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Abstrakt

NK buiiky jsou soucasti nespecifické imunitni odpovédi a jsou jednou z hlavnich
slozek protinddorové imunity. Ke své aktivaci nepotiebuji antigenni stimul, ale
rozeznéavaji posSkozené (transformované) bunky podle snizené exprese MHC I molekul.
Tito pfirozeni zabijeci se stavaji naplni mnoha klinickych studii zabyvajici se vyuzitim
protinadorové aktivity NK bunék jak u solidnich nadort, tak u hemato-onkologickych

onemocnéni.

Cilem této prace bylo najit optimalni podminky pro in vitro expanzi a aktivaci NK
buné¢k. NK bunky byly izoloviny pomoci magnetické separace z frakce
mononukledrnich bun¢k a kultivovany ve dvou typech médii SCGM a X-VIVO 10
s pfidanim interleukinu 2 popt. OKT3 protilatky. Déle byl sledovan vliv pfitomnosti
podpirnych mononuklearnich bun¢k na proliferaci NK bun¢k. Po 6-ti denni kultivaci
byly buniky pasdZzovany a byl stanoven narGst NK bunék a pratokovou cytometrii
sledovéany aktiva¢ni markery CD25 a CD336 (NKp44). Vsechny experimenty probihaly

v podminkdch spravné vyrobni praxe.

Mirné vétsi vytézek NK bunék byl pozorovan u SCGM média bez vyrazného
rozdilu v ostatnich aditivech. Mezi kulturami s/bez pfidani podplrnych bunék byl
pozorovan znacény rozdil ve prospéch kultury s podpirnymi ozafenymi
mononukledrnimi buikami. Nebyl zaznamendn rozdil v kulturach s autolognimi nebo
alogennimi buitkami. Pomoci pritokové cytometrie jsme zjistili, ze NK bunky, které
maji vyssi proliferacni potencial, exprimuji ve vét§si mife CD25, na rozdil od bunék

s niZsi proliferaci, které mély zvySenou expresi znaku CD336.

Prace vedla k definici optimalnich kultivacnich podminek pro NK butiky a stala se

zékladem pro dalsi vyvoj 1é¢ivého ptipravku z in vitro aktivovanych NK bunék.

Klicova slova: NK buky — kultivace - aktivita



Abstract

NK cells are part of the non-specific immune response and are one of the main
components of antitumor immunity. They do not need antigen stimuli for their
activation but recognize damaged (transformed) cells by characteristic decreased
expression of MHC I molecules. These natural killers become subject of many clinical
studies based on the use of anti-tumor activity of NK cells for both solid tumors and in
hemato - oncological diseases.

The aim of this study was to find optimal conditions for in vitro expansion and
activation of NK cells. NK cells were isolated from mononuclear cell fraction by
magnetic separation and cultured in two types of media SCGM and X - VIVO 10 with
the addition of interleukin-2 respectively OKT3 antibody. The influence of the
mononuclear cells on proliferation of NK cells was tested. After a 6- day culture the
cells were passaged and growth of NK cells was determined using hematological
analyzer and flow cytometry. Expression of the activation markers CD25 and CD336
(NKp44) was observed. All experiments were conducted under conditions of good
manufacturing practice.

Slightly higher gain of NK cells was observed in SCGM media without significant
differences in the other additives. Much higher number of NK cells was observed in
culture with supporting irradiated mononuclear cells. There were no differences in
cultures with autologous or allogeneic cells. We found that NK cells with higher
proliferative potential express increasingly CD25, unlike the cells with decreased
proliferation which had increased expression of CD336 marker.

The work led to the definition of the optimal culture conditions for NK cells and
became the basis for the further development of the medicinal product from in vitro

activated NK cells.

Key words: NK cells — culture - activity
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Seznam pouzitych zkratek

ADCC

ALL
AML
APC
BCR
CCR

CD
CDY94/NKG2
CLL
CML
CSF
CTL
CXCR
CX3CR
FcR
GM-CSF

GVHD
GVL
HLA
HSCt

IFN
IgG
IL
KAR
KIR
LAK

antibody dependent cellular cytotoxicity

(bunécna cytotoxicita zavisla na protilatkach)

acute lymphocytic leukemia (akutni lymfoblasticka leukemie)
acute myelogenous leukemia (akutni myeloidni leukemie)
antigen-presenting cell (bunka predkladajici antigen)

B-cell receptor (receptor B-lymfocytt pro antigen)

CC chemokine receptor ( CC-chemokinovy receptor)

cluster designation

membranovy receptor C-typ lecitinové rodiny

chronic lymphocytic leukemia (chronické lymfaticka leukemie)
chronic myelogenous leukemia (chronickd myeloidni leukemie)
colony-stimulating factor (faktor stimulujici riist kolonii)
cytotoxic thymus-derived lymphocyte

CXC chemokine receptor (CXC-chemokinovy receptor)
CX3C chemokine receptor (CX3C-chemokinovy receptor)
receptory pro konstantni ¢ast (Fc) protilatky
granulocyte-macrophage colony-stimulating factor
(granulocyty- makrofagy stimulujici faktor)

graft versus host disease (reakce Sté€pu protihostiteli)

graft versus leukemia (reakce Stépu proti leukémii)
human leukocyte antigen (hlavni lidsky leukocytarni antigen)
haploidentical stem cell transplantation

(transplantace haploidentickych kmenovych bunék)

interferon

immunoglobulin G

interleukin

killer activatory receptor (aktivacni receptor NK bunék)

killer inhibitory receptor (inhibic¢ni receptor NK bunck)
lymphokine-activated killer



MHC
NCAM
NK
NKR
PMN
SCF
Te
TCR
TGF
Th
TNF

major histocompatibility complex (hlavni histokompatibilni komplex)
neutral cell adhesion molekule (neutralnibunécnaadhezivni molekula)
natural killer (pfirozeny zabijec)

natural killer receptors (receptor NK bunék)

polymorphonuclear neutrophil (polymorfonuklearni neutrofil)

stem cell factor (faktor kmenovych bun¢k)

cytotoxic T-cell (cytotoxicky T-lymfocyt)

T-cell receptor (receptor T-lymfocyti pro antigen)

transforming growth factor (transformujici rastovy faktor)

helper T-cell (pomocny T-lymfocyt)

tumor necrosis factor (tumor nekrotizujici faktor)



UvVOD

NK buiiky jsou lymfocyty ptirozené¢ho (nespecifického) imunitniho systému, které
vlastnosti je schopnost rozliSit zdravé buniky od bunék infikovanych virem ¢i
transformovanych v nadorové bunky. Na rozdil od jinych bun€k, mechanismus jejich
ucinku nastupuje zcela samostatné a jejich Cinnost neni podminéna potfebou dostavat
signal od jinych imunitnich bunék. Pro organismus hraje zasadni vyznam nikoli jejich
pocet, ale jejich aktivita, tzv. cytotoxicita. Vyuziti NK bunék po transplantaci kostni

dfen¢ muze slouzit jako prostifedek prevence relapsu onemocnéni.

V soucasné dobé i pres dlouholety vyzkum pocet onkologickych onemocnéni
vzrustd. Pfi mnohych patologickych procesech vykonnost celého imunitniho systému
klesd soucasné s aktivitou NK a zplsobi tak rizikovy faktor pro vznik malignity a

metastaz.

Cilem prace je nalézt optimalni podminky pro izolaci, kultivaci a aktivaci NK
bun¢k v podminkéch spliiujicich kritéria spravné vyrobni praxe. Dil¢imi cili je testovani
nékolika typt kultivaénich médii a rGznych koncentraci aktiva¢nich latek. Nejprve
prace zahrnuje literarni shrnuti imunitniho systému, funkce NK bunék, jejich tlohu
v imunitnim systému a soucasné mozné vyuZiti v imunoterapii, dale se vénuje
praktickému osvojeni metod izolace a nasledné kultivace bunék z plné krve. Dil¢imi cili
je také testovani n€kolika typt kultivacnich médii a suplementi vcetné aktivacnich
latek. Ze ziskanych vysledki je proveden rozbor a vyhodnoceni ziskanych dat. Posledni
¢ast prace se zabyva diskuzi vysledki a stanoveni optimalniho postupu pro dalsi

aplikace.

Vyvoj novych metod v imunoterapii piedstavuje zptisob zkvalitnéni a prodlouzeni

zivota pacientli ve vSech oborech mediciny.
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1. TEORETICKA CAST

1.1. Imunitni systém a nador

Kazdy zivy organismus musi jiz od svého pocatku odoldvat cizorodym latkdm
z okolniho prostiedi. Schopnost jedince odolavat jednotlivym patogeniim oznacujeme

slovem pochézejicim z latinského immunitas - odolnost, tedy imunita.

Zakladnim vyznamem imunitniho systému c¢loveéka a vysSSich zivocichd je nejen
schopnost rozliit latky (bunky) télu vlastni od cizorodych, ale také udrzeni stalého
vnitiniho prostfedi, zajiSténi tolerance vii¢i vlastnim zdravym tkanim a schopnost
odstranit buniky poskozené, napadené virem ¢i maligné transformované. Béhem zivota
se vkazdém organismu vyskytuji desitky az stovky nadorové zménénych bunék.
Imunitni systém potlaci jejich rist a produkci a tim zabrani nadorovému bujeni.
V soucasné dobé existuje fada postupll vyuzivajici pravé aktivaci bun€k imunitniho
systému k potlaceni nadorového bujeni. Protinddorova imunita ma velky vyznam
v 1é€bé nadorového onemocnéni. Nadorové bunky vznikaji genetickou pfeménou zcela
normalnich zdravych bunék organizmu a jsou vnimany jako antigenné podobné ¢i
vlastni, proto mnohdy unikaji imunitnimu dozoru. V piipad€, Ze imunitni systém
nadorovou tkan odhali jako $klidce, je schopen kontrolovat (zastavit) riist nddoru pouze
v ranych stadiich karcinogeneze. K imunitni reakci nemusi byt divodem ani zbytky
rozpadlych nadorovych bunck, které jsou odstranovany jako jiné fyziologické
fragmenty bun€k. Imunitni odpovéd’ proti nadoru nastava tehdy, produkuje-li molekuly,
které rozpoznava organizmus jako cizi. Casto se stava, Ze nador vyuZije buiky
imunitniho systému ve svij prospéch a buiky imunitniho systému se tak stanou
podplirnymi pro dalsi rist nddort. V boji proti nadorové zménénym bunkam vyuziva

organismus ob¢ hlavni slozky imunity.

