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1 SEZNAM NEJCASTEJI UZIVANYCH ZKRATEK



APC

Antigen presenting cell (bunka prezentujici antigen)

CG Cell Gro (kultiva¢ni médium)

DC Dendritic cell (dendriticka burika)

FBS Fetal bovine serum (fetalni hovézi sérum)

GMP Good manufacturing practise (spravna vyrobni praxe)

IFN-y Interferon gama

IL-4 Interleukin 4

LPS Lipopolysacharid

MHC Major histocompatibility complex (hlavni histokompatibilni systém)
MK Maturac¢ni koktejl — smés cytokinti

MoDC Monocyte derived DC — DC pfipravené z monocytl

PAMP Pathogen-associated molecular patterns — komponenty patogenti
PBMC Peripheral Blood Mononuclear Cell (periferni mononuklearni buiiky)
PBS Phosphate saline buffer

Poly I:C Polyinosinic-polycytidylic acid sodium salt

rpm Jednotka rychlosti otaceni pii centrifugaci

SUKL Statni Gstav pro kontrolu 1é¢iv
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2.1 Role imunitniho systému a aktivace imunitni reakce

Infekce byly do objeveni antimikrobidlnich 1¢kii nejcastéjsi pri¢inou tmrti. Prudky nértst
primémé délky zivota po zavedeni preventivnich ockovacich programii a antiinfekéni
terapie je spojen s naristem incidence nadorovych onemocnéni. Mnoho vyzkumnych
pracovist’ se zabyva otazkou, zda imunitni systém hraje podstatnou roli i v obrané proti
nadorové transformovanym buitkam, zda lze proti nddorovym tkanim vyvolat imunitni
odpovéd’ a zda indukce protinddorové imunitni reakce vede ke zlepSeni progndzy
nadorovych onemocnéni. Protinddorova terapie se v poslednich letech dostava do centra
z4jmu diky nékolika zdsadnim objevim v porozuméni mechanismiim, které kontroluji
aktivaci imunitniho systému, a také diky pokroku v laboratornich technologiich, ktery
umoziuje manipulaci S butkami imunitniho systému in vitro.

Lidsky organizmus ma pro u¢innou obranu proti infekcim k dispozici dvé hlavni slozky
imunitniho systému — systém nespecifické (pfirozen¢) imunity a systém imunity specifické
(adaptivni). SloZky nespecifické imunity, at' jiz bun&cné (makrofdgy, NK bunky,
granulocyty) nebo humoralni (komplement, antimikrobialni peptidy, cytokiny), jsou
schopny rychlé detekce ptitomnosti patogenu v organismu. Obrannd reakce je v ptipadé
nespecifické imunity velmi rychld, uniformni a ¢asto vede K uplné eliminaci patogenniho
agens bez nutnosti zapojeni specifické imunity. Nespecifickd imunita nema mechanismy,
které by zabezpec€ily vznik imunologické paméti.

Klicovym mechanizmem pro funkci specifické imunity je vznik antigen specifickych
receptorti na B a T lymfocytech. Vysledkem nahodného preskupovani genovych segmentt
u gentl pro T a B bunécné receptory je existence obrovského mnozstvi receptori s presné
definovanou specifitou. Dani za tuto velkou z4sobarnu antigen specifickych lymfocytt je,
ze lymfocyt pro jeden urcity antigen je velmi malé mnozstvi. Frekvence lymfocyti pro
urCity antigen se nejcastéji pohybuje kolem 1-2x107°. Tak maly pocet bunck specifickych
pro antigen je pro ¢asnou obranu proti infekcim nepouzitelny. Po aktivaci specifického
lymfocytu musi nejprve dojit ke klonalni expanzi a teprve po vytvofeni dostatecné
populace efektorovych bunék dojde k rozvoji primarni specifické imunitni reakce. Tento
proces vétSinou trva 4-7 dni, a po tuto dobu je tedy potfeba, aby obranu zajistila
nespecificka imunita. Pii opakovaném setkani se stejnym patogenem je jiz situace odli$na.
V organizmu jsou jiz vytvoifeny pamétové T a B lymfocyty a sekunddrni imunitni

odpovéd’ je mnohem rychlejsi.



Kromé toho, ze rozvoj primarni specifické imunitni odpovédi trvéa dlouho, je také diilezité
zdiiraznit, ze samotna aktivace antigen specifickych T lymfocytd je pomémé slozity
proces, ktery je pod velmi pfisnou kontrolou. Je to nezbytné proto, ze aktivace
nespravnych lymfocyti mize mit fatalni nasledky, napi. v podob¢ autoimunitnich
onemocnéni. Pro G€¢innou aktivaci musi byt antigen predkladan v lymfatickych uzlinach
antigen prezentujicimi bunikami. NejucinngjSim pfedstavitelem jsou dendritické bunky,
které jediné jsou schopné aktivovat naivni T lymfocyty.l’2 Plni tedy roli prostiednika mezi
systémy nespecifické a specifické imunity, bez kterého nedojde k rozvoji plnohodnotné

imunitni reakce.
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Obr. 1: Kli¢ové okamZiky imunologie dendritické buiiky: Diferenciace hematopoetické
kmenové bunky (HSC) v nezralou dendritickou bunku (iDC) migrujici do periferni tkang,
kde se prubézné setkava s antigeny, které pohlcuje do endosomu a prezentuje pomoci
MHC II. tfidy. Po pohlceni antigenu dochéazi k maturaci dendritické buiiky, kterd putuje do
lymfatické uzliny a dozrava fenotypicky, zvySuje se exprese molekul (CD40, CD80 a
CD86, molekul MHC 1I. tfidy a CC chemokinového receptoru 7 (CCR7)). V lymfatické
uzliné dendritické buiky prezentuji komplex MHC II. tfidy — peptid na bunééném povrchu
a interaguji s antigen specifickymi lymfocyty, ¢imz maturuji funkéné. Zcela maturované
denritické buiiky aktivuji T buiiky, B buiiky a NK buiiky a produkuji zanétlivé cytokiny
napf. interleukin 12 (IL-12) a tumor nekrosis faktor (TNF).



2.2 Bunky prezentujici antigen

Antigen prezentujici buiiky (APC) spojuji funkce specifické a nespecifické imunity.’
Bunky na svém povrchu exprimuji molekuly MHC I1. tfidy, na kterych prezentuji peptidy,
jez pochazi z pohlcenych ¢astic. Takto vzniklé komplexy MHC-peptid jsou rozpoznavané
pomoci TCR receptorti na povrchu T lymfocytii. Spolu s dal§imi signaly (kostimulacni
signal, cytokinové signaly) dostava T lymfocyt impuls k proliferaci a diferenciaci.*

Ve skupiné¢ APC jsou razné typy bunék, jez se lisi odlisné vyvinutymi funkcemi pro
pohlcovani a prezentaci antigenti. Makrofagy jsou vyborné¢ enzymaticky vybaveny pro
usmrcovani pohlcenych patogenti a v misté zanctu efektivné aktivuji lymfocyty specifické
pro antigen. Jako APC funguji rovnéz zralé B bunky a nékteré dalsi typy bunék, u kterych
je po aktivaci indukovana exprese MHC II. tfidy (endotelialni bunky). Dendritické bunky
(DC) maji mezi APC vysadni postaveni, jelikoz se uc€astni procesu aktivace naivnich

lymfocyta.t

Obr. 2: Typicka morfologicka charakteristika zralé dendritické buiiky: dlouhé
dendrity umoziujici kontakt s mnoha lymfocyty. Mysi slezinné DC (Eervené¢ MHC 11,
fialoveé jaderna DNA).



2.3 Dendriticka bunka

Dendritické buniky byly objeveny roku 1973 Ralphem Steinmanem a pojmenovany podle
charakteristické morfologie s mnozstvim vyb&zki, tzv. dendritt.*” Zasadni zlom ve studiu
dendritickych buné¢k nastal v poloviné 90.let, kdy byly publikovany protokoly popisujici
kultivaci dendritickych bunék z monocyti nebo kmenovych hematopoetickych bunck
zdravych darci za pritomnosti GM-CSF (granulocyte-monocyte-colony stimulating factor)
alL-4°
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Obr. 3: Cyklus dendritickych bunék v organizmu
(Palucka, K et al., Immunol. Reviews, 2007)

Dendritické bunky se diferencuji z kmenovych hematopoetickych bun€k v kostni dieni.®®
Z krevniho ob&hu vstupuji do tkéani, kde se vyskytuji pfedevSim v tzv. nezralém stavu.
Nezrala dendritickd bunika exprimuje na svém povrchu velké mnoZzstvi molekul, které
umoznuji pohlcovani nejriznéjsich antigennich castic (viry, bakterie, infikované, nddorové
¢1 odumfelé buniky). V tomto nezralém stavu maji na svém povrchu pouze malé mnoZstvi
MHC a kostimulaénich molekul, které nedostacuje k zahdjeni imunitni odpovédi. Antigen

specifické lymfocyty se vSak nachazeji v sekundarnich lymfatickych organech a pro jejich
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aktivaci je nutné, aby se dendriticka bunka prezentujici antigen piesunula z periferie do
lymfatickych uzlin. Proces, béhem kterého se znezralé dendritické bunky stane
profesiondlni antigen prezentujici buiika, je nazyvan maturace. Tento proces je zahajen
poté, co dendriticka buiikka pomoci specifickych receptoru (napt. Toll-like recepton‘i)lo'13
rozpozna hrozici nebezpeci, nejcastéji prinik infekéniho agens do organismu. Proces
maturace je charakterizovan vymizenim schopnosti fagocytovat antigeny. Dochazi
k vyraznému zvySeni povrchové exprese MHC molekul I. a II. tfidy, kostimula¢nich a
adhezivnich molekul. Na povrchu dendritickych bun¢k se objevuje molekula CCR7, ktera
je receptorem pro chemokin MIP-38, ktery je produkovan v lymfatickych uzlinach. Zrajici
aktivovana dendriticka bunika migruje do lymfatickych uzlin, kde ucinn¢é ptedklada
antigeny na svém povrchu T lymfocytim, aktivuje je a zahajuje imunitni reakci. Ta
v optimalnim piipadé vede k eliminaci patogenu, ktery vyvolal aktivaci dendritickych

o1 14,1
bungk.***®
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Obr. 4: Schématické znazornéni pohybu maturované dendritické buniky

v organizmu (Steinman et al., Nature reviews immunology, 2002)
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2.4 Maturace dendritickych bunék

