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Sažetak

Problem u liječenju melanoma je da zbog rezistentnosti melanoma na postojeće citostatike i imunološke agense ne postoji standardno sistemno liječenje kod metastatske bolesti, niti kemoterapijsko niti imunoterapijsko. U bolesnika početnih stadija bolesti izlječenje se može postići i odgovarajućim kirurškim zahvatom dok je metatski melanom najčešće neizlječiva bolest. Nadalje, i kod metastatske bolesti klinički tijek bolesti može biti razmjerno nepredvidiv. Stoviše, u pojedinih bolesnika s metastatskom bolešću uspije se katkada liječenjem postići dugotrajna remisija pa možda i izlječenje. 

Melanom se inače smatra tumorom u kojega imunoterapija ima potencijalnu ulogu. U tu svrhu upotrebljavaju se razni agensi, od npr. tvari koje mogu modulirati imunološku reaktivnost bolesnika (BCG, interferon-(, interleukin-2)  pa do vakcina raznog sastava. Rekombinantni interferon-( (rIFN-() se često upotrebljava u adjuvantnoj primjeni u bolesnika stadija bolesti IIB i III. Primjenjen po tzv. “visokodoznoj” shemi postiže se, a u usporedbi s kontrolnom neliječenom skupinom bolesnika, statistički značajna razlika u preživljenju bez relapsa bolesti. U svezi sveukupnog preživljenja reanalize podataka nakon produženog praćenja bolesnika upućuju da se više nema statistički značajne razlike. Od brojnih vakcina, a također u adjuvantnoj primjeni, možda se klinički povoljan učinak može očekivati s vakcinom “Canvaxin”. Ona je sada u kliničkom testiranju faze III. U pojedinih bolesnika s metastatskom bolešću dugotrajna remisija se uspije katkada postići s visokodoznim rekombinatnim interleukinom-2 (rIL-2). U metastatskoj bolesti postoji i mogućnost primjene kemoterapije i citokina rIL-2 i rIFN-( (biokemoterapija). Postoje također brojne kliničke studije faze I i II s testiranjem raznih vakcina kao i studija uporabe autolognih antimelanomskih T-limfocita prethodno umnoženih in vitro u bolesnika podvrgnutih nemijeloablativnom kondicioniranju.  

Uvod


Melanom je zloćudni tumor u kojega se izlječenje može očekivati kod otkrića bolesti u “početnom” stadiju bolesti. Tako npr. bolesnici stadija bolesti IA (pT ≤ 1 mm, bez ulceracije, N0M0) i IB (pT ≤ 1 mm s ulceracijom ili razina IV/V, N0M0) mogu očekivati petogodišnje preživljenje od 95%, odnosno od 90%1. Izlječenje u ranijim stadijima bolesti može osigurati odgovarajući kirurški zahvat. Osim što se postigne odstranjenje tumora, patohistološkom analizom odstranjenog materijala dobiju se i korisni podaci o radikalnosti zahvata te o veličini i proširenosti bolesti2. S porastom debljine primarnog tumora (pT ( 1 mm), nalazom ulceracije, nalazom zahvaćenosti regionalnih limfnih čvorova, nalazom recidiva ili metastaza smanjuje se vjerojatnost života bez relapsa bolesti, odnosno izlječenja. Npr., 5-godišnje preživljenje u pacijenta s melanomom debljine ( 4 mm, patološki negativnog nalaza u limfnim čvorovima (pN0) a u ovisnosti o postojanju ulceracije, je 75 do 53%. U bolesnika s melanomom zahvaćenim limfnim čvorovima, 5-godišnje preživljenje iznosi između 26 do 69% a što opet ovisi o broju zahvaćenih limfnih čvorova, da li je ta zahvaćenost mikroskopska i da li je primarni melanom bio ulceriran1.


Kako liječiti metastatski melanom ovisi zapravo u kliničkom iskustvu i tradiciji ustanove, općem stanju bolesnika, sijelu (sijelima) metastatske bolesti i slično. Problem u liječenju bolesnika s melanomom je relativna rezistentnost malignih stanica melanoma na postojeće citostatike, zračenje, imunoterapiju i druge lijekove ili terapijske postupke2-5. Zbog toga se kemoterapija u principu ne indicira u adjuvantnoj (preventivnoj) primjeni. Daje se kod metastatske bolesti a tada je bolest nažalost najčešće neizlječiva. Ako je kemoterapija djelotvorna zašto se ne daje u adjuvantnoj primjeni kod bolesnika “visokog” rizika relapsa? Dosadašnja iskustva s imunoterapijom upućuju da se klinički učinak može očekivati najčešće u adjuvantnoj primjeni2,5-7. Lijek izbora je izgleda rekombinantni interferon-alfa (rIFN-() primijenjen u tzv. visokodoznoj primjeni po shemi Kirkwooda i suradnika8. U toj studiji, u bolesnika stadija bolesti IIB i III (T4N0M0, T1-4N1M0) tretiranih s rIFN-(2b, a u odnosu na kontrolnu netretiranu skupinu bolesnika, dobivena je statistički značajna razlika i u preživljenju bez relapsa bolesti (RFS, engl. relapse-free survival) i u sveukupnom preživljenju (OS, engl. overall survival). Nedavno objavljena publikacija s rezultatima daljnjeg (produženog) praćenja bolesnika iz te studije kao i bolesnicima iz drugih kasnijih kliničkih studija upućuje na održanje statički značajne razlike u RFS dok se je značajnost u OS izgubila9. U bolesnika s metastatskom bolešću, slično kao i za kemoterapijsko liječenje, ne treba računati na “predvidivu” kliničku učinkovitost brojnih i/ili raznolikih imunoterapijskih postupaka2,5. 

Pregledom literature može se uočiti da postoje razna shvaćanja o imunoterapiji kao metodi liječenja10-15. Posljedično, postoje različiti oblici i pristupi imunoterapije koja se primjenjuje ili klinički testira. Stoga će se u nadolazećem tekstu prvo dati uvodni prikaz o imunoterapiji. Nakon toga dat će se rezultati kliničke adjuvantne primjene s rIFN-( te s vakcinom “Canvaxin”.

