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Povzetek: V zadnjem ¢asu smo pri¢a velikemu porastu rakavih obolenj. Stopnja umrljivosti je Zal e vedno visoka, zato so raziskave usmerjene v razvoj
novih pristopov zdravljenja. Veliko obeta imunsko zdravljenje malignih bolezni, ki pa je Se vedno v fazi kliniénih preizkusanj. Za zdravljenje raka z
imunskimi celicami se uporablja razli¢ne vrste celic, vse od limfocitov T, naravnih celic ubijalk, dendriti¢nih celic, preko imunohibridomov do gensko
manipuliranih imunskih celic. Zdravljenje z adoptivnim prenosom celic po¢asi pridobiva na pomenu, vendar pa bo do njegove vsakdanje uporabe
preteklo Se nekaj ¢asa, saj bo prej potrebno optimizirati postopek priprave efektorskih celic, odpraviti ali vsaj omiliti nezelene stranske ucinke ter
natanc¢no dolociti kriterije za izbiro darovalcev in prejemnikov.

Kljucne besede: Rak, celicno imunsko zdravijenje

Abstract: A vast increase in malignant diseases is lately being observed. Unfortunately, the death rate still remains on a very high level, resulting in
many researches committed to finding new therapeutic approaches. This paper focuses on adoptive cell therapy, a part of immunotherapy cancer
treatments that appears to be one of the novel promising strategies. Many different immune cells — lymphocytes T, NK cells, dendritic cells,
immunohybridomas and genetically manipulated immune cells, have already been used for that purpose. Adoptive cell therapy is gaining on its
importance, but as long as at least the manufacturing process of effector cells is not optimized, the adverse effects are not at least mitigated or even
dismissed and the criteria for selection of donors and recipients is not precisely defined, the adoptive cell therapy will not become a common practice
in cancer treatment.
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razrasta novotvorb. Izrazenost tumorskih antigenov na tumorskih celicah,
dokazana imunska odzivnost na vecino tumorjev ter razliéni mehanizmi,
s katerimi se tumorske celice uspesno izogibajo nadzoru imunskega
sistema, kazejo na to, da je prav normalno delovanje slednjega klju¢no
za uspesno zdravljenje. Zato si Stevilne raziskovalne skupine prizadevajo
najti ustrezne nacine za njegovo modulacijo v smislu ponovne
vzpostavitve polne funkcionalnosti pri prepreevanju rasti oziroma
popolni odstranitvi tumorja. Hiter tehnoloski napredek danes omogoca
osamitev posameznih limfocitnih subpopulacij, pripravo ¢istih tumorskih
antigenov in njihovo natanéno opredelitev, ucinkovito gojenje izbranih,
za to¢no doloCene antigene specificnih klonov celic T ter krepitev
imunskega odziva s provnetnimi citokini. S tem pa se krepita potencial in
zanimanje za imunsko zdravljenje tumorjev (2).

1 Uvod

Rakave bolezni so eden izmed treh vodilnih vzrokov smrti v razvitem
svetu. OnkoloSko zdravljenje danes temelji na lokoregionalnem
zdravljenju, kamor sodita kirurgija in obsevanje, ter sistemskem
zdravljenju, ki poleg razli¢nih oblik kemoterapije vklju€uje tudi zdravljenje
z bioloskimi zdravili. Kljub nenehnemu razvoju in napredku vseh
omenijenih nacinov zdravljenja pa z njimi Zal ne dosegajo zadovoljivega
napredka v Casu prezivetja in kvaliteti Zivljenja bolnikov, zato so
prizadevanja Stevilnih raziskovalcev Ze dolgo ¢asa usmerjena v razvoj
novih pristopov zdravljenja.

Najve¢ novosti je prav gotovo na podro¢ju imunskega zdravljenja
malignih bolezni in eden izmed trenutno najbolj aktualnih pristopov je
zdravljenje z imunskimi celicami ali zdravljenje z adoptivnim prenosom
celic (ACT - Adoptive Cell Therapy) (1). Med drugim bomo predstavili
tudi izsledke nekaterih uspesnih klini¢nih testiranj, ki dajejo upanje na
vklju€itev zdravljenja z imunskimi celicami v standardno obliko

Trenutne dosezke na podro¢ju imunskega zdravljenja ¢loveskih trdnih
tumorjev razvr§€¢amo v tri glavne kategorije:
¢ nespecifi¢na imunomodulacija,

zdravljenja bolnikov z rakom.

Temelj novih pristopov zdravljenja raka predstavlja paradigma ponovne
vzpostavitve ravnovesja imunskega sistema, ki je v bolnikih poruseno.
To se med drugim kaze v porastu Stevila regulatornih imunskih celic, kar
omogoca razvoj in vzdrzevanje nezelene tolerance na tumorske
antigene, zaradi Cesar bolnikov imunski sistem ne zmore obvladati

e aktivna imunizacija s tumorskimi cepivi in
* zdravljenje z adoptivnim prenosom celic (ACT),
ki so podrobneje predstavljene v preglednici 1 (3).

V nadaljevanju se bomo posvetili predvsem imunskemu zdravljenju z
adoptivnim prenosom celic in aktivni imunizaciji s cepivi, pripravljenimi na
osnovi dendritiénih celic.
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Preglednica 1: Pregled trenutnih imunskih pristopov za zdravijenje raka (3), (4), (5).
Table 1: A list of contemporary anti-cancer inmunotherapeutic approaches (3), (4), (5).

PRISTOP |

PRIMER UPORABE

‘ STRANSKI UCINKI

NESPECIFICNA IMUNOMODULACIJA

Vzpodbujanje vnetja

Klasi¢en primer je aplikacija zivih bakterij

BCG (Bacillus Calmette-Guérin) neposredno v
tumor. Uporaba: zdravljenje karcinoma
mehurja; nadaljni razvoj v smeri genskega
inZenirstva.

