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So uhrn 
Východiska: V červnu 2006 byla zahájena na našem pracovišti klinická studi e fáze II zaměřená 
na podání protinádorové vakcíny paci entům s mnohočetným myelomem. V září 2007 bylo do-
končeno vyhodnocení imunitní a klinické odpovědi u prvních čtyř paci entů. Vakcína obsahovala 
dendritické buňky paci enta naložené a utologním monoklonálním imunoglobulinem produko-
vaným myelomovými buňkami. Metody a so ubor paci entů: V rámci klinické studi e fáze II byly 
vakcinováni čtyři paci enti s mnohočetným myelomem ve fázi stabilního či mírně aktivního one-
mocnění. Každému paci entovi bylo podáno šest vakcín s odstupem jednoho měsíce. Vakcína 
obsahovala dendritické buňky kultivované z mononukle árních buněk periferní krve paci enta na-
ložené a utologním monoklonálním imunoglobulinem podle podmínek správné výrobní praxe. 
Vakcína splňující kritéri a bezpečnosti a jakosti byla podána paci entovi. Maturace dendritických 
buněk byla prokázána pomocí imunofenotypizace na průtokovém cytometru, imunologická od-
pověď byla hodnocena metodo u ELISpot. Klinická odpověď byla sledována pomocí koncentrace 
monoklonálního imunoglobulinu v séru paci entů. Výsledky a závěr: Metodo u ELISpot byla za-
znamenána imunologická odpověď u 3/ 4 paci entů. Hladina monoklonálního imunoglobulinu 
kolísala po celých dvanáct měsíců sledování, avšak nepřesáhla 25% pokles pro dosažení mini-
mální odpovědi. Vakcína byla velmi dobře snášena bez závažných vedlejších účinků. Klinická stu-
di e pokračuje vakcinací dalších paci entů s mnohočetným myelomem.
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Úvod
Mnohočetný myelom (MM) je charak-
terizován zho ubno u klonální prolife-
rací B lymfocytů. Myelomové buňky 
produkují monoklonální imunoglobu-
lin (M- Ig), který obsahuje na svém povr-
chu idi otypové (Id) proteinové struktury 
(Id- protein). Jedná se o specificko u an-
tigenní determinantu, ktero u je možno 
využít v  imunoterapii MM jako antigen 
asoci ovaný s  nádorem [1]. Id- protein 
může být předkládán jako vysoce spe-
cifický antigen asoci ovaný s  nádorem 
prostřednictvím antigen prezentujících  
buněk [2].

Jako nejúčinnější antigen prezentu-
jící buňky jso u v  protinádorové imu-
noterapii využívány dendritické buňky 
(dendritic cells; DCs), které sehrávají klí-
čovo u roli v aktivaci cytotoxických T lym-
focytů (T lymphocytes; TLs) [3]. Vakcinace 
Id- proteinem naloženými DCs je jedno u 
z možností imunoterapi e u MM s cílem 
navodit specificko u imunitní odpověď 
proti nádorovým buňkám. Vzniklá proti-
látková i buněčná imunitní odpověď pak 
kontroluje růst populace myelomových 
buněk [1].

V roce 2003 proběhla v našem výzkum-
ném centru první klinická studi e, kde 
byl paci entům s MM podáván samotný 
Id- protein. Jednalo se o první protinádo-
rovo u vakcínu připraveno u v České repub-
lice [4]. Z výsledků klinické studi e však vy-
plynulo, že Id- protein samotný má slabý 
imunogenní potenci ál a  není schopen 
navodit pozorovatelno u klinicko u odpo-
věď [5]. Byla však zaznamenána imunolo-
gická odpověď (pozitivita kožního testu, 

zvýšení počtu paměťových B lymfocytů) 
a  vakcinace proběhla bez nežádo ucích 
vedlejších účinků [5]. Vzhledem k těmto 
skutečnostem vzrostla snaha o nalezení 
antigenu se silnějším imunogenním po-
tenci álem a  o  zvýšení účinnosti vakcín 
prostřednictvím DCs jako velmi silného 
adjuvans. 

