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Wykaz skrotow

APC (antigen presenting cells) — komorki
prezentujace antygen;

CAR (chimeric antigen receptor) —
chimeryczny receptor antygenowy;

CCL (CC chemokine ligand) — chemokina
CG;

CCR (CC chemokine receptor) — receptor
chemokin CC;

CD (cluster of differentiation) — kompleks
roéznicowania;
cDC (classical DC) — klasyczne DC;

CDP (common DC progenitor) — wspolna
komorka progenitorowa DC;

CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte-associated
antigen 4) — antygen 4 zwiagzany z
limfocytem T cytotoksycznym ;

CXCL (CXC chemokine ligand) — chemokina
CXC;

DAMP (damage-associated molecular
patterns) — wzorce molekularne zwigzane z
uszkodzeniem;

DAPI (4’ 6-diamidino-2-phenylindole) — 4',6-
diamidyno-2-fenyloindol,

DC (dendritic cells) — komoérki dendrytyczne;

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium) — podtoze hodowlane;

dsRNA (double strand RNA) — podwdjna nié¢
RNA;

EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid) —
kwas etylenodiaminotetraoctowy;

EGF (epidermal growth factor) —
nabtonkowy czynnik wzrostu;

ELISA (enzyme-linked immunosorbent
assay) — test immunoenzymatyczny;

EMA (European Medicines Agency) —
Europejska Agencja Lekow;

EPR (enhanced vascular permeability and
retention) — zwigkszona przepuszczalnosé i
retencja naczyn krwiono$nych;

FasL (Fas ligand) — ligand Fas;

FBS (fetal bovine serum) — ptodowa surowica
bydleca;

FDA (Food and Drug Administration) —
amerykanska Agencja Zywnosci i Lekow;

FR (folate receptor) — receptor folianow;

GM-CSF (granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor) — czynnik stymulujacy
tworzenie kolonii granulocytow i
makrofagow;

HES (hydroxyethyl starch) —
hydroksyetyloskrobiga;

HES-MTX — nanokoniugat metotreksatu i
hydroksyetyloskrobi;

HIV (human immunodeficiency virus) —
ludzki wirus niedoboru odpornosci;

HMGB1 (high mobility group box 1) — biatko
o duzej ruchliwosci elektroforetycznej;

HSC (hematopoietic stem cell) —
hematopoetyczna komorka macierzysta;

i.c. (isotype control) — kontrola izotypowa;
i.v. (intravenously) — dozylnie;

IDO (indoleamine 2,3-dioxygenase) — 2,3-
dioksygenaza indoloaminy;

IFN (interferon) — interferon;
IL (interleukin) — interleukina;
IL-10R — receptor IL-10;

JAK1 (Janus-activated kinase 1) — kinaza
Janusowa 1;

LB (lysogeny broth) — pozywka hodowlana;

LDL (low density lipoprotein) — lipoproteina
0 niskiej gestosci;
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LPS — lipopolisacharyd;

LTR (long terminal repeats) — powtarzalna
sekwencja koncowa;

LV (lentivirus) — lentiwirus;

MAGE-3 (melanoma-associated antigen 3) —
antygen 3 zwigzany z czerniakiem;

MART-1 (melanoma antigen recognized by
T cells 1) — antygen 1 czerniaka
rozpoznawany przez limfocyty T;

M-CSF (macrophage colony-stimulating
factor) — czynnik stymulujacy tworzenie
kolonii makrofagows;

MDSC (myeloid-derived suppressor cells) —
komorki supresorowe pochodzenia
mieloidalnego;

MHC (major histocompatibility complex) —
glowny uktad zgodnos$ci tkankoweyj;

MiRNA — mikroRNA;

M-MDSC (monocytic MDSC) — monocytarne
MDSC,;

MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide) —

bromek 3-(4,5-dimetylotiazol-2-yl)-2,5-
difenylotetrazoliowy;

MTX (methotrexate) — metotreksat;

NK (natural killer) — naturalna komorka
cytotoksyczna;

NKG2D (natural-killer group 2, member D)
— aktywujacy receptor komorek NK;

NKT (natural killer T cells) — naturalna
komorka cytotoksyczna majaca cechy
limfocytu T;

OVA (ovalbumin) — owalbumina;
p.t. (peritumorally) — okotoguzowo;

PAP (prostatic acid phosphatase) — kwasna
fosfataza prostaty;

PBS (phosphate-buffered saline) —
zbuforowany roztwor soli fizjologiczne;j;

PD-1 (progammed death 1) — receptor 1
programowanej $mierci;

pDC (plasmacytoid DC) — plazmacytoidalne
DC;

PD-L (programmed death ligand) — ligand
receptora programowanej Smierci;

PEG (polyethylene glycol) — glikol
polietylenowy;

PEI (polyethylenimine) — polietylenoimina;
P1 (propidium iodide) — jodek propidyny;

PMA (phorbol 12-myristate 13-acetate) —12-
mirystynian,13-octan forbolu;

PMN-MDSC (polymorhonuclear MDSC) —
granulocytarne MDSC;

PRR (pattern-recognition receptors) —
receptory rozpoznajace wWzorce;

RFC (reduced folate carrier) — przenosnik
zredukowanych foliandéw;

RISC (RNA-induced silencing complex) —
indukowany przez RNA kompleks
wyciszajacy;

RNAI (RNA interference) — interferencja
RNA,;

RNS (reactive nitrogen species) — reaktywne
formy azotu;

ROS (reactive oxygen species) — reaktywne
formy tlenu;

RPMI (Roswell Park Memorial Institute) —
podtoze hodowlane;

RRE (Rev response element) — element
odpowiedzi Rev;

s.c. (subcutaneously) — podskoérnie;

shlL-10R — sekwencja shRNA skierowana

przeciwko mysiemu genowi kodujacemu
IL-10R;

shN — sekwencja shRNA skierowana
przeciwko ludzkiemu genowi kodujagcemu
GAPDH,;
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ShRNA (short hairpin RNA) — krotkie RNA o
strukturze spinki do wtosow;

siRNA (small interfering RNA) — krotkie
interferujace RNA;

SOC (super optimal catabolite repression) —
pozywka hodowlana;

STAT (signal transducer and activator of
transcription) — transduktor sygnatu i
aktywator transkrypciji;

TAA (tumor associated antigens) — antygeny
zZwigzane z nowotworem,

TAg (tumor antigens) — antygeny
nowotworowe obecne w lizacie komoérek
MC38;

TAM (tumor-associated macrophages) —
makrofagi zwigzane z nowotworem;

TCR (T cell receptor) — receptor limfocytu T;

TGF-p (transforming growth factor f) —
transformujacy czynnik wzrostu 3;

TGI (tumor growth inhibition) —
zahamowanie wzrostu nowotworu:;

Th (T helper) — limfocyty T pomocnicze;

TLR (Toll like receptor) — receptor Toll-
podobny;

TMB (3,3,5,5"-Tetramethylbenzidine) —
tetrametylobenzydyna;

TME (tumor microenvironment) —
mikro$rodowisko nowotworu;

TNF (tumor necrosis factor) — czynnik
martwicy nowotworu;

TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing
ligand) — ligand TNF indukujacy apoptozg;

TRAIL-R (TRAIL receptor) — receptor
TRAIL;

Treg (T regulatory) — limfocyt T
regulatorowy;

Tyk2 (non-receptor tyrosine-protein kinase
2) — kinaza tyrozynowa 2;

VEGF (vascular endothelial growth factor) —
czynnik wzrostu srodbtonka naczyniowego;

VSV-G (vesicular stomatitis virus G
glycoprotein) — glikoproteina G wirusa
pecherzykowatego zapalenia jamy ustne;.
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STRESZCZENIE

Streszczenie

Wykorzystanie szczepionek na bazie komorek dendrytycznych (DC) w terapii
przeciwnowotworowej jest obiecujagcym rozwigzaniem stosowanym w badaniach przedklinicznych
i Klinicznych. Jednak pomimo ogromnego potencjalu DC w pobudzaniu swoistej odpowiedzi
przeciwnowotworowej, efekt terapeutyczny obserwowany po ich podaniu jest umiarkowany.
Jednym z powodoéw zmniejszajacych skuteczno$¢ tej terapii jest obecno$¢ w mikrosrodowisku
nowotworu (TME) interleukiny 10 (IL-10), ktora zaburza prawidtowe funkcjonowanie DC. Z tego
wzgledu podejmowane sa proby odpowiedniego przygotowania szczepionkowych DC zdolnych do
inicjowania wydajnej odpowiedzi przeciwnowotworowej w niekorzystnych warunkach
srodowiskowych. Dodatkowo, w celu zwigkszenia skutecznosci immunoterapii, sSchematy leczenia
uzupetnia si¢ o podanie cytostatykow, ktore uzyte w odpowiedniej dawce doprowadza do eliminacji
komorek nowotworowych oraz modulacji odpowiedzi odporno$ciowej. Ten efekt moze zostaé
zwigkszony poprzez zastosowanie chemioterapeutykow przytaczonych do no$nikéw, ktore
zapewniaja wydajniejszg akumulacje leku w tkance nowotworowej.

Celem niniejszej pracy bylo okreslenie aktywno$ci przeciwnowotworowej skojarzonej
terapii opartej na immunomodulujacej dawce nanokoniugatu metotreksatu i hydroksyetyloskrobi
(HES-MTX) oraz dojrzaltych komorek dendrytycznych z wyciszong ekspresja receptora IL-10
(DC/IL-10R/TAg) stosowanej w mysim modelu raka jelita grubego MC38.

Zastosowanie nanokoniugatu w dawce 20 mg/kg doprowadzito do modulacji odpowiedzi
odpornosciowej oraz do zahamowania wzrostu nowotworu. Efektem tej terapii byto zwickszenie
wielkosci populacji komorek efektorowych oraz wzmocnienie ich aktywnosci cytotoksycznej.
W rezultacie stworzone =zostaly korzystne warunki do inicjowania odpowiedzi
przeciwnowotworowej przez podawane okotoguzowo szczepionki na bazie dojrzatych DC. Jednak
ze wzgledu na obecno$¢ IL-10 w TME odpowiedz odpornosciowa ulegta ostabieniu. Rozwigzaniem
tego problemu bylo wyciszenie ekspresji receptora IL-10 w DC prowadzace do obnizenia
wrazliwosci tych komorek na supresorowy wplyw tej cytokiny. Zastosowanie terapii ztozonej
z immunomodulujacej dawki nanokoniugatu oraz DC/IL-10R/TAg spowodowato znaczace
zahamowanie rozwoju guzéw MC38. Bylo to spowodowane zwickszonym naptywem
efektorowych komorek odpornosciowych do tkanki guza, przy jednoczesnej redukcji wielkosci
populacji komorek o cechach supresorowych oraz indukcji wydajnej i swoistej odpowiedzi
przeciwnowotworoweyj.

Przedstawione w niniejszej pracy wyniki wskazuja, ze po podaniu HES-MTX w dawce
20 mg/kg doszto do wytworzenia korzystnej niszy srodowiskowej. Umozliwito to szczepionkowym
DC rozwdj odpowiedzi przeciwnowotworowej, a efekt terapeutyczny zostat zwigkszony
w rezultacie zastosowania DC o obnizonej wrazliwosci na dziatanie IL-10 obecnej w nowotworze

MC38.
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ABSTRACT

Abstract

Estimation of antitumor activity of chemoimmunotherapy with nanoconjugates of methotrexate

and vaccines based on dendritic cells with silenced IL-10 receptor expression

The use of dendritic cell (DCs)-based vaccines in anti-cancer therapy is a promising strategy
for preclinical and clinical trials. However, despite of DC’s great potential to stimulate a specific
anti-tumor immune response, the therapeutic effect observed after their administration is moderate.
Factors influencing this include, but are not limited to, the presence of interleukin-10 (I1L-10) in the
tumor microenvironment (TME), which hampers the proper function of DCs. Therefore, attempts
are being made to prepare DCs capable of initiating an efficient anti-tumor immune response in
adverse environmental conditions. Moreover, in order to improve the effectiveness of
immunotherapy, the treatment strategies are supplemented with the administration of cytostatics
which administered in an appropriate dose, lead to the cancer cells elimination and the modulation
of the immune response. Furthermore, this effect can be enhanced by the use of cytostatics attached
to carriers ensuring more efficient accumulation of drug in the tumor tissue.

The aim of this study was to determine the antitumor activity of chemoimmunotherapy with
methotrexate and hydroxyethyl starch nanoconjugate (HES-MTX) applied in immunomodulating
dose and supported by vaccines based on mature DCs with IL-10 receptor silenced expression
(DC/IL-10R/TAg) in murine colon carcinoma MC38 model.

The use of nanoconjugate in the dose of 20 mg/kg contributed to the modulation of the
immune response and inhibition of tumor growth. This treatment resulted in an increase in the size
of the effector cell populations and an enhancement of their cytotoxic activity. Consequently,
beneficial conditions for initiation of an anti-tumor immune response by injected peritumorally
mature DC were created. However, due to the presence of IL-10 in TME, the immune response was
impaired. In order to solve this obstacle, the expression of the IL-10 receptor in DCs was
downregulated. This, in turn, led to obtaining DCs with reduced sensitivity to the suppressive
influence of this cytokine. The application of the therapy consisting of an immunomodulating dose
of HES-MTX and DC/IL-10R/TAg caused a significant inhibition of MC38 tumor development.
This was due to the increased influx of effector cells into the tumor tissue, accompanied by
a reduction in the size of the population of cells with suppressor activity, as well as the induction of
an efficient and specific anti-cancer immune response.

The results presented in this study indicate that a favorable environmental niche was created
after the administration of 20 mg/kg of HES-MTX. This enabled the DC to develop an anti-tumor
immune response, and the therapeutic effect was enhanced as a result of the use of DCs with

decreased sensitivity to the influence of IL-10 present in MC38 tumor.
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1. Wstep

1.1. Rola komérek dendrytycznych w aktywowaniu odpowiedzi

przeciwnowotworowej

Eliminacja komoérek nowotworowych jest mozliwa dzigki wysoce skoordynowanemu
dziataniu wielu populacji komoérek uktadu odpornosciowego. Aktywowanie swoistych wobec
nowotworu limfocytow T CD4" i CD8" glownie zalezy od komorek prezentujagcych antygen (ang.
antigen presenting cells; APC), ktore wychwytuja, przetwarzajg i prezentujg antygeny dziewiczym
limfocytom T. Do APC zaliczamy m.in. komoérki dendrytyczne, limfocyty B oraz makrofagi.
Komorki dendrytyczne (ang. dendritic cells; DC) sa uznawane za profesjonalne APC, gtéwnie
ze wzgledu na swoja precyzje i skuteczno$¢ w inicjowaniu odpowiedzi odpornosciowej [Palucka,
Banchereau 2012; Steinman 2012].

Populacja DC zostata po raz pierwszy zidentyfikowana przez zesp6t Ralpha Steinmana
[Steinman, Cohn 1973]. Przez kolejne lata poznano ich funkcje jako profesjonalnych komoérek
prezentujacych antygeny. Wyodrebniono takze poszczegélne subpopulacje DC i okreslono
ich biologiczne wihasciwosci [Banchereau i in. 2000; Guilliams i in. 2016] oraz opracowano
protokoly pozwalajace na otrzymywanie DC w warunkach ex vivo [Inaba i in. 1992; Sallusto,
Lanzavecchia 1994]. Wszystkie te osiggniecia, ktore dokonaty si¢ na przestrzeni kilku dekad,
pozwolity na wykorzystanie w terapii przeciwnowotworowej niebywatego potencjatu DC
do aktywowania swoistej odpowiedzi odpornosciowe;.

Komoérki te stanowiag wysoce heterogenng populacje, w ktorej mozna wydzieli¢ wiele
subpopulacji, w zalezno$ci od przyjetego kryterium podziatu (funkcji, fenotypu, umiejscowienia
w tkankach organizmu). Jednak najczesciej stosuje si¢ podzial DC na subpopulacje
plazmacytoidalnych DC (pDC) lub mieloidalnych DC, zwanych takze klasycznymi (cDC). Obie te
subpopulacje powstaja w szpiku kostnym i wywodza si¢ z hematopoetycznych komorek
macierzystych (ang. hematopoietic stem cell; HSC), ktore ulegajac kolejnym etapom réznicowania
zmieniajg si¢ we wspolne komorki progenitorowe DC (ang. common DC progenitor; CDP).
Rezultatem dalszego przeksztalcania komoérek CDP jest utworzenie pDC lub prekursorow c¢cDC
[Merad i in. 2013].

Warto zaznaczy¢, ze niezaleznie od typu subpopulacji, do ktérej zostang zaklasyfikowane
DC, s3a one zdolne do dziatania w dwoch funkcjonalnie odrgbnych stanach: niedojrzatym
i dojrzatym (Ryc. 1 A). Niedojrzate DC cechuje duza aktywno$¢ endocytarna umozliwiajaca
pochtanianie antygenow z otoczenia. W tym stanie DC syntetyzuja duze ilosci czasteczek gtownego
uktadu zgodnosci tkankowej (ang. major histocompatibility complex; MHC) klasy I i Il, jednak
przemieszczanie kompleksow peptyd-MHC na powierzchni¢ komorek jest niewielkie. Ponadto

takie niedojrzate komorki charakteryzuja si¢ niskg ekspresja czasteczek kostymulujacych oraz
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niewielkg produkcja cytokin [Hubo i in. 2013; Mellman 2013]. DC posiadaja szeroki wachlarz
receptoréw umozliwiajacy im rozpoznanie pochtanianych antygenow. W kontekscie antygenow
pochodzacych z komorek nowotworowych, najwigksze znaczenie maja tzw. wzorce molekularne
zwigzane z uszkodzeniem (ang. damage-associated molecular patterns; DAMP), ktore
sg przylaczane do receptoréw rozpoznajacych wzorce (ang. pattern-recognition receptors; PRR).
Wsrdd czasteczek DAMP wyrézniamy m.in. biatko HMGBL1 (ang. high mobility group box 1),
biatka szoku cieplnego oraz kalretikuling [Gardner, Ruffell 2016].

A B
niedojrzala DC dojrzala DC y limfocyt T
'CD40
¢ cDso
/ <) iii % - CI?86hlgh
CD80" = | | £ CCR7
| ‘ | ({ - CCL19/CCL21

" R i / ] -
CD86"™ £ R | I ' § :

(0 | “ "0 kompleksy

P “ %\ peptyd-MHC
L 4 L RV

|

v ) égfgna% 11
endocytozat endocytoza|

produkcja cytokinli produkcja cytokint

Ryc. 1. Réznice pomiedzy niedojrzala i dojrzala DC (A). Oddzialywanie dojrzalych DC z dziewiczymi
limfocytami T w obszarze synapsy immunologicznej (B) (na podstawie Hubo i in. 2013).

Po internalizacji i1 rozpoznaniu antygenu, rozpoczyna si¢ proces jego szybkiego
przetwarzania, a jednoczesnie zmniejsza si¢ zdolnos¢ DC do endocytozy. Nastgpnie utworzony
kompleks peptyd-MHC jest transportowany na powierzchni¢ komorek [Mellman 2013]. Komorki
dendrytyczne radykalnie zmieniaja swoja budowe oraz fenotyp — wypustki ulegaja wydtuzeniu,
co nadaje komorkom charakterystyczny wyglad, a dodatkowo zwigksza si¢ ekspresja czasteczek
kostymulujacych oraz produkcja cytokin [Merad i in. 2013; Palucka, Banchereau 2013].
Tak wyposazone komorki nastgpnie przemieszczaja si¢ w kierunku weztow chtonnych. Ten proces
jest mozliwy dzigki zwigkszonej ekspresji receptorow chemokin CCR7, ktore warunkujg migracje
komorek zgodnie z wzrastajacym gradientem chemokin (CCL19 i CCL21) [Platt, Randolph 2013].
Po dotarciu do weztéw chtonnych dojrzate DC aktywuja dziewicze limfocyty T, a caty proces
odbywa si¢ w synapsie immunologicznej (Ryc. 1 B).

Do pelnej aktywacji antygenowo-swoistych limfocytow T sa niezbgdne trzy sygnaly.
Najwazniejszy z nich jest sygnat pierwszy, ktory pochodzi z oddziatywania kompleksu peptyd-
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MHC z receptorem TCR (ang. T cell receptor) na powierzchni dziewiczych limfocytow T.
Antygeny pochodzenia egzogennego sg prezentowane limfocytom T CD4" w konteks$cie czasteczek
MHC klasy II, natomiast antygeny pochodzenia endogennego eksponowane z czasteczkami MHC
klasy I sg prezentowane limfocytom T CDS8*. Ponadto DC sg wyspecjalizowane w prezentacji
krzyzowej, w ktorej egzogenne antygeny sg przedstawiane dziewiczym limfocytom T CD8*
w kontekscie czasteczek MHC klasy I [Merad i in. 2013; Sanchez-Paulete i in. 2017].

Drugi sygnat aktywacyjny pochodzi z oddziatywania czasteczek kostymulujacych
CD80/CD86 zlokalizowanych na powierzchni komorki dendrytycznej z czasteczkag CD28
na dziewiczym limfocycie T. Rezultatem ich wzajemnego potaczenia jest produkcja IL-2, ktéra
wplywa na dalszg aktywacje i proliferacje limfocytow T [Hubo i in. 2013]. Dodatkowo pod
wplywem silnego pobudzenia czasteczki CD28 dochodzi do destabilizacji receptora IL-10
na powierzchni dziewiczego limfocytu T, co blokuje mozliwos¢ ich réznicowania w kierunku
komorek Treg [Tuettenberg i in. 2009]. Do czasteczek kostymulujacych zaliczamy takze CD40
wystepujaca na powierzchni DC, ktorej ligandem jest czasteczka CD40L obecna na limfocytach T.
Ich silne wzajemne oddziatywanie prowadzi do wzrostu ekspresji czasteczek MHC oraz innych
molekul kostymulujacych na powierzchni DC, a takze pobudza te komorki do zwiekszonego
wydzielania 1L-12. Brak sygnalu pochodzacego z czasteczek kostymulujacych wprowadza
limfocyty w stan anergii [Hubo i in. 2013]. Nalezy wspomnie¢, ze na powierzchni DC znajduja si¢
czasteczki PD-L1 oraz PD-L2 bedace ligandami dla receptorow programowanej $mierci komorki
PD-1 (ang. programmed death receptor 1), ktore wystepuja na powierzchni limfocytow T.
Oddziatywanie PD-L1/PD-1 wprowadza limfocyty na szlak apoptozy i w warunkach prawidtowych
ten mechanizm jest wykorzystywany do eliminacji komoérek autoreaktywnych [Schmidt i in. 2012].

Elementem zapewniajacym kierunek polaryzacji odpowiedzi odpornosciowej jest tzw.
trzeci sygnal, pochodzacy z cytokin zarowno tych wydzielanych przez DC, jak i obecnych
w otoczeniu. Pod wplywem IL-12 nastgpuje roznicowanie dziewiczych limfocytow T CD4"
do komoérek typu Thl [Macatonia i in. 1995]. Ponadto ta cytokina wspomaga aktywno$¢
cytotoksyczng limfocytow T CD8" [Curtsinger i in. 2003]. Przeksztatcenie limfocytow T CD4"
w kierunku komorek Th2 jest uzaleznione od obecnosci IL-4 [Zhu 2018]. Z kolei cytokiny
o wlasciwosciach supresorowych takie jak IL-10 lub TGF-B warunkuja polaryzacje komorek
w kierunku limfocytow Treg [O’Garra, Vieira 2004]. Zatem, aby DC aktywowaly wydajna
odpowiedz przeciwnowotworowa, zalezng od swoistych antygenowo limfocytow T, niezbedne jest
pojawienie si¢ wszystkich trzech sygnatéw, przy czym decydujace znaczenie maja warunki
mikro§rodowiskowe panujace w synapsie immunologiczne;j.

Nalezy podkresli¢, ze komoérki dendrytyczne takze modulujg aktywno$¢ komoérek NK
1 komoérek NKT. Gtownym czynnikiem stymulujacym dzialanie komorek NK sa cytokiny

wydzielane przez DC, takie jak IL-12, IL-15 oraz IFN-a. Pod ich wptywem dochodzi
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do zwigkszenia proliferacji oraz aktywnosci cytotoksycznej komoérek NK [Jacobs i in. 2021].
Z kolei w przypadku komorek NKT, ich pobudzenie nast¢puje na drodze bezposredniego kontaktu
z DC, ktore prezentuja egzogenne glikolipidowe antygeny W konteks$cie czasteczek CD1d. Ponadto
na powierzchni komoérek NKT wystepuja czasteczki CD40L. W wyniku oddziatywania czasteczek
CD40/CD40L dochodzi do stymulacji komoérek NKT do wydzielania IFN-y. Dodatkowo
obserwowana jest aktywacja DC, ktora prowadzi do zwigkszonej produkcji IL-12, co poglebia
potencjat przeciwnowotworowy komoérek NKT [Keller i in. 2017].

Jak  zostalo omoéwione powyzej, aby pobudzenie wydajnej odpowiedzi
przeciwnowotworowej byto mozliwe, niezbedne jest prawidtowe funkcjonowanie i wzajemne
oddziatywanie wielu réznych populacji komoérek odpornosciowych. Nalezy jednak podkreslic,
ze poza eliminacja komoérek nowotworowych, uktad odpornosciowy odgrywa takze istotng rolg

w progresji choroby nowotworowej, co przedstawiono w kolejnej czgéci wstepu.

1.2. Rola ukladu odpornosciowego w progresji choroby nowotworowej

Rozwo6j nowotworu jest wieloetapowym procesem, w ktorym istotnym czynnikiem jest
akumulacja mutacji genetycznych, prowadzaca do powstania zaburzen w regulowaniu proliferacji
komorek. Nieograniczona zdolno$¢ do podzialow jest jedng z wielu charakterystycznych cech
nowotworu (ang. hallmarks of cancer), do ktorych zalicza si¢ takze: brak wrazliwosci na sygnaty
warunkujace hamowanie wzrostu komoérek, uniezaleznienie od sygnatéw wzrostowych, tworzenie
przerzutdw, nieustanna angiogeneza, unikanie apoptozy, zmiana metabolizmu komorek oraz
ucieczka komorek nowotworowych spod nadzoru immunologicznego [Hanahan, Weinberg 2000,
2011]. Pierwsze postulaty wskazujace na udziat uktadu odpornosciowego w eliminacji komorek
nowotworowych siegaja poczatku dwudziestego wieku, gdy Paul Ehrlich wnioskowat,
ze pojawiajace si¢ komorki nowotworowe sa wykrywane i na biezaco usuwane przez komorki
uktadu odpornosciowego. W potowie dwudziestego wieku, Thomas i Burnet postawili podobna
hipoteze, ktora zostala okreslona mianem nadzoru immunologicznego. Potwierdzenie tej teorii
nastgpito znacznie pdzniej, po przeprowadzeniu doswiadczen z wykorzystaniem modeli
nowotworoOw powstajagcych spontanicznie, jak 1 indukowanych chemicznie, ktore rozwijaty si¢
U myszy z uposledzonym uktadem odporno$ciowym [Kim i in. 2007; Ribatti 2017]. Dalsze badania
w tym obszarze pozwolity na okreslenie doktadnej roli jaka peini uklad odpornosciowy
w progresji choroby nowotworowej, a proces ten nazywany jest immunoredagowaniem, w ramach

ktorego wyrozniamy fazy: eliminacji, rownowagi oraz ucieczki [Dunn i in. 2004] (Ryc. 2).
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Ryc. 2. Ucieczka komoérek nowotworowych spod nadzoru immunologicznego i udzial komérek ukladu
odpornosciowego w procesie immunoredagowania (na podstawie Kalbasi i in. 2013).

1.2.1. Immunoredagowanie odpowiedzi przeciwnowotworowej

W fazie eliminacji, gdy komoérki nowotworowe sa nadal rozpoznawane przez uktad
odpornosciowy, wykorzystywane sag mechanizmy odpowiedzi odpornosciowej nabytej i wrodzonej.
Na tym etapie na powierzchni komorek nowotworowych prezentowane sg antygeny w kontekscie
czasteczek MHC klasy | oraz ligandy dla NKG2D, ktore odpowiednio sg rozpoznawane przez:
efektorowe limfocyty T CD8" oraz komoérki NK. Ponadto na powierzchni zniszczonych komorek
nowotworowych obecne sa czasteczki kalretikuliny, ktére rozpoznawane sa przez komorki
fagocytujace [Mittal i in. 2014]. Dodatkowo komorki nowotworowe wydzielaja DAMP, ktore
pobudzaja APC naptywajace do powstajacej tkanki nowotworowej [Hernandez i in. 2016].
Komorki dendrytyczne wykorzystujac prezentacje krzyzowa pochtonietych antygenow aktywuja
limfocyty T oraz komorki NKT. Takie komorki efektorowe wydzielaja IFN-y, ktory wptywa na
zahamowanie proliferacji komérek nowotworowych. Nadrzedna rola IFN-y w procesie usuwania
komorek nowotworowych zostata potwierdzona w badaniach z wykorzystaniem myszy
pozbawionych szlaku sygnatowego dla tej cytokiny [Kaplan i in. 1998] lub pozbawionych
odporno$ci nabytej [Shankaran i in. 2001]. U tych myszy proces indukowanej kancerogenezy
postepowat W szybszym tempie niz u myszy szczepu dzikiego. Innym mechanizmem prowadzacym
do eliminacji powstatych komoérek nowotworowych jest aktywnos$¢ cytotoksyczna limfocytow T
CD8" wynikajgca z wydzielania perforyny i granzymoéw, a takze z wprowadzania komorek
nowotworowych na szlak apoptozy poprzez oddziatywanie Fas/FasL lub TRAIL/TRAIL-R
[Schreiber i in. 2011]. Na poziomie wrodzonej odpowiedzi odpornosciowej, znaczacy udziat
w eliminacji komorek nowotworowych odgrywaja makrofagi typu M1 oraz granulocyty, ktore
produkujac czynniki prozapalne (IL-1, IL-12, TNF-a) przygotowuja odpowiednie warunki
umozliwiajace rozwoj komorkowej odpowiedzi odpornosciowej [Mittal i in. 2014]. W sytuacji gdy
komorki nowotworowe nie zostang catkowicie usuniete, proces immunoredagowania przechodzi
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w faze réwnowagi uznawanej za najdluzej trwajacy okres w rozwoju choroby nowotworowe;.
Powstajace nieprawidlowe komorki sg rozpoznawane i nieustannie eliminowane z wykorzystaniem
mechanizméw nabytej odpowiedzi odpornosciowej. Na tym etapie dochodzi takze do selekcji
komorek nowotworowych. Ponadto pod wplywem presji wywotanej przez uktad odpornosciowy
takie komorki zmieniajg swoje wlasciwosci i cechy, ktore umozliwiajg im ucieczke spod nadzoru
immunologicznego [Dunn i in. 2004; Kim i in. 2007].

W fazie ucieczki, z jednej strony komodrki nowotworowe nie s3 identyfikowane przez
komorki uktadu odpornosciowego, natomiast z drugiej strony, nowotwor przeksztatca otaczajace
go sSrodowisko stwarzajac odpowiednie warunki do dalszej progresji choroby. Jednym
z mechanizmow wykorzystywanych przez komoérki nowotworowe jest ograniczenie prezentacii
wlasnych antygenow, poprzez zmniejszenie ekspresji czasteczek MHC klasy | lub utracenie
zdolnosci do przetwarzania antygenu i transportu powstalego epitopu na powierzchnie komorki.
W rezultacie nastgpuje dalsza niecograniczona proliferacja nieimmunogennych komorek
nowotworowych, ktorej towarzyszy wytworzenie swoistej Niszy, zwanej mikrosrodowiskiem

nowotworu (ang. tumor microenvironment; TME) [Schreiber i in. 2011].

1.2.2. Komorki uktadu odpornoscioweqo obecne w mikrosrodowisku nowotworu i ich

rola w ttumieniu odpowiedzi przeciwnowotworowej

W mikro$rodowisku nowotworu, poza proliferujgcymi komérkami nowotworowymi mozna
wyodrgbni¢ fibroblasty, komoérki $rodbtonka, elementy macierzy pozakomorkowej, a takze
leukocyty naptywajace do tkanki guza [Fu, Jiang 2018]. Na podstawie stopnia infiltracji tkanki guza
przez komorki ukladu odporno$ciowego, ktore sa zdolne do skutecznej odpowiedzi
przeciwnowotworowej, mozna okres§li¢ poziom immunogennos$ci nowotworu. Wyrdznia si¢
tzw. nowotwory ,,goragce” (ang. ,,hot” tumors) oraz nowotwory ,,zimne” (ang. ,,cold” tumors)
[Duan i in. 2020; Liu, Sun 2021]. W przypadku nowotwordéw ,goracych” ich cecha
charakterystyczng jest obecnos¢ stanu zapalnego wywotanego przez pobudzone limfocyty T CDS8”,
ktore intensywnie naplywaja do tkanki guza. Efektem wzmozonej aktywnosci tych
cytotoksycznych komorek, jest zwigkszenie zawartosci IFN-y w srodowisku, co takze wspomaga
uruchamianie mechanizméw odpowiedzi odpornosciowej prowadzacej do eliminacji komorek
nieprawidlowych. Ponadto w tkance nowotworowej tego typu, identyfikuje si¢ zwigkszone stezenie
chemokin takich jak CCL5, CXCL9 oraz CXCL10, ktére wspomagaja rekrutacj¢ limfocytow T.
Inng cechg charakterystyczng dla tych guzéw jest wysoka immunogenno$¢ komorek
nowotworowych, ktora wynika z wysokiego poziomu ekspresji zmienionych antygenoéw
nowotworowych (neoepitopéw) rozpoznawanych przez komorki uktadu odpornosciowego.
Dodatkowo wzrasta ekspresja czasteczek PD-L1 na powierzchni komorek nowotworowych,

co wplywa na poprawe efektu terapeutycznego po zastosowaniu przeciwcial anty-PD-L1
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[De Guillebon i in. 2020]. Natomiast w nowotworach ,,zimnych” limfocyty T CD8" wystepuja
nielicznie i1 sg glownie rozmieszczone w czesSciach marginalnych tkanki nowotworowej. Ponadto
komorki nowotworowe sa nierozpoznawalne przez komorki uktadu odpornosciowego, bowiem
poziom ekspresji neoepitopow oraz czasteczek MHC klasy I na ich powierzchni jest niewielki
[Liu, Sun 2021]. Zatem zastosowana terapia przeciwnowotworowa, poza eliminacja komorek
nowotworowych, powinna przyczynia¢ si¢ do zwigkszenia naptywu immunokompetentnych
komorek uktadu odpornosciowego do tkanki guza, tak aby przywréci¢ im cechy typowe dla
nowotworow ,,goracych”.

Warto zaznaczy¢, ze infiltracja nowotworu przez komorki uktadu odpornosciowego takie
jak efektorowe limfocyty T, makrofagi typu M1, komoérki NK oraz komorki dendrytyczne,
szczegolnie w poczatkowym etapie rozwoju choroby, jest kluczowa dla powstawania skutecznej
odpowiedzi przeciwnowotworowej. Niestety wraz z dalszym rozwojem choroby nowotworowej
dochodzi do wytworzenia mikrosrodowiska nowotworu. Komorki nowotworowe wydzielajac rozne
czynniki i substancje promujg réznicowanie in Situ oraz naptyw do tkanki komorek o charakterze
supresorowym. Zaliczamy do nich m.in. komorki supresorowe pochodzenia mieloidalnego,
limfocyty T regulatorowe, makrofagi zwigzane z nowotworem [Pitt i in. 2016]. Aktywnos$¢ tych
komorek wspomaga dalsza ekspansj¢ tkanki nowotworu oraz ostabia wydajno$¢ tworzonej

odpowiedzi przeciwnowotworowej, w konsekwencji prowadzac do dalszej progresji choroby.
1.2.2.1. Komorki supresorowe pochodzenia mieloidalnego

Komorki supresorowe pochodzenia mieloidalnego (ang. myeloid-derived suppressor cells;
MDSC) sa heterogenna populacja nieprawidlowo aktywowanych neutrofilii i monocytoéw, ktore
charakteryzuja silne wiasciwosci immunosupresorowe. W obrgbie MDSC wyrdznia si¢ dwie
subpopulacje: komorki monocytarne (ang. monocytic MDSC; M-MDSC) oraz granulocytarne (ang.
polymorhonuclear MDSC; PMN-MDSC), ktore odrézniane sa na podstawie charakterystyki
fenotypowej i funkcjonalnej. Mysie komorki MDSC wyodrebnia si¢ na podstawie ekspres;ji
czasteczek powierzchniowych Ly6C, Ly6G oraz CDI11b, przy jednoczesnym braku markerow
typowych dla limfocytow B, T oraz komoérek NK [Bronte i in. 2016]. Porownujac obie
te subpopulacje, uwaza si¢, ze wigksza zdolnos¢ do ostabiania odpowiedzi odpornos$ciowej
wykazuja komérki M-MDSC, mimo iz ich liczebno$¢ w tkance nowotworowej jest mniejsza niz
PMN-MDSC [Groth i in. 2019]. Mechanizmy supresji wykorzystywane przez MDSC obejmuja
dzialanie posrednie, przez cytokiny i enzymy wydzielane do $rodowiska, a takze poprzez
bezposrednie oddziatywanie z komoérkami odpornosciowymi obecnymi w TME.

MDSC przez wzmozong produkcj¢ arginazy 1 doprowadzaja do rozktadu argininy w TME.
Deficyt tego aminokwasu powoduje utrate tancucha { w receptorze limfocytow T, bedacego jednym

z kluczowych elementow podczas aktywacji tych komoérek [Rodriguez i in. 2004]. Dodatkowo
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MDSC wydzielaja enzym IDO (2,3-dioksygenaza indoloaminy) odpowiedzialny za degradacje
tryptofanu do kinureniny. Efektem zmniejszenia dostgpnosci tryptofanu jest zahamowanie
aktywacji efektorowych limfocytow T, natomiast zwigkszona zawarto$¢ kinureniny w srodowisku,
sprzyja powstawaniu limfocytow T regulatorowych [Munn, Mellor 2007]. Ponadto MDSC
pobierajac cysteing ze Srodowiska, zmniejszaja dostepnos¢ tego aminokwasu dla komorek
prezentujacych antygen. W rezultacie cysteina nie jest dostarczana przez APC podczas procesu
prezentacji antygenu limfocytom T, co warunkuje zatrzymanie procesu aktywowania dziewiczych
limfocytow T [Srivastava i in. 2010].

Pod wptywem wydzielanych przez MDSC reaktywnych form tlenu (ang. reactive oxygen
species; ROS) i azotu (ang. reactive nitrogen species; RNS) dochodzi do powstania stresu
oksydacyjnego w $rodowisku, ktory negatywnie oddzialuje na aktywnos$¢ limfocytow T.
Wykazano, iz pod wplywem RNS nastepuja zmiany w kompleksie TCR-MHC, ktore
uniemozliwiajg limfocytom T prawidtowe rozpoznanie antygenow prezentowanych przez APC
[Nagaraj i in. 2007]. MDSC ograniczaja takze zdolno$¢ pobudzonych limfocytow do migracji
w kierunku weztéw chlonnych, poniewaz pod wpltywem wydzielanego enzymu ADAMI17
(ang. A Disintegrin And Metalloproteinase 17), dochodzi do pozbawienia limfocytow T czasteczek
L-selektyny (CD62L) [Ku i in. 2016].

Ze wzgledu na produkowane cytokiny jak IL-10 i TGF-f komorki MDSC maja znaczacy
udzial w ekspansji limfocytow Treg. Jednak kluczowym elementem, decydujagcym o aktywacji
limfocytow Treg jest ich bezposredni kontakt z komoérkami MDSC. Pan i in. dowiedli,
ze oddziatywanie czasteczki CD40 na powierzchni MDSC z czasteczka CD40L limfocytow T
w $rodowisku bogatym w supresorowe cytokiny prowadzi do proliferacji Treg [Pan i in. 2010].
Z kolei Poschke i in. wykazali, ze jednym ze sposobow tlumienia odpowiedzi odporno$ciowe;j
wykorzystywanym przez komorki MDSC jest oddziatywanie ich czasteczek CD80, z czasteczkami
CTLA-4 wystepujacymi na powierzchni limfocytow Treg, ktorych aktywnos¢ wplywa hamujaco
na efektorowe limfocyty T [Poschke i in. 2010]. Wykazano takze, iz pod wptywem TGF-f1
produkowanego przez MDSC komorki NK przechodza w stan anergii. Zjawisku temu towarzyszy
stabsze wydzielanie IFN-y przez komoérki NK, a takze obnizona ekspresja czasteczek NKG2D,
prowadzaca do zmniejszenia wlasciwosci cytotoksycznych tych komorek [Li i in. 2009]. Hart i in.
wykazali, ze komorki MDSC sg jednym z gléwnych zrodet IL-10 w TME, a dodatkowo wykazuja
ekspresj¢ receptora tej cytokiny (IL-10R) na swojej powierzchni, co poglebia ich zdolnos¢ do
wydzielania 1L-10 do otoczenia [Hart i in. 2011]. Wytwarzana IL-10 przez komoérki MDSC ma
niekorzystny wplyw na wydajno$¢ komoérek dendrytycznych w skutecznym pobudzaniu
limfocytow T, gtownie ze wzgledu na zmniejszong produkcje¢ IL-12 oraz obnizong zdolnos¢ tych

komorek do prezentacji antygenow [Hu i in. 2011]. Co wigcej, pod wptywem IL-10 pochodzacej
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od MDSC, dochodzi do konwersji makrofagow typu M1 w kierunku komorek typu M2 [Ostrand-
Rosenberg 2018].

1.2.2.2. Makrofagi zwigzane z nowotworem

Najliczniejsza populacja komorek mieloidalnych obecnych w tkance nowotworowej sa
makrofagi zwiazane z nowotworem (ang. tumor-associated macrophages; TAM). Zrodlem tych
komorek sg krazace monocyty lub makrofagi rezydujace w tkankach, ktore sg rekrutowane
do tkanki nowotworu. W TME pod wptywem czynnikow takich jak VEGF, CCL2, M-CSF lub IL-
4 nastepuje konwersja tych komoérek w kierunku TAM [Davidov i in. 2020]. Nalezy dodac¢,
ze w warunkach obnizonej zawartos$ci tlenu w tkance (hipoksji) komoérki MDSC przeksztatcajg si¢
w TAM, co dodatkowo wplywa na wielkos$¢ tej populacji [Corzo i in. 2010].

Makrofagi wystepujace w nowotworze podlegaja réznicowaniu w zaleznosci od panujacych
warunkow Srodowiskowych. Poczatkowo dominuja komoérki typu M1, ktore wykazujg aktywno$¢
przeciwnowotworowg. Makrofagi typu M1 poprzez produkcj¢ cytokin prozapalnych m.in. IL-12,
wspomagaja tworzenie odpowiedzi typu Thl. Ponadto takie makrofagi sa zdolne do eliminacji
komorek nowotworowych. Jednak wraz z dalszym rozwojem choroby, w obecnosci cytokin takich
jak IL-4, IL-10, IL-13 dochodzi do przeksztalcenia makrofagow w kierunku komorek typu M2,
ktoére wspomagaja dalszy rozwoj nowotworu, gtdéwnie poprzez produkowanie czynnikdw wzrostu
takich jak EGF oraz promowanie angiogenezy [Pan i in. 2020]. Uwaza si¢, ze TAM obecne
w tkance nowotworowej, wykazuja cechy typowe dla makrofagdéw typu M2. Zatem uwzgledniajac
supresorowe wiasciwosci TAM, a takze ich dominacj¢ w TME nalezy uznaé, Zze odgrywaja
znaczaca rolg w thumieniu odpowiedzi przeciwnowotworowe;j.

Jednym z mechanizméw supresji wykorzystywanych przez TAM jest ograniczenie
dostepnosci aminokwaséw w srodowisku. Wydzielajac arginaze 1 oraz IDO do srodowiska TAM
przyczyniaja si¢ do zahamowania aktywacji efektorowych limfocytow T [Rodriguez i in. 2003;
Munn i in. 2005]. Dodatkowo TAM produkujac I1L-10, TGF-B oraz prostaglandyny E2, a takze
poprzez ekspresj¢ na swojej powierzchni ligandow dla czasteczek PD-1 i CTLA-4, niekorzystnie
wplywaja na funkcje cytotoksycznych limfocytow T CD8" oraz limfocytow T CD4" [Petty, Yang
2017]. Biorac pod uwagg zdolnos¢ TAM do produkcji IL-10 na tle ich dominacji w TME, uwaza
si¢ ze te komorki, obok MDSC, stanowig gtowne zrédlo tej cytokiny w tkance guzow. Ponadto
TAM odpowiadaja za wzmozony naptyw innych komorek supresorowych do tkanki guza. TAM
wydzielajac chemokiny CCL2, CCL20, CCL22 wspomagaja rekrutowanie limfocytow Treg
I MDSC do TME [Curiel i in. 2004; Liu i in. 2011; Lesokhin i in. 2012].

Makrofagi, zarowno o prawidlowych funkcjach, jak 1 zwigzane z nowotworem, cechuje
zdolno$¢ do prezentacji antygenu W kontekscie czasteczek MHC klasy II. Jednak pod wptywem

czynnikow obecnych w TME m.in. hipoksji lub IL-10, poziom ekspresji tej czasteczki na ich
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powierzchni ulega obnizeniu. W poczatkowej fazie rozwoju nowotworu, wsrod TAM dominuja
komorki 0 wysokiej ekspresji MHC 1l (TAM MHC 11M"). Wraz z dalszym postgpem choroby,
stopien pobudzenia tych komoérek zmniejsza sig, przez co znaczacy udziat w rozwoju nowotworu
zaczynaja odgrywaé TAM o niskiej ekspresji MHC Il (TAM MHC 1) [Movahedi i in. 2010;
Wang i in. 2011; Laoui i in. 2014].

1.2.2.3. Limfocyty T regulatorowe

Limfocyty T CD4 regulatorowe, ktore wyodrgbnia si¢ m.in. na podstawie ekspresji
czynnika transkrypcyjnego FoxP3, w warunkach prawidtowych odpowiadaja za utrzymanie
tolerancji organizmu wobec antygendow wlasnych. Jednak uwzgledniajac ich wlasciwosci
immunosupresyjne, ekspansja tych komoérek podczas rozwoju nowotworu jest zwigzana ze ztym
rokowaniem dla pacjentoéw cierpiacych z powodu chorob nowotworowych.

Limfocyty Treg naptywajace do tkanki guzow lub proliferujace bezposrednio w TME,
hamuja odpowiedz odpornosciowa wykorzystujac rézne mechanizmy. Jednym z nich jest
oddziatywanie ich czasteczek CTLA-4 z czasteczkami kostymulujagcymi na powierzchni DC.
W przeciwienstwie do CD28, CTLA-4 ma wyzsze powinowactwo wzgledem czasteczek CD80
i CD86, a efektem ich wzajemnego kontaktu jest wydzielanie enzymu IDO przez DC [Wojas,
Pajtasz-Piasecka 2010]. Ponadto dziewicze limfocyty T aktywowane przez tak stymulowane DC
przechodza w stan anergii [Mellor, Munn 2004; Munn i in. 2004]. Limfocyty T regulatorowe
charakteryzuja si¢ wysoka ekspresja czasteczki CD25, ktéra umozliwia im wydajne pobieranie
IL-2 ze $rodowiska. Z tego powodu dostgpnos¢ tej cytokiny dla limfocytow efektorowych jest
ograniczona, co negatywnie wplywa na ich proliferacje i aktywacj¢. Dodatkowym elementem
ostabiajagcym odpowiedz przeciwnowotworowa jest zdolno§¢ limfocytow Treg do wydzielania
cytokin przeciwzapalnych (IL-10, TGF-B, IL-35), a takze perforyny i granzymow, ktorych

aktywnos¢ prowadzi do eliminacji komorek efektorowych [Ohue, Nishikawa 2019].
1.2.2.4. Komorki dendrytyczne

Obecnos¢ komorek dendrytycznych w tkance nowotworowej poczatkowo byta uwazana za
korzystny marker prognostyczny. Jednak pozniejsze badania wykazaty, ze wzmozona infiltracja
DC moze by¢ zwigzana z negatywnymi rokowaniami w rozwoju choroby nowotworowej [Karthaus
i in. 2012; Tran Janco i in. 2015]. W TME zdolno$¢ komorek dendrytycznych do inicjowania
skutecznej odpowiedzi odpornosciowej jest ostabiona, zatem jako marker prognostyczny powinno
si¢ uznawac bardziej stopien pobudzenia DC, niz intensywnos$¢ ich nacieku do tkanki nowotworu
[Tran Janco i in. 2015; Fu, Jiang 2018]. Jednym z czynnikéw obnizajacych aktywno$é DC sg
cytokiny produkowane przez komorki obecne w TME. Pod wplywem IL-6 i IL-10 proces
dojrzewania komorek dendrytycznych zostaje zahamowany, co prowadzi do powstania DC
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0 cechach tolerogennych, niezdolnych do aktywowania skutecznej odpowiedzi
przeciwnowotworowej [Fu, Jiang 2018]. Dowiedziono, ze DC znajdujace si¢ w mikrosrodowisku
nowotworu charakteryzuja si¢ zwigkszong ekspresja receptorow zmiataczy typu A, ktore
odpowiadaja za pochtanianie lipidow z otoczenia. W zwigzku z tym, we wnetrzu DC dochodzi do
nadmiernej akumulacji kwaséw tluszczowych. Rezultatem zaburzonej gospodarki thuszczowej
komorek, jest ostabienie ich zdolnosci do prezentacji krzyzowej antygenow, co bezposrednio
wplywa na inicjowanie odpowiedzi przeciwnowotworowej [Herber i in. 2010; Ramakrishnan i in.
2014]. Ponadto komorki dendrytyczne obecne w TME wykazuja zwigkszong ekspresje czasteczek
PD-L1, ktére oddziatujac z czasteczkami PD-1 na powierzchni limfocytow, indukujg ich apoptoze.
Jak wykazali w badaniach Krempski i in., DC naptywajace do tkanki nowotworowej jajnika,
wykazywaly jednocze$nie zwickszong ekspresj¢ PD-L1 oraz PD-1 [Krempski i in. 2011].
W zwiazku z tym, takie komoérki z jednej strony zmniejszajg zywotno$¢ limfocytow, a z drugiej
strony same mogg zosta¢ wyeliminowane z TME. Zatem zablokowanie szlaku programowanej
$mierci komorki poprzez wykorzystanie przeciwciat skierowanych przeciwko PD-1 lub PD-L1 jest
obiecujagcym rozwigzaniem. W istocie dowiedziono, ze zablokowanie czasteczki PD-1
na powierzchni DC przywrdcito prawidlowe funkcje tych komorek, a to z kolei wplyneto
na zwigkszong proliferacj¢ limfocytow T w tkance raka mysiego jajnika [Krempski i in. 2011].
Ponadto z przeprowadzonych badah przez Karyampudi i in. wynika, ze limfocyty T CD8"
pobudzone przez DC ze wstrzymang funkcjonalnoscia czasteczek PD-1, dtuzej utrzymywaty si¢
w tkance mysiego raka sutka, ze wzgledu na zwigkszong ekspresje receptora IL-7 na ich
powierzchni [Karyampudi i in. 2014]. Warto podkresli¢, ze komdrki nowotworowe wytwarzajac
substancje takie jak VEGF, IL-10, TGF-f i prostaglandyny uniemozliwiaja réznicowanie komorek
progenitorowych w kierunku DC. W tych warunkach dochodzi do powstawania komorek o cechach
immunosupresorowych, takich jak MDSC i TAM [Hargadon 2013].

1.2.3. Rola IL-10 w tworzeniu odpowiedzi przeciwnowotworowej

Sposroéd cytokin, ktorych aktywnos$¢ stanowi duza barier¢ w tworzeniu wydajnej
odpowiedzi przeciwnowotworowej, znaczaca rolg odgrywa IL-10. Jest to cytokina, ktora
w prawidtowych warunkach odpowiada za regulowanie odpowiedzi odporno$ciowej. Z jednej
strony deficyt IL-10 uniemozliwia wyciszanie odpowiedzi zapalnej, natomiast z drugiej — jej
nadmiar moze promowac tworzenie przeciwciat autoreaktywnych niszczacych tkanki gospodarza
[Mannino i in. 2015]. Poczatkowo uznawano, ze za produkcje 1L-10 sg odpowiedzialne limfocyty
Th2 i Treg, lecz obecnie wiadomo, ze zrodtem tej cytokiny moga by¢ inne komoérki uktadu
odpornosciowego, np. limfocyty B, DC oraz komoérki NK [Ng i in. 2013]. Ponadto jak

przedstawiono w poprzedniej czgsci wstepu, do produkcji tej cytokiny sg zdolne komorki uktadu
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odpornosciowego $cisle zwigzane z tkanka nowotworowg — TAM i MDSC. Dodatkowo zrédiem
IL-10 w TME moga by¢ same komorki nowotworowe [Sato i in. 1996; Li i in. 2014].

Waznym elementem warunkujgcym oddziatywanie IL-10, jest ekspresja swoistego
receptora tej cytokiny na powierzchni komoérek docelowych. Receptor 1L-10 (IL-10R) jest
heterodimerem ztozonym z podjednostki IL-10R1 o wysokim powinowactwie do IL-10, oraz
podjednostki IL-10R2, rozpoznajacej rowniez inne cytokiny nalezace do tej samej rodziny cytokin
[Zdanov 2010]. Istnieja takze roznice w rozpowszechnieniu obu podjednostek, poniewaz IL-10R1
zostata zidentyfikowana na powierzchni limfocytow B, makrofagow, DC, komoérek NK oraz
limfocytow Treg, podczas gdy IL-10R2 powszechnie wystepuje na wszystkich typach komorek
[Mannino i in. 2015; Saraiva i in. 2020]. Przytaczenie IL-10 do podjednostki IL-10R1 powoduje jej
oligomeryzacj¢ z IL-10R2, a nastepnie sa fosforylowane kinazy tyrozynowe Janus, JAK1 oraz
Tyk2. Do tak aktywowanego kompleksu przytaczane sg biatka STAT3, ktore w fosforylowanej
formie przemieszczaja si¢ do jadra komorki, by w nim uruchomié ekspresje genéw cytokin takich
jak 1L-6, IL-10, IL-21 lub IL-27 [Kicielinska, Pajtasz-Piasecka 2014]. Biorac pod uwage fakt,
ze komoérki pod wptywem IL-10 staja si¢ takze producentami tej cytokiny, zasadnym jest
blokowanie IL-10R na ich powierzchni.

Uwzgledniajac udziat IL-10 w ksztalttowaniu odpowiedzi przeciwnowotworowej, nalezy
podkresli¢, ze moze ona wspiera¢ lub hamowa¢ rozw6j nowotworu. Wczesne badania nad rola
IL-10 wskazywaty, ze zarowno nadekspresja IL-10 przez komorki nowotworowe, jak i podawanie
IL-10 pochodzenia egzogennego, prowadzito do zmniejszenia lub catkowitej eliminacji nowotworu
[Giovarelli i in. 1995; Berman i in. 1996]. Wyjasnienie podstaw tego mechanizmu nastgpito pozniej
gdy wykazano, ze obecnos¢ IL-10 korzystnie wplywa na proliferacje limfocytow T CD8", a takze
na ich aktywno$¢ cytotoksyczng. W istocie, zastosowanie pegylowanej formy IL-10 w terapii
myszy obarczonych rakiem gruczotu sutkowego Iub rakiem ptaskonablonkowym skory,
doprowadzito do zwiekszonej infiltracji tkanki nowotworu przez limfocyty T CD8". Komorki te
bytly zdolne do produkcji IFN-y oraz granzymoéw, co zapewnito skuteczng eliminacje komorek
nowotworowych [Mumm i in. 2011; Emmerich i in. 2012]. Podobne efekty terapeutyczne
osiagnicto w ramach przeprowadzonego badania klinicznego z udziatem pacjentow z nowotworami
litymi (NCT02009449) [Naing i in. 2016, 2018].

Powyzsze informacje wskazuja, ze IL-10 moze dziata¢ immunostymulujaco wobec
efektorowych limfocytow T CDS8", szczegdlnie w poczatkowych etapach rozwoju nowotworu.
Jednak uwzgledniajac mikrosrodowisko nowotworowe, w ktérym nastepuje dominacja komoérek
uktadu odpornosciowego zdolnych do wydzielania tej cytokiny, poziom IL-10 bedzie zwigkszat si¢
wraz z progresja choroby nowotworowej. Ostatnie badania dowodza, ze wysoki poziom IL-10
w surowicy lub w tkance guzoéw jest niekorzystnym markerem prognostycznym dla pacjentow

cierpigcych z powodu chorob nowotworowych [Feng i in. 2018; Chen i in. 2019; Zhang i in. 2020].
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Meta-analiza danych pochodzacych od 1788 pacjentow wykazata, ze wysokie stezenie tej cytokiny
w surowicy jest skorelowane z krotszym czasem przezycia, zarowno w przypadku nowotworéw
litych, jak i hematologicznych [Zhao i in. 2015]. Ponadto IL-10 ma znaczacy udzial w ucieczce
nowotworu spod nadzoru immunologicznego, poniewaz pod jej wptywem dochodzi do
zmniejszenia ekspresji czasteczek MHC klasy I oraz ligandow dla NKG2D na powierzchni
komorek nowotworowych [Matsuda i in. 1994; Serrano i in. 2011].

