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0 Streszczenie

Pomimo postepu, jaki w ostatnich latach dokonat sie w on-
kologii, wciaz wzrasta liczba zachorowan na nowotwory, co
wymusza poszukiwanie nowych, skuteczniejszych, a prze-
de wszystkim bezpieczniejszych strategii terapeutycznych.
W trend ten doskonale wpisuje sieimmunoterapia, u podtoza
ktorej lezy mobilizacja i wzmacnianie wtasnych mechani-
zmdw obronnych organizmu. Jest to istotne, gdyz komorki
nowotworowe czesto ,wymykaja sie” spod nadzoru immu-
nologicznego i w ten sposéb zdobywajg mozliwos¢ niekon-
trolowanego wzrostu i rozprzestrzeniania sie po organizmie.
Wzmocnienie i usprawnienie odpowiedzi immunologicznej
w kierunku rozpoznawania/wykrywania a jednocze$nie nisz-
czenia komoérek nowotworowych w duzej mierze bazuje na
modyfikacjach komérekimmunokompetentnych bezposred-
nio zaangazowanych w odpowiedz przeciwnowotworowa.
Z uwagi na fakt, ze pierwsza linie obrony organizmu przed
nowotworami stanowig komoérki NK (ang. natural killer — na-
turalni zabdjcy), to w nich pokfadane sg nadzieje na przetom
w leczeniu nowotworéw. Badania nad biologiag komérek NK
pozwolity lepiej zrozumiec ich ogromny potencjat terapeu-
tyczny, a zdobycze wspoétczesnej medycyny umozliwity ich
efektywne wykorzystanie w immunoterapii nowotworéw.
W niniejszej pracy przedstawiono aktualny stan wiedzy na
temat mozliwosci wykorzystania komoérek NKw immunotera-
pii nowotworowej, przede wszystkim zas omoéwiono terapie
adoptowang z wykorzystaniem komdrek NK, cytotoksycznosc
komérkowa zalezna od przeciwciat oraz strategie opierajace
sie na stymulacji komérek NK cytokinami lub blokowaniu ich
receptoréw hamujacych.

Stowa kluczowe
komérki NK, immunoterapia, nowotwory

0 Abstract

Despite the progress that has been made in oncology in recent
years, the increasing number of cases of cancer forces the
search for new, more effective, and above all, safer therapeutic
strategies. Immunotherapy, which is based on the mobilization
and strengthening of the body’s own defence mechanisms,
perfectly fits this trend. This is important because cancer cells
often ‘sneak out’ of immune surveillance and thus gain the
possibility of uncontrolled growth and spread throughout
the body. Strengthening and improving the immune response
towards recognition/detection, and at the same time,
destroying cancer cells is largely based on the modification
ofimmunocompetent cells directly involved in the anti-cancer
response. Because of the fact that lymphocytes NK (natural
killer cells) are the first line of the body’s defence against cancer-
transformed cells, hope is placed in them for a breakthrough
in cancer treatment. Research on NK cells biology has allowed
a better understanding of their huge therapeutic potential,
and the achievements of modern medicine have enabled their
effective use in cancerimmunotherapy. This paper presents the
current state of knowledge about the possibilities of using NK
cellsin cancerimmunotherapy, in particular, adopted therapy
using NK cells, antibody-dependent cellular cytotoxicity,
strategies based on NK cell stimulation with cytokines, or
blocking their inhibitory receptors.
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WPROWADZENIE

W ostatnich latach odnotowuje si¢ wzrastajaca liczbe zacho-
rowan na nowotwory. W Polsce nowotwory zlosliwe sg druga,
po chorobach ukladu krazenia, przyczyng zgonéw. Wedtug
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zapisow z Krajowego Rejestru Nowotworow czestos¢ zgondw
na nowotwory w Polsce w 2016 roku wyniosta wéréd kobiet
24%, awérdéd mezczyzn az 27% [1]. Postepujace szerzenie si¢
choréb nowotworowych zmusza badaczy do poszukiwania
coraz to nowszych i bardziej efektywnych metod leczenia.
Do takich metod zaliczamy immunoterapie onkologiczng,
ktdrej istotg jest stymulacja uktadu odporno$ciowego pacjen-
ta celem usprawnienia oraz wzmocnienia jego naturalnych
mechanizméw obronny przeciwnowotworowej. Z uwagi na
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kluczowa role limfocytow NK (ang. natural killer - naturalni
zabdjcy) w zwalczaniu zlosliwie transformowanych komoérek
bardzo czesto sa one wykorzystywane w immunoterapii
nowotworow.

1. OGOLNA CHARAKTERYSTYKA KOMOREK NK

Komoérki NK sa limfocytami efektorowymi odpornosci
wrodzonej, zaangazowanymi przede wszystkim w nadzér
immunologiczny odpowiedzialny za eliminacje komdrek
zloéliwie transformowanych czy zainfekowanych wirusami
lub bakteriami. Co istotne, by uruchomi¢ reakcje immuno-
logiczng skierowang przeciwko zmienionym komérkom,
limfocyty NK nie potrzebuja wczesniejszej immunizacji,
co stanowi o szybkosci i skutecznosci ich dziatania [2, 3].
Komérki NK stanowig blisko 10% wszystkich limfocytow
krwi cztowieka. Identyfikowane sg na podstawie ekspresji an-
tygenu powierzchniowego CD56 przy jednoczesnym braku
ekspresji antygenu CD3 [4]. Dodatkowo charakteryzuja sie
ekspresja receptoréw: CD16, CD56 oraz CD57. Na podsta-
wie ilo$ci wyrazonego na ich powierzchni receptora CD56
wyodrebniono dwie gléwne subpopulacje tych komoérek, co
z kolei ma odzwierciedlenie w ich aktywnosci [5]. Pierwsza
subpopulacja to komorki NK CD56™#"CD16" (o duzej eks-
presji receptora CD56 i braku ekspresji CD16), wytwarzajace
znaczne ilo$ci cytokin. Druga subpopulacja to komérki NK
CD56%m CD16* (0 umiarkowanej ilosci CD56, ale znacznej
ekspresji CD16), wykazujace wyzszg cytotoksyczno$é [6]. We
krwi obwodowej najliczniejszg grupa sa komorki o fenotypie

Tabela 1. Poréwnanie subpopulacji komorek NK CD56*9"CD16"
iCD56“mCD16*

SUBPOPULACJA KOMOREK NK

Cechy

charakterystyczne CD56>9"CD16° CD569"CD16*
Ekspresja CD56 wysoka umiarkowana
Ekspresja CD16 brak zZnaczna
Dziatanie wydzielanie duzych ilosci cytokin - wysoka cytotoksycznosc
Wystepowanie krew obwodowa tkanki i wezty chtonne

Przygotowano na podstawie danych z Cooper i wsp. 2001 [4] oraz Klingemann 2014 [5]

CD56%mCD16", poniewaz stanowia ok. 90% wszystkich ko-
moérek NK, natomiast pozostate 10% to komorki CD56P e
CD16, ktorych siedliskiem sg przede wszystkim tkanki
zmienione chorobowo i wezty chionne [4, 5]. Poréwnanie
najistotniejszych cech i wlasciwosci opisanych subpopulacji
komérek NK zamieszczono w tab. 1.

