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1. Uvod

Nédorova onemocnéni jsou podle WHO celosvétové druhou nejcastéjsi pficinou umrti. Z
tohoto diivodu je vyvijen obrovsky tlak na vyvoj novych 1é¢ebnych postupti. V nynéjsi dobé
se vyzkum 1écby nadorovych onemocnéni zameétfuje na nadorovou imunoterapii a jeji

kombinaci s chemoterapii, radioterapii, nebo chirurgickymi postupy.

Jednim z cilii nadorové imunoterapie je dyada CD40/CD40L, kterd se ucastni mnoha
fyziologickych, ale 1 patologickych procesi v organismu. Z tohoto divodu se vytvari

monoklonalni protilatky proti CD40 receptoru.

Protilatky mohou byt agonistického a antagonistického charakteru. Agonistické protilatky jsou
perspektivni pro pouziti v nadorové imunoterapii. Maji vliv jak na pifimou eradikaci
nadorovych bunék, tak aktivuji antigen prezentujici buiiky, diky ¢emuz dochazi ke spusténi

kaskady, ktera kon¢i aktivaci cytotoxickych T lymfocytt a jejich likvidaci nadorové tkang.

Naopak antagonistické protilatky tlumi aktivaci imunitniho systému a jejich pouziti pti 1écbé
autoimunitnich onemocnéni, nebo pfi prevenci odhojeni St€pu po transplantaci, se jevi jako

velice perspektivni.



2. Literarni prehled

2.1 Receptor CD40

Receptor CD40 (FASRSFS) je ¢lenem TNF (tumor necrosis factor) rodiny a spojuje se se
svym ligandem CD40L (Bossen et al., 2006, van Kooten & Banchereau, 2000). Do super
rodiny TNF patii kromé receptoru CD40 a jeho ligandu CD40L (TNFSF5, TRAP) také OX40
(TNFRSF4) spolu s jeho ligandem OX40L (TNFSF4, gp34, TXGP1), FasL (TNFSF6) a
mnoho dalsich (Locksley et al., 2001).

2.1.1 Struktura CD40

Gen pro receptor CD40 se u lidi nachazi na 20. chromozomu, konkrétné v oblasti q12—q13.2
a je kodovan mRNA o velikosti 1,5 kb. U mySich modeli byl gen pro tento receptor nalezen
na 2. chromozomu (Ramesh et al., 1993). Membranovy protein vznikly z mRNA je slozeny z
nckolika casti — signédlni sekvence (22 aminokyselin), extracelularni domény (171
aminokyselin), transmembranové domény (22 aminokyselin) a cytoplazmatické domény (62
aminokyselin). CD40 receptor se vyznacuje repetitivni sekvenci ¢tyf subdomén obohacenych
0 cystein. Obvykle je jich v kazdé subdoméné 6 a vytvati 3 disulfidické domény. Toto
uspotadani je typické pro ¢leny TNF rodiny, avSak intracelularni doména se strukturou TNF
rodiné nepodoba (Schonbeck & Libby, 2001). Receptor CD40 ma velikost okolo 50 kDa a
poprvé byl objeven na povrchu B lymfocyti, kde byl pojmenovan jako Bp50 (Noelle et al.,
1992).

2.1.2 CD40+ bunky

Receptor CD40 je exprimovan na antigen prezentujicich bunkach (APC), konkrétné na
monocytech (Alderson et al., 1993), dendritickych bunkach a B lymfocytech. Krom antigen
prezentujicich bunc€k je tento receptor exprimovan i na dalSich imunitnich buiikdch —
eosinofilnich a bazofilnich granulocytech a makrofazich (Schonbeck & Libby, 2001). Zaroven
je exprimovan i na buitkach mimo imunitni systém (van Kooten & Banchereau, 2000). Mezi
tyto buiiky se fadi endotelialni bunky, epitelialni buiky, bunky hladké svaloviny, fibroblasty
a keratinocyty (Schonbeck & Libby, 2001).



2.2 Ligand CD40L

2.2.1 Struktura CD40L

CD40L oznacovany jako gp39 nebo CD154 je protein o velikosti 39 kDa (Foy et al., 1993).
Gen pro CD40L je ulozeny na chromozomu X, konkrétn¢ v oblasti q26.3—q27.1. Sklada se
Z péti exonu a Ctyt intronil. Celkova délka genu je kolem 13 kb. Lidsky CD154 se vyznacuje

vysokou homologii s genem objevenym u mysi. Shoda v kodujici sekvenci odpovida 77,4 %

(Gauchat et al., 1993).

CDA40L je tazen do TNF rodiny. (Locksley et al., 2001) Jedna se o transmembranovy protein
II. typu majici strukturu trimeru. Je kodovéan 261 aminokyselinami, které¢ vytvaii 3 domény.
Cytoplazmatickou doménu tvoii 22 aminokyselin, transmembranovou 24 aminokyselin a 215

aminokyselin tvofi extracelularni doménu (van Kooten & Banchereau, 2000).

2.2.2 CD40L+ buiky

Ligand CD40L je exprimovan na T a B lymfocytech, bazofilnich a eosinofilnich
granulocytech, NK (natural killer) bunkach, mastocytech, krevnich desti¢kach, makrofazich,
dendritickych bunkach, epitelialnich a endotelialnich bunikach a buiikach hladké svaloviny
(Schonbeck & Libby, 2001).

Trombocyty exprimuji obrovské mnozstvi CD40L po jejich aktivaci (Henn Volker et al.,
1998). CD40L je ulozen v cytoplazmé, konkrétn€ v a—granulich trombocytti (Charafeddine et
al., 2012). Trombocyty jsou také schopny uvoliiovat rozpustny CD40L (sCD40L), ktery
vznikd Stépenim membranového CD40L pomoci metaloproteinaz. Molekula je Stépena
Vv oblasti mezi transmembranovou doménou a CD40 vazebnou TNF homologni doménou

membranové formy ligandu (Mcwhirter et al., 1999).

Bazofilni granulocyty se fyziologicky ucastni alergickych reakci. Ligand CD40L je
detekovatelny na téchto bunkach jesté pted setkanim s alergenem, ale po kontaktu se na
povrchu bunék objevuje zvysené mnozstvi CD40L molekul. Tento jev je mozné pozorovat i
pfi imunoterapii, béhem které dochédzi k vystaveni jedince malému mnoZstvi alergenu

(Siegmund et al., 2000).

Eosinofilni granulocyty exprimuji CD40L na svém povrchu po aktivaci. Ve srovnani
s aktivovanymi T lymfocyty je mnoZzstvi exprimovanych CD40L u eosinofilnich granulocytl
nizké. Jedinci, ktefi trpi hypereosinofilii, vykazuji na povrchu neaktivovanych eosinofilnich

granulocyti pfitomnost CD40L, piestoze za fyziologickych podminek neni tento ligand na

3



neaktivovanych bunkach exprimovéan. Tato skutecnost ukazuje na tucast eosinofilnich

granulocytl v prozanétlivych procesech (Gauchat et al., 1995).

CD154 je exprimovan i zirnymi bunikami. Pokud jsou tyto bunky v pfitomnosti astrocyti,
které exprimuji CD40 receptor, dochézi k jejich aktivaci a nasledné produkci prozanétlivych
cytokinil. Tyto uvolnéné mediatory jsou pak schopny reaktivovat astrocyty pomoci JAK1/2 —
STATI signalizacni kaskady. Tato interakce hraje roli ve vzniku neurodegenerativnich
onemocnéni postihujicich centralni nervovou soustavu, proto by interakce CD40/CD40L

mohla byt cilem 1é¢by téchto onemocnéni (Kim et al., 2011).

Neaktivované dendritické buiniky exprimuji CD40L a po jejich interakci s receptorem CD40
dochazi ke zvyseni exprese genu CD154 a k zvysené koncentraci CD154 molekul na povrchu

dendritickych bunék (Pinchuk et al., 1996).

NK buriky v pfitomnosti IL-2 exprimuji CD154 na svém povrchu. Po spojeni s receptorem

CD40 mohou mit vliv v likvidaci nadorovych bunék u malignit odvozenych od B lymfocytt

(Carbone et al., 1997).

2.3 Fyziologické procesy, kterych se CD40/CD40L ucastni

2.3.1 Vliv na B lymfocyty

Stimulace CD40 receptoru pfitomného na B lymfocytech zpisobuje zvysenou expresi CD23
(Saeland et al., 1993), CD30 (Cerutti et al., 1998), CD80 a CD86 znakt (Sahoo et al., 2002).
Interakce CD40 s jeho ligandem vyvolava produkci TGF—f a IL-10 B lymfocyty. Tato
interakce také stimuluje produkci IgA molekul, které hraji roli ve slizni¢ni imunité proti

patogentum (Zan et al., 1998).
2.3.2 VIliv na dendritické buiky

Dendritické buiiky po stimulaci jejich CD40 receptoru pomoci ligandu CD154 maturuji (van
Kooten & Banchereau, 2000) a produkuji vysoké mnozstvi IL—12 ve srovnani s dendritickymi
bunkami vystavenymi LPS, TNF-a, nebo patogentiim jako je Staphylococcus aureus, Candida
ablicans, nebo Pseudomonas aeruginosa (Celia et al., 1996). Vyprodukovany IL-12
dendritickymi buitkami aktivuje TYK2, JAK2 a STAT dréhy, které vedou k vyvoji Th1 bunék
z CD4+ T lymfocyttu (El-Shabrawi et al., 1998). Krom produkce IL-12 se maturaci zvysuje
mnozstvi adhezivnich molekul ICAM-1, znaki CD80, CD86 (Celiaet al., 1996) a CD70 (Keir
et al., 2007), které maji vliv na CD4+ T lymfocyty (Celia et al., 1996). Naopak dochazi



k downregulaci inhibi¢nich molekul PD-L1 (programmed cell death ligand) (Keir et al.,
2007), IL—4 a IL-10 (Koch et al., 1996).

Po vyzrani dochazi ke cross—prezentaci exogennich antigenti ziskanych z okolniho prosttedi.
Tyto antigeny, resp. fragmenty, jsou prezentovany spolu s MHC (major histocompatibility
complex) glykoproteiny 1. tiidy CD8+ T lymfocytim. Diky tomuto kontaktu pak dochazi
k aktivaci cytotoxickych T lymfocyta (Schoenberger et al., 1998).

2.3.3 Vliv na makrofagy

Makrofadgy vykazuji stejné reakce jako dendritické builky. Produkuji zvySené mnoZstvi
IL-12 a sniZzené IL-4 a IL-10. AvSak na rozdil od DC jsou schopny in vitro produkovat
prozanétlivy protein TNF—a a metaloproteinazy (van Kooten & Banchereau, 2000). Pii
vyzkumu Macha et al. (1997) bylo prokazano, ze lidské monocyty a makrofagy jsou schopny
produkovat zvySené mnozstvi tkanového faktoru, pokud jsou v pfitomnosti bunéénych
membran CD4+ pomocnych T lymfocyt. Krom toho se objevuje zvySené mnozstvi CD40
antigent na povrchu monocytt. Tento jev je zptisoben cytokiny. Konkrétné IFN—y, GM-CSF
a IL-3 (Alderson et al., 1993).

