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ANOTACE

V bakalarské praci je vypracovana literarni reSerSe zaméfend na builky pfirozenych zabiject
(NK), jejich ulohu v imunitnim systému a interakci s ostatnimi ¢astmi imunitniho systému.
Dale jsou popsany receptory NK a jejich ligandii, zplisob, jak jsou receptory studovany a také
zpusob, jakym nadorové buiiky odolévaji cytotoxicit¢ NK bunék. v zavéru prace je uvedeno
vyuziti NK bunék v imunoterapii.

KLICOVA SLOVA

NK butiky, rozpoznavani, povrchové molekuly, protinddorova terapie

TITLE
Role of Natural Killer surface molecules in recognition of tumour
ANNOTATION

This bachelor thesis focuses on natural killer (NK) cells, their role in the immune system, and
interactions with other parts of the immune system. This is followed by a description of NK
receptors and their ligands, methods, how these receptors are studied, and the methods how
tumour cells resist cytotoxicity of NK cells. Finally, the use of NK cells in immunotherapy is
described.

KEYWORDS

NK cells, detection, surface molecules, antitumor treatment



OBSAH

SEZNAM TLUSTRACT ...t 11
SEZNAM TABULEK ....ooviriieetireet ettt e st 12
SEZNAM ZKRATEK A ZNACEK ......ovvvririieeieiieeiss i 13
UVOD .ttt ettt et et sttt s et st besre e ea e 15
1. Uloha NK bun&k v imunitnim SYStEMU ............oeveviveererrieeeseeeeeseeseesceeses e 16
LI, VYVO] NK DUNCK oottt 16
1.2, AKHVACE NK DUNCK....coviiiiriiieeiie ettt 17
1.3, Mechanismy NK DUNCK........ccovevriieriiiiiiirese e 17
1.4. Interakce NK bunék s ostatnimi ¢astmi imunitniho SysStému...........coccvevvvvrvernvernnnnnn 18
1.4.1. Interakce NK bunck s nespecifickou imuUNItOU.........ccevvveervververreerrieenniesveeneennnnns 19
1.4.2. Interakce NK bunck s T IymMIOCYLY covvvvvevrvieeiiiriiiiiesieee e e 20
1.4.3. Interakce NK bunck s B IymIOCYLY ....covvvivrvieeiiiiiiiieiree e 23
1.5.  Ochrana pred autoreaktivitou NK BUNCK .........cccvvvriirriieriieiieeieiiecee e 23
1.6, Pamet'oveé NK DUIKY.....ccvvereiriieriie et s 24
2. Receptory NK DUNCK ...oovvveieiiiiiie ettt s s 26
2.1, Receptory SHMUIACHT. ....ccvevrviriierie ettt s ne s 26
2.1.1.  Receptory spojené s molekulami na badzi ITAM .......ccoceevvriinininiieiee 26
2.1.2.  Receptor NKG2D (CD 314) .cooiiciiiiiieirie ettt snaesna 27
2.1.3.  ReCePtory SLAM...coiiiieiiieete ettt 27
2.1.4.  Ostatni aktivaCni TECEPIOTY ...vvvvvrerrreerreririestieeree et err et st e s b sbeessneenee s 27
2.2, Receptory INIDICNT ..ovvvvveiiieiiie sttt ne 27
2.2.1.  Receptory na bAzi ITIM.........ccccvvvveiriiiiiieeiiie i 27
2.2.2.  Receptory Na bAZi ITSM......ccoviieiiiiiiiiieeie e 28
2.2.3.  Receptory inhibi€ni C-leKtINOVE..........covvvvrvierieiriinireriie et esre e 28
2.3, ChecKPOint TECEPLOTY ..vvvvveerrreriieriieeieereeertrestte st esre e sraessbeessbeesse e snessbsessbesnsnesnee e 28
2.4, Chimérické antigenni rECEPLOTY ....vvvveerverrreririeeieerreerreenreeerre e eseeessessbre e snsneennee s 29
3. Metody studia receptortt NK DUNCK.........ceevvereirieiniieeiie e 30
3.1, PritoKOVA CYLOMELIIC ..eovvveviecireeieiitie sttt ettt s snbe e 30
3.2,  Imunomagnetickd separace NK bunck..........cccovvevvivvieeieineininnie e 31
3.3, Pokrocilé materidly a zatizeni pro studium NK bunék .........ccoccevvvvvieveinienninninnn, 32
3.3.1. Lipidova dvojvrstva se zabudovanymi ligandy ..........cccevevvvverrievieereenrennee s, 33
3.3.2. Ligandy ukotvené na vzoru nanodotll .........ccceeevveerveeieenreeneenninenniesreesreessee e 33

3.33.  Ligandovy MIKIOVZOT .......ccvierieiiiiesiieciieeeeetce sttt e 34



3.3.4.  Zatizeni pro zachyceni a fizeni pohybu NK bun€k ........ccccovvvevvivvienrennenniieeen, 36

3.3.5.  Nanomateridly interagujici s NK butikami ve 3D prostoru..........ccceevveerverrvvennnnnnn, 37
3.3.6. Zatizeni pro studii mechanické aktivity NK bunék..........ccovvevvvvvveenenninenninninnn, 37
4. 1z0lace NK DUNCK ..covveviiiriiertiiieeceee ettt 39
4.1. Izolace a expanze NK bun€k pomoci zatizeni CLiIniMACS.........coccovevrevieriereneenn. 39
4.2, Tzolace NK bun€k z PBMC......ccoooiiiiiiiiieie e 40
4.3.  Izolace bunék z pupeCnikove KIVE ......cccvvvvvivviieiieiieeeee e 41
5. Odolnost nadorovych bungk proti cytotoxicité¢ NK bun€k ..........cccevvvrverreenvrernvennnnnn, 43
5.1, Missing-Self TOZPOZNAVANT .......oovvvivvieriieeiieeieereeet e e b 43
5.2.  Rozpozndvani vyvolané bunéCnym StreSem .......eevvvvevveeverreerrieeriie e ereenreessee e 43
5.3, NAAOTOVE ANLIZEIY .oovvvirrrierieeiieeieeiree sttt ettt erbe e e e e s sneessaesssesssesssneessessnsesnns 43
5.3.1.  Specifické nAdorove antigeny........ccccveeveereerrveerieeriieerreereenree e e ereesree e enne 44
5.3.2. Antigeny asociovan S NAAOIY ........ccveeveereerrveenieerrie e eieeseee e ssressressneesseesnsesnne 44
5.4, Mechanismy NAdOTOVE ODTANY .....eovvevrrieeeieeieirreerieee st 45
6. Priklady pouziti NK bun¢k v protinddorové imunoterapii ..........covvevveereevesrerreeneneenn 48
6.1, AdOPUVIL LETAPIC. ..vevvrerrierieeireeieesr ettt ettt v e sbe et e sbaesasessbessnneeseesnbesnns 48
6.2. Terapie haploidentickou transplantaci krvetvornych bunc¢k proti leukémii............... 50
6.3. Terapie monoklonalnimi protilatkami inhibujicimi checkpoint receptory v NK

DURKACK ... 52
ZAVER ..ottt 54



SEZNAM ILUSTRACI

Obr. 1: Stadia VYvoje NK BUNCK[4] ...coovveeriieeiiiieeiiiesie ettt 17
Obr. 2: Interakce nespecifickych lymfocytli[L11] .....ccoovvveieiriiniieiieece e 19
Obr. 3: Model propojeni specifické a nespecifické imunity béhem mistniho zanétu zavisly na

|0 N SO RPT 22
Obr. 4: Pokroc¢ilé materidly a zatizeni pro studium a regulaci NK bun¢k[32] .....c.cccoeerennrnnne. 32

Obr. 5: Schematicky piehled automatizovaného procesu pro separaci a expanzi darcovskych
NK bunék pomoci CIniIMACS Prodigy[41] ..ccovvvveveeeieeeeerieeie et e 40



SEZNAM TABULEK
Tabulka 1: Regulace T lymfocyti NK buiikami[16]



SEZNAM ZKRATEK A ZNACEK

ADCC - cytotoxicka reakce z&visla na protilatkach, z angl. antibody dependent cellular
cytotoxicity

CAR — chiméricky antigenni receptor, z angl. chimeric antigen receptor
CD - diferencia¢ni skupina, z angl. cluster of differentiation

CHS — haptenem indukované kontaktni hypersenzitivita, z angl. hapten contact
hypersensitivity

CLP — bézny lymfoidni progenitor, z angl. common lymphoid progenitor
DC — dendritické butiky, z angl. dendritic cell

GvHD - reakce $tépu proti hostiteli, z angl. Graft versus Host Disease
GvL — §tép proti leukémii, z angl. Graft versus Leukemia

HLA — hlavni lidsky antigen

HSCT — haploidenticka transplantace krvetvornych bunék, z angl. Hematopoietic Stem Cell
Transplantation

IFN — interferon
IL — interleukin
ILC — vrozena lymfoidni buiika, z angl. innate lymphoid cells

ITAM — aktiva¢ni receptory na tyrosinové bazi, z angl. immunoreceptor tyrosine-based
activation motif

ITIM — inhibi¢ni receptory na tyrosinové bazi, z angl. immunoreceptor tyrosine-based
inhibition motif

ITSM — imunoreceptorovy switch motif na tyrosinové bazi, z angl. immunoreceptor tyrosine-
based switch motif

KAR - stimulaéni receptory, z angl. killer activation receptors

KIR — inhibi¢ni receptory NK bungk, z angl. killer imunoglobulin-like receptor

LAG - lymfocytovy aktiva¢ni gen

mAb — monoklondlni protilatky z angl. monoclonal antibodies

MDSC - supresorove buiiky zbavené myeloidii, z angl. myeloid-derived suppressor cells

MHC gp I - hlavni histokompatibilitni komplex glykoproteinov¢ ttidy I, z angl. major
histocompatibility complex

MICA/MICB - Sekvence A/B souvisejici s polypeptidem MHC tridy I, z angl. MHC class I
polypeptide-related sequence A/B

MIP — makrofagovy zanétlivy protein, z angl. macrophage inflammatory protein



NCR — pfirozené receptory spoustéjici cytotoxicitu, z angl. natural cytotoxicity triggering
receptors

NK — pfirozeny zabije¢, z angl. natural killer

NKP — prekurzor NK bunék, z angl. natural killer cell precursor

PBMC — mononuklearni buriky periferni krve, z angl. peripheral blood mononuclear cell
PBS — fosfatovy pufr, z angl. phosphate-buffered saline

PD — protein pldnované bunééné smrti, z angl. programmed cell death

SAP — adaptory pro SLAM receptory, z angl. SLAM-associated proteins

SLAM - signaliza¢ni aktivatni molekula lymfocyti, z angl. signaling lymfocyte activation
molecule

SUMO — maly modifikéator podobny ubikvitinu, z angl. small ubiquitin-like modifier
TCR — T bunéény receptor, z angl. T-cell receptor

TIGIT — T lymfaticky Ig a inhibi¢ni imunoreceptor na tyrosinové bazi, z angl. T cell
immunoreceptor with Ig and ITIM domains

TIM — proteiny transmembranového imunoglobulinu a mucinové domény, z angl. T cell
immunoglobulin and mucin-domain containing protein 3

TNF — faktor nadorové nekrozy, z angl. tumor necrosis factor

TRAIL — ligand indukujici apoptézu souvisejici s faktorem nadorové nekroézy, z angl.
TNF related apoptosis-inducing ligand



UvVOD

Rakovina je jednou z hlavnich pfi¢in tmrti a dilezitou piekazkou zvySovani primémé
délky zivota ve vSech zemich svéta. Podle odhadli Svétové zdravotnické organizace (WHO)
z roku 2019 je rakovina prvni nebo druhou hlavni pfi¢inou umrti pfed dosazenim veéku 70 let
ve 112 ze 183 zemi a v dalSich 23 zemich je na tfetim nebo ¢tvrtém misté. Za rok 2020 je
odhadovéno, ze pribylo 19,3 milionu novych pifipadi rakoviny a 10 milioni umrti

zpusobenych 36 typy rakovin.[1]

Vyzkum 1é¢by rakoviny se nyni blize zamétuje na vyuziti bunék nespecifické imunity,
tj. bunck ,pfirozeni zabije¢i (NK), pro 1écbu nddorovych onemocnéni. Nejcastéji
studovanym buné&nym typem pro vyuziti v imunoterapii jsou T lymfocyty, které jsou
dilezitou soucasti specifické imunity. Tyto 1é¢ebné strategie vSak mohou zpuUsobit
autoreaktivitu (tj. reakce vaci télu vlastnim buikam) T lymfocyt; mohou wvést k
autoimunitnim onemocnénim ¢i zkiizené reaguji se zdravymi tkdnémi a zabijeji zdravé
buitkky. Dal$im problémem je neucinnost vici solidnim nadorim a souvisejici mozna
cytotoxicita T lymfocyt, jako je neurologickd toxicita, syndrom uvoliiovani
cytokint, anafylaxe a reakce $tépu proti hostiteli (GvHD). LéEba pomoci T lymfocyti také
¢eli problémim zpiisobenych nizkym délenim T lymfocyti, konstantnimi mutacemi nadoru
a Castych relapsti nddoru. Mnoho klinickych studii bohuZzel nesplnilo o¢ekdvani; u pacientli se
znan¢ lisi povaha nddoru diky rdznorodosti spjaté srakovinnym nekontrolovanym
mnozenim. Rakovinné butiky taktéz mutuji ve snaze vyhnout se 1é€bé cilené na imunitni

systém, coz vede k neuspéSnému spusténi [é¢ebného procesu nebo relapsu.[2]

NK bunky jsou sou¢dsti imunitniho systému schopné ovliviiovat a byt ovlivnény
mnoha ostatnimi typy bunck. Na rozdil od T lymfocytd maji mnoho rliznorodych receptorii
pro interakci s nddorovymi i télu vlastnimi buiikami. Stejné jako T lymfocyty maji ovSem
problém s nizkym mnozstvim bunck vtéle, proto je potieba riznych izolaénich
a diferenciaénich technik pro ziskani dostatku NK bunék k 1é¢bé pacienta. NK buiiky maji
ur¢ité mechanismy pro rozpoznavani télu vlastnich bunék od bunék télu cizich, tyto
mechanismy ovSem mohou byt naru$eny nddorovymi bunikami. I pfesto jsou NK bunky

uspésné vyuzivany k 1&€be rakoviny pomoci n€kolika typli imunoterapii.
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1. Uloha NK bunék v imunitnim systému

