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Streszczenie: W pracy przedstawiono aktualny stan zaawansowania prac badawczych oraz klinicznych
nad szczepionkami przeciwnowotworowymi wydzielajacymi GM-CSF. Szczepionki przeciwnowotwo-
rowe modyfikowane genami dla cytokin to jedna z form immunoterapii stosowanej eksperymentalnie w
leczeniu nowotworéw w stadium przerzutowym jako czynnik wspomagajacy lub jako terapia podsta-
wowa. Mechanizm ich dziatania polega na dostarczeniu do organizmu chorego antygenéw nowotworu w
skojarzeniu z GM-CSF, ktéry wzmaga rekrutacj¢ i aktywacj¢ komorek dendrytycznych, przyczyniajac
si¢ do wydajniejszej prezentacji antygendow. Sposrod metod transferu genow dla cytokin do komorek
nowotworowych, retrowirusy i adenowirusy sa najpowszechniej stosowane z powodu najwyzszej
wydajnosci. Skutecznos¢ terapii szczepionkowej w badaniach przedklinicznych, ktore w wigkszosci
dotyczyly mysich modeli czerniaka, byta wysoka zaréwno w uktadzie profilaktycznym, jak i terapeu-
tycznym. Badania kliniczne I fazy, przeprowadzone gtéwnie u pacjentdéw z przerzutowym czerniakiem,
rakiem ptuca oraz gruczotu krokowego, potwierdzily bezpieczenstwo terapii, u wigkszosci badanych
wykazaty zwigkszong aktywacj¢ uktadu immunologicznego, lecz jedynie u nielicznych przezycie byto
dhuzsze od oczekiwanego. Badania kliniczne 11 i III fazy nie potwierdzity dotad przewagi terapii szcze-
pionkowej nad terapig konwencjonalna. Prowadzone sg prace majace na celu wskazanie przyczyn ogra-
niczonej skutecznosci szczepionek przeciwnowotworowych wydzielajacych GM-CSF u ludzi. Metody
wzmocnienia ich dziatania ukierunkowane sa m.in. na limfocyty T regulatorowe CD4'CD25'Foxp3”,
biatko MFG-E8 oraz czasteczke kostymulujaca CTLA-4.

Stowa kluczowe: immunoterapia, szczepionki przeciwnowotworowe, GM-CSF.

Summary: In the paper the current state-of-the-art of the preclinical and clinical trials concerning GM-
CSF-secreting tumor cell vaccines was presented. Cytokine gene-modified cancer vaccines are experimen-
tal immunotherapeutics applied as adjuvants or as main medications in the treatment of metastatic
neoplasms. The principle of their action consists in the delivery of cancer antigens in association with
GM-CSF to the patient's organism. The cytokine improves recruitment and activation of dendritic cells,
leading to more efficient antigens' presentation. Retroviruses and adenoviruses are the most widely
applied vectors for cytokine gene transfer because of the high efficiency. Effectiveness of the vaccine
therapy in the preclinical studies, usually in the models of murine melanoma, was high in the prophylactic
as well as in the therapeutic model. Phase I clinical trials, carried out in the patients with metastatic
melanoma, lung cancer and prostate cancer, confirmed safety of the therapy, indicated augmented immune
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response in most of the patients, but only some of them experienced prolonged survival in comparison to
the prognosis. Phase II and 111 studies did not reveal the superiority of vaccination over standard therapy
so far. The research carried on at the moment are aimed at finding the reasons for limited clinical efficiency
of GM-CSF-secreting tumor cell vaccines. Methods of augmenting its effectiveness contain the following
main targets: suppressor CD4'CD25Foxp3" T-cells, MFG-ES8 protein and co-stimulatory molecule
CTLA-4.

Keywords: immunotherapy, cancer vaccines, GM-CSF.

WPROWADZENIE

Odkad w roku 1957 Burnett odkryt fakt wystgpowania odpowiedzi immunolo-
gicznej gospodarza przeciwko powstalym w jego organizmie komdrkom nowo-
tworowym [8], podejmowano proby wzmocnienia aktywnosci uktadu odpornos-
ciowego czlowieka w celu eliminacji nowotworu lub nasilenia skutecznosci innych
form terapii. Dzialania te okresla si¢ wspdlnym mianem immunoterapii nowotworow.

Liczne antygeny nowotworowe wywoluja u czlowieka odpowiedz immunologiczna
zaréwno humoralna, jak i komdrkowa, zwykle jednak zbyt staba, aby ograniczyé w
istotnym stopniu rozwoj choroby. W ostatnich latach poznano wiele antygendow
nowotworowych, ktérych podziat przedstawiono w tabeli 1.

Antygeny te stanowia potencjalng podstawe stosowania immunoterapii aktywne;j.
Same w sobie sa jednak zazwyczaj malo immunogenne, dlatego poszukuje sig¢
sposobdw stymulacji antygenowo-swoistej odpowiedzi przeciwnowotworowej, na
przykltad poprzez ich modyfikowanie lub podawanie tacznie z adiuwantami.

Zrédtem antygenéw nowotworowych, majacych na celu aktywacje odpowiedzi
immunologicznej przeciwko nowotworowi moga by¢ komérki nowotworowe, czasem
odpowiednio zmodyfikowane przy uzyciu metod inzynierii genetycznej, jak rowniez
charakterystyczne dla nowotwordw biatka lub peptydy. Preparaty te okresla sig
mianem szczepionek przeciwnowotworowych [64]. W przeciwienstwie do powszech-
nie stosowanych profilaktycznych szczepien indukujacych odpornosé przeciwko
antygenom mikroorganizmdw, szczepionki przeciwnowotworowe to eksperymentalna
forma terapii nowotworow, stosowana gldwnie w stadium przerzutowym, kiedy
niemozliwa jest lecznicza interwencja chirurgiczna lub radioterapia.

