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1. Uvod

Néadorové buiiky maji imunogenni povahu a buné¢nd imunita hraje pti ochrané organismu proti ndidorovému onemocnéni jed-
nu z kliovych roli. Butiky imunitniho systému jsou za jistych podminek schopny nddorové buiiky rozpoznat a v kone¢ném duasled-
ku je znicit. Jednou z perspektivnich moZnosti 1é¢by nddorovych onemocnéni je proto imunoterapie, konkrétné pouZiti protina-
dorovych vakcin [1,2,3,4].

Ve snaze zvySit ucinnost protinddorovych vakcin se v poslednim desetileti zkouSeji buné¢né vakciny, které obsahuji pfimo
antigen prezentujici buiiky schopné stimulovat imunitni systém. Nejnadé&jnéjsi jsou v soucasnosti imunoterapeutické protokoly
vyuzivajici dendritické buiiky (DB), které sehravaji v protinddorovych vakcinacich centralni alohu. Dendritické buiiky jsou nej-
ucinnéjsi buriky predkladajici antigen, maji extrémni schopnost zpracovat cizorody antigen a nasledné jej predloZit nezadanym
(naive) T lymfocytiim [5,6,7]. Jedine¢né vlastnosti DB prezentovat antigen mohou hrét kli¢ovou roli v aktivaci cytotoxickych
T bunék a tedy ve vyvolani specifické imunitni odpovédi proti nidorovym burikdm [8].

Plazmatické butiky u mnohocetného myelomu produkuji monoklondlni imunoglobulin, pfi¢emZ idiotyp (Id) myelomového
imunoglobulinu (Id-protein) 1ze pouZit jako unikatni nddorové specificky antigen [9,10,11,12,13,14].

Na naSem pracovisti probéhla v letech 2003-2004 klinicka studie faze II zkouSejici prvni generaci protinddorovych vakcin,
kdy se pacientim s mnoho¢etnym myelomem podaval Id-protein. U pacientl byla zaznamenédna imunologickd odpovéd (poziti-
vita kozniho testu, zvySeni poctu pamétovych B buné€k), klinickd odpovéd na vakcinaci zaznamenéna nebyla, taktéZ nebyla zazna-
mendna vyznamnd toxicita ¢i nezddouci ucinky vakciny [15].

V letech 2004-2005 byla provadéna u détskych pacientl v termindlni f4zi solidniho nddorového onemocnéni vakcinace dend-
ritickymi butikami naloZenymi autolognim nddorovym antigenem vyrobenych na naSem pracovisti [16]. Ani v této studii neby-
la prokdzéana vyznamna toxicita vakein.

V naSem centru zacala v ¢ervnu 2006 klinicka studie faze II, kde se podava pacientim s mnohoc¢etnym myelomem vakcina
z dendritickych bun€k naloZenych autolognim Id proteinem. Vakcina¢ni protokol dosud dokoncili 4 pacienti.

2. Soubor nemocnych a metody

DESIGN STUDIE

Vakcina bude pouZita ve skupiné vybranych 12 nemocnych s mnoho¢etnym myelomem se stabilnim nebo s mirné¢ aktivnim
onemocnénim, u kterych neni indikovana standardni terapie. Jednd se o predlécené nemocné. Je vyZadovan nejméné tiimésicni
odstup od ukoncené chemoterapie nebo udrzovaci 1écby proto, aby 1écebny efekt mohl byt presné zméten. Pro vS§echny nemoc-
né je zdkladni podminkou méfitelnost onemocnéni pomoci imunoelektroforézy. Vakcina je aplikovana celkem Sestkrat v mésic-
nich intervalech.

Vstupni a vylucovaci kritéria studie

Vstupni kritéria: jednd se o myelom produkujici méfitelné mnozstvi sérového M-Ig; hladina M-Ig je > 5 g/1; onemocnéni je
v plat6 fazi (maximalné + 25% kolisani hladiny M-Ig v priibéhu poslednich 3 mésict) nebo v pomalé progresi nevyZadujici 1é¢-
bu dle zvyklosti pracovisté, pficemz nemocny nedostal nejméné 3 mésice Zadnou specifickou 1é¢bu. Pfi zafazeni do studie nejsou
splnéna kritéria progrese dle platnych guidelines pro mnohocetny myelom; pacient nebyl v pribéhu 3 mésict pied zafazenim do
studie 1éCen glukokortikoidy; aktivita jaternich enzymil je mensi neZ pétindsobek horni hranice normy, sérovy kreatinin je men-
§i neZ dvojnasobek horni hranice normy; pacient podepsal informovany souhlas.