NK buiiky jsou granuldrni lymfocyty velkého vzristu spadajici do nespecifické
imunity (ovSem vykazuji 1 nékteré vlastnosti bunck specifické imunity), které vyuzivaji
cytotoxicity k zahubeni t€lu cizich bunck. Jejich prekurzory vznikaji v kostni dfeni, po
dozrani se buiniky ptesunuji do periferni krve a zastupuji pfiblizné¢ 5-20 % vSech lymfocyta.
Ve srovnani s cytotoxickymi T lymfocyty nemaji antigenné specifické receptory (s vyjimkou
pamétovych NK bunék; viz kapitola 1.6) a neni zapotiebi predchozi stimulace, proliferace ¢i

diferenciace k jejich plsobeni.[3]
1.1. Vyvoj NK bunék

K vyvoji NK bunck dochézi prevazné v kostni dieni a déli se do péti fazi (Obr. 1).
V prvni fazi je buiika oznaovana jako bézny lymfoidni progenitor (CLP). Béhem této faze
CLP obvykle nesou markery, jako je interleukin IL-7Ra/CD127, CD117 (diferencia¢ni
skupina = CD), antigen kmenovych bunék 1, a CDI135. Béhem druhé faze je burka
oznacovana jako pre-NK prekurzor (pre-NKP). Toto staddium se skladd ze skupiny
heterogennich bunck, které zahrnuji prekurzory NK a prekurzory vrozenych lymfoidnich
bunck. Béhem tieti faze se pre-NKP vyviji na NKP a buiiky zanou exprimovat komplex IL-
I5RB/y, ktery je dulezity pro dlouhodoby vyvoj a preziti NK bunck. Buiky také zac¢nou
vyvijet symbolicky NK bunéény marker CD56, ktery lze dale delit na dvé podskupiny
CD56™ 3 CD56%™, NK Buiiky CD56"8", také zndmé jako nezralé NK buiiky, nasledng
hraji hlavni roli pfi produkci interferon gama (IFN-y), ktery se podili na imunomodulaci. Na
druhé strang¢ CD56%™ NK buiky, také znidmé jako zralé NK buiiky, jsou dominantnimi
buikami v periferni krvi a slezin¢, a hraji hlavni roli v cytotoxicité.[4] Alternativné se NK
prekurzory s pristupem k sekundarni lymfoidni tkani vyviji ve zral¢ NK buiky. Po jejich

vyvoji NK buiiky cirkuluji a jsou Siroce distribuovany v celém téle.[5]
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Obr. 1: Stadia Vyvoje NK bunck[4]

1.2. Aktivace NK bunék

Jak se NK buika zachova pfi stfetu scizi buikou zavisi na poméru inhibi¢nich
a stimulac¢nich signald. Pokud mé bunka na svém povrchu normalni mnozstvi hlavni
histokompatibilni komplex glykoproteinové ttidy I (MHC gp I), postrada-li néktery izotyp
nebo jsou-li tyto molekuly pozménény tak, ze je inhibi¢ni receptory nerozeznaji, pfevazi
stimulaéni signaly a cilova butika je NK buiikou cytotoxicky zlikvidovana. Builka se mtlize
stat citlivou na aktivitu NK bunék itim, ze se na jejim povrchu objevi vyrazné mnozstvi
ligandil aktivaénich receptorti, napiiklad na stresovanych ¢i virové infikovanych buikach se
projevi sekvence souvisgjici s polypeptidem MHC gp I (MICA a MICB).[3] Zatimco pfi
autolognich transplantacich (tedy takovych, kde pacient je ddrcem vlastnich tkdni) maji NK
buriky jeden ¢€i vice inhibiénich receptorii proti MHC gp 1, pii alogennich transplantacich (kde
tkan je od zdravého darce), miZze nastat situace, ze €ast inhibi¢nich receptorii nerozpozna
hlavni lidsky antigen (HLA-1) alely alogennich bunck a nedostatek inhibi¢niho signalu mize

vést k zabiti téchto bunék. Tyto NK burtiky poté nazyvame aloreaktivni NK buiiky.[6]
1.3. Mechanismy NK bunék

Aktivované NK buiiky zabiji nddorové buniky bud’ pfimou nebo nepiimou cestou.
Hlavnimi cytotoxickymi nastroji pfimé cesty NK bunék jsou, stejné¢ jako
u T lymfocyti, cytotoxickd granula obsahujici granzymy a perforiny (glykoproteiny

s cytolytickou aktivitou, které jsou schopné polymerovat a takto pronikaji do fosfolipidové
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dvojvrstvy).[3] Perforin tedy zpusobuje perforaci (protrzeni) membrany cilové burky.
Granzymy, které jsou typem serinovych proteaz, pak vyvolavaji apoptézu (kontrolovana
bunééna smrt) zdvislou nebo nezavislou na kaspaze.[7] bunéfnd cytotoxicita zavisld na
protilatkich (ADCC) taktéz spadd pod piimou cestu. U lidi je ADCC obvykle
zprostfedkovana pomoci IgG. Fc ¢ast a Fab ¢asti protilatky se samostatné navdzou mezi
receptor CD16 na NK bufice a nddorovym antigenem, ¢imz mezi nimi vytvafi most. Po
zesiténi CD16 mize aktivovana NK buiika zabit nadorovou buiiku mechanismem zévislym na
granulich.[8] Dalsi metoda pfimého zabijeni zahrnuje apoptdzu zavislou na receptoru smrti.
Hlavnimi receptory jsou Fas ligand aligand indukujici apoptdézu souvisejici s faktorem
nadorové nekrozy (TRAIL). Zesitovani Fas vede ke kondenzaci jader, praskani membrany
a aktivaci kaspdzy. TRAIL na povrchu nékterych NK bunék muze vyvolat spontinni
cytotoxicitu proti nddorovym buikdm citlivym na jeho vyskyt. Vazba TRAILu na receptory
nadorové buiky vede k oligomerizaci receptoru na bunééné membriané a spusténi
apoptotického signélu skrze aktivaci kaspaz. Tato cesta vSak vyzaduje vice propojeni NK

cilovych buné¢k a vykazuje pomalejsi kinetiku nez cesty zprosttedkované granzymy.[3]

Dulezitymi aktivatory NK bunék jsou interferony a a p produkované riznymi butikami
po zasazeni organismu virovou infekei. NK butiky funguji prostfednictvim neptimého modelu
jako regula¢ni buniky, které¢ modifikuji vrozenou a adaptivni imunitni odpovéd’, aby nabyly
cytotoxické funkce — produkuji cytokiny IFN-y, IL-3, IL-10, faktor nadorové nekrézy ao
(TNF-a), riistové faktory stimulujici granulocytarni kolonie 1 makrofigni kolonie, chemokiny,
adenosin a dal$i. Tyto latky mimo jiné ovliviluyji diferenciaci efektorovych T lymfocytt

a prispivaji k hematopoéze.[9]

1.4. Interakce NK bunék s ostatnimi ¢astmi imunitniho systému

c v

Sekrece chemokinli NK butikami je kliCova soucést protizanétlivé reakce, kde NK
buriky spolupracuji s ostatnimi hematopoetickymi butikami, jako jsou naptiklad dendritické
buniky (DC). Vzniklé signaly napomahaji navést do mista zanétu ostatni imunitni bunky jako
jsou monocyty, makrofagy, eozinofily a T lymfocyty. Uvoliiovani TNF-a z NK bunck
podporuje proliferaci B lymfocytl a déleni monocyt a makrofagli. Kromé toho miize TNF-a
pfimo navozovat nekrdézu nadorovych bunék. NK burikami fizend cytotoxicita a tvorba

cytokini mé dopad na antigenn¢ specifickou odpovéd’ T a B lymfocytt.[10]
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Nasledujici schéma (Obr. 2) popisuje mozné interakce NK bunék s ostatnimi ¢astmi

imunitniho systému.
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Obr. 2: Interakce nespecifickych lymfocyti[11]
1.4.1. Interakce NK bunék s nespecifickou imunitou
Cast A: NK buiiky interaguji v rimei nespecifické imunity se tfemi hlavnimi typy
bunck: nehemopoetickymi stromdlnimi a epitelidlnimi bunikami, myeloidnimi bunkami
(dendritické buniky, makrofagy, monocyty a granulocyty) a dalSimi lymfocyty (viz kapitoly
1.4.2. a 1.4.3). Mnoho z téchto interakei je obousmérnych.[11]
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DC hraji roli pfi regulaci déleni a funkci NK bunék vylu¢ovanim sekre¢nich exosomd,
IL-12, IFN typu I a trans-prezentaci IL-15. IL-15 je primdrné vazany na IL-15Ra, ktery
podporuje u€inky IL-15. Kdyz jsou komplexy IL-15/IL 15Ra na buné&€ném povrchu, mohou
stimulovat  bunky prostfednictvim  B/yC  receptoru.[12] Makrofagy  podpotené
imunostimulantem poly I:C (polyinosinova:polycytidylova kyselina) vylu€uji cytokiny, jako
je rustovy IL-15 a NK aktiva¢ni 1L-18.[13] Monocyty jsou taktéz schopny regulovat NK
buniky; produkuji NK aktiva¢ni CD69, stimula¢ni 1L-12, riistovy IL-15 a inhibi¢ni IL-10 (v

pripad¢ monocytil infikovanych Mycobacterium tuberculosis).[14]
1.4.2. Interakce NK bunék s T lymfocyty

Cast B: Vrozené lymfocyty mohou omezit imunopatologickou odpovéd® antivirovych
T lymfocyti, a to prostfednictvim usmrcovani T bunck bud’ skrze TRAIL nebo NKG2D. NK
buriky izolované od pacientli infikovanych virem chronické hepatitidy B pouzivaji
povrchovou molekulu TRAIL k usmrceni TRAIL-receptor specifickych CD8™ T lymfocyti.
TRAIL je také exprimovan v myS$ich jaternimi a slezinnymi NK butikami podobnymi
vrozenym lymfoidnim bunkdm (ILC1). Ty se hromadi béhem chronické infekce viru
lymfatické choriomeningitidy, coz naznacuje, ze tyto NK buriky maji béhem infekce regulaéni
roli. ILC3 zpracovdva antigeny a prezentuje je na molekuldch MHC gp 11, aby omezila
patologickou imunitu T lymfocytl na sliznicich. NK bunky produkuji klasické cytokiny
pomocnych T lymfocytl, které moduluji pocet a aktivitu myeloidnich bunék, vcetné
neutrofiltl, eozinofild, makrofagl a DC, ale mohou také pasobit ptimo na T lymfocyty. Mistni
uprava prostiedi cytokinti NK buiikami mize proto pfimo a/nebo nepiimo ptispivat k zahajeni
a polarizaci adaptivni reakce. Podobné muze produkce imunosupresivnich cytokini (napft. IL-
10 nebo TGF B) NK buikami pfimo a/nebo nepifimo upravovat reakce T bunck.[11]
T regula¢ni lymfocyty jsou aktivovany skrze IL-2 (ktery je dualezity pro pfeziti a proliferaci
NK bunék) a to vede ke snizenému rtstu NK bunck. T regulaéni lymfocyty taktéz pifimo
inhibuji NK bunky a mohou spustit apoptéozu NK bunck.[15] Regula¢ni T lymfocyty taktéz
potlacuji proliferaci a aktivitu NK bunck vylu€ovanim transformujiciho riistového faktoru p.

Spole¢na kinetika NK bunék a T lymfocyti dovoluje NK burikdm fidit a upravovat
odpovéd” T lymfocytl skrze cytolytickou aktivitu a sekreci cytokintl, a to jak pozitivné, tak
negativné¢ pouzitim piimych 1 nepfimych mechanismi.[16] Tyto interakce jsou shrnuty

v nasledujici tabulce:
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Tabulka 1: Regulace T lymfocyt NK bunikami[16]

Posileni odpovédi T lymfocytid NK buiikami

Neptfimé mechanismy

Vysledny efekt

Zrani dendritickych bun¢k

IFN-y produkovany NK buiikami zptisobuje zrani DC, coz

vede kprodukeci IL-12. Ten vede kposileni CD4"

T lymfocyt, které napomahaji nezavislé aktivaci CD8"

T lymfocytt

Zktizena prezentace antigenu

NK buiky uvoliiyji béhem eliminace cilovych bunék

antigeny ktizené prezentace, ¢imz aktivuji T lymfocyty

P#imé mechanismy

Vysledny efekt

Dé&leni CD4™ T lymfocytt

IFN-y produkovany NK buiikami podporuje d&leni CD4"

T lymfocytl na buniky Tui a napoméha jejich polarizaci.

Oslabeni odpovédi T lymfocytt NK buitkami

Neptfimé mechanismy

Vysledny efekt

Oslabeni prezentace antigenu

Likvidace CD bunék vede ke sniZzené aktivaci CD4" a CD8"
T lymfocytt

Snizena stimula¢ni kapacita

bunc¢k prezentujicich antigen

Snizend odpovéd’ CD4™ a CD8" T lymfocytdl proti viru

lymfatické choriomeningitidy

P#imé mechanismy

Vysledny efekt

Snizena  aktivace  CDS8"

T lymfocytt

V mysich po cytomegalovirové infekci NK buiiky sekretuji
IL-10, coz vede ke snizené odpovédi CD8" T lymfocytt

a chrani tak pfed imunopatologii

Eliminace T lymfocytd

NK buiiky mohou #dit likvidaci CD4™ a CD8" T lymfocytt

21




Cast C: Mechanismy, kterymi T lymfocyty upravuji vrozené lymfocyty. T buiiky
a vrozené¢ lymfocyty mohou soutézit o spole¢né zdroje, jako jsou rastové faktory
a metabolity. Cytokin IL-2 poskytuje jeden piiklad toho, jak lze dosdhnout rovnovadhy mezi
efektorovymi T lymfocyty, regulacnimi T lymfocyty a NK burikami (Obr. 3). Mediatory
mistniho zanétu aktivuji vSechny tfi typy bunck a navozuji vyssi citlivost NK bunck vici IL-
2, napiiklad zvySenim CD25. Jakmile se T lymfocyty setkaji se svymi pfibuznymi antigeny
(toho je docileno epitelidlnimi nebo myeloidnimi buiikami), vylucuji IL-2 (a dalsi rozpustné
faktory), aktivuji NK butiky a snizuji jejich aktivaéni prah. To vede k Sifeni signilu
specifického pro antigen do okolnich NK bunék, posileni lokdlni produkce cytokini, zvySeni
sekrece vyzivovych faktort pro tkan a optimalizaci imunitniho dozoru pro ,,missing-self** NK
rozpoznavani (viz kapitola 5.1.) a pro ligandy vyvolané stresem. Regulaéni T lymfocyty
zabranuji nadmérné aktivaci NK bunck soutézi o IL-2. Alternativné muize IL-2 aktivovat
regula¢ni T lymfocyty, coz vede k ptimé inhibici NK bunck nebo k synergii s NK buitkami
pro udrzovani funkce tkang a homeostazy.[11]
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Obr. 3: Model propojeni specifické a nespecifické imunity behem mistniho zanétu zavisly na
IL-2[11]
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1.4.3. Interakce NK bunék s B lymfocyty

Mezi kli€¢ové schopnosti antivirovych protilatek B lymfocytl patii aktivace
a proliferace B lymfocytii specifickych pro virus, zména tfidy izotypu, afinitni zrani
imunoglobulinu v germindlnich (zdrodeénych) centrech a termindlni diferenciace
plazmatickych bun¢k. NK buiiky se podileji na ovliviiovani mnoha téchto udalosti
v humordlni imunitni odpovédi. NK bunky mohou aktivovat B lymfocyty a podporovat
produkci imunoglobulinli zptisoby, které nezavisi na T lymfocytech, naptiklad IFN-y a TNF.
Interakce mezi receptory signalnich molekul aktivujicich lymfocyty na B lymfocytech a NK
bunikach pak poskytuji dal$i mechanismus stimulace exprese nezavisly na IFN-y, a to IgG2a.
Aktivace zdvisld na kontaktu B lymfocyti s NK buitkami také zahrnuje interakce liganda

CD40-CD40.

