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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Celem pracy jest podsumowanie aktualnej wiedzy dotyczacej zastosowania aktywnej immunote-
rapii w biataczkach. Przedstawiono mechanizmy molekularne oraz implikacje kliniczne r6znego
rodzaju szczepionek stosowanych w biataczkach u dzieci i dorostych. Brak eliminacji komdrek
nowotworowych przez organizm cztowieka moze wynika¢ z mechanizméw immunologicznych,
w tym wytwarzania przez komorki biataczkowe substancji uposledzajacych funkcje uktadu od-
pornosciowego oraz stabej ekspresji czastek kostymulujacych i adhezyjnych na powierzchni bla-
stow. Komorki ostrej biataczki limfoblastycznej oraz przewleklej biataczki limfocytowej moga
by¢ przeksztalcone w komorki prezentujace antygeny nowotworowe za pomoca stymulacji sub-
stancja CD40L, w ten sposéb nabieraja cech fenotypowych i funcjonalnych komérek dendrytycz-
nych. W wielu badaniach udowodniono, ze stymuluja one odpowiedzZ auto- lub allogenicznych
limfocytéw T. Reakcja uktadu odpornosciowego na szczepionke przeciwnowotworowa moze do-
tyczy¢ odpornosci komérkowej i humoralnej, a jej rodzaj jest intensywnie badany. Podobne efek-
ty, ale z uzyciem cytokin: GM-CSF, TNF-o oraz IL-4 uzyskano w ostrej biataczce szpikowej i ze-
spotach mielodysplastycznych. Doswiadczenia kliniczne z zastosowaniem przygotowanych w ten
sposob szczepionek sa niewielkie, jednak niektére wstgpne raporty przynosza obiecujace rezul-
taty. Szczepionki sa bezpieczne, wywotuja odpowiedZ gospodarza i prawdopodobnie wydluzaja
przezycie pacjentow.

ostra biataczka limfoblastyczna ¢ przewlekta biataczka limfocytowa * szczepionka °
immunoterapia ¢« CD40L

Summary

The aim of the review is to summarize current knowledge concerning active immunotherapy in
leukemia. The molecular mechanisms and selected clinical implications of different cancer vac-
cines used in pediatric and adult leukemias are discussed. Escape of neoplasmatic cells from eli-
mination by host cells can be caused by immunological disturbances, such as the production of
immunosuppressive cytokines and downregulation of costimulatory and adhesion molecules.
Cells of acute lymphoblastic leukemia and chronic lymphocytic leukemia can be induced into
antigen-presenting cells with the CD40 ligation system. After CD40 stimulation, leukemic cells
achieve the phenotypic and functional characteristics of dendritic cells. In many studies it was
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confimed that these cells stimulate auto- and/or allogeneic T-cell response. Immunological re-
sponse can be of cellular and humoral origin and is extensively examined. Similar effects using
different cytokines such as GM-CSF, TNF-«, and IL-4 can be observed in acute myeloid leuke-
mia and myelodysplastic syndromes. Clinical experience with such vaccines is limited, but the
results of some preliminary reports are quite promising. Cancer vaccines are safe, result in host
response, and probably prolong patients survival.
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ALL - ostra biataczka limfoblastyczna; AML - ostra biataczka szpikowa; APC - komarki prezentujgce

antygen; B-CLL - przewlekta biataczka limfocytowa z komarek B; CLL - przewlekta biataczka
limfocytowa; CML - przewlekfa biataczka szpikowa; DC - komérki dendrytyczne; DISC - kompleks
indukujacy $mier¢ komérki; FISH - hybrydyzacja in situ; GM-CSF - czynnik wzrostu kolonii
granulocytarno-makrofagowych; HLA - antygeny zgodno$ci tkankowej; ICAM - miedzykomérkowa
czastka adhezyjna; IFN - interferon; IL - interleukina; LPS - lipopolisacharydy; PMA - mitogen
szkartatki; TGF - transformujacy czynnik wzrostowy; TNF - czynnik martwicy nowotwordw.

Wstep

W niektérych rodzajach biataczek, szczegdlnie u dzieci,
W tym najczestszej w wieku rozwojowym ALL, uzysku-
je si¢ dlugotrwate remisje w 80% przypadkéw z uzyciem
standardowej chemioterapii. Jednak cz¢s¢ pacjentéw cier-
pi z powodu nawrotu choroby. W innych rodzajach biata-
czek, np. B-CLL u dorostych (w stadiach zaawansowanych)
nie jest mozliwe catkowite wyleczenie. Z tego powodu po-
trzebne sa nowe metody terapii. Intensywnie prowadzone
badania dotycza geno- i immunoterapii. Docelowo maja
one mie¢ zastosowanie nie tylko w grupach pacjentow,
ktérzy byli juz leczeni standardowa chemio- i radioterapia,
ale réwniez w leczeniu chorych w przypadku pierwszego
zachorowania. Podobnie byto z przeciwcialami monoklo-
nalnymi, ktére poczatkowo byty stosowane jako terapia
II czy III rzutu, obecnie czgs$¢ z nich jest podawana jed-
noczesnie z chemioterapia zaraz po rozpoznaniu choro-
by nowotworowe;.

