
1. Úvod

1.1 Význam buněčné imunoterapie v léčbě mnohočet-
ného myelomu

Mnohočetný myelom (MM) je onemocnění charakte-
rizované neoplastickou klonální proliferací plazmatic-
kých buněk a jejich akumulací v kostní dřeni (1).
Incidence MM činí přibližně 4 nemocní na 100 000 oby-
vatel s mediánem věku v době diagnózy nad 60 let (2, 3).
Medián přežití ve skupině pacientů s cytogenetickými
abnormalitami (asi 1/3 nově diagnostikovaných) nepře-
sahuje 2–3 roky. Naproti tomu medián přežití do relapsu
ve skupině pacientů bez cytogenetických abnormalit je
u 80–90 % z nich 4 roky, je-li do léčebného postupu zařa-
zena autologní transplantace (4).

Autologní transplantace kmenových buněk po před-
chozí přípravě vysokodávkovaným melfalanem je v sou-

časné době považována za standardní terapii pro pacien-
ty do 60–65 let. Další možnost představuje využití poten-
ciálu alogenní transplantace kmenových krvetvorných
buněk označovaných jako reakce štěpu proti myelomu
(graft-versus-myeloma; GVM). Tento přístup však sou-
časně představuje vysoké riziko reakce štěpu proti hosti-
teli s vysokou morbiditou a mortalitou po transplantaci
(4). V organismu však zůstává zbytkové nádorové one-
mocnění (minimal residual disease; MRD) a relaps je
zpravidla neodvratný. MM je považován za onemocnění
nevyléčitelné (1), a proto jsou hledány nové cesty, jak
zlepšit jeho prognózu.

Jednu z nich představuje protinádorová imunoterapie,
která zaznamenala značný úspěch u melanomu a renální-
ho karcinomu (5, 6). V posledním desetiletí byly rovněž
podány experimentální důkazy o možnostech navození
imunitní reaktivity i vůči méně imunogenním nádorům
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včetně MM (7, 8). Imunitní systém může být aktivován
specifickými nádorovými antigeny, zpravidla prostřed-
nictvím dendritických buněk (DC). DC jsou pulzované
specifickým nádorovým antigenem, který prezentují T-
lymfocytům. Sehrávají tak klíčovou úlohu v indukci spe-
cifických protinádorových T-lymfocytů schopných cyto-
toxicky zabíjet nádorové buňky (9). U MM byly využity
DC ve spojení s myelom-specifickým antigenem, tzv. Id-
proteinem nebo lyzátem z nádorových buněk (10, 11).
V současné době jsou testovány různé druhy potenciál-
ních nádorových antigenů: apoptotická tělíska připrave-
ná ozářením nádorových buněk, nádorově specifické
proteiny či peptidy, nádorová mRNA a DNA (12–14). 

1.2 Peptidy jako nádorové antigeny
Většina popsaných tumor-asociovaných antigenů

(TAA) je exprimována u jednoho či několika málo typů
nádorů. Existují však tzv. univerzální TAA, které jsou
exprimovány mnoha nádory. Jedním z nich je i kataly-
tická podjednotka telomerázy (hTERT). Dosud byly
popsány peptidy odvozené od hTERT a dalších pepti-
dů pro nejběžnější alely HLA systému I. třídy (15–18).
Je prokázáno, že antigenní peptidy včetně hTERT jsou
schopny indukovat specifickou odpověď CD8+ cytoto-
xických T-lymfocytů (CTL) (16, 17, 19). Některé TAA,
jako např. hTERT, MUC-1 a další, jsou také exprimo-
vány u MM a jsou schopny navodit efektivní CTL
odpověď (19, 20). 

