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Souhrn

Vychodiska: Mnohocetny myelom je nevylécitelné onemocnéni. Jako standardni terapie je vyuzivana vysokodavkovana chemoterapie
s autologni transplantaci kmenovych bunék ¢i alogenni transplantaci. Relaps onemocnéni je vSak neodvratny, a proto jsou rozvijeny
i jiné sméry 1é¢by. Jednim z nich je buné¢na imunoterapie, ktera vyuziva potencialu cytotoxickych T lymfocytt. Jako nadorovy
antigen 1ze vyuzit nadorové specifické proteiny, jako jsou nonapeptidy hTERT, odvozeny od katalytické podjednotky telomerazy,
a MUC1, odvozeny od mucinového proteinu, vazajici se na HLA-A2 systém molekul. Typ studie a soubor: V in vitro studii byla na
souboru zdravych HLA-A2 pozitivnich darct testovana moznost aktivace, identifikace, imunomagneticka separace a expanze myelom-
specifickych T lymfocytt s vyuzitim hTERT a MUCI jako nadorovych antigenti. Metody a vysledky: Z mononuklearnich bunc¢k
periferni krve byly kultivovany T lymfocyty a dendritické bunky. Dendritické bunky byly nalozeny nonapeptidy hTERT a MUCI.
Po opakované stimulaci T lymfocyti takto nalozenymi dendritickymi buiikami doslo k jejich aktivaci charakterizované produkci
interferonu gama. Poté byly aktivované T lymfocyty imunomagneticky separovany a expandovany in vitro do mnozstvi vyuzitelnych
v klinickych aplikacich. Zavéry: Tato prace ukazuje moznost specifické aktivace, identifikace separace a expanze protinddorovych
T lymfocytt, které 1ze vyuzit pti 1écbé mnohocetného myelomu.
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Summary

Backgrounds: Multiple myeloma is an incurable hematological disease. High-dose chemotherapy including autologous stem
cell transplantation is recently considered a standard therapy for myeloma. Unfortunately, a relapse of the disease is inevitable.
Therefore, new approaches such as immunotherapy have been considered recently. A specific activation of cytotoxic T cells
can be reached using dendritic cells loaded with tumor-specific antigens. The HLA-A2-specific nonapeptides as hTERT derived
from catalytic subunit of telomerase and MUCI1 derived from mucin protein can be used. Design and subjects: Activation,
identification, separation and expansion of myeloma-specific T cells from healthy HLA-A2 blood donors were tested in an in
vitro study using hTERT and MUC1 nonapeptides as tumor-specific antigens. Methods and results: T cells and dendritic cells
were obtained from peripheral blood. T cells were repeatedly stimulated with hTERT and MUC1 nonapeptide-loaded dendritic
cells. Activated myeloma-specific T cells produced interferon gamma and were evaluated by flow cytometry. The activated
T cells were immunomagnetically separated and in vitro expanded to the number usable in clinical trials. Conclusions: This
study demonstrates feasibility of a specific activation, identification, separation and expansion of tumor-specific T cells that can
be used in myeloma therapy.

Key words: Multiple myeloma, immunotherapy, interferon gamma, hTERT, MUC1 protein.

1. Uvod za nevylécitelné, avSak dlouhodobé lécitelné onemoc-
1.1 Vyznam bunééné imunoterapie v 1é¢bé néni (1).
mnohocetného myelomu Vysokodavkovana chemoterapie s autologni transplan-

Za poslednich 15 let byly u¢inény velké pokroky v 1é€bé  taci je dnes zlatym standardem v 1é€bé MM, nicméné
mnohocetného myelomu (MM), pfesto je stale povazovan jeji vyuziti je limitovano vékem a celkovym zdravot-
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nim stavem pacienta (2). Mezi standardni léky u MM
patfi v soucasnosti také imunomodulaéni latky povahy
imidd jako thalidomid, jeho derivat revlimid (komer¢ni
nazev Lanalidomid) a inhibitor proteazomu bortezomib
(komeréni nazev Velcade) (3-6).

Avsak i pfes uspésné prijeti transplantatu ¢i dosazeni kom-
pletni remise (complete remission; CR) ptezivaji v organ-
ismu pacienta nadorové bunky, tzv. zbytkové nadorové
onemocnéni (minimal residual disease; MRD), které je
pti¢inou dalsich relapst a opakovaného propuknuti choro-
by (7, 8). Proto jsou hledany nové cesty, jak zlepsit jeho
prognozu.

