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Imunsko zdravljenje tumorjev
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IzvleCek. Prvi objavljeni poskusi imunskega
zdravljenja malignih obolenj so stari Ze ve¢ kot
stoletje. V zadnjih petnajstih letih pa sta zlasti
tehnologija izdelave monoklonskih protiteles in
genska tehnologija omogodili, da se je imunsko
zdravljenje raka zacelo razvijati na trdnejsih os-
novah. V slede¢em pregledu so povzete neka-
tere prevladujo¢e imunoterapevtske usmeritve,
ki vsaka s svoje smeri skusajo pobuditi imunski
odziv proti tumorskemu tkivu. Omenjeni so po-
skusi izdelave protitumorskih cepiv, poskusi
zdravljenja raka s citokini in njihovimi analogi,

Abstract. Inmune interventions were introduced
in the treatment of human cancer about 100
years ago. Thanks to the development of mon-
oclonal antibodies and molecular gene tech-
nology during the past 15 years, cancer
immunotherapy has changed dramatically, mak-
ing an exeptionally rapid progress. The paper
reviews briefly the major advances in cancer
immunotherapy, including various immunisa-
tion techniques, treatment with cytokines and
their analogues, and the use of monoclonal
antibodies and immune cells cultured in vitro.

z monoklonskimi protitelesi in z imunskimi ce-
licami, gojenimi »in vitro«.

Uvod

Poskusi imunskega zdravljenja ¢loveskih tumorjev so stari ze vec kot stoletje. Vendar
so vse do uvedbe novejsih tehnologij v biomedicinsko raziskovanje (monoklonska pro-
titelesa, genska tehnologija) poskusi ostajali na ravni slepega tipanja, pri ¢emer razi-
skovalci niso imeli niti pribliznega vpogleda v imunska dogajanja, ki so sledila njihovim
terapevtskim postopkom. V to obdobje Stejemo poskuse, pri katerih so obolelim za ra-
kom vbrizgavali razne bakterijske in virusne izvlecke, toksine, serume in serumske iz-
vlecke, tumorske izvle€ke (7). V zvezi s tem obstajajo porocila o nekaterih uspesnih oz-
dravljenjih, vendar nobeno od zdravljen;j ni bilo tako u¢inkovito in ponovljivo, da bi se Sir-
Se in za dlje ¢asa uveljavilo. Zaradi naglega razvoja kemoterapije, radioterapije in kirurs-
kih tehnik je bilo imunsko zdravljenje tumorjev v petdesetih letih tega stoletja za nekaj
desetletij potisnjeno vstran. Nekako v zaetku osemdesetih let se je u€inkovitost kirurs-
kega zdravljenja, radioterapije in kemoterapije tumorjev priblizala meji, preko katere ne
bo mogoce stopiti brez izrazito drugacénih terapevtskih pristopov (2). V teh letih pa je tu-
di razvoj raziskovalnih metod v imunologiji omogocil, da so mehanizmi imunskega od-
govora vsaj v obrisih postali opredeljeni in v mnogih primerih tudi eksperimentalno ob-
vladljivi.

Tako so v zvezi s tumorsko imunostjo postale opredeljene celice, ki so zmozne nepo-
sredno uniCevati tumorske celice, bodisi preko specifiéne imunske prepoznave tumor-
skih antigenov (citotoksi¢ni limfociti T), bodisi preko imunsko nespecificnega razloce-
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vanja tumorskih celic od zdravih celic (naravne celice ubijalke, makrofagi). Opredeljeni
so bili Stevilni mediatorji, med temi zlasti interlevkini, ki so zmozni neposredno ali po-
sredno (preko aktivacije drugih celic) spodbuditi imunske celice k uni¢enju tumorskih ce-
lic. Razvoj genske tehnologije je omogocil proizvodnjo velikih koli€in zelo Cistih priprav-
kov ucinkovin (interlevkini, TNF-tumor necrosis factor-tumorski nekrotizirajo¢i dejavnik,
interferoni), s katerimi lahko »in vitro« ali »in vivo« spodbujamo imunske celice k proti-
tumorski aktivnosti (3).