Na powierzchni komérek NK obecne s zaréwno receptory
hamujace, jak i stymulujace ich odpowiedz immunologiczng.
Do takich receptoréw nalezg receptory KIR (ang. killer cell
immunoglobulin-like receptor), ktére specyficznie rozpoznajg
allele MHC klasy I, w tym grupy HLA-A [7], HLA-B [8]
iHLA-C [9]. Dobrze poznanymi receptorami z tej rodziny sg
KIR2D i KIR3D, ktdre rdznig sie strukturalnie, odpowiednio
dwiema lub trzema zewnatrzkomérkowymi domenami im-
munoglobulinopodobnymi. Ponadto zaopatrzone s w region
transblonowy oraz w region cytoplazmatyczny: dtugi - wtedy
okreslane s3 mianem KIR2DL i KIR3DL - badz krotki —
wowczas nazywa sie je KIR2DS i KIR3DS. Dlugie ogony
generuja sygnal hamujacy, podczas gdy krotkie generuja
sygnal aktywujacy [10].

Innymi receptorami znajdujacymi si¢ na powierzchni
komorek NK sa tzw. receptory naturalnej cytotoksycznosci
- NCR (ang. natural cytotoxicity receptor). Pelnia one funkcje
aktywujace, posredniczac w mechanizmach cytotoksycznych
skierowanych przeciwko komérkom z niedoborem MHC
klasy I lub catkowitym ich brakiem.

Istotna grupa receptoréw obecnych na komoérkach NK
sq receptory lektynowe CD94/NKG2. Z punktu widzenia
medycyny interesujacy jest fakt, iz receptory CD94/NKG2
wykrywaja nieklasyczne czasteczki HLA-E klasy I, ktdre
zazwyczaj wystepuja na komorkach nowotworowych. Z uwa-
gi na fakt, iz HLA-E wigze peptydy liderowe pochodzgce
z HLA-A, HLA-B, HLA-C i HLA-G, receptor CD94/NKG2
posiada zdolnos§¢ wykrywania wszystkich czasteczek HLA
klasy I wystepujacych na powierzchni komérek [11].

Istniejg takze inne receptory odpowiedzialne za aktywacje
komdrek NK zaré6wno w sposob bezposredni, jak i posredni
na drodze kostymulacji. Takimi czgsteczkami wyrazanymi
w komorkach NK sg m.in. LFA-1, dla ktérych ligandem jest
ICAM-1, CD2, faczacy si¢ z CD48 czy tez CD16, ktory wigze
fragment Fc przeciwcial klasy IgG [12].

2. WEASCIWOSCI KOMOREK NK O KLUCZOWYM
ZNACZENIU W TERAPII NOWOTWOROW

Limfocyty NK unicestwiajg zmienione nowotworowo wtasne
komorki organizmu w sposéb bezposredni badz posredni
dzieki zaangazowaniu innych komoérek immunokompe-
tentnych. W bezpo$rednie mechanizmy zabijania wpisuje
sie proces naturalnej cytotoksycznosci, cytotoksycznosci
zaleznej od przeciwcial oraz cytotoksycznoéci indukowanej,
np. przez czasteczki FasL czy TRAIL za posrednictwem tzw.
receptoréw $mierci. Komorki NK wykrywaja transformowa-
ne komorki gléwnie dzigki wystepujacym na ich powierzchni
zmienionym lub obcym antygenom, ktérych rozpoznanie
przez specyficzne receptory komoérek NK uruchamia ka-
skade zmian prowadzacych do pobudzenia podziatéw i/lub
aktywnosci tychze komorek. Ten sam efekt bardzo czesto
jest indukowany brakiem konkretnych antygenéw w ko-
morkach nowotworowych. Pobudzone NK lizujg komoérki
nowotworowe poprzez perforacje ich blon badz tez indukujg
ich programowang $mieré¢, tj. apoptoze. Kluczowe znaczenie
w posrednich mechanizmach nadzoru immunologicznego
guza odgrywaja dwukierunkowe interakcje NK z komérkami
dendrytycznymi, limfocytami T i B, a takze makrofagami,
w nastepstwie ktorych uwalniane sg cytokiny, ktore z jedne;j
strony mobilizuja ww. komorki, a z drugiej pobudzaja je do
efektywnego niszczenia komoérek nowotworowych [2].

