CEPIVA PROTI RAKU DOJK: IZZIVI'IN
PREBOJI TER ZASNOVA SLOVENSKE
RAZISKAVE

Povzetek

Imunoterapija je pri raku dojk stopila pod soj zarometov po odkritju
napovedne vrednosti limfocitov, ki infiltrirajo tumor, in dokazane
ucinkovitosti zaviralcev imunskih nadzornih to€k. Tumorska cepiva so
obetavno podroc&je imunoterapije raka dojk. Delujejo tako, da spodbudijo
imunski sistem bolnika k prepoznavanju in unicenju rakavih celic. Pri
raku dojk so v klini¢nih raziskavah v uporabi: peptidna cepiva, cepiva na
osnovi beljakovin, cepiva na osnovi ogljikovih hidratov, cepiva na osnovi
nukleinskih kislin, cepiva iz tumorskih celic, cepiva na osnovi dendriti¢nih
celic in dendritiCne celice, zlite s tumorjem. Cepiva proti raku so v skoraj
vseh kliniénih raziskavah pokazala obetavne rezultate glede varnosti,
vendar pa ne pomembnega izboljSanja izhodov bolezni. K temu je lahko
prispevalo veC dejavnikov: heterogenost preiskovane populacije
bolnikov glede na obseg bolezni in glede na podtip, presku3anje
predvsem pri bolnikih z mo¢no napredovalo boleznijo in majhno Stevilo
vklju€enih bolnikov.

V pripravi je slovenska raziskavi faze Il, v katero bomo vkljugili bolnike s
trojno negativnim rakom dojk stadijev Il in Ill, pri katerih po standardni
neoadjuvantni kemo-imunoterapiji ne bomo dosegli popolnega
odgovora. Iz ostanka tumorja bomo odvzeli avtologne tumorske celice,
ki bodo obsevane in z elektrofuzijo zdruZzene z dendritiCnimi celicami.
Tako bo pridobljeno cepivo — imunohibridom, s katerim bodo cepljene
bolnice po zaklju€eni dopolnilni kemoterapiji, vzporedno s standardnim
dopolnilnim zdravljenjem z zaviralcem imunskih nadzornih tock.

Klju¢ne besede: rak dojk, imunoterapija, protitumorska cepiva,
imunohibridom, klini¢na raziskava
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Uvod

Rak dojk dolgo ni veljal za imunogen rak. V zadnjih letih pa so Stevilne
raziskave pokazale, da so limfociti, ki infiltrirajo tumor (TIL), povezani z
dolgoro¢no prognozo in tudi odzivom na zdravljenje pri bolnikih z rakom
dojk. Skupaj s kliniénimi uspehi zaviralcev imunskih nadzornih to¢k pri
trojno negativnem raku dojk je vzniknilo tudi intenzivho zanimanje za
druge oblike imunoterapije raka dojk.

Strategije zdravljenja, ki temeljijo na imunskem sistemu, lahko razdelimo
na pasivno in aktivnho imunoterapijo. Ciljanje proti razlicnim tar¢am z
monoklonskimi protitelesi spada v prvo kategorijo. Aktivha imunoterapija
pa se nanaSa predvsem na cepiva proti raku. Cepivo proti raku naj bi
izzvalo ali okrepilo protitumorsko delovanje z aktiviranjem avtolognih
imunskih celic pri bolniku, da povzrocijo terapevtski ucinek.

Ceprav so bila prav cepiva prva oblika spodbujanja imunskega sistema,
je njihova uporaba kot imunoterapije raka do danes ostala omejena.
Profilaktiéna cepiva, ki $€itijo pred okuzbo s humanim papiloma virusom
(HPV) in virusom hepatitisa B (HBV), veljajo za cepiva proti raku, ki
prepreCujejo maligne bolezni, povezane s HPV in HBV. Ta cepiva se
razlikujejo od terapevtskih protitumorskih cepiv, ki aktivho ciljajo na
tumorske celice s terapevtskim namenom.

