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1. ÚVOD
Mnohoãetn˘ myelom (MM) je nádorové onemocnûní, které je
charakterizováno zhoubnou klonální proliferací plazmatick˘ch
bunûk. Incidence tohoto onemocnûní ãiní pfiibliÏnû 4 nemoc-
ní na 100 000 obyvatel. Zaujímá 10% z hematologick˘ch
malignit a 1 % ze v‰ech nádorov˘ch onemocnûní. Neefektiv-
nost standardní chemoterapie pfii léãbû onemocnûní vedla
k zavedení vysokodávkované chemoterapie (1, 2). Tato léãeb-
ná strategie dosahuje vysokého procenta léãebn˘ch odpovûdí
(80-90 %) s maximálním podílem kompletních remisí v roz-
mezí 30-40 %. Parametry dlouhodobého pfieÏití jsou lep‰í neÏ
pfii pouÏití standardní léãby: medián 3 roky pro dobu do relap-
su onemocnûní a medián 4-5 let pro celkové dlouhodobé pfie-
Ïití (2, 3). V˘sledky randomizované studie potvrdily pfiínos
vysokodávkované léãby oproti standardní chemoterapii pro
nemocné s MM (4). PfiestoÏe je zafiazení autologní transplan-
tace do léãebné strategie pacientÛ s MM v˘razn˘m pfiínosem,
relaps onemocnûní je zpravidla neodvratn˘. I pfies dosaÏení
kompletní remise zÛstává v organismu pacienta zbytková
nádorová populace. 
MM je povaÏován za nevyléãitelné onemocnûní (5, 6), a proto
jsou hledány nové cesty, jak zlep‰it prognózu pacientÛ s MM.
Jednu z nich pfiedstavuje protinádorová imunoterapie, která
zaznamenala znaãn˘ úspûch u melanomu a renálního karcino-
mu, které jsou povaÏovány za více imunogenní. V posledním
desetiletí byly podány experimentální dÛkazy o moÏnostech

navození imunitní reaktivity i vÛãi ménû imunogenním nádo-
rÛm vãetnû MM (7, 8, 9). Imunitní systém mÛÏe b˘t aktivován
specifick˘mi nádorov˘mi antigeny. V pfiípadû MM se nabízí
vyuÏití monoklonálního imunoglobulinu, kter˘ je produkován
nádorov˘m klonem plazmatick˘ch bunûk. Tento tzv. idioty-
pick˘ protein (Id-protein) mÛÏe b˘t izolován z plazmy pacien-
tÛ s MM a pouÏit jako specifick˘ nádorov˘ antigen ke stimu-
laci cytotoxick˘ch T lymfocytÛ (CTL) schopn˘ch lyzovat
autologní myelomové buÀky in vitro (10, 11). Aktivace T lym-
focytÛ byla prokázána jak in vitro, tak in vivo. Id-protein je v‰ak
málo imunogenní, a proto vakcíny pfiipravené z Id-proteinu
dosáhly jen velmi limitovan˘ch úspûchÛ (12, 13, 14).
Dal‰ími pfiíãinami neuspokojiv˘ch v˘sledkÛ imunoterapie
u MM jsou mnohoãetné defekty imunitního systému pacientÛ
s MM, které zahrnují defekty dendritick˘ch bunûk (DB) a jejich
schopnosti aktivovat T lymfocyty (15, 16), malou imunogen-
nost myelomov˘ch bunûk (17), defekty imunitního systému
pacientÛ s MM (18) a funkãní zmûny T lymfocytÛ, NK bunûk
a B lymfocytÛ (17).
Ve druhé polovinû 90. let bylo s v˘hodou vyuÏito DB naloÏe-
n˘ch nádorov˘mi antigeny, které mají schopnost aktivace pro-
tinádorovû specifick˘ch CTL (19, 20). V souãasné dobû jsou
tímto zpÛsobem testovány rÛzné druhy potenciálních nádoro-
v˘ch antigenÛ. Bylo prokázáno, Ïe myelomové buÀky, u nichÏ
byla navozena apoptóza ozáfiením a byly vyuÏity jako nádo-
rové antigeny a naloÏeny do DB, indukují odpovûì myelom-
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specifick˘ch CTL in vitro (21). Po opakované stimulaci T lym-
focytÛ apoptick˘mi tûlísky nádorov˘ch bunûk naloÏen˘ch do
DB dochází k jejich aktivaci, kterou lze standardnû mûfiit pomo-
cí produkce interferonu gama (IFN-γ) (23, 24, 25). Cílem této
studie byla identifikace specifick˘ch protinádorov˘ch T lym-
focytÛ, které lze separovat a expandovat in vitro.

