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ABSTRAKT

Imunoterapie karcinomu ovaria dendritickymi bu nikami

Protinadorova imunoterapie jec&bna strategie zaitena na vyvolani a udrzeni
imunitnich odpo¥di proti nddorovym hbikam. V naSi praci jsme se zé&fii na
imunoterapii ovarialniho karcinomu, nebge jednim z nejZngjSich gynekologickych
nadorovych onemoeni u Zen, vyznéujici se Spatnou prognézou a vysokou mortalitou.
Principem imunoterapie jefiprava dendritickych buik (DC) z monocyi izolovanych
z periferni krve pacienta, které jsou naskegmlsovany ozé&nymi buikami alogenni
linie ovarialniho karcinomu. Tyto nezralé pulsov&@ jsou poté maturovany a naslédn
kokultivovany s autolognimi T lymfocyty. Cilem pegbylo prokazat, Ze jsou dendritické
buiky po p@idani vhodného matwaiho agens a v kombinaci s apoptotickymikami
nadorové linie ovarialniho karcinomu schopny vyvolspecifickou lymfocytarni
odpowd. Z naSich vysledk vyplyva, Zze 24 h je dostadteda doba k navozeni apoptozy
nadorovych bugk, a Ze po 4-hodinové inkubaci DC pohlcuji apoptati buiky. Déle
jsme zjistili, Ze pohlceni apoptotickych kikndendritickymi buikami stimulovanymi
polyl:C inhibuje maturaci DC a tudiZz i produkci akini IL-12p70, IL-6 a TNFe.
Vzhledem k tomu, Ze stupezralosti DC vyraznou #mou ovliviiuje indukci specifické
lymfocytarni odpowdi, v péipadt pulsovanych DC doSlo ke sniZeni procenta T lynmtigcy
které produkuji IFNy, oproti bulkdm nepulsovanym. Souhmhiize tedyftici, Ze u DC
stimulovanych polyl:C se projevil inhidi viiv apoptotickych bugk, na zaklad kterého
nebyly DC plg aktivovany a dsledkeméehoz pak byla inhibovana i vysledna odpdv
specifickych lymfocyf.

Klicova slova dendritické biky, imunoterapie, karcinom ovaria, mattmé agens,

apoptotické biiky, polyl:C, specificka lymfocytarni odpés



ABSTRAKT V ANGLICKEM JAZYCE

Immunotherapy of ovarian carcinoma with dendritic cells

Anticancer immunotherapy is a therapeutical strategmed at elicitation
and maintenance of immune responses against ceglterin this study we have focused
on immunotherapy of ovarian cancer, because it ne @f the most common
gynaecological tumors with poor prognosis and higbrtality. Our immunotherapy
protocol involves preparing dendritic cells (DCyrir monocytes isolated from patient’s
peripheral blood, which are subsequently pulsed viitadiated cells of established
ovarian cancer cell line. These immature pulsed &€ maturated and subsequently
co-cultivated with autologous T lymphocytes. The aif this study was to demonstrate,
that DC are able to elicit specific immune respaoaféer addition of suitable mature agens
in combination with apoptotic ovarian tumor cell®ur observations indicate that
24 hours are sufficient for induction of tumor selpoptosis. Additionally, we have
shown that DC successfully ingested most of thepegtie tumor cells after 4 hours of
co-incubation. Furthermore, we have found out timgestion of apoptotic cells by
dendritic cells, which are stimulated with polyl:Gnhibits maturation of DC
and consequently also production of cytokines Ip7®, IL-6 and TNFe. Whereas DC
maturation rate markedly affects induction of speédmmune responses, in the case of
pulsed DC, in comparison with nonpulsed DC, wasreksed ratio of IFN-+
T lymphocytes. We suppose that ingestion of apaptmlls impaired maturation of DC
induced by polyl:C and consequently diminished rthegpacity to stimulate specific

T lymphocytes.

Key words dendritic cells, immunotherapy, ovarian carcinpnmaturation agens,

apoptotic cells, polyl:C, specific lymphocyte respe



1.UvoD

Vhledem ktomu, Ze v soasnosti je stimulace protinddorové imunity
manipulovanymi dendritickymi bikami velmi aktualni, rozhodli jsme se zé&iih na toto
téma i v této diplomové praci.

Souwasnym standardem déy karcinomu ovaria je kombinace operace
a chemoterapie. Tatodéa vSak nedokaze eliminovat vSechny nadorovikyua proto
by jednim z efektivnich filstupi mohla byt imunoterapie v kombinaci se standardni
Iécbou. Protinddorové vakciny jsou zaloZeny na sticiubunék imunitniho systému,
ktera by ndla vést kvySSi d&nnosti vobrad proti nadoim. Jednim
z nejperspektivEjSich imunoterapeutickych protokolje v sodasné dob vakcinace
autolognimi dendritickymi hitkami (DC) schopnymi prezentovat nadorové antigeny.
Dendritické buiky jsou derivované z monoa@y{MoDC), nebd v podminkéachn vitro, ve
vhodném cytokinovém prastdi (IL-4 a GM-CSF) Izefjpravit relativré velké mnozZstvi
téchto burk.

NaSe pracovistse dlouhodob orientuje na protinadorovou terapii zaloZzenou na

dendritickych buikach. Rivodre se v preklinickych studiich vyuzivaly pro pulsd2C
autologni oz#gené nadorové Liky pacientek s ovaridlnim karcinomem. Izolace
dostaténého mnoZstvicistych nadorovych butk (minimalni pdet je 2 x 10)
z chirurgicky odstragné tkarg vSak neni u vSech pacientek mozna. Proto vasne dob
pouzivame nadorovou linii  OV-90, u které chceme kaeat, Ze po
pohlceni dendritickymi hitkami dochazi k efektivni stimulaci protinadorovéumitni
odpowdi.

Cilem prace bylo a#it funkeéni vlastnosti maturovanych DC pulsovanych

apoptotickymi nadorovymi hikami linie ovarialniho karcinomu.

= Prokazovali jsme apoptdzu nadorové linie OV-90 ayshé UV zEeni

= Sledovali jsme schopnost dendritickych Bkiponhltit tyto apoptotické nadoroveé
bunky

= Oweiovali jsme, zda apoptotické nadorovéiky inhibuji maturaci dendritickych
bungk

= Stanovovali jsme schopnost MoDC indukovat speatfickymfocytarni odpoid’



2.LITERARNI P REHLED

2.1 Imunitni systém

Imunitni systém Ize charakterizovat jako soust&tera je ve spolupraci s dalSimi
téInimi systémy schopna rozpoznat nezadoucérgnve vrEjSim i vnittnim prostedi
a reagovat na& Cilem fungovani imunitniho systému je udrZeni bostazy vniniho
prostedi (KREJSEK a KOPECKY 2004). Funkce imunitnihotéysi je zaloZzena na
interakci dvou jejich slozek — nespecifické a aanigf specifické.

Nespecificka (firozend) imunita je fylogeneticky starSi. Jeji matmy jsou
tvoreny burkcnymi a humordlnimi slozkami, ifigemz buicné slozky jsou
reprezentovany fagocytujicimi #kami a NK buikami a humoralni slozku tvb
komplementovy systém, interferony, lektiny a jinéravé proteiny. Rrozend imunita
umoziuje okamzitou odpaid’ na @Fitomnost patogenu a na rozdil od specifickych #oze
nema tzv. imunologickou pam Zasadni roli v obranproti infekci hraje samdejme
i neporuSeny povrchiiZe a sliznic a jejich ifirozené neimunitni obranné mechanismy
(HOREJSI a BARTUNKOVA 2009).

Evoluwné mladsi, specifické mechanismy, se aktivuji az etkani s pisluSnym
antigenem. K rozvoji imunitni reakce dochazi ulghu rekolika dni az tydd
a charakteristickym rysem je imunologickd gg&@mTo je schopnost ,pamatovat si*
setk&ni s mikroorganismem & ppakovaném vystaveni stejnému typu mikroorganismu
zprostedkovat mnohem rychlejSi imunitni reakci. Bomé slozky jsou zaji8hy
T lymfocyty a B lymfocyty, které se diferencuji péazmatické biikky majici schopnost
produkovat protilatky. Vyznamnym mechanismem ddmé specifické imunity je
diverzita receptdr na T a B lymfocytech (TCR a BCR), ktera poskytiujaunitnimu
systému vysokou specifitu v rozpoznavani idfekh agens a je nepostradatelna pro
likvidaci patogen, kterym se jinak d@unikat mechanisfim pfirozené imunity.

Mezi €mito dwma sloZzkami imunity existuji spojovadianky ozn&ujici se jako
antigen prezentujici liky (APC). Postupentasu se ukazalo, Ze jen vzajemné souhra

téchto dvou slozek d¥e vést k efektivni imunitni reakci.



2.2 Buiky prezentujici antigen

Buiky prezentujici antigen (APC) maji schopnost pohdtizpracovat antigen,
navazat antigenni fragmenty na svém povrchu na Mia@jor histocompatibility
complex) gp Il. tidy a prezentovat je tak T lymfocéyh, které je rozpoznavaji diky svym
povrchovym TCR receptdm. Tuto schopnost maji makrofagy, B lymfocyty a leod
souwasnych poznatknejvyznamgijSi APC, dendritické hitky. Tyto jednotlivé typy APC
se od sebe odliSuji viznych aspektech tedevsim ale v expresi MHC molekul ltidy,
kostimula&nich a adhezivnich molekul. Ukazalo se vsak, Zez@ddC jsou schopny
stimulovat naivni T lymfocyty, zatimco makrofagyBalymfocyty nikoliv (STEINMAN
et al 1983).

2.3 Biologie dendritickych burgk

2.3.1 Rwvod dendritickych bugk
Jako prvni byly vroce 1868 popsany kozni Langesbay buiky, ale zasadni

vyznam nél v roce 1973 objev DC ve slezimysi, ktery uskuténili Steinman a Cohn
(STENMAN a COHN 1973).

Dendritické buiky se tvdi z CD34+ prekurzagr v kostni deni. Za @asti
vhodnych fistovych faktoil, jako je GM-CSF a ¢kterych dalSich cytokiin (nag. TNF
alfa, IL-4) se CD34+ progenitorové tiky diferencuji do dvou tyjp myeloidnich
prekurzofi, ze kterych vznikaji dvnegibuzné subpopulace dendritickych Blan

Prvni populaci jsou Langerhansovyiiky (LC), specializované epitelialni bky,
které jsou charakteristické expresi molekuly CDgdtomnosti Birbeckovych granul
a expresi Lag antigenu a E-cadherinu.

Druhou vyvojovou ¥tvi z CD34+ prekurzdr jsou CD14+ dendritické hiky,
které exprimuji CD1a, CD9, CD68, CD2 a koaguigaktor Xllla (CAUX et al. 1996).

Krom¢ myeloidni populace dendritickych bitkn (mDC) vznika z lymfoidniho
prekurzoru CD34+ prawgodobr také fenotypo¥ odliSna populace plasmacytoidnich
dendritickych bugk (pDC). Jako specifické markery pro pDC byly ossray BDCA-2
a BDCA-4 (DZIONEK et al 2002). Zatimco vijpack mDC hraje ve vyvoji zdsadni
vyznam fistovy faktor GM-CSF, u pDC je to cytokin IL-3 a C@i4 Myeloidni DC, na

3



rozdil od plasmacytoidnich, také exprimuji vysoka&dimy myeloidniho markeru CD11c
(GROUARDet al. 1997).

V nedavné dob byly vyvinuty protokoly, které umaidji ptipravu DCin vitro.
Pomerné snadno lze jfipravit DC z monocyt v periferni krvi a v pitomnosti cytokir
IL-4 a GM-CSF z nich fipravit DC. A préa¥ diky tomuto faktu se zaly DC derivované

Z monocyt uZivat v imunoterapii.

2.3.2 Subpopulace dendritickych bgk

V souwasné dob jsou uclovéka znamy d¥ hlavni, fenotypow i funkéné se liSici
populace: plasmacytoidni dendritické nky (pDC) a myeloidni dendritické kly
(mDC).

2.3.2.1 Plasmacytoidni dendritické biiky

Plasmacytoidni dendritické Bky jsou specializovanou b&&nou populaci
charakteristickou produkci velkého mnozstvi intexf@d typu | v odpo¥di na virové
podréty. Poprvé byly popsany v roce 1958 Lennertem a iRelem jako biiky, které
jsou podobné plasmatickym fkam (odtud také jejich nazev), ale postradajictiip&é
markery pro B bilky a plasmatické hiky. Lidské pDC jsou charakterizovany jako
CD4+CD45RA+IL-3Ri(CD123)+ILT3+ILT1-CD11C-lineage- hiky. Dale jsou pro
pDC specifické markery BDCA-2 a BDCA-4.

Vzhledem ktomu, Ze pDC produkuji relatévivelké mnoZstvi cytokih a to
pievazri intereferor typu I, reguluji za#& a propojuji pirozenou a adaptivni imunitu.
Interferony typu | zvySuji cytolytickou aktivitu NKurek a sodasreé chrani neinfikované
bunky pred jejich @&inkem. Kron# interferonu produkuji pDC takeé IL-6, ktery jéldZity
pii indukci diferenciace B buk do plasmatickych buwk, které produkuji
imunoglobuliny. Takto jsou produkovanysanost IgG diive nez IgM, coZ znamena, Ze
pDC aktivuji frevazré panetové B lymfocyty.

Plasmacytoidni hiky jsou také tinnymi producenty chemokin které mohou
umocnit odpovd’ prilakanim aktivovanych CD4+ a CD8+ T hkiknbchem imunitni
reakce (COLONNA et al. 2004).



