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Souhrn
V˘chodiska: Mnohoãetn˘ myelom (MM) je hematoonkologické onemocnûní zpÛsobené maligní transformací
B-lymfocytÛ, jejich klonální proliferací a akumulací terminálních v˘vojov˘ch stadií - plazmocytÛ (myelomov˘ch
bunûk). Za optimální léãebn˘ postup je v souãasné dobû povaÏována vysokodávkovaná chemoterapie s autolog-
ní transplantací ‰tûpu kostní dfienû, kter˘ mÛÏe navodit kompletní léãebnou odpovûì, prodlouÏit v˘znamnû pfie-
Ïití, av‰ak relapsu onemocnûní nezabrání. Typ studie a soubor: Na základû preklinick˘ch i klinick˘ch pozoro-
vání je zfiejmé, Ïe v˘znamnou úlohu pfii prodlouÏení remise myelomu po autologní transplantaci hrají
myelom-reaktivní T lymfocyty. Proto se jako nadûjné jeví vyuÏití myelom-reaktivních T lymfocytÛ jako ado-
ptivní bunûãné imunoterapie pfii autologní transplantaci ‰tûpu kostní dfienû. Anal˘za TCR repertoáru T lymfocy-
tÛ poskytuje informaci o spektru rozeznávan˘ch antigenÛ.
Metody a v˘sledky: Po naloÏení dendritick˘ch bunûk (DB) apoptick˘mi tûlísky nádorov˘ch bunûk mohou b˘t
identifikovány a expandovány potenciální cytotoxické myelom-specifické T lymfocyty. Z aktivovan˘ch lymfo-
cytÛ byla po izolaci mRNA provedena ukotvující reverzní transkripce modifikovanou verzí SMART metody. Po
klonovaní PCR produktu do plazmidového vektoru a transformaci baktérií byly zji‰Èovány jedineãné sekvence
jednotliv˘ch klonotypÛ. Byla prokázána oligoklonalita TCRB receptoru u myelom-specifick˘ch in vitro expan-
dovan˘ch T lymfocytÛ, v jednom pfiípadû se jednalo o monoklonální populaci nádorovû specifick˘ch T lymfo-
cytÛ. Tato zji‰tûní svûdãí o existenci myelom-specifick˘ch antigenÛ, které stimulují pouze urãité autologní T lym-
focyty. Závûry: Charakterizace T lymfocytárního receptoru (TCR) myelom-specifick˘ch klonÛ pfiedstavuje
novou metodu imunologického sledování úãinnosti protinádorové léãby.
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Summary
Backgrounds: Multiple myeloma (MM) is a hematooncologic disease caused by malignant transformation of B-
lymphocytes, their clonal proliferation and accumulation of terminal stages - plasmocytes (myeloma cells). Recent-
ly, high-dose chemotherapy with autologous hematopoietic transplantation has been considered standard treat-
ment for patients with advanced stages of multiple myeloma. Such treatment delays relapse but it is not curative
and almost all patients ultimately develop recurrent disease. Design and Subjects: Based on preclinical and cli-
nical it is evident that myeloma-reactive T lymphocytes play an important role in extending time of remission
after autologous transplantation. Myeloma-reactive T lymphocytes have been shown to be a promising approach
in adoptive cellular immunotherapy aside autologous transplantation of bone marrow graft. Analysis of their TCR
repertoire gives information on the spectrum of recognized antigens.
Methods and Results: Dendritic cells loaded with apoptotic bodies from myeloma cells have been used to sti-
mulate autologous T lymphocytes. Activated myeloma-specific T cells were identified and expanded. After mRNA
isolation the anchored reverse transcription using a modified version of the SMART method was done. PCR pro-
duct was cloned into plasmid vector, transformed in bacterial cells and individual clonotypes were sequenced.
Oligoclonality of the TCR receptor was demonstrated in myeloma specific in vitro expanded T lymphocytes, in
one case a monoclonal population of tumor specific T cells was found. These findings support the of myeloma
specific antigens stimulating only certain autologous T lymphocytes. Conclusions: Structural characterization of
the TCR receptor of myeloma specific clones represents a promising method for immunologic monitoring of can-
cer treatment.
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Úvod 
Imunitní systém mÛÏe b˘t aktivován specifick˘mi nádoro-
v˘mi antigeny. U MM bylo identifikováno nûkolik antigen-
ních molekul, jako napfiíklad idiotypick˘ protein (Id) (2),
MUC-1 (3), mutantní ras onkogenní protein (4) nebo dal‰í
antigeny spojené s nádorem (5, 6). Byly popsány rÛzné for-
my nádorov˘ch antigenÛ - DNA, RNA, peptidy, proteiny ãi
celé nádorové buÀky. Siln˘ imunogenní potenciál byl popsán
u dendritick˘ch bunûk (DB) naloÏen˘ch apoptick˘mi tûlís-
ky nádorov˘ch bunûk. Takto pfiipravené dendritické buÀky
pfiedstavují slibn˘ pfiístup v imunoterapii hematologick˘ch
onemocnûní (7, 8). Touto metodou mohou b˘t identifiková-
ny a expandovány potenciální cytotoxické myelom-
specifické T lymfocyty (9). Sledování T bunûãného recep-
toru (TCR) poukazuje na jejich roli v imunitní odpovûdi
a umoÏÀuje monitorování jednotliv˘ch klonÛ in vivo. Jed-
notlivé T-bunûãné klony mohou b˘t charakterizovány pomo-
cí rozdílÛ ve variabilní oblasti 3 urãující komplementaritu
(CDR3) beta fietûzce (10, 11). Jedineãnost hypervariabilní
ãásti TCR CDR3 oblasti odpovûdné za rozeznání komplexÛ
peptid-MHC je dána inzercí nebo delecí náhodn˘ch (N) nuk-
leotidÛ ve spojení Vβ-Dβ a Dβ-Jβ segmentÛ . Funkãní ana-
l˘za interakcí mezi TCR a komplexy peptid/MHC podporu-
je pfiedstavu, Ïe sekvence a délka CDR3 oblasti jsou dva
základní ãinitelé v rozpoznání peptidÛ prezentovan˘ch MHC
molekulami (12).
V posledních letech se zájem zamûfiuje na charakterizaci 
TCRVα a TCRβ fietûzcÛ, jak u T lymfocytÛ zdrav˘ch dárcÛ,
tak i za rÛzn˘ch patologick˘ch podmínek zahrnujících auto-
imunitní, nádorové a infekãní onemocnûní nebo pfii sledová-
ní stavu pacienta po allogenních transplantacích (13-17). Ana-
l˘za TCR repertoáru T lymfocytární odpovûdi poskytuje
informaci o spektru rozeznávan˘ch antigenÛ. Ukazuje, zda
lymfocytární odpovûì je vyvolána jen nûkolika imunodomi-
nantními antigeny nebo ‰irokou paletou nádorov˘ch antige-
nÛ. Specifiãnost vazby peptidu je dána variantami ve struk-
tufie TCR molekuly. V pfiípadû imunitní odpovûdi proti
danému nádorovému antigenu zprostfiedkované T lymfocy-
ty s omezenou sadou TCRV genÛ se objevuje moÏnost moni-
torování imunoterapeutického úãinku ãi expanze nádorovû
specifick˘ch T lymfocytÛ. Komplementaritu urãující oblast
3 (CDR3) a fietûzce T lymfocytárního receptoru je jedineãná
a mÛÏe b˘t pouÏita jako marker jednotliv˘ch klonÛ T lymfo-
cytÛ (18- 22). Dal‰í vyuÏití molekulární anal˘zy pfieskupení
TCR genu pfiedstavuje diagnostika patologick˘ch proliferací
T bunûk nebo sledování MRD u lymfoproliferativních one-
mocnûní (23, 24). 

