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TERAPIA

The use of dendritic cells in cancer immunotherapy research,
made possible b
Ralph Steinmann - Nobel laureate in 2011

S UMMARY

Dendritic cells are a heterogeneous population of leukocytes present in most
tissues within the human body. They belong to so called. antigen-presenting
cells whose primary function is to capture, processing and presentation of
antigens. Depending on the subpopulation and the degree of maturity, they
play a key role in the induction of both immune responses and tolerance,
which makes them both a cause of diseases, as well as the basis for
developing methods of immunotherapy. An example of therapeutic use of
dendritic cells are cancer vaccines, which are the subject of numerous
experimental and clinical studies conducted in recent years.

Komérki dendrytyczne stanowig heterogenng populacje leukocytéw
obecnych w obrebie wiekszosci tkanek organizmu cztowieka. Naleza to
tzw. komorek prezentujgcych antygen, ktérych podstawowg funkcja jest
wychwyt, przetwarzanie i prezentacja antygenow. W zaleznosci od
subpopulacji oraz stopnia dojrzatosci odgrywaja one kluczowa role w
indukcji odpowiedzi immunologicznej, jak i w indukcji toleranciji,

co sprawia, ze mogg by¢ zaréwno przyczyng rozwoju wielu choréb, jak i
podstawg opracowania nowych metod immunoterapii. Przyktadem
leczniczego wykorzystania komoérek dendrytycznych sg szczepionki
przeciwnowotworowe, ktore stanowia przedmiot licznych badan
doswiadczalnych i klinicznych prowadzonych w ciggu ostatnich lat

Hus |.: Zastosowanie komoérek dendrytycznych w immunoterapii nowotworéw mozliwe dzigki badaniom Ralpha Steinmanna
laureata nagrody Nobla w roku 2011 Alergia, 2011, 4: 37-39

Komorki dendrytyczne (dendritic cells, DC) zostaty opisane przez Steinmanna i Cohna
jako odrebna subpopulacja komorek sledzionowych myszy w 1973 roku i od tego czasu
prowadzonych jest wiele badan dotyczgcych ich pochodzenia, fenotypu, funkcji
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poszczegolnych populacji oraz zastosowania w immunoterapii. O ogromnym znaczeniu
tych badan swiadczy tego roczna nagroda Nobla w dziedzinie medycyny i fizjologii
przyznana posmiertnie Ralphowi Steinmannowi. Ralph Steinman nie zdgzyt dowiedzie¢
sie 0 swojej nagrodzie. Zmart 30 wrzesnia 2011 r. trzy dni przed ogtoszeniem nazwisk
Laureatow. Duze zainteresowanie w ostatnich latach komorkami dendrytycznymi wynika z
faktu, ze ich silne wiasciwosci immunostymulacji mogg by¢ zaréwno przyczyng rozwoju
wielu choréb, jak i podstawg opracowania nowych metod immunoterapii. Niekorzystng
role mogg odgrywaé one w patogenezie choréb autoimmunologicznych, alergicznych oraz
w odrzucaniu przeszczepow, a przyktadem zastosowania terapeutycznego sg szczepionki
przeciwnowotworowe, stanowigce aktualnie przedmiot badan doswiadczalnych i
klinicznych.

Komorki dendrytyczne stanowig heterogenng populacje leukocytow i obecne sg w obrebie
wiekszosci tkanek organizmu cztowieka, obejmujgc mniej niz 1% komorek szpiku i krwi
obwodowej [1]. Charakterystyczne cechy morfologiczne to: nieregularny ksztatt oraz
liczne wypustki btony komoérkowej w postaci dtugich, drzewiasto rozgatezionych
dendrytéw (typowe dla dojrzatych DC), bulwiastych pseudopodii, lub przypominajgcych
welony lammellipodii (wypustek blaszkowatych). Opisano dwie gtdwne populacje komérek
dendrytycznych: mieloidalne i limfoidalne, ktére r6znig sie od siebie wieloma cechami,
takimi jak: lokalizacja w tkankach, profil wytwarzanych cytokin oraz wymagania
wzrostowe [2].

