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Zahájení imunitní reakce dendritickými buňkami

Signál nebezpečí



Tc NK

Bly

Neutrofily, makrofágy

MDSC



Frekvence Th17 lymfocytů klesá při 

progresi onemocnění

15.10.2014 4
SOURCE: Fialová et al., Int J. Cancer  2012 

I II III
Stádium nemoci

0 10
2

10
3

10
4

10
5

<R-660/20-A>: IL17 A647

0

10
2

10
3

10
4

10
5

<
B

-5
3

0
/3

0
-A

>
: 
IF

N
 F

IT
C

20 3.63

20.756

IL-17

IF
N

γ

20.7%

0 10
2

10
3

10
4

10
5

<R-660/20-A>: IL17 A647

0

10
2

10
3

10
4

10
5

<
B

-5
3

0
/3

0
-A

>
: 
IF

N
 F

IT
C

32.9 0.45

0.6466.3

IL-17

IF
N

γ

0.64%

*

0

5

10

15

20

25

1 2 3

%
 o

f 
T

h
1

7
 

Časná
stádia

Pokročilá 
stádia



Frekvence regulačních T lymfocytů roste při progresi 

onemocnění

15.10.2014 5
SOURCE: Fialová et al., Int J. Cancer  2012 
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Immune response  against tumor 

cells is connected  to improved 

prognosis in MGUS

15.10.2014 6
SOURCE: Dhodapkar et al. J Exp Med, 2003, Špíšek et al., J Exp 
Med, 2007, Špíšek et al., Blood, 2007

Specific immunity response against neoplastic cells inhibits progression into 

malignant stage in MGUS patients
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Patients with anti-SOX2 T cells (n=13)

Patients without anti-SOX2 T cells (n=18)

p=0.0015



Maturace DC

nezralá DC zralá DC

CD14
HLA-DR
endocytóza

CD80, CD86, CD83
HLA-DR
cytokiny IL-12, IL-6, TNF
endocytóza

Signál nebezpečí

Signály nebezpečí – molekuly patogenů, zánětlivé cytokiny, endogenní signály

Molekuly asociované s patogenem – rozpoznány pomocí specializovaných receptorů



PLoS One. 2014 Mar 19;9(3) 2014.

Peptide-pulsed dendritic cells have superior ability to induce 

immune-mediated tissue destruction compared to peptide with 

adjuvant.
Dissanayake D1, Murakami K2, Tran MD2, Elford AR2, Millar DG2, Ohashi PS1.

DC fungují jako (jediné dosud známé účinné) adjuvans pro 

indukci imunitní reakce buněčného typu (CD4+Th1+ CD8), 

která je nutná pro efektivní aktivní protinádorovou imunitu

Vaccines for cancer immunotherapy are of interest but in general have not yet achieved the desired 

therapeutic efficacy in clinical trials. We present here a novel model to evaluate vaccine strategies by 

following tissue destruction in a transgenic model, where a defined antigen is expressed on pancreatic 

islets. We found that the transfer of syngeneic antigen-pulsed dendritic cells (DCs) resulted in 

autoimmune cytotoxic T-lymphocyte activation that was not observed following vaccinations that were 

based on peptides and adjuvants. Importantly, the induction of diabetes by DC transfer is dependent 

upon the maturation of DCs prior to transfer. Furthermore, diabetes induction only occurred if DCs were 

pulsed with the immunodominant epitope in addition to at least one other peptide, suggesting greater 

cytolytic activity upon engagement of multiple T-cell specificities. While the tumor environment 

undoubtedly will be more complex than healthy tissue, the insights gained through this model provide 

useful information on variables that can affect CD8-mediated tissue cytolysis in vivo. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24647761
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dissanayake D[Author]&cauthor=true&cauthor_uid=24647761
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Murakami K[Author]&cauthor=true&cauthor_uid=24647761
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tran MD[Author]&cauthor=true&cauthor_uid=24647761
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Elford AR[Author]&cauthor=true&cauthor_uid=24647761
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Millar DG[Author]&cauthor=true&cauthor_uid=24647761
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ohashi PS[Author]&cauthor=true&cauthor_uid=24647761


Principle of dendritic-cell based 

immunotherapy
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Monocytes

Immature DCs Mature DCs (CD80,83,86)

Treatment
DCVAC/PCa, Ova

Tumor cells
LNCaP

Leukapheresis

TLR-3 (analog

of ds-RNA – polyIC)