2. MATERIÁL A METODY
2.1.Bunûãné kultury a pfiíprava antigenu
Mononukleární buÀky (MN) byly izolovány z nesráÏlivé

periferní krve zdrav˘ch dárcÛ z transfuzní stanice ve FN Brno
po podepsání informovaného souhlasu metodou gradientové
centrifugace (Histopaque 1077, Sigma-Aldrich, Praha, âes-
ká republika) a kultivovány v kompletním médiu (KM) obsa-
hujícím X-VIVO 15 (50mg/l gentamycin, 2mM L-glutamin,
25mg/ml hepes pufr: BioWhittaker, Walkersville, MD, USA)
s tepelnû inaktivovan˘m 10% lidsk˘m AB-sérem (Sigma-
Aldrich, Praha, âeská republika) pfii 37 °C v atmosféfie 5%
CO2 a 4,5% O2. Bunûãnost kultury byla nastavena na 1,0x106

bunûk/ml KM. Jako zdroj nádorov˘ch bunûk byla vyuÏita
myelomová bunûãná linie ARH 77 (dar, kter˘ byl laskavû
poskytnut profesorem B. Barlogiem, University of Arkan-
sas, USA, 1995). Nádorov˘ antigen byl pfiipraven ozáfiením
myelomov˘ch bunûk dávkou 60Gy.1.den byl pfiidán antigen
- myelomové buÀky (MB) linie ARH 77 ozáfiené dávkou 60
Gy v pomûru MN:MB = 20:1, 8.den byly opût pfiidány MB
v pomûru MN:MB = 2:1.

2.2. Znaãení pomocí IFN-γ a magnetická separace
Aktivované T lymfocyty produkující IFN-γ byly 9. den zhod-
noceny pomocí Secretion Assay Cell Enrichment And Detec-
tion Kit (MACS Reagens, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Nûmecko) podle pokynÛ v˘robce (23).
Magnetická separace byla provádûna t˘Ï den na kolonû umís-
tûné v magnetickém poli pfiístroje Vario MACS (MACS Rea-
gents, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Nûmecko). Pozi-
tivní frakce byla získána dvojitou separací pro zv˘‰ení ãistoty. 

2.3. PrÛtoková cytometrie:
T lymfocyty (1x106) z pozitivní a negativní frakce po MACS-
separaci byly inkubovány 15 minut s monoklonálními proti-
látkami anti-CD4 znaãen˘mi fluoroisothiokyanátem (FITC),
anti-CD8 FITC, anti-CD3 phycoerythrin-cyaninem (PE-Cy)
(Immunotech, Marseille, Francie) a s anti-IFN-γ phycoeryth-
rinem (PE) (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Nûmecko).
T lymfocyty byly analyzovány na prÛtokovém cytometru Cyto-
micsTM FC 500 (Beckman Coulter, Miami, Florida, USA). 

2.4. Expanze T lymfocytÛ in vitro
IFN-γ pozitivní T lymfocyty byly expandovány in vitro v KM
obohaceném o interleukin 2 (IL-2) v mnoÏství 500 IU/ml KM
(Proleukin, Chiron, Amsterdam, Holandsko). 1. den expanze
byl pfiidán phytohemaglutinin (PHA) (Sigma-Aldrich, Praha,
âeská republika) v mnoÏství 5µg/ml KM. Po celou dobu
expanze byla udrÏována bunûãnost kultury 1-3 x 106 T lym-
focytÛ/ml KM. KM vãetnû IL-2 bylo vymûÀováno 2x t˘dnû
a 1x t˘dnû byly souãasnû pfiidávány alogenní MN periferní
krve ozáfiené dávkou 30Gy.