DC naleza to tzw. komérek prezentujagcych antygen (antigen presenting cells, APC),
ich podstawowg funkcja jest wychwyt, przetwarzanie i prezentacja antygenéw, w
tym réwniez nowotworowych.

Odgrywaja one kluczowa role w indukcji i regulacji swoistej odpowiedzi
przeciwnowotworowej, poprzez aktywacje swoistych efektorowych limfocytéw B i
T, a takze komorek NK i NKT.

Te wiasciwosci komoérek dendrytycznych przyczynity sie do rozwoju badan nad ich
wykorzystaniem w immunoterapii nowotworow, przy czym w schematach immunoterapii
przeciwnowotworowej stosowane sg mieloidalne DC.

Immunoterapia komérkowa w leczeniu nowotworéw

Immunoterapia komérkowa nalezy do najnowszych strategii walki z chorobami
nowotworowymi i polega na eliminacji komdérek nowotworowych przy pomocy wiasnych
mechanizmdéw odpornosciowych pacjenta. Podstawowe strategie immunoterapii
komorkowej to: szczepionki przeciwnowotworowe w postaci komorek dendrytycznych
stymulowanych antygenami nowotworowymi lub modyfikowanych komérek
nowotworowych oraz immunoterapia adoptywna w postaci namnazanych i aktywowanych
in vitro limfocytow T.

Celem stosowania szczepionek przeciwnowotworowych jest ,,nauczenie” uktadu
odpornosciowego chorego rozpoznawania i niszczenia komorek nowotworowych.

Sg to szczepionki lecznicze, w przeciwienstwie do szczepionek profilaktycznych
stosowanych w celu zapobiegania zakazeniom wirusowym, bakteryjnym i niektérym
chorobom nowotworowym np. rak szyjki macicy.

Stanowia one rodzaj immunoterapii aktywnej i w przeciwienstwie do innych metod
leczenia (chemioterapia, radioterapia, immunoterapia adoptywna), moga, w
przypadku skutecznej immunizacji, indukowaé trwata swoista odpowiedz
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przeciwnowotworowg w postaci limfocytéw T pamieci, utrzymujaca sie przez cate
zycie pacjenta.

Uzyskanie takiej odpowiedzi moze doprowadzi¢ do utrzymania nowotworu pod kontrolg
uktadu odpornosciowego i tym samym do wydtuzenia zycia pacjenta lub nawet do jego
wyleczenia.

Komérki dendrytyczne jako szczepionki przeciwnowotworowe

Teoretyczne przestanki wykorzystania DC w immunoterapii nowotworéw wynikajg z
dwoch zasadniczych faktow. Po pierwsze, istotng przyczyng ,ucieczki” nowotworu spod
kontroli uktadu odpornosciowego jest brak skutecznej prezentacji antygenow
nowotworowych a po drugie, DC sg populacjg komoérek o najsilniejszych wiasciwosciach
prezentacji antygendéw, w tym takze nowotworowych. Teorie indukcji skutecznej
odpowiedzi przeciwnowotworowej potwierdzity badania in vitro, ktére wykazaty, ze
komoérki dendrytyczne stymulowane przez antygeny nowotworowe posiadajg zdolnosc
indukcji swoistych cytotoksycznych limfocytow T CD8+ skierowanych przeciw komorkom
guza [3,4]. Badania prowadzone na zwierzetach, zarbwno w przypadku wszczepionych
guzow litych (melanoma, fibrosarcoma, adenocarcinoma) [5,6,7], jak i biataczki [8]
potwierdzity korzystny wptyw szczepionki przeciwnowotworowej na zahamowanie rozwoju
oraz regresje wszczepionych guzéw nowotworowych. Kolejnym krokiem byto rozpoczecie
badan klinicznych.

Mozliwe sg dwie strategie,

e pierwsza polega na oddziatywaniu na DC in vivo poprzez podskorne podawanie
antygenow nowotworowych, zwykle w potgczeniu z adjuwantem w celu rekrutaciji
oraz stymulacji DC w miejscu wstrzykniecia

e druga strategia, na ktorej opiera sie wiekszos¢ metod immunoterapii z uzyciem DC,
polega na generaciji tych komorek w warunkach hodowli in vitro i podaniu choremu
w postaci szczepionki po wprowadzeniu do nich odpowiednich antygendéw
nowotworowych.

