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Kultivace bunék primarniho karcinomu ledvin

Hlavnim tc¢elem projektu ,,Narodni program vyzkumu II** je vyvoj biotechnologie vedouci k bezpe¢né alogenni transplanta-
ci hematopoetickych kmenovych bunék (SCT) tak, aby na jedné stran€ byla zcela potlatena nezZadouci a Casto smrtelna reakce
Stépu proti hostiteli (GVHD) vyvoland alogennimi lymfocyty dérce, a na druhé strané, aby byl maximalné vyuZit protinddorovy
potencidl (GVL/GVT; graft-versus-leukemia/tumor) alogennich lymfocytt. Jeden ze zptisobi jak eliminovat GVH-reaktivni klo-
ny darcovskych T lymfocyti spocivd v jejich aktivaci nenddorovymi butikami piijemce v tzv. smiSené lymfocytarni reakci a poté
v jejich eliminaci specifickym imunotoxinem. Nésledné jsou ostatni lymfocyty aktivovany kultivovanymi nddorovymi butikami
(po jejich ozafeni, aby byl zpfistupnén naddorovy antigen) za ucelem dosaZeni maximalniho efektu GVL/GVH. V8echny kroky
jsou provadény v in vitro podminkach. Kompletni remise po aplikaci infuze darcovskych lymfocytt byla pozorovana pfedevsim
u chronické myeloidni leukémie, ale také u pacientli s dalSimi nddorovymi onemocnénimi, predevSim u akutni myeloidni leuké-
mie, mnohocetného myelomu a rendlniho karcinomu. Zatimco ¢ast projektu tykajici se krevnich malignit je jiZ ve fazi povolené
studie testovani ic¢inku na vybranych pacientech, s rendlnim karcinomem probiha v soucasné dobé zakladni laboratorni vyzkum.
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Pro stimulaci protinddorové aktivity T — lymfocytl je nutné zajistit prezentovatelny nddorovy antigen, jehoZ zdrojem miiZe
byt kultura pfisluSnych nddorovych bunék pacienta. Ty jsou ziskdvany izolaci z resekatu nddorové tkané (ohledané patologem)
ziskané od pacientt MOU Brno s primérnim karcinomem ledvin, pfevazné po nefrektomii. Kultivace v laboratofi pak umoZiu-
je jejich namnoZeni a selekci od nenddorovych bunék za acelem vypéstovani primokultury, jednak jako zdroje zminovaného nado-
rového antigenu a jednak pro jeji zamraZeni pro pozdéjsi stimulaci lymfocytl mrtvymi nddorovymi butikami. Vzhledem k tomu,
Ze rendlni buriky patii k velmi obtiZné kultivovatelnym typiim nddori, bylo stéZejnim ukolem na zdklad€ zkuSenosti necetnych
praci vybrat vhodné médium, jehoZ zaklad 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 péstovana v R. lahvich pro realizaci vySe
zminénych kultivaci s lymfocyty v laboratofich Univerzitniho centra buné¢né imunoterapie (UCBI) LF Brno. Zbyvajici ¢ast se
déle kultivuje v laborato¥i MOU Brno pro navySeni po¢tu bungk, které jsou pfi dostate¢ném poctu zamraZeny na sucho a takto
ziskané mrtvé buiiky pouZity po pievozu pro dalii stimulace tychz lymfocytl. Reprezentativni zastoupeni vitilnich nddorovych
bunék v kultuie je kontrolovano pomoci barveni cytospinu bun&k patologem pred 1. pasaZi (Odd. patologie MOU Brno) a pied
aktivaci lymfocytti (PAU FN Brno). Vysledky barveni vybraného pacienta ukazujici na v podstaté vyhradni zastoupeni Zivych
bunék tumoru jsou zndzornény na Obr. 1.

Obr. 1 Obr. 2
Hodnoceni zastoupeni nddorovych bunék Vysledky kultivace buné€k rendlniho karcinomu
(cytospin, pacient 3, zvétSeno 200x)

V tvodni ¢asti projektu (zaf{ — prosinec 2006) byly zpracovany a péstovany buriky pochézejici z karcinomu ledvin 4 pacien-
t0, u nichZ byla snaha o maximalni zisk té€chto bunék. Z Obr. 2, kde kfivky pfedstavuji kumulativni nirtst bun€k v ¢ase prabéz-
né prevazené do UCBI LF MU ke stimulaci lymfocytd, je patrné, Ze u tfi z nich se podafilo vypéstovat primokulturu a namnozit
dostatecny pocet buné€k alesponi pro 1. fazi pokust s Zivymi nddorovymi butikami, u dvou z nich (pacienti 2 a 3) pak i do dalsi
¢asti s buitkami mrtvymi. Pacienti 1 a 2 byli pasdZovani 2x, pacient 3 3x. Z nastfthané tkané posledniho pacienta se uvolnilo jen
velmi mdlo vitdlnich bunék, které by adherovaly na dné kultiva¢nich misek a po 3 tydnech kultura odumfela.