Niekorzystny wptyw IL-10 na inne komorki ukladu odpornosciowego zostat dobrze
poznany. Zwigzanie 1L-10 ze swoistym receptorem na powierzchni limfocytéw T prowadzi do
defosforylacji czasteczki CD28, a to z kolei blokuje drugi sygnat aktywacyjny w synapsie
immunologicznej. W rezultacie dziewicze limfocyty T nie zostaja prawidtlowo pobudzone
i przechodza w stan anergii [Taylor i in. 2007]. Dodatkowo limfocyty T CD4"* pod wptywem IL-10
wykazuja zmniejszong zdolno$¢ do wydzielania cytokin prozapalnych, takich jak IL-2, IFN-y oraz
TNF-o [Mannino i in. 2015]. W przypadku komoérek NK poczatkowo sgdzono, ze IL-10 zmniejsza
zdolnos¢ tych komorek do produkcji cytokin takich jak TNF-a. oraz IFN-vy, co ostabia ich aktywnos¢
przeciwnowotworowg [Conti i in. 2003]. Jednak pdzniejsze badania dowiodty, ze IL-10 wptywajac
na zmniejszenie ekspresji czasteczek MHC klasy I na powierzchni komoérek nowotworowych,
posrednio dziatala immunostymulujaco na komorki NK, ktoére wydajniej eliminowaty takie
komorki nowotworowe [Mocellin i in. 2004]. W tym miejscu jednak nalezy podkresli¢, ze
korzystny wptyw IL-10 na aktywno$¢ komorek NK ulega odwrdceniu w sytuacji, gdy w srodowisku
zawarto$¢ tej cytokiny drastycznie wzrasta. Jak wykazal Szkaradkiewicz i in. u pacjentow
z gruczolakorakiem zotadka istniata Scista zalezno$¢ pomiedzy stadium zaawansowania choroby
nowotworowej a zwiekszonym st¢zeniem IL-10 w surowicy, ktore mialo nadrzedny wplyw na
obnizenie aktywnosci cytotoksycznej komorek NK [Szkaradkiewicz i in. 2010].

Supresorowe dziatanie IL-10 wzgledem odpowiedzi przeciwnowotworowej wynika migdzy
innymi z jej niekorzystnego oddzialywania na komorki prezentujace antygeny, w tym komorki
dendrytyczne. Liczne badania wykazaty, ze IL-10 zaburza zdolno$¢ APC do zaleznej od chemokin
migracji w kierunku weztow chtonnych [Demangel i in. 2002] i obniza ekspresje czasteczek MHC
IT oraz czasteczek kostymulujacych umozliwiajacych wydajna 1 skuteczng aktywacje dziewiczych
limfocytéw T [Ding i in. 1993]. Ponadto w obecnosci IL-10 DC produkuja znacznie mniej 1L-12,
cytokiny niezbednej do aktywacji odpowiedzi typu Th1l [De Smedt i in. 1997; Huang i in. 2001].
Uwaza si¢, ze komorki dendrytyczne pod wplywem IL-10, przeksztalcaja si¢ z komorek
o charakterze immunogennym w komorki tolerogenne, ktoére indukuja anergi¢ cytotoksycznych

limfocytow T CD8" [Steinbrink i in. 1999].
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1.3.  Wykorzystanie komorek dendrytycznych w immunoterapii

przeciwnowotworowej

Jak juz zostalo wspomniane wcze$niej, DC znajdujace sie¢ pod wptywem niekorzystnego
mikro$rodowiska nowotworowego sg niezdolne do pobudzenia komérek efektorowych. Z tego
powodu, aby doprowadzi¢ do reaktywacji odpowiedzi przeciwnowotworowej, do organizmu
dostarcza si¢ szczepionki komorkowe na bazie prawidtowo funkcjonujacych DC réznicowanych
w warunkach ex vivo. Wykorzystanie DC w terapii przeciwnowotworowej jest zaliczane do strategii
adoptywnej immunoterapii, w ktorej efekt terapeutyczny jest osiggany poprzez aktywacje
odpowiedzi odpornosciowej gospodarza, prowadzacej do eliminacji komoérek nowotworowych
[Galluzzi i in. 2014].

Do otrzymania ludzkich DC niezbedne sg komorki prekursorowe, ktore izoluje sie z krwi
pacjenta lub dawcy (komorki CD14" lub CD34%), a w przypadku uktadu mysiego wykorzystuje sie
komorki izolowane ze szpiku kosci. Niezaleznie od pochodzenia, komorki utrzymywane sg
w  kilkudniowej hodowli w obecnosci IL-4 i GM-CSF, umozliwiajacej ich proliferacje
i roznicowanie si¢ w kierunku niedojrzatych DC [Sabado i in. 2017]. Jednym z kluczowych
elementow wptywajacych na skuteczno$¢ szczepionek opartych na DC jest odpowiedni poziom
dojrzatosci podawanych komoérek — moga by¢ to komorki czgsciowo dojrzate lub catkowicie
pobudzone, ale zawsze musza by¢ zdolne do prezentacji antygenu nowotworowego i do rozpoczecia
odpowiedzi odpornosciowej. Do stymulacji niedojrzatych DC wykorzystuje si¢ antygeny zwigzane
z nowotworem (ang. tumor associated antigens; TAA), z ktorych izolowane sa zdefiniowane
peptydy lub specyficzne mRNA [Bol i in. 2016; Constantino i in. 2016]. Korzyscia ptynaca
ze stosowania peptydéw pochodzacych z TAA jest mozliwos¢ ich bezposredniego wigzania
z czasteczkami MHC na powierzchni DC, bez konieczno$ci ich wczedniejszego przeksztalcania
1 modyfikacji. Innym Zrédlem antygenow sa lizaty calych komorek nowotworowych, ktore
uzyskuje si¢ poprzez kilkukrotny cykl ich szybkiego mrozenia i rozmrazania, w wyniku czego
uwalnianych jest wiele stymulatorow pochodzenia nowotworowego, a takze czasteczki DAMP.
Ta metoda jest z powodzeniem stosowana do otrzymywania antygendéw nowotworowych
wykorzystywanych w pobudzaniu ludzkich i mysich niedojrzatych DC [Sabado i in. 2017], w tym
takze w prowadzonych przez nas do$wiadczeniach terapeutycznych w mysich modelach
nowotworowych [Rossowska i in. 2014, 2018; Wojas-Turek i in. 2016].

Do tej pory jedynym preparatem opartym na DC zaakceptowanym przez FDA jest
Sipuleucel-T (Provenge®), w ktorym komérki dendrytyczne s3 izolowane z krwi pacjenta. W celu
otrzymania swoistych i dojrzatych DC stosowane jest rekombinowane biatko fuzyjne PA2024,
sktadajace si¢ z GM-CSF oraz kwasnej fosfatazy prostaty (ang. prostatic acid phosphatase; PAP).

Wspomniany preparat byt wykorzystywany w terapii hormonoopornego raka stercza, a w efekcie
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jego stosowania nastgpito wydtuzenie $redniego czasu przezycia pacjentéw o 4,1 miesigca,
w porownaniu do grupy otrzymujacej placebo [Kantoff i in. 2010; Beer i in. 2013].

Sposroéd prowadzonych obecnie licznych prob klinicznych, wykorzystujacych w terapii
przeciwnowotworowej komorki dendrytyczne, zdecydowana wigkszos¢ stanowig badania
znajdujace si¢ w I lub II fazie. Bezpieczenstwo immunoterapii opartej na DC zostato wielokrotnie
potwierdzone. Ponadto wykazano, Zze specyficzne wzglgdem antygendéw nowotworowych
limfocyty T CD8" pojawiaja sie juz po 7 dniach od pierwszego podania szczepionkowych DC
i $wiadczy to o immunogennosci zastosowane] terapii [Butterfield i in. 2003]. Jednak mimo
obiecujacych rezultatow osigganych w tych wczesnych fazach badan klinicznych, w wigkszosci
przypadkéw wykorzystanie DC w postaci monoterapii nie przynosi oczekiwanych efektow
w III fazie. Wérdd czynnikow, ktore wplywaja na te niezadowalajace rezultaty, wymienia si¢
wdrozenie terapii komorkami dendrytycznymi dopiero w zaawansowanym stadium choroby,
w ktorym mechanizmy immunosupresji wykorzystywane przez nowotwor sg bardzo rozwiniete.
Dodatkowym elementem ostabiajacym skuteczno$¢ terapii jest zmienno$¢ antygenowa pomiedzy
komoérkami w guzie pierwotnym i w przerzutach. Z tego powodu DC stymulowane TAA
wyizolowanymi z guza pierwotnego, nie pobudzaly limfocytow T swoistych wzgledem komorek
nowotworowych obecnych w przerzutach [Butterfield 2013]. Pomimo tych ograniczen, jak podaje
Santos, prawie u 10% o0sob poddanych terapii szczepionkami na bazie DC, moze nastgpi¢ trwata
regresja guza nowotworowego [Santos, Butterfield 2018].

Uwaza si¢, ze dotychczasowe osiaggnigcia i zdobyta wiedza w zakresie wykorzystania
komorek dendrytycznych w terapiach przeciwnowotworowych pozwoli na stworzenie lepszych
strategii terapeutycznych w przysztosci. Jednym z kierunkéw udoskonalania immunoterapii opartej
na komorkach dendrytycznych jest odpowiednie przygotowanie szczepionkowych komorek,
o obnizonej wrazliwosci na negatywny wplyw czynnikéw obecnych w nowotworze, szczegolnie

jesli takie komorki sa dostarczane bezposrednio do guzéw lub okotoguzowo.

1.4. Zniesienie negatywnego wplywu IL-10 na komoérki dendrytyczne jako

potencjalna strategia w terapii przeciwnowotworowej

Bioragc pod uwage immunosupresorowe dziatanie I1L-10 obecnej w tkance nowotworu
na proces aktywacji odpowiedzi odpornosciowej, obiecujacym rozwigzaniem jest zablokowanie
wplywu tej cytokiny na komoérki immunokompetentne, w tym komorki dendrytyczne. W badaniach
przedklinicznych najczgséciej stosowane sa przeciwciata neutralizujace IL-10 lub skierowane
przeciwko receptorowi tej cytokiny.

Jednym z przyktadéw wykorzystania przeciwciat anty-1L-10 jako elementu ksztattujacego
rozw6j odpowiedzi odpornosciowej, sg badania przeprowadzone przez zespot Kalli i in. Przez
immunizacj¢ myszy szczepionkami na bazie komoérek dendrytycznych pulsowanych z peptydem
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gp100, probowano wywola¢ swoista odpowiedz odpornosciows, ktora stanowitaby skuteczng
barier¢ chronigcg przed rozwojem nowotworu. Chociaz po podaniu komorek czerniaka,
u immunizowanych myszy pojawily si¢ guzy, to wykazano, ze efektem zastosowania tej
prewencyjnej immunoterapii, byta zwigkszona infiltracja nowotworu przez limfocyty T CD4" oraz
redukcja liczebnosci limfocytow Treg. Dopiero uzupetnienie terapii o ogoélnoustrojowe podania
przeciwcial neutralizujagcych IL-10 poglebito efekt terapeutyczny, w postaci catkowitego
wstrzymania rozwoju guza. Schemat terapeutyczny zaproponowany przez Kalli i in. nie byt typowy
dla terapii przeciwnowotworowych, ktore wdrazane sg dopiero po wykryciu nowotworu. Niemniej
jednak rezultaty osiggnigte w ramach tych do§wiadczen wskazaty, ze zablokowanie w guzach
aktywnosci IL-10, doprowadzito do zredukowania populacji komoérek Treg, a tym samym
przyczynito si¢ do stworzenia wydajnej odpowiedzi przeciwnowotworowej inicjowanej przez
szczepionkowe DC [Kalli i in. 2013].

We weczesniejszych badaniach prowadzonych w naszym laboratorium oceniano wptyw
ogolnoustrojowej eliminacji IL-10 na skuteczno$¢ terapii z udziatem szczepionek na bazie DC,
wspomaganych zastosowaniem cyklofosfamidu w modelu mysiego raka jelita grubego [Rossowska
i in. 2015]. Rezultatem skojarzonej terapii sktadajacej si¢ z cyklofosfamidu i przeciwciat
anty-1L-10 byt zmniejszony naptyw limfocytow T regulatorowych do tkanki guzow, ktéremu
towarzyszylo obnizenie aktywnos$ci supresorowej MDSC. Niemniej jednak aktywacja swoistej
odpowiedzi przeciwnowotworowej zaleznej od komoérek NK nastgpita dopiero, gdy terapie
uzupetniono o okotoguzowe podania dojrzatych DC. To z kolei doprowadzito do znaczacego
zahamowania wzrostu guzoéw [Rossowska i in. 2015]. Biorac pod uwage, ze dlugotrwate
I ogdlnoustrojowe zablokowanie aktywnosci IL-10 moze doprowadzi¢ do zaburzen o podtozu
autoimmunologicznym, poszukiwane sa rozwigzania dziatajace miejscowo, ktore beda omijac ten
problem. Z tego powodu w naszych kolejnych do§wiadczeniach, wykorzystane zostaty wektory
lentiwirusowe (ang. lentivirus; LV) niosace sekwencj¢ shRNA skierowana przeciwko IL-10.
Podawane doguzowo wektory LV shlL-10 zmniejszaty stezenie tej cytokiny w TME, co znaczaco
zwiekszylto skuteczno$¢ szczepionek na bazie DC i poglebito efekt terapeutyczny [Rossowska i in.
2018].

Innym sposobem odwrodcenia negatywnego wptywu IL-10 na odpowiedz odporno$ciowa,
jest zablokowanie swoistego receptora dla tej cytokiny, a jednym z najczeSciej stosowanych
rozwigzan jest podawanie przeciwciat anty-IL-10R. Chociaz zastosowanie tych przeciwciat
w formie monoterapii nie spowalnia wzrostu guzow, to w polaczeniu z innymi strategiami
terapeutycznymi znaczaco wzmacnia tworzong odpowiedz przeciwnowotworowa [Ni i in. 2020].

Z badan przeprowadzonych przez Llopiz i in. wynika, ze uzycie przeciwciat blokujacych
IL-10R jest szczegodlnie istotne, gdy zastosowana immunoterapia prowadzi do zwigkszonej

produkcji IL-10 przez komoérki uktadu odpornosciowego. Llopiz i in. wykazali, Ze nastgpstwem
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terapii opartej na szczepionkach zawierajacych TAA oraz ligand dla TLR7, byl wzrost stezenia
IL-10 w surowicy myszy. Z tego powodu obserwowano jedynie niewielki efekt terapeutyczny.
Natomiast uzupelnienie terapii o przeciwciata anty-IL-10R doprowadzito do aktywacji odpowiedzi
typu Thl i znaczacego spowolnienia wzrostu nowotworu [Llopiz i in. 2016].

Korzysci plynace z zablokowania receptora IL-10 na powierzchni komorek uktadu
odpornosciowego wykazali takze w swoich do§wiadczeniach Ruffell i in., ktorzy chemioterapi¢
myszy z nowotworem gruczolu sutkowego wzbogacili o ogolnoustrojowe iniekcje przeciwciat
anty-IL-10R. Dowiedli oni, ze zniesienie negatywnego wptywu IL-10 na komorki dendrytyczne
obecne w nowotworze, przywrocito ich zdolno$¢ do produkcji 1L-12, co w konsekwencji
aktywowato odpowiedz przeciwnowotworowa zalezng od limfocytow T CD8" [Ruffell i in. 2014].
Podobne wnioski ptyng z badan in vitro przeprowadzonych przez Thempalee i in, ktorzy wykazali,
ze naiwne limfocyty T pobudzone przez DC z zablokowanym receptorem IL-10, charakteryzowaty
si¢ zwigkszonym wydzielaniem IFN-y i wzmozong aktywnoscig cytotoksyczng wobec komorek
nowotworowych [Thepmalee i in. 2018].

Alternatywnym rozwigzaniem prowadzacym do otrzymania szczepionkowych DC
0 obnizonej wrazliwosci na IL-10, jest modyfikacja komorek prowadzaca do zmniejszenia ekspresji
receptora tej cytokiny na ich powierzchni. W tym celu wykorzystuje si¢ zjawisko interferencji RNA
(ang. RNA interference; RNAI), ktore zostanie omoéwione w dalszej czesci wstepu. Skutecznosé
immunoterapii opartej na DC z wyciszong ekspresjg IL-10R potwierdzono w terapii myszy
obarczonych nowotworem TC-1. Wykorzystujac plazmidy niosace siRNA (ang. small interfering
RNA) skierowane przeciwko IL-10R, otrzymano szczepionki komoérkowe, ktore indukowaty
swoistg odpowiedz limfocytow T CD8", a rezultatem zastosowanej strategii bylo znaczace

spowolnienie wzrostu guzéw [Kim i in. 2011; Ahn i in. 2015].

1.5. Wykorzystanie zjawiska interferencji RNA jako metody regulacji ekspresji

genow

Poznanie mechanizmu post-transkrypcyjnej regulacji ekspresji genéw poprzez interferencje
RNA, otworzyto nowy etap w badaniach przedklinicznych. Wykazano, ze pod wplywem degradacji
dwuniciowego RNA (dsRNA) powstaja krotkie interferujace RNA (siRNA), ktore wyciszaja
ekspresje docelowego genu. Zrédtem dsRNA w komoérkach moga byé¢ endogenne czasteczki
mikroRNA (miRNA) lub egzogenne czasteczki np. dSRNA pochodzenia wirusowego lub shRNA
(ang. short hairpin RNA) wprowadzone do komorek na drodze modyfikacji genetycznej [Bofill-De
Ros, Gu 2016].

Proces interferencji RNA rozpoczyna si¢ od degradacji dsRNA pod wplywem aktywnosci
endorybonukleazy zwanej Dicer. Powstajace krotkie fragmenty siRNA o dlugosci ok.
20 nukleotydow sa nastgpnie przylaczane do kompleksu skladajacego si¢ z biatka Ago2
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(ang. argonaute 2), biatka wigzacego dsRNA (ang. dsSRNA-binding protein) oraz wspomnianego
enzymu Dicer. W obrgbie nici siRNA wyrdzniamy ni¢ wiodaca, warunkujacg swoistos¢
mechanizmu interferencji RNA, oraz ni¢ towarzyszacg, ktora jest usuwana przez biatko Ago2.
Powstaly kompleks indukujacy wyciszenie (ang. RNA-induced silencing complex; RISC) przytacza
si¢ do docelowej sekwencji mMRNA. Nastepnie dochodzi do degradacji tej sekwencji, a ekspresja
tego genu zostaje wyciszona. Waznym aspektem skuteczno$ci interferencji RNA jest catkowita
komplementarno$¢ nici wiodacej znajdujacej si¢ w kompleksie RISC wzglgdem fragmentu genu
docelowego. W przeciwnym razie zahamowanie ekspresji pozadanego genu nie bedzie mozliwe
[Singer, Verma 2008; Chen i in. 2018].

Biorac pod uwage fakt, ze niezaleznie od pochodzenia dsRNA, koncowym produktem
degradacji sa czasteczki siRNA, podejmowano proby bezposredniego dostarczania tych czasteczek
do komorek. Jednak gléwnymi ograniczeniami tego systemu sg: niewielka trwato§¢ siRNA
w warunkach in vivo oraz stabe przenikanie siRNA przez blone komorkowa wynikajace
z ich yjemnego tadunku i silnych wtasciwosci hydrofilowych [Singh i in. 2018].

W tym miejscu nalezy podkresli¢, ze zjawisko RNAI jest mechanizmem naturalnej regulacji
ekspresji gendéw w komorkach eukariotycznych, w ktorej uczestnicza miRNA. Prekursory tych
czasteczek powstajg podczas transkrypcji zachodzacej w jadrze komoérkowym. Nastepnie w wyniku
dalszych modyfikacji jest formowane pre-miRNA, ktore majg budowe tzw. spinki do wlosow,
sktadajacej si¢ z fragmentu dsRNA oraz charakterystycznej petli. Bazujac na tym mechanizmie oraz
strukturze pre-miRNA, opracowano metody modyfikacji genetycznej komorek, ktore prowadza do
utworzenia w ich jadrze komoérkowym dsRNA zwanego shRNA [Bofill-De Ros, Gu 2016].

Projektujac odpowiednia sekwencje, ktora ma zosta¢ dostarczona przez czasteczkg shRNA,
mozna w warunkach doswiadczalnych doprowadzi¢ do wyciszenia ekspresji pozadanego genu
w komorkach docelowych, poniewaz shRNA jest degradowane z wykorzystaniem maszynerii
dostepnej w komorce. Z tego powodu w obrebie struktury nukleotydowej czasteczki shRNA
powinna zosta¢ umieszczona sekwencja nici towarzyszacej siRNA, nastgpnie krotki fragment
determinujacy pojawienie si¢ charakterystycznej petli, po ktéorym wystepuje sekwencja nici
wiodacej siRNA komplementarna do mRNA docelowego genu. Na koncu znajduje si¢ pig¢ tymidyn
stanowigcych sekwencje terminatorowa dla polimerazy III, ktora jest odpowiedzialna
za transkrypcje catego materiatu genetycznego czasteczki shRNA. Waznym aspektem jest wybor
odpowiedniej sekwencji promotora, ktory bedzie rozpoznawany przez polimeraze II1. Do ekspresji
shRNA najczgsciej wykorzystywanymi promotorami sg U6 1 HI. Sposrdd nich promotor U6 jest
silniejszy, lecz istnieja przestanki, ze moze by¢ bardziej toksyczny wobec niektorych komorek, np.
komorek szpiku kostnego [Singer, Verma 2008]. Zatem uwzgledniajac fakt, ze w niniejszej pracy
zaplanowano transdukcje komorek dendrytycznych pochodzenia szpikowego, wybor promotora H1

w konstrukcji plazmidu transferowego w systemie lentiwirusowym byl uzasadniony.
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Wprowadzenie sekwencji shRNA do komoérek docelowych nastepuje na drodze ich

transdukcji wektorami lentiwirusowymi (Ryc. 3), ktore zostaty omoéwione ponize;.

‘Wektor lentiwirusowy
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Ryc. 3. Schemat przedstawiajacy proces wyciszenia genu w komorce docelowej w nastepstwie transdukcji
wektorami lentiwirusowymi kodujacymi shRNA.

1.6. Wektory lentiwirusowe jako narzedzie do modyfikacji genetycznej komorek

Jedng z cech typowych dla wiruséw jest integracja ich materiatu genetycznego z genomem
zainfekowanej komorki. Umozliwia to dalszg replikacje¢ wirusowych genow, ktora jest
przeprowadzana przez maszyneri¢ biatkowa komorki gospodarza. Doktadne poznanie tego
mechanizmu pozwolito opracowaé strategic modyfikacji genetycznej komorek, w ktorych
wektorem niosgcym pozadany gen sg czastki wiruséw. Aby uzyska¢ wektory wirusowe niezbedne
sa komorki pakujace, ktore kotransfekowane odpowiednimi plazmidami, wydzielaja do otoczenia
niezdolne do replikacji wiriony. Bowiem nadrzednym celem zastosowania wektorow wirusowych
jest wprowadzenie do docelowych komorek okreslonego transgenu, ktory zmieni ich wtasciwosci.
Zatem wyprodukowane wektory wirusowe musza zosta¢ pozbawione gendw warunkujacych ich
wirulencje, a jednocze$nie powinny by¢ skuteczne w modyfikowaniu genomu komorki docelowe;.
Najczesciej wykorzystuje si¢ wektory oparte na wirusach z rodziny retroviridae, do ktorej
zaliczamy m.in. y-retrowirusy (zwane tez onkoretrowirusami) oraz lentiwirusy (LV). W przypadku
wektorow opartych na y-retrowirusach najczesciej wykorzystywany jest mysi wirus biataczki,
natomiast system wektorow lentiwirusowych zostat oparty o genom ludzkiego wirusa HIV-1
(ang. human immunodeficiency virus 1) [Liechtenstein i in. 2013].

Genom wirusow z rodziny retroviridae jest zbudowany z dwoch kopii jednoniciowego
RNA. W jego obrgbie wyrdzniamy geny gag, pol i env. Za powstanie biatek strukturalnych, takich
jak biatka macierzy i kapsydu oraz domen nukleokapsydu odpowiada gen gag. Natomiast gen pol
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koduje biatka niezbedne w procesie odwrotnej transkrypcji i integracji materiatu genetycznego
wirusa, a takze biatka uczestniczace w dojrzewaniu wirionow. Gen env jest odpowiedzialny
za powstanie glikoprotein otoczki, ktore warunkuja tropizm komorkowy czastek wirusa. Po
zwigzaniu tej glikoproteiny ze swoistym receptorem powierzchniowym, nastgpuje fuzja ostonki
wirusowej z btong komorkowsa gospodarza. Nastepnie zamkniety w kapsydzie material genetyczny
wirusa zostaje przetransportowany do cytoplazmy, w ktoérej ulega odwrotnej transkrypcji. Powstate
czasteczki cDNA trafiajg do jadra komorkowego, w ktorym dochodzi do ich integracji z genomem
gospodarza. Retrowirusy wykorzystuja maszyneri¢ transkrypcyjna zainfekowanej komorki, aby
zsyntetyzowaé wlasne mRNA, ktore pozniej ulega translacji w cytoplazmie. W efekcie ztozone na
nowo czastki wirusa opuszczajg komorke i cykl rozwojowy wirusOw rozpoczyna si¢ na nowo
[Singer, Verma 2008; Liechtenstein i in. 2013].

W przypadku wirusa HIV-1, poza wspomnianymi podstawowymi genami pol, gag i env,
wyroznia si¢ dodatkowo szereg gendow pomocniczych powigzanych z wirulencjg (vif, vpr, vpu, nef)
i regulacja ekspresji genow (tat, rev). Ponadto po etapie integracji cONA wirusa HIV-1 z genomem
gospodarza, powstaja czastki prowirusa, ktore na koncach 5’ i 3° maja sekwencje LTR (ang. long
terminal repeats) oraz elementy cis do ktorych zaliczamy m.in.: sygnaty pakowania (V) i element
odpowiedzi Rev (ang. Rev response element; RRE) [Pluta, Kacprzak 2009].

Pomimo znaczgcych podobienstw pomiedzy tymi dwoma rodzajami retrowirusow, zarGwno
w budowie, jak i w organizacji ich genomu, istniejg pewne wazne réznice, ktore warunkujg
znaczaca przewage systemow na bazie wektorow LV. W przeciwienstwie do y-retrowirusow,
zastosowanie wektorow LV wigze si¢ z nizszym ryzykiem mutagenzy insercyjnej, poniewaz
integracja ich materialu genetycznego zachodzi w obrebie aktywnych transkrypcyjne regionow
chromatyny, a nie w poblizu protoonkogenéow. Ten mechanizm chroni przed niepozadang
transformacja nowotworowa zainfekowanych komorek, ktory byt obserwowany w przypadku
wektorow na bazie y-retrowirusow. Dodatkowa zaleta uzycia LV jest ich zdolnos¢ do translokacji
przez nienaruszone jadro komodrkowe, co warunkuje mozliwo$¢ transdukcji komorek, ktoére
w danym momencie nie przechodza podzialéow mitotycznych [Liechtenstein i in. 2013; Milone,
O’Doherty 2018].

Uwzgledniajac korzysci ptynace z systemu opartego na lentiwirusach byt on przez lata
udoskonalany. Wektory LV pierwszej generacji zawieraty znaczng cz¢s$¢ genomu HIV-1, a jedyna
usunietg sekwencja byt gen env. Jako czasteczke otoczki wirusowej wykorzystano glikoproteing G
pochodzaca z wirusa pecherzykowatego zapalenia jamy ustnej (ang. vesicular stomatitis virus G
glycoprotein; VSV-G), ktorej gen umieszczono na osobnym plazmidzie. VSV-G wiaze si¢
z receptorem LDL (ang. low density lipoprotein), powszechnie wystepujacym na powierzchni wielu
komorek, co umozliwito rozszerzenie tropizmu lentiwirusoOw [Burns i in. 1993; Milone, O’Doherty

2018].
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Kolejnym etapem ewolucji tego systemu byto rozdzielenie poszczegdlnych gendéw na trzy
osobne plazmidy. W obrebie plazmidu pakujacego byty nadal obecne sekwencje genow gag, pol,
rev i tat, lecz usunieto geny pomocnicze zwigzane z wirulencjg Vvif, vpr, vpu, nef. Gen kodujacy
glikoproteing G byt zlokalizowany na plazmidzie kodujacym biatko otoczki. Dodatkowo w celu
zapewnienia stabilnej ekspresji genow w obu wspomnianych plazmidach, wykorzystano silny
konstytutywny promotor pochodzacy z cytomegalowirusa. Pozadany gen pod kontrola swoistego
promotora, ktory miat by¢ wprowadzony do komorki docelowej, zostat umieszczony na plazmidzie
transferowym, w ktorym znajdowaly si¢ takze elementy LTR, sygnat pakowania ¥ oraz element
odpowiedzi Rev (RRE) [Liechtenstein i in. 2013].

Obecnie stosuje si¢ wektory LV trzeciej generacji, ktoére okreslane sg takze mianem
wektoréw samoinaktywujacych. Z plazmidu pakujacego usunicto gen tat, a ponadto rozdzielono
go na dwa osobne plazmidy, z ktorych jeden koduje geny gag i pol, a drugi rev. W plazmidzie
transferowym wprowadzono delecje¢ w sekwencji 3’LTR, ktéra zapewnia samoistng inaktywacje
czastek prowirusa, przy czym ekspresja docelowego genu nie ulega zmianie i jest kontrolowana
przez wewngtrzny promotor. Ostatnim plazmidem wykorzystywanym w tym systemie, jest plazmid
kodujacy biatko otoczki wirusa i podobnie jak w poprzednich generacjach jest to glikoproteina
VSV-G [Géndara i in. 2018].

Mozliwo$ci zwigzane z zastosowaniem wektorow LV spowodowaly, ze od blisko
dwudziestu lat sg one wykorzystywane w opracowywaniu nowych strategii terapii
przeciwnowotworowych, zarowno w badaniach przedklinicznych, jak i klinicznych [Gandara i in.
2018]. Zdolnos¢ wektorow LV do transdukcji niedzielacych si¢ komorek wykorzystano w celu
modyfikacji genetycznej komorek dendrytycznych. Yao i in. wykazali, ze zastosowanie DC
transdukowanych do nadprodukcji IL-12 w terapii myszy obarczonych czerniakiem, spowodowato
znaczgce spowolnienie wzrostu nowotworu [Yao i in. 2019]. Ponadto otrzymywano DC, ktore
prezentowaly antygeny nowotworowe dostarczone do komorek na drodze transdukcji
lentiwirusowej. Dowiedziono, ze DC pobudzone przez wprowadzone TAA takie jak MAGE-3
[Breckpot i in. 2004], MART-1 [Sumimoto i in. 2002] lub OVA [Dullaers i in. 2004] skutecznie
aktywowaty limfocyty T CD4" i CD8" w warunkach in vitro. Z kolei Karwacz i in. wykazali, ze
obnizenie ekspresji PD-L1 na powierzchni DC na drodze transdukcji lentiwirusowej, przyczynito
sie do zwiekszonej ekspansji antygenowo-swoistych limfocytow T CD8" [Karwacz i in. 2011].

Wykorzystujac transdukcje lentiwirusowa otrzymywane sg swoiste wobec nowotworu
cytotoksyczne limfocyty T, ktore nastgpnie sg podawane pacjentom cierpigcym z powodu choroby
nowotworowej. W tym celu do plazmidu transferowego wprowadza si¢ sekwencje nukleotydowa
kodujaca specyficzny wzgledem antygenu nowotworowego TCR, by nastepnie podda¢ transdukcji
limfocyty T wyizolowane od pacjenta. Obecnie trwaja badania kliniczne, w ktorych wykorzystuje

si¢ autologiczne limfocyty T eksponujace receptory TCR swoiste wobec antygenow
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nowotworowych takich jak: NY-ESO-1, MART-1 lub WT-1 [Oldham i in. 2015]. Skutecznos¢
1 bezpieczenstwo immunoterapii opartej na zmodyfikowanych limfocytach T rozpoznajacych
antygeny NY-ESO-1 zostala potwierdzona w Il fazie badan klinicznych. Wspomniane limfocyty T
zastosowano w polaczeniu z autologicznym przeszczepem komorek macierzystych w terapii
pacjentdw ze szpiczakiem mnogim. Rezultatem takiej strategii terapeutycznej byto wstrzymanie
dalszego rozwoju choroby u 52% pacjentow, przy jednoczesnej aktywacji swoistej odpowiedzi
przeciwnowotworowej [Stadtmauer i in. 2019]. Innym przyktadem jest wykorzystanie wektorow
LV do otrzymania limfocytéw T z ekspresja receptora CAR, ktore swoiscie rozpoznajg czasteczke
CD19 na komorkach ostrej bialaczki limfoblastycznej. Ponadto terapia oparta na tych limfocytach
CAR-T (Kymriah® Novartis AG) zostata zatwierdzona przez FDA i EMA oraz zarekomendowana
do stosowania w terapii przeciwnowotworowej, co posrednio $wiadczy o bezpieczenstwie systemu

lentiwirusowego [Labbé i in. 2021].

1.7.  Modulowanie odpowiedzi przeciwnowotworowej za pomoca

chemioterapeutykow

Od wielu lat chemioterapia, obok radioterapii oraz chirurgicznego usunigcia guza, jest jedng
z najczgsciej wybieranych form terapii przeciwnowotworowej. Niezaleznie od mechanizmu
dziatania chemioterapeutyku, nadrzednym celem jego zastosowania jest wywotanie efektu
cytoredukcyjnego prowadzacego do zmniejszenia tkanki nowotworowej, lecz ze wzgledu na niskg
specyficznos¢ wobec komorek docelowych, wdrozenie chemioterapii wigze si¢ z pojawieniem
skutkow ubocznych. Przykladem jednego z najczestszych dziatan niepozadanych jest toksycznos¢
preparatow w stosunku do komorek hematopoetycznych, a takze komorek ukladu
odpornosciowego. To z kolei prowadzi do zaburzenia prawidtowego funkcjonowania odpowiedzi
wrodzonej i1 nabytej [Nars, Kaneno 2013]. W wyniku terapii cytostatykami dochodzi
do zmniejszenia populacji limfocytow T CD4" i CD8*. Ponadto niektore ze stosowanych
chemioterapeutykow moga powodowac dysfunkcje w aktywno$ci komoérek NK i gamma delta
limfocytéw T, tym samym zaburzajac nadzoér immunologiczny nad rozwijajacym si¢ nowotworem,
co dodatkowo ostabia tworzenie odpowiedzi przeciwnowotworowej [Shurin i in. 2012; Nars,
Kaneno 2013]. Z powodu ogdlnoustrojowej toksycznos$ci wynikajacej ze stosowania wysokich
dawek lekéw przeciwnowotworowych, opracowano schematy terapeutyczne, ktore nadal prowadza
do eliminacji komoérek nowotworowych, jednak zaktadaja stosowanie nizszych dawek preparatow.
Dodatkowo pod wplywem chemioterapeutykéw uzytych w odpowiednich dawkach dochodzi do
modulacji odpowiedzi odpornosciowej, ktéra moze wynika¢ z pobudzenia efektorowych
limfocytow T, zwigkszenia immunogennosci komorek nowotworowych na skutek wzrostu
ekspresji czasteczek MHC I na ich powierzchni, a takze eliminowania populacji komorek uktadu
odpornosciowego o cechach supresorowych [Weir i in. 2011; Emens, Middleton 2015].
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Lutsiak i in. wykazali, ze po zastosowaniu niskiej dawki cyklofosfamidu — cytotstatyku
o dziataniu alkilujagcym — dochodzi do eliminacji limfocytow Treg, podczas gdy populacja
efektorowych limfocytow T CD4" i CD8" pozostaje nienaruszona [Lutsiak i in. 2005]. Ponadto pod
wptywem cyklofosfamidu zwigksza si¢ zdolno$¢ komorek dendrytycznych do wydzielania IFN
typu I, a to z kolei sprzyja aktywowaniu cytotoksycznych limfocytow T [Sistigu i in. 2011]. Innymi
przyktadami cytostatykéw o dziataniu immunomodulujacym sg gemcytamina i 5-fluorouracyl,
ktore naleza do grupy antymetabolitow pirymidynowych. Stwierdzono, ze efektem ich
zastosowania jest redukcja wielkosci populacji komorek MDSC w tkance nowotworowej [Le 1 in.
2009; Vincent i in. 2010], a takze zwickszona ekspresja TAA na powierzchni komorek
nowotworowych [Correale i in. 2003]. Ponadto rezultatem uzycia nizszych dawek niektorych
cytostatykow sa korzystne zmiany w stopniu pobudzenia komoérek dendrytycznych. Wykazano
bowiem, ze DC hodowane w obecno$ci metotreksatu lub paklitakselu charakteryzowaty si¢ wyzsza
ekspresja czasteczek kostymulujacych oraz biatek odpowiedzialnych za przetwarzanie
pochtonietych antygendéw [Shurin i in. 2009; Kaneno i in. 2009].

Uwzgledniajac  powyzsze immunomodulujagce wlasciwosci  chemioterapeutykow,
zastosowanie cytostatykow przed rozpoczgciem immunoterapii bedzie wspomagaé rozwoj
skutecznej odpowiedzi przeciwnowotworowej inicjowanej przez szczepionkowe komorki
dendrytyczne. Badania przedkliniczne, ktore wykorzystujg taka strategi¢ skojarzonej terapii
przeciwnowotworowej, bazuja glownie na dobrze poznanych chemioterapeutykach,
np. na cyklofosfamidzie [Son i in. 2012; Rossowska i in. 2014] lub paklitakselu [Zhong i in. 2007].
Niemniej jednak interesujacym obszarem badan, jest zastosowanie innych cytostatykow,
powszechnie wykorzystywanych w terapii przeciwnowotworowej, szczegolnie gdy zostaly one
przytaczone do no$nikoéw zapewniajacych bardziej selektywna dystrybucje leku w organizmie.
To z kolei obniza toksyczno$¢ chemioterapeutyku wzglgdem komorek prawidlowych oraz
powoduje wydajniejsza akumulacje preparatu w tkance docelowej. Przyktadem takiej nowatorskiej
formy dostarczania chemioterapeutyku jest nanokoniugat metotreksatu i hydroksyetyloskrobi,

ktéry omoéwiono ponize;j.

1.7.1. Nanokoniugat metotreksatu i hydroksyetyloskrobi

Metotreksat (MTX) nalezacy do grupy antymetabolitow, jest jednym z najdtuzej
stosowanych cytostatykow zard6wno w chorobach nowotworowych, jak 1 w chorobach o podtozu
autoimmunologicznym [Visentin i in. 2012]. MTX jako antagonista kwasu foliowego, blokuje
aktywno$¢ reduktazy dihydrofolianowej — enzymu odpowiedzialnego za konwersje
dihydrofolianéw do tetrahydrofolianow. Rezultatem zmniejszonej dostepnosci tetrahydrofolianow
jest zaburzenie syntezy nukleotydéw, co bezposrednio wplywa na zahamowanie procesu

proliferacji komorek. MTX jest powszechnie uzywany w terapii przeciwnowotworowej, zarOwno
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w przypadku nowotworéw hematologicznych, jak i w nowotworach litych, m.in. mézgu, piersi,
watroby oraz przewodu pokarmowego [Kozminski i in. 2020]. Ten chemioterapeutyk przedostaje
si¢ do komoérek glownie przez powszechnie wystepujacy przenosnik zredukowanych foliandéw
(ang. reduced folate carrier; RFC), co takze wptywa na ogdlnoustrojowg toksycznos¢ MTX
[Visentin i in. 2012]. Dodatkowo transport MTX do komoérek moze by¢ realizowany przez
podjednostke o receptora folianow (ang. folate receptor «; FRa). Jednak ze wzgledu na niskie
powinowactwo czasteczki MTX do tego receptora, ta droga wnikania nie ma nadrzednego udziatu
w aktywnosci antyproliferacyjnej chemioterapeutyku [Nogueira i in. 2018].

Glownymi problemami zwigzanymi z wykorzystaniem w terapii przeciwnowotworowej
niskoczasteczkowych zwigzkow, takich jak MTX, jest ich szybkie wydalanie oraz niekorzystna
dystrybucja leku w organizmie, ktéra wplywa na toksycznos¢ cytostatyku wobec prawidtowych
komorek. Aby oming¢ powyzsze problemy prowadzone sa badania nad opracowaniem systemu
selektywnego dostarczania preparatow, ktory pozwoli na ukierunkowang akumulacje leku w tkance
guzéw. W tym celu wykorzystuje si¢ rézne nosniki MTX takie jak: micele [Chen i in. 2015;
Hao i in. 2019], dendrymery [Li i in. 2012; Thomas i in. 2012], nanokapsuty [Figueird i in. 2016]
lub wielkoczgsteczkowe koniugaty [Goszczynski, Nevozhay i in. 2013, Goszczynski i in.2014].
Przyktadem tego ostatniego rozwigzania jest nanokoniugat hydroksyetyloskrobi i metotreksatu
(HES-MTX), ktory otrzymano na drodze kowalencyjnego przytaczenia czagsteczek MTX do
wysokoczasteczkowego nosnika, jakim jest hydroksyetyloskrobia (HES). Oba elementy, ktore
stanowig istot¢ tego nanokoniugatu sa dobrze poznanymi, wykorzystywanymi w medycynie
preparatami. HES jest amylopektynowym polimerem, ktory jako koloid stosowany jest w
przypadkach hipowolemii. Dodatkowo wykazano, ze HES jest nieimmunogenny, gtéwnie ze
wzgledu na strukturalne podobienstwo amylopektyny do glikogenu [Brecher i in. 1997].

Wspomniany nanokoniugat HES-MTX zostat opracowany przez Goszczynskiego i in.,
a jego wykorzystanie w terapii przeciwnowotworowej jest przedmiotem zgloszenia patentowego
[Goszczynski, Boratynski in. 2013]. Nalezy podkreslié, ze proces koniugacji nastepuje
bezposrednio pomiedzy estryfikowanymi grupami hydroksylowymi w HES, a kwasem
glutaminowym bedacym integralng czeScia MTX. W zwigzku z tym, uwalnianie MTX
z nanokoniugatu zachodzi na drodze enzymatycznej hydrolizy przez esterazy i amylazy, a
powstajace produkty degradacji — glukoza i1 metotreksat, sg stopniowo uwalniane i wydalane z
organizmu. Wplywa to na przedtuzone dzialanie cytostatyku, co zostalo takze potwierdzone
dhuzszym okresem pottrwania HES-MTX w ludzkim osoczu, w poréwnaniu do MTX [Goszczynski
i in. 2014]. Ponadto rezultatem skoniugowania MTX z HES moze by¢ ulepszona biodystrybucja
chemioterapeutyku, wynikajaca z jego zwigkszonej specyficznosci wobec komorek
nowotworowych. Ze wzgledu na wielkos$¢ srednicy hydrodynamicznej (dn) nanokoniugatu, ktora

wynosi 15,2 + 6,2 nm [Goszczynski i in. 2014], czgsteczka ta moze podlegac efektowi zwigkszonej
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przepuszczalnosci i retencji naczyn krwionosnych (ang. enhanced vascular permeability and
retention; EPR). Wspomniany efekt EPR zaklada, Ze nanoczasteczki o d> 10 nm, z uwagi na swoj
rozmiar, nie przenikajg przez $ciang¢ naczyn krwionosnych do zdrowych tkanek [Wilhelm i in.
2016]. Natomiast w tkance nowotworowej, szczegélnie w guzach litych, dochodzi do szybkiej
angiogenezy prowadzacej do uformowania nieszczelnych naczyn krwiono$nych, z ktorych
nanoczgsteczki wyplywaja na drodze transportu biernego i gromadza si¢ w tkance guza
[Maeda 2010; Fang i in. 2011; Golombek i in. 2018]. Warto zaznaczy¢, ze wydluzenie okresu
péltrwania cytostatyku przytaczonego do nosnika zwigksza Szanse¢ dotarcia leku do tkanki
nowotworu [Zein i in. 2020].

Innym aspektem poprawiajacym specyficznos¢ oddziatywania HES-MTX wzgledem
komorek nowotworowych jest poliwalentno$¢ nanokoniugatu [Thomas i in. 2011, 2012], ktora
wynika z przyltaczenia ok. 50 czasteczek MTX do jednej czasteczki HES [Goszczynski 1 in. 2014].
To z kolei umozliwia interakcje koniugatow metotreksatu z podjednostka a receptora folianéw
(FRa) o wyzszej statej wigzania w porownaniu do wolnej formy MTX [Nogueira i in. 2018]. Nalezy
podkresli¢, ze wystepowanie tego receptora jest charakterystyczne dla komorek nowotworowych,
natomiast ta podjednostka receptora jest nicobecna na komorkach prawidtowych [Kelemen 2006;
Walters i in. 2013]. Zatem biorgc pod uwage przedtuzong akumulacje nanokoniugatu w tkance
nowotworowej, a takze jego zwigkszone powinowactwo wzgledem FRo, nalezy sadzi¢, ze
HES-MTX bedzie charakteryzowat si¢ wyzszg aktywnoscig przeciwnowotworowa w porownaniu
do MTX. W istocie, pierwsze doswiadczenia terapeutyczne Z wykorzystaniem tego nanokoniugatu
potwierdzity jego lepszy efekt terapeutyczny w porownaniu do MTX wobec nowotworu biataczki
zaro6wno mysiej (P388), jak i ludzkiej (MV4-11) [Goszczynski i in. 2014].

Chociaz  MTX  jest lekiem  powszechnie  wykorzystywanym w  terapii
przeciwnowotworowej, to niewiele jest doniesien naukowych, oceniajacych zmiany w wielkosci
populacji komorek odpornosciowych zachodzacych po jego zastosowaniu. Pomimo iz MTX jest
czesto poddawany modyfikacjom, ktore majg na celu poprawe efektu terapeutycznego, to
dotychczas nie zostato jeszcze sprawdzone czy przylaczenie tego cytostatyku do nosnika, wptynie
na zwigkszona modulacje odpowiedzi przeciwnowotworowe;j.

Z tego wzgledu niniejsza praca doktorska jest proba odpowiedzi na pytanie, czy
przytaczenie MTX do no$nika zapewniajacego lepsza dystrybucje leku, spowoduje korzystne
zmiany w lokalnej i ogélnoustrojowej odpowiedzi przeciwnowotworowej, a takze przy jakiej dawce
obserwowany jest najlepszy efekt. Co wigcej najistotniejszym aspektem niniejszych badan jest
okreslenie czy powstale zmiany wywotane po zastosowaniu immunomodulujacej dawki
chemioterapeutyku, umozliwia rozwdj skutecznej odpowiedzi przeciwnowotworowej
zainicjowane] przez szczepionkowe DC o obnizonej wrazliwos$ci na negatywny wplyw IL-10

obecnej w nowotworze.
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2. Zalozenia i cel pracy

Przetomowe odkrycie populacji DC, ktorego w roku 1973 dokonat Ralph Steinman i in.,
stanowito kamien milowy w dalszych badaniach z zakresu immunologii nowotworow. Wyjasnienie
roli DC w aktywacji uktadu odpornosciowego i w tworzeniu odpowiedzi przeciwnowotworowej
spowodowato, ze obecnie sa one traktowane jako potencjalne narzedzie terapeutyczne,
a immunoterapia z wykorzystaniem tych komoérek stata si¢ nowa strategia w leczeniu choréb
nowotworowych. Opracowane protokoty roznicowania i stymulacji DC w warunkach ex vivo
umozliwiajg otrzymanie dojrzatych komorek, ktore sg zdolne do pobudzania swoistej odpowiedzi
odporno$ciowej. Jednak pomimo obiecujacych rezultatow osigganych we wczesnych fazach badan
Klinicznych, szczepionki komoérkowe na bazie DC nie wywoluja dlugotrwalego efektu
terapeutycznego w postaci spowolnienia rozwoju choroby nowotworowej. Do powodow
wplywajacych na koncowy rezultat immunoterapii zalicza si¢ m.in. tlumienie odpowiedzi
odpornosciowej W mikrosrodowisku nowotworowym. Z tego wzgledu podejmowane sg proby
odpowiedniego przygotowania szczepionkowych DC poprzez zmniejszenie ich wrazliwosci
na negatywne dziatanie czynnikéw immunosupresorowych obecnych w nowotworze. W celu
zwiekszenia skuteczno$ci immunoterapii, schematy leczenia uzupehia si¢ o podanie cytostatykow
zapewniajacych eliminacje komorek nowotworowych. Co wigcej, chemioterapeutyki zastosowane
w odpowiedniej dawce modulujg odpowiedZ odpornosciows, a to z kolei stwarza korzystne warunki
do rozwoju skutecznej odpowiedzi przeciwnowotworowej inicjowanej przez szczepionkowe
komorki dendrytyczne. Ponadto w celu poprawy efektu terapeutycznego chemioterapii, cytostatyki
przylacza si¢ do no$nikow zapewniajacych korzystniejsza dystrybucje i wydajniejsza akumulacje
leku w tkance nowotworowej.

Celem niniejszej pracy byto okreslenie efektu terapeutycznego oraz zmian w odpowiedzi
odpornosciowej zachodzacych pod wplywem zastosowania skojarzonej terapii opartej
na immunomodulujacej dawce nanokoniugatu metotreksatu i hydroksyetyloskrobi (HES-MTX)
oraz komorek dendrytycznych z wyciszong ekspresja receptora IL-10 w mysim modelu raka jelita

grubego MC38. Aby osiagnaé zalozony cel, zrealizowano nastepujace etapy badan:

1. Okreslenie modulacji odpowiedzi przeciwnowotworowej po zastosowaniu réznych dawek MTX
lub HES-MTX, a w tym:
= ocen¢ zahamowania wzrostu guzéw MC38;
= oceng kinetyki zmian w lokalnej i ogdlnoustrojowej odpowiedzi przeciwnowotworowej
na podstawie wielkosci populacji leukocytéw w tkance guzéw MC38 i §ledzionie oraz
stopnia pobudzenia ex vivo swoistej odpowiedzi przeciwnowotworowej splenocytow

w nastepstwie ponownego kontaktu z komoérkami MC38.
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2. Okreslenie efektu terapeutycznego chemioimmunoterapii z udziatem MTX lub HES-MTX oraz

szczepionek komorkowych na bazie dojrzatych komorek dendrytycznych, a w tym:

ocene zahamowania wzrostu guzow MC38;

ocen¢ zmian w lokalnej 1 ogolnoustrojowej odpowiedzi przeciwnowotworowej
w oparciu o analiz¢ wielkosci populacji leukocytow w tkance guzéw MC38, weztach
chtonnych drenujacych nowotwor i w $ledzionie oraz stopnia pobudzenia ex vivo swoistej
odpowiedzi przeciwnowotworowej splenocytow w nastgpstwie ponownego kontaktu
z komoérkami MC38.

3. Okreslenie aktywnosci komorek dendrytycznych z wyciszong ekspresja IL-10R, a w tym:

oceng skutecznosci wybranych sekwencji ShRNA w wyciszeniu IL-10R;
oceng wplywu transdukcji lentiwirusowej prowadzacej do wyciszenia ekspresji IL-10R
na zmiany fenotypowe i funkcjonalne komorek dendrytycznych.

4. Okreslenie efektu terapeutycznego chemioimmunoterapii z udziatem MTX lub HES-MTX oraz

komorek dendrytycznych z wyciszong ekspresja receptora IL-10R, a w tym:

oceng zahamowania wzrostu guzéw MC38;

ocen¢ zmian w lokalnej 1 ogolnoustrojowej odpowiedzi przeciwnowotworowe;j
w oparciu o analize wielkos$ci populacji leukocytow w tkance guzéw MC38, weztach
chtonnych drenujacych nowotwoér i w $ledzionie oraz pobudzenia eX Vivo Swoistej
odpowiedzi przeciwnowotworowej splenocytow w nastepstwie ponownego kontaktu

7z komoérkami MC38.
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3. Materialy i metody

3.1. Materialy

3.1.1. Myszy

W doswiadczeniach wykorzystywano 8-12 tygodniowe samice myszy szczepu C57BL/6
pochodzace z Centrum Medycyny Doswiadczalnej Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku.
Doswiadczenia terapeutyczne przeprowadzono za zgoda Lokalnej Komisji Etycznej we Wroctawiu
(nr zgod 31/2016 oraz 068/2020). W zwierzgtarni IITD PAN myszy utrzymywano w warunkach
SPF (specific pathogen free), natomiast 7-10 dni przed rozpoczgciem do$§wiadczen terapeutycznych
umieszczano je w warunkach konwencjonalnych. Myszy, od ktorych pobierany byt szpik kostny
przeznaczony do hodowli komorek dendrytycznych oraz $ledziony, przez caly czas przebywaty

w warunkach SPF.

3.1.2. Odczynniki

e 2-merkaptoetanol (Sigma-Aldrich);
e agaroza (EURx);
e amplicylina (Sigma-Aldrich);
e biekit trypanu (Sigma-Aldrich;
e Dbufor do transfekcji (Pracownia Chemii Ogolnej IITD PAN) — 150 mM NaCl, 20 mM
HEPES, pH 7,4,
e bufor lizujacy — N,N-dimetylometanoamid (50% v/v) (Sigma-Aldrich), dodecylosiarczan
sodu (Sigma-Aldrich) (20% w/v), H20; pH 4,7;
e bufor TAE 50x (EURX);
e DiO1sC(3) (Molecular Probes) — barwnik fluorescencyjny;
e DMSO (Sigma-Aldrich) — dimetylosulfotlenek;
e DNA Gel Loading Dye 6x (Thermo Scientific);
e GreenDNA Gel Stain (Syngen);
e 1 M H3PO4(Pracownia Chemii Ogoélnej IITD PAN);
e jonomycyna (Sigma-Aldrich);
e L-glutamina (Sigma-Aldrich);
e LPS (Sigma-Aldrich) — lipopolisacharyd pochodzacy z E. coli (0111:B4);
e mitomycyna C — (Sigma-Aldrich);
e MTT (Sigma-Aldrich) — bromek 3-(4,5-dimetylotiazol-2-yl)-2,5-difenylotetrazoliowy;
e MTX (Ebewe) — metotreksat;
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e 4 M NaCl (Pracownia Chemii Ogo6lnej IITD PAN);

e HES-MTX (Laboratorium Chemii Biomedycznej 1ITD PAN) - nanokoniugat
hydroksyetyloskrobi (HES 130/0.4; Voluven®, Fresenius Kabi) i metotreksatu (MTX,
Ebewe);

e PBS (Pracownia Chemii Ogdlnej IITD PAN) — 0,9% buforowany fosforanami roztwor soli
fizjologicznej o pH 7,4;

e PEG6000 BioUltra (Sigma-Aldrich) — glikol polietylenowy;

e PEI (Sigma-Aldrich) — polietylenoimina;

e penicylina (Sigma-Aldrich);

e Pl (Invitrogen) — jodek propidyny;

e pirogronian sodu (Sigma-Aldrich);

e PMA (Sigma-Aldrich) — ester forbolu (12-mirystynian,13-octan forbolu);

e polibren (Sigma-Aldrich);

e streptomycyna (Sigma-Aldrich);

o trypsyna z EDTA (Pracownia Chemii Ogolnej IITD PAN) — 0,25% roztwor trypsyny
z2mM EDTA w PBS;

e Tween 20 (Sigma-Aldrich).

3.1.3. Nanokoniugat metotreksatu i hydroksyetyloskrobi

Nanokoniugat HES-MTX wykorzystywany w doswiadczeniach in vitro i in vivo zostat
przygotowany i scharakteryzowany fizykochemicznie przez dra hab. Tomasza Goszczynskiego
w Laboratorium Chemii Biomedycznej IITD PAN zgodnie z procedurami opisanymi
we wezesniejszych publikacjach [Ciekot i in. 2012; Goszczynski i in. 2014].

W niniejszej pracy podawane stgzenie HES-MTX odnosi si¢ do catkowitej zawartosci
kowalencyjnie zwigzanego MTX w koniugacie. W zwigzku z tym zawarto$¢ metotreksatu

w preparatach oznaczanych jako MTX oraz HES-MTX byta jednakowa.

3.1.4. Plyny wykorzystywane w hodowlach komérkowych
3.1.4.1. Pozywki wykorzystywane w hodowlach komdérek prokariotycznych

e  Pozywka LB (ang. lysogeny broth; Pracownia Chemii Ogolnej IITD PAN) — 1% bakto-
trypton, 1% NaCl, 0,5% ekstrakt drozdzowy; pozywke uzupelniano ampicyling
(200 pg/ml);

e  Zestalona pozywka LB-agar (Pracownia Chemii Ogolnej IITD PAN) — podtoze LB
z dodatkiem 1,5% agaru; pozywke uzupetniano ampicyling (100 pg/ml);
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Pozywka SOC (ang. super optimal catabolite repression; Pracownia Chemii Ogoélnej IITD
PAN) — 2% bakto-trypton, 0,5% ekstrakt drozdzowy, 0,05% NaCl, 20 mM glukoza,
2,5 mM KCI, 10 mM MgCly, pH 7,0.

3.1.4.2. Podloza hodowlane wykorzystywane w hodowlach komdrek eukariotycznych

RPMI (Roswell Park Memorial Institute) 1640 GlutaMAX (Gibco) — podtoze hodowlane
uzupetniane o pirogronian sodu (1 mM), penicyling (100 U/ml), streptomycyne
(100 pg/ml), 2-merkaptoetanol (0,05 mM);

DMEM + 4,5 g/l glukozy (Dulbecco’s Modified Eagle Medium; Pracownia Chemii
Ogolnej IITD PAN) — podtoze hodowlane uzupetniane o pirogronian sodu (1 mM),
penicyling (100 U/ml), streptomycyne (100 ug/ml), L-glutaming (2 mM);

Opti-MEM GlutaMax (Gibco) — podtoze hodowlane uzupetniane o penicyling (100 U/ml),
streptomycyng (100 pg/ml);

FBS (fetal bovine serum; Sigma-Aldrich) — inaktywowana cieptem ptodowa surowica

bydleca.