Při po užití DCs dochází k  výraznější 
odpovědi TLs ve srovnání se samotným 
Id- proteinem [6], proto jsme na našem 
pracovišti připravili další klinicko u stu-
dii fáze II využívající DCs naložené a uto-
logním Id- proteinem, která byla zahá-
jena v červnu 2006. Vakcinační protokol 
dosud dokončili čtyři paci enti. 

V tomto sdělení popisujeme naše první 
zkušenosti s buněčno u protinádorovo u 
vakcíno u podávano u paci entům s MM.

Metody a so ubor paci entů
So ubor paci entů
Z plánovaného počtu 12  paci entů byla 
vakcína aplikována 4  paci entům s  MM. 
Pro zařazení do klinické studi e musela 
být naplněna následující vstupní kritéri a: 
1. �Předléčený nemocný se stabilním či 

mírně aktivním onemocněním, u kte-
rého není indikována standardní léčba. 

2. �Aby mohl být přesně zaznamenán pří-
padný léčebný efekt, je vyžadován nej-
méně tříměsíční odstup od ukončení 
chemoterapi e nebo udržovací léčby. 

3. �Vybraný paci ent musí mít měřitelné 
množství M- Ig v séru či plazmě. 

Každému paci entovi bylo intrader-
málně podáno celkem šest vakcín do le-
vého ramene. Vakcína obsahující DCs na-

ložené a utologním Id- proteinem byla 
podávána jedno u měsíčně.

Před začátkem vakcinace, 3. a 6. měsíc 
od začátku vakcinace a dále 3. a 6. měsíc 
po ukončení vakcinace je paci entovi in-
tradermálně do levého ramene podáván 
také samotný Id- protein. Po 24 a 48 hodi-
nách od aplikace vakcíny či samotného 
Id- proteinu je sledována kožní re akce, za-
rudnutí či zatvrdnutí v okolí vpichu. Jedná 
se o specificko u imunitní re akci IV. typu 
[7]. Po dobu 12 měsíců od začátku vakci-
nace je jedno u měsíčně paci entům ode-
bíráno sérum na měření koncentrace 
M- Ig a periferní krev na standardní vyšet-
ření a  monitorování imunitní odpovědi 
pomocí průtokové cytometri e. Vzorky 
periferní krve na monitorování specifické 
imunitní odpovědi metodo u ELISpot 
jso u odebírány před začátkem vakcinace, 
3. a 6. měsíc od začátku vakcinace a dále 
3. a 6. měsíc po ukončení vakcinace. Ster-
nální punkce se provádí v 1. a 6. měsíci 
od začátku vakcinace a 6. měsíc po jejím 
ukončení. Pro zhodnocení rizika a uto imu-
nitní re akce je před zahájením vakcinace 
a  po jejím ukončení odebrán základní 
panel a uto imunity. Studi e byla schválena 
eticko u komisí FN Brno. 

Příprava protinádorové vakcíny podle 
podmínek správné výrobní praxe
Izolace Id- proteinu 
Id protein byl izolován z plazmy/ séra pa-
ci entů s MM metodo u afinitní chromato-
grafi e na protein‑G koloně [7,8]. Z kon-
centrace M- Ig uvedené na žádance (údaj 
starý maximálně jeden měsíc, koncen-
trace stanovena imunoturbidimetricky 

