Immunoterapia w rakach glowy i szyi

Immunotherapy for head and neck cancer
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Streszczenie

Immunoterapia rakéw glowy i szyi jest nowym, obiecujgcym sposobem leczniczym, ktore
znajduje zastosowanie gtownie w leczeniu resztkowych chorob nowotworowych. Pigcioletnie
przezycia chorych wynoszq mniej niz 50% i dane te nie zmienity si¢ od ponad 30 lat. Dodat-
kowo, u chorych na raka glowy i szyi wystepuje zjawisko glgbokiej immunosupresji, co mo-
ze byc przyczyng braku kontroli uktadu immunologicznego gospodarza nad progresjq nowo-
tworu. Celem immunoterapii jest odwrdcenie immunosupresji indukowanej przez nowotwor
i aktywowanie odpowiedzi immunologicznej skierowanej przeciwko antygenom zwiqzanym
z nowotworami, ulegajqcym ekspresji na komorkach rakowych. Aby osiggngc powyzszy cel,
stosuje si¢ wiele strategii immunoterapeutycznych, np. transfer autologicznych komorek den-
drytycznych, adoptywny transfer limfocytow T i komdrek NK, terapie genowe, podaz pepty-
dow nowotworowych, cytokin, a takze przeciwcial. Szczepionki przeciwnowotworowe, w sci-
stym tego stowa znaczeniu, stanowiq jednq z form aktywnej immunoterapii. Opracowanie
optymalnej immunoterapii zastosowanej wraz z konwencjonalnym leczeniem moze znacznie
poprawic czas przezycia chorych na raka glowy i szyi. WigkszosS¢ immunoterapii stosowa-
nych obecnie w rakach gtowy i szyi jest w I lub Il fazie badan klinicznych. W artykule omo-
wiono podstawy teoretyczne immunoterapii, strategie, zaawansowanie badarn klinicznych,
a takze trudnosci zwigzane z tym podejsciem terapeutycznym.

Stowa kluczowe: immunoterapia, szczepionki przeciwnowotworowe, raki gtowy i szyi.

Abstract

Immunotherapy is a new approach to treatment of patients with head and neck squamo-
us cell carcinoma (HNSCC), which is most effective in patients with minimal residual dise-
ase. Only 50% of these patients treated with conventional therapies achieve five-year survi-
val. Further, HNSCC patients are immunosuppressed and thus unable to control tumor
progression. The goal of immunotherapy is to reverse the suppressive effects induced by
the tumor, and to activate anti-tumor response directed against tumor-associated antigens
(TAA) expressed by tumor cells. Current immunotherapies for head and neck cancer utilize
many strategies to achieve these goals, i.e., transfer of autologous dendritic cells, adoptive
transfer of T cells or NK cells, gene therapy, tumor derived proteins, cytokines and mono-
clonal antibodies. Anti-tumor vaccines represent one form of immunotherapy. Developing
of optimal immunotherapy for HNSCC used along with conventional treatments may impro-
ve patients’ overall survival. Most of the currently used anti-cancer vaccines for HNSCC are
in phase /11 clinical trials. This review briefly describes a theoretical basis for immunothe-
rapy, immunotherapeutic strategies currently beeing in clinical trials, as well as hurdles to
successful immunotherapy in HNSCC patients.

Key words: immunotherapy, anti-cancer vaccines, head and neck cancer.

(Postepy w chirurgii gtowy i szyi 2009; 3: 45-55)
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Wprowadzenie

Raki glowy i szyi (head and neck squamous cell
carcinoma — HNSCC) zajmuja 6. miejsce pod wzgle-
dem czestosci wystepowania wsrod nowotworéw u lu-
dzi. Ponad 90% tych guzéw jest pochodzenia nabton-
kowego, dlatego — méwiac o nowotworach tego
regionu — mamy na mysli przede wszystkim raki.
W Stanach Zjednoczonych diagnozuje si¢ corocznie
ponad 44 tys. nowych zachorowarn na HNSCC [1, 2].
W Polsce kazdego roku odnotowuje si¢ ponad 7 tys.
nowych zachorowar i ok. 3,5 tys. zgonéw z powodu
tego raka. Gléwnym nowotworem w polskiej populacji
jest rak krtani [3, 4].

Pigcioletnie przezycie chorych na HNSCC wynosi
ponizej 50% i odsetek ten nie zmienit si¢ na przestrze-
ni ostatnich kilku dekad, mimo postepéw w metodach
wczesnej diagnostyki, technikach chirurgicznych i le-
czeniu uzupetniajacym [5]. Gléwne przyczyny tej nie-
zadowalajacej statystyki wynikajg z nawrotéw choro-
by, przerzutéw do lokalnych wezléw chlonnych
i wystgpowania wtérnych pierwotnych nowotworéw
tego regionu [6]. Wydaje si¢ wigc, ze leczenie chirur-
giczne polaczone z radioterapig i chemioterapig nie jest
odpowiedzig na pytanie o skuteczne leczenie HNSCC.
W zwigzku z brakiem przetomu w terapii tego raka na-
dal poszukuje si¢ nowych metod leczenia uzupetniaja-
cego. Jednym z nowatorskich i obiecujgcych sposobéw
jest immunoterapia, ktéra znajduje zastosowanie
przede wszystkim w leczeniu zmian miejscowych i mi-
nimalnych chorobach resztkowych [7].

Termin ,,aktywna immunoterapia” czgsto stosuje si¢
zamiennie z terminem ,,Szczepionka przeciwnowotwo-
rowa”. Jest to o tyle mylace, ze w przeciwienstwie
do choréb zakaznych, gdzie szczepienia uzywa si¢ pro-
filaktycznie, w chorobach nowotworowych szczepienie
ma na celu wyleczenie z juz istniejgcego schorzenia. Na-
lezy wspomnieé¢, ze prowadzone sa réwniez badania
nad profilaktycznymi szczepionkami przeciwnowotwo-
rowymi. Najlepszym przykitadem moze by¢ szczepionka
przeciw wirusowi brodawczaka ludzkiego, bedacego
przyczyng nowotworéw szyjki macicy i — jak si¢ okazu-
je — znacznego odsetka HNSCC.