2.3.4 Tvorba germinalnich center

Vznik germinélnich center je zavisly na funkéni interakci CD40/CD40L. Tato centra vznikaji
ve sleziné a jsou mistem vzniku pamétovych a plazmatickych bunék vyvinutych z
B lymfocytu. Plazmatické buriky produkuji protilatky. Pokud dojde k inhibici interakce CD40
s jeho ligandem na T lymfocytech, k tvorbé germinalnich center nedochazi a diky tomu

nevznikaji ani protilatky (Foy et al., 1994).

2.3.5 Zména izotypu protilatek

Funk¢ni interakce CD40 receptoru na B lymfocytech s ligandem na T lymfocytech je dilezita
pro zménu izotypu protilatek tvorenych B lymfocyty. Bylo zji§téno, Ze mySi majici deficit
CDA40 receptoru, jsou schopny vyvinout pouze IgM protilatky proti thymus dependentnim
antigenim. Zbylé izotypy protilatek, které vznikaji izotypovym piesmykem z IgM uZ nejsou

mysi s mutaci pro CD40 schopny vytvoftit (Kawabe et al., 1994).

V piipadé, ze dochazi k tvorbé protilatky proti antigentim na thymu nezavislym, dochazi
K normalni tvorbé IgM a nasledné i IgG molekul. Tato fakta ukazuji, Ze interakce CD40
receptoru s jeho ligandem hraje roli i v protilatkovych reakcich na patogeny (Kawabe et al.,
1994).



CD30+ B lymfocyty v ptitomnosti CD154 méni syntézu imunoglobulint z IgM na 19G, IgA
a IgE (Cerutti et al., 1998). Jedinci, ktefi maji mutaci v genu pro CD154, trpi hyper IgM
syndromem, pro ktery je typické zvySeni mnozstvi imunoglobulint tfidy M (IgM) a snizenym
mnozstvim ostatnich imunoglobulinovych tiid v séru (Katz et al., 1996). Tento syndrom se
projevuje Castymi infekcemi bakteridlniho ptivodu, protoze nedochazi k navazani CD40 na

CD40L (Conley et al., 1994).

2.3.6 Aktivace T lymfocyti pomoci APC

T lymfocyty potiebuji pro svoji aktivaci dva signaly (Janeway & Bottomly, 1994). Prvnim
signalem je interakce T bunécného receptoru (TCR) pfitomného na T lymfocytu spolu s MHC
molekulou II. tfidy pfitomné na APC. Druhym potfebnym signalem je interakce CD80 nebo
CD86 znaku exprimovaného na APC s CD28 znakem ptitomnym na T lymfocytu (Ho et al.,
1994).

B lymfocyty patii mezi APC, ale 1ze je oznacit jako nekompetentni, protoZe v neaktivovaném
stavu exprimuji malé mnozstvi kostimula¢nich molekul, které jsou potteba pro aktivaci
T lymfocyta (Ho et al., 1994). Diky tomu, ze neaktivované B lymfocyty exprimuji CD40 na
svém povrchu, dochézi k aktivaci B lymfocytli pomoci T lymfocytt, které exprimuji ligand
tohoto receptoru. Po aktivaci za¢inaji B lymfocyty exprimovat receptory pro kostimulacni
molekuly (Banchereau et al., 1991), IL-4 (W. E. Paul & Ohara, 1987) a IL-2 (Mingari M. C.
et al., 1984), IL-5 a IL-10, které produkuji T lymfocyty (Banchereau et al., 1994). Timto
procesem dojde k aktivaci B lymfocytd, které jsou schopny dat druhy signal CD4+ T

lymfocytlim, které se timto procesem aktivuji.

2.3.7 Vyvoj Thl a Th2 odpovédi

Pomocné T lymfocyty stimuluji proliferaci B lymfocytt. Jsou toho schopny jak Thl, tak Th2
lymfocyty, ale pod vlivem Th2 T lymfocyti je proliferace B lymfocytli vyrazné siln€jsi (Brines
& Klaus, 1993). Vyzkumy také ukazuji, ze aktivace dendritickych bun€k vede k Th2 imunitni
odpovédi u mysich modelt. Aktivace Thl odpovédi je pravdépodobné zptisobena produkei
prozanétlivych cytokinti dendritickymi buiikami, ale neni zavisla na interakci CD40/CD40L
(MacDonald et al., 2002).

Interakce CD40 receptoru na dendritickych bunkach s CD154 na T lymfocytech vede
k indukci exprese OX40L na dendritickych buiikach (Murata et al., 2000). OX40L reaguje

s jeho receptorem OX40 pritomnym na T lymfocytech. Ukazuje se, ze tato interakce funguje



jako kostimula¢ni signal pro indukci Th2 imunitni odpovédi (Jenkins et al., 2007).Tuto teorii
podporuje i fakt, ze Th2 lymfocyty po stimulaci exprimuji vétsi mnozstvi OX40 na svém
povrchu ve srovnani s Thl bunikami. Efektorové CD4+ T lymfocyty v ptitomnosti CD40L
produkuji vyznamné zvySené mnozstvi IL—4 a IL-5, které jsou typickeé pravé pro Th2 odpoved’
(Croft et al., 1998). Tyto cytokiny zpusobuji zvySenou proliferaci B lymfocyta (Walker &
McKenzie, 2018). Uvedené informace z této kapitoly shrnuje obr. 1
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Obr. 1: Thl a Th2 imunitni odpovéd’ na interakci CD40/CD154 (Diaz et al., 2021).



2.4 Patologické procesy, kterych se CD40/CD40L tcastni

Interakce receptoru CD40 s jeho ligandem CD154 se tcastni i patologickych procesu v téle,

mezi které lze zafadit aterosklerozu, autoimunitni onemocnéni, nebo infekci patogenem

(Schonbeck & Libby, 2001).

2.4.1 Aterosklerdza

yoqe *

Ateroskler6za je zanétlivé onemocnéni tepen, pro které je charakteristické hromadéni lipidii a
vznik aterosklerotickych plata, které mohou prasknout, coz vede k ucpani tepny (Ussell &

Oss, 1999).

Interakce CD40/CD40L se ucastni prozanétlivych a pro-trombotickych interakci v organismu.
V ptipadé ligace CD40L s CD40 receptorem pifitomnym na endotelovych buiikach, dochazi
K upregulaci adhezivnich molekul, konkrétné VCAM-1, ICAM-1 a v neposledni fadé i
E—selectinu (Nurden, 2011). Trombocyty ve svych granulich obsahuji CD40L, ktery se po
jejich aktivaci uvoliiuje na povrch bunky. Zde dochazi ke jeho $tépeni a vzniku solubilniho
CD40L (sCD40L) (Schonbeck & Libby, 2001). Solubilni CD40L zvySuje produkci
prozanétlivych cytokini (IL-6, IL-8) a metaloproteinazz (MMP-1, MMP-2, MMP-3,
MMP-9) (Nurden, 2011). V pfitomnosti CD40/CD40L také dochazi k expresi tkanového
faktoru buitkami hladké svaloviny v cévach. Tento faktor je podstatny pro aktivaci koagulacni
kaskady a je piitomen i v aterosklerotickych platech. Tato interakce vede ke vzniku
trombotickych komplikacim v téchto platech, které mohou vyustit aZz v uzavieni tepny
trombem (Schiinbeck et al., 2000). ZvySené mnozstvi sCD40L je také spojeno s akutnim

koronarnim syndromem, ktery je spojeny s aterosklerozou (Tousoulis et al., 2010).

2.4.2 Autoimunitni onemocnéni

CDA40 spolu s CD86 a MHC molekulami II. tfidy jsou exprimovany na povrchu epitelialnich
bungk §titné zlazy pti Gravesové—Basedowoveé nemoci, coz pravdépodobné umozituje
prezentaci auto—antigeni T lymfocytim a zaroven poskytuje kostimulaéni signaly (Peters et
al., 2009). Gravesova—Basedowova nemoc je spojena s polymorfismem v jednom nukleotidu
Vv tzv. Kozakové konsenzudlni sekvenci, kdy u osob s variantou CC dochazi ke zvySené

expresi CD40 na povrchu neaktivovanych B lymfocyta (Jacobson et al., 2005).

Pro roztrousenou sklerozu je typické, ze do CNS migruji imunitni bunky, jako jsou T a B
lymfocyty, makrofagy a mikroglie. Pod jejich vlivem dochazi ke vzniku zanétu a

demyelinizaci neuronii. Zni¢eni tkan¢ je ale pravdépodobné zplisobeno produkty imunitnich



bunék, jako jsou napft. protilatky, nebo miize byt zapojen komplement (Sospedra & Martin,
2005).

Systémovy lupus erythematodes je onemocnéni zpisobené polyklonalni aktivaci B lymfocyta,
které produkuji autoprotilatky, konkrétn¢ anti—ds-DNA protilatky (Nangaku & Couser, 2005).
Dochézi ke zvysené expresi CD154 na povrchu CD4 i CD8+ T lymfocyti, ale i na B
lymfocytech a monocytech. B lymfocyty, které exprimuji CD154 spontanné produkuji
protilatky (Peters et al., 2009). Pro toto onemocnéni je typické, Ze se objevuje lupusova
nefritida, kdy dochazi k ukladani komplexd autoprotilatek v ledvinach. Dochazi k aktivaci

komplementu a ke vzniku zanétlivé a cytotoxické reakce (Ortega et al., 2010).

Za nejvyznamnéjSi zanétlivda onemocnéni stfev jsou povazovany Crohnova choroba
(Baumgart & Sandborn, 2012) a ulcerézni kolitida (Ordas et al., 2012). Pro ob¢ tato
onemocnéni je typicky zdnét, kterého se ucastni obrovské mnoZzstvi imunitnich bunék
(Baumgart & Sandborn, 2012; Ordas et al., 2012). Konkrétné se jednd o B lymfocyty, T
lymfocyty a makrofagy, které nici sttevni epitel. Diky tomu dochézi k typickym projeviim
téchto onemocnéni (Peters et al., 2009). CD40 receptor je u nemocnych exprimovan na
bunkach endotelu stiev (Danese et al., 2006). Naopak jeho ligand je u postizenych jedinci
zvySeng exprimovan v periferni krvi a na povrchu CD4+ T lymfocytt, které jsou ve slizni¢nim

vazivu (Liu Zhanju et al., 1999).

2.4.3 Infekce

Dyéada CD40/CD154 hraje roli v imunité proti patogentim. Bylo prokézano, Ze interakce CD40
sCD154 je kriticka pro odpovéd proti infekci bakterii Salmonella. V piipade, ze dojde
k deficitu CD154, nedochézi k produkci NO a IFN—y béhem akutni faze onemocnéni a
bakterialni replikace neni zastavena (Fernandez-Cabezudo et al., 2005). Velice podobné
vysledky byly nalezeny u infekce Leishmania major, u které dochazi u imunokompetentnich
jedincu k aktivaci makrofagti pomoci CD40 a k produkci IFN-y (Kamanaka et al., 1996). U
obou infekci je dilezita Thl odpoveéd proti patogenim (Fernandez-Cabezudo et al., 2005;
Kamanaka et al., 1996).