Osnove imunoterapije

Za imuni sustav, odnosno za imunološke reakcije zna se da pokazuju djelotvornost protiv razmjerno velikog broja raznih mikroorganizama kao i protiv transplanatata stranih organa i tkiva (alo- i ksenotransplantata). Imunološkom reakcijom protiv raznih mikroorganizama najčešće se postiže zaštita jedinki, a protiv transplantata njihovo odbacivanje. U tom kontekstu “imunološke zaštite” postoji želja da se ista proširi i protiv autolognih (vlastitih) tumora. Odatle ideja o pokretanju imunološke reakcije protiv tumora (imunoterapija) bilo s terapijskom namjerom (kod već postojećih tumora) ili s preventivnom namjerom (npr. u adjuvantnoj primjeni)10-15. Kako imunoterapija tumora obuhvaća razne metode liječenja, u literaturi se osim termina “imunoterapija”, može naići i na termine “biološke metode liječenja”, “bioterapija” i “terapija čimbenicima koji mijenjaju biološki odgovor” (prema engl. biological response modifier therapy).

Minimalni preduvjet za imunoterapijsko liječenje tumora je da tumorske stanice sadrže antigene preko kojih one mogu biti prepoznate kao organizmu strane10-14. Za očekivati je tada da se protiv tumorskih stanica može pokrenuti antitumorska imunološka reakcija usmjerena ka njihovom uništenju, odnosno može se očekivati klinički odgovor u smislu remisije bolesti i eventualnog izlječenja bolesnika. U tom razmatranju postoji još mnogo nepoznanica u svezi imunološkog odnosa tumor-domaćin10-15. Kako su u 90-tim godinama prošlog stoljeća barem na dijelu tumora definitivno utvrđeni i okarakterizirani ljudski tumorski antigeni16-18, jedna od dilema da li oni postoje ili ne je donekle razriješena. S druge strane, onkološki bolesnici po testovima procjene imunostanja, osim u eventualno terminalnoj fazi bolesti, imaju uglavnom zadovoljavajući opći imunostatus12-14. Pitanje je tada zašto u bolesnika “spontani” tumori rastu i šire se a bez izazivanja djelotvorne imunološke reakcije protiv sebe? Možda je to stoga što su ti tumori izmakli “imunološkom nadzoru” odnosno imunološkoj reakciji protiv sebe? Naime, eksperimentalni podaci i klinička opažanja upućuju da bi imunološki sustav mogao imati i fiziološku ulogu “imunološkog nadzora” u smislu uklanjanja aberantnih (tumorskih) stanica u organizmu. Posljedično, vide se oni “spontani” tumori koji su imunološki nadzor uspjeli izbjeći, dok oni tumori koji imunološku reakciju protiv sebe nisu uspjeli izbjeći zapravo su u domaćinima (našim tijelima) neprimjetno uništeni19,20. Također, postoje i podaci da u nosioca tumora (bolesnika) ne mora doći do aktivacije imunološkog sustava tumorskim antigenima i/ili se nema učinkovite izvršne imunosti12,15,21,22. 


Mogućnost kontrole rasta i uništenja tumorskih stanica od strane imunološkog sustava potvrdjuju brojni eksperimenti izvedeni in vivo na visokosrodnim pokusnim životinjama23,24. Oni su pokazali da se u eksperimentalnim visokosrodnim životinjama može izazvati zaštitna imunoreakcija (transplantacijska reakcija) protiv vlastitih tumora. Na tim eksperimentalnim modelima imunološkom reakcijom se može postići preventivna zaštita ili čak i izlječenja od uznapredovalih rastućih tumora. U tim pokusima iskušava se također i djelotvornost raznih imunizacijskih postupaka, primjerice tumorske stanice bez ili s raznim adjuvansima, uporaba genski nemodificiranih ili modificiranih tumorskih stanica, analizira se relativna važnost pojedine komponente imunološkog sustava i slično. Liječenje i/ili izlječenje eksperimentalnih životinja od njihovih tumora može se postići, primjerice, osim odgovarajućom aktivnom imunizacijom, i prijenosom antitumorski usmjerenih tkivnosnošljivih citotoksičnih limfocita ili imunih seruma (protutijela) ili uporabom raznih “tvari” s mogućnošću aktivacije imunosustava. Ove zadnje mogu biti citokini, imunostimulatorne molekule mikrobnog porijekla ili neke od bakterija s imunostimulatornim učinkom (npr. bacili Calmette-Guerin, BCG). U slučaju solidnih tumora, izgleda da optimalnu antitumorsku zaštitu omogućuju metode koje izazivaju stvaranje citotoksičnih T-limfocita (fenotipa CD8+). Imunost posredovana protutijelima je efikasna kod relativno manje tumorske mase i hematoloških neoplazmi15,22-24. Nadalje, protutijelima usmjerenim protiv receptora za faktore rasta ili molekula koje unutar stanica sudjeluju u molekularnim mehanizmima prijenosa aktivacijskih signala, može se također postići inhibicija stimulacije tumorskih stanica i njihovo ubijanje (tzv. “molekularno-ciljana terapija” i “pametni lijekovi”)25-27. U ovim slučajevima ne postiže se “klasično” imunološko ubijanje putem aktivacije molekula sustava komplementa ili putem nekih drugih imunoloških citotoksičnih molekula. Primjer takve potonje imunoterapije u ljudi je humanizirano monoklonsko antitijelo (mab) “Herceptin” (transtuzumab, anti-HER-2/neu mab), a upotrebljava se u liječenju bolesnica s rakom dojke s ekspresijom proteina HER-228. Eksperimentalni podaci također ukazuju da čak i kada je imunološka reakcija pokrenuta ona ne mora biti (apsolutno) djelotvorna. Tako, zbog mogućeg postojanja tumorskih stanica sa smanjenom ekspresijom ili neekspresijom nekih tumorskih antigena, a što je uvjetovano genskom heterogeničnošću tumorskih stanica, može doći, usprkos uspješne anti-tumorske reakcije protiv tumorskih stanica “divljeg fenotipa”, do preživljenja i množenja takvih dodatno mutiranih tumorskih stanica15,20-22. Nadalje, same tumorske stanice mogu lučiti i neke citokine koji mogu djelovati imunosupresivno. Također, tumorske stanice mogu biti anatomski smještene u područjima tijela s karakteristikama staničnog mikrookoliša koji nije optimalan za ulaz i zadržavanje imunih stanica15,20-22.