2.3.2.2 Myeloidni dendritické buiky

Jako myeloidni DC se souh#hozna&uje heterogenni populace l@nktera se od
pDC liSi jak fenotypicky, tak funing. Jednim ze zakladnich rozdile vysoka exprese
CD11c myeloidnimi biikkami a na rozdil od pDC myeloidni DC neexprimujilekoilu
CD123. Do této populace jsotifazovany také dendritické bkly, které jsou \n vitro
podminkach derivovany z monotyt

Obr. 2.3: Dendriticka buiika (foto z konfokalniho mikroskopu Ustav imunologieF2.
UK FN Motol, nepublikovano)

2.3.3 Maturace dendritickych bu#k

Dendritické buiky se v organismu vyskytuji ve dvou, fenotypowv funkené
odliSnych stavech, nezralém a zralém (maturovanBliegralé DC se usidluji ve tkanich,
kde jsou sotésti imunologické bariéry a jsou charakteristickéjisvysokou fagocytarni
aktivitou. Po setkéni s antigenem dochazi k fermtyp a funknim zménam a z DC se
stava antigen prezentujiciiika. Proces dozravani&aa migraci DC z periferni tkérdo
sekundarnich lymfatickych orgara korti béhem interakce DC — T lymfocyt. Proces
maturace dendritickych bk je asociovan s&kolika koordinovanymi udalostmi:

¢ Ztrdta endocytickych-fagocytarnich receptoa diferenciace v hiku
prezentujici antigen

¢ Cytoskeletarni reorganizace

¢ ZvySena exprese kostimdldch molekul CD40, CD58, CD80 a CD86

¢ Produkce cytokiti



¢ ZvySena exprese MHC glykoprotéirl. tfidy (BANCHEREAU et al

2000).
IL-10
>

patogeny

cytokiny

T buriky

Nezrala DC Maturovana DC

Vysoky pocet intracelul. MHCII Vysoka exprese povrchovych MHCII
Vysoky stupefi endocytosy Nizka schopnost endocytosy
Nizka exprese CD40, 54, 80, 86 Vysoka exprese CD40, 54, 80, 83, 86
Nizka produkce IL-12 Vysoka produkce IL-12

Obr. 2.3.3: Fenotypické znény u nezralych a maturovanych DC(prevzato a upraveno
z BANCHEREAU a STEINMAN 1998)

2.3.3.1 Maturaéni signaly

Pouze zralé dendritické tky maji vlastnosti profesionalni bky prezentujici
antigen a tedy schopnost indukovat specifickou mftycytarni odpovd. DC jsou na
svém povrchu vybaveny Sirokou Skalou recejptéteré umoiuji rozpoznat matucai
signdl a na zakladtoho, se nezrala DC diferencuje ve zralou DC deommwosti
prezentovat antigen T lymfodyn.

V sowasné dob je znamo relativé velké mnozstvi matuéaich signai. Mezi
hlavni pati patogenni komponenty rozpoznavané specializovamggeptory, faktory
produkované samotnym hostitelem (##iaé cytokiny, nap. TNF) a stresové molekuly,
které jsou produkovanyipposkozeni tkah



Toll-like receptory

Dendritické buky exprimuji na svém povrchu receptory, které smatwji jako
PRRs (pathogen recognition receptors), pomoci nioapoznavaji specifické struktury
patogeri (tzv. PAMPSs, pathogen associated molecular petfeVyznamnou skupinou
PRRs jsou Toll-like receptory (TLR). Nejprve bylpsan protein Toll u octomilky rodu
Drosophila a teprve pozii byl identifikovan prvni lidsky homolog , kterykévoval
podobné signalizai drahy (MEDZHITOV et al 1997). TLRs jsou transmembranové
proteiny, gicemz jejich extracelularni doména obsahuje repafitstruktury bohaté na
aminokyselinu leucin (leucine-rich repeat, LRR}rkt jsou zodpasdné za rozpoznavani
ligandi. Intracelularnitast obsahuje Toll/IL-1 receptor (TIR) homologni dom, kterd je

nepostradatelna pro transdukci signalu (KAISHO dR&2006).

NejvyznamujSi TLR receptory a jejich ligandy uvadi tabulk8.3.1.

TLR recpetor Ligand Druh patogenu
TLR1 triacyl lipopeptidy bakterie a mykobakterie
TLR2 poriny Neisseria

zymosan Sacharomyces cerevisiae
peptidoglykan G+ bakterie
fosfolipomanan Candida albicans
TLR3 ds RNA viry
TLR4 LPS G- bakterie
Heat-shock proteiny 60,70 hostitel
manan Candida albicans
TLR5 Flagellin bi¢ikaté bakterie
TLR6 diacyl lipopeptidy mykobakterie
TLRY loxoribin synteticka latka
ss RNA RNA viry
TLR8 ss RNA RNA viry
TLR9 CpG-DNA bakterie a mykobakterie
TLR10 neuréeno

Tabulka 2.3.3.1: Seznam Toll-like receptail a jejich liganda (HOREJSI

a BARTUNKOVA 2009)




TLR signalizace nize vést k aktivaci ¢kterych transkripnich faktofi, nagiklad
NF-kB. VSechny TLR aktivuji podobné signaléza drahy, avSakdkteré mohou spoust
drahy gimo pro & specifické.

Po navazani ligandu na receptor dochazi k homms heterodimerizaci receptor
ty pak projdou konformmimi zmenami, které umozni navazani a aktivaci dalSich
proteini kaskady, tzv. adaptorovych protéinJako prvni byl identifikovan adaptorovy
protein MyD88. MyD88 se ii¥e sdruzovat se vSemi TLRs krémiLR3 a je nezbytny
k indukci prozastlivych cytoking, jako je IL-6 a IL-12. MyD88 obsahuje ,mrtvou” dR
doménu, ktera je nezbytna k interakci s TLRs. ,Mftwloména zasefpahuje kinazu
asociovanou s receptorem pro IL-1 (IRAK). Jsou zpamypy €chto kindz, IRAK-1,
IRAK-2, IRAK-4 a IRAK-M. IRAK-4 je nezbytnd pro MyB8 dependentni drahu.
Fosforylovana kindza IRAK vaze molekulu TRAF6. KdewIRAK/TRAF6 je nezbytny
v aktivaci TAK1 (TGFg- activated kinase). Aktivovany komplex se uuge do cytosolu
a kinaza TAK1 fosforyluje MAP kinazy (mitogen-aaied protein) a IKK komplex. IKK
komplex fosforyluje protein kB, coZz vede k navazani molekuly ubiquitinu a jeho
degradaci. Tentdettzec reakci zjsobi, Ze se uvolni transkéipi faktor NFkB, ktery
poté v jadru indukuje expresi cilovych geiKAISHO a AKIRA 2006).

DalSi signalizani cestou je MyD88 independentni draha. Poprvé pygpasana
u mySi deficitnich v genu pro MyD88, které nebylhspny produkovat prozétiveé
cytokiny v odpo¥di na stimulaci LPS, ale reagovaly aktivaci IRA3NIregulatory factor
3), ktery indukuje expresi interferdriypu | (IFN a a) (KAWAI et al 2001), jeZ hraji
vyznamnou roli v protivirové imunittYAMAMOTO et al. 2003).

Jednim z vyznamnych rozdlilve fenotypu pDC a mDC je pr&exprese TLRs.
Populace mDC exprimuje na svém povrchu TLR1, TLR2R3, TLR4, TLR5, TLR6
a TLR8 a reaguje tak na&iplusné mikrobialni ligandy, jako je peptidoglykaebo LPS.
Zatimco pDC exprimuji pouze TLR7 a TLR9 a odpovida CpG oligonukleotidy
(SHORTMAN a LIU 2002).
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Obr. 2.3.3.2: Hlavni signaliz&ni drahy Toll-like receptoria (KAISHO a AKIRA, 2006)

2.3.4 Migrace dendritickych bugk

Dulezitym atributem dendritickych bgk v diferenciaci je jejich mobilita. DC
migruji z kostni d@erg do perifernich tkani, kde setkani s antigeny mlslendukuje
jejich migraci do sekundarnich lymfatickych orgarschopnost migrace DC jézena
pomoci Sirokého spektra chemokia chemokinovych receptaor

Zralé DC exprimuji receptor CCR%imZ ziskavaji citlivost k chemokiim
MIP-33 a SLC (secondary lymphoid-tissue chemokine). N&lask toho mohou
pritahovat maturované DC a naivni T lymfocyty a ntak pravépodobr vliv na kontakt
DC a specifickych T buik (BANCHEREAU et al 2000).

Po setkani s T lymfocyty dostavaji DC dalSi matairasignal prosednictvim
molekuly CD40, cozZe vede ke zvySenému tigelni chemokif, jako je IL-8, fraktalkin
(CX3CL1) nebo z makrofdg derivovany chemokin, které fimhuji lymfocyty
(SALLUSTO a LANZAVECCHIA 1994).

2.3.5 Produkce cytokiia

Dendritické buiky produkuji Siroké spektrum cytoKin jejichz hladina vyrazh
naristd po maturaci DC. Jedna skegevsim o zatlivé cytokiny IL-1, IL-6 a TNFea
a imunoreguléni cytokiny IL-10, IL-12, IL-18 a IFNa, které ve vysledku duji typ
T burg¢né odpo¥di (DE SAINT-VIS 1998).
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Zralé DC maji schopnost produkovat heterodimef 2p70, ktery hraje zasadni
roli pti diferenciaci ThO lymfocyt do podtypu Thl buik. Ukazalo se, Ze pouZzitiznych
matur&nich agens ma vliv na produkci IL-12p78mz je ovlivren vysledny fenotyp

efektorovych T lymfocyi.

2.3.6 Zpracovani a prezentace antigenu

Zpracovani antigenu je proces probihajici uviitiiky, pii kterém dochazi
k fragmentaci proteiin na peptidy, které jsou nasledasociovany s MHC glykoproteiny
l. a ll. tfidy. Komplex MHC-peptid je nasledrvystaven na povrchu bky a gredkladan
T lymfocytiam.

VSechny jaderné hiky jsou vybaveny MHC glykoproteiny Ifitly. Endogenni
antigeny jsou degradovany proteasomem a transporyosto endoplasmatického retikula
(ER), kde jsou vazany na MHC gp tidy a takto jsou na povrchu DC prezentovany
CD8+ T lymfocytim.

Na rozdil od MHC gp L.ifdy jsou MHC molekuly Il.tidy exprimovany pouze na
antigen prezentujicich hkach. Endocytézou ijaté exogenni proteiny jsou
v endosomech degradovany a nastedsociovany s MHC glykoproteiny llritdly na
burg¢ném povrchu aifiedkladany CD4+ T lymfocyim.

Dendritické bitky maji ovSem také schopnost tzv. cross-prezenfacge proces,
ktery umo#uje vazbu exogennich antigena MHC glykoproteiny |.iidy a gedloZeni
tohoto komplexu CD8+ T lymfocyin, které jsou dlezité gedevSim v obrah proti
virovym a intracelularnim patogém.

Jsou znamy dv drahy, kterymi je proces cross-prezentace taaj@n. Prvni
moznosti je, Ze endocytdézou pohlceny antigen jaesfrartovan z fagosomu do cytosolu,
kde je proteasomy hydrolyzovan na oligopeptidy, jedu poté peneseny pomoci
transportér do endoplazmatického retikula. V endoplazmatickéetikulu se tyto
oligopeptidy vazi na MHC gp Lritly a jsou vystaveny na b&mém povrchu pro
CD8+ T bunky.

V druhé draze je antigen rozStipan na peptidy sod@lnimi proteazami, jako je
katepsin S. Vzniklé peptidy jsou vazany na MHC rkolg . tfidy piimo
v endosomalnim kompartmentu (ROCK a SHEN 2005).

V zavislosti na povaze antigenu, mohou mit digto drédhy, & uz sodasre,

nebo jednotli¥, podil na cross-prezentanivivo.
10
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Obr. 2.3.6: Cross- prezentace pomoci DC

Nekteré viry mohou zsobit inhibici prezentace pomoci MHC gp #idly nebo #eba
blokovat migraci DC. Na tomto obrazku infikovanindetické buiky virem brani
stimulaci cytotoxickych lymfoaytpiimo pes molekulu MHC I.7dy. Nicmé#d cross-
prezentace antigenu derivovaného z infikovanychélbuneinfikovanou DC ma za
nasledek vyvolani cytotoxické odpdivnavzdory inhibinim mechanisim.

(HEATH a CARBONE 2001)

2.3.7 Imunoregulani funkce dendritickych buik

Dendritické buiky jsou v sodasnosti povazovany za nejvyznafjsn buiky
regulujici imunitni odpodd’. Stoji na poatku kazdé imunitni reakce vedouci k rozvoji
imunitni odpo¥di aktivaci nespecifické a posléze specifickéve imunity. Jsou také
v centru neustale probihajicich imunitnich reakééré zajisuji toleranci neSkodnych
podréta a integritu organismu (SEDIVA 2006).id3toZze jsou mediatory imunity
T a B lymfocyty, jejich funkce je pod kontrolou dkitickych burgk (BANCHEREAU
a STEINMAN 1998).

2.3.7.1 Aktivace pomocnych T lymfocyi

Pouze zralé dendritické tky jsou schopny indukovat specifickou T kanou
odpowd. Aby doslo kinterakci DC — T lymfocyt, je zapebi kontakt mezi TCR
receptorem na T ke a komplexem MHC-peptid na DC. T lymfocyt je v3alke
aktivovan pouze tehdy, dostane-li i druhy signgbrostedkovany progednictvim
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interakce molekuly CD28 na T Ilymfocytu a kostintia molekuly na povrchu
dendritické biiky, predevsim CD86 (HEATH a CARBONE 2001).

T buiky a jejich vyslednéa aktivace jsou ovlimy fadou faktoi jako je napiklad
hustota komplek MHC-peptid na povrchu DC (mnozstvi antigenu), espr
kostimulanich molekul, produkce cytokin dendritickou bitkou, nebo schopnost
dendritickych busk odolavat apoptotickym sigriah.

Nejwétsi vliv na polarizaci T busgné odpo¥di smérem k Thl, Th2 nebo Th1l7 ma
cytokinové prosedi. Pokud dendritické liley produkuji IL-12 a pokud praly signaly
zprostedkované TCR a CD28, dojde k vyvoji &iné odpo¥di smeérem k Thl. Thl
lymfocyty jsou producenty IFN; ktery ma zasadni vliv na aktivaci makraiag dale
produkuji IL-2, coz je pro T hiky dilezity rastovy faktor (HOREJSI a BARTUNKOVA
2009).

Jestlize naivni CD4+ T lymfocyt obdrzi signal o€ [pres TCR, CD28 a receptory
pro IL-4, diferencuje se v Th2 podtyp. Th2nky se na rozdil od Thl bsgk, které
zprostedkovavaji bu&nou imunitu, podileji na humoralni imuhitTh2 lymfocyty
interaguji s B lymfocyty, jeZz se diferencuji v pieatické buky se schopnosti produkovat
velké mnozstvi protilatek.

Diferenciace Th1l7 buwk se dje prostednictvim cytokii TGFf3 s IL-6
a transkrignich faktofi STAT3 a RORgammat . Je pr@& typicka produkce IL-17,
IL-17F, IL-22 a IL-21 a pestoZze funkce tohoto podtypu neni §eztela objaséna,
sowasna data isuzuji jejich vyznam v obra&n proti extracelularnim patogém
(BETTELLI et al. 2007).