Jednu z nich predstavuje protinadorova imunoterapie, ktera
zaznamenala znacny uspéch u melanomu a rendlniho kar-
cinomu (9, 10). V poslednim desetileti byly rovnéz podany
experimentalni dikazy o moznostech navozeni imunitni
reaktivity i vi¢i méné imunogennim nadorim vcetné
MM (11, 12). Imunitni systém muze byt aktivovan speci-
fickymi nadorovymi antigeny, zpravidla prostfednictvim
dendritickych bun¢k (DB). DB jsou nalozeny specifickym
nadorovym antigenem, ktery prezentuji T lymfocytim
(TL). Sehravaji tak klicovou tlohu v indukci specifickych
protinadorovych TL schopnych cytotoxicky zabijet nado-
rové bunky (13).

1.2. Nadorové antigeny u MM

U MM byly vyuzity DB ve spojeni s myelom-specific-
kym antigenem, tzv. Id-proteinem nebo lyzatem z nado-
rovych bunék (14, 15). V soucasné dobé¢ jsou testovany
rtuzné druhy potencialnich nadorovych antigent: apopto-
ticka téliska pripravend ozatrenim nadorovych bunék, na-
dorové specifické proteiny ¢i peptidy, nddorovd mRNA
a DNA (16, 17, 18).

Na nasem pracovisti jsme testovali dva velmi znamé a uni-
verzalni peptidy odvozené od katalytické podjednotky te-
lomerazy (hTERT) a mucinového proteinu (MUC1) jako
nadorové antigeny u MM, které byly nebo v soucasné
dobé jsou testovany klinicky.

1.3. hTERT jako nadorovy antigen

hTERT je katalytickda podjednotka enzymu telomerazy,
jejimz ukolem je syntéza koncovych usekt eukaryotic-
kych chromozdému-telomer, které maji ochrannou funkci
(19, 20). Mezi aktivitou telomerazy a malignim poten-
cialem nadorovych bunék existuje velmi uzka korelace.
Pokud bunka vykazuje telomerazovou aktivitu, exprimu-
je na svém povrchu peptidy odvozené od hTERT (21).
Vice nez 85% lidskych nadorti vykazuje telomerazovou
aktivitu (22).

Bylo prokazano, ze hTERT je schopna indukovat od-
povéd cytotoxickych TL (CTL) u mnoha nadorovych
onemocnéni véetné MM jak in vitro (23, 24), tak in vivo
(19, 25). Peptidy odvozené od hTERT nesou motivy pro
nejbeéznéjsi alely HLA systému I.tfidy (HLA-A2), coz
je jeden z dulezitych predpokladti pro uspésnou akti-
vaci TL a imunoterapeutické protokoly nové generace
(19, 22, 26). U zdravych jedinci nebyla pozorovana
imunitni reakce proti hTERT. Pfesto bylo prokazano,
ze hTERT-specifické TL mohou byt identifikovany ex
vivo jak u zdravych jedinci, tak i u nemocnych s nadory
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(27). Nedavno byly zahajeny klinické aplikace protina-
dorovych vakcin vyuzivajicich hTERT jako naddorového
antigenu (28).

1.3. MUC 1 jako nadorovy antigen

MUCI je typ I transmembranového glykoproteinu, ktery
je exprimovan na epitelialnich, ale také non-epithelidlnich
nadorovych bunikach. Jeho extracelularni doména je sloze-
na z rtizného poctu (20-60) tandemovych repetici 20 ami-
nokyselin (29, 30) (tandemova repetitivni doména; TRD).
V oblasti TRD se vyskytuji antigenni epitopy (31). MUC1
je hojné exprimovan u hematologickych malignit, zejmé-
na u MM (92%), byl nalezen v séru pacienti s MM (32,
33) a je rovnéz exprimovan na myelomovych bunéénych
liniich ARH 77 (34, 35).

Bylo prokazano, ze na HLA-neomezené CTL z periferni
krve (PK) pacienti s MM rozpoznavaji epitopy MUCI
proteinu lokalizované v TRD (30, 33, 36). Po imunizaci
MUCI proteinem mohou byt indukovany také na HLA-
omezené CTL (37).