Badania dotyczace szczepionek przeciwnowotworowych uwzgledniaja ich zastoso-
wanie jako samodzielnego s$rodka terapeutycznego (gloéwnie w eksperymentach

TABELA 1. Glowne grupy antygenow nowotworowych wraz z przykladami
TABLE 1. Main groups and examples of tumor-associated antigens

Grupa antygenow Przyklady

Antygeny rakowo-jadrowe MAGE, BAGE, GAGE, NY-ESO-1
Antygeny réznicowania MART-1/Melan A, gp100, TRP-1
Antygeny ulegajace nadekspresji HER-2/neu, MUC-1

Biatka zmutowane TP53, RAS

Antygeny wirusowe biatka wirusow EBV, HPV, HBV, HTLV
Biatka fuzyjne BCR-ABL
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przedklinicznych) lub w leczeniu wspomagajacym konwencjonalng chemioterapig i
leczenie chirurgiczne (przede wszystkim w probach klinicznych). Inne, nieomawiane
tu szerzej formy swoistej immunoterapii nowotworow, to immunoterapia adoptywna
wykorzystujaca modyfikowane ex vivo limfocyty T naciekajace guz — TIL (tumor
infiltrating lymphocytes) [59] lub komérki dendrytyczne pochodzace od pacjenta
oraz terapia przeciwciatami monoklonalnymi.

Szczepionki przeciwnowotworowe ze wzgledu na postaé, w jakiej podawane sa
antygeny nowotworowe, mozna podzieli¢ na nastepujace typy [13]:

1) biatkowe;

2) peptydowe;

3) zlozone z komdrek nowotworowych;

a) autologiczne,
b) allogeniczne,
¢) modyfikowane genowo,

4) zlozone z komorek dendrytycznych;

5) zlozone z rekombinowanych wirusow zawierajacych geny dla antygendéw
nowotworowych oraz dla czasteczek kostymulujacych.

Szczepionki ztozone z samych antygenéw nowotworowych, wyekstrahowanych
z komorek nowotworowych wyizolowanych od chorego badz namnozonych in vitro,
jak réwniez zawierajace cale napromieniowane komoérki guza, nie stymulujg w
pozadanym stopniu odpowiedzi immunologicznej [15]. Konieczne wydaje sie
zastosowanie adiuwantdw, ktore intensyfikuja rozpoznawanie i niszczenie komorek
nowotworowych przez mechanizmy efektorowe. Okazalo si¢, ze immunostymula-
torami wlasciwymi do takich zastosowan moga by¢ cytokiny [3, 12].

Odkad dowiedziono, ze zmiana proporcji stezen cytokin w mikrosrodowisku
nowotworu moze spowodowac istotne zmiany w sile odpowiedzi przeciwko antyge-
nom guza [25], podjeto intensywne badania licznych czasteczek immunostymu-
lujacych, obserwujac ich potencjalny efekt przeciwnowotworowy. Okazato sie, ze
okotoguzowa iniekcja niektérych cytokin, w szczegolnosci IL-2, stymulowata
niszczenie nowotworu poprzez nasilanie aktywnosci neutrofiléw, eozynofilow,
makrofagow, komorek NK i limfocytow. Przeprowadzono liczne eksperymenty na
modelach mysich, majace na celu okreslenie, ktére cytokiny wykazuja najwigksza
zdolno$¢ potencjalizacji szczepien antygenami nowotworowymi. W badaniach z
uzyciem modelu czerniaka B16 wykazano, ze podskérne podanie napromieniowanych

TABELA 2. Potencjat szczepionkowy napromieniowanych, zmodyfikowanych
genetycznie komorek czerniaka B16 u myszy syngenicznych szczepu C57BL/6 [13]
TABLE 2.. Antitumor potential of irradiated or genetically modified B16 melanoma cells
in C57BL/6 syngeneic mice [13]

Czasteczka wytwarzana przez komorki szczepionkowe % ochrony
GM-CSF 90%

IL-3, IL-4, IL-6 40%

IL-1, IL-7, SCF, G-CSF, Flt-3-ligand, eotaksyna, cyklofilina 20%

1L-2, IL-5, 1L-10, IL-12, IL-18, TNF-«, IL-1Ra, B7-1, 0%
M-CSF, RANTES, MIP-a, MIP-13, ICAM, TGF-3, CD2, MIF
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komorek nowotworowych modyfikowanych genem dla GM-CSF, w 90% chronilo przed
rozwojem choroby po powtdrnej iniekcji zywych komorek czerniaka (tab. 2). Inne cytokiny
lub biatka biorace udziat w rozwoju odpowiedzi immunologicznej wywieraly efekt stabszy,
lub nie miaty podobnego dziatania [13].

METODY TRANSFERU GENOW
DO KOMOREK NOWOTWOROWYCH

Istotne przyspieszenie prac nad immunoterapia nowotworéw nastapilo w
momencie opracowania wydajnych metod transferu genéw dla cytokin do komorek
nowotworowych [25]. Ich ilosciowy udzial w przygotowaniu szczepionek w badaniach
klinicznych przedstawiono na rycinie 1. Metody te umozliwily przygotowanie
szczepionek z wlasnych, unikalnych pod wzgledem antygenowym komorek nowotwo-
rowych pacjenta. Zaleta tych preparatéow jest brak immunogennosci w stosunku do
autoantygendw oraz reprezentowanie wszystkich antygenowo réznych bialek charak-
terystycznych dla tkanki nowotworowej chorego, ktore moga przez to sta¢ sie celem
odpowiedzi immunologiczne;j.

