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Streszczenie: Neuroblastoma jest najczgstszym pozaczaszkowym guzem litym u dzieci. Pomimo inten-
sywnego leczenia u wigkszo$ci dzieci z neuroblastoma wysokiego ryzyka dochodzi do wznowy. Ko-
nieczne jest opracowanie nowych metod walki z minimalng choroba resztkowa, ktére polepszylyby
przezywalno$¢ dzieci z neuroblastoma wysokiego ryzyka. Immunoterapia jest jedna z obecnie rozwija-
nych strategii. W pracy omowiono opublikowane w ostatnich latach dane literaturowe dotyczace immu-
noterapii neuroblastoma. Przytoczono publikacje, w ktorych badano wzajemne oddziatywanie neuro-
blastoma i sktadnikow uktadu odpornosciowego. Omoéwiono rozwijane w badaniach klinicznych i przed-
klinicznych podej$cia immunoterapeutyczne do walki z ta choroba: bierna i czynna terapig, ktorej ce-
lem jest antygen neuroblastoma gangliozyd GD2, zastosowanie modyfikowanych komoérek neurobla-
stoma i komorek dendrytycznych jako szczepionek.

Stowa kluczowe: neuroblastoma, immunoterapia nowotworow, przeciwciata monoklonalne, gangliozyd
GD2.

Summary: Neuroblastoma is the most common extracranial tumour of childhood. Despite of the applica-
tion of intensive treatment regiments, the majority of high-risk patients are eventually relapsing. This
stresses the need for new therapeutical approaches to eradicate residual tumour cells, which might impro-
ve the survival of the high-risk group neuroblastoma patients. Immunotherapy of neuroblastoma is one of
the currently developed strategies. In this publication recent data on application of immunotherapy in
neuroblastoma treatment have been reviewed. They include the publications investigating neuroblastoma
interactions with immune system. Clinically tested and preclinically developed approaches engaging the
immune system to fight the tumour have been reviewed. They include data on development of the passive
and active therapies targeting a neuroblastoma antigen GD2 ganglioside, as well as application of modified
tumour cells and dendritic cells as vaccines.
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1. WPROWADZENIE

Neuroblastoma (nerwiak zarodkowy wspotczulny) jest choroba nowotworowa wieku
wczesnodziecigeego. Zaliczana jest do grupy guzow ,,drobno-okraglo-komaérkowych”.
Jej zrodlem sa pierwotne komorki nerwowe, wedrujace z cewy nerwowej, aby daé
poczatek strukturom obwodowego uktadu nerwowego. Jest to najczestszy pozaczasz-
kowy guz lity [2]. Rocznie, neuroblastoma stanowi w przyblizeniu 10% wszystkich
nowotworow diagnozowanych u dzieci i mtodziezy (w Polsce okoto 70 zachorowan).

Guz pierwotny, w najwigkszej liczbie przypadkow, umiejscowiony jest w okolicy
nadnerczy (zwlaszcza u dzieci mtodszych), a dalej w $rodpiersiu, okolicach szyi i okolicy
krzyzowej [25]. Stopien kliniczny neuroblastoma okreslany np. wedtug migdzyna-
rodowego systemu klasyfikacji neuroblastoma (INSS, ang. International Neuroblastoma
Staging System) 1 wiek sa waznymi czynnikami prognozujacymi przebieg choroby [2]. U
dzieci ponizej pierwszego roku zycia, ze zlokalizowana choroba prognozy sa dobre. W
tej grupie wiekowej wystepuje rowniez rozsiany typ choroby, z wtornymi ogniskami
nowotworu glownie w watrobie i skorze (stopien 4S INSS). Takie dzieci, pomimo obecnosci
wtornych ognisk nowotworu, maja ogolnie bardzo dobre prognozy, co ma zwiazek z
obserwowana spontaniczng regresja (zanikiem) choroby. Wigkszo$¢ przypadkow
neuroblastoma nie zanika spontanicznie. Neuroblastoma wysokiego ryzyka daje zlte
prognozy na wyleczenie. Do tej grupy zalicza si¢ glownie dzieci majace powyzej 1 roku
zycia, u ktorych wystepuje: zaawansowana neuroblastoma (stopien 4 INSS) z wtornymi
ogniskami nowotworu przede wszystkim w szpiku kostnym, kosciach, weztach chtonnych
lub dzieci z choroba w stopniu 2 i 3 INSS z amplifikacja onkogenu MYCN [2,21].

