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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Komérki dendrytyczne (DCs) tworzac potaczenie miedzy odporno$cia wrodzong a nabyta,
odgrywaja istotna role w utrzymaniu homeostazy w uktadzie odporno$ciowym. Populacje
DCs cechuje heterogennos$é - w jej sktad wchodzi wiele subpopulacji, ktére mimo réznic
fenotypowych i lokalizacyjnych petnig jedna nadrzedna funkcje - sg profesjonalnymi ko-
mérkami prezentujacymi antygeny. W zwigzku z ich rola komdérki dendrytyczne mogg sie
staé nowym narzedziem terapii choréb nowotworowych. Jej gtéwnym celem jest bowiem
generowanie odpowiedzi przeciwnowotworowej, prowadzacej do eliminacji komdrek no-
wotworowych.

Mikro$rodowisko nowotworowe bogate w czynniki immunosupresorowe (np. IL-10, TGF-B,
Argl, IDO) utrudnia prawidlowe funkcjonowanie pojawiajacych sie DCs. Z tego powodu
wykorzystuje sie rézne strategie otrzymywania DCs w warunkach ex vivo niezbedne do
przygotowania szczepionek komérkowych oraz wspomaga sie in vivo komérki dendrytyczne
do walki z nowotworem. Szczepionki zawierajace DCs taczy sie z innymi schematami immu-
noterapii (np. blokowaniem czasteczek PD-1 lub CTLA-4) lub z konwencjonalnymi metodami
leczenia (np. chemioterapia). Mimo ogromnego postepu, ktéry dokonat sie w terapiach
przeciwnowotworowych w ostatnich dwéch dziesiecioleciach, nadal nierozwiazanych
pozostaje wiele istotnych kwestii dotyczacych zwiekszenia skutecznosci zastosowania DCs.
W pracy przedstawiono wiele subpopulacji DCs, zaréwno w uktadzie mysim, jak i ludzkim,
réznicujgcych sie w warunkach prawidtowych lub pod wptywem mikro$rodowiska nowo-
tworowego. Wyszczegdlniono istotne z punktu widzenia terapii czynniki oddziatujace na
jako$¢ powstajacej odpowiedzi przeciwnowotworowej in vivo oraz ex vivo. Oméwiono réwniez
najwazniejsze strategie wykorzystania DCs w terapiach przeciwnowotworowych oraz drogi
dalszego rozwoju tego kierunku badan.

komérki dendrytyczne - subpopulacje DCs - szczepionki komérkowe na bazie DCs - immunoterapia
przeciwnowotworowa
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Summary

Dendritic cells (DCs), as a link between innate and adaptive immunity, play a pivotal role in main-
taining homeostasis of the immune system. The DC population is characterized by heterogeneity;
it consists of many subpopulations which, despite their phenotypic and localization differences,
play an essential function - they are professional antigen presenting cells.

Due to their role, DCs can be utilized in a new cancer treatment strategy. Their main purpose is to
generate an anticancer response leading to the elimination of cancer cells.

The tumor microenvironment, abundant in immunosuppressive factors (e.g. IL-10, TGF-f, Argl,
IDO), impairs the proper function of DCs. For this reason, various strategies are necessary for ex
vivo preparation of DC-based vaccines and for the support of in vivo DCs to fight against tumors.
DC-based vaccines are combined with other forms of immunotherapy (e.g. blockade of immune
checkpoint molecules, e.g. PD-1 or CTLA-4) or conventional types of therapies (e.g. chemotherapy).
Despite the enormous progress that has been made in anticancer therapy in the past two decades,
there are still many unresolved issues regarding the effectiveness of the DCs usage.

In this paper we described, in both a mouse and a human subject, a series of DC subpopulations,
differentiating in normal conditions or under the influence of cancer microenvironment. We
listed factors affecting the quality of the in vivo and ex vivo generations of antitumoral responses,
significant from a therapeutic point of view. Moreover, the most important strategies for the use
of DCs in anticancer therapies, as well as further developments on this field, have been discussed.
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BAC - sztuczne chromosomy bakteryjne (bacterial artificial chromosomes); BDCA - antygen ko-
mérek dendrytycznych krwi (blood dendritic cell antigen); BMP4 - biatko morfogenetyczne kosci
4 (bone morphogenetic protein 4); Bst2 — antygen komoérek podscieliska szpiku kostnego 2 (bone
marrow stromal cell antigen 2); cDCs — konwencjonalne/klasyczne DCs (conventional/classical DCs);
CLEC - lektyna typu C (C-type lectin); CTL — limfocyt T cytotoksyczny (cytotoxic T lymphocyte);
CTLA-4 - antygen-4 zwigzany z CTL (CTL associated antigen-4); DAMP - wzorzec molekularny
zwigzany z zagrozeniem (danger-associated molecular patterns); DCs — komérki dendrytyczne
(dendritic cells); DCreg - regulatorowe DCs; DC-SIGN - nieintegryna swoista dla DCs chwytajaca
ICAM-3 (dendritic cell-specific intercellular adhesion molecule-3-grabbing non-integrin); Dex —
egzosomy wydzielane przez DCs (dendritic cell-derived exosomes); ESAM - czasteczka adhezyjna
komérek srodbtonka (endothelial cell adhesion molecule); FIt3L - ligand kinazy fms podobnej
(fms-like tyrosine kinase ligand); G-CSFR - receptor czynnika stymulujacego tworzenie kolonii
granulocytéw (granulocyte colony-stimulating factor receptor); GM-CSF - czynnik stymulujacy
tworzenie kolonii granulocytéw i makrofagdéw (granulocyte-macrophage colony-stimulating fac-
tor); GVHD - choroba przeszczep przeciwko gospodarzowi (graft versus host disease); HEV - zytki
zwysokim srodbtonkiem (high endothelial venules); HLA — antygeny ludzkich leukocytéw (human
leukocyte antigen); i.d. — $rédskérnie (intradermal); i.n. — doweztowo (intranodal); i.t. - doguzowo
(intratumoral); i.v. — dozylnie (intravenous); IDO - 2,3-dioksygenaza indoloaminowa (indoleamine
2,3-dioxygenase); IFN - interferon; IL - interleukina (interleukin); IP-10 - biatko indukowane przez
IFN (IFN inducible protein); iPSC - indukowane pluripotencjalne komorki macierzyste (induced
pluripotent stem cells); LCs — komorki Langerhansa; Limfocyty Treg - limfocyty T regulatorowe;
M-CSF - czynnik stymulujacy tworzenie kolonii makrofagéw (macrophage colony-stimulating
factor); M-CSFR - receptor M-CSF (M-CSF receptor); mDCs — mieloidalne DCs; MHC - gtéwny
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ukfad zgodnosci tkankowej (major histocompatibility complex); PAP — kwasna fosfataza prostaty
(prostatic acid phosphatase); PD-1 - receptor programowanej smierci (programmed death 1);
pDCs - plazmocytoidalne DCs; PLGA - kopolimer kwasu mlekowego i glikolowego (poly(lactic-
-co-glycolic acid)); poli-ICLC - kwas poliinozynowy policytydynowy stabilizowany polilizyna
i karboksymetylocelulozg (polyinosinic-polycytidylic acid stabilized with polylysine and carbo-
xymethylcellulose); poly(l:C) — kwas poliinozynowy policytydynowy (polyinosinic:polycytidylic
acid); s.c. — podskornie (subcutaneously); SCF — czynnik komorek macierzystych (stem cell factor);
SiglecH - lektyny typu immunoglobulin wigzgce kwas sialowy (sialic acid-binding immunoglobu-
lin-type lectins); SIRP-a - biatko a regulujace sygnat (signal regulatory protein a); TAA - antygeny
zwigzane z nowotworem (tumor associated antigens); TGF-f3 — transformujacy czynnik wzrostu 3
(transforming growth factor-@3); TLR - receptor Toll-podobny (Toll-like receptor); TNF-a — czynnik
martwicy nowotworu a (tumor necrosis factor a); VEGF - czynnik wzrostu srédbtonka naczyn
(vascular endothelial growth factor).

SuspopuLAcJE DCs u Myszy 1 LUDZI

Komérki dendrytyczne (dendritic cells; DCs) zostaty
odkryte w 1973 1. przez zespél, do ktérego nalezat Ralph
Steinman [103]. Odkrycie tej nielicznej populacji komd-
rek w mysiej $ledzionie poglebito wiedze w zakresie
immunologii, a takze sprawito, ze Ralph Steinman zostat
nominowany do Nagrody Nobla w dziedzinie fizjolo-
gii lub medycyny, ktérg przyznano mu posmiertnie
w 2011 r. [102]. Poczatkowo uzyskana wiedza na temat
rozwoju oraz funkcji DCs pochodzita z mysiego modelu,
jednak w ostatnich dwdch dekadach nastapit ogromny

postep w badaniach nad ludzkimi komérkami dendry-
tycznymi. Pozwolilo to okresli¢ homologie miedzy sub-
populacjami ludzkich i mysich DCs, a takze umozliwito
pierwsze préby ich klinicznego zastosowania.

0d czasu odkrycia DCs badania nad ich biologia dopro-
wadzitly do wyodrebnienia wielu subpopulacji (ryc.
1). Jednym z gtéwnych kryteriéw podziatu jest pocho-
dzenie, w ktérym wyrdznia sie komérki dendrytyczne
pochodzenia plazmocytoidalnego (pDCs) lub mieloidal-
nego (mDCs), czedciej nazywane konwencjonalnymi lub
klasycznymi DCs (cDCs) [48,104]. Stosuje sie réwniez
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Ryc. 1. Rozwéj komdrek dendrytycznych. pDCs i cDCs rdznicuja sie w szpiku kostnym z hematopoetycznej komérki macierzystej (HSC). Rozwéj pDCs jest zlokalizowany od
poczatku do korica w szpiku kostnym, w przeciwienstwie do cDCs, ktdre opuszczajq szpik jako komérki prekursorowe (preDC). W przypadku pDCs rozwazany jest
alternatywny szlak rozwojowy z wspélnej komdrki progenitorowej limfopoezy (CLP) (zaznaczony przerywana linig). LC wywodzg sie z embrionalnych komdrek
prekursorowych pochodzacych z watroby ptodowej, ktdre zasiedlaja skdre jeszcze przed narodzinami (HSC — hematopoetyczna komérka macierzysta (hematopoietic
stem cell); CMP — wspdlna komdrka progenitorowa mielopoezy (common myeloid progenitor); CLP — wspéIna komdrka progenitorowa limfopoezy (common
lymphoid progenitor); MDP — komdrka progenitorowa makrofagdw i DCs, (macrophage DC progenitor); CDP — wspdlna komérka progenitorowa DCs (common DC
progenitor). Homologia miedzy mysimi i ludzkimi subpopulacjami DCs. Kolorem czerwonym zaznaczono markery wstepujace na mysich i ludzkich subpopulacjach DCs;
kolorem czamnym markery charakterystyczne dla mysich, natomiast niebieskim — dla ludzkich DCs (wg [30,37,63] zmodyfikowano)
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podziat uwzgledniajacy typ tkanki organizmu, w ktérych
wystepuja DCs. W tkankach limfatycznych (§ledziona,
wezly chionne, blony §luzowe, grasica) wiekszo$¢ DCs
stanowia komdrki rezydujace wnikajace do tych tka-
nek prosto z krwiobiegu. Natomiast tzw. migrujace DCs
przedostaja sie do réznych tkanek nielimfatycznych (np.
skora, jelita, ptuca), zanim zaczna przemieszczaé sie za
posrednictwem naczyt limfatycznych do weztéw chton-
nych [104]. Jednak okre$lanie fenotypu powierzchnio-
wego i polaczenie go z funkcjonalnym zréznicowaniem
DCs jest najbardziej precyzyjna metoda scharakteryzo-
wania danej subpopulacji. Na podstawie ekspresji mar-
keréw mozliwe jest jednoznaczne przypisanie danej
subpopulacji komérek do uktadu mysiego (np. DCs CD8*)
lub do uktadu ludzkiego (np. DCs CD141*).