Dendritické bunky existuji ve dvou odlisnych stavech, nezralém a zralém, pticemz jediné
maturované dendritické buniky maji potencial vyvolat klondlni expanzi T lymfocytl, a tim
primarni imunitni odpovéd’. Proces maturace tedy piedstavuje kompletni transformaci
bungk, jez pohlcuji antigeny, na buniky specializované aktivovat T-Iymfocyty.l
V soucasné dobé je zndmo velké mnozstvi maturacnich signald, které lze rozdélit do tii
skupin:
e Komponenty patogenti (pathogen-associated molecular patterns — PAMPs)
e Faktory signalizujici nebezpeci, které jsou produkovany samotnym hostitelem
= Faktory produkované imunocyty v priabéhu zanétu (zanétlivé cytokiny)
» Faktory produkované nebo zpiistupnéné pti poskozeni tkané
= Fc ¢asti imunoglobulint (v imunokomplexech) aktivujici Fc receptory na

Dclﬁ

e Signaly zprostfedkované aktivovanymi lymfocyty“’19

Maturacéni proces ovliviiuje komplexné vlastnosti dendritickych bun¢k, které tak ziskavaji

20,21 g .
Pro ziskani schopnosti

kompletni vybavu pro ucinnou aktivaci naivnich T lymfocytu.
DC indukovat primarni T bunéfnou odpovéd jsou vyznamné piedev§im tyto udalosti
asociované s maturaci:

e zména morfologie bunék

e produkce cytokinli a zmé&néna exprese chemokinovych receptori

e ztrata endocytické aktivity, zménénd prezentace antigenti

e zvySeni exprese kostimula¢nich molekul CD80, CD83 a CD86

e produkce cytokint a zanétlivych faktort

12
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Obr. 5: Zmény provazejici maturaci dendritické buiky

2.4.1 Morfologie dendritickych bunék

Morfologické zmény provazejici

cytoskeletalni reorganizaci a umoziuji DC ziskat vyssi pohyblivost dulezitou pro migraci
mezi tkanémi. DC b&hem maturace nabyvaji charakteristického vzhledu bunék s dlouhymi

jemnymi vyb&zky — dendrity. Formace téchto struktur je asociovéna s remodelaci

cytoskeletu.

2.4.2 Migrace dendritickych bunék

Schopnost migrace DC je fizena pomoci Sirokého spektra chemokinli a chemokinovych
receptorll. Zasadni role je pfipisovdna expresi chemokinového receptoru CCR7, ktery je
exprimovany zejména na naivnich T bunkach a centralnich pamétovych T bunkach.

Maturované DC exprimuji CCR7 a ziskdvaji tak schopnost odpovidat na chemokiny

maturaci

zahrnuji  ztratu adhezivnich

CCL19 a CCL21.%% Opoustéji misto zanétu a jsou pritahovany do lymfatickych uzlin.

13
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2.4.3 Zpracovani antigenti

Charakteristickym znakem vyzravani DC je ztrata schopnosti pohlcovat antigeny.24 Podle
nejnovejSich pozorovani vSak kratce po aktivaci maturaCnim signalem dochézi
k pfechodnému zvysSeni intenzity makropinocytdzy, které je spojeno s remodelaci
aktinovych vlaken. V souhrnu fec¢eno, vystaveni nezralé DC maturaénimu stimulu vede
prvotné k zesileni funkci pro prezentaci antigenti a nasledné k jejich rychlému oslabeni
soucasn¢ s konecnou transformaci DC do zralého stavu.

U zralych a nezralych DC dochdzi rozdilnym zplisobem a s rozdilnou intenzitou
k formovani komplext MHC-peptid a jejich expresi na bunééném povrchu. B&hem
maturace je vice nez stonasobné zvysena prezentace antigenti na MHC 1. a II. tfidy. U
nezralyjch DC jsou nov€ syntetizované MHC komplexy II. tfidy lokalizovany
v endosomalnim kompartmentu MIIC (z angl. MHC class Il-rich compartments). Po
obdrzeni matura¢niho signalu se tyto komplexy tvoii s vyssi u¢innosti a dochazi k jejich
transportu na povrch buiiky. Dokud bunka neobdrzi maturaéni signal, nedochdzi

Vv dostate¢né mife k vazbé peptidii na MHC I1. tfidy.14

2.4.4 Kostimulacni a adhesivni molekuly

Maturované DC exprimuji vysoké mnozstvi kostimulaénich molekul CD80, CD83 a CD86.
Ligandy Toll-like receptori (TLR) a dalsi PAMPs jsou u¢innymi stimulatory jejich
exprese. Expresi kostimula¢nich molekul rovnéz zesiluji prozanétlivé faktory a T bunécné

signaly.

2.4.5 Produkce cytokini

Maturaci DC je spusténa produkce mnoha cytokintl, jednak zanétlivych, které primarné
funguji jako systémové nebo lokélni signalizatory zanétu (TNFa, IL-1, IL-6), a dale
cytokind imunoregula¢nich (IL-12, IL-18, IFNa, IL-6, IL-10), které ovliviiuji T burniky a ve
vysledku urcuji typ T bunééné odpovédi. Cytokin IL-6 ptisobi multifunkéné. Napomaha
bylo zjisténo, Ze rovnéZ poméaha T lymfocytim piekonat supresivni piisobeni regulacnich
T bunék®™ a jeho piisobeni na T buiiky je in vivo nezbytné pro jejich aktivaci. Maturované
DC dale produkuji cytokiny (TNF, IL1, IL-2), které mohou piimo ovlivnit klonalni
expanzi T lymfocytﬁ.21

14



2.5 Imunoterapie nadorovych onemocnéni

Poznani kli¢ové role dendritickych bunék v procesu zahajeni imunitni reakce a moznost
jejich piipravy ve velkém mnozstvi in vitro vedly k ivaham o jejich vyuziti v imunoterapii
nadorovych onemocnéni. Aktivace imunitni reakce proti nadorovym bunkdm by byla
vyznamnym piinosem pro terapii nadort. Hlavni podminkou Gspésné protinddorové terapie
je predpoklad, ze imunitni systém umi rozpoznat a zniCit nddorové buiky. Rozhodujici
dikaz o roli imunitniho systému v obran¢ proti nadorim poskytly studie na mysich bez
funk¢nich gent pro rekombinace T a B bunéénych receptort RAG1 a RAG2 (RAG -/-).
Tyto mysi nemaji T a B lymfocyty, protoze nemohou pfestavit antigenné specifické
receptory. RAG -/- mysi nejenze vyvinou chemicky indukované nadory rychleji a s vétsi
frekvenci nez imunokompetentni kontroly, ale také tvofi mnohem vice spontdnnich
tumord, kdyz pokus probiha po dostatecné dlouhou dobu.

Néadorové builky exprimuji nékteré antigeny, které se na jinych bunéénych typech
nevyskytuji. Téchto tzv. nddorove specifickych, resp. asociovanych antigent je jiz popsano
velké mnozstvi. Problémem je, ze nddorové bunky samy nemohou fungovat jako antigen
prezentujici buniky, protoze neexprimuji kostimulacni molekuly. Nadorové bunky maji
navic fadu strategii, pomoci nichz jsou schopné uniknout kontrole imunitniho systému.
Nadorové bunky napiiklad Casto produkuji transformujici ristovy faktor-p (TGF-B) a
interleukin 10, tedy cytokiny, které inhibuji imunitni reakci. Dal§im wnikovym
mechanismem jsou ¢asté mutace v genech, které koduji bilkoviny dulezité pro prezentaci
antigenll v antigen prezentujicich bunikach, které vedou k nizsi expresi MHC 1. tfidy na
nadorovych bunikach. Pro aktivaci protinddorové imunitni odpoveédi je nutné, aby byla
nadorova buika pohlcena dendritickou buiikou, a aby byly fragmenty nadorovych antigeni
nasledné prezentovany v lymfatickych uzlinach zralymi dendritickymi butikami. Jak bylo
ovSem zminéno vySe, nejucinnéjSimi aktivatory jsou struktury pochazejici z infekénich
agens. Jako endogenni signaly, které mohou zpusobit aktivaci dendritickych bunék pii
interakci s nadorovou bunkou, byly identifikovany kyselina mo¢ova a proteiny teplotniho
Soku. Jejich aktivacni potencidl je ovS§em mnohem niz$i neZz aktivacni potencial struktur

pochézejicich z patogeni. Aktivace imunitni reakce proti nadorim je tedy podstatné

vvvvvv
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2.6 Imunoterapie nadorovych onemocnéni dendritickymi

bunkami

Principem imunoterapie nadorovych onemocnéni dendritickymi bunikami je podavani in
vitro pfipravenych zralych dendritickych bunék, které prezentuji nadorové antigeny, jako
vakciny, kterd by vedla k indukci specifické protinddorové imunitni odpovedi. Soucasné
terapeutické protokoly pouzivané v onkologii (chirurgie, chemoterapie, radioterapie) jsou
relativné velmi U¢inné ve své schopnosti zredukovat mnozstvi nadorovych bunék.
U mnoha typti malignit ovSem zlistavd problém perzistence malého mnozstvi bunck
rezistentnich na pouzité 1éky. Tento stav se nazyva minimalni reziduélni nemoc (MRN) a
existuje zavislost mezi hladinou MRN a prognézou pacienta. Prezivajici buiky daji
v dal$im pribéhu choroby vznik nové, terapeuticky jiz tézko ovlivnitelné nadorové
populaci. Pacienti ve stadiu MRN by mohli byt vhodnymi kandidaty pro protinadorovou
imunoterapii, protoze aktivace specifické protinadorové imunitni reakce by v této fazi
mobhla vést ke zlepSeni progndzy onemocnéni.

