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WYKAZ SKROTOW

Wykaz skrotow

Argl (arginase 1) —arginaza 1;

APC (antigen presenting cells) — komorki
prezentujace antygen;

ATP (adenosine triphosphate) —
adenozynotrifosforan;

BMDC (bone marrow-derived dendritic
cells) — komorki dendrytyczne pochodzenia
szpikowego;

CAF (cancer associated fibroblasts) —
fibroblasty zwigzane z nowotworem;

CAR (chimeric antigen receptor) —
chimerowy receptor antygenowy;

CCL (CC chemokine) — chemokina CC;

CCR (CC chemokine receptor) — receptor
chemokiny CC;

CD (cluster of differentiation) — kompleks
réznicowania;

cDC (conventional DC) — konwencjonalne
DC;

CMV (cytomegalovirus) — cytomegalowirus;
ConA (concanavalin A) — konkanawalina A,

CTL (cytotoxic T lymphocytes) — limfocyty T
cytotoksyczne;

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

CY (cyclophosphamide) — cyklofosfamid,;

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

DC (dendritic cells) — komorki dendrytyczne;

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

EGFP (enhanced green fluorescence protein)
— biatko wzmocnionej zielonej fluorescenc;i;

FasL (Fas ligand) — ligand Fas;

FoxP3 (forkhead box P3) — czynnik
transkrypcyjny FoxP3;

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

i makrofagow;

HIV-1 (human immunodeficiency virus 1) —
ludzki wirus niedoboru odpornosci 1;

HLA (human leukocyte antigen) — ludzki
antygen leukocytarny;

HMGBL1 (high mobility group box 1) — biatko
o duzej ruchliwosci elektroforetycznej 1;

i.c. (isotype control) — kontrola izotypowa;

ICD (immunogenic cell death) —
immunogenna $mier¢ komorki;

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

IFN — interferon;

IL (interleukin) — interleukina;

i.p. (intraperitoneally) — dootrzewnowo;
i.t. (intratumorally) — doguzowo;

LAG-3 (lymphocyte-activation gene 3) — gen
aktywacji limfocytéw;

LTR (long terminal repeats) — dtugie
terminalne powtdrzenia;

LV (lentivirus) — lentiwirus;

MAPK (mitogen-activated protein kinases) —
kinazy aktywowane mitogenami;

MCA (methylcholanthrene) —
metylocholantren;

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

MFI (mean fluorescence intensity) — srednia
intensywnos¢ fluorescencji;

MHC (major histocompatibility complex) —
glowny uktad zgodnosci tkankowe;;

MIC (MHC class | polypeptide-related
sequence) — polipeptyd zwigzany z MHC
klasy I;
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M-MDSC (monocytic MDSC) — monocytarne
MDSC,;

NADPH (nicotinamide adenine dinucleotide
hosphate) — ester fosforanowy dinukleotydu
nikotynoamidoadeninowego;

NK (natural killer) — naturalne komorki
cytotoksyczne;

NKG2D - aktywujacy receptor komoérek NK;

NKT (natural killer T cells) — komorki
posiadajace markery powierzchniowe
charakterystyczne dla limfocytow T

i komorek NK;

Nrp-1 (neuropilin-1) — neuropilina 1;

PAMP (pathogen-associated molecular
pattern) — wzorce molekularne zwigzane
Z patogenami;

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

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

pDC (plasmacytoid DC) — plazmocytoidalne
DC;

PGE2 (prostaglandin E2) — prostaglandyna
E2;

PMN-MDSC (polymorphonuclear MDSC) —
granulocytarne MDSC,;

p.t. (peritumorally) — okotoguzowo;

PTEN (phosphatase and tensin homologue) —
kinaza PI3K;

RISC (RSC-induced silencing complex) —
kompleks indukujacy wyciszenie;

RNAI (RNA interference) — interferencja
RNA,;

RNS (reactive nitrogen species) — reaktywne
formy azotu;

RORyt (retinoic acid receptor-related
orphan receptor yt) — receptor jadrowy
RORyt;

ROS (reactive oxygen species) — reaktywne
formy tlenu;

RSV (respiratory syncytial virus) —
syncytialny wirus oddechowy;

S100A8/9 (5100 calcium-binding protein) —
biatka wigzace waph z rodziny S100;

s.c. (subcutaneously) — podskarnie;

shRNA (short hairpin RNA) — krotkie RNA
zawierajace strukture spinki do wlosow;

SiRNA (small interfering RNA) —krotkie
interferujagce RNA;

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

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

TIL (tumor infiltrating lymphocytes) —
limfocyty naciekajace guz;

TAg (tumor antigens) — antygeny
nowotworowe;

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

T-bet (T-box transcription factor) — czynnik
transkrypcyjny T-bet;

TCR (T cell receptor) — receptor limfocytu T;
Th (T helper) — limfocyty T pomocnicze;

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

TGI (tumor growth inhibition) —
zahamowanie wzrostu guzow;

TME (tumor microenvironment) —
mikrosrodowisko nowotworu;

TNF-a (tumor necrosis factor-a) — czynnik
martwicy nowotworu o;

TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing
ligand) — ligand czynnika martwicy
nowotworu indukujacy apoptoze;

Treg (T regulatory) — limfocyty T
regulatorowe;

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

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

Streszczenie

Wykorzystanie w immunoterapii przeciwnowotworowej szczepionek zawierajacych komorki
dendrytyczne umozliwia pobudzenie swoistej odpowiedzi przeciwnowotworowej. Jednak
akumulacja czynnikéw immunosupresorowych w mikrosrodowisku nowotworu, ktéore hamuja
proces aktywacji mechanizméw odpornosciowych, znacznie obniza potencjat terapeutyczny
komorek dendrytycznych. Podejmowane sg zatem proby opracowania protokolow terapii
skojarzonych, w ktorych obok szczepionek komorkowych wdraza si¢ czynniki znoszace supresj¢
w nowotworze. Potencjalnym celem takiej immunoterapii jest interleukina 10 (IL-10). Podczas
rozwoju nowotworu, IL-10 indukuje powstawanie komorek o charakterze immunosupresorowym,
blokuje wydzielanie cytokin prozapalnych, a takze hamuje dojrzewanie komorek dendrytycznych,
przyczyniajac si¢ do progresji choroby.

Celem niniejszej pracy bylo okreslenie wptywu redukcji stezenia IL-10 w mikrosrodowisku
nowotworowym na skuteczno$¢ chemioimmunoterapii z udziatem cyklofosfamidu (CY) i komorek
dendrytycznych stymulowanych antygenami nowotworowymi (BMDC/TAg) stosowanej w modelu
mysiego raka jelita grubego MC38. W doswiadczeniach wykorzystano wektory lentiwirusowe
trzeciej generacji kodujace sekwencje shRNA skierowane przeciwko mRNA dla IL-10
(LV shlL-10), ktére umozliwiaty wyciszenie ekspresji cytokiny w komérkach docelowych.

Przeprowadzone badania wykazaty, ze podawane doguzowo wektory LV shIL-10 sg
wydajnym no$nikiem shRNA i redukuja poziom wydzielania IL-10 w guzach MC38. Po
zastosowaniu immunoterapii, w ktorej wektory LV shlL-10 i szczepionki zawierajace BMDC/TAg
podawano trzykrotnie w odstepach tygodniowych obserwowano istotne zahamowanie wzrostu
guzow. Wyciszenie ekspresji IL-10 indukowato zwigkszenie stopnia dojrzato$ci populacji komorek
mieloidalnych naciekajacych guzy, czemu towarzyszyt naptyw limfocytow T CD4* i T CD8". Po
immunoterapii z udziatem wektoréw LV shlL-10 i BMDC/TAg odnotowano réwniez pobudzenie
ogolnoustrojowej odpowiedzi przeciwnowotworowej. Rozszerzenie protokotu o jednokrotne
podanie CY, zastosowanego w niskiej, immunomodulujacej dawce, przyczynito si¢ do zwigkszenia
skuteczno$ci terapeutycznej wektorow LV shlL-10 i BMDC/TAg. Chemioimmunoterapia
indukowala zwiekszony naciek limfocytow T CD4" i T CD8" oraz komérek NK i NKT przy
jednoczesnym obnizeniu odsetkow populacji komoérek o aktywnos$ci immunosupresorowej
w guzach MC38. Zmianom tym towarzyszyto pobudzenie miejscowej i ogdlnoustrojowe]
odpowiedzi typu Thl.

Przedstawione w niniejszej pracy wyniki wykazuja, ze redukcja st¢zenia IL-10
w mikrosrodowisku guzéw przy jednoczesnej immunomodulacji za pomoca cyklofosfamidu
przyczynia si¢ do zwigkszenia skutecznosci szczepionkowych komoérek dendrytycznych w indukeji

swoistej odpowiedzi przeciwnowotworowe;j.

11



ABSTRACT

Abstract

The impact of IL-10 concentration reduction in the tumor microenvironment on the
effectiveness of cyclophosphamide and dendritic cell-based therapy in the MC38 murine
colon carcinoma

Application of dendritic cell-based vaccines in immunotherapy enables the generation of
a specific antitumor response. However, the accumulation of immunosuppressive factors, which
hinder the activation of immune mechanisms in the tumor microenvironment (TME), significantly
lowers the therapeutic potential of dendritic cells. As a result, considerable efforts are being taken
to develop combined therapies, where cell-based vaccines are used in conjunction with anti-
immunosuppressive agents. In the TME, interleukin-10 (IL-10) is responsible for inducing
immunosuppressive cells, as well as inhibition of secretion of proinflammatory cytokines and
maturation of dendritic cells. As these processes invariably lead to tumor progression, IL-10 is
regarded as a potent target for combined therapies.

The aim of this study was to determine the effects of reduction of IL-10 concentration in the
TME on the efficiency of chemoimmunotherapy composed of cyclophosphamide (CY) and
dendritic cells stimulated with tumor antigens (BMDC/TAg) in MC38 murine colon carcinoma
model. In course of the experiments, 3" generation lentiviral vectors encoding shRNA that binds
IL-10 mRNA (LV shIL-10) were used to silence the expression of IL-10 in target cells.

The research showed that intratumorally injected LV shiL-10 vectors are efficient ShRNA
carriers and that they reduce the amount of IL-10 secretion in MC38 tumors. Following the
immunotherapy, where LV shlL-10 vectors and vaccines containing BMDC/TAg were distributed
three times at weekly intervals, a significant tumor growth inhibition was observed. Reduced
expression of I1L-10 resulted in increased differentiation level of tumor-infiltrating myeloid cells,
accompanied by the influx of T CD4" and T CD8" lymphocytes. Furthermore, the therapy caused
the stimulation of the systemic antitumor response. Extending the protocol by a single
administration of an immunomodulating dose of CY further improved the results of the
immunotherapy. Chemoimmunotherapy with CY increased the influx of T CD4" and T CD8*
lymphocytes, as well as NK and NKT cells, while lowering the percentage of immunosuppressive
cells in MC38 tumors. Changes in the TME were reflected in stimulation of both local and systemic
Thl-type response.