Szczepionki przeciwnowotworowe leza w sferze in-
tensywnego zainteresowania badaczy od ponad 20 lat.
Za tworce immunoterapii uznaje si¢ Williama B. Co-
leya, zyjacego na poczatku XX w. w Stanach Zjedno-
czonych. Zauwazyl on, ze u czgsci chorych na nowo-
twor dochodzi do regresji zmian i wydluzenia czasu
przezycia po przebyciu infekcji spowodowanej przez
Streptococcus pyogenes. Na podstawie tych obserwacji
Coley podawal podskérnie zywe bakterie chorym
z r6znymi typami nowotworéw. Efektem tego byla in-
dukcja ostrego stanu zapalnego potgczonego z goracz-
ka i w nastgpstwie czgsciowa regresja zmian nowotwo-
rowych. Ten sposéb immunoterapii nowotwordw,
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podobnie jak uzycie pratkéw gruZlicy i Corynebacte-
rium parvum, byt niczym innym, jak indukcjg wstrzasu
septycznego w wyniku uwalniania mediatoréw ostrego
stanu zapalnego. Mozna sadzi¢, ze przeciwnowotworo-
wy efekt szczepionki Coleya byt réwniez wynikiem ak-
tywacji niedawno odkrytych receptor6w toll-podobnych
(toll-like receptors — TLR) [8]. Aktywacja TLR przez
produkty pochodzenia bakteryjnego prowadzi m.in.
do przyspieszenia dojrzewania komdrek dendrytycz-
nych (KD, dendritic cells). To z kolei wigze si¢ ze sku-
teczniejszym uczulaniem przeciwnowotworowych lim-
focytéw T-cytotoksycznych [9, 10].

Przestankg do stosowania immunoterapii jest fakt,
ze odpowiedZ immunologiczna gospodarza moze by¢
swoiscie skierowana przeciwko nowotworowi. Wyka-
zano, ze we krwi obwodowej chorych na HNSCC wy-
stepujg nowotworowo swoiste limfocyty T, a takze
przeciwciala wigzace si¢ z antygenami nowotworowy-
mi [11, 12]. Sugeruje to, ze — mimo wystgpowania im-
munosupresji w przebiegu choroby nowotworowej
— uktad odpornosciowy jest w stanie rozpozna¢ nowo-
twor, a odpowiedZ immunologiczna moze by¢ wzmoc-
niona. Z tych powodéw HNSCC mogg by¢ modelem
do biologicznej interwencji, szczegdlnie we wczesnych
etapach choroby, kiedy immunosupresja indukowana
przez nowotwor nie jest tak nasilona. Dane z piSmien-
nictwa sugerujg rowniez, ze gdy nowotwoér jest juz
ustalony, dochodzi do zjawiska glebokiej immunosu-
presji, ktéra trudno jest nastgpnie odwrdcié [7]. Istot-
nym elementem immunoterapii okazuje si¢ identyfika-
cja tzw. antygendw zwigzanych z nowotworami (fumor
associated antigens — TAA). Ostatnio odkryto wiele
nowych TAA, a ich obecnos¢ w komérkach nowotwo-
rowych daje teoretyczng podstawe do wytworzenia
swoistej odpowiedzi przeciwnowotworowej gospoda-
rza [13]. Duze zainteresowanie w immunoterapii
HNSCC budza takie TAA, jak: CASP-8, CEA, MAGE,
p53, EGFR, ALDH1A1 i CSPG4 [14, 15, dane nieopu-
blikowane].

Wigkszo$¢ immunoterapii prowadzonych obecnie
w HNSCC jest w I/II fazie badan klinicznych. Na tych
etapach badari ocenia si¢ bezpieczne dawki szczepio-
nek i wstgpne wyniki odpowiedzi klinicznej chorych.
Dotychczas immunoterapia nie przyniosta przetomu
w leczeniu choréb nowotworowych [16]. Wynika to
przede wszystkim z immunosupresji indukowanej
przez nowotwor i braku optymalnych TAA. Intensyw-
nie prowadzone badania dajg jednak duza nadzieje,
a immunoterapia wydaje si¢ najbardziej skuteczna
w leczeniu choréb resztkowych i kontrolowaniu prze-
rzutéw nowotworu do weztéw chlonnych [7]. Pozosta-
je wiec pytanie, dlaczego uktad immunologiczny, ktéry
sprawnie chroni gospodarza przed chorobami infekcyj-
nymi, nie jest w stanie efektywnie zwalczy¢ choroby
nowotworowej. Prowadzi ono do wielu dyskusji na-
ukowych i klinicznych.
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W artykule oméwiono zaawansowanie badan kli-
nicznych w immunoterapii HNSCC, a takze przeszko-
dy napotykane przy tym podejsciu terapeutycznym.

Immunosupresja w przebiegu
nowotworow

Wiele obserwacji przemawia za istotnym udzialem
uktadu immunologicznego w odpornosci przeciwno-
wotworowej. Od dawna znany jest fakt, ze w przebiegu
HNSCC wystepuje zjawisko ostabienia odpowiedzi
immunologicznej (immunosupresja), a w szczegdlnosci
odpowiedzi typu komoérkowego [7, 17]. Raki glowy
i szyi, a takze inne nowotwory wytworzyly wiele me-
chanizméw pozwalajacych im unikngé odpowiedzi im-
munologicznej gospodarza (immune escape) [18-21].
Okazuje si¢ réwniez, ze najbardziej agresywne i kli-
nicznie zaawansowane nowotwory indukujg najsilniej-
szg immunosupresje. Brak dotychczas przetomu w im-
munoterapii HNSCC moze by¢ spowodowany m.in.
tymi zjawiskami [7].