Klinické studie vyuzivajici autologni DB nalozené no-
napeptidy odvozené od MUCI proteinu byly provedeny
u riznych nadorovych onemocnéni (38, 39). Vakcina byla
velmi dobfie tolerovana a byla zaznamenana i klinicka od-
poved véetné regrese metastaz (38, 39).

Bylo zjisténo, ze MUCI je exprimovan také zdravymi
bunkami napf. gastrointestinalniho traktu hemopoetic-
kymi buiikami v kostni dieni (KD). U vakcinaci pomoci
MUCI proteinu nebyla vSak nikdy pozorovana zadna au-
toimunitni reakce ani anémie (38). Pro detekci malignich
bunek ¢i imunoterapii musi byt peclivé voleny cilové
epitopy (40).

1.4. Aktivace T lymfocyti naloZenymi dendritickymi
buiikami V nasi praci jsme jako nadorové antigeny
vyuzili HLA-A2 specifické nonapeptidy hTERT I,
(aminokyselinova sekvence ILAKFLHWL) a MUCI
(aminokyselinova sekvence TSAPDTRPA), ktery je lo-
kalizovan v TRD a je rozpoznavan MUCI1 specifickymi
CD8" TL (41, 42). DB nalozené témito nadorovymi an-
tigeny byly vyuzity k opakované stimulaci TL, které se
aktivovaly a produkovaly méfitelné mnozstvi interfero-
nu gama (IFN-y). Aktivované IFN-y* byly imunomag-
neticky separovany a expandovany in vitro na mnozstvi
vyuzitelna v klinickych aplikacich.

2. Material a metody

2.1. Bunééné kultury

2.1.1. Mononuklearni buiiky periferni krve
Mononuklearni buniky (MN) byly izolovany z nesraz-
livé PK zdravych darci z Transfuzni stanice ve FN
Brno po podepsani informovaného souhlasu metodou
gradientové centrifugace (Histopaque 1077, Sigma-Al-
drich, Praha, Ceska republika) a kultivovany v médiu
obsahujicim X-VIVO 10 (BioWhittaker, Walkersville,
MD, USA) s tepelné inaktivovanym 10% lidskym AB-
sérem (Sigma-Aldrich, Praha, Ceské republika), s 80U/
ml DNAsy (Boehringer, Mannheim, Némecko) a I1mM
L-glutaminem (Sigma-Aldrich, Praha, Ceska republika)
v 6-jamkovych miskach pii 37°C v atmosféfe 5% CO,
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a 4,5% O,. Inicidlni bunétnost byla 3,3x10° bun&k/ml
tohoto média.

2.1.2. T lymfocyty

Po 2-hodinové kultivaci byla suspenze rozdélena na adhe-
rentni a neadherentni frakci. Byl odebran supernatant s ne-
adherentni frakci bohatou na TL a tyto bunky byly kulti-
vovany v kompletnim médiu (KM) obsahujicim X-VIVO
15, 50mg/l gentamycin, 2mM L-glutamin, 25mM hepes
pufr (BioWhittaker, Walkersville, MD, USA), 10% lidské
AB-sérum (Sigma-Aldrich, Praha, Ceské republika) a 10 TU/ml
interleukinu 2 (IL-2) (Proleukin, Chiron, Amsterdam, Ho-
landsko) po dobu 7 dnii pfi 37°C v atmosféie 5% CO,.

2.1.3. Dendritické buiiky

Adherentni frakce bohatd na prekurzory DB byla dale
kultivovana v médiu pro DB: X-VIVO 10 (BioWhit-
taker, Walkersville, MD, USA) se 100 ng/ml interleuki-
nu 4 (IL-4) (Sigma-Aldrich, Praha, Ceska republika), 800
U/ml granulocyty a makrofagy stimulujicim faktorem
(GM-CSF) (Schering Plough, New Yersey, USA) a 40 ng/ml
tumor-nekrotizujicim faktorem alfa (TNF-a) (Bender
Medsystems Diagnostics, Viden, Rakousko) po dobu 6
dnti pfi 37°C v atmosféte 5% CO, a 4,5% O,. Médium pro
DB v¢etné IL-4, GM-CSF a TNF-o bylo ménéno kazdé 2
dny (43, 44).

