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STRESZCZENIE

Limfocyty T (T reg) sa subpopulacjg limfocytéw T, ktéra hamuje odpowiedz
immunologiczng i indukuje tolerancje wobec wiasnych antygenow. Hamowanie
odpowiedzi immunologicznej moze rowniez prowadzi¢ do ostabienia odpowiedzi
przeciwnowotworowej. Szereg badan naukowych potwierdza, ze nagromadzenie tych
komédrek w obrebie nowotworu promuje jego wzrost. Dlatego tez, istotnym celem
immunoterapii  przeciwnowotworowej jest wybidércze ostabienie 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. Czasteczka GITR jest
transbtonowym biatkiem typu | o dtugosci 228 aa, nalezgcym 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

roznorodnos$¢ i funkcje komorek T, swoistych dla antygendéw nowotworowych.

Badania oparto na unikalnym modelu myszy TCR™"Foxp3C¢FP, ktorych réznorodnosé
receptorow TCR zostata ograniczona w celu umozliwienia monitorowania zmian
w ich repertuarze na poziomie pojedynczych, funkcjonalnie odrebnych klonow,
swoistych dla antygenéw nowotworowych. Dzieki temu mozliwa jest petna
charakterystyka repertuaréw receptorow TCR na réznych subpopulacjach limfocytow
zaangazowanych w odpowiedz przeciwnowotworowg. U myszy TCR™" ktdrych
wszystkie receptory posiadajg ten sam transgeniczny tancuch TCRpB (VB14DB2JB2.6),
réznorodno$¢ 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™NFoxP3CFP posiadajg
genetyczny znacznik limfocytéw T reg (FoxP3*), w postaci ekspresji zielonego biatka
fluorescencyjnego (GFP). Czes¢ wstepnych doswiadczen wykonano na myszach
transgenicznych FoxP3C¢FP. Posiadajg one wyzej opisany znacznik komérek
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regulatorowych w kontekécie niezawezonego repertuaru TCR myszy, szczepu
C57BI/6 (B6).

Jako nowotwor modelowy wykorzystano mysig linie czerniaka B16, zmodyfikowang
genetycznie do ekspresji neo-antygenu (peptyd Ep63K). Ten neo-antygen jest
prezentowany na powierzchni komorek czerniaka B16 w kontekscie MHC klasy 11-AP,
(1I-APEp63K). We wczesniejszych pracach wykazano, Ze tak zmieniona linia czerniaka
B16, po podskérnym wszczepieniu myszom transgenicznym TCR™NFoxP3CGFP,
aktywuje co najmniej 20 roznych receptoréw TCR komorek T CD4* efektorowych.
Czesto$¢ wystepowania i obecnos¢ wsréd 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:

wptywu immunoterapii anty-GITR na zahamowanie kinetyki wzrostu guza

nowotworowego,

e wpltywu 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
Z guzow i weztow 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.



SUMMARY
T-lymphocytes (T reg) are a subpopulation of T lymphocytes that suppress

the immune response and induce tolerance to their own antigens. Inhibition
of the immune response may also lead to a weakening of the anti-tumor response.
A number of scientific studies confirm that the accumulation of these cells within
the tumor promotes its growth. Therefore, an important goal of anti-cancer
immunotherapy is selective inhibition of suppressor activity of T reg lymphocytes and
at the same time promoting the activity of effector T cells, specific for tumor antigens.
A promising strategy for immunotherapy tested on a mouse experimental model
is stimulation of the GITR (glucocorticoid-induced TNFR-related protein - CD357)
agonist monoclonal antibody DTA-1. The GITR molecule is a transmembrane type |
protein with a length of 228 aa, belonging to the TNF family. It occurs in high density
on the surface of T reg and activated T ef. In vitro and in vivo studies indicate that the
simultaneous stimulation of GITR molecules and antigen receptors (TCR) suppresses
the T suppressor function and affects T ef activation. The research undertaken in this
study aims to identify how GITR binding by the DTA-1 antibody influences the clonal

diversity and function of T cells specific for tumor antigens.

The research was based on the unique TCR™NFoxp3®FF mouse model, in which the
diversity of TCR receptors has been limited in order to be able to monitor changes
in their repertoire at the level of individual, functionally separate clones, specific
for tumor antigens. Thanks to this, it is possible to fully characterize TCR receptor
repertoires on various lymphocyte subpopulations involved in the antitumor response.
In TCR™" mice, all of which have the same transgenic TCRp chain (VB14DB2JB2.6),
the diversity of TCRa chains limits the rearranging mini locus comprised of a single
Va2.9 segment and two Ja segments (Ja26 and Ja2). These mice develop normally
functioning T-cell subpopulations with a reduced, polyclonal TCRao receptor
repertoire.  In  addition, TCR™M"Foxp3®FP  mice possess a genetic
T-cell marker reg (FoxP3%) in the expression of green fluorescent protein (GFP*). Some
of the preliminary experiments were also performed on FoxP3®F" transgenic mice.
They possess the above-described label of T regulatory cells in the context
of a non-concentrated TCR repertoire of mice, strain C57Bl / 6 (B6).
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As a model tumor, a murine B16 melanoma line, genetically modified for
the expression of neo-antigen (Ep63K peptide), was used. This neo-antigen
is presented on the surface of B16 melanoma cells in the context of MHC class II-Ab,
(II-AbEp63K). Previous work has demonstrated that the B16 melanoma line modified
this way after subcutaneous implantation into TCR™MFoxp3®FP transgenic mice
activates at least 20 different TCR receptor T effector CD4* cells. The frequency
of occurrence and presence among various T-cell populations of the mentioned
receptors gives the possibility of insight into the course of the anti-tumor response and
its modulation due to the administration of the DTA-1 antibody. During the project

implementation an assessment was made:

¢ influence of anti-GITR immunotherapy on suppression of tumor growth kinetics,

e influence of anti-GITR immunotherapy on changes in the T reg and T ef cell
populations during tumor development,

e analysis of sensitivity of T ef cells to the suppressive action of T reg isolated
from tumors and lymph nodes draining during disease development and therapy
with DTA-1 antibody,

e the impact of anti-GITR immunotherapy on the TCR receptor repertoire T reg

and T ef cells in response to cancer.
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1. WSTEP

Gwattowny rozwoj cywilizacji, przemyst oraz postepujgca degradacja srodowiska
wptywa negatywnie na zdrowie i zycie ludzi na catym Swiecie. Jednym
z najpowazniejszych zagrozen dla zdrowia cztowieka uznaje sie choroby
nowotworowe. Dane statystyczne Polskiej Unii Onkologii wskazujg, ze do 2020 r.
na swiecie zachoruje na nowotwory ok. 20 min oséb, z czego umrze 10 min.
Nowotwory ztodliwe stanowig drugg przyczyne zgondw w Polsce, ponad 26%
mezczyzn i 23% kobiet umiera. Choroby te sg gtbwng przyczyng umieralnosci przed
65 rokiem zycia i na tym tle Polska negatywnie wyrdznia sie wsrod krajow europejskich
[Wojciechowska et al. 2009].

1.1. Biologia Czerniaka Ztosliwego

Czerniak (tac. melanoma malignum) jest to nowotwér ztosliwy melanocytéw (komorek
barwnikowych skéry) wytwarzajgcych melanine. Powstanie i rozwdj jest zalezne
od predyspozycji genetycznych (ok. 10% przypadkéw) oraz czynnikow
Srodowiskowych (promieniowanie UV). Czerniak skéry z najwiekszg czestoScig
wystepuje wsrdéd osob rasy kaukaskiej, szczegdlnie wrazliwych na promieniowanie
stoneczne. Nalezy do najbardziej agresywnych nowotworéw, opornych
na standardowe leczenie onkologiczne. Wedlug Swiatowej Organizacji Zdrowia
(WHO), rocznie okoto 66,000 pacjentdow umiera z powodu nowotwordw skory, w tym
80% na czerniaka (Gawlik et al. 2011) (Ryc. 1). Liczba zachorowan
na czerniaka skory w Polsce wzrasta po 20 roku zycia, przy czym najwiecej
zachorowan obu pifci notuje sie miedzy 50 a 64 rokiem Zzycia (ponad /3 kobiet
i mezczyzn). Ryzyko zachorowania na czerniaka skory wzrasta z wiekiem, osiggajgc

maksimum w 6smej dekadzie zycia (http://onkologia.org.pl/czerniak-skory-c43).

Jedyng skuteczng metodg leczenia pacjentdw jest interwencja chirurgiczna

w poczatkowych fazach rozwoju nowotworu. Operacja, na wczesnym etapie choroby,

pozwala zapobiec rozprzestrzenianiu nowotworu do narzgdow wewnetrznych

organizmu i daje szanse na petne wyleczenie. W fazie przerzutéw czerniak ztosliwy

uwazany jest za chorobe nieuleczalng. Standardowe metody terapii takie jak

chemioterapia czy radioterapia sg zazwyczaj czescig leczenia paliatywnego,
-12 -
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ograniczonego do proby zahamowania wzrostu guza pierwotnego. Pojawienie
sie zmian nowotworowych w innych organach zmniejsza rokowania, a zastosowanie

terapii staje sie nieskuteczne.

Mezczyini/Males Kobiety/Females

93,6% 55,5%

19 W 2044 W 464 W 65+ ~19 2044 W 4564 M 65+

Ryc. 1. Struktura zachorowan na czerniaka w zaleznosci od pfci i wieku. Prognoza do 2025 r.
(Wojciechowska et al. 2009).

Obecne badania nad rozwojem czerniaka skory wskazujg na wazng role
tzw. mikrosrodowiska tworzonego przez: keratynocyty, fibroblasty, komorki
srodbtonkowe oraz komorki uktadu odpornosciowego wraz z melanocytami (Ryc. 2).
Utrata homeostazy oraz zaburzenie kontaktu miedzy keratynocytami a melanocytami
moze wptywaé na rozwoj czerniaka. Wykazano, ze melanocyty hodowane bez udziatu
keratynocytéw posiadajg na swojej powierzchni antygeny zwigzane z czerniakiem:
biatko adhezyjne MCAM, integryne av3, ktére sg gtdbwnymi regulatorami wzrostu
komorek czerniaka. Utrata kontaktu pomiedzy melanocytami a keratynocytami
promuje podziaty melanocytéw, bedace pierwszym etapem transformaciji
nowotworowej [Haass et al. 2005, Li G et al. 2002]. Zjawisko to powodowane jest
zmniejszaniem, brakiem ekspresji lub obecnoscig niefunkcjonalnej E-kadheryny, ktéra
w komodrkach czerniaka zwieksza ich wrazliwos¢ na apoptoze, zmniejsza ilos¢ biatek
inwazyjnych, przywraca kontrole wzrostu przez keratynocyty [Kippenberger et al.
2006, Tang et al. 1994]. W kolejnych etapach nowotworzenia fibroblasty CAFs
promujg wzrost nowotworu poprzez wydzielanie czynnikow wzrostu IGF-1, SC (scatter
factor), bFGF, TGF-B i endoteliny. CAFs regulujg proces angiogenezy, organizujg

podscielisko wytwarzajgc komponenty macierzy zewnatrzkomérkowej (kolagen,
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fibronektyna, laminina). Biorg udziat w rozktadzie macierzy pozakomodrkowej
(wydzielajg proteazy rozktadajgce gtownie kolagen | np. biatka 2z grupy
metaloproteinaz (MMP1) oraz proteaze serynowg FAP, co umozliwia przemieszczanie
sie komorek itworzenie przerzutow [Orimo et al. 2006, Ruiter et al. 2002].
Nadekspresja FAP koreluje zgorszg prognozg dla pacjentéw, u ktorych
zdiagnozowano m.in. czerniaka [Puré, 2009]. Wczesne etapy choroby wskazuja,
ze CAFs poczatkowo mogg dziata¢ hamujgco na jej rozwdj (fibroblasty z aktywng
Sciezkg NOTCH1) [Shao, 2011].

Kluczowe znaczenie dla postepu nowotworu majg miofibroblasty (przeksztatcone
fibroblasty), ktore promujg wzrost i inwazje nowotworu oraz zréznicowane fibroblasty
obecne wewnatrz guza. Fibroblasty petnig funkcje swoistego rusztowania dla masy
guzowej [Ruiter et al. 2002, Li et al. 2002] i wchodzg w bezposredni kontakt
z komérkami czerniaka, sprzyjajac jego inwazyjnosci (obecno$¢ biatka adhezyjnego
ADAM-9). Wspdlnie z komorkami srédbtonka, makrofagami, ptytkami krwi wydzielajg
biatko PAR-1, ktore jest niezbedne w procesie stanu zapalnego, koagulacji oraz
przerzutowaniu guza [Olbryt, 2013].

Ryc. 2. Zdjecie czerniaka w poczgtkowej fazie choroby.
(https://pl.wikipedia.org/wiki/Czerniak_(nowotw%C3%B3r)).

Najwazniejszymi procesami rozwoju guza w mikroSrodowisku jest: angiogeneza
I imfogeneza. Rozrost guza i jego rozsiew wspomagajg komorki srodbtonkowe
(wspottworzenie nowych naczyh krwionosnych) oraz makrofagi, ktére stymulujg
proliferacje komorek czerniaka, proces angiogenezy i zjawisko immunosupresji [Basu
et al. 2009]. Etap przerzutowania powigzany jest z obecnoscig swoistych biatek
adhezyjnych na powierzchni komoérek nowotworowych i endotelium np. biatka JAMs
[Ghislin et al. 2011] oraz efryny np. biatka EphB4. Efryny na powierzchni komorek
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czerniaka sprzyjajg adhezji do komérek endotelialnych, ktére wytwarzajg ligand efryne
B2. Dzieki temu mozliwy jest rozsiew komorek czerniaka do specyficznych narzgdow
np. ptuc, nerek, watroby. Czerniak rozsiewany jest rowniez drogg limfatyczna.
Naczynia limfatyczne aktywnie przyciggajg komoérki nowotworowe do docelowych
miejsc tworzenia przerzutow np. aktywacja sciezki CXCR4/SDF. Komorki czerniaka
ekspresjonujgce biatko CXCR4 umiejscawiajg sie w docelowych narzgdach, ktérych

naczynia limfatyczne wydzielajg czynnik SDF-1 [Olbryt, 2013].

W poczatkowym okresie wzrostu guza makrofagi sg pierwszg linig obrony. Zaczynajg
sprzyjac progresiji choroby np. w przewlektym stanie zapalnym, mogg inicjowac proces
nowotworzenia. Makrofagi te okreslane sg jako TAM (tumor-associated
macrophages), aktywowane komorki zwigzane z nowotworami. Ich rola w rozwoju
guza zalezy od wytwarzanych cytokin oraz czynnika CSF-1. Makrofagi zasiedlajgce
czerniaka nazywane sg melanofagami poniewaz zawierajg w swoich strukturach
melanine pochodzgcg od pochtonietych komoérek czerniaka. Obecnos¢ makrofagow
w zmianach skornych, oku oraz btonach sluzowych nosa korelujg z gorszg prognozg
u pacjentow. W skérze makrofagi osiedlajg sie przede wszystkim w ogniskach
pierwotnych, nastepnie w mniejszym stopniu, w przerzutach iznamionach.
Ekspresjonujg prozapalne biatko COX-2, mediator stanu zapalnego promujgcy proces

kancerogenezy w tkankach epitelialnych [Sethi et al. 2012].

Melanofagi uczestniczg w angiogenezie (IL-10), przerzutowaniu (TGF-B) oraz
immunosupresji (IL-10). Zmniejszona ekspresja niektérych cytokin moze prowadzié¢
do uposledzenia rekrutacji limfocytdw T w miejsce rozwijajgcego sie nowotworu.
Makrofagi mogg réwniez ulega¢ fuzji z komorkami czerniaka tworzac hybrydy
o wiekszej zdolnosci do autofagii, efektorowe komoérki pamieci TEM (effector memory
T cell) [Olbryt, 2013].

Badania ostatnich lat sugerujg wazng role hipoksji w rozwoju czerniaka ztosliwego.
Zauwazono, ze w skorze tagodna hipoksja (3-5% O2) jest stanem naturalnym
i utrzymuje sie na zblizonym poziomie. Bedogni i Powell jako pierwsi zasugerowali
udziat hipoksji w transformacji nowotworowej melanocytéw. Zauwazyli,
ze aktywacja $ciezki HIF-1 (gtébwnego regulatora odpowiedzi komoérek na stan
niedotlenowania), w wyniku aktywacji np. onkogenu BRAF czy MITF, zapobiega
starzeniu sie melanocytéw [Bedogni et al. 2009]. Stan ten wptywa w istotny sposéb na
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takie procesy jak: angiogeneza, immunosupresja, etapy przerzutowania
czy uposledzenie odpowiedzi immunologicznej. Eksperymenty na myszach
przeprowadzone przez Nomana i wsp. wskazujg wptyw hipoksji na opornosc¢
intensywnie proliferujgcych komorek nowotworowych, wobec litycznego dziatania

limfocytow T cytotoksycznych [Noman et al. 2011].

Ostatnie lata wskazujg na poszukiwanie alternatywnych form terapii przeciw
czerniakowi. Poszukiwania obejmujg mi. in. stymulacje uktadu immunologicznego.
Immunoterapia jako metoda leczenia, w posredni lub bezposredni sposéb,
wykorzystuje uktad odpornosciowy do zaatakowania komérek nowotworowych (takze
macierzystych komérek guza) lub ztagodzenia skutkédw ubocznych dziatania lekéw
przeciwnowotworowych. Nieswoiste (posrednie) pobudzanie uktadu
immunologicznego zwigzane jest z terapig |IFN-a, IL-2 oraz poprzez
immunostymulatory pochodzgce z obcych organizméw. Z kolei swoiste oddziatywanie
na nowotwor powigzane jest z konkretnymi antygenami nowotworowymi. Czerniak
nalezy do grupy nowotworow immunogennych tzn. jest zdolny aktywowac uktad

immunologiczny [Hodi et al. 2010, Bhatia et al. 2009].

Wiekszos¢ antygendw obecnych na komdérkach nowotworowych jest wspotdzielona ze
zdrowymi komérkami. Sg to antygeny roznicowania np. gp100, Melan-A
czy tyrozynaza. Antygeny te wystepujg na prawidtowych melanocytach, jak rowniez
komérkach wywodzgcych sie z czerniaka. Sg najczesciej rozpoznawane przez
przeciwciata oraz limfocyty T. Nie sg nowotworowo specyficzne a ich obecnos¢
na prawidtowych  komoérkach moze  prowadzi¢c do rozwoju  chordb
autoimmunizacyjnych. Wystepujg zarébwno we wczesnej jak i pdznej fazie
zaawansowania choroby. Sg najczesciej spotykane w czerniakach dajgcych juz
przerzuty [Hodi et al. 2006]. Nowotwory skéry majg szerokie podtoze rozwoju choroby:
mutacje w genach odpowiedzialnych za proliferacje i apoptoze, zmiany epigenetyczne,
wytwarzanie autokrynnych czynnikéw wzrostu, utrata zdolnosci do adhezji. Czynniki
te wywotujg zmiany w szlakach przekazywania sygnatow w melanocytach i uwalniajg
je spod Scistej kontroli keratynocytdow. Zmiany genetyczne wywotujg efekt
plejotropowy, w ksztattowaniu, ktérego czynniki transkrypcyjne petnig wazng role.
Zmiany w poziomie i aktywnosci czynnikow transkrypcyjnych: MITF, NFkB, AP-1,
AP-2qa, Notch, CREB, Ets-1, 3-katenina/LEF/TCF, PAX3, Ski, Snail oraz STAT petnig
istotng role w rozwoju czerniaka. Wymienione czynniki transkrypcyjne zwiekszajg
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potencjat proliferacyjny, zdolnos¢ komodrek do migracji lub tworzenia przerzutow.
Ponad 90% przypadkéw zachorowania na czerniaka wskazuje na podwyzszenie
aktywnosci kinazy Erk. Udziat w jej stymulacji ma mutacja w NRAS, jednym z trzech
ludzkich gendéw Ras. Gen ten ulega mutacji w 15-30% przypadkdéw czerniaka skory.
Jednak najczestszg zmiang genetyczng w czerniaku jest mutacja w BRAF (50—-70%)
skutkujgcg zaburzeniami w drodze sygnatowej Ras/Erk. Czynnik transkrypcyjny MITF
odpowiada za ekspresje genow bedacych markerami czerniaka [Lesiak et al. 2007].
Badania sugeruja, ze rola tego czynnika jest zwigzana z jego poziomem w komorce.
W prawidtowo rozwijajgcych sie melanocytach jest on wyzszy niz w komorkach
nowotworowych i uruchamia takie procesy jak hamowanie cyklu komdrkowego

nowotworu oraz jego roznicowanie. Niski poziom ekspresji stymuluje proliferacje.

Z kolei czynnik transkrypcyjny NF-kB w komoérkach czerniaka indukuje ekspresje
czgsteczek adhezji komoérkowej, tj.: ICAM-1, VCAM-1, ELAM-1 i metaloprotein
(np. MP-2). Czasteczki te utatwiajg komorkom nowotworowym poruszanie
sie w obrebie podscieliska nowotworu. Nadajg im wiasciwosci silnie inwazyjne
[Amiri et al. 2005]. Nastepnie indukuje ekspresje biatek zaangazowanych w procesy
neowaskularyzacji guza, m.in. chemokin CXCL8/IL8 i CXCL1/MGSA,
metaloproteinazy MMP-2 oraz cytokiny VEGF. Istothg role w transformaciji
nowotworowej petni  rowniez czynnik transkrypcyjny Notch. Eksperymenty
na myszach dotyczgce delecji tego genu w komorkach naskérka sugerujg
powstawanie hiperplazji naskorkowej oraz rozwoju czerniaka. Notch wptywa
na proliferacje, zywotnos¢ komorek nowotworu, a takze powstawanie przerzutdw.
Progresja czerniaka jest wywotywana m.in. poprzez inicjacje ekspresji biatek
np. N-kadheryna [Lesiak et al. 2007].

Geny, uczestniczgce w powstawaniu mutacji i onkogenezie, obejmujg procesy
replikacji i naprawy DNA oraz zwigzane sg z chromosomowg segregacjg i apoptoza.
W wiekszosci komorek nowotworowych mamy do czynienia z klonalnymi mutacjami,
ktore sg jednym z wielu celdow terapii przeciwnowotworowych, jako te utatwiajgce
rozrost guza. Z kolei losowe mutacje mogg opdznia¢ wzrost nowotworu poprzez
wywotywanie silnych odpowiedzi immunologicznych lub procesu starzenia, dlatego
réwniez sg wykorzystywane w poszukiwaniu skutecznej immunoterapii.

W przeciwienstwie do silnej nadwrazliwosci chemicznie indukowanych guzoéw,

spontanicznie powstajgce nowotwory sg stabo immunogenne [Hewitt et al. 1976].
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Odpowiedz immunologiczna przy tych guzach jest kierowana przeciwko stabo
immunogennym, wspoélnym, wikasnym antygenom [Turk et al. 2004]. Eksperymenty
molekularne wykazujg, ze antygeny specyficzne dla guzéw u myszy i ludzi mogag
powstawacC z wtasnych, zmutowanych biatek i by¢ rozpoznawane przez limfocyty T
CD4* i CD8*. Mutacje te powodujg zwiekszenie powinowactwa receptoréw TCR
do ligandéw prezentowanych przez komorki nowotworowe, co skutkuje ich aktywacja
[Guevara-Patino et al. 2006, Duan et al. 2009].

Badania nad szczepionkami, ktére miatyby na celu prewencje i skuteczng terapie
czerniaka ztosliwego, trwajg juz od 30 lat. Wraz z rozwojem wiedzy na temat ludzkiego
uktadu immunologicznego i nowotworéw, naukowcy sg coraz Dblizej
ich uzyskania. Historycznie pierwszym ludzkim antygenem rozpoznawanym przez
komérki T uznano antygen raka jgdra, ktéry sklonowano w 1991 r. i nazwano ,MAGE”.
Najbardziej popularnymi antygenami uzywanymi do produkcji szczepionek
czerniakowych zaliczono: MAGE 1, MAGE 3, MART-1, BAGE, GAGE, CAGE, XAGE,
tyrozynaza, gpl00 i NY-ESO-1. MAGE-1 i MAGE 3 prezentowane sg z ludzkimi
antygenami zgodnosci tkankowej HLA-A1, natomiast antygeny MART-1, tyrozynaza
czy gp100 w potgczeniu z ludzkimi antygenami HLA-A2 [Hodi, 2006; Parmiani, 2001].

Wyrdzniamy nastepujgce typy szczepionek:

e najstarsze szczepionki czerniaka wykorzystujg cate komorki guza.
W przypadku szczepionek antygenowych komorki czerniaka transfekuje
sie okreslonymi genami, ktorych ekspresja powoduje pojawianie
sie na powierzchni antygenow biatkowych wywotujgcych odpowiedz
immunologiczng [Schmidt, 2009],

e szczepionki autologiczne zawierajg komorki pochodzgce z guza pacjenta.
Zawierajg unikalny zestaw antygendw, powstatych na skutek mutaciji.
Szczepionki autologiczne odpowiadajg pod katem HLA pacjenta, dzieki czemu
otrzymujemy optymalng prezentacje antygendw przez limfocyty T. Wadg uktadu
jest zbyt mata ilos¢ komoérek guza pierwotnego, niewystarczajgca
do wykonania odpowiedniej liczby szczepionek [Sondak et al. 2006],

e szczepionki allogeniczne zawierajg niezmienione lub modyfikowane komorki
czerniaka pochodzgce od innych pacjentéw wyselekcjonowanych pod kgtem
posiadania antygenow spotykanych na duzym odsetku czerniakow. Dostepne
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sg dla pacjentow ze wszystkimi stadiami zaawansowania czerniaka. Wadag
moze by¢ brak rzadkich i unikalnych antygendw, kluczowych w odpowiedzi
immunologicznej u konkretnego pacjenta [Sondak et al. 2006],

e szczepionki terapeutyczne, ktore wykorzystujg peptydy o dtugosci
8-10 aminokwasow, uzyskane z specyficznych antygendw znajdujgcych
sie na powierzchni komérek czerniaka [Schadendorf, 2009],

e szczepionki DNA podawane sg podskdérnie lub domiesniowo. Wprowadzony
zostaje plazmid zawierajgcy gen kodujgcy biatko antygenowe. Plazmid zostaje
pochwycony przez komérki gospodarza, ktore produkujg pozagdane biatko.
Biatkowe fragmenty antygendéw prezentowane sg limfocytom T
i w konsekwencji nastepuje indukcja odpowiedzi komorkowej i humoralnej
[Yuan et al. 2009].

Na podstawie aktualnej wiedzy uwaza sie, ze onkogeneza jest inicjowana
w zdrowych komorkach macierzystych danej tkanki lub komérkach progenitorowych,
réznicujgcych sie z komorek macierzystych. Zgodnie z teorig somatycznych mutacji,
kancerogeneza zwigzana jest z nagromadzeniem sie zmian w obrebie DNA. Przejscie
zdrowej komorki w nowotworowg jest wynikiem zajScia mutacji na poziomie
genetycznym i uzyskaniem zdolnosci do wielokrotnych, niekontrolowanych podziatéw,
co daje poczatek nowotworzeniu. Tak zmieniona komodrka przypomina komorke

macierzystg [Salama et al. 2009]

1.2. Rola limfocytéow T w swoistej odpowiedzi
przeciwnowotworowej

Swoista odpowiedz przeciwnowotworowa opiera sie na precyzyjnym, antygenowo
specyficznym rozpoznaniu a nastepnie usuwaniu czynnikbw chorobotwdrczych.
Zapewnia uzyskanie pamieci immunologicznej. Receptory, ktére rozpoznajg antygeny
zostajg wyselekcjonowane (selekcja klonalna) i amplifikowane podczas reakcji
odpornosciowe kazdej pierwotnej infekcji. W celu rozwiniecia odpowiedzi swoistej
niezbedne jest pojawienie sie mechanizméw odpowiedzi nieswoistej. Odpowiedz

swoista skfada sie z trzech etapdw: rozpoznania antygenu, generacji swoistych
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komérek immunokompetentnych oraz fazy efektorowej prowadzgcej do zniszczenia

antygenu. Mozemy jg podzieli¢ na odpowiedz humoralng i komorkowa.

Odpowiedz przeciwnowotworowa obejmuje wiele typow komodrek organizmu.
Zaliczamy do nich przeciwciata, limfocyty cytotoksyczne skierowane przeciwko
komdérkom nowotworowym, limfocyty regulatorowe, ktére w Srodowisku guza moga
hamowac¢ dziatanie ze strony uktadu immunologicznego i wiele innych. Ten typ
odpowiedzi wskazuje na obecnos¢ TAA (antygenéw zwigzanych z nowotworem),
bedagcych czesto celem immunoterapii. Wystepowanie ich w wigkszosci
na komoédrkach nowotworu jest spontaniczne i nieswoiste, poniewaz powszechnie
sg obecne na komorkach prawidtowych. Zaliczamy do nich takze antygeny komérek
powstajgcych podczas rozwoju embrionalnego (normalnie nie wystepujgce
u dorostych) oraz zwigzane z nowotworem antygeny wirusowe. Z kolei antygeny
wystepujgce na komorkach prawidtiowych i nowotworowych, z ktérych wywodzi
sie guz, okreslane sg jako antygeny réznicowania. Ostatnig grupe stanowig unikalne,
antygeny TSA (swoiste dla nowotworu), obecne tylko na jego komdrkach
[Lu YC, Robbins, 2016].