3.1.5. Rekombinowane cytokiny

rm GM-CSF (Immunotools) — rekombinowany mysi czynnik stymulujacy tworzenie
kolonii granulocytéw i makrofagow;

rm IL-4 (Immunotools) — rekombinowana mysia interleukina 4;

rm IL-10 (Immunotools) — rekombinowana mysia interleukina 10;

rh IL-2 (Immunotools) — rekombinowana ludzka interleukina 2.

3.1.6. Bufory i przeciwciala monoklonalne wykorzystywane w analizach

cytometrycznych

PBS + 2 mM EDTA z dodatkiem 2,5% FBS (Pracownia Chemii Ogoélnej IITD PAN) —
stosowany do przygotowania probek oraz rozcienczania przeciwciat;

LIVE/DEAD Fixable Violet Dead Cell Stain Kit (Invitrogen) — stosowany do oznaczenia
populacji martwych komorek w utrwalanych probkach;

DAPI (Molecular Probes) — 4',6-diamidyno-2-fenyloindol; stosowany do oznaczenia
populacji martwych komorek;

Foxp3/Transcription Factor Staining Buffer Set (Invitrogen) — wykorzystywany
do utrwalania komorek i permeabilizacji btony komoérkowe;;

Phosflow Lyse/Fix Buffer 5x (BD Biosciences) — wykorzystywany do utrwalania

komorek stosowany w oznaczaniu ekspresji pSTAT3 w komorkach;
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Perm Buffer Il (BD Biosciences) — wykorzystywany do permeabilizacji blony
komorkowej stosowany w oznaczaniu ekspresji pPSTAT3 w komorkach;

ptyn Hanks’a (Pracownia Chemii Ogdlnej IITD PAN);

Stain Buffer (BD Biosciences).

Tabela 1. Przeciwciata monoklonalne stosowane w oznaczeniach cytometrycznych

Klasa
Antygen CharakFerystyka przeciwcial Fluorochrom Sto.so’vv ane. Producent
przeclwclala (klon) rozcienczenie
Szczurze anty- 1gG2b, - . ) .
CD3 mysz (17A2) Brilliant Violet 605 1:200 BioLegend
Chomicze anty- 1gG1, . L
CD3e mysz (145-2C11) PE-CF594 1:200 BD Biosciences
Szczurze anty- Rat IgG2a, ] .
CD4 mysz (RM4-5) FITC 1:200 BioLegend
Szczurze anty- 1gG2a, APC/Fire 750 . .
CD8a mysz (53-6.7) PE-Cy7 1:200 BioLegend
Szczurze anty- 1gG2b, i ) .
CD11b mysz/czlowick (M1/70) PerCP-Cy5.5 1:200 BiolLegend
Chomicze anty- lgG - . ) .
CD11c mysz (N418) Brilliant Violet 650 1:200 BioLegend
CD1e6/ Szczurze anty- I1gG2a, A i i N
CD32 mysz (93) 1:50 eBioscience
Rat IgG2a,
CD19 Szczﬁ:zgzamy' (6D5) Ali)xg_zlgggzoo 1:200 BioLegend
Y (1D3)
Szczurze anty- 1gG1, A . .
CD25 mysz (PC61) PE 1:200 BioLegend
Szczurze anty- 1gG2b, L .
CD40 Mvsz (3/23) Brilliant Violet 605 1:200 BD Pharmingen
Y (i.c. R35-95)
Szczurze anty- 1gG2b, i ) .
CD44 mysz (IM7) PE-Cy7 1:200 BioLegend
Szczurze anty- 1gG2b, © V500 ) .
CD45 mysz (30-F11) Brilliant Violet 605 1:200 Biolegend
Szczurze anty- IgM, k PE-CF594 . N
CD49%b mysz (DX5) PE 1:200 BD Biosciences
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Tabela 1 c.d. Przeciwciata monoklonalne stosowane w oznaczeniach cytometrycznych.

Szczurze anty- 1gG2a, i ) .
CD62L mysz (MEL-14) PerCP-Cy5.5 1:200 BioLegend
Chomicze anty- 19G PerCP-Cy5.5 .
CD80 Mvsz (16-10A1) PE-Cy7 ' 1:200 BioLegend
Y (i.c. HTK888) y
1gG2b,
cpge | Sonuzeany- (GL-1) PE-Cy7 1:200 BioLegend
y (i.c. RTK2758)
Szczurze anty- 19G2a, «
CD107a Mvsz y (1D4B) APC 1:200 BioLegend
Y (i.c. RTK2758)
1gG2a, «
CDI197 | Szczurze anty- (4B12) Brilliant Violet 786 1:200 BioLegend
(CCR7) mysz (i.c. R35-95)
Szczurze anty- l9G2a, x
CD206 Mvsz y (C068C2) APC 1:50 BioLegend
Y (i.c. RTK2758)
F4/80 Szczurze anty- Rat 19G2a, x, Alexa Fluor 700 1:200 BioLegend
mysz (BMS8)
Szczurze anty- 19G2a, x
FoxP3 g (FIK-16s) APC 1:100 eBioscience
mysz/czlowiek (i.c. eBR2a)
Szczurze anty- 1gG2c, ) .
Ly6C mysz (HK1.4) PE 1:200 BioLegend
Szczurze anty- 1gG2a, ) ) .
Ly6G mysz (1A8) APC-Cy7 1:200 BioLegend
IgG2b,
MHC I1 SZCZ“mrzgzamy' (M5/114.15.2) Aggg . 1:400 BioLegend
y (i.c. RTK4530) y
IgG2a,
Stat3 5 (4/P-STAT?3) ,
(pY'705) anty-mysz (i.c. MOPC- Alexa Fluor 647 1:50 BD Phosflow
173)

3.1.7. Bufory i roztwory wykorzystywane w testach ELISA

Oznaczenia stezen cytokin w nadsaczach znad hodowli komoérkowych przeprowadzano z
wykorzystaniem komercyjnie dostepnych zestawéw ELISA. Kazdy z zestawoéw zawierat
przeciwciato | warstwy, ktore rozcienczano w odpowiednim buforze optaszczajacym wykrywajace
przeciwcialo II warstwy oraz enzym (koniugat awidyny i peroksydazy chrzanowej). Ponadto
zestawy zawieraly rekombinowane biatko o znanym st¢zeniu, ktore wykorzystywano podczas

przygotowania krzywej standardowe;j.
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Tabela 2. Zestawy ELISA wykorzystane do oznaczenia stgzen cytokin w nadsaczach znad hodowli komoérkowych

Cytokina Producent Bufor oplaszczajacy
) Lo 0,1 M bufor weglanowy
IL-4 BD Biosciences (pH 9,5)
IL-10 BD Biosciences 0,1 M bufor fosforanowy (pH 6,5)

10x Coating Buffer rozcienczony w

IFN-y Invitrogen wodzie MiliQ

Odczynniki stosowane w tescie ELISA (opis metody znajduje si¢ w podrozdziale 3.2.9):

o bufor do przemywania — PBS z dodatkiem 0,05% Tween 20;

o bufor blokujacy tto — PBS wzbogacony o 10% FBS lub 5x ELISA/ELISPOT Diluent
rozcienczany w wodzie MiliQ;

o mieszanina wykrywajaca biatko — w zestawach do testow ELISA pochodzacych z firmy
BD Biosciences sktadata si¢ ze specyficznego biotynylowanego przeciwcialta I warstwy
oraz z enzymu, natomiast w zestawach pochodzacych z firmy Invitrogen przygotowywano
osobne roztwory przeciwciata II warstwy i enzymu;

o roztwor substratu — mieszanina tetrametylobenzydyny (TMB) oraz nadtlenku wodoru
(H202) w stosunku objetosciowym 1:1 stosowana w testach ELISA z firmy
BD Biosciences lub roztwor TMB stosowany w testach ELISA z firmy Invitrogen;

o roztwor zatrzymujacy reakcj¢ enzymatyczng —1 M H3zPOa.

3.1.8. Plazmidy stosowane w systemie lentiwirusowym 111 generacji

Tabela 3. System lentiwirusowy Il generacji — charakterystyka stosowanych plazmidéw

Plazmid Funkcja Pochodzenie

Plazmid transferowy zawierajacy sekwencje
pGLV-H1-GFP+puro shRNA, biatko zielonej fluorescencji (EGFP) Ezbiolab
i gen opornosci na puromycyne i ampicyling

MD2.G Plazmid kodujacy gen biatka otoczki wirusa VSV Didier Trono,

P ' i gen opornos$ci na ampicyling Addgene
MDL-0/0-RRE Plazmid pakujacy kodujacy geny gag i pol Didier Trono,

P gp i gen opornos$ci na ampicyling Addgene
RSV-REV Plazmid pakujacy kodujacy gen rev Didier Trono,

P i gen opornos$ci na ampicyling Addgene
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Promotor RSV

amp”

V-1 5'LTR
HIV-1¥

GAG

RRE
pGLV/H1/GFP+Puro

8kb '
HIV-1 3'LTR

Promotor CMV
shRNA

GFP
Promotor H1 WZA
‘WPRE

puro®
Ryc. 4. Mapa plazmidu transferowego pGLV-H1-GFP+puro

Tabela 4. Charakterystyka sekwencji shRNA znajdujacych si¢ w plazmidzie transferowym pGLV-H1-GFP+puro

Nazwa Gen docelowy Sekwencja
shN ludzkie GAPDH TATGACAACAGCCTCAAG
shiL-10R_1 mysia IL-10Ra GCGTGACTCTGAAAGCAATGG
shlL-10R_2 mysia IL-10Ra GCAGCTTGGATATACCCATCA
shlL-10R_3 mysia IL-10Ra GGGTGTGGTTAGCTGTGAAGA

3.1.9. Zestawy odczynnikow wykorzystywane w oznaczeniu ekspresji mRNA

e NucleoSpin® RNA (Macherey-Nagel) — stosowany w izolacji RNA z komorek;

e First Strand cDNA Syntesis Kit (Thermo Scientific) — stosowany w reakcji odwrotnej
transkrypcji;

e TagMan™ Gene Expression Master Mix (Applied Biosystems™) — odczynnik
do przeprowadzania reakcji PCR w czasie rzeczywistym;

e TagMan™ Gene Expression Assay (Applied Biosystems™) — sondy stosowane w

oznaczaniu ekspresji genow.

Tabela 5. Sondy stosowane w okreslaniu ekspresji genow metodg reakcji PCR w czasie rzeczywistym

Gen Numer identyfikacyjny sondy
Hprt MmO00446968 m1
Folrl Mm00433355_m1
1110ra Mm00434151 m1l
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3.2. Metody

3.2.1. Prowadzenie eukariotycznych hodowli kemérkowych in vitro oraz ex vivo

Hodowle komoérkowe prowadzono w standardowych warunkach (5% CO., 37°C, 95%
wilgotnoéci powietrza) w plastikowych butelkach o powierzchni 75 cm? firmy Corning,
a w przypadku hodowli komoérek Lenti-X™ 293T na wigksza skale stosowano szalki o powierzchni
150 cm? firmy Sarstedt. Hodowle utrzymywano w niskiej gestoéci i pasazowano 2-3 razy
w tygodniu, z wykorzystaniem roztworu trypsyny z EDTA. Zawiesing komorek odwirowano
(192xg, 7 minut), a nastepnie mikroskopowo oceniano ich zywotno$¢ z wykorzystaniem bigkitu
trypanu oraz komory Biirkera.

W ponizszej tabeli przedstawiono charakterystyke linii komoérkowych wykorzystanych

w doSwiadczeniach:

Tabela 6. Charakterystyka stosowanych linii komorkowych

Linia . Stosowane medium
, Pochodzenie
komorkowa hodowlane

Linia komorek mysiego raka jelita grubego
wyprowadzona w IITD PAN [Pajtasz-

MC38 Piasecka i in. 2004] z nowotworu

wyindukowanego chemicznie przez
Corbetta i in. [Corbett i in. 1975]

RPMI 1640 z
dodatkiem 5% FBS

LL2 Linia komorek mysiego raka pluca DMEM z dodatkiem
(CRL-1642; ATCC) 10% FBS
CT26 Linia komorek mysiego raka jelita grubego RPMI 1640 z
(CRL-2638; ATCC) dodatkiem 10% FBS

Linia komorek pakujacych stosowana do
produkcji wektoréw lentiwirusowych
wywodzaca si¢ z ludzkich zarodkowych
komorek zdrowej nerki HEK293
(Clontech)

Lenti-X™
293T

DMEM z dodatkiem
10% FBS

Poza liniami komoérkowymi, w doswiadczeniach wykorzystywano takze hodowle
komorkowe ex vivo takie jak hodowla komoérek dendrytycznych pochodzenia szpikowego oraz
hodowla komoérek izolowanych z mysiej $ledziony. W obu przypadkach stosowano medium
hodowlane RPMI uzupetione o 10% FBS i wzbogacone o odpowiednie rekombinowane cytokiny

(czynniki wzrostowe).
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3.2.2. Przygotowanie lizatu z komaorek nowotworowych

Komérki nowotworowe MC38 zbierano z butelek hodowlanych przy uzyciu trypsyny
z EDTA, odwirowano (192xg, 7 minut) i zawieszano w medium RPMI z dodatkiem 5% FBS
doprowadzajac do gestosci 5x10° kom./ml. W celu uzyskania lizatu komérkowego, przygotowane
w ten sposob komorki zamrazano w cieklym azocie, a nastepnie rozmrazano w temperaturze 37°C.
Po powtérzeniu czynnosci Ppieciokrotnie, przeprowadzano 2-godzinny proces sonikacji
w temperaturze 37°C z wykorzystaniem urzadzenia Sonorex Digital (Bandelin). Otrzymany w ten
sposob lizat traktowano jako zrédto antygenéw nowotworowych (TAg) stosowanych do stymulacji

niedojrzalych komoérek dendrytycznych.

3.2.3. Izolacja splenocytow ze sledzion pobranych od zdrowych myszy szczepu C57BL/6

Od zdrowych myszy szczepu C57BL/6 po$miertnie pobrano $ledziony, ktore nastgpnie
przecierano przez jalowy nylonowy filtr uzyskujac zawiesing pojedynczych komorek
sledzionowych (splenocytow). Otrzymane komorki dwukrotnie odwirowano w medium RPMI
z dodatkiem 2,5% FBS (192 xg, 7 minut), po czym dodawano mieszaning sktadajaca si¢ z medium
hodowlanego (40%), DMSO (10%) oraz FBS (50%) i zamrazano w cieklym azocie.

3.2.4. Hodowla komorek dendrytycznych pochodzenia szpikowego W warunkach ex vivo

Komorki dendrytyczne pochodzenia szpikowego (oznaczane dalej jako DC) otrzymywano
w wyniku hodowli réznicujacej komorek wyizolowanych ze szpiku kosci udowych i piszczelowych
zdrowych myszy szczepu C57BL/6. Komérki (w gestosci 10x10° kom./10 ml) hodowano w RPMI
z dodatkiem 10% FBS, rm GM-CSF (40 ng/ml) i rm IL-4 (10 ng/ml). Co dwa dni do hodowli
dostarczano lub wymieniano 10 ml medium hodowlanego uzupetionego o niezbedne cytokiny.
W wyniku hodowli prowadzonej przez szes¢ dni uzyskano niedojrzate DC, ktore zbierano z butelek
przy pomocy roztworu trypsyny i EDTA, a otrzymang zawiesing komorek wykorzystywano do
dalszych doswiadczen.

Po uplywie 24 godzin od natozenia komorek na butelki hodowlane (w gestoéci 15x10°
kom./20 ml RPMI z dodatkiem 10% FBS) lub ptytki 12-dotkowe (0,5 x10° kom./1 ml RPMI
z dodatkiem 10% FBS/dotek), do 7-dniowych komdrek dendrytycznych dodawano rdzne czynniki
stymulujace dojrzewanie DC. W zaleznosci od rodzaju zaplanowanego do$wiadczenia

do stymulacji DC wykorzystano:

e LPS (1 ug/ml) i/lub rm IL-10 (1 pg/ml), a po 24-godzinnej stymulacji oceniono fenotyp

powierzchniowy DC zgodnie z opisem znajdujacym si¢ w podrozdziale 3.2.5;
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e TAg (10% v/v), PMA (1 pg/ml), rm IL-10 (1 pg/ml) lub LPS (1 pg/ml), a po 24 godzinnej
stymulacji okreslono wzgledny poziom ekspresji IL-10R zgodnie z metoda opisana
w podrozdziale 3.2.8 lub oceniono fosforylacj¢ czynnika STAT3 (podrozdziat 3.2.6).

e TAQ (10% v/v), a po 24-godzinnej stymulacji DC wykorzystano jako sktadnik szczepionek

komorkowych stosowanych w skojarzonej terapii przeciwnowotworowej (podrozdziat
3.2.15.2).

Ponadto w celu otrzymania komorek dendrytycznych z wyciszong ekspresja IL-10R
przeprowadzono transdukcje wektorami lentiwirusowymi niosagcymi sekwencje shRNA
skierowang przeciwko mysiemu receptorowi IL-10. Opis metody transdukcji lentiwirusowej

zamieszono w podrozdziale 3.2.13.

3.2.5. Okreslenie  fenotypu powierzchniowego komorek dendrytycznych

z wykorzystaniem cytometrii przeplywowej

W celu oceny fenotypu powierzchniowego komoérek dendrytycznych przenoszono
po 0,2x10° kom. do probowek i odwirowano (192 xg, 7 minut) w PBS z dodatkiem 2,5% FBS.
Nastgpnie, aby zablokowaé niespecyficzne wigzanie przeciwcial — skoniugowanych
z fluorochromami, dodawano po 50 ul roztworu przeciwcial monoklonalnych anty-CD16/CD32
i inkubowano przez 15 minut w 4°C. Po odwirowaniu, do komoérek dodawano po 50 pl roztworu
mieszaniny przeciwcial monoklonalnych: anty-CD11c Brilliant Violet 650, anty-CD40 Brilliant
Violet 605, anty-CD80 PerCP-Cy5.5, anty-CD86 PE-Cy7, anty-CD197 (CCR7) Brilliant Violet
786, anty-MHC Il APC-Cy7. Do kazdej probki przygotowano kontrolg izotypowa (i.c.).
Charakterystyke przeciwciat i stosowane rozcienczenia zamieszczono w podrozdziale 3.1.6 (Tabela
1). Inkubacj¢ komorek z przeciwciatami prowadzono przez 45 minut w 4°C, a po odwirowaniu
komorki zawieszono w 200 pl roztworu PBS z 2,5% FBS. W celu wyodrebnienia populacji
martwych komorek stosowano roztwér barwnika DAPI (1 pg/ml). Analize przeprowadzano
z wykorzystaniem cytometru przeptywowego LSR Fortessa z oprogramowaniem Diva (Becton

Dickinson).

3.2.6. Ocena fosforylacji czynnika STAT3 w komérkach dendrytycznych

z wykorzystaniem cytometrii przeplywowej

Komoérki dendrytyczne transdukowane wektorami lentiwirusowymi i stymulowane
antygenami nowotworowymi przenoszono do probéwek (po 2x10° kom./ml/probéwke) i dodawano
rm IL-10 (1 pg/ml). Po 15 minutach inkubacji w 37°C komorki utrwalano z wykorzystaniem 20 ml
buforu Phosflow Lyse/Fix Buffer (inkubacja 10 minut w tazni wodnej w temp. 37°C). Nastepnie

komorki odwirowano (500 xg, 8 minut), a otrzymany osad komorek zawieszano w 5 ml ptynu
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Hanks’a i ponownie odwirowano (500 xg, 8 minut). W kolejnym etapie komorki permeabilizowano
poprzez wolne wkraplanie 1 ml zimnego buforu Perm Buffer 11l i inkubowano na lodzie przez
30 minut. Po dwukrotnym odwirowaniu komérek w Stain Buffer (250 xg, 10 minut), dodawano
roztwor przeciwcial monoklonalnych: anty-STAT3 (pY705) Alexa Fluor 647 oraz anty-CD11c
Brilliant Violet 650 i inkubowano przez 45 minut w 4°C. Po tym czasie komorki odwirowano
i dodano 200 pl roztworu PBS z 2,5% FBS. Analiz¢ przeprowadzano z wykorzystaniem cytometru

przeptywowego LSR Fortessa z oprogramowaniem Diva (Becton Dickinson).

3.2.7. Ocena zahamowania proliferacji komorek nowotworowych z wykorzystaniem

kolorymetrycznego testu MTT

Komérki nowotworowe MC38, LL2, CT26 zbierano z butelek hodowlanych za pomoca
trypsyny z EDTA, odwirowano (192xg, 7 minut) i zawieszano w odpowiednim medium
hodowlanym. Nastepnie naktadano po 5x10%kom./100 pl/dotek ptytki 96-dotkowe;j (Corning) i tak
przygotowane komorki inkubowano przez 24 godziny w standardowych warunkach. Po tym czasie
do komorek dodawano po 100 pl roztworu MTX lub HES-MTX przygotowanego w medium
hodowlanym, a koncowe st¢zenie preparatow na dotku miescito si¢ w zakresie 0,001-2000 ng/ml.
Inkubacj¢ komorek ze zwigzkami prowadzono przez 72 godziny w standardowych warunkach. Na
ostatnie 4 godziny inkubacji dodawano po 25 pl roztworu MTT o stezeniu 5 mg/ml, po tym czasie
dotki uzupetniano o 75 pl buforu lizujacego. Po catonocnej inkubacji absorbancj¢ mierzono przy
dlugosci fali 570 nm, wykorzystujac spektrofotometr Thermo Labsystem Multiskan RC oraz
oprogramowanie Genlite. Na podstawie otrzymanych danych, dla kazdej linii nowotworowej
wyliczono warto$¢ ICso odpowiadajaca stezeniu MTX i HES-MTX, ktore w 50% hamowato

proliferacje komorek.

3.2.8. Oznaczenie poziomu ekspresji genow z wykorzystaniem metody PCR w czasie

rzeczywistym

Z zawiesiny komérek linii nowotworowych (MC38, LL2, CT26) odbierano 2x10° komérek,
ktore przeznaczano na okreslenie poziomu ekspresji FRo metoda reakcji PCR w czasie
rzeczywistym.

Z zawiesiny komorek dendrytycznych oraz transdukowanych DC (opisywanych
w podrozdziale 3.2.13) odbierano 2x10° komorek, ktére przeznaczano na okreslenie poziomu

ekspresji IL-10R metoda reakcji PCR w czasie rzeczywistym.
3.2.8.1. [Izolacja catkowitego RNA z komorek

Izolacje catkowitego RNA przeprowadzano z wykorzystaniem zestawu NucleoSpin® RNA

(Macherey-Nagel) zgodnie z protokotem producenta.
51



MATERIALY I METODY

W pierwszym etapie, komorki przeznaczone do izolacji RNA wirowano w PBS, a nast¢pnie
osad komorek lizowano z wykorzystaniem 350 ul buforu RA1 oraz 3,5 pl 2-merkaptoetanolu.
Po zmniejszeniu lepkosci lizatu poprzez kilkukrotne zasysanie strzykawka z 0,9 mm igla, naktadano
lizat na filtr NucleoSpin Filter i wirowano (11 000 xg, 1 minuta). Nastepnie do przefiltrowanego
lizatu dodawano 350 pl etanolu (70%), po czym roztwor przenoszono na kolumne NuceloSpin RNA
i odwirowano (11 000 xg, 30 s) w celu zwigzania RNA na ztozu kolumny. Kolejnym etapem izolacji
bylo odsalanie membrany krzemionkowej poprzez dodanie 350 pl buforu MDB do kolumny
i jej odwirowanie (11 000xg, 1 minuta). W celu eliminacji obecnego DNA stosowano 95 ul
roztworu rDNazy i inkubowano przez 15 minut w temperaturze pokojowej. Nastepnie, przemywano
ztoze kolumny z wykorzystaniem 200 ul buforu RAW2 i odwirowano (11 000xg, 30 s). Kolejne
oczyszczanie kolumny wykonywano dwukrotnie: dodajac 600 pl buforu RA3 i osuszajac kolumng
przez odwirowanie (11 000xg, 30 s), a nastepnie 250 pl buforu, po ktérym wirowano kolumneg
przez 2 minuty z predkoscig 11 000 xg w celu catkowitego jej osuszenia.

Wyizolowane RNA eluowano ze ztoza za pomocg 40 pl wody wolnej od RNaz podczas

wirowania przez 1 minute z predkoscig 11 000 xg. Nastepnie dokonywano pomiaru stezenia RNA.
3.2.8.2. Oznaczanie stezenia i czystosci RNA

Stezenie oraz czysto§¢ wyizolowanego komoérkowego RNA oznaczano przy uzyciu
spektrofotometru NanoDrop firmy Thermo Scientific. Wyliczenia stezenia kwasu nukleinowego
zostaly oparte na rownaniu Lamberta-Beera z uzyciem skorygowanej wartosci absorbancji kwasu
nukleinowego. Okreslajac czystos¢ wyizolowanego RNA opierano si¢ na iloczynie wartosci
skorygowanych absorbancji mierzonych przy dlugosciach fal 260 nm oraz 280 nm. Dla dobrze

oczyszczonego RNA warto$¢ A,qo/ Az powinna wynosic ~2.0.
3.2.8.3. Reakcja odwrotnej transkrypcji

Reakcje odwrotnej transkrypcji przeprowadzano uzywajac zestawu First Strand cDNA
Synthesis Kit (Thermo Scientific) zgodnie z zaleceniami producenta.

Do reakcji wykorzystywano objetos¢ roztworu odpowiadajaca 2 pg wyizolowanego RNA,
do ktérego dodawano 1 pl oligo(dT)1g primer i uzupetniano wodg wolng od nukleaz do objetosci

11 pl. Nastgpnie dodawano mieszaning skladajacg si¢ z:

o 5x Reaction Buffer —4 ul;
o RiboLock RNase Inhibitor (20 U/ul) =1 pul;
o 10 mM dNTP Mix =2 ul;
. M-MuLV Reverse Transcriptase (20 U/ul) -2 ul
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Laczna objetos¢ mieszaniny reakcyjnej do odwrotnej transkrypcji wynosita 20 pl. Reakcje
przeprowadzano w termocyklerze firmy Bio-Rad w temperaturze 42°C przez 60 minut,
a zakonczono poprzez inkubacje w temperaturze 70°C przez 5 minut. Otrzymane cDNA (o stezeniu

2 ng/20 ul) wykorzystywano w reakcji PCR w czasie rzeczywistym.
3.2.8.4. Reakcja PCR w czasie rzeczywistym

Poziom ekspresji badanego genu okreslano z wykorzystaniem odczynnika TagMan™ Gene
Expression Master Mix (Applied Biosystems™). Do mieszaniny reakcyjnej dodawano cDNA
(50 ng/reakcje) oraz odpowiednie sondy (Tabela 5), a nastgpnie naniesiono po 20 ul mieszaniny do
dotkow ptytki MicroAmp™ (Applied Biosystems™). Reakcje PCR w czasie rzeczywistym
prowadzono z wykorzystaniem urzadzenia ViiA™ 7 Real-Time PCR System (Applied
Biosystems™). Poziom ekspresji genu FolR1 (FRa) w komorkach LL2 i CT26 oszacowano
wzgledem komoérek MC38, a w przypadku stymulowanych lub transdukowanych DC poziom
ekspresji 1110ra oszacowano wzgledem niestymulowanych lub nietransdukowanych DC. Do
wyliczenia relatywnego poziomu ekspresji badanego genu wykorzystywano metod¢ komparatywna
(AACY).

3.2.9. Ocena steienia cytokin w nadsqgczach znad hodowli komdrkowych 1

wykorzystaniem testu ELISA

W celu oznaczenia st¢zenia cytokin w nadsgczach znad hodowli mieszanych, ktore zebrano
po pierwotnej stymulacji lub restymulacji komoérek §ledzionowych, wykorzystywano komercyjnie
dostepne testy ELISA. Opis stosowanych buforéw i roztworow zamieszczono w podrozdziale 3.1.7.

W dniu poprzedzajacym wykonanie testu ELISA (ok. 16 godzin przed rozpoczeciem testu),
na 96-dotkowa plytke MaxiSorp™ firmy Nunc nanoszono po 100 ul/dotek roztworu przeciwciat
I warstwy. Tak przygotowang ptytke pozostawiano w temp. 4°C na catonocng inkubacje. Po tym
czasie doltki 3-krotnie plukano buforem przemywajacym (300 pl/dotek), a nastepnie nanoszono
po 200 pl/dotek buforu blokujacego tlo i inkubowano przez 1 godzing w temperaturze pokojowe;.
Po kolejnym, 3-krotnym ptukaniu dotkow, naktadano po 100 pl/dotek badanych nadsaczy oraz
probek o standardowym stezeniu badanej cytokiny, ktore stuzyly do wyznaczenia krzywej
kalibracyjnej (inkubacj¢ prowadzono przez 2 godziny w temperaturze pokojowej). W celu
usuni¢cia niezwigzanych czasteczek biatka, plytke ptukano 5-krotnie. Nastgpnie do dotkow
nanoszono mieszaning wykrywajacg badane biatko. Ten etap roznit si¢ w zaleznosci od producenta
stosowanego zestawu. W przypadku uzycia testow ELISA firmy BD Biosciences mieszanina
wykrywajaca biatko sktadata si¢ z przeciwciat II warstwy oraz enzymu, a inkubacje prowadzono
przez 1 godzing w temperaturze pokojowej. Po inkubacji nastgpowato 7-krotne przemywanie
dotkow, pozostawiajac bufor w dotkach na ok. 45 sekund w celu doktadnego odptukania
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niezwigzanego kompleksu przeciwciato II warstwy-enzym. Natomiast podczas wykonywania
testow ELISA z firmy Invitrogen, najpierw prowadzono 1-godzinng inkubacj¢ (w temperaturze
pokojowej) z przeciwciatami II warstwy (100 pl/dotek), po ktorej nastepowalo 5-krotne
przeptukanie dotkoéw. Nastgpnie nanoszono po 100 pl/dotek roztworu enzymu, a inkubacje
prowadzono przez 30 minut w temperaturze pokojowej. Po inkubacji nastgpowato 7-krotne
przemywanie dotkow, pozostawiajac bufor w dotkach na ok. 45 sekund.

Kolejnym etapem wykonywania testu ELISA bylo naniesienie roztworu substratu
(100 pl/dotek) i inkubacja w temperaturze pokojowej bez dostepu $wiatta (30 minut dla testow
ELISA z firmy BD Biosciences lub 15 minut dla testow ELISA z firmy Invitrogen). Po tym czasie
dodawano 50 pl/dotek roztworu blokujacego reakcje enzymatyczng (1M HsPOas). Absorbancje
roztworéw mierzono w ciggu 30 minut przy dtugosci fali 450 nm oraz 570 nm jako dlugosci
korekcyjnej, wykorzystujac spektrofotometr Thermo Labsystem Multiskan RC oraz
oprogramowanie Genlite. Stezenie biatka w roztworach okreslano wykorzystujac krzywa

standardowg wyznaczang osobno dla kazdego testu.

3.2.10. Produkcja plazmidowego DNA

W celu otrzymania roztworow plazmidowego DNA niezbgdnych do kotransfekcji komorek
pakujacych Lenti-X™ 293T, przeprowadzono izolacje plazmidowego DNA z transformowanych
bakterii. Przedstawione ponizej metody dotyczyly wykorzystania mikroorganizméw genetycznie
zmodyfikowanych zaliczanych do II kategorii zagrozenia i przeprowadzono je za zgoda

Ministerstwa Srodowiska (nr decyzji 46/2021).
3.2.10.1. Transformacja bakterii chemikompetentnych metodg szoku cieplnego

W doswiadczeniach wykorzystywano szczep bakterii chemikompetentnych: DHSo™
Chemically Competent Escherichia coli o genotypie: F- ¢ 80lacZM15 (lacZY A-argF) U169 deoR
recAl endAlhsdR17(rk-, mk+) phoA supE44 thi-1 gyrA96 relAl A-.

Do zamrozonej zawiesiny chemikompetentnych bakterii E. coli dodawano plazmidowe
DNA i inkubowano 10 minut na lodzie. Nastgpnie prowadzono inkubacj¢ w tazni wodnej (42°C)
przez 40-50 s i przenoszono z powrotem na 16d na 5 minut. Po tym czasie dodawano 1 ml pozywki
SOC i wytrzasano przez 1 godzing w 37°C. Otrzymang zawiesing komorek bakteryjnych
wysiewano metoda posiewu gladzonego na ptytke Petriego z pozywka selekcyjng (LB-agar
z dodatkiem ampicyliny 100 pg/ml). Po catonocnej inkubacji w temperaturze 37°C, z pojedynczej
kolonii bakterii wykonywano posiew redukcyjny, a nastgpnie namnazano bakterie w celu izolacji

plazmidowego DNA.
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3.2.10.2. Izolacja plazmidowego DNA ,,na matq skale”

Pojedyncza koloni¢ bakteryjng uzyskang dzigki posiewowi redukcyjnemu zawieszano
w 5 ml pozywki LB z dodatkiem antybiotyku selekcyjnego (ampicyliny 100 ug/ml) i wytrzasano
(180 rpm) przez 16 godzin w 37°C. Plazmidowe DNA izolowano za pomocg zestawu
GeneMATRIX Plasmid Miniprep DNA Purification Kit (EURX) postepujac zgodnie z zaleceniami
producenta. W pierwszym etapie izolacji aktywowano minikolumny przez dodanie 30 ul buforu
aktywacyjnego Buffer PL. Nastepnie hodowle bakteryjng wirowano w celu otrzymania osadu
bakterii (12 000xg, 2 minuty), ktory zawieszono w 250 ul buforu Cell R. W kolejnym etapie
dodawano 250 ul buforu lizujacego Lysis Blue i powoli mieszano zawartos¢, az do uzyskania
jednolitej, niebieskiej zawiesiny. Po dodaniu 350 pl buforu Neutral B, ponownie powoli mieszano
zawiesing, az do catkowitego zaniku niebieskiej barwy, po czym wirowano ja przez 7 minut
z predkoscig 12 000 xg. Otrzymany klarowny nadsacz przenoszono do aktywowanej minikolumny
umieszczonej w probowce odbierajacej i wirowano (11 000xg, 1 minuta). Nastgpnie otrzymany
przesacz wylewano, a na minikolumne dodawano 500 pl buforu ptuczacego Wash PLX1
i ponownie wirowano (11 000xg, 1 minuta). Przesacz usuwano, dodawano 650 pl buforu
ptuczacego Wash PLX2 i wirowano (11 000xg, 1 minuta). W celu usunigcia resztek buforu
ptuczacego, minikolumny wirowano przez 2 minuty z predkoscig 11 000xg, a nastepnie
wymywano zwigzane DNA za pomoca 50 pl buforu Elution. Po 2-minutowej inkubacji
minikolumny w temperaturze pokojowej wirowano ja ostatni raz (11 000xg, 1 minuta),
a otrzymane DNA wykorzystywano do wykonania analizy restrykcyjnej (opisanej w podrozdziale

3.2.10.4) oraz rozdziatu elektroforetycznego potwierdzajacego poprawnosé transformacji bakterii.
3.2.10.3. Izolacja plazmidowego DNA ,,na duzq skalg”

Pojedyncza koloni¢ bakteryjng uzyskang dzigki posiewowi redukcyjnemu zawieszano
w 5 ml pozywki LB z dodatkiem ampicyliny (100 pg/ml) i wytrzasano przez 8 godzin w 37°C.
Nastepnie hodowle przenoszono do 400 ml $wiezej pozywki z dodatkiem ampicyliny (100 pg/ml)
i wytrzasano (180 rpm) przez 16 godzin w 37°C. Plazmidowe DNA izolowano za pomocg zestawu
QIAGEN Plasmid Maxi Kit (QIAGEN) postepujac zgodnie z zaleceniami producenta.

Zawiesine komorek po calonocnej inkubacji przenoszono do proboéwek wiréwkowych
I wirowano (5000 xg, 30 minut). Po doktadnym usunigciu nadsaczy, osad bakteryjny zawieszano
w 10 ml buforu P1 z dodatkiem RNazy A (100 pg/ml) 1 doktadnie mieszano. Nast¢gpnie dodawano
10 ml buforu P2, energicznie odwracano probowki wirdwkowe i inkubowano przez 5 minut
w temperaturze pokojowej. W kolejnym etapie, do mieszaniny dodawano 10 ml schtodzonego
buforu P3, energicznie odwracano probowki wirowkowe 1 inkubowano przez 20 minut na lodzie.

Po tym czasie, mieszaning wirowano (12 000xg, 30 minut, 4°C), a otrzymany nadsacz bogaty
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w plazmidowe DNA naktadano na kolumne i wykorzystujac wyptyw grawitacyjny przesaczono go
przez ztoze kolumny. Nastepnie kolumne przemywano dwukrotnie z wykorzystaniem 30 ml buforu
QC. Elucje DNA ze ztoza kolumny przeprowadzano z wykorzystaniem 15 ml buforu QF, a eluat
zbierano do proboéwki wirowkowej. Precypitacj¢ eluowanego DNA przeprowadzano

z wykorzystaniem 10,5 ml izopropanolu, po ktérej nastgpowato wirowanie (14 000 xg, 15 minut,
4°C). Po delikatnym odlaniu nadsaczy, DNA przemywano 5 ml 70% etanolu i ponownie wirowano
(14 000%g, 10 minut, 4°C). Nastepnie osad DNA suszono na powietrzu, p0 CZym rozpuszczano

w 1 ml wody do biologii molekularnej i wykorzystywano do dalszych analiz.

3.2.10.4. Oznaczanie stezenia i czystosci plazmidowego DNA oraz analiza restrykcyjna
DNA

Stezenie oraz czysto$¢ wyizolowanego plazmidowego DNA oznaczano przy uzyciu
spektrofotometru NanoDrop firmy Thermo Scientific. Wyliczajac st¢zenie plazmidowego DNA
korzystano z zalezno$ci absorbancji probki przy dlugosci fali 260 nm od jej stg¢zenia, zaktadajac, ze
50 pg/ml plazmidowego DNA daje absorbancje rowna 1. Okreslajac czysto$¢ wyizolowanego DNA
opierano si¢ na iloczynie wartosci skorygowanych absorbancji mierzonych przy dtugosciach fal
260 nm oraz 280 nm. Dla dobrze oczyszczonego DNA warto$¢ A,e/A,g0 powinna wynosié ~1,8.

Analizg restrykcyjna DNA wykonywano po kazdej izolacji plazmidowego DNA. Enzymy
restrykcyjne oraz bufory stosowane w analizach przedstawiono w tabeli ponizej. Zgodnie
z zaleceniami producenta, w analizie restrykcyjnej stosowano 10 U enzymu restrykcyjnego na 1 pg
DNA. Trawienie DNA enzymami restrykcyjnymi prowadzono przez 16 godzin w temperaturze

37°C, a koncowa objgtos¢ mieszaniny reakcyjnej wynosita 20 pl.

Tabela 7. Enzymy restrykcyjne i bufory stosowane podczas analizy restrykcyjnej plazmidowego DNA

Plazmid Enzym)_/ Bufory Producent
restrykcyjne
GLV-H1-GFP+ ECoR Bufor BamHI
pLLV-HL- puro Bsu15l (Clal) utor bam
pMD2.G Pstl Bufor O
Thermo
Xhol Scientific
pMDL-g/p-RRE Miul Bufor R
pRSV-REV EcoRl Bufor EcoRl

Rozdzial elektroforetyczny plazmidowego DNA poddanego analizie restrykcyjnej
prowadzono w 1,5% zelu agarozowym z dodatkiem barwnika GreenDNA Gel Stain (Syngen)
w buforze TAE przy napigciu 100 V przez okoto 60 minut. Probki DNA naktadano na Zel uprzednio
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mieszajac je z barwnikiem obcigzajagcym DNA Gel Loading Dye 6x (Thermo Scientific).
Elektroforeze analizowano w $wietle UV z wykorzystaniem transiluminatora Gel Doc firmy Bio-

Rad, a otrzymane obrazy zapisywano w postaci cyfrowych plikow graficznych.

3.2.11. Produkcja i zageszczanie wektorow lentiwirusowych

Hodowlg komorek linii Lenti-X™ 293T zatozono na szalkach hodowlanych o powierzchni
150 cm?w gestosci 5x10° komérek zawieszonych w medium hodowlanym DMEM + 4,5 g glukozy
uzupetnionym 0 10% FBS. Po 72 godzinach od natozenia komorek, gdy zajmowaty one ok. 80%
powierzchni szalki, przeprowadzano kotransfekcje¢ plazmidami wchodzacymi w sktad systemu
lentiwirusowego 1l generacji (Tabela 3). Mieszaning plazmidowych DNA oraz roztwor
polietylenoiminy (PEI) przygotowywano w buforze do transfekcji. Nastgpnie do mieszaniny DNA
powoli dodawano, caty czas mieszajac, roztwor PEI, a po 15-minutowej inkubacji w temperaturze
pokojowej, taka mieszaning transfekowano komoérki linii Lenti-X™ 293T. Po 24 godzinach
dokonywano wymiany medium hodowlanego na Opti-MEM + GlutaMAX uzupetnionego o 5%
FBS. Transfekowane komorki Lenti-X™293T wydzielaty czasteczki wirusow do medium
hodowlanego, ktore zbierano po uptywie 48 godzin. Po wstepnym oczyszczeniu nadsacza
hodowlanego ze zlepéw komorkowych oraz martwych komorek (2000xg, 20 minut),
przeprowadzano proces zaggszczania czasteczek wirusowych. W tym celu do nadsacza dodawano
mieszaning PEG 6000, 4 M NaCl oraz PBS. Po 90 minutowej inkubacji w temperaturze 4°C,
mieszaning odwirowano (3800xg, 80 minut), a otrzymany osad zawierajacy wektory

lentiwirusowe zawieszono w PBS i przechowywano w temperaturze -80°C.

3.2.12. Oznaczanie miana wektorow lentiwirusowych

Miano wektorow lentiwirusowych okreslano metoda seryjnych rozcienczen
z wykorzystaniem transdukowanych komorek linii MC38. W tym celu komoérki MC38 naktadano
na plytki 24-dotkowe firmy Costar (0,1x10° kom./ml/dotek), a po uptywie 24 godzin, poddawano
je transdukcji wektorami lentiwirusowymi w obecnosci polibrenu (10 pg/ml). Zastosowano
100-, 500-, 2 500- oraz 12 500-krotnie rozcienczone wektory lentiwirusowe. Po 24 godzinach
od transdukcji wymieniano medium hodowlane, a nastgpnie po uptywie 48 godzin, komorki
zbierano przy pomocy roztworu trypsyny z EDTA i zawieszano w PBS z dodatkiem 2,5% FBS.
Odsetek komorek wykazujacych ekspresje EGFP, $wiadczacy o wydajnosci przeprowadzonej
transdukcji okreslano w cytometrze przeptywowym LSR Fortessa z oprogramowaniem Diva. Do

obliczenia miana wektoréw lentiwirusowych stosowano nastepujacy wzor:
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M (E) _C-GF
ml |4

M — miano nadsgcza lentiwirusowego (TU/ml; ang. transducing units; TU),

C — $rednia liczba komorek przypadajaca na dotek,

G — iloczyn liczby komoérek wykazujacych zielong fluorescencje i wszystkich komorek w probie,

F —rozcienczenie nadsgcza lentiwirusowego,

V' — objetos¢ w dotku.

3.2.13. Transdukcja  komdrek  dendrytycznych 7z  wykorzystaniem  wektorow

lentiwirusowych

Niedojrzate komorki dendrytyczne otrzymane z 6-dniowej hodowli réznicujacej (wedtug
metody opisanej w podrozdziale 3.2.4) natozono do butelek hodowlanych w gestosci
15%10° kom./20 ml medium hodowlanego wzbogaconego o cytokiny w odpowiednich stgzeniach.
Po uptywie 24 godzin, 7-dniowe komoérki dendrytyczne transdukowano wektorami
lentiwirusowymi (w liczbie 4 TU/1 kom. docelowa) kodujacymi sekwencje shRNA skierowang
przeciwko IL-10R (shIL-10R) lub sekwencje kontrolng (shN). Proces transdukcji przeprowadzono
w obecnosci polibrenu (8 pg/ml). Nastepnie po 4 godzinach od dodania wektorow lentiwirusowych,

komorki dendrytyczne stymulowano LPS (1 pg/ml) (Ryc. 5 A) lub TAg (10% v/v) (Ryc. 5 B).

A B
Hodowla réznicujaca Hodowla réznicujaca Ocena:
komérki pochodzenia komérki pochodzenia - ekspresji IL-10R
szpikowego w szpikowego w kierunku - fenotypu powierzchniowego
kierunku DC Ocena ekspresji DC - fosforylacji STAT3
(w obecnosci GM-CSF, IL-10R w DC (w obecnosci - zdolnosci do pierwotnego
IL-4) po uptywie: GM-CSF, IL-4) pobudzenia splenocytéw
czas od czas od
24 godz. 48 godz. trandsdukji 24 godz. 48 godz.] trandsdukcji
[ |
—O—F — —0—~ —
0 6 7 8 9 dei 0 6 7 8 9 diei
| hodowli | hodowli
Transdukcja LV Transdukcja LV
Stymulacja LPS Stymulacja TAg
(po 4 godz. od (po 4 godz. od
transdukgji) transdukcji)

Ryc. 5. Schematy doswiadczen in vitro prowadzacych do wyciszenia receptora IL-10 w komérkach
dendrytycznych stymulowanych LPS (A) lub TAg (B) oraz zakres przeprowadzonych analiz fenotypowych
i funkcjonalnych otrzymanych komérek.

Po uptywie kolejnych 20 godzin, 8-dniowe transdukowane komorki zbierano
i odwirowywano (192xg, 7 minut), po czym wykorzystywano w dalszych analizach i testach
funkcjonalnych lub przenoszono je z powrotem do butelek hodowlanych na kolejne 24 godziny.

Po tym czasie 9-dniowe transdukowane DC zbierano z butelek, wirowano i wykorzystywano
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w dalszych analizach i testach funkcjonalnych. Na Ryc. 5 przedstawiono schemat do§wiadczen oraz
zakres przeprowadzonej charakterystyki komorek.

Skuteczno$¢ wyciszenia ekspresji IL-10R w DC oceniano na podstawie relatywnego
poziomu ekspresji genu 1110ra za pomocg reakcji PCR w czasie rzeczywistym, zgodnie z metoda
opisang w podrozdziale 3.2.8. Ponadto w przypadku transdukowanych DC i stymulowanych TAg
przeprowadzono ocene¢ fenotypu powierzchniowego (podrozdziat 3.2.5), fosforylacji czynnika
STAT3 (podrozdziat 3.2.6) oraz okre$lono zdolnos¢ transdukowanych DC do pierwotnego
pobudzenia limfocytow T (podrozdziat 3.2.14). W  doswiadczeniach terapeutycznych
prowadzonych w warunkach in vivo (opisywanych w podrozdziale 3.2.15), do przygotowywania
szczepionek komorkowych wykorzystywano stymulowane antygenami nowotworowymi
transdukowane DC, ktore zbierano po uptywie 48 godzin od dodania wektorow lentiwirusowych.
Sposob przygotowania szczepionek komorkowych na bazie transdukowanych DC stymulowanych

TAg przedstawiono na ponizszej rycinie.

zdrowa wektor lentiwirusowy

mysz kodujacy shRNA dla IL-10R
’\}cm 6

przygotowanie

¢ - szczepionek
G ala Ty A odwirowanie = komorkowych

komérek/.>

izolacja

komorek
l i

---------- > s
6-dniowa hodowla 24 godziny
b,

roznicujaca
© IL-10R

komorki
szpikowe

mysz C57BL/6
Z rosnacym
podskornie

guzem MC38

7-dniowe 8-dniowe 9-dniowe dojrzale
niedojrzale DC dojrzate DC DC z wyciszong
ekspresja IL-10R

Ryc. 6. Schemat przygotowania szczepionek komoérkowych na bazie DC z wyciszonym receptorem IL-10.

3.2.14. Ocena zdolnosci transdukowanych DC do pierwotnego pobudzenia komorek

sledzionowych

Do dotkéw plytki 12-dotkowej (Nunc) naktadano po 0,18x10° kom./0,5 ml/dotek
transdukowanych DC stymulowanych TAg oraz po 1,8x10° kom./0,5 ml/dotek zawiesiny
splenocytow pobranych ze zdrowej myszy szczepu C57BL/6 (koncowy stosunek liczby DC
wzgledem komorek $ledzionowych wynosit 1:10). Hodowlg mieszang prowadzono w medium
RPMI z dodatkiem 10% FBS uzupetnionym o rh IL-2 (200 U/ml) w warunkach standardowych.

Po 5 dniach hodowli, nadsacza znad komoérek zbierano w celu okreslenia st¢zenia cytokin
(za pomoca testu ELISA, podrozdziat 3.2.9), a komorki $ledzionowe odwirowano i analizowano
ich fenotyp powierzchniowy, zdolnos¢ do degranulacji na podstawie poziomu ekspresji czasteczki
CD107a, a takze oceniano aktywnos¢ cytotoksyczng wobec komorek nowotworowych.
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3.2.14.1. Ocena fenotypu powierzchniowego pobudzonych komorek sledzionowych oraz
ich zdolnosci do degranulacji okreslana na podstawie poziomu ekspresji
czgsteczki CD107a

Komérki $ledzionowe pobudzone przez transdukowane DC zebrano, odwirowano
i natozono po 2x10° kom/dotek na jednowarstwowa hodowle komorek nowotworowych MC38,
przygotowang dzien wezeéniej (0,4x10° kom./dotek, 96-dotkowa ptytka firmy Costar). Do kazdego
z dotkéw dodano mieszaning przeciwciat anty-CD107a skoniugowanych z fluorochromem APC,
rh IL-2 (200 U/ml), PMA (stezenie koncowe 50 ng/ml) i jonomycyne (stezenie koncowe 1 pg/ml).
Inkubacje prowadzono przez 2 godziny w 37°C. Po tym czasie, zebrano komorki i odwirowano,
a nastegpnie dodano po 50 pl mieszaniny przeciwcial monoklonalnych: anty-CD45 Brilliant Violet
605, anty-CD4 FITC, anty-CD19 Alexa Fluor 700, anty-CD8 APC/Fire 750 oraz anty-CD49b PE-
CD594 (Tabela 1). Inkubacje komodrek z przeciwciatami prowadzono przez 45 minut w 4°C,
a po odwirowaniu zawiesiny dodano 200 pl roztworu PBS z 2,5% FBS. W celu wyodrebnienia
populacji martwych komodrek stosowano roztwor barwnika DAPI (1 pg/ml). Analize
przeprowadzano z wykorzystaniem cytometru przeptywowego LSR Fortessa z oprogramowaniem

Diva (Becton Dickinson).

Tabela 8. Charakterystyka fenotypowa komérek $ledzionowych pobudzonych w pieciodniowej hodowli mieszanej

Komérki Fenotyp
limfocyty T CD8* CD45*CD49b CD8*
limfocyty T CD4* CD45*CD49b CD4*

limfocyty B CD45" CD49b CD19*
komorki NK CD45'CD4 CD8 CD49b*

3.2.14.2. Ocena aktywnosci cytotoksycznej pobudzonych komorek sledzionowych

Aktywnos$¢ cytotoksyczng pobudzonych splenocytéw (komorek efektorowych) okres§lano
na podstawie ich zdolnosci do zabijania komérek nowotworowych MC38 (komorek docelowych).
W tym celu przygotowano zawiesing komérek MC38 wyznakowanych barwnikiem DiO1sC(3)
(10 ul barwnika/1x10® kom./ml zawiesiny). Komorki inkubowano z DiO1sC(3) przez 20 minut
w 37°C, a nastgpnie po trzykrotnym odwirowaniu niezwigzanego barwnika (192 xg, 7 minut),
wyznakowane komorki MC38 naktadano po 1x10* kom./100 pl/dotek na okraglodenne plytki
96-dotkowe (Greiner). Nastepnie dodano po 1x10° kom./100 pl/dotek lub 3x10° kom./100 pl/dotek
zawiesiny komorek $ledzionowych. Stosunek komoérek docelowych do komoérek efektorowych
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wynosil odpowiednio 1:10 lub 1:30. Mieszang hodowl¢ prowadzono w RPMI z dodatkiem 10%
FBS uzupelionym o rhIL-2 (200 U/ml) przez 4 godziny w 37°C. Po zakonczonej inkubaciji,
komorki zbierano z dotkéw i odwirowano, po czym dodawano po 200 pl 7,5 nM roztworu jodku
propidyny (PI) (inkubacj¢ prowadzono przez 10 minut w temp. 37°C). Komorki analizowano
z wykorzystaniem cytometru przeptywowego LSR Fortessa z oprogramowaniem Diva (Becton
Dickinson). Aktywno$¢ cytotoksyczng okreslano jako odsetek martwych komorek MC38
(DiO1sC(3)" PI") inkubowanych z komorkami efektorowymi pomniejszony o odsetek martwych

komorek MC38 inkubowanych bez komorek efektorowych.

3.2.15. Doswiadczenia terapeutyczne
3.2.15.1. Wszczepienie komorek nowotworowych

Komoérki nowotworowe MC38 zbierano z butelek hodowlanych za pomoca trypsyny
z EDTA i odwirowano (192xg, 7 minut), a nastepnie zawieszano je w soli fizjologicznej.
Tak przygotowane komorki podawano podskornie (s.c.) w prawy bok myszy w liczbie
1,1x10° kom./0,2 ml/mysz. W dniu, w ktérym rozpoczynano terapie przeciwnowotworowsa

w oparciu o wielko$¢ rosngcego guza myszy zostaty losowo podzielone na grupy doswiadczalne.

3.2.15.2. Przygotowanie szczepionek komorkowych na bazie dojrzatych komorek
dendrytycznych

Szczepionki komodrkowe stosowane w skojarzonej terapii przeciwnowotworowe;j
przygotowywano z komorek dendrytycznych stymulowanych antygenami nowotworowymi
(DC/TAQ). Szczegotowy opis prowadzenia hodowli DC w warunkach ex vivo opisano
w podrozdziale 3.2.4. Komorki dendrytyczne z wyciszong ekspresja IL-10R i poddane stymulacji
antygenami nowotworowymi otrzymywano na drodze transdukcji lentiwirusowej zgodnie z metoda
opisang w podrozdziale 3.2.13.

Komorki dendrytyczne zbierano z butelek hodowlanych za pomoca trypsyny z EDTA
i odwirowano (192 xg, 7 minut), a nastepnie zawieszano je w soli fizjologicznej. Szczepionkowe
komorki dendrytyczne podawano okotoguzowo (p.t) w liczbie 2x10° kom./0,2 ml/mysz trzykrotnie
w tygodniowych odstepach rozpoczynajac od trzeciego dnia terapii. Schematy doswiadczen

terapeutycznych przedstawiono na Ryc. 7.
3.2.15.3. Schematy doswiadczen terapeutycznych

W doswiadczeniu chemioterapeutycznym (Ryc. 7 A), w dniu rozpoczecia terapii myszy
z podskoérnie rosngcymi guzami MC38 otrzymywaty MTX lub HES-MTX dozylnie (i.v.; do zyty

ogonowej) w dawkach: 5, 10 lub 20 mg/kg masy ciata.
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Preparaty rozcienczano w soli fizjologicznej w taki sposob, aby na kazde 10 g wagi myszy
zostala podana dozylnie obj¢tos¢ 0,1 ml preparatu. Podczas trwania doswiadczenia co 3-4 dni
mierzono guzy, a nastepnie obliczano ich objeto$¢ na podstawie wzoru: % a x b?, gdzie ,,a” jest
dhuzszym, a ,,b” krotszym wymiarem. Skuteczno$¢é zastosowanej terapii okreslano na podstawie
procentowego zahamowania wzrostu nowotworu (TGI, tumor growth inhibition)
w odniesieniu do guzow myszy nietraktowanych (nieleczonych), ktory obliczano ze wzoru:
TGI [%] = 100 — (T/C x 100), gdzie T oznacza median¢ objetosci guzow myszy poddanych
terapii, a C — mediang guzow myszy nietraktowanych. Ponadto w celu okreslenia zmian w lokalnej
i ogolnoustrojowej odpowiedzi przeciwnowotworowej w 3., 10., i 17. dniu terapii od 5 myszy

z kazdej grupy pobierano posmiertnie guzy nowotworowe i sledziony.

A
iv.
MTX lub HES-MTX
5,10, 20 mg/kg
|
/L >
0 3 10 17 dni
| | | | terapii
Randomizacja Pobranie narzadéw
(guzy, $ledziony)
B C
iv. Pobranie narzadéw i.v. Pobranie narzadéw
MTX lub HES-MTX (guzy, wezly MTX lub HES-MTX (guzy, wezty chionne,
20 mg/kg chtonne, §ledziony) 20 mg/kg $ledziony)
[ | I [ I
—0—~ — —0—~ —
0 3 10 17 21 dni 0 3 10 17 24 dni
terapii terapii
| | | | | | | | p
Randomizacja p.t. Randomizacja pt
DC/TAg DC/TAg lub
2x10° kom/mysz/podanie DC/shN/TAg lub

DC/shIL-10R/TAg
2x10° kom./mysz/podanie

Ryc. 7. Schemat do$wiadczenia chemioterapeutycznego (A) oraz chemioimmunoterapeutycznego (B, C).