Najwazniejszymi komérkami w zwalczaniu nowo-
tworu sg limfocyty T-cytotoksyczne (Tc) (cytotoxic T
cells) CD8+ i1 wspomagajace je limfocyty T-pomocni-
cze (Th) (helper T cells) CD4+. Wiele danych z pis-
miennictwa potwierdza, ze nowotwor bezposrednio ha-
muje przeciwnowotworowg odpowiedZ komérek T,
uzywajac do tego celu wielu mechanizméw. Nowotwor
realizuje efekt immunosupresyjny poprzez produkcje
cytokin, np. prostaglandyny E2 (PGE2), interleuki-
ny 10 (IL-10), IL-6 i transformujacy czynnik wzro-
stu 1B (transforming growth factor Bl — TGF-1)
[22-25]. Stwierdzono réwniez, ze u chorych na
HNSCC dochodzi do zwigkszonej apoptozy limfocy-
tow T w mechanizmie Fas-FasL-zaleznym [26-28].
Dodatkowo, HNSCC produkuja i wydzielaja do mikro-
Srodowiska nowotworu i krwi obwodowej tzw. egzoso-
my (microvesicles — MV), ktére sa nosnikiem biatek
immunosupresyjnych i proapoptotycznych [26, 29, 30].
Innym mechanizmem uzywanym przez HNSCC w in-
dukowaniu immunosupresji jest hamowanie dojrzewa-
nia KD, ktére odgrywajg kluczowg role w prezentacji
antygenéw nowotworowych limfocytom T i w ich
uczulaniu [31]. Kolejnym, bardzo istotnym sposobem
ucieczki guza spod kontroli uktadu immunologicznego
jest ,,Sciaganie” do mikrosrodowiska raka komoérek im-
munologicznych o silnym potencjale immunosupresyj-
nym. Nalezg do nich mieloidalne komoérki supresyjne
(myeloid derived suppressor cells — MDSC) i limfocy-
ty T-regulatorowe (regulatory T cells — Treg) [32, 33].
Dodatkowo, nowotwor ,,ukrywa” wilasne antygeny
i staje si¢ czgsciowo niewidoczny dla uktadu odporno-
Sciowego, a w szczeg6lnosci dla limfocytow T-cytoto-
ksycznych [34, 35]. Aby nowotw6ér mdgt by¢ rozpoz-
nany przez limfocyty T, musi on prezentowad
na powierzchni komérki wlasne antygeny w komplek-
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sie z biatkami gléwnego uktadu zgodnosci tkankowe;j
klasy I (human leukocyte antigens — HLA). Stwierdzo-
no, ze w komérkach nowotworowych dochodzi do za-
burzen mechanizméw prezentacji antygenéw, co mani-
festuje si¢ obnizong ekspresjg m.in. biatek TAP1/TAP2
i HLA klasy I [35]. Nowotwér wykazuje réwniez obni-
zong ekspresje czasteczek kostymulujgcych na po-
wierzchni, co réwniez jest niezbedne do prawidlowe;j
aktywacji limfocytéw cytotoksycznych [36]. W zwiaz-
ku z immunosupresyjnymi cechami HNSCC, immuno-
terapia stosowana jako leczenie uzupelniajace z duzym
prawdopodobiefistwem moze zakoriczy¢ si¢ sukcesem.
Warunkiem tego sukcesu wydaje si¢ jednak koniecz-
nos¢ wcezesniejszego usuniecia gtéwnego ,,Zrédta” im-
munosupresji, czyli guza. Zastosowana w kolejnym
etapie leczenia immunoterapia moze poprawié czyn-
nos¢ komoérek immunologicznych i w rezultacie wy-
tworzy¢ skuteczng odpowiedZ przeciwnowotworowsq
w celu zniszczenia choroby resztkowej [37]. Na ryc. 1.
zilustrowano mechanizmy uzywane przez nowotwor
w celu wywotania immunosupresji i ucieczki spod nad-
zoru uktadu odpornosciowego.

Antygeny zwigzane z nowotworami

Bardzo istotnym elementem immunoterapii jest
identyfikacja wczesniej wspomnianych TAA. Nowo-
twory glowy i szyi, podobnie jak inne raki, wykazuja
ekspresje pewnych antygenéw, ktére mogg by¢ swo-
iscie rozpoznane przez limfocyty T. Dotychczas wiele
takich antygenéw scharakteryzowano przy uzyciu me-
tod biochemicznych, genetycznych, a takze bioinfor-
matycznych. Do najwazniejszych metod zalicza sig¢:

1) elucje antygenéw nowotworowych z kompleksu
HLA na powierzchni guza i ich charakteryzacje [38],

2) bioinformatyczng predykcje potencjalnych antyge-
néw nowotworowych, ktére mogg by¢ zakotwiczone
w rowku biatek HLA klasy I lub II [39, 40],

3) metody serologiczne potaczone z technikami klono-
wania antygenéw (np. metoda SEREX) [41],

4) metody genetyczne z uzyciem bibliotek cDNA no-
wotworéw 1 nastgpnie sprawdzanie transfekowa-
nych komoérek na mozliwos¢ stymulowania limfocy-
tow CD8+ [42].

Optymalny TAA powinien by¢ niefunkcjonalnym
biatkiem, ulegajacym ekspresji wytacznie w komor-
kach nowotworowych, ktéry w dodatku powinien wy-
kazywaé cechy antygenowosci i immunogennosci.
Wigkszos¢ poznanych TAA daleko odbiega jednak
od ideatu. Antygeny zwigzane z nowotworami sg krét-
kimi sekwencjami aminokwasowymi (dlugosci
ok. 8—11 aminokwaséw), ktére powstaja w wyniku bio-
chemicznej obrébki bialek wystepujacych w komor-
kach nowotworowych [14]. Moga one by¢ prezentowa-
ne limfocytom T przez same komdérki nowotworowe.
Mechanizm ten jest jednak niekorzystny z punktu
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Ryc. 1. Mechanizmy ilustrujace ucieczke nowotworu spod kontroli ukfadu immunologicznego. A) Nowotwér indukuje supresje uktadu immunologicznego, elimi-
nacje immunologicznych komérek cytotoksycznych, a takie ukrywa wilasne antygeny przed vkfadem odpornosciowym (wg Whiteside [71], zmodyfikowane).
B) Reakcja immunohistochemiczna na obecnosé TGF-B1. B1) zdrowa blona $luzowa jamy ustnej, stabo dodatnia reakcja immunohistochemiczna na czesci ko-
mérek (100x), B2) rak krtani, silna dodatnia reakcja (400x). Jadra komérkowe wykontrastowano hematoksyling