2. Materiál a metody
2.1. Pfiíprava dendritick˘ch bunûk
Mononukleární buÀky periferní krve byly izolovány meto-
dou gradientové centrifugace (Histopaque 1077, Sigma-Ald-
rich, Praha, âeská republika) od pacientÛ s MM po pode-
psání informovaného souhlasu. BuÀky byly kultivovány
v 6ti-jamkov˘ch destiãkách v médiu X-VIVO 10 (BioWhit-
taker, Walkersville, MD, USA) s 10% tepelnû inaktivova-
n˘m lidsk˘m AB sérem (Sigma-Aldrich, Praha, âeská
republika), 80 U/ml DNAsy (Boehringer Mannheim,
Nûmecko) and 2 mM L-glutaminem (Sigma-Aldrich, Praha,
âeská republika) v atmosféfie 5% CO2 and 4.5% O2. Po 2
hodinách byla neadherentní frakce odstranûna a adherentní
podíl bohat˘ na prekurzory DB byl kultivován v médiu X-
VIVO 10 (BioWhittaker, Walkersville, MD, USA) s pfií-
davkem 100 ng/ml IL-4 (Sigma-Aldrich, Praha, âeská
republika), 800 U/ml GM-CSF (Schering Plough, New Yer-
sey, USA) po dobu 6 dnÛ pfii 37 °C. Maturace byla dosaÏe-
na pfiidáním 40 ng/ml TNF-á (Bender Medsystems Dia-
gnostics, VídeÀ, Rakousko) 6. den. Médium bylo mûnûno
2x t˘dnû (25, 26). Neadherentní frakce bohatá na T-lymfo-
cyty byla zamraÏena a uchovávána pfii -80°C. 

