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1 Úvod
Alogenní transplantace hematopoetick˘ch kmenov˘ch bunûk pfiedstavuje úãinnou léãbu mnoha nádorov˘ch i nenádorov˘ch

onemocnûní [1]. Pfii adoptivní imunoterapii v onkologii jsou pacientÛm podávány T lymfocyty s protinádorovou aktivitou, které

jsou schopny vyvolat reakci ‰tûpu proti nádorov˘m ãi leukemick˘m buÀkám (GVT, graft-versus-tumor; GVL, graft-versus-leu-

kemia) [2]. Pomocí tohoto pfiístupu se jiÏ podafiilo navodit v˘znamnou a trvalou regresi nádoru, coÏ bylo dokázáno u hematolo-

gick˘ch i solidních nádorÛ u my‰i i u ãlovûka [3]. Individuální klony T lymfocytÛ zodpovûdné za GVT/GVL reakci lze získat sti-
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mulací nádorov˘mi antigeny in vitro v tzv. smí‰ené leukocytární reakci (MLR, mixed leukocyte reaction), pfii níÏ jsou T lymfo-

cyty dárce vystaveny nádorov˘m/leukemick˘m buÀkám pacienta [7].

Charakteristika identity individuálních klonÛ T lymfocytÛ se zakládá na popisu T lymfocytárního receptoru (TCR), respekti-

ve jeho kódujícího genu TCRB. TCR receptor je transmembránov˘ heterodimer, kter˘ rozeznává antigeny vázané v HLA I a HLA II

molekulách na povrchu antigen prezentujících bunûk. Je sloÏen z podjednotek α, β nebo γ, δ. Nejv˘znamnûj‰í vyuÏití ve studiích

klonality nachází podjednotka β. Její diverzita je dána náhodnou kombinací genov˘ch segmentÛ V, D, J a C a inzercemi a dele-

cemi v místû tvorby spojÛ mezi segmenty bûhem jejich pfiestaveb pfii zrání T lymfocytu. Zde se nachází oblast nejvût‰í sekvenã-

ní variability CDR3 (complementarity determining region), která tvofií centrum vazebného místa pro antigen [4]. Sekvence CDR3

je pro konkrétní individuální klon T lymfocytu vÏdy zcela jedineãná.

2 Materiál a metody

2.1 Odbûr materiálu
Vzorky periferní krve a kostní dfienû byly odebírány v rámci rutinních odbûrÛ pacientÛm léãen˘m s vybran˘mi nádorov˘mi

onemocnûními na pracovi‰tích Fakultní nemocnice (FN) Brno (Klinika dûtské onkologie a Interní hematoonkologická klinika)

a Masarykova onkologického ústavu po podepsání informovaného souhlasu. Nádorové buÀky byly získány v dobû stanovení dia-

gnózy nebo v dobû klinického relapsu nádorového onemocnûní. Nenádorové zdravé buÀky t˘chÏ pacientÛ byly získávány z mono-

nukleárních bunûk periferní krve (PBMC; peripherial blood mononuclear cells) v dobû klinické remise onemocnûní. PBMC zdra-

v˘ch dárcÛ z Transfúzního oddûlení FN Brno byly získávány z odpadních produktÛ pfiípravy erytrocytárního koncentrátu (buffy

coatÛ), které obsahují leukocyty. PBMC byly dále izolovány gradientovou centrifugací.

2.2 Pfiíprava bunûk
âistota nádorov˘ch a nenádorov˘ch PBMC pacientÛ byla hodnocena flowcytometricky. Pokud dosáhla minimálnû 98 %, bylo

moÏné buÀky po ozáfiení dávkou 30 Gy pouÏít jako antigen.

2.3 Primární a sekundární smí‰ená leukocytární reakce
Aktivace aloreaktivních dárcovsk˘ch T lymfocytÛ byla provedena v primární MLR, pfii níÏ byly smíchány PBMC dárce s nená-

dorov˘m antigenem. Po 24 hodinové kultivaci byly aktivované aloreaktivní CD25+ T lymfocyty dárce selektivnû depletovány

pomocí anti-CD25 imunotoxinu RFT5-SMPT-dgA v koncentraci 10–8 M podle jiÏ publikovaného postupu [5,6]. Alodepletované

lymfocyty dárce byly v sekundární MLR vystaveny nádorov˘m antigenÛm z nádorov˘ch/leukemick˘ch bunûk téhoÏ pacienta

jako v primární MLR a reaktivovány po 7 dnech stejn˘m nádorov˘m antigenem.