1.2. Buiiky imunitniho systému

Nejvétsi pocet bun€k imunitniho systému predstavuji praveé rtzné typy bilych

krvinek. Jednotlivé typy leukocyti pod vlivem riznych faktora diferencuji
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z pluripotentni kmenové buiiky v kostni dieni v procesu krvetvorby. Kmenové bunky
nalézame v kostni dfeni v malé mitfe po cely Zivot. Z kmenovych bunck vznikaji dvé
zdkladni linie leukocytii: myeloidni a lymfoidni. Z myeloidniho prekurzoru vznikaji
monocyty, dendritické buiiky a tfi typy granulocytti. Z prekurzoru lymfoidniho vznikaji
NK bunky, B-lymfocyty, T-lymfocyty (Hofejsi — Bartiinkova, 2009). Ptehled

jednotlivych linii diferenciace leukocytii zndzornén na obr. 1.

Self-renewing
hematopoietic

stem cell Common

Common g
myeloid lymphoid
progenltor pmge"'tm

,f
Thymus
| Natural
YV Killer (NK)
cell
B Iymphocytes
I

u T lymphocytes

\ / v .s' \’/ v

Erythrocytes Platelets Basophlls Eosanophlls Neutrophlls Monocytes

© Elsevier. Abbas et al: Cellular and Molecular Immunology 6e - www.studentconsult.com

Obrazek  1:  Diferenciace  bunék  imunitntho  systému  (pfevzato z

http://cmapspublic.ihmc.us/).

Buiikky mizeme z hlediska morfologie d¢lit v zavislosti na tvaru jadra a charakteru
cytoplazmy na dvé zakladni skupiny: agranulocyty (monocyty, lymfocyty) a
granulocyty.
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1.2.1. Monocyty

Monocyty jsou zakladni sloZzkou vrozené¢ho imunitniho systému, v némz jsou
zodpovédné predevsim za fagocytézu patogent, véetné odstraniovani mrtvych bunék.
Podileji se na rozmanitych funkcich v mnoha homeostatickych procesech od hostitelské
obrany tkan¢ az po patofyziologii nékolika chorob véetné rakoviny. Tyto mononuklearni
krevni bunky reaguji na zprostfedkovani imunitni reakce a zajiStuji hromadéni

zanétlivych cytokind v misté zdnétu (Hotejsi — Bartlitkova, 2009).

Monocyty se v prubéhu svého zrani mohou diferencovat na makrofagy (tkanové
fagocytizujici formy) a dendritické buiky (soucast specifické imunitni odpovédi).
Dendritické buniky neboli antigen prezentujici buiikky (APC) jsou schopny fagocytujici
Castici rozsteépit na proteinové fragmenty, vystavit je na svilj povrch a tim je prezentovat
T-lymfocytim. Z toho vyplyva, ze APC jsou zakladni soucésti antigenné specifické Casti

imunitniho systému (Vacha et al., 2008).

Diky jejich jedinecné schopnosti poskytovat antigeny T-buitkdm se v poslednich
letech hojné vyuzivaji k ptipravé terapeutickych vakcin proti rakoviné (Doseft —

Parihar, 2012).

1.2.2. Granulocyty

Tyto bunky jsou charakteristické segmentovanym jadrem a velkym mnoZstvim
granul v cytoplazmé. Podle barvitelnosti granul rlznymi barvivy se rozd€luji na
eozinofilni, barvi se kyselymi barvivy, bazofilni, barvi se zéasaditymi barvivy a
neutrofilni, Spatné¢ barvitelné. Nejpocetnéji zastoupenou skupinou jsou neutrofilni
granulocyty. Jejich jadro je proménlivé (polymorfni) proto se také oznacuji
polymorfonuklearni neutrofily (PMN). Vedle fagocytoézy uplatiiuji svou protinadorovou
aktivitu také expresi cytokinil, které mohou inhibovat proliferaci nadorovych bunék

(Mantovani, 2009).

Ptedchozi studie ukdzaly, ze PMN mohou mit také podplrny vliv na nadorové
bunky, napf. pozitivnim pusobenim na angiogenezi (Kiessling et al., 1975; Pross —

Jondal, 1975).
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1.2.3. T-lymfocyty

Pfi rastu opoustéji kostni dfent a dozravaji vthymu a jsou soucasti specifické
imunitni odpovédi. Na zakladé CD markerti na povrchu rozlisujeme CD8+ cytotoxické
T-lymfocyty — Tc, a pomocné CD4+ T-lymfocyty - Th. Nékteré T-lymfocyty mohou
vyznamné ovlivnit imunitni systém ptedevsim diky své schopnosti vylucovat do krve

cytokiny (Hoftejsi — Bartiinkova, 2009).

Studie ukazuji, ze dfive pro protinadorovou imunologii vyznamnéj$i svou
cytotoxicitou T-lymfocyty CD8+. V soucasné dobé vSak vyzkumy poukazuji na neméné

vyznamnou Ulohu CD4+ T-lymfocytt (Perez-Diez et al., 2007).

CD8+ T- lymfocyty piedstavuji buiky, jez jsou svym cytotoxickym ucinkem
(svymi produkty) schopné znicit butiky, proti nimzZ jsou urceny. Tyto buiiky po kontaktu
s cilovymi elementy (napf. nadorovymi bunikami ¢i buitkkami infikovanymi viry)
uvolnuji serinové proteazy a perforiny, jez zpusobuji lyzu bunék. Rozpoznavaji pouze
antigeny predkladané APC na MHC molekulach 1. tfidy (Timmerman — Levy, 1999). Na
svém povrchu obsahuji TCR receptor. Aktivace je nékolikastupfiovy proces zacinajici
rozpozndnim a vazbou Tc-lymfocytu na ptislusné antigeny prezentované pomoci MHC
I. tfidy na povrchu APC, nasleduje vazba molekul mezi APC a Tc, jeho aktivace,
proliferace a diferenciace. Vznika tak klon efektorovych bunék reagujici s antigennim

peptidem, ktery je krevnim fecistém roznesen do tkani (Vlkova, 2008).

CD4+ lymfocyty jsou tzv. pomocné (helper) T-lymfocyty (Th), jez jsou soucésti
specifické bunééné i humoralni imunity a maji schopnost zaktivovat ostatni slozky
imunitniho systému (Vlkova, 2008). Svou stimulujici funkci jsou schopny zvySovat
cytotoxickou reakci proti nadorovym bunkam, zejména aktivitou cytotoxickych T-
lymfocytt. Pomocné T-lymfocyty jsou schopny rozpoznat pouze antigeny predkladané

APC na MHC molekuléach II. tfidy (Timmerman — Levy, 1999).

Podle cytokini, které produkuji, je mizeme rozdélit na Th;, zodpovédné za regulaci
imunitni reakce proti infekénim agens a aktivaci Tc lymfocyti a Th,, jez rozviji

imunitni reakce za pomoci B-lymfocytl, které rozeznaly, pohltily a nasledné rozstépily
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mikrobialni antigeny a usnadiiuji jejich diferenciaci na plazmatické butiky produkujici
fadu protilatek (Vlkova, 2008). Protilatkova odpovéd zalozena na spolupraci B a Th
(ptedevsim Thy) lymfocyti je ucinna pro potlaceni extraceluldrnich parazitli, zatimco
zanétlivda odpovéd zalozend na spolupraci Th; a makrofiagli a na piasobeni Tc se

uplatiiuji v boji proti parazitim vnitrobunécnym.

1.2.4. B-lymfocyty

B-lymfocyty jsou buiiky imunitniho systému zajistujici specifickou humoralni
odpovéd’. B-lymfocyty na svém povrchu obsahuji dulezity receptor BCR, ktery tvofi
komplex bilkovin, zahrnujici pfedevS§im transmembranovy imunoglubulin umoziujici
vazbu na volné imunoglobuliny v krvi ¢i specificky antigen. Membranové vézana
protilatka je obvykle tfidy Ig G nebo Ig M. Aktivace B-lymfocytu probihd pravé vazbou
antigenu na membranovy BCR receptor nebo pomoci Th, lymfocytu, jez rozpoznal
antigen na antigen prezentujici butice. Tento zpisob aktivace je povazovén za G€innéjsi.
B-lymfocyty se po aktivaci pomnozi, vétSina diferencuje na plazmatické buiky
produkujici znacné mnozstvi protildtek. Zaroven druhd cesta aktivace vede ke vzniku
pamétovych bungk, urychlujici pii pfistim setkdnim se stejnym antigenem sekundarni

infekcei (Ferencik, 1989), coZ se vyuziva pii o€kovani.