Oprocz stopnia zaawansowania choroby czy wieku pacjenta prognostyczne znaczenie
ma réwniez typ histologiczny guza. Neuroblastoma charakteryzuje si¢ heterogennoscia.
Guzy roznia si¢ stopniem zroznicowania i dojrzewania, stad podzial na neuroblastoma,
ganglioneuroblastoma, ganglioneuroma [25,49]. Dodatkowo, bada si¢ rowniez cechy
genetyczne neuroblastoma w kierunku wystepowania mutacji somatycznych, np.
amplifikacji genu MYCN, zmian ploidalnosci, delecji 1p [35]. Amplifikacja onkogenu
MYCN zle rokuje w przebiegu neuroblastoma [58,65].

Metody leczenia pacjentow z neuroblastoma wysokiego ryzyka obejmuja intensywna
indukcyjng chemioterapig, zabieg chirurgiczny, mieloablatywna konsolidacje z przesz-
czepem komorek krwiotworczych, radioterapig. W leczeniu minimalnej choroby
resztkowej (MRD, ang. minimal residual disease), a wigc w niszczeniu tych klonow
komorek nowotworowych, ktére pozostaly po chemioterapii i radioterapii probuje si¢
stosowac np. pochodne kwasu retinowego czy immunoterapi¢ [2,62]. Zastosowanie
intensywnej terapii u pacjentow wysokiego ryzyka pozwala na wydtuzenie czasu, w
ktorym choroba pozostaje w remisji. Niestety, u wigkszos$ci pacjentow z neuroblastoma
wysokiego ryzyka dochodzi do wznowy, czgsto w miejsca odlegle niz guz pierwotny,
zazwyczaj do szpiku kostnego i kosci, a komorki za nia odpowiedzialne charakteryzuja
si¢ m.in. chemioopornoscia.
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Przezywalno$¢ dzieci z neuroblastoma wysokiego ryzyka jest wciaz niezadowalajaca,
co sktania do opracowania nowych programéw leczenia. Jednym z kierunkéw badan
nad metodami walki z MRD jest opracowanie immunoterapii neuroblastoma, u ktorej
podstaw lezy mobilizacja uktadu odpornosciowego pacjenta do walki z ta choroba.

2. ODDZIALYWANIE NEUROBLASTOMA
Z UKEADEM ODPORNOSCIOWYM

Opracowanie skutecznej immunoterapii, wymaga poznania zwiazkow pomigdzy
komorkami transformowanymi a uktadem odpornosciowym. Oddzialywanie to ma
charakter ztozony. Dla wielu typdw nowotworow wykazano zdolno$¢ uktadu odpornos-
ciowegodo rozpoznania i niszczenia komorek transformowanych. Z drugiej strony
poznano takze mechanizmy ucieczki komorek rakowych spod kontroli tego uktadu, czy
opisano udzial jego sktadnikow w patogenezie raka [22,23,28,60].

Szereg prac z ostatnich lat dostarcza informacji o oddziatywaniu neuroblastoma
zuktadem odporno§ciowym:
¢ w53% z 98 preparatow guza pierwotnego od pacjentow z neuroblastoma w 4 stop-

niu choroby przed wdrozeniem leczenia wykazano obecnos¢ komorek NK T,
co zwiazane byto z ekspresja chemokiny CCL2 w badanych guzach. Obecno$¢ tych
komorek silnie korelowata z 5-letnia zdolno$cia do przezycia chorych dzieci [34],

¢ uniektérych osob zdrowych i pacjentéw z neuroblastoma wykazano obecno$¢ prze-
ciwciat klasy IgM skierowanych przeciwko neuroblastoma [18],

4 zbadano, ze naturalne przeciwciata klasy IgM (od 0s6b zdrowych) hamuja in vivo
wzrost oraz tworzenie wtornych ognisk u szczurow z ksenoprzeszczepem ludzkiej
linii neuroblastoma LAN-1 [17],

