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Abstract

Lung cancer is the main cause of cancer death worldwide. An advanced stage of the disease at the time of diagnosis, observed in
the majority of cases, does not allow for introduction of radical treatment or makes the treatment ineffective. Lung cancer as a solid
tumour with a very low antigenicity escapes immune surveillance, and cytotoxic cells attack. Cytotoxic lymphocytes play a key role
in anticancer defence, but the population of these cells individually differs. Many suppressor and regulatory mechanisms inhibit the
recognition of tumour antigens by dendritic and cytotoxic cell activation. The population of regulatory T cells (T regs) plays a crucial
role in this inhibition of immune response. Their function depends on the expression of transcription factor Foxp3 and the presence of
CTLA-4 molecules. The increased proportion of T regs and high expression of Foxp3 and CTLA-4 on lung cancer cells and tumour infil-
trating lymphocytes were observed. Other components of immune response inhibition and tumour promotion are: Th17 cell population,
M2 macrophage polarisation, the presence of myeloid derived suppressor cells (MDSCs) and a significantly elevated concentration of
cytokines: TGF-3 and IL-10 in the tumour microenvironment. The recognition of these mechanisms may have important therapeutic
implications. Several types of agents which are capable of modulating the immune response have recently been used in many clinical
trials conducted in lung cancer patients, some of them showing efficacy. Lung cancer immunotherapy has two main directions: the
first goal is to improve the cytotoxic effect (for example by inhibition of CTLA-4, stimulation of dendritic cell function, inhibition of lym-
phocyte apoptosis), and the second way is the production of anti-cancer vaccines using known cancer antigens: MAGE A3, MUC1,
EGF and TGF-3. Immunotherapy in lung cancer treatment has a character of personalised therapy — there is a need to specify the
patient’s immune status prior to treatment. The analysis of immune cells and mediators in the peripheral blood allows this, but the more
valuable method seems to be bronchoalveolar lavage (BAL) examination with careful assessment of the tumour microenvironment.
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Streszczenie

Rak ptuca zajmuje pierwsze miejsce wsréd przyczyn zgonéw na nowotwory zto$liwe. W znaczacej wiekszosci przypad-
kéw wysoki stopiefi zaawansowania choroby w chwili rozpoznania uniemozliwia zastosowanie leczenia przyczynowego badz?
czyni to leczenie nieskutecznym. Jako nowotwdr lity o matej specyfice antygenowej rak pluca wymyka si¢ spod nadzoru
immunologicznego i ataku komérek cytotoksycznych. Giéwna role w przeciw nowotworowej obronie uktadu odpornosci od-
grywaja limfocyty cytotoksyczne, ktérych populacja rézni sig indywidualnie. Rozpoznanie antygenéw nowotworowych przez
komérki dendrytyczne i aktywacje komdrek cytotoksycznych hamuje wiele mechanizméw o dziataniu supresorowym i re-
gulatorowym. Gtéwnymi komérkami ostabiajagcymi obrone immunologiczng sg limfocyty T regulatorowe (Tregs). Ich funk-
cja zalezy od ekspresji czynnika Foxp3 oraz obecnosci czasteczki CTLA-4. Wykazano znaczne zwiekszenie populacji Tregs,
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Foxp3 i CTLA-4 w komdrkach raka ptuca oraz w puli limfocytdw naciekajacych guz. Inne elementy hamujace odpowied?
immunologiczng i promujgce rozwdj guza to populacja limfocytéw Th17, polaryzacja makrofagéw w kierunku M2, obec-
no$¢ mieloidalnych komérek supresorowych (MDSCs), znacznie zwigkszone stezenia cytokin TGFb i IL-10 w mikro$rodo-
wisku guza. Rozpoznanie tych mechanizméw moze mie¢ wazne implikacje terapeutyczne. W fazie badan klinicznych jest
kilka rodzajow lekéw modulujacych odpowiedz immunologiczna, ktérych cze$¢ wykazuje pewng skuteczno$é. Immunoterapia
w raku pluca opiera si¢ na wzmozeniu efektu cytotoksycznego (np. poprzez hamowanie CTLA-4, pobudzenie funkcji komérek
dendrytycznych, hamowanie apoptozy limfocytéw) lub produkcje szczepionek antynowotworowych z wykorzystaniem znanych
antygenéw, jak MAGE A3, MUC1, EGF, TGFS. Immunoterapia w raku ptuca ma charakter terapii personalizowanej — przed pod-
jeciem leczenia wskazane jest doktadne rozpoznanie stanu uktadu odporno$ci pacjenta. Umozliwia to badanie krwi obwodowej,
ale bardziej warto$ciowe wydaje sie wykorzystanie w tym celu metody BAL z doktadng oceng mikrosrodowiska guza.

Stowa kluczowe: rak ptuca, immunoterapia, limfocyty cytotoksyczne, komérki regulatorowe

Wstep

Rak pluca stanowi pierwszg przyczyne zgo-
néw na nowotwory zlosliwe w Polsce i na §wiecie.
Zachorowalno$¢ na raka pluca siega globalnie
1 600 000 nowych przypadkéw rocznie [1, 2].
Jest najczestszym typem nowotworu u mezczyzn
iprzyczyna az 1/3 zgonéw z powodu nowotworéw
[3]. W Polsce rocznie umiera z powodu tego nowo-
tworu ponad 20 000 chorych. W populacji kobiet
w Polsce w 2007 roku po raz pierwszy czesto$é
zgon6w z powodu nowotworu pluca wyprzedzi-
ta czestos¢ zgonow zwigzanych z rakiem piersi
[4]. Podobnie w wiekszo$ci krajéw europejskich
notuje sie bardzo szybki wzrost zachorowalnosci
u kobiet [2, 5]. Zachorowalno$é¢ i umieralno$é
z powodu raka ptuca sg silnie skorelowane z wie-
kiem, znany jest zwigzek przyczynowy wystepo-
wania raka pluca z paleniem papieroséw [6, 7].
Nadal podkresla sie fakt, ze prawie wszystkie
zgony na raka pluca sg spowodowane paleniem
papieroséw, jakkolwiek ostatnio obserwuje sie
wzrost czestosci zachorowan u oséb nigdy nie-
palacych. Zwrécono uwage na réznice w cha-
rakterystyce klinicznej raka u os6b niepalgcych:
czeSciej wystepuje u kobiet w starszym wieku
i charakteryzuje go gtéwnie utkanie gruczotowe
[7]. Wér6d przyczyn wystepowania tego typu
raka mozna upatrywaé¢ wpltyw nasilonych zmian
zwigzanych ze starzeniem organizmu, w tym
starzenia uktadu immunologicznego, ktére gene-
ralnie charakteryzuje ostabienie odpornoéci [8].
W raku pluca nadal duzym problemem pozostaje
zbyt p6Zne rozpoznanie. Wiekszos¢ przypadkow
nowotworéw pluca zostaje rozpoznana w za-
awansowanym stadium. Catkowite wyleczenie
osigga sie ogétem u okolo 15% chorych. Pigcio-
letnie przezycie w chorobie ograniczonej sigga
50%, niestety, w raku rozsianym nie przekracza
kilku procent chorych. Ponad 60% chorych nie

Pneumonol. Alergol. Pol. 2014; 82: 286-299

kwalifikuje sie do leczenia przyczynowego-opera-
cyjnego. To sprawia, ze w duzym odsetku chorych
guz jest niedostepny do przeprowadzenia pelne;j
diagnostyki histopatologicznej, ale takze utrudnia
to znacznie badania poznawcze.

Ze wzgledu na r6znice w biologii, charak-
terze utkania histologicznego, przebiegu klinicz-
nym i sposobie leczenia wyr6znia sie dwa gtéwne
typy raka pluca: niedrobnokomérkowy (NDRP)
i drobnokomoérkowy (DRP). Obecnie w kontekscie
coraz szerzej stosowanej terapii celowanej obo-
wigzuje wyodrebnienie podtypu w obrebie NDRP:
raka plaskonabtonkowego i gruczotowego [9, 10].
W ostatnich dwéch latach pojawita sie nowa, siéd-
ma, edycja klasyfikacji TNM (tumor, nodes, meta-
stasis) oceny zaawansowania raka ptuca [11, 12].
Leczenie radykalne w przypadku choroby zloka-
lizowanej w NDRP obejmuje zabieg operacyjny i/
/lub radioterapie, za§ w raku DRP — chemioterapie.
Inne sposoby leczenia majg warto$¢ uzupelnia-
jaca, jakkolwiek zaréwno terapia celowana, jak
i chemioterapia w NDRP poprawiaja rokowanie.
W ostatnich latach obserwuje sig relatywne wy-
dluzenie czasu przezycia wolnego od progresji
u chorych na NDRP, do czego przyczynia sie miedzy
innymi precyzyjne rozpoznanie histopatologiczne
i molekularne oraz indywidualny dobér sposobéw
terapii. Nowe metody leczenia wspomagajacego
w raku ptuca obejmujg réwniez leczenie immuno-
logiczne. Celem obecnego opracowania jest przed-
stawienie metod immunoterapii w raku pluca na
podstawie poznanych dotychczas mechanizméw
zaburzenia odpornosci w tym groZznym nowotworze.

