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SOUHRN

Dendritické bunky (DC) jsou nejudinnéj$imi antigen prezentujicimi burikami
v lidském organismu. Hraji vyznamnou ulohu v imunitnich d&jich tim, Ze stimuluji naivni
T-lymfocyty. Této vlastnosti se proto hojn€ vyuziva v imunoterapii nddorovych onemocnéni.

Cilem této bakalaiské prace byla optimalizace vyrobniho protokolu pfi vyrobe vakeiny
dendritickych bun&k pro nemocné s karcinomem ovarii. Zkoumali jsme jednotlivé faze
ptipravy vakeiny a jejich pfipadny dopad na vysledek celého procesu ptipravy vakeiny.

Zajimal nas vliv pouZzitého plastiku, ze kterého jsou vyrobeny kultiva¢ni nadobky, na
vysledek maturace dendritickych bunék. Ddle pak fakt zda pti pouziti stejného druhu
maturaéniho ¢inidla typu poly [:C od jiného vyrobce budou dendritické buiiky maturovany
stejnou mérou. JelikoZ jsou vakciny po vyrobeni zamrazovany na - 80°C pro uchovéni svych
imunosupresivnich vlastnosti, zkoumali jsme také jestli nedochdzi ke zméné téchto vlastnosti
po rozmrazeni. A v neposledni fad¢ jsme také zkoumali vliv druhu zamrazovaciho média na

fenotyp a vytézek DC.



SUMMARY

Dendritic cell (DC) is the most effective antigen presenting cell in human organism.
Dendritic cells plays important role in immunity response because they stimulate naive T-
lymfocytes. This property is very useful in immunotherapy of tumor diseases.

The general aim of this work was to optimalize operating protocol for preparation
vaccine containing dendritic cells for patients with ovarian carcinoma. We examined single
parts of process of preparation and their impact on result of whole process.

We were interested in used plastic, from which are culture bottle made, and its impact
to maturation of dendritic cells. Next thing that we examined was if we use the same kind of
maturation reagent, type poly I:C, from different producers, will be dendritic cells maturated
in the same way. After made vaccines are freezed to - 80°C to keep their immunosupresive
properties. We examined if DCs after defrosting have the same properties like before. We also
examined diferent types of medium used for freezing and their impact to fenotype and service

life of DCs.
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1. Uvop

Dendritické buriky jsou v soucasné dob€ pokladany za klicové bunky regulujici
imunitni odpoveéd’. Svoji funkci vykondavaji v celém té€le, ale rozhodujici je jejich tloha hlavné
na kdzi a sliznicich. Podle sou€asnych znalosti dokonce na poc¢atku kazdé imunitni reakce
stoji dendritické buiiky. Specifické vlastnosti dendritickych buné€k jsou proto pfimo idealng
vyuzitelné v imunoterapii nadort.

Protinaddorova imunoterapie je 1é¢ebna strategie zaméfena na vyvolani a udrzeni
imunitnich odpovédi proti nadorovym buitkdm. Ve snaze zvysit u¢innost protinadorovych
vakein se v poslednim desetileti zkouSeji buné¢éné vakeiny, které obsahuji antigen prezentujici
buriky. Nejlep$i vysledky ale maji imunoterapeutické protokoly, které vyuzivaji hlavné
dendritické bunky (DC), které jsou schopné prezentovat antigeny klidovym T lymfocytim a

indukovat tak protinddorovou odpoveéd’ jak in vitro, tak in vivo.



2. TEORETICKA CAST

2.1 Imunitni systém

Imunitn{ systém (IS) miZeme oznacit jako souhrn d&jt, které zajist'uji ochranu
organismu. Pomoci rtiznych mechanismt dokézi buiiky imunitniho systému rozeznat vlastni
(nepatogenni) od cizich (potencidlné patogennich) struktur. Tuto hlavni funkci miZzeme dale
rozdélit na schopnost imunitniho dohledu, obranyschopnosti a autotolerance vii¢i vlastnim
buikdm. Pod pojmem imunitni dohled rozumime schopnost IS rozpoznavat vnitini $kodliviny
(staré, poSkozené a mutované buiky). Obranyschopnost je schopnost rozpoznavat vnéjsi
Skodliviny (patogenni mikroorganismy a jejich toxické produkty) a autotolerance schopnost
udrZovat toleranci viigi vlastnim tkanim."

[munitni systém ¢lovéka se sklada z mnoha ¢ésti, mezi né€z patii rozpustné tzv. humoralni
slozky a také rtizné typy bungk, predev§im leukocyt. Kazda z té€chto sloZek plni uritou, pro
ngj specifickou, funkci. Pro spravné fungovéani imunitniho systému je dulezité, aby fungovali
vSechny jeho slozky. V lidském téle je proto cely systém nékolikrdt jiSt€ny. V pripadé
porusené funkce jedné ze slozek dokdze jinad C¢ast imunitniho systému &astecné zastat jeho
funkei . '

Spravnost funkce IS je zaloZena na spolupraci dvou jejich sloZek — imunity pfirozené
(nespecifické) a imunity adaptivni (specifické, ziskané). Mezi t€émito dvéma slozkami existuje
nékolik spojovacich ¢lankd, které oznaCujeme jako antigen prezentujici buiiky (APC).

Pfirozena imunita je vyvojové stardi slozka imunity, kterd je nezavisla na predchozim
setkani s antigenem. Projevuje se okamzit€ po rozpoznani cizorodé¢ latky a postrada ,,imunitni
pamét™. Mezi nespecifické imunitni mechanismy patii: bariéry (kiize), cozZ je keratinizovany
epitel, ktery slouzi jako prvni linie ochrany pted cizorodymi organismy. Dal$i linii tvoii
mechanické a chemické dé&je, jako napfiklad pohyb fasinek na sliznicich, vyluCovani
mocovymi cestami, lysozym ve slinach, slzach a potu, antibakterialni peptidy (defensiny) atd.
Neadaptivni ¢ast imunitniho systému je zalozena hlavné na nékolika typech fagocytili a
komplementu.

Adaptivni imunita je vyvojové mladsi sloZzka imunity, kterd je stale zdokonalovana.

Soudasti ziskané imunity jsou B lymfocyty, ze kterych se po stimulaci stdvaji bunky

plazmatické, schopné produkce protilatek a T lymfocyty. Kazdy B nebo T lymfocyt je




vybaven unikéatnimi specifickymi receptory, které nazyvame B-bunécny receptor nebo T-
bunéény receptor podle jejich umisténi na jednotlivych lymfocytech. Jednotlivé receptory se
od sebe strukturné lisi. V organismu pak nachazime rlizné druhy lymfocytd, s riznou
strukturou vazebnych mist na svém povrchu, které dokaZou vazat specifické antigeny. Princip
specifické €asti imunity spo€iva v tom, Ze setkd-li se lymfocyt s antigenem, ktery dokaze
vézat, naklonuje se a antigen jednoduSe zneSkodni. Pro adaptivni imunitu je také
charakteristickd schopnost uloZit si ,,zkuSenost® s mikroorganismem do imunologické paméti,
a pii dal8im kontaktu s tymz typem mikroorganismu zprostiedkovavat mnohem rychlejsi

