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Znaczenie receptora programowanej Smierci 1 oraz jego ligandow
w uktadzie immunologicznym oraz nowotworach

The role of receptor programmed death-1 and its ligands in immune system and tumors

Maciej Grzywnowicz, Krzysztof Giannopoulos

STRZESZCZENIIE

Receptor programowanej smierci (PD-1) jest immunoreceptorem ulega-
jacym indukowanej ekspresji zarowno na limfocytach T, jak i B. Petni
on funkcje negatywnego regulatora odpowiedzi immunologicznej. Ze
wzgledu na oddziatywanie ze swoimi ligandami: PD-L1 oraz PD-L2,
wykazujacymi ekspresje w wielu typach tkanek, PD-1 jest odpowie-
dzialny za podtrzymanie tolerancji obwodowej poprzez ograniczanie
aktywacji, proliferacji i funkcji efektorowych limfocytow T. Zaburzenia
funkcjonowania szlaku PD-1/PD-L prowadzg do rozwoju choréb auto-
immunologicznych i sa obserwowane na ,wyczerpanych” limfocytach
w przewlektych infekcjach wirusowych. Ekspresja PD-1, jak i jego li-
gandow jest opisywana w wielu typach nowotwordéw, gdzie maja istot-
ne znaczenie w modelowaniu ich mikrosrodowiska, a takze moze by¢
zwigzana z ucieczkg komorek nowotworowych spod nadzoru uktadu
immunologicznego. Dotychczasowe badania wskazuja na potencjalne
zastosowanie terapeutyczne szlaku PD-1/PD-L, takze w nowotworach
hematologicznych.

Stowa kluczowe: receptor programowanej smierci 1 (PD-1), PD-L1 (B7-H1),
PD-L2 (B2-DCQ), tolerancja obwodowa, tolerancja centralna, nadzér uktadu
immunologicznego

ABSTRACT

Programmed death-1 (PD-1) molecule is an immunoreceptor, which is
inducibly expressed on both T and B lymphocytes. PD-1 is a negative
regulator of the immune response. Through interactions with its ligands:
PD-L1 and PD-L2, being expressed on wide range of tissue, PD-1 is
responsible for maintenance of peripheral tolerance by restricting acti-
vation, proliferation and effector functions of T lymphocytes. Aberra-
tions of the PD-1/PD-L pathway lead to autoimmune disorders and are
observed on exhausted lymphocytes during chronic infections. Expres-
sion of PD-1 and its ligands is described in many tumor entities, where
it modulates tumor microenviroment and might be a potential escape
mechanism from immunosurveillance. There are growing evidences for
potential therapeutical applications of the PD-1/PD-L pathway, inclu-
ding heamatological malignances.

Keywords: Programmed death receptor 1 (PD-1), PD-L1 (B7-H1), PD-L2 (B2-
DCQ), Peripheral tolerance, Central tolerance, Immunosurveillance
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Wprowadzenie

Uktad odpornosciowy sprawuje niezwykle wazna
funkcje w postaci zarzadzania zlozonymi mecha-
nizmami ochrony organizmu przed zagrozeniami
zarobwno ze strony zewnetrznych patogenow, jak
i komoérek wlasnych, wykazujacych niepozadane wia-
Sciwosci i cechy. Do takich komoérek wymagajacych
usuniecia z organizmu mozna zaliczy¢ komorki sta-
rzejace sig, zainfekowane wirusami lub przechodzace

proces transformacji nowotworowej. Rozpoznawanie
niepozadanych antygenow jest wysoce selektywne
i wymaga wielostopniowej regulacji w celu uniknie-
cia reakcji przeciwko antygenom zdrowych komorek
organizmu. Wigze si¢ to z rozwinigciem mechani-
zmé6w centralnej, jak i obwodowej tolerancji wobec
wlasnych antygenoéw. Poziom selekcji odpowiedzialny
za centralna tolerancje eliminuje wiekszos¢ autoreak-
tywnych komorek uktadu odpornosciowego, jednakze
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nie jest to mechanizm catkowicie szczelny i mozliwe
jest przedostawanie sie takich komoérek do narzadéw
obwodowych [1, 2]. Do unieczynnienia autoreaktyw-
nych komorek stuza mechanizmy tolerancji obwodo-
wej, ktorych uposledzenie wiaze sie z rozwojem cho-
rob autoimmunologicznych. Do takich mechanizmow
naleza negatywne czasteczki kostymulujace i regu-
latorowe limfocyty T (T regulatory cells) odgrywajace
role regulacji aktywacji, funkcji i proliferacji autore-
aktywnych komorek.

Kluczowa role w aktywowaniu dziewiczych limfo-
cytow T odrywaja sygnaly plynace od receptora limfo-
cytow T (TCR; T-cell receptor) rozpoznajacego antygen
oraz od receptorow kostymulujacych. Funkcja tych
czasteczek jest zapewnienie delikatnej rownowagi
pomiedzy efektywna odpowiedzia immunologiczna,
a tolerancja na autoantygeny. Molekula odgrywajaca
taka regulatorowa role¢ w odpowiedzi immunologicz-
nej jest receptor $mierci programowanej 1 (program-
med death receptor-1; PD-1; CD279).

Aktywacja dziewiczych limfocytéw T wymaga
otrzymania przynajmniej dwoch sygnatéw, ktore
beda oddziatywaé¢ na prowadzace do niej odpowied-
nie czynniki transkrypcyjne [3]. Pierwszy z nich to
rozpoznanie przez TCR limfocytu T antygenowego
peptydu zaprezentowanego przez glowny ukiad
zgodnosci tkankowej (MHC; major histocompatibility
complex). Drugi sygnal ptynie od receptoréw zloka-
lizowanych na powierzchni limfocytu laczacych sie
z odpowiednimi molekulami na powierzchni komoé-
rek prezentujacych antygen (APCs; antygen presen-
ting cells). Do takich immunoreceptoréw naleza cza-
steczki z rodziny CD28 czy CD40 [4, 5]. O istotnosci
drugiego sygnalu $wiadczy fakt, ze limfocyt, ktory
otrzyma jedynie sygnal ptynacy od receptora TCR
bez sygnalu kostumulujacego, wejdzie w odwracalny
stan anergii odznaczajacy si¢ brakiem aktywacji oraz
niewrazliwoscia na kolejne pobudzenia antygenem
[6]. Charakteryzacja zjawiska kostymulacji pozwolita
na identyfikacje szeregu szlakow sygnalowych odpo-
wiadajacych za przekazywanie impulsu promujacego
zjawiska przezycia, klonalnej ekspansji, réznicowa-
nia, produkcji cytokin oraz funkeji efektorowych lim-
focytéw T. Analogicznie do molekut odpowiedzialnych
za promocje aktywacji limfocytéw T istniejq tez cza-
steczki regulatorowe przekazujace do wnetrza sygnat
hamujacy. Takim negatywnym immunoreceptorem
jest czasteczka PD-1.

