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Souhrn

Vychodiska: Mnohocetny myelom (MM) je hematoonkologické onemocnéni zptisobené maligni transformaci
B-lymfocyti, jejich klondlni proliferaci a akumulaci terminélnich vyvojovych stadii - plazmocytii (myelomovych
bunék). Za optiméalni lé€ebny postup je v soucasné dobé€ povaZzovana vysokodidvkovana chemoterapie s autolog-
ni transplantaci $t€pu kostni dfené, ktery miZe navodit kompletni 1écebnou odpovéd, prodlouzit vyznamné pie-
Ziti, avSak relapsu onemocnéni nezabrani. Typ studie a soubor: Na zdklad¢€ preklinickych i klinickych pozoro-
vani je zfejmé, Ze vyznamnou ulohu pfi prodlouZeni remise myelomu po autologni transplantaci hraji
myelom-reaktivni T lymfocyty. Proto se jako nadé€jné jevi vyuZiti myelom-reaktivnich T lymfocyt jako ado-
ptivni buné¢né imunoterapie pfi autologni transplantaci $t€pu kostni dfen€. Analyza TCR repertodru T lymfocy-
tl poskytuje informaci o spektru rozeznavanych antigenda.

Metody a vysledky: Po naloZeni dendritickych bun&k (DB) apoptickymi télisky nddorovych bunék mohou byt
identifikovéany a expandovény potencidlni cytotoxické myelom-specifické T lymfocyty. Z aktivovanych lymfo-
cyti byla po izolaci mRNA provedena ukotvujici reverzni transkripce modifikovanou verzi SMART metody. Po
klonovani PCR produktu do plazmidového vektoru a transformaci baktérii byly zjiStovany jedinecné sekvence
jednotlivych klonotypi. Byla prokdzana oligoklonalita TCRB receptoru u myelom-specifickych in vitro expan-
dovanych T lymfocytl, v jednom piipadé€ se jednalo o monoklonélni populaci nddorové specifickych T lymfo-
cyti. Tato zjiSténi svédci o existenci myelom-specifickych antigend, které stimuluji pouze urcité autologni T lym-
focyty. Zavéry: Charakterizace T lymfocytarniho receptoru (TCR) myelom-specifickych klonil pfedstavuje
novou metodu imunologického sledovani tc¢innosti protinddorové 16¢by.
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Summary

Backgrounds: Multiple myeloma (MM) is a hematooncologic disease caused by malignant transformation of B-
lymphocytes, their clonal proliferation and accumulation of terminal stages - plasmocytes (myeloma cells). Recent-
ly, high-dose chemotherapy with autologous hematopoietic transplantation has been considered standard treat-
ment for patients with advanced stages of multiple myeloma. Such treatment delays relapse but it is not curative
and almost all patients ultimately develop recurrent disease. Design and Subjects: Based on preclinical and cli-
nical it is evident that myeloma-reactive T lymphocytes play an important role in extending time of remission
after autologous transplantation. Myeloma-reactive T lymphocytes have been shown to be a promising approach
in adoptive cellular immunotherapy aside autologous transplantation of bone marrow graft. Analysis of their TCR
repertoire gives information on the spectrum of recognized antigens.

Methods and Results: Dendritic cells loaded with apoptotic bodies from myeloma cells have been used to sti-
mulate autologous T lymphocytes. Activated myeloma-specific T cells were identified and expanded. After mRNA
isolation the anchored reverse transcription using a modified version of the SMART method was done. PCR pro-
duct was cloned into plasmid vector, transformed in bacterial cells and individual clonotypes were sequenced.
Oligoclonality of the TCR receptor was demonstrated in myeloma specific in vitro expanded T lymphocytes, in
one case a monoclonal population of tumor specific T cells was found. These findings support the of myeloma
specific antigens stimulating only certain autologous T lymphocytes. Conclusions: Structural characterization of
the TCR receptor of myeloma specific clones represents a promising method for immunologic monitoring of can-
cer treatment.