3. V¯SLEDKY A DISKUSE
Bylo provedeno celkem 8 experimentÛ zahrnujících stimula-
ci, restimulaci, separaci a expanzi myelom-specifick˘ch T lym-
focytÛ. MN izolované z periferní krve zdrav˘ch dárcÛ obsa-
hující antigen-prezentující buÀky a T lymfocyty byly v den 1
stimulovány ozáfien˘mi MB v pomûru 20:1 (T lymfocyt:MB).
V den 7 byla provedena restimulace ozáfien˘mi MB v pomû-
ru 2:1 (T lymfocyt:MB). Pfii tûchto pomûrech byla produkce
IFN-γ maximální, jak jsme zjistili v pfiedchozích experimen-
tech (25). 24 hod po restimulaci byla provedena identifikace
protinádorov˘ch myelom-specifick˘ch T lymfocytÛ na prÛto-

kovém cytometru. Aktivované IFN-γ+ T lymfocyty byly mûfie-
ny ve vstupní frakci pfied magnetickou separací. Procentuální
zastoupení aktivovan˘ch T lymfocytÛ (CD4+ a CD8+) ve
vstupní frakci bylo 1,97–4,58 % (medián 2,83%) pro CD4+

a 1,14–3,40 % (medián 2,63%) pro CD8+ viz Tab. 1. Resti-
mulované aktivované myelom-specifické T lymfocyty byly
magneticky separovány na pfiístroji Vario MACS. Separace
IFN-γ+ frakce byla provedena dvakrát pro zv˘‰ení ãistoty.
Do‰lo k obohacení aktivovan˘ch T lymfocytÛ v pozitivní
frakci na 15,14–82,98 % (medián 48,59 %) pro CD4+

a 3,90–88,75 % (medián 73,17 %) pro CD8+ oproti frakci nega-
tivní: 1,34–2,77 % (medián 1,90 %) pro CD4+ a 0,34–2,12 %
(medián 1,59 %) pro CD8+ viz Tab. 1 a Obr. 1. 
Separované myelom-specifické T lymfocyty byly u 5 poku-
sÛ expandovány in vitro. Expanze byla provádûna pomocí
PHA, IL-2 a alogenních ozáfien˘ch MN periferní krve zdra-
v˘ch dárcÛ, viz metodická ãást. Obr. 2 ukazuje expanzi pro-
tinádorov˘ch T lymfocytÛ in vitro v ãase. BuÀky byly poãí-
tány kaÏd˘ t˘den a jejich mnoÏství zaznamenáváno po dobu
4 t˘dnÛ. Bûhem 4 t˘dnÛ do‰lo k expanzi z poãáteãních hod-
not 0,5–0,6 x106 T lymfocytÛ na hodnoty 150–420x106 (me-
dián 160x106) T lymfocytÛ. 
Namûfiené v˘sledky jsou v souladu s publikovan˘mi prace-
mi (23, 24), které rovnûÏ ukázaly moÏnost identifikace
a následné expanze protinádorov˘ch T lymfocytÛ. Úspû‰ná
adoptivní T-bunûãná imunoterapie byla demonstrována
u nûkter˘ch nádorov˘ch onemocnûní, zejména u melanomu.
V tomto sdûlení ukazujeme, Ïe i u MM, kter˘ je povaÏován
za málo imunogenní, lze identifikovat populaci potenciálnû
myelom-specifick˘ch T lymfocytÛ a expandovat je do kli-
nicky aplikovatelného mnoÏství.
Existují i dal‰í metody identifikace antigen-specifick˘ch
T lymfocytÛ, napfiíklad vyuÏití komplexu tetramer nebo pfií-
prava lymfocytárních linií ãi klonÛ (24). Nicménû tyto meto-
dy jsou limitovány. V pfiípadû komplexÛ tetramer je v˘znam-
n˘m omezením vazba na urãit˘ hlavní histokompatibilitní
antigen (MHC) I.tfiídy a nutná znalost nádorového antige-
nu/peptidu. Tetrametry neumoÏÀují izolaci CD4+ T lymfocy-
tÛ, které zfiejmû sehrávají v˘znamnou roli pfii eliminaci nádo-
rov˘ch bunûk. V pfiípadû protinádorov˘ch linií ãi klonÛ
T lymfocytÛ je zpravidla hlavním omezením limitovan˘ reper-
toár antigenních struktur, které jsou tûmito buÀkami rozpo-
znávány a eliminovány (24). 
Na rozdíl od v˘‰e uveden˘ch postupÛ má identifikace protiná-
dorov˘ch T lymfocytÛ na základû produkce IFN-γ v˘hody, kte-