MV - microvesicles, KD — komérka dendrytyczna, Treg - limfocyt T-requlatorowy, Tc - limfocyt T-cytotoksyczny, Th = limfocyt T-pomocniczy, MDSC — mielo-
idalna komérka supresyjna, L efekt hamujgcy
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widzenia nowotworu i najprawdopodobniej takie ko-
morki nowotworowe sg niszczone przez uktad odpor-
nosciowy jako jedne z pierwszych. Antygeny zwigzane
Z nowotworami sg rowniez pobierane z mikrosrodowi-
ska nowotworu przez KD, nalezace do komoérek profe-
sjonalnie prezentujacych antygeny (antigen presenting
cells — APC). Komoérki dendrytyczne maja na po-
wierzchni antygeny zgodnosci tkankowej kla-
sy I i Il (HLA klasy I i II), tworzace kompleks z TAA
[34]. Nastepnie w weztach chionnych kompleks
HLA-TAA uczula, w sposéb klasyczny lub w mecha-
nizmie prezentacji (cross-presentation), limfocyty T na
obecnos¢ antygenéw nowotworowych [7]. Uczulanie
limfocytéw na obecnos¢ nowotworu odbywa si¢ po-
dobnie jak w przebiegu choréb infekcyjnych, z ta jed-
nak réznica, ze w przypadku procesu nowotworowego
uczulone limfocyty niejednokrotnie nie sg w stanie roz-
poznaé¢ nowotworu ze wzgledu na obnizong ekspresje
bialek HLA na komdrkach rakowych. W zwiazku
z tym, mimo ze chory ma limfocyty T-cytotoksyczne
nowotworowoswoiste, sa one bezuzyteczne. Okazuje
si¢ réwniez, ze jedynie niewielka czes¢ TAA jest cha-
rakterystyczna wylacznie dla komoérek nowotworo-
wych, a dodatkowo sg one stabo immunogenne. Wigk-
szo$¢ zdefiniowanych TAA stuzacych jako cel ataku
uktadu immunologicznego sa niezmienionymi lub
w niewielkim stopniu zmienionymi wiasnymi biatka-
mi, ulegajgcymi zwigkszonej ekspresji w komdrkach
nowotworowych. Z tego powodu przy planowaniu im-
munoterapii bardzo istotne jest ominig¢cie zjawiska to-
lerancji na wlasne antygeny, bez jednoczesnego wyin-
dukowania choréb autoimmunizacyjnych [43, 44].
Wsréd obiecujacych TAA wymienia si¢ m.in.: antygen
MAGE, biatko p53, cykling B1, SART-1, SART-3, sur-
wiwing, antygeny pochodzenia nablonkowego, takie
jak HER-2 (EGF-R), CEA i MUC-1 [7, 14, 45]. Prawie
wszystkie kryteria stawiane optymalnym TAA spelnia-
ja biatka E6 i E7 wirusa brodawczaka ludzkiego
(human papilloma virus — HPV). Dodatkowo, E6 1 E7
ulegajg ekspresji w komoérkach nowotworowych
u chorych na HNSCC HPV+, stanowiagcych ok. 25%
wszystkich HNSCC [46], a wg opublikowanych
ostatnio danych na stronach internetowych Ame-
rican Association for Cancer Research (AACR)
(http://www.aacr.org) nawet 50-60%.

W laboratorium autoréw niniejszej pracy prowadzi
si¢ intensywne badania nad immunoterapig skierowang
przeciwko TAA, ktére ulegajg ekspresji na komdrkach
macierzystych nowotworéw (cancer stem cells — CSC).
Do antygenéw tych nalezg enzym dehydrogenaza alde-
hydowa 1A1 (ALDHIAI) i powierzchniowe biatko
CSPG4 (chondroitin sulphate proteoglycan 4). Jedng
z najnowszych teorii wyjasniajacych przyczyny niepo-
wodzent terapii onkologicznych jest teoria CSC.
Wedtug niej jedynie niewielka populacja komérek no-
wotworowych ma potencjal nowotworzenia i samood-
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nowy. Wtasnie te komorki sg oporne na konwencjonal-
nie stosowang radioterapi¢ i chemioterapi¢, ale mozna
przeciwko nim wytworzy¢ swoistg odpowiedZ immu-
nologiczng. Wyniki badai wiasnych na modelu mysim
HNSCC (dane przygotowane do publikacji) sg obiecu-
jace i1 pokazujg mozliwos¢ wytworzenia skutecznej 1g-
czonej immunoterapii opartej na adoptywnym transfe-
rze limocytow T skierowanych przeciw ALDHIAI,
przeciwcialach monoklonalnych skierowanych prze-
ciwko CSPG4 w potaczeniu z matg dawka chemiotera-
pii, ktéra ma za zadanie zniszczy¢ unaczynienie guza.

Formy immunoterapii nowotworéow

Immunoterapia nowotworéw moze by¢ podzielona
w zaleznosci od sposobu aktywacji uktadu odpornoscio-
wego. Mozna tu wyrézni¢ immunoterapi¢: bierng, czyn-
ng, swoistg i nieswoistg [7]. W immunoterapii czynnej
efekt leczniczy uzyskuje si¢ poprzez pobudzanie uktadu
immunologicznego, podajac choremu odpowiednio
zmodyfikowane antygeny nowotworowe (TAA, martwe
komérki nowotworowe lub lizaty z komérek nowotwo-
rowych) [47, 48]. W immunoterapii biernej podaje si¢
odpowiednio zmodyfikowane przeciwciata skierowane
przeciw antygenom nowotworowym, nOowotworowo-
swoiste limfocyty lub cytokiny [49]. Immunoterapia
swoista oznacza natomiast wytworzenie swoistej odpo-
wiedzi przeciwnowotworowej chorego w sposéb czyn-
ny lub bierny. Czes¢ szczepionek opiera si¢ na réwnole-
glej aktywacji uktadu immunologicznego w sposéb
bierny lub czynny [50]. Szczepionki przeciwnowotwo-
rowe, w Scistym tego stowa znaczeniu, reprezentujg jed-
ng z form czynnej swoistej immunoterapii (ryc. 2.).