Badania nad transferem genéw zwigkszajacych immunogennos¢ komorek nowo-
tworowych dotycza ingerencji w nastgpujace bialka:

a) powierzchniowe czasteczki kostymulujace (np. B7 [4]);

b) immunogenne czasteczki powierzchniowe, glownie MHC;

¢) cytokiny wydzielane parakrynowo (np. GM-CSF).
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RYCINA 1. Zestawienie udziatu metod transferu gendw w badaniach klinicznych w latach 1997-2007
[17]
FIGURE 1. Gene therapy vectors used in clinical trials until 2007 [17]
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Terapia szczepionkowa to forma terapii genowej przeprowadzanej ex vivo, w
przeciwienstwie do terapii in vivo, ktorej zadaniem jest wprowadzenie genu do puli
komorek pacjenta znajdujacych sie w jego organizmie w celu wywolania efektu
terapeutycznego.

W badaniach przedklinicznych i klinicznych nad szczepionkami przeciwno-
wotworowymi wydzielajacymi GM-CSF stosuje si¢ wektory wymienione w tabeli
3. Ogdlna zasade przygotowywania szczepionek przeciwnowotworowych wydziela-
jacych GM-CSF przedstawiono na rycinie 2.

| Resekcja guza Wektor retrowirusowy
| iizolacja z genem dla GM-CSF
| komorek

| h
|fowotworowye Transdukcja komérek w hodowli

= _h“\'

Namnozenie
komorek

o

Napromieniowanie
zmodyfikowanych
genetycznie komorek
nowotworowych

Wstrzyknigcie pacjentowi
komorek szczepionki
wydzielajacych GM-CSF

RYCINA 2. Ogélna zasada przygotowania szczepionek przeciwnowotworowych wydzielajacych
GM-CSF
FIGURE 2. General rules of preparation of GM-CSF-secreting tumor cell vaccines

SKUTECZNOSC SZCZEPIONEK WYDZIELAJACYCH GM-CSF
W BADANIACH NA ZWIERZETACH

Uktad profilaktyczny

Szczepionki ztozone z komorek nowotworowych wydzielajacych GM-CSF
wykazaly bardzo silne profilaktyczne dziatanie przeciwnowotworowe w modelach
zwierzecych. Nowotworem, ktdry najczesciej wykorzystywano do badan, byl mato
immunogenny mysi czerniak B16. W jednym z pierwszych badan, w ktorym
udowodniono skutecznos¢ napromieniowanych komorek czerniaka B16 FO wydziela-
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jacych GM-CSF, 90% myszy, ktore otrzymaly podskornie szczepionke, uzyskato trwala
odpornos¢ na inokulowane zywe syngeniczne komorki nowotworowe [11]. W
doswiadczeniu, w ktorym podawano komorki czerniaka B16 domozgowo, 50% myszy,
ktére otrzymaty szczepionke, wykazato oporno$¢ na komorki nowotworowe [73].
Przeprowadzone w dalszej kolejnosci eksperymenty potwierdzily zdolnos¢ silnego
wzmocnienia odpowiedzi przeciwnowotworowej przez komoérki guza wydzielajace
GM-CSF [7]. Wykazano skutecznos¢ tej terapii w stosunku do mysiego modelu
chtoniaka z limfocytow B [50]. Podjeto takze skuteczng probe zastosowania
profilaktycznego szczepionki wydzielajacej GM-CSF w terapii ostrej bialaczki szpikowej
(AML) u myszy [16]. W tym modelu 80% badanych zwierzat, ktérym podano GM-
CSF, wykazywato opornos¢ na inokulowane komorki bialaczkowe. W kolejnym
badaniu szczepionki zlozone z napromieniowanych komoérek mysiego raka jelita grubego
CT-26, raka nerki RENCA, widkniakomigsaka CMS-5 i raka ptuca LLC, wydzielajace
GM-CSF indukowaty ukladowa odpowiedz przeciwnowotworowa przeciwko odpowied-
nim guzom istotnie silniejsza w poréwnaniu z komorkami nietransfekowanymi [40].
Obiecujacy, 100% efekt protekcyjny, uzyskano w modelu mysiego nowotworu
neuroblastoma C1300 podczas terapii syngenicznymi komoérkami nowotworu wydzie-
lajacymi 150 ng GM-CSF/10° komoérek w ciagu 72 h [74]. Inne eksperymenty
wykazaly, ze efekt indukcji odpornosci przeciwnowotworowej byl zalezny od ilosci
syntetyzowanego przez komorki szczepionkowe GM-CSF i byt maksymalny dla linii
komérkowych wytwarzajacych ponad 40 ng GM-CSF/10° komérek w ciagu 24 h [40].
Ponadto zaobserwowano silny efekt synergistyczny szczepionek wydzielajacych
jednocze$nie GM-CSF oraz IFN-y w indukowaniu odpornosci w stosunku do
eksperymentalnie indukowanego nowotworu neuroblastoma. W badaniu tym u 100%
szczepionych myszy wyksztalcila si¢ odpornosé na komorki nowotworowe [5]. Podjeto
tez proby wykorzystania komorek allogenicznych zarowno pochodzacych od myszy
niemajacych czasteczek MHC, jak i myszy o normalnej ekspresji tych gendw. Okazato
sig, ze obecnos¢ allogenicznych czasteczek MHC na komorkach szczepionkowych
nie zmniejsza ogo6lnoustrojowego efektu przeciwnowotworowego, a wrgcz przeciwnie,
nasila go, nie indukujac istotnych efektow ubocznych [71]. Interesujaca kwestia byto
tez okreslenie, czy podanie samej cytokiny przed lub po podaniu niemodyfikowanych
komorek nowotworowych okaze si¢ skuteczniejsze od podawania jednoczesnego w
postaci szczepionki. Wyniki eksperymentow dowodza, ze najskuteczniejsze jest
jednoczasowe podanie komérek nowotworowych z cytoking lub wezesniejsze podanie
komorek guza, natomiast podanie ich po wstrzyknigciu GM-CSF moze wywotaé
ostabienie odpowiedzi [28].