The presented results prove that the reduction of IL-10 levels in the TME combined with
immunomodulation using CY increases the efficiency of dendritic cell-based vaccines and leads to

the induction of a specific antitumor response.
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1. Wstep

1.1. Rola ukladu odpornosciowego w powstawaniu nowotworu

Wieloletnie badania nad mechanizmami biorgcymi udzial w procesie nowotworzenia
pozwolily na okreslenie charakterystycznych cech nowotworu (ang. hallmarks of cancer), do
ktorych naleza: niezaleznos¢ od zewnetrznych czynnikow wzrostowych, niewrazliwo$¢ na sygnaty
hamujace wzrost, tworzenie przerzutéw, nieograniczona zdolno$¢ do podziatow, angiogeneza oraz
unikanie apoptozy (Hanahan i Weinberg 2000). Po 11 latach, autorzy uzupetnili liste o dwie nowe
cechy: zmiana metabolizmu komorek oraz unikanie zniszczenia przez uklad odpornosciowy
(Hanahan i Weinberg 2011). Role uktadu odporno$ciowego w procesie progresji nowotworu
naukowcy dostrzegli juz na poczatku XX w., kiedy to Paul Ehrlich wysunat hipoteze, wedtug ktorej
komorki nowotworowe powstaja w organizmie w sposob ciagly, a nastepnie s3 identyfikowane
1 eliminowane przez uktad odpornosciowy zanim dojdzie do rozwoju nowotworu. W potowie
XX w., Burnet i Thomas zaproponowali podobng hipotezg, ktora zyskata miano nadzoru
immunologicznego. Obecnie wiadomo, ze uktad odpornosciowy oddziatujac na rozwijajacy sig
nowotwor eliminuje zmienione komorki, jednocze$nie dokonujgc selekcji  komorek
immunogennych, pozostawiajac te, ktore staty si¢ nierozpoznawalne dla komorek efektorowych.

Proces ten, nazwany immunoedycja, sktada si¢ z trzech faz: eliminacji, rownowagi oraz ucieczki

(ryc. 1).

1.1.1. Trzy fazy immunoedycji: eliminacja, rownowaga i ucieczka

W pierwszej fazie procesu immunoedycji, uktad odpornosciowy dokonuje eliminacji
komorek, ktore zyskaly cechy komérek nowotworowych. Mimo ze proces ten nie zostal rozpoznany
Klinicznie z powodu zbyt wczesnej fazy rozwoju choroby nowotworowej, 0 jego istnieniu §wiadcza
obserwacje z badan na modelach zwierzecych, jak rowniez dane pochodzace od pacjentow.
Zaobserwowano bowiem, ze u myszy z niedoborami odpornosci o wiele czesciej dochodzi do
rozwoju nowotworow, zaréwno tych indukowanych chemicznie, jak i spontanicznych (Kaplan i in.
1998; Shankaran i in. 2001). Podobnie, u pacjentow cierpigcych na choroby zwigzane z niedoborem
odpornosci, czy tez przyjmujacych leki warunkujace immunosupresje, obserwuje si¢ zwigkszong
zapadalno$¢ na choroby nowotworowe, w poréwnaniu do catej populacji (Boshoff i Weiss 2002;
Vajdic i in. 2006). W eliminacji komdrek nowotworowych biorg udziat mechanizmy odpornosci
wrodzonej, jak 1 nabytej. Uktad odpornosciowy jest aktywowany poprzez sygnaty zagrozenia, ktore
pojawiaja si¢ juz w poczatkowej fazie rozwoju nowotworu i sg rozpoznawane przez komorki
nalezace do wrodzonej odpowiedzi odpornosciowej, takie jak komorki NK, NKT czy limfocyty

Ty, a takze przez komorki dendrytyczne (ang. dendritic cells, DC) (Kim i in. 2007). Do sygnatow

13



WSTEP

tych naleza tzw. molekularne wzorce zwigzane z uszkodzeniem (ang. damage-associated molecular
patterns, DAMP), ktore sg uwalniane bezposrednio z martwych komorek nowotworowych lub
z tkanek uszkodzonych podczas gwaltownego wzrostu guza (Schreiber i in. 2011). Komorki
nowotworowe ze wzgledu na zmieniong proliferacje oraz uruchomienie szlakéw zwigzanych ze
stresem komorkowym, wykazuja zwigkszong ekspresj¢ ligandéw dla receptoréw NKG2D, przez co
moga zostaé rozpoznane przez komoérki wrodzonej odpornosci. Komoérki NK, NKT oraz limfocyty
Tyo wydzielaja interferon y (IFN-y), ktory hamuje proliferacj¢ oraz indukuje apoptozg komorek
nowotworowych (Kim i in. 2007). Ponadto, cytokina ta promuje ekspresj¢ glownego uktadu
zgodnosci tkankowej klasy I (ang. major histocompatibility complex, MHC) na powierzchni
komorek nowotworowych, tym samym ultatwia ich rozpoznanie limfocytom T cytotoksycznym
(ang. cytotoxic T lymphocytes, CTL) (Shankaran i in. 2001). Interferony typu I (IFN-a, IFN-f), do
produkcji ktorych zdolne sa plazmocytoidalne DC, przyczyniaja si¢ do aktywacji komorek
odpowiedzi wrodzonej oraz zwiekszajg aktywno$¢ CTL (Woo i in. 2015). Aktywowane komorki
NK, NKT oraz limfocyty Tyd, oprocz produkeji IFN-y wykorzystuja takze inne mechanizmy do
eliminacji komorek nowotworowych, takie jak wydzielanie ziaren cytolitycznych zawierajacych
perforyng i granzymy oraz ekspresja czasteczek TRAIL i FasL (Woo i in. 2015). Uwolnione
antygeny nowotworowe sg pochlaniane przez komorki dendrytyczne, ktore nastepnie migruja do
weztow chtonnych i aktywuja swoista odpowiedZ przeciwnowotworowag poprzez prezentacje
antygenéw dziewiczym limfocytom T pomocniczym (ang. T helper, Th) oraz limfocytom T
cytotoksycznym. Swoiste limfocyty T moga migrowaé w miejsce rozwoju nowotworu, gdzie
przyczyniaja si¢ do eliminacji komoOrek nowotworowych produkujac cytokiny (Th) Ilub
wykorzystujac mechanizmy cytotoksycznosci (CTL) (Kim i in. 2007).

W sytuacji, gdy w wyniku procesu eliminacji nie wszystkie komorki nowotworowe zostang
zniszczone, moze nastapi¢ kolejna faza immunoedycji, ktora jest rownowaga. Uwaza sig, ze
nowotwoér w fazie rownowagi moze znajdowac si¢ nawet przez wiele lat, podczas ktorych komorki
efektorowe rozpoznaja komorki nowotworowe i dokonuja ich ciaglej eliminacji, przy czym
zachowana jest rdwnowaga pomigdzy proliferacja komoérek nowotworowych a ich $miercia.
Zachodzenie tego procesu potwierdzono podczas doswiadczenia przeprowadzonego
z wykorzystaniem modelu migsaka indukowanego metylocholantrenem (ang. methylcholanthrene,
MCA) (Koebel i in. 2007). Po podaniu myszom niskiej dawki MCA, u wigkszos$ci zwierzat pojawity
si¢ mate guzy, ktore nie rozwijaty si¢ przez kolejne 200 dni obserwacji. Jednak, kiedy myszom
podano przeciwciala skierowane przeciwko limfocytom T CD4", T CD8*, IFN-y lub
interleukinie 12 (IL-12), nastgpowat gwaltowny przyrost masy guzoéw. Natomiast, takiego zjawiska
nie obserwowano po eliminacji komoérek NK, a takze bialek niezbednych do prawidlowego
dziatania tych komorek, takich jak NKG2D oraz TRAIL (Koebel i in. 2007). Z tych obserwacji
wynika, Ze za powstrzymywanie progresji nowotworu w fazie rownowagi odpowiedzialna jest tylko

odporno$¢ nabyta, co umozliwia rozroznienie tego etapu immunoedycji od eliminacji, w ktorej
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niezb¢dna jest aktywno$¢ komoérek zaré6wno nalezacych do odpornosci nabytej, jak i tych
warunkujacych odpornos¢ wrodzona.

Komorki nowotworowe wykorzystujg r6zne mechanizmy, ktore umozliwiajg im przejscie
z fazy rownowagi do fazy ucieczki. Jednym z nich jest zmiana poziomu ekspresji antygenéw na ich
powierzchni, przez co komoérki uktadu odpornosciowego nie mogg ich rozpozna¢. W fazie
réwnowagi, swoiste limfocyty T eliminuja immunogenne komorki nowotworowe. Dochodzi wtedy
do naturalnej selekcji, w wyniku ktorej przy zyciu pozostaja komoérki wykazujace ekspresje
antygendw, ktore nie wywotujg reakcji odpornosciowej. Ponadto, komorki nowotworowe moga
unika¢ rozpoznania przez limfocyty T poprzez utrat¢ ekspresji MHC | na skutek mutacji genow
kodujacych to biatko, badz gendéw biatek biorgcych udzial w przetwarzaniu oraz transporcie
antygenow (Khong i Restifo 2002). Innym mechanizmem warunkujacym niewrazliwo$¢ komorek
nowotworowych na dzialanie komodrek odpornosciowych o aktywnosci cytotoksycznej jest
nadekspresja biatek anty-apoptotycznych (Schreiber i in. 2011). Co wiecej, komorki nowotworowe
indukujg ksztattowanie si¢ silnie immunosupresorowego mikrosrodowiska nowotworowego
(ang. tumor microenvironment, TME), ktore poprzez hamowanie odpowiedzi odporno$ciowe;j
umozliwia ucieczke spod nadzoru immunologicznego. W efekcie opisanych zmian, komorki
nowotworowe s3a zdolne do niekontrolowanej przez uklad odporno$ciowy proliferacji, w wyniku

czego nastepuje szybka progresja objawow klinicznych choroby.

ELIMINACJA . ( ROWNOWAGA ) ( UCIECZKA

perforyna

\ @ @ granzymy

Ta) 5 s . ° - immunogenne nieimmunogenne
{_ komoérki prawidtowe & antygeny nowotworowe 7 o o
komoérki nowotworowe komérki nowotworowe

Ryec. 1. Udziat komorek uktadu odporno$ciowego w procesie immunoedycji. Rozwiniecie zastosowanych skrotow
przedstawiono w wykazie skrotéw. Na podstawie Schreiber i in. 2011.
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1.1.2. Rola mikrosrodowiska nowotworu w progresji choroby

Powstanie mikrosrodowiska nowotworu bogatego w czynniki o charakterze
immunosupresorowym jest etapem, ktory umozliwia dalszy rozwdj choroby. Oprécz komorek
nowotworowych, sklada si¢ ono z komodrek s$rodbtonka tworzacych naczynia krwionos$ne,
fibroblastow zwigzanych z nowotworem (ang. cancer associated fibroblasts, CAF) oraz komorek
odpornosciowych (Hanahan i Coussens 2012). Cho¢ w poczatkowych etapach rozwoju nowotworu
komorki uktadu odpornosciowego sg zdolne do eliminacji komorek nowotworowych, to pod
wptywem czynnikoéw wydzielanych przez TME, aktywnos$¢ komoérek efektorowych zostaje
zahamowana, a do nowotworu naptywaja komorki o charakterze supresorowym. Wydzielane przez
komarki nowotworowe cytokiny i czynniki wzrostu, takie jak transformujacy czynnik wzrostu
(ang. transforming growth factor, TGF-p), interleukina 10 (IL-10) czy czynnik wzrostu §rodbtonka
naczyniowego (ang. vascular endothelial growth factor, VEGF) wptywaja na zahamowanie
aktywnosci komorek efektorowych o dziataniu przeciwnowotworowym (Vesely i in. 2011).
Ponadto, aktywno$¢ enzymow produkowanych w TME powoduje zmniejszenie dostgpnosci
aminokwasow niezbednych dla efektorowych limfocytéw T do prawidtowego funkcjonowania.
Degradacja argininy przez arginazg 1 oraz tryptofanu przez 2,3-dioksygenaze indoloaminy (IDO)
prowadzi do zahamowania proliferacji oraz anergii tych komérek (Mondanelli i in. 2017). Komérki
nowotworowe oraz komorki CAF moga wykazywac ekspresje czasteczek takich jak PD-L1,
PD-L2 (ang. programmed death-ligand) i FasL, ktore po przytaczeniu do odpowiednich receptorow
na powierzchni komorek efektorowych indukuja ich apoptoze (Vesely i in. 2011; Lakins i in. 2018).
Natomiast, rozpuszczalne formy Fas i1 FasL (sFas, sFasL), pojawiajace si¢ w TME na skutek
aktywno$ci metaloproteinaz wydzielanych przez komoérki nowotworowe, blokuja czasteczki
docelowe uniemozliwiajac wykorzystanie tego mechanizmu cytotoksycznosci przez CTL
(Webb i in. 2002). Z kolei, rozpuszczalne formy kompleksu MICA/B, obnizaja poziom ekspresji
receptorow NKG2D na powierzchni komorek NK, co prowadzi do hamowania mechanizméw
aktywnosci cytotoksycznej tych komorek warunkowanych przez receptory NKG2D
(Baginska i in. 2013).

