
W medycynie weterynaryjnej, podobnie jak ludz-
kiej, choroba nowotworowa jest główną przy-

czyną śmierci, zwłaszcza u starszych psów (1). Guzy 
złośliwe, charakteryzujące się możliwością tworze-
nia wtórnych ognisk przerzutowych w węzłach chłon-
nych lub odległych narządach, są odpowiedzialne za 
większość zgonów związanych z nowotworami (2, 
3). Mimo opracowania różnych strategii walki z ra-
kiem, w wielu przypadkach pozostaje on nadal cho-
robą nieuleczalną.

Po latach sceptycyzmu w kwestii wykorzysta-
nia układu immunologicznego do eliminacji trans-
formowanych komórek, jesteśmy obecnie świadka-
mi rozkwitu immunoterapii nowotworów (4). Jest to 
nowa i bardzo obiecująca forma leczenia chorób no-
wotworowych, która obok stosowanych dotychczas 
chemioterapii i radioterapii może stać się równorzęd-
ną metodą terapeutyczną, dającą nadzieję nie tylko 
na remisję, ale też całkowite wyleczenie pacjentów 
onkologicznych.

Immunoterapia nowotworów dzieli się na czynną, 
bierną i adoptywną (5, 6). Czynną formą immunote-
rapii są szczepionki przeciwnowotworowe, oparte na 

podawaniu nowotworowych białek antygenowych 
i wspomaganiu rozpoznawania komórek rakowych 
poprzez aktywację komórek dendrytycznych pre-
zentujących antygeny (7). Do immunoterapii biernej 
zalicza się z kolei metody stymulacji układu immu-
nologicznego, np. poprzez stosowanie przeciwciał mo-
noklonalnych lub cytokin. Obecnie w medycynie ludz-
kiej dużą skuteczność wykazują inhibitory punktów 
kontroli na limfocytach T, tzw. checkpoint inhibitors. 
Są to przeciwciała monoklonalne, których działanie 
polega na blokowaniu sygnału z receptorów hamują-
cych aktywację i namnażanie limfocytów T w mikro-
środowisku nowotworowym, a tym samym na uwol-
nieniu ich potencjału (8). Zastosowanie znalazło też 
podawanie interleukiny 2 (IL-2), zwanej czynnikiem 
wzrostu limfocytów, która stymuluje proliferację ko-
mórek układu immunologicznego oraz produkcję in-
terferonu gamma (IFN-γ), przyczyniając się do nisz-
czenia komórek nowotworowych (9). Ostatnią formę 
stanowi immunoterapia adoptywna, która wykorzy-
stuje efektorowe komórki układu immunologicznego 
jako leki (10). Charakteryzuje się ona wysoką efektyw-
nością u ludzi, zwłaszcza w leczeniu hematologicznych 
nowotworów złośliwych i czerniaków (11, 12). Sukces 
tej metody opiera się na wprowadzeniu do organizmu 
pacjenta jako leku żywych komórek, które mogą się 
samoistnie namnażać, a co najważniejsze, specyficz-
nie rozpoznają antygeny na komórkach nowotworo-
wych, co pozwala na ich precyzyjne niszczenie (13).

