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VACCINES IN THE TREATMENT OF MULTIPLE MYELOMA

BUCHLER T.12, MUSILOVA R.2, KOVAROVA L.12 HAJEK R.12

! INTERNI HEMATOONKOLOGICKA KLINIKA, FNBRNO o )
2L ABORATOR EXPERIMENTALNI HEMATOLOGIE A BUNECNE IMUNOTERAPIE (LEHABI), ODDELENI KLINICKE HEMATOLOGIE, FN BRNO

Korespondence
MUDr. Tomas Biichler, Interni hematoonkologick4 klinika, FN Brno, Jihlavskd 20, 63900 Brno, tel: 05/4719 2633, fax: 05/4719 3603, mail: buchler @fnbrno.cz

Souhrn: Idiotypické (Id) proteinové struktury monoklonalniho imunoglobulinu produkovaného malignimi butikami mnohocetného myelomu jsou
exprimovéany na bunééném povrchu myelomovych plazmatickych bunék a daji se vyuZit pro indukci nadorové specifickych T lymfocyti. Jsou pred-
klddény imunitnimu systému jako vysoce specificky antigen asociovany s nddorem. Vznikld humoralni i celuldrni anti-idiotypickd odpovéd pak kon-
troluje riist myelomového klonu. Vakcinace Id-proteinem je jednou z moZnosti imunoterapie mnohocetného myelomu a jinych B-buné¢nych malig-
nit, s cilem vyvolat specifickou imunitni odpovéd proti nddorovym butikdm. Id-protein se vyuZiva pro bezbunécné vakciny, kde se podava samotny
nebo s vhodnym adjuvans, a pro vakciny bunécné, ve kterych se podévaji Id-protein exprimujici dendritické buiiky. N4 piehledny ¢lanek shrnuje prek-
linické a klinické vysledky Id-specifickych vakcinaci u mnohocetného myelomu.
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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. Idiotypic (Id) structures are expressed at the cell surface of malignant plasma cells and allow the recognition and targeting of these
cells by Id-specific T lymphocytes. The induced humoral and cellular immune response controls the growth of the malignant cell clone. Vaccination
using Id-protein has been attempted in patients with multiple myeloma and other B cell malignancies. The aim of this therapy is to induce specific
immune response directed against the tumor cells. Id-protein may be used for cell-free vaccines where it is administered alone or after conjugation with
a suitable adjuvans, and for cellular vaccines where it is loaded into dendritic cells. We review preclinical and clinical results of Id-specific vaccinations

for multiple myeloma.

Keywords: multiple myeloma, vaccination, immunotherapy, dendritic cells, idiotype

1. Vyznam imunoterapie u mnohocetného myelomu
Mnohocetny myelom je charakterizovan zhoubnou prolifera-
ci jednoho klonu plazmatickych bunék, které produkuji jedi-
necny typ monoklondlniho imunoglobulinu. Vyvolani alo-
genni reakce St€pu proti myelomu (graft-versus-myeloma
effect) u relabujicich nemocnych s myelomem po alogenni
transplantaci je lIécebnou modalitou s odpovédi dosahujici aZ
35-40% kompletnich remisi pii 60% celkovych odpovédi (12,
43). U&innost této terapie ukazuje na vyskyt vysoce imuno-
gennich antigenil na povrchu myelomovych bunék.

Maligni buriky u mnohocetného myelomu produkuji monok-
londlni imunoglobulin, ktery nalézdme v séru pacientu. Idioty-
pické (Id) proteinové struktury jsou exprimovany a prezento-
véany hlavnim histokompatibilitnim komplexem (MHC) na
bunééném povrchu myelomovych plazmatickych bunék a tak-
to jsou predkladany jako vysoce specificky antigen asociova-
ny s nddorem (tumor-associated antigen) (4, 20, 31). Tato pre-
zentace Id-proteinu umoZiiuje predkladat maligni plazmatickou
buiiku jako ter¢ pro Id-specifické T-buriky (41).