W doswiadczeniach chemioimmunoterapeutycznych (Ryc. 7 B i C) w dniu rozpoczgcia
terapii, myszy z podskdrnie rosngcymi guzami MC38 otrzymaly MTX lub HES-MTX dozylnie
(i.v.; do zyly ogonowej) w dawce 20 mg/kg masy ciala, a trzy dni pdzniej rozpoczgto
okotoguzowe (p.t.) podania szczepionek komorkowych na bazie dojrzatych DC
(2x10° kom./0,2 ml/mysz/podanie). Objetosé guzéw MC38 monitorowano podczas trwania
do$wiadczenia, a efekt terapeutyczny okreslono w oparciu o obliczong warto$¢ TGI.
Po zakonczeniu terapii, od myszy pobierano guzy nowotworowe, wezly chionne drenujace
nowotwor oraz $ledziony do dalszych analiz ex vivo opisanych w podrozdziatach 3.2.16 oraz 3.2.17.

Kazdy z narzadoéw pobranych od myszy przecierano przez jalowy nylonowy filtr, w celu

otrzymania zawiesiny pojedynczych komorek. Otrzymane komorki dwukrotnie odwirowano
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w medium RPMI z dodatkiem 2,5% FBS (192 xg, 7 minut), po czym dodawano mieszaning
skladajaca si¢ z medium hodowlanego (40%), DMSO (10%) oraz FBS (50%) i zamrazano

w cieklym azocie.

3.2.16. Oznaczenie wielkosci populacji komorek limfoidalnych i mieloidalnych

w sledzionach oraz guzach metodg cytometrii przeplywowej

Przechowywang w cieklym azocie zawiesing komoérek wyizolowanych ze $ledzion lub
guzéw MC38 rozmrozono w RPMI uzupetnionym o 2,5% FBS, odwirowano i zawieszono w PBS
+ 2 mM EDTA z dodatkiem 2,5% FBS. W celu identyfikacji martwych komoérek w trakcie analizy
cytometrycznej, wyizolowane komérki wyznakowano za pomoca barwnika LIVE/DEAD® Fixable
Violet Dead Cell Stain. Odwirowane w PBS komorki zawieszano w roztworze PBS z dodatkiem
barwnika i inkubowano bez dost¢pu $wiatla w temperaturze pokojowej przez 30 minut. Po tym
czasie zawiesing odwirowano dwukrotnie w PBS + 2 mM EDTA z dodatkiem 2,5% FBS
1 przefiltrowano przez filtry nylonowe o $rednicy poréw 35 pm. Nastepnie, aby zablokowaé
niespecyficzne wigzanie przeciwcial skoniugowanych z fluorochromami, dodano po 50 pl roztworu
przeciwcial monoklonalnych anty-CD16/CD32 i inkubowano przez 15 minut w 4°C.
Tak przygotowang zawiesing rozdzielano na dwa osobne rodzaje oznaczen: ocen¢ wielkosci
populacji komorek limfoidalnych oraz populacji komoérek mieloidalnych. Dla komorek
limfoidalnych wykorzystano nastgpujace przeciwciala: anty-CD45 Brilliant Violet 605, anty-CD3
Brilliant Violet 650, anty-CD4 FITC, anty-CD8 APC/Fire 750, anty-CD19 Alexa Fluor 700, anty-
CD49b PE-CF594, anty-CD25 PE, anty-CD44 PE-Cy7, anty-CD62L PerCP-Cy5.5. Natomiast
dla komorek mieloidalnych wykorzystano: anty-CD45 Brilliant Violet 605, anty-CD3e PE-CF594,
anty-CD19 PE-CF594, anty-CD49b PE-CF594, anty-CD11b PerCP-Cy5.5, anty-CD11c Brilliant
Violet 650, anty-F4/80 Alexa Fluor 700, anty-Ly6C PE, anty-Ly6G APC-Cy7, anty-MHC Il FITC,
anty-CD80 PE-Cy7. Charakterystyka przeciwcial oraz wykorzystane rozcienczenia znajduja si¢ w
podrozdziale 3.1.6 (Tabela 1).

Do zawiesiny komodrek dodano po 50 pl odpowiedniej mieszaniny przeciwciat
monoklonalnych skoniugowanych z fluorochromami (wymienionych wczesniej) i inkubowano
przez 45 minut w 4°C, po czym odwirowano niezwigzane przeciwciata (192 xg, 7 minut). Nastepnie
z wykorzystaniem zestawu Foxp3 Transcription Factor Staining Buffer Set komoérki utrwalano
przez dodanie odczynnika Foxp3 Fixation/Permeabilization (30 minut, 4°C), a po skonczonej
inkubacji zawiesing komoérek odwirowywano w Permeabilization Buffer (300xg, 5 minut).
W kolejnym kroku do zawiesiny komérek dodawano przeciwciata anty-CD16/CD32 rozcienczone
w buforze do permeabilizacji i inkubowano przez 15 minut w 4°C. Po odwirowaniu (300 xg,
5 minut), barwiono antygeny wewnatrzkomorkowe (W przypadku tkanki nowotworowej — FoxP3

lub CD206 w zaleznosci od rodzaju oznaczenia, natomiast w przypadku sledzion oznaczano jedynie
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FoxP3) za pomoca przeciwcial rozcienczonych w buforze do permeabilizacji (45 minut, 4°C). Po
dwukrotnym odwirowywaniu zawiesiny komorek (300 xg, 5 minut) dodawano PBS + 2 mM EDTA
z dodatkiem 2,5% FBS i analizowano w cytometrze przeptywowym LSR Fortessa

z oprogramowaniem Diva.

Tabela 9. Charakterystyka fenotypowa populacji komorek uktadu odporno$ciowego identyfikowanych
w $ledzionach, guzach nowotworowych oraz we¢ztach chtonnych drenujacych nowotwor

Komorki Fenotyp
Oznaczenia komorek limfoidalnych
limfocyty T CD8* CD45*CD3*CD49bCD8*
limfocyty T CD4* CD45*CD3*CD49b CD4*
limfocyty Treg CD45*CD3*CD49bCD4*CD25*FoxP3*
komorki efektorowe CD62L CD44*
komorki pamigei CD62L*CD44*
limfocyty B CD45*CD19*
komorki NK CD45*CD3 CD49b*
komorki NKT CD45*CD3*CD49b*

Oznaczenia komorek mieloidalnych

komorki mieloidalne CD45*CD11b*CD3e"CD197CD49b™
DC CD11c*F4/80™MHC II*
Mf CD11b*CD11c Ly6CF4/80*
TAM CD11c*F4/80*MHC II*
M-MDSC CD11b*CD11c Ly6C*LYy6G™
PMN-MDSC CD11b*CD11c Ly6CMLy6G*
M1 F4/80*CD206~
M2 F4/80*CD206*

3.2.17. Oznaczenie wielkosci populacji komorek limfoidalnych i komorek dendrytycznych

W weztach chtonnych drenujgcych nowotwor metodq cytometrii przeplywowej

Przechowywang w cieklym azocie zawiesing komoérek wyizolowanych z weztow
chlonnych drenujacych nowotwor MC38 rozmrozono w RPMI uzupelionym o 2,5% FBS
I odwirowano (192 xg, 7 minut). Nast¢pnie, aby zablokowac¢ niespecyficzne wigzanie przeciwciat
skoniugowanych z fluorochromami, dodano po 50 ul roztworu przeciwcial monoklonalnych anty-
CD16/CD32 i inkubowano przez 15 minut w 4°C. Tak przygotowang zawiesing komorek
rozdzielano na dwa osobne rodzaje oznaczen: ocen¢ wielkosci populacji komorek limfoidalnych
oraz populacji komorek dendrytycznych. Dla komorek limfoidalnych wykorzystano nast¢pujace
przeciwciala: anty-CD45 Brilliant Violet 605, anty-CD3 Brilliant Violet 650, anty-CD4 FITC,

64



MATERIALY I METODY

anty-CD8 APC/Fire 750, anty-CD19 Alexa Fluor 700, anty-CD49b PE-CF594, anty-CD44 PE-Cy7,
anty-CD62L PerCP-Cy5.5. Natomiast dla komoérek dendrytycznych wykorzystano: anty-CD45
Brilliant Violet 605, anty-CD3e PE-CF594, anty-CD19 PE-CF594, anty-CD49b PE-CF594,
anty-CD11b PerCP-Cy5.5, anty-CD11c Brilliant Violet 650, anty-F4/80 Alexa Fluor 700,
anty-MHC Il FITC, anty-CD80 PE-Cy7. Charakterystyka przeciwcial oraz wykorzystane
rozcienczenia znajdujg si¢ w podrozdziale 3.1.6 (Tabela 1). Do zawiesiny komoérek dodano po
50 pul odpowiedniej mieszaniny przeciwcial monoklonalnych skoniugowanych z fluorochromami
I inkubowano przez 45 minut w 4°C. Po odwirowaniu komorek dodano 200 pl roztworu PBS
z 2,5% FBS. W celu wyodrgbnienia populacji martwych komorek stosowano roztwor barwnika
DAPI (1 pg/ml). Analize przeprowadzano z wykorzystaniem cytometru przeptywowego LSR
Fortessa z oprogramowaniem Diva (Becton Dickinson).

3.2.18. Restymulacja komorek sledzionowych

W celu oceny aktywnosci przeciwnowotworowej splenocytow pobranych od myszy
obarczonych nowotworem i poddanych terapii, prowadzono pig¢ciodniowg mieszang hodowlg

ex vivo komorek $ledzionowych z komdorkami nowotworowymi w obecnosci rh IL-2 (restymulacja).
3.2.18.1. Przygotowanie jednowarstwowej hodowli komorek MC38

Komorki nowotworowe MC38 zbierano z butelek hodowlanych przy pomocy roztworu
trypsyny i EDTA, odwirowano (192xg, 7 minut) i zawieszono w RPMI z dodatkiem 5% FBS
doprowadzajac do gestoéci 3x10° kom./ml. Nastepnie do zawiesiny komorek dodano
mitomycyne C (50 pg mitomycyny C/ml zawiesiny komorek) 1 inkubowano przez 30 minut w 37°C.
Po tym czasie komorki trzykrotnie odwirowano (192 xg, 7 minut) i naktadano na ptytke 24-dotkowa

(Costar) w gestoéci 1x10° kom./ml/dotek i inkubowano przez 24 godziny.
3.2.18.2. Przygotowanie komorek efektorowych

Przechowywang w cieklym azocie zawiesing komorek wyizolowanych ze $ledzion
rozmrozono w RPMI uzupetnionym o 2,5% FBS, odwirowano (192 xg, 7 minut) i doprowadzono
do gestoéci 2x10° kom./ml RPMI z dodatkiem 10% FBS. Nastepnie komorki $ledzionowe
nakladano na przygotowang dzieh wczesniej jednowarstwowg hodowlg komorek nowotworowych
(1x10° kom./dotek), a hodowle uzupemiono o rh IL-2 (200 U/ml). Koncowy stosunek komorek
nowotworowych do splenocytow wynosit 1:20. Hodowle mieszang prowadzono przez 5 dni

w standardowych warunkach.
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3.2.18.3. Ocena aktywnosci restymulowanych komorek sledzionowych

Po 5 dniach hodowli mieszanej, nadsacza znad komorek zbierano w celu okreslenia stezenia
cytokin (za pomoca testu ELISA) (podrozdziat 3.2.9), a komorki $ledzionowe odwirowano
i analizowano ich fenotyp powierzchniowy oraz zdolno$¢ do degranulacji na podstawie poziomu
ekspresji czasteczki CD107a (podrozdziat 3.2.14.1), a takze oceniano aktywnos$¢ cytotoksyczng
wobec komoérek nowotworowych (podrozdziat 3.2.14.2). W przypadku oceny fenotypu
powierzchniowego restymulowanych splenocytow wykorzystywano nastgpujace przeciwciata
monoklonalnych: anty-CD45 V500, anty-CD4 FITC; anty-CD8 PE-Cy7; anty-CD19 Alexa Fluor
700; anty-CD49b PE, anty-CD107a APC. Charakterystyka przeciwcial oraz wykorzystane

rozcienczenia znajdujg si¢ w podrozdziale 3.1.6 (Tabela 1).

3.2.19. Analiza statystyczna wynikow

Analize statystyczng otrzymanych wynikow przeprowadzono z wykorzystaniem
oprogramowania GraphPad Prism 9. Normalnos$¢ rozktadu danych oceniono na podstawie testu
D’ Agostino-Pearsona. Dla danych zgodnych z rozktadem Gaussa 0 réwnych warto$ciach SD,
istotno$¢ statystyczng obliczono za pomoca jednoczynnikowego testu ANOVA i testu post hoc
wielokrotnych poréwnan Tukey’a. Kiedy dane byly zgodne z rozktadem Gaussa, lecz posiadaty
nierdbwne warto$ci SD, istotno$¢ statystyczng obliczono za pomoca jednoczynnikowego testu
ANOVA w modyfikacji Browna-Forsythe’a i Welcha, a nastepnie testu post hoc wielokrotnych
poréwnan T3 Dunnetta. Dla danych niezgodnych z rozkladem Gaussa, istotnos¢ statystyczna
obliczono za pomoca nieparametrycznego testu Kruskalla-Wallisa i testu post hoc Dunna. Analize
statystyczng pomiaré6w objetosci guzow prowadzonych przez caly czas doswiadczen
terapeutycznych wykonano za pomocg dwuczynnikowego testu ANOVA i post hoc testu
wielokrotnych porownan Bonferroniego. Korelacje pomiedzy dwiema zmiennymi obliczono
wykorzystujac nieparametryczny wspotczynnik korelacji Spearmana.

Wszystkie statystycznie istotne rdéznice przedstawiono na wykresach gdy p<0,05,

a w opisach pod rycinami zamieszczono rodzaj uzytego testu statystycznego.
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4. Wyniki

4.1. Wplyw metotreksatu oraz nanokoniugatu metotreksatu

i hydroksyetyloskrobi na zahamowanie proliferacji komorek linii

nowotworowych
A B C
Mc38 CT26 LL2
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Ryc. 8. Zahamowanie proliferacji komorek linii nowotworowych MC38, CT26, LL2 traktowanych
metotreksatem lub nanokoniugatem HES-MTX. Ekspresja receptora o dla folianéw (FRa) w tych
komérkach. Do jednowarstwowej hodowli komérek linii nowotworowych dodano zwigzki w zakresie stezen
0,001-2000 ng/ml i prowadzono inkubacje przez 72 godziny. Po tym czasie z wykorzystaniem kolorymetrycznego
testu MTT okreslono stezenie MTX 1 HES-MTX, ktore w 50% hamowato proliferacje komoérek MC38, CT26,
LL2 (ICsp). Na wykresach liniowych przedstawiono przyktadowa znormalizowang zywotno$¢ komorek,
przeliczona w odniesieniu do odpowiedniej kontroli nietraktowanej; a w tabelach pod wykresami zamieszczono
przyktadowe wyliczone warto$ci ICso (A, B, C). Porownanie wartosci ICsodla MTX i HES-MTX (D). Wzgledny
poziom ekspresji MRNA dla FRa w komorkach nowotworowych linii MC38, CT26, LL2 okre$lono metoda reakcji
PCR w czasie rzeczywistym (E). Na wykresach D i E przedstawiono usrednione wartoséci (+SD) uzyskane z trzech
testow przeprowadzonych w trzech powtdrzeniach. Analiz¢ statystyczng przeprowadzono za pomoca
parametrycznego testu ANOVA i testu post hoc Tukey’a (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).

67



WYNIKI

Niniejsza praca wpisuje si¢ w tematyke badan prowadzonych w Laboratorium
Doswiadczalnej Terapii Przeciwnowotworowej 1ITD PAN, ktorej celem jest opracowanie nowej
strategii skojarzonej terapii przeciwnowotworowej oraz poznanie mechanizmow zaangazowanych
w indukowang odpowiedz odpornosciowa. Na podstawie doswiadczen przeprowadzonych przez
zespot dra hab. Tomasza Goszczynskiego, w ktorych oceniano aktywnos$¢ przeciwnowotworowa
nanokoniugatu metotreksatu i hydroksyetyloskrobi (HES-MTX) w modelu mysiej (P388) i ludzkiej
(MV4-11) biataczki, podjeto decyzje o wykorzystaniu HES-MTX jako chemioterapeutyku
wspomagajacego dziatanie szczepionek na bazie dojrzatych komoérek dendrytycznych (DC/TAQ).

Badania rozpocze¢to od wybrania odpowiedniej mysiej linii nowotworowej, ktora
cechowataby najwicksza wrazliwo$¢ na nanokoniugat. Okreslono efekt antyproliferacyjny
metotreksatu (MTX) oraz jego nanokoniugatu wobec trzech mysich linii nowotworowych: raka
jelita grubego MC38 i CT26 oraz mysiego raka ptuca LL2 (Ryc. 8 A-C). Nie odnotowano istotnych
statystycznie réznic pomigdzy wyliczonymi dla metotreksatu wartosciami ICso (Ryc. 8 D).
Natomiast porownujac aktywnos¢ przeciwnowotworowa MTX oraz HES-MTX zaobserwowano,
ze nanokoniugat cechowata ok. 8-krotnie (CT26) lub 10-krotnie (MC38 i LL2) wyzsza warto$¢
ICs0. To wskazuje na stabsze dziatanie antyproliferacyjne HES-MTX wobec testowanych linii
nowotworowych w warunkach in vitro. Najnizsza wartos¢ ICso dla nanokoniugatu odnotowano
w przypadku komoérek MC38, zatem ta linia komorkowa byla najbardziej wrazliwa na dzialanie
HES-MTX.

Ze wzgledu na fakt, ze aktywnos$¢ przeciwnowotworowa nanokoniugatu moze by¢ zwigzana
z wystgpowaniem podjednostki a receptora folianéw (FRa), zadecydowano o okresleniu poziomu
ekspresji MRNA dla tej czasteczki w badanych komarkach. Biorac pod uwagg, ze najnizsza wartos¢
ICso dla HES-MTX odnotowano w przypadku linii MC38, te lini¢ potraktowano jako punkt
odniesienia podczas oceny wzglednego poziomu ekspresji FRo w pozostatych liniach
nowotworowych. W komorkach linii CT26 oraz LL2 stwierdzono nizsza ekspresj¢ FRa,
a w przypadku komoérek raka ptuca obnizenie to wyniosto ok. 60% i byto istotne statystycznie.
Zatem wicksza wrazliwos¢ komorek linii MC38 na nanokoniugat, moze by¢ zwigzana z wyzszym
poziomem ekspresji FRa na powierzchni tych komorek.

Na podstawie powyzszych wynikéw do zaplanowanych w warunkach in vivo doswiadczen

terapeutycznych wybrano lini¢ mysiego raka jelita grubego MC38.
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Objetos¢ guzéw MC38 [mm3]

Ryc.
lub nanokoniugatu metotreksatu i hydroksyetyloskrobi. Myszom z rosnagcym podskornie guzem MC38
dozylnie (i.v.) podano MTX lub HES-MTX w dawkach: 5, 10 lub 20 mg/kg m.c. Schemat do§wiadczenia (A).
Mediany objeto$ci guzdéw wyznaczonych na podstawie pomiaréw prowadzonych co 3-4 dni (B). Mediana
objetosci guzow zmierzonych w 16. dniu terapii (C). Warto$ci zahamowania wzrostu nowotworu (TGI) obliczone
dla 16.
parametrycznego dwuczynnikowego testu ANOVA i testu post hoc testu Bonferroniego (B, C) (***p<0,001).

4.2. OKreslenie efektu przeciwnowotworowego chemioterapii z udzialem

metotreksatu lub nanokoniugatu metotreksatu i hydroksyetyloskrobi

4.2.1. Wrzrost guzow MC38 u myszy poddanych chemioterapii

A
iv.
MTX lub HES-MTX
5,10, 20 mg/kg
I
/- >
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HES-MTX 5 mg/kg -4 HES-MTX 10 mg/kg -# HES-MTX 20 mg/kg

D Grupa TGI [%]
nt -
MTX 5 mg/kg 25
MTX 10 mg/kg 14
MTX 20 mg/kg 20
HES-MTX 5 mg/kg 24
HES-MTX 10 mg/kg 29
HES-MTX 20 mg/kg 38

9. Wzrost guzéw MC38 u myszy poddanych chemioterapii z wudzialem metotreksatu

dnia terapii w odniesieniu do kontroli nietraktowanej (D). Analize statystyczng przeprowadzono za pomocg
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W kolejnym etapie badan okreslono efekt terapeutyczny po dozylnym podaniu
nanokoniugatu myszom obarczonym nowotworem MC38. Gtownym zamiarem byl wybor takiej
dawki preparatu, ktéora po jednokrotnym podaniu skutecznie modulowataby odpowiedz
przeciwnowotworowa. W zwigzku z tym do do$wiadczenia terapeutycznego, wybrano trzy rozne
dawki MTX lub HES-MTX (5, 10, 20 mg/kg m.c.). Ponadto, aby oceni¢ kinetyke zmian
zachodzacych w lokalnej i ogolnoustrojowej odpowiedzi przeciwnowotworowej, materiat
biologiczny do analiz ex vivo pobierano w trzech punktach czasowych: 3., 10. i 17. dnia terapii
(liczac od momentu podania badanych zwigzkéw) (Ryc. 9 A).

Z uwagi na fakt, ze w dalszych badaniach in vivo zaplanowano wykorzystanie tylko jednej
dawki chemioterapeutykéw, jej wybor zostal dokonany na podstawie nastgpujacych parametrow:
zahamowania wzrostu nowotworu, réznic w odsetku populacji efektorowych i supresorowych
komorek uktadu odpornosciowego obecnych w guzach oraz $ledzionach, a takze aktywnos$ci
przeciwnowotworowej restymulowanych komorek sledzionowych (splenocytow).

Ocene¢ efektow wywotanych po podaniu samego chemioterapeutyku przeprowadzono
z mys$la o dalszych etapach badan in vivo opartych na skojarzonej terapii, w ktorej poza podaniem
chemioterapeutykow, myszy z rosngcym podskornie guzem MC38 beda otrzymywac
immunoterapi¢ w postaci szczepionek komorkowych na bazie komorek dendrytycznych (DC/TAg).
W opracowanym w naszym laboratorium schemacie skojarzonej terapii przeciwnowotworowej,
immunoterapia rozpoczyna si¢ trzy dni po podaniu cytostatyku. Z tego wzgledu istotnym aspektem
byto okreslenie zmian zachodzacych w 3. dniu terapii, zarowno w lokalnej, jak i ogoélnoustrojowe;j
odpowiedzi przeciwnowotworowej. Bylo to niezbgdne do identyfikacji mikro§rodowiska
nowotworowego, do ktorego zostang podane szczepionkowe DC/TAg.

Pomiary objetosci guzow prowadzone co 3-4 dni podczas trwania eksperymentu postuzyty
do sporzadzenia krzywych wzrostu guzow przedstawionych na Ryc. 9 B. Poroéwnujac oba
zastosowane chemioterapeutyki — MTX i HES-MTX, mozna zaobserwowac tendencje wskazujaca
na skuteczniejsze hamowanie wzrostu nowotworu po podaniu nanokoniugatu, szczegdlnie
w dawkach 10 lub 20 mg/kg. W odniesieniu do grupy kontrolnej (nietraktowanej; nt) odnotowano,
ze po zastosowaniu HES-MTX zahamowanie wzrostu nowotworu bylo najwieksze, a w przypadku
grup myszy otrzymujagcych HES-MTX w dawce 5 lub 20 mg/kg, zmiany te byly istotne
statystycznie (Ryc. 9 B)

W oparciu o pomiary guzow przeprowadzonych w przedostatnim dniu do$wiadczenia
(przedstawionych takze na wykresach pudetkowych na Ryc. 9 C), mozliwe bylo obliczenie
procentowego zahamowania wzrostu nowotworu w odniesieniu do grupy kontrolnej (TGI; Ryc. 9
D). Najwyzsze wartosci TGI, wskazujagce na najlepszy efekt terapeutyczny zastosowanej
chemioterapii, odnotowano w grupie myszy traktowanych HES-MTX w dawce 20 mg/kg (TGl
38%).
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4.2.2. Ocena lokalnej odpowiedzi przeciwnowotworowej u myszy poddanych

chemioterapii

4.2.2.1. Populacje komorek limfoidalnych w guzach MC38
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Ryc. 10. Schemat analizy populacji komérek limfoidalnych naciekajacych guzy MC38. Po wyeliminowaniu
zlepow komoérkowych, wyodrgbniono zywe leukocyty (CD45*DAPI™?) wsrod ktorych zidentyfikowano limfocyty
CD19*, limfocyty T (CD3"CD49b"), komorki NK (CD3CD49b*) oraz komoérki NKT (CD3*CD49b").
Na podstawie ekspresji markerow CD4 i CD8 wydzielono populacje limfocytow T CD4* i CD8*. W obrebie
populacji limfocytow T CD4* zidentyfikowano limfocyty Treg (CD4*CD25*FoxP3*). W oparciu o ekspresje
czasteczek CD44 1 CD62L wsrdd limfocytow T naciekajacych guzy, okreslono subpopulacje komorek
efektorowych (CD62L-CD44").

W celu okreslenia wptywu zastosowanej terapii na zmiany w lokalnej odpowiedzi
odpornosciowej, wykorzystujac wieloparametryczng analiz¢ metoda cytometrii przeplywowej,
oceniono odsetek zywych leukocytow CD45" naptywajacych do tkanki nowotworowej. Nastepnie
wsrdd nich zidentyfikowano subpopulacje komorek pochodzenia limfoidalnego — limfocyty T
CD8" (CD3*CD8"), limfocyty T CD4" (CD3*CD4"), limfocyty B (CD19"), komérki NK (CD3~
CD49b") i komoérki NKT (CD3'CD49b*) (Ryc. 10). Na podstawie ekspresji czynnika
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transkrypcyjnego FoxP3 w limfocytach T CD4" wyodrebniono populacje limfocytow T
regulatorowych (Treg, CD25"FoxP3*). Wsrod wszystkich populacji limfocytow T okres$lono
odsetek komorek efektorowych (CD62LCD44").
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Ryc. 11. Ocena nacieku leukocytow w guzach nowotworowych MC38 pobranych od myszy poddanych
chemioterapii. W trakcie wieloparametrycznej analizy cytometrycznej wsrdd komorek DAPI™S okreslono
odsetek komorek CD45* w tkankach guzéow pobranych 3. (A), 10. (B), oraz 17. dnia (C) po dozylnym podaniu
MTX lub HES-MTX. Na wykresach przedstawiono usrednione wartosci (+SD) uzyskane podczas analizy guzow
pobranych od 5 myszy/grupg. Analize statystyczng przeprowadzono za pomocg parametrycznego testu ANOVA
i testu post hoc Tukey’a (A); nieparametrycznego testu Kruskalla-Wallisa i testu post hoc Dunna (B) lub testu
ANOVA w modyfikacji Browna-Forsythe’a i Welcha i testu post hoc T3 Dunnetta (C) (p>0,05).

Ocena odsetka leukocytow obecnych w tkance nowotworowej pobranej 3., 10. i 17. dnia
terapii wykazata, ze naplyw tych komorek do tkanki guzéw zmniejszat si¢ wraz z rozwojem
nowotworu, niezaleznie od zastosowanej dawki chemioterapeutykow (Ryc. 11 A-C.). Trzeciego
dnia po zastosowaniu 20 mg/kg MTX lub HES-MTX stwierdzono tendencj¢ wskazujaca
na zwigkszenie udzialu procentowego komoérek CD45" w tkance guza. W 10. dniu terapii,
niezaleznie od dawki, odnotowano wptyw zastosowania chemioterapii na nieistotne statystycznie
zmniejszenie wielko$ci populacji leukocytow. Natomiast 17. dnia od podania chemioterapeutykow
stwierdzono nieznacznie zwigkszony odsetek tych komorek w grupach MTX 5 mg/kg, HES-MTX
5 mg/kg lub 20 mg/kg, w odniesieniu do kontroli nietraktowanej. Nalezy jednak zwrdci¢ uwage
na fakt, ze wyniki sg trudne do interpretacji ze wzgledu na brak istotnosci statystycznych oraz
w niektorych przypadkach, wysokie wartosci odchylen standardowych.

Porownujac wielkosci réznych populacji komorek limfoidalnych naciekajacych guzy
MC38 zaobserwowano, ze wraz z rozwojem nowotworu zmniejszyla si¢ wielko$¢ populacji
limfocytow T CD8" oraz CD4", natomiast zwiekszyla sie populacja limfocytow Treg (Ryc. 12).
Nie odnotowano wplywu badanych chemioterapeutykow na zmiany w odsetku komorek
efektorowych (CD62LCD44") wérdd wszystkich populacji limfocytow T naptywajacych do tkanki

nowotworowej (dane nieprezentowane).
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Trzeciego dnia po podaniu HES-MTX w dawce 10 lub 20 mg/kg, zaobserwowano nieistotne
statystycznie zwigkszenie odsetka limfocytow T CD8", w poréwnaniu do pozostatych grup myszy
(Ryc. 12 A). Pomimo braku znaczacych zmian w odsetku tych komoérek w 10. dniu terapii,
w materiale zebranym 17. dnia od podania chemioterapeutykoéw, w grupie HES-MTX 20 mg/kg
zaobserwowano zwigkszenie limfocytow T CD8* (Ryc. 12 B, C). Ponadto zmiany te byly istotne
statystycznie, zarbwno w odniesieniu do grupy nietraktowanej, jak rowniez do grupy myszy

otrzymujacych MTX w tej samej dawce.
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Ryc. 12. Ocena nacieku limfocytéw T w guzach nowotworowych MC38 pobranych od myszy poddanych
chemioterapii. W tkankach guzéw pobranych 3. (A, D, G), 10. (B, E, H) lub 17. dnia (C, F, 1) terapii wsrod
komorek CD45*DAPI™ zidentyfikowano populacje limfocytow T CD8" (A-C) i CD4" (D-F), a takze limfocytow
Treg okre$lonych wérdd limfocytow T CD4* (G-1). Na wykresach przedstawiono usrednione wartosci (+SD)
uzyskane podczas analizy guzéw pobranych od 5 myszy/grupe. Analizg statystyczng przeprowadzono za pomocg
parametrycznego testu ANOVA i testu post hoc Tukey’a (A-E; H-1) lub nieparametrycznego testu Kruskalla-
Wallisa i testu post hoc Dunna (F-G). Znaki ,,#” znajdujace sie nad stupkami oznaczajg istotno$¢ statystyczng
pomiedzy dang grupg a grupa kontrolng — nt; pozostate istotnosci pomiedzy grupami sg prezentowane w formie
klamer i znakow ,,*” (*p<0,05; #p<0,01).
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Po podaniu chemioterapeutykow nie stwierdzono znaczacych zmian w odsetku limfocytow
T CD4" (Ryc. 12 D-F). Po zastosowaniu MTX lub HES-MTX w dawce 10 mg/kg

lub 20 mg/kg, stwierdzono znaczne, jednak nieistotne statystycznie, obnizenie odsetka limfocytow

Treg, w odniesieniu do kontroli nietraktowanej. Efekt ten byt krotkotrwaty — wystapit tylko 3. dnia

po podaniu chemioterapeutykéw, a w kolejnych punktach czasowych udziat procentowy tych

komorek osiagnat poziom roéwny lub wiekszy niz w grupie nietraktowanej (Ryc. 12 G-I).
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Ryc. 13. Ocena nacieku komorek limfoidalnych w guzach nowotworowych MC38 pobranych od myszy
poddanych chemioterapii. W tkance guzéow pobranych 3. (A, D, G), 10. (B, E, H) lub 17. dnia (C, F, 1) terapii
wsrod komorek CD45*DAPI™? zidentyfikowano populacje limfocytow CD19* (A-C) i komoérek NK (D-F),
a takze komorek NKT (G-1). Na wykresach przedstawiono usrednione wartosci (+SD) uzyskane podczas analizy
guzow pobranych od 5 myszy/grupg. Analizg statystyczng przeprowadzono za pomocg parametrycznego testu
ANOVA i testu post hoc Tukey’a (C,E,G,H); nieparametrycznego testu Kruskalla-Wallisa i testu post hoc Dunna
(D,F,1) lub testu ANOVA w modyfikacji Browna-Forsythe’a i Welcha i testu post hoc T3 Dunnetta (A,B) (p>0,05).

Nastgpnymi populacjami komorek pochodzenia limfoidalnego, ktorych wielkos¢ nacieku

oceniano w tkance nowotworowej byly limfocyty B, komorki NK i NKT (Ryc. 13). Okreslajac

wielko$¢ populacji limfocytow B obecnych w guzach MC38 odnotowano, ze wraz Z progresja

choroby nowotworowej zwickszat si¢ odsetek tych komorek (Ryc. 13 A-C). Poréwnujac grupy
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myszy, ktore otrzymalty MTX lub HES-MTX nie odnotowano istotnych statystycznie roznic
pomigdzy dziataniem obu chemioterapeutykoéw. Zaobserwowano natomiast, ze w grupie
HES-MTX 20 mg/kg odsetek komoérek CDI9* utrzymywal si¢ na staltym poziomie
I nie przekraczat 2% wszystkich leukocytéw, co sugeruje wptyw najwyzszej dawki nanokoniugatu
na zmniejszong infiltracj¢ nowotworu przez limfocyty B podczas rozwoju guza nowotworowego.

Podobnie jak w przypadku limfocytow T CD4" i CD8*, stwierdzono wpltyw rozwoju
nowotworu na zmniejszong infiltracje tkanki guzow przez komorki NK i NKT (Ryc. 13 D-I).
Pomigdzy réznymi dawkami chemioterapeutykéw nie odnotowano istotnych statystycznie zmian
w odsetku tych komorek. Jednak warto zauwazy¢, ze w 3. dniu po podaniu dawki 20 mg/kg HES-
MTX ich odsetek byt najwyzszy (Ryc. 13 D, G). Mimo ze w 10. dniu terapii nie obserwowano
wpltywu zastosowania chemioterapeutykow na wielko$¢ populacji komorek NK i NKT
(Ryc. 13 E, H), to 17. dnia terapii, najwyzszy odsetek tych komorek, cho¢ nieistotny statystycznie,
wykazano ponownie w grupie HES-MTX 20 mg/kg (Ryc. 13 F, I).

Powyzsze dane sugeruja, ze zmiany w odsetku komorek limfoidalnych naptywajacych do
tkanki guzow zachodzity w krotkim czasie od podania chemioterapeutykéw 1 byly indukowane
przez najwyzsze dawki preparatow. Wprawdzie dalszy rozwdj] nowotworu, a tym samym
wydluzony czas od rozpoczecia terapii, znosit modulujace dzialanie badanych preparatow,

to efekt wywotany po zastosowaniu HES-MTX w dawce 20 mg/kg byt przedtuzony.

4.2.2.2. Populacje komérek mieloidalnych w guzach MC38

Poza okresleniem odsetka populacji komorek limfoidalnych, w tkankach nowotworowych
oceniono rowniez udzial procentowy komorek pochodzenia mieloidalnego (Ryc. 14). Wsrod
komorek CD11b"CD45" obecnych w guzach, wyodrebniono populacie DC, M-MDSC,
PMN-MDSC, TAM, Mf oraz analizowano polaryzacje wszystkich makrofagéw wystepujacych
w nowotworze w kierunku komoérek typu M1 i M2. Dodatkowo, aby okresli¢ stopien
pobudzenia komorek mieloidalnych, dla wybranych populacji zbadano ekspresje czasteczek
MHC klasy Il i/lub CD80.
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Ryc. 14. Schemat analizy populacji komoérek mieloidalnych naciekajacych guzy MC38. Po wyeliminowaniu
zlepow komoérkowych, wyodrebniono zywe leukocyty (CD45DAPI™), wsrod ktorych zidentyfikowano komorki
CD11b*. Wér6d komorek CD11b* na podstawie ekspresji czasteczek CD206, okreslono liczebnos¢ makrofagow
M1 (F4/80*CD2067) i M2 (F4/80*CD206%). Ponadto populacje komoérek CDI11b* rozdzielono
w oparciu o ekspresj¢ czasteczek CD1lc. Wérod komoérek CD11b*CD11lc wyodrebniono populacje Mf
(CD11b*CD11cLy6CF4/80*) i MDSC: M-MDSC (CD11b*CD1llcLy6C*Ly6G"); PMN-MDSC
(CD11b*CD11c Ly6C™Ly6G*). Wséréd komoérek CDI11b*CD1lc*  zidentyfikowano populacje DC
(CD11c*F4/80™MHC I1*) oraz TAM (CD11c*F4/80*MHC 11¥), a w obrebie tych ostatnich, wydzielono
subpopulacje TAM o wysokiej (TAM MHC 11"9") i niskiej (TAM MHC 11'") ekspresji czasteczek MHC II.
Dodatkowo okre$lono ekspresje czgsteczek MHC II na powierzchni DC oraz CD80 na powierzchni DC,
M-MDSC i PMN-MDSC. Na histogramach przedstawiono ekspresje czasteczek MHC 11 lub CDS80
reprezentatywne dla kazdej grupy z doswiadczenia chemioterapeutycznego.
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Ryc. 15. Ocena nacieku komorek dendrytycznych oraz stopnia ich pobudzenia w guzach nowotworowych
MC38 pobranych od myszy poddanych chemioterapii. W tkance guzéw pobranych 3. (A, D, G),
10. (B, E, H) lub 17. dnia (C, F, I) terapii wsrod komorek CD45*DAPI™ zidentyfikowano populacje DC (A-C)
oraz okreslono ekspresje czasteczek MHC II (D-F) oraz CD80 (G-I) na powierzchni tych komorek. Ekspresje
czagsteczek MHC Il i CD80 zaprezentowano jako $rednig intensywno$¢ fluorescencji (MFI). Na wykresach
przedstawiono usrednione warto$ci (+SD) uzyskane podczas analizy guzow pobranych od 5 myszy/grupe. Analize
statystyczng przeprowadzono za pomocg parametrycznego testu ANOVA i testu post hoc Tukey’a (A,B,D-G,);
nieparametrycznego testu Kruskalla-Wallisa i testu post hoc Dunna (C) lub testu ANOVA w modyfikacji Browna-
Forsythe’a i Welcha i testu post hoc T3 Dunnetta (H). Znaki ,,#” znajdujace si¢ nad stupkami oznaczajg istotnos¢
statystyczna pomiedzy dang grupa a grupa kontrolna — nt; pozostale istotnosci pomigdzy grupami sa prezentowane
w formie klamer i znakow ,,*” (*p<0,05).

Analiza wielkosci populacji DC wykazata, ze wraz ze wzrostem guzow zmieniat si¢ udziat
procentowy tych komorek w tkance nowotworowej oraz poziom ekspresji czasteczek MHC 11
i CD80 na ich powierzchni (Ryc. 15). Pomigdzy grupa nietraktowang a pozostalymi grupami
badanymi, nie obserwowano statystycznie istotnych zmian w odsetku DC, jak i w ekspresji
MHC Il na ich powierzchni (Ryc. 15 A-F). Wykazano natomiast zalezne od zastosowanej dawki
chemioterapeutykow, zmiany w powierzchniowej ekspresji czasteczek CD80. W 3. dniu terapii
w odniesieniu do grupy nietraktowanej, w grupach myszy otrzymujacych dawke 20 mg/kg MTX
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lub HES-MTX obserwowano zwickszong wartos¢ MFI dla czasteczki CD80, a zmiana ta byla

istotna statystycznie. Efekt wywotany przez oba preparaty byt podobny i pomigdzy dziataniem
chemioterapeutykow nie odnotowano znaczacych réznic. W kolejnych punktach czasowych
nie obserwowano zaleznego od dawki preparatow zwigkszenia ekspresji CD80 na powierzchni DC
(Ryc. 15 G-l). Mozna zatem sadzi¢, ze immunomodulacyjny wplyw MTX lub HES-MTX
na pobudzenie DC byt krotkotrwaly, a jego szczyt przypadat na 3. dzien po dozylnym podaniu

chemioterapeutykow i to w najwyzszej dawce.
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Ryc. 16. Ocena nacieku i stopnia pobudzenia monocytarnych komoérek supresorowych pochodzenia
mieloidalnego w guzach nowotworowych MC38 pobranych od myszy poddanych chemioterapii. W tkankach
guzoéw pobranych 3. (A, D)), 10. (B, E) lub 17. dnia (C, F) terapii wsréd komorek CD45*DAPI™ zidentyfikowano
populacje M-MDSC (A-C) oraz okreslono ekspresje czasteczki CD80 (D-F) na powierzchni tych komorek.
Ekspresje czasteczki CD80 zaprezentowano jako $rednig intensywno$¢ fluorescencji (MFI). Na wykresach
przedstawiono usrednione warto$ci (+SD) uzyskane podczas analizy guzow pobranych od 5 myszy/grupe. Analize
statystyczng przeprowadzono za pomocg parametrycznego testu ANOVA i testu post hoc Tukey’a (C-F);
nieparametrycznego testu Kruskalla-Wallisa i testu post hoc Dunna (B) lub testu ANOVA w modyfikacji Browna-
Forsythe’a i Welcha i testu post hoc T3 Dunnetta (A) (*p<0,05; **p<0,01).

Wsrod komorek supresorowych pochodzenia mieloidalnego (MDSC) wyodrgbniono dwie
subpopulacje — monocytarne MDSC (M-MDSC) oraz granulocytarne MDSC (PMN-MDSC).
Ze wzgledu na supresorowg aktywno$¢ tych komorek, zadecydowano o okresleniu ekspresji
czasteczki CD80 na ich powierzchni. Porownujac odsetek komorek M-MDSC w tkance guzow
pobranych w réznych punktach czasowych, nie odnotowano wpltywu rozwoju choroby
nowotworowej na zwigkszony udzial procentowy tych komoérek (Ryc. 16 A-C). Wprawdzie

w guzach pobranych 3. dnia terapii, najwyzszy odsetek M-MDSC stwierdzono w grupach myszy
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otrzymujacych 20 mg/kg MTX lub HES-MTX, jednak ze wzglgdu na wysokie wartosci odchylen
standardowych otrzymane wyniki okazaty si¢ trudne do interpretacji (Ryc. 16 A). W 10. dniu terapii

w grupie otrzymujacej MTX 20 mg/kg zaobserwowano najmniejszy udziat procentowy komorek
M-MDSC w tkance guza (Ryc. 16 B). Efekt ten nie byt dtugotrwaty —w 17. dniu terapii odsetek
analizowanych komorek znacznie zwigkszyt si¢ W tej grupie, szczegdlnie w odniesieniu do
HES-MTX 20 mg/kg (Ryc. 16 C). Nalezy doda¢, ze rozwojowi nowotworu MC38 towarzyszyt
wzrost ekspresji czasteczki CD80 na powierzchni M-MDSC, co sugeruje poglebienie ich
wlasciwosci supresorowych. Pomimo obserwowanych zmian w udziale procentowym komorek
M-MDSC, w przypadku ekspresji czasteczki CD80 nie odnotowano istotnych statystycznie roznic
pomigdzy badanymi grupami (Ryc. 16 D-F).
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Ryc. 17. Ocena nacieku i stopnia pobudzenia granulocytarnych komorek supresorowych pochodzenia
mieloidalnego w guzach nowotworowych MC38 pobranych od myszy poddanych chemioterapii. W tkankach
guzéw pobranych 3. (A, D,), 10. (B, E) lub 17. dnia (C, F) terapii wéréd komérek CD45*DAPI™ zidentyfikowano
populacje PMN-MDSC (A-C) oraz okres$lono ekspresje czasteczki CD80 (D-F) na powierzchni tych komorek.
Ekspresje  czagsteczki CD80  zaprezentowano jako $rednig intensywno$¢  fluorescencji  (MFI).
Na wykresach przedstawiono usrednione wartosci (+SD) uzyskane podczas analizy guzéw pobranych
od 5 myszy/grupe. Analize statystyczng przeprowadzono za pomocg parametrycznego testu ANOVA i testu post
hoc Tukey’a (A,C,D,F); nieparametrycznego testu Kruskalla-Wallisa i testu post hoc Dunna (E) lub testu ANOVA
w modyfikacji Browna-Forsythe’a i Welcha i testu post hoc T3 Dunnetta (B) (p>0,05).

Podczas analizy udziatu procentowego PMN-MDSC odnotowano zalezny od stopnia
rozwoju nowotworu wzrost odsetka tych komorek, ktoremu towarzyszylo zwigkszenie ekspresji
czasteczki CD80 na ich powierzchni (Ryc. 17). Poczatkowo nie stwierdzono znaczacych rdéznic

w wielkosci tej populacji. W guzach pobranych w 10. dniu terapii najwyzszy odsetek komorek
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PMN-MDSC odnotowano w grupie MTX 10 mg/kg, jednak zmiana ta nie byta istotna statystycznie.
Natomiast 7 dni pozniej zaobserwowano tendencj¢ wskazujaca na wprost proporcjonalny
do zastosowanej dawki MTX, wzrost udziatu procentowego tych komorek, podczas gdy po podaniu
HES-MTX zaleznos¢ byta odwrotna (Ryc. 17 A-C). W odniesieniu do kontroli nietraktowanej,
zaden z chemioterapeutykdw ani zadna z uzytych dawek preparatow nie przyczynila si¢
do znaczacych zmian w ekspresji czasteczki CD80 na powierzchni PMN-MDSC (Ryc. 17 D-F).

Kolejng populacja komorek uktadu odporno$ciowego oceniang w tkance nowotworowej
byly makrofagi zwigzane z nowotworem (TAM), ktére wyodrgbniono jako komorki o fenotypie
CD11c*F4/80*MHCII*. W guzach pobranych 3. dnia terapii stwierdzono, ze w odniesieniu do grupy
nietraktowanej, niskie dawki zastosowanych preparatow indukowaty duzy, lecz nieistotny
statystycznie, wzrost odsetka tych komorek w guzach. Natomiast najmniejsze udzialy procentowe
populacji TAM obserwowano w grupach myszy traktowanych 20 mg/kg MTX lub HES-MTX (Ryc.
18 A). W 10. dniu terapii, w odniesieniu do 3. dnia, nastgpit gwaltowny wzrost odsetka TAM
w tkance guzow. Ponadto zastosowanie MTX wptyneto na zwigkszenie odsetka TAM wsrod
komorek CD45", a efekt ten byt wprost proporcjonalny do zastosowanej dawki preparatu. (Ryc. 18
B). W guzach pobranych w 17. dniu terapii odnotowano, ze wielkos$¢ populacji TAM utrzymata si¢
na poziomie podobnym do obserwowanego w 10. dniu, jednak pomiedzy grupami nie stwierdzono
znaczacych roznic (Ryc. 18 C).

Ze wzgledu na fakt, iz istniejg doniesienia naukowe mowiace o korelacji migdzy progresja
choroby nowotworowej, a stopniem pobudzenia komorek TAM, analize cytometryczng
uzupehiono o oceng odsetka komérek TAM o wysokiej (TAM MHC II"%") i niskiej (TAM
MHC 11'") ekspresji czasteczki MHC II. Nastegpnie z uzyskanych danych wyliczono wspotczynnik
TAM MHC 11" TAM MHC 11", ktéry umozliwit odpowiedZ na pytanie: czy badane
chemioterapeutyki sa w stanie odwroci¢ tendencj¢ dominacji komorek TAM o niskiej ekspres;ji
MHC 11, a takze przy jakiej dawce obserwowany jest najkorzystniejszy efekt.

Z przeprowadzonych analiz wynika, ze w poczatkowej fazie rozwoju nowotworu, gdy guzy
MC38 byly niewielkiego rozmiaru, ok. 90% komoérek TAM stanowity komorki z wysoka ekspresja
MHC I1. Wraz ze wzrostem nowotworu odsetek komérek TAM MHC I1"9" zmniejszat sig i 17. dnia
terapii w grupie nietraktowanej wynosit ok. 50% wszystkich makrofagéw zwigzanych
z nowotworem (Ryc. 18 D-F). Odwrotng tendencje¢ obserwowano w przypadku komorek TAM
0 niskiej ekspresji MHC 11 (Ryc. 18 G-lI). Wspomniane zmiany w proporcjach obu populacji
komérek byty takze zauwazalne w wyliczonym wspotczynniku TAM MHC 11" TAM MHC 11",
ktorego wartos¢ zmniejszyta si¢ 10-krotnie migdzy pierwszym a ostatnim badanym punktem

czasowym (Ryc. 18 J-L).
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Ryc. 18. Ocena nacieku makrofagéw zwiazanych z nowotworem i okreslenie zmian w proporcji populacji
tych komoérek o réznej ekspresji czasteczki MHC 11 w tkance guzé6w MC38 pobranych od myszy poddanych
chemioterapii. W tkankach guzow pobranych 3. (A, D, G, J), 10. (B, E, H, K) lub 17. dnia (C, F, I, L) terapii
wérod komorek CD45"DAPI™ zidentyfikowano populacje TAM (A-C), wérod ktorych na podstawie ekspresji
czgsteczki MHC 11, wyodrebniono komérki TAM MHC 11" (D-F) i TAM MHC 11" (G-1). Wykresy J-L
przedstawiaja usrednione wartosci ilorazu odsetka TAM MHC 11" oraz odsetka komérek typu TAM MHC 1'%V
uzyskane podczas analizy guzéw pobranych od 5 myszy/grupe. Analizg statystyczng przeprowadzono za pomocg
parametrycznego testu ANOVA i testu post hoc Tukey’a (A-C,E,F,H,L) lub nieparametrycznego testu Kruskalla-
Wallisa i testu post hoc Dunna (D,G,1,J,K). Znaki ,,#” znajdujace sie nad stupkami oznaczajg istotno$¢ statystyczng
pomiedzy dang grupg a grupa kontrolng — nt; pozostate istotno$ci pomiedzy grupami sg prezentowane w formie
klamer i znakow ,,*” (¥p<0,05; **p<0,01).
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W 3. dniu terapii odnotowano najwyzszy wspotczynnik TAM MHC 1M TAM MHC 1'%
w grupach myszy traktowanych MTX 20 mg/kg, a takze HES-MTX 10 mg/kg, jednak obserwowane
zmiany nie byly istotne statystycznie (Ryc. 18 J). Analiza guzéw pobranych w 10. dniu terapii
wykazata, ze najwyzszy wspolczynnik byl obserwowany w grupie myszy, ktore otrzymaty
20 mg/kg HES-MTX. Jednoznaczny wplyw terapii najwyzszg dawka nanokoniugatu na zmiany
w proporcjach wielkosci TAM MHC 11"9" j TAM MHC 11" obserwowano dopiero 17. dnia terapii
— w tej grupie wykazano istotne  statystycznie  zwigkszenie = wspolczynnika
TAM MHC 11" TAM MHC 11" (Ryc. 18 K-L).
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Ryc. 19. Ocena nacieku i polaryzacji makrofagow w guzach nowotworowych MC38 pobranych od myszy
poddanych chemioterapii. W tkankach guzéw pobranych 3. (A, D,), 10. (B, E) lub 17. dnia (C, F) terapii wsrod
komorek CD45*DAPI™  zidentyfikowano Mf (A-C). Sposrod komorek mieloidalnych (CD11b%),
na podstawie wewnatrzkomorkowej ekspresji czasteczki CD206, wyodrebniono populacje makrofagow typu M1
(F4/80*CD206°) i M2 (F4/80*CD206") i wyliczono wartosci ilorazu odsetka komorek typu M1 oraz komoérek typu
M2 (D-F). Na wykresach przedstawiono usrednione warto$ci (+SD) uzyskane podczas analizy guzoéw pobranych
od 5 myszy/grupe. Analize¢ statystyczng przeprowadzono za pomoca parametrycznego testu ANOVA i testu post
hoc Tukey’a (A-E) lub nieparametrycznego testu Kruskalla-Wallisa i testu post hoc Dunna (F). Znaki ,#”
znajdujace sie nad stupkami oznaczajg istotno$¢ statystyczng pomiedzy dang grupg a grupa kontrolng — nt;
pozostate istotnosci pomiedzy grupami sa prezentowane w formie klamer i znakow ,,*” (*#p<0,05; **p<0,01).

Makrofagi (Mf), ktore fenotypowo zidentyfikowano jako CD11b*CD11c Ly6C F4/80*
byly ostatnig populacja komorek mieloidalnych okreslang w tkance nowotworowej. Analiza
populacji tych komoérek w roznych punktach czasowych wykazata, ze rozwojowi nowotworu
towarzyszylo zwickszenie odsetka Mf obecnych w tkance guzow, a gwattowny wzrost wielkosci

tej populacji nastapit miedzy 10. a 17. dniem terapii (Ryc. 19 A-C). W 3. dniu terapii stwierdzono
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tendencj¢ wskazujaca na obnizenie udzialu procentowego Mf w guzach po zastosowaniu dawki
20 mg/kg MTX lub HES-MTX (Ryc. 19 A). Analiza materialu pobranego w ostatnim punkcie
czasowym wykazata, ze oba zastosowane chemioterapeutyki wptyngty na zmniejszenie wielkosci
populacji Mf, jednak istotne statystycznie obnizenie odsetka tych komoérek, w stosunku do grupy
kontrolnej, byto wynikiem podania HES-MTX w dawce 20 mg/kg (Ryc. 19 C).

W celu okreslenia kierunku polaryzacji wszystkich makrofagéw obecnych w nowotworze,
zarowno tych identyfikowanych jako Mf, jak i TAM, dokonano oceny wystepowania czgsteczek
receptora mannozowego CD206. Makrofagi CD206" s uznawane za wykazujace cechy
pronowotworowe komorki typu M2 i ich obecnos¢ jest korelowana z progresja choroby
nowotworowej. Z kolei komorki typu M1, niewykazujace ekspresji czasteczki CD206 — za
makrofagi o cechach przeciwnowotworowych, a ich zwigkszony udziatl procentowy jest dobrym
markerem prognostycznym. Zatem wyliczajac wspotczynnik z wielkosci populacji komorek typu
M1 i M2 mozna okresli¢, ktory typ komorek dominuje w mikrosrodowisku nowotworowym.

Oceniajac wzajemne proporcje obu tych populacji w badanych punktach czasowych mozna
zauwazy¢, ze populacje komorek typu M1 i M2 wystepuja w tkance guza MC38 w poréwnywalnej
wielkosci, a odchylenia od tego stanu dotycza tylko jednej grupy (Ryc. 19 D-F). W guzach
pobranych 3. dnia terapii w grupie HES-MTX 20 mg/kg odnotowano zwigkszona, cho¢ nieistotng
statystycznie, zmiane wspotczynnika M1/M2 w odniesieniu do grupy nietraktowanej (Ryc. 19 D).
W tkankach pobranych w 10. dniu terapii nie obserwowano wptywu podanych chemioterapeutykoéw
na kierunek polaryzacji makrofagow (Ryc. 19 E). Z kolei, w 17. dniu terapii stwierdzono, ze
najwyzsza dawka nanokoniugatu indukowata konwersj¢ makrofagéw obecnych w nowotworze
w kierunku komérek M1. Swiadczy o tym statystycznie istotny wzrost wartosci wspotczynnika
M1/M2, w odniesieniu do grupy kontrolnej i traktowanej MTX 20 mg/kg, jak rowniez pozostatych
grup myszy otrzymujacych HES-MTX (Ryc. 19 F).

Aby oceni¢ zmiany wielkosci poszczegolnych populacji komorek uktadu odpornosciowego
obecnych w guzach w kontekscie wzrostu nowotworu MC38, oszacowano wystepowanie korelacji
pomiedzy tymi dwiema zmiennymi. Korzystajac z korelacji wyliczonych indywidualnie dla kazdej
grupy, sporzadzono heat-mape prezentowang na Ryc. 20 (przygotowane dla kazdej grupy wykresy
punktowe niezbedne do obliczenia korelacji zamieszczono na Ryc. 74-Ryc. 78 w rozdziale
»duplement”). Przedstawiajagc wyniki w tej formie, mozliwe bylo okreslenie jak zmienialy sig¢
wielkosci populacji komoérek uktadu odpornosciowego podczas zwickszania objetosci guzoéw
MC38 w trakcie trwania doswiadczenia, a takze jak chemioterapeutyki wptynety na zmiany w tym
zakresie. O korelacji pozytywnej (gdy 0 < rs > 1; kolor zielony) mowimy wtedy, gdy zwickszajacej
si¢ objetosci guzow towarzyszyt wzrost odsetka populacji komorek uktadu odpornosciowego i taka
tendencj¢ obserwowano w przypadku komoérek o cechach supresorowych — limfocytach Treg,

PMN-MDSC, Mf, TAM, a w obrebie tej ostatniej populacji, korelacje pozytywna odnotowano
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przede wszystkim w TAM MHC 1'%, Natomiast w przypadku korelacji negatywnej (gdy -
1 <rs < 0; kolor czerwony) progresji choroby nowotworowej towarzyszyto stopniowe zmniejszanie
si¢ wielkosci populacji komorek, np. zwiazanych z aktywacja odpowiedzi przeciwnowotworowe;j i
takg tendencje wykazano w obrebie limfocytow T CD4" i CD8", komorek NK, NKT, DC oraz w
subpopulacji TAM MHC [[Mid",

CD45" w guzie

CD8 wéréd CD45*

CD4 wsréd CD45*

Treg wéréd CD4*

NK wéréd CD45*

NKT wéréd CD45*

CD19 wérod CD45*
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M-MDSC wsréd CD45*
PMN-MDSC wéréd CD45*
Mf wéréd CD45*

M1/M2

TAM wsréd CD45"

TAM MHC I1 "8" wéréd TAM
TAM MHCII "°" wéréd TAM
TAM MHCII"8"/TAM MHCII %

nt 5 10 20 5 10 20

MTX HES-MTX
[mg/kg] [mg/kg]

Ryc. 20. Heat-mapa przedstawiajaca korelacje pomiedzy wielkoscia guzow a udzialem procentowym
poszczegdlnych populacji komoérek ukladu odpornosciowego napltywajacych do guzéw MC38 myszy
poddanych chemioterapii. Korelacje dla kazdej z grup badanych obliczono z wykorzystaniem
nieparametrycznego testu Spearmana, korzystajac z objetosci guzow MC38 zmierzonych w 3., 10. i 17. dniu terapii
oraz z udziatu procentowego poszczegolnych populacji komorek okreslonych w tkance nowotworowej. Wykresy
punkowe oraz wyliczone warto$ci 1s i p dla poszczegdlnych grup i populacji przedstawiono na Ryc. 74-Ryc. 78
w rozdziale 7.

