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Streszczenie wyktadu: IMMUNOTERAPIA W CHOROBACH ZAKAZNYCH

Wstep:

Pomimo olbrzymiego postepu w terapii choréb zakaznych, poprzez powszechne
szczepienia ochronne i antybiotykoterapie, infekcje pozostajg nadal jednym z gtéwnych czynnikéw
SmiertelnoSci na swiecie i istotnym zagrozeniem dla zdrowia. W XXI wieku, nadal zwalczamy
zarowno tradycyjne” patogeny przesladujgce ludzko$¢ poprzez tysigclecia, jak i nowe patogeny,
tzn. zmutowane odmiany mikrobow ludzkich i odzwierzecych, ktére nabywajac nowych cech
zjadliwosci i opornosci stajgc sie masowym zagrozeniem dla ludzi jak np. wirusy HIV czy Eboli.
Jednym z gtdwnych wyzwan w walce z chorobami zakaznymi jest ciggle zwiekszajgca sie
opornos¢ mikrobdw na znane antybiotyki, zawezajgca arsenat skutecznych lekéw, jak réwniez
ciggle powiekszajgca sie liczba oso6b z obnizonym poziomem odpornosci. Ten trend stabngcej
odpornosci spowodowany jest ,starzeniem sie” $wiatowej populacji, nowotworami, oraz
immunosupresjg medyczng np. po transplantacji, ale réwniez aktywnym wplywem samych
mikrobéw (HIV, grypa). Z tych powodow choroby zakazne czesto przybierajg przebieg przewlekty,
przetamujac mechanizmy obronne pacjenta pomimo intensywnego leczenia. W tych sytuacjach
terapie modulujgce odpowiedz odpornosciowg mogg zadecydowaé o przechyleniu sie szali na

korzys¢ pacjenta i przywréci¢ odpowiedz pacjenta na zastosowane leczenie.

Immunoterapia:

Immunoterapia byta stosowana od stuleci, w najstarszej formie jako szczepienia
profilaktyczne i interwencyjne, oraz nieco nowszym leczeniem surowicami i przeciwciatami. Te
terapie zrewolucjonizowaty postep medycyny od konca XIX wieku, stopniowo eliminujgc szereg
powaznych chorob zakaznych. Do tego arsenatu dotgczajg nowoczesne immunoterapie majgce na
celu zablokowanie lub wzmozenie okreslonych czynnikdw w systemie odpornosciowym poprzez
neutralizacje lub suplementacje specyficznych cytokin regulujgcych okreslonego typu reakcje
odpornosciowe oraz terapie komérkami systemu odpornosciowego, czesto w formie
zmodyfikowanej dla osiggniecia okreslonych celéw terapeutycznych. Zanim te nowoczesne terapie
mogg byC¢ zastosowane konieczna jest szczegdtowa znajomosé wszystkich czynnikow
wspotgrajgcych ze sobg w systemie odpornosciowym. System odpornosciowy opiera sie na stanie
delikatnej réwnowagi miedzy tymi czynnikami i nieodpowiednio zastosowana immunoterapia moze

wywotac przeciwny od zamierzonego skutek.



Nasze laboratorium od lat koncentruje sie na rozszyfrowywaniu wzajemnych interakcji
pomiedzy modelowym patogenem Cryptococcus neoformans, jego czynnikami zjadliwosci
zakodowanymi w genomie mikroba, oraz poszczegélnymi elementami systemu ,obronnego”
gospodarza w celu zidentyfikowania czynnikéw, ktérych wpltyw zapewnia przezycie mikroba
w organizmie gospodarza lub zwyciestwo systemu odpornosciowego nad mikrobem. Jednoczesnie
staramy sie poznaé zakres ,zniszczenia” spowodowanego przez sam system odpornosciowy, czyli
immunopatologii, ktéra towarzyszy procesowi ,walki” gospodarza z mikrobem i wprowadzac

elementy eksperymentalnej immunoterapii u zakazonych myszy.