Vylu€ovaci kritéria: jedna se o nesecernujici nebo relabujici myelom; u pacienta je pfitomna dal$i zavazna choroba s nega-
tivnim vlivem na délku Zivota; nepiedléceny, nové diagnostikovany nemocny s mnohoc¢etnym myelomem; potencidlni moZnost
ot€¢hotnéni u Zen zatrazenych do studie; zjiSt€énd nebo susp. precitlivélost na IL-2 a/nebo jakoukoli latku pouZitou pfi vakcinaci;
pacienti s vdZnym srde¢nim onemocnénim; pacienti s akutnim t€Zkym infekénim onemocnénim vyZzadujicim ATB 1é¢bu; pacien-
ti s pO2 méné nez 60 mmHg v klidu; pacienti s vdZznou dysfunkci Zivotné€ dilleZitych organti; pacienti s metastizami do CNS nebo
zachvatovitym onemocnénim CNS; abnormélni laboratorni odchylky: leuko < 4 x 10%/1, trombo < 100 x 10%1, hematokrit < 30%,
bilirubin mimo hranice normy, kreatinin méné nez dvojndsobek horni hranice normy, AST, ALT > 3x horni hranice normy
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Graf 1
Vyvoj hladin monoklondlniho imunoglobulinu (M-Ig)
v pritbéhu vakcinaci a 6 mésicti po ukonceni vakcinaci.

CHARAKTERISTIKA PACIENTU

Z planovaného poctu 12 pacientl byla vakcina aplikovédna 4 pacientim. Jednalo se o tfi Zeny a jednoho muZe s mnohocetnym
myelomem typu IgG kappa s medidnem véku 63 let (60-67) a medidnem doby od stanoveni diagnézy 92,5 mésict (55-122). Ve
vSech piipadech se jednalo predlécené nemocné minimalné ¢tyfmi cykly chemoterapie.

PRIPRAVA VAKCINY

Priprava Id proteinu

Izolace Id proteinu je provedena z periferni krve nemocnych s mnohoc¢etnym myelomem technikou afinitni chromatografie.
Po vysrdZeni imunoglobulinové frakce siranem amonnym v poméru 1:1 je smés michdna 24 hod.; 4°C. Nasleduje centrifugace
20 min; 10 000 rpm. Ziskany precipitdt je rozpu$tén v minimalnim mnoZstvi fyziologického roztoku (PBS, pH 7,3) a dialyzovan
pro odstranéni srdZeciho €inidla. Pti dialyze je pouZito dialyzac¢ni stfivko (68035CY, MWCO:3,5K; BioTech), dialyza¢ni roztok
(PBS, pH 7,3), doba dialyzy 24 hod. s 3 ndsobnou vyménou dialyza¢niho roztoku. Koncentrace M-Ig v dialyzatu se stanovi imu-
noturbidimetricky. Vlastni izolace M-Ig afinitni chromatografii je provedena na protein-G koloné (Sigma P4691; kapacita kolo-
ny — 30 mg Ig/1 ml Proteinu G). Nenavazané frakce jsou odstranény promytim 25-50 ml fyziologického roztoku. Eluce naviza-
ného proteinu je provedena 0,2M glycinem (pH 2,7). Jednotlivé frakce po 0,9 ml jsou okamZité neutralizovany piidavkem 0,1 ml
IM TRIS - baze. Obsah proteint ve frakcich je stanoven méfenim absorbance pfi vinové délce 280nm. Roztok je zbaven endo-
toxin inkubaci s Polymyxinem B (Sigma), pieciStén dialyzou a prefiltrovan (0.22 um filtr) (17). Pfitomnost bakteridlnich endo-
toxind je vyloucena zavedenim LAL testu (Limus Amebocyte Lysate, Bio Whittaker).

Priprava dendritickych bunék

Dendritické butiky pacienti jsou kultivovany z mononukledrnich bunék periferni krve pacienti podle podminek GMP po dobu
9 dnt za pfitomnosti GM-CSF a IL-4. V den 5+ kultivace jsou DB naloZeny Id-proteinem a v den 6+ kultivace pIné maturovany
pomoci TNF-a.. V den 0 a 9+ kultivace je méfena vitalita bunék a v den 0, 5+ a 9+ sledovéna jejich morfologie. Vitalita bunék
v den podani ma byt = 80%. V rdmci testovani bezpec¢nosti vakciny je provadéno testovani na pritomnost mykoplazmat (den 8+)
a bakteridlniho endotoxinu (den 8+) ve vakcin€. Limitni mnoZstvi endotoxinu je = 350 U/ml vakciny, mykoplazmata musi byt
negativni. Déle je provadéno mikrobiologické testovani-Gramm-Giemsovo barveni (den 8+), aerobni a anaerobni kultivace (den
5+), aerobni kultivace supernatantu po sklizeni bunék (den 9+). Imunofenotypizace DB je méfena na pritokovém cytometru v den
0, 5+ a 9+ kultivace. Jsou sledovany nasledujici povrchové markery: CD3, CD14, HLA-DR, CD80, CD86 a kombinace HLA-
DR/CD80 a HLA-DR/CD86.