Key words: multiple myeloma, immunotherapy, T cell receptor, hypervariable region, clonotype

260 KLINICKA ONKOLOGIE 19 5/2006



Uvod

Imunitni systém miiZe byt aktivovan specifickymi nddoro-
vymi antigeny. U MM bylo identifikovino nékolik antigen-
nich molekul, jako naptiklad idiotypicky protein (Id) (2),
MUC-1 (3), mutantni ras onkogenni protein (4) nebo dalsi
antigeny spojené s nddorem (5, 6). Byly popsany rtzné for-
my nddorovych antigenti - DNA, RNA, peptidy, proteiny ¢i
celé nddorové buiiky. Silny imunogenni potencidl byl popsin
u dendritickych bunék (DB) naloZenych apoptickymi télis-
ky nadorovych bunék. Takto pfipravené dendritické buiiky
predstavuji slibny pfistup v imunoterapii hematologickych
onemocnéni (7, 8). Touto metodou mohou byt identifikova-
ny a expandovany potencidlni cytotoxické myelom-
specifické T lymfocyty (9). Sledovéani T buné¢ného recep-
toru (TCR) poukazuje na jejich roli v imunitni odpovédi
a umoziiuje monitorovani jednotlivych klont in vivo. Jed-
notlivé T-bunécné klony mohou byt charakterizovany pomo-
ci rozdila ve variabilni oblasti 3 urcujici komplementaritu
(CDR3) beta tetézce (10, 11). Jedinecnost hypervariabilni
¢asti TCR CDR3 oblasti odpovédné za rozeznani komplexi
peptid-MHC je dana inzerci nebo deleci ndhodnych (N) nuk-
leotida ve spojeni VB-DP a DB-JP segmentt . Funk&ni ana-
lyza interakci mezi TCR a komplexy peptid/MHC podporu-
je predstavu, Ze sekvence a délka CDR3 oblasti jsou dva
zakladni Cinitelé v rozpoznéni peptidl prezentovanych MHC
molekulami (12).

V poslednich letech se zijem zaméfuje na charakterizaci
TCRVa a TCRP fetézet, jak u T lymfocytd zdravych darcu,
tak i za rznych patologickych podminek zahrnujicich auto-
imunitni, nddorové a infek¢ni onemocnéni nebo pfi sledova-
ni stavu pacienta po allogennich transplantacich (13-17). Ana-
lyza TCR repertoaru T lymfocytarni odpovédi poskytuje
informaci o spektru rozezndvanych antigend. Ukazuje, zda
lymfocytarni odpovéd je vyvolana jen nékolika imunodomi-
nantnimi antigeny nebo Sirokou paletou nddorovych antige-
nu. Specificnost vazby peptidu je ddna variantami ve struk-
tufe TCR molekuly. V pfipad€é imunitni odpovédi proti
danému nidorovému antigenu zprostfedkované T lymfocy-
ty s omezenou sadou TCRYV gent se objevuje moZnost moni-
torovani imunoterapeutického ucinku ¢i expanze nadorové
specifickych T lymfocyt. Komplementaritu urcujici oblast
3 (CDR3) afetézce T lymfocytarniho receptoru je jedine¢nd
a miZe byt pouZita jako marker jednotlivych klond T lymfo-
cytd (18- 22). Dalsi vyuZiti molekuldrni analyzy pfeskupeni
TCR genu predstavuje diagnostika patologickych proliferaci
T bunék nebo sledovani MRD u lymfoproliferativnich one-
mocnéni (23, 24).

