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Souhrn

Vychodiska: V ¢ervnu 2006 byla zahédjena na nasem pracovisti klinicka studie faze Il zamérena
na podani protinddorové vakciny pacientdim s mnohocetnym myelomem. V zaii 2007 bylo do-
konceno vyhodnoceni imunitni a klinické odpovédi u prvnich Ctyf pacientu. Vakcina obsahovala
dendritické bunky pacienta nalozené autolognim monoklonalnim imunoglobulinem produko-
vanym myelomovymi burikami. Metody a soubor pacientti: \V ramci klinické studie faze Il byly
vakcinovani Ctyfi pacienti s mnohocetnym myelomem ve fazi stabilniho ¢i mirné aktivniho one-
mocnéni. Kazdému pacientovi bylo podéno 3est vakcin s odstupem jednoho mésice. Vakcina
obsahovala dendritické buriky kultivované z mononuklearnich bunék periferni krve pacienta na-
loZzené autolognim monoklondlnim imunoglobulinem podle podminek sprdvné vyrobni praxe.
Vakcina splnujici kritéria bezpecnosti a jakosti byla podana pacientovi. Maturace dendritickych
bunék byla prokazana pomoci imunofenotypizace na priitokovém cytometru, imunologicka od-
povéd byla hodnocena metodou ELISpot. Klinickad odpovéd byla sledovana pomoci koncentrace
monoklondlniho imunoglobulinu v séru pacientl. Vysledky a zdvér: Metodou ELISpot byla za-
znamendna imunologickd odpovéd' u 3/4 pacientl. Hladina monoklonalniho imunoglobulinu
kolisala po celych dvanact mésicd sledovani, avsak nepresahla 25% pokles pro dosazeni mini-
malni odpovédi. Vakcina byla velmi dobfe snasena bez zavaznych vedlejsich ucinkd. Klinicka stu-
die pokracuje vakcinaci dalsich pacientd s mnohocetnym myelomem.
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PRIPRAVA PROTINADOROVE VAKCINY PRO PACIENTY S MNOHOCETNYM MYELOMEM NA BAZI DENDRITICKYCH BUNEK

Summary

Backgrounds: On June 2006, phase Il clinical trial focused on anticancer vaccination of multiple myeloma patients, was started. On September 2007,
the immune and clinical response evaluation of first four patients was finished. The anticancer vaccine contained dendritic cells loaded with mono-
clonal immunoglobulin produced by myeloma cells. Methods and Patients: Within the frame of phase Il clinical trial were vaccinated four myeloma
patients with stable disease. It was administered six vaccines for each patient, monthly. The dendritic cells were cultured from the patient’s peri-
pheral blood mononuclear cells and loaded with autologous monoclonal immunoglobulin under the good manufacturing practice conditions.
After the safety and quality control, the satisfactory vaccine was administered to the patient. The functional characteristic of dendritic cells was
evaluated using flow cytometry, the immune response was evaluated using ELISpot. The clinical response was monitored using monoclonal im-
munoglobulin concentration in patient’s sera. Results and Conclusion: The immune response detected using ELISpot was observed in 3/4 patients.
The monoclonal immunoglobulin concentration was changeable for all twelve months, but never exceeded the range of 25% for minimal clinical
response achievement. During the vaccination, no significant toxicities or negative side-effects were observed. The clinical trial is going on with
vaccination other patients with multiple myeloma.
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Uvod

Mnohocetny myelom (MM) je charak-
terizovan zhoubnou klonalni prolife-
raci B lymfocytlG. Myelomové buriky
produkuji monoklondIni imunoglobu-
lin (M-1g), ktery obsahuje na svém povr-
chu idiotypové (Id) proteinové struktury
(Id-protein). Jedna se o specifickou an-
tigenni determinantu, kterou je mozno
vyuzit v imunoterapii MM jako antigen
asociovany s nadorem [1]. Id-protein
muze byt predkladan jako vysoce spe-
cificky antigen asociovany s nadorem
prostiednictvim antigen prezentujicich
bunék [2].