Od dawna wiadomo, ze odpowiedZ przeciwnowotworowa
istnieje u kazdego pacjenta z bialaczka, jednak komoérki
biataczkowe unikaja tej odpowiedzi m.in. dzigki stabej pre-
zentacji antygendéw zgodnosci tkankowej, czasteczek ko-
stymulujacych oraz wydzielaniu substancji ostabiajacych
uktad odpornosciowy pacjenta. Od pewnego czasu probuje
si¢ stymulowac system immunologiczny cztowieka w celu
eradykacji nowotworu. Metody stosowane w tym celu sa
zaréwno swoiste jak i nieswoiste [37]. Dowodem na istnie-
nie silnej odpowiedzi przeciwnowotworowej sa dobre wy-
niki leczenia CML za pomoca infuzji limfocytéw T dawcy.
Z kolei w AML wysoki odsetek pacjentéw uzyskuje pierw-

szg remisje, ale tez wielu z nich cierpi z powodu wznowy
choroby. Koncepcja szczepienia czy innej stymulacji ukta-
du odpornosciowego po uzyskaniu remisji hematologicz-
nej w tej chorobie wydaje si¢ bardzo atrakcyjna. Ideg im-
munoterapii w bialaczkach nie jest niszczenie duzej masy
guza tylko eradykacja choroby resztkowej [37].

Doswiadczenia wielu autor6w oraz nasze dotychczasowe

badania potwierdzaja, ze gléwne przyczyny braku odpo-

wiedzi przeciwnowotworowej oraz uposledzenia funkcji

uktadu odpornosciowego w biataczkach to:

* niska ekspresja czasteczek kostymulujacych na blastach
biataczkowych (w tym CD1a, CD80, CD83, CD86),

* wytwarzanie cytokin immunosupresyjnych przez ko-
morki nowotworowe (w tym TGF-f oraz IL-10),

 przewaga subpopulacji limfocytéw Th, oraz Th./Tr|
[18,26,27,29].

Mimo iz komorki biataczkowe maja na swojej powierzch-
ni antygeny zgodnosci tkankowej I i II klasy, do pelnej ak-
tywacji limfocytéw T i odpowiedzi przeciwnowotworowe;j
potrzebny jest tzw. drugi sygnat kostymulujacy, w tym eks-
presja czasteczek rodziny B7 (CD80, CD86). W wigkszo-
Sci badan odsetek komorek biataczkowych z ekspresja ww.
czastek jest niewielki lub bliski zeru. Zwigkszenie immu-
nogennosci komérek nowotworowych stanowi zatem jedno
z podstawowych wyzwan immunoterapii w onkologii.

Potencjalne szczepionki przeciwnowotworowe musza spet-

niaé trzy zasadnicze warunki, tj. prowadzi¢ do:

1) identyfikacji/prezentacji antygenéw zwiazanych z no-
wotworem,
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2) aktywacji swoistych limfocytéw T,
3) pokonania tolerancji antygenéw nowotworu w organi-
zmie gospodarza [19].

Jedna z koncepcji immunoterapii w nowotworach jest uzy-
cie komorek dendrytycznych. Komoérki dendrytyczne to ko-
morki prezentujace antygeny i prowadzace do inicjacji od-
powiedzi immunologicznej limfocytéw T. Sa one jednym
z wazniejszym elementéw odpowiedzi przeciwnowotwo-
rowej. W warunkach laboratoryjnych komérki dendrytycz-
ne sa uzyskiwane najcze¢sciej z komorek pnia (CD34%) ze
szpiku, krwi pgpowinowej lub krwi obwodowej. Komérki
dendrytyczne uzyskane z komérek nowotworowych po-
winny przynajmniej teoretycznie taczy¢ funkcje komo-
rek prezentujacych antygeny oraz ekspresj¢ antygendw
nowotworowych. Moga wigc by¢ idealnymi kandydatami
do szczepionek przeciwnowotworowych. Dane laborato-
ryjne wskazuja na mozliwos¢ przeksztalcenia komoérek
nowotworowych w komérki prezentujace antygeny, jed-
nak funkcja powstatych w ten sposéb komérek nie jest do
korica poznana [10]. Poza tym mozliwos¢ uzyskania ko-
morek dendrytycznych z komérek nowotworowych na ra-
zie dotyczy tylko biataczek szpikowych i limfoblastycznych
[24]. Immunoterapia z uzyciem komérek dendrytycznych
w ostrych biataczkach ma zdecydowang przewage nad in-
nymi metodami poniewaz komérki nowotworowe moga za-
chowywac sig jak komorki prezentujace antygeny. Komorki
dendrytyczne uzyskane z komérek AML stymuluja nie tyl-
ko allogeniczna, ale réwniez autologiczna odpowiedz lim-
focytéow T. Limfocyty te wykazuja swoista cytotoksycznosé
przeciwko komoérkom biataczkowym [37].

CDA40 to czasteczka z rodziny receptoréw TNF, ktéra ulega
ekspresji na limfocytach B i odgrywa rolg w ich przezyciu
iréznicowaniu [50]. Natomiast drugi element systemu — li-
gand CD40 (CD40L) ulega ekspresji na aktywowanych leu-
kocytach w tym limfocytach T (zaréwno CD4 jak i CD8),
komérkach tucznych, eozynofilach, komérkach NK [9].
Stymulacja CD40/CD40L prowadzi do proliferacji, roz-
nicowania, wzrostu ekspresji czasteczek kostymulujacych,
wzrostu wytwarzania cytokin (IL-1, -6, -12, TNF-a) oraz
prezentacji antygenéw przez limfocyty B, komoérki den-
drytyczne i monocyty [50]. CD40 znajduje si¢ takze na
powierzchni komérek nowotworowych, w tym hematolo-
gicznych (biataczki, chtoniaki) oraz czerniakéw, rakéw no-
sogardta, jajnika i watroby [9]. Udowodniono, ze aktywa-
cja CD40L zwigksza zdolnosSci prezentacji antygendw nie
tylko przez prawidtowe, ale takze nowotworowe komorki
B. Dokonuje si¢ to przez wzrost ekspresji czasteczek ad-
hezji migdzykomoérkowej (ICAM-1), rodziny B7 oraz wy-
twarzanie chemokin. Jednak wptyw CD40L na dojrzewa-
nie komérek dendrytycznych nie jest do konica wyjasniony
i wymaga dalszych intensywnych badan.