¢ u 3 z47 pacjentdow z neuroblastoma stwierdzono obecnos¢ przeciwciat klasy IgG
wiazacych antygen NY-ESO-1 obecny na neuroblastoma [48],

¢ invitro, w hodowlach limfocytow od niektorych pacjentéw z neuroblastoma wyka-
zano, ze limfocyty T CD4" i CD8" po uprzedniej stymulacji swoiscie eliminuja
komorki neuroblastoma wykazujace ekspresj¢ biatka NY-ESO-1 [48],

¢ $wiezo izolowane dziewicze oraz aktywowane przy pomocy interleukiny 2 (IL-2)
limfocyty Tyd od zdrowych dawcow zabijaja komorki neuroblastoma [54].

Wymienione obserwacje, a takze fakt, iz u wigkszos$ci dzieci z neuroblastoma
w stopniu 4S obserwuje si¢ spontaniczng regresj¢ choroby, co moze mie¢ zwiazek
7 zaangazowaniem mechanizméw odpornosciowych, stanowia uzasadnienie dla prowadzenia
badan na opracowaniem immunoterapeutycznego podejscia do leczenia tego rozrostu.

2.1. Antygenowo$¢ 1 immunogennos$¢ neuroblastoma

Na komorkach neuroblastoma wykazano ekspresj¢ szeregu czasteczek zaliczanych
do antygenow zwiazanych z nowotworami, co ma znaczenie dla wzbudzania swoistej
komorkowej czy humoralnej odpowiedzi przeciwnowotworowe;j.
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Gangliozyd GD2, glikolipidowy antygen, wykazuje stabilna i do$¢ jednorodna ekspresje na
komorkach neuroblastoma [26]. Dla neuroblastoma wykazano nadekspresje MYCN [53],
obecnos¢ hydroksylazy tyrozyny [20], czy tez bialek nalezacych
do tzw. antygendw wspolnych (jadro/nowotwor), np. NY-ESO-1, MAGE-A1, MAGE-A3/
A6 [48,68]. Wolfl i wspotpracownicy, wykazali ekspresj¢ MAGE-A1, MAGE-A3/A6, NY-
ESO-1 u odpowiednio 44, 21 i 28% sposrod 19 preparatow guzow barwionych
immunohistochemicznie. Otrzymany wzor barwienia $wiadczyt o heterogenne;j ekspresji tych
antygenow zwiazanych z nowotworami. Zjawisko to obserwowane rowniez dla innych typow
nowotworow stanowi ograniczenie dla skutecznej eliminacji komérek rakowych z udzialem
swoistych mechanizmow, w tym limfocytow T cytotoksycznych (CTL) [68].

Problem podatnosci neuroblastoma na CTL wciaz nurtuje badaczy. Neuroblastoma
jest stabo immunogennym nowotworem, co jest zwiazane m.in. z niskim poziomem
lub brakiem czasteczek MHC [68]. W badaniach, opisano szereg mechanizmow
prowadzacych do obnizenia lub braku ekspresji czasteczek MHC 1 i1 MHC 11 w
komorkach neuroblastoma, w tym réwniez ekspresji indukowanej przez INF-y
[14,15,71]. Jednak, stosujac metody czulsze od technik immunohistochemicznych,
Spierings i wspotpracownicy wykazali, ze nawet niski poziom czasteczek MHC I jest
wystarczajacy dla rozpoznania i lizy komorek neuroblastoma przez swoiste limfocyty
T CD8". Pozwala to przypuszczaé, ze neuroblastoma moze by¢ celem dla immunoterapii,
jesli opracowane zostana metody aktywowania swoistych CTL [61].

Co wigcej, na neuroblastoma brak jest wielu czasteczek kostymulujacych. Obecnosé
mRNA dla CD40, CD80, CD86, PD-1L, B7H2, OX40L, 4-1BBL stwierdzono dla
szeregu ludzkich linii neuroblastoma oraz w komorkach neuroblastoma od pacjentow.
Ekspresje biatka OX40L wykazano tylko dla linii GI-CA-N i IMR-32. Co wazne na
komorkach neuroblastoma ze szpiku kostnego od pacjentow wykazano ekspresje
czasteczki CD40 (we wszystkich 6 przebadanych probkach), co otwiera mozliwo$¢
opracowania terapiiz zastosowaniem CD40L. W potowie z tych probek wykazano
obecnos¢ czasteczki CD86 [1].