1.2.5. NK buriky

Vedle protinddorové imunity zaloZené na buiikach specifické imunity, existuji i
mechanismy nespecifické imunity. Jde o dilezitou komponentu pfirozené imunity tzv.
ptirozené zabijeCe (NK — natural killer), jez ke své aktivaci nepotfebuji stimulaci

antigenu. Této lymfocytarni subpopulaci se vénujeme podrobné v kapitole 1.4.

1.3. Cytokiny

Cytokiny pfedstavuji malé signalni proteiny, které jsou produkovany pifedevSim
buikami imunitniho systému. Jsou schopné vyvolat aktivaci, déleni a diferenciaci
nekterych typtt bunék proti patogenim v organismu ¢i jinou stimulaci imunitniho
systému. Zaroven jsou schopny i imunitni systém inhibovat. RozliSujeme nékolik

skupin cytokint a to interleukiny (IL-1 az IL-32), chemokiny (pf. IL-8), interferony (pf.
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IFN-a), transformujici rastové faktory (TGF-a , TGF-B), faktory stimulujici kolonie
(CSF), faktory nekrotizujici nadory (pt. TNFa), jiné ristové faktory (pi. SCF) (Hotejsi
— Barttiikova, 2009). Podle mechanismu ptisobeni jej délime na autokrinni (ptisobici na
buiiku produkujici), parakrinni (ptisobici na buiiky v tésné blizkosti produkujicich

bunék), endokrinni (pisobici na vzdalené tkdn€ po rozneseni krevnim fecistém).

1.4. NK bunky

1.4.1. Historie

V roce 1970 Rolf Kiessling v ramci svého doktorského studia spolu s doktorskym
kolegou Hughem Prossem objevili, ze NK bunky jako jedine¢ny druh lymfocytd jsou
schopny pfirozené cytotoxicity u mysi (Kiessling et al., 1975). Soucasné doktor Hugh
Pross spolu s kolegou Mikaelem Jondalem pozorovali u ¢lovéka ten stejny jev (Pross —
Jondal, 1975). Jejich prace byla provedena pod dohledem profesorit Evy Kleinové a
Hanse Wigzella z Karolinského Institutu ve Stockholmu. Kiesslingtiv vyzkum zahrnoval
schopnosti T-lymfocytli lyzovat nadorové buiky, proti kterym byl jiz organismus
ockovan. Jondal a Pross studovali cytotoxicitu bun€k v normalni lidské krvi a Gc¢inek
odstranéni receptorli nesoucich bunék. Ve stejném roce rovnéz Ronald Herberman

publikoval obdobné vysledky u mysi (Mantovani, 2009).

V roce 1980 Timonen a Saksela prokazali, Ze pomoci hustotni gradientové
centrifugace a pozd¢ji vyuzitim monoklondlnich protilatek 1ze ziskat velké granularni
lymfocyty, dnes znamé jako NK bunky (Hotej$i — Bartiiikova, 2009). Bylo to poprvé,
kdy NK buiiky byly pozorovany také pod mikroskopem.

Jednd se o burky, jeZ svou strukturou pfipominaji velké lymfocyty s cCetnymi
granuly, neobsahuji vSak klasické receptory TCR a BCR. Jsou schopné rozlisit bunky
infikované virem nebo zménéné nadorem, nebot’ tyto buiiky obsahuji jen velmi malé
mnozstvi MHC I antigenli na své membrané nebo jej dokonce postradaji a tim se tak
skryvaji pfed Tc lymfocyty. Po rozpoznani takové buiiky, kterd ma na svém povrchu
malo téchto antigent, popf. je zcela postrada, ji NK builka zahubi stejnou cytotoxickou

reakci, jako plisobi Tc-lymfocyty. K aktivaci NK bunék je zapotiebi fada faktori.
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Aktivované NK buiiky produkuji fadu cytokinl a chemokinti vedouci k aktivaci bunék
podilejicich se na imunitni reakci. Produkce téchto latek jsou vSak také pozitivné i
negativné regulovany poskozenymi nebo nadorové transformovanymi bunkami

(Malmann et al., 2012).

1.4.2. Vyvoj NK

Diferencuji se z pluripotentni kmenové buiiky (lymfoidni linie) v kostni dfeni spolu
s lymfocyty B a T. Zatimco vyvoj B-lymfocytu probiha u lidi v kostni dfeni a dokoncuje
se po setkani s antigenem v sekundarnich lymfoidnich organech, vyvoj T-lymfocytu
probihd v thymu. NK bunky jsou vyvojové blizsi T-lymfocytiim a jsou povazovany za
jejich tieti subpopulaci vedle pomocnych Th a cytotoxickych Tc T-lymfocyt (Hotejsi —
Bartuinkova, 2009). Jsou tedy také schopny dozravat v thymu.

Vyvoj NK bun¢k probiha prostiednictvim péti fazi diferenciace. K terminalni
diferenciaci dochazi prostfednictvim série ndhodnych udalosti zprostiedkovanych
obéma indukénimi a inhibi€nimi vlivy jako jsou cytokiny a ptibuzné signdly pro
bunécné a povrchové receptory. Vyvoj NK postupuje fadou fazi vyznacujici se odliSnou
expresi povrchovych bunéénych antigent.

Hematopoetickd kmenova buiika se diferencuje na myelodni a lymfoidni
progenitor. Spolecny lymfoidni progenitor bunék u lidi je definovan jako
CD34(+)Lin(neg)CD10(+) (Galy et al., 1995). Ze spole¢né¢ho lymphoidniho progenitoru
zacinaji NK bunky svou diferenciacni dréhu.

V sekundérnich lymphoidnich tkénich prostiednictvim analyzy exprese antigenu
bunécného povrchu a ex vivo studii rozvoje lidskych NK bunék mizeme identifikovat
diferenciaci z lymphoidniho progenitoru pro-NK, pre-NK, nezral¢ iNK, CD56™¢" NK a
CD56%™ NK (Di Santo, 2006). Prechod ze stadia pro-NK na pre-NK je fenotypové
charakteristicky vyssi povrchovou expresi CD117, znadmy také jako c-kit a svou funkéni
schopnosti reagovat na IL-15 (Freud et al., 2006).

Klinické studie prokazuji, Ze buiiky pro-NK a pre-NK se mohou odklonit od
bunécné linie NK a mohou se diferencovat na B, T- lymfocyty nebo dendritické buriky.
Staddium nezralych iNK bunék se vSak zavazuje k linii NK buné¢k. Ty maji fenotyp
CD34(-)CD117(+)CD9%4(-), na rozdil od ptechodnych typl pro-NK a pre-NK, které jsou
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CD34(+) (Freud et al, 2006). Postup zrani zfaze pre-NK do iNK je také
charakteristicky zvysujici se expresi CD56 (Kim et al, 2002). Molekula CD56 je
obvykle povazovana za marker zralych NK bunék, zavérecna etapa zrani lidskych NK
bun¢k je vSak poznamenana poklesem CD56 a CD94 a soucasnym zvySenim CD16
(FcRylIll) a receptortt KIR (Caligiuri, 2008; Freud - Caligiuri, 2006a).

Fenotypovy rozdil NK podskupin CD56"¢" a CD56%™ v krvi je dilezity pro
rozdilnou ulohu imunity. Cirkulujici CD56™ " mohou vzhledem ke svému relativnd
vysokému vyjadieni CD62L a CCR7 migrovat do sekundarnich lymphoidnich tkani.
V sekundérnich lymfoidnich tkdnich mohou interagovat s makrofagy a dendritickymi
bunkami a vést k sekreci cytokind, které mohou aktivovat antigen prezentujici burky.
NK CD56%™ pravdépodobné ziidka vstupuji do sekundédrnich lymphoidnich tkani a
jejich vyznam slouZzi spiSe k ucelem zjisténi abnormélni MHC 1. tfidy sekundarni

virovou infekei nebo maligni transformaci (Caligiuri, 2008; Cooper et al, 2001).
1.4.3. Zastoupeni v organech

Periferni krev

NK bunky tvoti pouze 10% mononuklearnich bunck v periferni krvi, a jak jiz bylo
uvedeno vétsina (vice jak 95%) z t&chto cirkulujicich NK bun&k jsou CD56%™ | které
vykazuji podstatné vyssi cytolickou aktivitu proti cilovym nadorovym buikam.
CD56%™ vykazuji vysokou expresi CD16 - nizko afinitniho receptoru IIIA pro
konstantni (Fc) oblast imunoglobulinu na povrchu opsonizovanych bunék. Tato
interakce receptor-ligand je aktivacnim signalem zprostfedkovanym molekulou CD16,
ktery vede k degranulaci NK a nasledné bunécné lyze zavislé na protilatkach ADCC.
NK bunky zprostiedkované ADCC by mély ve skutecnosti byt soucasti protinddoroveé
¢innosti (Clynes et al., 2000).

Podskupina NK CD5 6"™ CD16(+) KIR(+) miize hrat také kli¢ovou roli pfi omezeni
rustu nékterych nadorti. Ukazalo se, Ze NK aloreaktivita podporuje reakci $tépu proti
leukemii (GVL). To by mohlo byt vysvétleno pfitomnosti neshody mezi buitkami NK
darce a MHC tiidy I pfijemce postizeného AML (Ruggeri et al., 2006).
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Lymfatické tkané

Vétsina lidskych NK bunék se nachdzi v sekundarnich lymphoidnich orgénech.
Predstavuji zde asi 5% mononukledrnich bunék v nezanicenych lymfatickych uzlinach a
0,4-1% v zanicenych mandlich a uzlinach (Fehniger et al.,2003).