SuspoPULACIE MysicH DCs

Plazmocytoidalne komdrki dendrytyczne w stanie nie-
dojrzatym ksztattem sa zblizone do komérek limfoidal-
nych lub plazmatycznych (stad tez pochodzi nazwa
tej subpopulacji), jednak pobudzone pDCs wygladem
przypominajg klasyczne komérki dendrytyczne [96].
Komérki pDCs charakteryzuje niski poziom ekspresji
czasteczek taficucha CD11c integryny, antygenéw MHC
klasy II oraz czgsteczek kostymulujacych, a markerami
swoistymi dla mysiej subpopulacji pDCs sa SiglecH oraz
Bst2 [79]. Rozwdj i réznicowanie komdrek pDCs zaleza
od dwdch cytokin: liganda kinazy fms podobnej (FIt3L),
ktéry przylacza sie do czasteczki powierzchniowej F1t3
oraz czynnika M-CSF wigzacego sie do swoistego recep-
tora (M-CSFR). Myszy z genetycznym niedoborem FIt3L
majg zredukowang nie tylko populacje pDCs, lecz réw-
niez cDCs, a w wyniku podawania egzogennego FIt3L
(lub M-CSF, cho¢ w mniejszym stopniu) dochodzi do
wyréwnania wielko$ci tych populacji [79,96]. Cecha
typowa dla pDCs jest obecno$¢ w endosomach recepto-
réw TLR (TLR7 oraz TLR9). Takie umiejscowienie tych
czasteczek sprawia, ze komérki pDCs, aby zainicjowaé
odpowiedz przeciwko wirusom lub wewnatrzkomdrko-
wym bakteriom nie musza by¢ uprzednio zainfekowane
[60]. Dzieki receptorowi TLR7 komérki plazmocytoidalne
rozpoznajg wirusowy jednoniciowy RNA lub syntetyczny
analog guanozyny - R848, natomiast za sprawa recep-
tora TLR9 komérki identyfikuja niemetylowane sekwen-
cje CpG DNA, zaréwno pochodzenia bakteryjnego lub
wirusowego, jak réwniez syntetyczne oligonukleotydy,
takie jak CpG-ODN [60,118]. Skutkiem aktywacji pDCs
za posrednictwem TLR7 lub TLR9 jest wysoka produk-
cja interferonéw typu I. Jednak, jak podaje Steinman
[104], w przeciwieristwie do innych komdrek wytwa-
rzajacych IFN typu I, tylko komérki pDCs sg zdolne do
wydzielania tej cytokiny w wyniku kontaktu z zywymi
i inaktywowanymi wirusami oraz w odpowiedzi na wta-
sne kwasy nukleinowe. W zwiazku z brakiem receptora
TLR4 na powierzchni, pDCs stabo odpowiadaja na sty-
mulacje lipopolisacharydami. W stanie réwnowagi zdro-
wotnej niedojrzate pDCs krazg we krwi, a aktywowane
dostaja sie przez zytki z wysokim $rédbtonkiem (HEV)
do weztéw chtonnych [48,60]. Juz jako dojrzate pDCs

skutecznie pobudzajg naiwne limfocyty T CD4%, a dzieki
wydzielanej IL-12 polaryzujg odpowiedZ w kierunku
typu Th1. Dodatkowo pDCs indukujg aktywacje limfocy-
téw T CD8*, komérek NK oraz dojrzewanie limfocytédw
B w kierunku komérek plazmatycznych produkujacych
immunoglobuliny [57,72,79].

Wsrédd populacji ¢DCs na szczegdlna uwage zastuguja
komérki dendrytyczne CD8", bedace unikalng subpo-
pulacja wystepujaca jedynie w tkankach limfatycznych
myszy. Stanowig okoto 20-40% wszystkich komérek cDCs
obecnych w $ledzionie i weztach chtonnych. Obecno$é
homodimeru CD8a«, przy jednoczesnym braku ekspre-
sji CD8ap pozwolito na odréznienie komdrek dendry-
tycznych CD8* od limfocytéw T CD8*. Ponadto DCs CD8*
nie wykazuja ekspresji (lub jedynie niewielka) marke-
réw typowych dla makrofagdw, takich jak: CD11b, F4/80,
CD115, CD172a oraz CX,CR1 [63]. Subpopulacje DCs CD8"*
oraz jej odpowiednik wystepujacy w tkankach nielim-
fatycznych (DCs CD103%), mozna okre§li¢ jako komérki
CD11b', DEC205*, CD207* (langerin®). Komérki obu sub-
populacji, jako jedyne sposréd wszystkich ¢DCs posia-
daja receptor TLR3, ktérego ligandem jest dwuniciowy
wirusowy RNA oraz TLR11 wykrywajace biatka Toxo-
plasma gondii [63]. Dodatkowo majg receptory, takie jak:
XCR1, NECL2, CD36 - receptory zmiatacze wykrywajace
martwe komdrki oraz CLEC9A, bedacy receptorem lek-
tynowym rozpoznajacym ciatka nekrotyczne [30,63,95].
Jednag z gtéwnych i najwazniejszych cech komérek den-
drytycznych CD8' (oraz DCs CD103" ptuc lub skéry) jest
krzyzowa prezentacja antygendéw egzogennych (np.
pochodzenia wirusowego lub bakteryjnego), ktére kla-
sycznie zostalyby zaprezentowane za posrednictwem
czgsteczki MHC klasy II [63]. W wyniku prezentacji
antygendw egzogennych z wykorzystaniem czasteczki
MHC klasy I mozliwe jest pobudzanie dziewiczych lim-
focytéw T CD8", aktywowanie cytotoksycznych limfo-
cytéw T CD8* (CTL) oraz wytwarzanie IL-12 oraz IL-15
- cytokin indukujacych réznicowanie sie CTL. Ponadto
obie subpopulacje DCs majg receptor XCR1, dla ktérego
ligandem jest chemokina XCL1 wydzielana przez limfo-
cyty T CD8, ktérym uprzednio komérki dendrytyczne
CD8" zaprezentowaly antygen. W rezultacie, pobudze-
nie receptora XCR1 na DCs, wtérnie pobudza komdrki
dendrytyczne CD8" do dalszego aktywowania limfocy-
téw T CD8* w kierunku CTL [63]. Precyzyjna rola DCs
CD8* w polaryzacji odpowiedzi odpornos$ciowej w kie-
runku Th1 nie zostala jeszcze dobrze poznana, jednak
zdolno$¢ do produkeji IL-12 sugeruje ich udziat w tym
procesie [30,63]. Komdrki dendrytyczne CD103* naleza
do tej samej linii rozwojowej, do ktérej naleza DCs CD8*
[30,95]. Jest to populacja migrujacych komérek cDCs,
zasiedlajaca wiekszo$¢ tkanek tacznych w organizmie.
W przeciwieristwie do ekspresji czasteczki CD8aa cha-
rakterystycznej dla DCs rezydujacych w tkankach limfa-
tycznych, czasteczka CD103 nie jest swoistym markerem
subpopulacji DCs CD103". Przyktadem sa komdrki CD103*
zasiedlajgce kepki Peyera w jelicie, ktére dodatkowo
wykazuja ekspresje czasteczki CD8 oraz niska ekspresje
czgsteczki MHC 11 [9,63,68]. Inna subpopulacja komérek
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dendrytycznych CD103*obecna jest w blonie podstawnej,
komdrki te w zwiazku z ekspresja czasteczki CD11b sg
zaliczane do subpopulacji cDCs CD11b* [63,112].

Komérki dendrytyczne CD11b* sg gléwna subpopulacja
DCs rezydujgcych w tkankach limfatycznych (z wyjat-
kiem grasicy) [30]. Cze$¢ populacji DCs CD11b* obecna
w tkankach limfatycznych wykazuje ekspresje cza-
steczek adhezyjnych komérek srédbtonka - ESAM.
Komérki o fenotypie ESAM8CD11b* charakteryzujg sie
wyzszg ekspresja czasteczek CD4, CD11c, Flt3 oraz niz-
sza M-CSFR, G-CSFR i CCR2 w poréwnaniu do komdrek
ESAM"*"CD11b* DCs [30,63]. Ze wzgledu na duza hete-
rogenno$¢ populacji oraz trudnoéci ze stworzeniem
modelu do$wiadczalnego pozbawionego subpopulacji
CD11b* DCs, okres$lenie roli tych komérek w odpowiedzi
odpornos$ciowej jest nietatwym zadaniem. W poréwna-
niu do subpopulacji DCs CD8*, komdrki dendrytyczne
CD11b* maja wyzsza ekspresje czasteczek MHC klasy II,
dzieki czemu wydajniej prezentuja antygeny limfocy-
tom T CD4*, zaréwno w stanie réwnowagi zdrowotnej,
jak réwniez podczas stanu zapalnego [19]. Pomimo ze
komérki dendrytyczne CD8'oraz CD103" lepiej pobu-
dzaja dziewicze limfocyty T CD8", to wtasnie DCs CD11b*
sa niezwykle wazne w tworzeniu odpowiedzi limfocytéw
T CD8" pamieci podczas kolejnego kontaktu z antygenem
[30]. Ponadto DCs CD11b* pelnig istotng role w utrzy-
maniu tolerancji na antygeny wiasne, poniewaz dzieki
nieustannej migracji z krwi do grasicy indukuja delecje
klonalng autoreaktywnych limfocytéw T oraz pobudzaja
réznicowanie limfocytéw Treg [63].

Kolejna subpopulacje migrujacych DCs stanowia
komdrki Langerhansa (LCs), ktére sa umiejscowione
w naskdrku i nabtonkach wielowarstwowych ptaskich
[104]. W poréwnaniu do dermalnych ¢DCs, LCs wykazuja
nizsza ekspresje czasteczki MHC klasy II, $rednig eks-
presje CD11c oraz bardzo wysoka ekspresje langeryny
(CD207), odpowiedzialnej za tworzenie charakterystycz-
nych ziaren Bribecka [63]. W odréznieniu od pozosta-
tych cDCs w tkankach limfatycznych, rozwéj komérek
LCs jest niezalezny od Flt3 oraz FIt3L, natomiast podob-
nie jak w przypadku makrofagdw, jest zalezny od M-CSF
[63,104]. Mimo ze mysie komdrki LCs sg czestym obiek-
tem badari naukowcdéw, niewiele wiadomo o roli jaka
petnig te komdrki w uktadzie odporno$ciowym [30].
W 2003 r. Allan i wsp. [2] wykazali, ze zlokalizowane
w naskdrku LCs nie indukowatly odpowiedzi limfocytéw
T CD8' po infekcji wirusem HSV-1. Stwierdzono wiec, ze
LCs sg niezdolne do powszechnej aktywacji limfocytéw
T. Jednak, wykorzystujac system BAC, stworzono model
myszy transgenicznych charakteryzujacych sie konsty-
tutywnym i trwatym brakiem LCs w naskérku, u ktérych
zaobserwowano silniejsza reakcje nadwrazliwosci kon-
taktowej, co sugeruje whasciwosci tolerogenne LCs [44].
Merad i wsp. [62,63], wykazali, ze LCs sa istotnym ele-
mentem w chorobie przeszczep przeciwko gospodarzowi
(GVHD). W przypadku allogeniczej transplantacji szpiku
kostnego, komérki Langerhansa gospodarza okazaly sie
zdolne do pobudzania allogenicznych limfocytéw T, co

prowadzito do rozwoju choroby gospodarza przeciwko
dawcy. Jak wykazat zespdt Igydrtd [40], w wyniku infekcji
Candida albicans mysie LCs indukowaty silng odpowied?
limfocytéw Th17, przy jednoczesnym braku promowa-
nia odpowiedzi typu Th1.

Do korica ubieglego wieku powszechnie sadzono, ze
komdérki Langerhansa moga aktywowaé wszystkie
odpowiedzi odporno$ciowe, ktére powstaja w skérze,
a zwlaszcza w naskérku. Dzi$ ich immunogenne wtasci-
wodci sa nieustannie dyskutowane, mimo iz uwaza sie
LCs za gtéwng subpopulacje komdrek prezentujgcych
antygeny w skdrze. Podkresla sie réwniez fakt, ze kieru-
nek aktywnosci LCs, podobnie jak innych subpopulacji
DCs, jest zalezny od czynnikéw $rodowiskowych (pro-
zapalnych, supresorowych) oraz charakteru patogenéw
znajdujacych sie w srodowisku [81].

SuspopuLACIE LubzKicH DCs

Badania nad biologig i zréznicowaniem funkcjonalnym
ludzkich DCs postepowaty znacznie wolniej niz w modelu
mysim, z powodu ich stabej dostepnosci w tkankach
organizmu i niewielkiej liczebnosci we krwi (okoto 1%).
Dlatego tez wiekszo$¢ badan zostata przeprowadzona
w warunkach in vitro w oparciu o analize komérek den-
drytycznych pozyskiwanych ze skéry, komérek pre-
kursorowych CD34" krwi, a zwtaszcza zréznicowanych
komérek CD14" uzyskanych z krwi. Jednak udoskonale-
nie technik cytometrii przeptywowej (znakomitg analize
réznych subpopulacji ludzkich i mysich DCs wykonali
Guilliams i wsp. [27]), jak réwniez nowe metody profi-
lowania genomowego pozwolily na poglebienie wiedzy
o ludzkich komdérkach dendrytycznych [63].

Jedna z cech ludzkich DCs (okreslanych jako komérki
negatywne pod wzgledem markeréw liniowych: Lin—
CD3, CD19, CD14, CD20, CD56) jest konstytutywna eks-
presja czasteczek gtéwnego uktadu zgodnosci tkankowej
klasy 11 - HLA-DR [15,30,63,67]. Cecha ta jest utrudnie-
niem w wyodrebnianiu subpopulacji komérek pre-
kursorowych, inaczej niz w uktadzie mysim - gdzie
prekursory DCs nie wykazujg ekspresji MHC II [30].
W oparciu o wystepowanie poszczegSlnych czgsteczek
na powierzchni, w uktadzie ludzkim wyréznia sie dwo-
ista klasyfikacje markeréw:

« klasycznie, za pomocg czasteczek CD lub
+ z wykorzystaniem antygenéw komérek dendrytycz-
nych krwi - BDCA.

