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Souhrn

Vychodiska: Reakce §tépu proti hostiteli (graft versus host, GVH) je obavanou komplikaci alogenni transplantace hematopoetickych
kmenovych bunék. Hlavni roli hraji T lymfocyty darce, které v koneéném dusledku mohou vést k tézkému postizeni tkani hostitele,
predevsim kuze, jater a gastrointestinalniho traktu. Selektivni deplece pomoci anti-CD25 imunotoxinu (IT) vede k eliminaci
nezadoucich aloreaktivnich T lymfocytti a uchovani zadoucich T lymfocytl darce, které vykazuji protileukemickou a protiinfekéni
reaktivitu. Soubor pacienti a metody: Celkem bylo provedeno 15 smiSenych lymfocytarnich reakci se vzorky klinického materialu
od 12 pacientt s riznymi typy leukémie (7x AML, 3x ALL, 1x CML, 1x CLL) a PBMC od 15 zdravych darct z Transfizni stanice FN
Brno Bohunice. Vysledky: V nasich experimentech bylo prokdzano, ze protileukemicky (GVL) efekt darcovskych, predevsim CD4",
T lymfocyti byl dobfe zachovan (7,46%), zatimco nezadouci aloreaktivni (GVH) reakce darcovskych bunék byla zcela potlacena,
protoze nedoslo k reaktivaci aloreaktivnich T lymfocytti ani po opakované restimulaci ozafenymi neleukemickymi bunikami pacienta.
Zavér: Ukazali jsme, ze anti-CD25 imunotoxin (IT), RFT5-SMPT-dgA, namifeny proti o fetézci receptoru pro lidsky interleukin
2 (IL-2), vede k dlouhodobé selektivni depleci aloreaktivnich klonti T lymfocyti darce pii uchovani jejich protileukemického
potencialu. Na zaklade€ nasich vysledkt byla ptipravena klinicka studie, ktera byla zahajena v roce 2007 ve tiech klinickych centrech
v Ceské republice.
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Summary

Background: Graft-versus-host disease (GVHD) is a severe complication of allogeneic transplantation of hematopoietic stem
cells. Donor T cells play a major role in GVHD leading to the host tissue damage, mainly the skin, liver, and gastrointestinal tract.
A selective depletion using an anti-CD25 immunotoxin can eliminate harmful alloreactive T cells while preserving other donor
T cells with antileukemic and antiinfectious reactivity. Patients and Methods: We performed 15 mixed lymphocyte reactions with
clinical specimens from 12 patients with various types of leukemia (7x AML, 3x ALL, 1x CML, 1x CLL) and PBMC from 15
healthy volunteers from Transfusive station FN Brno Bohunice. Results: In our experiments we have demonstrated, that antileukemic
(GVL) effect of donor, especially CD4" T cells was well preserved (7.46%), while unfavourable alloreactive (GVH) reaction of donor
T cells was completely removed. The graft-versus-host (GVH) reactivation of donor cells was negligible ever after repeated stimulation
with irradiated patient’s PBMC. Conclusion: We have shown that anti-CD25 immunotoxin (IT), RFTS5-SMPT-dgA, launched
against o chain for human interleukin 2 (IL-2), led to long-term selective depletion of alloreactive donor T cell clones while their
antileukemic activity was well preserved. Base on our results the clinical phase I/II study was designed. This study was initiated in
year 2007 in three clinical centers in Czech Republic.
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Uvod vych onemocnéni, ktera by jinak byla nevylécitelna (1).
Alogenni transplantace hematopoetickych kmenovych V soucasné dobé se uplatiuje nazor, ze 1é¢ebny potencial
bunék (HSCT — hematopoetic stem cell transplantation) HSCT spociva zejména v uplatnéni protinadorové aktivity
predstavuje t¢innou léébu mnoha nadorovych i nenadoro-  darcovskych (alogennich) T lymfocytd schopnych navo-
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dit reakci $tépu proti leukémii (GVL - graft-versus-leu-
kemia) (2). Nejptresveédcivejsi klinicky diikaz o existenci
GVL efektu byl poddn u pacientti s chronickou myeloidni
leukémii (CML) relabujicich po HSCT, kteti byli 1é¢eni
darcovskymi lymfocytarnimi infuzemi (DLI - donor lym-
phocyte infusion). Kompletni remise byly pozorovany
u 70-80% pacient s CML v chronické fazi relapsu 1éce-
nych DLI (3). Kompletni remise po DLI byly pozorovany
u mnoha dalsich nddorovych onemocnéni a klinické pozo-
rovani ukazuji, ze GVT/GVL odpovédi mohou byt pfitom-
ny zejména u pacientt s akutni myeloidni leukémii (AML),
mnohocetnym myelomem (MM) a renalnim karcinomem
(2-5). Regrese nadorového bujeni byla pozorovéana také
u pacientt s dal§imi nddorovymi onemocnénimi (5).

