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Souhrn: Vychodiska: Mnohocetny myelom je nadorové onemocnéni, které je charakterizovano zhoubnou klonalni prolifera-
ci plazmatickych bunék. Incidence jsou 4 nemocni na 100 000 obyvatel. Median dlouhodobého preZiti je 4-5 let. Vedle stan-
dardni 1é¢by vysokoddvkovanou chemoterapii se rovnéz zacina uplatiiovat imunoterapie. Typ studie a soubor: V in vitro stu-
dii byla na souboru zdravych darcti testovdna moZnost aktivace, separace a expanze myelom-specifickych T lymfocyti. Metody
a vysledky: Myelomové buiiky linie ARH 77 byly po ozéfeni pfidany k alogennim mononukledrnim buiikdm periferni krve,
které obsahuji antigen-prezentujici butiky a T lymfocyty. Postupné doslo k aktivaci myelom-specifickych T lymfocytt cha-
rakterizované produkci interferonu gama, které byly separovany pomoci imunomagnetickych kulic¢ek a expandovany in vitro
a7 do hodnot 400x10° T lymfocytii béhem 4 tydnti. Zdvéry: Tato price ukazuje moznost identifikace a separace protinadoro-
vych T-lymfocyti, které je moZno expandovat in vitro na mnoZstvi vyuZitelné v klinické praxi.
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Summary: Backgrounds: Multiple myeloma is a hematological disease caused by clonal proliferation of a malignant plasma
cell clone. Its incidence is 4 in 100 000. Median survival is 4-5 years. Besides standard therapy including high-dose
chemotherapy new approaches such as immunotherapy are taking place. Design and subjects: Identification of myeloma-
specific T cells from healthy blood donors has been tested in an in vitro study based on T cell activation, separation and
expansion. Methods and results: Myeloma cell line ARH 77 has been irradiated and used as apoptotic bodies to stimulate
allogeneic mononuclear cells from peripheral blood. Activated myeloma-specific T cells produce interferon gamma, can be
captured by immunomagnetic beads and further expanded in vitro up to 400x10° T cells within 4 weeks. Conclusion: This
study demonstrates feasibility of identification and separation of tumor-specific T cells that can be expanded in vitro to numbers

used in clinical application.
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1.UVOD

Mnohocetny myelom (MM) je nddorové onemocnént, které je
charakterizovano zhoubnou klonalni proliferaci plazmatickych
bunék. Incidence tohoto onemocnéni ¢ini pfibliZzn€ 4 nemoc-
ni na 100 000 obyvatel. Zaujima 10% z hematologickych
malignit a 1 % ze vSech nddorovych onemocnéni. Neefektiv-
nost standardni chemoterapie pifi 1écbé onemocnéni vedla
k zavedeni vysokoddvkované chemoterapie (1, 2). Tato l1éceb-
nd strategie dosahuje vysokého procenta lé¢ebnych odpovédi
(80-90 %) s maximalnim podilem kompletnich remisi v roz-
mezi 30-40 %. Parametry dlouhodobého pieZiti jsou lepsi nez
pfi pouZiti standardni 1é€by: medidn 3 roky pro dobu do relap-
su onemocnéni a median 4-5 let pro celkové dlouhodobé pte-
Ziti (2, 3). Vysledky randomizované studie potvrdily pfinos
vysokoddvkované 1écby oproti standardni chemoterapii pro
nemocné s MM (4). PfestoZe je zafazeni autologni transplan-
tace do 1écebné strategie pacientd s MM vyraznym pifinosem,
relaps onemocnéni je zpravidla neodvratny. I pies dosaZeni
kompletni remise zlstdvd v organismu pacienta zbytkova
nadorova populace.

MM je povaZovén za nevylécitelné onemocnéni (5, 6), a proto
jsou hledany nové cesty, jak zlepSit prognézu pacientti s MM.
Jednu z nich pfedstavuje protinidorova imunoterapie, ktera
zaznamenala zna¢ny Uspéch u melanomu a rendlniho karcino-
mu, které jsou povazovany za vice imunogenni. V poslednim
desetileti byly podany experimentdlni diikazy o moZnostech