Vakcinace Id-proteinem je jednou z moZnosti imunoterapie
mnohocetného myelomu a jinych B-bunécnych malignit s cilem
vyvolat specifickou imunitni odpovéd proti nidorovym buii-
kam. Vznikl4 humordlni i celularni anti-Id odpovéd pak kon-
troluje rast myelomového klonu (31). Id-protein se vyuZiva jed-
nak pro pfipravu bezbunécnych vakcin, kde se poddva samotny
nebo navdzany na vhodné adjuvans, jednak pro pfipravu vak-
cin buné¢nych, ve kterych se podédvaji Id-protein exprimujici
dendritické butiky. Nevyhodou pouZiti Id-proteinu jako terce
imunoterapie u mnohocetného myelomu je skuteCnost, Ze
maligni plazmatické buriky zminény monoklonélni imunoglo-
bulin ve vét$i mife sekretuji. Proto mtiZe dojit k vysyceni spe-
cifickych T bunék nebo anti-I1d protilatek cirkulujicim monok-
lonalnim imunoglobulinem, pfi¢emZ pro protinddorovy tc¢inek
specifickych imunitnich efektori je nutné, aby reagovali s 1d-
determinanty exprimovanymi na bunééném povrchu myelo-
movych bunék (36).

Dalsi imunoterapeutickd modalita, 1écba anti-CD20 protilat-
kami, ktera se osvédcila u lymfomu a chronické lymfatické
leukémie z B-bunék, se zkouSela i u mnohocetného myelomu,
zatim vSak bez vétStho uspéchu. V naSem piehledném ¢lanku
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se imunoterapii monoklonalnimi protildtkami nezabyvame,
problematiku shrnuji napf. Treon a Anderson (42).

2. Vakcinace bezbunéénymi vakcinami na bazi idiotypo-
vého proteinu

2.1. Uvod

Id-protein k ptipravé vakciny se ziskava izolaci monoklonél-
niho imunoglobulinu z periferni krve od pacienti s mnoho-
Cetnym myelomem metodou afinitni chromatografie. Jedn4 se
o metodu zaloZenou na vazb€ na specificky nosic¢, ktery ma
afinituk IgG ¢i IgM molekuldm. Pro odstranéni pifpadné endo-
toxinové kontaminace je pfipravek smichan s polymyxinem
B, dialyzovan a filtrovan (28). Prezentace takto pfipraveného
antigenu imunitnimu systému vedla k vytvofeni tumor-speci-
fickych cytotoxickych (CD8+) T a pomocnych (CD4+)
T bunék. Pro zvySeni ucinku vakciny jsou testovany vakci-
nacni protokoly s Id-proteinem v kombinaci s vysoce imuno-
gennim peptidem KLH (keyhole limpet hemocyanin), s ligan-
dy (FIt3-L), ¢i s cytokiny (GM-CSF, IL-2) (47).

2.2. Preklinické studie

Autofi Lynch a Eisen (26) prokézali jako prvni imunogenni Gici-
nek Id proteinu na my$im modelu. Bylo pozorovéno vytvoreni
T bunék specifickych pro Id-determinanty autologniho monok-
londlniho proteinu u my$i s myelomem a u pacientti s B-bunéc-
nym lymfomem (26, 30). Imunizace autolognim Id proteinem
indukuje zvysend titru anti-Id protilatek umysi (19). Vysledkem
pouZiti bezbunécné vakciny na baze Id-proteinu bylo zvySeni
vytvoreni ochranné anti-Id imunity u mySich modeld. Id-speci-
ficka odpovéd byla pfitom zdvisla na davce (5).