Poniewaz u pacjenta z bialaczka komoérki nowotworowe
w szpiku lub krwi obwodowej moga by¢ wymieszane z ko-
moérkami pnia (CD34%) oraz monocytami, zdaniem niekté-
rych autoréw nalezy koniecznie potwierdzi¢ pochodzenie
uzyskanych komérek dendrytycznych [7]. W tym celu do
hodowli uzywa si¢ komoérek ALL z fuzja genéw ber-abl
i nastgpnie ocenia obecnos¢ fuzji po hodowli metoda FISH
[21]. Mohty i wsp. potwierdzili ta metoda nowotworowe
pochodzenie komoérek dendrytycznych po hodowli, nato-
miast w B-CLL takim kryterium byta ekspresja antygenu

CDS5 (unikalnego dla komérek B-CLL) [35]. Li i wsp. udo-
wodnili, ze komérki dendrytyczne wywodzace si¢ z bla-
stow AML wykazuja ciagla ekspresje¢ antygendéw zwiaza-
nych z nowotworem, w tym PRAME, RHAMM/CD168,
WT-1 i proteinazy 3 [24]. Jest to kolejny dowdd na to, ze
komorki te sa pochodzenia nowotworowego. Antygeny te
moga stanowi¢ Swietny cel do immunoterapii — mozna np.
wprowadzi¢ mRNA kodujace WT1 do profesjonalnych ko-
morek dendrytycznych i podawac je pacjentom, majac na-
dziej¢ na uzyskanie swoistej odpowiedzi przeciwnowotwo-
rowej [49]. Takim antygenem w przypadku ALL moze by¢
BAX-delta, gen ten zostal wyodrgbniony po poréwnaniu
ekspresji genéw w prawidlowych limfocytach B z komor-
kami biataczkowymi B-ALL [31].

Komorki dendrytyczne uzyskane z komérek nowotworo-
wych sa bardziej efektywne w stymulacji limfocytéw T niz
niezmienione blasty biataczkowe. Ich mozliwosci stymu-
lacyjne sa sprawdzane w mieszanej hodowli z limfocyta-
mi T. Jednak odpowiedz zalezna od limfocytéw T wyma-
ga nie tylko ekspresji czasteczek kostymulujacych (rodzina
B7), ale takze migracji tych komérek do weztéw chton-
nych w celu kontaktu z limfocytami T; w tym celu nalezy
ocenié funkcjonalno$¢ komérek dendrytycznych — wytwa-
rzanie cytokin i chemokin.

Niektoérzy autorzy podnosza znaczenie nie tylko odpowiedzi
przeciwnowotworowej limfocytow T, ale takze roli komé-
rek NK. Transplantacja szpiku w przypadku niezgodnosci
receptorow KIR na komérkach NK migdzy dawca a biorca
daje dobre efekty lecznicze, co moze potwierdzaé dziatanie
przeciwbiataczkowe tych komoérek [42]. Infuzja autologicz-
nych komérek NK skierowanych przeciwko komérkom AML
powodowata zmniejszenie liczby komérek nowotworowych
0 8-77%. Badania te byly jednak przeprowadzone na modelu
zwierzecym [43]. Ciekawe do§wiadczenia byly prowadzone
przez Grubera i wsp. [13]. Wprowadzili oni geny CD40L,
CD80 i GM-CSF do komérek biataczkowych pre-B ALL.
Komoérki biataczkowe z ekspresja tych czasteczek byty od-
rzucane przez uktad odpornosciowy myszy, w przeciwien-
stwie do komorek bez ekspres;ji tych czasteczek. Natomiast
deplecja limfocytéw NK zwierzat prowadzita do utraty obro-
ny przez komérkami nowotworowymi nawet z ekspresja cza-
steczek CD40L, CD80 i GM-CSF. Potwierdza to role komé-
rek NK w odpowiedzi przeciwnowotworowej.

ASPEKTY DOSWIADCZALNE

Ostra bialaczka limfoblastyczna (ALL) i ostra
bialaczka szpikowa (AML)

Ostra biataczka limfoblastyczna jest najczgstszym nowo-
tworem u dzieci. Obecnie prawie u 80% pacjentéw w wie-
ku rozwojowym udaje si¢ uzyskac trwalg remisjg. Tym nie-
mniej u niektérych dzieci nastgpuje wznowa choroby. Z tego
powodu potrzebne sa nowe metody terapeutyczne, przede
wszystkim skuteczne, ale rowniez mniej toksyczne i obcia-
zone mniejsza $miertelnoscia niz np. megachemioterapia
z nastgpowa transplantacja komérek hematopoetycznych.
Wstepne dane do§wiadczalne i kliniczne §wiadcza o tym,
ze mozna uzy¢ komorek biataczkowych jako komoérek pre-
zentujacych antygeny nowotworowe. Wigkszos¢ komérek
nowotworowych ALL nie ma na swojej powierzchni cza-
steczek kostymulujacych, w tym najwazniejszych z rodziny
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B7. Komérki ALL pierwotnie (bez stymulacji) najczgsciej
nie wykazuja ekspresji CD1a, CD80, CD83 i CD86, obec-
na jest natomiast rednia ekspresja CD54 1 CD58 i wyso-
ka CD40, HLA TiII klasy [28,35].

