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1 Uvod

1.1  Vyvoj a vlastnosti krevnich elementi

Hematologie se zabyva studiem krve a vsech jejich slozek. Hematopoéza neboli
krvetvorba vede ke vzniku, vyvoji a specializaci v8ech funk¢nich krevnich bunék, které jsou
uvoliiovany z kostni dfené¢ do krevniho ob&hu. VSechny krevni bunky vznikaji
z hematopoetické kmenové bunky. Existuji tfi kategorie krevnich bunék: erytrocyty (Cervené
krvinky), leukocyty (bilé krvinky) a trombocyty (krevni desti¢ky) (Keohane E. M. a Smith L.
J. Smith, 2016).

1.1.1 Kostni dfen

Kostni dfeni je hlavni hematopoeticky organ a primarni lymfoidni tkan zodpovédna
za tvorbu erytrocytl, granulocytii, monocytl, lymfocytl a krevnich desticek. Kostni dien se
nachdzi v centrdlnich dutinidch axidlnich a dlouhych kosti. Hematopoéza musi byt
podporovana mikroprostiedim, které je schopné rozpoznavat a udrzovat hematopoetické
kmenové buniky a poskytovat piislusné faktory (napt. cytokiny), potfebné k podpoie
proliferace, diferenciace a zrani kmenovych bunék. Nékteré humoralni faktory plsobi na
primitivnéj$i bunky a maji obecny ucinek, zatimco jiné (napft. erytropoetin) ptisobi na pozdé&jsi

progenitory specifické bunécné linie. (Gregory S. Travlos, 2006).

Normalni kostni dieit obsahuje dvé hlavni slozky: ¢ervenou dienn — hematopoeticky
aktivni dfen slozenou z vyvijejicich se krvinek a jejich progenitor, a zlutou dfen —
hematopoeticky neaktivni dien slozenou pievazné z adipocyti (tukové buiky) s
mezenchymalnimi buitkami a makrofagy. Béhem raného détstvi obsahuji vSechny kosti v téle
pfedevs§im Cervenou (aktivni) dien. Mezi 5 a 7 lety se adipocyty stanou hojnéjSimi a zacnou
zabirat prostory v dlouhych kostech, kterym diive dominovala ¢ervena dien. Proces nahrazeni
aktivni dfené adipocyty (zluta dien) béhem vyvoje vede k omezeni této dien¢ u dosp€lé osoby
na hrudni kost, patet, lopatku, panev, zebra a proximalni ¢ast dlouhych kosti. Hematopoeticky
neaktivni zluta dien je rozptylena po Cervené dieni, takZe u dospélych je v téchto oblastech
piiblizné stejné mnozstvi ervené a zluté diené. Zluta diefi je schopna zménit se zpét v aktivni
dren v ptipadé€ zvySené poptavky po Cervené kostni dieni, jako je naptiklad nadmérna ztrata

krve nebo hemolyza (Keohane E. M. a Smith L. J. Smith, 2016).



1.1.2 Vyvoj krevnich elementi a jejich zakladni déleni
Hematopoéza neboli krvetvorba je kontinualni, regulovany proces produkce krevnich
bunék, ktery zahrnuje obnovu bunék, proliferaci, diferenciaci a zrani. Tyto procesy vedou ke
vzniku, vyvoji a specializaci vSech funk¢énich krevnich bunék, které jsou uvoliiovany z kostni
dfené do krevniho obéhu (Keohane E. M. a Smith L. J. Smith, 2016). U lidi zacina
hematopoéza ve Zloutkovém vaku, poté se presouva do fetalnich jater a nakonec se presune do

kostni diené¢ (definitivni hematopoéza) (Jagannathan-Bogdan a Zon, 2013).

Hematopoézu lze rozdélit do riiznych fazi. Prvni faze zahrnuje progenitorové
kmenové bunky neboli pluripotentni hematopoetické kmenové bunky (HSC) obsazené v
kostni dfeni. Tyto pluripotentni bunky maji dvé primarni funkce — udrzuji zastoupeni
jednotlivych bunck procesem regenerace a maji schopnost vést ke vzniku vSech krevnich
bunék — erytrocytd, granulocytt, lymfocytt, monocytt a krevnich desticek (Gregory S.
Travlos, 2006). Nediferencované HSC se mohou rozli$it na linie vazané k lymfoidnim nebo
myeloidnim bunkam. Lymfoidni progenitor proliferuje a diferencuje na T, B, NK-buiiky a
dendritické linie. Myeloidni progenitor proliferuje a diferencuje na jednotlivé granulocytove,
erytrocytové, monocytarni a megakaryocytové linie. Vysledné progenitory specifické pro linii
vedou k morfologicky rozpoznatelnym prekurzorovym bunkam specifickym pro danou linii
(viz Obr. 1). Pfes omezeny poc¢et HSC v kostni dfeni se denné produkuje 6 miliard krvinek na
kilogram télesné hmotnosti. Vétsina bunék v normalni kostni dieni jsou prekurzory bunék v

riznych stadiich zrani (Andél et al., 2001).
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Obr. 1: Diagram hematopoézy znazorfujici vyvoj krevnich bun€k z pluripotentni
hematopoetické kmenové builky. Hematopoetické kmenové buiiky jsou zaméteny na jeden ze
tii moznych d&ja: obnoveni, diferenciaci nebo apoptézu. Z HSC vzniknou dvé identické
dcetiné bunky. Ob¢ dcefiné bunky mohou diferenciovat, opoustét kmenové bunky (symetrické
déleni), nebo se jedna dcefind buiika mize vracet do fondu kmenovych bun¢k a druhd mtze
diferenciovat (asymetrické déleni), nebo podstoupit apoptozu (Keohane E. M. a Smith L. J.
Smith, 2016).

Hlavni roli pfi proliferaci a diferenciaci HSC a progenitorovych bunék hraji cytokiny
nebo ristové faktory, které jsou nezbytné k zabranéni predcasné apoptozy. Cytokiny zahrnuji
interleukiny, faktory stimulujici kolonie, chemokiny, interferony a dalsi (Stfiz a Holan, 2015).
Cytokiny mohou mit pozitivni nebo negativni vliv na HSC a progenitory krevnich bungk,
nékteré jsou specifické pro linii a jiné funguji pouze v kombinaci s jinymi cytokiny (Keohane

E. M. a Smith L. J. Smith, 2016).

Zékladni déleni leukocytu

Leukocyty (bilé krvinky) se déli do dvou zakladnich skupin: granulocyty a
agranulocyty. Granulocyty jsou skupinou, jejichz cytoplazma je naplnéna granulami s riznymi
barvicimi charakteristikami a jejichz jadra jsou segmentovana. Granulocyty zahrnuji

eosinofily, bazofily a neutrofily. Neutrofily jsou hlavni slozkou vrozené imunity jako fagocyty,



eosinofily se podileji hlavné pfi alergickych reakcich a antiparazitarni imunité, a bazofily se
uplatiiuji pfi zanétlivych a alergickych procesech. Mezi agranulocyty patii lymfocyty a
monocyty. Tyto bunky jsou mononuklearni a jejich jadra nejsou segmentovana. Monocyty
jsou prekurzory tkanovych bungk, jako jsou osteoklasty, makrofagy a dendritické buiky. Jako
skupina plni n€kolik funkci jako fagocyty. VétSina lymfocyti se podili na adaptivni imunit¢.
B-lymfocyty a plazmatické bunky produkuji protilatky, T-lymfocyty zprostfedkovavaji
imunitni odpovéd’ proti intracelularnim a extracelularnim antigenim. B i T lymfocyty
produkuji pamétové bunky pro specifické antigeny, takze imunitni odpovéd je V piipadé

setkani se znamym antigenem rychlejsi (Keohane E. M. a Smith L. J. Smith, 2016).

1.1.3 CD klasifikace

CD antigeny (cluster of differentiation) jsou molekuly buné¢ného povrchu
exprimované na leukocytech a dalSich buiikdch imunitniho systému. Uréeni CD znaki je
moderni metoda, ktera pomaha rozliSovat povrchové znaky bunék. CD nomenklatura byla
univerzalné¢ prijata védeckou komunitou a je oficidlné schvalena Mezindrodni unii
imunologickych spole¢nosti a Svétovou zdravotnickou organizaci. Poskytuje jednotny systém
oznacovani pro monoklondlni protilatky i pro molekuly bunééného povrchu. Za poslednich
30 let bylo vytvofeno formalni oznaceni pro vice nez 400 molekul (Zola et al., 2007). CD
molekuly se bézné pouzivaji jako bunéné markery, coZz umoznuje identifikaci a izolaci
populaci leukocytt a jejich podmnozin s riznou fazi diferenciace. Rozliseni téchto molekul se

ukazalo jako nezbytné pro biomedicinsky vyzkum a diagnostiku (Engel et al., 2015).

CD cislo je ptifazeno ke skupiné monoklonalnich protilatek, které rozpoznavaji
stejnou molekulu buné¢ného povrchu (napt. CD2 nebo CD3). CD nomenklatura se také
pouzivda k pojmenovani samotné molekuly. Napiiklad CD4 oznacuje jak skupinu
monoklonélnich protilatek rozpoznéavajici molekulu bunééného povrchu CDA4, tak i samotnou
molekulu CD4. Velka pismena za ¢islem CD oznacuji variantu extracelularni domény bunécné
povrchové molekuly. Naptiklad CD45RA nebo CD45RO odpovidd variantdm CDA45
(leukocytarni antigen). Malé pismeno za ¢islem CD (napt. CD1a, CD1b, CDIc, CD1d nebo
CDle) oznacuje né€kolik molekul, které sdileji spolecny fetézec, v tomto piikladu

B2-mikroglobulin (Kumar, Lu a Schwartz-albiez, 2012).

Nékteré CD znaky jsou sdilené napiic¢ populacemi bun¢k, nékteré jsou typické pro
urcitou subpopulaci bunék. CD antigeny nesou kromé leukocytti naptiklad 1 krevni desticky

nebo Cervené krvinky. Kazda leukocytarni populace mé typické znaky napt. pro leukocyty
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pan-specificky CD45, pro T-lymfocyty CD3, CD4, CD8, pro B-lymfocyty CD19 a pro
NK-buiikky CD161 (Beare et al., 2008).

1.2  Invariantni NK T-lymfocyty

Invariantni NKT bunky (iNKT) neboli invariantni NK T-lymfocyty jsou velmi malou
subpopulaci lymfocyti. Maji sdilené vlastnosti s NK burnikami a s T-lymfocyty jako je exprese
CD3 (T-lymfocyty), CD161 (NK bunky) ¢i NKG2D molekuly (T i NK bunky) (Nguyen,
Vanichsarn a Nadeau, 2008; Kuylenstierna et al., 2011). Na rozdil od T bun¢k, které
rozpoznavaji peptidy vazané na vysoce polymorfni hlavni histokompatibilni komplex (MHC)
ttidy I a II, iNKT bunky rozpoznavaji lipidové antigeny, jako jsou glykolipidy, prezentované
CD1d (nepolymorfni neklasicka molekula MHC 1 tfidy). INKT rozpoznavaji hlavné lipidy
mikrobil, tumort, alergent a vlastni antigeny. Dale také rozpoznévaji glykolipid odvozeny od

moiské houby zvany a-galactosylceramid (Cianferoni, 2013).

U lidi se hladiny iNKT bun¢k v periferni krvi mezi jednotlivci velmi lisi. Zastoupeni
INKT se pohybuje od 001 - 1 % T bunek (vlastni nepublikovana data
Hematologicko-onkologického oddéleni, FN Plzen). Studie naznacuji, ze rozdily v zastoupeni
jsou zalozené také na pohlavi. U Zen jsou pozorovany vyssi hladiny iNKT, pravdépodobné

kvuli G¢inkiim pohlavnich hormond (Cianferoni, 2013).

Invariantni NK T-lymfocyty jsou vzacna populace s vyznamnym u¢inkem. Maji
velmi dulezitou ulohu v regulaci imunitni odpovédi pfemosténim slozek vrozeného a

adaptivniho imunitniho systému (McCarthy et al., 2007).

Invariantni NK T-lymfocyty mohou vyvolat specifické reakce na antigen s produkci
cytokinti. Také dokazi vyvolat cytotoxickou aktivitu, nicmén¢ jejich TCR se vyvinul tak, aby
konzervativné rozpoznaval rtizné glykolipidové antigeny a provadel vrozené, nikoli adaptivni
funkce (Bendelac, Savage a Teyton, 2007; Cianferoni, 2013). Navic bylo prokazano, ze INKT
bunky reguluji  rozvoj autoimunitnich, antimikrobidlnich, antitumoralnich a

antitransplanta¢nich imunitnich odpovédi (Meyer et al., 2006).

Nejznamé;jsi a vice studované NKT bunky jsou NKT bunky typu I, neboli invariantni
NKT bunky, které maji uniformni iTCR receptor. Naproti tomu NKT bunky typu II jsou velmi
podobné konvenénim T-lymfocytim (Bendelac, Savage a Teyton, 2007; Adams a Luoma,
2012).


https://cs.wikipedia.org/wiki/Imunitn%C3%AD_reakce
https://cs.wikipedia.org/wiki/Imunitn%C3%AD_syst%C3%A9m

1.2.1 Vyvoj a rozdéleni iNKT bunék
Po antigenni stimulaci bunky invariantni NKT bunky rychle reaguji produkci
cytokinti. Mohou byt také siln¢ cytotoxické a ptimo zprostiedkovavat bunécnou lyzu pomoci
perforinu a granzymu. Tuto funkéni heterogenitu Ize ¢asteéné vysvétlit objevem bunéénych
podskupin iNKT, které produkuji rizné cytokiny a jsou pfitomné v riznych tkanich (Gapin,
2017).

Bylo zjisténo, Zze iNKT bunky jsou heterogenni populaci, u které existuji tii hlavni
funk¢ni podskupiny, dé€lici se podle jejich exprese transkripénich faktorti specifickych pro linii
a podle potencialu schopnosti produkovat cytokiny. Tyto tii podskupiny iNKT bunék jsou
oznaceny jako NKT1, NKT2 a NKT17, analogicky s klasickymi pomocnymi liniemi CD4+
T-lymfocytd. Podmnoziny produkuji odlisné cytokiny a sidli v odliSnych tkanich
(Peralbo et al., 2006; Lynch et al., 2015; Bennstein, 2018).

Selekce, specifikace a efektorova diferenciace iNKT bunék probihd v brzliku.
Pivodné byly dvojité negativni (DN) iNKT buiky asociovany hlavné s Thl — cytotoxickym
fenotypem, zatimco u CD4+ iNKT bunék byly produkovany cytokiny typu Thl i Th2.
Nakonec se ukazalo, ze iNKT diferencuji do stejnych skupin jako Th lymfocyty. Efektorova
diferenciace na NKT1, NKT2 a NKT17 je ovlivitovana a fizena riznymi faktory. Napiiklad
cytokinové signaly hraji zasadni roli pfi diferenciaci. Po opusténi brzliku jsou iNKT bunky
zralé efektorové buiky, coz ukazuje, ze jejich termindlni diferenciace nastdvéd jiZ béhem

vyvoje (Shissler a Webb, 2019).

Podobné¢ jako diferenciace podskupin CD4+ T-lymfocytt (Thl, Th2 a Th17) také
INKT diferenciace je silné ovlivnéna riznymi cytokinovymi signaly. Ukazalo se napiiklad, ze
bunky NKT1 vysoce exprimuji CD122 a souc¢asné signalizace IL-15 zprostiedkovana CD122
je nezbytna pro diferenciaci bunék NKT1. Podobné neptitomnost signalizace TGF- vedla k
uplné ztraté¢ NKT17 bunék. NKT2 a NKT17 bunky exprimuji receptor IL-25, ktery je nezbytny
pro produkci IL-13, IL-9, IL-10 a IL-17 po stimulaci a-GalCer, coz prokazuje, Zze produkce
cytokinti aktivovanych iNKT bun¢k je ovliviiovana signalem pies tento receptor (Wang a

Hogquist, 2018).