W  odpowiedzi immunologicznej gospodarza
na obecnos¢ nowotworu bierze udzial wiele sktado-
wych ukladu odpornosciowego. Najwazniejszg rolg
przeciwnowotworowg przypisuje si¢ jednak odpowie-
dzi swoistej mediowanej przez limfocyty Tc [7]. Obok
komérek T, wazng funkcj¢ pelnig réwniez komoérki
APC i NK (natural killers), ktére majg zdolnos¢
do rozpoznania i zniszczenia komodrek nowotworo-
wych bez wczesniejszego uczulenia [51]. Stosowanie
r6znych form immunoterapii ma na celu przede wszyst-
kim aktywacj¢ wymienionych komdrek, tak aby ich

. czynna (w celu wyindukowania limfocytow T pamieci)
swoista

T bierma (transfer limfocytow T lub przeciwciat)

czynna (aktywacja komérek NK, komérek ukladu
odpornosci wrodzone;j)

nieswoista =

hierna (transfer aktywowanych komérek NK, LAK)

Ryc. 2. Schemat przedstawiajacy sposoby immunoterapii w przebiegu nowo-
tworow
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Tabela 1. Immunoterapia HNSCC — badania kliniczne*

Rodzaj immunoterapii Faza
bierna nieswoista:

IRX-2® mieszanka cytokin podawanych w okolice guza i weztéw chlonnych I
GM-CSF (Filgrastim®) + RT/CHT I
autologiczne komorki NK aktywowane IL-2 I
bierna swoista:

przeciwciato anty-EGFR + RT/CHT 1T
przeciwciato anty-EGFR + inhibitor kinazy tyrozynowej EGFR I
przeciwciato anty-IL-6 (CNTO 328) /11
autologiczne limfocyty T EBV-swoiste + przeciwciato anty-CD45 I
autologiczne limfocyty T EBV-swoiste + przeciwciato anty-CD45 u chorych ze wznowg raka nosogardta I
autologiczne limfocyty T LMP1/LMP2-swoiste I
autologiczne limfocyty T EBV-swoiste I
autologiczne limfocyty T EBV-swoiste + CHT 1T
czynna nieswoista:

srédguzowe podanie wirusa PV701 I
srédguzowe podanie wirusa Coxsackie I
Srédguzowe podanie wirusa wDD-CDSR I
czynna swoista:

peptydy MAGE-A3/HPV-16 I
peptydy wirusa EBV: LMP-2:340-349 i LMP-2:419-427 I
peptyd wirusa EBV: LMP-2 1
autologiczne KD transfekowane DNA z guza v
autologiczne KD podawane srédguzowo I
autologiczne KD pulsowane zmutowanym biatkiem p53 I
antygeny bakteryjne (MBV) u chorych na raka wykazujace ekspresj¢ NY-ESO-1 I
terapia genowa:

srédguzowe podanie genu dla IL-2 + CHT I
srédguzowe podanie genu dla IL-12 v
rekombinowana szczepionka z genem dla GM-CSF I
wirus ptasiej ospy z genem kodujacym czasteczki kostymulujace B7-1, ICAM-1 i LFA-3 I
Saccharomyces cerevisiae z genem dla antygenu CEA I
plazmid z genami kodujacymi HLA-B i 2 mikroglobuling 1
inne:

tadalafil — lek immunomodulujgcy 1T
SCV-07 — peptyd immunomodulujacy I

* Obecnie prowadzone proby kliniczne w immunoterapii HNSCC (06.2009). Wybrane badania realizowane sq gldwnie na terenie Stanow Zjednoczonych, ale nie
tylko. Badania finansowane sq z grantéw naukowych lub przez koncerny farmaceutyczne. Czgs¢ wymienionych immunoterapii stosuje si¢ takze w leczeniu innych
niz HNSCC nowotwordw litych. Informacje uzyskano z bazy danych na stronie internetowej NIH (http://www.clinicaltrials.gov) po wprowadzeniu haset do wyszu-
kiwania: ,,immune, head and neck cancer”. Wykluczono z wyszukiwari immunoterapi¢ w rakach tarczycy, przetyku, rozrostach nowotworowych uktadu chtonne-
8o, nowotwordw maozgu i gatki ocznej. W Polsce sq obecnie rekrutowani chorzy do I fazy badan klinicznych oceniajgcych skutecznosc przeciwciat anty-EGFR

+ RT w leczeniu HNSCC

RT — radioterapia, CHT — chemioterapia, GM-CSF — czynnik stymulujqcy tworzenie kolonii granulocytéw i makrofagow, IL — interleukina, EGFR — receptor na-
skorkowego czynnika wzrostu, EBV — wirus Epsteina-Barr, MAGE — human melanoma antigen, CEA — antygen kanceroembrionalny, ICAM-1 — intracellular adhe-

sion molecule 1, LFA-3 — lymphocyte function-associated antigen 3

czynnos¢ byla wzmocniona i swoiscie skierowana
przeciwnowotworowo.

W tab. 1. zestawiono przyktady immunoterapii
HNSCC, bedace w trakcie badan klinicznych. Dane
o aktualnie prowadzonych badaniach uzyskano ze stro-
ny internetowej Narodowego Instytutu Zdrowia Sta-
néw Zjednoczonych (National Institute of Health
— NIH) (http://www.clinicaltrials.gov).
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Immunoterapia w rakach glowy i szyi

Jak wezesniej wspomniano, HNSCC nalezg do no-
wotworéw powodujacych wyjatkowo silny efekt im-
munosupresyjny. W zwigzku z tym immunoterapia
na obecnym etapie powinna by¢ traktowana jako le-
czenie uzupelniajgce, ktére ma na celu zwalczenie
choroby resztkowej i kontrolowanie przerzutéw nowo-
tworowych do weztéw chtonnych [7]. Do stosowania
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immunoterapii w HNSCC zachgca stosunkowo latwa
dostepnos¢ do nowotworu, a takze weztéw chlonnych
tego regionu [52], co wynika z ich anatomicznej loka-
lizacji. Stwarza to wyjatkowa mozliwos¢ wykorzysta-
nia lokalnej immunoterapii oraz atwej oceny zmian
w srodowisku nowotworu i weztéw chtonnych zaréw-
no przed leczeniem, jak i po leczeniu [7].

