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Souhrn

Jako jedna z moznosti 1é¢by pacienti s nadorovymi onemocnénimi se v poslednich letech rozviji imunoterapie s vy-
uZzitim dendritickych bunék. Tyto antigen prezentujici buriky hraji dalezZitou roli v indukci primarni imunitni reak-
ce na specifické antigeny. In vitro studie acinnosti vakcin dendritickych bunék naloZenych individualnim antigenem
ve formé nadorové RNA poskytuji slibné idaje a zaklad pro dalsi vyvoj vakcin zaloZzenych na dendritickych buii-
kach. Vliv vakcinace RNA-transfekovanymi buiikami na stimulaci T-bunééné imunity a terapeutickych protinado-
rovych odpovédi byl nejdrive studovan u mysSich modelu a ziskané vysledky odiivodnily dalsi klinické studie u lidi.
Nasledujici piehled shrnuje dosavadni studie zaméfené na pouziti RNA vakcin u pacient s nadorovymi onemocné-
nimi.
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Summary
Dudova S., Michalek J., Hajek R.: RNA vaccine — clinical studies

Immunotherapy using dendritic cells develops is considered as one of the possible treatments of patients with tumour
diseases in the last years. These antigen presenting cells play important role in the induction of primary immune re-
action on specific antigens. Data from in vitro studies of the efficiency of vaccines of dendritic cells loaded with in-
dividual tumour RNA provides promising information and the base for further dendritic cell vaccines development.
Impact of RNA-transfected cell vaccine on T-cell immunity and preparation of therapeutic anticancer responses
was first studied on murine models and acquired results subsequent clinical studies on humans. Following survey
summarizes studies focused on the use of RNA vaccines in tumour patients.

Key words: dendritic cell, RNA vaccine, transfection

Transfuze Hematol. dnes, 14, 2008, No. 1, p. 28-33.

Vakciny dendritickych bunék naloZenych
nadorovou RNA

Dendritické buriky (DB) jsou jedine¢né antigeny prezen-
tujici bunky, které 1ze ziskat z prekurzord periferni krve.
Kultivaci in vitro s nddorovymi antigeny s pfidavkem cy-
tokinG ziskaji DB schopnost zpracovat cizorody antigen
a predlozit jej nezadanym T-lymfocytim, které tim zisk4-
vaji stimul k pomnoZeni, ti¢inné obranné reakci a vytvore-
ni pamétovych bunek. Aplikace takto pripravenych DB ne-
bo piimo cytotoxickych T-lymfocyti (CTL) mutize vést k re-
gresi maligniho onemocnéni. Jako nddorovych antigenti se
vyuziva peptidi, proteini a extraktl z nadorovych bunek,
apoptotickych télisek nebo nukleovych kyselin (1).

Pro ptipravu vakcin je stdle vice vyuZivana ribonukleo-
vé kyselina (RNA) kédujici jednotlivé antigeny spojené
s nddorem (tumor associated antigen, TAA) nebo celkovd
nddorovd RNA. Pouziti celkové nddorové RNA sniZuje
pravdépodobnost tiniku nddorovych buné€k pomoci snize-
né exprese nebo kompletni ztraty individudlnich nddoro-
vych antigenti (2, 3). Naproti tomu vakcina namifena proti
1 antigenu miZe ptisobit pouze na ne¢které nadorové buriky;
urcity antigen muze byt exprimovan jen malou skupinou na-
dorovych bunék, zatimco ostatni buniky maji na svém po-
vrchu vyznamné, i kdyzZ stdle neidentifikované antigeny.

Imunitn{ reakce vici t€mto sdilenym nadorovym antigentim
nenf tak silnd ve srovnani s individudlnimi antigeny a je-
jich podil na celkové protinadorové odpovédi se mize lisit
u riznych pacientti (4). Jind studie ovSem uvadi, Ze pouZi-
tif DB s vnesenou nativni RNA izolovanou z nddoru nebo
amplifikovanou nddorovou RNA vedlo k velmi nizké nebo
zadné schopnosti reaktivovat T-lymfocyty v porovndni se
specifickou RNA kédujici urcity antigen (5). Potencidlni ne-
vyhodu pouZiti celkové nddorové RNA predstavuje riziko
autoimunity, kdy T-lymfocytim mohou byt prezentovany
vlastni peptidy, coz miize vyvolat imunitni odpovéd na nor-
malni antigeny (4).

