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Vyuziti katalytické podjednotky telomerazy
jako nadorového antigenu u mnohocetného myelomu

Ocadlikova D.1, Kovarova L.1, Hajek R.12, Michalek J.L3
ILaboratot experimentéalni hematologie a bun&¢né imunoterapie pii oddéleni klinické hematologie,
2Interni hematoonkologicka klinika, 31. détska interni klinika, Fakultni nemocnice Brno

Souhrn

Vychodiska: Mnohocetny myelom je nevylécitelné onemocnéni. Jako standardni terapie je vyuzivana vysokodavko-
vana chemoterapie s autologni transplantaci kmenovych bunék ¢i alogenni transplantaci. Relaps onemocnéni je vS§ak
neodvratny, a proto jsou rozvijeny i jiné sméry lécby. Jednim z nich je buné¢na imunoterapie, ktera vyuziva poten-
cidlu cytotoxickych T-lymfocyti. Jako nddorovy antigen lze vyuzZit niddorové specifické proteiny. Jednim z nich je
i katalyticka podjednotka telomerazy hTERT a od ni odvozeny nonapeptid vazajici se na HLA-A2 systém molekul.
Typ studie a soubor: Ve studii in vitro byla na souboru zdravych HLA-A2 pozitivnich darct testovana moznost akti-
vace a identifikace myelom-specifickych T-lymfocyta s vyuzitim hTERT jako nadorového antigenu. Metody a vysled-
ky: Z mononuklearnich bunék periferni krve byly kultivovany T-lymfocyty a dendritické buriky. Dendritické buriky
byly pulzovany nonapeptidem hTERT. Po opakované stimulaci T-lymfocyta takto pulzovanymi dendritickymi buii-
kami doslo k jejich aktivaci charakterizované produkci interferonu gama. Zdvéry: Tato prace ukazuje moznost spe-
cifické aktivace a identifikace protinadorovych T-lymfocyti, které lze vyuzit pri 1é¢bé mnohocetného myelomu.
Kli¢ova slova: mnohocetny myelom, imunoterapie, interferon gama, katalyticka podjednotka telomerazy

Summary
Ocadlikova D., Kovarova L., Hajek R., Michalek J.: Catalytic subunit of telomerase as a tumor antigen
in multiple myeloma immunotherapy

Backgrounds: Multiple myeloma is an incurable hematological disease. High-dose chemotherapy including autolo-
gous 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 spe-
cific activation of cytotoxic T cells can be reached using dendritic cells loaded with tumor-specific antigen. Catalytic
subunit of telomerase hTERT and an HLA-A2-specific nonapeptide derived from hTERT can be used. Design and
subjects: Activation and identification of myeloma-specific T cells from healthy HLLA-A2 blood donors has been tes-
ted in an in vitro study using hTERT-derived nonapeptide as a tumor-specific antigen. Methods and results: T cells
and dendritic cells were obtained from peripheral blood. T cells were repeatedly stimulated with hTERT nonapep-
tide-loaded dendritic cells. Activated myeloma-specific T cells produced interferon gamma and were evaluated by
flow cytometry. Conclusion: This study demonstrates feasibility of an in vitro identification of tumor-specific T cells
that can be used in myeloma therapy.
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1. Uvod

¢asné dobé povazovana za standardni terapii pro pacien-

1.1 Vyznam bunécné imunoterapie v 1é¢bé mnohocet-
ného myelomu

ty do 60-65 let. Dal§i moZnost pfedstavuje vyuziti poten-
cidlu alogenni transplantace kmenovych krvetvornych
bunék oznacovanych jako reakce Stépu proti myelomu

Mnohocetny myelom (MM) je onemocnéni charakte-
rizované neoplastickou klondlni proliferaci plazmatic-
kych bunék a jejich akumulaci v kostni dfeni (1).
Incidence MM ¢ini pfiblizné€ 4 nemocni na 100 000 oby-
vatel s medianem véku v dobé diagnézy nad 60 let (2, 3).
Median preziti ve skupiné pacientll s cytogenetickymi
abnormalitami (asi 1/3 nové diagnostikovanych) nepte-
sahuje 2-3 roky. Naproti tomu medién preZiti do relapsu
ve skupiné pacientd bez cytogenetickych abnormalit je
u 80-90 % z nich 4 roky, je-1i do lé¢ebného postupu zara-
zena autologni transplantace (4).