Jako nejucinnéjsi antigen prezentu-
jici buiky jsou v protinadorové imu-
noterapii vyuzivany dendritické bunky
(dendritic cells; DCs), které sehrdvaji kli-
¢ovou roli v aktivaci cytotoxickych T lym-
focytd (T lymphocytes; TLs) [3]. Vakcinace
Id-proteinem naloZzenymi DCs je jednou
z moznosti imunoterapie u MM s cilem

navodit specifickou imunitni odpovéd

proti nadorovym burnikam. Vznikla proti-
latkova i bunécna imunitni odpovéd pak
kontroluje rtst populace myelomovych
bunék [1].

V roce 2003 probéhla v nasem vyzkum-
ném centru prvni klinicka studie, kde
byl pacientim s MM poddavan samotny
Id-protein. Jednalo se o prvni protinado-
rovouvakcinu ptipravenouv Ceské repub-
lice [4]. Z vysledk klinické studie vsak vy-
plynulo, ze Id-protein samotny ma slaby
imunogenni potencidl a neni schopen
navodit pozorovatelnou klinickou odpo-
véd'[5]. Byla vSak zaznamendana imunolo-
gicka odpovéd (pozitivita kozniho testu,

zvyseni poc¢tu pamétovych B lymfocyt()
a vakcinace probéhla bez nezadoucich
vedlejsich ucinkl [5]. Vzhledem k témto
skute¢nostem vzrostla snaha o nalezenf
antigenu se silnéjsim imunogennim po-
tencidlem a o zvyseni Ucinnosti vakcin
prostfednictvim DCs jako velmi silného
adjuvans.

Pti pouziti DCs dochazi k vyraznéjsi
odpovédi TLs ve srovnani se samotnym
Id-proteinem [6], proto jsme na nasem
pracovisti pripravili dalsi klinickou stu-
dii faze Il vyuzivajici DCs nalozené auto-
lognim Id-proteinem, kterd byla zaha-
jena v Cervnu 2006. Vakcinacni protokol
dosud dokondili Ctyfi pacienti.

V tomto sdéleni popisujeme nase prvni
zkusenosti s bunécnou protinadorovou
vakcinou podavanou pacientim s MM.

Metody a soubor pacientti

Soubor pacienti

Z planovaného poctu 12 pacientd byla

vakcina aplikovana 4 pacientdim s MM.

Pro zafazeni do klinické studie musela

byt naplnéna nasledujici vstupni kritéria:

1. Pfedléceny nemocny se stabilnim i
mirné aktivnim onemocnénim, u kte-
rého neni indikovana standardni [é¢ba.

2. Aby mohl byt pfesné zaznamenan pfi-
padny Ié¢ebny efekt, je vyZzadovan nej-
méné tiimési¢ni odstup od ukonceni
chemoterapie nebo udrzovaci lé¢by.

3.Vybrany pacient musi mit méfitelné
mnozstvi M-Ig v séru i plazmé.

Kazdému pacientovi bylo intrader-
malné podano celkem Sest vakcin do le-
vého ramene. Vakcina obsahujici DCs na-

loZzené autolognim Id-proteinem byla
podavéna jednou mési¢né.

Pred zacdtkem vakcinace, 3. a 6. mésic
od zacatku vakcinace a déle 3. a 6. mésic
po ukonceni vakcinace je pacientovi in-
tradermalné do levého ramene podavan
také samotny Id-protein. Po 24 a 48 hodi-
nach od aplikace vakciny ¢i samotného
Id-proteinu je sledovana kozni reakce, za-
rudnuti ¢i zatvrdnuti v okoli vpichu. Jedna
se o specifickou imunitni reakci IV. typu
[7]. Po dobu 12 mésicl od zacatku vakci-
nace je jednou mési¢né pacientiim ode-
birdno sérum na méreni koncentrace
M-Ig a periferni krev na standardni vyset-
feni a monitorovani imunitni odpovédi
pomoci pritokové cytometrie. Vzorky
periferni krve na monitorovani specifické
imunitni odpovédi metodou ELISpot
jsou odebirany pred zacatkem vakcinace,
3. a 6. mésic od zacatku vakcinace a déle
3. a 6. mésic po ukonceni vakcinace. Ster-
nalni punkce se provadi v 1. a 6. mésici
od zacétku vakcinace a 6. mésic po jejim
ukonceni. Pro zhodnocenirizika autoimu-
nitni reakce je pred zahdjenim vakcinace
a po jejim ukonceni odebran zakladni
panel autoimunity. Studie byla schvalena
etickou komisi FN Brno.