U svakodnevnoj kliničkoj praksi imunoterapija tumora još uvijek ne pokazuje djelotvornost koja se od nje očekuje, odnosno koja se postiže u raznim pokusima na eksperimentalnim životinjama i s njihovim (selekcioniranim) tumorima23,24. Prvi počeci imunoterapije tumora u ljudi vežu se za kraj 19-tog stoljeća uz rad američkog kirurga Williama Coley-a iz New Yorka koji je, nakon opažanja da infekcija u bolesnika s tumorom može negativno utjecati na rast tumora, namjerno injicirao u bolesnike s tumorima sa živim, ili kasnije, s ubijenim bakterijama i njihovim ekstraktima (tzv. Coleyev toksin)29. U dijelu bolesnika dolazilo je do regresije tumora i njihova izlječenja, ali su rezultati bili nepredvidivi, kako u smislu antitumorskog djelovanja tako i u smislu nuzpojava. S jedne strane zbog te nepredvidivosti djelovanja Coleyeva toksina, a druge strane zbog pravila aseptičnog rada u kirurgiji i razvitka radioterapije (a kasnije i zbog uvađanja kemoterapije) došlo je do napuštanja postupaka koji su težili da se u liječenju tumora iskoriste mehanizmi urođene i stečene imunosti. Ipak, ni tim drugi terapijski modaliteti ne garantiraju izlječenje onkoloških bolesnika. Na temelju sadašnjih spoznaja rezultati dr. Coley-a tumače se stvaranjem proupalnih čimbenika u domaćinu (bolesniku), primjerice inducira se u aktiviranim monocitima stvaranje čimbenika nekroze tumora-alfa (TNF-(; od engl. tumor necrosis factor-alpha)29. Klinička medicina takodjer opisuje bolesnike s melanomima i karcinomima bubrega u kojih je došlo do spontanih regresija tumora, najčešće metastaza nakon uklanjanja primarnog tumora30,31. Regresija tih tumora može se tumačiti i pojavom antitumorske imunološke reakcije u tih bolesnika. Također, nalaz limfocitne infiltracije tumora (melanoma) ukazuje na moguću “povoljniju” kliničku prognozu14,17,22. 


Rezultati imunoterapije u kliničkoj onkologiji su zapravo skromni. Izuzetak je učinkovitost intravezikalne primjene BCG-a u liječenju površnog karcinoma mokraćnog mjehura32. U liječenju (metastatskog) melanoma i karcinoma bubrega učinkovitost mogu pokazivati i rekombinantni citokini interleukin-2 (rIL-2) i interferon-alfa (rIFN-()14,15,17. Tako se primjerice, u cca 5 do 10% bolesnika s metastatskim melanomom i metastatskim rakom bubrega i koji primaju visokodozni rIL-2 može postići dugotrajni kompletni odgovor, odnosno vjerojatno i izlječenje14,15,17,33. Te su brojke više od postotka bolesnika sa spontanom regresijom melanoma ili metastatskog karcinoma bubrega nakon odstranjenja primarnog tumora, a što se katkada može desiti u nekih bolesnika. Postoje i primjeri uspješnog liječenja bolesnika s melanomom ili rakom bubrega s limfocitima aktiviranim s rIL-2 (stanice LAK, od engl. lymphokine activated killer cells) i s tumor infiltrirajućim limfocitima (stanice TIL, od engl. tumor infiltrating lymphocytes) ali opet uz dodatak visokodoznog rIL-214,15,17. Učinkovitost mab transtuzumab je već spomenuta28. Nadalje, obećavajuća je i djelotvornost mab “Panorex” (edrecolomab ili 17-1A; anti-Ep-CAM mab) u adjuvantnoj primjeni, odnosno u liječenju minimalno rezidualne bolesti kod lokalno proširenog kolorektalnog karcinoma stadija bolesti “Dukes C” 34,35. Kod hematoloških neoplazmi u kliničkoj je uporabi mab “Rituxan” (rituximab, anti-CD20 mab)36.

S praktičnog kliničkog stanovišta, širu primjenu treba očekivati za one “imunomodulatore” koji se mogu ili će se moći jednostavno aplicirati (pakirani u kapsulama i/ili ampulama s mogućnošću enteralne ili parenteralne aplikacije), a manju za one postupke koji zahtijevaju ekstenzivne kultivacije stanica imunološkog sustava i/ili tumorskih stanica in vitro, kao i upošljavanje specifičnog dodatnog osoblja (npr. biologa, molekularnih biologa) i nabavu dodatne laboratorijske opreme. Takvi “složeni” imunoterapijski postupci se najčešće uspiju provoditi u selekcioniranim ustanovama ili bolnicama, npr. u nacionalnim institutima za tumore ili u vrhunskim kliničkim bolnicama s tradicijom za takve tehnološke postupke (možda tek u nekoliko desetaka ustanova u svijetu). Primjerice, Dudley i suradnici opisuju metodu adoptivnog prijenosa autolognih antimelanomskih T-limfocita u 13 bolesnika s metastatskim melanomom u progresiji nakon prethodnih liječenja37,38. Novost u tom pristupu je da se primaoci prije unosa autolognih antimelanomskih T-limfocita podvrgnu još i nemijeloablativnom kondicioniranju. Iz opisa metode vidljivo je da im za početni uspješni uzgoj antimelanomskih T-limfocita iz ekscidiranih metastaza (dosezanje broja T-limfocita od 5x107) potrebno oko 3 do 6 tjedana vremena. Nakon toga slijedi daljnja ekspanzija tih stanica, priprema bolesnika za  nemijeloablativno kondicioniranje, itd. Farmakološka je industrija sklonija i orijentirana na izradu gotovih pripravaka (npr. mab, rekobinantni citokini, druge molekule) koji se mogu primijeniti na većem broju bolesnika po mogućnosti i putem dnevnih bolnica. Primjer takve potonje strategije su gore navedena mab, rekombinatni citokini i u novije vrijeme “pametni lijekovi”2,3,17,27,33,34,36,. 