Na rozdil od studii naznacujicich, ze NK builkky zvySuji imunitni odpoveéd
B lymfocytt, fada zprav podobné popisuje potlaCovani humordlni imunity NK bunikami
béhem virové infekce a o€kovani. NK buriky jsou schopny zabijet B lymfocyty pfimo, a to
cytotoxicky. NK burky také rozvraceji imunoglobulinové reakce proti pneumokokovym
antigentim a viru Epstein-Barrové, stejné jako syntézu IgE a IgA. NK buiiky mohou potlacit
mnozeni B lymfocytl a pfechod do stavu plazmatickych bunék. Paradoxné je i exprese IFN-y
NK buitkami zapojena do inhibice proliferace B bunck. Zjisténi piesnych duvodi téchto

inhibi¢nich funkci vyzaduje dalsi studie a vyzkum.

NK burtiky mohou také potlacovat kvalitu a velikost odpovédi B lymfocytl nepfimo
prostfednictvim G¢inkd na CD4" T lymfocyty. Tato suprese mize zahrnovat sekreci cytokini
nebo pfimé mechanismy zavislé na kontaktu bun¢k. NK bunky mohou exprimovat TGFp a

IL-10, imunosupresivni cytokiny, které ovlivituji humoralni imunitu.[17]
1.5. Ochrana pred autoreaktivitou NK bunék

Tak jako T a B lymfocyty, NK buiiky mohou byt autoreaktivni, pifestoze NK
receptorové geny neprochdzi somatickou obménou. To nastane, pokud NK butika postrada
inhibi¢ni receptory vézajici se na MHC gp I, nebo pokud jejich aktivaéni receptory
rozpoznavaji ligandy télu vlastni véetné MHC molekul. Tato chyba v identifikaci
vznik4, protoze tada receptort, které jednotlivé NK bunky piijimaji k expresi béhem
vyvoje, jsou do znaéné miry ndhodné a ligandy MHC rozpozndvané témito receptory jsou
zdédeény nezavisle na receptorovych genech.[10] Aby nedochazelo k autoreaktivite, existuje

vzdélavaci systém, pomoci kterého nezralé NK buiky ziskavaji autotoleranci. Bunky
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prezentuyjici tyto vzdélavaci povrchové molekuly MHC gp I poskytnou NK butikdm zvySenou
efektorovou funkei, ale pouze pro ty NK buriky, které maji silnou inhibi¢ni reakei vii¢i stfetu
s t¢lu vlastni buitkou. Potencialné autoreaktivni NK burky, které nemaji dostate¢né inhibi¢ni
schopnosti, po setkani se vzd¢élavacimi buitkami nejsou niCeny, ale nabyvaji stimulaéni
hyporeaktivity prostfednictvim riiznych aktivaénich receptorti. Béhem vyvoje NK bunky
nabyvaji postupné rtiznorod¢ inhibi¢ni receptory, dokud se u nezral¢ NK butiky nevyvine
receptor specificky pro MHC gp 1. Interakce mezi vzdélavacimi buiikami nesoucimi télu
vlastni molekuly MHC gp I a NK receptory umozni kone¢né dozrani NK bunck a ty poté
nabydou plnych efektorovych funkci. Rliznorodost inhibi¢nich receptorii mezi NK burikami
odpovida ndhodné expresi receptort riznych NK bunék pied ziskanim receptoru specifického
pro télu vlastni MHC gp I. Fenotypovd heterogenita NK bunék je tedy disledkem

probihajiciho procesu zrani.[18]

NK buiiky se lisi v poctu a afinité inhibi¢niho receptoru specifické¢ho pro télu vlastni
MHC. Funkéni odpovéd” NK bunék na aktivacni stimuly umérné roste s poctem rliznych
inhibi¢nich receptort pro MHC, které maji NK buiiky na svém povrchu. Citlivost zralych NK
bunck neni pevné dana, ale miize se ptizpisobit ménicimu se prostiedi in vivo.[10] Ptenos
zralych NK bunék do mys$i bez MHC ligandli a za nepfitomnosti infekce nebo jin¢ho
onemocnéni vedl ke snizené reaktivité¢ NK bunck; setkani s butikami postradajicimi vlastni
MHC, které by NK buniky normélné¢ stimulovaly tedy misto toho vedly k hyporeaktivnimu
stavu. Naopak pienos NK bunck z mysi s nedostatkem MHC na mysi, které jiz MHC gp 1
m¢éli, vedlo k naslednému zvySeni citlivosti NK bunék s inhibi¢nim receptorem specifickym
pro MHC molekuly u nového hostitele. Inhibi¢ni interakce je tedy ¢aste¢né zodpovedna za
posileni odezvy NK bunck.[19][20] Pretrvavajici stimulace bez inhibice tedy vede
k hyporeaktivit¢ NK bun¢k, zatimco pietrvavajici stimulace spojend s pfiméfenou inhibici
vede ke zvySené citlivosti NK bun¢k. U infikovanych zvifat ovSem hyporeaktivni NK bunky
prechazeji do vyssiho stupné citlivosti. NK buiiky postradajici inhibi¢ni receptory specifické
pro MHC maji vyznamné;jsi roli nez jiné NK buiiky v odpovédi na mysi cytomegalovirusovou
infekci.[21] Za fyziologického stavu tedy NK buriky s inhibi¢nimi receptory pro vlastni MHC
rychle eliminuji buiiky s chybé&jicimi MHC gp I, zatimco NK buiiky s mensim po¢tem téchto

receptorti mohou byt mobilizovany zanétlivymi signaly, které provazeji patogenni infekce.
1.6. Pamétové NK bunky

NK buiiky mohou za ur€itych podminek ziskat pamét’ nebo vlastnosti podobné paméti.

Prvni dikaz pro vyskyt pamétovych NK bunék byl pozorovan na modelu haptenem
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indukovana kontaktni hypersenzitivita (CHS) u my$i s nedostatkem rekombinaéniho
aktivaéniho genu 2, které postradaly T a B lymfocyty, ale m¢ly NK buiiky. CHS byla do té
doby povazovéana za zprostfedkovatelnou pouze CD4" T buitkami po podani chemického
haptenu. CHS reakce zprostiedkovana NK buiikami u mysi s deficitem aktivaéniho genu 2
byla detekovdna nejméné¢ mésic po chemické aktivaci a reakce byla specificka pro hapten.
Tyto pamétové NK burky zlstavaly pouze v jatrech, ale nikoli ve sleziné, a na jejich
buné¢éném povrchu byly zaznamendny vysoké hladiny CD90 a CD186. U mysi, které
dostdvaly adoptivni ptenos jaternich NK bunék z haptenem aktivovanych mysi, byla
pozorovéana hapten-specifickda CHS odpovéd’.[10] V mySich jatrech také bylo zjisténo, ze
skupina NK bunék identifikovanych jako NK1.1"DX5CD49a" ma pamétovou odpovéd na
nékolik virovych antigent.[22] Béhem cytomegalovirové infekce u lidi méla skupina NK
bunck s vysokou expresi CD94 zvysenou funkci v reakcei na opakovanou virovou infekei.[23]
Cytokinové kombinace mohou taktéz vést k tvorbé pamétovych NK bunck. NK bunky
s paméti nebo pamét'ovymi vlastnostmi piezivaji dlouhou dobu a maji vylepsené funkce proti

cilovym buikam a opakované stimulaci.[24]
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2.  Receptory NK bunék

Kontrola reaktivity NK bunc¢k je fizena dvéma druhy povrchovych receptori:

stimulaé¢ni a inhibi¢ni.
2.1. Receptory stimulacni

Stimula¢ni nebo také aktivaéni receptory NK bunc¢k (KAR) rozeznédvaji obecné
struktury nejriiznéjSich typi a jejich signal aktivuje mechanismy jako jsou cytokinova sekrece
a pfimd buné¢nd cytotoxicita. Neni zndm konkrétné specificky druh receptoru, ktery by
spoustél vSechny ostatni — aktiva¢ni receptory pracuji v synergii, nejsou ovSem rovnomerné
vyvazené¢ v dilezitosti. Mezi dominantni stimulaéni receptory patii jednak ty se
signaliza¢nimi molekulami obsahujici sekvenci aminokyselin, jejichz funkce je zavisla na
fosforylaci tyrosinu, zndmé jako aktivacni receptory na tyrosinové bazi (ITAM) a jednak
receptor NKG2D se signaliza¢nimi molekulami DAP10. Do kostimula¢nich receptort spadaji
receptory rodiny signaliza¢nich aktivaénich molekul lymfocyti (SLAM) anezatazené

receptory jako jsou CD226, CD2 a NKp80.[12]
2.1.1. Receptory spojené s molekulami na bazi ITAM

Molekuly se sekvenci ITAM piispivaji k signalizaci fady aktiva¢nich receptorii na NK
butikach. Retézce FcR-y a TCR-{ tvoii homodimery a heterodimery, a jsou pozorovatelné
u CDI16. NKp46 a NKp30 maji vazbu s FcR-y a/nebo TCR-{, zatimco NKp44 ma vztah se

signaliza¢nim adaptérem DAP12. Ten tvoii homodimer.

Transmembranovy protein B7-H6 byl identifikovan jako ligand pro pfirozené
receptory spoustéjici cytotoxicitu (NCR), obvykle exprimovany na plazmatické membrané.
Viaze se na NKp30 a je znakem nékolika nddorovych bunéénych linii. NKp30 se zapojuje do
aktivace ostatnich NK bunék skrze dendritické bunky. Prestoze NKp46 ma ITAM
podjednotky, samostatné neni schopen spustit aktivni degranulaci; je zapotiebi synergické
kombinace s jednim z receptori 2B4, CD226, NKG2D nebo CD2. Tato potieba propojeni
napomahd zabranit nekontrolovatelné aktivaci NK bunék. Naproti tomu CD16 tuto synergii
nevyzaduje — je schopen vazat se na Fc ¢ast protilatek a spoustét ADCC. V tomto piipad¢ je
specificita uréena adaptivnimi B buikami produkujicimi protildtky, coz ze mozZnym
vysvétlenim, pro¢ aktivace NK bunék skrze CD16 nepodléhd pozadavku synergie s jinymi

receptory.[12]
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2.1.2. Receptor NKG2D (CD 314)

NKG2D se vaze na fadu ligandt, které jsou indukovany na buikéach pod vlivem stresu
diky infekci, transformaci nebo poskozeni DNA. Fosforylovany DAP10 vaze bud
podjednotku p85 fosfoinositid 3-kindzy, nebo maly adaptér Grb2 ve spojeni s guaninovym
vyménnym faktorem Vavl. Stimulace NK bunck prostiednictvim NKG2D vede k navézani
mal¢ho adaptéru CrkL na podjednotku p85 fosfoinositid 3-kindzy. CrkL ptispiva k signalizaci

NKG2D pro adhezi, polarizaci granuli smérem k cilové buiice a degranulaci.[12]
2.1.3. Receptory SLAM

Imunoglobulinové receptory SLAM rodiny se objevuji na hematopoetickych bunkéch.
Ty tidi burika-buiika interakce skrze homotypické navédzani (tj. vazi se na sebe v trans
konfiguraci) s vyjimkou 2B4, ktery se vaze na CD48. NK butiky exprimuji viechny ¢leny
SLAM rodiny receptord vyjma vlastniho SLAM receptoru (CD150). SLAM receptory jsou
spojeny s adaptory pro SLAM receptory (SAP).[25]

2.1.4. Ostatni aktiva¢ni receptory

NK buiky maji kromé specifickych receptorovych skupin také mnoho riznorodych
receptorti, mezi néz spada napiiklad CD226 a NKp80. CD226 je zdsadni pii kontrole ristu
nadort, kdy se vaze na receptor polioviru CD155 a lektin adhezivni molekuly CD112. NKp80
se vaze na aktivaéné-indukovany typ C lektin myeloidnich bun¢k. NKp80 taktéz stimuluje

Syk forforylaci a Syk dependentni cytotoxicitu.[12]
2.2. Receptory inhibi¢ni

Inhibiéni receptory specifické pro klasické molekuly MHC gp I exprimované lidskymi
NK burikami patii do rodiny imunoglobulinovych receptorii podobnych NK buiikdm (KIR).
NK buiiky maji na svém povrchu i vyznamny pocet dalSich inhibi¢nich receptort, které
rozpoznavaji ligandy jiné nez MHC gp I, jako jsou postranni fetézce kyseliny sialové, CD155,
kadheriny a Ceacam 1. Tyto receptory zabratiuji NK butikdm poskozeni funkénich télu
vlastnich tkadni. Inhibi¢ni receptory blokuji funkci NK bunék poruSenim aktivaénich

signalt.[26]
2.2.1. Receptory na bazi ITIM
Typické receptory s inhibi¢ni funkci jsou charakterizovany pfitomnosti inhibi¢nich

imunoreceptori na bazi tyrosinu (ITIM) v cytoplazmatické ¢€asti receptoru. Komplexy

receptordi MHC gp 1 obsahuji dva druhy ITIM, bud v tandemovém usporadani
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s monomernimi KIR, nebo jeden ITIM na podjednotku v homodimernich Ly49 receptorech.
Zapojeni receptoru vede k ITIM fosforylaci kindazami rodiny Src. Fosforylované ITIM
pfijimaji a aktivuji tandemové SH2 proteinové fosfatazy SHP1 a SHP2, pticemz SHP1 hraje

zésadni roli pro inhibi¢ni funkci.[26]
2.2.2. Receptory na bazi ITSM

Inhibice milize nastat i bez souhlasu ITIM, a to skrze pfitomnost imunoreceptorovych
switch motivi na tyrosinové bazi (ITSM). Ackoli se SLAM receptory bézné fadi do
aktivacnich receptorii, mohou mit za urcitych podminek inhibi¢ni G¢inky. U pacienti s X-
vazanym lymfoproliferativnim onemocnénim u NK bunék funguje 2B4 jako inhibi¢ni

receptor. Pii absenci SAP pisobi SLAM receptory na SHP1 a SHP2.[25]
2.2.3. Receptory inhibi¢ni C-lektinové

C-lektinové receptory jsou zavislé na pitomnosti Ca** iontl pro jejich aktivaci.
Vyznamné receptory uNK bunck spadajicich do této kategorie jsou CD94, CDI16l,
CD9%4, NKR-P1 a dalsi. CD94 receptor rozpoznava pievazné neklasické MHC gp I, u ¢loveka
tedy molekuly HLA-E.[6]