Pneumonitis in/ali hepatitis; ledvi¢na ali
razsejana okuzba z BCG.

Zdravljenje s citokini

Prva je bila sistemska aplikacija IL-2 z
namenom razmnozevanja naravnih celic
ubijalk (NK) in celic T in vivo.

Zaradi hude toksi¢nosti so ta pristop
opustili. Danes uporabljajo

GM-CSF kot dodatek skupaj s
tumorskimi cepivi.

Sistemska toksi¢nost, kot npr. sindrom
kapilarnega puscanja pri zdravljenju z IL-2.

Zdravljenje z monoklonskimi protitelesi

Uporaba monoklonskih protiteles
(MoAb), namnozenih ex vivo,

kot npr.: proti-CD25 (daclizumab)

za zdravljenje T-celi¢nih levkemij;
proti-CD20 (rituximab) za zdravljenje
B-celi¢nih limfomov; proti-HER2
(trastuzumab) za zdravljejnje

raka dojke ter proti-CTLA4 (implimumab)
za zdravljenje melanoma in karcinoma
ledvic.

Toksi¢nost za normalna tkiva, npr.
kardiotoksi¢nost (trastuzumab) ali povzrocitev
nastanka hudih avtoimunskih reakcij
(implimumab).

AKTIVNA IMUNIZACIJA

Protitumorska cepiva

Protitumorska cepiva, ki izrazajo/vsebujejo
tumorske antigene. Uporabimo lahko celice,
proteine, peptide in/ali Sirok spekter
imunizacijskih vektorjev. Primer:

virusni vektorji z genskim zapisom

za tumorske antigene z ali brez vgrajenega
adjuvansa, ki okrepi T-celi¢ne ali prirojene
imunske odgovore; hibridne celice
pripravljene s fuzijo dendriti¢nih in
tumorskih celic; dendritiCne celice

z dodanimi ali vgrajenimi tumorskimi
antigeni, ki delujejo kot antigen
predstavitvene celice (APC).

Relativno majhno Stevilo resnih komplikacij,
potencialno lahko pride do pojava avtoimunosti.

ACT - ZDRAVLJENJE Z ADOPTIVNIM PREN

OSOM CELIC

Celiéno imunsko zdravljenje

Infuzije avtolognih ali alogenskih

krvotvornih mati¢nih celic (KMC)

za zdravljenje hematopoetskih malignih
bolezni, po predhodni delni ali popolni
odstranitvi bolnikovih imunskih celic. Infuzije
tumorsko-specifi¢nih limfocitov za zdravljenje
melanoma in drugih trdnih tumorjev po
predhodni delni ali popolni odstranitvi
bolnikovih imunskih celic.

Tumorsko specifi¢ne limfocite pripravijo

ex vivo iz imunskih celic, ki se nahajajo v
tumorju.

Nastanek avtoimunosti zaradi delovanja na
druga tkiva; GvHD - bolezen presadka proti
gostitelju po presaditvi alogenskih KMC; uveitis
in vitiligo pri zdravljenju melanoma.

124 tarm vestn 2011; 62




Zdravljenje raka z imunskimi celicami

2 Kratek zgodovinski pregled
podroéja adoptivnega
celi¢nega imunskega
zdravljenja rakavih bolezni

Koncept adoptivnega prenosa imunskih celic ter prvi poskusi na Zivalih
segajo v zacetek dvajsetega stoletja. Leta 1988 pa je Rosenberg s
sodelavci objavil izsledke prvega klini¢nega preizkusanja na ljudeh (6).
Kot prvi so pri bolnikih z napredovalim rakom ledvic ter melanomom
izvedli adoptivni prenos avtolognih imunskih celic, sposobnih
specifiénega prepoznavanja in unic¢evanja tumorskih celic (LAK cells —
Lymphokine Activated Killer cells), soasno z visokimi odmerki IL-2 (7).
Le okoli 20 odstotkov bolnikov se je odzvalo na celi¢ne infuzije, ki so
vsebovale pretezno celice NK, kasnej$a preizku$anja pa so dokazala,
da lahko podoben protitumorski ucinek dosezejo ze po sistemski
aplikaciji samega IL-2. Ti prvi, sicer precej skromni uspehi, so spodbudili
mnoge raziskovalne skupine k nadaljnemu proucevanju uporabe
adoptivnega T-celi¢nega imunskega zdravljenja. Slika 1 prikazuje ¢asovni
potek razvoja adoptivnega prenosa imunskih celic v preteklosti (6).

Trenutno Sirom sveta potekajo Stevilna kliniéna preizkuSanja s tega
podrocja, s ¢imer eksponentno narasc¢a tudi Stevilo bolnikov, ki so
oziroma $e bodo zdravljeni s tovrstnimi pripravki (8).

3 Uporaba razliénih vrst
imunskih celic in njihovih
kombinacij za zdravljenje raka

Specifi€ni celiéno posredovani imunski odziv na tumorske antigene
izvaja veC razliénih vrst efektorskih celic. Mednje sodijo citokine
izdelujoce celice T CD4* T,,1in T2 ter citotoksicni limfociti T CD8*. Poleg

teh svoj delez prispevajo tudi razlicne nespecifiCne celice, zlasti
makrofagi, nevtrofilci, eozinofilci in seveda naravne celice ubijalke. Zelo
pomembno vlogo igrajo tudi dendriticne celice (DC), profesionalne
antigen predstavitvene celice, ki so nujne za uginkovito sproZitev
protitumorskega T-celi¢énega odziva (2). Delno uspesen in precej toksic¢en
postopek ACT temelji na uporabi bolnikovih lastnih tumor infiltrirajoCih
limfocitov (TIL), ki jih lahko izoliramo, namnoZimo in aktiviramo ex vivo, v
prisotnosti velikih koli¢in ¢loveskega rekombinantnega IL-2. Celice nato
vrnemo v bolnika, ki so mu bile predhodno specificno odstranjene
imunske celice, hkrati pa mu apliciramo tudi rekombinantni IL-2, ki ob
sistemski aplikaciji lahko povzro¢a nezelene ucinke. NajboljSe rezultate
s0 s tem postopkom dosegli pri zdravljenju melanoma, vendar je njegova
uporaba omejena izkljuéno na bolnike z resektabilnimi tumorii, v katerih
se nahaja dovolj velika koli¢ina TIL (4), (9).