Autologni transplantace kmenovych bunék po pred-
chozi pfipravé vysokodavkovanym melfalanem je v sou-

(graft-versus-myeloma; GVM). Tento pfistup vSak sou-
Casné piedstavuje vysoké riziko reakce $t€pu proti hosti-
teli s vysokou morbiditou a mortalitou po transplantaci
(4). V organismu vsak zlstava zbytkové nadorové one-
mocnéni (minimal residual disease; MRD) a relaps je
zpravidla neodvratny. MM je povaZovan za onemocnéni
nevylécitelné (1), a proto jsou hleddny nové cesty, jak
zlepsit jeho prognézu.

Jednu z nich pfedstavuje protinddorova imunoterapie,
kterd zaznamenala znacny tspéch u melanomu a renalni-
ho karcinomu (5, 6). V poslednim desetileti byly rovnéz
podany experimentalni diikkazy o moZnostech navozeni
imunitni reaktivity i vi¢i méné¢ imunogennim nadorim
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véetné MM (7, 8). Imunitni systém muze byt aktivovan
specifickymi nddorovymi antigeny, zpravidla prostied-
nictvim dendritickych bunék (DC). DC jsou pulzované
specifickym nadorovym antigenem, ktery prezentuji T-
lymfocytiim. Sehréavaji tak klicovou tlohu v indukci spe-
cifickych protinadorovych T-lymfocytl schopnych cyto-
toxicky zabijet nadorové buriky (9). U MM byly vyuZzity
DC ve spojeni s myelom-specifickym antigenem, tzv. Id-
proteinem nebo lyzatem z nadorovych bunék (10, 11).
V soucasné dobé jsou testovany rizné druhy potencial-
nich nadorovych antigend: apoptoticka téliska pfiprave-
na ozarenim nadorovych bunék, nddorové specifické
proteiny ¢i peptidy, nddorovd mRNA a DNA (12-14).

1.2 Peptidy jako nadorové antigeny

Vétsina popsanych tumor-asociovanych antigenti
(TAA) je exprimovana u jednoho ¢i nékolika méalo typh
nadort. Existuji vSak tzv. univerzalni TAA, které jsou
exprimovany mnoha nadory. Jednim z nich je i kataly-
tickd podjednotka telomerazy (hTERT). Dosud byly
popséany peptidy odvozené od hTERT a dalSich pepti-
dd pro nejbéznéjsi alely HLA systému I. tfidy (15-18).
Je prokazano, Ze antigenni peptidy véetné hTERT jsou
schopny indukovat specifickou odpovéd CD8™ cytoto-
xickych T-lymfocytt (CTL) (16, 17, 19). Nékteré TAA,
jako napf. hTERT, MUC-1 a dalsi, jsou také exprimo-
vany u MM a jsou schopny navodit efektivni CTL
odpovéd (19, 20).

1.3 hTERT jako nadorovy antigen

hTERT je katalytickd podjednotka enzymu telomera-
zy, jejimzZ tikolem je syntéza koncovych usekt eukaryo-
tickych chromozom?u-telomer (17, 21). V naprosté vétsi-
né normélnich diferencovanych lidskych bunék je telo-
merazova aktivita potlacena, a v disledku toho je jejich
replika¢ni kapacita omezena. Naproti tomu nddorové
bunky vykazuji telomerdzovou aktivitu, coz je Cini
v podstaté nesmrtelnymi. Existuje velmi tizka korelace
mezi aktivitou telomerdzy a malignim potencidlem nado-
rovych bunék (22).

Bylo prokazano, Zze hTERT je schopna indukovat
odpovéd CTL u mnoha nddorovych onemocnéni jak in
vitro (18, 23), tak in vivo (17, 24). Peptidy odvozené
od hTERT nesou motivy pro nejbéZnéjsi alely HLA
systému 1. tfidy (HLA-A2), cozZ je jeden z duleZitych
predpokladi pro tspéSnou aktivaci T bunék a imunote-
rapeutické protokoly nové generace (15, 17, 19). U zdra-
vych jedincl nebyla pozorovana imunitni reakce proti
hTERT. Pfesto bylo prokazano, ze hTERT-specifické
T buitky mohou byt identifikovany ex vivo jak u zdra-
vych jedincli, tak i u nemocnych s nadory (25).
Nedavno byly zahajeny klinické aplikace protinddoro-
vych vakcin vyuzivajicich hTERT jako nadorového
antigenu (26).

V nasi praci jsme vyuZili nonapeptid hTERT I, jako
nadorovy antigen a nalozili do DC. Takto pulzovanymi
DC byly opakované stimulovany T-lymfocyty, které se
aktivovaly a produkovaly méfitelné mnozstvi IFN-y.