I pfes obrovsky pokrok v péci o transplantované pacien-
ty v poslednich 20 letech, zustava nejvétsim problémem
alogennich HSCT nezadouci reakce $tépu proti hostite-
li (GVH - graft-versus-host), ktera je jednou z hlavnich
pri¢in morbidity a mortality v potransplantacnim obdo-
bi (1,6). Akutni GVH nemoc (GVHD - GVH disease) je
zprostiedkovdna zejména alogennimi T lymfocyty (6).
Tyto aktivované T lymfocyty, charakterizované mimo
jiné piitomnosti receptoru pro IL-2 (CD 25+) na svém
povrchu, rekrutuji efektorové populace bunék, které ces-
tou dysregulované produkce cytokind vedou v konec¢ném
disledku k poskozeni piijemcovych tkani, zejména kize,
jater a gastrointestinalniho systému (6). Protoze GVH re-
akce je zpusobena piedevsim T lymfocyty darce, jejich
odstranéni by mélo zabranit vzniku GVHD. V klinickych
studiich s HLA-identickymi pfibuznymi darci bylo ové-
feno, ze pii snizeni poétu darcovskych T lymfocyti pod
105/kg hmotnosti piijemce zpravidla nedochazi k Zivot
ohrozujici GVHD (7). V ptipadé¢ HLA-identickych nepii-
buznych darct a HLA-neidentickych ptibuznych darct
musi byt deplece T lymfocytt jesté o jeden fad vetsi.
Deplece darcovskych T lymfocytl vSak pfinasi nové pro-
blémy s velmi opozdénou rekonstituci imunitniho systému
po transplantaci: vysokeé riziko oportunnich infeket, relaps
zakladniho onemocnéni a rejekce transplantatu (8,9).
Jako idealni se tedy jevi pfistup, ktery by eliminoval pouze
ty darcovské T lymfocyty, které jsou zodpovédné za GVH
reaktivitu, avSak ponechal T lymfocyty s GVL/GVT reak-
tivitou. Realizace této myslenky je zalozena na predpokla-
du, ze GVH a GVL/GVT jsou zprostfedkovany riznymi
klony darcovskych T lymfocytd, které 1ze od sebe oddélit
(2,10). Jeden ze zpusobu jak eliminovat GVH-reaktivni
klony darcovskych T lymfocyt spociva v jejich aktivaci
ozafenymi nenadorovymi bunkami piijemce v tzv. smiSe-
né lymfocytarni reakci (mixed leukocyte reaction, MLR).
Klony darcovskych T lymfocyti, které rozpoznavaji pii-
jemcovy nenadorové buiky jako cizorodé, se aktivuji
a exprimuji na svém povrchu CD25 molekuly. Jiz diive
jsme ukézali, Ze takto aktivované CD25" T lymfocyty
1ze velmi efektivné a specificky eliminovat pomoci anti-
CD25 imunotoxinu (IT), aniz by byla vyrazné poskoze-
na zbyvajici populace darcovskych T lymfocytt, ktera si
zachovava protileukemickou a protimikrobidlni reaktivitu
(10-13). IT je konstruovan jako anti-CD25 monoklonalni
protilatka spojena s molekulou u¢inného toxinu A-fetézce
ricinu (13).