Imunsko zdravljenje tumorjev s ceplienjem

Ker mora imunski sistem tumorsko celico najprej »prepoznati« kot tujek, mnogi razisko-
valci menijo, da imunski sistem ze v tej prvi fazi ni dovolj u€inkovit. Zato po zgledu ce-
piv proti nalezljivim boleznim sku$ajo izdelati cepiva, ki bi sprozila protitumorsko imun-
sko reakcijo (4, 5). Cepiva, ki so vsebovala mrtve tumorske celice in prec¢iS¢ene tumor-
ske antigene, so se vecidel izkazala kot neuspesna. Eden od vzrokov njihovega neus-
peha je verjetno v tem, da je tumor ze povzrocCil nastanek imunske tolerance do svojih
antigenov. V zvezi s tem se je v nekaterih poskusih obneslo, ¢e je poskusna Zival pred
ceplienjem najprej prejela majhne odmerke ciklofosfamida ali obsevalne terapije. Tak
postopek naj bi $kodil zlasti zaviralskim limfocitom T, ki omogocajo vzdrzevanie toleran-
ce do tumorja (6, 7).

Raziskovalci skuSajo tudi na razli¢ne nacine gojiti tumorske celice »in vitro« in jih z raz-
licnimi postopki pripraviti do tega, da bi ponovno vnesene v telo vzbudile ¢&im mocénejsi
imunski odgovor proti tumorju. Tumorske celice gojijo v prisotnosti razliénih citokinov (in-
terferon gama, TNF, interlevkin 4), ki povecajo sintezo molekul poglavitnega komplek-
sa tkivne skladnosti (MHC) in s tem povecajo predstavljanje tumorskih antigenov imun-
skim celicam. Isto skuSajo doseci tudi s transfekcijo MHC genov v tumorske celice. Tu-
morske celice tudi inficirajo z razli¢nimi virusi, da bi bile bolj imunogene. V iste name-
ne tumorskim celicam s kemi¢nimi ali encimskimi postopki spreminjajo povrsinske mo-
lekule (8-10).

V zadnjih letih so bili dosezeni obetavni rezultati z imunizacijo z antiidiotipskimi protite-
lesi. Antiidiotipska protitelesa dobimo tako, da s protitelesi proti tumorskim antigenom
imuniziramo zival in iz njenega seruma dobimo protitelesa, ki so usmerjena proti tiste-
mu delu protitumorskega protitelesa, ki reagira neposredno z molekulo tumorskega an-
tigena. Ce si tumorski antigen predstavljamo kot model, je protitelo proti tumorskemu
antigenu negativ modela (antigenske determinante tumorskega antigena), antiidiotip-
sko protitelo pa je negativ negativa, se pravi pozitiv, kopija modela (antigenske deter-
minante tumorskega antigena) (71).

Nespecifiéno zdravljenje tumorjev s citokini

Citokini so tkivni hormoni, ki se pomembno vpletajo v organizacijo in delovanje tkiv. Zaen-
krat je zadovoljivo opredeljenih (na farmakodinamskem, biokemi¢nem in genskem ni-
voju) vec kot dvajset razli¢nih citokinov. Med njimi sestavljajo najvecjo skupino interlev-
kini (opredeljenih jih je 14), ki so tkivni hormoni imunskega sistema (izdelujejo jih imun-
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ske celice in imajo vpliv nanje). Ze zdaj pa je jasno, da je hormonska organizacija tkiv
izredno kompleksna in so dosedaj odkriti citokini verjetno le neznaten del mozaika in-
formacijskih molekul, ki omogocajo usklajeno delovanje posameznih tkiv. Slehernega,
od dosedaj znanih citokinov, lahko izlo¢a ve¢ razliénih tipov celic in posamezna celica
lahko izlo¢a veliko razli¢nih citokinov. Posamezen citokin ima navadno Stevilne biolos-
ke ucinke. Izlo€eni citokin navadno deluje na kratke razdalje, tj. na samo celico, ki je ci-
tokin sintetizirala (avtokrino delovanje) in/ali na celice v neposredni okolici (12—14).

