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Celi¢no zdravljenje s tolerogenimi
dendritiénimi celicami-vzroéno zdravljenje

avtoimunskih bolezni

Tolerogenic dendritic cell therapy — causal
treatment of autoimmune diseases

Urban Svajger,** Matjaz Jeras®>

Izvleéek

Izhodi$c¢a: Dendriti¢ne celice (DC) v ¢loveskem
organizmu so poglavitni prenasalci antigenske
(Ag) informacije. Le-to posredujejo Ag-speci-
ficnim limfocitom T v razli¢nem smislu imun-
ske aktivacije, ki je lahko imunostimulativna oz.
imunosupresivna. Slednje je odvisno od njihove-
ga aktivacijskega stanja, pri cemer izrazajo DC
izjemno funkcijsko plasti¢nost. Tolerogene DC,
ki jih oznacujejo izrazite imunosupresivne zna-
¢ilnosti, lahko inducirajo nastanek regulacijskih
limfocitov T ter povzrocijo nastanek T celi¢ne
anergije. V zadnjih dveh desetletjih se je nabra-
lo dovolj eksperimentalnih dokazov na zivalskih
modelih, ki nakazujejo varnost in uéinkovitost
uporabe DC za zdravljenje imunsko posredova-
nih bolezni. Imunoterapija z DC tako postaja kli-
ni¢na stvarnost. Trenutno je v okviru NIH (Na-
tional Institutes of Health) registrirana klini¢na
$tudija za uporabo avtolognih DC, pridobljenih
iz ¢loveskih monocitov, spremenjenih v pogojih
ex vivo v smislu indukcije imunosupresivnih la-
stnosti, za zdravljenje avtoimunskega diabetesa
tipa 1.

Zakljucki: Pregledni clanek opisuje poglavitne
lastnosti DC, primernih za uporabo v celi¢cnem
zdravljenju avtoimunskih bolezni, njihovo vlogo
pri tovrstnem zdravljenju ter nacine priprave te
vrste celi¢nih pripravkov v laboratoriju. Zdra-
vljenje avtoimunskih bolezni s tolerogenimi DC
je izjemen potencial, pri ¢emer pa je poglavitna
ovira ustrezna pridobitev celi¢nega proizvoda ob
upostevanju strogih nacel dobre proizvodne pra-
kse (GMP).

Abstract

Background: Dendritic cells (DCs) are consid-
ered as primary carriers of antigenic (Ag) infor-
mation in the human body. This information is
later presented to Ag-specific T lymphocytes in
various ways that can be either immunostimu-
lating or immunosuppressive. The latter depends
on the activation status of DCs, in which way the
DCs display extreme plasticity in terms of their
function. Tolerogenic DCs, which are character-
ized by extensive immunosuppressive proper-
ties, can induce the generation of regulatory T
lymphocytes or cause T-cell anergy. In the last
two decades, considerable evidence has accu-
mulated using animal models, which points to
safety and efficacy of DC application in terms
of treating immune-mediated diseases. Im-
muntherapy using DCs is nowadays becoming a
clinical reality. At present, a clinical study using
autologous DCs derived from human monocytes
and treated ex vivo to induce their immunosup-
pressive potential, with the aim to treat autoim-
mune type 1 diabetes, is registered within NIH
(National Institutes of Health).

Conclusion: The review discusses the charac-
teristics of DCs, suitable for use in cellular ther-
apy of autoimmune diseases, their role in such
therapies and the way in which such cells can be
generated in the laboratory. Therapy of autoim-
mune diseases using tolerogenic DCs represents
an outstanding potential, however the major
obstacles lay in the way of proper preparation of
cellular products, where all procedures should
follow the strict demands of good manufactur-
ing practice (GMP).
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Uvod