1.2.2 Kli¢ové molekuly pro aktivaci INKT bunék
Mezi stézejni molekuly dilezité pro aktivaci iNKT bun¢k patii invariantni NKT
bunécény receptor, coz je hlavni receptor iINKT buné€k, pomoci kterého buiniky poznévaji

lipidové antigeny prezentované CDI1d molekulou. Déle sem patii dal$i Siroké spektrum
6



receptor dulezitych pro co-stimulaci jako CD28, ICOS (Zheng et al., 2008), check-point

vvvvvv

receptor NKG2D a membranovy glykoprotein CD62L neboli L-selektin (Cianferoni, 2013).

1.2.2. 1 Invariantni NKT bunéény receptor (iTCR)

Prostfednictvim invariantniho T bunécéného receptoru rozpoznavaji iNKT buiky
bakterialni a endogenni glykolipidové antigeny prezentované CDI1d molekulou a rychle
produkuji velké mnozstvi cytokini (Meyer et al., 2006). Invariantni NKT bunky maji
T bunéény receptor, ktery se skladd z o a f fetézct. Kazdy fetézec je rozdelen na variabilni
(V) a konstantni (C) domény. Variabilni domény a fetézce jsou kodovany V a J (joining)
genovymi segmenty, zatimco u P fetézce jsou kodovany V, J a D (diversity) segmenty.
Konkrétné se iTCR sklada z Va24-Jal8/VB11 fetézcu (van Schaik et al., 2008). Studie
ukazaly, ze Va24—VB11 NKT TCR je relativné rigidni, pokud je vazan na a-GalCer—CD1d.
Takova interakce je téméf totozna s interakci mezi mySim typem I Val4—Vp8.2 NKT TCR a
a-GalCer-CD1d. Tyto charakteristiky ukazuji, Zze invariantni NKT je vrozeny receptor. Je to
tedy zarode¢né kodovany receptor interagujici s jeho ligandy konzervativné (Pellicci et al.,

2015).

1.2.2. 2 CD1d molekula

Invariantni NKT buriky rozpoznavaji lipidové antigeny prezentované pomoci CD1d
molekuly, coz je polymorfni neklasickhk MHC molekula 1. tfidy. Molekuly CD1 jsou
povrchové glykoproteiny spojené s f2-mikroglobulinem, které maji vyznamnou strukturalni
podobnost s molekulami MHC 1. tfidy (Moody, Zajonc a Wilson, 2005). Skupina CD1 je
exprimovana na antigen prezentujicich bunikach (APC) a prezentuje lipidy a glykolipidy
napt. T buinkam (Porcelli et al., 1998). U lidi se rozlisuji CD1a, CD1b, CD1c, CD1d a CD1e.
Geny kodujici molekuly CD1 (CDla, -b, -c, -d a -e) jsou u lidi pfitomny na prvnim
chromozomu. Na zakladé podobnosti exprese a funkce jsou CD1a, -b, -c a -e klasifikovany

jako skupina 1 CD1 molekul (Bendelac, Savage a Teyton, 2007).

Molekula CDId tvofi samostatnou skupinu 2 CD1. Molekula CD1d byla
identifikovana u mysi a lidi jako molekula, ktera je diilezita pro vyvoj a funkci iNKT bunék
(Porcelli, 1995). Tato molekula je schopna vazat jak endogenni pfirozené lipidové antigeny,

tak mikrobialni antigeny ¢i syntetické molekuly (Brutkiewicz, 2006).



Na obrazku 2 jsou znazornény interakce mezi antigen prezentujicimi buinikami
(dendritické bunky, makrofagy, NK buiiky, T buiiky a jiné¢) a invariantnimi NKT buitkami
pomoci interakci molekuly CD1d véazajici lipid a T bunééného receptoru. Tyto interakce a

nasledna produkce cytokint vede K aktivaci a regulaci téchto bunék (Doherty et al., 2018).

Macrophage
[ - T cell receptor
Neutrophil
—EYE PeptideiMHC
—@@E upiaicord

——————# Cytokine crosstalk

00005 %
o
NK cell

Obr. 2: Interakce antigen prezentujicich bun€k s iNKT buiikami pomoci CD1d molekuly
vazajici lipid a T receptoru (Doherty et al., 2018).

Exprese CD1d se da zvysit pomoci kyseliny all-trans retinové (ATRA) (Rotolo et al.,
2018). Tato upregulace zvySuje pravdépodobnost interakce CD1d pozitivnich bun¢k a iNKT
bunék. Kyselina all-trans retinova je velmi aktivni metabolit vitaminu A, ktery je jen velmi
malo toxicky, takze ho 1ze pouzivat jako stimulant nejen in vitro, ale také in vivo (Chen a Ross,
2015).

Sloucenina a-galactosylceramid

CD1 proteiny vazi vlastni nebo cizi glykolipid za G¢elem prezentace T bunkam. Bylo
syntetizovano a testovano né€kolik glykolipidii za ucelem urceni jejich schopnosti aktivovat
mysi a lidské NKT bunky. Testy zahrnovaly analogy a-galactosylceramidu (a-GalCer),
bakterialni glykolipidy a rtizné vlastni glykolipidy. Glykolipid o-GalCer (obecny néazev
KRN7000), ktery byl izolovan z vytazku moiské houby Agelas mauritianus, je sloucenina,

kterd se nevyskytuje v builkdch savci a dokéze aktivovat iNKT buiky. Na obrazku 3 je
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znazornéna struktura o-GalCer sestavajici z galaktézy kombinované s ceramidem

v a-konfiguraci (Wu et al., 2005; Woods et al., 2016).
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Obr. 3: Chemicka struktura a-galactosylceramidu (Woods et al., 2016).

Na obrazku 4 je znazornéno, jak jsou NKT buiky reaktivni k CD1d vazanému
a-GalCer. Tato stimulace vede k produkci velkého mnozstvi cytokint, jako je 1L-4 a IFNy

(Wu et al., 2005).

cD1d|
# wGalCer

1
NKT

b ’\

IFN-y 14
Promﬂammatory Immunoregulatory
cytokines cytokines

Obr. 4: Reaktivita NKT bunék k CD1d vazajici a-GalCer (Wu et al., 2005).

1.2.2. 3 Receptor NKG2D

Reakce NK a T bungk na patogeny a nadory je regulovana integraci signalt z cetnych
receptort exprimovanych na jejich bunééném povrchu, které mohou zvysovat nebo potlacovat
jejich efektorové funkce. Zatimco rozpoznavani a aktivaci T-bunék dominuji antigenné
specifické receptory T-bunék, NK buniky pouzivaji rozsahly repertoar receptorti kodovanych
zarodecnymi liniemi, z nichZ mnohé jsou také exprimovany T buiikami. Jednim z nejlépe
charakterizovanych receptorti sdilenych NK buitkkami, T bunikami a invariantnimi NKT
bunikami je aktivaéni receptor NKG2D. Obecné zdravé dospélé tkané neexprimuji NKG2D
glykoproteiny na bunééném povrchu, ale exprese tohoto ligandu mutze byt indukovana
hyperproliferaci a transformaci, stejn¢ jako kdyZ jsou buniky infikovany patogeny. Draha
NKG2D slouzi k detekci a eliminaci bunék, které prosly ,,stresem®. Viry a nadorové bunky Si

vyvinuly Cetné strategie, jak se vyhnout detekci systémem NKG2D. NKG2D poskytuje
9



atraktivni cil pro 1é¢iva pfi 1écb¢ infekénich onemocnéni, rakoviny a autoimunitnich
onemocnéni (Lewis L. Lanier, 2017). NKG2D dokaze piimo spoustét aktivitu NK bunék a
vyrazn¢ potencovat aktivitu iNKT bun¢k (Kuylenstierna et al., 2011).

1.2.2. 4 L-selektin (CD62L)

Selektiny jsou membranové glykoproteiny a dilezité adhezni molekuly v ¢asném
obdobi imunitni odpovédi. Skupina selektinti se sklada ze tfi izce homolognich glykoproteinti:
E-selektinu (na povrchu endotelialnich bun¢k), P-selektinu (na povrchu endotelialnich buné¢k
a krevnich desti¢ek) a L-selektinu, ktery je exprimovan na vétSiné leukocytd. L-selektin
oznacovany jako CD62L vykazuje adhezivni i signalni funkce a je zvlasté dulezity pro migraci
lymfocytl na sekundéarni lymfoidni orgdny. L-selektin hraje dilezitou roli v akutni i chronické

zanétlivé reakcei (Ye et al., 2017).

Podle studie od Tian et al. (2016) expanze NKT bunék ex vivo a jejich nasledna
in vivo perzistence zavisi na subpopulaci CD62L pozitivnich NKT bunkach. Pouze CD62L
pozitivni NKT ptezivaji a proliferuji v reakci na opakovanou stimulaci TCR, zatimco buiky

CD62L negativni podléhaji casnému vyc¢erpani a bunééné smrti. (Tian et al., 2016).

1.2.3 Funkce INKT bunék
Invariantni NKT bunky maji Sirokou skalu funkci. Reguluji imunitni odpovéd,

produkuji cytokiny a maji cytotoxicky efekt na cilové buiiky.

1.2.3.1 Produkce cytokini

Pomoci iTCR rozpoznavaji INKT bunky bakterialni a endogenni glykolipidové
antigeny prezentované CD1d molekulou a mohou tak produkovat velké mnozstvi cytokind,
véetné IL-4 a IFNy. Tyto cytokiny zlepsuji funkci dendritickych bunék, NK bunék, B bungk,
a stejné tak i CD4+ a CD8+ T bunék. Rychla produkce cytokinti iNKT bunikami jim dava
schopnost amplifikovat a regulovat adaptivni imunitni odpovédi, a tak spojovat vrozenou a
adaptivni imunitu. Po aktivaci jsou schopny produkovat Sirokou $kalu cytokint jako IL-2,
IL-4, IL-6, IL-10, IL-13, IL-17, IFNy, TNFa, TGFp, GM-CSF, RANTES, MIP-1a nebo 3 a
ovliviiuji rozvoj Thl a Th2 odpoveédi (Juno, Keynan a Fowke, 2012).

INKT buiiky pii vhodné stimulaci podporuji Th2 odpovéd’, produkei IgE a naslednou
senzibilizaci, coz naznacuji nasledujici data. Soucasné podavani exogenniho proteinového

antigenu s a-GalCer vede ke zvySeni citlivosti mySich bunék s Th2 odpovédi k tomuto
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antigenu. Podobné, aktivace iNKT bunék in vivo s a-GalCer nebo jinym glykolipidovym

antigenem vede Kk rychlému zvyseni IgE v séru (Kim et al., 2004; Meyer et al., 2006).

1.2.3.2 Piima cytotoxicka aktivita
Podobné jako NK burky, INKT buiky exprimuji cytotoxicka granula obsahujici
perforin a granzym. Tyto cytotoxické latky jsou schopny usmrcovat cilové bunky, jako jsou
aktivované, infikované a maligni bunky (viz Obr. 5). Krom¢ toho cytotoxicita iNKT bun¢k
zvySuje miru lokalniho zanétu, podili se na protinadorové obran¢ a muze podporovat imunitni
odchylky usmrcenim T-reg bunék (McCarthy et al., 2007; Nguyen, Vanichsarn a Nadeau,
2008).

Release of perforin
and granzymes

Secretory granule

MTOC Fusion of granules
with the presynaptic

membrane

Cytotexic
lymphocyte

D
Dying cell

Target cell

Obr. 5: Interakce cytotoxického lymfocytu s cilovou buitkou pomoci granzymu a perforinu.
Na obrazku jsou znazornény interakce cytotoxického lymfocytu s cilovou buikou.
Cytotoxicky lymfocyt rozpoznava svou cilovou buniku a centrum organizujici mikrotubuly
(MTOC) cytotoxickych lymfocyti polarizuje a vylucuje granula smérem k presynaptické
membrang. Sekrecni granula pak fizuji s presynaptickou membranou a uvoliuji perforin a
granzym do synaptické S$térbiny. V postsynaptické membrané tvofi perforin velké
transmembranové pory, které umoziuji diftizi granzymu do cytosolu cilové buniky. Granzymy
pak iniciuji apoptdzu cilové buiky a cytotoxické lymfocyty se uvoliluji z umirajici bunky
(oznaceno Sipkou) a mohou interagovat s jinou cilovou buiikou (Voskoboinik, Whisstock a
Trapani, 2015).

U nékterych infekci, jako je leishmanidza, mize byt pro boj s infekci nezbytna
cytotoxicita iNKT bungk. Dendritické buriky infikované Leishmania infantum zvysuji expresi
CD1d na svém povrchu, a proto je lze iNKT bunikami u¢inné rozeznat a zabit. Takova
cytotoxicita je zvySena IL-4, ktery je produkovan autokrinnim zptisobem (Kaneko et al., 2000;
Campos-Martin et al., 2006).
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1.2.4 Role iNKT bunék v patofyziologickych procesech
Invariantni NKT bunky hraji vyznamnou roli pii regulaci imunitni odpovédi, a to jak

pfi fyziologickych procesech, tak pfi riznych patologickych stavech.

1.2.4.1 Vyznam iNKT bunék pri regulaci imunity
Invariantni NKT buiiky jsou dalezit¢é pii regulaci imunity diky svym
imunomodula¢nim a cytotoxickym vlastnostem. Tyto funkce INKT bunky vyuzivaji pii
transplantaci hematopoetickych krvetvornych bunék, pii které muze dojit k relapsu nebo
k reakci $tépu proti hostiteli (GVHD reakce), pti které T buiiky ve $t€pu pusobi proti buitkam
piijemce. Regulace imunity pomoci iNKT bunék se uplatituje také u alergii a autoimunitnich

onemocnénich.

1.2.4.1.1 iNKT a reakce S$tépu proti hostiteli

Reakce Stépu proti hostiteli (GVHD — z angl. Graft versus host disease) je zavazna
komplikace, ke které ¢asto dochazi po alogenni transplantaci krvetvornych bunék. Pii této
reakci T-bunky ptitomné v darcovském §tépu rozpoznavaji tkanové antigeny piijemce jako
cizorodé a reaguji proti nim. Nedavné studie zdraziuji kli¢ovou roli iNKT bunék v regulaci
GVHD. Ukéazaly, ze vyssi frekvence iNKT bunék u pacientd korelovala s niz$im rizikem
GVvHD (Rubio et al., 2012). U studii na mys$ich stimulace pomoci a-GalCer nebo adoptivni
ptenos iNKT bun¢k poskytuji podstatnou ochranu proti GvHD. Dale bylo prokazano, ze pro
optimalni potla¢eni GvHD je rozhodujici IL-4 produkovany iNKT bunkami a nasledna
expanze regulac¢nich T bun€k (Schneidawind et al., 2014). Tato data ukazuji, ze INKT bunky
mohou byt vhodnym terapeutickym rezimem pro pacienty s GvHD (Mavers, Maas-Bauer a
Negrin, 2017; Wang a Hogquist, 2018).
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Obr. 6: Role invariantnich NKT bungk pfi alogenni transplantaci kmenovych bunék (Mavers,
Maas-Bauer a Negrin, 2017). Na obrazku jsou znazornény ruzné role iNKT bunék pii
transplantaci alogennich kmenovych bunék, mezi které patii G¢inek $t€pu proti nadoru,
antimikrobialni ucinek a potlaceni reakce S§tépu proti hostiteli. Jsou zde znazornény
predpokladané mechanismy, kterymi miize iNKT fungovat pro potladeni GvHD. Cervena
barva ptedstavuje zanétlivy fenotyp, modra barva ptredstavuje supresivni nebo protizdnétlivy
fenotyp, oranzovy kruh pfedstavuje endogenni lipidovy antigen, cizi lipidovy antigen nebo
exogenni synteticky lipidovy antigen (tj. a-GalCer). INKT bunky ptsobi na ostatni efektorové
bunky napf. produkci IL-4 a jejich ptimou aktivaci (Mavers, Maas-Bauer a Negrin, 2017).