2.3. Checkpoint receptory

Specidlnim druhem receptort jsou takzvané imunitni kontrolni body neboli checkpoint
receptory proteinu pldnované buné¢né smrti (PD-1), proteiny transmembranového
imunoglobulinu a mucinové domény (TIM-3), lymfocytovy aktivaéni gen (LAG-3)
a T lymfaticky Ig a inhibi¢ni imunoreceptor na tyrosinové bazi (TIGIT). PD-1 je typicky
exprimovan na efektorovych T lymfocytech, B lymfocytech a myeloidnich butikach. PD-1 ma
dva ligandy, PD-L1 a PD-L2. PD-L1 je exprimovan vétSinou krvetvornych bunck; uréitymi
parenchymalnimi bunikami, jako jsou vaskularni endotelidlni buiiky; a rliznymi nadorovymi
burikami, jako je melanom, rakovina prsu, ovarialni a hematopoetické maligni buiiky. PD-L2
je exprimovan pouze v makrofdzich a DC. PD-1 se siln¢ vyskytuje v podskupiné NK bunck v
periferni krvi u jedné ¢tvrtiny darci, ktefi byli pozitivni na lidsky cytomegalovirus. NK burky
od nadorovych pacientl, véetné téch s Kaposiho sarkomem, mnohocetnym myelomem nebo
karcinomem vaje¢niki, vykazuji zvysenou cilenou expresi PD-1.[27] Tyto kontrolni body se
v téle vyznamné podileji na rovnovaze mezi aktivaci a utlumenim imunitniho systému, a jsou
proto Castym cilem nddorovych onemocnéni, které inhibici ¢i snizenim jejich uCinnosti

unikaji pozornosti imunitniho systému.[8]
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2.4. Chimérické antigenni receptory

Ve snaze vzdorovat nddorovym buiikdm a jejich ochrannym mechanismim proti
imunitni odpovédi organismu mohou byt NK buriky upraveny transdukei (pfenos genetického
materidlu) geneticky upravenymi virovymi vektory tak, aby exprimovaly chiméricky
antigenni receptor (CAR). Na rozdil od priméarnich NK bunck mohou byt buiiky NK-92 s
CAR vyrobeny zjiz funkéné a molekuldrné charakterizovan¢ho jednobuncééného klonu za
podminek vyhovujicich spravné vyrobni praxi. Technologie upravy genomu CRISPR-Cas9
umoziiuje mistné specifické navdzani CAR, ¢imz se snizuje riziko jakékoli poruchy
v bunkdch CAR NK-92. Buitkky NK-92 musi byt pfed podani pacientim ozafeny, aby se
zabranilo moznému zhoubnému ristu. Presto vSak poskytuje opakovana infuze ozafenych
bun¢k CAR NK-92 dobrou uc€innost terapie v zavislosti na davce a frekvenci. CAR obsahuji
signdlni peptid, jednofetézcovy variabilni fragment, pantovou oblast, transmembranovou
oblast a intraceluldrni domény. Slozeni béznych CAR je nésledujici: panty CD4, CD8 nebo
IgG pant; transmembranova doména CD3(, CD4, CD8 nebo CD28; kostimula¢ni doména 4-
IBB nebo CD28; a aktivaéni doména CD3L. Aktualni vyvoj bunéénych terapii CAR NK
v prumyslu zahrnuje nasledujici postupy: GoCAR-NK vyuzivda Rimiducid pro navozeni
aktivace a Rapamycin pro signalizaci apoptdézy. NKCAR-iPSC-NK se zaméfuje na antigen
FT596, ktery v kombinaci s Rituximabem (terapeutickd monoklonarni protilatka CD20).
FT596 je nyni testovan v ramci 1. faze klinické studie u pacienti s B bunéénym lymfomem
a chronickou lymfocytarni leukémii. Dals$i zkoumanou metodou je vyuziti DR5 TRAIL
receptoru s vysoce afinitni variantou TRAIL, coz aktivuje signalizaci FADD kaspazy 8
v nadorové buiice a vyrazné posiluje ucinek apoptdézy nadorovych bunck. Bunky t-haNK
napadaji bunky s povrchovymi receptory PD-L1 u rakoviny plic. Bunky t-haNK tedy
exprimuji anti-PD-L1 CAR, vysoce afinitni CD16 a endoplazmatické retikulum zadrzené 1L
2. T-haNK je nyni vI. fazi klinické studie u pacienti s lokalné pokro€ilymi nebo
metastatickymi solidnimi nadory. NKX-101 pouziva NKG2D-CAR pro rozpozndvani
nadorového antigenu. NKX-101: CAR-NK buiiky jsou slozeny z NKG2D receptort
v extracelularni doméné, CD134/CD3 v kostimulacni doméné¢ a na membrané bunck je
navazany IL-15. Receptor NKG2D se vdze na osm ligandli NKG2D, které se vyskytuji ve

zvyseném mnozstvi u fady leukemickych a pevnych nadora.[28]
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3. Metody studia receptorii NK bunék

Nejcastéji pouzivané metody pro analyzu imunitnich bunék jsou zalozeny na
imunochemickém principu antigen-protilatka. Buiika imunitniho systému rozpozndva epitopy
na povrchovém antigenu buiky cizi a vyluCuje protilatky které se na antigeny navazou

a spousti tak obrannou reakci organismu.[29]
3.1. Prutokova cytometrie

Pritokova cytometrie predstavuje citlivou kvantitativni techniku snadno pouzitelnou
pro fenotypovou a funkéni charakterizaci bun¢k imunitniho systému. Bunééna suspenze se
ozna¢i pomoci monoklonélnich protilatek (mAb) s navdzanym fluorochromem. mAb se
specificky vdzou na povrchové antigeny. V pritokovém cytometru je proud bunék setazenych
za sebou ozafovan laserovym paprskem. Detektory zaznamenavaji 2 optické parametry, to jest
odrazené svétlo (Side scatter; SSc) a rozptyl dostiedného thlu (Forward scatter; FSc) a dale
parametry spojené s fluorescenci na rliznych vinovych délkach.[30] Bylo uméle vytvoreno
nékolik mAb, které se specificky vazi na receptory a dals$i povrchové molekuly. To pak
usnadiiuje hodnoceni reakci NK bunck a rozliSovani jednotlivych podskupin NK bunék.
Prikladem je sekre¢ni uvolfiovani lysozomu, které muze byt kvantifikovano vyvolanou
expresi transmembranovych proteinli sekre¢nich lysozomi. Neaktivované cytotoxické
lymfocyty CD63, CD107a, CD107b a CD178 (Fas ligand) lezi v sekre¢nich lysozomech.
V NK burikach od zdravych darct se CD107a prostorove piekryva s perforinem a vyskytuje
se na povrchu NK bunck po lyze citlivych cilovych bunck. Porusena indukce povrchové
stimulaci citlivymi cilovymi buitkami NK buniky okamzité uvoliiuji cytotoxické proteiny
polarizovanym splynutim sekreCnich lysozomi s plazmatickou membranou. Sekrece
chemokinil a cytokinti je pomalejsi proces, vyzaduje transkripci a de novo syntézu proteinti
asleduje rizné vezikularni drahy. Ackoli degranulace NK bunék je piedpokladem
cytotoxicity NK bunék, hodnoceni degranulace nemusi nutné odpovidat mnozstvi lyze
cilovych bun¢k. Lyza cilové bunky zavisi kromé citlivosti cilové buitkky na drahy smrti
zprosttedkované NK buitkami 1 na rozsahu degranulace efektorovych bunék, obsahu
sekre¢nich lysozomi, strukturach cilovych bunék usnadtiujicich adhezi a polarizované sekreci

sekre¢nich granuli.

Mozné je provést dvouhodinovy test, ktery kvantifikuje degranulaci lidskych NK

bun¢k hodnocenim povrchové exprese CD107a na mononukledrni buiikach periferni krve
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(PBMC) a standardnich cilovych bunéénych linii. Tento test se da pouzit pro diferencidlni
diagnostiku defektll bunééné cytotoxicity. Také je mozny komplexni $estihodinovy test, ve
kterém se krom¢ degranulace lidskych NK bunék hodnocend povrchovou expresi CD107a
soucasn¢ zjistuje i produkce chemokinti a cytokind, které jsou detekovany intracelularnim
barvenim makrofdgového zanétlivého proteinu 1B (MIP-1B), TNF-a a IFN-y. Indukce
produkce MIP-1B v NK buiikdch mtlize byt méfena jiz 30 minut po smichani cilovych bunék,
zatimco TNF-a a IFN-y jsou opozdény. V zavislosti na parametrech pritokového cytometru
1ze dalsi protilatky Gspé$n¢ kombinovat, coz usnadituje podrobnéjsi analyzu dalSich funk¢nich

parametri nebo odpovédi ve specifickych podskupiniach NK bunck.

Nejprve je nutnd ptiprava PBMC. Ty jsou izolovany ze vzorkili heparinizované plné
krve pomoci centrifugace v hustotnim gradientu. Po odstfedéni se PBMC shromazdi ve
zkumavce a pridd se fosfatovy pufr se soli (PBS) k promyti. Buiky se znovu
odstiedi, odstrani se supernatant a buné¢néd peleta se dvakrat promyjte v PBS. Buiky se
resuspenduji v kultivaénim médiu ve vhodné koncentraci, a po izolaci se efektorové buiky
kultivuji ptes noc v inkubatoru. Barveni bunék se lisi podle testu. U dvouhodinové verze se
vyuziva fluorochromem konjugované monoklonarni protilatky anti-CD3, anti-CD56 a anti-
CD107a. U Sestihodinového testu navic pridavame anti-CD14, anti-CD19, anti-MIP-1p, anti-
TNF-o a anti-IFN-y mAb. Pro analyzu vicebarevné prutokové cytometrie je nutna
kompenzace spektralniho piekryti mezi riznymi fluorofory. K tomu vyuzivdme kontrolni
vzorky. Ty by mély zahrnovat jak jednotlivd barveni vSech pouzitych fluorochromt, tak
barveni, kde jsou zahrnuty vSechny vyjma jednoho fluorochromu. Intenzita signalu
kompenzaénich kontrol musi byt srovnatelnd se signalem obarvenych bunék. V idedlnim
ptipad¢ kompenzaéni kontroly obsahuji dvé stejné populace obarvenych a nebarvenych ¢astic.

Pouzivame kompenzaéni kuli¢ky anti-mysi IgG «.[31]
3.2. Imunomagneticka separace NK bunék

Metoda je zaloZzena na vyuziti magnetickych ¢astic potazenych pozadovanou
protilatkou. Imunomagnetickd separace je rozd¢lena na pozitivni a negativni. Pozitivni
selekce se zaméfuje na buiky s konkrétni povrchovou molekulou. Pfi negativni selekei jsou
odstranény vSechny ostatni populace na zéklad¢ jejich povrchovych molekul, a je ponechana
neoznafend cilova populace. Po inkubaci bunééné populace a navazani ¢astic jsou bunky
umistény do magnetického pole; buniky s navdzanymi ¢asticemi jsou zachyceny a ostatni
buitkky prochazeji skrze pole. Pozitivni selekce se zaméfuje na buiky zachycené

v magnetickém poli, negativni na proslé¢ buiiky. Negativni selekce je vhodngjsi z hlediska
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ziskani cCisté populace bunék nezménéné navdzanymi partikulemi, vyzaduje ovSem vice

reagencii. [30]
3.3. Pokrocilé materialy a zarizeni pro studium NK bunék

V poslednich letech se rozviji technologie novych materialli a zafizeni uréenych
k regulaci a studiu Zivych bunék. Tyto materialy a zafizeni se 1i8i strukturou, velikosti, chemii
a funk¢nosti, ale vSechny maji za cil poskytnout burikam syntetickou verzi prostiedi, které je
identické nebo podobné okoli bunék v jejich prirozeném prostiedi. V piipadé NK bunék, které
jsou b&zn¢ regulované aktiva¢nimi, stimula¢nimi a inhibi¢nimi signaly, lze vytvofit umélé
prostiedi, které napodobuje povrch buiiky prezentujici antigen. Protoze vSak kazdy material
nebo zatizeni obvykle poskytuje pouze jednu konkrétni umélou nardzku, zatimco buiky in
vivo jsou kolektivné regulovany fadou signala a latek, je €asto zpochybiiovana spolehlivost
téchto materiall a zafizeni pro reprodukei realistick¢ho prostfedi bunék. Navrh a sestrojeni
syntetického bunééného mikroprostiedi které by bylo komplexni, riznorodé a mnohostranné
je cilem stavajicich a budoucich vyzkumii. Obridzek 4 popisuje aktudlni technologie

pouzivané pii studiu NK bunék.[32]

(a) lipidova dvojvrstva (b) ligandy ukotvené na (¢} ligandovy mikrovzor
vzoru nanodota

(d) zachyceni a fizeni pohybu (e} materidly v 3D prostoru (f) sledovani mechanické
aktivity

«_

g

Obr. 4: Pokroc¢ilé materidly a zafizeni pro studium a regulaci NK bun¢k[32]



3.3.1. Lipidova dvojvrstva se zabudovanymi ligandy

vvvvvv

transmembranové molekuly, skrze které buiiky interaguji s jejich okolim. Upravené lipidové
dvojvrstvy se zabudovanymi ligandy, které napodobuji povrch cilovych bun¢k tak nasli Siroké
vyuziti v bunééném vyzkumu jako modelové systémy pro bun&€né rozhrani, zejména kvtli
vysoké mobilité lipidovych molekul ve 2D prostoru, za¢lenéni transmembranovych proteint a

také schopnosti prostorové omezit lipidové dvojvrstvy v umélych mikro bariérach.[32]

Lipidové dvojvrstvy se zabudovanymi ligandy pro receptory NK bunék NKG2D,
CD244 a antigen spojeny s funkci lymfocyti 1 (LFA-1) byly pouzity k pozorovani
aktivovanych NK bunck pomoci mikroskopie s Uplnou vnitini reflexni fluorescenci. Tato
studie zejména zkoumala roli ICAM-1, ligandu pro LFA-1, pfi tvorbé organizované imunitni
synapse, jakoz i regulaci synaptické tvorby pomoci receptori NKG2D CD244 a LFA-1.
V této studii bylo také prokdzano, ze upravené lipidové dvojvrstvy vérné reprodukuji
biologické procesy, ke kterym dochdzi na skuteCném rozhrani butika-bunika.[33] Lipidové
dvojvrstvy lze také pouzit ke studiu inhibice NK bunék. Piikladem je studie, kterd pouzila
lipidové dvojvrstvy s ICAM, ULBP3 (ligand pro NKG2D) a mutantni formu HLA-Cw?3, ktera
se specificky vaze na KIR2DL2, ke zkoumani role ITIM v inhibi¢nich drahich NK
bunck.[34]