Stale ovSem neni jisté, kolik DB a jaké mnozstvi RNA
je nutné pro vyvolani imunitni odpovédi. Procento trans-
fekovanych DB nepoddvda odpovidajici informaci
o schopnosti stimulace cytotoxickych T-lymfocytt. Gru-
nebach a kolektiv uddvaji i méné nez 1 % transfekova-
nych DB jako dostatecné pro vyvoldni tumor specifické
CTL imunitni odpovédi (6). Jednotlivé druhy RNA se mo-
hou chovat odlisné béhem jejich zpracovani v zavislosti
na mnozstvi, sekvenci a velikosti. Dal§im kritickym fak-
torem piipravy vakciny mize byt odli$nd uéinnost tran-
skripce riiznych mRNA molekul ¢i riznd rychlost odbou-
ravani vzniklych proteint (5, 7). Pozornost by také méla
byt vénovana rozhodnuti, zda pouZit nativni nebo ampli-
fikovanou nddorovou RNA.
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Tab. 1. Vakcinace vyuzivajici RNA-transfekovanych DB.

Publikace | Zdroj Typ T-bunécné Zpisob Lécebna
antigenu/metoda nadoru/pocet odpovédi podani ucinnost
transfekce pacientti
Heiser 2002| PSA (uméle Nédor IFNy 1x107 - 5x107 DB i.v. 1x/2 sniZeni hladiny PSA, pfechodnd
pripravend mRNA) | prostaty/16 ELISPOT: 9/9 tydny, 3 cykly + 107 DB i.d. eliminace nddorovych bunék
/ Inkubace DB (3 nedokoncili)
s RNA
Su 2003 Autologni celkova RCC/15 IFNy 1x107 DB - 5x107 DB i.v., nehodnotitelnd, stabilizace
nadorova RNA/ (5 nedokoncili) ELISPOT: 6/7 + 1x107 DB id. 1x/tyden, choroby, oslabeny rist
Inkubace DB 3 cykly nadorovych bunék
s RNA
Morse 2003 | CEA (uméle Nador plic, Mikrocytotoxicita: 1x107 DB i.v. 1x/tyden, 4 1/24 dplnd, 2/24 Caste¢né
pripravend mRNA) | prsu faze 1/24 1/3 cykly, 3x107 DB i.v. + 1x107 odpovédi, 3/24 stabilni
/ Inkubace DB DB i.d. 1x/2 tydny, 4 cykly a 18/24 progresivni
s RNA nebo 1x108 DB i.v. + 1x100 onemocnéni
DB i.d. 1x/2 tydny, 4 cykly
hepatické 30x10° DB i.v. + 1x10° DB 9 relapsi, 3/13 >500 dni bez
metastizy id. 1x/2 tydny, 4 cykly prikazu onemocnéni
nddoru tlustého
stfeva/13
Causo 2004 | Autologni celkova Détsky nador IFNy ELISPOT: 0,5x107, 1,5x107 nebo 5x107 2/7 stabilni klinicka odpovéd’, 1/7
nadorovda RNA/ mozku/9 0/4 DB/m? i.v. + 0,5x107 DB/m?2 ¢astend odpovéd. 1 stabilni
Inkubace DB s RNA | (2 nedokoncili) i.d., 1x/2 tydny, 3 cykly choroba, 1 ¢asna ¢astecna
odpovéd, po 6 mésicich stabilni
choroba, 1/7 po 2 mésicich
stabilni onemocnéni. 4/7
progresivni onemocnéni
Causo 2005 | Autologni celkova Neuroblastom/11 | Proliferace: 0/5 0,5x107 DB/m2id.ai.v., 1x/2 protinddorova klinickd
nadorova RNA/ (5 nedokoncili) tydny, 3 cykly. 3 pacienti odpovéd nezjisténa
Inkubace DB s RNA vakcinace v 3mésicnim
intervalu — 0,5x107 DB/m2,
1,5x107 DB/m? a 5,0x107
DB/m? i.v. + 0,5x107 DB/m? i.d.
Su 2005 Telomerdza (uméle | Nador prostaty IFNy ELISPOT: 1x107 DB i.d. Ix/tyden, 6 cykli | prechodné sniZeni PSA
pripravenda mRNA) | /20 17/18 -exprimujicich
/ Elektroporace RNA nadorovych bune¢k
Mu 2005 Allogeni celkova Nador prostaty IFNy ELISPOT: 2x107 DB i.n. nebo i.d. pokles hladiny PSA
niadorovd RNA ze 3 | /19 10/19 1x/tyden, 4 cykly
nadorovych linif Celkem: 12/19
prostaty/
Elektroporace RNA
Kyte 2006 | Autologni celkova Maligni Proliferace: 9/19 2x107 DB 1x/tyden i.d. 13/22 pokles hladiny PSA,
nadorova RNA/ melanom/22 ain., 4 cykly 1/22 smiSend nadorova
Elektroporace RNA odpovéd s regresemi
nékterych metastaz

Vysvétlivky: T-bunééné odpovédi a 1é¢ebnd déinnost predstavuji pocet reagujicich z celkového poctu sledovanych pacientd, i.d. - intradermalni podan{
vakeiny, i.v. — intravenézni podéni vakciny