Adoptywny transfer komórek

Główną formą immunoterapii komórkowej jest adop-
tywny transfer komórek (ACT, adoptive cell transfer). 
ACT polega na podaniu do krwiobiegu pacjenta on-
kologicznego miliardów (1×1011) autologicznych, ży-
wych komórek układu immunologicznego, zdolnych 
do eliminacji nowotworu. Źródłem komórek efekto-
rowych do transferu może być sam guz nowotworo-
wy lub krew obwodowa pacjenta. W pierwszym przy-
padku z tkanki nowotworowej lub lokalnych węzłów 
chłonnych izolowane są tzw. limfocyty infiltrują-
ce nowotwór (TILs, tumor infiltrating lymphocytes). 
Następnie namnażane są one ex vivo z zastosowa-
niem wysokich dawek IL-2 przez okres 1–2 tygodni. 
Po uzyskaniu odpowiedniej liczby komórek, hodowle 
podlegają selekcji w kierunku rozpoznawania anty-
genów nowotworowych. Selekcja polega na kohodow-
li z komórkami nowotworowymi i określeniu stopnia 
produkcji IFN-γ, lub na izolacji komórek, które wyka-
zują ekspresję markerów aktywacji (np. OX40) w od-
powiedzi na stymulację określonym antygenem no-
wotworowym. Następnie wyselekcjonowane komórki 
są namnażane przez kolejne 3–4 tygodnie. Procedu-
ry te pozwalają uzyskać dużą liczbę komórek, które 
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będą specyficznie rozpoznawały komórki nowotwo-
rowe in vivo. Mimo że metoda jest czasochłonna, to 
daje bardzo dobre rezultaty, zwłaszcza w leczeniu zło-
śliwego czerniaka w zaawansowanym stadium u lu-
dzi (14, 15, 16). Czerniak jest nowotworem, z którego 
najczęściej uzyskuje się limfocyty infiltrujące, słu-
żące do hodowli. Jest to bowiem jeden z najbardziej 
immunogennych typów nowotworów, co oznacza, 
że może być rozpoznawany przez układ immunolo-
giczny (17). Skutkuje to dużym naciekiem zapalnym 
i  infiltracją guza przez limfocyty. Niemniej jednak, 
niesprzyjające warunki w mikrośrodowisku nowo-
tworowym, takie jak: hipoksja, niskie pH, obecność 
komórek immunosupresyjnych (mieloidalnych ko-
mórek supresorowych, limfocytów T regulatorowych, 
makrofagów typu M2) oraz wytwarzanych przez nie 
cytokin (głównie  IL-10, TGF-β) skutecznie hamują ak-
tywność limfocytów T cytotoksycznych i komórek NK 
infiltrujących guz (18, 19, 20, 21, 22, 23). Stąd izolacja 
takich komórek z tkanki nowotworowej i namnoże-
nie ich w warunkach laboratoryjnych bez negatyw-
nego wpływu mikrośrodowiska nowotworowego daje 
szanse na walkę układu immunologicznego z nowo-
tworem i pozytywne efekty terapeutyczne po ich po-
nownym podaniu pacjentowi (6).

Naciek limfocytów jest korzystnym wskaźnikiem 
prognostycznym w licznych guzach litych u  ludzi, 
w tym w raku piersi (24, 25), a także w nowotworach 
gruczołu sutkowego u suk (26). Wykazano zwiększo-
ną infiltrację limfocytów T cytotoksycznych w no-
wotworach o mniej agresywnym charakterze, na-
tomiast w złośliwych nowotworach naciekających 
naczynia krwionośne i otaczające tkanki odnotowa-
no skąpy naciek komórek efektorowych (27). Jednak-
że w większości guzów litych infiltracja limfocytami 
nie występuje wcale lub w bardzo niewielkim stopniu 
(28, 29, 30). W związku z tym trudno uzyskać do ho-
dowli komórki specyficznie rozpoznające nowotwór. 
Ponadto, w większości uzyskane limfocyty są aner-
giczne lub wycieńczone i trudno je namnożyć w wa-
runkach laboratoryjnych (28, 30). Dlatego też obecnie 
badania skupiają się na tworzeniu protokołów bar-
dziej efektywnej hodowli limfocytów infiltrujących 
nowotwory lite, m.in. z zastosowaniem inhibitorów 
wewnątrzkomórkowych szlaków sygnałowych (31).

Modyfikacje genetyczne limfocytów

Do adoptywnego transferu mogą także zostać użyte 
limfocyty izolowane z krwi obwodowej pacjenta on-
kologicznego. Znika wówczas problem ilości uzyska-
nych komórek, ponieważ około 25–30% krążących 
leukocytów to limfocyty (32, 33). W przeciwieństwie 
do limfocytów infiltrujących nowotwór, komórki wy-
izolowane z krwi nie rozpoznają jednak specyficznie 
antygenów nowotworowych. W celu uzyskania moż-
liwości identyfikacji komórek rakowych, limfocyty są 
modyfikowane genetycznie w warunkach laborato-
ryjnych tak, aby wykazywały ekspresję odpowied-
niego receptora komórek T (TCR, T cell receptor). Za 
pomocą różnych TCR limfocyty T rozpoznają swoiste 
antygeny, także nowotworowe w kontekście cząstek 
zgodności tkankowej (MHC, major histocompatibility 

complex) klasy I lub II (33), u psów określanych jako 
DLA – dog leukocyte antigens (34).