Kako deluje imunski sistem

Imunski sistem ima razlicne vioge v razlicnih fazah razvoja in
napredovanja raka dojk. Interakcijo med tumorjem in imunskim sistem
imenujemo imunsko urejanje, ki se na sploSno razvija skozi tri faze:
izloCanje, ravnotezje in pobeg. Med fazo izlo€anja tumorske celice
aktivirajo prirojeno imunost, vkljuéno z zorenjem makrofagov, naravnih
celic ubijalk (angl. natural killer cells, NK) in dendriticnih celic (angl.
dendritic cell, DC). Te celice pomagajo pripraviti T-celice, specifi¢ne za
tumor. Prek tega mehanizma je mozno izkoreninjenje zgodnjih
transformiranih tumorskih celic. Faza ravnoteZja se za¢ne, ¢e kateri koli
subklon tumorja prezivi selekcijski pritisk gostiteljeve imunosti.
Napredovanje tumorja je v tej fazi strogo omejeno ali celo zaasno
ustavljeno zaradi obcCutljivega ravnovesja med rastjo tumorja in
obrambnim ucinkom imunskega sistema. Prej ko slej pa se podkloni
lahko izognejo imunskemu prepoznavanju in unienju prek vec
mehanizmov, kot sta zmanjSanje regulacije antigen predstavitvenih
molekul in povelanje izraZzenosti receptorjev imunskih nadzornih tock.
Tumorske celice kon¢no uspejo ubezati imunoloSkemu pritisku in
vstopijo v zadnjo fazo imunskega urejanja — pobeg, ko imunski sistem
ne more omejiti njihovega napredovanja. Imunska terapija z uporabo
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zaviralcev imunskih nadzornih tock, ki z vezavo na molekule proteina 4
citotoksi¢nih limfocitov T (CTLA-4, molekule programirane smrti 1 (PD-
1), izrazene na aktiviranih limfocitih T, ter ligande molekul programirane
smrti 1 (PD-L1), prisotne na tumorskih celicah, uspedno zavre negativno
signaliziranje v pridobljenih celi¢nih imunskih odzivih, je revolucionirala
pristope k zdravljenju raka. To potrjuje tudi podelitev Nobelove nagrade
za fiziologijo ali medicino v letu 2018. Danes je ta terapija pomemben
sestavni del terapevtskih shem pri razli¢nih malignih boleznih, vkljuéno s
trojno negativnim rakom dojk (TNRD). Druga imunoterapevska strategija
je uporaba protitumorskih cepiv.

Zakaj uporabiti cepiva

Tumorska cepiva delujejo tako, da vzpodbudijo imunski sistem bolnika k
prepoznavaniju in uni¢enju rakavih celic. Namen njihove uporabe je, da
avtologni imunski sistem prepozna ciljni antigen, kar nato povzroCi
terapevtski ucinek. Pri raku dojk poznamo: peptidna cepiva, cepiva na
osnovi beljakovin, cepiva na osnovi ogljikovih hidratov, cepiva na osnovi
nukleinskih kislin, cepiva iz tumorskih celic, cepiva na osnovi dendriti¢nih
celic in cepiva iz zlitih tumorskih in dendriti¢nih celic.

Peptidna cepiva

Cepiva proti raku na osnovi peptidov so obi¢ajno sestavljena iz 20-30
aminokislin, ki vsebujejo specificne epitope antigenov, za katere je
znano, da so zelo imunogeni in izzovejo Zeleni imunski odziv. Peptidno
cepivo, ki vsebuje peptidne epitope poglavitnega
histokompatibilnostnega kompleksa (PHK) razreda | za aktiviranje
imunskega odziva proti specificnemu tumorskemu antigenu, je ena
najpogostejsih strategij cepljenja proti raku dojk. Antigen predstavitvene
celice (APC) obdelajo vbrizgani peptid in ga predstavijo primarnim
imunskim efektorskim celicam, ki bodo nato poiskale in uni€ile rakave
celice, ki izraZzajo skupni antigen. V primerjavi z drugimi oblikami cepiv
so kratki aminokislinski peptidi preprosti in poceni za izdelavo ter
razmeroma stabilni pri transportu, kar omogoca obsezno proizvodnjo in
transport. Vendar je posamezen peptid obiajno omejen na doloCene
podtipe humanega levkocitnega antigena (HLA), zato bolnikov, ki ne
izrazajo obi€ajnih tipov humanega levkocitnega antigena, ni mogoce
zdraviti s cepivom .
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Cepivo na osnovi beljakovin

