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Souhrn

Vychodiska: Tumor infiltrujici lymfocyty jsou buiiky imunitniho systému hostitele pfitomné v nadorové tkani. U pacientl s metasta-
zujicim melanomem maji tyto buiiky prokazatelny protinddorovy efekt. Typ studie a soubor: Cilem této prospektivni studie bylo ové-
fit postup in vitro pfipravy tumor infiltrujicich lymfocytii. Metody a vysledky: Sedm pacientl s metastazujicim melanomem podstou-
pilo odbér nddorové tkang, ze které byly kultivovany tumor infiltrujici lymfocyty za pfitomnosti vysokych davek interleukinu 2. Béhem
focyty si uchovévaji specifickou cytotoxicitu vii¢i autolognim nddorovym buiikdm a jsou geneticky stabilni. Jejich kone¢né mnoZstvi
(vice nez 109 bunék) umoziiuje klinické podani s cilem bunééné imunoterapie pacientl s metastazujicim melanomem. Pokud byly tumor
infiltrujici lymfocyty kultivovéany z primarniho nadorového loZiska, k jejich expanzi nedo$lo. Zaveéry: Expanze tumor infiltrujicich lym-
focytl na hodnoty pouZitelné v klinické praxi je redlna z lymfatickych uzlin postiZenych metastdzami maligniho melanomu.

Klicova slova: metastazujici melanom, tumor infiltrujici lymfocyty, imunoterapie.

Summary

Backgrounds: Tumor infiltrating lymphocytes are cells of the host immune system present in the tumor tissue. It has been demon-
strated that they show an anti-tumor effect in patients with metastatic melanoma. Design and Subjects: The aim of this prospective
study was to verify the in vitro preparation procedure of tumor infiltrating lymphocytes. Methods and Results: Seven patients with
metastatic melanoma underwent tumor tissue biopsy. The tissue biopsy served for the expansion of tumor infiltrating lymphocytes in
vitro in the presence of high dose of interleukin 2. During a 6 - 8 week period more than a 1000-fold expansion of tumor infiltrating
lymphocytes from tumor-infiltrated lymph nodes has been recorded. Expanded lymphocytes are genetically stable and preserve their
specific cytotoxicity to autologous tumor. They were expanded to more then 109 T cells. Such an amount of T cells can have a signi-
ficant clinical effect when applied as cell immunotherapy. In case of primary tumor tissue culture, no expansion of tumor infiltrating
lymphocytes has been observed. Conclusions: Expansion of tumor infiltrating lymphocytes to a clinical scale is feasible under steri-
le conditions from lymph nodes infiltrated with tumor cells from patients with metastatic melanoma.
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Uvod asi 14%-20% celkovych odpovédi, medidn trvani odpovédi

Maligni melanom ve fazi generalizovanych metastaz je
povazovén za jedno z nejhiife ovlivnitelnych nddorovych
onemocnéni. V piipadé€ chirurgicky nefeSitelné generali-
zace melanomu neni v sou¢asnych moZnostech onkologic-
ké 1é¢by dosahnout kurativniho efektu 1écby (1). Onemoc-
néni je povaZzovano za chemorezistentni i radiorezistentni.
Paliativni chemoterapii miiZeme dosdhnout pouze do¢asné
redukce rozsahu onemocnéni s tlevou od symptomu one-
mocnéni. Proto jsou hledany nové postupy, které by umoz-
nily ovlivnit nepfiznivy pribéh tohoto onemocnéni.

Soucasna lécebna strategie

Mezi 1éCivé piipravky pouZivané u metastazujiciho melano-
mu (MM) patii dakarbazin, platinov4 analoga, derivaty nit-
rosourey, vinka alkaloidy ataxany (1,2). Nejdéle pouZivanym
cytostatikem a zlatym standardem je dakarbazin. Dosahuje
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je 4-6 mésicti avSak dlouhodobé preziti je velmi nizké,
umonoterapie dakarbazinem je Sestileté preZiti mensinez 2%
(1,2). Ve snaze zlepsit tyto vysledky byly navrZeny kombi-
nace cytostatik. Mezi nejcastéji pouZivané patfi kombinace
CVD (cisplatina, vinblastin, dakarbazin) dle Leghy a Ctyi-
kombinace DBD/T (dakarbazin, karmustin, cisplatina) +
tamoxifen, tzv. Dartmouthiiv reZim (1). CVD kombinace
dosahuje az 40% celkovych odpovédi se 4% kompletnich
remisi, mediin trvani odpovédi je 9 mésicti. DBD/T dosahu-
je az 46% celkovych odpovédi, median trvani odpovédi je
méné neZ 7 mésicll. Pfedpoklad vyssi odpovédi trojkombi-
nované chemoterapie proti monoterapii dakarbazinem vSak
nebyl jednozna¢né v randomizované studii potvrzen (2).