Metody badania odpowiedzi immunologicznej
w raku ptuca

W analizie zaburzen immunologicznych
zwigzanych z procesem nowotworzenia istotny
wydaje sie przeglad metod ich badania. Naj-
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wazniejszg role w nadzorze immunologicznym
w raku ptuca (ang. immunosurveillance) odgrywa
obronno$¢ komérkowa. W nacieku zapalnym wo-
két guza wystepuja komérki zapalne, do ktérych
naleza limfocyty naciekajgce guz, czyli limfocyty
TIL (tumor infiltrating lymphocytes) oraz makrofa-
gi TAM (tumor asscociated macrophages) [13, 14].

Limfocyty TIL to komérki wykazujace bezpo-
srednio dziatanie cytotoksyczne lub prowadzace
do lizy guza poprzez uwalnianie cytokin [15].
Ocene fenotypu i funkcji TIL umozliwia zastoso-
wanie odpowiednich przeciwcial skierowanych
przeciwko antygenom powierzchniowym tych
komoérek z wykorzystaniem techniki immunocyto-
chemii lub cytometrii przeplywowej. Badania TIL
oraz TAM sg mozliwe w guzach resekowanych.
Istotna wiekszo$¢ przypadkéw raka pluca w przy-
padku NDRP oraz generalnie wszystkie przypadki
DRP nie kwalifikuja sie do zabiegéw operacyjnych
usunigcia guza, co ogranicza dostepno$¢é materia-
hu do badania. Przeglad literatury wskazuje na
mozliwo$§é wykorzystania w pewnym zakresie
matych wycinkéw z guza pobieranych w trakcie
diagnostyki, hodowli linii komérkowych raka oraz
badan doswiadczalnych na zwierzetach. Szeroko
prowadzone badania zmian we krwi obwodowej
majg istotne ograniczenie polegajace na tym, ze
nie odzwierciedlajg zmian miejscowych w mi-
krosrodowisku rozwoju guza. Srodowisko rozwoju
nowotworu litego stanowi odrebng i specyficzng
przestrzen zmian modulujgcych odpowiedzZ ko-
moérkowsq i humoralng. Funkcjonalng czesé tego
mikrosrodowiska budujg komérki nowotworowe,
fibroblasty, komoérki srédbtonka naczyn, makro-
fagi, komérki dendrytyczne, limfocyty i macierz
miedzykomérkowa. Liczne mediatory, jak cytoki-
ny, chemokiny, czynniki wzrostu i enzymy wy-
dzielane sg przez komorki i oddziatywajg wzajem-
nie [16]. Ponadto mikro$rodowisko guza cechuja
zmienione warunki, miedzy innymi hipoksja,
ktére promuja angiogeneze i wptywajg na procesy
zwane przemiang nablonkowo-mezenchymalng
(EMT, epithelial-mesenchymal transition) ze
zwiekszonym wydzielaniem metalloproteinaz.
W przypadku badania §rodowiska rozwoju raka
pluca wartg uwagi jest metoda ptukania oskrzelo-
wo-pecherzykowego (BAL, bronchoalveolar lava-
ge). Plyn z BAL (BALF, BAL fluid) stanowi cenny
material, mozliwy do wykorzystania do oceny
odpowiedzi immunologicznej u chorych na raka
niedrobnokomérkowego takze w nieoperacyjnych
stadiach zaawansowanych oraz w raku drob-
nokomérkowym. Ponadto badanie ptynu z BAL
pozwala na szczegélowg, kompleksowa oceng
szlakéw komérkowych i cytokinowych bioracych

udzial w procesie patologicznym oraz czynni-
kéw o znaczeniu regulatorowym. Jest to badanie
umozliwiajace pozyskanie materialu komérko-
wego i niekomérkowego z przestrzeni oskrze-
lowo-pecherzykowej (z powierzchni nabtonka
obwodowego drég oddechowych) [17]. Plukanie
oskrzelowo-pecherzykowe jest metoda stosun-
kowo mato inwazyjng, powtarzalng. W praktyce
polega na wprowadzeniu w trakcie badania bron-
chofiberoskopowego okoto 100-250 ml ptynu (soli
fizjologicznej), ogrzanego do temperatury 37°C
i odzyskania okolo 50-70% objetosci podanego
plynu. W wyniku , przeptukania” powierzchni
pecherzykéw plucnych solg fizjologiczna otrzy-
muje sig kilka milion6w komoérek o zywotnosci
ponad 90%. Sktad komérkowy od oséb zdrowych
niepalacych jest staty: > 80% stanowig makrofagi
pecherzykowe, < 20% limfocyty, < 3% neutrofile
i < 0,5% eozynofile [18]. Uzyskana zawiesina
komoérkowa kwalifikuje sig do badania fenotypu
komoérek i sktadu cytokinowego miedzy inny-
mi metodg cytometrii przeptywowej, ktora jest
obecnie jedng z podstawowych technik w ocenie
zaburzen immunologicznych. Komérki pozyskane
z BAL kwalifikujg sie do izolowania i hodowli.
W licznych pracach zostalo udowodnione
znaczenie badania BAL w diagnostyce gu-
z6w obwodowych [19-22]. Prace wlasne au-
toro6w wykazaly skutecznos$é tej metody
w badaniu zaburzen w ukltadzie odpornosci
w raku ptuca w szerokim zakresie, zaré6wno ba-
dania komorek, jak i cytokin [23-27].

Odpowiedz immunologiczna w raku ptuca

Reakcja cytotoksyczna

Reakcje zachodzace pomiedzy komérkami
gospodarza a komérkami nowotworowymi sg zto-
zone i dynamiczne. Poznanie tych oddziatywan
stanowi obecnie podstawe rozwoju nowoczesnych
terapii przeciwko komoérkom nowotworowym. Rak
pluca nalezy do guzéw litych o skapej i heterogen-
nej charakterystyce antygenowej. Dodatkowo od-
powiedZ przeciwnowotworowa jest modyfikowana
przez §rodowisko ptuc, w ktérym niejednokrotnie
tocza sig ztozone procesy patologiczne wywolane
czynnikami zewnetrznymi, do ktérych w szcze-
golnosci nalezy dym papierosowy [28].

Mechanizm nadzoru immunologicznego
w raku pluca jest procesem zlozonym i ule-
ga oslabieniu w trakcie przebiegu choroby.
Komérki raka sg niszczone przez limfocyty,
granulocyty, makrofagi, enzymy proteolitycz-
ne wydzielane przez granulocyty obojetno-
i kwasochlonne oraz przeciwciata produkowane
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przez limfocyty B. Najwazniejsze komérki ukta-
du immunologicznego odgrywajace znaczaca
role w procesie aktywnego zabijania komoérek
nowotworowych to cytotoksyczne limfocyty T
(CTL). Komérki te, podobnie jak inne komérki
efektorowe wykazuja dziatanie przeciwnowotwo-
rowe dzieki obecnosci komérek prezentujgcych
antygen (APC, atigen presenting cells): komoérek
dendrytycznych (DCs, dendritic cel) i makrofa-
géw. Komorki dendrytyczne, gtéwna populacja
komérek prezentujacych antygen, zajmujg klu-
czowe miejsce w uruchamianiu reakcji cytotok-
sycznej przeciwnowotworowej. Po sfagocyto-
waniu materialu antygenowego z komérek guza
DCs migruja do okolicznych weztéw chtonnych,
gdzie prezentujg antygen w kontekécie HLAI
limfocytom CD8+ i HLAII- limfocytom CD4+.
Powstaje pula aktywnych komérek cytotoksycz-
nych: limfocyty CD8+, CD4+, komorki natural
killer (NK), limfocyty B produkujgce przeciwciata
przeciwnowotworowe. Komoérki raka niszczone
sg na drodze wzbudzenia apoptozy, czyli progra-
mowanej §mierci. Mechanizm cytotoksycznosci
wigze sie z ziarnami cytolitycznymi (perforyny,
granzymy) lub mechanizmem blonowym, recep-
torowym (Fas/FasL [factor and fas ligand], TRIAL
[TNF-related apoptosis-inducing ligand], TNF
[tumor necrosis factor]) [29]. Jest to odpowiedz
zlozona, ktéra ulega modyfikacji w mikrosrodowi-
sku guza, a komérki nowotworowe wykorzystujac
wiele mechanizméw wymykajg sig z nadzoru
immunologicznego, reakcja cytotoksyczna jest
znacznie oslabiona. Skutecznos¢ leczenia immu-
nomodulujgcego w raku pluca jest zalezna od puli
komérek CTL — ich istotny niedobdr moze by¢
przyczynag niepowodzenia [13]. Z jednej strony
wskazana jest ocena stanu odpornosci pacjenta
z analizg puli CTL, z drugiej bada sie metody
zwiekszenia populacji CTL i wspomagania ich
funkc;ji.