3. DEFINICJA ORAZ PODSTAWY IMMUNOTERAPII
NOWOTWOROW

Proces nowotworzenia jest zjawiskiem niezwykle skompli-
kowanym i wieloetapowym. U podloza rozwoju nowotworu
leza pojedyncze, wlasne komoérki organizmu, ktére w wyniku
modyfikacji genetycznych o réznym podiozu zaczynajg dzie-
li¢ sie w niekontrolowany sposob, zyskujac nie§miertelnos¢
oraz uzyskuja zdolno$¢ do naciekania okolicznych tkanek
i w efekcie do rozprzestrzeniania si¢ po organizmie. Termin
»nowotwor” odnosi sie do wielu choréb charakteryzujacych
sie rozwojem nieprawidlowych komorek, ktore dzielg sie
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w niekontrolowany sposéb i majg zdolno$¢ infiltracji i nisz-
czenia prawidfowych tkanek. Komérki nowotworowe czesto
maja zdolnos¢ rozprzestrzeniania si¢ po calym ciele, tworzac
przerzuty. Ponadto na ich powierzchni zaczynaja pojawia¢
sie zmienione lub obce antygeny, jak réwniez zanikajg cza-
steczki charakterystyczne dla wlasnych komoérek organi-
zmu. Wspomniane zmiany z reguly rozpoznawane sg przez
uklad odpornosciowy, pozwalajac mu na skuteczng walke ze
zmienionymi, a tym samym obcymi, komérkami. Jednakze
rozwijajacy si¢ nowotwor, stosujac rézne mechanizmy ma-
skujace, dazy do ucieczki przed ukltadem immunologicznym,
co warunkuje nierozpoznawalnos¢ komorek ztodliwie trans-
formowanych. Na niniejszej ,,nierozpoznawalnosci” skupia
sie, zyskujaca coraz wicksze znaczenie w dzisiejszej onkologii,
immunoterapia nowotworéw. Gléwnym celem immuno-
terapii jest usprawnienie, a czasami wrecz przywrocenie,
sprawnego funkcjonowania naturalnych mechanizmoéw
obronnych organizmu. Komoérki NK dzigki specyficznym
wlasciwo$ciom, a mianowicie umiejetnoéci wigzania niespe-
cyficznych antygendéw, zdolnosci rozpoznawania i lizowania
transformowanych komdrek bez wcze$niejszego uczulenia,
ograniczonej dlugosci zycia zapobiegajacej ich transformacji
mogacej prowadzi¢ do atakowania wlasnych komoérek orga-
nizmu, a takze tatwosci izolowania oraz mozliwosci ekspansji
ex vivo, tzn. namnazania i aktywacji za pomocg kombinacji
odpowiednich cytokin i warstw komdrek wspomagajacych,
w ostatnich latach staly sie niezastapionym i bardzo skutecz-
nym narz¢dziem wspomnianej immunoterapii [3, 13, 14].
W rozdziale ponizej przedstawiono najpopularniejsze moz-
liwo$ci wykorzystania komérek NK w terapii nowotworow.

4.IMMUNOTERAPIA NOWOTWOROW
Z WYKORZYSTANIEM KOMOREK NK

4.1. Cytotoksycznos¢ komérkowa zalezna

od przeciwciat (ADCC - antibody dependent
cellularcytotoxicity)

Cytotoksyczno$¢ komorkowa zalezna od przeciwcial (ADCC)
jest mechanizmem immunologicznym, za pomocg ktérego
komorki efektorowe z receptorem Fc moga rozpoznawaé

izabija¢ optaszczone przeciwciatami komorki docelowe, kto-
re wyrazaja na swojej powierzchni antygeny obcego pocho-
dzenia, m.in. biatka patogenéw lub biatka charakterystycz-
ne dla komoérek nowotworowych [15]. Kluczowe znaczenie
w mechanizmie cytotoksycznosci komdrkowej zaleznej od
przeciwcial ma obecnosé receptora CD16 (FcyR IITA), wyra-
zonego gtownie w komérkach NK o fenotypie CD56%™. CD16
stanowi jedyny receptor umozliwiajacy samoczynng aktywa-
cje komoérek NK [16]. ADCC jest wyzwalana po zwigzaniu
przez CD16 przeciwcial pokrywajacych komorki docelowe.
Wrykazano, ze komérki NK traktowane monoklonalnymi
przeciwciatami terapeutycznymi, takimi jak Rytuksymab
lub Trastuzumab, rozpoznajacymi antygeny zwigzane z no-
wotworem (TAA - tumor-associated antigens), przyczynia-
ja si¢ do powstania odpowiedzi immunologicznej [17, 18].
Szczegélnie skuteczng reakcje ukladu immunologicznego
zaobserwowano u pacjentéw z genotypem CD16A158V/V,
ktéry dyktuje wyzsze powinowactwo CD16 dla IgG [19-21].

Nalezy zauwazy¢, ze aktywacja receptora CD16 indukuje
ekspresje koreceptoréw na powierzchni komdrek NK. Po-
jawiajace si¢ koreceptory sa odpowiedzialne za aktywacje
lub hamowanie cytotoksycznosci komérek NK, np. CD137
nalezacy do nadrodziny receptoréw czynnika martwicy
nowotworéw ma charakter stymulujgcy, natomiast receptor
programowanej $mierci (PD-1) i immunoreceptor komdrek
T z domenami Ig i ITIM (TIGIT) maja charakter hamujacy.
W konsekwencji ekspresja wspomnianych koreceptoréw
stanowi kolejny regulacyjny punkt kontrolny dla reakcji
ADCC z udzialem komdrek NK. Zaréwno agonistyczne
przeciwciata CD137, jak i przeciwciala TIGIT/CD96 blokujace
rozpoznawanie ligandu na komoérkach nowotworowych wy-
kazujg aktywno$¢ synergistyczng do przeciwciat anty-TAA,
ktéry to efekt zaobserwowano w badaniach przedklinicznych
raka piersi [22], raka glowy i szyi oraz raka jelita grubego
[23], chloniaka [24]. Urelumab i Utolimumab sg przeciw-
cialami wspoétdziatajagcymi z CD137, testowanymi w I fazie
préb klinicznych w leczeniu guzéw litych i nowotwordw
hematologicznych w polaczeniu z réznymi przeciwciatami
monoklonalnymi anty-TAA [25]. Mechanizm cytotoksycz-
nos$ci komorek NK zaleznej od przeciwcial zaprezentowano
naryc. 1.

utoksycznosc .

/‘

. =:;.

L\ s

(IU\MOMDFM

Komérka
nowotworowa

Cytotoksycznosé

L antv—ﬂGIT/CDBE). %
/ \ mAb anty-CD137

Urelumab
Utolimumab

Rycina 1. Mechanizm cytotoksycznosci komdrek NK zaleznej od przeciwciat

Aktywacja komdrek NK przez receptor CD16 indukuje ekspresje koreceptoréw aktywujacych (CD137) i ha-
mujacych (TIGIT). Zaréwno przeciwciata agonistyczne CD137 (Urelumab i Utolimumab), jak i przeciwciata
TIGIT/CD96 blokujace rozpoznawanie ligandéw (PVR) na komérkach nowotworowych wykazuja dziatanie
synergistyczne z dziataniem przeciwciat anty-TAA (Rytuksymab, Trastuzumab), rozpoznajacym antygeny
zwigzane z nowotworem. Blokowanie wymienionych receptoréw stymuluje cytotoksycznos¢ komérek NK.

mADb - przeciwciato monoklonalne.