2.3.7.2 Role DC v aktivaci CD8+ T bu#k

Dendritické buiky maji jedin€nou schopnost Zkkené prezentace (tzv.cross-
prezentace), ip které jsou exogenni antigeny prezentovany v asbcis MHC
glykoproteiny . tidy a tento komplex je rozeznavan CD8+ T lymfoc¢CKERMAN
a CRESSWELL 2004). fiedpoklada se, ze k aktivaci CD8+ cytotoxickych migcyti
(CTLs) je zpravidla vyZzadovanacast CD4+ T lymfocyi. K UspmsSné aktivaci CTLs
prispivA napiklad interakce molekuly CD40 exprimované na APQepho ligandu
CD40L na povrchu aktivovanych CD4+ T kn(SCHOENBERGER et al. 1998).
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Obr. 2.3.7.1: Diferenciace pomocnych T lymfocyk

Naivni CD4+ T buiky jsou aktivovany pomoci APCugdbenim cytokinse T lymfocyty
diferencuji do # typ: efektorovych CD4+ buk (Thl, Th2 a Thl7 buh).
(FORSTHUBER a JI 2007)
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2.4 Protinddorova imunita

Nadorové bujeni je jednou z& hefasgjSich @ic¢in umrti ¢lovéka. Za ukitych
okolnosti a v dsledku selhani rozmanitych mechanismegulace bu&ného dleni
a regulace ,socialniho chovani“ htky maze dojit k maligni transformaci bék Tyto
poruchy jsou ¥tSinou zmisobené mutacemi v tzv. onkogenech nebo antioonlaten
Tyto geny za normalnich okolnosti koduji signalidigproteiny, transkrigni faktory nebo
proteiny regulujici bu&nou adhezivitu ¢i apoptézu. Ve vysledku dochazi
k neregulovanému, abnormalnimelehi burgk, pii kterém postizené hiky postupr
ztraceji svoji fivodni morfologii a stale intenzi¢p se dli (KREJSEK a KOPECKY
2004; HOREJSI a BARTUNKOVA 2009)).

Nadorové biikky se od normalnich bek liSi, tudiz by je imunitni systém dh
rozpoznat a zneskodnit. Nadorovénkwy vSak vyuZzivaji Siroké spektrum mechanism
které jim umozni se imunitnimu dohledu vyhnout. Miaktory podilejici se na uniku
nadorové biikky imunitnimu systému pit

= Variabilita naddorovych buik

= Nizka exprese nadorovych antigen

= Produkce faktar inaktivujicich T lymfocyty nebo jiné blokujici fedry (nag.
TGF4, IL-10)

= Mutace v genech, které koduji bilkovingleZité pro prezentaci antigeéw APC —
tyto mutace vedou ke vzniku rezistence k CD8 T byegfiim

= Exprese FasL na nadorovychnlach, diky #muz dochazi u protinadorovych
T lymfocyti k indukci apoptozy

» Produkce faktar, jez inhibuji funkce nebo Zivotnost dendritickytmhinek
(HOREJSI a BARTUNKOVA 2009; FUCIKOV/Aet al 2008)

Aby mohla byt imunitni odpa’ proti naddoim zahajena, je pisba,
aby specifickd, buitné zprostedkovana imunita, byla podfEna imunitou firozenou.
Nezbytnd je fitomnost nadorovych antigérnv lymfatickych organech a jejich¢inna
prezentace zralymi dendritickymi fkami. Antigen musi byt prezentovan v optimalnim
mnoZstvi a po dobu, ktera je dostai@ k aktivaci lymfocyt. FxiliS kratky kontakt mezi
dendritickou btikou a T lymfocytem nebo nedost&té mnoZstvi antigenu nevede
k zahajeni imunitni reakce.
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2.5 Ovarialni karcinom

Ovarialni karcinom je diagnostikovan u vice ne® 090 novych pacientek kazdy
rok. Pati mezi gynekologické nadory s nejvy3si mortalitolCeska republika spolu
s Baltskymi staty péit k zemim s nejvySSi incidenci tohoto onentgn(International
Agency for Research on Cancer). Podle epidemidkgglt studii je jednim z rizikovych
faktoni pro rozvoj karcinomu ovariaédicnost. Mezi genetickéedicné faktory, jimz se
piisuzuje nej¥tSi vyznam, jsou mutace v genech BRCA1l a BRCA2.idemce
ovarialniho karcinomu je tpvazg u bilych Zen a zvySuje se po menopauze
a v pokr@ilém veku (> 55 let).

Karcinom ovaria je kategorizovan na zalddmlirek, ze kterych vznika. Asi 5-10
% nadofi pochazi z embryonélnich biln Tyto nadory jsou typické u divek a mladych
zen. 10-15 % pochazi ze stromalnichdymvsak ¥tSina (>80 %) ovarialnich karcindm
jsou epitelialnino fvodu (WILLIAMS et al 2007). Epitelialni vrstva ovarii nema
zvlastni rysy nebo vyznamysi funkce, a proto nejsou prvotni iné a molekularni
zmeény detekovany (SINGHt al 2008). Spatna prognoéza je tedy datedpvsim absenci
zavazrjSich symptomd v ranych stadiich onemogm (WILLIAMS et al 2007).
Vzhledem k nedostatku vysoce senzitivnich a smégitih biomarkekr a faktu, Ze se
onemocgni Sii velice rychle, térf¥ 70% pacientek s diagnostikovanym karcinomem
ovaria trpi jiz pokreilym stadiem onemocmi (ROSENTHAL a JACOBS 1998). Podle
rozsahu metastdz se ovarialni nado#)i do ¢tyt vyvojovych stéadii (I-1V), picemz
vétSina ovarialnich nadarje diagnostikovana az ve stadiu Ill nebo dokonéekidy uz
jsou metastazy v peritoneu a malé panvi (SINldl 2008).

Standardni k&ou pro pacientky s karcinomem ovaria je operac@stednou
chemoterapii zaloZzenou na kombinaci platiny a tax(BOOKMAN 2005), coz vede
k vyznamné redukci malignich btln Casto v3ak vdle pacientky #istane mal&ast
nadorovych bugk rezistentnich k pouzité chemoterapii (nazyvarie tmko minimalni
rezidualni nemoc) aétSina pacientek takéhem 2-5 let progla relaps onemoeni, ktery
byva fatalni (OZOLSet al 2003; DU BOISet al. 2003). U kazdé pacientky je progres
onemocgni ovlivnén fadou faktoidi, jako je ¥k, celkovy zdravotni stav nebo stadium
nemaoci.

Souasné studie ukazuji, Ze nadory s hustou infilt2dB+ CD8+ T bugk jsou
asociovany siiznivymi klinickymi vysledky, coZz nazraje, Ze paciefiv imunitni
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systém niZze hréat dlezitou roli v prevenci relapsu nadoru po pflamé standardni ¢&¢
(ZHANG et al. 2003, RASPOLLINIet al 2005). Nicmé#, ne vzdy lymfocyty infiltrujici
nadory (TILs; tumour infiltrating lymphocytes) zkgi Klinicky stav. Selhani
protinadorové imunity asociované se Spatnou progm@nemocEni mize byt vyvolana
piiliSnou supresi lymfocyt reagujicich na antigeny asociované s nadory (tumor
associated antigens, TAAs), ktera je zpwditovana CDACD25FOXP3 regula&nimi

T buikami (Treg). Omezeni funkce regétach T lymfocyfi tak miZze u pacientekipspet

k lepSi prognoze onemoan (CURIEL et al 2004).

Antigeny, které jsou rozpoznavany TILs, se nevygikwyhradré na nadorovych
buikach, ale mohou byt exprimovany i na normalnichikagh. Nejlépe prostudovanym
TAA je onkogen Her-2/neu. ZvySena exprese Her-2gewdava v rozmezi 8 — 66 %
piipadi pacientek s karcinomem ovaria (TUEFFERDal 2007). DalSim fikladem je
FBP (folate-binding protein), jenz je exprimovawriage nez 90 % ovarialnich karciném
a WtSiny ostatnich epitelialnich nado(PEOPLESet al 1995). U velk&asti pacientek
s karcinomem ovaria je také exprimovan antigen NSGEL (QIAN et al. 2004) a CA
125 (mucin MUCL16), jehoZz sérova koncentrace je engSu vice nez 80 % pacientek
v pokraiilém stédiu epitelialniho ovarialniho karcinomu. Q25 se takédiné stanovuje
pii diagnostice onemoéni (SINGHet al 2008).

2.6 Protinadorova imunoterapie

Pod pojmem imunoterapie rozumimecdBné postupy podporujici nebo
vyuzivajici obranné mechanismy imunity kaspbeni proti nadoru. P pasivni
imunoterapii jsou do organismu dodavany jiz hotopeotilatky nebo aktivované
leukocyty (efektory imunity), f aktivni imunoterapii jsou podavanyiané upravené
antigenni produkty nadoru zéalem vyvolat specifickou protinadorovou odpadv

Protinadorova terapie se v poslednich letech tiodtacentra zajmu diky¢kolika
zasadnim objeim, které pomohly porozuth mechanisram kontrolujicim aktivaci
imunitniho systému a také diky pokroku v laboraifchntechnologiich, jenZz umadije
manipulaci s bilkkami imunitniho systémin vitro.

Pro &innou aktivaci protinadorové imunity musi byt sgieglym T lymfocytim

antigen pedlozen v lymfatickych uzlinach profesionalnimi igeh prezentujicimi
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buinkami. Podle sotasnych poznatk jsou nej@innéSimi APC dendritické hiky
(BREMERS a PARMIANI 2000).

Po objeveni jevu, Ze DC maji jedém®u schopnost antigenni prezentace
a aktivace naivnich T lymfocyt se uskuténilo velké mnoZstvi terapeutickych
vakcina&nich experimerit Pacienti s nAdorovym onema@aim se aktivl imunizuji
vlastnimi DC, které jsou napulsované nadorovymiigamy. Po pidani vhodného
matur&niho cinidla pak zralé pulsované DC v organismu aktivaigivni lymfocyty,
ze kterych se stanou specifické lymfocyty zabijejdorové biky (viz. obr. 2.6).

Jako vhodny zdroj proffpravu DCin vitro se ukézaly byt monocyty izolované
z periferni krve (ROMANIet al 1994). Po @i dnech v pitomnosti cytokiti GM-CSF
a IL-4 se monocyty diferencuji v nezralé dendriéidauiky. Dulezitym aspektem pro
piipravu &innych protinaddorovych vakcin je zdroj nadorovyciigen (podrobrji bude

popsano v kapitole 2.6.4).
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Obr. 2.6: Schéma nadorové imunoterapie dendritickym buiikami. Imunoterapie
pomoci dendritickych byék: Z krve pacienta se izoluji monocyty, v kedtise z nich
vypestuji nezralé dendritické laky, ty se ,nakrmi* gislusSnym ,slabym® antigenem
(nap®. nadorovym nebo virovym), jsou maturovany a visgi zgt do pacientova
organismu, kde dinne stimuluji vznik antigerthspecifickych efektorovych T lymfatyt
(BERZOFSKY et al. 2001)
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2.6.1 Vyuziti dendritickych bu#k v imunoterapii malignit

Protinadorova imunoterapie vyuzivajici DC je slibnferapeutickym fistupem
u pacient v pokraiilych stadiich onemoami, u kterych selhala znama kombinace
standardni &y, chirurgie a chemoterapie. Chemoterapie navitli knedostatené
selektivi€ nici i zdrave biiky a tkarg a zpisobuje tak mnoZzstvi nezadoucictnka.

Imunoterapie pomoci DC tedstavuje alternativni cestu v protinAdorovéhbdé
u pacieni, u kterych je vysoka pra¥godobnost relapsu a nebo itenereaguji na
klasické |€éebné metody. Cilem imunoterapie u padierg pokr@ilym stuprém
onemocgni neni dplna likvidace nadorovych kikn ale spiSe obnova dynamické
rovnovahy mezi nadorovymi Bkami a imunitnim systémem. Vhodnou kombinaci
k indukci protinadorové imunitni odp&di se zda byt operace a/nebo chemoterapie
a neutralizace nadory indukované imunosuprese (RDZK et al 2009).

Ve studii, jez publikoval Hsu a kol. bylktyii pacienti s non-Hodgkinskym
lymfomem I€eni injekcemi obsahujici DC kultivované s idiotygav proteinem
odvozenym z nadoru. U vSectyiech pacient doslo k rozvoji protinddorové bainé
imunitni odpo¥di (HSU et al 1996). V dalSim experimentu byly paciémit
s melanomem podavany injekce dendritickych dsupulsovanych koktejlem pepfid
(MelanA/MART-1, tyrosinasa, MAGE-1 nebo MAGE-3)iigemz vSechny tyto peptidy
jsou exprimovany na melanomovychikéch a jsou znamy jako antigeny, proti kterym
jsou namieny CTLs. U jedenacti z Sestnacti padiese rozvinula peptid-specificka
reakce oddaleného typu a regrese nadoru byla poawsou pti z Sestnacti paciedt
(NESTLE et al 1998). Kugler a kol. ve svych pokusech u padienmetastatickym
renalnim karcinomem vyuZili k& hybridni DC-rendlni nadorové vakcingityfi
pacienti vykazovali kompletni remisi metastatickytdzi a u dvou paciet doslo
k redukci nadorové masy o aleg@0% (KUGLERet al. 2000).

Tyto a mnohé jiné studie nepopiratelposkytuji dikaz, Ze diky imunoterapii
pomoci DC jsme v s@asné dob schopni dosahnout kvalitnich vyslédi obrar proti

raznym typim nadorovych onemoéni.

2.6.2 Imunoterapie ovarialniho karcinomu dendritigkni buizkami

Karcinom ovaria stale pat mezi onemoctni s nejvysSSi mortalitou mezi

gynekologickymi nadory. U &tSiny pacientek dojde k navratu oneméana eziti vice
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jak pat let se udava pouze ve 23-30 ¥ppdi. AZ u i ¢tvrtin pacientek je onemoéni
diagnostikovano jiz v poktilém stadiu, coz je jeden Zdodi, prad je umrtnost
pacientek tak vysoka. Je tedy fmita vyvijet nové terapeutické postupy, které bylwed
k lepSi progn6ze onemosmi (CANNON a O'BRIEN 2009). Dnes jsou znamy
terapeutické fistupy pro lébu ovarialniho karcinomu, zahrnujici itgpad imunoterapii
zaloZenou na protilatkacah cytokinech, jako je IFNtnebo IL-2. Jinymi variantami jsou
vakcinace pomoci pepfid heat shock proteinnebo dendritickych buk (LIU et al
2010).