Bylo také prokéazano, Ze aplikovana davka iNKT ovliviiuje pravdépodobnost vzniku

GVHD (viz Obr. 7) (Chaidos et al., 2012).
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Obr. 7: Grafy znazornujici vyskyt reakce §tépu proti hostiteli. A - v§ichni pacienti, B — pacienti,
ktefi dostavali vyssi nebo stfedni davku iNKT bun¢k (Chaidos et al., 2012).
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V ramci zvitecich studii bylo podle Du et al., 2017 sledovano, ze nizké davky infuze
INKT bunék ucinné branily a byly schopné zvratit chronickou reakci $té€pu proti hostiteli
(cGVHD) a zaroven in vivo stimulace iNKT bunék a-GalCer byla G¢inna, jak v prevenci, tak
v 1écbé cGvHD. Diky klicové roli iNKT bunék pii regulaci patogeneze cGvHD se mohou
INKT bunky stat potencialné novou profylaktickou a terapeutickou moznosti pro pacienty

s GVHD (Du et al., 2017).

1.2.4.1.2 INKT a alergie
INKT bunky produkuji nejen cytokiny, které ovliviiuji adaptivni imunitu, ale také
funguji jako kritické efektorové burky, které mohou indukovat rozvoj hyperreaktivity
dychacich cest (AHR). NKT burky reagujici na glykolipidové antigeny, stejn¢ jako bézné
CD4+ T bunky reagujici na peptidové antigeny, mohou byt synergické pti indukci AHR, 1
kdyz v n¢kterych piipadech mize kazdy nezavisle indukovat AHR (Meyer et al., 2006).

Astma je zanétlivé plicni onemocnéni, u kterého CD4+ T bunky produkujici IL-4 a
IL-13 hraji patogenni roli. Polarizace INKT bunék na Th2 odpovéd hraje klicovou roli ve
vyvoji astmatu. Experimenty ukazuji, ze produkce IL-4 a IL-13 iNKT butikami je zdsadni pii
rozvoji hyperreaktivity dychacich cest a tézkého perzistujiciho astmatu. Respiracni podani
glykolipidovych antigent (napt. a-galaktosylceramid), které specificky aktivuji NKT burtiky,
rychle vyvola AHR (Kim et al., 2004; Meyer et al., 2006). Déale se na pokusu u mysi
s deficitem NKT buné¢k ukazalo, Ze alergenem indukovana hyperreaktivita dychacich cest se
nevyviji v nepfitomnosti mysiho Val4 fetézce T bunééného receptoru NKT bunék (Akbari

et al., 2003).

1.2.4.1.3 INKT a autoimunitni onemocnéni
Autoimunita se rozviji, kdyz je snizena tolerance vi¢i vlastnim tkanim. Tradi¢ni 1é¢ba
autoimunitnich onemocnéni se pievazné opirala o imunosupresivni a protizanétliva ¢inidla,
ktera Casto poskytuji pouze kratkodobou tlevu. Lep$im pfistupem imunoterapie by méla byt
prevence klinickych projevii, nebo zastaveni progrese onemocnéni. Tolerance vici
autoantigeniim je regulovana n¢kolika typy bunék s imunoregulac¢nimi vlastnostmi, jako jsou

CD1d-regulované iNKT buiiky nebo T regulac¢ni bunky (Van Kaer a Wu, 2018).

Invariantni NKT bunky hraji roli jak v ochrané, tak v patogenezi autoimunitnich
onemocnénich. Zda se, ze iNKT buniky podporuji aterosklerdzu, zatimco u nékterych modela

diabetu typu I, lupusu a rakoviny maji supresivni roli (Tupin et al., 2004).
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Funkéné defektni skupina NKT bunék byla popsana u nékolika autoimunitnich
onemocnéni jako je roztrouSena sklerdza, systémovy lupus erythematodes, revmatoidni
artritida, diabetes typu 1 nebo Crohnova choroba. Podle Simoni et al, 2003 pacienti s diabetem
typu I, vCetné identickych dvojcat, méli méné iNKT bunék, které produkovaly mén¢ Th2

cytokini nez jejich nediabeti¢ti sourozenci (Simoni et al., 2013).

Studie na pacientech a zvifecich modelech s autoimunitnimi onemocnénimi popisuji
rizné role podskupin iNKT bunék. Naptiklad CD4+ iNKT bunky brani diabetu typu 1 u mysi
i lidi (Magalhaes, Kiaf a Lehuen, 2015), zatimco iNKT17 bunky zvysuji vyskyt onemocnéni.
U pacientd s roztrouSenou sklerdzou v remisi CD4+ iNKT bunky vylucuji velké mnoZzstvi
IL-4, coz svéd¢i o jejich prospésné roli. Oproti tomu CD4+ iNKT bunky infiltruji 1éze pti
psoriaze (lupénka) a u ateroskler6zy mohou byt také patogenni. VSechna tato data naznacuji,

Ze ochrana nebo opétovné vzplanuti autoimunitnich nemoci zptisobené iNKT bunikami mutze

wrwe

obrazku 8 (Simoni et al., 2013).

Protective NKT cells Deleterious NKT cells

Protective NKT cells Deleterious NKT cells I

immunity

Obr. 8: Hypotéza tykajici se ucinku raznych podmnozin iNKT bun¢k v autoimunité (Simoni
etal., 2013).

1.2.4.2 Vyznam iNKT bunék u nadori
Invariantni NKT bunky mohou zprosttedkovat protinddorovou imunitu pfimym
rozpoznadvanim nadorovych bunék, které exprimuji CDId, anebo prostiednictvim
rozpoznavani CD1d nalezeného na bunikach v mikroprosttedi nadoru (Wolf, Choi a Exley,
2018).

Invariantni NKT bunky byly objeveny v dobé, kdy byl a-GalCer studovan
v souvislosti s protinadorovou terapii. Od t¢ doby se hromadi dikazy, ze iNKT bunky hraji
dulezitou roli v protinadorové imunité. Dvojité negativni INKT buriky a IFNy produkovany
INKT bunkami jsou s nejvétsi pravdépodobnosti odpovédné za tuto protinadorovou aktivitu
aktivaci NK buné¢k. Zatim vsak neni jasné, zda iNKT buiiky mohou pfimo cilit na nador nebo

blokovat angiogenezi fizenou makrofagy asociovanymi s CD1d. U lidi je hladina INKT bunék
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snizena v nadorech, jako jsou karcinomy plic, prsu, tlustého stieva a v melanomu. Pacienti s
vy$$imi hladinami iNKT bunék maji lepsi prognézu (Song et al., 2009; Cianferoni, 2013).
In vivo aktivace iNKT bunék se pouziva v mnohych klinickych studiich, které sleduji vliv
ex vivo aktivovanych a pulsovanych dendritickych bun€k pomoci a-GalCer na zastoupeni a
cytotoxicky potencial iNKT bunék (Nencioni et al., 2008; Palucka a Banchereau, 2013). Tyto
studie potvrzuji zvysené zastoupeni iNKT bunék, zvySeni protinddorové imunity a zpomaleni

nadorového rastu (Motohashi et al., 2006; Nagato et al., 2012).

iNKT podporuji reakci $tépu proti nadoru neboli GVT efekt. Metabolismus u
nadorovych bungk je odlisny. Na jejich povrchu jsou prezentovany tumorasociované antigeny,
coz jsou lipidy, které mohou pfemostit CD1d a invariantni bunécny TCR (Mavers, Maas-Bauer
a Negrin, 2017).

INKT bunky mohou fungovat v mikroprostiedi nadoru (TME) prostfednictvim
pfimych nebo nepfimych interakci s nddorovymi buitkami. Tyto interakce jsou znadzornény na

obrazku 9 (Wolf, Choi a Exley, 2018).

A Direct activation of iNKT cells B Indirect activation of iNKT cells
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Obr. 9: Aktivita INKT bunek v mikroprostiedi nadoru. V piimé aktivacni cesté (A)

s GzmB/FasL

g

rozpoznavaji iNKT buiiky lipid-CD1d komplexy na povrchu nadorovych bunék a poté piimo
zprostiedkovavaji zabijeni nadorovych bunék. Vytvotrenim zanétlivych cytokini, jako je IFNy,
pomahaji NK bunkdm v TME vykonavat jejich protinddorové efektorové funkce. V nepiimé
aktivacni cest¢ (B) INKT bunky rozpoznavaji lipid-CD1d komplexy na povrchu antigen
prezentujicich bunek (APC) nebo makrofagi spojenych s tkanémi (TAM). Tato interakce vede
k zabijeni imunosupresivnich makrofagh TAM zprostfedkovanych iNKT buinikami, coz vede
k mén¢€ imunosupresivnimu prostiedi, kde NK buiiky infiltrujici nddor mohou Iépe plnit své

funkce (Wolf, Choi a Exley, 2018).
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Hladina iNKT bunék koreluje s po¢tem pieziti u mnoha typu rakoviny (karcinomy,
melanomy, myelomy), coz je znazornéno v grafu na obrazku 10. Pti nizké hlading iNK T bunék

je vyrazné niz8i procento preziti (Tachibana et al., 2005).
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Obr. 10: Analyza celkového preziti pacientii s kolorektalnim karcinomem v zavislosti na

stupni infiltrace iINKT bunkami (Tachibana et al., 2005).

1.2.4.3 Vyznam iNKT bunék u infekénich onemocnéni
Bylo prokazano, ze iNKT bunky hraji roli v obran¢ proti bakteridlnim, virovym,
houbovym a protozoalnim infekcim. Zdaji se byt dilezité u mysi v boji proti Streptococcus
pneumonia, ktera je indukuje k vyluéovani IFNy a IL-17. Chlamydia trachomatis a
C. muridarum maji antigen, ktery je schopen aktivovat iNKT bunky. Mechanismus takového
zapojeni vSak dosud nebyl objasnén. INKT buiky v my$im modelu byly také dulezité pti

infekci Borrelia burgdorferi (Bendelac, Savage a Teyton, 2007; Cianferoni, 2013).

Invariantni NK T-lymfocyty jsou dilezité pti plisnovych infekcich, jako je napiiklad
infekce plic zpusobna Cryptococcus neoformans. U mysi jsou Thl cytokiny z iNKT bunék
nezbytné pro boj s C. neoformans. Na zakladé zvifecich modeltd se iNKT buiky zdaji byt
dulezité také pro imunitni odpovéd proti nékterym parazitim, jako je Leishmania major,
L. donovani a Trypanosoma cruzi. iINKT burky jsou také dilezité u mysiho modelu v boji
proti virovym infekcim, zejména herpesvirim, jako je infekce cytomegalovirem nebo herpes
simplex virem. U lidi je nedostatek iNKT bun€k primarné spojen S rozsahlymi virovymi

infekcemi (Duthie et al., 2002; Ashkar a Rosenthal, 2003; Chang et al., 2011; Cianferoni,
2013).
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2 Cile prace a hypotéza
Cilem této prace bylo:
e izolovat invariantni NKT buniky pomoci magnetické separace a zajistit jejich expanzi
e stanovit imunomodulacni vlastnosti INKT
e stanovit cytotoxicky potencial INKT
e stanovit imunofenotyp INKT
e detekovat rozdily v chovani invariantnich NKT bunék mezi jednotlivymi zdravymi

jedinci

Pracovni hypotéza: Invariantni NK T-lymfocyty jsou variabilni populace, ktera ma ruzny

imunofenotyp, cytotoxicky a imunomodulaéni potencial.
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3 Material a metody

3.1

Seznam pouzitého materialu a reagencii
Material
J bézny materidl: centrifugacni zkumavky o objemu 15 ml a 50 ml, nastavitelné
pipety a jednordzové Spicky s filtrem, Eppendorf zkumavky, sérologické
pipety, Pasteurovy pipety, stfikacky, jehly
o kryozkumavky 1,8 ml (NUNC, ThermoFisher Scientific, USA)
J magnetické kolony a magneticky stojan (LS columns a MidiMACS separator,
Miltenyi Biotech, Némecko)
o Biirkerova komtrka
o kultiva¢ni desticka s U dnem s 96 jamkami a 24 jamkami (Corning, USA)
o kultivaéni zkumavky o objemu 15 ml (TPP, Svycarsko)
. zkumavky 12x75mm (BD, USA)
Reagencie

albumin (albunorm 20%, Octapharma, Svycarsko)

Gibco® Antibiotic-Antimycotic (10,000 units/ml penicilinu, 10,000 pg/ml
streptomycinu a 25 pg/ml Amphotericin B)

dimethyl solfoxide (DMSO) (Wak-Chemie, Némecko)

fetalni bovinni sérum (FBS) (Gibco, USA)

Ficoll-Pague-premium (GE Healthcare, USA)

HEPES (1M; Gibco, USA)

IL-15 (nafedéno na 1501U/ul) (Miltenyi Biotech, Némecko)

IMDM médium (Gibco, USA)

L-Glutamin (200MM; Gibco, USA)

magnetické mikrocastice s protilatkou (iNKT isolation kit, Miltenyi, Némecko)
PBS (Gibco, USA)

pyruvat sodny (100mM; Gibco, USA)

RPMI médium (Gibco, USA)

CFSE proba (Carboxyfluorescein succinimidyl ester, Life Technologies, USA)
alpha-Galactosylceramide (a-GalCer, KRN7000) (Cyaman Chemical, USA)
protilatky: CD45 — BriliantViolet 510 CD45RO — BV510 (ob¢ Biolegend,
USA), CD3 — FITC, CD4 — APC-Cy7, CD8 — FITC (vse Exbio, Ceska
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republika), TCRVp11 — APC (Beckman Coulter, USA), TCR Vo24-Jal8 (klon
6B11) — PE a BV421 (obé Biolegend), NKG2D (CD314) — PE, CD25 — APC,
CD45RA — PerCP Cy5-5, 7-actinomycin (7-AAD) (vse Exbio)

nadorové bunééné linie: RAJI (Burkittiv lymfom), H929 (mnohocetny
myelom), KG1la (akutni myeloidni leukémie) a K562 (chronicka myeloidni

leukémie) vSe zakoupeno ze Sigma Aldrich

SlozZeni médii a roztoku

INKT médium: 1 % ATB, 1 % pyruvat sodny, 1,5 % HEPES, 2 % L-Glutamin,
10 % FBS, 0,1 % merkaptoethanol do RPMI

rozmrazovaci médium: 20 % FBS + 1 % ATB do RPMI

promyvaci médium: 10 % albunorm + 1 % ATB do RPMI

rozvoliiovaci roztok (zamrazovani): 60 % albumorm + 40 % PBS
kryomédium pro mononuklarni buiiky a naddorové linie: 80 % FBS + 20 %
DMSO

kryomédium pro iNKT bunky: 40 % PBS, 40 % albunorm a 20 % DMSO

Kultiva¢ni média pro nadorové bunééné linii

RAJI a K562: 10 % FBS + 1 % ml ATB do RPMI

H929: 10 % FBS + 1 % ATB + 1 % L-Glutamin + 0,1 % merkaptoethanol
do RPMI

KGla: 10 % FBS + 1 % ATB do IMDM

Pristroje a prisluSenstvi

PCR box s hepa-filtrem (ESCO, Némecko)

prutokovy cytometr ARIA Fusion (BD Bioscience, USA)
COg2 inkubator (Thermo, USA)

fizeny zmrazovaé (IceCube, SY-LAB, Rakousko)

malé pfistroje — centrifugy, vortex, sptripetor, mikroskop

ozafova¢ Gammacell 1000 Elite (Best Theratronics, Kanada)
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3.2  Obecné schéma prace s invariantnimi NK T-bunkami
Invariantni NKT bunky byly izolovany z mononuklearnich buné¢k (MNC) zdravych
darct. Poté byly kultivovany za piislusnych podminek a po dosazeni dostate¢né koncentrace
a Cistoty byly zamrazeny a pfipraveny pro dal$i testovani. Po rozmrazeni byly 24 hodin
rekultivovany a nasledné¢ pouzity na cytotoxické a imunomodulacni testy a na urceni
imunofenotypu. Prace byla po celou dobu provadéna ve sterilnim prostifedi v PCR boxu, aby

nedoslo ke kontaminaci bun¢k, s vyjimkou préace s protildtkami pro pritokovou cytometrii.

3.3  Izolace mononuklearnich bunék
Pro izolaci mononuklearnich buné¢k byly pouzity buiky zdravych darct, kteti
podepsali informovany souhlas schvaleny etickou komisi Lékaiské fakulty v Plzni dne

7.6.2018.