DCs opisywane za pomoca BDCA sa charakterystyczne
tylko dla ludzi i wytacznie dla komérek DCs znajduja-
cych sie we krwi. Na podstawie ekspresji BDCA mozna
wyréznié trzy gtéwne populacje komdrek: BDCA-2
(CD303) i BDCA-4 (CD304) charakterystyczne dla pDCs,
BDCA-1 (CD1c) obecne na wiekszosci migrujacych ¢DCs
oraz BDCA-3 (CD141") wystepujace na niewielkiej popu-
lacji DCs [63,73,110].
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Podobnie jak w przypadku mysich komdérek dendrytycz-
nych, réwniez ludzkie podlegaja tradycyjnemu podzia-
towi na pDCs oraz na cDCs. Natomiast cDCs mozna
podzieli¢ jeszcze na rezydujace oraz migrujace DCs i tak
jak w uktadzie mysim, réznicowanie komdrek dendry-
tycznych z prekursoréw jest zalezne od M-CSF, FIt3L
oraz GM-CSF.

Markerami charakterystycznymi dla pDCs sa cza-
steczki powierzchniowe, takie jak: CD123 (IL-3R),
CD303 (BDCA-2) oraz CD304 (BDCA-4) [15,30]. W sta-
nie réwnowagi zdrowotnej organizmu pDCs wystepuja
gtéwnie we krwi i tkankach limfatycznych, jednak
w razie wystgpienia stanu zapalnego, pDCs zasie-
dlajg réwniez tkanki nielimfatyczne [30]. Plazmocy-
toidalne DCs przemieszczaja sie ze strumieniem krwi
i wnikaja do tkanek limfatycznych podobnie jak lim-
focyty - poprzez zytki z wysokim $rédbtonkiem - HEV
[30,48,60]. Na poziomie transkryptomu, funkcji oraz
fenotypu stwierdzono, ze miedzy ludzkimi i mysimi
pDCs istnieje bardzo duze podobiefistwo i w obu ukta-
dach sa uwazane za naturalnych producentéw inter-
feronéw [67]. Niemniej jednak w przeciwieristwie do
uktadu mysiego, ludzkie pDCs nie wykazuja ekspresji
czasteczki CD11c, a w poréwnaniu do cDCs charakte-
ryzuja sie mniejsza zdolnoscia do stymulowania dzie-
wiczych limfocytéw T [67]. Ludzkie pDCs zawieraja
unikatowy zestaw receptoréw TLR 1, 6, 7, 9 oraz TLR
10, ktéry jest charakterystycznym receptorem Toll-
-podobnym wystepujacym tylko u ludzi. Po kontak-
cie z wirusami lub ich antygenami, pDCs wydzielaja
w duzych ilosciach interferony typu I, jak réwniez
IP-10, TNF oraz IL-6 [48].

Subpopulacja komérek dendrytycznych CD1c, jest
gtéwna populacjg cDCs wystepujacag we krwi, tkankach
i narzadach limfatycznych. Komérki CD1c* krwi okre-
§la sie za pomoca markeréw CD1c, CD11b, CD11c, MHCII
(HLA-DR) CD13, CD33, CD172 (SIRP-a) oraz CD45RO.
Jednak w zalezno$ci od miejsca wystepowania moga
wykazywaé nieco odmienny fenotyp - komdrki CD1c*
DCs obecne w skérze maja dodatkowa ekspresje CD1a,
natomiast obecne w jelitach wykazuja ekspresje CD103
[15,67]. Subpopulacje CD1c* uwaza sie za odpowiednik
mysich komdérek dendrytycznych CD11b’, z ta réznica,
ze nie wykazuja ekspresji czasteczek ESAM [67]. W zalez-
nosci od miejsca ich wystepowania obserwuje sie zréz-
nicowanie w ekspresji czgsteczek CD80, CD83, CD86 oraz
CD40 - komérki CD1c* znajdujace sie we krwi wyka-
zuja wieksza ekspresje wspomnianych czgsteczek niz
komdrki CD1c* rezydujgce w tkankach [30]. Subpopulacja
tych komdrek zawiera wiele réznorodnych lektyn oraz
receptoréw Toll-podobnych - zawieraja TLR 1-10, dzieki
czemu moga rozpoznawac i prezentowaé antygeny réz-
nego pochodzenia. Komérki CD1c* wykazujg wysoka eks-
presje lektyn CLEC7A i CLEC6A oraz zmienng ekspresje
lektyny DEC205 i receptora mannozowego CD206 [30].
Komérki CD1c'pobudzajg dziewicze limfocyty T CD4",
lecz ich zdolno$¢ do prezentacji krzyzowej limfocytom
T CD8" jest niewielka [30].

Jedna z mniej licznych populacji komérek cDCs wyste-
pujacych u ludzi, sg komérki dendrytyczne CD141* (we
krwi stanowig okoto 10% wszystkich DCs). Poza krwia
komérki te rezydujg w weztach chtonnych, migdatkach,
$ledzionie oraz szpiku kostnym, a w przypadku tkanek
nielimfatycznych - w skdrze, ptucach oraz watrobie [15].
0d strony fenotypowej, DCs CD141" nie wykazujg eks-
presji czasteczki CD14, a niska ekspresja CD11b i CD11c
pozwala na oddzielenie ich od populacji DCs CD1c*
[15,30]. Komdrki dendrytyczne CD141+ sg odpowiedni-
kiem populacji mysich komérek dendrytycznych CD8+
oraz CD103+ gtéwnie ze wzgledu na podobna ekspresje
czasteczek, takich jak: XCR1, CLEC9A, NECL2, DEC205
oraz TLR3, jak réwniez na zdolno$¢ do prezentacji krzy-
zowej antygendw [30].

W ludzkiej skérze wyodrebniono trzy typy komérek den-
drytycznych: w warstwie naskérka - komérki Langer-
hansa, w warstwie skéry wiasciwej - komérki CD1a* oraz
CD14°[48]. Komérki dendrytyczne CD14* charakteryzujg
sie fenotypem posrednim miedzy DCs a monocytami lub
makrofagami. Cechuje je wysoka ekspresja czasteczek
HLA-DR oraz CD11c, a na ich powierzchni wystepuja
markery typowe dla monocytéw i makrofagdw, takie
jak: CD163, CD11b, CX,CR1, FXIlla oraz CD209 (DC-SIGN).
DCs CD14" nie wykazuja ekspresji CCR7, zatem jest wat-
pliwe, czy sa zdolne do migrowania do weztéw chton-
nych. W poréwnaniu do komérek CD1c*, komérki CD14*
maja nizsza ekspresje czasteczek kostymulujacych CD86
oraz CD80, a dodatkowo nie wykazujg ekspresji CD83
[30]. W tworzeniu odpowiedzi odporno$ciowej komdrki
CD14" odrywajg istotng role w réznicowaniu: limfocytéw
T w kierunku folikularnych limfocytéw pomocniczych,
a takze limfocytéw B w kierunku komérek plazmatycz-
nych [46,47].

Komorki dendrytyczne CD1a* skéry wykazuja cechy
typowe dla komérek Langerhansa, oraz DCs CD14",
Komérki CD1a* w poréwnaniu do LCs maja nizszg eks-
presje CD1a oraz nie ekspresjonuja langeryny (CD207).
Cecha wspdlng tych dwdch subpopulacji DCs jest eks-
presja czasteczki CD1c, a takze zdolno$¢ do wytwarzania
IL-15. Podobnie jak DCs CD14*, komérki dendrytyczne
CD1a" wykazuja ekspresje czgsteczki CD11b i produkuja
IL-8 [46].

Sposréd wszystkich ludzkich subpopulacji DCs, komérki
Langerhansa byly najdoktadniej badane. Cata pod-
stawowa wiedza o migrujacych DCs pochodzi wia$nie
z do$wiadczeri z wykorzystaniem tych komérek [30].
Charakteryzuje je wysoka ekspresja langeryny oraz
CD1a, a jednocze$nie brak receptoréw TLR 2, 4, 5 [30].
Zaréwno w uktadzie mysim, jak réwniez ludzkim, LCs
stanowia gtéwna populacje komérek prezentujacych
antygeny w skérze, a w poréwnaniu do subpopulacji
komdrek dendrytycznych CD14, LCs skuteczniej akty-
wujg limfocyty T i polaryzujg odpowiedZ w kierunku
typu Th2 [46,108]. Aktywacja czasteczek kostymulujg-
cych CD40 wyzwala w LCs produkcje IL-15 indukujaca
réznicowanie dziewiczych limfocytéw T CD8* do CTL
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Ryc. 2A. Réznice pomiedzy niedojrzatymi i dojrzatymi DCs. Niedojrzate DCs cechuje m.in. wzmozona endocytoza, a takze obnizona ekspresja czasteczek kostymulujacych.
W wyniku pochtoniecia antygenu rozpoczyna sie proces dojrzewania DCs — wypustki ulegaja wydtuzeniu, a kompleks peptyd-MHC na powierzchni komérki stabilizuje
sie, przy jednoczesnym zwiekszeniu ekspresji czasteczek kostymulujacych (CD80, CD86), receptora chemokin CCR7 oraz wzmozonej produkdji cytokin (wg [18,28];
zmodyfikowano). B. Oddziatywanie dojrzatych DCs z dziewiczymi limfocytami T w obszarze synapsy immunologicznej. Do petnej aktywagji limfocytow T niezbedne
53 trzy sygnaty. Najwazniejszy z nich (sygnat1), pochodzi od bezposredniego kontaktu kompleksu peptyd-MHCi rozpoznajacego go receptora TCR. Sygnatindukowany
przez interakgje czasteczek kostymulujacych na obu komdrkach (sygnat Il) moze wzmagac lub ostabiac aktywacje limfocytow T. Czasteczki (D80/CD86 obecne na DCs
oddziatuja z zasteczka (D28 silnie pobudzajaca limfocyty Tlub z czasteczka CTLA-4 o charakterze hamujacym. Ponadto waznym czynnikiem w tworzeniu odpowiedzi
odpornosciowej s receptory i ligandy programowanej Smierci komdrki. Kontakt limfocytow Tz DCs poprzez PD-1/PD-L1 wptywa na przekazanie limfocytom T
bodzcow wyzwalajacych w nich proces apoptozy. Charakter odpowiedzi odpornosciowej zalezy od sygnatu lll, ktdrym s cytokiny (np. IL-12, IL-15, IL-6 lub TNF-a) oraz
czynniki wydzielane przez DCs lub obecne w srodowisku. Integracja wszystkich tych sygnatow jest istotna w procesie funkcjonalnej aktywadji dziewiczych limfocytéw T,
atym samym w tworzeniu prawidtowej odpowiedzi odpornosciowej (wg [39] zmodyfikowano)

wytwarzajgcych perforyne oraz granzymy B [46,108].
Ludzkie LCs sg zdolne do samodzielnego odnawiania sie
w stanie réwnowagi zdrowotnej, a w przypadku stanu
zapalnego lub po transplantacji szpiku moga regenero-
wac sie z prekursoréw szpiku kostnego [63,67].

Dosrzewanie DCs

Wspomniano wcze$niej, ze heterogenno$¢ populacji DCs
moze by¢ analizowana na poziomie fenotypowym, funk-
cjonalnym, jak réwniez w zaleznosci od umiejscowienia
w tkankach organizmu. Jednak gtéwnym czynnikiem
umozliwiajacym klasyfikacje poszczegSlnych subpopula-
cji jest zdolno$é DCs do dziatania w dwéch funkcjonalnie
odrebnych stanach: niedojrzatym i dojrzatym (ryc. 2a).

Niedojrzate komérki dendrytyczne w stanie réwnowagi
zdrowotnej migruja do weztéw chtonnych niosgc ,,anty-
geny wlasne” dzieki czemu utrzymuja tolerancje odpor-
nos$ciowg na wiasne tkanki [6,39]. Wyspecjalizowane
w endocytozie (makropinocytozie i fagocytozie) niedoj-
rzale DCs gromadza duze ilo$ci antygenéw, jednak mimo
syntezowania czasteczek MHC obu klas, komérki te sa
stosunkowo nieefektywne w wytwarzaniu komplek-

séw peptyd-MHC. Cechuje je niska ekspresja czgsteczek
kostymulujacych oraz niewielka zdolno$¢ do wytwarza-
nia cytokin [39,61]. W wyniku pochtoniecia antygenu
rozpoczyna sie proces dojrzewania DCs, ktéry charakte-
ryzuje sie wieloma zmianami na poziomie morfologicz-
nym, fenotypowym oraz funkcjonalnym. Aby indukowaé
odpowiedZ odpornosciowg adekwatng do warunkéw
miejsca, w ktérym komdérka dendrytyczna pochtoneta
obcy antygen, dalsze pobieranie antygenéw ze §rodowi-
ska jest ograniczone. Jednocze$nie rozpoczyna sie proces
przetwarzania internalizowanego antygenu, w ktérym
uczestnicza m.in. proteazy lizosomowe. Ich wzmozona
aktywno$¢ umozliwia powstanie kompleksu peptyd-czg-
steczka MHC i jego transport na powierzchnie komérki
[61]. W procesie dojrzewania DCs niewielkie do tej pory
wypustki ulegaja wydtuzeniu, a kompleks peptyd-MHC
na powierzchni komérki stabilizuje sie, przy jednocze-
snym zwiekszeniu ekspresji czasteczek kostymulujacych
m.in. CD80, CD83, CD86 oraz wzmozonej produkcji cyto-
kin [32,63,74]. Nastepnie dojrzewajace DCs, aby zapre-
zentowa¢ antygen dziewiczym limfocytom T, migruja do
narzagddéw limfatycznych. Proces odbywa sie w wyniku
zwiekszania ekspresji receptoréw chemokin, takich jak
CCR7, a sama migracja odbywa sie w kierunku wzrasta-
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jacego gradientu chemokin CCL19 oraz CCL21 [76]. Doj-
rzate DCs, niosgce na swojej powierzchni prezentowany
antygen, przedostaja sie do narzadéw limfatycznych,
w ktérych dochodzi do zaprezentowania antygenu.