. Srepans s
imunitni reakci. >

2.2 Antigen prezentujici bunky

Jsou to bunky které maji velmi dileZitou Glohu v regulaci imunitniho systému.
Funguji jako spojovaci ¢lanek mezi obéma Castmi imunitnfho systému clovéka. Mezi APC
fadime buiiky, které jsou schopné pohlcovat antigen a nasledné ho prezentovat. Na svém
povrchu maji molekuly HLA 1. nebo II. tfidy, na kterych jsou prezentovany peptidy
z pohlcenych &astic. Pomoci TCR jsou pak T lymfocyty schopny tyto peptidy rozpoznavat,
buriky dendritické, ale patfi sem 1 makrofagy a zralé B lymfocyty. Jednotlivé typy APC se
pak od sebe 1isi v rozdilné schopnosti stimulovat imunitni odpovéd’ u naivnich a pamétovych
bun€k, tkanovou lokalizaci atypem antigennich podnétd, které jednotlivé bunky

o345
zpracovavajl.” >

2.3 Dendritické bunky

KozZni dendritické buiky (DG) byly poprvé popsany v roce 1868 jako nervové bunky kiize
nachazejici se v bazalni vrstvé epidermis. Ale teprve vroce 1973 panové Steinman a Cohn,
objevili dendritické butiky ve slezin€ a dospéli k ndzoru, Ze jsou to buiiky specializovana ke

stimulaci naivnich T lymfocytl, exprimujici molekuly MHC II. tfidy na svém povrchu.



Dendritické buriky pravdépodobné dostali jméno podle svého tvaru. Maji na svém povrchu
velké mnoZstvi cytoplazmatickych vyb&zkii (dendritt), které vyrazné zvétsuji povrch buiiky.*
Diky témto vybéZzkim se také vyrazné
zjednoduSuje moznost kontaktu s vice burikami,
nachédzejicimi se v tésné blizkosti dendritickych
bunék. Bylo prokazéano, Ze jedna dendriticka
burika dokaze stimulovat aZ 3000 T lymfocyti.>
Podle bunééného plvodu muZeme rozlisit
rizné druhy DC. Langerhansovy buiky jsou
odvozeny od myeloidni vyvojové fady leukocyti,

kam patii také monocyty a makrofagy. Jsou to

nezralé dendritické bunky, které se nachazi

v hlubsi vrstvé pokozky (epidermis). Na svém

Obr ¢.1 Maturovana dendriticka
bunika (mikrosnimek z konfokalniho
mikroskopu)* Zvlastnim druhem migrujicich Langerhansovych

povrchu exprimuji molekuly CDla, CD207 a Lag.

buné¢k jsou zivojové  dendritick€é  buriky,
nachazime je v aferentni lymf€. Dalsim DC odvozené od myeloidni vyvojové vétve jsou
intersticialni dendritické buriky, které se nékdy oznaduji také jako kozni dendritické buiiky.
Nachazime je v k0Zi a ve vétSin€ orgadnl. Na povrchu exprimuji koagulaéni faktor VIlla a
molekuly CD14, CD68. Od lymfoidnich prekurzori jsou odvozeny lymfoidni dendritické
buniky. Nachazeji se v krvi a sekundarnich lymfatickych organech a na svém povrchu nesou
molekuly CD4 a CD123."°
Dendritické buriky nachdzime v organismu ve dvou forméach, zralé nebo nezralé.
Nezralé DC jsou pfitomny ve vSech perifernich tkanich. Je to z divodu zvySeni rychlost jejich
setkani s mikroorganismy, jenz se do organismu dostanou. Pokud v organizmu neni Zadna
infekce, pak je jeji hlavni funkci pohlcovani odumielych bun€k zdravych tkani. Pohlcené
bunky zpracuji a jejich &asti zpfistupni na svém povrchu T-lymfocytim. Nedojde ale
ke stimulaci T-lymfocytl, ale naopak k potlateni imunitni reakce viéi t€mto antigenlim, které
vlastné¢ pro t¢lo nejsou r;ijak patogenni. Za normalnich okolnosti diky této vlastnosti
nedochazi k poskozovani vlastnich struktur organismu. V opaéném piipad¢ dochazi ke vzniku

imunopatologickych reakci a rozvoji autoimunitnich onemocnéni. MiZe ale nastat stav, kdy

DC narazi v organismu na néco co je pro organismus patogenni. To Ze je patogenni pozna




diky receptorim (TLR, lektinové receptory, receptory stresovych hormont), které jsou
umistény uvnitf i na povrchu dendritickych bun€k. Tyto receptory dokéazi rozpoznat bud’
virovou nebo bakteridlni DNA, rizné specifické soucasti bakteridlni bunécné st€ny nebo
bi¢iku, tento zplsob oznaCujeme jako rozpoznavani tzv. exogennich signald nebezpeti.
Poptipad€¢ dokaZi rozpoznat stresové hormony, které jsou uvoliiovany pii nekréze bunék, coz
je rozpoznavéani tzv. endogennich signali nebezpeCi. Po rozpoznani antigeni nezralymi
dendritickymi burikami, dochézi k jejich migraci lymfatickymi cévami do sekundarnich
lymfatickych organii (slezina, lymfatické uzliny). Zde se z nich stanou zralé, profesionalni
antigen prezentujici butiky.”

Proces maturace se d&je soucasn€ s migraci dendritickych bun€k z periferni tkdn€ do
lymfatického organu. B&hem maturace se DC méni jak fenotypové tak i funkéné. Z prosté
buiiky pohlcujici antigen se stane profesionélni antigen prezentujici burika. Pii maturaci ztraci
DC svoji fagocytujici schopnost, dochazi ke zvySeni exprese kostimula¢nich molekul CD40,
CD58, CD80 a CD86. Zaroveil se m&ni morfologie buiiky, reorganizuje se cytoskelet.*®

Po aktivaci dendritickych buné€k se patogenni materidl rozstépi a jednotlivé jeji ¢asti se
vystavi na jejich povrchu. Jsou to molekuly MHC I. a Il. tfidy a n€kolik adhezivnich molekul.
Komplexy obsahujici molekuly MHC I. t¥idy podporuji aktivaci cytotoxickych lymfocyti a
komplexy obsahujici MHC II. t¥idy aktivuji pomocné Th lymfocyty. Samotny kontakt MHC
molekul, na dendritickych buiik4ch, s TCR, na povrchu T-lymfocytd, nesta¢i. Mluvime pouze
o ,,prvnim signalu®. Pokud T-lymfocyt obdrzi pouze prvni signdl, je anergizovan, popiipadé
apoptizovan. Proto ke spravné aktivaci T-lymfocyti je potieba jesté druhy signal. Jako druhy
signdl oznaCujeme interakci mezi kostimula¢nimi molekulami (CD80, CD86) na
dendritickych burikach a jejich ligandy na T-lymfocytech. Rizné druhy dendritickych bunék
mohou vice ¢i méné efektivné stimulovat riizné typy pomocnych, cytotoxickych a regula¢nich
T-lymfocytd a tak rozhodovat o tom, jaky charakter bude mit imunitni odpovéd’ proti

urCitému patogenu, resp. dojde-li k ni vibec.®



Nezrala DC

MHC molekuly Fragment

ikroorganismu

Ag-specifické T -lymfocyty

Anergie nebo vyvoj regulaénich Aktivace a proliferace T
T lymfocytiy Iymfocytd

Obr &2 Rozdil v prezentaci antigenu naivnim T lymfocytiim u zralych a nezralych DC®

2.4 Receptory pritomné na APC

Schopnost APC identifikovat jednotlivé patogeny je =zapfi€inénd pfitomnosti
povrchovych receptorti. Tyto receptory se oznacuji jako PPR (pathogen pattern receptor) nebo
PRR (pathogen-recognition receptor).

