samotnymi peptidy s izotypovou .
kontrolou:
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Mouse IgG1 FITC File: HIV FIC2/1ML P.002 Tube: PERFORIN/HIV
Acquisition Date: 10-Oct-6 Gate: G1
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Produkce perforinu CD8+
Tlymfocyty u HIV- po stimulaci

peptidy a Histaminem:
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File: HIV FIC2ML P+H.003

Acquisition Date: 10-Oct-6

Gated Events: 8207

X Parameter: FL1-H CD8 FITC (Log)
Quad Location: 84, 56

Tube: PERFORIN/HIVH

Gate: G1

Total Events: 22760

Y Parameter: FL2-H PERFORIN PE (Log)

Quad Events % Gated % Total XMean Y Mean
UL 463 564 203 4116 199.72
UR 160 1.95 070 331.98 179.61
LL 5173 6303 2273 1965 17.00
LR 2411 2938 1059 577.72 7.22
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Produkce perforinu CD8+ 1+
o0
Tlymfocyty u HIV- po stimulaci °
peptidy a IL2:
File: HIV! FIC2/1ML P+IL2.004 Tube: PERFORINHIV/IL2
Hl\ici) FIC2/AML P+IL2.004 Acquisition Date: 10-Oct-6 Gate: G1
| Gated Events: 7341 Total Events: 22580
X Parameter: FL1-H CD8 FITC (Log) Y Parameter. FL2-H PERFORIN PE (Log)

Quad Location: 84, 56

Quad Events % Gated % Total X Mean Y Mean
UL 451 614 200 4726 190.05
g hgT UR 183 249 0.81 254.02 203.90
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Produkce perforinu CD8+ 3
Tlymfocyty u HIV+ po stimulaci

peptidy a Histaminem
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File: HIV24 SM18.1.7 P+H.003

Acquisition Date: 18-Jan-07
Gated Events: 14549

X Parameter: FL1-H CD8 FITC (Log)

Quad Location: 101, 64

Quad Events 9% Gated % Total

Tube: PEPTIDY+HIST=H

Gate: G4 HIV
Total Events: 17087

Y Parameter. FL2-H PERFORIN (Log)

X Mean Y Mean

UL 1746 11.99
R 2301 15.82
LL 5378 36.96
R 5126 3523

10.21
13.47
31.47
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55.63 158.85
232,95 15099
4483 24.68
22038 30.86



Produkce perforinu CD8+
Tlymfocyty u HIV+ po stimulaci

peptidy a IL2:

V24 SM 18.1.7 P+IL2.0
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File: HIV24
Acquisition Date: 18-Jan-07

Gated Events: 15114

X Parameter: FL1-H CD8 FITC (Log)
Quad Location: 101, 64
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Tube: PEPTIDY +IL2

Gate: G4

Total Events: 17706

Y Parameter: FL2-H PERFORIN (Log)

Quad Events % Gated % Total X Mean Y Mean

UL
UR
LL
LR

1816
1827
6287
5184

1202 1026 55.04
1209 1032 229.83
4160 3551 44.24
3430 2928 195.21

133.45
120.76
26.91
31.50



Produkce perforinu CD8+
Tlymfocyty u HIV+ po stimulaci

samotnymi peptidy:

HiV24 SM 18.1.7 P.002
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File: HIV24

Acquisition Date: 18-Jan-07
Gated Events: 7469

SM 18.1.7 P.002

X Parameter: FL1-H CD8 FITC (Log)
Quad Location: 101, 64

Tube: PEPTIDY=P

Gate: G3

Total Events: 16144

Y Parameter: FL2-H PERFORIN (Log)

Quad Events % Gated % Total X Mean Y Mean
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LR
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Produkce perforinu CD8+ seco
Tlymfocyty u HIV+ po stimulaci
peptidy a Histaminem:
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Produkce perforinu CD8+

Tlymfocyty u HIV+ po stimulaci T

peptidy a IL2

File: HIV24 SM 18.1.7 P+1L2.004
Acquisition Date: 18-Jan-07
SM 18.1.7 P+IL2.00 Gated Events: 6989

Tube: PEPTIDY +IL2

Gate: G3

Total Events: 17706

Y Parameter: FL2-H PERFORIN (Log)

Quad Events % Gated % Total XMean Y Mean ¢
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Konfirmace zmeéeny funkce HIV
specifickych CD8+ T lymfocytu
(po aktivaci HIV peptidy,
Histaminem a IL2) ELISPOTEM,
vyjadrena produkci IFN-gamma:




Vysledky I:

e Porovnani HIV+ a HIV- subjektu:

e Produkce perforinu u HIV+ subjektli v porovnani s HIV- po
stimulaci HIV peptidy samotnymi byla vyssi (12,06%, 3,60
% HIV specif. CTLs), p=0,03)

e Podobny vysledek jsme zaznamenali zaznamenali po
stimulaci HIV peptidy a Histaminem (12,52 %, respect. 7,29
% HIV specifl. CTLs), p=0,03

e A po stimulaci HIV peptidy a IL2 (13,30 %, respect. 7,27 %
HIV specif. CTLs), p=0,04.



Vysledky II:

e Rozdil v produkci perforinu u HIV+ subjektt

e Produkce perforinu u HIV+ subjekttl po stimulaci HIV peptidy a
Histaminem nebo IL2 byla vyssSi nez po stimulaci samotnymi
HIV peptidy, rozdil ale nebyl statisticky vyznamny.

e Pri konfirmaci zmény funkce HIV specif. CTLs ELISPOTEM jsme
po stimulaci peptidy a Histaminem nebo IL2 oproti peptidy
samotnymi zjistili podobny narust aktivity, ale zvysSeni
produkce IFN gamma bylo v tomto pripade statisticky
vyznamné

e Produkce IFN-gamma u HIV- subjektl byla témér nulova po
stimulaci vsemi kombinacemi.



Zaver:

Produkce perforinu a IFN-gamma HIV-
specifickymi CTLs po stimulaci HIV-peptidy
samotnymi ve srovnani se stimulaci HIV
peptidy a Histaminem nebo IL-2 je vyssSi u
HIV pozitivhich subjektu. Rozdil je vétsi v
produkci IFN-gamma, kde je statisticky
vyznamny.

Rozdil v produkci perforinu i IFN-gamma mezi
HIV+ a HIV- je po stimulaci kombinace HIV
peptidu a Histaminu nebo IL2 statisticky
vyznamneé Vvyssi.

e Prace je podporena grantem MZ C.



