pfiedloha

1/11/07

3:06 PM Str. 244

ot

Hodnoceni protinadorového efektu antigen-specifickych
T lymfocyti s vyuzitim neradioaktivniho testu cytotoxicity

Zahradova L.12, Ocadlikova D.1, Kovatova L.13, Hajek R.12, Bulikova A .3, Penka M.3, Michalek J.14
ILaboratof experimentdlni hematologie a bunééné imunoterapie (LEHABI), FN Brno, Bohunice, 2Interni hematoonkolo-
gickd klinika, FN Brno - Bohunice, 30ddé¢leni klinické hematologie, FN Brno - Bohunice, 4. détskd interni klinika, FN
Brno, Détska nemocnice

Souhrn

Vychodiska: K priikkazu cytotoxického efektu T lymfocyti vici cillovym, resp. nadorovym buiikam, je standardné
pouZivan in vitro test s radioaktivnim chromem 51Cr. Tento test ma vSak urcité limitace, zejména vysoké procento
nespecifického pozadi, nizkou citlivost a pouziti radioaktivnich materialii. Védomi si téchto limitaci zavedli jsme
neradioaktivni cytotoxicky test s vyuZitim fluorochromu 5-(6-) karboxyfluorescein diacetat sukcinimidyl esteru
(CFSE) a propidium iodidu. Obsah a cile prdace: Cilem prace bylo ovérit cytotoxicky efekt protinadorovych T lym-
focytd neradioaktivnim testem. Metody: Ve studii byl pouzit model specifickych T lymfocyta cytotoxickych vaci
nadorové linii bunék mnohocetného myelomu ARH 77. Specifické cytotoxické T lymfocyty byly ziskané imunomag-
netickou separaci na zakladé produkce interferonu gama a expandované na potiebné mnozstvi. T lymfocyty byly
barveny CFSE a kultivovany s nadorovymi buiikami ARH 77, pozdné apoptotické a nekrotické buiiky byly odliSe-
ny barvenim propidium jodidem a hodnoceny pomoci prutokové cytometrie. Vysledky: Nejprve byla nalezena opti-
malni barvici koncentrace CFSE (1pM). Cytotoxicita byla hodnocena pti poméru efektorové:tercové buiky 2:1,
10:1 a 50:1 a to po 4,24 a 48 hodinach kultivace. Specificita expandovanych T lymfocyti byla ovéfena kultivaci s alo-
gennimi mononuklearnimi buiikami a kultivaci nespecifickych T lymfocytii s buiikami nadorové linie ARH 77.
Zdver: Takto zavedeny test cytotoxicity je cennym nastrojem pro hodnoceni efektorové slozky imunitniho systému
a ucinnosti protinadorovych vakcin.
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Summary
Zahradova L., Ocadlikova D., Kovatova L., Hijek R., Bulikova A., Penka M., Michalek J.: Eva-
luation of antigen-specific lymphocytes anti-tumour effect with use of non-radioactive cytotoxicity test

Objectives: Cytotoxicity test using radioactive chromium 51Cr has been standardly used to evaluate specific cytoly-
tic activity of T lymphocytes. This test has some significant disadvantages because of the high non-specific backg-
round caused by spontaneous release of SICr from target cells, low sensitivity, and health risks associated with the
use of a radioactive isotope. To avoid these limitations we have introduced a cytotoxicity test using 5-(6-) karboxyf-
luorescein diacetate succinimidyl ester (CFSE) and propidium iodide (PI). Aim: The aim of this study was to evalu-
ate cytotoxic effect of antigen-specific T lymphocyte using a non-radioactive test with CFSE and PI staining. Met-
hods: The model of cytotoxic T lymphocytes specific to multiple myeloma cell line ARH 77 was used. Activated mye-
loma-specific T cells that produce interferon-y were isolated using immunomagnetic beads and further expanded in
vitro. T lymphocyte labeled with CFSE were co-cultured with ARH77 target cells. To identify target cells in late apo-
ptosis or necrosis, PI was used and measured by flow cytometry. Results: The optimal staining concentration of
CFSE has been found (1uM). Cytotoxicity has been evaluated with effector cells:target cells ratio 2:1, 10:1 and 50:1
after 4, 24 and 48 hours of in vitro cultivation. Tumor specificity has been verified by 2 sets of controls: third-party
PBMC as negative control target cells and expanded CFSE-labeled interferon gamma negative fraction of T cells as
negative control effector cells. Conclusion: The newly established cytotoxicity test is a valuable instrument to evalu-
ate effector part of the immune system and efficacy of anticancer vaccines.
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Uvod