Tab. 1: Identifikace a separace myelom-specifick˘ch T lymfocytÛ.
Procentuální hodnoty aktivovan˘ch IFN-γ+CD4+ a IFN-γ+CD8+ myelom-
specifick˘ch T lymfocytÛ ve vstupní, pozitivní a negativní frakci po mag-
netické separaci (MACS). Mûfieno na prÛtokovém cytometru 24 hod po
restimulaci. Uveden medián, minimální, maximální hodnota (%) a statis-
tická v˘znamnost obohacení  IFN-γ+CD4+ (p1) a IFN-γ+CD8+ (p2) T lym-
focytÛ v pozitivní frakci oproti frakci vstupní. Data byla vyhodnocena
pomocí Wilcoxonova testu.
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ré spoãívají pfiedev‰ím v moÏ-
nosti izolace jak CD4 tak CD8
T lymfocytÛ bez nutné znalosti
tumor-asociovan˘ch antigenÛ
a bez omezení v MHC (24, 25).
Tento pfiístup rovnûÏ umoÏÀuje
studovat individuální tumor-aso-
ciované antigeny v podobû pro-
teinÛ ãi peptidÛ a mÛÏe napomo-
ci nalezení optimální stimulace
protinádorov˘ch T lymfocytÛ
pro daného jedince.
Na modelu in vitro se nám poda-
fiilo identifikovat a separovat
potenciálnû myelom-specifické
T lymfocyty a expandovat je na
hodnoty pouÏitelné klinicky.
Dal‰ím pfiedmûtem zkoumání
bude mûfiení specifické cytoto-
xicity vÛãi nádorové populaci
myelomov˘ch bunûk.

Obrázek 1: Identifikace a separace myelom-specifick˘ch T lymfocytÛ na prÛtokovém cytometru.
Mûfiení aktivovan˘ch T lymfocytÛ pomocí produkce IFN-γ u CD4+ a CD8+ T lymfocytÛ 24 hod po restimulaci. T lymfocyty byly separovány v mag-
netickém poli na pfiístroji Vario MACS. âervenou barvou je znázornûno procento aktivovan˘ch CD4+, resp. CD8+ T lymfocytÛ ve vstupní frakci pfied
separací a obohacení v pozitivní frakci po separaci.

Obrázek 2: Expanze protinádorov˘ch T lymfocytÛ in vitro v ãase.
Graficky jsou zde znázornûny v˘sledky jednotliv˘ch experimentÛ (odli‰eny rÛzn˘m ‰rafováním). Poãty bunûk
(v milionech) byly zaznamenávány kaÏd˘ t˘den po dobu 4 t˘dnÛ.

CD4

CD8
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4. ZÁVùR
V této studii jsme prokázali, Ïe myelomové buÀky indukují
odpovûì myelom-specifick˘ch T lymfocytÛ in vitro. Po opa-
kované stimulaci T lymfocytÛ apoptotick˘mi tûlísky nádo-
rov˘ch bunûk dochází k jejich aktivaci, kterou lze standard-

nû mûfiit pomocí produkce IFN-γ. Takto získané T lymfocy-
ty lze dále expandovat in vitro na hodnoty pouÏitelné v kli-
nické praxi. 

Tato práce byla ãásteãnû podpofiena grantem IGA MZ 7475-3.
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