W badaniach wlasnych autorzy wykorzysty-
wali materiat z BAL, wykazujgc duza warto$c tej
metody w ocenie stanu uktadu odpornosci u cho-
rych na raka ptuca in vivo [23-26]. Potwierdzono
udziat limfocytéw cytotoksycznych w obronie
przeciwnowotworowej i r6znice w odniesieniu do
0s6b zdrowych. Autorzy dokonali analizy profilu
komérek u pacjentéw chorych na pierwotnego
raka pluca i zaobserwowali zwigkszony odsetek
limfocytéw T oraz nizszy limfocytéw B i komérek
NK w ptynie z BAL. Dodatkowo stosunek odsetka
limfocytéw T: Th/Tc (CD4+/CD8+) byl znacza-
co nizszy w BALF u chorych na raka ptuca, co
$wiadczy o wystepowaniu zmian w $rodowisku
toczacego sig guza. Wszystkie badane osoby byly

palaczami. Catkowita liczba komérek w BALF
u palaczy tytoniu byla istotnie wigksza. Zaob-
serwowano niski odsetek komoérek T pomocni-
czych (Th), oraz zwiekszony odsetek komérek T
cytotoksycznych (Tc) w BALF u palaczy chorych
na raka pluca. Stosunek odsetka limfocytéw Th
do Tc i Th limfocytéw do T byly znaczaco nizsze
w BALF u zdrowych palaczy w poréwnaniu do
0s6b niepalacych. Udzial limfocytéw T aktywo-
wanych byl mniejszy w grupie chorych na raka
pluca niz u zdrowych oséb palgcych. Wyniki tych
prac wskazuja na koniecznosé analizy historii
palenia w toku oceny zmian w BALF [24].

Elementy ostabienia odpowiedzi
immunologicznej

Rozwd6j nowotworu i rozprzestrzenianie sig
komoérek guza w organizmie ultatwia tak zwana
tolerancja immunologiczna, czyli brak reakcji
na antygeny. Ponizej przedstawiono elementy
wymykania sie komérek nowotworowych spod
nadzoru immunologicznego (ryc. 1).

Komérki TIL to limfocyty T o duzym znacze-
niu klinicznym, dzieki wlasciwosciom infiltruja-
cym i niszczacym komoérki nowotworowe. W ich
puli dominujg komoérki CTL migrujace bezposred-
nio do guza poprzez zlozone interakcje z czastka-
mi adhezyjnymi i pod wplywem czynnikéw che-
motaktycznych [13]. Istotnym elementem obrony
nowotworu przed atakiem CTL jest wzbudzenie
apoptozy tych komérek. Na komérkach raka do-
chodzi do wzrostu ekspresji ligandu dla biatka
Fas (czynnik §mierci) — FasL, przez co nabywaja
one zdolnosci do indukowania apoptozy. Z kolei
obserwuje sie znaczne zwiekszenie podatnosci
limfocytéw na apoptoze w wyniku obecnosci na
komérkach receptora Fas [30]. Jest to jeden z bar-
dzo istotnych elementéw wymykania sig komérki
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Rycina 1. Mechanizmy wymykania sie komérki nowotworowej spod
nadzoru uktadu immunologicznego

Figure 1. Mechanisms of lung cancer escape from immunosurveillance
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nowotworowej spod nadzoru immunologicznego.
Autorzy w badaniach wlasnych oceniali techni-
ka cytometrii przeplywowej ekspresje receptora
Fas na limfocytach uzyskanych od pacjentéw
chorych na raka ptuca. Odsetek limfocytéw Fas
dodatnich, zar6wno Th jak i Tc byl istotnie wigk-
szy u chorych w poréwnaniu do os6b zdrowych
oraz u palaczy w poréwnaniu z niepalgcymi
[31]. W innych badaniach wlasnych oceniaja-
cych ekspresje antygenu Fas na komoérkach im-
munokompetentnych pochodzacych z ptukania
oskrzelowo-pecherzykowego autorzy wykazali
zwiekszong ekspresje bialka Fas na komoérkach
od 0s6b chorych na raka ptuca w poréwnaniu do
innych chorych i os6b zdrowych [32].

Komoérki raka ptuca wykazujg znaczng hete-
rogenno$¢ morfologiczng i fenotypowa. R6znorod-
nos$¢ ekspresji antygendw na komérkach raka ptuca
i brak ich jednorodnosci utrudnia atak ze strony
uktadu odpornosciowego [33, 34]. Ponadto komér-
ki guza czesto wykazujg zmniejszong ekspresje
lub brak czasteczek MHC, co nie pozwala na pra-
widlowg prezentacjg antygen6w nowotworowych
limfocytom T. Innym mechanizmem powodujacym
~wymkniecie” sie komérki nowotworowej spod
nadzoru uktadu immunologicznego jest masko-
wanie antygendw na powierzchni komérki no-
wotworowej przez przeciwciala blokujgce dostep
wlasciwych komérek efektorowych. Dodatkowo
komoérki nowotworowe sg zdolne do uwalniania
wolnych antygendw, ktére réwniez moga blokowac
wlaéciwe komoérki efektorowe [29].

Inna przyczyng uposledzenia rozpoznawania
komérek nowotworowych sg zaburzenia lub brak
czasteczek kostymulujacych na komérkach guza
oraz na komérkach prezentujacych antygen w éro-
dowisku nowotworu [34]. Limfocyty T ,rozpozna-
ja” obca tkanke guza m.in. za pomocag komorek
prezentujgcych antygen (APC, antigen presenting
cell) [35]. Do pelnej aktywacji limfocytéw cytotok-
sycznych niezbedne jest przekazanie sygnatu ko
stymulujacego przez czasteczki B7 (CD80,CD86)
na powierzchni komoérki APC z ich recepto-
rem CD28 na powierzchni limfocytu (ryc. 2).
Czasteczki B7 moga rowniez przekazywac sygnatl
supresyjny przez oddzialywanie z czgsteczkami
CTLA-4 (Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4), kt6-
re hamuja przekaz sygnalu przez receptor TCR
limfocytéw T [36-38]; jest on homologiczny do
CD28, a przy tym ma okoto 40-krotnie silniejsze
powinowactwo, jako czastka kostymulujaca, wy-
piera wiec CD28. CTLA-4 obecny na komérkach
regulatorowych bierze udzial w ich aktywacji.
Ekspresja czgsteczek CTLA-4 na komoérkach
limfoidalnych w érodowisku nowotworéw jest
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Rycina 2. Oddziatywanie komérki dendrytycznej z limfocytem CTL
Figure 2. Dendritic cell interaction with lymphocyte CTL

