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»Zréznicowanie repertuaru receptorow antygenowych limfocytow T
(TCR) w przebiegu eksperymentalnej immunoterapii mysiego czerniaka

B16 przeciwciatem anty-GITR.”

»Diversity of the repertoire of T-cell antigen receptors (TCR)
in the course of experimental immunotherapy of B16 melanoma
with anti-GITR antibody."
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STRESZCZENIE

Limfocyty T (T reg) sg subpopulacjg limfocytéw T, ktéra hamuje odpowiedz
immunologiczng i indukuje tolerancje wobec wiasnych antygenow. Hamowanie
odpowiedzi immunologicznej moze réwniez prowadzi¢ do ostabienia odpowiedzi
przeciwnowotworowej. Szereg badan naukowych potwierdza, ze nagromadzenie tych
komorek w obrebie nowotworu promuje jego wzrost. Dlatego tez, istotnym celem
immunoterapii  przeciwnowotworowej jest wybidorcze osfabienie aktywnosci
supresorowej limfocytow T regulatorowych i jednocze$nie promowanie aktywnosci
limfocytow T efektorowych, specyficznych wobec antygenéw nowotworowych.
Obiecujgcy strategig immunoterapii testowanej na mysim modelu doswiadczalnym jest
stymulacja receptora GITR (glucocorticoid-induced TNFR-related protein - CD357)
agonistycznym przeciwciatem monoklonalnym DTA-1. Czgsteczka GITR jest
transbtonowym biatkiem typu | o dlugosci 228 aa, nalezacym do rodziny TNF.
Wystepuje w duzej gestosci na powierzchni T reg i aktywowanych T ef. Badania in
vitro i in vivo wskazujg, ze rownoczesna stymulacja czgsteczek GITR i receptoréw dla
antygenu (TCR) powoduje zahamowanie funkcji supresorowej T reg i wptywa
na aktywacje komorek efektorowych. Podjete w pracy badania majg na celu
zidentyfikowanie jak wigzanie GITR, przez przeciwciato DTA-1, wptywa na klonalng

réznorodnosé i funkcje komérek T, swoistych dla antygenéw nowotworowych.

Badania oparto na unikalnym modelu myszy TCR™"Foxp3©FP, ktorych roznorodnosé
receptorow TCR zostata ograniczona w celu umozliwienia monitorowania zmian
w ich repertuarze na poziomie pojedynczych, funkcjonalnie odrebnych klondw,
swoistych dla antygenow nowotworowych. Dzieki temu mozliwa jest petna
charakterystyka repertuarow receptoréw TCR na réznych subpopulacjach limfocytow
zaangazowanych w odpowiedZ przeciwnowotworowg. U myszy TCR™M  ktorych
wszystkie receptory posiadajg ten sam transgeniczny tancuch TCR (V314DB2JB2.6),
réznorodnos¢ tancuchéw TCRa ogranicza rearranzujgcy mini locus ztozony
z pojedynczego segmentu Va2.9 oraz 2 segmentow Ja (Ja26 i Ja2). Myszy te rozwijajg
normalnie funkcjonujgce subpopulacje limfocytow T o zredukowanym, poliklonalnym
repertuarze receptorow TCRaB. Dodatkowo myszy TCR™"FoxP3CGFP posiadajg
genetyczny znacznik limfocytow T reg (FoxP3*), w postaci ekspresji zielonego biatka

fluorescencyjnego (GFP). Czes¢ wstepnych doswiadczen wykonano na myszach



transgenicznych FoxP3CFP. Posiadajg one wyzej opisany znacznik komdrek
regulatorowych w kontekscie niezawezonego repertuaru TCR myszy, szczepu
C57BI/6 (B6).

Jako nowotwdr modelowy wykorzystano mysig linie czerniaka B16, zmodyfikowang
genetycznie do ekspresji neo-antygenu (peptyd Ep63K). Ten neo-antygen jest
prezentowany na powierzchni komdrek czerniaka B16 w kontekscie MHC klasy |I-AP,
(II-APEp63K). We wczesniejszych pracach wykazano, Ze tak zmieniona linia czerniaka
B16, po podskérnym wszczepieniu myszom transgenicznym TCRMMFoxP3CGFP,
aktywuje co najmniej 20 roznych receptoréw TCR komorek T CD4* efektorowych.
Czestos¢ wystepowania i obecnos¢ wsrod réznych populacji limfocytow T
wspomnianych receptoréw, daje mozliwos¢ wgladu w przebieg odpowiedzi
przeciwnowotworowej i jej modulacji na skutek podania przeciwciata DTA-1. W trakcie

realizacji projektu zatozono ocene:

e wplywu immunoterapii anty-GITR na zahamowanie kinetyki wzrostu guza
nowotworowego,

e wplywu immunoterapii anty-GITR na zmiany w populacjach komérek T reg
i T ef podczas rozwoju nowotworu,

e analize wrazliwosci komorek T ef na supresyjne dziatanie T reg izolowanych
Zz guzow i weztdw chtonnych drenujgcych, podczas rozwoju choroby i terapii
przeciwciatem DTA-1,

e wplywu immunoterapii anty-GITR na repertuar receptorow TCR

komérek T reg i T ef w odpowiedzi na nowotwor.