1.3 hTERT jako nádorový antigen
hTERT je katalytická podjednotka enzymu telomerá-

zy, jejímž úkolem je syntéza koncových úseků eukaryo-
tických chromozomů-telomer (17, 21). V naprosté větši-
ně normálních diferencovaných lidských buněk je telo-
merázová aktivita potlačena, a v důsledku toho je jejich
replikační kapacita omezena. Naproti tomu nádorové
buňky vykazují telomerázovou aktivitu, což je činí
v podstatě nesmrtelnými. Existuje velmi úzká korelace
mezi aktivitou telomerázy a maligním potenciálem nádo-
rových buněk (22). 

Bylo prokázáno, že hTERT je schopna indukovat
odpověď CTL u mnoha nádorových onemocnění jak in
vitro (18, 23), tak in vivo (17, 24). Peptidy odvozené
od hTERT nesou motivy pro nejběžnější alely HLA
systému I. třídy (HLA-A2), což je jeden z důležitých
předpokladů pro úspěšnou aktivaci T buněk a imunote-
rapeutické protokoly nové generace (15, 17, 19). U zdra-
vých jedinců nebyla pozorována imunitní reakce proti
hTERT. Přesto bylo prokázáno, že hTERT-specifické
T buňky mohou být identifikovány ex vivo jak u zdra-
vých jedinců, tak i u nemocných s nádory (25).
Nedávno byly zahájeny klinické aplikace protinádoro-
vých vakcín využívajících hTERT jako nádorového
antigenu (26).

V naší práci jsme využili nonapeptid hTERT I560 jako
nádorový antigen a naložili do DC. Takto pulzovanými
DC byly opakovaně stimulovány T-lymfocyty, které se
aktivovaly a produkovaly měřitelné množství IFN-γ. 

2. Materiál a metodika

2.1 Buněčné kultury
Mononukleární buňky (MN) byly izolovány z nesráž-

livé periferní krve (PK) zdravých dárců z transfuzního
oddělení ve FN Brno po podepsání informovaného sou-
hlasu metodou gradientové centrifugace (Histopaque
1077, Sigma-Aldrich, Praha, Česká republika) a kultivo-
vány v médiu obsahujícím X-VIVO 10 (BioWhittaker,
Walkersville, MD, USA) s 80U/ml DNAsy (Boehringer,
Mannheim, Německo) a 1mM L-glutaminu (Sigma-
Aldrich, Praha, Česká republika) v 6jamkových miskách
při 37 °C v atmosféře 5 % CO2 a 4,5 % O2. Iniciální
buněčnost byla 3,3x106 buněk/ml tohoto média.

Po 2hodinové kultivaci byla suspenze rozdělena na
adherentní a neadherentní frakci. Byl odebrán superna-
tant s neadherentní frakcí bohatou na T-lymfocyty a tyto
buňky byly kultivovány v kompletním médiu (KM) obsa-
hujícím 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, Česká republika) a 10 IU/ml interleukinu 2 (IL-2)
(Proleukin, Chiron, Amsterdam, Holandsko) po dobu 7
dnů při 37 °C v atmosféře 5% CO2.

Adherentní frakce bohatá na prekurzory DC byla dále
kultivována v médiu pro DC: X-VIVO 10 (BioWhittaker,
Walkersville, MD, USA) se 100 ng/ml interleukinu 4
(IL-4) (Sigma-Aldrich, Praha, Česká republika), 800
U/ml granulocyty a makrofágy stimulujícím faktorem
(GM-CSF) (Schering Plough, New Yersey, USA) a 40
ng/ml tumor-nekrotizujícím faktorem alfa (TNF-α)
(Bender Medsystems Diagnostics, Vídeň, Rakousko) po
dobu 6 dnů při 37 °C v atmosféře 5 % CO2 a 4,5 % O2.
Médium pro DC včetně IL-4, GM-CSF a TNF-α bylo
měněno každé 2 dny (27, 28).