2.2. Priprava antigenu

Jako antigeny byly vyuzity nonapeptid I, odvozeny od
hTERT s aminokyselinovou sekvenci ILAKFLHWL a no-
napeptid odvozeny od MUC-1 s aminokyselinovou sek-
venci TSAPDTRPA specifické pro HLA-A2 tiidu (Clinal-
fa, Laufelfingen, Svycarsko). Jako negativni kontrola byl
vyuzit nonapeptid YSILKEPVHGV** odvozeny od HIV-1
reverzni transkrlptazy (HIV-1) (Clinalfa, Lé&ufelfingen,
Svycarsko) vazajici se rovnéz na alelu HLA-A2 (22, 38).
Pracovni roztoky byly pfipraveny rozpusténim 274,4 ug
nonapeptidu hTERT v 1 ml sterilni TKV nebo 298,0 ug
nonapeptidu MUC1 v 1ml 0,9% NaCl. hTERT a MUC1
byly k DB ptidavany ve formé takto pfipravenych pracov-
nich roztoka (22, 38).

Pracovni roztok HIV-1 nonapeptidu (nestimulujici, refe-
rencni peptid) slouziciho jako kontrola byl pfipraven roz-
pusténim 249,0 pg nonapeptidu HIV-1 v 1 ml sterilni TKV
a v této forme byl ptidavan k DB (38).

2.3. NaloZeni dendritickych bunék nadorovym
antigenem

7.den kultivace byly DB nalozeny antigenem. Jako antig-
eny byly pfidavany hTERT, MUCI ¢i referencni peptid
HIV-1 ve formé¢ pracovniho roztoku (viz 2.2.) (22, 38)
v mnozstvi 20 pg peptidu/200 000 DB (38).

2.4. Stimulace a restimulace T lymfocyti

8. den kultivace byly nalozené ¢i samotné DB smichany
s TL v poméru 20:1 (TL:DB). Cast DB byla zamrazena
a uchovavana pfi -80°C pro pozd¢jsi restimulaci. DB byly
2 hod pfed restimulaci kultivovany v KM. Restimulace byla
provadéna nalozenymi ¢i samotnymi DB v restimula¢nim
poméru 2:1 (TL:DB) (44).

2.5. Znaceni pomoci interferonu gama

Antigenem aktivované TL produkujici IFN-y byly zhod-
noceny pomoci Secretion Assay Cell Enrichment And
Detection Kit (MACS Reagens, Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach, Némecko) podle pokynii vyrobce (44, 45).
Stejnym zplisobem byly zpracovany i TL stimulované
samotnymi DB ¢i pomoci HIV-1.

2.6. Imunomagneticka separace

Imunomagneticka separace byla provadéna v den zna-
¢eni TL (na IFN-y) restimulovanych DB nalozenymi
hTERT, MUC-1 a HIV-1 nonapeptidy nebo samotnymi
DB (negativni kontrola) na koloné umisténé v magne-
tickém poli pfistroje Vario MACS (MACS Reagents,
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Némecko). Nabar-
vené TL byly oznaceny paramagnetickou kulickou po-
moci Secretion Assay Cell Enrichment And Detection
Kit (MACS Reagens, Miltenyi Biotec, Bergisch Glad-
bach, Némecko) podle pokynt vyrobce (44, 45). Pozi-
tivni frakce byla ziskana dvojitou separaci pro zvyseni
Cistoty. V pozitivni i negativni frakci byly spocitany
bunky a ptridany protilatky (viz. 2.7.). Z kazdé frakce
byl odevzdan vzorek na méfeni na pratokovou cytome-
trii. Zbylé bunky pozitivni frakce byly expandovany in
vitro (viz 2.8.).

2.7. Prutokova cytometrie

TL (1x10°% ) po restimulaci nalozenymi DB byly inku-
bovany 15 minut s monoklonalnimi protilatkami anti-
CD4 znacenymi fluoroisothiokyanatem (FITC), anti-
CDS8 FITC, anti-CD3 phycoerythrin-cyaninem (PE-Cy)
(Immunotech, Marseille, Francie) a s anti-IFN-y phyco-
erythrinem (PE) (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Némecko). TL byly analyzovany na prutokovém cy-
tometru CytomicsTM FC 500 (Beckman Coulter, Mi-
ami, Florida, USA) ve vstupni frakci pfed magnetickou
separaci a v pozitivni a negativni frakci po separaci.
Jako negativni kontrola byly vyuzity nestimulované TL
a TL stimulované samotnymi DB.

