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Souhrn: Idiotypové (Id) proteinové struktury monoklonalniho imunoglobulinu produkovaného malignimi buitkami mnohocet-
ného myelomu jsou exprimovany na buné¢ném povrchu myelomovych plazmatickych bunék a daji se vyuZit pro indukci nado-
rové specifickych T lymfocyti. Vakcinace Id-proteinem je jednou z moZnosti imunoterapie mnohocetného myelomu a jinych B-
bunécnych malignit s cilem vyvolat specifickou imunitni odpovéd proti nddorovym burikdm. Vznikla humorélni i celularni anti-Id
odpovéd pak kontroluje riist myelomového klonu. V naSem centru zacala klinick4 studie faze II, kde se Id-protein po konjugaci
s imunogennim nosi¢em keyhole limpet hemocyanin (KLH) podava pacientim s mnohocetnym myelomem. Ve druhé poloviné
1écby se k vakeiné pridava interleukin-2. Vakcina bude pouZita ve skupiné vybranych 12 nemocnych se stabilnim onemocnénim
nebo s mirné aktivmm onemocnemm u kterych neni dale indikovana standardni terapie Behem prvnich vakcinaci jsme neza-

Klicova slova: mnohocetny myelom, vakcinace, imunoterapie, idiotyp, klinick4 studie

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 Il 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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Uvod

Maligni buriky u mnohocetného myelomu produkuji monok-
lonalni imunoglobulin, ktery nalézdme v séru pacientt. Idio-
typové (Id) proteinové struktury jsou exprimovany a prezen-
tovany hlavnim histokompatibilitnim komplexem (MHC) na
bunécném povrchu myelomovych plazmatickych bunék a tak-
to jsou predkladany jako vysoce specificky antigen asociova-
ny s nddorem (tumor-associated antigen) (1-3). Tato prezen-
tace Id-proteinu umoZiiuje predklddat maligni plazmatickou
buiiku jako ter¢ pro Id-specifické T-butiky (4).

Vakcinace Id-proteinem je jednou z moznosti imunoterapie
mnohocetného myelomu a jinych B-bunéfnych malignit
s cilem vyvolat specifickou imunitni odpovéd proti nddoro-
vym butikdm. Vznikl4 humordlni i celularni anti-Id odpovéd
pak kontroluje riist myelomového klonu (3,5,6).

V naSem centru zacala s fijnu 2003 klinick4 studie, kde se Id-
protein po konjugaci s imunogennim nosic¢em keyhole limpet
hemocyanin (KLH) podadva pacientiim s mnohocetnym mye-
lomem. Jednd se o prvni protinddorovou vakcinu vyrobenou
v Ceské republice.

Material a metody

Design studie

Vakcina bude pouZita ve skupiné vybranych 12 nemocnych se
stabilnim onemocnénim nebo s mirné aktivnim onemocnénim,
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u kterych neni indikovana standardni terapie. Jedna se o pred-
lécené nemocné. Bude vyZadovan nejméné tfiimési¢ni odstup
od ukoncené chemoterapie nebo udrZovaci 1é€by proto, aby
1é¢ebny efekt mohl byt pfesné zméfen. Pro v§echny nemocné
s MM bude zédkladni podminkou méfitelnost onemocnéni
pomoci imunoelektroforézy. Vakcina bude aplikovdna
v mésicnich intervalech. VZdy se bude jednat o ockovaci lat-
ku Id proteinu konjugovaného s KLH, imunogennim pepti-
dem, ktery byl pii vakcinacich jiz vyzkouSen (7-9). Pro prvni
3 podéni vakciny bude poddna vakcina samotnd, poté bude pii
nasledujicich 3 poddnich vakcina kombinovana s interleuki-
nem-2 (IL-2) v netoxické davce vyzkouSené v prvni generaci
naSich imunoterapeutickych protokoli (10). Cytokin je pfidan
ve snaze maximalizovat stimula¢ni d¢inek vakciny na bunéc-
nou imunitu.