Przygotowano na podstawie informacji zawartych w: Awasthi i wsp. 2015 [17], Arnould i wsp. 2006 [19] oraz

Muntasell i wsp. 2017 [25].
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4.2. Blokowanie receptoréw hamujacych
Przeciwciala terapeutyczne o zdolnosci do blokowania re-
ceptoréw hamujacych, specyficznych dla HLA-I stymulujg
cytotoksycznos¢ komdrek NK w stosunku do komoérek, kto-
rym brakuje markeréw ,wlasnych” MHC klasy I. Niniejszy
mechanizm pelni istotng role w odpowiedzi przeciwnowo-
tworowej organizmu, gdyz komdrki NK wykorzystuja go do
niszczenia komorek transformowanych z ekspresja MHC
klasy I, ktérych limfocyty T nie sg zdolne rozpoznawac
i wyeliminowa¢ [26]. Co istotne, blokada receptoréw ha-
mujgcych, pomimo silnej reaktywnoséci wobec nowotworow
wykazujacych ekspresje MHC klasy I, nie powoduje ataku na
normalne komorki, co zbadali Vahlne i wsp. na komérkach
linii chtoniaka [27]. Lirilumab (IPH2102) i Monalizumab
(IPH2201) s przeciwcialami monoklonalnymi, ktére od-
powiednio hamujg KIR2D (w tym KIR2DL1-3/S1-2) oraz
funkcje receptora NKG2A. Ich powstanie miato na celu
powstrzymanie hamowania komorek NK za po$rednictwem
HLA-Club HLA-E, przy jednoczesnym zwiekszeniu dostep-
nosci liganda do aktywacji receptoréw o wspoélnej specy-
ficznosci, w tym receptora NKG2C i promowaniu indukeji
innych receptoréw aktywujacych NKR (tj. NCR i NKG2D).
W badaniach przedklinicznych wykazano, ze zaréwno Lirilu-
mab, jak i Monalizumab zwigkszaja odpowiedz komérek NK
przeciwko HLA-I komérek nowotworowych [28]. Przeciwcia-
fo Lirilumab anty-KIR drugiej generacji zostalo przebadane
w badaniach klinicznych I fazy pod katem bezpieczenstwa
u pacjentéw z nowotworami hematologicznymi, takimi jak
ostra biataczka szpikowa (AML), przewlekta biataczka limfo-
cytowa (CLL), chloniak nieziarniczy (NHL), oraz pacjentéw
z guzami litymi, w tym rakiem piersi, jajnikéw, trzustki
iendometrium [29]. Pomimo ograniczonej skutecznosci tych
przeciwcial w monoterapiach we wczesnych fazach badan
klinicznych, przeciwciata anty-KIR moga by¢ stosowane
zinnymi $rodkami w terapiach skojarzonych. Laczne uzycie
mAb anty-KIR z przeciwciatami Lenalidomid, Rytuksymab
lub Daratumumab przyniosto obiecujace wyniki u pacjentow
ze szpiczakiem mnogim i chloniakiem [30]. Blokujace prze-
ciwcialo monoklonalne Monalizumab rozpoznajace NKG2A
jest obecnie testowane w kilku badaniach klinicznych 1/11
fazy pod katem bezpieczenstwa i aktywnosci przeciwno-
wotworowej w roznych nowotworach, w tym w przewlekfej
bialaczce limfocytowej, ptaskonabltonkowym raku rejonu
glowy i szyi, nowotworach ginekologicznych i zaawanso-
wanych stadiach raka okreznicy [31]. Wstepny wynik badan
klinicznych IT fazy, obejmujacych okrelenie efektow leczenia
skojarzonego Monalizumabem z Cetuksymabem u pacjentow
cierpigcych na ptaskonabtonkowego raka rejonu glowy i szyi,
wykazaly pozytywna odpowiedz na terapie u 31% pacjentow
[30]. Mechanizm cytotoksycznosci komorek NK indukowany
blokowaniem receptoréw hamujacych, specyficznych dla
HLA-I zaprezentowano na ryc. 2.

Istotnym mechanizmem immunoterapii nowotworéw
z wykorzystaniem komoérek NK jest zakldcanie dziatania
obecnych na ich powierzchni indukowanych receptoréw
hamujacych, m.in. receptora CD96 i TIGIT. Sg to receptory
koinhibitujace, preferencyjnie wyrazane wludzkich komor-
kach NK1iT, ktdre rozpoznaja nektyne iligandy podobne do
nektyn, wystepujace na powierzchni réznych typéw komérek
nowotworowych [32]. TIGIT odpowiedzialny jest réwniez za
spadek liczby limfocytéw T pomocniczych oraz limfocytoéw
T regulatorowych w tkankach dotknigtych nowotworem.
Na komorkach NK, TIGIT jest wyrazany po aktywacji,
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Rycina 2. Mechanizm cytotoksycznosci komoérek NK indukowany blokowaniem
receptoréw hamujacych, specyficznych dla HLA-I

Przeciwciata Monalizumab i Lirilumab blokujac obecne na powierzchni komdrek
NK, odpowiednio receptory NKG2A i KIR2D, uniemozliwiaja im rozpoznawanie
i wigzanie wystepujacych na powierzchni komérek nowotworowych czasteczek
MHCklasy | (HLA-Club HLA-E). W konsekwencji dochodzi do zablokowania sygnatu
hamujacego cytotoksycznos¢ komorek NK wzgledem komoérek nowotworowych
z ekspresja MHC klasy I. mAb - przeciwciato monoklonalne.