2.2 Příprava antigenu
Jako antigen byl využit nonapeptid I540 odvozený od

hTERT s aminokyselinovou sekvencí ILAKFLHWL
(Clinalfa, Läufelfingen, Švýcarsko) a specificitou vůči
HLA-A2 třídě. Pracovní roztok byl připraven rozpuště-
ním 274,4 µg nonapeptidu hTERT v 1 ml sterilní vody
pro tkáňové kultury. hTERT byla k DC přidávána ve
formě takto připraveného pracovního roztoku. Jako nega-
tivní kontrola byl využit nonapeptid 476ILKEPVHGV484

odvozený od HIV-1 reverzní transkriptázy (HIV-1)
(Clinalfa, Läufelfingen, Švýcarsko) vázající se rovněž na
alelu HLA-A2 (29). Pracovní roztok byl připraven roz-
puštěním 249,0 µg nonapeptidu HIV-1 v 1 ml sterilní
vody pro tkáňové kultury a v této formě byl přidáván
k DC.

2.3 Pulzování DC nádorovým antigenem
7. den kultivace byly DC pulzovány antigenem. Byl

přidáván antigen hTERT či referenční peptid HIV-1 ve
formě pracovního roztoku (viz 2.2) (30) v množství 20
µg peptidu/200 000 DC (29). DC byly inkubovány s anti-
genem 24 hodin (29, 30).
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2.4 Stimulace a restimulace T-lymfocytů
8. den kultivace byly pulzované či samotné DC

smíchány s T-lymfocyty v poměru 1:20. Část DC
byla zamražena a uchovávána při -80 °C pro pozděj-
ší restimulaci. DC byly 2 hod před restimulací kul-
tivovány v KM. Restimulace byla prováděna pulzo-
vanými či samotnými DC v restimulačním poměru
1:2 (28).

2.5 Značení pomocí interferonu gama
Antigenem aktivované T-lymfocyty produkující

interferon gama (IFN-γ) byly zhodnoceny pomocí
Secretion Assay Cell Enrichment And Detection
Kit (MACS Reagens, Miltenyi Biotec, Bergisch
GlaDCach, Německo) podle pokynů výrobce (28,
31). Stejným způsobem byly zpracovány i T-lym-
focyty stimulované samotnými DC či pomocí
HIV-1. 

2.6 Průtoková cytometrie
T-lymfocyty (1x106) po restimulaci pulzovanými

DC byly inkubovány 15 minut s monoklonálními
protilátkami anti-CD4 značenými fluoroisothiokya-
nátem (FITC), anti-CD8 FITC, anti-CD3 phycoe-
rythrin-cyaninem (PE-Cy) (Immunotech, Marseille,
Francie) a s anti-IFN-γ phycoerythrinem (PE)
(Miltenyi Biotec, Bergisch GlaDCach, Německo).
T-lymfocyty byly analyzovány na průtokovém cyto-
metru CytomicsTM FC 500 (Beckman Coulter,
Miami, Florida, USA). Jako negativní kontrola byly
využity nestimulované T-lymfocyty a T-lymfocyty
stimulované samotnými DC.

2.7 Statistické hodnocení
Ke statistickému zpracování výsledků byly využity

mediány a mediány diference po odečtení pozadí v nega-
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T-lymfocyty CD4+TL (%) p CD8+TL (%) p
(TL) Medián diference Medián diference

(minimum (minimum

-maximum) -maximum)

IFN-γ+ CD3+ 1,60 (0,50-3,18) 2,36 (0,35-5,85)
stimulace 
hTERT (n = 9)
IFN-γ+ CD3+

stimulace 0,71 (-0,30-1,11) 0,076 0,80 (-0,10-0,90) 0,031
HIV (n = 4) (MT) (MT)
IFN-γ+ CD3+

stimulace DB 1,33 (-0,38-2,16) 0,83 (0,70-3,80)
samotné (n = 7) 

Obr. 1. Identifikace myelom-specifických T lymfocytů na průtokovém cyto-
metru (příklad jednoho z experimentů).
Vysvětlivky: měření aktivovaných T-lymfocytů pomocí produkce IFN-γ
u CD4+ a CD8+ T lymfocytů 48 hodin po stimulaci a 24 hodin po restimulaci.
Tučně jsou znázorněny procentuální hodnoty aktivovaných T-lymfocytů. Data
byla měřena na průtokovém cytometru pro experiment č. 1. 