Iako su rezultati u kliničkoj onkologiji još uvijek vrlo skromni, napredak u imunoterapiji tumora treba očekivati, odnosno ne treba odustati od daljnjih istraživanja i kliničkih testiranja. Tako je, kako je to napomenuto, u zadnjem desetljeću prošlog stoljeća, došlo i do izolacije i molekularne karakterizacije ljudskih tumorskih antigena koje prepoznaju citotoksični T-limfociti (fenotipa CD8+)14,16,17,22. Ti su tumorski antigeni prvo opisani u melanoma, a razlog je, u odnosu na druge neoplazme, u relativnoj jednostavnosti i uspješnosti uzgoja melanomskih tumorskih stanica in vitro. Prvo je in vitro pokazano da uzgojene tumorske stanice, u kokultivaciji s autolognim mononuklearnim stanicama iz periferne krvi bolesnika, mogu potaknuti stimulaciju autolognih limfocita i dovesti do stvaranja citotoksičnih T-limfocita. Indirektno je to bio i dokaz za antigeničnost melanomskih tumorskih stanica. Dalje je slijedio “genski pristup” u smislu stvaranja tzv. “genskih knjižnica” iz tumorskih stanica i prijenosa tih knjižnica u druge netumorske stanice s provjerom ekspresije potencijalnih tumorskih antigena na tim stanicama. U očitovanju eventualne ekspresije tumorskih antigena upotrijebljeni su ranije in vitro uzgojeni citotoksični T-limfociti. U slučaju pozitivne reakcije slijedila je analiza upotrijebljene genske knjižice, odnosno metode molekularne biologije mogu dovesti do izolacija gena koji odredjuju tumorske antigene. Znajući strukturu gena zna se odmah i primarna struktura molekule (antigena) koju ti geni određuju. Takav, ali i neki drugi pristupi, primjerice “biokemijski pristup” s analizom antigena u formi peptida, a nakon njihovog razdvajanja od molekula glavnog kompleksa tkivne snošljivosti (GKTS) koje ih predočuju T-limfocitima39, omogućili su molekularnu karakterizaciju tumorskih antigena13,14,16,17,22. Postoji i serološka metoda identifikacije tumorskih antigena (metoda SEREX od engl. serological analysis of recombinant tumor cDNA expression libraries with autologous serum)18. Metodom SEREX se u dijelu bolesnika s tumorima mogu dokazati auto-antitijela protiv vlastitih tumora (spontana anti-tumorska imunost). U kombinaciji s metodama molekularne biologije mogu se tada također izolirati geni za tumorske antigene, odnosno indirektno se može zaključiti o strukturi antigena. Nazočnost tih spontanih “auto-antitijela” protiv tumorskih stanica može upućivati s jedne strane na aktivnu anti-tumorsku reakciju. S druge strane, ukoliko postoji korelacija između razine protutijela i veličine tumora to može biti “prateća” (zakašnjela) reakcija imunološkog sustava na porast tumorske mase (porast antigena)21.

Tumorski antigeni, odnosno geni koji ih određuju, mogu se prema relativnoj specifičnosti ekspresije za tumorske stanice i porijeklu podijeliti u pet osnovnih skupina: jedinstveni tumorsko-specifični antigeni (antigeni mutiranih gena, uključujući onkogene, tumor-supresorske gene i kimerične onkogene), zajednički tumorsko-specifični antigeni (prvenstveno izraženi na histološki raznim tumorima), diferencijacijski ili histogenetski antigeni (prisutni i na normalnim stanicama istog histogenetskog porijekla), prejako izraženi i/ili ubikvitarni antigeni i virusni antigeni14,22,40.


Tumorski antigeni, a koje prepoznaju citotoksični T-limfociti na drugim (autolognim) ciljnim stanicama, veličine su oko 8 do 10 aminokiselina (peptidi)11,13,14,21,22. Citotoksični T-limfociti prepoznaju ih na staničnoj membrani drugih (tumorskih) stanica i to u asocijaciji s molekulama 1. razreda glavnog kompleksa tkivne snošljivosti (GKTS, u ljudi molekule sustava HLA). Zapravo, molekule GKTS ih predočuju ili prezentiraju limfocitima. Veza izmedju molekula GKTS i antigena u formi peptida je nekovalentna.  Peptidi-antigeni nastaju “fiziološkom” razgradnjom staničnih proteina na manje polipeptide u citoplazmi stanica. Odatle se transportiraju u endoplazmatski retikulum gdje asociraju s molekulama 1. razreda GKTS i zajedno dolaze na staničnu površinu41-44. U praksi postoje i klinička testiranja stadija 1 i 2 s ciljem imunizacije bolesnika s nekima od izoliranih antigena-peptida. Kako u prijenosu peptida nakon njihove intracitoplazmatske razgradnje pa do endoplazmatskog retukuluma učestvuju i molekule toplinskog šoka (engl. heat-shock proteins), postoje i kliničke studije “imunizacije” bolesnika s melanom (a i s drugim tumorima) i s tim molekulama koje su kompleks “nosača” i antigena u formi peptida45-47.


Bez obzira na nezadovoljavajuće stanje u svezi djelotvornosti imunoterapije, postoji kontinuirana akumulacija važnih spoznaja koje se odnose na interakcije izmedju stanica imunološkog sustava i tumorskih stanica. Dobar dio sadašnjih istraživanja u tumorskoj imunologiji usmjeren je prema ulozi tzv. dendritičkih stanica48-50. Te stanice također pripadaju imunološkom sustavu. Fiziološka im je uloga u prezentaciji antigena limfocitima, a kroz tu prezentaciju i u aktivaciji limfocita. Preko dendritičkih stanica (profesionalne antigen-prezentirajuće stanice) kreće zapravo aktivacija imunosustava. U te se stanice sada polaže razmjerno velika nada48,49. U kojoj su mjeri te stanice objektivno važne u pokretanju antitumorske imunosti, vrijeme, odnosno rezultati pokusa će to pokazati. Kako su te stanice sada predmet brojnih istraživanja smatramo da je važno rekapitulirati nedavna otkrića u svezi njihove uloge u pokretanju djelotvorne antitumorske imunoreakcije. Nadalje, publicirani su i rezultati kliničkog testiranja uporabe dendritičkih stanica i odgovarajućih antigena u liječenju bolesnika s melanomom50. Postoje i studije s uporabom “hibrida” koji se sastoje od dendritičkih stanica fuzioniranih s tumorskim stanicama51.