szeroko badana i stala sie podstawa opracowania
nowego sposobu leczenia immunomodulujace-
go z wykorzystaniem przeciwcial blokujacych.
W przypadku raka ptuca wykazano, ze wraz ze
wzrostem liczby komérek regulatorowych wzrasta
ekspresja CTLA-4, co ma zwigzek z zaawansowa-
niem choroby i gorszym rokowaniem [39].
Komérki nowotworowe sg silnym Zrédiem
réznego rodzaju cytokin, chemokin oraz me-
tabolitéw, ktére interferujg z naturalna obrona
przeciwnowotworowa i czynnosciag komorek pre-
zentujacych antygen. W srodowisku guza panujg
warunki niedotlenienia, ktére stymulujg komorki
immunosupresyjne. Czynniki pochodzace z no-
wotworu, takie jak czynnik wzrostu srédblonka
naczyniowego (VEGE vascular endothelial growth
factor) czy interleukina 10 (IL-10, interleukin 10)
wywolujg wady funkcjonalne w komérkach DCs
oraz upo$ledzajg ich liczbg. Komérki DCs poprzez
takie dziatanie tracg zdolnos¢ do aktywacji naiw-
nych komoérek T, ale réwniez majg zmniejszong ru-
chliwosé¢ oraz mniejszg ekspresje czasteczek MHC,
czasteczek adhezyjnych i kostymulatoréw [13].
Najwazniejszg role w regulacji odpowiedzi
immunologicznej w nowotworach odgrywaja ko-
morki regulatorowe. Stwierdzono, ze limfocyty T
regulatorowe (Tregs, regulatory T cells) sa zdolne
do hamowania aktywnosci limfocytéw T (CD4+,
CD8+), komérek dendrytycznych oraz komdrek
NK. Odgrywajg one istotng role w mechanizmach
nadzoru i tolerancji immunologicznej. Komédrki
Tregs stanowig nieliczng grupe limfocytéw CD4 +
(2-5% limfocytéw we krwi obwodowej), a iden-
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tyfikowane sq miedzy innymi poprzez ekspresje
na ich powierzchni odpowiednich antygenéw.
Subpopulacja komérek Tregs nie jest jednorod-
na fenotypowo [40]. Sa to komorki definiowane
jako CD4+/CD25+ z ,,wysoka” ekspresja CD25.
Dodatkowo komérki Tregs wykazuja obecno$é
czasteczek: Foxp3 (forkhead box P3), CD25, GITR
(glucocorticoid-induced TNF-receptor), CD357,
LAG3 (Ilymphocyte-activation gene 3), CTLA4
(cytotoxic T lymphocyte antigen-4) oraz niska eks-
presje CD127. Wyrdznia sie naturalne limfocyty
regulatorowe — nTregs wywodzace sie z grasicy,
oraz indukowane — iTregs, r6znicujace sie w kra-
zeniu, ,na obwodzie” pod wplywem cytokin IL-10
i przeksztalcajacego czynnika wzrostu — TGF-3
(transforming growth factor beta) i po kontakcie
z antygenem [40]. Do pelnej funkcji limfocytéow
Tregs niezbedne jest aktywne biatko, czynnik tran-
skrypcyjny — Foxp3). Aktywacja funkcjonalnych
Tregs wiaze sig z obecnoscig Foxp3 po kontakcie
z antygenem. Identyfikacja komérek Tregs jest
mozliwa dzieki zastosowaniu przeciwcial mo-
noklonalnych przeciw Foxp3 czy to w technice
immunocytochemii, czy cytometrii przepltywowe;j.
Wykazano, ze zastosowanie przeciwciala przeciw
Foxp3 w technice immunohistochemii pozwa-
la oceni¢ ekspresje tego bialtka na komoérkach
nowotworu i jednocze$nie, na limfocytach, co
moze mie¢ aspekt praktyczny w diagnostyce [41].
W chorobach autoimmunologicznych stwierdzono
zmniejszenie liczby komérek regulatorowych,
podczas, gdy w nowotworach ich liczba jest wy-
datnie zwigkszona. Mikrosrodowisko nowotwo-
rowe jest bogate w cytokiny IL-10 i TGF-8, ktére
indukuja dojrzewanie Tregs i ekspresje Foxp3.
Potwierdzono negatywne znaczenie rokowni-
cze obecnosci komoérek Tregs Foxp3 dodatnich
w licznych badaniach dotyczacych raka pluca
[39, 41-46]. Ostatnio potwierdzono, ze wykrycie
ekspresji Foxp3 w okolicznych, nawet klinicznie
wolnych od przerzutu, weztach chlonnych jest
negatywnym czynnikiem prognostycznym [46].
Liu i wsp. zaproponowali stosowanie wskazZnika
Foxp3/CD8 jako predyktora odpowiedzi na che-
mioterapie [44]. Ostatnio Ju i wsp. opisali ,nowy”
fenotyp komoérek regulatorowych o silnych wtasci-
wosciach supresyjnych: CD13+/CD4+/CD25 "¢
[47]. Dodatkowo wielu badaczy podkresla istot-
ng role funkcjonalng czasteczki kostymulujacej
CTLA-4 na komérkach Tregs, ktorej dziataniem
jest negatywna regulacja odpowiedzi immunolo-
gicznej [48, 49]. Wykazano, Zze u chorych na raka
pluca istotnie zwigkszona jest liczba krazacych
limfocyté6w CTLA-4+ z przewaga wewnatrzko-
morkowej ekspres;ji tej czasteczki [39, 50].

Komérki nowotworowe zdolne sg do wydzie-
lania substancji dziatajgcych hamujaco na uktad
odpornosciowy. Jednym z najlepiej poznanych
czynnikéw o takim dziataniu jest TGF-4, identy-
fikowany w zwiekszonych stezeniach w guzach,
w hodowlach komérek nowotworowych i w pty-
nie z BAL od chorych na raka ptuca [27, 51, 52].
Do funkcji tej cytokiny zwigzanej z promocjg
progresji raka naleza: hamownie czynnosci ko-
morek NK i limfocytéw T cytotoksycznych, réz-
nicowanie polaryzacji limfocytéw pomocniczych
w kierunku Th2 oraz utrzymanie réznicowania
Tregs [53]. Z kolei komérki nowotworowe sg
niewrazliwe na hamujace dzialanie TGF-§ ze
wzgledu na utrate receptoréw dla tej cytokiny.
Inne cytokiny supresorowe o podobnej funkcji, to
IL-10 oraz indukujaca CTLA-4- IL-2. Interleukina
10 jest obecna w wysokich stezeniach w srodowi-
sku guza wydzielana zaréwno przez jego komérki,
jak i limfocyty [54]. Obie wymienione cytokiny
majg silne dzialanie zmieniajace polaryzacje lim-
focytéw z aktywujacych na hamujace oraz dziataja
supresyjnie na komérki prezentujace antygen.
W najnowszych badaniach zwraca sie uwage row-
niez na inne cytokiny, ktére moga mie¢ zwigzek
z rozwojem guza i majg zastosowanie kliniczne,
miedzy innymi badano niedawno odkryte IL-27,
IL-29, IL-31 oraz IL-33. Ich rola w raku ptuca nie zo-
stata jednak jeszcze jednoznacznie okre$lona [55].

Z funkcja wymienionych cytokin wiaze
sie kolejny element regulacji w procesie no-
wotworzenia, jakim jest obecno$é¢ komorek
Th17. W ostatnich latach odkryto mozliwosé
konwersji komérek T regulatorowych w subpo-
pulacje limfocytéw Th17 [56]. Przedstawiony
przez Mosmanna i wsp. dotychczasowy po-
dzial na limfocyty Th1 i Th2 zostal rozszerzony
o dodatkowsg subpopulacje limfocytéw, o po-
tencjalnym znaczeniu supresorowym. Charak-
terystyczna cechg tych komérek jest produkcja
IL-17A. Jest to populacja konkurujgca w réznico-
waniu z komérkami Tregs Foxp3+. Obie populacje
réznicuja sie w odpowiedzi na TGF-4, ale sg zdol-
ne do przeksztalcenia sig w komorki Th17 tylko
w obecnosci IL-6 (ryc. 3). Wyniki badan u ludzi
wykazaly, ze glé6wnymi cytokinami odpowie-
dzialnymi za rozw6j Th17 sg interleukiny: IL-18
iIL-23. Do pelnego r6znicowania Th17 prowadzi
aktywacja szlaku Stat3 z udzialem receptora
IL23R [57]. R6znicowanie w kierunku komoérek
Th17 jest przykladem plastycznosci miejscowe;j
ukladu odpornosci: wykazano, ze male stezenia
TGF-f wspéldziatajg w réznicowaniu Th17, pod-
czas gdy duze — w dojrzewaniu Tregs Foxp3+
[57, 58]. Ponadto, przypuszcza sie, ze IL-6 hamuje
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Rycina 3. Réznicowanie sig komérki T regulatorowej i komérki Th17

Figure 3. The differentiation of regulatory T cells and Th17 cells

rozw0j Tregs, zwigkszajac jednoczesnie pule Th17
zalezna od TGF-j [58].