2.2. Pfiíprava antigenu a naloÏení DB
Jako antigen byly pouÏity nádorové buÀky izolované od paci-
entÛ s MM. Myelomové buÀky byly získány z kostní dfienû
imunomagnetickou separací pomocí monoklonální protilátky
anti-CD138 s pouÏitím pfiístroje Vario MACS (Miltenyi Bio-
tec). Pro získání apoptotick˘ch tûlísek byly nádorové buÀky
ozáfieny dávkou 60 Gy a ponechány 24 hod v PBS pfii 37°C.
7. den kultivace byly nezralé DB naloÏeny antigenem v pomû-
ru 1:1. 

2.3. Stimulace a izolace aktivovan˘ch T-lymfocytÛ
8. den kultivace DB byly T lymfocyty rozmraÏeny a kulti-
vovány v X-VIVO 15 s 10% lidsk˘m AB-sérem (Sigma-Ald-
rich, Praha, âeská republika), 50 mg/l gentamycinu, 2 mM
L-glutaminu, 25 mM Hepes pufru (BioWhittaker, Walkers-
ville, MD, USA), a 10 IU/ml IL-2 (Proleukin, Chiron, Ams-
terdam, Holandsko) pfii 37 °C. 9. den kultivace byly naloÏe-
né DB smíchány s T-lymfocyty v pomûru 2:1
(T lymfocyt:DB). 7.den po stimulaci byly T lymfocyty res-
timulovány rozmraÏen˘mi naloÏen˘mi DB v pomûru 2:1.
Antigenem aktivované T-lymfocyty produkující IFN- γ byly
izolovány pomocí Secretion Assay Cell Enrichment And
Detection Kit (MACS Reagens, Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach, Nûmecko) (27). Separace IFN-γ+ frakce byla pro-
vedena dvakrát pro zv˘‰ení ãistoty.

2.4. PrÛtoková cytometrie
Aktivované T-lymfocyty byly inkubovány 20 minut s monok-
lonálními protilátkami anti-CD4-FITC, anti-CD8-FITC, anti-
CD3-PC7 (Immunotech, Marseille, France) a anti-IFN-γ-PE
(Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Nûmecko). Po promytí
ledov˘m PBS byly buÀky fixovány v 1% paraformaldehydu
(Sigma- Aldrich, Praha, âeská republika). BuÀky byly analy-
zovány prÛtokovou cytometrií pomocí pfiístroje CytomicsTM

FC 500 (Beckman Coulter, Miami, Florida, USA). Jako nega-
tivní kontrola byly pouÏity nestimulované T lymfocyty.