3.1 Limfociti T CD8+ in CD4+

Celice T CD8* so se pri adoptivnem protitumorskem imunskem odzivu
izkazale kot zelo ucinkovite. Taréni antigeni, ki jih s svojimi T-celi¢nimi
receptorji (TCR) specifiéno prepoznavajo tumorsko reaktivne celice T
CD8*, so najveckrat nemutirani lastni antigeni, ki jih v organizmu poleg
normalnih izrazajo tudi tumorsko spremenjene celice ter tumor specificni
antigeni (TA), ki jih na svoji povrsini, vezane na molekule MHC razreda
I, izrazajo rakave celice (10). Dokazali so tudi prisotnost tumorsko
specifiénih celic T CD4+, vendar te lahko delujejo na ve¢ razli¢nih nacinov
in so zato zmozne bodisi ojacati ali pa izrazito oslabiti protitumorske
imunske odzive, kar je odvisno predvsem od mikrookolja v katerem se
nahajajo. Adoptivni prenos protitumorskih limfocitov T v bolnike, ki so bili
predhodno podvrZeni limfodepleciji, predstavlja obetaven nov pristop k
imunskemu zdravljenju malignih bolezni in med vsemi predstavljenimi
moznostmi imunskega celi¢nega zdravljenja dosega najboljSe rezultate

(1), (9), (10).
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Slika 1: Casovni prikaz razvoja in izvajanja razlicnih vrst ACT pri bolnikih z rakom (3).
Opomba: EBV-virus Epstein-Barr, PTLD — postransplantacijska limfoproliferativna bolezen, TCR-T -celicni receptor, TIL-tumorje infiltrirajoci
limfociti, ACT — zdravljenje z adoptivnim prenosom celic, GvHD — bolezen presadka proti gostitelju.

Figure 1: Time scaled evolution of different types of ACT approaches used in cancer patients (3).
Note: EBV- Epstein-Barr virus, PTLD — posttransplantation lymphoproliferative disease, TCR-T -cell receptor, TIL-tumor infiltrating
lymphocytes, ACT — adoptive cell therapy, GvHD — graft versus host disease.
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3.1.1 Predhodna odstranitev bolnikovih limfocitov

V preteklosti so bolniki pred adoptivhim prenosom protitumorskih
limfocitov prejemali sistemsko imunosupresijo, ki jo je v novejSem ¢asu
nadomestila specificna odstranitev imunskih celic (limfodeplecija) z
uporabo razli¢nih kemoterapevtikov ali obsevanja celotnega telesa. S
tak$no predpripravo vplivamo na Stevilne mehanizme preko katerih lahko
pove¢amo ucinkovitost zdravljenja z ACT. Z limfodeplecijo dosezemo:

e odstranitev imunosupresivnih celic, kot so CD4*CD25* regulatorni
limfociti T (Treg), mieloidne supresorske celice (MSC) in celo celice NK,

¢ odstranitev endogenih imunskih celic, ki tekmujejo za aktivirajoce
citokine IL-2, IL-7 in IL-15 (limfocti T in B, celice NK) ter

e izboljSanje funkcije ter razpolozljivosti antigen predstavitvenih celic
(APC), in sicer kljub temu, da pride do zmanj$anja njihovega celotnega
Stevila, saj se zaradi tega pove¢a moznost srecanja tumorsko reaktivnih
klonov limfocitov T CD8* z antigeni, izrazenimi v okviru molekul MHC na
povrsini APC; sproséanje agonistov toll-like receptorjev (TLR), ki je
posledica poskodb sluznice po uporabi kemoterapevtikov ali
obsevanja, pospeSuje dozorevanje DC in s tem izrazanje
kostimulatornih molekul na njihovih povrSinah ter izrazito povecanje
njihove sposobnosti aktiviranja limfocitov (10).

3.2 Naravne celice ubijalke (celice NK)
Naravne celice ubijalke ali celice NK so pomembno orozje za boj proti
raku. V pogojih in vitro povsem spontano, brez predhodne imunske
senzibilizacije gostitelja, lizirajo dolo¢ene tumorske celice. Predstavljajo
edinstveno podvrsto limfocitov, ki jih razdelimo na dve populaciji. Celice
NK CD56Pright (moéna izrazenost) imajo imunoregulatorne lastnosti, ki so
posledica obilne proizvodnije citokinov, medtem ko so celice CD56™
(Sibka izrazenost) izrazito citotoksicne.

Celice NK imajo edinstven mehanizem prepoznavanja tumorjev, saj se
njihovo citotoksi¢no delovanje sprozi ob stiku s tumorskimi celicami, ki ne
izrazajo posameznih ali celo vseh telesu lastnih molekul MHC razredall,
kar je pogost mehanizem, s katerim se izognejo specificnemu
imunskemu prepoznavanju. Celice NK izrazajo receptorje KIR (inhibitory
Killer-cell Immunoglobulin-like Receptors) in receptorski kompleks
CD94-NKG2A, s pomocjo katerih prepoznavajo razli¢ne skupine molekul
HLA-A, HLA-B, HLA-C in HLA-E (molekule MHC razreda l). Posamezniki
se med seboj razlikujemo glede na Stevilo in vrsto podedovanih genov
KIR. Vecina celic NK izraza najmanj en inhibitorni KIR, ki je specifi¢en za
lastne antigene HLA razreda I. V primeru, da pride celica NK v stik s
taréno celico, ki na svoji povrSini nima tega antigena, jo lizira, saj ni
ustrezno inhibirana (KIR-ligand neujemanije).