Struktura PD-1

PD-1 jest biatkiem kodowanym przez gen pdcd-1 zlo-
kalizowanym w ludzkim chromosomie 2, w ktérym
znajduje sie 5 eksonéw. Podstawowy plan budowy
glikoproteinowej czasteczki PD-1 (50-55 kDa) jest
podobny do pozostatych czlonkéw rodziny CD28
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i jest on charakterystyczny dla transbtonowej prote-
iny typu I. Czasteczke buduje 288 aminokwaséw. Od
strony zewnatrzkomoérkowej wyrézniamy peptyd lide-
rowy (kodowany przez ekson 1), nastegpnie domene
IgV-podobna (ekson 2) oraz okolo 20 aminokwasowy
fragment oddzielajacy ta domene od btony komoérko-
wej, ktéra przebija domena transblonowa (kodowana
przez ekson 3). W cytoplazmie znajduje si¢ domena
wewnatrzkomoérkowa kodowana przez eksony 4 i 5.
W jej obrebie mozna wyrézni¢ dwie tyrozyny zlo-
kalizowane w dwo6ch motywach aminokwasowych:
proksymalnym ITIM (immunoreceptor tyrosine-based
inhibitory motif) oraz dystalnym ITSM (immunore-
ceptor tyrosine-based switch motif). Badania in vitro
wskazaly, Ze niezbedna do zachowania funkcji PD-1
jest tyrozyna zlokalizowana w motywie ITSM, a nie
ITIM [7]. Zlozenie wszystkich pieciu domen skutkuje
powierzchniowa ekspresja w pelni funkcjonalnego
bialka PD-1. Nielsen i wsp. [8] opisali szereg warian-
tow obrébkowych kodujacych biatka pozbawione
poszczegélnych domen, w tym takze transrypt bez
eksonu 3 kodujacy rozpuszczalng forme PD-1.

Ze wzgledu na podobienstwo w strukturze oraz
modulujacej funkcji wzgledem limfocytéw bialko
PD-1 zostalo zakwalifikowane do rodziny CD28. Jest
to wazna grupa powierzchniowych czasteczek lim-
focytow nalezaca, ze wzgledu na strukture, do nad-
rodziny bialek Ig-podobnych. Czasteczki ligandow
oddziatlywujace z tymi receptorami naleza do rodziny
B7. W rodzinie CD28 mozna wyrézni¢ receptory sty-
mulujace aktywacje limfocytéw, jak i odpowiedzialne
za negatywna kostymulacje, czyli hamowanie pro-
cesu aktywacji. Do pierwszej grupy naleza CD28
i ICOS (CD278, AILIM) oddzialywujace z ligandami,
odpowiednio, B7.1 (CD80), B7.2 (CD86) oraz B7-H2
(ICOS-L, B7-RP1). Do receptoréw negatywnych nalezy
antygen-4 zwiazany z limfocytem T cytotoksycznym
(cytotoxic Tlymphocyte antigen-4; CTLA-4), ktory
faczy sie z tymi samymi ligandami co CD28, oraz dwa
najpozniej zakwalifikowane do rodziny CD28 recep-
tory: PD-1 reagujacy z PD-L1 (B7-H1, CD274) i PD-L2
(B7-DC, CD273), a takze atenuator limfocytéw B i T
(B- and Tlymphocyte attenuator; BTLA; CD272) i jego
ligand HVEM (Tnfrsf14). Obrazu rodziny CD28/B7
dopelniaja dwa ligandy bez przyporzadkowanych do
tej pory receptorow: B7-H3 (B7RP-2, CD276) oraz
B7-H4 (B7x, B7S1).

Domena IgV-podobna PD-1 dzieli 31-33% podo-
bienstwa sekwencji aminokwasowej z CD28, CTLA-4
i ICOS. Jednakze pewne charakterystyczne cechy
wyro6zniaja PD-1, podobnie jak BTLA, na tle pozosta-
tych receptoréw z rodziny CD28. Analizujac lokali-
zacje cytogenetyczna, mozna stwierdzié, ze geny dla
CD28, CTLA-4 i ICOS umiejscowione sa w pojedyn-
czym regionie na chromosomie (u ludzi 2q33), pod-
czas gdy gen kodujacy PD-1 znajduje si¢ w innym
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regionie (2q37). U ssakéw sekwencje kodujace CD28,
CTLA-4 i ICOS sa silnie konserwowane, wykazujac
odpowiednio homologie 79%, 100% i 77% sekwen-
cji tancucha cytoplazmatycznego pomiedzy myszo-
watymi i czlowiekiem. PD-1 wykazuje jedynie 59%
homologii dla tego fragmentu, co wskazuje na dyna-
miczne procesy ewolucyjne, jakim poddawana jest ta
czasteczka [9]. Jednakze sekwencja aminokwasowa
otaczajaca sekwencje ITSM jest catkowicie zacho-
wana pomiedzy mysza a czlowiekiem, co sugeruje
ewolucyjne znaczenie tego motywu w funkcjonowaniu
PD-1 [7]. Podobnie jak pozostali czlonkowie rodziny
CD28 (CD28, CTLA-4 oraz ICOS), PD-1 nie posiada
funkcji enzymatycznej, a pelni jedynie role adaptera
przekazujacego sygnal do wnetrza komoérki. Cecha
charakterystyczna dla tancuchow cytoplazmatycz-
nych CD28, CTLA-4 i ICOS jest posiadanie motywow
wiazacych SH2 (Src homology 2) oraz SH3 (Src homo-
logy 3). Domeny te nie wystepuja w tanicuchu cytopla-
zmatycznym PD-1. Natomiast domeny ITIM i ITSM sa
unikatowe dla PD-1 i BTLA. W odré6znieniu od CD28,
CTLA-41ICOS, PD-1 nie posiada cysteiny proksymal-
nej do btony komdrkowej pozwalajacej na utworzenie
homodimeru, dlatego znajdowany jest w formie mono-
meru zaréwno na powierzchni komoérek, jak i w for-
mie rozpuszczalnej [10]. Potencjalne znaczenie braku
dimeryzacji nie jest okreslone dla PD-1, jednakze
w odniesieniu do CD28 wykazano spadek sily sty-
mulacji limfocytéw T pomiedzy forma homodimeru
i monomeru [11]. Z drugiej strony doswiadczenie na
biatku fuzyjnym z domena IgV-podobna z CD28 od
myszy polaczona z ogonem cytoplazmatycznym ludz-
kiego PD-1 pokazalo, ze taka chimeryczna czasteczka
funkcjonuje w sposéb zblizony zaréwno jako dimer,
jak i monomer [12]. Wigkszos$é cech odrézniajacych
PD-1 na tle klasycznych biatek rodziny CD28 jest
podobna dla BTLA [13].

Ekspresja PD-1

PD-1 jest biatkiem powierzchniowym zaréwno dla
limfocytéw T, jak i B. PD-1 w formie niezwiazanej
z blona komoérkowa zostal wykryty w cytoplazmie
limfocytéw T o funkcjach regulatorowych, limfocy-
tach regulatorowych Foxp3+ i dziewiczych limfocy-
tach CD4+ [14]. Magazynowanie moze mie¢ zwia-
zek z nieokreslona funkcja PD-1 w cytoplazmie lub
mieé¢ na celu akumulacje czasteczek PD-1 na wypa-
dek aktywacji [14]. Zakres ekspresji PD-1 jest cecha
wyroézniajaca ten receptor w rodzinie CD28, w ktorej
ekspresja CD28, CTLA-4 i ICOS ogranicza si¢ do lim-
focytéw T. W spos6b indukowany PD-1 ulega ekspre-
sji w aktywowanych limfocytach T i B, monocytach
i czeSci komorek dendrytycznych [15-17]. Yamazaki
iwsp. [17] wykazali réwniez ekspresje PD-1 na swiezo
izolowanych limfocytach B u myszy. PD-1 ulega kon-

stytutywnej syntezie w podwdjnie ujemnych limfocy-
tach T (CD4-CD8-) af i yd, gdzie jego ekspresja jest
istotna zaréwno podczas negatywnej, jak i pozytyw-
nej selekcji [18-20].