aktivaci, kterd vyusti v klondlni expanzi antigen-speci-
fickych lymfocyti s cilem specifické 1yzy teréové buriky

nesouci dany antigen (2). Cytotoxické T lymfocyty

Vzhledem k imunogenni povaze nddorovych bunék
hraje bunécnd imunita kli¢ovou roli pfi ochrané organis-
mu proti nddorovému onemocnéni. Buiikky imunitniho
systému jsou schopny rozpoznat nadorové burky
a v kone¢ném disledku je znicit. T lymfocyty jsou kli-
¢ovou soucasti imunitniho systému a jsou nezbytné pro
buiikami zprostfedkované imunitni reakce, které jsou
zpravidla antigen-specifické. Antigen je po zpracovani
antigen prezentujici bunkou (antigen presenting cell,
APC) predloZzen T lymfocytim (1) a mtiZze vést k jeho

usmrcuji teréové buriky nejcastéji dvéma zptsoby. Prvni
zptisob vyuZziva uvolnéni perforinil a granzymu z cytoto-
xickych granuli. Perforiny vytvoii v membrané tercové
bunky péry, granzymy v cytoplazmé $tépenim aktivuji
enzymy kaspazy a spoustéji tak kaskddu reakci vedou-
cich k apoptotické smrti teréové buriky. Druhy zptisob
spocivd ve spusténi apoptdzy aktivaci apoptotického
receptoru Fas (CD 95) terCovych bunék pomoci Fas-
ligandu na T lymfocytech. Dals$i mechanismy vedouci ke
smrti tercovych bunék mohou byt zprostifedkovéany pro-
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dukovanymi cytokiny, napf. tumory nekrotizujici faktor
alfa (3).

V soucasné dobé je stale vice vyuZivan protinddorovy
potencidl T lymfocytt. Je tudiz Zadouci ovéfit cytolytic-
kou aktivitu T lymfocytt in vitro, vzhledem k jejich kli-
¢ové roli pri eliminaci nddorovych bunék.

Nejcastéji pouZivanym testem cytotoxicity in vitro
je test s radioaktivnim izotopem chromu 3!Cr, ktery byl
popsan v roce 1968 (4). TerCové bunky jsou znaceny
radioaktivnim 3!Cr a princip testu spociva v detekci
gama zéafeni uvolnéného 5!Cr z umirajicich ter¢ovych
bunék do supernatantu. S rozvojem prutokové cyto-
metrie jsou hleddny nové zpiisoby detekce apoptotic-
kych a nekrotickych bunék, které by vykazovaly vySsi
specificitu, byly snadno reprodukovatelné a zaroven
jednoduché, spolehlivé a bezpecné. V testech zaloZe-
nych na pritokové cytometrii byla pro oznaceni jedné
z populaci bunék testovdna riiznd barviva jako jsou
kalcein-AM (5), fluorescein isothiocyanat (6), 3, 3e-
dioctadecyloxakarbocyanin [DiO 18 (3)] (7) nebo kar-
boxyfluorescein diacetat (8), lyza terCovych bunék
byla hodnocena napfiklad pomoci barveni propidium
jodidem (9).

Jednim z novych testdi hodnocenych pritokovym
cytometrem je test s vyuZitim 5-(6-) karboxyfluorescein
diacetét sukcinimidyl esteru (CFSE). CFSE je nefluores-
kujici derivéat fluoresceinu, ktery volné difunduje do
cytoplazmy Zivych bunék. Zde je Stépen endogennimi
esterdzami na fluoreskujici slouceninu, kterd se ireverzi-
bilné vdZe na vnitrobunécné bilkoviny a takto umoziuje
dlouhodobé sledovani dané buriky. Pfi bunééném déleni
navic CFSE prechdzi do dcefinych bunek, které pak
obsahuji poloviéni mnoZstvi tohoto barviva. CFSE bar-
veni lze tudiZ vyuZit nejenom pro sledovani dané popu-
lace bunék, ale také pro sledovani délicich se dcefinych
bunék (10, 11). Dalsi vyhodou je také moZnost soucas-
ného hodnoceni imunofenotypu bunék znacenim povr-
chovych znakli monoklondlnimi protilditkami. Mohou
k monitoraci zmén exprese povrchovych molekul spoje-
nych napf. s bunécnou aktivaci (11-15).

