CZ 29538 U1

UZITNY VZOR

(21) Cislo prihlasky: 2016-32206
(19 (22) Prihlageno: 17.03.2016
EUBLIKA (47) Zapsino 14.06.2016

(1D Cislo dokumentu:

29 538

(13) Druh dokumentu: Ul

(51)Int. Cl.:
AG61K 39/00 (2006.01)
CI2N 5/0784 (2010.01)
AG61P 35/00 (2006.01)

URAD
PRUMYSLOVEHO
VLASTNICTVI
(73) Majitel:

prof. MUDr. Jaroslav Michdlek, Ph.D., Brno, CZ
(72)  Pivodce:

prof. MUDr. Jaroslav Michalek, Ph.D., Brno, CZ
(74)  Zaswpce:

Mgr. Eva Grabarczykova, Pellicova 1. 602 00 Brno
(54)  Nazev uzitného vzoru:

Sada pro pFipravu protinidorové vakciny,
protinadorova vakcina v&etné posileni
ucinku

Utad pramyslového vlastnictvi v zapisném fizeni nezjistuje. zda pfedmét uZitného vzoru
splituje podminky zptisobilosti k ochrang podle § 1 zdk. ¢. 478/1992 Sb.



10

15

20

25

30

35

45

50

CZ 29538 Ul

Sada pro piipravu protinidorové vakeiny, protinidorova vakcina véetn€ posileni ucinku

Oblast techniky

Technické Feseni se tyka posileni protinddorového efektu protinidorové vakciny s obsahem den-
dritickych bunék (DB) pomoci imunomodulaénich latek a sady pro piipravu této protinadorové
vakeiny.

Dosavadni stav techniky

Dendritické butiky (DB) predstavuji buttky imunitniho systému, které tvofi spojeni mezi nativ-
nimi a adaptivnimi mechanismy imunity. Nachézeji se pfedevsim v kizi, ve sliznicich a v malé
mife také v dal$ich tkanich a krvi. Jejich hlavni funkei je zpracovani a prezentace antigeni (cizo-
rodého materialu) tak, aby byla cilené a uginné nastartovana imunitni odpovéd’ v pfipadg, Ze dany
antigen je DB rozpoznan jako nebezpeény. DB se vyviji z hematopoetickych prekurzori v kostni
dfeni do myeloidni nebo lymfoidni DB. Za fyziologickych okolnosti se v téle vyskytuji prede-
véim tzv. ,nezralé“ DB, udrzuji stav tolerance imunitniho systému, zejména k vlastnim protei-
niim, molekuldm a buiikdm. Nezralé DB maji velmi dobrou schopnost tagocytézy, kterd slouZi
k pohlcovéani pevnych &éstic, vdetné cizorodych antigend. Pokud je takovy antigen rozpoznan
jako nebezpeény, dojde k postupnému vyzravani DB a jejimu vycestovani z tkané do lymfatické
uzliny. Vyzravani DB spodivéa v utlumeni fagocytézy novych Castic a dochazi k expresi molekul
HLA (human leukocyte antigen) 1. i I1. tfidy, které jsou nezbytné pro cilenou a specifickou akti-
vaci T lymfocytt v lymfatické uzling€. T lymfocyty pfedstavuji vykonnou slozku imunitniho sys-
tému, ktera na zékladé informace predané od ,,zralych“ DB je schopna produkovat potiebné cy-
tokiny (pomocné Th lymfocyty) a cytotoxicky potencial vii¢i cilovym antigenim (cytotoxické Tc
lymfocyty). Pomocné Th lymfocyty miZeme rozd€lit na Thl a Th2. Thl lymfocyty maji schop-
nost produkovat spektrum cytokinii (zejména interferon gama), které aktivuji Tc lymfocyty a déle
tak zvysuji jejich cytotoxicky potencial, ktery pak 1ze s vyhodou vyuzit v protinddorové imunote-
rapii. Th2 lymfocyty zodpovidaji za stimulaci B lymfocyti a tvorbu protilatek, v protinddorové
imunité se vyrazn&ji neuplatiiuji. Pro aktivaci Thl lymfocyt jsou dilezité cytokiny ze skupiny
interleukinu IL-12, které produkuji n&které zralé DB. DB1, které produkuji IL-12 a polarizuji tak
imunitni odpovéd’ aktivaci Thl lymfocytii, jsou v soucasné dob€ povaZovany za dileZité pro
protinddorovou imunoterapii.