Niniejsza rozprawa doktorska skupia sie przede wszystkim na odpowiedzi
przeciwnowotworowej typu komorkowego. Role obronng petnig bezposrednio
uczulone komorki (limfocyty i makrofagi) oraz produkowane przez nie cytokiny.
Komoérki pochtaniajg antygen, a po roziozeniu prezentujg na swojej powierzchni.
Limfocyt T, ktéry rozpozna antygen ulega aktywacji, nastepnie proliferacji
I dojrzewaniu jego klonéw zdolnych do odpowiedzi. Dochodzi do fagocytozy
z udziatem makrofagébw Ilub generacji swoistych komorek cytotoksycznych
CD8* i CD4*, ktére uruchamiajg program apoptozy w komérce docelowej [Zeromski,
2000]. Takie dziatania sg $cisle zalezne od czgsteczek MHC klasy | i klasy II,
uczestniczacych w prezentowaniu limfocytom T obcych, oraz zwigzanych
z procesem nowotworzenia antygenow. Ws$rod mozliwych typdw reakcji

na rozwijajgcy sie nowotwor wyrézniamy m.in.:

e zdolnos¢ limfocytéw do odpowiedzi cytotoksycznej zaleznej od przeciwciat,

e cytotoksycznos¢ limfocytow Tc,

e wydzielanie cytokin przez limfocyty T np. interleukiny, interferony, chemokiny
czy nadrodzina TNF,
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e aktywacja komoérek NK,
e swoiste rozpoznawanie TAA przez limfocyty Th w potgczeniu z czgsteczkami
MHC klasy Il. W wyniku aktywacji komérek Th nastepuje wydzielanie cytokin

i aktywacja odpowiedzi immunologicznej [Gotagb et al. 2005].

Najwazniejszymi komdrkami uktadu odpornosciowego sg limfocyty B i T biorgce udziat
w odpowiedzi komdrkowej oraz komorki APC (prezentujgce antygen). Ludzki organizm
posiada ok. 10'2 min limfocytéw, majgcych duze jadra o zréznicowanej wielkosci.
Limfocyty B powstajg w szpiku kostnym. Zas prekursory limfocytow T migrujg

do grasicy, gdzie nastepuje proces edukaciji grasiczej czyli dojrzewania.

Grasica jest centralnym narzgdem limfatycznym spetniajgcym role namnazania
i roznicowania limfocytbw T w komorki pomocnicze, cytotoksyczne, regulatorowe.
Komorki nabierajg kompetencji immunologicznej w wyniku selekcji klonalnej. Edukacja
grasicza zapewnia rozwijajgcym sie komoérkom tolerancje wobec wtasnych tkanek.
Wyksztatca sie populacja, ktéra na swojej powierzchni komérkowej formuje receptor
TCR zdolny do rozpoznawania peptydow o niskim/ $rednim stopniu powinowactwa.
Limfocyty wigzace peptyd z wysokim powinowactwem sg usuwane jako te,

ktére sg zdolne do wywotania autoagresji [Gotgb et al. 2005].

1.2.1. Limfocyty T cytotoksyczne

Subpopulacja limfocytow o wtasciwosciach cytotoksycznych tzn. zabijajgcych inne
komérki obejmuje nastepujgce grupy komoérek: limfocyty T af CD8*, T af CD4*
subpopulacje Th1, limfocyty T yo.

Gtéwng rolg limfocytbw CD8* jest niszczenie komorek zakazonych przez
mikroorganizmy: bakterie, wirusy, grzyby oraz zmienione nowotworowo komorki
wlasnego organizmu. Zabijajg komorki rozpoznajgce obce czasteczki MHC
klasy Il lub antygeny potgczone z wtasnymi czgsteczkami MHC klasy | wykorzystujg w
tym celu dwie drogi. Pierwszg jest indukcja apoptozy zaleznej od uwalniania perforyn,
granzymow, granulizyny. Drugg  jest indukcja apoptozy zaleznej
od interakcji czgsteczek w btonie komorek efektorowych i btonie komérek docelowych
tj. Apo-1L/FasL (CD95), TNF, limfotoksyna a, TRAIL. Podczas interakcji czgsteczek

Fas i FasL potrafig usmierca¢ same siebie, jak rowniez inne pobudzone komérkiB i T,
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usuwajgc tym samym limfocyty autoreaktywne. W przypadku odpowiedzi
przeciwnowotworowej limfocyty Tc obecne w narzgdach limfatycznych oraz w same;j
masie guzowej w duzej ilosci, sg wigzane z dobrg prognozg
dla pacjenta [Zammaron et al. 2011]. Dane eksperymentalne zawarte w tej pracy
potwierdzajg przedstawione powyzej wnioski. Myszy, ktdre rozwinety mniejsze guzy
miaty zdecydowanie wiekszy odsetek limfocytow cytotoksycznych infiltrujgcych guz niz

te o wiekszych guzach.

1.2.2. Limfocyty Th pomocnicze

Limfocyty Th CD4* petnig funkcje pomocnicze w prawidtowym funkcjonowaniu uktadu
immunologicznego. Majg zadanie wspomagania odpowiedzi typu humoralnego oraz
komorkowego poprzez bezposredni kontakt oraz wytwarzanie cytokin. Uczestniczg
w aktywacji, proliferacji i roznicowaniu komérek B oraz prekursorow cytotoksycznych
limfocytbw T. Odpowiadajg za aktywacje makrofagow i regulacje ich funkcji.
W zaleznosci od cytokin obecnych w srodowisku oraz sity sygnatu przekazywanego
przez TCR, limfocyty réznicujg sie w kierunku subpopulacji Thl, Th2, Th17 i Th3 [Zhu,
et al. 2010, Ariga et al. 2007]. Dojrzate limfocyty Th po opuszczeniu grasicy
przechodzg trzy etapy rozwoju. W pierwszej kolejnosci wydzielajg gtéwnie IL-2, potem
m.in. IL-3, IL-4, IL-5, IL-10, IFN-y oraz GM-CSF. Dtugotrwata stymulacja antygenem
powoduje réznicowanie sie limfocytéw Th1 i Th2 przy obecnych na ich powierzchni
czgsteczkach CD28 i OX40 [Rengarajan et al. 2000].

Populacja komérek Th 1 powstaje przy aktywnosci czynnika transkrypcyjnego
T-bet oraz Stat-1/Stat-4, w wyniku wydzielania przez komorki NK takich cytokin jak
IL-12 oraz INF-y. Ma na celu gtéwnie wspomaganie odpowiedzi typu komorkowego,
hamowanie infekcji wirusowych i bakteryjnych. Zaktywowane komoérki Th 1 dzieki
produkcji INF-y i wigzaniu czgsteczki CD40 aktywujg makrofagi. Wywotujg
nadekspresje MHC klasy | i Il, co w efekcie powoduje zwiekszenie prezentaciji
antygenow limfocytom cytotoksycznym, goéwnie dzieki wytwarzaniu IL-2. Z Kkolei
populacja komorek Th 2 powstaje w wyniku aktywnosci czynnika transkrypcyjnego
GATA-3 oraz Stat-6. Limfocyty Th 2 produkujg IL-4, IL-5, II-10 oraz IL-13. Ich gtéwna
rolg jest przekazywanie sygnatu do aktywacji i réznicowania komorek B.

Jest to mozliwe dzieki rozpoznawaniu na ich powierzchni kompleksu MHC-peptyd
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[Szabo et al. 2000, Rengarajan et al. 2000, Afkarian et al. 2002, Zheng et al. 1997,
Perona-Wright et al. 2010].

Limfocyty pomocnicze poprzez produkcje odpowiednich cytokin, wykorzystujg efekty
sprzezenia zwrotnego dodatniego. Roznicujg sie z poziomu dziewiczych komoérek T,
ktére w obecnosci IL-4 przechodzg w kierunku komoérek Th 2, a w obecnosci INF-y
w strone Th 1 [Swain et al. 1990]. Krzyzowa regulacja powstawania limfocytéw Th
zachodzi dzieki wptywowi cytokin. Wydzielany przez komoérki Th 1 INF-y hamuje
proliferacje i czynnosc limfocytow Th 2, natomiast IL-10 wydzielana przez Th 2 hamuje
produkcje cytokin przez Th 1. Réwniez obecnos¢ TGF-B dziata hamujgco
na réznicowanie sie komorek Th 1i Th 2, przez obnizanie ekspresji T-bet i GATA-3 [Li,
M.O., et al. 2006].

Gtéwnym mechanizmem wykorzystywanym przez komorki pomocnicze jest swoiste
rozpoznawanie antygenow nowotworowych. Nastepstwem tego dziatania jest
ich aktywacja i wydzielanie cytokin. Cytokiny takie jak IL-4, IL-5, IL-6 wspomagajg
synteze przeciwciat wytwarzanych przez limfocyty B. Z kolei do zabijania komérek
nowotworowych INF-y aktywuje makrofagi a IL-2 komérki NK oraz limfocyty Tc.
Limfocyty Th potrafig zabijac komorki nowotworowe jak rowniez hamowac

ich proliferacje za pomocg TNF oraz limfotoksyn [Nakayamada et al. 2012].

1.2.3. Limfocyty T regulatorowe

Populacja komoérek regulatorowych po raz pierwszy zaobserwowana zostata w latach
60-tych. Gershon i wspotpracownicy wskazali na obecnos¢ supresorowych limfocytow
T, regulujgcych antygenowo specyficzng odpowiedz immunologiczng [Gershon et al.
1970]. Eksperymenty na mysich noworodkach, u ktérych po 3 dniach zycia usunieto
grasice ujawnity rozwiniecie sie szeregu chordob autoimmunizacyjnych [Nishizuka et al.
1969]. W 1995 roku Sakagouchi i wspotpracownicy zidentyfikowali posrod limfocytéw
CD4* niewielkg populacje komérek, posiadajgcg na swojej powierzchni czgsteczki
CD25 i petnigca funkcje supresorowe. Ich usuniecie z mysiego organizmu sprzyja
rozwojowi kaskady choréb autoimmunologicznych. Z kolei transfer zidentyfikowanej
populacji ze zdrowej myszy do osobnika pozbawionego ich eksperymentalnie, wptywa

hamujgco na rozwdj choroby [Sakaguchi et al. 1995, Suri-Payer et al. 1998].
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Poczatkowo uwazano je za komoérki anergiczne. Jednakze, okazato sig, ze limfocyty
Treg proliferujg nie tylko in vivo ale réwniez przy odpowiednich warunkéw hodowli,

in vitro [Chorgzy-Massalska et al., 2006].

Wyréznia sie 2 rodzaje limfocytow regulatorowych: tT reg (naturalne limfocyty
regulatorowe), ktére powstajg w grasicy oraz iT reg (indukowane limfocyty
regulatorowe). Indukowane T reg rozwijajg sie z naiwnych limfocytow T,
zasiedlajgcych obwodowe narzady limfoidalne w odpowiedzi na antygen,
w warunkach tolerancji immunologicznej. Powstajg wskutek konwersji komorek
CD4*FoxP3" do CD4*FoxP3*, w wyniku aktywacji receptora TCR w obecnosci
TGF-B, kwasu retoinowego (metabolitu witaminy A) oraz IL-2 [Coombes et al. 2007,
Curotto de Lafaille et al. 2008, Liu et al. 2007]. W obecnosci IL-6 nastepuje
zahamowanie tego procesu i roznicowanie sie naiwnych komorek T w prozapalne
komoérki Th 17 [Sakaguchi et al. 2007].

Obie subpopulacje ekspresjonujg czynnik transkrypcyjny FoxP3, odpowiedzialny
za supresorowe funkcje T reg. Foxp3 jest nadrzednym regulatorem rozwoju grasiczych
komérek T reg oraz niezbedny do indukcji iT reg z konwencjonalnych komorek
CD4*CD25 [Hegazy et al. 2010; Karim et al. 2004; Masatsugu Oh-hora and Anjana
Rao et al. 2009]. Jest regulowany przez takie czynniki transkrypcyjne jak STAT 5,
Smad 3, NFAT. Uwaza sie, ze jest markerem umozliwiajgcy precyzyjng identyfikacje
tej populacji [Hori et al. 2009; Fontenot et al. 2003]. Mutacja genu Foxp3 wywotuje
wielonarzgdowe  choroby  autoimmunizacyjne u ludzi, czyli zespot
immunodysregulacyjny sprzezony z chromosomem X, z poliendokrynopatig
i enteropatia (IPEX: immunodysregulation, polyendocrinolopathy, enteropathy,
X-linked syndrome) u myszy (mysia linia scurfy) [Williams et al. 2007]. Gtéwng grupe
zaburzen stanowig: enteropatia, zapalenie tarczycy, insulinozalezna cukrzyca typu |,
niedokrwisto$¢ hemolityczna [Gotgb et al. 2014]. Zhou i wspodtpracownicy zbadali
stabilno$¢ T reg poprzez Sledzenie komorek, u ktorych nastepowato podwyzszenie
poziomu ekspresji Foxp3 oraz komorek, u ktérych nastepowato jego obnizenie
podczas swojego zycia. Odkryto, ze komorki, ktére ekspresjonujg ten czynnik
a nastepnie go stracity, wspoétdzielg receptor TCR zarédwno z naturalnymi komérkami
regulatorowymi jak i z konwencjonalnymi limfocytami T sugerujgc, ze pochodzg one
znT reg i iT reg. ,ex T reg” posiadajg zaktywowany fenotyp i produkujg cytokiny
prozapalne. Przeprowadzone eksperymenty wskazujg, ze mikrosrodowisko
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na poziomie rozwoju choroby autoimmunologicznej sprzyja utracie Foxp3 a tzw. ex T
reg sg w stanie indukowac cukrzyce [Zhou et al. 2009]. Z kolei inne badania dowodza,
ze czes¢ obwodowych komorek CD4*Foxp3* traci zdolnos¢ do ekspresji Foxp3
i zaczyna produkowaé IFN-y oraz IL-17, po przeniesieniu do limfopenicznego

gospodarza [Komatsu et al. 2009].

Odkrycie czynnika transkrypcyjnego Foxp3 ujawnito 2 gtéwne réznice miedzy mysimi
a ludzkimi komérkami T reg. U ludzi, naiwne komorki T pod wptywem stymulaciji
receptora TCR ekspresjonujg niskie lub przejsciowe poziomy Foxp3. Nie obserwuje
sie takiej sytuacji u myszy. Ponadto, poziom ekspresji CD25 i Foxp3 koreluje
w mysich limfocytach regulatorowych (90% komodrek CD25* posiada fenotyp Foxp3).
Ten fakt pozwala na efektywne izolowanie z myszy tych komorek (CD25M9"),
W przeciwienstwie do ludzkich komorek Foxp3* T reg mogg posiadac ekspresje CD25
na poziomie wysokim lub posrednim, oraz czgsteczke CD25 ekspresjonujg rowniez
aktywowane komorki T. Komorki regulatorowe ekspresjonujg panel czgsteczek
kostymulatorowych i hamujgcych (CD28, CTLA-4, ICOS, PD-1), grupe molekut TNF
receptor super family (TNFRSF) tj. TNFR2, GITR, OX40, 4-1BB, FAS, chemokinowe
receptory (CCR2, -4, -5, -6, -7 | -8, CXCR3 oraz -4) oraz TLRy (TLR1, -2, -4, -5, -6,
-7, -8 -9) [Chen Xin et al. 2011]. Cztowiek posiada populacje komérek regulatorowych,
ktéra podobnie jak u myszy stanowi 10% populacji limfocytow CD4* o aktualnie
przyjetym fenotypie: CD4*CD25"I"CTLA-4* GITR* FoxP3* CD45RO* CD45RA-CD69-
Ki-67- [Betts et al. 2006]. Funkcjg komadrek regulatorowych jest:

e wplyw na modulacje odpowiedzi immunologicznej catego organizmu,
utrzymanie tolerancji dla wtasnych antygenow (ochrona przed chorobami
autoimmunizacyjnymi),

e uczestnictwo w  procesach hamowania/ regulowania  odpowiedzi
immunologicznej przy przeszczepach, chorobach nowotworowych oraz
chorobach wywotanych przez drobnoustroje [Wing et al. 2006],

e sg odpowiedzialne za hamowanie aktywnosci T ef (efektorowych limfocytow T)
skierowanych przeciwko wiasnym tkankom, w obecnosci komdrek
dendrytycznych, co w praktyce przyczynia sie niejednokrotnie do braku

skutecznej odpowiedzi immunologicznej np. przeciwko nowotworom,
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e hamujg aktywacje, proliferacje i réznicowanie, m.in. limfocytéw B, CD4*
i CD8", komorek NK, NKT, monocytéw,

e zapobiegajg reakcjom autoimmunizacji i nadwrazliwosci,

e W utrzymaniu tolerancji na antygeny podane doustnie,

e w zapobieganiu eliminacji bakterii komensalnych przez uktad odpornosciowy,

e w ochronie ptodu przed odrzuceniem przez uktad odpornosciowy matki
[Schmidt et al. 2012].

Aktywowane komorki T reg zarowno naturalne jak i indukowane wymagajg
antygenowo swoistego sygnatu TCR. Z kolei funkcja hamowania wymaga kontaktu
komérkowego [Thornton et al. 2000, Thornton et al. 1998]. Limfocyty iT reg
odpowiadajg za zjawisko tolerancji potransplantacyjnej. W miejscu toczgcego
sie procesu zapalnego hamujg uszkadzajgcg tkanki odpowiedz immunologiczng [Long
et al. 2007]. Komorki iT. znajdujg sie w przewarzajgcej wiekszosci w tkance
limfatycznej zwigzanej z btonami sluzowymi jelit oraz drog oddechowych, ze wzgledu
na statg ekspozycje na obce antygeny bakteryjne i wirusowe [Bilate et al. 2012].

Wykazano, ze czgsteczka CD28 w pierwszym etapie edukacji grasiczej odgrywa
wazng role w réznicowaniu komorek regulatorowych poprzez motyw PYAP, ktory jest
odpowiedzialny za aktywacje szlaku NF-kB, a w szczegolnos$ci czynnika c-Rel [Vang
et al. 2010]. Przy prébie aktywacji in vitro (stymulacja receptora TCR i ko-receptora
CD28) mozemy zaobserwowac, charakterystyczne dla tej populacji komorek, zjawisko
anergii. Zewnetrzne dostarczenie IL-2, ktéra jest niezbedna do przezycia T reg,
przetamuje ten stan i zapewnia prawidtowy wzrost komoérek [Papiernik et al. 1998,
Setoguchi et al. 2005]. Komoérki regulatorowe nie produkujg tej interleukiny,

ale dzieki ekspresji CD25 (tancuch a receptora dla IL-2) mozliwe jest jej wigzanie.
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Ryc 3. Schemat zaleznosci poziomu komérek T reg na rozwdj choréb (Shalew et al. 2011).

Zmniejszenie liczby komorek T reg lub ich aktywnosci prowadzi do rozwoju chordb
autoimmunologicznych, alergii i odrzucenia przeszczepu. Z kolei zaburzenia ilosciowe
komérek T reg lub ich nieprawidlowa funkcja moze powodowa¢ podatnosé

na przewlekte zakazenie i predestynujg do rozwoju nowotworu (Ryc.3).

Limfocyty T reg posiadajg receptory TCR, ktore rozpoznajg zaréwno wiasne jak
i obce antygeny. Wystepujg w stanie aktywowanym, co wida¢ na podstawie ekspresji
wysokich poziomoéw markerow aktywacji i czgsteczek adhezyjnych. Ogromna liczba
komoérek regulatorowych ulega proliferacji in vivo, prawdopodobnie ze wzgledu
na ich interakcje z wtasnymi antygenami i komensalnymi bakteriami. Stymulacja
antygenem jest wymagana, aby uaktywni¢ hamujgce dziatanie limfocytow T reg,
jednakze raz zaktywowane, regulujg odpowiedZz immunologiczng w sSposob
antygenowo nie specyficzny [Sakaguchi et al. 2004]. Komérki regulatorowe mogag
hamowac in vitro oraz in vivo proliferacje i aktywacje réznych typéw komodrek
odpornosciowych, w tym komérek T, B, NK i NKT [Sakaguchi et al. 2007, Suvas et al.

2003]. Mechanizmy supresorowe wykorzystywane przez komorki regulatorowe to:

e udziat przeciwzapalnych cytokin tj. IL-10, TGF-(, IL-35, FGL2,
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e wywofanie bezposredniego efektu cytotoksycznego dzieki obecnosci granzymu
A/B, perforyn, TRAIL-DRS5 i galektyny 1,

e wywofanie zaburzehn metabolicznych powodowanych produkcjg adenozyny
i usuwaniem IL-2,

e wptyw na funkcje komoérek dendrytycznych (modulacja dojrzewania komérek
APC) poprzez dziatanie CTLA-4, LAG3, indukcja IDO [Vignali et al. 2008].

Obecnie wiadomo, ze poza komérkami tT reg, ktére posiadajg funkcje regulatorowe,
istnieje szereg innych populacji komorkowych o funkcjach supresorowych.
Zaliczamy do nich: Tr 1 (komorki regulatorowe typu 1), Th 3 (komérki pomocnicze typu
3), komorki regulatorowe CD8*, komorki regulatorowe 'd. Tr 1 Charakteryzujg sie
niskg ekspresjg czgsteczek CD25'°% oraz Foxp3'°" [Groux et al. 1997]. Odgrywaijg role
w réznych chorobach immunologicznych zarowno u myszy jak i ludzi
np. zapalenie jelit. Wytwarzanie komérek Th 3 uwaza sie za istotne w indukcji
i utrzymaniu tolerancji nie patogennych bakterii i potencjalnie immunogennych
antygendw pochodzgcych z 2zywnosci. Th 3 aktywujg sie w odpowiedzi
na okreslone antygeny, ale sg ttumione w sposob antygenowo niespecyficzny, poprzez
uwalnianie TGF-B. Komoérki regulatorowe CD8*. Podczas aktywacji komoérki te nie
produkujg cytokin, ale wytwarzajg na swojej powierzchni TGF-f3 i CTLA-4. Populacja
komérek CD8*CD25* ulega anergii in vitro oraz jest w stanie hamowac¢ proliferacje
efektorowych komorek CD4* podczas kontaktu z nimi. Hamujg dziewicze komorki CD8
przy produkcji IL-10. Komorki regulatorowe [d produkcja chemokin oraz
przeciwzapalnych cytokin tj. TGF-B, IL-10, tymozyna B4 co umozliwia regulowanie
lokalnej odbudowy i dojrzewania innych komoérek limfoidalnych. Innym
zaproponowanym mechanizmem jest uwalnianie INF-y przez komorki T yd [Shalew et
al. 2011]

Komorki T reg prowadzg do supresji limfocytow skierowanych przeciwko TAA
(wiekszos$¢ antygendw nowotworowych jest autoantygenami). Tym samym stanowig
potencjalny mechanizm wyjasniajgcy niepowodzenie uktadu immunologicznego
w odpowiedzi przeciwnowotworowej [Sakaguchi et al. 2005, Curiel et al. 2004].
Curiel i wsp. dowodzg, ze limfocyty T o tych samych wiasciwosciach, ale réznej
awidnosci, charakteryzujg sie rozng wrazliwoscig na supresje wywierang przez T reg.
Tylko limfocyty z wysokg awidnoscig, wrazliwe na Treg, mogg bra¢ udziat
w odpowiedzi przeciwnowotworowej [Curiel et al. 2004].
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Z kolei ciekawym zagadnieniem zwigzanym z obecnoscig T reg w masie guzowej jest
mechanizm oddziatywania nowotworu na te komorki. Dowiedziono, Zze guzy
przyciggajg T reg w swoim kierunku poprzez produkowanie cytokin i powodujg
ich miejscowg ekspansje. Komoérki nowotworowe produkujg chemoking CCL22, ktora
poprzez receptor CCR4 obecny na T reg przyciagga je w kierunku stromy nowotworu.
Podanie przeciwciat przeciwko chemokinie CCL22 w warunkach in vivo hamuje
migracje Treg do przeszczepionego nowotworu [Yang et al. 2006]. Inng czgsteczka
wptywajacg na migracje komoérek regulatorowych jest TGF B, co pokazano podczas
ekspozycji niedojrzatych mieloidalnych komorek dendrytycznych na komorki
nowotworowe lub rozpuszczone czynniki produkowane przez te komorki. W efekcie
nastepowata produkcja TGF B, ktéry stymulowat ekspansje Treg oraz zwiekszat
ich aktywnos$¢ in vivo [Ghiringhelli et al. 2005]. Tego typu badania prowadzgce
do zahamowania aktywnosci Treg w mikrosrodowisku guza moze stac sie podstawg

do opracowania nowoczesnej terapii przeciwnowotworowe;j.

1.2.4. Limfocyty Ty /d

Komorki T yd (gamma/ delta) nalezg do populacji limfocytow T ekspresjonujgcych
unikalny receptor TCR sktadajacy sie z jednego fancucha y oraz jednego fancucha 6.
Wystepujg we krwi obwodowej na poziomie 1-10% oraz 0,2-0,9% ludzkich tymocytdw.
Ich duze natezenie znajduje sie w btonie sluzowej jelit, skérze, ptucach, macicy.
Rozwo¢j limfocytéw T yd (powstajg jako pierwsze w grasicy), podobnie jak komérek
T af w poczgtkowych etapach jest wspdlne. Sg poczgtkowo monomorficzne
i zasiedlajg falami tkanki obwodowe. Mogg powstawac takze w btonach sluzowych
przewodu pokarmowego, z komdrek progenitorowych majgcych antygen Kit. Biorg
udziat w inicjacji i propagacji odpowiedzi immunologicznych przeciwko wirusom,
bakteriom, pierwotniakom oraz w odpowiedzi przeciwnowotworowej [Haks et al. 2005].
Podobnie jak limfocyty T cytotoksyczne, wydzielajg cytokiny. Ich umiejetno$é
rozpoznawania antygenow nie jest zwigzana ani z udziatem komorek prezentujgcych
antygen ani z czgsteczkami MHC np. podawanie antygenu w postaci aerozolu drogg
donosowg powoduje ich indukcje i wytwarzanie IL-10 o dziataniu immunosupresyjnym.
Ze wzgledu na niewielkg zmiennosc¢ receptorow tych komorek, rozpoznajg matg pule

powszechnie wystepujgcych antygendw. Wiekszos¢ populacji tych limfocytow posiada
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fenotyp CD2*3*4°8 . Nieliczne posiadajg markery CD4* lub CD8*. Limfocyty T yd
podobnie jak komorki NKT wykazujg niezaleznie od restrykcji MHC, cytotoksycznosé
wzgledem komorek nowotworowych oraz cytotoksycznos¢ komoérkowg zalezng

od przeciwciat [Hayes et al. 2005]

1.3. Immunoedytowanie

W 1863 roku pojawity sie pierwsze wzmianki naukowe na temat obserwacji naciekow
leukocytarnych w guzach nowotworowych. Ich odkrywca Rudolf Virchow wskazat
na istnienie silnej korelacji pomiedzy nimi a stopniem uztosliwienia nowotworu. Teza
ta ulegta wzmocnieniu po wykazaniu istnienia antygendw nowotworowych. Paul
Ehrlich sformutowat teorie nadzoru immunologicznego nad nowotworem, ktorg
potwierdzono na poczgtku XXI wieku. W 2004 roku Dunn i wsp. zaproponowali teze

Limmunoedycji” uktadu odpornosciowego [Dunn et al. 2004].

Zgodnie z teorig powigzania pomiedzy nowotworem a uktadem odpornosciowym guzy
sg bardzo plastyczne i rozwijajg sie w kilku etapach. Uwaza sie, ze uktad
odpornosciowy odpowiada za trzy gtdbwne funkcje w zapobieganiu chorobom
nowotworowym: chroni przed infekcjami wirusowymi indukujgcymi nowotwory
wywotywane przez wirusy; zapobiega rozwojowi stanu zapalnego, ktory utatwia
powstawanie guzow; eliminuje komorki nowotworowe z tkanek dzieki obecnosci

rozpoznawanych antygendw [Schreiber et al. 2011].

Poczatek procesu nowotworzenia to etap kompleksowych interakcji pomiedzy
nowotworem a otaczajgcg tkanka, ktéra staje sie mikrosrodowiskiem nowotworu.
Powstajg wzajemne relacje pomiedzy komorkami nowotworu a komoérkami odpornosci
wrodzonej i nabytej, ktére chronig organizm przed rozwojem guza, ale tez ksztattujg
jego immunogennosc, dziatajgc promujgco na jego wzrost. Wydzielanie przez komorki
nowotworowe czynnikdw immunosupresyjnych powoduje wygaszanie odpowiedzi
immunologicznej ze strony uktadu odporno$ciowego. Teoria immunoeditingu wskazuje
na mechanizmy zewnetrznego supresorowego dziatania nowotworowego,
uaktywniajgcego sie po przejsciu przez komorki prawidtowe transformacji komorkowej

oraz mechanizmy supresorowego, wewnetrznego dziatania nowotwordéw, ktoére nie
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zostaty sttumione przez organizm. Koncepcja immunoeditingu obejmuje 3 fazy:

eliminaciji, rownowagi, ucieczki (Ryc. 4).

“Danger” Intrinsic tumor suppression
ransforme Tumor senescence, repair,
T f d sngn.als NKR ( i Normal
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Ryc 4. Teoria immunoeditingu nowotwordw (Schreiber et al. 2011).

Podczas pierwszej fazy, ELIMINACJI, uktad immunologiczny wrodzony i nabyty
wspotpracujg ze sobg i niszczg komorki nowotworowe. Pobudzenie jest wywotywane
uszkodzeniami genetycznymi komoérek ulegajgcych nowotworzeniu. Powstaje
odpowiedz uktadu okreslana jako nadzdér immunologiczny. Na tym etapie brak
klinicznych objawow wskazuje, ze ukfad odpornosciowy likwiduje uszkodzone komorki,

uwalniajgc organizm od choroby [Jacek et al. 2009].