Summary 
Backgrounds: On June 2006, phase II clinical tri al focused on anticancer vaccinati on of multiple myeloma pati ents, was started. On September 2007, 
the immune and clinical response evalu ati on of first fo ur pati ents was finished. The anticancer vaccine contained dendritic cells lo aded with mono-
clonal immunoglobulin produced by myeloma cells. Methods and Pati ents: Within the frame of phase II clinical tri al were vaccinated fo ur myeloma 
pati ents with stable dise ase. It was administered six vaccines for e ach pati ent, monthly. The dendritic cells were cultured from the pati ent’s peri
pheral blo od mononucle ar cells and lo aded with a utologo us monoclonal immunoglobulin under the go od manufacturing practice conditi ons. 
After the safety and qu ality control, the satisfactory vaccine was administered to the pati ent. The functi onal characteristic of dendritic cells was 
evalu ated using flow cytometry, the immune response was evalu ated using ELISpot. The clinical response was monitored using monoclonal im-
munoglobulin concentrati on in pati ent’s sera. Results and Conclusi on: The immune response detected using ELISpot was observed in 3/ 4 pati ents. 
The monoclonal immunoglobulin concentrati on was change able for all twelve months, but never exceeded the range of 25% for minimal clinical 
response achi evement. During the vaccinati on, no significant toxiciti es or negative side- effects were observed. The clinical tri al is go ing on with 
vaccinati on other pati ents with multiple myeloma.

Key words 
multiple myeloma –  cancer vaccines –  dendritic cells
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na přístroji Modular (Roche, Cobos), bylo 
vypočítáno množství plazmy/ séra k na-
nesení na kolonu (Econo- Pac Column, 
Bi oRad, USA) s afinitním sorbentem (pro-
tein G, Sigma- Aldrich, Česká republika) 
tak, aby byla zachována vazebná kapa-
cita kolony (30 mg Ig/ 1 ml proteinu G). 
Eluované frakce Id- proteinu byly spo-
jeny po 5 ml a  koncentrace M- Ig v  jed-
notlivých frakcích byla stanovena po-
mocí imunoelektroforézy na Oddělení 
klinické bi ochemi e ve Fakultní nemocnici 
Brno (FN Brno). Požadavek na množství 
Id- proteinu pro vakcinaci jednoho pa-
ci enta bylo připravit šest frakcí o koncen-
traci 0,8– 1,2 mg Id- proteinu/ ml. Frakce 
Id- proteinu byly zamraženy po 1 ml do 
– 80 °C. Čistota získaných frakcí byla ově-
řena pomocí elektroforézy na polyakryla-
midovém gelu v přítomnosti dodecylsul-
fátu sodného (SDS- PAGE) ve Výzkumném 
ústavu veterinárního lékařství (VÚVeL, 
Brno). Požadavek na čistotu Id- proteinu 
byl ≥ 90 %. Sterilita izolovaného Id- pro-
teinu byla ověřena na Oddělení klinické 
mikrobi ologi e ve FN Brno (aerobní a an
aerobní kultivace, Gramm- Gi emsovo 
barvení) s  negativním výsledkem jako 
podmínko u podání vakcíny paci entovi 
a  testováním přítomnosti bakteri álního 
endotoxinu ve vzorku [9] pomocí LAL 
testu (Limulus Amebocyte Lysate PYRO-
GENT 06 Plus US License, Cambrex, USA) 
s limitem ≤ 350 U/ ml Id- proteinu. 

Kultivace dendritických buněk 
DCs byly získány ze 60 ml periferní krve 
paci enta s  MM kultivací mononukle ár-
ních buněk v přítomnosti interle ukinu 4 
(IL‑4), faktoru stimulujícího koloni e gra-
nulocytů a makrofágů (GM‑CSF) a tumor 
nekrotizujícího faktoru α jako maturač-
ního cytokinu podle postupu standardně 
využívaného na našem pracovišti [10]. 
V den +5 kultivace byly nezralé DCs na-
loženy a utologním Id- proteinem v množ-
ství 50  µg/ ml. Zralé DCs byly sesbírány 
v den +9 kultivace. 

Kontrola bezpečnosti a jakosti 
protinádorové vakcíny
V rámci SVP byly provedeny testy bez-
pečnosti a jakosti připravené protinádo-
rové vakcíny. Bezpečnost pro paci enta 
byla ověřena pomocí následujících vy-
šetření: a) aerobní a anaerobní kultivace 

a Gramm- Gi emsovo barvení na OKM ve 
FN Brno (výsledek pro podání musí být 
negativní), b) kontrola přítomnosti my-
koplazmat pomocí metody PCR ve firmě 
Genex Brno (výsledek pro podání musí 
být negativní), c) vyšetření přítomnosti 
bakteri álního endotoxinu pomocí LAL 
testu (limit pro podání je ≤ 350 U/ ml). 