Podle funkce lze receptory PPR rozdélit do 3 zakladnich trid:

Sekretované molekuly slouZi jako opsoniny. Navazi se na sténu mikroorganismu a
zajisti tak rozpoznani mikroba fagocytujicimi burikami a komplementem. Mezi tyto PPR patii
lektin vazici mannosu (MBL) . Po jeho navazani na mikrobialni polysacharid se vysledku
aktivuje komplementova kaskada (tzv. lektinova cesta).

PPR zprostfedkovavajici endocytézu jsou piimo na povrchu fagocytujicich bungk.
Pomoci nich dokaZou buiiky rozpoznat molekularni struktury, které jsou charakteristické pro
ur€ité druhy mikroorganismt, tzv. PAMP (pathogen-associated molecular patterns) - s
patogenem asociované molekulové vzory. Po rozpoznani mikrobialnich PAMP zajisti jejich
navazani na fagocytujici buriky, a jejich nasledné pohlceni usmrceni a rozklad pomoci

lysozomtl.



Posledni tfidou PPR receptort jsou signélni receptory, které dokazi po identifikaci
nebezpecnych PAMP, vyvolavat tvorbu n€kterych prozanétlivych cytokint a kostimulaénich
molekul. Sem patii 1 tzv. Toll-like receptory (TLR), majici dilezitou funkci pfi aktivaci

dendritickych bunék, které pak zahajuji antigenné specifickou fazi imunitni odpovédi.**

2.4.1 Toll-like receptory

Toll-like receptors (TLR) se do ¢estiny prekladaji jako receptory podobné Toll. Nazev
je odvozen od nazvu receptoru znamého u musky octomilky (Drosophila), ktera ¢asto slouZi
jako modelovy organismus pfi vyzkumu v genetice. U octomilky ptsobi tento receptor pii
vyvoji larev a pokud je inaktivovan larva se vyviji zmatené (n€émecky — toll). Béhem 90. let
20. stoleti se zjistilo Ze u Clovéka nachazime 10 receptorti podobnych Toll, které byli
pojmenovany TLR1 — TLR10. Ukézalo se, Ze n€které z nich navic vytvaieji mezi sebou pary
(heterodimery) a sdruzuji se do slozit€jSich komplexi s nékolika dal$imi extracelularnimi i
cytoplazmatickymi proteiny. Ty pak funguji jako vlastni receptory. Toto tvrzeni plati
predev§im u TLR1 a TLR6, které se samostatn€ nevyskytuji. Jednotlivé receptory jsou
dilezité pro véasnou detekci riznych druhi mikrobiélnich produktt a slouzi k vyvolani rychlé
obranné reakce organismu. Mezi rozpozndvané PAMP fadime napf. lipopolysacharidy,
lipoproteiny, bakteridlni DNA, dvojvldknovou (jednovldknovou) RNA, ulomky bakterialnich
bicikl (presnéji viz tabulka 1). U Elovéka jsou toll-like receptory exprimovany piedevSim na
perifernich krevnich leukocytech (neutrofily, monocyty, lymfocyty), tkanovych makrofézich,
dendritickych bunkéach a bunikach, které prichdzi do styku s vnéjSim prostiedim.>'

Receptory jsou lokalizovany v té ¢asti buriky, kde je to pro né nejvyhodnéjsi. TLR1,
TLR2 a TLR4, jsou umisténa na bunéném povrchu, protoZe jsou aktivovany povrchovymi

strukturami patogenti. TLR3, TLR7, TLRY jsou umistény intracelularné¢ v membranach,

protoZe rozpoznavaji RNA a DNA struktury.'’




‘ Receptor PAME: 5 1%, -~ Patogen
TLR2 ( pbpf. TLR1/TLR2 |lipoproteiny, peptidoglykany, G+ bakterié, mykobakterie,
nebo TLR2/TLR6 ) kys. lipoteichova a glykolipidy | kvasinky, houby
TLR3 dvojvlaknovda RNA RNA viry
TLR4 lipopolysacharidy, lipoproteiny, | vétSina G- bakterii,
proteiny teplotniho Soku prokaryota a eukaryota
TLR5 flagelin bakterialni bi¢iky
TLR7 a TLRS jednovlaknovd DNA RNA viry
TLR9 nemetylované oligonukleotidy | bakterialni DNA
CpG
TLR10 neni dosud zndmy -
TLR11 neni dosud znamy uropatogenni bakterie

Tabulka ¢.1 Rozdéleni jednotlivych TLR receptort , jednotlivé PAMP které rozeznavaji a

jejich umisténi.

2.5 Dendritické buniky a nadorové bujeni

2.5.1 Vznik nadorového bujeni

V poslednich letech se pomérné vyrazné€ zvysuje vyskyt nadorovych onemocnéni
v populaci. MiZzeme ho zafadit mezi tfi nejcastéjsi priciny smrti ¢lovéka. Nadorové bujeni je
definovéano jako proces, ktery vede v burice k akumulaci genetickych poruch, které nasledné
aktivuji bunééné protoonkogény a inaktivuji antionkogeny. Dochéazi tim k neregulovanému,
abnormalnimu déleni bunék, pfi kterém postizené¢ bunky postupné ztraci svoji plvodni
morfologii a stale intenzivnéji se déli. V hor$im pfipad€¢ u malignich nadori dochédzi jeste

k rozsifeni po t€le mimo primérni nador, coz vede k porucham ¢innosti ostatnich organt.

—



Poskozeni DNA v bunikdch mize byt zplisobeno riznymi faktory. Rozdélujeme je na
faktory endogenniho plvodu, nebo exogenniho pivodu. Mezi endogenni faktory vzniku
nadorového bujeni patii vrozené genetické poruchy a negativni plsobeni kyslikovych
radikall. Za nejvyznamnéj$i exogenni faktory povazujeme ionizacni zafeni, UV zafeni, a
rizné chemické slouceniny, se kterymi se casto setkdvame, napf. v cigaretovém koufi,

v potravindch nebo v prostiedi ve kterém Zijeme."

2.5.2 Odolnost nadoru vuci IS

Nadorové buriky jsou od normélnich odlisné a proto by logicky mély byt imunitnim
systémem rozpoznany a zneSkodnény. Existuji vSak mechanismy, diky kterym se nadorova
burika imunitnimu dohledu vyhne. U raznych typi nadorovych bun€k byly identifikovany
odli$né mechanismy.

Muze se stat, Ze nadorova burika se od buriky normaélni odlisuje jen velice malo nebo
hustota exprese nadorovych antigent je tak nizka, Ze je bunka imunitnim systémem
ignorovana. Nekteré nadory mohou také produkovat faktory, které inaktivuji T-lymfocyty.
Jiné maji na své povrchu latky, vyvoldvajici u protinddorovych T-lymfocytd apoptéozu. Za
dilezitou vlastnost nadorovych bunék povazujeme to, Ze nefunguji jako antigen prezentujici
buriky, protoze na svém povrchu nemaji kostimulaéni molekuly CD80 a CD86. Z toho
vyplyva, Ze T-lymfocyty jsou po setkdni s nddorovou burikou utlumeny misto toho, aby byly
aktivovany. Navic nékteré nadory produkuji faktory inhibujici funkci a Zivotnost
dendritickych bun&k, nebo plsobi inhibiéné jiz na prekurzory dendritickych buné€k v kostni

dieni.'
2.5.3 Dendritické buriky a jejich vyznam v imunoterapii nadoria
V soucasné dobé je v 1éCb€ nadori za nejucinnéjsi povazovéana chemoterapie

cytostatiky, ozatfovani nebo chirurgicky zakrok. Nekdy ale dojde k tomu, Ze 1é€ba sice

zlikviduje vétSinu nadorové tkan€, ale malé mnoZstvi nadorovych bunék v tele zlstane.