2. Material a metodika

2.1 Bunééné kultury

Mononukleédrni butiky (MN) byly izolovany z nesraz-
livé periferni krve (PK) zdravych darct z transfuzniho
oddéleni ve FN Brno po podepsani informovaného sou-
hlasu metodou gradientové centrifugace (Histopaque
1077, Sigma-Aldrich, Praha, Ceska republika) a kultivo-
vany v médiu obsahujicim X-VIVO 10 (BioWhittaker,
Walkersville, MD, USA) s 80U/ml DNAsy (Boehringer,
Mannheim, Némecko) a ImM L-glutaminu (Sigma-
Aldrich, Praha, Ceska republika) v 6jamkovych miskéch
pti 37 °C v atmosféie 5 % CO, a 4,5 % O,. Inicidlni
bunécnost byla 3,3x10° bunék/ml tohoto média.

Po 2hodinové kultivaci byla suspenze rozd€lena na
adherentni a neadherentni frakci. Byl odebran superna-
tant s neadherentni frakci bohatou na T-lymfocyty a tyto
buriky byly kultivovany v kompletnim médiu (KM) obsa-
hujicim X-VIVO 15, 50 mg/l gentamycin, 2 mM L-glu-
tamin, 25 mM hepes pufr (BioWhittaker, Walkersville,
MD, USA), 10% lidské AB-sérum (Sigma-Aldrich,
Praha, Ceska republika) a 10 IU/ml interleukinu 2 (IL-2)
(Proleukin, Chiron, Amsterdam, Holandsko) po dobu 7
dnt pii 37 °C v atmosfére 5% CO,.

Adherentni frakce bohata na prekurzory DC byla dale
kultivovana v médiu pro DC: X-VIVO 10 (BioWhittaker,
Walkersville, MD, USA) se 100 ng/ml interleukinu 4
(IL-4) (Sigma-Aldrich, Praha, Ceska republika), 800
U/ml granulocyty a makrofiagy stimulujicim faktorem
(GM-CSF) (Schering Plough, New Yersey, USA) a 40
ng/ml tumor-nekrotizujicim faktorem alfa (TNF-a)
(Bender Medsystems Diagnostics, Videni, Rakousko) po
dobu 6 dnt pti 37 °C v atmosféte 5 % COy a 4,5 % O,.
Médium pro DC vcetné IL-4, GM-CSF a TNF-a bylo
ménéno kazdé 2 dny (27, 28).

2.2 Piiprava antigenu

Jako antigen byl vyuZit nonapeptid Is,, odvozeny od
hTERT s aminokyselinovou sekvenci ILAKFLHWL
(Clinalfa, Liufelfingen, Svycarsko) a specificitou vici
HLA-A2 tfidé. Pracovni roztok byl pfipraven rozpusté-
nim 2744 ug nonapeptidu hTERT v 1 ml sterilni vody
pro tkanové kultury. hTERT byla k DC pfidavana ve
formé takto pfipraveného pracovniho roztoku. Jako nega-
tivni kontrola byl vyuZit nonapeptid 47°(ILKEPVHGV484
odvozeny od HIV-1 reverzni transkriptizy (HIV-1)
(Clinalfa, Liufelfingen, Svycarsko) vazajici se rovnéZ na
alelu HLA-A2 (29). Pracovni roztok byl pfipraven roz-
pusténim 249,0 ug nonapeptidu HIV-1 v 1 ml sterilni
vody pro tkanové kultury a v této formé byl pfidavan
k DC.

2.3 Pulzovani DC nadorovym antigenem

7. den kultivace byly DC pulzovany antigenem. Byl
pridavan antigen hTERT ¢i referencni peptid HIV-1 ve
formé pracovniho roztoku (viz 2.2) (30) v mnozZstvi 20
ug peptidu/200 000 DC (29). DC byly inkubovény s anti-
genem 24 hodin (29, 30).
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2.4 Stimulace a restimulace T-lymfocyti

8. den kultivace byly pulzované ¢i samotné DC
smichany s T-lymfocyty v poméru 1:20. Cast DC
byla zamraZena a uchovavana pfi -80 °C pro pozd¢;j-
§i restimulaci. DC byly 2 hod pred restimulaci kul-
tivovany v KM. Restimulace byla provadéna pulzo-
vanymi ¢i samotnymi DC v restimulacnim poméru
1:2 (28).