Relativné dobrych vysledki bylo dosaZeno s vyuZitim imu-
noterapie. Interferon alfa (INFat) v monoterapii mé odpovéd
15% a dosahuje ve 3%-5% kompletni remise u pokrocilého
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onemocnéni. Interleukin 2 (IL-2) dosahuje 15-20% celkovych
odpovédi. Klinicky nejvyznamnéj$im faktem je, Ze u 5-7%
pacientl bylo dosaZeno 1é¢bou s IL-2 dlouhodobé remise
asedmileté preZiti bylo 10% (3). IL-2 aINF_ se staly sou¢asti
kombinovanych chemo-imunoterapeutickych rezimil (4). Sta-
noveni role chemoimunoterapie v 1é¢bé metastazujicitho mela-
nomu je ikolem probihajicich klinickych studii II. a III. faze.

Role adoptivni imunoterapie u melanomu s vyuzitim
tumor infiltrujicich lymfocyta

Melanom je povaZzovan za imunogenni nador (1,5). Stav imu-
nitniho systému je intenzivné studovén u pacienti s MM po
nékolik desetileti a v poslednich 5 letech se objevuji klinické
studie vyuZivajici adoptivni imunoterapie (5,6). Adoptivni
bunécnd imunoterapie je definovana jako pevod bunék imu-
nitniho systému s protinddorovou aktivitou, napf. tumor-infilt-
rujicich lymfocytt (TIL), pacientovi s cilem dosdhnout 1éc¢eb-
né odpovédi. Védecké zdlivodnéni takového postupu se opird
o fakt, Ze melanomy jsou velmi Casto infiltrovany cytotoxic-
kymi (Tc) nebo pomocnymi (Th) lymfocyty, které maji schop-
nost cilené rozpoznat nidorové specifické antigeny a elimi-
novat nddorové buiiky. MnoZstvi podanych TIL hraje ziejmé
kritickou roli pfi eliminaci nddorovych bunék, coZ bylo dob-
fe zdokumentovano namySich modelechiprvnich klinickych
studiich (5,6). U mySich modelt byl protinddorovy efekt zavis-
ly na podané davce TIL (1). TIL ziskané z nadorem infiltro-
vanych uzlin, rozpoznévaji nadorové-specifické antigeny,
mohou byt expandovany in vitro v prostfedi s vysokou dav-
kou (1000IU/ml) IL-2 a po expanzi vykazuji vysoky stupeil
specifické cytotoxicity vii¢i syngennimu nddoru (1,6). Nej-
lepSich vysledkt bylo dosahovano tehdy, kdyZ TIL byly poda-
ny soucasné s nddorovymi buitkami imunokompromitova-
nym myS$im (1). Dalsi studie ukazaly, Ze samotné podéani TIL
myS$im s MM nevede k podstatnému terapeutickému efektu.
Kombinaci podani TIL s chemoterapii cyklofosfamidem
a nasledné podavani IL-2 bylo ve stejném modelu dosaZeno
synergistického efektu a vedlo k vymizeni jaternich a plic-
nichmetastiz (1,6,14). Dalsi pokusy na mySich modelech ved-
ly ke zmapovéni pohybu adoptivné podanych TIL mySim s lid-
skym nddorem. TIL znacené radioaktivnim izotopem india
111 podané intraven6zné se prevazné koncentruji ve tkani
nadoru. TIL byly rovnéZ nalezeny v jatrech, plicich, ledvi-
néch a slezing, coz dokazuje schopnost migrace a piestupu
TIL do tkéni (14). Tyto studie dokladovaly pfimy biologicky
efekt TIL, jejich schopnost vycestovat z krevniho fecisté
zejména do loZisek naddorové tkang a staly se tak dillezitym
milnikem pfi testovani TIL v klinickych studiich.