Dendriti¢ne celice so v imunoloski zna-
nosti pridobile na pomenu z odkritjem, da
lahko kot profesionalne Ag predstavljajoce
celice (APC), poleg vzpostavitve Ag-spe-
cificnih efektorskih imunskih odzivov, v
enakem obsegu povzrocijo tudi nastanek
tolerogenih imunskih odzivov, pri ¢emer
botrujejo nastanku T-celi¢ne neodzivnosti
ter regulacijskih celic T in na tak nacin v ve-
liki meri prispevajo k vzdrzevanju periferne
imunske tolerance." V ¢loveskem perifer-
nem obtoku je mo¢ najti nizko $tevilo DC,
ve¢ pa se jih nahaja ob telesnih povrsinah,
kot je sluznica, in pod koZo. Dendriti¢ne ce-
lice v veliki meri migrirajo, pri ¢emer lahko
potujejo iz tkiv v obmocja celic T in B v se-
kundarnih limfnih organih, kjer uravnavajo
odzive celic T.>* Slednja dejavnost poteka
tako v fizioloskih pogojih, kakor med sta-
njem okuzbe, prav tako pa je od teh pogojev
odvisen nacin, preko katerega DC aktivirajo
odzivne limfocite T. Pred kratkim so prika-
zali, da lahko nezrele oz. neaktivirane DC
prav tako potujejo v sekundarna limfna tki-
va, kjer namesto efektorskih imunskih od-
zivov povzrocijo delecijo celic T oz. njihovo
neodzivnost.* Pod fizioloskimi pogoji je po-
glavitna naloga DC vzorcenje Ag na mestu,
kjer prebivajo. Ob tem prav tako shranjujejo
lastno Ag informacijo, ki izvira iz odmrlih
in apoptoti¢nih celic okoligkega tkiva.® Smi-
selno je predpostaviti, da bi v primeru od-
sotnosti prej omenjenega procesa delecije in
povzrocitve neodzivnosti celic T, specifi¢nih
na lastne Ag, v primeru aktivacije DC, le-te
lahko aktivirale naivne celice T s specifiko
T-celicnega receptorja (TCR), usmerjeno
proti istim Ag. Aktivacija oz. zorenje DC je
namre¢ proces, ki popolnoma spremeni tako
morfologijo, fenotip kakor tudi funkcijske
lastnosti DC. Slika 1 prikazuje morfoloske
razlike nezrelih in zrelih DC. Ob izpostavi-
tvi DC dejavnikom, ki povzrocajo njihovo
zorenje (bakterijski lipopolisaharid — LPS,
vnetni citokini - TNF-a, IL-1p itd.), DC
prenehajo z vzoréenjem Ag in jih zaénejo
predstavljati na lastni povrsini v kompleksu
z molekulami poglavitne tkivne skladnosti
razreda I in II (molekule MHC - major hi-
stocompatibility complex).® Ob tem prene-

hajo izrazati kemokinske receptorje, ki jih
vodijo na odgovorna tkivna mesta in pric¢-
nejo izrazati kemokinski receptor CCRy,” ki
vodi DC v sekundarne limfne organe. Prav
tako se izrazito poveca povrsinsko izrazanje
ko-stimulacijskih molekul CD40, CD8o in
CD86, s pomocjo katerih aktivirajo odziv-
ne celice, zato se spremeni njihov citokinski
profil® (razli¢no povecano izrazanje IL-12,
TNEF-aq, IL-1, IL-8, kakor tudi IL-10), kar pa
je v veliki meri odvisno od nacina njihove
aktivacije DC.®