Cepivo na osnovi beljakovin je razvito s celotnim ali skrajSanim odsekom
proteina tumorskega antigena, katerega aminokislinsko zaporedje je
veliko daljSe od peptidov. Omogoca prevzem, obdelavo in predstavitev
veC¢ peptidnim epitopom poglavitnega histokompatibilnostnega
kompleksa razreda | in Il in ni omejen na humani levkocitni antigen. Toda
postopek predstavitve je lahko manj u€inkovit, odziv na to vrsto cepiva
pa je teZko izmeriti.

Cepivo z ogljikohidratnim antigenom

Ogljikohidratne antigene, ki jih nenormalno izrazajo tumorske celice,
lahko razpoznajo tudi imunske celice. Zato je ogljikohidratni antigen
idealen kandidat za vkljuCitev v cepivo proti raku. Na primer, Sialy-Tn
(STn), disaharidni ogljikov hidrat, povezan z MUC-1, je edinstveno
izrazen na celi€ni povrsini razli€nih rakavih celic, vkljuéno z rakom dojk.

Cepivo iz tumorskih celic

Je eden najzgodnejsih pristopov cepljenja proti raku z uporabo celih
tumorskih celic ali produktov lize tumorskih celic za spodbujanje
imunskega odziva. Temelji na skupini neznanih antigenov, pridobljenih
iz avtolognih ali alogenskih tumorskih celic, zato se sproZi polivalentni
imunski odziv. Pomanjkljivost cepiva proti tumorskim celicam je v tem,
da ta cepiva vsebujejo endogene celicnhe antigene in lahko povzrocijo
avtoimunsko reakcijo.

Cepivo na osnovi nukleinskih kislin

Cepivo proti raku dojk na osnovi dezoksiribonukleinske kisline (DN)
uporablja zaporedje DNK, ki kodira tumorske antigene, ki se obi¢ajno
dostavijo v obliki plazmidov. Namesto tradicionalnih pristopov, Kki
uporabljajo oslabljene ali inaktivirane dele virusov, DNK-cepiva
vsebujejo genetsko informacijo za proizvodnjo specifiCnih antigenov, ki
jih prepozna imunski sistem kot tuje in sproZi imunski odziv, s ¢imer telo
razvije imunost proti specificnemu virusu ali raku.

Prednosti DNK-cepiv vkljuCujejo enostavnost izdelave in proizvodnje ter
stabilnost, kar omogoca enostavno shranjevanje in transport. Poleg tega
DNK-cepiva obi¢ajno sprozijo moc€an celi¢ni imunski odziv, ki lahko
zagotovi dolgotrajno zas¢ito.
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Cepiva na osnovi dendriti¢nih celic

Dendriticne celice so heterogena populacija antigen predstavitvenih
celic, ki ucinkovito prevzemajo antigene, jih predelajo in predstavijo
celicam T, pozitivnim na CD4 in CD 8, po migraciji v bezgavke.
DendritiCne celice lahko stimulirajo tudi celice ubijalke in celice B. Cepiva
na osnovi dendriti€nih celic obi€ajno uporabljajo ex vivo generacijo
dendriti€nih celic, nalozenih s tumorskimi antigeni ali transfektiranih za
izrazanje tumorskih antigenov. Proizvodnja cepiv na osnovi dendritiCnih
celic je lahko tehni¢no zahtevna zaradi individualiziranega postopka ex
vivo za zorenje dendritinih celic.