2.8. Expanze IFN-y* hTERT a MUCI specifickych

T lymfocyti

IFN-y" hTERT a MUCI specifické TL po imunomagne-
tické separaci byly expandovany in vitro v KM oboha-
ceném o interleukin 2 (IL-2) v mnozstvi 500 IU/ml KM
(Proleukin, Chiron, Amsterdam, Holandsko). 1.den expan-
ze byl pfidan phytohemaglutinin (PHA) (Sigma-Aldrich,
Praha, Ceska republika) v mnozstvi Sug/ml KM. Po ce-
lou dobu expanze byla udrzovana buné¢nost kultury 1-3 x
106lymfocyti/ml KM. KM vcetné IL-2 bylo vyménovano
2 x tydné a 1 x tydné byly v ramci vymény média k bun-
kam ptfidavany alogenni MNPK ozafené¢ davkou 30 Gy
(tzv. ,,Feeder cells”).

2.9. Statistické hodnoceni:

Ke statistickému zpracovani vysledkd byly vyuzity me-
diany a mediany diferenci po odecteni pozadi v negativni
kontrole s jejich minimy a maximy. Ke zjisténi statistické
vyznamnosti aktivace TL byl vyuzit Medidnovy test a Wil-
coxonilv test (tab.¢. 1, 2).
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CD4'TL (%) CDS'TL (%)
T lymfocyty Medi4n diference p Medién diference p
(TL)
(minimum-maximum) (minimum-maximum)
[FN-y" CD3" 1,60 (0,50-3,18) 2,36 (0,35-5,85)
stimulace hTERT (n=9) %\%_)6 %\%)1
IFN-y" CD3" 1,37 (0,40-4,85) 2,75(0,48-8,80)
stimulace MUCI (n=8) O(i\%? O(i\g,?n)s
IFN4" CD3*
similsce HIV-1 (1=4) 0,71 (-0,30-1,11) 0,80 (-0,10-0,90)
IFN4"CD3"
stimulace DB samotné 1,33 (-0,38-2,16) 0,83 (0,70-3,80)
(0=1)

Tabulka ¢. 1: Identifikace hTERT- a MUC1-specifickych T lymfocyti
po stimulaci.

Procentualni zastoupeni (mediany diferenci) stimulovanych a nestimu-
lovanych IFN-y* CD3* CD4" a IFN-y* CD3* CD8" hTERT-, MUCI- a
HIV-1-specifickych TL a TL aktivovanych samotnymi DB s jejich mi-
nimy a maximy v zavorkach. Méfeno na prutokovém cytometru 48 hod
po stimulaci, TL byly stimulovany DB nalozenymi hTERT a MUCI1
nonapeptidy, HIV-1 nestimulujicim nonapeptidem a samotnymi DB.
Data byla vyhodnocena pomoci Medianového testu (MT), kde n je pocet

experimentt a p statistickd vyznamnost.

TL byly stimulovany rovnéz samotnymi DB, které slouzily
jako negativni kontrola. Tyto 3 soubory TL (re)stimulova-
nych pomoci DB samotnych, DB nalozenych HIV-1 nona-
peptidem a DB nalozenych hTERT(MUCT1) byly vzajem-
né statisticky porovnany Medianovym testem. Statisticka
vyznamnost aktivace CD4" TL po stimulaci byla p=0,076
resp. 0,073 a CD8" TL 0,031 resp. 0,008 pro hTERT resp.
MUCI stimulované TL (tab.¢. 1). Pro restimulované CD4*
TL byla p=0,005 resp. 0,008 a pro CD8" TL 0,005 resp.
0,030 (tab.¢. 2). Nejvyssi produkce IFN-y byla zazname-
nana u TL aktivovanych DB nalozenymi hTERT nonapep-
tidem po restimulaci, pro CD4" resp. CD8" TL byla 9,88%
(1,2%-15,55%) resp. 10,35% (1,36%-27,17%), median
diference (minimum-maximum) (tab.c¢. 2).

