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1) Centrum bunécné imunoterapie (CBI) LF MU Brno

2) Masaryktiv onkologicky tstav (MOU) Brno

3) I. détska interni klinika FN Brno

4) Ustav patologie FN Brno

5) Oddeleni Iékarské genetiky FN Brno

Kultivace bunék primarniho karcinomu ledvin

Hlavnim tcelem projektu ,,Narodni program vyzkumu II* je vyvoj biotechnologie vedouci k bezpecné alogenni transplanta-
ci hematopoetickych kmenovych bunék (SCT) tak, aby na jedné stran€ byla zcela potlatena nezadouci a casto smrtelnd reakce
Stépu proti hostiteli (GVHD) vyvolana alogennimi lymfocyty darce, a na druhé stran€, aby byl maximalné vyuZit protinddorovy
potencidl (GVL/GVT; graft-versus-leukemia/tumor) alogennich lymfocytt. Jeden ze zplisobt jak eliminovat GVH-reaktivni klo-
ny darcovskych T lymfocyti spo¢iva v jejich aktivaci nenddorovymi butikami pfijemce v tzv. smiSené lymfocytarni reakci a poté
v jejich eliminaci specifickym imunotoxinem. Nasledné jsou ostatni lymfocyty aktivovany kultivovanymi nddorovymi buiitkami
(po jejich ozareni, aby byl zpfistupnén nddorovy antigen) za ucelem dosaZeni maximalniho efektu GVL/GVH. VSechny kroky
jsou provadény v in vitro podminkéach. Kompletni remise po aplikaci infuze darcovskych lymfocytl byla pozorovana predevs$im
u chronické myeloidni leukémie, ale také u pacientl s dal§imi nddorovymi onemocnénimi, pfedev§im u akutni myeloidni leuké-
mie, mnohoc¢etného myelomu a rendlniho karcinomu. Zatimco ¢ast projektu tykajici se krevnich malignit je jiZ ve fazi povolené
studie testovani uc¢inku na vybranych pacientech, s rendlnimi karcinomy probiha v soucasné dobé¢ zékladni laboratorni vyzkum.

Obr. 1: Hodnoceni zastoupeni nddorovych butiek (cytospin, pacient 3, zvétSeno 200x)
a) Pasaz 1 (hematoxilin b) Pred aktivaci lymfocytl (Giemsa)
¢) PasaZ 1 (pancytokeratin) d) Pred aktivaci lymfocytt (PAP)

Pro stimulaci protinddorové aktivity T-lymfocyti je nutné zajistit prezentovatelny nddorovy antigen, jehoZ zdrojem miiZe byt
kultura prisluSnych nadorovych bunék pacienta. Ty jsou ziskavany izolaci z resekdtu nddorové tkané (ohledané patologem) zis-
kané od pacientt MOU Brno s primdrnim karcinomem ledvin, pfevazné po nefrektomii. Kultivace v laboratofi pak umoZiiuje
jejich namnoZeni a selekci od nenddorovych bunék za icelem vypéstovani primokultury, jednak jako zdroje zmifilovaného nido-
rového antigenu a jednak pro jeji zamraZeni pro pozd€jsi stimulaci lymfocytlh mrtvymi nddorovymi buiikami. Vzhledem k tomu,
Ze rendlni buriky patii k velmi obtiZné kultivovatelnym typim nadori, bylo stéZejnim ukolem na zaklad€ zkuSenosti necetnych
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praci vybrat vhodné médium, jehoZ zdklad tvofilo DMEM suplementované 15% fetdlnim sérem, antibiotiky penicilinem a strep-
tomycinem, inzulinem, pyruvitem, glutaminem stabilizovanym proti rozkladu a gluk6zou. Buiiky uvolnéné z nastiihanych kou-
sicki tkané jsou kultivovany na Petriho miskach do 1. pasdze (1-4 tydny), poté je ¢ast péstovdna v R. lahvich pro realizaci vySe
zminénych testii v laboratofich CBI LF Brno. Zbyvajici ¢ast se dale kultivuje v laboratofi MOU Brno pro navy3eni po¢tu bunék,
které jsou pii dostateCném poctu zamraZeny na sucho (mrtvé butiky). Reprezentativni zastoupeni vitilnich nddorovych bunék
v kultufe je kontrolovéano cytospinovym barvenim patologem pied 1. pasazi (MOU Brno) a pted aktivaci lymfocyti (FN Brno).
Vysledky barveni vybraného pacienta ukazujici na v podstaté vyhradni zastoupeni Zivych bunék tumoru jsou znidzornény na Obr.1.

V tvodni ¢asti projektu (zafi — prosinec 2006) byly zpracovany a péstovany buiiky pochézejici z karcinomu ledvin 4 pacien-
th. Z Obr. 2 je patrné, Ze u tfi z nich se podaftilo vypéstovat primokulturu a namnoZit dostate¢ny pocet bunék alespoti pro 1. fazi
pokust s Zivymi buiikami, u dvou z nich (pacienti 2 a 3) pak i do dalSi ¢asti s burikami mrtvymi. Pacienti 1 a 2 byli pasdZovani
2x, pacient 3 3x. Z nastiihané tkdné posledniho pacienta se uvolnilo jen velmi malo vitidlnich bunék, které by adherovaly na dné
kultiva¢nich misek a po 3 tydnech kultura odumfela.