DB maji tedy centréalni Glohu pfi iniciaci imunitni odpovédi, ktera je zprostfedkovana T lymfo-
cyty. DB tak funguji jako profesiondlni antigen-prezentujici butiky, které jsou schopny cilené
prezentovat antigeny (vietné nadorovych) a efektivné tak stimulovat imunitni odpovéd’ cilenou
proti danému antigenu. Je moZné vyuZit tyto buiiky k 16¢b& nadorovych onemocnéni. Po vakci-
naci pacienta DB pfipravenych in vitro je mozné vyuZit aktivaci vlastniho imunitnfho systému,
zejména pomocnych a cytotoxickych T lymfocyti pacienta in vivo. S rostoucimi poznatky z ob-
lasti imunobiologie DB se vyvijeji postupy jejich piipravy pro dosaZeni optimalnich vlastnosti, za
které se v soutasné dob& povaZuje zejména imunofenotyp, produkce cytokinu IL- 12 a schopnost
stimulovat vlastni i alogenni T lymfocyty.

Prekurzory DB jsou standardng ziskény z periferni krve leukaferézou. Leukaferéza znamené od-
sati frakce bilych krvinek z plné krve, pfi¢emz Cervené krvinky a krevni plazma se vraceji zp€t
do krevniho ob&hu pacienta. Z t&chto bilych krvinek jsou pak ndsledné izolovany monocyty,
které maji schopnost pfilnavosti k povrchim. Monocyty predstavuji vychozi surovinu - prekurzor
DB.

V soutasné dobé probihaji klinické studie, které ukazuji pfinos rizné pfipravenych DB u né€kte-
rych vybranych nadorovych onemocnéni (karcinom prostaty, melanom, glioblastom a dalsi).
V piipadé 1é¢by karcinomu prostaty byla prokédzana ucinnost vakciny na bazi DB naloZena
jedinym nadorovym antigenem v klinické studii faze III a tato vakcina pod nézvem Sipuleucel-T
byla registrovana v USA pro 1é€bu hormonalné refrakterntho karcinomu prostaty (Kantoff, et al.
N Engl ] Med 2010, 363:479-81). Studie se u¢astnilo 512 pacientd, z toho 341 pacienti dostdvalo
vakcinu a 171 pacientd dostavalo placebo. Vysledkem studie byl prikaz prodlouZeni medidnu
preziti o 4,1 mésice (z ptiblizné 22 na 26 mésict) s vyuZitim Sipuleucel-T oproti placebu. Jedna
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se zatim o jedinou klinickou studii, kterd pfipravek na bazi DB dovedla k jeho registraci americ-
kou FDA. Nevyhodou takového postupu viak miiZe byt pouZiti pouze jediného nadorového anti-
genu oproti lyzatu nadorové tkan€, ktery obsahuje kompletni spektrum nadorovych antigenti
a protinadorova odpoveéd’ tak miiZe byt podstatng $ir§{ a u¢inn&j$i. Pfikladem takového piistupu je
klinicka studie vyuZivajici vakcinace DB u pacientii s glioblastomem, kdy standardni 1é¢bou Ize
dosahnout medinu pfeZiti 12-14 mé&sicd, pfi pouZiti vakciny na bézi autolognich DB naloZenych
autolognim lyzitem glioblastomovych nddorovych bunék v kombinaci se standardni 1é&bou lze
dosahnout aZ 24 mésiéni median pieiti (Ardon H, et al. J Neurooncol 2010, 99:261 -72). Nevy-
hodou této studie je fakt, Ze nadorovy lyzat byl ziskan pouze od samotného pacienta, a tedy
pouze pacienti schopni podstoupit neurochirurgicky operaéni zakrok se mohli G&astnit této 1é¢by.
Pacienti, u kterych nebylo mozZné provést operaéni zakrok pro ziskani nadorového antigenu, tak
byli vylou€eni z této 1écby. Dalsi nevyhodou bylo pouiti DB bez prokazatelné produkce IL-12,
coZz mohlo ovlivnit efektivitu vakcinace. Kone¢n& pfi 1é¢bé metastazujiciho melanomu bylo
velmi dobrych vysledkii dosaZeno v klinické studii faze II pomoci vakciny na bazi DB, kter4 byla
naloZena nadorovymi antigeny z lyzétu autologni nddorové linie (Dillman RO, et al. Cancer Bi-
other Radiopharmaceut 2009, 24:311-9). Pokud byla vakcinace provad&na pouze nadorovou linii,
medidn pfeziti byl 31 mésicl, zatimco pii vyuziti vakciny na bazi DB naloZenych lyzitem z au-
tologni nddorové linie byl median pieZiti signifikantné prodlouZen na 64 mésict s pétiletym pre-
Zitim 54 % takto 1é€enych pacienti. Nevyhodou této studie je opét autologni pfistup, nebot’ ne
u viech pacientil lze ziskat a vyp&stovat vlastni nadorovou linii pro vyuziti vlastnich antigen,
a také podani DB bez prokazatelné produkce IL-12. Vakcina na bazi DB, které produkuji dosta-
tecné mnozZstvi IL-12, byla rovnéZ popsana (Dohnal A, et al. Cytotherapy. 2007, 9: 755-70). Tato
vakcina vyuziva standardni kultivace nezralych DB pomoci GM-CSF a IL-4 v médiu AIM-V
a maturace pomoci LPS a IFNy. Vakcina vsak byla uZita v kombinaci s autolognim nadorovym
lyzétem, coZ znaén& omezuje jeji rozsifeni a nelze ji vyuZit u pacientt, u kterych neni dostupna
vlastni nadorova tkai. Vysledky této studie faze I u détskych onkologickych pacientti ukazaly
dobrou snaSenlivost a navozeni imunitni odpovédi u téce piedlédenych pacienti.

