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Streszczenie

Merytoryczne uzasadnienie podjecia badan: Pomimo intensywnego leczenia skojarzonego
wznowa choroby nowotworowej po transplantacji krwiotwdrczych komoérek macierzystych
(HSCT) pozostaje glowna przyczyna niepowodzen terapeutycznych. Immunoterapia
adoptywna z zastosowaniem komorek CIK (cytokine-induced killer cells) moze okaza¢ sig
pomocna w kontroli choroby resztkowej po HSCT 1 moze sta¢ si¢ alternatywa dla wlewu
limfocytow dawcy (DLI) u pacjentow bez objawdéw choroby przeszczep przeciwko
gospodarzowi (GvHD). Modyfikacja protokotu ekspansji komérek CIK moze prowadzi¢ do
zmiany ich fenotypu, potencjatu proliferacyjnego, cytotoksycznosci lub alloreaktywnosci.
Sugeruje si¢ mozliwos$¢ rozdzielenia efektu przeszczep przeciwko nowotworowi od GvHD.
Pomimo, ze prowadzone sa badania nad r6znymi protokotami ekspansji komorek CIK, to jak
dotad nie ukazalo si¢ zadne doniesienie porownujace wyniki kilku metod hodowli w
jednorodnym uktadzie eksperymentalnym.

Cel pracy: 1) Analiza mozliwosci wzmocnienia potencjalu cytotoksycznego przy
minimalizacji alloreaktywnos$ci komorek CIK poprzez modyfikacjg protokotu ich hodowli. 2)
Analiza fenotypu komorek CIK. 3) Ocena mozliwosci ekspansji komoérek CIK na potrzeby
immunoterapii adoptywnej po HSCT z oceng bezpieczenstwa terapii.

Materialy i metody: Po izolacji mononuklearéw z krwi obwodowej (MNC) 16 dawcow
krwiotworczych komorek macierzystych wyprowadzono 54 hodowle limfocytow. Komorki
poddano ekspansji ex vivo 4 protokotami: 1) IFNy/OKT3/IL-2, 2) IFNy/OKT3/IL-2+1L-12, 3)
IFNY/OKT3/IL-2+IL-21, 4) IFNy/Tymoglobulina/IL-2. Hodowle prowadzono przez 21-28
dni. Badano ggstos¢ komorkowa, zywotnos¢, immunofenotyp, efektywnos¢ ekspansji,
zgodnos¢ z wymogami GMP. Wykonano testy cytotoksycznosci (z komoérkami linii
nowotworowej K562 i swiezo wyizolowanymi blastami) oraz alloreaktywnosci (z komorkami
macierzystymi i MNC).

Wyniki i ich wykorzystanie: Niezaleznie od protokotu ekspansji glownym efektorem
immunologicznym byly limfocyty CD3+CD8+ stanowiace 74-82% komorek, przy czym
odsetek komoérek CD3+ z receptorem antygenowym TCRyd miescil si¢ w granicach 11-16%,
a TCRap 71-79%. Zaden z badanych protokotéw nie prowadzil do ekspansji komoérek
regulatorowych Treg CD4+CD25+FoxP3+, a ich odsetek ograniczyt si¢ do 0,3-2,1%.
Zaréwno kostymulacja IL-2 i IL-12, jak i IL-2 i IL-21 prowadzita do wzmozonej proliferacji
komoérek o fenotypie CD3+CD56+ (odpowiednio 43% 1 46%) przy czym ich liczba
bezwzgledna wzrastata 11-13 tys. razy. Nie korelowalo to jednak ze wzrostem potencjatu
cytotoksycznego tych komorek, a z wicksza sktonnos$cia do wchodzenia na szlak apoptozy
(16-19% komorek vs 6-7% przy monostymulacji). Protokot ekspansji komorek CIK z
Tymoglobuling pozwalal na zwigkszenie ich potencjalu cytotoksycznego bez eskalacji
alloreaktywnosci (ponad 80% specyficznej lizy komorek linii K562 przy stosunku komorek
efektorowych do docelowych rownym 40:1). Wiazalo si¢ to z wyzsza ekspresja receptorow
aktywujacych, wysoka ekspresja molekul adhezyjnych, niskim odsetkiem komdrek
regulatorowych, niskim odsetkiem uznawanych =za litycznie nieaktywne komorek
CD3+CD33+ oraz nizsza ekspresja receptora Fas, co faworyzowalo przezycie komorek.
Ekspansja komorek CIK z wykorzystaniem Tymoglobuliny, Imukinu, Proleukiny 1 medium
AIMV wzbogaconego albuming ludzka byla zgodna z GMP 1 pozwolita na wyprodukowanie
wystarczajacej ilosci efektorow immunologicznych na potrzeby immunoterapii adoptywnej.
Powyzsze wyniki pozwolily na pierwsze na §wiecie zastosowanie wlewu haploidentycznych
komorek CIK aktywowanych Tymoglobuling u dziecka z progresja ostrej biataczki
mieloblastycznej, u ktorego wykorzystano wszystkie dostgpne opcje terapeutyczne. Podczas
czteromiesigcznej obserwacji nie zanotowano zadnych niepozadanych objawdw terapii.
Uzyskano krotkotrwaty klirens blastow z poprawa chimeryzmu allogenicznego na obwodzie.



Whnioski:

1. Protokot ekspansji komérek CIK zmodyfikowana metoda z Tymoglobuling pozwala
na zwigkszenie ich potencjatu cytotoksycznego w stosunku do linii komoérek nowotworowych
K562 i $wiezo wyizolowanych blastow bez wzrostu alloreaktywnos$ci tak stymulowanych
komoérek (TCRyd) w stosunku do allogenicznych komoérek macierzystych szpiku i komérek
jednojadrzastych krwi obwodowe;j.

2. Wzmozona cytotoksycznos$¢ wiaze si¢ z wyzsza ekspresja receptoréw aktywujacych
(CD16, CD161, CD314) na komorkach CIK, wysoka ekspresja molekut adhezyjnych (CD31,
CD56), niskim odsetkiem komorek regulatorowych Treg 1 komorek naiwnych
CD4+CD45RA+, niskim odsetkiem uznawanych za litycznie nieaktywne komorek
CD3+CD33+ oraz nizsza ekspresja receptora Fas, co faworyzuje przezycie tych komorek.

3. Ekspansja komorek CIK z wykorzystaniem Tymoglobuliny, lekow Imukin i Proleukin
oraz medium AIMV wzbogaconego albuming ludzka:

a. pozostaje w zgodzie z zasadami GMP 1 pozwala w warunkach klasy czystosci
powietrza A na wyprodukowanie wystarczajacej ilosci efektorow immunologicznych
na skalg kliniczna na potrzeby immunoterapii adoptywne;j

u dzieci z ryzykiem wznowy po allogenicznej transplantacji hematopoetycznych
komorek macierzystych;

b. nie wigze si¢ z wystapieniem istotnych objawow niepozadanych po
zastosowaniu terapii in vivo, co pozwala na oszacowanie profilu bezpieczenstwa
allogenicznych infuzji CIK co najmniej na poziomie okreslonym dla standardowego
DLI stanowiac pomost do przeprowadzenia badan klinicznych | fazy.