Po vybéru pacienttl, ktefi jsou zatazeni do studie, je pfipraveno velké mnoZzstvi nezralych
dendritickych bun€k z monocyti v periferni krvi. Po péti dnech dojde k diferenciaci
monocytl v nezralé dendritické buiiky. Dalsi postup zavisi na typu nadorového antigenu®,
ktery je pro imunoterapii planovan. Pfi pouziti mrtvych nadorovych bun¢k jako zdroje
celého spektra nadorovych antigent je prvnim krokem inkubace dendritickych bun¢k
S nadorovymi buitkami.?"® Po pohlceni nadorovych bunék jsou nésledné dendritické
buiiky aktivovany U¢innym stimulem a zralé dendritické bunky, které prezentuji nddorové
antigeny, jsou pot¢ jako protinadorova vakcina podany zpét pacientovi.3 Pti pouziti presné
definovanych epitopti nddorovych antigeni ve formé kratkych peptidd jsou dendritické
buiiky, které exprimuji velké mnozstvi HLA molekul, inkuboviny s nadorovym
antigenem.

Pfedmétem intenzivniho vyzkumu je fada parametrd. Jde pfedevSim o mnozstvi
podavanych dendritickych bunék a frekvenci a celkovou dobu podavani protinadorové
Vakciny.zg'33 Roli v efektivité podavané vakciny ziejmé hraje také zpisob podani vakciny.
Jako nejlepsi se zatim jevi subkutdnni nebo intradermalni injekce, ale stale je zapotiebi
hledat strategie, které zaruci, Ze se vétSina injikovanych bunc¢k dostane do lymfatickych
uzlin. Nemén¢ dulezitym problémem je také typ testd, které budou pouzivany pro

monitoring efektu terapie.

16



Leukaferéza < (| /

v

Monocyty/ ,
Lymfocyty Vakcina
Nad. bunky
Nezralé DC ——— Zralé DC
o) e
ol -
51“:'.)4" L?ﬁ&

Obr. 6: Obecné schéma protinadorové imunoterapie pomoci vakciny z DC
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2.7 Cil prace

Po tad¢ laboratornich studii, ve kterych jsme prokazali, ze zralé dendritické buniky dokazi

indukovat specifickou protinadorovou imunitni odpoveéd’, planujeme nyni na 2. LF UK a

FN Motol zahajeni klinické studie u pacientek s karcinomem ovaria. V ramci prostor FN

Motol byla vybudovéana Jednotka bunééné terapie. Jde o prvni pracovi§té v CR, kde lze

ptfipravovat produkty pro protinadorovou imunoterapii, a jeji uvedeni do provozu je

dalezitym krokem k provedeni prvnich klinickych studii. Mym ukolem bylo optimalizovat

podminky pro vyrobu protinadorové vakciny:

e Definovat optimalni kultivaéni média a maturaéni signaly pro pfipravu

protinadorové vakciny zalozené na dendritickych buiikédch za podminek spravné

vyrobni praxe. Tento cil byl studovan v nékolika krocich, aby byly zhodnoceny

vSechny parametry, které musi protinadorova vakcina zalozena na dendritickych

bunkach spliovat:

e Morfologicka, fenotypickd a funkéni charakterizace pfipravenych dendritickych

bunék:

o

o

o

analyza fenotypu nezralych a zralych dendritickych bun¢k

detekce produkce prozanétlivych cytokinti po maturaci dendritickych bunék
analyza schopnosti dendritickych bunék indukovat antigen specifické

T lymfocyty pomoci tetramerd HLA 1. tfidy

detekce produkce IFN-y u antigenné specifickych T lymfocytt

zhodnoceni schopnosti dendritickych bun€k, pfipravenych rtiznymi
protokoly, indukovat vznik regulaénich T lymfocyti (Foxp3 CD4"
CD25")%3
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3 MATERIAL A METODY
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3.1 Material

3.1.1 Buiiky a bunécné kultury

Zdrojem dendritickych bunék derivovanych z monocyti (MoDC) je tzv. buffy coat od
zdravych darct (buffy coaty jsou frakce nesrazlivé krve po centrifugaci, které obsahuji
leukocyty a desticky). Tyto buffy coaty nam poskytuje Ustav hematologie a krevni
transfiize v Praze. MoDC byly ziskany kultivaci v cytokinovém prostiedi IL-4 a GM-CSF.

3.1.2 Chemikalie

e Ethanol 96% (MERCK KGaA)

e Ficoll-Pague (GE Healthcare Bio-Sciences AB)

e Poly-(2-hydroxyethyl methakrylat) (SIGMA)

e FITC dextran (Exbio)

e Smés HLA-A2 antigennich peptidi z viru Epstein-Barrové (EBV 259), MP
influenzy (IFN 58-66), lidského cytomegaloviru (HCMYV 495)

3.1.3 Pripravované roztoky

e 4% roztok poly-(2-hydroxyethyl methakrylatu)
1g9/25 ml 96% ethanolu

e Barvici roztok pro pratokovou cytometrii

50 pl/vzorek (PBS pH 7,2 + 1 % FBS + 20x fedéna piisluSna mAb)

e Kompletni médium

RPMI 1600, 10 % FBS, 5 % L-glutamin, 5 % streptomycin + penicilin

e RPMI + AB sérum
RPMI 1600, 10% AB sérum, 5% L-glutamin, 5% streptomycin + penicilin

e Cell Gro médium

Cell Gro, 5% L-glutamin, 5% streptomycin + penicilin
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3.1.4 Dodavané roztoky

Fetal bovine serum (FBS) (BIOCHROM AG)

Kultiva¢ni médium RPMI 1640 (CAMBREX BioScience Verviers)
Phosphate saline buffer (PBS) pH 7,2 (Lékarna FN Motol)

Cell Gro® (Cell Genix)

4% roztok paraformaldehydu ve vod¢ (Lékarna FN Motol)

Komerc¢ni sady

Kit pro intracelularni znaceni Foxp3 (eBioscience)

Kit pro intracelularni znaceni IFNy (eBioscience)

Pouzité monoklonalni protilatky

Anti-Foxp3 PE (Exbio)

Anti-IFNy PE (BD), APC (Biolegend)
CD25 Dy647 (Exbio)

CD4 FITC (Exbio)

CD8 APC (Exbio), Alexa700 (Exbio)
CD80 FITC (Immunotech)

CD83 PE (Immunotech)

CD83 FITC (Immunotech)

CD86 PE-Cy5 (BD)

CD86 FITC (BD)

HLA DR PE-A750 (Exbio)

CD14 PE, PE-Dy 590 (Exbio)

CD3 PE-Cy7 (Biolegend)

HLA-A2 tetrametr (Beckman Coulter)

Pouzité maturacni stimulanty

LPS (SIGMA)
Poly I:C (SIGMA)
Matura¢ni koktejl — smés cytokint - IL-1, IL-6, TNF, PGE2

21



3.1.8 Pouzité cytokiny

e GM-CSF (Gentaur)
e IL-2 (PEPROTECH)
e IL-4 (Gentaur)

3.1.9 Pouzité pristroje

¢ Digitalni fotoaparat (KODAK)

e Inkubator CO, (Jouan)

e Laminarni box (Jouan)

e Pocita¢ bunék ( Beckman Coulter)

e Pritokovy cytometr BD FACSAria (BD Biosciences)

e Stolni centrifuga (Jouan)

e Svételny mikroskop CKX41 (OLYMPUS)

e Tiepatka mikrotitra¢nich desti¢ek TIMIX2 (EDMUND BUHLER)
e Vodni lazen (MEMMERT)

3.1.10 Software

e BD FACSDiva Software (BD)
e FlowJo 8.5.2 (Tree Star Company)
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3.2 Metody