V tomto ¢lanku predkladame naSe vysledky preklinic-
kych pokust vyuzivajici anti-CD25 imunotoxin k preven-
ci GVH nemoci s perspektivou jejich nasledného vyuziti
v ramci klinické studie faze I/11.

Material a metody

Soubor pacienti

Pro naSe experimenty byly pouzity mononuklearni bui-
ky z periferni krve (peripheral blood mononuclear cells,
PBMC) pacient s leukémii ve v€ku 5 — 63 a HLA neiden-
tickych neptibuznych darct ve véku 18 — 50 let.

Jednalo se o pacienty s diagn6zou 7x akutni myeloidni leu-
kémie (AML), 3x akutni lymfoblasticka leukémie (ALL),
Ix chronickd myeloidni leukémie (CML), 1x chronicka
lymfaticka leukémie (CLL) diagnostikované ve Fakult-
nich nemocnicich v Olomouci a Brné.

Vstupni zpracovani materialu

V dob¢ stanoveni diagnozy (9 pacientd) nebo relapsu
(2 pacienti) leukémie a za podminky minimalné 70 %
leukemickych blastii v periferni krvi bylo pacientim na
zaklad¢é podepsaného informovaného souhlasu odebrano
40ml heparinizované krve. Z té pak byly gradientovou
centrifugaci separovany leukemické bunky, které byly
fizené¢ zamrazeny a uchovany pii -196°C do doby zpra-
covani. Pacientim, ktefi byli 1é¢bou uvedeni do hemato-
logické remise ( <1% blasti v periferni krvi), bylo pak
odebrano 40ml heparinizované krve s naslednou separaci
PBMC. Leukemické buniky i neleukemické PBMC téhoz
pacienta byly pouzity v naSich experimentech jako an-
tigen pii stimulaci GVL a GVH reaktivity darcovskych
lymfocytd. PBMC zdravych darci byly ziskany gradien-
tovou centrifugaci z leukocytarni frakce ziskané z Trans-
fazniho oddéleni od zdravych darct krve po podepsani
informovaného souhlasu.

Primérni smiSena lymfocytarni reakce

Na zacatku kazdého pokusu vstupovalo do pokusu 100x10°
PBMC zdravého darce.

Nejdiive byly v primarni MLR smichany ozafené (30Gy)
neleukemické PBMC pacienta s lymfocyty zdravého darce
v poméru 1:2. Bunky byly 24 hodin kultivovany v kom-
pletnim médiu (X-VIVO 15, které obsahuje L-glutamin
a 10% tepeln¢ inaktivovaného lidského AB séra) pfi bu-
né¢nosti 5x10°/ml darcovskych PBMC. V této reakci do-
chazi k aktivaci darcovskych klonti T-lymfocytt, které na
svém povrchu exprimuji molekulu CD25.

V nasledujicich 24 hodindch bylo do MLR ptidano
10¥M anti-CD25 imunotoxinu sestavajiciho z molekuly
monoklonalni protilatky anti-CD25 a vysoce potentniho
A-tetézce ricinu (12), ktery selektivné depletoval tyto alo-
reaktivni klony darcovskych lymfocyt. Spoleéné s IT byl
podan 10mM chlorid amonny, ktery potencuje ucinek IT
(11,12). Podani samotného chloridu amonného v koncen-
traci <10mM pfitom nema zadny efekt na viabilitu bunék
(8, 12). Pro maximalni potenciaci efektu selektivni deple-
ce CD25" aloreaktivnich lymfocytt darce bylo po 24 hodi-
nach inkubace znovu ptidano 0,5x10*M IT. V pribéhu ex-
perimentu bylo pribézné provadéno cytometrické vysetie-
ni exprese znaku CD25 na CD4" a CD8"* T lymfocytech.
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Sekundarni smiSena lymfocytarni reakce