Tolerogene dendriti¢ne celice

Glede aktivacijskega stanja je dolgo ve-
ljalo prepricanje, da se DC nahajajo v dveh
kon¢nih oblikah razvoja, nezrelem in zrelem
stanju, pri cemer nezrele DC botrujejo na-
stanku tolerogenih imunskih odzivov, zre-
le pa inducirajo mocne efektorske odzive z
nastankom celic T tipa Thi oz. Th2’. Danes
je znano, da se lahko DC poleg obeh ome-
njenih stanj nahajajo tudi v vmesnem akti-
vacijskem stanju, ki v primerjavi z nezrelimi
DC v ve¢jem obsegu zagotavlja tolerogen
imunski odziv. Tak§ne DC imajo povec¢ano
izrazanje kostimulacijskih molekul, njihova
poglavitna znacilnost pa je nizka proizvo-
dnja provnetnega citokina IL-12 ob soc¢asno
poveCanem izraZanju imunosupresivnega
citokina IL-10'°. Povedano izrazanje IL-10
je eden poglavitnih dejavnikov, ki usmerja
razvoj celic T ob njihovem stiku s tak$nimi
DC v smer regulacijskih limfocitov T. Ena od
vrst regulacijskih celic T, ki nastanejo na tak
nacin, so celice vrste Tr1, ki lahko po akti-
vaciji same proizvajajo IL-10"°. Taks$ne vrste
DC so bile kmalu oznacene kot tolerogene
DC. Danes je znano, da obstajajo tudi v kon-
tekstu tolerogenih DC $tevilne razlike glede
izrazanja razli¢nih citokinov in drugih imu-
nosupresivnih dejavnikov, ter vrste regula-
cijskih celic T, ki jih le-te inducirajo. Tolero-
gene DC namre¢ poleg imunosupresivnega
citokinskega profila izrazajo tudi razli¢ne
povrsinsko vezane inhibicijske molekule, ki
ob interakciji s celicami T in odgovornimi
ligandi oz. receptorji sprozajo v notranjost
celic negativne signale,'" pri ¢emer lahko
povzrocijo apoptozo odzivnih celic T*? ter
nadzorujejo delovanje aktiviranih celic T."
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Pomembni inhibicijski receptorji, izraze-
ni na DC, so t.i. imunoglobulinu podobni
prepisi (immunoglobulin-like transcript -
ILT)3 in ILT4, ligand Fas, PDL-1 (program-
med death ligand 1) in druge.'* Slika 2 pri-
kazuje poglavitne lastnosti tolerogenih DC.

Pomembna in zaZelena lastnost toleroge-
nih DC je stabilnost tolerogenega fenotipa.
Slednje pomeni, da so DC s potencialnimi
imunosupresivnimi lastnostmi odporne na
zorenje z aktivacijskimi dejavniki, kot so
LPS, ligand CD4o ter Stevilni vnetni cito-
kini. Stabilnost tolerogenih DC je klju¢na,
¢e jih zelimo kasneje uporabiti kot more-
bitni celi¢ni pripravek z namenom reguli-
ranja nezelenih imunskih procesov in vivo.
Za $tevilne avtoimunske bolezni, kot je npr.
revmatoidni artritis, so pogosto znacilni
imunski odzivi tipa Th1 (seveda tudi Thiy),
kjer so vnetna stanja zaznamovana s priso-
tnostjo Stevilnih vnetnih citokinov'®, ki bi
lahko potencialno aktivirali DC kot celi¢-
ni pripravek, ko bi ta enkrat dosegel mesto
vnetja. Taksen poseg bi v kon¢ni fazi prive-
del do nasprotnega ucinka, saj bi vnesene in
kasneje aktivirane DC v pove¢anem obsegu
nadalje aktivirale limfocite, specificne za Ag,
pomembne v razvoju doloc¢ene avtoimunske
bolezni.

Nacini pridobitve tolerogenih
DC v laboratoriju

Do danes so se uveljavili ze mnogoteri
nacini, s pomo¢jo katerih lahko DC v la-
boratorijskih pogojih izpostavimo specifi¢-
nim pogojem, ki narekujejo njihov razvoj v
smer tolerogenih DC, ki so v precej$ni meri
odporne na posledi¢no aktivacijo tudi s
tako moc¢nimi imunogeni, kot sta bakterij-
ski LPS ali ligand receptorja CD4o0. Ob tej
priloznosti je potrebno omeniti, da DC, s
katerimi vecina znanstvenikov in laborato-
rijskih delavcev rokuje v in vitro oz. ex vivo
pogojih, izhajajo iz cloveskih monocitov.
Zaradi nizkega Stevila DC v telesu bi bila
njihova neposredna osamitev in kasnejsa
uporaba s tehnoloskega vidika neizvedlji-
va. V ta namen se danes uporablja splosno
raz$irjen model, s katerim iz ¢loveskih mo-
nocitov (v periferni krvi posameznika so
obilno zastopani) v 5-dnevni celi¢ni kulturi
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ob prisotnosti rekombinantnega humanega
(rh) granulocitne in monocitne kolonije sti-
mulirajocega dejavnika (GM-CSF) ter IL-4,
dosezemo diferenciacijo monocitov v DC.
Taksne DC posedujejo $tevilne znacilnosti,
ki so znacilne za DC, naravno prisotne v te-
lesu, kot je izjemna sposobnost privzema Ag
ter obsirna Ag predstavitev in doseg zrelega
stanja po aktivaciji.'®

