Priprava protinadorové vakciny pro imunoterapii karcinomu ovaria za podminek spravné
vyrobni praxe

Uvod: Dendritické buiiky (DC) jsou jediné antigen prezentujici buiiky schopné aktivovat naivni
T-lymfocyty. Aby byly schopné aktivovat imunitni odpovéd’ musi DC projit procesem maturace.
Nové techniky umoziiuji ptipravu DC z monocytt, a je tedy mozné ptipravovat protokoly
protinadorové imunoterapie zaloZené na DC. Principem je podéani velkého mnozstvi DC, které
prezentuji nadorové antigeny a nasledna aktivace specifické imunitni reakce proti nadorové tkani.
Pro zahajeni klinickych studiich je nezbytny vyvoj protokold, které zarucuji ptipravu vakciny za
podminek Spravné vyrobni praxe podle pozadavki Statniho tstavu pro kontrolu 1éCiv.

Cil: Vyvoj protokolu pro ptipravu DC pro imunoterapii karcinomu ovaria za podminek Spravné
vyrobni praxe. Definice optimalniho matura¢niho stimulu, ktery zaruci nejlepsi aktivaci antigen
specifickych T lymfocytd.

Material a metody: Z monocytu periferni krve zdravych darct byly pfipraveny nezralé DC.
Testovali jsme tii rizna média, pfipadajici v ivahu pro klinické pouziti, Cell Gro, RPMI s 10%
fetalniho jehné¢iho séra a RPMI s 5% lidského AB séra. V dal§im kroku byly DC aktivovany
tiemi riznymi matura¢nimi stimuly (smési cytokinti, Poly I:C a lipopolysacharidem (LPS)). Po
24h byl vyhodnocen aktivacni stav DC z hlediska fenotypu a produkce cytokind. V posledni fazi
jsme testovali schopnost zralych DC aktivovat antigen specifické T lymfocyty a regulacni T
lymfocyty.

Vysledky: Nejvétsi pocet nezralych DC byl ziskan pti kultivaci monocyti v médiu Cell Gro.
Kultivace monocyti v RPMI+10% FCS a v RPMI+5% AB séra vedla k zisku nezralych DC v
mensim mnozstvi. Stimulace smési cytokint, Poly I:C i LPS indukovala u vsech typa DC
fenotypické zmény spojené s maturaci. V souladu s tim byly DC buiiky aktivované Poly I:C a
LPS a¢inngjsi v aktivaci specifickych T lymfocytd. Zajimavym zjisténim je, ze DC aktivované
smési cytokinti indukovaly vice regula¢nich T lymfocytd, které suprimuji imunitni reakci. Ve
schopnosti indukovat antigen specifické T lymfocyty nebyl rozdil mezi testovanymi médii.
Zavér: Pro pouziti v klinickych imunoterapeutickych studiich se jako nejoptimalnéjsi protokol
jevi ptiprava DC v bezsérovém médiu Cell Gro a aktivace DC pomoci Poly I:C. Smés cytokinu,
pouzivana v dosavadnich studiich vede k neuplné aktivaci DC a vyssi indukci nezddoucich
regulaénich T lymfocytii. Tento protokol byl schvalen SUKL pro pouziti v klinické studii.
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