Zaradi vpliva citokinov na celi¢ne funkcije (na celi¢no rast, diferenciacijo, proliferacijo,
smrt) so citokini potencialno izredno zanimive molekule za zdravljene tumorjev. Citoki-
ni lahko neposredno vplivajo na tumorsko tkivo in povzro¢ajo smrt tumorskih celic, za-
virajo njihov razrast, pospesujejo njihovo diferenciacijo, povzrocijo poSkodbe tumorske-
ga Zilja. Po drugi strani pa lahko citokini (predvsem interlevkini) vplivajo na imunski sis-
tem, s tem pa na protitumorsko imunsko reakcijo (15-17).

Zaradi zapletenega in vecidel Se neodkritega mozaika medsebojnega delovanja celic,
ki jih uravnavajo citokini, so mehanizmi njihovega protitumorskega vpliva v glavnem ne-
pojasnjeni. Z interferoni je bilo konec sedemdesetih let zdravljenih Ze tiso¢e bolnikov z ra-
kom. Pri Stevilnih so bili dosezeni nedvomni zdravilni u€inki (zlasti pri limfomih, mela-
nomih, levkemiji lasastih celic, hepatocelularnemu karcinomu, Kaposijevem sarkomu),
vendar ni mogoce reci, ¢e so bili zdravilni u€inki posledica antiproliferativnega, imuno-
modulatornega ali protivirusnega ucinka uporabljenih interferonov (11).

Sredi osemdesetih let so zaceli prvi poskusi zdravljenja raka z interlevkinom 2 (IL-2).
V prvih porocilih se je interlevkin 2 izkazal kot izjemno ucinkovito zdravilo pri zdravlje-
nju karcinoma ledvic in malignega melanoma (18). Ker je kazalo, da bo interlevkin 2 po-
menil povsem novo dobo pri zdravljenju tumorjev, so bile opravljene Stevilne klini¢ne Stu-
dije po vsem svetu. Studije so v glavhem potrdile uginkovitost zdravljenja omenjenih tu-
morjev (karcinoma ledvic in malignega melanoma), vendar le pri manj$em delu zdrav-
lienih bolnikov, poleg tega pa je bilo zdravljenje z interlevkinom 2 spremljano s Stevilni-
mi stranskimi pojavi (vro€ina, slabost, bruhanje, hipovolemijski $ok). Priviaénost tovrst-
nega zdravljenja zaenkrat zmanjSuje tudi izredno velika cena (7117).

Poleg interferonov in interlevkina 2 je TNF tretji citokin, ki se je izkazal kot zelo ucinko-
vito zdravilo proti raznovrstnim eksperimentalnim zivalskim tumorjem. TNF ima (podob-
no kot interferoni) citostati¢en in citotoksi¢en ucinek na tumorske celice, poveca izraza-
nje MHC | molekul na tumorskih celicah in s tem poveca predstavljanje tumorskih an-
tigenov imunskim celicam. Imunske celice (citotoksi¢ni limfociti T) zato lazje prepozna-
jo tumorske celice kot tujke in jih uni¢ijo. TNF povzrodi tudi okvaro tumorskega Zilja in
s tem hemoragi¢no nekrozo tumorja (19-21).

Vnos citokinov v telo povzroci kaskado celi¢nih reakcij. Celice za¢no izrazati razli¢ne
receptorske molekule za citokine, obenem zacno izlo¢ati druge citokine, od katerih vsak
spet povzro€a nove celi¢ne reakcije. Pri bolnikih, zdravljenih z IL-2, so na primer ugo-
tovili mo¢no povecane plazemske koncentracije interlevkina 1, interlevkina 6, TNF alfa
in interferona gama. Zaradi opisanih kaskadnih reakcij je zelo tezko opredeliti, katera
ucinkovina ima bolj in katera manj neposredne zdravilne uc¢inke. Odgovori na ta vpra-
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Sanja pa bodo nedvomno odlocilno prispevali k bolj usmerjenemu tumorskemu zdrav-
lienju.