Uktad terapeutyczny

Skuteczno$¢ szczepionek przeciwnowotworowych w ukladzie terapeutycznym,
w ktorym podejmuje si¢ probe leczenia wezesniej wyindukowanego nowotworu,
jest trudniejsza do udowodnienia. Mimo to, wyniki przeprowadzonych doswiad-
czen potwierdzity efektywnos¢ opisywanej metody takze jako sposobu leczenia
nowotworu.
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Po domoézgowej iniekcji komorek czerniaka B16 u myszy, trwale wyleczenie
uzyskano u 20% zwierzat, ktérym podano szczepionke [73]. Wykorzystanie w tym
modelu komoérek wydzielajacych jednoczesnie GM-CSEF, jak i IL-4 spowodowalo
wzrost odsetka wyleczen do 40%. W modelu mysiego guza sutka MET-1 podanie
szczepionki znamiennie spowalniato wzrost guzow i zmniejszato liczbe odleglych
przerzutéw. Badane guzy wykazywaly intensywny naciek z makrofagow oraz
mniejsza liczbe naczyn krwionosnych [20]. Pojedyncze szczepienie myszy za pomoca
komorek czerniaka B16 wydzielajacych GM-CSF indukowato powstanie limfocytow
T, ktére przyczynialy si¢ do regresji wyindukowanego wczesniej guza [51]. Jednakze
wielokrotne podania szczepionki, skutkujace wigkszym ogdlnoustrojowym stezeniem
GM-CSF, powodowaly ostabienie odpowiedzi przeciwnowotworowej u myszy z
limfopenia, u ktorych wczesniej odtworzono pule limfocytow z wykorzystaniem
dziewiczych splenocytow [49]. Efekt ten zwiazany byl ze zwigkszeniem catkowitej
liczby limfocytow regulatorowych CD4'CD25 Foxp3', a zastosowanie przeciwcial
anty-CD4 przywracato efekt terapeutyczny. W innym badaniu ustalono, ze
szczepienie przy uzyciu komorek wydzielajacych bardzo duze ilosci GM-CSF (3000,
6000 ng/10° kom./24 h) moze pogarsza¢ przezycie myszy z wyindukowanym
czerniakiem B16, podczas gdy nizsze dawki cytokiny (300 ng/10° kom./24 h) dzialaty
korzystnie [52]. Lini¢ komoérkowa czerniaka B78-H1 wydzielajaca GM-CSF, uzyta
w systemie bystander w polaczeniu z autologicznymi komérkami guza, wykorzystano
takze jako leczenie adiuwantowe w terapii przerzutowego raka sutka po resekcji z
wykorzystaniem NST (niemieloablacyjnego przeszczepu szpiku) i nastgpczych DLI
(infuzji limfocytow dawcy). W ten sposdb udato sie wyleczy¢ 100% myszy nie
wywotlujac choroby GVH [71].

SKUTECZNOSC SZCZEPIONEK WYDZIELAJACYCH GM-CSF
W BADANIACH NA LUDZIACH

Zachecajace wyniki doswiadczen przedklinicznych sklonity do szybkiego podjecia
testow szczepionki na pacjentach. Wydajne metody transferu gendw, gltéwnie z
wykorzystaniem wektorow retrowirusowych i adenowirusowych pozwolily na
zaplanowanie badan klinicznych, w ktérych dla kazdego pacjenta z przerzutowym
nowotworem przygotowywano indywidualng szczepionke z jego whasnych komorek
nowotworowych. W celu uproszczenia i przyspieszenia terapii podejmowano tez
proby stosowania uniwersalnej linii komodrek nowotworowych wydzielajacych
GM-CSF (w systemie bystander) w potaczeniu z innymi formami swoistej
immunoterapii [71]. Najczestszy protokol badan obejmowal resekcje guza pierwot-
nego lub przerzutéw i przygotowanie in vitro szczepionki poprzez izolacje komorek,
hodowlg, transfer genu dla GM-CSF i napromienienie komorek, a nastepnie
kilkukrotne podawanie komorek preparatu szczepionki srodskdrnie lub podskornie.
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Czerniak

Zdecydowanie najwigcej badan klinicznych przeprowadzono na pacjentach z
przerzutowym czerniakiem (melanoma malignum).