Limfocyty Th17 odgrywaja wazng role
w obronie przeciwbakteryjnej i przeciwgrzybicz-
nej, ale cechuja sie stabymi wlasciwosciami proli-
feracyjnymi i cytotoksycznymi. Udowodniono ich
role w procesach autoimmunizacyjnych [59, 60].
Nie ma jednoznacznych danych na temat dzia-
tania przeciwnowotworowego limfocytéw Th17.
Z jednej strony badania wykazujg obecnosé tych
komoérek w mikrosrodowisku guza, z drugiej
jednak nie ma jednoznacznych dowodéw na ich
wplyw na jego rozw6j [61]. Wydaje sie, ze funkcja
komérek Th17 i produkowanej gtéwnie przez
nich IL-17 ze wzgledu na jej plejotropizm moze
wplywaé¢ hamujgco lub stymulujaco. Dzialanie
pobudzajace moze byé zwigzane miedzy innymi
z dzialaniem proangiogennym cytokiny 17 [62].
Dzialanie przeciwnowotworowe tych komérek
przedstawiono w licznych pracach, w ktérych
wykazano, ze IL-17 indukuje swoistg odpowiedz
przeciwnowotworows i prowadzi do zahamowa-
nia wzrostu guza [63]. Z drugiej strony aktualne
badania wskazuja na role polimorfizmu gene-
tycznego receptora dla IL-23 w ryzyku rozwoju
miedzy innymi raka ptuca [64]. Ponadto, badacze
zwracajg uwage na plastycznos$é komorek Th17,
ktoére sg zdolne do nabycia cech limfocytéw Thi,
co moze przyczyniaé sie na przyklad do ochrony
przeciwbakteryjnej, roli w rozwoju choréb autoim-
munologicznych i by¢ niezbednym elementem dla
aktywnosci przeciwnowotworowej komérek [57].

Makrofagi do niedawna uwazane byly za dos¢
jednolitg fenotypowo grupe komoérek, obecnie
wyodrebnia sie ich dwa podtypy M1 i M2, ktére
réznig sie funkcjonalnie, a niekt6rzy badacze su-
geruja dodatkowo istnienie populacji o charakte-
rze regulatorowym [65, 66]. Makrofagi M1 pelnig
gléwnie funkcje immunostymulujace, sg to komér-
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Rycina 4. Polaryzacja makrofagéw M1 i M2
Figure 4. Polarization of M1 and M2 macrophages

ki efektorowe, produkujace znaczne ilosci cytokin
prozapalnych (wytwarzaja IL-12), biora udziat
w fagocytozie. Makrofagi okre$lane jako M2,
pelnia gtéwnie funkcje immunosupresyjne (wy-
twarzajg IL-10), promujg angiogeneze i naprawe
tkanek [67]. O kierunku polaryzacji makrofagow
decyduje rodzaj czynnikéw aktywujacych ich
powstawanie i dojrzewanie. Dla makrofagéw M1
sg to: lipopolisacharyd pochodzenia bakteryjnego
(LPS, bacterial lipopolysaccharide) i interferon
gamma (IFN-y, interferon gamma). Natomiast
cytokinami zwigzanymi z polaryzacjg makrofa-
gow typu drugiego sa: IL-4, IL-10, IL-13 i TGFf
[68]. Na rycinie 4 przedstawiono réznicowanie
sie makrofagéw.

W érodowisku toczacego sie nowotworu do-
chodzi do ostabienia liczby i funkcji makrofagéw
M1, ktére sa zdolne do aktywacji komorek ukladu
odpornosciowego, za§ w znacznej przewadze wy-
stepuja makrofagi M2. Te ostatnie tworzg liczng
pule tak zwanych: makrofagéw towarzyszacych
guzowi (TAM, tumor-associated macrophages).
Obecno$¢ makrofagéw M2 wiaze sig z wystepo-
waniem swoistej ,edukacji” nowotworowej i re-
krutacji typowych makrofagéw TAM, ktére moga
stanowi¢ 50% masy guza [69, 70]. W interakcji
z komoérkami nowotworowymi TAM prowadza do
rozwoju naczyn, sprzyjaja wzrostowi guza, wy-
kazuja zdolnosé¢ do ekspresji cytokin, chemokin
i proteaz, ktére promujg rozwdj guza, proliferacje
irozprzestrzenianie sig komérek nowotworowych.
W ocenie zaburzen immunologicznych w érodo-
wisku guza istotne wydaje sig uwzglednienie pla-
styczno$ci makrofagéw [53]. W przypadku raka
pluca wykazano, ze przewaga makrofagéw M1
w $rodowisku guza ma pozytywne znaczenie
rokownicze [71]. Przewaga populacji M2 zwia-
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zana jest ze zwiekszong produkcja cytokin su-
presyjnych, jak IL-10 i TGFb oraz arginazy [72].
Wykazano zwigzek populacji M2 z komoérkami
regulatorowymi oraz interleuking IL-17 o wta-
sciwosciach regulujacych odpowiedz immunolo-
giczna [73]. Badanie populacji TAM jest mozliwe
w guzach resekowanych, w przypadkach guzéw
zaawansowanych makrofagi moga by¢ pozyski-
wane metoda BAL: w plynie z BAL stanowig one
dominujgca populacje komérkowa. Stosujgc te
metode wykazano w badaniach wtasnych istotne
uposledzenie funkcji makrofagéw w raku pluca
w odpowiedzi na INF-y) [74].

Ostatnio dowiedziono, Ze istotng role w pro-
cesie nowotworzenia odgrywajg komérki MDSCs
( myeloid derived suppressor cells) bedace hetero-
genng grupg niedojrzalych komoérek szpikowych,
prekursorem makrofagéw, granulocytéw oraz ko-
morek dendrytycznych. Ich rekrutacja ze szpiku
dokonuje sie w procesach patologicznych [75].
Dojrzewanie komérek MDSCs jest aktywowane
przez sieé¢ cytokin wydzielang w mikrosrodowi-
sku guza. Komérki te sa zdolne do regulacji od-
powiedzi immunologicznej. Moga bezposrednio
lub posrednio wplywaé na funkcje limfocytéw
T poprzez wytwarzanie tlenku azotu (NO, nitric
oxide), wolnych rodnikéw tlenowych (ROS, reac-
tive oxygen species) — modulacja bezposrednia
oraz TGF-f i PGE2, aktywnos$¢ cyklooksygenazy
2 (COX-2) oraz obnizenie dostepnosci cysteiny-
modulacja posrednia [76]. Tlenek azotu, arginina
icysteina sg niezbedne do prawidtowej aktywacji
i funkcji cytotoksycznych komoérek T oraz komo-
rek pamieci. Poprzez konkurencyjne zuzywanie
substratéw MDSCs hamujg aktywacje limfocytow
T, r6znicowanie DCs i promujg rozwéj komérek
Tregs. Komorki MDSCs charakteryzuje ekspresja
CD11b, GR1, F4/80, CD80, IL-4R, Arg-1, iNOS,
ROS, IL-10, TGFp i aktywnos¢ STAT3 [77].

W raku pluca fenotyp MDSCs okreslony
zostal jako: CD11+ /CD14-/CD15+/CD33+ [76].
Modulacja funkcji komérek NK oraz zdolnos¢ do
indukcji limfocytéw Tregs przez komérki MD-
SCs stata sie punktem zainteresowania badaczy.
Guzy lite zawieraja w swoim mikrosrodowisku
znaczacy liczbe komérek MDSCs, ktére promujg
wzrost nowotworu przez hamowanie uktadu
odpornosciowego, wplywajac na komérki Tregs
za posrednictwem IL-10 i TGF-g i indukujac ich
dziatanie, na komérki NK, tlumiac ich dziatanie
poprzez produkcje IFN-y oraz na dojrzewanie
makrofagéw zwigzanych z nowotworem typu M2.
Funkcja MDSCs wiaze sie z EMT, co podkresla
znaczenie srodowiska nowotworowego w mody-
fikacji odpowiedzi gospodarza [75].