Przygotowano na podstawie informacji zawartych w: Vey i wsp. 2018 [29] oraz
Zaghiiwsp. 2019 [31].

podczas gdy ekspresja CD96 ma charakter konstytutywny
[33]. Obie czasteczki wykazujg wysokie powinowactwo do
PVR (CD155), aczkolwiek z réznymi konsekwencjami dla
funkcji komoérek NK. Wigzanie TIGIT z PVR obniza cy-
totoksycznos¢ komoérek NK poprzez aktywacje DNAM-1
(CD226), natomiast CD96 zmniejsza wytwarzanie IFN-y
przez komoérki NK [34, 35]. Co ciekawe, w trzech badaniach
przedklinicznych z wykorzystaniem linii komoérek czerniaka,
raka ptuc i raka prostaty wykazano, ze podanie przeciwciat
rozpoznajacych CD96 zwieksza zdolno$¢ komoérek NK do
przeciwdziatania przerzutom dzieki hamowaniu interakeji
CD96-CD155. Blokowanie CD96 u myszy, ktérych komor-
ki NK pozbawione byly receptora TIGIT, zwigkszalo ich
zdolno$¢ do przeciwdziatania przerzutom w poréwnaniu
z myszami typu dzikiego. Wykazano réwniez, iz jedno-
czesne blokowanie CD96 i PD-1 silnie hamowato przerzuty
poprzez promowanie naptywu komorek NK oraz zwigkszong
miejscowg produkcje IFNy [36]. Niedawno wykazano, ze
hamowanie aktywnosci cytotoksycznej komoérek NK przez
mieloidalne komoérki supresorowe réwniez byto nastepstwem
wigzania TIGIT/PVR, aczkolwiek ten niepozadany efekt
zostal pomyslnie zniesiony po zablokowaniu TIGIT [37].
Innym interesujacym celem immunoterapii nowotwo-
réw jest blokowanie przekazywania sygnalow za posredni-
ctwem receptora programowanej $mierci (PD-1). Ekspresje
PD-1 odnotowano w subpopulacji dojrzatych komoérek NK
CD56%m z fenotypem NKG2AKIR+. Komérki NK PD-1+
wykazywaly stabg aktywnos¢ przeciwnowotworowsa i niska
proliferacje indukowang cytokinami. Zakidcanie interakeji
PD-1/PD-L nasilato aktywno$¢ cytotoksyczna komoérek NK,
zwigkszajac ich uzytecznos¢ terapeutyczng [38]. Badania
Benosna i wsp. wykazaly, ze blokowanie receptora PD-1
powodowato zwigkszenie liczby komérek NK PD-1+ kra-
zacych we krwi obwodowej u pacjentéw ze szpiczakiem
mnogim [39]. Pierwszym $rodkiem zaktdcajacym PD-1/PD-
L, zatwierdzonym do leczenia guzéw litych byt Niwolumab
- przeciwcialo skierowane przeciwko PD-1 [40]. Nastepnie
wprowadzono do praktyki klinicznej kilka blokeréw $ciezki
PD-1/PD-Ls, takich jak Durwalumabem, Pembrolizumabem
czy Atezolizumabem, natomiast wiele innych jest obecnie
testowanych w leczeniu nowotwordw litych i hematologicz-
nych, w tym niedrobno komérkowego raka ptuc (NSCLC),
czerniaka, raka glowy i szyi, raka nerki oraz chloniaka [41,
42]. Ponadto przedmiotem badan klinicznych bylty réwniez
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terapie skojarzone wykorzystujace kombinacje Niwoluma-
bu i Ipilimumabu lub chemioterapia na bazie przeciwcial
anty-PD-1 Pembrolizumabem w polaczeniu z platyng lub
chemioterapia oparta na wykorzystaniu platyny w potaczniu
z przeciwcialem anty-PD-L1 Atezolizumabem i przeciwcia-
tem Bewacyzumabem o wlasciwosciach antyangiogennych.
Mozliwe ze to wlasnie one moga zyskac znaczaca role w prak-
tyce klinicznej w nadchodzacych latach [40, 42]. Mechanizm
cytotoksycznosci komérek NK indukowany blokowaniem
interakcji PD-1/PD-L zaprezentowano na ryc. 3.
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Rycina 3. Mechanizm cytotoksycznosci komérek NK indukowany blokowaniem
interakcji PD-1/PD-L

Przeciwciata Niwolumab, Durwalumab, Pembrolizumab i Atezolizumab blokuja
receptor PD-1 (receptor programowanej smierci komérek), uniemozliwiajac mu
rozpoznanie i zwigzanie z ligandem PD-L, obecnym na powierzchni komérek
nowotworowych. Zaburzenie interakgji PD-1-PD-L uniemozliwia wygenerowanie
sygnatéw hamujacych proliferacje, aktywacje oraz cytotoksycznos¢ komérek
NK skierowana przeciwko komérkom nowotworowym z ekspresjg PD-L. mAb -
przeciwciato monoklonalne.

Przygotowano na podstawie informacji zawartych w: Pesce i wsp. 2019 [40], Antonia
iwsp. 2018 [41], oraz Simsek i wsp. 2019 [42].

Kolejnym wartym przywolania celem immunoterapii no-
wotwordw jest czasteczka CD137, wyrazana w aktywowanych
komoérkach T, NKT iNK [43]. Badania komérek pobranych ze
szpiku 0s6b z ostrg biataczka szpikowa (AML) wykazaty, ze
podanie przeciwcial monoklonalnych anty-CD137 zwieksza-
to aktywacje i przezycie limfocytéow T, jak rowniez pobudzato
funkcje komoérek NK. Blokada interakeji CD137-CD137L
indukowala uwalnianie cytokin immunomodulacyjnych
IL-10i TNF przez komérki AML i zmniejszata cytotoksycz-
no$¢ komorek NK oraz ich zdolno$¢ do wytwarzania INF-y.
Wskutek uwalniania ww. czynnikéw immunosupresyjnych
hamowane byly réwniez funkcje komoérek dendrytycznych,
co zostato pomyslnie zniesione po zablokowaniu CD137
[44]. Co ciekawe, przeciwciala anty-CD137 stymulowaly
odpowiedz ADCC z udzialem komoérek NK, zwigkszajac
skutecznos¢ przeciwcial monoklonalnych rozpoznajacych
TAA w modelach przedklinicznych [22]. W badaniach kli-
nicznych z udzialem pacjentéw cierpigcych na raka piersi
oraz raka glowy i szyi leczonych przeciwciatami monoklo-
nalnymi anty-TAA zaobserwowano wzrost ekspresji CD137
na komoérkach NK ex vivo oraz bedaca jego nastepstwem
indukcje ADCC [22].

