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1. Úvod
Nádorové buÀky mají imunogenní povahu a bunûãná imunita hraje pfii ochranû organismu proti nádorovému onemocnûní jed-

nu z klíãov˘ch rolí. BuÀky imunitního systému jsou za jist˘ch podmínek schopny nádorové buÀky rozpoznat a v koneãném dÛsled-

ku je zniãit. Jednou z perspektivních moÏností léãby nádorov˘ch onemocnûní je proto imunoterapie, konkrétnû pouÏití protiná-

dorov˘ch vakcín [1,2,3,4].

Ve snaze zv˘‰it úãinnost protinádorov˘ch vakcín se v posledním desetiletí zkou‰ejí bunûãné vakcíny, které obsahují pfiímo

antigen prezentující buÀky schopné stimulovat imunitní systém. Nejnadûjnûj‰í jsou v souãasnosti imunoterapeutické protokoly

vyuÏívající dendritické buÀky (DB), které sehrávají v protinádorov˘ch vakcinacích centrální úlohu. Dendritické buÀky jsou nej-

úãinnûj‰í buÀky pfiedkládající antigen, mají extrémní schopnost zpracovat cizorod˘ antigen a následnû jej pfiedloÏit nezadan˘m

(naive) T lymfocytÛm [5,6,7]. Jedineãné vlastnosti DB prezentovat antigen mohou hrát klíãovou roli v aktivaci cytotoxick˘ch

T bunûk a tedy ve vyvolání specifické imunitní odpovûdi proti nádorov˘m buÀkám [8].

Plazmatické buÀky u mnohoãetného myelomu produkují monoklonální imunoglobulin, pfiiãemÏ idiotyp (Id) myelomového

imunoglobulinu (Id-protein) lze pouÏít jako unikátní nádorovû specifick˘ antigen [9,10,11,12,13,14].

Na na‰em pracovi‰ti probûhla v letech 2003-2004 klinická studie fáze II zkou‰ející první generaci protinádorov˘ch vakcín,

kdy se pacientÛm s mnohoãetn˘m myelomem podával Id-protein. U pacientÛ byla zaznamenána imunologická odpovûì (poziti-

vita koÏního testu, zv˘‰ení poãtu pamûÈov˘ch B bunûk), klinická odpovûì na vakcinaci zaznamenána nebyla, taktéÏ nebyla zazna-

menána v˘znamná toxicita ãi neÏádoucí úãinky vakcíny [15].

V letech 2004-2005 byla provádûna u dûtsk˘ch pacientÛ v terminální fázi solidního nádorového onemocnûní vakcinace dend-

ritick˘mi buÀkami naloÏen˘mi autologním nádorov˘m antigenem vyroben˘ch na na‰em pracovi‰ti [16]. Ani v této studii neby-

la prokázána v˘znamná toxicita vakcín.

V na‰em centru zaãala v ãervnu 2006 klinická studie fáze II, kde se podává pacientÛm s mnohoãetn˘m myelomem vakcína

z dendritick˘ch bunûk naloÏen˘ch autologním Id proteinem. Vakcinaãní protokol dosud dokonãili 4 pacienti.

2. Soubor nemocn˘ch a metody
DESIGN STUDIE

Vakcína bude pouÏita ve skupinû vybran˘ch 12 nemocn˘ch s mnohoãetn˘m myelomem se stabilním nebo s mírnû aktivním

onemocnûním, u kter˘ch není indikována standardní terapie. Jedná se o pfiedléãené nemocné. Je vyÏadován nejménû tfiímûsíãní

odstup od ukonãené chemoterapie nebo udrÏovací léãby proto, aby léãebn˘ efekt mohl b˘t pfiesnû zmûfien. Pro v‰echny nemoc-

né je základní podmínkou mûfiitelnost onemocnûní pomocí imunoelektroforézy. Vakcína je aplikována celkem ‰estkrát v mûsíã-

ních intervalech. 

Vstupní a vyluãovací kritéria studie
Vstupní kritéria: jedná se o myelom produkující mûfiitelné mnoÏství sérového M-Ig; hladina M-Ig je > 5 g/l; onemocnûní je

v plató fázi (maximálnû ± 25% kolísaní hladiny M-Ig v prÛbûhu posledních 3 mûsícÛ) nebo v pomalé progresi nevyÏadující léã-

bu dle zvyklostí pracovi‰tû, pfiiãemÏ nemocn˘ nedostal nejménû 3 mûsíce Ïádnou specifickou léãbu. Pfii zafiazení do studie nejsou

splnûna kritéria progrese dle platn˘ch guidelines pro mnohoãetn˘ myelom; pacient nebyl v prÛbûhu 3 mûsícÛ pfied zafiazením do

studie léãen glukokortikoidy; aktivita jaterních enzymÛ je men‰í neÏ pûtinásobek horní hranice normy, sérov˘ kreatinin je men-

‰í neÏ dvojnásobek horní hranice normy; pacient podepsal informovan˘ souhlas. 