Za zahamowanie aktywnosci przeciwnowotworowej komorek efektorowych w TME
odpowiedzialne sg takze komorki uktadu odpornosciowego o charakterze immunosupresorowym,
takie jak limfocyty T regulatorowe (ang. T regulatory, Treg), komorki supresorowe pochodzenia
mieloidalnego (ang. myeloid-derived suppressor cells, MDSC) czy makrofagi zwigzane
z nowotworem (ang. tumor associated macrophages, TAM), ktorych réznicowanie i rekrutacja do
TME jest warunkowana przez cytokiny, chemokiny oraz czynniki wzrostu produkowane przez

komorki nowotworowe, jak rowniez przez inne komorki naciekajace TME.
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1.1.2.1. Limfocyty T regulatorowe

Limfocyty T regulatorowe sg subpopulacjg limfocytow T CD4", ktore mogg powstawacd
w grasicy jako naturalne limfocyty T regulatorowe (nTreg) i migrowa¢ do TME w odpowiedzi na
produkowane tam chemokiny lub poprzez réznicowanie dziewiczych limfocytow T CD4*
zachodzace pod wptywem IL-10 i TGF-§ (iTreg) (Peterson 2012). Indukcja limfocytow Treg jest
wspierana przez oddzialywanie czasteczki PD-L1, obecnej na powierzchni komdrek
nowotworowych lub komorek mieloidalnych o potencjale supresorowym, z receptorem PD-1
wystepujacym na powierzchni limfocytow T. Efektem takich oddzialywan jest zwigkszenie
ekspresji FoxP3 — czynnika transkrypcyjnego charakterystycznego dla populacji limfocytéw Treg
(Francisco i in. 2009). Limfocyty Treg indukujg immunosupresje poprzez wykorzystanie réznych
mechanizmow, zaleznych od bezposredniego kontaktu z komoérka docelows, jak i opartych na
wydzielaniu czynnikdéw rozpuszczalnych (Paluskievicz i in. 2019). Poprzez ekspresje czasteczek
CTLA-4 oddziatujacych z CD80/CD86 oraz LAG-3 i Nrp-1, ktore oddziatujag z MHC II, limfocyty
Treg hamuja dojrzewanie DC uniemozliwiajgc tym samym prezentacje antygendw dziewiczym
limfocytom T (Paluskievicz i in. 2019). Limfocyty Treg hamujg zdolno$¢ komoérek DC do aktywacji
odpowiedzi przeciwnowotworowej rowniez poprzez wydzielanie TGF-B, ktory powoduje
obnizenie poziomu ekspresji czasteczek kostymulujacych oraz MHC II przez DC, a takze moze
indukowa¢ konwersj¢ prekursoréow tych komorek w kierunku populacji DC o wilasciwosciach
regulatorowych lub populacji MDSC o aktywnosci supresorowej (Hargadon 2016). Ponadto,
limfocyty Treg oddziatuja bezposrednio na populacje efektorowych limfocytow T. Komorki te sg
zdolne do wytwarzania perforyny i granzymow, przez co wywoluja efekt cytotoksyczny wobec
limfocytow T (Cao i in. 2007). Poprzez wysoka ekspresj¢ podjednostki a receptora dla IL-2 (CD25),
wigza t¢ cytokine z wysokim powinowactwem. W rezultacie, jej dostepnos¢ dla innych populacji
efektorowych limfocytow T jest obnizona, co powoduje zahamowanie ich proliferacji
(Busse i in. 2010). Limfocyty Treg wytwarzaja rowniez IL-10, ktorej wpltyw na odpowiedz

przeciwnowotworowg zostal omowiony w dalszej czesci pracy.

1.1.2.2. Komorki supresorowe pochodzenia mieloidalnego

Komorki supresorowe pochodzenia mieloidalnego to heterogenna populacja niedojrzatych
komorek, ktoére powstaja w procesie mielopoezy, zaburzonym przez czynniki pochodzenia
nowotworowego, takie jak GM-CSF, IL-6, TNF-a, IL-1pB, PGE2 oraz biatka wigzace wapn S100A8
i SI00A9 (Anger i Rossowska 2018). Wsrod tych komorek mozna wyrdznic¢ subpopulacje komorek
monocytarnych (M-MDSC) oraz granulocytarnych (PMN-MDSC). U myszy, MDSC
identyfikowane sga na podstawie ekspresji markerow CD11b, Ly6C oraz Ly6G. M-MDSC
charakteryzujg si¢ wysokim poziomem ekspresji Ly6C (CDI11b*Ly6C'Ly6G’), natomiast
PMN-MDSC wykazuja niski poziom ekspresji Ly6C i wysoki Ly6G (CD11b*Ly6C"Ly6G").

17



WSTEP

MDSC, wykorzystujac roézne mechanizmy supresji, hamujg aktywno$¢ komorek
immunokompetentnych w TME, promujac tym samym ucieczk¢ nowotworu spod nadzoru
immunologicznego. Jednym ze sposobow obnizenia aktywnosci limfocytéw T jest wydzielanie
reaktywnych form tlenu (ROS) i azotu (RNS) przez MDSC, ktore powstaja w wyniku reakcji
przeprowadzanych przez oksydaz¢ NADPH i syntaze tlenku azotu (Corzo i in. 2009). Stres
oksydacyjny wywotany przez ROS moze indukowac apoptoze limfocytow T. Ponadto, czasteczki
RNS poprzez nitracj¢ reszt tyrozynowych receptorow TCR, czasteczek MHC 1 oraz niektorych
chemokin obnizajg zdolnos¢ limfocytow T do oddziatywania z komorkami prezentujagcymi antygen
(ang. antigen presenting cells, APC) i komoérkami docelowymi, a takze redukujg zdolnosci
migracyjne komdrek w kierunku TME (Nagaraj i in. 2007; De Sanctis i in. 2014). Aktywnos¢
enzymatyczna MDSC prowadzi takze do deplecji niektorych aminokwasdéw niezbgdnych do
prawidtowego funkcjonowania limfocytow T. Wytwarzane przez MDSC arginaza 1 i Syntaza
tlenku azotu przetwarzaja argining, zmniejszajac tym samym dostepno$¢ tego aminokwasu w TME.
Limfocyty T w $rodowisku zubozonym o ten aminokwas wykazuja obnizony poziom ekspresji
fancucha zeta czasteczki CD3, przez co nie jest mozliwe powstawanie kompleksoéw TCR/CD3
i aktywacja tych komorek (Rodriguez i in. 2004). MDSC produkuja takze IDO — enzym
uczestniczacy w konwersji tryptofanu do kinureniny. Rezultatem przeprowadzanej reakcji jest
niedobor tryptofanu, ktory moze skutkowa¢ zahamowaniem procesu translacji w limfocytach T
(Munn i in. 2005). Oprocz tego, kinurenina powoduje zahamowanie aktywnosci efektorowych
limfocytéw T poprzez blokowanie §ciezki zaleznej od IL-2, a takze indukuje ekspresj¢ CTLA-4
i PTEN w limfocytach T CD4", co prowadzi do réznicowania tych komérek w kierunku limfocytow
Treg (Routy i in. 2016). Innym aminokwasem, ktorego dostgpnosc jest ograniczona w wyniku
aktywno$ci MDSC jest cysteina. Ze wzgledu na to, ze limfocyty T nie sg zdolne do syntezy tego
aminokwasu, w prawidtowych warunkach jest on im dostarczany przez komorki dendrytyczne lub
makrofagi podczas prezentacji antygenu. MDSC sa zdolne do pobierania tego aminokwasu,
natomiast nie wykazujg ekspresji biatek transporterowych odpowiedzialnych za jego wydzielanie.
W rezultacie, MDSC konkurujac o cysteing z komérkami prezentujacymi antygen, zmniejszaja jej
dostepnos¢ limfocytom T, co skutkuje zahamowaniem procesu aktywacji tych komdrek
(Srivastava i in. 2010). MDSC obnizaja zdolnosci migracyjne dziewiczych limfocytow T poprzez
ekspresj¢ blonowego biatka ADAMI17 (ang. a disintegrin and metaloproteinase domain 17)
(Hanson i in. 2009). Podczas bezposredniego kontaktu komorek enzym ten przeprowadza reakcje
proteolizy L-selektyny (CD62L), ktora warunkuje zdolnos¢ limfocytow T do migracji w kierunku
weztow chlonnych. W efekcie, proces aktywacji swoistej odpowiedzi odpornosciowe]j zostaje
zahamowany. MDSC wykazujg takze ekspresje czasteczki PD-L1, ktorej poziom wzrasta pod
wplywem czynnika transkrypcyjnego HIF-1a (ang. hypoxia-inducible factor a), przez co moga
wykazywac silng supresje wobec limfocytow T w warunkach niedoboru tlenu, ktore czgsto panuja

w TME (Noman i in. 2014).
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1.1.2.3. Makrofagi zwigzane z nowotworem

