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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Przedstawiono nowy mechanizm uposledzenia odpornosci towarzyszacy chorobom nowotworo-
wym, tj. niedawno odkryte komérki supresyjne pochodzace z linii mieloidalnej (MDSC). MDSC
sq wytwarzane w szpiku pod wplywem substancji wydzielanych przez komérki nowotworowe,
maja one negatywny wptyw na funkcje¢ limfocytéw T poprzez deplecj¢ argininy oraz wytwarzanie
tlenku azotu. MDSC u myszy charakteryzuja si¢ ekspresja antygenéw Gr-1 oraz CD11b, u ludzi
nie ma ostatecznie sprecyzowanych markeréw tej subpopulacji. Podejmowane sa laboratoryjne
proby odwrdcenia negatywnego wptywu MDSC na uktad immunologiczny poprzez podawanie
przeciwcial przeciwko tym komérkom lub substancji blokujacych ich czynnos¢. Poznanie funk-
cji komérek MDSC moze pozwoli¢ w przysztosci na konstruowanie nowych schematéw immu-
noterapii w nowotworach.

komérki supresyjne pochodzace z linii mieloidalnej « immunosupresja ¢ nowotwory ¢ limfocyty
Tregulatorowe
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Summary

In this paper we summarized the current knowledge about the new mechanism of immunosup-
pression in cancer i.e. the lately discovered myeloid-derived suppresor cells (MDSC). MDSC are
produced in bone marrow under the influence of tumor cell derived substances. MDSC show ne-
gative effect on T lymphocytes function through arginine depletion and nitric oxide production.
In mice MDSC are characterized by Gr-1 and CD11b expression, however in human there are no
definitive markers of this subpopulation. Some laboratory experiments in turning back the ne-
gative influence of MDSC on immunological system are provided, mainly through the admini-
stration of monoclonal antibodies against MDSC or drugs which block their function. The elu-
cidation of MDSC characteristics can allow us to build new immunotherapeutic protocols in the
future.
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Przyczyny uposledzenia funkcji uktadu odpornosciowego
towarzyszace chorobom nowotworowym sa badane od wie-
lu lat, jednak ostateczne ich wyjasnienie jest wciaz przed
nami. W odpowiedzi przeciwnowotworowej biora udziat
m.in. makrofagi, komérki NK oraz limfocyty T cytotok-
syczne. Zbadanie mechanizmu interakcji pomigdzy komor-
kami nowotworowymi a uktadem immunologicznym go-
spodarza, w tym wymknigcia si¢ nowotworu spod kontroli
immunologicznej i odwrdcenie tego zjawiska, pozwolito-
by na wprowadzenie nowej, skutecznej terapii, by¢ moze
nie tak toksycznej jak konwencjonalne metody leczenia
raka — w tym chemio- i radioterapia. Mimo dowodéw na
istnienie odpowiedzi przeciwnowotworowej — w tym cy-
totoksycznej reakcji limfocytéw T na antygeny guza — sys-
tem odpornosciowy gospodarza nie jest w stanie wyelimi-
nowac¢ klonu nowotworowego.

Gléwnymi mechanizmami ucieczki nowotworu spod nad-
zoru immunologicznego sa z pewnoscia: zmiany w eks-
presji antygenéw oraz czasteczek kostymulujacych, bez-
posrednia supresja funkcji komérek dendrytycznych oraz
limfocytéw T przez wytwarzane cytokiny oraz indukcja
limfocytéw T-regulatorowych majacych zdolno$¢ hamo-
wania odpowiedzi uktadu odpornosciowego [11,13]. Moze
tez dochodzi¢ do aktywacji komérek supresyjnych spoza
uktadu limfocytéw T. W ciagu ostatnich kilku lat odkry-
to 1 opisano nowy element uktadu nowotwor-gospodarz,
tj. komorki supresyjne pochodzace z linii mieloidalnej
(myloid-derived suppressor cells — MDSC). Populacja ta
zostata wykryta w latach 90 ub.w., jednak jej ostateczna
nazwa powstata w ubiegtym roku [6]. Poprzednie okresle-
nia, takie jak: niedojrzate komérki mieloidalne (immatu-
re myeloid cells — ImC), mieloidalne komérki supresoro-
we (myloid suppressor cells — MSC) nie oddawaty w petni
ich pochodzenia i funkcji. W ostatnich miesiacach jeste-
Smy $§wiadkami bardzo intensywnego zainteresowania