Pierwsze dane laboratoryjne dotyczace przeksztatcenia ko-
morek biataczkowych w komérki dendrytyczne opublikowa-
li Cignetti i wsp. [7]. W hodowli AML z GM-CSF, TNF-a.
i IL-4 po 3 tygodniach udato si¢ uzyskac fenotyp komérek
dendrytycznych (oceniany za pomoca cytometrii przepty-
wowej), natomiast komorki ALL byty stymulowane CD40L
iIL-4, z podobnym efektem. Nowotworowe pochodzenie ko-
morek dendrytycznych zostato potwierdzone dzigki wykry-
ciu fuzji ber-abl metodg hybrydyzacji in situ (FISH). W ba-
daniach naszych i innych autoréw stymulacja za pomoca
CD40L prowadzita do wzrostu ekspresji czasteczek kosty-
mulujacych w tym: CD80, CD86, CD40, MHC klasy 111,
CD54 oraz CDS58 [10,28]. Komorki dendrytyczne z jedno-
czesng ekspresja CD80 i CD86 sa uwazane przez niektd-
rych autor6w za w petni dojrzate i indukujace proliferacje
autologicznych i allogenicznych limfocytéw T [21]. W na-
szych badaniach nie wykazaliSmy jednak wzrostu odsetka
populacji komérek CD80*CD86* po stymulacji CD40L [28].
W badaniach D’Amico i wsp. komérki ALL stymulowane
CD40L zawieraty fenotyp komérek dendrytycznych i wy-
kazywaty wytwarzanie chemokiny CCR7, nie wytwarzaty
jednak wigkszych ilosci prozapalnej IL-12 oraz nie prowa-
dzity do generacji alloreaktywnych limfocytéw T o feno-
typie Th, [10]. Profil Th, uzyskano dopiero po dodaniu do
hodowli IL-12. Autorzy tego raportu uwazaja, ze prosta sty-
mulacja CD40L nie prowadzi do uzyskania ochronnej, prze-
ciwnowotworowej odpowiedzi immunologicznej i sugeruja
uzycie dodatkowych sygnaléw w szczepionkach przeciwno-
wotworowych. Natomiast w badaniach innych autoréw ALL
i CML indukowane CD40L i IL-4 nie tylko nabieraty feno-
typu dojrzatych komérek dendrytycznych, lecz takze sty-
mulowaly odpowiedz proliferacyjna naiwnych limfocytéw
T o profilu Thl, wytwarzajacych IFN-y [35,47].

W badaniach dotyczacych ludzi zdrowych komérki den-
drytyczne zmodyfikowane genetycznie z ekspresja CD40L
wytwarzaty cytokiny prozapalne w tym IL-12 i IFN-y oraz
— co niezmiernie wazne — byly oporne na dzialanie cytokin
immunosupresyjnych wytwarzanych przez komorki nowo-
tworowe w tym IL-10 oraz TGF-3 [25]. By¢ moze jest to
spowodowane zmniejszona ekspresja receptorow tych cy-
tokin i moze mie¢ znaczenie w przyszitej immunoterapii
nowotworéw. W czynnosci komérek dendrytycznych pet-
nia rolg cytokiny prozapalne, w tym IL-12 oraz podobna
do niej IL-23. Wplywaja one na proliferacj¢ limfocytéw T
pamigci oraz wytwarzanie przez nie IFN-y. D’Amico 1 wsp.
wykazali wzrost ekspresji podjednostki p19 IL-23 w ko-
moérkach ALL po stymulacji CD40L [10]. Znaczenie 1L-23
w immunoterapii nowotworéw pozostaje nieznane.

Niewiele raportéw dotyczy wytwarzania chemokin przez
komorki nowotworowe. Sa to substancje biorace udziat
w chemotaksji, krazeniu komorek uktadu odpornosciowego
do miejsc objetych procesem zapalnym. Maja one znacze-
nie w odpowiedzi immunologicznej w tym prezentacji an-
tygenow oraz przenikaniu limfocytéw T do weztéw chton-
nych. W jednym eksperymencie wykazano, ze stymulacja
CD40L indukuje sekrecj¢ MDC i TARC — chemokin bio-
racych udziat w chemotaksji i migracji limfocytéw T [12].

Migracja do weziéw chionnych jest zalezna od osi chemo-
kin CCR7/CCL19. Po stymulacji CD40L komérki ALL nie
tylko wykazywaty wyzsza ekspresj¢ chemokiny CCR7, ale
réwniez migrowaly w odpowiedzi na CCL19 [10]. W ba-
daniach Mohty i wsp. komérki ALL wykazywaty podobna
ekspresje CCR7 jak dojrzate komérki dendrytyczne uzy-
skane z monocytéw, w przeciwienstwie do ich niedojrza-
tych postaci, natomiast CCRS5 ulegata zmniejszonej ekspre-
sji w czasie dojrzewania i nie pojawiata si¢ na komérkach
nowotworowych przed ani po hodowli [35].