Gospodarz i patogen oddziatujg dynamicznie podczas
infekcji

Kryptokokoza:

Kryptokokoza jest chorobg zakazng wywotang przez oportunistycznego drozdzaka -
Cryptococcus neoformans stwierdzang u blisko miliona pacjentéw rocznie. Ze wzgledu na
zdolnos¢ rozsiewu do osrodkowego uktadu nerwowego (OUN), tzw. OUN-tropizm_kryptokokoza

jest jedng z gtdéwnych przyczyn sSmiertelnosci zwigzanej z zakazeniem OUN w skali Swiatowe;j.

Badania nad tym wcigz niewystarczajgco poznanym drobnoustrojem sg niezmiernie wazne,
poniewaz atakuje on osoby zréznymi niedoborami systemu odpornosciowego, szczegolnie
pacjentow z AIDS i biorcéw transplantowanych organéw w stanie immunosupresji, u ktérych
choroba jest w duzej mierze $miertelna lub tez pozostawia po sobie trwate konsekwencje. Coraz
czesciej jednak, zwlaszcza w krajach rozwinietych, kryptokokoza pojawia sie u pacjentow bez

oczywistego problemu w systemie odpornosciowym.

Kolejnym krytycznym elementem kryptokokozy jest wymaganie dtugotrwatego leczenia wysoce

toksycznymi lekami przeciwgrzybiczymi, a pomimo leczenia, infekcja ta jest Smiertelna u ponad




60% zdiagnozowanych pacjentéw. U wiekszosci zdrowych oséb, kryptokok nie wywotuje jednak

Smiertelnego zakazenia, poniewaz sprawny system odpornosciowy jest w stanie przezwyciezyc¢ to
zakazenie i wiekszos¢ osob jest w stanie utworzy¢ skuteczng odpornosé.
Dlatego szczegdétowe poznanie mechanizméw dziatania czynnikéw zjadliwosci na system
odpornosciowy oraz rozpoznanie, ktére elementy odpornosci sg konieczne lub sprzyjajgce
eliminacji kryptokoka, a ktére sg zbedne lub wrecz niekorzystne jest niezmiernie wazne dla:
1) zrozumienia problemoéw, ktére predysponujg poszczegodlnych pacjentow do zachorowania na
kryptokokoze (zwtaszcza tych bez HIV), by w miare mozliwosci przywroci¢ ich wlasciwg funkcje
2) znalezienia biomarkerow, ktére pozwolg na wtasciwg prognoze i dobranie optymalnego leczenia
3) znalezienia mozliwosci usprawnienia obecnie niezadowalajgcych terapii poprzez:

a) wzmocnienie naturalnych mechanizmow obronnych systemu odpornosciowego

b) neutralizacje najwazniejszych czynnikow zjadliwoéci kryptokoka

Pathogeneza

Pluca: Pseudocysty
Pierwotne ognisko C. neoformansw
zakazena(1) zakazonymmozgu

Docelowy organ
rozsiewu
C. neoformans

Przedstawione grupy wynikéw naszych badan skupig sie na 1) centralnych mechanizmach
obronnych w kryptokokozie oraz wptywie czynnikédw genetycznych gospodarza, 2) wptywie
istniejgcej immunoterapii na rozwoj przewlektego zakazenia kryptokokiem i 3) rozwoju odpowiedzi
odpornosciowej w zakazonym OUN w kontekscie immunopatologii.

Nasz oryginalny system eksperymentalnej infekcji ptucnej pozwala na laboratoryjne $ledzenie
przebiegu odpowiedzi odpornosciowej w roéznych scenariuszach. W zaleznosci od obranych
poziomow zjadliwosci mikroba i wrodzonej opornosci réznych szczepodw myszy obserwujemy: (i)
eliminacje mikroba poprzez system odpornosciowy, (ii) chorobe przewlektg w ktorej propagacja
mikroba i jego kontrola przez system odpornos$ciowy osiggajg stan rownowagi, oraz (iii)

progresywng infekcje gdzie patogen odnosi przewage nad systemem odpornosciowym prowadzgc



do smierci gospodarza Te systemy mogg by¢ dalej manipulowane przez interwencje genetyczne
lub immunologiczne w organizmie gospodarza lub poprzez manipulacje genetyczne

drobnoustrojéw.