Z téchto bun€k se pak ve vétsin¢ pripadii vyvine novéa populace naddorovych bunek. Proto je




velice dilezité eliminovat z téla viechny nadorové buiiky a v tomto ohledu mé imunoterapie
dendritickymi buiikami dobré vysledky.'?

Pod pojmem imunoterapie rozumime lé€ebné postupy podporujici nebo vyuzivajici
obranné mechanizmy imunity k ptsobeni proti naddoru. Imunoterapie je bud’ pasivni, kdyz do
organismu poddvame jiZz hotové protilatky nebo aktivované leukocyty, nebo aktivni,
podavame-li riizné upravené antigenni produkty nadoru, abychom vzbudili protinddorovou
reakci imunitniho sytému. Imunoterapie dendritickymi burikami patti do té prvni kategorie.
Principem imunoterapie nadorovych onemocnéni dendritickymi buiikami je podavani in vitro
pripravenych zralych dendritickych bunék, které prezentuji nadorové antigeny, coz vede k
indukeci specifické protinddorové imunitni odpovédi u pacienta. Principem vakciny je
ptipraveni dendritickych bunék z monocytd pacienta. Monocyty ziskané z krve jsou izolovany
pomoci gradientové centrifugace a separace na plast. Nasledné jsou kultivovany v termostatu
za pritomnosti ur¢itého mnozstvi cytokini (GM-CSF, IL-4) piiblizné 5 dni. V nésledujicim
kroku se dendritickym burikam pfedloZi nadorové antigeny. Dnes jsou znamy rizné druhy
nadorovych antigent a kazda vyzkumna laboratof pracuje sjinou formou téchto antigent.
Radime sem rozné peptidy, mRNA, nekrotické buiiky nebo apoptotické buiiky. V nasem
pfipad¢ pouzivame buiiky apoptotické. Ty jsou pohlceny ajejich ¢asti jsou vystaveny na
bunéény povrch. Takto ovlivnéné dendritické buiiky jsou vraceny zpét do pacientova téla
(injekén¢), kde by mél spoustét specifickou protinddorovou odpovéd. Po dobu mezi
dokon¢enim vakciny v laboratofi a poddnim pacientovi uchovavame vakcinu ve zmrazeném
stava pfi -80°C ve specidlnich zamrazovacich zkumavkéach, které jsou umistény
ve zamrazovacim kontejneru. Tento kontejner zajiStuje postupné zamrazovani vzorka

konstantni rychlosti 1°C za minutu.

2.6 Prostredi vhodné pro pripravu vakein z DC

Pacienti v onkologické 16¢bé jsou velice nachylni k virovym i bakteridlnim infekcim,
abychom zabrénili tomu, aby spole¢né s vakcinou byly pacientovi podany i choroboplodné

zarodky musi cela procedura pfipravy vakciny s dendritickymi buikami probihat ve sterilnim
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prostiedi. Vysledny produkt totiz neni mozno pied podédnim pacientovi sterilizovat, protoze
by byly zahubeny i dendritické buriky.

Ptiprava protinddorovych vakein z dendritickych bun€k musi probihat v tzv.
supercistych prostordch, za podminek které oznaluje zkratkou GMP. Je to zkratka
z anglického nédzvu ,,Good Manufacturing Practice™ a do ¢estiny tento nazev prekladame jako
spravna vyrobni praxe (SVP). Podminky sprdvné vyrobni praxe jsou nésleduyjici. Jednotlivé
vyrobni operace musi probihat ve shod¢ s jednoznaéné definovanymi postupy a musi byt
zachovéany zésady spravné vyrobni praxe, aby kone¢né produkty mély poZadovanou jakost.
Musi byt zajistén dostatek kvalifikovanych pracovnikl k provadéni vSech tdkold, jez patii k
odpovédnosti vyrobce. VSichni pracovnici maji dbat zasad spravné vyrobni praxe a maji byt
podrobovani tivodnimu i pravideln€ opakovanému Skoleni a vycviku. Prostory a zafizeni musi
byt umistény, navrZzeny, konstruovany a udrZzovany tak, aby to odpovidalo ¢innostem, jeZ v
nich maji probihat. Jejich usporadani a konstrukce musi minimalizovat riziko chyb a
umoziovat uéinné Cisténi a udrzbu, tak aby se pfedchézelo kiizové kontaminaci, usazovani
prachu nebo necistot a aby se obecné zabranilo jakémukoliv neptiznivému piisobeni na jakost
produktu. Jako vychozi latky miZzeme pouzZit pouze materidl s certifikaci GMP. Podrobné
pozadavky na pracovniky, prostory, postupy, procesy a piipravky ve vSech zékladnich
oblastech SVP vymezuje prvni odstavec nového textu 1. dodatku "Vyroba sterilnich 1é¢iv”
evropskych “Pokynd k SVP pro 1éCiva”, ktery vstoupil v platnost v zemich Evropského
spoledenstvi od 01. 01. 1997. 12

Cisté prostory pro vyrobu sterilnich p¥ipravkd jsou rozdéleny do 4 ttid — A, B, C a D.
Kazd4 vyrobni &innost vyzaduje pfimefenou uroven Cistoty prostfedi za provozu, aby bylo
minimalizovano riziko mikrobidlni nebo ¢é4sticové kontaminace piipravku nebo
zpracovavanych materialt®. V &istych prostorach FN Motol je v lamindrnim boxu tfida A, v
okoli boxu t¥ida B a prochazi se pres mistnost ttidy C. Cisty prostor je mozno definovat jako
ohrani¢eny prostor, ve kterém jsou garantované parametry stavu vzduchu jako:

- prasnost vzduchu (definované po¢tem prachovych ¢astic, baktérii, ...)
- teplota vzduchut
- relativni vlhkosi vzduchu

- tlak vzduchu
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Limity pro pocet castic pFitomnych ve vzduchu

T¥ida Maximalni ptipustny poCet ¢astic/m 3 rovny nebo vétsi
Za provozu
0,5 um 5 um 0,5 um S pm
A 3500 0 3500 0
B 3500 0 350000 2000
C 350000 2000 3500000 20000
D 3500000 20000 nedefinovan nedefinovan

Pri¢emzZ stav ,,za klidu“ je stav, ve kterém jsou zcela nainstalovéna provozuschopna vyrobni

zafizeni, ale nejsou zde pfitomni Zadni pracovnici. Stav ,,za provozu* je stav, kdy vyrobni

zatrizeni jsou v bézném provozu s predepsanym poctem pracovniki.

Limity pro mikrobiologické znecisténi Cistych prostor

Ttida Doporucené limity pro mikrobiologickou kontaminaci
Vzorkovani{ Petriho miska Kontaktni desky Otisk rukavice
vzduchu (pramér 90 mm) (pramér 55 mm) 5 prstl
CFU/m’ CFU/4hod CFU/deska CFU/rukavici
A <l <l <l <l
B 10 5 5 5
C 100 50 25 -
D 200 100 50 -

Doporuéené limity pro mikrobiologickou kontrolu jsou ovéfovany ve stavu €istého prostoru

Za provozu.