Ker ima zdravljenje s citokini lahko tudi nevarne stranske ucinke, ki so navadno soraz-
merni z dosezeno plazemsko koncentracijo citokina, potekajo Stevilne raziskave, v ka-
terih sku$ajo s kombiniranjem razli¢nih citokinov doseci boljsi u¢inek, obenem pa zara-
di nizjih odmerkov posameznih citokinov zmanjsati njihove toksi¢ne ucinke. Odli¢ni kli-
ni¢ni rezultati so bili na primer dosezeni s kombinacijo IL-2 in IFN alfa pri zdravljenju ma-
lignega melanoma in ledvi¢nega karcinoma. Z enakim zdravljenjem, a podkoznim da-
janjem ucinkovin, so bili dosezeni enako dobri rezultati, pri tem pa so bili stranski poja-
vi manj izrazeni. Tudi kombinacija IL-2 in TNF alfa je pokazala zelo dobre u€inke pri zdrav-
lienju karcinoma ledvic (11).

Poleg prizadevanj, da bi pri citokinskem zdravljenju odkrili boljSe kombinacije u€inkovin
in boljSe protokole zdravljenja, je veliko raziskovalnih naporov usmerjenih v izbolj$anje
nacina aplikacije citokinov. Problem je zlasti v tem, da po i.v. dajanju plazemska kon-
centracija citokinov zelo hitro pada, razpolovni ¢as je od nekaj minut do kve¢jemu ne-
kaj ur. Razen tega se v tem primeru citokini nespecificno razpodelijo po telesu. Zato je
za zdravljenje potrebna velika koli¢ina citokinov, ki imajo poleg velike cene lahko tudi
znatne stranske ucinke. Resitve teh problemov se v glavnem i$¢ejo v treh smereh:

— lokalnem dajanju citokinov,
— vgraditvi citokinov v liposome in
— proizvodniji citokinskih analogov.

Veliko lokalno koncentracijo citokinov je mogoce enostavno dosedi pri tumorijih, ki jih ob-
daja peritonealna votlina (tumorii jajénikov, debelega ¢revesa) ali se razrastejo po pe-
ritoneju (mezoteliom). Pri tumorjih mehurja je mogoce intravezikalno dajanje. Z upora-
bo katetrov in infuzijskih pump je mogoce dajati citokine v zile, ki prehranjujejo tumor.
Tudi injiciranje citokinov ob in/ali v tumor je tako pri Zivalih kot pri ljudeh pokazalo do-
bre ucinke.

Z vgraditvijo citokinov v liposome je mogoce v dolo¢eni meri usmerjati porazdelitev ci-
tokinov po telesu. S spreminjanjem masc¢obne sestave liposomov (dodatki razli¢nih ko-
licin specifi¢no pripravljenih glikolipidov, fosfolipidov, holesterola) je mogoce vplivati na
obstojnost liposomov v krvotoku, na njihovo razporeditev po telesnih organih in razdel-
kih. Na ta nacin je mogoce doseci koncentriranje ucinkovin v tkivih, ki jih je zajel tumor.
Liposome je mogoce tudi opremiti s protitelesi proti tumorskim antigenom (imunolipo-
somi). Zaradi vezave protiteles (in obenem liposomov) na tumorske celice je mogoce
na ta nac¢in mo¢no povecati koncentracijo liposomov v tumorju. Enako kot protitelesa
proti tumorskim antigenom lahko opravljajo nalogo »usmerjevalcev« tudi v liposome vgra-
jeni ligandi za receptorije, ki jih dolo¢eni tumorji izrazajo v mo¢no povecani koli¢ini (re-
ceptorji za estrogen, transferin, EGF — epidermal growth factor, epidermalni rastni de-
javnik). »Usmerjeni« liposomi seveda niso primerni le za transport citokinov temvec¢ tu-
di kemoterapevtikov in nasploh ucinkovin, pri katerih bi z bolj usmerjeno porazdelitvijo
dosegli bistveno boljSe ucinke zdravljenja.
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Citokini imajo Stevilne bioloske ucinke. Nekateri so pri zdravljenju zaZeljeni, drugi pa ce-
lo skodljivi. Zato obstajajo Stevilni poskusi, da bi citokine kemi¢no spremenili tako, da
bi obdrzali (ali celo izboljSali) njihove Zeljene bioloSke lastnosti, znebili pa bi se njihovih
nezeljenih stranskih u€inkov. Uspelo je npr. ze izdelati spremenjeno molekulo interlev-
kina 1, ki ohranja svoje imunske ucinke, pri aplikaciji v poskusno zival pa nima toksic-
nih uc¢inkov. Potencialno je TNF ena najbolj obetavnih u¢inkovin za protitumorsko zdrav-
lienje, obenem pa ima nevarne stranske ucinke. Zato potekajo Stevilne raziskave, kako
bi z biokemi¢nimi metodami ali z gensko tehnologijo spremenili molekulo TNF, da bi ime-
la boljSe protitumorsko delovanje in blazje stranske ucinke.