Dziedziczenie cech opornosci gospodarza:

Myszy rasy BALB/c sg w stanie wyeliminowac¢ infekcje szczepu C.neoformans 52D, rozwijajgc
silne elementy odpowiedzi Thl, podczas gdy myszy C57BL/6 rozwijajg infekcje chroniczng z
cechami odpowiedzi Th2

Predyspozycjagenetyczna okresla wynik infekcji
C. neoformans u myszy

BALB/c

Rozwd odpornodet zaleqne) od mfoeytow T
Formacja naciek komdrkowych —leukocyty
[FN-y, IL-12, TNF-ar

DTH and polaryzacja M1

Elimiancja zakazenia
IL-4, IL-5,IL-13
Eosinofilia
polaryzacja M2
Wzrost IgE
Infekeja chromiczna

Po skrzyzowaniu opornego szczepu myszy BALB/c z wrazliwym szczepem C57BL/6,
pokolenie F1 myszy rozwija posredni poziom opornosci rozwijajac mieszang odpowiedz
odporno$ciowg z cechami obu typéw odpowiedzi typu Thl i Th2 na poziomie ,,posrednim”.
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W efekcie myszy F1 sg w stanie wyeliminowa¢ kryptokoka, aczkolwiek w wolniejszym tempie
W poréwnaniu z opornymi myszami BALB/c. Co wigcej, poza posrednim poziomem produkcji
glownych polaryzujacych cytokin Thl (IFN-y) oraz Th2 (IL-4), myszy F1 wykazuja posredni
poziom cytokiny TNF-a. Ta cytokina jest bardzo wazna, poniewaz jej neutralizacja jest coraz
szerzej uzywana w terapiach chordéb autoimmunologicznych, goséca, choroby Crohna, itd. Terapia
anty-TNFowa, aczkolwiek bardzo pomocna w kontrolowaniu reakcji autoimmunologicznych, wigze
si¢ ze zwigkszonym ryzykiem gruzlicy i zakazen grzybiczych, w tym kryptokokozy.

Immunoterapia przeciwcialami anty-TNF-a zwieksza ryzyko kryptokokozy

Nasze kolejne badania na myszach potwierdzity, ze neutralizacja TNF zapobiega eliminacji
kryptokoka przez zainfekowane myszy nawet po jednokrotnym zastosowaniu tej ,.terapii”.
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Infekcja przybiera chroniczny charakter pomimo tego, ze myszy moga ponownie produkowac
TNF-a i ich reakcja zapalna moze rozwija¢ si¢ w pozniejszym okresie choroby. Natomiast
polaryzacja Th1/Th2 zostaje zaburzona i w miejsce stabilnej, ochronnej polaryzacji Thl komorki T
pozostaja rozregulowane. Nasze dalsze badania wykazaty, ze zmiany w polaryzacji Th byty
bezposrednio zwigzane z zaburzeniem odpowiedzi komorek dendrytycznych, ktore programuja
komorki T w weztach chtonnych. Te DC w okresie prezentacji antygenu, wymagaja sygnatu TNF-o
by ustabilizowaé¢ swoj wlasny program opisany jako DCrhi lub DC1. W obecnosci TNF-a DC
formujg pami¢¢ programu DCI, ktéry nie podlega wykasowaniu nawet w obecno$ci silnych
czynnikow ,,odwracajacych”, takich jak m.in czynniki zjadliwosci kryptoka, czy IL-4. Nasza
eksperymentalna immunoterapia komérkami DC1 ustabilizowanymi przez TNF-o byla w stanie
zniwelowaé efekt podania anty-TNFo przedstawiajac przyklad, gdzie immunoterapia moze byc¢
zastosowana do eliminacji negatywnych skutkow pierwotnej immunoterapii.



Odpowiedz odpornosciowa w OUN: zabijajac mikroba, zabijamy gospodarza?