3.2.1 Priprava dendritickych bunék diferencovanych z monocyti

Buriky z buffy coatu byly nafedény PBS v poméru 1:1 a navrstveny na 15 ml Ficoll-
Hypaque v 50 ml zkumavce. Buiiky byly centrifugovany 30 min, 1800 rpm pii laboratorni
teploté. Poté byl sebran prstenec PBMC lokalizovany na rozhrani Ficollu a séra zfedéného
v PBS. Buiky byly pfeneseny do 50 ml zkumavky a tfikrat promyty PBS pii sestupné
rychlosti centrifugace 1200 rpm, 1000 rpm, 800 rpm po dobu 10 min, ¢imz byly
odstranény desti¢ky. Nasledovaly 2 hod adherence PBMC v kultivaénich lahvich (70x10°
bun¢k v 20 ml kompletniho média v 75 sz) pii 37°C a 5% CO,, Po dvouhodinové
adherenci byly odstranény neadherované lymfocyty a adherované monocyty byly
kultivovany 5 dni v kompletnim médiu obohaceném cytokiny IL-4 (20 ng/ml) a GM-CSF
(500 U/ml). Po pétidenni kultivaci monocytli v médiu s cytokiny ziskdvame nezralé
dendritické bunky. Veskeré manipulace s buikami z buffy coatu a nezralymi dendritickymi
buitkami byly provadény ve sterilnich podminkéch v lamindrnim boxu, aby bylo zabranéno

kontaminaci bunék.

s S
Plazma
Erev
ﬁ-
PBMC
i
Ficoll Hypague
Ficoll Hypague
Granulocyty
g ¢ Exvthrocyty

Obr. 7: Schéma pripravy PBMC (perifernich mononuklearnich bunék) z krve darci
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3.2.2 Stimulace nezralych dendritickych bunék

24 jamkova desticka byla potazena 4% roztokem poly(2-hydroxyethyl-methakrylatu),
ktery zabranuje adhezi bunék na povrch desticky. Dendritické bunky byly kultivovany
Vv koncentraci 0,5 milionu DC/I ml kompletniho média. K takto pfipravenym DC byly
ptidany stimulanty v pfislusnych koncentracich dle tabulky. Buiky se stimulanty byly

kokultivovany 24 hodin.
Stimulant Receptor Vysledna koncentrace
LPS TLR-4 0,1 pug/ml
Poly I:.C TLR-3 0,1 ug/ml
Maturacni koktejl Smés cytokind — 0,1 pg/ml
IL-1, IL-6, TNF, PGE

Tabulka 1: Seznam maturaénich stimulanti pouZivanych k maturaci DC
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3.2.3 Pritokova cytometrie

Prutokova cytometrie je metoda, pii které se méfi a nasledné analyzuji fyzikalni a
chemické vlastnosti jednotlivych bunék, jenz v roztoku prochéazeji pres detekcni zafizeni.
Bunééna suspenze se oznaci pomoci monoklondlnich protildtek (mAb) s navazanou
fluorescen¢ni molekulou (fluorochromem), poté se vlozi do pritokového cytometru, kde je
pretlakem stiikana skrz trysku. Tim dojde k vytvofeni tenkého proudu suspenze, v némz
jsou buiiky uspotradany za sebou, tento proud protind laserovy paprsek. Jakakoliv Castice
V suspenzi zpusobi, ze se laserové svétlo od ni odrazi a rozptyli. Pokud jsou na buiice
navazany molekuly fluorochromii, mohou se laserovym paprskem excitovat a vyzafovat
jeste excitované svétlo. Timto zptisobem dochézi k ziskavani primarnich dat. NejcastéjSimi
méfenymi parametry touto metodou je velikost, tvar, granularita a Zivotnost bunék,
povrchové znaky buné¢k, cytokiny, enzymaticka aktivita, membranovy potencial a dalsi.
V této praci byla prutokova cytometrie pouzita k méteni zvolenych povrchovych markera,

stanoveni proliferace lymfocytl a méteni intracelularnich cytokinil.
Znaceni bunék

Po 24 hodinich kultivace bylo 1x10° bundk preneseno do FACS zkumavky a
centrifugovdno (1200 rpm, 10 min, laboratorni teplota). Po odstranéni supernatantu byly
builkky 30 min inkubovany ve 20 pl protilatky. Znaceni bunék probihalo pi1 4°C.
Nésledovala dvé promyvani v 200 pl PBS. Po centrifugaci (1200 rpm, 10 min, laboratorni
teplota) byl odstranén supernatant a bylo pfidano 200 pl 0,5% roztoku paraformaldehydu.

Analyza
Na pritokovém cytometru BD FACSAria (BD Biosciences) byla hodnocena

imunofluorescence pfiblizné 50 000 bun&k. Analyza byla provedena pomoci programu

FlowJo 8.5.2
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3.2.4 Test fagocytozy

Principem testu je dokazat, Ze nezralé dendritické bunky jsou schopné fagocytovat ¢astice
dextranu, znacen¢ fluorescein isothiokyanatem na rozdil od zralych dendritickych bun¢k,
které nejsou schopné pohlcovat antigenni ¢astice. Takto znaCené Castice dextranu jsou

nasledné detekovany pomoci cytofluorometrické analyzy.

Zralé a nezralé dendritick¢ bunky piipravené dle vySe zminéného protokolu byly
inkubovany 1 hod s ¢asticemi dextranu znaceného fluorescein isothiokyanatem lul/O,SXIO6
bun¢k. Po hodinové inkubaci bun¢k byla provedena cytofluorometrickéd analyza bunék na
pritokovém cytometru BD FACSAria. Ziskané hodnoty byly zaznamenany a analyzovany

pomoci programu FlowJo 8.5.2.

3.2.5 Detekce antigen specifickych T lymfocytii pomoci tetrametri HLA
L. tridy

Principem metody je detekovat T lymfocyty specifické pro urcity epitop pomoci znaceni
HLA tetrameru I. tfidy. Detekce antigen specifickych T lymfocyti pomoci tetrametrt HLA
I. tfidy se provadi u darca s haplotypem HLA-A2, protoZze jen APC s timto haplotypem
jsou schopny prezentovat antigen vyuzivany v tomto postupu. Typizace hyplotypu darct
byla provadéna pomoci pritokové cytometrie s pouzitim mAb proti HLA-AZ2.

Pomoci vySe uvedeného protokolu byly pfipraveny zralé dendritické buniky, které byly
inkubované 2 hod s chiipkovym influenza MP peptidem, ktery se vaze na HLA-A2. Po 2
hodinové inkubaci byly takto oSetfené dendritické buniky pieneseny do 24 jamkové
desticky a kokultivovany s autolognimi lymfocyty v poméru 1:10. Stimulace lymfocyt
probihala 7 dni. Tfeti den kultivace bylo do kultury ptfidano IL-2, jehoZ vysledna
koncentrace byla 50 U/ml. Detekce lymfocyti specifickych pro influenza MP peptid byla
provedena sedmy den, kdy byly k bunkam pfidany phycoerythrinem znacené HLA-AZ2
tetramery s navazanym influenza MP peptidem. Na 100 ul bunétné suspenze bylo ptidano
20 pl tetrametru. HLA-A2 tetramery se navazi na T bunécny receptor lymfocytl
specifickych pro testovany peptid. Po 20 min inkubaci pti 4°C byly bunky promyty PBS,
resuspendovany ve 200 ul PBS a pfeneseny do cytometrickych zkumavek. Tetramery
znacené phycoerythrinem byly detekovany pomoci pratokového cytometru BD FACSAria.

Ziskané hodnoty byly zaznamenany a analyzovany pomoci programu FlowJo 8.5.2.
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3.2.6 Méreni intracelularnich cytokinii: stanoveni produkce IFN-y

Stanoveni intracelularni produkce IFN-y se provadi u darci s haplotypem HLA-A2,
protoze jen APC s timto haplotypem jsou schopny prezentovat smés HLA-A2 peptidi
Epstein-Barrova (EBV), influenza (IFN), cytomegalovirus (CMV), které byly v tomto
pokusu pouzity. Typizace haplotypu darcti byla provadéna pomoci priitokové cytometrie
S pouzitim mAb proti HLA-A2.

Dendritické buiikky od HLA-A2 pozitivniho darce byly derivovany z monocytii zptisobem,
ktery je popsan vySe. Lymfocytarni frakce byla zamrazena. DC byly maturovany TLR
ligandy a ¢ast nematurovanych DC byla zamrazena. Po 24 hodinové stimulaci byly DC
preneseny do 96U desti¢ky a pulzovany 2 hodiny pii 37°C smési peptidd, ktera obsahovala
HLA-A2 antigenni peptidy z virus Epstein-Barrové (EBV), z MP influenzy (IFN), lidského
cytomegaloviru (HCMV) o koncentraci 2 puM. Po dvou hodinové inkubaci byly buiky
pieneseny do V desti¢ek a centrifugovany 5 min 1500 rpm, po centrifugaci byly buiky 3x
promyty v. RPMI. Po promyti byly buiikky resuspendovany Vv kompletnim médiu a
spocitany. RozmraZené autologni lymfocyty byly kultivovany s DC v poméru 10:1
Vv koncentraci 1 milion lymfocytl/ml kompletniho média v nepotazené desticce s rovnym
dnem. Tteti den kultivace byl ptidan k lymfocytim cytokin IL-2 ve vysledné koncentraci
50 U/ml. Sedmy den kultivace byla rozmrazena ¢ast nestimulovanych autolognich DC.
Tyto DC byly pulzovany smési virovych peptidd 2 hodiny pii 37°C. K lymfocytim v U
jamkach byly ptidany tyto DC a inkubovany 1 hodinu pfi 37°C. Po 1 hoding kultivace byl
k bunikkam pfidan brefeldin 1000 (0,1 pl/100ul média) a inkubovan dalsi 4 hodiny. Po
inkubaci byly buniky pfeneseny do V desticky. Po centrifugaci 5 minut 1500 rpm byl
odstranén supernatant a bylo pfidano 50 pl IC Fixa¢niho pufru, 20 min 4°C. Nésledné bylo
pfidano 150 pl Permeabiliza¢niho pufru. Po centrifugaci 5 minut 1500 rpm byl odstranén
supernatant. K takto pfipravenym bunkam bylo pfidano 50 pl znaciciho roztoku (0,5 pl
anti-IFNy PE, 1 ul anti-CDS, 0,5 ul FCS, 48 ul PBS). Inkubace 30 minut ve tm¢ pii 4°C.
Nasledn¢ bylo piidano 150 pl Permeabiliza¢niho pufru. Centrifugace probihala 5 minut
1500 rpm a nasledovalo odstranéni supernatantu. Bunky byly resuspendovéany v 200 pl
PBS a pieneseny do 0,5 ml zkumavek pro pratokovou cytometrii a méfeny na pritokovém