Lidské TIL byly nejprve kultivovany in vitro, byla studovéana
mozZnost jejich expanze a uchovéni specifické protinidorové
aktivity. Priblizn€ u 50% pacientil s melanomem byl prok4-
z4n specificky cytotoxicky potencidl in vitro expandovanych
TIL (14). V rozsihlé Rosenbergové studii bylo kultivovano
206 biopsii melanomu za ucelem expanze TIL v prostfedi
s vysokym obsahem IL-2 (1000IU/ml). V piipadé 124 kultur
(60%) byla expanze TIL vys$i neZ 1010 v pribéhu 45 dni,
u 89 kultur bylo dokonce dosaZeno vice nez 1011 TIL (14).
Cytotoxické testy ukézaly, Ze v piipadé testovanych 115 TIL
kultur doSlo u 43 kultur ke specifické lyze autolognich nado-
rovych bunék (14). Nasledné bylo pfistoupeno k prvnim kli-
nickym aplikacim expandovanych TIL. U pacientii s MM byla
zaznamenana klinickd odpovéd u 35-50% pacientl po poda-
ni TIL v kombinaci s IL-2. Zda se, Ze neni nutno podavat vyso-

ké davky IL-2 pro zlepSeni dlouhodobého pieziti TIL in vivo,
ale Ze podobného efektu 1ze dosahnout i malymi ddvkami IL-
2 (500-1000IU) podavaného subkutdnné. Jsou tak minimali-
zovéany vedlejsi ucinky vyplyvajici z intraven6zniho podani
IL-2 ve vysokych davkach, navic nizka davka je dostate¢na
k udrZeni vitalnich TIL i po n€kolik tydnii po jejich infizi (7-
9). Pritom expanze TIL na hodnoty s prokazatelnym klinic-
kym efektem (101°) netrva zpravidla déle nez 2 mésice (7-9),
expandované TIL siuchovavaji vysoky stupeti specifické pro-
tinddorové aktivity a nebyly popsany Zadné genetické zmény
v souvislosti s jejich expanzi (7-9,14).

Adoptivni buné¢nd imunoterapie pomoci TIL vedla ke kli-
nické parcidlni odpovédi trvajici 6-22 mésicti u 6 ze 13 sle-
dovanych pacientl a ke smiSené odpovédi u dalich 4 ze 13
sledovanych pacienttil (7). V dalsi studii bylo prokdzano, Ze
tumor-specifické T lymfocyty se pfednostné kumuluji v nado-
rové tkéni a perzistuji v periferni krvi nékolik tydnt (8).

I pres tyto tispéchy adoptivniho transferu T lymfocytl existu-
ji Cetné prekazky, které brani likvidaci nddorovych bunék in
vivo. Je to pfedevsim sniZend exprese tumor-specifického anti-
genu nddorovou buiikou, produkce tzv. receptortl smrti vedou-
cichk apoptéze lymfocytli, produkce imunosupresivnich cyto-
kini a nedostate¢nd kostimulace antigen-prezentujicimi
butikami (9). Ukazuje se také, Ze imunitni systém pacientil
s nddorovym onemocnénim neni schopen dostate¢né dobre
rozpoznatnadorové butiky a tudiZ neni schopen je uc¢inné likvi-
dovat. V poslednich 5 letech je velkd pozornost vénovana imu-
noregulacnim T lymfocytim (CD4+CD25+), které mohou byt
zodpovédné za navozeni stavu anergie — hyporeaktivity vlast-
niho imunitniho systému vii¢i nadorovym butikam (10). Stav
anergie 1ze do urcité miry zvrétit pouZitim vysokodavkované
chemoterapie, kterd vede k pfechodné imunoablaci, tedy
docasnému poklesu poctu lymfocytl v periferni krvi. Tento
postup vSak rovnéz zvySuje riziko myelotoxicity a prispiva ke
zvySeni morbidity a mortality. Z tohoto diivodu se hledaji ces-
ty, jak zmirnit myelotoxicitu a pfitom zachovat imunoablativ-
ni u¢inek, ktery eliminuje populaci imunoregula¢nich lymfo-
cytl. Jednim zmozZnych piistupt je vyuZiti analogli purinovych
nukleosidi (11), napt. fludarabinu. Fludarabin je pouZivan
k 16¢b€ chronické lymfatické leukémie, je soucésti nemyelo-
ablativnich transplanta¢nich reZiml a nové se pouZiva u auto-
imunitnich onemocnéni pro potlaceni autoreaktivnich T lym-
focytl (12). Vzhledem k Sirokému pouZivani fludarabinu
existuje dostatecnd klinickd zkuSenost s jeho aplikaci, zejmé-
naje vyuZivanajeho schopnostimunoablace s minimalni mye-
lotoxicitou ve srovnéni s jinymi cytostatiky (11,12).

