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Generacja komoérek dendrytycznych z monocytow krwi obwodowe;j
chorych na przewlekta biataczke limfocytowa przy uzyciu GM-CSF,
IL-4 i TNF nie indukuje ich wtasciwosci tolerogennych

Generation of dendritic cells from peripheral blood monocytes from patients with chronic lymphocytic
leukemia using GM-CSF, IL-4 and TNF does not induce their tolerogenic properties

lwona Hus', Magdalena Wasiak? 3, Justyna Mitczek*, Jacek Rolinski?

STRESZCZENIE

Celem przedstawionych badan byfa ocena wifasciwosci tolerogennych
komérek dendrytycznych generowanych in vitro z monocytéw krwi ob-
wodowej chorych na przewlekig biataczke limfocytowa (PBL) przy uzyciu
cytokin, takich jak: GM-CSF i IL-4 i TNF. Nie wykazano istotnie wigkszego
stezenia tolerogennych cytokin IL-10 i TGF-B w nadsaczach znad hodowli
dojrzatych komérek dendrytycznych chorych na PBL w poréwnaniu ze
zdrowymi dawcami i ze stezeniem w surowicy chorych. Nie stwierdzono
indukcji komoérek T-regulatorowych w hodowlach zawierajacych auto-
logiczne limfocyty T i wygenerowane komérki dendrytyczne. Oceniano
ponadto wewngtrzkomdrkowa ekspresje dioksygenazy 2,3-indoleaminy
(IDO) na poziomie biatka w wygenerowanych komoérkach dendrytycz-
nych. IDO wptywa na hamowanie proliferacji i indukuje smier¢ limfocy-
tow efektorowych T oraz powstawanie limfocytéw T regulatorowych. Nie
wykazano obecnosci tego enzymu lub jedynie jego sladowa ilos¢ w wy-
generowanych komdrkach dendrytycznych oraz brak korelacji miedzy od-
setkiem limfocytow T regulatorowych, a odsetkiem komoérek o fenotypie
CD83+IDO+. Wyniki uzyskane w badaniach wtasnych wskazuja, ze DC
generowane za pomocg GM-CSF, IL-4 i TNF z monocytéw krwi obwodo-
wej chorych na PBL nie majg wiasciwosci tolerogennych.

Stowa kluczowe: przewlekta biataczka limfocytowa, immunoterapia ko-
morkowa, komérki dendrytyczne, limfocyty T-regulatorowe, interleukina 10,
transformujacy czynnik wzrostu B, dioksygenaza 2,3-indoleaminy

SUMMARY

The aim of this study was to evaluate the tolerogenic properties of den-
dritic cells generated in vitro from peripheral blood monocytes in patients
with chronic lymphocytic leukemia (CLL) using cytokines such as GM-
CSF, IL-4 and TNF. There were no significant differences in the concentra-
tion of tolerogenic cytokines, IL-10 and TGF-f in supernatants from cul-
tures of mature dendritic cells of CLL patients and healthy donors and the
concentration of mentioned cytokines in the serum of CLL patients. There
was no induction of regulatory T cells in cultures containing autologous T
cells and dendritic cells generated from CLL patients. We have also eva-
luated the intracellular expression of indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO)
protein in generated dendritic cells. IDO inhibits proliferation and induces
death of effector T cells, and induces the formation of regulatory T cells.
There was no or only a trace amount of this enzyme in generated dendritic
cells and the no correlation between the percentage of T regulatory cells,
and the percentage of cells with phenotype CD83+IDO+. The results ob-
tained in our study show that DC generated with GM-CSF, IL-4 and TNF
have no tolerogenic properties.