Izvršne stanice specifične imunoreakcije su limfociti ili njihovi produkti (protutijela, razni citokini). U slučaju stanične imunosti zaštita organizma posredovana je prvenstveno citotoksičnim T-limfocitima, dok u slučaju humoralne imunosti zaštitu osiguravaju prvenstveno protutijela koja sintetiziraju plazma-stanice, a koje nastaju diferencijacijom B-limfocita. Osim efektorne zadaće, limfociti vrše i regulacijsku zadaću; skupina tzv. pomoćničkih T-limfocita (fenotipa CD4+). Imunoreakcija je u smislu prepoznavanja antigena specifična, a zbog “imunološkog pamćenja”, brzo i lako se obnavlja pri ponovnom susretu s istim antigenima. Usmjerena je prema, odnosno omogućuje eliminaciju stranih makromolekula, mikroorganizama i stranih stanica (stanice alotransplantata). Trebala bi osigurati trajnu zaštitu organizmu. Stanična je imunost preko citotoksičnih T-limfocita i NK stanice obično vrlo djelotvorna, odnosno odgovorna za odbacivanje alotransplantata. Eksperimentalno se pokazuje i vrlo djelotvorna u razaranju i maligno alteriranih vlastitih stanica. Specifičnost imunoreakcije osiguravaju klonalno rasporedjeni antigen-specifični receptori (protutijela u B-limfocita i analogne antigen-receptorske molekule u T-limfocita). Imunološki je sustav obično tolerantan prema vlastitim molekulama i stanicama (ne reagira na vlastito; tumorske su stanice također vlastite). Razlikovanje vlastitog od tuđeg je stečeni proces koji se odvija tijekom sazrijevanja imunološkog sustava. Takodjer, ovisi dijelom i o načinu “prezentacije” antigena limfocitima. Pokretanje, trajanje, usmjerenje i intenzitet imunoreakcije, bez obzira da li se radi o staničnoj ili humoralnoj imunosti određuju aktivirani pomoćnički T-limfociti41-44. U zadnje vrijeme spominju se i T-limfociti fenotipa CD4+CD25+ s ulogom pokretanja tolerancije na antigene uključujući i na tumorske antigene52.


Istraživanja ukazuju da pokretanje imunoreakcije, odnosno aktivacija ili neaktivacija pomoćničkih, ali i citotoksičnih T-limfocita ovisi o načinu (kontekstu) prezentiranja antigena njima. Kao prvo, oni antigen (zapravo polipeptidni fragment) prepoznaju prezentiran u sklopu molekula GKTS na staničnoj membrani drugih stanica. Do aktivacije T-limfocita dolazi ako uz prezentirani antigen na stanicama koje prezentiraju antigen postoje i tzv. “kostimulacijske molekule” (primjerice molekula B7). One daju tzv. “drugi signal” limfocitima tijekom njihovog prepoznavanja antigena kroz antigen-specifični receptor. Bez tog drugog signala, izgleda da nema fiziološke aktivacije limfocita. Samo neke stanice imaju kostimulacijske molekule i one pripadaju imunološkom sustavu. Te stanice po fiziološkoj funkciji prezentiraju antigene (“profesionalne” antigen prezentirajuće stanice). Nadalje, ekspresija kostimulacijskih molekula ne mora biti stalna, već može ovisiti o postojanju upalnih citokina u staničnom mikrookolišu. Oni se primjerice oslobadjaju tijekom upala (mikrobne infekcije, adjuvansi kod cjepiva) ili nekroze. Ukoliko pomoćnički limfociti susretnu antigen na drugim stanicama bez kostimulacijskih molekula i/ili bez upalnih limfokina, imunoreakcija se neće razviti. Smatra se da je jedan od mehanizama koji omogućuje toleranciju imunosustava prema vlastitim stanicama i molekulama, neimanje kostimulacijskih molekula na raznim normalnim vlastitim stanicama11,14,15,21,22,41-44.


Tumorske stanice su u pogledu imunogeničnosti i ekspresije kostimulacijskih molekula slične vlastitim stanicama (nema se “autoimunosti”). Najčešće su slabo imunogenične. Takodjer, najčešće nemaju ni kostimulacijskih molekula. Poznato je primjerice da cjepiva sastavljena samo od tumorskih stanica (umrtvljenih ili ubijenih) najčešće nisu djelotvorna u izazivanju anti-tumorske imunosti. Nedjelotvornost (neimunogeničnost) cjepiva od tumorskih stanica mogla bi prema tome biti uzrokovana i manjkom kostimulacijskih molekula na njima. Nadalje, i broj “tumorsko-specifičnih” antigena izraženih po tumorskim stanicama može biti relativno prenizak za izazivanje stimulacije limfocita. U eksperimentima na pokusnim životinjama slaboj imunogeničnosti tumorskih stanica, a sa ciljem aktivacije imunosustava, može se doskočiti dodavanjem adjuvansa i/ili raznih citokina. S druge strane, za imunizaciju onkoloških bolesnika nema se izgleda zadovoljavajućih adjuvansa za humanu medicinu, kako u smislu terapijskog učinka tako u smislu nuspojava. Postoje i terapijski pristupi unašanja gena za razne citokine ili neke druge molekule (druge antigene) u tumorske stanice (najčešće nakon njihovog prethodnog uzgoja in vitro) a sa namjerom povišenja njihove imunogeničnosti. U kliničkim pokusima tako modificirane i ubijene autologne tumorske stanice vraćaju se u bolesnike. Povrh svega, tumorske stanice mogu još lučiti i citokine s imunosupresivnim djelovanjem (primjerice transformirajući činitelj rasta-beta1, TGF-(1, od engl. transforming growth factor- beta1)11,14,15,21,22.


U sklopu gore spomenutih razmatranja i opažanja, nastoji se ispitati da li imunoreakciju protiv tumorskih stanica može pokrenuti prezentacija njihovih antigena na stanicama koje imaju fiziološku ulogu predočenja antigena (pomoćničkim) limfocitima T. Takvu profesionalnu ulogu u smislu prezentacije antigena imaju dendritičke stanice48,49.U odnosu na druge dvije skupine antigen-prezentirajućih stanica (B-limfocite i monocite/makrofage), dendritične su stanice najosposobljenije za tu funkciju. Jedan od razloga je u tome što imaju kvantitativno više izraženih molekula GKTS kao i više kostimulacijskih molekula B7. Većina dendritičnih stanica potjeće iz mijeloičnih ili limfatičkih stanica-matica koštane srži i vjerojatno sazrijevaju vlastitim neovisnim putem. Mogu se uzgojiti in vitro iz atherentnih mononuklearnih stanica periferne krvi ako se kulturi dodaju citokini granulocitno-monocitni činitelj stimulacije kolonija (GM-CSF, od engl. granulocyte monocyte-colony stimulating factor) i interleukin-4 (IL-4)48,49,50.