U virovych infekci bylo zjisténo, ze samotny ligand CD 154 ma protivirovy ucinek. Na mysich
modelech bylo prokézano, Ze pfitomnost CD154 je kritickd pro imunitni odpovéd’, ktera

zahrnuje protilatky IgG1 (Schonbeck & Libby, 2001).



2.5  Monoklonalni protilatky proti CD40

Monoklonélni protilatky proti CD40 receptoru mohou byt agonistické a antagonistické
(Grewa et al., 1996). Antagonistické anti-CD40 protilatky se napojuji na receptor CD40 a
inhibuji tim navéazani ligandu CD154. Diky tomu nemuze dojit ke spuSténi signalizacni
kaskady a k fyziologické reakci na kontakt ligandu s receptorem (Lugman et al., 2008).
Takové monoklonalni protilaitky podporuji zanétlivé reakce a jsou zodpovédné za
autoimunitni reakce (Grewa et al., 1996). Naopak agonistické monoklonalni protilatky maji

vyznam v nadorové imunoterapii (Turner et al., 2001).

25.1 Agonistické protilatky

Agonistické monoklonalni protilatky namifené proti CD40 receptoru lze podle pusobeni
Vv 1é¢be nadort, rozdélit podle mechanismi ptisobeni do dvou skupin. Prvnim mechanismem
je aktivace bunék, které se Gcastni protinddorové imunitni reakce. Druhym mechanismem je
piima eradikace nadorovych bunék pomoci apoptdzy, nebo na protilatkdch zavislé bunécéné

cytotoxicity (ADCC) (Khong et al., 2012).

2.5.1.1 Pf¥imy vliv na nadorové buiky

CDA40 receptor se ptirozené vyskytuje na B lymfocytech a malignity vyvinuté z B lymfocytt
maji na svém povrchu tento receptor také. Bylo prokazano, ze bunky akutni lymfatické
leukémie exprimuji méné¢ CD40 neZ nonhodkinovské lymfomy, nebo chronickéd lymfaticka
leukémie. Naopak Fas receptor se vyskytuje jen u 15 % malignit odvozenych od B lymfocytt,

coz je ve srovnani s fyziologickymi B lymfocyty velice malé mnozstvi (Wang et al., 1997).

Anti—-CD40 protilatka upreguluje expresi Fas receptoru (CD95) na B lymfocytech. FasR je
znamy jako receptor bunécné smrti a jeho gen se ftadi do proapoptotickych
tumorsupresorovych gent. Tento receptor spolu s jeho ligandem FasL dokaze vyvolat aktivaci
indukovanou bunécnou smrt (AICD), nekrézu nebo zastaveni bunécného cyklu. Tato interakce
ma za nasledek nekroézu nadorové tkané, kterd na svych buinikdch exprimuje Fas receptor

(Wang et al., 1997).

CD40 receptor je Siroce rozsifeny i na solidnich nadorech. Béhem vyzkumu Cooke et al.
(1999) bylo zjisténo, ze 78 % nadort mocového méchyie je CD40 pozitivnich. Dale byl
receptor CD40 nalezen i na bunkach rakoviny d€lozniho ¢ipku (Hess et al., 1999), ovarii
(Gallagher et al., 2002), plic, prsu, tlustého stieva a nasofaringu (Young et al., 1989). Na

zaklad¢ toho, Ze se receptor CD40 vyskytuje i na bunikach plicnich nadora, byl proveden pokus
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s agonistickou anti-CD40 MAb na mySich experimentalnich modelech, které mély plicni
nadory. Tento pokus vedl ke zjisténi, ze pod vlivem monoklondlni protildtky dochazi

k eliminaci téchto nadoru (Bergstrom et al., 2004).

2.5.1.2 Aktivace bunék zodpovédnych za protiniddorovou imunitu

Agonistické protilatky aktivuji antigen prezentujici buniky, které nasledné aktivuji cytotoxické
CD8+ T lymfocyty, které hraji obrovskou roli v eliminaci nadorové tkané. Dal§imi bunikami,
které jsou schopné piimo nicit nadorové bunky, jsou NK bunky. I tato subpopulace lymfocytt
je aktivovana pomoci agonistické¢ protilatky, kdy dochédzi k vyraznému zvyseni jejich

cytotoxické aktivity pod vlivem IFN—y a IL-12 (Turner et al., 2001).

vvvvvv

obrang pti pouziti anti-CD40 protilatky. V jeji pritomnosti dendritické bunky dozravaji a jsou
schopné cross—prezentace. V disledku toho dochézi k upregulované expresi MHC molekul 1.
a IL. tfidy, CD80, CD86 a CD40 znak stejné jako pfi interakci CD40/CD154. Dendritické
buiiky jsou schopny na svém povrchu prezentovat antigeny, které byly ziskany z nadorové
tkané. Takto zpracované znaky prezentuji CD8+ T lymfocytim s MHC molekulami I. ttidy
(van Mierlo et al., 2004).

Agonistickd anti—-CD40 protilatka je schopna aktivovat a vyvolat silnou proliferaci B
lymfocyti (Carpenter et al., 2009). Aktivované B lymfocyty funguji v nadorové imunité stejné
jako dendritické buniky — tj. aktivuji cytotoxické T lymfocyty, které zabijeji nadorové burnky
(Buhmann et al., 1999).

Makrotfagy po aktivaci pomoci anti-CD40 protilatky infiltruji nadorovou tkan a méni se na
makrofagy asociované s nadory. ZvySuje se exprese MHC molekul II. tfidy, ale také CD86
znakd. Mimo to dochdzi pod vlivem agonistické protilatky ke zvySeni koncentrace 1L—12,
TNF-a a IFN—y v séru. U pankreatického adenokarcinomu jsou makrofagy zodpovédné za
depleci stromatu nadorové tkan€. V této oblasti se objevuje snizené mnozstvi kolagenu I, coz
ukazuje na niCeni tkané. V piipad¢, ze organismus nedisponuje systémovymi makrofagy, k
depleci nadorové tkané nedochazi (Beatty et al., 2011). Anti-CD40 protilatka je schopna diky
svému efektu na makrofagy a zméné€ v morfologii pankreatu zvysit u¢innost PD-L1 blokady,
ktera je pouzivand v nadorové imunoterapii, ale ortotopicky model pankreatického
adenokarcinomu na tento postup, pokud je aplikovan samotny, $patn¢ odpovida (Luheshi et

al., 2016).
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Nadorova tkan je infiltrovana antigen prezentujicimi buiitkami, z nichz 50 % je tvofeno
makrofagy a T lymfocyty v obou subtypech — CD4+ a CD8+. Jejich zastoupeni je velice
podobné a ukazuje se, ze CD4+ pomocné T lymfocyty maji vliv na eradikaci nadorti. CD4+
pomocné T lymfocyty produkuji IL-2, ktery ma vliv na aktivaci cytotoxickych T lymfocytt
(Marzo et al., 2000). Z vyzkumu také vyplyva, ze pokud je agonisticka protilatka podana s
IL -2, dochazi ke zlepseni preziti a funkci T lymfocytt (Jackaman & Nelson, 2012).

Tumor—specifické CD8+ T lymfocyty, které jsou vystaveny licencovanym dendritickym
bunkam pomoci anti—-CD40 protilatky, produkuji zvysené mnozstvi IFN—y (van Mierlo et al.,
2004), o kterém je znamo, Ze zmiriiuje proliferaci nadorové tkané. U né€kterych nadort, mezi
které 1ze zatadit napi. karcinom prsu, podporuje apoptézu a nekrézu nadorovych bunék

(Kochupurakkal et al., 2015).

2.5.1.3 Likvidace pomoci NK bunék a CTL

Cytotoxické T lymfocyty obsahuji v lysozomech neaktivni lytické enzymy — perforiny a
granzymy, které mohou pisobit spole¢né, nebo kazdy zvlast. Po interakci efektorové bunky
s cilovou butikou dochazi k ptesunu granul k povrchu T lymfocytu a exocytoze téchto enzymi

k cilové bunce (Groscurth & Filgueira, 1998).

Monomery perforinti se vimezeti do buné¢né membrany cilové bunky, dojde k polymerizaci a
k vytvofeni port v membrané. Tyto péry mohou slouzit jako vstup pro granzymy, nebo

dochazi ke zni¢eni buitky osmotickou lyzou (Groscurth & Filgueira, 1998).

Granzymy vstupuji do cilové buiiky pory vytvofenymi perforiny. Jednd se o skupinu
serinovych esteraz, které fragmentuji DNA, coZ vede k apoptoze napadené bunky (Groscurth

& Filgueira, 1998).

Druhym zptsobem, kterym cytotoxické T lymfocyty zabiji nddorové buiiky, je interakce Fas
ligandu na jejich povrchu s receptorem FasR, ktery je exprimovany na fadé nadorovych bunék.

Jejich interakce vede k apoptoze cilové bunky (Groscurth & Filgueira, 1998).

NK bunky ve svych granulech obsahuji také perforiny a granzymy a jejich ptisobeni proti
nadorovym bunkam uplatiuje stejné principy jako CTL (S. Paul & Lal, 2017).
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2.5.2 Antagonistické protilatky

2.5.2.1 Autoimunitni onemocnéni

Dyada CD40/CD154 hraje roli v mnoha autoimunitnich onemocnénich. Mezi né patii
experimentalni autoimunitni encefalitida, revmatoidni artritida, zanétliva stftevni onemocnéni,

nebo systémovy lupus erythematodes (Toubi & Shoenfeld, 2004).

Systémovy lupus erythematodes

Antagonisticka anti-CD40 monoklonalni protilatka byla pouzita u mysi s rozvinutou
lupusovou nefritidou, kterd se projevovala proteinurii a nefritidou. Po aplikaci této protilatky
doslo k vyléceni proteinurie a zanétu ledvin. Histologické preparaty ukazaly, ze se struktura
ledvinné tkané vratila do normadlu, konkrétné¢ se jednalo o glomeruly a tubuly ledvin.
V ptipadé, ze byly protildtky podany diive, nez se proteinurie projevila, doslo k zabranéni

vzniku (Perper et al., 2019).

Antagonistické anti-CD40 protilatka je schopna zabranit vzniku autoreaktivnich B lymfocyti,
s tim souvisejici produkei autoprotilatek, ale také aktivaci T lymfocytl. Bylo tedy prokazano,
ze uziti monoklonalnich protilatek mtize byt pouzito v 1é¢be systémového lupusu u mysi a je
pravdépodobné, ze stejnym zplisobem bude mozné pouzit i lidské monoklonalni protilatky u

lidi (Perper et al., 2019).

Zanétliva onemocnéni stirev

Byla vyvinuta lidské antagonistickd monoklonalni protilatka s nazvem ,,ch5D12%, které byla
pouzita k 1écbé Crohnovy choroby u dobrovolnikl starych 18-60 let. Po podani doslo ke
snizeni infiltrace v oblasti lamina propria a ke snizeni aktivity nemoci ve stfevé. PouZiti
antagonistické anti-CD40 monoklondlni protilatky ma pro 1é€bu tohoto onemocnéni velkou

perspektivu (Kasran et al., 2005).