S stevilnimi preizku$anji na misjih eksperimentalnih modelih so dokazali
kljuéno vlogo celic NK pri uni¢evanju vsajenih tumorskih celi¢nih linij ter
spontano nastalih tumorjev. Ugotovili so, da so celice NK najucinkovitejSe
pri uni¢evanju metastazirajocih celic in majhnih tumorskih mas, medtem
ko vecjih niso mogle izkoreniniti (6).

3.2.1 Razliéni pristopi pri zdravljenju raka s
celicami NK

Povecanje odziva celic NK na tumor lahko dosezemo z dolo¢enimi

citokini, ki jih neposredno ali posredno aktivirajo. Aktivnost naravnih celic

ubijalk lahko izbolj$ajo tudi imunomodulatorni zdravili talidomid in

lenalidomid, BCG ter imunostimulatorni kompleksi DNA.
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Po alogenski presaditvi kostnega mozga pride pri bolnikih do izboljSanja
tako zaradi same kemoterapije oziroma obsevanja celotnega telesa
(kondicioniranje) pred transplantacijo krvotvornih mati¢nih celic (KMC)
kot tudi zaradi vzpostavitve funkcionalnega daroval¢evega imunskega
sistema po njej, ki je sposoben sproziti reakcijo presadka proti tumorju
(GVT — Graft versus Tumor effect) in tako uniciti bolnikove zaostale
tumorske celice. Pri tem igrajo pomembno vlogo tudi celice NK, saj v
primeru, da prejemnik nima vsaj enega izmed ligandov HLA razreda |, ki
bi ustrezal daroval¢evim KIR, lahko po presaditvi KMC pride do
aloreaktivnega NK-celicnega odziva (6).

Zanimiva so novejsa klini¢na preizkusanja adoptivnega prenosa celi¢ne
linije NK-92. Ta izraza razli¢ne vrste NK-celi¢nih aktivirajocih receptorjev,
ne pa tudi inhibitornih KIR in je izrazito citotoksi¢na za veliko Stevilo
drugih celi¢nih linij. Obsevane celice NK-92 so infundirali ve¢ kot 20
bolnikom z napredovalim ledviénim karcinomom in malignim
melanomom. Izkazale so se kot varne, pri nekaterih bolnikih so opazili
protitumorski u€inek. Prednost uporabe celi¢ne linije je v tem, da lahko
celice pripravljajo v standardiziranih in nadzorovanih pogojih dobre
proizvodne prakse (GMP), poleg tega jih lahko tudi gensko spreminjajo,
kar odpira Stevilne zanimive moznosti za nadaljnja klini¢na preizkuSanja

(6).

3.3 Dendritiéne celice

Dendritiéne celice so diferencirane potomke krvotvornih mati¢nih celic,
ki najucinkoviteje med vsemi antigen predstavitvenimi celicami
imunskega sistema aktivirajo celice T pomagalke CD4* in citotoksi¢ne
limfocite T CD8*. Poleg tega so sposobne aktivirati tudi celice NK in NKT
ter limfocite B. Zaradi izjemne sposobnosti uravnavanja vseh elementov
imunskega odziva so primerna tar¢a in orodje za cepljenje (11), (12).

Njihovo delovanje povezuje mehanizme tako naravne odpornosti kot tudi
specializiranih procesov imunskega odziva. DendritiCne celice izzovejo
nastanek specifiénega imunskega odziva, dolo¢ajo njegove lastnosti,
trajanje in obseg ter sodelujejo pri vzpostavitvi tolerance na telesu lastne
antigene. Zaradi vseh izjemnih lastnosti so jih kmalu zaceli uporabljati v
namen zdravljenja in danes predstavljajo pomemben del dopolnilnega
zdravljenja raka. Kot celiéna cepiva posredno sodelujejo pri
odstranjevanju neoplasti¢nih celic, ki na svojih povrSinah izrazajo
specifi¢éne tumorske antigene (TA). Dendriti¢ne celice privzamejo TA, jih
predelajo v peptide, ki se veZejo na molekule HLA razredov | in Il in jih
tako, ob zagotavljanju mocnih kostimulacijskih signalov, ponujajo v
prepoznavo nezrelim/neaktiviranim  limfocitom T. So dale¢
najucinkovitejSe APC pri aktivaciji primarnega protitumorskega
imunskega odziva. Raziskovalci zato verjamejo, da lahko DC, ki jih
ustrezno pripravimo in vitro, prekinejo toleranco limfocitov T na tumorske
celice in vivo. Vecje koli¢ine DC lahko v definiranih pogojih in vitro
pripravimo iz monocitov, osamljenih iz periferne krvi (5), (13), (14), (15).

Ceprav so DC, pripravijene ex vivo tako, da so izrazale TA, doslej
uporabili v Stevilnih kliniénih preizkusanjih za zdravljenje rakavih obolenj,
so bili rezultati slabsi od pri¢akovanih. Vsekakor je dokazano, da cepiva
z DC delujejo, vendar bo potrebno bolje definirati Stevilne imunoloSke in
klinicne parametre, s katerimi bi lahko povecali u€inkovitosti takSnega
cepljenja. Zato so v zadnjem €asu Stevilne raziskave ponovno usmerili v
proucevanje delovanja DC in vitro, da bi dolo¢ili najbolj$i nacin priprave
imunostimulacijskih DC in uporabili najustreznej$i vir tumorskih
antigenov (11), (13).
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Poleg uporabe DC obstajajo Se drugi pristopi za cepljenje bolnikov z
rakom. Mednije sodijo: uporaba avtolognih in alogenskih tumorskih celic,
ki jih lahko gensko spremenijo tako, da proizvajajo razli¢ne provnetne
citokine, tumorskih proteinov, peptidov in DNA cepiv. Vec¢inoma lahko z
njimi izzovejo tumorsko specificne imunske odzive in delno regresijo
tumorjev. Vsi omenjeni pristopi temeljijo na nakljuénem sre¢anju vira TA,
ki ga vnesemo v bolnika v obliki cepiv in gostiteljevih DC. Zal je verjetnost
tak§nega sre¢anja razmeroma majhna. Poleg tega obstaja tudi mozZnost,
da cepljenje naleti na nezrele oziroma neaktivirane DC, kar lahko, zaradi
odsotnosti  kostimulacijskih signalov, vodi v dodatno zaviranje
protitumorskega imunskega odziva. S tem lahko delno pojasnimo
slabosti taksnih protitumorskih cepiv (11).