Cilem této studie byla optimalizace ptipravy TIL in vitro pro
klinické pouZiti u pacientll s metastatickym melanomem.
Bylataké testovana kvalita TIL v&etné testl cytotoxicity vaci
autolognim nadorovym buiikdm, testl sterility a genetické
stability. V tomto sd€leni se zabyvame veSkerymi aspekty
ptipravy TIL v podminkach spravné laboratorni praxe.

Soubor nemocnych a metody

Pro preklinické testoviani bylo zafazeno 7 pacientl
s metastdzujicim melanomem (MM) a 5 zdravych darca ve
véku 24-68 let. VSichni jedinci, kteti se tcastnili této prek-
linické studie podepsali Informovany souhlas schvaleny
Etickou komisi Masarykova onkologického tstavu.

Vstupni zpracovani materialu
Odbér nddorové tkané pacientt s MM pro tcel této studie byl
soucasti rutinni biopsie pro histopatologické hodnoceni. Tkar
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nadorové uzliny ¢i primédrniho nddorového lozZiska byla nastii-
héina na kousky o velikosti mensi neZ 2mm nizkami ¢i skal-
pelem aresuspendovéna v kultivaénim médiu. Pacientim byl
rovnéZ odebirdn vzorek periferni krve na cytogenetické vySet-
feni. V ptipad€ zdravych darcii byla odebirdna periferni krev
pro ziskani mononukledrnich buné¢k (MNB) bohatych na
T lymfocyty metodou gradientové centrifugace (15).

Expanze TIL

Buriky nadorové tkané byly kultivovany v inkubatoru pii
37°C a 5% atmosfére CO2 po dobu 5-8 tydnl v kompletnim
kultivaénim médiu obsahujicim X-VIVO 15 (Bio Whittaker
Europe) a 5% autologniho nebo lidského AB séra (Sigma-Ald-
rich). Expanze T lymfocytl probihala za inicidlniho pfidavku
10 pg/ml fytohemaglutininu (Sigma-Aldrich) a pravidelného
pfisunu 1000 IU/ml IL-2 (Chiron) 3x tydné. Buné¢nost a vita-
lita byla sledovdna obden a byla udrZovdna v rozmezi
0,5-3x106 vitalnich bun¢k na mililitr kompletniho média. Kaz-
dé dva tydny byla provedena vyména média. Po prvni vymé-
né byly pridavany 1x tydné alogenni ozafené mononukledrni
buriky zdravého dérce jako tzv.“feeder cells” v poméru 1:1 ke
kultivovanym lymfocytim. Poslednich 7 dni kultivace byly
buriky ponechény bez jakékoliv dalsi manipulace. Expando-
vané lymfocyty byly po dosaZeni mnozZstvi 1010 vitilnich
bunék nebo po dovrSeni 8 tydni kultivace podrobné vySetie-
ny. Sledované parametry zahrnovaly pocet bunék, vitalitu
bunék, zastoupeni T lymfocytt pomoci pritokové cytometrie
(fluorescen¢né znac¢enymi monoklondlnimi protilatkami pro-
ti CD3, CD4, CDS, CD25, CD16, CD56), vySetieni na pri-
tomnost endotoxinu, mikrobiologické kultiva¢ni vySetfeni na
pritomnost bakteridlni kontaminace, mikrobiologické PCR
vySetfeni na specificky prikaz Mycoplasma sp., viru hepati-
tidy B a C, parvoviru B19, viru lidské imunodeficience HIV
a mykobakterii. U expandovanych lymfocytl poslednich 3
pacient@ bylorovnéZ provedeno cytogenetické vySetfeni kary-
otypu na prikaz genetické stability. Expandované lymfocyty
byly fizen€ zamrazeny ve smési DMSO (Wak-Chemie Medi-
cal) + autologni sérum ¢i lidské AB sérum v poméru 1:9.