Terapia peptydami/biatkami
nowolworowymi

Nowe mozliwosci terapeutyczne stwarza terapia
antygenami nowotworowymi. Odpowiednio zaprojek-
towane peptydy, po podaniu choremu, moga potaczy¢
si¢ z biatkami HLA klasy I lub II na komérkach APC.
Nastepnie kompleks ten pobudza powstanie odpowie-
dzi przeciwnowotworowej poprzez indukowanie lim-
focytéw Th lub Tc. W fazie badan klinicznych doty-
czacych HNSCC znajdujg si¢ obecnie szczepionki
zawierajgce takie biatka, jak MAGE-A3, wirusa
HPV-16 E7 i p53. Szczepionki peptydowe sg bez-
pieczne i proste w produkcji na duza skalg. Ograni-
czeniem stosowania szczepionek peptydowych,
oprécz trudnosci w znalezieniu najbardziej optymal-
nego TAA, jest dobdr chorego z odpowiednim ukta-
dem alleli HLA-A2. W zwigzku z tym szczepionki
peptydowe wykazuja stosunkowo stabg immunogen-
nos¢ w poréwnaniu ze szczepionkami opartymi np.
na wektorach wirusowych. Z kolei zaletg tego rodza-
ju terapii jest mozliwo$¢ monitorowania swoistej od-
powiedzi immunologicznej chorego poddanego
szczepieniu. W wigkszosci przypadkéw odpowiedZ
immunologiczna chorego nie koreluje jednak z odpo-
wiedzig kliniczng [7, 14].

Terapia komérkami dendrytycznymi

Staba immunogennos¢ szczepionek zawierajacych
tylko peptydy/biatka pochodzace z nowotworu dopro-
wadzita do opracowania szczepionek opartych na auto-
logicznych KD chorego, ktére obtadowane sg peptydami
nowotworowymi, lizatami z komérek nowotworowych
lub DNA pochodzacym z nowotworu. Tak przygotowa-
ne KD podaje si¢ choremu w iniekcji pod kontrolg ultra-
sonografii do we¢ztéw chtonnych lub nawet w naczynia
limfatyczne. W weztach chtonnych dochodzi do uczula-
nia limfocytéw T i wytworzenia swoistej odpowiedzi
przeciwnowotworowe;j.

Na Uniwersytecie w Pittsburghu bada si¢ szczepion-
ki oparte na autologicznych KD inkubowanych z napro-
mieniowanymi komérkami nowotworowymi chorego lub
obtadowanych biatkiem p53. Chociaz immunoterapia
oparta na KD moze by¢ skuteczniejsza od immunoterapii
tylko peptydami nowotworowymi, metoda ta ma réwniez
pewne ograniczenia. Dotyczg one przede wszystkim re-
strykcji HLA prezentowanego TAA, braku optymalnego
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TAA, szybkiego ,,obrotu” egzogennych antygendw,
a takze indukowania limfocytéw Treg [7, 14].

Terapia przeciwciatami monoklonalnymi

Bardzo obiecujagcym wariantem immunoterapii
HNSCC jest leczenie przy uzyciu odpowiednio zmody-
fikowanych przeciwcial monoklonalnych skierowa-
nych przeciwko receptorowi naskérkowego czynnika
wzrostu (epidermal growth factor receptor — EGFR)
[53, 54]. Stwierdzono, ze EGFR ulega zwigkszonej
ekspresji u ponad 90% chorych na HNSCC [55]. Dwa
preparaty — cetuksymab i panitumumab — zostaly
dopuszczone przez Agencje ds. Zywnosci i Leczenia
(Food and Drug Administration — FDA) do badan kli-
nicznych w Stanach Zjednoczonych. Na Uniwersytecie
w Pittsburghu, a takze w innych osrodkach, preparaty
te s w trakcie badan klinicznych (fazy I-III), w pola-
czeniu z chemioterapig cisplatyng i radioterapig.
W Polsce réwniez rekrutuje si¢ chorych do tej immuno-
terapii. Wykazano, ze sredni czas 3-letnich przezyc
chorych wynosi ok. 76% [56]. Istnieje kilka mechani-
zm6éw immunologicznych, dzigki ktérym terapia tymi
przeciwcialami daje obiecujgce wyniki. Po pierwsze,
po przytaczeniu si¢ przeciwcial do EGFR na komérce
nowotworowej nastepuje hamowanie transdukcji sy-
gnalu mediowanego przez EGF i zahamowanie wzro-
stu guza. Po drugie, dochodzi do zaangazowania odpo-
wiedzi immunologicznej przeciwnowotworowej
w wyniku aktywacji biatek uktadu dopelniacza, akty-
wacji cytotoksycznosci zaleznej od przeciwcial (anti-
body dependent cellular cytotoxicity — ADCC), induko-
wania swoistych limfocytéw cytotoksycznych.
Dodatkowo, przeciwciata te moga stuzy¢ jako bardzo
precyzyjne nosniki dla chemioterapeutykéw (podsu-
mowano w [14]).

Terapia przy uzyciu komérek ,,natural

illers”

Po raz kolejny komérki NK wzbudzity duze zainte-
resowanie w immunoterapii nowotwordéw. Jest to efekt
poznania nowych mechanizméw regulacji czynnosci
cytotoksycznej tych komérek. W ostatniej dekadzie od-
kryto nowe receptory aktywujace i hamujgce czynnosé
komorek NK. Jak podano w tab. 1., obecnie prowadzo-
ne sg badania kliniczne fazy I z uzyciem autologicz-
nych komérek NK aktywowanych ex vivo za pomo-
cg IL-2.