Kljub zgoraj nastetim pomanijkljivostim cepiv z dendriti¢nimi celicami nas
opogumlja dejstvo, da je bilo pred kratkim v ZDA registrirano prvo
avtologno celiéno zdravilo Provenge (sipuleucel-T), namenjeno
zdravljenju raka prostate, narejeno prav na osnovi dendritiénih celic.

3.3.1 Kliniéna véinkovitost DC cepiv

Kljuéno vprasanje je, ali so cepiva, pripravljena z DC ucinkovitej$a od
drugih. Odgovor nanj lahko i§¢emo v izsledkih $tevilnih klini¢nih
preizku$anj faze | in Il, v okviru katerih so proucevali delovanje razli¢nih
vrst cepiv: peptidov iz TA, samih tumorskih celic, TA izrazenih s pomocjo
virusnih vektorjev ter DC, ki so predstavljale TA, uporabljene na bolnikih
z razlicnimi vrstami metastatskega raka. Pri tem lahko kaj hitro
ugotovimo, da je zaradi zelo razliéne dovzetnosti posameznih vrst raka
za imunsko zdravljenje smiselno primerjati izsledke le pri eni vrsti bolezni.
V tem ¢lanku predstavljamo povzetek izidov klini¢nih preizku$anj na
bolnikih z metastatskim melanomom, ker ta bolezen predstavlja dober
model za ceplienje, saj so mnogi melanomski antigeni dobro
okarakterizirani. Cepljenje z DC z melanomskimi antigeni je v 9,5%
pripeljalo do tumorske regresije (v Sestih razli¢nih preizkusanjih se je na
to zdravljenje odzvalo 11 od 116 bolnikov), medtem ko najboljsi rezultat
z ostalimi vrstami cepljenj daje cepljenje s tumorskimi celicami, to je
4,6% (2 izmed 43 bolnikov). Temu sledijo Se peptidna cepiva z 2,7%
uspesnostjo (11 izmed 410 bolnikov), na zadnjem mestu pa so virusni
vektorji z 1,9% uspesnostjo (3 izmed 160 bolnikov). Ti rezultati Se vedno
dajejo le priblizno oceno objektivne regresije tumorjev, vendar vseeno
vzbujajo dolo¢eno upanije in opravicujejo nadaljnja preizku$anja s cepivi
na osnovi DC (11), (16). Ker so rakava obolenja kroni¢ne bolezni, bi lahko
Ze podaljSanje prezivetja in izboljSanje kvalitete zivljenja lahko
obravnavali kot merili za uspesnost zdravljenja, s ¢imer bi Se bolj
promovirali uporabo in razvoj novih pristopov zdravljenja (11). Prednost
imunskega zdravljenja s cepivi, pripravljenimi na osnovi dendriti¢nih
celic, ki jo je potrebno omeniti, je vsekakor varnost taksSnega zdravljenja,
saj gre za zdravljenje z bolniku lastnimi celicami.

3.3.2 Imunohibridomi

Imunohibridom je celica, ki jo dobimo po zlitju (fuziji) dendriti¢ne in
tumorske celice. Gre za idealno kombinacijo celotnega nabora TA in
lastnosti  najucinkovitej§ih  APC. NajveCja prednost uporabe
imunohibridomov kot cepiv je dejstvo, da imunskim celicam bolnika
predstavijo celoten nabor TA, torej tudi tistih, ki jih Se ne poznamo, in jih
ucinkovito aktivirajo (17), (18), (19). Poleg tega lahko tovrstna cepiva
pripravimo tudi tako, da v primeru pomanjkanja zadostnih koli¢in
avtolognih tumorskih celic za fuzijo uporabimo kar dolo¢ene komercialno
dostopne tumorske celiéne linije (18).

V eksperimentalnih zivalskih modelih so dokazali, da cepljenje z
imunohibridomi deluje zas¢itno proti nastanku dolocenih vrst tumorjev,
poleg tega pa tudi terapevtsko, saj so na ta nacin dosegli regresijo ze
prisotnih novotvorb. V klini¢nih preizkusanjih na bolnikih z razli¢nimi
metastatskimi oblikami raka so ugotovili, da bolniki tako zdravljenje dobro
prenasajo. Dokazali so tudi, da cepljenje z imunohibridomi omogoca ne
le zaSc¢ito pred razrastom tumorskih celic, temve¢ tudi zmanjSuje
obstojece tumorje. V nekaterih kliniénih preizku$anjih so po aplikaciji
cepiva pri vecini bolnikov potrdili tumorsko specifiéne imunske odzive, a
zal le pri manjSem Stevilu tudi objektivno tumorsko regresijo (17), (18).
Kljub temu mnogi avtorji s svojimi raziskavami in vitro prikazujejo bistveno
mocnejSo aktivacijo limfocitov T s strani hibridomov kot s strani razliénih
kombinacij dendritiénih in tumorskih celic oziroma tumorskih antigenov,
zaradi ¢esar je prihodnost zdravljenja s hibridomi verjetno Se obetavnejSa
od zdravljenja s cepivi, pripravljenimi na osnovi dendriti¢nih celic (20),
(21).

