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Souhrn

Identifikace individualnich myelom-specifickych klona T lymfocytd pomoci molekularné biologické analyzy T lymfocytarniho
receptoru beta (TCRB) je dosud nejcitlivéjsi metodou pro sledovani protinadorové imunitni odpovédi u mnohocéetného myelomu.
Tento postup (tzv. klonotypovy esej), vyuziva skutecnosti, ze sekvence TCRB je pro jednotlivé klony T lymfocytt vzdy zcela
jedine¢na a je tudiz idealnim znakem pro jejich charakterizaci. Na piikladu pacientt s myelomem jsme ukazali, Ze imunitni odpovéd’
na nadorovy antigen byla oligoklonalni, tj. doslo k aktivaci pouze n€kolika imunodominatnich klond T lymfocyti. To potvrzuje
prepoklad vyskytu omezeného mnozstvi antigent na povrchu myelomovych bungk, které jsou schopny stimulovat myelom-specifické
T lymfocyty. Detailni studium protinadorové imunitni odpovédi zalozené na ptesné identifikaci individualnich myelom-specifickych
T lymfocyti a jejich piipadném sledovani in vivo nachazi vyuziti pfedev§im v adoptivni imunoterapii jako soucasti 1é¢ebného postupu
u mnohocetného myelomu.
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Summary

Identification of individual myeloma-specific T cell clones by molecular analysis of the T cell receptor beta (TCRB) is the most
sensitive method for the anti-tumor immune response monitoring not only in multiple myeloma. This novel approach called clonotypic
assay is based on the fact, that the TCRB sequence is unique for every T lymphocyte clone and thus can serve as an ideal candidate for
the individual T cell clone monitoring. As an example, the immune response against myeloma antigens was tested and demonstrated
an oligoclonal myeloma-specific response, ie. only a few immunodominant myeloma-specific T cell clones were activated. This
finding corresponds with the assumption of limited antigenicity of myeloma cells. A detailed study of anti-tumor immune response
based on exact myeloma-specific T lymphocytes idenfication and their in vivo monitoring can be useful tool for precise and highly
sensitive immunomonitoring in adoptive immunotherapy protocols recently used in multiple myeloma.

Keywords: multiple myeloma, T lymphocyte, T cell receptor beta, clonotype, immune monitoring.

Uvod

Identifikace individualnich antigen-specifickych klont
T lymfocytt byla donedavna povazovana za nemoznou.
V roce 2003 jsme vSak ukazali, ze detailni molekularni
analyza jedine¢né sekvence variabilni (V) a hypervaria-
bilni (DJ) oblasti T lymfocytarniho receptoru beta (TCR-
B-VDIJ) ze sortovanych bun¢k aktivovanych pfislusnym
antigenem tuto identifikaci umoznuje, nebot’ jednotli-
vé klony T lymfocyti nesou vzdy pouze jednu variantu
TCRB (3, 4). Tento publikovany postup nazyvame klono-
typovym esejem. Na piikladu opakované specifické stimu-
lace T lymfocyti nadorovym antigenem (apoptotickymi

télisky myelomové linie ARH77), selekci aktivovanych
bun¢k pomoci pritokového cytometru a molekularni ana-
lyze TCRB ukazujeme moznosti vyuziti klonotypového
eseje jako ptiklad nové a dosud nejcitlivejsi diagnostické
metody pro sledovani, byt i velmi fidce se vyskytujicich
antigen-specifickych T lymfocytt (3, 5).

Material a metody

1.1.  Priprava myelom-specifickych T lymfocytii
Podrobny postup ptipravy myelom-specifickych T lymfo-
cytl jsme jiz publikovali (6). Ve struénosti: mononuklearni
bunky (MN) byly po podepsani informovaného souhla-
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su izolovany z nesrazlivé periferni krve zdravych darca
z transfuzni stanice ve FN Brno a kultivovany v komplet-
nim médiu. Prvni den kultivace byl pfidan antigen — mye-
lomov¢ buitky (MB) linie ARH 77 ozarené davkou 60 Gy
v poméru MN:MB = 20:1, 8. den byly opét pridany MB
v poméru MN:MB = 2.1. T lymfocyty aktivované antige-
nem byly imunomagneticky separovany na zaklad¢ pro-
dukce IFN-y. Kvantita a Cistota pozitivni a negativni frak-
ce T lymfocytt byla hodnocena na pritokovém cytometru.
IFN-y pozitivni T lymfocyty byly expandovany in vitro
v kompletnim médiu obohaceném o interleukin 2.