navozeni imunitni reaktivity i vii¢i mén€ imunogennim nido-
ram vcetné MM (7, 8, 9). Imunitni systém mutZe byt aktivovan
specifickymi nddorovymi antigeny. V pfipadé MM se nabizi
vyuZiti monoklonélniho imunoglobulinu, ktery je produkovan
nadorovym klonem plazmatickych bunék. Tento tzv. idioty-
picky protein (Id-protein) miiZe byt izolovén z plazmy pacien-
ti s MM a pouzit jako specificky nddorovy antigen ke stimu-
laci cytotoxickych T lymfocytt (CTL) schopnych lyzovat
autologni myelomové butiky in vitro (10, 11). Aktivace T lym-
focyti byla prokdzana jak in vitro, tak in vivo. Id-protein je vSak
madlo imunogenni, a proto vakciny pfipravené z Id-proteinu
doséhly jen velmi limitovanych aspécht (12, 13, 14).
Dalsimi pfi¢inami neuspokojivych vysledkil imunoterapie
u MM jsou mnohocetné defekty imunitniho systému pacientil
s MM, které zahrnuji defekty dendritickych bunék (DB) ajejich
schopnosti aktivovat T lymfocyty (15, 16), malou imunogen-
nost myelomovych bunék (17), defekty imunitniho systému
pacientil s MM (18) a funkéni zmény T lymfocytd, NK bunék
a B lymfocytt (17).

Ve druhé poloving 90. let bylo s vyhodou vyuZito DB naloZe-
nych niddorovymi antigeny, které maji schopnost aktivace pro-
tinddorové specifickych CTL (19, 20). V soucasné dob€ jsou
timto zpiisobem testovany rtizné druhy potencilnich nidoro-
vych antigenti. Bylo prok4zéano, Ze myelomové buiiky, u nichz
byla navozena apoptdza ozafenim a byly vyuZity jako nado-
rové antigeny a naloZeny do DB, indukuji odpovéd myelom-
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specifickych CTL in vitro (21). Po opakované stimulaci T lym-
focyti apoptickymi télisky nadorovych bunék naloZenych do
DB dochézi k jejich aktivaci, kterou 1ze standardn€ méfit pomo-
ci produkce interferonu gama (IFN-y) (23, 24, 25). Cilem této
studie byla identifikace specifickych protinddorovych T lym-
focyth, které 1ze separovat a expandovat in vitro.

2. MATERIAL A METODY
2.1.Bunécné kultury a priprava antigenu

Mononukledrni buiiky (MN) byly izolovany z nesrdzlivé
periferni krve zdravych darct z transfuzni stanice ve FN Brno
po podepséni informovaného souhlasu metodou gradientové
centrifugace (Histopaque 1077, Sigma-Aldrich, Praha, Ces-
karepublika) a kultivovany v kompletnim médiu (KM) obsa-
hujicim X-VIVO 15 (50mg/l gentamycin, 2mM L-glutamin,
25mg/ml hepes pufr: BioWhittaker, Walkersville, MD, USA)
s tepelné inaktivovanym 10% lidskym AB-sérem (Sigma-
Aldrich, Praha, Ceska republika) pti 37 °C v atmosféte 5%
CO,a4,5% O,. Bunécnost kultury byla nastavenana 1,0x1 00
bunék/ml KM. Jako zdroj nddorovych bunék byla vyuZita
myelomova bunécna linie ARH 77 (dar, ktery byl laskavé
poskytnut profesorem B. Barlogiem, University of Arkan-
sas, USA, 1995). Nadorovy antigen byl pfipraven ozéfenim
myelomovych bunék ddvkou 60Gy.1.den byl pfiddn antigen
- myelomové buitky (MB) linie ARH 77 ozafené ddvkou 60
Gy v poméru MN:MB = 20:1, 8.den byly opét pfidiny MB
v poméru MN:MB = 2:1.

2.2. Znaceni pomoci IFN-ya magnetickd separace
Aktivované T lymfocyty produkujici IFN-ybyly 9. den zhod-
noceny pomoci Secretion Assay Cell Enrichment And Detec-
tion Kit (MACS Reagens, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Némecko) podle pokyntl vyrobce (23).

Magneticka separace byla provadéna tyZ den na kolon€ umis-
téné v magnetickém poli pristroje Vario MACS (MACS Rea-
gents, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Némecko). Pozi-
tivni frakce byla ziskdna dvojitou separaci pro zvyseni Cistoty.