2.2. Immunosupresja komodrek dendrytycznych

Intensywnie badany jest wptyw neuroblastoma na komorki dendrytyczne (DC, ang.
dendritic cell), co ma zwiazek ze szczegdlna rola petniona przez te profesjonalne komorki
prezentujace antygeny w powstawaniu przeciwnowotworowej odpowiedzi odpornosciowe;j
oraz zdolno$cia do wzbudzania stanu tolerancji przez niedojrzate DC [29,67].

Badania wykonane na uktadach modelowych wskazuja na immunosupresje DC
pod wptywem neuroblastoma. Wykazano, ze DC rdéznicowane in vitro z prekursorow
szpikowych od myszy z zaawansowang neuroblastoma byty dysfunkcjonalne, nawet
po transdukcji wektorem adenowirusowym kodujacym gen mysiej IL-12. Uzycie
tych komorek jako szczepionki podawanej do guza u myszy nie prowadzito do jego
zaniku, co obserwowano z uzyciem DC wyprowadzonych od zwierzat zdrowych
[44]. Wykazano rowniez, iz neuroblastoma w bezposrednim kontakcie hamuje
indukowane przez TNF-a dojrzewanie DC, obnizajac ich zdolno$¢ do stymulacji
allogenicznych limfocytow T, a takze promuje apoptoz¢ w hodowlach DC [10].
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Shurin i wspotpracownicy zbadali, ze komorki mysiej linii neuroblastoma Neuro-2a
i ludzkiej linii neuroblastoma SK-N-BE, a takze obecne na nich gangliozydy, odpo-
wiednio GM3 1 GD2, uposledzaja proces réznicowania si¢ DC z komorek wyjsciowych
(odpowiednio szpikowych progenitorow i komoérek prekursorowych CD34* z krwi
pepowinowej) [56].

Hamujace dziatanie gangliozydow na uktad odporno$ciowy zostato szeroko opisane
i jest nadal badane. U pacjentow z neuroblastoma gangliozydy, w tym GD2, s3 obecne
we krwi. Wykazano zdolnos$¢ tych zwiazkéw do wiazania si¢ do cytokin czy receptorow
na komarkach krwi. Pozwala to przypuszczaé, iz immunosupresyjny efekt jest wywierany
nie tylko w mikrosrodowisku nowotworu, lecz réwniez ogolnie ustrojowo [6].

2.3. Ucieczka spod kontroli komorek NK i dopetniacza

Niski poziom czasteczek MHC lub ich brak aktywuje komorki NK, ktére maja
zdolnos¢ do efektywnej lizy komoérek nowotworowych i wydzielania limfokin [31].
Neuroblastoma jest wrazliwa na efektorowe mechanizmy z udzialem komorek NK.
Wykazano skoordynowane wspotdziatanie obecnych na komorkach NK receptorow
naturalnej cytotoksycznosci NKp46 (NCR1), NKp44 (NCR2), NKp30 (NCR3) w
zabijaniu komorek ludzkich linii neuroblastoma ACN i SK-N-BE [59].

Jednak Castriconi i wspolpracownicy [8] zaproponowali, ze czasteczka 4I1g-B7-H3
obecna u pacjentéw na komorkach neuroblastoma (negatywnych pod wzgledem ekspresji
MHC I) hamuje cytotoksycznos¢ komorek NK. Inny mechanizm ucieczki przed
aktywnoscia komorek NK wykazano analizujac fenotyp komorek neuroblastoma NXS2
izolowanych z guzoéw od myszy A/J. Guzy te rozwingly sig u zwierzat po poczatkowym
zaniku, na skutek szczepienia suboptymalng dawka immunocytokiny hul4.18-IL-2
(biatko fuzyjne ,,uczlowieczonego” przeciwciata wiazacego gangliozyd GD2 i IL-2).
Terapia ta aktywuje komorki NK. /n vitro, w tych komoérkach neuroblastoma wykazano
przejsciowy wzrost ekspresji MHC 1, ale spadek zawartosci gangliozydu GD2.
Dodatkowo udato si¢ pokazac¢, ze komdrki o takim fenotypie byty mniej podatne na
bezposrednia lize z udzialem komoérek NK, jak i na cytotoksycznos¢ komoérkowa z
udziatem przeciwciata hul4.18-1L-2 [36].