Modyfikacja genetyczna limfocytów polega na 
transfekcji wektorem lenti- lub retrowirusowym ko-
dującym odpowiedni TCR. Zmodyfikowane limfocy-
ty podlegają następnie namnożeniu i selekcji (podob-
nie jak TILs) przed adoptywnym transferem. Główne 
ograniczenia tej metody polegają na tym, że rozpo-
znawanie antygenu nowotworowego przez limfocy-
ty T zależne jest wówczas od obecności cząstek MHC 
na powierzchni komórek nowotworowych. Natomiast 
w procesie tzw. ucieczki immunologicznej komórki 
nowotworowe obniżają ekspresję MHC, co pozwala 
im uniknąć rozpoznania przez komórki układu od-
pornościowego (35). Z kolei obecne w mikrośrodowi-
sku komórki dendrytyczne, które prezentują limfo-
cytom T antygeny nowotworowe, są niedojrzałe i nie 
pełnią prawidłowo swoich funkcji (19, 20). Dużym pro-
blemem jest również fakt, że limfocyty ze zmodyfiko-
wanym genetycznie TCR mogą tworzyć heterodime-
ry z niezmodyfikowanymi limfocytami gospodarza, 
poprzez wymianę łańcuchów α lub β TCR. W konse-
kwencji powoduje to powstanie limfocytów o niezi-
dentyfikowanej specyficzności i skutkuje dużą tok-
sycznością terapii (36, 37).

Rewolucję w zakresie immunoterapii przyniosła 
możliwość genetycznej modyfikacji limfocytów T, 
tak aby dochodziło u nich do ekspresji chimerycz-
nego receptora antygenowego (CAR, chimeric anti-
gen receptor; 38). Receptor taki nie występuje natu-
ralnie, jest to syntetyczna molekuła, która stanowi 
połączenie elementów przeciwciała i receptora lim-
focytów T (38). Konstrukt CAR składa się z domeny 
rozpoznającej swoisty antygen (jednołańcuchowy 
fragment zmienny przeciwciała – scFv), regionu za-
wiasowego, domeny śródbłonowej oraz wewnątrz-
komórkowej domeny sygnalizacyjnej CD3ζ (ryc. 1A). 
Dotychczas powstały trzy generacje CAR. Pierwsza 
generacja posiada tylko jedną niezbędną do aktywacji 
limfocytów domenę sygnałową (CD3ζ), podczas gdy 
konstrukty CAR II generacji zawierają dodatkowo do-
menę kostymulującą, np. CD28 (39). Trzecia genera-
cja CAR charakteryzuje się obecnością dwóch różnych 
domen kostymulujących, np. CD28 i 41BB (ryc. 1B, C). 
Wykazano, że transfekowane limfocyty T mają róż-
ną aktywność przeciwnowotworową, tempo proli-
feracji, właściwości cytotoksyczne oraz zdolności do 
przetrwania in vivo w zależności od zastosowanej ge-
neracji CAR, co przekłada się również na skuteczność 
terapii (40, 41, 42, 43).

Dzięki obecności fragmentu przeciwciała limfocy-
ty T posiadające CAR (określane w niniejszej pracy jako 
limfocyty CAR) są w stanie rozpoznawać specyficzny 
antygen nowotworowy bez udziału MHC. Właściwość 
ta znacznie poprawia skuteczność działania limfocy-
tów w stosunku do komórek nowotworowych. Po raz 
pierwszy limfocyty CAR zostały zastosowane z dużym 
sukcesem w leczeniu białaczki limfocytarnej i rozpo-
znawały cząsteczkę CD19 na zmienionych nowotwo-
rowo limfocytach B (44). Z czasem powstały kolejne 
receptory rozpoznające m.in. cząstki CD20 i CD22. Ba-
dania kliniczne na ludziach potwierdziły skuteczność 
leczenia z użyciem limfocytów CAR, skutkiem czego 
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w 2017 r. dwie terapie zostały zaakceptowane przez 
Amerykańską Agencje ds. Żywności i Leków (FDA, Food 
and Drug Administration) do leczenia ostrej białacz-
ki limfoblastycznej u dzieci (ALL) oraz zaawansowa-
nego chłoniaka u osób dorosłych (13).

Obecnie trwają intensywne badania nad bezpie-
czeństwem stosowania i określeniem skutków ubocz-
nych terapii z zastosowaniem limfocytów CAR w te-
rapii nowotworów litych, a także dotyczące tworzenia 
nowych konstruktów CAR (45). Ponadto, niezwy-
kle istotne jest zidentyfikowanie nowych antyge-
nów nowotworowych stanowiących cel immunote-
rapii (46). Większość badań odbywa się na modelu 
gryzoni laboratoryjnych, który często nie pozwa-
la przewidzieć wielu działań niepożądanych immu-
noterapii, np. u myszy laboratoryjnych nie występu-
je tzw. burza cytokinowa, która pojawia się u  ludzi 
po transferze limfocytów T czy zastosowaniu prze-
ciwciał monoklonalnych, np. anty CD28 (47). Stąd po-
trzeba wykorzystania do badań modeli zwierzęcych 
dokładniej odzwierciedlających przebieg odpowiedzi 
immunologicznej u ludzi. Takim modelowym zwie-
rzęciem jest pies domowy, który dotychczas był wy-
korzystywany w badaniach przedklinicznych, do-
tyczących przeszczepu szpiku kostnego u ludzi (48). 
Obecnie natomiast może posłużyć do rozwoju i oceny 
skuteczności komórkowej immunoterapii nowotwo-
rów w ramach onkologii porównawczej.