Imunoterapijski pristupi u liječenju onkoloških bolesnika su zapravo brojni. Razlog je, objektivno gledano, razmjerno slaba terapijska (klinička) učinkovitost. Na temelju ranije rečenog, racionalna osnova za imunoterapiju tumora postoji. U smislu ilustracije brojnosti kliničkih studija (najčešće faze 1 ili 2), revijalni rad o imunoterapiji tumora autora Ribasa i suradnika iz 2003. godine13 sadrži tablicu koja nabraja kliničke pokuse vakcinacije i ona se proteže na četiri stranice. Kod razmatranja imunoterapije dosadašnje iskustvo govori da se bolji rezultati mogu očekivati u kliničkim situacijama s minimalnom tumorskom bolešću (npr. u adjuvantnoj primjeni). Manja se uspješnost može očekivati u situacijama postojanja opsežne tumorske diseminacije i još k tome u bolesnika “pretretiranih” s kemoterapijom i radioterapijom, tj. s terapijskim modalitetima koji su i imunosupresivni. Nažalost, kliničke se studije najčešće mogu započeti tek u takvih bolesnika, a što je zasigurno jedan od razloga slabe učinkovitosti testiranih pripravaka. Nadalje, u razmatranju i planiranju imunizacije na neki antigen (tumor), s praktične strane racionalno je da se za imunizaciju bolesnika upotrijebe oni antigeni koji su česti u tumora, odnosno zajednički za više tumora. Time se pojednostavljuje izrada, a također skraćuje se i vrijeme potrebno za izradu pripravka. U imunizacijama s antigenima-peptidima, a koje limfociti prepoznaju na molekulama GKTS na drugim stanicama, isto je tako racionalno da se za imunoterapiju nađu ili odrede oni polipeptidi koji imaju afinitet za populacijski česte molekule GKTS. Alel HLA-A0201 najčešći je u općoj populaciji, određuje molekulu HLA-A2, koja se nalazi u otprilike 50% osoba bijele rase. Stoga su peptidi s afinitetom za asocijaciju s molekulom HLA-A2 interesantni u planiranju imunizacijskih protokola onkoloških bolesnika. Isto tako, kod razmatranja uporabe vakcina od tumorskih stanica ili njihovih lizata lakše je vjerojatno planirati i izvađati one studije u kojima se ide na uporabu alogeničnih tumorskih stanica (uzgojene in vitro). Naime, najčešće se za imunizaciju s autolognim tumorskim stanicama one ne uspiju dobiti (ili u vremenski kratkom roku uzgojiti) u optimalnom broju iz metastaza koje se mogu kirurški ukloniti11,14,15,21,22.  

Primjeri imunoterapije u kliničkom liječenju


Iako je na temelju gore navednog jasno da postoje brojni razni pristupi imunoterapije melanoma kao i drugih tumora, učinci imunoterapije u kliničkoj praksi su najčešće nezadovoljavajući13-15,21,22. Postoje anekdotalna izvješća o pacijentima koji su dobro reagirali na pojedinu vrstu ili tip terapije što možda prije upućuje na nepoznavanje prediktivnih faktora. Nadalje, kliničko iskustvo s melanomom kao i nekim drugim tipovima tumora (npr. rak dojke) upućuje da klinički tijek bolesti u pojedinih bolesnika može biti „nepredvidiv“ u smislu trajanja remisije i trajanja života bolesnika kod pojave metastatske bolesti. Ta heterogeničnost u biološkim karakteristima tumora, odnosno različitost u tijeku bolesti kod skupina bolesnika s tumorima istog stadija bolesti dodatno otežava objektivnu procjenu učinkovitosti pojedinih vrsta terapije (čak i kod randomiziranih kliničkih studija faze III). Npr., nije rijetkost da „ponavljane“ randomizirane kliničke studije ne daju iste rezultate. Nadalje, od razmjerno češće testiranih i/ili upotrebljavanih agensa u imunoterapiji melanoma može se reći su BCG, levamisol, interferon-gama (IFN-(), retinoidi, dakarbazin i megestrol acetat razmjerno slabo djelotvorni ili su nedjelotvorni u liječenju melanoma5. Kao što je već u uvodu napomenuto o rIFN-(2 postoje relativno brojne kvalitetne publikacije tako da se može procijeniti njihova učinkovitost u adjuvantnoj primjeni3,9,53-56. Moguće je da je i vakcina Canvaxin (Morton DL) u adjuvantnoj primjeni u dijelu bolesnika klinički djelotvorna6,57. 

Bacili Calmette-Guerin (BCG)

BCG se može davati sam ili  kombinaciji s nekim drugim agensom (kao adjuvans) a u obje varijante s namjerom „pozitivne“ imunomodulacije. BCG kao vakcina u uporabi je već nekoliko desetljeća i postoje izvješća o njegovoj učinkovitosti, npr. kod direktne intratumorske ili kod peritumorske aplikacije. S druge srane, većina kontroliranih kliničkih studija ne podupire uporabu BCG-a u bolesnika s melanomom jer nisu postignuti trajniji klinički učinci5,58.  Npr. i rezultati nedavno publicirane randomizirane studije Agarwala i suradnika (ožujak 2004. god.)58 ukazuju da je BCG bez učinka u adjuvantnoj (postoperativnoj) primjeni u melanoma stadija bolesti I do III. U toj je studiji primjena BCG-a provedena u vremenu od 1974. do 1978. godine. Studija je imala dvije kohorte bolesnika, odnosno četiri skupine bolesnika (sveukupno 734). U prvoj je kohorti uspoređena adjuvantno netretirana skupina bolesnika sa skupinom bolesnika koji su adjuvantno primili bacil BCG. Između te dvije skupine nisu nađene razlike u vremenu bez relapsa (engl. disease-free survival) i u vremenu preživljavanja (overal survival). Druga kohorta je sadržavala bolesnike adjuvantno liječene s bacilom BCG-om i one koji su uz BCG dobili i citostatik dakarbazin. Dodavanjem dakarbazina također se nije dobila razlika u vremenu bez relapsa i u vremenu preživljavanja. 