Imunsko zdravljenje tumorjev z uporabo monoklonskih protiteles

Imunski sistem je ob prepoznaniju tujih molekul zmozen izdelati izredno specifi¢ne rea-
gente — protitelesa, ki se z mo¢no afiniteto vezejo na prepoznane tuje molekule in spro-
zijo njihovo odstranitev iz telesa. Zato je ze desetetja ena najpriviacnejsih idej tumor-
ske imunologije ta, da bi za zdravljenje tumorja uporabili protitelesa, ki bi specifi¢no pre-
poznavala tumorske celice (ne pa ostalih telesnih celic), se vezala nanje in povzrocila
njihovo odstranitev iz organizma. Nekako od petindvajsetih let tega stoletja so poteka-
le Stevilne klini¢ne raziskave, v katerih so s pripravki protiteles skusali zdraviti tumorje,
predvsem limfome in levkemije. |1z tega obdobja obstaja precejSnje Stevilo porodil o do-
brih rezultatih takega zdravljenja, vendar tehnologija pridobivanja protitelesnih priprav-
kov Se ni omogocala dobro nadzorovanih raziskav. Pripravki protiteles so izhajali iz ¢lo-
veskih ali zivalskih serumov, zato so bili na razpolago v majhnih koli¢inah. Vprasljiva je
bila njihova Cistost in specificnost za tumor. Vsebovali so lahko primesi (interlevkine, os-
tale citokine), ki so same imele protitumorski u€inek ali pa so bile toksi¢éne za bolnika.
Zato so bila opisana zdravljenja tezko ponovljiva in med seboj neprimerljiva (22—-26).

Tehnologija izdelave monoklonskih protiteles je omogocila, da je v skoraj neomejenih
koli¢éinah mogoce izdelati pripravke monoklonskih protiteles (27). V posameznem pri-
pravku so vse protitelesne molekule med seboj enake, imajo enako specifi¢nost. Zato
se je z uvedbo te tehnologije zdelo, da je mogoce izdelati idealen reagent, ki se bo ve-
zal na tumor in povzro€il njegovo uni¢enje.

Za zdravljenje tumorjev obstajata dva poglavitna nac¢ina uporabe monoklonskih proti-
teles. Monoklonska protitelesa je mogoce enostavno vbrizgati v organizem in pri¢ako-
vati, da se bodo vezala na tumorske celice ter povzrocila njihovo uni¢enje preko meha-
nizmov, ki v organizmu obi€ajno sledijo vezavi protiteles na antigen (28):

— ob vezavi na tumorsko celico protitelesa aktivirajo kaskado komplementa, ki povzro-
¢i poSkodbo membrane tumorske celice,

— na tumorske celice vezana protitelesa so receptorske strukture za citotoksi¢ne celi-
ce, ki se na ta nacin aktivirajo in ubijajo tumorske celice z vezanimi protitelesi (ADCC),