Jeden z moznych #pohi imunoterapie karcinomu ovaria pomoci DC popsal
Santin a kol., jenZ pouzival DC pulsované peptidyivibvané z autolognich ovarialnich
nadorovych bugk. Takto pulsované DC poté indukovaly specifické 83Dcytotoxickeé
T lymfocyty, které zabijely autologni nadorovénky pacientek v pokrdlém stadiu
ovarialniho karcinomu (SANTINet al 2000). V jiném experimentu byly pouzity
autologni T lymfocyty, které byly kultivovany jedana nadorovymi biikami fizovanymi
s alogennimi DC a jednak s nadorovyminkami fazovanymi s autolognimi DC.
Nadorové biikky fuzované s alogennimi DC vykazovaly vysSi peshéni aktivitu,
nicmeére cytolyticka aktivita byla v obouifpadech srovnatelna (GONgB al. 2000). Také
vakcinace pacientek s pokitym karcinomem ovaria zalozena na DC pulsovanych
peptidy (HER-2/neu a MUC1) vedla ¥tpz deseti pipadi k indukci peptid-specifické
cytolytické aktivity (BROSSART002).

V roce 2006 Tobiasova a kol. publikovali studiiekd byla zarffena na vyvoj
vakcin, jez byly Sité na miru pacientkdm s karcieomovaria. Princip imunoterapie byl
zaloZzen na DC pulsovanych autolognimi apoptotickgiadorovymi biikami. Nadorové
buinky ziskavali izolaci z ascitu a solidniho tumorucipatek a apoptdézu indukovali
vystavenim buék UV zaeni. Dendritické boky pripravovali z monocyt v periferni
krvi, které pulsovali mrtvymi nadorovymi bBkami a nasledh takto stimulované DC
aktivovali matur&nim ¢inidlem polyl:C (polyinosinova polycytosinova kys®l).
Ve svych pokusech prokazali, Ze takttippavené a manipulované DC jsou schopny
acinné stimulovat autologni lymfocyty a indukovat produk&=N-y vin vitro
podminkach (TOBIASOVAet al 2006). Téhoz roku Chiang a kol. vyuZili k aktivac
nadoro¥ specifickych cytotoxickych lymfocytdendritické biiky pulsované nadorovymi
ovarialnimi butkami. U nadorovych butk indukoval pomoci kyseliny chlorné nekrézu,

19



ktera po jejich pohlceni vyvolala&asténou maturaci DC. Tyto DC pak byly
kokultivovany s autolognimi T lymfocyty a nasleédnyla prokdzana cytolyticka aktivita
proti nddorovym bilkdm (CHIANGet al 2006). O rok pozgji Hernando a kol. provedl|
experiment u pacientky s metastatickym karcinomewaria. Ve ¢tyitydennich
intervalech ji bylo podavano 10 vakcin autologniz@ pulsovanych mRNA kodujici
folate recepton: (FR- o). P&t mésial po posledni vakcinaci doSlockst&né imunitni
odpowdi a po Sestnacti #sicich byla zaznamenana remise az 50 % metastaz
v lymfatickych uzlinach. Mimoto hladina CA-125 bylgrrazreé sniZzena jiz po podani
prvni vakciny (HERNANDGet al. 2007).

VSechny vySe uvedené typy vakcin zaloZzené na punpodani DC pulsovanych

raznymi typy antigefi byly pacientkami doite snaseny, bez zj&tych vedlejSich &inka.

2.6.3 Vliv maturaniho stavu DC na dinnost vakcin

Maturani stav dendritickych buwk je rozhodujicim faktorem pro efektivni
antigenni prezentaci a iniciaci primarni imunitdpowdi. Ukazalo se, Zeuené typy
matur&nich stimuli determinuji dzny stupé diferenciace a tudiz i vyslednou imunitni
reakci (MUNZet al. 2005). Nezralé dendritické tky nemaji dostata¢ vysokou expresi
kostimulanich molekul, a proto nejsou schopny poskytnowmiain T lymfocytim druhy
signdl, ktery je nutny k aktivaci T bék Tento funkni Gtlum se oznaije jako anergie
(viz. obr. 2.6.3).

Diive se k vyvolani maturace DC vyuzZivalagsnprozasitlivych cytokini IL-1[3,
TNF a IL-6, s pidavkem PGE (JONULEIT et al 1997). Pozéi se vSak prokazalo,
Ze nej@inngjSimi aktivatory DC jsou &které specifické struktury patogenPo jejich
rozpoznani Toll-like receptory, dochazi velmi ryell plnohodnotné aktivaci dendritické
buiky a k indukci imunitni odpoddi, kterd vede k eliminaci patogenu. Mnoho
z mikrobialnich ligand TLRs ma velmi podobnécinky na buiky prezentujici antigen,
zpravidla charakterizované indukci progiimych cytokini a IL-12 (EDWARDSet al
2002) Maturované DC produkuji vysoké hladiny polatizich cytokii T burek,
pievazre IL-12, ktery zasadhovliviiuje vyvoj imunitni odpo¥di smérem k CD4+ Thl
a CD8+ CTL (CANNONet al 2002).

Dendritické buky po stimulaci silnym matutaim signalem produkuji
jednorazo¥ velké mnozstvi cytokin vcetrg IL-12p70. Pokud jim je ale po odexm

tohoto signdlu podano dalsi mattma agens, DC jiZz nejsou schopny IL-12p70
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produkovat. Dojde-li vtomto stadiu kinterakci slymfocytem, DC neni schopna
indukovat @innou imunitni odpo¥d’ (SPISEKet al 2003).

Spisek a kol. ve svych pokusech testovali vliv T&NF kombinaci s polyl:C na
matur&ni stav DC a produkci IL-12. Zjistili, Ze 48 h ptnsulaci €mito matur&nimi
stimuly DC vykazovaly nejvysSi expresi kostimiriich molekul a produkce IL-12
dosahla nejvyssich hodnot jiz po 24 h (SPISEIL 2003).

Rouas a kol. roku 2004 zkouSalzné maturani stimuly a zji§ovali jejich vliv na
fenotyp DC a produkci IL-12. Porovnavali solubildD40L v kombinaci s IFN4
polyl:C, LPS a koktejl cytokit (IL-13, TNF-a a IL-6) s PGE Jejich data ukazala, Ze pro
klinické studie se jako nejvhod8i matur&ni agens jevi polyl:C (ROUASt al 2004).

Pfi vyvoji vakcin je teba dbat na to, aby bylo zvoleno co nejefek§sin
matur&ni agens. Bkteré ligandy TLRs maji sice vysoké stimtria (Kinky, avSak pra¥
pro tento fakt, nejsou pro imunitni systém vhodRyotoZze wkteré silné matukani
stimuly, napiklad LPS, indukuji vysokou, ale pouze ¢denou produkci cytokinu
IL-12p70, zralé DC nejsou schopny po odsuntéto ,jednoradzové* produkce &p
produkovat tento cytokin. Zehoz vyplyva, Ze takto maturované DC nejsou vhodné
k indukci Thl a CTL protinadorové odpsmi (MCILROY a GREGOIRE 2003).

(@) Nezrala DC (b) ZralaDC

Anergic (non-responsive) T cell

Obr. 2.6.3: Vliv stadia DC na vznik imunitni reakce

a) receptor T bugk (TCR) — peptid — MHC interakce (signal 1) a b3tkaula’ni signal
(signal 2) nutny pro Uplnou aktivaci. Pokud nenstikmula’ni signal, dojde k anergii.
(MALMSTROM et al., 2005)
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2.6.4 Zpisoby pulsace a zdroje nadorovych antigen

Zpasob pulsace a zdroj nadorovych antigge jednim z rozhodujicich faktir
které maji vliv na vyvoj protinadorovych vakcin.

Jednou z moznosti jsou dendritickénky pulsované konkrétnimi peptidy, jez
pochazeji z popsanych nadorovych antigenkteré se vazi na MHC gp fidy. Toto
ieSeni je relativh jednoduché, neni p@ba ziskavat nadorové itky od pacienta
a imunitni odpowd’ je dolie sledovatelnd. Na druhou stranu nevyhodéupplsaci
peptidy je, Zze konkrétni jednotlivé peptidy Ize pitujen u pacierit s gislusnou
molekulou HLA a protinadorova odpé&¥ je omezena na tento dity peptid (GROH
2005).

Zdrojem antigenu iite byt i cely rekombinantni protein. Ve studii, ricte
publikovali vroce 2004 Barrou a kol. pouzili k pati DC lidsky rekombinantni
prostaticky antigen PSA (Dendritophage-rPSA). Inninodpo¥d specificka pro PSA
byla detekovana jen wkterych pacienit (BARROU et al 2004).

Na mysich pokusech Fields a kol. prokazali, Ze ak® pulsované nadorovym
lyzatem jsou schopny indukovat proliferaci spe&iich protinadorovych T lymfocut
(FIELDS et al. 1998).

DalSi moznosti je transfekce RNA, kterou |zémmw izolovat z ndddr, do DC.
Schopnost amplifikovat RNA i z velmi malého mnoZzshéadorové tkah umoziuje
pouziti transfekovanych DC k vakcinaci prakticky w$ech paciefit s nadorovym
onemocgnim (GILBOA a VIEWEG 2004).

V neposlednitad® Ize jako zdroj nadorovych antigierpouZzit celé apoptotické
nadorové bilkky. DC tak prezentuji lymfocyin Sirokou Skalu nadorovych epitppimz

zabezpeéuji polyklonalni odpo¥d’ imunitniho systéemu (SPISE# al 2010).

2.6.5 Vliv apoptotickych bu#k na imunitni odpoéd’

V Zivych buikach je fosfatidylserin (PS) umdst pouze v buétné membra& na
vnitini  cytoplasmatické stradipido-proteinové dvojvrstvy. P apoptéze vSak dochazi
zahy ktranslokaci PS na &8i stranu membrany. Tato membranova modifikace
umoziuje rychlé rozpoznani apoptotickych kkna jejich pohlceni fagocytujicimi
bunkami (MUNOZet al. 2007).
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Dendritické buky pulsované apoptotickymi nadorovymiikami se dnesdine
pouZzivaji pi vyvoji protokoli pro imunoterapii nadér Vyuziti mrtvych nadorovych
burgk vSak mize vyvolat nejen imunitni odp&¥, ale také toleranci, codini Ucinek
vakcinace nedvidatelnym (SHURIN 2009).

Pavodni studie udavaji, Ze DC, které fagocytuji aptpké buiky jsou schopny
acinné zkizené prezentace antigenu cytotoxickym lymfaoyt(ALBERT et al 1998).
Jiné studie naopak prezentuji, Ze pohlceni nelkyptit burtk umoziuje indukci
maturace DC, zatimco pohlceni apoptotickych ¢kuneposkytuje dostatey impuls
k aktivaci DC a tim vyvolaniislusné imunitni odpadi (SAUTER et al 2000). Podle
Basu a kol. se proteiny tepelného Soku (HSPs, Beatk proteins), které hraji roli
v indukci maturace dendritickych btky uvoliuji pouze z nekrotickych a nikoliv
apoptotickych bugk (BASU et al. 2000). Feng a kol. vroce 2001 vSak publikovali,
Ze HSPs exprimuji i apoptotickétiky (FENGet al. 2001).

Jak jiz bylo zmiano v kapitole 2.3.6, dendritické tky dokazi diky zkizené
prezentaci prezentovat T lymfoéyt exogenni antigeny v komplexu s MHC gp#idy,
coz jecini hlavnimi aktéry v butné zprostedkované imuné V roce 2000 Ferlazzo
a kol. prokazali na pokusech s B bamou linii transformovanou virem Epstein-Barr
(B-EBV lymfoblastoidni bu&cna linie, LCL), Ze je mozné pouzit apoptotickéikyjako
vhodny zdroj antigein pro dendritickymi biikami zprostedkovanou prezentaci
CD8+ prekurzaim CTLs. Dale ukazali, Zze produkce IRNje indukovana pouze po
restimulaci autologni LCL. Zajimaveé je, Ze pouZitlubilniho antigenu derivovaného
ze stejné LCL nevyvolalo indukci CD8+ specificképogkdi. Je mozné, Ze apoptotické
buiky maji wtSi vliv na zKiZzenou prezentaci, prasoodobré v disledku specifickych
povrchovych markeérnebo dosud zatim neobjg&sgch faktoti, cozZ jecini efektivrgjSimi
v indukci CD8+ specifické odpédi (FERLAZZOet al. 2000).

Fagocyt6za apoptotickych btknh makrofagy vyvolava &innou protizastlivou
odpowd skrze produkci TGB1 a dalSich protizatlivych molekul a snizuje nasledné
uvolovani prozaétlivych cytokini. Vzhledem k vyvojové ipbuznosti makrofaiy
a myeloidnich DC by se dalofqupokladat, Ze by pohlceni apoptotickych &un
dendritickymi buikami mohlo mit podobné efektoroveé funkce.

Ve studii, kterou publikovali v roce 2001 Stuarka. se udava, Ze endotoxinem

indukovana produkce IL-12 je sniZzena u dendrititkparek, které pohltily apoptotické
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buiky. Navic je u &hto DC inhibovana exprese kostimiria molekuly CD86. DC
pulsované apoptotickymi Bkami maji v disledku &chto znmén snizenou schopnost
stimulovat proliferaci T lymfocyt. Autori uvackji nepatrny rozdil v povrchové expresi
kostimulanich molekul CD40, CD80 a CD86 u nezralych derckiich burk, které
pohltily apoptotické biikky a DC bez apoptotickych béky, coZ potvrdilo fakt, Ze pulsace
neaktivuje DC. Oproti tomu, pokud byly dendritickiinky maturovany LPS, byl
zaznamenan vyrazny rozdil v povrchové expresi CD®&@&zi DC pulsovanymi
apoptotickymi bitkami a nepulsovanymi. Je tedyepgné, Ze DC s nizkou expresi
kostimulanich molekul nejsou schopny doiuT lymfocytim druhy signal a indukuji tak
u nich anergii nebo deleci, zatimco zralé DC, ktenéprimuji vysoké hladiny
kostimula&nich molekul a jez jsou schopné produkovat stiniclugytokin IL-12,
vyvolavaji adaptivni imunitu. #e@dpoklada se tedy uzky vztah mezi fenotypickymi
zménami DC a stimulaci T bik (STUART et al 2002). Data publikovana v roce 2008
Renem a kol. tyto vysledky potvrzuji. Zjistili takée dendritické htky pulsované
apoptotickymi beikami produkuji nizsi hladiny prozéttivych cytokini, jako je TNFe,
IL-1a a IL-12 a zarowe vySSi hodnoty IL-10 oproti samotnym DC. Z uveddnyc
vysledii tak vyplyva, Ze pulsace apoptotickyminiami vyraz@ ovliviuje funkeni

a fenotypické ziny DC. Dale zjigovali jakou ngrou ovliviiuji apoptotické biiky

in vitro T buré¢nou odpo¥d. Prekvapivw (v porovnani s pokusyex vivg nebyly
zaznamenany &Si rozdily v @innosti pulsovanych a samotnych DC stimulovat
proliferaci T lymfocyti. V produkci IL-2 nebyly vidt signifikantni rozdily, zatimco
produkce IFNy byla u pulsovanych DC vyragmizsi nez u samotnych DC (RE al
2008).