Repetitive, long 

term application

induction of 

immunogenic 

cell death

Fucikova et al., JTM 2011
Fucikova et al, 2014



Source of tumor antigens: use of the 

whole tumor cell lines – MAP – tumor cell 

line LNCaP

15.10.2014 10
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1115.10.2014
SOURCE: Špíšek, R., Cell cycle (2007); Fučíková, J., Cancer 
Research (2011)

Tumor cell

Non-immunogenic 
cell death

Immunogenic cell 
death

Immature 
dendritic cell

Activated 
dendritic cell

TOLERANC
E

IMMUNITY

Other 

chemo-

therapeutics

Bortezomib

anthracyclins

Annexin V

molecules

ER resident 

chaperones



Expression of immunogenic cell 

death markers

15.10.2014 12

Immunogenic

cell death

minutes to 1h

Translocation of

calreticulin

12-24h 18-24h 24h

Translocation of

HSP90

Release of uric acid

and HMGB1

Release of DNA

and RNA molecules

HMGB1

HMGB1HMGB1HMGB1

SOURCE: Bartůňková, J., Špíšek R.: Impact of Tumour Cell Death 
on the Activation of Anti-tumour Immune Response, 

Expression of calreticulin and HSP proteins as signs of immunogenic cell death



Treatment of tumor cell lines by HHP 

(high hydrostatic pressure)

15.10.2014 13
SOURCE: Frey, B et al, Current Medicinal Chemistry, 2008

UV radiation x HHP



Detection of  immunogenic markers 

expression induction
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Phagocytosis of tumor cell lines by 

dendritic cells

15.10.2014 15

LNCap

OV90

HHP UV irr.

4°C

37°C

54,6% 14,4%

*

*



Summary – High hydrostatic pressure 

effect on tumor cells

15.10.2014 16

• HHP induces immunogenic cell death in human tumor cells

• Expression of immunogenic cell death markers leads to the 

increased rate of phagocytosis

• Expression of immunogenic cell death markers leads to the 

upregulation of DC maturation associated markers

• HHP treated tumor cells are superior in inducing tumor specific T 

cells and induce low levels of regulatory T cells



DCVAC/PCa, OvCa, LuCa

 ATMP, aktivní buněčná imunoterapie ACI
 ACI-MAP platforma (multiple antigen)
 Konečný produkt: 1 leukaferéza - cca 15 

dávek, 107/DC, 1 ml zamražený při –
150, stabilita 24 měsíců

 V den aplikace naředění do 5 ml fyz. 
roztoku, aplikace s.c. na 2 místa (inguina, 
axila)

 Pro klinické hodnocení vyrábí firma Sotio, 
schválení výrobního procesu a klin.studií 
SUKL, EMA i FDA



DCVAC/PCa Advantages over Provenge 

LifeSci Advisors 





Colony forming efficiency

Positive control                                              HHP treated LNCaP

Detection of double negative cells

for Annexin V/DAPI by flow cytometry

Cell morphology comparison on day 14 of cultivation (Scale bar = 100 µm)

Positive control LNCaP          HPP treated LNCaP 

Nádorové buňky ošetřené HHP nejsou schopné proliferovat – bezpečnostní ukazatel



APO BUŇKY – LNCap 
používané pro výrobu 
vakcíny DCVAC/PCa –
exprese proteinů prostaty 
(nádorových Ag)
a imunogenních molekul

buňky LNCap, které byly 
buď neošetřené, ošetřené 
UV-B nebo hydrostatickým 
tlakem (HHP) a následně 
sklizeny v různých časech 
(0, 0.5, 1, 3, 5, 24h) –
Exprese proteinů prostaty 
(nádorových Ag) a 
imunogenních molekul 

(kontrola)

Optimalizace metody – dostatečně vysoký HHP,

aby nádorové buňky byly usmrcené, a zároveň 

zůstala zachována integrita proteinů – i po 

zamražení



Imunoterapie – aktivace řady imunologických mechanismů



In vivo efekt DCVAC

 Migrace do lymf. uzlin

 Indukce specifické 
protinádorové reakce

 Bezpečnost 

 Klinický efekt



Migrace DC značených 111-In oxinem do lymfatických uzlin





Detekce antigen specifických  T lymfocytů

1. Optimalizace metody

o Detekce po prodloužené době kultivace PBMC s pepmixy (PSA, NY-ESO-1, 
MAGE-A1 a A3)

o Signifikantní zvýšení procenta specifických CD8 T lymfocytů

o Došlo k proliferaci antigenně specifických T lymfocytů a zvýšení senzitivity 
metody