Kvalita připravené vakcíny byla ově-
řena pomocí následujících měření: a) vi-
talita buněk v den 0 a +9 kultivace (limit 
pro podání je ≥ 80 %), b) buněčnost (limit 
pro podání je ≥ 0,5 × 106 DCs), c) morfolo-
gi e buněk sledovaná mikroskopicky (bu-
něčná kultura bez známek kontaminace 
a  přítomnost panožek na DCs), d) stu-
peň maturace DCs pomocí imunofeno-
typizace na průtokovém cytometru (limit 
pro podání je ≥ 40 % HLADR/ CD80 nebo 
CD86 pozitivních DCs). Maturace DCs byla 
hodnocena míro u exprese následujících 
povrchových antigenů: CD3 a CD14 pro 
odlišení TLs a  monocytů, HLADR nutný 
pro prezentaci antigenu, CD83  vypoví-
dající o zralosti DCs a přispívající k inter-
akci s TLs [11], CD80 a CD86 jako kostimu-
lační molekuly a  dále jejich kombinace 
HLADR/ CD80 a HLADR/ CD86 [12]. 

Měření na průtokovém cytometru 
bylo prováděno v  den 0, +5  a  +9  kulti-
vace. DCs byly inkubovány 15 min s mo-
noklonální protilátko u, poté byl při-
dán PBS stabilizovaný azidem sodným 
a  fixovány 1% paraformaldehydem. 
K  měření byl využit průtokový cyto-
metr FC 500 CytomicsTM (Beckman Co ul-
ter, Hi ale ah, USA). U  DCs byly analyzo-
vány následující povrchové antigeny 
a  jejich kombinace: CD3- FITC/ CD14- PE, 
HLA‑DR-  F ITC/  CD80-  PE/  CD83-  PC5 , 
HLA‑DR- FITC/ CD86- PE/ CD83- PC5  (vše 
Immunotech, Marseille, Franci e). 

Vakcína vyhovující parametrům bez-
pečnosti a  jakosti pro podání paci en-
tovi byla po centrifugaci buněk přene-
sena do 1 ml fyzi ologického roztoku a po 
schválení ošetřujícím lékařem podána 
paci entovi. 

Monitorování klinické  
a imunologické odpovědi
Vyšetření zahrnovala monitorování imu-
nitního systému a jeho re akci na vakcínu. 
Klíčové bylo hodnocení léčebné účin-
nosti. Léčebná odpověď byla hodnocena 
dle EBMT kritéri í [13]. Za léčebno u od-

pověď je považována minimální odpo-
věď (pokles M- Ig v séru paci enta alespoň 
o 25 %) [13].

Specifická imunitní odpověď byla hod-
nocena metodo u ELISpot na přístroji AID 
EliSpot Re ader System (AID, Německo). 
Byla měřena specifická aktivace imunit-
ního systému DCs naloženými Id- protei-
nem na základě produkce intracelulár-
ního interferonu gama (IFN- γ) na úrovni 
jednotlivé buňky [14]. K testování byl vy-
užit komerční kit EliSpot Interferon- γ 
Assay Kit (AID, Německo) a postupováno 
bylo dle pokynů výrobce [15].

Nespecifická imunitní odpověď byla 
hodnocena pomocí diferenci álního krev-
ního obrazu a průtokové cytometri e. 

Specifická imunitní re akce IV. typu 
byla hodnocena pomocí kožního testu 
s Id- proteinem [7]. 

Výsledky
Pro klinické aplikace je klíčová standardi-
zace laboratorních postupů a dodržování 
zásad správné výrobní praxe. Na našem 
pracovišti bylo v podmínkách SVP připra-
veno a podáno celkem 24 protinádoro-
vých vakcín, šest vakcín pro jednotlivého 
paci enta s MM. 