Jiné publikace jsou vSak v rozporuémito vysledky. Nagiklad v roce 2003
Goldszmid a kol. na pokusech s DC pulsovanymi agagiymi melanomovymi bitkami
ukazali, Ze pohlceni apoptotickych kkn v porovnani se samotnymi DC, neinhibuje
expresi kostimuléni molekuly CD86 ani MHC gp llritdy (GOLDSZMID et al. 2003).

Neni tedy jednozra¢ jasné, zda apoptotické iky pohlcené dendritickymi
bunkami vyraz®ji ovliv iuji vysledny maturéni stav DC. Otazkou tedyigtava, zda tento
efekt neniZze negativa ovlivnit vysledek imunoterapie takto pulsovanymC[a jaké
matur&ni agens saiasré s pulsaci pouzit tak, aby dostat& aktivovalo DC pro dinnou

prezentaci antigenu naivnim T lymfoa.
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3. MATERIAL A METODIKA

3.1 Vzorky

Pro nas projekt jsme pouzivali dendritickéky derivované z monoc§t(MoDC),
jejichz zdrojem byly tzv. buffy coaty od zdravychcaymnich dant. Buffy coat je frakce
nesrazlivé krve po centrifugaci, ktera obsahujev@zié leukocyty a trombocyty. Tyto
buffy coaty nam poskytl Ustav hematologie a krevansfuze v Praze (UHKT). Veskeré
prace s biikami byly provadny ve sterilnich rukavicich a v laminarnim boxu ,tak

aby se zabranilo kontaminaci vzorku.

3.2 Material

Chemikalie
= DMSO (Fluka)

= Ethanol 96% (MERCK KGaA)
» Ficoll-Pague (GE Healthcare Bio-Sciences AB)

Pripravované roztoky

= Barvici roztok pro prtokovou cytometrii

50 ul/vzorek (PBS pH 7,2 + 2 % FBStedna protilatka)
=  Kompletni médium

RPMI 1640, 10 % FBS, 5 % L-glutamin, 5 % streptomyge penicilin
» ZamrazZovaci médium

70 % kompletni médium + 20 % FBS + 10 % DMSO

Dodéavané roztoky

= Brefeldin (eBioscience)
=  DAPI (Invitrogen)

= Diluent C (SIGMA)

* FBS (BIOCHROM AG)
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» Fixaéni pufr (eBioscience)

= Glutamin (Lonza)

= PBS pH 7,2 (Lékarna FN Motol)

= PBS s 2 mmol/l EDTA (Lékarna FN Motol)
= Penicilin (Lonza)

= Permeabilizani pufr (eBioscience)

= RPMI 1640 (Lonza)

= Streptomycin (Lonza)

Enzymy

= Trypsin EDTA (Lonza)

Komeréni sady

= Apoptosis Assay Kit — FITC (Exbio)
= In SituApoptosis Detection Kit (TREVIGEN)
=  MILLIPLEX® Map Kit (Millipore)

Pouzité monoklonalni protilatky

*= Anti IFN-y APC (BD)

= CD3 PCY7 (eBioscience)

= CD8 FITC (Exbio)

= CD11c APC (Exbio)

= CD14 PE-Dy590 (Exbio)

= CD80 FITC ( Immunotech)

= CDS83 PE (Immunotech)

= CD86 PE-Cy5 (BD)

= HLA-A2 Alexa 647 (Serotec)
= HLA-DR PC7 (BD)

Pouzitd maturaéni ¢inidla
= lonomoycin (Calbiochem)

= LPS (SIGMA)
= PMA (SIGMA)
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= Poly I:C 1 (Invivogen)
= Poly I:.C 2 (SIGMA)

Cytokiny

= GM-CSF (Gentaur)
= |L-2 (PEPROTECH)
= |L-4 (Gentaur)

Pouzité barvy

» PKH26 (SIGMA)

= PKH67 (SIGMA)

= Trypan blue Stain (BioWhittaker)
= Vybrant Dil (Invitrogen)

= Vybrant DiO (Invitrogen)

Ostatni material

= Kultiva¢ni desttky (NUNC)
= Kultivani lahvicky 25 cnf (NUNC)
= Kultivagni lahvicky 75 cnf (TPP)

Pristrojové vybaveni

= Inkubéator CO2 (Jouan)

= Konfokalni mikroskop FV300 (OLYMPUS)
= Laminarni box (Jouan)

=  Luminex® 100 Instrument (Luminex)

» Paita¢ burgk (Beckman Coulter)

» Pritokovy cytometr BD FACS Aria (BD Biosciences)
= Stolni centrifuga (Jouan, Hettich)

=  Swtelny mikroskop CKX41 (OLYMPUS)

= UV translaminator (ULTRA-LUM)

=  Vakuovy odsava( NOSHOK)

* Vodni lazés (MEMMERT)
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Software

= BD FACSDiva Software (BD)
* FlowJo 8.5.2 (BD)
= GraphPad Prism 4.03 (Trial)

= Luminex 1.7 Software (Luminex)
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3.3 Metody

3.3.1 Fiprava dendritickych buék diferencovanych z monodytin vitro

V in vitro podminkéach Ize z periferni krve vyizolovat relatiwelké mnozZstvi
monocyfi, ze kterych je moznééhem rekolika néasledujicich dni vlivem vhodného
cytokinového prosedi vygstovat nezralé dendritické tky.

Bunéénou suspenzi z buffy coatu jsmeéefi do 50 ml zkumavky a rfadili
v pormeru  1:1 v PBS+EDTA. Poté jsme opatrmavrstvili na 15 ml Ficollu Paque
a centrifugovali 30 min na 1800 rpmii faboratorni teplat Po centrifugaci jsme odebrali
prstenec mononuklearnich kikn ktery je na rozhrani Ficollu Paque a plasmyengesli
do nové 50 ml zkumavky. Dale jsmerity resuspendovali v PBS a &lona 1200 rpm.
Promyti se zopakovalo jeéStivakrat, picemz paet ot&ek byl snizen na 1000 a néslédn
na 800 rpm P 4°C. Nasledn jsme buiky spcitali, nasadili do kultivénich lahvEek
s povichem 75cmdo 15 ml kompletniho média a uloZili na 2 hodingherovat
do inkubatoru i 37°C v prostedi 5% CQ.

Oplachovanim dna lahtky PBS jsme odstranili nenaadherované lymfocyty
(které jsme zamrazili pro dalSi pouziti), latka tiikrat oplachli PBS, poté
k naadherovanym kam gidali 20 ml kompletniho média s cytokiny IL-4 (2@/ml)

a GM-CSF (500 U/ml) a lahtky umistili opst do inkubatoru.

Po giti dnech jsme ziskali nezralé dendritickéky

L GMCSE
I - — — & — iy —
- T— w5 14
i v= Adherence Monocyt Nezrala DC
=it et -
1.den 1.-6.den

Obr. 3.3.1: Friprava dendritickych bunék in vitro
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3.3.2 Stimulace nezralych dendritickych béin

Nezralé dendritické hiky jsme po pti dnech sebrali z kultivanich lahviek,
promyli v PBS a nasadili do 24 nebo 48 jamkovycktidek tak, aby byla zachovana
koncentrace butk 1M/ml. Nasleds jsme k butkam gidali prisluSné matukai agens
(viz. tabulka 3.3.2) a hitky kultivovali 24 h v inkubatoru.

Stimulant | Receptor | Vysledna koncentrace
polyl:C
vyroibce 1 TLR3 25 ng/ml
polyl:C
vyroice 2 TLR3 25 ng/ml
LPS TLR4 1 ug/ml

Tabulka 3.3.2: Pouzité stimulanty dendritickych burgk a jejich vysledné
koncentrace

3.3.3 R¥stovani nadorove linie OV-90

Bunécnou linii karcinomu ovaria OV-90 jsmeégtovali v kompletnim médiu
Vv inkubatoru pi 37°C. Kazdy teti den jsme provéat pasaz linie. Staré médium jsme slili
a lahvitku oplachli PBS. Vzhledem k tomu, Ze se jedn& cesalitni linii, pomoci 5 ml
trypsinu jsme nejprve liky odlepili ode dna laheky (buiky se inkubovaly s trypsinem
asi 5 minut) a poté vysmili staré médium zgerstvé. Provadi se maximél8est pasazi,
aby se pedeSlo pipadnym mutacim vzniklym dlouhodobynggtovanim nadorovych
burgk.

3.3.4 Pulsace dendritickych buk nadorovymi buikami linie OV-90

U nadorovych buk, které se pdavaji k DC, jsme vzdy 24 hiedem indukovali
apoptézu. Pogr dendritickych busk k nadorovym bilkam byl 5:1 a nasazovali jsme

je v kultivainim médiu do 24 nebo 48 jamkovych dé&sitiv koncentraci 1M/1ml.
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3.3.5 Apoptoza nadorovych bk

3.3.5.1 Navozeni apoptozy nadorovych buh

Apoptozu nadorovych bwhk jsme indukovali pomoci UV #ani, kterému jsme

bunky vystavili po pasazi na dobu 10 minut.

3.3.5.2 Stanoveni apoptoézy nadorovych bwéh — znateni Annexinem V

Apoptoézu nadorovych bwk jsme stanovovali na zakladiazby Annexinu V na
membranu bu¥k. Analyzovanym materidlem bylo 1Q4@ suspenze nadorovych bikn
v kultivatnim meédiu v koncentraci 3-5M/ml. Procento apoptotoh a mrtvych bugk
jsme stanovovaliied indukci apoptézy a 24 h nebo 48 h od indukcet@zg. Na toto
stanoveni jsme pouzivali soupravu APOPTOSIS ASSAY KFITC.

100 pl buréené suspenze jsme radidl do dvou zkumavek a promyli v PBS.
Bunky jsme resuspendovali ve vazebném pufru (ten jsqifigravili naredtnim 10x
koncentrovaného vazebného pufru v gam1:9 s destilovanou vodou), do jedné ze
zkumavek jsme potéfigali 5 pl konjugatu annexin — FITC. Druhym vzorkem byla

nezngena kontrola (viz.tabulka 3.3.5.2).

Analyzovany vzorek OrEi) Znageni

vzorku
Den O

Pred indukci neznacené DAPI

apoptozy L, _
Den 0 znadené Annexin FITC+DAPI
Denvl ) DAPI
neznacéené

Po indukci apoptézy
Den 1 znacené Annexin FITC+DAPI

Den 2
neznacéené

Den 2 znacené Annexin FITC+DAPI

DAPI

Po indukci apoptézy

Tabulka 3.3.5.2: Kombinace protilatek pro cytometrckou analyzu apoptdzy
nadorovych bunék

Vzorky jsme inkubovali 15 min ve tnpti laboratorni teplat Poté je promyli

ve vazebném pufru, centrifugovali, resuspendovpéit we vazebném pufru a nakonec
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pridali ke vSem vzorkm 3 pl DAPI. Vzorky jsme ndtili na pritokovém cytometru a data

nasledyd analyzovali v softwaru Flowjo.

3.3.5.3 Stanoveni apoptoézy nadorovych béh — TUNEL assay(TdT-mediated dTP-
biotin nick end labelling)

Tato specificka a citliva metoda je zaloZzena na&klk@tzlomi DNA. Metoda zna&i
buiky na z&atku a ve sedni fazi apoptozy. Byly pouzity zZivé nadorovéiky a buiky
24 h po indukci apoptdzy, v koncentraci 1M/ml.

Bunky jsme rozdlili po 1M do Sesti mikrozkumavek a €ib 5 min na 2300 rpm,
pii laboratorni teplat Supernatant jsme odstranili, peletku &#umesuspendovali v 1 mi
3,7% paraformaldehydu a inkubovali 10 mih faboratorni teplat Po promyti v PBS
jsme k peletce bwk pridali 100l cytoninu a nechaliigs noc v lednici.

DalSi den jsme hiky staili, pfidali 1 ml 1x TdT zngiciho pufru a oft
centrifugovali. Vzorky pro pozitivni kontrolu jsmeo promyti v destilované veéd
resuspendovali v 2l pracovniho roztoku TACS-Nukleaza a inkubovalirgih ve vodni
lazni @i 37°C. Ostatni vzorky jsme mezitim ponechali VIIK zna&icim pufru.

Ke v8em vzorikm jsme pidali 25 pl zn&iciho reakniho mixu, gicemz ti vzorky
byly znaené TdT enzymem & tbyly bez enzymu. Inkubovali jsme 1 ki 87°C. Reakci
jsme zastavili idanim 1 ml 1x stop pufru. Nakonec jsme ke vaonkpridali 25 pl
Streptavidin — FITC pracovniho roztoku a inkubovall min ve trd pii laboratorni
teplo€. Po poslednim promyti jsme vzorky resuspendov&B® a az do analyzy na

praitokovém cytometru uchovavali na ledu a vé&.tm

3.3.6 Fagocytdza nadorovych béndendritickymi buikami

Principem testu bylo prokazat fagocytickou aktivibezralych dendritickych
burgk pulsovanych apoptotickymi bkami. ZkousSeli jsme kombinaceianych barev
a stejr tak pulsaci na ledu &i@B7°C v inkubatoru. Mili jsme na péitokovém cytometru

a vysledky doplnili analyzou na konfokalnim mikrogki.
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3.3.6.1 Barveni dendritickych a nadorovych buik pro Géely detekce fagocytdzy

3.3.6.1.1 Zn&eni nadorovych a dendritickych burék membranovymi barvami

Vybrant Dil a DiO pro stanoveni fagocytozy

U nadorovych butk jsme indukovali UV zéenim apopt6zu a takto je uchovavali
vinkubatoru pi 37°C. Nésledujici den jsme tiky tiikrat promyli v PBS+EDTA
a nakonec resuspendovali v1 ml RPMI (s antibigtilgidali jsme 5ul ¢ervené barvy
Vybrant Dil, pipetou doke promichali a inkubovali 15 min#ip37°C. Poté jsme hiky
centrifugovali v nechlazené centrifuze 5 min na@%Pm. Je&t dvakrat jsme promyti
zopakovali v RPMI (s antibiotiky). Nakonec jsmenky resuspendovali v kompletnim
médiu a stanovili koncentraci.

Pii barveni dendritickych buwk jsme postupovali stejnym #&gobem,
ale s pouzitim zelené barvy Vybrant DiO.