2.4 Klonotypov˘ esej
2.4.1 Izolace mRNA, reverzní transkripce
Aktivované populace GVT/GVL-reaktivních T lymfocytÛ byly po desetidenní inkubaci imunomagneticky separovány na

základû pfiítomnosti aktivaãního markeru INF-γ a fenotypového povrchového znaku T lymfocytÛ (CD3+) [7,8]. Z bunûãn˘ch kul-

tur byla izolována poly(A) mRNA (QIAGEN Oligotex® Direct mRNA Kit; QIAGEN), která byla technologií SMART™

(SMART™ RACE cDNAAmplification Kit; Clontech Laboratories) ihned pfiepsána reverzní transkripcí do cDNA. Bûhem reverz-

ní transkripce se díky terminál-transferázové aktivitû reverzní transkriptázy pfiipojuje 3 aÏ 5 nukleotidÛ (pfieváÏnû dC) na 3’-konec

syntetizované cDNA. Na tento dC bohat˘ konec se pak váÏe oligonukleotid s kotvou (SMART oligo) pomocí svého dG termi-

nálního konce. To umoÏÀuje reverzní transkriptáze pokraãovat v syntéze cDNA a zaãlenit na její konec sekvenci kotvy (anchor).

2.4.2 PCR
Amplifikace cílového úseku cDNA byla provedena dvûma metodikami zaloÏen˘mi na PCR.

a) Zakotvená (anchor) PCR (technologie 5’–RACE)
K amplifikaci cDNA byl pouÏit anchor primer, jenÏ nasedá na sekvenci kotvy zaãlenûné bûhem reverzní transkripce, a zpût-

n˘ (reverse) primer MBCII, jenÏ je genovû specifick˘ pro C-region TCRB [8]. Smûs produktÛ o délce pfiibliÏnû ~550 bp pfied-

stavuje soubor v‰ech TCRB-VDJ sekvencí exprimovan˘ch v buÀkách.

b) PCR se sadou 31 TRBV primerÛ
Sada TRBV primerÛ pfiestavuje 31 rÛzn˘ch oligonukleotidÛ specifick˘ch pro jednotlivé typy variabilních oblastí genu TCRB,

které jsou rozdûleny podle sekvenãní pfiíbuznosti do tzv. V-rodin. V-rodiny jsou oznaãeny podle mezinárodní nomenklatury IMGT®

(ImMunoGeneTics information system® http://imgt.cines.fr) [9]. Jako reverse primer byl pouÏit TRBC primer, specifick˘ pro C-

region genu TCRB. Sekvence v‰ech primerÛ byla jiÏ dfiíve publikována [10].

V̆ sledn˘ produkt má délku pfiibliÏnû ~200 bp.

PCR produkty byly v obou pfiípadech zviditelnûny pomocí elektroforézy ve 2% agarózovém gelu. Extrakce produktu z gelu

byla provedena pomocí QIAquick Gel Extraction Kitu (QIAGEN).
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2.4.3 Klonování, sekvenování
Ke klonování PCR produktu do bakterií E.coli byl pouÏit TA Cloning® Kit (Invitrogen). Kolonie byly vysety na selekãní LB

agarové médium obsahující IPTG, Ampicilin a X-gal. Pfiítomnost inzertu v bakteriálním plazmidu byla ovûfiena modrobíl˘m tes-

tem a PCR. Z pozitivních kolonií byl izolován plazmid pomocí QIAprep® Spin Miniprep Kitu (QIAGEN). Plazmidy byly sekve-

novány na pfiístroji 3130 Genetic Analyzer pomocí BigDye Terminator Cycle Sequencing Kitu (Applied Biosystems). Získané

sekvence byly poté vyhodnoceny pomocí bioinformatick˘ch nástrojÛ pfiístupn˘ch na stránkách http://imgt.cines.fr

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi.

3 V˘sledky a diskuze

3.1 Testování senzitivity jednotliv˘ch systémÛ PCR s TRBV primery
Pro spolehlivost v˘sledkÛ PCR s TRBV primery bylo nutné zajistit takovou reakãní senzitivitu, aby bylo moÏné amplifiko-

vat specifickou DNA o co nejniÏ‰í koncentraci. U v‰ech 31 systémÛ se podafiilo dosáhnout minimální senzitivity PCR 103 kopií

DNA na μl, která by pfii RNA izolaci z 106 bunûk mûla b˘t dostaãující pro záchyt v˘znamn˘ch imunodominantních klonÛ T lym-

focytÛ podstatn˘ch v boji proti nádorov˘m buÀkám.