Tyto NK bunky ptedstavuji pozoruhodnou skupinu vrozenych efektorovych bunék,
protoze v lymfatickych uzlindch nachazime 40% vSech lymfocytl, coZ je pozoruhodné
nebot’ krev obsahuje pouze 2% z celkového poctu lymfocytii (Westernann — Pabst,
1992). Proto za fyziologickych podminek vyskyt NK bunék v lymfatickych uzlinach je
az 10 krat vyssi nez v periferni krvi (Ferlazzo et al., 2004). Lidské NK bunky
v sekundéarnich lymphoidnich organech vykazuji efektorové funkce, protoze rychleji
reaguji s cytokiny (IFN-y a TNF-0) a umoznuji jejich sekreci k aktivaci dendritickych
bunck. Tuto produkci cytokinil vyuziva organismus k eliminaci patogent, které porusily
slizni¢ni bariéry a aktivuji tak adaptivni imunitni odpovéd’ (Cooper et al., 2001).

Nedavné studie poukazuji na nalezeni meziprodukti NK bunék v lymfatickych
uzlinach, coz poukazuje na misto mozného rozvoje NK bunék a zrani piimo z CD34(+)
hematopoetickych prekurzort v sekundérnich lymphoidnich orgénech (Freud et al,

2005).

Epitel a sliznice

Epitel pokryva vnéjsi a vnitini povrchy téla a je prvni linii obrany proti expozici
toxinli a patogend zivotniho prostiedi. Kromé toho plsobi také jako mechanicka
piekazka. Epitelidlni tkan zajiStuje ochranu imunitniho systému, vyznacuje se
organizaci a tkanové specifickou slozitosti. Epitelialni imunitni systém zajistuje
dynamickou rovnovdhu mezi imunitnim dohledem vic¢i patogenim a toleranci na
neSkodné antigeny (napf. potravinami ¢i symbiotické bakterie). NK bunky obsaZené
v normalni lidské dermis jsou piedevSim CD56(+)CD16(-) a postradaji expresi
perforinu a NKG2D (Ebert et al, 2006). Podporuji zde prozanétlivou reakci
prostfednictvim exprese cytokinl a maji svou roli i pfi hojeni ran (Miiller ef al., 2000).
V slizni¢ni tkani tenkého stieva byly objeveny tzv. NK-22 buiky, které pomédhaji
chranit sliznici pomoci exprese IL-22 (Cella ef al., 2008.)
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1.4.4. Subtypy NK bunék

Na povrchu NK bun€k prokazujeme fadu charakteristickych molekul, jez plni
funkci receptoru pro cytokiny, adhezivni molekuly a chemokiny a jejichz pomoci je
mozné NK buiky identifikovat a urcovat jejich subpopulace. NK bunky neobsahuji
receptor pro T-lymfocyty (T-cell receptor — TCR), jsou tedy CD3 negativni.
(NCAM) nesouci oznaceni CD56. Na vétsiné NK bunck také nachazime povrchovou
molekulu FcRyIIl receptor oznacovany také jako CD16 (Biassoni et al, 2001). Na
zaklad¢ hladiny téchto dvou molekul rozliSujeme dvé hlavni subpopulace NK bunék,
CD56"™CD16" a CD56™"CD16“™" (Cooper et al., 2001). Dané dvé& subpopulace
NK bunék vykazuji odlisnosti nejen ve funkci, ale také v odpovédi na stimulaci IL-2, v
zastoupeni jak adhezivnich molekul, tak NKR a v cytotoxicit¢ (Farag - Caligiuri,
2006a).

NK buiky CD56"™€" na svém povrchu exprimuji vysokoafinni receptor pro IL-2
tvoreny z tetézcl a, B, v (IL-2Rafy) a expanduji v in vitro a in vivo podminkach i po
velmi nizkych davkach IL-2. Naopak CD56 ™™ exprimuji nizkoafinni receptory pro IL-
2 tvofeny fetézci a, B a jejich proliferacni odpoveéd’ je nizkd 1 na velmi vysoké davky IL-
2. Buitky CD56™™ na rozdil od bundk CD56 ™" maji vy3si schopnost usmrcovat
terCové bunky. Tato vlastnost CD56™™ bungk je dana vyssi denzitou membranovych
receptorit pro Fc fragment IgG a také ptitomnosti velkého poctu cytoplazmatickych
granul obsahujici granzymy a perforiny (Caligiuri, 2008). Subpopulace NK bun€k maji

+bright
T1g| se

také odliSné zastoupeni v jednotlivych télnich kompartmentech, buitky CD56
nalézaji v nejvétsim zastoupeni v lymfatickych uzlinach, buiiky CD56™™ jsou
vetSinovou populaci v periferni krvi a ve slezin€ (Farag - Caligiuri, 2006a).

Jednotlivé subpopulace NK bun¢k se rovnéz lisi také produkci cytokint,
CD56™"" produkuji mnohonasobné vy§si mnozstvi IFN-y, TNF-p, GM-CSF, IL-10, a

IL-13 nez CD56 4™ (Kopecky - Kopecky, 2010).
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Obrazek 2: Membranové molekuly, aktivace a deaktivace receptoru NK bunck. A —
hlavni rozdily exprese povrchovych receptorti u NK bright a NK dim. Mira exprese
membranovych molekul je vyznacena pomoci znaménka +. B — Po stimulaci receptoru
dochazi ke konformac¢nim zménam receptoru (prevzato z Kopecky — Kopecky, 2010).

1.4.5. Cytotoxicka funkce NK bunék

NK buiiky jsou schopny cilové identifikovat a usmrcovat buitky mechanismem, jez
nepfedpoklada piitomnost receptoru pro Ag na cytotoxické buiice. Mechanismus
cytotoxicity NK bunék spociva v aktivaci cytotoxickych granul obsahujici perforiny a
granzymy. Perforin vytvaii charakteristické pory v cytoplazmatické membrané
napadené cilové bunky a tim vytvaii vodny kandl, kterym se granzymy a dalsi
souvisejici molekuly dostavaji do bunky a indukuji apoptézu nebo osmotickou lyzu
napadenych bunék. Vytvoirenymi pory pronikaji do cytoplasmy cilové buiiky serinové
proteazy - granzymy A a B, které¢ aktivuji kaspazy, coz vede k apoptdze napadené bunky
(Veugelers et al, 2006). NK buiiky mohou cilové bunky zabijet bez ptredchozi

senzibilizace. Tento ucinek je vSak dikladné regulovan pomoci inhibi¢nich receptort
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(McKenna et al., 2007). NK bunky cytotoxicky usmrcuji ty cilové buiiky, které na svém
povrchu nemaji bud’ zcela vyjadieny molekuly MHC 1. tfidy nebo je maji v nizké mite
(Raulet, 2004).

Velkou ulohu ma bunécna cytotoxicita zavisld na protilatkach tzv. ADCC, neboli
druh imunitni reakce, pfi némz dochazi k likvidaci bunék, na jejichz povrchu je
navazana protilatka. Fc fragment protilatky, kterd je navazana na antigen, 1ze rozpoznat
podle nizce afinniho receptoru FcYRIII (CD16) na povrchu NK bunék, ktery se vaze na
protilatky prostiednictvim spojenych podjednotek obsahujici imunoreceptor tyrosinu.
Tento zpusob je hlavni mechanismus zabijeni pro nékteré monoklonalni protilatky.
Rozdily v arovni exprese CD16 u podskupin NK bunék ma funkéni dusledky pro tuto
bunécnou cytotoxicitu, z tohoto diivodu NK bunky CD56"4m
ADCC nez NK CD56™€" (Cooper et al., 2001).

vykazuji vyS$$i hladiny

1.4.6. Aloreaktivita NK bunék

Aloreaktivita je obvykle spojovana s T-lymfocyty. U transplantace organi je
nasledkem rejekce darovaného organu, u transplantaci kostni dfen¢ jde o reakci $tépu
proti hostiteli (GVHD). Aloreaktivita NK bunck hostitele proti St€épu byla poprvé
popsina vroce 1960 u mysi. Stdpy rodi¢ovské kostni dfené byly zamitnuty
podskupinou hostitelskych F1 NK bunck, protoze nebyla vybavena spravnymi
inhibi¢nimi receptory, jeZ rozpoznavaji darcovské alely MHC 1. tfidy (Metcalf, 1963).
Lidské NK bunky rozliSuji mezi riznymi alelickymi formami molekul MHC
prostfednictvim inhibi¢nich receptortt KIR (Ruggeri et al., 2002). V piipadech, kde se
darce a ptijemce geneticky shoduji v MHC mitize obvykle mén¢ intenzivni aloreaktivitu
zpusobovat rozezndvani fragmentl odliSnych alelickych forem vedlejSich

histokompatibilnich antigent.

1.4.7. Receptory NK bunék

NK buitky maji na svém povrchu dva zakladni typy receptorti. Aktivacni receptory

a inhibi¢ni receptory (Hofejsi — Bartiinikova, 2009).
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Aktivacni receptory

Do skupiny aktivacnich receptora patii NKG2D, NKR (NKp30, NKp44 a NKp36),
aktivacni KIR a CD16 (Biassoni ef al, 2001). Signaly zprostiedkované témito receptory
aktivuji NK buiiku k pouziti jejich cytotoxickych mechanismii. Aktivacni receptor CD
16 vyvolava cytotoxickou reakci zavislou na protilatkach (viz vyse).

Aktivacni receptory na povrchu NK bunék mohou byt rozdéleny do dvou
zékladnich kategorii — rozpoznavaci ligandy podobné MHC gp (MHC-like ligans) a
non-MHC ligandy. V disledku virové infekce, kdy dochdzi k uvoliiovani interferond,
reaguji aktivaéni MHC-specifické receptory zejména na bunky s nizsi expresi MHC gp.
Aktivaéni receptory také rozpoznavaji molekuly podobné MHC gp, nebo epitopy MHC
gp, které¢ se objevuji na povrchu napadenych bunck pisobenim nékterych virGi nebo

nadoru (Raulet et al., 2001).