1.2. Klonotypovy esej

1.2.1.  Izolace mRNA, reverzni transkripce

Z expandovanych INF-y pozitivnich myelom-reaktivnich
T lymfocytt byla izolovana poly(A) mRNA (QIAGEN Oli-
gotex® Direct mRNA Kit; QIAGEN, Hilden, Némecko), kte-
ra byla technologii 5°-RACE (SMART™ RACE ¢cDNA Am-
plification Kit; Clontech Laboratories, Mountain View, CA,
USA) pfepsana reverzni transkripci do cDNA. Béhem reverz-
ni transkripce se diky terminal-transferazové aktivité reverzni
transkriptazy ptipojuje 3 az 5 nukleotidi (dC) na 3°‘-konec
syntetizované cDNA. Na tento dC-bohaty konec se pak vaze
oligonukleotid s tzv. kotvou pomoci svého dG terminalniho
konce. To umoziiuje reverzni transkriptaze pokracovat v syn-
téze cDNA a zaclenit na jeji 3°-konec sekvenci kotvy.

1.2.2.  PCR

K amplifikaci cDNA byl pouzit tzv. anchor primer, jenz
naseda na sekvenci kotvy za¢lenéné béhem reverzni tran-
skripce, a primer MBCII, jenz je genové specificky pro
konstantni (C) oblast TCRB (4). Smés produktd o délce
priblizné ~550 bp predstavuje soubor vsech variant TCRB
sekvenci exprimovanych v bunikach. PCR produkt byl zvi-
ditelnén pomoci gelové elektroforézy (viz Obrazek €. 1).
Extrakce produktu z gelu byla provedena pomoci QIAquick
Gel Extraction Kitu (QIAGEN, Hilden, Némecko).

1.2.3.  Klonovani, sekvenovani

Ke klonovani PCR produktu do bakterii E.coli byl pouzit
TA Cloning® Kit (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Kolo-
nie byly vysety na selek¢éni LB agarové médium obsahujici
IPTG (isopropyl-p-D-thiogalaktosid), Ampicilin a X-gal.
Pfitomnost inzertu v bakterialnim plazmidu byla ovétena
PCR. Z pozitivnich kolonii byl izolovan plazmid pomoci
QIAprep® Spin Miniprep Kitu (QIAGEN, Hilden, Némec-
ko). Plazmidy byly sekvenovany na piistroji 3130 Genetic
Analyzer pomoci BigDye Terminator Cycle Sequencing
Kitu (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Ziskané
sekvence byly poté vyhodnoceny pomoci vefejné dostup-
nych bioinformatickych nastrojti a databazi (http://imgt.ci-

nes.fr/ (2) a http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi).

Vysledky

Pomoci molekularni analyzy hypervariabilni sekvence
TCRB receptoru jsme identifikovali aktivované myelom-
specifické klony T lymfocyti u dvou reprezentativnich
vzorkl pacientd.

Aminokyselinové sekvence TCRB-VDJ a zastoupeni indi-
vidualnich klont v rdmeci aktivovanych T lymfocyti jsou
uvedeny v Tabulce ¢.1. Odpovéd” myelom-specifickych
klont T lymfocytt byla v obou pfipadech oligoklonalni, tj.
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1000 bp -
900 bp -
800 bp -
700 bp -

600 bp -
500 bp -

400 bp -

300 bp -

200 bp -

Obrazek €. 1: Gelova elektroforéza PCR produktii obsahujicich sek-
venci TCRB-VDJ

mRNA izolovana z aktivovanych myelom-specifickych T lymfocyti byla
reverzni transkripci piepsana do cDNA. Klicovy Gsek cDNA byl amplifi-
kovan anchor PCR a PCR produkty o délce 550 bp byly zviditelnény na
2% agar6zovém gelu.

Popis drah: 1 a 5 - Velikostni standard; 2 - Pacient 1.; 3 - Pacient 2.; 4 -
Negativni kontrola.