Sygnaly przekazywane od receptoréw TCR oraz
receptora limfocytow B (BCR) indukuja ekspresje PD-1
i jest ona podtrzymywana przez czynniki towarzy-
szace przewleklej stymulacji antygenem [15]. Szcze-
golnie duza ekspresja PD-1 jest obserwowana podczas
przewleklych infekcji wirusowych na limfocytach T,
ktore staly sie ,wyczerpane” (exhausted), co wiaze sie
z utrata funkcji cytotoksycznych limfocytéw T [21].
Cytokiny wspomagajace przezycie i proliferacje lim-
focytow T, takie jak interleukina 2 (IL-2), IL-7, IL-15
i IL-21, moga takze stymulowac ekspresje PD-1 [22].
Estrogen réwniez powoduje zwigekszenie ekspresji PD-1
w limfocytach T oraz komérkach APCs [23]. Badania
nad struktura promotora genu pdcd-l wskazaly na
istotna role jadrowego czynnika pobudzonych limfocy-
téw T - cl (nuclear factor of activated T cells c1; NF-ATcl)
w indukcji ekspresji PD-1 w limfocytach T [24]. Specy-
ficzna inhibicja tego czynnika poprzez zniesienie jego
translokacji do jadra powoduja obnizenie ekspresji
PD-1, a mutacja genu kodujacego NF-ATcl prowadzi do
calkowitego braku ekspresji PD-1 [24]. W limfocytach
B czynniki mogace stymulowac aktywacje i prolifera-
cje, takie jak przeciwciata anty-IgM, anty-CD40 i LPS,
powoduja takze indukcje PD-1 [17].

Ekspresja PD-1 w makrofagach jest pobudzana
przez element odpowiedzi stymulowanej przez inter-
feron (interferon-sensitive response element; ISRE),
biatka przekazujace sygnatl i aktywatory transkryp-
cji — STAT1 i STAT2 (signal transducers and activators
of transcription) oraz interferon a (IFN-a), przy czym
zwiekszenie ekspresji PD-1 przez IFN-o jest mozliwe
dzieki ISRE [25]. Ekspresje PD-1 w komoérkach dendry-
tycznych pobudza oddzialywanie z receptorami Toll-
podobnymi (Toll-lilce receptors) TLR2, TLR3, TLR4 oraz
wiazaca nukleotydy domena oligomeryzacji NOD (nuc-
leotide-binding oligomerization domain), natomiast IL-4
oraz TLR9 dzialaja hamujaco w tych komérkach [26].

Struktura i ekspresja PD-L1 oraz PD-L2

Ligandami dla receptora PD-1 sa transblonowe gli-
koproteiny typu I, PD-L1 (B7-H1, CD274) oraz PD-L2
(B7-DC, CD273). Oba bialka posiadaja zewnatrzbto-
nowe domeny IgV- i IgC-podobne [27-30]. Zbadanie
krystalograficznej struktury kompleksu PD-L1/PD1
i PD-L2/PD-1 pokazalo, ze domena IgV-podobna
ligand6w jest odpowiedzialna za oddziatywanie z ana-
logiczna domena receptora [31, 32]. Zaréwno PD-L1,
jak PD-L2 nie posiadaja w swoich krétkich fragmen-
tach cytoplazmatycznych zidentyfikowanych moty-
wow mogacych stuzy¢ do przekazywania sygnatu do
wnetrza komorki. Sekwencja aminokwasowa pomie-
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dzy PD-L1 (40 kDa) a PD-L2 (22 kDa) jest podobna
w 40%, natomiast zachowanie sekwencji pomiedzy
mysza a czlowiekiem jest rowne 70%. Identycznosc
sekwencji pomiedzy PD-L1 i PD-L1, a ligandami dla
CD28 i CTLA-4, B7.1 i B7.2 jest rowna okoto 20%.
Ekspresja ligandow dla receptora PD-1 jest zro6z-
nicowana. Ekspresja PD-L1 na poziomie mRNA jest
obecna w mnogich typach komoérek i tkanek. Jako
biatko PD-L1 znajduje si¢ na powierzchni limfocytéw
T i B, monocytow, komérek dendrytycznych, a jego
ilos¢ zwieksza sie wraz z aktywacja tych komorek
[6, 29, 38]. Czasteczka ta znajduje si¢ takze na
wielu rodzajach komoérek niehematopoetycznych,
takich jak komorki Srédblonka naczyniowego, wyse-
pek trzustkowych, neurony, astrocyty czy komorki
trofoblastu tozyska [17, 19, 34]. Ekspresja PD-L1
w ludzkich komérkach ma przede wszystkim cha-
rakter indukowany, podczas gdy u myszy konstytu-
tywna ekspresja jest powszechniejsza [35]. Zakres
ekspresji dla PD-L2 jest duZo mniejszy i ogranicza
sie do komoérek dendrytycznych i monocytéw, jednak
mRNA PD-L2 jest syntezowane réwniez w ludzkich
komoérkach serca, watroby, lozyska i trzustki [28,
30]. Doswiadczenia na myszach pokazaly takze,
ze podtyp limfocytéw Bl wykazuje ekspresje PD-L2
w spos6b konstytutywny [36]. Znaczace jest zrézni-
cowanie ekspresji ligandéow PD-1 w obrebie grasicy.
PD-L1 ulega szerokiej ekspresji w komérkach kory,
natomiast wystepowanie PD-L2 jest ograniczone do
komoérek zrebu rdzenia grasicy [20, 35]. Poziom eks-
presji dla ligandéw PD-1 jest zréznicowany w zalez-
nosci od rodzaju tkanki. Wysoki poziom ekspresji
jest wykrywany w lozysku, sercu, plucach i watro-
bie, a niski w Sledzionie, weztach chionnych oraz gra-
sicy [6, 7, 15, 31]. Jednakze poziom transkryptéw nie
przeklada sie zawsze na poziom biatka wykrywanego
w komorce, szczegdlnie w przypadku PD-L2, ktory
w fizjologicznych warunkach rzadko jest wykrywany
w nielimfoidalnych komérkach [11, 20, 34].
Ekspresja PD-L1 oraz PD-L2 jest znaczaco modyfi-
kowana poprzez dzialanie cytokin iinnych czynnikéw.
Ekspresja PD-L1 wzrasta po stymulacji limfocytow
B przeciwciatami anty-IgM i LPS oraz interferonami
(IFN) pierwszego i drugiego typu, czynnikiem nekrozy
nowotworu TNF-a (tumor necrosis factor) oraz IL-21
[17, 22]. W przypadku limfocytow T stymulujacy
efekt maja przeciwciala anty-CD3, IL-2, IL-7, IL-15,
interferony oraz TNF-o, GM-CSF stymuluje ligandy
w makrofagach, IL-10 w monocytach, a IFN-y, IL-4,
IL-12 i GM-CSF w komérkach dendrytycznych [17,
22]. Na ekspresje PD-L2 na makrofagach wplywaja
IFN-y i IL-4, na komoérkach dendrytycznych IFN-y,
IL-4, IL-12 i GM-CSF [17]. Zauwazono, ze w makrofa-
gach ekspresja PD-L1 jest pobudzana przez dzialanie
IL-4 silniej niz poprzez INF-y, podczas gdy dla PD-L2
sytuacja jest odwrotna, co moze wskazywa¢é na zroz-
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nicowanie roli limfocytéw Thl i Th2 w regulacji eks-
presji ligandéw PD-1 [37].