Inhibi¢ni receptory

Inhibi¢ni receptory rozeznavaji MHC gp 1. Signély, které buiika prostfednictvim
téchto receptorti dostane, inhibuji cytotoxické mechanismy. Tyto receptory patii do
dvou strukturnich skupin imunoglobulinové a C-lektinové. NK builkky nemaji
univerzalni inhibi¢ni receptor, ktery by rozpoznal vSechny alelické formy MHC gp 1.
Klony NK bun¢k na svém povrchu exprimuji rizné kombinace inhibi¢nich receptort
rozeznavajici n€které z forem molekul MHC gp I. Na lidskych NK buiikdch byly
nalezeny inhibi¢ni receptory imunoglobulinové skupiny tzv. KIR (Hofejsi —
Bartunkova, 2009), které se vazi rovnou na rizné MHC gp I (tab 2.). C lektinovy
receptor CD94/NKG2 rozpoznava neklasickou MHC molekulu HLA-E (Braud et al.,
1998). Inhibi¢ni receptory potlacuji cytotoxickou aktivitu NK bun€k a produkci
zanétlivych cytokind (IFN-y, GM-CSF a TNF-a). V ptipadé, ze doslo k dostatecné
vazbé¢ prislusnych ligandii na tyto receptory, je cilova buiika rozpoznana jako organismu

vlastni a cytotoxickd reakce neprobéhne (Moretta et al., 2001).

23



Tabulka 1. Ptehled aktivacnich a inhibi¢nich receptor NK bunék (ptevzato z Jewett et

al., 2013).
Receptors Ligands
Activating/inhibitory Receptors
FeyRIL (CD16) Fe of antibodies
CD2 CD58 (LFA-3)
LFA-1 ICAM-1
284 CD48
CDoY Unknown
DNAM-1 (CD226) CD112, CD155
NKp8D AICL
Tactile (CD96) CD155, CD111
TIGIT CD112,CD113,CD155
CRTAM TSLC1
C-tvpe Lectin receptors —Activating/Inhibito
CDY4NKG2ZA/B HLA-E
NKG2D MICA, MICB, ULBP-1, ULBP -2,
ULBP -3, ULBP -4, ULBP -5, ULBP -6
CDYNKG2C HLA-E
CD94/NKG2E/M HLA-E, Qa-1b
Natural eytotoxicity receptors (NCR)
NKp46 (NCR1) Viral Hemagglutinin

Vlra.! Hemaﬂluﬁmn

Toll-like receptors (TLR), NOD-like receptors
(NLR) and RIG-I-like receptors (RLR)

"Bactena] DNA, LPS,

peptidoglyean, teichoic acids,
flagellin, pilin, viral dsRNA and
fungi zymosan
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Tabulka 2. Alely HLA 1. tfidy specifické pro hlavni inhibi¢ni receptory
imunoglobulinové skupiny tzv. KIR (ptevzato z Locatelli et al., 2013).

KIR Domain composition  KIR-ligand Function
2DL1 D1+ D2 HLA-C-vs80 (C2) Inhibitory
2DL2/2DL3 D1+ D2 HLA-C*sn80 (C1), HLA-B*46:01, Inhibitory

HLA-B*73:01

Low affinity: HLA-CL¥s80 (C2)
2DL4 DO + D2 HLA-G Inhibitory and activating*
2DL5 DO + D2 Unknown Inhibitory
3DL1 DO + D1 + D2 HLA-BBW4 and some HLA-ABW4 Inhibitory
3DL2 DO + D1+ D2 HLA-A*03 and HLA-A*11 Inhibitory
2DS1 D1+ D2 HLA-CLvs80 (C2) Activating
2DS2 D1+ D2 Unknown Activating
2DS3 D1+ D2 Unknown Activating
2DS4 D1+ D2 HLA-A*11 and some HLA-C alleles  Activating
2DSH D1 + D2 Unknown Activating
3DS1 DO + D1 + D2 HLA-BBWA (7) Activating

*KIR2DL4 may function as an inhibitory receptor in cytotoxicity while it triggers I|FN-y production.

1.4.8. In vitro aktivace NK bunék

Interleukin 2 pfedstavuje zékladni imunomodulacni cytokin, stimulujici proliferaci
NK a T bun€k in vitro 1 in vivo (Hajek et al., 2000). Jedna se o charakteristicky
glykoprotein s velmi nizkou molekulovou hmotnosti., jehoZ hlavnim zdrojem jsou Th
lymfocyty, predev§im Thl (Casana ef al., 2002 ; Perrone et al., 2004). Autokrinnim a
parakrinnim puasobenim stimuluje proliferaci antigen specifickych T-lymfocytl, NK
bunék a podporuje tak sekreci dalSich cytokinti, proto se vyuziva pro aktivaci a dalsi
pomnoZeni tumor specifickych LAK, CTL a NK bunék (Klener — Klener, 2009). Vedle
IL-2 se casto v in vitro expanzi pouziva také IL-15. I pfesto, Ze se jednd o odlisné
cytokiny, spole¢né ptizniveé ovlivituji homeostazu, vyvoj a funkci NK bunék (Becknell —
Caligiuri, 2005). Pro zvySeni proliferace bunék se k NK buikdm ptidavaji také

podptirné bunky tzv. feeder cells, nejcastéji ozafenim inhibované mononuklearni bunky
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stimulované protilatkou OKT3, které mohou mnohonasobn¢ urychlit déleni bun¢k (Lim

et. al, 2013).
1.5. Hemato-onkologie

1.5.1. Leukemie

V soucasné medicin¢ predstavuji zhoubna nadorovd onemocnéni vyznamny
celospolecensky problém. Z tohoto disledku se tedy problematika onkologickych
onemocnéni dostavd do popiedi zajmu nejen v klinickych aplikacich, ale predevsim
v oblasti vyzkumu. Hemato-onkologickd onemocnéni jsou definovana jako nddorové
choroby vznikajici z krvetvorné kmenové buiilky nebo z progenitorti jednotlivych
vyvojovych fad hematopoézy postizené maligni transformaci (Adam et al.,2008). Tato
onemocnéni u napadenych bunc¢k vyvolavaji nejen poruchy bunééného déleni, ale
zpravidla také mutace vyvolavajici poruchy v expresi genii podilejicich se na fizeni
apoptdzy (Testa - Riccioni, 2007). Charakteristickd geneticka zména spojena s expresi
genu je Casto charakteristickd pro konkrétni typ hematologické malignity, coz tyto

nadory do jisté miry odliSuje od jinych nadorti (Rohon, 2009).

Leukemie je velmi Siroky pojem zahrnujici celou fadu nemoci. Klinicky a
patologicky se toto onemocnéni déli do dvou forem, akutni leukemie, rychle probihajici
s intenzivnimi pfiznaky a kratkou prognozou, které bez 1écby zpravidla vedou ke smrti
béhem nékolika tydnt nebo mésicti, a chronicka leukemie, nastupujici pozvolna,
progndza byva delsi, neléceni vede ke smrti béhem mésicii az rokti (Adam et al., 2008).
Onemocnéni jsou klasifikovana podle typu abnorméalné zménéné myeloidni nebo
lymfoidni bunky nalezené v krvi nebo kostni dieni. Na zdklad¢ téchto klasifikaci
urcujeme Ctyfi hlavni kategorie leukemii: akutni lymfoblasticka leukemie (ALL), akutni
myeloidni leukemii (AML), chronické lymfaticka leukemie (CLL), chronickd myeloidni
leukemie (CML). Nejcastéjsim typem leukemie u dospélych osob je CLL a
z myeloidnich leukemii AML ve vyspélych zemich. AML ma horsi prognézu s vysokou
mirou replasu onemocnéni a dilezitou roli hraje také vék pacienta (Costello et al., 2004;

Farag — Caligiuri, 2006b).
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1.5.2. Zdkladni lé¢ba hematologicko-onkologickych onemocnéni

Zakladni 1écba spociva hlavné v chemoterapii, v nékterych piipadech nasleduje
transplantace hematopoetickych bunc¢k. Do klinické praxe moderni chemoterapie je
zavedeno mnoho vysoce ucinnych latek ptirozené¢ho ptivodu napfi. antibiotika, hormony,
do poptedi se dostavaji predevsim nové piipravované latky syntetického piivodu (Foran
et al, 2000). Kvalitni 1écba umoznéna dikladnym poznanim mechanismu ptisobeni
cytostatik na molekuldrni Grovni, ale také poznatkli o mechanismu normalnich a
nadorovych bunék s jejich vyuzitim ve farmakologii (Henkes et al, 2008). Transplantace
kostni diené je pro fadu pacientl s agresivnimi formami leukémii jedinou moznosti pro
pfekonani nemoci. Pfes jeji nespornou efektivitu ¢ast nemocnych po transplantaci
relabuje. Standardni postupy feseni potransplantac¢nich relapst zahrnuji chemoterapii ¢i

aplikaci darcovskych lymfocytti a nebyvaji bohuzel ve vétsi casti piipadi Gcinné.

1.5.3. Imunoterapie

Nadorova imunoterapie je lécebny postup vyuzivajici bud’ specifitu imunitniho
systému pro 1é¢bu malignity sméfovanim léciva do mista samotného nddoru, nebo
indukci naddorové imunity (Hoftej$i — Bartiitkova, 2009). Imunitni systém je tak schopen

rozeznat a eliminovat nddorové buiky, 1 kdyz jsou méné¢ imunogenni nez patogeny.