2. Material a metody

2.1. Priprava dendritickych bunék

Mononukleérni butiky periferni krve byly izolovany meto-
dou gradientové centrifugace (Histopaque 1077, Sigma-Ald-
rich, Praha, Ceska republika) od pacientti s MM po pode-
pséni informovaného souhlasu. Buriky byly kultivovany
v 6ti-jamkovych destickdch v médiu X-VIVO 10 (BioWhit-
taker, Walkersville, MD, USA) s 10% tepeln€ inaktivova-
nym lidskym AB sérem (Sigma-Aldrich, Praha, Ceska
republika), 80 U/ml DNAsy (Boehringer Mannheim,
Némecko) and 2 mM L-glutaminem (Sigma-Aldrich, Praha,
Ceska republika) v atmosféie 5% CO, and 4.5% 0O, Po2
hodinach byla neadherentni frakce odstranéna a adherentni
podil bohaty na prekurzory DB byl kultivovan v médiu X-
VIVO 10 (BioWhittaker, Walkersville, MD, USA) s pfi-
davkem 100 ng/ml IL-4 (Sigma-Aldrich, Praha, Ceska
republika), 800 U/ml GM-CSF (Schering Plough, New Yer-
sey, USA) po dobu 6 dni pti 37 °C. Maturace byla dosaZe-
na pfidanim 40 ng/ml TNF-4 (Bender Medsystems Dia-
gnostics, Viden, Rakousko) 6. den. Médium bylo mé&néno
2x tydné (25, 26). Neadherentni frakce bohatd na T-lymfo-
cyty byla zamraZena a uchovavéna pfi -80°C.

2.2. Priprava antigenu a naloZeni DB

Jako antigen byly pouZity nddorové buiiky izolované od paci-
entd s MM. Myelomové buiiky byly ziskdny z kostni diené
imunomagnetickou separaci pomoci monoklondlni protilatky
anti-CD138 s pouZitim pfistroje Vario MACS (Miltenyi Bio-
tec). Pro ziskani apoptotickych télisek byly nadorové buiiky
ozéareny davkou 60 Gy a ponechiny 24 hod v PBS pii 37°C.
7.den kultivace byly nezralé DB naloZeny antigenem v pomé-
ru l:1.

2.3. Stimulace a izolace aktivovanych T-lymfocyta

8. den kultivace DB byly T lymfocyty rozmraZeny a kulti-
vovany v X-VIVO 155 10% lidskym AB-sérem (Sigma-Ald-
rich, Praha, Ceska republika), 50 mg/l gentamycinu, 2 mM
L-glutaminu, 25 mM Hepes pufru (BioWhittaker, Walkers-
ville, MD, USA), a 10 IU/ml IL-2 (Proleukin, Chiron, Ams-
terdam, Holandsko) pfi 37 °C. 9. den kultivace byly naloZe-
né DB smichiny s T-lymfocyty v poméru 2:1
(T lymfocyt:DB). 7.den po stimulaci byly T lymfocyty res-
timulovdny rozmraZenymi naloZenymi DB v poméru 2:1.
Antigenem aktivované T-lymfocyty produkujici IFN- ybyly
izolovany pomoci Secretion Assay Cell Enrichment And
Detection Kit (MACS Reagens, Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach, Némecko) (27). Separace IFN-v* frakce byla pro-
vedena dvakrat pro zvySeni Cistoty.

2.4. Prutokova cytometrie

Aktivované T-lymfocyty byly inkubovany 20 minut s monok-
lonédlnimi protilatkami anti-CD4-FITC, anti-CD8-FITC, anti-
CD3-PC7 (Immunotech, Marseille, France) a anti-IFN-y-PE
(Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Némecko). Po promyti
ledovym PBS byly bufiky fixovéiny v 1% paraformaldehydu
(Sigma- Aldrich, Praha, Ceska republika). Butiky byly ana%—I
zovany prutokovou cytometrii pomoci pfistroje Cytomics
FC 500 (Beckman Coulter, Miami, Florida, USA). Jako nega-
tivni kontrola byly pouZity nestimulované T lymfocyty.