2.3. Klinické studie bezbunécnych vakcin u mnohocetného
myelomu

Kwak a spolupracovnici tspés$né testovali imunizaci darce
myelomovym imunoglobulinem z pifjemcova Stépu (20, 21).
Massaia prokézal indukci Id-reaktivnich T bunék in vivo s pou-
zitim koZniho testu u pacientll s myelomem po vakcinaci auto-
lognim, z nddoru pochdzejicim Id-proteinem, ndsledované niz-
kodavkovanym IL-2 a GM-CSF (28). Bylo potvrzeno, Ze
T buiiky se specifitou pro Id-struktury mohou zprostfedkovat



Tabulka 1. Klinické studie u pacientii s mnohoc¢etnym myelomem vyuZivajici bezbunééné vakciny Id-proteinu.
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1d, idiotypicky; KLH, keyhole limpet hemocyanin; i.c., intrakutdnné; i.d., inradermalné; s.c., podkozné

Tabulka 2. Klinické studie vyuzivajici vakciny na bazi dendritickych bunék exprimujicich Id-protein u pacient s mnohocetnym myelomem.
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DB, dendritické buriky; Id, idiotypicky; KLH, keyhole limpet hemocyanin; i.v., intraven6zné; s.c., podkozZné

pfimo inhibici produkce monoklondlniho imunoglobulinu
a proliferace malignich bunék (45). Aplikace vakciny ve for-
mé samotného Id-proteinu nebo v konjugaci s ptisluSnym adju-
vans byla ve vétSing ptipadl provadéna podkoZné nebo intra-
dermalné. Klinické studie, ve kterych se zkousely bezbunécné
vakciny na baze Id-proteinu jsou uvedeny v Tabulce 1.

2.4. NeZddouct ucinky vakcinace bezbunéénymi vakcinami
proti mnohocetnému myelomu

Toxicita podaného piipravku se miZe projevit lokdlnimi reak-
cemi zahrnujicimi erytém, indurace a bolest v misté vpichu,
kratkodobé febrilie. Systémové toxicita spojend ve vétsing pii-
padu s aplikaci cytokint se projevila bolestmi kosti, myalgie-
mi a artralgiemi u pacientil po aplikaci GM-CSF a horeckou
po aplikaci IL-2. V klinickych studiich se vZdy jednalo o reak-
ce stupné I a IT dle WHO (28).

3. Vakcinace dendritickymi butikami u mnohocetného
myelomu

3.1. Uvod

Dendritické bunky jsou nejucinnéj$imi butikami predkladaji-
cimi antigen - maji tedy schopnost zpracovat cizorody antigen
a nésledné jej predloZzit T lymfocytim (6, 13, 39). Nezralé
dendritické buiiky pohlcuji Id-protein do 4 hodin od ptfidani
(13) a obsahuji velké mnoZstvi endozomalnich struktur s mole-
kulami II. tfidy MHC potfebnych pro prezentaci antigenu
v kontextu MHC II. Peptidové komplexy s navdzanym anti-
genem jsou ndsledné transportovdny na povrch buiiky, kde

zustavaji nékolik dnil v nezménéné podobé. Soucasné expri-
mované kostimula¢ni molekuly zajiStuji optimalni aktivaci
nezadanych (naive) T lymfocyti (33, 37).

Dendritické butiky pro vakcinacni studie se obvykle ziskdva-
ji kultivaci mononukledrnich bunék periferni krve nebo peri-
fernich kmenovych bunék. Kultivace probihd za pfitomnosti
cytokinil v riznych kombinacich, nejcastéji s interleukinem-
4, GM-CSF a TNF-a.. Z hlediska bezpecnosti jsou nejvyhod-
néjsi protokoly vyuZivajici bezsérové médium (7).