Makrofagi zwigzane z nowotworem to populacja wystepujacych w TME komorek
odporno$ciowych, ktore wspierajg rozwdj nowotworu poprzez promowanie neowaskularyzacji,
przerzutowania oraz immunosupresji. W poczatkowej fazie procesu nowotworzenia, w wyniku
obecnosci czynnikéw prozapalnych, takich jak IFN-y, dochodzi do rekrutacji makrofagow typu
pierwszego (M1), ktore wspomagaja odpowiedz typu Th1. Poprzez produkcje cytokin prozapalnych
takich jak IL-12, IL-6, TNF-a i IL-23 oraz wysoka ekspresje czasteczek MHC | i MHC 11, komorki
typu M1 sg zdolne do aktywacji swoistej odpowiedzi przeciwnowotworowej (Chanmee i in. 2014).
Jednak, wraz z rozwojem nowotworu, w wyniku tworzenia si¢ TME, w ktorym dominujg czynniki
o charakterze immunosupresorowym, komorki typu M1 ulegaja konwersji do komoérek typu M2
o wlasciwosciach pronowotworowych. Zmiang t¢ promujg cytokiny charakterystyczne dla
odpowiedzi typu Th2 (IL-4, IL-13), a takze IL-10 i TGF-B (Biswas i Mantovani 2010).
W niektorych przypadkach TAM, z ktorych wiekszos¢ wykazuje wlasciwosci komorek typu M2,
moga stanowi¢ nawet potowe masy guzow (Zheng i in. 2017). TAM wydzielajg IL-10, TGF-p oraz
PGE2, przez co wspieraja supresj¢ wobec efektorowych limfocytow Th i CTL. Ponadto, podobnie
jak  MDSC, poprzez ekspresj¢ arginazy 1 oraz IDO powoduja deplecje argininy
i tryptofanu, hamujgc aktywacj¢ efektorowych limfocytow T (Petty i Yang 2017). TAM promujg
migracje MDSC oraz limfocytow Treg w kierunku TME. Wydzielane przez nie chemokiny CCL17,
CCL18 i CCL22 warunkuja rekrutacje limfocytow Treg, z kolei produkowana w duzych ilosciach
CCL2 powoduje migracje M-MDSC (Yang i Zhang 2017; Lesokhin i in. 2012). Wykazano rowniez,
ze TAM indukuja ekspresje¢ czynnika transkrypcyjnego FoxP3 oraz czasteczki CTLA-4
w limfocytach T CD4" i tym samym promuja ich réznicowanie w kierunku limfocytow Treg
(Daurkin i in. 2011). Z kolei, poprzez ekspresje czasteczek PD-L1, CD80 i CDS86, ktore sa
ligandami dla PD-1 i CTLA-4 wystepujacych na powierzchni efektorowych limfocytow T, TAM
hamuja swoista odpowiedz przeciwnowotworowa (Petty i Yang 2017). TAM wplywaja takze na
mechanizmy odpowiedzi nieswoistej warunkowanej przez komorki NK. Zaobserwowano bowiem,
ze poprzez wydzielanie TGF-B, TAM hamuja aktywnos$¢ cytotoksyczng komorek NK
(Krneta i in. 2017).

Progresja nowotworu jest silnie zwigzana z rodzajem oddzialywan pomiedzy komorkami
tworzacymi TME a czasteczkami warunkujacymi kierunek odpowiedzi odpornosciowej podczas
procesu kancerogenezy, do ktorych naleza cytokiny. Zarowno liczebno$¢ wymienionych populacji
komoérek o charakterze immunosupresorowym, jak i stezenie cytokin promujacych rozwdj
nowotworu nalezg do czynnikdéw prognostycznych. Jedng z cytokin, ktora bierze udziat w supresji

indukowanej przez limfocyty Treg, MDSC oraz TAM znajdujacych si¢ TME jest interleukina 10.
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1.2. Wplyw interleukiny 10 na aktywnos¢ komoérek odpornosciowych
w mikrosrodowisku nowotworu

Interleukina 10 jest cytoking o dziataniu plejotropowym, ktora bierze udziat w regulacji
procesow zapalnych. Poczatkowo IL-10 zyskala miano czynnika hamujacego synteze cytokin
(ang. cytokine synthesis inhibitory factor, CSIF) (Fiorentino i in. 1989). Zidentyfikowana zostata
bowiem jako biatko produkowane przez limfocyty Th2 powodujace obnizenie zdolnosSci
limfocytéw Thl do produkcji cytokin prozapalnych. Obecnie jednak wiadomo, ze producentami
IL-10 moga by¢ réwniez inne populacje komoérek uktadu odpornosciowego, a wérod nich limfocyty
Treg, Thl, Thl7, limfocyty B, limfocyty T cytotoksyczne, komorki dendrytyczne, makrofagi,
MDSC, komoérki NK, neutrofile, eozynofile czy komorki tuczne (Ng i in. 2013). Zrédtem tej
cytokiny mogg by¢ takze keratynocyty, komorki nabtonkowe oraz komorki nowotworowe.
Interleukina 10 oddziatuje na komoérki poprzez receptor ztozony z podjednostek IL-10R1 i IL-10R2,
z ktorych IL-10R1 jest podjednostka unikalng dla IL-10, a IL-10R2 wystepuje rowniez
w receptorach innych cytokin (Donnelly i in. 1999; Walter 2014). Ze wzglgdu na wielokierunkowe
dziatanie IL-10, jej wptyw na proces kancerogenezy zalezy od wielu czynnikow, takich jak profil
cytokinowy 1 komorkowy mikrosrodowiska nowotworowego oraz etap odpowiedzi
odpornosciowej. Nalezy rowniez podkresli¢, ze glowng rolg IL-10 jest utrzymanie homeostazy
w organizmie. Interleukina 10 moze zatem promowac¢ immunosupresj¢ lub wrecz odwrotnie,
dziata¢ immunostymulujgco. Na rycinie 2 przedstawiono wplyw IL-10 na wybrane populacje

komoérek w mikro$rodowisku nowotworu.

1.2.1. Wiasciwosci immunosupresorowe IL-10

Dane kliniczne, jak rowniez wyniki badan prowadzonych z wykorzystaniem mysich modeli
nowotworow wskazuja, ze pojawiajaca sie w TME IL-10 moze wykazywac aktywno$¢ supresorowa
wobec komorek uktadu odpornosciowego naciekajacych guz nowotworowy i tym samym
promowacé progresj¢ choroby. Obecno$¢ IL-10 wykazano w tkankach nowotworowych pobranych
od pacjentow m. in. z czerniakiem, rakiem jajnika, gruczotu piersiowego, trzustki i ptuca
(Sato i in. 2011). Analiza danych uzyskanych podczas badan klinicznych potwierdzita rowniez, ze
podwyzszone stezenie IL-10 we krwi pacjentdéw z chorobami nowotworowymi najczesciej wigze
si¢ ze ztymi prognozami (Zhao i in. 2015). Cytokina ta hamuje aktywacje odpowiedzi
przeciwnowotworowej wptywajac na proces dojrzewania i aktywno$¢ komorek prezentujacych
antygen, indukujac powstawanie komoérek immunosupresorowych oraz oddziatujac na limfocyty T
i komorki NK.

Wczesne badania nad rola IL-10 w procesie roznicowania monocytarnych komorek
prezentujgcych antygen, prowadzone w ukladzie in vitro z wykorzystaniem prekursorow

makrofagéw 1 komorek dendrytycznych, wykazaty, ze IL-10 wplywa na obnizenie poziomu
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ekspresji czasteczki adhezyjnej ICAM-1 (ang. intercellular adhesion molecule-1) oraz czasteczek
kostymulujacych CD80 i CD86 na monocytach, a tym samym hamuje proces ich roznicowania
w kierunku komorek zdolnych do aktywacji limfocytow T (Willems i in. 1994). Zaobserwowano
rowniez, ze cytokina ta indukuje zatrzymanie kompleksow MHC ll-peptyd w endosomach
redukujac akumulacje¢ czagsteczek MHC Il na powierzchni monocytow (Koppelman i in. 1997).
Interleukina 10 wptywa takze na dojrzewanie APC warunkowane przez aktywacj¢ receptorow toll-
podobnych (ang. toll-like receptors, TLR). Po przylaczeniu do receptora, IL-10 indukuje
fosforylacj¢ czynnika transkrypcyjnego STAT3, ktory nastepnie stymuluje ekspresje bialek
bioragcych udzial w zahamowaniu kaskad sygnatowych inicjowanych przez ligandy TLR
(Mittal i Roche 2015). Z drugiej strony, zalezna od receptorow TLR stymulacja niedojrzatych
komarek dendrytycznych prowadzi do zwigkszenia poziomu ekspres;ji IL-10, ktdra z kolei aktywuje
biatko STAT3 prowadzac do podwyzszenia poziomu ekspresji czasteczki PD-L1
(Wolfle i in. 2011). Co wigcej, APC w obecnosci IL-10 wykazuja obnizong zdolnos$¢ do produkcji
IL-12, cytokiny niezb¢dnej podczas indukcji odpowiedzi typu Thl (Ma i in. 2015). Wszystkie
zmiany zachodzace w APC pod wptywem IL-10 moga rzutowac na proces aktywacji limfocytow T
i powodowac¢ obnizenie liczebnosci komoérek immunokompetentnych w TME.

Nalezy zaznaczy¢, ze wrazliwo$¢ komorek prezentujacych antygen na IL-10 jest r6zna
w zaleznosci od stopnia ich zréznicowania. Prekursory makrofagow i komorek dendrytycznych
wykazuja wysoki poziom ekspresji podjednostki IL-10R1 receptora, ktéra odpowiada za wigzanie
IL-10. Wraz ze wzrostem stopnia dojrzalosci makrofagow, poziom ekspresji IL-10R1 na ich
powierzchni ro$nie, przez co komorki te stajg si¢ jeszcze bardziej wrazliwe na dziatanie cytokiny
(von Lanzenauer i in. 2015). Pod wptywem IL-10 makrofagi ulegaja polaryzacji w kierunku
komorek typu M2, ktére same rowniez wydzielaja t¢ cytoking. Sica i in., wykazali, ze 1L-10
produkowana przez makrofagi zwigzane z nowotworem, wyizolowane z guzoéw mysiego
wiokniakomiesaka, moze oddzialywa¢ autokrynnie, powodujac obnizenie ekspresji IL-12
w badanych komdrkach (Sica i in. 2000). Z drugiej strony, w badaniach przeprowadzonych na
mysim modelu raka gruczotu piersiowego stwierdzono, ze 1L-10 wydzielana przez makrofagi
infiltrujace guzy powoduje obnizenie poziomu ekspresji 1L-12 w DC, a tym samym hamuje
indukcj¢ swoistej odpowiedzi przeciwnowotworowej (Ruffell i in. 2014). Analizy danych
pochodzacych od pacjentdéw chorych na niedrobnokomoérkowego raka pluc wskazujg, ze
podwyzszony poziom ekspresji IL-10 w TAM koreluje z zaawansowanym stadium choroby i ztymi
prognozami (Zeni i in. 2007; Wang i in. 2011).

W przeciwienstwie do makrofagdéw, dojrzale komorki dendrytyczne sa mniej wrazliwe na
IL-10, poniewaz wykazuja ekspresje IL-10R1 na duzo nizszym poziomie niz komorki
prekursorowe (von Lanzenauer i in. 2015). Pomimo to Fujii i in. zaobserwowali, ze podanie
myszom IL-10 krotko przed oraz po zastosowaniu szczepionek, zawierajacych dojrzale DC

stymulowane antygenami nowotworowymi, obnizato ich zdolno$¢ do indukcji odpowiedzi
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przeciwnowotworowej, a wszczepione tydzien po immunizacji komorki nowotworowe tworzyly
szybko rozwijajace si¢ guzy (Fujii i in. 2001). Komorki dendrytyczne poddane dziataniu IL-10,
same produkuja IL-10, ktéra moze oddziatywa¢ autokrynnie, podtrzymujac niedojrzaty status tych
komorek, lub parakrynnie, ukierunkowujac polaryzacje limfocytow T podczas prezentacji
antygenéw. Limfocyty T CD4" i T CD8" aktywowane przez DC wczesniej traktowane IL-10
okazujg si¢ anergiczne — niewrazliwe na stymulacje antygenowa (Steinbrink i in. 2002).
Zaobserwowano rowniez, ze wyizolowane od myszy DC, ktore charakteryzuja si¢ podwyzszonym
poziomem ekspresji IL-10, wykazujg obnizong zdolno$¢ do aktywacji limfocytow T
cytotoksycznych (Llopiz i in. 2016). Ponadto, prezentacja antygendw dziewiczym limfocytom
T CD4" przez niedojrzale DC wydzielajace IL-10 moze prowadzi¢ do polaryzacji limfocytow
w kierunku Treg, zdolnych do produkcji IL-10 oraz TGF-$ (Dennis i in. 2013).