— protitelesa lahko direktno reagirajo z receptorji, pomembnimi za zivljenje tumorskih
celic (transferinski receptorii, receptorji za epidermalni rastni fakrot (EGF)). Na ta na-
¢in spremenijo delovanje teh receptorjev in s tem aktivnost tumorskih celic.
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Od kliniénih raziskav zdravljenja malignomov z monoklonskimi protitelesi so zlasti
omembe vredni poskusi zdravljenja malignomov, zraslih iz limfoidnih celic B ali T. Ker
tumorske celice predstavljajo en sam celi¢ni klon, v takih primerih vse tumorske celice
izrazajo enake receptorje za antigen. Zato je mogoce izdelati monoklonska protitelesa,
ki se specificno vezejo le na antigenske receptorje tumorskih celic (antiidiotipska proti-
telesa), ne pa na antigenske receptorje ostalih limfocitov. V nekaterih objavljenih razi-
skavah s tega podrocja so bili dosezeni dobri rezultati pri zdravljenju malignomov, zra-
slih iz celic B (29, 30). Kot kaze pa je tako zdravljenje Se primernejSe za zdravljenje ma-
lignomov, zraslih iz celic T (31). Ker se med dozorevanjem limfocitov B njihov antigen-
ski receptor Se nekoliko preoblikuje (somatska hipermutacija), populacija tumorskih ce-
lic B ni povsem homogena glede zgradbe antigenskega receptorja. Zato se lahko zgo-
di, da se antiidiotipska protitelesa ne vezejo na vse tumorske celice B. Nasprotno pa
limfociti T med dozorevanjem ve¢ ne mutirajo svojega antigenskega receptorja in je za-
to populacija tumorskih limfoidnih celic T povsem homogena glede zgradbe antigenske-
ga receptorja.

V nasprotju z omenjenimi uspesnimi zdravljenji pa poskusi zdravljenja izvenkrvnih ma-
lignomov z monoklonskimi protitelesi niso bili tako uspesni (32). Mogoce je, da so po-
goji za uspesno delovanje protitumorskih protiteles v krvotoku mnogo ugodnejsi (vec¢ja
koncentracija protiteles, vecja koncentracija imunskih efektorskih celic) kot je to v trd-
nih tkivih. Zato je zdravljenje izvenkrvnih tumorjev z monoklonskimi protitelesi $e povsem
na zacetku razvoja. Morda predstavljajo prvo obetavno usmeritev poskusi, ob katerih
se poskusa poleg monoklonski protiteles v tumor aplicirati Se nekatere citokine (IL-2,
GM-CSF), ki naj bi aktivirali efektorske imunske celice, da bi bolj u€inkovito napadale
tumorske celice, obloZene z monoklonskimi protitelesi.

Mnogi raziskovalci pa menijo, da se monoklonska protitelesa lahko sicer uspesno in ze-
lo specifi€no vezejo na tumorske celice, vendar pa ucinek te vezave ne sprozi dovolj imun-
skih efektorskih funkcij, da bi tako zdravljenje zadostovalo za odstranitev tumorja. Za-
to so bili razviti novi nacini uporabe monoklonskih protiteles pri zdravljenju tumorjev. Sem
Stejemo predvsem sinteze konjugatov monoklonskih protiteles (33). Pri tem je na mo-
lekulo monoklonskega protitelesa mogoce vezati molekulo toksina, kemoterapevtika ali
radioizotopa. Specificna vezava monoklonskih protiteles na tumorske celice omogodi,
da se konjugati po aplikaciji v organizem skoncentrirajo v tumorju. Na ta nacin toksini
(ricin A, rastlinski in bakterijski toksini), kemoterapevtiki (metotreksat, antraciklini, vin-
ka alkaloidi) in radioizotopi (jod 131, indij 111) delujejo selektivno in lokalno. S tem je
povecan njihov ucinek, stranski pojavi pa so manjsi.

V fazi razvoja so Se drugi nacini uporabe monoklonskih protiteles v protitumorski tera-
piji. Monoklonska protitelesa je mogoce vgraditi v liposome in na ta nacin liposome »us-
meriti«, da se skoncentrirajo v tumorju. Z uporabo genske tehnologije pri izdelavi mo-
noklonskih protiteles je mogoce izdelati bispecificna monoklonska protitelesa. To so mo-
noklonska protitelesa, ki imajo specifi¢na vezis€a za dva razli¢na antigena. Eno vezis$-
Ce se npr. veze na antigen tumorske celice, drugo pa na antigen imunske celice. Na ta
nacin bispecificno protitelo poveze med seboj imunsko in tumorsko celico (naredi most),
obenem pa tudi aktivira imunsko celico, da le-ta unici tumorsko celico (34, 35).
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Uporaba gojenih imunskih celic za zdravljenje tumorjev