Revmatoidni artritida

Revmatoidni artritida je dalSim z onemocnéni, které dobie reaguje na pouziti antagonistické
anti-CD40 protilatky. Po podani dochazi ke snizeni koncentrace IgG a IgA revmatoidniho
faktoru, také dochazi ke snizeni mnozstvi cirkulujicich CDI19+IgD—CD27-CD95+
B lymfocytii. Pod vlivem protilatky také dochazi ke snizeni koncentrace zanétlivych markerd,
mezi které lze zaradil IL-6, MMP-3 (matrixovd metaloproteinaza 3). Ptesto, ze v tomto
klinickém testovani nedoslo k vyraznym vysledkim, mohly by byt protilatky slibnou cestou

1é¢by tohoto onemocnéni (Visvanathan et al., 2019).
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Experimentalni autoimunitni encefalitida

Toto zanétlivé onemocnéni je pouzivano jako model roztrouSené sklerézy. Primatim
Callithrix jacchus byla podavana antagonisticka anti—-CD40 protilatka ,,ch5D12* (zminéna jiz
u lécby Crohnovy choroby) poté, co jim byl aplikovan rekombinantni lidsky myelinovy
oligodendrocytovy glykoprotein, ktery vyvolava vznik encefalitidy. V porovnani s kontrolni
skupinou nedoSlo u primatd, kterym byla protilatka podéna, k rozvinuti symptomi
onemocnéni. Také byla utlumena produkce IgM protilatek proti glykoproteinu, kterym byly
primati imunizovani pied 1éCbou a k opozdéni IgG odpovédi. U kontrolni skupiny byla
nalezena vyznamna demyelinizace v CNS, u [é€ené skupiny nebyly pozorovany téméi zadné
zmény. Z téchto pozorovani vyplyva, ze blokace CD40 receptoru u pacientll trpicich

roztrou$enou sklerdzou je velice slibny zptisob 1é¢by tohoto onemocnéni (Boon et al., 2001).

2.5.2.2 Transplantace

Krom autoimunitnich onemocnéni hraje dyada CD40/CD154 roli v odhojeni $tépu. Je to
zpisobeno reakci T lymfocyti, které interaguji s B lymfocyty a dal$imi antigen prezentujicimi
bunikami (Cordoba et al., 2015). Po transplantaci $tépu, ktery je inkompatibilni v MHC
dochéazi k odhojeni transplantované tkané. Podanim antagonistické anti-CD40 protilatky
ch5D12 dochazi k zabranéni odmitnuti $t€pu. Toto bylo otestovano na primatech (Macaca
mulatta), kterym byly transplantovany inkompatibilni ledviny. U makakd, ktefi dostavali
dostatecné davky antagonistické protilatky, doSlo k vyraznému prodlouZeni pfieziti
transplantatu. Zaroven bylo zjisténo, Ze pokud dojde k podani anti—-CD40 spolu s anti-CD86
protilatkou, dojde jesté ke vétsSimu zmirnéni imunitni reakce na inkompatibilni tkan (Haanstra
et al., 2003). Stejné vysledky byly pozorovany i po podani pln¢ lidské 4D11 antagonistické
protilatky primatim (Mocaca fascicularis). U této protilatky nebyly ani zaznamenany vedlejsi
ucinky, které by se projevily na zménach v krevnim obrazu, nebo biochemickych markerech

jako jsou napf. hladiny jaternich enzyma (Aoyagi et al., 2009).
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2.6 Vyuziti agonistické protilatky v nadorové imunoterapii — MBTA terapie

MBTA nadorova imunoterapie je zalozena na kooperaci tii slozek Jedna se o mannan—-BAM,
TLR agonisty a anti-CD40 protilatku. Tato terapie se vyvinula z puvodni MBT terapie, ktera
se skladdala pouze z mannan-BAMu a TLR agonisti. Anti-CD40 protilatka byla do terapie
ptidana pozd¢ji (Caisova et al., 2019).

2.6.1 Slozky MBTA terapie
2.6.1.1 Mannan-BAM

Mannan je polysacharid ziskavany ze Saccharomyces cerevisiae (Caisova et al., 2019), ktery
funguje jako antigen rozpoznivany pomoci vrozené imunity. Tento polysacharid spolu
s lipopolysacharidem a glykany patii do skupiny konzervovanych molekulovych vzord,
konkrétn¢ je fazen mezi PAMP’s a je rozeznavan pomoci MBL (mannan vézajici lektin).
(Janeway & Medzhitov, 2002) Interakce mannanu spolu s MBL spousti lektinovou cestu
komplementu, kterd vede k opsonizaci a nésledné fagocytdéze pomoci neutrofilnich

granulocytd, makrofagt a dendritickych bunék (Obr. 2) (Presanis et al., 2003).

BAM je biokompatibilni kotva pro bunénou membranu (Biocompatible Anchor for Cell
Membrane). V terapii je pouzivana k ukotveni mannanu na nadorové bunky (Caisova et al.,
2019).
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Obr. 2: Znazornéni lektinové cesty komplementu (Presanis et al., 2003).
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2.6.1.2 TLR agonisté

TLR (toll-like receptor) agonisté se v MBTA terapii pouZzivaji pro signalizaci a naslednou
infiltraci nddorové tkan¢ granulocytarnimi buiitkami, které vyvolavaji zénétlivou reakci

(Caisova et al., 2019).

MBTA terapie pouziva tii TLR ligandy. Jedna se o Resiquimod (R-848), polyinosinovou-
polycytidylovou kyselinu (poly(l:C)) a kyselinu lipoteichoovou (LTA) (Caisova et al., 2019).

Resiquimod je agonistou lidskych TLR7 a TLR8 a mysich TLR7. Lidsky TLR7 je nevice
zastoupen na plazmacytoidnich dendritickych bunikach a B lymfocytech. Naopak na T
lymfocytech, monocytech a NK buiikach je pfitomnost TLR7 minimalni. TLRS se vyskytuje
na monocytech (Hornung et al., 2002). Vazba resiquimodu na jeho agonisty zpusobuje
produkeci cytokinti. Dendritické buiiky produkuji IL-6, IL-12, TNF—a a IFN—o (Ahonen et al.,
1999). Monocyty a makrofagy produkuji krom jiz zminénych cytokint i IL-1(Wagner et al.,
1999).

Polyinosinova—polycytidylova kyselina interaguje s receptorem TLR3, ktery se bézné
vyskytuje na B lymfocytech, monocytech a neimunitnich buikach mezi které patii

keratinocyty, epiteliarni a endotelialni buiky nebo nadorové bunky (Zhou et al., 2014).

Kyselina lipoteichoova je poslednim z TLR agonisti, které jsou v MBTA terapii pouzivané
(Caisova et al., 2019). Tato kyselina je ziskavana z gram—pozitivnich bakterii (Kawamura
Nobuko et al., 1995) a funguje jako agonista TLR2 (Draing et al., 2006). V reakci na LTA
dochazi k produkci prozanétlivych cytokinti mezi které 1ze zatadit napi. TNF—a (Schwandner
etal., 1999) a k produkci NO makrofagy (Hattor et al., 1997).

2.6.2 MBT a MBTA terapie v 1é¢bé nadorovych onemocnéni

MBT terapie byla pouzita pro 1é€bu mysiho melanomu, kde pod jejim vlivem doslo k 75%
eliminaci nadorovych bunék ve srovnani s kontrolou a k 83,3% pteziti. U nékterych mysi byla
po retransplantaci nadorovych bunc¢k pozorovéna dlouhodobd ochrana proti melanomu

(Caisova et al., 2016).

MBT terapie byla pouzita pro 1écbu feochromocytomu. Bylo zjisténo, ze dochazi k inhibici
ristu nadorové tkané ve srovnani s kontrolni skupinou. Pod vlivem této terapie také dochazi
kvice nez dvojnasobnému prodlouzeni doby preziti léCenych mysi a byla
pozorovana infiltrace nadorové tkan¢ pomocnymi i1 cytotoxickymi T lymfocyty. Vysledky

terapie tohoto nadorového onemocnéni byly porovnany s MBTA terapii. Bylo zjisténo, ze diky
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pouziti anti-CD40 protilatky dochazi ke zlepSeni dlouhodobého pieziti mySi ve srovnani
S MBT terapii. Zaroven doslo u vice nez 60 % mysi lé€enych MBTA terapii ke kompletni
eliminaci nadora (Caisova et al., 2019). Béhem dalsi studie vénujici se feochromocytomu bylo
zjisténo, ze dochazi k infiltraci primarnich nadorG neutrofily, které ale nepronikaji do
distalnich tumorech k infiltraci nedoslo. Dendritické bunky infiltrovaly po druhé davce terapie

oba typy nadort (Uher et al., 2021b).

MBTA terapie byla pouzita i pro 1é€bu pankreatick¢ho adenokarcinomu, kde doslo u 67 %
mys$i k aplné eradikaci nadorti. Po retransplantaci doslo ke vzniku malych nadort, které byly

imunitnim systémem kompletn¢ eliminovany (Uher et al., 2021a).

V neposledni fadé¢ byla MBTA terapie testovana i na karcinomu tlusté¢ho stfeva. Doslo
k prodlouZeni pieziti mysi, které byly 1éCeny touto terapii. V tomto ptipadé doslo k infiltraci

primarnich i distalnich nadorti lymfocyty (Medina et al., 2020).
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3. Cile prace
1. Pfipravit mysi monoklonalni protilatky proti lidskému antigenu CD40.

2. Ze ziskanych protilatek vybrat ty, které aktivuji lidské B lymfocyty a monocyty (agonistické

protilatky).

3. Charakterizovat efekt antagonistickych anti-CD40 protilatek.
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4. Material a metody

4.1 Material

411 Mys

Pro imunizaci byla pouzita my$§ BALB/c (Velaz s.r.0.). Tato mys byla chovéna ve standardnich
podminkach ve zvéfinci Katedry medicinské biologie na Pfirodovédecké fakulté JihocCeské

univerzity v Ceskych Budg&jovicich.
4.1.2 Imunizace

Pro imunizaci byl pouzit rekombinantni lidsky CD40 antigen (Sino Biological), ktery byl

rozpustén v deionizované vodé, celkova koncentrace byla 100 ug/400 pL.
Antigen byl podavan s Kompletnim a Inkompletnim Freudovo adjuvans (Sigma-Aldrich).

4.1.3 Kultivaéni média

Kompletni kultivaéni médium: RPMI 1640 s 10 % bovinniho fetdlniho séra (BOFES), 0,1 %
2—merkaptoetanolu, L—glutamin, 1 % antibiotik (penicilin G, streptomycin, fungizon) (vse
Biowest).

Kultivaéni médium bez séra: RPMI 1640, 0,1 % 2-merkaptoetanolu, L—glutamin 1 %

antibiotik (penicilin G, streptomycin, fungizon) (vSe Biowest).
4.1.4 Bunécné linie

Bylo pouzito n€kolik bunéénych linii, které byly kultivovany v kompletnim kultivaéni médiu.
Veskeré linie byly pasazovany pii konfluenci okolo 80 %, bylo jim odebrdno staré médiu a

ke 2 ml bun&cné suspenze bylo ptidano dostate¢né mnozstvi Cerstvého média.

