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Úvod
Maligní buÀky u mnohoãetného myelomu produkují monok-
lonální imunoglobulin, kter˘ nalézáme v séru pacientÛ. Idio-
typové (Id) proteinové struktury jsou exprimovány a prezen-
továny hlavním histokompatibilitním komplexem (MHC) na
bunûãném povrchu myelomov˘ch plazmatick˘ch bunûk a tak-
to jsou pfiedkládány jako vysoce specifick˘ antigen asociova-
n˘ s nádorem (tumor-associated antigen) (1-3). Tato prezen-
tace Id-proteinu umoÏÀuje pfiedkládat maligní plazmatickou
buÀku jako terã pro Id-specifické T-buÀky (4). 
Vakcinace Id-proteinem je jednou z moÏností imunoterapie
mnohoãetného myelomu a jin˘ch B-bunûãn˘ch malignit
s cílem vyvolat specifickou imunitní odpovûì proti nádoro-
v˘m buÀkám. Vzniklá humorální i celulární anti-Id odpovûì
pak kontroluje rÛst myelomového klonu (3,5,6). 
V na‰em centru zaãala s fiíjnu 2003 klinická studie, kde se Id-
protein po konjugaci s imunogenním nosiãem keyhole limpet
hemocyanin (KLH) podává pacientÛm s mnohoãetn˘m mye-
lomem. Jedná se o první protinádorovou vakcínu vyrobenou
v âeské republice.

Materiál a metody
Design studie
Vakcína bude pouÏita ve skupinû vybran˘ch 12 nemocn˘ch se
stabilním onemocnûním nebo s mírnû aktivním onemocnûním,

u kter˘ch není indikována standardní terapie. Jedná se o pfied-
léãené nemocné. Bude vyÏadován nejménû tfiímûsíãní odstup
od ukonãené chemoterapie nebo udrÏovací léãby proto, aby
léãebn˘ efekt mohl b˘t pfiesnû zmûfien. Pro v‰echny nemocné
s MM bude základní podmínkou mûfiitelnost onemocnûní
pomocí imunoelektroforézy. Vakcína bude aplikována
v mûsíãních intervalech. VÏdy se bude jednat o oãkovací lát-
ku Id proteinu konjugovaného s KLH, imunogenním pepti-
dem, kter˘ byl pfii vakcinacích jiÏ vyzkou‰en (7-9). Pro první
3 podání vakcíny bude podána vakcína samotná, poté bude pfii
následujících 3 podáních vakcína kombinovaná s interleuki-
nem-2 (IL-2) v netoxické dávce vyzkou‰ené v první generaci
na‰ich imunoterapeutick˘ch protokolÛ (10). Cytokin je pfiidán
ve snaze maximalizovat stimulaãní úãinek vakcíny na bunûã-
nou imunitu. 

Vstupní kritéria
● jedná se o myelom produkující mûfiitelné mnoÏství sérové-

ho M-Ig 
● hladina M-Ig je > 10 g/l
● onemocnûní je v plató fázi (maximálnû ± 25% kolísaní hla-

diny M-Ig v prÛbûhu posledních 3 mûsícÛ) pfiiãemÏ nemoc-
n˘ nedostal nejménû 3 mûsíce Ïádnou specifickou léãbu na
MM. Pfii zafiazení do studie nejsou splnûna kritéria progre-
se dle 4W
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Souhrn: Idiotypové (Id) proteinové struktury monoklonálního imunoglobulinu produkovaného maligními buÀkami mnohoãet-
ného myelomu jsou exprimovány na bunûãném povrchu myelomov˘ch plazmatick˘ch bunûk a dají se vyuÏít pro indukci nádo-
rovû specifick˘ch T lymfocytÛ. Vakcinace Id-proteinem je jednou z moÏností imunoterapie mnohoãetného myelomu a jin˘ch B-
bunûãn˘ch malignit s cílem vyvolat specifickou imunitní odpovûì proti nádorov˘m buÀkám. Vzniklá humorální icelulární anti-Id
odpovûì pak kontroluje rÛst myelomového klonu. V na‰em centru zaãala klinická studie fáze II, kde se Id-protein po konjugaci
s imunogenním nosiãem keyhole limpet hemocyanin (KLH) podává pacientÛm s mnohoãetn˘m myelomem. Ve druhé polovinû
léãby se k vakcínû pfiidává interleukin-2. Vakcína bude pouÏita ve skupinû vybran˘ch 12 nemocn˘ch se stabilním onemocnûním
nebo s mírnû aktivním onemocnûním, u kter˘ch není dále indikovaná standardní terapie. Bûhem prvních vakcinací jsme neza-
znamenali závaÏnûj‰í neÏádoucí úãinky postupu. Klinickou a imunologickou odpovûì na vakcínu zatím nelze hodnotit.
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Summary: Malignant cells in multiple myeloma produce a monoclonal immunoglobulin which is tumor-specific and can be
used for the induction of T lymphocytes.The idiotype (Id) is expressed at the cell surface of malignant plasma cells and allow
the recognition and targeting of these cells by Id-specific T lymphocytes. Vaccination using Id-protein has been attempted in
patients with multiple myeloma and other B cell maligancies. The induced humoral and cellular immune response controls the
growth of the malignant cell clone. The aim of this therapy is to induce specific immune response directed against the tumor
cells. A phase II clinical study has started in our center, investigating the efficacy and toxicity of Id conjugated with keyhole lim-
pet hemocyanin (KLH) given as a vaccine with or without interleukin-2 to patients with multiple myeloma. The vaccine is to be
used in 12 patients with stable disease or with slow progression not requiring systemic therapy. No significant toxicities were
seen during the first series of vaccination. It is not yet possible to evaluate clinical and immunological responses to the vaccine.
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● pacient nebyl v prÛbûhu 3 mûsícÛ pfied zafiazením do studie
léãen glukokortikoidy  