Mechanizmy, za pomocag ktorych system immunologiczny jest w stanie dostrzec
obecnos¢ rozwijajgcego sie guza nie sg w petni poznane. Posrod mozliwych dziatan

wyrézniamy klasyczne "sygnaty ostrzegawcze", takie jak pojawienie sie interferonu
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typu | (IFN-a/B) indukowanego na wczesnym etapie pojawienia sie guza. Aktywuje
komérki dendrytyczne i promuje indukcje przeciwnowotworowej odpowiedzi
immunologicznej. Badania wskazujg, ze IFN typu | dziata na komérki T CD8a/ CD103*
DC, w celu zwiekszenia prezentacji krzyzowych do komérek T CD8* [Fuertes et al.
2011, Mittal et al. 2014]. Inne czgsteczki wystepujgce w tej fazie immunoedycji to IFN-
y, perforyny, Fas / FasL, TRAIL oraz NKG2D. Pozbawienie myszy wptywu INF-y,
komérek T, B, NK czy NKT wywotuje spontaniczne tworzenie sie guza pierwotnego.
Endogennie produkowany INF-y zapewnia ochrone gospodarzowi przeciwko
przeszczepialnym i indukowanym chemicznie spontanicznym nowotworom oraz
odgrywa wazng role w rozpoznawaniu komoérek nowotworowych i ich eliminacji. Inne
wazne czynniki zaangazowane w nadzor immunologiczny to perforyny. Odpowiadajg
za cytotoksycznos¢ komorkowg limfocytow T, NK oraz wykorzystujg proces
egzocytozy i Fas/FaslL, ktore odpowiadajg za indukowang aktywacje $mierci

komorkowej.

Wzajemne oddziatywanie pomiedzy tymi systemami umozliwia kontrolowanie choroby
nowotworowej.  Mutacje takie jak aneuploidia, tetraploidia  wplywaja
na proces onkogenezy, zwiekszajg immunogennos¢ komorek nowotworowych,
co w efekcie prowadzi do ich eliminacji przez uktad immunologiczny. Komorki
hiperploidalne wykazujg konstytutywnie aktywng odpowiedz na stres retikulum
endoplazmatycznego. W efekcie nastepuje nieprawidtowa ekspozycja kalretikuliny
obecnej na powierzchni komorek i tym samym zwieksza sie immunogennos¢ komorek

nowotworowych [Ryungsa et al. 2007].

W pierwszej fazie immunoedycji mamy do czynienia z mechanizmami opierajgcymi sie
gtbwnie na wrodzonym ukfadzie immunologicznym tj. komdrkach NK
czy makrofagach. Badania na mysim modelu raka watroby wskazujg role komoérek NK
w eliminacji starzejgcych sie komorek nowotworowych, ktéra jest zalezna
od wewnetrznej ekspresji biatka p53. Pod wptywem p53 komérki nowotworowe
starzejg sie i wydzielajg rézne interleukiny (IL-6, IL-12 i IL-15), chemokiny
(np. CCL2), co powoduje rekrutacje komdrek NK. Komorki NK eliminujg guz poprzez
ligandy NKG2D ekspresjonowane przez jego komorki. Z kolei ligandy NKG2D mozna
indukowa¢ w komorkach nowotworowych przez rézne bodzce np. sygnatowy Ras

czy w odpowiedzi na uszkodzenie DNA [Gasser et al. 2005].
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Wsrdd limfocytdéw T zardwno komérki T aff jak i T yd wzmacniajg role nadzoru
immunologicznego na roznych etapach progresji nowotworu. Limfocyty T yd majag
wptyw na hamowanie guza we wczesnej fazie. T af bezposrednio hamujg progresje
nowotworu i zabijajg go. Odkrycie z 2001 roku wskazujg, ze ukfad immunologiczny
kontroluje nie tylko ilo§¢ powstajgcych guzéw, ale réwniez ich immunogennosc,
co skitonito badaczy do rewizji hipotezy nadzoru immunologicznego. Badanie
to ujawnito, Zze guzy tworzace sie u myszy, ktore mialy naruszony ukfad
odpornosciowy, jako grupa eksperymentalna, byty bardziej immunogenne (zostaty
sklasyfikowane jako "unedited") niz podobne nowotwory pochodzgce
od immunokompetentnych myszy (zostaty nazwane "edited") [Shankaran et al. 2011;
Dunn et al. 2002].

Wraz z diugotrwatg presjg selekcyjng wywierang przez powyzej opisane mechanizmy
nadzoru immunologicznego moze nastgpi¢ drugi etap immunoedycji i przejscie
nowotworu w STAN ROWNOWAGI. W tym czasie guz, w sprzyjajacym
mu  mikrosrodowisku tkankowym, kontynuuje podziaty. Obrona organizmu
i niszczenie jego komorek, jest nieskuteczna. Mechanizmy immunologiczne
a zwlaszcza odpornosci nabytej dziatajg na korzys¢ guza. Wplyw IL-12, INF-y,
komérek T utrzymuje nowotwoér pod kontrolg, w stanie spoczynku funkcyjnego.
IL-12 propaguje etap eliminacji z kolei IL-23 promuje przezycie guza, co w efekcie

powoduje utrzymanie nowotworu w rownowadze [Ryungsa et al. 2007].

Powstaje rownowaga immunologiczna, a wraz z nig, nastepuje edycja nowotworowej
immunogennos$ci. Badania dotyczgce tej fazy wskazujg na wysoki udziat komoérek T
CD8*, NK, T yd i matej zawartosci komoérek NKT, T reg [Wu et al. 2013]. Przy braku
klinicznych objawéw choroby, etap ten moze trwa¢ przez cate zycie gospodarza.
Innym scenariuszem moze byC¢ przejscie nowotworu w faze ucieczki i blokada
rozregulowanego uktad odpornoséci. Niestabilnos¢ genetyczna komoérek guza moze
czyni¢c go niewidzialnym dla uktadu immunologicznego, niewrazliwym na
immunologiczne mechanizmy efektorowe lub wywotanie stanu immunosupresyjnego
w mikrosrodowisku. W nastepstwie skoordynowanej interakcji miedzy IFN-y i TNF
zachodzi zatrzymanie wzrostu guza w fazie G1/GO0 cyklu komérkowego. W przypadku
nieobecnosci tych czgsteczek, te same komorki promujg angiogeneze

i wielostopniowe nowotworzenie ([Ryungsa et al. 2007].
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Faza UCIECZKI jest to etap, w ktérym obecno$é nowotworu staje sie zauwazalna,
wywotuje szereg objawdw chorobowych. Ucieczka moze nastgpi¢ w wyniku takich

mechanizmdw jak:

e zmniejszone rozpoznawanie immunologiczne (np. brak silnych antygendow
nowotworowych, utrata czgsteczki MHC klasy |, czgsteczek kostymulujgcych),

e zwiekszona opornos¢ lub przezywalnosc¢ (np. zwiekszona ekspresja STAT-3 lub
anty-apoptotycznej czgsteczki BCL2) lub

e rozwOj immunosupresyjnego mikrosrodowiska nowotworu (cytokiny, takie jak
VEGF, TGF-B; immunoregulatorowe czgsteczki, takie jak IDO, PD-1 / PD-L1,
Tim-3 / galektyny -9 LGD-3) [Teng et al. 2015].

Mechanizm ucieczki immunologicznej nowotworu i opracowanie skutecznych
sposobdéw walki z nig jest nadal zagadnieniem do odkrycia przez wspétczesng nauke.
Wprowadzenie do badan modeli myszy transgenicznych o wrodzonym niedoborze
odpornosci umozliwito obserwacje zjawisk sprzyjajgcych progresji howotworow jak

rowniez mechanizmodw biorgcych udziat w jego powstrzymaniu.

1.4. Centralna i obwodowa tolerancja immunologiczna

a immunogennos¢ nowotworu

Prawidtowe rozpoznawanie i eliminacja obcych antygenow przez uktad odpornosciowy
to skuteczna walka nie tylko z mikroorganizmami, ale takze z komorkami
nowotworowymi. Dzieki roznorodnosci receptorow TCR (limfocyty T) oraz receptoréow
immunoglobulinowych BCR (limfocyty B) uruchomiony zostaje szereg mechanizméw
umozliwiajgcych usuniecie komérek rozpoznajgcych antygeny wiasne, czyli
autoreaktywne lub ich ,wyciszenie” na drodze tolerancii.

Indukcja tolerancji moze odbywac sie poprzez:

anergie allospecyficznych limfocytéw T,

blokade kostymulaciji,

allopeptydy oderwane od czgstek MHC klasy I,

indukcje regulatorowych koméret Tr 1,

przesuniecie odpowiedzi komorek Th1 w kierunku Th2,
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e usuniecie  allospecyficznych  limfocytow T  (negatywna  selekcja

w grasicy lub efekt cytotoksyczny).

Naukowa koncepcja tolerancji immunologicznej zostata opracowana przez Burnetta
i Bilinghama przed 60 laty. Owczesna teoria zaktadata, ze czlowiek ,uczy sie”
odroznia¢ witasne tkanki w zyciu ptodowym, dzieki czemu mozliwa jest identyfikacja

zewnetrznych czynnikéw infekcyjnych w okresie po urodzeniu [Pgczek et al. 2003].

Obecnie zjawisko tolerancji dzieli sie na mechanizmy centralne i obwodowe.
Do grupy pierwszej zaliczamy eliminacje limfocytow T i B o wysokim powinowactwie
do witasnych antygenow. Usuwanie autoreaktywnych komoérek T odbywa
sie w grasicy w drodze deleciji klonalnej, podczas selekcji negatywnej [Kisielow et al.
1988, von Boehmer et Kisielow, 2006]. Ponad 95% limfocytow T ulega apoptozie,
zaleznej od genu regulujgcego autoimmunizacje (AIRE), poprzez stymulacje ekspresiji
wiasnych tkankowo-specyficznych antygenéw. Dodatkowo wplyw na przezycie badz
Smier¢ tymocytow ma awidnos¢ receptorow TCR do wiasnych biatek. Zbyt silna
wywotuje apoptoze lub ponowng rearanzacje gendw kodujgcych TCR. Limfocyt T,
ktérego receptor TCR ma niskie powinowactwo do wtasnych antygenow oraz uzyskuje
dodatnig regulacje genu Bcl-2 unika smierci. Proces ten nazywamy pozytywng
selekcjg klonéw. Na mechanizmy centralne wptyw majg takze komérki dendrytyczne
pochodzace z krwi obwodowej, a ktdére przenoszg wtasne antygeny do grasicy, aby
zaprezentowa¢ je tymocytom. Dojrzate, prawidtowo zrearanzowane limfocyty
opuszczajg grasice i wychodzg na obwdod. Od tego momentu podlegajg procesom

obwodowej tolerancji immunologicznej [Gupta et al. 2013, Hadeiba et al. 2012].

Obwodowe mechanizmy tolerancji dotyczgce populacji komérek T odpowiadajg
za rozpoznanie, wytapanie i usuniecie tych autoreaktywnych limfocytéw, ktore uniknety
eliminacji w centralnych narzgdach limfatycznych [Sakaguchi et al. 2004]. Dziewicze
limfocyty T na obwodzie wymagajg do aktywacji dwoch sygnatéw: prezentacji
antygenow limfocytom T (CD4* zachodzi z udziatem MHC klasy Il oraz CD8*
z udziatem MHC 1) przy udziale komoérek APC oraz oddziatywaniu ligandu
na komérce prezentujgcej z czgsteczkami kostymulatorowymi rodziny B7-CD28. Brak
sygnatu kostymulujgcego powoduje wejscie limfocytow w stan anergii. Komorki
w odpowiedzi na antygen nie wytwarzajg IL-2 i nie proliferujg. Do mechanizméw

tolerancji obwodowej zaliczana jest rowniez heterogenna grupa komorek o funkcji
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regulatorowej tzw. limfocyty T reg, ktére wptywajg na utrzymanie stanu tolerancji
na wiasne antygeny. Sg to naturalne T reg powstajgce w grasicy. Na obwodzie takze
mamy do czynienia z populacjg limfocytdw o potencjale regulatorowym, ktére powstajg
z dziewiczych komoérek T CD4*CD25-, jako tzw. indukowane T reg [Josefowicz et al.
2012].

Podczas rozwoju guza w wyniku transformacji nowotworowej (INICJACJA - zajscie
mutacji w obrebie genow krytycznych odpowiadajgcych za kontrole cyklu zyciowego,
np. genow regulatorowych, supresorowych czy protoonkogendéw) nastepuje
namnazanie sie z pojedynczej komorki szeregu nowych komérek, o zmienionych
wiasciwosciach. Charakteryzujg sie niskim stopniem zréznicowania i mogg szybko
rozprzestrzeniaC sie w organizmie, tworzac przerzuty. Dalsze etapy (PROMOCJA)
prowadzg do aktywacji onkogenow i zwiekszenia produkcji czynnikow
odpowiedzialnych za wzrost i niekontrolowang proliferacje zmutowanych komoérek.
W tym czasie w wyniku presji uktadu immunologicznego dochodzi do selekcji czesci

klondw, ktore tracg wrazliwos$¢ na cytotoksyczne mechanizmy efektorowe.

Opornos¢ na egzogenne inhibitory wzrostu, apoptoze, nieograniczony potencjat
replikacyjny, zdolnos¢ wytwarzania wiasnych sygnatéw wzrostowych, wytwarzanie
cytokin przeciwzapalnych, oddziatywanie z komoérkami regulatorowymi czy ucieczka
spod nadzoru immunologicznego pozwalajg komérkom nowotworowym wykorzystac
mechanizmy tolerancji immunologicznej do wiasnych celdw i uzyska¢ swoistg
autonomie. Szczegolnym  mechanizmem  ufatwiajgcym rozwdj nowotworu
w organizmie jest immunomodulacja. Podczas tego zjawiska nastepuje przejsciowe
obnizanie sie antygenowosci komoérek nowotworowych, polegajgce na tworzeniu
na powierzchni btony komérkowej kompleksow antygen — przeciwciato. Kompleksy te
przesuwajg sie w ptaszczyznie btony, na jeden z biegundéw komorki, przejsciowo

eliminujgc antygeny nowotworowe z jej powierzchni [Pardoll et al. 2003].

Brak skutecznej odpowiedzi ze strony uktadu odpornosciowego moze by¢ rowniez
spowodowany obecnoscig wolnych antygenéw nowotworowych lub fragmentéw bton
komdrek nowotworu. Badania potwierdzajg, ze im intensywniejsze uwalnianie TAA
(efekt supresyjny) przez guza tym silniejsza korelacja z jego uztosliwieniem [Finn et al.

2008]. Uktad odpornosciowy stykajgc sie ze stopniowo wzrastajgcymi stezeniami TAA
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jest poddany swoistej, nowotworowej immunoterapii wywotujgcej efekt

immunotolerancji na dany antygen.

Odpowiedz komérkowa organizmu podczas choroby jest czesto nieefektywna
a jedng z przyczyn takiego stanu rzeczy jest brak czgsteczek kostymulujgcych
na powierzchni komérek nowotworowych. Eksperymenty przeprowadzone na modelu
mysim dowiodly, Ze transfekcja komorek guza genami kodujgcymi czgsteczki
kostymulujgce B.7, skutkowata regresjg nowotworu oraz indukcjg odpornosci
na ponowng ekspozycje na komorki. W celu zwiekszenia immunogennosci komorek
nowotworowych indukowano ekspresje czgsteczek B.7 z wzmocnieniem aktywnosci
kostymulujgcej samych komoérek nowotworowych oraz wywotywano wzmocnienie
funkcji komoérek prezentujgcych antygen APC poprzez transfekcje genem czynnika
stymulujgcego tworzenie kolonii granulocytéw i makrofagéw GM-CSF, ktéry sprzyja
wzrostowi, roznicowaniu i aktywacji komorek APC. Dokonywano rowniez prob
zwiekszenia efektywnosci prezentacji antygenow nowotworowych przez komorki
w wyniku nasilenia ekspresji czgsteczek MHC klasy Il na ich powierzchni

[Kosmaczewska et al. 2004].

XX wiek stat sie okresem wzmozonego zainteresowania swiata medycyny tematem
immunologii nowotwordow. Jak sie okazato wytworzenie swoistej przeciwnowotworowe;j
odpowiedzi immunologicznej jest trudne dla wiekszosci chorob nowotworowych, wsréd
ktdrych obserwujemy: stabg immunogennosc, szybki wzrost guza, odpornos¢ komorek

nowotworowych na lize oraz zmiennos$¢.

1.5. Tworzenie i zréznicowanie repertuaru receptorow

antygenowych (TCR) limfocytéow T

W obrebie uktadu odpornosciowego mamy do czynienia z limfocytami T
rozpoznajgcymi obce antygeny powstate w wyniku komorkowej endocytozy
pochodzenia wirusowego, bakteryjnego, pasozytniczego. Jest to mozliwe dzieki
znajdujgcym sie na ich powierzchni receptorom limfocytéw T (TCR) odpowiadajgcym
za swoiste wigzanie fragmentéw peptydowych potgczonych z czgsteczkami MHC
w btonie komorki prezentujgcej. Swoistos¢ tychze komorek umozliwia rozpoznanie

obcych antygendw i uruchamia odpowiedz ze strony uktadu odpornosciowego. Kazdy
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limfocyt T posiada na swojej powierzchni jeden rodzaj receptora TCR
o okreslonej swoistosci antygenowej. Catkowita liczba réznych receptorow komérek T
w organizmie okreslana jest jako repertuar TCR. Uwaza sie, ze repertuar TCR
w danym momencie w organizmie cziowieka jest wiekszy niz iloS¢ kragzgcych
limfocytow [Davis et al. 1990]. Szacuje sie, ze jego réznorodnos¢ u ludzi wynosi
ok. 10%°. Z kolei u myszy wartosci te siegajg rzedu 10° r6znych receptoréw, a liczba
komédrek swoistych do danego kompleksu MHC-peptyd u myszy wynosi 0.8-10

komdrek na milion limfocytow [Jenkins et al. 2012].

Receptor TCR zidentyfikowano po raz pierwszy metodg monoklonalnych przeciwciat,
ktére wigzaty sie do pojedynczych klonéw limfocytow T. Wywotywaty one albo
zahamowanie rozpoznawania antygenu przez te komorki albo ich aktywacje, poprzez
nasdladowanie antygenu. Wedtug tych eksperymentéw ustalono, ze kazda komérka
limfocytu T posiada na swojej powierzchni ok. 50 000 identycznych receptoréw TCR.
Pod wzgledem czynnosciowym receptory TCR réznig sie od immunoglobulin, ktére
wigzg dowolne antygeny. Mechanizm restrykcji MHC ten wyjasnili Zinkernagel

i Doherty, za co otrzymali w 1996 roku Nagrode Nobla [Gotgb et al. 2005].

Ogromng roznorodnos¢ repertuaru TCR zapewnia szczegdlna konstrukcja gendow
kodujgcych receptor limfocytéw T. Wiekszosc¢ receptorow limfocytow T zbudowana jest
z dwéch réznych polipeptydowych tancuchéw nazywanych TCRa (T-cell receptor a)
oraz TCRp (T-cell receptor ), potaczonych wigzaniem disulfidowym. Kazdy tancuch
jest potgczony z komédrka limfocytu T za pomocg krétkiego odcinka srodbtonkowego
i wewnatrzkomorkowego ogona. Mniejszg grupe stanowig komorki T posiadajgce inne,
ale strukturalnie podobne receptory TCR zbudowane z polipeptydowych tancuchow
y i 6. We krwi obwodowej cziowieka limfocyty T w 90% posiadajg tancuchy af3 zas
1-10% stanowig tancuchy y&. [Thomas et al. 2009; Gotgb et al. 2014].

Receptory TCR ap oraz TCR yd sg potgczone w btonie limfocytéw T z czgsteczkg
CD3. Kompleks CD3 bierze udziat w przykazywaniu sygnatu aktywujgcego komorke
z receptora TCR, ktéory umozliwia zwigzanie antygenu do wnetrza komorki.
Tak powstaty kompleks TCR-CD3 komunikuje sie w btonie komdrkowej z innymi
czgsteczkami obecnymi na powierzchni limfocytu T tj. CD2, CD5, CD4 Ilub CD8
[Reinherz et al. 1999, Mazza et al. 2007]. Geny odpowiadajgce za kodowanie
receptorow TCR u cztowieka znajdujg sie na chromosomie 7 (TCRpB) i 14 (TCRa).
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Z kolei u myszy locus genu dla tancucha a potozony jest w chromosomie 14 i sktada
sie z 98 segmentéw Va, 60 segmentéw Ja oraz 1 segmentu Ca. Locus dla genu
tancucha 3 TCR znajduje sie w chromosomie 6 i zbudowany jest z 35 segmentow V{3,
2 segmentow D3, 14 segmentow J3 oraz 2 segmentéw CB. Na 5'- i 3’- koncu kazdego
z segmentéw znajdujg sie RSS (sekwencje sygnatowe) dla rekombinacji. RSS sg
rozpoznawane przez biatkka RAG1 i RAG2, ktére sg niezbedne
do rekombinacji segmentéw genu TCR [Oettinger et al. 1990]. RSS sg heptamerami
lub nanomerami oddzielonymi 12- lub 23- nukleotydowg wstawkg. W trakcie tworzenia
sie ztgcza  sygnatowego, nastepuje  wyciecie  kolistej czgstki DNA
i precyzyjne potgczenie obu segmentdéw. Podczas tgczenia sie segmentu Va z Ja
w przypadku tancucha a oraz VB, DB i JB w przypadku fancucha [, nastepuje
przytaczenie lub delecja nukleotyddéw, ktore nie sg kodowane przez Zaden gen.
Dotgczone przez transferaze nukleotydow terminalnych — TdT przypadkowe
nukleotydy, okreslane sg nukleotydami N. Obserwuje sie rowniez dodawanie
nukleotydéw komplementarnych do ostatnich nukleotydéw ztgcza kodujgcego, ktore
sg nazywane nukleotydami P [Oettinger et al. 1990]. Rekombinacja zachodzi tylko
i wylgcznie miedzy fragmentami, w ktérych jedna wstawka jest 12- nukleotydowa,
a druga 23-nuklotydowa. Dzieki tej regule segment Va moze potgczy¢ sie tylko z Ja,
natomiast nie dojdzie do bezposredniego potgczenia gendow Va i Ca. Proces
rearanzacji fancuchow TCRa i TCRp rozpoczyna sie od somatycznej rekombinac;ji
zachodzacej podczas rozwoju limfocytow T. Funkcjonalne tancuchy sg otrzymywane
w trakcie procesu transkrypcji, splicingu oraz translacji, w wyniku czego powstaje
biatko receptora TCR. Rekombinacja genow dla receptorow TCR limfocytéw jest
najczesciej spowodowana procesami wypetlania i delecji. W znacznie mniejszym
stopniu obserwuje sie zjawisko inwersji czy wymiany chromatyd siostrzanych [Murphy
et al. 2008].

Kazdy tancuch TCRa i TCRp sktada sie z czesci statych i zmiennych. Czes¢ zmienna
tancuchow TCR obejmuje 3 regiony hiperzmienne CDR, determinujgce dopasowanie
z antygenem. W segmencie V tancucha a i B zlokalizowane sg regiony CDR1 i CDR2,
natomiast region CDR3 powstaje w trakcie rekombinacji i tgczenia
sie ze sobg segmentéw Va i Ja tancucha a oraz segmentow VB, DB i JB w przypadku
tancucha B. Podczas rekombinacji w tym fragmencie nastepuje dodawanie

lub/i delecja nukleotyddw, czynigc ten fragment TCR najbardziej réznorodnym,
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zas roéznorodnos$¢ regiondw CDR1 i CDR2 ogranicza sie do tej juz zawartej
w genomie. Mozemy zatozy¢, ze zroznicowanie repertuaru receptora limfocytow T jest

mozliwe dzieki wystepowaniu kombinacji 3 mechanizmow:

e W czasie pierwszego nastepuje tworzenie réznych par tancuchéw i TCR,

e podczas drugiego nastepuje tgczenie sie roznych segmentéw V, (D), Ji C,

e przypadkowe dodawanie lub delecja nukleotydow na ztgczeniu segmentéw V
(D) i J [Murphy et al. 2008]

Najwazniejszg role petni region CDR3 tahcuchow o i B charakteryzujgcy
sie najwiekszg zmiennosciag. Pojedynczy limfocyt T posiada liczne kopie tego samego
receptora TCR z unikalnym miejscem wigzania antygenu determinujgcym, ktére
antygeny limfocyt T moze zwigzac¢. Rozpoznanie antygenu przez komoérki T zachodzi
tylko w kompleksie receptora TCRap z czgsteczkg MHC. W czasie tworzenia
kompleksu TCR/MHC-p (klasy | i [1lI) regiony CDR1 i CDR2 wigzg
sie przede wszystkim do czgsteczki MHC, zas najbardziej zmienny region CDR3 wigze
sie z peptydem zwigzanym z czgsteczkg MHC. Jest wiec odpowiedzialny
za antygenowg swoistos¢ komérki T i uzywany jest do identyfikacji pojedynczych
klonoéw limfocytéw T [Mazza et al. 2007, Marrak et al. 2008].

Petna pula limfocytéw T kazdego organizmu obejmuje klasy
limfocytéw T z receptorem TCR af oraz limfocyty z receptorem TCR yd. Moment,
w ktérym nastepuje uruchomienie ekspresji TCR a8 czy TCR yd nastepuje na etapie
DN (podwajnie negatywnych komoérek). Komorki T, ktdre wtasciwie zrearanzujg locus
TCR B ulegajg kolejnej ekspresji tancucha preTCR a na swojej powierzchni.
Konsekwencjg uzyskania kompleksu preTCR af3 jest intensywna proliferacja komérek
oraz ekspresja receptora CD4* i CD8* w stadium komoérek DP (podwdjnie
pozytywnych). Tym samym ekspresja TCR yd zostaje wyciszona. Ma to zwigzek
Zz umiejscowieniem gendw kodujgcych tancuch & miedzy segmentami Va i Ja,
w obrebie locus TCR a. Prawidtowa rearanzacja w obrebie locus TCR a powoduje
automatycznie utrate genow dla tancucha & (wyciecie locus). Receptory TCR yd réznig
sie od wczesniej opisanych receptorow mniejszg liczbg segmentéw V i J, bedgcych
sktadowymi locusu y i 8. Rekombinacja i ekspresja gendw dla tancuchéw yd zachodzi
wczesniej niz  gendw aff powodujgc ominiecie etapu komorek DP.

W momencie przenikania do obwodowych narzadéw limfatycznych takie Limfocyty T
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okreslane sg jako CD4CDS8 lub jako CD4*CD8 i CD4CD8*. Obecnie dostepne
badania sugerujg, ze sitg odpowiadajgcg za uruchomienie ekspresji TCR af
czy TCR yd jest moc sygnatu przechodzgcego przez receptor TCR skorelowana
z sygnatami od Notch1. Mocniejszy sygnat promuje komorki TCRyd, natomiast stabszy
sygnat limfocyty TCR a3 [Haks et al. 2005, Hayes et al. 2005]. W tej pracy wszelkie
odniesienia do receptora TCR dotyczg receptora TCR a3, w innym wypadku receptor
okreslany jest jako TCR yd. Rearanzacja gendéw TCR i synteza receptorow odbywa
sie niemalze wytgcznie w grasicy. Odstepstwem od tej reguty jest rekombinacja genow

dla TCRy odbywajac sie juz w prekursorach tymocytéw w watrobie ptodowe;j.

1.6. Sekwencjonowanie nastepnej generacji a badanie repertuaru
TCR
Sekwencjonowanie  jest to odczytywanie  sekwencji, czyli  kolejnosci

par nukleotydowych w czgsteczce DNA. Historia tej techniki ma swdj poczatek
w osobie Freda Sangera, naukowca, ktory w roku 1977 opracowat metode
sekwencjonowania DNA poprzez synteze katalizowang enzymatycznie. W metodzie
Sangera sekwencjonowane sg jednoczesnie tylko 16-96 réznych matryc. Kazda
matryca jest mieszaning wielu czgsteczek, ktdére nie powinny, ale mogg sie roznic.
Za swoje osiggniecia Fred Sanger i Walter Gilbert otrzymujg nagrode Nobla
w 1980 r. Metoda Sangera potozyta podwaliny pod opracowanie nowej, wydajniejszej
techniki okreslanej wysokoprzepustowym sekwencjonowaniem nastepnej generaciji

tzw. (deep sequencing).