SP2/0—-Ag14 bunééna linie je mysi myelomova linie, ktera byla pouzita pro fizi se splenocyty.
RAIJI je lidska bunééna linie B lymfocytl ziskana z Burkittova lymfomu.

THP-1 je lidska bunécna linie monocyti ziskana od pacienta trpiciho akutni leukémii.

415 Hybridomova fiuze

Béhem hybridomové fuze byl pouZit kromé kultivaéniho média PEG 1500 (polyethylenglykol
1500) (Sigma-Aldrich) a také HAT zasobni roztok (Sigma-Aldrich).
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Pro kultivaci produk¢nich kolonii bylo pouzito kultivaéni médium s HT zdsobnim roztokem

(Sigma-Aldrich).

Oba zasobni roztoky byly rekonstituovany v destilované vod dle navodu dodavatele. Do 100

ml kultivacniho média byly ptfidany 2 ml HT nebo HAT roztoku.
Pro mraZeni hybridomovych kolonii byl pouzit dimethyl sulfoxid (DMSO) (Sigma-Aldrich).

4.1.6 Roztoky pro metodu ELISA:

V metod¢ ELISA byla pouzita fada roztokt, konkrétné se jednalo o:

Antigen: lidsky CD40 antigen (Sino Biological)

Sekundarni protilatka: Goat anti mouse/Px protilatka (Vector)

Vazebny roztok: 1,59 g Na,COs, 2,93 g NaHCOs v 1 L H20, pH 9,6

PBS: 1 | deionizované H20, 8 g NaCl, 2,9 g Na2HPO4 - 12 H20, 0,2 g KH2PO4, 0,2 g KCI
Blokovaci pufr: 5% PTS (prekolostralni teleci sérum) v PBS

Substratovy roztok: 5 ml fosfocitratového pufru (51,4 mM NaHPOs - 12 H2O,
24,3 mM CgHsgO7 - H20, H20, pH 5), 2 mg ortho-phenylenediamine (OPD) (Sigma), 2 ul 30%
H20> (Sigma)

Redici puft: 2% PTS v PBS
Promyvaci roztok T-PBS: 0,05% Tween v PBS
2M H2S04

4.1.7 Reagencie pouZité pro charakterizaci protilatek

V metodach, kterymi byly charakterizovany monoklonalni protilatky bylo kromé jiz

zminéného pouzito jeste:

Ligand CD40L (Sino Biological) — 100 ng/ml, lidsky CD40L
Lipopolysacharid (LPS) — 20 ng/ml

IFN—y (Sino Biological) — Lidsky rekombinantni protein
Trypanovéa modf

BOFES (Biowest)
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4.1.8 Ostatni material:

Kultivacni desticky s 96 jamkami a plochym dnem (TPP)

Kultiva¢ni desticky s 24 jamkami a plochym dnem (TPP)

Mikrotitracni desticky s 96 jamkami a plochym dnem (Costar)
Centrifugacni zkumavky (TPP)

Human IL-8 uncoated kit (Invitrogen) — lidsky ELISA kit pro detekci IL-8

Human IL-8 ELISA kit (BioLegend) — Lidsky ELISA kit pro detekci I1L.-8

4.2 Metody

4.2.1 Hybridomova technologie

Imunizace

Mys§ BALB/c byla imunizovdna c¢tyfmi davkami lidského CD40 antigenu, které byly
aplikovany intraperitonealné. Kazda davka obsahovala 50 pg antigenu CDA40, ktery byl

obsazen v 200 pL deionizované vody.
Prvni davka antigenu byla podana spolu s 200 uL kompletniho Freudova adjuvans (CFA).

Druhd imunizace probéhla po 14 dnech od aplikace prvni davky, kdy bylo s 200 pL antigenu
bylo podano i 200 uL inkompletniho Freudova adjuvans (IFA).

Tteti imunizacni davka obsahovala pouze 200 pL rozpusténého antigenu CD40 a byla podana

14 dni po aplikaci 2. davky.

Posledni davka antigenu slouZzila jako booster. Byla podana po 14 dnech od aplikace 3. a 3
dny pted provedenim fize s myelomovymi buiikami. Bylo poddno 200 pL antigenu bez

adjuvans.
Odbér sleziny a krve

MyS§ BALB/c byla uspana v éterové narkdze, vykrvena z ramenniho pletence a usmrcena
cervikalni dislokaci. Nasledn¢ ji byla odebrana slezina, ze které byly ziskany buiiky pouzité
pti fuzi. Odebrana krev se nechala vysrdzet a byla centrifugovana pii 460 g po dobu 5 minut
pti 4°C. Oddélené sérum bylo odseparovano a slouzilo pro kontrolu produkce protilatek

pomoci metody ELISA.
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Fuze s myelomovymi buiikami

Slezina byla po odebrani vlozena do kultivaéniho média bez séra a poté protlacena pies sterilni
sitko. Ziskané splenocyty byly dvakrat promyty pomoci média bez séra (centrifugace pii 230

g po dobu péti minut).

Myelomovym bunkdm Sp2 bylo den pfed uskutecnénim fuze vyménéno kultivaéni médium.
To zarucilo, ze Sp2 bunky budou v potiebné log fazi ristu. V den fuze byly pieneseny do
graduované centrifugacni zkumavky a dvakrat promyty médiem bez séra stejn¢ jako

splenocyty.

Po promyti byly oba typy bun¢k smichany a byla provedena centrifugace pti 230 g po dobu
sedmi minut v graduované centrifugacni zkumavce (50 ml). Veskery supernatant byl po
centrifugaci odstranén. Zkumavka se smési bun¢k byla umisténa do vodni 14zné& (37-39 °C) a
K bunikam byl v pribéhu jedné minuty za stalého michani ptidan 1 ml vytemperovaného PEG
1500. Tato smés byla jesté minutu michéna. Nasledné bylo za stalého michani po dobu deseti
minut piidéno 10 ml vytemperovaného média bez séra. Smés byla centrifugovana po dobu 7
minut pii 230 g a buniky byly resuspendovany ve 200 ml kultivacniho média s HAT. Nasledné
doSlo k rozdéleni do jamek jedenacti 96—jamkovych paneli po 200 pL. Panely byly
inkubovany pii 37 °C v 5 % CO..

Po 3-4 dnech se v panelech zacaly objevovat kolonie hybridomovych bun¢k. Tyto kolonie
byly dostatecné velké mezi 10. a 14. dnem po provedeni fliize. V tento okamzik byly testovany
na produkci protilatek proti CD40 antigenu. Hybridomy z pozitivnich jamek byly pfeneseny
do 24—jamkovych paneld.

Klonovani hybridomovych bunék

Klonovani hybridomovych bun€k bylo provedeno metodou limitniho fedéni v okamzik, kdy
bylo dno jamky 24—jamkového panelu pokryto alespoii z 80 %. Ulelem bylo ziskani
monoklonalni populace bunék z jednotlivych hybridomt. Byl odebran vzorek bunék, které
byly smichany 1:1 s trypanovou modii a bylo spo¢itdno mnozstvi bunék/ml v Biirkerové

komurce.

Buiikky kazdého hybridomu byly klonovany do 96—jamkového panelu tak, aby v jedné
poloving jamek byla jedna buiika, ve druhé pét bun€k ve 200 pl media na jamku. Pro klonovéni

bylo pouzito kultivaéni medium s HT.

22



Vyklonované buiiky byly inkubovany pii 37 °C a prvni drobné shluky mnozicich se bunck
bylo mozné pozorovat po 4 dnech inkubace. Mezi 7. a 10. dnem bylo mozné pozorovat
zietelné viditelné kolonie. Jamky, ve kterych byla jen jedna kolonie byly znovu testovany
pomoci metody ELISA na produkci monoklonalnich protilatek proti CD40 antigenu. Jamky,
kde vyrostlo vice kolonii nebyly testovany, protoze protilatky v supernatantu nejsou
produktem jednoho klonu hybridomové buiiky, a proto jsou na testovani nevhodné. Tato

situace se objevovala hlavné v ¢asti panelu, kam bylo aplikovano 5 bun¢k na jamku.

MrazZeni produk¢nich kolonii bunék

Pro ptipad, Ze by bylo potieba v budoucnu zopakovat pokusy, nebo by doslo ke kontaminaci

pouzivanych bungk, je potfeba hybridomové buiiky 1 klony zamrazit.

Mrazeni bylo provedeno, kdyz bylo dosazeno denzity 0,5 — 1 milionu bunék v mililitru média.
Bunky byly pfeneseny do centrifuga¢ni zkumavky a zcentrifugovéany pii 230 g po dobu péti
minut pii 4 °C. Bunky byly resuspendovany v 1,8 ml kultiva¢niho média a bylo pfidano 0,2
ml DMSO. Kazdy hybridom/klon byl mrazen do dvou kryozkumavek. Do kazdé
kryozkumavky bylo aplikovano 1000 uL resuspendovanych bun¢k. Takto naplnéné zkumavky
byly uloZeny v zmrazovacim zafizeni do teploty -80 °C. Zde byly zkumavky s buiikami
ponechany 3—4 hodiny a po uplynuti této doby byly ptemistény do tekutého dusiku.
Supernatanty ziskané po provedeni centrifugace byly uchovany v -20 °C a byly pouZzity pro

dalsi testovani ptipravenych monoklonalnich protilatek.

422 ELISA

Na dno mikrotitra¢ni desticky byl navazan CD40 antigen v koncentraci 2 pg/ml vazebného
roztoku. Do kazdé jamky bylo aplikovano 50 pl roztoku antigenu Takto pfipravena desticka

se inkubovala pii 4 °C po dobu 24 hodin, nebo minimalné pies noc, ve vlhké komfirce.

Po uplynuti 24-hodinové inkubace byla desticka vysuSena pomoci poklepu o filtra¢ni papir.
Nespecifické vazby byly vyblokovany bloka¢nim pufrem. Do kazdé jamky bylo piidano
200 pL blokacniho pufru a desticka byla inkubovana po dobu 45 minut pii 37 °C ve vlhké

komurece.

Nasledné byla desticka tfikrat peclivé promyta pomoci promyvaciho roztoku. Po tfetim
promyti byla desticka jesté¢ vysuSena poklepem o filtraéni papir. Mysi imunni sérum, které

bylo pouzito jako kontrola, bylo nafedéno 1:100 a 1:1000 v fedicim roztoku a bylo aplikovano
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v objemu 50 pL na jamku desticky. Do zbylych jamek bylo aplikovano 50 pL supernatantu z
vytipovanych hybridomovych kolonii. Desticka byla inkubovana pti 37°C po dobu 45 minut.

Po uplynuti inkubac¢ni doby byla desticka 3x promyta a do kazdé jamky bylo aplikovano 100
uL sekundarni protilatky fedéné v fedicim pufru v poméru 1:1000. Desti¢ka byla inkubovana

30 minut ve 37°C. Po ub&hnuti 30 minutové inkubace byla desticka 3x promyta.