Priprava protinadorové vakciny podle
podminek spravné vyrobni praxe
Izolace Id-proteinu

Id protein byl izolovan z plazmy/séra pa-
cientll s MM metodou afinitni chromato-
grafie na protein-G koloné [7,8]. Z kon-
centrace M-lg uvedené na zadance (Udaj
stary maximalné jeden mésic, koncen-
trace stanovena imunoturbidimetricky

68

Klin Onkol 2009; 22(2): 67-72




PRIPRAVA PROTINADOROVE VAKCINY PRO PACIENTY S MNOHOCETNYM MYELOMEM NA BAZI DENDRITICKYCH BUNEK

na pfistroji Modular (Roche, Cobos), bylo
vypocitdno mnozstvi plazmy/séra k na-
neseni na kolonu (Econo-Pac Column,
BioRad, USA) s afinitnim sorbentem (pro-
tein G, Sigma-Aldrich, Ceska republika)
tak, aby byla zachovana vazebna kapa-
cita kolony (30mg Ig/1 ml proteinu G).
Eluované frakce Id-proteinu byly spo-
jeny po 5ml a koncentrace M-Ig v jed-
notlivych frakcich byla stanovena po-
moci imunoelektroforézy na Oddéleni
klinické biochemie ve Fakultni nemocnici
Brno (FN Brno). Pozadavek na mnozstvi
Id-proteinu pro vakcinaci jednoho pa-
cienta bylo pfipravit Sest frakci o koncen-
traci 0,8-1,2mg Id-proteinu/ml. Frakce
Id-proteinu byly zamrazeny po 1 ml do
-80°C. Cistota ziskanych frakci byla ové-
fena pomoci elektroforézy na polyakryla-
midovém gelu v pfitomnosti dodecylsul-
fatu sodného (SDS-PAGE) ve Vyzkumném
Ustavu veterinarniho lékaistvi (VUVel,
Brno). Pozadavek na cistotu Id-proteinu
byl = 90 %. Sterilita izolovaného Id-pro-
teinu byla ovéfena na Oddéleni klinické
mikrobiologie ve FN Brno (aerobni a an-
aerobni kultivace, Gramm-Giemsovo
barveni) s negativnim vysledkem jako
podminkou podani vakciny pacientovi
a testovanim pfritomnosti bakterialniho
endotoxinu ve vzorku [9] pomoci LAL
testu (Limulus Amebocyte Lysate PYRO-
GENT 06 Plus US License, Cambrex, USA)
s limitem < 350 U/ml Id-proteinu.

Kultivace dendritickych bunék

DCs byly ziskdny ze 60 ml periferni krve
pacienta s MM kultivaci mononuklear-
nich bunék v pfitomnosti interleukinu 4
(IL-4), faktoru stimulujiciho kolonie gra-
nulocytt a makrofagl (GM-CSF) a tumor
nekrotizujiciho faktoru a jako maturac-
niho cytokinu podle postupu standardné
vyuzivaného na nasem pracovisti [10].
V den +5 kultivace byly nezralé DCs na-
loZeny autolognim Id-proteinem v mnoz-
stvi 50 pg/ml. Zralé DCs byly sesbirany
v den 49 kultivace.