Teplota a relativni vihkost

Doporuéené hodnoty jsou stanoveny projektem (specifikaci). Zpravidla pro zimni
provoz uvadéna teplota 20+2 °C, pro letni provoz 22+2 °C. Relativni vlhkost ma byt zpravidla

udrZovéana na hodnoté 45+10 % r.v..

Tlakoveé rozdily mezi mistnostmi

Vzduch je v mistnosti pod tlakem, aby dovnitf nepronikla zddna necistota.

Doporu¢ena hodnota podle EU je 10 az 15 Pa mezi mistnostmi odlisnych tiid Cistoty. Tlakové
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rozdily mezi jednotlivymi mistnostmi jsou zpravidla definovany v projektu. I v tlumeném
provozu musi byt zajistén pretlak ¢istych prostort vii€i okolnimu prostredi.

Dale se v Cistych prostorech kontroluje pofet vymén vzduchu, rychlost a
rovnomérnost proudéni ve vétraném prostoru, hluénost a vibrace, vyskyt elektrostatickych
nabojl, znecisténi vzduchu plyny, radioaktivitou, biologickymi latkami atd. V téchto
prostorach pak pracuji specidlné vyskoleni laboranti, v protiprachovych kombinézéch a
s ndustky. Pii kazdém vstupu a vystupu pracovnici i materidl prochédzi pfes mistnost s filtry.
Uwniti €istého prostoru jsou pak boxy s proudicim filtrovanym vzduchem pro samotnou préci

v - 14
s butikami. !
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3. PRAKTICKA CAST

3.1 Cile prace

Utelem této prace byla optimalizace vyrobniho protokolu pi vyrobé vakeiny
z dendritickych bun€k. Testovali jsme proto rizné jednotlivé podminky vyrobniho postupu a
jejich vliv na kvalitu produktu. Jako hlavni faktory, které by mohli ovliviiovat kvalitu
vysledného produktu, jsme ur€ili vliv maturaénich €inidel, procesu zamrazovani bunék, druhu
pouzitého zamraZovaciho média a druhu plastu pouzitého pfi maturaci.

Vliv maturaénich cinidel na maturaci dendritickych bun€k, jsme oveéfovali
porovndvanim fenotypu DC pfi pouziti riznych poly I:C.

Po vyrobeni jsou vakciny zamrazovany na velmi nizkou teplotu, proto jsme zkoumali
zda nedochazi ke zménam u DC b&hem zamraZovani. Porovnavali jsme fenotyp bunék pred
zamrazenim a po rozmrazeni a také jejich Zivotnost po rozmraZeni.

V laboratofi béZn€ pouzivané zamrazovaci médium, se v superCistych podminkach
pouzivat nesmi. Proto jsme porovnavali rozdily ve fenotypu a Zivotnosti mezi DC
zamrazenymi v béZné pouzivaném zamrazovacim médiu a v novém testovaném médiu, které
lze v super€istych podminkach pouZit.

Jako posledni bod nés zajimal vliv plastiku, ze kterého jsou kultivaéni nadobky na
vysledek maturace DC. Porovnavali jsme DC maturované na riznych druzich plastu. K tomu

jsme pouzili kultivaéni desticky z plastu typu treated, non-treated a ultralow attachement.
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3.2 Protokol pro vyrobu dendritickych bunék pro protinadorové vakciny

Pristroje a pomicky

= (Centrifuga

= Laminérni box

= Inkubator

= Automatické pipety

= Pipetovaci nastavec

Spotrebni material

= Serologické pipety 2, 5, 10, 25 ml (Nunc, Némecko)
= Kultivaéni lahvi¢ky, povrch 75 cm? (Nunc, Némecko)
= Spigky CLP (Schoeller)

* 15 a 50 ml centrifugaéni zkumavky (Nunc, Némecko)
» 1,8 ml zamraZovaci zkumavky (Nunc, Némecko)

* kultivaéni plastik - typ treated, non-treated, ultralow attachement

Vstupni suroviny

* Buffy coat — 20 - 50 ml — celkem bylo zpracovano 7 darct

Reagencie

»  Kultivaéni médium: CellGro DC (CellGenix, kat.¢islo 2005)

= PBS (nemocniéni 1€¢kédrna)

* PBS+2mM EDTA (nemocniéni 1ékarna)

* Lidsky rekombinantni GM-CSF (Gentaur, Némecko, kat. ¢islo mGMP-rHuGM-CSF)
* Lidsky rekombinantni IL.-4 (Gentaur, Némecko, kat. ¢islo mGMP-rHull.-4)

= Poly (I:C)- Sigma, Poly (I:C)- Invivogen

* DMSO - Sigma
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* FBS (fetalni bovinni sérum), Human serum albumin 20% (BAXTER)

* Ficoll Paque Premium

Pracovni postup

Izolace mononukledarnich bunék

Odbér materidlu ke zpracovani

» Buffy coat je transportovan z transfuzniho oddéleni UHK T

= Zpracovani materidlu do 24 hod, uchovavat pti pokojové teploté

Separace mononukledrnich bunék

» Hadi¢ku vaku i nizky oc€istime alkoholem, hadi¢ku nastfihneme a obsah pfelijeme do

50 ml centrifugaéni zkumavky
| = Leukafereticky produkt nafedime pomoci PBS + 2mM EDTA minimalné dvakrat

* Do 50 ml zkumavek napipetujeme 15 ml Ficollu Paque a opatrné ho pievrstvime
35 ml nafedéného leukaferetického produktu

» Centrifugujeme 1800 ota¢ek/min, 30 minut pfi pokojové teploté, pii nejniz$im stupni
zrychleni i zpomaleni = program ¢.2

= QOdebereme prstenec mononuklearnich bun€k na rozhrani Ficoll Paque a plazmy =
nasajeme serologickou pipetou a pfeneseme do nové 50 ml centrifugani zkumavky.
Zkumavku poté doplnime do 50 ml pufrem PBS + 2mM EDTA.

» Centrifugujeme 1200 otaéek/min, 10 minut pti pokojové teploté = program ¢.1

» Supernatant odlijeme do nddobky na tekuty odpad. Peletku na dné resuspendujeme
serologickou pipetou v 10 ml PBS. Poté doplnime do 30 ml pufrem PBS.

» Dvakrat zopakujeme predchozi krok = promyti mononuklearnich bunék s centrifugaci
1000 ota¢ek/min resp. 800 otacek/min, pii prvnim resp. druhém promyti — nastavime
na programu ¢.5

* Po poslednim promyti odsajeme supernatant a resuspendujeme peletu bunék v CellGro

médiu
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* Provddime mikroskopické stanoveni po¢tu = pomoci pocitaéky bunék do 10 ml
roztoku pro pocitani priddme 10ul buné¢né suspenze vlozime do pristroje a odeéteme
vysledek. Stanoveni Zivotnosti bunek = 10ul bunééné suspenze + 10ul trypanové

modfi, smés umistime do Blirkerovy komurky a prohlizime pod mikroskopem.

Vyroba nezralych DC

Den 0

* Izolované a promyté a spocitané mononuklearni buiiky naredime v CellGro médiu na
koncentraci bungk 5x10%ml

»  Separace monocyti adherenci na plast = pieneseme 15 ml bunééné suspenze do
kultivagnich lahviéek spovrchem 75 cm?® Lahvicky umistime do inkubétoru a
inkubujeme 1,5 — 2 hod pii 37°C v prostredi s 5% CO,.