Ctvrty den kultivace byly selektivné depletované darcov-
ské lymfocyty sklizeny a tato kultura byla rozdélena na
dvée stejné ¢asti. Prvni kultura bunék byla smichana s oza-
fenymi (30Gy) leukemickymi bunkami pacienta. V této
MLR pak dochazelo k aktivaci GVL-specifickych klonti
T lymfocytt darce, které by jiz mély postradat nezadouci
GVH-reaktivitu. Reaktivace ozafenymi leukemickymi
bunkami pacienta byla 2x opakovana v tydennich inter-
valech, tj. 10. a 17. den kultivace. Druha kultura byla smi-
chana s ozafenymi (30Gy) neleukemickymi buitkami pa-
cienta tak, aby bylo mozné prokazat piipadnou zbytkovou
aloreaktivitu selektivné depletovanych darcovskych lym-
focyti. Reaktivace ozafenymi neleukemickymi bunkami
pacienta byla rovnéz opakovana v tydennich intervalech,
tj. 10. a 17. den kultivace.

Pomoci pratokové cytometrie pak byly charakterizova-
ny darcovské lymfocyty pomoci znakti CD3, CD4, CDS8,
CD25.

Kontrolni smiSena lymfocytarni reakce

Jako kontrolni experiment mapujici aktivaci aloreaktiv-
nich lymfocytl darce byla provadéna MLR bez selektivni
deplece anti-CD25 imunotoxinem. V primarni MLR byly
smichany ozafené (30Gy) neleukemické PBMC pacienta
s lymfocyty zdravého darce v poméru 1:2. Bunky byly
kultivovany v kompletnim médiu pti bunéénosti 5x10°/ml
darcovskych PBMC a nasledn¢ 3x reaktivovany (tj. 4., 10.
a 17. den kultivace) ozafenymi neleukemickymi PBMC
pacienta. Timto zptisobem byla sledovana GVH reaktivi-
ta darcovskych lymfocyti. V pribéhu experimentu bylo
rovnéz provadéno cytometrické vysetfeni exprese znaku
CD25 na CD4" a CD8" T lymfocytech.

Vysledky:

Celkem bylo provedeno 15 smiSenych lymfocytarnich re-
akci se vzorky klinického materialu od 12 pacienti s riz-
nymi typy leukémie (7x AML, 3x ALL, 1x CML, 1x CLL)
a PBMC od 15 zdravych darcti z TS FN Brno Bohunice.
Prvni den byla zalozena kultura MLR, ve které byly
smichany darcovské PBMC s ozafenymi neleukemicky-
mi PBMC pacienta s leukémii tak, aby doslo k aktivaci
aloreaktivnich darcovskych lymfocytd. Po 24-hodinové
kultivaci v inkubatoru byla cytometricky zméfena produk-
ce znaku CD25 na CD4" T lymfocytech v kultufe GVH,
ktera dosahovala 6,77 — 11,02% (median 8,46%), na
CD8" T lymfocytech pak exprese znaku CD25 dosahova-
la 0,76 — 3,5%, (median 1,55%). Pro navozeni selektivni
deplece aloreaktivity byl k MLR pridan anti-CD25 IT. Jiz
po 24 hodinach kultivace s IT doslo k prudkému poklesu
aloreaktivnich lymfocyti darce na 0,08 — 0,18% (median
0,14%) u CD4* T lymfocyti a 0 — 0,31% (median 0,14%)
u CD8" T bunék ve srovnani s kontrolni MLR bez pifidani
IT: 7,87 — 12,57% (median 10,87%) na CD4" T lymfocy-
tech, na CD8" pak 1,8 — 6,7% (median 3,64%).