2.5. Testy cytotoxicity 
Expandované T lymfocyty (efektorové buÀky) byly barveny
1 µM CFSE a inkubovány 7 minut pfii 37°C, poté bylo pfiidá-
no FCS pro zastavení reakce (28). T lymfocyty znaãené CFSE
byly kultivovány s buÀkami myelomové linie ARH77 (terão-
v˘mi buÀkami) ve smí‰ené in vitro kultufie v X-VIVO 15 m-
ediu s tepelnû inaktivovan˘m 10% lidsk˘m AB sérem pfii
37°C v atmosféfie 5% CO2 s IL-2 v mnoÏství 10 IU/ml media,
a to v pomûrech (efektorové:terãové buÀky) 2:1 a 10:1 po dobu
24 hodin. Jako kontrola byly pouÏity IFN-g pozitivní T lym-
focyty bez kultivace s nádorov˘mi buÀkami. Pro odli‰ení pozd-
nû apoptotick˘ch a nekrotick˘ch bunûk byly buÀky inkubo-
vány s 0,005% 7-aminoaktinomycinu D 20 minut nebo 1µg/ml
propidium iodidu s inkubací 5-10 minut pfii 4-8°C.

2.6. Identifikace TCRB CDR3 sekvencí 
Pro stanovení sekvence receptoru T-bunûãn˘ch klonÛ byl pro-
veden jiÏ dfiíve popsan˘ klonotypov˘ esej (29). Ve struãnosti:
aktivované myelom specifické T lymfocyty byly pouÏity pro
extrakci mRNA pomocí kitu Oligotex direct mRNA Mini Kit
(Qiagen, Valencia, CA, USA). Ukotvující reverzní transkripce
a PCR byla provedena podle modifikované verze SMART
metody s vyuÏitím SMARTTM Race cDNA Amplification Kit
(Clontech, Mountain View, CA, USA). Pro zisk PCR produktÛ
CDR3 oblasti od 5’konce do zaãátku TCRBC oblasti byl pou-
Ïit TCRBC 3’ primer konstantní oblasti TCRB a ukotvující
primer tak, aby byla zachycena studovaná oblast TCRB CDR3.
Amplifikovan˘ produkt byl ligován do pGemT Easy vektoru
(Promega, Madison, WI, USA) a pouÏit pro transformaci bak-
terií E. coli. 50 vybran˘ch kolonií bylo amplifikováno pomo-
cí PCR s pfiíslu‰n˘mi primery a pouÏito pro pfiímé sekveno-
vání. Klony byly definovány pfiítomností minimálnû dvou
identick˘ch sekvenci TCRB CDR3.
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3. V˘sledky
Do studie bylo zahrnuto 10 pacientÛ s MM stadia I-III ve vûku
49-67 let (tab. 1). Pacienti byli léãeni 4 cykly standardní léãby
VAD (vinkristin, adriamycin, dexamethason), v indikovan˘ch
pfiípadech byla provedena autologní transplantace kostní dfie-
nû (pacient 1 a 7). Nádorové buÀky byly izolovány imuno-
magnetickou separací z kostní dfienû. Apoptotická tûlíska byla
pfiipravena jejich ozáfiením dávkou 60 Gy. DB byly naloÏeny
apoptotick˘mi tûlísky v pomûru 1:1, pouÏity pro stimulaci
T lymfocytÛ v pomûru 20:1 a po t˘dnu restimulovány v pomû-
ru 2:1. 24 hod po restimulaci byla provedena identifikace pro-
tinádorov˘ch myelom-specifick˘ch T lymfocytÛ na prÛtoko-
vém cytometru. Restimulované aktivované myelom-specifické
T lymfocyty byly magneticky separovány na pfiístroji Vario
MACS pomocí protilátky anti-CD3 a anti-INF-γ. Do‰lo k obo-
hacení aktivovan˘ch T bunûk v pozitivní frakci z 1,3-6,6% (prÛ-
mûr 3,8 %) na 42,0-81,0% (prÛmûr 63,7%) pro CD3+ (tab.1).
Expanze myelom-specifick˘ch T lymfocytÛ pacientÛ probíha-
la v rozmezí 0,9 - 6 mûsícÛ s mediánem 1,5 mûsíce.