2.3. Pritokovd cytometrie:

T lymfocyty (1x10°) z pozitivni a negativni frakce po MACS-
separaci byly inkubovany 15 minut s monoklondlnimi proti-
latkami anti-CD4 znacenymi fluoroisothiokyanatem (FITC),
anti-CD8 FITC, anti-CD3 phycoerythrin-cyaninem (PE-Cy)
(Immunotech, Marseille, Francie) a s anti-IFN-y phycoeryth-
rinem (PE) (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Némecko).
T lymfocyty byly analyzovany na pritokovém cytometru Cyto-
mics™ FC 500 (Beckman Coulter, Miami, Florida, USA).

2.4. Expanze T lymfocytii in vitro

IFN-ypozitivni T lymfocyty byly expandovany in vitro v KM
obohaceném o interleukin 2 (IL-2) v mnoZstvi 500 IU/ml KM
(Proleukin, Chiron, Amsterdam, Holandsko). 1. den expanze
byl pfidan phytohemaglutinin (PHA) (Sigma-Aldrich, Praha,
Ceska republika) v mnoZzstvi 5ug/ml KM. Po celou dobu
expanze byla udrzovina bunéénost kultury 1-3 x 10° T lym-
focyti/ml KM. KM vcetné IL-2 bylo vyménovano 2x tydné
a 1x tydné byly soucasné pridavany alogenni MN periferni
krve ozéafené davkou 30Gy.

3. VYSLEDKY A DISKUSE

Bylo provedeno celkem 8 experimentll zahrnujicich stimula-
ci, restimulaci, separaci a expanzi myelom-specifickych T lym-
focytli. MN izolované z periferni krve zdravych darct obsa-
hujici antigen-prezentujici butiky a T lymfocyty byly v den 1
stimulovany ozafenymi MB v poméru 20:1 (T lymfocyt:MB).
V den 7 byla provedena restimulace ozafenymi MB v pomé-
ru 2:1 (T lymfocyt:MB). Pfi téchto pomérech byla produkce
IFN-y maximadlni, jak jsme zjistili v pfedchozich experimen-
tech (25). 24 hod po restimulaci byla provedena identifikace
protinddorovych myelom-specifickych T lymfocyti na priito-
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Tab. 1: Identifikace a separace myelom-specifickych T lymfocytu.
Procentudlni hodnoty aktivovanych IFN-y*CD4+ a IFN-y*CD8* myelom-
specifickych T lymfocytil ve vstupni, pozitivni a negativni frakci po mag-
netické separaci (MACS). Méfeno na priitokovém cytometru 24 hod po
restimulaci. Uveden median, minimalni, maximalni hodnota (%) a statis-
tickd vyznamnost obohaceni IFN-y*CD4" (p;) aIFN-y"CD8* (p,) T lym-
focytl v pozitivni frakci oproti frakei vstupni. Data byla vyhodnocena
pomoci Wilcoxonova testu.

Cislo Vstupni frakce Pozitivni frakce Negativni frakce
experimentu [%] 1%] [%6]

CD4'IFNy * [ CD8'IFNy * | CD4'IFNy * | CDS'IFNy * | CD4"IFNy * [ CDS'IFNy *
1. 4.38 3.26 61,94 51.47 222 1,71
2. 4,58 1.14 1725 64.85 277 093
3. 2,18 1,60 15,14 3,90 1.34 0,34
4. 2.99 1.99 82,98 72,08 2.06 1.46
5. 235 1.16 59.70 74,26 1,73 0.96
6. 3,68 3.40 68.69 84,59 2.50 2,12
7. 1,97 1.83 33,61 88.75 141 1,36
8. 2,67 2,12 37,47 83.99 1.40 1.16
median [%] 2,83 1,91 48,59 73,17 1,90 1,26
minimum |%] 1.97 1.14 15,14 3.90 1,34 0.34
maximum |%] 4.58 3.40 82.98 88.75 2.77 2,12
P pi=0,012 | p>= 0,012

kovém cytometru. Aktivované IFN-y" T lymfocyty byly méfe-
ny ve vstupni frakci pfed magnetickou separaci. Procentudlni
zastoupeni aktivovanych T lymfocyta (CD4% a CD8*) ve
vstupni frakei bylo 1,97-4,58 % (median 2,83%) pro CD4*
a 1,14-3,40 % (median 2,63%) pro CD8" viz Tab. 1. Resti-
mulované aktivované myelom-specifické T lymfocyty byly
magneticky separovany na piistroji Vario MACS. Separace
IFN-y* frakce byla provedena dvakrit pro zvySeni Cistoty.
Doslo k obohaceni aktivovanych T lymfocytd v pozitivni
frakci na 15,14-82,98 % (median 48,59 %) pro CD4*
a3,90-88,75 % (median 73,17 %) pro CD8* oproti frakci nega-
tivni: 1,34-2,77 % (mediin 1,90 %) pro CD4+ a 0,34-2,12 %
(median 1,59 %) pro CD8* viz Tab. 1 a Obr. 1.