3.2. Preklinické studie

Aplikace dendritickych bunék aktivovanych proteiny a pepti-
dy asociovanymi s nidorem méla za nasledek rejekci nadoru
v experimentech na myS$ich. Optimalni pocet dendriticchh
bunék nutnych k adekvatni, specifické aktivaci T bun€k neni
stanoven, v experlmemech na mysich se podévalo 1-5 x 10°
dendritickych bunék na mys, jednordzové nebo opakované kaz-
dych 14 dnt (29, 40). Na myS$im modelu bylo prokazano, Ze
jako acinny antigen v kombinaci s dendritickymi bunikami
miiZe byt pouZit kromé Id-proteinu a jeho frakci i lyzat nado-
rovych bunék (14). Také prostd expanze dendritickych bunék
bez pfidani antigenu vedla na my$im modelu k navozeni spe-
cifické cytotoxické bunécné reakci, i kdyZ jeji intenzita byla
men$i neZ pfi pouZiti antigenu asociovaného s nddorem (46).
Bylo prokdzano, Ze dendritické buriky podané mys$im migru-
ji do lymfatickych uzlin, kde interaguji s T butikami a elimi-
nuji se z nich do 48 hodin. Mysi splenické dendritické buriky
maji rovnéZ kratky polo¢as — 1,5 az2,9 dne (16, 18). Studie na
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Simpanzech prokdzaly, Ze dendritické buiiky po podkoZnim
podani rychle migruji do regionalnich lymfatickych uzlin, kde
zUstdvaji minimalné 5 dni (1, 2).

3.3. ZkuSenosti z pouZivdni dendritickych bunék v klinické
praxi

Klinické vyuziti dendritickych bunék bylo zahijeno az po
neddvném vynalezeni piipravy a expanze dendritickych buné€k
v dostateCném mnoZstvi a v dostatecné Cisté formé (3, 34).
Uspé&$na vakcinace dendritickymi buitkami u folikuldrniho
lymfomu (15, 19) oteviela cestu k vakcinacim u dalSich malig-
nit z B-bunék. Poprvé byla pouzita vakcinace Id-antigenem
pouzivajici dendritické buiiky u pacient s mnohocetnym mye-
lomem v roce 1996, poté nasledovala série klinickych studif
faze I a Il (Tabulka 2) (8).

Vakcina byla ve vSech publikovanych studiich dobfe tolero-
vand, vyskytly se pouze toxické reakce stupné L a Il podle WHO
(erytém, indurace a bolest v misté vpichu, kratkodobé febrilie
zvladnutelné paracetamolem). Pfi intravendznim podani byl
zaznamendn jeden pfipad tromboflebitidy na horni konceting
po infuzi vakciny.

Nejvétsi klinickou studif faze IT s autolognimi dendritickymi
buiikami aktivovanymi Id-proteinem u myelomu, jeZ v sou-
Casnosti probihd v USA, je studie firmy Dendreon s piiprav-
kem Mylovenge. Pfipravek dostal od ufadu FDA pfivlastek
,orphan drug®, podobné jako jeho protéjsek Provenge, urcen
k imunoterapii karcinomu prostaty. Mylovenge byl jiZ podan
vice neZ 75 pacientim s myelomem. Pacienti byli vyrazné
predléceni — vSichni absolvovali 1-6 cykli chemoterapie, 45%
z nich radioterapii. Dendritické buiiky pro pfipravek Mylo-
venge jsou ziskavany kultivaci mononukledrnich bunék z leu-
kaferézy. Vakcina se podava ve 3 davkach s intervalem 2 tyd-
ny. Vysledky studie jeSt€ nejsou zhodnoceny, vyrobce vSak
udavé, Ze u zna¢ného procenta téchto pacientt doslo k rozvo-
ji specifické imunitni odpovédi. Pacienti primérn€ dostdvali
2,235+ 1,521 x 10° bunék, z kterych 17.0% 11.4 % bylo bunék
dendritickych. Zatim nejsou dostupny informace, Ze by v ram-
ci klinickych zkouSek faze I a I doSlo k zdvaznym neZadou-
cim reakcim (17).

