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1 Uvod

Alogenni transplantace hematopoetickych kmenovych bunék pfedstavuje ucinnou 1é¢bu mnoha nddorovych i nenddorovych
onemocnéni [1]. Pfi adoptivni imunoterapii v onkologii jsou pacientiim podavany T lymfocyty s protinddorovou aktivitou, které
jsou schopny vyvolat reakci $t€pu proti nddorovym ¢i leukemickym butikdm (GVT, graft-versus-tumor; GVL, graft-versus-leu-
kemia) [2]. Pomoci tohoto pfistupu se jiZz podafilo navodit vyznamnou a trvalou regresi nddoru, coZ bylo dokazéno u hematolo-
gickych i solidnich naddorti u mysi i u ¢lovéka [3]. Individudlni klony T lymfocyti zodpovédné za GVT/GVL reakci lze ziskat sti-
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mulaci nddorovymi antigeny in vitro v tzv. smiSené leukocytarni reakci (MLR, mixed leukocyte reaction), pfi niZ jsou T lymfo-
cyty darce vystaveny nddorovym/leukemickym buiikdm pacienta [7].

Charakteristika identity individudlnich klont T lymfocytl se zaklada na popisu T lymfocytarniho receptoru (TCR), respekti-
ve jeho kdédujiciho genu TCRB. TCR receptor je transmembranovy heterodimer, ktery rozeznava antigeny vazané v HLATa HLA I
molekulach na povrchu antigen prezentujicich bunék. Je sloZen z podjednotek o, § nebo vy, 8. Nejvyznamnéjsi vyuZiti ve studiich
klonality nachazi podjednotka f. Jeji diverzita je dana ndhodnou kombinaci genovych segmentti V, D, J a C a inzercemi a dele-
cemi v misté tvorby spojii mezi segmenty béhem jejich prestaveb pfi zrani T lymfocytu. Zde se nachazi oblast nejvétsi sekvenc-
ni variability CDR3 (complementarity determining region), kterd tvofi centrum vazebného mista pro antigen [4]. Sekvence CDR3
je pro konkrétni individudlni klon T lymfocytu vZdy zcela jedine¢na.

2 Material a metody

2.1 Odbér materialu

Vzorky periferni krve a kostni dfen¢ byly odebirdny v ramci rutinnich odbérl pacientiim léCenym s vybranymi nddorovymi
onemocnénimi na pracovistich Fakultni nemocnice (FN) Brno (Klinika détské onkologie a Interni hematoonkologicka klinika)
a Masarykova onkologického tstavu po podepsani informovaného souhlasu. Nadorové butiky byly ziskany v dobé stanoveni dia-
gndzy nebo v dobé klinického relapsu nddorového onemocnéni. Nenddorové zdravé buiiky tychz pacienti byly ziskdvany z mono-
nukledrnich bunék periferni krve (PBMC; peripherial blood mononuclear cells) v dob¢ klinické remise onemocnéni. PBMC zdra-
vych dérct z Transfizniho oddéleni FN Brno byly ziskdvany z odpadnich produktl pfipravy erytrocytarniho koncentratu (buffy
coatil), které obsahuji leukocyty. PBMC byly déle izolovany gradientovou centrifugaci.

2.2 Priprava bunék
Cistota nadorovych a nenadorovych PBMC pacientii byla hodnocena flowcytometricky. Pokud dosdhla minimaln& 98 %, bylo
moZzné buriky po ozafeni divkou 30 Gy pouZit jako antigen.

2.3 Primarni a sekundarni smiSena leukocytarni reakce

Aktivace aloreaktivnich dércovskych T lymfocyti byla provedena v primdrni MLR, pfi niZ byly smichany PBMC déarce s nena-
dorovym antigenem. Po 24 hodinové kultivaci byly aktivované aloreaktivni CD25+ T lymfocyty darce selektivné depletovany
pomoci anti-CD25 imunotoxinu RFT5-SMPT-dgA v koncentraci 10-8 M podle jiZ publikovaného postupu [5,6]. Alodepletované
lymfocyty darce byly v sekundarni MLR vystaveny nddorovym antigentim z nddorovych/leukemickych bunék téhoZ pacienta
jako v primdrni MLR a reaktivovany po 7 dnech stejnym niddorovym antigenem.