3.3.2. Ligandy ukotvené na vzoru nanodoti

Moznym piistupem objasnéni role shlukovani receptorti je fixace ligandl v fizeném
uspofadani, a tim vytvofeni pfisné¢ regulovanych podminek pro shlukovani receptorti. Role
uspofadani receptord v bunééné funkci Ize tedy objasnit zménou uspotadani ligandi
a sledovanim bunééné odpovédi na tyto zmény. Uspotrddani odliSnych ligandi do
kontrolovaného fixniho vzoru je ndrocné kvili jejich malé velikosti, kterd je obvykle pod
10 nm. Jednim z moznych piistupt, jak tohoto docilit je chemicky ukotvit ligandy do pole
litograficky vyrobenych nanodoti (litografie je technika mikro- a nano- vyroby, kterd
umoziiuje vytvafeni presnych a komplikovanych dvojrozmérnych nebo trojrozmérnych
struktur v extrémné malych méfitcich). Nanoimprintova litografie je zaloZena na embosovani
(proces, pii kterém se do materidlu vtiskne relié¢f pro dodani tretiho rozmeéru) filmu odolné¢ho
vu¢i polymerim pomoci formy s trojrozmérnymi reliéfnimi nanometrickymi prvky.
Vlastnosti formy, které se obvykle vyrdbéji litografii pomoci elektronového paprsku, lze

libovolné tvarovat a usporadat.[32]
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Prikladem wvyuziti této technologie je pouziti nanoimprintové litografie k vyrobé
zafizeni, které umoznilo studovat, jak prostorova distribuce aktivujicich ligandi reguluje
funkci NK bun¢k. Byl navrzen a vyroben Cip technologii nanotisku skla sadami pravouhle
uspofadanych >10nm Au/Pd nanodoti, jejichz vzdéalenost se pohybovala mezi 50 az 150 nm.
Zlaté/palladiové nanodoty byly provdzany s ligandy MICA a to nejprve potazenim povrchu
nanodotii thioly zakon€enymi kyselinou nitrilotrioctovou, a néslednou chelataci kyseliny
nitrilotrioctové pomoci niklu a konjugaci MICA na vytvofeny chelat. Poté byly NK bunky
inkubovany na povrchu ¢ipu po dobu 3 hodin a byla zméfena primérna promitana plocha
bunck (dvourozmérné plosné méteni trojrozmérného objektu promitnutim jeho tvaru na
libovolnou rovinu) na rtizna pole nanodotll, stejné jako na kontrolni oblasti. Bylo zjiSténo, ze
pole 100 dotli na um? a vice stimulovalo Sifeni bunék. Déle byla studovana role distribuce
ligandu v imunitni aktivaci NK bunék. Za timto uc¢elem byly inkubované buiky obarveny
fluorescenéné znacenou protilatkou s lysozomdlné asociovanym membranovym proteinem
CD107a, ktery je bézné pouzivanym markerem pro degranulaci NK bun¢k. Bylo zjisténo, ze
zatimco rozdéleni dotl poli nemélo vliv na primérné mnozstvi CD107a na buiiku, do znaéné
miry regulovalo procento CD107a pozitivnich bunék v celkové populaci bun€k na poli. Déle
bylo pozorovano, ze zvySena populace bunck pozitivnich na CD107a vyzadovala stejnou
prahovou hodnotu 100 dotti na pm?, jako to bylo u buné¢ného Siieni. Tato zjisténi jasng
dokazuji, ze prostorova distribuce aktivujicich ligandii reguluje Sifeni a aktivaci NK bunék

podobnym zpisobem.[35]
3.3.3. Ligandovy mikrovzor

Nanodotovani z pfedchozi ¢asti vyzaduje zna¢nou znalost o sofistikované
nanofabrikaci a specialni vybaveni. To je biologim obvykle nepfistupné a metoda uvedena
v kapitole 3.3.2. tak vyzaduje tak uzkou spolupraci s odborniky na nanofabrikaci. Mnoho
studii zaméfenych na pochopeni role shlukovani receptord ve funkénich bunéénych
rozhranich, jako je imunitni synapse, navic nevyzaduje prostorovou kontrolu odliSnych
ligandii. Ligandové mikrovzory napodobuji shlukovani ligandli uvnitf membrany cilovych
bunck. Takové shluky Ize vyrobit napiiklad mikrokontaktnim tiskem, také nazyvany mekka
litografie. Mikrokontaktni tisk je zalozen na mechanickém pfenosu molekuldrniho inkoustu
z razitka polydimethylsiloxanu na cilovy povrch. I kdyz je mikrokontaktni tisk ma v8ak dvé
nevyhod jednak kazdy ligand je na povrchu fyzicky pohlcovan v pevné, ale ndhodné orientaci
a tato orientace nemusi byt optimalni pro rozpoznani jeho pfibuznym receptorem; a jednak je

obtizné kontrolovat povrchovou hustotu ligandli vzorovanych mikrokontaktnim tiskem. Tyto
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nevyhody lze fteSit pomoci nepfimého vzorovani, ve kterém jsou ligandy selektivne
konjugovany s ptedpfipravenym mikrovzorem s pozadovanymi chemickymi funkcemi.
Konjugaéni chemie tak urCuje prostorovou orientaci ligandi a ta je poté vSude stejna naptic¢
mikrovzorem, poskytuje ligandim zvySenou flexibilitou a ¢ini je dostupnéjSimi pro
rozpoznavani receptori. Hustotu ligandu v mikroprocesoru lze také urcit podle hustoty

konjugacnich funkci, kterou lze sndze kontrolovat.[32]

Jak mikrokontaktni tisk, tak inkoustovy tisk jsou jednoduché a rychlé metody
vzorovani. Jejich vyuziti je vS§ak omezeno na vlastnosti vzord n¢kolika mikrond. Mensi vzory
mohou byt vyrobeny litografii elektronovym paprskem nebo fotolitografii, aviak pfeména
litografického vzoru na vzor antigenu vyzaduje mistni selektivitu s pozadovanymi antigeny.
To je dale komplikovanéjsi v ptipade, kdyz ma pozadovany vzor napodobovat molekuldrni
rozmanitost imunitni synapse a obsahovat tedy dva nebo vice kontrolovatelné¢ seskupené
antigeny. Byl tedy navrzen vzor, ktery by tohoto docilil. Vzor byl slozen ze zlatych diskt
obklopenych oxidovanym titanovym filmem vyroben pouzitim negativni fotolitografie
a leptani. Povrch oxidu titani¢it¢ho byl upraven pomoci alkylfosfonové kyseliny zakonéené
biotinem, ke kterému byl pfipojen neutravidin. Zlaté disky byly také pokryty thiolovou
monovrstvou zakoncenou kyselinou nitrilotrioctovou, ke které byl poté chelatovan nikl.
Nakonec byly selektivné pfipojeny dva rtizné ligandy — jeden znafeny biotinem a druhy
histidinem. Antigeny pouzité k prokazani mistni selektivit¢ zahrnovaly MICA, monoklondlni
protilatku pro receptor NKp30, a dva falesné ligandy: mysi IgG2a nebo maly modifikator
podobny ubikvitinu (SUMO). Byly pfipraveny ¢tyfi typy bifunkénich povrchii: MICA na
zlat¢ a mysi IgG2a na oxid titani¢ity, SUMO na zlaté a anti-NKp30 na oxid titanicity, MICA
na zlat¢ a anti-NKp30 na oxid titani¢ity, a SUMO na zlat¢ a mysi IgG2a na oxidu titani¢itém.
Mistni selektivita byla potvrzena chemickou charakterizaci riiznych oblasti pomoci
rentgenové fotoelektronové spektroskopie a také pouzitim fluorescenéné znacenych protildtek
selektivné konjugovanych na vzorované ligandy. Dale byla provedena inkubace NK bun¢k na
bifunkénich mikroprocesorech a ukazalo se, Zze geometrie a chemické slozeni téchto
mikroprocesorti prostorove reguluje pohyblivost bunék. NK-buiiky inkubované na povrchu
typu MICA na zlat¢ a mysi IgG2a na oxid titani¢ity vykazovaly vys$si afinitu ke zlatym MICA
disktim nez k pozadi s funkcemi IgG2a. Naopak bylo zjisténo, ze NK buiiky inkubované na
povrchu SUMO na zlaté a anti-NKp30 na oxid titani¢ity m¢ly vyssi afinitu k anti-NKp30
pozadi nez k SUMO diskiim. NK buiiky byly uspésné prichycené k oblastem s aktiva¢nimi

antigeny. Bylo prokazéano, ze bifunkéni povrchy mohou prostorové vést imunitni aktivaci NK
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bunck, coz bylo zjisténo barvenim CDI107a na povrchu aktivovanych NK bunék
s fluorescencni protilatkou. Ukazalo se, Ze na povrchu pokrytymi aktiva¢nimi ligandy jich
bylo vice nez 80 % CDI107a-pozitivnich bun¢k. Toto €islo kontrastovalo s méné nez 40 %
buiikami pozitivnimi na CD107a na povrchu pokrytém faleSnymi ligandy. Déle bylo
zjisténo, ze buriky aktivované na povrsich s faleSnymi ligandy produkovaly v priméru méné
CD107a nez bunky aktivované na povrsich s MICA nebo anti-NKp30. Tyto vysledky ukazuji
ucinnost tohoto pristupu k vyrobé¢ a strukturovani multifunkénich povrchii, které napodobuji
molekularni rozmanitost a prostorovou segregaci molekul na imunitni synapse NK bunék.
Kli¢ovou vyhodou tohoto pfistupu je jednoduchost a modularita, kterd vychazi z kombinace
histidinu a biotinu. Oba jsou bézné¢ pouzivané znacky a diky rozmanitosti dostupnych
proteind a protilatek znafenych histidinem a biotinem je tato technologie vhodna pro

ruznorodé vyzkumy.[36]
3.3.4. Zatizeni pro zachyceni a fizeni pohybu NK bunék

Buiikky v kultufe mohou byt vysoce heterogenni a je zapotiebi technologie
k rozd¢lovani a definovani dil¢ich populaci bunck, které reaguji odlisn€ na stejné podnéty
prostiedi. Jednotlivé bunky lze pozorovat optickym mikroskopem s vysokym rozliSenim.
Mikroskopie jednotlivych bunck je v3ak slozitd diky pohyblivosti bunék, protoze pohybliva
burika mize snadno zmizet ze zorného pole mikroskopu. To Ize vyfesit pomoci mikrozatizeni
pro fyzické zachyceni jednotlivych bunck. Geometrii mikrojamek lze libovolné¢ ménit pro

upravu cytotoxické odpoveédi NK bunck.[32]

Jedna studie prokdzala, ze NK buniky uzaviené¢ v jamkach 50 pm eliminovaly buniky
rakoviny prsu efektivnéji a rychleji nez NK buriky uzaviené v jamkach 150 pm. Déle byly
vyrobeny mikrojamky spojené mikrokandly, které umoziuji migraci NK bunck mezi
jamkami, a ukdzalo se, Ze mira umrti cilovych bunék v téchto mikrojamkach je vyssi nez
v izolovanych mikrojamkéach.[37] Tvar mikro jamek Ize také upravit pro dosazeni
pozadovaného zachycovani NK bunck. Dalsi studie vytvorila mikrofluidni pole mikrojamek,
kterd zachycuji pary NK bunék a cilové bunky ve svislé orientaci. Takova orientace usnadnila
studium imunitni synapse vytvoiené ve vodorovné roviné mezi dvéma bunikami ve vysokém
rozliSeni. Pro efektivni uzavieni bunék byly do jamek pfidany mikrozachytavaci funkce, coz
vedlo k souc¢asnému zachyceni 3000 parti bunék s tc€innosti plnéni 70 %, coz bylo dvakrat

vys$8i nez u jednoduchého pole mikrojamek.[38]
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3.3.5. Nanomaterialy interagujici s NK buiikami ve 3D prostoru

Pro fizeni stimula¢nich funkci NK bunék ve 3D, naptiklad prostfednictvim kontroly
jejich shlukovani, mohou byt vyuzity nanometrické struktury. Tyto struktury mohou byt
chemicky syntetizovany se specifickou velikosti, tvarem a chemickym sloZenim fizenym na
atomov¢ urovni a mohou byt chemicky upraveny, napt. stimula¢nimi ligandy pro specifické
interakce s bunkami. Kromé cileného molekularniho dodévani se pro zlepSené zobrazovani
pouzivaji nékteré nanostruktury, napiiklad kvantové doty, které maji silnou fluorescenéni

emisi.[32]

Slibnou aplikaci nanomateriali konjugovanych na NK buriky je cilené dodani t&€chto
bunc¢k do nadorové tkané pro imunoterapeutické ucely. Obecné nadorové tkdné vytvareji
prostiedi, které stézuje NK buinkam se knddoru snadno dostat, a tim oslabuje jejich
imunologickou ucinnost. K ptfekondni této piekdzky a umoznéni i¢inného naboru NK bunék
do mista nddoru mizeme NK bunky oznacit nano¢asticemi oxidu Zeleza potazené
dopaminem. Magnetickd povaha téchto nano¢éastic umoziuje jejich vedeni smérem k mistu
nadoru vnéjS$im magnetickym polem, které lze aplikovat pomoci invazivniho magnetického
zafizeni. Konkrétn¢ zna¢ené NK bunky pohanéné magnetickym polem vykazovaly zvySenou

infiltraci do nadorové tkané.[39]
3.3.6. Zarizeni pro studii mechanické aktivity NK bunék

Buiiky snimaji fyzikalni vlastnosti prostfedi ptisobenim mechanickych sil na prostiedi
a pfevadénim mechanickych podnétit do biochemickych signala. Tyto podnéty urcuji zakladni
bunééné funkce, jako je adheze, pohyblivost, proliferace, diferenciace a smrt. Kromé toho
lymfocyty pouzivaji mechanické sily k rozliSeni mezi zdravymi a infikovanymi nebo
nadorovymi bunikami. Imunoreceptory rozpoznavaji antigeny pod mechanickym

zatizenim, aby od sebe rozlisily vysoce afinitnimi a nizko afinitnimi antigeny.[32]

Pro studium NK bunck byla vyvinuta moznost zkouméni mechanické aktivity bunck
zaloZzena na nanodratech. Byla vyrobena husta pole vertikdlnich nanodratd o priméru 50 nm
a délce 20 um pomoci chemické depozice v pare a pak byly nasazeny NK buriky. NK butikdm
byly poskytnuty biochemické podnéty obalenim nanodrati MICA ligandy. Ke studiu ucinku
mechanickych a biochemickych stimulti samostatné nebo v kombinaci byly NK bunky
naneseny jak na nanodaty, tak na kontrolni ploché povrchy pokryté nanocasticemi zlata (holé
povrchy, MICA a fale$né ligandy). Bylo zjiSténo, ze NK buiky aplikuji dostfedivé sily na

nanodraty. Navic bylo objasnéno, jak pfitomnost nanovldken, MICA ligandi a jejich
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kombinace uréuje imunitni funkci NK bunck. Pomoci fluorescenéné oznaéenych CD107a na
povrchu aktivovanych bunck bylo zjisténo, Ze NK buiiky mechanicky zkoumayji své prostiedi
a vysokd mechanicka shoda nanodrati vytvaii fyzicky stimul, ktery v kombinaci

s chemickym stimulem poskytovanym MICA spousti zvySenou imunitni aktivaci NK
bungk.[40]
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4. Izolace NK bunék