Klinické studie u pacient s nadorovym
onemocnénim

Zatimco prvni pokusy s podanim protinddorovych vak-
cin byly provedeny na mysich v roce 1996 (8), vakcinacni
studie u lidi s vyuZitim RNA-DB byla poprvé publikovdna
Heiserem az v roce 2002 (9). Tato klinicka studie faze I sle-
dovala bezpecnost a G¢innost ve vyvolani T-bunéénych od-
povédi in vitro. Pro aplikaci RNA-transfekovanych DB by-
li vybrani pacienti s metastatickym nddorem prostaty. Ra-

kovina prostaty je jedna z nékolika nddorovych onemoc-
néni, u kterych byl popséan vysoce specificky marker — pro-
stata specificky antigen (PSA), ktery usnadiiuje monitoro-
véani progrese onemocnéni. Nezralé DB pripravené z adhe-
rentnich monocytl byly inkubovany s in vitro transkribova-
nou PSA RNA. Pacientim byly poddvany geneticky mo-
difikované DB ve zvysujicich se davkach od 1x107 do 5x107
intravenézné a 107 bunék intradermdlné¢ ve
dvoutydennich intervalech. Pocty bunék byly vybrany na
zakladé maximalniho poctu bunék, které mohly byt pripra-
veny z ddavky mononukledrnich bunék periferni krve
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(MNPK) ziskanych béhem jednordzové leukaferézy. Vak-
cinace byla dobre snasena, byla pozorovana pouze minimal-
ni toxicita omezend na koZnf{ reakce stupné I a/nebo symp-
tomy podobné chfipce. Prostatitida nebo zprostfedkované
autoimunitni onemocnéni nebyly pozorovany. Pro stano-
vent, jestli poddni PSA RNA-transfekovanych DB vede ke
stimulaci T-buné¢nych odpovédi u lé¢enych pacientt, auto-
fi porovndvali pocet PSA-specifickych T- lymfocytii u vzor-
ki MNPK pred a po terapii s vyuzitim IFN-y ELISPOT ese-
je (10). VSichni pacienti méli po poddni DB PSA-reaktivni
INF-y-sekretujici T- buriky, zatimco pred terapii nebyly
INF- y-sekretujici T-bunky detekovatelné. U vsech deviti
testovanych pacient( bylo také zjisténo zvysené zabijeni ter-
covych bunek zprostiedkované CD8+ T-bunkami HLA tfi-
dy I v porovnani se vzorky pred vakcinaci (test s uvoliiuji-
cim se chromem a PSA RNA-transfekovanymi DB jako ter-
covymi bunkami). Pro ovéfeni vymizeni nadorovych bunék
zpusobené vakcinaci byly pomoci real-time PCR hodno-
ceny hladiny PSA transkriptd v periferni krvi pacientii. Da-
ta od tfi pacientl naznacuji, Ze tfi vakcinaéni cykly PSA
RNA-transfekovanych DB byly spojeny s prechodnou eli-
minaci nadorovych bunék z periferniho feciste. U Zadného
z Sesti sledovanych pacientd nebyly pozorovéany klinické
odpovédi (9).

Ve stejném roce byla publikovdna prace z Duke Univer-
sity Medical Center v Durhamu, NC, USA (11). Jeden pa-
cient s metastazujicim adenokarcinomem v subkutanni tka-
ni a pulmondlni uzliné byl oSetfen RNA-transfekovanymi
DB. DB byly modifikovany celkovou RNA izolovanou
z autolognich nadorovych bunék pacienta, na rozdil od pred-
chézejici studie, ve které byla pouzita samotnd in vitro pti-
pravend PSA mRNA. Cilem tohoto postupu bylo vyvolani
T-buné¢nych odpovédi proti riznym antigeniim namisto za-
cilenf na jeden definovany antigen. RNA byla vnesena do
nezralych autolognich DB lipofekci. Pacient obdrZel intra-
vendzni infuzi 3x107 DB naloZenych autologni celkovou
nadorovou RNA nésledovanou intradermaln{ injekci 1x10©
bungk Ctyfi cykly po Etyfech tydnech vakcinace. Vakcina-
ce byla dobre snasena, nebyla pozorovana vyznamna toxi-
cita, oviem klinickd odpovéd zjisténa nebyla, z diivodu po-
kraCujici progrese onemocnéni. Autofi vyhodnocovali
schopnost cytotoxickych T-lymfocyta specificky in vitro ly-
zovat antigen-exprimujici ter¢ové buriky. MNPK pouzité
pro testy cytotoxicity byly ziskdny pfed imunizaci, po imu-
nizaci CEA RNA-transfekovanymi DB (z jiné klinické stu-
die) a po imunizaci celkovou nddorovou RNA-transfekova-
nymi DB; jako ter¢ové bunky byly pouzity DB transfeko-
vané celkovou nddorovou RNA a celkovou RNA z MNPK.
MNPK ziskané po CEA RNA imunizaci a MNPK po imu-
nizaci celkovou nddorovou RNA aktivovaly nddorové spe-
cifické CTL. Lyticka aktivita MNPK ziskanych po imuni-
zaci DB transfekovanymi celkovou nddorovou RNA byla
vyS8i nez aktivita MNPK ziskanych po imunizaci DB mo-
difikovanymi samotnou in vitro pfipravenou CEA RNA.
Autori predpokladaji, ze nadorové buriky exprimuji vedle
CEA také dalsi proteiny, které slouZi jako nddorové antige-
ny. Proto DB transfekované celkovou nddorovou RNA mo-
hou vyvoldvat odpovédi na riznorodé a dosud neidentifiko-

vané antigeny, zatimco DB transfekované samotnym CEA
transkriptem stimuluji pouze CEA-specifické odpovédi.