K 9 ml plné krve, ktera byla pfenesena do 50ml zkumavky bylo ptfidano 9 ml PBS.
Obsah zkumavky byl dikladné¢ promichan. Dale byly pfipraveny dvé 15ml zkumavky, do
kterych bylo napipetovano 6 ml separaéniho média Ficoll-Paque. Do kazdé z tcéchto
pfipravenych zkumavek bylo opatrné navrstveno 9 ml nafedéné krve. Poté byly zkumavky
centrifugovany pii 1 000 g a teploté 20 °C po dobu 15 minut s minimalnim rozjezdem a brzdou.
Po centrifugaci byla odebrana frakce mononuklearnich bun€k tvoftici prstenec na rozhrani fazi,
do 50ml zkumavky. Poté bylo do zkumavky ptfidano 30 ml PBS a suspenze byla
centrifugovéna pti 480 g a teploté 20 °C po dobu 10 minut. Nésledné byl odstranén supernatant
a peleta byla rozvolnéna v 1 ml PBS s 60 % albuminem. Po urceni koncentrace bunék byly
buiiky nafedény na koncentraci 20-60 x 10%ml (podle celkového mnozstvi bunék tak, aby
vznikly alespon 4 aliquoty) a aliquotovany po 0,5 ml do kryozkumavek. K suspenzi bunék
bylo ptidano 0,5 ml vychlazeného kryomédia ve slozeni 20 % DMSO + 40 % albumin v PBS
a zkumavky byly ihned vloZeny na led. Detaily samotného zamrazeni viz nésledujici kapitola

3. 4 druhy odstavec.

3.4  Zamrazeni bunék
Nasledujicim zptisobem byly zamrazeny INKT bunky a nadorové bunécné linie.
Prvnim krokem zamrazeni bun¢k bylo ptipraveni pfislusného kryomédia (nadorové bunécné
linie: 80 % FBS + 20 % DMSO; pro invariantni NKT buiky: 20 % DMSO a 40 % albumin v
PBS) a jeho vychlazeni alespon 20 minut v lednici. Ze suspenze bun¢k byl odebran vzorek a
urcena koncentrace. Buiiky byly centrifugovany piti 300 g a teploté 20 °C po dobu 8 minut.

Peleta byla rozvolnéna v rozvoliovacim roztoku (60 % albumin + 40 % PBS) tak, aby finalni
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koncentrace byla 1,5 x 10%ml. Do kazdé piedem oznaéené kryozkumavky (nazev,
koncentrace, datum, ptipadné identifikace darce) bylo napipetovano 0,5 ml suspenze bunck a

0,5 ml ledového kryomédia a byly ihned vlozeny na led.

Buiikky byly zamrazeny pomoci fizeného zamrazovace, ktery zajistuje postupné
klesani teploty (- 1 °C za 1 min) az na -80 °C. Po zamrazeni byly bunky uloZeny do tekutého

dusiku.

3.5  Rozmrazeni bunék

Postup rozmrazeni je pro vSechny pouzivané buiiky stejny. Pfed zacatkem postupu
bylo pfipraveno rozmrazovaci médium (20 % FBS + 1 % ATB v RPMI) — 10 ml na jeden
aliquot. Médium bylo vytemperovano spolu s vodni lazni v inkubatoru na 37 °C.
Rozmrazovaci médium bylo rozdéleno po 10 ml do 15ml centrifuga¢nich zkumavek. Na jeden
aliquot bun¢k ptipadala jedna centrifugani zkumavka. Poté byly buiiky vyjmuty z tekutého
dusiku a rozmrazeny ve vodni lazni (cca 5 minut) az do Uplného rozpusténi ledu. Déle byl
k rozmrazenému vzorku pomalu ptikapavan 1 ml rozmrazovaciho média z pfedem pfipravené
15ml centrifugacni zkumavky s médiem a obsah kryozkumavky byl opatrné pienesen do této
15ml zkumavky. Pomoci 1 ml rozmrazovaciho média byla kryozkumavka vyplachnuta a obsah
opét prenesen do stejné 15ml centrifugacni zkumavky. Takto rozmrazené buiiky ve zkumavce

byly centrifugovany pti 300 g a pti 20 °C po dobu 7 minut.

Po rozmrazeni mononukledrnich bun¢k bylo déale pokracovéno izolaci iNKT bun¢k
(viz 3. 6), po rozmrazeni iNKT bun¢k cytotoxickymi testy (viz 3. 14), imunomodula¢nimi
testy (viz 3. 15) nebo stanovenim imunofenotypu (viz 3. 12), po rozmrazeni nadorovych

bunéénych linii testy cytotoxickymi (3. 14).

3.6 Izolace INKT bunék (magneticka separace)

Izolace invariantnich NKT buné€k probihé z rozmrazenych aliquot mononuklearnich
bunék zdravych darci. Princip izolace iNKT spoc¢iva v tom, Ze se na iNKT navaZe protilatka
s magnetickymi mikroc¢asticemi, diky kterym se iNKT vazi na magnetickou kolonu, ze které
jsou nasledné vytlaceny. Ty bunky, které se nenavazi, tj. protecou kolonou, jsou pozdéji

ozéfeny a pouzity jako feeder.

Pied zacatkem izolace byl pfipraven promyvaci roztok (10 % albuminu + 1 % ATB
v RPMI) — cca 30 ml na jeden aliquot bunék. Promyvaci roztok byl uloZen v lednici az do jeho

pouziti.
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Izolace iNKT z mononuklearnich bunék s koncentraci do 15 x 10%/ml

U mononuklearnich bunék s koncentraci do 15 x 10%/ml (v ptipadé vyssi koncentrace
viz nize) byl supernatant slit a peleta obsahujici bunky rozvolnéna v 350 pl promyvaciho
roztoku, ktery byl po pouziti opét ulozen do lednice. Vznikla suspenze rozmrazenych bunck
(350 ul) byla ptenesena do 50ml zkumavky a umisténa do lednice na 5 minut. Poté bylo
pfiddno 70 pl magnetickych mikroc¢éstic s protilditkou a zkumavky byly ihned vlozeny
do lednice na 15 minut. Béhem inkubace byly umistény dvé magnetické kolony do
magnetického stojanu. Po inkubaci bylo pfidano 5 ml promyvaciho roztoku, ktery jiz mohl byt
ponechan pii pokojové teploté. Builky v 50ml zkumavce byly centrifugovany pii 300 g pfi
teploté 20 °C 7 minut. Mezitim byla promyta prvni magnetickd kolona 3 ml promyvaciho
roztoku. Po centrifugaci byl dikladné odstranén supernatant a peleta byla rozsuspendovéna
v 500 pl promyvaciho roztoku. Vznikla suspenze bunck byla pfenesena na magnetickou
kolonu, pod kterou byla umisténa 15ml zkumavka oznacena FT1 (flow through 1). Po
proteCeni suspenze byla kolona tfikrat promyta 3 ml promyvaciho roztoku. Timto zplisobem
protekly témeéf vSechny mononuklearni buiiky, kromé invariantnich NKT bunék, které byly
navazany v magnetické kolon¢. Kolona byla pfemisténa na prazdnou 15ml zkumavku. Druha
kolona byla promyta stejnym zpiisobem jako ta prvni. Déle bylo aplikovdno 5 ml promyvaciho
roztoku pomoci sérologické pipety na prvni kolonu, ihned byl stlacen pist, a tak byly bunky
vytlateny z magnetické kolony. Protekld suspenze byla pfenesena na druhou kolonu, pod
kterou byla umisténa 15ml zkumavka s oznacenim FT2 (flow through 2). Kolona byla promyta
dvakrat 3 ml promyvaciho roztoku a po piekapani veSkerého obsahu pienesena na dalsi
prazdnou 15ml zkumavku s oznacenim iNKT. Na kolonu bylo opét aplikovano 5 ml
promyvaciho roztoku pomoci sérologické pipety a ihned byl stlacen pist. Timto zptisobem byla

ziskana suspenze bun¢k o prevladajicim zastoupeni iNKT.

Nasledné byly centrifugovany zkumavky s ozna¢enim FT1, FT2 a iNKT pii 300 g a
20 °C po dobu 6 minut. Pelety byly rozsuspendovany v iNKT médiu v nésledujicich objemech:
FT1v5ml, FT2 aiNKT v 0,5 ml. Déle byly buikky FT1 nafedény 10x iNKT médiem. Bunky
fedéného FT1 a iNKT byly spocitany v Biirkerové komirce a byla tak stanovena jejich
koncentrace. Nafedéna suspenze bunék FT1 byla ozafena gamma zafenim o sile 25 Gy a
pouzita jako feeder pro iNKT. Na zavér byl odebran vzorek 50 ul z FT1, FT2 a iNKT do FACS

zkumavek a tyto vzorky byly méfeny v pratokovém cytometru — viz bod 3. 7.
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Izolace iNKT z mononuklearnich bunék s koncentraci vy$si nez 15 x 10%/ml

U bunék s koncentraci vy$§i nez 15 x 108/ml, nebo v piipadé aliquotii o objemu 2 ml
se postup izolace liSil v n€kolika krocich. Peleta obsahujici buiiky byla po prvni centrifugaci
rozvolnéna v 700 pl rozmrazovaciho roztoku a tato suspenze byla rozdélena do dvou
50ml zkumavek po 350 ul. Po ulozeni zkumavek do lednice na 15 minut bylo pfidano 70 pl
magnetickych mikrocastic s protilatkou do kazdé ze zkumavek. Dale probihala magneticka
1zolace bunék obou zkumavek zvlast’, bylo tedy potteba ctyt magnetickych kolon. Po proteceni
suspenzi bun¢k kolonami byly obsahy zkumavek slity. Zbytek postupu se nelisi od postupu

uvedeného vyse.

3.7  Méfeni ¢istoty iNKT bunék na pritokovém cytometru
Po izolaci iNKT buné¢k bylo stanoveno jejich zastoupeni na pritokovém cytometru.
Spolu s INKT buiikami byly zméteny i vzorky FT1 a FT2 ziskané béhem izolace (viz 3. 6). K
50 ul vzorku byly pfidany protilatky podle Tab. | a dale bylo postupovano podle bodu 3. 8.
Takto byla ovéfena Gspés$nd izolace iNKT a stanovena Cistota (procentualni zastoupeni iNKT
mezi T-lymfocyty), tu bylo potieba znat pro nasledujici nasazeni kultury iNKT na kultiva¢ni

destic¢ku.

Tab. I: Protilatky pro ur¢eni zakladnich znak iNKT.
Protilatka | CD45 | CD3 | TCRVp11 | TCR Va24-Jal8 | 7TAAD

Flourofor | BV510 | FITC APC PE NA

3.8  Obecny postup pripravy vzorki a jejich méreni na prutokovém cytometru
Buiiky s protilatkami byly inkubovany 20 minut ve tm¢. Nasledné byly pfidany 3 ml
PBS a zkumavky se vzorky byly centrifugovany pti 350 g po dobu 5 minut. Poté byl odstranén
supernatant a peleta byla rozvolnéna v 300 pl filtrovaného PBS. Na zavér probéhlo samotné

méteni na pritokovém cytometru a vyhodnoceni vysledk.

3.9 Nasazeni kultury iNKT bunék na kultivaé¢ni desti¢ku
Pro nasazeni kultury iNKT buné€k spolu s médiem, ozafenym feederem, a-GalCer a
IL-15 bylo nejprve potieba vypocitat objemy jednotlivych slozek. Na zakladé méteni Cistoty
INKT (viz bod 3. 7) byla spocitana jejich skute¢na koncentrace v ziskanych 500 pl. Bylo
nasazeno 10 000 bunck na jednu jamku kultivaéni desticky. Ozafeny feeder byl ptidan v
poméru 1 : 1 k iNKT buiikdm. V jedné jamce kultivacni desticky bylo celkem 200 pl smési
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bunék (tzn. iNKT + feeder + iNKT médium). Dale byl pfidan IL-15 (finalni koncentrace
150 IU/ml) a a-GalCer (finalni koncentrace 1 pl/ml), ktery byl nejprve nafedén 10x do iNKT
média. Takto pfipravena smés iNKT bunék, feederu, iNKT média, IL-15 a a-GalCer byla
nasazena na kultivaéni desticku s kulatym dnem (200 pl smési do jedné jamky). Jamky po
obvodu desticky byly vyplnény médiem s antibiotiky, aby nedochazelo k vysychani suspenze.
Bunky na desticce byly kultivovany pii 5% CO2 n€kolik tydni, béhem kterych byla udrzovéna

jejich viabilita (viz dale).

3.10 Kultivace a zamrazeni iNKT bunék
Béhem kultivace iNKT bylo potfeba podpofit jejich viabilitu a déleni. Tyto buiiky se
inkubuji 2 — 4 tydny. Na zakladé posouzeni vzhledu pelety v jamce bylo vyménéno médium s

IL-15, nebo bylo provedeno pasadzovani kultury.

Vyména média a ptidani IL-15

Po prvnim tydnu kultivace bylo potieba ptidat iINKT médium s IL-15 a to
nasledujicim zptsobem. Nejprve bylo odebrano z kazdé jamky 100 pul média, které bylo
Vv jamce nad buiikami. Poté bylo do kazdé jamky piidano 100 pl iNKT média s dvojnasobnou

koncentraci IL-15 (findlni koncentrace 150 IU/ml).

PasaZzovani bunééné kultury

Pokud byla kultura velmi narostla, bylo provedeno pasazovani a to tak, ze z kazdé
jamky bylo pfeneseno 100 pl suspenze bunék (nutno promichat pipetou) do prazdné jamky.
Vzniklo tak dvojnasobné mnozstvi jamek obsahujicich buiiky. Poté se do vSech jamek ptidalo

100 pl média pro iNKT s dvojnasobnou koncentraci IL-15 (findlni koncentrace 150 IU/ml).
Po dokoncené kultivace byly iNKT bunky zamrazeny podle kroku 3. 4.

3.11 Rozmrazeni iNKT bunék a jejich rekultivace
Rozmrazeni iNKT probihalo podle kroku 3. 5. Nasledn¢ byly buiiky rozvolnény
v5ml iNKT média s IL-15 (findlni koncentrace 150 IU/ml) a pfeneseny po 2,5 ml do
dvou 15ml kultivacnich zkumavek, kde byly ponechany pies noc v inkubatoru pii teploté

37 °C. Nasledné byly iNKT buiiky pouzity pro dalsi testovani (viz nize).

3.12 Stanoveni imunofenotypu
Stanoveni imunofenotypu iNKT bunék probéhlo po jejich rozmrazeni a rekultivaci
(krok 3. 11). Poté bylo odebrano asi 50 000 bun¢k, ke kterym byly pfidany protilatky podle
nasledujici tabulky (Tab. II). Déle byl dodrZen postup kultivace a méteni podle kroku 3. 8.
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Tab. 1l: Seznam protilatek pro stanoveni imunofenotypu iNKT bunék.

NKG2D TCR Va24JaQ
Protilatka | CD4 | CD8 CD25 | CD62L CD45RO | CD45RA
(CD314) (6B11)
APC- PE- PerCP
Flourofor FITC| PE APC BV421 BV510
Cy7 Cy7 Cy5.5

3.13 Znaceni nadorovych bunéénych linii CFSE prébou

Nédorové bunécéné linie byly obarveny fluorescencni prébou pro pouziti pii
cytotoxickych testech. Béhem celého postupu bylo potieba pracovat beze svétla.