Adjuvantni IFN-(

Interferoni su skupina citokina s raznim imunomodulatornim efektima. Postoji više njihovih podjela, npr. na IFN-(, IFN-( i IFN-(. Od njih antitumorsku aktivnost protiv melanoma pokazuje IFN-(. Točan mehanizam djelovanja nije određen. Zna se da IFN-( djeluje antiproliferativno, povisuje aktivnost prirođeno ubilačkih limfocita (NK cells, od engl. natural killer cells), djeluje antiangiogenetski i povisuje ekspresije molekula 1. razreda GKTS (učinkovitija prezetacija antigena)2,5,59. U Republici Hrvatskoj IFN-( nije na listi lijekova Hrvatskog zavoda za zdravstveno osiguranje (HZZO-a) za liječenje melanoma.

Pregledom literature može se naići na više shema u smislu ordiniranih doza, primjene (intravenska i potkožna), tjednog vremenskog ordiniranja (tri do pet puta tjedno) i vremena trajanja liječenja (najčešće minimalno godinu dana, odnosno do relapsa/progresije bolesti) 3,9,53-56. Literatura upućuje da se vjerojatno nema učinka u liječenju bolesnika s metastatskom bolešću već samo u adjuvantnoj primjeni i to u bolesnika u riziku od relapsa bolesti (pT4pN0M0, pT1-4N1M0, ulcerirani tumori; stadiji bolesti IIB i III) 3,9,53-56. Postoje i primjeri “politerapije”, najčešće kod metastatske bolesti, gdje se IFN-( može kombinirati s rIL-2 i s citostaticima (biokemoterapija)60,61.


Promatrajući učinkovitost IFN-( moguće je da je ona uvjetovana i dozom koja se ordinira. Na to upućuju rezultati u uvodnom dijelu napomenute kliničke studije Kirkwooda i suradnika8 (klinička studija ECOG, E1684), a u usporedbi sa studijama gdje su bile ordinirane niže doze IFN-(9,53-56. U studiji “E1684” bilo je uključeno sveukupno 287 bolesnika8. Jedna skupina bolesnika je u adjuvantnoj primjeni dobijala IFN-(2b (Intron-A®), a drugi su bili kontrolna (netretirana) skupina (randomizirana klinička studija faze III). Bolesnici koji su bili uključeni imali su tzv. melanom “visokog rizika relapsa” (T4N0M0, T1-4N1M0). Tretman s IFN-( sadržavao je tzv. indukcijsku dozu (i.v. ordiniranje IFN-( u dozi od 20x106 IJ / m2 / tjedno kroz 5 radnih dana / 4 tjedna) i dozu održavanja (s.c. ordiniranje IFN-( u dozi od 10x106 IJ / m2 / tjedno 3 puta (svaki drugi radni dan) / 48 tjedana) (Slika 1). U toj studiji, bolesnici su bili regrutirani u vremenu između 1984. i 1990. godine, a rezultati studije objavljeni su 1996. godine (medijan praćenja 6,9 godine, raspon 0,6 do 9,6 godina). Bolesnici koji su primali IFN-( u odnosu na kontrolnu skupinu imali su statistički značajno više RFS (petogodišnji, 37% nasuprot 26%) i OS (petogodišnji, 47% nasuprot 36%)8. Na temelju toga Američka agencija za lijekove (U.S. Food and Drug Administration (FDA)) odobrila je  primjenu IFN-( u postkirurškoj adjuvantnoj primjeni u bolesnika visokog rizika (T4N0M0, T1-4N1M0); odobrenje ne znači i obaveznu (standardnu) primjenu. Primjenu IFN-( ograničavaju uspojave koje naročito mogu biti izražene kod te “visokodozne” primjene / sheme. Najčešće nuspojave su: smetnje u smislu simptoma “gripe” (klonulost, temperatura, glavobolja, mialgije), anoreksija, depresija, porast jetrenih enzima u krvi. Te su smetnje kontrolabilne (podnošljive) sa smanjem doze IFN-( ili privremenim prekidom ordiniranja IFN-(62.  

Kasnije je bilo još nekoliko kliničkih studija od strane Kirkwooda i suradnika gdje je testirana, odnosno upoređivana ta tzv. “visokodozna”  (doze od 20x106 IJ / m2 ) primjena IFN-( s drugim metodama liječenja:

- studija “E1690” (faza III, visokodozni IFN-(2b u usporedbi sa skupinom koja prima IFN-(2b u dozi od 3x106 IJ s.c (tzv. “niskodozni” IFN-() / 3 puta tjedno / dvije godine) i s kontrolnom skupinom. Bolesnici koji su primali visokodozni IFN-(2b imali su statistički značajnu razliku u RFS ali ne i u OS63.

- studija “E1694” (faza III, visokodozni IFN-(2b u usporedbi sa skupinom koja prima vakcinu GMK (gangliozid GM2 + “keyhole limpet” hemocianin)). U toj studiji RFS i OS je bio statistički značajno bolji u skupini s visokodoznim IFN-(2b64.

- studija “E2696” (faza II, visokodozni IFN-(2b konkomitantno ili sekvencijski s vakcinom GMK u usporedbi sa skupinom koja prima samo vakcinu GMK). Statistički značajno bolji RFS je nađen u bolesnika koji su primali visokodozni  IFN-(2b s vakcinom GMK9,65.


Sveukupni broj bolesnika u tim studijama bio je 1912, a podaci reanalizirane obrade publicirani su u travnju 20049. Potvrđeno je da bolesnici koji su primali adjuvantno visokodozni IFN-( imaju statistički značajno bolji RFS. U tom produženom praćenju bolesnika, u sveukupnom preživljenu (OS) nije postignuta (održana) statistički značajna razlika. Statistički značajna razlika u OS nije se održala niti u studiji “E1684” a uzrok tome je možda dob (staračka populacija) praćenih bolesnika i njihovo posljedično umiranje zbog starosti (medijan praćenja 12,6 godina, medijan životne dobi ( 60 godina)9.  

Bez obzira na taj “gubitak” statističke značajnosti u OS-u visokodozni IFN-( zasigurno pokazuje u adjuvantnoj primjeni djelotvornost u svezi RFS; konzistentno poboljšanje od otprilike 10%5,9. U svezi mogućih tumačenja zašto postoji nekonzistentnost u OS čitatelji mogu dobiti više podataka u literaturi66-68. Primjerice, interpetaciju rezultata zasigurno otežava uključivanje bolesnika iz kontrolne skupine kod pojave relapsa na terapiju s rIFN-(.