4.3. Stymulacja cytokinami

Do najlepiej poznanych i udokumentowanych naturalnych
stymulatoréw komorek NK nalezg IL-2 oraz IL-15. Obie
cytokiny wzmacniaja aktywno$¢ efektorowa komérek NK
oraz pobudzaja ich proliferacje. IL-2 jednoczes$nie stymulu-
je limfocyty T - zaréwno regulatorowe, jak i pomocnicze.
IL-15 natomiast wspiera rozwoj limfocytéw T pamieci i jest
niezbedna dla utrzymania homeostazy ludzkich komérek
NK [45]. Indukowana obecno$cig IL-2 oraz IL-15 prolifera-
cja, przezycie i cytotoksycznoéci komérek NK odbywa sie

gtéwnie dzieki przekazywaniu sygnaléw w szlaku JAK/STAT,
ktdrego kluczowym elementem jest STATS, zwany transduk-
torem sygnatu i aktywatorem transkrypcji 5 [46]. Aktywacje
STATS5 poprzedza jego fosforylacja przez kinazy Janus (JAKI1
iJAK3), co inicjuje wigzanie IL-2 i IL-15 z ich wspélng pod-
jednostka receptora (IL-2/IL-15R) [47]. Wigzanie o wyso-
kim powinowactwie wymaga specyficznych tancuchéw o
(IL-2/IL-15Ra), ktdérych zréznicowanie wérdd leukocytow
czg$ciowo odpowiada za udzial IL-2iIL-15 w réznorodnych
funkcjach biologicznych [48].

Uzyskano zgode¢ FDA (Food and Drug Administration -
Agencja Zywnosci i Lekéw) na zastosowanie leczenia IL-2
w terapii raka nerki, a takze czerniaka juz w 1992 roku,
osiagajac obiecujace wyniki kliniczne, cho¢ cz¢sto pojawia
sie ryzyko cig¢zkiej, zagrazajacej zyciu toksycznosci [49].
Poza toksycznoscia, IL-2 wykazuje krotki okres pottrwa-
nia in vivo i - co grozniejsze — moze stymulowaé wzrost
i rozwdj nowotworu przez utrzymywanie regulatorowych
komoérek T pomocniczych i promowanie $§mierci indu-
kowanej aktywacja (AICD - ang. activation-induced cell
death) w efektorowych komoérkach T. Aby przeciwdziata¢
wspomnianym niepozadanym efektom, zaprojektowano
IL-2 - ,superkine” o zwiekszonym powinowactwie do IL-
2Rp. Leczenie superking promowato proliferacje komérek T
cytotoksycznych bez znaczacego wplywu na pule limfocytow
T regulatorowych i przezwycigzylo anergie komodrek NK,
wzmacniajac odpowiedz przeciwnowotworowa w mode-
lach przedklinicznych [50, 51]. Ponadto chimeryczna posta¢
zmodyfikowanej IL-2, poddana fuzji z przeciwciatami swoi-
stymi dla antygenu karcinoembrionalnego (CEA - carcino-
-embryonic antigen) lub z biatkiem aktywujacym fibroblasty
(FAP - fibroblast activation protein) weszta w I faze badan
klinicznych. Obecnie w licznych badaniach klinicznych te-
stowane s3: niska dawka IL-2 zaréwno w formie monoterapii,
jak i w polaczeniu z w formie monoterapia lub w potaczeniu
z adoptywnym transferem komoérek NK i T jako szczepion-
ki [52].

Obserwacje przedkliniczne potwierdzily aktywnos¢ prze-
ciwnowotworowg IL-15. Pierwsze badania kliniczne z IL-15
podawang dozylnie pacjentom w zaawansowanych stadiach
(z przerzutami) raka nerki i czerniaka zlosliwego wykazaty
ekspansje komérek NK ilimfocytow T cytotoksycznych [53].
Obecnie IL-15 jest testowana w wielu prébach klinicznych
jako adiuwant w terapiach adoptywnych bazujacych na ko-
morkach T'iNK, jak réwniez w polaczeniu z przeciwciatami
anty-TAA w zaawansowanych nowotworach litych i hema-
tologicznych [25].

Mechanizm aktywacji komoérek NK zmodyfikowanymi
cytokinami zaprezentowano na ryc. 4.

4.4. Modyfikacje genetyczne komoérek NK

Ogromny potencjal ma réwniez wykorzystanie w immu-
noterapii nowotwordw genetycznie zmodyfikowanych ko-
morek NK. Niektére nowotwory sg oporne na lize za po-
$rednictwem komodrek NK, pomimo braku MHC klasy I na
ich powierzchni. Dlatego modyfikacja genetyczna komérek
NK moze wzmocni¢ ich cytotoksycznos¢ wobec komdrek
docelowych opornych na ich dzialanie, przez przezwycie-
zenie sygnaléw hamujacych. Stosowane modyfikacje ge-
netyczne ukierunkowane sg na: 1) indukcje proliferacji lub
przezycia komoérek NK poprzez transfer genu dla cytokin;
2) nadekspresje receptoréw aktywujacych; 3) wyciszanie
receptoréw hamujacych; 4) zwigkszenie zdolno$ci komoérek
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Rycina 4. Mechanizm aktywacji komérek NK zmodyfikowanymi cytokinami

IL-2 oraz IL-15 promuja proliferacje komorek NK, ich przezycie i cytotoksycznoscé.
Szczegolnie skutecznie aktywnosé komdrek NKw rozpoznawaniu i eliminacji komo-
rek nowotworowych pobudzaja: superkina - zmodyfikowana IL-2 0 zwiekszonym
powinowactwie do receptora IL-2Rp oraz zmodyfikowane IL-2/IL-15, poddane fuzji
z przeciwciatami swoistymi dla antygenu karcinoembrionalnego (CEA). mAb -
przeciwciato monoklonalne.

Przygotowano na podstawie informacji zawartych w: Muntasell i wsp. 2017 [25],
Tonn i wsp. 2013 [48], oraz Garcia-Martinez i wsp. 2018 [52].

NK do rozpoznawania jako obce komdrek nowotworowych,
poprzez ekspresje chimerycznych receptoréw specyficznych
dla antygen6w nowotworowych [54-56].