Studie faze I byla provedena u pacientil s pokro¢ilymi nd-
dory exprimujicimi CEA antigen a byla nésledovédna fazi
IT u pacientl s hepatickymi metastdzami nddoru tlustého
stfeva. Autori pouzili nezralé DB naloZené samotnou
mRNA kédujici CEA (12). I v této studii byly imunizace
byly dobfe snaseny, toxicita nebyla pozorovana. Z 24 paci-
entd ve studii faze I byla potvrzena 1 kompletni remise, 2
Castecné odpovédi, 3 pacienti méli stabilni onemocnéni a 18
progresivni chorobu. Vakcina CEA-DB byla poddvéna in-
travendzné i intradermdlné. Vybrani pacienti byli v pokro-
¢ilém stupni onemocnéni; 1 pacient zemrel na komplikace
spojené s myelodysplastickym syndromem, jehoZ piitom-
nost byla zpétné zjisténa jiz pred zahdjenim 1écby. U dalsi-
ho pacienta se zhorsila ¢innost jater masivni progresi hepa-
tickych metastdz béhem studie. U Zadného pacienta se ne-
objevily klinické dikazy autoimunitniho onemocnéni. Ve
studii faze I1 9 ze 13 pacientd relabovalo v obdobi s medi-
dnem 122 dni. Manifestace imunologickych odpovédi by-
ly prokdzany pomoci biopsii v misté injekce DB a perifer-
ni krvi pacientd.

DalS§im z nddorovych onemocnéni vybranych pro klinic-
kou studii poddni RNA-DB byl i karcinom ledvin (RCC,
renal cell carcinoma). RCC je vysoce rezistentni na che-
moterapii a dosud nenf standardni latka pro 1é¢bu meta-
stazujictho onemocnéni. AvSak spontdnni regrese RCC ob-
jevujici se v nékterych ptipadech naznacuji, Ze nadorové
buriky jsou citlivé na imunologické mechanismy (13). Su
a kolektiv testovali pristup vyuZivajici RCC RNA-trans-
fekované DB (14). V klinickych zkouskach faze I 10 pa-
cientti s metastatickym RCC obdrzelo nezralé zamrazené
DB, které byly transfekované celkovou RNA izolovanou
z rendlni nddorové tkdné. Autoti nebyli schopni vyhodno-
tit potencidlni vakcinou indukované klinické odpovédi, pro-
toze vétSina pacientd (8/10) dostdvala sekundarni terapii
poddvanou ve formé IL-2. Nicméné studie prokdzala, Ze
poddni RCC RNA-transfekovanych DB je nejenom bez-
pecné a proveditelné, ale vedla také u 6 ze 7 pacienti k ex-
panzi nddorové specifickych polyklondlnich T-bunék u 1é-
¢enych pacientti. Vakcinou vyvolané T-bunééné odpovédi
byly namifeny proti nékolika odli$nym antigenim vletné
katalytické podjednotce telomerdazy (hTERT), RCC-aso-
ciovanému antigenu G250 a onkofetdlnimu antigenu
(OFA), ale ne proti normdlnim bunéénym antigendm ex-
primovanym normdlnimi rendlnimi tkdnémi. Pouze v je-
diném pripadé bylo prokazano, Ze tumor specifické CTL
lyzovaly autologni nadorové buriky. U dvou pacienti by-
lo prokdzano uplné vymizeni metastatickych 1éz{ po pridat-
ném chirurgickém zdkroku nebo po poddni adjuvans vy-
sokoddvkového IL-2, ale Zddné po samotné vakcinaci.
U prezivajicich pacientd byla pozorovana stabilizace cho-
roby nebo oslabeny rist nddorovych bunék.