nimi badaczy. MDSC to heterogenna populacja komoérek
pochodzacych z linii mieloidalnej, sktadajaca si¢ z nie-
dojrzatych makrofagéw, granulocytéw, komérek dendry-
tycznych i innych komoérek we wezesnych stadiach rézni-
cowania o silnym dziataniu immunosupresyjnym. MDSC
pojawiaja si¢ u myszy z choroba nowotworowa, a bada-
nia nielicznych autoréw wskazuja na ich obecnos¢ u lu-
dzi, np. w raku piersi, ptuc, prostaty, nerki, glowy i szyi
[4,27]. Poczatkowo znajdowane byty w Sledzionie, szpiku
kostnym oraz mikrosrodowisku guza, ostatnio — réwniez
we krwi obwodowej. Populacja ta hamuje odpowiedzZ im-
munologiczna, w tym na antygeny zwiazane Z nowotwo-
rem (TAA). Do akumulacji tych komérek dochodzi row-
niez w stanach przewlektego zapalenia (w tym infekcjach
bakteryjnych i pasozytniczych), urazach i chorobie prze-
szczep przeciwko gospodarzowi po transplantacji komo-
rek hematopoetycznych [2,5,6].

Funkcia MDSC

Komdrki te sa wytwarzane najprawdopodobniej pod wpty-
wem substancji wydzielanych przez nowotwor, a ich gtow-
na funkcja jest hamowanie odpowiedzi immunologicznej
— przede wszystkim czynnosci limfocytéw T. Proces prze-
wleklego zapalenia towarzyszacy réznym stanom chorobo-
wym, w tym nowotworzeniu, moze wywotywac uwalnia-
nie cytokin i innych substancji, ktére prowadza do zaburzen
dojrzewania komérek w szpiku i powstawania popula-
cji MDSC z ich potencjalnie immunosupresyjna funkcja.
Sposréd substancji wytwarzanych przez komorki nowotwo-
rowe i podejrzewanych o stymulacj¢ powstawania MDSC
wymienia si¢: GM-CSF, VEGF, CSF-1, PGE2, IL-6 1 IL-10
[7,17,18]. W jednym z doswiadczeri badano szczepion-
ki przeciwnowotworowe oparte o wytwarzanie GM-CSF.
Wykazano wyrazny wptyw indukcyjny tej cytokiny na po-
wstawanie populacji MDSC, co prowadzito bezposrednio
do stanu immunosupresji [19]. Autorzy tego raportu zde-
finiowali poziom wydzielania GM-CSF, powyzej ktérego
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nie obserwowano poprawy efektywnosci szczepionki, a tyl-
ko wzrost liczby komérek MDSC. Mozna przypuszczad,
ze czynniki wyzwalane przez komoérki nowotworowe bio-
ra udziat nie tylko w powstawaniu MDSC, ale réwniez ich
dojrzewaniu w kierunku immunosupresyjnego fenotypu.
Jednak stan przewleklego zapalenia towarzyszacy chorobie
nowotworowej i prowadzacy do wzrostu populacji MDSC
moze by¢ mediowany nie tylko przez substancje immuno-
supresyjne, ale takze przez cytokiny prozapalne, takie jak
IL-1B [5]. By¢ moze do nieprawidlowego réznicowania ko-
morek dendrytycznych w kierunku MDSC prowadzi wy-
dzielanie substancji nowotworowych aktywujacych szlaki
kinazy Janusowej 2 i czynnika transkrypcyjnego 3 (JAK2/
STATS3). Inhibitor tej drogi sygnatowej JSI-124 zmniejszat
wytwarzanie MDSC i aktywowat réznicowanie w kierun-
ku dojrzatych komérek dendrytycznych [16]. Zatem farma-
kologiczna inhibicja drogi JAK2/STAT3 moze zwigkszac
przeciwnowotworowa aktywnos$¢ immunoterapii.