3.4 Moine izholjsave ie uveljavijenih
postopkov ACT in aktivne imunizacije

s tumorskimi cepivi
V predklini¢nih in klini¢nih preizkusanjih so po aplikaciji ACT uspeli
razjasniti Stevilne kompleksne mehanizme, ki so kljuéni za uspesnost
zdravljenja z adoptivnim prenosom imunskih celic in ki predstavljajo
osnovo za razvoj novih, izboljSanih kliniénih protokolov za zdravljenje
rakavih bolnikov.

Eden od pristopov za izboljSanje ucinkovitosti ACT je uporaba
selektivnejsih nacinov limfodeplecije, ki so bistveno manj toksi¢ni za
bolnika kot nespecifi¢na kemoterapija in obsevanje. Celice T, in ostale
imunosupresivne celice, ki aktivno $¢itijo tumorsko tkivo pred delovanjem
imunskega sistema bolnika, bi bilo mogo¢e selektivno odstraniti s
pomocjo usmerjenih imunotoksinov ali pa njihovo delovanje prepreciti z
uporabo dolocenih citokinov, na primer tumorje nekrotizirajo¢ega
dejavnika (TNF). Pomanjkanje dolo¢enih topnih dejavnikov, do katerega
pride zaradi prisotnosti drugih celic, ki jih porabljajo, bi lahko resili z
dodajanjem aktivirajocih (provnetnih) rekombinantnih citokinov.

Zgodnejse diferenciacijske stopnje celic T so primernej$e za uporabo v
ACT. Zato bodo v prihodnosti za doseganje optimalnih klini¢nih rezultatov
najverjetneje morali natan¢no definirati kriterije za izbiro efektorskih celic.
Mednje nedvomno sodijo fenotip, dolzina telomer, sposobnost
proizvodnje Zelenih citokinov in afiniteta TCR do izbranih tumorskih
antigenov (10).

Za vecjo uspesnost zdravljenja z adoptivnim prenosom celic NK bo
potrebna optimizacija priprave celic NK za uporabo v zdravljenju
(aktivacija, gojenje ex vivo, izbor specificnih celi¢nih podvrst), veliko
pozornost bo treba nameniti tudi izboru darovalcev (fenotipizacija in
genotipizacija KIR ter delez aloreaktivnih celic NK) (6).

Pri zdravljenju z DC cepivi bo z namenom izbolj$anja ucinkovitosti
potrebno opredeliti naslednje kriterije: razli¢ni nacini priprave DC (iz
monocitov ali iz krvotvornih matiénih celic CD34+); zrelost in migracija
DC (nezrele DC praviloma delujejo kot zelo ucinkovite antigene
zajemajoCe in predelujoCe celice, medtem ko so zrele DC
najucinkovitejSe antigen predstavitvene celice) (15). Stopnja zrelosti DC
in vivo je tesno povezana s sposobnostjo njihove migracije iz perifernih
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tkiv v bezgavke. Zaradi tega moramo posebno pozornost posvetiti tudi
nacinu in mestu njihove aplikacije (11).

Med najpomembnejSe dejavnike lahko vsekakor Stejemo doloCitev
kriterijev za izbiro bolnikov ter vrst tumorjev, dovzetnih za omenjeno
zdravljenje, saj je znano, da so dolo¢ene vrste raka, na primer melanom
in rak prostate, bolj imunogene in zato bolj dovzetne za celi¢no
zdravljenje. Prav tako ostaja odprto tudi vprasanje optimalnega Stevila in
¢asovnih intervalov aplikacij takSnega zdravljenja ter izbire najboljSih
kombinacij z drugimi nacini zdravljenja (6), (11), (18).

3.5 Novi pristopi na podroéju imunskega

zdravljenja raka

Kot smo omenili, lahko ACT izvajamo s pomo¢jo TIL z visoko afiniteto do
avtolognih TA, pri éemer je ta moznost primerna le za razmeroma majhno
Stevilo bolnikov z rakom, pri katerih lahko TIL osamimo v zadostnih
koli¢inah. Zato razvijajo postopke za pripravo takSnih limfocitov T in vitro,
ki bi reagirali na Siroko paleto znanih in neznanih TA, izraZzenih na
razliénih vrstah tumorjev. Z vnosom razli¢nih vrst genov v cirkulirajoe
Cloveske limfocite, lahko te opremimo z razli¢nimi receptorji tako za
prepoznavo TA kot tudi z drugimi molekulami, ki lahko izboljSajo
predvsem njihove aktivacijske in efektorske lastnosti, nujne za uspesno
ACT. Tako lahko iz redkih celi¢nih klonov, ki izjemno ucinkovito
prepoznavajo TA, osamimo njihove T-celi¢ne receptorje TCR in jih z
uporabo vektorjev vnesemo v nezrele/neaktivirane limfocite T. TakSne
TCR lahko pridobimo tudi iz celic T transgenih miSi, potem ko jih
imuniziramo s ¢loveskimi TA, s ¢imer se elegantno izognemo nastanku
tolerance, ki pogosto mocno zavira razmnozevanje ucinkovitin
protitumorskih limfocitov T pri bolnikih z rakom. Tako so na primer uspeli
pripraviti limfocite s transficiranimi TCR z visoko afiniteto do epitopov
p53, CEA (Carcino-Embryonic Antigen), NY-ESO-1 (antigen raka
testisov), ki so izrazeni na razli¢nih vrstah rakavih celic, ter specifi¢nih
melanomskih antigenov gp100 in MART1. Nekatere izmed njih, na
primer limfocite T, transficirane z geni za visokoafinitetne TCR za gp100
in MART1, so Ze preizkusili v klini¢nih preizkusanjih (3), (4).