Pies jako model do badań przeciwnowotworowej 
immunoterapii komórkowej

Pies domowy (Canis lupus familiaris) jest bardzo do-
brym modelem do badań nowotworów u ludzi. Ist-
nieje wiele podobieństw na poziomie genetycznym 
i  komórkowym, a  także epidemiologicznym i  kli-
nicznym między nowotworami u psów i  ludzi (49, 

50, 51, 52, 53). Szczególnie dotyczy to takich nowo-
tworów, jak: białaczki, chłoniak nieziarniczy, kost-
niakomięsak, czerniak, rak płuc, nowotwory głowy 
i szyi, rak gruczołu krokowego, rak pęcherza mo-
czowego oraz nowotwory gruczołu sutkowego u suk, 
stanowiące model do badań guzów piersi u kobiet (50, 
54, 55, 56, 58). W przeciwieństwie do myszy, nowo-
twory u psów powstają naturalnie i spontanicznie, 
a częstość ich występowania wzrasta wraz z wie-
kiem, podobnie jak u ludzi. Ponadto, psy narażone są 
na podobne czynniki karcynogenne, a w przypadku 
wystąpienia nowotworu przebieg choroby jest niemal 
identyczny jak u ludzi (podobny mechanizm prze-
rzutowania i lokalizacja wtórnych ognisk nowotwo-
rowych; 58). Podobne są też czynniki prognostycz-
ne i rokownicze (tj. wielkość guza, umiejscowienie, 
obecność przerzutów w  lokalnych węzłach chłon-
nych lub odległych narządach), a co najważniejsze 
– odpowiedź na zastosowane leczenie. Dlatego ba-
dania z wykorzystaniem modelu psa mają szczegól-
nie istotne znaczenie dla onkologii porównawczej, 
zwłaszcza dla rozwoju i oceny nowych strategii te-
rapeutycznych, badań farmakokinetyki i ewaluacji 
działań ubocznych nowych leków, a ostatnio także 
badań immunologicznych oraz dotyczących immu-
noterapii komórkowej (51, 59). Rycina 2 przedstawia 
zalety modelu psa domowego, będącego pacjentem 
klinik weterynaryjnych, do badań adoptywnej im-
munoterapii nowotworów.

Główne populacje komórek układu odpornościowe-
go zostały dobrze scharakteryzowane u psów i wyka-
zują dużą homologię do komórek ludzkich (60). Mię-
dzynarodowe forum naukowców określiło możliwość 
fenotypowania populacji komórek immunologicznych 
u psów, określając homologiczne markery i definiu-
jąc rozpoznające je zestawy przeciwciał (61). Działa-
nia te otworzyły drogę do badań nad immunoterapią 
komórkową w leczeniu nowotworów u psów.

Adoptywny transfer komórek u psów

Jednym z pierwszych badań in vivo były doświadcze-
nia przeprowadzone przez O’Connor i wsp. (62), do-
tyczące transferu limfocytów T u psów z chłonia-
kiem nieziarniczym (NHL, non-Hodgkin lymphoma. 
Bada cze zastosowali niespecyficzne nowotworo-
wo komórki T pamięci izolowane z krwi obwodowej 
8 chorych psów. Limfocyty T hodowano przez 5 ty-
godni w obecności IL-2 i IL-21 wspólnie z komórkami 
linii K562, uprzednio naświetlanymi promieniowa-
niem gamma. Dodatkowo komórki linii K562 zosta-
ły genetycznie zmodyfikowane tak, aby wykazywa-
ły ekspresję ligandów kostymulujących i działały jak 
sztuczne komórki prezentujące antygen (aAPC, ar-
tificial antigen presenting cells), co zapewniło akty-
wację i ekspansję limfocytów T. Większość (88±2%) 
komórek użytych do transferu stanowiły limfocyty 
cytotoksyczne (CD3+/CD8+). Spośród nich około 70% 
stanowiły komórki T pamięci (CD3+/CCR7+), charak-
teryzujące się wysoką sekrecją IFN-γ. Badania wyka-
zały, że trzykrotny transfer autologicznych limfocy-
tów T poprawił wyniki leczenia i znacznie wydłużył 
czas przeżycia leczonych osobników w porównaniu 

Ryc. 1. Schemat przedstawiający budowę chimerycznego receptora antygenowego (CAR) 
A – I, B – II i C – III generacji oraz właściwości komórek, u których receptor ulega ekspresji
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do psów poddanych wyłącznie chemioterapii (z za-
stosowaniem cyclofosfamidu, winkrystyny, dokso-
rubicyny i prednizonu).