2.5. Testy cytotoxicity

Expandované T lymfocyty (efektorové buiiky) byly barveny
1 uM CFSE a inkubovéany 7 minut pti 37°C, poté bylo pfida-
no FCS pro zastaveni reakce (28). T lymfocyty znacené CFSE
byly kultivovény s butikami myelomové linie ARH77 (terco-
vymi buiikami) ve smiSené in vitro kultuie v X-VIVO 15 m-
ediu s tepelné inaktivovanym 10% lidskym AB sérem pii
37°C v atmosféfe 5% CO, s IL-2 v mnoZstvi 10 IU/ml media,
ato v pomérech (efektorové:ter€ové buiiky) 2:1 a 10:1 podobu
24 hodin. Jako kontrola byly pouzity IFN-g pozitivni T lym-
focyty bez kultivace s nddorovymi buitkami. Pro odliseni pozd-
né apoptotickych a nekrotickych bunék byly buriky inkubo-
vény s 0,005% 7-aminoaktinomycinu D 20 minut nebo 1pg/ml
propidium iodidu s inkubaci 5-10 minut pii 4-8°C.

2.6. Identifikace TCRB CDR3 sekvenci

Pro stanoveni sekvence receptoru T-bunécnych kloni byl pro-
veden jiz dfive popsany klonotypovy esej (29). Ve strucnosti:
aktivované myelom specifické T lymfocyty byly pouZity pro
extrakci mRNA pomoci kitu Oligotex direct mRNA Mini Kit
(Qiagen, Valencia, CA, USA). Ukotvujici reverzni transkripce
a PCR byla provedena podle modifikované verze SMART
metody s vyuZitim SMART™ Race cDNA Amplification Kit
(Clontech, Mountain View, CA, USA). Pro zisk PCR produktt
CDR3 oblasti od 5’konce do za¢itku TCRBC oblasti byl pou-
zit TCRBC 3’ primer konstantni oblasti TCRB a ukotvujici
primer tak, aby byla zachycena studovana oblast TCRB CDR3.
Amplifikovany produkt byl ligovan do pGemT Easy vektoru
(Promega, Madison, WI, USA) a pouZit pro transformaci bak-
terii E. coli. 50 vybranych kolonii bylo amplifikovano pomo-
ci PCR s pfislu$nymi primery a pouZito pro pfimé sekveno-
véani. Klony byly definoviny pfitomnosti minimalné dvou
identickych sekvenci TCRB CDR3.
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3. Vysledky

Do studie bylo zahrnuto 10 pacientti s MM stadia [-11I ve véku
49-67 let (tab. 1). Pacienti byli 1é¢eni 4 cykly standardni 1écby
VAD (vinkristin, adriamycin, dexamethason), v indikovanych
ptipadech byla provedena autologni transplantace kostni dre-
né (pacient 1 a 7). Nadorové buiiky byly izolovdny imuno-
magnetickou separaci z kostni dfené. Apoptotick4 téliska byla
pripravena jejich ozarenim davkou 60 Gy. DB byly naloZeny
apoptotickymi t€lisky v poméru 1:1, pouzity pro stimulaci
T lymfocytd v poméru 20:1 a po tydnu restimulovany v pomé-
ru 2:1. 24 hod po restimulaci byla provedena identifikace pro-
tinddorovych myelom-specifickych T lymfocytl na pratoko-
vém cytometru. Restimulované aktivované myelom-specifické
T lymfocyty byly magneticky separovany na pfistroji Vario
MACS pomoci protilatky anti-CD3 a anti-INF-y. Doslo k obo-
haceni aktivovanych T bunék v pozitivni frakci z 1,3-6,6% (pru-
mér 3,8 %) na 42,0-81,0% (pramér 63,7%) pro CD3* (tab.1).
Expanze myelom-specifickych T lymfocyti pacientt probiha-
la v rozmezi 0,9 - 6 mésict s medidnem 1,5 mésice.