Implikacje terapeutyczne — metody immunoterapii
w raku ptuca

Poznane mechanizmy obrony przeciwnowo-
tworowej staly sie podstawa nowego sposobu lecze-
nia nowotwor6w zlosliwych, jakg jestimmunotera-
pia. Jak wynika z przedstawionych powyzej ztozo-
nych mechanizmoéw zaburzeni immunologicznych
w przebiegu rozwoju nowotworu, celem immu-
noterapii jest uaktywnienie jednych lub wyha-
mowanie innych szlakow odpowiedzi uktadu
odpornosciowego. Historycznie, pierwsze préby
immunoterapii nowotworéw polegaty na wyko-
rzystaniu mechanizmu dzialania szczepionek
[78]. Rak pluca nalezy do nowotworéw litych
o szybko zwiekszajacej sie masie guza i malej
antygenowosci, co powoduje, Ze nie jest dobrym
modelem badania tego typu immunoterapii.
Wobec matej skutecznos$ci i ograniczen lecze-
nia przyczynowego koniecznos¢ poszukiwania
nowych sposobdéw terapii zaowocowata jednak
w ostatnich latach wprowadzeniem do badan kli-
nicznych nowych lekéw o dziataniu immunomo-
dulujacym (tab. 1). Niniejszy przeglad ilustruje,
jak szeroki jest zakres uposledzenia odpowiedzi
immunologicznej w raku pluca. Na tej podstawie
latwiej zrozumieé, w ktérych punktach mozna
wzmocni¢ mechanizmy obronne, a w ktérych
ostabi¢ immunosupresje.

Historycznie immunoterapie nowotworéow
dzieli sie na bierng i czynna oraz swoistg i nie-
swoista [79]. Pojecia te, jako do$¢ powszechnie
stosowane, wymagajg objasnienia. Immunoterapia
bierna polega na podawaniu czynnikéw, ktére
pobudzaja wlasny uklad odpornosci, na przyktad
cytokin, ktérej sztandarowym przykladem jest IL-2
o dziataniu ogélnoustrojowym. Jest to jednocze-
$nie przyktad immunoterapii nieswoistej. Swoiste
pobudzenie uktadu odpornosci w sposéb bierny
polega na podaniu TIL po ich namnozeniu lub
przeciwcial przeciwko receptorom na komérkach
guza, na przyklad w przypadku raka ptuca: przeciw
CD22 [80, 81]. Czynna immunoterapia polega na
stymulacji uktadu antygenami, ktére nie wystepuja
w organizmie, na przyktad szczepionka BCG, co
jest przyktadem dziatania na drodze nieswoiste;j.
Swoiste czynne pobudzenie polega na podaniu an-
tygenéw danego nowotworu i stymulacji komoérek
APC. Przykladem sa szczepionki, na przyktad pre-
inkubowane z antygenami raka komérki DC [82].

Przeglad aktualnego pi$miennictwa wska-
zuje, ze w przypadku raka ptuca znaczenie majg
dwa kierunki immunoterapii: stosowanie immu-
nomodulatoréw i aktywacja ukladu odpornosci
oraz produkcja szczepionek [83, 84]. W zakre-

www. pneumonologia.viamedica.pl 293



Pneumonologia i Alergologia Polska 2014, tom 82, nr 3, strony 286-299

Tabela 1. Przyktady lekéw o dziataniu immunomodulujacym bedacych w fazie badain klinicznych w raku ptuca

Table 1. Examples of imnmunomodulating therapies in ongoing clinical trias

Punkt odniesienia Mechanism dziatania Przyktad
Immunomodulatory CD25 Przeciwciato Daclizumab
Basiliximab
CTLA-4 Przeciwciato Ipilimumab
GITR Przeciwciato DTA-1
COX-2 Inhibitor Celecoxib
PD-L1 Przeciwciato MDX-1106
DCs Rekombinowana laktoferyna Talactoferrin
Szczepionki MAGE-A3 Szczepionka liposomalna MAGE-A3, badanie “MAGRIT”
MUC1 Rekombinowany wektor wirusowy Stimuvax,
Szczepionka liposomalna TG4010(MUC1 +1L2)
BLP25
TGFp Woprowadzenie ,fatszywej” informaciji genetycz- Belagenpumatucel-L (Lucanix)
GM-CSF nej do linii komérek raka GVAX
GVAX i Lucanix TAG
EGFR Rekombinowany EGF CIMAvax

Zastosowane skroty objasniono w tekscie

sie pierwszych mozliwosci nalezy wymienic¢
przeciwciata blokujgce CTLA-4. Przeciwciato
anty- CTLA-4 blokuje te czasteczke przez co
wlacza aktywacje limfocytéw Th i Tc przez kon-
takt z CD80/86 na komoérkach dendrytycznych.
Pierwsze skuteczne préby stosowania tej formy
terapii opisano w przypadku czerniaka [85].
Dwa preparaty o zblizonych wlasciwosciach sg
obecnie w fazie badan klinicznych: ipilimumab
i tremelimumab. Wykazano pewng skuteczno$é
ipilimumabu w IV stopniu zaawansowania raka
pluca odnosnie do czasu wolnego od progresji
[13]. Podobnie w okresie badan sg przeciwciata
blokujgce receptor i ligand programowanej $mier-
ci (PD-1, PD-L1), ktérych celem jest usprawnienie
funkcji limfocytéow cytotoksycznych. PD-1 wy-
stepuje na limfocytach cytotoksycznych, ligand
dla PD-1- PD-L1 wystepuje w nadmiarze na ko-
morkach guza. Interakcja PD-1 z PD-L1 ma silng
funkcje immunosupresyjna poprzez hamowanie
wydzielania cytokin oraz supresje aktywnosci
cytolitycznej limfocytéw [86, 87]. W badaniach
klinicznych wykazano skuteczno$¢ humanizowa-
nych przeciwcial monoklonalnych, ktéry funkcja
polega na hamowaniu polaczenia receptora PD-1
z ligandem. Na sprawno$¢ komérek dendrytycz-
nych wpltywa laktoferyna i jedng z nowoczesnych
metod immunoterapii jest aktywacja tego biatka.
Pewne nadzieje daje mozliwo$é zmniejszenia
populacji Tregs poprzez:

— stosowanie chemioterapii,

— supresje ich funkcji przez przeciwciala blo-
kujace receptory komérek: anty- CTLA-4,
anty-GITR czy modulacja Toll-like receptoréw
(TLR),

— hamowanie naptywu do guza przez blokowa-
nie chemokin,

— wyczerpanie funkcji Tregs poprzez modulacje
IL-6, TGF-8 czy PGE2 [13].

Nowe znaczenie w kontekécie wspomagania
efektu immunoterapii przypisuje sie chemiote-
rapii. Pomimo oczywistych przestanek, ze cyto-
statyki zabijaja cenne aktywne komérki uktadu
odpornoséciowego, wyniki wielu badan wykazaty,
ze zastosowanie chemioterapii réwnolegle z im-
munoterapig jest korzystne [79]. Moze to wyni-
ka¢ z faktu, ze komérki regulatorowe stanowig
wiekszg, bardziej aktywng i szybko mnozacg sig
pule w sprzyjajacym $rodowisku guza. Sg one
bardziej plastyczne niz komérki cytotoksyczne.
Chemioterapia stosowana przed podaniem TIL
niszczy skutecznie komérki supresorowe, Tregs
[79]. Stwierdzono, ze male dawki cyklofosfamidu
modyfikujg Tregs przez zmniejszenie ekspre-
sji funkcjonalnego Foxp3. Gemcytabina z kolei
wzmaga apoptoze komoérek nowotworu przez
co przyczynia sie do odsloniecie i prezentacji
krzyzowej antygenéw nowotworowych komor-
kom cytotoksycznym. Inny mechanizm polega
na uczulaniu komérek raka na swoiste limfo-
cyty cytotoksyczne, na przyktad dla antygenu
rakowo-ptodowego [79]. Celowana radioterapia
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moze réwniez indukowaé antygenowo$é¢ komé-
rek raka. Ponadto zwieksza wydzielanie cytokin
prozapalnych, pobudza migracje DCs do weztéw
chtonnych i nasila ekspresje receptoréw apoptozy
na komoérkach nowotworowych [88]. Powyzsze
obserwacje daly podstawe opracowania schema-
téw taczacych klasyczne terapie przeciwnowo-
tworowe z lekiem immunomodulujacym.

Szczepionki przeciwnowotworowe w raku ptuca

Jak wspominano, rak ptuca jest guzem litym,
szybko zwiekszajacym mase, a jego komérki cha-
rakteryzuje mata i heterogenna antygenowo$cé.
Niemniej jednak w ostatnich latach opracowano
kilka szczepionek wykorzystujac poznane anty-
geny prezentowane przez komorki raka pluca.