Metody NGS opierajg sie o réwnolegte, masowe sekwencjonowanie od kilku tysiecy
do kilkuset milionéw réznych matryc — tzw. bibliotek. Sekwencjonowany materiat jest
w pierwszej kolejnosci losowo fragmentowany, ligowany z uniwersalnymi adaptorami
(tagami), rozcienczany do odpowiedniego stezenia. Kazda z finalnych matryc powstaje
po amplifikacji klonalnej od pojedynczej czasteczki poprzez PCR
na matrycy 1 czgsteczki, jest zawsze homogenna. Kazdy wariant allelu ma swojg
homogenng reprezentacje. Metody sekwencjonowania wykorzystujg system SBS

(sequencing by synthesis).
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Przyktady zastosowania metody w badaniu repertuaru TCR obejmuja:

Sledzenie tych samych klonow komorkowych, gdyz majg takie same TCR

w roznych organach,

e sprawdzanie czy dany klon ulega ekspansji pod wptywem okreslonego
antygenu czy nie,

e mozemy porownywac réznorodnos¢ repertuarow,

e mozemy sprawdzi¢ czy klony komérek efektorowych Foxp3- ulegty konwersiji do
komoérek regulatorowych (Foxp3*),

e sekwencjonowanie de Novo,

e resekwencjonowanie,

e analizy ekspresyjne RNA-seq,

e metagenomika,

e ChlP-seq, RIP-seq, CLiP-seq,

szybkie i masowe sekwencjonowanie

Niniejsza praca doktorska opiera sie o metode lon Torrent, zblizong
do pirosekwencjonowania 454. Ptytka z widkna optycznego zostata zastgpiona chipem
wytwarzanym identycznie jak komputerowe uktady scalone. Chip (czujnik) zawiera
miliony dotkdéw, ktére =zalane sg probkg zawierajgcg DNA. Umieszcza
sie go w lon PGM (Personal Genome Machine). Detekcja sygnatu jest elektroniczna,
nie wymaga obrazowania. Rozwigzanie to oferuje najwieksze mozliwosci przy
wzglednie niskich kosztach. Przyktadowo zsekwencjonowanie tg metodg genomu
E. coli jest mozliwe juz w 3 h. Szczeg6lowe omodwienie tej metody znajduje sie
w rodziale 3. MATERIALY | METODY, podrozdziale 3.11. SEKWENCJONOWANIE
NA PLATFORMIE ION TORRENT.

1.7. Immunoterapie nowotworoéw - strategie i cele molekularne

Przedmiotem badan wielu immunologéw oraz onkologéw byto od dawna uzyskanie
korzysci terapeutycznych w leczeniu choréb nowotworowych. Probowano dokonac
tego poprzez aktywacje uktadu immunologicznego. Lata 50 XX wieku rozpoczety okres
intensywnych badan nad modelami przeszczepialnych nowotwordw w celu osiggniecia

odrzucenia guza z tkanki allogenicznej. Do eksperymentéw wykorzystano zamiast
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dzikiego typu szczuréw, myszy wsobnych. Pierwsze eksperymenty wykazaty, ze
chemicznie indukowane nowotwory sg odrzucane przez syngeniczne myszy jak
rowniez zauwazono, ze wystepujg silnie immunogenne antygeny unikalne dla kazdego
nowotworu. Noszg one nazwe TAS (nowotworowo-specyficznych antygenow). Z kolei
stabo immunogenne antygeny nowotworowe sg wspotdzielone przez rozne nowotwory
[Klein et al. 2001].

Ekspresja antygenow charakterystycznych dla komorek nowotworowych moze
indukowa¢ powstanie odpowiedzi odpornosciowej. Z drugiej strony wyksztatcenie
sie guzow nowotworowych moze prowadzi¢ do indukcji tolerancji ze wzgledu
na obecnos¢ regulatorowych limfocytéw T, mieloidalnych komérek supresorowych,
cytokin supresorowych oraz czgsteczek kostymulatorowych o aktywnos$ci supresyjne;j.
Celem immunoterapii nowotworow jest przetamanie tolerancji immunologicznej oraz
wyksztatcenie efektywnej odpowiedzi odpornosciowej. Na szerokg skale testuje sie
stosowanie przeciwciat monoklonalnych indukujgcych m.in.  mechanizmy
cytotoksycznosci zaleznej od przeciwciat oraz przeciwciata blokujgce (czgsteczki
kostymulatorowe o aktywnosci supresyjnej) tzw. punkty kontrolne uktadu
odpornosciowego (immune checkpoints). Z kolei w fazie testow dostepne sg
szczepionki, ktérych dziatanie oparte jest na komérkach dendrytycznych. [Swatler et
al. 2016] (Tabela 1).

Tabela 1. Przyktady punktéw kontrolnych oraz przeciwciat je blokujgcych stosowanych

w immunoterapii nowotwordw (Swatler et al. 2016, tabela zmodyfikowana).

Punkt L Rodzaj .
Przeciwciato . Nowotwor
kontrolny przeciwciata

CTLA-4 Ipilimumab ludzkie czerniak

Tremelimumab ludzkie drobnokomoérkowy
ptuc

PD-1 Nivolumab ludzkie czerniak
Pembrolizumab humanizowane czerniak

PD-L1 BMS-936559 ludzkie -
MPDL3280A humanizowane -

LAG-3 BMS-986916 ludzkie -
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Z Kkolei inne eksperymenty dowodzg, ze tzw. nokauty genowe gendw
odpowiedzialnych za kodowanie elementow odpowiedzi immunologicznej wptywajg na
proces nowotworzenia u zwierzat doswiadczalnych (Sakaguchi et al. 2004). Dane te
wskazujg na wptyw ukfadu odpornosciowego gospodarza na powstanie i wzrost
nowotwordw oraz rodzaj zastosowania leczenia, w tym immunoterapii. W przypadku
immunoterapii wazne jest obranie wlasciwego kierunku badan a w szczegolnosci
zrozumienie  skomplikowanych relacji miedzy komorkami  nowotworowymi
a komorkami ukfadu odpornosciowego. Wiedza ta dotyczy dwoch antagonistycznych
wzgledem siebie procesdéw tj. usuwanie komorek nowotworowych przez komorki
uktadu immunologicznego oraz powstania immunosupresji, ktéra pozwala komorkom
nowotworu na ucieczke kontroli immunologicznej gospodarza [Dunn et al. 2004, Kim
et al. 2007].

Coraz lepsze zrozumienie wptywu tolerancji, odpornosci i immunosupres;i
na mechanizmy regulacji przeciwnowotworowej odpowiedzi immunologicznej
umozliwito opracowanie skutecznych terapii celowanych, ktére pozwolg uzyskac silng
i dtugotrwatg odpowiedz u pacjentow. W obrebie badah nad immunoterapig
skierowang przeciwko nowotworom mozemy wyrozni¢ terapie bierne: stosowanie
przeciwciat monoklonalnych, transfer adoptywny limfocytéw T  oparty
na specyficznosci antygenowej oraz czynne: szczepionki przeciwnowotworowe
i inhibitory punktow kontrolnych cyklu komorkowego, ktére aktywujg odpowiedz
immunologiczng niespecyficzng. [Galluzzi et al. 2014].

Obecnie standardowe leczenie nowotworow opiera sie na trzech tradycyjnych
metodach: radioterapia, chemioterapia i chirurgia. Dzigki rozwojowi immunoterapii,
mozliwosci  wykorzystania wilasnego ukfadu odpornosciowego do  walki
z nowotworami ztosliwymi, stato sie potezng bronig w arsenale wspotczesnej
medycyny. W niniejszej pracy oméwione zostang szerzej przyktady czgsteczek, ktore
obecnie dajg najwiekszg szanse na wyleczenie chordéb nowotworowych,

z pominieciem inwazyjnych, klasycznych terapii.
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1.7.1. Immunoterapia nowotworéw a komoérki T regulatorowe

Wiele eksperymentow na poziomie laboratoryjnym, dzieki dobrym rokowaniom
rozpoczeto faze badan klinicznych, dajgc nadzieje na znalezienie skutecznych terapii
celowanych. Takim przyktadem sg komorki regulatorowe. Zakres badan T reg jest

szeroki i obejmuje m.in.:

e deplecje komérek T reg: podanie niskiej dawki cyklofosfamidu powoduje
redukcje liczby komoérek CD4*CD25*, obnizenie funkcji regulatorowych oraz
wzmocnienie odpowiedzi immunologicznej wobec nowotworu,

¢ regulacje funkcji komorek T reg: sygnatowanie przez czgsteczki wystepujgce na
powierzchni komérek T reg, nalezace do nadrodziny TNFR tj. OX40,
4-1BB, GITR, moze obniza¢ ich funkcje regulatorowe,

e hamowanie indukcji komoérek iT reg: obnizenie poziomu prostaglandyn E2
wydzielanych przez nowotwory, ktdére podnoszg ekspresje Foxp3 i CD25
na komoérkach CD4*,

e zapobieganie konwersji komorek iT reg: zablokowanie produkcji, funkciji

wydzielanych cytokin np. blokowanie TGF — 3 [Petrausch et al. 2009].

Dotychczasowe badania na zwierzetach wskazujag, Zze eliminacja komérek CD25*
wzmachia odpowiedZz immunologiczng indukowang przez komérki nowotworowe
lub pobudzone antygenem komorki dendrytyczne. Zmniejszenie liczby tych komaérek
w $rodowisku guza powoduje zahamowanie rozwoju nowotworu [Prasad et al. 2005,
Golgher et al. 2002]. Jednorazowe usuniecie komorek CD25* z guza, zatrzymuje jego
wzrost, wielokrotne powtarzanie tej procedury, opdznia jego progresje. Z kolei deplecja
za pomocg swoistych przeciwciat czgsteczki CD4 z guza réwniez wskazuje na efekt
terapeutyczny, czyli zahamowanie rozwoju choroby. [Needham et al. 2006, Yu et al.
2005]. Waznym problemem pojawiajgcym sie podczas tych zabiegow jest
nieprecyzyjnos¢ metody i usuwanie wszystkich komérek zawierajgcych czgsteczke

CD25*, zaréwno T regulatorowych jak i T efektorowych.

Opracowano metode usuwania komorek z ekspresjg receptora CD25 o wysokim
powinowactwie za pomocg preparatu zawierajgcego rekombinowane biatko (cze$é
tancucha IL-2 z fragmentami A i B toksyny btonicy) Denileukin diftitox (Ontak®). Zostat
wprowadzony do leczenia chorych ze skorng postacig chtoniaka z komérek T. Podanie
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pojedynczej dawki denileukin diftitox selektywnie eliminuje Treg
co w dalszym etapie po podaniu szczepionki z komérkami dendrytycznymi
u chorych z rakiem nerki, poprawia odpowiedz [Dannull et al. 2005]. Inne mozliwosci
unieszkodliwienia komorek regulatorowych to terapie celowane skierowane przeciwko
czgsteczkom powierzchniowym znajdujgcym sie na Treg (GITR, B7-H1) lub przeciwko
cytokinom/chemokinom, ktére majg wptyw na przezycie, ekspansje oraz migracje Treg
(TGF-B, IL-2, CCL22). Poszerzenie wiedzy w tym zakresie pozwli na precyzyjniejsze

wdrozenie immunoterapii w leczenie nowotworow za pomocg limfocytow T reg.

1.7.2. GITR

GITR pierwotnie zostat odkryty przez Nocentini i wspotpracownikédw jako gen
ekspresjonowany w mysiej hybrydomie T komdrkowej traktowanej deksametazonem
[Nocentini et al. 1997]. Zidentyfikowano réwniez homolog GITR na ludzkich komaérkach
T, wykazujgcy 55% identycznosci z mysim GITR (AITR) [Gurney et al. 1999]. GITR
(Glucocorticoid-induced tumour necrosis factor receptor) jest to biatko receptorowe,
nalezgce do grupy czynnikbw martwicy nowotworowej (TNFR). Jest
transmembranowym biatkiem typu | (228 aa/ 35-40 kDa) ulegajgcym ekspresiji przede

wszystkim na limfocytach T, jak réwniez innych komérkach (Tabela 2).

Tabela 2. Poziom ekspresji biatka GITR na powierzchni komérek (Nocentini et al. 2009).

Typ komérek Poziom ekspresji GITRu
Naiwne CD4+CD25- (limf. T efektorowe) Sredni
Naiwne CD8+ (limf. T efektorowe) Sredni/ niski
CD4+CD25+ Foxp3+ (limf. T req) Wysoki
Komérki NK Sredni
Limfocyty B Niski
Monocyty/ Makrofagi Niski
Plazmatyczne komérki dendrytyczne (DCs) Brak ekspres;ji
Dojrzate komérki dendrytyczne Brak ekspresiji
Komorki tuczne Sredni
Leukocyty wielojgdrzaste (PMNSs) Sredni
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Eozynofile Sredni/ niski

Bazofile Sredni/ niski
Aktywowane limf. T z funkcjami efektorowymi Wysoki/bardzo wysoki
Aktywowane limf. T z funkcjami regulatorowymi Bardzo wysoki
Aktywowane komoérki NK Wysoki
Aktywowane limf. B Sredni/ niski
Aktywowane monocyty/ makrofagi Sredni/ niski
Aktywowane plazmatyczne komorki dendrytyczne Sredni
Aktywowane komorki dendrytyczne Sredni
Aktywowane komorki tuczne Sredni
Aktywowane komorki wielojgdrzaste Wysoki
Komorki endotelialne (ECs) Brak ekspresiji
Aktywowane komorki endotelialne Sredni/ niski
Keratynocyty Sredni
Osteoklasty Niski

Obecnie zidentyfikowano trzy izoformy czgsteczki GITR, w tym jedna ma postac
rozpuszczalng, ktérej brak domeny transbtonowej [Shimizu et al. 2002]. Homologia
domeny cytoplazmatycznej pomiedzy GITR, 4-1BB, CD27 oraz OX40 pozwala
na wyodrebnienie nowej podrodziny kostymulatoréw, w obrebie nadrodziny TNFRSF
[McHugh RS et al. 2002]. GITR i inne czgsteczki wigzg TRAF i aktywujg NF-kB
(poprzez signaling TRAF2-NIK) oraz ligand GITR (GITRL). GITRL nalezy
do nadrodziny TNF (TNFSF) i jest naturalnym ligandem GITR. Komérki regulatorowe
CD4*CD25*Foxp3* naturalnie posiadajg konstytutywnie wyzsze poziomy GITR
niz konwencjonalne limfocyty T CD4* i CD8* [Shimizu J et al. 2002]. Wykazano,
ze receptor GITR wykazuje Scistg korelacje z ekspresjg Foxp3 (czynnika
transkrypcyjnego bedgcego wewngtrzkomorkowym markerem limfocytow T reg
tj. wszystkie komorki Foxp3* sg GITR*. Poziom ekspresji czgsteczki GITR
na powierzchni komérek efektorowych jest niski, ale zaréwno na T ef jak i T reg ulega
podwyzszeniu w wyniku aktywacji. Badania in vitro wskazaty, ze réwnoczesna
kostymulacja czgsteczek GITR i receptora antygenowego TCR na limfocytach T reg

powoduje zahamowanie ich zdolno$ci do petnienia funkcji supresorowej,
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a na limfocytach efektorowych utatwia ich aktywacje, proliferacje i wytwarzanie przez

nie cytokin [Kanamaru et al. 2004, Stephens et al. 2004].

Stymulacja GITR moduluje komérki Treg, jednak sam GITR nie jest niezbedny
dla ich funkcjonowania. U myszy z niedoborem GITR (GITR”) nie obserwuje
sie spontanicznie powstajacych choréb autoimmunologicznych. Wykazujg
one uposledzone odpowiedzi limfocytéw T in vivo [Ronchetti, et al. 2002; Stephens GL
et al. 2004] poniewaz sg bardziej podatne na Smier¢ komorkowg indukowang
aktywacjg (AICD). Sugeruje to, ze GITR moze chronic¢ limfocyty T przed tym procesem.
Jednak silny sygnat przez TCR przy jednoczesnej ligacji GITR moze wzmocnié
zjawisko AICD na efektorowych komodrkach CD4* [Kanamaru et al. 2004].
Eksperymenty z limfocytami T z myszy GITR/ wskazujg tez na hiperproliferacje
limfocytow zwigzang z stymulacjg TCR, wzrost produkcji IL-2, wzrost poziomu

ekspresji czgsteczki CD25 oraz zwiekszong podatnosc¢ na AICD.

Po aktywacji, naiwne limfocyty T i T reg, podwyzszajg ekspresje GITR w 24-72 godz.
po pojawieniu sie poczatkowego bodzca. Ekspresja ta utrzymuje sie przez kilka dni.
Ten opdzniony wzor ekspresji na komorkach efektorowych przypomina 4-1BB i OX40
i sugeruje, ze GITR nie odgrywa dominujgcej roli we wczesnych etapach stymulacji
limfocytow T, ale raczej wywiera dziatanie w pozniejszym czasie [Dawicki et al. 2004].
Stymulacja GITR przez monoklonalne agonistyczne przeciwciato DTA-1 zaburza
obwodowg tolerancje immunologiczng myszy [Shimizu et al. 2002] poprzez
zahamowanie regulatorowej funkcji limfocytow T CD4* i wzmacnia odpowiedz
konwencjonalnych limfocytow T. Efekt sygnatowania GITR na konwencjonalnych
limfocytach T powoduje, Ze sg one bardziej oporne na supresje przez regulatorowe
limfocyty T CD4* [Ashraful Haque et al. 2010].

Stymulacja GITR zwigksza rowniez produkcje prozapalnych cytokin np. Interferonu y
(IFN-y), czynnika martwicy nowotworéw (TNF-a), IL-6 i IL-12. Wzmacnia odpowiedz
humoralng, takg jak poziom surowicy 1gG2b i IgA, ktory jest catkowicie zalezny
od limfocytéw T CD4*. Obserwuje sie wzmocnienie zaréwno odpowiedzi typu 1
(Th 1), jak i odpowiedzi typu 2 (Th 2) [Lee Sun K. et al. 2006].

W Swietle powyzszych badan podjeto préby wykorzystania czgsteczki GITR
w immunoterapii anty-nowotworowej. National Cancer Institute zaliczyto ten receptor

w 2006 roku jako jeden z 12 najbardziej obiecujgcych celédw immunoterapii.
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Zainteresowanie czgsteczkg GITR rozpoczeto sie na podstawie raportéw
wykazujgcych, ze agonistyczne przeciwciata anty-GITR (szczurze monoklonalne DTA-
1 i kozie poliklonalne) mogg przetamywac tolerancje immunologiczng i znosic¢
hamowanie aktywac;ji limfocytéw T ef przez T reg in vitro [Shimizu et al. 2002; Placke
et al. 2010].

Leczenie agonistycznym przeciwciatem anty-GITR (klon DTA-1) indukuje odrzucenie
wysoce immunogennych guzow, ale jest znacznie mniej skuteczne przeciw stabo
immunogennym nowotworom. Mab anty-GITR indukuje odrzucenie pierwotnego guza
B16. Czasteczka GITR dostarcza sygnat stymulujgcy dla efektorowych limfocytéw T,
co prowadzi do zwiekszenia przezywalnosci, proliferacji, produkcji cytokin,
i wytworzenia opornosci na supresje komorkowg przez limfocyty T reg. Stymulacja
GITR zmniejsza réwniez akumulacje komorek T reg i stabilnos¢

ich fenotypu supresorowego w obrebie nowotworéw B16 [Anik L. Co’te et al. 2011].

Zgodnie ze zdolnoscig DTA-1 do zaburzania supresji T reg in vitro, myszy
potraktowane mAb DTA-1 (podanie w dniu 4 i w dniu 8 po pierwotnym wszczepieniu
nowotworu B16) odrzucito lub zdecydowanie opdznito rozwdéj nowotworu. Obecne
badania dowodzg, ze pojedyncza dawka DTA-1 moze wyleczy¢ mate guzy B16,
o ile zostata ona podana do 4 dni po przeszczepie komorek nowotworowych. Wptyw
DTA-1 na odpornos¢ przeciwnowotworowg jest stosunkowo dtugi i wynosi do 70 dni,
przy 2 krotnym podaniu komérek guza w trakcie trwania eksperymentu (badania
wiasne). Terapeutyczny efekt DTA-1 uzyskano rowniez w wielu modelach nowotworéw
takich jak: guzy okreznicy CT26, chtoniak A20. Inaktywacja, ekspansja
i wyczerpanie limfocytbw Treg to trzy mozliwe wyniki ligacji czgsteczki GITR
za pomocg mAb DTA-1 na komérkach Treg [Turk et al. 2004, Ko et al. 2005, Sharma
S et al. 2008].

W poczatkowej fazie odpowiedzi immunologicznej naiwne komérki T sg aktywowane
przez interakcje miedzy receptorem TCR a czgsteczkami MHC, ulegajg kostymulacji
poprzez wigzanie CD28 z CD80 lub CD86. Po przekroczeniu tego punktu kontrolnego,
limfocyty T przechodzag wtorne rundy kolejnego aktywowania
i ekspansji, nastepuje podwyzszenie poziomu receptora GITR, 24-72 h po pierwszej
aktywaciji. Jesli GITR-L jest ekspresjonowany przez komoérki dendrytyczne, zmienia

jakosc¢ i ilos¢ odpowiedzi immunologicznej. Rezultatem netto jest nasilona reakcja
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zapalna, ze zwiekszong aktywnoscig antygenowo—specyficznych komorek T. Badania
przedkliniczne wskazuja, ze sygnalizacja poprzez GITR moze zwieksza¢ aktywacje T
ef i modulowaé aktywno$¢ limfocytow regulatorowych wewnatrz guza, podczas

immunoterapii (Ryc. 5.)

Brak Stymulacji GITR Immunoterapia Ligacja GITR
g Rozpuszczalny
Anty-GITR Abs GITRL
T eff g ‘ ™ ‘
> v
i
D, ;

o
O

Komoérki Nowotworowe

‘ . i ’ ' i Y
y
' v L

MHC-1 TCRCD28 CD86 GITRGITRLaGITRL

Current Opinion in Immunology

Ryc. 5. Model funkcjonowania czasteczki GITR podczas odpowiedzi immunologiczne;j

(Schaer et al. 2012).

Uzycie agonistycznego przeciwciata anty-GITR lub ligandu GITRL, znosi supresyjne
dziatanie komoédrek regulatorowych, wzmacnia autoreaktywne i alloreaktywne
odpowiedzi limfocytéw T oraz nasila autoimmunizacje i choroby przeszczep przeciwko
gospodarzowi (GVHD) [Cohen et al. 2006]. Obecne badania sugeruja,
ze rola GITR moze polaryzowac¢ odpowiedz immunologiczng w kierunku Th1. Poza
limfocytami T réwniez komodrki NK ekspresjonujg wysoki poziom GITR. Badania nad
czgsteczkg GITR, OX40 i 4-1BB na komérkach NK wykazaty, ze ich stymulacja
prowadzi do zwiekszonej cytotoksycznosci i produkcji IFNy [Croft et al. 2010].

Konsensus co do roli GITR w komdrkach NK nie zostat osiggniety. Mitsui et al dowodzag

o skutecznosci leczenia skojarzonego opartego o0 przeciwciata mAb
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anty-CTLA-4 /| anty-GITR. Terapia tgczona wykazuje mocniejsze dziatanie
przeciwnowotworowe w porownaniu z samym mAb i powoduje odrzucenie guzéw.
Takie dziatanie jest spowodowane zwiekszeniem liczby komoérek T CD8*
naciekajgcych nowotwdér za pomocg leczenia anty-CTLA-4 i zwiekszonego
wydzielania cytokin i zwiekszong opornos¢ komoérek T CD8* swoistych wobec
nowotworu na supresje T reg CD4*CD25* przez leczenie anty-GITR. Opornos¢
specyficznych nowotworowo komoérek T CD8* wzgledem hamowania przez T reg
u myszy otrzymujgcych mAb anty-GITR wykrywano gtownie w populacji limfocytow T
CD8*, ze zwiekszong ekspresjg czasteczki CD25 [McHugh RS et al 2002; Shevach
EM et al. 2006]. Komérki T CD8" hodowane =z mAbs anty-GITR
lub anty-CTLA-4 / anty-GITR utrzymujg zdolnos¢ proliferacyjng w obecnosci T reg.
Z kolei proliferacja limfocytow T CD8* w hodowli kontrolnej lub hodowlach z mAb
anty-CTLA-4 zostaje catkowicie sttumiona przez T reg. Leczenie anty-CTLA-4
w potgczeniu z anty-GITR (bezposrednie / posrednie blokowanie funkcji Treg) lub/i
anty-CD25  (deplecja Treg) wzmacnia przeciwnowotworowg odpowiedz
immunologiczng takze poprzez zwiekszone wydzielanie IFN-y. Leczenie mAb
anty-GITR nie zmienia aktywnosci komoérek regulatorowych, ale zmniejsza ich

akumulacje wewnatrz guza [Jun Mitsui et al. 2010].
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2. CEL PRACY

Celem niniejszej pracy byta ocena roznorodnosci repertuaru receptorow
antygenowych limfocytow T (TCR) w trakcie przebiegu eksperymentalnej
immunoterapii mysiego czerniaka B16, za pomocg przeciwciata
anty - GITR (DTA-1). Podjeto probe zbadania zalezno$ci pomiedzy populacjg komorek
T efektorowych a populacjg komoérek supresorowych, w wyniku podania przeciwciata
DTA-1 w celu okreSlenia czy stymulacja przez receptor GITR prowadzi do ich

selektywnej ekspansiji, konwersji czy zaniku.

W eksperymentach wykorzystano transgeniczny model myszy o ograniczonym
repertuarze TCRaB (TCR™M"Foxp3CFP), w ktorym limfocyty T ekspresjonujg naturalnie
generowany, ale ograniczony repertuar TCR oraz myszy dzikiego typu
C57BL/6(B6) Foxp3©FP. Badania swoim zakresem objety:

monitorowanie zmian jakosciowych i ilosciowych w klonalnej dystrybucji

komérek T efektorowych i T regulatorowych swoistych wobec antygendéw

nowotworowych z melanomy APEp63K GFP, podczas wzrostu guza u myszy

kontrolnych oraz poddanych immunoterapii anty-GITR,

e analize cytofluorymetryczng komorek pochodzacych ze s$rodowiska guza,
weztdéw drenujgcych oraz weztdw obwodowych (najbardziej oddalonych),

e sort wybranych subpopulacji komérkowych, izolacja RNA, otrzymanie cDNA,
amplifikacja fragmentu CDR3 genu TCRa,

e wytworzenie hybrydom limfocytéw T,

e identyfikacje reaktywnych TCR wobec neoantygenu APEp63K,

e analize réznorodnosci klonéw komorkowych Tef i T reg z tymi samymi

reaktywnymi receptorami TCR nowotworowymi.

Wykorzystano sekwencjonowanie nowej generacji (lon Torrent) jako metode
pozwalajgcg na Sledzenie/ zbadanie losu poszczegdlnych receptorow TCR
na poziomie pojedynczych komorek T, rozpoznajgcych czerniaka B16 u myszy

nieleczonych i traktowanych przeciwciatem DTA-1.
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3. MATERIALY | METODY
3.1. Materiat laboratoryjny

3.1.1. Media hodowlane

Tabela 3. Skfad pozywki hodowlanej dla komoérek hybrydoma produkujgcych przeciwciato
DTA-1, limfocytow T wyizolowanych z narzadow limfoidalnych myszy oraz grasiczaka
BW NFAT GFP.

Nazwa Objetos¢ Firma
aMEM (Minimum Essential _ _
500 ml Sigma-Aldrich
Pozywka)
10% Cieleca surowica ptodowa
) 50 ml HyClone
(FBS - Fetal Bovine Serum)
200 mM L-glutamina 5 ml Sigma
Aminokwasy (Non-essential _
. _ 5ml Sigma
aminoacid)
100 mM Pirogronian Sodu 5ml Sigma
100 mM Pen/Strep (Antybiotyki) 5 ml Sigma
0,007% 2-Merkaptoetanol * 5 ml bazy Sigma-Aldrich

* W przypadku 2-Merkaptoetanolu uprzednio przygotowano roztwoér roboczy,
w ktorym uzyto 7 pl substancji na 10 ml aMEM. Tak wykonang baze uzyto

do ztozenia pozywki hodowlane;j.

Tabela 4. Sktad pozywki hodowlanej dla czerniaka B16 APEp63K.

Nazwa Objetos¢ Firma
DMEM (Dulbecco’s Modified _ _
500 mi Sigma-Aldrich
Eagle’s Pozywka)
10% Cieleca surowica ptodowa
50 ml HyClone

(FBS - Fetal Bovine Serum)
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200 mM L-glutamina 5ml Sigma

Aminokwasy (Non-essential

aminoacid) >ml Slgma
100 mM Pirogronian Sodu 5ml Sigma
100 mM Pen/Strep (Antybiotyki) 5ml Sigma
0,007% 2-Merkaptoetanol 5ml Sigma-Aldrich

Tabela 5. Media selekcyjne stosowane w trakcie wyprowadzania homogennych linii

komorkowych hybrydoma swoistych wobec antygenu Ep63K.

Nazwa Zastosowanie Firma
o _ Hodowla
HAT + aMEM (Minimum Essential _
hybrydom po Sigma
Pozywka) _ .
wykonaniu fuzji
Hodowla
HT + aMEM (Minimum Essential hybrydom po ~ 2 <
, igma
Pozywka) tyg. od wykonania g
fuzji

Wszystkie pozywki wykorzystane w hodowlach komérkowych filtrowano przez filtr 0,22

pm (Millipore) w celu zachowania sterylnosci pozywki.

3.1.2. Bufory

Tabela 6. Podstawowe bufory wykorzystywane przy izolacjach komérkowych, hodowli

komorek, cytometrii przeptywowej (FACS), testach funkcjonalnych.

Nazwa Skitadniki

PBS (bez jondw Mg?+ i Ca?+),

WB (Wash Buffer) bufor ptuczacy _
2% FBS (inaktywowany)
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ACK

NH4CL — 8,3g
KHCOs3 -1g
5% EDTA — 1,8 ml
MiliQ — do 1000 ml

Binding Buffer (test z Anexyng V)

10mM HEPES, pH 7.4,
140mM NacCl, 2,5mM CacCl2

Tabela 7. Bufory i zele wykorzystywane w biologii molekularne;j.

Nazwa Skiadniki
TRIS -242¢g
CH3COOH -61.83g
TAE (50X)

0.5M EDTA, pH 8-100m|
MiliQ do 1000m!