Pro tento pokus byly pouzity étyfi nadorové bunééné linie: RAJI (lymfom), H929
(myelom), KG1a (myeloidni leukémie) a K562 (chronicka myeloidni leukémie)

Slozeni kultiva¢nich médii pro jednotlivé nddorové linie:
o RAJI a K562: 10 % FBS + 1 % ml ATB do RPMI
o H929: 10 % FBS + 1 % ATB + 1 % L-Glutamin + 0,1 % merkaptoethanol
do RPMI

o KGla: 10 % FBS + 1 % ATB do IMDM

Prvnim krokem bylo rozmrazeni nadorovych linii podle bodu 3. 5. Buiiky byly poté
kultivovany po dobu 10 dni v kultivaénim médiu a udrzovany v koncentraci 0,3 x 10%/ml. Po
kultivaci bylo odebrdano 10-15 x 10° bunék. K buiikdim byly pfidany 4 ml PBS a byly
centrifugovany pii 350 g po dobu 8 minut. Béhem centrifugace byla rozpusténa CFSE préoba
v 18 ul DMSO a pienesena do 45 ml PBS. Po centrifugaci byl slit supernatant a peleta
rozvolnéna v 1 ml PBS s fluorescen¢ni probou. Obratem byla ptidana dalsi ¢ast PBS s probou
tak, aby finalni koncentrace bun&k byla 1 x 10%/ml. Dalebyly nidorové linie s probou
inkubovany pii 37 °C 20 minut. Po inkubaci bylo pfiddno 20 ml PBS a zkumavky byly
centrifugovany pii 350 g po dobu 8 minut. Peleta byla rozvolnéna v ptislusném kultivaénim
médiu tak, aby koncentrace byla 0,5 x 10%/ml. Poté byly znacené nadorové linie kultivovany
pti 37 °C 24 hodin, nésledné byly zamrazeny (viz 3. 4) a pfipraveny pro cytotoxické testy
(viz 3. 14).
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3. 14 Cytotoxické testy
Principem cytotoxickych testi bylo inkubovat samostatn¢ iNKT bunky deseti darct
spolu se Ctyfmi riznymi fluorescencné znaCenymi nadorovymi bunénymi liniemi v péti
riznych pomérech. Byla méfena viabilita nadorovych bun¢k (marker 7-AAD) na prutokovém

cytometru po 24 a 48 hodinach.

Pro tento pokus byly pouzity tyto CFSE znacené nadorové bunécéné linie: RAIJI,
H929, KGla a K562. Postup jejich barveni fluorescencni probou je popsan v kroku 3. 13.

Den 1 — Rozmrazeni iNKT bunék a CFSE znadenvch naddorovych linii

Prvni den byly rozmrazeny a rekultivovany iNKT bunky a CFSE znacené naddorové
bunécéné linie. Rozmrazeni probihalo podle kroku (3. 5.). Rozmrazené¢ iNKT bunky byly
rozvolnény v 5 ml iNKT média s IL-15 (finalni koncentrace 1501U/ml) a pteneseny po 2,5 ml
do dvou 15ml kultiva¢nich zkumavek. Rozmrazené nadorové bunééné linie byly rozvolnény
v 5 ml piislugného média dané linie (pozadovana koncentrace 1 x 108/ml). Buiiky i linie byly

ponechdny pies noc v inkubatoru pii teploté 37 °C.

Den 2 — Piiprava na inkubaci iINKT bunék s nddorovymi liniemi

Druhy den byly iNKT buiiky inkubovany s kazdou nadorovou linii zvlast. Nejprve
byla stanovena koncentrace vSech pouzivanych bunék a byly vypocitany potiebné objemy.
Kazda nadorova bunééna linie byla smichana s iINKT bufikami v péti pomérech: 1:0,5; 1: 1;
1:5;1:10a 1 :20. Celkovy objem kazdého vzorku byl 200 pl. Celd sada vzorkl byla
pfipravena jednou pro méfeni po 24 h a po druhé pro méfeni po 48 h. Také byly pfipraveny

kontroly (200 ul) ke kazdé nadorové linii a timepointu, ktera neobsahovala iNKT bunky.

Den 3 a 4 — Méfeni na prutokovém cytometru

Tteti a Ctvrty den probihalo méfeni po 24 h a 48 h od pocatku inkubace iNKT spolu
S nadorovymi buné¢nymi liniemi. 7-AAD bylo pouZito pro rozliSeni mrtvych a zivych bungk.
Méteni bylo provadéno po deseti vzorcich. Ke kazdému celému vzorku bylo ptidano 7 pl
7-AAD, nasledné bylo pokra¢ovano podle kroku 3. 8. Na pritokovém cytometru byly zméfeny

vSechny bunky vzorku.
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3.15 Imunomodulaéni testy
Principem imunomodulac¢nich testi bylo stanoveni miry aktivace mononuklearnich
bun¢k, které byly stimulovany pomoci alogennich bunék a nasledné ko-kultivovany s

autolognimi INKT.

Den 1 - Rozmrazeni MNC a feederu a jejich nasazeni na kultivaéni desti¢ku

Béhem imunomodulacénich test byly pouzity mononukledrni buiiky deseti darct. Pro
aktivaci bun¢k byl pouzit vzdy stejny vzorek, ktery vznikl spojenim MNC péti darcii (dale
jako feeder). Tento feeder, ktery slouzil jako aktivator MNC vSech dérci, byl pozdéji ozaten,
¢imz bunky ztratily svou funkci proliferovat. Feeder a MNC byly rozmrazeny podle kroku
3. 5. Poté byly pelety vSech vzorkii rozvolnény v 1 ml iNKT média a byla urcena jejich
koncentrace. Pozadovana koncentrace MNC byla 1 x 10%ml bunék. Pro tento pokus byly
odebrany 2 x 10° MNC do iNKT média od kazdého déarce. Pozadovana koncentrace feederu
byla také 1 x 10%/ml a pro cely pokus bylo potieba celkem 20 x 10° bunék feederu v iNKT
médiu. Feeder byl ozafen gamma zafenim o sile 25 Gy. Smés mononuklearnich bunék, feederu
a IL-15 (finalni koncentrace 150 1U/ml) byla nasazena na 24 jamkovou kultiva¢ni desticku
v poméru 1 : 1 (MNC : feeder). Od kazdého z deseti darcti byly nasazeny 2x10% MNC. Buiiky
na desticce byly kultivovany pti 5% CO2 jeden tyden.

Den 3 aden 5 — Piid4ni IL-15 a vyména iNKT média

Tteti den kultivace bunék byl z kazdé jamky odebran 1 ml média a pfidan 1 ml iNKT
média s IL-15 (finalni koncentrace 150 1U/ml).

Paty den byly odebrany suspenze bunék kazdého darce a zméfena koncentrace bunék.
Poté byly nasazeny buiiky o koncentraci 0,5 x 10%ml. Takto byly nasazeny 2x10° bunék od
kazdého darce. Ke vSem bunikam byl opét pfidan IL-15 (finalni koncentrace 150 1U/ml).

Den 8 — Barveni mononuklearnich bunék CFSE prébou a rozmrazeni iNKT

Osmy den kultivace byly odebrany vSechny buniky (4 ml od kazdého dérce) do 15ml
centrifuga¢nich zkumavek. Dale byla zméfena jejich koncentrace na analyzatoru a bylo

odebrano 2 x 108 pro nasledné barveni.

Suspenze 2 x 10° mononuklearnich bunék byla centrifugovana pti 350 g a 20 °C po
dobu 8 min. Mezitim byla rozpusténa CFSE proba v 18 ul DMSO a 10 pl proby bylo pfeneseno
do 45 ml PBS. Po centrifugaci byl slit supernatant a peleta byla rozvolnéna v 2 ml PBS

s fluorescencni probou. MNC s probou byly inkubovany 20 minut ve tmé. Poté probéhlo
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promyti bun¢k a to tak, ze ke kazdé¢ bylo piidano 20 ml PBS a bunky centrifugovany pii 350 g
a 20 °C po dobu 8 min. Po centrifugaci byla peleta rozvolnéna ve 4 ml iNKT média a byl
ptidan IL-15 (finalni koncentrace 150 1U/ml). Fluorescen¢né znacené mononukledrni bunky
byly pfeneseny do 15ml kultivacnich zkumavek a byly inkubovany pti 37 °C do druhého dne,
kdy byly pouzity pro dalsi postup.

Spolu s mononuklearnimi bunikami deseti darct byly pozd¢ji inkubovany ptislusné
autologni invariantni NKT bunky. Tyto iNKT od deseti darcti byly osmy den rozmrazeny.
Rozmrazovani probihalo podle kroku 3.5 a buiiky byly poté rozvolnény v 1 ml iNKT média.
Nasledné byl nasazen 1 x 10° iNKT bunék v 1 ml iNKT média spolu s IL-15 (finalni
koncentrace 150 1U/ml) do 15ml kultiva¢nich zkumavek. Bunky byly inkubovany pfi teploté
37 °C do druhého dne.

Den 9 — Piiprava na inkubaci MNC s iNKT

Devaty den byly pfipraveny suspenze MNC a alogennich iNKT v poméru 1 : 1
(500 000 MNC : 500 000 iNKT) a 1 : 0,5 (500 000 MNC : 250 000 iNKT). Byly ptipraveny
kontroly pro kazdého darce obsahujici 5x10° fluorescenéné znacenych MNC bez piidani
iNKT. VSechny vzorky byly doplnény do 1 ml iNKT médiem a byl ptidan IL-15 (finalni
koncentrace 150 IU/ml). Vsechny buriky byly inkubovany pti 37 °C nasledujici tiéi dny, kdy

byly denn€ méteny na pritokovém cytometru.

Den 10, 11, 12 — Mé&feni na prutokovém cytometru

Meéfeni na pratokovém cytometru probihalo 24, 48 a 72 hodin od spole¢né inkubace
aktivovanych MNC a iINKT buné¢k. Kazdé méfeni probihalo nasledovné. Bylo odebrano 300 pl
vzorku a centrifugovano pii 350 g a 20 °C po dobu 8 min. Poté bylo odebrano 200 pl média a
peleta byla rozvolnéna ve zbyvajicich 100 pl. Ke kazdému vzorku byly pfidany protilatky
podle nasledujici tabulky (Tab. III) a néasledoval postup podle kroku 3. 8. Na pratokovém

cytometru byl prométen cely vzorek.

Tab. 11l: Seznam protilatek pro vyhodnoceni imunomodula¢nich testa.

Protilatka | CD45 | CD25 HLA-DR | 7-AAD

Fluorofor | BV510 | APC BV421 NA
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3.16 Zpracovani dat
Flowcytometrické vysledky byly hodnoceny v programu FlowJo, LLC. Pro grafické
zobrazeni dat byl pouzit software Microsoft Excel. Statistika byla provedena ve spolupraci
s Bc. Martinem Lebou ze ZapadocCeské univerzity v Plzni, Fakulta aplikovanych véd. Pro
zhodnoceni cytotoxickych testii byl pouzit Mann-Whitney U-test na hladin¢ vyznamnosti
alfa= 0,05 (nezavisla data, Wilcoxon rank sum test). Pro zhodnoceni imunomodulace byl
pouzit Wilcoxon test na hladiné vyznamnosti alfa = 0,05 (zavisla data, Wilcoxon signed rank

test). Statistika byla hodnocena v software MatLab.
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4 Vysledky
4.1 lIzolace a kultivace iNKT bunék

Izolované iNKT buiky byly specificky stimulovany aGalCer v kombinaci
S ozafenymi autolognimi mononuklearnimi bunkami. Po expanzi trvajici 3—4 tydny byly
buiky zamrazeny. V den zamrazeni byla stanovena jejich koncentrace a zastoupeni (tj.
Cistota). Primérny pocet bunck se zvysil 250x. Hodnota minimélniho nartistu poctu bunék od
zacatku do konce kultivace byla 60x a maximalni 413x (viz Tab. IV). U vSech vzorkl byla
detekovana velka Cistota populace iNKT bun¢k dosahujici pres 90 %. Nejvyssi zaznamenany
narust Cistoty iNKT bunék byl 0 77 %. U darce i7 doslo ke zvyseni zastoupeni z 13 % na 90 %
(viz Tab. IV). Zbytkové buiky reprezentovaly T-lymfocyty.

Tab. I'V: Tabulka obsahujici koncentrace a ¢istotu iNKT bunék po izolaci a po kultivaci vSech

izolovanych darct.

koncentrace [bunék/ml] Cistota iNKT bunék [%]
darce | po izolaci | po kultivaci | nasobek nartstu | u izolace | po kultivaci | nardst o
¢.1 | 160000 | 13500 000 84 91 99,6 8,6
¢.2 | 200000 | 12000000 60 87 99,4 12,4
¢.3 | 110000 | 33000000 300 56 91,7 35,7
¢.4 | 50000 |10500000 210 50 99,7 49,7
¢.5 | 70000 | 25500000 364 71 99,9 28,9
¢.6 | 80000 | 15000000 188 72 96,7 24,7
¢.7 | 30000 | 9000000 300 13 90 77
¢.8 | 40000 | 9000000 225 77 99,5 22,5
¢.9 | 40000 |16500000 413 69 99,9 30,9
¢.10 | 50000 | 19500 000 390 92 99,9 7,9
¢.11 | 70000 |21 000000 300 75 99,6 24,6
¢.12 | 60000 | 7500000 125 98 99,9 19
¢.13 | 60000 |15000 000 250 85 99,4 14,4
¢.14 | 30000 | 12000000 400 52 99,3 47,3
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4.2 Imunofenotyp iNKT bunék

V ramci charakterizace bunék byl stanoven imunofenotyp INKT bunék deseti
zdravych darctu. Byly stanovené CD4+ a CD8+ subpopulace a dvojit¢ negativni bunky (viz
Obr. 11). Na téchto subpopulacich byly zkoumany dalsi znaky jako je aktiva¢ni receptor
NKG2D, CD25 — receptor IL-2 a membranovy glykoprotein CD62L (viz Obr. 12). Také bylo
stanoveno zastoupeni pamétovych (CD45RO) a naivnich bunék (CD45RA) (viz Obr. 13).
Byla zaznamenana velka heterogenita v zastoupeni jednotlivych subpopulaci, u nékterych
darct byly dominantni CD4+ bunky, u nékterych CD8+ a dvojité negativni bunky. Zastoupeni
u CD4+ bungk se pohybovalo v rozpéti piiblizné 1-76 %, u CD8+ 0,5-60 % a u dvojite
negativnich 17-86 %. V¢étSina iNKT bunék byla pamétovych (v priméru 97 %) a zbytek byly

naivni bunky. Vyjimkou byl darce 18, kde bylo zastoupeni naivnich bunék 7 %.

NKG2D receptor byl primarné exprimovan na CD8+ bunkach, a to pramérné v
zastoupeni 88 % a na dvojité negativnich buinikach v 78 %. Molekula CD62L byla exprimovana
hlavné na CD4+ a dvojité negativnich bunkach, a to pfiblizné u 14 % bunck téchto
subpopulaci. Molekulu CD25 exprimovaly vSechny tfi subpopulace v podobné mife v rozmezi

od 0,1 % do 17 %.

Veskera primarni data jsou v piiloze ¢. 1.

5 | cDg+ CD4+CDB*
0" 3614 , 3,62

CD8-FITC

CD4-APCCy7

Obr. 11: Reprezentativni piiklad hodnoceni zastoupeni CD8+ a CD4+ subpopulaci a dvojité

negativnich INKT bunék pomoci pritokové cytometrie.
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CDez2L+

CD62L-APC

Obr. 12: Reprezentativni piiklad hodnoceni zastoupeni NKG2D a CD62L pozitivnich iNKT

bunck pomoci pritokové cytometrie.
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CD45RA-BV510

CD45RA+
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-1[)3

CD45RA-PerCP-Cy5.5

Obr. 13: Reprezentativni piiklad hodnoceni zastoupeni pamétovych (CD45RO+) a
naivnich (CD45RA+) iNKT bunek pomoci pritokové cytometrie.
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4. 3 Cytotoxické testy

Principem cytotoxickych testi byla inkubace invariantnich NKT bunck
s fluorescen¢né zna¢enymi nadorovymi bunéénymi liniemi. Nasledné bylo méteno zastoupeni
nadorovych bunék pomoci markeru 7AAD na pritokovém cytometru po 24 a 48 hod. Bylo
testovano 10 zdravych darcti iINTK bun¢k a Ctyfi nadorové bunécné linie: RAJI, H929, K562
a KGla. Nadorové bunécné linie a iNKT buiiky byly kultivovany s néasledujicich pomérech:
1:05;1:1;1:5;1:10a1 :20 (nddorova linie : iNKT). U vSech vzorkl byla pfipravena
negativni kontrola, kterd obsahovala pouze nadorové linie a neobsahovala iNKT buiiky.

U vSech linii doslo vice ¢i méné k navySeni zastoupeni mrtvych nadorovych bunék.
Tyto rozdily byly mnohdy se statistickou signifikanci, ale byly velmi malé a jejich biologicka
relevance je velmi nizka.