W jednym z badan I fazy sposrod leczonej grupy 26 pacjentow, u 19 stwierdzono
lokalng odpowiedz immunologiczna w miejscu podania szczepionki w postaci nacieku
komorkowego. Podobny naciek wraz z martwica w przerzutach stwierdzono u 10
pacjentdw, u 17 pacjentdw rozwinela sie¢ nadwrazliwos¢ typu opdznionego na antygeny
nowotworu, natomiast u 10 uzyskano stabilny przebieg choroby przez 36 miesiecy. U
4 sposrdd leczonych pacjentéw uzyskano wyleczenie. Nie wykazano zaleznosci miedzy
liczba podanych komérek szczepionkowych i iloscia wytwarzanego przez nie GM-CSF
a rokowaniem [68]. Inne badanie I fazy objg¢to 28 pacjentdw, u ktorych po szczepieniu
oceniano liczbe limfocytéw T specyficznych wobec antygenow czerniaka. Wzrost liczby
tych komorek stwierdzono u 14 pacjentéw, natomiast u 6 pacjentow uzyskano stabilny
przebieg choroby przez okres 5 lat [S1]. Oba powyzsze badania wskazaly na
bezpieczenstwo stosowania szczepionek u ludzi. Zastrzezenia mogt wzbudzac fakt, ze
ilosci GM-CSEF, produkowane przez komorki dla poszczegolnych pacjentow, roznily si¢
od siebie bardzo znacznie (11-2608 ng/10° kom./24 h), a zywotnos¢ samych komérek
tez wykazywala duza zmienno$¢. W podobnie zaplanowanym badaniu na 29
pacjentach, u 80% uzyskano odpowiedz immunologiczna w okolicy guza, a u 4
pacjentéw doszlto do zniszczenia unaczynienia nowotworu [13].

Podjeto takze probe zastosowania terapii onkolitycznym wirusem HSYV, replikujacym
si¢ selektywnie w komodrkach guza, zawierajacym gen dla GM-CSE. Sposrod 50
pacjentéw leczonych doguzowymi podaniami zawiesiny wirusow, u 13 odnotowano
kliniczna odpowiedz [47]. W 1 fazie badan klinicznych oceniano tez skuteczno$é
szczepionki ztozonej z autologicznych komdrek nowotworowych potaczonych z linia
wydzielajaca GM-CSF i CD40L w systemie bystander. U szesciu sposréd 10 pacjentow
uzyskano wydtuzenie czasu stabilnego przebiegu choroby, u czterech z nich wykazano
specyficzna odpowiedz puli limfocytéw T specyficznych w stosunku do guza [10].

Podczas gdy nadal w toku sg badania kliniczne kolejnych faz z uzyciem komorko-
wych szczepionek wydzielajacych GM-CSF, zakonczylo si¢ zwiazane z ta dziedzing
randomizowane badanie dotyczace grupy 97 pacjentdw z przerzutowym czerniakiem,
u ktorych poréwnywano skutecznosé komercyjnej komérkowej szczepionki Canvaxin
zawierajacej niemodyfikowane komorki nowotworowe z tacznym podawaniem
szczepionki i GM-CSF. U pacjentow z grupy, ktéra otrzymywata GM-CSF, zanotowano
nasilenie odpowiedzi humoralnej przeciwko antygenom czerniaka w klasach IgG i IgM,
obnizenie nadwrazliwosci poznej na tuberkuling oraz, co niepokojace, wzrost liczby
wczesnych nawrotéw choroby oraz zgondéw [21]. Takze w innym, zakonczonym
niedawno badaniu randomizowanym II fazy nad skutecznoscia GM-CSF
dodawanego jako adiuwant do wielopeptydowej szczepionki w leczeniu czerniaka
zaobserwowano zmniejszenie liczby swoistych dla antygenow czerniaka komorek T
CD4" i CD8" u pacjentow otrzymujacych szczepionke i GM-CSF [65].
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Niedrobnokomorkowy rak phluca

Nowotworem, ktory na rdwni z czerniakiem budzi nadzieje na skutecznos¢ terapii
szczepionkowej, jest przerzutowy niedrobnokomodrkowy rak pluca — NSCLC (non-
small-cell lung cancer). Posrod bardzo licznych strategii terapii, tacznie ze szcze-
pieniem peptydami antygenowymi, komdrkami dendrytycznymi oraz rekombino-
wanymi wirusami wraz z adiuwantami, prowadzi si¢ takze badania kliniczne nad
wykorzystaniem komoérek nowotworowych wydzielajacych GM-CSF [46].

Badania pierwszej fazy przeprowadzono dla szczepionki ztozonej z autologicznych
komorek pobranych z usunietych przerzutow guza, dokonujac transferu genu przy uzyciu
wektora adenowirusowego. Zastrzezenia mogla budzi¢ ich bardzo zmienna zywotnosé
(2-100%) i ilo$¢ wytwarzanej cytokiny (6-3000 ng/10° kom./24 h). Odpowiedz
immunologiczna na antygeny nowotworu oraz reakcje nadwrazliwosci typu pdznego
stwierdzono u 18/25 pacjentdéw, a u 5 z nich uzyskano stabilny przebieg choroby przez
3-33 miesigcy. W miedzyczasie u 6 pacjentdow wykonano zabiegi chirurgiczne resekcji
guzow przerzutowych. W 3 probkach guzow zaobserwowano nasilone nacieki zapalne
[61]. Kolejne badanie I fazy wykazato zalezna od dawki szczepionki korzysé u pacjentow
z wezesnym oraz przerzutowym NSCLC [55]. Obecnie ta terapia testowana jest w
badaniach klinicznych II fazy (NCT 00074295 — trwajace [33], NCT 00089726 —
zakonczone, wyniki dotychczas nieopublikowane [34]).

Proby uproszezenia metody oraz uzyskania bardziej przewidywalnych stezen
GM-CSF doprowadzily do opracowania linii wydzielajacej duze ilosci cytokiny do
wykorzystania w modelu bystander. Obecnie taka linia wykorzystywana jest w
badaniu Il fazy, w ktorej oceniany jest efekt tacznej terapii szczepionka, cyklofos-
famidem i tretinoing [63].