LB (Load Buffer) bufor obcigzajacy
do elektroforezy DNA

40% Sacharoza,
0,5% Btekit bromofenolowy
H20 miliQ

Zel agarozowy 1-2% do elektroforezy
DNA

1-2% Agaroza,
50ml 1x bufor TAE,
2,5ul 1% r-ru Bromku etydyny

3.1.3. Przeciwciata

Tabela 8. Przeciwciata zastosowane w genotypowaniu myszy transgenicznych.

Nazwa Firma Koniugat Rozcienczenie
CDh4 BD Biosciences APC 1:500

Va 2 BD Biosciences PE 1:500
VB14 BD Biosciences FITC 1:400
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Tabela 9. Przeciwciata zastosowane w analizie cytofluorymetryczne;.

Nazwa Firma Koniugat | Rozcienczenie | Zastosowanie
Cbh4 BD Biosciences APC 1:500 FACS, sort
CD8 BD Biosciences PE 1:300 FACS, sort
CD 25 BD Biosciences | PeCy7 1:400 FACS
GITR eBiosciences biotynyl. 1:100 FACS
CD62L eBiosciences APC 1:400 FACS
Thy-1 BD Biosciences PE 1:400 FACS, sort
Anexyna V | BD Pharmingen APC 1:100 FACS
CD28 eBiosciences - - Aktywacja limf. T
CD3 eBiosciences - - Aktywacja limf. T

3.1.4.  Startery molekularne

Wszystkie startery wykorzystane w reakcjach PCR zostaty zsyntezowane przez
Pracownie Sekwencjonowania DNA i Syntezy Oligonukleotydéw IBB PAN

w Warszawie.

Tabela 10. Startery zastosowane w genotypowaniu myszy transgenicznych.

Gen Nazwa Pozycja Sekwencja
startera
Vada 5 TAACACTTGGCAAGAGTTACTCATTTAG
TCR Va2
PTA JaNO7 3 GACTTACCTGGCTTTATAATTAGCTTG
TB179 5’ ACGACCAATTCATCCTAAGCAC
TCRVB14
Jb2.6.3 3 TACTATCGATTTCCCTCCCGGAGATTCC
mAct_s 5’ TGTCATGGTAGGTATGGGTCAGAAGG
B aktyna
mAct_rev 3 GATGTCGCGCACAATCTCACGTTCAG
e_GFP 5’ CCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCG
GFP
Foxp3 3 CCGTCCTCCTTGAAGTCGATGCCC
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Tabela 11. Startery wykorzystane do syntezy cDNA, amplifikacji fragmentéw CDR3 TCRa.

Nazwa Poz Sekwencja
TCR CA3 3 TCGGCACATTGATTTGGGAGTC
Va2_88s 5 CAGCAGGTGAGACAAAGTCCCC
ITAdBCA1 X CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGATTGGTACACAGCAGGTTCTGGGT
ITadA 3 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
ITadB 5 CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGAT
TCR CAl 3 TGGTACACAGCAGGTTCTGGGT
Va2_235 5 TCTCAGCCTGGAGACTCAGC

Tabela 12. Zestaw tagow uzytych w tworzeniu bibliotek regionéw CDR3.

Nazwa | Poz Sekwencja Pelna sekwencja
znacznika

MID 1 5 ACGAGTGCGT | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGACGAGTGCGTTCTCAGCCTGGAGACTCAGC
MID 2 5 | ACGCTCGACA |CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGACGCTCGACATCTCAGCCTGGAGACTCAGC
MID 3 5 AGACGCACTC |CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGAGACGCACTCTCTCAGCCTGGAGACTCAGC
MID 4 5 AGCACTGTAG |CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGAGCACTGTAGTCTCAGCCTGGAGACTCAGC
MID 5 5 ATCAGACACG |CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGATCAGACACGTCTCAGCCTGGAGACTCAGC
MID 6 5 ATATCGCGAG |CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGATATCGCGAGTCTCAGCCTGGAGACTCAGC
MID 7 5 CGTGTCTCTA | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGCGTGTCTCTATCTCAGCCTGGAGACTCAGC

MID 8 5 CTCGCGTGTC |CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGCTCGCGTGTCTCTCAGCCTGGAGACTCAGC
MID 9 5 TAGTATCAGC |CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTAGTATCAGCTCTCAGCCTGGAGACTCAGC

MID 10 5 TCTCTATGCG |CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTCTCTATGCGTCTCAGCCTGGAGACTCAGC

MID 11 5 TGATACGTCT | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTGATACGTCTTCTCAGCCTGGAGACTCAGC

MID 12 5 TACTGAGCTA | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTACTGAGCTATCTCAGCCTGGAGACTCAGC
MID 13 5 CATAGTAGTG |CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGCATAGTAGTGTCTCAGCCTGGAGACTCAGC
MID 14 5 | CGAGAGATAC |CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGCGAGAGATACTCTCAGCCTGGAGACTCAGC
MID 15 5 ATACGACGTA |CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGATACGACGTATCTCAGCCTGGAGACTCAGC
MID 16 5 TCACGTACTA | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTCACGTACTATCTCAGCCTGGAGACTCAGC

MID 17 5 CGTCTAGTAC |CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGCGTCTAGTACTCTCAGCCTGGAGACTCAGC
MID 18 5 TCTACGTAGC |CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTCTACGTAGCTCTCAGCCTGGAGACTCAGC
MID 19 5 TGTACTACTC | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTGTACTACTCTCTCAGCCTGGAGACTCAGC

MID 20 5 ACGACTACAG |CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGACGACTACAGTCTCAGCCTGGAGACTCAGC
MID 21 5 CGTAGACTAG |CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGCGTAGACTAGTCTCAGCCTGGAGACTCAGC
MID 22 5 TACGAGTATG |CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTACGAGTATGTCTCAGCCTGGAGACTCAGC
MID 23 5 TACTCTCGTG |CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTACTCTCGTGTCTCAGCCTGGAGACTCAGC
MID 24 5 | TAGAGACGAG |CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTAGAGACGAGTCTCAGCCTGGAGACTCAGC
MID 25 5 TCGTCGCTCG | CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTCGTCGCTCGTCTCAGCCTGGAGACTCAGC

Zastosowane startery uzyto w celu wykonania gtebokiego sekwencjonowania

na platformie lon Torrent.
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3.1.5. Odczynniki i sprzet wykorzystane w eksperymentach

Tabela 13. Zestaw odczynnikow uzytych w doswiadczeniach.

Odczynnik Firma
Ampicylina Sigma-Aldrich
Bromek etydyny Sigma-Aldrich
Chlorek magnezu (MgCl2) Stanlab Sp.J.
Chlorek Sodu (NacCl) Stanlab Sp.J.
DMSO (Dimetylosulfotlenek) LabEmpire
DNAza Fermentas
dNTP (mieszanina deoksynukleotyddow) Fermentas
EDTA (kwas wersenowy) Sigma-Aldrich

FBS (surowica bydleca)

Cytogen (bufor FACS),
HyClone (hodowle)

GeneJET Gel Extraction Kit

Thermo Scientific

GenelJet PCR Purification Kit

Thermo Scientific

Glicyna

POCH

L-glutamina (200mM)

Thermo Scientific

Lymphodex Inno-Train Diagnostik
Marker masy DNA — GeneRulerTM 1kb DNA Fermentas
Non-essential amino acids — 100mM Gibco
Odwrotna transkryptaza SuperScript 11l Invitrogen
Penicylina / Streptomycyna (roztwér 100x) Sigma-Aldrich
Pirogronian sodu Sigma-Aldrich
Polimeraza DNA DreamTaq Fermentas
Protein G (biatko G bakterii Streptococcus sp.) Sigma-Aldrich
Random primers (startery losowe) Promega
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RNeasy Mini kit Qiagen

B-merkaptoetanol Sigma-Aldrich
Alkohol etylowy 96% POCH
AccuPrime™ Taq DNA ThermoFisher Scientific

Tabela 14. Sprzet laboratoryjny i plastik uzywany podczas eksperymentu.

Sprzet Firma

Plastikowe koncéwki do pipet:

Sarsted, Genoplast
(10u1 / 200p1 / 1000yl / 5000pI)

Plastikowe koncowki do pipet z filtrem:

Sarsted, Genoplast
(10ul / 200pl / 1000yl / 5000pl)

Plastikowe probowki:
Eppendorf, Sarstedt, Genoplast
(0,5ml /1,5 ml/2ml) typu eppendorf

Probowki typu Falcon: (15 ml / 50ml) Sarsted, Genoplast

Pipety Eppendorf / HTL Lab Solution

Termoblok grzejgcy z funkcjg )
. Eppendorf Thermomixer Compact
wytrzgsania

Sigma (1-14K)
Eppendorf (Centrifuge 5417 R)
Sigma (4 K15)

Heraeus Instruments (Megafuge)

Wirdwki

Ardo,

Zamrazarki: -20°C ; -80°C
-80°C Ultralow Frezer, NUAIRE

Aparat do elektroforezy DNA (RNA) Bachler, Feinstech
Aparat do analizy zeli w Swietle UV Vilber Lourmat
Laminar PCR Skanair VFC90
Probowki typu eppendorf (0,2ml) Sarsted, Genoplast
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Probowki w paskach (0,2ml) Nippon Genetics

Spektofotometr Thermo Scientifics NanoDrop 2000
Spektofotometr ptytkowy Perkin Elmer Wallac 1420 Victor 2
Termocykler MJ Research PTC-200

Water-Jacketed IR Autoflow
Inkubator komoérkowy Automatic CO2 Incubator model
NU-8500, NUAIRE

Class IIA/B3 Biological Safety

Cabinet Forma Scientific

Komora laminarna

¥ aznia wodna Biosaun WB4

Ptytka 6-dotkowa, 24-dotkowa, 96-

dotkowa, Szalki Petriego

Greiner Bio-One

Probowki U-ksztattne BD Falcon
Facs Calibur
Cytometry przeptywowe BD Facs CANTO i

LSR Fortessa

Sorter komoérkowy BD Aria
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3.1.6. Zwierzeta eksperymentalne
W ramach projektu prowadzono prace zwigzane z hodowlg myszy transgenicznych
wykorzystanych w eksperymentach. Hodowla obejmowata: krzyzowanie odpowiednich
osobnikdw ze sobg, genotypowanie oraz potwierdzenie wystepowania transgenow

u myszy metodg cytometrii przeptywowej.
Wykorzystano nastepujgce szczepy:

e myszy TCR™MNFQOXP3CGFP
Model opracowany w Medical College of Georgia przez Michata Kuczme [Kuczma et al.

2009] a otrzymany dzieki uprzejmosci dr L. Ignatowicza (GHSU, Georgia, USA).

e myszy C57BI/6CFP (WTCFP)
Pozyskane w wyniku krzyzowania osobnikéw C57BI/6 z TCR™"FOXP3%FP w celu
uzyskania organizmow o fenotypie typu dzikiego (WT) z mozliwoscig, odréznienia

limfocytéw regulatorowych od efektorowych (WTSFP)

e myszy C57BI/6 (WT)
Uniwersalny model badawczy, stosowany jako kontrola w stosunku do myszy

genetycznie modyfikowanych. Popularnie zwane ,black” od umaszczenia.

Myszy TCR™" zawierajg mini repertuar tancuchow TCRa kodowanych przez Va2.9
i Jo26 (lub Jo2), zwigzane z jednym zrearanzowanym tancuchem TCR V(14
[Pacholczyk et al. 2006]. Nastepnie myszy TCR™" krzyzowano z osobnikami
z niedoborem endogennych loci TCRa i bedacych heterozygotami dla mini locus TCRa
Vo2Ja26Ja2, w celu zapewnienia ekspresji pojedynczego tancucha TCRa
na powierzchni komoérki T. Réznorodnosé repertuaru TCR zalezy od regionu CDR3
tancucha TCRa (Ryc. 6).

Zarowno myszy WTCFP jak i TCR™MNFOXP3CFP posiadajg gen kodujacy biatko zielonej
fluorescencji (GFP). Znajduje sie ono pod kontrolg promotora dla czynnika
transkrypcyjnego Foxp3 co pozwala na tatwe odrdznienie limfocytéw regulatorowych
(GFP*) od efektorowych (GFP").

Wszystkie eksperymenty przeprowadzano za zgodg | Lokalnej Komisji Etycznej

do spraw doswiadczen na zwierzetach we Wroctawiu, pod numerem zezwolenia
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06/2009. Zwierzeta w czasie trwania eksperymentéw utrzymywano w warunkach
wolnych od drobnoustrojow, SPF (Specific Pathogen Free) w Zwierzetarni IITD PAN

we Wroctawiu.

a) .
a tancuch Va2 Ja26 Ca
AW .
___-—
B tancuch VB14 DB2
]
) . -—
b)
VaJa mini — locus w TCRmini myszy
a tancuch Ja26 Ja2
-4— - “n .
i.b-

Ryc. 6. Schemat konstrukcji konwencjonalnego transgenicznego receptora TCR: rearanzacja
tancucha a i B (a); TCR a mini — locus generujgcy ograniczony repertuar z TCR a

tancucha (b). RSS — sekwencja sygnalowa rekombinaciji. [Pacholczyk et al. 2006].

3.1.7. Materiat biologiczny
3.1.71. Linie komoérkowe
W ramach pracy doktorskiej przeprowadzono hodowle nastepujgcych typdw komorek:

e hybrydoma produkujgca przeciwciato moAb anty-GITR (DTA-1). Hybrydome
otrzymano dzieki uprzejmosci prof. Shimona Sakaguchi (University of Osaka,

Japan). Komorki propagowano w pozywce aMEM z 10% FBS.

e mysia linia komérkowa czerniaka B16, otrzymana dzieki uprzejmosci
dr P. Kraja (GHSU, Georgia, USA). Na powierzchni tych komérek ulega
ekspresji zdefiniowany antygen nowotworowy (peptyd Ep63K) w kontekscie

czasteczek uktadu zgodnosci tkankowej klasy Il AP (APEp63K). Dodatkowo
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w komorkach tych sprzezono ekspresje antygenu APEp63K z ekspresjg biatka
GFP. Hodowla komdrek czerniaka odbywata sie w pozywce DMEM z 10% FBS.
Poziom ekspresji biatka GFP (a tym samym i peptydu), na komodrkach
nowotworowych, byt sprawdzany cytofluorymetrycznie przed kazdym podaniem

do myszy (Ryc. 17b, zdjecia czerniaka).

e grasiczak (tymoma) BW stabilnie transfekowany konstrukcja genowag
zawierajgcg promotor dla czynnika transkrypcyjnego NFAT w fuzji z genem dla
biatka GFP (NFATCFP). Zastosowany w projekcie w celu uniesmiertelnienia
limfocytow T pochodzacych z dLN i guza myszy nieleczonych i leczonych
DTA-1.

e hybrydomy limfocytow T (CD4*Foxp3CFP- oraz CD4*Foxp3©FP*) poddawano
testom swoistosci rozpoznania antygenu nowotworowego AbEp63K.
Wyselekcjonowane klony byly poddawane sekwencjonowaniu regionow CDR3

(TCRa), w celu analizy repertuaru TCR.

3.1.7.2. Przeciwciato anty-GITR (DTA-1)
DTA-1 jest to monoklonalne, szczurze przeciwciato IgG2b, specyficzne dla mysiego
receptora GITR. Otrzymane dzieki uprzejmosci prof. Shimona Sakagouchi
[Ko et al. 2005].

Pierwszym etapem produkcji przeciwciata DTA-1 byto rozpropagowanie komoérek
hybrydoma produkujgcych biatko. Po kilkutygodniowej hodowli prowadzone;j
w 37°C i 5% CO:2 supernatant znad hybrydom odwirowywano i przechowywano
w warunkach chlodniczych. W drugim etapie oczyszczano frakcje immunoglobulin
poprzez wytrgcanie w 45% roztworze siarczanie amonu oraz dialize wzgledem buforu
PBS i oczyszczano na ztozu powinowactwa z biatkiem G. Otrzymane przeciwciato
sprawdzano pod wzgledem czystosci preparatu za pomocg metody SDS-PAGE
i wizualizowano stosujgc barwienie srebrem. Z kolei aktywno$¢ biologiczng
uzyskanych immunoglobulin oceniano za pomocg cytometrii przeptywowej (efekt
blokowania aktywnosci komercyjnego przeciwciata GITR) oraz podczas

eksperymentdw in vivo na myszach.

-63 -



3.2. Metody doswiadczalne

3.2.1. Schemat eksperymentéw

Eksperymenty na
zwierzetach

Opracowanie protokotu lzolacja limfocytow T Analiza cytofluorymetryczna
nastrzykiwania myszy z narzadow limfoidalnych, fenotypu
l guzow ‘
Pomiar wielkosci guzow | Analiza podatnosci na
Sortowanie limfocytéw T apoptozeg
LN, dLN, sledziona, guz dLN, guz
| | | ! I I I I I
CD4T req Treg* cDa~ CD4*T reg T reg* CD4*T reg Treg®

] ]

Analiza podatnosci na lzolacja RNA, synteza cDNA,
supresyjny wplyw limfocytow T twarzenie bibliotek regionow
reg na komarki efektorowe CDR3

Glebokie sekwencjonowanie

Analiza informatyczna
roznorodnosci repertuaru TCR

| |

Fuzja limfocytow T z tymomag

.

Testowanie swoistosci
uzyskanych hybrydom

|

Izolacja RNA z swoistych
hybrydom, synteza cDNA,
amplifikacja fragmentow
CDR3 TCRa

!

Sekwencjonwanie

}

Analiza informatyczna
sekwengji

Ryc. 7. Schemat przedstawiajgcy strategie wykonywania eksperymentow.

3.2.2. Eksperymenty na zwierzetach

Opracowano protokét podawania myszom WTCGFP oraz TCR™MNFOXP3%FP komdrek

czerniaka B16 APEp63K i przeciwciata DTA-1. Schemat eksperymentéw ustalono tak,

aby umozliwi¢ wzrost guza nowotworowego i wykaza¢ réznice w wielkosci guza

po zastosowaniu terapii. Przygotowanie komorek czerniaka do podania obejmowato:

sprawdzenie ekspresji antygenu Ep63K poprzez pomiar sprzezonej z nim ekspres;ji
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biatka GFP na powierzchni komorek za pomocg cytometrii przeptywowej, sortowanie
komérek o najwyzszym poziomie ekspresji peptydu i ich namnozenie in vitro, przez

2-3 dni przed wstrzyknieciem.

Cztery grupy myszy WTCP (3 myszy na/grupe) nastrzyknieto 5 x 102 komérek B16
APEp63K podskdrnie (s.c). Po 4 i 8 dniach grupy potraktowano przeciwciatem DTA-1
(i.p. 500 pg/mysz). Z kolei dwie grupy myszy TCR™MnMFoxp3®FP nastrzyknieto 5 x 103
komorek B16 APEp63K s.c., 8 dnia podano przeciwciato DTA-1. Myszy nastrzykiwano
komorkami nowotworowymi pod fatd skorny lewej pachwiny. W trakcie eksperymentow
ustalono kinetyke wzrostu guza nowotworowego u myszy nieleczonych i poddanych
terapii przeciwciatem DTA-1. Pomiar wielkosci guza wykonywano przezyciowo
w odstepie 3 dni za pomocg suwmiarki. Dane liczbowe zebrano i usredniono.
Zakonczenie eksperymentu odbywato sie pomiedzy 20 a 25 dniem od rozpoczecia

procedury. Schemat poglagdowy przebiegu eksperymentdéw przedstawia rycina 8.

a)
~/"'7’r\. 8
9\ / I\ [ y ~3 tygodnie
Dz.0-5x103 Dz 4 — DTA-1 P ’ poznie) analliZa
B16 APEp63K s.c. 500 ug i.p. % L J R
Dz. 8 — DTA-1
500 pg i.p.
b)
TN i o T d .
E:L - %f L . ~3 tygodnie
Dz.0-5x 102 Dz. 8 - DTA-1 pozniej analiza
APEpPB3K s.c. 500 pg i.p.

Ryc. 8. Schemat przebiegu eksperymentéw na myszach a) WTC i b) TCR™"FOXP3CP,
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3.3. Metody pozyskiwania limfocytow T
3.3.1. lzolacja limfocytéw T z narzadéw limfatycznych

Wszystkie przeprowadzone eksperymenty trwaty ok. 3 tygodni. Po tym czasie
usmiercano zwierzeta. Kolejnym etapem byto pobranie weztéw chtonnych (odlegte
wezty chtonne (cLN), straznicze wezty chtonne (dLN) oraz Sledzion (SPL) z myszy nie
leczonych, leczonych oraz kontrolnych (zdrowych). Wyizolowane organy umieszczano
na lodzie w roztworze PBS z dodatkiem 2% surowicy ptodowej (bufor ptuczgcy).
Zawiesine komorkowg powstatg z roztarcia organdw w w/w buforze przecedzano przez
gaze nylonowg o wielkosci poréw 100 mikrometréw i zawieszano w 5 ml objetosci
buforu ptuczgcego. Tak przygotowane preparaty wirowano 5 min/ 1200 obr./ 4°C.
Po wirowaniu usuwano spernatant, komoérki zawieszano w objetosci 1-2 ml
i przepuszczano przez filtr nylonowy 70 mikrometrow umieszczony na 5 ml probéwce
testowe] (Tube with cell strainer cap, 35 um, BD Falcon) w celu utworzenia zawiesiny
pojedynczych komorek. Tak otrzymane komérki pozostawiano na lodzie do dalszych

analiz.

W przypadku $ledzion zastosowano dodatkowy etap w preparacji komorek.
Po roztarciu organéw, do suchego osadu komoérek, dodawano 3-5 ml buforu ACK
a nastepnie inkubowano 5 min/ temp. pok. Ten etap miat na celu usunigcie erytrocytow
z masy komorkowej. Po inkubacji preparaty wirowano 5 min/ 1200 obr.
/ 4°C. Etap wirowania powtérzono ponownie z zastosowaniem buforu ptuczgcego
w celu doktadnego wyptukania roztworu ACK. Po wirowaniu usuwano spernatant,
komorki zawieszano w objetosci 1-2 ml i przepuszczano przez filtr w celu utworzenia
zawiesiny pojedynczych komérek. Tak przygotowane komorki byty gotowe

do dalszych analiz.

3.3.2. lzolacja limfocytéow T z organéw nie limfatycznych

Razem z organami limfatycznymi pobierano réwniez guzy nowotworowe. Sposob
preparacji przebiegat nastepujgco. Wykonywano pomiar masy guza nowotworu
i przenoszono na szalke umieszczong na lodzie. W celu utatwienia roztarcia guza cieto

go nozyczkami na mniejsze fragmenty. W obecnosci roztworu PBS z dodatkiem 2%
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surowicy ptodowej rozcierano komoérki i przepuszczano przez filtr 100 ym (Cell
Strainer, BD Falcon) do 50 ml falkonu. Catos¢ zawiesiny dopetniano buforem ACK
w celu lizy erytrocytow. Tak przygotowane preparacje komorkowe inkubowano 5min
/ temp. pok. Nastepnie wirowano 5 min/ 1200 obr./ 4°C. Etap wirowania powtorzono
ponownie z zastosowaniem PBS z dodatkiem 2% surowicy ptodowej. Po usunieciu
supernatantu zawiesine komorkowg przepuszczono przez filtr 70 um (Cell Strainer, BD
Falcon), a nastepnie zawieszano w objetosci 1-2 ml w celu utworzenia zawiesiny
pojedynczych komodrek. Tak przygotowane komorki pozostawiano na lodzie

do dalszych analiz.

3.4. Metody cytofluorymetryczne
3.4.1. Analiza cytofluorymetryczna fenotypu

Wszystkie analizy cytofluorymetryczne wykonano przy uzyciu aparatu FACS Calibur
(BD Biosciences). Miaty one na celu dokonanie oceny fenotypu myszy nie leczonych,
poddanych terapii przeciwciatem DTA-1  oraz myszy  kontrolnych.
Do barwien zewnatrzkomorkowych uzyto przeciwciat monoklonalnych zestawionych
w tabeli 7. Barwienia wykonywano na okrggtodennej ptytce 96-dotkowej lub w 1,5 ml
probéwkach typu eppendorf. Do analiz uzyto od 300 tys. do 2 min wyizolowanych
komoérek (w zaleznosci od organu). Zawiesiny komorek umieszczano na piytce bgdz
w probowkach typu eppendorf, wirowano 3 min/1200 rpm/4°C. Po usunieciu
supernatantéw dodawano przeciwciata o wczesniej ustalonym stezeniu w objetosci 50-
100 pl na probke. Wszystkie mieszaniny przeciwciat zawieszano w buforze PBS
z dodatkiem 2% surowicy ptodowej. Nastepnie komérki z przeciwciatami inkubowano
przez 20 min/ na lodzie/ w ciemnos$ci. Po zakohczeniu inkubacji prébki 2-krotnie
ptukano w objetosci po 200ul. Kazdy etap ptukania obejmowat réwniez wirowanie
przez 3 min/1200 rpm/4°C. Po usuniecie supernatantéw komorki zawieszano
w objetosci 200-300 pl PBS z dodatkiem 2% surowicy ptodowej. Tak przygotowane
komorki analizowano za pomocg cytometru przeptywowego. Uzyskane dane
opracowywano w programie komputerowym Win MDI.
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3.4.2. Cytofluorymetryczne genotypowanie myszy transgenicznych
Do genotypowania myszy transgenicznych wykorzystano technike cytometrii
przeptywowej. W celu wykluczenia obecnosci endogennych tarncuchow Va2 oraz V314
nie pochodzacych z trans genu, zastosowano koktajl przeciwciat: CD4 APC, Va2 PE,
VB14 FITC. Dzieki takiemu zestawowi barwien mozliwa byta réwniez detekcja komaorek
regulatorowych posiadajgcych gen kodujgcy biatko GFP znajdujgce sie pod kontrolg
czynnika transkrypcyjnego Foxp3 (Ryc. 9).

10+
10

CD4
CD4

10* 10*

Va2
CD4

104 T = 3 10

Vp14 GFP —Treg

Ryc. 9. Analiza cytofluorymetryczna mini repertuaru oraz fenotypu myszy TCR™"FOXP3C¢

Barwienia wykonywano na okragtodennej ptytce 96-dotkowej. Materiat do analizy
pochodzit z mysiej krwi pobranej z zyty ogonowej. Krew w objetosci 50 pl zbierano
do 1,5 ml probéwek eppendorf zawierajgcych 100 ul roztworu PBS z EDTA. Podobnie
jak w przypadku $ledzion wykonywano dodatkowy etap lizy erytrocytow
za pomocg odczynnika ACK. Dalszy etap postepowania byt zgodny

ze standardowym protokotem barwienia opisanym wyzej.
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3.4.3. Sortowanie komorek

W celu wysortowania limfocytéw T wykonywano wczesniej opisane etapy izolaciji
komoérek z narzgdow limfoidalnych (cLN, dLN, SPL) i organow nie limfoidalnych (guzy
nowotworowe) myszy nie leczonych, leczonych i kontrolnych. Nastepnie barwiono
komorki  odpowiednimi  mieszaninami  przeciwciat. Po wykonaniu barwienia
i 2 krotnym ptukaniu, komoérki zawieszano w objetosci 3-4 ml buforu ptuczgcego.
Sortowanie wykonywano przy uzyciu sortera komérkowego ARIA (BD Biosciences).
Komorki zbierano do 5 ml probdéwek typu falkon wypetnionych 200 ul surowicy
ptodowej. Po wyptukaniu surowicy rozseparowane subpopoulacje limfocytéw T
tj. CD4'T reg, T reg*, CD8" zbierano w celu utworzenia bibliotek regionéw CDR3,
wykonania testow funkcjonalnych oraz produkcji hybrydom. Komérki przygotowane
do sekwencjonowania lon Torrent wirowano i zawieszano w roztworze RLT (odczynnik
zestawu RNAeasy mini kit) w objetosci 350 pl na 1 min komoérek. Tak przygotowane
preparacje mrozono w temperaturze -80°C. Strategia sortowania zostata zmieniona
w przypadku preparacji limfocytéw T z guza nowotworowego. Utrudnienia zwigzane

byty z odpowiednim doborem koniugatow fluorescencyjnych przeciwciat (Ryc. 10).

o
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Ryc. 10. Schemat bramkowania sortowanych populacji z guza nowotworowego.

3.5. Tworzenie hybrydom limfocytéw T

Tworzenie hybrydom limfocytow T pochodzgcych 2z weztéw drenujgcych

i infiltrujgcych guzy nowotworowe wykazujgce specyficzno$¢ wobec antygenu
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APEp63K wykonano w oparciu o technike fuzji bton komdrkowych z uzyciem glikolu
polietylenowego (PEG). Przy uzyciu sortera komérkowego ARIA wyizolowano
z weztéw drenujgcych komoérki T-regulatorowe i T-efektorowe, ktore pochodzity
zarowno z myszy nie leczonych jak i leczonych przeciwciatem DTA-1. Ze wzgledu
na ograniczong ilos¢ pozyskanego materiatu otrzymane komorki bylty namnazane
in vitro. W trakcie hodowli obie populacje limfocytow T otrzymywaty IL-2, ktora
stymulowata ich wzrost. Dodatkowo ptytki hodowlane optaszczano przeciwciatami
anty-CD3 i anty-CD28, w celu aktywacji receptora TCR. Po uzyskaniu odpowiedniej

puli komérek znajdujgcych sie w logarytmicznej skali wzrostu wykonano ich fuzje.