Tab. 1 . Identifikace myelom-specifických T-lymfocytů po stimulaci.

Vysvětlivky: procentuální zastoupení (mediány diferencí) stimulova-
ných a nestimulovaných IFN-γ+ CD3+ CD4+ a IFN-γ+ CD3+ CD8+

hTERT- a HIV-1-specifických T-lymfocytů a T-lymfocytů aktivovaných
samotnými DB s jejich minimy a maximy v závorkách. Měřeno na prů-
tokovém cytometru 48 hod po stimulaci, T-lymfocyty byly stimulovány
DB naloženými hTERT, HIV-1 a samotnými DB. Data byla vyhodnoce-
na pomocí Mediánového testu (MT), kde n je počet experimentů a p sta-
tistická významnost.

T-lymfocyty CD4+TL (%) p CD8+TL (%) p
(TL) Medián diference Medián diference

(minimum (minimum

-maximum) -maximum)

IFN-γ+ CD3+

restimulace 9,88 (1,2-15,55) 10,35 (1,36-27,17)
hTERT (n = 9)
IFN-γ+ CD3+

restimulace 1,30 (0,30-4,36) 0,005 2,00 (0,04-3,43) 0,005
HIV (n = 4) (MT) (MT)
IFN-γ+ CD3+

restimulace DB 0,76 (-0,30-0,81) 0,96 (-0,20-1,40)
samotné (n = 7)

Tab. 2. Identifikace myelom-specifických T-lymfocytů po restimulaci.

tivní kontrole s jejich minimy a maximy. Ke zjištění sta-
tistické významnosti aktivace T-lymfocytů byl využit
Mediánový test a Mann-Whitneyův U-test (tab. 1–3). 

Vysvětlivky: procentuální zastoupení (mediány diferencí) restimulova-
ných a nestimulovaných IFN-γ+ CD3+ CD4+ a IFN-γ+ CD3+ CD8+

hTERT- a HIV-1-specifických T-lymfocytů a T-lymfocytů aktivovaných
samotnými DB s jejich minimy a maximy v závorkách. Měřeno na prů-
tokovém cytometru 24 hodin po restimulaci, T-lymfocyty byly stimulo-
vány DB naloženými hTERT, HIV-1 a samotnými DB. Data byla vyhod-
nocena pomocí Mediánového  testu (MT), kde n je počet experimentů
a p statistická významnost.
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3. Výsledky

Na základě dříve publikovaných optimalizačních
experimentů (28) byla provedena stimulace a restimu-
lace T-lymfocytů DC pulzovanými nonapeptidem
hTERT. 48 hodin po stimulaci a 24 hodin po restimu-
laci byla provedena identifikace protinádorových mye-
lom-specifických T-lymfocytů (28) na průtokovém
cytometru (obr. 1). 

Procento aktivovaných T-lymfocytů na základě pro-
dukce IFN-γ bylo hodnoceno pro CD4+ a CD8+ T-lym-
focyty po stimulaci a restimulaci. V tabulce 1, resp.
v tabulce 2 jsou uvedeny mediány diference CD4+

a CD8+ T-lymfocytů, získaných rozdílem procentuál-
ních hodnot IFN-γ+ stimulovaných, resp. restimulova-
ných a nestimulovaných T-lymfocytů, s jejich minimy
a maximy. Mediány diference s minimy a maximy pro
CD4+ a CD8+ (re)stimulované T-lymfocyty jsou zná-
zorněny graficky (graf 1 a graf 2). T-lymfocyty byly
stimulovány DC pulzovanými hTERT nonapeptidem,
HIV-1 nonapeptidem a samotnými DC. Tyto 3 soubory
různě (re)stimulovaných T-lymfocytů byly vzájemně
statisticky porovnány Mediánovým testem. Statistická
významnost aktivace CD4+ T-lymfocytů po stimulaci
je p = 0,076 resp. 0,070 a CD8+ T-lymfocytů 0,031
resp. 0,055 s využitím Mediánového 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). Nejvyšší produkce IFN-γ byla zaznamenána u T-
lymfocytů aktivovaných DC pulzovanými 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 %), medián diference (minimum-maxi-
mum).