Terapia przy uzyciu cytokin

Kolejne mozliwosci immunoterapeutyczne HNSCC
niosg ze sobg cytokiny, ktére moga by¢ zastosowane
w leczeniu lokalnym, jak i systemowym. Hadden i wsp.
uzywali do immunoterapii HNSCC koktajlu cytokin
(IRX-29®), ktére sg produkowane przez leukocyty krwi
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obwodowej zdrowych dawcéw, aktywowane mitogena-
mi i fitohemaglutyning. W immunoterapii tej oryginal-
ne jest to, ze stosuje si¢ jg lokalnie w okolice wezléw
chionnych sptywu jeszcze przed planowanym zabie-
giem chirurgicznym i leczeniem uzupetniajagcym.
Giéwnym efektem dziatania IRX-2 jest mobilizacja
i silna aktywacja limfocytéw T w mikrosrodowisku ra-
ka i weztach chlonnych. Cytokiny IRX-2 przeszly
obecnie przez I i II faz¢ badan klinicznych, gdzie wy-
kazano odpowiedz kliniczng chorych, a takze minimal-
ny efekt cytotoksyczny [57-60]. Dodatkowo, chroni
ona limfocyty T przed apoptoza indukowang przez no-
wotwor, a takze przyspiesza dojrzewanie KD [61, 62].
W trakcie badan klinicznych jest réwniez immunotera-
pia uwzgledniajaca podawanie czynnika wzrostu
GM-CSF (tab. 1.).

Terapia genowa

W immunoterapii s3 uzywane kwasy nukleinowe
w postaci DNA/RNA. Ich zaletg jest stosunkowo tatwa
produkcja, a takze male ryzyko wystapienia powiktan
u pacjentéw chorych na nowotwor, bedacych wyjscio-
wo w stanie glebokiej immunosupresji. Podanie
DNA/RNA niesie ze sobg informacj¢ kodujacg TAA
i po wbudowaniu si¢ w komérkach gospodarza docho-
dzi do syntezy tych bialek. Stabg strong terapii oparte;j
na DNA jest fakt, ze wywotuje ona wzglednie stabg od-
powiedZ immunologiczng. Zdecydowanie silniejszg
odpowiedZ immunologiczng wywotuja szczepionki za-
wierajace plazmidowy DNA [63]. W immunoterapii
HNSCC stosuje si¢ rowniez geny kodujgce okreslone
cytokiny. Jak podano w tab. 1., w trakcie badan klinicz-
nych sg testowane immunoterapie oparte na genach
dla IL-2, IL-12, GM-CSF, CEA lub biatkach HLA
i czasteczkach kostymulujacych.

Terapia adoptywna z zastosowaniem
swoistych nowotworowo limfocytéw T

Na modelu zwierzecym wykazano, Ze nowotworo-
wo-swoiste limfocyty T moga skutecznie odrzuci¢ na-
wet stabo immunogenne nowotwory i wytworzy¢ pa-
mi¢é¢ immunologiczng [7, 64]. Wymienione powyzej
sposoby immunoterapii mogg powodowac silng stymu-
lacje swoistych nowotworowo limfocytéw Tc in vivo
u chorych poddanych szczepieniu. Nie oznacza to jed-
nak, ze duza liczba komérek Tc koreluje z obecnoscia
aktywnych komérek efektorowych w mikrosrodowisku
nowotworu [65], co jest wynikiem skutecznej elimina-
cji przez nowotwoér uczulonych in vivo komérek Te.
Problem ten moze zosta¢ czgsciowo ominigty poprzez
adoptywny transfer uczulonych ex vivo komoérek Tc.
Immunoterapia adoptywna z uzyciem limfocytéw Tc
ma najszersze zastosowanie w przypadku leczenia ra-
kéw HNSCC HPV+. Obecnie kilkanascie projektow
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immunoterapeutycznych opartych na adoptywnym
transferze HPV-swoistych limfocytéw Tc jest w trakcie
badari klinicznych (tab. 1.).

Wyzwania i problemy stojgce przed
immunoterapiq rakéw glowy i szyi

Wprowadzenie do praktyki lekarskiej dwéch profi-
laktycznych szczepionek przeciw wirusowi HPV (Gar-
dasil MSD i Cervarix GSK) otworzyto nowy rozdziat
zapobiegania nowotworom szyjki macicy. Majac wigc
na uwadze, ze czes¢ HNSCC wigze si¢ z infekcja HPV,
mozna si¢ spodziewac, ze szczepionka ta przyczyni si¢
rowniez do zmniejszenia liczby zachorowan na
HNSCC HPV+. Problem ze skutecznoscig szczepionek
przeciwnowotworowych pojawia si¢, gdy immunotera-
pia ma za zadanie wyleczy¢ z procesu nowotworowe-
20, a nie dziata¢ profilaktycznie — jak w przypadku wy-
mienionej powyzej szczepionki anty-HPV. Brak petnej
skutecznosci immunoterapii HNSCC wynika z mecha-
nizméw wyksztalconych przez nowotwér, a okreslo-
nych wspdlng nazwg ,,ucieczka nowotworu spod kon-
troli ukladu immunologicznego”. Zaburzenia
w prezentacji autoantygenow przez komérki nowotwo-
rowe uznaje si¢ za gléwny mechanizm ucieczki guza.
Obnizenie ekspresji bialek TAP1/TAP2 i HLA kla-
sy I na komérkach nowotworowych prowadzi do nie-
efektywnego rozpoznania nowotworu przez limfocyty
Tc, ktére w takiej sytuacji staja si¢ bezuzyteczne [66].
Przywrécenie prawidlowej prezentacji antygendw
przez komérki nowotworowe np. w wyniku podawania
interferonu y (IFN-y) moze by¢ kluczowe z punktu wi-
dzenia immunoterapii, gdyz pozwoli to na rozpoznanie
komérek nowotworowych przez Tc [67]. Drugim istot-
nym problemem stojacym przed immunoterapia jest
wypracowanie sposobéw eliminacji z mikrosrodowiska
nowotworu komdrek uktadu immunologicznego o sil-
nym potencjale immunosupresyjnym, tj. wczesniej
wspomnianych Treg i MDSC, ktére nowotwor Scigga
do swojego mikrosrodowiska i przy ich uzyciu wywo-
tuje immunosupresj¢. Prowadzone obecnie intensywne
badania nad biologig tych komorek, a takze nad sposo-
bami i skutkami ich usunig¢cia z mikrosrodowiska no-
wotworu bedg miaty prawdopodobnie wptyw na popra-
we skutecznosci immunoterapii [68—70].