MONITOROVANI KLINICKE A IMUNOLOGICKE ODPOVEDI

Klicové bylo hodnoceni 1é¢ebné tcinnosti pomoci hodnot monoklondlniho imunoglobulinu. Dalsi vySetfeni zahrnuji vyhod-
noceni imunitniho systému a jeho reakce na vakcinu. Stimulace specifické imunitni odpovédi je hodnocena ELISPOT-em. Nes-
pecifickd imunitni odpovéd je hodnocena pomoci diferencidlniho krevniho obrazu a vysledki flowcytometrického panelu. Spe-
cifickd imunitni reakce I'V. typu je hodnocena pomoci koZniho testu s Id-proteinem.

Pro objektivni zhodnoceni moZnosti rizika autoimunity je pied zahdjenim vakcinace a po jejim ukonceni odebran zakladni
panel autoimunity (protilatky anti-thyreoglobulin IgG, anti-pankreat buiiky (ICA) IgG, ANA (ANF) screening, ASLO, RF, IgE
celkové). RovnéZ jsou zamrazZeny 3 ml plazmy a 3 ml séra pied zahdjenim vakcinace pro dalsi pripadné hodnoceni.

3. VYSLEDKY

PARAMETRY VAKCINY

U 4 pacientt bylo podano celkem 24 vakcin. Ze 60x10° mononuklearnich bunék periferni krve bylo ziskano 7,8x10° DB (0,89-
32,0x109), median (min-max). Po¢et bunék byl stanoven v den 0, 5+ a 9+. MnoZstvi ziskanych DB bylo velmi riiznorodé a lisi-
lo se jak mezi pacienty, tak mezi jednotlivymi experimenty u stejného pacienta. Median vitality vSech 24 vakcin v den podani
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byl 88,63% (66,0-98,0%). Bezpec¢nostni kritéria byla splnéna u vSech 24
podanych vakcin. Pro kontaminaci nebyly podédny 3 vakciny z celkového
poctu 27 vyrobenych.

SLEDOVANI KLINICKE A IMUNOLOGICKE

ODPOVEDI NA VAKCINU

Zakladnim parametrem pfi sledovani klinické odpovédi na vakcinaci
je koncentrace M-Ig v séru pacientdl. U 3 pacientl pfetrvavala faze plato,
u 1 pacienta pomald progrese onemocnéni (graf 1). U 75% pacientt (3/4)
byla zaznamenédna imunologické odpovéd méfend pomoci ELISPOTu (graf
2), ktera Caste¢né korelovala s vyvojem hladin M-Ig. KoZni test Id protei-
nem byl zcela negativni u pacienta ¢. 2, pozitivni u pacienta ¢. 1 a 3
a nehodnotitelny u pacienta ¢. 4, kdy byl kozni test pozitivni jiZ pfi zaha-
jeni vakcinaci. Vysledky flow cytometrického panelu neni zatim mozZné
statisticky zhodnotit vzhledem k malému poctu pacientd.

NEZADOUCI UCINKY A REAKCE NA VAKCINU

U prvnich ¢tyfech pacientd, respektive 24 podanych vakcin, jsme v pri-
béhu vakcinacni studie nezaznamenali zdvaznéjSi toxickou reakci.
U 29,17% aplikaci (7/24) doSlo po podani vakciny ke vzniku erytému
v misté injekce, coZ Ize v piipad€ vakcinace povazovat za Zadouci reakci,
u 62,5% (15/24) aplikaci doslo i ke vzniku indurace. Medidn vymizeni
lokdlni reakce byl 4 dny (2-6). U jednoho pacienta byly zaznamenény sub-
febrilie do 37,2 °C po kaZzdém podéni vakciny.

4. Zavér

V pfipadé€ prvnich Ctyt pacientli s mnohocetnym myelomem, ktefi pod-
stoupili vakcinaci dendritickymi butikami naloZenymi autolognim Id-pro-
24 vakcin. PrestoZe byla zaznamendna imunologickd odpovéd u 75% (3/4)
pacient(, klinickd odpovéd zji$téna nebyla, avSak interval sledovani je
dosud kratky a soubor pacientti maly pro validni hodnoceni. Ve vnitini ana-
lyze zaméfené na bezpecnost jsme prokdzali minimalni neZddouci G¢inky
vakciny, v protokolu budeme tedy pokracovat do zatazeni celkového pla-
novaného poctu 12 pacientt.
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