Analizujac wyliczone wartosci s mozna zauwazyé, ze jedynie w niektorych populacjach
komorek uktadu odpornosciowego wykazano zmiany zalezne od rodzaju zastosowanego
chemioterapeutyku. W przypadku populacji limfocytow T CD8" obserwowano, ze wraz
ze zwigkszeniem dawki preparatdéw zmniejszata si¢ negatywna korelacja pomiedzy wielkoscig tej
populacji a objetoscia guzow MC38. Swiadczy o tym wzrastajaca warto$é ts, ktora zmieniata sie
wprost proporcjonalnie do zastosowanej dawki preparatow. W grupie HES-MTX 20 mg/kg
wyliczona warto$¢ rs byla najwicksza, a analiza statystyczna nie potwierdzita wystepowania
zbieznosci zmniejszania si¢ wielkosci populacji tych komorek wraz ze wzrostem objgtosci guzow

(Ryc. 20 i Ryc. 74).
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Podkreslenia wymaga fakt, ze pomimo iz rozwojowi guzéw towarzyszyto znaczne
obnizenie odsetka komorek NKT w guzach, to w wyniku zastosowania nanokoniugatu, niezaleznie
od dawki, odnotowano czgéciowe zniesienie tego efektu. W poréwnaniu do grup myszy
nieleczonych lub otrzymujacych MTX, w grupach traktowanych HES-MTX otrzymane wartosci rs
byly wigksze, a korelacja negatywna byla stabsza.

Pomimo ze wyliczone wartosci s dla populacji komérek CD19" i DC moga wskazywa¢ na
przeciwstawny wplyw MTX i HES-MTX na wielkosci tych populacji w konteks$cie rozwoju guza
nowotworowego, to analiza statystyczna nie potwierdzita tych obserwacji.

Nalezy zwroci¢ uwage, ze cho¢ M-MDSC s3 uznawane za komoérki o cechach
supresorowych, to w przypadku tej populacji obserwowano umiarkowang korelacje negatywna.
Jednak wynika to z faktu, ze wielkos¢ tej populacji utrzymywata si¢ na jednakowym poziomie we
wszystkich badanych punktach czasowych, szczegdlnie w grupie nietraktowanej i W grupach myszy
otrzymujacych preparaty w dawce 5 lub 10 mg/kg. Warto doda¢, ze po zastosowaniu wyzszych
dawek MTX lub HES-MTX obserwowano korelacje negatywne o umiarkowanym lub silnym
charakterze (odpowiednio, rs = -0,56 dla grupy MTX 20 mg/kg lub rs =-0,91 dla grupy HES-MTX
20 mg/ml). Jednakze powyzsze korelacje powinny by¢ wigzane z odnotowanym na poczatku terapii
zwigkszonym naptywem komoérek M-MDSC do tkanki guza, anizeli ze zmniejszeniem wielkosci
tej populacji pod wptywem zastosowanych chemioterapeutykow.

Porownujac wptyw obu chemioterapeutykéw na zmiany W wielkosci populacji PMN-
MDSC podczas rozwoju guzéw MC38 odnotowano, ze w grupach myszy traktowanych
nanokoniugatem wartos$ci rs byty mniejsze niz w pozostatych grupach. Ponadto po podaniu HES-
MTX 20 mg/kg odnotowano najnizsza wartos¢ rs. Sugeruje to, ze zastosowanie nanokoniugatu
w tej dawce wplyngto na ograniczony naptyw komoérek PMN-MDSC do tkanki guzow.

W przypadku populacji Mf odnotowano, ze zwigkszajacej si¢ objetosci guzow MC38
towarzyszyl gwalttowny wzrost naptywu tych komorek do tkanki nowotworu. Porownanie
wyliczonych wartosci rs wykazato, ze efektem zastosowania nanokoniugatu w terapii bylo
czesSciowe zredukowanie tej tendencji, szczegodlnie w grupach myszy otrzymujacych HES-MTX
w dawce 10 mg/kg lub 20 mg/kg.
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4.2.3. Ocena ogolnoustrojowej odpowiedzi przeciwnowotworowej u myszy poddanych

chemioterapii

W celu okreslenia wplywu zastosowanych chemioterapeutykéw na zmiany w udziale
procentowym  komorek ukladu odpornosciowego w  $ledzionach, przeprowadzono
wieloparametryczng analiz¢ cytometryczng zgodnie ze schematami prezentowanymi na Ryc. 21.
oraz Ryc. 24. Nie stwierdzono wptywu rozwijajacego si¢ nowotworu na zmiany w wielkos$ci
populacji komorek ukladu odpornosciowego w $ledzionie, a obserwowane roznice byly

indukowane pod wptywem zastosowanych chemioterapeutykow.

4.2.3.1. Populacje komorek limfoidalnych w sledzionach pobranych od myszy

obarczonych nowotworem MC38
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Ryc. 21. Schemat analizy populacji komorek limfoidalnych w §ledzionach myszy obarczonych nowotworem
MC38. Po wyeliminowaniu zlepéw komorkowych, wyodrebniono zywe leukocyty (CD45*DAPI™), wsrod
ktorych zidentyfikowano limfocyty CD19*, limfocyty T (CD3*CD49b"), komérki NK (CD49b*CD3") oraz
komorki NKT (CD49b*CD3*). Na podstawie ekspresji markerow CD4 i CD8 wydzielono populacje limfocytow
T CD4* i CD8*. W obrebie populacji limfocytéow T CD4* zidentyfikowano limfocyty Treg (CD4*CD25*FoxP3™).
W oparciu o ekspresje czasteczek CD44 i CD62L wérdd limfocytow T okreslono subpopulacje komorek
efektorowych (CD62L-CD44") oraz komoérek pamigci (CD62L*CD44%).

86



WYNIKI

3. dzien 10. dzien 17. dzien

>
-}
()

w
=]
w
=]
w
=]

20

N
=]

20

10

[
=]

10

Odsetek komorek [%]
Odsetek komoérek [%)]
Odsetek komoérek [%]

=]

Limfocyty T CD8" w $ledzionie

5 10 20 10 20 5 10 20 10 20 5 10 20 |5 10 20
MTX HES-MTX MTX HES-MTX MTX HES-MTX
[mg/kg] [mg/kg] [mg/kg] [mg/kg] [mg/ke] [mg/kg]
e D E ** F
=
2
@ % % %
Blos 5 5
S E £ ]
a 5] ] =]
=< < =
o e~ 2 =
= 2 2 2
Q 7 L
& 2 &
E o ° -]
Q [=] =} =)
&
.E 5 10 20 (5 10 20 5 10 20 10 20 5 10 20 |5 10 20
MTX HES-MTX MTX HES-MTX MTX HES-MTX
[mg/ke] [mg/ke] [mg/kg] [mg/kg] [mg/ke] [mg/kg]
+ G l

*ok

*
### s ¥

5

Limfocyty Treg wéréd CD4
Odsetek komérek [%]
Odsetek komérek [%]

10 20 10 20 5 10 20 |5 10 20
MTX HES-MTX MTX HES-MTX
[mg/kg] [mg/kg] [mg/kg] [mg/kg] [mg/kg] [mg/ke]

10 20
MTX

5 10 20

HES-MTX

Ryc. 22. Ocena odsetka limfocytéw T w $ledzionach myszy obarczonych nowotworem MC38 i poddanych
chemioterapii. W §ledzionach pobranych 3. (A, D, G), 10. (B, E, H) lub 17. dnia (C, F, I) terapii wéroéd komorek
CD45*DAPI™ zidentyfikowano populacje limfocytow T CD8" (A-C) i CD4* (D-F), a takze limfocytow Treg
okreslonych wérdd limfocytow T CD4* (G-1). Na wykresach przedstawiono usrednione wartosci (+SD) uzyskane
podczas analizy $ledzion pobranych od 5 myszy/grupe. Analize statystyczng przeprowadzono za pomocg
parametrycznego testu ANOVA i testu post hoc Tukey’a (A-F,I) lub testu ANOVA w modyfikacji Browna-
Forsythe’a i Welcha i testu post hoc T3 Dunnetta (G-H). Znaki ,,#” znajdujace si¢ nad stupkami oznaczajg istotno$¢
statystyczna pomiedzy dang grupa a grupa kontrolna — nt; pozostate istotnosci pomi¢dzy grupami sa prezentowane
w formie klamer i znakow ,,*” (*#p<0,05; ***p<0,01; ##¥p<0,0001).

Ocena wielkosci populacji limfocytow T CD8" w $ledzionach pobranych od myszy
w 3. dniu terapii wykazala, ze zmiany w odsetku tych komorek zostaty wywolane po podaniu
nanokoniugatu w dawce 20 mg/kg. Udziat procentowy limfocytow T CD8" w tej grupie byt
znaczaco wyzszy w odniesieniu zarowno do kontroli nietraktowanej, jak réwniez grupy myszy
otrzymujacych MTX w dawce 20 mg/kg (Ryc. 22 A). Jednak ten efekt byt krotkotrwaly — analiza
komorek sledzionowych pobranych w kolejnym punkcie czasowym, nie wykazata zmian zaleznych
od zastosowanego preparatu (Ryc. 22 B), a w 17. dniu terapii odnotowano istotne obnizenie odsetka

limfocytéw T CD8" po podaniu 20 mg/kg HES-MTX (Ryc. 22 C).
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Podanie chemioterapeutykow indukowalo zmiany w odsetku limfocytow T CD4*
w $ledzionie i podobnie jak w przypadku poprzedniej populacji komorek, szczyt tych zmian byt
obserwowany 3. dnia terapii. W odniesieniu do kontroli nieleczonej, statystycznie wyzszy odsetek
komorek CD4" odnotowano w grupie MTX 5 mg/kg oraz we wszystkich grupach myszy
traktowanych nanokoniugatem. Poroéwnujac najwyzsze dawki obu chemioterapeutykow
zauwazono, ze w przeciwienstwie do MTX, nanokoniugat przyczynit si¢ do istotnego statystycznie
wzrostu odsetka limfocytow T CD4" (Ryc. 22 D). Z kolei, zwiekszony odsetek tych komorek
utrzymat si¢ do 10. dnia jedynie po podaniu HES-MTX w dawce 10 mg/kg (Ryc. 22 E),
a w 17. dniu terapii stwierdzono znaczace obnizenie odsetka limfocytow T CD4" w grupie HES-
MTX 20 mg/kg (Ryc. 22 F).

W $ledzionach pobranych 3. dnia terapii, po zastosowaniu HES-MTX w dawkach
10 i 20 mg/kg, wykazano obnizenie odsetka limfocytow Treg (Ryc. 22 G). Tymczasem w 10. dniu
terapii odnotowano nieistotny statystycznie wzrost udzialu procentowego tych komorek
we wszystkich grupach terapeutycznych (Ryc. 22 H). W kolejnym punkcie czasowym stwierdzono,
ze zwigkszony odsetek limfocytow Treg utrzymat si¢ po zastosowaniu preparatow w dawce 5 lub
10 mg/kg, natomiast zmniejszenie wielkosci tej populacji do poziomu kontroli nietraktowanej
obserwowano jedynie po podaniu preparatéw w dawce 20 mg/kg (Ryc. 22 1).

Analiza wielkosci populacji limfocytow B w $ledzionach pobranych 3. dnia terapii
wykazata, ze we wszystkich traktowanych grupach niezaleznie od rodzaju preparatu nastgpito
Obnizenie udziatu procentowego tych komorek. Przy czym, zmiana ta byla istotna statystycznie
jedynie w przypadku HES-MTX w dawce 20 mg/kg (Ryc. 23 A). Dziesigtego dnia terapii
zmniejszony odsetek limfocytow B utrzymat si¢ jedynie po podaniu HES-MTX w dawce 10 mg/kg
(Ryc. 23 B), a 7 dni p6zniej tylko po podaniu nanokoniugatu wielkos$¢ populacji tych limfocytow
pozostala na poprzednim poziomie (Ryc. 23 C).

Oceniajac wplyw zastosowania terapii na zmiany w wielkosci populacji komorek NK
w $ledzionach pobranych 3. dnia terapii odnotowano, ze zastosowanie nanokoniugatu w dawce
20 mg/kg wptyngto na zwigkszenie odsetka tych komorek (Ryc. 23 D). Analiza $ledzion pobranych
w kolejnym punkcie czasowym wykazata, ze we wszystkich grupach myszy traktowanych
nanokoniugatem doszto do obnizenia udziatu procentowego komodrek NK, jednak statystycznie
istotnie zmiany wykazano tylko w grupie HES-MTX 20 mg/kg. W 17. dniu terapii odsetek tych
komorek w poszczegolnych grupach wyréwnat si¢ i powrécit do poziomu obserwowanego w grupie
nietraktowanej (Ryc. 23 E-F).

Ocena wielkosci populacji komorek NKT w $ledzionach pobranych 3. dnia terapii
wykazala, ze najwyzsza dawka nanokoniugatu przyczynila si¢ do znaczacego zwigkszenia udziatu
procentowego tych komorek (Ryc. 23 G), jednak obserwowany efekt zastosowania wysokiej dawki

HES-MTX byt krotkotrwaty. Analiza komorek §ledzionowych pobranych 7 dni p6zniej ujawnita
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wplyw podania MTX w dawce 10 mg/kg na znaczacy wzrost odsetka komorek NKT (Ryc. 23 H).

Tendencja ta utrzymata si¢ takze w 17 dniu terapii. Dodatkowo wykazano, ze w przeciwienstwie

do MTX, zastosowanie nanokoniugatu przyczynito si¢ do nieistotnego statystycznie obnizenia

komorek NKT w $ledzionie w odniesieniu do kontroli nietraktowanej (Ryc. 23 I).
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Ryc. 23. Ocena odsetka komorek limfoidalnych w §ledzionach myszy obarczonych nowotworem MC38
i poddanych chemioterapii. W $ledzionach pobranych 3. (A, D, G), 10. (B, E, H) lub 17. dnia (C, F, I) terapii
wérod komorek CD45*DAPI™ zidentyfikowano populacje limfocytoéw CD19* (A-C), komoérek NK (D-F),
a takze komorek NKT (G-1). Na wykresach przedstawiono usrednione wartosci (+SD) uzyskane podczas analizy
$ledzion pobranych od 5 myszy/grupe. Analiz¢ statystyczna przeprowadzono za pomoca parametrycznego testu
ANOVA i testu post hoc Tukey’a (A,B,D,E,H); nieparametrycznego testu Kruskalla-Wallisa i testu post hoc
Dunna (C,F,I) lub testu ANOVA w modyfikacji Browna-Forsythe’a i Welcha i testu post hoc T3 Dunnetta (G).
Znaki ,#” znajdujace si¢ nad slupkami oznaczajg istotno$¢ statystyczna pomigdzy dang grupa a grupa kontrolng —
nt; pozostale istotno$ci pomiedzy grupami sg prezentowane w formie klamer i znakow ,,*” ("#p<0,05; "*p<0,01;

###p<0,0001).
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4.2.3.2. Populacje komorek mieloidalnych w sledzionach pobranych od myszy

obarczonych nowotworem MC38
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Ryc. 24. Schemat analizy populacji komérek mieloidalnych w §ledzionach myszy obarczonych nowotworem
MC38. Po wyeliminowaniu zlepéw komorkowych, wyodrebniono zywe leukocyty (CD45'DAPI™), wérod
ktorych zidentyfikowano populacje komorek CD11b*, ktore rozdzielono w oparciu o ekspresje czasteczek CD11c.
Wsrdéd komoérek CD11b*CD11c wyodrebniono populacje MDSC: M-MDSC (CD11b*CD11c Ly6C*Ly6G");
PMN-MDSC (CD11b*CD11c Ly6C™Ly6G"). Wsrod komorek CD11b*CD11c* zidentyfikowano populacje DC
(CD11c*F4/80™MHC 11*). Dodatkowo okre$lono ekspresje czasteczek MHC II na powierzchni DC oraz CD80 na
powierzchni DC, M-MDSC oraz PMN-MDSC. Na histogramach przedstawiono ekspresje czasteczek MHC 1I lub
CD80 reprezentatywne dla kazdej grupy z doswiadczenia chemioterapeutycznego.

Aby oceni¢ wplyw podania roznych dawek chemioterapeutykéw na zmiany w wielkosci
populacji $ledzionowych komorek mieloidalnych przeprowadzono wieloparametryczng analizg
cytometryczng (Ryc. 24). Wéréd komoérek CD11b"CD45" w §ledzionach, wyodrebniono populacje
DC, M-MDSC, PMN-MDSC. Dodatkowo w celu okreslenia stopnia pobudzenia tych komorek,
badano ekspresj¢ czasteczek MHC 11 i/lub CD80 na ich powierzchni.

Analiza wielkosci populacji komoérek dendrytycznych w $ledzionach wykazata, ze zmiany
indukowane chemioterapeutykami byly obserwowane juz 3. dnia terapii. W odniesieniu do grupy

nietraktowanej znaczacy wzrost odsetka DC odnotowano w grupach MTX 10 mg/kg oraz
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HES-MTX 20 mg/kg (Ryc. 25 A). Cho¢ w 10. dniu terapii we wszystkich grupach myszy

poddanych leczeniu obserwowano zwigkszony udziat procentowy tych komorek, to w odniesieniu
do grupy kontrolnej istotne statystycznie zmiany odnotowano tylko w grupie HES-MTX 5 mg/kg
(Ryc. 25 B). Po dluzszym czasie od podania chemioterapeutykoéw, znaczacy wzrost odsetka DC
utrzymat si¢ w grupach MTX 10 mg/kg i 20 mg/kg lub HES-MTX 20 mg/kg (Ryc. 25 C). Sugeruje
to, ze jedynie wyzsze dawki chemioterapeutykéw moga spowodowac¢ trwaly zwigkszony udziat

tych komoérek w sledzionie.
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Ryc. 25. Ocena odsetka i stopnia pobudzenia komoérek dendrytycznych w §ledzionach myszy obarczonych
nowotworem MC38 i poddanych chemioterapii. W $ledzionach pobranych 3. (A, D, G),
10. (B, E, H) lub 17. dnia (C, F, 1) terapii wsrod komorek CD45*DAPI™? zidentyfikowano populacje DC (A-C)
oraz okreslono ekspresje czgsteczek MHC 11 (D-F) oraz CD80 (G-I) na powierzchni tych komoérek. Ekspresje
czagsteczek MHC 11 i CD80 zaprezentowano jako $rednig intensywno$¢ fluorescencji (MFI). Na wykresach
przedstawiono usrednione warto$ci (+SD) uzyskane podczas analizy guzoéw pobranych od 5 myszy/grupe. Analize
statystyczng przeprowadzono za pomocg parametrycznego testu ANOVA i testu post hoc Tukey’a (A-E;G,H) lub
testu ANOVA w modyfikacji Browna-Forsythe’a i Welcha i testu post hoc T3 Dunnetta (F,I). Znaki ,,#” znajdujace
si¢ nad stupkami oznaczaja istotno$¢ statystyczna pomi¢dzy dang grupa a grupa kontrolna — nt; pozostate istotnosci
pomigdzy grupami sg prezentowane w formie klamer i znakow ,,*” (*?p<0,05; **#p<0,01; ***p<0,001;
###1<0,0001).
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W $ledzionach pobranych w 3. dniu terapii zaobserwowano, ze w odniesieniu do MTX,
podanie nanokoniugatu w najwyzszej dawce, indukowato wyzsza ekspresje czasteczek MHC 11
i CD80 na powierzchni $ledzionowych DC (Ryc. 25 D, G). Dalsze zmiany w ekspresji MHC 1
odnotowano dopiero 17. dnia terapii i byly one zalezne od zastosowanych dawek preparatow.
Najwyzsza warto§¢ MFI dla czasteczek MHC 1l zaobserwowano w grupach: MTX 5 mg/kg;
HES-MTX 5 mg/kg lub 10 mg/kg (Ryc. 25 E, F). Wplyw chemioterapeutykow na zmiany
w ekspres;ji czasteczki CD80 na powierzchni $ledzionowych DC byt krotkotrwaty — dalsza analiza
cytometryczna materiatu pobranego w 10. i 17. dniu terapii nie wykazata zmian w poziomie
ekspres;ji tej czasteczki na powierzchni DC (Ryc. 25 H, I).

Podsumowujac, analiza populacji DC w $ledzionie wykazata, ze w krotkim czasie
od rozpoczgcia terapii nanokoniugat zastosowany w dawce 20 mg/kg wpltynatl na zwigkszenie
odsetka pobudzonych DC, jednak w dtuzszym czasie od jego podania, zwigkszonemu odsetkowi

DC nie towarzyszyta wyzsza ekspresja czasteczek MHC I1 1 CD80 na ich powierzchni.
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Ryc. 26. Ocena odsetka i stopnia pobudzenia monocytarnych komoérek supresorowych pochodzenia
mieloidalnego w $ledzionach myszy obarczonych nowotworem MC38 i poddanych chemioterapii.
W $ledzionach pobranych 3. (A, D), 10. (B, E) lub 17. dnia (C, F) terapii wérod komérek CD45 DAPIS
zidentyfikowano populacjc M-MDSC (A-C) oraz okreslono ekspresje czasteczki CD80 (D-F)
na powierzchni tych komoérek. Ekspresje czasteczki CD80 zaprezentowano jako $rednig intensywno$é
fluorescencji (MFI). Na wykresach przedstawiono usrednione warto$ci (+SD) uzyskane podczas analizy $ledzion
pobranych od 5 myszy/grupe. Analize statystyczng przeprowadzono za pomocg parametrycznego testu ANOVA i
testu post hoc Tukey’a (A-C;E,F) lub testu ANOVA w modyfikacji Browna-Forsythe’a i Welcha i testu post hoc
T3 Dunnetta (D). Znaki ,,#” znajdujace si¢ nad stupkami oznaczajg istotno$¢ statystyczng pomiedzy dang grupg a
grupa kontrolng — nt; pozostale istotnosci pomiedzy grupami sg prezentowane w formie klamer i znakéow ,,*”
(*/#p<0105; **/##p<0,01)_
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W przypadku populacji M-MDSC stwierdzono, ze zwigkszenie odsetka tych komorek

w $ledzionie nastgpito 3. dnia po podaniu MTX, a po zastosowaniu HES-MTX — dopiero 10. dnia
terapii (Ryc. 26 A, B). Natomiast w dluzszym czasie od podania chemioterapeutykow nie
obserwowano znaczacych roznic w udziale procentowym M-MDSC (Ryc. 26. C). Istotny
statystycznie wzrost ekspresji czasteczek CD80 na powierzchni tych komorek odnotowano jedynie

3. dnia terapii, w grupie myszy otrzymujacych HES-MTX w dawce 5 mg/kg (Ryc. 26 D-F).
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Ryc. 27. Ocena odsetka i stopnia pobudzenia komérek supresorowych pochodzenia mieloidalnego
w §ledzionach myszy obarczonych nowotworem MC38 i poddanych chemioterapii. W $ledzionach pobranych
3. (A, D), 10. (B, E) lub 17. dnia (C, F) terapii wsérod komoérek CD45*DAPI™ zidentyfikowano populacje
PMN-MDSC (A-C) oraz okreslono ekspresje czasteczki CD80 (D-F) na powierzchni tych komoérek. Ekspresje
czasteczki CD80 zaprezentowano jako $rednig intensywno$¢ fluorescencji (MFI). Na wykresach przedstawiono
usrednione warto$ci (+SD) uzyskane podczas analizy $ledzion pobranych od 5 myszy/grupe. Analizg statystyczng
przeprowadzono za pomocg parametrycznego testu ANOVA i testu post hoc Tukey’a (A,D-G);
nieparametrycznego testu Kruskalla-Wallisa i testu post hoc Dunna (C) lub testu ANOVA w modyfikacji Browna-
Forsythe’a i Welcha i testu post hoc T3 Dunnetta (B). Znaki ,,#” znajdujace si¢ nad stupkami oznaczajg istotnos¢

statystyczna pomiedzy dang grupa a grupa kontrolna — nt; pozostate istotnosci pomi¢dzy grupami sg prezentowane
w formie klamer i znakow ,,*” (**#p<0,05; **p<0,01; ##p<0,001).

Wykazano ponadto, ze zmiany W wielkosci populacji komérek PMN-MDSC nastapity
w 10. dniu od podania chemioterapeutykow (Ryc. 27 A-C). Znaczace zréznicowanie odsetka tych
komorek obserwowano dopiero 17. dnia terapii, kiedy w grupie MTX 5 mg/kg ulegl on
statystycznie istotnemu obnizeniu, a w grupie otrzymujacej HES-MTX w dawce 20 mg/kg powrdcit
do warto$ci wyjsciowej. W przypadku ekspresji czasteczki CD80 na powierzchni tych komorek,
wykazano zmiany indukowane pod wplywem podania nanokoniugatu. Co wigcej, w 10. dniu terapii

byly one statystycznie istotne niezaleznie od zastosowanej dawki HES-MTX (Ryc. 27 D, E).
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Natomiast w §ledzionach pobranych w 17. dniu terapii od myszy traktowanych HES-MTX w dawce
20 mg/kg obserwowano zmniejszony poziom ekspresji tej czasteczki, w porownaniu do grupy

nietraktowanej (Ryc. 27 F).

4.2.3.3. Zdolnos¢ komoérek sledzionowych do aktywowania swoistej odpowiedzi

przeciwnowotworowej w nastepstwie ponownego kontaktu z komorkami MC38
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Ryc. 28. Ocena odsetka komorek limfoidalnych wsrod restymulowanych splenocytow pochodzacych
ze §ledzion od myszy obarczonych nowotworem MC38 i poddanych chemioterapii. W $ledzionach pobranych
3. (A, D, G), 10. (B, E, H) lub 17. dnia (C, F, I) terapii okre$lono odsetek limfocytow T CD4* (A-C)
CD8* (D-F) oraz komorek NK (G-1) po 5-dniowej hodowli mieszanej z komoérkami MC38. Na wykresach
przedstawiono usrednione wartoéci (+SD) uzyskane podczas analizy sledzion pobranych od 5 myszy/grupe.
Analizg statystyczng przeprowadzono za pomoca parametrycznego testu ANOVA i testu post hoc Tukey’a
(A,B,D-F,); nieparametrycznego testu Kruskalla-Wallisa i testu post hoc Dunna (G,H) lub testu ANOVA w
modyfikacji Browna-Forsythe’a i Welcha i testu post hoc T3 Dunnetta (C,I). Znaki ,,#” znajdujace si¢ nad
stupkami oznaczajg istotnos¢ statystyczna pomiedzy dana grupa a grupa kontrolng — nt; pozostate istotnosci
pomigdzy grupami sg prezentowane w formie klamer i znakéw ,,*” (*p<0,05; **p<0,01; ##p<0,001).

Aby sprawdzi¢ wptyw podania chemioterapeutykéw na powstanie ogdlnoustrojowej
swoistej odpowiedzi przeciwnowotworowej, okreslono zdolno$¢ komorek $ledzionowych

do reakcji na powtorny kontakt z antygenami komorek nowotworowych. W tym celu splenocyty
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pobrane od myszy obarczonych nowotworem MC38 i poddanych chemioterapii wykorzystano
w funkcjonalnym tescie ex vivo (restymulacje).

Po pigciodniowe] mieszanej hodowli komorek $ledzionowych 2z komorkami
nowotworowymi MC38, okreslono odsetek limfocytow T (CD4" oraz CD8") oraz komorek NK
(Ryc. 28). Zastosowane chemioterapeutyki nie wptynely na zmiany w udziale procentowym
limfocytow T CD4" wérdd restymulowanych splenocytow, w zadnym z analizowanych punktow
czasowych (Ryc. 28 A-C). Natomiast istotne réznice pomigdzy efektem wywotanym przez
preparaty, odnotowano podczas analizy wielko$ci populacji limfocytow T CD8" (Ryc. 28 D-F).
W 3. dniu terapii zwigkszony odsetek tych komoérek odnotowano po zastosowaniu HES-MTX,
szczegdlnie w dawkach 5 i 20 mg/kg (Ryc. 28 D). Jednak wplyw nanokoniugatu okazal si¢
krotkotrwaty — w §ledzionach myszy pobranych 10. dnia terapii odsetek komoérek CD8™ po
restymulacji byt znaczaco nizszy (Ryc. 28 E). Po 17 dniach od podania chemioterapeutykéw
wykazano, ze jedynie w przypadku najwyzszej dawki nanokoniugatu doszto do obnizenia udziatu
procentowego limfocytow T CD8", w odniesieniu do kontroli nietraktowanej (Ryc. 28 F).

Analiza cytometryczna restymulowanych splenocytow wykazata pojawienie si¢ zmian w
odsetku komorek NK dopiero po dtuzszym czasie od podania chemioterapeutykow (Ryc. 28 G-I).
Wsrdd sledzion pobranych w 17. dniu terapii stwierdzono, ze efektem wtornego kontaktu
splenocytow pochodzacych od myszy traktowanych nanokoniugatem =z komodrkami
nowotworowymi MC38, bylo znaczace zwigkszenie odsetka komorek NK, szczegdlnie w grupie
myszy otrzymujacych HES-MTX w dawce 20 mg/kg (Ryc. 28 1).

Oceniono ponadto aktywno$¢ cytotoksyczng restymulowanych splenocytow, a takze
okreslono profil cytokinowy w nadsgczach zebranych znad pigeciodniowej hodowli mieszanej (Ryc.
29). Restymulacja komorek sledzionowych pobranych w 3. dniu terapii wykazata, ze zastosowanie
najwyzszej dawki nanokoniugatu wptyneto na zwigkszong zdolno$¢ splenocytow do eliminacji
komorek nowotworowych (Ryc. 29 A). Efekt ten utrzymat si¢ takze 10. dnia terapii, a dodatkowo
w grupach myszy MTX 5 mg/kg, HES-MTX 5 mg/kg lub 10 mg/kg odsetek martwych komorek
MC38 byt znaczaco wyzszy w odniesieniu do grupy nietraktowanej, lecz porownywalny do grupy
HES-MTX 20 mg/kg (Ryc. 29 B). Po uptywie 17 dni od podania chemioterapeutykow wykazano
zmniejszenie aktywnosci cytotoksycznej splenocytow. W grupach MTX 20 mg/kg oraz we
wszystkich grupach myszy traktowanych HES-MTX udziat procentowy martwych komérek MC38
byt zblizony lub nawet nizszy niz obserwowany w grupie nietraktowanej i w grupach MTX 5 mg/kg
lub 10 mg/kg (Ryc. 29 C).

Ocena stezenia IFN-y oraz IL-10 w nadsaczach znad hodowli mieszanej wykazatla,
ze zwickszonej aktywnosci cytotoksycznej odnotowanej w 3. dniu terapii w grupie
HES-MTX 20 mg/kg, towarzyszylo znaczne zmniejszenie produkcji tych cytokin przez komorki

sledzionowe (Ryc. 29 D, G). W poréwnaniu do 3. dnia terapii, w nadsgczach zebranych znad
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restymulowanych komorek §ledzionowych pobranych w 10. dniu, zaobserwowano wyzsze stezenie
IFN-y, przy czym stezenie IL-10 pozostato na tym samym poziomie. Mimo to nadal obserwowano
wptyw HES-MTX w dawce 20 mg/kg na zmniejszong produkcje¢ obu badanych cytokin, szczegdlnie
w porownaniu do grupy MTX 20 mg/kg (Ryc. 29 E, H). Dopiero w 17. dniu terapii w nadsgczach
znad splenocytow pobranych od myszy traktowanych HES-MTX 20 mg/kg odnotowano
zwigkszone stezenie IFN-y, a wyzsze stezenie IL-10 — zarébwno w tej grupie,

jak i otrzymujacej HES-MTX 10 mg/kg (Ryc. 29 F, 1)
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Ryc. 29. Aktywnos$¢ restymulowanych splenocytéw pobranych od myszy obarczonych nowotworem MC38
i poddanych chemioterapii. Aktywno$¢ cytotoksyczng restymulowanych komoérek $ledzionowych pobranych
3. (A, D, G), 10. (B, E, H) lub 17. dnia (C, F, 1) wobec komérek nowotworowych przedstawiono jako odsetek
martwych komorek MC38 po 4-godzinnej inkubacji z komorkami efektorowymi w stosunku wynoszacym 1:10
(A-C). Stezenie IFN-y (D-F) i IL-10 (G-l) oceniono w nadsaczach znad 5-dniowej hodowli mieszanej
splenocytow i komorek MC38. Na wykresach przedstawiono usrednione wartosci (+SD) uzyskane podczas analizy
$ledzion pobranych od 5 myszy/grupe. Analiz¢ statystyczna przeprowadzono za pomoca parametrycznego testu
ANOVA i testu post hoc Tukey’a (D,F,I); nieparametrycznego testu Kruskalla-Wallisa i testu post hoc Dunna
(G,H) lub testu ANOVA w modyfikacji Browna-Forsythe’a i Welcha i testu post hoc T3 Dunnetta (A-C,E). Znaki
»#’ znajdujace sie nad stupkami oznaczaja istotno$¢ statystyczng pomiedzy dang grupg a grupa kontrolng — nt;
pozostate istotnoéci pomiedzy grupami sa prezentowane w formie klamer i znakéw ,,*” (**#p<0,05; ***p<0,01;
***p<0,001; ****p<0,0001).
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4.2.4. Podsumowanie

Po zastosowaniu terapii z udzialem nanokoniugatu odnotowano znaczne zahamowanie
wzrostu guzow MC38, a najlepszy efekt terapeutyczny wywotato podanie najwyzszej dawki HES-
MTX. Ocena lokalnej odpowiedzi przeciwnowotworowej wykazata, ze zastosowanie
nanokoniugatu w dawce 20 mg/kg wptyneto na zwigkszony naptyw limfocytow T CD8™ do tkanki
guzow. Wzrost infiltracji tkanki nowotworowej przez wspomniang populacje komorek byt
obserwowany w krotkim czasie od dozylnego podania badanego chemioterapeutyku, a efekt ten
utrzymywat si¢ pomimo dalszego rozwoju nowotworu. Cho¢ w grupie HES-MTX 20 mg/kg nie
obserwowano dtugotrwatej redukcji odsetka TAM, to efektem tej terapii byly zmiany w stopniu
pobudzenia populacji tych komorek. Tylko w tej grupie obserwowano utrzymujaca si¢ wielkos¢
populacji komoérek TAM MHC 11" pomimo rozwoju nowotworu. Ponadto jedynie po podaniu
20 mg/kg HES-MTX doszto do znaczacego zmniejszenia wielkosci populacji makrofagéw w tkance
nowotworowej. Temu zjawisku towarzyszyta zwiekszona polaryzacja wszystkich makrofagow
obecnych w nowotworze w kierunku komorek typu M1, ktére uwazane sg za komorki o potencjale
przeciwnowotworowym.

Analiza ogolnoustrojowej odpowiedzi przeciwnowotworowej w $ledzionach potwierdzita
wplyw najwyzszej dawki nanokoniugatu na zwigkszone udziaty procentowe limfocytow T CD8"
i CD4*, komorek NK oraz NKT wérod splenocytow. Jednak efekt ten nie byt tak dtugotrwaty jak
w przypadku lokalnej odpowiedzi przeciwnowotworowej. Wskazuje to, ze pod wplywem
zastosowania najwyzszej dawki HES-MTX dochodzito poczatkowo do mobilizacji i pobudzenia
niektorych populacji $ledzionowych komorek limfoidalnych. Obserwowane obnizenie odsetka
limfocytow T CD8" w $ledzionach w 17. dniu terapii w grupie HES-MTX 20 mg/kg, moze
wskazywa¢ na migracj¢ tych komodrek w kierunku guzéw celem inicjacji odpowiedzi
odpornosciowej skierowanej przeciwko komorkom nowotworowym. Wzrost odsetka limfocytow T
CD8" w tkance nowotworowej odnotowany 17. dnia terapii potwierdza powyzszy wniosek.

Terapia z udzialem najwyzszej dawki HES-MTX indukowata wigksza zdolno§¢ komorek
$ledzionowych do aktywowania swoistej odpowiedzi przeciwnowotworowej w nastgpstwie
ponownego kontaktu z komorkami MC38. Jednak obserwowano zmieniajacy si¢ w trakcie terapii
charakter tworzonej odpowiedzi przeciwnowotworowej — poczatkowo pobudzane byty limfocyty T
CD8", a po dtuzszym czasie od podania nanokoniugatu aktywowane byty komorki NK.

Na podstawie efektu terapeutycznego oraz przeprowadzonych analiz ex vivo mozna
wnioskowaé, ze znaczacej redukcji wielkosci guzéw po zastosowaniu 20 mg/kg HES-MTX,
towarzyszylo modulowanie odpowiedzi przeciwnowotworowej. Z tego wzgledu, do dalszych
doswiadczen in vivo w modelu mysiego nowotworu MC38 wybrano dawke chemioterapeutykow

wynoszaca 20 mg/kg.
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4.3. OKreslenie efektu przeciwnowotworowego chemioimmunoterapii z udzialem
MTX lub HES-MTX oraz szczepionek komérkowych na bazie dojrzalych
komérek dendrytycznych

Uwzgledniajac immunomodulacyjny wptyw nanokoniugatu obserwowany w warunkach
in vivo, w kolejnym etapie badan schemat terapii uzupetniono o wielokrotne okotoguzowe iniekcje
szczepionek na bazie dojrzatych komorek dendrytycznych (DC/TAg), ktorych podawanie
rozpoczeto 3. dnia po dozylnym podaniu chemioterapeutykow (w dawce 20 mg/kg) (Ryc. 30 A).
Materiat biologiczny do analiz ex vivo (guzy nowotworowe, wezty chtonne oraz §ledziony) pobrano
w dwoch punktach czasowych: w 17. dniu terapii od myszy z grup: nietraktowanej (nt); MTX;
HES-MTX oraz w 21. dniu terapii od myszy z grup otrzymujacych immunoterapi¢ — DC/TAQ;
MTX + DC/TAg; HES-MTX + DC/TAg. Powyzsze réznice wynikaty z szybszego tempa wzrostu
guzow, w szczegbdlnosci w grupie myszy nietraktowanych oraz otrzymujacych MTX w formie
monoterapii. Ze wzgledu na fakt, ze 17. dnia terapii zaplanowane bylto ostatnie okotoguzowe
podanie szczepionek komorkowych DC/TAg, podjeto decyzje o przedtuzonej o kilka dni
obserwacji wzrostu guzow MC38 w tych grupach i pobranie materiatu biologicznego cztery dni
pozniej. Wydluzenie tego czasu pozwolilo na pehliejsze rozwinigcie odpowiedzi
przeciwnowotworowej zainicjowanej przez komorki dendrytyczne pochodzenia egzogennego oraz
obserwacj¢ wzrostu guza po trzecim podaniu szczepionek komorkowych. Z tego powodu analizg
statystyczng otrzymanych wynikéw przeprowadzono W obrebie grup I-1II lub [1V-VI
1 nie porownywano miedzy sobg grup myszy, od ktoérych pobrano materiat biologiczny w réznych
dniach terapii.

Efekt terapeutyczny okreslono w oparciu 0 procentowe zahamowanie wzrostu nowotworu
(TGI) wyliczone z ostatniego pomiaru obj¢tosci guza we wszystkich grupach myszy. Ponadto, aby
okresli¢ wpltyw zastosowania terapii na zmiany w lokalnej i ogolnoustrojowej odpowiedzi
przeciwnowotworowej  przeprowadzono ocen¢ wielkosci populacji  komorek ukladu

odpornosciowego obecnych w guzach oraz w narzadach limfatycznych.

4.3.1. Wzrost guzow MC38 u myszy poddanych chemioimmunoterapii

Na podstawie wyliczonego TGI stwierdzono najkorzystniejszy efekt terapeutyczny
w grupach myszy, ktorym podano jedynie HES-MTX (TGl 64%). Po zastosowaniu MTX
w formie monoterapii, guzy rozwijaly si¢ podobnie jak w grupie nietraktowanej (TGl 6%).
Rezultatem terapii sktadajacej si¢ tylko z wielokrotnych okotoguzowych podan DC/TAg, byto
umiarkowane zahamowanie wzrostu guzow (TGI 39%). Po zastosowaniu skojarzonej terapii doszto
do spowolnienia wzrostu nowotworu, lecz jedynie w przypadku, gdy myszy otrzymaty HES-MTX
oraz DC/TAg (TGI 55%). Natomiast w grupie MTX + DC/TAg spowolnienie rozwoju guzéw byto

niewielkie — ich objetosci byty tylko o 12% mniejsze niz w grupie nietraktowanej (Ryc. 30).
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Ryc. 30. Wzrost guzow MC38 u myszy poddanych chemioimmunoterapii z udzialem metotreksatu lub
nanokoniugatu metotreksatu i hydroksyetyloskrobi oraz komérek dendrytycznych stymulowanych
antygenami nowotworowymi. Myszom z rosnacymi podskornie guzami MC38 dozylnie (i.v.) podano
metotreksat MTX lub HES-MTX w dawce 20 mg/kg, a nastgpnie trzeciego dnia rozpoczgto trzykrotne
okotoguzowe (p.t.) podania komorek dendrytycznych stymulowanych antygenami nowotworowymi (DC/TAg).
W 17. dniu terapii pobrano narzady od myszy z grup I-111, a 21. dnia — z grup IV-VI. Schemat do§wiadczenia (A).
Mediany objetosci guzoéw wyznaczonych na podstawie pomiaréw prowadzonych co 3-4 dni (B). Wartosci
zahamowania wzrostu nowotworu (TGI) obliczone dla 16. dnia terapii w odniesieniu do kontroli nietraktowanej
(nt) (C) Mediana objetosci guzéw zmierzonych w 16. dniu (D) oraz w 21. dniu terapii (E). Analize statystyczng
przeprowadzono za pomoca parametrycznego dwuczynnikowego testu ANOVA i post hoc testu Bonferroniego
("p<0,05; p<0,01).
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4.3.2. Ocena lokalnej odpowiedzi przeciwnowotworowej u myszy poddanych

chemioimmunoterapii

Aby okresli¢ wptyw skojarzonej terapii na lokalng odpowiedZ przeciwnowotworowa
przeprowadzono analiz¢ cytometryczng pobranych guzéw MC38 oraz drenujacych je weziow
chtonnych. Okreslono wielko$¢ populacji komorek limfoidalnych i mieloidalnych naptywajacych

do tkanki guzow lub weztow chtonnych, a takze oceniono stopien pobudzenia tych komorek.
4.3.2.1. Populacje komorek limfoidalnych w guzach MC38

Wieloparametryczna analiza wielkosci populacji komorek limfoidalnych naptywajacych do
tkanki guzow MC38 zostata przeprowadzona zgodnie ze schematem prezentowanym na Ryc. 10

zamieszonej w podrozdziale 4.2.2.1.
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Ryc. 31. Ocena nacieku leukocytow w guzach nowotworowych MC38 pobranych od myszy poddanych
chemioimmunoterapii. Na wykresie stupkowym przedstawiono usrednione wartos$ci (+SD) odsetka komorek
CDA45* uzyskane podczas analizy guzoéw pobranych od 3-5 myszy/grupe (zgodnie ze schematem przedstawionym
na Ryc. 10). Analize statystyczng przeprowadzono za pomoca parametrycznego testu ANOVA i testu post hoc
Tukey’a (p>0,05) (A). Na wykresie punktowym przedstawiono rozmiar guzéw MC38 zmierzonych w 16. dniu
(dla grup I-111) lub w 21. dniu terapii (dla grup 1V-VI) oraz wielko$¢ nacieku komoérek CD45* do tkanki guza
przygotowany dla kazdej myszy w doswiadczeniu terapeutycznym (B). Heat-mapa korelacji pomiedzy wielkoscig
guzéw a udzialem procentowym populacji CD45* w kazdej z grup badanych wyliczonej z wykorzystaniem
nieparametrycznego testu korelacji Spearmana. W poszczegolnych polach mapy zamieszczono Otrzymane
wartosci rs (p>0,05) (C).

Ocena odsetka leukocytow obecnych w tkance nowotworowej wykazata, Zze po
zastosowaniu skojarzonej terapii nastgpitlo zwigkszenie nacieku tych komoérek. W grupach
MTX + DC/TAg oraz HES-MTX + DC/TAg odsetek komorek CD45" byl najwyzszy, jednak
w odniesieniu do grupy DC/TAg zmiany te nie byly istotne statystycznie. Ponadto nie wykazano
réznic pomigdzy obiema grupami myszy otrzymujacymi chemioimmunoterapi¢ (Ryc. 31 A).
Wykorzystujac indywidualny pomiar objetosci guza oraz odpowiadajaca mu wielko$¢ populacji

leukocytow obecnych w tkance guza, mozliwe bylo wyliczenie korelacji (Ryc. 31 B) oraz
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sporzadzenie heat-mapy z otrzymanych wartosci rs (Ryc. 31 C). Wyliczone wartosci rs sugerowaly
tendencj¢ wskazujaca, ze w wyniku zastosowania MTX (rs = 0,5) naptyw leukocytow wystepowat
jednoczesnie ze zwigkszeniem objetosci guzoéw. Natomiast w przypadku HES-MTX (rs = -0,5)
wiekszej infiltracji tych komodrek towarzyszyla mniejsza objetos¢ guzow. Tendencje podobna
do obserwowanej w grupie HES-MTX, odnotowano takze w przypadku grupy DC/TAg,
dla ktérej wyliczona warto$¢ s wynosita -0,4. Natomiast poréwnujgc obie grupy
chemioimmunoterapeutyczne stwierdzono, ze w grupie MTX + DC/TAg odsetek komérek CD45"
wzrastal wraz z rozmiarem guzéw (rs = 0,5), tymczasem w grupie HES-MTX + DC/TAg takiej
korelacji nie odnotowano (rs = 0,1). Ze wzgledu na brak istotnosci statystycznej w wyliczonych

korelacjach, powyzsze wyniki nalezy interpretowac z ostroznoscia.
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Ryc. 32. Ocena nacieku i stopnia pobudzenia limfocytow T w guzach nowotworowych MC38 pobranych od
myszy poddanych chemioimmunoterapii. Wsroéd komorek CD45*DAPI™ w tkance guza, zidentyfikowano
populacje limfocytow T CD8" (A) i CD4" (B) i limfocytow Treg okre$lonych wérdd limfocytow T CD4* (C)
(zgodnie ze schematem analizy przedstawionej na ryc. 4). Na podstawie ekspresji czgsteczek CD44 i CD62L
zidentyfikowano subpopulacje komdrek efektorowych (CD44*CD62L") wsérdd populacji limfocytow T CD8* (D),
CD4* (E), Treg (F). Na wykresach przedstawiono usrednione warto$ci (+SD) uzyskane podczas analizy guzow
pobranych od 3-5 myszy/grupe. Analize statystyczng przeprowadzono za pomocg parametrycznego testu ANOVA
i testu post hoc Tukey’a (A-E) lub nieparametrycznego testu Kruskalla-Wallisa i testu post hoc Dunna (F).
(*p<0,05; **p<0,01).

Analiza wielkosci populacji limfocytow T CD8" wykazala wzrost odsetka tych komorek
po zastosowaniu chemioterapeutykdéw zarowno w formie monoterapii, jaki rowniez w polgczeniu
z DCITAg (Ryc. 32 A). Natomiast w przypadku limfocytow T CD4" stwierdzono tendencje

wskazujaca na zwigkszenie udzialu procentowego tych komodrek we wszystkich grupach
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otrzymujacych DC/TAg, a zmianom tym towarzyszylo zmniejszenie odsetka limfocytow Treg
w tkance guzow (Ryc. 32 B).

Wielkos¢ subpopulacji komoérek efektorowych wsrod badanych populacji limfocytow T
naptywajacych do tkanki nowotworu okreslono w oparciu 0 ekspresje czasteczek CD62L oraz
CD44. Rezultatem terapii bylo nieistotne statystycznie zwigkszenie odsetka efektorowych
limfocytow T CDS8*, a najwyzszy udzial procentowy tych komorek wykazano w grupie
HES-MTX + DC/TAg (Ryc. 32 D). Zastosowanie w schemacie terapeutycznym szczepionek
DC/TAg zwiekszyto stopien pobudzenia limfocytow T CD4", jednak pomigdzy tymi grupami nie
wykazano istotnych statystycznie roéznic (Ryc. 32 E). W przypadku limfocytow Treg
nie odnotowano zmian w stopniu ich pobudzenia, a odsetek komorek efektorowych w guzach byt

na zblizonym poziomie we wszystkich grupach badanych (Ryc. 32 F).
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Ryc. 33. Ocena nacieku komorek limfoidalnych w guzach nowotworowych MC38 pobranych od myszy
poddanych chemioimmunoterapii. Wsréd komorek CD45*DAPI™? w tkance guza, zidentyfikowano populacje
limfocytow CD19* (A) komorek NK (B) i komorek NKT (C) (zgodnie ze schematem analizy przedstawionej na
Ryc. 10). Na wykresach przedstawiono usrednione warto$ci (+SD) uzyskane podczas analizy guzéw pobranych

od 3-5 myszy/grupe. Analize statystyczng przeprowadzono za pomoca parametrycznego testu ANOVA i testu post
hoc Tukey’a (A-C) (p>0,05).

Kolejnymi populacjami komorek limfoidalnych okreslanymi w tkance guzéw byly
limfocyty CD19" oraz komorki NK i NKT. Analiza wielkos$ci populacji limfocytow B obecnych
w tkance guzow nie wykazala istotnych roéznic pomiedzy poszczegdlnymi grupami. Obserwowano
jedynie niewielkie obnizenie odsetka tych komoérek w nastepstwie wielokrotnych podan DC/TAg
(Ryc. 33 A). Warto podkresli¢, ze odnotowano tendencje wskazujacg na zwigkszenie naptywu
komorek NK i NKT do tkanki guzéw, jako efekt zastosowania immunoterapii, zardéwno
w formie monoterapii, jak rowniez w potaczeniu z chemioterapeutykami. Najwyzszy odsetek
komorek NK odnotowano w grupie myszy HES-MTX + DC/TAg, natomiast w przypadku
komorek NKT, najwyzsze udziaty procentowe obserwowano w grupach MTX + DC/TAg oraz
HES-MTX + DC/TAg (Ryc. 33 B, C).
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4.3.2.2. Populacje komorek mieloidalnych w guzach MC38

W celu okreslenia wptywu zastosowania skojarzonej terapii na zmiany w wielkosci
populacji komoérek mieloidalnych naptywajacych do tkanki guzoéw, przeprowadzono analizg

cytometryczng zgodnie ze schematem prezentowanym na Ryc. 14 w podrozdziale 4.2.2.2.
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Ryc. 34. Ocena nacieku i stopnia pobudzenia komérek dendrytycznych w guzach nowotworowych myszy
poddanych chemioimmunoterapii. Wsrod komorek CD45*DAPI™? w tkance guza zidentyfikowano populacje
DC (A) oraz okreslono ekspresj¢ czasteczek MHC 11 (B) oraz CD80 (C) na powierzchni tych komoérek (zgodnie
ze schematem analizy przedstawionej na Ryc. 14). Ekspresje czasteczek MHC 1I i CD80 zaprezentowano jako
srednig intensywnosc¢ fluorescencji (MFI). Na histogramach zamieszczono ekspresje czasteczek MHC 11 lub CD80
reprezentatywne dla kazdej grupy z doswiadczenia chemioimmunoterapeutycznego. Na wykresach przedstawiono
usrednione wartosci (+SD) uzyskane podczas analizy guzow pobranych od 3-5 myszy/grupe. Analizg statystyczna
przeprowadzono za pomocg parametrycznego testu ANOVA i testu post hoc Tukey’a (A-C) (p>0,05).

Oceniajgc infiltracje tkanki guzéw przez komorki dendrytyczne odnotowano nieistotne
statystycznie zmniejszenie wielkosci populacji tych komérek w grupach myszy, ktore otrzymaty
immunoterapi¢ (Ryc. 34 A). Ponadto w tych grupach, zidentyfikowane DC charakteryzowaty sig¢
mniejszym stopniem pobudzenia, co sugeruja nizsze wartosci MFI dla czgsteczek MHC 11 oraz
CD80. Chociaz nie odnotowano zmian w odsetku DC w guzach pobranych od myszy
otrzymujacych jedynie HES-MT X, to ocena stopnia pobudzenia tych komérek wykazata najwyzszy
poziom ekspresji powierzchniowych czasteczek MHC 11 1 CD80 (Ryc. 34 B, C).
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Ryc. 35. Ocena nacieku i stopnia pobudzenia komérek supresorowych pochodzenia mieloidalnego
w guzach nowotworowych MC38 pobranych od myszy poddanych chemioimmunoterapii. Wsr6d komorek
CD45"DAPI™® w tkance guza zidentyfikowano populacje M-MDSC (A) i PMN-MDSC (C) na powierzchni
ktorych okreslono ekspresj¢ czasteczek CD80 (B, D) (zgodnie ze schematem analizy przedstawionej na Ryc. 14).
Ekspresje badanych czasteczek przedstawiono jako $rednig intensywno$¢ fluorescencji (MFI). Na wykresach
przedstawiono usrednione wartosci (+SD) uzyskane podczas analizy guzéw pobranych od 3-5 myszy/grupe. Na
histogramach zamieszczono ekspresje czasteczek CD80 reprezentatywne dla kazdej grupy z do§wiadczenia

chemioimmunoterapeutycznego. Analize statystyczng przeprowadzono za pomocg parametrycznego testu
ANOVA i testu post hoc Tukey’a (A-D) (p>0,05).

Nie wykazano, aby pod wptywem zastosowanej terapii doszto do zmian w udziale
procentowym populacji M-MDSC w tkance guza. Natomiast obserwowano tendencj¢ wskazujaca
na zmiany w stopniu ich pobudzenia. Ekspresja czasteczki CD80 na powierzchni M-MDSC byta
nizsza we wszystkich grupach otrzymujacych szczepionki komorkowe (Ryc. 35 A, B).
W przypadku komérek PMN-MDSC zastosowanie samej immunoterapii, jak i terapii skojarzonej,
spowodowato redukcje wielkosci populacji tych komorek, jednak nie towarzyszyly jej zmiany
w poziomie ekspresji czasteczki CD80. Najnizszy odsetek komorek PMN-MDSC odnotowano
w grupie myszy traktowanych HES-MTX + DC/TAg, jednak zmiana ta nie byla istotna
statystycznie w odniesieniu do grupy DC/TAg (Ryc. 35 C, D).
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Ryc. 36. Ocena nacieku makrofagéw zwiazanych z nowotworem i okreslenie zmian w proporcji populacji
tych komorek o roznej ekspresji czasteczki MHC 11 w tkance guzow MC38 pobranych od myszy poddanych
chemioimmunoterapii. Wsréd komoérek CD45'DAPI™ w tkance guza zidentyfikowano populacje TAM (A),
wérod ktérych na podstawie ekspresji czasteczki MHC II, wyodrebniono komérki TAM MHC 1M (B) i TAM
MHC 1'% (C). Usrednione wartosci ilorazu odsetka komérek TAM MHC 119" oraz TAM MHC 11'°% (D) uzyskane
podczas analizy guzoéw pobranych od 3-5 myszy/grupe. Analize statystyczng przeprowadzono za pomoca
parametrycznego testu ANOVA i testu post hoc Tukey’a (A-D) (p>0,05).

Makrofagi zwigzane z nowotworem (TAM) stanowily najwigkszg populacje komorek
pochodzenia mieloidalnego w guzach MC38. Niezaleznie od rodzaju zastosowanej terapii
nie obserwowano zmian w wielkosci populacji tych komorek (Ryc. 36 A). Ocena stopnia
pobudzenia TAM wykazata, ze w wyniku zastosowania wielokrotnych okologuzowych podan
DC/TAg doszto do nieznacznego obnizenia odsetka komérek TAM MHC II" (Ryc. 36 B).
Jednoczesnie w tych grupach myszy odnotowano nieistotny statystycznie zwigkszony udzial
procentowy komoérek identyfikowanych jako TAM MHC II'"V (Ryc. 36 C). Z wyliczonego
wspotczynnika TAM MHC 1I"9/TAM MHC 11" wynika, ze zmiany we wzajemne]j proporcji
populacji komérek TAM MHC 11" i TAM MHC 11", cho¢ nieistotne statystycznie, dotyczyly
zastosowania chemioterapeutykow, przy czym w grupach MTX oraz HES-MTX warto$ci
wspolczynnika byly najwyzsze. Natomiast rezultatem wykorzystania w terapii DC/TAg bylo

utrzymanie wielko$ci obu subpopulacji koméorek TAM na jednakowym poziomie (Ryc. 36 D).
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Ryc. 37. Ocena nacieku i polaryzacji makrofagow w guzach nowotworowych MC38 pobranych od myszy
poddanych chemioimmunoterapii. Wérdéd komorek CD45*DAPI™S w tkance guza zidentyfikowano populacje
Mf (A). Sposrod komorek mieloidalnych (CD11b%), na podstawie wewnatrzkomorkowej ekspresji czasteczki
CD206, wyodrebniono populacje makrofagow typu M1 (F4/80°CD2067) i M2 (F4/80*CD206%) (zgodnie ze
schematem analizy przedstawionej na Ryc. 14) i wyznaczono wartosci ilorazu odsetka komorek typu M1 oraz
odsetka komorek typu M2 (B). Na wykresach przedstawiono usrednione wartosci (+SD) uzyskane podczas analizy
guzoéw pobranych od 3-5 myszy/grupeg. Analize statystyczng przeprowadzono za pomoca parametrycznego testu
ANOVA i testu post hoc Tukey’a (A-B) (*p<0,05)

Niewielkie obnizenie odsetka Mf obserwowano w grupach HES-MTX oraz DC/TAg,
a poglebienie tego efektu bylo widoczne po zastosowaniu skojarzonej terapii. Pomimo ze
zmniejszenie  wielkosci  populacji  makrofagow ~ obserwowano w  obu  grupach
chemioimmunoterapeutycznych, to w odniesieniu do grupy DC/TAg zmniejszony naptyw tych
komorek do tkanki guzow stwierdzono w grupie HES-MTX + DC/TAg (Ryc. 37 A).