3.3.6.1.2 Zn&eni nadorovych a dendritickych burék barvou PKH26 a PKH67 pro

stanoveni fagocytozy

Po pasazi jsme naddorovénby dvakrat promyli v RPMI (s antibiotiky). ikladng
odstranili supernatant (zbylo max. 26 média), gidali 1 ml diluentu C a Spkou
dukladre resuspendovali. Bezprostre pied barvenim jsmeftipravili roztok PKH26
v diluentu C (3ul PKH26 do 1 ml diluentu C), ktery jsme potédali k 1 ml burgtné
suspenze a obsah ihned promichali protahovaninskaipi Inkubovalo se 5 min,
s olrasnym promichanim jemnyntgklapnim. Reakci jsme zastaviliiipanim stejného
objemu FBS. K obsahu zkumavky jsme po 1 miridgli stejny objem kompletniho
média. Nasledovalytit promyti v kompletnim médiu. Nakonec jsme nadordéky
spaitali a umistili na 10 min pod UV lampu.

Pfi  barveni dendritickych buwk jsme postupovali stejnym #&pgobem,
ale s pouzitim barvy PKH67.

3.3.6.1.3 Zn&eni dendritickych bunék protilatkou CD11c pro stanoveni fagocytozy

Po ¢tythodinové pulsaci dendritickych b&k nadorovymi biikami jsme k DC
pridali 5 pl protiladtky CD11c a inkubovali 20 min v ledniciofé jsme objem doplnili 200
pl PBS a centrifugovali 5 mintpl500 rpm. Buiky jsme resuspendovali ve 2Q0PBS.
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3.3.6.2 Stanoveni fagocytdzy nadorovych bk dendritickymi bu fikami

Principem testu je @¥eni fagocytické aktivity nezralych DC, které jsalgovany
apoptotickymi nadorovymi bikami.

Dendritické buky i linie OV-90 zng&ené gisluSnymi barvami jsme napipetovali
na 96 jamkovouJ desttku v porgrech 1:1 a umistili na 4 h pulsovat do inkubétoru
(pfipadre na led). Poté jsme vzorkyrgpipetovali na 96 jamkovow destéku,
centrifugovali 5 min fi 1500 rpm a resuspendovali ve 100PBS + 2 % FBS. N&ili

jsme na pitokovém cytometru a analyzovali v programu Flowjo.

3.3.6.3 Pozorovani fagocytdzy nadorovych béhk na konfokalnim mikroskopu

U nadorovych butk jsme den fedem indukovali apoptézu. Nasledujici den jsme
dendritické biiky nabarvili barvou Vybrant DiO a nadorovénly barvou Vybrant Dil.
Bunky jsme nasadili do 96 jamkové desttky, pricemz jsme pouzili 200 tisic DC,
v porreru 5:1 k nim pidali apoptotické biky a destiku ulozili do inkubatoru fp 37°C.

Kryci sklicka obarvena alcian blue jsme vloZili na parafilmRkiriho misek a na
kazdé skilko nakapli pislusny vzorek. Rkryli jsme a ponechali {d hodiny
v inkubatoru. Poté jsme na parafilm nanesli kapku@faraformaldehydu a na to polozili
sklicka se vzorkem. Nasledovalo 2x promyti v PBS a nakgeme sktika se vzorky
premistili na podlozni skla s nanesenym montovacimiene.

Vzorky jsme uchovavali ve téna analyzovali na konfokalnim mikroskopu. ¥tip
zornych polich jsme sgdali mnozstvi samotnych DC, samotnych nadorovyahék
a pohlcenych nadorovych btkndendritickymi buikami. Z toho jsme pak &iti procento

pohlcenych apoptotickych nadorovych kkan

3.3.7 Test stimulace lymfoayt

Cilem tohoto testu bylo prokazat stimulaci nadérmpecifickych lymfocyi
dendritickymi butkami pulsovanymi apoptotickou nadorovou linii OV-90

Principem testu je in vitro podminkach vygstovat nezralé DC, které jsou
schopny pohiltit apoptotické bhky. V dalSich krocich se k takto manipulovanym Di{@i@
matur&ni agens a takto stimulovanénly se poté kultivuji a néaslednkokultivuji
s autolognimi T lymfocyty. Aktivace specifickychnijocyti se zji$uje metenim IFNy

pomoci pitokové cytometrie.
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Z buffy coatu jsme ifpravili nezralé dendritické hiky a lymfocyty zamrazili pro
dal3i pouziti. Sesty den jsme z kultiméch lahvtek sebrali nezralé DC, promyli v PBS
a ¢ast nezralych DC zamrazili (pro p@si restimulaci). Zbylé DC jsme nasadili do 24
jamkovych destiek v koncentraci 1IM/ml a v padru 5:1 k nim pidali apoptoticke
nadorove biikky. Na za¥ér jsme stimulovali biaky pfidanim 10l matura&niho ¢inidla
polyl:C (vyrobce 1) a nechali do druhého dne matatov inkubatoru p 37°C
v atmosfée 5% CQ. Vidy jsme mndli 4 jamky, nezralé/maturované DC
a nezralé/maturované DC pulsované apoptotickymoredgmi buikami.

Nasledujici den jsme provéldstimulaci lymfocyti. Lymfocyty jsme rozmrazili,
spaitali a nasadili do kultiveniho média v koncentraci 1M/ml do 24 jamkovych
desttek. Poté jsme knim vparu 10:1 gidavali stimulované dendritické bky
piipravené pedchozi den.

Zarover jsme odebrali 100 tisic DC u kazdé jamky a c#ngrotilatkami na
detekci povrchovych marki(viz. kapitola 3.3.8).

Trinacty den jsme rozmrazili nezralé DC a opakovafitpp z Sestého dne.

Nasledovala restimulace lymfoéyt Lymfocyty kultivované s DC z minulého
tydne jsme centrifugovali 5 mintip1500 rpm, resuspendovali v kompletnim meédiu
a kazdou jamku rozpipetovali po 200 tis. &kima 96 jamkovolJ desttku. Dale jsme

aplikovali vzorky a reagencie dle obr. 3.3.7.

PAAY FMO
rastinml nemstimul.  jon lontrola

mmio+ine | (3 | (O [ OO | (D
smio+mDC | 3 | (0 | O | (D
mo+iDCp | (3 | O [ O | (D
tymfo+mDCp| {3 | () D! D

Obr. 3.3.7: Schéma restimulace lymfocyt na 96 jamkové destice. Do jednotlivych
sloupai jsme aplikovali: 1. sloupec —riglusné DC (restimulace), 2. sloupec — pouze
kompletni médium (nerestimulované), 3. sloupec -ARIMomycin (pozitivni kontrola),
4. sloupec —fislusné DC (negativni kontrola)

Takto pipravenou destku jsme ulozili na 2 h do inkubatoru. Po 2 h jsme
do vSech jamekijmali 50 pl brefeldinu gedili jsme 1000x v kompletnim médiu) a znovu

ulozili do inkubatoru, tentokrat na 4 h.
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Po inkubaci jsme vzorkyippipetovali na 96 jamkovod destéku a st@ili 5 min
pii 1500 rpm. Supernatant jsme odstranili aikyufixovali 20 min v 50l fixa¢niho
pufru. Nasledovalo promyvani v permeabitiaan pufru a znéeni burk na gitomnost
IFN-y.

Pripravili jsme 2 znaici roztoky, gicemz jeden obsahoval protilatky CD3, CD8
a IFNy a ve druhém IFN-chykel (pro spravné nastaveni byly jako kontrola pouzity
buiky bez zna&eni IFNy). Do prvnich ti sloupd jsme napipetovali zi&i roztok
s IFNy a doc¢tvrtého sloupce zriéci roztok bez interferonu. Destu jsme ulozZili na
30 min do lednice a poté vzorky promyli v permeabiinim pufru. Nakonec jsme je
resuspendovali ve 20@ 1% paraformaldehydu v PBSigmesli do zkumavek pro FACS

a nefili na pritokovém cytometru.

Ziva nadbuiika Apopt.ndd burika
&) — 9
1 \Pltar.n
IL-4 ) Wiaturaini b i g
. o e i S——— {fﬁ o -
= GM-CSF “ signal Fai B
\ L | Adherence Monocyt Hezrald D Zraka DC
1.den 1.- 6. den 6. — 7. den
viud Stimulace autolognic o,y nce fmfacyti s DG Restimulace I}'mrac}'lﬁ
‘o — 4 bmiocyt puls. . puls.(iDC.mDC Vnepuls.
. (iDCmDC) nepuls. (IDC.mDC)
ZralipusDCc  (DCmDC) g 2EE
Tden 1 T-13den 14.den 1
. Dieteloce TFN -y
Fenetypizace DC pozitivnich bunék

Obr. 3.3.7.1: Schématické znazorni testu na stimulaci lymfocyt

3.3.8 Detekce povrchovych marlie+ fenotypizace DC

Peletku stimulovanych dendritickych hikn jsme resuspendovali v 5@l
zn&iciho roztoku, ktery obsahoval mAb proti zvolenyrarkeiim (HLA-DR PC7, CD80
FITC, CD83 PE, CD86 PC5, CD14 PE-Dy 590 a CD11c AMRBS s 2 % FBS). Nechali

jsme inkubovat 20 min v lednici, poté&igeali 1 ml PBS a st®li 5 min pti 1500 rpm.
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Promyti jsme opakovali jeSfednou, nakonec jsme biimou peletku resuspendovali ve
300ul PBS.

Méfili jsme na pitokovém cytometru BD FACS Aria v softwaru BD FACSBRI
a vysledky analyzovali v softwaru FlowJo 8.5.2.

3.3.9 Stanovené mnoZstvi cytokiprodukovanych stimulovanymi
dendritickymi buikami metodou Luminex

Systém luminex nam umbdje v jednom vzorku stanovit vice cytolinajednou.
Tato metoda je zaloZena na principutpkoveé cytometrie, dokaze stanovit az 100 arialyt
na jamku a jeji vyhodou je, Ze k jejimu provedetatismaly objem vzorku. Vyuziva
mikrokulicky o velikosti 5,6 um s navazanymi primarnimi protilatkami proti
stanovovanym analgin. K &mto mikrokulickdm je gidan vzorek a je-li v &m pritomen
dany analyt, navaze se na primarni protilatku. &thslje pridana fluorescein¢é zna&ena
sekundarni protilatka, ktera je detekovana laserégsledna data jsou vyhodnocena

softwarem, jenz je s@asti celého systému.

Obr.3.3.9: Schéma principu metody luminex

Pomoci mikrokuliek je mozné detekovat az 1Gxnych barev (1). Navazani primarni
protilatky na mikrokuliku (2), k mikrokulikdm se pda vzorek a dojde k navazani
analytu na primarni protilatku (3), k systému sdilage detekni protilatka zn@ena
fluorochromem (4). Laserovy paprsek excituje flabrom a nasledhse detekuje emisni
spektrum (5).

Na 96 jamkovou destku Luminex jsme do kazdé jamky napipetovali 2d0
pufru a nechali 10 min na&epace (¥ laboratorni teplat Po proviikeni dna jsme pufr
pomoci vakuové odsédey odstranili. Do pislusnych jamek jsme napipetovali 26

standard (ze kterych si r¥ici pristroj poté spéita kalibrani krivku) / kontrol. Do jamek

pro vzorky jsme aplikovali 2@l pufru a 25ul vzorku. Ke standardn a kontrolam jsme
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pridali 25 pl kompletniho média. Na z&v jsme do vSech jamektipipetovali 25l
Antibody-Immobilized Beads a destu umistili na 2 h natépaku. Po ukodeni
inkubace jsme roztok odstranili pomoci vakuové gaddy a jamky 2x promyli 20Qul
promyvaciho pufru. Poté jsme do kazdé jamkdadi 25 ul detekeni protilatky, destiku
prikryli a nechali 1 h nafépace. Do kazdé jamky obsahujici protilatku jsme pongkni
inkubace pipipetovali 25 ul roztoku Streptavidin- Phycoerythrinuiiytou desttku
jsme inkubovali natepace i laboratorni teplat 30 min. Roztok jsme odstranili
vakuovou odsawkou a destiku 2x promyli 200ul promyvaciho pufru. Na zé&v jsme
pridali 150 ul Sheath Fluid na kazdou jamku. Nasledovakieni na Luminex® 100
Instrument.

V této praci byl pouzit kit na luminex, ktery olnsge protilatky proti IL-P, IL-6,
IL-10, 1L-12p70, TNFe a IFN-Q.

3.3.10 Pouziti statistickych metod

Statistickou analyzu jsme prowdid pomoci softwaru GraphPad 4.03.fi P
vyhodnocovani exprese kostimémdch molekul a produkce cytoKinsme k porovnani
pulsovanych a nepulsovanych DC pouzili parametrip@ovy statisticky test a pro
zjisteni rozditi mezi jednotlivymi maturgnimi cinidly parametricky nepérovy statisticky
test. Hodnoty do 0,05 byly povaZovany za signifikén
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4.\/YSLEDKY

Imunoterapie zaloZzend na dendritickych nkéch, jez vyuziva jako zdroj
nadorovych antigenapoptotické biiky, je v poslednich letechrgdnEtem z4jmu mnoha
vyzkumnych laborati® po celém s#té. Vzhledem ktomu, Ze se v naSi labotiato
piipravuje klinicka studie zaloZzena na tomto pringipazhodli jsme se in vitro testech
ovéfit jednotlivé kroky pldnovaného protokolu studie.

Hlavnim rysem studie bude pouziti apoptotickychdkunalogenni nadorové linie
karcinomu ovaria jako nadorového antigenu a daigipioagonisty Toll-like receptoru 3,
polyl:C pro indukci maturace DC. Zaiiili jsme se tedy na nadorovou linii ovarialniho
karcinomu OV-90, u niZ jsme sledovali, zda je uvnilisledku vystaveni UV Zéni
navozena apoptdza, dale &Spost nezralych DCip pohlcovani mrtvych nadorovych
burgk a v neposlednfadé schopnost pulsovanych DC stimulovat nadérspecifické
lymfocyty.

Mnohé publikace se rozchazi v nazorech, maji-li pégické buky
imunosupresivni &inky na DC nebo jaky je vysledny aktird stav DC pulsovanych
apoptotickymi ¢lisky po setkani s matufiaim agens. Proto jsme se rozhodli otestovat
inhibi¢ni vliv apoptotickych bugk na DC, jenz by mohl ovlivnit vyslednou imunitni
odpowd. Pro maturaci dendritickych bék jsme testovali matutai agens polyl:C

od dvou vyrobg a jako kontrolni matutai agens byl pouzit lipopolysacharid (LPS).