V soucasné dob¢ se provadi imunoterapie spocivajici v imunizaci pacienta infuzi in
vitro kultivovanych T nebo NK bungk pro prevenci a 1é€bu relapsu zejména po alogenni
transplantaci (Arai — Klingemann, 2003) nebo prostfednictvim aplikace terapeutickych
protilatek (Morse et. al., 2004). U nékterych nddorovych onemocnéni se vyuzivaji
cytokiny, zejména IL-2, INF-a, nebo GM-CSF k zesileni bunénych mechanismi

imunity (Hofej$i — Bartlnkova, 2009).

Imunoterapie s pouzitim NK bunck je uzitecnd zejména v situacich, kdy nelze
vyuZzit infuzi T-lymfocytl,, zejména tedy u haploidentickych transplantaci kmenovych

bunck (HSCt) od haploidentickych darcti (Passweg et. al., 2005).
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1.5.4. Leukemie a NK buriky

NK bunky byly analyzovany piedev§Sim u akutni myeloidni nebo chronické
myeloidni leukemie. Obecné vyplyva, ze aktivita autolognich NK bunék proti
leukemickym bunkam je Casto snizena (Costello et al., 2002). Leukemické bunky
mohou uniknout obrannym mechanismim imunitniho systému, coz vyplyva z relativné
vysoké miry recidivy u leukemickych relapsi po podéani standardni nebo vysoce
davkované chemoterapie (Costello et al., 2004;). Napiiklad u pacientd s AML bylo
pozorovana jasna souvislost s aktivitou NK bunék a piezitim bez relapsu (Farag —
Caligiuri, 2006b). Na druhou stranu bylo zjisténo, Ze leukemické buniky mohou

exprimovat HLA-G zprostfedkujici inhibi¢ni signaly pro NK buiiky (Maki et al., 2008).

je zalozena na vysledcich vyplyvajicich z transplantace hematopoietickych kmenovych
bunék, ktery je zaloZen na studiu alloreaktivnich NK buné€k a jejich aktivac¢nich nebo

inhibi¢nich receptort pii transplantaci krvetvornych bunck (Ruggeri et al., 2008).

V boji proti leukemickym bunikdm je tedy nezbytnad rostouci znalost receptord,
vcetné jejich ligandl namifenych na cile NK bunék, analyza fenotypu NK buné¢k ci

jejich €innost v prabehu leukemie nebo jejich samotna tloha po transplantaci.
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2. CiL PRACE

NK bunky hraji vyznamnou tlohu v pocatecni linii obrany organismu v boji proti
nadorim. Cilem préce je tedy nalézt optimalni podminky jejich izolace z periferni krve
zdravych darcti a jejich nésledné kultivace a aktivace v podminkach splitujici kritéria
spravné vyrobni praxe. Dil¢imi cili je testovani dvou typt komercnich medii,
aktiva¢nich latek a soucasné srovnani vyuziti podpory kultivace s vyuzitim tzv. feeder
cells (podptirné bunky), v naSem piipad¢ ozarené mononukledrni alogenni ¢i autologni

buiiky. Dale budou stanoveny aktiva¢nich markery CD25 a CD336.

3. HYPOTEZA

Kazdy typ bunék ma své specifické kultivaéni podminky, které mohou ovlivnit
jejich rust a udrzeni se v kultufe. Komeréni média jsou smési riznych latek, které jsou
dualezité pro kultivace. Rliznd média a rlizné aditiva ovliviiuji chovani bunék v in vitro

podminkach.
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4. METODIKA

4.1. Izolace NK bunék z periferni krve darce pomoci magnetické
separace

V laminarnim boxu byla krev pfelita ze dvou heparinizovanych zkumavek do
piredem oznacené 50 ml falkony a nafedéna stejnym mnozstvim fosfatového pufru PBS.
Vzorek byl zhomogenizovan opakovanym pievracenim falkony. Do Etyf oznacenych
sterilnich 15 ml falkon bylo napipetovano 7 ml roztoku LSM 1077 (separacni roztok) a
na tento roztok bylo sterilni pasterkou navrstveno stejné mnozstvi nafedéné krve darce
tak, aby nepropadla na dno kolony. Falkony byly uzavieny a centrifugovany 15 minut
pfi 1000g, optimalni stupeil rozbéhu a brzdéni 6. Po centrifugaci byly falkony
pteneseny zpét do laminarniho boxu. Do nové 50 ml falkony byl stazen pasterkou ze
¢tyt zcentrifugovanych falkon buffy-coat a doplnén fosfatovym pufrem PBS na objem
30 ml. Nasledné probihala centrifugace 10 min pii 480g , stupeil rozb&éhu a brzdéni 9.
Po centrifugaci byl obsah falkony opatrné slit a vznikla peleta rozvolnéna v 1 ml
fosfatového pufru PBS. Vzorek byl opakovanym promichanim homogenizovan a byla
stanovena koncentrace bun€k na hematologickém analyzatoru. Zbytek suspenze ve
falkoné byl natedén pfidanim 5 ml pufru PBS/BSA/EDTA a centrifugovan 10 min pfi
480g. Po centrifugaci byl supernatant odstranén a peleta byla rozvolnéna v 40 pul pufru
PBS/BSA/EDTA. Dle vysledku WBC bunék z hematologického analyzatoru byla
pfidana k suspenzi 10-20 pl protilatky NK Cell Biotin-antibody a po dikladném
promichani bylo inkubovano 5 minut v chladicim bloku pfi 4° C. Po inkubaci s prvni
protilatkou bylo pfidano k suspenzi 20 ul pufru PBS/BSA/EDTA a 20-40 pl protilatky
NK Cell Microbread. Suspenze byla dikladnym promichanim zhomogenizovana a
inkubovana 10 minut v chladicim bloku pii 4° C. Poté bylo k suspenzi bylo piidano
500ul pufru PBS/BSA/EDTA a nasledné byla provadéna magnetickd separace. Do
laminarniho boxu byl umistén fadn¢ odezinfikovany magneticky drzdk MiniMacs. Do
drzaku byla pfichycena separacni kolona, pod niz byla vlozena piedem oznacend 15 ml
falkona. Na separacni kolonu byly napipetovany 3 ml pufru PBS/BSA/EDTA, jez

prokapaly do pfipravené falkony pro zvlhéeni umoznujici lepsi separaci bunék. Na
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promytou kolonu bylo naneseno 500 pl suspenze. Po proteceni az suspenze byla kolona
promyta 3 ml pufru PBS/BSA/EDTA. Ze stojanku byla falkona vyjmuta a misto ni
umisténa nova sterilni falkona. Obsah falkony s bunkami, které jiz protekly, byl
pasterkou znovu nakapan na kolonu a necham kolonou projit jest¢ jednou ke zvyseni
Cistoty separace. Kolona byla opét promyta 3 ml pufru PBS/BSA/EDTA. Nasledovala
centrifugace 10 minut pii 480g, stupenn rozbéhu i brzdéni 9. Po centrifugaci byl obsah
falkony slit do odpadové nadoby a peleta byla resuspendovéana v 1 ml pfisluSného
kultivatniho média. Byla zmeéfena koncentrace takto ziskanych bunék na
hematologickém analyzatoru. Cistota nasazované suspenze byla po izolaci zjiiténa na

pratokovém cytometru.

4.2. Kultivace

Vyseparované bunky byly rozpipetovany na 12-ti jamkovou kultivacni desticku.
Do jamek byly buiiky nasazeny v koncentraci 2-3x10° (podle vyt&zku) u prvni série
pokusti a 1,8x10° u druhé série pokusti a doplnény pfisluinym médiem na objem 1 ml.

Inkubace probihala v inkubatoru pii 37° C a 5% CO,.

V prvni série experimentu byly porovnavany dvé média - SCGM a X-VIVO 10
(dale jen X-VIVO) s ptidanim 10%FBS do obou. Déle byly testovany dvé koncentrace
proleukinu (IL-2) - 1000IU resp. 2000IU a vliv dal§i mozné aktivacni latky protilatky
OKT3 o koncentraci 100ng/ml. Proleukin byl pfidavan kazdy druhy den spolecné s 50ul
média pro udrZeni stadlého objemu. Kombinace podminek kultivace pro jednoho dérce

NK bun¢k znazormuje pro prehled obr. 3.

Obrazek 3: Kombinace kultiva¢nich
podminek pro jednoho darce NK ve
dvou typech testovanych kultiva¢nich
médii s riznou kombinaci

1000 IU IL2 + aktivacnich latek
100ng OKT3

20001V IL2 +
100ng OKT3

1000 IU IL2

2000 1U IL2

1000 [U IL2

20001V 1L2

1000 IU IL2 +
100ng OKT3

20001V IL2 +
100ng OKT3
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V druhé sérii experimentu byl porovnan vliv podptirnych bunék na riist a aktivaci
NK bun¢k. Jako podpiirné bunky byly pouzity ozaiené (25Gy) autologni anebo alogenni
mononuklearni buiiky v koncentraci 1x10° na 1ml. NK buiiky s pfidanim anebo bez
pfidani téchto bunck byly kultivovany v podminkéch, které vysly jako optimélni v prvni

sérii experimentll. Kombinace podminek kultivace zndzortiuje pro piehled tab 3.

Tabulka 3. Kombinace kultiva¢nich podminek pro jednoho darce NK testujici vliv
podpturnych bunék s kombinaci riznych aktivacnich latek .