Pro důkaz specifické aktivace T-lymfocytů (re)sti-
mulovaných DC pulzovanými hTERT nonapeptidem
bylo provedeno statistické srovnání s negativní kontro-
lou, tedy s T-lymfocyty (re)stimulovanými DC pulzo-
vanými HIV-1 nonapeptidem a samotnými DC.
Srovnány byly i kontroly vzájemně. Výsledky byly
zpracovány pomocí Mann-Whitneyova U testu (tab. 3).

Srovnání T-lymfocytů aktivovaných DC pulzovanými
hTERT s T-lymfocyty aktivovanými DC pulzovanými
HIV-1 nestimulujícím nonapeptidem ukázalo, že speci-
fická aktivace pomocí hTERT je významně vyšší pro
CD4+ i CD8+ T-lymfocyty jak po stimulaci, tak po res-
timulaci (p = 0,021, 0,031, 0,005 a 0,009 v pořadí
CD4+ a CD8+ stimulované, CD4+ a CD8+ restimulova-
né T-lymfocyty). Při srovnání T-lymfocytů aktivova-
ných hTERT a samotnými DC je specifická aktivace
významně vyšší pouze po restimulaci a nevýznamná
po stimulaci (p = 0,711, 0,186, 0,007 a 0,005 v pořadí
uvedeném výše). Vedlejším zjištěním bylo, že aktivace
samotnými DC vede k vyšší odpovědi restimulovaných
CD8+ T-lymfocytů než po aktivaci HIV-1.
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T-lymfocyty p1 p2 p3
[hTERT vs. HIV-1] [hTERT 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

Vysvětlivky: pro každou porovnávanou dvojici je uvedena statistická
významnost (p1 - p3) získaná porovnáním procentuálního zastoupení
mediánů diferencí (re)stimulovaných IFN-γ+ CD3+ CD4+ a IFN-γ+

CD3+ CD8+ T-lymfocytů příslušné dvojice: DB naloženými hTERT =
hTERT, DB naloženými HIV-1 = HIV-1 a DB samotnými. Data byla
vyhodnocena pomocí Mann-Whitneyova testu.

Tab. 3. Porovnání aktivace hTERT specifických T-lymfocytů s kon-
trolami.

Graf 1. Produkce IFN-γ CD4+T-lymfocyty po aktivaci nádorovým
antigenem hTERT vůči negativní kontrole.
Vysvětlivky: procentuální zastoupení stimulovaných (STIM) a restimu-
lovaných (REST) CD4+IFN-γ+T-lymfocytů s jejich mediány, 25. a 75.
percentily, minimy a maximy (Min; Max). V prvním případě byly ke sti-
mulaci využity DC pulzované hTERT jako nádorovým antigenem, ve
druhém případě samotné DC a nakonec DC naložené HIV-1 jako nesti-
mulujícím peptidem.