Keywords: Chronic lymphocytic leukemia, Cellular immunotherapy, Dendri-
tic cells, Regulatory T cells, Interleukin 10, Transforming growth factor p,
Indoleamine 2,3-dioxygenase
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Immunoterapia z wykorzystaniem komoérek den-
drytycznych (dendritic cells; DC) nalezy do nowych,
eksperymentalnych metod leczenia choréb nowo-
tworowych. Teoretyczne przestanki wykorzystania
DC w immunoterapii nowotworéw wynikaja z fak-
tu, ze istotna przyczyna ,ucieczki” nowotworu spod
kontroli uktadu odpornosciowego jest brak skutecz-
nej prezentacji antygenéw nowotworowych, a DC sa
populacja komorek o najsilniejszych wlasciwosciach
prezentacji antygenéw, w tym takze nowotworowych.
Od czasu pierwszego zastosowania szczepionki w po-
staci DC u chorych na chtoniaki [1] opisano ponad
200 proéb klinicznych 11 II fazy podjetych w ponad 20
rodzajach nowotworéw, najczesciej guzow litych [2].
Niestety, w dotychczas opisanych badaniach, pomi-
mo wykazania w wigkszosci przypadkéw indukcji
odpowiedzi immunologicznej, jedynie w czesci z nich
obserwowano istotna odpowiedz kliniczna. Podobnie
przedstawialy si¢ opublikowane przez nasz zespoél
wyniki prob klinicznych dotyczacych zastosowa-
nia DC u chorych we wczesnych stadiach przewle-
klej biataczki limfocytowej (PBL) [3, 4]. W ostatnich
latach opublikowano interesujace dane, ktére moga
tlumaczy¢ brak oczekiwanej skutecznosci immuno-
terapii DC. Podczas gdy wczesniejsze badania sku-
pione byly na jak najsilniejszej aktywacji uktadu od-
pornosci, w Swietle obecnej wiedzy nie mniej wazne
jest dziatanie skierowane na komorki i czasteczki
hamujace odpowiedZz immunologiczng. Opisano bo-
wiem populacje komorek regulatorowych o dziataniu
hamujacym odpowiedZ immunologiczna, ktére moga
hamowac¢ takze odpowiedZ przeciwnowotworowa, za-
rowno odgrywajac istotna role w procesach ekspansji
nowotworu, jak i wptywajac niekorzystnie na wyniki
immunoterapii. Do najlepiej poznanych populacji ko-
morek o dzialaniu supresorowym naleza: limfocyty
T regulatorowe (Treg), komorki supresorowe pocho-
dzenia mieloidalnego (myeloid-derived supressor cells;
MDSC), makrofagi zwigzane z nowotworem (tumor
associated macrophages; TAM). Wykazano ponad-
to, ze w zaleznosci od populacji i stopnia dojrzalo-
Sci rowniez same komorki dendrytyczne moga miec
dziatanie tolerogenne poprzez wydzielanie okreslo-
nych cytokin, takich jak IL-10 (interleukina 10) [5]
i TGF-f (transforming growth factor f; transformuja-
cy czynnik wzrostu p) [6] oraz indukcje limfocytow T
regulatorowych [7]. W przypadku DC generowanych
w warunkach in vitro wazny wplyw na wiasciwosci
DC ma metoda generacji [8-10]. Niezmiernie istotne
znaczenie w prowadzonych aktualnie badaniach do-
tyczacych zwiekszenia skutecznosci klinicznej szcze-
pionek przeciwnowotworowych ma zatem okreslenie
optymalnych warunkow generacji, tak aby unikna¢
indukcji tolerogennych populacji DC.

Celem przedstawionych badan byta proba okresle-
nia wlasciwosci tolerogennych komorek dendrytycz-
nych generowanych in vitro z monocytéw krwi obwo-
dowej chorych na przewlekla bialaczke limfocytowa
przy uzyciu cytokin, takich jak: GM-CSF (granulocy-
te-macrophage colony-stimulating factor; czynnik sty-
mulujacy tworzenie kolonii granulocytéw i makrofa-
gow) i IL-4 (interleukina 4) TNF (tumor necrosis factor;
czynnik martwicy nowotworow).

Pacjenci i metody

Grupe badana stanowito 57 chorych (30 mezczyzn
i 27 kobiet) w wieku od 37 do 81 lat (mediana 68) ze
Swiezo rozpoznana, nieleczona przewlekla biataczka
limfocytowa, diagnozowanych w Klinice Hematoon-
kologii i Transplantacji Szpiku Uniwersytetu Medycz-
nego w Lublinie. U wszystkich chorych stwierdzono
wczesne stadia kliniczne PBL (stadium O wg Raia —
31 chorych, stadium 1 - 6 chorych, stadium 2 -
20 chorych). Grupe kontrolna stanowito 10 zdrowych
dawcow krwi (7 mezcezyzn, 3 kobiety). Wiek dawcow
wahat sie od 34 do 54 lat (mediana 48).

Badania wykonano zgodnie z protokotem zaak-
ceptowanym przez Komisje Bioetyczng przy Uniwer-
sytecie Medycznym w Lublinie.