cytometru FACS Avria.
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3.2.7 Stanoveni mnozstvi T regula¢nich lymfocyti metodou

intracelularniho znac¢eni FoxP3

Tato metoda umoziuje métit jak povrchové tak intracelularni antigeny. Pti této detekci
jsou bunky nejprve aktivovany in vitro a barveny na povrchové markery, nasledné je
bunéénd membrana fixovana paraformaldehydem a bunky jsou permeabilizovany
detergentem, ktery umozni navazani znacicich intracelularnich protilatek. Metoda byla

pouzita jako komplementarni metoda ke stanoveni IFN-y produkujicich bunék.

Dendritické buniky od HLA-A2 pozitivniho darce byly derivovany z monocyti zpisobem,
ktery je popsan vySe. Lymfocytarni frakce byla zamrazena. DC byly maturovany pomoci
zminénych maturaénich signali. Cast nematurovanych DC byla zamraZena. Po 24
hodinové stimulaci byly DC pifeneseny do U desti¢ky a pulzovany 2 hodiny piti 37°C smé&si
peptidt, kterd obsahovala HLA-A2 antigenni peptidy z virus Epstein-Barrové (EBV),
z MP influenzy (IFN), lidského cytomegaloviru (HCMV) kazdy o koncentraci 2 uM. Po
dvou hodinové inkubaci byly buriky pieneseny do V desti¢ek a centrifugovany 5 minut
1500 rpm, po centrifugaci byly buiiky 3x promyty RPMI. Po promyti byly buiky
resuspendovany v kompletnim médiu a spocitdny. Rozmrazené autologni lymfocyty byly
kultivovany s DC v poméru 10:1 v koncentraci 1 milion lymfocyti/ml kompletniho média
V nepotazené¢ desti¢ce srovnym dnem. Treti den kultivace byl k lymfocytim ptidan

cytokin IL-2 ve vysledné koncentraci 50 U/ml.

Povrchové znaceni

Po sedmi dnech kultivace byly buiky pieneseny do V desticky, centrifugace 5 min 1500
rpm a byl odstranén supernatant. K peletce bun¢k bylo ptidano 30 pl znaciciho roztoku
(1,5 ul CD4 FITC, 1,5 ul CD25 Dy647, 0,3 ul FCS, 26,7 ul PBS). Bunky byly inkubovany
30 min pii 4°C. Po inkubaci byly promyty 170 ul PBS + 1% FBS. Po centrifugaci 5 minut
1500 rpm byl odstranén supernatant. Peletka byla resuspendovana v 200 pl PBS + 1%
FBS. Po centrifugaci 5 minut 1500 rpm byl odstranén supernatant.
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Intracelularni znaceni

Peletka byla resuspedovéana ve 100 pl Fixacnim/Permeabilizacnim roztoku a buiiky byly
inkubovany 60 minut ve tmé pii 4°C. Po inkubaci bylo k buiikdm pfidano 100 pl
permeabiliza¢niho pufru. Po centrifugaci 5 minut 1500 rpm byl odstranén supernatant.
Bunky byly resuspendovany ve 200 ul permeabilizacniho pufru.

Peletka bun¢k byla resuspendovana ve 20 pul permeabiliza¢niho pufru a do kazdé jamky
bylo ptidano 2 pl FoxP3 protilatky (30 min, 4°C). Po 30 min inkubaci bylo pfidano 170 pl
permeabiliza¢niho pufru. Po centrifugaci 5 minut 1500 rpm byl odstranén supernatant a
buiikky byly resuspendovany ve 200 pl permeabilizaéniho pufru. Nésledovala dalsi
centrifugace 5 minut 1500 rpm a supernatant byl odstranén a buniky byly resuspedovany
v 200 pl PBS a pteneseny do 0,5 ml zkumavek pro prutokovou cytometrii a méfeny na

pratokovém cytometru BD FACSAria.
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4 VYSLEDKY

30



4.1 Morfologicka charakterizace pripravenych DC

Jak je zminéno v uvodu mé prace, jednim 7 cilu bylo sledovat morfologii pripravenych
dendritickych bunék. Pri priprave bunék za podminek sprdavné vyrobni praxe casto celime
problematice odlisné adherence bunék v jednotlivych kultivacnich médiich a jejiho vilivu na
naslednou maturaci DC. Cilem pokusu bylo sledovat viiv kultivacnich médii a

neoSetreného plastiku na pripravu DC.

Periferni mononukledrni buiikky (PBMC) izolované z buffy coatu pomoci gradientové
centrifugace byly kultivovany ve tfech médiich (Cell Gro, RPMI+FCS, RPMI+AB sérum),
u kterych jsme sledovali vliv prostiedi na cetnost adherence. Po 2 hodinové adherenci
monocyti na povrch kultivacnich jamek a odstranéni neadherovanych lymfocyti

promytim, byl sledovan charakter a pocet adherovanych bunék (obr. 8).

10x

Obr. 8: Fotograficka dokumentace monocyti po 2 hod adherenci na kultiva¢ni
plastik v prostiedi jednotlivych kultivaénich médii (CG — Cell Gro, AB — RPMI+5%
AB sérum, FCS — RPMI+FCS) pii 10x a 20x zvétSeni.
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Reprezentativni pokus ukazuje (obr. 8), ze nejvétsi pocet adherovanych monocytii byl
ziskan pii kultivaci bunék v médiu Cell Gro. Naopak adherence PBMC v RPMI+10% FCS

a Vv RPMI+5% AB séru vedla k zisku niz§iho po¢tu adherovanych monocyti.

Adherované buiiky byly 5 dni kultivovany v médiu (Cell Gro, RPMI+FCS, RPMI+AB
sérum) obohaceném cytokiny IL-4 a GM-CSF, coz umoznilo odlepeni bunék od
kultivacniho plastiku a diferenciaci monocyti na nezralé dendritické bunky. Nezralé

dendritické bunky byly sebrany a spocitany.

Na obrazku 9 jsou uvedeny souhrnné vysledky tohoto pokusu. Z obrazku 9 vyplyva, ze
v souladu s mnozstvim bunék pii adhezi ziskame nejvetsi pocet nezralych dendritickych

bunék v kultivaénim médiu Cell Gro.
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Obr. 9: Grafické znazornéni poctu ziskanych nezralych dendritickych bunék po

pétidenni kultivaci v prisluSnych médiich.
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4.2 Fenotypicka charakterizace pripravenych DC

Dalsim cilem nasi prace bylo charakterizovat fenotyp nezralych a zralych dendritickych
buneék ziskanych kultivaci v jednotlivych médiich a maturovanych pomoci porovnavanych

maturacnich signalu.

Dendritické bunky ziskané dle standardniho protokolu (viz. material a metody) byly
kultivovany v porovnavanych kultivacnich médiich a maturovany pomoci piislusného
maturacniho signalu (MK, Poly I:C, LPS). Po 24 hod kultivaci byly ziskdny maturované
buiky, jejichz fenotyp byl ovéfen pomoci detekce exprese kostimulacnich molekul

(obr.10).
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Obr. 10: Schéma pokusu fenotypické charakterizace pripravenych DC

K detekci kostimulaénich molekul u maturovanych bunék byly pouzZity protilatky
specificky reagujici s molekulami CD80, CD83, CD86. K detekci povrchovych molekul
byly pouzity protilatky specificky reagujici s molekulami CD14 a HLA-DR. Jejich
fluorescence byla méfena na pritokovém cytometru BD FACSAria. Ziskané hodnoty byly

zaznamenany a analyzovany pomoci programu FlowJo 8.5.2.

33



Z obrazku 11 vyplyva, ze stimulace nezralych dendritickych bun€k smési cytokint, Poly
I:C 1 LPS indukovala u vSech typu ziskanych DC fenotypické zmény spojené s maturaci.
U vSech maturovanych bunc¢k (Cerny histogram) v testovanych médiich dochazelo
k vyraznému zvyseni exprese kostimula¢nich molekul CD80, CD83 a CD86 a zaroven
dochazelo ke snizeni exprese povrchové molekuly CD14, jakozto charakteristického
povrchového znaku monocytii. Dal§im sledovanym parametrem indikujicim fenotypickou
maturaci byla molekula HLA-DR. Exprese této molekuly byla také zvySena na povrchu
dendritickych bun€k po 24 hod maturaci pfisluSnym maturacnim signalem.