Interleukina 10 moze rowniez bezposrednio hamowac¢ aktywacje limfocytow T zalezng od
sygnatu kostymulujacego przekazywanego przez komorki prezentujace antygen. Oddziatywanie
IL-10 z receptorem dla tej cytokiny znajdujagcym si¢ na powierzchni limfocytu T powoduje
defosforylacje czasteczki CD28, co prowadzi do zahamowania $ciezki sygnatlowej uruchamiane;j
podczas oddziatywania CD28 z czasteczkami kostymulujacymi CD80/CD86 obecnymi na
powierzchni komoérek prezentujacych antygen (Taylor i in. 2007). Ponadto, IL-10 moze wptywaé
na aktywno$¢ efektorowych limfocytow Th. Juz pierwsze badania na temat dziatania tej cytokiny
wykazaty, ze obniza ona zdolno$¢ limfocytow Thl do produkcji cytokin prozapalnych takich jak
IL-2, IFN-y i TNF-a (Fiorentino i in. 1989). Interleukina 10 moze roéwniez hamowa¢ wydzielanie
IFN-y 1 TNF-o przez komoérki NK, co wigze si¢ z obnizeniem ich potencjalnej aktywnosci
przeciwnowotworowej (Conti i in. 2003). Odnotowano réwniez wptyw IL-10 na obnizenie
aktywnosci limfocytow Th2. Komorki te, poddane dziataniu tej cytokiny wykazuja nizszy poziom
produkcji IL-4 i IL-5. Ponadto wykazano, ze IL-10 hamuje proliferacj¢ limfocytow Thl i Th2
zalezng od swoistej stymulacji antygenowej (Del Prete i in. 1993). Podobnie jak w przypadku
populacji komorek monocytarnych, wrazliwos¢ limfocytow T na IL-10 jest r6zna w zaleznosci od
stopnia aktywacji tych komorek. Komoérki pamigci wykazuja obnizony poziom ekspresji receptora
IL-10, przez co s3 mniej wrazliwe na oddziatywanie tej cytokiny niz dziewicze limfocyty T
(Dennis i in. 2013).

Interleukina 10, wptywajac na fenotyp komorek nowotworowych, moze posrednio hamowac
zdolnos$¢ komorek efektorowych do rozpoznawania komorek docelowych. Wykazano, ze komorki
czerniaka poddane dziataniu IL-10 wykazuja obnizony poziom ekspresji biatek TAP1/TAP2
(ang. transporter associated with antigen processing), ktore biora udziat w procesie transportu
peptyddéw z cytoplazmy do retikulum endoplazmatycznego. W wyniku tej zmiany, na powierzchni
komorek wystepuje mniej czasteczek MHC I zwigzanych z antygenami, co powoduje, ze komorki
nowotworowe sa rozpoznawane przez limfocyty T cytotoksyczne z duzo mniejszag wydajnoscia,

a z drugiej strony sg bardziej wrazliwe na dziatanie komérek NK (Kurte i in. 2004). Zaobserwowano
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jednak, ze IL-10 wplywa réowniez na obnizenie poziomu ekspresji biatka MICA, ligandu dla
receptora NKG2D, na powierzchni komorek nowotworowych, co prowadzi do zahamowania
aktywnosci cytotoksycznej komoérek NK (Serrano 1 in. 2011). Ponadto, IL-10 indukuje
w komorkach nowotworowych ekspresj¢ czasteczek HLA-G (ang. human leukocyte antigen-G),
ktore naleza do nieklasycznych antygenéw HLA 1 (Urosevic i Dummer 2003). Oddziatywanie
czasteczek HLA-G z receptorami ILT2 i ILT4 (ang. immunoglobulin-like transcript) moze
prowadzi¢ do zahamowania odpowiedzi przeciwnowotworowej zaleznej od aktywnosci komérek

NK, limfocytow T oraz DC (Rouas-Freiss i in. 2014).
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Ryc. 2. Immunosupresorowy i immunostymulujacy wptyw IL-10 na wybrane populacje komorek
mikro§rodowiska nowotworu. Rozwinigcie zastosowanych skrotow przedstawiono w wykazie skrotow.
Opracowanie wiasne.

1.2.2. Wiasciwosci immunostymulujgce IL-10

Wyniki badan prowadzonych z wykorzystaniem doswiadczalnych modeli nowotworow
wskazuja, ze IL-10 moze wykazywaé takze wlasciwosci immunostymulujace, przez co moze
wspiera¢ odpowiedz przeciwnowotworowg. Juz wczesne badania nad rolg IL-10 w aktywacji
odpowiedzi przeciwnowotworowej wykazaty, ze 1L-10 wydzielana przez komorki nowotworowe

przyczynia sie do indukcji limfocytow T CD8" o aktywnosci cytotoksycznej, a takze wptywa na
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wyksztalcenie pamigci immunologicznej (Giovarelli i in. 1995). W doswiadczeniach
prowadzonych z wykorzystaniem myszy z nokautem genu il10 (IL-107"), u ktérych chemicznie
indukowano nowotwory skory zaobserwowano, ze guzy rozwijaty sie intensywniej, a takze szybciej
tworzyly przerzuty niz u myszy typu dzikiego (Mumm i in. 2011). Natomiast, podskdrne podanie
IL-10 prowadzitlo do zahamowania wzrostu guzéw, a nawet calkowitego wyleczenia myszy
z rozwijajacym si¢ rakiem gruczotu sutkowego oraz rakiem kolczystokomérkowym skory,
czemu towarzyszytlo pobudzenie swoistych wobec antygendow nowotworowych CTL
(Emmerich i in. 2012; Mumm i in. 2011). Odnotowano réwniez, ze IL-10 indukowata fosforylacje¢
STAT3 oraz STAT1 w limfocytach T CD8" znajdujacych sie w TME, co skutkowato wzmozona
produkcja IFN-y przez te komorki. Takiego efektu nie uzyskano jednak w przypadku limfocytéw
T CD4" i T CD8" zidentyfikowanych w narzgdach limfatycznych (Emmerich i in. 2012). Fu i in.
zaobserwowali, ze cho¢ IL-10 obniza skuteczno$¢ aktywacji CTL w wyniku krzyzowej prezentacji
antygenow przez DC, to jest ona niezb¢dna do utrzymania ich funkcji po klonalnej ekspansji
(Fu i in. 2015). Ponadto, wykazano, ze IL-10 wspiera aktywacje¢ CTL pamiegci, zarowno t¢
zachodzaca w wyniku powtornego kontaktu z antygenem, jak réwniez niezalezng od stymulacji
TCR i indukowang przez IL-15 (Fujii i in. 2001; Nizzoli i in. 2016).

Interleukina 10 moze takze wspiera¢ mechanizmy odpowiedzi wrodzonej, zalezne od
aktywno$ci komorek NK. W badaniach prowadzonych z wykorzystaniem mysich modelow
czerniaka i raka gruczotu sutkowego zaobserwowano, ze 1L-10 hamuje proces przerzutowania,
a efekt dzialania tej cytokiny jest zalezny od obecnosci komérek NK (Zheng i in. 1996;
Kundu i in. 1996). Wykazano bowiem, ze pod wplywem tej cytokiny, komorki NK charakteryzuja
si¢ zwickszong aktywnos$cig cytotoksyczng, a ponadto wykazuja podwyzszony poziom ekspresji

genow odpowiedzialnych za ich zdolnosci migracyjne (Mocellin i in. 2004).

1.3. Immunoterapia przeciwnowotworowa

Koncepcja wykorzystania naturalnych wtasciwosci uktadu odpornosciowego do walki
z nowotworem powstala juz pod koniec XIX w., kiedy to William Coley zaobserwowal, ze
rozwijajaca si¢ u pacjenta z migsakiem infekcja bakteryjna doprowadzita do catkowitego zaniku
nowotworu. W ramach terapii przeciwnowotworowej, postanowil on wstrzykiwa¢ mieszaning
martwych bakterii Streptococcus pyogenes oraz Serratia marcescens bezposrednio do guzéw,
powodujac pobudzenie uktadu odpornosciowego. Cho¢ nie u wszystkich pacjentow terapia
przyniosta oczekiwany efekt, u niektoérych doprowadzita do catkowitego wyleczenia. Prowadzone
przez wiele lat badania z zakresu immunologii nowotworéw znacznie poszerzyly wiedze na temat
mechanizmow odpornosci biorgcych udziat w procesie kancerogenezy, a immunoterapia stata si¢
obecnie jedna z najbardziej obiecujacych strategii stosowanych w walce z chorobami

nowotworowymi.
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Wsréd strategii  terapeutycznych opartych na wykorzystaniu komponentow uktadu
odpornosciowego mozna wyrozni¢ dwie formy immunoterapii: bierng i czynng. W immunoterapii
biernej efekt leczniczy uzyskuje si¢ poprzez bezposrednie oddziatywanie na komorki
nowotworowe. W tym rodzaju terapii wykorzystywane sg zarowno przeciwciata monoklonalne
wykazujace swoisto§¢ wobec antygenéw nowotworowych lub receptorow wystepujacych na
powierzchni komérek nowotworowych, jak rowniez aktywowane lub modyfikowane w warunkach
in vitro komorki uktadu odpornosciowego np. komoérki typu TIL (ang. tumor infiltrating
lymphocytes) lub limfocyty CAR-T (ang. chimeric antigen receptor T cells) (Galluzzi i in. 2014).
W immunoterapii czynnej, efekt terapeutyczny uzyskuje si¢ natomiast w sposob posredni, poprzez
aktywacj¢ odpowiedzi przeciwnowotworowej gospodarza. W metodzie tej stosowane sa czynniki
immunostymulujagce w postaci rekombinowanych cytokin, przeciwcial hamujacych szlaki
immunologicznych punktow kontroli lub inhibitorow cytokin supresorowych. Ponadto,
wykorzystywane sag komorkowe szczepionki przeciwnowotworowe zawierajace napromieniowane,
autologiczne lub allogeniczne komorki nowotworowe, stanowigce bezposrednie zrodio antygendw
nowotworowych, badz komorki dendrytyczne, stymulowane w warunkach in vitro, zdolne do
prezentacji antygendw nowotworowych i skutecznej aktywacji swoistej odpowiedzi
przeciwnowotworowej (Galluzzi i in. 2014). Oprocz komponentéw uktadu odpornosciowego, coraz
czgsciej rozwaza si¢ stosowanie cytostatykow w niskich dawkach jako uzupehienie schematow
immunoterapii przeciwnowotworowej. Wykazano bowiem, ze niektére z powszechnie
stosowanych lekow, w tym antracykliny, pochodne platyny oraz leki o dziataniu alkilujagcym, moga
dziata¢ immunomodulujaco, jesli zostang podane w odpowiedniej dawce (Opzoomer i in. 2019).
Z uwagi na coraz to wigksza roznorodno$¢ form immunoterapii oraz ze wzgledu na tematyke
niniejszej pracy, ponizej omdéwiono wybrane zagadnienia dotyczace mozliwosci wykorzystania
w immunoterapii szczepionek komérkowych zawierajagcych DC, inhibitoréw IL-10, jak rowniez
cyklofosfamidu (CY) stosowanego w dawkach wspomagajacych skuteczng reaktywacj¢ uktadu

odpornosciowego.