Cilem barveni CFSE je odliseni jednotlivych popula-
ci. CFSE miZe byt pouZito bud k oznaceni efektorovych,
nebo terCovych bunék ve smiSené kultufe in vitro
(16-18).

Pozdné apoptotické a nekrotické bunky lze dile odlisit
pomoci barviva propidium iodidu (PI) nebo 7-amino-
aktinomycinu D (7-AAD). Pozdné apoptotické a nekrotic-
ké bunky maji poskozenou bunécnou membrinu a takto
poskozené bunky nejsou schopné vylucovat kladné nabita
barviva jako jsou PI a 7-AAD. Barviva, ktera projdou
poskozenou membranou, se v burice vdZou na nukleové
kyseliny a komplex barviva s nukleovou kyselinou pak Ize
detekovat pritokovym cytometrem (10, 19, 20).

Cilem nasi prace bylo ovérit cytotoxicky efekt nado-
rové-specifickych T-lymfocytid cytotoxickych vici nado-
rové linii bunék mnohocetného myelomu ARH 77. Cyto-
toxicky efekt byl hodnocen pomoci neradioaktivniho
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testu cytotoxicity s moZnosti méfeni pritokovym cyto-
metrem.

Material a metodika

PouZité buriky a bunécnd linie

Nédorové linie myelomovych bunék (MB) ARH 77
ziskand jako dar od Dr. N. Munshi (University of Arkan-
sas, USA, 1995) byla kultivovdna v médiu RPMI 1640
(BioWhittaker, Walkersville, MD, USA) s 10% fetalnim
telecim sérem (FCS, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA),
penicilinem a streptomycinem (Sevac, CR) pii 37 °C
v atmosféie s 5% CO,. Nadorovy antigen byl pfipraven
ozarenim buné¢k ARH 77 davkou 60 Gy.

Efektorové T lymfocyty byly izolovdny jako mono-
nukledrni bunky (MN) z nesrazlivé periferni krve zdra-
vych dérct z transfuzni stanice ve FN Brno po podepsia-
ni informovaného souhlasu metodou gradientové centri-
fugace (Histopaqueu 1077, Sigma-Aldrich, St.Louis,
USA) a kultivovédny v kompletnim médiu (KM) obsahu-
jicim X-VIVO 15 (50 mg/l gentamycin, 2 mM L-gluta-
min, 25 mg/ml hepes pufr (BioWhittaker, Walkersville,
MD, USA) s tepelné inaktivovanym 10% lidskym AB
sérem (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) pfi 37 °C v atmo-
stéfe 5% CO,.

Priprava antigen-specifickych cytotoxickych T lymfocytii

Priprava antigen-specifickych cytotoxickych T lymfo-
cytd probihala podle dfive publikovaného postupu (21,
22). Ve stru¢nosti, MN periferni krve, obsahujici lymfo-
cyty a antigen prezentujici buniky byly v Den O stimulo-
vany ozafenymi MB v poméru 20:1 (MN:MB) a Den 7
restimulovany ozdfenymi MB v poméru 2:1 (MN:MB).
Den 8 kultivace byly T lymfocyty (TL) aktivované MB
identifikovany na zdklad¢ produkce aktiva¢niho markeru
interferonu gamma (IFN-y) pomoci dostupného kitu
(Secretion Asay Cell Enrichment And Detection Kit,
MACS Reagents, Miltenyi Biotec, Bergish Gladbach,
Némecko). Magnetickd separace se provaddéla podle
pokynt vyrobce na koloné umisténé v magnetickém poli
piistoje Vario MACS (MACS Reagens, Miltenyi Biotec,
Bergish Gladbach, Némecko). IFN-y pozitivni frakce
byla ziskdna dvojitou separaci pro zvySeni Cistoty. Spe-
cifické IFN-y* TL byly dile expandoviny v KM (5%
CO,, 37 °C) pomoci interleukinu 2 (IL-2, 500 IU/ml,
Proleukin, Chiron, Amsterdam, Holandsko) a phytohe-
maglutininu (PHA, Sigma-Aldrich, St. Luis, USA), ktery
byl pridan 1. den expanze v mnozstvi 5 pg/ml KM. IL-2
byl priddvan 2-3krat tydné, lkrat tydné se provadéla
vymeéna KM a byly pridavany alogenni MN jiného zdra-
vého darce ozarené davkou 30 Gy. Expanze probihala po
dobu 4-5 tydnti. Koncentrace bunék v KM byla
1x106/ml.