Vstupnf kritéria

@ jedna se o myelom produkujici méfitelné mnozstvi sérové-
ho M-Ig

@ hladina M-Igje > 10 g/l

@ onemocnéni je v plato fazi (maximalné + 25% kolisani hla-
diny M-Ig v priibéhu poslednich 3 mésict) pfi¢emzZ nemoc-
ny nedostal nejméné 3 mésice Zadnou specifickou 1é¢bu na
MM. Pfi zarazeni do studie nejsou splnéna kritéria progre-
se dle 4W



@ pacient nebyl v pribéhu 3 mésict pred zafazenim do studie
lé¢en glukokortikoidy

@ aktivita jaternich enzymu je mensi neZ pétindsobek horni
hranice normy, hladina sérového kreatininu mensi nez dvoj-
nasobek horni hranice normy

@ pacient podepsal informovany souhlas

Vylucovaci kritéria

@ jedna se o nesecernujici myelom nebo relabujici myelom

@ u pacienta je pfitomna dalSi zdvazna choroba s negativnim
vlivem na délku Zivota

Terapeutické schéma
Terapeutické schéma je uvedeno v tabulce 1.

Tabulka 1. Terapeutické schéma vakcinace autolognim Id-proteinem
konjugovanym s KLH u pacienti s mnohocetnym myelomem.

Cyklus A Den 0 Podani Id-KLH, min. 0.5 mg i.d.
Den 1-28 Bez lécby

Cyklus B-IL-2 Den0 Podani Id-KLH, min. 0.5 mg i.d.
Den 1-14 IL-2 1x 10° IU/m? 3 x tydné
Den 15-28  Bez lécby

Priprava vakciny

Izolace Id proteinu je provedena z periferni krve nemocnych
s mnohocetnym myelomem technikou afinitni chromatografie.
Po vysrdZeni imunoglobulinové frakce siranem amonnym
v poméru 1:1 je smes michdna 24 hod.; 4 °C. Nésleduje centri-
fugace 20min; 10 000 rpm. Ziskany precipitit je rozpuStén
v minimdlnim mnoZstvi fyziologického roztoku (PBS, pH 7,3)
adialyzovén pro odstranéni sraZeciho ¢inidla. Pti dialyze je pou-
Zito dialyzacni stfivko (68035CY, MWCO:3,5K; BioTech), dia-
lyzacni roztok (PBS, pH 7,3), doba dialyzy 24 hod. s 3ndsob-
nou vyménou dialyzacniho roztoku. Nésleduje stanoveni
koncentrace M-Ig v dialyz4tu imunoturbidimetricky. Vlastni
izolace M-Ig afinitni chromatografii je provedena na protein-
G koloné (Sigma P4691; kapacita kolony-30mg Ig/1ml Protei-
nu G). Vzorek je na kolonu nanesen v mnoZzstvi, které odpovi-
d4 kapacité¢ kolony. Nenavdzané frakce jsou odstranény
promytim 25-50 ml fyziologického roztoku (PBS, pH 7,3). Elu-
ce navazaného proteinu je provedena 0,2M glycinem (pH 2,7).
Jsou odebirdny jednotlivé frakce po 0,9 ml, které jsou okamZzi-
té neutralizovany piidavkem 0,1ml 1M TRIS —baze. Obsah pro-
teint ve frakcich je stanoven na zakladé méfeni absorbance pfi
vinové délce 280 nm. Déle je provedena 4 hodinové inkubace
s ekvivalentnim mnozZstvim proteinu KLH (Sigma) za pfitom-
nosti 0,1% glutaraldehydu (Sigma). Vysledny konjugét je zba-
ven endotoxinu inkubaci s Polymyxinem B (Sigma). Nasledu-
je precisténi dialyzou a prefiltrovani (0.22 um filtr) konjugatu
(11). Pripadna pritomnost bakteridlnich endotoxin je vylouce-
na zavedenim LAL testu (Limus Amebocyte Lysate, Bio Whit-
taker).

Monitorovdni klinické a imunologické odpovédi

VySetfeni zahrnuji vyhodnoceni imunitniho systému a jeho
reakce na vakcinu, kliové je hodnoceni 1écebné tcinnosti
(Tabulka 2).

Stimulace specifické imunitni odpovédi je hodnocena prolife-
racnim testem mononuklearnich bunék v pfitomnosti antige-
nu (thymidinovy test) a ELISPOT-em. Nespecifickd imunitni
odpovéd bude hodnocena pomoci diferencidlniho krevniho
obrazu a vysledki flowcytometrického panelu.

Specifickd imunitni reakce I'V. typu je hodnocena pomoci koz-
niho testu s Id-proteinem a KLH.