1.3.1. Wykorzystanie komdrek dendrytycznych w immunoterapii
1.3.1.1. Rola komdrek dendrytycznych w indukcji swoistej odpowiedzi przeciwnowotworowej

Komorki dendrytyczne, obok limfocytéow B oraz makrofagéw, stanowig populacje
profesjonalnych komorek prezentujacych antygen, ktore sa odpowiedzialne za aktywacje
1 regulacj¢ swoistej odpowiedzi odpornosciowej. Wsrod DC mozna wyrdzni¢ dwie gloéwne
subpopulacje komorek: mieloidalne, zwane takze konwencjonalnymi (¢cDC) oraz plazmocytoidalne
(pDC) (Strioga i in. 2013). Komorki dendrytyczne powstaja w szpiku kostnym z mieloidalnych
(cDC, pDC) oraz limfoidalnych (pDC) komorek progenitorowych. Plazmocytoidalne DC, ktdre po

opuszczeniu szpiku trafiajag do naczyn krwionosnych 1 migrujg do tkanek limfatycznych, biora
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udziat przede wszystkim w odpowiedzi przeciwwirusowej, moga jednak réwniez wspomagac
odpowiedz przeciwnowotworowa poprzez wydzielanie interferonow typu I. Konwencjonalne DC
stanowig natomiast populacj¢ komorek wyspecjalizowanych w pochlanianiu, przetwarzaniu
i prezentacji antygenow, dlatego tez zasiedlajg zaréwno tkanki limfatyczne, jak i nielimfatyczne
(Gardner i Ruffell 2016; Merad i in. 2013). W trakcie wedrowki po organizmie, niedojrzate DC
pochtaniaja napotkane antygeny wykorzystujac mechanizmy fagocytozy i makropinocytozy
(Mellman 2013). Pochtonigte antygeny sg przetwarzane i w postaci krotkich peptydow tworza
kompleksy z czgsteczkami MHC | i MHC I, ktére nastgpnie sg prezentowane na powierzchni DC
(Vyas i in. 2008). Chociaz DC w formie niedojrzatej wykazujg ekspresj¢ MHC, to na tym etapie
pochtaniane antygeny sg wolno procesowane, a tworzenie kompleksow peptyd-MHC jest mato
wydajne. Niedojrzate DC wykazuja rowniez niewielkg zdolnos¢ do wydzielania cytokin oraz niski
poziom ekspresji czasteczek kostymulujacych, co powoduje, ze nie sg one zdolne do aktywacji
limfocytow T (Mellman 2013). Proces dojrzewania DC jest inicjowany przez czynniki
rozpoznawane jako obce lub zwigzane z uszkodzeniem tkanek. Czasteczki pochodzenia
bakteryjnego lub wirusowego, zaliczane do tzw. molekularnych wzorcow zwigzanych z patogenami
(PAMP) sg ligandami receptorow rozpoznajacych wzorce (ang. pattern-recognition receptors,
PRR), do ktérych naleza m. in. receptory toll-podobne wystepujace na powierzchni DC. Do tzw.
wzorcow molekularnych zwigzanych z uszkodzeniem (DAMP) zalicza si¢ natomiast wystepujace
w przestrzeni zewnatrzkomorkowej ATP, biatko HMGBI1 (ang. high mobility group box 1), wolne
DNA i RNA oraz obecne na powierzchni martwych komorek biatka szoku cieplnego i kalretikuling.
Komoérki dendrytyczne moga rozpoznawaé jako DAMP takze zmienione antygeny wlasne, ktore
wystepuja na powierzchni komoérek nowotworowych (Strioga i in. 2013). Podczas dojrzewania DC
tracg zdolno§¢ do pochtaniania nowych antygendéw. Pochloni¢te antygeny sa przetwarzane,
a nastepnie prezentowane w kontekscie MHC na powierzchni komorek. Rosnie poziom ekspresji
czasteczek kostymulujacych, a takze zdolno$s¢ DC do wydzielania cytokin. Ponadto, poprzez
zwigkszong ekspresje receptora CCR7, ktorego ligandami sg chemokiny CCL19 i CCL21
wydzielane przez komoérki $rodblonka naczyn limfatycznych oraz komorki strefy przykorowej
wezlow chtonnych, DC migruja w kierunku wtornych narzadow limfatycznych (Worbs i in. 2017).

Po dotarciu do weztow chionnych, dojrzale i1 pobudzone DC prezentuja antygeny
limfocytom T poprzez utworzenie synapsy immunologicznej w miejscu bezposredniego kontaktu
dwoch komorek. W procesie tworzenia funkcjonalnej synapsy biorg udziat receptory oraz ligandy
obecne na powierzchni DC i limfocytow T, a takze liczne integryny, ktore stabilizuja potaczenie
pomigdzy komoérkami (Dustin 2014). Centrum synapsy stanowia kompleksy peptyd-MHC, ktore
oddziatuja z receptorami TCR obecnymi na powierzchni limfocytéw T. Jest to tzw. pierwszy sygnat
niezbe¢dny do utworzenia synapsy, ktory zapewnia rozpoznanie antygenu. Do aktywacji limfocytow
T CD4" dochodzi podczas prezentacji antygendw egzogennych w kontekscie czasteczek MHC 1.

Z kolei, limfocyty T CD8" sg aktywowane na skutek prezentacji antygenéw endogennych
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w kontekscie czasteczek MHC I. DC wykorzystuja réwniez zjawisko prezentacji krzyzowe;,
podczas ktorej antygeny egzogenne sg prezentowane limfocytom T CD8" w kontekscie czasteczek
MHC I. Ma to szczegblne znaczenie w procesie aktywacji odpowiedzi przeciwnowotworowej
zaleznej od CTL. Oprocz rozpoznania kompleksu MHC-peptyd przez TCR, do prawidlowe;j
aktywacji dziewiczych limfocytow T konieczne jest oddziatywanie miedzy czasteczkami
kostymulujacymi wystepujacymi na powierzchni APC i limfocytu T. Oddzialywania te zapewniaja
tzw. drugi sygnal, ktory gwarantuje skuteczng prezentacje antygenu. Do najwazniejszych
czasteczek kostymulujacych naleza biatka B7.1 (CDS80) i B7.2 (CDS86), ktére oddziatuja
z czasteczka CD28 obecng na powierzchni limfocytow T (Hathcock i in. 1994) (ryc. 3). Do
sygnatéw wptywajacych na zwigkszenie wydajnosci aktywacji limfocytéw T nalezy takze
oddzialywanie czasteczki CD40 z CD40L na powierzchni limfocytéw T, ktore prowadzi do
zwigkszenia poziomu ekspresji czasteczek kostymulujacych na powierzchni DC, podwyzszenia
zdolnos$ci do produkcji cytokin, a takze promowania prezentacji krzyzowej antygendw
egzogennych w kontekscie czasteczek MHC I (Elgueta i in. 2009). Brak sygnatu kostymulujacego
podczas prezentacji antygenu prowadzi do przerwania kontaktu pomigdzy dziewiczym
limfocytem T a DC i przejsciem limfocytu w stan anergii (Lechner i in. 2011).

Trzeci sygnat warunkujacy prawidtowe funkcjonowanie synapsy immunologicznej stanowig
cytokiny, ktore nadajg kierunek polaryzacji limfocytow T CD4" (ryc. 3). Interleukina 12,
wytwarzana przez DC, indukuje za posrednictwem STAT4 ekspresje czynnika transkrypcyjnego
T-bet w limfocytach T CD4*, ktéry powoduje ich roznicowanie w kierunku komoérek typu Thl
zdolnych do wydzielania IFN-y (Lazarevic i in. 2013). Limfocyty Thl promuja odpowiedz
komorkowa bioragca udziat w eliminacji patogenow wewnatrzkomorkowych, indukujg takze
odpowiedz przeciwnowotworowa, przez co ich aktywacja jest pozadanym efektem
w immunoterapii (Terhune i in. 2013). Z kolei, w obecnosci IL-4 dziewicze limfocyty T CD4"
roznicujg si¢ w kierunku komorek typu Th2 odpowiedzialnych za pobudzenie odpowiedzi
humoralnej. Oddziatywanie IL-4 z receptorem powoduje uruchomienie szlaku sygnatowego
zaleznego od STAT6, ktory indukuje ekspresje czynnika transkrypcyjnego GATA3
odpowiadajacego za zdolnos¢ limfocytow typu Th2 do produkcji IL-4, IL-5 oraz 1L-13 (Zhu 2018).
Natomiast cytokiny o aktywnosci supresorowej, takie jak TGF-B i IL-10 indukujg ekspresje
czynnika transkrypcyjnego FoxP3 w dziewiczych limfocytach T CD4", przez co r6znicujg si¢ one
w kierunku limfocytow Treg zdolnych do produkcji IL-10 i TGF-B. Gdy w $rodowisku, oprocz
TGF-B obecne sg takie cytokiny jak IL-6, IL-1B, IL-21 i 1L-23 zachodzi polaryzacja w kierunku
Th17. Pod wpltywem czynnika transkrypcyjnego RORyt, limfocyty Th17 wydzielaja IL-17, ktéra
promuje produkcje cytokin i chemokin odpowiedzialnych za rekrutacj¢ neutrofilow w miejsce
wystepowania infekcji bakteryjnej czy grzybiczej. Limfocyty Th17 obecne w TME pobudzaja
natomiast komorki srodbtonka i fibroblasty do produkcji VEGF i tym samym indukujg proces
neowaskularyzacji (Guéry i Hugues 2015; Martin-Orozco i in. 2009). Nalezy podkresli¢, ze
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ekspresja czynnikow transkrypcyjnych warunkujgcych przynalezno$¢ limfocytu T CD4" do
subpopulacji o okreslonej funkcji moze podlega¢ dynamicznym zmianom, cO determinuje
zmienno$¢ funkcjonalng limfocytow T CD4* znajdujgcych sie w okreSlonych warunkach
(Zhu 2018).

Komorki dendrytyczne, oprocz aktywacji limfocytoéw T sg zdolne rowniez do pobudzenia
komdrek NK i NKT (ryc. 3). Wydzielane przez DC IL-12, IL-18, IL-15 oraz IFN typu I stymuluja
proliferacje komorek NK, wpltywaja takze na zwigkszenie ich aktywnosci cytotoksycznej oraz
zdolnosci do produkcji IFN-y (Ferlazzo i Morandi 2014). Z drugiej strony, komorki NK
wspomagaja dojrzewanie DC poprzez wydzielanie IFN-y i TNF-a, moga réwniez regulowaé
odpowiedz poprzez eliminacj¢ DC wykazujacych niski poziom ekspresji MHC I (Gerosa i in. 2002;
Moretta 2002). Z kolei, komoérki NKT sg aktywowane przez DC podczas prezentacji antygendéw
glikolipidowych w kontekscie czasteczek CD1d. Wydzielana przez DC IL-12 stymuluje komorki
NKT do produkcji IFN-y (Keller i in. 2017). Natomiast poprzez oddziatywanie czgsteczek CD40
1 CD40L, komorki NKT indukuja wydzielanie IL-12 przez DC i promuja ich dojrzewanie
(Wolf i in. 2018).
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Ryc. 3. Aktywacja limfocytow T CD4*, T CD8*, komorek NK i NKT przez komorki dendrytyczne. Rozwinigeie
zastosowanych skrotéw przedstawiono w wykazie skrétow. Opracowanie wiasne.