Klasicen model za dosego tolerogene-
ga stanja je izpostavitev nezrelih DC imu-
nosupresivnim citokinom, kot sta IL-10 ali
transformirajoci rastni dejavnik (TGF)-p.
Znano je, da so DC po dodatku IL-10 in
vitro nezmozne popolne aktivacije, pri ce-
mer izrazajo zmanj$ano stopnjo kostimu-
lacijskih molekul CD80o in CD86, izrazajo
IL-10 v ve¢jem obsegu in imajo zmanj$ano
sposobnost aktivacije alogenskih limfocitov
CD4+." Po drugi strani so misje DC, ki so
jih inkubirali s TGF-f, po ponovnem vno-
su v zivali preprecile nastanek eksperimen-
talnega avtoimunskega encefalomielitisa
(EAE).'® Zanimivo je, da TNF-a sam po sebi
po krajsi aktivaciji povzroci nastanek delno
zrelih DC, ki v ve¢ji meri izrazajo ko-stimu-
lacijske molekule, a ne izkazujejo povecane
proizvodnje IL-12, poglavitnega citokina, ki
usmerja tip Th1 T-celi¢nega imunskega od-
ziva. Te vrste DC so v misih zavrle nastanek
avtoimunskega tiroiditisa.'” Poleg aktivacije
ze razvitih DC, je za kasnejso funkcijo DC
pomembna njihova razvojna pot iz mono-
citov. Monociti, ki jih gojimo v prisotnosti
makrofagne kolonije stimulirajocega dejav-
nika (M-CSF) ter IL-4, se razvijejo v DC z
izrazitimi tolerogenimi lastnostmi, za kate-
re je znacilno obsezno proizvajanje IL-10 in
odsotnost proizvajanja IL-12.>° Podoben to-
lerogeni znacaj pridobijo tudi DC, ki jih ob
razvoju iz monocitov spremljajo interakcije
z ligandi lektinskega receptorja DC-SIGN.?!

Poleg obdelovanja DC z razlicnimi
imunosupresivnimi biomolekulami lahko
vplivamo na klju¢ne tocke v njihovi bio-
logiji z razli¢nimi farmakoloskimi sred-
stvi. Dobro je znano, da aktivha oblika
vitamina D, 1a,25-dihidroksi-vitamin D;
[10,25(OH),D3], kakor tudi kortikosteroidi,
pomembno vplivajo tako na diferenciacijo
kot zorenje DC, zlasti v negativnem smislu.
Dodatek teh snovi v kulture DC prepredi, da
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jih aktivirata LPS ali ligand CD4o. Slednje
se kaze v zmanj$anem obsegu izrazanja mo-
lekul CD8o in CD86, kakor tudi majhnem
izlo¢anju provnetnih citokinov in obcutno
povecanem izlo¢anju IL-10*%. Tako obdelane
DC lahko preprecijo nastanek avtoimunskih
bolezni pri zivalih in botrujejo nastanku
regulacijskih celic T.** V nasem laboratori-
ju smo pokazali, da DC, obdelane bodisi z
niflumsko kislino ali z resveratrolom (prva
deluje kot nesteroidna protivnetna ucinko-
vina, druga pa kot rastlinski antioksidant),
pridobijo izrazit tolerogeni fenotip,? pri ce-
mer omogoci resveratrol pridobitev DC, ki
inducirajo nastanek Tr1 regulacijskih celic
T‘24