Polaryzacj¢ makrofagéw naciekajacych guzy nowotworowe, zaréwno rezydujacych,
jak i zwigzanych z nowotworem okreslono na podstawie ekspresji markera CD206. Wyznaczony
wspotczynnik M1/M2 byl najwyzszy w grupach myszy traktowanych MTX, zar6wno w formie
monoterapii, jak rowniez w terapii skojarzonej oraz w grupie myszy HES-MTX + DC/TAg
(Ryc. 37 B). Jednak przedstawiane wyniki sg trudne do interpretacji ze wzgledu na brak istotno$ci
statystycznych oraz wysokie, w niektorych przypadkach, wartoéci odchylen standardowych.

4.3.2.3. Populacje komorek limfoidalnych w weztach chtonnych drenujgcych nowotwor
MC38

Dodatkowo, aby okresli¢ wptyw zastosowania chemioimmunoterapii na zmiany w lokalnej
odpowiedzi przeciwnowotworowej, przeprowadzono analiz¢ cytometryczng weztow chtonnych
drenujacych nowotwor (dtLN). Zgodnie ze schematem prezentowanym na Ryc. 38 wsrod

leukocytow obecnych w dtLN oceniano populacje komoérek pochodzenia limfoidalnego, takich jak:
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limfocyty T CD4" oraz CD8", limfocyty B oraz komérki NK i NKT. Ponadto na podstawie ekspresji

czasteczek CD44 1 CD62L okreslano stopnien pobudzenia limfocytow T.
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Ryc. 38. Schemat analizy populacji komérek limfoidalnych w wezlach chlonnych drenujacych nowotwor
MC38. Po wyeliminowaniu zlepéw komorkowych, wyodrgbniono zywe leukocyty (CD45'DAPI™), wsrod
ktorych zidentyfikowano limfocyty CD19*, limfocyty T (CD3*CD49b"), komorki NK (CD49b*CD3") oraz
komorki NKT (CD49b*CD3*). Na podstawie ekspresji markerow CD4 i CD8 wydzielono populacje limfocytow
T CD4* i CD8"*. W oparciu o ekspresj¢ czasteczek CD44 i CD62L wérod limfocytow T okreslono subpopulacje
komorek efektorowych (CD62L-CD44%) i komoérek pamigei (CD62L*CD44%).

Analiza cytometryczna komorek wyizolowanych z dtLN wykazata nieistotny statystycznie
wzrost odsetka komorek CD8 w grupie traktowanej nanokoniugatem w odniesieniu do grupy MTX
oraz kontroli nietraktowanej. Po zastosowaniu szczepionek komorkowych na bazie DC/TAg,
zaro6wno samych, jak i w potaczeniu z chemioterapeutykami, odnotowano tendencje wskazujaca
na zmniejszenie wielkosci tej populacji limfocytow T wzglgdem pozostalych grup badanych.
Jednak nalezy podkresli¢, ze w porownaniu do grupy DC/TAg pod wptywem skojarzonej terapii
sktadajacej si¢ z HES-MTX+DC/TAg doszto do znaczacego zwickszenia naptywu limfocytow T
CD8" do weztdéw chlonnych.

Powyzszym zmianom towarzyszylo nieistotne statystycznie zwigkszenie stopnia
pobudzenia tych komoérek — we wszystkich grupach myszy otrzymujacych DC/TAg stwierdzono
wiekszy udzial procentowy limfocytow T CDS8" zidentyfikowanych jako komorki efektorowe
(CD62L"CD44") oraz komorki pamieci (CD62L"CD44") (Ryc. 39 A-C).

W przypadku limfocytow T CD4" odnotowano znaczgcy wzrost odsetka tych komorek
zalezny bardziej od rodzaju zastosowanego chemioterapeutyku niz dziatania szczepionek DC/TAg.

Najwyzszy udziat procentowy komorek CD4* obserwowano w grupach myszy traktowanych HES-
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MTX zaré6wno w formie monoterapii, jak i w potaczeniu z DC/TAg. W tych grupach wykazano
nieistotne statystycznie, zmniejszenie wielkosci populacji komorek efektorowych oraz komorek
pamieci wérod limfocytow T CD4" (Ryc. 39 D-F).
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Ryc. 39. Ocena odsetka i poziomu aktywacji limfocytow T w wezlach chlonnych drenujacych nowotwor
MC38 myszy poddanych chemioimmunoterapii. Wsrod komoérek CD45*DAPI™ w weztach chionnych,
zidentyfikowano populacje limfocytow T CD8" (A) i CD4" (D). Na podstawie ekspresji czasteczek CD44
i CD62L zidentyfikowano subpopulacje komorek efektorowych (CD62L"CD44*) oraz komorek pamieci
(CD62L*CD44*) wsrod populacji limfocytow T CD8* (B, C) i CD4* (E, F) Na wykresach przedstawiono
usrednione wartosci (+SD) uzyskane podczas analizy guzow pobranych od 3-5 myszy/grupe. Analizg statystyczna
przeprowadzono za pomocg parametrycznego testu ANOVA i testu post hoc Tukey’a (C-F); nieparametrycznego
testu Kruskalla-Wallisa i testu post hoc Dunna (B) lub testu ANOVA w modyfikacji Browna-Forsythe’a i Welcha
i testu post hoc T3 Dunnetta (A) (*p<0,05; ***p<0,001).

Dalsza analiza wykazata, ze zastosowanie chemioterapeutykow w formie monoterapii
przyczynito si¢ do obnizenia odsetka limfocytow B, a najnizszy udziat procentowy tych komoérek
odnotowano w grupie HES-MTX. Podobng tendencj¢ obserwowano w przypadku uzupelnienia
chemioterapii o szczepionki na bazie DC/TAg (Ryc. 40 A). Najwyzszy odsetek komorek NK oraz
NKT odnotowano w weztach chtonnych pobranych od myszy otrzymujacych MTX + DC/TAg,
a zmiana byla istotna statystycznie w odniesieniu do innych grup myszy traktowanych DC/TAg
(Ryc. 40 B, C).
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Ryc. 40. Ocena odsetka komoérek limfoidalnych w wezlach chlonnych drenujacych nowotwor MC38 myszy
poddanych chemioimmunoterapii. W trakcie wieloparametrycznej analizy cytometrycznej wéréd komoérek
CD45*DAPI™8 w weztach chlonnych, zidentyfikowano populacje limfocytéw CD19* (A), komodrek NK (B) oraz
komorek NKT (C). Na wykresach przedstawiono usrednione wartosci (+SD) uzyskane podczas analizy weztow
chtonnych pobranych od 3-5 myszy/grupe. Analize statystyczng przeprowadzono za pomocg parametrycznego
testu ANOVA i testu post hoc Tukey’a (A-C) (*p<0,05; **p<0,01; ****p<0,0001).

4.3.2.4. Aktywnosc¢ komorek dendrytycznych obecnych w weztach chtonnych drenujgcych
nowotwor MC38
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Ryc. 41. Schemat analizy populacji komorek mieloidalnych w wezlach chlonnych drenujacych nowotwoér
MC38. Po wyeliminowaniu zlepéw komorkowych, wyodrebniono zywe leukocyty (CD45*DAPI™), wsrod
ktorych zidentyfikowano komoérki CD11b*, ktére rozdzielono w oparciu o ekspresje czasteczek CD11¢c. Wérod
komoérek CD11b*CD11c* zidentyfikowano populacje DC (CD11c*F4/80™), na powierzchni ktérych okreslono
ekspresje czasteczek MHC 11 oraz CD80. Na histogramach zamieszczono ekspresje tych czasteczek
reprezentatywne dla kazdej grupy z doswiadczenia chemioterapeutycznego (oznaczenia grup do$wiadczalnych:
I —nt; Il - MTX; Il - HES-MTX; IV — DC/TAg; V — MTX + DC/TAg; VI — HES-MTX + DC/TAQ).
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Ryc. 42. Ocena odsetka komoérek dendrytycznych oraz stopnia ich pobudzenia w wezlach chlonnych
drenujacych nowotwor MC38 myszy poddanych chemioimmunoterapii. Wér6d komorek CD45*DAPI™9
w weztach chtonnych, zidentyfikowano populacje DC (A) oraz powierzchniowsa ekspresje czasteczek MHC 11 (B)
i CD80 (C). Ekspresje badanych czasteczek przedstawiono jako $rednig intensywno$¢ fluorescencji (MFI)
uzyskang podczas analizy populacji DC. Na wykresach przedstawiono usrednione wartosci (+SD) uzyskane
podczas analizy wezlow chionnych pobranych od 3-5 myszy/grupe. Na histogramach zamieszczono ekspresje
czasteczek MHC II lub CD80 reprezentatywne dla kazdej grupy z doswiadczenia chemioimmunoterapeutycznego.

Analize statystyczng przeprowadzono za pomocg parametrycznego testu ANOVA i testu post hoc Tukey’a (A-C)
(*p<0,05; **p<0,01)

W weztach chlonnych drenujacych nowotwor MC38 okreslono wielko$¢ populacji komorek
dendrytycznych, zgodnie ze schematem analizy cytometrycznej prezentowanym na Ryc. 41.
Pomiedzy grupami badanymi nie wykazano zmian w odsetku DC, lecz stwierdzono rdznice
w stopniu ich pobudzenia. W grupach myszy otrzymujacych jedynie MTX lub HES-MTX
odnotowano najwyzsza ekspresj¢ antygenéw MHC II na powierzchni DC, natomiast po podaniu
DC/TAg stwierdzono zmniejszenie ekspresji tych czasteczek. Chociaz kazda z zastosowanych
terapii skojarzonych wptyneta na obnizenie ekspresji czasteczki CD80 wzgledem DC/TAgQ,
to najnizsza warto$¢ MFI odnotowano w grupie HES-MTX + DC/TAg (Ryc. 42).
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4.3.3. Ocena ogolnoustrojowej odpowiedzi przeciwnowotworowej u myszy poddanych

chemioimmunoterapii

W kolejnym etapie oceniono wplyw zastosowania chemioimmunoterapii na zmiany
w udziale procentowym komorek ukladu odpornosciowego w Sledzionie. W tym celu
przeprowadzono wieloparametryczng analize¢ cytometryczng splenocytow zgodnie ze schematami

prezentowanymi na Ryc. 21 w podrozdziale 4.2.3.1 oraz Ryc. 24 w podrozdziale 4.2.3.2.

4.3.3.1. Populacje komorek limfoidalnych w Sledzionach pobranych od myszy
obarczonych nowotworem MC38
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Ryc. 43. Ocena odsetka i poziomu aktywacji limfocytéw T w §ledzionach myszy obarczonych nowotworem
MC38 i poddanych chemioimmunoterapii. Wsrod komoérek CD45*DAPI™ w §ledzionie zidentyfikowano
populacje limfocytow T CD8* (A), limfocytow T CD4* (D) oraz limfocytow Treg okreslonych wsrod limfocytow
T CD4* (G) (zgodnie ze schematem analizy przedstawionej na Ryc. 21). Zidentyfikowano subpopulacje komorek
efektorowych (CD62L"CD44") oraz komoérek pamigci (CD62L*CD44*). wsrdd populacji limfocytoéw T CD8* (B,
C), CD4* (E, F) i Treg (H, 1). Na wykresach przedstawiono uérednione wartosci (+SD) uzyskane podczas analizy
$ledzion pobranych od 3-5 myszy/grupe¢. Analize statystyczng przeprowadzono za pomocg parametrycznego testu
ANOVA i testu post hoc Tukey’a (A,D-I) lub nieparametrycznego testu Kruskalla-Wallisa i testu post hoc Dunna
(B,C) (*p<0,05;****p<0,001).
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Ocena udziatu procentowego limfocytow T wykazata, ze najnizsze odsetki komorek CD8*
oraz CD4" odnotowano w $ledzionach pobranych od myszy traktowanych HES-MTX + DC/TAg,
podczas gdy w pozostatych grupach, odsetek tych komorek znajdowat sie¢ na poziomie kontroli
nieleczonej. Ponadto w obu populacjach limfocytow T CD8* i CD4*, w grupie
HES-MTX + DC/TAg odnotowano z jednej strony najwickszy udzial procentowy komorek
efektorowych, a z drugiej — najmniejszy udzial procentowy komorek pamigci. Powyzsze
obserwacje moga wskazywac na aktywacj¢ komorek sledzionowych i mobilizacj¢ pobudzonych
limfocytow T CD8" i CD4" do opuszczenia $ledziony i migracji w kierunku guzow nowotworowych
(Ryc. 43 A-F). Nalezy takze zwrdci¢ uwage na fakt, ze w wyniku uzupetnienia chemioterapii
o wielokrotne okotoguzowe podania DC/TAg doszlo do zwigkszenia odsetka limfocytow Treg.
W $ledzionach myszy z grup chemioimmunoterapeutycznych odnotowano statystycznie istotne
zwigkszenie wielkosci populacji tych komoérek. Najwyzszy odsetek limfocytéw Treg obserwowano
w grupie HES-MTX + DC/TAg, a komorki te charakteryzowaty si¢ silnym pobudzeniem
w kierunku komorek efektorowych. Ponadto w tej grupie wykazano najmniejszy odsetek komorek
pamieci (Ryc. 43 G-I).
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Ryc. 44. Ocena odsetka komorek limfoidalnych w §ledzionach myszy obarczonych nowotworem MC38
i poddanych chemioimmunoterapii. Wsrod komoérek CD45*DAPI™? w $ledzionie, zidentyfikowano populacje
limfocytow CD19* (A), komoérek NK (B) oraz komérek NKT (C) (zgodnie ze schematem analizy przedstawionej
na Ryc. 21). Na wykresach przedstawiono usrednione wartosci (+SD) uzyskane podczas analizy $ledzion
pobranych od 3-5 myszy/grupe. Analize statystyczng przeprowadzono za pomocg parametrycznego testu ANOVA
i testu post hoc Tukey’a (A-C) (p>0,05).

Analiza udzialow procentowych limfocytow B i komorek NK w sledzionie nie ujawnita
zmian w wielkosci populacji tych komoérek zachodzacych pod wpltywem zastosowanej terapii.
Natomiast odnotowano tendencj¢ wskazujaca na wzrost odsetka komorek NKT pod wptywem
zastosowania DC/TAGg, szczegolnie w grupie MTX + DC/TAg (Ryc. 44).
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4.3.3.2. Populacje komorek mieloidalnych w sledzionach pobranych od myszy

obarczonych nowotworem MC38

Podczas oceny wielkosci populacji komorek dendrytycznych w §ledzionach nie wykazano
istotnych statystycznie roznic. Niemniej jednak najnizszy odsetek DC odnotowano w grupach
myszy otrzymujacych monoterapi¢ — zarowno w przypadku chemioterapii, jak i immunoterapii
(Ryc. 45 A). Pomimo braku istotnych statystycznie réznic w wielkosci populacji DC pomiedzy
grupami, ocena stopnia pobudzenia tych komodrek wykazata, ze zastosowanie szczepionek
spowodowato obnizenie ekspresji czasteczek MHC II. Natomiast zadna z terapii nie miata wptywu

na poziom ekspresji czasteczki CD80 (Ryc. 45 B, C).
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Ryc. 45. Ocena odsetka i stopnia pobudzenia komérek dendrytycznych w $ledzionach myszy obarczonych
nowotworem MC38 i poddanych chemioimmunoterapii. Wsréd komorek  CD45*DAPI™9
w $ledzionie zidentyfikowano populacje DC (A) oraz okre$lono ekspresje czasteczek MHC 11 (B) oraz CD80 (C)
na powierzchni tych komorek (zgodnie ze schematem analizy przedstawionej na Ryc. 24). Ekspresj¢ czasteczek
MHC 1II i CD80 zaprezentowano jako $rednig intensywnos¢ fluorescencji (MFI). Na wykresach przedstawiono
usrednione wartosci (+SD) uzyskane podczas analizy $ledzion pobranych od 3-5 myszy/grupe. Na histogramach
zamieszczono ekspresje czasteczek MHC 1II lub CD80 reprezentatywne dla kazdej grupy z dos$wiadczenia
chemioimmunoterapeutycznego. Analiz¢ statystyczng przeprowadzono za pomocg parametrycznego testu
ANOVA i testu post hoc Tukey’a (A,C) lub nieparametrycznego testu Kruskalla-Wallisa i testu post hoc Dunna
(B) (p>0,05).

Analiza wielkos$ci populacji M-MDSC w $ledzionie nie wykazata jednoznacznego wplywu
skojarzonej terapii na zmiany w odsetku tych komorek. Podczas oceny stopnia pobudzenia komorek

M-MDSC, stwierdzono tendencje¢ wskazujaca na obnizenie ekspresji czasteczek CD80 wywotang
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po terapii z udziatem DC/TAg (Ryc. 46 A, B). W przypadku populacji PMN-MDSC obserwowano

nieistotne statystycznie obnizenie odsetka tych komorek w grupach myszy traktowanych
HES-MTX lub otrzymujgcych DC/TAg. Nalezy zwroci¢ uwage, ze podanie DC/TAg spowodowato
zwigkszenie ekspresji czasteczki CD80 na powierzchni PMN-MDSC, a najwyzszg warto§¢ MFI
odnotowano w grupie myszy HES-MTX + DC/TAg (Ryc. 46 C, D).
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Ryc. 46. Ocena odsetka i stopnia pobudzenia komérek supresorowych pochodzenia mieloidalnego
w §ledzionach myszy obarczonych nowotworem MC38 i poddanych chemioimmunoterapii. Wérod komorek
CDA45*DAPI™  w  ¢ledzionie zidentyfikowano populacie M-MDSC (A) i PMN-MDSC (C)
na powierzchni ktorych okre$lono ekspresje czasteczek CD80 (B, D) (zgodnie ze schematem analizy
przedstawionej na Ryc. 24). Ekspresje badanych czasteczek przedstawiono jako $rednig intensywno$é
fluorescencji (MFI). Na wykresach przedstawiono usrednione wartosci (+SD) uzyskane podczas analizy §ledzion
pobranych od 3-5 myszy/grupe. Na histogramach zamieszczono ekspresje czasteczek CD80 reprezentatywne dla
kazdej grupy z doswiadczenia chemioimmunoterapeutycznego. Analizg statystyczng przeprowadzono za pomoca
parametrycznego testu ANOVA i testu post hoc Tukey’a (A-D) (p>0,05).

4.3.3.3. Zdolnos¢ komdrek Sledzionowych do aktywowania swoistej odpowiedzi

przeciwnowotworowej w nastepstwie ponownego kontaktu z komorkami MC38

W celu sprawdzenia wptywu zastosowanej chemioimmunoterapii na zmiany
w ogdlnoustrojowej odpowiedzi przeciwnowotworowej okreslono, w warunkach ex vivo, zdolno$¢
komorek $ledzionowych do tworzenia swoistej odpowiedzi odpornos$ciowej. Dodatkowo na tym
etapie badan, analize cytometryczng restymulowanych splenocytow rozszerzono o oceng

wydzielania ziaren cytolitycznych w nastepstwie ponownego kontaktu tych komoérek z komorkami
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nowotworowymi MC38. Zdolno$¢ do degranulacji okreslano na podstawie ekspresji czasteczek

CD107a na powierzchni badanych populacji komorek limfoidalnych (Ryc. 47).

:l- 15 s 60 15
[~ a - X —
ox ox Z X
E Ey * 5=
2% 10 2 540 = 510
&S B3 s
£ 2 R E3
£E £ E = E
=8 =85 £8 5
ER: R 3= *
7 Q =
2" - g8

0 0 )

I I JU v \% VI 1 I 1 v \' VI I 1 118 v v VI

-
15
S

Hokok
100
*kkK *k
80

l

N
S
N
S

Limfocyty CD107a*CD4" [%)]
- [
(=} (=}
*
Limfocyty CD107a*CD8" [%]
- -3 ©
o =} =3
Komérki CD107a* NK [%]
- -3 =]
=] =] =]

0 0 0
I o m v VvV VI I nom v vV Vi 1 o m v v v
CD4* cDg* NK
i.c i.c.
I 1
11 11
111 11
A% v
\' \'
VI VI

T T T T T T T T T T T T T ” 1
10° 10t 10? 103 10* 1054 10° 10! 107 103 10¢ 1054 100 10! 10? 10? 10% 1024
CD107a-4 CD107a-4 CD107a-4

BN 1-nt WM n-MTX B II-HES-MTX [ IV-DC/TAg [] V-MTX+DC/TAg [ VI-HES-MTX+DC/TAg

Ryc. 47. Ocena odsetka komérek limfoidalnych wsréd restymulowanych splenocytow pobranych od myszy
obarczonych nowotworem MC38 i poddanych chemioimmunoterapii. Odsetek limfocytow T CD4* (A),
CD8" (B) oraz komorek NK (C) okre$lono wsrdd restymulowanych splenocytow z komorkami MC38
w 5-dniowej hodowli mieszanej. Odsetek komorek CD107a* okreslono wérdd limfocytow T CD4* (D), T CD8*
(E) i komoérek NK (F) po 2-godzinnej inkubacji restymulowanych splenocytow z komorkami MC38.
Na wykresach przedstawiono usrednione wartosci (+SD) uzyskane podczas analizy $ledzion pobranych od
3-5 myszy/grupg. Na histogramach zamieszczono ekspresje czasteczek CD107a reprezentatywne dla kazdej grupy
z doswiadczenia chemioimmunoterapeutycznego. Analiz¢ statystyczng przeprowadzono za pomoca
parametrycznego testu ANOVA i testu post hoc Tukey’a (A-F) (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001).

Podczas analizy fenotypu splenocytow restymulowanych komorkami MC38 obserwowano
tendencje wskazujacg, ze zmiany w odsetku limfocytow T CD4", CD8" oraz komorek NK zostaty
indukowane pod wpltywem podania myszom szczepionek komoérkowych na bazie DC/TAg.
We wszystkich grupach, ktore otrzymaty DC/TAg, z jednej strony odnotowano najwyzszy udziat
procentowy komoérek CD4", a z drugiej — odsetek komorek CDS8" oraz komoérek NK byt
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najmniejszy, szczegolnie w grupie HES-MTX + DC/TAg (Ryc. 47 A-C). Dalsza ocena wykazata,

ze zwickszona zdolno$¢ restymulowanych komorek s$ledzionowych do wydzielania ziaren
cytolitycznych (a w rezultacie eskpozycji czasteczek CD107a), byta obserwowana jedynie
w grupach myszy otrzymujacych skojarzong chemioimmunoterapi¢. Najwyzszy odsetek komorek
CD4", CD8" oraz komorek NK identyfikowanych jako komorki CD107a™ odnotowano w grupie
myszy otrzymujacych nanokoniugat oraz DC/TAg (Ryc. 47 D-F).
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Ryc. 48. Aktywnos$¢ restymulowanych splenocytéw pobranych od myszy obarczonych nowotworem MC38
i poddanych chemioimmunoterapii. Aktywnos$¢ cytotoksycznag restymulowanych komoérek $ledzionowych
wobec komorek nowotworowych przedstawiono jako odsetek martwych komoérek MC38 po 4-godzinnej inkubacji
z komoérkami efektorowymi w stosunku 1:10 i 1:30 (A, B, C). Stezenie IFN-y (D), IL-10 (E) i IL-4 (F) okreslono
w nadsgczach znad 5-dniowej hodowli mieszanej splenocytow i komorek MC38. Na wykresach przedstawiono
usrednione warto$ci (+SD) uzyskane podczas analizy $ledzion pobranych od 3-5 myszy/grupg. Analize
statystyczng przeprowadzono za pomocg parametrycznego testu ANOVA i testu post hoc Tukey’a (A-D,F)
lub nieparametrycznego testu Kruskalla-Wallisa i testu post hoc Dunna (E). Znaki ,,*” znajdujace si¢ nad liniami
na Ryc. 48 C prezentujg istotno$¢ statystyczng pomigdzy aktywnos$cig cytotoksyczng w stosunkach 1:10 i 1:30
w obrebie danej grupy (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001).
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Analize ogolnoustrojowej odpowiedzi przeciwnowotworowej uzupelniono o okreslenie
aktywnosci cytotoksycznej restymulowanych splenocytow, a takze oceniono profil cytokinowy
w nadsaczach zebranych znad pigciodniowej hodowli mieszanej. W odniesieniu do grup myszy
traktowanych jedynie chemioterapeutykami, wyzszy odsetek martwych komodrek MC38
obserwowano we wszystkich grupach myszy otrzymujacych szczepionki na bazie DC/TAg, wsrod
ktorych najwicksza aktywno$¢ cytotoksyczng wobec komoérek nowotworowych wykazywaty
splenocyty pobrane od myszy z grupy HES-MTX + DC/TAg (Ryc. 48 A-C).

Oceniajac stgzenia cytokin w nadsaczach znad hodowli mieszanej stwierdzono tendencje¢
wskazujaca na wpltyw szczepionek komoérkowych na bazie DC/TAg na zwigkszong produkcije
IFN-y, IL-10 oraz IL-4 przez restymulowane splenocyty. Chociaz we wszystkich grupach
traktowanych DC/TAg odnotowano zwigkszone st¢zenie IFN-y i IL-10 w nadsaczach,
to najwickszg ilo§¢ tych cytokin stwierdzono w grupie DC/TAgQ. Z kolei najwigcej IL-4
produkowatly splenocyty pochodzace od myszy z grup otrzymujacych skojarzong terapie
(Ryc. 48 D-F).

4.3.4. Podsumowanie

Zastosowanie w skojarzonej terapii przeciwnowotworowej HES-MTX i szczepionek
na bazie DC/TAgQ wptyne¢to na znaczace zahamowanie wzrostu guzow, a takze przyczynito si¢
do stworzenia wydajnej odpowiedzi odpornosciowej. Chociaz najwigksze zahamowanie wzrostu
nowotworu zostalo wywotane po zastosowaniu monoterapii HES-MTX, to tendencje wskazujaca
na najkorzystniejsze zmiany w wielkosci i1 aktywnos$ci poszczegolnych populacji komoérek uktadu
odpornosciowego stwierdzono po jej skojarzeniu z wielokrotnym okologuzowym podaniem
DC/TAg. Na podstawie oceny lokalnej odpowiedzi odpornosciowej w tkance nowotworowej
mozna przypuszczac, ze terapia HES-MTX + DC/TAg spowodowata z jednej strony zwiekszony
naptyw limfocytow T CD8" do tkanki guza, a z drugiej — obnizenie odsetka Mf i komorek
PMN-MDSC w tkance nowotworowe;j.

Poréwnujac stopien pobudzenia komorek uktadu odpornosciowego obecnych w weztach
chlonnych odnotowano, ze zmiany powstaty przede wszystkim pod wptywem podania DC/TAgQ.
Roznice pomigdzy grupami myszy otrzymujacych skojarzona terapig, obserwowano w przypadku
populacji komorek NK i NKT. W grupie otrzymujacej MTX + DC/TAg stwierdzono wigkszy
naptyw tych komorek do weztéw chtonnych niz w przypadku grupy HES-MTX + DC/TAgQ.

Podczas oceny wielko$ci populacji komorek uktadu odpornosciowego wsrod splenocytow
odnotowano, ze pomimo iz terapia skltadajaca si¢ z HES-MTX i DC/TAg nie spowodowala
zwiekszenia udziatu procentowego limfocytow T CD4" i CD8" to wplyneta na stopien ich

pobudzenia. Wskazuje na to najwyzszy odsetek komorek efektorowych w tej grupie. Ponadto
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zastosowanie HES-MTX + DC/TAg spowodowato zwigkszenie odsetka a takze stopnia pobudzenia
limfocytéw Treg.

Terapia z wudzialem szczepionek na bazie DC/TAg stosowanych samodzielnie,
jak i w polaczeniu z chemioterapeutykami, zwigkszyta zdolno$¢ komorek $ledzionowych
do aktywowania swoistej odpowiedzi przeciwnowotworowej. Odnotowano, ze po podaniach
DC/TAg doszto do zwiekszenia udziatu procentowego limfocytow T CD4", a takze znaczacego
obnizenia odsetka limfocytow T CD8" i komorek NK wsrdd splenocytow, ktore mialy ponowny
kontakt z komorkami MC38. Ocena zdolno$ci restymulowanych komorek §ledzionowych
do wydzielania ziaren cytolitycznych wykazala, ze jedynie zastosowanie kompleksowego
rozwigzania, sktadajgcego si¢ z chemioimmunoterapii wptyngto na zwickszenie odsetka komorek
CD107a", w szczegolnosci w grupie myszy HES-MTX + DC/TAg. Ponadto komorki $ledzionowe
pobrane od myszy z tej grupy najskuteczniej eliminowaty komorki nowotworowe, 0 czym

swiadczyt najwiekszy udzial procentowy martwych komérek MC38.
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4.4. OKkreSlenie aktywnosci komorek dendrytycznych z wyciszong ekspresja IL-10R

Jednym z czynnikéw, ktore hamuja rozwoj skutecznej odpowiedzi przeciwnowotworowej
sa cytokiny przeciwzapalne. Ze wzgledu na wzmozong infiltracj¢ guzoéw przez komoérki uktadu
odporno$ciowego 0 cechach supresorowych zdolnych do wydzielania m.in. IL-10, dochodzi do jej
nagromadzenia w mikrosrodowisku nowotworowym. W zwigzku z tym podawane okotoguzowo
szczepionkowe DC/TAg trafiajag do warunkow niesprzyjajacych tworzeniu wydajnej odpowiedzi
odporno$ciowej. Z tego powodu, w doswiadczalnych terapiach przeciwnowotworowych, przed
rozpoczgciem immunoterapii stosowane sa cytostatyki. Ich wykorzystanie poza eliminacja
komorek nowotworowych, zapewnia zmniejszenie wielkosci niektorych populacji komoérek uktadu
odporno$ciowego, co posrednio wptywa na obnizenie ilo$ci czynnikéw 0 cechach supresorowych.
Biorgc pod uwage, ze dzialanie chemioterapeutykéw moze by¢ krotkotrwale,
a stezenie IL-10 w tkance guza zwigksza si¢ wraz z progresja choroby nowotworowej, W dalszej
czgsci badan zaplanowano wykorzystanie DC/TAg o obnizonej wrazliwos$ci na dziatanie tej
cytokiny. Badania w tym zakresie rozpoczg¢to od okreslenia supresorowego wplywu IL-10 na
dojrzewanie DC. W dalszych etapach przeprowadzono optymalizacj¢ transdukcji lentiwirusowej
prowadzacej do wyciszenia ekspresji receptora IL-10 w komoérkach dendrytycznych, a otrzymane
transduktanty poddano pelnej charakterystyce fenotypowej i funkcjonalnej.

4.4.1. Okreslenie supresorowego wplywu IL-10 na dojrzewanie komorek

dendrytycznych

W celu otrzymania silnie pobudzonych komoérek, niedojrzale DC stymulowano
lipopolisacharydem (LPS) przez 24 godziny. Ponadto, aby okresli¢ czy obecnos¢ 1L-10 zaburzy
proces dojrzewania tych komorek, zaplanowano grupg badang, w ktorej DC byly jednoczesnie
traktowane LPS i IL-10 (Ryc. 49). Analiza fenotypu powierzchniowego wykazata, ze rezultatem
zastosowania LPS (DC/LPS) byto silne pobudzenie komorek, ktore przejawito si¢ gwattownym
wzrostem ekspresji czasteczek MHC II oraz czasteczek kostymulujacych (CD40, CD80, CD86),
w odniesieniu do kontroli niestymulowanej (DC). Efektem zastosowania I1L-10 (DC/IL-10) byto
niewielkie zwickszenie ekspresji badanych antygendéw powierzchniowych, lecz zmiany te byly
znacznie stabsze niz obserwowane w grupie DC/LPS. W przypadku gdy oprocz LPS, w srodowisku
byla takze obecna IL-10 (DC/LPS+IL-10), wykazano stabsze pobudzenie komorek
dendrytycznych. Cho¢ w odniesieniu do kontroli niestymulowanej odnotowano zwigkszenie
wartosci MFI dla wszystkich ocenianych markeréw powierzchniowych, to w poréwnaniu do
komorek stymulowanych LPS, poziom ekspresji badanych czasteczek w grupie DC/LPS+IL-10 byt
znacznie nizszy (Ryc. 49 A-D). Powyzsze obserwacje potwierdzaja, ze obecnos¢ IL-10
w Srodowisku uniemozliwia pelne pobudzenie komorek dendrytycznych, co posrednio moze
negatywnie wptywac¢ na wytworzenie wydajnej odpowiedzi odporno$ciowe;.
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Ryc. 49. Charakterystyka fenotypowa DC réznicowanych w kierunku dojrzalych komoérek w obecnosci
IL-10. Siédmego dnia hodowli niedojrzate DC stymulowano przez 24 godziny z uzyciem LPS (1 pg/ml) i/lub
rm IL-10 (1 pg/ml). Po tym czasie poziom zrdznicowania komorek CD11c*DAPI™® oceniono na podstawie
ekspresji czasteczki MHC 1l (A) oraz czasteczek kostymulujacych: CD40 (B); CD80 (C); CD86 (D),
przedstawianej jako $rednia intensywnos¢ fluorescencji (MFI). Na wykresach przedstawiono usrednione wartosci
(+SD) uzyskane z testu przeprowadzonego w sze$ciu powtorzeniach. Na histogramach zamieszczono ekspresje
badanych czasteczek reprezentatywne dla kazdej grupy. Analizg statystyczng przeprowadzono za pomoca
parametrycznego testu ANOVA i testu post hoc Tukey’a (A-D). Znaki ,.#” znajdujace si¢ nad stupkami oznaczaja
istotnos$¢ statystyczna pomigdzy dang grupg a grupa kontrolng — DC; pozostale istotnos$ci pomigdzy grupami
sg prezentowane w formie klamer i znakow ,,*” (*#p<0,05; **##p<0,01; ***p<0,001; ****/##1<0,0001).

4.4.2. Okreslenie czynnikow indukujgcych zwigkszenie ekspresji IL-10R oraz
SJosforylacji czynnika STAT3 w komérkach dendrytycznych

Nastepnie okreslono, ktore czynniki wptywaja na zwigkszong ekspresje receptora 1L-10
w komorkach dendrytycznych. Podczas oceny poziomu ekspresji genu 1110ra odnotowano, ze
obecnos¢ w srodowisku IL-10 nie wptywa na zwigkszenie ekspresji jej receptora. Natomiast
rezultatem kontaktu niedojrzatych DC z antygenami pochodzenia nowotworowego (TAg) lub
lipopolisacharydem (LPS) byto zwigkszenie ekspresji IL-10R. W odniesieniu do kontroli
nietraktowanej najwyzszy poziom ekspresji badanego genu obserwowano po dodaniu LPS
(Ryc. 50 A). Z tego powodu optymalizacje procesu transdukcji DC rozpoczgto od okreslenia
wydajnosci wyciszenia IL-10R w modyfikowanych komoérkach dendrytycznych stymulowanych
LPS. Jednak ze wzgledu na fakt, ze docelowo w schemacie terapii przeciwnowotworowe;j
zaplanowano podawanie DC/TAg, dalsza optymalizacje przeprowadzono na komorkach

traktowanych TAg.
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Ponadto charakterystyke zmodyfikowanych DC rozszerzono o ocen¢ efektywnosci
wyciszenia IL-10R w kontekscie fosforylacji biatka STAT3. Wykazano, ze do zwigkszenia
wewnatrzkomorkowej ekspresji pPSTAT3 doszto pod wptywem stymulacji IL-10 (Ryc. 50 B).
W zwigzku z tym wyciszenie IL-10R, ktore doprowadzi do obnizenia wrazliwosci DC na dziatanie

IL-10 bedzie takze widoczne w zmniejszonej fosforylacji biatka STAT3.
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Ryc. 50. Ocena ekspresji IL-10R i fosforylacji czynnika STAT3 w komérkach dendrytycznych po stymulacji
réznymi czynnikami. Wzgledny poziom ekspresji mRNA dla IL-10R w DC stymulowanych przez 24 godziny
réznymi czynnikami: rm I1L-10 (1 pg/ml), TAg (10% v/v) lub LPS (1 pg/ml), okre§lony metoda reakcji PCR
w czasie rzeczywistym (A). Fosforylacje czynnika STAT3 w komoérkach dendrytycznych CD11c* okre§lono
z wykorzystaniem metody cytometrii przeptywowej. Komorki dendrytyczne przez 15 minut stymulowano
czynnikami: rm IL-10, PMA lub LPS (w st¢zeniach 1 pg/ml). Po tym czasie komorki permeabilizowano
i utrwalano, a nastepnie wérdd komoérek CD11c* okreslono poziom ekspresji czynnika pSTAT3 przedstawianej
jako $rednia intensywno$¢ fluorescencji (MFI) (B). Na wykresach przedstawiono usrednione wartosci (+SD)
uzyskane z testu przeprowadzonego w trzech powtorzeniach. Analize statystyczng przeprowadzono za pomocg
parametrycznego testu ANOVA i testu post hoc Tukey’a (A, B). Znaki ,,#” znajdujace si¢ nad stupkami oznaczaja
istotno$¢ statystyczng pomiedzy dang grupa a grupa kontrolng — DC (¥p<0,05; #p<0,01; ##p<0,0001).

4.4.3. Okreslenie kinetyki i skutecznosci wyciszenia IL-10R w komorkach

dendrytycznych z wykorzystaniem wybranych sekwencji ShRNA

Komorki dendrytyczne poddano modyfikacji prowadzacej do wyciszenia receptora IL-10
wykorzystujac system lentiwirusowy III generacji. W tym celu uzyto wektory lentiwirusowe (LV)
niosgce rozne sekwencje shRNA (oznaczone jako shlL-10R_1, shIL-10R_2, shIL-10R_3)
skierowane przeciwko mysiemu receptorowi IL-10. Dodatkowo, w celu okreslenia wptywu procesu
transdukcji wirusowej na zmiany zachodzace w DC, zastosowano kontrolng sekwencje negatywna
(shN), skierowang przeciwko ludzkiemu GAPDH. Na podstawie przeprowadzonej fenotypowej
i funkcjonalnej charakterystyki otrzymanych transduktantow, do do$wiadczenia terapeutycznego
zostata zarekomendowana jedna sekwencja shiL-10R.

W schemacie skojarzonej terapii przeciwnowotworowej, ktory zostal opracowany
w naszym laboratorium podawane sa dojrzate DC, ktore uzyskuje si¢ podczas 8-dniowej hodowli
roznicujacej. W trakcie procesu optymalizacji transdukcji lentiwirusowej prowadzacej
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do wyciszenia IL-10R, probowano zachowa¢ ten protokot i wektory LV podano 7. dnia hodowli,
tak jak zostato to opisane w podrozdziale 3.2.13. Jednak w trakcie poczatkowych prob uzyskania
modyfikowanych DC wykazano, ze po uptywie 24 godzin od transdukcji nie nastepuje wyciszenie
I110ra, lecz dochodzi do wzmozonej ekspresji tego genu. Prawdopodobnie byto to wynikiem
kontaktu DC z wektorami LV. W zwiazku z tym, podj¢to decyzje o przeprowadzeniu oceny
kinetyki wyciszenia ekspresji IL-10R w DC po uplywie 24 oraz 48 godzin od transdukcji LV.

4.4.3.1. Kinetyka wyciszenia IL-10R w komorkach dendrytycznych po stymulacji LPS
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Ryc. 51. Kinetyka wyciszenia ekspresji IL-10R w komoérkach dendrytycznych po uplywie 24 oraz 48 godzin
od transdukcji lentiwirusowej i stymulacji LPS. Schemat do$wiadczenia (A). Siedmiodniowe DC
transdukowano w warunkach in vitro wektorami kodujacymi trzy ro6zne sekwencje shRNA dla IL-10R (oznaczone
jako IL-10R_1; IL-10R_2; IL-10R_3). Jako kontrole transdukcji zastosowano wektor kodujacy negatywna
sekwencje shRNA (shN). Po uptywie 24 oraz 48 godzin od transdukcji i stymulacji LPS metodg reakcji PCR
w czasie rzeczywistym okre$lono wydajno$¢ wyciszenia ekspresji IL-10R (B). Na wykresach przedstawiono
usrednione warto$ci (+SD) uzyskane z testu przeprowadzonego w trzech powtdrzeniach. Analizg statystyczna
przeprowadzono za pomoca parametrycznego testu ANOVA i testu post hoc Tukey’a. Znaki ,.#” znajdujace si¢
nad stupkami oznaczajg istotno$¢ statystyczna pomigdzy dang grupa a grupa kontrolng — DC/LPS; pozostate
istotno$ci pomiedzy grupami sg prezentowane w formie klamer i znakow ,,*” (*p<0,05; **#p<0,01; ***p<0,001;
****/####p<0’0001).

Analiza relatywnego poziomu ekspresji IL-10R w DC stymulowanych LPS wykazata
najwyzsza ekspresje badanego genu po uptywie 24 godzin od podania wektoréw LV i w tym
punkcie czasowym wyciszenie 1110ra byto nieskuteczne. Wydtuzenie tego czasu do 48 godzin
(liczac od momentu transdukcji LV 1 stymulacji LPS) umozliwito istotne statystycznie obnizenie
ekspresji badanego genu, zarowno w odniesieniu do DC/LPS, jak i sekwencji negatywnej
(DC/shN/LPS) stanowiacej kontrolg procesu transdukcji. W tym punkcie czasowym, najnizsza
ekspresj¢ IL-10R odnotowano po zastosowaniu sekwencji shiL-10R_3 (zmniejszenie o ok. 50%).

Pozostale badane sekwencje rowniez spowodowaty zmniejszenie ekspresji IL-10R w komoérkach
dendrytycznych (Ryc. 51).
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4.4.3.2. Kinetyka wyciszenia IL-10R w komorkach dendrytycznych po stymulacji TAgQ
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Ryc. 52. Kinetyka wyciszenia ekspresji IL-10R w komoérkach dendrytycznych po uplywie 24 oraz 48 godzin
od transdukcji lentiwirusowej i stymulacji TAg. Schemat do$wiadczenia (A). Siedmiodniowe DC
transdukowano w warunkach in vitro wektorami kodujacymi trzy r6zne sekwencje ShRNA dla IL-10R (oznaczone
jako IL-10R_1; IL-10R_2; IL-10R_3). Jako kontrol¢ transdukcji zastosowano wektor kodujagcy negatywna
sekwencje shRNA (shN). Po uptywie 24 oraz 48 godzin od transdukcji i stymulacji TAg metoda reakcji PCR
W czasie rzeczywistym okre$lono wydajno$¢ wyciszenia ekspresji IL-10R (B). Na wykresach przedstawiono
usrednione warto$ci (+SD) uzyskane z testu przeprowadzonego w trzech powtdrzeniach. Analizg statystyczna
przeprowadzono za pomoca parametrycznego testu ANOVA i testu post hoc Tukey’a. Znaki ,.#” znajdujace si¢
nad shupkami oznaczaja istotno$¢ statystyczna pomiedzy dang grupa a nietransdukowana grupa kontrolng —
DC/TAg; pozostate istotnosci pomiedzy grupami sg prezentowane w formie klamer i znakow ,,*” (*p<0,05;

**l#<0,01; ***p<0,001;¥***##p<0,0001).

W kolejnym etapie badan oceniono kinetyke wyciszenia receptora IL-10 w komorkach
dendrytycznych poddanych transdukcji lentiwirusowej i stymulacji TAg (Ryc. 52 A). Wykazano
zwigkszenie ekspresji IL-10R, ktore nastapito po 24 godzinach od podania wektorow LV.
W poréownaniu do nietransdukowanych komoérek (DC/TAg) poziom ekspresji genu 1110ra byt
blisko 2-krotnie wyzszy nawet w przypadku sekwencji negatywnej (DC/shN/TAg). Tymczasem
jedynie po uptywie 48 godzin od zastosowania sekwencji shiL-10R 1 odnotowano znaczace,
siggajace prawie 50%, zmniejszenie ekspresji docelowego genu, w odniesieniu do kontroli
nietransdukowanej (DC/TAQ). Ponadto zmiana ta byla istotna statystycznie w poréwnaniu

do kontrolnej sekwencji negatywnej oraz pozostatych badanych sekwencji shIL-10R (Ryc. 52 B).

4.4.3.3. Okreslenie wplywu wyciszenia ekspresji IL-10R na zmiany w fenotypie

i w aktywnosci komorek dendrytycznych stymulowanych TAQ

Charakterystyke transdukowanych DC stymulowanych TAg rozszerzono o okreslenie
zmian w zywotnosci (populacja DAPI™) oraz w fenotypie zmodyfikowanych komoérek
dendrytycznych (CD11c*DAPI™). Co wiecej, dzigki wykorzystaniu reporterowego genu Egfp
w  konstrukcji  wektora LV, mozliwe bylo ocenienie wydajnosci transdukcji
(EGFP*CD11c*DAPI™9).
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Ryc. 53. Udzial procentowy komoérek zywych, komérek CD11c* oraz komorek EGFP* okreslony po uplywie
24 oraz 48 godzin od transdukcji lentiwirusowej i stymulacji TAg. Po uptywie 24 oraz 48 godzin od transdukcji
lentiwirusowej DC (schemat doswiadczenia na Ryc. 52 A) oceniono zywotnos$¢ komorek (A), ekspresj¢ czasteczki
CD11c* (B) oraz ekspresj¢ genu reporterowego EGFP (C). Na wykresach przedstawiono usrednione wartosci
(+SD) uzyskane z testu przeprowadzonego w szeéciu powtorzeniach. Na histogramach zamieszczono ekspresje
EGFP w DC bedaca reprezentatywng dla kazdej grupy doswiadczalnej. Analize statystyczng przeprowadzono za
pomocg parametrycznego testu ANOVA i testu post hoc Tukey’a (A-C). Znaki ,,#” znajdujace sie nad stupkami
oznaczaja istotnos¢ statystyczng pomiedzy dang grupg a nietransdukowang grupa kontrolng — DC/TAQ; pozostate
istotnoéci pomiedzy grupami sg prezentowane w formie klamer i znakéw ,*” (*#p<0,05; ***p<0,01;
***/###p<0,001; ****/####p<0’0001).

Analiza cytometryczna wykazata, ze proces transdukcji lentiwirusowej wptynat na
zywotnos¢ DC, jednak porownujac oba badane punkty czasowe nie obserwowano, aby wydtuzenie
czasu transdukcji powodowato pogtebienie tego efektu. W grupie DC/shIL-10R_2/TAg zaledwie
50% wszystkich analizowanych komorek zostato zidentyfikowanych jako komorki zywe,
a w przypadku pozostatych sekwencji, odsetek koméorek DAPI™ miescit si¢ w przedziale 70-80%
(Ryc. 53 A). Po uptywie 24 godzin od transdukcji odnotowano zwigkszenie udziatu procentowego
komorek CD11c¢" we wszystkich grupach poddanych modyfikacji, lecz po uptywie 48 godzin
od transdukcji efekt ten utrzymat si¢ jedynie w grupach DC/shN/TAg oraz DC/shIL-10R_2/TAg
(Ryc. 53 B). Obserwowany wysoki odsetek komorek EGFP* wskazuje na skuteczng modyfikacje
komoérek dendrytycznych. Sposréd badanych sekwencji shRNA najmniejszy udziat procentowy
komoérek EGFP* odnotowano po zastosowaniu shlL-10R_3, zaréwno ws$rdod komorek zebranych

po 24, jak i po 48 godzinach od transdukcji (Ryc. 53 C).
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Ryc. 54. Charakterystyka fenotypowa komoérek wykonana po uplywie 24 oraz 48 godzin od transdukcji
lentiwirusowej i stymulacji TAg. Po uptywie 24 oraz 48 godzin od transdukcji (zgodnie ze schematem z Ryc. 52
A) okreslono fenotyp komérek CD11c*DAPI™S na podstawie ekspresji czasteczki MHC 1l (A); CCR7 (B) oraz
czgsteczek kostymulujacych: CD40 (C); CD80 (D); CD86 (E), przedstawianej jako $rednia intensywnos¢
fluorescencji (MFI). Na wykresach przedstawiono usrednione wartosci (+SD) uzyskane z testu przeprowadzonego
w szesciu powtorzeniach. Na histogramach zamieszczono ekspresje badanych czasteczek reprezentatywne
dla kazdej grupy dos$wiadczalnej. Analizg statystyczng przeprowadzono za pomocg parametrycznego testu
ANOVA i testu post hoc Tukey’a (A-E). Znaki ,,#” znajdujace si¢ nad stupkami oznaczajg istotno$¢ statystyczna
pomiedzy dana grupa a nietransdukowana grupa kontrolng — DC/TAg; pozostale istotnosci pomigdzy grupami sa
prezentowane w formie klamer i znakow ,,*” (*#p<0,05; **#p<0,01; ****#p<0,001; #*p<0,0001).
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Dalsza ocena fenotypu powierzchniowego wykazata, ze pod wplywem zastosowania
wektorow LV doszto do pobudzenia komoérek dendrytycznych — wskazuje na to zwigkszona
ekspresja czasteczeck MHC 1II, CD40, CD80 1 CD86 (Ryc. 54). Po uplywie 24 godzin
od transdukcji odnotowano wzrost ekspresji czasteczek MHC 11, a w grupie DC/shIL-10R_1/TAg
zmiana ta byta istotna statystycznie. Cho¢ komorki dendrytyczne zebrane po uptywie 48 godzin od
transdukcji charakteryzowaty si¢ nizsza ekspresja czasteczeck MHC 1l niz te zebrane dobg
wczesniej, to pobudzenie DC pod wptywem uzycia wektorow LV byto nadal utrzymane. Wyjatek
stanowily komorki transdukowane sekwencjg shIL-10R 3, ktore charakteryzowaly si¢ znaczaco
nizsza ekspresjg antygenow MHC II (Ryc. 54 A). Odnotowano takze zwigkszenie aktywnos$ci
migracyjnej DC, o czym $wiadczyl wzrost wartosci MFI dla czasteczek CCR7, szczegdlnie
po zastosowaniu sekwencji shiL-10R_2 (Ryc. 54 B). Ponadto wykazano, iz pod wptywem
transdukcji LV doszlo do zwigkszenia ekspresji czasteczek kostymulujagcych — CD40, CD80
i CD86, szczegdlnie po uptywie 48 godzin od transdukcji. Chociaz w odniesieniu do kontroli
nietransdukowanej, poziom ekspresji tych antygenow powierzchniowych byt zwigkszony,
to w porownaniu do pozostatych modyfikowanych DC, komorki z grupy DC/shIL-10R_3/TAg byty
najstabiej pobudzone (Ryc. 54 C-E).
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Ryc. 55. Indukowana za pomocg IL-10 fosforylacja czynnika STAT3 w komorkach dendrytycznych
z wyciszong ekspresja IL-10R okre§lana po uplywie 24 oraz 48 godzin od transdukcji lentiwirusowej
i stymulacji TAg. Po uplywie 24 oraz 48 godzin od transdukcji lentiwirusowej (schemat do$wiadczenia
na Ryc. 52 A) komorki dendrytyczne stymulowano rm IL-10 (1 ug/ml) przez 15 minut. Po tym czasie komorki
permeabilizowano i utrwalano, a nastgpnie wéréd komoérek CD11c¢* okreslono poziom ekspresji czynnika pSTAT3
przedstawionej jako $rednia intensywnos¢ fluorescencji (MFI). Na wykresach przedstawiono usrednione wartosci
(+SD) uzyskane z testu przeprowadzonego w szeSciu powtorzeniach. Na histogramach zamieszczono ekspresje
pSTAT3 w DC reprezentatywne dla kazdej grupy doswiadczalnej. Analiz¢ statystyczng przeprowadzono
za pomocg parametrycznego testu ANOVA i testu post hoc Tukey’a. Znaki ,#” znajdujace si¢ nad stupkami
oznaczaja istotno$¢ statystyczna pomiedzy dana grupa a nietransdukowana grupa kontrolng — DC/TAQ; pozostate
istotno$ci pomiedzy grupami sg prezentowane w formie klamer i znakow ,,*” (*p<0,05; **#p<0,01; ***p<0,001;
****/####p<0'0001).
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Okreslono wplyw wyciszenia receptora IL-10 na fosforylacje czynnika transkrypcyjnego
STAT3 (Ryc. 55 A). Wykazano, ze zmodyfikowane komorki dendrytyczne stymulowane 1L-10
cechowata wyzsza ekspresja pSTAT3 w porownaniu do DC/TAg. Bylo to szczegdlnie widoczne
w komorkach, ktore transdukowano z wykorzystaniem sekwencji shN, shIL-10R_2 lub
shiL-10R_3. Po uptywie 24 godzin od transdukcji LV najmniejsza fosforylacje badanego biatka
odnotowano w grupie DC/shIL-10R_1/TAg, a efekt ten byl utrzymany w 48-godzinnych
transduktantach. W przypadku komoérek DC/shIL-10R_3/TAg zebranych po 48 godzinach
od transdukcji odnotowano podobng zalezno$s¢ — poziom ekspresji pSTAT3 byt podobny,
jak w grupach DC/TAg lub DC/shIL-10R_1/TAg (Ryc. 55 B).

Ocenie poddano takze zdolno$¢ zmodyfikowanych DC do tworzenia odpowiedzi
przeciwnowotworowej — w tym celu DC zebrane po 24 oraz 48-godzinach od transdukcji
i stymulacji TAg wykorzystano do pierwotnego pobudzenia dziewiczych splenocytéw. Nastepnie
analizowano wydzielanie ziaren cytolitycznych (CD107a*) przez pobudzone splenocyty oraz
aktywnosc¢ cytotoksyczng komorek sledzionowych wzgledem komorek nowotworowych (Ryc. 56).
Znaczaco wyzszy odsetek komorek CD107a*CD8* oraz CD107a*NK odnotowano w grupie,
w ktorej do pobudzenia komorek sledzionowych zastosowano 24-godzinne transduktanty DC/shIL-
10R_1/TAg (splc + DC/shIL-10R_1/TAg). Niemniej jednak DC zebrane po uptywie 48 godzin od
transdukcji, silniej stymulowaty komorki $ledzionowe do ekspozycji ziaren cytolitycznych,
w porownaniu do DC zebranych dobg wczesniej. Ponadto w odniesieniu do grupy splc + DC/TAg,
splenocyty pobudzane przez 48-godzinne transduktanty DC/shN/TAg lub DC/shIL-10R_3/TAg
indukowaly mniejszy odsetek komorek CD107a*CD8*, a w przypadku tej ostatniej grupy
obserwowano takze najmniejszy udzial procentowy komorek CD107a*NK.

