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VyuÏití bunûk vybran˘ch typÛ nádorÛ pfii v˘voji protinádorov˘ch 
imunoterapeutick˘ch pfiípravkÛ v autologních a alogenních podmínkách.
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1) Centrum bunûãné imunoterapie (CBI) LF MU Brno
2) MasarykÛv onkologick˘ ústav (MOÚ) Brno
3) I. dûtská interní klinika FN Brno
4) Ústav patologie FN Brno
5) Oddûlení lékafiské genetiky FN Brno

Kultivace bunûk primárního karcinomu ledvin
Hlavním úãelem projektu „Národní program v˘zkumu II“ je v˘voj biotechnologie vedoucí k bezpeãné alogenní transplanta-

ci hematopoetick˘ch kmenov˘ch bunûk (SCT) tak, aby na jedné stranû byla zcela potlaãena neÏádoucí a ãasto smrtelná reakce

‰tûpu proti hostiteli (GVHD) vyvolaná alogenními lymfocyty dárce, a na druhé stranû, aby byl maximálnû vyuÏit protinádorov˘

potenciál (GVL/GVT; graft-versus-leukemia/tumor) alogenních lymfocytÛ. Jeden ze zpÛsobÛ jak eliminovat GVH-reaktivní klo-

ny dárcovsk˘ch T lymfocytÛ spoãívá v jejich aktivaci nenádorov˘mi buÀkami pfiíjemce v tzv. smí‰ené lymfocytární reakci a poté

v jejich eliminaci specifick˘m imunotoxinem. Následnû jsou ostatní lymfocyty aktivovány kultivovan˘mi nádorov˘mi buÀkami

(po jejich ozáfiení, aby byl zpfiístupnûn nádorov˘ antigen) za úãelem dosaÏení maximálního efektu GVL/GVH. V‰echny kroky

jsou provádûny v in vitro podmínkách. Kompletní remise po aplikaci infuze dárcovsk˘ch lymfocytÛ byla pozorována pfiedev‰ím

u chronické myeloidní leukémie, ale také u pacientÛ s dal‰ími nádorov˘mi onemocnûními, pfiedev‰ím u akutní myeloidní leuké-

mie, mnohoãetného myelomu a renálního karcinomu. Zatímco ãást projektu t˘kající se krevních malignit je jiÏ ve fázi povolené

studie testování úãinku na vybran˘ch pacientech, s renálními karcinomy probíhá v souãasné dobû základní laboratorní v˘zkum.

Obr. 1: Hodnocení zastoupení nádorov˘ch buÀek (cytospin, pacient 3, zvût‰eno 200x)

a) PasáÏ 1 (hematoxilin b) Pfied aktivací lymfocytÛ (Giemsa)

c) PasáÏ 1 (pancytokeratin) d) Pfied aktivací lymfocytÛ (PAP)

Pro stimulaci protinádorové aktivity T–lymfocytÛ je nutné zajistit prezentovateln˘ nádorov˘ antigen, jehoÏ zdrojem mÛÏe b˘t

kultura pfiíslu‰n˘ch nádorov˘ch bunûk pacienta. Ty jsou získávány izolací z resekátu nádorové tkánû (ohledané patologem) zís-

kané od pacientÛ MOÚ Brno s primárním karcinomem ledvin, pfieváÏnû po nefrektomii. Kultivace v laboratofii pak umoÏÀuje

jejich namnoÏení a selekci od nenádorov˘ch bunûk za úãelem vypûstování primokultury, jednak jako zdroje zmiÀovaného nádo-

rového antigenu a jednak pro její zamraÏení pro pozdûj‰í stimulaci lymfocytÛ mrtv˘mi nádorov˘mi buÀkami. Vzhledem k tomu,

Ïe renální buÀky patfií k velmi obtíÏnû kultivovateln˘m typÛm nádorÛ, bylo stûÏejním úkolem na základû zku‰eností neãetn˘ch
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prací vybrat vhodné médium, jehoÏ základ tvofiilo DMEM suplementované 15% fetálním sérem, antibiotiky penicilinem a strep-

tomycinem, inzulinem, pyruvátem, glutaminem stabilizovan˘m proti rozkladu a glukózou. BuÀky uvolnûné z nastfiíhan˘ch kou-

síãkÛ tkánû jsou kultivovány na Petriho miskách do 1. pasáÏe (1-4 t˘dny), poté je ãást pûstována v R. lahvích pro realizaci v˘‰e

zmínûn˘ch testÛ v laboratofiích CBI LF Brno. Zb˘vající ãást se dále kultivuje v laboratofii MOÚ Brno pro nav˘‰ení poãtu bunûk,

které jsou pfii dostateãném poãtu zamraÏeny na sucho (mrtvé buÀky). Reprezentativní zastoupení vitálních nádorov˘ch bunûk

v kultufie je kontrolováno cytospinov˘m barvením patologem pfied 1. pasáÏí (MOÚ Brno) a pfied aktivací lymfocytÛ (FN Brno).