Podane komórki nie tylko przetrwały w krwiobie-
gu, ale zostały też zidentyfikowane w zmienionych 
nowotworowo węzłach chłonnych. Całkowita liczba 
limfocytów T CD8+ we krwi była wyższa do 49 dni po 
transferze u psów poddanych terapii ACT. Wzrost licz-
by limfocytów T korelował ze zwiększonym stężeniem 
kinazy tymidynowej (markera proliferacji) w surowi-
cy oraz zwiększonym wytwarzaniem przez komórki 
granzymu B, który może bezpośrednio niszczyć ko-
mórki nowotworowe. Ponadto, zanotowano zmniej-
szony stosunek neutrofili do limfocytów. Psy leczone 
chemioterapią i terapią ACT osiągnęły pełną remisję 
trwającą od 104 do 369 dni (mediana 338 dni) po trans-
ferze komórek T, w porównaniu do psów leczonych je-
dynie chemioterapeutykami (12 psów), których me-
diana czasu przeżycia bez nowotworu wynosiła tylko 
71 dni. Co ważne, nie zaobserwowano niebezpiecznych 
skutków ubocznych związanych z podaniem limfocy-
tów T. Zanotowano jedynie biegunkę i wymioty o nie-
wielkim nasileniu u dwóch leczonych osobników, na-
tomiast jeden pies wymagał hospitalizacji z powodu 
odwodnienia (62). Badania wykazały możliwość za-
stosowania transferu komórek T i pozytywne wyniki 
kliniczne immunoterapii nowotworów u psów. War-
to zauważyć, że było to pierwsze badanie pokazujące 
skuteczność tej terapii u psów, zapewniające podsta-
wy do dalszych badań w dziedzinie immunoonkolo-
gii weterynaryjnej.

Kolejne doniesienia dotyczą zastosowania trans-
feru limfocytów CAR w  medycynie weterynaryj-
nej. Immunoterapia u psów nie jest tak zaawanso-
wana jak u  ludzi, a zatem literatura na ten temat 
jest wciąż ograniczona. Do tej pory tylko dwie grupy 
badawcze zastosowały technologię CAR w leczeniu 

kostniakomięsaka (OS) i chłoniaka z komórek B u psów. 
Guzy te są uważane za wartościowy model do badań 
immunoterapii ludzkich nowotworów, ponieważ wy-
kazują ekspresję identycznych jak ludzkie antygenów 
nowotworowych: HER2 i CD20 (odpowiednio dla OS 
i chłoniaka).

W przypadku kostniakomięsaka badacze wyko-
rzystali limfocyty T uzyskane z  krwi obwodowej 
zdrowych psów (63). Komórki aktywowano, stosu-
jąc napromieniowane aAPC linii K562, genetycznie 
zmodyfikowane w celu uzyskania ekspresji ludzkich 
ligandów odpowiadających za kostymulację limfocy-
tów T. Dodatkowo komórki stymulowano fitohema-
glutyniną (PHA) i IL-21. Następnie hodowano przez 
okres 2 tygodni. Aktywowane limfocyty T transfe-
kowano 2-krotnie wektorem wirusowym kodującym 
chimeryczny receptor antygenowy przeciwko psie-
mu antygenowi HER2 (α-cHER2 CAR). Wykorzystano 
konstrukt CAR II generacji, zawierający domeny CD3ζ 
i CD28. Autorzy wykazali, że psie α-cHER2 limfocy-
ty CAR rozpoznają zarówno ludzki, jak i psi antygen 
HER2. Ponadto, hodowane w kokulturze z kilkoma 
różnymi liniami komórkowymi psiego kostniako-
mięsaka, wydzielają znacznie więcej IFN-γ i  wy-
kazują lepszą zdolność do eliminowania komórek 
HER2+ in vitro, w  porównaniu do niemodyfikowa-
nych limfocytów T. Efekty te nie były obserwowane, 
kiedy zastosowano linie komórkowe niewykazują-
ce ekspresji antygenu HER2 (63). Pomimo tych obie-
cujących wyników in vitro, terapia z użyciem psich 
α-cHER2  limfocytów CAR nie została jeszcze oce-
niona w badaniach in vivo.