Antygen MAGE-A3 (melanoma associated
antygen) jest obecny na komoérkach raka ptuca
i rozpoznawany przez komorki cytotoksyczne co
dalo szanse na produkcje szczepionki. Rola tego
antygenu nie jest znana w raku pluca, ale stwier-
dzono, ze we wczesnych fazach karcinogenezy do-
chodzi do aktywacji genu MAGE, ktéry wykrywany
jest w 35-50% NDRP, a dodatkowo guzy MAGE+
charakteryzujg sie zltym rokowaniem [89]. Anty-
gen MAGE-A3 wystepuje najczesciej w raku Sciéle
zwigzanym z paleniem papieroséw, czyli w typie
plaskonabtonkowym [83]; nie jest prezentowany
na zdrowych komérkach. Przed zastosowaniem
tego typu szczepionki trzeba wigc precyzyjne
rozpoznaé histopatologicznie oraz potwierdzié¢
ekspresje tego antygenu na komérkach guza.
Wykazano réwniez, ze powodzenie leczenia jest
zwigzane z obecnoscig allelu HLA-A1 (stwierdzany
u ok. 20% chorych). Wobec tak zdefiniowanego
antygenu opracowano szczepionki liposomalne,
ktére obecnie sg w okresie badan klinicznych.

Proteina antygenowa MUCI1 to glikoproteina
obecna powszechnie na komoérkach nowotwo-
rowych guzéw nabtonkowych, szczegélnie gru-
czotowych. Podobnie do MAGE, obecnosé MUC1
na komoérkach raka implikuje gorsze rokowanie.
Domena zewnetrzna MUC1 jest silnie immuno-
genna, ponadto wykazano jej dziatanie proangio-
genne, zwieksza migracje komorek guza, nasila
jego opornoé¢ na apoptoze [90]. Glikoproteina ta
hamuje proliferacje komérek T, co jest odwracalne
przez IL-2. Wyprodukowane szczepionki maja na
celu odwrécenie niekorzystnej funkcji MUC1.
Znana jest lizosomalna szczepionka Stimuvax,
ktora pobudza prezentacje antygenu i proliferacjg
limfocytéw cytotoksycznych oraz limfocytéw B
produkujgcych przeciwciata anty MUC1 oraz
TG4010 skonfigurowana z IL-2, produkowana

z wykorzystaniem wektora wirusowego [84].
Stwierdzono, ze znaczenie dla skutecznosci le-
czenia i zmniejszenia nasilenia objawéw niepo-
zadanych ma ocena wyjSciowej liczby komérek
NK (CD16+/CD56+/CD69+) [84].

Naskérkowy czynnik wzrostu (EGFR, epider-
mal growth factor receptor) jest powszechnie
obecny na komoérkach raka ptuca [91], co stato
sig podstawg opracowania szczepionki CIMAvax
obecnie w fazie badan klinicznych, a w kilku
krajach Ameryki Poltudniowej zaaprobowanej do
leczenia w drugiej linii [84, 89].

Szczepionki typu whole tumor cells wyko-
rzystuja wszystkie komoérki guza, nie tylko te,
ktére wykazuja ekspresje danego antygenu [92].
Istota polega na modyfikacji genetycznej komo-
rek i zwiekszeniu ich immunogennosci z wyko-
rzystaniem mediatoréw powszechnie obecnych
w $rodowisku guza. Takim mediatorem o wie-
lokierunkowym dziataniu promujgcym rozwdj
raka pluca jest TGF-3. Do produkcji szczepionki
Belagenpumatucel-L (Lucanix) wykorzystano
TGF-$2. Lek jest syntetyzowany po inkorporacji
plazmidu nonsensownego do czterech linii ko-
moérkowych allogenicznych komérek raka [83,
92]. Po zastosowaniu szczepionki stwierdza sig
zwiekszenie immunogenno$ci komérek raka
i pobudzenie efektu cytotoksycznego oraz osla-
bienie zrédla TGFS. GVAX, to rodzaj szczepionki,
w ktérej wykorzystywany jest adenowirus do
produkcji GM-CSF (granulocyte-macrophage colo-
ny-stimulating factor), czego celem jest aktywacja
immunologiczna. TAG to polaczenie szczepionek
Lucabix i GVAX o wzmocnionej aktywno$ci prze-
ciwrakowej bez zwiekszenia toksycznosci pomi-
mo polaczenia dwoch sktadnikéw [84, 92]. Do
okoto 30% guzéw wykazuje bardzo niekorzystng
ceche molekularna, jaka jest mutacja Kras. Zmuto-
wany gen Kras koduje biatko, ktére wykorzystano
jako antygen do produkcji szczepionki, obecnie
zwanej GI-4000 indukujacej odpowiedZ komérek
cytotoksycznych CD8+.

W ,,produkcji” szczepionek i w licznie pro-
wadzonych badaniach wykorzystywane sg po-
wszechnie komérki dendrytyczne (DCs). U cho-
rych na raka pluca DCs sg niedojrzale, majg
uposledzong funkcje prezentacji antygenu, co
jest dodatkowo nasilone przez cytokiny hamujace
uposledzajgce dojrzewanie tych komérek [92].
Niedojrzate DCs ulatwiaja migracje komérek
raka, inwazje oraz EMT. Dojrzewanie komérek
dendrytycznych mozna pobudzi¢ po stymulacji
antygenami nowotworowymi, migdzy innymi
w wezlach chlonnych. Przykladem jest opisany
przypadek skutecznego leczenia wyprodukowa-
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na wlasng szczepionkag DCs przez zesp6t Wojas
iwsp. W badaniu niedojrzate DCs z krwi poddano
stymulacji antygenami nowotworowymi, miedzy
innymi MAGE A3 i MUC-1, a nastepnie podawano
choremu, jednoczeénie monitorujgc w szerokim
zakresie stan ukladu immunologicznego [82].
Dojrzewanie DCs mozna pobudzi¢ w sposéb
niespecyficzny, trwaja badania rekombinowane;j
laktoferyny jako leku stymulujacego [83].

Nowe badania obejmujg réwniez préby ha-
mowania funkcji MDSCs. Leki chemiczne zmniej-
szajg ich populacje, podobnie, jak liczbe komérek
Tregs (5- fluorouracyl, gemcytabina). Ponadto
trwajg badania préby konwersji funkcji MDSCs
w kierunku funkcjonalnych APC przez srodki
czgéciowo dopuszczone do leczenia, jak IL-10,
kurkumin, witamina D3, inhibitory ROS [13].

Podstawg do opracowania nowych szcze-
pionek moze by¢ rozpoznanie zmian immuno-
genno$ci raka poprzez §ledzenie spontanicznych
mutacji zachodzacych w trakcie wzrostu guza.
Podobne znaczenie w indywidualnym projekto-
waniu szczepionek moze mieé ocena profilu mo-
lekularnego stosowanego obecnie w planowaniu
terapii celowanej. Wykazano, ze mutacje KRAS,
HER2, ALK wzmagajg immunogenno$¢ i pobu-
dzaja odpowiedZ komoérkowsg i humoralng. Te
wlasciwosci sg wykorzystywane w opracowaniu
nowej generacji przeciwcial, na przyktad w no-
wym leku anty-EGFR [88].

Omoéwione préby leczenia immunomodu-
lujgcego dotycza NDRP. W DRP podstawowym
skutecznym sposobem leczenia pozostaje che-
mioterapia. Proby leczenia przeciwangiogennego
(bevacizumab) wykazaly skutecznosé u pacjen-
téw z chorobg rozsiang odnoscie czasu wolnego
od progresji i calkowitego przezycia (bevacizumab
dodany do chemioterapii). Dostepne sa pojedyn-
cze doniesienia o prébach stosowania przeciwcia-
ta anty-CTLA-4 lub szczepionek przeciw p53
oraz o nieskutecznosci szczepionki BCG [78, 84].
Wyniki immunoterapii sg mato obiecujace. Wy-
daje sie, ze lepszej odpowiedzi mozna sig spo-
dziewaé u chorych z zespolem miastenicznym
Lamberta-Eatona. W badaniach skutecznosci sto-
sowania interferon6w wykazano, ze INF-¢ moze
by¢ korzystny w przypadku choroby ograniczonej
(LD, limited disease), za$ dla INF-y nie wykazano
korzysci z monoterapii [93, 94].