Aktivované T lymfocyty získané stimulací T bunûk zdrav˘ch
dárcÛ autologními myelomov˘mi buÀkami byly pouÏity pro tes-
ty cytotoxicity. U deseti pacientÛ byly pouÏity kultivaãní pomû-

ry (T lymfocyt:myelomová buÀka) 2:1 a 10:1, které byly hod-
noceny po 24 hodinách kultivace. Procenta cytotoxick˘ch bunûk
schopn˘ch usmrcovat terãové buÀky pro pomûr (T lymfo-
cyt:myelomová buÀka) 2:1 byla u jednotliv˘ch pacientÛ 10,0 -
44,0% (prÛmûr 22,9%) a pro pomûr 10:1 26,0 - 61,0% (prÛmûr
47,1%). V˘sledky testÛ cytotoxicity jsou shrnuty v Tab. 2. Jako
negativní kontrola byl sledován cytotoxick˘ potenciál IFN-
g pozitivních T lymfocytÛ kultivovan˘ch bez pfiítomnosti nádo-
rov˘ch bunûk. Pro pomûr (T lymfocyt:myelomová buÀka) 2:1
byla zji‰tûna prÛmûrná cytotoxicita 2,0%, pfii pomûru 10:1 po
24 hodinách inkubace 1,6%.
Molekulární identifikace aktivovan˘ch potenciálnû myelom-
specifick˘ch CD4+ a CD8+ klonÛ T lymfocytÛ byla provede-
na pomocí anal˘zy variabilní oblasti beta TCR genu. U 8 z 10
sledovan˘ch pacientÛ s MM byla stanoveny sekvence TCRV,
D a J oblasti (tab. 2). U pacientÛ ãíslo 3 a 8 nebyla amplifikace
dostateãná. Aminokyselinové sekvence byly popsány podle
nomenklatury IMGT (mezinárodní databáze ImMunoGene-
Tics, ). Odpovûdi myelom specifick˘ch klonÛ T lymfocytÛ
byly pfieváÏnû oligoklonální. Pacienti 2 a 6 vykazovali ãtyfii
dominantní klonotypy s rÛznou ãetností exprese, u pacientÛ ã.
1, 9 a 10 byly nalezeny 3 dominantní klonotypy a 2 klonoty-
py u pacientÛ ã. 4 a 5 (tab. 3). Nejãastûji zastoupen˘ klonotyp
byl nalezen u pacienta ã. 5 ve frekvenci 26 záchytÛ z 49 sle-
dovan˘ch klonÛ, druh˘ nejãastûj‰í byl objeven u pacienta ã. 1
s ãetností 21 v˘skytÛ z 55 sledování. U pacienta ã. 9 byl potvr-
zen dominantní klon s nejvût‰í zachycenou ãetností 14 klonÛ
ze 47. Pacient ã. 7 vykazoval monoklonální odpovûì s nej-
ãastûj‰ím klonem ve frekvenci 14 klonÛ ze 46 analyzovan˘ch.
Nejãastûji se vyskytující aminokyselinová sekvence TCRBJ
oblasti byla TCRBJ2-1, která byla nalezena u z 22 sledovan˘ch
dominantních klonotypÛ (tab.4). Podobnû u TCRBV regionu
bylo zji‰tûno, Ïe nejãastûj‰í klonotypy obsahovaly sekvence ze
skupiny V7 s ãetností 8 klonotypÛ z 22 zji‰tûn˘ch. 

4. Diskuze 
Anal˘za TCR repertoáru T lymfocytární odpovûdi vÛãi nádo-
rové tkáni podává informaci o spektru rozeznávan˘ch antige-

Pacienti s mnohoãetn˘m myelomem
Separace CD3+ IFNγ+ TL

Pacient Pohlaví Vûk Stadium pfied mag. po mag. 
ãíslo diagnózy separací separaci

1 M 64 MM/II 1.3 42
2 M 49 MM/II 3.8 66
3 Î 56 MM/I 6.2 81
4 M 67 MM/III 2.8 77
5 Î 60 MM/II 2.2 68
6 Î 52 MM/III 3.5 75
7 Î 55 MM/III 2.1 59
8 M 64 MM/II 5.4 74
9 M 62 MM/III 4.1 42
10 M 57 MM/II 6.6 53

Tabulka ã. 1: Pacienti s MM 

Tabulka zachycuje soubor deseti pacientÛ s MM, jejich pohlaví, vûk a sta-
dium onemocnûní. Poslední dva sloupce uvádûjí hodnoty získané pfied a po
magnetické separaci TL pfiipraven˘ch stimulací DB naloÏen˘ch apopto-
tick˘mi tûlísky pomocí protilátek anti-CD3+ a anti-IFN-γ TL. 