Istnieje obecnie kilka mozliwosci uzyskania znacznych ilosci DC w warunkach in vitro.
Metodg najczesciej stosowang w badaniach klinicznych jest generacja DC z monocytéow
krwi obwodowej w obecnosci cytokin: GM-CSF i IL-4 [9]. Metoda ta opracowana przez
Sallusto i Lanzavecchie [10] pozwala uzyskaé populacje komorek zawierajgcg 90%
niedojrzatych DC w ciggu 5-7 dni hodowli. W celu indukcji czynnosciowego i
fenotypowego dojrzewania DC do podtoza dodaje sie w 5-7 dobie kolejng cytokine -
TNFa [11]. Dojrzewanie DC przyspieszajg takze lipopolisacharydy oraz CD40L [11].
Stosowana jest rowniez mieszanina cytokin: IL-13, IL-6, TNFa w potgczeniu z PGE2 [12].
Inng, znacznie rzadziej stosowang metodg jest generacja DC z komorek macierzystych
CD34+ izolowanych z krwi obwodowej, szpiku lub krwi pepowinowej z dodatkiem
odpowiednich cytokin (GM-CSF i TNFa) [13].

Opracowano wiele metod wprowadzania do DC antygenéw nowotworowych
prezentowanych pézniej cytotoksycznym limfocytom T CD8+. W przypadku nowotwordw,
w ktérych wyodrebniono swoiste antygeny zwigzane z nowotworem (tumor associated
antigens TAA), czesto stosowang metodg jest wprowadzanie do DC antygendéw w postaci
peptydéw. Do komérek dendrytycznych mozna takze wprowadzac antygen w postaci catej
czgsteczki biatka (np. B-galaktozydaza, idiotypowe biatko specyficzne dla chioniaka lub
szpiczaka plazmocytowego, onkoproteina HPV-wirusa brodawczakow ludzkich).
Immunoterapia, ktdra opiera sie na indukcji odpornosci przeciw okreslonemu antygenowi
moze jednak prowadzi¢ do powstania opornosci poprzez zmniejszenie wytwarzania
produktu okreslonego genu. Opracowano, wiec strategie, ktérych celem jest indukcja
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poliklonalnej odpowiedzi, skierowanej przeciw wielu antygenom nowotworowym, nalezy
do nich opracowana przez Gilboa i wsp. [14] metoda transfekcji RNA komérek
nowotworowych do DC. Inng metodg jest fuzja DC z komdérkami nowotworowymi, ktéra
pozwala uzyskac¢ komorki hybrydowe o czynnosciowych wiasciwosciach DC i
réwnoczesnej ekspresji nowotworowych antygenow [15]. DC mogg takze pochtaniaé
lizaty komorkowe [16,17] lub ciatka apoptotyczne [18].

Optymalna droga podawania szczepionek z komérek dendrytycznych nie zostata
ustalona, dotychczasowe obserwacje wykazaty, ze droga srédskorna lub podskorna jest
bardziej skuteczna w indukcji odpowiedzi odpornosciowej niz dozylna. Prawdopodobng
przyczyng jest utrata ekspresiji czgsteczki CD62L na powierzchni dojrzatych DC,
receptora niezbednego do przejscia komorek przez srédbtonek naczyn krwionosnych, co
uniemozliwia ich dotarcie do weztéw chtonnych [19].

Pierwszg prébe kliniczng wykorzystania DC w immunoterapii nowotworéw opisali Hsu i
wsp. w roku 1996. Zastosowali oni autologiczne DC stymulowane biatkiem idiotypowym u
4 chorych na nawrotowg postac chtoniaka grudkowego w IV stadium zaawansowania
[20]. U 3 pacjentéw uzyskano istotng odpowiedz kliniczng. Ci sami autorzy w 2001 roku
rozszerzyli badania obejmujgc leczeniem grupe 35 chorych [21]. U 70% z nich uzyskano
stabilizacje choroby, u 22% regresje zmian. U 3 z 6 chorych z progresjg choroby, po
wstepnej fazie szczepien, uzyskano odpowiedz kliniczng po podaniu dodatkowych iniekciji
przypominajgcych.