Regulacja transkrypcji PD-L1 w ludzkich komoér-
kach odbywa si¢ poprzez wigzanie czynnika regulu-
jacego gen dla interferonu (IFN-gene regulatory factor;
IRF-1) do dwoéch miejsc w obrebie promotora [38]. Do
ekspresji PD-L1 wymagane jest rowniez biatko STAT3
[39]. Translacja PD-L1 jest regulowana negatywnie
przez mikro RNA - miR513, ktore wiaze sie z regionem
UTR (untranslated region) transkryptu RNA w cholan-
giocytach [40]. MiR513 jest negatywnie regulowany
w obecnos$ci INF-y [40]. Zakres wiedzy o transkryp-
cyjnej regulacji PD-L2 jest mniejszy w poréwnaniu
z PD-L1. Indukcja transkrypcji poprzez INF-y odbywa
sie czeSciowo poprzez miejsce wigzania czynnika
jadrowego xB (NF-kB) powyzej miejsca rozpoczecia
transkrypcji [20].

Inny poziom regulacji ekspresji ligandéw recep-
tora PD-1 ma zwiazek z przekazywaniem sygnalu
plynacego od receptorow dla IFN w komoérce. Bada-
nia nad komoérkami plazmatycznymi w szpiczaku
mnogim wskazaly na zaleznos¢ szlaku MEK/ERK
oraz stymulacji ekspresji PD-L1 przez INF-y oraz
ligandy receptorow TLR [41]. Blokowanie adaptoro-
wych bialek: mieloidalnego czynnika réznicowania
88 (myeloid differentiation factor 88; MyD88) i czyn-
nika zwigzanego z receptorem dla czynnika nekrozy
nowotworu 6 (tumor necrosis factor receptor-associa-
ted factor 6; TRAF6) oraz kinazy Janusowej 2 (JAK2)
rowniez wplywa na obnizenie ekspresji PD-L1 [41].
Na dodatnia potranskrypcyjna regulacje ekspresji
PD-L1 ma réwniez wptyw szlak kinazy Akt (kinazy
biatkowej B) i kinazy 3-fosfatydyloinozytolu (PI-3K),
ktory jest aktywowany po wylaczeniu funkcji fosfa-
tazy PTEN (phosphatase and tensin homolog deleted
on chromosome 10), co zostalo opisane w komérkach
glejaka [42]. W komorkach dendrytycznych obecnych
w plucach myszy opisano wplyw biatka dopelniacza
cba na pozytywna regulacje ekspresji obydwu ligan-
dow PD-1 [43].

Mechanizm przekazywania sygnatu
PD-1

Pobudzenie receptora PD-1 rozpoczyna si¢ od zwiaza-
nia jednego z ligandéw. Stechiometria oddziatywania
w obu przypadkach jest réwna 1:1, jednak mecha-
nizm molekularny wiazania do receptora jest rézny
dla PD-L1 i PD-L2, poniewaz PD-L1 ulega zmianie
konformacji przestrzennej podczas wiazania do PD-1
[4, 31, 44]. Dodatkowo specyficzno$é obu ligandéw
nie jest jednakowa, poniewaz PD-L1, poza wiazaniem
sie z PD-1, oddzialuje réwniez z czasteczka CD80
(B7-1), takze ulegajac zmianie konformacji [44-46].
Powinowactwo do receptora obu ligandow przedsta-
wione przez Ghiotto i wsp. [44] jest zbliZone, jednakze
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Ryc. 1. Mechanizm przeka-

zywania sygnatu hamujacego CD28 PD-1

przez PD-1 w limfocytach T
Hamujacy wptyw sygnatu
z receptora PD-1 na wewnatrz-

Limfocyt T

B7.1/B7.2 PD-L MHC

komorkowe szlaki sygnatowe
w limfocycie T oddziatywuja-

antygen.

PD-1 - receptor programo-
wanej $mierci 1 (programmed
death 1); ITSM — immunore-
ceptor tyrosine-based switch
motif; ITIM — immunoreceptor
tyrosine-based inhibitory
motif; TCR/CD3 - kompleks
receptora limfocytéw T z CD3;
a, B, v, 6, { — podjednostki
CD3; PKCO - kinaza biatkowa
CO; ERK — extracellular-signal
regulated kinase; Bcl-xL —
B-cell lymphoma extra large;
AKT - kinaza biatkowa B (PKB);
MHC - gtéwny uktad zgodnosci
tkankowej; PD-L - ligand PD-1;
B7.1iB7.2 - ligandy CD28

Fig. 1. Mechanism of PD-1 signal
transduction in T lymphocytes

cym z komérka prezentujaca I

we wezesniejszych badaniach Youngnak i wsp. [32]
wykazali trzykrotnie wyzsze od PD-L1 powinowactwo
PD-L2 do PD-1. Oba ligandy wspoéizawodnicza ze soba
iloSciowo o zwiazanie z receptorem [36].

Po poznaniu struktury tancucha cytoplazmatycz-
nego PD-1 zakladano, ze mechanizm przekazywania
sygnatu do wnetrza komorki jest oparty na tyrozynie
w motywie ITIM, ze wzgledu na rozpowszechnienie
tego motywu posréd immunoreceptoréw, w tym KIR,
CD72, czy Fc RIIB. Jednakze doswiadczenia in vitro
pokazatly, ze dla funkcji receptora PD-1 jako inhibi-
tora niezbedna jest tyrozyna w motywie ITSM, a nie
ITIM, zaréwno w przypadku limfocytéw B, jak i T [6,
7]. Po zwiazaniu ligandu PD-L1 badZ PD-L2 nastepuje
fosforylacja tyrozyny w motywie ITSM oraz rekruta-
cja odpowiedniej czasteczki sygnalowej. Dotychcza-
sowe badania in vitro wykazaly, ze ta czasteczka dla
limfocytéw B oraz T jest fosfataza fosfotyrozyny 2
zawierajaca domene homologiczna 2 do Src (SHP-2)
[19, 33]. W przypadku limfocytéw T zaobserwowano
réwniez slabe wiazanie z SHP-1, czego nie pokazano
dla limfocytéw B, co moze by¢ dowodem na odmienny
mechanizm przekazywania sygnalu pomiedzy lim-
focytami T i B [6]. Nalezy zaznaczyé¢, ze do tej pory
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v Przezycie komorki
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nie wykazano rekrutacji SHP-2 lub SHP-1 do PD-1
w warunkach fizjologicznych.

Mechanizm dzialania PD-1 w przypadku limfocy-
tow T opiera si¢ w dalszej kolejnosci na hamowaniu
aktywacji poprzez defosforylacje PI-3K, co nastepnie
doprowadza do zahamowania aktywnosci kinazy
Akt (Ryc. 1) [47]. Kinazy PI-3K i Akt odgrywaja klu-
czowa role w regulacji ekspresji transporterow dla
glukozy i stymulacji aktywnosci enzyméw gliko-
litycznych, dlatego zachowanie funkcji tych kinaz
przez PD-1 wiaze si¢ z uposledzeniem metabolizmu
energetycznego komorki [47]. Aktywacja PI-3K jest
rowniez niezbedna do przekazania kostymulujacego
sygnalu od receptoréw powierzchniowych CD28
iICOS, co zapobiega réznicowaniu limfocytéw T i ich
funkcji efektorowej [48]. CTLA-4, inny negatywny
regulator z rodziny CD28, réwniez blokuje fosfory-
lacje Akt, jednakze z pominieciem kinazy PI-3K,
poprzez aktywacje biatkowej fosfatazy 2 (PP2A), co
pokazuje odmienny mechanizm hamowania funk-
cji limfocytéw przez te dwa immunoreceptory mimo
podobnego efektu koricowego [47]. CTLA-4, tak jak
i PD-1, blokuje sygnaty od czasteczek CD28 i ICOS,
jednak po poréwnaniu spadku ilosci zaleznych od
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Limfocyt B

CD19

Ryc. 2. Mechanizm przekazywania
sygnatu hamujacego w limfocytach
B

Wptyw sygnat z receptora PD-1 na

PD-1

wewnatrzkomoérkowe czagsteczki

sygnatowe w limfocycie B.