Material badany stanowita krew obwodowa pobie-
rana w objetosci 20 ml do strzykawek zawierajacych
heparyne sodowa w celu izolacji komoérek jednoja-
drzastych w objetosci 2 ml probéwek z EDTA w celu
oznaczenia stezenia cytokin.

Komorki jednojadrzaste izolowano z krwi obwo-
dowej poprzez wirowanie w gradiencie gestosci przez
20 min w temperaturze 20°C i przyspieszeniu 700xg
(Gradisol L, Aqua Medica, Polska). Z czesci uzyska-
nych komoérek jednojadrzastych separowano mono-
cyty do generacji komoérek dendrytycznych, a pozo-
stalg czes¢é komoérek zamrazano do dalszej czesci
badan. Komoérki CD14+ do generacji komoérek den-
drytycznych izolowano droga separacji magnetycznej
zwykorzystaniem przeciwciat anty-CD14 sprzezonych
z czastka magnetyczna (CD14-Microbeads, Miltenyi
Biotec, Niemcy) i kolumny separacyjnej umieszczonej
w polu magnetycznym zestawu QuadroMACS (Milte-
nyi Biotec, Niemcy), wedlug zalecen producenta.

Hodowla komoérek CDIl4+ prowadzona byla
w standardowych warunkach: w temperaturze 37°C
i w atmosferze 5% CO,. Jako medium hodowlane
uzyte zostato RPMI 1640 (PAA Laboratories, Austria)
wzbogacone 2% albuming ludzka (Baxter, USA) oraz
antybiotykami: penicylina (100 IU/ml), streptomycyna
(50 pg/ml), neomycyna (100 pg/ml) (Sigma, Niemcy).
Do hodowanych komérek 1., 3. i 5. dnia dodawane
byty cytokiny rhGM-CSF w dawce 1000 IU/ml (Gen-
taur, Belgia) i rhIL-4 w dawce 500 IU/ml (Gentaur,
Belgia). Széstego dnia do hodowli dodawany byt
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Ryc. 1. Przyktadowa analiza cytometryczna immunofenoty-
pu wygenerowanych DC — ocena markeréw dojrzatosci

Fig. 1. Example of flow cytometry analysis of generated DC
immunophenotype — assessment of maturity markers

rhTNF-a w dawce 50 ng/ml (Strathmann, Niemcy)
w celu indukcji dojrzewania komérek dendrytycznych
oraz lizaty z komorek biataczkowych w ilosci 100 pg
biatka/ml medium hodowlanego jako Zrédlo antyge-
now nowotworowych. Generacja dojrzatych komorek
dendrytycznych zakonczona zostata 7. dnia hodowli.

Komorki biataczkowe zostaly wyseparowane
magnetycznie z komoérek jednojadrzastych za pomoca
zestawu QuadroMACS (Miltenyi Biotec, Niemcy)
i przy uzyciu odpowiednich przeciwcial anty-CD19
sprzezonych z czastkami magnetycznymi (CD19-Mi-
croBeads, Miltenyi Biotec, Niemcy). Lizaty komorek
bialaczkowych przygotowywano poprzez pieciokrotny
cykl szybkiego zamrazania (-80°C) i odmrazania
(87°C) zawiesiny komoérek w 1 ml RPMI 1640 bez czer-
wieni fenolowej (PanBiotech, Niemcy). Czes¢ przefil-
trowanego lizatu zamrazano (do momentu dodania do
hodowli komérek dendrytycznych), a w drugiej porcji
oznaczano stezenie bialka. Uzyto metody pomiaru
absorbancji swiatla o diugosci 280 nm i spektofoto-
metru DU®530 (Beckman, USA).

Ocena immunofenotypu wygenerowanych DCs
przeprowadzona przy uzyciu cytometru przepltywo-
wego FACSCalibur (Becton Dickinson, USA) z wyko-
rzystaniem przeciwcial monoklonalnych skierowa-
nych przeciwko nastepujacym ludzkim antygenom:
CD14 CD83, CDla HLA-DR, CD86, CD80, CD83
(Ryc. 1). Komérki o immunofenotypie CD83+/CDla+
oraz CD83+/CDla- uznawano za komorki dojrzale,
natomiast komorki CD83-/CDla+ za niedojrzale
komorki dendrytyczne.