Historia badan

Od czasu pierwszego badania Hsu i wsp. opisano ponad 200 préb klinicznych | i 1l fazy
podjetych w ponad 20 rodzajach nowotwordw, najczesciej guzow litych.

Najwiecej badan dotyczy zastosowania DC w przerzutowej postaci czerniaka
zlosliwego, gtéwnie z uwagi na wyodrebnienie szeregu TAA, poczynajac od
antygenow réznicowania, jak gp 100 i tyrozynaza, po antygeny swoiste (tissue
specific antigens, TSA), takie jak MAGE-3.

Druga grupa nowotworoéw, w ktérych opisano liczne préby immunoterapii sa
nowotwory drog moczowych: rak nerki i rak gruczotu krokowego.

WSsrod innych rodzajéw nowotworéw opisano préby kliniczne stosowania DC w
raku piersi, jajnika, trzustki, raku rdzeniastym tarczycy, raku jelita grubego, raku
ptuc i nowotworach mézgu, biataczkach [22].

Leczenie DC jest bezpieczne i dobrze tolerowane. Wiekszo$¢ dziatan niepozgdanych to
odczyny miejscowe w miejscu podania, gorgczka, objawy grypopodobne. Rzadziej
obserwowane sg bole migsniowe, kostne, stawowe, ostabienie.

W dotychczas opisanych prébach klinicznych, u wiekszosci chorych obserwowano
indukcje przeciwnowotworowej odpowiedzi immunologicznej, znacznie rzadziej natomiast
odpowiedz kliniczng (okoto 10-14%). Nalezy podkresli¢, ze wiekszos¢ z tych badan
dotyczyto pacjentow w zaawansowanych stadiach choroby nowotworowej, u ktorych
zawiodty proby chemioterapii, radioterapii lub leczenia chirurgicznego.

Opublikowane przez nasz zesp6t wyniki badan [23,24], stanowily pierwsze opisane
w literaturze swiatowej proby klinicznego zastosowania komérek dendrytycznych w
immunoterapii chorych we wczesnej fazie klinicznej przewlektej biataczki
limfocytowej.
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Leczenie byto bezpieczne i dobrze tolerowane, u czesci pacjentéw obserwowano indukcje
cytotoksycznych, nowotworowo-swoistych limfocytow T, oraz zmniejszenie liczby
biataczkowych limfocytow we krwi obwodowej. W badaniach ostatnich lat wykazano
mozliwos¢ indukcji istotnej odpowiedzi klinicznej przy pomocy szczepionek
przeciwnowotworowych z komorek dendrytycznych. Van Tendeloo i wsp. opisali wyniki
zastosowania szczepionki w postaci DC transfekowanych mRNA antygenu
nowotworowego WT1 (Wilms’ Tumor 1) u 10 chorych na ostrg biataczke szpikowg (acute
myeloid leukemia, AML) leczonych wstepnie chemioterapig. Uzyskano konwersje
odpowiedzi czesciowej w catkowitg u 2 chorych oraz catkowitej odpowiedzi w odpowiedz
molekularng (okreslong jako normalizacja poziomu mRNA dla WT1 we krwi) u 3 chorych
[25]. W badaniach opisanych przez Paluckg i wsp., istothg odpowiedz kliniczng
obserwowano u 2 sposrod 20 pacjentéw, leczonych szczepionkg DC generowanych z
monocytow krwi obwodowej stymulowanych allogenicznymi komoérkami czerniaka. U
jednego z chorych uzyskano remisje catkowitg utrzymujgcg sie okoto 18 miesiecy, u
drugiego prawie catkowitg trwajgcg okoto 55 miesiecy. Byli to chorzy w IV stadium
Zaawansowania czerniaka z opornoscig na dotychczas stosowane leczenie [26]. Jednym
z najwazniejszych badan dotyczgcych immunoterapii DC jest randomizowane badanie
kliniczne fazy Il przeprowadzone u chorych z przerzutowym hormono-opornym rakiem
gruczotu krokowego. Badanie to wykazato istotny wptyw szczepionki sipuleucel-T
(Provenge®, Dendreon) w postaci autologicznych DC stymulowanych biatkiem fuzyjnym
ztozonym z antygenu swoistego dla komoérek raka prostaty — kwasnej fosfatazy
sterczowej (prostate acid phospatase, PAP) sprzezonego z GM-CSF (czynnik wzrostu
kolonii granulocytarno-makrofagowych) na wydtuzenie catkowitego czasu przezycia
chorych. Na podstawie wynikéw tego badania opisanego przez Kantoffa i wsp.,
sipuleucel-T uzyskat w kwietniu 2010 roku rejestracje Amerykanskiej Agencji ds. Lekow i
Zywnosci (Food and Drug Agency, FDA). [27].