Tabulka ¢. 1: Pacienti s MM

Pacienti s mnohocetnym myelomem
Separace CD3* IFNy* TL
Pacient | Pohlavi Vek Stadium pfed mag. po mag.
Cislo diagndzy separaci separaci
1 M 64 MM/ 1.3 42
2 M 49 MM/ 3.8 66
3 Z 56 MM/ 6.2 81
4 M 67 MM/ 2.8 71
5 Z 60 MM/ 22 68
6 7 52 MM/ 3.5 75
7 VA 55 MM/II 2.1 59
8 M 64 MM/ 5.4 74
9 M 62 MM/ 4.1 42
10 M 57 MM/ 6.6 53

Tabulka zachycuje soubor deseti pacientii s MM, jejich pohlavi, vék a sta-
dium onemocnéni. Posledni dva sloupce uvddéji hodnoty ziskané pred a po
magnetické separaci TL pripravenych stimulaci DB naloZenych apopto-
tickymi télisky pomoci protildtek anti-CD3* a anti-IFN-yTL.

Tabulka ¢. 2: Test cytotoxicity a klonalita TCRB receptoru

Test cytotoxicity a klonalita TCRB receptoru
Cytotoxicita CFSE/PI 24h v %
Pacient ¢islo 2:1 10:1 TCRB klonalita
1 10 25,5 oligoklonalni
2 25 59,0 oligoklondlni
3 44 60,5 N
4 21 58,5 oligoklondlni
5 28 50,0 oligoklondlni
6 19 38,5 oligoklondlni
7 13 40,0 monoklonalni
8 18 43,0 N
9 27 58,0 oligoklondlni
10 24 38,0 oligoklondlni
negativni kontrola 2 1,6

Specifita aktivovanych TL byla stanovena pomoct priitokového cytomet-
ru a CFSE cytotoxickym testem. Naméfené hodnoty po 24 hod kultivaci
TL (efektorové buriky) s autolognimi myelomovymi burikami pacientii (ter-
Cové buriky) uddvaji procenta usmrcenych nddorovych bunék aktivova-
nymi TL. MéFeny byly 2 poméry efektorovych bunék ku tercovym2:1a 10:1.
Jako kontrola byly pouZity IFN-ypozitivni T ymfocyty bez kultivace s nddo-
rovymi burtkami. Klonalita TCRB uddvd vysledky zjistené analyzou sekven-
ce TCR receptoru (N=nezdarend izolace klonii).

Aktivované T lymfocyty ziskané stimulaci T bunék zdravych

dércti autolognimi myelomovymi buitkami byly pouZity pro tes-
ty cytotoxicity. U deseti pacientii byly pouZity kultivatni pomé-
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ry (T lymfocyt:myelomov4 buiika) 2:1 a 10:1, které byly hod-
noceny po 24 hodinich kultivace. Procenta cytotoxickych bunék
schopnych usmrcovat ter¢ové buriky pro pomér (T lymfo-
cyt:myelomové butika) 2:1 byla u jednotlivych pacientt 10,0 -
44,0% (pramér 22,9%) a pro pomér 10:1 26,0 - 61,0% (primér
47,1%). Vysledky testl cytotoxicity jsou shrnuty v Tab. 2. Jako
negativni kontrola byl sledovéin cytotoxicky potencidl IFN-
gpozitivnich T lymfocytl kultivovanych bez ptitomnosti nido-
rovych bunék. Pro pomér (T lymfocyt:myelomové buiika) 2:1
byla zjiSténa primérna cytotoxicita 2,0%, pti poméru 10:1 po
24 hodinéch inkubace 1,6%.