Komérki dendrytyczne sg okreslane mianem profesjo-
nalnych komdrek prezentujacych antygen (APC), do
ktérych sg zaliczane réwniez limfocyty B oraz makro-
fagi. Jednak to wta$nie DCs sa uwazane za najistotniejsza
populacje komérek prezentujacych antygen, poniewaz
dostarczaja wszystkie sygnaty niezbedne do aktywa-
cji dziewiczych limfocytéw T i indukowania odpowie-
dzi odpornoéciowej [21,34,39,107]. Poza tradycyjnym
prezentowaniem antygendw w kontekscie czgsteczek
MHC klasy I lub 11, w ktérej aktywowane sa odpowied-
nio: limfocyty T CD8' lub CD4", niektére subpopulacje
mysich i ludzkich DCs sa wyspecjalizowane w prezen-
tacji krzyzowej - egzogenne antygeny prezentowane
sa w kontekscie czasteczek MHC klasy 1. Wéréd mysich
DCs subpopulacjami zdolnymi do efektywnej prezen-
tacji krzyzowej sa CD8" DCs oraz DCs CD103", a takze
DCs stanu zapalnego. Natomiast wéréd ludzkich DCs
skuteczng prezentacje krzyzowa prowadza subpopula-
cje DCs CD141%, pDCs oraz DCs zlokalizowane w skérze
- komdrki CD1a*, komdrki CD1d*, a takze komdrki Lan-
gerhansa [94,95].

Na powierzchni DCs sg obecne czasteczki kostymulujace,
ktére moga wzmagaé lub ostabiaé aktywacje limfocy-
téw T, polaryzujgc w ten sposéb generowana odpowiedz
odpornosciowa (ryc. 2b). Gléwnymi czasteczkami kosty-
mulujacymi sg czgsteczki z rodziny B7 - CD80 (B7.1)
oraz CD86 (B7.2), ktére tworza najwazniejszg $ciezke
aktywacji limfocytéw T [39]. Ich oddziatywanie z cza-
steczka CD28 znajdujaca sie na dziewiczych limfocy-
tach T, indukuje wydzielanie IL-2 wplywajaca na dalsza
aktywacje oraz proliferacje limfocytéw T. Silna aktywa-
cja z udziatem czgsteczki CD28 uniemozliwia stabiliza-
cje receptora IL-10 na powierzchni limfocytéw T, a tym
samym hamuje powstawanie limfocytéw Treg. Jednak
podczas pobudzenia limfocytéw T zwigksza sie poziom
ekspresji czasteczki o charakterze hamujacym - CTLA-4,
ktéra charakteryzuje sie silniejszym powinowactwem do
CD80/CD86 niz CD28 [39].

Na powierzchni APC (w tym komérek dendrytycz-
nych) wystepuja czasteczki PD-L1 oraz PD-L2 - ligandy
receptora programowanej $mierci (PD-1) obecnego na
powierzchni limfocytéw T. Zwiekszenie ekspresji PD-L1
na DCs nastepuje w wyniku aktywacji czasteczki CD40,
a takze w obecnosci cytokin (GM-CSF, IL-4, IFN-y, IL-12).
Kontakt limfocytéw T z komérkami DCs poprzez PD-1/
PD-L1 wptywa na przekazanie limfocytom T bodZcéw
hamujagcych wytwarzanie IFN-y oraz wyzwalajacych
w nich proces apoptozy. Dzieki czgsteczce PD-1, regula-
torowe DCs kontroluja autoreaktywne limfocyty T, cho¢
silna aktywacja za posrednictwem czasteczki CD28 moze
znie$¢ efekt dziatania czasteczki PD-1 [39]. Rozwijajacy
sie nowotwdr charakteryzuje m.in. nadekspresja ligan-
déw dla PD-1, ktéra prowadzi do supresji efektorowych

limfocytéw T, hamujac powstawanie odpowiedzi odpor-
no$ciowej [39].

Do czasteczek kostymulujacych nalezy CD40, wcho-
dzaca w sklad rodziny receptoréw TNF. Ligandem dla
czasteczki CD40 wystepujgcej na komérkach dendry-
tycznych jest czasteczka CD40L obecna na limfocytach
T. W wyniku oddzialywan CD40/CD40L dochodzi do
zwiekszenia ekspresji innych czasteczek kostymuluja-
cych i czasteczek MHC, a dodatkowo do produkcji IL-12
przez DCs. Sita interakcji obu czasteczek wptywa na kie-
runek promowania odpowiedzi odpornosciowe;j. Stabe
oddziatywanie, spowodowane niskg ekspresja czgsteczki
CD40L wplywa na zahamowanie aktywacji limfocytéw T.
Natomiast silne pobudzenie DCs prowadzi do wytwarza-
nia IL-12, indukujacej odpowiedZ odporno$ciows typu
Th1, podczas ktérej wydzielany jest IFN-y wplywajacy
na rekrutacje makrofagéw i limfocytéw T cytotoksycz-
nych [39,92].

Aby zwiekszy¢ skuteczno$é, komérki dendrytyczne
wykazuja daleko idaca plastyczno$é zalezna w réwniej
mierze od rodzaju prezentowanego antygenu, jak i od
warunkéw mikro$rodowiska [92,105]. Podczas kontaktu
DCs z limfocytami T, do ktérego dochodzi w synapsie
immunologicznej, oprécz interakcji peptyd-MHC-TCR
oraz czasteczek kostymulujgcych, bardzo istotnym
czynnikiem w tworzeniu odpowiedzi odporno$ciowej
jest zwiazanie cytokin produkowanych zaréwno przez
DCs, jak i przez inne otaczajace komdrki. DCs znajdujace
sie w $rodowisku supresorowym, w ktérym sg obecne
czynniki, takie jak: IL-10, TGF-P, PGE2, réznicuja sie
w kierunku regulatorowych DCs (DCreg). Takie komdrki
cechuje zdolno$¢ do ttumienia odpowiedzi prozapalnej,
przez wzmocnienie ekspansji limfocytéw Treg. Cala sieé
zalezno$ci miedzy tworzeniem a ttumieniem odpowie-
dzi odporno$ciowej odbywajgca sie w stanie réwnowagi
zdrowotnej, ulega zaburzeniu w trakcie rozwijajacego
sie stanu chorobowego. Z jednej strony, zmniejszenie
aktywno$ci DCreg moze by¢ zwigzane z wzmozonym
i przewleklym stanem zapalnym w organizmie, co moze
doprowadzi¢ do uszkodzenia tkanek, np. w wyniku cho-
réb autoimmunizacyjnych. Z drugiej strony, wzmozona
aktywnos$é DCreg prowadzi do przewlektych infekcji
organizmu, a takze promuje progresje nowotworu.

WpLyw MIKROSRODOWISKA NOWOTWOROWEGO NA FUNKCJE
KOMOREK DENDRYTYCZNYCH

Zgodnie z teoriag nadzoru immunologicznego, uktad
odporno$ciowy jest zdolny do rozpoznania komé-
rek nowotworowych pojawiajacych sie w organizmie
i przynajmniej w fazie poczatkowej - do ich elimino-
wania [29] (ryc. 3). W procesie uczestnicza naptywa-
jace do tkanki guza efektorowe limfocyty T CD4" i CD§",
makrofagi oraz DCs [58,97]. Szczegblna role w aktywacji
swoistych antygenowo limfocytéw CTL odgrywa subpo-
pulacja cDCs pochtaniajaca antygeny uwalniane przez
nowotwor i prezentujaca je in situ w wyniku prezentacji
krzyzowej [58,113]. Na tym etapie nadzoru immunolo-

928



Szczygiet A., Pajtasz-Piasecka E. — Miedzy biologia a medycyna: perspektywy wykorzystania komorek...

|

|
|

|
|

|
|

|
|

|
|

|
I

|
|

|
|

|
|

|
|

|
|

|
|

|
|

|
I

|
|

|
|

|
|

|
|

|
|

|
|

|
|

|
|

|
I

|
|

|
I

|
|

|
|

|
|

|
|

|
|

|
|

|
|

|
|
[l

|
|

odpowiedz
Przeciwnowotworo

FAZA ELIMINCAJI +————— FAZA ROWNOWAGI «—}———— FAZA UCIECZKI
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Ryc. 3. Ucieczka komdrek nowotworowych spod nadzoru immunologicznego. Relacje pomiedzy uktadem odpornosciowym a rozwijajacym sie nowotworem,
opisywang w ramach immunoredagowania mozna podzieli¢ na trzy fazy: eliminacje, rownowage oraz ucieczke. W pierwszej fazie, na wczesnym etapie
rozwoju, komorki nowotworowe eksponuja czasteczki MHCklasy I, za pomoca ktdrych prezentuja wiasne antygeny i indukuja aktywacje odpowiedzi
przeciwnowotworowej. Dodatkowo komérki nowotworowe wydzielaja DAMP, ktére pobudzaja komdrki prezentujace antygen infiltrujace do tkanki
powstajacego nowotworu. Jezeli w fazie eliminacji komdrki nowotworowe nie zostang w peni usuniete, proces immunoredagowania przechodzi
w faze réwnowagi. Na tym etapie, ukfad odpornosciowy na biezaco eliminuje powstajace komérki nowotworowe, jednoczesnie wywierajac presje na
pozostate komdrki nowotworowe, ktdre zmieniajac swoje whasciwosci i cechy przechodza do ostatniej fazy — ucieczki spod nadzoru immunologicznego.
Nastepuje dalszy nieograniczony rozwdj nowotworu, ktéremu towarzyszy wytworzenie swoistej niszy zwanej mikrosrodowiskiem nowotworu (wg [29,42]

zmodyfikowano)

gicznego, obecno$¢ komdrek dendrytycznych infiltruja-
cych tkanke nowotworu (tumor infiltrating DCs, TIDCs)
jest dobrym markerem prognostycznym kojarzonym
z dobrym rokowaniem w chorobie nowotworowej. Jed-
nak na interakcje miedzy komérkami odporno$ciowymi
i komérkami nowotworowymi wptywa nie tylko liczeb-
no$¢ naciekajacych DCs. Istotne znaczenie ma stan doj-
rzatosci tych komdérek oraz miejsce ich naciekania,
ktére ulega zmianie wraz ze stopniem zaawansowania
nowotworu. Sandel i wsp. [91] u pacjentéw z nowotwo-
rem jelita grubego stwierdzili stosunkowo duzg liczbe
niedojrzatych DCs CD1a* w obszarach marginalnych
zaawansowanego guza oraz w nabtonku nowotworo-
wym, w ktérym wielko$¢ nacieku DCs byta zwigzana
z wielko$cia nacieku limfocytéw T CD4". Natomiast doj-
rzate DCs CD208" wykryto gtéwnie w zrebie i obszarze
marginalnym nowotworu, a mimo to wzrost nacieku
tych komérek byt zwigzany z krétszym czasem przezy-
cia pacjentéw. Co wiecej, Kocian i wsp. [49] zasugerowali,
ze u pacjentéw leczonych z powodu nowotworu jelita
grubego pojawia sie wysokie ryzyko nawrotu choroby,
gdy wykazujg oni niski odsetek naciekajacych limfocy-
téw, obnizony naciek dojrzatych DCs CD208" przy jedno-
czesnym zwiekszonym naptywaniu komdrek DCs CD1a".
Dodatkowo proces ten byt skorelowany z wystapieniem
mutacji w kodonie 13 protoonkogenu K-RAS.

Rozwijajacy sie nowotwdr tworzy w swoim otoczeniu
szczegblny rodzaj niszy, zwanej mikro$rodowiskiem
nowotworu (TME), w ktérym jest utrudnione inicjowa-

nie skutecznej odpowiedzi odpornosciowej przeciwko
nowotworowi [92] (ryc. 4). Komdrki dendrytyczne, ktdre
znajduja sie pod niekorzystnym wptywem TME, ulegaja
niepelnemu zréznicowaniu i pobudzeniu [113]. Popula-
cja prawidtowo funkcjonujacych dojrzatych DCs zmniej-
sza sie, a zwieksza sie natomiast liczba niedojrzatych DCs
oraz prekursoréw innych komérek pochodzenia mielo-
idalnego [23].