Expanze nadorové-specifickych MNB

K simulaci protinddorovych klont T lymfocytii byly pou-
Zity MNB péti zdravych darci. MNB byly nejprve stimu-
lovany ozéfenou nadorovou linii ARH 77 mnohocetného
myelomu. Nidorové reaktivni T lymfocyty zdravych dar-
cti byly imunomagneticky separovany na zakladé produk-
ce interferonu gama (15) (Miltenyi Biotec). Takto separo-
vané aktivované niddoroveé reaktivni T lymfocyty slouZily
jako model pro studium rychlé expanze T lymfocytd.
Expanze probihala za stejnych podminek jako expanze TIL,
pouze celkova doba expanze Cinila 4 tydny.

Vysledky:

Nejprve byly prospektivné validovany MNB péti zdravych
déarct. Byla testovana moZnost rychlé expanze nadorové
reaktivnich, interferon gama produkujicich T lymfocyti
ziskanych opakovanou stimulaci myelomovou linii ARH
77, jak jsme popsali dfive (15). Uvodni pocet interferon
gama pozitivnich T bunék ¢inil 0,56_0,13x106. Po Ctyfty-
denni expanzi in vitro za pfitomnosti fytohemaglutininu,
IL-2 a ,feeder cells* bylo dosazeno poctu 214,0
x106£103,4x10° bunék. Expandované T lymfocyty byly
zastoupeny po expanzi z 99,5+0,8% a vykazovaly speci-
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fickou cytotoxicitu vici ptivodni naddorové linii ARH 77.
Na z4kladé téchto pilotnich experimenta, které ukazaly moz-
nost rychlé expanze protinddorovych T lymfocyti bylo pfi-
stoupeno k expanzi TIL u sedmi pacientll s metastazujicim
melanomem. V Sesti ptfipadech se jednalo o lymfatickou uzli-
nu postizenou nadorovym procesem a v jednom piipadé se jed-
nalo o priméarni loZisko koZniho melanomu. Pfitomnost nado-
rovych bunék v kultivované tkani byla potvrzena
histopatologicky bezprostfedné po chirurgickém zdkroku.
V ptipadé Sesti nddorem infiltrovanych uzlin byla expanze TIL
zahajovana s poctem bunck 2,9x10°-15,8x10° (median
5,3x106). Po 5-8 tydenni in vitro kultivaci podle postupt navr-
Zenych v této studii doslo k nariistu na 2,2-5,6x10'° bunék.
Pribéh expanze TIL je zndzornén na Obr. 1. Zcela odli$ny byl
prubéh kultivace lymfocyti z primérniho loZiska nddoru. Zde
nedoslo prakticky k Zadné expanzi, pouze k minimalnimu nérQ-
stu z 2,2x10° na 12,1x10¢ bunék po 8-tydenni kultivaci.

Obr. 1: Expanze TIL v pribéhu kultivace

In vitro expanze TIL z nddorem infiltrovanych lymfatickych uzlin (No.1-
6.) a z primarniho koZniho loZiska (No.7).
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Ve v8ech sedmi pfipadech bylo provadéno vySetieni steri-
lity TIL po ukonceni expanze. V Sesti pfipadech nedoSlo
k Zadné mikrobidlni kontaminaci. U jednoho ptipravku TIL
doslo k mikrobidlni kontaminaci v poslednim tydnu kulti-
vace a tento piipravek byl uren k likvidaci. Endotoxinovy
test provadény na konci kultivace neprekrocil stanovené
limity ani v jednom piipadé. VySetfenim metodou patogen-
specifické PCR nebyla prokdzina pfitomnost mykoplas-
mat, viru hepatitidy B a C, parvoviru B19, viru lidské imu-
nodeficience HIV a mykobakterii na pocatku ani po
skonceni in vitro expanze TIL. Pro priikaz genetické stabi-
lity bylo srovndvano cytogenetické vySetfeni periferni krve
pacientt s vySetfenim expandovanych TIL. VySetfeni pro-
kazalo normélni karyotyp bez chromozomalnich aberaci
u vSech vySetfenych pacienti jak v periferni krvi, tak
v expandovanych TIL.