Molekularn{ identifikace aktivovanych potencidlné myelom-
specifickych CD4* a CD8* klonti T lymfocytt byla provede-
na pomoci analyzy variabilni oblasti beta TCR genu. U 8 z 10
sledovanych pacientti s MM byla stanoveny sekvence TCRV,
D aJ oblasti (tab. 2). U pacientil ¢islo 3 a 8 nebyla amplifikace
dostate¢nd. Aminokyselinové sekvence byly popsany podle
nomenklatury IMGT (mezindrodni databdze ImMunoGene-
Tics, ). Odpovédi myelom specifickych kloni T lymfocytt
byly pfevaZzné oligoklondlni. Pacienti 2 a 6 vykazovali Ctyfi
dominantni klonotypy s rliznou ¢etnosti exprese, u pacienttl ¢.
1,9 a 10 byly nalezeny 3 dominantni klonotypy a 2 klonoty-
py u pacientt €. 4 a 5 (tab. 3). NejCastéji zastoupeny klonotyp
byl nalezen u pacienta €. 5 ve frekvenci 26 zachytl z 49 sle-
dovanych klonti, druhy nejcastéjsi byl objeven u pacienta €. 1
s Cetnosti 21 vyskytl z 55 sledovani. U pacienta €. 9 byl potvr-
zen dominantni klon s nejvétsi zachycenou Cetnosti 14 klont
ze 47. Pacient €. 7 vykazoval monoklondlni odpovéd s nej-
Cast&j$im klonem ve frekvenci 14 kloni ze 46 analyzovanych.
Nejcastéji se vyskytujici aminokyselinova sekvence TCRBJ
oblasti byla TCRBJ2-1, kterd bylanalezenau z 22 sledovanych
dominantnich klonotypi (tab.4). Podobné u TCRBV regionu
bylo zjisténo, Ze nejcastéjsi klonotypy obsahovaly sekvence ze
skupiny V7 s Cetnosti 8 klonotypti z 22 zjiSténych.

Tabulka ¢.4: Seznam TCRBV a TCRBJ gent lymfocytarniho receptoru

Znadeni Klonu Cislo TRBJ oblasti Cislo skupiny TRBV oblasti
1-1 J2-1 V7
1-2 J2-1 \4
1-3 J1-1 V7
2-1 J1-2 Vi2
2-2 J2-2 V5
2-3 J2-1 V4
2-4 J2-3 \%

3 nedostatecnd amplifikace
4-1 J1-5 V7
4-2 J2-1 V5
5-1 J2-1 V20
5-2 J1-5 V16
6-1 J2-2 V28
6-2 J2-1 &
6-3 J2-7 V27
6-4 J1-3 V5
7-1 J1-1 V7

8 nedostatecnd amplifikace
9-1 J2-2 V5
9-2 J2-3 V10
9-3 12-7 V5
10-1 J1-2 V9,13
10-2 J2-1 Vi2
10-3 J2-2 \%

Seznam TCRBV a TCRBJ genii lymfocytdrniho receptoru u myelom-spe-
cifickych TL pacientit s MM. Udaje v tabulce jsou hodnoceny podle nomen-
klatury IMGT.

4. Diskuze
Analyza TCR repertodru T lymfocytarni odpovédi vici nado-
rové tkdni podava informaci o spektru rozeznavanych antige-



Tabulka ¢.3: Aminokyselinové sekvence a frekvence TCRBVDJ oblasti

Pacient Oznaceni klonu Frekvence klonu TRBYV oblast TRBD oblast TRBJ oblast

1 1-1 21/55 QEDSAVYLCASSL RGEGA EQFFGPGTRLTVL
1-2 3/55 QRDSAMYRCASS TRDRGVD EQFFGPGTRLTVL
1-3 3/55 QGDSAMYLCASS SFL EAFFGQGTRLTVV

2 2-1 15/54 PRDSAVYFCAS RER GYTFGSGTRLTVV
2-2 13/54 LGDSALYLCASSL ASD TGELFFGEGSRLTVL
2-3 7154 PEDSALYLCASSQ DWASGGN NEQFFGPGTRLTVL
2-4 3/54 RGDSAVYLCASS TGTGG STDTQYFGPGTRLTVL