Kontrola bezpecnosti a jakosti
protinddorové vakciny

V rdmci SVP byly provedeny testy bez-
pecnosti a jakosti pfipravené protinado-
rové vakciny. Bezpecnost pro pacienta
byla ovéfena pomoci nasledujicich vy-
Setfeni: a) aerobni a anaerobni kultivace

a Gramm-Giemsovo barveni na OKM ve
FN Brno (vysledek pro podani musi byt
negativni), b) kontrola pfitomnosti my-
koplazmat pomoci metody PCR ve firmé
Genex Brno (vysledek pro podani musi
byt negativni), c) vySetfeni pfitomnosti
bakteridlniho endotoxinu pomoci LAL
testu (limit pro podani je < 350 U/ml).

Kvalita ptipravené vakciny byla ové-
fena pomoci nasledujicich méfeni: a) vi-
talita bunék v den 0 a +9 kultivace (limit
pro podani je = 80 %), b) buné¢nost (limit
pro podani je = 0,5 x 10° DCs), ¢) morfolo-
gie bunék sledovana mikroskopicky (bu-
néc¢na kultura bez znamek kontaminace
a pfitomnost panozek na DCs), d) stu-
pen maturace DCs pomoci imunofeno-
typizace na pritokovém cytometru (limit
pro podani je = 40% HLADR/CD80 nebo
CD86 pozitivnich DCs). Maturace DCs byla
hodnocena mirou exprese nasledujicich
povrchovych antigend: CD3 a CD14 pro
odliseni TLs a monocytd, HLADR nutny
pro prezentaci antigenu, CD83 vypovi-
dajici o zralosti DCs a pfrispivajici k inter-
akcisTLs[11],CD80 a CD86 jako kostimu-
la¢ni molekuly a dale jejich kombinace
HLADR/CD80 a HLADR/CD86 [12].

Méreni na prltokovém cytometru
bylo provadéno v den 0, +5 a +9 kulti-
vace. DCs byly inkubovany 15 min s mo-
noklonalni protildtkou, poté byl pfi-
dan PBS stabilizovany azidem sodnym
a fixovany 1% paraformaldehydem.
K méfeni byl vyuzit pratokovy cyto-
metr FC 500 Cytomics™ (Beckman Coul-
ter, Hialeah, USA). U DCs byly analyzo-
vany nasledujici povrchové antigeny
a jejich kombinace: CD3-FITC/CD14-PE,
HLA-DR-FITC/CD80-PE/CD83-PCS5,
HLA-DR-FITC/CD86-PE/CD83-PC5 (vse
Immunotech, Marseille, Francie).

Vakcina vyhovujici parametriim bez-
pecnosti a jakosti pro podani pacien-
tovi byla po centrifugaci bunék prene-
sena do 1 ml fyziologického roztoku a po
schvdleni oSetfujicim lékafem podéna
pacientovi.

Monitorovani klinické

aimunologické odpovédi

Vysetfeni zahrnovala monitorovani imu-
nitniho systému a jeho reakci na vakcinu.
Klicové bylo hodnoceni lé¢ebné ucin-
nosti. Lé¢ebnd odpovéd byla hodnocena
dle EBMT kritérii [13]. Za lé¢ebnou od-

povéd je povazovédna minimalni odpo-
véd (pokles M-Ig v séru pacienta alespon
025%) [13].

Specifickd imunitni odpovéd byla hod-
nocena metodou ELISpot na pfistroji AID
EliSpot Reader System (AID, Némecko).
Byla méfena specificka aktivace imunit-
niho systému DCs naloZzenymi Id-protei-
nem na zakladé produkce intracelular-
niho interferonu gama (IFN-y) na drovni
jednotlivé buriky [14]. K testovani byl vy-
uzit komer¢ni kit EliSpot Interferon-y
Assay Kit (AID, Némecko) a postupovano
bylo dle pokynt vyrobce [15].

Nespecifickd imunitni odpovéd byla
hodnocena pomoci diferencidlniho krev-
niho obrazu a prdtokové cytometrie.

Specificka imunitni reakce IV. typu
byla hodnocena pomoci kozniho testu
s Id-proteinem [7].

Vysledky

Pro klinické aplikace je klicova standardi-
zace laboratornich postupt a dodrzovani
zasad spravné vyrobni praxe. Na naSem
pracovisti bylo v podminkach SVP pfipra-
veno a podano celkem 24 protinadoro-
vych vakcin, Sest vakcin pro jednotlivého
pacienta s MM.