V̆ sledky barvení vybraného pacienta ukazující na v podstatû v˘hradní zastoupení Ïiv˘ch bunûk tumoru jsou znázornûny na Obr.1.

V úvodní ãásti projektu (záfií – prosinec 2006) byly zpracovány a pûstovány buÀky pocházející z karcinomu ledvin 4 pacien-

tÛ. Z Obr. 2 je patrné, Ïe u tfií z nich se podafiilo vypûstovat primokulturu a namnoÏit dostateãn˘ poãet bunûk alespoÀ pro 1. fázi

pokusÛ s Ïiv˘mi buÀkami, u dvou z nich (pacienti 2 a 3) pak i do dal‰í ãásti s buÀkami mrtv˘mi. Pacienti 1 a 2 byli pasáÏováni

2x, pacient 3 3x. Z nastfiíhané tkánû posledního pacienta se uvolnilo jen velmi málo vitálních bunûk, které by adherovaly na dnû

kultivaãních misek a po 3 t˘dnech kultura odumfiela.

Jak jiÏ bylo zmínûno, ze zku‰eností ve svûtû vypl˘vá, Ïe nádorové buÀky ledvin nevykazují pfiíli‰nou schopnost Ïít a rozrÛs-

tat se, aÈ jiÏ byla pro kultivace pouÏita rÛzná média. Práce na toto téma jsou spí‰e kusé, ob‰írnûj‰í v˘sledky publikuje Ueda a spol.,

kde z 52 primárních karcinomÛ ledvin se polovinu podafiilo udrÏet alespoÀ do 1. pasáÏe a 17% do ‰esté. Za tûchto podmínek je

moÏné dosavadní zde uvádûné v˘sledky hodnotit jako úspû‰né s tím, Ïe projekt je teprve na zaãátku a zpracován je zatím jen mal˘

soubor pacientÛ.

Obr.2: V̆ sledky kultivace bunûk renálního karcinomu

VyuÏití bunûk metastatického melanomu pfii v˘voji protinádorov˘ch imunoterapeutick˘ch pfiípravkÛ
Cílem této pilotní studie je vyuÏití protinádorového potenciálu expandovan˘ch tumor infiltrujících lymfocytÛ (TIL) aktivo-

van˘ch nádorov˘m antigenem u pacientÛ s metastatick˘m melanomem. Úãinnost adoptivního pfievodu T lymfocytÛ pfii léãbû

nádorového onemocnûní byla prokázána u laboratorních zvífiat a v souãasné dobû také u pacientÛ s metastatick˘m melanomem.

V tomto projektu byly nádorové buÀky vyuÏívány ke stimulaci cytotoxické aktivity lymfocytÛ jin˘m zpÛsobem neÏ vlastní

separovanou kultivací. Nádorová tkáÀ pacientÛ MOÚ Brno byla v laboratofii po posouzení patologem na kousky nastfiíhána

a v médiu X-VIVO 15 (zohledÀující potfieby rÛstu lymfocytÛ) tent˘Ï den posílána do LEHABI OKH FN Brno k 1-2 mûsíãní

expanzi TIL pomocí vysok˘ch dávek IL-2 (1000 IU/ml) a jednorázovû phytohemaglutininem (10g/ml) in vitro za pfiítomnosti tzv.

„feeder cells“, coÏ jsou ozáfiené alogenní monononukleáry jiného zdravého dárce. Jejich specifická cytotoxická aktivita je zaji‰-

tûna pfiítomností nádorov˘ch bunûk jak napfied pfiirozenû v nádorové tkáni tak posléze v kultufie.

Tab. 1
Prospektivnû byly validovány mononukleáry periferní krve 5 zdrav˘ch dárcÛ (stimulovány in vitro bunûãnou linií ARH 77

mnohoãetného myelomu – jednalo se o prÛkaz expanze nádorovû specifick˘ch T lymfocytÛ nádorov˘m antigenem s cílem simu-

lovat expanzi TIL in vitro) a poté 7 pacientÛ s metastazujícím melanomem. V rámci schvalovacího procesu pfiípravku jako léãi-

va musela b˘t vedle jeho jakosti provedena i validace bezpeãnosti sestávající z endotoxinového testu a vy‰etfiení sterility bez-

Pfiípravek Poãet bunûk Závûr
poãátek kultivace konec kultivace

TIL-1 15,8 x 106 27,0 x 109 vyhovûl

TIL-2 2,9 x 106 56,0 x 109 vyhovûl

TIL-3 15,8 x 106 34,0 x 109 vyhovûl

TIL-4 2,2 x 106 12,1 x 106 nevyhovûl

TIL-5 120 x 106 45 x 109 vyhovûl

TIL-6 120 x 106 28 x 109 vyhovûl

TIL-7 50 x 106 22 x 109 vyhovûl
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prostfiednû pfied hlubok˘m zmrazením pfiípravku TIL, dále vy‰etfiení na pfiítomnost Mycoplasma sp., HBV, HCV, Parvoviru B19,

HIV, mykobakterie. Pro sledování pfiípadn˘ch cytogenetick˘ch zmûn v prÛbûhu kultivace bylo provedeno cytogenetické vy‰et-

fiení periferní krve pacientÛ pfied zaãátkem kultivace a onkocytogenetické vy‰etfiení expandovan˘ch TIL.