Czy istnieje mozliwos¢, ze nawet prawidlowa odpowiedz dla eliminacji mikroba moze przynies¢
wiecej szkody niz pozytku? OczywiScie tak. Szczegodlnie wrazliwym narzadem na skutki zapalenia
jest OUN, ktory niestety bardzo czesto jest ,,docelowym” organem rozsiewu kryptokokozy.
Poniewaz infekcja C. neoformans jest tradycyjniec widziana jako choroba stabego systemu
odporno$ciowego a terapia wlasciwymi antybiotykami po rozpoznaniu infekcji w OUN daje szansg
na przezycie infekcji tylko w 50%, terapie gwaltownie przywracajace odpornos¢ byly testowane,
niestety czesto z niekorzystnym efektem. Wsrdd leczonych pacjentow z C. neoformans po leczeniu
immunosupresji, 30% rozwija zapalny syndrom immunorekonstytucji (IRIS). Osoby, u ktoérych
infekcja kryptokokowa przebiega bez immunosupresji rozwijaja podobny syndrom. Oba prowadza
zakazenie jest czg¢sto dobrze kontrolowane i eliminowane, natomiast zmiany zapalne pozostajg i
wymagajg natychmiastowego leczenia by zapobiec nieodwracalnym uszkodzeniom w OUN. W tych
wypadkach antyodpornosciowa terapia sterydowa paradoksalnie przynosi poprawe.

Nasze laboratorium opracowato model infekcji w CNS, w ktérym pojawiaja si¢ objawy PIIRS.
W tym modelu infekcja rozwija si¢ bardzo gwaltownie w przeciagu pierwszych dni po zakazeniu.
Jednak objawy chorobowe nie sg widoczne przez 2-3 tygodni i $miertelno$¢ pomigdzy 23-35 dni od
inokulacji. Paradoksalniec w tym przedziale czasowym patogen jest juz wyeliminowany w 99,0-
99,9 %, wigc nie jest on bezposrednim powodem umieralnosci.

Cryptococcus neoformans wywoluje zapalenie mozgu i opon mozgowych z wysokim
porcentem émiertelnosci pomimo eliminacji patogenu
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Nasze dalsze badania wykazaly, ze $miertelno$¢ koreluje z rozwojem odpowiedzi odpornosciowej
i naptywem komorek zapalnych do mézgu. Pomimo tego, ze komorki te wykazujg profil Thl i
produkuja IFN-y, sg one bezposrednio odpowiedzialne za uszkodzenie mézgu. Blokada naptywu
tych komorek, znaczaco blokuje objawy choroby i wydluza przezywalno$¢ zakazonych myszy
pomimo niekontrolowanej proliferacji kryptokoka w mozgu. Tak wigc terapia suplementujgca IFN-y
u tego typu pacjentow bylaby zabdjcza, natomiast kontrolowanie odpowiedzi odpornosciowej w
tym wypadku moze zapobiec znacznemu uszkodzeniu OUN. Nasze badania nad poszczegdlnymi
elementami odpowiedzi odpornosciowej w OUN sg w toku. Naszym celem jest oddzielenie
procesow zwalczajacych patogen od proceséw powodujacych zmiany patologiczne w mozgu. Nasze
dane sugeruja, ze wigkszos$¢ procesow komorkowych w tym samym stopniu wptywa na eliminacje
kryptokoka co i na rozwoj patologii, sa jednak pewne eclementy, gdzie oba procesy mozna
odseparowac. Podgrupa komoérek DC z markerem CD103 przyczynia si¢ do zwalczania kryptokoka
ale nie do patologii w OUN, podczas gdy sygnaty z podgrupy chemokin CXC, promujg patologi¢
lecz nie s3 wymagane do eliminacji grzyba.

W podsumowaniu, nowoczesna immunoterapia polega na odnalezieniu specyficznych
czynnikow, ktore reguluja okreslone procesy immunologiczne. Te procesy muszg by¢ szczegdélowo
poznane i sprofilowane pod kontem indywidualnego pacjenta by zapewni¢ najskuteczniejszg terapie
z jak najmniejszg liczba skutkéw ubocznych. Terapia musi uwzgledni¢ specyfike patogennego
organizmu, typ odpowiedzi immunologicznej jaki jest ochronny a jednocze$nie nie przyczynia si¢
do rozwoju immunopatologii. Nalezy rowniez uwzgledni¢ specyfike poszczegdlnych zakazonych
narzagdow. Obecna nauka poczynita spore kroki w kierunku opracowania tych terapii ale pozostaje
nadal bardzo wiele do zrobienia by rozwing¢ skuteczne i bezpieczne immunoterapie.