Mehanizmi, preko
katerih DC nadzorujejo
imunsko reaktivnost

Mnoge $tudije navajajo, da lahko nepo-
polno aktivirane oz. nezrele DC ob inte-
rakciji z alogensko specifiénimi celicami T
izzovejo njihovo neodzivnost na kasnejso
stimulacijo z odgovarjajo¢im Ag, kar ra-
zumemo pod pojmom T-celi¢na anergija.
Blokada kostimulacijskih molekul By, vpliv
imunosupresivnih citokinov karksna sta IL-
10 ter TGF-p oz. gensko spremenjene DC,
ki izrazajo zvecano stopnjo virusnega IL-10,
citotoksi¢nega T-limfocitnega Ag, vezane-
ga na protitelo (CTLA4)Ig ter liganda Fas
(CDgs5L), lahko inducirajo aloantigensko-
-specificno T-celicno anergijo kakor tudi
apoptozo odzivnih celic T in na tak nacin
pomembno prispevajo k zaviranju imunske
reaktivnosti.'>'*?>2° Kot smo omenili, lah-
ko DC z nepopolnim zrelostnim fenotipom
pod doloc¢enimi pogoji usmerijo razvoj na-
ivnih limfocitov T v anergi¢ne celice T, ki se
po aktivaciji obnasajo povsem drugace kot
bodisi efektorske ali regulacijske celice T.
Za anergic¢ne celice T je ob stimulaciji T-ce-
licnega receptorja (TCR) znadilna izjemno
nizka stopnja proliferacije. Prav tako taksne
celice niso sposobne izlocati vecjih koli¢in

imunomodulacijskih citokinov, kot sta IL-2
in IFN-y, ter zelo malo oz. ni¢ IL-4 kakor
tudi ne imunosupresivnega IL-10,'”?’ cito-
kin, katerega izlocanje je za regulacijske celi-
ce T tipa Tr1 znadilno v izobilju.?®

Poleg vloge prenasalca Ag informacije in
krojenja T-celi¢nih odzivov lahko DC pre-
ko izrazanja dolocenih povrsinskih mole-
kul prav tako nastopijo v vlogi efektorskih
celic. Ena taksnih molekul je ligand Fas. Po
vezavi receptorja Fas na limfocitih T lahko
ob zmanj$ani prisotnosti molekul B7 na po-
vr$ini DG, slednje privede do apoptoze celic
T, zlasti predhodno aktiviranih celic T. '»?°
Dodatno je vloga receptorja Fas ve¢namen-
ska in odvisna tudi od tipa celic T. Tako ob
vezavi liganda Fas pri naivnih celicah T le-
-ta povzroci njihovo zmanjsano aktivacijo in
proliferacijo, ne pa apoptoze.*

Drugace je pri spominskih limfocitih
T. Ti potrebujejo namre¢ zelo malo kosti-
mulacijskih signalov za doseganje polne-
ga aktivacijskega stanja, zaradi Cesar igrajo
zelo pomembno vlogo pri vrstah nezelenih
imunsko posredovanih procesov, kot je npr.
zgodnja zavrnitvena reakcija pri presaditvi
alogenskega tkiva.’® Zaradi izjemnega po-
tenciala aktivacije je dolgo ¢asa veljalo pre-
pricanje, da so spominske celice T, izvzete iz
moznosti deaktivacije s strani ostalih imun-
skih akterjev. Pred kratkim pa so dokazali,
da lahko nezrele DC, ki konstitutivno pred-
stavljajo Ag spominskim CD8+ celicam T,
zavrejo njihove odzive preko mehanizmov
delecije in deaktivacije.’*

Prej smo omenili, da tako nezrele kot
tolerogene DC omogocajo nastanek regula-
cijskih imunskih odzivov ter da je vrsta T-
-celi¢nega odziva, ki ga inducirajo tovrstne
DC, odvisna od $tevilnih dejavnikov, ki so
vezani na specificno aktivacijsko stanje DC.
Danes lahko v grobem trdimo, da nezrele
DC zaradi pomanjkanja imunostimulacij-
skih elementov izzovejo toleranco prek t.i.
pasivnih mehanizmov, in sicer predvsem s
T-celi¢no anergijo, pri cemer toleregene DC
zaradi imunosupresivnega citokinskega pro-
fila in izrazanja Stevilnih inhibicijskih mole-
kul preko teh elementov aktivne tolerance v
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vecji meri omogocajo nastanek regulacijskih
celic T (Treg). Regulacijskih celic T pozna-
mo danes Ze ve¢ vrst in jih prepoznamo tako
med CD4+ kot tudi CD8+ celicami T. Po-
memben mejnik v imunologiji predstavlja
odkritje t.i. naravno prisotnih regulacijskih
celic T (nTreg), ki nastanejo kot samostojna
celi¢na vrsta v prizeljcu, s ¢imer so bile po-
stavljene nove osnove v mehanizmih vzdr-
zevanja periferne tolerance.’> Druga mo-
znost je, da Treg nastanejo na periferiji pod
specificnimi okoljskimi pogoji iz naivnih
celic T, pri ¢emer pa igrajo pomembno vlo-
go tolerogene DC. Taksen tip regulacijskih
celic T imenujemo pridobljene regulacijske
celice T, med katerimi so najbolje opisane
celice Tr1.>> Poznamo pa $e Stevilne druge,
kot so celice Th3, CD8+CD28—supresorske
celice in ostale. Za vzdrzevanje kompleksne
mreze imunske regulacije je klju¢nega po-
mena obojestranska komunikacija med re-
gulacijski limfociti in DC. Tako kot lahko
namrec tolerogene DC prispevajo k nastan-
ku regulacijskih limfocitov, lahko le-ti delu-
jejo na druge DC, v katerih izzovejo tolero-
gene lastnosti, tako se ojaca krog imunske
tolerance.