Heterogennos¢ jest cecha charakterystyczna guzow typu neuroblastoma. Réwniez
w hodowlach in vitro, wystepuja rozniace si¢ klony komorek: dominujacy typ N o
fenotypie neuroblastow, typ S odpowiadajacy komdorkom Schwanna, a takze typ posredni
[49]. Obserwowana zmiennos¢ moze mie¢ znaczenie rowniez dla oddziatywania ze
sktadnikami uktadu odpornosciowego. Neuroblastoma jest wrazliwa na mechanizmy
zabijania z udzialem przeciwcial. Jednak, porownujac podatnos$¢, na cytotoksycznose
zalezna od dopehiacza (CDC, ang. complement-dependent cytotoxicity) odpowia-
dajacych sobie klonow typu N i S stwierdzono, ze komorki typu S byty bardziej oporne
na CDC. Korelowalo to ze zwigkszona ekspresja zwiazanych z blong inhibitorow
dopetniacza glownie czasteczki CD59 [9].
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3.IMMUNOTERAPIA NEUROBLASTOMA -
KIERUNKI PROWADZONYCH BADAN

Z powyzszych danych wynika, Ze tolerancja immunologiczna neuroblastoma jest
aktywnie ustanawiana i utrzymywana. Lepsze poznanie mechanizmow regulujacych to
zjawisko daje szans¢ na opracowanie nowych metod leczenia, w tym szczepionek,
zdolnych do przetamania tego stanu i mobilizacji do walki z choroba mechanizmow
obronnych pacjenta.

Ze wzgledu na ograniczong liczbg dzieci z neuroblastoma, ktére moga uczestniczy¢
w badaniach I fazy klinicznej, podstawowe znaczenie dla rozwoju nowych metod leczenia
tej choroby maja modele zwierzgce. Nalezy do nich model immunokompetentnych myszy
A/J, do ktérych transplantuje si¢ komorki syngenicznej linii neuroblastoma C1300, TBJ,
Neuro-2a czy NXS2 [4]. Ze wzgledu na niski poziom ekspresji czasteczek MHC I czy
charakter wzbudzanej odpowiedzi przeciwnowotworowej, modele te dobrze oddaja
stan obserwowany u pacjentow. Komorki NXS2 wykazuja heterogenna, ale stabilna
ekspresje gangliozydu GD2. Zastosowanie m.in. tej linii, pozwala na modelowanie
przerzutow, a zdolnos¢ tworzenia przez nig ognisk nowotworu w watrobie i szpiku
kostnym przypomina zaawansowany przebieg choroby u dzieci. Inne stosowane w
badaniach modele to np. ksenoprzeszczepy ludzkiej neuroblastoma u gryzoni z
niedoborami uktadu odpornosciowego, myszy transgeniczne MYCN [4,17,41].

Obecnie rozwijanych jest szereg immunoterapii do walki z neuroblastoma. Ponize;j
oméwiono wybrane prace z ostatnich lat dotyczace tej tematyki.

3.1. Przeciwciata wiazace gangliozyd GD2 w terapii neuroblastoma

Poniewaz gangliozyd GD2 wykazuje wysoka 1 do$¢ jednorodna ekspresje
na komorkach neuroblastoma, a takze ograniczone wystepowanie na komorkach
normalnych, przeciwciata swoiscie wiazace ten antygen stosowane sa dla diagnozowania
tej choroby i oceny postepow leczenia [46]. Ten antygen cukrowy zwiazany z
nowotworami jest takze celem opracowanych immunoterapii. Wykazano, ze obecnos¢
gangliozydu GD2 w stanie wolnym w surowicy chorych nie jest wystarczajaca, aby
ingerowac z biodystrybucja swoistych przeciwciat. Dodatkowo, wiadomo, ze zastoso-
wanie biernej terapii z udziatem przeciwciat wiazacych gangliozyd GD2 nie prowadzi
do spadku jego ekspresji na komoérkach neuroblastoma [26].