Cepivo z zlitiem dendritiénih celic s tumorskimi celicami

Eno od prizadevanj za izboljSanje strategije cepljenja, ki temelji na
dendritiCnih celicah, je zlitje dendriticnih celic s tumorskimi celicami.
Hibride dendriticnih celic in tumorskih celic je mogoce ustvariti z
izpostavitvijo dendritiCnih celic in tumorskih celic doloéenim snovem (npr.
politelen glikolu) ali si tehniko elektrofuzije. V primerjavi z dendriti€nimi
celicami, impulziranimi s posameznimi antigeni, lahko fuzija dendriti¢nih
in tumorskih celic predstavi celoten repertoar tumorskih antigenov iz
starSevske tumorske celice, da aktivira obe poti poglavithega
histokompatibilnostnega kompleksa razreda | in Il. Proizvodnja
tovrstnega cepiva je Se teZja od proizvodnje cepiv z dendritiCnimi
celicami.
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Slika 1. Razli¢ne vrste cepiv proti raku dojk in njihovi mehanizmi. APC=
antigen predstavitvena celica (povzeto po Zhu SY, et al. Frontiers in
Oncology 2022).
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Adjuvansi

Adjuvansi so snovi, ki pove€ajo imunogenost antigena in izzovejo
imunski odziv, ¢e so cepljeni z antigeni. Mehanizmi vecine adjuvansov
vklju€ujejo upocCasnitev sprod€anja antigenov, spodbujanje privzema
antigena in predstavitve APC ter spodbujanje proliferacije dendriticnih
celic in makrofagov. Kot adjuvansi se lahko uporabijo citokini, mikrobi in
mikrobni derivati, mineralne soli, oljne emulzije ali surfaktanti, virusni
vektorji in drugi.

Kliniéne raziskave s cepivi

Peptidno cepivo E75, pridobljeno iz antigena HERZ2, je najpogosteje
raziskana strategija cepljenja proti HER2 za zdravljenje bolnic z rakom
dojk. Raziskovali so ga v ve¢ fazah I/l klini¢nih raziskav in je preslo v
randomizirano multicentriéno kliniéno raziskavo faze Ill, kjer pa ni
pokazalo kliniéne uspesnosti. Raziskava je bila pred€asno zaklju¢ena.
Trojno negativni rak dojk je mutacijsko bolj obremenjen kot drugi podtipi
raka dojk, zato pri njem modulacija protitumorskih imunskih odzivov s
cepivi predstavlja Se bolj privlaCno terapevtsko strategijo. Samo pri trojno
negativnem raku dojk je bilo do sedaj preskusanih skupno 32 razli¢nih
cepiv, pri ¢emer je tudi pri tem podtipu vecina pripadala tipu cepiva na
osnovi peptidov. Trenutno obstaja le nekaj objavljenih rezultatov
raziskav, v okviru katerih so uporabljali zahtevnejSa cepiva na osnovi
dendritiCnih celic na podrocju trojno negativnega raka dojk. Zhang in sod.
so porocali o mocnih T-celi¢nih imunskih odzivih in vitro na stimulacijo s
hibridomi, izdelanimi z elektrofuzijo med celi€no linijo trojno negativnega
raka dojk in zrelimi dendriticnimi celicami, diferenciranimi iz monocitov.
Tang in sod. so razvili celi€no cepivo Runx2-DC tako, da so v dendritiCne
celice, pripravljene iz monocitov, s transfekcijo vstavili lentivirusni vektor
Runx2. V pogojih in vitro so s tem cepivom uspesno inducirali specificne
citotoksi¢ne odzive limfocitov T CD8" zoper tarCne celice omenjene
humane celi¢ne linije (MDA-MB-231), ki izraza molekule Runx2. V okviru
klinicne raziskave pri trojno negativnem raku dojk in ER+/HER2-
negativnem raku dojk so O’Shaughnessy in sod. med predoperativno
kemoterapijo uspeSno uporabili avtologne dendriticne celice,
pripravijene iz monocitov in opremljene z antigenom ciklin B1/WT-
1/CEF, in sicer intratumorsko ter subkutano, z namenom, da bi
spodbudili protitumorsko T-celi€no imunost.