Inkubace dalSich 24 hodin s cerstvé pfidanym IT jes-
té prohloubila efekt selektivni deplece aloreaktivity
darcovskych lymfocyti na 0 — 0,14% (median 0,12%)
u CD4" T lymfocytt, na CD8* 0 —0,10% (median 0,05%),
zatimco v kontrolni MLR doslo k dal§imu narGstu pro-
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centualniho zastoupeni aloreaktivnich klond darcovskych
CD4'CD25" T lymfocytd na 10,75 — 16,03% (median
11,91%), u CD8'CD25" T lymfocytt na 4,6 — 11,9% (me-
dian 6,73%), viz Obr. 1 a Obr. 2. Na Obr. 3 je znazornéna
reprezentativni flow cytometrickd analyza primarni MLR
u jednoho darce.
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Obrazek ¢ 1: Pribéh primarni MLR na CD4+ CD25+
T lymfocytech (median)

GVH - kontrolni MLR bez imunotoxinu;

GVHIT — MLR s imunotoxinem.
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Obrazek ¢. 2: Prabéh primarni MLR na CD8" CD25*
T lymfocytech (median)

GVH - kontrolni MLR bez imunotoxinu;

GVH+IT — MLR s imunotoxinem.
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Obrazek ¢. 3: Flow cytometricka analyza CD4°'CD25" T lym-
focytl v primarni MLR

Priklad aktivace aloreaktivnich CD3* T lymfocyti v MLR bez
imunotoxinu (levy panel) a po inkubaci s imunotoxinem, kdy
jsou selektivné depletovany aloreaktivni lymfocyty darce (pravy
panel).
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Ctvrty den od pocatku kultivace byla MLR sklizena,
promyta a rozdé¢lena na dveé ¢asti obsahujici stejny po-
Cet selektivné depletovanych darcovskych lymfocytt.
Prvni ¢ast byla nasledné stimulovana ozafenymi neleu-
kemickymi bunkami (kultura rtGVH-+IT) pro zjisténi
zbytkové reaktivace aloreaktivnich klont darcovskych
lymfocyti. Druha ¢ast byla stimulovéana ozarenymi leu-
kemickymi buiikami stejného pacienta (kultura GVL)
tak, aby byla navozena aktivace leukemie-specifickych
klont T lymfocytd. 24 hodin po reaktivaci byla zmé-
fena produkce znaku CD25 v obou kulturach. V. GVL
kultute dosahovala exprese znaku CD25 na CD4" lym-
focytech 0 — 7,5% (median 2,45%), zatimco v kultufe
bun¢k rtGVHHIT 0 — 0,58% (median 0,15%). Na CD8*
lymfocytech byla pozorovana exprese znaku CD25
v 0 — 0,4% (median 0,1%) u GVL a v rGVH+IT
0—0,19% (median 0,11%). V kontrolni MLR doslo po
reaktivaci k narastu populace CD4"CD25" T lymfocy-
ta: 10,4 — 16,4% (median 12,58%), zvySeni exprese
znaku CD25 bylo pozorovano i u CD8" T lymfocytt:
6,5 — 13,1% (median 8,19%).

Desaty den probéehla dalsi reaktivace obou kultur a po
24hod kultivaci nasledné méteni na CD4" T bunkach
ukazalo, ze v reaktivované GVL kultufe dochazi podle
ocekavani k vyssi expresi znaku CD25 0,11 — 23,0%
(median 3,92%), kdezto v reaktivované rGVH+IT kul-
tufe k vyskytu CD25" bun¢k nedochazi témér vibec
0,14 — 0,34% (median 0,17%). V GVL populaci CD8"
T lymfocytti dosahlo procentualni zastoupeni CD25*
bunék hodnot: 0,06 — 1,7% (median 0,13%). Kontrol-
ni reaktivovana MLR vykazala hodnoty v CD4*CD25*
populaci T lymfocyta 8,79 — 21,2% (median 15,81%),
u CD8'CD25" T lymfocyta pak doslo k poklesu hodnot:
2,8 — 5,9% (median 3,35%), avSak v porovnani s buii-
kami v rGVH+IT 0 — 1,2% (median 0,17%) byla expre-
se znaku CD25 stale vyznamné vyssi.