Med novejSe pristope za izbolj$anje ucinkovitosti zdravljenja s celicami
NK poleg uporabe specifiénih citokinov, ki pospeSujejo proizvodnjo
endogenih citokinov v omenjenih celicah, sodi tudi genska manipulacija.
Z njo Zzelijo doseci obseznejSe izrazanje ligandov za aktivacijske
receptorje celic NK na tar¢nih celicah oziroma povecati ucinkovitost
njihovega prepoznavanja s strani naravnih celic ubijalk, kar je nujen pogoj
za njihovo unicenje (6), (22). Poleg specifi¢nih protiteles, s katerimi lahko
blokirajo KIR, so v ta namen uporabili tudi majhno interferenéno RNA (si-
RNA - Small Interfering RNA). Posku$ajo tudi s pove¢evanjem obsega
izrazanja aktivirajoCih receptorjev na celicah NK ali z uvedbo novih
himernih receptorjev, ki so sposobni prepoznavati dolo¢ene ligande,
izrazene le na tumorijih (6).

Pri cepivih, izdelanih na osnovi DC, sku$ajo njihovo u¢inkovitost povecati
tako, da uporabijo ¢imvecjo paleto naravnih TA, ki jih DC nato predelajo
v peptide in jih, vezane na molekule MHC razredov | in Il, ponujajo v
prepozavo TCR, izrazenim na limfocitih T. Tako lahko izzovejo nastanek
raznolikega imunskega odziva, ki ga izvaja vecje Stevilo klonov celic.V ta
namen lahko uporabijo rekombinantne, za tumorje znacilne proteine,
tumorske eksosome, transdukcijo DC z virusnimi vektorii, ki vsebujejo
kodirajoce genske informacije o TA, transfekcijo DC s tumorsko RNA ali
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ustrezno pripravljeno plazmidno DNA, inkubacijo DC z imunskimi
kompleksi ali s specificnimi protitelesi, ki prepoznavajo dolo¢ene
povrsinske molekule DC (11), (23).

K novim odkritiem na tem podro¢ju pomembno prispevajo tudi slovenski
avtorji, ki z rezultati svojih raziskav na Zzivalskih modelih dokazujejo
uspesnost imunskega zdravljenja raka (24), (25). Kot primer lahko
navedemo zanimiv pristop zdravljenja s kombiniranim cepivom,
sestavljenim iz obsevanih tumorskih celic in oligonukleotidov s CpG
motivom (CpG ODN) razreda C, ki statisticno znacilno poveca prezivetje
pri testirani skupini misi (25).

4 Imunsko zdravljenje raka in
avioimunost

Pri katerikoli obliki imunskega zdravljenja raka se moramo zavedati, da
je za sprozitev in vzdrzevanje ucinkovite protitumorske imunosti potrebno
izzvati prakticno enake odzive, kot jih opazimo pri avtoimunosti, saj gre
tudi v tem primeru za reaktivnost na rahlo modificirane (mutirane) lastne
antigene. To pomeni, da imunski sistem bolnika z rakom pri tovrstnem
zdravljenju neizogibno spravimo iz ravnotezja, saj pomembno vplivamo
na bistvene mehanizme, ki vzdrzujejo toleranco do lastnega in skrbijo za
ucinkovito obrambo pred mikroorganizmi (4). Praviloma TA niso izrazeni
le na rakavo spremenjenih celicah, temve¢ tudi na dolo¢enih normalnih
tkivih. Pri imunskem zdravljenju melanoma z aktivnim cepljenjem proti
TA ali z ACT s TIL pogosto opazijo nastanek vitiliga in/ali celo reakcije,
zelo podobne avtoimunskemu uveitisu. Vitiligo sicer lahko v takih primerih
jemljemo kot povsem sprejemljiv stranski uc¢inek, ¢esar pa ne moremo
trditi za uveitis. Na zalost se bodo morali bolniki in zdravniki odlociti med
relativno manjSim ali vecjim zlom, torej med poslabSanjem ali celo izgubo
vida in smrtjo zaradi raka (4).

5 Pregled novejsih kliniénih
preizkusanj

V preglednici 2 smo strnili trenutno dosegljive podatke o novejSih
kliniénih preizkuSanjih, z namenom, da bi poudarili pomen imunskega
zdravljenja raka, ki je glede na navedena dejstva nedvomno avtoimunska
bolezen, do katere lahko pride zaradi najrazlicnejSih endogenih in
eksogenih vzrokov.

6 Prihodnost celi¢nega
zdravijenja v onkologiji

Poleg optimizacije postopkov izdelave zdravilnih celi¢nih pripravkov sta
pomembni vprasanji kdaj in v kolikSnem obsegu bo v prihodnosti ta
oblika zdravljenja uvrs¢ena med stroSke zdravstvene blagajne, Se
posebej zato, ker gre za obliko zdravljenja, namenjenega vsakemu
bolniku posebej in terja zahtevno in visoko specializirano
interdisciplinarno znanje. Ker so celi¢éna zdravila narejena prakti¢no po
meri, je takSne pripravke tezko komercializirati. Farmacevtska in
biotehnoloska podjetja namre¢ Ze od nekdaj iS¢ejo takSna zdravila, ki jih
je mogocCe proizvajati, pakirati, uporabljati in nadzirati serijsko.
Najprimernej$e ustanove, ki imajo na razpolago ustrezno opremo in
znanje za proizvodnjo protitumorskih imunskih celic so nedvomno krvne
banke, v katerih med drugim pripravljajo tudi krvotvorne mati¢ne celice
za rutinsko klini¢no uporabo (3).
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Preglednica 2: Primeri klinicnih preizkusanj s podrocja celi¢nega zdravljenja, ki trenutno potekajo oziroma so bili zakljuceni pred nedavnim (8).
Table 2: Some examples of current and recent clinical studies based on anti-tumor immnunotherapies (8).