Komoérki AML moga réwniez (podobnie jak komorki in-
nych biataczek) by¢ modyfikowane genetycznie. Mozna
np. wprowadzaé do wngtrza blastow biataczkowych geny
cytokin prozapalnych albo stymulujacych odpowiedZ im-
munologiczng [37]. Dokonuje si¢ transdukcji IL-4, TNF-o
i GM-CSG, IL-12 lub genéw czasteczek kostymulujacych
rodziny B7 [37]. Kolejnym sposobem terapii pacjentéw
z AML jest izolacja autologicznych limfocytéw T cytotok-
sycznych swoiscie przeciwko komérkom AML, ich namna-
zanie i podawanie pacjentom w remisji. Jeszcze inne po-
dejscie do immunoterapii w AML, to szczepionki z nagim
DNA kodujacym gen fuzyjny PML-RAR [37]. Jest to gen
odpowiedzialny za zaburzenia réznicowania komorek linii
mieloidalnej i powstanie ostrej biataczki promielocytowe;j
(translokacja t(15;17)). Pierwsze wyniki zastosowania tej
postaci szczepionki u myszy potwierdzily diuzsze przezy-
cie osobnikéw szczepionych.

Z doswiadczalnego punktu widzenia niezmiernie wazne
sq warunki hodowli komérek nowotworowych w czasie
stymulacji cytokinami lub metodami inzynierii genetycz-
nej. Autorzy wloscy uwazaja, iz dtugotrwata (nawet do 12
dni) hodowla komérek ALL jest mozliwa tylko na komor-
kach podscieliska szpiku (human bone marrow stromal
cells — HBMS), inne osrodki — w tym nasz — nie korzystaja
z tego medium uzyskujac wysoka, dlugotrwata zywotnos§é
w hodowlach z RPMI i FBS (dane niepublikowane) [9,10].
Komérki dendrytyczne sa hodowane z komoérek progeni-
torowych CD34* oraz monocytéw (CD14*) pod wpltywem
r6znych zestawdw cytokin. Monocyty krwi obwodowej r6z-
nicuja si¢ do niedojrzatych komérek dendrytycznych naj-
czesciej pod wptywem GM-CSF i IL-4. Ich dalsze dojrze-
wanie mozna uzyskaé za pomoca TNF-a,, CD40L lub LPS
(zestaw cytokin GM-CSF, IL-4 oraz TNF-a jest uwazany za
standardowy, “‘klasyczny”). Natomiast wiele réznych stra-
tegii jest wykorzystywanych przez innych badaczy w celu
zwigkszenia immunogennosci komérek nowotworowych.
Podejmowane sa proby zastosowania roznych kombina-
cji stymulatoréw w celu uzyskania komérek dendrytycz-
nych z blastéw zaréwno ostrej biataczki limfoblastycznej
jak i szpikowej [35]. Wyniki tych badari nie sa jednak jed-
noznaczne. Do przeksztalcenia komdrek biataczkowych
ALL w komoérki dendrytyczne uzywa si¢ wielu kombina-
cji cytokin. Wedtug Lee i wsp. optymalne jest potaczenie
CD40L z IL-1p, IL-3, IL-7, TNF-a. i SCF [21]. Stymulatory
w AML moga by¢:

a) pozakomoérkowe (kombinacje cytokin: GM-CSF, IL-4,

TNF-), indukcja CD40L, IFN-a,
b) niezalezne od btony komérkowej induktory sygnatéw
wewnatrzkomérkowych (A 23187, PMA) [19].

Kharfan-Dabaja i wsp. uwazaja, ze uzycie sygnatu, ktéry
omija receptory blonowe, w tym PMA i substancji A23187,
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daje najwicgksza aktywacje limfocytéw T. Co ciekawe, ak-
tywacja ta nie korelowata jednak z ekspresja czasteczek
kostymulujacych. Jednak rézne kombinacje cytokin/syg-
natéw dawaty ekspresj¢ réznych cech fenotypowych komé-
rek dendrytycznych, przy czym zadna z nich nie powodo-
wata stymulacji wszystkich cech [19]. W doswiadczeniach
Cignettiego i wsp. zanotowano dalsze dojrzewanie komadrek
dendrytycznych uzyskanych z komérek AML po dodaniu
CD40L do “klasycznego” zestawu cytokin, tj. GM-CSG,
IL-4 1 TNF-o [8]. W ten sposéb otrzymane komoérki wy-
twarzaty IL-12 i IL-15, ale bez wzrostu ekspresji IL-10.
Brak wzrostu wytwarzania immunosupresyjnej IL-10 po
stymulacji komoérek nowotworowych potwierdzaja rowniez
nasze niepublikowane wyniki. Podobnie Lee i wsp. uwaza-
ja, ze dodanie CD40L do kombinacji “‘klasycznych” cyto-
kin w hodowli komérek AML powoduje uzyskanie bardziej
dojrzatych, silnie stymulujacych odpowiedZ immunologicz-
na komorek dendrytycznych [22]. Zaskakujaca jest réwniez
stymulacja komérek nowotworowych bez uzycia cytokin,
hodowanych z samym medium [28]. Nasze doswiadcze-
nia w tym zakresie potwierdzaja rowniez Urbaniak-Kujda
i wsp. [48]. Autorzy uzyskali wzrost ekspresji czasteczek
kostymulujacych CD80 na komdrkach ostrej biataczki szpi-
kowej (szczeg6lnie podtyp M4 i M5), natomiast ekspresja
CD86 byta wysoka rowniez przed hodowla. Potwierdza to
zdolnos¢ komorek biataczkowych do réznicowania w kie-
runku komérek dendrytycznych bez swoistej stymulacji za
pomoca cytokin czy sygnatow zewnatrz- lub wewnatrz-
plazmatycznych.