Mimo bardzo duzej réznorodnosci fenotypowej MDSC wy-
daje sig, ze mechanizm ich dziatania jest wspolny i opiera
si¢ o metabolizm argininy i tlenku azotu. MDSC wytwa-
rzaja enzym arginaze 1, ktéra usuwa argining z mikro-
srodowiska guza uposledzajac jednoczesnie przekazywa-
nie sygnatu i funkcj¢ limfocytéw T. Niekorzystny wptyw
arginazy na funkcje¢ uktadu odpornosciowego pacjentow
z nowotworem jest znany. Dotychczas wydawalo sieg, ze
pochodzi ona z komérek guza; jednak okazuje sig, ze jej
zrédtem moga byé MDSC. Indukcja ekspresji arginazy 1
w komoérkach MDSC moze by¢ spowodowana wytwarza-
niem cyklooksygenazy 2 przez komérki nowotworowe [9].
Obecnos¢ MDSC oraz duzg aktywnosc¢ arginazy 1 w sub-
populacji komérek CD11b*/CD147/CD15* wykazano u pa-
cjentéw z rakiem nerki [27]. Zasadniczym dowodem na ich
immunosupresyjne znaczenie w tej grupie pacjentéw byta
rekonstrukcja proliferacji limfocytow T oraz ekspresji tani-
cucha £ CD3 (koreceptora receptora TCR) po ich deplecji.
Blokowanie dziatania arginazy 1 moze by¢ jednoczesnie
kolejnym elementem terapii przeciwnowotworowej.

Poza arginaza MDSC wytwarzaja syntetaze¢ tlenku azotu
(NOS), prowadzac do powstania tlenku azotu. Mechanizm
wplywu supresyjnego MDSC na limfocyty T poprzez tle-
nek azotu jest nieznany, jedna z mozliwosci jest wptyw
na kinaz¢ Janusowa 3, STATS i inne enzymy fosforylazji
w odpowiedzi na IL-2, gtéwny stymulator réznicowania
i proliferacji limfocytéw T [14]. Male st¢zenie argininy
oraz aktywacja iNOS mogg tez prowadzi¢ do powstawania
peroksynitratéw toksycznych dla aminokwaséw, zwlasz-
cza tyrozyny [3]. Inaktywacja (za posrednictwem nitro-
zylacji) biatek istotnych dla czynnosci limfocytéw T jest
najprawdopodobniej jednym z mechanizméw hamowa-
nia ich funkcji. Wedlug innych teorii, IFN-y wytwarzany
przez limfocyty T CD8* prowadzi do aktywacji MDSC,
ktére wytwarzaja iNOS 1 arginaze, ostatecznie wpltywaja-
ce na apoptoz¢ limfocytow T, hamowanie ich proliferacji
oraz utrate CD3( [7].

MDSC nie tylko hamuja proliferacj¢ limfocytéw T, ale tak-
ze indukuja akumulacje supresyjnych limfocytéw T regu-
latorowych (Treg Foxp3+). Co ciekawe, stymulacja MDSC
za pomoca IFN-y prowadzita do wzmozonego wytwarza-
nia przez nie IL-10 i TGF-3 — najsilniejszych znanych cy-
tokin immunosupresyjnych [10]. Nastgpstwa wzbudzania

aktywnosci T regulatorowych (Treg) przez MDSC naj-
prawdopodobniej nie sa zalezne od NO.

Poza wytwarzaniem NO i arginazy MDSC moga wpty-
waé¢ immunosupresyjnie poprzez kontakt migdzykomor-
kowy. W jednym z badan obserwowano wysoka ekspre-
sje czasteczki CD80 (ale nie CD40 i CD86) na komérkach
MDSC myszy z rakiem jajnika. Autorzy uwazaja, ze przy-
czyna uposledzenia odpornosci jest bezposredni kontakt
czasteczek kostymulacyjnych CD80 na MDSC z czastecz-
ka CD152 na limfocytach T (CTLA-4, odpowiadajaca m.in.
za hamowanie aktywacji), prowadzacy do pobudzenia sub-
populacji Treg (CD4+*CD25%) [25].