IL-2 A&t{\)}lg%{n Autologni Img(e:nfl Alogenni
4 IL-2 MNC + MNC + IL-
OKT3 IL-2 + L2 IL-2 + )
OKT3 ) OKT3
4.3. Pasaz NK bunék

Do pfedem oznacenych 15 ml falkon byl staZzen pasterkou obsah jamek a jamky
byly oplachnuty fosfatovym pufrem PBS. Oplach byl pfidan do stejnych falkon. Po
oplachu PBS bylo do jamek ptiddno 0,5ml roztoku pro uvolnéni adherentnich bunék
(Tryple Select) a bufiky byly inkubovany 5 minut v inkubatoru pfi 37° C. Uvolnéni
bunék z povrchu povrchu desti¢ky bylo kontrolovano pod mikroskopem. Kdyz bylo
uvolnéno vice nez 90 % bunck, bylo pfidano 1,5 ml pfisluSného média a uvolnéné
buiiky byly pfeneseny do pfisluSnych falkon. Nasledovala centrifugace 10 min pii 480
g. Po ukonceni centrifugace byl odstranén supernatant a peleta byla rozvolnéna v 400 pl
PBS. Poté byla stanovena vyslednd koncentrace na hematologickém analyzatoru a

zastoupeni NK bun¢k pomoci priitokového cytometru.

4.4. Méreni na pritokovém cytometru

Na pratokovém cytometru byla provedena analyza zastoupeni lymfocytarnich
subpopulaci z krve darce pfed a po izolaci. K 100 ul krve resp. suspenze byly pfidavany
protilaitky CD45 — Krome Orange, CD4 —PacificBLue, CD3 —FITC, CD16+56 —PE, ,
CD8 —PerCP, CD19 —PE-Cy7, CD25 — APC. Po 15min. inkubaci pfi pokojové teploté
ve tm¢ byly zkumavky s krvi lyzovany a promyty pomoci ptistroje FACS Lyse Wash
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Assistent. Zkumavky sbunéfnou suspenzi byly pouze promyty 4ml PBS a
centrifugovany 5Smin pii 1500RPM. Poté byly vzorky méfeny na pritokovém cytometru
BD FACSCanto II. Po kultivaci (pasazi) byly provedena analyza zastoupeni NK bunék
a exprese aktivacnich znakl. Pfiprava bunck byla stejnd jako u izolované bunécné
suspenze s pouzitim nasledujici kombinace protilatek: CD16 —FITC, CD3 -PerCP,
CD25 — PE-Cy7, CD336 - APC, CD56 - PacificBlue popt. PE a CD45 — Krome

OrangeO. Vyhodnoceni bylo provedeno v softwaru FlowJo.
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Comp-Horizon V-500-4 ;. CD44

5. VYSLEDKY

5.1. Izolace NK bunék

NK bunky byly izolovany pomoci magnetickych ¢astic navazujicich se na vSechny
non-NK buiiky. Po provedeni izolace dle pokynt vyrobce, tj. koncentrace protilatek
10ul NK Cell Biotin-antibody a 20ul NK Cell Microbead, byla dosazena nizka Cistota
izolovanych NK bunék. V izolované frakci byly pfitomny jak ostatni lymfocytarni
subpopulace, tak monocyty a granulocyty (obr. 4). Proto byla navySena koncentrace
Proto byla jako optimalni koncentrace piidavanych protildtek pouzivanych
v nasledujicich izolacich stanovena koncentrace 20 pl protilatky NK Cell Biotin-

antibody a 40 pl protilatky NK Cell Microbead.
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Obrdazek 4: Analyza leukocytil pied izolaci NK bunék stanovena pritokovou cytometrii
s pfidanim koncentrace protilatek dle pokynii vyrobce tj. 10ul NK Cell Biotin-antibody
a 20ul NK Cell Microbead.
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Obrazek 5: Analyza leukocyti po izolaci NK bunék stanovend pritokovou cytometrii
s optimalizovanym mnozstvim protilatek po zvySeni koncentrace na dvojndsobek tj.
optimalizovanym mnoZstvim protilatky stanovenym na 20 pl protilatky NK Cell Biotin-
antibody a 40 pl protilatky NK Cell Microbead.

5.2 Kultivace NK bunék

5.2.1. Série 1 - Vybér vhodného kultivacniho média a kombinace aktivacnich latek

Kultivace 6 zdravych darcti probihala po dobu 6-ti dni v rlznych experimentalnich

podminkach. Postupny nartist bunék je znazornén na obr. 6.
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Obrazek 6: NK buiky kultivované
v SCGM médiu s 1000IU. (A)
Bunky po 2 denni kultivace, (B)
Bunky po 4 denni kultivaci, (C)
Burniky po 6-ti denni kultivaci

Prvni série pokusi spocivala ve srovndni dvou pouzitych odliSnych typt
kultivaénich médii SCGM a X-VIVO 10, dvou koncentraci IL-2 a testovani vlivu OKT3
protilatky. Po uplynuti 6-ti dni byl stanoven procentudlni nartst bunék.

Z naSich vysledki vyplyva, Ze z pouzitych médii byl primérny nérast NK bunék
vyssi u média SCGM a to o 40% u koncentrace 1000 IU a o 100% u koncentrace
2000IU v porovnani s X-VIVO 10 médiem. Ptitomnost protilatky OKT3 nevykazovala
zvySeny proliferacni potencidl bun¢k. U obou medii a obou koncentraci IL-2 byl nartst
bunék nizsi v rozmezi 20-80%. I v ptipad¢ kombinace IL-2 s OKT3 buiiky narostly vice
v SCGM médiu. U koncentrace 1000 IU bylo detekovdno o 110% vice bunék nez v X-
VIVO 10 mediu a u koncentrace 2000 IU IL-2 o 80%. Statistické hodnoceni dosazenych
vysledkll nebylo vzhledem k vysoké variabilité¢ vzorkti mozno provést. Vysledky jsou
souhrnné znazornény v obr. 7. a tab. 4. Pro uplnost znazoriiujeme vysledky jednotlivych
dérct v obr. 8.

Pro zjednoduseni nasledujicich experimentli jsme jako standardni kultivaéni

podminky zvolili SCGM medium a 1000 IU IL-2.
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Tabulka 4. Zisk NK buné¢k v zavislosti na ptivodni hodnoté¢ (%)

Oznaceni darce A B C D E F G H
NK-01 225 161 338 173 204 165 248 212
NK-02 646 811 517 440 557 554 283 305
NK-03 396 446 282 254 360 340 214 219
NK-04 216 240 168 154 207 227 151 172
NK-05 255 170 165 266 193 133 121 122
NK-06 198 281 200 208 315 285 149 192

Kultiva¢ni podminky: A - SCGM +10%FBS + 10001U IL2; B— SCGM +10%FBS + 2000IU IL2 C - X
VIVO+10%FBS + 1000IU IL2;,D — X VIVO+10%FBS + 2000IU IL2; E - OKT3 + SCGM +10%FBS + 1000IU
IL2; F - OKT3 + SCGM +10%FBS + 2000IU IL2; G - OKT3 + X VIVO+10%FBS + 1000IU IL2; H - OKT3 +
X VIVO+10%FBS + 20001U IL

Primérny nartst bunék
1200
1000 T
200 [ 1 |
X 600 - T
400 -
200 -
0 .
A B C D E F G H
Kultivaéni podminky

Obrazek 7: Primérny procentualni zisk NK bunék za rGznych kultiva¢nich podminek
po dobu Sesti dni testovanych ve dvou typech kultiva¢nich médii SCGM a X-VIVO
s riznou kombinaci aktivacnich latek. Z grafi vyplyva, ze médium SCGM obsahovalo
vysS§i procentudlni nartist NK bunék pohybujici se mezi 600-800 %, zatimco kultivace
v médiu X-VIVO znaci procentudlni ndrlst v rozmezi zhruba 400-650%. Ptitomnost
protilatky OKT3 v kultivaénich médiich naopak z grafi znac¢i nepatrné nizsi
procentudlni zisk NK v kulturach. Optimalni koncentraci IL- 2 stanovena 1000IU/ml.
(Kultivaéni podminky: 4 - SCGM +I10%FBS + 1000IU IL2; B — SCGM +10%FBS + 2000IU IL2 C — X
VIVO+10%FBS + 10001U IL2,D — X VIVO+10%FBS + 2000IU IL2; E - OKT3 + SCGM +10%FBS + 10001U IL2;
F - OKT3 + SCGM +10%FBS + 2000IU IL2; G - OKT3 + X VIVO+10%FBS + 1000IU IL2; H - OKT3 + X
VIVO+10%FBS + 2000IU IL2)
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Obrazek 8: Procentudlni zisk NK bun€k za riznych kultivaénich podminek po dobu
Sesti dni u jednotlivych darct. U étyt ze Sesti darct byl prokazan vyssi rist u SCGM
média. Darce NK-01 vykazoval nejvyssi procentudlni zisk u média X-VIVO
v kombinace s 1000IU IL-2, darce NK-05 ve stejném médiu v kombinace s 2000IU IL-

2.

(Kultivaéni podminky: 4 - SCGM +10%FBS + 1000IU IL2; B — SCGM +10%FBS + 2000IU IL2 C — X
VIVO+10%FBS + 10001U IL2,D — X VIVO+10%FBS + 2000[U IL2; E - OKT3 + SCGM +10%FBS + 10001U IL2;
F - OKT3 + SCGM +10%FBS + 20001U IL2; G - OKT3 + X VIVO+10%FBS + 1000IU IL2; H - OKT3 + X
VIVO+10%FBS + 20001U IL2)
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5.2.2. Série 2 - Vliv podpurnych ozdienych bunék tzv. feeder cell na proliferaci a
aktivitu NK

Izolované¢ NK bunky byly nasazené na desticku s SCGM+10%FBS a IL-2
1000IU/ml. Jako podpirné bunky byly pouzity ozafené autologni a alogenni
mononukledrni buiiky (25Gy). Po uplynuti 6-ti denni kultivace byl stanoven nartst
bungk.