Rak gruczotlu krokowego nawracajacy po terapii hormonalne;j

Nawracajacy po terapii hormonalnej rak gruczotowy prostaty — HRPC (hormo-
ne-refractory prostate cancer) to przyktad nowotworu, ktéry okazal si¢ dobrze
reagowac na terapi¢ szczepionkowa. Badania fazy | z wykorzystaniem autologicz-
nych komérek guza wykazaly nasilenie lokalnej odpowiedzi komdrkowej oraz — u
czescei pacjentdw — takze humoralnej [67]. Przeprowadzono wieksze badanie Il fazy,
w ktorym rekrutowano 55 pacjentéw z HPRC niepoddawanych wcze$niej chemio-
terapii, a leczonych przy uzyciu szczepionki GVAX, bedacej mieszanka komorek
dwoch linii raka prostaty wydzielajacych GM-CSF. Stwierdzono istotne obnizenie
stezenia antygenu specyficznego dla prostaty (PSA) oraz wydluzenie przezycia w
stosunku do prognozowanych wartosci dla tej grupy pacjentow [29]. Niedawno
przedstawiono wyniki w pelni randomizowanych badan III fazy VITAL I i
VITAL II, w ktorych poréwnywano skuteczno$¢ terapii szczepionka GVAX ze
standardowa chemioterapia. Schemat leczenia sama szczepionka skutkowal zblizonym
catkowitym przezyciem pacjentow w pordwnaniu ze standardowa terapia docetak-
selem i prednizolonem. Z kolei skojarzenie szczepionki z docetakselem skutkowato
istotnie zwiekszona Smiertelnoscia w poréwnaniu ze schematem standardowym [29,
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66]. Nakazuje to rozwazenie dokladniejszego ustalenia mozliwie optymalnych
parametrow szczepienia w badaniach przedklinicznych oraz duza ostroznos¢ podczas
planowania kolejnych badan klinicznych.

Inne nowotwory

Przeprowadzono niewielkie badanie kliniczne I fazy na 4 pacjentach chorych na
raka jasnokomoérkowego nerki w stadium IV. Cykl szczepien autologicznymi
komérkami nowotworowymi wydzielajacymi GM-CSF spowodowal u wszystkich
wyrazng odpowiedz immunologiczna, a u 2 pacjentéw osiagnieto wielomiesigczny
(58- i 40-miesieczny) stabilny przebieg choroby [70]. Podobne badanie dotyczyto
14 0so6b chorych na raka trzustki po pankreatektomii. Podanie szczepionki w duzej
dawce (10° komérek) nasilito w sposob istotny odpowiedz immunologiczna pod
postacia nadwrazliwosci typu opdznionego na antygeny nowotworu oraz spowodo-
walto wydluzenie czasu bezobjawowego powyzej 25 miesigcy u 3 pacjentow [41].
W obu powyzszych badaniach dowiedziono bezpieczenstwa tej formy terapii. Obecnie
trwaja badania kliniczne II fazy (NCT00399529 [35], NCT00971737 [36]), w ktorych
ocenie poddana bedzie skutecznos¢ tacznej terapii pacjentow z rakiem sutka w
stadium IV majacym receptory HER2/neu z wykorzystaniem cyklofosfamidu i
allogenicznej linii szczepionkowe] wydzielajacej GM-CSF oraz efektywnos¢ tego
leczenia wraz z przeciwcialem trastuzumab.

W celu oceny skutecznosci szczepienia autologicznymi komérkami wydzielajacymi
GM-CSF we wzmacnianiu tak zwanej reakcji przeszczep przeciwko biataczce (GVL)
po alogenicznym niemieloablacyjnym przeszczepie szpiku u pacjentow z ostra
biataczka limfatyczna (AML) lub zespotem mielodysplastycznym (MDS), przeprowa-
dzono badanie I fazy, w ktérym u 9/10 leczonych pacjentow uzyskano trwate
kompletne remisje (mediana ich trwania wyniosla 26 miesiecy) nie obserwujac
nasilenia ostrej i przewlektej reakcji GVH [31].

GM-CSF w iniekcjach stosowano takze jako adiuwant w badaniach nad terapia
szczepionkowa szpiczaka mnogiego [60] oraz jako dodatek do leczenia autologicz-
nymi immunoglobulinami w zakonczonych sukcesem prébach eliminacji minimalnej
choroby resztkowej u pacjentow z chioniakiem grudkowym [6].

MECHANIZMY DZIAY.ANIA SZCZEPIONEK
PRZECIWNOWOTWOROWYCH WYDZIELAJACYCH GM-CSF

Podanie zwierzetom doguzowo samego GM-CSF samo w sobie powodowato
ograniczenie wzrostu guzow, ograniczato liczbe przerzutéw, obnizenie ilosci tlenu w
guzie, wzrost liczby makrofagéw w nacieku — ze zmiang ich fenotypu z M2 na
M1, nasilenie nekrozy oraz wzrost produkcji VEGF-R1 w mysim modelu raka sutka
[20]. Idea szczepionek przeciwnowotworowych wydzielajacych GM-CSF opiera sig¢
na zalozeniu, ze antygeny dostarczone w postaci komoérek guza beda wydajniej
prezentowane przez komorki prezentujace, a odpowiedz przeciw nim bedzie silniejsza w
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TABELA 4. Charakterystyczne cechy komorek dendrytycznych stymulowanych GM-CSF [13, 53]
TABLE 4. Characteristics of dendritic cells stimulated with GM-CSF [13, 53]