3 denní protokol 10 denní protokol

2. Stanovit populaci antigen specifických T lymfocytů v periferní krvi pacientů s 
karcinomem prostaty léčených imunoterapií na bázi DC (23 pacientů)



PSA, MAGE-A1 a MAGE-A3 před a po dokončení léčby pacientů s BR

• U 23 pacientů s BR se signifikantně zvyšuje procento antigen specifických
T lymfocytů proti PSA – byl použit neparametrický párový test - Wilcoxonův 

• Procento antigen specifických T lymfocytů proti MAGE-A1 a A3 nádorovým antigenům
se signifikantně nemění

N=23 N=23 N=23



Antigen specifické T lymfocyty před a po dokončení léčby hormon refrakterních pacientů

• U 23 pacientů s HR se signifikantně zvyšuje pouze procento antigen specifických
T lymfocytů proti PSA

• Procento antigen specifických T lymfocytů proti MAGE-A1 a A3 nádorovým antigenům
se signifikantně nemění



Bezpečnost

 Krátkodobá

 Dlouhodobá

2008-2014 aplikace více než 1000 dávek 
DCVAC u celkem cca 170 pacientů

Sledování autoprotilátek a klinických 
známek autoimunity

SAE – vyhodnoceny jako nesouvisející s 
aplikací

AE –únava, reakce v místě vpichu



vakcína

aktivované DC prezentující 

nádorové antigeny

imunoterapie 

v časném stádiu

imunoterapie 

v pokročilém stádiu

Časování imunoterapie: v časných stádiích nádoru, než 

se vytvoří komplexní nádorové mikroprostředí, má větší 

potenciál účinnosti

efektorové buňky, protilátky

lymfatické uzliny:

akivace antigen specifických

T a B lymfocytů

stromální elementy

heterogenní populace 
nádorových bb.

selhání eliminace 
nádorových bb.

unikajících rozpoznání 
imunitním systémem

růst rezistentního
nádoru

neoplastické bb.
V časných stádiích

eliminace neoplastických bb.
efektorovými mechanismy



ASAP
Atypical Small Acini Proliferation Metastazující

Hormon-
rezistentní

Radikální prostatektomie
externí radioterapie

brachyterapie
‘Watchful waiting’

externí radioterapie
Hormonální léčba
‘Watchful waiting’

Hormonální léčba

Lokálně
pokročilý

Lokalizovaný
karcinom
prostaty

Léčebné možnosti: Chemoterapie 

Čas (roky)

T2N0M0 T3-4 M1a M1b M1c

SP003

I/II Motol

SP004 SP002 SP001
I/II Motol

Klinické studie fáze I/II a II u ca prostaty s přípravkem DCVAC/PCa



CaP with rising PSA – case 1
• 56 y, RP 6/2009, T2cNXMO, GS 6(3+3), iPSA 7,8
• 1.DCV 1/2010–PSA 0.383, 21.DCVAC 11/2012 18F-cholin 

neg.

15.10.2014 32



Phase I/II clinical trial in patients with the castration resistant prostate 

cancer

Representative case report 4
• 1937, st.p. RP 9/2003, T3aNOMX, GS 8 (3+5), iPSA  9, RT 2010 
• cyberknife 11/2010 pelvic area
• mCRPC 6/2010, 1.DCV 3/2011– PSA  628, 11/2013 PSA 
• 2 c. immunotherapy /23d./, 21 d. chemotherapy
• Estimated survival at the entry to the study 11 months, 
• Survival on combined chemoimmunotherapy 40 months
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Imunoterapie nádorů 

dendritickými buňkami

 Dendritické buňky jako účinné adjuvans pro indukci buněčné 
protinádorové imunity

 Jediný dosud registrovaný imunoterapeutický přípravek Provenge 
(na bázi antigen-prezentujících buněk)

 Mechanismus účinku je odlišný od standardních terapií

 Opožděná kinetika klinického účinku

 Objektivní odpověď může být nevýrazná nebo zcela chybět 
(RECIST)

 ,Potenciálně účinnější při menším objemu nádoru (kombinace s 
cytoreduktivními léky)

 Potenciálně dlouhodobý efekt a interakce s následujícími léčebnými 
postupy

 Vhodnost zahájení v časnějších stádiích, kdy není imunitní systém 
kompromitován pokročilým onemocněním a je dostatek času na 
rozvoj imunitní reakce

 Velmi komplikované klinické studie, obvykle pouze OS jako end-
point
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