Graf 2. Produkce IFN-γ CD8+T-lymfocyty po aktivaci nádorovým
antigenem hTERT vůči negativní kontrole.
Vysvětlivky: procentuální zastoupení stimulovaných (STIM) a resti-
mulovaných (REST) CD8+IFN-γ+T-lymfocytů s jejich mediány, 25.
a 75. percentily, minimy a maximy (Min; Max). V prvním případě byly
ke stimulaci využity DC pulzované hTERT jako nádorovým antige-
nem, ve druhém případě samotné DC a nakonec DC naložené HIV-1
jako nestimulujícím peptidem.
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4. Diskuse 

Antigen hTERT je specifický pro HLA-A2 alelu
a tedy aktivaci CD8+ T-lymfocytů (17). Výsledky ukáza-
ly, že při stimulaci T-lymfocytů DC pulzovanými hTERT
dochází k jejich významné aktivaci oproti nestimulova-
ným T-lymfocytům nebo T-lymfocytům stimulovaným
samotnými DC či DC pulzovanými HLA-A2 specific-
kým nestimulujícím referenčním peptidem HIV-1. 

Nejsilnější odpověď T-lymfocytů aktivovaných DC
pulzovanými hTERT byla zaznamenána u CD8+ T-lym-
focytů po restimulaci: 10,35 % (1,36–27,17 %), medián
diference (minimum-maximum), což je dáno specificitou
peptidu pro HLA-A2 alelu (tab. 2, graf 2). Rovněž došlo
k aktivaci CD4+ T-lymfocytů: 9,88 % (1,2–15,55 %) po
restimulaci, což ukazuje na možnost zkřížené prezentace
antigenu DC CD4+ T-lymfocytům (tab. 1, graf 1). Při
srovnání aktivace nonapeptidem hTERT s aktivací nesti-
mulujícím nonapeptidem HIV-1 byly nalezeny statistic-
ky významné rozdíly při stimulaci i restimulaci CD4+

i CD8+ T-lymfocytů, což dokazuje navození specifické
odpovědi nonapeptidem hTERT. Srovnání s aktivací
samotnými DC ukázalo statistickou významnost pouze
po restimulaci, což lze přičítat fyziologické schopnosti
DC. Při srovnání stimulace HIV-1 nonapeptidem
a samotnými DC nebyly prokázány statisticky významné
rozdíly s výjimkou CD8+ T-lymfocytů po restimulaci
(tab. 3) potvrzující schopnost DC navodit aktivaci T-lym-
focytů po opakované stimulaci. 

Naměřené výsledky jsou v souladu s publikovanými
pracemi (31, 32), které rovněž ukázaly možnost identifi-
kace protinádorových T-lymfocytů při využití proteinů
jako tumor asociovaných antigenů. Jako TAA byly vyu-
žity heat shock protein gp96 a MUC-1. DC získané ze
zdravých HLA-A2 pozitivních dárců byly pulzovány
proteinem. Pulzovanými DC byly stimulovány autologní
T-lymfocyty, které produkují IFN-γ. Buněčná produkce
IFN-γ byla stanovena metodou ELISPOT (32).
Nonapeptid odvozený z MUC-1 proteinu byl rovněž
využit jako TAA u MM. Byl testován in vitro na HLA-
A2 pozitivních pacientech s MM. DC pulzované tímto
nádorovým antigenem dokáží úspěšně aktivovat mye-
lom-MUC-1-specifické CTL a mohou být využity v pro-
tinádorové imunoterapii MM (31). Úspěšná adoptivní T-
buněčná imunoterapie byla demonstrována u některých
nádorových onemocnění, zejména u melanomu. V tomto
sdělení ukazujeme, že i u MM, který je považován za
málo imunogenní, lze identifikovat populaci potenciálně
myelom-specifických T-lymfocytů.
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Sepse se stala jedním z nevážnějších témat v oblasti intenzivní medicí-
ny. V roce 2002 vydalo nakladatelství Maxdorf publikaci, která obsaho-
vala doporučené postupy léčby těžké sepse. Text vycházel z výzkumů
mezinárodní skupiny expertů International Sepsis Forum. Nyní byl roz-
šířen o nová, aktualizovaná doporučení léčby septického šoku
(Surviving Sepsis Campaign guidelines for management of severe
sepsis and septic shock; 2004) a s ohledem na závažnost problemati-
ky byl do knihy zařazen i doporučený postup diagnostiky jedné z nej-
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