3.5.1. Fuzja

Fuzji aktywowanych limfocytéw T przeprowadzono z komoérkami grasiczaka BW
NFATCGFP. Zaréwno limfocyty jak i komorki grasiczaka policzono i zmieszano
w stosunku 5:1 (grasiczak:limfoblasty). Do fuzji uzyto min. 10 min komorek BW NFAT
GFP. Mieszanine dwukrotnie odptukano w objetosci po 50 ml w pozywce aMEM
(pozywka hodowlana, bez surowicy) poprzez wirowanie w 1200 rpm/ 5 min. Etap ten
miat na celu doktadne usuniecie surowicy z pozywki hodowlanej, ktéra powoduje
obnizenie wydajnosci fuzji. Nastepnie przygotowano mieszanine PEG i aMEM
w stosunku 1:1 (1 ml mieszaniny na 1 fuzje). Mieszanine te ogrzano do temperatury
37°C. Po drugim odptukaniu komérek pozywka hodowlana zostata usunieta a osad
komorkowy delikatnie rozbito. Probowke z komodrkami przeniesiono do zlewki
zawierajgcej wode miliQ, ktérg réwniez ogrzano do temperatury 37°C. W kolejnym
etapie dodano mieszanine PEG/aMEM do komorek i jednoczes$nie pipetowano przez
15 s. Nastepnie pozostawiono probéwke z mieszaning komoérek i PEG w zlewce
na 1,5 min, jednoczes$nie delikatnie nig obracajgc. Po uptywie wyznaczonego czasu
w ciggu 30 s. dodano 1 ml czystego aMEM, potem 2 ml w ciggu kolejnych 30s,
3ml - 30s, 4ml - 30s. Na koniec dodano 40 ml pozywki hodowlanej i zamieszano
delikatnie probéwkg przez inwersje. Tak przygotowane komérki inkubowano w 37°C
przez 5 min. Nastepnie komorki odwirowano przy 1000 rpm/5 min. i odptukano w 50
ml czystego aMEM. Po usunieciu pozywki hodowlanej, zawieszono komorki w 10 ml
petnej pozywki. Tak uzyskana zawiesina komoérkowa zostata rozcienczona do 60x

I rozprowadzona na 96-dotkowych ptaskodennych ptytkach (Corning) w objetosci 100
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pl/dotek. Plytki umieszczono w cieplarce w temp. 37°C i 5% CO2. Po 24h inkubacji
dodano do kazdego dotka 50 ul pozywki hodowlanej, selekcyjnej HAT.
Tak przygotowane komorki pozostawiono w hodowli przez ok. 2 tyg. monitorujgc
wzrastanie nowych kolonii. Za pomocg cytometrii przeptywowej analizowano
hybrydomy pod katem obecnosci receptora CD4 i TCRB. Klony komérkowe byty

rozpropagowane na ptytki 24 dotkowe i mrozone w ciektym azocie.

3.56.2. Testy swoistosci hybrydom
Po wyprowadzeniu jednorodnych linii hybrydom rozpoczeto etap testowania
wyselekcjonowanych klonéw na zdolnos¢ do odpowiedzi wobec peptydu Ep63K.

W tym celu wykorzystano dwa testy: ELISA oraz test HT-2.

Zanim zastosowano metode ELISA wybrane klony poddano stymulacji przeciwciatem
anty-CD3, aby oceni¢ ich zdolno$¢ odpowiedzi po stymulacji receptora TCR. W tym
celu optaszczano 96-dotkowe ptaskodenne plytki przeciwciatami anty-CD3
w stezeniu 10ug/ml (w objetosci 100 ul buforu PBS). Czas inkubacji wynosit 1 h
w 37°C lub przez noc w 4°C. Nastepnie 3-krotnie przeptukiwano ptytki buforem PBS
i naktadano komorki danego klonu hybrydom w liczbie 100tys./dotek w 200 ul pozywki
hodowlanej. Te same klony stymulowano réwniez za pomocg zawiesiny komorek
pochodzgcych z guzéw nowotworowych myszy nie leczonych, ktérym podano komorki
czerniaka B16 APEp63K. Stymulacje przeprowadzano na 96-dotkowych,
ptaskodennych ptytkach stosujgc 100 tys. komdérek danego klonu oraz 400 tys.
komérek z guza na osobny dotek. Po 8h inkubacji zaréwno ptytki
z hybrydomami stymulowane przez anty-CD3 jak i przez komérki nowotworowe
odwirowywano w 1300 rpm/5min. Zabieg ten miat na celu osadzenie masy komorkowej
i uzyskanie klarownego supernatantu. Pozywke hodowlang znad komorek zbierano do
oddzielnych 0,5 ml probéwek i zabezpieczano przed utratg aktywnosci poprzez

mrozenie w temperaturze -20°C.

Test ptytkowy ELISA wykonano przy uzyciu komercyjnego zestawu odczynnikéw
Novex mouse IL-2 ELISA kit (Life Technologies, Carlsbad, USA), zgodnie
z procedurg okreslong przez producenta. W tej metodzie poziom odpowiedzi danej

hybrydomy wobec peptydu byt powigzany z produkcjg IL-2. Test odczytano przy
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ustalonej dtugosci fali absorbancji za pomocg czytnika ptytek Viktor X5 (Perkin Elmer).
Kontrole pozytywng stanowity supernatanty znad hybrydom stymulowanych anty-CD3,
kontrole  negatywng  stanowita pozywka hodowlana znad  hybrydom
nie stymulowanych, a probe wiasciwg stanowity supernatanty znad klonéw
stymulowanych zawiesing komérek guza nowotworowego. Zgodnie z procedurg
zastosowano 6 punktowg krzywg wzorcowg stezen IL-2, do ktoérej porownywano
otrzymane wartosci. W celu weryfikacji wynikbw pochodzacych z testu ELISA
dodatkowo wykonano test HT-2. HT-2 sg to komorki indykatorowe, ktore
do prawidtowego wzrostu potrzebujg IL-2. Pierwszym etapem byto rozpropagowanie
wybranych klonéw hybrydom na ptaskodenng ptytke 96-dotkowg (Ryc. 11) po 100 tys./
dotek. Kontrolng negatywng stanowity hybrydomy zawieszone w samej pozywce
hodowlanej, probe wifasciwg stanowity hybrydomy 2z mieszaning komorek
pochodzacych z przetartego guza nowotworowego (po 300 tys./dotek), kontrole
pozytywng stanowity hybrydomy zawieszone w samej pozywce, ale potozone
na dotkach optaszczonych przeciwciatem anty-CD3 (w stezeniu 10 pg/ml).
Po natozeniu komodrek na dotki ptytki odwirowano w 1000 rpm/5 min i pozbyto
sie pozywki. Ptytke zawierajgcg kontrole negatywng i pozytywng zawieszono w 250 pl
nowej pozywki. Ptytke zawierajgcg probki wiasciwe zawieszono w 150 ul pozywki
i dodano mieszaniny przetartych komérek guza nowotworowego w objetosci 100 ul/
dotek. Nastepnie pozostawiono ptytki w hodowli przez 24 h w 37°C. Po 24 h inkubacji
ptytki odwirowano w 1000 rpm/5 min, aby osadzi¢ komorki na dnie dotkow,
rozpipetowano na puste dotki po 80 ul nowej pozywki, po czym przeniesiono po 80 ul
supernatantu znad hybrydom do nowo napetnionych dotkbw zawierajgcych pozywke
hodowlang i wykonano serie rozcienczen. W miedzyczasie przygotowano komorki HT -
2 w objetosci 20 pl/dotek. Etap ten miat na celu 2 krotne odptukanie komorek
w 50 ml probéwce typu falkon w roztworze PBS w celu usuniecia IL-2. Tak zawieszone
w pozywce hodowlanej komorki HT-2 naktadano po 20 pl na dofki zawierajgce
rozcienczenia. Dodatkowo wykonano kontrole jako$ci testu w postaci serii rozcienczen
w pozywce komercyjnej, rekombinowanej IL-2, w obecnosci komorek HT-2. Na tym
etapie  pozostawiono pitytki w  hodowli przez 24 h w 37°C.
Po zakonczeniu inkubacji dokonano analizy wzrokowej. Pozytywnie oceniano
te rozcienczenia hybrydom, w ktérych komoérki HT-2 ulegty namnozeniu,

CO oznaczato, ze w pozywce obecna byfa IL-2 niezbedna do przezycia tych komérek.

-72-



Kontrola pozytywna

00000000000
000000000000
Q00000000000
000000000 Q0O0
O
O
O
@

+aCD3

0000000000
0000000000
00000000000
000000009 O®® | +komorki

guza

rozcienczenia

@000 0COCO0
@OOQOO0O00

Proba wtasciwa

Kontrola negatywna

000000000

rozcienczenia

O0QOOO00
O0QOO0O0
O0QOOO00

000000

0101010 (0101010,
0101010 (0101010

Ryc. 11. Schemat poglagdowy wykonania testu HT-2.

Jesli IL-2 nie zostata wytworzona w wyniku stymulacji hybrydomy, komorki HT-2
obumieraty. Analize wzrokowg zweryfikowano z testem MTS. Test MTS oparty jest na
zdolnosci enzymu dehydrogenazy mitochondrialnej do przeksztatcania rozpuszczalnej
w wodzie soli tetrazolowej (MTS) do formazanu bedgcego barwnym produktem tej
reakcji. Zdolno$¢ do produkcji formazanu majg tylko zywe komorki,
co pozawala na szybkie i doktadne okreslenie odsetka komédrek z funkcjonalnymi
mitochondriami oraz wptywu badanego czynnika na zywotno$¢ dowolnej linii
komorkowej. Testy wykonano poprzez dodanie reagentu bezposrednio do hodowli
komorkowej (20ul/dotek), inkubacji do 4 h w cieplarce i pomiarze absorbancji

za pomocg czytnika ptytek Viktor Wallac X5.
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3.6. Metody biologii molekularnej dotyczace DNA i RNA
3.6.1. lzolacja genomowego DNA z ogonéw

Izolacja DNA genomowego z mysich ogonow rozpoczyna sie od strawienia materiatu
biologicznego poprzez dodanie 200 pl buforu zawierajgcego 15 ul proteinazy K
na ogonek. Tak przygotowana probka umieszczana jest w termomikserze, w temp. 56
°C, na noc (lub minimum 4 h). Po inkubacji materiat jest wirowany 2 min, przy maximum
obrotow 10000 rcf. Z probowki pobierane jest 150 ul zawiesiny i przenoszone do nowej
probowki typu eppendorf, do ktérej dodajemy 2 objetosci prébki 96% etanolu
lub 1 objetosci izopropanolu. Po intensywnym mieszaniu probki sg wirowane 5 min./
10000 obr., nastepnie etanol jest odciggany. Do osadu dodawane jest 500ul 75%
etanolu i probki sg wirowane przez 5 min./ 10000 rcf. Po wirowaniu plyn znad osadu
jest zlewany a wyprecypitowane DNA zawieszane w wodzie miliQ i suszone w 56 °C/
ok. 30 min. W przypadku matej ilosci osadu wyizolowane DNA zawiesza sie
w niewielkiej ilosci wody miliQ (20 pl). Dobrze widoczny osad zawiesza sie¢ w 150
pl/probke, wytrzgsa i pozostawia na noc w temp. 4°C lub -20°C. Tak przygotowana

matryca DNA jest gotowa do genotypowania.

3.6.2. Genotypowanie myszy transgenicznych
Podczas genotypowania myszy transgenicznych TCR™MFOXP3CFP wykorzystano
rowniez metody biologii molekularnej. Analiza ta miata potwierdzi¢ obecnos¢
transgendéw  tworzgcych  mini  repertuar oraz obecno$¢ biatka GFP
u myszy. W tym celu wykonano reakcje PCR przy uzyciu w/w starteréw (Tabela 12)

oraz nastepujgce odczynniki:

10 x bufor — 2 pl

mAct_s 10mM - 0,8 pl
mAct_ rev 10mM — 0,8 pl
Starter 1 10mM - 0,8 ul
Starter 2 10mM - 0,8 ul
dNTP - 0,4 pl

MgCL2 — 1,4 ul

-74 -



Polimeraza Allegro — 0,2 pl
MiliQ — 11,8 ul
Matryca — 1 pl

W kazdej z reakcji zastosowano podwojny zestaw starterow pozwalajgcy na detekcje
jednoczesnie transgenu i genu aktyny, za pomocg ktorej sprawdzana byta jakos¢
uzytej matrycy. DNA wykorzystane do testéw pochodzito z fragmentu ogondw,
z ktorych izolowano genomowy DNA. Warunki prowadzenia reakcji zoptymalizowano

a proces prowadzono wg ponizszego schematu:
94°C — 3 min.
94°C — 30 s. <«

56°C — 40 s. 27 X

72°C —45s. <«
72°C — 7 min.
10°C —for ever

Wielkos¢ otrzymanych produktéw wynosita dla aktyny: ~ 700 bp., Va2: 520 bp., V14:
215 bp., GFP: 530 bp.

3.6.3. lzolacja RNA z limfocytow T

Do izolacji catkowitego RNA wykorzystano gotowe zestawy firmy Qiagen (RNeasy
Mikro Kit oraz RNeasy Mini Kit). Postepowano zgodnie z zaleceniami producenta.
Preparacje wykonano na: wysortowanych limfocytach T oraz klonach hybrydom T
specyficznych wobec peptydu Ep63K zawieszonych w roztworze RLT
i przechowywanych w temp -80°C. Kazda probka zostata zabezpieczona przed
degradacjg RNA poprzez dodanie inhibitora RNazy (RNase OUT - 0,5 pl/ prébke).
Po wykonaniu procedury izolacji osady RNA zawieszano w buforze TE lub w wodzie
miliQ w objetosci 20 pl. W otrzymanych probkach mierzono zawarto$§¢ RNA
za pomocg spektrofotometru Nanodrop. Tak przygotowany materiat przechowywano

w temp. -20°C.
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3.6.4. Synteza cDNA

Etap syntezy cDNA wykonano stosujgc odwrotng transkryptaze SuperScript IlI
(ThermoFisher scientific). Do reakcji wykorzystano nastepujgce odczynniki,

stanowigce gotowg mieszanine (po 10 ul na prébke):

10 x bufor — 4 pl

DTT =2 yl

Odwrotna transkryptaza — 1 ul
Woda miliQ — 3 ul

Zawartos¢ mieszaniny wytrzgsano, wirowano, pozostawiono na lodzie.

Prébki RNA po podgrzaniu w temp. 65°C przez 5 min. wirowano i przenoszono
na 16d, na ktérym byty inkubowane 2 min. Nastepnie przygotowano matryce (po 10 ul

na probke) zawierajgca:

dNTP — 2 ul (0,2mM)
Starter TCR CA3 2 uM — 1 pl
RNA — 7 pl

Po dodaniu do mieszaniny cDNA, zawartos¢ worteksowano i wirowano. Reakcje PCR

przeprowadzono w nastepujgcych warunkach:

50°C - 50 min.
70°C — 15 min.
10°C — for ever

Otrzymane cDNA przechowywano w temp. -20°C.

3.7. Metody rozdzielania i oczyszczania DNA

3.7.1. Elektroforeza DNA genomowego

Elektroforeze DNA prowadzono w aparacie do elektroforezy horyzontalnej. Podczas
rozdziatu wykorzystywano Zzel agarozowy (0,75-2%) z dodatkiem bromku etydyny
w stezeniu 0.5ug/ml, zanurzony w buforze 1xTAE, przy statym napieciu 90V. Do kazdej

z prébek zawierajgcych DNA (16ul objetosci) dodawano 4ul, 5-krotnie stezonego buforu
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obcigzajgcego. Tak otrzymang mieszanine doktadnie przepipetowano i naktadano
do kieszonek w zelu. W celu prawidtowego odczytu otrzymanych, w wyniku rozdziatu,
prgzkow DNA stosowano marker mas DNA. Po zakonczeniu rozdziatu, zel analizowano

w Swietle lampy UV i fotografowano w aparacie do analizy zeli.

3.7.2. Elucja DNA z zelu agarozowego

Oczyszczenie DNA z Zzelu agarozowego prowadzono przy uzyciu komercyjnego

zestawu GeneJET Gel Extraction Kit, zgodnie z instrukcjg producenta.

Fragment DNA wycinano z zelu pod lampg UV, przy pomocy skalpela. Wyciety prgzek
zawierajgcy DNA inkubowano w 3 objetosciach buforu wigzgcego (Binding Buffer)
do momentu catkowitego rozpuszczenia, w temp. 56°C. Do otrzymanej mieszaniny
dodano rowng objetos¢ izopropanolu i naniesiono na kolumne GeneJET purification
column, odwirowano 12000g/ 1min/ w temp. 4°C. Otrzymany przesacz wylewano.
Nastepnie dodano 700ul buforu do przemywnia (Wash Buffer) i 2-krotnie powtdrzono
procedure  wirowania. Kolumienke umieszczono w $wiezej probowce
i eluowano DNA wodg dejonizowang MiliQ (o temp 37°C). Wirowanie wykonywano
w tych samych warunkach co poprzednio. Finalnie otrzymang zawiesine DNA

zabezpieczano w temp. -20°C lub wykorzystywano w biezgcych eksperymentach.

3.7.3. Oczyszczanie produktéw reakcji PCR z mieszaniny

poreakcyjnej

Do oczyszczenia produktow reakcji PCR wykorzystano, zgodnie z instrukcjg
producenta, komercyjny zestaw GeneJdet PCR Purification Kit. Mieszanine
poreakcyjng zawieszano w buforzem wigzgcym (Binding Buffer)
w stosunku 1:1 i naktadano na kolumienke GeneJET purification column, nastepnie
wirowano 12000g/ 1min/ 4°C i usuwano przesgcz. Kolejnym etapem byto przemycie
materiatu na kolumience, poprzez dodanie 700ul buforu do przemywnia (Wash Buffer)
I 2-krotne powtdrzenie procedury wirowania. Po zakonczeniu ptukania, kolumienke

przenoszono do $wiezej proboéwki a DNA eluowano wodg dejonizowang MiliQ (o temp
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37°C) i wirowano w tych samych warunkach. Otrzymywano oczyszczone DNA, ktére

wykorzystywano do kolejnych reakcji PCR.

3.8. Tworzenie bibliotek regionéw CDR3

Analize locus TCR™"Foxp3° P Va2Ja26Ja2 u myszy z nowotworem, nieleczonych
i leczonych przeciwciatem DTA-1, rozpoczeto od wyizolowania za pomocg sortera
komorkowego populacji limfocytow T: CD4* Foxp3©FP*, CD4* Foxp3®FP-, CD8
(stopien oczyszczenia > 98%). Do otrzymania bibliotek wykorzystano cDNA
pochodzgce z RNA izolowanego z narzgdow limfatycznych (odlegte LN, straznicze LN,
Sledziony) i organdéw nie limfoidalnych (guzy nowotworowe). Przepisywanie mRNA do
cDNA odbywato sie z udziatem specyficznego startera
Ca (5'-TCGGCACATTGATTTGGGAGTC-3)).

Pierwszym etapem preparaciji bibliotek byta synteza drugiej nici cONA. Mieszanine
reakcyjng przygotowano z pomocg systemu zawierajgcego wysoko wierng polimeraze
AccuPrime™ Taq DNA (ThermoFisher Scientific). W sktad mieszaniny

wchodzity nastepujgce odczynniki:

10 x bufor — 2 pl

Starter Va2_88s 2 yM — 1 pl
Polimeraza Accuprime — 0,5 pl
dNTP — 0,5 pl

MiliQ — 6 pl

Do 10 pl mieszaniny dodano 10-krotnie rozcienczone cDNA.

Reakcje PCR wykonano w nastepujgcych warunkach:

94°C — 2 min.
94°C - 10 s. <«

50°C - 10 s. 2 X

68°C — 30 s. <«
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94°C - 10 s. <«

59°C - 10s. 3 X

68°C — 30 s. a—
72°C — 1 min.
10°C — for ever

Otrzymany produkt reakcji stuzyt jako matryca do wykonania 2 reakcji PCR.

W sktad mieszaniny wchodzity nastepujgce odczynniki:

10 x bufor — 2,5 ul

Starter ITAABCA1 10 uM — 1 i
Polimeraza Accuprime — 0,5 ul
dNTP - 0,5 ul

MiliQ — 13,5 pl

MgClz— 1 pl

Do 19 pl mieszaniny dodano 5 pl matrycy DNA oraz drugi 10 uM starter o objetosci
1 ul zawierajgcy indywidualny znacznik dla kazdej probki (populacji limfocytéw T)
o 8 nukleotydowej sekwencji znakujgcej tzw. TAG. (Tabela 12). Reakcje PCR
wykonano w nastepujgcych warunkach:

94°C — 2 min.

94°C - 10 s. S

50°C - 10 s. 2 X

68°C — 30 s.

Tt

94°C - 10s.
58°C - 10 s. 28 X

68°C — 30 s. <«
72°C — 3 min.
10°C - for ever

Wielkos¢ otrzymanych produktéw wynosita ~200 p.z.
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W celu weryfikacji poprawnosci wytworzonych bibliotek wykonywano testy

sprawdzajgce obecnosc¢ otrzymanych produktow oraz ich jakosc¢. Byty to:

1. Elektroforeza na 2 % zelu agarozowym sprawdzajgca obecno$¢ otrzymanych
produktow.
2. Kontrolne reakcje PCR sprawdzajgce wtasciwe przytgczenie sie starterow oraz

namnozenie matrycy.

W przypadku sprawdzenia wiasciwego przytgczenia sie starterow wykonano
2 niezalezne od siebie reakcje PCR. W pierwszej zastosowano startery ITAdA
i ITAdB, zas w drugiej TCRCA1 oraz Va2_235. Reakcje PCR przeprowadzono

z zastosowaniem takich samych odczynnikow oraz w identycznych warunkach:

10 x bufor — 2 pl

Starter 1 10 yM = 1 pl
Starter 2 10 yM - 1 pl
Polimeraza Accuprime — 0,3 pl
dNTP - 0,5 pl

MiliQ — 14,7 pl

Do 19,5 yl mieszaniny dodano 0,5 pl matrycy DNA (biblioteki). Warunki reakcji:
94°C — 2 min.
94°C - 10 s. <«

58°C - 10 s. 35X

68°C — 30 s. <«
72°C — 1 min.
10°C - for ever

Wielkos¢ otrzymanych produktéw wynosita ~ 200 p.z. (Ryc. 12).
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Ryc. 12. Przyktadowa biblioteka z przytgczonymi znacznikami (tagami), przed wycieciem

z zelu i oczyszczeniem na kolumienkach.

Na sprawdzonych w ten sposdb produktach reakcji PCR (bibliotekach regionéw CDR3)
wykonywano rozdziat elektroforetyczny przy 2 % zelu agarozowego, ~ 50 V
I czasie trwania 4-5 h. Nastepnie izolowano DNA z Zelu i oczyszczano przy uzyciu
zestawu odczynnikow, zgodnie z instrukcjg producenta. Doktadne stezenie produktow
okreslono przy uzyciu spektrofotometru nanodrop. Do sekwencjonowania
przygotowano jedng, zbiorczg probke bedgcg mieszaning otrzymanych wczesniej
bibliotek. llos¢ oraz stezenie uzytego DNA zostato tak dobrane, aby zapewnié
optymalng ilos¢ kopii produktu, okreslonej przez producenta a pochodzacej

z odrebnych prébek.

Gtebokie sekwencjonowanie regionéw CDR3 na platformie lon Torrent zostato
wykonane przez zewnetrzna firme Edge BioSystems (Gaithersburg, USA). Metode

tg przeprowadzono w 2 niezaleznych od siebie eksperymentach.

3.9. Tworzenie bibliotek regionéw CDR3 z hybrydom limfocytow T

Pierwszym etapem otrzymania bibliotek regionéw CDR3 z hybrydom limfocytéw T byta
reakcja syntezy cDNA (uprzednio opisana). W tym celu wykorzystano tylko
te klony, ktére wykazywaty specyficznosé¢ wobec peptydu Ep63K. Materiatem

do uzyskania nici cDNA byto RNA pochodzgce z subpopulacji limfocytow T
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(CD4* oraz CD4*T reg’) wyizolowanych ze strazniczych LN myszy nie leczonych

i leczonych.

Kolejnym etapem preparacji byto wykonanie amplifikacji fragmentu CDR3 TCRa
o dtugosci ~200 pz. za pomocg reakcji PCR. Wykorzystano w tym celu metode
zagniezdzonego PCR  (Nested PCR). Produkt amplifikacji uzyskany
w pierwszej reakcji stanowit matryce powielang w drugim PCR, w ktérym wykorzystano
specjalnie zaprojektowane pary starterow wewnetrznych zlokalizowanych wewnagtrz
powielonego fragmentu DNA. Mieszaniny reakcyjne przygotowano z udziatem
polimerazy AccuPrime™ Taqg DNA z zastosowaniem takich samych odczynnikow

oraz w identycznych warunkach. Do pierwszej reakcji uzyto:

Starter Va288 10 uM — 1 pl
Starter TCR CA3 10 uM — 1 pl
Polimeraza Accuprime — 0,3 pl

dNTP - 0,5
MiliQ — 14,7
MgCL2 — 1 pl

Do 19,5 pl mieszaniny dodano 0,5 ul matrycy cDNA. Warunki reakc;ji:

94°C — 2 min.
94°C - 10 s. <«

57°C -10s. 30 x

72°C -50s. <«
72°C — 1 min.
10°C — for ever

Uzyskano produkt o wielkosci 400 pz. Nastepnie wykonano rozdziat elektroforetyczny
w 2 % zelu agarozowym w celu wizualizacji otrzymanych produktéw oraz wyizolowaniu
fragmentu DNA bedacego matrycg dla drugiej reakcji zagniezdzonego PCR. Do
drugiej reakcji PCR uzyto:

Starter Va2.66 10 yM — 1 ul
Starter TCR CA1 10 yuM — 1 pl
Polimeraza Accuprime — 0,3 pl
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dNTP - 0,5 pl
MiliQ — 14,2 pl
MgCLz — 1 pl
Do 19 pl mieszaniny dodano 1 pl DNA (10 krotnie rozcienczone). Zastosowano

te same warunki reakcji jak poprzednio.

Ponownie wykonano rozdziat elektroforetyczny w 2 % Zelu agarozowym, z ktérego
wyizolowano produkt o wielkosci ~200 pz i oczyszczono na kolumnach (NucleoSpin®
Gel and PCR Clean-up, Bionovo) uzyskujgc materiat  gotowy

do analizy.

Sekwencjonowanie  fragmentow CDR3  wybranych  hybrydom  wykonano
w Pracowni Sekwencjonowania DNA i Syntezy Oligonukleotydéw IBB PAN
w  Warszawie. Otrzymane  sekwencje  nukleotydowe, po  przepisaniu

na sekwencje aminokwasowe, wykorzystano do analizy.

3.10. Sekwencjonowanie na platformie lon Torrent

Sekwencjonowanie DNA metodg lon Torrent zaliczamy do ,wysokoprzepustowych”
analiz nowej generacji (NSG). Jest to technologia oparta o sekwencjonowanie przez
synteze z detekcjg protonéw na uktadzie scalonym, przy uzyciu platformy lon Torrent
PGM (firmy Life Technologies). Do tego celu wykorzystano 2 chipy o wielkosci 316
(6.3M). Obejmuje ona kolejno wymienione etapy (Ryc. 13). Maszyna jest
zaprogramowana do pomiaru zmian kwasowosci/ alkalicznosci w jednostce czasu
spowodowanej dziataniem polimerazy na nukleotydy. lonTorrent zamiast fluorescencji
odczytuje zmiany pH. Kazdy dotek fazy stacjonarnej to mini-pHmetr, ktéry odnotowuje
lokalne zmiany pH, powstajgce podczas emisji protonu
z przylgczanego nukleotydu. W poréwnaniu do innych metod brak znakowanych
nukleotyddw. Podczas sekwencjonowania lon Torrent nastepuje dotgczenie
nukleotydu do tancucha DNA za pomocg polimerazy. Produktem ubocznym
tej reakcji jest wydzielajgcy sie jon wodoru oraz zmiana pH. Dotfgczanie
przepuszczanych przez maszyne w znanej kolejnosci nukleotydow nastepuje
sekwencyjnie. Zmiana pH powoduje uaktywnienie sensora umieszczonego na chipie.

Jesli podczas reakcji przytgczy sie wiecej niz jeden nukleotyd nastepuje wieksza
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zmiana pH, co odczytywane jest przez sensor. Caty proces sekwencjonowania
odbywa sie bezposrednio na chipie zaopatrzonym w miliony dotkéw, gdzie
jednoczesnie zachodzg reakcje. Kazda odbywa sie w indywidualnym dotku dzieki
zastosowaniu emulsyjnej reakcji PCR, ktéra umozliwita rozdzielenie pojedynczych

kopii DNA do poszczegdlnych dotkow.

Przygotowanie Natozenie Sekwencjonowanie Przetwarzanie
biblioteki DNA maLWFKY I na chipie sygnatu
ulki
7 é B A
DNA :
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Sekwencjonowanie na chipie z detekcjg uwalnianych H *

Ryc. 13. Schemat pogladowy technologii sekwencjonowania na platformie lon Torrent
(http://www.genomics.cn//en/navigation/show_navigation?nid=2640).

-84 -


http://www.genomics.cn/en/navigation/show_navigation?nid=2640

3.11. Analiza statystyczna wynikow
W wyniku sekwencjonowania na platformie lon Torrent uzyskano ok. 5 min sekwencji
fragmentéw CDR3 receptoréw TCR z wyizolowanych subpopulacji limfocytow T. Dane
te pochodzity z 2 niezaleznie przestanych prébek do firmy Edge BioSystem.
W celu zapewnienia odpowiednich narzedzi analitycznych zlecono firmie zewnetrznej
napisanie specjalistycznych narzedzi informatycznych. Byly to programy DNA seq
i DNA baza.