Jak jiz bylo zminéno, ze zkuSenosti ve svété vyplyva, Ze nddorové buiiky ledvin nevykazuji pfiliSnou schopnost Zit a rozris-
tat se, at jiz byla pro kultivace pouZita riiznd média. Prace na toto téma jsou spisSe kusé, obsirnéjsi vysledky publikuje Ueda a spol.,
kde z 52 primarnich karcinomu ledvin se polovinu podafilo udrZet alesponi do 1. pasdze a 17% do Sesté. Za téchto podminek je
mozné dosavadni zde uvadéné vysledky hodnotit jako uspé3né s tim, Ze projekt je teprve na zacatku a zpracovan je zatim jen maly
soubor pacientd.
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Obr.2: Vysledky kultivace bunék rendlniho karcinomu

Vyuziti bunék metastatického melanomu p¥i vyvoji protinadorovych imunoterapeutickych pfipravkia

Cilem této pilotni studie je vyuZiti protinddorového potencidlu expandovanych tumor infiltrujicich lymfocytt (TIL) aktivo-
vanych nddorovym antigenem u pacientii s metastatickym melanomem. Uginnost adoptivniho pfevodu T lymfocyti pii 16¢bé
nddorového onemocnéni byla prokdzana u laboratornich zvifat a v soucasné dobé také u pacientli s metastatickym melanomem.

V tomto projektu byly nddorové buiiky vyuZivany ke stimulaci cytotoxické aktivity lymfocytl jinym zpiisobem neZ vlastni
separovanou kultivaci. Nddorova tkaii pacientit MOU Brno byla v laboratofi po posouzeni patologem na kousky nastfihdna
a v médiu X-VIVO 15 (zohlediiujici potfeby rastu lymfocyti) tentyZ den posildna do LEHABI OKH FN Brno k 1-2 mési¢ni
expanzi TIL pomoci vysokych davek IL-2 (1000 IU/ml) a jednorazové phytohemaglutininem (10g/ml) in vitro za pfitomnosti tzv.
»feeder cells®, coZ jsou ozédfené alogenni monononukledry jiného zdravého darce. Jejich specifickd cytotoxicka aktivita je zajis-
téna pfitomnosti nddorovych bunék jak napfed pfirozené v nadorové tkani tak posléze v kultufe.

Pripravek Pocet bunék Zavér
pocatek kultivace konec kultivace
TIL-1 15,8 x 106 27,0 x 109 vyhovél
TIL-2 2,9 x 100 56,0 x 109 vyhovél
TIL-3 15,8 x 106 34,0 x 10° vyhovél
TIL-4 2,2 x 1006 12,1 x 106 nevyhovél
TIL-5 120 x 106 45 x 109 vyhovél
TIL-6 120 x 106 28 x 109 vyhovél
TIL-7 50 x 106 22 x 109 vyhovél
Tab. 1

Prospektivné byly validovany mononukledry periferni krve 5 zdravych darct (stimulovéany in vitro bunéénou linii ARH 77
mnohocetného myelomu — jednalo se o pritkaz expanze nddorové specifickych T lymfocytd ndidorovym antigenem s cilem simu-
lovat expanzi TIL in vitro) a poté 7 pacientli s metastazujicim melanomem. V rdmci schvalovaciho procesu pfipravku jako 1é¢i-
va musela byt vedle jeho jakosti provedena i validace bezpe¢nosti sestdvajici z endotoxinového testu a vySetfeni sterility bez-
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prostiedné pied hlubokym zmrazenim piipravku TIL, dale vySetfeni na pfitomnost Mycoplasma sp., HBV, HCV, Parvoviru B19,
HIV, mykobakterie. Pro sledovani pfipadnych cytogenetickych zmén v pribéhu kultivace bylo provedeno cytogenetické vySet-
feni periferni krve pacientl pred zacatkem kultivace a onkocytogenetické vySetieni expandovanych TIL.

V Sesti ptipadech ze 7 pacientil se jednalo o lymfatickou uzlinu, postiZenou nddorovym procesem a v jednom piipad¢ se jed-
nalo o primérni loZisko kozniho melanomu. V pfipadé€ vSech nddorovych uzlin byla expanze TIL zahajovédna s po¢tem bunék
spliiujici spodni limit 2x106 a po 5-7 tydenni kultivaci podle postupii navrzenych v této studii doslo k nariistu prevysujicimu mini-
malni poZadavek 5x10° TIL bunék (Tab. 1). V ptipadé kultivace TIL z primarniho loZiska (TIL-4) nadoru doslo pouze k mini-
malnimu nartstu z 2,2x106 na 12,1x10° TIL po 8-tydenni kultivaci. Z tohoto diivodu je rovnéz v protokolu klinické studie navr-
hovéno vyuZzivat pouze lymfatickych uzlin postiZenych nadorovym procesem a nikoliv primarnich loZisek nidoru, kterd jsou zpra-
vidla fibrézni a neumoziuji poZadovanou expanzi TIL.

Kultivace TIL in vitro je mozn4 za sterilnich podminek v CBI LF Brno, jeZ ma schvalené prostory pro vyrobu 1é¢iva bez vzni-
ku kontaminace. Expanze TIL je redlnd z lymfatickych uzlin postizenych metastdzami maligniho melanomu na hodnoty pouZi-
telné v klinické praxi.
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