Mnozstvi mrtvych iNKT bunék po kultivaci s lymfoidni nadorovou bunéénou linii
RAJI se od pozitivni kontroly liSilo pouze minimaln€, i kdyz rozdily byly statisticky
signifikantni. U této naddorové linie nebyl detekovan vyrazny cytotoxicky efekt po 24 hod.
(Obr. 15 A) ani po 48 hod. (Obr. 15 B). Primarni data jsou v piiloze 2.

] maximum horni kvartil ——  primér
25%-75% @  odlehld hodnota
_ | minimum dolni kvartil >< median

* vysledky vykazuji statisticky signifikantni rozdily oproti kontrole

Obr. 14. Vysvétlivky k nasledujicim grafim.
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Obr. 15: Mnozstvi mrtvych nadorovych bunék RAJI po inkubaci s iNKT bunkami po 24 hod.
(A)ap048 hod. (B) Wcre @a:05 B2 1:5 M 1:10 @ 1:20
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U nadorové bunééné linie H929 pochazejici z mnohocéetného myelomu byla vyrazné
sniZena viabilita jiz vV kontrole. Ukézalo se, Ze tato linie je velmi senzitivni na zvoleny piistup
detekce a neni vhodna pro tyto experimenty (viz Obr. 16). Nicmén¢ i zde jsme zaznamenali
signifikantni rozdily mezi vzorky a kontrolni skupinou, je vSak nutno pocitat se zkreslenim dat

Vv disledku neoptimalni viability jiZ kontrolniho vzorku. Primarni data jsou v ptiloze 3.
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Obr. 16: Mnozstvi mrtvych nadorovych bunck H929 po inkubaci s iNKT buitkami po
24 hod. (A) a po 48 hod. (B) Wcre W05 M 1:1 [T1:5 W1:10 @ 1:20
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U iNKT bun¢k kultivovanych s nadorovou bunéénou linii K562, ktera je odvozena
od chronické myeloidni leukémie, byl detekovan jejich cytotoxicky efekt. Po 24 hodinach
doslo k nartstu po¢tu mrtvych bunék ve vSech pomérech, nejvétsi a vyznamny narist byl u
poméru 1 : 20, tedy ve vzorcich s nejvyssim poctem iNKT bun¢k (viz Obr. 17 A). Po
48 hodinach byly obdobné vysledky, opét s vyznamné nejvysSim poctem mrtvych bunck u
poméru 1 : 20, v ostatnich pomérech byl zaznamenan mirny nartist mrtvych bunék oproti
kontrole (viz Obr. 17 B). Vsechny rozdily jsou statisticky signifikantni. Primarni data jsou
v ptiloze 4.
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Obr. 17: Mnozstvi mrtvych nadorovych bunék K562 po inkubaci s iNKT burikami po 24 hod.
(A)apo48hod. (B). Mcrre W1:05 W1:1 [J1:5s M1:10 W1:20
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Po kultivaci iNKT s naddorovou bunécnou linii KGla, kterd je odvozena z akutni
myeloidni leukémie, doSlo k mirnému nartistu po¢tu mrtvych bunék ve vSech pomeérech oproti
kontrole po 24 hod. i 48 hod. (viz Obr. 18 A), avSak bez jednoznacné statistické signifikance
Vv Case 24 hod., signifikantni rozdily byly azu 48 hod. méfeni (viz Obr. 18 B). Veskera primarni

data jsou v ptiloze 5.
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Obr. 18: Mnozstvi mrtvych nadorovych bunék KGla po inkubaci s INKT buikami po
24 hod. (A) apo 48 hod. (B) Wcre W1:05 F1:1 []1:5 M1:10 W1:20
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4.4 TImunomodulaéni testy
V imunomodula¢nim experimentu byly inkubovany nespecificky aktivované
fluorescencné barvené mononuklearni butiky s autolognimi iNKT buiikami. Pro tcely tohoto
experimentu byly pouzity bunky deseti zdravych darct, které byly inkubovany ve dvou
pomérechato2:1al:1(MNC:iNKT). Méeny a vyhodnoceny byly nasledujici hodnoty
po 24, 48 a 72 hod. od pocatku vzajemné kultivace: marker CD25 a jeho intenzita, marker
HLA-DR a jeho intenzita a intenzita CFSE.

Vzhledem k heterogennimu chovani mononuklearnich bunék (riizny stupen aktivace
jednotlivych darci) byla pro piehlednéjsi zpracovani a snadnéjsi orientaci v grafech pouzita
normalizace dat. Kontrola ptedstavuje hodnotu 100 % a u namétenych hodnot byl sledovan

rozdil oproti kontrole, coz je procentualni rozdil v hodnoté.

Vsechny bunky byly vysoce aktivované a exprimovaly CD25 znak.
Nejnizsi aktivace dosahovala 87 % u 24 hod., postupem ¢asu mira exprese CD25 u né€kterych
darct klesala az na 62 %, coz by mohlo vypovidat o nutnosti reaktivace INKT bunék. Pfidani
iNKT buné¢k nezplsobilo vyraznou zménu zastoupeni CD25 pozitivnich bunék (viz Obr. 20).
Signifikantni snizeni exprese, tj. snizeni intenzity CD25 znaku, bylo zaznamenano po 48 hod.
v poméru 1 : 1. Ostatni zmény intenzity vykazovaly sice také sestupny trend, ale bez statistické
signifikance (viz Obr. 21). Veskera primarni data s grafy a data po normalizaci jsou v pfiloze
¢c.6a’.

T maximum horni kvartil ——  primér
25%-75% @  odlehld hodnota
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* vysledky vykazuji statisticky signifikantni rozdily oproti kontrole

Obr. 19: Vysvétlivky k nasledujicim grafim.
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Obr. 20: Mnozstvi CD25 pozitivnich MNC
bunék v procentech, 24 hod. (A), 48 hod. (B)
a 72 hod. (C) od pocatku inkubace s
autolognimi  mononukledrnimi  buikami.
Data, z nichz vychazi tyto grafy, byla
normalizovana, kontrola predstavuje

hodnotu 100 %. M crrR. M 2:1 11
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Obr. 21: Intenzita exprese CD25, 24 hod.
(A), 48 hod. (B) a 72 hod. (C) od pocatku
inkubace s autolognimi mononuklearnimi
buiikami. Data, z nichz vychazi tyto grafy
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Stejné jako CD25 i HLA-DR bylo exprimované u vSech darcu. Byla zde sledovana
vysS§i variabilita, rozmezi HLA-DR pozitivnich bunék se pohybovalo pfiblizné od 50 % az do
80 %. Exprese HLA-DR rostla v ¢ase — po 24 hod. bylo primérné mnozstvi HLA-DR
pozitivnich bun¢k 62 %, po 48 hod. 71 % a po 72 hod. 77 %. Tento rust byl v pfitomnosti
iNKT bunék u 48 hod. zpomalen (viz Obr. 22), a zaroven vyrazné klesla i intenzita (Viz
Obr. 23). Opét byly zaznamenany signifikantni rozdily pouze v ¢ase 48 hod., ale na rozdil od
CD25 intenzity byl pokles exprese HLA-DR pozorovan vV obou pomérech. Veskera primarni
data s grafy a data po normalizaci jsou v ptiloze ¢. 8 a 9.
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CFSE proba je netoxicka flourescencni latka, kterd se v pribchu déleni bunck
rozdéluje mezi dcetiné bunky, z ¢ehoz vyplyva, ze ¢im vyssi flouresecnéni signal, tim méné
se dané bunky déli. Bylo zjisténo, Ze intenzita CFSE se oproti kontrole neméni v ¢ase 24 hod.
(viz Obr. 24). Po 48 hod. byl zaznamenan maly rozdil, kdy vzorky siNKT bunkami
vykazovaly vyssi flourescenci. Nejvétsi rozdil byl pak zaznamenam po 72 hod., kde jiZz byla

intenzita signalu oproti kontrole vyrazné vyssi (viz Obr. 24).
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5 Diskuze

Tato diplomova prace se zabyvala invariantnimi NKT bunikami (iNKT bunky). Tyto
buriky jsou jedine¢nou subpopulaci lymfocytt a vykazuji znaky T i NK bunék. Rozpoznavaji
lipidové antigeny prezentované CD1d molekulou (nepolymorfni neklasicka molekula MHC 1.
tiidy). iNKT bunky poznavaji tyto antigeny pomoci invariantniho NKT bunécného receptoru
(ITCR). Invariantni NKT buiiky jsou velmi heterogenni populaci, piesto existuji tfi zakladni
podskupiny iINKT bun¢k — NKT1, NKT2 a NKT17 (Drees et al., 2017). Tyto podmnoziny se
analogicky objevuji i u pomocnych linii CD4+ T-lymfocytu (Shissler a Webb, 2019). Ackoli
iINKT bunky nejsou ¢etné, diky jejich jedine¢nym vlastnostem se stavaji dilezitou populaci
regulacnich buné¢k a ovlivituji vyvoj imunitnich odpovédi. iNKT bunky dokézi vyvolat
specifické reakce na antigen produkci cytokinli a zdroveit mohou mit cytotoxickou aktivitu
(Cianferoni, 2013). Tyto bunky se podileji na regulaci riznych imunitnich reakci jako jsou
reakce proti infekcim a nddoriim. Také maji dulezity vyznam v reakci Sté€pu proti hostiteli, pti

alergiich a autoimunitnich onemocnénich (Matsuda et al., 2008; Juno, Keynan a Fowke, 2012).

V ramci této studie byly studovany iNKT bunky zdravych darct izolovanych

magnetickou separaci z mononuklearnich buné¢k s naslednou in vitro expanzi.

Z krve darct se podatilo uspésné izolovat iINKT burnky u vSech zatazenych jedinc.
Tyto buiiky byly poté kultivovany, zamrazeny a nasledn¢ testovany. V ramci proliferace bunék
byly zaznamenany vyrazné rozdily mezi déarci. VSechny iNKT buiiky se sice mnohonasobné
namnoZily, nicméné nékteré se namnoZily az 400x, jiné 60x. Tato vlastnost velmi rychlé
expanze se velmi podoba vlastnostem T-lymfocytt (Bohnenkamp, Hilbert a Noll, 2002) a byla
jiz prokazana v ptredchozich experimentech (Jiang et al., 2015; Rotolo et al., 2018). Pted
zahajenim kultivace a po jejim skoncenim bylo méfeno zastoupeni iNKT bunék u jednotlivych
darct neboli Cistota iNKT bunék po specifické aktivaci pomoci interakci a-GalCer a CD1d
molekuly. Nase vysledky se shoduji s pfedchozimi studiemi, kde pomoci tohoto typu aktivace
byla ziskana populace iINKT buné¢k s vysokou Cistotou (Zeng et al., 2013; King et al., 2018 a
Zhang et al., 2019). Vyhodou v tomto pfistupu expanze je také to, Ze se nepouzivaji zadné
kostimula¢ni molekuly, které by mohly nechténé podpoftit zbyvajici T-lymfocyty, které se bez
téchto signali nemnozi (Keohane E. M. a Smith L. J. Smith, 2016). Timto zptsobem bylo
ovéteno, Ze buniky nachystané na nasledné dalsi testovani mély téméf 100% zastoupeni ve

vzorcich. Vyjimkou byl darce i7, u kterého byla ¢istota pted zamrazenim jen 90 %, nicméné
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jeho ptvodni ¢istota byla pouze 13 %, tudiz doslo k vysoce specifické expanzi pouze iINKT

bunék.

Stejné jako byly pozorovany rozdily v rustovych vlastnostech bunék, byla
pozorovana také velka heterogenita Vimunofenotypu tj. V zastoupeni jednotlivych
subpopulaci. Rozdéleni subpopulaci iNKT bunék je podobné jako je tomu u T-lymfocytd.
Rozlisujeme zakladni CD4+, CD8+, dvojit¢ negativni ¢i pozitivni subpopulace (Keohane E.
M. a Smith L. J. Smith, 2016), nicmén¢ stejné jako u T bunék se INKT diferencuji do dalsich
podskupin jako napi. Thl, Th2 a Th17. Na rozdil od T-lymfocytu, kde je vétsina bunék spise
CD4+ (Uppal, Verma a Dhot, 2003), je u iNKT bungk rozloZzeni subpopulaci jiné. V této
studii bylo naméfeno nejvice dvojité negativnich bun¢k (DN) a to pramérné 39 %, dale 30 %
CD4+ bunék a 27 % CD8+ bunék. Obdobné vysledky byly potvrzeny ve studii od Zeng et al.,
2013, kde bylo naméieno 68 = 26 % DN bunék, 20 + 21 % CD4+ bunék a 1 + 8% CD8+ bun¢k
(Zeng et al., 2013).

V naSem souboru bylo detekovano Vv priméru 97 % iINKT buné¢k pamétovych
(CD45R0) a v praméru 0,3 % byly naivni buiiky (CD45RA). Obdobny jev byva pozorovan u
T-lymfocytd, kde byly po dlouhodobé kultivaci detekovany hlavné pamétové bunky
(Booth et al., 2010). U darce 18 bylo zastoupeni naivnich bunék lehce vyssi a to 7 %, zatimco
pamétové bunky tvofil pouze 67 %. Tento vysledek prozatim nemé odiivodnéni, pro blizsi
charakterizaci by bylo potieba dalsich pokusti. Dominantni zastoupeni naivnich iNKT bun¢k
prokazali ve vyzkumu od D" Andréa et al., 2000, kde byly zkoumany NKT bunky odvozené z
pupecnikové krve, tedy bunky, které se pravdépodobné¢ jesté nesetkali s exogennim stimulem
(D’Andréa et al., 2000). Naopak ve studii od Montoya et al., 2007 bylo prokazano vysoké
zastoupeni pamétovych iNKT bunék (88,6 % + 6,4 %) a nizsi procento naivnich bun¢k
(16,8 % =+ 7,3 %), coz odpovida nasim vysledkim. Je znamo, ze primarné pamétové buiky
odpovidaji spise efektorovému typu buné€k, avsak s velmi nizkym aktivacnim stavem - exprese
aktiva¢nich znakti INKT bunék byla napt. CD25: 3,5 % + 2,8 % a HLA-DR: 0,19 % + 0,02 %
(Montoya et al., 2007).

V naSem souboru jsme méfili expresi funkénich molekul po in vitro expanzi:

NKG2D, membranového glykoproteinu CD62L a receptoru pro 1L-2 CD25.

NKG2D receptor je silny aktivacni receptor pro CD8+ lymfocyty a NK bunky.
NKG2D rozpoznéava stresem indukované povrchové ligandy. V NK buiikach je signalizace

NKG2D dostatecna pro uvolnéni imunitni odpovédi, v CD8+ T bunkach je vyzadovana
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soubé&zna aktivace receptoru T-buné¢k (Lewis L. Lanier, 2017) napt. pomoci CD28, ktera slouzi
jako kostimula¢ni signal béhem aktivace T-bunék. Ukazalo se vSak, Zze signaly z jinych
kostimula¢nich receptorti, jako je NKG2D, jsou potiebné pro optimalni funkci T-bunék mimo
fazi aktivace (Prajapati et al., 2018). | v nasem souboru byl NKG2D primarn¢ exprimovan na
CD8+ iNKT burikach (88 %), coz odpovida i funkci téchto bungk, ktera je zaméfena hlavné
na cytotoxickou aktivitu, coz plati i pro dvojité negativni buiiky, kde byla exprese NKG2D
také vysoka (77 %). NKG2D byl exprimovan pouze u primérné 21 % CD4+ bunék.

Molekulu CD62L exprimovaly primarn¢ CD4+ a dvojité negativni buiiky, i kdyziu
téchto dvou subpopulaci byla exprese nizka, a to ptiblizné u 14 % bunék. Tato molekula
piedstavuje klicovou roli v pieziti v in vivo systému (Wolf, Choi a Exley, 2018) a proto je
velmi dulezité najit zpisob zvySeni jeji exprese, coz se povedlo ve studii Tian et al., 2016, kde
bylo prokazano, ze pouze tyto buriky jsou schopny re-expanze po opakované stimulaci (Tian

et al., 2016). V nasi studii nebyla reaktivace provadéna.