3.2. Imunomagneticka separace T lymfocytu
aktivovanych dendritickymi bufikami naloZenymi
nonapeptidy hTERT a MUC1

Bylo provedeno celkem 6/5 experimentt zahrnujicich stimu-
laci, restimulaci a magnetickou separaci hTERT-’MUCI -spe-
cifickych TL. Po restimulaci byly aktivované IFN-y* TL iden-
tifikovany na pritokovém cytometru a poté imunomagneticky
separovany na piistroji Vario MACS. Procentualni zastoupeni
aktivovanych TL (CD4" a CD8") ve vstupni frakei pied sepa-
raci bylo 1,08 — 16,31% (median 3,79%) pro CD4"a 1,96 —
17,99% (median 3,93 %) pro CD8 hTERT-specifické TL (viz
tab.¢.3 a) a 1,43 — 3,55% (median 1,62%) pro CD4"a 1,94 —
10,08 % (median 2,02 %) pro CD8"MUCI -specifické TL (viz
tab.¢.3 b). Separace IFN-y" frakce byla provedena dvakrat pro
zvyseni Cistoty. Po separaci doslo k obohaceni aktivovanych
TL v pozitivni frakei na 30,22 — 79,00% (median 63,55%)
pro CD4* a 31,54 — 86,63 % (median 71,70%) pro CD8" pro
hTERT-specifické TL a na 35,56 — 71,50% (median 43,00 %)
pro CD4" a 52,38 — 75,98 % (median 62,93 %) pro CDS8" pro
MUCT -specifické TL oproti frakci negativni (tab.¢.3 a, b).

CD4'TL (%) CDS'TL (%)
T lymfocyty Medién diference P Medién diference p
(TL)
(minimum-maximum) (minimum-maximum)
IFN-y' CD3' 0,005 0,005
restimulace hTERT 9,88 (1,2-15,55) (MT) 10,35 (1,36-27,17) (MT)
(n=9)

Iy D3 0,008 0,030
timulace MUCI 6,07 (1,0-15,30 2 8,56 (0,96-22,28 4
i BB 1 am 022 | v

IFN+y" CD3*
restimulace HIV-1 1,30 (0,30-4,36) 2,00 (0,04-3,43)
(n=4)
TN+ CD3"
restimulace DB 0,76 (-0,30-0,81) 0,96 (-0,20-1,40)
samotné (n=7)

Tabulka ¢. 2: Identifikace hTERT- a MUC1-specifickych T lymfocy-
tii po restimulaci.

Procentualni zastoupeni (mediany diferenci) restimulovanych a ne-
stimulovanych [FN-y* CD3" CD4' a IFN-y" CD3" CD8" hTERT-
a HIV-1-specifickych TL a TL aktivovanych samotnymi DB s jejich mi-
nimy a maximy v zavorkach. Méfeno na pratokovém cytometru 24 hod
po restimulaci, TL byly stimulovany DB nalozenymi hTERT a MUC]I
nonapeptidy, HIV-1 nestimulujicim nonapeptidem a samotnymi DB.
Data byla vyhodnocena pomoci Medianového testu (MT), kde n je pocet
experimenti a p statistickd vyznamnost.

3. Vysledky

3.1. Aktivace T lymfocyti dendritickymi buiikami
naloZenymi nonapeptidy hTERT a MUC1

Na zéklad¢ dfive publikovanych optimalizacnich experimentti
(44) byla provedena stimulace a restimulace TL DB naloze-
nymi nonapeptidy hTERT (9 experimentil) a MUCI1 (8 ex-
perimenti). 48 hod po stimulaci a 24 hod po restimulaci byla
provedena identifikace protinadorovych myelom-specifickych
TL (44) na pritokovém cytometru. Procento aktivovanych TL
na zéklad¢ produkce IFN-y bylo hodnoceno pro CD4* a CD8*
TL po stimulaci a restimulaci. V tab.1 resp. 2 jsou uvedeny me-
diany diference CD4" a CD8" TL ziskanych rozdilem procen-
tualnich hodnot IFN-y* stimulovanych resp. restimulovanych
anestimulovanych TL s jejich minimy a maximy.
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Pokus Vstup [%] Poztivni frakce[%] | Negativni frakee[%]
CD4*TFNy* |CDS'IFNy* |CD4'IFNy* | CD8'IFNy* | CD4*IFNy * | CD8 TNy *
L. 1,08 1,96 64,10 7740 0,67 121
2. 326 318 61,98 58,06 2,56 193
3. 823 426 3022 31,54 3,54 246
4, 432 502 63,00 66,00 2,1 185
5. 1631 1799 69,72 86,63 1181 10,77
6. 1,93 2,59 79,00 85,00 0,64 145
median 3719 393 63,55 1,7 234 189
mn-max | 1,08-16,31 | 1,96-17.99 | 30,22-79,00 | 31,54-86,63 | 0.64-1181 | 121-10,77
p p=0028 | p=0028

Tabulka ¢ 3 a: Identifikace a separace hTERT- a MUC1-specifickych
T lymfocyti.