Pouze u dendritickych bun€k kultivovanych v Cell Gro a maturovanych pomoci LPS
nedochézelo k fenotypické maturaci. Nedochazelo ke zvySeni exprese kostimula¢nich
molekul ani molekuly HLA-DR a zaroven se neménila hodnota exprese povrchové
molekuly CD14.
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Obr. 11: Cytofluorometricka analyza exprese kostimula¢nich molekul a povrchovych
molekul: CD80, CD83, CD86, CD14 a HLA-DR na povrchu zralych dendritickych bunék.

Sedé znazornéné histogramy odpovidaji fluorescenci bunek kultivovanych v médiu bez

maturacniho signalu. Cerné znazornéné histogramy odpovidaji

s piislusnym matura¢nim signalem (Poly I:C, MK, LPS).
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4.3 Funkdni charakteristika pripravenych DC

4.3.1 Schopnost fagocytozy

Jak je zminéno v uvodu mé prace, nezralé dendritické bunky jsou schopné fagocytovat
antigenni castice. Jednoduchym funkcnim testem je test fagocytozy, kdy nezrale DC
ochotné pohlcuji castice dextranu, znacené fluorescein isothiokyandtem. Takto znacené
castice dextranu fagocytované nezralou dendritickou buiikou jsou nasledné detekovany
pomoci cytofluorometrické analyzy. Naopak zralé DC, které ztratily schopnost fagocytozy

nejsou schopné dextranové castice pohltit.
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Obr.12: Schéma pokusu. Periferni mononuklearni bunky z buffy coatu (BC) byly
1zolovany pomoci gradientové centrifugace. Po 2 hodinové adherenci na dno kultivacni
desticky byly separovany monocyty, které se v médiu (Cell Gro, RPMI+10% FCS,
RPMI+5% AB serum) obohaceném IL-4 a GM-CSF diferencovaly na nezralé¢ DC. Nezralé
DC byly maturovany pomoci maturacnich signalt (MK, Poly I:.C, LPS). K takto
pfipravenym buiikam byly pfiddny molekuly dextranu znacené fluorescein

isothiokyanatem.

Vysledky pokusu jsou shrnuty na obr. 13. U nezralych dendritickych bunék (Cerny
histogram) schopnych fagocytovat Castice dextranu, znacenych  fluorescein
isothiokyanatem, dochazi k posunu intenzity fluorescence k pozitivnim hodnotam. Naopak
u zralych dendritickych bunék (Sedy histogram), které nejsou schopny pohltit cizorodé

antigenni ¢astice, nedochazi ke zméné intenzity fluorescence.
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Obr.13: Cytofluorometrickd analyza molekuly dextranu znacené fluorescein
isothiokyanatem. Sedé histogramy odpovidaji fluorescenci zralych dendritickych bunék.
Cerné oznagené histogramy odpovidaji fluorescenci nezralych dendritickych bunék.
Histogramy znazornéné na obrazku odpovidaji buitkdm inkubovanym v médiich (CG —
Cell Gro, AB — RPMI+5%AB serum, FCS — RPMI+10%FCS) a maturovanych pomoci
jednotlivych maturaénich signalt (Poly I:C, MK, LPS).
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4.3.2 Analyza schopnosti dendritickych bunék indukovat antigen
specifické T lymfocyty pomoci tetrameria HLA 1. tfidy

Vyznamnym ukolem zralych dendritickych bunék je indukce antigen specifickych
T lymfocytu. Jakmile dendriticka bunka projde procesem maturace, putuje do lymfatickych
uzlin, kde prezentuje peptidy na MHC molekulach pritomnym naivnim T lymfocytim. Timto
zplisobem vznikaji antigen specifické Ilymfocyty, které zahajuji specifickou imunitni
odpoved. Pomoci znaceni HLA tetrametru 1. tridy jsme schopni detekovat populaci

T lymfocytu specifickych pro urcity epitop.
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Obr. 14: Schéma pokusu

Zralé dendritické bunky maturované pomoci porovnavanych maturacnich signdlii byly
7 dni kultivovany s autolognimi lymfocyty. Detekce T lymfocyti specifickych pro
influenza MP peptid byla provedena sedmy den, kdy byl k bunkam ptidin HLA-A2
tetramer s navdzanym influenza peptidem. HLA-A2 tetramer se vaze na T bunécny
receptor lymfocytl specifickych pro testovany peptid, kterym byl v naSem piipadé
modelové zvoleny peptid chiipky. Tento test slouzi k detekci frekvence antigen

specifickych T lymfocyta.
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Obr.15: Analyza specifickych T lymfocyti pomoci tetramera HLA 1. tfidy. Bunky
byly kultivovany ve tfech riznych médiich (CG - Cell gro, AB - RPMI+5% AB serum,
FCS - RPMI+10%FCS) a maturovany pomoci tii matura¢nich signalia (Poly I:C, MK a
LPS).

Vysledky na obrazku 15 ukazuji, ze zejména dendritické buiky aktivované pomoci
Poly I:C a kultivované¢ v médiu Cell Gro jsou nejucinngjs$i v aktivaci specifickych
influenza T lymfocyti. Naopak dendritické bunky pfipravené v médiu RPMI+FCS
indukovaly nizkou tvorbu antigen specifickych T lymfocyti.
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4.3.3 Detekce produkce IFN-y antigenné specifickymi T lymfocyty

Zralé dendritické bunky migruji do Ilymfatickych uzlin, kde spousti imunitni odpoved
kontaktem s pritomnymi T bunkami, které jsou vybaveny specifickym receptorem pro
komplex peptid-MHC na povrchu DC. V prvni fazi interakce mezi maturovanou DC a
T lymfocyty dochazi k mnoha kratkym kontaktiim, tato faze trva max. ctyri hodiny. Ve fazi
nasledujici se vytvari stabilni kontakt mezi téemito buiikami. Rozpoznani komplexu MHC-
peptid na DC specifickym receptorem na T lymfocytu (TCR) predstavuje ,,prvni signal “.
., Druhym signdalem * je interakce mezi kostimulacnimi molekulami na DC (CD80, CD86) a
jejich ligandy na T lymfocytech, bez které nedojde k aktivaci T lymfocyti. Po obdrzeni
souboru signalit pres TCR, CD28, receptor pro IL-12 a dalsi molekuly, se prekurzor Ty
meéni na efektorové Twi bunky. Ty produkuji predevsim IFN-y a IL-2 (rustovy faktor
T bunék), jez stimuluji dalsi rozvijeni imunitni reakce (aktivace NK bunék, stimulace

dalsich T lymfocytii).

V ptredchozim pokusu jsme se pokusili dokazat, ze fenotypicky zral¢ dendritické bunky
jsou schopné indukovat vznik antigen specifickych T lymfocytl. Vyznamnou otdzkou vSak
zistava, zda jsou tyto antigenné specifické T lymfocyty funkcni. Tento fakt se da

nejsnadnéji dokazat detekci produkce IFN-y u téchto bunék.

Zralé dendritické bunky byly 7 dni kultivovany s autolognimi T lymfocyty a nasledné byla
detekovéana piitomnost IFN-y pomoci intracelularniho znaceni molekuly protilatkou anti-

IFN-y. Molekula IFN-y byla detekovana pomoci cytoflouorometrické analyzy.
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Obr. 16: Schéma pokusu
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Z vysledkt pokusu na obrazku 17 vyplyva, ze dendritické bunky aktivované pomoci Poly
I:C a kultivované v médiu Cell Gro indukuji nejvétsi frekvenci IFN-y produkujicich
T lymfocyti. Naopak buiiky kultivované v médiu RPMI+FCS nejsou schopné indukovat
populaci IFN-y produkujicich T lymfocyta.
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Obr.17: Detekce produkce IFN-y antigenné specifickymi T lymfocyty po stimulaci
maturovanymi DC. Pfiprava DC probihala ve tfech kultivaénich médiich (CG — Cell Gro,
AB- RPMI+5% AB serum, FCS — RPMI+10%FCS). Maturace probéhla pomoci tfech
maturacnich signalt (Poly I:C, MK, LPS).
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4.3.4 Zhodnoceni schopnosti dendritickych bunék, pripravenych

riznymi protokoly, indukovat vznik regulaé¢nich T lymfocyti

Jako regulacni (supresorové) se oznacuji T lymfocyty, které jsou schopny potlacit aktivitu
jinych efektorovych T lymfocytu. Z obrovskeho spektra téchto bunék jsou vsak nejlépe
znamy tzv. prirozené regulacni CD4" T lymfocyty (Treg), které se vyznacuji expresi
transkripcniho faktoru FoxP3. Tyto bunky vznikaji v thymu a nesou ,, autoreaktivni“ TCR,
ale na rozdil od jinych autoreaktivnich T lymfocytii viastni tkané nejen nenapadaji, ale
naopak potlacuji autoimunitni reakce. Mechanizmy jejich piisobeni zahrnuji ziejmé jednak
produkci tlumivych cytokinii (IL-10, TGF-p), ale hlavné piisobi na jiné bunky (aktivované
lymfocyty, DC) primym kontaktem. Kromé techto prirozenych Treg, jejichz hlavni ulohou
je zjevné zabezpecovat periferni toleranci a branit vzniku autoimunitnich onemocnéni,
existuji jesté tzv. indukované regulacni T lymfocyty. Ty vznikaji v perifernich tkanich pri
vetsine antigenné specifickych reakci az jiz Twy1 ¢i Twp typu a pusobi ziejmé hlavné
prostrednictvim sekretovanych tlumivych cytokinu. Tyto buiky mohou vznikat také po
kontaktu T lymfocytii s nékterymi nezralymi DC. Indukované Treg pomdhaji tlumit imunitni

reakce a omezit jejich Skodlivé imunopatologické dopady.