Uzyskane sekwencje rozseparowano i pogrupowano wzgledem sortowanych
populacji. W celu okreslenia statystycznych réznic pomiedzy repertuarami receptorow
TCR myszy nie leczonych, leczonych oraz kontrolnych wykorzystano test t-studenta
dla préb niezaleznych. Wyniki przedstawiano jako wartosci srednie £+ SE. Poziom
istotno$ci statystycznej ustalono na poziomie a = 0,05. Z kolei skale podobienstwa
pomiedzy badanymi probkami oznaczono za pomocg wskaznika Morisita-Horn,
w ktérym poréwnano nakfadanie sie sekwencji bazujgc na ich czestosci wystepowania
w kazdej populacji. Do obliczenia wskaznika wykorzystywano podobng liczbe

sekwencji CDR3 z poréwnywanych populaciji.

Kolejnym parametrem podlegajgcym ocenie pomiedzy badanymi repertuarami TCR
byta analiza r6znorodnosci. Okresla ona stopien niepewno$ci w znalezieniu danej
jednostki w ciggu badanych jednostek i bierze pod uwage liczbe réznych jednostek jak
réwniez czestosc ich wystepowania. Wspotczynnik Pearsona (Pc) zostat obliczony dla
zestawow czestotliwosci TCR przy uzyciu oprogramowania Microsoft Excel. Z kolei
réznorodno$¢ repertuaru receptoréw obliczono przy uzyciu metody opisanej przez

Chao i wspotpracownikéw [Chao et al. 2006].

4. WYNIKI

4.1. Charakterystyka myszy TCR™"Foxp3C¢" oraz czerniaka B16
APEP63K

Repertuar receptorow (TCR) charakteryzuje sie ogromng roznorodnoscig. Stworzenie

myszy transgenicznych o zawezonym repertuarze TCR o pozwala
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na ograniczenie jego do tzw. ,mini repertuaru”. Badania oparto na unikalnym modelu
myszy TCR™MFoxp3©FP, w ktorym wszystkie komorki T majg ten sam transgeniczny
tancuch TCR B, a tancuch a podlega naturalnej rearanzacji z wykorzystaniem tylko
jednego segmentu Va i dwéch segmentow Ja. Réznorodnosé receptorow ogranicza
sie do fragmentu CDR3 TCR a, co umozliwia monitorowanie zmian w ich repertuarze
na poziomie pojedynczych, funkcjonalnie odrebnych klonéw. Dzieki temu modelowi
mozliwa byta charakterystyka receptoréw na réznych sub-populacjach limfocytow T,
zaangazowanych w odpowiedz przeciwnowotworowg. Dodatkowo, myszy
TCRMNFoXP3CFP posiadajg genetyczny znacznik limfocytow T reg (FoxP3*)
w postaci ekspresji zielonego biatka fluorescencyjnego (GFP). Repertuar TCR myszy
TCR™" zawiera liczne receptory, specyficzne dla APEp63K, poniewaz TCR, ktory
uzyto jako szablon do wytworzenia konstruktu TCR™" zostat sklonowany z komorki T

CD4* specyficznej dla tego antygenu (Kuczma et al. 2010) (Ryc. 14).
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Ryc. 14. Ekspresja transgenicznego receptora TCR na komérkach CD4* weztéw chtonnych
myszy TCR™"Foxp3CFF (gérny panel) oraz fenotyp CD4/CD8 i CD4/Foxp3 weztdéw
chtonnych (dolny panel).

Jako modelowy nowotwor wykorzystano mysig linie czerniaka B16, z ekspresjg
neo-antygenu (peptyd Ep63K) prezentowanego w kontek$cie MHC klasy II-AP)
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(Ryc. 15). We wczesniejszych eksperymentach wykazano, ze tak zmodyfikowana linia
czerniaka po podskornym wszczepieniu komorek myszom TCR™MFoxP3CFP aktywuje

co najmniej 20 roznych receptoréw TCR komérek T CD4* ef (dane niepublikowane).

1024

= B16WT
== B16 APEp63K

liczba komorek

Ryc. 15. Ekspresja antygenu APEp63K na modyfikowanych komorkach czerniaka B16.

4.2. Wplyw przeciwciata DTA-1 na zahamowanie wzrostu guza

nowotworowego

Immunoterapia monoklonalnym przeciwciatem anty-GITR (DTA-1) wplywa
na zahamowanie wzrostu czerniaka B16 zaréwno u myszy WTCFP (Ryc. 16),
na ktorych optymalizowano protokdt, jak rowniez u myszy TCR™MFoxp3¢FP (Ryc. 17),
witasciwym modelu eksperymentalnym. Wyniki potwierdzajg skutecznos¢ dziatania
terapii. Panel 16 a) przedstawia kinetyke wzrostu guza u myszy typu dzikiego,
w zaleznosci od dnia podania przeciwciata DTA-1, jak i liczby dawek.
Juz jednokrotne podanie DTA-1 powoduje zahamowanie wzrostu nowotworu.
Optymalizacja zastosowanej terapii w niniejszej pracy, nie miata na celu catkowitego
wyleczenia, a jedynie spowodowac¢ zahamowanie wzrostu guza (wywotanie efektu
terapeutycznego). Zabieg ten byt zwigzany z potrzebg wykonania eksperymentéw
na komdrkach naciekajgcych na guz. Panel 16 b) przedstawia zdjecia guzéw z grupy
kontrolnej oraz grupy, w ktérej DTA-1 podano dnia 8 (najbardziej satysfakcjonujgcy
protokét dla dalszych eksperymentdéw). Sytuacjg wartg odnotowania jest fakt, ze zbyt
pézne podanie DTA-1 (16 dni po wstrzyknieciu komérek czerniaka) nie wywotuje
efektu terapeutycznego, rozwdj nowotworu przebiega podobnie jak w przypadku

myszy nie leczonych (obserwacje witasne).
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Ryc. 16. Opracowanie protokotu immunoterapii czerniaka B16 APEp63K przeciwciatem
DTA-1 na myszach WT®FP, W eksperymencie wykorzystano 4 gr. myszy (n=3),
ktérym wstrzyknieto 5 x 10% B16 APEp63K s.c. Podanie DTA-1 (1mg/mysz i.p.)
odbywato sie 4, 8 Ilub 4 i 8 dnia. Myszy kontrolne otrzymaly szczurza
immunoglobuline kontrolng o tym samym izotypie co DTA-1. Wzrost guza
monitorowano co ~ 3 dni, a pomiar wielkosci odbywat sie za pomocg suwmiarki.

Eksperyment powtérzono 2 krotnie.
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Ryc. 17. Wptyw immunoterapii przeciwciatem DTA-1 u myszy TCR™"Foxp3°"" obarczonej
nowotworem B16 APEp63K. Osiem dni po podskornym wstrzyknieciu komorek
czerniaka (5 x 10° komorek) podawano pojedynczg dawke DTA-1 i.p. (1 mg/mysz).
Kinetyka wzrostu guza u myszy traktowanych DTA-1 i nietraktowanych (NT), ktére
otrzymaty szczurzg immunoglobuline: wykres wielko$ci guza (a) i wykres masy guza
z +/- SD, p:0.0001 (b). Wielko$¢ guza, jego masa w 24 dniu po iniekcji ulegly
zmniejszeniu o 50-60% u myszy traktowanych DTA-1 w poréwnaniu do myszy

kontrolnych.

4.3. Proporcje, fenotyp i poziom aktywacji limfocytéw

Tefi Tregw czasie odpowiedzi przeciwnowotworowej

W celu ustalenia zmian ilo$ciowych i jakosciowych w populacjach limfocytow T
podczas rozwoju choroby u myszy nieleczonych jak i u myszy poddanych
immunoterapii wykonano szereg analiz cytometrycznych okreslajgcych poziom
ekspresji receptorow CD4*, CD8*, Thy-1*, CD62L (marker aktywacji), GITR, w takich
lokalizacjach jak: pLN, dLN, guz. W obrebie guza wyrdzniono tzw. tumor infiltrating

lymphocytes (TIL), rozdzielone na populacje efektorowe i regulatorowe.
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Podczas wykonywania eksperymentéw zaobserwowano, ze wraz z zahamowaniem

wzrostu

guza nastepuje zwiekszenie stosunku limfocytow infiltrujgcych guz

do komdrek nowotworowych B16 APEp63K. Z kolei odsetek komoérek regulatorowych

w obrebie populacji limfocytéw infiltrujgcych guz i limfocytéw T weziéw chtonnych

zmniejsza sie, a proporcja komorek T CD4* efektorowych wzrasta (Ryc. 18 a,b) (Ryc.

19 a,b).
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Stosunek limfocytow T infiltrujgcych nowotwor (TIL) do komoérek czerniaka B16
APEpP63K, p=0.001 (a) i procent T reg w catkowitej liczbie limfocytow T CD4*
obwodowych weztéw chtonnych (pLN), drenujgcych weztéw chionnych (dLN) i TIL
u myszy TCR™MMFoxp3CFP nietraktowanych i traktowanych DTA-1 (b).
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Ryc. 19. Analiza cytofluorymetryczna proporcji limfocytéw T efektorowych i regulatorowych w
czasie odpowiedzi przeciwnowotworowej w Srodowisku guza u myszy
TCR™"Foxp3°FP (a, b)

Warto zauwazy¢, ze wiekszos¢ komorek regulatorowych infiltrujgcych nowotwor oraz
limfocytow T CD4* efektorowych prezentujg aktywowany (CD62L'%) fenotyp
niezaleznie od terapii DTA-1 oraz podwyzszony poziom receptora GITR, sugerujgc, ze

repertuar receptorow TCR tych komorek ulega aktywowaniu (Ryc. 20, 21).
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Ryc. 20. Analiza cytofluorymetryczna ekspresji receptora CD62L na populacji komérek T CD4*

efektorowych i CD4* regulatorowych z obwodowych weztéw chtonnych (pLN),
drenujgcych weztéw chionnych (dLN) oraz populaciji infiltrujgcej guz (TIL) u myszy nie
leczonych, leczonych i kontrolnych. Histogramy wygenerowano na podstawie analizy
programu i przedstawiajg procent pozytywnych komdédrek, po uprzednim

bramkowaniu.
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efektorowych i CD4* regulatorowych z obwodowych weztéw chtonnych (pLN),
drenujgcych weztéw chionnych (dLN) oraz populaciji infiltrujgcej guz (TIL) u myszy nie

leczonych, leczonych i kontrolnych. Histogramy wygenerowano na podstawie analizy

programu i

Ryc. 21. Analiza cytofluorymetryczna ekspresji receptora GITR na populacji komérek T CD4*

przedstawiajg procent pozytywnych komorek,

bramkowaniu.
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44. Wplyw nowotworu na repertuar receptorow TCR komoérek

CD4* T efektorowych i regulatorowych

W celu oceny stopnia przesuniecia repertuaru TCR w kierunku antygendéw
nowotworowych, w rdéznych narzgdach myszy obarczonych nowotworem oraz
oszacowania udziatu publicznych klonbw w odpowiedzi przeciwnowotworowej,
poréwnano czestotliwos¢ dominujgcych receptorébw TCR komorek T CD4* z ich
czestotliwoscig u normalnych, zdrowych myszy TCR™". Opracowano czestotliwos$é 35
najczestszych TCR ekspresjonowanych przez limfocyty CD4* T efektorowe
i regulatorowe, wyizolowane z weztéw chtonnych lub infiltrujgce guz B16 APEp63K,
w zestawieniu do ich czestotliwosci w repertuarze TCR zdrowych myszy. Wyniki
pokazane na rycinie 25 wskazujg, ze zaréwno w pLN jak i dLN wiekszos¢
dominujgcych klonow TCR CD4* u myszy obarczonych nowotworem, znaleziono
z podobng czestotliwoscig w repertuarze TCR myszy zdrowych. Z drugiej strony tylko
okoto 20% TCR stwierdzonych jako 35 dominujgcych T efektorowych CD4* klonow
w naciekach nowotworowych, znaleziono ws$rod Ilimfocytdw  krgzgcych

w grupie myszy zdrowych, cho€ z inng czestotliwoscia.

W  przeciwienstwie do komoérek efektorowych proporcja i czestotliwosc
klonbw T regulatorowych, dzielgcych te same TCR, byty bardzo r6zne, nie tylko
w obrebie guza, ale i w dLN i pLN, gdzie réznice sg najbardziej wyrazne. W zwigzku
z tym doszliSmy do wniosku, ze w weztach chtonnych dochodzi do znacznie silniejszej

przebudowy repertuaru TCR komorek regulatorowych niz efektorowych.

W srodowisku nowotworu limfocyty infiltrujgce guz, zaréwno regulatorowe jak
i efektorowe miaty repertuar TCR podobnie zmieniony, gtéwnie z powodu ekspansiji

klonalnej niskiej czestotliwosci lub nowych klonéw (Ryc. 22).
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Ryc. 22. Poréwnanie dominujgcych receptoréw TCR ekspresjonowanych przez komorki T
CD4* efektorowe i regulatorowe u zdrowych i obarczonych nowotworem myszy
TCR™MFoxp3°FP. Wplyw guza na repertuar TCR komérek CD4* T ef i T reg.
Czestotliwos$¢ 35 najbardziej dominujgcych TCR z komorek T efektorowych CD4* i
T reg ze wskazanych miejsc wystepowania nowotworu B16-APEp63K (czarne
stupki) myszy w poréwnaniu do TCR obecnych w limfocytach krazgcych u zdrowych

myszy kontrolnych, bez nowotworéw (szare stupki).

-95-



4.5. Wplyw traktowania DTA-1 u myszy obarczonych nowotworem
w repertuarze TCRCD4" Tef i T reg

Wykazano, ze dziatanie DTA-1 na myszy obarczone nowotworem powoduje zmiane
skfadu populacji T reg poprzez deplecje aktywowanych T reg (GITRM) i promowanie

ekspansji naiwnych komaérek regulatorowych [Kim et al. 2015].

Aby przeanalizowa¢ wptyw leczenia DTA-1 na klonalng ré6znorodnos¢ komorek CD4*
Tef i T reg w nowotworach myszy TCR™M"Foxp3C®FP poréwnano czestotliwosci
35 najczestszych klonéw w pLN, dLN i guzie z myszy nieleczonych i traktowanych
DTA-1. Rycina 26 pokazuje, ze w weztach chtonnych leczenie DTA-1 zmieniato
gtownie czestotliwosci klonéw T reg, natomiast czestotliwosci dominujgce klondéw
komérek CD4* T ef pozostaly prawie niezmienione. Terapia przeciwciatem DTA-1
spowodowata zmiane czestotliwosci w naciekach nowotworowych wielu dominujgcych
klonéw T reg i CD4* T ef. Zwtaszcza znaczagcg zmiane zaobserwowano w populacji
komorek regulatorowych. Wiekszos¢ (80%) analizowanych klonow T reg
naciekajgcych na guzy myszy nieleczonych nie pokryto sie z repertuarem komérek T
reg wyizolowanych z nowotworow myszy potraktowanych DTA-1. Pozostate klony
miaty niskg czestotliwosé. Warto zauwazy¢, ze czestotliwosci 7 (20%) klonéw CD4* T
ef u myszy nieleczonych znacznie sie zwiekszyty po leczeniu DTA-1, podczas gdy nie
byto takich klonéw wykrytych w populacji T reg. naciekajgcych guz Wartosci
wspotczynnikdéw Pearsona (Pc) (odzwierciedlajg stopien podobienstwa miedzy dwoma
zestawami sekwencji TCR) dla komérek CD4* T ef z pLN, dLN byty wysokie. Wyjatek
stanowity po terapii DTA-1, naciekajgce guz TIL. Byty to liczne klony komoérek, na
bardzo niskim poziomie wystepowania. Wartosci Pc T reg w obrebie guza myszy
leczonych byty znacznie nizsze, co wskazywato na to, ze terapia DTA-1 znaczgco

zmienita czestotliwosci klonowania w obrebie tej populacji (Ryc. 23).
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Ryc. 23. Wptyw leczenia DTA-1 na repertuar receptorow TCR komérek CD4* T ef i T reg w
pLN, dLN, guzach myszy TCR™"Foxp3® obarczonych nowotworem. Czarne
i szare paski odpowiadajg odpowiednio myszom nietraktowanym i traktowanym
przeciwciatem DTA-1. Wspodtczynnik Pearsona (Pc) podano powyzej kazdego
wykresu.
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Analiza ztozonosci repertuaru TCR myszy poddanych leczeniu i nieleczonych polegata
na poréwnaniu TCR i okre$leniu odsetka wspdlnych receptoréw TCR
dla populacji komérek CD4* T ef i T reg z weztow limfatycznych i infiltrujgcych
nowotwor (Ryc. 24). Utworzenie hierarchicznych klastréw, przedstawiajgcych
podobienstwo repertuaru TCR, wskazato na bliskie sgsiedztwo populacji komdrek
CD4* T ef i T reg TIL. Z kolei dalekie podobienstwo znaleziono wsréd populacji
limfocytow CD4* T ef i T reg pochodzgcych z ré6znych narzgddw limfatycznych, w tym
dLN. Dlatego zostaty umieszczone w oddzielnych gateziach (Ryc. 24a), sugerujac, ze

wiekszos¢ CD4* TIL ekspresjonuje rzadkie receptory TCR.

W celu poréwnania réznorodnosci repertuaru TCR wykorzystano krzywe akumulaciji
frekwencji receptorow. To narzedzie statystyczne przedstawia liczbe roéznych
receptorow TCR tworzgcych caty repertuar TCR danej populacji. Im szybciej krzywa
osigga 100%, tym bardziej zubozony w unikalne TCR jest w populacji repertuar, tym
mniej jest réznorodny. Okreslono krzywe akumulacji dla populacji. Ocena globalnej
ztozonosci TCR wykazata, ze Leczenie DTA-1 w przypadku dLN zwiekszyto ogoing
réznorodno$¢ zarowno T reg jak i CD4* T ef. Jednakze, tylko
w guzie réznorodnos¢ komorek T reg - gtdwnie tych o niskiej czestosci wzrosta,

a roznorodnosc limfocytow T ef zmniejszyta sie (Ryc. 24b). Moze to wskazywa¢ na:

e ablacje dominujgcych klonéw T reg w srodowisku guza i ich zastgpienie przez
rzadkie klony, pochodzenia grasiczego lub konwersje niektérych komoérek CD4*
T ef,

e porownanie liczby roznych klonéw posrod T ef i T reg zidentyfikowanych
w ramach tej samej (2 x 10%) liczby limfocytéw infiltrujgcych guz u myszy
nieleczonych i leczonych potwierdzito, ze terapia DTA-1 zwiekszyta
réznorodnos¢ T reg w guzie, co daje wiekszy odsetek wspdlnych receptoréw
TCR (224 vs. 510) (Ryc. 24c). Wskazniki podobienstwa miedzy TIL T reg
i dLN T reg z leczonych myszy sg niskie, co réwniez wskazuje, ze (réwniez
w odniesieniu do analizy réznorodnosci) DTA-1 wyeliminowato lokalnie,
wewnatrz guza, dominujgce klony T reg, a nie wzmocnito rekrutacje nowych
komérek T reg z dLN. Prawdopodobnie klony T ef i T reg, ktdére wyrazajg
identyczne TCR, rozpoznajg te same antygeny, ale ich aktywacja moze mie¢

inny wptyw na wzrost guza.
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Aby uzyskac¢ informacje w kierunku zmian czestotliwosci komoérek CD4* T ef i T reg
TIL ekspresjonujgcych wspolne TCR, ktére mogg towarzyszyé regresji guza,
przeanalizowano czestos¢ takich klonédw u myszy nieleczonych i traktowanych
DTA-1. 100 receptorow TCR, ktére dominowaty na CD4* T ef TIL i byty wspodtdzielone
z infiltrujgcymi guz komorkami T reg, oddzielnie od nieleczonych lub traktowanych
DTA-1 myszy, oceniano pod wzgledem czestosci wystepowania odpowiadajgcym ich
TCR. Wyniki pokazano na Ryc. 24d, wykazujgc, ze po leczeniu DTA-1 czestotliwos¢
klonow T reg, a szczegdlnie tych odpowiadajgcym najczestszym klonom CD4* Tef,
spadfa. Co wiecej, TCR najczesciej wystepujgcych klonéw CD4* T ef, ktorych
czestotliwosci byty porownywalne lub wyzsze wsréd T reg, byty nieobecne po leczeniu
DTA-1. Ten wynik bezposrednio sugerowat, ze DTA-1 wywiera przeciwny wptyw na
populacje  efektorowe i regulatorowe, wspoéidzielace ten sam TCR
0 nieznanej reaktywnosci lub specyficznej reaktywnosci wzgledem nowotworu (Ryc.
24d, strzaiki).
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Ryc. 24. Poréwnanie podobienstwa pomiedzy repertuarami receptorow TCR komérek
T ef i klonéw T reg z weztéw chfonnych (dLN i pLN), Sledziony (spl) i naciekow
nowotworowych (TIL) z nietraktowanych (NT) i traktowanych DTA-1 (DTA-1) u
myszy TCR™"Foxp3°FF (a). Rdznorodnos¢ i pokrycie TCR z komorek CD4* T ef i
klonéw T reg. Hierarchiczne wykresy przedstawiajg krzywe akumulacji frekwencji

receptoréw TCR komorek, indeksy podobiehstwa dla repertuaru TCR opartego

- 101 -



o sekwencjonowanie wysokiej przepustowosci CDR3. Krzywa reprezentuje
procentowy udziat kolejnej unikalnej sekwencji TCR w repertuarze danej populacji.
(b). Wykresy kotowe (circle charts) pokazujg liczby réznych TCR wspétdzielonych
przez limfocyty CD4 T ef i T reg lub ekspresjonowane tylko w kazdym z tych
podzbioréw osobno posrod 2 x 10* TIL’s z myszy nowotworowych NT lub
traktowanych DTA-1 (c). Czestotliwos¢ 100 dominujgcych receptorow TCR dla
CD4* T ef TIL’s (open bars) i odpowiadajgcym im klonom Treg TIL’s (filled bars) z
myszy NT (gorny panel) i myszy traktowanych DTA-1 (dolny panel). Strzatki
wskazujg TCR znalezione rowniez na hybrydomach komorek T pochodzgcych z tej

samej puli komorek, ktére reagowaty ex vivo na antygeny nowotworu B16 (d).

4.6. Identyfikacja receptorow TCR specyficznych wobec czerniaka
B16 APEp63K

W odpowiedzi na przeszczepiony nowotwor B16 APEp63K mysie komorki
T CD4* proliferujg i jest to efektem zaréwno specyficznych antygenéw jak réwniez
namnazania sie tzw. klonoéw biernie aktywowanych ,bystander activated”.
Sg to wszedobylskie klony, ulegajgce aktywacji, obecne w srodowisku, niezaleznie od
rodzaju stymulacji. W celu identyfikacji klonoéw swoistych wobec nowotworu,
rozpoznajgcych neo-antygen Ep63K lub natywne antygeny B16, wysortowano
z guza, dLN komorki CD4* efektorowe oraz regulatorowe z myszy nietraktowanych
i traktowanych DTA-1 uniesmiertelniono je, otrzymujgc hybrydomy. Uzyskano 16
hybrydom specyficznych wobec czerniaka B16, w tym 2 okazaty sie by¢ wytgcznie
specyficzne dla neo-antygenu Ep63K (Ryc. 25). Pozostate zareagowaty na nieznane,
antygeny nowotworowe, wspdlne dla czerniakow B16 i B16 APEp63K.
Ich czestotliwos¢ wystepowania u myszy nie leczonych i traktowanych DTA-1
poréwnano z repertuarem zdrowych myszy TCR™"Foxp3CFP (baza danych receptorow
TCR pochodzacych z modelu TCR™"Foxp3©FP). Odkryto, Zze wszystkie sekwencje
TCR zidentyfikowane jako reaktywne wobec nowotworu byty obecne
w obu populacjach komérek efektorowych i regulatorowych, z rdznymi
czestotliwosciami. Wydaje sie, ze komoérki T ef i T reg ekspresjonujgce TCR
o tej samej swoistosci mogg czesciowo powstawaé w wyniku konwersji limfocytéw
CD4*Foxp3” Iub tych, ktére byly komorkami regulatorowymi, pochodzgcymi

z oddzielnych prekursoréw lub wielu reaktywnych
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Ryc. 25. Reaktywno$¢ wybranych TCR hybrydom w kierunku B16 lub B16 APEp63K (kolor
czerwony) oceniana przez indukcje ekspresji NFAT-GFP (a) lub wydzielanie IL-2 (b).
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wobec nowotworu klonéw. Wystepujg one w normalnym repertuarze, czesto
z wysokg czestotliwoscig, a ich receptory TCR nie rdznicujg sie wylgcznie tylko
w kierunku linii efektorowej czy regulatorowej. Rycina 5 wskazuje, ze czestotliwosci
nowotworowo specyficznych TCR w pLN, dLN, TIL wynoszg 22-34% wszystkich
klonéw komorek efektorowych, ale tylko do 5-13% klonéw T reg w wymienionych
lokalizacjach. W przypadku komodrek efektorowych nieleczenie badz leczenie nie
wptyneto znaczgco na czestotliwos¢ swoistych nowotworowo receptorow, obecnych
w pLN, dLN czy guzie. Z kolei czestotliwoS¢ swoistych receptoréw T reg zmieniata
sie w zaleznosci od lokalizacji anatomicznej. W pLN, infuzja DTA-1 zwieksza
czestotliwos¢ nowotworowo reaktywnych klonéw T reg, ale w guzie ulega
zredukowaniu. Ta obserwacja stosowana do klonow komorek T specyficznych
(Ryc. 26) byta zgodna z obserwowanym efektem biologicznym T reg, ktory wskazuje

na ubytek masy guza po leczeniu DTA-1.

Nastepnie uzyskane dane =z repertuarow receptorow TCR (specyficznych
dla nowotworu CD4* T ef i T reg w pLN, dLN i guzie u myszy leczonych
i nieleczonych) analizowano zliczajgc reaktywne wobec nowotworu klony CD4* T ef

oraz T reg. Wnioski z tej analizy wskazuja, ze:

e najbardziej widoczne zmiany w réznorodnosci TCR, po leczeniu DTA-1,
zaobserwowano w przypadku komérek regulatorowych w pLN i TIL,
dla ktorych zastosowane leczenie DTA-1 zwiekszyto liczbe poszczegdinych
klonéw, odpowiednio: z9 na 14 i z 6 na 10,

o zwiekszenie roznorodnosci TIL Treg, szczegdlnie klondw o nizszej

czestotliwosci (Ryc. 34a, najnizszy prawy panel).
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Ryc. 26. Czestotliwosci 16 reaktywnych TCR wobec antygendw B16: dwa z nich specyficzne
dla neo-antygenu Ep63K (strzatki) posréd pLN, dLN i TIL komérek T CD4*. Stupki
oznaczajg poszczegodlne TCR (zaznaczone réznymi kolorami) ekspresjonowane na

klonach CD4* T ef i T reg z nieleczonych nowotworéw (NT) lub myszy traktowanych
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4.7. Analiza réznorodnosci klonéw Tef i Treg wspodtdzielagcych

ten sam nowotworowo —specyficzny repertuar TCR

Mechanizm lezacy u podstaw zmian w réznorodnosci TCR komérek T reg i T ef
znajdowanych w pLN, dLN i TIL reaktywnych wobec nowotworu jest niejasny.
Przeanalizowano czesto$¢ sekwencji nukleotydowych  kodujgcych  szesé
najczestszych nie specyficznych dla Ep63K i dwa TCR swoiste wobec Ep63K
(Ryc. 27, dolne panele). ZaobserwowaliSmy, Zze liczba réznych sekwencji
nukleotydowych kodujgcych dany TCR rozni sie (od 1 do 112). Wiekszos¢ TCR
o wysokiej czestotliwosci wystepowania zostaty znalezione na T ef i T reg, co moze
Swiadczy¢ o konwersji T ef do T reg, w efekcie powodowac¢ wzrost réznorodnosci
T reg. Z drugiej strony wykryto wiele rzadkich klonotypow, unikalnych dla T regi T ef
(dane niepublikowane). Takie sekwencje nukleotydowe sg szczegolnie wzbogacone w
pPLN, a w szczegodlnosci sg obfito reprezentowane wsrdéd TCR, ktorych czestotliwosc
na poziomie aminokwasowym spadta na komérkach T ef
po leczeniu DTA-1 (Tabela 15). Te obserwacje sugerujg, ze klonalna ekspansja T ef
moze nastepowac réwnolegle z konwersjg do T reg, deplecjg zwigzang z dziataniem
DTA-1, zahamowaniem wzrostu komérek T ef zaleznym od DTA-1, a takze moze

promowac rekrutacje bardziej zréznicowanej puli grasico-zaleznych klonoéw T reg.
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Ryc. 27. Rozktad i czesto$¢ pojedynczych sekwencji nukleotyddéw kodujgcy szes¢ reaktywnych
wobec nowotworu B16 (trzy gorne panele) i dwa specyficzne dla Ep63K (najnizszy
panel) TCR. Sekwencje aminokwasowe TCR a regionu CDR3 podano powyzej
kazdego wykresu. TCR wybrano zgodnie 2z najwyzszg czestotliwoscig
w obrebie komérek CD4* infiltrujgcych nowotwory (TIL). Barwy oznaczone kolorami
reprezentujg rozktad pojedynczych sekwencji nukleotydowych kodujacych dany TCR

w obrebie komérek T od weztéw chtonnych obwodowych (pLN), drenujgcych weztéw
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chtonnych (dLN) po guz (TIL), nietraktowanych (NT) lub traktowanych DTA-1 myszy
(DTA-1). Liczby nad kazdym wykresem wskazujg catkowitg liczbe sekwencji
nukleotydowych kodujgcych dany TCR. Gwiazdka wskazuje sekwencje TCR, ktérych

réznorodnos¢ w guzie byta wyzsza niz w pLN.