Telomerdzova reverzni transkriptdza, hTERT, je reakti-
vovéna u vétSiny nadoril a proto predstavuje atraktivni cil
protinddorové imunoterapie. Klinické zkousky faze I by-
ly provedeny u 20 pacientii s metastazujicim nadorem
prostaty, kterym byly poddny DB transfekované mRNA
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kédujici chimericky protein hTERT/LAMP-1. LAMP-1
membranovy protein asociovany s lysozomem je odpo-
védny za soucasnou aktivaci hTERT-specifickych CD4+
a CD8+ imunitnich odpovédi. Sest injekei 1x107 modifi-
kovanych DB bylo poddno intradermdlné v tydennich in-
tervalech. U deviti pacientl se po Sesti cyklech vakcina-
ce vyvinuly sou¢asn& hTERT-specifické CD81 a CD4* T
bunééné odpovédi. Podéani bylo dobfe tolerovano bez to-
xicity nebo autoimunitni odpovédi. V mistech intrader-
madlniho podédni po opakované vakcinaci byly zji§tény in-
tenzivni infiltraty hTERT-specifickych T bunék. U 19 z 20
pacientti byly sledovdny expanze hTERT-specifickych
CD8* T bun&k v periferni krvi, jejichZ hodnoty dosaho-
valy 0,9-1,8 % CD8* T bun&k vykazujicich antigenni
specifitu (15). Srovnatelnych hodnot bylo dosazeno pfi
vakcinaci proti infekénim patogeniim (16).

Pii transfekci DB lze vyuZzit jako zdroj RNA i alogen-
ni bunééné linie nadoru prostaty. Modifikované buriky by-
ly podany 20 pacientim, 19 z nich dokon¢ilo vakcinaci.
KaZzdy pacient obdrZzel nejméné 4 injekce v tydennim in-
tervalu obsahujici 2x107 transfekovanych DB. Vakcina
byla poddvéana intranoddlné€ nebo intradermdlné. Imunit-
ni odpovédi byly méfeny testem odddleného typu hyper-
senzitivity (delayed-type hypersensitivity, DTH) a in vit-
ro imunotesty — ELISPOTem a stanovenim T-bunécné
proliferace ve vzorcich periferni krve pfed a po vakcina-
ci. Byly sledovany také hladiny sérového PSA. Podobné
jako v jinych studiich nebyly pozorovany vaznéjsi ved-
lejsi d¢inky nebo toxicita. Celkem 12 pacientt si vytvo-
filo specifické imunitni odpovédi na poddni DB transfe-
kovanych nddorovou mRNA. U 13 subjektl byl prokdzan
pokles hladiny PSA, tento dcinek byl podpofen pomoc-
nymi vakcinacemi. Klinicky vysledek vakcinace byl v pri-
mé souvislosti s imunitnimi odpovéd'mi (17).

Kyte a kolektiv pouZili jako vakcinu pro pacienty s ma-
lignim melanomem DB elektroporované autologni nado-
rovou mRNA a nésledné maturované. Cilem studie faze
I/IT bylo zhodnoceni vhodnosti a bezpecnosti vakciny
a schopnosti DB vyvolavat T-bunééné odpovédi u mela-
nomovych pacientd. Déle autofi porovndvali indradermal-
ni a intranodaln{ aplikaci poddni vakciny. Bylo sledova-
no 22 pacientd, kterym byly poddny 4 vakciny s tyden-
nim odstupem. Vakcinou vyvoland specifickd imunita by-
la zjiSténa u 9 z 19 pacientd (hodnoceno pomoci testt pro-
liferace, produkce IFN-y T-buné¢k a ELISPOTu) au 8 z 18
pacientd (hodnoceno reakci hypersenzitivity opozdéné-
ho typu). Rozdil mezi zpisobem podani vakciny nebyl
vyznamny, u pacienti vakcinovanych intradermdlné by-
la odpovéd zjisténa u 7 z 10 sledovanych a u 3 pacientl
7 12 vakcinovanych intranodalné (18).

Klinické zkousky fdze I byly provedeny také u pedia-
trickych pacientd a mladistvych s recidivou mozkového
nadoru. Causo a kolektiv pro pfipravu protinddorové vak-
ciny pouzili dendritické buriky nalozené nddorovou RNA
bez nésledné maturace DB. Pacientim byly podany ne-
jméné tii vakeiny, kazda predstavovala intravendzni a in-
tradermalni podani v dvoutydennich intervalech. Po vak-
cinaci RNA-DB vykazovali 2 pacienti ze 7 stabiln{ kli-

nickou odpovéd a 1 &aste¢nou odpovéd. U 2 testovanych
pacientl byly prokdzany nadorové specifické imunitn{ od-
povédi na RNA-DB. Vakcinace RNA-DB nevyvolala bu-
nécnou nddorové specifickou imunitni reakci, i kdyZz do-
Slo ke zvysSeni bunécné odpovédi na nespecifické stimu-
ly. V zadném z pfipadd se neobjevily symptomy experi-
mentdln{ alergické encefalitidy (EAE) nebo jinych auto-
imunitnich odpovédi. Tti pacienti vykazovali klinické od-
povédi béhem 1écby. Jeden pacient mél stabilni chorobu
po 5 vakcindch a 21 mésicich sledovdni, u 2. pacienta
byla potvrzena Casnd ¢dste¢nd odpovéd a po Sesti mési-
cich sledovéani stabilni choroba. Dals{ pacient mél po dvou
mésicich sledovani také stabilni onemocnéni. U zbyvaji-
cich Ctyf pacientt bylo zjisténo progresivni onemocnéni
béhem studie (19).