Enzymaticka reakce byla vyvolana pomoci 100 pL substratového pufru, ktery byl pfipraven
kratce pted pouzitim. Reakce byla zastavena po 10 minutdch pomoci 2M H2S0O4 a byla

méiena absorbance pomoci vertikalniho spektrofotometru (BioTek) pii vinové délce 490 nm.

Hybridomové buriky, jejichz protilatky v supernatantu vykazovaly afinitu k CD40 antigenu se
pasazovaly do 24—jamkovych desticek. Bunky zde byly kultivovany v médiu s HT, které jim
bylo ménéno dle potieby tak, aby mély bunky dostatek Zivin. V dobé¢, kdy bylo dno jamky
minimaln¢ ze 70-75 % porostlé bunkami, se supernatanty znovu otestovaly na produkci

protilatek. Pokud stale produkovaly specifické protilatky, byly klonovany.

4.2.3 Sledovani proliferace B lymfocytii
Princip metody:

Principem této metody je sledovani poétu B lymfocytl v pribéhu ¢asu za snizeného mnozstvi
zivin. Pokud dojde ke zvySené proliferaci bunék, tak tento vysledek ukazuje na agonistickou

anti-CD40 MAD, ktera je schopna zvysenou proliferaci B lymfocytd vyvolat.
Optimalizace metody:

Pro sledovani proliferace B lymfocyti pod vlivem vytvofenych monoklonélnich protilatek
bylo potteba zajistit, aby se buniky mnozily, co nejpomaleji. Z toho diivodu bylo potieba snizit
koncentraci séra v kultivaénim médiu tak, aby byly buniky schopny piezit, ale aby bylo mozné
pozorovat rozdily v riistu. Buniky RAJI byly kultivovany v médiich s koncentracemi séra
v rozmezi 10 % — 0,2 %. Byl sledovan nartst bunck v médiich v pribéhu ¢asu a byla vybrana

nejvhodnéjsi koncentrace. Nasledné byl proveden pokus.
Postup:

RAIJI buniky byly kultivovany v médiu obsahujicim sérum. Byl odebran vzorek, ktery byl
smichan v poméru 1:1 s trypanovou modii a byla spocitana koncentrace RAJI Zivych bunék
V jednom mililitru média. Z kultiva¢ni lahve byl odebran takovy objem média s bunikami, aby

bylo mozné je aplikovat po 60 tisicich bunék na jamku 96—jamkové desticky. Odebrané
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médium s buitkami bylo centrifugovdno 5 minut pii 230 g a 4°C. Supernatant byl odsat a
buniky byly resuspendovany v médiu bez séra. Do kazdé jamky bylo pfiddno 180 pL média
bez séra s buiitkami. Nasledn¢ bylo do kazdé jamky aplikovano 20 pL média s protilatkami.
Tim byla dosazena 1% koncentrace séra v médiu. Do jamek s negativni kontrolou bylo ptidano
médium bez séra (180 pL) a 2 pL séra. Diky tomu bylo dosazeno 1% koncentrace séra v médiu
stejn€ jako u testovanych vzorkl. Do jamek s pozitivni kontrolou bylo pfidano 20 pL séra a
tim bylo dosaZzeno 10% koncentrace séra. Kazdd monoklondlni protilatka, stejné jako

negativni a pozitivni kontrola byly testovany v triplikaci.

Desticka byla inkubovana pti 37°C v 5% COs.. Po 24, 48 a 84 hodinach byly odebirany vzorky

a byla spocitana koncentrace bun¢k v jednom ml.

4.2.4 Detekce IL-8 produkovaného monocyty pod vlivem agonistickych Anti-CD40 MAbs
Princip metody:

Agonistické anti-CD40 MAbs se vazou na receptor CD40 pfitomny na monocytech. Tato
interakce vede ke spusténi signaliza¢ni kaskady vedouci k aktivaci monocytu, které produkuji

IL-8.
Piiprava monocyti na detekei IL — 8:

Buiiky THP-1 byly spo¢itiny a 3 miliony bunék byly v 10 ml media kultivovany s 5x10?U
lidského IFN—y 48 hodin pti 37 °C, v 5 % CO». (Thomas David et al., 2008).

Po dokonceni inkubace byly monocyty jednou promyty kultivaénim médiem (5 minut, pfi
4 °C a 230 g). Do 96—jamkové desticky bylo aplikovano 100 000 bun¢k/ jamku ve 40 pL
média. K bunkdm byly pfidany supernatanty (80 pL) obsahujici MAbs. Objemovy pomér
bunék a supernatanti s MAbs byl 1:2. Do jamek negativni kontroly bylo misto supernatanti
pouzito 80 pL média. Do pozitivni kontroly bylo pfiddno médium a LPS o koncentraci 20
ng/ml, nebo 100 ng/ml CD40L. Takto ptipravené vzorky byly inkubovany 48 hodin ve 37 °C
Vv piitomnosti 5 % CO2 (Thomas David et al., 2008).

Detekce IL-8 pomoci metody ELISA:

Pro detekci IL-8 byly pouzity kity Human IL-8 uncoated kit (Invitrogen) a Human 1L-8
ELISA kit (BioLegend). Bylo postupovano podle navodu vyrobce.
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4.2.5 Detekce inhibice produkce IL-8 monocyty pod vlivem antagonistickych anti — CD40
MADbs

Princip metody:

Lidské monocyty na svém povrchu exprimuji CD40 receptor, na ktery se fyziologicky vaze
ligand CD40L a dochazi k produkci IL-8. Pokud dojde k zablokovani této interakce pomoci
inhibi¢ni (tzn. antagonistické) protilatky, dojde ke snizeni produkce IL-8, protoze vazebné

misto, kam by se mohl napojit ligand, je obsazeno protilatkou.
Priprava monocyti na detekci IL-8

Buriky THP-1 byly nafedény na koncentraci 10° bunék/ml. Byl odebran vzorek monocytd,
které byly kultivovany v klasickém kultivacnim médiu. Vzorek byl smichéan 1:1 s trypanovou
modii a byla zjiS§téna koncentrace bunék v mililitru média. Nésledné bylo odebrano takové
mnozstvi média s buiitkami, aby bylo mozné do kazdé jamky 96—jamkové desticky aplikovat
1 000 000 bunék/ml. Buiiky byly centrifugovany 5 minut pii 4 °C a 230 g a resuspendovany
v kultivaénim médiu, tak aby v 50 pL bunééné suspenze, které byly aplikovany do
jednotlivych jamek, bylo 200 000 bunék. K resuspendovanym buiikdm bylo pfidano 150 pL
supernatantli, které obsahovaly monoklonélni protilatky a 100 ng/ml lidského CD40L. Do
negativni kontroly nebyl pifidan ligand a do pozitivni byl pfidan pouze ligand v kultivaénim
médiu. VSechny vzorky a kontroly byly testovany v triplikaci. Kultivaéni desticka byla
inkubovana 24 hodin v 37 °C a 5 % COa.

4.2.6 Sledovani umrtnosti monocytu pod vlivem antagonistickych anti-CD40 MAbs

Monocyty byly kultivovany stejnym zptsobem jako tomu bylo u pfipravy na detekci inhibice
produkce IL-8. Po 24—hodinové inkubaci byly z jamek odebrany vzorky, které byly smichany

S trypanovou modii v poméru 1:1 a byly spocitany zivé a mrtvé buiikky v 1 ml média.
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5. Vysledky

5.1 Imunizace a hybridomova fuze

Byla imunizovana jedna myS BALB/c, které byly aplikovany ¢tyfi davky antigenu (vzdy po
14 dnech) intraperitonealn&. Ctvrta davka slouzila jako stimulaéni a tfi dny po této davce byla
provedena myelomova fize. Pii odbéru sleziny byla pozorovdna splenomegalie a vétsi

mnozstvi vaziva, nez je obvyklé.

Splenocyty byly fizovany s myelomovymi buitkami a tato suspenze byla aplikovéana po 200
pL na jamku do 11 96—jamkovych kultivaénich desticek. Po 4 dnech se zacaly objevovat malé
kolonie hybridomovych bun¢k pfevazné na okrajich jamek. Od 10. dne bylo mozné zacit
testovat supernatanty odebrané od hybridomovych kolonii na produkci specifickych protilatek
proti CD40 antigenu metodou ELISA. Supernatanty byly testovany postupné, jak

hybridomové kolonie v jednotlivych jamkéch dortistaly do dostatec¢né velikosti.

Celkové bylo otestovano 658 jamek z 1058, coz Cinilo 62,3 %. Ve zbytku jamek bud’
nenarostly zadné kolonie, nebo nebyly schopny dortst dostate¢né velikosti. Pozitivni reakce

proti CD40 antigenu byla odhalena u 67 hybridomovych kolonii, coz tvoti 10,2 %.

Pozitivné reagujici hybridomové kolonie byly déale pasaZovany. Kdyz byly kolonie dostatecné
narostlé pro piipadné klonovani, byly jejich supernatanty znovu otestovany na produkci
specifickych protilatek proti CD40 antigenu. Patnact hybridomovych kolonii reagovalo

pozitivné. Tyto kolonie byly klonovéany a ¢ast bun¢k byla zamraZena.

Klonovéni bylo provedeno do 96—jamkovych desti¢ek metodou limitniho fedéni. Tteti den od
klonovéani se zacaly objevovat malé kolonie bun€k na okrajich jamek. Od 10. dne byly kolonie
dostate¢né velké pro testovani metodou ELISA. Postupné doSlo k otestovani veSkerych
monoklonélnich kolonii. Z patnacti vyklonovanych hybridomovych kolonii bylo ziskédno 18
nejvice produkénich klont. Od nékterych hybridomovych kolonii nebyly ziskany Zadné klony

produkujici pozitivné reagujici monoklonalni protilatky.
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5.2  Proliferace B lymfocytii pod vlivem vytvorenych protilatek

Ziskané monoklonalni protilatky v kultivaénim mediu z hybridomovych kultur byly ptidany
do bezsérového média s bunkami RAJI (lidskda B lymfocytova linie) tak, ze vysledna
koncentrace séra v kultivatnim mediu byla 1 % (protilatky byly v kultivaénim mediu fedény
1:10). SniZeni obsahu séra na 1 % bylo provedeno za ucelem snizeni piirozené proliferace
bun¢k. Byly odebirany vzorky po 24, 48 a 84 hodinach a byly sledovany zmény poc¢tu bunék
ve srovnani s negativni kontrolou, kterou ptedstavovaly buitky RAJI v mediu s 1 % séra bez

protilatky. Vysledky byly statisticky vyhodnoceny pomoci testu ANOVA.

U protilatek 11G7H10 a 6ESB7 byl pozorovan statisticky vyznamny vzrast proliferace ve
srovnani s negativni kontrolou (Obr. 3 a 4). Tato data ukazuji na to, ze se mize jednat o

monoklondlni protilatky s agonistickym chovanim.