Nalezy takze podkresli¢, ze komorki sledzionowe pobudzone przez komorki dendrytyczne
transdukowane sekwencja shIL-10R_1 skutecznie eliminowaty komorki nowotworowe MC3S8.
W grupie splc + DC/shIL-10R_1/TAg wykazano najwicksza aktywno$¢ cytotoksyczng
splenocytow, szczegolnie gdy do ich pobudzenia wykorzystano 48-godzinne transduktanty
DC/shIL-10R_1/TAg. Analiza profilu cytokinowego znad pierwotnie stymulowanych komorek
$ledzionowych wykazata, ze pod wplywem zastosowania transdukowanych DC z jednej strony
nastgpito obnizenie zdolnosci splenocytéw do produkcji IFN-y, a z drugiej — komorki te wydzielaty
wigcej IL-10 do $rodowiska. Najnizsze stgzenie IFN-y wykazano w grupie splc + DC/shN/TAg,
natomiast najwyzsze stezenie IL-10 odnotowano w grupie splc + DC/shIL-10R_1/TAg.
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Ryc. 56. Zdolno$¢ komoérek dendrytycznych z wyciszong ekspresja IL-10R do pierwotnego pobudzenia
komorek $ledzionowych. Po uptywie 24 oraz 48 godzin od transdukcji lentiwirusowej (schemat doswiadczenia
na Ryc. 52 A), DC wykorzystano w 5-dniowej hodowli mieszanej ze splenocytami (splc) pochodzgcymi
od zdrowej myszy. Odsetek komérek CD107a* okreslono wérod limfocytow T CD8* (A) i komérek NK (B)
po 2-godzinnej inkubacji pobudzonych splenocytow z komoérkami MC38. Na histogramach zamieszczono
ekspresje czasteczek CD107a reprezentatywne dla kazdej grupy doswiadczalnej. Aktywno$¢ cytotoksyczng
efektorowych splenocytéw wobec komorek nowotworowych przedstawiono jako odsetek martwych komorek
MC38 po 4-godzinnej inkubacji z komorkami efektorowymi w stosunku wynoszacym 1:10 (C) i 1:30 (D). Stezenie
IFN-y (E) i IL-10 (F) oceniano w nadsaczach znad 5-dniowej hodowli mieszanej transdukowanych DC i komorek
$ledzionowych. Na wykresach przedstawiono usrednione warto$ci (+SD) uzyskane z testu przeprowadzonego
w szesciu powtorzeniach. Analizg statystyczna przeprowadzono za pomoca parametrycznego testu ANOVA i testu
post hoc Tukey’a (A-F). Znaki ,,#” znajdujgce sie nad stupkami oznaczajg istotno$¢ statystyczng pomi¢dzy dang
grupg a grupg kontrolng — splc + DC/TAQ; pozostale istotno$ci pomigdzy grupami sg prezentowane w formie
klamer i znakow ,,*” (*#p<0,05; ***p<0,01; ****##p<0,001; #**p<0,0001).
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4.4.4. Podsumowanie

Sposrod badanych sekwencji sShRNA wybrano sekwencje shIL-10R_1. T¢ decyzje podjeto
na podstawie najnizszej ekspresji genu I110ra odnotowanej po uptywie 48 godzin od transdukcji
LV i stymulacji TAg. Komérki dendrytyczne modyfikowane wektorami niosgcymi te sekwencje
zostaty wydajnie stransdukowane o czym $wiadczyt wysoki odsetek komorek EGFP*. W grupie
DC/shIL-10R_1/TAg odnotowano umiarkowane obnizenie zywotnosci a takze ekspresji czasteczki
CD1ic*, jednak rezultatem transdukcji  lentiwirusowej bylo  pobudzenie = DC,
co potwierdzono zwigkszeniem ekspresji badanych antygendéw powierzchniowych. Ponadto DC
transdukowane sekwencja shIL-10R 1 cechowala nizsza ekspresja pSTAT3 w odpowiedzi na
stymulacj¢ przez IL-10 pochodzenia egzogennego, w porownaniu do komoérek z grupy
DC/shN/TAg. Dalsze analizy potwierdzily wptyw obnizenia ekspresji IL-10R w komorkach
dendrytycznych stymulowanych TAg na ich zwigkszong zdolno$¢ do tworzenia swoistej
odpowiedzi przeciwnowotworowej. Komorki $ledzionowe pobudzone przez 48-godzinne
transduktanty DC/shIL-10R_1/TAg charakteryzowaly si¢ najwicksza aktywnoScia cytotoksyczng
wobec komorek MC38, w porownaniu do pozostatych grup.

Podsumowujac,  zablokowanie  supresorowego  wplywu  IL-10  pochodzenia
nowotworowego, wymaga zebrania szczepionkowych komorek dendrytycznych po uptywie
48 godzin od transdukcji lentiwirusowej i stymulacji TAg. W przeciwnym razie, okologuzowe
podanie DC zebranych po uplywie 24 godzin od zastosowania wektorow LV, wptynie
na wytworzenie stabszej odpowiedzi przeciwnowotworowej — glownie ze wzgledu na wyzsza
ekspresje IL-10R, a tym samym wicksza wrazliwos¢ szczepionkowych DC na IL-10.
W zaplanowanym ostatnim doswiadczeniu terapeutycznym zostang wykorzystane Szczepionki
komorkowe na bazie DC zmodyfikowanych sekwencja shIL-10R_1 i stymulowanych TAg
(w dalszej czesci opisu  wynikdbw ta  sekwencja bedzie okreslana  mianem
shiL-10R).
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4.5. OKreSlenie efektu przeciwnowotworowego chemioimmunoterapii z udzialem
MTX lub HES-MTX oraz szczepionek komoérkowych na bazie dojrzalych

komorek dendrytycznych z wyciszong ekspresja receptora IL-10

W ostatnim etapie badan przeprowadzono doswiadczenie, w ktorym myszy obarczone
nowotworem MC38 otrzymaly skojarzong terapi¢ opartg na chemioterapeutyku oraz szczepionkach
komoérkowych na bazie DC poddanych transdukcji lentiwirusowej prowadzacej do wyciszenia
ekspresji IL-10R. Jak zostato przedstawione na Ryc. 57 A, okotoguzowe podanie szczepionkowych
DC rozpoczeto 3. dnia po dozylnym podaniu chemioterapeutykéw. Podobnie jak w poprzednim
doswiadczeniu terapeutycznym, zaplanowano trzykrotne iniekcje szczepionek komoérkowych
w tygodniowych odstepach. Aby oceni¢ wpltyw skojarzonej terapii na zmiany w lokalnej
i ogodlnoustrojowej odpowiedzi przeciwnowotworowej, siddmego dnia po ostatnim podaniu

komorek dendrytycznych, od myszy pobrano guzy nowotworowe, wezty chtonne oraz sledziony.

45.1. Wzrost guzow MC38 u myszy poddanych chemioimmunoterapii

Pomiary objetosci guzéw prowadzone podczas trwania doswiadczenia terapeutycznego
umozliwity sporzadzenie krzywych wzrostu guza oraz okreslenie zahamowania rozwoju
nowotworu w odniesieniu do kontroli nietraktowanej (Ryc. 57). Na podstawie wartosci TGI
stwierdzono, ze zastosowanie w terapii MTX, zarbwno w formie monoterapii, jak réwniez
w potaczeniu z immunoterapig spowolnito wzrost nowotworu, lecz jedynie w umiarkowanym
stopniu. Sposrod grup myszy otrzymujacych MTX, najwyzsza wartos¢ TGI (28%) obliczono dla
grupy MTX + DC/shIL-10R/TAg (Ryc. 57 B-D).

Rezultatem zastosowania HES-MTX jako chemioterapeutyku byto znaczace wyhamowanie
rozwoju nowotworu. Odnotowano, ze w grupie myszy traktowanych nanokoniugatem w formie
monoterapii guzy miaty o 44% mniejszg objetos¢ niz guzy w grupie kontrolnej. Pomimo iz
uzupeknienie terapii o podanie niemodyfikowanych DC/TAg nie poglebito tego efektu (TGI 39%),
to zastosowanie DC transdukowanych wektorami lentiwirusowymi przyczynito si¢ do znacznego
ograniczenia wzrostu nowotworu. W grupie myszy otrzymujacych HES-MTX + DC/shN/TAg
obliczone TGI wynosito 54%, natomiast zastosowanie nanokoniugatu i szczepionek komorkowych
na bazie DC z wyciszong ekspresja IL-10R (HES-MTX + DC/shIL-10R/TAg) spowodowato
najwigksze zahamowanie wzrostu nowotworu — w tej grupie otrzymana warto$¢ TGI wynosila az

77% (Ryc. 57 B-D).
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Ryc. 57. Wzrost guzow MC38 u myszy poddanych chemioimmunoterapii z udzialem metotreksatu lub
nanokoniugatu HES-MTX oraz komérek dendrytycznych z wyciszona ekspresja IL-10R i stymulowanych
antygenami nowotworowymi. Myszom z rosngcymi podskornie guzami MC38 dozylnie (i.v.) podano
metotreksat (MTX) lub nanokoniugat (HES-MTX) w dawce 20 mg/kg, a nastepnie trzeciego dnia rozpoczeto
trzykrotne okotoguzowe (p.t.) podania komoérek dendrytycznych z wyciszong ekspresja IL-10R i stymulowanych
antygenami nowotworowymi (DC/shIL-10R/TAg). Schemat do$wiadczenia (A). Mediany objetosci guzow
wyznaczonych na podstawie pomiarow prowadzonych co 3-5 dni (B). Mediany objetosci guzow zmierzonych
w 23. dniu terapii (C). Wartosci zahamowania wzrostu nowotworu (TGI) obliczone dla 23. dnia terapii
w odniesieniu do kontroli nietraktowanej (nt) (D). Analiz¢ statystyczna przeprowadzono za pomoca
parametrycznego dwuczynnikowego testu ANOVA i post hoc testu Bonferroniego. Znaki ,.#” znajdujace si¢ nad
stupkami oznaczajg istotno$¢ statystyczna pomi¢dzy dana grupa a nietransdukowana grupa kontrolng — nt;
pozostate istotno$ci pomiedzy grupami sg prezentowane w formie klamer i znakow ,,*” (*p<0,05; **p<0,01;
***p<0,001; ****/####p<0,0001).
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45.2. Ocena lokalnej odpowiedzi przeciwnowotworowej u myszy poddanych

chemioimmunoterapii
452.1. Populacje komorek limfoidalnych w guzach MC38

Aby okreslic wplyw zastosowania skojarzonej terapii na zmiany w wielkosci populacji
komorek limfoidalnych naptywajacych do tkanki guzéw, przeprowadzono analiz¢ cytometryczng
zgodnie ze schematem prezentowanym na Ryc. 10 w podrozdziale 4.2.2.1. Wyznaczono ogolny
odsetek komorek CD45" w tkance guzow, a wérdd nich oszacowano odsetek poszczegdlnych
populacji limfocytow T (CD8*, CD4" oraz Treg), komoérek CD19", NK i NKT. Ponadto
na podstawie ekspresji czasteczek CD44 oraz CD62L, wsrdd limfocytow T okreslono wielkosci

populacji komorek efektorowych i pamigci.
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Ryc. 58. Ocena nacieku leukocytéw w guzach nowotworowych MC38 pobranych od myszy poddanych
chemioimmunoterapii. Na wykresie stupkowym przedstawiono usrednione warto$ci (+SD) odsetka komodrek
CDA45* uzyskane podczas analizy guzoéw pobranych od 6-8 myszy/grupe (zgodnie ze schematem przedstawionym
na Ryc. 10) (A). Na wykresie punkowym przedstawiono rozmiar guzéw MC38 mierzonych w 23. dniu terapii oraz
wielko$¢ nacieku komoérek CD45" do tkanki guza przygotowany dla kazdej myszy w do$wiadczeniu
terapeutycznym (B). Heat-mapa korelacji pomiedzy wielko$cig guzow a udziatem procentowym populacji CD45*
w kazdej z grup badanych, wyliczonej z wykorzystaniem nieparametrycznego testu korelacji Spearman’a.
W poszczegdlnych polach mapy zamieszczono otrzymane wartosci s (C). Analizg statystyczng przeprowadzono
za pomoca parametrycznego testu ANOVA i testu post hoc Tukey’a (A). Znaki ,.#” znajdujace si¢ nad stupkami
oznaczajg istotno$é statystyczng pomiedzy dang grupa a grupa kontrolng — nt (p<0,05; #p<0,01). Znak ,,*” na
wykresie (C) wskazuje na istotno$¢ statystyczng wyliczonej korelacji *p<0,05.

Analiza cytometryczna komorek CD45" wyizolowanych z tkanki guzow wykazata,
ze ich zwiekszony naptyw do tkanki nowotworowej wywotata skojarzona terapia. W wyniku
podania szczepionek komodrkowych na bazie transdukowanych DC, w szczeg6lnosci
DC/shIL-10R/TAg, obserwowano najwyzszy udzial procentowy leukocytow, lecz pomiedzy
grupami myszy otrzymujagcymi DC z wyciszong ekspresja IL-10R, nie stwierdzono istotnych

statystycznie roznic (Ryc. 58 A). Na podstawie pomiaru objetosci guza prowadzonego
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indywidualnie dla kazdej myszy oraz okreslonego odsetka leukocytow w tkance tych guzow,
obliczono korelacje a z otrzymanych wartosci rs sporzadzono heat-mape. Sposrod wszystkich grup
myszy istotng statystycznie korelacj¢ odnotowano w grupie HES-MTX + DC/TAg (rs = -0,9).
Otrzymana warto$¢ I's wskazywata na silng korelacj¢ negatywng — wigkszej infiltracji leukocytow
towarzyszyla mniejsza objgtos¢ guzoéw. W pozostatych grupach myszy wyliczone korelacje
nie byly istotne statystycznie, a otrzymane wartosci s wskazuja na staba korelacje negatywng
w przypadku grupy nietraktowanej (rs = -0,2) oraz grup chemioterapeutycznych (MTX rs = -0,3;
HES-MTX rs = -0,1). Natomiast w przypadku grup myszy otrzymujacych skojarzong terapi¢

odnotowano dodatnie wartosci rsz zakresu 0,1-0,3.
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Ryc. 59. Ocena nacieku i stopnia pobudzenia limfocytow T w guzach nowotworowych MC38 pobranych od
myszy poddanych chemioimmunoterapii. Wsrod komérek CD45*DAPI™ w tkance guza, zidentyfikowano
populacje limfocytoéw T CD8" (A) i CD4" (B) i limfocytow Treg okreslonych wsrdd limfocytow T CD4* (C)
(zgodnie ze schematem analizy przedstawionej na Ryc. 10). Zidentyfikowano subpopulacje komorek
efektorowych (CD44*CD62L") wsréd populacji limfocytéow T CD8* (D), CD4* (E) i Treg (F). Na wykresach
przedstawiono usrednione warto$ci (+SD) uzyskane podczas analizy guzdéw pobranych od 6-8 myszy/grupe.
Analize statystyczng przeprowadzono za pomocg parametrycznego testu ANOVA i testu post hoc Tukey’a (E);
nieparametrycznego testu Kruskalla-Wallisa i testu post hoc Dunna (D,F) lub testu ANOVA w modyfikacji
Browna-Forsythe’a i Welcha i testu post hoc T3 Dunnetta (A-C). Znaki ,,#” znajdujgce sie nad stupkami oznaczajg
istotno$¢ statystyczna pomiedzy dang grupa a grupa kontrolng — nt; pozostate istotnosci pomigdzy grupami sa
prezentowane w formie klamer i znakow ,,*” (*#p<0,05; **#p<0,01; ***##p<0,001; ****##pn<0,0001).

Oceniajac wielko$¢ populacii limfocytow T CD8" wykazano, ze zwiekszenie odsetka tych

komorek nastapito jedynie po zastosowaniu skojarzonej terapii przeciwnowotworowej. W grupach

myszy otrzymujacych MTX lub HES-MTX oraz niemodyfikowane DC/TAg odnotowano niewielKki
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wzrost odsetka komoérek CDS8*, a najkorzystniejszy efekt zostat wywotany, gdy w terapii
wykorzystano transdukowane DC. W przeciwienstwie do MTX, zastosowanie HES-MTX
uzupetnione o DC/shIL-10R/TAg znaczaco wptyneto na zwigkszong infiltracj¢ tkanki guzow przez
limfocyty T CD8". Pomimo ze najwyzszy odsetek badanych komorek obserwowano w grupach
HES-MTX + DC/shN/TAg oraz HES-MTX + DC/shIL-10R/TAg, to pomiedzy nimi nie wykazano
znaczacych roznic (Ryc. 59 A). Chociaz we wszystkich grupach myszy otrzymujacych szczepionki
na bazie DC wykazano zwigkszony naptyw limfocytow T CD4" do tkanki guzow, to zmiany istotne
statystycznie obserwowano jedynie, gdy podanie DC bylto poprzedzone zastosowaniem HES-MTX.
Wykorzystanie nanokoniugatu oraz DC/shIL-10R/TAg spowodowato gwaltowny wzrost odsetka
komorek CD4", nie tylko w odniesieniu do pozostatych grup myszy otrzymujacych HES-MTX,
lecz takze w poréwnaniu do grupy MTX + DC/shIL-10R/TAg (Ryc. 59 B). W guzach pobranych
od myszy otrzymujacych immunoterapig¢, niezaleznie od rodzaju zastosowanych DC, odnotowano
znaczne zmniejszenie udzialu procentowego limfocytow T regulatorowych. Swiadczy to o tym,
ze zastosowanie DC jest wystarczajace do zmniejszenia naptywu limfocytow Treg do tkanki
nowotworu, a obnizenie wrazliwosci DC na IL-10 nie poglebito tego efektu (Ryc. 59 C).

Wprawdzie przewazajgca wigkszos¢ limfocytow T naptywajacych do tkanki guzow okazata
si¢ pobudzonymi komorkami, jednak wynikiem podawania szczepionek na bazie
zmodyfikowanych DC byto dodatkowe zwigkszenie udzialu procentowego efektorowych
limfocytow T CD4* i CD8" (Ryc. 59 D, E). W przypadku efektorowych limfocytow Treg najnizszy
odsetek tych komorek wykazano w grupie MTX + DC/shN/TAg, a najwyzszy — W grupie
HES-MTX + DC/shIL-10R/TAg (Ryc. 59 F).
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Ryc. 60. Ocena nacieku komoérek limfoidalnych w guzach nowotworowych MC38 pobranych od myszy
poddanych chemioimmunoterapii. Wérod komorek CD45*DAPI™9 w tkance guza, zidentyfikowano populacje
limfocytow CD19" (A) komoérek NK (B) i komorek NKT (C) (zgodnie ze schematem analizy przedstawionej na
Ryc. 10). Na wykresach przedstawiono usrednione warto$ci (+SD) uzyskane podczas analizy guzéw pobranych
od 6-8 myszy/grupe. Analize statystyczng przeprowadzono za pomocg parametrycznego testu ANOVA i testu post
hoc Tukey’a (B) lub nieparametrycznego testu Kruskalla-Wallisa i testu post hoc Dunna (A,C). Znaki ,#”
znajdujace si¢ nad stupkami oznaczajg istotnos$¢ statystyczng pomigdzy dang grupg a grupa kontrolng — nt;
pozostate istotnoéci pomiedzy grupami sg prezentowane w formie klamer i znakow ,,*” (**p<0,05; ***p<0,01;
***p<0,001; ###p<0,0001).
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Analiza wielkos$ci populacji limfocytow B naptywajacych do tkanki guzow wykazata, ze po
zastosowaniu chemioterapeutykéw w formie monoterapii doszto do zwigkszenia odsetka komorek
CD19". Podobny rezultat odnotowano w grupie MTX + DC/shiL-10R/TAg (Ryc. 60 A).
Nanokoniugat zastosowany oddzielnie, jak rowniez w potaczeniu z DC/TAg lub DC/shIL-10R/TAg
spowodowal zwiekszony naptyw komorek NK do tkanki guzow. Najwyzszy odsetek tych
komorek obserwowano w grupie HES-MTX + DC/shIL-10R/TAg i w poréwnaniu do grup
MTX + DC/shIL-10R/TAg oraz HES-MTX + DC/shN/TAg zmiana ta byla istotna statystycznie
(Ryc. 60 B). Rezultatem zastosowania immunoterapii, szczegolnie w grupach otrzymujacych
nanokoniugat, byl zwiekszony udziat procentowy komorek NKT. W odniesieniu do kontroli
nietraktowanej, wzrost odsetka tych komoérek obserwowano w guzach pobranych od myszy z grup:

HES-MTX + DC/TAg oraz HES-MTX + DC/shIL-10R/TAg (Ryc. 60 C).

4.5.2.2. Populacje komorek mieloidalnych w guzach MC38
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Ryc. 61. Ocena nacieku i stopnia pobudzenia komérek dendrytycznych w guzach nowotworowych myszy
poddanych chemioimmunoterapii. Wérdéd komorek CD45"DAPI™S w tkance guza zidentyfikowano populacje
DC (A) oraz okreslono ekspresje¢ czasteczek MHC 11 (B) oraz CD80 (C) na powierzchni tych komoérek (zgodnie
ze schematem analizy przedstawionej na Ryc. 14). Ekspresj¢ czasteczek MHC 11 i CD80 zaprezentowano jako
srednig intensywnos¢ fluorescencji (MFI). Na wykresach przedstawiono usrednione wartosci (+SD) uzyskane
podczas analizy guzow pobranych od 6-8 myszy/grupe. Na histogramach zamieszczono ekspresje czasteczek
MHC II lub CDS8O0 reprezentatywne dla kazdej grupy z doswiadczenia chemioimmunoterapeutycznego. Analizg
statystyczng przeprowadzono za pomocg parametrycznego testu ANOVA i testu post hoc Tukey’a (C);
nieparametrycznego testu Kruskalla-Wallisa i testu post hoc Dunna (A) lub testu ANOVA w modyfikacji Browna-
Forsythe’a i Welcha i testu post hoc T3 Dunnetta (B). Znaki ,,#” znajdujace si¢ nad stupkami oznaczajg istotnos$¢
statystyczng pomiedzy dang grupa a grupa kontrolna — nt; pozostale istotnosci pomigdzy grupami sa prezentowane
w formie klamer i znakow ,,*” (*#p<0,05; ***p<0,01; #*p<0,001).
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Podobnie jak podczas poprzednich doswiadczen terapeutycznych, w celu oceny wptywu
chemioimmunoterapii na zmiany w wielkosci populacji komorek mieloidalnych naptywajacych
do tkanki guzow, przeprowadzono analize cytometryczng zgodnie ze schematem prezentowanym
na Ryc. 14 w podrozdziale 4.2.2.2.

Podczas oceny wielkosci populacji DC w tkance nowotworowej nie odnotowano wptywu
zastosowanej terapii na znaczace zmiany w odsetku tych komorek (Ryc. 61 A). Analiza stopnia
pobudzenia DC w tkance guzow wykazata, ze w grupach MTX + DC/shN/TAg oraz
HES-MTX + DC/shIL-10R/TAg doszto do istotnego statystycznie obnizenia ekspresji czasteczek
MHC II i CD80 na powierzchni tych komoérek (Ryc. 61 B, C).
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Ryc. 62. Ocena nacieku i stopnia pobudzenia komérek supresorowych pochodzenia mieloidalnego
w guzach nowotworowych MC38 pobranych od myszy poddanych chemioimmunoterapii. Wsr6d komorek
CD45*DAPI™ w tkance guza zidentyfikowano populacje M-MDSC (A) i PMN-MDSC (C) na powierzchni
ktorych okreslono ekspresje czgsteczek CD80 (B, D) (zgodnie ze schematem analizy przedstawionej na Ryc. 14).
Ekspresje badanych czgsteczek przedstawiono jako $rednig intensywno$¢ fluorescencji (MFI). Na wykresach
przedstawiono usrednione wartosci (+SD) uzyskane podczas analizy guzéw pobranych od 6-8 myszy/grupe.
Na histogramach zamieszczono ekspresje czasteczek MHC II lub CDS80 reprezentatywne dla kazdej grupy
z doswiadczenia chemioimmunoterapeutyczneg0. Analiz¢ statystyczng przeprowadzono za pomoca
parametrycznego testu ANOVA i testu post hoc Tukey’a (A,C) lub nieparametrycznego testu Kruskalla-Wallisa
i testu post hoc Dunna (B,D). Znaki ,.#” znajdujace si¢ nad stupkami oznaczaja istotno$¢ statystyczng pomigdzy
dang grupa a grupa kontrolng — nt; pozostate istotnosci pomiedzy grupami sg prezentowane w formie klamer

i znakow ,,*” (**#p<0,01; #¥p<0,001).
Zastosowana skojarzona terapia nie wptyneta na wielko$¢ populacji komoérek M-MDSC
(Ryc. 62 A). Natomiast obserwowano zmniejszenie ekspresji czasteczki CD80 na powierzchni tych

komorek we wszystkich grupach terapeutycznych, w odniesieniu do kontroli nietraktowanej.
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Najnizsze wartosci MFI dla CD80 odnotowano w grupach MTX + DC/shN/TAg oraz
HES-MTX + DC/shIL-10R/TAg (Ryc. 62 B). W przypadku komorek PMN-MDSC wykazano, ze
zastosowanie szczepionek na bazie DC wptyneto na nieistotne statystycznie zmniejszenie odsetka
PMN-MDSC w tkance guzoéw. Najmniejsze udzialy procentowe tych komorek odnotowano
w grupach myszy traktowanych MTX + DC/shIL-10R/TAg oraz HES-MTX + DC/shiL-10R/TAg
(Ryc. 62 C). To sugeruje, ze zastosowanie DC o obnizonej wrazliwosci na IL-10 przyczynito sie
do mniejszej infiltracji tkanki nowotworu MC38 przez granulocytarng subpopulacje MDSC, jednak
ze wzgledu na brak istotnosci statystycznej wyniki sg trudne do jednoznacznej interpretacji.
Oceniajgc stopien pobudzenia komoérek PMN-MDSC wykazano, ze zastosowane terapie
nieznacznie zwigkszyly ekspresje czasteczek CD80 na powierzchni analizowanej populacji
komorek mieloidalnych (Ryc. 62 D).
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Ryc. 63. Ocena nacieku makrofagéow zwiazanych z nowotworem i okre§lenie zmian w proporcji populacji
tych komorek o réznej ekspresji czasteczki MHC II w tkance guzow MC38 pobranych od myszy poddanych
chemioimmunoterapii. Wsrod komoérek CD45DAPI™?® w tkance guza zidentyfikowano populacje TAM (A)
wérod ktorych na podstawie ekspresji czasteczki MHC II, wyodrebniono komérki TAM MHC 1M (B) i TAM
MHC 11" (C). Usrednione wartosci ilorazu odsetka komérek TAM MHC 119" oraz TAM MHC I1'°% (D) uzyskane
podczas analizy guzéw pobranych od 6-8 myszy/grupe. Analize statystyczng przeprowadzono za pomocg
parametrycznego testu ANOVA i testu post hoc Tukey’a (A) lub testu ANOVA w modyfikacji Browna-Forsythe’a
i Welcha i testu post hoc T3 Dunnetta (B-D). Znaki ,.#” znajdujgce si¢ nad slupkami oznaczajg istotno$¢
statystyczng pomiedzy dang grupg a grupg kontrolna — nt; pozostale istotnosci pomigdzy grupami sg prezentowane
w formie klamer i znakow ,,*” (**#p<0,05; ***p<0,01).
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Kolejng populacja komorek oceniang wsrod komorek mieloidalnych w  tkance
nowotworowej byty makrofagi zwigzane z nowotworem (TAM). Analiza cytometryczna wykazata,
ze jedynie terapia z udzialem nanokoniugatu wptyngta na zmniejszenie naptywu tych komorek
do tkanki guzoéw, a najnizszy udzial procentowy TAM odnotowano w grupie
HES-MTX + DC/shIL-10R/TAg (Ryc. 63 A). Ponadto po zastosowaniu terapii sktadajacej sie
z nanokoniugatu oraz DC o wyciszonej ekspresji IL-10R obserwowano z jednej strony najwyzszy
odsetek komérek TAM MHC 11" a z drugiej — najnizszy odsetek komérek TAM MHC II'™%
(Ryc. 63 B, C). W tej grupie myszy odnotowano takze najwyzszy wspotczynnik TAM MHC
119" TAM MHC 11" (Ryc. 63 D).
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Ryc. 64. Ocena nacieku i polaryzacji makrofagow w guzach nowotworowych MC38 pobranych od myszy
poddanych chemioimmunoterapii. Wsrod komorek CD45*DAPI™ w tkance guza zidentyfikowano populacje
Mf (A). Sposrod komorek mieloidalnych (CD11b*), na podstawie wewnatrzkomorkowej ekspresji czasteczki
CD206, wyodrebniono populacje makrofagéw typu M1 (F4/807°CD2067) i M2 (F4/80*CD206*) (zgodnie ze
schematem analizy przedstawionej na Ryc. 14) i wyznaczono wartosci ilorazu odsetka komorek typu M1 oraz
odsetka komorek typu M2 (B). Na wykresach przedstawiono usrednione wartosci (+SD) uzyskane podczas analizy
guzoéw pobranych od 6-8 myszy/grupe. Analize statystyczng przeprowadzono za pomocg parametrycznego testu
ANOVA i testu post hoc Tukey’a (A, B). Znaki ,,#” znajdujace si¢ nad stupkami oznaczajg istotno$¢ statystyczng
pomi¢dzy dang grupa a grupa kontrolng — nt; pozostate istotnosci pomigdzy grupami sg prezentowane w formie
klamer i znakow ,,*” (*#p<0,05; **#p<0,01; ***##p<0,001; ****p<0,0001).

W dalszym etapie wieloparametrycznej analizy okreslono odsetek makrofagow obecnych
w tkance guzéw, a takze oceniono kierunek polaryzacji wszystkich makrofagow wystepujacych
W nowotworze na podstawie ekspresji czgsteczki CD206. Rezultatem zastosowania immunoterapii
byto gwattowne obnizenie odsetka Mf, zar6wno w odniesieniu do kontroli nietraktowanej, jak
réwniez w stosunku do grup otrzymujacych jedynie chemioterapeutyki. Niemniej jednak pomigdzy
grupami, ktorym podawano DC nie obserwowano istotnych statystycznie roznic (Ryc. 64 A).

Ocena ekspresji czasteczki CD206 wykazata, ze tylko terapia sktadajaca si¢ z HES-
MTX + DC/shlL-10R/TAg spowodowata polaryzacj¢ makrofagow wystepujacych w nowotworze

w kierunku komorek typu M1. Swiadczy o tym najwyzszy wspotczynnik M1/M2, a zmiana ta byta
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istotna statystycznie w odniesieniu do grupy nietraktowanej oraz MTX + DC/shIL-10R/TAg
(Ryc. 64 B).

4.5.2.3. Populacje komorek limfoidalnych w weztach chtonnych drenujgcych nowotwor

Wykorzystujac analiz¢ cytometryczng, ktorej schemat przedstawiono na Ryc. 38
w podrozdziale 4.3.2.3 wsréd komorek wyizolowanych z weztéw chtonnych drenujacych

nowotwor MC38 wykazano zmiany w populacjach komorek limfoidalnych.
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Ryc. 65. Ocena odsetka i poziomu aktywacji limfocytow T w wezlach chlonnych drenujgcych nowotwor
MC38 myszy poddanych chemioimmunoterapii. Wsréd komorek CD45*DAPI™ w weztach chtonnych,
zidentyfikowano populacje limfocytow T CD8* (A) i CD4* (D). Na podstawie ekspresji czasteczek CD44 i CD62L
wyodrebniono subpopulacje komorek efektorowych (CD62L"CD44%) oraz komorek pamieci (CD62L*CD44%).
wsrod populacji limfocytow T CD8* (B, C) i CD4* (E, F). Na wykresach przedstawiono usrednione wartosci
(+SD) uzyskane podczas analizy guzow pobranych od 6-8 myszy/grupe. Analize¢ statystyczng przeprowadzono za
pomoca parametrycznego testu ANOVA i testu post hoc Tukey’a (A,B); nieparametrycznego testu Kruskalla-
Wallisa i testu post hoc Dunna (C,F) lub testu ANOVA w modyfikacji Browna-Forsythe’a i Welcha i testu post
hoc T3 Dunnetta (D,E). Znaki ,,#” znajdujace sie nad stupkami oznaczajg istotno$¢ statystyczng pomiedzy dang
grupa a grupg kontrolng — nt; pozostate istotno$ci pomigdzy grupami sg prezentowane w formie klamer i znakow
”*” (*/#p<0105; **/##p<0,01; ***/###p<0’001; ****/####p<0’0001)_

Obnizenie odsetka limfocytow T CD8" w weztach chtonnych odnotowano jedynie w grupie
MTX + DC/shN/TAg, w pozostatych grupach wielkos¢ populacji tych komorek utrzymata si¢ na
poziomie kontroli nietraktowanej (Ryc. 65 A). Rezultatem zastosowania skojarzonej terapii byt

blisko 2-krotny wzrost odsetka efektorowych komorek CD8", w odniesieniu do kontroli

nietraktowanej lub monoterapii (Ryc. 65 B). W przypadku limfocytow T CD8" pamieci, decydujacy
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wplyw na wzrost populacji miato podanie HES-MTX, a najwyzszy odsetek tych komorek
obserwowano w grupach: HES-MTX oraz HES-MTX + DC/shIL-10R/TAg (Ryc. 65 C).

Cho¢ w weztach chlonnych pobranych od myszy otrzymujacych chemioterapeutyki
w formie monoterapii odnotowano nieistotne statystycznie zwiekszenie udzialu procentowego
limfocytow T CD4", to zmiany w stopniu ich pobudzenia zostalty wywotane po zastosowaniu
skojarzonej terapii (Ryc. 65 D). Zwieckszenie wielkosci populacji efektorowych limfocytow T CD4*
odnotowano po zastosowaniu szczepionek na bazie DC, szczegdlnie w  grupach
MTX + DC/shN/TAg oraz HES-MTX + DC/shIL-10R/TAg, a w tej ostatniej — wykazano
najwyzszy odsetek komorek pamigci (Ryc. 65 E, F). Porownujgc obie grupy myszy, ktore
otrzymywaty DC/shIL-10R/TAg, wigksze pobudzenie limfocytow T stwierdzono w grupie myszy
traktowanych HES-MTX + DC/shlL-10R/TAg.
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Ryc. 66. Ocena odsetka komoérek limfoidalnych w wezlach chlonnych drenujacych nowotwor MC38 myszy
poddanych chemioimmunoterapii. W trakcie wieloparametrycznej analizy cytometrycznej wérod komorek
CDA45*DAPI™ w weztach chtonnych, zidentyfikowano populacje limfocytow CD19* (A), komorek NK (B) oraz
komorek NKT (C). Na wykresach przedstawiono usrednione wartosci (+SD) uzyskane podczas analizy weztow
chtonnych pobranych od 6-8 myszy/grupe. Analize statystyczng przeprowadzono za pomoca parametrycznego
testu ANOVA i testu post hoc Tukey’a (B) lub nieparametrycznego testu Kruskalla-Wallisa i testu post hoc Dunna
(A,C). Znaki ,,#” znajdujace si¢ nad stupkami oznaczaja istotnos$¢ statystyczng pomiedzy dang grupa a grupa
kontrolng — nt; pozostale istotnosci pomiedzy grupami sg prezentowane w formie klamer i znakow ,,*” (*#p<0,05;
ekl
p<0,01).

Analiza wielko$ci populacji limfocytow B wykazata, ze w odniesieniu do grup
chemioterapeutycznych, uzupelienie terapii o transdukowane DC  spowodowato
zwickszenie odsetka komoérek CD19" w weztach chlonnych. Najwiekszg warto$¢ udziatu
procentowego limfocytow B odnotowano w grupie MTX + DC/shN/TAg (Ryc. 66 A).
W przypadku populacji komorek NK stwierdzono zwigkszenie ich udziatu procentowego w grupie
HES-MTX + DC/shIL-10R/TAg, a zmiana ta byla istotna statystycznie w odniesieniu do grupy
HES-MTX + DC/shN/TAg (Ryc. 66 B). Z kolei, w obrgbie populacji komorek NKT wzrost odsetka
tych komorek nastagpit w obu grupach myszy otrzymujacych DC/TAg oraz w grupie

HES-MTX + DC/shIL-10R/TAg (Ryc. 66 C).
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4.5.2.4. Aktywnos¢ komorek dendrytycznych w  weztach chionnych drenujgcych

nowotwor MC38
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Ryc. 67. Ocena odsetka komérek dendrytycznych oraz stopnia ich pobudzenia w wezlach chlonnych
drenujacych nowotwor MC38 myszy poddanych chemioimmunoterapii. Wér6d komorek CD45"DAPI™9
w weztach chtonnych, zidentyfikowano populacje DC (A) na powierzchni ktorych okreslono ekspresje czasteczek
MHC 11 (B) i CD80 (C). Ekspresj¢ badanych czasteczek przedstawiono jako $rednig intensywno$¢ fluorescencji
(MFTI) uzyskana podczas analizy populacji DC. Na wykresach przedstawiono u§rednione wartosci (+SD) uzyskane
podczas analizy weztéw chtonnych pobranych od 6-8 myszy/grupe. Na histogramach zamieszczono ekspresje
czasteczek MHC II lub CD80 reprezentatywne dla kazdej grupy z do§wiadczenia chemioimmunoterapeutycznego.
Analize statystyczng przeprowadzono za pomocg parametrycznego testu ANOVA i testu post hoc Tukey’a (B,C)
lub testu ANOVA w modyfikacji Browna-Forsythe’a i Welcha i testu post hoc T3 Dunnetta (A). Znaki ,,#”
znajdujace si¢ nad shupkami oznaczajg istotno$¢ statystyczna pomigdzy dana grupa a grupa kontrolng — nt;
pozostate istotnosci pomiedzy grupami sg prezentowane w formie klamer i znakéw ,,*” (*/p<0,05; **p<0,01).
Wykorzystujac analiz¢ cytometryczng, ktorej schemat przedstawiono na Ryc. 41
w podrozdziale 4.3.2.4 okreslono wptyw zastosowania skojarzonej terapii na zmiany w aktywnosci
komorek dendrytycznych w weztach chtonnych. We wszystkich grupach myszy poddanych terapii
obserwowano zmniejszenie odsetka DC, a najnizszy udzial procentowy wykazano w grupie
MTX + DC/shIL-10R/TAg. Wyjatek stanowita grupa HES-MTX + DC/shIL-10R/TAg, w ktorej
wielko$¢ populacji DC utrzymata si¢ na poziomie obserwowanym dla kontroli nietraktowanej
(Ryc. 67 A). Ponadto komorki dendrytyczne zidentyfikowane w dtLN pobranych od myszy
otrzymujacych transdukowane DC, cechowata obnizona ekspresja czasteczek MHC 11, podczas gdy

ekspresja CD80 pozostata na niezmienionym poziomie (Ryc. 67 B, C).
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4.5.3. Ocena ogolnoustrojowej odpowiedzi przeciwnowotworowej u myszy poddanych

chemioimmunoterapii

453.1. Populacje komorek limfoidalnych w Sledzionach myszy obarczonych
nowotworem MC38
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Ryc. 68. Ocena odsetka i poziomu aktywacji limfocytéw T w §ledzionach myszy obarczonych nowotworem
MC38 i poddanych chemioimmunoterapii. Wérod komérek CD45 DAPI™ w §ledzionie, zidentyfikowano
populacje limfocytow T CD8* (A), limfocytow T CD4* (D) oraz limfocytéw Treg okreslonych wérod limfocytow
T CD4* (G) (zgodnie ze schematem analizy przedstawionej na Ryc. 21). Zidentyfikowano subpopulacje komorek
efektorowych (CD62L"CD44*) oraz komorek pamieci (CD62L*CD44%) wsrod populacji limfocytow T CD8*
(B, C), CD4* (E, F) i Treg (H, 1). Na wykresach przedstawiono usrednione warto$ci (+SD) uzyskane podczas
analizy $ledzion pobranych od 6-8 myszy/grupe. Analize statystyczng przeprowadzono za pomoca
parametrycznego testu ANOVA i testu post hoc Tukey’a (C-E,G-I) lub nieparametrycznego testu Kruskalla-
Wallisa i testu post hoc Dunna (A,B,F). Znaki ,,#” znajdujace sie nad stupkami oznaczajg istotno$¢ statystyczng
pomiedzy dang grupa a grupa kontrolng — nt; pozostate istotnosci pomigdzy grupami sa prezentowane w formie

klamer i znakow ,,*” (*#p<0,05; **##p<0,01; ***##p<(,001; ****###n<0 0001).
W kolejnym etapie oceniono wpltyw zastosowania chemioimmunoterapii z udzialem
nanokoniugatu i szczepionek komérkowych na bazie DC z wyciszong ekspresja IL-10R na zmiany
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w udziale procentowym komorek limfoidalnych w $ledzionie. W tym celu przeprowadzono
wieloparametryczng analize cytometryczng splenocytow zgodnie ze schematem prezentowanym
na Ryc. 21 w podrozdziale 4.2.3.1.

Ocena udziatu procentowego limfocytow T CD4" i CD8" w $ledzionach wykazata nieistotne
statystycznie zwickszenie odsetka tych komorek w grupie myszy traktowanych HES-MTX
w formie monoterapii. Zastosowanie szczepionek na bazie DC, niezaleznie od ich rodzaju,
spowodowato nieznaczne zmniejszenie wielko$ci populacji limfocytow T CD4" i CD8*. W grupach
myszy, ktore poza chemioterapeutykiem otrzymywaty zmodyfikowane DC, z jednej strony
obserwowano wzrost odsetka komorek efektorowych, natomiast z drugiej strony — obnizenie
udziatlu procentowego komorek pamieci w obu populacjach limfocytow T. Znaczgce zmniejszenie
odsetka komoérek pamigci wérod komoérek CD4" i CD8" obserwowano takze w grupach MTX
i HES-MTX (Ryc. 68 A-F). Ponadto wykazano nieistotne statystycznie zwigkszenie udziatu
procentowego limfocytow Treg we wszystkich grupach myszy poddanych terapii, z wyjatkiem
grupy MTX + DC/shIL-10R/TAg (Ryc. 68 G). Ocena stopnia pobudzenia komorek Treg wykazata,
ze zastosowanie chemioterapeutykow samodzielnie lub w potaczeniu z transdukowanymi DC
skutkowato zwigkszeniem odsetka komoérek efektorowych, przy jednoczesnym zmniejszeniu

wielkos$ci populacji komoérek pamieci (Ryc. 68 H, 1).
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Ryc. 69. Ocena odsetka komorek limfoidalnych w §ledzionach myszy obarczonych nowotworem MC38
i poddanych chemioimmunoterapii. Wsrod komoérek CD45 DAPI™ w §ledzionie zidentyfikowano populacje
limfocytow CD19* (A), komorek NK (B) oraz komoérek NKT (C) (zgodnie ze schematem analizy przedstawionej
na Ryc. 23). Na wykresach przedstawiono usrednione wartosci (+SD) uzyskane podczas analizy $ledzion
pobranych od 6-8 myszy/grupg. Analizg statystyczna przeprowadzono za pomoca nieparametrycznego testu
Kruskalla-Wallisa i testu post hoc Dunna (A-C). Znaki ,.#” znajdujace sie nad stupkami oznaczajg istotno$¢
statystyczng pomiedzy dang grupg a grupg kontrolng — nt; pozostate istotnos$ci pomigdzy grupami sg prezentowane

w formie klamer i znakow ,,*” (**p<0,05; #p<0,01; #¥p<0,001; ****p<0,0001).

Podczas oceny wielko$ci populacji komorek CD19* w $ledzionach pobranych od myszy
otrzymujacych chemioterapeutyki i DC/TAg odnotowano utrzymywanie si¢ odsetka
limfocytow B na poziomie kontroli nietraktowanej, a w przypadku pozostalych grup

terapeutycznych — niewielkie obnizenie udziatu procentowego tych komorek. Istotne statystycznie
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zmniejszenie wielkosci populacji komorek CD19" stwierdzono w grupie HES-MTX (Ryc. 69 A).
Wykorzystanie transdukowanych DC w skojarzonej terapii wplyneto na wzrost odsetka
komorek NK, w poréwnaniu do grupy nietraktowanej (Ryc. 69 B). Z kolei, po zastosowaniu
metotreksatu lub nanokoniugatu w potaczeniu z DC/shIL-10R/TAg nastgpito zwigkszenie
wielkosci populacji komorek NKT. Podobny efekt wywolala terapia sktadajagca sie
z HES-MTX + DC/shN/TAg (Ryc. 69 C).

453.2. Populacje komorek mieloidalnych w Sledzionach myszy obarczonych

nowotworem MC38

B *k *
_ 6000 ’L‘ ‘
&=
=2 "
£ 2 1000 ’”‘
=g
A 23
58
kK Fokkok * E = 2000+
T 2.0+ °
= z0 *kK = 2‘
© i S
5 1.5 i 0-
E 15 I II I Iv v VI VII VIl IX T T T T T
T 10? 10! 102 10% 104 105
] 1.0 MHC [I-A
3
g C
2 0.5
2
3 1000+
S o.0- =
I II I v v VI VII vill IX . E 800+
R Y
8 a
S 2 600
33
E.E) 400
X 3
=2 200-
<
=
0
I II 1 Iv v VI VII vill IX =
100 10t 102 108 104 1054
CD80-A
B I-nt B 1n-MTX [ - MTX+DC/TAg
[ 1V -MTX+DC/shN/TAg [ V-MTX+DC/shIL-10R/TAg Il VI-HES-MTX
] VII- HES-MTX+DC/TAg [ VI - HES-MTX+DC/shN/TAg [] IX-HES-MTX+DC/shIL-10R/TAg

Ryc. 70. Ocena odsetka i stopnia pobudzenia komérek dendrytycznych w $ledzionach myszy obarczonych
nowotworem MC38 i poddanych chemioimmunoterapii. Wsrod komorek CD45*DAPI™ w §ledzionie
zidentyfikowano populacje DC (A) oraz okre$lono ekspresje czasteczek MHC 11 (B) oraz CD80 (C)
na powierzchni tych komorek (zgodnie ze schematem analizy przedstawionej na Ryc. 24). Ekspresj¢ czasteczek
MHC 1I i CD80 zaprezentowano jako $rednig intensywno$¢ fluorescencji (MFI). Na wykresach przedstawiono
usrednione wartosci (+SD) uzyskane podczas analizy §ledzion pobranych od 6-8 myszy/grupe. Na histogramach
zamieszczono ekspresje czasteczek MHC 11 lub CD80 reprezentatywne dla kazdej grupy z do$wiadczenia
chemioimmunoterapeutycznego. Analiz¢ statystyczng przeprowadzono za pomocg parametrycznego testu
ANOVA i testu post hoc Tukey’a (B); nieparametrycznego testu Kruskalla-Wallisa i testu post hoc Dunna (C) lub
testu ANOVA w modyfikacji Browna-Forsythe’a i Welcha i testu post hoc T3 Dunnetta (A). Znaki ,.#” znajdujace
si¢ nad stupkami oznaczajg istotnos¢ statystyczng pomiedzy dang grupa a grupg kontrolng — nt; pozostate istotnosci
pomiedzy grupami s prezentowane w formie klamer i znakéw ,,*” (*p<0,05; **#p<0,01; ****#p<0,001,
****/####p<010001)_

W dalszym etapie oceny wpltywu skojarzonej terapii na zmiany w ogodlnoustrojowej

odpowiedzi przeciwnowotworowej, przeprowadzono analiz¢ wielkosci populacji komorek
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pochodzenia mieloidalnego (zgodnie ze schematem analizy przedstawionej na Ryc. 24
w podrozdziale 4.2.3.2). W przeciwienstwie do grup myszy otrzymujacych szczepionki komorkowe
oparte na niemodyfikowanych DC/TAg, uzupetnienie chemioterapii o transdukowane DC
spowodowato zwigkszenie wielkosci populacji DC wsrod komorek $ledzionowych. Istotne
statystycznie zwiekszenie odsetka DC odnotowano w grupie HES-MTX + DC/shN/TAg, a takze
HES-MTX (Ryc. 70 A). Ponadto w tych grupach wykazano obnizenie ekspres;ji czasteczek MHC
11 na powierzchni §ledzionowych DC (Ryc. 70 B). Zadna z zastosowanych terapii nie wptynela na
zmiany w poziomie ekspresji czgsteczek CD80 (Ryc. 70 C).
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Ryc. 71. Ocena odsetka i stopnia pobudzenia komérek supresorowych pochodzenia mieloidalnego
w §ledzionach myszy obarczonych nowotworem MC38 i poddanych chemioimmunoterapii. W$rod komorek
CD45*DAPI™8 w §ledzionie zidentyfikowano populacje M-MDSC (A) i PMN-MDSC (C) na powierzchni ktorych
okreslono ekspresje czasteczek CD80 (B, D) (zgodnie ze schematem analizy przedstawionej na Ryc. 24).
Ekspresj¢ badanych czasteczek przedstawiono jako $rednig intensywno$¢ fluorescencji (MFI). Na wykresach
przedstawiono usrednione wartosci (+SD) uzyskane podczas analizy §ledzion pobranych od 6-8 myszy/grupe. Na
histogramach zamieszczono ekspresje czasteczek CD80 reprezentatywne dla kazdej grupy z do$wiadczenia
chemioimmunoterapeutycznego. Analiz¢ statystyczng przeprowadzono za pomocg parametrycznego testu
ANOVA i testu post hoc Tukey’a (B-D) lub testu ANOVA w modyfikacji Browna-Forsythe’a i Welcha i testu
post hoc T3 Dunnetta (A). Znaki ,,#” znajdujace sie nad stupkami oznaczajg istotno$¢ statystyczng pomiedzy dang
grupg a grupg kontrolng — nt; pozostate istotno$ci pomigdzy grupami sg prezentowane w formie klamer i znakéw
¥ (*p<0,05; **p<0,01).

W grupach myszy, ktore poddano terapii (z wyjatkiem HES-MTX + DC/TAQ)
obserwowano zwigkszony udziat procentowy komérek M-MDSC w §ledzionie. Najwyzszy odsetek

tych komorek wykazano w grupie HES-MTX, jednak w poréwnaniu do kontroli nieleczonej istotne
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statystycznie zwigkszenie wielkosci tej populacji komoérek odnotowano w grupach
MTX + DC/shlL-10R/TAg oraz HES-MTX + DC/shN/TAg (Ryc. 71 A). Niewielkie obnizenie
poziomu ekspresji czasteczki CD80 na powierzchni $ledzionowych M-MDSC stwierdzono po
zastosowaniu HES-MTX w formie monoterapii (Ryc. 71 B). W przypadku populacji PMN-MDSC
wykazano, ze zmniejszenie odsetka tych komorek, cho¢ nieistotne statystycznie, nastgpito
po podaniu chemioterapeutykow stosowanych samodzielnie lub w polaczeniu ze szczepionkami
na bazie transdukowanych DC (Ryc. 71 C). Nie stwierdzono zmian w stopniu pobudzenia
PMN-MDSC zachodzacych pod wptywem terapii — wartosci MFI dla ekspresji czasteczek CD80

na ich powierzchni byly na jednakowym poziomie we wszystkich grupach myszy (Ryc. 71 D).

45.3.3. Zdolnos¢ komorek sledzionowych do aktywowania swoistej odpowiedzi

przeciwnowotworowej w nastegpstwie ponownego kontaktu z komorkami MC38

Podobnie jak przedstawiono w podrozdziale 4.3.3.3., ocen¢ zmian w ogolnoustrojowej
odpowiedzi przeciwnowotworowej wykonano w oparciu 0 analiz¢ fenotypu powierzchniowego
1 profilu cytokinowego restymulowanych komorek §ledzionowych, a takze okreS$lono ich
aktywno$¢ cytotoksyczng wzgledem komorek nowotworowych.

Analize rozpoczeto od pordownania efektow podania chemioterapeutykow w formie
monoterapii, na wielko$¢ populacji limfocytow T CD4*. W wyniku restymulacji stwierdzono
znaczace zwigkszenie ich odsetka w grupie myszy otrzymujacych nanokoniugat. Uzupelnienie
chemioterapii 0 DC/shN/TAg lub DC/shIL-10R/TAg, spowodowato istotny statystycznie wzrost
udzialu procentowego komorek CD4", przy czym najwyzszy odsetek odnotowano w grupach
MTX + DC/shIL-10R/TAg oraz HES-MTX + DC/shIL-10R/TAg (Ryc. 72 A). Nieco inaczej
po restymulacji zmieniala si¢ wielko$¢ populacji limfocytow T CDS8*. Zastosowanie
chemioterapeutykdéw nie wplyneto na wysokos¢ odsetka tych komoérek. Zaobserwowano natomiast
obnizenie ich udzialu procentowego po zastosowaniu transdukowanych DC, w poréwnaniu
do kontroli nietraktowanej (Ryc. 72 B). Stwierdzono réwniez, gwaltowne obnizenie odsetka
komorek NK, a efekt ten byl podobny we wszystkich grupach otrzymujacych immunoterapie,
niezaleznie od rodzaju szczepionkowych komoérek (Ryc. 72 C).

Ocena ekspresji czgsteczki CD107a na powierzchni limfocytow T CD4" ujawnita, ze
komorki $ledzionowe pobrane od myszy otrzymujacych transdukowane DC cechowata wigksza
zdolno$¢ do wydzielania ziaren cytolitycznych (Ryc. 72 D). W przypadku limfocytow T CDS8”,
wyzszy odsetek komorek CD107a* wykazano w grupach myszy otrzymujgcych chemioterapeutyki
w formie monoterapii oraz w potaczeniu z transdukowanymi DC (Ryc. 72 E). Natomiast wzrost

odsetka komoérek CD107a"NK odnotowano we wszystkich traktowanych grupach, a najwyzsze
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udziaty procentowe tych komorek stwierdzono w grupach MTX + DC/shIL-10R/TAg oraz
HES-MTX + DC/shIL-10R/TAg (Ryc. 72 F).
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Ryc. 72. Ocena odsetka komérek limfoidalnych wsréd restymulowanych splenocytow pobranych od myszy
obarczonych nowotworem MC38 i poddanych chemioimmunoterapii. Odsetek limfocytow T CD4* (A) CD8*
(B) oraz komoérek CD49* (C) okre$lono wsérdd restymulowanych splenocytow z komoérkami MC38
w 5-dniowej hodowli mieszanej. Odsetek komérek CD107a* okreslono wérdd limfocytow T CD4* (D), T CD8*
(E) i komérek NK (F) po 2-godzinnej inkubacji restymulowanych splenocytow z komoérkami MC38.
Na wykresach przedstawiono usrednione wartosci (+SD) uzyskane podczas analizy $ledzion pobranych
od 6-8 myszy/grupe. Na histogramach zamieszczono ekspresje czasteczek CD107a reprezentatywne dla kazdej
grupy z doswiadczenia chemioimmunoterapeutycznego. Analizg¢ statystyczng przeprowadzono za pomoca
parametrycznego testu ANOVA i testu post hoc Tukey’a (D,F); nieparametrycznego testu Kruskalla-Wallisa
i testu post hoc Dunna (A,C) lub testu ANOVA w modyfikacji Browna-Forsythe’a i Welcha i testu post hoc T3
Dunnetta (B,E). Znaki ,.#” znajdujace sie nad stupkami oznaczajg istotno$¢ statystyczng pomiedzy dang grupa

a grupa kontrolng — nt; pozostale istotnosci pomigdzy grupami sg prezentowane w formie klamer i znakow ,,*”
(*/#p<0,05; **/##p<0,01; ***/###p<0,001; -k*-k*/####p<0’0001).
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Ryc. 73. Aktywnos$¢ restymulowanych splenocytéw pobranych od myszy obarczonych nowotworem MC38
i poddanych chemioimmunoterapii. Aktywnos$¢ cytotoksycznag restymulowanych komoérek $ledzionowych
wobec komorek nowotworowych przedstawiono jako odsetek martwych komérek MC38 po 4-godzinnej inkubacji
z komorkami efektorowymi w stosunku 1:10 i 1:30 (A, B, C). Stezenie IFN-y (D), IL-10 (E) i IL-4 (F) okreslono
w nadsgczach znad 5-dniowej hodowli mieszanej splenocytow i komorek MC38. Na wykresach przedstawiono
usrednione warto$ci (+SD) uzyskane podczas analizy $ledzion pobranych od 6-8 myszy/grupg. Analize
statystyczng przeprowadzono za pomocg parametrycznego testu ANOVA i testu post hoc Tukey’a (A);
nieparametrycznego testu Kruskalla-Wallisa i testu post hoc Dunna (D-F) lub testu ANOVA w modyfikacji
Browna-Forsythe’a i Welcha i testu post hoc T3 Dunnetta (A-B). Znaki ,,#” znajdujace sie nad stupkami oznaczajg
istotno$¢ statystyczng pomiedzy dang grupa a grupa kontrolng — nt. Pozostate istotnosci pomigdzy grupami sg
prezentowane w formie klamer i znakow ,,*”. Znaki ,,*” znajdujace si¢ nad liniami na Ryc. 73 F prezentuja
istotno$¢ statystyczna pomigdzy aktywnoscia cytotoksyczna w stosunkach 1:10 i 1:30 w obrgbie danej grupy
(*/#p<0'05; **/##p<0’01; ***/###p<0,001; ****/####p<0,0001).

Chociaz na podstawie udziatu procentowego komoérek CD107a* nie wykazano rdznic
pomiedzy grupami otrzymujacymi transdukowane DC, to zmiany zalezne od rodzaju terapii

obserwowano w aktywnosci cytotoksycznej restymulowanych komorek $ledzionowych.
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Najwickszy odsetek martwych komoérek MC38, zardbwno w stosunku 1:10, jak réowniez 1:30,
odnotowano w grupie HES-MTX + DC/shIL-10R/TAg i w odniesieniu do grupy
MTX + DC/shlL-10R/TAg zmiana ta byla statystycznie istotna (Ryc. 73 A-C).

Analiza stezen cytokin w nadsgczach znad 5-dniowej hodowli mieszanej wykazata,
ze zastosowanie w skojarzonej terapii komoérek dendrytycznych, niezaleznie od ich rodzaju,
zwigkszyto zdolno$¢ splenocytow do wydzielania IFN-y, 1L-10 oraz IL-4 (Ryc. 73 D-F).
W odniesieniu do grupy MTX + DC/TAg, uzycie w terapii MTX i transdukowanych DC wptyngto
na wzmozong produkcje IFN-y przez restymulowane komoérki $ledzionowe. Z kolei, po
zastosowaniu nanokoniugatu obserwowano tendencje odwrotng — splenocyty pobrane od myszy
otrzymujacych HES-MTX i transdukowane DC produkowaly mniej IFN-y niz z grupy
HES-MTX + DC/TAg (Ryc. 73 D). W nadsaczach znad komorek $ledzionowych pobranych
od myszy otrzymujacych nanokoniugat odnotowano nizsze stezenia IL-10 niz w grupach
traktowanych MTX. Ponadto stwierdzono tendencj¢ wskazujaca na nieznaczny wzrost st¢zenia tej
cytokiny w obu grupach otrzymujacych DC/shN/TAg, niezaleznie od uzytego chemioterapeutyku
(Ryc. 73 E). Natomiast najwyzsze stezenia IL-4 wykazano po podaniu DC z wyciszong ekspresja
IL-10R (Ryc. 73 F).