Potencialna terapevtska
uporabnost tolerogenih DC

Z namenom vzpostaviti protitumorske
imunosti so do danes opravili $tevilne kli-
ni¢ne $tudije (ve¢ sto jih je trenutno v teku
- vir National Institues of Health), s pomo-
¢jo katerih so dokazali, da je uporaba DC
za predstavljanje tumorskih Ag ter stimu-
lacijo imunskega odziva varna in potencial-
no klini¢no ucinkovita metoda. Funkcijska
plasti¢nost DC pa je spodbudila tudi raz-
misljanja o moznosti uporabe DC za prepre-
¢evanje avtoimunskih bolezni ali kroni¢nih
vnetnih procesov.

Stevilne predklini¢ne $tudije, opravljene
na razli¢nih zivalskih modelih avtoimun-
skih bolezni kakor tudi transplantacij z upo-
rabo DC z zmanj$ano imunostimulacijsko
sposobnostjo, so prinesle zelo obetajoce
rezultate. Trenutno se strokovno mnenje
moc¢no nagiba k prenosu tega znanja v kli-
ni¢no prakso. Pri tem velja poudariti, da ve-
lika funkcijska plasti¢nost DC, v ozjem smi-
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slu tudi tolerogenih DC, narekuje uporabo
pravilno pripravljenih tolerogenih DC za
uporabo pri zdravljenju bolezni, kot je npr.
T1D. Znanstveniki danes razumejo, da iste
tolerogene DC, ki so zmozne zavreti imun-
sko reaktivnost na alogenski presadek, mor-
da ne bi bile zmozne nadzirati in ozdraviti
stanja avtoimunske bolezni.** Pred kratkim
so na miSjem modelu TiD dokazali zelo
dobro ucinkovitost DC, ki so jih zadrzali v
stanju nezrelosti z uporabo protismiselnih
oligodeoksinukelotidov (AS-ODN) proti
kostimulacijskim molekulam CD4o, CD8o
in CD86. Taksne DC so pri misih NOD,
nagnjenih k razvoju TiD, popolnoma pre-
precile nastanek avtoimunskega diabetesa.*®
Te in podobne studije so pred kratkim bo-
trovale odobritvi prve faze klini¢ne $tudije
s strani FDA (Food and Drug Administrati-
on), za uporabo tolerogenih DC pri odraslih
prostovoljcih z razvitim TiD (vir NIH). V
konkretnem primeru so pridobili bolniko-
ve levkocite z uporabo afereze ter v pogojih
in vitro ustvarili DC pod GMP pogoji. To-
lerogenost DC so zagotovili z uporabo AS-
-ODN. Te DC z nizkim izrazanjem CD4o,
CD8o in CD86 so nato vbrizgali bolnikom
intradermalno ali subkutano na mestu blizu
trebu$ne slinavke.** Mesto vnosa celi¢nega
pripravka je pri tovrstnih posegih zelo po-
membna in izbira taksnega anatomskega
mesta zaradi obstoja limfnega mikrozilja
na tem mestu zagotavlja prenos vbrizganih
DC v bezgavke trebusne slinavke. Antigen-
ska informacija potrebna za vzpostavitev
tolerance, bi prispela do injiciranih DC
preko limfe iz okolice pankreasa, njen vir
pa bi zagotavljale apoptoticne B-celice Lan-
gerhansovih otoc¢kov. Na podoben nacin je
pred kratkim opravljena $tudija z namenom
vzpostavitve imunosupresivnih lastnosti
DC, uvedla uporabo mikrosfer, v katerih se
nahajajo AS-ODN proti prej omenjenim ko-
stimulacijskim molekulam. Namen tega je,
da se mikrosfere injicirajo na prej omenjeno
anatomsko mesto. Dendriti¢ne celice bi te
mikrosfere na tem mestu prevzele in na ta
nacin pridobile imunosupresivne lastnosti
in vivo.*®
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Prakticen vidik uporabe DC
v zdravljenju pri ljudeh