Soucasné je odebran zédkladni panel autoimunity pro objek-
tivni zhodnoceni moZnosti rizika autoimunity (protilatky anti-
thyreoglobulin IgG, ANA (ANF) screening, RF, IgE celkové).

Tabulka 2. Plin vySetfeni u vakcinovanych pacienti.
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f — fakultativng, * — odebran vystupni test autoimunity stejny jako vstup-
ni test

MM ziklad = KO + Urea, Kr, Na, K, Cl, Ca, CB, alb., v§echny jaterni
enzymy, kys. mo¢ov4, dale na Zddance na spec. vySs. bilkovin: denzita M-
Ig v séru a v moci, CRP, beta-2 mikro, a také moc + sediment.
Flowcytometricky panel: panel protilatek pro antigeny T bunék (CD3,
CD5, kombinace CD4/8) NK bunék (kombinace CD16/CD56), B bunék
(kombinace CD19/CD20), monocytii (CD14), dendritickych bunék (kom-
binace CD83/DR/11c a CD83/DR/123).

KoZni test: sleduje se koZni reakce na podani vakciny, bude se sledovat
erytém a indurace po 24 a 48 hodinéch.

RovnéZ jsou zamraZeny 10 ml plazmy, 10 ml séra a 1x10°
mononukledrnich buné€k pfed zahdjenim vakcinace pro potie-
bu dalSiho hodnoceni.

Vysledky
Charakteristika pacientii
Charakteristika pacientl ve studii je uvedena v tabulce 3.

Tabulka 3. Charakteristika pacienti.

12 (9 Zen, 3 muzi)
62 (48-76) let
Typ myelomu 8 IgG kappa, 4 I1gG lambda

Doba od stanoveni dg. | 59 (13-108) mésict
(median, rozsah)

Predchozi 1écba

Pocet pacient

Vék (median, rozsah)

medidn 8 (4-14) cykli chemoterapie
5 pacientil 1 x SCT, 2 pacienti 2x SCT
UL: 9 pac. IFN, 1 pac. DEX, 2 pac. thalidomid

Mlg: 14,6 (10,2-34,2) g/1

albumin: 42,4 (36,4-46,4) g/1

beta 2-mikroglobulin: 2,1 (1,1-4,1) mg/1
infiltrace kostni diené: 2,4 (0-10,8)%

Vstupni stav nemoci
(median, rozsah)

SCT-- autologni transplantace kmenovych bunék, UL - udrZovaci 1é¢ba,
IFN - interferon-alfa, DEX — dexamethason, MIg — monoklonalni imu-
noglobulin

Sledovdni klinické a imunologické odpovédi na vakcinu
Zakladnim parametrem pfi sledovéni klinické odpovédi na
vakcinaci je koncentrace monoklondlniho imunoglobulinu
v séru pacient. Béhem prvnich 3 vakcinaci zatim nedoSlo
k detekovatelné klinické odpovédi (grafy 1 a2). Vysledky pro-
lifera¢nich testl jsou shrnuty v grafech 3 a 4. Vzhledem ke
kratké dobé sledovani se zatim nelze k aktivaci imunologic-
kych parametrt vakcinou vyjadfit.

NeZddouct ucinky a reakce na vakcinu

Béhem prvnich tii vakcinaci jsme ve vakcinacéni studii zatim
nezaznamenali zavaznéjsi toxickou reakci. U jednoho pacien-
ta doSlo k rozvoji exantému a febrilii po podéni IL-2 béhem 4.
cyklu vakcinace. U v8ech pacientli doch4zi po podani ke vzni-
ku erytému v misté injekce, u asi 50 % pacienttii k vzniku indu-
race. Lokalni obtiZe vymizi do 3 dnt.
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Graf 1. Vyvoj hladin monoklonalniho imunoglobulinu (MIg) pied
vakcinaci a béhem prvnich 2 mésict vakcinace (pacienti 1.-6.).

Graf 4. Vysledky proliferac¢nich testit béhem prvnich cykla vakcina-
ce u pacientu 7.-12.

Vyvoj hladin Mlg — pacienti 1.-6.
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Graf 2. Vyvoj hladin monoklonalniho imunoglobulinu (MIg) pred
vakcinaci a béhem prvnich 2 mésicii vakcinace (pacienti 7.-12.).

Vyvoj hladin Mlg — pacienti 7.-12.