Tabulka ã. 2: Test cytotoxicity a klonalita TCRB receptoru 

Test cytotoxicity a klonalita TCRB receptoru
Cytotoxicita CFSE/PI 24h v %

Pacient ãíslo 2:1 10:1 TCRB klonalita
1 10 25,5 oligoklonální
2 25 59,0 oligoklonální
3 44 60,5 N
4 21 58,5 oligoklonální
5 28 50,0 oligoklonální
6 19 38,5 oligoklonální
7 13 40,0 monoklonální
8 18 43,0 N
9 27 58,0 oligoklonální
10 24 38,0 oligoklonální

negativni kontrola 2 1,6

Specifita aktivovan˘ch TL byla stanovena pomocí prÛtokového cytomet-
ru a CFSE cytotoxick˘m testem. Namûfiené hodnoty po 24 hod kultivaci
TL (efektorové buÀky) s autologními myelomov˘mi buÀkami pacientÛ (ter-
ãové buÀky) udávají procenta usmrcen˘ch nádorov˘ch bunûk aktivova-
n˘mi TL. Mûfieny byly 2 pomûry efektorov˘ch bunûk ku terãov˘m 2:1 a 10:1.
Jako kontrola byly pouÏity IFN-γ pozitivní T lymfocyty bez kultivace s nádo-
rov˘mi buÀkami. Klonalita TCRB udává v˘sledky zji‰tûné anal˘zou sekven-
ce TCR receptoru (N=nezdafiená izolace klonÛ).

Tabulka ã.4: Seznam TCRBV a TCRBJ genÛ lymfocytárního receptoru 

Seznam TCRBV a TCRBJ genÛ lymfocytárního receptoru u myelom-spe-
cifick˘ch TL pacientÛ s MM. Údaje v tabulce jsou  hodnoceny podle nomen-
klatury IMGT.

Znaãení klonu âíslo TRBJ oblasti âíslo skupiny TRBV oblasti
1-1 J2-1 V7
1-2 J2-1 V7
1-3 J1-1 V7
2-1 J1-2 V12
2-2 J2-2 V5
2-3 J2-1 V4
2-4 J2-3 V7
3 nedostateãná amplifikace

4-1 J1-5 V7
4-2 J2-1 V5
5-1 J2-1 V20
5-2 J1-5 V16
6-1 J2-2 V28
6-2 J2-1 V7
6-3 J2-7 V27
6-4 J1-3 V5
7-1 J1-1 V7
8 nedostateãná amplifikace