Obr. 3 Obr. 4
Vysledky kultivace buné€k rendlniho karcinomu Hodnoceni ptitomnosti HLA antigenti
(leden 2007 — leden 2008) (cytospin, pacient 6)

ProtoZe pfi pokusech s lymfocyty vySlo najevo, Ze dochézi ke ztraté povrchovych HLA antigent 1. tfidy, které jsou rozhodu-
jicim faktorem k lymfocytarni stimulaci, byla u dalSich vzorki snaha dobu kultivaci, jejiz délka byla povaZovéna za rizikovy fak-

76



XXXIl. BRNENSKE ONKOLOGICKE DNY e XXII. KONFERENCE PRO NELEKARSKE ZDRAVOTNICKE PRACOVNIKY
NADOROVA IMUNOLOGIE

tor, maximalné zkratit pro zisk nezbytné nutného poctu bunék a ty pak zamrazit v reZimu postupného mraZeni pro zachovani vita-
lity a HLA antigenid do doby pokust. Jak je patrné, podafilo se piesto ziskat u 5 z 8 nddort (leden 2007 — leden 2008) obdobné,
tedy vysoké pocty bunék jako u predchozich vzorkl pacientil (nérist byl relativné rychly), doba pieziti bunék je pfitom ale pocho-
pitelné kratsi neZ u predchoziho souboru pacientd (Obr. 3). Z tkané¢ a kultury kaZdého nadoru bylo pro kontrolu provadéno tes-
tovani pfitomnosti HLA antigeni, jak je patrné ze snimki tkdné€ a kultury obarvené pomoci protilatek proti HLA antigentim vybra-
ného pacienta na Obr. 4, ktery je v obou pfipadech na né€ pozitivni. Pfehled vysledkl pfitomnosti HLA antigent u testovanych
vzorkl pacientl shrnuje tabulka na Obr. 5. PrestoZe se nejednd o velky soubor vzorkd, je zfejmé, Ze ke ztraté 50 — 100 % anti-
gent doslo u vice jak poloviny z téch, které byly kultivovany 2 mésice a déle. V jednom piipadé nebyly HLA antigeny jiZ v samot-
né nadorové tkani pacienta, v jiném piipadé€ zase sice tkai nevykazovala téméf Zadnou jejich pfitomnost, buiiky uvolnéné pfi kul-
tivaci do média vSak jiZ ano. Z uvedenych skutecnosti je mozné shrnout, Ze nova opatieni maji alespoii Caste¢ny piinos.

Soucasné byla sledovéna i sterilita vzorkl z hlediska pfitomnosti plisni pomoci vysoce citlivé metody PCR. VétSina byla nega-
tivni jak ve tkani, tak kultufe, ve dvou pfipadech byl zachyt kmene plisné ve tkani, nikoli vSak jiz v kulturdch, coZ miiZe byt zapfi-
¢inéno vysokou citlivosti pouzité metodiky zachycujici i fragmenty DNA. Kultura posledniho pacienta byla pro pozitivni testy
ve tkdni i kultufe vyfazena (Obr. 6).

Obr. 5 Obr. 6
VySetfeni pfitomnosti HLA antigenti VySetieni pfitomnosti plisni

Pokud shrneme vysledky prace za celé zminéné obdobi, bylo nakonec od planovanych 19 pacientd s primarnim rendlnim kar-
cinomem zaloZeno po operac¢nim zakroku (vétSinou nefrektomii) 12 kultur, z nichZ u 8 se podafilo vypéstovat buiiky v dostatec-
ném poctu pro aktivaci lymfocyt (80 — 280 mil.), dvé z téchto kultur byly pasdZovéany dvakrét, dalSich 6 tfikrat. Buiiky dalSich
dvou kultur (kazda po 40 mil.) byly vyuZity pouze pro testy cytotoxicity. (Obr. 7).

Obr. 7
Shrnuti vysledki kultivace bunék

Jak jiz bylo zminéno, ze zkuSenosti ve svété vyplyva, Ze nadorové buiiky ledvin nevykazuji pfiliSnou schopnost Zit a rozris-
tat se, at jiz byla pro kultivace pouZita riiznd média. Prace na toto téma jsou spiSe kusé, obsirnéjsi vysledky publikuje Ueda a spol.,
kde z 52 primarnich karcinom ledvin se polovinu podafilo udrZet alespoti do 1. pasdZe a 17% do Sesté. PrestoZe zkuSenosti s kul-
tivaci bunék rendlniho karcinomu nejsou na jinych pracovistich dobré, podaftilo se zde dvé tetiny zaloZenych kultur dovést do
stadia ziskani minimélniho poc¢tu bunék (80 mil.) pro dalii kroky vyvoje transplantacniho pfipravku na bazi alogennich lymfo-
cytl.
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