3.4. NeZddouct ucinky vakcin na bdzi dendritickych bunék
Jsou zpravy o pfiznacich autoimunity u mysi po podani dend-
ritickych buné€k v kombinaci s transgennimi fibroblasty
exprimujicimi CD40L a IL-2 (35). Byla zjisténa cytotoxic-
ka odpovéd proti fibroblastim, poruchy krvetvorby, hepa-
tosplenomegalie a ztrdta srsti. Protinddorova odpovéd byla
vSak asociovand s touto indukci autoimunity. Pfi podani niz-
Sich davek dendritickych bunék se autoimunitni, ale ani pro-
tinddorové ucinky nezjistily. V né€kterych experimentech na
mySich podané dendritické buiiky indukovaly toleranci vaci

exprimovanému antigenu. Tato tolerance se dala potlacit
podanim interleukinu-12 (10, 11). Potencidlnim rizikem
podavéni dendritickych bunék je tedy vyvolani tolerance
proti nddorovému antigenu. Tento problém se zatim vysky-
tl pouze v experimentu na mysich (10, 11). V klinické pra-
xi nebyl zjiStén ptfipad akcelerované progrese tumoru po
podani dendritickych bunék. Z dostupnych tdaju se zd4, Ze
pri podéani dendritickych bun€k aktivovanych autolognim
Id-proteinem nedochézi ke skfiZené imunitni reakci proti
jinym butikdm ¢i tkdnim. Dendritické butiky prokédzaly v kli-
nickych studiich vysoky stupeii bezpecnosti — neZadoucim
ucinkem jsou zpravidla pouze omezené a lokdlni reakce, kte-
ré se navic v né€kterych pripadech daji pfipsat na vrub kon-
komitantiho podavéni cytokint.

4. Bezpecnostni panel pri pouziti vakcinaci v klinické
praxi

Pfed klinickou aplikaci produkti buné€né imunoterapie je
nezbytné dodrZet bezpec¢nostni pravidla, kterd v maximalni
mife omezi riziko podani kontaminované vakciny. Podle bez-
pecnostniho protokolu pouzivaného v nasi laboratofi v prek-
linickych studiich s dendritickymi butikami mezi standardni
vySetfeni patfi aerobni a anaerobni kultivace vzorkd odebra-
nych den 0 a den 6 kultivace, stanoveni endotoxinu a testy na
kontaminaci mykoplasmaty v den 6 kultivace (24, 38) a mik-
roskopické vySetieni po barveni podle Grama bezprostfedné
pfed podanim vakciny. Pfi pfipravé bezbunécné vakciny s pou-
zitim Id-proteinu se provadi stanoveni endotoxinu.

5. Zavér

V klinickych studiich vakcinaci u mnohocetného myelomu
byly klinické odpovédi pozoroviny pouze u mensiny paci-
entll. Podle vysledki laboratornich a klinickych studii se
zda, Ze protinddorova imunita u pacientd s mnohocetnym
myelomem selhdva nasledkem dysregulaci cytokinové sité,
poruchy v expresi povrchovych kostimulacnich receptort
a defektd repertodru T-lymfocytd (8). Tyto mechanizmy se
spole¢né podileji na tom, Ze nddorové buiiky uniknou efek-
torim imunitniho systému. V souc¢asnosti probiha intenziv-
ni vyzkum novych strategii, které by zlepSily ti¢innost imu-
noterapie u myelomu vyuZzitim novych zpisobt aktivace
imuntniho systému (8). UZ nyni se vSak da fict, Ze prekli-
nické a klinické vakcina¢ni studie u mnohoc¢etného myelo-
mu vyznamné prispély k naSim znalostem o imunitnich
aspektech nadorovych chorob. Tyto vyzkumy budou bez-
pochyby pfinosem pro tvorbu nové generace imunoterape-
utickych protokolil.

Price byla podpofena grantem GACR 301/00/0405
a vykumnym zamérem VZ MZCR 6526 9705.
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