U 3/ 4  paci entů byla zaznamenána 
imunologická odpověď. Hladina mono-
klonálního imunoglobulinu kolísala po 
celých 12 měsíců sledování, avšak nepře-
sáhla 25% pokles pro dosažení minimální 
odpovědi. Vakcína byla velmi dobře sná-
šena bez závažných vedlejších účinků. 

Parametry vakcíny
Id- protein
Id- protein izolovaný metodo u afinitní 
chromatografi e podle podmínek SVP byl 
testován z hlediska bezpečnosti a jakosti. 
U každého paci enta bylo připraveno a za-
mraženo 12 frakcí Id- proteinu o koncen-
traci 1 mg/ ml (0,85– 1,04 mg/ ml) s  čis-
toto u 95,91 % (91,42– 96,94 %), medi án 
(min‑max). Požadavek na koncentraci 
a čistotu Id- proteinu byl splněn u všech 
4 paci entů (tab. 1).

V rámci kontroly bezpečnosti byly pro-
vedeny také testy sterility izolovaného 
Id- proteinu. Testována byla přítomnost 
bakteri álního endotoxinu, aerobní a ana-
erobní kultivace a Gramm- Gi emsovo bar-
vení. Limit pro přítomnost bakteri álního 
endotoxinu a požadavky na negativní vý-
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sledky testů sterility byly splněny u všech 
24 podaných vakcín (tab. 1). 

Kultivace dendritických buněk
DCs paci entů byly kultivovány podle 
podmínek SVP po dobu devíti dnů v pří-

tomnosti GM‑CSF a IL‑4. V den +5 kulti-
vace byly DCs naloženy Id- proteinem 
a  v  den +6  maturovány pomocí TNF‑α. 
V den 0 a +9 kultivace byla měřena vita-
lita buněk a buněčnost kultury. V den 0, 
+5 a +9 byla sledována morfologi e DCs. 

Vitalita DCs u  všech 24  vakcín v  den 
+9  byla 90 % (66,0– 98,0 %), medi án 
(min‑max). U jedné vakcíny byla vitalita 
nižší než její limit pro podání (≥ 80 %), 
a to po uhých 66 %. Přesto byla vakcína 
ošetřujícím lékařem paci enta schválena 
k  podání vzhledem k  naplnění celkové 
podmínky podání (obsahuje‑li alespoň 
0,5 × 106 živých DCs, z nichž minimálně 
40 % je HLADR/ CD80 nebo CD86 pozitiv-
ních). Množství získaných DCs bylo velmi 
různorodé a  lišilo se jak mezi paci enty, 
tak mezi jednotlivými experimenty u té-
hož paci enta. Ze 60 × 106 mononukle ár-
ních buněk periferní krve bylo získáno 
8,7  ×  106  DCs (0,9– 32,0  ×  106), medi án 
(min‑max). Výsledky vitality a buněčnosti 
jso u shrnuty v tab. 2.

V rámci testování bezpečnosti vak-
cíny bylo v den +8 kultivace prováděno 
testování na přítomnost mykoplazmat 
a  bakteri álního endotoxinu ve vakcíně. 
Dále byly provedeny testy sterility jako 
Gramm- Gi emsovo barvení (den +8), ae-
robní a anaerobní kultivace (den +5) a ae-
robní kultivace supernatantu odebraného 
po sklizení buněk (den +9). Limitní množ-
ství endotoxinu ≤ 350 U/ ml bylo splněno 
u 100 % (24/ 24) vakcín. Ostatní testy ste-
rility splňovaly u 100 % (24/ 24) vakcín po-
žadavek na negativní výsledek.