V dal$im roce byla publikovédna studie stejného ko-
lektivu autort, kterd sledovala vakcinaci 11 pediatric-
kych pacientd s nové diagnostikovanym neuroblasto-
mem stadia 4. Pacienti obdrzeli dva cykly indukénfi 1é¢-
by karboplatinou ndsledované standardni chemoterapif,
chirurgickou 1é¢bou, radiaci, vysoce ddvkovanou tera-
pii, podani kmenovych bunék a RNA-DB vakcinaéni te-
rapii. Vakcina DB byla poddna 8 z 9 aferézovanym pa-
cientim intradermdlné a intraven6zné v tydnech 0,2 a 4
v mnozstvi 0,5x 107 bunék/m2. TTi pacienti se stabilnim
onemocnénim byli zvoleni pro 3 ndsledné vakcinace
v 3mésicnim intervalu. Pro intravendzni podani byla
pouzita zvySujici se divka DB v mnozstvi 0,5x107 bu-
nék/m2, 1,5x107 bunék/m?2, a 5,0x107 bunék/m?2. Intra-
dermélné podané RNA-DB byly v mnozstvi 0,5x107 bu-
nék/m2. U zZddného ze 7 sledovanych pacientd nebyla
pozorovana 1é¢ebnd odpovéd. K progresi onemocnént,
popr. smrti v souvislosti s onemocnénim doslou 10 z 11
pacientl s medidnem 14 a 19 mésict od diagnézy. T-
buné&éné proliferaéni testy bunétné imunity nezjistily
statisticky vyznamné protinddorové odpovédi. Humoral-
ni protinddorova imunitni odpovéd byla sledovéna po-
moc{ metody ELISA. U dvou pacientl byly po tfetim
podéni vakciny zjiStény zvySené hladiny specifickych
protildtek. U vSech pacientli byly detekovdny zmény
v poméru CD4+ a CD8+ T lymfocytt. Po¢ty CD4+ bu-
nék byly pod normdlni hladinou, zatimco CD8+ byly
nad normédlem. CD19+ bunky byly s vyjimkou jednoho
pacienta pod normdlni drovni (20).

Namisto pripravy RNA od kazdého pacienta zvlast
muZe byt pouZita RNA izolovana z charakterizované vy-
soce imunogenni linie rendlniho karcinomu (RCC-26).
Tyto DB byly schopné aktivovat efektorové a paméto-
vé cytotoxické T-lymfocyty specificky zabfijejici antige-
ny exprimované RCC-26 buné¢nou lini. Tento postup
muze byt pouzit u mnozstvi pacientd, navic pouzitd li-
nie je charakterizovand a standardizovand a muze byt
ddle pouZzita pro monitorovani stavu imunitniho systé-
mu po vakcinaci (21).

Vyhodu DB naloZenych RNA oproti uZiti autolognich
nadorovych lyzatt ¢i apoptotickych nddorovych bunék
k naloZeni DB predstavuje moznost RNA amplifikace. Ta-
to skutecnost je vyuzitelna hlavné v piipadé malého
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mnoZstvi nddorového materidlu. RNA templat 1ze dile
modifikovat vnesenim sekvenci, které zvysuji stabilitu
a tak Zivotnost RNA. Upravy zahrnuji napiiklad polyade-
nylaci nebo prfidani sekvenci zlepSujicich prezentaci an-
tigenu zacilenim translatovaného proteinu do specifickych
kompartmentd MHC. Vneseni RNA obsahujici transkrip-
ty genti exprimovanych v nadorové burice eliminuje po-
tiebu selekce pacientd na zakladé HLA antigent, coZ je
omezeni pii pouZiti antigennich peptidi. Dalsi z vyhod
pouziti dendritickych bunék naloZenych RNA predstavu-
je nasledné vyvolani jak CD4+, tak i CD8+ imunitn{ od-
povédi po podani vakciny.

U pacientd byly prokdzany nadorové specifické T-bu-
nécné odpoveédi, coz potvrzuje bioaktivitu téchto vakcin.
Porovnéni imunitnich odpovédi a klinickych odpovédi po
podéni vakciny je ovSem rozporuplné. Ve vétSing studif
byla pozorovana prodlouZena doba preZiti pouze u nékte-
rych pacientd. Tato zjisténi naznacuji prostor pro zlepSe-
ni vyhodnocovacich metod. Ve studiich byly provadény
imunoeseje na T-lymfocytech ziskanych z periferni krve.
Je mozné, ze klinicky ucinné T-buniky migruji do okol{
nadoru a tyto T-buiiky by potom mély byt pouZity pro tes-
ty imunitni odpovédi. Nddorové vakciny mohou stimu-
lovat i nddorové specifické T-lymfocyty, které se nepo-
dili na eradikaci malignich bunék. Svou roli pfi netspé-
chu v 1é¢bé nddorového onemocnéni hraje také omezeny
pocet vakcinaci a kratké ocekavani pfeZiti pacientl zafa-
zenych do studie.