CFSE znaceni T lymfocytii
Expandované TL byly resuspendovdny ve fosfitem
pufrovaném fyziologickém roztoku (PBS) v mnozZstvi
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1x10%/ml a ndsledné barveny rtiznymi koncentracemi
CFSE (0,1 uM, 0,5 uM a 1 uM). Burky byly inkubova-
ny 7 minut ve vodni l4zni o teploté 37 °C, poté bylo pfi-
déno FCS pro zastaveni reakce a buriky byly 2krat pro-
myty v PBS.

Priprava bunék k cytotoxickému testu

Expandované IFN-y* TL zna¢ené CFSE byly kultivo-
vany s nadorovymi burikami linie ARH 77 ve smiSené in
vitro kultufe v KM (5% CO,, 37 °C) s IL-2 v mnoZstvi
10 IU/ml KM, a to v pomérech (TL:MB) 2:1, 10:1 a 50:1
po dobu 4 hodiny, 24, 48 a 72 hodin. Vitalita MB pfed
pfiddnim do in vitro kultury byla nejméné 86 %. Jako
negativni kontrola byly kultivovany IFN-y* T lymfocyty
s alogenimi MN a IFN-y negativni TL s nddorovymi bun-
kami linie ARH 77.

Hodnocent viability bunék

K odliseni MB v pozdni apoptéze ¢i nekréze byl pou-
zit 7-AAD a PI. Barveni 7-AAD bylo provddéno dle
pokynt vyrobee. Ve struénosti: 0,5x106 bunék bylo inku-
bovano s 20 ul 0,005% 7-AAD 20 minut pfi pokojové
teploté. Po skonc¢eni inkubace byl pfidan PBS s azidem
sodnym a vzorky byly ihned analyzovany. Pro barveni PI
byl ke vzorkiim o bunéénosti 0,5x10¢ /ml pridan PI
v koncentraci 1 mmmg/ml a po 5—10minutové inkubaci
pfi 4-8 °C byly vzorky v barvicim roztoku ihned analy-
Zovany.

Analyza na priitokovém cytometru

Vzorky byly analyzovany na pritokovém cytometru
CytomicsTMFC 500 (Beckman Coulter, Miami, Florida,
USA) softwarem Cytomics RXP. V kaZzdém vzorku bylo
analyzovano minimdlné 30 tisic bunék.

Vysledky

Optimalizace CFSE barveni

Optimalizace CFSE barveni probthala pomoci 3 riz-
nych koncentraci 0,1 uM, 0,5 uM a 1 uM tak, aby bylo
umoznéno spolehlivé rozliSeni CFSE barvenych efekto-
rovych bunék od autofluorescence MB. RovnéZz bylo
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Obr. 1. Odliseni CFSE pozitivni a CFSE negativni buné¢né populace.
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nutno pfihlédnout k toxicit¢ CFSE, které by mohlo ve
vyS$Si koncentraci ovlivnit vitalitu a funkci znacenych
TL. Pro barvici koncentrace CFSE 0,1 uM a 0,5 uM
nebylo zcela jednozna¢né moZné rozlisit populaci bar-
venych TL a nebarvenych MB, které vykazovaly
pomérn€ vysokou autofluorescenci (data nejsou zné-
zornéna). Naproti tomu barvici koncentrace CFSE 1
UM nevedla k vyrazn&jSimu poklesu vitality (vitalita
min. 80 %), ale umozZnila spolehlivé odliSeni jednotli-
vych populaci (obr. 1).