Aktualne kierunki badan

Przedstawione przyktady wskazujg, ze immunoterapia przeciwnowotworowa z
wykorzystaniem DC moze by¢ skuteczna klinicznie, ale wymaga modyfikacji [26].
Podczas, gdy wczesniejsze badania dotyczgce immunoterapii komorkowej skupione byty
na jak najsilniejszej aktywacji uktadu odpornosci, w swietle obecnej wiedzy nie mniej
wazne jest dziatanie skierowane na komorki i czgsteczki hamujgce odpowiedz
immunologiczng,. Do najlepiej poznanych populacji komérek o dziataniu supresorowym
naleza: limfocyty T regulatorowe (Treg), komorki supresorowe pochodzenia mieloidalnego
(myeloid-derived supressor cells, MDSC), makrofagi zwigzane z nowotworem (tumor
associated macrophages, TAM) oraz populacje komoérek dendrytycznych o dziataniu
tolerogennym.

Celem wielu prowadzonych aktualnie badan przedklinicznych i klinicznych jest
zwiekszenie skutecznosci klinicznej szczepionek przeciwnowotworowych miedzy innymi
poprzez okreslenie optymalnych warunkéw generacji DC (aby unikng¢ indukcji populaciji
tolerogennych populacji), identyfikacje nowych antygenéw swoistych dla nowotworu
wykorzystywanych do stymulacji DC oraz pokonanie immunosupresji wywotanej przez
rozwoj nowotworu poprzez skojarzenie immunoterapii DC z przeciwciatami
monoklonalnymi skierowanymi przeciw czgsteczkom wywotujgcych supresje odpowiedzi
immunologicznej takim jak PD-1 lub przeciw tolerogennym cytokinom (IL-10, TGF-B) [28].
W celu hamowania Treg, w aktualnie prowadzonych badaniach klinicznych stosowane sg,
miedzy innymi mate dawki cyklofosfamidu lub przeciwciata anty-CTLA-4, zas w celu w
celu hamowania rozwoju MDSC - inhibitory cyklooksygenazy-2. Ponadto, w
przeciwienstwie do wczesniejszych poglgddéw, coraz wiecej danych sugeruje, ze
skutecznos¢ immunoterapii komorkowej mozna zwiekszy¢ poprzez potgczenie z
okreslonymi schematami chemioterapii lub terapii celowanych. Jeszcze kilka lat temu
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potgczenie immunoterapii i chemioterapii byto nie do pomyslenia, obowigzywat bowiem
dogmat, ze chemioterapia niszczy komérki uktadu immunologicznego. Stwierdzono
jednak, ze chemioterapia, w zaleznosci od rodzaju leku, dawki i schematu podawania
moze wybidrczo niszczy¢ komorki supresorowe, wptywajgc tym samym na zwiekszenie
skutecznosci immunoterapii [29]. Ponadto, niszczenie komdrek nowotworowych moze
prowadzi¢ do zwiekszenia prezentacji antygendw i nasilenia odpowiedzi limfocytow T. By¢
moze chemioterapia bedzie, stosowana w przysztosci jako adiuwant u chorych
otrzymujgcych immunoterapie komérkowa.

Wyniki prowadzonych aktualnie badan dotyczacych potaczenia szczepionek
przeciwnowotworowych z przeciwciatami monoklonalnymi, lub chemioterapia oraz
rédwnoczesne stosowanie strategii przelamujacych immunosupresyjne dziatanie
mikrosrodowiska nowotworowego stwarzajg szanse na opracowanie nowych
skuteczniejszych metod immunoterapii i tym samym poprawe rokowania chorych
na nowotwory [
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