2.5 Znaceni pomoci interferonu gama

Antigenem aktivované T-lymfocyty produkujici
interferon gama (IFN-y) byly zhodnoceny pomoci
Secretion Assay Cell Enrichment And Detection
Kit (MACS Reagens, Miltenyi Biotec, Bergisch
GlaDCach, Némecko) podle pokynt vyrobce (28,
31). Stejnym zptsobem byly zpracovany i T-lym-
focyty stimulované samotnymi DC ¢&i pomoci
HIV-1. o8
2.6 Pritokova cytometrie

T-lymfocyty (1x106) po restimulaci pulzovanymi
DC byly inkubovany 15 minut s monoklonalnimi
protilatkami anti-CD4 znacenymi fluoroisothiokya-
natem (FITC), anti-CD8 FITC, anti-CD3 phycoe-
rythrin-cyaninem (PE-Cy) (Immunotech, Marseille,
Francie) a s anti-IFN-y phycoerythrinem (PE)
(Miltenyi Biotec, Bergisch GlaDCach, Némecko).
T-lymfocyty byly analyzovany na pratokovém cyto-
metru CytomicsTM FC 500 (Beckman Coulter,
Miami, Florida, USA). Jako negativni kontrola byly
vyuzity nestimulované T-lymfocyty a T-lymfocyty
stimulované samotnymi DC.

2.7 Statistické hodnoceni
Ke statistickému zpracovani vysledki byly vyuzity

medidny a medidny diference po odecteni pozadi v nega-

Tab. 1 . Identifikace myelom-specifickych T-lymfocyti po stimulaci.
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Obr. 1. Identifikace myelom-specifickych T lymfocyti na pritokovém cyto-
metru (piiklad jednoho z experimentit).

Vysvétlivky: méreni aktivovanych T-lymfocytii pomoci produkce IFN-y
u CD4+ a CD8* T lymfocytit 48 hodin po stimulaci a 24 hodin po restimulaci.
Tucné jsou zndzornény procentudlni hodnoty aktivovanych T-lymfocytii. Data
byla mérena na priitokovém cytometru pro experiment ¢. 1.

tivni kontrole s jejich minimy a maximy. Ke zjisténi sta-
tistické vyznamnosti aktivace T-lymfocytd byl vyuzit
Medianovy test a Mann-Whitneyiav U-test (tab. 1-3).

Tab. 2. Identifikace myelom-specifickych T-lymfocytl po restimulaci.

T-lymfocyty CD4+TL (%) P CDS*TL (%) p T-lymfocyty CD4*TL (%) p CDS*TL (%) p

(TL) Medin diference Median diference (TL) Medién diference Median diference
(minimum (minimum (minimum (minimum
-maximum) -maximum) -maximum) -maximum)

IFN-y*+ CD3+ 1,60 (0,50-3,18) 2,36 (0,35-5,85) IFN-y* CD3+

stimulace restimulace 9,88 (1,2-15,55) 10,35 (1,36-27,17)

hTERT (n=9) hTERT (n=9)

IFN-y*+ CD3+ IFN-y* CD3+

stimulace 0,71 (-0,30-1,11) |0,076| 0,80 (-0,10-0,90) | 0,031 restimulace 1,30 (0,30-4,36) 10,005| 2,00 (0,04-3,43) 0,005

HIV (n=4) (MT) (MT) HIV (n=4) (MT) (MT)

IFN-y*+ CD3+ IFN-y* CD3+

stimulace DB 1,33 (-0,38-2,16) 0,83 (0,70-3,80) restimulace DB | 0,76 (-0,30-0,81) 0,96 (-0,20-1,40)

samotné (n = 7) samotné (n = 7)

Vysvétlivky: procentudlni zastoupeni (medidny diferenci) stimulova-
nych a nestimulovanych IFN-y* CD3% CD4% a IFN-y* CD3% CD8*
hTERT- a HIV-1-specifickych T-lymfocytit a T-lymfocytii aktivovanych
samotnymi DB s jejich minimy a maximy v zdvorkdch. Méreno na prii-
tokovém cytometru 48 hod po stimulaci, T-lymfocyty byly stimulovdny
DB naloZenymi hTERT, HIV-1 a samotnymi DB. Data byla vyhodnoce-
na pomoci Medidnového testu (MT), kde n je pocet experimentii a p sta-
tistickd vyznamnost.

Vysvétlivky: procentudlni zastoupeni (medidny diferenci) restimulova-
nych a nestimulovanych IFN-y* CD3% CD4% a IFN-y* CD3% CDS*
hTERT- a HIV-1-specifickych T-lymfocytit a T-lymfocytii aktivovanych
samotnymi DB s jejich minimy a maximy v zdvorkdch. Méfeno na prii-
tokovém cytometru 24 hodin po restimulaci, T-lymfocyty byly stimulo-
vdny DB naloZenymi hTERT, HIV-1 a samotnymi DB. Data byla vyhod-
nocena pomoci Medidnového testu (MT), kde n je pocet experimentii
a p statistickd vyznamnost.
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Tab. 3. Porovnéni aktivace hTERT specifickych T-lymfocytt s kon-
trolami.