Znaleni CFSE o koncentraci 1 uM dovolilo spolehli-
vé rozliSeni T lymfocyti (CFSE pozitivni) — gate C od
nadorovych bunék (CFSE negativni).

Optimalizace cytotoxického testu

Pro optimalizaci cytotoxického testu bylo vyhodnoce-
no 5 experimentti s vyuZitim MN periferni krve od péti
riznych darct. Pro in vitro kultury byly pouZity poméry
TL:MB 2:1, 10:1, 50:1. Cytotoxicita byla hodnocena po
4, 24, 48 a 72 hodindch kultivace. Procento mrtvych
nddorovych bunék bylo hodnoceno dle nésledujiciho
vypoctu: 100krét (procento mrtvych MB ve smésné lym-
focytdrni reakci — procento mrtvych MB kultivovanych
bez TL)/(procento max. mrtvjch MB — procento mrt-
vych MB kultivovanych bez TL). Procento maxima mrt-
vych MB bylo zjisténo po ozafeni MB letdlni davkou. Po
4 hodinich kultivace byla cytotoxicita pro pomér 2:1
21,8 % (114 %-389 %) (medidn, min.—max.), pro
pomér 10:1 343 % (18,1 %—65,5 %) a pro pomér 50:1
63,0 % (27,2 %—68,6 %). Pti hodnoceni po 24 hodiniach
kultivace byla cytotoxicita pro pomér 2:1 60,8 % (12,8 %
az 73,1 %), pro pomér 10:1 69,8 % (38,0 %—78.2 %).
Data z jednotlivych experimentd jsou shrnuta v tab.l.
Ukéazka rozliseni jednotlivych bunécnych populaci je
zndzornéna na obrdzku 2.

Hodnoceni procenta mrtvych ter¢ovych bunék po 4,
24 a 48 hodinach kultivace v poméru efektorové: terco-
vé bunky 10:1, experiment 3. V kvadrantu E1 se nacha-
zeji mrtvé tercové bunky (CFSE-negativni, PI-pozitivni).
Cytotoxické T lymfocyty jsou CFSE pozitivni. Po 4
hodindch je mnoZstvi mrtvych nddorovych bunck ze
v8ech nddorovych bunék 44,7 %, po 24 hodinich 68.5 %
a po 48 hodinach 80,5 %.

Ve vysokém poméru efektorovych: terCovych bunék
se mnoZstvi sledovanych teré¢ovych bunék bliZilo priro-
zenému pozadi, proto je nebylo mozné od prirozeného
pozadi spolehlivé odliit. Test byl bud nehodnotitelny,
nebo vykazoval faleSné negativni vysledky (data nejsou
znazornéna). Obdobnd situace nastala pri hodnoceni
cytotoxicity po 48 hodinich a zejména po 72 hodindch
kultivace.

Ovéreni imunofenotypu efektorovych bunék

Ovéfeni imunofenotypu expandovanych TL bylo pro-
vedeno pred pridanim MB. Populace CD3* pfedstavova-
12 99,6 % (medidn, min. 95 %, max. 99,9 %) efektorovych
bunék. V experimentech prevazovala populace
CD3*CD4™" 65.9 % (medidn, min. 13,4 % — max. 96,6 %)
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Tab. 1. Cytotoxicky efekt T lymfocytt vii¢ci myelomovym buiikam.
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Procento pozdné apoptickych a nekrotickych ter¢ovych (myelomovych) bunék hodnocenych po rizné dobé kultivace s potencidlné antigen-speci-
fickymi cytotoxickymi T lymfocyty. Byly testovany rizné poméry efektorovych:ter€ovych bunék (E:T).