Préby kliniczne z zastosowaniem lekow
immunomodulujacych

Wiekszos¢ badan klinicznych lekéw wspo-
magajacych obrong immunologiczng dotyczy

NDRP w nieoperacyjnych stadiach zaawanso-
wania III/IV, w czeéci sg to programy zlozone
z towarzyszgca chemioterapia. Dostepne sg wy-
niki wskazujgce na skuteczno$c¢ tego typu terapii
odnosnie do czasu wolnego od progresji raka
(PFS, progression-free survival), czestosci od-
powiedzi (RR, response rate), median przezycia
(MS, median survival). Wiele prac dotyczy pro-
gramow badania przeciwciata przeciw CTLA-4,
w przypadku raka ptuca jest to ipilimumab. Lek
wykazal pewng skutecznosé podawany w pota-
czeniu z chemioterapia w dawce 10 mg/kg jedy-
nie w NDRP. W badaniu 204 chorych wykazano
skutecznosé leku z paclitaxelem i karboplatyna
w poréwnaniu z samg chemioterapig odnoénie do
PFS (5,7 wobec 4,6 miesigca). Uzyskane wyniki
pozwolily na podjecie 3 fazy badania. Objawy
uboczne zglaszane w toku terapii ipilimumabem
to §wiad, zaczerwienienie skory, biegunki. Znacz-
nie mniejsza toksycznos¢ wykazujg przeciwciala
blokujace interakcje PD-1 — PD-L1 badane w kilku
prébach klinicznych: jako nivolumab, anty- PD-1
ianty PD-L1 (BMS-936559). Badania prowadzone
u chorych w IV stopniu zaawansowania po pierw-
szej linii chemioterapii wykazaly dotychczas RR
na poziomie kilku do 30% w zaleznosci od dawki
i typu histologicznego z korzyscig dla typu pla-
skonabtonkowego. W badaniach szczepionek daje
sie zauwazy¢ zindywidualizowanie terapii. I tak,
szczepionka wykorzystujaca antygen MAGE-A3
wykazuje istotng skuteczno$é u chorych z eks-
presja genu MAGE (43% redukcja nawrotéw), co
otwiera mozliwo$¢ badania 3 fazy juz u chorych
po resekcji guza, a wiec we wczeéniejszych sta-
diach niz inne leki immunomodulujgce. Planuje
sie badanie 2270 chorych po potwierdzeniu, ze
rak jest MAGE+ badany metoda biologii mole-
kularnej w badaniu MERGIT. Szczepionka lipo-
somolana BLP25 (badanie START, INSPIRE) do-
tychczas okazata sig skuteczna jedynie u chorych
z wyj$ciowo odpowiednio liczng populacjg komé-
rek NK aktywowanych (CD16/CD56/CD69 dodat-
nich). U tych chorych MS wyniosta 18 wobec 11,3
miesigca dla chorych pozbawionych tej populacji
limfocytéw. Belagenpumatucel-L (Lucanix) to
szczepionka z wykorzystaniem antysensownego
genu TGF-$2 transfekowanego do komoérek raka.
W badaniu II fazy u 75 chorych uzyskano MS
32,5 miesigca u chorych, u ktérych osiaggnieto
odpowiedZ immunologiczng w stosunku do 11,6
miesigca wéréd chorych bez odpowiedzi. Badanie
o akronimie STOP zaklada ocene skutecznosci
tej szczepionki u 506 chorych. Immunogennosé
EGF znalazta zastosowanie w wytworzeniu szcze-
pionki CIMAvax EGF. W przypadku badania tej
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szczepionki wyniki co do mediany przezycia
byly korzystne jedynie u chorych, u ktérych byta
dobra odpowiedz na leczenie: 11,7 w stosunku do
3,6 miesigca bez odpowiedzi. Powyzszy orienta-
cyjny przeglad prowadzonych préb klinicznych
wskazuje na wyraZnie indywidualng skutecznos$é
lek6w immunomodulujacych [13, 83, 84, 88].

Podsumowanie

Prowadzone w ostatnich latach liczne bada-
nia zaowocowaly poznaniem roli mechanizmoéw
odpornosci komérkowej i humoralnej w obronie
przeciwnowotworowej w raku pluca z kluczows
rolg komérek cytotoksycznych. Jednoczesnie jed-
nak wykazano, ze wraz z rozwojem guza dochodzi
do przewagi mechanizméw hamowania odpowie-
dzi immunologiczne;j. Istotnemu ostabieniu ulega
funkcja prezentacji antygenu, z dominujaca rolg
czasteczki CTLA-4. Podobng funkcje immuno-
supresyjng odgrywa interakcja PD-1-PD-L1 po-
miedzy limfocytem a komérka raka. W obu przy-
padkach opracowano metode blokowania efektu
supresyjnego poprzez wykorzystanie przeciwciat
monoklonalnych, ktére w badaniach klinicznych
wykazujg pewng skuteczno$¢ u chorych na NDRP.
Inny kierunek immunoterapii wigze sig z ograni-
czeniem funkcji Tregs, komérek wzmagajacych
tolerancje immunologiczng. Celem nowych spo-
sobéw terapii, migdzy innymi szczepionek, jest
TGF-g, cytokina o udowodnionym silnym, wielo-
kierunkowym dziataniu promujgcym rozwdj raka.
W produkcji szczepionek w przypadku raka pluca
wykorzystywane sg dwa antygeny najpowszech-
niej wystepujace na komoérkach nowotworowych:
MAGE-A3 i MUC-1 oraz komérki dendrytyczne.
Mozliwo$¢ stymulacji funkcji tych ostatnich ko-
morek jest przedmiotem badan z zastosowaniem
rekombinowanej laktoferyny. Nowe schematy
leczenia raka ptuca obejmujg polaczenie leczenia
immunomodulujacego z wybranymi chemiotera-
peutykami, ktére okazatly sig skuteczne w niszcze-
niu puli komoérek regulatorowych lub w uwraz-
liwianiu komérek raka na atak CTL w wyniku
,odstoniecia” antygen6éw. Skuteczne jest taczenie
immunoterapii z radioterapia, miedzy innymi
dzieki mechanizmowi odstaniania antygenéw
nowotworowych i uwrazliwianiu na apoptoze.
Kolejnym przyktadem skojarzenia sposobéw
leczenia raka pluca jest wykorzystanie oceny
molekularnej (gene signature), bedacej podstawg
terapii celowanej i rozpoznanie immunogennosci
onkoantygenéw z rodziny HER, ALK czy KRAS.
Wydaje sie, ze przez analogie ze wskazaniami do
terapii celowanej, przed rozpoczeciem leczenia

immunomodulujgcego powinien by¢ znany stan
ukladu odpornosci chorego stanowigcy wskazanie
do doboru terapii. Jak wykazujg wyniki badan,
jest on indywidualnie zaburzony. Wykorzystu-
jac zdefiniowane zaburzenia immunologiczne
w raku ptuca, mozna pokusi¢ sie o opracowanie
zastawu do badania podstawowych parametrow
z wykorzystaniem nowoczesnych technik, na
przyklad cytometrii przeptywowej. Biorac pod
uwage przestanki teoretyczne wydaje sie, ze ,,ze-
staw” przeciwcial méglby obejmowac co najmnie;j
przeciwciala przeciw: CD4, CD8, CD25, Foxp3,
CTLA-4, TGFS. Optymalne byloby, aby materiat
do badania pochodzil ze srodowiska guza, co
jest mozliwe w przypadku komérek TIL, ptynu
z BAL lub biopsji weztéw srédpiersia pobieranych
drogg biopsji aspiracyjnej transbronchialnej pod
kontrolg ultrasonografii wewnatrzbronchialnej
(EBUS/TBNA). Niezbednym uzupelnieniem cha-
rakterystyki guza bedzie w przyszlosci jego mapa
molekularna z oceng dynamiki zmian. W $§wietle
aktualnych danych trzeba bowiem podkredli¢,
ze podobnie, jak terapia celowana, immunotera-
pia jest rodzajem terapii zindywidualizowanej,
dotychczasowe wyniki wskazuja na odpowiedz
srednio u 20-30% chorych przy znacznej niekiedy
toksycznosci. Na przykitad populacja komorek
cytotoksycznych moze byé u czesci chorych na
tyle zredukowana, ze w pewnym sensie brakuje
celu do modyfikacji. Niezbedna jest wiec ocena
potencjalnych korzysci przed podjeciem leczenia,
co moze stanowié¢ kierunek przyszlych badan.
Wyzwaniem dla badaczy bedzie prawdopodobnie
rak gruczotowy, ktéry wystepuje z rosnaca czesto-
$cia i, jak wykazaly badania, jest jednostka bardzo
heterogenna pod wzgledem histopatologicznym
oraz molekularnym. Wobec pewnej skutecznosci
ograniczenia rozprzestrzenienia nalogu palenia
papieros6w prawdopodobnie ulegnie zmianie
profil biologiczny raka ptuca, a takze srodowisko
rozwoju tego nowotworu, co moze mie¢ wplyw
na wylonienie sie nowych mechanizméw wlasnej
obrony przeciwnowotworowej, wymagajacych
kolejnych badan.
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