Pozyskano szereg przeciwcial monoklonalnych wiazacych gangliozyd GD2 [43].
Sposrdd nich 2 przeciwciata mysie 3F8 (IgG3), 14G.2a (IgG2a) oraz przeciwciato
chimeryczne (powstale z polaczenia z regiondw zmiennych mysiego przeciwciata i
regionow stalych ludzkiej 1gG1) ch14.18 sa testowane w probach klinicznych [12].
Dotychczas zgromadzone dane sugeruja, ze bierna terapia przy pomocy tych przeciwciat
moze mie¢ zastosowanie dla leczenia MRD (konsolidacja remisji) u pacjentow z
neuroblastoma wysokiego ryzyka. Szereg krajow Unii Europejskiej w tym rowniez
osrodki w Polsce beda uczestniczy¢ w randomizowanych badaniach I1I fazy klinicznej
nad zastosowaniem przeciwciata ch14.18 w leczeniu MRD u dzieci z neuroblastoma
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wysokiego ryzyka (dane z E-SIOP Neuroblastoma Meeting, Krakow, 22—24 pazdziernika
2004). W doswiadczeniach in vitro, wykazano, ze przeciwciata wiazace gangliozyd GD2
posrednicza w reakcjach CDC 1 ADCC (cytotoksycznos¢ zalezna od przeciwcial, ang.
antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity) [9,33,41]. Dodatkowo, wykazano, ze efekt
leczniczy moze by¢ zwiazany z wzbudzaniem sieci przeciwciat idiotypowych. Po 6 i 14
miesigcach od zakonczenia terapii, w surowicy pacjentow z neuroblastoma, leczonych
przeciwciatem 3F8 wykazano obecno$¢ przeciwciat anty-antyidiotypowych (Ab3 oraz
wiazacych gangliozyd GD2 Ab3”), co dodatnio korelowalo z przezyciem pacjentow [11].
Prowadzone sa badania nad immunomodulacja tej terapii z zasto-sowaniem adjuwantow, np.
GM-CSF, 3-glukanem [13,39]. W badaniach II fazy klinicznej wykazano odpowiedZ u pacjentow
z neuroblastoma oporna na leczenie po terapii z udziatem przeciwciata 3F8 i GM-CSF [27].
W hodowlach komoérkowych i z zastosowaniem modeli mysiej neuroblastoma bada
si¢ szereg pochodnych przeciwcial wiazacych gangliozyd GD2, np.
¢ immunocytokiny np. hul4.18-GM-CSF, ch14.18-IL-2 (biatka fuzyjne przeciw-
ciat i cytokin), ktére w mikrosrodowisku guza podnosza poziom cytokin [30,33],
¢ immunotoksyny bedace biatkami fuzyjnymi przeciwciat i modyfikowanych ge-
netycznie toksyn, np. tancucha A rycyny, egzotoksyny A Pseudomonas, domeny
katalitycznej dyfterotoksyny, ktore swoiscie wiaza si¢ z komorkami nowotworo-
wymi i wywieraja na nie bezposredni efekt cytotoksyczny [32,63,66],
¢ miniciala [5],
przeciwciala o podwojnej swoisto$ci, np. wiazace gangliozyd GD2 1 CD3 [32],
¢ immunoliposomy, w ktorych przytaczone na powierzchni przeciwciata wiazace
gangliozyd GD2 umozliwiaja selektywne dostarczanie do komorek neuroblastoma
np. doksorubicyny, fenretynidu (4-HPR), antysensownych nukleotydéw dla onko-
genu c-myb [7,40,42].
¢ chimeryczne antygenowe receptory (ang. chimeric antigen receptor), ktore
ulegajac ekspresji np. na CTL kierowatyby aktywno$¢ tych komorek przeciw neu-
roblastoma. Przyktadem jest receptor, ktory tworza jednotancuchowe fragmenty
Fv przeciwciata wiazacego GD2 polaczone zawiasem z cytoplazmatyczng dome-
na sygnatowa CD3 [50].
Dla porzadku nalezy dodac, iz efekt terapeutyczny probuje si¢ uzyskaé z zasto-
sowaniem przeciwcial skierowanych takze przeciwko biatkowym antygenom
wystepujacym na komodrkach neuroblastoma [16, 37].