U 3/4 pacientll byla zaznamenana
imunologickd odpovéd. Hladina mono-
klonélniho imunoglobulinu kolisala po
celych 12 mésicd sledovani, avsak nepre-
sahla 25% pokles pro dosazeni minimalni
odpovédi. Vakcina byla velmi dobfe sna-
$ena bez zavaznych vedlejsich ucinka.

Parametry vakciny

Id-protein

Id-protein izolovany metodou afinitni
chromatografie podle podminek SVP byl
testovan z hlediska bezpecnosti a jakosti.
U kazdého pacienta bylo pfipraveno a za-
mrazeno 12 frakci Id-proteinu o koncen-
traci 1mg/ml (0,85-1,04mg/ml) s ¢is-
totou 95,91 % (91,42-96,94 %), median
(min-max). Pozadavek na koncentraci
a Cistotu Id-proteinu byl spInén u viech
4 pacient( (tab. 1).

V ramci kontroly bezpecnosti byly pro-
vedeny také testy sterility izolovaného
Id-proteinu. Testovana byla pfitomnost
bakteridlniho endotoxinu, aerobni a ana-
erobni kultivace a Gramm-Giemsovo bar-
veni. Limit pro pfitomnost bakteridlniho
endotoxinu a pozadavky na negativni vy-
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Tab. 1. Vyroba Id-proteinu. Koncentrace Id-proteinu byla stanovena imunoelektroforeticky, c¢istota pomoci imunoelektroforézy na
SDS-PAGE. Z hlediska bezpecnosti byl izolovany Id-protein testovan také na pfitomnost bakteridiniho endotoxinu a byla provedena
aerobni a anaerobni kultivace a Gramm-Giemsovo barveni. Vysledky jsou shrnuty v tabulce, u koncentrace a ¢istoty Id-proteinu je

uveden median u vsech 4 pacientl s jeho minimem a maximem.

Koncentrace Cistota Endotoxin Mikrobiologie (aerobni, anaerobni kultivace;
(mg/ml) (%) (<350 U/ml) Gramm-Giemsovo barveni)

pacient 1 1,01 96,62 vyhovujici negativni
pacient 2 0,85 96,94 vyhovujici negativni
pacient 3 1,04 91,42 vyhovujici negativni
pacient 4 0,98 95,20 vyhovujici negativni
median 1,00 95,91 <0,5U/ml negativni
minimum 0,85 91,42

maximum 1,04 96,94

Tab. 2. Dendritické bunky nalozené Id-proteinem. Pro klinické podani DCs naloze-
nych Id-proteinem je dllezitd vitalita bunék v den podéni (den +9) a pocet bunék.
Hodnoty jsou vyjaddieny pomoci medidnu, minima a maxima.

Vitalita-den +9

Pocet bunék

Vitalita DCs u v3ech 24 vakcin v den
+9 byla 90% (66,0-98,0%), median
(min-max). U jedné vakciny byla vitalita
nizsi nez jeji limit pro podani (= 80 %),
a to pouhych 66 %. Pfesto byla vakcina

praimér (%) (x10°) osetfujicim |ékafem pacienta schvalena
pacient 1 (median — 6 vakcin) 85,0 8,7 k podani vzhledem k naplnéni celkové
pacient 2 (median - 6 vakcin) 90,5 10,6 podminky podani (obsahuje-li alespon
pacient 3 (median - 6 vakcin) 90,0 6,1 0,5 x 10° Zivych DCs, z nichz minimalné
pacient 4 (medién — 6 vakcin) 93,5 8,6 40% je HLADR/CD80 nebo CD86 pozitiv-
ek (4 el 90,0 8,7 nich). Mnozstvi ziskanych DCs bylo velmi
minimum 66,0 0,9 rdznorodé a lisilo se jak mezi pacienty,
maximum 98,0 320 tak mezi jednotlivymi experimenty u té-