Utinek protinddorové vakeiny lze posilit vyuZitim imunomodulaénich latek, které potladuji efekt
tolerogennich T lymfocytii, které tlumi protinadorovou odpovéd’, a naopak stimuluji G¢inek pro-
tinddorovych cytotoxickych T lymfocytii, které jsou stimulovany DB. Mezi tyto latky patii cyk-
lotosfamid v nizké, tzv. metronomické davce 50 mg uZivané denné po dobu 2-4 tydni pied za-
héjenim DB vakcinace a v pritb&hu vakcinace po dobu 3-12 mésict (Ferrandina G, et al. BMC
Cancer. 2014, 14: 947, Perroud HA, et al. Future Oncol. 2013, 9: 451-62). Pro posileni nespeci-
fick¢ imunity, v€etné NK bunék, lze rovnéz kombinovat podéni metronomické davky cyklofos-
famidu s podanim betaglukanu 300 mg denn& po dobu 14 dni pfed zahdjenim vakcinace DB
anasledné 100 mg denné po dobu vakcinace DB (Harnack U, et al. Anticancer Res. 2011, 31:
1169-72; Masuda Y, et al. J Leukoc Biol. 2015, 98:1015-25; Tian J, et al. Eur J Immunol. 2013,
43:1220-30).

Pfedkladané technické feSeni si klade za cil poskytnout sadu pro pfipravu protinddorové vakciny
a vyslednou protinddorovou vakcinu kombinovanou s imunomodulaci vedouci k pfednostni akti-
vaci cytotoxickych T lymfocyti, potladeni tolerogennich T lymfocytt a $irsi vyuZiti, tj. vakeinu
nezavislou na autolognim nddorovém lyzatu.

Podstata technického fe$eni

Pfedmétem predklddaného technického feseni je sada pro pfipravu protinadorové vakciny na bazi
dendritickych bun&k z monocytii krve, ktera obsahuje cytokiny rekombinantni lidsky interleukin
IL-4 a rekombinantni lidsky granulocyty a monocyty kolonie stimulujici faktor GM-CSF, lipo-
polysacharid (LPS) a interferon gama (IFN-y), médium, a alesponi dva rozdilné nadorové lyzaty
ze stejného typu nadoru.