Pomér E:T Po 4 hodinédch Po 24 hodinach Po 48 hodinach
Experiment ¢.
2:1 10:1 50:1 2:1 10:1 50:1 2:1 10:1 50:1
1 32,7 343 63,7 73,1 782 380 66,7 719 438
2 173 22,1 272 30,7 69,8 89,6 57,6 76,2 59,7
3 218 44,7 68,6 60,8 68,5 735 49,0 80,5 83,1
4 38,9 65,5 623 664 77, 874 733 65,1 66,8
5 114 18,1 ND 128 38,0 ND 20,2 379 ND
Medidn 218 343 63,0 60,8 69,8 80,4 57,6 71,6 633
Minimum 114 18,1 272 12,8 380 380 20,2 379 438
Maximum 389 655 68.6 73,1 782 89,6 733 80,5 83,1
ND-nedéldano
Po 4 hodinich Po 24 hodinéch Po 48 hodinach Casti jsou cytotoxické T lymfocyty, které jsou
X Pr— v ___ schopny specificky usmrtit pédorové buriky.
B ] o Jsou proto povaZovany za jedny z perspek-
3 : tivnich adeptd imunoterapeutickych inter-
3 -2 3 venci. In vitro ziskané cytotoxické T lymfo-
" = 4 b= I: = cyty, které jsou specifické vici nadorovym
o IS ’ﬁ: 2 L T, ﬂ;{_ﬁw g e builkdm lze pouZit ke specifické imunotera-
pii (2). Dilezitou souédsti imunoterapeutic-
»> CFSE

Obr. 2. Cytotoxicky efekt T lymfocyti vic¢i myelomovym burikdm — experiment 3.

nad CD3*tCD8 butikami 34,6 % (median, min. 34 % —
max. 954 %).

Ovérent specificity expandovanych T lymfocytii

Myelom-specificky cytotoxicky potencidl byl porov-
navén s efektem myelom-nespecifickych TL vi¢i MB
a s efektem myelom-specifickych TL viiéi nespecifické-
mu antigenu. Myelom-specifické TL byly kultivovany
s alogennimi monocyty zdravého dirce v pomérech 2:1
a 10:1. TL nevykazovaly vyznamny cytotoxicky efekt.
Dale byly kultivovany IFN-y ~ frakce TL s MB. IFN-y~
TL predstavuji myelom-nespecifické TL, tedy takové,
které neodpovédély na nddorovy antigen aktivaci spoje-
nou s produkci INF-y a proliferaci. Data z jednotlivych
experimentl jsou shrnuta v tabulce 2.

Tab. 2. Specificita cytotoxického efektu T lymfocyti.

Ovéfeni specificity cytotoxického efektu T lymfocyt. IFN-y *, akti-
vované T lymfocyty, byly kultivované bud s bufikami myelomové linie
(ARH 77), nebo s alogennimi mononukledrnimi burikami zdravého
déarce (MNC) jako kontrola. Jako dalsi kontrola byla kultivovand IFN-
Y~ frakce s bunikami myelomové linie (ARH 77).

Po 4 hodindch Po 24 hodinadch

2:1 10:1 2:1 10:1

IFN-y * s ARH 77 114 18,1 12,8 38,0
IFN-y * s MNC 0,1 19 2,5 6,9
IFN-y~ s ARH 77 14 0.8 0,3 0.8

Diskuse

Bunécnd imunita hraje kliCovou roli pfi ochrané orga-
nismu proti ndidorovému onemocnéni. Jeji nezbytnou sou-

kych protokoll je ovéfeni specifické cytoly-
tické aktivity T lymfocytd vaci nddorovym
bunkam.

Standardné pouzivanym cytotoxickym testem je test
s radioaktivnim izotopem chromu Cr5!. Hlavni nevyho-
dou tohoto testu je predevsim vysoké procento nespeci-
fického pozadi zpisobené spontannim uvoliiovanim 5!Cr
ze znaCenych bun€k, negativni vliv 5!Cr na populaci
efektorovych bunék, problémy se znacenim nékterych
buné¢nych typd, nizka senzitivita a rizika spojend s pou-
zitim radioaktivniho materidlu (8, 23, 24).