Zavér

Preklinické in vitro a in vivo studie vyvolani antigen-
specifickych cytotoxickych odpovédi s pouZitim den-
dritickych bunék transfekovanych definovanymi tumor
asociovanymi antigeny nebo celkovou nddorovou RNA
prokdzaly pouZitelnost téchto metodik v 1é¢bé nddoro-
vych onemocnéni. Vakciny byly vyuzity v 16¢bé riznych
karcinomi jako napiiklad cervikdlni a kolorektaln{ kar-
cinom, karcinom prostaty, myelom, karcinom prsu, me-
lanom, gliom, CLL, RCC nebo adenokarcinom. Ve
v8ech klinickych studiich bylo podéni vakciny dobfe
snaseno, bez zdvazné toxicity u pacientd, ale s minimadl-
ni 1écebnou tcinnosti. Studie, které sledovaly ti¢innost
vakcinaéni terapie RNA-transfekovanych DB naznacu-
ji smér pro 1é¢bu pacientl s ¢asnymi stadii choroby,
ovSem zlstavd mnoho otdzek vletné pfipravy Siroce
aplikovatelnych klinickych protokold, nalezeni optimal-
niho zdroje DB pro klinické aplikace, i¢inného zptiso-
bu naloZeni DB antigeny ¢i nejvhodnéjsi zptisob poda-
ni vakciny. Uspé&3n4 terapie nidorového onemocnéni by
méla vést k aktivaci nddorové specifickych T-lymfocy-
ti a jeji d¢innost je ddna typem a frekvenci téchto bu-
nék. Tyto procedury vyZaduji standardizaci pro usnad-
néni porovndni klinickych vysledkd v dalsich in vivo stu-
diich. Doposud patfily tyto experimentalni postupy vy-
hradné do rukou vyzkumnikt a nemiZou nahradit sté-
vajici 1é¢ebné metody.

Seznam pouzitych zkratek

CEA karcinoembryondln{ antigen

CTL cytotoxické T-lymfocyty

DB dendritickd burka

GFP zeleny fluoreskujici protein

GM-CSF granulocyty mikrofagy kolony stimulujici
faktor

hTERT telomerdzova reverzni transkriptdza

id. intradermdlné

i.v. intraven6zné

IVT in vitro transkripce

MGUS monoklondlni gamapatie nejasného
vyznamu

MM mnohodetny myelom

MNPK mononukledrn{ buniky periferni krve

PSA prostata specificky antigen

RCC karcinom ledvin

RNA ribonukleova kyselina

Literatura

1. Dudova S, Michélek J, Hijek R. RNA nddorové vakciny na bazi
dendritickych bunék. Klinickd onkologie 2005; 5: 178-83.

2. Nair SK, Heiser A, Boczkowski D, et al. Induction of cytotoxic T
cell responses and tumor immunity against unrelated tumors using
telomerase reverse transcriptase RNA transfected dendritic cells.
Nat Med 2000; 6(9): 1011-7.

3. Heiser A, Maurice MA, Yancey DR, et al. Human dendritic cells
transfected with renal tumor RNA stimulate polyclonal T-cell res-
ponses against antigens expressed by primary and metastatic tu-
mors. Cancer Res 2001; 61(8): 3388-93.

4. Gilboa, E. The risk of autoimmunity associated with tumor im-
munotherapy. Nat. Immunol. 2001; 2:789-792.

5. Javorovic M, Pohla H, Frankenberger B, et al. RNA transfer by
electroporation into mature dendritic cells leading to reactivation
of effector-memory cytotoxic T lymphocytes: a quantitative ana-
lysis. Mol Ther 2005; 12(4): 734-43.

6. Grunebach F, Muller MR, Nencioni A, et al. Delivery of tumor-de-
rived RNA for the induction of cytotoxic T-lymphocytes. Gene
Ther 2003; 10(5): 367-74.

7. Li X, Zhao X, Fang Y, et al. Generation of destabilized green flu-
orescent protein as a transcription reporter. J Biol Chem 1998;
273(52): 34970-5.

8. Boczkowski D, Nair SK, Snyder D, et al. Dendritic cells pulsed
with RNA are potent antigen-presenting cells in vitro and in vivo.
J Exp Med 1996; 184(2): 465-72.

9. Heiser A, Coleman D, Dannull J, et al. Autologous dendritic cells
transfected with prostate-specific antigen RNA stimulate CTL res-
ponses against metastatic prostate tumors. J Clin Invest 2002;
109(3): 409-17.

10. Asai T, Storkus WJ, Whiteside TL, et al. Evaluation of the modi-
fied ELISPOT assay for gamma interferon production in cancer
patients receiving antitumor vaccines. Clin Diagn Lab Immunol
2000; 7: 145-154.