Badania dotyczace immunoterapii HNSCC powin-
ny skupia¢ si¢ nad mozliwosciami przywrdcenia
sprawnie dzialajacego uktadu immunologicznego,
przeciwdziataniu mechanizméw immunosupresji
i ucieczki guza spod kontroli uktadu odpornosciowego.
Aby uzyskacé takie efekty, proponuje si¢ kilka sposobow:
1) wygenerowanie komoérek CD4+, ktére wzmocnig

odpowiedZ przeciwnowotworowa i wspomogg cyto-

toksyczne limfocyty CD8+,

2) aktywacj¢ elementéw odpornosci wrodzonej po-
przez zastosowanie niektérych agonistow recepto-
réw toll-podobnych (toll-like receptors — TLR),
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3) stymulowanie ostrego stanu zapalnego w mikrosro-
dowisku raka,

4) blokowanie bialek ujemnie kostymulujacych (np.
CTLA-4),

5) skuteczng eliminacj¢ Treg z mikrosrodowiska nowo-
tworu [65].

Aby stosowaé na szerokg skalg i nastgpnie oceniaé
kliniczng skuteczno$¢ szczepionek przeciwnowotworo-
wych opartych na adoptywnym transferze autologicz-
nych komérek, potrzebna jest standaryzacja produkcji
takich szczepionek. Dodatkowo, nalezy rowniez wy-
pracowaé bezposrednie metody pozwalajace na moni-
torowanie odpowiedzi immunologicznej chorego
na stosowang szczepionke [7, 65].

Kolejnym waznym wyzwaniem w immunoterapii
HNSCC jest znalezienie optymalnego miejsca podania
szczepionki. Wiadomo, ze w zaleznosci od drogi poda-
nia tego samego antygenu moze on wywotac¢ zupelnie
r6zng odpowiedZ immunologiczng. Stwierdzono, ze
podskérne podanie KD wywotuje odpowiedZ limfocy-
téw T, natomiast ich podanie dozylne powoduje brak

takiego efektu. Podejmuje si¢ nawet proby podawania
KD bezposrednio do naczyn limfatycznych. Sposéb ten
okazuje si¢ dobry, jednak trudnosci przysparza dostar-
czanie KD do weziéw chlonnych. Podobna sytuacja
wystepuje w przypadku szczepionek przeciwnowotwo-
rowych opartych na wektorach wirusowych. Wywotuja
one zupetnie inng odpowiedZ immunologiczna, gdy po-
daje si¢ je Srédskérnie, podskérnie lub domigsniowo
[14, 65]. Dodatkowo, przy planowaniu immunoterapii
nalezy si¢ liczy¢ z faktem, ze przy doborze nieodpo-
wiedniego TAA moze dojs¢ do zjawiska autoimmuni-
zacji. Pozostaje wigc problem znalezienia sposobéw
na ominigcie tolerancji immunologicznej na TAA, bez
wywolania procesu autoimmunologicznego [7].

Nie nalezy zapomina¢ réwniez o kosztach zwigza-
nych z immunoterapia, ktére zalezg przede wszystkim
od rodzaju zastosowanej terapii. Najbardziej kosztow-
na jest immunoterapia oparta na autologicznych pro-
duktach komérkowych chorego. W tym przypadku leu-
kocyty i/lub komérki nowotworowe pobiera si¢
od chorego, a po wytworzeniu szczepionki komorki
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Ryc. 3. Przyklad pokazujgcy etapy produkdji i zastosowania szczepionki przeciwnowotworowej opartej na autologicznych komérkach dendrytycznych (KD)
w HNSCC. 1) Pobranie levkocytow krwi obwodowej i fragmentu guza w trakeie leczniczego zabiegu chirurgicznego. 2) Material biologiczny zostaje przesta-
ny do laboratorium spetniajacego standardy GMP/GLP. 3) Hodowla autologicznych KD z lizatami z komérek nowotworowych chorego. 4) Przygotowane KD
podaje sie choremu w iniekcjach do wezléw chlonnych pod kontrolg USG, gdzie dochodzi do swoistego uczulania limfocytéw T. Nastepnie monitoruje si¢ od-

powiedi immunologiczng chorego na podang szczepionke
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immunokompetentne zwraca si¢ choremu. Warto do-
daé, ze koszty immunoterapii nie sg wigksze niz kosz-
ty stosowania chemioterapii. Nalezy réwniez pamigtac,
ze caly proces produkcji szczepionek i nastgpnie moni-
torowania chorych po szczepieniu moze odbywac si¢
jedynie w laboratoriach spetniajacych swiatowe normy,
tzw. dobrej praktyki laboratoryjnej (good laboratory
practice — GLP) i dobrej praktyki produkcyjnej (good
manufactory practice — GMP). Na ryc. 3. przedstawio-
no przyktad produkcji szczepionki przeciwnowotworo-
wej opartej na autologicznych KD chorego.

Whioski

Trwajace obecnie badania nad immunoterapig
HNSCC skupiajg si¢ na stworzeniu nowych szczepio-
nek przeciwnowotworowych lub usprawnieniu sku-
tecznosci juz istniejacych form immunoterapii. Zasto-
sowanie tej terapii w HNSCC ma znaczenie przede
wszystkim jako leczenie uzupelniajace i moze by¢
obiecujace w leczeniu wczesnych stadiéw choroby,
a takze stanéw przednowotworowych. Najlepsze wy-
niki leczenia bedg prawdopodobnie skutkiem potacze-
nia konwencjonalnych metod z immunoterapig. Cho-
ciaz immunoterapia nie jest obecnie przyjetym
standardem leczenia chorych na HNSCC, to wyniki
badan z zakresu nauk podstawowych i przeprowadza-
nych préb klinicznych wykazaty kompleksowg biolo-
gie HNSCC, a takze potwierdzity mozliwos¢ modulo-
wania biologig nowotworu. Wcigz pozostaje jednak
wiele nierozwigzanych probleméw. Niemniej autorzy
powyzszego opracowania gigboko wierza, ze kolejne
generacje szczepionek przeciwnowotworowych,
zwlaszcza skierowanych przeciw CSC, przyniosg
znaczng popraw¢ lub moze przetom w terapii uzupet-
niajacej] HNSCC.
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