NK bunky lze ziskat z n€kolika rtiznych zdroju, véetné periferni krve, pupecnikové
krve, embryondlnich kmenovych bun¢k a indukovanych pluripotentnich kmenovych

bundk.[28]
4.1. lIzolace a expanze NK bunék pomoci zarizeni CliniMACS

Lécba akutni leukémie vyuziva efektu stép vs. leukémie (GvL), do niz se zapojuji NK
buniky pro zesileni tohoto u€inku (viz. Kapitola 5.2). Pro tyto infuze je zapotiebi, aby
mnozstvi NK bun&k dosahovalo alespori 1.107 bunék/kg. To vedlo k vyvoji aferézni
technologic a zafizeni CliniMACS®. V minulosti byl usp&né vyvinut postup zaloZeny na
spravné vyrobni praxi pro dvoustupniové procesy, a to kombinaci imunomagnetického
odstranéni T lymfocytt CD 3* a separaci NK bun&k CD56" pomoci zafizeni CliniMACS
Plus®. V soudasnosti se pracuje na vyvinu vicekrokového vyrobniho procesu pomoci piistroje
CliniMACS Prodigy®, kde jsou ziskany NK butiky klinického stupné &istoty. Tento proces je
proveden pomoci automatizovan¢ho vycerpani T lymfocyti skrze receptor o/pf-CD19
a obohaceni smési pomoci NK CD356", po kterém nasleduje obdobi expanze na zakladé
automatického podavace krmnych bunck, které vede k primémé 850ndsobné expanzi NK
bunck po dvou tydnech. NK buiky jsou déale geneticky upraveny pomoci virovych vektora
tak, aby méli na svém povrchu chimérické antigenni receptory. Ty napoméhaji NK burtice
proti mechanismim nadorG imunitniho tniku, a také ke zvySeni specifického cileni na
rezistentni /maskujici se rakovinné buriky. Schéma tohoto procesu je zobrazeno na Obrazku 5.
Pro depleci bunék CD3" byly pouzity produkty nestimulované leukaferézy (LA) s naslednym
imunomagnetickym obohacenim buitkami CD 567, Poté byla provedena expanze izolovanych
bun&k CD56" /CD3, které tvorily pozitivni frakci (PF) v riistovém médiu NKMACS. Médium
bylo nejprve doplnéno interleukiny 1L-21, IL-2 a IL-15 ve dni zahdjeni. Dopliiovani média
nasledovalo ve dnech 3, 6, 8 a 10 s NKMACS médiem obohacenym o interleukiny IL-2 a IL-
15. Vzorky byly odebirdny kazdé 2-3 dny, a to jednak mezioperaéni kontrolni vzorky (IPC)
a také kontrolni vzorky (QC). Byly provedeny testy pro kvantifikaci NK bunck, analyza
funkénich efektorovych bunék, hladiny exprese povrchovych molekul, ristové parametry
(glukoéza, pH) a otestovana vhodnost zamrazeni. Aby se uréilo vhodné ¢asové obdobi pro
transdukci, byly odebrany vzorky expandovanych NK bunck béhem faze rstu ve dnech 2, 8
a 14. Taktéz byly odebrany bunééné vzorky pro analyzu bazalni cytotoxicity NK bunck,

degranulaci/sekreci cytokind a detekci chimérického antigenniho receptoru.[41]
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Obr. 5: Schematicky piehled automatizovaného procesu pro separaci a expanzi darcovskych
NK bunék pomoci CliniMACS Prodigy[41]

4.2, Izolace NK bunék z PBMC

Protoze NK buniky pfedstavuji pouze piiblizn¢ 10 % PBMC, musi byt vétSina
precisténych NK bunck namnozena ex vivo, aby se dosdhlo pozadavkii na klinické pouziti.
Expanze a aktivace NK bunck vyzaduji signaly od jinych imunitnich bunck, naptiklad
monocytid. Nonseparaéni strategie obvykle vyuziva cytokiny, podpirné buiiky nebo jejich
kombinaci, aby soucasné vyvolala expanzi a aktivaci NK bunék.[8] Podpirné buiiky jsou také
ucinné pro podporu produkce ex vivo NK bunék. PBMC kultivované s ozafenymi autologné

stimulovanymi T lymfocyty kombinovanymi s IL-2 a Picibanilem vedou k zisku NK bunéck

s ptiblizne 90 % Cistotou za 20 dni.[42]
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4.3. lIzolace bunék z pupecnikové krve

Pupe¢nikova krev je dilezitym bunéénym zdrojem alogennich NK bunék a muze byt
zachovéna po mnoho let technikou kryoprezervace. Pupecnikova krev jakozto zdroj ma
ditlezité vyhody, jako je vhodnost pro alogenni pouziti a snadné ziskani. NK buiiky izolované
z pupecnikové krve vykazuji stejnou kvalitu jako NK buriky derivované z periferni krve co se
ty¢e mnozstvi produkce INF-y a TNF-q, jakoz i expresi cytotoxickych receptorii. Kromé toho
mohou byt NK bunky pupecnikové krve a NK buniky z periferni krve stimulovany stejnymi
IL-2, IL-7, IL-15, IL-18 a IL-21 pro expanzi in vitro.

Prikladem je studie zaloZena na izolaci NK bunék z pupeénikové krve a méteni jejich
cytotoxickych €inktli na bunky rakoviny prsu. Pupe¢nikova krev (50 ml/jednotka) se navrstvi
na separaéni médium gradientu hustoty Ficoll-Histopaque a odstfedi se. Mononuklearni
buriky se odeberou na rozhrani a promyji v PBS. Mononuklearni buniky pupeénikové krve se
poté kultivuji v ristovém médiu RPMI-1640 doplnéném o 500 TU/ml IL-2 po dobu 1 tydne.
Nasledné se CD56° NK bufiky zmononukledrni pupeénikové krve izoluji pomoci
imunomagnetické separace bunék. Buitky CD56" CB-NK jsou opét kultivovany v ristovém
médiu RPMI-1640, tentokrat doplnéném o 500 IU/ml IL-2, 50 ng/ml faktoru kmenovych
bunck, 50 ng/ml CD135-3 a 40 ng/ml IL-15 cytokiny po dobu 1 tydne. NK bunky jsou po
kultivaci promyty PBS a inkubovany smési fykoerythrin (fotosynteticky pigment)
konjugovanou anti-CD56 (fedéni 1:10), fykoerythrin konjugovanou anti-CD314 (1:10)
a izotypovou kontrolni protilatkou fykoerythrin konjugovanou IgG1 (1:10) po dobu 20 minut
pii 4 °C. Poté jsou bunky promyty PBS a exprese povrchovych markerii je analyzovéana

pritokovou cytometrii.

Cytotoxicita je analyzovana inkubaci s NK bunék s nddorovymi buiikami v poméru
1:2 za ptidavku reagencie pro proliferaci bunék (ve vod¢ rozpustna tetrazoliova sil) po dobu
30 minut pti 37 °C a 5 % CO2 a potom métena spektrofotometricky pii 450nm. Apoptdza je
stanovena inkubaci NK bunc¢k s nadorovymi buiikami v poméru 1:2 po dobu 4 hodin pfi
37 °C ve vlhké atmosféte v CO» inkubatoru. Stanoveni profilu apoptodzy je dosazeno pomoci
kitu Muse® annexin V a mrtvych bungk, kvantitativni analyza apoptotickych a nekrotickych
bunck je hodnocena pomoci analyzatoru Muse® Cell Analyzer zaloZzeném na fluorescencni
analyze. Pro zmé&feni cytokinové produkce jsou NK buiiky inkubovany po dobu 24 hodin pfi
37 °C ve vlhké atmosféte v CO> inkubatoru. Supernatanty jsou odebrany z NK bunék po
inkubaci a hladiny Granzymu B a perforinu jsou méteny pomoci komerénich souprav ELISA

a naslednym zméfenim absorbance pfi 450 nm na ¢tecce mikrodesticek.
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Po imunomagnetické separaci bylo naméfeno 99,59 % CD56" v populaci NK bunék
a exprese povrchovych molekul CD314" byla 99,48 %. Cytotoxicita NK bunék byla
prokdzdna lyzou 57-60 % nadorovych bunck v zavislosti na druhu buiky. Apoptéza
nadorovych bun¢k se pohybovala mezi 35-50 % v zavislosti na druhu bunky. NK bunky
vyprodukovaly 50 ng/ml granzymu B and 80 ng/ml perforinu.[43]
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5.  Odolnost nadorovych bunék proti cytotoxicité NK bunék

NK buiiky rozpoznavaji nddorové builky prostfednictvim dvou modelti. V prvnim
modelu ztrata molekul MHC gp I na nddorovych buikach vede ke ztrat¢ KIR a CD94
inhibi¢nich signaltd, coz zpisobuje aktivaci NK bunék. Tento model se nazyva ,,missing-self
rozpoznavani“. V druhém pifipad¢ se siln¢ stimulované receptory vznikajici poSkozenim
bun¢k mohou navazat na aktivujicimi receptory NK bunck a tim spustit jejich cytotoxicitu

v modelu zndmém jako ,,rozpoznavani vyvolané stresem®.[8]
5.1. Missing-self rozpoznavani

Missing-self rozpozndvani je schopnost NK bun¢k napadat buiiky, které nemaji
dostate¢né mnozstvi hladiny molekul MHC gp I. na svém povrchu. Molekuly MHC jsou
rozpoznavany inhibi¢nimi receptory pfitomnymi na NK buiikdch a zapojeni téchto receptorti
zablokuje aktivaci cytotoxicity u NK bunck. Lidské NK buriky maji dva hlavni druhy MHC
specifickych receptort, KIR a CD94. Inhibice neni samospustitelnd, je zapotiebi urcitého
mnozstvi stimulace aktivanimi signdly, nez je inhibi¢ni signdl pfevazi a zastavi aktivaci NK
buriky. NK buiiky maji rizné¢ kombinace 3—5 inhibi¢nich receptord, a reaguji na urcité signaly

s riznou intenzitou.[44]
5.2. Rozpoznavani vyvolané bunécnym stresem

Buné¢ny stres vede k riznorodym efektlim na poSkozené burice, od snahy opravy az
po apoptdzu. V souvislosti s NK buiikami poskozené bunky exprimuji ligandy pro receptor
NKG2D, jehoz signaly ptevazi inhibiéni MHC gp I signal a navozuji aktivaci NK bunck.
NKG2D receptor se také snadno vaze na proteiny ptibuzné MHC gp I, jako jsou
MICA/MICB a ULBP. Tyto proteiny se na béznych buitkdch nevyskytuji, ale objevuji se
u nadorovych a virove infikovanych bunék a jejich mnozstvi se zvySuje u bunééného stresu.
Dalsim spousté¢em NK bunck je zména peptidu na MHC gp I vlivem proteinu teplotniho
Soku pfti infekci nebo zanétu, diky némuz NK buiky nerozpoznaji poskozenou buiiku jako

télu vlastni a napadnou ji.[45]
5.3. Nadorové antigeny

Nadorové bunky vznikaji poruchou regulace déleni vyvolané mutacemi v onkogenech.
Onkogeny bézné¢ koéduji signalizaéni proteiny, transkripéni faktory a proteiny regulujici
bunéénou adhezivitu a apoptéozu. To vede k nekontrolovanému déleni, kde rakovinné bunky

poté opoustéji ptivodni tkan, pfesunou se do jinych tkani a tam agresivné rostou a d¢li se.
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Proliferace bunck vede ke spuSténi nadorové suprese imunitnimi buiikami s receptorem
NKGD2. Replika¢ni stres (zpisobeny zastavenim replika¢nich vidlic) a DNA dvoufetézcové
zlomy aktivuji odpovéd’ na poSkozeni DNA v nadorovych butikdch a prekancerdznich 1ézich.
Tato odpoved zvysuje citlivost NKGD2 a CD226 ligandli. NK builky jsou stimulovany
proteinem p53, ktery urychluje procesy starnuti a apoptézu v nddorovych bunikach. Nadorové
antigeny d¢lime do dvou tfid: antigeny specifické pro nadory a antigeny asociované

s nadory.[46]
5.3.1. Specifické nadorové antigeny

Antigeny specifické pro nadory (taktéz neoantigeny) se na jinych bunkach
nevyskytuji. Tyto unikatni antigeny jsou vysledkem ndhodnych somatickych mutaci
vyvolanych fyzikalnimi nebo chemickymi karcinogeny, a proto jsou neoantigeny jedine¢né
pro jednotlivé nddory. Nestabilita genomu rakoviny a nasledny selektivni tlak vedou
k nahromadéni mutaci, coz mulze vést k nesynonymnim mutacim jako je zdména

aminokyselin nebo vznik stopkodonu.[47]

S rozvojem technologii hlubokého sekvenovani (proces, pfi némz se ur€uje primarni
struktura biopolymeri) je mozné identifikovat mutace pfitomné v proteinové ¢asti genomu
(exomu) jednotlivych nadorti a tim predvidat potencidlni neoantigeny. Technologie pouzité
k identifikaci neoantigenti se ovSem podstatné li§i v riznych studiich a bude potfeba dalsi
optimalizace. Genetickd analyza samotn¢ho nadoru, pfijmeme-li omezeni vyplyvajici ze
zkoumani muta¢niho profilu naddoru v jedné biopsii, je pomérné robustni proces. Mira fale$né
negativnich ndlezli rakoviny analyzou neoantigenli pomoci seckvenovani exomu je
v porovnani s diiv&j§imi metodami identifikace nizkd. Zaroven bylo vSak zji§t€éno pomoci
objektivnich screeningii, ve kterych byla celd kolekce identifikovanych mutaci v nadoru
pfedlozena imunitnim bunikdm a bylo studovano, které mutace spustily aktivaci imunitniho
systému, Ze vétSina mutaci v exprimovanych genech nevede k tvorb& neoantigenti, které jsou
rozpozndvany imunitnimi buitkami. Z tohoto diivodu je nezbytny vyvin technologie, kterou

lze pouzit k filtrovani dat exomu rakoviny, zejména u nadort s vysokym poctem mutaci.[48]
5.3.2. Antigeny asociované s nadory

Antigeny asociované s nadory se nachazeji jak u nadorovych, tak klasickych
bunck, ale liSi se v mnozstvi, ¢asu €i misté exprese a vyuzivaji se jako pomocné diagnostické

markery. D&lime je se na sdilené a unikatni.
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Sdilen¢ antigeny lze rozdélit do 3 hlavnich skupin: rakovina varlat, diferenciace tkani
a Siroce se vyskytujici nadmérné exprimované antigeny. Antigeny rakoviny varlat vychazi
z reaktivace geni, které jsou normdlné neaktivni v dospélych tkanich, ale transkripéné se
aktivuji v riznych nadorovych histotypech. Radime mezi né napiiklad MAGE-A1, NY-ESO-
1 a SSX-2. Antigeny diferenciace tkani jsou taktéz jak v nadorech, tak i ve zdravych tkanich;
vyskytuji se vétSinou v melanomech a normdlnich melanocytech (Gp100, Melan-A/Mart-
1, tyrosinaza), stejn¢ jako v epitelidlnich tkanich a nadorech, jako je prostata (PSA) a
karcinomy prsu (Mammaglobin-A). Nadmémeé exprimované antigeny se hojné vyskytuji na
nadorovych bunikdch ve srovndni s normélnimi tkanémi a dosahuji prahové hodnoty pro
rozpoznavani imunitnimi buiikami, coz vede k poruSeni imunologické tolerance a spusténi
protinadorové odpovédi. Do této skupiny patii napiiklad hTERT a tumor supresorové
proteiny (napt. p53). Karbohydratové antigeny spojené s nddorem piedstavuji dalsi tfidu
sdilenych nadorovych antigent; jsou to glykany nadmémeé exprimované nadory, které souvisi

s riznymi fazemi vyvoje rakoviny.[49]