Dalsi zkoumany marker byla molekula CD25, coz je o fetézec receptoru
interleukinu 2 (IL-2). IL-2 hraje kli¢ovou roli v regulaci adaptivniho imunitniho systému tim,
ze Tidi pfeziti a proliferaci regula¢nich T bunék, které jsou potfebné pro udrzeni imunitni
tolerance (Chinen et al., 2016). CD25 receptor je bran jako zakladni marker aktivace
T-lymfocyti, jehoZz exprese vsak s Casem v kultufe postupné klesa (Hedfors a Brinchmann,
2003). Nizka exprese byla pozorovana také u nami aktivovanych iNKT (0,1 - 17 %) bunék,
nicméné vzhledem k absenci Casosbérné studie v tuto chvili nevime, zda se jednd o efekt

dlouhodobé stimulace anebo o bazalné€ nizkou expresi po aktivaci.

Z nasich dat vyplyva, ze by mohly mit nami kultivované iNKT buriky, jak schopnost
modulovat imunitni bunky (zastoupeni CD4+ bunck), tak schopnost cytotoxické aktivity
(CD8+, DN bunky). Prestoze iNKT bunky ovliviiuji protinadorové reakce nepiimo
sekretovanim cytokinil a podporou cytolytickych funkci T a NK bunék, bylo védeckou praci
od Bassiri, Das a Nichols, 2013 také potvrzeno, ze iNKT bunky zprostfedkovavaji ptimou
antitumoralni aktivitu in vitro a vyznamné inhibuji rast nadoru in vivo, dokonce i v
neptitomnosti dalSich cytotoxickych lymfocyti (Bassiri, Das a Nichols, 2013). Na zakladé
vyhodnoceni vysledki cytotoxickych testii bylo zjisténo, ze naddorové linie RAJI, KGla a
H929 jsou proti prirozené cytotoxické funkci iNKT bunék spiSe rezistentni a je potieba tyto
buniky vice stimulovat. VSechny tyto linie jsou primarné negativni na CD1d molekulu, takze

nejsou schopny piedkladat antigen pro iTCR. Proto je pravdépodobné tfeba bunky
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senzibilizovat naptiklad pomoci kyseliny all trans retinové (ATRA), kterd mé schopnost CD1d
molekulu u B-lymfocytid a hlavné u myelomovych bunék zvySovat (Rotolo et al., 2018). Také
u chronické lymfoidni leukemie (CLL) se prokazal vliv zvySeni exprese CD1d molekuly a

senzitivity CLL bun¢k na cytotoxickou aktivitu iNKT (Ghnewa et al., 2017).

Nejzajimavejsi vysledky byly zjistény u linie K562, kde byl detekovan vyrazny
cytotoxicky efekt hlavné v poméru 1 : 20 (nadorové buniky : iNKT). Tato linie sice taktéz nema
CD1d molekulu, ale naproti tomu ma vysokou expresi ligandi pro NKG2D (Bae, Hwang a
Lee, 2012), a tim je schopna aktivovat iNKT buiky CDId nezavislou cestou
(Kuylenstierna et al., 2011).

Vedle cytotoxické funkce maji iNKT buiiky také schopnost modulovat ostatni buiiky
imunitniho systému. Tyto modulace jsme testovali pomoci ko-kultivace INKT bunék a
autolognich nespecificky stimulovanych mononuklearnich bun¢k. Nespecificka stimulace
zvysila expresi aktivaénich markerd CD25 a HLA-DR u vsech darct. Pridani iNKT bunék
primérné nesnizilo zastoupeni CD25 a HLA-DR pozitivnich bunék, jako tomu byva naptiklad
u experimentd vyuzivajici k imunomodulaci mesenchymalni kmenové buiiky (Holubovaetal.,
2014), ale spiSe snizilo aktivaéni status bun€k tim, Ze poklesla exprese znakt na pozitivnich
bunkach. Nejvyssi efekt byl zaznamenam po 48 hod. od pfidani iNKT buné¢k, kde byla
v poméru 1 : 2 (MNC : iNKT) detekovana snizena exprese jak CD25, tak HLA-DR, ktery byl
snizen 1 u poméru 1:1. Ovlivnéni (sniZeni) exprese aktivacnich znaki T-lymfocytl bylo
prokazano v podobné studii, kde v§ak byla imunomodulace zna¢né vyssi, coz by opét mohlo
souviset s reaktivaci bunék (Schmid et al., 2018). V této studii bylo zaroven prokazano
zpomaleni proliferace odpovidajici i nasim vysledku, kde jsme pomoci detekce intenzity CFSE
zjistily mensi proliferacni potencial u aktivovanych MNC s pfidanim iNKT bunék, neZ tomu

bylo u kontroly.
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6 Zavér
Z vysledku této prace vyplyva, ze invariantni NKT buiiky jsou variabilni populace.
Tyto buiikky maji heterogenni imunofenotyp, cytotoxicky a imunomodulacni potencial. Nase

hypotéza byla potvrzena.

Vsechny cile této prace byly splnény. Byly detekovany rozdily v chovani
invariantnich NKT bun¢k mezi jednotlivymi zdravymi jedinci. Byly uspésné izolovany iNKT
bunky zdravych darct z mononuklearnich bunék s naslednou in vitro expanzi. Optimalni
expanze bylo dosazeno diky specifické aktivaci pomoci interakci a-GalCer a CD1d molekuly
a diky optimalné¢ zvolenym podminkam kultivace. Byly detekovany znacné rozdily
Vv ristovych vlastnostech bunék, i pfes to byla ziskana populace iNKT bunék s vysokou
¢istotou u vSech jedinct. Velka heterogenita byla zaznamenana u imunofenotypu iNKT bunék.
Byly detekovany zakladni subpopulace iNKT bunék a to CD4+, CD8+ subpopulace a dvojité
negativni buniky. U iNKT bunék a jejich subpopulaci byla naméfena zna¢né variabilita exprese
nasledujicich funkénich molekul po expanzi in vitro: aktiva¢niho receptoru NKG2D, CD25 —
receptoru IL-2 a membranového glykoproteinu CD62L. Dle oc¢ekavani bylo stanoveno
vétsinové zastoupeni pamétovych (CD45RO) iINKT bunék a malé mnozstvi naivnich bunék
(CD45RA) iNKT bungk. Z nasich vysledkt vyplyva, ze by iNKT bunky mohly mit schopnost
modulovat dal$i buiiky imunitniho systému. V téchto pokusech byla potvrzena zvySena
exprese aktivaénich markert CD25 a HLA-DR po ko-kultivaci iNKT buné€k s autolognimi
nespecificky stimulovanymi mononuklearnimi bufikami. Dale byla zaznamenana také
schopnost cytotoxické aktivity téchto buné€k, naptiklad proti nddorové bunécné linii K562,

¢imz byl potvrzen dalsi cil prace.

V dal§im studiu planuji pokracovat v laboratornich pokusech tykajicich se
invariantnich NKT bunék a jejich zasadnich vlastnosti a funkei, a tim rozsifit poznatky ziskané

Vv této diplomové praci.

Price byla podpofena grantem MZ CR-RVO (Fakultni nemocnice Plzeii —
FNPI, 00669806).
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7 Seznam pouzitych zkratek

7-AAD
AHR
APC
ATB
ATRA
CD
CD62L
CFSE
cGvHD
CLL
COz
DMSO
DN
FBS
FT1
FT2
GM-CSF
GvHD
GVT
Gy
HEPES
IFNy

IL-15, IL-3, 4,9, 10, 17, 25

7-aminoactinomycin D

hyperreaktivita dychacich cest

antigen prezentujici bunka

antibiotika

kyselina all trans retinova

cluster of differentiation

L-selektin

6-carboxyfluorescein succinimidy! ester

chronicka reakce Stépu proti hostiteli

chronicka lymfatickd leukemie

oxid uhli¢ity

dimethylsulfoxid

double negative, dvojité negativni bunky

fetal bovine serum; fetalni bovinni sérum

flow through 1

flow through 2

granulocyte-macrophage colony-stimulating factor
graft versus host disease, reakce $t€pu proti hostiteli
graft versus tumor effect, reakce $tépu proti nadoru
Gray
4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid
interferon gamma

interleukin 15, interleukin 3, 4, 9, 10, 17, 25

49



IMDM
INKT
MNC
MTOC
PBS
RPMI
TCR
TGF-B
Th
TME
TNF-a
T-reg

a-GalCer

Iscove's Modified Dulbecco's Medium

invariantni NK T-lymfocyty, invariantni NKT bunky
mononuklearni bunky

centrum organizujici mikrotubuly
phosphate-buffered saline, fosfatovy fyziologicky roztok
Roswell Park Memorial Institute 1640 medium

T bunéény receptor

transforming growth factor f3

pomocné T-lymfocyty

mikroprostiedi nadoru

tumor necrosis factor

regulaéni T-lymfocyt

a-Galactosylceramid
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Piiloha 1 — primarni data stanoveni imunofenotypu

Tab. I: Primarni data procentualniho zastoupeni jednotlivych subpopulaci iNKT bungk.

INKT

CD4+ | CD8+ | CD4-CD8- | NKG2D | CD25 | CD62L | Memory | Naive
i1 | 681 59,3 28,3 81,6 2,25 6,02 94,5 0,1000
i2 21 22,4 51,5 39 8,6 5,87 97,2 0,0092
i3 | 76,2 4,2 16,9 21 3 6,4 93,5 0,0830
i4 | 3,55 11,8 83,2 93,8 5,92 2,82 99 0,0093
5 | 56,7 15,6 25,8 41,6 2,83 0,87 98,1 0,0560
i6 | 209 19,2 57,7 70 4,93 1,23 97,2 0,0087
i7 | 0,85 60,5 38,3 96,1 5,09 4,62 97 0,0000
8 | 141 53 23,1 82,4 1,58 14,3 67 7,2100
19 | 43,8 21,5 31 42,2 7,76 9,25 99 0,0085
i10 | 60,6 0,57 34 13,9 24,8 23,1 97,2 0,0520

Tab. II: Primarni data procentualniho zastoupeni jednotlivych znaki u CD4+ a CD8+

subpopulaci a u dvojité negativnich iNKT bunék.

CD4+ CD8+ Dvojité negativni
NKG2D | CD25 | CD62L | NKG2D | CD25 | CD62L | NKG2D | CD25 |CD62L
il 21,4 10,2 47,6 92,4 1,08 2,93 84,2 2,16 12
i2 10,5 6,62 11,6 61,7 9,05 1,68 44,4 16,8 | 15,3
i3 2,21 2,73 5,68 77,8 6,83 6,83 86,8 8,91 | 185
i4 58,2 10,5 8,68 97,9 4,98 0,55 97,1 7,21 | 9,11
15 4,43 2,84 0,66 89,1 1,98 0,6 93,7 1,89 | 7,21
i6 24,5 2,03 1,12 96 19 0,72 85,1 3,07 | 7,09
i7 74,2 14 11,8 98 2,83 3,17 97,8 6,46 | 119
i8 5,91 2,04 15,3 98,1 0,17 11 93,9 0,66 | 20,9
19 3,75 6,31 12,7 95,3 8,57 5,88 62,2 6,09 | 126
110 4,08 17,5 21,8 76,9 4,62 4,62 34,1 25,1 | 35,3




Piiloha 2 — Primarni data pro cytotoxické testy — nadorova linie RAJI po 24 a 48 hod.
Tab. III: Primarni data znazornujici procentudlni zastoupeni mrtvych nadorovych bunék

nadorové bunééné linie RAJI po 24 a 48 hod.

24 h 48 h

CTRL|1:05/1:1|1:5/1:10(1:20|CTRL|1:05(1:1(1:5|1:10|1:20
i1 8,78 [13,6|15,7| 9,26 | 18,2 5,05 (6,23]7,03| 10,7 | 55
12 415 6,83 |7,59|11,3| 10,2 | 19,6 3.48 38,5 |15,6(24,2| 9,09 | 9,3
i3 ' 159 |143] 16 | 253 | 31,2 ’ 9,79 [119/8,32| 7,67 | 6,71
14 22,8 24,4120,6| 24,8 | 16,5 11,1 [8,91]6,34| 6,29 | 5,74
15 32,8 116,3|16,5| 16,2 | 10,8 5,03 [16,9| 55| 23 | 454
i6| 43 | 152 |17,4|9,73| 156 | 129 | 3,62 | 10,2 [4,42|6,49| 459 | 9,12
17 14,8 19,15|7,88| 10,6 | 3,44 12,7 1892| 4,7 | 6,14 | 3,88
i8 143 |1122] 32 | 21,3 | 15,1 15,2 19,62|10,6| 7,42 | 14,1
19| 422 | 196 |14,4|17,1| 20,2 | 22,2 | 584 | 459 |71,4/46,3| 18,4 | 25,2
110 52,3 |11,7|10,2| 13,7 | 11,5 13,7 |9,18|10,8| 8,2 | 514

Piiloha 3 — Primarni data pro cytotoxické testy — nadorova linie H929 po 24 a 48 hod.
Tab. IV: Primarni data znazornujici procentualni zastoupeni mrtvych nadorovych bunék

nadorové bunééné linie H929 po 24 a 48 hod.

24 h 48 h

CTRL[1:05(1:12(1:5/1:10|1:20|CTRL|1:05|1:1/1:5|1:10(1:20
il 37,1 143,4|133,9| 45,2 | 34,5 38,2 |39,6(32,8| 41,4 | 46,8
i2 97 4 409 |46,4|48,8| 39,5 | 41 20.3 716 |46,7|495| 43,2 | 42,2
i3 ’ 45,1 143,8145,9| 49,8 | 38,6 ’ 36,8 |50,7|40,8| 46,7 | 47,9
i4 36,1 |38,6/44,8| 61,6 | 334 62,6 [41,3/38,1| 345 | 37
i5 41 |37,9|395]| 42,8 | 50,4 489 |52,4|80,2| 42,8 | 50
i6 | 40,7 | 40,8 |37,3|32,7| 36,6 | 346 | 50,1 | 50,1 [45,8| 46 | 44,9 | 36,2
i7 36 (416| 49 | 37,8 | 37,1 445 |153,8|43,4| 52,1 | 45,6
i8 69,9 [78,331,1| 32,2 | 41 89,4 |45,6|39,6| 43,3 | 489
i9 | 351 | 36,6 |39,8/54,7| 64,2 | 50,5 73 52 |42,7|56,7| 52,7 | 69,7
110 68,2 |45,5(34,5| 43,3 | 61,6 49,3 160,4|519| 594 | 72,8




Piiloha 4 — Primarni data pro cytotoxické testy — nadorova linie K562 po 24 a 48 hod.
Tab. V: Primarni data znadzornujici procentualni zastoupeni mrtvych nadorovych bunék

nadorové bunééné linie K562 po 24 a 48 hod.

24 h 48 h

CTRL|1:05(1:12(1:5|1:10|1:20|CTRL|1:05(1:1/1:5|1:10(1:20
il 14,1 |155(17,8| 34,1 | 39,3 5,09 |4,94|9,73| 14,1 | 25,3
i2 462 548 (129|258 44,9 | 79,3 316 542 |19,7|13,6| 33,5 | 68,9
i3 ’ 14,3 113,7/10,8| 23,6 | 8,58 ’ 543 |34,3|10,5| 10,7 | 7,69
i4 54,6 |40,4|57,7| 60,3 | 67,2 6,88 19,9356/ 61,2 | 74,6
i5 18,3 120,631,3| 65,7 | 77,2 326 | 9 [286] 451 | 825
i6 | 805 | 39,7 |226|245| 493 | 345 | 3,73 | 19,6 [31,9|27,6| 9,78 | 10,8
i7 145 |18,2120,4| 19,1 | 13,2 8,43 |7,06| 15 | 10,1 | 8,09
i8 52,3 112,9(29,2| 20,7 | 17,5 8,59 |7,97|11,1| 6,92 | 9,08
9| 7,16 | 17,3 |53,2| 46 | 38,7 | 788 | 6,93 | 20,8 |38,7|13,2| 20,7 | 83
i10 149 119,2116,3| 23,6 | 29,9 229 19,32|15,3| 12,2 | 189

Piiloha 5 - Primarni data pro cytotoxické testy — nadorova linie KGla po 24 a 48 hod.
Tab. VI: Primarni data znazornujici procentualni zastoupeni mrtvych nadorovych bunék

nadorové bunééné linie KG1a po 24 a 48 hod.