Diskuse:

Ucinnost adoptivniho pfevodu T lymfocyti pii 16¢b& nddo-
rovych onemocnéni byla prokdzana experimentalné u labo-
ratornich zvitat (1) a v souc¢asné dobé také u pacientli s metas-
tatickym melanomem (2-4). Tumor infiltrujici lymfocyty
(TIL) nebo lymfocyty aktivované melanom-specifickym
antigenem byly ispé$né aplikovany pacientlim s metastatic-
kym melanomem. Tito pacienti byli pfedléceni a progredo-
vali na 16¢bé chemoterapii nebo chemoimunoterapii (che-
moterapie + interleukin 2 nebo interferon alfa). Adoptivni
bunécnd imunoterapie pomoci TIL vedla k parcidlni klinic-
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ké odpovédi trvajici 6-22 mésictiu 6 ze 13 sledovanych paci-
entll a ke smiSené odpovédi u dalSich 4 ze 13 sledovanych
pacientt (3). V dalsi studii bylo prokazéno, Ze tumor-speci-
fické T lymfocyty se prednostné kumuluji v nddorové tkani
a perzistuji v periferni krvi n€kolik tydnu (4).

Cilem prezentované preklinické studie byla pfedev§im
optimalizace pfipravy dostate¢ného mnoZstvi TIL ke kli-
nickému pouZiti v podminkich spravné vyrobni praxe.
V nasi studii jsme byli schopni expandovat TIL z nidorem
infiltrovanych uzlin vice neZ 10000-ndsobné, pfitom
expandované TIL si uchovévaji protinddorovy potencidl
a zistavaji geneticky stabilni. Sterilita biologického pfi-
pravku byla monitorovdna v pribéhu celého procesu
expanze, v jediném piipadé€, kdy doslo ke kontaminaci na
konci kultivace, byl pfipravek TIL zlikvidovan. Ostatni
kultivace TIL probihaly steriln€ a nedoslo k jejich konta-
minaci. Z pohledu ziskadvani vhodného biologického mate-
ridlu jsme testovali kromé& nddorem infiltrovanych uzlin
také primarni koZni loZisko melanomu. Ovéfili jsme, Ze
kultivace primérniho loZiska, které je asto vyrazné fibro-
tické, nevede k Zddouci expanzi TIL.

Z pohledu planované klinické studie je tfeba rovnéZ zvazit
vyhody pfipravku TIL a jeho rizika. TIL jsou buiiky télu
vlastni a jejich podani dosud nepredstavovalo Zadné riziko

pro pacienta s MM. Dosud byly popsany autoimunitni reak-
ce ve smyslu vzniku vitiliga, zfejmé vzhledem k rozpoznani
melanocytarnich antigenti butikami TIL (3,4). Jiné zavaz-
né vedlejsiucinky nebyly pozorovany (2-5). Hlavnim pied-
pokladanym pfinosem je tedy specificky protinddorovy tci-
nek expandovanych autolognich TIL s celkovou minimalni
toxicitou a bezpecnosti podani ve srovnani s jinymi zave-
denymi postupy zaloZenymi na chemoterapii nebo kombi-
nované chemoimunoterapii s IL-2 a interferonem alfa, kte-
rd casto dosahuje vysokého stupné toxicity. Lze
predpokladat na zdklad€ dosavadnich studii (1-3), Ze 1é¢ba
pfipravkem TIL bude pfinejmenSim stejné ucinnd nebo
Gc¢innéjsi ve srovnani se standardnim 1é¢ebnym postupem

¥z

a soucasné kvalita Zivota 1éCenych pacientil bude vyssi.

Zavér

Kultivace TIL in vitro je moZnd v podminkach spravné
vyrobni praxe. V pribéhu 5-8 tydni 1ze z lymfatickych uzlin
infiltrovanych nddorovymi buiikami pfipravit vice neZ 1010
TIL pro klinické pouZiti u pacientll s metastazujicim mela-
nomem.

Podékovani .
Tato préace byla podpofena grantem GACR 301/04/1389.
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