Z razvojem »in vitro« tehnik v imunologiji (kloniranje posameznih vrst imunskih celic, »in
vitro« imunizacija, hibridomska tehnologija, transfekcija imunskih celic z razliénimi ge-
ni) je dozorela tudi ideja, da bi bilo mogoce bolnikove imunske celice gojiti v inkubator-
ju, jih tam ustrezno namnoziti, ustrezno aktivirati, nato pa jih ponovno injicirati v bolni-
ka. Ta ideja je zlasti atraktivna pri bolnikih z rakom. Veliko imunologov namre¢ meni, da
poskusi imunoterapije tumorjev niso dovolj ucinkoviti zato, ker je imunski sistem do tu-
morja ze vzpostavil toleran¢no reakcijo, ki je obi¢ajni imunoterapevtski protokoli ne mo-
rejo preusmeriti. »In vitro« gojenje celic omogoca korenitejSe manipulacije (uporaba moc-
no koncentriranih citokinov, selekcijski postopki, transfekcije celic z geni za citokine), ki
»in vivo« zaradi $kodljivosti za organizem niso mogoce.

O prvih tovrstnih uspesnih klini€nih poskusih je konec devetdesetih let poro¢al Rosen-
berg (18). Raziskovalci so iz venske krvi onkoloskih bolnikov osamili limfocite. Limfoci-
te so gojili v inkubatorju in gojis¢u dodajali interlevkin 2. Pod vplivom interlevkina 2 so
se limfociti razmnozevali, obenem se je mo¢no povecala njihova zmoznost ubijanja tu-
morskih celic. Razmnozene in aktivirane limfocite so nato vbrizgali nazaj v Zilje bolni-
kov. S takim zdravljenjem so dosegli nekaj ozdravitev bolnikov z napredovalim melano-
mom in karcinomom ledvic.

Za limfocite, razmnoZzene »in vitro« na pravkar opisani nacin, se je uveljavilo ime »ce-
lice LAK« (z limfokini aktivirane celice ubijalke — »lymphokine activated killers«). Celi-
ce LAK niso homogena populacija celic, njihova sestava je mo¢no odvisna od pogojev
gojenja celic (€asa gojenja, koncentracije uporabljenih citokinov), pa tudi limfociti raz-
licnih posameznikov se razliéno odzivajo na »in vitro« gojenje. Navadno pa med celi-
cami LAK pravladujejo naravne celice ubijalke in limfociti T.

Celice LAK lahko $kodujejo tumorju bodisi direktno z ubijanjem tumorskih celic ali indi-
rektno s spro$¢anjem imunostimulatornih citokinov (IL-2, IL-6, IFN gama) in molekul, ki
zavirajo proliferacijo tumorskih celic ali celo povzro¢ajo njihovo smrt (TNF, TGF beta,
perforin, serinske esteraze). Pri misih z relativno majhnimi tumorii je hkratno dajanje ce-
lic LAK in IL-2 delovala sinergisti¢éno. Uporaba celic LAK brez dodajanja IL-2 »in vivo«
pa ni imela uc¢inkov na tumor (36-38).

V klini€nih poskusih so raziskovalci navadno zdravili bolnike z aplikacijo kombinacije in-
terlevkina 2 in celic LAK. Mnoge raziskave dokazujejo sinergisti¢en vpliv interlevkina 2 in
celic LAK na zdravljenje tumorjev, obstajajo pa tudi raziskave, v katerih je bilo zdravlje-
nje s samim IL-2 enako uspesno kot z omenjeno kombinacijo, in torej celice LAK niso
prispevale k uspehu zdravljenja (117).