● aktivita jaterních enzymÛ je men‰í neÏ pûtinásobek horní
hranice normy, hladina sérového kreatininu men‰í neÏ dvoj-
násobek horní hranice normy

● pacient podepsal informovan˘ souhlas 

Vyluãovací kritéria
● jedná se o nesecernující myelom nebo relabující myelom  
● u pacienta je pfiítomna dal‰í závaÏná choroba s negativním

vlivem na délku Ïivota

Terapeutické schéma
Terapeutické schéma je uvedeno v tabulce 1.

RovnûÏ jsou zamraÏeny 10 ml plazmy, 10 ml séra a 1x106

mononukleárních bunûk pfied zahájením vakcinace pro potfie-
bu dal‰ího hodnocení.

V˘sledky
Charakteristika pacientÛ
Charakteristika pacientÛ ve studii je uvedena v tabulce 3.

Tabulka 1. Terapeutické schéma vakcinace autologním Id-proteinem
konjugovan˘m s KLH u pacientÛ s mnohoãetn˘m myelomem.

Cyklus A Den 0 Podání Id-KLH, min. 0.5 mg i.d.

Den 1-28 Bez léãby 

Cyklus B – IL-2 Den 0 Podání Id-KLH, min. 0.5 mg i.d.

Den 1-14 IL-2 1x 106 IU/m2 3 x t˘dnû

Den 15-28 Bez léãby

Pfiíprava vakcíny
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 centri-
fugace 20min; 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 pou-
Ïito dialyzaãní stfiívko (68035CY, MWCO:3,5K; BioTech), dia-
lyzaãní roztok (PBS, pH 7,3), doba dial˘zy 24 hod. s 3násob-
nou v˘mûnou dialyzaãního roztoku. Následuje stanovení
koncentrace M-Ig v dialyzátu imunoturbidimetricky. Vlastní
izolace M-Ig afinitní chromatografií je provedena na protein-
G kolonû (Sigma P4691; kapacita kolony-30mg Ig/1ml Protei-
nu G). Vzorek je na kolonu nanesen v mnoÏství, které odpoví-
dá kapacitû kolony. Nenavázané frakce jsou odstranûny
promytím 25-50 ml fyziologického roztoku (PBS, pH 7,3). Elu-
ce navázaného proteinu je provedena 0,2M glycinem (pH 2,7).
Jsou odebírány jednotlivé frakce po 0,9 ml, které jsou okamÏi-
tû neutralizovány pfiídavkem 0,1ml 1M TRIS – baze. Obsah pro-
teinÛ ve frakcích je stanoven na základû mûfiení absorbance pfii
vlnové délce 280 nm. Dále je provedena 4 hodinová inkubace
s ekvivalentním mnoÏstvím proteinu KLH (Sigma) za pfiítom-
nosti 0,1% glutaraldehydu (Sigma). V˘sledn˘ konjugát je zba-
ven endotoxinu inkubací s Polymyxinem B (Sigma). Následu-
je pfieãi‰tûní dial˘zou a pfiefiltrování (0.22 µm filtr) konjugátu
(11). Pfiípadná pfiítomnost bakteriálních endotoxinÛ je vylouãe-
na zavedením LAL testu (Limus Amebocyte Lysate, Bio Whit-
taker).