4.1 Testovani nadorové linie OV-90 pro vyvoj protoklu

nadorovych vakcin

4.1.1 Stanoveni apoptézy nadorové linie OV-90

Cilem testu bylo prokazat, ze u nadorovychdkuystavenych UV z#&ni dochazi
k indukci apoptdzy. Apoptotické nadorovénky poté byly pouzity pro dalSi pokusy.
Nadorovou linii OV-90 jsme vystavili UV #ani po dobu 10 min. Jeden vzorek
jsme ponechali v inkubatoru 24 h a druhy 48 h. &bsgim vzorkem byly Zivé hiky jako

kontrola.
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Analyza byla provatha v softwaru FlowJo, kde byly dotplotem zobrazeny
parametry annexin FITC a DAPI.

24 h po indukci apoptézy bylo detekovano 12,6 %ydivburgk, 32,4 %casre
apoptotickych bugk, 52,1 % pozd& apoptotickych bukk a 2,89 % mrtvych rozpadlych
burgk. 48 h po indukci apoptézy odpovidalo 8,49 % ziviamkam, 21,9 %casré
apoptotickym biikam, 67,8 % pozdn apoptotickym bikkdm a 1,81% hikdm

nekrotickym.
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Obr. 4.1.1: Stanoveni apoptozy nadorove linie OV-9Buiky byly zndené annexinem
Va DAPI, 24 h a 48 h po indukci apoptozy. 3,558%,1 % a 67,8 % fedstavuji
populace pozdhapoptotickych budk.

4.1.2 Stanoveni apoptézy nadoroveé linie OV-90 — BINassay

TUNEL assay je alternativni metodou pro detekapfzy u nadorovych bgh,
jez detekuje zlomy DNA. Pro analyzu jsme pouzildodvé buitky 24 h po indukci
apoptézy a Zzivé hiky pro pozitivni a negativni kontrolu. Vzorky bylgnaieny
protilatkou streptavidin FITC a poslézeimny na piitokovém cytometru.

Pomoci TUNEL assay jsme prokazali, Ze po vystaudhi zaeni dochazi
u nadorové linie OV-90 k apopt6éze u zhruba 20 %&ku
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Obr. 4.1.2: Detekce apoptdzy linie OV-90 24 h po dukci apoptézy — TUNEL assay.
Cerveny histogram /edstavuje enzymem neZeaé buiky, modry histogram ozeaje
buwiky znaené enzymem. Jako pozitivni kontrola ndm slouzig hadorové biky
znacené nukleazou, negativni kontrolou byly Zivékytbez zng&eni nukleazou.

4.1.3 Fagocytdza nadorovych békdendritickymi buikami

Nezralé dendritické hiky maji vyjime&nou schopnostagocytézy. V nasi studii
jsme owfovali, zda jsou pohlcovany ro¥h apoptotické biiky linie OV-90. Sledovali
jsme schopnost nestimulovanych dendritickychdaufagocytovat apoptotické nadorové
bunky, a to jak v inkubatoru, tak na ledu. Pouzili s200 tisic DC a k nimiali stejny
pocet nadorovych bugk. Pro znaeni dendritickych buwk jsme zvolili barvu PKH67
a protilatku CD11c APC. Nadorové itky jsme naznéli barvou PKH26 a Vybrant Dil.
Hledali jsme vhodnou kombinaci barveni, kter4 rpgléznazorni populaci DC
pohlcujicich apoptotick&liska. Buiky jsme spolén¢ inkubovali 4 h a poté #iili na
praitokovém cytometru. Jako paralelni negativni koatrglouzily DC inkubované
s apoptotickymi bilkkami na ledu (fagocytdzaigéto teplo& neprobiha).

Pulsace na ledu nebyla ani u jedné z kombinacéité@®tekovana, v porovnani
s buikami, které byly uchovavany v inkubatoru. Nejvh&8nh kombinaci barev
se ukazala byt Vybrant Dil (OV-90) a CD11c APC (D@&ba s pouzitim &chto barev
jsou jasg oddidlené populace dendritickych a nadorovych duna je Zetelrg

detekovatelna populace DC s pohlcenymi nadorovyuinkami.
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Obr. 4.1.3 a: Testovani pulsace nadorovych buwk nezralymi dendritickymi
buiikami. DC byly zna@eny membranovou barvou PKH67, nadorovéikyubarvou
PKH26. Populace pohlcenych hiknje znazorena jako buky PKH26+PKH67+,
histogramy znéi procento DC, které pohltily nadorovéstky.
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Obr. 4.1.3 b: Testovani pulsace nadorovych buk nezralymi dendritickymi
buiikami. DC byly zna@eny protilatkou CD11c APC a nadorovésiky membranovou
barvou PKH26. Populace pohlcenych bkn je zndzortna jako buiky
PKH26+CD11cAPC+, histogramy zeigprocento DC, které pohltily nadorovédiy.
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Obr. 4.1.3 c: Testovani pulsace nadorovych buk nezralymi dendritickymi

buiikami. DC byly zn@eny membranovou barvou PKH67 a nadorovékiguznaicim
roztokem Vybrant Dil. Populace pohlcenych &ufe znazorena jako butky Vybrant
Dil+PKH67+, histogramy znéi procento DC, které pohltily nddorovértky.
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Obr. 4.1.3 d: Testovani pulsace nédorovych buk nezralymi dendritickymi
buiikami. DC byly zna@eny protilatkou CD11c APC a nadorové&ily znaicim roztokem

Vybrant Dil.

Dil+CD11cAPC+, histogramy zné procento DC, které pohltily nadorovéstky.
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4.1.4 Pozorovani fagocytdzy nadorovych Blama konfokalnim
mikroskopu

Fagocytozu nadorovych btk jsme krond analyzy na pitokovém cytometru
pozorovali také pomoci konfokalniho mikroskopu. éhdritickym butkdm jsme pdali
v poneru 5:1 apoptotické hiky. Prokazali jsme, Zefiplizné 65 % nadorovych buk
bylo pohlceno DC.

Obr. 4.1.4: Pozorovani fagocytdzy apoptotickych namrovych bunék dendritickymi
buiikami pomoci konfokalni mikroskopie. Dendritické buky byly znéeny barvou
Vybrant DiO (zele#), nadorové biky byly zndené barvou Vybrant Dil¢erver¥). Bilé
Sipky zndi DC, které pohltily nadorové liky. Mode zbarvena jsou bdtina jadra.

4.1.5 Test stimulace lymfoayt

Test je zalozen na schopnosti DC pulsovanych tagiokymi nadorovymi
bunkami indukovat specifickou protinadorovou lymfoayta reakci. Na prtokovém
cytometru jsme analyzovali produkci IFNautolognimi T lymfocyty pactrnactidenni
stimulaci a restimulaci dendritickymi tkami. MoDC jsme rozdlili do 4 skupin: nezralé
DC, DC stimulované matutaim ¢inidlem polyl:C (vyrobce 1), nezralé DC pulsované
mrtvymi nadorovymi bitkami a DC stimulované polyl:C (vyrobce 1) pulsované

nadorovymi buikami. Postup experimentu je uveden v kapitole 3.3Samotné
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IFN-y

maturované DC vykazovaly nejvySSi schopnost stiratlacytotoxické T lymfocyty,

aktivovalo se asi 7 % CD8+ lymfodyt avSak v kombinaci s onymi nadorovymi

bunkami byl efekt potlaen, zde jsme detekovali pouze necela 3 % CD8+ lgymio

produkujicich IFNy. Experiment byl proveden osmkrat nezavisle na,soty uvadime

jeden reprezentativniiiklad.
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Obr. 4.1.5: Test schopnosti DC aktivovat specifick@ lymfocyty - iDC-nestimulované
bwiky, mDC-stimulované DC matufi@m cinidlem polyl:C od vyrobce 1, iDCp-
nestimulované biky pulsované mrtvymi nadorovymisami, mDCp-stimulované DC
maturanim cinidlem polyl:C od vyrobce 1 a pulsované nadorovyikami, PK-
pozitivni kontrola (lymfocyty stimulované PMA aadarycinem), NK-negativni kontrola
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4.2 Imunosupresivni vliv apoptotickych burék na fenotyp DC

Vzhledem k mnohym zahramim publikacim, ve kterych se udava, Ze maiuira
stav dendritickych bufk a tudiz vyslednou imunitni odp&V ovliviiuje pulsace
apoptotickych bugk, rozhodli jsme se tento fakt &W i v naSi praci. Nkteré studie
uvadi inhibéni vliv apoptotickych buék na maturaci DC, jiné udavaji, Ze apoptotické
bunky vyrazrgji nemeni fenotyp DC. Proto jsme testovali expresi kostatwich molekul
a produkci cytokifh samotnych DC a DC pulsovanych apoptotickymikami.

4.2.1 Stanoveni fenotypu DC s pouZitiznych maturanich agens spolu
s apoptotickymi beikami

Smyslem pokusu bylo zjistit, zda péigani maturaniho agens dojde k maturaci
DC a zda maji apoptotické tky opravdu imunosupresivni vliv ha matéma stav DC.
Porovnavali jsme dinek ti matur&nich cinidel (polyl:C od dvou itznych vyrobé
a LPS) v kombinaci s apoptotickymi nadorovymiikami. DC jsme pulsovali mrtvymi
nadorovymi biikami a po 4 h stimulovalifsluSnym maturgim agens. Fenotyp jsme
zjistovali stanovenim exprese kostimtiich molekul CD80, CD83, CD86, CD14
a HLA-DR pomoci piitokové cytometrie.

DC derivované z monoadytjsou charakteristické vyssi expresi molekuly CD14,
ktera po maturaci vyragnklesa, zatimco molekuly CD86, CD83, CD80 a HLA-DR
naopak stoupaji. Také je patrné, Ze po interakcs@Poptotickymi biikami jsou exprese
povrchovych molekul, s vyjimkou CD14, nizSi opIC nepulsovanym.

Po gidani vSechii matur&nich ¢inidel doslo dle pedpokladu ke zvySeni exprese
kostimulanich molekul CD86, CD83, CD80, ale pouze k mirnémySeni HLA-DR.
Naopak u exprese CD14 doslo dekavanému poklesu. Po pohlceni apoptotickyckekbun
byly hodnoty molekul CD86, CD83, CD80 a HLA-DR riz& to gedevsim u DC
stimulovanych polyl:C od vyrobce 1.

NejslabSi maturai signal dodavalo hikdm polyl:C vyrobce 1 v porovnéni
s dalSimi d¢ma maturanimi cinidly. V kombinaci s apoptotickymi kikami byl
matur&ni inek vyvolany polyl:C od vyrobce 1 jeSslabsi.

V grafech 4.2.1 jsou uvedeny vysledky ¢ieni spolu se statistickym

vyhodnocenim. Experiment byl proveden u osmi@larc
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Graf 4.2.1: Zmény fenotypu MoDC po stimulaci raznymi maturaénimi ¢inidly spolu
s apoptotickymi nadorovymi buiikami

MoDC byly stimulovany TLR agonisty LPS a polyl:C odyrobce 1 a 2
v koncentracich, které uvadi tabulka 3.32afy 4.2.1.1-5 a) navic udavaji statistické
porovnéni pulsovanych a nepulsovanych DC (s pouzgiatistického paroveho testu),
zatimco grafy 4.2.1.1-5 b) uvadi rozdily mezi jettimgmi matura&nimi cinidly

(s pouzitim statistického neparového testu).

iDC-nestimulované hiky, iDCp- nestimulované Liky pulsované apoptotickymi
buitkami, mDC-stimulované hiky prisluSnym maturgnim agens, pl:C 1-polyinosinova
polycytosinova kyselina od vyrobce 1, pl:C 2- pobsginova polycytosinova kyselina od
vyrobce 2, LPS-lipopolysacharid, ns — neni sigaifithi, * - hodnoty do 0,05;
** - hodnoty do 0,01; *** - hodnoty do 0,001
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Graf 4.2.1.2: Exprese CD83 u MoDC
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Graf 4.2.1.3: Exprese CD80 u MoDC
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Graf 4.2.1.4: Exprese CD14 u MoDC
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Graf 4.2.1.5: Exprese HLA-DR u MoDC
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4.2.2 Stanoveni produkce cytokiru DC s pouzitim éiznych maturanich
agens spolu s apoptotickymi Bkami

Sledovali jsme produkci cytokiniL-12p70, IL-6, IL-10 a TNFe u dendritickych
burgk stimulovanych TLR agonisty a v kombinaci s aptipkymi buikami. Produkce
IL-12p70, IL-6 i TNFa se v porovnani maturovanych pulsovanych a nepatsmh DC
vyrazre neliSila, s vyjimkou bugk stimulovanych polyl:C od vyrobce 1, kde byla
koncentrace ¢chto cytokimi znatelg nizSi u DC pulsovanych nadorovymi ikami.

U IL-10 se hodnoty pulsovanych a nepulsovanych maanych DC térr neliSily.
Prekvapive, matura&ni ¢inidlo polyl:C vyrobce 1 dodavalo dendritickym iké&m
jednoznéné nejslabsi matutmi signal, ktery se odrazel v nizSich koncentracich
jednotlivych cytokiri.

Mefili jsme také cytokiny IFNe a IL-1B, které byly soddsti kitu vyrobce,
nicmére produkce cytokif byla tak nizka, Ze zde vysledky neuvadime.

Koncentrace cytokiin jsme analyzovali z nasbiranych supernditantpokus byl

proveden u osmi daiic

Grafy 4.2.2: Stanoveni mnozstvi cytokii u MoDC stimulovanych jednotlivymi

maturaénimi agens v kombinaci s apoptotickymi nadorovymi biikami.

Grafy 4.2.2.1-4 a) znézwji celkovou produkci konkrétnich cytokin
se statistickym porovnanim jednotlivych matimah agens (s pouzitim statistickeého
neparoveho testu), zatimco grafy 4.2.2.1-4 b), d) avadji srovnani mezi zralymi DC
pulsovanych a nepulsovanych apoptotickymikami u jednotlivych darc (s pouzitim
statistického parového testu).

iDC-nestimulované hiky, iDCp- nestimulované Hkiky pulsované apoptotickymi
buitkami, mDC-stimulované hiky prislusnym maturgnim agens, pl:C 1-polyinosinova
polycytosinova kyselina od vyrobce 1, pl:C 2- pobginova polycytosinova kyselina od
vyrobce 2, LPS-lipopolysacharid, ns — neni sigaifithi, * - hodnoty do 0,05;
** - hodnoty do 0,01; *** - hodnoty do 0,001
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Graf 4.2.2.1: Stanoveni mnozstvi cytokinu IL-12p7@ MoDC
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Graf 4.2.2.2: Stanoveni mnoZstvi cytokinu IL-6 u M®C
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Graf 4.2.2.3: Stanoveni mnoZzstvi cytokinu TNFe u MoDC
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Graf 4.2.2.4: Stanoveni mnoZstvi cytokinu IL-10 u MDC
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5. DISKUSE

Protinddorova imunoterapie pomoci DC se dostalaceatra zajmu iibliznée
v poslednich deseti letech aefstavuje slibné terapeutické moznosti pro pacienty
s iznymi typy onkologickych onemoeni. FredevSim pokroky v poznani biologie DC
v 90. letech a pokroky v laboratornich technoldgiieedly k vyvoji protinddorovych
vakcin. Byly popsany protokoly, které uniiedi piipravit z monocyi v periferni Kkrvi
relativre velké mnozstvi DC. Jejich schopnost pohltit a epvat antigeny, aktivovat
naivni T lymfocyty a indukovat tak jejich difereaci do cytotoxickych i pomocnych
lymfocyta je ¢ini ziejme témi nejefektivigjSimi buikami v eliminaci nada.