Jak juz wspomniano, prawidlowa aktywacja limfocytéw
T poza prezentacja antygenéow w kontekscie HLA wy-
maga tzw. drugiego sygnalu z czasteczek kostymuluja-
cych. Gtéwna droga kostymulacji jest aktywacja CD28-B7
(CD80, CD86), inne drogi to TNFR/TNF ligand (w tym 4-
1BB/4-1BB ligand), CD27/CD70 oraz OX40/0OX40L [5].
W zwiazku z tym niektérzy autorzy prébuja wprowadzicé
do komoérki AML nie tylko “klasyczne” geny rodziny B7,
ale réwniez inne elementy drugiego sygnatu np. 4-1BBL
[5]. Wyniki tych eksperymentéw sa obiecujace.

Kolejnym interesujacym podejSciem do immunoterapii
w ALL jest modyfikacja genetyczna limfocytéw T tak,
by niszczyty komérki CD19* (wigkszo$¢ komoérek ALL)
[40]. Takie postgpowanie moze by¢ szczegdlnie przydatne
w prewencji wznowy po allogenicznej transplantacji ko-
morek hematopoetycznych.

Podsumowujac, wyniki wielu prac wskazuja, ze stymula-
cja CD40L wystarcza do uzyskania komérek dendrytycz-
nych z komoérek ALL, to podejscie wydaje si¢ nam prost-
sze od strategii opartych na terapii genowej (trudniejszej
do realizacji i potencjalnie niebezpiecznej).

Przewlekla biataczka limfocytowa B-komoérkowa (B-
CLL)

B-CLL to w wigkszosci przypadkéw wolno postepuja-
ca choroba nowotworowa prowadzaca po kilku latach do
Smierci pacjenta. W przeciwienstwie do ALL, B-CLL
pozostaje w wigkszosci przypadkéw choroba nieuleczal-
na. W leczeniu B-CLL sa stosowane: obserwacja, stero-
idy, leki alkilujace, analogi puryn oraz przeciwciala mo-
noklonalne, ostatnio réwniez autologiczne i allogeniczne

transplantacje komdrek hematopoetycznych [2,50]. Kilka
cech tej choroby, w tym przewlekly przebieg oraz starszy
wiek chorych powoduja, ze powinna ona by¢ idealnym ce-
lem immunoterapii. Pacjenci z B-CLL maja podobne ob-
jawy do tych, ktére wystgpuja we wrodzonym niedoborze
CD154 (CD40L). Od strony immunologicznej B-CLL cha-
rakteryzuje si¢ akumulacja nowotworowych komoérek B
z koekspresja CD5, CD19 i CD23, srednia ekspresja cza-
steczek MHC klasy I'i II, ICAM-1, CD27, CD40 i CD154
(CD40L) oraz staba lub brakiem ekspresji CD80 i CD86
[50]. Komérki B-CLL nie tylko nie zawieraja na swojej po-
wierzchni czasteczek kostymulujacych, ale takze wytwa-
rzaja cytokiny immunosupresyjne w tym IL-10 i TGF-J3.
Stymulacja CD40L, podobnie jak w ALL prowadzi do
wzrostu ekspresji czasteczek kostymulujacych i adhezyj-
nych w tym CD80, CD86, CD54 i CD58 oraz indukcji
odpowiedzi proliferacyjnej limfocytéw T. Zdaniem Mayr
i wsp. lepsze efekty w stymulacji odpowiedzi limfocytéw
T uzyskuje si¢ po wprowadzeniu CD40L metodami gene-
tycznymi, a nie zwykta hodowla z rozpuszczalnym CD40L
[32]. By¢ moze dane te dotycza tylko B-CLL.

Stymulacja komérek B-CLL za pomoca CD40L jest réw-
niez badana w kierunku wzrostu lub ostabienia wrazliwo-
$ci na apoptoze komoérek nowotworowych po przeksztat-
ceniu w komoérki dendrytyczne. Dane dotyczace wplywu
stymulacji CD40L na apoptoz¢ komoérek B-CLL sa sprzecz-
ne. Wedtug Katera i wsp., mimo wzrostu ekspresji profilu
antyapoptotycznego w tym Bcl-x1 i Bfl-1 wzrastata réw-
niez ekspresja Bid oraz bardzo znacznie aktywnos¢ cyto-
toksyczna limfocytéw T, tak wigc komorki B-CLL pozo-
stawaty idealnym celem dla komérek T [17]. Pojedynczne
doniesienia wskazuja na opornos¢ na apoptoze komorek
B-CLL indukowanych CD40L, mimo wzrostu ekspresji
FAS oraz braku zmian w ekspresji innych elementéw apo-
ptozy (czasteczki systemu DISC) [11]. Autorzy tego donie-
sienia przypuszczaja, ze opornos¢ na apoptoz¢ moze wyni-
ka¢ z uposledzonej aktywacji kaspaz lub nieprawidtowego
wspoéldziatania elementéw systemu DISC.

Pierwsze proby szczepienia w B-CLL polegaly na uzyciu
catych komoérek jako antygenéw, produkcja takich szczepio-
nek jest jednak pracochtonna [33]. Komérki dendrytyczne
generowane ex vivo moga zawiera¢ zaréwno lizaty komor-
kowe jak i catkowite RNA lub tez komérki nowotworowe
w stadium apoptozy. Komorki apoptotyczne indukuja naj-
silniejsza odpowiedZ limfocytow T (oceniang jako odpo-
wiedz proliferacyjna oraz wytwarzanie IFN-Y).