T-lymfocyty P1 P2 P3
[hTERT vs. HIV-1]|[h"TERT vs. DB] [DB vs. HIV-1]
CD4 0,021 0,711 0,089
(stimulované)
CD8 0,031 0,186 0,131
(stimulované)
CD4
(restimulované) 0,005 0,007 0,131
CD8
(restimulované) 0,009 0,005 0,038

Vysvétlivky: pro kazdou porovndvanou dvojici je uvedena statistickd
vyznamnost (p; - p3) ziskand porovndnim procentudlniho zastoupeni
medidnii diferenct (re)stimulovanych IFN-y*™ CD3% CD4% a IFN-y*
CD3% CDS8™ T-lymfocytii prislusné dvojice: DB naloZenymi hTERT =
hTERT, DB naloZenymi HIV-1 = HIV-1 a DB samotnymi. Data byla
vyhodnocena pomoci Mann-Whitneyova testu.

3. Vysledky

Na zédkladé dfive publikovanych optimalizac¢nich
experimentil (28) byla provedena stimulace a restimu-
lace T-lymfocytd DC pulzovanymi nonapeptidem
hTERT. 48 hodin po stimulaci a 24 hodin po restimu-
laci byla provedena identifikace protinadorovych mye-
lom-specifickych T-lymfocytd (28) na priatokovém
cytometru (obr. 1).

Procento aktivovanych T-lymfocytid na zakladé pro-
dukce IFN-y bylo hodnoceno pro CD4+ a CD8* T-lym-
focyty po stimulaci a restimulaci. V tabulce 1, resp.
v tabulce 2 jsou uvedeny medidny diference CD4+
a CD8* T-lymfocytt, ziskanych rozdilem procentual-
nich hodnot IFN-y+ stimulovanych, resp. restimulova-
nych a nestimulovanych T-lymfocyti, s jejich minimy
a maximy. Mediany diference s minimy a maximy pro
CD4% a CD8Y (re)stimulované T-lymfocyty jsou zna-
zornény graficky (graf 1 a graf 2). T-lymfocyty byly
stimulovany DC pulzovanymi hTERT nonapeptidem,
HIV-1 nonapeptidem a samotnymi DC. Tyto 3 soubory
ruzné (re)stimulovanych T-lymfocytd byly vzajemné
statisticky porovnany Medidnovym testem. Statisticka
vyznamnost aktivace CD4+ T-lymfocytd po stimulaci
je p = 0,076 resp. 0,070 a CD8&+ T-lymfocytt 0,031
resp. 0,055 s vyuZitim Medidnového testu (tab. 1). Pro
restimulované CD4+ T-lymfocyty je p = 0,005 resp.
0,002 a pro CD8* T-lymfocyty 0,005 resp. 0,002 (tab.
2). Nejvyssi produkce IFN-y byla zaznamendna u T-
lymfocytid aktivovanych DC pulzovanymi hTERT non-
apeptidem po restimulaci, pro CD4+ resp. CD8* T-lym-
focyty je 9,88 % (1,2-15,55 %) resp. 10,35 %
(1,36-27,17 %), median diference (minimum-maxi-
mum).

Pro dikaz specifické aktivace T-lymfocytl (re)sti-
mulovanych DC pulzovanymi hTERT nonapeptidem
bylo provedeno statistické srovnani s negativni kontro-
lou, tedy s T-lymfocyty (re)stimulovanymi DC pulzo-
vanymi HIV-1 nonapeptidem a samotnymi DC.
Srovnany byly i kontroly vzdjemné. Vysledky byly
zpracovany pomoci Mann-Whitneyova U testu (tab. 3).
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Graf 1. Produkce IFN-y CD4+T-lymfocyty po aktivaci nadorovym
antigenem hTERT vuci negativni kontrole.

Vysvetlivky: procentudlni zastoupeni stimulovanych (STIM) a restimu-
lovanych (REST) CD4*IFN-y*T-lymfocytit s jejich medidny, 25. a 75.
percentily, minimy a maximy (Min; Max). V prvnim pripadé byly ke sti-
mulaci vyuzZity DC pulzované hTERT jako nddorovym antigenem, ve
druhém pripadé samotné DC a nakonec DC naloZené HIV-1 jako nesti-
mulujicim peptidem.
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Graf 2. Produkce IFN-y CD8+*T-lymfocyty po aktivaci nadorovym
antigenem hTERT vuci negativni kontrole.