Wewnatrzkomoérkowa ekspresje IDO w komor-
kach dendrytycznych oznaczano poprzez znakowa-
nie przeciwciatami anty-IDO CD83 FITC (izotyp IgG1)
(BD Pharmingen, USA) i anty-HLA-DR (Santa Cruz
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Biotechnology, USA) za pomoca Zenon™ r-phycoery-
thrin rabbit IgG Labeling Kit (Life Technologies, USA),
zgodnie z zaleceniami producenta.

Zdolnos¢ wygenerowanych komorek dendrytycz-
nych do indukcji postawania limfocytéw T-regulatoro-
wych oceniano w hodowlach zawierajacych limfocyty
T i komoérki dendrytyczne. Limfocyty T izolowano za
pomoca przeciwcial anty-CD3 sprzezonych z czast-
kami magnetycznymi (anty-CD3MicroBeads, Miltenyi
Biotec, Niemcy) przy uzyciu zestawu QuadroMACS
(Miltenyi Biotec, Niemcy), zgodnie z zaleceniami pro-
ducenta. Hodowle prowadzono w temperaturze 37°C
i atmosferze 5% CO, w pozywce zawierajacej RPMI
1640 wzbogaconej 2% albuming ludzka (Baxter, USA)
oraz antybiotykami: penicylina (100 IU/ml), strepto-
mycyna (50 pg/ml), neomycyna (100 pg/ml) (Sigma,
Niemcy). Na ptytke hodowlana dodawane byly komoérki
do dwéch dotkéw: 1) limfocyty T CD3+; 2) limfocyty T
CD3+ i komorki dendrytyczne. Hodowle prowadzono
przez 3 dni. Po odwirowaniu zbierano komorki, w kt6-
rych oznaczano cytometrycznie odsetek limfocytow
regulatorowych.

Limfocyty T regulatorowe CD4+CD25+FoxP3+
oznaczane byly przy uzyciu zestawu Human Treg
Flow™ KIT (FOXP3 Alexa Fluor 488/CD4 PE-Cy5/
CD25 PE) firmy BioLegend zgodnie z zalecaniami
producenta.

W osoczu krwi i nadsaczach z hodowli komorek
dendrytycznych oznaczano stezenie IL-10 i TGF-f
metoda ELISA (enzyme linked immunoabsorbend
assay), zgodnie z zaleceniami producenta, z wykorzy-
staniem nastepujacych odczynnikéw: Quantikine®
Human IL-10 Immunoassay (R&D System, USA),
Quantikine® Human TGF-p Immunoassay (R&D Sys-
tem, USA).

Do analizy statystycznej wynikéw wykorzystano
program komputerowy STATISTICA 7.1 PL. Zastoso-
wano testy nieparametryczne: test U Manna-Whit-
neya, test kolejnosci par Wilcoxona, test ANOVA, test
korelacji rang Spaermana. We wszystkich zastosowa-
nych testach wartosci p<0,05 uznawano za istotne
statystycznie. Uzyskane wyniki opisano za pomoca
median oraz wartosci najmniejszej (min.) i najwiek-
szej (maks.) szeregu statystycznego.

Wyniki

Po siedmiu dniach hodowli nie stwierdzono istotnych
statystycznie réznic miedzy komoérkami dendrytycz-
nymi generowanymi z monocytéw krwi obwodowej
chorych na przewlekla biataczke limfocytowa i od
zdrowych dawcow, ktore dotyczylyby odsetka uzyska-
nych komoérek dendrytycznych (65,15% vs 79,55%),
ani stopnia ich dojrzatosci ocenianego na podstawie
odsetkéw komorek o fenotypie CDla+/CD83-, CDla+/
CD83+ oraz CDla-/CD83+
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Ocena stezenia IL-10 i TGF-p

w surowicy oraz w nadsaczach znad
hodowli niedojrzatych i dojrzatych
komorek dendrytycznych

W przeprowadzonych doswiadczeniach ocenione zo-
stato stezenie IL-10 w nadsaczach znad hodowli doj-
rzalych komoérek dendrytycznych generowanych od
chorych na PBL i od zdrowych dawcéw krwi. Otrzy-
mane wyniki wykazaly istotnie mniejsze (p=0,007)
stezenie IL-10 u chorych na PBL w poréwnaniu z gru-
pa kontrolna (Ryc. 2).