Monitorování klinické a imunologické odpovûdi
Vy‰etfiení zahrnují vyhodnocení imunitního systému a jeho
reakce na vakcínu, klíãové je hodnocení léãebné úãinnosti
(Tabulka 2).
Stimulace specifické imunitní odpovûdi je hodnocena prolife-
raãním testem mononukleárních bunûk v pfiítomnosti antige-
nu (thymidinov˘ test) a ELISPOT-em. Nespecifická imunitní
odpovûì bude hodnocena pomocí diferenciálního krevního
obrazu a v˘sledkÛ flowcytometrického panelu.
Specifická imunitní reakce IV. typu je hodnocena pomocí koÏ-
ního testu s Id-proteinem a KLH.
Souãasnû je odebrán základní panel autoimunity pro objek-
tivní zhodnocení moÏnosti rizika autoimunity (protilátky anti-
thyreoglobulin IgG, ANA (ANF) screening, RF, IgE celkové).

Tabulka 2. Plán vy‰etfiení u vakcinovan˘ch pacientÛ.

Mûsíce po MM Flow Proliferaãní ELISPOT KoÏní Sternální
1. podání základ panel testy test punkce
vakcíny

Vstup* + + + + + +f

1. mûsíc + + + +

2. mûsíc + +

3. mûsíc + + + + +

4. mûsíc + +

5. mûsíc + +

6. mûsíc* + + + + + +f

9. mûsíc + + + + +

12. mûsíc + + + + + +f

f – fakultativnû, * – odebrán v˘stupní test autoimunity stejn˘ jako vstup-
ní test
MM základ = KO + Urea, Kr, Na, K, Cl, Ca, CB, alb., v‰echny jaterní
enzymy, kys. moãová, dále na Ïádance na spec. vy‰. bílkovin: denzita M-
Ig v séru a v moãi, CRP, beta-2 mikro, a také moã + sediment. 
Flowcytometrick˘ panel: panel protilátek pro antigeny T bunûk (CD3,
CD5, kombinace CD4/8) NK bunûk (kombinace CD16/CD56), B bunûk
(kombinace CD19/CD20), monocytÛ (CD14), dendritick˘ch bunûk (kom-
binace CD83/DR/11c a CD83/DR/123). 
KoÏní test: sleduje se koÏní reakce na podání vakcíny, bude se sledovat
erytém a indurace po 24 a 48 hodinách.

Tabulka 3. Charakteristika pacientÛ.

Poãet pacientÛ 12 (9 Ïen, 3 muÏi)

Vûk (medián, rozsah) 62 (48-76) let

Typ myelomu 8 IgG kappa, 4 IgG lambda

Doba od stanovení dg. 59 (13-108) mûsícÛ
(medián, rozsah)

Pfiedchozí léãba medián 8 (4-14) cyklÛ chemoterapie 
5 pacientÛ 1 x SCT, 2 pacienti 2x SCT
UL: 9 pac. IFN, 1 pac. DEX, 2 pac. thalidomid

Vstupní stav nemoci MIg: 14,6 (10,2-34,2) g/l
(medián, rozsah) albumin: 42,4 (36,4-46,4) g/l

beta 2-mikroglobulin: 2,1 (1,1-4,1) mg/l
infiltrace kostní dfienû: 2,4 (0-10,8)%

SCT-- autologní transplantace kmenov˘ch bunûk, UL - udrÏovací léãba,
IFN - interferon-alfa, DEX – dexamethason, MIg – monoklonální imu-
noglobulin

Sledování klinické a imunologické odpovûdi na vakcínu
Základním parametrem pfii sledování klinické odpovûdi na
vakcinaci je koncentrace monoklonálního imunoglobulinu
v séru pacientÛ. Bûhem prvních 3 vakcinací zatím nedo‰lo
k detekovatelné klinické odpovûdi (grafy 1 a 2). V˘sledky pro-
liferaãních testÛ jsou shrnuty v grafech 3 a 4. Vzhledem ke
krátké dobû sledování se zatím nelze k aktivaci imunologic-
k˘ch parametrÛ vakcínou vyjádfiit.

NeÏádoucí úãinky a reakce na vakcínu
Bûhem prvních tfií vakcinací jsme ve vakcinaãní studii zatím
nezaznamenali závaÏnûj‰í toxickou reakci. U jednoho pacien-
ta do‰lo k rozvoji exantému a febrilií po podání IL-2 bûhem 4.
cyklu vakcinace. U v‰ech pacientÛ dochází po podání ke vzni-
ku erytému v místû injekce, u asi 50 % pacientÛ i k vzniku indu-
race. Lokální obtíÏe vymizí do 3 dnÛ.
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Diskuse
Podání vakcíny sestávajících z nádorového antigenu (Id pro-
teinu, myelomové buÀky) v kombinaci s imunostimulaãní lát-
kou – proteinem keyhole limpet hemocyanin (KLH) nebo bez
nûj má minimální toxicitu. Odborné literatufie není popsán pfií-
pad, kde by do‰lo k závaÏnûj‰ímu ohroÏení nemocného. Podle
dosavadních studiích v‰ak úãinnost tûchto vakcín nepfiesahu-

Graf 1. V˘voj hladin monoklonálního imunoglobulinu (MIg) pfied
vakcinací a bûhem prvních 2 mûsícÛ vakcinace (pacienti 1.–6.).