Vysvétlivky: procentudlni zastoupeni stimulovanych (STIM) a resti-
mulovanych (REST) CD8*IFN-y*T-lymfocyti s jejich mediany, 25.
a 75. percentily, minimy a maximy (Min; Max). V prvnim pfipadé byly
ke stimulaci vyuzity DC pulzované hTERT jako nadorovym antige-
nem, ve druhém piipadé samotné DC a nakonec DC naloZené HIV-1
jako nestimulujicim peptidem.

Srovnani T-lymfocytd aktivovanych DC pulzovanymi
hTERT s T-lymfocyty aktivovanymi DC pulzovanymi
HIV-1 nestimulujicim nonapeptidem ukazalo, Ze speci-
ficka aktivace pomoci hTERT je vyznamné vyssi pro
CD4+ 1 CD8* T-lymfocyty jak po stimulaci, tak po res-
timulaci (p = 0,021, 0,031, 0,005 a 0,009 v poradi
CD4+ a CD8* stimulované, CD4+ a CD8+* restimulova-
né T-lymfocyty). Pii srovnani T-lymfocytd aktivova-
nych hTERT a samotnymi DC je specifickd aktivace
vyznamné vys§i pouze po restimulaci a nevyznamna
po stimulaci (p = 0,711, 0,186, 0,007 a 0,005 v potadi
uvedeném vySe). Vedlej$im zjiSt€nim bylo, Ze aktivace
samotnymi DC vede k vyssi odpovédi restimulovanych
CD8+ T-lymfocytd neZ po aktivaci HIV-1.
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4. Diskuse

Antigen hTERT je specificky pro HLA-A2 alelu
a tedy aktivaci CD8*+ T-lymfocytd (17). Vysledky ukéaza-
ly, Ze pfi stimulaci T-lymfocytd DC pulzovanymi hTERT
dochézi k jejich vyznamné aktivaci oproti nestimulova-
nym T-lymfocytim nebo T-lymfocytim stimulovanym
samotnymi DC ¢i DC pulzovanymi HLA-A2 specific-
kym nestimulujicim referenénim peptidem HIV-1.

Nejsilnéjsi odpovéd T-lymfocytli aktivovanych DC
pulzovanymi hTERT byla zaznamenana u CD8* T-lym-
focytd po restimulaci: 10,35 % (1,36-27,17 %), median
diference (minimum-maximum), coZ je dano specificitou
peptidu pro HLA-A?2 alelu (tab. 2, graf 2). Rovnéz doslo
k aktivaci CD4* T-lymfocyti: 9,88 % (1,2-15,55 %) po
restimulaci, coz ukazuje na moznost zkfiZzené prezentace
antigenu DC CD4% T-lymfocytim (tab. 1, graf 1). Pfi
srovnani aktivace nonapeptidem hTERT s aktivaci nesti-
mulujicim nonapeptidem HIV-1 byly nalezeny statistic-
ky vyznamné rozdily pfi stimulaci i restimulaci CD4%
i CD8* T-lymfocytii, coz dokazuje navozeni specifické
odpovédi nonapeptidem hTERT. Srovnani s aktivaci
samotnymi DC ukazalo statistickou vyznamnost pouze
po restimulaci, coZ lze pficitat fyziologické schopnosti
DC. Pifi srovnani stimulace HIV-1 nonapeptidem
a samotnymi DC nebyly prokazany statisticky vyznamné
rozdily s vyjimkou CD8*" T-lymfocytli po restimulaci
(tab. 3) potvrzujici schopnost DC navodit aktivaci T-lym-
focytd po opakované stimulaci.

Namétené vysledky jsou v souladu s publikovanymi
pracemi (31, 32), které rovnéZ ukazaly moznost identifi-
kace protinadorovych T-lymfocytll pfi vyuZiti proteini
jako tumor asociovanych antigenil. Jako TAA byly vyu-
zity heat shock protein gp96 a MUC-1. DC ziskané ze
zdravych HLA-A2 pozitivnich déarct byly pulzovany
proteinem. Pulzovanymi DC byly stimulovany autologni
T-lymfocyty, které produkuji IFN-y. Buné¢nd produkce
IFN-y byla stanovena metodou ELISPOT (32).
Nonapeptid odvozeny z MUC-1 proteinu byl rovnéz
vyuZzit jako TAA u MM. Byl testovan in vitro na HLA-
A2 pozitivnich pacientech s MM. DC pulzované timto
nadorovym antigenem dokaZi uspéSné aktivovat mye-
lom-MUC-1-specifické CTL a mohou byt vyuZity v pro-
tinadorové imunoterapii MM (31). Usp&sné adoptivni T-
bunécné imunoterapie byla demonstrovdna u nékterych
nadorovych onemocnéni, zejména u melanomu. V tomto
sdéleni ukazujeme, Ze i u MM, ktery je povaZovan za
malo imunogenni, 1ze identifikovat populaci potencidlné
myelom-specifickych T-lymfocytd.