Separované myelom-specifické T lymfocyty byly u 5 poku-
stt expandovény in vitro. Expanze byla provddéna pomoci
PHA, IL-2 a alogennich ozafenych MN periferni krve zdra-
vych dérct, viz metodicka Cast. Obr. 2 ukazuje expanzi pro-
tinddorovych T lymfocytl in vitro v ¢ase. Buiiky byly poci-
tany kazdy tyden a jejich mnoZstvi zaznamendvéano po dobu
4 tydni. Béhem 4 tydnt doSlo k expanzi z poc¢ate¢nich hod-
not 0,5-0,6 x10° T lymfocytii na hodnoty 150-420x10° (me-
didn 160x10%) T lymfocyti.

Naméfené vysledky jsou v souladu s publikovanymi prace-
mi (23, 24), které rovnéZ ukdzaly moZznost identifikace
a nasledné expanze protinddorovych T lymfocyti. Uspésna
adoptivni T-bunéfnd imunoterapie byla demonstrovdna
u nékterych nddorovych onemocnéni, zejména u melanomu.
V tomto sdéleni ukazujeme, Ze i u MM, ktery je povaZzovan
za malo imunogenni, I1ze identifikovat populaci potencidlné
myelom-specifickych T lymfocytl a expandovat je do kli-
nicky aplikovatelného mnoZzstvi.

Existuji i dal$i metody identifikace antigen-specifickych
T lymfocytt, naptiklad vyuZiti komplexu tetramer nebo pii-
prava lymfocytarnich linii ¢i klonti (24). Nicméné tyto meto-
dy jsou limitovany. V pfipadé komplexu tetramer je vyznam-
nym omezenim vazba na urcity hlavni histokompatibilitni
antigen (MHC) Ltidy a nutnd znalost nadorového antige-
nu/peptidu. Tetrametry neumoziiuji izolaci CD4* T lymfocy-
td, které zfejmé sehrdvaji vyznamnou roli pfi eliminaci nddo-
rovych bunék. V pfipadé protinddorovych linii ¢i klonl
T lymfocyti je zpravidla hlavnim omezenim limitovany reper-
toar antigennich struktur, které jsou témito burikami rozpo-
znavéany a eliminovany (24).

Narozdil od vy8e uvedenych postupt ma identifikace protina-
dorovych T lymfocytii na zakladé produkce IFN-y vyhody, kte-



Obrazek 1: Identifikace a separace myelom-specifickych T lymfocytii na pritokovém cytometru.

Meéfieni aktivovanych T lymfocytl pomoci produkce IFN-yu CD4* a CD8* T lymfocytl 24 hod po restimulaci. T lymfocyty byly separovany v mag-
netickém poli na piistroji Vario MACS. Cervenou barvou je zndzornéno procento aktivovanych CD4*, resp. CD8* T lymfocytt ve vstupni frakci pred
separaci a obohaceni v pozitivni frakci po separaci.
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Obrazek 2: Expanze protinadorovych T lymfocyti in vitro v ¢ase. ré spolivaji predeviim v moZ-

Graficky jsou zde zndzornény vysledky jednotlivych experimenti (odliSeny riznym Srafovanim). Pocty bunék  qeti izolace jak CD4 tak CD8
(v milionech) byly zaznamenévany kaZzdy tyden po dobu 4 tydnd. T lymfocyti bez nutné znalosti

tumor-asociovanych antigent
420 a bez omezeni v MHC (24, 25).
Tento pfistup rovnéZ umoZiiuje
studovat individudlni tumor-aso-
ciované antigeny v podobé pro-
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4.ZAVER

V této studii jsme prokézali, Ze myelomové buiiky indukuji
odpovéd myelom-specifickych T lymfocytl in vitro. Po opa-
kované stimulaci T lymfocyt apoptotickymi télisky niado-
rovych bunék dochézi k jejich aktivaci, kterou lze standard-

né méfit pomoci produkce IFN-y. Takto ziskané T lymfocy-
ty lze dale expandovat in vitro na hodnoty pouZitelné v kli-
nické praxi.

Tato prdce byla cdstecné podporena grantem IGA MZ 7475-3.
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