5.4. Mechanismy nadorové obrany

Nédorové buiiky maji fadu mechanisma, které vyuzivaji pro vyhybani se ¢i oslabeni
imunitni odpovédi. Nadory u pacientl jsou schopny pietrvavat v téle pacienta az n€kolik let
bez toho, aniz by byly zpozorovany imunitnim systémem pfedtim, nez se znovu
projevi, a nddory mohou rist navzdory tomu, Ze hostitel ma pln¢ funkéni imunitni systém.
Jednim ztéchto mechanismt je takzvand imunoeditace, to jest vztah mezi nadorovymi
buikami a bufikami imunitniho systému. Béhem faze eliminace je imunitni systém schopen
rozpoznat a zni€it nejvice imunologicky zranitelné rakovinné buiiky, protoze obsahuji
nadorové antigeny. Kvuli genetické nestabilité nadori vSak konstantni déleni nadorovych
bunck dojde u nékterych bunck ke snizené imunogenicité (schopnost bun¢k vyvolat imunitni
odpovéd’). Tento stav produkce novych odolnych variant nadorovych bunc¢k vyvazeny
imunitni eliminaci starych nadorovych bunék se nazyvd ,ekvibrium® (rovnovazny
stav), béhem kter¢ho se rakovinné buiiky nadale d¢li a hromadi mutaéni zmény ndhodné nebo
v reakci na imunitni zanét. Tudiz je udrzovéna rovnovaha mezi imunitni kontrolou a ristem
nadoru. Nakonec rakovinné buriky vSak pfevladnou nad imunitnim systémem, a to skrze
potlaceni imunity nebo ztratou cilového antigenu, kterym imunitni systém nador rozpoznaval.
Tim imunoeditace piechdzi do faze niku nadoru, coz vede ke zjevnému projevu klinické

rakoviny. Existuji v8ak situace, za kterych jsou nadorové builky v neéinnosti, napiiklad
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bchem senescence (biologické starnuti, kde dlouhodobé déleni vede k postupnému zhorseni
funkce bunck). V tomto piipad¢ bunky zlstavaji trvale neaktivni, protoze replikacni starnuti

je obecné nevratny proces.[50]

Nadorové buiiky tedy podstupuji rakovinou imunoeditaci, kdy buniky mutuji
specificky proti imunitnimu systému. Konkrétnim piikladem je eliminace uréitych
epitopil, které buiiky imunitniho systému pouzivaji k rozpoznani nddoru. Mnoho nadorovych
bunéénych linii uvolfiuje rozpustné ligandy NKG2D prostfednictvim  riznych
mechanismi, véetné alternativniho  sestiihu, Stépenim  zprosttedkované fosfolipazou
C, proteolytickym vyluCovanim ¢i exosomdlni sekreci. Uvolilovani ligandi NKG2D
z nddorovych bunék vede k dramaticky niz$im hladindm na buné¢éném povrchu, coz snizuje
jejich nachylnost k cytolyze a snizuje aktivitu NK bunck. Nédory exprimujici aktivujici
ligandy, jako jsou ligandy NKG2D, mohou vyvolat zastaveni nebo hyporesponzivitu NK
bunck zpiisobenou chronickym zapojenim aktivacnich receptor a tim jejich postupné
oslabeni, v€etn¢ ovlivnéni reakci zprostiedkovanymi jinymi receptory nez NKG2D. To

nadorim umozni vyhnout se imunitnimu dohledu.[46]

Nédorové buiiky exprimuji n€které proteiny, které navazou na inhibi¢ni receptory NK
bunck tak, aby ptfenasely inhibi¢ni signaly a vyhnuly se imunitnimu dohledu NK bungk.
Inhibi¢ni receptory PD-1 a TIM-3 v NK buiikdch se mohou vazat na PD-1 ligand a Galektin-9
na nadorovych bunkéch.[8]

Existuji podminky, za kterych se NK butiky pfitomné v buiikach lymfomu s deficitem
MHC gp I dostanou do anergniho stavu vii¢i nddorovym buiikdm (tj. nejsou schopny reagovat
na antigen, vic¢i kterému maji specifické receptory) i presto, ze NK buiky jsou bézné
aktivovany u bunék s nedostatkem MHC gp I molekul na jejich povrchu. Néasledujici studie
pouzila buné¢nou linii RMA, ktera je rezistentni viici NK buiikdm, a jeji ptibuznou bunécnou
linit RMA-S s deficitem povrchovych molekul MHC gp 1, kterou NK buiky bézné ucinné
zabijeji. Nizké nebo stfedni davky nadorovych bunck RMA-S byly Gspésné zlikvidovany NK
burikami u syngennich mysich (syngenni modely jsou transplanta¢ni modely ziskané injekci
pfijemce specifického genetického pozadi bunéénymi liniemi diive vytvofenymi izolaci
nadorovych bunék od mysi stejného genetického pozadi). Kdyz vsak byly implantovany
vysoké ddvky RMA-S, u zna¢né ¢asti mysi byly posléze nalezeny solidni nadory. NK bunky
v tésné blizkosti nadorti s deficitem MHC gp I méli poskozenou schopnost degranulovat nebo
produkovat zanétlivé cytokiny po stimulaci ex vivo (tedy funkéné anergicky stav). Anergie

NK bunék byla také spojena se Spatnou fosforylaci intraceluldrnich kindz. Anergie NK bunék
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byla zaznamenéna jak v nddorovém lizku, tak v nddorovych lymfatickych uzlinach, zatimco
v distalnich lymfatickych uzlindch nebo ve slezin¢ si NK buriky zachovaly svou funk¢nost.
Kdyz byla obnovena exprese MHC I na butikich RMA-S, nedochézelo k anergii NK bunck
infiltryjicich nador. Z vysledkii vyplyva, ze NK bunky se stdvaji anergickymi diky trvalé

stimulaci poskytované buitkami s deficitem MHC gp I v nddorovém ltzku.

Vyuziti prozanétlivych cytokini k podpofe imunitniho systému proti nadorovym buikdm
bylo jednim z prvnich ptikladt rakovinné imunoterapie. Tento typ 1&€by je vSak u€inny pouze
u malé ¢asti pacientli a Celi problému, ze cytokiny mohou byt zna¢né toxické ucinky. Na
zaklad¢ zjisténych vysledkl jsou nadory s deficitem MHC gp I ldkavym cilem imunoterapie
zalozen¢ na cytokinech. Byl jisty pfedpoklad, ze smés protizanétlivych cytokini by mohla byt
schopna anergické NK buiiky znovu uvést do funkéniho stavu. Proto byla mySim se solidnimi
nadory podana bud’ smés IL-12 s IL-18, nebo mutovand forma IL-2 (takzvany ,,superkin®
H9), ktery je schopny fungovat nezavisle na a fetézci IL-2 receptoru. Ob¢ 1é¢by vedly ke
zna¢n¢ vysSimu poctu mysi, které prezily napadeni nadory s deficitem MHC gp I a Gcinky
této 1écby byly zprostiedkovany vyhradné NK buiikami. To poukazuje na novou moznost
pouziti prozanétlivych cytokintli v kontextu naddorové imunoterapie (viz kapitola 6.1). Toxicitu
cytokinové terapie lze do ur¢it¢é miry zmirnit pouzitim upravenych cytokind, které vykazuji
niz§i cytotoxicitu. Kombinace cytokini s ostatnimi terapiemi, jako je inhibice checkpoint

receptori nebo KIR s NK burikami jsou predmétem studii.[51]

47



6. Priklady pouziti NK bunék v protinadorové imunoterapii

Lécba nadorti zahrnuje chirurgické odstranéni, chemoterapie nebo radioterapie.
Imunoterapie je 1éebny postup zaloZzeny na indukci protinddorové imunity nebo na vyuziti

imunitnich mechanismi k cilenému smérovani 1€¢iv do mista nadoru.[3]

V soucasné dob¢ rozeznavame tfi skupiny protinddorovych imunoterapii vyuzivajicich
NK buniky: adoptivni NK buné€nd terapie, uziti NK bun€k v terapii haploidentické
transplantace krvetvornych bunck (haplo-HSCT) proti leukémii a monoklonalni protilatky

inhibujici checkpoint receptory v NK butikach.

6.1. Adoptivni terapie

Adoptivni terapie je zalozend na izolaci vlastnich oslabenych imunitnich bunék
pacienta, které jsou nasledné aktivovany, rozmnozeny a pak navraceny do téla pacienta.
U pacientl s rakovinou vykazuji NK bunky poskozenou aktivitu. Proto je posileni ptirozené
protinadorové aktivity NK bunék v organismu primarnim zaméfenim imunoterapii.[6] Jeden
ze zpusobi, jak tohoto docilit, je zaloZen na in vivo spravé cytokinli zodpovédné za
aktivaci, déleni a $ifeni NK bunck, jako jsou naptiklad IL-2 aIL-15.[52] Dva problémy
asociovan¢ s IL-2 terapii jsou davkova cytotoxicita (zpusobujici Vascular Leak Syndrome)
a aktivace T regulacnich lymfocyti, které inaktivuji funkce NK bunék.[6] Proto byly vyvinuty
varianty IL-2 sniz8i afinitou k podjednotce IL-2Ra (které jsou siln¢ exprimovany
T regulaénimi lymfocyty).[53] Polyethylenglykolenovy IL-2 (nazyvany také NKTR 214),
ktery je pfitomen u obou T lymfocytli a NK bunck posiluje jejich protinddorovou odpoveéd
atato terapeutickd lé¢ba je nyni predmétem klinickych zkouSek u osob se solidnimi

nadory.[54]

IL-15 je specialni cytokin gama fetézce pievazné dendritickych bunk, ktery je
exprimovan bud’ na stejné bunce (cis-prezentace) nebo jiné burice (trans-prezentace). V reakci
na lipopolysacharidy nebo gram-negativni bakterie je cis-prezentace nezbytnd pro aktivaci
NK bunék.[55] IL-15 hraje dtlezitou roli ve vyvoji, homeostdze a cytotoxicit¢ NK bunck. V
in vivo podminkéch mtize byt IL-15 trans-prezentovan NK bunkam prostfednictvim nékolika
typti bunék, v€etné monocytl, makrofagli a DC.[56] IL-15 je tedy vhodné&j$i moznost nez IL-

2 diky selektivit¢ na NK buniky bez aktivace T regulacnich lymfocytd, ma ovSem omezené
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klinick¢ vyuziti diky kratkému polocasu zivota v organismu.[57] Prvni klinickd studie
zkoumajici lidsky jednofetézcovy rekombinantni IL-15 odhalila, Zze bolusova intravendzni
infuze (mens$i mnozstvi tekutiny je podané injekéni stiikackou) vyvolala redistribuci
arozmnozeni cirkulujicich NK bunék a T lymfocytd efektorové paméti CD8 a vedla ke
Ctyfnasobnému az osminasobnému zvyseni poctu bunék; byla vSak také detekovana intenzivni
sekrece cytokind. Hlavni pfi¢inou tohoto vedlejsiho ucinku byly IL-2 a IL-15, které ve svych
receptorech sdileji spoleéné B a yc fetézce.[8][58] Proto bylo vyvinuto nékolik fuznich
proteind pro zlepSeni G¢innosti a prodlouzeni polocasu IL-15. Fazni protein dsNKG2D IL-15
ma zvySenou schopnost cilit na NK buriky a vykazuje posilenou schopnost potlaCovat rist
nadoru rakoviny lidského Zaludku.[59] Spojeni chimérického proteinu IL-15 s IL-15Ra, také
nazyvana heterodimerni IL 15, vykazuje zlepSenou schopnost podporovat NK buriky a
potlaCovat nadory.[60] Substituce asparaginu kyselinou asparagovou v aminokyseliné 72
muze v IL-15 vyznamné prodlouzit polocas rozpadu heterodimerniho superagonisty (G€inek
posilujici) ALT 803 o téméf 25 hodin. /n vivo ALT-803 vykazuje témét 25ndsobné zvyseni
biologické aktivity ve srovnani s aktivitou IL-15. ALT-803 také vykazuje zvySenou schopnost
podporovat cytotoxicitu NK bunc¢k a zlepsit potlaCovani nddorG u rakoviny vajeCnikt
a myeloidni leukémie.[61] ALT-803 je studovan jak samostatné[62], tak v kombinaci
s checkpoint inhibitory.[63]

Vyzkum se také zabyva bi- atri- specifickymi protilatkami vytvofené rekombinaci
(BiKE/TriKE), které zlepsSuji cileni a cytotoxicitu NK bunék. Tato technologie se spolé¢hé na
specifické nadorové antigeny a specifické markery efektorové buiky. Protilatkou je
inovativni imunoglobulin s upravenou Fab nebo Fc ¢asti. V téchto protilatkach jsou
kombinovany dva nebo tfi fragmenty Fab proti receptoriim antigenu nebo efektorovych bunék
spojenych s nddorem. Tyto protilatky slouzi jako specifické zesiténi mezi nadorovou
a efektorovou butikou, coz vede k lep§imu propojeni. CD16 receptory na NK bunkach pak
maji obzvlast’ silny potencidl na zprostfedkovani tohoto zesitovani, diky nimz se zvySuje
interakce mezi NK burikou a nddorovou buitkou. TriKE v sobé obsahuji modifikovany IL-15
spojnik na lepsi proliferaci NK bunck.[64] Aktivované NK buitky se CD16 zbavuji pomoci
metaloprotedzy zvané ADAMI7. Naslednd kombinace BIKE s inhibitorem ADAMI17
zlepSuje terapeutickou Uc€innost. Lécba NK buntkami u pacienti s myelodysplastickymi
syndromy mtlze z neschopnost a vyrazn¢ zvysit degranulaci a produkci cytokind IFN-y

a TNF-0.[65]
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V rané fazi adoptivniho vyzkumu bunééného prenosu byly cytokiny, jako naptiklad
IL-2 a IL-15, aplikovany na NK butiky pied pfenosem. Tato metoda mé vSak dva problémy:
zaprvé, IL-2 nebo IL-15 muze indukovat apoptdézu NK bunék pii kontaktu s citlivou cilovou
buikou nebo vaskuldrnim endotelem. Za druhé, metody pouzivajici jediny cytokin vedly
pouze k 10-20nasobné expanzi NK bunck, coz je nedostacujici. Zacalo se tedy vyuzivat
podpirnych bunck k posileni NK bunék. Jako podpiirnych bunck se pouzivd mnoho typt
puvodnich nebo geneticky modifikovanych bunék, jako jsou PBMC, lymfoblastoidni bunééné
linie transformované virem Epstein-Barrové a geneticky modifikovany K562-exprimujici
membranové vazany 1L-15 nebo 41BB ligand. Pouziti podplirnych bunék vyrazné zvySuje
ucinnost expanze NK bunck. Kombinace podplirnych bun¢k a cytokinti miize G€innéji spustit
mnozeni a aktivaci NK bunck, pohybujici se v rozmezi od 100 do 40 000krat ve 2—3 tydnech.
OSetfené NK butiky vSak mohou byt postupem ¢asu vy€erpany, coz ukazuje na urychleném
starnuti expandovanych NK bunck. To mitize byt odvriceno nadmérnou expresi genu
telomerazy reverzni transkriptazy.[8] Pouziti podplirnych bunck k vyrobé NK buné¢k mohou
mit potencidlni rizika infize, jelikoz jsou pied pouzitim letalné ozafeny. Proto byla stanovena
fada detekCnich opatfeni tomuto problému zabranit, véetn¢ sledovani rychlosti ristu
podpirnych bunck a detekce ptitomnosti zivotaschopnych podplirnych bunck.[66] Dal$im
zdrojem NK bunck je i plurdlni tekutina primarnich nebo metastazickych tumorti obsahujicich
velké mnozstvi funkénich NK bunék[67], které nabydou silné cytotoxicity po kultivaci s IL-
15 ¢i IL-2 in vitro. Protoze se pravidelné zbavujeme velkého mnozstvi téchto tekutin, NK
buriky by mohly byt extrahovany a znovu pouzity systémové ¢i v pohrudnicové dutiné v

kultufe s 1L-15.[52]