Imunofenotypizace DCs vypovídající 
o jejich zralosti byla hodnocena na prů-
tokovém cytometru. V  kultuře během 
9denní kultivace dochází k přeměně mo-
nocytů na DCs, což se projevuje statis-
ticky významno u ztráto u 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 postupně vyzrávají, o  čemž vy-

Tab. 1. Výroba Id- proteinu. Koncentrace Id- proteinu byla stanovena imunoelektroforeticky, čistota pomocí imunoelektroforézy na 
SDS- PAGE. Z hlediska bezpečnosti byl izolovaný Id- protein testován také na přítomnost bakteri álního endotoxinu a byla provedena 
aerobní a anaerobní kultivace a Gramm- Gi emsovo barvení. Výsledky jso u shrnuty v tabulce, u koncentrace a čistoty Id- proteinu je 
uveden medi án u všech 4 paci entů s jeho minimem a maximem. 

	 Koncentrace	 Čistota 	 Endotoxin	 Mikrobi ologi e (aerobní, anaerobní kultivace;  
	 (mg/ ml)	 (%)	 (≤ 350 U/ ml)	 Gramm- Gi emsovo barvení)

paci ent 1	 1,01	 96,62	 vyhovující	 negativní
paci ent 2	 0,85	 96,94	 vyhovující	 negativní
paci ent 3	 1,04	 91,42	 vyhovující	 negativní
paci ent 4	 0,98	 95,20	 vyhovující	 negativní
medi án 	 1,00	 95,91	 ≤ 0,5 U/ ml	 negativní 
minimum	 0,85	 91,42
maximum	 1,04	 96,94

Tab. 2. Dendritické buňky naložené Id- proteinem. Pro klinické podání DCs nalože-
ných Id- proteinem je důležitá vitalita buněk v den podání (den +9) a počet buněk. 
Hodnoty jso u vyjádřeny pomocí medi ánu, minima a maxima. 

	 Vitalita- den +9 	 Počet buněk 
	 průměr (%)	 (×106)

paci ent 1 (medi án –  6 vakcín)	 85,0	 8,7
paci ent 2 (medi án –  6 vakcín)	 90,5	 10,6
paci ent 3 (medi án –  6 vakcín)	 90,0	 6,1
paci ent 4 (medi án –  6 vakcín)	 93,5	 8,6
medi án  (24 vakcín)	 90,0	 8,7
minimum	 66,0	 0,9
maximum	 98,0	 32,0

Tab. 3. Imunofenotypizace dendritických buněk naložených Id- proteinem. Po celo u 
dobu kultivace v den 0, +5 a +9 byl monitorován imunofenotyp DCs na průtokovém 
cytometru. V tabulce jso u zaznamenány vybrané povrchové antigeny a změny v jejich 
expresi v den 0 a +9 pro 24 vyrobených vakcín. Hodnoty jso u vyjádřeny pomocí me-
di ánu, minima a maxima.

	 CD14+ (%)	 CD83+ (%)	 HLADR/ CD86+ (%)
	 den 0	 den +9	 den 0	 den +9	 den 0	 den +9

paci ent 1 (medi án –  6 vakcín)	 2,9	 0,2	 0,4	 25,1	 3,7	 94,4
paci ent 2 (medi án –  6 vakcín)	 2,8	 0,3	 0,4	 13,9	 5,0	 93,9
paci ent 3 (medi án –  6 vakcín)	 5,0	 0,1	 0,3	 43,8	 4,8	 97,9
paci ent 4 (medi án –  6 vakcín)	 3,8	 0,2	 0,3	 23,3	 4,6	 95,4
medi án (medi án –  24 vakcín)	 3,5	 0,2	 0,3	 30,0	 4,7	 95,0
min	 1,0	 0	 0	 5,0	 1,5	 50,1
max	 12,9	 6,7	 0,9	 91,3	 14,0	 99,3
p		  0,02		  0,019		  0,021
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povídá také statisticky významné zvý-
šení exprese antigenu CD83  z  0,3 % 
(0– 0,9 %) v  den 0  na 30 % (5,0– 91,3 %) 
v den +9 s p = 0,019 a statisticky význam-
ným zvýšením exprese kombinace anti-
genů 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. Výsledky jso u shrnuty v tab. 3, 
kde jso u zaznamenány medi ány procen-
tu álních hodnot exprimovaných antigenů 
v den 0 a +9 kultivace DCs s jejich minimy 
a maximy a statistická významnost.