Opierając się na jednak na tych zachęcających ba-
daniach laboratoryjnych, Panjwani i wsp. (64) prze-
prowadzili badania kliniczne na psach cierpiących na 
chłoniaka z komórek B. Badacze wykorzystali auto-
logiczne komórki T od chorych psów. Limfocyty były 

Ryc. 2. Schemat przedstawiający użyteczność modelu psa domowego do badań immunoonkologicznych. W czerwonej ramce umieszczone zostały cechy 
związane z chorobą nowotworową, w niebieskiej – związane z układem immunologicznym i immunoterapią, w zielonej – inne walory modelu
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przejściowo transfekowane za pomocą elektropo-
racji mRNA kodującym chimeryczny receptor anty-
genowy I generacji, rozpoznający psi antygen CD20 
(α-cCD20 CAR). W obecności komórek psiego chłonia-
ka zmodyfikowane limfocyty T wydzielały znacznie 
więcej IFN-γ in vitro niż niezmodyfikowane komórki 
lub anty-CD19 limfocyty CAR (stosowane jako nie-
specyficzna kontrola transfekcji). Dodatkowo swo-
iste dla antygenu CD20 limfocyty CAR powodowa-
ły lizę komórek nowotworowych in vitro. Następnie, 
w ramach pierwszych na świecie badań klinicznych 
z zastosowaniem limfocytów CAR u psów, terapii ACT 
poddano psa z chłoniakiem nawrotowym z komó-
rek B. Pacjent poddany był wcześniej chemioterapii 
z użyciem L-asparaginazy, winkrystyny, cyklofos-
famidu, doksorubicyny i prednizonu. W ramach te-
rapii ACT pies otrzymał 3 dawki α-cCD20 limfocytów 
CAR (każda po 700 000 komórek/kg m.c.) w odstępie 
tygodniowym. Każde wstrzyknięcie spowodowało 
powiększenie docelowego węzła chłonnego, a  tak-
że, co ważniejsze, zmniejszenie liczby komórek B 
nowotworowych (CD79a+/CD20+) i wzrost liczby nie-
transformowanych limfocytów T (CD5+) w węzłach 
chłonnych. Ponadto, wykazano zwiększony poziom 
IL-6  i  IFN-γ w surowicy krwi po pierwszej dawce 
zmodyfikowanych limfocytów T. Są to cytokiny od-
powiedzialne za wywoływanie tzw. burzy cytoki-
nowej u ludzi. Niemniej jednak nie zaobserwowano 
niebezpiecznych efektów ubocznych po transferze, 
a jedynie niewielką, przejściową gorączkę po trzeciej 
dawce (limfocyty zostały wówczas podane dożylnie 
i lokalnie do węzła chłonnego). Niestety, ze wzglę-
du na fakt, że transfekcja limfocytów nie była per-
manentna, tylko przejściowa, nie osiągnięto trwa-
łej remisji (64). Przedstawione badania dowodzą, że 
adoptywny transfer genetycznie zmodyfikowanych 
limfocytów jest możliwy u psów, przy czym może 
wywoływać działania niepożądane podobne do tych 
notowanych u ludzi. Rycina 3 przedstawia możliwe do 
zastosowania i dotychczas zbadane in vivo strategie 
adoptywnego transferu komórek w medycynie we-
terynaryjnej.