Jak wspomniano wczesniej, komorki NK sa zalezne od
cytokin, takich jak IL-2, IL-12 i IL-15, ktére sg istotne dla
ich przezycia, proliferacji i cytotoksyczno$ci. Suplementacja
egzogennymi cytokinami jest zatem potrzebna do podtrzy-
mania ich aktywnosci. Aczkolwiek ogdlnoustrojowe poda-
wanie np. cytokiny IL-2 zwigzane jest z niepozadana eks-
pansja limfocytéw T regulatorowych. Dlatego poszukuje si¢
alternatywnych metod dostarczania cytokin stymulujacych
aktywnos¢ NK [56]. Efekt ten uzyskano przez dostarczanie
do komorek NK linii NK-92 genu dla IL-2 na drodze trans-
dukcji z wykorzystaniem retrowiruséw oraz transfekcji za
posrednictwem czastek cDNA, co umozliwito badanym lim-
focytom wydzielanie IL-2 w sposéb autokrynny [57]. Dodat-
kowo ww. procedura spowodowala zwiekszong aktywnosé
cytotoksyczng komorek NK-92 in vitro iin vivo. W podobny
sposdb postgpiono z genem dla IL-15, w rezultacie komorki
NK wykazywaly zwiekszone tempo proliferacji i silniejsza
aktywno$¢ cytotoksyczng [58]. Z wyzej opisanych badan
wynika, iz transfer genéw dla cytokin indukuje proliferacje

komoérek NK i zwigksza ich zdolno$¢ przezycia, tym samym
nasilajac ich aktywacje.

Inne metody modyfikacji koncentruja sie na wzmocnie-
niu zdolnosci komérek NK do rozpoznawania zmienionych
komoérek, w tym komdrek nowotworowych, poprzez kon-
struowanie chimerycznych receptoréw antygenowych, tzw.
CARs (ang. chimeric antigen receptor). Efektem tych zabie-
gow jest powstanie komdrek oznaczanych jako CAR-NK.
Modyfikacje CAR limfocytow T (CAR-T) byly juz wczesniej
z powodzeniem stosowane u pacjentéw z zaawansowana
biataczka [59]. Konstruowanie CAR polega na fuzji receptora
zmiennego jednolancuchowego fragmentu, specyficznego
dla okreslonego antygenu, zwiazanego z nowotworem z cz¢s-
cig wewnatrzkomodrkows czgsteczki sygnalizacyjnej CD3(.
Wykazano, ze receptory chimeryczne rozpoznajace antygen
karcynoembrionalny (CEA) [60] i CD33 [61], wprowadzone
do komérek NK, zwiekszaja ich swoista cytotoksyczno$é
zarOwno in vitro, jak i in vivo. Ponadto, linia komérkowa NK-
92, transdukowana chimerycznym receptorem dla CD20 [62]
oraz CD19, takze wykazywala zwigkszong cytotoksycznos¢
[63]. Dodatkowo ludzkie komérki NK zmodyfikowane w celu
ekspresji chimerycznego receptora dla Her2/neu, réwniez
wykazaly zwigkszong cytotoksycznos¢ wobec komoérkowych
raka piersi linii Her2+ zaréwno w badaniach in vitro, jak
i w modelach heteroprzeszczepu [64, 65]. Podobne wyniki
obserwowano w przypadku zmodyfikowanych mysich ko-
morek NK [66]. Powyzsze badania wskazuja, iz adoptywny
transfer chimerycznych komoérek NK specyficznych dla an-
tygenéw nowotworowych moze by¢ skutecznym narzedziem
w immunoterapii nowotwordw. Nalezy zauwazy¢, iz komorki
NK - ze wzgledu na ograniczong dtugos¢ zycia oraz wysoka
specyficznoé¢ dziatania - niszczg jedynie komorki zmienione
nowotworowo lub zainfekowane, bedg znacznie lepszym niz
limfocyty T materialem wyj$ciowym do tworzenia komérek
CAR-pozytywnych. Ponadto, w odréznieniu od limfocytow
T, komorki NK nie powodujg hipercytokinemi, tzw. burzy
cytokin, ktora czesto prowadzi do cigzkich powiklan po
wprowadzeniu komoérek CAR-T [67].

4.5. Wykorzystanie egzogennych komérek NK

U os6b chorujacych na nowotwor czesto stwierdza sie ob-
nizong liczbe, a tym samym aktywnos$¢ komérek NK. Stad
tez podawanie tym pacjentom komorek NK wydaje sie by¢
atrakcyjna strategia leczniczg. Terapia adoptywna moze by¢
traktowana jako strategia przy zastepowaniu, naprawianiu
badz ulepszaniu funkcji biologicznej uktadu odpornosciowe-
go za pomoca komorek autologicznych lub allogenicznych.
Terapia obejmuje usuniecie lub wzmocnienie poszczegdlnych
populacji komoérek, ekspansje komorek krwiotwdrczych,
aktywacje komorek NK za posrednictwem immunoterapii
i modyfikacji genetycznej [14]. Poczatkowe badania nad
komérkami NK mialy na celu poprawe aktywnosci prze-
ciwnowotworowej endogennych komérek NK i promowanie
ich proliferacji poprzez podawanie cytokin ogolnoustrojowo,
w celu wytworzenia komoérek LAK (ang. large activated kil-
lers), bedacych subpopulacja komoérek NK aktywowanych
limfokinami. W innych, pézniejszych badaniach LAK byly
traktowane wysokimi i niskimi dawkami IL-2. Duze iloéci
IL-2 prowadzily do znacznej toksycznosci, w tym zespotu
przecieku naczyniowego i niekorzystnego wptywu na serce,
a ponadto indukowaly $mier¢ komoérek NK [14]. Natomiast
niewielkie dawki IL-2 selektywnie zwiekszatly liczbe komo-
rek NK CD56™" o nizszej cytotoksycznosci [68]. W obu
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badaniach doszlo do wytworzenia reakcji immunologicznej,
niemniej jednak znacznie bardziej pozadane efekty uzyskano
podczas podawania egzogennych komédrek NK aktywowa-
nych IL-2 niz w sytuacji systematycznego podawania IL-2
bezposrednio do ustroju. W ostatniej dekadzie, na skutek
lepszego zrozumienia biologii i rozwoju komoérek NK, opra-
cowano efektywne procedury izolacji i ekspansji komo-
rek NK, ktore pozwolily na otrzymanie zmodyfikowanych
komorek o satysfakcjonujacej jakosci klinicznej. Niniejsze
strategie obejmuja wytwarzanie komérek NK z hematopoe-
tycznych komoérek macierzystych pochodzacych ze szpiku
kostnego lub krwi pepowinowej. W hodowlach stosuje si¢
kombinacje cytokin i linii komdrek wspomagajacych (tzw.
feeder cells, stanowigcych warstwe odzywcza) w celu réznico-
wania komorek macierzystych krwi pepowinowej (UCBCs),
zmobilizowanych komérek macierzystych krwi obwodowe;j
(PBSCs), embrionalnych komorek macierzystych (ESCs) oraz
indukowanych pluripotencjalnych komdrek macierzystych
(iPSCs) w populacje komdrek NK [55]. Komorki NK, izolo-
wane od dawcow autologicznych lub allogenicznych przez
afereze, poddawane sg ekspansjilub modyfikacji genetycznej
w celu zwigkszenia ich zdolnosci do efektywnego rozpo-
znawania i niszczenia komorek nowotworowych. Terapia
wykorzystujgca autologiczne komoérki NK obejmuje izolacje
od chorego jego wlasnych komdrek, natomiast pozyskanie
w terapiach allogenicznych komoérki NK pozyskiwane sa
od zdrowego dawcy. Opisane zabiegi okresla si¢ mianem
transferu adoptywnego.