Pacjenci z B-CLL bez mutacji w zakresie regionéw zmien-
nych faficuchéw cigzkich immunoglobulin (immunoglobu-
lin heavy chain variable region genes, [gVH genes) oraz
ekspresja CD38 maja gorsze rokowanie niz pacjenci z mu-
tacja i bez ekspresji tej czasteczki. Jednak komérki den-
drytyczne uzyskane z komérek nowotworowych obu grup
pacjentow nie r6znia si¢ funkcjonalnie, co stwarza nadzie-
j¢ na wyleczenie rowniez pacjentdw z gorszym rokowa-
niem [34]. Niezmiernie interesujacego odkrycia dokonali
Buhmann i wsp., ktérzy wykazali, ze stymulacja komor-
kami dendrytycznymi wygenerowanymi z komérek B-CLL
limfocytéw T allogenicznych prowadzi do ekspansji cy-
tolitycznych limfocytéw CD8*, natomiast limfocytow au-
tologicznych — stymulacji limfocytéw CD4* (profil Thl)
[4]. Potwierdzenie nowotworowego pochodzenia komorek
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dendrytycznych w B-CLL fatwo jest udowodni¢ w cyto-
metrii przeptywowej, gdyz komorki te charakteryzuja sig
koekspresja CD5 i CD19.

Interesujacym podejsciem do immunoterapii w B-CLL jest
oparcie szczepionki na autologicznych komdrkach dendry-
tycznych wymieszanych (pulsed) z lizatem komoérek no-
wotworowych [46]. Efektem bylo pojawienie si¢ swoistej
odpowiedzi limfocytéw T wytwarzajacych IFN-y. System
ten byl jeszcze bardziej efektywny, jesli wezesniej komor-
ki B-CLL hodowano w obecnosci CD40L i IL-4. Kolejna
modyfikacja jest wprowadzenie do komoérek dendrytycz-
nych RNA kodujacego antygeny zwiazane z nowotworem
oraz catle RNA komoérki nowotworowej. Pierwsze dane do-
tyczace tego systemu wskazuja na jego bezpieczenstwo
oraz mozliwo$¢ uzyskania odpowiedzi cytotoksycznych
limfocytow T [14]. Wstepne proby kliniczne zastosowa-
no u pacjentéw z rakiem prostaty i nerki. Immunoterapia
w B-CLL moze by¢ rowniez taczona z chemioterapig lub
z nowoczesnymi lekami, ktére majg niewielkie dziata-
nie immunosupresyjne np. inhibitory biatka szoku ter-
micznego, inhibitory proteasoméw oraz inhibitory an-
giogenezy [3]. Natomiast inhibitory kinazy tyrozynowej
powoduja zmniejszenie proliferacji limfocytéow T i wy-
twarzanie 1L-2 [3].

Niektoérzy autorzy dokonuja modyfikacji genetycznych
komoérek B-CLL przez wprowadzenie nie jednej (np. B7-
1) a wielu czasteczek kostymulujacych. Ostatni tego typu
raport przedstawiony przez grupe amerykanskim badaczy
(Palena i wsp.) dotyczy udanego wprowadzenia genéw dla
B7-1, ICAM-1 i LFA-3 (razem nazywanych TRICOM) do
komoérek B-CLL [36]. Autologiczne limfocyty T wygene-
rowane przez stymulacj¢ genetycznie zmienionymi komor-
kami B-CLL wykazywaty cytotoksycznos¢ przeciwko nie-
zmodyfikowanym komérkom B-CLL.

Jeszcze inne podejscie prezentuja Romano i wsp., ktérzy
wyizolowali limfocyty T od pacjentéw z B-CLL, nastgp-
nie aktywowali je in vitro za pomoca PMA i ionomycyny
[39]. W ten sposéb aktywowane limfocyty T byty hodo-
wane z blastami B-CLL, ktére po hodowli wykazywa-
ty wzrost ekspresji czasteczek kostymulujacych, a takze
wskaznikéw apoptozy (CD95). Wedtug tych autoréw me-
chanizm ten byl niezalezny od systemu CD40L.

Oprécz CD40L waznym sygnatem kostymulujacym, obec-
nym na komoérkach dendrytycznych, znaczacym w péznym
sygnale kostymulujacyjnym (obok TCR i CD28) jest ligand
0X40 (CD134L). Jego aktywacja zwigksza proliferacje
i przezycie limfocytow T CD4* pamieci [30]. Efekty sty-
mulacji OX40 moga by¢ widoczne dopiero po wczesniej-
szej stymulacji CD40L. Biagi i wsp. wprowadzili CD40L
oraz OX40L do komérek B-CLL, prowadzac nie tylko do
wzrostu ekspresji czasteczek kostymulujacych, ale rowniez
wzrostu wytwarzania IFN-y oraz granzymu B/perforyny
przez autologiczne limfocyty T [1]. Najnowsze dane wyka-
zuja, ze nowa metoda w immunoterapii B-CLL moze by¢
stymulacja receptoréw Toll-like (TLRs), sa one giéwny-
mi regulatorami odpowiedzi immunologicznej. Podawanie
agonistow TLR7 prowadzito nie tylko do wzrostu kostymu-
lacji, wytwarzania cytokin prozapalnych, ale takze zwigk-
szenia wrazliwosci komérek nowotworowych na “zabija-
nie” cytotoksyczne [45].