9-1 J2-2 V5
9-2 J2-3 V10
9-3 J2-7 V5
10-1 J1-2 V9,13
10-2 J2-1 V12
10-3 J2-2 V7
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nÛ. V této studii se podafiilo in vitro identifikovat dominantní
myelom-specifické klony autologních T lymfocytÛ u pacien-
tÛ s MM stadia I-III. Jako zdroj DB a T lymfocytÛ slouÏila peri-
ferní krev pacientÛ s MM, myelomové buÀky byly izolovány
z kostní dfienû pacientÛ. Bylo prokázáno, Ïe dendritické buÀ-
ky naloÏené apoptotick˘mi tûlísky myelomov˘ch bunûk jsou
schopné vyvolat T lymfocytární odpovûì v autologních pod-
mínkách. Po stimulaci T lymfocytÛ dochází k jejich aktivaci
a je moÏné je separovat pomocí produkce IFN-γ v magnetic-
kém poli. Nádorovû specifické T lymfocyty lze expandovat in
vitro a dále je vyuÏít v klinické praxi. Specificita expandova-
n˘ch T bunûk byla sledována cytotoxick˘m testem vÛãi popu-
laci myelomov˘ch bunûk linie ARH77. Pfiíprava protinádorové
vakcíny pro pacienty maligními onemocnûními byla jiÏ dfiíve
popsána u rÛzn˘ch maligních onemocnûní (30, 31). 
Anal˘zou sekvence byla prokázána oligoklonalita TCRB
receptoru u myelom-specifick˘ch in vitro expandovan˘ch
T lymfocytÛ, v jednom pfiípadû se jednalo o monoklonální
populaci nádorovû specifick˘ch T lymfocytÛ. Tato zji‰tûní
svûdãí o existenci myelom-specifick˘ch antigenÛ, které sti-
mulují pouze urãité autologní T lymfocyty. Pozorované v˘sled-
ky byly v souladu s dfiívûj‰ími pozorováními, ve kter˘ch byly
zji‰tûny jak monoklonální, tak i polyklonální odpovûdi na vak-
cinaci nádorov˘mi antigeny. Monoklonální cytotoxická odpo-
vûì byla popsána u pacientÛ s melanomem po ãásteãné rejek-
ci metastáz po podání vakcíny tumor specifického peptidu
MAGE-3 (32). Pfii sledování smí‰ené lymfocytární kultury
s vná‰en˘m peptidem byly pozorovány naopak polyklonální
CTL odpovûdi (33). 
Frekvence jednotliv˘ch TCRBVDJ sekvencí mezi bakteriál-
ními klony jsou pfiímo úmûrné frekvenci tûchto sekvencí
v pÛvodní populaci selekovan˘ch T lymfocytÛ, protoÏe jsou
pouÏity stejné primery pro RT-PCR a sekvenování v‰ech
TCRB mRNA. Podobné ãi dokonce shodné sekvence V,
D a J oblastí naznaãují pfiítomnost nûkolika málo imunodomi-
nantních klonÛ, které mohou b˘t sdíleny i mezi jednotliv˘mi

pacienty. (20, 22). Stejn˘ klon autologních nádorovû speci-
fick˘ch CD8+ TIL se mÛÏe hromadit u jednoho pacienta
v odli‰n˘ch metastázách z dÛvodu migrace a shromaÏìování
cytotoxick˘ch protinádorov˘ch klonÛ tumor infiltrujících lym-
focytÛ v rÛzn˘ch nádorov˘ch lézích (34).
Souvislost mezi frekvencí klonotypÛ a stadiem onemocnûní
jednotliv˘ch pacientÛ nebyla pozorována. I kdyÏ Raitakari ve
své studii uvádí men‰í ãetnost expanzí T-lymfocytÛ u pacien-
tÛ s MM I stadiii, dal‰í autofii naopak zmiÀují pfiítomnost expan-
dovan˘ch klonÛ pfiednostnû u pacientÛ s ménû vyvinut˘mi
nádory (14, 35).
Sekvence receptoru myelom specifick˘ch T lymfocytÛ pro-
kázala ãastûj‰í v˘skyt urãit˘ch aminokyselinov˘ch sekven-
cí V a J oblastí, naopak sekvence D oblasti byla rÛznoro-
dá. Tato skuteãnost byla popsána i jin˘mi skupinami ve
svûtové literatufie, kdy TCR anal˘za CTL klonÛ rozezná-
vajících identické nádorové peptidové antigeny prokázala
ãastûj‰í pouÏití urãit˘ch VB subgenÛ (36, 37), pfiiãemÏ
D subgeny vykazovaly pouze nûkolik nebo Ïádnou
sekvenãní homologii (38). Rozdílnost v pouÏití D genov˘ch
segmentÛ odráÏí odli‰nou specifitu TCR receptoru a zpÛ-
sob rozeznání antigenu, kdy pouze nûkteré rezidua pepti-
du jsou nezbytná pro rozeznání cytotoxick˘mi lymfocyty
(38, 39). Nicménû závûry studií nejsou jednotné. U paci-
entÛ s velkou granulární leukemií (LGL) byly ve vût‰inû
pfiípadÛ poãty TCRBV rodin omezené (40-42), i kdyÏ nûko-
lik studií prokázalo náhodnou expresi specifick˘ch TCRBV
and TCRBJ genÛ (41, 43, 44).
Klonotypy odvozené od jednotliv˘ch pacientÛ mohou b˘t pou-
Ïity pro následné in vivo monitorování nejvíce dominantních
klonÛ. JiÏ dfiíve byly u imunodominantních klonÛ sekvence
CDR3 oblasti pouÏity pro pfiípravu klonotypovû specifick˘ch
primerÛ (20). ProtoÏe kaÏd˘ T lymfocyt obsahuje jeden pro-
duktivnû pfieskupen˘ TCRBVDJ lokus s urãitou sekvencí,
poãet detekovan˘ch kopií genu pfiímo odpovídá poãtu klonÛ
pfiítomn˘ch ve vzorku a mÛÏe slouÏit ke kvantitativnímu sle-