Pacient Klon¢. Cetnostklonu TCRBVregon TCRBDregion  TCRBJregion  Klonalita TCR

I-1 2155 QEDSAVYLCASSL RGEGA EQFFGPGTRLTVL

1 1-2 3/55 QRDSAMYRCASS ~ TRDRGVD ~ EQFFGPGTRLTVL  Oligoklondlni
13 3/55  QGDSAMYLCASS SFL EAFFGQGTRLTVV
2 15/54 PRDSAVYFCAS RER GYTFGSGTRLTVV

) 22 1354 LGDSALYLCASSL ASD TGELFFGEGSRLTVL Olicoklondlni
23 7154 PEDSALYLCASSQ ~ DWASGGN ~ NEQFFGPGTRLTVL ¢
24 3/54 RGDSAVYLCASS TGTGG ~ STDTQYFGPGTRLTVL

Tabulka ¢. 1: Aminokyselinova sekvence TCRB receptoru u jednot-
livych kloni

Klicovy tisek cDNA hypervariabilni VDJ oblasti TCRB pfipravené po-
moci RT-PCR z T lymfocyti aktivovanych myelom-specifickym antige-
nem byl amplifikovan pomoci PCR. PCR produkty byly naklonovany do
bakterii a pro kazdy PCR produkt bylo sekvenovano vice nez 50 bakte-
rialnich kolonii. Jednotlivy klon je definovan pfitomnosti alespon dvou
identickych DNA sekvenci.

Klon ¢. TCRB V subgen | TCRB J subgen
1-1 v7 J2-1
1-2 v7 J2-1
1-3 v7 J1-1
2-1 V12 J1-2
2-2 V5 J2-2
2-3 v4 J2-1
2-4 V7 J2-3

Tabulka ¢.2: Geny TCRBV a TCRB J
Typ subgenu variabilni (V) a spojovaci (joint = J) oblasti TCRB klasifi-
kované podle nomenklatury IMGT.

bylo identifikovano pouze nékolik individualnich imuno-
dominantnich klont T lymfocytii. U prvniho pacienta byly
pozorovany 3 imunodominantni klonotypy, pfi¢emz jeden
se vyskytoval s vyrazné nejvyssi frekvenci. U druhého pa-
cienta jsme detekovali 4 imunodominantni klonotypy.
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Tabulka ¢.2 shrnuje klasifikaci TCRB-V a -J subgent pod-
le nomenklatury IMGT. Nejcastéji zastoupeny TCRB-V
subgen byl V7, nejcastéji zastoupeny TCRB-J subgen byl
J2-1.

Diskuze a zavér

Analyza sekvenci hypervariabilni VDJ oblasti TCRB
genu prokazala oligoklonalitu u obou aktivovanych mye-
lom-specifickych T lymfocytti, coz je v souladu s diive
publikovanymi vysledky u pacientl s hematologickymi
malignitami (3) i u pacientd s melanomem (35). Toto zjis-
téni potvrzuje existenci nékolika malo vybranych klont T
lymfocyti, které jsou stimulovany myelom-specifickymi
antigeny. Myelom-specifické klony mohou byt dale ex-
pandovany in vitro, pticemz jejich protinadorovy potenci-
al zlistava zachovan.

Znalost jedine¢né DNA sekvence TCRB-VDIJ u nejfrek-
ventovangji zastoupenych kloni T lymfocyti umoziuje
zkonstruovat klonové specifické primery a fluorescenc-
n¢ znacenou DNA sondu. Kazdy T lymfocyt nese pravé

jeden finalné pfestavény genovy lokus TCRB-VDJ. Po-
¢et detekovanych genovych kopii je tedy pfimo umérny
poctu individualnich T lymfocytarnich klont ve vzorku,
coz umoziuje sledovat individudlni klony in vivo pomoci
kvantitativni real-time PCR s citlivosti detekce jedné bun-
ky na 10° bunék (3,;4).

Identifikace a charakterizace myelom-specifickych T lym-
focyti ma vyznam predevSim pii studiu protinddorové
imunitni odpovédi. Jedna se o dosud nejcitlivéjsi metodu
detekce individudlnich imunodominantnich klond T lym-
focytd. Klonotypovy esej umoziuje identifikaci jednoho
antigen-specifického T lymfocytu mezi 10° bungk, a vy-
znamn¢ tak prevysuje jiné metody dosud pouzivané pro
detekei antigen specifickych T lymfocyti, jako naptiklad
vyuziti tetramer nebo metody Elispot, které maji citlivost
detekce pouze 1:10% (1).

Podékovani 5
Prace byla podpotena projekty MSMT LC06027
a MSMO0021622434 a IGA 1A/8709-5.
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