S vyhodou je médiem DB médium CellGro, které je vhodné rovn&z pro klinické pouZiti. Toto
médium je komeréné dostupné a ma standardizované sloZeni.

Ve vyhodném provedeni technického fefeni jsou nadorové lyzaty kombinaci alespofi jednoho
nadorového lyzatu ziskaného od pacienta a alespoii jednoho nadorového lyzéatu z nddorové linie.
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V jiném vyhodném provedeni technického fedeni jsou nddorové lyzaty kombinact lyzatd alesponi
dvou nadorovych linii stejného typu nadoru.

S vyhodou je vakcinace DB doplnéna podanim 2 imunomodulaénich latek cyklofosfamidu
a betaglukanu, které posiluji protinddorovy efekt vakcinace.

Piiprava vakciny na béazi dendritickych bun&k s pomoci sady podle pfedkladaného technického
fedeni probihd tak, Ze se monocyty z krve kultivuji za standardnich podminek (v inkubatoru
v atmosféfe 5 % CO, pii 37 °C) po dobu 6 dnil v pfitomnosti cytokinii rekombinantniho lidského
interleukinu IL-4 a rekombinantniho lidského granulocyty a monocyty kolonie stimulujiciho
faktoru (GM-CSF) na nezralé dendritické buiiky, které se dale kultivuji v pfitomnosti cytokini
rekombinantniho lidského IL-4 a rekombinantniho lidského GM-CSF a v piitomnosti alespori
dvou rozdilnych nadorovych lyzatd ze stejného typu nadoru a s naslednym piidavkem lipopoly-
sacharidu (LPS) a interferonu y (IFN-gama) na zralé dendritické butiky. GM-CSF a IL-4 jsou
standardn& pouZivany pro in vitro pfipravu DB z monocyti periferni krve. Molekuly LPS a IFN-y
umozni plné vyzrani DB a produkci IL-12. Ziskani dostateéného mnoZstvi DB je zabezpeceno
leukaferézou, co? je standardn& pouZivany postup k izolaci bilych krvinek z periferni krve. Pou-
Yitim kombinace nadorovych antigen@, coZ nebylo znamo ve stavu techniky, je protinddorovy
efekt takto pfipravené vakciny prohlouben. Navic v situaci, kdy neni dostupny autologni nador,
1ze vyuzit nddorové linie nebo kombinace vice nadorovych linii se stejnym typem néadoru, jako je
nador pacienta.

Nadorovy lyzat se s vyhodou pfipravi z nadorové tkané rozmélnénim a protlacenim pfes vhodné
sitko (napf. 100 pm). Vyhodn& je darce nadorové tkané podroben testiim na piitomnost krvi pte-
nosnych chorob, jako je HIV, hepatitida a syfilis, v ptipadné pozitivniho vysledku testu tkan neni
pouZita.

Dals§im pfedmétem predkladaného technického feSeni je protinddorova vakcina na bazi dendritic-
kych bungk, jejiZ podstata spotiva v tom, Ze obsahuje dendriticke buiiky produkujici interleukin
12 (IL-12) a prezentujici antigeny alespoii dvou nadorovych linif stejného typu nadoru nebo anti-
geny nadorovych bunék ziskanych od pacienta a alespofi jedné nadorové linie ze stejného typu
nadoru.

Vakcina na bazi dendritickych bunék miZe byt vyuzita jako doplitkova 1é¢ba pro pacienty s gli-
oblastomem, renalnim karcinomem, ovarialnim karcinomem a melanomem, pokud je naloZena
piislusnym lyzatem nadorové tkan& z jednotlivych typl nadord a nadorovych linif. Je urena
jednak k individudlnimu podavani v ptipadech indikovanych pfislusnym ofetfujicim lékafem
nebo k testovani v ramei klinickych studii v souladu s ES &. 1394/2007, smérnici 2001/ 83/ES a se
Zakonem o lé&ivech 378/2007.