L 4

3.2. Czynna terapia, ktorej celem jest gangliozyd GD2

Antygeny weglowodanowe zwigzane z nowotworami wykazujac najwigkszy poziom
ekspresji na komorkach rakowych stanowia atrakcyjny cel rowniez dla czynnej terapii.
Wiadomo, iz gangliozyd GD2 jest stabo immunogenny u ludzi. Antygeny cukrowe
zaliczane sa bowiem do grupy antygenow grasiczoniezaleznych. Probuje sig przetamacé
ten stan tolerancji. Przyktadem moze by¢ zastosowanie do szczepienia zamiast antygenow
cukrowych czasteczek zastepczych, np. przeciwcial antyidiotypowych czy mimotopow
peptydowych.
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Badana jest szczepionka DNA kodujaca w formie wydzielniczej jednotancuchowe
fragmenty Fv przeciwciata antyidotypowego 1A7 (Ab2[), ktore zawieraja ,,wewnetrzny
obraz” gangliozydu GD2. Podanie jej domigsniowo myszom wzbudzato odpowiedz
humoralng skierowana przeciwko fragmentom przeciwciata 1A7, a takze przeciwko
gangliozydowi GD2. Ta szczepionka nie wzbudzata jednak odpowiedzi komorkowej [72].

Kolejnym podejsciem jest uzycie mimotopdéw peptydowych wyltowionych z fagowych
bibliotek peptydowych, by nasladowaly wyjsciowy antygen. Trafno$¢ takiego podejscia
wykazano m.in. dla antygenu cukrowego Lewis Y [24]. Trwaja prace nad zastosowaniem
mimotopow peptydowych réwniez w przypadku gangliozydu GD2. Przy pomocy
przeciwciala 14G2a wylowiono peptydy ulegajace fagowej ekspresji, a wiazace si¢ do tego
przeciwciata. Aktualnie, bada sig ich antygenowe wiasciwosci i zdolno$¢ do wzbudzania
swoistej dla gangliozydu GD2 odpowiedzi odpornosciowej (informacja wlasna autora).

3.3. Modyfikowane komorki nowotworowe jako szczepionki

Wykorzystanie do szczepienia komorek rakowych ma juz dtuga tradycje, rowniez
w przypadku neuroblastoma. Stosuje si¢ zardwno autologiczne, jak i allogeniczne
komorki. Prowadzone sa badania nad wzmocnieniem immunogennych wiasciwosci
szczepionek opartych na komorkach nowotworowych. Z uzyciem wektorow wirusowych
i niewirusowych modyfikuje si¢ te komorki w celu uzyskania ekspresji (przejSciowe;j
lub stabilnej) cytokin, chemokin, czasteczek MHC, czy czasteczek kostymulujacych.
W ostatnich latach opublikowano szereg badan z wykorzystaniem szczepionek opartych
na modyfikowanych komoérkach neuroblastoma.

W badaniach I fazy klinicznej sprawdzano szczepionke oparta na mieszaninie
naswietlonych allogenicznych komorek linii neuroblastoma SINB-JG-G12 produ-
kujacych ludzka IL-2 i limfotaktyng. Byta ona dobrze tolerowana w badanych dawkach.
Jej zastosowanie wzmagato reaktywno$¢ immunologiczna u pacjentow. Obserwowano
m.in. naciekanie miejsca iniekcji przez limfocyty T CD4*, CD8*, komorki Langerhansa
CDl1a", a u czesci pacjentow wzrost aktywnosci cytotoksycznej komorek NK, wzrost
IL-5 w osoczu czy wreszcie wzbudzenie przeciwcial klasy IgG wiazacych sig do komoérek
uzytych do immunizacji [51].