Ker so kliniéni uspehi zdravljenja s celicami LAK slabsi, kot je sprva kazalo, so se razi-
skave v nekaj zadnjih letih bolj usmerile v »in vitro« gojenje limfocitov, ki jih je po ope-
raciji primarnega tumorja mogoce osamiti iz tumorskega tkiva. Pri tem je potrebno tu-
morsko tkivo mehansko in encimsko razgraditi v celi€no suspenzijo, iz nje osamiti lim-
focite, limfocite pa razmnozevati v inkubatorju. Tako pripravljeni limfociti se imenujejo ce-
lice TIL (tumor infiltrirajoCi limfociti — tumour Infiltrating lymphocytes). V populaciji celic
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TIL naj bi bili za protitumorske ucinke najbolj odlocilni citotoksi¢ni limfociti T, specifiéni
za tumorske celice. Prvi poskusi na misih so pokazali, da so celice TIL petdeset do sto-
krat u€¢inkovitejSe pri odstranjevanju metastaz kot celice LAK. V klini¢nih raziskavah so
se celice TIL pokazale mnogo manj ucinkovite kot v zivalskih poskusih. Verjeten razlog
za to je, da so za zdravljenje ¢loveskih tumorjev potrebne velike koli¢ine celic TIL. Za-
to je potrebno limfocite, pridobljene iz tumorskega tkiva, relativno dolgo ¢asa razmno-
zeveti »in vitro«. Med dolgotrajnim »in vitro« razmnozevanjem pa se delez citotoksic-
nih limfocitov T, usmerjenih proti tumorju, mo¢no zmanjsa, kajti kulturo prerastejo celi-
ce, ki se v »in vitro« pogojih pa¢ najbolj razmnozujejo, to so predvsem naravne celice
ubijalke (39, 40).

Pri zdravljenju tumorjev s celicami LAK ali TIL je zaenkrat o€itno, da dosedaj razvita me-
todologija §e ne omogoca zadovoljivih uspehov. Zato so raziskovalni napori usmerjeni
v to, da bi s primerno izbirno metodo iz tumorjev osamili samo dolo¢ene limfocitne po-
pulacije (npr. citotoksi¢ne limfocite T); med gojenjem celic v inkubatorju bi bilo potreb-
no spodbuditi predvsem razmnoZevanje limfocitov, ki so specificno usmerjeni proti tu-
morskim celicam; na gojene celice bi bilo potrebno vplivati s pravo kombinacijo citoki-
nov (TNF, IL-2, IL-4, IFN alfa ali gama) in ne le z IL-2 kot v vecini dosedanjih poskusov
(11, 35, 41).

Zakljugki

Stevilni poskusi imunskega zdravljenja so bili presenetljivo uginkoviti pri zdravljenju eks-
perimentalnih tumorjev, povzro€enih v poskusnih zivalih. Ti uspehi so vzbudili veliko upov
glede uporabnosti imunskega zdravljenja za zdravljenje onkolo$kih bolnikov. Vendar so
kliniéne raziskave v vecini primerov pokazale mnogo manj$e ucinke, kot bi jih glede na
rezultate poskusov pri¢akovali. Zato je o€itno, da bodo raziskovalci v prihodnje morali
poiskati Zivalske tumorske modele, ki bodo po lastnostih bolj podobni spontano vzra-
slim ¢loveskim tumorjem.

Klini¢ne izkusnje kazejo, da imunsko zdravljenje navadno ni u€inkovito pri mo¢no raz-
raslih tumorijih in je v takih primerih mogoce le kot dodatno zdravljenje po kirurski, ra-
dio- in/ali kemoterapiji. Zdi se, da je klini¢ne raziskave obetavneje izvajati pri bolnikih,
ki imajo manj razrasle tumorje, vendar je v takih primerih poskusno imunsko zdravlje-
nje tezko opravicljivo, zlasti, ¢e ima lahko pomembne stranske ucinke.

Zaenkrat je ocitno, da obstojeci protokoli imunskega zdravljenja ugodno ucinkujejo pri
razmeroma majhnem delezu rakastih bolnikov (okoli 20 %). Zato bi bilo koristno ugoto-
viti, iz katerih lastnosti tumorja in bolnikovega imunskega sistema bi bilo mogoce skle-
pati, ali bi bila pri dolo¢enem bolniku imunoterapija uspesna ali ne. Nove vrste bolj ci-
ljiane imunoterapije (imunoliposomi, bispecificna protitelesa, transfekcije specifi¢nih lim-
focitov T z geni za citokine) pa lahko po drugi strani povecajo delez bolnikov, ki bi ugod-
no reagirali na imunsko zdravljenje.
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