Cepiva proti raku so v skoraj vseh Kklinicnih raziskavah pokazala
obetavne rezultate glede varnosti, vendar pa ne pomembnega
izboljSanja izhodov bolezni. K temu je lahko prispevalo veC dejavnikov:
heterogenost populacije glede na obseg bolezni in podtip, preskusanje
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predvsem pri bolnikih z mo¢no napredovalo razsejano boleznijo in
majhno Stevilo vklju¢enih bolnikov. Rezultatov randomiziranih,
veccentri€nih raziskav pri trojno negativnem raku dojk zaenkrat ni, so pa
nacrtovane. Nobeno cepivo pri raku dojk Se ni registrirano.

Pomembno izhodis¢e pri nadrtovanju bodocih raziskav s cepivi pri raku
dojk na splosno je, da so te najuCinkovitejSe v razmeroma "zdravem®, a
ne izErpanem tumorskem imunskem mikrookolju.

Zasnova slovenske kliniéne raziskave

V slovenski raziskavi bomo uporabili cepivo z avtolognimi
imunohibridomskimi celicami (aHyC), ki bo pripravljeno z elektrofuzijo
dendriticnih celic, pridobljenih iz avtolognih monocitov in avtolognih
obsevanih tumorskih celic, torej z najzahtevnejSo in najbolj obetavno
tehnologijo.

Raziskava je zasnovana kot klini€no preskusanje faze Il. Vkljucili bomo
bolnice s trojno negativnim rakom dojk stadijev Il do lll, pri katerih s
standardno neoadjuvantno imuno- kemoterapijo ne bomo dosegli
popolnega odgovora. Po pisni privolitvi po poucitvi za sodelovanje v
klini¢ni raziskavi bomo bolnicam po operaciji odvzeli del rezidualnega
tumorja za pripravo aHyC ter vzorce krvi. Bolniki, pri katerih bo po
operaciji na razpolago dovolj tumorskega tkiva za pripravo aHyC, bodo
randomizirani v dve skupini, v razmerju 1:1, in sicer: na eksperimentalno
skupino, kjer bodo prejele standardno postneoadjuvantno terapijo in
obsevanije ter prejem cepiva aHYC, in na kontrolno skupino, kjer bodo
prejele standardno terapijo in obsevanje ter placebo.

Primarni cilji raziskave so: funkcijsko vrednotenje specifictne proti
tumorske citotoksi¢ne aktivnosti efektorskih citotoksi¢nih limfocitov T
CD8+ (CLT) in vitro, pred (izhodis€e) in po eksperimentalnem zdravljenju
z aHyC, kvantitativno vrednotenje populacij in subpopulacij imunskih
celic, in sicer: naravnih celic ubijalk (celice NK), limfocitov T CD8+ in
CD4+, limfocitov B in celic NKT v vzorcih periferne krvi bolnikov, odvzetih
pred (izhodiS¢e), med in po uporabi cepiv aHyC. Sekundarna cilja pa sta:
dolocitev varnosti in izvedljivosti imunske terapije s cepivom aHyC po
standardnem zdravljenju trojno negativnega raka dojk ter klinicni izidi
(prezivetje brez bolezni in celotno prezivetje).
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Zakljucek

Kljub obetavnim rezultatom je treba poudariti, da so tumorska cepiva Se
vedno v fazi raziskav in razvoja, zato ni zagotovila, da bodo ucinkovita
pri vseh bolnikih z rakom dojk. Vendar pa njihov potencial za izboljSanje
prezivetja in zmanjSanje tveganja za ponovitev bolezni predstavija
pomemben korak naprej. Z nadaljnjim razvojem in klini¢nimi preskusanji
lahko tumorska cepiva postanejo klju¢no oroZje v boju proti raku dojk v
prihodnosti.
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