Osim „visokodozne“terapije s rIFN-( postoji i više studija s primjenom rIFN-( u dozama od 3 milijuna jedinica (s.c. primjena, tzv. „niske doze“) (tablica 1)69-73. Tim tzv. „niskim“ dozama IFN-( željele su se izbjeći kako uspojave liječenja tako i postići smanjenje troškova liječenja. U tablici 1 je sažet prikaz tih kliničkih randomiziranih studija. Najčešće samo dvije skupine bolesnika: skupina koja u adjuvantnoj primjeni prima rIFN-(  a u usporedbi sa skupinom bez adjuvantne primjene rIFN-(. Prema rezulatima publiciranih studija, a u usporedbi s kontrolnim skupinama, ne nalazi se statistički značajna razlika u OS-u, eventualno učinak na preživljenje bez bolesti (RFS). Eventualna iznimka u uspješnosti kliničkih studija s tzv. “niskodoznim adjuvantim IFN-( je možda njemačka studija koja je u tijeku (DeCOG, Dermatologic Cooperative Oncology Group) i koju je prezentirao dr. Claus Garbe (oralna prezentacija, dermatolog iz Tübingena) na “5-oj međunarodnoj konferenciji o adjuvantnom liječenju malignog melanoma” u Ateni, Grčka (18.-20.3.2004.).

…………………………………………..

Tablica 1. Primjeri studija s ordiniranjem tzv. niskih doza IFN-( (3x106 IU s.c.)

	Studija
	broj pacijenata
	DFS*
	OS**

	WHO; Cascineli i sur., Lancet 1994; 345:913-469.
	444
	NS ***
	NS

	French Cooperative group; Grob i sur., Lancet 1998; 351:1905-1070.
	490
	p=0.035
	NS

	Austrian Intergroup Trial; Pehamberger i sur., JCO 1998; 16: 1425-971.
	311
	P=0.02
	NS

	ECOG 1690; Kirkwood i sur., JCO 2000; 18:2444-5863.
	642
	NS
	NS

	Scottish Melanoma Group; Cameron i sur., BrJCa 2001; 84:1146-972.
	 95
	NS
	NS

	UKCCCR ; Hancock i sur., JCO 2004; 22:53-6173.
	674
	NS
	NS


* DFS (engl. disease free survival), preživljenje bez bolesti 

**OS (engl. overall survival), ukupno preživljenje

*** NS, nije statistički signifikantno

……………………………………….


Kao mogući kompromis između tzv. “visokodoznog” i “niskodoznog” IFN-( u adjuvantnoj primjeni postoje testiranja i s tzv. srednjim dozama (“srednjedozni IFN-(). Kod takvog pristupa želi se povišenjem doze a u odnosu na “niskodozno” liječenje  poboljšati antitumorski učinak rIFN-(. S druge strane, kako su doze u usporedbi s visokodoznim IFN-( niže, nuspojave bi isto tako trebale biti rjeđe i blaže. U tijeku su dvije studije: EORTC 18952 (EORTC od engl. European Organization for Research and Treatment of Cancer)74 i od “Scandinavian Melanoma Cooperative Group”3,5. Obje u svojim terapijskim shemama imaju s.c. aplikaciju IFN-( u dozi od 10x106 IJ kroz jednu do dvije godine. Kontrolne skupine su im netretirani bolesnici. Regrutiranje bolesnika u EORTC studiju je završeno (1418 bolesnika). U vrijeme ovog pisanja, rezultati tih studija nisu još bili publicirani.

Vakcina Canvaxin (CancerVax)

Vakcina Canvaxin (CancerVax) je alogenična vakcina i sada je u fazi III kliničkog testiranja. Upotrebljana je inicijalno u bolnici “John Wayne Cancer Institute” (JWCI), Santa Monica, Kalifornija, SAD. Osnovu te vakcine čini mješavina od tri melanomske stanične linije i davana je s.c. barem kroz dvije godine (sa ili bez BCG-a). U vremenu od 1984. do 1998. godine aplicirana je u 935 bolesnika s melanomom s metastazama u regionalnim limfnim čvorovima i koji su imali kompletnu kiruršku resekciju regionalnih metastatskih limfnih čvorova (stadij bolesti III). Bolnica JWCI inače ima kompjutorsku datoteku o svojim melanomskim bolesnicima (od 1971 god. ima se 10583 bolesnika). Za potrebe retrospektivne analize u datoteci je za usporedbu s vakciniranim bolesnicima pronađeno 1667 komparabilnih bolesnika. Usporedni rezultati ukazuju (retrospektivna studija, faza II) da je u vakciniranoj skupini (n=935) petogodišnje preživljenje 49% (medijan 56,4 mjeseca) a u kontrolnoj skupini petogodišnje preživljenje 37% (medijan 31,9 mjeseci). Ta je razlika statistički značajna (P=0,0001). Prema autorima te studije nuspojave su razmjerno rijetke i blage. Na temelju takvih rezultata u tijeku je prospektivna randomizirana studija u adjuvantnoj primjeni u bolesnika stadija bolesti III (studija faze III). Studija se sastoji od dvije grupe bolesnika: skupina bolesnika koja prima vakcinu “Canvaxin” + BCG i od skupine bolesnika koja prima samo BCG6,57. 

Zaključak


Pregledom literature može se uočiti da postoje brojne kliničke studije imunoterapije melanoma. Kako je nemoguće navesti te razne i brojne kliničke studije, kroz jedan uvodni prikaz dan je presjek imunoterapijskih postupaka, odnosno imunoterapijskih studija. Kako rIFN-( u visokodoznoj primjeni pokazuje reproducibilnu učinkovitost u adjuvantnoj primjeni na DFS dan je prikaz tih rezultata. Od vakcina, dan je prikaz vakcine “Canvaxin”. Zasigurno su se s više detalja mogle prikazati i kliničke studije s nekim drugim imunološkim agensima i/ili vakcinama ali kako one najčešće sadrže tek nekoliko desetaka bolesnika teško je procijeniti kliničku značajnost tih rezultata.
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Slika 1. Primjer potkožnog davanja interferona-α. 1a. Aplikacija pacijentu putem „pen“-aplikatora. 1b. Slika „pen“-aplikatora.
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