Nastepnie poréwnano stezenie IL-10 w surowicy
chorych na PBL oraz w nadsaczach znad hodowli
niedojrzalych i dojrzatych komorek dendrytycznych.
Otrzymane wyniki wykazaly istotne statystycznie
wigksze stezenie IL-10 (p=0,017) w nadsaczu znad
hodowli niedojrzatych komoérek dendrytycznych
W poréwnaniu ze stezeniem tej cytokiny w surowicy.
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Ryc. 2. Ocena stezenia IL-10 w nadsaczach znad hodowli
dojrzatych komérek dendrytycznych generowanych od cho-
rych na PBL i w grupie kontrolnej

Fig. 2. Evaluation of IL-10 in supernatants above the cultures of
mature dendritic cells generated from CLL patients and from the
control group
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Ryc. 3. Stezenie IL-10 w surowicy i w nadsgczach znad
hodowli niedojrzatych i dojrzatych komérek dendrytycznych
generowanych od chorych na PBL

Fig. 3. The concentration of IL-10 in serum and in supernatants
above the cultures of immature and mature dendritic cells gene-
rated from CLL patients

Nie odnotowano istotnych statystycznie réznic w mie-
dzy stezeniem tej cytokiny w nadsaczu znad hodowli
komoérek dojrzalych DC a stezeniem w surowicy
(Ryc. 3).

W przeprowadzonych doswiadczeniach ocenione
zostalo stezenie TGF-f w nadsaczach znad hodowli
dojrzatych komoérek dendrytycznych generowanych
od chorych na PBL i od zdrowych dawcéw Krwi.
Otrzymane wyniki nie wykazaty istotnych réznic
w stezeniu TGF-f chorych na PBL w poréwnaniu
z grupa kontrolna.

Dokonano réwniez poréwnania stezenia TGF-f
w surowicy chorych na PBL oraz w nadsaczach znad
hodowli niedojrzalych i dojrzatych komorek dendry-
tycznych stymulowanych lizatami bialaczkowymi.
Otrzymane wyniki wykazaly istotne statystycz-
nie wieksze stezenie TGF-p (p=0,017) w surowicy
w poréwnaniu ze stezeniem tej cytokiny w nadsaczu
znad hodowli niedojrzatych komoérek dendrytycznych
oraz w poréwnaniu z poziomem TGF-$ w nadsaczu
znad hodowli dojrzalych komorek dendrytycznych
(p=0,000035) (Ryc. 4).

W przeprowadzonych doswiadczeniach dokonano
oceny odsetka limfocytéw T-regulatorowych CD4+C-
D25+FoxP3+ wsrod limfocytéw T w 3-dniowej hodowli
limfocytéw T CD3+ oraz w prowadzonej réwnolegle
hodowli limfocytéow CD3+ i autologicznych komoérek
dendrytycznych generowanych z monocytéw chorych
na PBL. Nie wykazano istotnych statystycznie réznic
w odsetkach limfocytéw Treg w obu hodowlach.

Ostatnia czes¢ badan stanowila ocena wewnatrz-
komorkowej ekspresji IDO na poziomie biatka w wyge-
nerowanych komoérkach dendrytycznych. Nie wyka-
zano obecnosci tego enzymu lub jedynie jego Sladowa
ilosé. Dokonano ponadto oceny zaleznos$ci miedzy
odsetkiem limfocytow CD4+CD25+FoxP3+ a eks-
presja IDO w komoérkach dendrytycznych w hodowli
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Ryc. 4. Stezenie TGF-B w surowicy i w nadsaczach znad
hodowli niedojrzatych i dojrzatych komoérek dendrytycznych
generowanych od chorych na PBL

Fig. 4. The concentration of TGF-f in the serum and superna-
tants above the cultures of immature and mature dendritic cells
generated from CLL patients
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zawierajacej limfocyty CD3+ i komorki dendrytyczne,
Wykazano brak korelacji pomiedzy odsetkiem limfo-
cytow T regulatorowych a odsetkiem komérek o feno-
typie CD83+IDO+.