Cecha komorek prezentujacych antygen Skutek
stymulowanych GM-CSF

Fenotyp CD11b", CD8a" Wydajniejsza fagocytoza
Duza ekspresja CD80 (B7.1) Wysoka dojrzatosé
Duza ekspresja CD1d Mozliwos$¢ stymulacji komoérek NKT

obecnosci  cytokiny w mikrosrodowisku reakcji. Podstawowym mechanizmem, jakim
GM-CSF wzmaga skuteczno$¢ szczepionek ztozonych z komorek nowotworowych jest
rekrutacja i aktywacja komorek dendrytycznych, prowadzaca do zwiekszenia wydajnosci
prezentacji antygenow nowotworowych [13, 2, 38]. Udowodniono, ze podawanie szczepionki
powoduje akumulacje komoérek dendrytycznych w tkankach okologuzowych, co moze
sprzyjac bardziej efektywnej prezentacji antygenéw nowotworowych dziewiczym limfocytom
T [58]. Dodatkowo w srodowisku guza stwierdza si¢ zwigkszong liczbg limfocytow T i
B, granulocytéw obojetnochtonnych, zasadochtonnych i makrofagdéw zaréwno w modelach
zwierzecych [53], jak i w guzach wycietych od pacjentéw [14], ktorych ocena
histopatologiczna wykazywata zwykle takze obrzgk, zwloknienie i cechy zaawansowanej
destrukeji.

Komorki prezentujace antygen stymulowane przez GM-CSF maja pewne cechy
korzystniejsze z punktu widzenia odpowiedzi przeciwnowotworowej w poréwnaniu
z podobnymi komoérkami stymulowanymi innymi czasteczkami, np. Flt-3L, co
przedstawiono w tabeli 4.

Odpowiedz gospodarza po podaniu szczepionki przejawia si¢ glownie w rekrutacji
specyficznych w stosunku do komérek guza limfocytow T CD8', T CD4", komdrek NKT
rozpoznajacych antygeny w kontekscie CD1d oraz wzrost syntezy przeciwcial skierowanych
przeciwko antygenom guza [72, 14]. Jednak skuteczna odpowiedz przeciwnowotworowa
nie zalezy tylko od cytotoksycznosci komorkowej, ale takze od odpowiedzi humoralne;.
Okazuje sig, ze dziatanie GM-CSF obejmuje zwiekszenie u badanych zwierzat liczby
limfocytdw pomocniczych zaréwno populacji Thl, jak i Th2 [58].

Wyniki badan nie dowodza w sposdb jednoznaczny, jakie komorki uktadu odpornos-
ciowego sa niezbedne do skutecznego dzialania szczepionek przeciwnowotworowych
wydzielajacych GM-CSF. Wigkszos¢ autoréw sadzi, ze do wywolania odpowiedzi
konieczny jest udziat limfocytow T CD8", gdyz nie wykazano skutecznosci szcze-
pionek u zwierzat pozbawionych tej populacji komorek [11, 50, 16].

POTENCJALNE PRZYCZYNY OGRANICZONEJ
SKUTECZNOSCI TERAPII

Wysoka skuteczno§¢ GM-CSF w badaniach in vitro oraz w probach przedklini-
cznych nie ma dotad bezposredniego przelozenia na wyniki badan na pacjentach,
w ktérych efekt terapeutyczny jest slabszy od oczekiwanego, a czasem terapia
szczepionkowa negatywnie wplywa na przezycie. Sklania to do poszukiwan przyczyny
takiego stanu rzeczy wsrod immunologicznych mechanizmoéw supresorowych.
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W modelach mysich i u pacjentéw z zaawansowanym czerniakiem podanie
GM-CSF moze spowodowac rekrutacj¢ niedojrzatych szpikowych komorek supreso-
rowych o fenotypie CD11b'Gr-1" w $rodowisku guza i we krwi obwodowej,
skutkujaca dysfunkcja aktywnosci przeciwnowotworowej limfocytow T [22].
Analizujac wyniki badan na myszach pozbawionych genu dla GM-CSF odkryto, ze
cytokina ta sprzyja powstawaniu tolerancji na autoantygeny, prawdopodobne wigc
jest jej dziatanie hamujace limfocyty T. Komoérki dendrytyczne tych zwierzat
wydzielaja bardzo mato MFG-E8 (milk fat globule epidermal growth factor
protein-8). Bialko to stanowi istotny element szlaku fagocytozy komodrek apopto-
tycznych [44]. Autorzy wnioskuja, ze GM-CSF powoduje wzrost wytwarzania
MFG-ES, ktére ukierunkowuje komorki dendrytyczne na promocje réznicowania
komorek CD4" w limfocyty regulatorowe Foxp3™ oraz restrykcje populacji Thl i
Th17 [43]. Dzialanie prokancerogenne zwiekszonych stezen MFG-E8 moze takze
zaleze¢ od nasilonej angiogenezy VEGF-zaleznej [42, 56]. Takze CTLA-4 (cytotoxic
T-lymphocyte-associated antigen 4), jako centralna czasteczka kostymulujaca
hamujaca odpowiedz przeciwnowotworowa efektorowych limfocytéw T jest podejrze-
wana o limitowanie skutecznosci szczepien. Jej potaczenie z ligandem znajdujacym
sie na powierzchni komdrki dendrytycznej ogranicza podziaty limfocytu oraz zmniejsza
synteze cytokin [44].