Létebného efektu se dosahne zejména u prisné indikovanych pacientii nejlépe v situaci, kdy je
standardni 1é&bou navozena parcidlni nebo kompletni remise, ptipadné kdyZ se jedné o tzv. mi-
nimalni zbytkovou chorobu, kdy pacientiiv imunitni systém neni oslaben natolik, aby to znemoz-
fiovalo jeho aktivaci pomoci vakeiny. Oslabeny imunitni systém pacienta 1ze posilit podavanim
imunomodulaénich latek cyklofosfamidu a betaglukanu. V téchto situacich lze ocekévat maxi-
malni efekt vakciny.

P#iklad provedeni technického feSeni

P¥iprava nadorového lyzatu:

Reagencie

- DPBS (Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline, 10x PBs), (Lonza. No.: BE17-515F)
- HBSS (Hanks’ Balanced Salt Solution) (Lonza, No.: BE10-547F nebo BE10-527F)

- Injekéni voda Aqua pro iniectione ardeaphanna (Ardeapharma, No.: 76/926/95-C), Sterile water
for injection Fresenius (Fresenius Kabi, No.: 87/405/97-C) nebo Aqua pro injectione (B. Braun,
No.: 87/02/98-C)
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- KLH: Hemocyanin, Keyhole Limpet, Megathura crenulata, glycerol (Calbiochem, No.:
374817)

- NaCl 0,9 % Sodium chloride in water for injectione (Fresenius Kabi, No.:76/365/96-C)

Nadorova tkan odebrana od darce nebo ziskana z kultivaéni misky (pokud se jedn4 o nadorovou
linii) je uloZena do zkumavky obsahujici NaCl. Zkumavku je tfeba uchovavat pii 4 °C a zpraco-
vat do 3 dnil od operace nadoru. Pfed zpracovanim vzorku nadoru je potfeba ozafit zkumavku
120 Gy. Déle je vhodné pfed zpracovanim nadoru podrobit darce (pokud se jedn4 o nadorovou
tkan pacienta) testim krvi pfenosnych chorob (HIV, hepatitis B, hepatitis C, syfilis), pfi poziti-
vité testd neni vzorek pouZit.

Nadorova tkafi (pokud se jedna o nadorovou tkaii pacienta) se pfenese do sterilni Petriho misky
s 5-10 ml HBSS. S pomoci skalpelu a pinzety se odstrani nekroticki a konektivni tkai.
Skalpelem se nador nakraji na &astetky o rozméru asi 0,5 mm a nésledn& se rozmélni zadnim
koncem stiikacky. Ziskana suspenze nadorovych bunék se opakované protladi injekéni stitkagkou
s jehlou. Suspenze bunék se pak protla¢i pies nylonové sitko (100 pum) do &isté 50 ml zkumavky.
Tim se ziska suspenze jednotlivych bun&k. Petriho miska se zbytky suspenze se oplachne HBSS
a opét protladi pfes nylonové sitko. Sitko se poté jesté proplachne zbylym HBSS. Ziskana
suspenze se centrifuguje pfi 1600 rpm, 7 min pfi 4 °C. Supernatant se odsaje pipetou, pelet bundk
se resuspenduje v 2 ml injekéni vody. Suspenze se rozdéli do mikrozkumavek po cca 1 ml.
Mikrozkumavky se suspenzi nadorovych bunék se zamrazi v tekutém dusiku (-196°C) dokud
nebude na pohled zmrzl4 - cca 3 min - a rozmrazi ve vodni 1azni (37 °C) dokud nebude na pohled
tekutd. Tento proces se opakuje 5x pro docileni lyze nadorovych bun&k. Suspenze se pak
centrifuguje pfi 1600 rpm, 7 min pii 4 °C.

Supernatant ze vSech mikrozkumavek se nasaje pomoci jehly do jedné injek&ni stiikaCky tak, aby
nebyl nasét pelet bunék a aby supernatant neziistal v jehle. Supernatant se pomoci stiikacky fil-
truje pfes membranovy filtr (0,2 pm) do sterilni 50 ml zkumavky.

K néadorovému lyzatu se ptida DPBS (10xPBS) v objemu odpovidajicim 1/10 objemu lyzatu,
Koncentrace proteint se stanovuje spektrofotometricky.