6.2. Terapie haploidentickou transplantaci krvetvornych bunék proti
leukémii

NK a dalsi buriky vrozené imunity hraji vyznamnou roli v 1é€b& vysoce agresivnich
leukémii. Haploidentické krvetvorné buiky riznych zdroji zvySuji vznik ILC, prevazné
ILC3. ILC3 prispivaji k opravé a regeneraci lymfoidnich tkani a hraji vyznamnou roli
v integrité téchto tkani, které jsou vazné ohrozeny chemo ¢i radio terapii u pacientd pred

HSCT.[68]

Infize silnych efektorovych bunék s protinddorovou aktivitou je dilezitym postupem
pfi nadorové imunoterapii, protoze vyrazné zesiluji €inek endogennich bunék. T lymfocyty

nesouci fetézce o/f receptoru TCR jsou podmnozinou lymfocytii odpovédnou za vyskyt
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GvHD a proto jejich eliminace umoziuje predchdzet vzniku této zivot ohrozujici komplikace.
Selektivni fyzické odstranéni af”™ T lymfocytli umoziiuje poskytnout funkéni yd T buiky
a aloreaktivni NK buiiky, které mohou brzy po transplantaci vyvinout svoji antileukemickou
aktivitu, ¢imz se snizuje riziko rychlych relapst leukémie v piipadech ¢aste€nych odpovédi
na rezim léby a/nebo v rychle se mnozicich leukémiich.[69] HSCT je 1é¢ba vhodna u
pacientl $patné reagujicich na chemoterapii, relapsujici pacienty €i u pacientd s neptiznivymi.
cytogenetickymi charakteristikami. Sance k usp&nému nalezeni darce, ktery je HLA

kompatibilni s pacientem je ovSem relativné nizka.

Pro pacienty bez jin¢ moznosti &by tedy byla vytvotfena haploidentickéa HSCT
zbavena T lymfocyti. Haplo-HSCT je zaloZena na infuzi vysokého mnozstvi CD34™ buné&k
o¢isténych od T lymfocytl za Gfelem vyhnuti se nebezpecné az smrtelné GvHD reakei.
V transplantaénim prostfedi mohou NK buiiky aloreaktivnich déarci obsahovat KIR, které
nerozpoznavaji zadné z MHC gp I alel pacienta a ni¢i zbytkové leukemické buiky.[70] NK
buriky jsou prvnimi detekovatelnymi lymfoidnimi bunikami v periferni krvi po transplantaci.
V krvi pediatrickych pacientli se poté daji zaregistrovat zhruba za dva tydny. Tyto NK bunky
jsou vsak prevazn& zastoupeny relativné nezralymi CD56°7# buiikami, exprimujicimi
NKG2A receptory ale ne KIR (exprese KIR je vyzadovdna pro aloreaktivitu NK buiiky).
Mgfitelné mnozstvi dosp&lych KIR™ NK bun&k vyzaduje dalSich 4 az 6 tydnd. V tomto
uspofadani HSCT zbaveném T lymfocyti maji NK buriky hlavni roli v reakci GvL.[71]

Ve snaze pieklenout mezeru mezi transplantaci a tvorbou dospélych KIR™
aloreaktivnich NK bunc¢k byla vytvotena Stépova manipulace. Tato manipulace se $tépem se
provadi za ti€elem definovani a optimalizace objemu a buné¢ného slozeni zdrojli kmenovych
bun&k, jako jsou produkty aferézy, kostni dfené& a pupeénikové krve. Deplece CD3"
T lymfocyti poskytuje témct nedotéené S$tépy s antileukemickymi efektory (tj. NK
burikami), coz umoznuje rychlé¢ Stépeni a spolehlivou prevenci GvHD. Nizké hodnoty
tkanovych pamétovych T lymfocyti po haplo-HSCT v kombinaci s toxicitu a intenzitu
redukuji kondicionaéni rezimy pacientti (1¢€by pouzivané k ptiprave pacienta na transplantaci
kmenovych bunék). Musi byt zajisténo, aby béhem inkubaéniho procesu vSechny bunky
pfisly do styku s ¢inidlem CD3, aby se zabrdnilo nezna¢enym T lymfocytlim, které mohou
vyrazné naruSit vysledek deplece.[72] Déle se vyuziva selektivni deplece T bunécénych
receptort (TCR), ap T lymfocytl (zplsobujici GvHD) a B lymfocytii (zabratuje B
lymfocytim v tvorbé malignich nadorti u pacientli s oslabenou imunitou). Tato $tépova

manipulace obsahuje mononuklearni bunky, a to jak haploidentické krvetvorné bunky
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(zahrnujici CD34" a CD34™ prekurzory), tak i efektorové bufiky jako jsou dospélé
CD56P™ NK buitky a TCR y8 T lymfocyty, ob& si¢inky proti leukémii.[69][73][74]
Neptedpoklddanym zjisténim bylo, ze aloreaktivita NK bunék zdanlivé nehraje v této 1é¢be
prilis velkou roli.[75] Zatimco je mozné, ze aloreaktivita NK bunék byla utlumena GvL
efektem yo T bungk, které byly posileny in vivo diky vyuziti kyseliny zoledronové.[76], neni
mozné vylou€it ani ostatni mechanismy, které mohli narusit NK aloreaktivitu. Supresorové
buriky zbavené¢ myeloidnich prekurzordi (MDSC), hojné se vyskytujici ve $tépu, vykazuji
potentni inhibi¢ni u¢inek vici NK bunkam.[78] Zavedeni dalSich krokd u manipulace Stépu
k ocisteni od MDSC vede k ochrané NK bunék a tim ke zlepSeni klinickych vysledkt, zvlaste

proti leukemickému relapsu zodpovédné za 25% tmrti pacienta.

6.3. Terapie monoklonalnimi protilatkami inhibujicimi checkpoint

receptory v NK bunkach

Zatimco KIR a CD94 se ustalen¢ exprimuji na povrchu zralych NK buné¢k, exprese
ostatnich inhibi¢nich checkpointii podilejicich se na homeostazi imunitnich odpovédi (PD-
1, TIGIT, TIM-3, CD96) muze byt navozena.[6] Tyto de novo exprimované checkpoint
regulatory inhibuji funkci NK bunék po interakci jejich ligandli na nddorovych
bunikach.[67][77] PD-1 je hlavnim checkpoint receptorem podilejicim se na kontrole imunitni
odpovédi a predstavuje prulom v1ECbe agresivnich néadorii pfi terapeutickém vyuziti
blokujicich protilatek narusujicich strukturu PD-1/PD-L1. Zatimco PD-1 exprese byla poprvé
zaznamenand v T lymfocytech, pozd&ji byly nalezeny i v NK buiikich u pacientl
s patologickymi kondicemi, napfiklad v cytomegalovirovych infekcich a nadorech. Exprese
PD-1 NK buinkami je nerovnomérnd; NK butiky periferni krve ziskané jak od zdravych
donort, tak od pacientli s rakovinnymi buiikami, méli velmi nizké az zadné mnozstvi PD-1.
Na druhou stranu nezralé¢ PD-1 NK buriky byly hojné nalezeny v ascitické tekutiné (tekutina
hromadici se v bfiSe) pacientd s nddorem vaje¢nikli[77] 1 v pleurdlnich (prostor pohrudnice)
vypotcich pacientli s primarnimi a metastatickymi naddory[67] a v Hodgkinov¢ lymfomé. PD-
I mRNA (messenger ribonukleova kyselina) i PD-1 protein se nachazi v cytoplazmé NK
bunck izolovanych od zdravych darcti[79], ovSem jejich molekularni mechanismy vedouci

k povrchové expresi nejsou v tuto chvili znamé a vyzaduji budouci vyzkum.

Za tyziologickych podminek se PD-1 chova jako brzda v regulaci imunitni odpovédi
ama vyznamnou roli vuvedeni do chodu audrzbé T lymfocytové tolerance. V ptipadé

pacientll s rakovinou ovSem muze oslabit T lymfocytarni a NK bunéénou reakci proti
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rakovinnym buikdm. V téchto pfipadech vysokou efektivnost vykazuje imunoterapie
vyuzivajici mAb naruSujici PD-1/PD-L1 interakci, zvlas$t¢ pak u pacientd s melanomem
a plicnimi nadory, kde na 1é¢bu pozitivn¢ reagovalo 20-40 % pacienti v zavislosti na
jednotlivych klinickych testech. Terapeutickd blokada checkpoint receptort inhibujicich NK
buniky by taktéz mohla byt uc¢inna proti MHC gp 1"°® tumoru, coz je stav, ktery ¢asto nastava
u metastatickych ~ karcinomti  (jakozto  vysledek uniku néddoru kontrole fizené
T lymfocyty).[80][81] Pro pfevdznou vétSina pacienti vSak neni anti-PD-1/PD-L1 1éEba
vhodnd. Vysoké cena 1&¢by a vedlejsi G€inky ztézuji odhad klinické odpovédi pacienta na PD-
1/PD-L1 blokady. Je tedy dilezité ohodnotit PD-L1 expresi na nadorovych burikdch. Tyto
odhady jsou vSak nedostacujici z divodi technickych limitaci, jako je pouziti jinych druht
mAb, odlisnych diagnostik (biopsie vs. chirurgicky vzorek, cytologie) a riznych
pracovnikil.[82][83][84] Z téchto divodu jsou vnynéj§i dobé vyzkumy zaméfeny na
identifikaci a cileni dalSich checkpointti jak samostatng, tak v kombinaci. V tomto kontextu je
pfedmétem vyzkumu potencidl blokovani TIGIT, TIM-3, CD96 a LAG-3. Jednim z téchto
studii je vyuziti anti-CD94 blokujicich mAb v nadorové terapii.[85] Pfes 50 % NK bunck
periferni krve ma CD94 receptory s bud’ CD56™1 nebo CD56%™ fenotypem. Zatimco buiiky
s CD56° jsou primarnimi cytokinovymi producenty, CD56%™ buiky taktéz vykazuji
potentni cytolytickou aktivitu a upravu dendritickych bunck.[6] Blokovani CD94 uvolni nejen
NK bunky, ale taktéz tumor infiltrujici T lymfocyty s moznou protinadorovou aktivitou.
CD9%4 ligand HLA-E se vyskytuje v mnoha agresivnich nddorech (plicni, hlavovy a kréni,
tlustého stieva, slinivky bfisni a jater). Pfevazné mnozstvi bunék t&€chto nadort jsou HLA E°,
a proto by blokace CD94 mohla vyustit v potentni protinadorovy uc€inek v riznych typech
rakoviny. U nddort exprimuyjici jak HLA E tak PD L1 mtlize kombinované inhibice CD94 a
PD-1/PD-L1 struktur zesilit cytotoxicitu NK bunék a ochranit funkci T lymfocytt.
V kombinované 1é¢be¢ taktéz doslo k zvySené proliferaci a indukci pamétovych T lymfocyti.
U HLA-E nédort s antigeny spojenymi s tumory muize vést blokada CD94 ke zvySené
terapeutické ucinnosti ostatnich mAb (napiiklad anti-receptor epidermdlniho rtstového
faktoru mAb), které upfednostiiuji aktivaci NK bunck pies ADCC zprostfedkovanou
CD16.[85][86]
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ZAVER

NK buiiky jsou nepostradatelné v moderni 1é¢bé nddorti. Jejich schopnost rychlé
rychle reagovat na nadorové bunky bez predchozi stimulace, proliferace ¢i diferenciace. To
z nich d¢la primarni kandidaty pro vyzkum a postupné zatazeni do protinadorovych terapii.
NK buiiky jsou schopny interakce s ostatnimi soucastmi imunitniho systému, kde mohou
regulovat T a B lymfocyty a taktéz interaguji s bunkami jako jsou monocyty, dendritické
buriky a makrofagy. NK buiiky maji Sirokou Skéalu aktiva¢nich a inhibi¢nich receptorti pro
rozpoznani zhoubnych bunck od bunék télu vlastnich, jakoz i specidlni checkpoint receptory.
Taktéz je mozné genetickym inzenyrstvim vytvofit i€¢inné chimérické antigenni receptory pro
dosazeni vylepSenych protinddorovych schopnosti. Tyto receptory jsou stale aktivné
studovany rliznymi technikami, od pratokové cytometrie po specifické pokrocilé materialy a
zafizeni, jako je lipidova dvojvrstva se zabudovanymi ligandy, nanodoty, ligandovy
mikrovzor, fyzické zadrzovani NK bunék, 3D nanomateridly ¢i zafizeni pro studii mechanické
aktivity. NK buiiky je mozn¢é izolovat z rliznych bunéénych zdrojti véetné¢ dostupné periferni
krve a pupecnikové krve, €1 embryonalnich kmenovych bunék a pluoripotentnich kmenovych
bunék pomoci nékolika technik, jako je zafizeni CliniMACS® ¢i imunomagnetickou separaci
a nasledn¢ fluorescenéné¢ analyzovany. Nadorové buiky se brani NK bunéénému rozpoznani
(kde NK buiky vyuzivaji ,,missing-self* rozpozndvani nebo rozpoznavani bunéénym stresem
pro rozpoznani specifickych nddorovych antigend nebo antigenti asociovanych s nadory)
riznymi mechanismy, jako je imunoeditace, ztradta povrchovych molekul nebo oslabeni az
kompletni utlumeni aktivovanych NK bunck. I pfesto jsou NK buiky uspésné vyuzivany
v nadorovych terapiich, jako je adoptivni terapie pomoci upravenych cytokint a BiKE/TriKE
protilatek, terapie haploidentickou transplantaci krvetvornych bunck pro 1é€bu nékterych
druhti leukémie (kde jsou NK buiky uplatiovany diky jejich schopnosti nevyvolavat zivot
nebezpe¢nou GvHD reakci), €i terapie pomoci monoklondlnich protilatek inhibujicich
checkpoint receptory NK bunck jako je PD-1/PD-L1. NK burtiky a jejich mechanismy i piesto
nejsou stale dokonale prozkoumany a jejich vyuziti v 1é€bé rakovinnych nadorti bude

s nejvetsi pravdépodobnosti stoupat 1 do budoucnosti.
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