W wyniku presji wywieranej przez $rodowisko (w tym
hipoksji, obnizonego pH), TIDCs moga wykazywaé
nadekspresje gendw, ktére wptywaja na ich regulato-
rowy charakter. Przyktadowo, zwiekszenie ekspresji
czynnika transkrypcyjnego STAT3, wigze sie z produkcja
biatka S100A9, ktére zapobiega petnemu dojrzewaniu
DCs. Zwiekszenie aktywnosci czynnika transkrypcyj-
nego FOXO03 - wigze sie z indukcja wydzielania 2,3-diok-
sygenazy indoloaminowej (IDO), arginazy 1 (Argl)
i TGF-P oraz obnizeniem ekspresji czynnikéw kostymu-
lujacych [107,113]. W rezultacie, DCs naciekajace tkanke
nowotworowa nie pelnig swoich podstawowych funk-
cji i ulegaja stopniowemu przeobrazeniu w komérki
supresorowe wobec efektorowych limfocytéw T oraz
limfocytéw T regulatorowych [92]. Nalezy podkreslié,
ze regulatorowe DCs sg niezbedne w warunkach prawi-
dtowych, aby utrzyma¢ tolerancje na antygeny wilasne
organizmu [92]. Jednak w TME oprécz komdrek supreso-
rowych pochodzenia mieloidalnego (MDSC) oraz makro-
fagéw zwigzanych z nowotworem (TAM), DCreg stajg sie
jednymi z gtéwnych komérek uktadu odpornosciowego
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Ryc. 4. Wptyw mikrosrodowiska nowotworowego (TME) na DCs naciekajace tkanke guza. Proliferujace komérki nowotworowe wydzielajac czynniki o charakterze
supresorowym (IL-10, TGF-B, Arg1) indukuja obnizenie ekspresji MHC oraz czasteczek kostymulujacych, natomiast hipoksja oraz obnizone pH prowadza do
nadekspresji czynnikow transkrypcyjnych (STAT3, FOX03) w DCs. W supresorowym $rodowisku DCs wykazuja zwiekszong ekspresje czasteczek PD-L1 oraz PD-
1, ktére oddziatujac z limfocytami T indukuja ich apoptoze. W wyniku takiej presji, DCs naciekajace tkanke nowotworu moga przeksztatcac sie w DCreg, ktdre
s odpowiedzialne za ttumienie powstawania odpowiedzi przeciwnowotworowej (wg [107] zmodyfikowano)

odpowiedzialnych za ttumienie powstawania odpowie-
dzi przeciwnowotworowej, co promuje dalszy rozwdj
i wzrost nowotworu [32,92,98].

Komérki dendrytyczne, podobnie jak inne komdérki
o charakterze supresorowym lub regulatorowym, takie
jak MDSC, TAM lub limfocyty Treg ulegaja zmianie pod
wplywem nowotworu. Oprécz czynnikéw wzrostowych
wytwarzanych przez komdérki nowotworowe, produko-
wane sa takze czynniki o charakterze immunosupreso-
rowym, takie jak: cytokiny - IL-10, TGF-B, IL-6 lub Arg1,
IDO, prostaglandyna E2 (PGE2), NO, w istotny sposéb
wplywajace na funkcjonowanie TIDCs [92].

Interleukina 10 produkowana przez komérki nowotwo-
rowe, a takze limfocyty T, B oraz makrofagi, hamuje
dojrzewanie DCs, w tym indukuje obnizenie ekspresji
czasteczek MHC i czgsteczek kostymulujacych, a takze
wytwarzanie cytokin prozapalnych [45,57,92]. Co wie-
cej, utrudnia komérkom dendrytycznym migracje
zalezng od czasteczki CCR7 i wptywa na ich zdolno$é
do wprowadzenia limfocytéw T w stan anergii [39,57].
Zesp6t Ruffell [87] wykazat w mysim modelu raka piersi,
ze IL-10 produkowana gtéwnie przez TAM wplywala na
zmniejszenie wytwarzania IL-12 przez pojawiajace sie

DCs CD103*CD11b". Uniemozliwialo to powstanie wydaj-
nej odpowiedzi przeciwnowotworowej. Ogélnoustro-
jowe podanie przeciwciat blokujacych receptor 1L-10
(IL-10R) potaczone z chemioterapia oparta na pakli-
takselu i karboplatynie odwracato negatywny wptyw
IL-10 na komérki dendrytyczne. Natomiast Boks i wsp.
[10] oceniali wptyw m.in. IL-10, TGF-p oraz witaminy
D3 na generowanie DCreg, ktérych obecnosé jest wazna
w immunosupresji schorzei autoagresywnych lub
w transplantologii. Dowiedli ze IL-10 indukowata naj-
wieksze wyciszenie odpowiedzi, gtéwnie przez pobu-
dzenie DCs do duzego wydzielania IL-10, ale réwniez
przez pobudzenie proliferacji Treg i zahamowanie akty-
wagcji dziewiczych limfocytéw T. Warto podkreélié, ze
interakcja miedzy DCreg a limfocytami Treg jest zja-
wiskiem dynamicznym, samonapedzajagcym. Z jednej
strony, DCreg promuja proliferacje limfocytéw Treg,
z drugiej strony, produkowana IL-10 przez limfocyty
Treg wplywa na polaryzacje DCs w kierunku DCreg [57].

Druga niezwykle wazng cytoking wystepujaca w mikro-
$rodowisku nowotworu jest TGF-p. Wptywa hamujaco
na réznicowanie sie DCs z hematopoetycznych komd-
rek prekursorowych oraz na generowanie DCs o niedoj-
rzalym fenotypie [33]. W obecnoéci TGF-, DCs stabiej
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przetwarzajg pochtoniete antygeny i migruja do weztéw
chtonnych, a wiec stabiej oddziatujg z limfocytami T [57].
Ponadto, w odpowiednich warunkach §rodowiskowych
réwniez komérki dendrytyczne moga by¢ producentami
TGF-B. W obecnosci komérek nowotworowych, mielo-
idalne niedojrzate DCs wydzielaja TGF-p, ktéry indukuje
proliferacje naturalnie wystepujacych limfocytéw Treg in
vivo oraz prowadzi do supresji odpowiedzi odpornos$cio-
wej promujacej dalszy wzrost nowotworu [25]. Co wiecej,
wykazano zwigzek miedzy TGF-p wytwarzanym przez
DCs, ekspresja IDO a charakterem komérek dendrytycz-
nych. TGF-B wydzielany autokrynnie przez subpopulacje
DCs CD8", indukuje w nich ekspresje IDO, co przeksztatca
je w DCreg. Z kolei subpopulacja DCs CD8", ktéra nie
wytwarza TGF-f, wykazuje wiasciwosci immunogenne.
Jednak kontakt tych komérek z TGF-p pochodzenia egzo-
gennego, powoduje zmiany charakterystyczne w popula-
cji DCs CD8*[8]. Jak stwierdzili Liu i wsp. [54], TGF-p oraz
PGE2 obecne w mikro$rodowisku mysiego nowotworu
ptuca LLC, promowaly réznicowanie sie DCs w kierunku
DCreg o fenotypie CD11b"g"MHCIIY, ktére wydzielajac
Argl hamowaly aktywno$¢ limfocytéw T. Zidentyfiko-
wane DCs nie wykazywaly ekspresji czasteczek F4/80 ani
Gr-1, dlatego tez mozliwe byto odréznienie ich od popula-
cji komérek MDSC oraz makrofagéw CD11bMeh,

Dziatanie plejotropowe czynnikéw jest typowe takze dla
prostaglandyny E2. Podczas ostrego stanu zapalnego PGE2
dziata immunomodulujgco, zwiekszajac ekspresje CCR7 na
powierzchni DCs i utatwiajgc ich migracje do weztéw chton-
nych. Niemniej jednak podczas przewlektego stanu zapal-
nego, PGE2 wplywa na przeobrazenie sie DCs w komdrki
regulatorowe z utrudnionym wydzielaniem bioaktyw-
nej postaci heterodimeru cytokiny IL-12 - zwiekszonemu
wydzielaniu podjednostki IL-12p40, towarzyszy zmniej-
szone wydzielanie podjednostki IL-12p35. Jednocze$nie
takie komérki charakteryzuje wzrost wytwarzania IL-10
[92].

Do immunosupresorowych czynnikéw mogacych indu-
kowaé powstawanie DCreg zalicza sie enzymy, takie jak
arginaza-1, metabolizujaca L-arginine oraz 2,3 diok-
sygenaza indoloaminowa rozkltadajgca tryptofan. Oba
aminokwasy sg niezbedne do prawidtowego funkcjo-
nowania limfocytéw T, a ich dostepno$¢ w §rodowisku
obniza sie wraz ze zwiekszona aktywno$cig Argl i IDO
w komérkach DCs [66]. Dotychczas sadzono, ze supre-
sja powstawania odpowiedzi odpornosciowej induko-
wana przez aktywno$¢ arginazy zwigzana jest gtéwnie
z MDSC oraz TAM, jednak istnieja juz dane, ze taki sam
mechanizm supresji moze by¢ uruchamiany w DCreg
zwigzanych z nowotworem [23,57]. Norian i wsp. [66]
dowiedli, ze w mysim raku sutka DCs o fenotypie
MHCII'CD11b*CD11cheh naciekajgce tkanke nowotworu,
hamowaty aktywno$¢ limfocytéw T CD8", gtéwnie przez
wytwarzanie arginazy. Natomiast Zheng i wsp. [116]
podjeli prébe zniesienia negatywnego wptywu IDO na
powstawanie odpowiedzi odpornosciowej. W tym celu
w modelu mysiego raka sutka 4T1 wykorzystano szcze-
pionki komérkowe na bazie DCs z wyciszong za pomoca

siRNA ekspresja IDO. W wyniku takiego traktowania
uzyskano m.in. zmniejszenie objetosci guzdéw, redukcje
apoptozy limfocytéw T CD4* oraz CD8", wzrost prolifera-
gji i cytotoksycznej aktywnosci limfocytéw T swoistych
antygenowo oraz zmniejszenie liczby limfocytéw Treg
w poréwnaniu do myszy obarczonych nowotworem
i otrzymujacych kontrolne szczepionki na bazie DCs.

Komdérki dendrytyczne znajdujace sie w TME moga
wykazywal zwiekszong ekspresje czasteczek PD-L1,
ktére oddziatujac z czasteczkami PD-1 na powierzchni
limfocytéw T naciekajacych tkanke nowotworu, indu-
kujg ich apoptoze. Taki mechanizm hamowania odpo-
wiedzi przeciwnowotworowej jest obserwowany m.in.
w nowotworach jajnika [17,50,57]. Jak stwierdzili Kremp-
ski i wsp. [50] komdrki dendrytyczne naciekajace tkanke
nowotworowg jajnika, stopniowo zwiekszaly ekspresje
PD-L1, a dodatkowo takze PD-1. Komérki o fenotypie
PD-L1'PD-1" miaty klasyczny fenotyp DCs (np. CD11c*CD-
11b*CD8), jednak byty niedojrzate i stabo reagowaty na
sygnaly niebezpieczeristwa. Akumulacja tych komérek
w guzie wigzata sie zhamowaniem aktywnosci i zmniej-
szeniem nacieku limfocytéw T. Zablokowanie czgsteczki
PD-1 przez ogblnoustrojowe podanie przeciwciat anty-
-PD-1, zaowocowalo zmniejszeniem masy guza i wzro-
stem odpowiedzi limfocytéw T [50]. Salmon i wsp. [90]
wykazali, ze w mysich modelach czerniaka komérki
CD103* DCs naplywajace do weztéw chtonnych drenuja-
cych nowotwdr cechowata wieksza ekspresja czasteczki
PD-L1. Aby znie$¢ ich supresorowy wplyw na powsta-
wanie odpowiedzi odpornos$ciowej, autorzy zablokowali
dziatanie PD-L1, a w celu poglebienia efektu terapie uzu-
petniono o podawanie FLT3L oraz poly (I:C).

Do hamowania odpowiedzi przeciwnowotworowej, poza
regulatorowymi komdrkami dendrytycznymi, przyczy-
niajg sie takze komdrki MDSC, ktére w wyniku zaburze-
nia réwnowagi zdrowotnej organizmu (np. w chorobach
z autoagresji, podczas przewleklego stanu zapalnego lub
podczas rozwoju nowotworu) ulegaja wzmozonej mielo-
poezie i gromadzeniu si¢ w tkankach [13]. MDSC hamuja
odpowiedz uktadu odpornosciowego z wykorzystaniem
tych samych mechanizmdw, jakie obserwowane sg dla
regulatorowych DCs. MDSC indukuja ekspansje limfo-
cytéw Treg i uposledzajg funkcjonowanie komérek NK
przez wytwarzanie reaktywnych form tlenu oraz azotu,
eliminacje kluczowych aminokwaséw ze §rodowiska
(z wykorzystaniem enzyméw Argl i IDO) oraz wytwa-
rzanie IL-10 oraz TGF-f [51,59].