Kultivace monocytii do vakciny:

Reagencie

* CellGro DC Medium (CellGenix, No.: 2007)

* IL-4: Recombinant Human Interleukin 4 (CellGenix, GMP-grade, No.: 1003-050)

* GM-CSF: Recombinant Human Granulocyte-Macrophage Colony Stimulating Factor (CellGe-
nix, GMP-grade. No.: 1012-050)

* KLH: Hemocyanin, Keyhole Limpet, Megathura crenulata, glycerol (Calbiochem,
No.: 374817)

* LPS: lipopolysacharid Endotoxin (US Pharmacopeia, No.: 1235503)
* IFN-y: interferon-y, Imukin (Boehringer Ingelheim, No: 1-19480)
* Accutase, 100 ml (PAA, No.: L11-007)

* Kryoprezervaéni roztok CryoStor CS2/DLite (BioLife Solutions, No.: 650211 - 50 ml; 650212 -
100 ml) nebo CryoStor CS5 (BioLife Solutions, No.: 610202 - 100 ml)

* HBSS, 500 ml (Lonza, No.: BE10-547F nebo BE10-527F).

Monocyty se separuji z leukoferézy dérce elutriaci (Elutra Cell Separation Systém, Gambro
BCT) nebo magnetickou separaci (CliniMACS).

IL-4 se rozpusti v médiu CellGro na vyslednou koncentraci 32 000 U/ml. Rozplni se po 750 ul
a 170 pl do mikrozkumavek. GM-CSF se rozpusti v médiu CellGro na vyslednou koncentraci
100 000 U/ml. Rozplni se po 750 pl a 170 ul do mikrozkumavek. KLH (dodavany rozpustény
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v glycerolu, koncentrace 22,7 mg/ml) - ke 200 ul roztoku KLH v glycerolu se pfida 45,2 ml
HBSS. Vysledna koncentrace je 100 pg/ml. Rozplni se po 500 pl do mikrozkumavek. CryoStor
CS2/DLite nebo CryoStor CS5 - sterilni stifkatkou s jehlou se odebere 30 ml a rozplni po cca
1,5 ml do 20 mikrozkumavek.

Do kazdé kultivaéni lihve se nasadi cca 167x10° monocytd do 70 ml média. Na cca 167x10°
monocyti (1 kultivatni 1hev) budeme potiebovat 150 pg nadorového lyzatu. Dale je uveden
postup pro kultivaci 500x10° monocytii. Suspenze monocytl v kultivaénich lahvich se centrifu-
guje pfi 1500/10 min/22 °C. Odstrani se supernatant. Pelet se resuspenduje v malém mnoZstvi
média CellGro a doplni médiem CellGro do 35 ml. Pfelije se do kultivacnich lahvi.

Do kultivagnich lahvi se pfida zbylé médium (35 ml na ldhev) s cytokiny:

Pro 167x10° monocytt v 70 ml média (1 kultivadni 1ahev):

1L-4 (32 000 U/ml) 320 U/ml 700 pl
GM-CSF (100 000 U/ml) 1000 U/ml 700 pl

Promiché se opatrnym obracenim ldhve ze strany na stranu. Buiiky se kultivuji v termostatu pii
37°C, 5% CO, po dobu 3 dné. K buiikim pak bylo pfiddno stejné mnozstvi média (70 mi)
a cytokind (700 ul IL-4 a 700 pI GM-CSF) jako na zaGatku kultivace. Buiiky se kultivuji
v termostatu pii 37 °C, 5 % CO; po dobu dalSich 3 dni.

Vysledna bunééna suspenze nezralych DB s médiem se prelije z kazdé kultivatni lahve do tii
50 ml zkumavek. Do kazdé kultivadni 1ahve se doplni 5 ml &erstvého média CellGro bez cy-
tokinti, aby prezily i buiiky, které zistaly adherované na povrchu lahve. Bunééné suspenze ve
zkumavkach se centrifuguje pfi 1500/10 min/22 °C. Odstrani se supernatant. Pelet se resuspen-
duje v cca 2 ml média CellGro. Pfenesou se viechny butiky pochéazejici z jedné kultivatni lahve
vzdy do jedné 50 ml zkumavky. Kazda ze tii zkumavek se doplni médiem CellGro do 10 ml.
Jemné se promicha obracenim zkumavky.