2.4 Klonotypovy esej

2.4.1 Izolace mRNA, reverzni transkripce

Aktivované populace GVT/GVL-reaktivnich T lymfocyti byly po desetidenni inkubaci imunomagneticky separoviny na
zakladé pritomnosti aktiva¢niho markeru INF-y a fenotypového povrchového znaku T lymfocytt (CD3+) [7,8]. Z buné¢nych kul-
tur byla izolovana poly(A) mRNA (QIAGEN Oligotex® Direct mRNA Kit; QIAGEN), kterd byla technologii SMART™
(SMART™ RACE cDNA Amplification Kit; Clontech Laboratories) ihned pfepsdna reverzni transkripci do cDNA. Béhem reverz-
ni transkripce se diky termindl-transferazové aktivité reverzni transkriptizy pripojuje 3 aZ 5 nukleotidtl (pfevdzné dC) na 3’-konec
syntetizované cDNA. Na tento dC bohaty konec se pak vadZe oligonukleotid s kotvou (SMART oligo) pomoci svého dG termi-
ndlniho konce. To umoZiluje reverzni transkriptize pokracovat v syntéze cDNA a zaclenit na jeji konec sekvenci kotvy (anchor).

24.2 PCR

Amplifikace cilového useku cDNA byla provedena dvéma metodikami zaloZenymi na PCR.

a) Zakotvena (anchor) PCR (technologie 5’-RACE)

K amplifikaci cDNA byl pouZit anchor primer, jenZ naseda na sekvenci kotvy zaclenéné béhem reverzni transkripce, a zpét-
ny (reverse) primer MBCII, jenZ je genové specificky pro C-region TCRB [8]. Smés produktii o délce pfiblizné ~550 bp pied-
stavuje soubor v§ech TCRB-VDJ sekvenci exprimovanych v butikich.

b) PCR se sadou 31 TRBYV primeru

Sada TRBYV primert piestavuje 31 riznych oligonukleotidd specifickych pro jednotlivé typy variabilnich oblasti genu TCRB,
které jsou rozdéleny podle sekven¢ni pifbuznosti do tzv. V-rodin. V-rodiny jsou oznaceny podle mezinarodni nomenklatury IMGT®
(ImMunoGeneTics information system® http://imgt.cines.fr) [9]. Jako reverse primer byl pouzit TRBC primer, specificky pro C-
region genu TCRB. Sekvence vSech primert byla jiZ dfive publikovana [10].

Vysledny produkt mé délku ptiblizné ~200 bp.
PCR produkty byly v obou piipadech zviditelnény pomoci elektroforézy ve 2% agar6zovém gelu. Extrakce produktu z gelu
byla provedena pomoci QIAquick Gel Extraction Kitu (QIAGEN).
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2.4.3 Klonovani, sekvenovani

Ke klonovéani PCR produktu do bakterii E.coli byl pouZit TA Cloning® Kit (Invitrogen). Kolonie byly vysety na selekéni LB
agarové médium obsahujici IPTG, Ampicilin a X-gal. Pfitomnost inzertu v bakteridlnim plazmidu byla ovéfena modrobilym tes-
tem a PCR. Z pozitivnich kolonii byl izolovan plazmid pomoci QIAprep® Spin Miniprep Kitu (QIAGEN). Plazmidy byly sekve-
novany na piistroji 3130 Genetic Analyzer pomoci BigDye Terminator Cycle Sequencing Kitu (Applied Biosystems). Ziskané
sekvence byly poté vyhodnoceny pomoci bioinformatickych ndstroji pfistupnych na strankdch http://imgt.cines.fr
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi.

Obr. 1 Tab. 1
Ukazka elektroforetogramu produkti PCR s TRBV primery u pacienta ¢. 1 Prehled detekovanych GLV/GVT-reaktivnich klonii T lymfocyti.
Draha 1: velikostni standard 100 bp Imunodominantni klony jsou zvyraznény tuc¢né.