Wiele uwagi po$wieca sie oddzialtywaniom komdérek
MDSC z innymi komérkami uktadu odpornosciowego
znajdujacymi sie w TME oraz ich zwiazkowi z TAM
lub interakcjom z komérkami NK, jednak niepetna
jest wciaz wiedza na temat relacji miedzy MDSC a DCs
[69]. Uwaza sie, ze zwiekszenie odsetka komérek MDSC
u pacjentéw z choroba nowotworowg wynika z uprzy-
wilejowanego réznicowania sie wspdlnej komérki
progenitorowej w kierunku niedojrzatych komdrek
mieloidalnych. Przyktadem badan nad zaleznoscia
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Ryc. 5. Wykorzystanie DCs w terapii przeciwnowotworowej. DCs niezbedne do przygotowania szczepionek komérkowych sa generowane w warunkach ex vivo poprzez
roznicowanie komérek prekursorowych pobranych od pacjenta lub dawcy. Nastepnie niedojrzate komdrki s3 zmieniane w kierunku dojrzatych DCs prezentujacych
antygeny. Ponadto mozliwe jest takze aktywowanie DCs w warunkach in vivo dzieki wprowadzeniu antygenow (np. TAA) do organizmu. W tym celu wykorzystuje
sie nosniki, takie jak przeciwciata monoklonalne (mAb) skierowane przeciwko markerom powierzchniowym znajdujacym sie na DCs. Oprécz wykorzystania DCs
w postaci monoterapii, stosuje sie terapie taczone z innymi formami terapii np. chemioterapia. Poszukiwane s3 alternatywne, bardziej wydajne strategie otrzymywania
szazepionkowych DCs (np. z wykorzystaniem indukowanych pluripotencjalnych komérek macierzystych (iPSC)), a takze prowadzone sa badania nad wykorzystaniem
egzosoméw wydzielanych przez DCs (Dex) w terapii przeciwnowotworowej (wg [16] zmodyfikowano)

miedzy MDSC a DCs sg do$wiadczenia Poschke i wsp.
[78]. Dowiedli, ze MDSC pozyskiwane od pacjentéw
obarczonych czerniakiem wptywaty na upo$ledzenie
funkcji komérek dendrytycznych, ktére charakteryzo-
watla zmniejszona zdolno$¢ do pochtaniania antygenéw
i migracji oraz niezdolno$¢ do aktywowania limfocytéw
T wytwarzajacych IFN-y.

Wykorzvstanie DCs w TERAPI PRZECIWNOWOTWOROWE)

Przytoczone wyzej przyktady ilustruja badania nad rolg

DCs w aktywacji uktadu odporno$ciowego i w gene-
rowaniu odpowiedzi przeciwnowotworowej, wskazu-
jac jednoczes$nie na préby odwrdcenia supresorowego
ich dziatania, gdy ulegaja zmianie w mikro$rodowisku
zaawansowanego nowotworu. Istnieja dwie gléwne kon-
cepcje wykorzystania DCs w terapii przeciwnowotwo-
rowej (ryc. 5): (1) DCs pozyskiwane od autologicznego
dawcy, generowane ex vivo, a nastepnie ponownie wpro-
wadzane do jego organizmu lub (2) wspomaganie in vivo
obecnych w organizmie DCs przez dostarczanie odpo-
wiednich egzogennych sygnatéw wspomagajacych ich
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aktywacje.

KoNcePCIA GENEROWANIA EX Vivo szczerionkowYcH DCs

Uwzgledniajgc role DCs w aktywacji uktadu odpornoscio-
wego i w tworzeniu odpowiedzi przeciwnowotworowej,
sg traktowane jako potencjalne narzedzie terapeutyczne,
a immunoterapia z wykorzystaniem tych komérek staje
sie nowg strategia w leczeniu choréb nowotworowych.

Obecnie znane sa metody otrzymywania komérek
dendrytycznych w warunkach ex vivo, gléwnie przez
mozliwo$¢ réznicowania komérek prekursorowych.
W uktadzie mysim jednym z najcze$ciej stosowanych
sposobdw jest utrzymywanie komérek pochodzenia szpi-
kowego w hodowli zawierajacej GM-CSF i IL-4 [65], aby
umozliwi¢ namnazanie sie i przeobrazanie tych komdrek
w niedojrzate cDCs. Niedojrzate DCs moga by¢ dalej r6z-
nicowane ex vivo za pomoca wielu réznych stymulatoréw
i/lub w obecno$ci TNF-a w kierunku komdrek prezentu-
jacych antygeny [88,115]. Wygenerowanie komdrek den-
drytycznych z prekursoréw innej linii rozwojowej, jak
w przypadku pDCs, wymaga hodowli w obecnosci cyto-
kin, takich jak IL-3 [4]. W uktadzie ludzkim DCs mogg by¢
generowane z komérek prekursorowych izolowanych
z krwi obwodowej np. komérek monocytarnych CD147,
prekursoréw CD34" lub prekursoréw DCs [88].

Obecnie jednym z gtéwnych sposobéw uzyskania DCs
w prébach klinicznych jest izolacja monocytéw CD14*
z krwi pacjenta lub dawcy. Takie monocyty sa utrzy-
mywane w kilkudniowej hodowli w obecno$ci GM-CSF
i IL-4 umozliwiajacej namnazanie i przeobrazanie w nie-
dojrzate komdérki dendrytyczne. Populacje DCs otrzymy-
wane z komdrek prekursorowych, zaréwno z CD14* oraz
CD34" r6znig sie od DCs znajdujacych sie w organizmie,
jednak odpowiednia modyfikacja warunkéw hodowli
umozliwia otrzymanie funkcjonalnych DCs [88]. Jed-
nym z najistotniejszych aspektéw skutecznosci szcze-
pionek komérkowych na bazie DCs jest doprowadzenie
ich do odpowiedniego stopnia dojrzatosci. W zaleznosci
od potrzeb moga to by¢ komdrki czesciowo dojrzate lub
catkowicie zréznicowane, ale zawsze muszg by¢ zdolne
do prezentowania antygenu nowotworowego i do zapo-
czatkowania odpowiedzi odpornosciowe;.

Za duzy przetom w immunoterapii przeciwnowotworo-
wej uwaza sie zidentyfikowanie subpopulacji DCs - ludz-
kich komérek CD141* majacych ekspresje XCR1. Komérki
te wydajniej prowadza prezentacje krzyzowa antyge-
néw oraz silniej aktywuja komdérki NK w poréwnaniu do
innych subpopulacji ludzkich DCs [5,31]. Mimo ze jest to
niezwykle rzadka populacja (mniej niz 0,1% komdrek jed-
nojadrzastych krwi), wigze sie duze nadzieje z jej wyko-
rzystaniem w immunoterapii przeciwnowotworowej.
Dlatego tez poszukiwane sg metody pozyskiwania tych
komdrek w warunkach ex vivo [16]. Silk i wsp. [99] opra-
cowali wieloetapowa metode otrzymywania komdrek
CD141"XCR1* z pluripotencjalnych komdrek macierzy-
stych (iPSC), hodowanych w obecnosci czynnikdéw, takich

jak GM-CSF, SCF, VEGF, BMP4. Otrzymane tg metoda DCs
charakteryzowaly sie wydajng prezentacja krzyzowa anty-
genu Melan A (MART-1) dziewiczym limfocytom T CD8".
iPSC stanowig nieograniczone zrédto autologicznych DCs
w zwigzku z ich mozliwo$cia odnawiania sie w warunkach
in vitro. Dzieki wykorzystaniu iPSC jako prekursoréw DCs,
mozliwe stalo sie otrzymywanie na duza skale populacji
DCs o pozadanym fenotypie [53,89].

Najczesciej, aby uzyskaé wydajng odpowiedz przeciwno-
wotworowg, przed podaniem szczepionek komdrki den-
drytyczne stymuluje sie (pulsuje) za pomoca antygendw
zwiqzanych z nowotworem (TAA). Stosowane sa rézne
Zrédta TAA, a dobér antygenéw nowotworowych obej-
muje zaréwno unikatowe (zmutowane) antygeny, jak
i prawidlowe, wspdlne antygeny wiasne. Wykorzysty-
warne sa precyzyjnie zdefiniowane peptydy pochodzace
z TAA; mRNA kodujace jeden ze swoistych antygendéw
lub wektory niosace informacje o okreslonym TAA.
Oprécz antygendw nowotworowych stosuje sie réwniez
lizaty catych komdrek nowotworowych. Alternatywnie,
tworzono dendritomy, bedace efektem fuzji inaktywo-
wanych komdrek nowotworowych z DCs [11,16,24,88].

Zaletg pulsowania DCs peptydami uzyskanymi z TAA
jest mozliwo$é bezposredniego wigzania sie antygenéw
z czasteczkami MHC i tworzenia komplekséw dostarcza-
nych na powierzchnie DCs. Natomiast biatka lub lizaty
catych komérek nowotworowych, musza najpierw zostaé
pochtoniete przez komérki dendrytyczne i przeksztat-
cone do krétkich peptydéw. Jednak stosowanie lizatéw
komédrkowych niesie za soba istotng korzy$¢ - w tym
samym czasie do stymulacji moze zostaé wykorzysta-
nych wiele stymulatoréw pochodzenia nowotworowego
oraz czasteczek DAMP [88]. Najprostsza metoda otrzy-
mywania lizatu jest kilkukrotny cykl szybkiego mrozenia
i rozmrazania, prowadzacy do uwolnienia antygendéw
oraz innych czynnikéw stymulujacych dojrzewanie
komdérek dendrytycznych [88]. Opisana metoda jest
jedna z najczesciej stosowanych w pozyskiwaniu stymu-
latoréw zaréwno do pobudzania ludzkich, jak i mysich
niedojrzatych DCs. W prowadzonych przez nas do§wiad-
czeniach terapeutycznych réwniez stosujemy ten sposéb
aktywacji mysich DCs w warunkach ex vivo [71,82,86,115].

Innym sposobem dostarczania antygenéw nowotworo-
wych do DCs jest wykorzystanie wektoréw wirusowych.
Wprowadzenie genu kodujacego okre§lony TAA, z moz-
liwo$cia szybkiego przetransportowania produktu na
powierzchnie DCs, przy jednoczesnym usunieciu genéw
odpowiedzialnych za wirulencje, czyni to rozwigza-
nie coraz bardziej atrakcyjnym. Wykorzystanie wekto-
réw umozliwia wprowadzenie dodatkowych genéw do
genomu DCs. Mogg one kodowaé cytokiny lub czasteczki
kostymulujace, ktére wspieraja proces dojrzewania DCs
[16,88]. Sposréd wektorédw niosgcych TAA na szczegdlng
uwage zastuguja lentiwirusy, gtéwnie ze wzgledu na ich
mniejszg immunogenno$¢ w poréwnaniu do innych sys-
teméw transdukeji. Dodatkowa przewaga lentiwiruséw
jest ich zdolno$¢ do transdukowania niedzielacych sie
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komérek np. komérek dendrytycznych generowanych
z monocytéw [88].

Obecnie prowadzonych jest kilkaset préb klinicznych,
w ktérych komérki dendrytyczne wykorzystuje sie
w terapii przeciwnowotworowej. Zdecydowana cze$é
z nich to badania znajdujace sie w I lub 11 fazie. W tabeli
1 zestawiono préby kliniczne bedace w 111 fazie badan
okreslajacych skutecznosé szczepionek komérkowych na
bazie DCs w terapii przeciwnowotworowej.

Przyktadem jedynego w immunoterapii preparatu zaak-
ceptowanego przez FDA jest Sipuleucel-T, do ktérego
komérki niezbedne do wykonania szczepionek izo-
luje sie z krwi. Oprécz DCs, sktadnikami tej szczepionki
sa limfocyty B, makrofagi oraz komérki NK hodowane
ex vivo z rekombinowanym biatkiem fuzyjnym sktada-
jacym sie z PAP (kwasnej fosfatazy prostaty) oraz GM-
-CSF. Nadrzednym zadaniem tej immunoterapii jest
wykorzystanie DCs do aktywacji swoistych nowotwo-
rowo limfocytéw T. Jednak jej rezultatem jest niewielkie
wydtuzenie $redniego czasu przezycia terapii pacjentéw
z hormonoopornym rakiem stercza w poréwnaniu do
grupy otrzymujacej placebo [43].

Niemniej jednak obecnie nadal sa prowadzone badania
kliniczne, w ktérych oceniana jest skutecznosé tera-
pii przeciwnowotworowej z wykorzystaniem preparatu
Sipuleucel-T (tabela 1). Scholz i wsp. [93] opublikowali
wyniki badat klinicznych (NCT01832870; 1 faza), w kté-
rych wykazali, ze Sipuleucel-T w polaczeniu z przeciw-
ciatami Ipilimumab (mAbs anty-CTLA-4) byto dobrze
tolerowane przez pacjentéw chorych na przerzutujacego
raka stercza opornego na kastracje. Ponadto, w poréw-
naniu do monoterapii preparatem Sipuleucel-T, zasto-
sowanie skojarzonej terapii wplyneto na zwiekszenie
poziomu przeciwciat swoistych nowotworowo.

Prowadzone sa szerokie badania kliniczne nad szcze-
pionkami komdrkowymi o nazwie DCVAC, ktére w pré-
bach klinicznych sg wykorzystywane w terapii chorych
na nowotwory stercza (DCVAC/PCa), ptuca (DCVAC/LuCa)
lub jajnika (DCVAC/OvCa). Istota szczepionki DCVAC sg
generowane w warunkach ex vivo autologiczne DCs, ktére
sa pulsowane z komérkami nowotworowymi zabitymi
wysokim ci$nieniem hydrostatycznym [38,109]. W bada-
niach klinicznych I/11 fazy, w ktérej szczepionki DCVAC/
PCa stosowano w potgczeniu z chemioterapia docetakse-
lem, odnotowano wydtuzony czas przezycia pacjentéw
chorych na przerzutujacego raka stercza opornego na
kastracje [77]. Aktualnie trwa III faza badari klinicznych
nad wykorzystaniem szczepionki DCVAC/PCa w terapii
chorych na raka gruczotu krokowego (tabela 1).