3 3 nedostate¢nd amplifikace

4 4-1 13/44 QRDSAMYRCASS QA NQPQHFGDGTRLSIL
4-2 3/44 LGDSALYLCASSL GGRG SYNEQFFGPGTRLTVL

5 5-1 26/49 PEDSSFYICSAR GTSGGYS SYNEQFFGPGTRLTVL
5-2 4/49 LEDSAVYFCAS RQA NQPQHFGDGTRLSIL

6 6-1 7154 TNQTSMYLCAS WGQGA TGELFFGEGSRLTVL
6-2 4/54 RGDSAVYLCASS TGTSG SYNEQFFGPGTRLTVL
6-3 3/54 PNQTSLYFCASS DRGF SYEQYFGPGTRLTVT
6-4 3/54 LGDSALYLCASSL GRL SGNTIYFGEGSWLTVV

7 7-1 14/46 QGDSAMYLCASS RG EAFFGQGTRLTVV

8 8 nedostatecnd amplifikace

9 9-1 14/47 LGDSALYLCASS ADPFGGTY TGELFFGEGSRLTVL
9-2 13/47 SSQTSVYFCAIS ASGL STDTQYFGPGTRLTVL
9-3 9147 LGDSALYLCASS GGDRG YEQYFGPGTRLTVT

10 10-1 8/51 GDSALYFCASS GR NYGYTFGSGTRLTVV
10-2 6/51 PRDSAVYFCASSL ALAG NEQFFGPGTRLTVL
10-3 3/51 RGDSAVYLCASSL RSITNA GELFFGEGSRLTVL

Aminokyselinové sekvence a frekvence TCRBVDJ oblasti nejcastéji zastoupenych klonit u jednotlivych pacientit s MM. Po extrakci mRNA a reverzni
transkripci byla cDNA amplifikovand polymerdzovou Fetézovou reakci s primery korespondujicimi s ukotvujicim 5° primerem a sekvenct konstantni
oblasti T lymfocytdrniho receptoru beta. Ndsledné byla provedena ligace produktu PCR do plasmidu a transformace bakterii. Dvacet bakteridlnich

kolonii bylo pouZito pro primé sekvenovdni TCRBVDJ regionu.

na. V této studii se podafilo in vitro identifikovat dominantni
myelom-specifické klony autolognich T lymfocytt u pacien-
t s MM stadia I-III. Jako zdroj DB a T lymfocyti slouZila peri-
ferni krev pacienti s MM, myelomové buiiky byly izolovany
z kostni dfené pacientll. Bylo prokazano, Ze dendritické buii-
ky naloZené apoptotickymi télisky myelomovych bunék jsou
schopné vyvolat T lymfocytarni odpovéd v autolognich pod-
minkéch. Po stimulaci T lymfocytt dochdzi k jejich aktivaci
a je mozné je separovat pomoci produkce IFN-y v magnetic-
kém poli. Nadorové specifické T lymfocyty 1ze expandovat in
vitro a dale je vyuZzit v klinické praxi. Specificita expandova-
nych T bunék byla sledovana cytotoxickym testem vii¢i popu-
laci myelomovych bunék linie ARH77. Ptiprava protinddorové
vakciny pro pacienty malignimi onemocnénimi byla jiz diive
popsdna u riznych malignich onemocnéni (30, 31).
Analyzou sekvence byla prokdzédna oligoklonalita TCRB
receptoru u myelom-specifickych in vitro expandovanych
T lymfocytd, v jednom pifipadé se jednalo o monoklondlni
populaci nddorové specifickych T lymfocytl. Tato zji$téni
sv&dCi o existenci myelom-specifickych antigend, které sti-
muluji pouze urcité autologni T lymfocyty. Pozorované vysled-
ky byly v souladu s dfivéjSimi pozorovinimi, ve kterych byly
zjiStény jak monoklondlni, tak i polyklondlni odpovédina vak-
cinaci nddorovymi antigeny. Monoklondlni cytotoxick4 odpo-
véd byla popsdna u pacientil s melanomem po Caste¢né rejek-
ci metastdz po podani vakciny tumor specifického peptidu
MAGE-3 (32). Pfi sledovani smiSené lymfocytarni kultury
s vnaSenym peptidem byly pozoroviny naopak polyklondlni
CTL odpovédi (33).