Procentudalni hodnoty aktivovanych IFN-y'CD4" a IFN-y"CD8"* hTERT-
a MUC]-specifickych TL ve vstupni, pozitivni a negativni frakci po mag-
netické separaci (MACS). Méfeno na prutokovém cytometru 24 hod po
restimulaci. Uveden median, minimalni, maximalni hodnota (%) a sta-
tistickd vyznamnost obohaceni IFN-y"CD4"* (p1) a IFN-y"CD8" (p2) TL
v pozitivni frakci oproti frakci vstupni. Data byla vyhodnocena pomoci
Wilcoxonova testu. Tabulka a) separace hTERT-specifickych TL; tabulka
b) separace MUC 1-specifickych TL.
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Pokus Vstup [%] Poztivni frakee [%] Negativni frakee [%]

CD4TFNy " | CDS'IFNy * |CD4TFNy~ | CDS'IFNy® | CD4'IFNy " |CD8 TENy*
L 1,46 1,94 35,56 65,63 0,61 1,04
2. 1,43 2,02 36,14 52,38 0,66 1,84
3 3,1 3,77 43,00 62,56 1,93 237
4 3,55 10,08 715 75,98 3,94 223
5. 1,62 1,94 54,19 62,93 1,14 1,07
medidn

1,62 2,02 43,00 62,93 1,14 1,84

MIEMAX | 43.355 | 1,94-10,08 | 35,56-71,5 | 52,38-75.98 | 0,61-3,94 | 1,04-2,37
P Pi=0043 | p=0,043

Tabulka ¢.3 b

3.3. Expanze hTERT- a MUC1-specifickych

T lymfocyti in vitro

Separované hTERT/MUC  -specifické TL byly u 6/5 experi-
mentti expandovany in vitro. Expanze byla provadéna pomoci
PHA, IL-2 a alogennich ozafenych MNPK zdravych darca.
Obr.c.1 a, b ukazuje expanzi hTERT- a MUC1-specifickych
TL in vitro v ¢ase. Bunky byly poéitany 1x tydné po dobu 4
tydnt. Béhem této doby doslo k expanzi a) pro hTERT-spe-
cifické TL z pocate¢nich hodnot 0,30 — 0,60 x10° (median
0,45 x 10° TL na hodnoty 120,0 — 150,0 x10¢ (median 137,5
x 10%) TL, b) pro MUC 1 -specifické TL z po¢ate¢nich hodnot
0,30 — 1,10 x10° (median 0,50 x 10°) TL na hodnoty 120,0 —
145,0 x10° (median 140,0 x 10°) TL.

Obrazek ¢.1a

1000

Expanze T lymfocytd

100

MExp.1
OExp.2
|| mEexp3
OExp4
MExp5
OExp.6

Miliény bunék
5

0.1-

Obrazek ¢.1b

1000 Expanze T lymfocytl

100

0.1

Tydny

Obrazky 1: Expanze hTERT- a MUCl1-specifickych T lymfocyti in
vitro v ¢ase.

Graficky jsou zde znazornény vysledky expanze pro jednotlivé experi-
menty (odliSeny riznym Srafovanim). Pocty bunék (v milionech) byly
zaznamenavany kazdy tyden po dobu 1 mésice. Obrazek a) expanze
hTERT- specifickych TL (6 experimenttl); obrazek b) expanze MUCI1-
specifickych TL (5 experiment).

4. Zavér a diskuze

Antigeny hTERT a MUCI jsou specifické pro HLA-A2
alelu a tedy aktivaci CD8* TL (19, 41, 42). Vysledky uka-
zaly, ze pii stimulaci TL DB nalozenymi hTERT a MUCI1
dochazi k jejich vyznamné aktivaci oproti nestimulovanym
TL nebo TL stimulovanym samotnymi DB ¢i DB naloze-
nymi HLA-A2 specifickym nestimulujicim referencnim
peptidem HIV-1.