V této praci prezentujeme zavedeni cytometrického
testu pro hodnoceni cytotoxicity na bazi barevného ozna-
¢eni efektorovych bunék pomoci CFSE a barveni apo-
ptotickych a nekrotickych bunék 7-AAD ¢i PI. Test
navic umoziuje rozliSeni jednotlivych subpopulaci TL
a pritom se jednd o metodu rychlou, jednoduchou, spo-
lehlivou a neradioaktivni (16). Metoda je jednoduse hod-
notitelnd pratokovym cytometrem s jednim laserem.
Predstavuje tak vyhodnéjsi alternativu ve srovnani s kla-
sickym testem s radioaktivnim Cr5! z nékolika divodu.
Jsou to: 1. uzit{ neradioaktivnich materidlu, které elimi-
nuje nejen zdravotni rizika pro persondl, ale téZ potize
spojené s pozadavky na pouziti a likvidaci radioaktivni-
ho materidlu, 2. CFSE je univerzdlni marker schopny
oznacit jakoukoliv populaci sledovanych bunék, 3.
CFSE znaceni umoziluje soucasné pouziti monoklonal-
nich protilatek proti povrchovym bunéénym znakim
a dovoluje tak blizsi identifikaci jednotlivych subpopula-
ci (15), 4. CFSE znaceni je stabilni a pouzitelné i pro
testy trvajici nékolik dni (15, 16), 5. CFSE je v béZnych
barvicich koncentracich netoxické, nemodifikuje lytické
vlastnosti efektorovych bunék (16-18).

V naSich experimentech byla pouZzita koncentrace
CFSE, kterd je v literatufe popisovdna jako bezpecna,

247

—



pfiedloha

1/11/07

3:06 PM Str. 248

tedy koncentrace, kterd neovliviiuje vitalitu a funkci zna-
¢enych bunék (11, 17).

Navic test s CFSE a s PI a 7TAAD je senzitivnéjsi nez
test s Cr3! zejména v nizkych pomérech efektorovych
a ter¢ovych bunék (17, 18). Oproti tomu ve vysokém
poméru efektorovych:terc¢ovych bunek (50:1) se ukazuji
mozné limitace testu, nebot’ nizka koncentrace teréovych
bunék nemusi vZdy umoznit spolehlivé rozliseni od pfi-
rozeného pozadi, a tudiZ mize vést k faleSné negativni-
mu vysledku, zejména tam, kde ter€ové bunky vykazuji
vysokou autofluorescenci a miZe také dochazet k inter-
ferenci s efektorovymi butikami barvenymi CFSE. Proto
je pii pouziti tohoto testu nutné nejprve optimalizovat
experimentdlni podminky pro detekci lyzy terCovych
bunék.

Tato novd metoda soucasné dovoluje presnou imuno-
fenotypizaci ter€ovych i efektorovych bunék pomoci
monoklondlnich protilatek proti povrchovym antigeniim
(15), coz je vyhodné zejména v pripadé heterogennich
bunécnych populaci (13).

Takto zavedeny neradioaktivni test cytotoxicity je
v soucasné dobé cennym ndstrojem pro hodnoceni efek-
torové slozky imunitniho systému a tc¢innosti protinado-
rovych vakein.

Podékovdnt
Tato prdce byla cdstecné podpoiena grantem IGA MZCR 7475-3.

Literatura

1. Hart DN. Dendritic cells: unique leukocyte populations which
control the primary immune response. Blood 1997; 90: 3245-87.

2. Michalek J, Biichler T, Hajek R. T lymphocyte therapy of can-

cer, Physiol.Res 2004; 53: 463—469.

Krejsek J, Kopecky O. Klinick4 imunologie. Nucleus HK, 2004.

4. Brunner KT, Mauel J, Cerottini JC, Chapuis B. Quantitative
assay of the lytic action of immune lymphoid cells on 51-Cr-
labelled allogeneic target cells in vitro; inhibition by isoantibody
and by drugs. Immunology 1968; 14: 181-96.

5. Papadopoulos NG, Dedoussis GV, Spanakos G, Gritzapis AD,
Baxevanis CN, Papamichail M. An improved fluorescence
assay for the determination of lymphocyte-mediated cytotoxicity
using flow cytometry. J Immunol Methods 1994; 177: 101-11.

6. Karawajew L, Jung G, Wolf H, Micheel B, Ganzel K. A flow
cytometric long-term cytotoxicity assay. J Immunol Methods
1994; 177:119-30.