»  Priprava CellGro média s cytokiny = alikvoty cytokini GM-CSF a IL-4 nechidme
rozmrazit pii pokojové teploté. V 50 ml centrifuga¢nich zkumavkéch si pfipravime
pottebné mnozstvi média s cytokiny tak, aby koncentrace byla pro GM-CSF 500
U/ml, IL-4 20 ng/ml

=  Po inkubaci odstranime neadherovanou frakci oplachovanim dna lahvicky pufrem
PBS pokojové teploty. Provedeme tii oplachovani 10 ml PBS. Po tfetim oplachu
kompletn¢ odsajeme PBS.

» K adherovanym butikdm na dné lahvi¢ky piiddme kultivaéni médium s cytokiny. Na

jednu lahvicku 20 ml CellGro média s cytokiny.
Den 6 (140-148 hodin po zapoceti kultivace)

= Shér nezralych DC: odsajeme bunéénou suspenzi z kultivaéni lahvicky a obsah
preneseme do 50 ml centrifugaéni zkumavky. Dno lahvic¢ky jesté oplachneme 10 ml
pufru PBS pokojové teploty. Zkumavku doplnime Do 50 ml pufrem PBS.

» Centrifugujeme 1200 otacek/min, 10 minut pii pokojové teploté = program ¢.1

= Supernatant odsajeme a peletu bunék resuspendujeme v CellGro médiu

= Mikroskopicky hodnotime vzorek bunééné suspenze
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Maturace DC

Maturace dendritickych bunék

*  Pomalu rozmrazime alikvot matura¢niho €inidla (poly (I:C)) pti pokojové teploté.

* Pfeneseme suspenzi pulzovanych dendritickych bunék do 6 jamkovych kultiva¢nich
desti¢ek. K bunééné suspenzi pridame poly (I:C) na vyslednou koncentraci 50 pg/ml.

» Inkubace 24 hodin v inkubatoru pti 37°C v prostredi s 5% CO,

= Po inkubaci dendritické bunky tfikrat promyjeme v PBS = centrifugace 1200
otaCek/min, 10 minut pifi pokojové teploté. Po druhé centrifugaci odstranime
supernatant a resuspendujeme v PBS. Po tfeti centrifugaci resuspendovat DC
v CellGro médiu

* Provedeme mikroskopické zhodnoceni vzorku bunééné suspenze.

= Analyza vzorku buné¢né suspenze na pritokovém cytometru.

Zamrazeni vysledného produktu (den 7)

*  Priprav zamrazovacitho média: v 50 ml centrifugatni zkumavce smichame Human
serum albumin 20% a DMSO v poméru 9:1. Zchladime na 4°C .

= Bunélnou suspenzi centrifugujeme pifi 1200 otackach/min, 10 minut pii 4°C =
program ¢. 4

= Peletu bun¢k resuspendujeme v zamraZzovacim médiu, tak aby 1 zamraZovaci
zkumavka obsahovala 1,8 ml zamraZovaci smési.

»  ZamraZeni suspenze: Vv procesu zamraZovani je pouzivan zamrazovaci kontejner 5100
Cryo 1°C Freezing Container, ,,Mr.Frosty*, do které¢ho jsou umistény zamrazovaci

zkumavky s produktem. Kontejner umistime do mrazdku Hereus (-80°C).

Rozmrazovani vysledného produktu

» Zamrazovaci zkumavky vyjmeme z mrazdku a co nejrychleji rozmrazime pouze za

pomoci rukou
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RozmraZzeny obsah zamrazovacich zkumavek piepipetujeme do 15 ml
centrifugacni zkumavky a pomalu piidéame 10 ml CellGro média.

Vzniklou smés centrifugujeme 1200 otacek/10 minut pti pokojové teploté, slijeme
supernatant a resuspendujeme peletu bunék v 1 ml PBS.

Provedeme mikroskopické zhodnoceni vzorku bunééné suspenze.

Opét centrifugujeme 1200 otacek / 5 minut pfi pokojové teploté, odstranime
supernatant a resuspendujeme ve 100 ul 2% roztoku PBS se sérem.

.Provedeme analyzu vzorku bunééné suspenze na pritokovém cytometru

Priprava vzorku pro analyzu povrchovych znakt pomoci priitokového cytometru

zkumavky si oznac¢ime ¢islem a poZadovanou kombinaci protilatek

do kazdé zkumavky napipetujeme 100ul bunééné suspenze dendritickych bunék.

Pfidame od kazdé pozadované protilatky 5 ul, kratce protfepeme

Inkubujeme 20 minut v lednici, opét protfepeme a pfidame 2ml roztoku PBS
Vzorek umistime do centrifugy a centrifugujeme 1200 otacek / 5 minut pfi pokojové
teploté, supernatant odlijeme a peletu bunék resuspendujeme v malém objemu PBS.

Pfidame 200 pul PBS, protfepeme a méfime na priutokovém cytometru.

3.2 Princip prutokové cytometrie

Pritokova cytometrie je dnes standardni metodou pro analyzu bun€k v suspenzi.

Bunky v suspenzi se ozna¢i pomoci monoklonalnich protilatek, které maji na sob& navazanou

fluorescenéni molekulu tzv. fluorochrom. Protilatky s fluorochromem se vazou specificky na

prislusny antigenni znak na povrchu vySetiovanych bun€k. Po oznaceni se suspenze vlozi do

priutokového cytometru. Pritokovy cytometr je komplikované zafizeni skladajici se

z vlastniho pratokového cytometru a vykonného pocitae. V pritokovém cytometru je

analyzovand buné¢né suspenze rozptylena v laminarné proudici kapaling. UnéSené buriky jsou

vypuzovany pretlakem skrze trysku, kterd vytvoii tenky proud suspenze, v némz leti bunky

jedna za druhou. Pro spravnou analyzu je dulezité aby se buriky ocitly vedle sebe. Proud
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vychéazejici ztrysky protind laserovy paprsek. Jakakoliv Eastice v suspenzi zplsobi, ze
laserové svétlo se od ni bud” odrazi nebo rozptyli. V ptipad€ pouziti fluorochromt se pak
detekuje jesté excitované (fluorescencni) zafeni.

U kazdé analyzované bunky detektory zaznamenavaji nejméné 2 parametry vyjadiujici
flourescenci na riznych vinovych délkach a 2 optické parametry. Prvni prométuje velikost
buriky, kterou zaznamenava jako parametr FSc (Forward scatter). FSc vyjadfuje rozptyl svétla
do velmi malého dopfedného uhlu. Druhy parametr oznaujeme jako SSc (Side scatter), ten
zaznamenava svétlo odrazené. Parametr SSc hodnoti kompaktnost bunécného povrchu,

piitomnost cytoplazmatickych granuli uvnitt buriky a optické vlastnosti cytoplasmy a jadra.®

3.3 Analyza dat v prutokové cytometrii

Vsechny tyto parametry se zaznamenavaji do pocitace ve formé matice, coz je dilezité
pro dalsi analyzu dat. Pomoci analytického softwaru se data pak prevedou do srozumitelné
grafické podoby. Nejjednoduss$im zobrazenim je histogram. Ukazuje nam kolik procent
bun€k je pozitivnich na urity parametr, pfipadné jaké intenzity fluorescence urcita
subpopulace bun€k dosahuje. Pro vSechny bunky pak mizeme zjistit zakladni statisticka data,
jako je Cetnost, primérnou intenzitu fluorescence, jeji medidn, modus, standardni odchylku,

geometricky primér atd.