V ‰esti pfiípadech ze 7 pacientÛ se jednalo o lymfatickou uzlinu, postiÏenou nádorov˘m procesem a v jednom pfiípadû se jed-

nalo o primární loÏisko koÏního melanomu. V pfiípadû v‰ech nádorov˘ch uzlin byla expanze TIL zahajována s poãtem bunûk

splÀující spodní limit 2x106 a po 5-7 t˘denní kultivaci podle postupÛ navrÏen˘ch v této studii do‰lo k nárÛstu pfievy‰ujícímu mini-

mální poÏadavek 5x109 TIL bunûk (Tab. 1). V pfiípadû kultivace TIL z primárního loÏiska (TIL-4) nádoru do‰lo pouze k mini-

málnímu nárÛstu z 2,2x106 na 12,1x106 TIL po 8-t˘denní kultivaci. Z tohoto dÛvodu je rovnûÏ v protokolu klinické studie navr-

hováno vyuÏívat pouze lymfatick˘ch uzlin postiÏen˘ch nádorov˘m procesem a nikoliv primárních loÏisek nádoru, která jsou zpra-

vidla fibrózní a neumoÏÀují poÏadovanou expanzi TIL.

Kultivace TIL in vitro je moÏná za sterilních podmínek v CBI LF Brno, jeÏ má schválené prostory pro v˘robu léãiva bez vzni-

ku kontaminace. Expanze TIL je reálná z lymfatick˘ch uzlin postiÏen˘ch metastázami maligního melanomu na hodnoty pouÏi-

telné v klinické praxi.
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První klinické zku‰enosti s polymerními cytostatiky s imunoprotektivním
a imunomodulaãním efektem.
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1) Radioterapeuticko- onkologické odd. FN v Motole, Praha
2) Mikrobiologick˘ ústav AV âR, Praha
3) Ústav makromolekulární chemie AV âR, Praha
4) AGILAB biochemická a imunologická laboratofi, Praha

Z experimentálních a ãasn˘ch klinick˘ch zku‰eností je známo, Ïe polymery vázající cytostatika, jako napfi. doxorubicin dosa-

hují vy‰‰í efektivity a niÏ‰í toxicity ve srovnání s voln˘mi léãivy. Makromolekulární transportní systémy mají dal‰í v˘hody t˘ka-

jící se moÏnosti podání vy‰‰ích maximálnû tolerovateln˘ch dávek, schopnosti obejít MDR (multidrug resistence), vy‰‰í rozpust-

nosti léãiva a dosaÏení vy‰‰í koncentrace v nádorové tkáni, s indukcí nekrózy a apoptózy. Mimofiádnou vlastností je jejich imu-

noprotekãní a imunostimulaãní efekt.

Makromolekulární systém s úãinnou látkou kovalentnû vázanou na nosiã mÛÏe b˘t smûrovan˘ ãi nesmûrovan˘. Aktivní smû-

rování znamená, Ïe konjugát s léãivem obsahuje ligand pro receptor, kter˘ je exprimován na nádorové tkáni. Pasivní smûrování

je zaloÏeno na zv˘‰ené propustnosti nádorov˘ch kapilár, které dovolí pronikání molekul s vysokou molekulární hmotností

a v dÛsledku ‰patného lymfatického zásobení del‰í eliminaãní ãas léãiva. Tento fenomén je v literatufie oznaãován jako efekt zv˘-

‰ené permeability a retence, t.zv. EPR effect (Enhaced Permeability and Retention effect). Nov˘ poznatek o schopnosti indukce

protinádorové imunity tohoto transportního systému je zvlá‰tû dÛleÏit˘, jelikoÏ imunitní systém u nemocn˘ch s nádorov˘m one-

mocnûním b˘vá v˘raznû alterován v dÛsledku rychlého rÛstu nádoru ãi klasické onkologické léãby.

Na na‰em pracovi‰ti jsem mûli moÏnost aplikovat pûti nemocn˘m s generalizovan˘m karcinomem prsu po vyãerpání onko-

logické terapie doxorubicin navázan˘ na N-(2-hydroxypropyl) methacryalmid (HPMA) smûrovan˘ lidsk˘m i.v. imunoglobuli-

nem (Intraglobin, Endobulin). Léãba smûrovan˘m doxorubicinem byla dobfie tolerovatelná, bez projevÛ kardiotoxicity, nejãas-

tûji pozorovan˘m neÏádoucím úãinkem byla myelosuprese stupnû 3 a 4.

Experimentální modely prokázaly, Ïe bûhem léãby polymerním cytostatikem dochází k navození aktivní imunitní odpovûdi

vÛãi nádorovému modelu. U na‰ich nemocn˘ch jsme prokázali zv˘‰en˘ poãet CD16+56+ a CD4+ v periferní krvi a aktivaci NK
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