Omoéwienie

Tolerancja immunologiczna, ktéra w warunkach fi-
zjologicznych zapewnia bezpieczenstwo wtasnych
komoérek i tkanek organizmu przed ,atakiem” kom6-
rek ukladu odpornosciowego, stanowi réwnoczesnie
jeden z waznych mechanizméw ucieczki nowotwo-
ru spod nadzoru immunologicznego, umozliwia-
jacy niekontrolowany wzrost komoérek nowotworo-
wych. Istotna role w indukcji tolerancji odgrywaja
limfocyty T regulatorowe. Stwierdzono zwiekszenie
liczby limfocytéw Treg, zaréwno w mikrosrodowi-
sku guza nowotworowego, jak tez we krwi chorych
w przypadku wiekszosci guzow litych (nowotwory
przewodu pokarmowego, czerniak, nowotwory glowy
i szyi, niedrobnokomérkowy rak pluca i rak jajnika)
[11-14]. Wykazano takze korelacje miedzy wysokim
odsetkiem tych komoérek i krétkim czasem przezycia
chorych [15]. Nasze wstepne badania [16] wykazaly
zwigkszenie odsetka komoérek Treg u chorych na PBL
oraz korelacje miedzy ich wysokim odsetkiem i bra-
kiem odpowiedzi na immunoterapi¢ autologicznymi
DC [4]. Najlepiej poznana populacja limfocytow T re-
gulatorowych sa komoérki o fenotypie CD4+CD25""
#FoxP3+, okreslane jako naturalnie wystepujace
Treg. Komorki te cechuje stan anergii oraz zdolnosé
supresji innych populacji limfocytéw, limfocytéw B
i komorek dendrytycznych poprzez bezposredni kon-
takt miedzy komérkami [17]. Inne populacje limfo-
cytow T regulatorowych CD4+ to komoérki Trl i Th3,
obie okreslane jako tzw. indukowane Treg, wywiera-
jace dzialanie hamujace za posrednictwem immuno-
supresyjnych cytokin (IL-10 i TGF-p) [18]. Komorki
dendrytyczne moga indukowa¢ powstawanie nTreg,
jak i supopulacji Trl i Th3 [19-22]. Wykazano, ze
stymulacja odpowiedzi immunologicznej zalezy od
wytwarzania IL-12 przez DC [23, 24], zas indukcja
tolerancji zwiazana jest z wytwarzaniem przez nie
IL-10 i TGF-p [25-28]. W badaniach wlasnych wy-
kazano, ze stezenie IL-10 i w nadsaczach znad ho-
dowli dojrzatych DC generowanych od chorych na
PBL jest znamiennie mniejsze, a stezenie TGF-f nie
rozni sie istotnie od wynikéw uzyskanych w zdro-
wej grupie kontrolnej. Ponadto, stezenie TGF-f bylo
istotnie mniejsze w nadsaczu znad hodowli zaréwno
niedojrzatych, jak i dojrzatych komoérek dendrytycz-
nych w poréwnaniu z poziomem TGF-f w surowicy
chorych. Stwierdzono natomiast istotne statystycz-
nie wigksze stezenie IL-10 w nadsaczu znad hodowli
niedojrzatych komérek dendrytycznych w poréwna-
niu ze stezeniem tej cytokiny w surowicy chorych na
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PBL, co jest zgodne z wczesniejszymi obserwacjami
innych autoréw dotyczacymi tolerogennych wtasci-
wosci niedojrzalych DC [29], w tym przypadku doty-
czacymi wytwarzania IL-10. W kolejnej czesci badan
wlasnych oceniano wplyw DC na indukcje nTreg
o fenotypie w hodowli autologicznych limfocytéw T
i wygenerowanych komorek dendrytycznych. Nie
stwierdzono indukcji powstawania komoérek T-regu-
latorowych przez DC, co wiaze si¢ prawdopodobnie
z brakem zwickszonego wydzielania IL-10 i TGF, kt6-
re maja wplyw na indukcje nTreg i Trl i Th3. Dane
te wskazuja, ze zastosowanie cytokin (GM-CSF, IL-4)
nie wplywa na indukcje¢ tolerogennych DC. Wiado-
mo bowiem obecnie, ze pod wplywem okreslonych
warunkéw hodowli mozna wplyna¢ na wilasciwosci
DC generowanych z monocytéw krwi obwodowej, tak
aby indukowaly one rozwdj tolerancji. Przyktadem
moze by¢ ciag zjawisk zachodzacych pod wplywem
dodania IL-10 do hodowli niedojrzatych DC [29]. Za-
hamowanie dojrzewania DC pod wptywem IL-10 pro-