— zivé DC

Obr. 3 Histogram — dendritické buriky oznacené propidium jodidem
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Dal3im nejbéznéjsim zobrazenim je bodovy graf (dot plot). Tento typ zobrazeni se pouZiva

pro zjisténi vzajemného vztahu dvou parametri. Kazda burika v grafu je zastoupena teCkou,

v pfipadé stejného umisténi vice teCek se teCky vzajemné prekryji a na grafu se neproj evi.”

FS Lin

Obr. 4

6

o
2 —

O T T 2 | T T T T T 1 1023
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,,» Dot plot* — gate A je vymezenim charakteristickych hodnot FSc a SSc¢ pro DC
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4. VYSLEDKY

4.1 Porovnani vlivu ruznych poly I:C na fenotyp DC

Zkoumali jsme, zda pfi pouziti riznych druh matura¢nich ¢inidel budou DC
maturovany stejnou mérou. K maturaci DC jsme pouzili stejné maturacni ¢inidlo od rliznych
vyrobel. Pokusy jsme provadéli na plastu typu treated a non-treated Plasty pro tkanové
kultury jsou vyrobeny z velmi ¢istého polystyrenu, povrch treated je navic specidln€ oSetieny
vrstvou Nunclon, aby byl dostateéné hydrofilni pro rist bunek.

Jako maturaéni ¢inidlo jsme pouzili poly I:C od firmy Invivogen a poly I:C od firmy
Sigma. Poly I:C je synteticky vytvofené matura¢ni ¢inidlo, které aktivuje Toll-like receptor 3

a jeho signalni drahy.
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Obr.5 Porovnani fenotypu DC pii pouziti poly I:C Invivogen (A) a poly I:C Sigma (B) na

plastiku typu non-treated.
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Graf 1 Porovnani vysledkd pritokové cytometrie pii stimulaci riznymi poly I:C na plastu

typu non-treated

Diskuze

Podrobné analyza fenotypu dendritickych bun€k po maturaci, pii které jsme pouzili
razna poly I:C, odhalila pouze malé rozdily mezi jednotlivymi populacemi DC (graf 3).
Nezaznamenali jsme ani vétsi rozdil mezi vyslednym poétem stimulovanych bunék. Tyto
vysledky zcela jasné ukazuji na to, Ze ob€ maturaéni ¢inidla maji velice podobnou tGc¢innost na

prubeh maturace u dendritickych bunék péstovanych in vitro.

4.2 Vliv zamrazovani a rozmrazovani na fenotyp a zivotnost DC

Pii vyrobé vakcin dendritickych bungk je dilezitym krokem zamraZovani vysledného
produktu. Maturované dendritické buriky se resuspenduji v zamraZovacim roztoku a jsou
umistény do specialni zamrazovaci zkumavky. Zkumavky jsou pak umistény do specialniho
zamrazovaciho boxu, ktery zajiStuje pomalé a rovnomérné zamrazeni. Zkumavky jsou
zamrazovany na vyslednou teplotu - 80°C.

Cilem této casti optimalizace vyrobniho protokolu, bylo zjistit zda nedochdzi ke

zménam ve fenotypu u zamrazenych bunék.
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Graf 2 Porovnani po¢tu mrtvych bun€k pred zamrazenim a po rozmrazeni na rznych typech

plastu
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Graf 3 Porovnani poctu CD83 pozitivnich dendritickych bun€k pied zamraZenim a po

rozmrazeni, pri pouziti riznych typl plastu a matura¢nich ¢inidel
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Graf 4 Porovnani MFI (mean fluorescence intensity) CD86 pozitivnich dendritickych bunék

pfed zamraZenim a po rozmrazeni, pfi pouziti riznych typt plastu a maturac¢nich ¢inidel
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Diskuse

Pii porovnani vysledki jednotlivych vzorkt je vidét, Ze u €asti dendritickych bunék se
mirné sniZila exprese CD83 a CD86. V této préaci nebylo testovano, zda tato fenotypova
zmeéna ma né&jaky vliv na vyslednou schopnost DC stimulovat naivni lymfocyty. Pocet
dendritickych bun€k ve vzorcich zistava pted zamrazenim i po rozmrazeni téméf stejny.

Zamrazovani bunek i kdyz je velice Setrné a pomalé, miZe tedy mit vliv na fenotyp
zamrazovanych bun€k. D4 se ovSem pocitat s tim, Ze ne vSechny buriky ve vzorku vydrzi
takovou radikadlni zménu prostiedi. Vysledny produkt stdle obsahuje dostate¢ny pocet

dendritickych bunék.

4.3 Vliv ruznych druha zamraZzovacich médii na fenotyp a zivotnost DC

Pfi zamraZovani vzorkl dendritickych bunék jsme také zkouSeli zda ma zamrazovaci
médium n&jaky vliv na lepsi piezivani bunék. V tomto pokusu jsme zkouseli dva riizné typy
zamrazovacich médii. Jako prvni jsme pouzili médium slozené z 20% human serum
albuminu (HSA) a 10% DMSO v poméru 9:1, které testujeme. Jako druhé jsme pouzili
médium obsahujici 20% fetdlni bovinni sérum (FBS), 10% DMSO a RPMI v poméru 2:1:7,
které se béZn€ v laboratoii pouziva, ale nevyhovuje vyrobnim podminkdam v supercistych

prostorach.
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Graf 5 Procento mrtvych DC po rozmrazeni pii pouziti riznych druhi zamrazovacich médii.
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Graf 6 Porovnani po¢tu CD83 pozitivnich DC pfi pouziti rdznych druht zamrazovacich
médii

Diskuze

Vzorky jsme po vyndani zmrazédku rychle rozmrazili a mérili na pratokovém
cytometru. Méfeni ukézalo, Ze v médiu s FBS bylo vice DC s lepsi schopnosti prezentace
antigenu. Zivotnost bundk byla také lepdi pii pouziti zamraZovaciho média sFBS. Po
porovnani vysledkl jsme dospé€li k zav€ru, Ze burky resuspendované a zamrazené v médiu
s obsahem fetdlniho bovinniho séra lépe piezivaji zamrazeni vzorku. Rozdily mezi vysledky
obou druhli zamrazovacich médii jsou sice malé ale znatelné, teoreticky by proto bylo
optimaln€js§i zamraZovat builky v médiu obsahujicim FBS. Bohuzel toto sérum neni mozné
pouzivat v superCistych laboratofich, kde se vakcina vyrabi. Za t€chto podminek se
zamrazovaci médium s obsahem human serum albuminu, jevi jako adekvatni nahrada za

médium s FBS.