Vyluãovací kritéria: jedná se o nesecernující nebo relabující myelom; u pacienta je pfiítomna dal‰í závaÏná choroba s nega-

tivním vlivem na délku Ïivota; nepfiedléãen˘, novû diagnostikovan˘ nemocn˘ s mnohoãetn˘m myelomem; potenciální moÏnost

otûhotnûní u Ïen zafiazen˘ch do studie; zji‰tûná nebo susp. pfiecitlivûlost na IL-2 a/nebo jakoukoli látku pouÏitou pfii vakcinaci;

pacienti s váÏn˘m srdeãním onemocnûním; pacienti s akutním tûÏk˘m infekãním onemocnûním vyÏadujícím ATB léãbu; pacien-

ti s pO2 ménû neÏ 60 mmHg v klidu; pacienti s váÏnou dysfunkcí Ïivotnû dÛleÏit˘ch orgánÛ; pacienti s metastázami do CNS nebo

záchvatovit˘m onemocnûním CNS; abnormální laboratorní odchylky: leuko < 4 x 109/l, trombo < 100 x 109/l, hematokrit < 30%,

bilirubin mimo hranice normy, kreatinin ménû neÏ dvojnásobek horní hranice normy, AST, ALT > 3x horní hranice normy
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Graf 1

V̆ voj hladin monoklonálního imunoglobulinu (M-Ig)

v prÛbûhu vakcinací a 6 mûsícÛ po ukonãení vakcinací.

CHARAKTERISTIKA PACIENTÒ

Z plánovaného poãtu 12 pacientÛ byla vakcína aplikována 4 pacientÛm. Jednalo se o tfii Ïeny a jednoho muÏe s mnohoãetn˘m

myelomem typu IgG kappa s mediánem vûku 63 let (60-67) a mediánem doby od stanovení diagnózy 92,5 mûsícÛ (55-122). Ve

v‰ech pfiípadech se jednalo pfiedléãené nemocné minimálnû ãtyfimi cykly chemoterapie.

P¤ÍPRAVA VAKCÍNY

Pfiíprava Id proteinu
Izolace Id proteinu je provedena z periferní krve nemocn˘ch s mnohoãetn˘m myelomem technikou afinitní chromatografie.

Po vysráÏení imunoglobulinové frakce síranem amonn˘m v pomûru 1:1 je smûs míchána 24 hod.; 4°C. Následuje centrifugace

20 min; 10 000 rpm. Získan˘ precipitát je rozpu‰tûn v minimálním mnoÏství fyziologického roztoku (PBS, pH 7,3) a dialyzován

pro odstranûní sráÏecího ãinidla. Pfii dial˘ze je pouÏito dialyzaãní stfiívko (68035CY, MWCO:3,5K; BioTech), dialyzaãní roztok

(PBS, pH 7,3), doba dial˘zy 24 hod. s 3 násobnou v˘mûnou dialyzaãního roztoku. Koncentrace M-Ig v dialyzátu se stanoví imu-

noturbidimetricky. Vlastní izolace M-Ig afinitní chromatografií je provedena na protein-G kolonû (Sigma P4691; kapacita kolo-

ny – 30 mg Ig/1 ml Proteinu G). Nenavázané frakce jsou odstranûny promytím 25-50 ml fyziologického roztoku. Eluce naváza-

ného proteinu je provedena 0,2M glycinem (pH 2,7). Jednotlivé frakce po 0,9 ml jsou okamÏitû neutralizovány pfiídavkem 0,1 ml

1M TRIS – baze. Obsah proteinÛ ve frakcích je stanoven mûfiením absorbance pfii vlnové délce 280nm. Roztok je zbaven endo-

toxin inkubací s Polymyxinem B (Sigma), pfieãi‰tûn dial˘zou a pfiefiltrován (0.22 μm filtr) (17). Pfiítomnost bakteriálních endo-

toxinÛ je vylouãena zavedením LAL testu (Limus Amebocyte Lysate, Bio Whittaker).

Pfiíprava dendritick˘ch bunûk
Dendritické buÀky pacientÛ jsou kultivovány z mononukleárních bunûk periferní krve pacientÛ podle podmínek GMP po dobu

9 dnÛ za pfiítomnosti GM-CSF a IL-4. V den 5+ kultivace jsou DB naloÏeny Id-proteinem a v den 6+ kultivace plnû maturovány

pomocí TNF-α. V den 0 a 9+ kultivace je mûfiena vitalita bunûk a v den 0, 5+ a 9+ sledována jejich morfologie. Vitalita bunûk

v den podání má b˘t ≥ 80%. V rámci testování bezpeãnosti vakcíny je provádûno testování na pfiítomnost mykoplazmat (den 8+)

a bakteriálního endotoxinu (den 8+) ve vakcínû. Limitní mnoÏství endotoxinu je ≤ 350 U/ml vakcíny, mykoplazmata musí b˘t

negativní. Dále je provádûno mikrobiologické testování-Gramm-Giemsovo barvení (den 8+), aerobní a anaerobní kultivace (den

5+), aerobní kultivace supernatantu po sklizení bunûk (den 9+). Imunofenotypizace DB je mûfiena na prÛtokovém cytometru v den

0, 5+ a 9+ kultivace. Jsou sledovány následující povrchové markery: CD3, CD14, HLA-DR, CD80, CD86 a kombinace HLA-

DR/CD80 a HLA-DR/CD86. 