3.2 Anal˘za vzorkÛ pacientÛ
Kompletní anal˘ze TCR-β repertoáru GVL-reaktivních T lymfocytÛ byli podrobeni tfii pacienti. Tabulka 1 shrnuje jednotlivé

klony získané u vy‰etfien˘ch pacientÛ, jejich charakterizaci podle V-subgenu a jedineãné aminokyselinové sekvence hypervaria-

bilní oblasti CDR3.

GVT-specifické klony aktivované nádorov˘mi buÀkami pacienta ã.1 s diagnózou renálního karcinomu byly identifikovány

pomocí PCR s TRBV primery (metoda 2.4.2 b). Detekovali jsme ãtyfii PCR produkty, které byly amplifikovány primery TRBV2,

TRBV7.8, TRBV10.3 a TRBV19. (Obr 1). Od kaÏdého PCR produktu bylo analyzováno po 15 bakteriálních koloniích, celkem

tedy 60 klonÛ. Byla urãena sekvence CDR3, která byla následnû vyhodnocena pomocí databáze IMGT. V rámci jednotliv˘ch V-

rodin jiÏ bylo v‰ech 15 sekvencí totoÏn˘ch.

Vzorky pacientÛ ã. 2 a ã. 3 byly vy‰etfieny metodou anchor PCR (metoda 2.4.2 a), která zohledÀuje frekvenci individuálních

imunodominantních klonÛ v rámci analyzovan˘ch bakteriálních kolonií a odpovídá jejich zastoupení v dané bunûãné populaci.

Klony s ãetností vy‰‰í neÏ 10% jsou zpravidla povaÏovány za imunodominatní a je moÏné je detekovat in vivo [7]. Nádorové buÀ-

ky pacienta ã. 2 s diagnózou akutní myeloidní leukémie aktivovaly dva imunodominatní protileukemické klony T lymfocytÛ, kte-

ré pfiíslu‰ely do V-rodin TRBV4.3 a TRBV5.6. Bylo analyzováno celkem 51 bakteriálních kolonií. Frekvenãní zastoupení dvou

imunodominantních klonÛ bylo velmi podobné, 54% a 46%.

U pacienta ã. 3 s diagnózou chronické lymfatické leukémie bylo mezi 50 analyzovan˘mi bakteriálními koloniemi deteková-

no ‰est klonÛ aktivovan˘ch leukemie-reaktivních T lymfocytÛ, ãtyfii z nich lze povaÏovat za imunodominantní. Klinicky lymfo-

cyty dárce tohoto pacienta prokázaly velmi siln˘ protileukemick˘ efekt, kter˘ byl bohuÏel provázen silnou reakcí ‰tûpu proti hos-

titeli (GVH, graft-versus-host).

4 Závûr
Studie potvrdila, Ïe rÛzné typy nádorov˘ch bunûk aktivují nádorovû-reaktivní klony T lymfocytÛ dárce. Tyto GVL/GVT-reak-

tivní klony je moÏné molekulárnû geneticky identifikovat a charakterizovat na základû anal˘zy aminokyselinové sekvence varia-

Tab. 1

Pfiehled detekovan˘ch GLV/GVT-reaktivních klonÛ T lymfocytÛ.

Imunodominantní klony jsou zv˘raznûny tuãnû.

Obr. 1

Ukázka elektroforetogramu produktÛ PCR s TRBV primery u pacienta ã. 1

Dráha 1: velikostní standard 100 bp

Dráha 2: PCR produkt T lymfocytárního klonu 1-A (TRBV 2) 200 bp

Dráha 11: PCR produkt T lymfocytárního klonu 1-B (TRBV 7,8) 200 bp
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bilní oblasti β podjednotky TCR receptoru. Alogenní T lymfocyty jsou v‰ak také ãasto pÛvodcem neÏádoucí reakce ‰tûpu proti

hostiteli. Bude proto vhodné identifikovat také GVH-reaktivní klony a porovnat jejich charakter s klony protinádorov˘mi. Pfied-

mûtem pokraãování studie dále bude navrhnout klonovû specifické primery a fluorescenãnû znaãenou DNA sondu pro jedineã-

nou sekvenci TCR receptoru nejfrekventovanûj‰ích individuálních GVL/GVT i GVH klonÛ a tyto klony pak u transplantovan˘ch

pacientÛ sledovat in vivo pomocí kvantitativní real-time PCR [7].
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