PD-1 - receptor programowanej
$mierci 1 (programmed death 1);
ITSM — immunoreceptor tyrosine-
based switch motif; ITIM — immuno-
receptor tyrosine-based inhibitory
motif;; BCR - receptor limfocytow
B; PI-3K - kinazy 3-fosfatydyloino-
zytolu; CD19 - antygen limfocytow
B odpowiedzialny za aktywacje i
proliferacje; GRB2 - biatko zwigza-
ne z receptorem dla czynnika wzro-
stu 2 (growth factor receptor-bo-
und protein 2); PLC-y - fosfolipaza
C-y; VAV - czynnik wymieniajacy
nukleotyd guanine (guanine nucle-
otide exchange factor)

Fig. 2. Mechanism of PD-1 signal
transduction in B lymphocytes

tej stymulacji transkryptow PD-1 okazuje sie by¢ sil-
niejszym inhibitorem aktywacji limfocytéw T obni-
zajacym ilos¢ transkryptow w przyblizeniu o 90%,
podczas gdy CTLA-4 - o 67% [47]. W odniesieniu
do mechanizméw apoptotycznych, ligacja CTLA-4
powoduje indukcje ekspresji genu bclxl, kodujacego
istotny czynnik bialkowy Bcl-xl (B-cell lymphoma-e-
xtra large) umozliwiajacy unikniecie programowane;j
Smierci, podczas gdy pobudzanie PD-1 nie wywiera
takiego efektu, co moze sugerowac¢ wieksza wrazli-
wo$¢ limfocytéw T na apoptoze w przypadku nega-
tywnej stymulacji PD-1 [47, 49].

Innym efektem wywolywanym przez PD-1 jest
blokowanie przylaczania kinazy ZAP-70 do pod-
jednostki CD3C blonowego kompleksu CD3 poprzez
zapobieganie fosforylacji obu czasteczek, co w konse-
kwencji zahamowuje przekazanie sygnalu plynacego
od receptora TCR [50]. PD-1 blokuje rowniez aktywa-
cje kinazy PKCO (kinaza bialkowa C6) i kinazy Erk
(extracellular-signac regulated kinase) [50]. Wykazano,
ze hamujacy efekt PD-1 jest odwracalny w przypadku
stymulacji CD28 oraz dziatania IL-2 [27, 51]. Efekt
zahamowania przez PD-1 aktywacji kinazy Erk moze
by¢ zniesiony poprzez dzialanie cytokin, szczegdl-
nie tych aktywujacych STAT5, takich jak IL-2, IL-7
i IL-15 [52].

Opisany do tej pory mechanizm dziatania
w limfocytach B, podobnie jak w przypadku limfo-
cytow T, wiaze si¢ za zahamowaniem aktywnosci
kinazy PI-3K, zatrzymujac tym samym przekaza-
nie sygnatu z receptora CD19 oraz hamujac kinaze
Syk, co blokuje sygnal z receptora BCR (Ryc. 2) [7].
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Brak tych sygnalow prowadzi do braku aktywacji
limfocytow B.

Funkcja receptora PD-1 i jego ligandow

Ekspresja receptora PD-1 pierwotnie zostala ziden-
tyfikowana w dwoch réznych limfoidalnych liniach
komoérkowych (2B4.11 i LyD9) wykazujacych nasi-
lona apoptoze, co stalo si¢ podstawa do nazwania
nowo opisanego bialka w zwiazku z podejrzewana
rola w tym procesie [53]. Pézniejsze badania jed-
nakze nie potwierdzily funkcji PD-1 w procesie apop-
tozy, lecz wskazaly na jego wlasciwosci jako inhibi-
tora odpowiedzi immunologicznej oraz wykazaty, ze
brak genu pdecd-1 powoduje rozwiniecie powaznych
zaburzen o podlozu autoimmunologicznym [15,
54, 55]. Skutek delecji alleli PD-1 u myszy byl jed-
nak inny niz brak ekspresji CTLA-4, co wskazalo
na odmienna od CTLA-4 funkcje PD-1 w regulacji
odpowiedzi immunologicznej [56, 57]. Model dele-
cji PD-1 u myszy, u ktoérych uzyskano czasteczke
PD-1 z ekspresja genu odpornosci na neomycyne
w miejsce domeny transblonowej, nie wykazal zna-
czacych zmian immunofenotypu, ktére moéglyby
pomoéc w okresleniu funkcji tego immunoreceptora
[58]. Dopiero u myszy C57BL/6 z mutacja lpr i dele-
cja obu alleli pded-1 uwidocznila site rola PD-1 jako
negatywnego regulatora odpowiedzi B-komoérkowej
oraz w regulacji tolerancji obwodowej, ze wzgledu na
zwigkszona proliferacje i produkcje przeciwciat po
stymulacji u tych zwierzat oraz na rozwijajace sie
u okoto polowy osobnikéw w badanej grupie auto-
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immunologiczne toczeniowe zapalenie stawoéw oraz
kiebuszkowe zapalenie nerek w pézniejszym okresie
zycia [54, 58].

Kolejnym etapem poznania mechanizmu dziala-
nia PD-1 byta identyfikacja ligandéw dla tego recep-
tora, PD-L1 i PD-L2, co pozwolilo stwierdzi¢, ze PD-1
reguluje odpowiedZ immunologiczna poprzez hamo-
wanie aktywacji limfocytéw [9, 13, 22]. Pierwszy
ligand, PD-L1, zostal zidentyfikowany niezaleznie
przez dwie grupy w badaczy w 1999 i 2000 roku [12,
13]. Dowiodlo to roli receptora PD-1 w hamowaniu
reakcji autoimmunizacyjnych poprzez negatywna
regulacje proliferacji i produkcji cytokin przez limfo-
cyty T [9, 13]. W 2001 roku opisano PD-L2 jako drugi
ligand dla PD-1, réwniez wywierajacy hamujacy
efekt na limfocyty T [22, 30]. Dalsze doswiadczenia
na modelach myszy potwierdzily rozwoj szeregu cho-
rob autoimmunizacyjnych w przypadku braku PD-1:
kardiomiopatii rozstrzeniowej u myszy BALB/c oraz
ostrej cukrzycy typu I u myszy NOD (non-obese dia-
betic) i tym samym udzial PD-1 w regulacji tolerancji
obwodowej [55, 59].

Szlak PD-1/PD-L bierze udzial w regulacji
zaré6wno centralnej, jak i obwodowej toleranciji.
PD-L1 ulega ekspresji w wysokim stopniu na tymo-
cytach i komoérkach kory grasicy, podczas gdy PD-L2
obecny jest w komoérkach rdzenia [19]. PD-1 jest
obecny na podwdjnie ujemnych tymocytach pozba-
wionych CD4 oraz CDS8, a jego ekspresja rozpoczyna
sie¢ w momencie rearanzacji taricucha f receptora
[30]. Interakcja PD-1 i PD-L1 bierze udzial w procesie
pozytywnej selekcji, a brak receptora badz ligandu
skutkuje zwiekszona iloscig podwdjnie negatywnych
tymocytéw [60]. Wplyw na proces negatywnej selek-
cji nie zostal zademonstrowany, a delecja PD-1 nie
powoduje zaburzenia tego procesu [61, 62]. Profilo-
wanie ekspresji genéw u myszy NOD wskazalo zaan-
gazowanie PD-1 i PD-L1 w mechanizm centralnej
tolerancji [63].