Tab. 3. Imunofenotypizace dendritickych bunék naloZenych Id-proteinem. Po celou
dobu kultivace v den 0, +5 a +9 byl monitorovén imunofenotyp DCs na pritokovém
cytometru. V tabulce jsou zaznamenany vybrané povrchové antigeny a zmény v jejich
expresi v den 0 a +9 pro 24 vyrobenych vakcin. Hodnoty jsou vyjadfeny pomoci me-

didnu, minima a maxima.

hoz pacienta. Ze 60 x 10 mononuklear-
nich bunék periferni krve bylo ziskano
8,7 x 10° DCs (0,9-32,0 x 10°), median
(min-max). Vysledky vitality a bunéc¢nosti
jsou shrnuty v tab. 2.

V rdmci testovani bezpecnosti vak-
ciny bylo v den +8 kultivace provadéno
testovani na pfitomnost mykoplazmat
a bakteridlniho endotoxinu ve vakciné.

CD14+ (%) CD83+ (%)  HLADR/CD86+ (%) : vake
den0 den+9 denO den+9 denO den+9 Dale byly provedeny testy sterility jako
pacient 1 (median -6 vakcin) 29 0,2 04 251 37 944 GrZ“Tm'G'emS;’V,"kbf,rve”' (:e” +58)' ae-
pacient 2 (median - 6 vakcin) 2,8 0,3 04 139 50 939 rob”',lf a;aero niku t"iac‘: ( Z” ; ) a,a;'
pacient 3 (medién -6 vakcin) 50 0,1 03 438 48 979 o ”k'l.” |Yzcesvl'1(p(zrna+a9r; ‘E,O f raneno
pacient 4 (medidn - 6 vakcin) 3,8 0,2 03 233 46 954 ptc\)/is r:zerll X:Jnne< 35eg U/rr;l Ilomll n! r:':lnvc:]z
median (median - 24 vakcin) 3,5 0,2 03 300 47 950 stvl endotoxinu = 35 y'o spineno
. u 100 % (24/24) vakcin. Ostatni testy ste-
min 100 0 >0 15 50 rility splfiovaly u 100 % (24/24) vakcin po-
max e o7 02 il a0 i iad);VSk na né, ativni :)/ ysledek P
b 0,02 0,019 0,021 9 y '

sledky testu sterility byly splnény u viech
24 podanych vakcin (tab. 1).

Kultivace dendritickych bunék
DCs pacientll byly kultivovany podle
podminek SVP po dobu deviti dn( v pfi-

tomnosti GM-CSF a IL-4. V den +5 kulti-
vace byly DCs naloZeny Id-proteinem
a v den +6 maturovany pomoci TNF-a.
V den 0 a +9 kultivace byla mérena vita-
lita bunék a bunécnost kultury. V den 0,
+5 a 49 byla sledovana morfologie DCs.

Imunofenotypizace DCs vypovidajici
o jejich zralosti byla hodnocena na pru-
tokovém cytometru. V kultufe béhem
9denni kultivace dochazi k preméné mo-
nocytd na DCs, coz se projevuje statis-
ticky vyznamnou ztrdtou exprese anti-
genu CD14 z 3,5% (1,0-12,9%) v den
0 na 0,2% (0-6,7 %) v den +9, p = 0,020.
DCs postupné vyzravaji, o ¢emz vy-
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Obr. 1. Méfeni specifické imunitni odpovédi metodou ELISpot. Metodou ELISpot byl méfen ,pocet spotl’, tedy pocet TLs aktivovanych
DCs nalozenych autolognim Id-proteinem u 4 pacient(. Aktivace TLs je méfrena na zac¢atku vakcinace, 3. a 6. mésic od zacatku vakcinace, dale
3. a 6. mésic po ukonceni vakcinace. Imunitni odpovéd byla zaznamendna u pacientt ¢. 1, 2 a 3, kde pocet spotd v pribéhu vakcinace pre-

sahl pocet spotd na zacatku vakcinace.

povida také statisticky vyznamné zvy-
Seni exprese antigenu CD83 z 0,3%
(0-0,9%) v den 0 na 30% (5,0-91,3%)
vden +9 s p=0,019 a statisticky vyznam-
nym zvysenim exprese kombinace anti-
genl HLA-DR/CD86 ze 4,7 % (1,5-14,0 %)
v den 0 na 95% (50,1-99,3 %) v den +9,
p = 0,021. Vysledky jsou shrnuty v tab. 3,
kde jsou zaznamenany mediany procen-
tudlnichhodnotexprimovanych antigent
v den 0 a +9 kultivace DCs s jejich minimy
a maximy a statistickd vyznamnost.