Oceniano réwniez wplyw réznych cytokin na funkcje
MDSC. Supresyjna aktywnos¢ MDSC byta potggowana
przez stymulacje za pomoca IL-4, natomiast cytokiny pro-
zapalne, tj. IL-12, IFN-yi TNF-a indukowaty ich réznico-
wanie w kierunku aktywnych, dojrzatych komérek prezen-
tujacych antygeny (APC) [4]. Zatem prekursorowe MDSC
moga réznicowac si¢ zarowno w kierunku komoérek o dzia-
faniu supresyjnym, jak i aktywujacym. Jednoczesnie sa do-
wody na to, ze MDSC wytwarzaja cytokiny zaréwno o pro-
filu Th, jak i Th,, §j. IFN-yiIL-13 [7]. Analiza na poziomie
mRNA wykazata, ze w MDSC dochodzi do wzrostu eks-
presji genéw kilku grup charakterystycznych dla:

* komoérek wielojadrzastych,

* ostrej reakcji zapalnej,

 alternatywnej drogi aktywacji makrofagéw [7].

Wobec tego nie mozna jednoznacznie okresli¢ czy MDSC
prezentuja subpopulacje klasycznie aktywowanych komé-
rek mieloidalnych (MC, prozapalnych, odpowiednik lim-
focytéw profilu Th)) czy tez alternatywnie aktywowanych
MC, (bioracych udziat w reakcjach przeciwzapalnych, od-
powiednika Th,). By¢ moze pomostem pomigdzy guzem
a komoérkami MDSC sa komérki NK lub NKT, jednak
dane na ten temat sa niejednoznaczne [12]. Ostatnio udo-
wodniono, ze MDSC hamuja uwalnianie cytokiny proza-
palnej IL-12 oraz nasilaja wytwarzanie cytokiny immuno-
supresyjnej IL-10 w makrofagach [22]. MDSC moga byé
jedna z drég hamowania przez uktad immunologiczny sta-
nu przewleklego zapalenia, zjawiska przynoszacego nega-
tywne skutki w organizmie.

Zatem podsumowujac, komorki guza wydzielaja substan-
cje pobudzajace réznicowanie komérek MDSC, a te z ko-
lei wytwarzaja m.in. TGF-B, indukuja akumulacje Tregs
i anergi¢ limocytéw T [8]. Przypuszczalny, uproszczony
mechanizm interakcji komérek nowotworowych z MDSC
i limfocytami T przedstawiono na rycinie 1.

Markery MDSC

U myszy komérki MDSC charakteryzuja si¢ ekspresja an-
tygenéw Gr-1 oraz CD11b [4]. Gr-1 jest markerem rézni-
cowania/dojrzewania granulocytéw w szpiku, ulegajacym
przejsciowej ekspresji w czasie réznicowania monocytow.
We krwi obwodowej antygen Gr-1 znajduje sig na granulo-
cytach i monocytach. CD11b jest obecny na powierzchni
granulocytéw, makrofagéw, komoérek dendrytycznych oraz
komoérek NK. Huang i wsp. uwazaja, ze fenotyp komoérek
MDSC, to Gr-1*/CD115* [10]. CD115 jest receptorem czyn-
nika stymulujacego kolonie makrofagowe (M-CSF).
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Obecnos¢ komérek MDSC we krwi/szpiku ludzi z choroba
nowotworowa jest ciagle kontrowersyjna, liczba prac doty-
czacych tego zagadnienia jest niewielka, a uzywane markery
MDSC sa bardzo zréznicowane. By¢ moze populacja ta jest
jeszcze bardziej heterogenna u ludzi niz u myszy. Sposréd
markeréw MDSC u ludzi najczesciej wymieniane sa: CD11b*,
CD14-, CD15% IL-4Ro, HLA-DR-, Lin-, CD33* [1,5,27].
W tabeli 1 zestawiono rézne markery MDSC uznawane za
charakterystyczne dla tej subpopulacji komorek.