NASLOV KLINICNEGA PREIZKUSANJA FAZA TRAJANJE OZNAKA (ClinicalTrials.gov)
Imunsko zdravljenje z intratumorskim injiciranjem nezrelih
DC, skupaj s pripravkom iz S. Pyogenes (OK-432), 1/ 2003 - 2012 NCT00795977

pri bolnikih z resektabilnim rakom pankreasa

Imunsko zdravljenje z DC, predhodno inkubiranimi s
tumorskim lizatom pri bolnikih z atipi¢nimi in malignimi,

) Lo . ; o Il 2001 - 2008 NCT00576537
primarnimi ali metastatskimi tumorji centralnega Zivénega
sistema
Limfodeplecija in adoptivni T-celi¢ni prenos z ali brez
imunizacije z DC, v kombinaciji z visokimi odmerki IL-2, pri Il 2006 - 2010 NCT00338377

bolnikih z metastatskim melanomom

Cepljenje bolnikov z limfomom z imunohibridomi
(dendriti¢ne celice /celice limfoma), v primerjavi z DC, 1/ 2003 - 2010 NCT00937183
inkubiranimi s tumorskimi lizati

Cepljenje bolnikov z ne-Hodgkinovim limfomom z DC,
predhodno inkubiranimi s tumorskimi lizati, po zdravljenjuz |l 2000 - 2005 NCT00006434
visokimi odmerki kemoterapevtikov

Randomizirano klini¢no preizku$anje z uporabo DC,
pripravljenih iz celic CD34+ ali z DC, pripravljenih

iz perifernih monocitov, inkubiranih z melanomskima
antigenoma MART-1 in gp100, pri bolnikih Il - 2007 NCT00019890
z metastatskim melanomom v lll. fazi , v primerjavi

z bolniki s kirursko popolnoma odstranjenim metastatskim
melanomom

Modulacija imunskega sistema z definiranimi citokinskimi
mesSanicami pred uporabo cepiv, pripravljenih na osnovi
DC (imunohibridomi in DC po predhodni inkubaciji z Il 2006 - 2009 NCT00521287
apoptoti¢nimi tumorskimi celicami) pri bolnikih s trdnimi
tumoriji

Zdravljenje z adoptivnim prenosom celic pri bolnikih

z akutno mieloblastno levkemijo z visokim tveganjem, z
uporabo haploidenti¢nih celic NK, ob naértnem | 2005 - 2009 NCT00799799
upostevanju neujemanj v ligandih KIR med prejemniki in
darovalci naravnih celic ubijalk

Zdravljenje bolnikov z napredovalim rakom s celicami po

presaditvi KMC istega alogenskega darovalca i 2009 - 2012 NCT00823524

Zdravljenje bolnikov po resekciji jetrnega raka s celicami
ubijalkami, predhodno induciranimi s citokini 1] 2008 - 2013 NCT00769106
(CIK - Cytokine-Induced Killer Cells)

Zdravljenje bolnikov s ponovnim izbruhom (relapsom)
limfoma, pozitivnega na virus Epstein-Barr, s citotoksi¢nimi |1 2006 - 2025 NCT00675571
celicami T (CD8+)

Zdravljenje bolnikov z relapsom Hodgkinovega limfoma,
povezanega z virusom Epstein-Barr, ne-Hodgkinovim
limfomom ali z limfoproliferativnimi motnjami, | 2006 - 2013 NCT00608478
z limfociti T in monoklonskimi protitelesi proti molekulam
CD45

Zdravljenje bolnikov z relapsom ali refraktarnimi
hematoloskimi malignimi obolenji ter bolnikov s trdnimi
tumorii, po predhodni presaditvi KMC, z infuzijami obsevanih
limfocitov istega darovalca

Il 2000 - NCT00161187

Provenge (TM) za zdravljenje hormonsko obéutljivega raka

prostate (PROTECT) i 2001 - 2006 NCT00779402
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Preglednica 2: Primeri klinicnih preizkusanj s podrocja celi¢nega zdravljenja, ki trenutno potekajo oziroma so bili zakljuceni pred nedavnim (8).
Table 2: Some examples of current and recent clinical studies based on anti-tumor immnunotherapies (8).

NASLOV KLINICNEGA PREIZKUSANJA

FAZA

TRAJANJE OZNAKA (ClinicalTrials.gov)

Provenge® (Sipuleucel-T) celiéno imunsko zdravljenje
metastaznega raka prostate, ki se ne odziva na hormonsko | Ill
zdravljenje

2000 - 2009 NCT00065442

Zdravljenje mieloidne levkemije in mielodisplasticnega
sindroma z adoptivnim prenosom avtolognih celic ubijalk, |
predhodno induciranih s citokini

2006 - NCT00394381

Zdravljenje refraktarne ali ponovljene akutne

mieloi¢ne levkemije (AML) s kemoterapijo, obsevanjem
celotnega telesa, infuzijo dajalCevih celic ubijalk, Il
aldesleukinom in presaditvijo mati¢nih celic
iz popkovni¢ne krvi

2009 - 2015 NCT00871689

Zdravljenje bolnikov z metastaznim melanomom z
laboratorijsko obdelanimi celicami T z ali brez dodatka Il
ipilimumaba

2009 - 2012 NCT00871481

Haploidenti¢ne celice ubijalke za zdravljenje refraktarne ali
ponovljene akutne mieloi¢ne levkemije (AML)

2010-2014 NCT01106950

Haploidenti¢na presaditev z zgodnjim adoptivnim prenosom
celic ubijalk CD56+CD3-

2001 - 2011 NCT01220544

Zdravljenje razsejanega raka s proti-VEGFR2 gensko
obdelanimi CD8+ limfociti T

2010-2016 NCT01218867

7 Sklep

Celi¢no imunsko zdravljenje pocasi, a vztrajno pridobiva na pomenu in
obeta u€inkovito in naravno zdravljenje Stevilnih bolezni. Vendar pa nas od
njegove vsakdanje kliniéne uporabe loci e kar nekaj ¢asa, ki ga bo
potrebno izkoristiti za odpravo dolo¢enih pomanjkljivosti, zlasti nezelenih
stranskih ucinkov, optimizacijo postopkov priprave, nacinov in pogostnosti
aplikacij ter spremljanja ucinkovitosti in varnosti protitumorskih zdravil,
izdelanih iz razli¢nih vrst imunskih celic ex vivo.
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