7. Chang L, Gusewitch GA, Chritton DB, Folz JC, Lebeck LK,
Nehlsen-Cannarella SL. Rapid flow cytometric assay for the
assessment of natural killer cell activity. J Immunol Methods
1993;166:45-54.

8. McGinnes K, Chapman G, Marks R, Penny R. A fluorescence
NK assay using flow cytometry. J Immunol Methods 1986;
86:7-15.

9. Papa S, Vitale M, Mariani AR, Roda P, Facchini A, Manzoli
FA. Natural killer function in flow cytometry. I. Evaluation of NK

w

ot

Iytic activity on K562 cell line. J Immunol Methods 1988;
107:73-8.

10. Shapiro HM. Practical flow cytometry, 4th Edition. John Wiley
& Sons, Inc., Hooboken, New Persey, USA, 2003.

11. Lyons AB. Analysing cell division in vivo and in vitro using flow
cytometric maesurment of CFSE dilution. J Immunol Methods
2000; 243:147-52.

12. Schmid I, Ferbas J, Uittenbogaart ChH, Giorgi JV. Flow cyto-
metric analysis of live cell proliferation and phenotype in popula-
tions with low viability. Cytometry 1999; 35: 64-74.

13. Mannering SI, Morris JS, Jensen KP, et al. A sensitive method
for detecting proliferation of rare autoantigen-specific human T
cells. J Immunol Methods 2003; 283:173-83.

14. Godfrey WR, Krampf MR, Taylor PA, Blazar BR. Ex vivo
depletion of alloreactive cells based on CFSE dye dilution, acti-
vation antigen selection, and dendritic cell stimulation. Blood
2004; 103:1158-65.

15. Jedema I, van der Werff N, Barge RMY, Willemze R, Falken-
burg JHF. A new CFSE based assay to determine susceptibility
to lysis by cytotoxic T cells of leukemic precursor sells within
a heterogenous target cell popuation. Blood 2004; 103:2677-82.

16. Marin L, Minguela A, Torio A et al. Flow cytometric quantifi-
tation of apoptosis and proliferation in mixe lymphocyte culture.
Cytometry A 2003; 51:107-118.

17. Sheehy ME, McDermott AB, Furlan SN, Klenerman P, Nixon
D. A novel technique for the fluorometric assesment of T lymp-
hocyte antigen specific lysis. J Immunol Methods 2001;
249:219-20.

18. Lecoeur H, Février M, Garcia S, Riviére Y, Gougeon ML.
A novel flow cytometric assay for quantification and multipara-
metric characterisation of cell-mediated cytotoxicity. J Immunol
Methods 2001; 253:177-87.

19. Schmid I, Uittenbogaart ChH, Keld B, Giorgi JV. A rapid met-
hod for measuring apoptosis and dual-color immunofluorescence by
single laser flow cytometry. J Immunol Methods 1994 ;170:145-57.

20. King MA. Detection of dead cells and measurement of cell kil-
ling by flow cytometry. J Immunol Methods 2000; 243:155-66.

21. Ocadlikova D, Kovarova L, Penka M, et al. Identifikace nddoro-
vé-specifickych T lymfocyti na zdkladé produkce interferonu gama
u mnohocetného myelomu. Klinickd onkologie 2005; 18:55-58.

22. Hayashi T, Hideshima T, Akiyama M, et al. Ex vivo induction
of multiple myeloma-specific cytotoxic T lymphocytes. Blood
2003; 102:1435-1442.

23. Volgmann T, Klein-Struckmeier A, Mohr H. A fluorescence-
based assay for quantitation of lymphokine-activated killer cell
activity. J Immunol Methods 1989; 119:45-51.

24. Flieger D, Gruber R, Schlimok G, Reiter C, Pantel K, Rieth-
muller G. A novel non-radioactive cellular cytotoxicity test based
on the differential assessment of living and killed target and effec-
tor cells. J Immunol Methods 1995; 180:1-13.

MUDr. Lenka Zahradovd

Oddéleni klinické hematologie

Laborator experimentdlni hematologie a bunécné imunoterapie
FN Brno, PMDV

Jihlavskd 20

625 00 Brno

e-mail: lzahradova@fnbrno.cz

Doslo do redakce: 13. 1. 2006
Prijato: 20. 9. 2006

248