Obdobnych vysledkl bylo dosazeno i po tfeti reaktiva-
ci, ktera probéhla v den 17. V reaktivované GVL kultu-
fe bylo v den 18 naméteno 1,1 — 9,6% (median 7,46%)
CD4°CD25" T lymfocytt, v reaktivované GVH-IT kul-
tufe pouze 0 — 0,23% (median 0,14%). Kontrolni reakti-
vovand MLR vykazala hodnoty u CD4*CD25" T bunék
15,64 — 27,1% (median 18,78%). V populaci CD8" T lym-
focytd byly naméfeny tyto procentudlni zastoupeni akti-
vovanych CD25" lymfocytt: v GVL kultufe 0 - 1,3% (me-
dian 0,4%), v tGVH-HIT kultute 0 - 1,1% (median 0,21%)
a v kontrolni GVH kultute 1,6 — 5,4% (median 2,77%).

Mediany naméfenych hodnot shrnuji Obr. 4 a Obr. 5. Na
Obr. 6 je znazornéna reprezentativni flow cytometricka
analyza jednotlivych MLR u jednoho darce.

Miuzeme tedy shrnout, ze protileukemicky (GVL) efekt
darcovskych predevsim CD4" T lymfocyti byl dobie za-
chovén (7,46%), zatimco nezddouci aloreaktivni (GVH)
reakce darcovskych bunek byla zcela potlacena, protoze
nedoslo k reaktivaci aloreaktivnich T lymfocytd ani po
opakované restimulaci ozafenymi neleukemickymi bun-
kami pacienta.
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Obrazek ¢. 4: Pribéh MLR — srovnani exprese znaku CD25" na
CD4" T lymfocytech v jednotlivych reakcich (median)

GVH - kontrolni MLR bez imunotoxinu a opakovanou stimula-
ci neleukemickymi buikami pacienta;

GVHAHIT — MLR s imunotoxinem a naslednou stimulaci neleu-
kemickymi burikami pacienta;

GVL — MLR s imunotoxinem (pro navozeni selektivni deplece
aloreaktivity) a naslednou opakovanou stimulaci leukemickymi
bunkami téhoz pacienta.
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Obrazek ¢. 5: Prubéh MLR — srovnani exprese znaku CD25" na
CDS8" T-lymfocytech v jednotlivych reakcich (median);

GVH - kontrolni MLR bez imunotoxinu a opakovanou stimula-
ci neleukemickymi butikami pacienta;

GVHAHIT — MLR s imunotoxinem a néslednou stimulaci neleu-
kemickymi bunikami pacienta;

GVL — MLR s imunotoxinem (pro navozeni selektivni deplece
aloreaktivity) a naslednou opakovanou stimulaci leukemickymi
bunkami téhoz pacienta

0,21% 8,12%

- ERA
.| e

. gk
3 w
!
§ d
T T T i J
1 " ” w w w ” w

CD4
GVH+IT den 18

CD25

GVH den 18 GVL den 18

Obrazek ¢. 6: Priklad flow cytometrické analyzy CD4*CD25*
T-lymfocyti v sekundarni MLR v den 18

GVH - kontrolni MLR bez imunotoxinu a opakovanou stimula-
ci neleukemickymi bunikami pacienta;

GVHHIT — MLR s imunotoxinem a naslednou stimulaci neleu-
kemickymi bunikami pacienta;

GVL — MLR s imunotoxinem (pro navozeni selektivni deplece
aloreaktivity) a naslednou opakovanou stimulaci leukemickymi
bunkami téhoz pacienta.
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Diskuze:

Alogenni HSCT vcetné vyuziti potencialu darcovskych
lymfocytarnich infazi (DLI) je v soucasné dob¢ povazova-
na za standardni 1é¢ebnou metodu téch pacientll s hema-
tologickymi malignitami, kde se nedafi pomoci samotné
chemoterapie dosahnout dlouhodobého preziti ¢i vyléceni.
Bunky imunitniho systému darce tak vyznamné ovliviu-
ji terapeuticky vysledek HSCT, ktery je zpravidla kom-
promisem mezi zadouci GVL reakci a nezadouci a zivot
ohrozujici GVH nemoci. GVL i GVH efekt se velice Casto
vyskytuji soucasn¢ a dosavadni klinické transplantacni
postupy zatim nebyly schopny tyto dvé reakce od sebe od-
lisit. Jiz diive jsme ukazali, ze jsme schopni rozpoznat jed-
notlivé klony darcovskych lymfocytt zodpovédné za GVL
i GVH reaktivitu (14,15). Ukazali jsme také, Ze nezadouci
aloreaktivni klony lze velice u¢inné eliminovat pomoci in
vitro postupu selektivni deplece téchto T lymfocyti po-
moci anti-CD25 imunotoxinu (14,16). Tento postup lze
aplikovat pfed samotnou alogenni HSCT (16). V navaz-
nosti na tento nove¢ zavedeny postup prob&hly dvé klinické
studie, které jasné potvrdily ptinos selektivni deplece jak
v situaci HLA-identickych pfibuznych darct (9), tak v si-
tuaci haploidentické HSCT (10).

Selektivni deplece (SD) vyuziva PBMC izolované z peri-
ferni krve pacienta pro stimulaci darcovskych lymfocytt
v kultufe ex vivo. Pro selektivni depleci 1ze pouzit imuno-
magnetickou separaci, anti-CD25 imunotoxin nebo proces
fotodynamické deplece (photodepletion, PD).

Proces imunomagnetické separace s vyuzitim CD25" para-
magnetickych polystyrénovych kulic¢ek je ucinny ¢aste¢né
a docasné pouze v primarni MLR. Po nasledné reaktivaci
PBMC pacienta v$ak dochazi k opétovnému vyskytu alo-
reaktivnich T lymfocytt darce a s opakujicim se poétem
reaktivaci se procento CD25* T lymfocytl nadale zvySuje
(11). Tento pfistup tedy neumoziuje dosazeni trvalé se-
lektivni deplece aloreaktivity a neni vhodny pro klinické
pouziti.

Fotodeplece je metoda zalozena na absorbei fotoaktivniho
derivaturhodaminu4,5-dibromorhodaminu 123 (TH9402).
Tato latka je selektivné zadrzena pouze v mitochondriich
aktivovanych aloreaktivnich bunék. Bunky s adsorbova-
nym TH9402 jsou nasledné vystaveny svételnému zareni
o vlnové délce 500-600nm generovaném v piistroji Thera-
lux (Kiadis Pharma, Amsterdam, Nizozemi). Béhem toho-
to procesu se TH9402 stava vysoce cytotoxickym a zpi-
sobuje zavazna oxidativni poskozeni senzitivnich bunck
(13). Tato metoda je velmi uc¢inna a specificka po strance
selektivni deplece darcovskych aloreaktivnich T lymfo-
cyti u HLA — neidentickych darcti, avSak data popisujici
dlouhodobé;jsi ucinky fotodeplece zatim chybi.

Oproti tomu metoda selektivni deplece pomoci anti-CD25
imunotoxinu dokaze eliminovat regula¢ni CD25" lymfo-
cyty a zaroven U¢inn¢ odstranit aloreaktivni T lymfocyty
darce. Pritom zachovava vysokou reaktivitu darcovskych
alodepletovanych T lymfocytt vii¢i jinym antigentim (leu-
kemie-specifickym, mikrobialnim, atd.) i po opakovanych
restimulacich PBMC pacienta, coz je dilezité pii alogen-
nich HSCT.