Klinická a imunologická odpověď na 
vakcínu
Imunologická odpověď
Specifická aktivace imunitního systému 
na základě produkce aktivačního mar-
keru IFN- γ hodnocená na úrovni jed-
notlivé buňky metodo u ELISpot byla 
pozitivní u  3/ 4  paci entů. U  paci enta 
č. 4  nebyla zaznamenána žádná imu-
nitní odpověď, po uze pokles průměr-
ného počtu spotů oproti vstupní hod-
notě (obr. 1). U paci enta č. 2 se objevila 
pozitivita již na počátku vakcinace (prů-
měrně 357 spotů), avšak došlo ke zvý-

šení počtu spotů 6. měsíc (průměrně 
404  spotů) a  9. měsíc (445  spotů) od 
začátku vakcinace (obr.  1). U  paci enta 
č. 3 byla zaznamenána pozitivní odpo-
věď ve 3.– 12. měsíci sledování s maxi-
mem ve 12. měsíci (průměrně 85 spotů), 
u  paci enta č. 1  byla rovněž zazname-
nána pozitivní odpověď ve 3.– 12. měsíci 
sledování s maximem v 6. měsíci sledo-
vání (průměrně 300 spotů) (obr. 1). 

Nespecificko u re akci imunitního sy
stému na základě flow cytometrického 
panelu nelze zatím statisticky hodno-
tit vzhledem k malému počtu paci entů, 
kteří dokončili vakcinační protokol.

Oddálený test hypersenzitivity po po-
dání samotného Id- proteinu byl zcela 
negativní u paci enta č. 2, pozitivní u pa-
ci enta č.  1  a  3  a  nehodnotitelný u  pa-
ci enta č. 4, u kterého byla re akce pozitivní 
již při zahájení vakcinace. 

Klinická odpověď
Základním parametrem pro sledování kli-
nické odpovědi na vakcínu byla hladina 
M- Ig v  séru paci entů. Během vakcinace 
a  po dobu šesti měsíců po jejím ukon-

čení nebyla zaznamenána klinická odpo-
věď u  žádného paci enta, avšak zároveň 
nedošlo ani k progresi nemoci u žádného 
z paci entů. Hladina M- Ig kolísala po celo u 
dobu sledování, pokles koncentrace oproti 
vstupní hodnotě se pohyboval v rozmezí 
0– 14,6 % s medi ánem 9,3 %, avšak nikdy 
nepřesáhl 25 % pro dosažení minimální 
odpovědi. U všech čtyř vakcinovaných pa-
ci entů trvalo stabilní onemocnění po ce-
lo u dobu sledování (12 měsíců).

Nežádo ucí účinky a re akce na vakcínu
U prvních 4 paci entů, resp. 24 podaných 
vakcín, jsme v  průběhu vakcinační stu-
di e nezaznamenali závažno u toxicko u 
re akci. U 29 % (7/ 24) aplikací došlo po po-
dání vakcíny ke vzniku zarudnutí v místě 
aplikace, u  63 % (15/ 24) aplikací došlo 
i ke vzniku zatvrdnutí. Medi án vymizení 
lokální re akce byl 4 dny (2– 6). U jednoho 
paci enta byly zaznamenány subfebrili e 
do 37,2 °C po každém podání vakcíny.

Závěr a diskuze
Pro klinické aplikace je klíčová standardi-
zace laboratorních postupů a dodržování 
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Obr. 1. Měření specifické imunitní odpovědi metodo u ELISpot. Metodo u ELISpot byl měřen „počet spotů“, tedy počet TLs aktivovaných 
DCs naložených a utologním Id- proteinem u 4 paci entů. Aktivace TLs je měřena na začátku vakcinace, 3. a 6. měsíc od začátku vakcinace, dále 
3. a 6. měsíc po ukončení vakcinace. Imunitní odpověď byla zaznamenána u paci entů č. 1, 2 a 3, kde počet spotů v průběhu vakcinace pře-
sáhl počet spotů na začátku vakcinace.
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zásad správné výrobní praxe. V  červnu 
2006 byla na našem pracovišti zahájena 
klinická studi e fáze II nazvaná „Vakcinace 
paci entů dendritickými buňkami nalo-
ženými monoklonálním imunoglobuli-
nem“, v rámci níž jso u v podmínkách SVP 
připravovány protinádorové vakcíny pro 
paci enty s MM. Tato klinická studi e byla 
schválena Státním ústavem kontroly léčiv 
(SÚKL) České republiky. Do studi e bude 
zařazeno celkem 12  paci entů s  MM se 
stabilním onemocněním. Vakcinační pro-
tokol byl ukončen u prvních 4 paci entů.