Pacient Oznaãení klonu Frekvence klonu TRBV oblast TRBD oblast TRBJ oblast
1 1-1 21/55 QEDSAVYLCASSL RGEGA EQFFGPGTRLTVL

1-2 3/55 QRDSAMYRCASS TRDRGVD EQFFGPGTRLTVL
1-3 3/55 QGDSAMYLCASS SFL EAFFGQGTRLTVV

2 2-1 15/54 PRDSAVYFCAS RER GYTFGSGTRLTVV
2-2 13/54 LGDSALYLCASSL ASD TGELFFGEGSRLTVL
2-3 7/54 PEDSALYLCASSQ DWASGGN NEQFFGPGTRLTVL
2-4 3/54 RGDSAVYLCASS TGTGG STDTQYFGPGTRLTVL

3 3 nedostateãná amplifikace
4 4-1 13/44 QRDSAMYRCASS QA NQPQHFGDGTRLSIL

4-2 3/44 LGDSALYLCASSL GGRG SYNEQFFGPGTRLTVL
5 5-1 26/49 PEDSSFYICSAR GTSGGYS SYNEQFFGPGTRLTVL

5-2 4/49 LEDSAVYFCAS RQA NQPQHFGDGTRLSIL
6 6-1 7/54 TNQTSMYLCAS WGQGA TGELFFGEGSRLTVL

6-2 4/54 RGDSAVYLCASS TGTSG SYNEQFFGPGTRLTVL
6-3 3/54 PNQTSLYFCASS DRGF SYEQYFGPGTRLTVT
6-4 3/54 LGDSALYLCASSL GRL SGNTIYFGEGSWLTVV

7 7-1 14/46 QGDSAMYLCASS RG EAFFGQGTRLTVV
8 8 nedostateãná amplifikace
9 9-1 14/47 LGDSALYLCASS ADPFGGTY TGELFFGEGSRLTVL

9-2 13/47 SSQTSVYFCAIS ASGL STDTQYFGPGTRLTVL
9-3 9/47 LGDSALYLCASS GGDRG YEQYFGPGTRLTVT

10 10-1 8/51 GDSALYFCASS GR NYGYTFGSGTRLTVV
10-2 6/51 PRDSAVYFCASSL ALAG NEQFFGPGTRLTVL
10-3 3/51 RGDSAVYLCASSL RSITNA GELFFGEGSRLTVL

Tabulka ã.3: Aminokyselinové sekvence a frekvence TCRBVDJ oblastí

Aminokyselinové sekvence a frekvence TCRBVDJ oblastí nejãastûji zastoupen˘ch klonÛ u jednotliv˘ch pacientÛ s MM. Po extrakci mRNA a reverzní
transkripci byla cDNA amplifikovaná polymerázovou fietûzovou reakcí s primery  korespondujícími s ukotvujícím 5’ primerem a sekvencí konstantní
oblasti T lymfocytárního receptoru beta. Následnû byla provedena ligace produktu PCR do plasmidu a transformace bakterií. Dvacet bakteriálních
kolonii bylo pouÏito pro pfiímé sekvenování TCRBVDJ regionu.
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dování prÛbûhu onemocnûní a k monitorování individuálních
nádorovû-specifick˘ch T lymfocytÛ v klinick˘ch studiích
vyuÏívajících adoptivní bunûãné imunoterapie (18, 19). Postup
identifikace a charakterizace myelom-specifick˘ch klonÛ tak

pfiedstavuje novou metodu imunologického sledování úãin-
nosti protinádorové léãby. 

Práce byla podporována grantem IGA MZâR 1A/8709-5.
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