40
: Vel | 2
-8
" X 49,
L P =2 |5 10
15 e ¢ o= :
10 —a == 11.
g .12

|::| =

Graf 3. Vysledky proliferac¢nich testit béhem prvnich cykla vakcina-
ce u pacienta 1.-6.

Vyvoj proliferaéniho testu — pacienti 1.-6.
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Podani vakciny sestdvajicich z nddorového antigenu (Id pro-
teinu, myelomové buiiky) v kombinaci s imunostimulacni 14t-
kou - proteinem keyhole limpet hemocyanin (KLH) nebo bez
néj md minimdlni toxicitu. Odborné literatufe neni popsén pii-
pad, kde by doslo k zdvaZnéjSimu ohroZeni nemocného. Podle
dosavadnich studiich v§ak d¢innost t€chto vakcin nepiesahu-

66 KLINICKA ONKOLOGIE 17 2/2004

Vyvoj proliferacniho testu — pacienti 7.-12.
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je 20% lécebnych odpovédi. Navic je tato odpovéd nepredpo-
véditelna a v fadé pripadi nekoreluje s detekovatelnou proti-
nadorovou imunitou u nemocného. SloZeni optimdlni vakci-
ny a spravnd schémata se hledaji. Soucasné trendy preferuji
podkozni podani vakciny namisto intravendzniho, pii kterém
dojde k vychytini DB v jatrech a plicich. Opakované podani
vakciny je upfednostnéno namisto jednordzového, které ma
minimdlni G¢innost.

Otazka optimalniho mista aplikace protinddorové vakciny neni
dotfeSena. Jeden milién dendritickych bunék aplikovany do
lymfatické uzliny mé jiny vysledny efekt nez stejna davka apli-
kovand intradermdlné nebo intravendzné. Dostupné studie
o migraci dendritickych bunék dokumentuji, Ze jen 1% DB
aplikovanych do kiize dosahne lymfatickych uzlin (12,13). DB
aplikované intravendzné jsou zadrZeny predevsim v plicich,
jatrech a slezing, ne v8ak v uzlinich (14). Soucasny konsen-
sus vychézejici ze zvifecich modelil a vySe uvedenych studii
je aplikace intradermdlni nebo subkutdnni. Vakcina podana
podkozné je prokazatelné i¢innéjsi oproti intravendzni vakci-
naci (15). PodkoZni podadvani bylo jiZ provedeno v fadé¢ studii
u pacientll s mnohocetnym myelomem, intradermalni podani
zatim jen u pacientu s jinymi nddory. U vakcinace virusem
vakcinie byla tcinnost s.c. a i.d. poddni stejnd. Z praktickych
davodu autoti doporucili podkozni podavani (16). U vakcina-
ci proti infek¢nim onemocnénim byly zaznamendny minimal-
ni rozdily pfi pouZiti podkoZniho ¢i intradermédlniho podéni.
Nicméné podkozni podani umoZiluje pouZiti vétSsiho objemu
v jedné davce (17,18).

V nasi studii se planuje opakované podani vakciny s aktivaci
imunitniho systému béhem poslednich tfi vakcinaci pomoci
IL-2, ktery by mohl pfispét k aktivaci buné¢né imunity a tim
k imunoterapeutickému piisobeni vakciny. Pro prvni klinické
aplikace jsme zamérné nevybrali skupinu nemocnych tésné po
provedeni autologni transplantace, u kterych nebyla vyrazni
ucinnost pozorovana a navic zde byla Gi¢innost velmi obtiZné
monitorovatelnd.

Z nasich predbéznych vysledkl vyplyvé, Ze protinddorova vak-
cinace Id proteinem konjugovanym z KLH u pacientli s mno-
hocetnym myelomem je relativné netoxickd. Zatim jeSté nel-
ze hodnotit vysledky z hlediska klinické a imunologické
odpovédi. Dalsi perspektivni imunoterapeutickou moznosti je
vyuziti pfirozeného adjuvans, dendritickych bunék (5,6). Pfi
pouziti dendritickych buné€k dochdzi k vyrazngjsi aktivity
odpovédi T-lymfocytd ve srovnani se samotnou Id-KLH vak-
cinou. Protokol klinické studie, kde by se u pacientdl s mno-
hocetnym myelomem podévaly dendritické butiky exprimuji-
ci autologni Id-protein, v soucasnosti pfipravujeme.

Vypracovano s podporou grantu IGA MZCR NC 6763-3.
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