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VyuÏití bunûk renálního karcinomu pfii v˘voji protinádorov˘ch 
imunoterapeutick˘ch pfiípravkÛ v alogenních podmínkách.
Hanák L.1,2, Lauerová L.2, Matûjková E.1, Vidláková P.1, Kyjovská D.1, Stejskalová A.1, MuÏíková J.1, 
Vali‰ová E.1, Ho‰ková A.2, Sekaninová R.2, Nenutil R.2, Kfien L.4, Rychtetská H.4, DoleÏel J.2, 
ÎiÏková V.2, Îaloudík J.2, Hájek R.1, Michálek J.1,3

1) Univerzitní centrum bunûãné imunoterapie (UCBI) LF MU Brno
2) MasarykÛv onkologick˘ ústav (MOÚ) Brno
3) I. dûtská interní klinika FN Brno
4) Ústav patologie 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 renálním karcinomem probíhá v souãasné dobû základní laboratorní v˘zkum.
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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)

získané od pacientÛ MOÚ Brno s primárním karcinomem ledvin, pfieváÏnû po nefrektomii. Kultivace v laboratofii pak umoÏÀu-

je 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

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 kultivací s lymfocyty v laboratofiích Univerzitního centra bunûãné imunoterapie (UCBI) 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 a takto

získané mrtvé buÀky pouÏity po pfievozu pro dal‰í stimulace t˘chÏ lymfocytÛ. Reprezentativní zastoupení vitálních nádorov˘ch

bunûk v kultufie je kontrolováno pomocí barvení cytospinu bunûk patologem pfied 1. pasáÏí (Odd. patologie MOÚ Brno) a pfied

aktivací lymfocytÛ (PAÚ FN Brno). V˘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, u nichÏ byla snaha o maximální zisk tûchto bunûk. Z Obr. 2, kde kfiivky pfiedstavují kumulativní nárÛst bunûk v ãase prÛbûÏ-

nû pfieváÏené do UCBI LF MU ke stimulaci lymfocytÛ, je patrné, Ïe u tfií z nich se podafiilo vypûstovat primokulturu a namnoÏit

dostateãn˘ poãet bunûk alespoÀ pro 1. fázi pokusÛ s Ïiv˘mi nádorov˘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.

ProtoÏe pfii pokusech s lymfocyty vy‰lo najevo, Ïe dochází ke ztrátû povrchov˘ch HLA antigenÛ I. tfiídy, které jsou rozhodu-

jícím faktorem k lymfocytární stimulaci, byla u dal‰ích vzorkÛ snaha dobu kultivaci, jejíÏ délka byla povaÏována za rizikov˘ fak-

Obr. 4
Hodnocení pfiítomnosti HLA antigenÛ

(cytospin, pacient 6)

Obr. 3
V̆ sledky kultivace bunûk renálního karcinomu

(leden 2007 – leden 2008)

Obr. 2
V̆ sledky kultivace bunûk renálního karcinomu

Obr. 1
Hodnocení zastoupení nádorov˘ch bunûk 

(cytospin, pacient 3, zvût‰eno 200x)
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tor, maximálnû zkrátit pro zisk nezbytnû nutného poãtu bunûk a ty pak zamrazit v reÏimu postupného mraÏení pro zachování vita-

lity a HLA antigenÛ do doby pokusÛ. Jak je patrné, podafiilo se pfiesto získat u 5 z 8 nádorÛ (leden 2007 – leden 2008) obdobné,

tedy vysoké poãty bunûk jako u pfiedchozích vzorkÛ pacientÛ (nárÛst byl relativnû rychl˘), doba pfieÏití bunûk je pfiitom ale pocho-

pitelnû krat‰í neÏ u pfiedchozího souboru pacientÛ (Obr. 3). Z tkánû a kultury kaÏdého nádoru bylo pro kontrolu provádûno tes-

tování pfiítomnosti HLA antigenÛ, jak je patrné ze snímkÛ tkánû a kultury obarvené pomocí protilátek proti HLA antigenÛm vybra-

ného pacienta na Obr. 4, kter˘ je v obou pfiípadech na nû pozitivní. Pfiehled v˘sledkÛ pfiítomnosti HLA antigenÛ u testovan˘ch

vzorkÛ pacientÛ shrnuje tabulka na Obr. 5. PfiestoÏe se nejedná o velk˘ soubor vzorkÛ, je zfiejmé, Ïe ke ztrátû 50 – 100 % anti-

genÛ do‰lo u více jak poloviny z tûch, které byly kultivovány 2 mûsíce a déle. V jednom pfiípadû nebyly HLA antigeny jiÏ v samot-

né nádorové tkáni pacienta, v jiném pfiípadû zase sice tkáÀ nevykazovala témûfi Ïádnou jejich pfiítomnost, buÀky uvolnûné pfii kul-

tivaci do média v‰ak jiÏ ano. Z uveden˘ch skuteãností je moÏné shrnout, Ïe nová opatfiení mají alespoÀ ãásteãn˘ pfiínos. 

Souãasnû byla sledována i sterilita vzorkÛ z hlediska pfiítomnosti plísní pomocí vysoce citlivé metody PCR. Vût‰ina byla nega-

tivní jak ve tkáni, tak kultufie, ve dvou pfiípadech byl záchyt kmene plísnû ve tkáni, nikoli v‰ak jiÏ v kulturách, coÏ mÛÏe b˘t zapfií-

ãinûno vysokou citlivostí pouÏité metodiky zachycující i fragmenty DNA. Kultura posledního pacienta byla pro pozitivní testy

ve tkáni i kultufie vyfiazena (Obr. 6).

Pokud shrneme v˘sledky práce za celé zmínûné období, bylo nakonec od plánovan˘ch 19 pacientÛ s primárním renálním kar-

cinomem zaloÏeno po operaãním zákroku (vût‰inou nefrektomii) 12 kultur, z nichÏ u 8 se podafiilo vypûstovat buÀky v dostateã-

ném poãtu pro aktivaci lymfocytÛ (80 – 280 mil.), dvû z tûchto kultur byly pasáÏovány dvakrát, dal‰ích 6 tfiikrát. BuÀky dal‰ích

dvou kultur (kaÏdá po 40 mil.) byly vyuÏity pouze pro testy cytotoxicity. (Obr. 7).

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. PfiestoÏe zku‰enosti s kul-

tivací bunûk renálního karcinomu nejsou na jin˘ch pracovi‰tích dobré, podafiilo se zde dvû tfietiny zaloÏen˘ch kultur dovést do

stádia získání minimálního poãtu bunûk (80 mil.) pro dal‰í kroky v˘voje transplantaãního pfiípravku na bázi alogenních lymfo-

cytÛ.
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Obr. 7
Shrnutí v˘sledkÛ kultivace bunûk

Obr. 6
Vy‰etfiení pfiítomnosti plísní

Obr. 5
Vy‰etfiení pfiítomnosti HLA antigenÛ
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