Klinicka a imunologicka odpovéd'na
vakcinu

Imunologickd odpovéd

Specifickd aktivace imunitniho systému
na zadkladé produkce aktiva¢niho mar-
keru IFN-y hodnocena na urovni jed-
notlivé bunky metodou ELISpot byla
pozitivni u 3/4 pacientl. U pacienta
¢. 4 nebyla zaznamenéana zadna imu-
nitni odpovéd, pouze pokles prlimér-
ného poctu spotd oproti vstupni hod-
noté (obr. 1). U pacienta ¢. 2 se objevila
pozitivita jiz na pocatku vakcinace (prd-
mérné 357 spotl), avsak doslo ke zvy-

seni poctu spotl 6. mésic (prmérné
404 spotd) a 9. mésic (445 spotll) od
zacatku vakcinace (obr. 1). U pacienta
¢. 3 byla zaznamendna pozitivni odpo-
véd ve 3.-12. mésici sledovéni s maxi-
mem ve 12. mésici (pramérné 85 spotl),
u pacienta ¢. 1 byla rovnéz zazname-
nana pozitivni odpovéd ve 3.-12. mésici
sledovani s maximem v 6. mésici sledo-
vani (pramérné 300 spotl) (obr. 1).

Nespecifickou reakci imunitniho sy-
stému na zakladé flow cytometrického
panelu nelze zatim statisticky hodno-
tit vzhledem k malému poctu pacientd,
ktefi dokoncili vakcinacni protokol.

Oddaleny test hypersenzitivity po po-
dani samotného Id-proteinu byl zcela
negativni u pacienta ¢. 2, pozitivni u pa-
cienta ¢. 1 a 3 a nehodnotitelny u pa-
cienta ¢. 4, u kterého byla reakce pozitivni
jiz pfi zahdjeni vakcinace.

Klinickd odpoveéd’

Zéakladnim parametrem pro sledovani kli-
nické odpovédi na vakcinu byla hladina
M-Ig v séru pacient. BEhem vakcinace
a po dobu sesti mésicll po jejim ukon-

¢eni nebyla zaznamenana klinicka odpo-
véd' u zadného pacienta, avsak zaroven
nedoslo ani k progresi nemoci u zadného
z pacientt. Hladina M-Ig kolisala po celou
dobu sledovani, pokles koncentrace oproti
vstupni hodnoté se pohyboval v rozmezi
0-14,6% s medianem 9,3 %, avsak nikdy
nepresahl 25% pro dosazeni minimalni
odpovédi. U viech ¢tyf vakcinovanych pa-
cientl trvalo stabilni onemocnéni po ce-
lou dobu sledovéni (12 mésic().

NeZddouci ucinky a reakce na vakcinu

U prvnich 4 pacient(, resp. 24 podanych
vakcin, jsme v pribéhu vakcina¢ni stu-
die nezaznamenali zdvaznou toxickou
reakci. U 29 % (7/24) aplikaci doslo po po-
dani vakciny ke vzniku zarudnuti v misté
aplikace, u 63% (15/24) aplikaci doslo
i ke vzniku zatvrdnuti. Medidn vymizeni
lokalni reakce byl 4 dny (2-6). U jednoho
pacienta byly zaznamendny subfebrilie
do 37,2°C po kazdém podani vakciny.