wadzi do anergii limfocytow T. Anergiczne limfocyty
T bezposrednio hamuja ekspresje czasteczek MHC
klasy II, CD80 i CD86 na powierzchni DC. Dodanie
do hodowli TGF-p, witaminy D3 oraz kortykostero-
idéw takze przyczynia sie do rozwoju tolerogennych
wlasciwosci DC [30]. Ponadto, w zaleznosci od me-
tody generacji komorki dendrytyczne moga indu-
kowaé powstawanie limfocytéw Treg. Zastosowanie
w celu indukcji dojrzewania DC koktajlu zlozonego
z TNF-a, IL-1f, IFN-a, IFN-y, Poly-1:C przyczynia sie
do generacji komoérek dendrytycznych o nizszej eks-
presji chemokiny CCL22 przyciagajacej Treg w po-
rownaniu z koktajlem TNF-a, PGE2 (prostaglandyna
E2), IL-1, IL-6, w ktorym za indukcje tolerogennych
DC prawdopodobnie odpowiada PGE2 [31] .
Swoistym podtypem DC o wtasciwosciach tolero-
gennych sa tzw. IDO-DC, ktore cechuja si¢ ekspresja
dioksygenazy 2,3-indoleaminy (IDO), enzymu kata-
bolizujacego tryptofan. Dziatanie IDO w warunkach
in vitro polega na hamowaniu proliferacji i induk-
cji $mierci limfocytéw T. Doniesienia ostatnich lat
wskazuja réwniez na role IDO w powstawaniu limfo-
cytéw regulatorowych. Obecnos$é IDO-DC w weztach
chionnych drenujacych guz nowotworowy moze
przyczyniaé si¢ do hamowania odpowiedzi przeciw-
nowotworowej [30]. IDO jest enzymem powszechnie
wystepujacym w komoérkach organizmu, jego zwiek-
szona ekspresje opisano w wielu rodzajach nowo-
tworéw (m. in. rak trzustki, watroby). W badaniach
wlasnych oceniano wewnatrzkomérkowa ekspresje
IDO na poziomie biatka w wygenerowanych komor-
kach dendrytycznych. Nie wykazano obecnosci tego
enzymu lub jedynie jego sladowa ilos¢ oraz brak ko-
relacji miedzy odsetkiem limfocytow T regulatoro-
wych a odsetkiem komorek o fenotypie CD83+IDO+.
Indukcje nadekspresji IDO w MoDC (monocyte-deri-
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ved; DC) obserwowali Wobser i wsp. w u chorych na
czerniaka [32] oraz Curti i wsp. u chorych na AML
[33]. W obu przypadkach do stymulacji dojrzewania
DCs stosowano wspomniang wczesniej mieszanine
cytokin (IL-1f, IL-6, TNF-a, PGE2), ktéra, wedlug
Muthuswamy i wsp. [31], indukuje tolerogenie DC.
Potwierdzeniem tych obserwacji sa badania Krause
i wsp., ktérzy stymulowali niedojrzate komorki den-
drytyczne CD40L i PGE2 i stwierdzili, ze DC stymu-
lowane tylko sCD40L nie wykazywaty ekspresji IDO,
natomiast jesli stymulacja odbywata sie w obecnosci
PGE2, zwiekszala sie ekspresja zaréowno IDO mRNA,
jak i biatka [34]. Wzrost ten zalezny byt od czasu
trwania inkubacji DC z PGE2. Przedstawione dane
dowodza, jak istotne znaczenie maja warunki ge-
neracji, a wyniki uzyskane w badaniach wtasnych
wskazuja, ze DC generowane za pomoca GM-CSF,
IL-4 i TNF nie maja wlasciwosci tolerogennych.

Badania kliniczne z wykorzystaniem DC prowa-
dzone sa w wielu osrodkach na swiecie, a w roku
2010 pierwsza szczepionka — sipuleucel-T (Provenge®,
Dendreon) w postaci autologicznych DC stymulowa-
nych biatkiem fuzyjnym zlozonym z antygenu swo-
istego dla komoérek raka prostaty — kwasnej fosfatazy
sterczowej (prostate acid phospatase; PAP) sprzezo-
nego z GM-CSF uzyskata rejestracje FDA (Food and
Drug Agency; Amerykanska Agencja ds. Zywnosci
i Lekow) [35]. Coraz lepsze poznanie biologii komoérek
dendrytycznych, rowniez tych generowanych in vitro
oraz mechanizméw immunosupresji zwigzanych
z rozwojem nowotworu stwarzajg szans¢ na opraco-
wanie nowych skuteczniejszych metod immunotera-
pii DC i tym samym poprawe rokowania chorych na
nowotwory.
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