U czescei pacjentdw, ktdrzy dobrze odpowiadali na terapi¢ szczepionka wydzielajaca
GM-CSF, stwierdzono wyzszy poziom przeciwcial anty-MICA (MHC class I-related
protein A). Przeciwciala te wiaza rozpuszczalng forme czasteczki MICA (sMICA),
ktérej negatywna rola w ograniczaniu odpowiedzi przeciwnowotworowej polega na
ograniczaniu ekspresji czasteczki powierzchniowej NKG2D na powierzchni limfo-
cytow T i komérek NK. Czasteczka ta w normalnych warunkach sprzyja ich funkc;ji
cytotoksycznej [44]. Uznaje si¢, ze immunosupresja wywotywana przez sMICA
wywoluje opornos¢ czesci pacjentdOw na terapi¢ szczepionkowa.

METODY WZMACNIANIA SKUTECZNOSCI
PRZECTWNOWOTWOROWEJ SZCZEPIONEK
WYDZIELAJACYCH GM-CSF

Wstepne wyniki doswiadczen badajacych mozliwosci wzmocnienia dziatania
przeciwnowotworowego szczepionek wydzielajacych GM-CSF sa zachegcajace.
Przyktadowo, w modelu mysiego czerniaka dodanie do komoérek szczepionkowych
przeciwciat anty-CTLA-4 skutkowato 80% efektem terapeutycznym. 100% wyleczo-
nych myszy uzyskato odpornosé¢ na powtdrng inokulacje nowotworu [18]. Ludzkie
przeciwciala anty-CTLA-4 (ipilimumab) jako dodatek do terapii przerzutowego raka
prostaty z uzyciem podskoérnych iniekcji GM-CSF spowodowaly wzrost stezenia
przeciwcial przeciw antygenom nowotworu oraz liczby aktywowanych limfocytow
T CD25", CD69", CD8" w pordwnaniu z terapia sama szczepionka [24].

Zastosowanie w ukladzie profilaktycznym i terapeutycznym szczepionki ztozonej z
komorek mysiego raka ptuc Lewisa (LLC) modyfikowanych genami dla GM-CSF
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oraz FasL wykazato efekt synergistyczny w indukcji skutecznej odpowiedzi
przeciwnowotworowej [30]. Blokada biatka MFG-ES8, ktorego ekspresja w naturalny
sposob ulega zmniejszeniu pod wplywem stresu, agonistow TLR lub obecnosci komérek
nekrotycznych moze okazaé si¢ skuteczna, co potwierdzaja udane proby na myszach
majacych zmodyfikowane MFG-ES§ [44].

Sposoby wzmocnienia efektywnosci szczepionek, ktore byly testowane, zesta-
wiono w tabeli 5.

TABELA 5. Zestawienie testowanych metod wzmocnienia skutecznosci przeciwnowotworowej
szczepionek wydzielajacych GM-CSF
TABLE 5. Methods of enhancement of antitumor efficacy of GM-CSF-secreting vaccines

Cel terapii Stosowany czynnik/metoda Pi$mien-
nictwo
Limfocyty CD4" CD25" Foxp3* Przeciwciala anty-CD25 69
Cyklofosfamid
MFG-E8 Przeciwciala anty-MFG-ES8 (?) 37
CTLA-4 Przeciwciala anty-CTLA-4 73, 24, 37
Modyfikacja mikrosrodowiska guza |IL-12 9
IL-6 48
Migracja limfocytow T i komdrek TARC 39
dendrytycznych RANTES
Kostymulacja Komorki transfekowane genem dla CD80 |54
Komorki transfekowane genem dla CD40L |10
Apoptoza komérek nowotworowych |Wprowadzenie genu dla Fasl. do komorek 20
szczepionkowych
Nasilenie dzialania cytotoksycznego |Lewamizol, doksorubicyna 57
PODSUMOWANIE

Okazuje sig, ze obiecujace rezultaty doswiadczen przedklinicznych nie przekladaja
si¢ na satysfakcjonujaca skutecznos¢ opisywanej terapii w badaniach klinicznych.
Konieczne wydaje si¢ dokladniejsze poznanie mechanizméw dziatania szczepionki i
opracowanie sposoboéw zwigkszenia jej efektywnosci podczas stosowania u pacjentow.

Cho¢ nie opublikowano jeszcze wynikdéw badan klinicznych 11 i III fazy w leczeniu
czerniaka, nieskutecznos¢ GM-CSF stosowanego jako adiuwant w immunoterapii
tego nowotworu sklania do ostroznej oceny wynikéw tych prob [72]. Wyniki niedaw-
no zakonczonych badan klinicznych Il fazy z wykorzystaniem szczepionek wydzie-
lajacych IL-2 w terapii czerniaka, zakonczone przedwczesnie z powodu wyraznie
mniejszej skutecznosci terapii alternatywnej w stosunku do standardowego leczenia
dakarbazyna sugeruja daleko idaca ostroznos¢ podczas projektowania kolejnych
badan z uzyciem szczepionek [62].

Wydaje sie jednak, ze idea szczepionek przeciwnowotworowych moze budzié
nadzieje na przysztos¢. Do tej pory do uzycia w klinice w niektorych krajach
zaaprobowano juz kilka preparatow, m.in. Oncophage w raku nerki, OncoVAX w



SZCZEPIONKI PRZECIWNOWOTWOROWE WYDZIELAJACE GM-CSF 761

terapii raka jelita grubego, DCVax-Brain w terapii glejakow oraz niedawno —
Provenge w raku prostaty. W opracowaniu tej ostatniej wykorzystano GM-CSF jako
adiuwant. Provenge zawiera komorki dendrytyczne poddane inkubacji z rekombino-
wanym biatkiem skladajacym si¢ z kwasnej fosfatazy i GM-CSF.
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