11. Nair SK, Morse M, Boczkowski D, et al. Induction of tumor-spe-
cific cytotoxic T lymphocytes in cancer patients by autologous tu-
mor RNA-transfected dendritic cells. Ann Surg 2002; 235:
540-549.

12. Morse MA, Nair SK, Mosca PJ, et al. Immunotherapy with auto-
logous, human dendritic cells transfected with carcinoembryonic
antigen mRNA. Cancer Invest 2003; 21(3): 341-9.

13. Glaspy JA. Therapeutic options in the management of renal cell
carcinoma. Semin Oncol 2002; 29: 41-46.

14. Su Z, Dannull J, Heiser A, et al. Immunological and clinical res-

32

Transfuze Hematol. dnes, 14, 2008



Transfuze 1 zlom 9.4.2008

15:13 Str. 33

.

KLINICKE STUDIE RNA VAKCIN

15.

16.

17.

18.

19.

ponses in metastatic renal cancer patients vaccinated with tumor
RNA-transfected dendritic cells. Cancer Res 2003; 63(9): 2127-33.
Su Z, Dannull J, Yang BK, et al. Telomerase mRNA-Transfected
Dendritic Cells Stimulate Antigen-Specific CD8+ and CD4+ T Cell
Responses in Patients with Metastatic Prostate Cancer 2005, 174:
3798-3807.

Wong P, Pamer EG. CDS8 T cell responses to infectious pathogens.
Annu Rev Immunol 2003; 21: 29-70.

Mu LJ, Kyte JA, Kvalheim G, et al. Immunotherapy with allotu-
mour mRNA-transfected dendritic cells in androgen-resistant pro-
state cancer patients. Br J Cancer 2005; 93(7): 749-56.

Kyte JA, Mu L, Aamdal S, et al. Phase I/II trial of melanoma the-
rapy with dendritic cells transfected with autologous tumor-
mRNA. Cancer Gene Ther 2006; 13(10): 905-18.

Caruso DA, Orme LM, Neale AM, et al. Results of a phase 1 stu-
dy utilizing monocyte-derived dendritic cells pulsed with tumor
RNA in children and young adults with brain cancer. Neuro-on-
col 2004; 6(3): 236-46.

20.

21.

Caruso DA, Orme LM, Amor GM, et al. Results of a Phase I stu-
dy utilizing monocyte-derived dendritic cells pulsed with tumor
RNA in children with Stage 4 neuroblastoma. Cancer 2005; 103(6):
1280-91.

Geiger C,Regn S, Weinzierl A, et al. A generic RNA-pulsed dend-
ritic cell vaccine strategy for renal cell carcinoma. J Transl Med
2005; 3: 29.

Prdce byla podporena grantem IGA NR8945.

Mgr. Silvie Dudovd
Kampus MU, ILBIT
Kamenice 5
625 00 Brno
sdudova@fnbrno .cz

Doslo do redakce: 23. 2. 2007
Prijato: 10. 1.2008

Dovolujeme si vas pozvat na tradi¢ni

mezikrajsky seminar pracovnikii klinické biochemie a hematologie Plzeiiského a Karlovarského kraje,

ktery se bude konat 10. dubna 2008 v 9.30 h
ve velké poslucharné Safrankova pavilonu (Alej Svobody 31, Plzeni-Lochotin)

Program seminare:
V. Petiikové, M. Solcovi, J. Zenkova (FN Plzeii): Zptisoby odhadu glomerularni filtrace (20 min)

M. Solcova, V. Petiikova (FN Plzei): Prakticky piistup k hodnoceni ABR (20 min)

J. Zenkova, R. Solcova, V. Petiikové (FN Plzeii): Automatické hodnoceni hemolyzy, ikterického a chylézniho

1.
2.
3.

©OXNAne

séra (LIH) na pfistroji Olympus AU 2700 v praxi (15 min)

M. Korotvicka, A. Steinerovd, J. Kacerovskd: Funkéni dechové testy v medicinské praxi (15 min)

J. Slechtova (EN Plzeii): Hematologické poruchy a nemoci v t&hotenstvi (40 min)

M. Druckmiiller (VUT Brno): Vizualizace digitalnich obrazi (40 min)

J. Racek (FN Plzen): Zvlastnosti laboratorniho vySetfovani v t€¢hotenstvi, détském véku a u seniord (40 min)
J. Slechtovd (EN Plzeii): Zmény hematologickych parametrd v t&hotenstvi (10 min)

R. Pikner (Klatovskd nemocnice a.s.): Markery kostnitho metabolismu — renesance v diagnostice a 1écbé

osteopordzy (20 min)

10. V. Senft (FN Plzen): Problematika intoxikaci olovem (20 min)

Akce je zarazena do programu kontinudlniho vzdéldvdni lékarii, analytikii i zdravotnich laborantii
a bude hodnocena kredity CLK, KVVPOZ a CAS.
Semindr sponzoruje firma Olympus C&S, s.r.o.
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