MESBRERA -e- GE5B7
E 4000000 - - NC
= - PC
'S 3000000-
5 SD 6E5B7:
0 SD24 =16 329,93
e 2000000- SDyg = 24 944,38
9 SDg, = 18 856,18
2 1000000- ’ " SDNC:
SDy4 =9 428,09
SDyg = 9428,09
0 1 1

SDg, = 33 993 46
SD PC:
SD,, = 9428,09

SD,s = 16 329,93
SDgy = 24 944,38

Obr. 3: Proliferace bunék RAJI pod vlivem monoklonalni protilatky 6E5SB7, ktera byla
sledovana po 24, 48 a 84 hodinach. Statistickd vyznamnost rozdilu ve srovnéani s negativni
kontrolou (NC) byla po 24 h p<0,05 (p=0,012), po 48 h p<0,05 (p=0,005), po 84 h p<0,05
(p=0,002), uvedené smérodatné odchylky (SD) se vztahuji k testovanym vzorkiim

s protilatkou 6E5B7. V pozitivni kontrole (PC) byly bunky v mediu s 10 % bovinniho

fetalniho séra.
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Obr. 4: Proliferace bunék RAJI pod vlivem monoklonalni protilatky 11G7H10, ktera byla
sledovana po 24, 48 a 84 hodinach. Statistickd vyznamnost rozdilu ve srovnani s negativni
kontrolou (NC) byla po 24 h p<0,05 (p=0,025), po 48 h p<0,001 (p<0,0001), po 84 h p<0,001
(p<0,0001), uvedené¢ smérodatné¢ odchylky (SD) se vztahuji k testovanym vzorkim s
protilatkou 11G7H10. V pozitivni kontrole (PC) byly bunky v mediu s 10 % bovinniho

fetalniho séra.
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U dvou dalsich protilatek, konkrétné 4D12A8 a 4D12B12, ziskanych od jednoho hybridomu
4D12, byl po 84 hodinach pozorovan vyrazny pokles v proliferaci (Obr. 5 a 6). Krom¢ toho

byla u obou monoklonélnich protilatek pozorovana aglutinace, kterd byla nejsilngjsi po 24

hodinach.

5000000 -
-- 4D12A8
= 4000000 = NC
(=
= -+ PC
QD .
c 3000000 SD 4D12A8:
.g SD,,=0,00
+ 2000000 SD,=18 856,18
>§ SDg=9 428,09
Q- 1000000 - SD NC:
SD,, =9 428,09
SDg =9 428,09
0 T T T SDg, = 33 99346
24 h 48 h 84
SD PC:
SD,, =9 428,09

SDyg =16 329,93
SDyg, = 24 944,38

Obr. 5: Proliferace bun€k RAJI pod vlivem monoklonalni protilatky 4D12AS8, ktera byla
sledovana po 24, 48 a 84 hodinach. Statistickd vyznamnost rozdilu ve srovnani s negativni
kontrolou (NC) byla po 24 h p>0,05 (p=0,1144), po 48 h p<0,05 (p=0,0034), po 84 h p<0,001
(p= 0,0007), uvedené smérodatné odchylky (SD) se vztahuji k testovanym vzorkiim
s protilatkou 4D12A8. V pozitivni kontrole (PC) byly buiky v mediu s 10 % bovinniho

fetalniho séra.
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Obr. 6: Proliferace bun¢k RAJI pod vlivem monoklonalni protilatky 4D12B12, ktera byla
sledovana po 24, 48 a 84 hodinach. Statistickd vyznamnost rozdilu ve srovnani s negativni
kontrolou (NC) byla po 24 h p>0,05 (p >0,999), po 48 h p<0,05 (p=0,001), po 84 h p<0,001
(p=0,001), uvedené smérodatné odchylky (SD) se vztahuji k testovanym vzorkiim

s protilatkou 4D12B12. V pozitivni kontrole (PC) byly buiiky v mediu s 10 % bovinniho

fetalniho séra.

Zbylé monoklonalni protilatky nezpiisobovaly statisticky vyznamné zvySeni nebo snizeni

proliferace bun€k RAJI a zZ toho dlivodu byly z nasledujiciho testovani vytazeny.

5.3 Stanoveni produkce IL-8 monocyty

Bunky lidské monocytové linie THP—1 byly inkubovdny 2 dny s IFN—y a poté 2 dny
Vv piitomnosti ziskanych monoklonalnich protilatek. IL-8 byl stanoven z odebranych

supernatantll pomoci metody ELISA. Vysledky byly statisticky vyhodnoceny pomoci T—testu.

Protilatka 6ESB7 vykazovala stejné jako v pfedchozim testu pozitivni reakci (Obr. 7). Ziskana
produkce IL-8 pod vlivem aktivace monocyti touto protilatkou byla vice nez dvojnasobna ve
srovnani s negativni kontrolou. Z tohoto vyplyva, ze se pravdépodobné jedna o agonistickou

protilatku, kterd je schopnd aktivovat B lymfocyty i monocyty.
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Obr. 7: Produkce IL-8 buinkami THP-1 pod vlivem monoklonalni protilatky 6ESB7.
Negativni kontrola (NC) jsou buitky THP—1 preinkubované s IFN—y bez protilatky. Statisticka
vyznamnost byla p<0,05 (p=0,0113).

Protilatka 11G7H10 nezvySovala statisticky vyznamné produkci IL—8 buiitkami THP-1 (Obr.
8).
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Obr. 8: Produkce IL-8 buinkami THP—1 pod vlivem monoklonalni protilatky 11G7H10.
Negativni kontrola (NC) jsou buitky THP—1 preinkubované s IFN—y bez protilatky. Statisticka
vyznamnost byla p>0,05 (p=0,3621).
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Protilatka 4D12B12 nevyvolavala statisticky vyznamné zvySeni produkce IL—8 bunikami
THP-1 (Obr. 9) a protilatka 4D12A8 dokonce dokazala snizit produkci IL—8 buiikami ve

srovnani s negativni kontrolou (Obr. 10).
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Obr. 9: Produkce IL-8 buiikami THP-1 pod vlivem monoklonalni protilatky 4D12B12.
Negativni kontrola (NC) jsou buitkky THP—1 preinkubované s IFN—y bez protilatky. Statisticka

vyznamnost byla p>0,05 (p=0,5017).
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Obr. 10: Produkce IL-8 bunikami THP-1 pod vlivem monoklonalni protilatky 4D12A8.
Negativni kontrola (NC) jsou buitky THP—1 preinkubované s IFN—y bez protilatky. Statisticka

vyznamnost byla p>0,05 (p=0,788).
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5.4 Inhibice produkce IL-8 antagonistickymi protilatkami

Pro testovani inhibice byly vybrany dvé protilatky — 4D12A8 a 4D12B12, které vykazovaly
inhibici proliferace bunék RAJI a nezplisobovaly zvysenou produkci IL-8 monocyty.

Buiikky THP-1 byly béhem tohoto testu inkubovany s ligandem CD40L a s vybranymi
monoklondlnimi protilatkami. V tomto testu byly testovany potencidlni antagonistické
protilatky, které jsou schopny zablokovat vazbu ligandu na receptor a snizit tak produkci
IL-8 monocyty.

Ob¢ vybrané monoklonalni protilatky byly schopny inhibovat vazbu ligandu CD40L na
receptor CD40, ktery je pfitomen na monocytech (Obr. 11 a 12). Vysledek byl porovnavan

S pozitivni kontrolou, ktera obsahovala pouze ligand CD40L, pomoci T—testu.
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Obr. 11: Inhibice produkce IL-8 buiikami THP-1 v dasledku zablokovani receptoru CD40
pomoci protilatky 4D12A8. Pozitivni kontrola obsahovala pouze ligand CD40L. Statisticka
vyznamnost byla p<0,05 (p=0,044).
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Obr. 12: Inhibice produkce IL-8 bunkami THP-1 v dusledku zablokovani receptoru CD40
pomoci protilatky 4D12B12. Statisticka vyznamnost byla p<0,05 (p=0,0174).

5.5 Hynuti monocyti pod vlivem antagonistickych protilatek

Krom inhibice produkce IL-8 byl u protilatek 4D12A8 a4D12B12 sledovan vliv na hynuti
buné¢k THP-1, které byly pfipraveny a kultivovany s CD40L stejnym zpisobem, jako
v pfedchozim pokusu. Bylo sledovano procento uhynulych bun€k pod vlivem protilatek a

porovnano s pozitivni kontrolou. Vysledky byly statisticky vyhodnoceny pomoci T—testu.
Obe¢ testované protilatky vykazovaly statisticky vyznamné vysledky ve srovnani s pozitivni

kontrolou. Pod vlivem protilatky 4D12B12 byla pozorovéana vyssi umrtnost neZ u protilatky
4D12A8 (Obr. 13 a 14).
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Obr. 13: Hynuti bunék THP-1 pod vlivem protilatky 4D12A8 v pfitomnosti CD40L.
Statisticka vyznamnost byla p<0,05 (p=0,023).
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Obr. 14: Hynuti bunék THP-1 pod vlivem protilatky 4D12B12 v ptitomnosti CD40L.
Statisticka vyznamnost byla p<0,05 (p=0,005).
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6. Diskuse

Monoklonalni protilatky jsou v nynéjsi dob& pouzivany pro diagnostické a 1écebné postupy.
Mnoho laboratornich metod vyuziva monoklondlni protilatky pro detekci patogentl, ale také
pro zviditelnéni imunochemickych reakci, mezi néz lze zafadit napf. metodu EIA, nebo
ELISA. Co se lécebnych postupii tyka, monoklondlni protilatky zaznamenavaji uplatnéni
Vv 1é¢be onkologickych onemocnéni jako tzv. biologicka 1é¢ba (napf. rituximab) (Zambruno &
Borradori, 2008), ale v poslednich letech byly vyuzity i pro 1lécbu infekci Covid-19
(Shanmugaraj et al., 2020).

Monoklonalni protilatky se daji ptipravit pomoci hybridomové technologie, jejiz princip je
velice dobfe popsany a zavedeny. Monoklonalni protilatky ziskané od jednoho klonu jsou
namifeny proti jednomu epitopu antigenu a pokud je kolonie dobfe uchovana, ziskame tim
neomezené mnozstvi protilatek, které buniky produkuji do média. S takto vyprodukovanymi
protilatkami lze dale pracovat.

Nejprve bylo potieba otestovat, zda vytvorené MAbs reaguji na CD40 antigen. K tomu byla
pouzita metoda ELISA. Tato metoda je pomérné robustni, v jednom testu je mozno otestovat
mnoho vzork, také je snadno interpretovatelnd a pomérné levna. Jejim problémem je ¢asova
naro¢nost a nutna peclivost v provedeni velkého mnozstvi krokt, ale také fakt, ze klony
produkujici velké mnoZstvi protilatek o nizké afinit¢ mohou reagovat pozitivnéji nez vysoce
afinni protilatky o nizké koncentraci (Lad et al., 2015). V nasem ptipadé¢ vyhody metody
znaéné prevysuji jeji uskali a volbu metody pro primarni testovani lze povazovat za vhodnou.
Prvnim krokem byla optimalizace metody ELISA, pfi které bylo zjisténo, ze 2 pg/ml antigenu
poskytuji stejné uspokojivé vysledky jako 10 pg/ml antigenu, a proto byla pouzita nizsi
koncentrace. Pozitivné reagujici kolonie byly pomnozZeny a znovu otestovany po nékolika
dnech. To bylo provedeno z divodu ustaleni po¢tu chromozomii v hybridomovych buikach,
kdy po fuzi dochéazi k postupnému ztraceni chromozomi a mohlo by dojit k zastaveni
produkce protilatek. Po druhém otestovani bylo ziskano 8 hybridomovych kolonii, které
pozitivné reagovaly na CD40 antigen. Naslednym klonovéanim bylo ziskano 18 produk¢nich
klonii, cozZ lze povazovat za velice uspokojivy vysledek. Monoklondlni protilatky ziskané od
téchto klonll byly nasledné charakterizovany pomoci n¢kolika metod.