Namodelach zwierzgcych sprawdzane sa kolejne szczepionki. Uzycie do nastrzykiwania
guzow powstatych z niemodyfikowanych komorek Neuro-2a szczepionki z naswietlonych
Neuro-2a wykazujacych ekspresj¢ ludzkiej IL-2 oraz biatka fuzyjnego ludzkiej IL-12 dawato
lepszy efekt terapeutyczny, w porownaiu z komorkami modyfikowanymi tylko jedna z tych
cytokin. Szczepionka ta aktywowata limfocyty T CD8" 1 CD4"[57]. Zdolno$¢ do hamowania
wzrostu ustalonych guzow i wytworzenia przeciwnowotworowej pamigci immunologicznej
wykazano dla szczepionki, ztozonej z komorek Neuro-2a transdukowanych wektorem
retrowirusowym kodujacym GM-CSF w polaczeniu z oligodeoksynukleotydami zawie-
rajacymi niemetylowane sekwencje CpG [52].

Yan i wspotpracownicy porownali przeciwnowotworowe wlasciwosci szczepionki
z agresywnego klonu komorek Neuro-2a, AGN2a, stabilnie transfekowanego czasteczkami
kostymulujacymi: 4-1BBL 1 B7-1,B7-2 1 B7-1 oraz tylko B7-1. Najlepsza opornos¢ przed
niemodyfikowanym klonem AGN2a uzyskano po podaniu komorek transfekowanych 4-
1BBL i B7-1, a najstabsza po podaniu komorek z ekspresja tylko B7-1 [69].
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Ciekawym podejsciem jest rowniez wykorzystanie onkolitycznego replikujacego
wirusa opryszczki pospolitej typu-1. Uzyto go do transdukcji in vivo guzow u myszy
konstruktem genowym kodujacym rozpuszczalne biatko fuzyjne dimeru B7-1 (czgsci
zewnatrzkomorkowej) i czesci Fc przeciwceiata IgG1. Biatko to uwalniane w sSrodowisku
komorek nowotworowych moze dostarczac sygnatu niezbednego do aktywacji przeciw-
nowotworowej odpowiedzi komorkowej. Zastosowanie takiej metody modyfikacji
komorek nowotworowych prowadzito do znaczacego ograniczenia wzrostu guza, w
czym posredniczyty limfocyty T CD8* [64].

3.4. Zastosowanie komorek dendrytycznych

Jeszcze innym podejsciem sa proby uzycia DC, cho¢ wymagaja one optymalizacji
szeregu parametrow, np. stopnia dojrzatosci, dawki, drogi i czgstosci podawania DC,
metody dostarczenia antygenu do DC [3]. Na modelu myszy A/J bada si¢ przeciw-
nowotworowa aktywno$¢ DC transdukowanych wektorem adenowirusowym kodujacym
mysia [L-12 [45]. W testach | fazy klinicznej u dzieci z guzami litymi sprawdzono
mieszaning niedojrzatych DC inkubowanych osobno z lizatem autologicznych komorek
nowotworowych od pacjentow i KLH. U niektorych pacjentow, w tym jednego z
neuroblastoma, po szczepieniu obserwowano wzbudzenie swoistej przeciwnowoto-
worowej odpowiedzi limfocytow T w hodowli §wiezo izolowanych niestymulowanych
PBMC (jednojadrzastych komorek krwi obwodowej) [19]. Bada si¢ takze szczepionki
oparte na zfuzjowanych metoda elektroporacji DC i komorki Neuro-2a [38].

4. PODSUMOWANIE

Metody immunoterapeutyczne w leczeniu MRD u dzieci z neuroblastoma wysokiego
ryzyka sa obecnie sprawdzane w badaniach klinicznych i intensywnie rozwijane w
badaniach przedklinicznych. Nalezy rowniez wspomnie¢ o innych potencjalnych
mozliwosciach leczenia opartych na biologicznych wiasciwosciach neuroblastoma. Bada
si¢ m.in. r6znicowanie neuroblastoma z udzialem pochodnych kwasu retinowego,
zastosowanie aktywnie pobieranej przez neuroblastoma "*'I-meta-jodobenzyloguanidyny,
zwiazkoéw hamujacych angiogeneze, czy indukujacych apoptoze [47,55,70]. W
przysztosci po optymalizacji moga one uzupetnié stosowane juz programy leczenia tej
choroby. Nalezy mie¢ nadziejg, ze ich zastosowanie przyczyni si¢ do poprawy
przezywalnos$ci dzieci z neuroblastoma wysokiego ryzyka.
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