V sowasné dob se na Ustavu imunologie v Motolegigravuje klinicka studie,
jejiz podstatou je vyroba DC vakcin, jez budou myujako adjuvantni terapie pro
pacientky s karcinomem ovaria ve stadiu minimalezidualni nemoci, tedy stadiu
onemocgni, ve kterém ma& protinddorovd imunoterapie &8jv Sanci na Usgh.
Karcinom ovaria je mezi gynekologickymi nadory j&dnz negasgjSich, s nejvyssi
mortalitou a dlouhodoba prognéza je Spatna. Ciléto prace je ¥n vitro testech
monitorovat charakteréthto vakcin sledovanim fenotypu DC, fagocytdzy,okiiove
produkce a stefhtak schopnosti indukovat proliferaci lymfoayd produkci IFNy.

V nasi studii byla zdrojem antigenu alogenni nadardinie ovarialniho
karcinomu OV-90, u které bylaipobenim UV z#eni navozena apoptdzachkieré studie
udavaji, Ze pouze antigeny z apoptotickych nadaroburgk, na rozdil od nekrotickych,
indukuji &innou protinadorovou odpéd (SCHEFFERet al 2003). Jednim z moZnych
vyswtleni je odliSné rozpoznani a tgwb zpracovani antigén pochazejicich
z apoptotickycli nekrotickych bugk dendritickymi buikami (ALBERT et al 1998).

VétSina laboratéi zabyvajicich se optimalizaci protinddorovych pkott se dnes
priklani k vyuziti alogennich bwinych linii, namisto autolognich nadorovych &kin
neba neni vzdy mozné ziskat dostaté mnozstvi buk od pacienta péebné pro
vyrobu protinadorové vakciny. Stéjtak je tomu nafiklad ve studii publikované v roce
2005, v niz Koido a kol. u paciént kolorektalnim karcinomem vyuZili k fazi s DC,
misto autolognich bwk pacient, alogenni nadorovou linii. V této praci prokazali,
Ze pitomnost aloantigen nebrani v rozvoji cytolytické aktivity proti autmnim
nadorovym bitkam pacienta (KOIDCet al 2005). Vyhodou alogennich linii je tedy

kontinualni dostupnost dostateho mnoZstvi nddorovych hik¢i fakt, Ze jejich pouziti
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je dolre standardizovatelné. Naopak nevyhodou by mohla neghoda nadorovych
antigeri, které jsou exprimovany bafmymi liniemi, se specifickymi receptory
autolognich T lymfocyt. DalSi uskali pedstavuiji rizika spojena $gnosem vit, a proto
je nutné nadoroveé linie pravideéltestovat.

Apoptdza byla indukovana vystavenim BkirlJV z&eni po dobu deseti minut.
NaSe data ukazuji, Ze 24-hodinova inkubace nadotobyrgk po ozdeni je dostat;a
pro navozeni apoptézy, nebe tuto dobu byla vice nez polovina ®unjiz neziva.
Pro detekci apoptdzy se nam viceakia metoda zn&ni annexinem V, pomoci niz se
nam pod&lo detekovat vice nez 50 % pozdapoptotickych bugk, zatimco metodou
TUNEL jsme stanovili pouze necelych 20 % apoptgtatkburgk. MoZnym vyseétlenim
je volba nespravného kitéi fakt, Ze TUNEL assay je metoda vhodnégevsim pro
detekci bugk vcéasné a sedni fazi apoptdzy, kdezto pomoci annexinu &¥eme
detekovat také pozdrapoptotické biiky, a proto je metoda zéani annexinem pro nasSe
Gcely vhodrgjsi.

Pro gipravu nadorovych vakcin je nezbytné, aby byla podzé&eni komplets
zablokovana schopnost nadorovych duse mnozit¢imz se zamezi jejich expanzidle
pacienta. Proto byly paralénna naSem Ustavu provedeny testy, které to prokazuj
a zarové urcuji, Zze desetiminutové vystaveni BUnUV z&eni je vzhledem k tomuto
faktu nejbezpéngjSi. Sowdasre se v tiznych laborattich zkouSi alternativni metody
vyvolavajici apoptozu nadorovych hikn Jedna se néiklad o vyuziti cytostatik
(nap. Bortezomib), které dnn¢ zabijeji nadorové hiky. Takto indukovana apoptdza
burék navic zvySuje jejich imunogenicitu a zaraveyvolavd aktivaci DC. Nicmén
zatim neni pouZziti cytostatik, vzhledem k jejichzngm vedlejSim &inkam, pro klinické
studie vhodné (SPISE&t al 2007).

Déle jsme zjiovali, zda je 4-hodinova inkubace nezralych DC

s apoptotickymi bilkkami dostaujici k pohlceni nadorovych beik ZkouSeli jsme
kombinace iiznych barev pro DC i nadorové itky a pulsovali sotasré na ledu i pi
37°C v inkubatoru. Fagocytozu jsme analyzovali ponpmitokoveé cytometrie. V fhpack
pulsace na ledu, DC t&tnhnebyly schopny fagocytovat nadorovéiky, zatimco pokud
byly DC s apoptotickymi hitkami inkubovany fi 37°C, WtSina nadorovych buk byla
pohlcena. Fagocytickou aktivitu nezralych dendkifth burgk jsme doplnili o analyzu
na konfokalnim mikroskopu, kdy bylo pohlcenibtizné 65 % nadorovych buk.
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V dalSicasti prace jsme se zabyvali schopnosti DC aktivogdbro¢ specifické
T lymfocyty. Autologni lymfocyty byly stimulovany ralymi/nezralymi DC
a zralymi/nezralymi pulsovanymi DC. dli jsme produkci IFNy lymfocyty po stimulaci
a nasledné restimulaci dendritickymi tiami. Nejvice interferonu produkovaly
lymfocyty, jez byly stimulované pouze zralymi DC.t&hto vysledk je zZejmé,
Ze pokud byly zralé DC pulsovany apoptotickymi médgmi buikami, procento IFN¢
pozitivnich burk bylo nizsi, oproti DC nepulsovanym.

Vysledky stimulace lymfocyt nas vedly k domince, zda pulsaci apoptotickymi
buinkami nemohlo dochazet k ovligni maturgniho stavu dendritickych bgk. Proto
jsme sledovali saiasné jsobeni pulsace a maturdch agens na vysledny stuip
maturace dendritickych bgk.

Je znamo, Ze matumi stav DC koreluje s vyslednou imunitni odpov
indukovanou dmito buikami. Samotné pohlceni apoptotickych tkimevede k zahajeni
procesu maturace. Tento fakt je velnilakity pro protokoly protinadorové imunoterapie,
neba’ nezralé DC nejsou schopny vyvolatigiuSnou imunitni reakci. Je proto nutné
pulsované DC aktivovatifslusSnymi maturénimi stimuly. VyzkousSeli jsmefit maturani
¢inidla (polyl:C od vyrobce 1 a 2 a LPS) a jejiclivvha fenotyp DC. Matugai agens,
které bude zahrnuto v klinickych studiich vSak msghovat podminky GMP (Good
Manufacturing Practise) kvality. Polyl:C od vyrobdetyto GMP podminky splje
a mohlo by tak byt vhodnym mat@rdm cinidlem pro gipravu vakcin. Polyl:C od
vyrobce 2 a LPS pozadavky pro GMP kvalitu nasp) nicméré do tohoto projektu byly
zahrnuty k porovnani matumaich &inka s polyl:C vyrobce 1.

Sledovali jsme expresi kostimdl@ich molekul CD86, CD83, CD80, CD14
a HLA-DR, ktera se ®ni v zavislosti na stupni zralosti DC. NaSe vyshegkekvapiv
ukazaly, Ze polyl:C od vyrobce 1 poskytuje denckfgm bukam nejslabSi matutai
signal a tudiz exprese povrchovych molekul CD8688R CD80 je po stimulaci timto
polyl:C niZ8i v porovnani s polyl:C vyrobce 2 a LP¥ale jsme se pokusili &fit, zda ma
pohlceni apoptotickych bghk viiv na maturaci DC. Tak jako ve studii publikaéa
Renem a kol., ktera udava, Ze apoptotickgklgumaji imunosupresivni vliv na DC (REN
et al 2008), i v naSich pokusech se ukézalo, Ze DCékbyly pulsovany mrtvymi
nadorovymi biikami, vykazovaly niZzSi expresi povrchovych matkefoto snizeni se

vSak projevilo zejména u DC maturovanych polyl:Gobce 1. Je tedy pravpodobné,
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Ze maturani signdl, ktery poskytuji dendritickym tkém dalSi dva TLR agonisté je
dostaténé silny a proto se vyrazji neprojevi inhibéni vliv apoptotickych bukk,
zatimco u DC stimulovanych polyl:C vyrobce 1 byiimi¢ni (€inek apoptotickych buik
prokazan.

Abychom potvrdili hypotézu, Ze jecimnost DC inhibovana pulsaci mrtvymi
nadorovymi beikami, metili jsme v supernatantech také produkci cytdgkdendritickymi
buinkami, nebd@ cytokinové prosedi je naprosto zasadnii povliviiovani charakteru
imunitni odpo¥di smérem k Th1l nebo Th2.

Stuart a kol. ve své studii pozorovali sniZzenoudpkei IL-12 DC po pohlceni
apoptotickych bugk (STUART et al 2002). Podobfi Ren a kol. zjistili, Ze pohlti-li DC
apoptotické biikky, dojde ke snizeni prozéthivych cytokind TNF-o a IL-12, oproti
samotnym DC (RENet al 2008). V souladu €mito vysledky jsme i my potvrdili
inhibi¢ni vliv apoptotickych bugk na produkci cytokifi. U cytokinmi IL-6, IL-12p70
a TNFa doSlo k signifikantnimu sniZeni koncentraci u D@spvanych nadorovymi
bunkami. OvSem tyto rozdily byly @b pozorovany pouze u DC, které byly stimulovany
polyl:C od vyrobce 1. U bwk maturovanych LPS a polyl:C vyrobce 2 nebyly
zaznamenany vyznar§8i rozdily v porovnani pulsovanych a nepulsovanyRf.
V produkci interleukinu 10 nebyly ani u jednoho mmatniho agens pozorovany
signifikantni rozdily u pulsovanych a nepulsovany2B. Nicmér i z tchto vysledk
bylo patrné, Ze DC, jenz byly stimulovany polyl:@rebce 1 produkovaly vyrazmizsi
hladiny cytokini v kontrastu s dalSimi dma maturanimi cinidly.

Jak prezentuji ¢které publikace, tak i naSe data potvrzuji inkbi viiv
apoptotickych bu¥k na maturéni stav DC a produkci cytokin nicmér tento vliv se
projevil pouze u pulsovanych DC, jez byly stimuloydolyl:C od vyrobce 1. To, Ze DC
musi byt maturované, aby mohly aktivovat naivniyifocyty je dnes jiz dale znamy
fakt. Ale je 2ejmé, Ze ne kazdé mattrainidlo je vhodné pro fipravu protinadorovych
vakcin. Maturani signal musi byt dostatey, aby se vyrazh neprojevil inhibéni
vliv pohlcenych apoptotickych bgik. Na druhou stranu po injikaci b&k zpet do
pacienta by mohly mitifi§ zmaturované DC zkracenou Zivotnost a nemubglytak
stihnout dostataé zaktivovat imunitni systém k obr&mproti nadoru. V neposledi@c,
jak jiz bylo zmirgno, maturani stimuly, stejd tak jako veSkery material a laboratorni
postupy musi spbvat naréné podminky GMP.
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6. SOUHRN

Vysledky této diplomové prace se daji shrnout &kmolika bodi:

= Poddilo se ndm prokazat, Ze je u nadorové linie ovaifa karcinomu OV-90 po
desetiminutovém vystaveni UViehi indukovana apoptoza

= Dokazali jsme, Ze nezralé dendritickéiky jsou v pfibéhu ¢ty hodin spoléné
inkubace schopny pohltit apoptotické nadorovékyu

= Potvrdili jsme, Ze nezralé DC pulsované apoptotickypuikami nevyvolavaji
maturaci DC

= U MoDC stimulovanych polyl:C od vyrobce 1 byla #i$a nizSi exprese
kostimulanich molekul CD86, CD83 a CD80 oproti polyl:C vyoal?2 a LPS

= MoDC maturované polyl:C vyrobce 1 a gaar¢ pulsované nadorovymi kilkami
meély snizenou expresi kostimgl@ich molekul CD86, CD83 a CD80, zatimco
u ostatnich dvou matumich¢inidel nentgla pulsace na maturacttéi vliv

= U DC stimulovanych polyl:C vyrobce 1 &a pulsace apoptotickych bek
inhibi¢ni vliv na produkci cytokif IL-12p70, IL-6 a TNFe

= DC stimulované LPS a polyl:C od vyrobce 2 produkpwayrazre vice vSech
meétenych cytokir v porovnani s polyl:C vyrobce 1

= Produkce IFNy lymfocyty byla v souladu s uvedenymiedeSlymi vysledky
potlatena po pohiceni apoptotickych kkn

V této praci jsme si kladli za cil &fit jednotlivé kroky, které zahrnujetiprava
protinadorové vakciny pro pacientky s karcinomenariav Aktivované pulsované DC
jsme charakterizovali jak fukke, tak fenotypicky, abychom &iili jejich schopnost
indukovat protinadorovou imunitni odpsd.

Fenotypicka analyza zahrnovala stanoveni expreséinkaainich molekul CD86,
CD83, CD80, CD14 a HLA-DR.

Funkeni studie zahrnovali testovani fagocytické aktivilC, stanoveni produkce
cytokini a schopnost aktivace specifickych T lymfacyt

Souasreé jsme také zjifovali vliv apoptotickych bugk na fenotyp DC a produkci

cytokind.
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