Dotychczasowe badania nad mozliwo$cia wykorzystania
terapii adoptywnej w leczeniu nowotworéw wykazaly, ze
uzyskane komdrki NK znacznie poprawiaja odpowiedz im-
munologiczng na réznego typu nowotwory, m.in. raka nerki,
glejaka, raka sutka, a przy tym nie powoduja niepozadanych
skutkéw ubocznych [54]. Jednakze zaobserwowano, ze w nie-
ktérych terapiach autologicznych zmodyfikowane komorki
NK miaty upo$ledzona aktywno$¢ cytotoksyczna i w konse-
kwencji nie byly skuteczne po podaniu pacjentom cierpigcym
na nowotwory [69]. Zjawisko to cze$ciowo wynika z obnizo-
nej zdolnosci do zabijania przez autologiczne komoérki NK,
w wyniku rozpoznania wlasnych czasteczek MHC klasy I na
komorkach nowotworowych przez obecne na komérkach
NK hamujace receptory KIR, co prowadzi do zahamowa-
nia aktywnosci cytotoksycznej tych limfocytow i przezycia
rozpoznanej komdrki nowotworowej [70]. W zwiazku z po-
wyzszym allogeniczne komoérki NK sg bardziej skuteczne,
gdyz sa one podawane z pewng niezgodnoscia w kontekscie
MHC klasy I, wystepujacych na komérkach nowotworowych
i w konsekwencji receptory hamujgce KIR komérek NK, nie
mogac rozpoznaé ww. czasteczek, nie wytwarzaja sygnatow
hamujacych i zabijaja rozpoznane komérki nowotworowe.
Wynika z tego, iz niedopasowanie: ligand KIR/receptor KIR
jest warunkiem koniecznym do uzyskania allorektywnej
populacji komoérek NK i w konsekwencji do wywotania po-
zadanej odpowiedzi ze strony ukladu odpornoéciowego.
Niniejsza alloreaktywnos¢ jest zatem warunkowana brakiem
ubiorcy jednego lub wiecej ligandéw KIR obecnych u dawcy
[55]. Pionierska praca Ruggeriego i wsp. pokazala, ze niedo-
pasowanie KIR wigzalo si¢ z lepszymi wynikami w leczeniu
biataczki. U wszystkich pacjentéw, ktdrzy otrzymali szpik
z cze$ciowy niezgodnoscig MHC klasy I, przez pie¢ lat nie
nastgpila progresja choroby, taki sam efekt uzyskano jedynie
u25% pacjentéw, ktorzy otrzymali szpik zgodny w ukladzie
czasteczek MHC klasy I [71].

Inng atrakcyjng strategig pozyskiwania komorek NK,
stwarzajaca mozliwo$¢ ich wykorzystania w transferze ad-
optywnym, jest zastosowanie linii komérkowych np.: NK-
92, YT, NKL, HANK-1, KHYG-1, NK-YS i NKG [72]. Jedng
z najlepiej opisanych pod wzgledem aktywnosci przeciwno-
wotworowej jest linia komérek NK-92 [72]. Komorki tej linii
wyprowadzono z krwi obwodowej mezczyzny rasy kauka-
skiej, chorujacego na zlosliwego chioniaka nieziarniczego.
Komorki linii NK-92 posiadaja zaréwno cechy komdrek NK,
tj. cytotoksyczno$¢ i zdolno$¢ wytwarzania cytokin, jak i ko-
morek ztosliwych, tj. nieograniczony potencjat replikacyjny.
Linia NK-92 wykazuje fenotyp populacji CD56""CD16~
KIR" zalezny od IL-2, jak réwniez charakterystyczny dla
fenotypu CD56%™CD16" wysoka cytotoksyczno$¢ wobec
réznych typéw nowotwordw [73]. Te nietypowe wlasciwosci
komorek linii NK-092 ttumaczy brak wspolnych receptoréw
KIR, przy zachowaniu pelnej ekspresji receptoréw aktywuja-
cych. Ponadto komorki tej linii wytwarzajg duze ilo$ci per-
forynigranzymow, jak réwniez cytotoksycznych czasteczek
efektorowych, np. TNFa, FasL, TRAIL [74]. Ponadto komoérki
NK-92 mozna tatwo oraz z wysoka wydajnoscig transfekowa¢
iw efekcie tworzy¢ opisane wcze$niej komdrki CAR-NK [75].
Komorki NK-92 jak na razie sg jedyna liniag komdrek NK
w badania kliniczne i w konsekwencji najwicksze nadzieje
wigze si¢ z wykorzystaniem wtasnie ich w immunoterapii
nowotworéw o réznym pochodzeniu [76].

PODSUMOWANIE

Najnowsze doniesienia wskazujg, ze w najblizszych latach
immunoterapia zdominuje leczenie nowotwordéw i bedzie
wykorzystywana w polowie diagnozowanych przypadkéw.
Z uwagi na wlasciwosci biologiczne oraz mozliwosci skutecz-
nej i w miare bezpiecznej modyfikacji komoérki NK zajma
wazne miejsce w immunoterapii nowotwordw. Niemniej
jednak zanim to nastapi, konieczne jest obnizenie kosztow
takiej terapii oraz przeprowadzenie analizy potencjalnych
reakcji krzyzowych z innymi strategiamileczniczymi, w tym
z chemioterapig.
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