Literatura

1. Adam Z., Hajek R, S¢udla V, a kol. Mnoho&etny myelom a dalsi
monoklondlni gamapatie. Masarykova Univerzita Brno 1999;
1-260.

2. Adam Z, Vorlicek J, Kralova E, a kol. Terapie mnoho¢etného
myelomu (Therapy of multiple myeloma). Masaryk University
Brno, 1993: 1-220.

13.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

Kyle RA. Multiple myeloma: review of 869 cases. Mayo Clin
Proc 1975; 50: 29-40.

Barlogie B, Shaughnessy J, Tricot G, et al. Treatment of multi-
ple myeloma. Blood 2004; 1: 20-32.

Thumer B, Haendle I, Roder C, et al. Vaccination with mage-
3A1 peptide-pulsed mature, monocyte-derived dendritic cells
expands cytotoxic T cells and induces regression of some meta-
stases in advanced stage IV melanoma. J Exp Med 1999; 190:
1669-78.

Advances in immune-based therapies of renal cell carcinoma.
Expert Rev Anticancer Ther 2004; 4: 1081-96.

Barlogie B, Jagannath S, Epstein J, et al. Biology and therapy
of multiple myeloma in 1996. Semin Hematol 1997; 34: 67-72.
Yi Q, Osterborg A. Idiotype-specific T cells in multiple myelo-
ma:targets for an immunotherapeutic intervention? Med Oncol
1996; 13: 1-7.

Biichler T, Hajek R. Dendritic cell vaccines in the treatment of
multiple myeloma. Med Oncol 2002; 19: 213-308.

Yi Q, Desikan R, Barlogie B, Munshi N. Optimizing dendritic
cells-based immunotherapy in multiple myeloma. Br J Hematol
2002;117:297-305.

. Wen YJ, Min R, Tricot G, Barlogie B, Yi Q. Tumor lysate-spe-

cific cytotoxic T lymphocytes in multiple myeloma-promissing
effector cells for immunotherapy. Blood 2002; 99: 3280-5.
Hayashi T, Hideshima T, Akiyama M, et al. Ex vivo induction
of myeloma-specific cytotoxic T-lymphocytes. Blood 2003; 4:
1435-42.

Reichardt V, Milazzo C, Miiller M, Griinebach F, Brossart P.
Induction of myeloma specific cytotoxic T cells using dendritic cells
transfected with tumor-derived RNA. The 44th Annual Meeting of
the American Society of Hematology 2002; abstract 3182.

Treon SP, Raje N, Anderson KC. Immunotherapeutic strategies
for the treatment of plasma cell malignancies. Semin Oncol 2000;
27: 598-613.

Arai J, Yasukawa M, Ohminami H, Kakimoto M, Hasegawa
A, Fujita S. Identification of human telomerase reverse transcrip-
tase-derived peptides that induce HLA-A24-restricted antileuke-
mia cytotoxic T-lymphocytes. Blood 2001; 97: 2903-7.

Brossart P, et al. Induction of cytotoxic T-lymphocyte responses
in vivo after vaccinations with peptide-pulsed dendritic cells.
Blood 2000; 96: 3102-3108.

Minev B, Hipp J, Firat H, Schmidt JD, Demoyen PL, Zanetti
M. Cytotoxic T cell immunity against telomerase reverse transc-
riptase in humans. PNAS 2000; 97: 4796-801.

Vonderheide RH, Schultze JL, Anderson KS, et al. Equivalent
induction of telomerase-specific cytotoxic T lymphocytes from
tumor-bearing patients and healthy individuals. Cancer Res 2001;
61: 8366-70.

Vonderheide RH, Hahn WC, Schultze JL, Nadler LM. The
telomerase catalytic subunit is a widely expressed tumor-associa-
ted antigen recognized by cytotoxic T lymphocytes. Immunity
1999; 10: 673-90.

Takahashi T, Makiguchi Y, Hinoda Y, et al. Expression of
MUCI on myeloma cells and induction of HLA-unrestricted CTL
against MUCI1 from a myeloma patient. The Journal of
Immunology 1994; 153: 2102-9.

Fajkus J. Jak zacCinaji a kon¢i chromozomy, rub a lic bunééné
nesmrtelnosti. Ziva 2002; 6: 245-8.

Shay JW, Bacchetti S. A survey of telomerase activity in humen
cancer. Eur J Cancer 1997; 33: 787-91.

