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Streszczenie wyktadu:
Wizualizacja interakcji immunologicznych w mikrosrodowisku nowotworéw
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Najczesciej cytowany artykut prestizowego czasopisma naukowego “Cell”
definiuje szes¢ krytycznych wiasciwosci nowotwordw, ktére umozliwiajg ich wzrost, np.
zdolno$¢ komérek nowotworowych do nieograniczonych podziatow. Od czasu publikacji
tego artykutu w roku 2000, dokonat sie olbrzymi postep w badaniach biologii proceséw
nowotworzenia, a W szczegolnosci w dziedzinie immunologii nowotwordw.
Uwzgledniajac  wyniki tych badan, niedawno zostata opublikowana nowa,
zaktualizowana wersja tego artykutu (Hanhan, Weinberg, 4 marca 2011r.), w ktorej
autorzy identyfikujg zdolnos¢ nowotworéw do unikniecia zniszczenia poprzez uktad
odpornosciowy jako jeden z krytycznych elementéw procesu nowotworowego, a zatem
jako mozliwy cel terapeutyczny.

| Prezentacja antygenow raka |

Ryc.1. Schemat komunikacji i ruchu komoérek pomiedzy mikrosrodowiskiem
nowotworu i weziem chtonnym.



Uktad odpornosciowy sktada sie z wielu rodzajow komorek, ktore znajdujg sie w
stanie ciggtego ruchu krgzac poprzez narzady limfatyczne, krew i tkanki. Dzieki tej
migracji i wzajemnym oddziatywaniom, komorki uktadu immunologicznego sg w stanie
wykryC i zniszczy¢ zrédta infekcji. Jedno z kluczowych oddziatywan umozliwiajgcych
odroznienie patogendw od wiasnych komérek zachodzi pomiedzy receptorem
limfocytéw T (TCR) i komérkami prezentujacymi antygeny w kontekscie biatek MHC. Na
skutek mutacji, komorki rakowe mogg nabywacé wiasciwosci antygenowych i stac sie
celem ataku cytotoksycznych limfocytéw T typu CD8 posiadajgcych odpowiednie
receptory TCR. Na tej podstawie opiera sie wiele eksperymentalnych terapii, ktérych
celem jest pobudzenie endogennej reakcji przeciwnowotworowej u pacjenta lub
wprowadzenie antygenowo-swoistych limfocytow T CD8 2z =zewnatrz w celu
doprowadzenia do immunologicznego odrzucenia nowotworu.
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Ryc. 2. Porownanie mikroskopu konfokalnego i dwufotonowego.

Niestety, mimo tego ze limfocyty cytotoksyczne przenikajg do wielu nowotworow,
zdolnos¢ tych limfocytéw do zabijania komérek raka jest drastycznie hamowana przez
mikrosrodowisko nowotworu. W ciggu ostatnich lat, znaczacy krok w kierunku
zrozumienia mechanizmu immunosupresji nowotworowej zostat dokonany dzieki
odkryciu nowej populacji limfocytow T typu CD4, ktére wyrdzniajg sie ekspresjg
czynnika transkrypcyjnego FoxP3 i posiadajg zdolno$¢ do hamowania odpowiedzi
immunologicznej w kontakcie z innymi limfocytami. Limfocyty te, znane pod nazwg



limfocytow regulatorowych (T-reg), gromadzg sie w nowotworach i ich obecno$é wptywa
na obnizenie aktywnosci limfocytéw CD8 i na agresywnos¢ nowotworu.

W czotowych osrodkach medycznych trwajg w tej chwili préby kliniczne nowych
metod immunoterapii przeciwnowotworowych, polegajagcych na usunieciu albo
zahamowaniu aktywacji komorek T-reg. Mimo, Zze wyniki sg obiecujgce, ciggle nie
wiadomo, dlaczego komorki T-reg gromadzg sie w nowotworach i w jaki sposdb
oddziatujg tam z limfocytami cytotoksycznymi. Co wiecej, nie jest jasne jak terapie
immunomodulujgce wptywajg na limfocyty T-reg w mikrosrodowisku nowotworu.