Tolerancja obwodowa jest modulowana przez
szlak PD-1/PD-L w zréznicowany sposo6b. Zestawia-
jac powolna dynamike rozwoju chorob autoimmuno-
logicznych wywotanych uposledzeniem funkcji PD-1
z wezesnymi skutkami delecji CTL-4, mozna przy-
puszczaé, ze PD-1 odpowiada w wigkszym stopniu
za regulacje i podtrzymanie tolerancji, a CTLA-4 za
jej indukcje [64]. Pobudzenie receptora PD-1 ogra-
nicza aktywacje i ekspansje autoreaktywnych lim-
focytow T oraz uposledza ich funkcje efektorowa
i tym samym negatywne zmiany w poszczegdlnych
tkankach. Szlak ten moze rowniez zapobiega¢ naby-
ciu przez autoreaktywne dziewicze limfocyty T
cech efektorowych. Badania nad rola szlaku PD-1/
PD-L w rozwoju cukrzycy o podiozu autoimmuno-
logicznym pokazaly, ze jest on zdolny do regulacji
tolerancji obwodowej poprzez hamowanie aktywa-

cji, ekspansji oraz funkcji efektorowych [59, 65].
Ekspresja PD-L1 i PD-L2 zostala opisana na tole-
rogennych komorkach dendrytycznych, ktére indu-
kuja obwodowa tolerancje limfocytow CD8+ [66].
Uposledzenie ekspresji PD-1 powoduje zwigkszenie
odpowiedzi przeciwko antygenowi prezentowanemu
przez komorki dendrytyczne [66]. Na istotne znacze-
nie oddzialywania PD-1 w mechanizmie tolerancji
obwodowej wskazuje ekspresja jego ligandow. PD-L1
poprzez ekspresje w komérkach wiekszosci tkanek
moze peini¢ role moderatora odpowiedzi immuno-
logicznej w poszczegolnych narzadach. Miejscem
0 szczegblnym znaczeniu dla odpowiedzi obwodo-
wej sa komorki sSrodblonka. Wykazano, ze ekspre-
sja ligandéw PD-L1 i PD-L2 na komoérkach s$réd-
blonka negatywnie wplywa na aktywacje i funkcje
limfocytéw T z ekspresja CD8 [67]. Ponadto eks-
presja PD-L1 na komoérkach srédbtonkowych moze
ograniczaé¢ naplyw limfocytow T do poszczegélnych
tkanek w stanach zapalnych, tym samym ostania-
jac je przed nadmiernym uszkodzeniem ze strony
ukladu odpornosciowego i regulujac stan zapalny
[68]. PD-L1 ulegajacy ekspresji na komoérkach nie-
hematopoetycznych tkanek réwniez bezposrednio
hamuje reakcje immunologiczna przeciwko danym
komorkom poprzez oddzialywanie na receptor PD-1
na limfocytach T [23, 60]. Uposledzenie ekspresji
PD-1 na limfocytach T skutkuje z kolei wzmozonym
naptywem do tkanek, produkcja cytokin i prolifera-
cja oraz obnizeniem gestosci antygenu wymaganej
do aktywacji tych limfocytéw, co moze prowadzié¢ do
reakcji autoimmunologicznej [23].

Poza bezposrednia kontrola odpowiedzi immuno-
logicznej poprzez oddzialywanie na limfocyty efek-
torowe, receptor PD-1 ma swéj udzial w regulacji
oddzialywan pomiedzy komoérkami efektorowymi,
a limfocytami regulatorowymi. Zaréwno PD-1, jak
i PD-L1 ulegaja ekspresji na limfocytach regulatoro-
wych [69]. PD-L1, taczac si¢ z PD-1 na dziewiczych
limfocytach T, moze stymulowaé rozwéj indukowa-
nych limfocytéw regulatorowych oraz podtrzymywac
i regulowac ich funkcje [70]. RownieZ obecnos¢ PD-L1
na limfocytach regulatorowych moze wptywaé¢ hamu-
jaco na posiadajace PD-1 populacje limfocytéw oraz
komoérki dendrytyczne.

Receptor i ligandy szlaku PD-1/PD-L moga braé
udzial w regulacji odpowiedzi typu humoralnego.
Wykazano ekspresje PD-1 oraz PD-L1 i PD-L2 na
komoérkach B w osrodkach rozmnazania oraz limfo-
cytach B pamieci [71]. Ekspresja PD-1 pozostawala
bez wplywu na réznicowanie tych komorek oraz
poczatkowe etapy produkcji przeciwcial, jednakze
brak PD-1 powodowal ograniczenie powstawania dtu-
gozyjacych komorek plazmatycznych oraz przezycie
limfocytéw B w osrodkach rozmnazania [71]. Ponadto
PD-1 ulega silnej ekspresji na limfocytach pomocni-
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czych T zlokalizowanych w osrodkach rozmnazania
oraz negatywnie reguluje ich liczebnos¢ i funkcje [71,
72]. Ekspresja ligandéw PD-1 na limfocytach B oraz
ekspresja PD-1 na limfocytach ma znaczenie w regu-
lacji tworzenia sie komoérek plazmatycznych oraz lim-
focytow B pamieci, podczas gdy ekspresja PD-1 na
limfocytach B moze wplywaé¢ na powstawanie komo-
rek pamiegci oraz plazmocytéow w szpiku kostnym, ale
nie sledzionie [71].

Szczegolna funkcje wydaje sie pelni¢ rozpusz-
czalna izoforma PD-1, powstajaca z wariantu obréb-
kowego mRNA pozbawionego domeny 3 kodujacej
domene transblonowa [8]. U chorych na reumato-
idalne zapalenie staw6éw stwierdzono w osoczu pier-
wotnie nieznane autoprzeciwciato przeciwko PD-L1,
stymulujace proliferacje limfocytéw CD4 pozytyw-
nych, ktére zostato zidentyfikowane jako rozpusz-
czalna izoforma PD-1, obecna takze w mazi stawowej
[73, 74]. Podwyzszona ekspresja w 0soczu rozpusz-
czalnej formy PD-1 zostala opisana u chorych na
niedokrwistos¢ anaplastyczna, przy jednoczesnej
zwiekszonej proliferacji limfocytow T [75]. Wyniki
te sugeruja funkcje rozpuszczalnej formy PD-1 jako
potencjalnego inhibitora szlaku sygnalowego PD-1
poprzez konkurencje z blonowa izoforma w wiaza-
niu ligandéw, co zmniejsza kontrole tego szlaku nad
proliferacja limfocytéw.

Acta Haematologica Polonica tom 43, zeszyt nr 2a,

pp-L1 X

MHCI { F TCR

po-Li (1 (K NRK
pp-L1 (__( (@ pp-1

Dziewiczy limfocyt T

4+ Aktywacja

+ Proliferacja

+ PD-1

+ Cytokiny (IL-10)

Aktywowany limfocyt T

@ pp-1

v Proliferacja

4 Apoptoza

v Cytotoksycznos¢

¥ Cytokiny (IFN-y, IL-2)

-

Podczas badann na ligandami receptora PD-1
wykazano, ze sa one w stanie nie tylko indukowac
sygnal hamujacy funkcje limfocytéw T, ale takze
promowac¢ aktywacje i proliferacje limfocytow T
w poczatkowej fazie aktywacji [29]. Stymulacyjny
efekt nie jest zwiazany z oddzialywaniem z CD80,
ktére ma wptyw hamujacy poprzez wigzanie PD-L1,
ale z niezidentyfikowanymi receptorami [45, 46, 76,
77]. Stymulacyjny efekt PD-L1 szczegélnie odnosi
si¢ do limfocytéw pomocniczych [78]. Dwoistosc
efektu wywolywanego przez PD-L1 zostala poka-
zana u pacjentéow chorych na reumatoidalne zapa-
lenie stawow, gdzie wigzanie PD-L1 przez antago-
nistyczne przeciwcialo stymulowalo aktywacje
i proliferacje spoczynkowych limfocytéw T, zwigk-
szalo produkcje cytokin oraz nasilalo apoptoze
aktywowanych limfocytow T poprzez aktywacje
kaspazy 3 oraz ekspresje TRAIL [73]. W przypadku
PD-L2 wykazano, ze komoérki dendrytyczne pozba-
wione tej glikoproteiny stabiej stymuluja limfocyty
CD4, co réwniez moze wskazywac na istnienie nie-
zaleznego od PD-1 receptora dla tego ligandu [30,
79]. Zréznicowanie wptywu PD-L1 i PD-L2 na lim-
focyty wydaje sie byé uzasadnione ze wzgledu na
roztozenie w czasie regulacji odpowiedzi immunolo-
gicznej. Zainicjowanie aktywacji limfocytéw skut-
kuje indukcja ekspresji powierzchniowego receptora
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PD-1, co w efekcie prowadzi do hamowania funkcji
i proliferacji limfocytéw dopiero w péZniejszym eta-
pie odpowiedzi immunologicznej (Ryc. 3).