Mezi kulturami s pfidanymi a bez pfidanych podptrnych bunck byl velmi vyrazny
rozdil ve prospéch kultury obsahujici ozafené podpirné mononukledrni builky u
jednotlivych darci a to az o 500-600%. Mezi kulturami obsahujici autologni buriky byl
zisk NK bunék niz§i nez v kultufe s alogennimi podplrnymi buiikami asi o 30%
v ptitomnosti OKT3 a o 110% bez OKT3 protilatky. U autolognich podptrnych bunék
zvySovala protilatky OKT3 narast bunék o zhruba 50%. U alogennich podplrnych
bunék byl pozorovan opacny efekt. Pritomnost OKT3 protilatky snizil primérny narist
bun¢k o 40%. Vysledky jsou znazornény souhrnné v obr. 9. a tab. 5. Pro uplnost jsou

vysledky u jednotlivych dérca v obr. 10.

Tabulka 5. Zisk NK buné¢k v zavislosti na pavodni hodnoté (%)

Oznaceni 1 2 3 4 5 6

NK-01 126 128 185 215 376 259

NK-02 185 204 752 702 1133 | 1283

NK-03 249 322 | 1056 | 663 830 728

NK-04 227 222 | 1227 | 1054 | 907 972

NK-05 219 353 815 968 772 567

NK-06 219 353 815 968 | 1006 | 1430

(Kultiva¢ni podminky: I 7000IU IL2 + OKT3; 2 1000IU IL2; 3 10001U IL2 + OKT3+autologni MNC,; 4 10001U
IL2+autologni MNC; 5 10001U IL2 + OKT3 + alogenni MNC; 6 1000IU IL2+ alogenni MNC)
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Obrazek 9: Zisk NK buné¢k v zavislosti na ptivodni hodnoté (%) s vyuzitim podpirnych
ozatenych bunék tzv. feeder cell u vSech testovanych darcli. Z uvedeného grafu lze
vidét, ze podptrné buiikky maji pozitivni vliv na proliferaci bun¢k. Kultury s témito
bunikami vykazovaly aZ o 600% vys8i procentudlni zisk u jednotlivych darct.

(Kultivaéni podminky: 1 10001U IL2 + OKT3; 2 10001U IL2; 3 10001U IL2 + OKT3+autologni MNC; 4 1000IU
IL2+autologni MNC; 5 10001U IL2 + OKT3 + alogenni MNC, 6 1000IU IL2+ alogenni MNC)
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Obrazek 10: Procentudlni zisk NK bunék u Sesti testovanych darcti oznacenych NK-01
az NK-06 s vyuzitim podpurnych ozafenych bun¢k tzv. feeder cell u vSech testovanych
darcl. Z nasledujicich grafii vyplyva zjiSténi, ze kultury bez ptidanych podplrnych
bun¢k vykazuji rozdilné hodnoty u jednotlivych darcti ve prospéch kultury s tzv. feeder
cell az 0 600%. Darce NK-01, NK-02 a NK-06 vykazuje hodnoty vyssi u autolognich

ozéarenych bun¢k nez u alogennich, darce NH-03,NK-04 a NK-05 naopak.
(Kultivaéni podminky: 1 7000IU IL2 + OKT3; 2 10001U IL2; 3 1000IU IL2 + OKT3+autologni MNC; 4 10001U
1L2+autologni MNC, 5 10001U IL2 + OKT3 + alogenni MNC; 6 10001U IL2+ alogenni MNC)

5.2.3. Testovani aktivacnich markerii CD25 a CD336 na NK buiikdch pritokovou

cytometrii

Pomoci pritokové cytometrie byla stanovena exprese dvou aktivacnich znaki
CD25 a CD336. Bylo zjisténo, ze dynamika téchto znaka je protichtidna. V piipadé
vysSi exprese CD25 byla detekovany niz§i exprese CD336 a naopak. V kulturach
s OKT3 protilatka byla detekovana vyssi exprese CD25 znaku a to u vSech kombinaci.
V ptipad¢ kultury bez podpirnych buné¢k byla exprese vyssi o 5-15%. U kultur
s ptidanymi podptirnymi buitkami az o 15-30%. Vyrazna variabilita byla nalezena mezi
jednotlivymi darci. U darct, kde byl rGst bun¢k znacné pomaly oproti ostatnim,
dominovala exprese CD336. Naopak u darct s vyssim proliferacnim potencidlem byla

zvySena exprese CD25. Expresi obou znaki o dvou odlisnych darct znazoriiuje obr. 11.
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Obrazek 11: Aktivaéni markery na dvou odlisné proliferujich NK
bunikach. Znaky analyzovany prutokovou cytometrii po 6-ti denni
kultivaci. NK-02 rychle proliferujici bunky; NK-04 pomalu
proliferujici bunky

Kultivaéni podminky: (A - SCGM +10%FBS + 1000IU IL2; B — SCGM +10%FBS +
20001U IL2 C — X VIVO+10%FBS + 10001U IL2,D — X VIVO+10%FBS + 20001U IL2;
E - OKT3 + SCGM +10%FBS + 1000IU IL2; F - OKT3 + SCGM +10%FBS + 20001U
IL2; G - OKT3 + X VIVO+10%FBS + 10001U IL2; H - OKT3 + X VIVO+10%FBS +
20001U IL2)
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6. DISKUZE

NK buiiky predstavuji jednu ze zakladnich slozek nespecifické bunééné imunity.
Jejich hlavni vyznam spociva piedev§im v identifikaci transformovanych ¢i virem
napadenych cilovych bun€k v organismu a také v imunitni regulaci. Vyuziti NK bunék v

imunoterapii pfedstavuje vyznamny piinos do moderni mediciny.

V soucasné mediciné mnohé studie vyuzivaji casové a ekonomicky velmi narocné
postupy bunécné terapie. Nasim cilem bylo najit optimalni podminky in vitro expanze a
aktivace NK bunék pro ucely protinddorové imunoterapie v podminkach nemocni¢niho
zafizeni.

V preklinickych experimentech a v klinickych hodnocenich byvaji nejcastéji
pouzivané dva typy kultiva¢nich médii SCGM a X-VIVO 10 medium, kterd jsme pro

naSe ucely také zvolili (Carlens, 2000).

Z nasich vysledkt vyplyva, ze médium SCGM vykazuje mirné vysSsi procentudlni
zisk NK buné¢k v kultute izolované od zdravého darce nez X-VIVO 10 medium a proto
je pro kultivace vhodnéjsi. Klicovou sloZzkou nezbytnou pro aktivaci NK bunék je IL-2,
ktery byvd v kombinaci s protilatkou OKT3 (Cho - Campana, 2003). Nase dosaZené
vysledky vSak vliv OKT3 protilatky na proliferaci NK bunék neprokazaly. Naopak jeji
pfitomnost zna¢i nepatrné mensi procentudlni zisk NK bunék. Pozitivni vliv OKT3
protilatky je ¢asto davan do souvislosti s dalsi slozkou pouzivanou hojné pro kultivaci
savéich bunék - tzv. feeder cells (podpirné bunky). Jednou z moZnosti podpory
proliferace v ptipadé NK bunék jsou ozafenim inhibované autologni ¢i alogenni
mononukleédrni leukocyty (Lim ef al., 2013). Kultury s pfidanymi podplirnymi butikami
vykazuji velmi vyrazny rozdil ve prospéch kultury obsahujici ozafené podplirné
mononukledrni bunky u jednotlivych darct. Zisk NK bunék byl vyssi nez v kultute
s alogennimi podptrnymi bunikami asi o 30% v ptitomnosti OKT3 a o 110% bez OKT3
protilatky v porovnani s kulturami obsahujici autologni burniky. Protilatka OKT3 zvysila
narast v kultufe s pfidanymi autolognimi podplrnymi buiitkami asi o 50%. Opacny
disledek pozorovan u alogennich podplrnych bunék kde pfitomnost protilatky OKT3

vyvolala snizeni primérného néartstu bun¢k zhruba o 40%.
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Vzhledem k tomu, ze se jedna o preklickd data k pfipravovanému klinickému
hodnoceni, je nutné urCit parametry kvality, tudiz prokazat aktivaci NK buné¢k. V nasi
studii jsme pouzili standardni lymfocytarni marker aktivace CD25 a NK specificky
marker CD336. Z naSich experimentii vyplynulo, Ze narast proliferace souvisi s expresi
CD25. Obdobné vysledky jiz publikovany v predchozich studiich (Clausen et al., 2003).
U bun¢k vykazujici vétsi proliferacni potencidl byly exprese CD25 vys$i v porovnani
s buitkami s mens§i mirou proliferace, kde naopak pievazovala exprese CD336. CD25

tedy miizeme vyuzit jako marker proliferace.
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7. ZAVER

Cilem prace bylo definovat optimalni kultivaéni podminky pro izolaci a aktivaci
NK bun¢k v ramei kritérii spravné vyrobni praxe. Kultivaénim médiem pro budouci
klinickda hodnoceni bylo zvoleno médium SCGM s pfidanymi podplirnymi
mononukledrnimi bunikami a IL-2 o koncentraci 1000IU/ml. Pouziti autolognich ¢i
alogennich podplirnych bunék je otazkou dal§i studie. Prace prokdzala zajimavou
dynamiku exprese aktiva¢nich markerd CD25 a CD336, ktera je predmétem dalSiho

vyzkumu.

Tato prace byla finanéné podporfena vyzkumnym grantem CNRDD a MZ CR - RVO
(Fakultni nemocnice Plzeni - FNPI1, 00669806).
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