Do pewnego stopnia, badania tych oddziatywan sa mozliwe dzieki uzyciu
konglomeratow komoérkowych in vitro, ale wyniki nie sg w stanie dostarczy¢ informaciji
na temat dynamiki in vivo typowej dla zywej, ukrwionej tkanki. Jedng z niewielu technik
eksperymentalnych pozwalajgcych na obrazowanie zywych tkanek in vivo jest
mikroskopia dwufotonowa. Technika ta jest odmiang mikroskopii konfokalnej z
zastosowaniem lasera dziatajgcego w podczerwieni. Mimo Zze fotony Swiatta
podczerwonego posiadajg niskg energie, dwa takie fotony mogg wzbudzic fluorescencje
fluoroforu, jesli sie spotkajg w punkcie ogniskowania obiektywu mikroskopu. Efekt ten,
w potaczeniu z tatwg penetracjg tkanki przez sSwiatto podczerwone, pozwala na
punktowe skanowanie fluorescencji w tkance do gtebokosci 1 mm, czyli znacznie gtebiej
niz na to pozwala konwencjonalna technika konfokalna.

T-reg (FoxP3-GFP)

mikroprzerzut w ptucu (tdimer)

Ryc. 3. Ruch limfocytéw T-reg wokot miroprzerzutéw w plucu myszy.

Szereg grup badawczych, wigcznie z naszym laboratorium w MD Anderson
Cancer Center (Houston, USA), zajmuje sie bezposrednig wizualizacjg oddziatywan
komorkowych in vivo za pomocg mikroskopii dwufotonowej i konfokalnej. Stosujemy te



techniki aby zrozumie¢ w jaki sposéb limfocyty T-reg oddziatujg z nowotwowymi i innymi
komorkami w roznych modelach raka ptuc. Nowotwory te indukujemy u myszy z
uzyciem fluoryzujgcych linii nowotworowych, np. miesaka, lub czerniaka. W celu
rozréznienia populacji limfocytéw in vivo, uzywamy odpowiednich szczepéw myszy, w
ktorych rézne warianty biatka fluorescencyjnego GFP sg wytwarzane pod kontrolg
transgenicznych promotoréw biatek charakterystycznych dla analizowanych rodzajow
komoérek T. Przyktadowo, limfocyty T-reg fluoryzujg na zielono w myszach z
wbudowanym transgenem FoxP3-GFP. Krzyzujac te myszy ze szczepem, w ktorym
czerwono fluoryzujgce biatko RFP jest kontrolowane przez promotor biatka CD2,
uzyskujemy myszy, w ktorych wszystkie komérki T fluoryzujg na czerwono, a czesc z
nich - limfocyty T-reg, dodatkowo na zielono. Dzieki uzyciu jeszcze innych transgendw,
mozna uwidoczni¢ pozostate wazne populacje komorek uktadu immunologicznego,
takie jak komorki dendrytyczne i makrofagi, lub tez mozna monitorowa¢ stan aktywacji
tych komorek.

Nasze badania ujawniajg niezwykle dynamiczny obraz rozwoju mikrosrodowiska
nowotworu, poczgwszy od przerzutdw pojedynczych komoérek nowotworowych a
skonczywszy na stanach terminalnych. Jedna z nieoczekiwanych obserwacji to
niezwykle szybkie gromadzenie sie limfocytéw T-reg we wczesnych mikroprzerzutach w
ciggu 2-4 dni, co ochrania wczesne zmiany nowotworowe przed niszczeniem. Komorki
T-reg wchodzg w szereg bezposrednich interakcji z innymi limfocytami T, wigcznie z
limfocytami cytotoksycznymi CD8. Co wiecej, stosujac rézne eksperymenty polegajace
na usuwaniu poszczegolnych populacji komérek, obserwujemy, ze naptyw i zatrzymanie
limfocytow T-reg w otoczenie nowotworu zalezy od komoérek dendrytycznych, ktore
cechujg sie wchtanianiem i przetwarzaniem antygenéw w celu ich prezentacji
limfocytom T. Poprzez identyfikacije komorek dendrytycznych jako mediatoréw
gromadzenia sie limfocytow T-reg w nowo powstajgcych przerzutach, nasze wyniki
majg duze znaczenie w racjonalnym opracowaniu nowych metod terapeutycznych
nakierowanych na obnizenie liczby i aktywnosci limfocytow T-reg w $Srodowisku
nowotworow, a przez to utatwiajgcych immunologiczne odrzucenie nowotworu.