Tabela 15. Zestawienie 16 sekwencji receptorow TCR hybrydom specyficznych wobec
czerniaka B16, pochodzacych z pLN, dLN, TILs, z repertuarem TCR zdrowej myszy TCRmini,
nie obarczonej nowotworem. Dwie pierwsze sekwencje nalezg do grupy specyficznej wobec

neo-antygenu Ep63K, pozostate reaktywne wzgledem endogennych antygendéw czerniaka.

pLN dLN TILs pLN
NT DTA-1 NT DTA-1 NT DTA-1 TCRmini
Tef Treg Tef Treg Tef Treg Tef Treg Tef Treg Tef Treg Tef  Treg
Ep63K
TYFCAAPGTGGLS 008 000 007 - 007 006 009 013 001 - - 002 - -
TYFCAASEGAGGLS 000 052 000 035 000 036 000 027 000 - 000 004 - 024
Endogenne

TYFCAASAKGSNYQLIW 014 003 014 011 0,12 - 012 007 - - - - 053 -
TYFCAASEGNYQLIW 112 017 098 040 09 016 08 053 014 080 001 004 238 048
TYFCAASPDSNYQLMW 710 003 506 216 474 002 597 172 0415 000 001 001 1,59 -
TYFCAVVDSNYQLIW 025 005 017 007 158 434 084 029 1933 469 2326 375 - 024
TYFCAASDSNYQLIW 347 444 420 444 439 745 378 399 1,65 467 033 059 688 145
TYFCAASASSNYQLIW 015 000 0,10 002 006 005 008 000 001 - 002 - - -
TYFCAASASNYQLIW 293 011 369 038 328 013 361 067 050 019 097 041 5.29 -
TYFCAARGGGLS 041 018 047 024 044 006 062 023 007 - 001 001 026 048
TYFCAASESNYQLIW 14,88 010 1567 167 1689 033 1497 138 059 001 020 034 11,38 024
TYFCAASGANTGGLS 006 - 039 002 006 000 012 - 002 - 002 - - -
TYFCAMVDSNYQLIW - - 001 - 003 - 003 001 033 - 103 000 - -
TYFCAASGSGDSNYQLIW 0,01 - 001 - 001 - 001 - - - - - - -
TYFCAASRVGSNYQLIW 0,00 - 000 001 000 001 - - - - - 000 - -
TYFCAAREWGNYQLIW - - 000 - - - 000 - - - - 000 - -

- 108 -



5. DYSKUSJA | WNIOSKI

Immunoterapia nowotwordw jest stosunkowo nowg gatezig wspoétczesnej medycyny,
ktora stosowana tacznie z tradycyjnymi schematami chemioterapii lub samodzielnie,
w wielu przypadkach z powodzeniem pomaga pacjentom nie reagujgcym
na standardowe leczenie. Szczegolng role w immunoterapii odgrywa stymulacja bgdz
blokada czgsteczek powierzchniowych, stanowigcych punkty kontrolne uktadu
odpornosciowego (ang. immunological checkpoints) [Korman et al. 2006; Paluch
et al. 2018]. Do takich czgsteczek nalezy receptor GITR. Dowiedziono, ze stymulacja
receptora GITR ma silne dziatanie przeciwnowotworowe, szczegodlnie w terapii
czerniaka, ktére moze by¢ dodatkowo wzmozone poprzez jednoczesne blokowanie
aktywacji czgsteczki CTLA-4 [Jun et al. 2010, Anz et al. 2011, Anik L. C6té et al. 2011].

W niniejszej rozprawie doktorskiej badano efekt przeciwnowotworowy podania
przeciwciata DTA-1 (anty-GITR) w modelu myszy obarczonej guzem. Podjeto prébe
zrozumienia wplywu przeciwciata anty-GITR na zmiany repertuaru receptoréw
antygenowych limfocytow T naciekajgcych na guz nowotworowy oraz obecnych
w weztach chtonnych strazniczych oraz odlegtych u myszy obcigzonych nowotworem.
Dzieki dostepnej obecnie mozliwosci wysokoprzepustowej analizy repertuaru TCR,
pofgczonej z oceng roznorodnosci uzytecznych biomarkeréw identyfikujgcych
poszczegdblne populacje komorek oraz ich status aktywacji mozna podjg¢ prébe
odpowiedzi na pytania czy immunoterapia powoduje zawezenie
czy poszerzenie repertuaru receptorow TCR poszczegdlnych  populacii,
czy wywotuje zmiany w proporcji limfocytow aktywowanych do naiwnych oraz czy

wptywa na rozplem czy tez ubytek poszczegolnych populacji limfocytéw.

Wyniki przytoczone w tej pracy potwierdzajg skutecznos¢ przeciwnowotworowg
przeciwciata DTA-1, zarébwno na mysim modelu C57BL/6 jak i TCR™"Foxp3CGFP.
Jednokrotne podanie tego przeciwciata do oSmiu dni po przeszczepieniu komorek
czerniaka powoduje istotne zahamowanie wzrostu guza, co jednak jest nieskuteczne
w zaawansowanym stadium wzrostu nowotworu (dane niepublikowane). Wydaje sie,
ze podanie DTA-1 na wczesnym etapie rozwoju nowotworu dziata dwojako,
w zaleznosci od typu komérek do ktérych sie wigze. Nocentini i wspdtpracownicy
sugeruja, ze ligacja receptora GITR moze promowac przezycie i rozplem zaréwno

konwencjonalnych limfocytéw T efektorowych (CD4 i CD8), ale tez limfocytéw T reg.
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Szczegdlnie efekt ten widoczny jest przy zastosowaniu rekombinowanego ligandu
GITR lub pentamerycznego rekombinowanego przeciwciata pozbawionego regionow
Fc [Nocentini et al. 2018; Placke et al. 2010]. Co zatem jest czynnikiem promujgcym
skutecznos¢ immunoterapii przeciwciatem anty-GITR?

Terapeutyczne zastosowanie przeciwciat niektorych izotypow wigze
sie z bezposrednig (zalezng od dopetniacza i / lub komdorkowg) cytotoksycznoscia.
W przypadku DTA-1 mowimy o efekcie cytolitycznym, ktéry jest wprost proporcjonalny
do liczby czgsteczek receptora GITR na powierzchni komorki. Najwyzszy poziom
ekspresji znajduje sie powierzchni aktywowanych limfocytow T regulatorowych
(Ryc. 21). W trakcie prowadzonych eksperymentow zaobserwowano,
ze podanie przeciwciata DTA-1 myszom obarczonym nowotworem prowadzi
do czesciowej deplecji limfocytow T reg we wszystkich narzgdach limfatycznych,
w tym réwniez odlegtych wzgledem wzrostu guza weziéw chionnych (pLN), gdzie
jednoczesnie wystepuje znaczny wzrost odsetka i roznorodnosci reaktywnych wobec
guza komoérek regulatorowych. Z kolei obserwujgc efekt dziatania DTA-1 w guzie
mozemy zauwazy¢, ze odsetek limfocytdw T reg oraz jego roznorodnos$¢ ulega
zmniejszeniu (Ryc. 26, dolny prawy panel). Ta obserwacja moze odzwierciedla¢
zroéznicowany wptyw srodowiska zapalnego/kontekstu komorkowego
charakteryzujgcego tkanke nowotworowg na wrazliwos¢ T reg na dziatanie
przeciwciata DTA-1. Jednakze, Nocentini i wspétpracownicy wskazujg rowniez
na negatywne efekty terapii przeciwciatami w dtuzszej perspektywie czasowe;j.
Sugerujg mozliwy wzrost liczby komérek T reg lub spowodowanie ,burzy cytokinowej”
wywotanej chroniczng ligacjg czgsteczki GITR. Zaktywowana czgsteczka GITR moze
sprzyjaé ekspansji efektorowych limfocytow CD4* i CD8* reaktywnych wobec
wiasnych antygenow, prowadzac do reakcji autoimmunologicznych. Jednoczesnie
badacze Ci dodaja, ze obecnie uzycie przeciwciat anty DTA-1 w terapii wydaje sie by¢
lepszym rozwigzaniem niz uzycie rekombinowanych czgsteczek ligandu GITR (GITR-
L), wiasnie ze wzgledu na skuteczniejszg aktywacje limfocytow T efektorowych oraz

znaczgcy efekt cytotoksyczny wobec limfocytéw Treg [Nocentini et al. 2018].

GITR jest czasteczkg ko-stymulatorowg, odgrywajgcg istotng role w aktywacii
efektorowych limfocytow T [Clouthier DL et al. 2014]. Jego dziatanie w mysich
modelach nowotworéw w postaci aktywacji limfocytow CD4* a zwtaszcza wzrostu
liczby i aktywnosci komérek T CD8* [Schaer et al. 2012, Ko K et al. 2005]. Wyniki
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badan przytoczone w tej pracy wskazujg, ze podanie przeciwciata DTA-1 powoduje
zwiekszenie proporcji limfocytow T efektorowych w czasie odpowiedzi
przeciwnowotworowej w $rodowisku guza u myszy TCR™MFoxp3®FP. Natomiast
proporcja limfocytow T regulatorowych ulega zmniejszeniu (Ryc. 19). Ciekawe,
ze pomijajgc wplyw przeciwciata anty-GITR, wiekszo$¢ komérek regulatorowych
i efektorowych infiltrujgcych nowotwoér wyraza marker aktywaciji CD62L'°Y oraz posiada
podwyzszony poziom receptora GITR (Ryc. 20, 21). Wyniki innych badaczy pokazuja,
ze ekspresja GITR w limfocytach Treg jest okoto dziesieciokrotnie wyzsza niz
ekspresja GITR w aktywowanych przez nowotwér limfocytach T CD8*  CD4*,
co moze sugerowac, ze GITR jest dobrym markerem aktywowanych limfocytéw Treg

naciekajgcych nowotwor [Cohen AD et al. 2010; Ronchetti S et al. 2015].

Liczne badania wskazujg, ze istnieje bardzo silna zalezno$¢ pomiedzy wzrostem
odsetka limfocytéw T reg a wyzszym stopniem zaawansowania choroby i tym samym
gorszym catkowitym przezyciem. Darrase-Jeze i wspotpracownicy zauwazyli ten trend
jako szybki i ciggty wzrost proporcji oraz liczby catkowitej komorek T reg
w weztach strazniczych (dLN) u myszy C57BL/6 obcigzonych komorkami melanomy
B16F10 ale takze myszy BALB / c, ktérym przeszczepiono komorki guza sutka 4T1
[Darrase-Jeze et al. 2009]. Eksperymenty przeprowadzone w tej pracy rowniez

potwierdzajg wymienione powyzej obserwacje.

W niniejszej pracy wykorzystano myszy o zawezonym repertuarze TCR w celu
okreslenia zréznicowania receptorow TCR oraz dokfadnego przesledzenia udziatu
limfocytdw CD4 efektorowych i regulatorowych w trakcie choroby nowotworowe;j
i terapii przeciwciatem anty-GITR. Ekspresja zielonego biatka GFP pozwolita
na wyrdznienie i zbadanie naturalnych limfocytéw T reg w organizmie myszy. Dzieki
zastosowaniu wysokoprzepustowego sekwencjonowania DNA (lon Torrent) udato
sie zidentyfikowaé receptory TCR specyficzne wobec komodrek nowotworowych.
Co ciekawe, wszystkie 16 zidentyfikowanych receptoréow, wigcznie z dwoma
specyficznymi dla antygenu APEp63K, obecne sg z réznymi czestotliwosciami
na limfocytach efektorowych i regulatorowych. Niestety, ze wzgledu na brak
doktadnych markerow konwersji T ef do T reg lub vice versa, nie udato sie
jednoznacznie stwierdzi¢ czy wspolne receptory TCR sg wynikiem konwersji T ef
do T reg czy tez efektem selekcji grasicozaleznych komorek T reg z niezaleznych
prekursorow. Analiza ekspansji pojedynczych klonow o wspolnym receptorze TCR
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wykazata, ze wiekszosc¢ z nich byta obecna w guzie, co wspiera mechanizm konwersji.
Nieliczne klony, szczegdlnie w obwodowych weztach chtonnych mozna byto znalez¢
wytgcznie wsrdd populacji T reg, co sugeruje, ze obydwa mechanizmy (konwersja0
i niezalezna selekcja) mogg przyczyniaC sie do wspodtdzielenia TCR

o tych samych sekwencjach aminokwasowych i nukleotydowych (Ryc. 27, Tabela 15).

Terapia przeciwciatem DTA-1 nie zwieksza poliklonalnosci komérek efektorowych
takze w ocenie globalnej réznorodnosci limfocytéw T efektorowych (Ryc. 24a)
ani roznorodnosci klonéw swoistych wobec nowotworu (Ryc. 27). Zaobserwowano, ze
repertuar komorek efektorowych zaangazowanych w odpowiedz przeciwnowotworowg
pozostaje w przyblizeniu staty u myszy traktowanych i nietraktowanych przeciwciatem
DTA-1. Natomiast wzrasta roznorodnosc receptoréw TCR limfocytéw T reg (Ryc. 24a,
27). Poczyniona obserwacja jest zgodna z obserwowanym przez innych badaczy
efektem stymulacji receptora GITR na rozplem naiwnych, lecz nie aktywowanych
klonéw T reg [Kim et al. 2015]. Nasze badania ukazaty, ze wprowadzonych metodami
inzynierii genetycznej do komorek czerniaka B16 neoantygen Ep63K, moze byc¢
rozpoznawany przez receptory TCR wspoétdzielone przez limfocyty T efektorowe i T
regulatorowe. Tym samym uzasadniony wydaje sie postulat immunoedycji
dominujgcych klonéw limfocytow T reg, zaangazowanych w kontrolowanie efektorowej

odpowiedzi przeciwnowotworowej [Darrase-Jaze et al. 2009].

Jednokrotne podanie przeciwciata DTA-1 spowalnia wzrost guza, nie eliminujgc
go catkowicie. Zaobserwowano, ze wraz z zahamowaniem wzrostu guza nastepuje
zwiekszenie stosunku limfocytéw infiltrujgcych guz do komérek nowotworowych B16
APEpPB3K. Z kolei odsetek limfocytow regulatorowych w obrebie populacji limfocytow
infiltrujgcych guz i limfocytow T z weztéw chionnych zmniejszat sie, a proporcja
limfocytow T CD4* efektorowych wzrastata (Ryc. 18a) (Ryc. 19a, b).

Uwazamy, ze brak odrzucenia guza, w tym przypadku, moze by¢ spowodowany
zwiekszong réznorodnoscig receptorow TCR drugiej fali powstatych de novo komaérek
T reg, ktére tym samym mogty lepiej konkurowac z komérkami efektorowymi o te same
antygeny nowotworowe. Wydaje sie, ze przeciwciato DTA-1 eliminuje aktywowane
limfocyty T reg, odpowiedzialne za wstepne utrzymanie tolerancji immunologiczne;j
w niszy wzrostu guza. Z czasem jednak, wyczerpanie aktywnosci przeciwciata lub/i

wydzielanie przez komorki czerniaka czynnikow chemotaktycznych powoduje
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uzupetnianie/ naptyw do niszy nowotworowej puli nowo powstatych limfocytéw T
regulatorowych. Limfocyty te ekspresjonujg szereg receptoréw TCR, zdolnych do
konkurowania z limfocytami efektorowymi o rozpoznanie tych samych antygenow
nowotworowych, ktére mogg utrudnia¢ catkowite wyeliminowanie nowotworu. Z kolei
Nocentini i wspotpracownicy sugerujg, ze kluczowym aspektem indukcji odrzucenia
guza przez leczenie DTA-1 wydaje sie by¢ zwiekszenie stosunku komoérek CD8* do T
reg w mikroSrodowisku guza oraz bezposrednia stymulacja konwencjonalnych
komorek T CD8* i CD4* zwiekszajgcych wydzielanie IFN-y i zabijanie nowotworu przez
komoérki T CD8* [Nocentini et al. 2018].

Pomimo zauwazalnego, statystycznie istotnego, efektu terapeutycznego w postaci
zahamowania choroby negatywny wptyw na catoksztatt pracy i probe odpowiedzi
na formutowane zadania badawcze, miaty aspekty techniczne. Projekt zaktadat
pozyskanie jak najwiekszej grupy myszy, o zawezonym repertuarze receptoréw TCR.
Problemy z rozrodem szczepu TCR™"Foxp3©FP spowodowaty ograniczenia
w prowadzeniu eksperymentéw. Po uzyskaniu materiatu do badan, w postaci weztow
chtonnych (pLN, dLN) oraz guzéw, sortowano za pomocg sortera ARIA wybrane
populacje komodrek regulatorowych i efektorowych. Duzym wyzwaniem dla
eksperymentéw okazato sie uzyskanie z masy nowotworowej jak najwiekszej liczby
limfocytow. Powodem takiego stanu rzeczy byty zbyt duze guzy w przypadku myszy
nie leczonych (im wiekszy nowotwér tym mniejszy uzysk naciekajgcych
go limfocytow) lub zbyt mate przy osobnikach leczonych (mniej materiatu

do sortowania).

Po zastosowaniu terapii przeciwciatem DTA-1, wysortowano populacje komoérek T reg
i T ef, nastepnie poddano je fuzji z komérkami linii BWNFATGFP, otrzymujgc
hybrydomy. Spora czes¢ limfocytow ze srodowiska guza nie przezyta jednak etapu
sortowania lub fuzji, dlatego zdecydowano sie na pozyskanie hybrydom z weztow
chtonnych strazniczych dLN, co byto pewnym kompromisem. Kolejnym etapem byto
testowanie hybrydom pod katem specyficznosci wobec peptydu Ep63K, obecnego
na komérkach czerniaka. Wiekszos¢ uzyskanych hybrydom odpowiadata zaréwno
na neoantygen z komorek czerniaka wyrazajgcego antygen AbEp63K jak i czerniaka
wyjsciowego B16 WT, a sekwencjonowanie ich receptora TCR wskazywato,
ze sg to czesto te same klony, co sugeruje, ze inne antygeny nowotworowe

niz Ep63K zdominowaty odpowiedz immunologiczng wobec komérek czerniaka.
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Podsumowujgc, analiza repertuaru TCR limfocytéw T jest nieocenionym narzedziem

do monitorowania skutecznosci immunoterapii, a takze izolacji receptorow TCR

o wysokim powinowactwie wobec antygendw nowotworowych, ktére mogg byé

uzyteczne do prob adoptywnego transferu limfocytow T w ramach immunoterapii

spersonalizowanej. Uwaza sie, ze skuteczna immunoterapia to taka, ktéra zwieksza

réznorodnos$¢ limfocytéw T efektorowych w guzie bez znaczgcego wptywu

na réznorodnos¢ repertuaru obwodowego [Scirka et al. 2017].

WNIOSKI:

Przeprowadzone eksperymenty wykazaly, ze:

jednokrotne podanie przeciwciata DTA-1 wptywa na zahamowanie wzrostu
nowotworu (czerniaka B16) w mysim modelu C57BI/6 i TCR™NFoxp3©FP,
Wzmacnia efektorowg odpowiedz limfocytow T, jednoczesnie zaburzajgc
akumulacje limfocytéw regulatorowych naciekajgcych na guz.

analiza repertuaru receptorow TCR limfocytow T CD4 wykazata,
ze dominujgce klony limfocytow T efektorowych, reaktywnych wobec
nowotworu, posiadajg podobng czestos¢ zarébwno u myszy leczonych jak
i nieleczonych przeciwciatem DTA-1.

zarowno obwodowy repertuar receptorow TCR komoérek T reg jak i ten zwigzany
z guzem przechodzi, zwigzang z podaniem DTA-1, immuoedycje. Zmiana
charakteryzuje sie deplecjg dominujgcych klonéw oraz pojawieniem sie bardziej
zroznicowanych klonéw o niskiej czestotliwosci, ktére w znacznym stopniu
wspotdzielg receptory TCR z komorkami T efektorowymi.

przeciwciato DTA-1 eliminuje aktywowane komorki T reg w obrebie guza, ktére
Sg zaangazowane w utrzymanie tolerancji wobec wzrastajgcego nowotworu.
Réwnolegle jednak faworyzuje rozplem i rekrutacje obwodowych limfocytow T
reg, ktére z biegiem czasu naciekajg na nowotwér. Z racji zwiekszonej
réznorodnoéci, limfocyty te (tzw. drugiej fali) posiadajg szereg receptorow TCR,
zdolnych do konkurowania z limfocytami efektorowymi o rozpoznanie tych
samych antygenow nowotworowych, co moze utrudniaC catkowite

wyeliminowanie nowotworu.
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6. WYKAZ UZYWANYCH SKROTOW

ABC - transmembranowe transportery

ACT — (ang. Adoptive Cell Transfer)

ADAM-9 — (ang. Disintegrin and Metalloproteinase Domain-containing protein 9),
AICD - (ang. Activation-Induced Cell Death)
AIRE - (ang. Autoimmune Regulator)

AKR — myszy AKR rozwijajgce biataczki

AP-1 — (ang. Activator Protein 1)

AP-2a — (ang. Activating Enhancer Binding Protein 2 Alpha)
APC - (ang. Antigen Presenting Cells)

Apo-1L — CD95 ligand/ Fas ligand

ATP — (ang. Adenosine Triphosphate)

B — (ang. B cells)

B16 — melanoma B16

B7 — biatko obecne na powierzchni komérek APC
BAGE — gen kodujacy TAA

Bcl-2 — (ang. B-cell ymphoma 2)

BCL2 — anty-apoptotyczne czgsteczki

BCR — (ang. B-cell Receptor)

bFGF — proangiogenny czynnik

BMT — (ang. Bone Marrow Transplantation)

Cba, C3a - fragmenty dopetniacza

CAFs — (ang. Cancer Associated Fibroblasts)
CARs — (ang. Chimeric Antigen Receptors)

CCL — (ang. Chemokine (C-C motif) ligand)

CD - (ang. Cluster of Differentation)

CDK4 - (ang. Cyclin-Dependent Kinase 4)

CDR - (ang. Complementarity Determining Region)
CEA - (ang. Carcinoembryonic antigen)

Chk1 i Chk2 — kinazy

c-Kit — (ang. tyrosine-protein kinase Kit, CD117)
COX-2 — (ang. Cyclooxygenase-2)

CpG - niemetylowane sekwencje (dinukleotydy cytozyno-guaninowe) CpG
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CREB - (ang. cAMP Response Element-Binding Protein)

c-Rel -

CSCs — (ang. Cancer Stem Cells)

CSF-1 - (ang. Colony Stimulating Factor)

CTLA-4 — (ang. Cytotoxic T cell Antigen 4)

CXCL - chemokina nalezgca do rodziny CXC

CXCR4 — (ang. CXC-chemokine receptor 4), receptor chemokin
Ca — (ang. Constant Segment a)

DC — (ang. Dendritic Cells)

DN — (ang. Double Negative)

DNA — (ang. Deoxyribonucleic Acid)

DP — (ang. Double Positive)

DB — (ang. Diversity Segment f3)

ECM — (ang. Extracellular Matrix)

ELAM-1 — (ang. Endothelial cell leukocyte adhesion molecule-1)
EphB4 — biatka

ERK — (ang. Extracellular signal-Regulated Kinase)

Ets-1 — czynnik transkrypcyjny

FAP — (ang. Fibroblast Activation Protein)

Fas — (ang. Fas Protein)

FasL — (ang. Fas Ligand)

Fc — (ang. Fragment crystallizable)

FGL2 — (ang. Fibrinogen Like Protein)

FMLP — (N-formylometionyloleucynofenyloalanina)

FoxP3 — (ang. Forkhead box P3)

G1/GO0 - fazy cyklu komérkowego

GAGE - gen kodujgcy TAA

GATA-3 — (ang. GATA binding protein 3)

GITR - (ang. Glucocorticoid-Induced Tumour Necrosis Factor Receptor)
GM-CSF - (ang. Granulo- cyte/Macrophage—Colony Stimulating Factor)
gp 100 — (ang. Glycoprotein 100)

GVHD - (ang. Graft-Versus-Host-Disease)

HA — (ang. Hyaluronic Acid)

HIF-1 — (ang. Hypoxia-inducible factor-1)
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ICAM-1- (ang. Intercellular Adhesion Molecule 1)
ICOS — (ang. Inducible T-cell COStimulator)

IDC — (ang. Immature Dendritic Cells)

IDO — (ang. Indoleamine 2,3-dioxygenase)

IgA, IgE, IgG, IgM — Immunoglobuliny (A, E, G, M)
IGF-1 — (ang. Insulin-like growth factor-1)

IL — Interleukina

INF-y — Interferon y

INOS - (ang. Inducible Nitric Oxide Synthase)

IP10 — (ang. IFN-y-inducible protein 10), CXCL10

IP3 — 1,4,5-trifosforan inozytolu

IPEX — (ang. Immunodysregulation, Polyendocrinolopathy, Enteropathy, X-linked
syndrome)

iT reg — (ang. Inducible T regulatory cell)

ITAM — (ang. Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif)
JAMs — (ang. Junctional Adhesion Molecules)

Ja - (ang. Joining Segment a)

LAG3 - (ang. lymphocyte-activation gene 3)

LAK — (ang. Lymphokine Activated Killers)

LGD-3 — (ang. Lethal Giant Discs)

LTB4 — leukotrien

MAGE-1 — gen kodujgcy TAA

MBP — (ang. Mannan-binding protein)

MCAM — (ang. Melanoma Cell Adhesion Molecule)

MCP-1 — chemokina

M-CSF — (ang. Macrophage Colony-Stimulating Factor)
MDSC - (ang. Myeloid - Derived Suppressor Cell)

MHC — (ang. Major Histocompatibility Complex)

MICA — (ang. MHC class | chain-related protein A)

MIG - (ang. Monokine Induced by Gamma interferon)

MIP-1a — chemokina

MITF — (ang. Microphthalmia-Associated Transcription Factor)

MMP1 — (ang. Matrix metalloproteinase)
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N — (ang. non-template encoded)

NFAT — (ang. Nuclear Factor of Activated T-cells)

NFkB — (ang. Nuclear Factor Kappa-Light-chain-enhancer of activated B cells)
NK — (ang. Natural Killer cells)

NKT — (ang. Natural killer T cells)

NO — (ang. Nitric Oxide)

NOTCH1 — NOTCH receptor 1

NnT reg — naturalne komorki T reg

OX40 - CD134

P — (ang. palindromic sequences)

p53 — biatko supresorowe guza

PBLs — (ang. Peripheral Blood Lymphocytes)

PCR - (ang. Polymerase Chain Reaction)

PD-1 — (ang. Programmed cell Death protein 1)

PDGF — (ang. Platelet Derived Growth Factor),

PD-L1 — (ang. Programmed Death-Ligand 1)

PF4 — (ang. Platelet Factor-4)

PGE2 — prostaglandyna

pre-TCR — (ang. pre-T cell receptor)

PSA — (ang. Prostate-Specific Antygen)

RAGL1 - (ang. Recombination Activating Genel)

RANTES - chemokina,

Ras — onkogen

ROR-y — (ang. Retineic-acid-receptor-related orphan nuclear receptor gamma),
RSS - (ang. Recombination Signal Sequences)

SC — (ang. Scatter Factor)

SCF — (ang. stem cells factor) (ligand KIT)

scFv — (ang. single chain Fragment variable)

SDF — (ang. Stromal cell-Derived Factor)

SIAE — (ang. Sialic Acid Acetylesterase)

Smad 3 - biatko, bezposrednia sygnlizacja z receptorem TGF-f3
SP — (ang. Single Positive)

SSMD - (ang. Site-Specific Metastatic Dissemination)

STAT1 — (ang. Signal Transducer and Activator of Transcription 1)
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T ef — (ang. T effector cells)

T reg — (ang. T regulatory cells)

T af - limfocyty T alfa/ Beta

T yd — limfocyty T gamma/ delta

TAA — (ang. Tumor Associated Antigens)

TAM — (ang. Tumor Associated Macrophages)

T-bet — (ang. T-box protein expressed in T cells)

TCR - (ang. T cell Receptor)

TdLN — (ang. Tumor Draining Lymphodes)

TdT - (ang. Terminal Nucleotidyl Transferase)

TEM — (ang. TIE-2 — expressing monocytes)

TGFB — (ang. Transforming Growth Factor B), cytokina
Th — (ang. Helper T cell)

TICs — (ang. Tumor Initiating Cells)

TIL’s — (ang. Tumor Infiltrating Cells)

TLR — (ang. Toll-Like Receptor)

TNF — (ang. Tumor Necrosis Factor)

TNF(R) — (ang. Tumor Necrosis Factor (Receptor))
TNFRSF — (ang. Tumor Necrosis Factor Receptor Superfamily)
TNF-a — (ang. Tumor Necrosis Factor alpha)

Tr 1 — Komorki regulatorowe typu 1

TRAIL — (ang. TNF-Related Apoptosis Inducing Ligand)
TRAIL-DR5 — (ang. Tumor-Necrosis-Factor-Related Apoptosis-Inducing Ligand-Death
Receptor 5)

TSA — (ang. Tumor Specific Antigens)

tTreg — (ang. thymus-derived Treg cells)

VCAM-1 - (ang. Vascular Cell Adhesion Molecule 1)
VEGF - (ang. Vascular Endothelial Growth Factor)

Va — (ang. Variable Segment a)

VB — (ang. Variable Segment f3)

B4 — integryna

4-1BB — CD137, receptor powierzchniowy komoérek T
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