Pro každého paci enta bylo připraveno 
šest vakcín obsahujících DCs naložené 
a utologním Id- proteinem, celkem bylo 
tedy připraveno a podáno 24 vakcín. Vak-
cína byla aplikována jedno u měsíčně po 
dobu půl roku. 

V této práci jso u shrnuty výsledky pře-
devším laboratorní části studi e, která pro-
bíhala podle podmínek SVP. Laboratorní 
příprava protinádorové vakcíny zahrno-
vala izolaci Id- proteinu s využitím afinitní 
chromatografi e, kontrolu bezpečnosti 
a jakosti, dále přípravu zralých DCs nalo-
žených a utologním Id- proteinem s kon
trolo u bezpečnosti a jakosti celé vakcíny 
a kontrolu funkční charakteristiky DCs po-
mocí imunofenotypizace na průtokovém 
cytometru. U všech 24 podaných vakcín 
byla splněna kritéri a testů bezpečnosti 
a  jakosti pro podání vakcíny paci entovi 
stanovená institucí SÚKL České republiky. 
Po uze u jedné vakcíny byla nižší vitalita 
buněk oproti stanovenému limitu, avšak 
vzhledem ke splnění celkového kritéri a 
k podání (alespoň 0,5 × 106 živých DCs 
minimálně 40% HLADR+CD80/ 86  pozi-
tivních) byla vakcína schválena ošetřují-
cím lékařem k podání.

U 3/ 4 paci entů byla zaznamenána imu-
nologická odpověď na vakcínu meto-

do u ELISpot. Při hodnocení kožního testu 
došlo u 3/ 4 paci entů po podání k zarud-
nutí v místě injekce, u 3/ 4 paci entů k míst-
nímu zatvrdnutí. Medi án vymizení lokální 
re akce byl čtyři dny (2– 6). Monitorování 
imunitního systému pomocí průtokové 
cytometri e nelze zatím statisticky hodno-
tit vzhledem k malému počtu paci entů. 
Dosud získaná data a  literární údaje 
svědčí o tom, že přes prokázání imunolo-
gické odpovědi na vakcínu tato nekore-
luje s odpovědí klinicko u [6,16]. 

U prvních 4  paci entů nebyla zazna-
menána klinická odpověď na vakcínu ve 
smyslu poklesu M- Ig v periferní krvi pa-
ci entů. Tyto výsledky korelují s výsledky 
ostatních pracovišť, kde probíhaly kli-
nické studi e s DCs naloženými Id- protei-
nem pro paci enty s MM [6,16,17]. 

Velmi důležitá je skutečnost, že po ce-
lo u dobu vakcinace nebyly zazname-
nány žádné závažné negativní vedlejší 
účinky či projevy toxicity a  kvalita vak-
cíny byla srovnatelná se zahraničními kli-
nickými studi emi [6,17,18]. Navíc po celo u 
dobu sledování paci entů (šest měsíců vak-
cina ce + šest měsíců imunomonitoring) 
nedošlo k progresi ani u jednoho ze čtyř 
vakcinovaných paci entů, u  všech trvalo 
stabilní onemocnění. Vzhledem k proká-
zané imunitní re akci organizmu na vak-
cínu a k zanedbatelným nežádo ucím účin-
kům je tedy nezbytné pokračovat ve vývoji 
účinnějších protinádorových vakcín. 
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