4.4 Vliv plastiku pouzitého pri maturaci na fenotyp DC

Nezralé dendritické buriky ziskdme pétidenni kultivaci z monocytd periferni krve,
nasleduje priddni maturaénich €inidel a inkubace, pii které se nezralé dendritické buriky méni
na zralé. Zralé DC pak exprimuji na svém povrchu maturaéni markery a kostimulaéni

molekuly, hlavné CD83 a CD86. Pri té€chto pokusech jsme zkouseli, zda mé povrch kultivaéni

nadobky néjaky vliv na maturaci DC. Vysledky na plastech typu treated a non-treated nebyly




ptili§ uspokojivé, pfi kultivaci dochézelo k pfiliSné adhereci bun¢k na plast a to nasledné
komplikovalo jejich sbér a ovliviiovalo jejich fenotyp (nizkd exprese molekuly CD83 u
maturovanych DC). Byl proto testovan dal$i typ kultivacnich desti€ek s povrchem ultralow
attachement. Tento povrch je potazen specidlni hydrogelovou vrstvou kterd je hydrofilni a
neutrdlné nabitd. Zabranuje priliSnému ptilnuti kultivovanych bunék a usnadiiuje tim jejich
odstrafiovani z povrchu po maturaci. Pouzili jsme 6 jamkovou kultiva¢ni desticku s povrchem
treated (nepfilnavy) a ultralow attachement (extrémné nepfilnavy). Po prob&hlé maturaci byla

vyhodnocen fenotyp maturovanych bunek.
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Obr. 6 Porovnani fenotypu bunék maturovanych na plastu typu treated (A, B) s buiikami

maturovanymi na plastu typu ultralow attachement (C, D)
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Graf 7 Porovnani mnozstvi CD83 pozitivnich DC u plastd typu treated a ultralow

attachement pii pouziti riznych druht matura¢nich ¢inidel.
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Graf 8 Porovnani mnozstvi CD86 pozitivnich DC u plastd typu treated a ultralow

attachement pii pouziti raznych druht maturaénich ¢inidel.

Diskuze

Pii porovnani fenotypu zjiSténé¢ho priutokovou cytometrii u dendritickych bunék
maturovanych na plastu typu treated a ultralow attachement jsme zjistili vyrazné rozdily.
Mezi fenotypy jednotlivych populaci DC mizeme vidét rozdily v histogramech, kdy DC
péstované na plastu typu ultralow attachement jsou vyrazné lépe maturovény a jsou tudiz
schopny 1épe prezentovat antigeny nez DC maturované na plastu typu treated. Na plast typu
ultralow attachement jsme také pozorovali zvySeni maturacnich markerd i u kontrolnich

nestimulovanych bunék (iDC), coz by se teoreticky stat nemélo. Je tedy moZné, Ze tento typ
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plastu méa primy vliv na pribéh maturace DC. Tento fakt bude jesté¢ pfedmétem dalsiho
zkoumani. Z vysledk je zfejmé, Ze typ pouZitého plastiku ma vliv pfi maturaci dendritickych
bunék a prfi vyrobé DC vakcin by se lépe uplatnily kultivaéni nadobky typu ultralow

attachement.

5. ZAVER

Dendritické buriky maji velky potencial pro 1é¢bu nékterych nadorovych onemocnéni.
K tomu abychom mohli zdendritickych bunek vyrabét vakcinu urenou pro pacienty
standardnim zplsobem je potfeba, abychom dokonale zvladli vyrobni proces. Je proto
dulezité, abychom znali v§echny aspekty, které maji vliv na kvalitu i kvantitu zpracovavanych
bunék.

V této praci jsme se zamérili pouze na neékteré asti celého vyrobniho procesu a snazili
jsme se ho celkove optimalizovat. Postupné jsem obmenovali pomicky soucasné pouZivané
za jiné, u kterych jsme doufali, Ze by pro vyrobu byly vhodné&jsi nez ty stavajici. Zaméfili
jsme se na vliv plastu, maturaéniho d&inidla, zamrazovaciho meédia a zamraZovani na
dendritické bunky ziskané od dércu.

Pfi prvnim pokusu jsme zkousSeli rizné druhy maturaénich €inidel. PouZzivali jsme
maturaéni €inidlo typu poly I:C (derivat kyseliny ribocytidilové), coZ je synteticky analog
dvouvlaknové RNA replikované u mnoha vird. Tato latka indukuje v hostitelském organizmu
produkei cytokinl, vEetné interleukind a tumor nekrotizujiciho faktoru (TNF-a). Porovnavali
jsme mezi sebou dvé poly I:C, pri¢emz kazdé bylo od jiného vyrobce. V tomto pokusu jsme
nezaznamenali vyraznéj$i rozdily mezi obéma maturaénimi €inidly.

Pfi dalSim pokusu jsme zkouseli rozdily mezi zamraZovacimi médii. Médium které se
pouziva nyni totiZ nevyhovuje podminkdm supercisté¢ laboratoie, ve které se vakcina
ptipravuje. Porovnavali jsme fenotyp a Zivotnost bunék v jednotlivych mediich po
rozmrazeni. Vysledky nam ukazaly, Ze soucasné pouzivané¢ médium ma lepsi vliv na fenotyp i
zivotnost DC. Nové zkousené médium sice nedosahuje takovych vysledki, ale jevi se jako

adekvatni ndhrada za soucasné pouzivané médium.
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Zkoumali jsme také jak moc velky vliv ma zamrazovani bunék na jejich
fenotyp a zivotnost. ZamraZovani piipravenych bunck je totiz podstatnou soucasti metody
pfipravy vakciny s DC. Zamrazovani a¢ velice pomalé a rovnomérmé ma vliv na Zivotnost i
fenotyp DC. Po rozmraZeni vzorku jsme sledovali sniZzenou Zivotnost bung€k i expresi
kostimula¢nich molekul CD86 i CD83.

Pii poslednim pokusu jsme zkouSeli Gpln€ novy typ kultiva¢niho plastiku typu
ultralow attachement oproti soucasn€¢ pouzivanému typu treated. Na burikach kultivovanych
na plastu typu ultralow attachement jsme zaznamenali vyrazn€ vyssi expresi kostimulaé¢nich
molekul CD83 i CD86. Vyhodou u tohoto typu plastu byl i snadnéjsi sbér maturovanych
dendritickych buné€k po kultivaci. Proto je tento typ kultiva¢niho plastiku pro vyrobu vakciny
DC urcité vhodnéjsi nez typ soucasné pouzivany.

V této praci jsem se pokusila charakterizovat dendritické buiiky a proces jejich
vyroby. PrestoZe v soucasnosti je jejich priprava ne zcela standardizovana a jejich u¢innost
v 1é€bé nadorovych onemocnéni pouze ve stadiu vyzkumu, je velice pravdépodobné, Ze v této
oblasti mizeme ocekavat rychly vyvoj. Optimalizace procesu kultivace dendritickych bunék
je velmi diilezitou soucdsti jejich vyzkumu, protoZe na nich zavisi jejich praktické vyuZiti.
Proto by bylo vhodné z prizkumem vyrobniho procesu pokracovat.

Piedmétem této préace nebylo provedeni testl, které charakterizuji DC po funkéni
strance. Fenotyp dendritickych bun€k, zejména exprese maturaéniho markeru CD83, Casto
koreluje s jejich funkéni kapacitou. Nicméné je zésadni dale stanovit, zda ndmi vyrobené DC
produkuji zanétlivé a polarizaéni cytokiny, naptiklad IL-12 p70, dilezity pro polarizaci Thl
bunék. Dale je nutné ovéfit, zda indukuji proliferaci lymfocyta a vylou€it, zda v pfiliSné mire
neindukuji vznik T regulaénich lymfocytu.

Pokud tyto testy dopadnou uspésné, lze pfistoupit k testovani uc€innosti samotné
vakeiny na béazi dendritickych bun€k nesoucich nadorové antigeny, v na§em ptipadé antigeny
ziskané z nadorovych bun€k karcinomu ovaria. Nejprve bude in vitro testovana schopnost
takto pripravenych DC indukovat nadorové-specifické lymfocyty. Poté bude zahdjena
samotna klinicka studie, kde bude po aplikaci vakeiny, vyrobenych podle pravidel spravné

vyrobni praxe dle evropskych norem, hodnocena jeji bezpecnost a i¢innost.
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