Zralé dendritické bunky pfipravené dle standardniho protokolu (material a metody) byly
stimulované smési peptidii a kultivovany s autolognimi lymfocyty 7 dni. Po tydenni

kultivaci byly pomoci priitokové cytometrie detekovany lymfocyty Foxp3™ CD4" CD25".
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Obr. 18: Schéma protokolu
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Na obrazku 19 jsou uvedeny vysledky ziskané pomoci cytofluorometrické¢ analyzy.
Z histogramt vyplyva, ze nejvétsi populace regulacnich T lymfocytd je indukovana
dendritickymi bunkami, které byly aktivovany smeési cytokini. Dendritické bunky
inkubované v Cell Gro a maturované smési cytokini indukuji az 5% populaci FoxP3
pozitivnich lymfocyti. Naopak dendritické buiiky aktivované pomoci Poly I:C indukuji
vznik menSich populaci regula¢nich T lymfocyta.

iDC .} .
» .»._.‘
Poly [:C »
'y
A -
MK 5
.
té‘ -, - s
o - - -
S| LPs LR 5 i
OB ‘.__‘ ey

v

Obr. 19: Zhodnoceni schopnosti dendritickych bunék, pripravenych raznymi
protokoly, indukovat vznik regulacnich T lymfocyti. Na obrazku jsou zndzornéné
histogramy odpovidajici fluorescenci lymfocytt, které¢ byly inkubovany s maturovanymi
dendritickymi bunkami pfipravenymi pomoci standardniho protokolu v rliznych
kultivaénich médiich. Fialovym obdelnikem je v obrazku oznacena populace Foxp3™ CD4"

CD25" lymfocyti.
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5 DISKUZE
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Dlouhodobym tkolem vyzkumnych projektii na nasem pracovisti je vyvoj protokolu pro
pfipravu protinddorové vakciny pro imunoterapii karcinomu ovaria za podminek spravné
vyrobni praxe.’”?® Tento protokol je nezbytny pro zahajeni klinickych studii, které zaruduji
piipravu vakciny za podminek spravné vyrobni praxe podle pozadavki Statniho tGstavu pro
kontrolu 1éCiv. Pro tento Ucel je tfeba pfipravit dendritické buiiky za podminek GMP
kvality. V ramci tohoto rozsahlého projektu jsem se ve své praci zaméfila na charakterizaci
optimalniho maturacniho stimulu, ktery zaru¢i optimalni aktivaci antigen specifickych
T lymfocyti. Mezi porovnavanymi matura¢nimi signaly byly dva TLR ligandy, Poly I:C,
LPS a smés cytokintl.

Druhym tkolem byla definice optimalniho kultivaéniho média pro ptipravu zralych
dendritickych bunék, nebot’ pravé fenotypicky i1 funkéné maturovana dendritickéd bunka je
schopna zah4jit imunitni odpovéd’. Zvolili jsme dvé média pouzitelnd v GMP podminkach,
Cell Gro a RPMI+AB sérum. Médium RPMI+FCS se pouziva bézné¢ k maturaci
dendritickych bunék v in vitro pokusech, ale jako sérové médium neni vhodné pro pouziti

vV GMP podminkéch, v této praci jej uvadim jako kontrolu.*

Tento cil byl studovan v n€kolika krocich tak, aby byly zhodnoceny vSechny parametry,
které musi protinddorova vakcina zalozena na dendritickych bunkach spliovat. Pripravené

dendritické bunky jsme charakterizovali z morfologického, fenotypického a funkéniho

hlediska.

Nejprve jsme se zaméfili na morfologickou charakterizaci pfipravenych DC. Po
subkutannim podani vakciny do téla pacienta se pouze 40% dendritickych bunék dostava
ke svému cili, klymfatické wuzling¢, kde zahajuje bunéény kontakt s naivnimi
T lymfocyty.®*"*® 7 tohoto diivodu je pro piipravu optimalni protinddorové vakciny tieba
ziskat dostate¢ny pocet zralych dendritickych bunék, které tvofi vlastni vakcinu
aplikovanou pacientovi. NejvétSi Cetnost adherence byla zaznamenana u bunék
kultivovanych v Cell Gro (obr. 8). Tyto vysledky jsou také v souladu s mnozstvim
nezralych dendritickych bunck, které ziskdme po pétidenni kultivaci adherovanych
monocytt v kultivaénim médiu (obr. 9). Nejvétsi poCet nezralych DC byl ziskan pfi
kultivaci monocyti v médiu Cell Gro. Naopak nejméné nezralych DC bylo ziskdno po

kultivaci monocyti v RPMI+FCS.
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Dal$im vyznamnym tkolem bylo dokézat, ze dendritické bunky pfipravené v jednotlivych
médiich a aktivované pomoci porovnavanych maturacnich signdlii jsou fenotypicky
maturované. Jediné maturovana dendriticka bufika exprimujici na svém povrchu
kostimula¢ni molekuly je schopna komunikovat s naivnimi T lymfocyty a indukovat
imunitni odpovéd’. K ovéteni exprese kostimula¢nich molekul (CD80, CD83 a CD86) a
povrchovych molekul maturovanych bunék byla pouzita cytofluorometrickd analyza.
Vysledky ukazuji, ze dendritické buiiky aktivované smeési cytokini, LPS i Poly I:C
indukuji u vSech typt DC fenotypické zmény spojené s maturaci (obr.11). Opakované
dochdzi u zralych dendritickych bunck ke zvySeni exprese kostimula¢nich molekul CD80,
CD83 a CD86, coz je jasny ukazatel maturovanych dendritickych bunék. Naopak dochézi
ke snizeni exprese molekuly CD14, povrchového znaku monocytl, coz dokazuje, Ze
dochazi k pfeméné monocytli na dendritické buiky. Zaroven dochézi ke zvySeni exprese
molekuly HLA-DR, jakozto charakteristického znaku zralych dendritickych bungk.

Naopak dendritické bunky kultivované v médiu Cell gro a maturované pomoci LPS
neexprimuji kostimulaéni molekuly ani u nich nedochdzi k posunu exprese povrchové
molekuly CD14. Tento jev je dan tim, Ze v médiu Cell gro neni pfitomny lipopolysacharid-
binding-protein, bez kterého ztraci LPS schopnost se vazat na dendritické bunky a

maturovat je.

Zrala dendriticka builka exprimuje na svém povrchu celou fadu kostimulac¢nich a
povrchovych molekul. Zaroven produkuje fadu cytokinli a v neposledni fad¢ ztraci
schopnost fagocytézy. Z tohoto diivodu jsme maturované dendritické buniky podrobily
jednoduchému funkénimu testu. Hodnotili jsme schopnost fagocytézy antigennich ¢astic
Vv kultufe zralych a nezralych bunék. Nezrald dendriticka butika je profesionalni antigen
prezentujici buitka schopna fagocytovat antigenni Castice ve svém okoli. Naopak zrala
dendriticka buiika tuto schopnost ztraci. Timto testem jsme dokdzali, Ze dendritické buniky
jsou skute¢né maturované, protoze ztratily schopnost fagocytovat fluorescencné znacené
Castice dextranu.

Naopak nezralé dendritick¢é bunky, které tuto schopnost neztratily, velice ochotné
pohlcovaly castice dextranu, ¢imz dochazelo k posunu intenzity fluorescence k pozitivnim

hodnotam, jak ukazuji vysledky cytofluorometrické analyzy (obr. 13).
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Jak jiz bylo zminéno v mé praci, dendritické buniky jsou jediné antigen prezentujici bunky
schopné aktivovat naivni T lymfocyty. Aby byly schopné aktivovat imunitni odpovéd’
musi dendritické bunky projit procesem maturace. V piedchozich pokusech jsme dokazali,
ze nami piipravené zral¢é dendritické bunky jsou fenotypicky maturované. DalSim
dilezitym tkolem bylo dokazat, ze fenotypicky zral¢ dendritické buniky jsou schopné
indukovat vznik antigen specifickych T lymfocyta.

K tomuto ucelu byl pouzit HLA-A2 tetramer, ktery se vaze na T bunécné receptory
lymfocytt, jez jsou specifické pro testovany peptid, kterym byl v nasem piipad¢ modelové
zvoleny peptid influenza MP. Jak je patrno z obrazku 15, nejvétsi frekvence antigenné
specifickych T lymfocytt byla detekovana pfi pouziti Poly I:C jako matura¢niho signalu u
dendritickych bun€k maturovanych v Cell Gro. Takto pfipravené dendritické buiiky byly
schopné indukovat nejvétsi populaci antigen specifickych T lymfocytii. Naopak
dendritické buiiky kultivované v RPMI+FCS nebyly schopné indukovat antigenné
specifickou populaci T lymfocytt.

Béhem procesu iniciace imunitni odpovédi se v lymfatické uzling setkdva zrala dendriticka
bunka s naivnim T lymfocytem. ,,Prvnim signalem* v jejich komunikaci je rozpoznéni
komplexu MHC-peptid na povrchu DC specifickym receptorem na T lymfocytu (TCR).
Naésleduje tzv. ,,druhy signal®, kterym je interakce mezi kostimula¢nimi molekulami na DC
a jejich ligandy na T lymfocytech. Po obdrzeni celé fady signalt se prekurzova T bunka
méni na efektorovou T buitku. Charakteristickym funkénim znakem takové buiky je
produkce IFN-y. Proto bylo dal$im cilem dokazat, ze antigenné specifické T lymfocyty
jsou pln¢ funkéni a schopné produkovat IFN-y.