24 h 48 h

CTRL|1:05(1:1(1:5|1:10|1:20|CTRL|1:05|1:1/1:5|1:10(1:20
i1 43 [10,6|7,18| 8,65 | 20,9 351 ]19,3/228| 175 | 18
i2 12 20,4 16,36|159| 133 | 12,4 176 35,6 |28,2| 44 | 47,4 | 24,7
i3 13,9 19,64|125| 155 | 6,96 ’ 32,8 127,3|25,3| 30,7 | 23,3
i4 219 |12,7| 21 | 28,3 | 12,1 38,6 |28,1|38,6| 58,8 | 31,7
i5 17,7 113,5|31,2| 25,6 | 33,8 37,1 (29,8276 17,9 | 44,8
i6 | 852 | 176 |13,2| 22 | 29,4 | 275 | 13,7 | 40,3 |46,6|41,3| 32 | 28,6
i7 17,6 1209(17,8| 29 | 23,9 25,1 |18,5(36,3| 25,1 | 24
i8 17,1 |1215]18,3| 16,4 | 19,1 46,6 |44,7|42,7| 48,7 | 40,7
i9 | 19,1 | 10,7 |19,7|26,1| 20,4 | 28,1 | 28,1 | 42,4 (22,1|30,4| 27,5 | 33,7
i10 17,3 |9,77121,1| 22,1 | 43,4 26,4 138,9(33,4| 38,6 | 23,8




Priloha 6 — zastoupeni CD25 pozitivnich bunék — imunomodula¢ni test

Tab. VII: Vyhodnoceni dat zastoupeni CD25 pozitivnich bunék po normalizaci, kde byla

kontrola uréena jako 100 % a u jednotlivych vzorkt se sledoval procentudlni nartst ¢i pokles

exprese.
24 48 72
CTRL 2:1 1:1 CTRL 2:1 1:1 CTRL 2:1 1:1
100 |100,4306|98,27772( 100 |97,4069996,39233| 100 |103,5065 |101,4286
100 |102,2272[100,6682( 100 |99,78355)/98,37662| 100 97,24138
100 |107,6835]106,1927( 100 ]95,6331998,36245| 100 |100,8772|104,7619
100 |100,7667[100,3286( 100 |102,0948| 100,441 | 100 |98,25328 |95,63319
100 |101,2973]101,7297| 100 |101,5234|100,7617| 100 |104,4571| 99,2
100 ]99,46638]99,78655[ 100 |98,15217|98,91304| 100 |85,73186 |95,07995
100 ]96,90502|98,07898( 100 |105,3613/96,15385| 100 |130,0477|130,2067
100 |101,2141[99,00662( 100 ]98,31271| 94,3757 | 100 [100,5789|110,9986
100 | 89,0411 [100,5269( 100 ]99,47146/99,78858| 100 | 93,8914 |102,4887
100 |100,5637]104,3968| 100 |95,37445/100,8811| 100 |103,5227|96,70455
Tab. VIII: Primarni data procentualniho zastoupeni CD25 pozitivnich bunék.
24 48 72
CTRL 2:1 1:1 CTRL 2:1 1:1 CTRL 2:1 1:1
i1 92,9 93,3 91,3 88,7 86,4 85,5 77 79,7 78,1
i2 89,8 91,8 90,4 92,4 92,2 90,9 87 84,6
i3 87,2 93,9 92,6 91,6 87,6 90,1 79,8 80,5 83,6
14 91,3 92 91,6 90,7 92,6 91,1 91,6 90 87,6
i5 92,5 93,7 94,1 91,9 93,3 92,6 87,5 914 86,8
i6 93,7 93,2 93,5 92 90,3 91 81,3 69,7 77,3
17 93,7 90,8 91,9 85,8 90,4 82,5 62,9 81,8 81,9
18 90,6 91,7 89,7 88,9 87,4 83,9 69,1 69,5 76,7
i9 94,9 84,5 954 94,6 94,1 94,4 88,4 83 90,6
i10 | 88,7 89,2 92,6 90,8 86,6 91,6 88 91,1 85,1




Obr. 1: Mnozstvi CD25 pozitivnich MNC bun¢k, 24 hod. (A), 48 hod. (B) a 72 hod. (C) od

pocatku inkubace s autolognimi mononuklearnimi buikami. Grafy vychézeji z primarnich dat.
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Priloha 7 — intenzita CD25 — imunomodulaéni test

Tab. IX: Vyhodnoceni dat intenzity exprese CD25 po normalizaci, kde byla kontrola uréena

jako 100 % a u jednotlivych vzorku se sledoval procentualni nartst ¢i pokles exprese.

24 48 72
CTRL 2:1 1:1 CTRL 2:1 1:1 CTRL 2:1 1:1
100 | 101,9671 | 96,14659 | 100 | 73,92947 | 88,95886 | 100 | 120,1456 | 89,32039
100 | 107,1608 | 96,03399 | 100 | 81,22044 | 65,94134 | 100 82,56507
100 | 165,1259 | 139,9098 | 100 | 100,5928 | 78,65937 | 100 | 108,8874 | 112,3766
100 | 67,03098 | 70,32788 | 100 | 108,4438 | 103,5822 | 100 | 105,0146 | 105,0146
100 | 87,97234 | 75,46229 | 100 | 108,7036 | 75,62087 [ 100 | 110,4478 | 81,46477
100 | 75,80792 | 85,70778 | 100 | 75,04298 | 73,29513 | 100 | 79,37352 | 96,92671
100 | 106,931 | 84,57696 | 100 | 112,6869 | 73,74473 | 100 | 161,1454 | 156,8282
100 | 123,9261 | 116,2184 | 100 | 88,44884 | 79,99175 | 100 | 100,6085 | 111,6295
100 | 76,47615 | 93,05621 [ 100 | 75,45848 | 74,17219 [ 100 | 100,2175 | 106,741
100 | 136,0705 | 125,1969 | 100 | 115,2813 | 107,9855 | 100 | 125,6981 | 80,59631
Tab. X: Primarni data intenzity exprese CD25.
24 48 72
CTRL 2:1 1:1 | CTRL 2:1 1:1 CTRL 2:1 1:1
i1 3711 3784 | 3568 | 2382 1761 2119 1236 1485 1104
12 6354 6809 | 6102 | 4228 3434 2788 3189 2633
i3 2661 4394 | 3723 | 2193 2206 1725 1519 1654 1707
i4 | 11071 7421 | 7786 | 4299 4662 4453 3091 3246 3246
15 6219 5471 | 4693 | 4389 4771 3319 2881 3182 2347
i6 4394 3331 | 3766 | 3490 2619 2558 1692 1343 1640
i7 3203 3425 | 2709 | 2609 2940 1924 1135 1829 1780
i8 2491 3087 | 2895 | 2424 2144 1939 1479 1488 1651
19 8468 6476 | 7880 | 7852 5925 5824 3679 3687 3927
i10 | 2667 3629 | 3339 | 2755 3176 2975 2113 2656 1703

Vil




Obr. 2: Intenzita exprese CD25, 24 hod. (A), 48 hod. (B) a 72 hod. (C) od pocatku inkubace

s autolognimi mononuklearnimi buitkami. Grafy vychazeji z primarnich dat. M crre B 2:1 H 11
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Priloha 8 — zastoupeni HLA-DR pozitivnich bunék — imunomodula¢ni test

Tab. XI: Vyhodnoceni dat zastoupeni HLA-DR pozitivnich bunék po normalizaci, kde byla

kontrola uréena jako 100 % a u jednotlivych vzorkt se sledoval procentudlni nartst ¢i pokles

exprese.
CTRL 2:1 1:1 CTRL 2:1 1:1 CTRL 2:1 1:1
100 ]91,12082[93,59534( 100 | 89,0166 |93,35888| 100 |94,83173| 98,4375
100 |107,2187[109,5541( 100 ]91,22517| 91,0596 | 100 94,51039
100 |117,8354[116,0061( 100 |97,32034/91,71742| 100 | 99,5439 |100,9122
100 |105,9621|122,7642( 100 |101,5419| 115,859 | 100 |96,37405|101,9084
100 | 96,5625 | 96,875 100 1101,7264[93,22709( 100 |104,820899,13473
100 ]99,15357[97,94438( 100 |98,64407|97,40113| 100 |97,77035100,6689
100 |97,26225]94,23631| 100 |105,7366/97,13168| 100 |105,7357|103,3666
100 ]101,3473| 99,7006 [ 100 |95,48969| 93,5567 | 100 |96,22166 |98,23678
100 | 95,4023 | 108,046 [ 100 |94,98208/94,98208| 100 |97,27488|102,1327
100 [117,2414|118,6207| 100 ]93,68771]106,4784 100 |103,7627|95,07959
Tab. XII: Primarni data procentualniho zastoupeni HLA-DR pozitivnich bungk.
24 48 72
CTRL 2:1 1:1 CTRL 2:1 1:1 CTRL 2:1 1:1
il 68,7 62,6 64,3 78,3 69,7 73,1 83,2 789 | 819
12 471 50,5 51,6 60,4 55,1 55 67,4 63,7
i3 65,6 77,3 76,1 82,1 79,9 75,3 87,7 87,3 | 885
i4 36,9 39,1 45,3 45,4 46,1 52,6 52,4 50,5 | 534
15 64 61,8 62 75,3 76,6 70,2 80,9 84,8 | 80,2
16 82,7 82 81 88,5 87,3 86,2 89,7 87,7 | 90,3
i7 69,4 67,5 65,4 76,7 81,1 74,5 80,2 848 | 829
18 66,8 67,7 66,6 77,6 74,1 72,6 79,4 76,4 78
19 69,6 66,4 75,2 83,7 79,5 79,5 84,4 82,1 | 86,2
i10 | 435 51 51,6 60,2 56,4 64,1 69,1 71,7 | 65,7




Obr. 3: Mnozstvi HLA-DR pozitivnich MNC bunék, 24 hod. (A), 48 hod. (B) a 72 hod. (C)

od pocatku inkubace s autolognimi mononuklearnimi bunkami. Grafy vychazeji z primarnich
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Priloha 9 — intenzita HLA-DR — imunomodulaéni test

Tab. XIII: Vyhodnoceni dat intenzity exprese HLA-DR po normalizaci, kde byla kontrola

uréena jako 100 % a u jednotlivych vzorki se sledoval procentualni nartist ¢i pokles exprese.

24 48 72
CTRL 2:1 1:1 CTRL 2:1 1:1 CTRL 2:1 1:1
100 | 137,2283 | 116,3031 [ 100 | 84,75941 | 88,33522 [ 100 | 127,3481 | 81,0122
100 | 82,57407 | 86,72586 [ 100 | 78,88011 | 70,19384 [ 100 88,52801
100 | 129,4322 | 131,152 [ 100 | 79,73325| 72,19198 [ 100 | 103,3751 |104,6738
100 | 80,74609 | 89,41341 [ 100 | 106,4332 | 123,5634 [ 100 | 114,0267 |124,1501
100 | 92,55981 | 89,72604 [ 100 | 106,7335 | 86,79547 [ 100 | 102,7718 | 91,6097
100 | 82,92643 | 87,60207 [ 100 | 76,33692 | 81,29859 [ 100 | 66,34107 |90,45241
100 | 115,0576 | 98,12356 [ 100 | 115,387 | 74,9676 [ 100 | 201,879 |183,2598
100 | 112,9855 | 109,8639 [ 100 | 77,73243 | 64,2851 [ 100 | 91,83766 |103,2692
100 | 80,13449 | 91,39249 [ 100 | 77,6707 | 82,0735 [ 100 | 104,0487 |113,3983
100 | 97,58844 | 108,3208 [ 100 | 83,41161 | 91,08994 [ 100 | 90,35625 |73,17867
Tab. XIV: Primarni data intenzity exprese HLA-DR.
24 48 72
CTRL 2:1 1:1 CTRL 2:1 1:1 CTRL 2:1 1:1
i1 | 49782 | 68315 | 57898 | 43207 | 36622 | 38167 | 33037 | 42072 | 26764
12 | 53495 | 44173 | 46394 | 37093 | 29259 | 26037 | 34022 30119
13 | 45705 | 59157 | 59943 | 45735 | 36466 | 33017 | 36266 | 37490 | 37961
i4 | 34232 | 27641 | 30608 | 23876 | 25412 | 29502 | 26414 | 30119 | 32793
15 | 40335 | 37334 | 36191 | 41925 | 44748 | 36389 | 40082 | 41193 | 36719
16 | 48742 | 40420 | 42699 | 54921 | 41925 | 44650 | 40848 | 27099 | 36948
i7 | 21690 | 24956 | 21283 | 25463 | 29381 | 19089 | 14050 | 28364 | 25748
i8 | 44080 | 49804 | 48428 | 58071 | 45140 | 37331 | 46494 | 42699 | 48014
19 | 30485 | 24429 | 27861 | 33933 | 26356 | 27850 | 20846 | 21690 | 23639
110 | 32593 | 31807 | 35305 | 45140 | 37652 | 41118 | 44267 | 39998 | 32394

Xl




Obr. 4: Intenzita exprese HLA-DR, 24 hod. (A), 48 hod. (B) a 72 hod. (C) od poc¢atku inkubace

s autolognimi mononuklearnimi buitkami. Grafy vychézeji z primarnich dat.
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Priloha 10 — intenzita CFSE- imunomodulaéni test
Tab. XV: Vyhodnoceni dat intenzity exprese CFSE po normalizaci, kde byla kontrola uréena

jako 100 % a u jednotlivych vzorki se sledoval procentualni nartst ¢i pokles exprese.

24 48 72
CTRL| 2:1 1:1 |CTRL| 2:1 1:1 CTRL| 2:1 1:1
100 [100,7469101,7736| 100 [94,32247]100,4688( 100 |113,2792|132,0325
100 | 96,1429 | 97,5716 | 100 [105,6508]106,4115( 100 114,0102

100 [97,09503|97,57269| 100 |122,1959|123,37/17| 100 |150,4007 |136,2148
100 [96,02116|97,63633| 100 |96,31354|100,4398| 100 |102,2184|108,1342
100 [97,58022]98,05949| 100 |110,3985|110,6578| 100 |126,0471|127,5991
100 [102,4073/98,58174| 100 |106,9749|99,57102( 100 |112,9341|101,7166
100 [102,6675)/106,1752| 100 |102,9328|103,6134( 100 |108,3799|112,9888
100 [98,32341| 100 100 |103,9783|107,8732| 100 |101,2311109,2/07
100 [103,1757]108,7913] 100 |101,8234|107,2629| 100 |108,1597 |118,4534
100 [102,4624/110,2197] 100 |106,0527| 105,307 [ 100 ]100,9933|70,95706

Tab. XVI: Priméarni data intenzity exprese CFSE.

24 48 72

CTRL 2:1 1:1 | CTRL | 2:1 1:1 | CTRL 2:1 1:1

i1 | 43245 | 43568 |44012| 17490 | 16497 | 17572 [ 5791 6560 | 7646
12 | 76923 | 73956 |75055| 27872 | 29447 | 29659 | 10992 12532
13 | 71808 | 69722 |70065| 24919 | 30450 | 30743 | 8734 | 13136 | 11897
i4 | 17769 | 17062 |17349| 7731 7446 | 7765 3516 3594 | 3802
i5 | 55501 | 54158 |54424| 18897 | 20862 | 20911 [ 5348 6741 | 6824
16 | 16076 | 16463 |15848| 6294 | 6733 | 6267 2505 2829 | 2548
17 | 19044 | 19552 |20220| 8081 8318 | 8373 2864 3104 | 3236
I8 | 26542 | 26097 |26542| 11990 | 12467 | 12934 [ 5361 5427 | 5858
19 | 22420 | 23132 |24391| 9817 9996 | 10530 | 3983 4308 | 4718
110 | 34316 | 35161 |37823| 18372 | 19484 | 19347 | 9665 9761 | 6858

X1



Obr. 5: Intenzita exprese CFSE, 24 hod. (A), 48 hod. (B) a 72 hod. (C) od pocatku inkubace

s autolognimi mononuklearnimi buitkami. Grafy vychéazeji z primarnich dat. B crrRu B 2:1 [ 121
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