MONITOROVÁNÍ KLINICKÉ A IMUNOLOGICKÉ ODPOVùDI

Klíãové bylo hodnocení léãebné úãinnosti pomocí hodnot monoklonálního imunoglobulinu. Dal‰í vy‰etfiení zahrnují vyhod-

nocení imunitního systému a jeho reakce na vakcínu. Stimulace specifické imunitní odpovûdi je hodnocena ELISPOT-em. Nes-

pecifická imunitní odpovûì je hodnocena pomocí diferenciálního krevního obrazu a v˘sledkÛ flowcytometrického panelu. Spe-

cifická imunitní reakce IV. typu je hodnocena pomocí koÏního testu s Id-proteinem.

Pro objektivní zhodnocení moÏnosti rizika autoimunity je pfied zahájením vakcinace a po jejím ukonãení odebrán základní

panel autoimunity (protilátky anti-thyreoglobulin IgG, anti-pankreat buÀky (ICA) IgG, ANA (ANF) screening, ASLO, RF, IgE

celkové). RovnûÏ jsou zamraÏeny 3 ml plazmy a 3 ml séra pfied zahájením vakcinace pro dal‰í pfiípadné hodnocení.

3. V¯SLEDKY
PARAMETRY VAKCÍNY

U 4 pacientÛ bylo podáno celkem 24 vakcín. Ze 60x106 mononukleárních bunûk periferní krve bylo získáno 7,8x106 DB (0,89-

32,0x106), medián (min-max). Poãet bunûk byl stanoven v den 0, 5+ a 9+. MnoÏství získan˘ch DB bylo velmi rÛznorodé a li‰i-

lo se jak mezi pacienty, tak mezi jednotliv˘mi experimenty u stejného pacienta. Medián vitality v‰ech 24 vakcín v den podání
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byl 88,63% (66,0-98,0%). Bezpeãnostní kritéria byla splnûna u v‰ech 24

podan˘ch vakcín. Pro kontaminaci nebyly podány 3 vakcíny z celkového

poãtu 27 vyroben˘ch.

SLEDOVÁNÍ KLINICKÉ A IMUNOLOGICKÉ 

ODPOVùDI NA VAKCÍNU

Základním parametrem pfii sledování klinické odpovûdi na vakcinaci

je koncentrace M-Ig v séru pacientÛ. U 3 pacientÛ pfietrvávala fáze plató,

u 1 pacienta pomalá progrese onemocnûní (graf 1). U 75% pacientÛ (3/4)

byla zaznamenána imunologická odpovûì mûfiená pomocí ELISPOTu (graf

2), která ãásteãnû korelovala s v˘vojem hladin M-Ig. KoÏní test Id protei-

nem byl zcela negativní u pacienta ã. 2, pozitivní u pacienta ã. 1 a 3

a nehodnotiteln˘ u pacienta ã. 4, kdy byl koÏní test pozitivní jiÏ pfii zahá-

jení vakcinací. V˘sledky flow cytometrického panelu není zatím moÏné

statisticky zhodnotit vzhledem k malému poãtu pacientÛ.

NEÎÁDOUCÍ ÚâINKY A REAKCE NA VAKCÍNU

U prvních ãtyfiech pacientÛ, respektive 24 podan˘ch vakcín, jsme v prÛ-

bûhu vakcinaãní studie nezaznamenali závaÏnûj‰í toxickou reakci.

U 29,17% aplikací (7/24) do‰lo po podání vakcíny ke vzniku erytému

v místû injekce, coÏ lze v pfiípadû vakcinace povaÏovat za Ïádoucí reakci,

u 62,5% (15/24) aplikací do‰lo i ke vzniku indurace. Medián vymizení

lokální reakce byl 4 dny (2-6). U jednoho pacienta byly zaznamenány sub-

febrilie do 37,2 °C po kaÏdém podání vakcíny.

4. Závûr
V pfiípadû prvních ãtyfi pacientÛ s mnohoãetn˘m myelomem, ktefií pod-

stoupili vakcinaci dendritick˘mi buÀkami naloÏen˘mi autologním Id-pro-

teinem nebyla zaznamenána závaÏnûj‰í toxická reakce po podání celkem

24 vakcín. PfiestoÏe byla zaznamenána imunologická odpovûì u 75% (3/4)

pacientÛ, klinická odpovûì zji‰tûná nebyla, av‰ak interval sledování je

dosud krátk˘ a soubor pacientÛ mal˘ pro validní hodnocení. Ve vnitfiní ana-

l˘ze zamûfiené na bezpeãnost jsme prokázali minimální neÏádoucí úãinky

vakcíny, v protokolu budeme tedy pokraãovat do zafiazení celkového plá-

novaného poãtu 12 pacientÛ.
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