Warto wspomnieé, ze badania przedkliniczne wykazaty, iz
w wyniku mieszanej hodowli DCVAC/LuCa z limfocytami
pobranymi od pacjentéw z niedrobnokomérkowym rakiem
pluca, szczepionkowe DCs obnizaty odsetek limfocytéw
Treg, a takze pobudzaty zdolne do wytwarzania IFN-y swo-
iste wobec antygenéw nowotworowych limfocyty T CD4*

i CD8" (kontynuacja tych badar jest obecnie realizowana
w ramach préb klinicznych NCT02470468; 1/11 faza) [38].

Droai pobaNIA szczerioNKowycH DCs

Opracowano rézne metody i schematy otrzymywania
oraz warunki odpowiedniego pobudzenia DCs stano-
wigcych istote szczepionek komérkowych. Jednak nadal
pozostaje wiele nierozwigzanych waznych kwestii decy-
dujacych o skutecznosci zastosowanej immunoterapii,
w tym: wybér odpowiedniego schematu podati szczepio-
nek, dobdr liczby komérek niezbednej do uruchomienia
odpowiedzi oraz to co wydaje sie najistotniejsze - zasto-
sowanie odpowiedniej drogi podania [11,14,88].

0d lat oceniana jest skuteczno$¢ réznych drég podania
szczepionek komérkowych na bazie DCs [70,83]. Wyko-
rzystywane sg nastepujace drogi iniekcji: $rédskdrnie
(i.d.), podskérnie (s.c.), dozylnie (i.v.), doweztowo (i.n.)
lub doguzowo (i.t.) [14,16,88]. Po zastosowaniu kazdego
ze sposobéw obserwowano odpowiedZ przeciwnowo-
tworowg, jednak uzyskane w ten sposéb efekty rézniag
sie charakterem i nasileniem [16]. W wyniku dostarcza-
nia DCs na drodze i.d. lub s.c. wiekszo§¢ komérek pozo-
staje w miejscu iniekcji, gdzie moga zostaé pochtoniete
przez naplywajace makrofagi. Do weztéw chlonnych
przedostaje sie mniej niz 5% podanych komérek, jednak
ten niewielki odsetek DCs migrujacych do narzadéw lim-
fatycznych moze indukowa¢ skuteczna odpowiedZ prze-
ciwnowotworowa. Natomiast komérki, ktére pozostaty
in situ, moga zachowywac sie jako adiuwant stymulu-
jacy rezydujace DCs do aktywacji limfocytéw T CD8", co
w rezultacie poglebia efekt przeciwnowotworowy [16].
Po podaniu DCs droga i.v., komérki naptywaja do ptuc,
a nastepnie do watroby i §ledziony, a ich niewielka cze$é
naptywa do narzadéw limfatycznych [16]. Bezpo$rednie
podanie DCs do weztéw chtonnych wydaje sie rozwia-
zaniem idealnym. Jednak wigze sie ono z wyzwaniami
technicznymi - iniekcje muszg byé wykonywane pod
nadzorem ultrasonograficznym i przez specjaliste tak,
aby nie naruszy¢ struktury weztéw chtonnych. Induko-
wana w ten sposéb odpowied? jest poréwnywalna lub
nawet stabsza od obserwowanej po podaniu droga i.d
[16]. DCs moga by¢ réwniez wprowadzane bezpo$rednio
do guza nowotworowego (i.t.). Komdrki szczepionkowe
dostarczone w ten sposéb sa narazone na bezposrednie
oddzialywanie TME, ktére moze negatywnie wptywaé
na ich funkcjonowanie [16]. Co wiecej, nie tylko akty-
wowane ex vivo DCs wprowadzane sag w ten sposéb do
organizmu gospodarza. Podejmowane sg réwniez préby
doguzowego podawania DCs, bez wczeéniejszego kon-
taktu z TAA [14]. Ponadto wykonywane sg préby iniekcji
DCs z jednoczesnym wykorzystaniem réznych drég, np.
i.d. oraz s.c. lub id. oraz i.v., dzieki czemu mozliwe jest
generowanie szybszej i silniejszej odpowiedzi odporno-
$ciowej [16].

Bezpieczeristwo immunoterapii opartej na DCs zostato
potwierdzone w wielu badaniach, zaréwno w I, jak i w II
fazie badan klinicznych. U pacjentéw poddanych terapii
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Tabela 1. Badania kliniczne (faza Ill) wykorzystujace w terapii przeciwnowotworowej szczepionki na bazie DCs

Inne typy
| k , N . . -
. dentyfi ator, Nowotwor aZ\.Na . Stymualcja DC Droga zastosowanej Rezultaty kliniczne
i status badan szczepionki podania DC .
terapii
po zastosowaniu szczepionki
GM-CSF: napromieniowane eltrapuldencel-T odnotowano
NCT01875653 . ; hap o zwiekszenie odsetka 2-letniego
, czerniak eltrapuldencel-T autologiczne komorki S.C. - )
zakoriczone (72%) oraz 5-letniego (54%)
nowotworowe S
przezycia pacjentéw podczas
wystepowania przerzutéw [41]
NCT02?93315; cemiak ) pulsowanie syntetycznyml in ) hd*
zakoniczone peptydami
NCT01983748; czerniak btony autologiczne nowotworowe )
) I - i.v. - b.d.
trwajace naczyniowej oka RNA
) ) . . . nie wykazano obnizenia QOF*
NCT00779402;  nieprzerzutujacy rak Sipuleucel-T rekombinowane biatko ) - B
) ) i.v. - u pagjentéw otrzymujacych
zakoniczone stercza (Provenge) fuzyjne PAP-GM-CSF .
Sipuleucel-T [7]
w odniesieniu do grupy
kontrolnej, zastosowanie
NCT00005947; Sipuleucel-T nie indukowato
NCT00065442; przerzutujacy Sipuleucel-T rekombinowane biatko v ) znaczacych zmian w TDRP*,
NCT01133704; rak stercza (Provenge) fuzyjne PAP-GM-CSF o natomiast wptyneto na
zakoriczone wydtuzony TFOA* (mediana TFOA
wynosita odpowiednio: 9,71 12,6
miesigca) [22,36,43,100,101]
w I/1l fazie badan odnotowano,
) przerzutujacy komérki nowotworowe A ) ze stosowanie docetakselu
NCTo21 1 1577; rak stercza DCVAC/PCa zabite wysokim cisnieniem S.C. chemioterapia oraz szczepionek DCVAX/
trwajace . (docetaksel) . L
oporny na kastracje hydrostatyczynym PCa wydtuzyto czas przezycia
pacjentéw [77]
NCT02546102; glejak pulsowanleiz syntetycznyml ) chemioterapia odnotow_a no wydffuzopy
trwajace wielopostaciowy ICT-107 peptydami pochodzacymi id. (temozolomid) (zas przezycia pacjentéw
z autologicznych TAA otrzymujacych ICT-107 [75]
NCT00045968; dhirurgiczne
trwajace, glejak autologiczny lizat usunicae guza,
. .’ . ) DCVax®-L i.d. radioterapia b.d.
nierekrutujace wielopostaciowy nowotworowy . h )
adientow i chemioterapia
p (temozolomid)
NCT01759810; glejak )
trwajace wielopostaciowy
) autologiczne antygeny ) )
NCT01782287; nowotwo.r pluca pochodzace z komérek |mmunot.erap.|a
. przerzutujacy do - (szczepionki
trwajace , nowotworowych oraz S.C. ) . b.d.
mézqu . )} komérkowe na bazie
macierzystych komdrek
(TL oraz HSC)
W piersi nowotworowych
NCTO1782274;  MOWOWOTP
. przerzutujacy do -
trwajace )
mozgu
chemioterapia
NCT02503150; przerzutujacy rak ) pulsowanie autologicznym v o(l?: efl?rl-lfa(t)))l(r?a bd
nierozpoczete jelita grubego lizatem nowotworowym 5-fluorouracyl
i leukoworyna)
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cd. Tabela 1. Badania kliniczne (faza IIl) wykorzystujace w terapii przeciwnowotworowej szczepionki na bazie DCs

Inne typy

| k , N . D . -
.dentyﬁ ator, Nowotwor aZ\.Na . Stymualcja DC roga zastosowanej Rezultaty kliniczne
i status badan szczepionki podania DC terapii
NCT00906434; chloniak nieziamiczy ) autologiczny lizat b, immunoterapia b,

zakoriczone nowotworowy (IL-2)

w Il fazie badan odnotowano,

NCT01582672; . 7e zastosowanie AGS-003

trwajace zaawansowany rak autologiczne RNA w potaczeniu z sunitinibem
nierekrutu', e nerkowokomdrkow AGS-003 wprowadzane do DC na id sunitnib indukowato odpowied?

) ,Jq y drodze elektroporaji PR P .
pagentow odpornosciowa i wydtuzony czas

przezycia pacjentéw [3].

*b.d. — brak danych; QOL — quality of life; TDRP — (time to disease-related pain) czas (wyrazany w miesigcach), po ktérym wystepuje bél zwiazany z choroba;
TFOA — (time to first use of opioid analgesics) czas (wyrazany w miesigcach), po ktdrym nastepuje pierwsze uzycie opioidowych lekéw przeciwbdlowych.

Opracowano na podstawie www.clinicaltrials.gov.

komérkami dendrytycznymi obserwowano jedynie nie-
wielkie objawy grypopodobne, ktérym oprécz goraczki
mogla towarzyszy¢ reakcja w miejscu iniekcji [11].
Pomimo obiecujacych wynikéw w I oraz II fazie badati
klinicznych, wiekszo$¢ badan nad wykorzystaniem DCs
w postaci monoterapii nie osiggneta oczekiwanych
rezultatéw w 111 fazie badan klinicznych. Przyczyna nie-
zadawalajacych rezultatéw w aktywacji uktadu odporno-
$ciowego mogto by¢ zastosowanie szczepionek dopiero
w zaawansowanym stadium rozwoju choroby nowo-
tworowej [11]. Mimo specyficznosci TAA, uzyte DCs
nie byty zdolne do prawidlowej jego prezentacji czego
skutkiem byta utrata mozliwosci rozpoznania komérek
nowotworowych przez aktywowane limfocyty T. Szcze-
gblnie wazng przyczyna niezadowalajacych wynikéw
takiej immunoterapii mogta by¢ zmienno$¢ antyge-
nowa miedzy komérkami guza pierwotnego a komér-
kami zasiedlajacymi ogniska przerzutowe zlokalizowane
w odlegtych tkankach w organizmie [14].

Istotnym czynnikiem wplywajacym na pomyslny prze-
bieg terapii nowotworowej, poza stopniem zaawan-
sowania choroby, jest takze obecno$é limfocytéw T
regulatorowych. Jak podaje Wada i wsp. [114] odsetek
limfocytéw Treg wsréd komdrek CD4* krwi moze by¢
czynnikiem predykcyjnym, okreslajacym potencjalny
rezultat planowanej terapii. Wada i wsp. odnotowali,
ze pacjenci, ktérzy przed rozpoczeciem immunoterapii
opartej na DCs charakteryzowali sie wysokim odsetkiem
limfocytéw Treg (>4,98%) przezywali krdcej, niz pacjenci
o niskim odsetku komérek T regulatorowych. Co wiecej,
u tych ostatnich obserwowano obnizenie odsetka wspo-
mnianych limfocytéw po zakoticzeniu terapii [114].
Lépez i wsp. [56] jako pierwsi wykazali dtuzsza przezy-
walno$¢ chorych na zaawansowanego czerniaka skéry,
poddanych immunoterapii DCs. Szczepionkowe DCs byly
pulsowane z allogenicznym lizatem TRIMEL (pochodza-
cym z trzech linii nowotworowych czerniaka skéry),
ktéry indukowat reakcje nadwrazliwosci typu péznego.

W przytoczonym badaniu klinicznym pojawienie sie
reakcji nadwrazliwosci zostato wykorzystane jako czyn-
nik predykcyjny, poniewaz ta reakcja byta skorelowana
z dtuzszg przezywalnoscia pacjentéw, brakiem progre-
sji choroby, a takze obnizeniem odsetka limfocytéw Treg
wykazujacych ekspresje TGF-f [56].

KoNCEPCIA EGZOGENNEGO WSPOMAGANIA DCs 0RGANIZMU

Szczepionki przeciwnowotworowe wygenerowane ex
vivo na bazie DCs okazaly sie obiecujaca strategia, jednak
ich uzyskanie wymagato bardzo zmudnych procedur,
zwlaszcza gdy autologiczne szczepionki musiatyby by¢
przygotowywane w warunkach klinicznych wielokrotnie
lub na duzg skale. Ponadto warunki hodowli ex vivo DCs
nie gwarantuja uzyskania catego ich potencjatu. Dlatego
tez duzym przetomem w dziedzinie immunoterapii byty
badania nad dostarczaniem antygenéw do aktywacji DCs
w warunkach in vivo [102]. Préba ta podejmowana w celu
pobudzenia i ukierunkowania dziatania DCs wystepuja-
cych w organizmie pacjenta, wydawala sie atrakcyjnym
przeciwienistwem wobec kosztownej i pracochtonnej
metody generowania DCs w warunkach ex vivo [106].
Pionierskie badania Ralpha Steinmana i Michela Nus-
senzweiga [12,35,102] wykazaly skuteczno$é sprzegania
antygendw i przeciwciat specyficznych dla receptoréw
powierzchniowych DCs, takich jak DEC205 lub DCIR na
DCs w warunkach in vivo. Pierwszym antygenem pota-
czonym z przeciwciatem anty-DEC-205, byt peptyd
z lizozymu jaja kurzego, ktéry w sposéb dominujacy
indukuje odpowiedz komdrek T CD4* [35,74,102].