Vonderheide RH. Telomerase as a universal tumor-associated
antigens for cancer immunotherapy. Oncogene 2002; 21: 674-9.
Pang JX. Human telomerase reverse transcriptase as a target for
tumor immunotherapy. Ai Zheng 2003; 22: 893-5.

Matthews P, Jones CJ. Clinical implications of telomerase
detection. Histopathology 2001; 38: 485-9.

Schultze JL, Maecker B, Von Bergvelt-Baildon MS, Anderson
KS, Vonderheide RH. Tumor immunotherapy: new tools, new
treatment modalities and new T-cell antigens. Vox Saguinis 2001;
80: 81-9.

108



zlom Transfuze

217.

28.

29.

30.

31.

3 12.9.2005 13:44 Stranka 109

Biichler T, Hajek R, Bourkova L, a kol. Generation of antigen-
loaded dendritic cells in a serum-free medium using different
cytokine combinations. Vaccine 2003; 21: 877-82.

Ocadlikova D, Kovarova L, Vidlakova P, a kol. Identifikace
myelom-specifickych T-lymfocyti na zakladé produkce interfero-
nu gama. Edukacni sbornik XXVIII. Brnénské onkologické dny
a XVIII. Konference pro sestry a laboranty 26.-28 kvétna 2004;
53: 113-16.

Brossart P, Wirths S, Stuhler G, Reichardt VL, Kanz L,
Brugger W. Induction of cytotoxic T-lymphocyte responses in
vivo after vaccinations with peptide-pulsed dendritic cells. Blood
2000; 96: 3102-8.

Vonderheide RH, Hahn WC, Schultze JL, Nadler LM. The
telomerase catalytic subunit is a widely expressed tumor-associa-
ted antigen recognized by cytotoxic T lymphocytes. Immunity
1999; 10: 673-9.

Beckove H, Witzens M, Choi C, et al. MUC-1-reactive cytoto-
xic memory T cells in bone marrow of myeloma patients. The
44th Annual Meeting of the American Society of Hematology
2003; Blood, abstract 5227.

32.

Yi Q, Qian J, Xie J, et al. Generation of tumor-specific cytotoxic
T lymphocytes in multiple myeloma using dendritic cells pulsed
with tumor-derived heat shock protein gp96. The 44th Annual
Meeting of the American Society of Hematology 2004; Blood,
abstract 2451.

Mgr. D. Ocadlikovd

Oddeéleni klinické hematologie — Laborator experimentdlni hematolo-

gie a bunécné imunoterapieFN Brno
Jihlavskd 20
625 00 Brno—Bohunice

Tato prdce byla podporena grantem
IGA MZCR NR 7475-3.

Doslo do redakce: 1. 7. 2005
Prijato: 17. 7. 2005

EDICE INTENZIVNI MEDICINA

SEPSE

V INTENZIVNI PECI

a kolektiv

SEPSE V INTENZIVNI PECI (2. vyd.)

Viadimir Cerny, Roman Kula, Ivan Novdk, Karel Cvachovec

VYBRANA DOPORUCENI V DIAGNOSTICE A TERAPIT

Vladimir Cernj, Roman Kula, Ivan Novak, Karel Cvachovec a kol.

@H MAXDORF
JESSENIUS

N\

EDITOR ® VLADIMIR CERNY

Sepse se stala jednim z nevaznéjSich témat v oblasti intenzivni medici-
ny. V roce 2002 vydalo nakladatelstvi Maxdorf publikaci, kterda obsaho-
vala doporucéené postupy lécby tézké sepse. Text vychazel z vyzkuma
mezinarodni skupiny expertl International Sepsis Forum. Nyni byl roz-
Sifen o nova, aktualizovana doporuceni [éCby septického Soku
(Surviving Sepsis Campaign guidelines for management of severe
sepsis and septic shock; 2004) a s ohledem na zavaznost problemati-
ky byl do knihy zafazen i doporuc¢eny postup diagnostiky jedné z nej-
tézSich forem invazivniho meningokokového onemocnéni — meningo-
kokové sepse. Cilem a pfanim autort je usnadnit svym kolegiim z nej-
SirSi odborné vefejnosti rozhodovani v denni klinické praxi. Pokud bude
tento ucel alespon z Casti splnén, nebylo jejich usili vynalozené na
vznik této publikace zbytecné.

Vydal Maxdorf v roce 2005, format A5, vaz., ISBN 80-7345-054-2, 212 str., 395 KCc.

Objednavku muzZete poslat na adresu: Nakladatelské a tiskové stfedisko CLS JEP, Sokolska 31,
120 26 Praha 2, fax: 224 266 226, e-mail: nts@cls.cz

109