MDSC A boSWIADCZALNE PROBY IMMUNOTERAPII

Obecnosé¢ MDSC oraz T-reg moze by¢ przyczyna braku
skuteczno$ci immunoterapii w nowotworach. Zatem usu-
nigcie komérek MDSC i/lub zablokowanie ich czynnosci
moze si¢ stac istotnym narzedziem w leczeniu pacjentéw.
Czgs¢ autoréw sugeruje spowodowanie dojrzewania ko-
moérek MDSC i w ten sposéb eliminacje ich negatywne-
go wplywu na uklad immunologiczny, inni — blokadg ich
funkcji poprzez podawanie przeciwcial np. przeciwko Gr-1
lub IL-4Ro [21]. Ta druga opcja wydaje si¢ trudniejsza do
realizacji z powodu duzej zmiennos$ci fenotypowej i czyn-
nosciowej MDSC. W jednym z doswiadczenn wykazano,
ze cytostatyk gemcytabina, podawana w dawkach terapeu-
tycznych powoduje redukcje liczby MDSC w §ledzionach
myszy, co moze wskazywac na mozliwos¢ jej zastosowa-
nia w potaczeniu z immunoterapig u pacjentéw z choroba
nowotworowa [22,24]. By¢ moze podanie substancji, kt6-
ra spowoduje réznicowanie MDSC do dojrzatych komérek
dendrytycznych spowoduje zahamowanie ich funkcji su-
presyjnych. Inna mozliwoscia jest hamowanie farmakolo-
giczne czynnos$ci enzymoéw wytwarzanych przez MDSC,
tj. iNOS i arginazy. Jeszcze bardziej korzystna opcja by-
taby stymulacja MDSC do prezentacji antygendw nowo-
tworowych komérkom gospodarza i eliminacja klonu nie-
prawidtowych komoérek bez chemio- i/lub radioterapii.
Jedna z propozycji moze by¢ podawanie pacjentom z no-

Ryc. 1. Przypuszczalny, uproszczony mechanizm
interakgji komdrek nowotworowych z MDSC
i limfocytami T
Tabela 1. Markery MDSC
Gatunek Fenotyp Pismiennictwo
Myszy Gr-1%/(D11b* 4]
Gr-1+/CD15* [10]
(D11b*/IL-4Roc* 7]
Ludzie Lin"/HLA-DR-/CD33* [15]
(D15%/IL-4Roc* [4]; inf. ustna
(D11b*/CD147/CD15* [27]
Lin"/HLA-DR-/CD34*/(D33* (1]

wotworami gtowy i szyi preparatéw witaminy D, (calcy-
fediol), ktéra wspomaga réznicowanie MDSC do komé-
rek dendrytycznych [26]. W innych badaniach wykonanych
u ludzi réznicowanie MDSC w kierunku dojrzatych DC
uzyskano za pomoca kwasu catkowicie trans-retinowego
(ATRA) [1]. Podawanie ATRA pacjentom z rakiem nerki
wywolywato zmniejszenie liczby MDSC, ale immunote-
rapia z IL-2 eliminowata ten efekt [15].

Jak juz wspomniano prostaglandyna E, (PGE,) wywotuje
réznicowanie komorek szpiku w kierunku MDSC. Myszy
pozbawione receptora PGE, charakteryzowatly sig¢ mniej-
Sz progresja guza oraz mniejsza liczba MDSC w stosun-
ku do zwierzat kontrolnych, a podawanie inhibitora cyklo-
oksygenazy 2 wywotywato podobny efekt [23].

Kolejna grupa lekéw badanych w celu odwrécenia immu-
nosupresji towarzyszacej chorobom nowotworowym sa
inhibitory fosfodiesterazy 5, stosowane dotychczas w za-
burzeniach erekcji, nadci$nieniu ptucnym oraz przeroscie
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migsnia sercowego. Sildenafil (Viagra) hamowat ekspre-
sj¢ arginazy 1 oraz syntazy tlenku azotu, zmniejszajac tym
samym odsetek komérek MDSC, co prowadzito do akty-
wacji limfocytéw T naciekajacych nowotwor, zmniejszenia
wzrostu guza oraz poprawy efektéw immunoterapii opar-
tej o limfocyty T [20].

PismiennicTwo

Na podstawie dokonanego przegladu pismiennictwa sadzi-
my, ze MDSC begda w najblizszej przysztosci przedmio-
tem licznych badan i dyskusji naukowej zaréwno w gro-
nie onkologéw jak i immunologdéw, a zbadanie ich funkcji
przyczyni si¢ do odkrycia nowych metod leczenia nowo-
tworéw.
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