Dréha 2: PCR produkt T lymfocytarniho klonu 1-A (TRBV 2) 200 bp
Dréha 11: PCR produkt T lymfocytérniho klonu 1-B (TRBV 7,8) 200 bp

3 Vysledky a diskuze

3.1 Testovani senzitivity jednotlivych systémi PCR s TRBV primery

Pro spolehlivost vysledkit PCR s TRBV primery bylo nutné zajistit takovou reakéni senzitivitu, aby bylo mozné amplifiko-
vat specifickou DNA o co nejniz$i koncentraci. U vSech 31 systému se podafilo dosahnout minimalni senzitivity PCR 103 kopii
DNA na ul, kterd by pii RNA izolaci z 106 bunék méla byt dostacujici pro zachyt vyznamnych imunodominantnich klont T lym-
focytdl podstatnych v boji proti nddorovym butikam.

3.2 Analyza vzorku pacienti

Kompletni analyze TCR-f repertodru GVL-reaktivnich T lymfocytl byli podrobeni tfi pacienti. Tabulka 1 shrnuje jednotlivé
klony ziskané u vySetfenych pacientt, jejich charakterizaci podle V-subgenu a jedinecné aminokyselinové sekvence hypervaria-
bilni oblasti CDR3.

GVT-specifické klony aktivované nddorovymi butikami pacienta ¢.1 s diagnézou rendlniho karcinomu byly identifikovany
pomoci PCR s TRBV primery (metoda 2.4.2 b). Detekovali jsme ¢tyfi PCR produkty, které byly amplifikovany primery TRBV2,
TRBV7.8, TRBV10.3 a TRBV19. (Obr 1). Od kaZzdého PCR produktu bylo analyzovano po 15 bakteridlnich koloniich, celkem
tedy 60 klonii. Byla ur¢ena sekvence CDR3, ktera byla nisledné vyhodnocena pomoci databaze IMGT. V ramci jednotlivych V-
rodin jiZ bylo vSech 15 sekvenci totoZnych.

Vzorky pacientt €. 2 a €. 3 byly vySetfeny metodou anchor PCR (metoda 2.4.2 a), kterd zohlediiuje frekvenci individudlnich
imunodominantnich klont v rdmci analyzovanych bakteridlnich kolonii a odpovida jejich zastoupeni v dané buné¢éné populaci.
Klony s ¢etnosti vyS$8i neZ 10% jsou zpravidla povaZovany za imunodominatni a je moZné je detekovat in vivo [7]. Nadorové buii-
ky pacienta €. 2 s diagn6zou akutni myeloidni leukémie aktivovaly dva imunodominatni protileukemické klony T lymfocytd, kte-
ré prislusely do V-rodin TRBV4.3 a TRBVS5.6. Bylo analyzovéano celkem 51 bakteridlnich kolonii. Frekvencni zastoupeni dvou
imunodominantnich klont bylo velmi podobné, 54% a 46%.

U pacienta €. 3 s diagnézou chronické lymfatické leukémie bylo mezi 50 analyzovanymi bakteridlnimi koloniemi detekova-
no Sest klont aktivovanych leukemie-reaktivnich T lymfocytd, ¢tyfi z nich 1ze povaZovat za imunodominantni. Klinicky lymfo-
cyty darce tohoto pacienta prokdzaly velmi silny protileukemicky efekt, ktery byl bohuZel provézen silnou reakci $tépu proti hos-
titeli (GVH, graft-versus-host).

4 Zavér
Studie potvrdila, Ze rizné typy naddorovych buné€k aktivuji nddorové-reaktivni klony T lymfocytt darce. Tyto GVL/GVT-reak-
tivni klony je moZné molekularn€ geneticky identifikovat a charakterizovat na zakladé€ analyzy aminokyselinové sekvence varia-
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bilni oblasti  podjednotky TCR receptoru. Alogenni T lymfocyty jsou vSak také Casto piivodcem nezadouci reakce §té€pu proti
hostiteli. Bude proto vhodné identifikovat také GVH-reaktivni klony a porovnat jejich charakter s klony protinidorovymi. Pred-
métem pokracovani studie ddle bude navrhnout klonové specifické primery a fluorescenné znacenou DNA sondu pro jedinec-
nou sekvenci TCR receptoru nejfrekventovanéjSich individudlnich GVL/GVT i GVH kloni a tyto klony pak u transplantovanych
pacientil sledovat in vivo pomoci kvantitativni real-time PCR [7].
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