1.3.1.2. Metody przygotowania szczepionek terapeutycznych zawierajgcych komorki
dendrytyczne

Pierwsze préby wykorzystania komoérek dendrytycznych w celu aktywacji swoistej

odpowiedzi przeciwnowotworowej u pacjentow zostaly przeprowadzone w polowie lat 90.
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(Mukherji i in. 1995). Od tamtej pory przeprowadzono Kilkaset prob klinicznych, ktérych celem
bylo sprawdzenie bezpieczenstwa stosowania i skutecznosci szczepionek zawierajacych komorki
dendrytyczne. Z bazy badan klinicznych (ClinicalTrials.gov) wynika, ze ponad 20
zarejestrowanych prob klinicznych dotyczacych stosowania DC w formie terapii u pacjentOw
z rakiem jelita grubego, rakiem prostaty, czerniakiem, glejakiem wielopostaciowym, rakiem
jajnika, niedrobnokomérkowym rakiem ptuca oraz rakiem nerki jest w III lub IV fazie badan.

Najczgsciej wykorzystywang metoda pozyskiwania DC do terapii przeciwnowotworowej jest
ich réznicowanie z komorek prekursorowych w warunkach ex vivo. W przypadku badan
prowadzonych na mysich modelach nowotwordow, DC uzyskuje si¢ w trakcie hodowli komorek
izolowanych ze szpiku kostnego prowadzonej w obecnosci GM-CSF i IL-4. Metoda ta pozwala na
otrzymanie duzej liczby niedojrzatych konwencjonalnych DC, ktoére poddane odpowiedniej
stymulacji staja si¢ zdolne do indukcji swoistej odpowiedzi przeciwnowotworowej
(Mayordomo i in. 1997). W badaniach klinicznych najczes$ciej wykorzystywanym sposobem
pozyskiwania DC jest utrzymywanie monocytéw CD14", izolowanych z krwi obwodowej
pacjentow lub dawcow, w kilkudniowej hodowli zawierajacej GM-CSF i IL-4. Istnieje rowniez
mozliwos¢ roznicowania DC w warunkach ex vivo z prekursorowych komaérek hematopoetycznych
CD34", ktorych separacja z krwi obwodowej wymaga uprzedniej mobilizacji komorek szpiku
kostnego za pomocg G-CSF (Sabado i in. 2017). Skuteczno$¢ immunoterapii na bazie DC jest
uzalezniona od zdolno$ci tych komoérek do indukowania swoistych wobec antygendw
nowotworowych limfocytow T cytotoksycznych oraz limfocytow Thl. Dlatego tez, niezbednym
etapem w procedurze wytwarzania szczepionkowych komérek dendrytycznych jest dostarczenie
antygenéw zwigzanych z nowotworem (ang. tumor-associated antigens, TAA). Najczgsciej,
niedojrzate DC poddaje si¢ stymulacji antygenami w postaci pojedynczych peptydow, catych biatek
lub lizatu komoérek nowotworowych. Inng strategia jest wprowadzenie mRNA kodujacego wybrany
antygen nowotworowy do DC za pomoca transfekcji lub transdukcji wektorami wirusowymi
(Constantino i in. 2016).

Immunoterapia oparta na komorkach dendrytycznych jest bezpieczna i najczgsciej wywotuje
jedynie lagodne efekty uboczne, takie jak wysypka i bol w miejscu iniekcji oraz objawy
grypopodobne (Anguille i in. 2014). Pierwsza zatwierdzona przez Agencje Zywnosci i Lekow
(ang. Food and Drug Administration, FDA) szczepionka zawierajaca komorki dendrytyczne
Sipuleucel-T jest uzyskiwana podczas hodowli jednojadrzastych komorek krwi obwodowej
prowadzonej w obecnosci rekombinowanego biatka fuzyjnego ztozonego z kwasnej fosfatazy
prostaty i GM-CSF. Zastosowanie w ten sposob przygotowanej szczepionki komorkowej podczas
trwajacej 36 miesiecy III fazy prob klinicznych u pacjentow z hormonoopornym rakiem prostaty
powodowato przedluzenie czasu przezycia pacjentdow o 4,1 miesigca oraz zwigkszenie odsetka
pacjentow, ktorzy przezyli czas obserwacji do 31,7% w poréwnaniu do 23% uzyskanego

u pacjentéw otrzymujacych placebo (Kantoff i in. 2010). Jednym z powoddw ograniczonej
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skutecznos$ci terapeutycznej DC jest obecno$¢ czynnikow immunosupresorowych w TME, ktore
uniemozliwiaja prawidlowa aktywacje¢ mechanizméw odpowiedzi przeciwnowotworowe;.
W zwigzku z tym, podejmowane sg proby opracowania protokotow terapii skojarzonych, w ktérych
podania szczepionek zawierajacych DC uzupehnia si¢ o inhibitory cytokin supresorowych, leki
wspomagajace eliminacje komoérek supresorowych, czy tez przeciwciata blokujace szlaki

sygnatowe immunologicznych punktéw kontroli (Constantino i in. 2016).

1.3.2. Redukcja stezenia IL-10 w TME jako element terapii przeciwnowotworowej

Interleukina 10, ktéra hamuje proces aktywacji odpowiedzi przeciwnowotworowej moze by¢
jednym z celow molekularnych terapii wspomagajacej egzogenne DC. W badaniach
przedklinicznych wykorzystuje si¢ przeciwciata skierowane przeciwko IL-10 lub receptorowi tej
cytokiny, wektory wyciszajace ekspresj¢ jednego z tych biatek lub czynniki blokujace szlaki
biorgce udzial w procesie wytwarzania cytokiny (Llopiz i in. 2018). Na rycinie 4 przedstawiono
strategie terapeutyczne omowione w niniejszym podrozdziale.

We wczesniejszych badaniach przeprowadzonych przez nasz zespot, oceniono wplyw
ogolnoustrojowej eliminacji IL-10 na skuteczno$¢ terapii przeciwnowotworowej z udziatem
cyklofosfamidu i DC. Doswiadczenia prowadzone na modelu mysiego raka jelita grubego
wykazaly, ze zastosowanie przeciwcial neutralizujagcych IL-10 przed podaniem szczepionek
komorkowych przyczynia si¢ do znacznej poprawy efektu terapeutycznego uzyskanego po leczeniu
zapomocy CY i szczepionek zawierajacych DC. Rezultat ten byl zwigzany z obnizong aktywnoscia
supresorowag MDSC 1 pobudzeniem cytotoksycznosci komorek NK (Rossowska i in. 2015).
Kalli 1 in. wykazali natomiast, ze zastosowanie przeciwcial neutralizujgcych IL-10 u myszy
obarczonych czerniakiem prowadzi do aktywacji limfocytow T CD4" wykazujgcych ekspresje
granzymoOw, a jednocze$nie powoduje redukcje liczebnosci limfocytow Treg. Gdy myszy
dodatkowo poddano immunizacji za pomoca komorek dendrytycznych stymulowanych peptydem
gpl100, obserwowano catkowite odrzucenie komorek nowotworowych (Kalli i in. 2013).
Przeciwciata skierowane przeciwko receptorowi IL-10 wptywaty na aktywno$¢ DC infiltrujacych
guzy mysiego raka gruczotu piersiowego, co stwierdzili Ruffell i in. Zablokowanie oddzialywan
IL-10 z receptorem powodowato zwiekszenie produkcji IL-12 przez DC, a w rezultacie komorki te
byly zdolne do aktywacji limfocytow T cytotoksycznych. Pobudzenie odpowiedzi odpornosciowej
zaleznej od CTL przyczynito si¢ do poprawy skutecznosci chemioterapii z udziatem paklitakselu
(Ruffell i in. 2014).

Alternatywa dla blokowania IL-10 za pomoca przeciwcial monoklonalnych, moga by¢
aptamery o strukturze RNA wigzace receptor IL-10 z wysoka specyficznoscia, ktore zastosowano
w modelu mysiego raka jelita grubego. Zablokowanie u myszy oddziatywan IL-10 z receptorem za

pomoca tych aptameréw skutkowalo zahamowaniem wzrostu guzéw podobnym do tego, ktore
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uzyskano po podaniu przeciwcial anty-IL-10R (Berezhnoy i in. 2012). Ciekawa metode
neutralizacji 1L-10 zaproponowali Shen i in., ktérzy zaprojektowali nanoczastki, sktadajace si¢
z plazmidoéw kodujacych biatko wigzace IL-10 umieszczonych w sferycznych nanonos$nikach. Po
podaniu opracowanych nanoczastek myszom z rakiem trzustki obserwowano ich akumulacj¢
w guzach nowotworowych. Blokowanie IL-10 w TME przyczynito si¢ do redukcji liczebnoS$ci
MDSC 1 makrofagow typu M2 o aktywnosci supresorowej, a indukowana odpowiedz
przeciwnowotworowa zalezna od CTL powodowata istotne zahamowanie wzrostu guzow
(Shen i in. 2018). Marchi i in. opracowali szczepionki komérkowe zawierajace DC modyfikowane
genetycznie do produkcji rozpuszczalnej formy receptora tej cytokiny. Podskdrne podanie myszom
tak przygotowanych komorek przed wszczepieniem komorek czerniaka wywotlalo wydtuzenie
czasu przezycia zwierzat (Marchi i in. 2011).

Szczepionkowe DC mogg by¢ poddane modyfikacjom genetycznym réwniez w celu
ograniczenia ich wrazliwos$ci na dziatanie IL-10. Wyciszenie ekspresji receptora dla 1L-10 w DC,
poprzez wprowadzenie do komdrek plazmidéw kodujacych sekwencje siRNA skierowane
przeciwko IL-10R, znacznie zwigkszylo ich potencjat do indukowania swoistych wobec antygenow
nowotworowych limfocytdw T cytotoksycznych (Kim i in. 2011; Ahn i in. 2015). Ponadto,
podejmowane sg proby wykorzystania DC, ktore na skutek odpowiedniej stymulacji w warunkach
ex vivo wykazujg zmieniony profil ekspresji cytokin. Zablokowanie szlaku sygnalowego
p38-MAPK lub receptora kwasu retinowego w DC, ktére prowadzilo do obnizenia poziomu
produkcji IL-10, jednocze$nie spowodowato zwigkszenie poziomu wydzielania 1L-12 przez te
komdrki. Po zastosowaniu przygotowanych w ten sposéb DC w terapii myszy z czerniakiem
obserwowano polaryzacje odpowiedzi typu Thl przy jednoczesnym obnizeniu liczebno$ci
limfocytow Treg (Jarnicki i in. 2008; Galvin i in. 2013).