Frekvence jednotlivych TCRBVDIJ sekvenci mezi bakteriil-
nimi klony jsou pfimo umérné frekvenci téchto sekvenci
v ptivodni populaci selekovanych T lymfocytil, protoZe jsou
pouzity stejné primery pro RT-PCR a sekvenovéni vSech
TCRB mRNA. Podobné ¢i dokonce shodné sekvence V,
D aJ oblasti naznacuji pfitomnost n€kolika malo imunodomi-
nantnich klont, které mohou byt sdileny i mezi jednotlivymi

pacienty. (20, 22). Stejny klon autolognich nddorové speci-
fickych CD8* TIL se miiZe hromadit u jednoho pacienta
v odli$nych metastidzach z diivodu migrace a shromazdovani
cytotoxickych protinddorovych klont tumor infiltrujicich lym-
focytl v riznych nadorovych 1ézich (34).

Souvislost mezi frekvenci klonotypt a stadiem onemocnéni
jednotlivych pacientd nebyla pozorovana. [ kdyZ Raitakari ve
své studii uvadi mensi Cetnost expanzi T-lymfocytl u pacien-
t s MM I stadiii, dalSi autofi naopak zmifiuji pfitomnost expan-
dovanych klonl pfednostné u pacientll s méné€ vyvinutymi
nadory (14, 35).

Sekvence receptoru myelom specifickych T lymfocytl pro-
kézala Castéj$i vyskyt uréitych aminokyselinovych sekven-
ci V aJ oblasti, naopak sekvence D oblasti byla riznoro-
da. Tato skutecnost byla popsana i jinymi skupinami ve
svétové literatufe, kdy TCR analyza CTL klonl rozezné-
vajicich identické nddorové peptidové antigeny prokédzala
Castéjsi pouZiti urcitych VB subgent (36, 37), pfi¢emz
D subgeny vykazovaly pouze nékolik nebo Ziadnou
sekven¢ni homologii (38). Rozdilnost v pouZiti D genovych
segmentl odraZi odliSnou specifitu TCR receptoru a zpa-
sob rozeznéni antigenu, kdy pouze nékteré rezidua pepti-
du jsou nezbytna pro rozeznani cytotoxickymi lymfocyty
(38, 39). Nicméné zavéry studii nejsou jednotné. U paci-
entl s velkou granuldrni leukemii (LGL) byly ve vétSiné
pfipadii pocty TCRBYV rodin omezené (40-42), i kdyZ néko-
lik studii prokdzalo ndhodnou expresi specifickych TCRBV
and TCRBIJ geni (41, 43, 44).

Klonotypy odvozené od jednotlivych pacientl mohou byt pou-
Zity pro nasledné in vivo monitorovani nejvice dominantnich
klont. Jiz dfive byly u imunodominantnich klonil sekvence
CDR3 oblasti pouzity pro piipravu klonotypové specifickych
primert (20). ProtozZe kazdy T lymfocyt obsahuje jeden pro-
duktivné preskupeny TCRBVDIJ lokus s urcitou sekvenct,
pocet detekovanych kopii genu pfimo odpovida poctu klonil
pfitomnych ve vzorku a miZe slouZit ke kvantitativnimu sle-
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dovani pribéhu onemocnéni a k monitorovani individudlnich
nadorové-specifickych T lymfocytl v klinickych studiich
vyuZzivajicich adoptivni bunécné imunoterapie (18, 19). Postup
identifikace a charakterizace myelom-specifickych klont tak

predstavuje novou metodu imunologického sledovéni ucin-
nosti protinddorové 1é¢by.

Prdce byla podporovdna grantem IGA MZCR 1A/8709-5.
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