Zavér a diskuze
Pro klinické aplikace je klicova standardi-
zace laboratornich postup(l a dodrzovani
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zasad spravné vyrobni praxe. V ¢ervnu
2006 byla na nasem pracovisti zahajena
klinickd studie faze Il nazvana ,Vakcinace
pacientt dendritickymi bufikami nalo-
zenymi monoklondlnim imunoglobuli-
nem® v rdmci niz jsou v podminkach SVP
pfipravovéany protinddorové vakciny pro
pacienty s MM. Tato klinicka studie byla
schvdlena Statnim uUstavem kontroly léciv
(SUKL) Ceské republiky. Do studie bude
zafazeno celkem 12 pacientl s MM se
stabilnim onemocnénim. Vakcina¢ni pro-
tokol byl ukoncen u prvnich 4 pacient(.

Pro kazdého pacienta bylo pfipraveno
Sest vakcin obsahujicich DCs nalozené
autolognim Id-proteinem, celkem bylo
tedy pfipraveno a podéano 24 vakcin. Vak-
cina byla aplikovana jednou mési¢né po
dobu pul roku.

V této praci jsou shrnuty vysledky pre-
devsim laboratorni ¢asti studie, ktera pro-
bihala podle podminek SVP. Laboratorni
pfiprava protinadorové vakciny zahrno-
vala izolaci Id-proteinu s vyuzitim afinitni
chromatografie, kontrolu bezpecnosti
a jakosti, dale pfipravu zralych DCs nalo-
Zenych autolognim Id-proteinem s kon-
trolou bezpecnosti a jakosti celé vakciny
a kontrolu funkéni charakteristiky DCs po-
moci imunofenotypizace na pritokovém
cytometru. U viech 24 podanych vakcin
byla splnéna kritéria testl bezpecnosti
a jakosti pro podani vakciny pacientovi
stanovena instituci SUKL Ceské republiky.
Pouze u jedné vakciny byla nizsi vitalita
bunék oproti stanovenému limitu, avsak
vzhledem ke splnéni celkového kritéria
k podani (alespon 0,5 x 106 Zivych DCs
minimalné 40% HLADR+CD80/86 pozi-
tivnich) byla vakcina schvéalena o3etfuji-
cim lékafem k podani.

U 3/4 pacientt byla zaznamendana imu-
nologickd odpovéd na vakcinu meto-

dou ELISpot. Pfi hodnoceni kozniho testu
doslo u 3/4 pacientl po podani k zarud-
nuti v misté injekce, u 3/4 pacient( k mist-
nimu zatvrdnuti. Median vymizeni lokalni
reakce byl ¢tyfi dny (2-6). Monitorovani
imunitniho systému pomoci pritokové
cytometrie nelze zatim statisticky hodno-
tit vzhledem k malému poctu pacient(.
Dosud ziskand data a literarni Udaje
svéd¢i o tom, Ze pres prokazani imunolo-
gické odpovédi na vakcinu tato nekore-
luje s odpovédi klinickou [6,16].

U prvnich 4 pacientl nebyla zazna-
menana klinickd odpovéd na vakcinu ve
smyslu poklesu M-Ig v periferni krvi pa-
cientd. Tyto vysledky koreluji s vysledky
ostatnich pracovist, kde probihaly kli-
nické studie s DCs naloZzenymi Id-protei-
nem pro pacienty s MM [6,16,17].

Velmi dilezita je skute¢nost, Ze po ce-
lou dobu vakcinace nebyly zazname-
nany zadné zdvazné negativni vedlejsi
ucinky ¢i projevy toxicity a kvalita vak-
ciny byla srovnatelnd se zahrani¢nimi kli-
nickymi studiemi [6,17,18]. Navic po celou
dobu sledovani pacientt (Sest mésicl vak-
cinace + $est mésicll imunomonitoring)
nedoslo k progresi ani u jednoho ze ¢tyf
vakcinovanych pacientd, u viech trvalo
stabilni onemocnéni. Vzhledem k proka-
zané imunitni reakci organizmu na vak-
cinu a k zanedbatelnym nezadoucim G¢in-
kaim je tedy nezbytné pokracovat ve vyvoji
ucinnéjsich protinadorovych vakcin.
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