Prvnim provedenym testem pro charakterizaci ziskanych monoklonélnich protilatek bylo
sledovani proliferace B lymfocytd pod jejich vlivem. Agonistické anti—-CD40 jsou schopny
vyvolat proliferaci B lymfocytt. Nejprve bylo potieba zjistit, pii jakém mnozstvi séra v médiu

dojde ke sniZeni proliferace B lymfocytarni linie RAJI, tak, aby bylo mozné pozorovat rozdily
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zpisobené protildtkami. Toto mnozstvi bylo uréeno na 1 %. Nevyhodu této metody spatiujeme
V tom, ze pouzit¢é monoklondlni protilatky byly v médiu odebraném z klont, kde nebylo
znamo, jak moc jsou ziviny spotiebované. Z tohoto diivodu je pravdépodobné, ze mnozstvi
séra v médiu bylo niz8i nez 1 %. To by mohlo zkreslovat vysledky a fale$né sniZit proliferaci
B lymfocyti u protilatek, které by se jinak chovaly agonisticky.

Dvé protilatky, konkrétné 6ESB7 a 11G7H10, zvySovaly proliferaci B lymfocyti ve srovnani
s negativni kontrolou. To ukazovalo na to, ze by se mohlo jednat o agonistické protilatky,
protoze tyto vysledky korelovaly s vysledky vyzkumu Chen et al. (2010). Qi et al. (2004) ve
své studii uvadi, ze nizka koncentrace agonistickych protilatek zptsobuje proliferaci, a naopak
vysokéd koncentrace ma za nasledek aglutinaci B lymfocytd, inhibici proliferace a jejich
apoptdzu. Aglutinace a inhibice proliferace po 84 hodinach byla pozorovana u dvou protilatek
— 4D12A8 a 4D12B12. Tento vysledek by mohl ukazovat na to, ze se jednd o agonistické
protilatky o vysoké koncentraci, nebo antagonistické protilatky, které jsou podle Marken et al.
(2021) schopny inhibovat proliferaci B lymfocyti, nebo na vycerpani média. Z tohoto diivodu
byly tyto Ctyfi protilatky déle testovany.

Agonistické protilatky aktivuji monocyty a tim dochazi k produkci IL-8 ve zvySeném
mnozstvi (Thomas David et al., 2008). Z tohoto diivodu byla provedena cytokinova ELISA,
pfi které bylo sledovano mnozstvi vyprodukovaného IL—8 bunéc¢nou linii THP-1. Pod vlivem
monoklonélni protilatky 6E5B7 byla produkce IL-8 zvySena a byl detekovan statisticky
vyznamny rozdil ve srovnani s negativni kontrolou. Tento vysledek potvrdil vysledek ziskany
pfi sledovani proliferace a je mozné, Ze se jedna 0 agonistickou anti-CD40 protilatku.

Pod vlivem 11G7H10 nebyly zaznamenany statisticky vyznamné rozdily v koncentraci 1L-8
ve srovnani s negativni kontrolou. To by mohlo znamenat, Ze se o agonistickou protilatku
nejednd, nebo by mohla byt v médiu tak mala koncentrace protilatky, ze nebyla schopna
vyvolat dostate¢nou produkci IL-8 monocyty. Pokud by v médiu byla opravdu jen nizka
koncentrace monoklondlni protilatky, koreloval by tento vysledek s vysokou proliferaci B
lymfocytd, jak uvadi Qi et al. (2004) ve své studii.

Protilatky 4D12A8 a 4D12BI12 nevyvolavaly zvySenou produkci IL-8. Diky tomu bylo
ovéieno, Ze se s nejveétsi pravdépodobnosti nejednd o agonistické protilatky, ale mohlo by se
jednat o antagonistické protilatky. Z tohoto divodu byly tyto dvé protilatky otestovany jesté
na schopnost inhibovat interakci CD40 receptoru na monocytech s ligandem CD40L, ktery
byl pfidan k THP—1 buné&cné linii spolu s protildtkami. Po 24-hodinové inkubaci byla
stanovena produkce IL-8 pomoci metody ELISA. V pfitomnosti obou protilatek doslo ke

snizeni koncentrace IL—8 ve srovnani s pozitivni kontrolou, ktera obsahovala pouze ligand
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CD40L. To ukazuje na to, ze doslo k vazb¢ protilatek na receptory CD40 na monocytech.
Ligand se nemohl navazat a vyvolat tim aktivaci monocyti a nasledné produkci IL-8. Z tohoto
vysledku vyplyva, ze se s velkou pravdépodobnosti jednd o antagonistické monoklonalni
protilatky proti lidskému CD40 antigenu. Tento pokus poskytl podobné vysledky jako studie
Lugman et al. (2008), kde byla testovana antagonisticka protilatka a jeji vliv na produkci
IL-8 perifernimi krevnimi mononukledrnimi bunikami, které zahrnuji i monocyty.

Poslednim testem bylo sledovani tthynu monocytti v pfitomnosti 4D12A8 a 4D12B12.
Monocyty byly inkubovany s ligandem CD40L i s protilatkou, stejné jako v pfedchozim
pokusu. Byl pozorovan statisticky vyznamny thyn téchto bun¢k pod vlivem protilatek
V porovnani s butikami inkubovanymi jen s ligandem CD40L. Podobny experiment, ktery by
pracoval s monocyty, bohuzel nebyl publikovan a z tohoto diivodu neni s ¢im tento vysledek
srovnat. Pravdépodobné se v naSem piipadé jednalo o apoptdézu vyvolanou pouzitymi
protilatkami, které jsou nejspise antagonistického charakteru. Apoptozu by ale v budoucnu
bylo potieba potvrdit pomoci pritokové cytometrie, kde by doslo k detekci znaki spojenych
S apoptozou.

Ziskané vysledky ukazuji na to, Ze se nam pravdépodobné podatilo pfipravit jednu
agonistickou protilatku, dvé antagonistické a jednu protilatku, kterd by také mohla byt
agonisticka, ale je dulezité, aby byla otestovana dal§imi metodami. Postupem, kterym by se
vytvofené protilatky daly jesté charakterizovat, je urCeni izotypu protilatek, coz je velmi
diskutovany problém vzhledem k otazce dulezitosti Fc receptorii. Nékteré studie tvrdi, Ze je
nutné, aby byla agonisticka protilatka napojena pres tento receptor, jinak neni schopna chovat
se agonisticky a vyvolat protinadorovou reakci (Dahan et al., 2016). U lidskych bunék by se
mélo jednat konkrétné¢ o inhibicni receptor FcyRIIB, ktery je pfitomny napiiklad na
B lymfocytech (Smith & Clatworthy, 2010). Naopak nékteré agonistické protilatky, véetné
lidské anti—-CD40 protilatky Selicrelumab (CP-870,893) pritomné v klinickém testovani, jsou
IgG2 izotypu, o kterém je zndmo, Ze se na Fc receptory Spatné€ vaze a velice pravdépodobné
je vtomto pfipadé podstatna antigenni specifita monoklonalni protilatky (Khalil &
Vonderheide, 2007).

Dalsi metodou, kterou je mozno detekovat agonistické anti-CD40 protilatky je pritokova
cytometrie. Pod jejich vlivem se zvySuje exprese CD80 a CD86 u dendritickych bun¢k (van
Mierlo et al., 2004) a CD95 znak na B lymfocytech (Wang et al., 1997). Dal§imi moznostmi
by mohla byt detekce produkce IL—12 u dendritickych bunék (Thomas et al., 2008).
Vzhledem k tomu, ze byla pro imunizaci pouzita mys, jsou vytvoiené protilatky mysiho

puvodu a pro pouziti v lidské medicing je potieba je humanizovat. Princip humanizace spociva
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Vv tom, ze dojde k ponechani CDR (complementarity-determining region) oblasti a zbylé ¢asti
protilatky jsou vyménény za lidské. Diky tomu dojde k vyraznému sniZeni imunogenicity
protilatek (Ahmadzadeh et al., 2014).

Humanizované agonistické protilatky je poté mozno pouzit v nadorové imunoterapii, ktera
muze byt podédna sama o sob¢, nebo miize byt kombinovana s jinymi moznostmi 1écby, jako
je operacni vynéti nadorové tkan¢, nebo chemoterapie (Vonderheide, 2020). Humanizované
antagonistické protilatky mohou byt vyuzity v 1é¢bé autoimunitnich onemocnéni (Toubi &
Shoenfeld, 2004), nebo béhem transplantaci, jako prevence odhojeni $tépu (Haanstra et al.,
2003).
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7. Zavér

Predkladana diplomova prace se zabyvala tvorbou agonistické mysi monoklonalni protilatky
proti CD40 antigenu. Hybridomova technologie, pomoci které byly monoklonalni protilatky
vytvotrené, probéhla uspésné. Ziskané protilatky byly charakterizovany pomoci vlivu na
bunécnou linii B lymfocytli a monocytt. Na zakladé toho byla identifikovana jedna protilatka,
ktera svymi vlastnostmi odpovidala agonistické protilatce. Dale byla identifikovana protilatka,
kterd v jednom z testl reagovala jako agonistickd, nicméné v druhém pokusu nebyl dosazeny
pozitivni vysledek. Kromé agonistickych protilatek byly identifikovany dvé monoklonélni

protilatky, které vykazovaly antagonistické reakce.
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8. Seznam zkratek

APC antigen prezentujici buiika

BOFES bovinni fetalni sérum

CD cluster of differentiation

CTL cytotoxicky T lymfocyt

DC dendritickd bunika

DMSO dimethyl sulfoxid

GM-CSF faktor stimulujici kolonie granulocyti a monocyti
HAT hypoxantin, aminopterin, thymidin
HT hypoxantin, thymidin

ICAM-1 intercelularni adhezivni molekula 1
IFN interferon

IL interleukin

JAK Janus kinaza

kb kilobaze

kDa kilodaltony

LPS lipopolysacharid

MAD monoklonalni protilatka

MBL mannan vazajici lektin

MHC Hlavni histokompatibilni komplex
MMP matrixova metaloproteinasa

NO oxid dusnaty

PAMPs pathogen-associated molecular patterns
PD-L1 programmed cell death ligand
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PTS prekolostralni teleci sérum

sCD40L solubilni CD40OL

STAT ptrenasec signalll, transkripcni faktor
TGF transformujici rastovy faktor

TIr toll — like receptor

TNF tumor necrosis factor

TYK2 tyrosin kindza

VCAM-1 vaskularni bunéénd adhezni molekula 1
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