Do kazdé ze ti 50 ml zkumavek s buiikami se ptida potfebné mnoZstvi maturaénich cytosind,
KLH a nadorového lyzétu ziskaného z nadoru pacienta a z nadorové linie nebo ze dvou nadoro-
vych linii dle nésledujictho rozpisu:

Pro nezralé DB v 15 ml média (1 kultivaéni lahev):

1L-4 (32 000 U/ml) 320 U/ml 150 pl
GM-CSF (100 000 U/ml) 1000 U/ml 150 pl
KLH (100 pg/ml) 1 pg/ml 150 pl
lyzat nadoru (nebo linie) 10 pg/ml 150 pg
lyzat naddorové linie 10 pg/ml 150 pg

Bun&ina suspenze s médiem a reagenciemi se pfenese zpét do piislusnych kultivatnich lahvi,
které se promichaji opatrnym obracenim lahve ze strany na stranu. Buiiky se inkubuji v termo-
statu pti 37 °C, 5 % CO; 1,5 aZ 2 hodiny.

LPS (aktivita 10x10* U/vial) se rozpusti v 0,5 ml HBSS (ptednostn€ stejny HBSS jako byl pouZzit
jiz dtive pro piipravu nadorového lyzatu daného darce). Vyslednad koncentrace bude
20 000 U/ml.

K nezralym DB se pridaji maturaéni cytokiny pro DB dle nésledujiciho rozpisu:
Pro nezralé DB v 15 ml média (1 kultivaéni 1ahev):

LPs (20 000 U/ml) 200 U/ml 150 wl

IFN-y (200 000 ng/ml) 50 ng/ml 37,5u
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Promicha se opatrnym obracenim léhve ze strany na stranu. Buiiky se inkubuji v termostatu p¥i
37°C, 5 % CO, 6 hodin.

Rozplnéni a zamraZeni vakciny:

MiniCooler se d4 nachladit do lednice. Kultiva¢ni 1ahev s buiikami se promicha protfepanim tak,
aby se adherentni buiiky uvolnily od stén ldhve. Objem kazdé kultivadni 14hve se pfelije do ozna-
¢ené 50 ml zkumavky. KaZd4 kultivadni 14hev se dvakrat vyplachne po cca 10 ml HBSS (pted-
nostné stejny HBSS jako byl pouzit jiz diive pro piipravu nadorového lyzatu daného darce).
Promiché se protfepanim a pfelije se cely objem HBSS do pfislusné zkumavky s buiikami. Do
kazdé kultiva¢ni ldhve se nalije cca 5 ml HBSS a lahev se polozZi do boxu.

Bunécna suspenze v kazdé zkumavce se doplni HBSS do 50 ml a promich4 obracenim zku-
mavky. Zkumavky se centrifuguji pti 1500/10 min/4 °C. Supernatant se slije a k peletu bungk se
pfida cca 5 ml HBSS. Buiiky se resuspenduji v HBSS a sliji ze viech zkumavek do jedné 50 ml
zkumavky. Doplni se HBSS do 50 ml. Promiché se obracenim zkumavky. Odebere se 10 ul su-
spenze na stanoveni bun&nosti v Burkerové potitaci komirce. Pokud je bunéénost vyssi nez
1,4x 10%ml, nésledujici odstavec pfesko¢ime. Pokud je bunéénost niZsf nez 1,4x 10%ml, pouZi-
jeme pro uvolnéni bunék z kultivaénich lahvi akutézu.

Zamrazime alikvoty o 5x10° DB. Minim4lné& Je tfeba zamrazit 6 alikvoti pro podani pacientovi,
po jedné kryozkumavce pro kontrolu kvality, pro imunomonitoring, itest, testy na pfitomnost
mykoplazmat a tfi kryozkumavky pro arbitraz.

Buiiky centrifugujeme pti 1500/10 min/4 °C. Kryozkumavky se premisti do vychlazeného Mini-
Cooleru. Z centrifugovanych bunék se slije supernatant a k sedimentu centrifugovanych bunék se
pfida CryoStore (médium pro zamrazeni). Do kryozkumavek se napipetuje piipravek.