Laczenie antygendéw z odpowiednimi no$nikami uta-
twia ich prezentacje komérkom docelowym. Takimi
noénikami moga by¢ przeciwciata monoklonalne skie-
rowane przeciwko doktadnie zdefiniowanym marke-
rom powierzchniowych znajdujacych sie na DCs (np.
receptorom Fc przeciwcial, receptorom lektyn typu C,
czasteczkom CD40) lub wektory lentiwirusowe wyka-
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zujace tropizm w kierunku DCs [16]. Do dostarczenia
komérkom dendrytycznym odpowiednich stymulatoréw
wykorzystywane jest takze zjawisko fagocytozy. Wpro-
wadzenie antygenu do $rodowiska umozliwiato jedno-
czesne dostarczanie go réznym subpopulacjom DCs, co
z kolei wzmagato aktywacje limfocytéw T CD4* oraz CD8*
skierowanych przeciwko temu antygenowi.

Spoéréd kilku préb klinicznych, ktére sa prowadzone
u pacjentéw cierpiacych z powodu choroby nowotwo-
rowej, najczesciej wykorzystywanym receptorem doce-
lowym komdérek dendrytycznych jest DEC-205 [16].
Obecnie w badaniach klinicznych, stosuje sie szcze-
pionki bedace potaczeniem przeciwciat anty-DEC205
oraz antygenu nowotworowego NY-ESO-1, a jako adiu-
wanty sa wykorzystywane poli-ICLC (NCT00948961;
faza 1/11), decytabina (NCT01834248; faza I), inhibitor
IDO (NCT02166905, faza 1/11) lub rekombinowany Flt3L
(NCT02129075; faza 11) [16]. Poza wymienionymi rodza-
jami immunoterapii, badane sa réwniez inne rozwigzania
wspomagajace immunogenne wtasciwosci DCs w terapii
przeciwnowotworowej [74]. Jednym z takich przyktadéw
jest szczepionka GVAX, bedaca nadal w fazie testéw kli-
nicznych (obecnie prowadzone sg dwa badania kliniczne
znajdujace sie w fazie 111: NCT00089856; NCT00133224),
ktérej istota sa napromieniowane komérki nowotwo-
rowe zmodyfikowane do produkcji GM-CSF. Komdrki
nowotworowe niezbedne do przygotowania szczepionki
moga by¢ pochodzenia autologicznego, gdy sa izolo-
wane od pacjenta lub mogg by¢ pozyskiwane z alloge-
nicznych nowotworowych linii komérkowych. Dzieki
obecno$ci GM-CSF komérki odpornosciowe, takie jak
makrofagi, granulocyty, limfocyty T, a przede wszyst-
kim komérki dendrytyczne organizmu, sg przyciaggane
do tkanki nowotworowej i pobudzane in situ. Zastosowa-
nie tej szczepionki w zwalczaniu nowotwordw trzustki,
stercza oraz skéry (czerniaka) indukowato humoralna
i komérkowa odpowiedZ przeciwnowotworowg [74,88].
Wspomniang szczepionke zastosowano jako jedng z form
immunoterapii podczas leczenia Ralpha Steinmana
chorego na raka trzustki [26]. Jedng z wad stosowania
tego rodzaju rozwigzania jest ryzyko progresji choroby.
Z powodu utrzymujacego sie wyzszego stezenia GM-CSF
w $rodowisku moze dochodzi¢ do polaryzacji charakteru
komérek uktadu odpornosciowego w kierunku supreso-
rowym [16].

Poza dostarczaniem pozgdanych antygendw lub pep-
tydéw do DCs, nadal istotna kwestia pozostaja czynniki
wplywajace na dojrzewanie DCs. W tym celu stosuje sie
adiuwanty, takie jak agoni$ci receptoréw TLR3, TLR7/8
lub ligandy czasteczek CD40 [102]. Wykorzystanie lek-
tyn powierzchniowych, takich jak DCIR, DC-SIGN, dec-
tin 1, CLEC9A, langeryny lub receptora chemokin XCR1
przyczynia sie do aktywacji limfocytéw T CD4* oraz CD8*
i wytworzenia humoralnej i komérkowej odpowiedzi
odpornosciowej [16,72,74].

Alternatywnym sposobem egzogennego wspomaga-
nia DCs organizmu jest wykorzystanie biokompatybil-

nych polimeréw (np. PLGA) tworzacych ,,rusztowanie”,
z ktérego sa uwalniane chemoatraktanty indukujace
naptywanie DCs. Dzieki kontrolowanemu wydzielaniu
z ,rusztowania” adiuwantéw wspomagajacych dojrze-
wanie DCs, a takze antygenéw nowotworowych (umiesz-
czanych w DCs zaréwno w wyniku klasycznej fagocytozy,
jak réwniez za pomocg wektoréw wirusowych) mozliwe
jest generowanie dojrzatych DCs prezentujacych TAA,
ktére nastepnie wywotuja antygenowoswoista odpo-
wiedZ przeciwnowotworowg. Takie rozwigzanie jest
stosowane w terapii, zaréwno w modelu mysiego czer-
niaka B16 [1,55], jak réwniez w badaniach klinicznych
(NCT01753089; faza I). We wspomnianym badaniu klinicz-
nym wykorzystuje sie GM-CSF jako czynnik przyciaga-
jacy DCs organizmu, oligonukleotydy CpG jako adiuwant
oraz lizat nowotworowy pochodzacy z pobranych od
pacjenta autologicznych komérek czerniaka. Taka stra-
tegia pozwala na ominiecie niedogodnosci zwigzanych ze
szczepionkami na bazie DCs generowanych ex vivo, a indu-
kowana odpowied?Z odpornosciowa moze by¢ silniejsza niz
w przypadku jednokrotnej immunizacji antygenem skie-
rowanym przeciwko DCs organizmu [16].

Dzieki badaniom zapoczatkowanym przez Zitvogela i wsp.
[117] uwaga naukowcéw skupita sie na wykorzystaniu
egzosoméw wydzielanych przez DCs (Dex). Dex, bedace
pecherzykami pozakomérkowymi, majg ekspresje czaste-
czek MHC klasy I oraz 11, a takze czasteczek kostymulu-
jacych. Ponadto pulsowanie ich za pomocg TAA pobudza
cytotoksyczne limfocyty T prowadzgc do hamowania
wzrostu mysich nowotwordw [117]. Komdrki nowotwo-
rowe, ktére pochtonety egzosomy pochodzace z DCs staja
sie bardziej immunogenne. Romagnoli i wsp. [80] zaob-
serwowali, ze komdrki linii ludzkiego raka piersi SK-BR-3,
ktére pochtonely Dex, pobudzaty swoiste wobec nowo-
tworu limfocyty T, wérdd ktérych obserwowano wiekszy
odsetek komérek wydzielajacych IFN-y. W pierwszych
prébach klinicznych wykazano bezpieczefistwo podania
Dex aktywowanych peptydami MAGE3 oraz czasteczkami
MHC klasy 1i I w terapii czerniaka [20] lub peptydami
MAGE3/4/10 w terapii niedrobnokomérkowego raka
pluca [64]. We wspomnianych prébach klinicznych obser-
wowano statystycznie wiekszg aktywnos$é komdrek NK,
jednak indukowana odpowiedZ limfocytéw CTL okazata
sie umiarkowana. Niemniej jednak wykorzystanie Dex
jako monoterapii lub elementu skojarzonej terapii prze-
ciwnowotworowej wydaje sie istotnym zagadnieniem,
gtdéwnie ze wzgledu na tatwos¢ ich przygotowania, a takze
mozliwo$¢ wielokrotnego podawania. Uwaza sie, Ze Dex
sg obiecujgca alternatywa w przyszto$ciowych terapiach
przeciwnowotworowych [52].

Jak wspomniano wczeéniej, rozwijajace sie mikro$rodo-
wisko nowotworu nie zapewnia skuteczno$ci szczepio-
nek komérkowych. Podejmowane sg préby poglebienia
terapeutycznego efektu stosowania szczepionkowych
DCs, ktdre taczy sie z innymi strategiami terapeutycz-
nymi. Jedna z najcze$ciej uzywanych terapii kombinowa-
nych jest taczenie szczepionkowych DCs z chemioterapig.
Na szczegblng uwage zastuguja chemioterapeutyki, ktére

937



® Postepy Hig Med Dosw (online), 2017; tom 71: 921-941

charakteryzuja sie zaleznym od dawki dualizmem dziata-
nia. Z jednej strony wykazuja aktywno$¢ cytoredukeyjna
wobec komérek nowotworowych, z drugiej - eliminuja
komérki supresorowe (MDSC lub limfocyty Treg). Do
takich chemioterapeutykéw nalezy m.in. cyklofosfamid,
ktéry z powodzeniem jest wykorzystywany do zahamo-
wania wzrostu modelowego raka jelita grubego MC38
[82,84,115]. Poza chemioterapig, duza uwage naukow-
céw skupia potaczenie dwéch rodzajéw immunoterapii -
szczepionek na bazie DCs oraz przeciwciat anty-PD-1 lub
anty-CTLA-4. Dzieki wykorzystaniu szczepionkowych DCs
wzmacnia sie swoisto$¢ odpowiedzi przeciwnowotworo-
wej, a efekt zostaje pogtebiony po zablokowaniu $mierci
efektorowych limfocytéw T.

PERSPEKTYWY DALSZEGO WYKORZYSTANIA DCs w TERAPII
PRZECIWNOWOTWOROWE)

W ciggu ostatnich dwdch dziesiecioleci wiedza na temat
biologii DCs i kluczowych mechanizméw zaangazowanych
w generowanie odpowiedzi odporno$ciowej dostarczyta
cennych narzedzi do ulepszenia szczepionek opartych
na DCs. Pozwolito to na opracowanie podstaw skutecz-
nej strategii zwalczania nowotworu. Dzieki tatwosci izo-
lacji komérek, wiekszo$¢ uzyskanych informacji pochodzi
z badan, w ktérych szczepionkowe DCs wywodza sie
z cDCs lub DCs pochodzenia monocytarnego aktywowa-
nych przez antygeny nowotworowe, zaréwno w ukladzie
mysim, jak i ludzkim. Pojawia sie réwniez coraz wigcej
danych potwierdzajacych mozliwo$¢ wykorzystania takich
szczepionek do wspomagania terapii konwencjonalnych.
Po potgczeniu obu rodzajéw terapii mozliwe jest bowiem
uzyskanie efektu synergistycznego, zwtaszcza gdy DCs nie
tylko poddane zostaly aktywacji antygenowej, lecz réwniez
modyfikacjom genetycznym. Skuteczno$é kombinowanej
terapii moze zatem opierac sie na zmodyfikowanych gene-
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tycznie DCs wydzielajacych cytokiny (IL-2, IL-4, IL-12, IL-15)
[71,85,111,115] wzmacniajace skuteczno$¢ aktywowanych
DCs do indukowania odpowiedzi przeciwnowotworowej.

Otwiera sie zatem mozliwo$¢ wykorzystania DCs do
wspomagania odnowy i polaryzacji odpowiedzi odpor-
no$ciowej po zastosowaniu terapii konwencjonalne;.
W przypadku chemioterapii zgromadzone dowody suge-
ruja, ze najwieksza skuteczno$é szczepionek na bazie
DCs jest obserwowana po eliminacji limfocytéw Treg.
Tak wiec badacze i klinicy$ci juz niedtugo zostang zmu-
szeni do opracowania racjonalnych i skutecznych metod
leczenia wykorzystujacych szczepionki na bazie DCs
w celu uzyskania diugoterminowej odpowiedzi klinicz-
nej. Dlatego nalezatoby jak najszybciej odpowiedzie na
od lat otwarte pytania, w tym na:

* jak skréci¢ pracochtonne i czasochtonne procedury zwig-
zane z propagowaniem DCs ex vivo i jakiej postaci antygenu
uzy¢ do najskuteczniejszej aktywacji tych komérek,

* jak ustali¢ harmonogram i strategie podawania DCs
w trakcie monoterapii i w odniesieniu do terapii skoja-
rzonych,

* jak dostarczal swoiste antygeny do DCs in vivo, aby
zwiekszy¢ skuteczno$é szczepionek w indukowaniu
odpowiedzi przeciwnowotworowych,

« jak zdefiniowa¢ kryteria oceniajace wrazliwo$é nowo-
tworu na immunoterapi¢ zwigzang z DCs.

Znalezienie odpowiedzi na wymienione wyzej pytania,
pozwoli na przyspieszenie i ulepszenie badan klinicz-
nych nad wykorzystaniem komdrek dendrytycznych
jako narzedzi w skutecznej walce z chorobami nowotwo-
rowymi.
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