45.4. Podsumowanie

Efektem zastosowania terapii sktadajacej si¢ z nanokoniugatu i DC/shIL-10R/TAg byto
znaczgce zahamowanie wzrostu nowotworu (TGl 77%). Mimo iz w grupie myszy otrzymujacych
HES-MTX i DC/shN/TAg wyliczone TGI bylo umiarkowanie wysokie (TGI 54%), to jedynie
zastosowanie DC o obnizonej wrazliwosci na IL-10 umozliwito rozwinigcie skutecznej odpowiedzi
przeciwnowotworowej. Pod wptywem terapii z udziatem HES-MTX + DC/shIL-10R/TAg doszto
do znaczacych zmian w mikrosrodowisku nowotworowym — z jednej strony obserwowano
zwigkszony naplyw limfocytow T CD4" oraz komoérek NK do tkanki guzow, a z drugiej —
zmniejszenie wielkos$ci populacji komorek supresorowych takich jak PMN-MDSC oraz TAM.
Ponadto jedynie w tej grupie myszy wykazano korzystna polaryzacj¢ nowotworowych makrofagow
— wyliczony wspotczynnik M1/M2 byt najwyzszy, co wskazuje na dominacje populacji komorek
typu M1 w tkance guzoéw. Warto podkresli¢, ze takich zmian nie obserwowano w grupie myszy
MTX + DC/shIL-10R/TAg.

Analiza poziomu aktywacji limfocytéow T w weztach chlonnych wykazala, ze po
zastosowaniu immunoterapii doszto do zwigkszenia odsetka komorek efektorowych, a w wyniku
terapii skojarzonej z HES-MTX oraz DC/shlL-10R/TAg nastapito ponadto zwigkszenie populacji

komorek pamigci.
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Oceniajac ogolnoustrojowa odpowiedz przeciwnowotworowg odnotowano, ze zmiany
w odsetku poszczegolnych populacji komorek uktadu odpornosciowego w Sledzionach, zostaty
wywotane pod wptywem transdukowanych komoérek dendrytycznych. Jednak pomiedzy grupami
myszy otrzymujacymi DC/shN/TAg lub DC/shIL-10R/TAg nie obserwowano istotnych roznic.
Pomimo ze w obu grupach myszy traktowanych komorkami dendrytycznymi z wyciszong ekspresja
IL-10R nie wykazano zmian w odsetku komorek CD107a*, to splenocyty pobrane
od myszy otrzymujacych HES-MTX + DC/shIL-10R/TAg najskuteczniej eliminowaty komorKi
nowotworowe. W tej grupie myszy aktywno$¢ cytotoksyczna komorek $ledzionowych

byta najwigksza, o czym $§wiadczy najwyzszy odsetek martwych koméorek MC38.
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4.6. Koncowe podsumowanie wynikow

Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono, ze po zastosowaniu monoterapii
zudziatem nanokoniugatu nastgpito znaczne zahamowanie wzrostu guzow MC38, a najlepszy efekt
terapeutyczny wywotato podanie 20 mg/kg HES-MTX. W krétkim czasie od jego podania doszto
do immunomodulacji, co potwierdzono na poziomie lokalnej i ogdélnoustrojowej odpowiedzi
przeciwnowotworowej. Wérdd leukocytow naptywajacych do tkanki guzow stwierdzono wzrost
udzialu procentowego komorek o funkcjach efektorowych (limfocytéw T CDS8”, komorek NK
i NKT). Ponadto odnotowano zwigkszong polaryzacj¢ makrofagow w kierunku komorek typu M1.
Jednak zastosowanie chemioterapeutyku nie spowodowato redukcji wielkoséci obu subpopulacji
komoérek MDSC w tkance guzoéw. Analizujac kinetyke zmian w lokalnej odpowiedzi
odpornosciowej wykazano dlugotrwaly wpltyw tej terapii na mikrosrodowisko nowotworowe.
W przypadku ogodlnoustrojowej odpowiedzi odpornosciowej, najwieksze zmiany w wielko$ci
populacji leukocytow w $ledzionie stwierdzono jedynie w 3. dniu terapii, a $wiadczyt o tym wzrost
odsetka limfocytow T CD8*, komorek NK i NKT. Co wiecej, wykazano zwigkszong zdolno$é
splenocytow do eliminacji komorek MC38.

Powyzsze wyniki wskazuja, ze w 3. dniu po podaniu najwyzszej dawki nanokoniugatu
zostaly stworzone odpowiednie warunki do aktywowania swoistej odpowiedzi odpornoSciowe;.
Zatem zasadnym bylo okotoguzowe podawanie szczepionek na bazie dojrzatych komoérek
dendrytycznych poczawszy od 3. dnia terapii. Zastosowanie nanokoniugatu w dawce 20 mg/kg
uzupetnione o wielokrotne iniekcje komorkami dendrytycznymi stymulowanymi lizatem
z komoérek nowotworowych MC38 (DC/TAg) spowolnito wzrost nowotworu. Ponadto stwierdzono
tendencje¢ wskazujacg na zwiekszony naptyw efektorowych komorek uktadu odpornosciowego
do tkanki guza po zastosowaniu takiej terapii. Zmianom tym towarzyszyt najnizszy odsetek
komorek o cechach supresorowych, w tym Mf i PMN-MDSC. Wykazano takze zwigkszone
wydzielanie ziaren cytolitycznych przez restymulowane splenocyty, czemu towarzyszyta wigksza
aktywnosc¢ cytotoksyczna tych komorek.

W celu poglebienia efektu terapeutycznego immunoterapii, podjeto decyzj¢ o zmniejszeniu
podatno$ci szczepionkowych komorek dendrytycznych na negatywny wpltyw mikrosrodowiska
nowotworowego. Ze wzgledu na obecnos$¢ czynnikéw supresorowych, takich jak IL-10,
szczepionkowe komorki dendrytyczne poddano transdukcji lentiwirusowej prowadzacej
do wyciszenia receptora tej cytokiny. Zastosowanie TAg jako czynnika indukujacego dojrzewanie
DC powodowalo zwickszenie ekspresji IL-10R, tym bardziej uzasadnionym bylo wykorzystanie
w skojarzonej terapii DC/shIL-10R/TAg.

Rezultatem terapii sktadajacej si¢ z nanokoniugatu i wielokrotnych okotoguzowych podan
DC/shIL-10R/TAg bylo znaczace zahamowanie wzrostu nowotworu, a objgtoSci guzow

w tej grupie byly az o 77% mniejsze niz w grupie nietraktowanej. Warto doda¢, ze zmiana ta byta
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takze istotna statystycznie w odniesieniu do grupy HES-MTX + DC/TAg. Pod wptywem
zastosowania HES-MTX + DC/shIL-10R/TAg nastapily zmiany w lokalnej i ogdélnoustrojowej
odpowiedzi przeciwnowotworowej. Wykazano zwigkszenie naplywu efektorowych komorek
uktadu odpornosciowego do tkanki guzow (limfocyty T CD4", komorki NK), przy jednoczesnej
redukcji wielkosci populacji komoérek o cechach supresorowych (PMN-MDSC, TAM, makrofagi
typu M2). Korzystny wplyw tej terapii odnotowano takze na poziomie aktywnos$ci splenocytow,
ktore w wyniku restymulacji ex vivo, wydajnie eliminowaty komorki nowotworowe MC38.

Bioragc pod uwage wyniki z przeprowadzonych do$wiadczen terapeutycznych wnioskuje,
ze w przeciwienstwie do MTX, po podaniu nanokoniugatu doszto do wytworzenia odpowiedniej
niszy Srodowiskowej. Umozliwilo to rozwoj skutecznej odpowiedzi przeciwnowotworowej
zainicjowanej przez szczepionkowe komorki dendrytyczne, a efekt terapeutyczny zostat
zwigkszony w rezultacie zastosowania DC o obnizonej wrazliwosci na dzialanie,

obecnej w nowotworze MC38, IL-10.
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5. Dyskusja

Komorki dendrytyczne ze wzgledu na zdolno$¢ wydajnej prezentacji antygendw,
najskuteczniej pobudzaja limfocyty T i z tego powodu sg uwazane za wazny element odpowiedzi
przeciwnowotworowej. Na tej podstawie opracowano schematy immunoterapii, w ktorych
wykorzystuje si¢ szczepionki na bazie DC roznicowanych i stymulowanych ex vivo, w nadziei, ze
dostarczenie takich DC pozwoli na reaktywacje odpowiedzi odpornosciowej skierowanej
przeciwko komoérkom nowotworowym. Pomimo obiecujacych rezultatow osigganych
we wczesnych fazach badan klinicznych, szczepionki na bazie DC nie wywotuja dlugotrwatego
efektu terapeutycznego w postaci spowolnienia rozwoju choroby nowotworowej. Jednym
z powodow obnizajacych skuteczno$¢ immunoterapii jest obecno$¢ IL-10 w mikrosrodowisku
nowotworu, ktora zaburza prawidlowe funkcjonowanie szczepionkowych DC. Z tego wzgledu
w badaniach przedklinicznych podejmowane sg proby odpowiedniego przygotowania DC, ktore
beda zdolne do inicjowania wydajnej odpowiedzi przeciwnowotworowej w niekorzystnych
warunkach panujacych w TME. Ponadto w celu zwigkszenia skutecznosci immunoterapii schematy
leczenia rozszerza si¢ o podanie lekow cytostatycznych. Zastosowanie chemioterapeutykow
zapewnia eliminacje komorek nowotworowych, a dodatkowo moze wspomagaé aktywacje
odpowiedzi przeciwnowotworowej. Wykazano, ze niektore cytostatyki, uzyte w odpowiednich
dawkach mogg dziata¢ immunomodulujaco, poprzez zmniejszanie wielkosci populacji komoérek
0 cechach supresorowych, a takze moga zwicksza¢ wiasciwosci cytotoksyczne komorek
efektorowych [Landreneau i in. 2015]. Ponadto w celu poprawy efektu terapeutycznego
chemioterapii, cytostatyki przytacza si¢ do nosnikéw zapewniajacych korzystniejsza dystrybucje
leku w organizmie.

W niniejszej pracy zastosowano skojarzong terapi¢ przeciwnowotworowa opartg
na immunomodulujacej dawce nanokoniugatu metotreksatu i hydroksyetyloskrobi (HES-MTX)
oraz komorkach dendrytycznych z wyciszong ekspresja receptora IL-10 w modelu mysiego raka
jelita grubego MC38.

Jednym z powodoéw obnizenia efektu terapeutycznego chemioterapii opartej
na niskoczasteczkowych zwigzkach, takich jak MTX, jest szybkie wydalanie leku z organizmu.
Ponadto nadrzednym celem zastosowania chemioterapeutykéw jest eliminacja komorek
nowotworowych, jednak ze wzgledu na niskg specyficznos¢ cytostatykéw uszkodzeniu moga
ulegac takze komorki prawidtowe w organizmie. Aby omingé powyzsze problemy prowadzone sg
badania nad opracowaniem systemu selektywnego dostarczania preparatow, ktory doprowadzi do
ukierunkowanej akumulacji leku w tkance guzéow. Przykladem takiego rozwigzania jest
nanokoniugat HES-MTX, ktorego aktywno$¢ przeciwnowotworowa okreslano w niniejszej pracy

doktorskiej.
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Skoniugowanie MTX z HES miato na celu zmian¢ rozprowadzania chemioterapeutyku
w organizmie oraz zwickszenie specyficzno$ci jego dziatania wzgledem tkanek docelowych.
Waznym aspektem biodystrybucji nanokoniugatu jest efekt zwigkszonej przepuszczalno$ci
i retencji naczyn (EPR), ktory zaklada, ze nanoczasteczki o $rednicy hydrodynamicznej (dn)
wickszej niz 10 nm, s3 selektywnie przepuszczane przez naczynia krwionosne obecne
w nowotworze [Maeda 2010; Fang i in. 2011; Golombek i in. 2018]. Efekt EPR jest czesto
obserwowany w guzach litych, glownie ze wzgledu na szybka angiogeneze prowadzacy
do uformowania nieprawidlowych naczyn krwionosnych, ktére cechuje zwigkszona aktywnosé¢
metaloproteinaz macierzy pozakomoérkowej, warunkujaca ich duza przepuszczalnos¢ [Maeda i in.
2000; Kobayashi i in. 2013; Goos i in. 2020]. Wedtug przeprowadzonej analizy fizykochemicznej,
warto$¢ du dla czasteczki HES-MTX wynosi 15,2 + 6,2 nm [Goszczynski i in. 2014], zatem moze
podlega¢ wspomnianemu efektowi EPR. Nalezy wspomnie¢, ze MTX przedostaje si¢ do komorek
wykorzystujac zredukowany przenosnik folianow (RFC), co determinuje jego ogoélnoustrojowa
toksyczno$¢, gdyz RFC wystepuje takze na komorkach prawidtowych [Visentin i in. 2012;
Abolmaali i in. 2013; Hao i in. 2019]. Natomiast poprzez przylaczenie do 1 czasteczki
hydroksyetyloskrobi ok. 50 czasteczek metotreksatu [Goszczynski i in. 2014], taki preparat zyskuje
cechy poliwalentnosci [Thomas i in. 2011, 2012]. To z kolei umozliwia interakcje
HES-MTX z podjednostka a receptora folianéw (FRa) o wyzszej statej wigzania w porownaniu do
wolnej formy MTX. Na tej podstawie przyje¢to zatozenie, ze sita oddzialywania nanokoniugatu
z komorkami nowotworowymi bedzie zalezata od poziomu ekspresji FRa na ich powierzchni.
Otrzymane wyniki potwierdzity te hipoteze. Sposréd badanych mysich linii nowotworowych,
komorki MC38 cechowata najwyzsza ekspresja FRa, ponadto komorki te charakteryzowaty sie
najwigkszg wrazliwo$cig na nanokoniugat w warunkach in vitro. Zalezna od receptorow folianow
aktywnos$¢ przeciwnowotworowa réznych typow koniugatow metotreksatu, zostata takze
potwierdzona przez inne zespoly badawcze. Alvarez-Gonzalez i in. dowiedli, ze aktywno$¢
antyproliferacyjna koniugatu MTX i nanoczasteczek ztota wobec komoérek ludzkiego nowotworu
jelita grubego HTC-116 byla zwigzana z obecno$cig receptorow folianéw na ich powierzchni
[Alvarez-Gonzélez i in. 2020]. Podobne wnioski ptyng z badan przeprowadzonych przez zespét
Chen i in., ktorzy wykazali zahamowanie proliferacji ludzkich komoérek raka nabtonkowego KBv
pod wplywem miceli skoniugowanych z MTX [Chen i in. 2015]. Chociaz w przytoczonych
publikacjach autorzy nie precyzuja, ktéra podjednostka FR ma nadrzedne znaczenie w tym zakresie,
postawiona przez nich hipoteza zostata potwierdzona.

Badania in vitro przeprowadzone w ramach niniejszej pracy wykazaty, ze w poréwnaniu
do MTX, nanokoniugat HES-MTX wykazywat ok. 10-krotnie stabszy efekt antyproliferacyjny
wobec komdrek MC38. Jest to zgodne z wynikami uzyskanymi przez Goszczynskiego i in., ktorzy

udowodnili, ze HES-MTX blisko 10-krotnie stabiej hamowat proliferacje komorek biataczki
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zarowno mysiej (P388), jak i ludzkiej (MV4-11) [Goszczynski i in. 2014]. W tym miejscu nalezy
zwroci¢ uwage na istotng kwesti¢ dotyczaca degradacji HES-MTX, ktora wynika z budowy
nanokoniugatu. Koniugacja hydroksyetyloskrobi z metotreksatem nie wymaga uzycia
dodatkowych elementéw — nastepuje ona pomiedzy estryfikowanymi grupami hydroksylowymi
w HES, a kwasem glutaminowym begdgcym integralng czescig MTX. W zwigzku z tym, uwalnianie
MTX z nanokoniugatu zachodzi na drodze enzymatycznej hydrolizy przez esterazy i amylazy,
a powstajace produkty degradacji — glukoza i metotreksat, sa stopniowo uwalniane i wydalane
z organizmu. Wplywa to na przedtuzone dziatanie cytostatyku, co zostalo takze potwierdzone
dhuzszym okresem pottrwania HES-MTX w ludzkim osoczu [Goszczynski i in. 2014]. Stwierdzona
w warunkach in vitro stabsza aktywno$¢ antyproliferacyjna HES-MTX wzgledem testowanych
komoérek nowotworowych wynikala zatem z faktu, ze w warunkach hodowli, ocenianych
w okreSlonym czasie, aktywno$¢ esteraz 1 amylaz byla zbyt niska, aby doszlto
do uwalniania z nanokoniugatu kolejnych czasteczek MTX. Zatem slabsza aktywnosé
antyproliferacyjna koniugatow metotreksatu w warunkach in vitro, nie zawsze jest zwigzana z ich
stabsza aktywnoscig przeciwnowotworowa w warunkach in vivo, co zostato takze wykazane
w badaniach nad efektem terapeutycznym koniugatow MTX z fibrynogenem [Goszczynski,
Nevozhay, i in. 2013], dekstranem [Nevozhay i in. 2006] lub glukoza [Wozniak i in. 2021].
Znaczace spowolnienie wzrostu guzéw P388 i MV4-11 po zastosowaniu nanokoniugatu
HES-MTX, ktore wykazali w swoich badaniach Goszczynski i in. potwierdza powyzszy wiosek
[Goszezynski 1 in. 2014].

Aby zrealizowa¢ postawiony cel pracy, okreslono efekt terapeutyczny chemioterapii
z udzialem nanokoniugatu HES-MTX. Dodatkowo oceniono modulacje odpowiedzi
przeciwnowotworowej po zastosowaniu roznych dawek chemioterapeutykéw. Otrzymane wyniki
wskazuja, ze w przeciwienstwie do MTX, zastosowanie W terapii przeciwnowotworowej
nanokoniugatu w dawce 20 mg/kg spowodowalo korzystne, dlugotrwale zmiany
w mikrosrodowisku nowotworowym. Z jednej strony zmiany te obejmowaty zwigkszony naptyw
limfocytéw T CD8" do tkanki guzow MC338, a z drugiej strony — stwierdzono utrzymanie dominacji
komorek TAM o wysokiej ekspresji czasteczki MHC 11, a takze mniejszg polaryzacj¢ komorek
mieloidalnych w kierunku makrofagow typu M2. Nalezy podkresli¢, ze w przypadku efektorowych
komorek uktadu odpornosciowego, juz 3. dnia od podania HES-MTX odnotowano tendencje
wskazujacg na zwigkszony naptyw tych komorek do tkanki guza. Natomiast jednoznaczny wptyw
zastosowanej terapii na zmiany w lokalnej odpowiedzi przeciwnowotworowej stwierdzono
po dhuzszym czasie od podania 20 mg/kg nanokoniugatu. Wyjatek stanowity limfocyty T
regulatorowe, ktorych zmniejszony naptyw do tkanki guzow, cho¢ nieistotny statystycznie, byt
obserwowany jedynie w trzecim dniu po podaniu chemioterapeutyku, a zmiana ta nie zalezata od

rodzaju uzytego preparatu.
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Warto podkresli¢, ze trzeciego dnia od podania najwyzszej dawki chemioterapeutykow,
stwierdzono tendencj¢ wskazujacg na zwigkszony naptyw komorek monocytarnej populacji MDSC
(M-MDSC) do tkanki guzow. Dalsza analiza wielkosci populacji tych komoérek wykazata, ze
jedynie w przypadku zastosowania HES-MTX w dawce 20 mg/kg odsetek komorek M-MDSC
wrocil do poziomu obserwowanego w kontroli nietraktowanej. Wskazuje to, ze w przeciwienstwie
do MTX, po dluzszym czasie od podania nanokoniugatu nie nastepuje zwigkszona akumulacja
tych komorek w tkance guza. Niemniej jednak, zaden z zastosowanych preparatéw nie doprowadzit
do eliminacji MDSC z mikrosrodowiska nowotworowego. Powyzszy wniosek jest niezwykle
istotny ze wzgledu na fakt, ze komérki MDSC, obok makrofagdéw zwigzanych z nowotworem, sg
uznawane za gtownych producentow IL-10 w tkance guza [Ibrahim i in. 2018; Yaseen i in. 2020;
Wang i in. 2021]. Po podaniu chemioterapeutykow nie wykazano zmniejszenia ekspresji czasteczki
CD80 na powierzchni MDSC, co posrednio $wiadczy o utrzymaniu wtasciwosci supresorowych
tych komorek. Wykazano bowiem, ze jednym ze sposobow tlumienia odpowiedzi odpornosciowe;j
wykorzystywanych przez komorki MDSC jest oddziatywanie ich czasteczek CD80 z czasteczkami
CTLA-4 wystepujacymi na powierzchni limfocytow Treg, ktorych aktywnos¢ wptywa hamujaco
na efektorowe limfocyty T [Poschke i in. 2010]. Jak dowiodt zespot Yang i in. wyciszenie ekspresji
czasteczki CD80 w komodrkach MDSC pochodzacych z mysiego raka jajnika doprowadzito do
zmniejszenia ich wlasciwosci supresorowych [Yang i in. 2006]. Ponadto Liu i in. wykazali, ze
wyciszeniu ekspresji czgsteczki CD80 w mysich komérkach MDSC towarzyszyta zmniejszona
aktywnos$¢ arginazy 1, co takze wplyngto na obnizong aktywno$¢ immunosupresorows tych
komorek [Liu i in. 2009]. W S$wietle przytoczonych przyktadow, a takze ze wzgledu na
obserwowany zwiekszajacy si¢ udzial procentowy komorek MDSC podczas rozwoju guza MC38,
ktéremu towarzyszyt wzrost poziomu ekspresji czasteczki CD80, nalezy Stwierdzi¢, ze te komorki
mogg mie¢ istotny, lecz niekorzystny wplyw na tworzenie skutecznej odpowiedzi odpornosciowe;.

Makrofagi zwigzane z nowotworem stanowig najwicksza populacje komorek mieloidalnych
w tkance guza, co wigcej uwaza si¢, ze wsrod nich mozna wyodrebni¢ komoérki 0 przeciwstawnych
wlasciwosciach. W poczatkowej fazie rozwoju nowotworu, w TME dominujag komorki TAM
o wysokiej ekspresji MHC Il (TAM MHC 11" a wraz z dalszym postgpem choroby, stopief
pobudzenia tych komoérek zmniejsza si¢, przez co znaczacy udzial w rozwoju nowotworu
odgrywaja komoérki TAM o niskiej ekspresji MHC II (TAM MHC 11'") [Movahedi i in. 2010;
Wang i in. 2011]. W zwiazku z tym, ze zastosowanie chemioterapeutykow nie wplyneto znaczaco
na zmiany w og6lnym odsetku komorek TAM w tkance guzow, analizg rozszerzono o okreslenie
stopnia pobudzenia tych komodrek. Wprawdzie wykazano, zZe rozwojowi guzéw MC38
towarzyszyto zwickszanie udzialu procentowego komérek TAM MHC IV, jednak w przypadku
zastosowania najwyzszej dawki nanokoniugatu stwierdzono utrzymujaca si¢ dominacje komorek

TAM MHC 11" Zatem mozna wnioskowaé, ze pod wplywem terapii najwyzsza dawka
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nanokoniugatu zostalo znaczaco zmniejszone przeksztatcanie TAM w kierunku makrofagow
o wlasciwos$ciach pronowotworowych.

W przypadku ogolnoustrojowej odpowiedzi przeciwnowotworowej stwierdzono, ze zmiany
w wielkosci populacji komorek uktadu odpornosciowego zostaty wywotane po podaniu najwyzszej
dawki nanokoniugatu, lecz byty one krotkotrwate. Jedynie w $ledzionach pobranych w trzecim dniu
terapii odnotowano zwickszony odsetek limfocytow T CDS8", komorek NK i NKT, ktdéremu
towarzyszylo zmniejszenie udziatu procentowego limfocytow Treg i limfocytow B. Podobne
obnizenie odsetka komorek Treg i CD19* w §ledzionach zostalo zaobserwowane takze pod
wplywem innego cytostatyku — cyklofosfamidu. Lutsiak i in. dowiedli, ze juz w czwartej dobie po
podaniu immunomodulujgcej dawki cyklofosfamidu doszto do znaczacego zmniejszenia wielkosci
obu populacji komérek w mysich sledzionach. Co wigcej, 10. dnia od podania cytostatyku liczba
limfocytow Treg i limfocytow B w §ledzionie powrocita do poziomu wyjsciowego [Lutsiak i in.
2005]. Wskazuje to, ze cho¢ nanokoniugat metotreksatu ma inny mechanizm dziatania niz
cyklofosfamid, to wptynat w podobny sposéb na wielkos$¢ populacji tych sledzionowych komorek.

Analizujgc kinetyke zmian w wielkoéci populacji limfocytow T CD8" w §ledzionach i guzach
stwierdzono, ze pod wpltywem zastosowania najwyzszej dawki HES-MTX poczatkowo dochodzi
do zwigkszenia odsetka tych komorek w obu tkankach. Natomiast po dtuzszym czasie, aktywowane
w $ledzionie limfocyty T CD8" migrujg do guzdw, aby zainicjowa¢ odpowiedz odporno$ciows
skierowang przeciwko komorkom nowotworowym. Odnotowane w 17. dniu terapii obnizenie
odsetka komorek CD8" wérdd splenocytow, ktoremu towarzyszyto zwigkszenie wielko$ci populacji
tych komoérek w guzach nowotworowych, potwierdza powyzszy wniosek. Warto zaznaczy¢, ze
zmiany wywotane podaniem najwyzszej dawki nanokoniugatu byty takze widoczne w zdolno$ci
splenocytow do wtornej aktywacji swoistej odpowiedzi przeciwnowotworowej. Wykazano, ze pod
wplywem ponownego kontaktu splenocytéw z komérkami MC38, w kréotkim czasie od podania
HES-MTX w dawce 20 mg/kg, pobudzane byly limfocyty T CD8", a w pdzniejszym czasie
aktywowana byta odpowiedZ przeciwnowotworowa zalezna od komorek NK. Jednoczesnie wraz
z uptywem czasu od podania preparatu, zmniejszala si¢ zdolno§¢ komorek $ledzionowych do
eliminacji komoérek nowotworowych. Powyzsza zalezno$¢ jest zwigzana ze zdolno$cig splenocytow
do wydzielania 1L-10 do $rodowiska, lecz niewatpliwie moze wynika¢ z faktu, ze
w mikrosrodowisku nowotworu stezenie IL-10 zwigksza si¢ wraz z progresja choroby
nowotworowej oraz zwickszong infiltracja tkanki guza przez komoérki supresorowe produkujace te
cytokine. W rezultacie IL-10 pochodzenia nowotworowego wplywa negatywnie na odpowiedz
odpornosciows inicjowang zarowno w guzach, jak i §ledzionach. W zwigzku z tym, w 3. dniu od
podania 20 mg/kg HES-MTX, kiedy st¢zenie IL-10 w TME byto niewielkie, odpowiedz
przeciwnowotworowa aktywowana przez pobudzone splenocyty nie zostata sttumiona, 0 czym

takze $wiadczyta niska zdolno$¢ splenocytow do produkcji IL-10 ex vivo. Jednak w nastepstwie
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wydluzenia czasu od traktowania myszy nanokoniugatem, niskiej aktywnos$ci cytotoksycznej
restymulowanych splenocytow towarzyszyto gwattowne zwigckszenie ich zdolno$ci do produkcji
IL-10.

Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdzono, ze jedynie pod wplywem terapii
nanokoniugatem w najwyzszej dawce doszto do modulacji odpowiedzi odpornosciowej, ktorej
rezultatem bylo spowolnienie rozwoju guzéw MC38. Dzigki analizie kinetyki zmian w lokalnej
1 ogolnoustrojowej odpowiedzi przeciwnowotworowej mozliwe bylo okreslenie do jakiego
mikrosrodowiska nowotworu zostang podane szczepionkowe komorki dendrytyczne zaplanowane
w schemacie skojarzonej terapii. Stwierdzono, ze trzeciego dnia po podaniu HES-MTX w dawce
20 mg/kg nastapito zwigkszenie wielkosci populacji komorek efektorowych oraz ich aktywnosci
cytotoksycznej. Zatem podane okotoguzowo DC beda w stanie wytworzy¢é skuteczng odpowiedz
odpornosciowg prowadzaca do eliminacji komorek nowotworowych.

Obserwowane roznice pomigdzy dziataniem MTX uzytego w wolnej formie a MTX
przytaczonego do no$nika powinny by¢é wigzane z ulepszong dystrybucja nanokoniugatu
W organizmie, o czym wspominano wczesniej. Rezultatem koniugacji MTX z HES byto
zwickszenie okresu pottrwania nanokoniugatu w osoczu [Goszczynski i in. 2014], a to z Kkolei
determinuje przedtuzone dziatanie cytostatyku po dozylnym podaniu. Guzy nowotworowe raka
jelita grubego MC38 sg silnie unaczynione, co obserwujemy podczas sekcji przeprowadzanych po
zakonczeniu doswiadczen in vivo. Zatem bazujgc na zatozeniach efektu EPR nalezy przypuszczad,
ze lepszy efekt terapeutyczny po podaniu HES-MTX wynikat ze zwigkszonej akumulacji
nanokoniugatu w tkance guzéw MC38.

W kolejnym etapie badan, w terapii myszy obarczonych nowotworem MC38 wykorzystano
immunomodulujaca dawke nanokoniugatu (20 mg/kg), ktora uzupetniono o wielokrotne iniekcje
szczepionek na bazie dojrzatych komorek dendrytycznych. Efektem zastosowania tej terapii byty
zmiany w wielkosci 1 aktywnosci poszczegdlnych populacji komoérek uktadu odpornosciowego.
Nalezy podkresli¢, ze po zastosowaniu immunoterapii stwierdzono tendencje wskazujaca na
zmniejszong infiltracj¢ tkanki nowotworowej przez komoérki o charakterze supresorowym
(limfocyty T regulatorowe i komérki PMN-MDSC). Mimo ze powyzsze zmiany nie byly istotne
statystycznie, to uzyskane wyniki wskazuja na konieczno$¢ kompleksowego podejscia w terapii
chor6éb nowotworowych — wykorzystanie samych chemioterapeutykdéw nie jest wystarczajace do
dhugotrwatej eliminacji tych komorek uktadu odpornosciowego z TME. W nastgpstwie skojarzonej
terapii ztozonej z HES-MTX + DC/TAg, z jednej strony odnotowano zwickszony naptyw
limfocytow T CD8" do tkanki guzow MC38, a z drugiej — najmniejszy odsetek makrofagow,
natomiast wielkos$¢ populacji komorek M-MDSC i TAM nie ulegla zmianie. Stwierdzono takze, ze
po zastosowaniu tej terapii nastgpito pobudzenie $ledzionowych limfocytow T CD4" i CD8* 0 czym

swiadczyly najwyzsze odsetki komorek efektorowych. Potwierdzenie uruchomienia swoistej
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odpowiedzi przeciwnowotworowej pod wptywem terapii sktadajacej si¢ z nanokoniugatu i DC/TAg
mozna znalez¢ w zwigkszonej zdolnosci restymulowanych komorek $ledzionowych do wydzielania
ziaren cytolitycznych i zabijania komérek nowotworowych MC38.

Wszystkie powyzsze obserwacje moga wyjasni¢ spowolnienie wzrostu guzow MC38, ktore
w grupie HES-MTX + DC/TAg wyniosto 55% w stosunku do myszy nietraktowanych. Chociaz
w grupie myszy otrzymujacych HES-MTX w formie monoterapii, wyliczone TGI bylo wyzsze
(64%) to redukcji wielkosci guza nie towarzyszyla reaktywacja ukladu odpornosciowego
gospodarza. Odnotowana mniejsza wartos¢ TGI w grupie HES-MTX + DC/TAg moze wynikac
z wplywu innych czynnikéw supresorowych obecnych w TME, uniemozliwiajacych poglebienie
efektu terapeutycznego po zastosowaniu DC/TAg. Podobna zalezno$¢ wykazano w naszych
wczesniejszych badaniach, w ktorych TGI w grupie myszy otrzymujacych cyklofosfamid (CY)
bylo nieznacznie wyzsze, niz w grupie myszy otrzymujacych skojarzong terapi¢ CY + DC/TAg.
Jednak uzupehienie terapii o wielokrotne okotoguzowe podania wektorow lentiwirusowych
wyciszajacych ekspresje 1L-10 w TME zwickszyto efekt terapeutyczny — szczegdlnie gdy
zastosowano terapi¢ sktadajacg si¢ z CY + DC/TAg + shlL-10 [Rossowska i in. 2018]. Na tej
podstawie mozna przypuszczac, ze odnotowany stabszy efekt terapeutyczny po zastosowaniu HES-
MTX + DC/TAg byt zwigzany z obecnoscig IL-10 w tkance guzdéw, ktérej supresorowe
wlasciwosci obnizyty aktywno$¢ komorek dendrytycznych podawanych okotoguzowo. W zwiagzku
z tym, ze wykorzystanie nanokoniugatu w polaczeniu z szczepionkami na bazie dojrzatych DC
uruchomito odpowiedz przeciwnowotworows, to pelna skuteczno$¢ tej terapii mogla zostac
ograniczona poprzez negatywny wplyw IL-10, obecnej w tkance guzow MC38.

W doswiadczeniach prowadzonych w modelu mysiego nowotworu MC38 obserwowano, ze
zdolnos$¢ komorek wyizolowanych z tkanki guza do produkeji tej cytokiny zwigkszala si¢ wraz ze
stopniem zaawansowania rozwoju nowotworu (dane niepublikowane). Uwzgledniajac fakt, ze
komorki MC38 hodowane w warunkach in vitro nie wydzielaja IL-10 do medium hodowlanego,
mozna przypuszcza¢, iz za produkcje tej cytokiny w guzach nowotworowych MC38 sa
odpowiedzialne komorki uktadu odpornosciowego infiltrujace tkanke guzéw [Anger-Gora i in.
2021]. Powyzsze obserwacje byly niezwykle wazne w kontekscie dalszego doswiadczenia, ktore
obejmowato wykorzystanie szczepionek na bazie DC o obnizonej wrazliwosci na wptyw IL-10.

Supresorowe dziatanie IL-10 na komorki dendrytyczne jest dobrze poznane. Juz na poczatku
dwudziestego pierwszego wieku Corinti i in. dowiedli, ze ta cytokina negatywnie oddziatujac na
dojrzewanie DC, zmniejsza ich zdolno$¢ do pobudzania odpowiedzi odpornosciowej typu Thl
[Corinti i in. 2001]. W badaniach przeprowadzonych podczas realizacji niniejszej pracy doktorskiej
potwierdzono, ze obecno$¢ IL-10 w S$rodowisku uniemozliwiala pelng aktywacje komorek
dendrytycznych w nastepstwie stymulacji LPS, c0 moze negatywnie wptywaé na inicjowanie

wydajnej odpowiedzi odpornosciowej. W istocie, zostato udowodnione, ze DC traktowane IL-10,
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wykazujac cechy tolerogennych DC, stabiej pobudzaty limfocyty T i wprowadzaty antygenowo-
swoiste limfocyty T CD4* i CD8" w stan anergii [Steinbrink i in. 2002; Bellinghausen i in. 2006].
Wystepowanie tego zjawiska w chorobie nowotworowej moze doprowadzi¢ do ucieczki komorek
nowotworowych spod nadzoru immunologicznego [Alonso i in. 2018], a podwyzszone stgzenie
IL-10 w surowicy pacjentdw cierpigcych z powodu chordb nowotworowych jest korelowane
z niekorzystnymi rokowaniami [Zhao i in. 2015; Abtahi i in. 2017; Li i in. 2019].

Zmniejszenie negatywnego wptywu IL-10 na odpowiedz przeciwnowotworowg jest ciagle
przedmiotem badan. Dotychczas prowadzone prace naukowe w tym obszarze zaktadaty zniesienie
dziatania tej cytokiny na dwoch plaszczyznach, z jednej strony zmniejszano jej zawarto$¢
w organizmie, a z drugiej — blokowano charakterystyczne dla niej receptory. W tym celu
wykorzystywano przeciwciata neutralizujace IL-10 [Kalli i in. 2013; Rossowska i in. 2015; Gordy
i in. 2018] lub przeciwciata skierowane przeciwko receptorowi tej cytokiny [Ruffell i in. 2014;
Chen i in. 2014; Llopiz i in. 2016]. Mialo to zapobiec efektowi immunosupresyjnemu
wynikajgcemu z naturalnego dziatania IL-10, czyli wyciszania stanu zapalnego. Zatem
ogodlnoustrojowe zablokowanie dziatania tej cytokiny moze doprowadzi¢ do zaburzen o podiozu
autoimmunologicznym np. chordb zapalnych jelit, takich jak choroba Lesniowskiego-Crohna lub
wrzodziejace zapalenie jelita grubego [Kim i in. 2011; Papoutsopoulou i in. 2021]. Z tego powodu
poszukiwano rozwiazan dzialajacych miejscowo, ktdre omijaja ten problem. Dla przyktadu, z badan
przeprowadzonych w naszym laboratorium wynika, ze zmniejszenie stezenia IL-10 w TME, ktore
osiggnigto poprzez wielokrotne, doguzowe iniekcje wektorow lentiwirusowych niosacych
sekwencje shRNA wyciszajaca IL-10, znaczaco poprawilo skutecznos$¢ szczepionek na bazie
komorek dendrytycznych i przyczynito si¢ do zahamowania wzrostu guzéw MC38 [Rossowska i
in. 2018].

W schemacie terapii przeciwnowotworowej bedacej przedmiotem badan niniejszej pracy,
w celu otrzymania dojrzatych DC wykorzystywany jest lizat pochodzacy z komorek
nowotworowych MC38 (TAg). Jednak wykazano, iz rezultatem takiej stymulacji jest zwigkszenie
ekspresji receptora 1L-10, co dodatkowo wskazuje na konieczno$¢ obnizenia wrazliwoScCi
szczepionkowych DC na supresorowy wptyw IL-10. Aby to osiagna¢ wykorzystano wektory
lentiwirusowe niosace sekwencje shRNA skierowang przeciwko IL-10R. Efektem transdukcji
lentiwirusowej prowadzacej do obnizenia ekspresji receptora tej cytokiny, bylo zwigkszenie
ekspresji czasteczek MHC 11 oraz czasteczek kostymulujacych (CD40, CD80 i CD86) na
powierzchni modyfikowanych DC. Zmianom tym towarzyszyt takze wzrost ekspresji antygenu
CCRY ina tej podstawie mozna wnioskowac, ze takie komorki beda posiada¢ zwigkszone zdolnosci
migracyjne. Podobne obserwacje stwierdzono w komodrkach transdukowanych sekwencja
negatywna (DC/shN/TAg) i nalezy je wyttumaczy¢ immunogennoscig wektorow lentiwirusowych.

Z badan opublikowanych przez Breckpot i in. wynika, ze mieloidalne DC rozpoznaja antygeny
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lentiwirusowe poprzez receptory toll-podobne takie jak TLR3 i TLR7, a rezultatem tej stymulacji
jest produkcja IFN-B przez pobudzone komorki, a takze zwigkszenie ekspresji MHC 11, CD40,
CD80 oraz CD86 na ich powierzchni [Breckpot i in. 2010].

Nalezy podkreslié, ze obnizenie relatywnego poziomu ekspresji IL-10R o ok. 50%
w stosunku do DC/TAg byto wystarczajace, aby zwiekszy¢ zdolnos¢ zmodyfikowanych DC do
aktywacji swoistej odpowiedzi przeciwnowotworowej. Pobudzone przez DC/shlL-10R_1/TAg,
dziewicze limfocyty T cechowata najwyzsza aktywno$¢ cytotoksyczna, o czym §wiadczyt znaczaco
wyzszy odsetek zabitych komoérek MC38, zarowno w porownaniu do skutecznosci dziatania
nietransdukowanych DC/TAg, jak i DC/shN/TAg. Powyzsze dane sa zgodne z wynikami
uzyskanymi przez Thepmalee i in., ktorzy wykazali, ze limfocyty T pobudzone przez
transdukowane DC z obnizong o potowe ekspresja IL-10R, wykazywaty zwickszong aktywno$é
cytolityczng wobec komorek raka drog zotciowych, w poréwnaniu do limfocytow pobudzanych
przez DC transdukowane kontrolng sekwencjg shRNA [Thepmalee i in. 2020]. Taki sam rezultat
osiagnigto uzywajac przeciwciat anty-1L-10R, co potwierdza znaczace zwigkszenie skutecznosci
tworzonej odpowiedzi przeciwnowotworowej po obnizeniu wrazliwosci DC na dziatanie 1L-10
[Thepmalee i in. 2018]. Kim i in. dowiedli, ze rezultatem zastosowania DC z wyciszong ekspresja
IL-10R w terapii myszy obarczonych nowotworem TC-1 byta silna antygenowo-swoista odpowiedz
limfocytéw T CD8", ktora doprowadzita do znacznego spowolnienia rozwoju guza [Kim i in. 2011].

Wykorzystanie w terapii immunomodulujacej dawki nanokoniugatu oraz szczepionek na
bazie transdukowanych DC z wyciszong ekspresja IL-10R najskuteczniej spowolnito rozwdj
nowotworu — objetosci guzoéw w tej grupie myszy byly o 77% mniejsze w pordwnaniu do grupy
nietraktowanej. Chociaz znaczne zahamowanie wzrostu guzoéw (TGI 54%) wykazano réwniez
w grupie myszy otrzymujacych HES-MTX + DC/shN/TAg, to analiza odpowiedzi odpornosciowej
gospodarza wykazata, ze jedynie zastosowanie DC o obnizonej wrazliwosci na IL-10 przyczynito
si¢ do rozwinigcia skutecznej odpowiedzi przeciwnowotworowe;.

Na podstawie przeprowadzonej analizy cytometrycznej tkanki nowotworowej wykazano, ze
chociaz zwickszony naplyw leukocytow dotyczyl wszystkich grup myszy otrzymujacych
skojarzong terapig, to zasadnicze zmiany zalezne od rodzaju sktadowych tej terapii stwierdzono
W oparciu o roznice w wielkosci poszczegolnych subpopulacji komoérek uktadu odpornosciowego.
Terapia z udziatem HES-MTX + DC/shIL-10R/TAg spowodowata zwickszong infiltracje tkanki
guza przez limfocyty T CD8" i CD4", a takze komoérki NK i NKT, czego nie wykazano w guzach
pobranych od myszy traktowanych MTX + DC/shIL-10R/TAg. Wzrost udziatu procentowego tych
komorek mozna wytlumaczy¢ zmianami zachodzacymi w obrebie komodrek o cechach
supresorowych. Wykazano, ze rezultatem terapii HES-MTX + DC/shiL-10R/TAg bylo
zmniejszenie wielko$ci populacji TAM naplywajacych do tkanki guza, co jest uznawane za dobry

marker prognostyczny [Xiang i in. 2021]. Supresorowe wtasciwosci komorek TAM (wydzielanie

161



DYSKUSJA

IL-10 i wzmozona ekspresja arginazy 1) wplywaja na hamowanie aktywnoS$ci i proliferacji
limfocytow T [Wang i in. 2021]. Zatem redukcja wielkosci populacji TAM w guzach MC38, przy
jednoczesnej dominacji TAM MHC 11" pogrednio umozliwita zwigkszong akumulacje komorek
uktadu odpornosciowego, ktore wydajniej eliminowaty komorki nowotworowe. Co wiegcej, jedynie
w guzach myszy otrzymujacych terapi¢ skladajaca si¢ z nanokoniugatu i1 DC
0 obnizonej ekspresji IL-10R dominowaty komorki typu M1, a to wskazuje na korzystng
polaryzacje makrofagow w kierunku komorek o silnych cechach przeciwnowotworowych,
zdolnych do pobudzania odpowiedzi typu Thl [Sica, Mantovani 2012].

Porownujac obie subpopulacje MDSC, silniejsze wlasciwosci immunosupresorowe cechuja
komorki M-MDSC i to wlasnie one s3 odpowiedzialne za tlumienie odpowiedzi
przeciwnowotworowej podczas rozwoju guza [Haverkamp i in. 2014]. Uwaza si¢ roéwniez, iz t0
komorki M-MDSC cechuje wigksza zdolno$§¢ do hamowania aktywnosci limfocytow T,
w poréwnaniu do subpopulacji granulocytarnej. W zwigzku z powyzszym, skuteczna terapia
przeciwnowotworowa  powinna  prowadzi¢ do  eliminacji  subpopulacji M-MDSC
z mikrosrodowiska nowotworu [Yaseen i in. 2020]. Podczas oceny wielkosci i aktywnos$ci obu
subpopulacji MDSC w guzach MC38 nie wykazano zmniejszenia odsetka M-MDSC, lecz
rezultatem terapii skladajacej si¢ z HES-MTX + DC/shIL-10R/TAg bylo obnizenie poziomu
ekspresji CD80 na ich powierzchni, co $wiadczy o zmniejszonych wlasciwosciach supresorowych
tych komorek. Natomiast w przypadku subpopulacji PMN-MDSC stwierdzono zmniejszenie ich
odsetka po zastosowaniu kazdego rodzaju szczepionek na bazie DC, jednak ich cechy supresorowe
wynikajace z ekspresji czasteczki CD80, pozostaty na niezmienionym poziomie.

Obserwacje dokonane podczas analizy wielkosci leukocytow w tkance guzéw MC38
pozwolity na stwierdzenie, ze zmiany wywolane po zastosowaniu terapii oparte] na
HES-MTX + DC/shIL-10R/TAg maja wielokierunkowy wymiar i sa wzajemnie powigzane. TO
potwierdza jak bardzo zlozone jest funkcjonowanie poszczegdlnych populacji komoérek uktadu
odpornosciowego w mikrosrodowisku nowotworowym. Mianowicie — zmniejszenie aktywnosci
oraz wielko$ci populacji komoérek o cechach supresorowych (TAM, M2, Treg, PMN-MDSC oraz
obnizona ekspresja CD80 na M-MDSC) umozliwito szczepionkowym komoérkom dendrytycznym
skuteczne pobudzenie komorek efektorowych (limfocyty T CD4", CD8", komorki NK i NKT),
ktore proliferujac w TME wydajnie aktywowaly mechanizmy odpowiedzi odpornosciowej,
prowadzace do eliminacji komérek nowotworowych. Co wiecej, uwzgledniajac utrzymujacy sie
naptyw komorek M-MDSC do tkanki guzéw, nalezy stwierdzi¢, ze stanowity one gldwne zrodto
IL-10 w TME, zatem zastosowanie DC 0 obnizonej wrazliwosci na dziatanie IL-10 byto kluczowe
w omini¢gciu negatywnego wplywu tej cytokiny na aktywowanie skutecznej odpowiedzi

odpornosciowe;.
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Niezaleznie od rodzaju zastosowanego chemioterapeutyku odnotowano podobne zmiany
w odsetku komoérek odpornosciowych w §ledzionach myszy traktowanych DC/shN/TAg lub
DC/shIL-10R/TAg. Swiadczy to o silniejszej aktywacji odpowiedzi odpornosciowej pod wptywem
DC pobudzonych transdukcja lentiwirusowa i powinno by¢ t0 wigzane z immunogennoscia
wektorow LV. Niemniej jednak, oceniajac wplyw zastosowania skojarzonej terapii na aktywnosé
cytotoksyczng komorek $ledzionowych stwierdzono, ze splenocyty pobrane od myszy
otrzymujagcych ~ HES-MTX + DC/shIL-10R/TAg  najskuteczniej  ecliminowaly  komorki
nowotworowe. Wskazuje to, ze zmiany, ktore zostalty wywotane na poziomie lokalnej odpowiedzi
odporno$ciowej w tkance guzow, maja decydujacy wptyw na tworzenie skutecznej swoistej
odpowiedzi przeciwnowotworowej na poziomie ogolnoustrojowym.

W tym miejscu nalezy podkresli¢, ze rodzaj wykorzystanego cytostatyku ma szczegdlne
znaczenie w kontek$cie skuteczno$ci skojarzonej terapii. Na podstawie uzyskanych wynikéw
wnioskuj¢, ze efekt wywotany po podaniu chemioterapeutyku jest kluczowym elementem
decydujacym o kierunku rozwoju odpowiedzi przeciwnowotworowej inicjowanej przez komorki
dendrytyczne. Zatem rezultatem zastosowania immunomodulujacej dawki nanokoniugatu byty
korzystne zmiany w TME oraz w ogolnoustrojowej odpowiedzi odpornosciowej gospodarza,
a to z kolei umozliwito rozwo6j skutecznej odpowiedzi przeciwnowotworowej zainicjowanej przez

szczepionkowe DC/shIL-10R/TAg.
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6. Whnioski

1. Zastosowanie nanokoniugatu w dawce 20 mg/kg prowadzi do spowolnienia wzrostu guzow
MC38 oraz modulacji odpowiedzi odpornosciowej stwarzajacej korzystne warunki
do inicjowania odpowiedzi przeciwnowotworowej przez podawane okologuzowo
szczepionki na bazie DC/TAg.

2. Transdukcja lentiwirusowa sekwencja shIL-10R_1 prowadzaca do efektywnego obnizenia
ekspresji IL-10R w DC zmniejsza ich wrazliwo$¢ na supresorowy wplyw IL-10,
a w konsekwencji zwicksza skuteczno$s¢ w aktywowaniu swoistej odpowiedzi
odpornosciowe;.

3. Zastosowanie skojarzonej terapii ztozonej z immunomodulujgcej dawki nanokoniugatu
oraz dojrzatych komoérek dendrytycznych z wyciszona ekspresja IL-10R wptywa
na znaczne zahamowanie rozwoju guzow MC38, wynikajace ze zwigkszonego napltywu
efektorowych komoérek uktadu odpornosciowego do tkanki guza, przy jednoczesnej
redukcji wielkosci populacji komorek o cechach supresorowych, a takze indukcji wydajnej

i swoistej odpowiedzi przeciwnowotworowej.
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7. Suplement

nt MTX MTX MTX HES-MTX HES-MTX HES-MTX
5mg/kg 10 mg/kg 20 mg/kg 5 mg/kg 10 mg/kg 20 mg/kg
.
in
= z 2004 rg=-0.77 20‘ rg=-0.69 20 rg=-0.92 20 1, =-0.7965 20 re=-0.2929 20 rg=-0.3789
=k P -
- *#p< 0.0001 <0.001 =0.29 =
2| s *p<005 15 p<001 15 P 15 P 14 P 15 p=016
53
55
10 10 10 10 10 10
o o s Aa
< 5 5 5 58 m 5 5 A
E] E . * ‘ ata s " 1 Aa
83| o e o @ | | W olm Wmgm Y A — LR S — o
g 0 500 1000 1500 2000 0 500 1000 1500 2000 0 500 1000 1500 2000 0 500 1000 1500 2000 0 500 1000 1500 2000 0 500 1000 1500 2000 0 500 1000 1500 2000
Objetosc guzéw [mm®] Objetosc guzéw [mm®] Objetosc guzéw [mm?] Objetosc guzéw [mm?] Objetosc guzéw [mm®] Objetosc guzéw [mm?] Objetosc guzéw [mm?]
i
S<|2 ry=-0.7679 20 ‘ 1 =-0.6179 20 ry=-0.6071 20 1y =-0.4686 20 r,=-0.6791 207 4 ry=-0.6286
S
== **p<0.01 *p<0.05 *p<0.05 **p<0.01 **p<0.01 *p<0.05
RGN P 15 154 L 15m r 15+ P 15
¢ s I
; bl 10 104 4 109 - 101 10 4
< A
8 & 'Y (L) E
=] 3 A 3 - 3
54 5 51,0 A 5 » ugn 5 spa LT
22| o 0 r — L 0 0 0 — 0
% 0 500 1000 1500 2000 0 500 1000 1500 2000 0 500 1000 1500 2000 0 500 1000 1500 2000 0 500 1000 1500 2000 0 500 1000 1500 2000 0 500 1000 1500 2000
e Objetosc guzéw [mm®] Objetosc guzéw [mm?] Objetosc guzéw [mm?] Objetosc guzéw [mm?] Objetosc guzéw [mm?] Objetosc guzéw [mm?] Objetosc guzéw [mm?]
.
i
<+
8 - 40 40 40 40 40 40 40
S¥ rg= 09 1 ry= 08286 ry= -0.7607 Iy= 08374 Iy= 06747 ry= -0.5893 rg= 08516
° E 30 ****p <0.0001 aoJ #+p < 0.001 30 *p<0.01 30 **p < 0.001 30 *p<0.05 30- *p<0.05 30 ***p < 0,001
g8
.3 o | 20% 20 20 20 20 m—*A 20gm
3z s A . . H
S5 o 10 1044 N 10 ; - 10 0] ada 1u'-t -
= L] A A
% s L] e % A ah ah mghu L3
B 0 500 1000 1500 2000 0 500 1000 1500 2000 0 500 1000 1500 2000 0 500 1000 1500 2000 0 500 1000 1500 2000 0 500 1000 1500 2000 0 500 1000 1500 2000
e Objetosc guzéw [mm?] Objetosc guzéw [mm?] Objetosc guzéw [mm?] Objetosc guzéw [mm?] Objetosc guzéw [mm?] Objetosc guzéw [mm®] Objetosc guzéw [mm?]
.
<+
8|60 r=03432 | 60, ry= 0.1033 60 ry= 02036 60 ry= 07055 60 ry= 04198 60 ry= 06143 60 r,= 05385
2 s p=023 p=073 A p= 047 **p<0.01 p=0.14 A 4 'P<005 = ] p=0.06
1] . N
5 g . ] a i i
; E‘, 40 ° - 40“ 40 A 40 - ug L 40 40 N Y A 40
¥ o * . ' ) " om
¥ . t
EE|200 o 20 204, 20 m L] 20 204, A 208
= L]
2 'g w | ] N []
EE | A : !
g 0 500 1000 1500 2000 0 500 1000 1500 2000 0 500 1000 1500 2000 0 500 1000 1500 2000 0 500 1000 1500 2000 0 500 1000 1500 2000 0 500 1000 1500 2000
Objetosc guzéw [mm?] Objetosc guzéw [mm?] Objetosc guzéw [mm?] Objeto$c guzéw [mm°®] Objetosc guzéw [mm?] Objetosc guzéw [mm?] Objetosc guzéw [mm?]

Ryc. 74. Korelacja migdzy odsetkiem populacji komérek CD45*, CD8*, CD4* oraz Treg naplywajacych do
tkanki nowotworu a objetoscia guzow MC38 pobranych od myszy poddanych chemioterapii. Punkty na
wykresach przedstawiaja objetos¢ guza w odniesieniu do wielko$ci populacji komoérek zidentyfikowanych w tym
guzie (indywidualnie dla kazdej myszy, liczebnos¢ grup: 14-15). Korelacje wyliczono z wykorzystaniem
nieparametrycznego testu Spearmana, a otrzymane wartosci rs oraz wartosci p przedstawiono na wykresach.
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Ryc. 75. Korelacja miedzy odsetkiem populacji komorek NK, NKT i CD19* naplywajacych do tkanki
nowotworu a objetoscia guzéw MC38 pobranych od myszy poddanych chemioterapii. Punkty na wykresach
przedstawiaja objetos¢ guza w odniesieniu do wielkosci populacji komoérek zidentyfikowanych w tym guzie
(indywidualnie dla kazdej myszy, liczebno$¢ grup: 14-15 myszy). Korelacje wyliczono z wykorzystaniem
nieparametrycznego testu Spearmana osobno dla kazdej grupy myszy, a otrzymane wartosci rs oraz wartosci p
przedstawiono na wykresach.
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Ryc. 76. Korelacja migdzy odsetkiem populacji DC, M-MDSC i PMN-MDSC naplywajacych do tkanki
nowotworu a objetoscig guzow MC38 pobranych od myszy poddanych chemioterapii. Punkty na wykresach
przedstawiaja objetos¢ guza w odniesieniu do wielkos$ci populacji komoérek zidentyfikowanych w tym guzie
(indywidualnie dla kazdej myszy, liczebno$¢ grup: 14-15 myszy). Korelacje wyliczono z wykorzystaniem
nieparametrycznego testu Spearmana osobno dla kazdej grupy myszy, a otrzymane wartosci rs oraz wartosci p
przedstawiono na wykresach.
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Ryc. 77. Korelacja miedzy wielkoscia populacji Mf naplywajacych do tkanki lub
wspolczynnikiem M1/M2 a objetoscia guzow MC38 pobranych od myszy poddanych chemioterapii. Punkty
na wykresach przedstawiajg objeto$¢ guza w odniesieniu do wielkosci populacji komérek zidentyfikowanych w
tym guzie (indywidualnie dla kazdej myszy, liczebno$¢ grup: 14-15 myszy). Korelacje wyliczono z
wykorzystaniem nieparametrycznego testu Spearmana osobno dla kazdej grupy myszy, a otrzymane wartosci rs
oraz wartosci p przedstawiono na wykresach.
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Ryc. 78. Korelacja miedzy wielkos$cia populacji TAM naplywajacych do tkanki nowotworu lub
wspélczynnikiem TAM MHC II"9/TAM MHC 11" a objetoscia guzéw MC38 pobranych od myszy
poddanych chemioterapii. Punkty na wykresach przedstawiajg objeto$¢ guza w odniesieniu do wielko$ci
populacji komoérek zidentyfikowanych w tym guzie (indywidualnie dla kazdej myszy, liczebnos$¢ grup: 14-15
myszy). Korelacje wyliczono z wykorzystaniem nieparametrycznego testu Spearmana osobno dla kazdej grupy
myszy, a otrzymane wartosci rs oraz wartosci p przedstawiono na wykresach.
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