Ktomuto ucelu bylo pouzito intracelularni znafeni IFN-y detekované pomoci
cytofluorometrické analyzy. Po sedmidenni kultivaci autolognich lymfocyti se zralymi
dendritickymi bunikami byla nejvétsi frekvence IFN-y produkujicich bunék detekovana pfi
pouziti Poly I:C jako matura¢niho signalu u dendritickych bunék maturovanych v Cell
Gro. Naopak dendritické buiky kultivované v RPMI+FCS indukovaly velmi nizké
procento IFN-y pozitivnich T lymfocyti.
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Vyznamnou populaci T lymfocytt jsou tzv. regulacni T lymfocyty. Hlavnim tkolem téchto
bun¢k v imunitnim systému je zabezpecovani periferni tolerance a ochrana jedince pied
vznikem autoimunitnich onemocnéni. Zaroven vSak tato populace T lymfocyti inhibuje
vznik imunitni odpovédi, a proto je jejich indukce dendritickymi bunikami
Vv protinddorovém protokolu krajné nezddouci. V celé¢ fad¢ praci bylo prokdzano, ze u
nadorovych onemocnéni s vysokym vyskytem regulac¢nich T lymfocytl je Spatna prognoza
protinadorové lééby.sg’40 Z tohoto divodu jsme se pii vyvoji protinadorového protokolu
zamg¢fili na detekci populaci regulacnich T lymfocytt.

V ramci posledniho funkéniho testu jsme hodnotili schopnost zralych dendritickych bunék
indukovat vznik regulacnich T lymfocytii. V experimentu bylo zjiSténo, ze DC aktivované
smési cytokind indukovaly velkou populaci regulaénich T lymfocyta.**** Naopak
dendritické buiky aktivované pomoci TLR ligandi, Poly I:C a LPS, indukuji srovnatelng

mensi populaci regulacnich T lymfocytd, jak je patrné z obrazku 19.
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V ramci zahajené klinické imunoterapeutické studie u pacientek s karcinomem ovaria jsem
ve své praci charakterizovala optimalni podminky pro vyrobu protinddorové vakciny za

podminek spravné vyrobni praxe.

Cilem mé prace bylo definovat optimalni kultivacni média a maturacni signaly pro
ptipravu protinddorové vakciny zalozené na dendritickych buiikdch za podminek spravné

vyrobni praxe.

Nejvetsi pocet nezralych DC byl ziskan pti kultivaci monocytd v médiu Cell Gro.
Kultivace monocyti v RPMI+10% FCS a v RPMI+5% AB séru vedla k zisku nezralych
DC v mens$im mnozstvi. Stimulace smé&si cytokint, Poly I:C 1 LPS indukovala u vSech typt
DC fenotypické zmény spojené s maturaci, jak bylo dokdzano pomoci pritokové
cytometrie. Dale bylo tfeba dokazat, ze fenotypicky maturované dendritické buiiky jsou
zaroven funkéni a jsou schopné indukovat specifické T lymfocyty. Dendritické bunky
inkubované v médiu Cell Gro a maturované pomoci Poly I:C byly schopné indukovat
nejvetsi populaci antigen specifickych T lymfocyti. V souladu s timto tvrzenim byly DC
bunky aktivované Poly I:C ucinnéjsi v aktivaci specifickych T lymfocytt produkujicich
IFN-y. Zajimavym zjisténim bylo, ze DC aktivované smési cytokinii indukovaly vice
regulacnich T lymfocyti, které suprimuji imunitni reakei.

Z t&chto zaveérh vyplyva, Ze pro pouZiti v klinickych imunoterapeutickych studiich se jako
optimalni protokol jevi pfiprava DC v bezsérovém médiu Cell Gro a aktivace DC pomoci
Poly I:C. Smés cytokinil, pouzivand v dosavadnich studiich vede k netiplné aktivaci DC a
vys§i indukei nezadoucich regulaénich T lymfocytil. Tento protokol byl schvalen SUKL

pro pouziti v klinické studii.
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Generation of clinical-grade dendritic cell-based vaccine for immunotherapy of
ovarian cancer

Introduction: Dendritic cells (DCs) the most potent antigen presenting cells. Recent
technological advances allow for generation of large numbers of DCs from peripheral
blood monocytes. Administration of activated DCs loaded with tumor antigens is thus an
attractive approach for immunotherapy of cancer. Prerequisite for the initiation of clinical
trials in cancer immunotherapy is the development of protocols for DC-based vaccine
generation according to Good Manufacturing Practice (GMP) conditions.

Aim of the study: Development of protocol for the generation of clinical grade vaccine
based on activated DCs loaded with killed tumor cells for use in the immunotherapy of
ovarian cancer.

Materials and methods: Immature DCs were generated from peripheral blood monocytes
of healthy donors. We tested Cell Gro and RPMI+5% pooled human serum (5% PHS) as
clinical grade culture media. Immature DCs were then activated by three distinct stimuli
(Poly I:C, LPS and cocktail of proinflammatory cytokines (TNF, IL-1 and IL-6)).
Activated DCs were evaluated for their phenotypic and functional characteristics and for
their capacity to activate antigen specific and/or regulatory T cells.

Results: Culture of monocytes in Cell Gro yielded highest numbers of immature DCs.
Stimulation with Poly I:C, LPS and cytokines mixture induced comparable phenotypic
maturation. However, only Poly I:C and LPS activated DCs produced proinflammatory
cytokines. In accordance with this finding Poly I:C and LPS were more efficient in
inducing antigen specific T cells. Interestingly, cytokines activated DCs induced more
regulatory T cells. There was no difference between the two tested media in the induction
of antigen specific T cells.

Conclusions: Generation of immature DCs in serum free Cell Gro media followed by Poly
I:C activation is an optimal combination for generation of DCs with high capacity to
stimulate antigen specific T cells. DCs activated by coctail of proinflammatory cytokines
induce higher frequencies of regulatory T cells. This protocol was approved for clinical use
by the Czech Drug Agency.

Grant support: VZ MSM 002 162 0812, GACR 310/08/0838
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Piiprava protinadorové vakciny pro imunoterapii karcinomu ovaria za podminek
spravné vyrobni praxe

Uvod: Dendritické buiiky (DC) jsou jediné antigen prezentujici buiiky schopné aktivovat
naivni T-lymfocyty. Aby byly schopné aktivovat imunitni odpovéd” musi DC projit
procesem maturace. Nové techniky umoziuji ptipravu DC z monocytl, a je tedy mozné
pfipravovat protokoly protinadorové imunoterapie zalozené na DC. Principem je podéni
velkého mnozstvi DC, které prezentuji nadorové antigeny a nasledna aktivace specifické
imunitni reakce proti nddorové tkani. Pro zahajeni klinickych studiich je nezbytny vyvoj
protokoll, které zarucuji pfipravu vakciny za podminek Spravné vyrobni praxe podle
pozadavkl Statniho ustavu pro kontrolu 1é€iv.

Cil: Vyvoj protokolu pro ptipravu DC pro imunoterapii karcinomu ovéria za podminek
Spravné vyrobni praxe. Definice optimalniho matura¢niho stimulu, ktery zaruci nejlepsi
aktivaci antigen specifickych T lymfocytt.

Material a metody: Z monocyti periferni krve zdravych darcti byly pfipraveny nezralé
DC. Testovali jsme tfi riznd média, pfipadajici v tvahu pro klinické pouziti, Cell Gro,
RPMI s 10% fetalniho jehn&Ciho séra a RPMI s 5% lidského AB séra. V dalSim kroku byly
DC aktivovany tfemi rdznymi maturacnimi stimuly (smési cytokind, Poly I:C a
lipopolysacharidem (LPS)). Po 24h byl vyhodnocen aktiva¢ni stav DC z hlediska fenotypu
a produkce cytokinll. V posledni fazi jsme testovali schopnost zralych DC aktivovat
antigen specifické T lymfocyty a regulacni T lymfocyty.

Vysledky: Nejvétsi pocet nezralych DC byl ziskan pii kultivaci monocytt v médiu Cell
Gro. Kultivace monocytii v RPMI+10% FCS a v RPMI+5% AB séra vedla k zisku
nezralych DC v mens$im mnoZstvi. Stimulace smé&si cytokint, Poly I:C i LPS indukovala u
vSech typt DC fenotypické zmény spojené s maturaci. V souladu s tim byly DC buiky
aktivované Poly I:C a LPS ucinnéjsi v aktivaci specifickych T lymfocyt. Zajimavym
zjisténim je, ze DC aktivované smési cytokini indukovaly vice regulacnich T lymfocytu,
které¢ suprimuji imunitni reakci. Ve schopnosti indukovat antigen specifické T lymfocyty
nebyl rozdil mezi testovanymi médii.

Zavér: Pro pouziti v klinickych imunoterapeutickych studiich se jako nejoptimalnéjsi
protokol jevi ptiprava DC v bezsérovém médiu Cell Gro a aktivace DC pomoci Poly I:C.
Smés cytokinil, pouzivana v dosavadnich studiich vede k neuplné aktivaci DC a vyssi
indukci nezadoucich regulacnich T lymfocyti. Tento protokol byl schvalen SUKL pro
pouziti v klinické studii.

Podpora: VZ MSM 002 162 0812, GACR 310/08/0838
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