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Streszczenie 

 

Merytoryczne uzasadnienie podjęcia badań: Pomimo intensywnego leczenia skojarzonego 

wznowa choroby nowotworowej po transplantacji krwiotwórczych komórek macierzystych 

(HSCT) pozostaje główną przyczyną niepowodzeń terapeutycznych. Immunoterapia 

adoptywna z zastosowaniem komórek CIK (cytokine-induced killer cells) może okazać się 

pomocna w kontroli choroby resztkowej po HSCT i może stać się alternatywą dla wlewu 

limfocytów dawcy (DLI) u pacjentów bez objawów choroby przeszczep przeciwko 

gospodarzowi (GvHD). Modyfikacja protokołu ekspansji komórek CIK może prowadzić do 

zmiany ich fenotypu, potencjału proliferacyjnego, cytotoksyczności lub alloreaktywności. 

Sugeruje się możliwość rozdzielenia efektu przeszczep przeciwko nowotworowi od GvHD. 

Pomimo, że prowadzone są badania nad różnymi protokołami ekspansji komórek CIK, to jak 

dotąd nie ukazało się żadne doniesienie porównujące wyniki kilku metod hodowli w 

jednorodnym układzie eksperymentalnym. 

Cel pracy: 1) Analiza możliwości wzmocnienia potencjału cytotoksycznego przy 

minimalizacji alloreaktywności komórek CIK poprzez modyfikację protokołu ich hodowli. 2) 

Analiza fenotypu komórek CIK. 3) Ocena możliwości ekspansji komórek CIK na potrzeby 

immunoterapii adoptywnej po HSCT z oceną bezpieczeństwa terapii. 

Materiały i metody: Po izolacji mononuklearów z krwi obwodowej (MNC) 16 dawców 

krwiotwórczych komórek macierzystych wyprowadzono 54 hodowle limfocytów. Komórki 

poddano ekspansji ex vivo 4 protokołami: 1) IFNγ/OKT3/IL-2, 2) IFNγ/OKT3/IL-2+IL-12, 3) 

IFNγ/OKT3/IL-2+IL-21, 4) IFNγ/Tymoglobulina/IL-2. Hodowlę prowadzono przez 21-28 

dni. Badano gęstość komórkową, żywotność, immunofenotyp, efektywność ekspansji, 

zgodność z wymogami GMP. Wykonano testy cytotoksyczności (z komórkami linii 

nowotworowej K562 i świeżo wyizolowanymi blastami) oraz alloreaktywności (z komórkami 

macierzystymi i MNC). 

Wyniki i ich wykorzystanie: Niezależnie od protokołu ekspansji głównym efektorem 

immunologicznym były limfocyty CD3+CD8+ stanowiące 74-82% komórek, przy czym 

odsetek komórek CD3+ z receptorem antygenowym TCRγδ mieścił się w granicach 11-16%, 

a TCRαβ 71-79%. Żaden z badanych protokołów nie prowadził do ekspansji komórek 

regulatorowych Treg CD4+CD25+FoxP3+, a ich odsetek ograniczył się do 0,3-2,1%. 

Zarówno kostymulacja IL-2 i IL-12, jak i IL-2 i IL-21 prowadziła do wzmożonej proliferacji 

komórek o fenotypie CD3+CD56+ (odpowiednio 43% i 46%) przy czym ich liczba 

bezwzględna wzrastała 11-13 tys. razy. Nie korelowało to jednak ze wzrostem potencjału 

cytotoksycznego tych komórek, a z większą skłonnością do wchodzenia na szlak apoptozy 

(16-19% komórek vs 6-7% przy monostymulacji). Protokół ekspansji komórek CIK z 

Tymoglobuliną pozwalał na zwiększenie ich potencjału cytotoksycznego bez eskalacji 

alloreaktywności (ponad 80% specyficznej lizy komórek linii K562 przy stosunku komórek 

efektorowych do docelowych równym 40:1). Wiązało się to z wyższą ekspresją receptorów 

aktywujących, wysoką ekspresją molekuł adhezyjnych, niskim odsetkiem komórek 

regulatorowych, niskim odsetkiem uznawanych za litycznie nieaktywne komórek 

CD3+CD33+ oraz niższą ekspresją receptora Fas, co faworyzowało przeżycie komórek. 

Ekspansja komórek CIK z wykorzystaniem Tymoglobuliny, Imukinu, Proleukiny i medium 

AIMV wzbogaconego albuminą ludzką była zgodna z GMP i pozwoliła na wyprodukowanie 

wystarczającej ilości efektorów immunologicznych na potrzeby immunoterapii adoptywnej. 

Powyższe wyniki pozwoliły na pierwsze na świecie zastosowanie wlewu haploidentycznych 

komórek CIK aktywowanych Tymoglobuliną u dziecka z progresją ostrej białaczki 

mieloblastycznej, u którego wykorzystano wszystkie dostępne opcje terapeutyczne. Podczas 

czteromiesięcznej obserwacji nie zanotowano żadnych niepożądanych objawów terapii. 

Uzyskano krótkotrwały klirens blastów z poprawą chimeryzmu allogenicznego na obwodzie. 



Wnioski:  

 

1. Protokół ekspansji komórek CIK zmodyfikowaną metodą z Tymoglobuliną pozwala 

na zwiększenie ich potencjału cytotoksycznego w stosunku do linii komórek nowotworowych 

K562 i świeżo wyizolowanych blastów bez wzrostu alloreaktywności tak stymulowanych 

komórek (TCRγδ) w stosunku do allogenicznych komórek macierzystych szpiku i komórek 

jednojądrzastych krwi obwodowej. 

  

2. Wzmożona cytotoksyczność wiąże się z wyższą ekspresją receptorów aktywujących 

(CD16, CD161, CD314) na komórkach CIK, wysoką ekspresją molekuł adhezyjnych (CD31, 

CD56), niskim odsetkiem komórek regulatorowych Treg i komórek naiwnych 

CD4+CD45RA+, niskim odsetkiem uznawanych za litycznie nieaktywne komórek 

CD3+CD33+ oraz niższą ekspresją receptora Fas, co faworyzuje przeżycie tych komórek.  

 

3. Ekspansja komórek CIK z wykorzystaniem Tymoglobuliny, leków Imukin i Proleukin 

oraz medium AIMV wzbogaconego albuminą ludzką: 

 

a. pozostaje w zgodzie z zasadami GMP i pozwala w warunkach klasy czystości 

powietrza A na wyprodukowanie wystarczającej ilości efektorów immunologicznych 

na skalę kliniczną na potrzeby immunoterapii adoptywnej  

u dzieci z ryzykiem wznowy po allogenicznej transplantacji hematopoetycznych 

komórek macierzystych; 

 

b. nie wiąże się z wystąpieniem istotnych objawów niepożądanych po 

zastosowaniu terapii in vivo, co pozwala na oszacowanie profilu bezpieczeństwa 

allogenicznych infuzji CIK co najmniej na poziomie określonym dla standardowego 

DLI stanowiąc pomost do przeprowadzenia badań klinicznych I fazy. 