Komórki LAK w immunoterapii

W odróżnieniu od adoptywnej terapii komórkowej, 
która wykorzystuje limfocyty T specyficznie roz-
poznające antygeny nowotworowe, istnieje rów-
nież immunoterapia obejmująca podawanie autolo-
gicznych limfocytów cytotoksycznych, określanych 
jako komórki LAK (lymphokine-activated killer cells). 
Stanowią one subpopulację leukocytów i powodują 
niespecyficzną lizę komórek nowotworowych niewy-
kazujących ekspresji MHC (65). W medycynie człowie-
ka tego typu immunoterapia stanowiła jeden z pierw-
szych rodzajów transferów komórkowych, jednak 
ze względu na poważne skutki uboczne zaprzestano 
jej stosowania (66, 67). Transfer z użyciem komórek 
LAK był również badany w medycynie weterynaryjnej 
(68, 69, 70). Komórki pochodzące z jednojądrzastych 
komórek krwi obwodowej stymulowano za pomocą 
przeciwciał przeciwko CD3 i namnażano w obecnoś-
ci  IL-2. Początkowo terapia LAK była badana u zdro-
wych psów rasy beagle (68). Sekwencyjne podawanie 
komórek LAK zwiększało proliferację innych popula-
cji komórek immunologicznych i poziom IFN-γ w su-
rowicy bez wywoływania poważnych działań nie-
pożądanych. Wyniki sugerowały, że terapia LAK jest 
bezpieczna u psów i może stymulować ich układ od-
pornościowy. W kilku pracach opisano wytwarzanie 
komórek LAK i ich aktywność przeciwnowotworową 
in vitro przeciwko komórkom raka tarczycy i czernia-
ka u psów (68, 69, 70). Najnowsze prace dotyczą oce-
ny terapii LAK in vivo w połączeniu z zabiegiem chi-
rurgicznym u 15 psów z różnymi nowotworami (71). 
Pacjenci otrzymywali pięć dawek komórek LAK w od-
stępach 2–4 tygodni. Pojedynczy transfer powodował 
wzrost liczby limfocytów T cytotoksycznych (CD8+) we 
krwi. Mimo immunostymulującego efektu po poda-
niu komórek LAK, nie wykazano bezpośredniej eli-
minacji komórek nowotworowych. Z tego względu 
terapia LAK nie powinna być stosowana jako mono-
terapia, ale jej zastosowanie jest obiecujące jako for-
ma leczenia uzupełniającego przy chemio- lub radio-
terapii (16, 64, 70).

Zastosowanie komórek NK  
w immunoterapii nowotworów u psów

W rozwijającej się immunoonkologii szczególnego 
znaczenia nabierają obecnie komórki NK (72). Podob-
nie jak u ludzi i myszy, komórki NK u psów nie wyma-
gają wcześniejszej aktywacji i nie muszą specyficznie 
rozpoznawać antygenów nowotworowych, aby ak-
tywnie eliminować komórki nowotworowe (32). Do-
tychczasowym problemem była trudność identyfikacji 
tych komórek u psów i brak ich pełnej charakterysty-
ki. Wiadomo, że psie komórki NK nie wykazują eks-
presji CD56. Izolowano je zatem na podstawie niskiej 
ekspresji CD5 i braku ekspresji markerów dla limfo-
cytów (CD3, CD4; 73). Obecnie specyficznym marke-
rem dla psich komórek NK jest NCR-1, który pozwala 
na ich izolację z krwi obwodowej (74, 75). Canter i wsp. 
(72) wyizolowali na tej podstawie i namnożyli w wa-
runkach laboratoryjnych psie komórki NK, które zo-
stały następnie podane psom z kostniakomięsakiem, 

Ryc. 3. Schemat przedstawiający rodzaje immunoterapii komórkowej stosowanej 
lub możliwej do zastosowania u psów z wykorzystaniem komórek NK, limfocytów CAR, 
komórek LAK oraz limfocytów infiltrujących nowotwór
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po wcześniejszej radioterapii. Badacze w początko-
wym etapie wykazali, że radioterapia nowotworu 
zwiększa cytotoksyczność komórek NK w stosun-
ku do linii komórkowej kostniakomięsaka in vitro, 
a  także znacznie opóźnia rozwój nowotworów in 
vivo po podaniu komórek NK myszom z wszczepio-
nym mięsakiem psów (model ksenogeniczny). Na-
stępnie przeprowadzili pierwsze badania kliniczne 
na psach z wykorzystaniem radioterapii i adoptyw-
nego transferu komórek NK w leczeniu kostniako-
mięsaka. Psy zakwalifikowane do badania nie były 
wcześniej leczone za pomocą chemioterapii. Leczenie 
rozpoczynano zatem od radioterapii (9Gy) stosowa-
nej cotygodniowo przez 4 tygodnie. Po jej zakończe-
niu psy otrzymywały 2-krotnie w odstępie tygodnia 
transfer komórek NK (7.5x106 komórek/kg m.c.) bez-
pośrednio do guza nowotworowego (intra-tumoral) 
podczas zabiegu w znieczuleniu ogólnym, pod kon-
trolą USG. Jednocześnie z komórkami podawano wy-
sokie dawki IL-2, aby zapewnić przetrwanie podanym 
komórkom. Badania wykazały redukcję w formowa-
niu przerzutów i poprawę rezultatów klinicznych. 
Spośród 10 psów poddanych terapii 5 pozostało wol-
nych od przerzutów do płuc w tzw. 6-miesięcznym 
pierwszorzędowym punkcie końcowym, a u  jedne-
go pacjenta zanotowano rozpad guzków płucnych. 
Jest to niezwykle obiecujący wynik, zważywszy, że 
rokowanie dla pacjentów z miejscowym kostniako-
mięsakiem jest zwykle niepomyślne, a ryzyko wy-
stąpienia przerzutów do płuc i śmierci wynosi 85% 
w ciągu 6–12 miesięcy od diagnozy.