Uporaba DC za celi¢no zdravljene imun-
sko-posredovanih bolezni je trenutno v fazi
dokazovanja varnosti uporabe tovrstnih te-
rapij priljudeh. Vecina klini¢nih $tudij, ki so
vkljucevale vakcinacijo z DC je bila do sedaj
opravljena na bolnikih z rakom, pri ¢emer
so porocali o pojavu nekaterih nezelenih
ucinkov kljub avtolognosti pripravka. Med
temi so bili najpogostejsi glavoboli, vrocin-
ski simptomi, vitiligo, obstrukcija plju¢ in v
redkih primerih $ok.*”*® Cez &as so ugoto-
vili, da DC same niso povzrocitelji teh neze-
lenih u¢inkov, ampak so to pripisali soc¢asni
uporabi citokinov, kot sta npr. GM-CSF in
IL-2, s katerimi so dopolnjevali zdravlje-
nje.*

Poleg specifi¢nih lastnosti posameznih
tipov tolerogenih DC je treba upostevati
tudi biologijo teh celic po vbrizganju. Zaen-
krat $e namre¢ ni dokazano, koliko zapore-
dnih aplikacij vodi v zagotovitev daljse oz.
trajne sistemske tolerance, z delovanjem na
ostale celice imunskega sistema. Ve se, da je
zivljenjska doba DC po vbrizganju v misi
omejena in enako se pri¢akuje pri ljudeh.*’
Ker so DC vrsta celic s kratko Zivljensko
dobo, je potrebno imeti v mislih morebiten
nastanek spominskih regulatornih celic T,
0z. v nasprotnem primeru potrebo po pe-
riodi¢nem zdravljenju s tolerogenimi DC.
Zaenkrat velja prepricanje, da povzrocijo
vbrizgane DC nastanek na novo induciranih
regulacijskih celic T z omejeno Zivljenjsko
dobo, kar narekuje ponavljanje terapije.

Poleg izbire primernega tipa tolerogenih
DC za zdravljenje doloc¢ene vrste bolezni,
kar se nanasa na pripravo kakovostnih labo-
ratorijskih protokolov, je naslednji pomem-
ben korak spostovanje nacel dobre proizvo-
dne prakse. Uporaba brezserumskih celi¢nih
medijev in reagentov GMP predstavlja poleg
dodatne optimizacije protokolov tudi vedji
finan¢ni zalogaj. Vsi procesi priprave DC se
morajo po danasnjih standardih nujno od-
vijati v prostorih, ki zados¢ajo standardoma
GMP in GLP (Good Laboratory Practice).
Temu primerno pa mora biti tudi osebje, ki
z zadostnimi izu$njami zagotovi neoporec-
nost pripravka.

Zakljucek

Po dosedanjih rezultatih, kljub Stevil-
nim izzivom, obeta celi¢no zdravljenje av-
toimunskih bolezni s tolerogenimi DC velik
potencial. Pri tem se moramo zavedati, da je
namen tovrstnih terapij v svoji osnovi celo-
stno in vzro¢no zdravljenje bolezni. Poglavi-
tna vprasanja postajajo cedalje bolj tehni¢ne
in izvedbene narave, in sicer strogo uposte-
vanje nacel GMP in seveda visoki finan¢ni
stroski, ki bodo zelo verjetno spremljali to-
vrstno zdravljenje. Ne glede na $tevilne ovire
o0z. izzive pa ostaja ideja o bodoci imunote-
rapiji z imunskimi celicami, kot so DC, ena
najpoglavitnejsih tem naprednega zdravlje-
nja imunsko posredovanih bolezni.
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