Ihned po rozplnéni se pfemisti viechny kryozkumavky s 1é&ivym p¥ipravkem do ethanolové kra-
bi¢ky a zamrazi se do -80 °C. Co nejdiive po uplynuti minim4ln& 24 hodin se pfemisti v§echny
kryozkumavky z -80 °C do Dewarovy nadoby s tekutym dusikem (-196 °C) ur¢ené pouze pro
potieby CP.

V tabulce 1 je uveden ptiklad t¥ vyrobenych vakcin na bézi DB s piislusnymi testovanymi para-
metry. Jednalo se o tfi riizné darce. VSechny t#i vakciny splnily kritéria pfijatelnosti.
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Tabulka 1:
. s Kritéria
Typ vySetieni Vzorek 1 Vzorek 2 Vzorek 3 pFijatelnosti
Sterilita konecného sterilni sterilni sterilni sterilni
pfipravku
Test na pfitomnost ativni tivni tivni tivni
mykoplazmat negativni negativni negativni negativni
Pocet bunék (x10°) 3,6 48 39 1-5 x108
Viabilita (%) 93,8 9.4 87,8 70-100%
- Cistota (%) 98,0 98,1 98,2 70-100%
.. CD3 (%) 0,7 0.2 1.1
Nedistoty celkem 0-30%
CD19 (%) 1,3 1,7 0,7
CD80 (%) |98.4 98,1 95,2 60-100%
CD86 (%) ]99.3 99,2 99,0 60-100%
Fenotyp* |MHCIl (%) 86,2 99,3 74,6 60-100%
CD83 (%) 97,6 86,5 86,8 60-100%
CD14 (%) 1,8 26,2 0,3 0-40%
Produkce IL-12 (pg/mi) }9639,3 11874,6 836,63 2 100 pg/ml
DC:PBMC
v poméru 87,1 81,1 90,6 2 30%
1.5
alloMLR - -
aktivované |7 Cbinévf 77,2 75,1 80,6 > 30%
T-lymfocyty 1_‘; 0 ' , ) 2 30%
0O/ Yhk .
(%) DC:PBMC
v poméru 62,7 68,4 46,2 215%
1:20
Zavér vyhovuje vyhovuje vyhovuje -

* 7 5 uvedenych fenotypovych znakd musi alespoii 3 spliiovat kritéria pfijatelnosti
** Ze 3 uvedenych pomérd alloMLR musi alespoii 2 spliiovat kritéria pfijatelnosti

NAROKY NA OCHRANU

1. Protinddorova vakcina na bazi dendritickych bun¢k, vyzma€ujici se tim, Ze
obsahuje dendritické buiiky produkujici interleukin IL-12 a prezentujici antigeny alespoil dvou
nadorovych linii stejného typu nddoru nebo antigeny nadorovych bunék ziskanych od pacienta
a alespofi jedné nadorové linie ze stejného typu nadoru.

2. Protinadorova vakcina podle naroku 1, vyzmacujici se tim, Ze dale obsahuje
v metronomické davce cyklofosfamid a betaglukan.

3.  Sada pro piipravu protinadorové vakciny na bazi dendritickych bunék z monocytl krve,
podle naroku 1, vyznaéujici se tim, Ze obsahuje rekombinantni lidsky interleukin IL-
4, rekombinantni lidsky granulocyty a monocyty kolonie stimulujici faktor GM-CSF, lipopolysa-
charid a interferon gama, médium, a alespoil dva rozdilné nadorové lyzaty ze stejného typu na-
doru.

4. Sada pro piipravu protinddorové vakciny na béazi dendritickych bunék z monocyti krve
podle ndroku 1, vyznaéujici se tim, Ze nadorové lyzaty jsou kombinaci alespofi jed-
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noho nadorového lyzétu ziskaného od pacienta a alespoii Jjednoho nadorového lyzatu z nadorové
linie.

5. Sada pro piipravu protinddorové vakciny na bazi dendritickych bun€k z monocytii krve
podle naroku 1, vyznaéujici se tim, e nadorové lyzéty jsou kombinaci lyzati alespoti
dvou nadorovych linii stejného typu nadoru.

Konec dokumentu
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