Korzystny efekt uzyskany w badaniu może być rów-
nież związany z preferencyjnym niszczeniem przez 
przeszczepione komórki NK tzw. macierzystych ko-
mórek nowotworowych (cancer stem cells; 77, 78, 79). 
Autorzy podkreślają jednak przede wszystkim korzy-
ści wynikające z wykorzystania skojarzonej terapii, 
a mianowicie zastosowania radioterapii przed trans-
ferem komórek NK. Zaobserwowano wówczas zwięk-
szoną migrację przeszczepionych komórek NK do 
guza nowotworowego in vivo na modelu mysim, a tak-
że zwiększoną ogólną liczbę krążących komórek NK 
oraz lepsze przeżycie znakowanych komórek NK we 
krwi gospodarza po transferze u psów.

Wcześniejsze badania na ludziach udowodniły, że 
przygotowanie pacjentów do adoptywnego transfe-
ru komórek, polegające na systemowym zniszczeniu 
układu odpornościowego biorcy (tzw. kondycjonowa-
nie), znacznie poprawia skuteczność terapeutycz-
ną immunoterapii komórkowej (80, 81, 82). Wykaza-
no, że chemioterapia składająca się z dużych dawek 
cyklofosfamidu i fludarabiny lub radioterapia pole-
gająca na napromieniowaniu ciała dawką niemielo-
ablacyjną (2Gy) powoduje znaczne zmniejszenie licz-
by komórek układu immunologicznego gospodarza, 
co znacznie zwiększa efektywność ACT (80, 81). Me-
chanizm polega na stworzeniu przestrzeni do eks-
pansji dla podanych adoptywnie limfocytów T. Po-
nadto, radio– lub chemioterapia eliminuje komórki 
immunosupresyjne, takie jak limfocyty T regulato-
rowe oraz mieloidalne komórki supresorowe. Niszczy 
też komórki odpornościowe określane jako „pochła-
niacze cytokin”, które współzawodniczą z podanymi 

adoptywnie limfocytami T o cytokiny homeostatycz-
ne. W ten sposób kondycjonowanie poprawia dostęp-
ność tych cytokin komórkom T podanym w transfe-
rze. Zwiększa się zwłaszcza stężenie takich cytokin, 
jak IL-7 i IL-15, które sprzyjają proliferacji limfocy-
tów T in vivo (82).

W badaniach przeprowadzonych na psach Canter 
i wsp. (72) wykazali, że radioterapia wpływa korzyst-
nie na ekspansję podanych w adoptywnym transferze 
komórek NK. Wskazuje to, że immunoterapia komór-
kowa powinna być stosowana równolegle z chemio– 
lub radioterapią dla uzyskania najlepszego efektu te-
rapeutycznego.

Podsumowanie

W ciągu ostatnich lat znacznie wzrosło znaczenie 
immunoonkologii i wykorzystanie komórek układu 
odpornościowego do walki z rakiem. W nowoczesnej 
onkologii ludzkiej coraz częściej równolegle do che-
mioterapii lub radioterapii wykorzystywane są róż-
ne rodzaje immunoterapii, w tym adoptywny transfer 
komórek. W przyszłości także medycyna weteryna-
ryjna może korzystać z protokołów immunoterapii 
komórkowej. Nieliczne dotychczas prace wykaza-
ły możliwość zastosowania i efektywność adoptyw-
nego transferu komórek u psów domowych. Obecnie 
immunoterapia komórkowa dostępna jest w onkolo-
gii weterynaryjnej w ramach badań klinicznych pro-
wadzonych przez dr Nicole Mason w Szkole Medycy-
ny Weterynaryjnej Uniwersytetu Pensylwanii (USA), 
gdzie stworzono program współpracy w zakresie 
ochrony zdrowia ludzi i zwierząt. (https://www.vet.
upenn.edu/research/centers-initiatives/mason-im-
munotherapy-research/therapies-trials).

Modele zwierzęce, takie jak psy domowe, oferują 
wiele korzyści w badaniach immunologicznych i mają 
ogromne znaczenie dla onkologii porównawczej oraz 
rozwoju immunoonkologii ludzkiej. Co jednak naj-
ważniejsze, takie badania dają także nadzieję na wy-
leczenie raka u najlepszego przyjaciela człowieka.
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