V˘voj hladin MIg – pacienti 1.–6.

Graf 2. V˘voj hladin monoklonálního imunoglobulinu (MIg) pfied
vakcinací a bûhem prvních 2 mûsícÛ vakcinace (pacienti 7.–12.).

V˘voj hladin MIg – pacienti 7.–12.

Graf 3. V˘sledky proliferaãních testÛ bûhem prvních cyklÛ vakcina-
ce u pacientÛ 1.–6.

V˘voj proliferaãního testu – pacienti 1.–6.

Graf 4. V˘sledky proliferaãních testÛ bûhem prvních cyklÛ vakcina-
ce u pacientÛ 7.–12.

V˘voj proliferaãního testu – pacienti 7.–12.

je 20% léãebn˘ch odpovûdí. Navíc je tato odpovûì nepfiedpo-
vûditelná a v fiadû pfiípadÛ nekoreluje s detekovatelnou proti-
nádorovou imunitou u nemocného. SloÏení optimální vakcí-
ny a správná schémata se hledají. Souãasné trendy preferují
podkoÏní podání vakcíny namísto intravenózního, pfii kterém
dojde k vychytání DB v játrech a plicích. Opakované podání
vakcíny je upfiednostnûno namísto jednorázového, které má
minimální úãinnost. 
Otázka optimálního místa aplikace protinádorové vakcíny není
dofie‰ena. Jeden milión dendritick˘ch bunûk aplikovan˘ do
lymfatické uzliny má jin˘ v˘sledn˘ efekt neÏ stejná dávka apli-
kovaná intradermálnû nebo intravenóznû. Dostupné studie
o migraci dendritick˘ch bunûk dokumentují, Ïe jen 1% DB
aplikovan˘ch do kÛÏe dosáhne lymfatick˘ch uzlin (12,13). DB
aplikované intravenóznû jsou zadrÏeny pfiedev‰ím v plicích,
játrech a slezinû, ne v‰ak v uzlinách (14). Souãasn˘ konsen-
sus vycházející ze zvífiecích modelÛ a v˘‰e uveden˘ch studií
je aplikace intradermální nebo subkutánní. Vakcína podaná
podkoÏnû je prokazatelnû úãinnûj‰í oproti intravenózní vakci-
naci (15). PodkoÏní podávání bylo jiÏ provedeno v fiadû studií
u pacientÛ s mnohoãetn˘m myelomem, intradermální podání
zatím jen u pacientu s jin˘mi nádory. U vakcinace virusem
vakcinie byla úãinnost s.c. a i.d. podání stejná. Z praktick˘ch
dÛvodÛ autofii doporuãili podkoÏní podávání (16). U vakcina-
cí proti infekãním onemocnûním byly zaznamenány minimál-
ní rozdíly pfii pouÏití podkoÏního ãi intradermálního podání.
Nicménû podkoÏní podání umoÏÀuje pouÏití vût‰ího objemu
v jedné dávce (17,18). 
V na‰í studii se plánuje opakované podání vakcíny s aktivací
imunitního systému bûhem posledních tfií vakcinací pomocí
IL-2, kter˘ by mohl pfiispût k aktivaci bunûãné imunity a tím
k imunoterapeutickému pÛsobení vakcíny. Pro první klinické
aplikace jsme zámûrnû nevybrali skupinu nemocn˘ch tûsnû po
provedení autologní transplantace, u kter˘ch nebyla v˘razná
úãinnost pozorována a navíc zde byla úãinnost velmi obtíÏnû
monitorovatelná. 
Z na‰ich pfiedbûÏn˘ch v˘sledkÛ vypl˘vá, Ïe protinádorová vak-
cinace Id proteinem konjugovan˘m z KLH u pacientÛ s mno-
hoãetn˘m myelomem je relativnû netoxická. Zatím je‰tû nel-
ze hodnotit v˘sledky z hlediska klinické a imunologické
odpovûdi. Dal‰í perspektivní imunoterapeutickou moÏností je
vyuÏití pfiirozeného adjuvans, dendritick˘ch bunûk (5,6). Pfii
pouÏití dendritick˘ch bunûk dochází k v˘raznûj‰í aktivity
odpovûdi T-lymfocytÛ ve srovnání se samotnou Id-KLH vak-
cínou. Protokol klinické studie, kde by se u pacientÛ s mno-
hoãetn˘m myelomem podávaly dendritické buÀky exprimují-
cí autologní Id-protein, v souãasnosti pfiipravujeme.
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