ASPEKTY KLINICZNE

Dane dotyczace klinicznego zastosowania szczepionek
w biataczkach sa do tej pory nieliczne. Pierwsze do-
Swiadczenia nie byly zachecajace. Haining i wsp. z Dana-
Farber Cancer Institute ze Stanéw Zjednoczonych po-
dawali szczepionke¢ w postaci komérek dendrytycznych
uzyskanych z blastéw dzieciom ze wznowa ALL [15].
Jednak wigkszos¢ pacjentdw umarta lub wykazywata
znaczng progresj¢ choroby zanim uzyskano szczepion-
ke. Z tego powodu autorzy przeprowadzili analiz¢ stanu
uktadu immunologicznego pacjentéw z nowo rozpoznang
ALL. Obserwowane znaczne zaburzenia immunologicz-
ne nasunegty wniosek, iz podawanie szczepionki dzieciom
z ALL nie jest mozliwe wobec braku komérek (w tym
limfocytéw T, B i NK), ktére miatyby odpowiedzie¢ na
to szczepienie. W innym badaniu sposrdd 22 pacjentéw
z AML zakwalifikowanych do szczepienia autologiczna
szczepionka oparta na komoérkach dendrytycznych uzy-
skanych z komérek biataczkowych tylko 5 uzyskato re-
misje 1 mozliwos¢ szczepienia, z tego tylko 2 pozostaje
w remisji [38]. Autorzy tego raportu uwazaja, ze mozli-
wos$¢ produkcji szczepionki dotyczy niewielkiego odset-
ka pacjentéw z AML i nie prowadzi do efektow klinicz-
nych. Natomiast ostatnio Rousseau i wsp. wprowadzili
geny IL-2 i CD40L do komérek AML i ALL. IL-2 ma tu
podwodjne zadanie: po pierwsze — zwigksza immunogen-
nos¢ blastéw, po drugie — pobudza proliferacje limfocy-
téw T. W ten sposob przygotowana szczepionke podawali
pacjentom (w tym dzieciom) w remisji cytologicznej, za-
rowno po transplantacji szpiku jak i standardowej chemio-
terapii [41]. W cze¢Sci laboratoryjnej badania zanotowali
pojawienie si¢ zaréwno odpowiedzi humoralnej (wytwa-
rzanie przeciwcial przeciwko blastom), jak i komérkowe;j
(indukcja profilu Th, i Th,, wytwarzanie IFN-y, granzy-
mu B i IL-5). Sposréd 10 pacjentéw 8 pozostaje bez ob-
jawéw choroby, nie zanotowano objawdw niepozadanych.
Podobnie Li i wsp. obserwowali specyficzna odpowiedZ
przeciwnowotworowa u pacjentéw z AML szczepionych
komoérkami dendrytycznymi wygenerowanymi z komorek
biataczkowych [23]. Dane te z pewnosScia daja nadzieje
na wyleczenie wigkszej liczby pacjentéw niz dotychczas.
Podawanie szczepionki wg autoréw powinno dotyczy¢
szczegdlnie pacjentéw z duzym ryzykiem wznowy cho-
roby. To podejscie terapeutyczne moze mieé szczegol-
nie zastosowanie w grupie pacjentow wysokiego ryzyka
wznowy. Zdaniem innych autoréw najlepiej jest szczepic
pacjentéw w poczatkowych stadiach zaawansowania kli-
nicznego, najlepiej przed chemio- i radioterapia, kiedy
choroba ulega powolnej akceleracji lub w stabilnej fazie
choroby po terapii cytoredukcyjnej [33].

Pierwsze préby kliniczne szczepionki w B-CLL wy-
kazaty zmniejszenie liczby krazacych komdérek nowo-
tworowych oraz zmniejszenie wezléw chtonnych, towa-
rzyszyto temu zwigkszenie ekspresji CD95 (wskaznika
apoptytycznego), by¢ moze spowodowane przez litycz-
ne dziatanie limfocytéw CD4 [6,51]. Jeszcze innym po-
dejsciem jest podawanie pacjentom z B-CLL autologicz-
nych komoérek nowotworowych po utlenieniu (oxidised)
[44]. Obserwowano czgs$ciowe remisje oraz stabiliza-
cje choroby u wigkszosci pacjentéw. Wedtug autoréw to
podejscie moze by¢ potencjalng alternatywa do strategii
“watch and wait”. We wczesnych stadiach B-CLL stoso-
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wano z dobrym wynikiem komérki dendrytyczne uzy-
skane z allogenicznych monocytéw z wprowadzonymi
lizatami komorek nowotworowych lub apoptotycznych.
Potwierdzono bezpieczenstwo takiej szczepionki bez
efektu klinicznego [16].

Antygeny nowotworowe mozna tez dostarcza¢ do “pra-
widtowych” komérek dendrytycznych [20]. W jednej
z prac poréwnano uzycie do tego celu komoérek w apo-
ptozie, lizatéw komérkowych oraz RNA nowotworowe-
go w indukowaniu odpowiedzi limfocytéw T. Najlepsze
efekty, w tym odpowiedZ typu Th, uzyskano po ho-
dowli komérek dendrytycznych z ciatami apoptotycz-
nymi ]20].

PismiennicTwo

Przyszte badania nad immunoterapia w biataczkach beda

zmierzaty w kierunku:

* okreslenia optymalnego czasu podania szczepionki,

e unikania organiczeri zwigzanych z immunosupresja po-
wodowana przez chorobg i jej leczenie,

* laczenia immunoterapii z klasyczna lub celowana che-
mioterapia [2].

Przeprowadzona analiza dostgpnego piSmiennictwa oraz
wiasne doswiadczenia nasuwajq stwierdzenie, ze czynna
immunoterapia w biataczkach, mimo bardzo intensywnych
badan eksperymentalnych jest w fazie wstgpnej oceny kli-
nicznej i na jej efekty w codziennej praktyce bedzie trze-
ba jeszcze poczekad.
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