V nasi ptredchozi praci (14, 16) jsme byli schopni od-
delit aloreaktivitu od nadorové-specifické reaktivity
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zpusobené jednotlivymi alogennimi klony T bunék
s piimym dikazem, ze tyto klony jsou odlisné. Tento
nalez je zalozen na identifikaci danych aloreaktivnich
a tumor-reaktivnich klond T bunék a jejich kvantitativ-
nim monitorovani in vivo u pacientt podstupujicich alo-
genni HSCT. Odlisné antigeny mohou byt rozpoznany
u riznych GVH a GVL specifickych T lymfocytd. V la-
boratornich podminkach se nam podarilo tyto derivova-
né GVL a GVH specifické klony T lymfocyti darce in
vitro pripravit.

Pouzitim anti- CD25 imunotoxinu (IT), RFT5-SMPT-dgA,
namifenému proti o fetézci receptoru pro lidsky IL-2 (mo-
lekula CD25), se nam podatilo dosahnout minimalné 2log
deplece aloreaktivnich klonii T lymfocyti, ktera zlstala
uchovéna i po opakovanych restimulacich PBMC pacien-
ta, coz svéd¢i o prakticky tiplné eliminaci nezadouci alo-
reaktivity.

Th pomocné T lymfocyty tiikrat restimulované leukemi-
ckymi bunikami pacienta navic ukéazaly vyznamny nardst
leukemie-reaktivnich CD4*CD25" klonl. V pripadé Tc
cytotoxickych T lymfocyti byl dobie zachovan efekt se-
lektivni deplece, nartist leukémie-reaktivnich CD8"CD25*
klont byl rovnéz zaznamenan.

Na zaklad¢ nasich vysledku 1ze shrnout, ze selektivni de-
plece aloreaktivnich lymfocyti darce ex vivo s pouzitim
anti-CD25 IT je efektivni strategii pro zabranéni klinicky
vyznamné GVH reakce a zaroven posileni protileukemic-
ké reaktivity Stépu.

Na zéklad¢ dosazenych vysledkt jsme navrhli design kli-
nické studie s vyuzitim selektivni deplece pomoci anti-
CD25 IT ve formé darcovskych lymfocytarnich infuzi.
Predpokladame, ze timto biotechnologickym postupem
upravy Stépu darce pied samotnou HSCT Ize eliminovat
nebo alesponl vyznamné potlac¢it GVHD, a tudiz vyznam-
né zlepsit kvalitu Zivota pacientli po transplantaci. Navic
bezpecna HSCT bez rizika GVHD by mohla byt nabid-
nuta Sirokému spektru neonkologickych pacientd zejmé-
na s pokroc¢ilym autoimunitnim onemocnénim (zanétliva
onemocnéni pojiva, roztrousena skleréza) nebo jinymi
nemocemi, u kterych Ize ocekavat ptiznivy lécebny efekt
HSCT.

Znac¢nou vyhodou tohoto pfistupu je také individualizace
adoptivni imunologické 1é¢by pro konkrétniho pacienta,
ktera nevyzaduje detailni znalost jednotlivych nadorovych
antigentl.

Zavér

Ukazali jsme, ze anti-CD25 imunotoxin (IT), RFT5-SM-
PT-dgA, namifeny proti a fetézci receptoru pro lidsky in-
terleukin 2 (IL-2), vede k dlouhodobé selektivni depleci
aloreaktivnich klont T lymfocytii darce pfi uchovani je-
jich protileukemického potencialu.

Na zakladé naSich vysledk byla pfipravena klinicka
studie, ktera byla zahajena v roce 2007 ve tfech klinic-
kych centrech v Ceské republice.
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