Nejsilngjsi odpovéd” TL aktivovanych DB nalozeny-
mi hTERT byla zaznamenana u CD8" TL po restimulaci,
coz je dano specificitou peptidu pro HLA-A2 alelu. Stejné
tomu tak bylo i v piipadé MUCI peptidu. Rovnéz doslo
k aktivaci CD4" TL po restimulaci DB nalozenymi hTERT,
coz ukazuje na moznost zkiizené prezentace antigenu DB
CD4* TL. V ptipadé¢ MUCI peptidu doslo k vyssi aktiva-
ci TL také u CD8" TL po stimulaci. Pfi srovnani aktivace
obéma nonapeptidy hTERT i MUCI s aktivaci nestimu-
lujicim nonapeptidem HIV-1 byly nalezeny statisticky
vyznamné rozdily pfi stimulaci i restimulaci CD4" i CD8"
TL, coz dokazuje navozeni specifické odpovédi nonapep-
tidy hTERT a MUCI. Srovnani s aktivaci samotnymi DB
ukazalo statistickou vyznamnost pouze po restimulaci, coz
lze pricitat fyziologické schopnosti DB. Pii srovnani sti-
mulace HIV-1 nonapeptidem a samotnymi DB nebyly pro-
kazany statisticky vyznamné rozdily s vyjimkou CD8" TL
po restimulaci potvrzujici schopnost DB navodit aktivaci
TL po opakované stimulaci.

Namétené vysledky jsou v souladu s publikovanymi pra-
cemi (23, 45, 46), které rovnéz ukazaly moznost identifi-
kace protinddorovych TL pfi vyuziti proteinti jako TAA.
Jako TAA byly vyuzity heat shock protein gp96, epitop I,
odvozeny od hTERT a jiny epitop proteinu MUCI. Pro-
teiny gp96 nebo hTERT byly nalozeny do DB ziskanych
ze zdravych HLA-A2 pozitivnich darct. NaloZzenymi DB
byly stimulovany autologni TL, které produkuji IFN-y.
Bunééna produkce IFN-y byla stanovena metodou ELIS-
POT (23, 46). Nonapeptid odvozeny z MUCI proteinu byl
rovnéz vyuzit jako TAA u MM. Byl testovan in vitro na
HLA-A2 pozitivnich pacientech s MM. DB nalozené tim-
to nadorovym antigenem dokazi Gspésn¢ aktivovat mye-
lom-MUC1-specifické CTL a mohou byt vyuzity v proti-
nadorové imunoterapii MM (45).

hTERT a MUCI byly testovany jako naddorové antigeny
v klinickych experimentech u riznych nadorovych one-
mocnéni (28, 38, 39). Vakcina obsahujici DB nalozené
hTERT byla aplikovana 6 pacientim s prsnim karcino-
mem a karcinomem prostaty s dosazenim 1 smisené kli-
nické odpoveédi (28). Vakeina vyuzivajici MUCI nalozeny
do DB byla aplikovana 10 pacientim s karcinomem prsu a
vajeénikti a 20 pacientim s pokro¢ilym stadiem renalniho
karcinomu. U vakcinace pacientt s renalnim karcinomem
bylo dosazeno 1 CR a 2 PR, u 6 pacientt byla pozorova-
na regrese metastaz (38, 39). Bylo prokazano, ze hTERT
a MUCI jsou exprimovany také na nckterych zdravych
tkanich (27, 32, 33, 38, 40), avSak ve vakcinacnich studiich
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nebyly pozorovany zadné autoimunitni reakce po podani,
nebyly rovnéz zaznamenany vedlejsi ucinky ¢i projevy to-
xicity vyssiho stupné (111, IV) (27, 28, 38, 40).

Usp&sna adoptivni T-bunééna imunoterapie byla demon-
strovana zejména u melanomu a renalniho karcinomu.

V této praci ukazujeme, ze i u méné imunogenniho MM
1ze pomoci peptidovych nddorovych antigent identifiko-
vat populaci potencialné myelom-specifickych TL.

Tato prace byla podpoiena projektem MSMT LC0602.
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