Szlak sygnatowy PD-1/PD-L jako
potencjalny mechanizm ucieczki
komérek nowotworowych spod nadzoru
uktadu immunologicznego

Komorki nowotworowe w celu przezycia potrafia
wyksztatca¢ mechanizmy zapobiegajace rozpoznaniu
przez elementy ukladu odpornosciowego. Wykazuja
réwniez zdolno$¢ do modulowania wlasnego mikro-
Srodowiska oraz wlasnego fenotypu poprzez ekspre-
sje elementéw rozpuszczalnych i powierzchniowych,
w celu hamowania funkcji komoérek efektorowych
[80]. Oddzialywanie receptora PD-1 z jego ligan-
dami jest przykladem takiego mechanizmu ucieczki
komorek nowotworowych przed ukladem immuno-
logicznym poprzez nasilenie negatywnego sygnalu
przekazywanego do limfocytéw naciekajacych guz
uposledzajacego ich funkcje [16, 81, 82]. Cecha wyréz-
niajaca PD-1 w poréwnaniu z innymi czasteczkami
kostymulujacymi z rodziny CD28 jest zakres ekspre-
sji jego ligandéw. Podczas gdy ligandy dla CTLA-4,
rowniez negatywnego immunoreceptora, ulegaja eks-
presji jedynie na komoérkach dendrytycznych, mono-
cytach i limfocytach B, to ekspresja dla PD-L1 jest
duzo powszechniejsza, co wskazuje na jego szerokie
znaczenie w modulacji odpowiedzi immunologicznej
[16, 83]. Dodatkowo, majac na uwadze mozliwos¢
indukcji ekspresji PD-L1, wykonano wiele badan
okreslajacych ekspresje ligandéw PD-1 w komor-
kach nowotworowych [35]. Zaobserwowano ekspre-
sje PD-L1 w wielu ludzkich nowotworach, takich jak:
rak pluc, prostaty, okreznicy, zoladka, nerki, piersi,
pecherza, nowotworach glowy i szyi oraz komorkach
glioblastomy i czerniaka [34, 83, 84]. Obecnos¢ obu
ligand6w opisano w raku przetyku, trzustki i jajnika,
co w przypadku PD-L1 stanowilo negatywna war-
tos¢ prognostyczna w tych grupach chorych [85-87].
Wykazano, ze wysoka ekspresja PD-L1 na komoérkach
raka nerki lub limfocytach T naciekajacych albo obu
jednoczesnie wiazala sie z bardziej agresywnym prze-
biegiem choroby oraz ponad czterokrotnie wiekszym
ryzykiem zgonu nia spowodowanego [88]. Zaobser-
wowano, ze podwyzszona ekspresja PD-1 na limfo-
cytach naciekajacych komorki raka nerki wiaze sie
rowniez z negatywnym rokowaniem dla pacjentow
[89]. Podobna zaleznos¢ przezycia od ekspresji PD-L1
na komodrkach nowotworowych wykazano w raku
jajnika, gdzie dodatkowo podwyzszona ekspresja
PD-L1 negatywnie korelowala z iloScia limfocytéw T
CD8+ w jajniku [86]. Poza hamowaniem limfocytéw T
w nowotworach z ekspresja PD-L1 wykazano zwiek-
szona opornosc¢ na apoptoze tych komorek w momen-

cie wigzania sie¢ z limfocytami naciekajacymi na
zmiany neoplastyczne, co wskazuje na dodatkowy
mechanizm zwiekszajacy przezycie komoérek nowo-
tworowych wykorzystujacy szlak PD-1/PD-L [90].
Doswiadczenia na modelach zwierzecych pozwolily
zaobserwowac oslabienie kontroli uktadu immuno-
logicznego nad rozrostem nowotworéw w przypadku
nadekspresji PD-L1 na komérkach nowotworowych
oraz indukcje apoptozy limfocytéw specyficznych do
komorek rakowych [81, 83].

Mechanizm, w jaki komérki nowotworowe modu-
luja wlasna ekspresje PD-L1 badz ekspresje PD-1 na
limfocytach efektorowych, pozostaje niezidentyfiko-
wany. W warunkach in vitro ekspresja PD-L1 ulega
indukcji pod wplywem interferonu typu I (o, p) i II (y),
jak i w mniejszym stopniu TNF-a [33, 34, 83]. Eks-
presja PD-L1 na komérkach nowotworowych swiezo
pobranych ex vivo jest zdecydowanie wigksza niz na
komorkach hodowanych in vitro, co ze wzgledu na
wplyw cytokin moze sugerowac, ze mikrosrodowisko
nowotworu ma wplyw na ksztattowanie ekspres;ji ele-
mentow szlaku PD-1/PD-L [83, 91].

Charakterystyka PD-1, PD-L1 i PD-L2
w nowotworach hematologicznych

Zagadnienie ekspresji PD-1 oraz jego ligandow
w nowotworach hematologicznych w przeciwienstwie
do nowotworéw litych i innych rodzajéw tkanek jest
stosunkowo slabo zbadane. Jednakze pojawiajq sie
doniesienia wskazujace na istotna role szlaku PD-1/
PD-L takze w chorobach ukladu krwiotwoérczego oraz
na potencjalne znaczenie tego szlaku w ucieczce
komoérek tych nowotworéw spod nadzoru ukltadu
immunologicznego. Poczatkowe obserwacje stwier-
dzily ekspresje PD-1 w obrebie migdatkéw na lim-
focytach pomocniczych T zlokalizowanych w jasnej
strefie osrodkow rozmnazania [72, 92, 93]. W bada-
niach immunohistochemicznych PD-1 zostal ziden-
tyfikowany na limfocytach CD4+CD25- w szeregu
przypadkéw chloniakéw nieziarniczych (NHL; non-
Hodgkin lymphoma) [94]. Dodatkowo zastosowanie
przeciwciala przeciwko PD-L1 skutkowalo czescio-
wym przywréceniem potencjalu proliferacyjnego
tych komoérek przy hodowli z dodatkiem limfocytow
nowotworowych [94]. Takze w przypadku biataczki/
chioniaka T-komorkowego dorosltych stwierdzono
podwyzszona ekspresje PD-1 na normalnych i bia-
taczkowych limfocytach pomocniczych, a blokowanie
szlaku PD-1/PD-L1 przywracalo produkcje cytokin
[95]. U chorych na chloniaka Hogdkina (HL; Hodg-
kin’'s lymphoma; ziarnica zlosliwa) zaobserwowano
zwigkszona ekspresje PD-1 wobec oséb zdrowych,
ale u pacjentéw chorych na NHL zaleznosci takiej nie
zaobserwowano [96]. U pacjentéw z HL poziom PD-1
byt podwyzszony zaréwno na limfocytach T obwodo-
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wych, jak i zwigzanych z nowotworem w poré6wnaniu
z osobami zdrowymi, a blokowanie PD-1 przywracato
produkcje IFN-y przez te ostatnie [96]. Stwierdzono
takze ekspresje PD-L na komoérkach Reed-Sternberga
[96]. Roncador i wsp. [93] pokazali ekspresje PD-1
w angioimmunoblastycznym chloniaku T-komorko-
wym (AITL). Przekrojowe immunohistochemiczne
i cytometryczne badanie ekspresji PD-1 i PD-L1 wyko-
nane przez Xerii i wsp. [97] wykazalo ekspresje PD-1
jako ceche komoérek przewlektej bialaczki limfocyto-
wej (PBL), chtoniaka z matych limfocytéw i AITL oraz
w mniejszej czesci probek chioniaka grudkowego (FL)
i chloniaka rozlanego duzych komoérek B (DLBCL).
W probkach chtoniaka z komoérek plaszcza, chlo-
niaka strefy brzeznej, Burkitta, anaplastycznego oraz
limfoblastycznego nie zaobserwowano ekspresji PD-1
i PD-L1 [97]. Fenotyp komérek HL wykazywatl ekspre-
sje PD-L1, bez obecnosci PD-1 [97]. Jedynym typem
bialaczki B-komoérkowej ze stwierdzona ekspresja
PD-L1 w tym badaniu byl DLBCL, jednak w ramach
wlasnych doswiadczen wykazaliSmy, ze réwniez
na komérkach PBL dochodzi do ekspresji PD-L1 na
poziomie transkryptu oraz biatka powierzchniowego
[97, 98]. Co wiecej, ekspresja PD-1 jest na komoérkach
PBL znaczaco statystycznie wigksza w poréwnaniu
z limfocytami zdrowymi i jest dodatnio regulowana
w warunkach nasladujacych mikrosrodowisko osrod-
kéw rozmnazania [98].

Znaczenie prognostyczne ekspresji PD-1 wykazano
do tej pory jedynie u chorych na FL, jednak uzyskane
wyniki sa rozbiezne. W badaniach Carreras i wsp.
[99] oraz Wahlin i wsp. [100] limfocyty naciekajace
nowotwor z wysoka ekspresja PD-1 wydiuzaty przezy-
cie chorych na FL. Ponadto przypadki transformacji
FL w DLBCL wykazaly obnizenie poziomu ekspresji
PD-1 [99]. Jednak w doswiadczeniu Richendollar
i wsp. [101] limfocyty PD-1+ naciekajace FL stanowity
negatywny wskaznik przezycia pacjentow. Niejedno-
znacznos$¢ rezultatéw moze wynika¢ z odmiennych
kryteriow klasyfikacji pacjentéw do grupy badane;j,
postepowania klinicznego oraz innych metod oceny
PD-1+ limfocytéw T.

Blokowanie szlaku sygnatowego PD-1/
PD-L oraz potencjalne znaczenie
terapeutyczne

W przypadku przewlektych infekcji wirusowych PD-1
jest odpowiedzialny za wprowadzanie limfocytow
efektorowych w stan wyczerpania [21]. Analogiczna
sytuacje przewleklej ekspozycji na antygen, majaca
miejsce w przypadku przewleklych infekcji, mozna
zaobserwowaé¢ w momencie proliferacji i akumulacji
komorek nowotworowych. Istotne jest stwierdzenie
podczas przewleklych infekcji zahamowania szlaku
PD-1/PD-L1 poprzez blokowanie PD-L1 i w konse-
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kwencji przywrécenie funkcji dotychezas wyczerpa-
nych limfocytéw [102]. Ze wzgledu na czesta ekspresje
PD-L1 i modulacje ekspresji PD-1 w poszczegolnych
nowotworach szlak PD-1/PD-L stat sie obiektem
badann majacych wskaza¢ potencjalnie korzystne
w leczeniu wykorzystanie.

W szeregu doswiadczern na modelach zwierze-
cych i ludzkich komoérkach wykazano, ze bloko-
wanie PD-L1 na komérkach nowotworowych oraz
komoérkach prezentujacych antygeny (komoérki den-
drytyczne) wplywa korzystnie na immunologiczna
odpowiedZ przeciwnowotworowa, stymuluje komoérki
efektorowe oraz zapobiega ucieczce spod nadzoru
ukladu odpornosciowego [35, 81, 103-105]. W mysim
modelu ostrej bialaczki szpikowej (AML) blokowa-
nie szlaku PD-L1 skutkowalo wydluzeniem przezy-
cia chorych osobnikéw oraz zmniejszeniem liczby
komorek biataczkowych we krwi i innych organach
[106]. Rowniez w modelu AML Zhou i wsp. [107] blo-
kowanie PD-L1 w polaczeniu z terapia adoptywnym
transferem cytotoksycznych limfocytow T zmniej-
szalo obciazenie choroba oraz wydluzato przezycie.
W przypadku uzycia przeciwciala przeciwko PD-L1
w ludzkich komoérkach szpiczaka mnogiego nie uzy-
skano wstrzymania proliferacji komoérek nowotworo-
wych, a jedynie jej wolniejsze tempo [41]. Skuteczna
w ograniczeniu wzrostu komoérek przerzutowych
czerniaka do pluc okazala si¢ terapia genowa z uzy-
ciem plazmidu kodujace rozpuszczalna izoforme
bialka PD-1 [108]. Uzycie retrowirusowego wektora
przenoszacego siRNA przeciwko PD-1 w mysich
liniach komérkowych szpiczakéw, mastocytomy oraz
czerniaka skutkowalo zwiekszaniem efektorowych
funkcji i proliferacji limfocytéow T [109].

Obserwacje przedkliniczne zainicjowaty badania
kliniczne majace na celu sprawdzenie przydatnosci
humanizowanego przeciwciala anty-PD-1 w terapii
przeciwnowotworowej. W badaniu Berger i wsp. [110]
w grupie chorych na nowotwory hematologiczne udalo
sie uzyskaé catkowita remisje u chorego na FL oraz
stabilizacje choroby u dwdjki chorych na PBL. Bada-
nie Brahmer i wsp. [111] przeprowadzone na grupie
56 chorych z nowotworami litymi pozwolilo na uzy-
skanie jednej pelnej i dwoch czeSciowych odpowiedzi
u chorych na czerniaka.

Podsumowanie

Dotychczasowa wiedza na temat biologii, ekspresji,
a takze funkcji receptora PD-1 oraz jego ligandow
potwierdza istotnos¢ szlaku PD-1/PD-L w regulacji
odpowiedzi immunologicznej. Szczegolne znaczenie
pelni on w zapobieganiu rozwijaniu si¢ zaburzen
autoimmunologicznych poprzez negatywna regulacje
autoreaktywnych limfocytéw. Jednakze coraz wiecej
wskazuje na zaburzenie funkcjonowania elementéw
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PD-1/PD-L podczas przediuzajacych sie okresow eks-

pozycji na antygeny, co ma miejsce w czasie przewle-
kiych infekcji lub chorobie nowotworowej. Badania
prowadzone nad szlakiem PD-1/PD-L w odniesieniu
do choréb nowotworowych pokazuja, Ze moze by¢ on
jednym z istotnych mechanizmoéw ucieczki komoérek

nowotworowych spod nadzoru ukladu immunolo-
gicznego, i pozwalaja przypuszczaé, ze wykKkorzy-
stanie terapeutyczne tego szlaku bedzie wzrastato
w przyszlosci.
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