Inhibitory IL-10 moga by¢ réwniez wprowadzone do protokoldow immunoterapii w sytuacji,
gdy efektem wdrozonego leczenia jest wzmozona produkcja IL-10 przez aktywowane komarki
uktadu odporno$ciowego. Llopiz i in. zaobserwowali, ze szczepionki zawierajace antygeny
nowotworowe oraz ligandy receptora TLR7, zastosowane w mysim modelu czerniaka lub raka ptuc,
indukowaly wzrost stgzenia IL-10 w surowicy, a w rezultacie odnotowali jedynie niewielkie
zahamowanie wzrostu guzow. Jednak po rozszerzeniu terapii o podawanie przeciwciat
anty-IL-10R, blokujacych oddziatywania IL-10 z komoérkami docelowymi, uzyskano znacza
poprawe efektu terapeutycznego, a analiza aktywnosci DC i limfocytéw T w weztach chlonnych
wykazala pobudzenie odpowiedzi typu Thl (Llopiz i in. 2015). Podwyzszone st¢zenie IL-10
w surowicy oraz ptynie wysickowym odnotowano réwniez u myszy obarczonych rakiem jajnika,
ktore otrzymaly immunoterapi¢ w postaci przeciwciat anty-PD-1 (Lamichhane i in. 2017).
Neutralizacja pojawiajacej si¢ w nadmiarze cytokiny skutkowata zwickszong aktywacja
limfocytow T i1 B identyfikowanych w plynie wysigkowym, a jednoczes$nie redukcja liczebnosci

MDSC infiltrujagcych guzy nowotworowe. Rezultatem obserwowanych zmian w odpowiedzi
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odpornosciowej bylo znaczne zwigkszenie przezywalnosci myszy, w porownaniu do myszy
nietraktowanych, jak 1 otrzymujacych przeciwciala anty-PD-1 w postaci monoterapii
(Lamichhane i in. 2017).
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Ryc. 4. Strategie terapeutyczne majace na celu redukcje aktywno$ci supresorowej IL-10 w TME, stosowane
w badaniach przedklinicznych. Rozwinigcie zastosowanych skrotow przedstawiono w wykazie skrotow.
Opracowanie wilasne.

Nalezy rowniez podkresli¢, ze ze wzgledu na role IL-10 w hamowaniu nadmiernej reakcji
uktadu odpornosciowego, stosowanie ogdélnoustrojowej neutralizacji IL-10 w terapii moze
prowadzi¢ do pojawienia si¢ efektoéw ubocznych zwigzanych z autoagresja. Ponadto, biorac pod
uwage, ze 1L-10 ma udowodnione znaczenie w funkcjonowaniu juz aktywowanych limfocytow T
cytotoksycznych, miejscowa redukcja stezenia tej cytokiny przed zastosowaniem szczepionek
zawierajacych DC wydaje si¢ by¢ lepszym rozwigzaniem. Jedng z metod pozwalajacych na
uzyskanie takiego efektu jest wyciszenie ekspresji genu IL-10 za pomocg dostarczanych miejscowo
czasteczek warunkujacych interferencje RNA. Ponizej przedstawiono najwazniejsze informacje
zwigzane ze zjawiskiem interferencji RNA oraz sposobami jego wykorzystania w terapii

przeciwnowotworoweyj.
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1.3.2.1. Interferencja RNA

Zjawisko interferencji RNA (RNAI) to mechanizm posttranskrypcyjnej regulacji ekspresji
genow, ktoéry po raz pierwszy zostal wyjasniony w 1998 r. przez zespot Fire’a i Mello
(Fire i in. 1998). Wykorzystujac w swoich badaniach nicienie C. elegans wykazali oni, ze po
iniekcji do dorostego osobnika czasteczek dwuniciowego RNA (ang. double strand RNA, dsRNA)
komplementarnych do mRNA kodujacego docelowe biatko, zachodzg w nim zmiany fenotypowe
$wiadczgce o obnizonym poziomie ekspresji genu. Za swoje odkrycie, naukowcy zostali
uhonorowani Nagroda Nobla w dziedzinie medycyny i fizjologii. Dalsze badania dowiodty, ze ten
proces moze zachodzi¢ réwniez w komodrkach ssaczych, co bylo podstawa do pierwszych prob
wykorzystania technologii RNAI w eksperymentalnej terapii pacjentow cierpigcych na nowotwory
lite (Elbashir i in. 2001; Davis i in. 2010).

W zjawisku RNAI biorg udziat czasteczki krotkiego niekodujacego RNA o dlugosci 20-30
nukleotydéw o sekwencji zblizonej lub komplementarnej do sekwencji genu docelowego.
W warunkach prawidtowych, do regulacji ekspresji genow komorki eukariotyczne wykorzystuja
endogenne czasteczki mikroRNA (miRNA). W komorce moga pojawi¢ si¢ takze egzogenne
czasteczki siRNA (ang. small interfering RNA), powstate w wyniku ciecia wirusowego dsRNA lub
wprowadzone sztucznie w postaci wolnych czasteczek albo za pomocg modyfikacji genetycznej
prowadzacej do ekspresji ShRNA (ang. short hairpin RNA) (Tomari i Zamore 2005; Bofill-De Ros
i Gu 2016). Prekursory czasteczek miRNA powstaja w jadrze komorkowym w procesie transkrypcji
przeprowadzanej przez polimerazg II w postaci czasteczek pri-miRNA, ktore sa nastepnie
przeksztalcane w pre-miRNA zawierajace struktur¢ spinki do wlosow zlozong z fragmentu
dwuniciowego RNA oraz petli. Z Kolei, transkrypcja wprowadzonej do genomu sekwencji
kodujacej shRNA, najczgsciej jest przeprowadzana przez polimeraze 111, ktora syntezuje czasteczke
przypominajacg swoja strukturg pre-miRNA (Bofill-De Ros i Gu 2016). W cytoplazmie, czasteczki
pre-miRNA lub shRNA s3a pozbawiane petli przez endonukleaze Dicer zawierajaca domeng
rybonukleazy III rozpoznajaca dwuniciowe RNA (Wilson i Doudna 2013). Tak przygotowane
krotkie dwuniciowe czasteczki RNA lacza sie z biatkiem Argonaute 2 (Ago2), ktore razem
z biatkiem wigzacym dsRNA (ang. dSRNA-binding protein, dsRBP) oraz Dicer tworzy kompleks
RLC (ang. RISC-loading complex). Wiodaca ni¢ RNA (ang. guide strand), ktora warunkuje
selektywno$¢ mechanizmu interferencji RNA, jest rozpoznawana przez domeny PAZ i Mid biatka
Ago2, wiazace jej koniec 3’ i 5° (Carthew i Sontheimer 2009). Druga z nici, zwana nicig
towarzyszaca (ang. passenger strand) ulega natomiast degradacji. Biatko Ago2 z przylaczona
wiodacg nicig RNA stanowi kompleks indukujacy wyciszenie RISC (ang. RSC-induced silencing
complex), ktory oddziatuje z docelowa czasteczka mMRNA. W przypadku, gdy sekwencja nici
wiodacej kompleksu RISC jest catkowicie komplementarna do fragmentu czasteczki docelowej,

nastepuje hydroliza mRNA przeprowadzona przez bialko Ago2, ktoére wykazuje aktywnos$é
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endonukleazy. W sytuacji, gdy sekwencja przytaczona do kompleksu RISC nie jest w pelni
komplementarna do docelowego mRNA, moze zachodzi¢ zahamowanie translacji. Ten mechanizm
jest mnajczesciej wykorzystywany przez endogenne miRNA identyfikowane u zwierzat
(Fabian i in. 2010). Natomiast, w celu uzyskania wysokiej wydajnosci wyciszenia docelowego
genu, wprowadzane do komorek sekwencje siRNA powinny by¢é w pelni komplementarne do
docelowego mRNA. Tak zaprojektowane czasteczki siRNA oddziatuja w sposdéb wysoce
selektywny z mRNA, co minimalizuje ryzyko wyciszenia ekspresji genow innych niz docelowy,
a takze zapewnia, ze w komoérce mRNA ulegnie degradacji przez kompleks RISC, co jest
wydajniejszym mechanizmem niz proces prowadzacy do zahamowania translacji
(Bofill-De Ros i Gu 2016). Na rycinie 5 przedstawiono schemat mechanizmu wyciszenia ekspresji

docelowego genu poprzez shRNA.

1.3.2.2. Metody dostarczania siRNA

Wraz z postgpem w rozumieniu mechanizméw uczestniczacych w procesie RNAi1, metody
oparte na tym zjawisku staty si¢ nie tylko preferencyjnym narzgdziem stosowanym do analizy
funkcji genow, ale rowniez znalazty zastosowanie w nowych terapiach genowych. Dzigki
opracowaniu metod dostarczania czgsteczek efektorowych RNAI, w ostatnich latach podjgto proby
zastosowania tej technologii w terapiach przeciwnowotworowych, ktore sg przedmiotem licznych
badan klinicznych (Chen i in. 2018).

Zastosowanie wolnych czasteczek siRNA wiaze si¢ z wieloma ograniczeniami. Przede
wszystkim, czasteczki te wykazuja ujemny tadunek, a takze sa silnie hydrofilowe, przez co
wykazuja niewielkg zdolno$¢ do przekraczania btony komorkowej. Ponadto, wykazuja one bardzo
niska stabilno$¢ w uktadzie in vivo. Po podaniu ogolnoustrojowym, sg szybko degradowane przez
enzymy o aktywnos$ci nukleazowej. Moga by¢ rowniez skutecznie eliminowane przez komorki
fagocytujace, ktore rozpoznaja czasteczki dsRNA poprzez receptory TLR (Singh i in. 2018;
Mansoori i in. 2016). Z tego wzgledu, podjeto proby modyfikacji chemicznych czgsteczek siRNA,
a takze opracowano nosniki, dzigki ktérym zwiekszono ich biodostepnos¢ oraz stabilnos¢. Poddanie
odpowiednim modyfikacjom wigzan fosfodiestrowych, grup cukrowych lub przylaczanie
dodatkowych grup chemicznych do koncéw 3’ lub 5° czasteczek siRNA moze prowadzi¢ do
zwigkszenia odpornosci na dziatanie nukleaz, a takze moze zwigksza¢ ich zdolno$¢ do
przedostawania si¢ do wnetrza komorek (Selvam i in. 2017). Jako nos$niki czasteczek siRNA
wykorzystuje si¢ liposomy, organiczne polimery, takie jak cyklodekstryny, dendrymery,
polietylenoimina czy chitozan, a takze czasteczki nieorganiczne, takie jak nanorurki, czy
nanoczasteczki ztota (Singh i in. 2018). Inng strategia dostarczania czgsteczek RNAi jest
modyfikacja genetyczna docelowych komorek za pomocg wektorow lentiwirusowych kodujacych

sekwencj¢ shRNA (ryc. 5).
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Ryc. 5. Schemat przedstawiajacy wykorzystanie komorek pakujacych do produkcji wektorow lentiwirusowych
trzeciej generacji kodujacych shRNA wyciszajace ekspresje genu w komorce docelowej. Rozwinigcie
zastosowanych skrotdw przedstawiono w wykazie skrotéw. Na podstawie Manjunath i in. 2009.

1.3.2.3. Wektory lentiwirusowe jako nosniki shRNA

Zastosowanie wektorow wirusowych do modyfikacji genetycznej komorek niesie ze soba
korzysci zwigzane z naturalnymi wlasciwosciami wirusow, ktore dostarczaja swoj materiat
genetyczny do komdrki, a nastepnie wykorzystuja jej maszyneri¢ biatkowa do dalszej replikacji.
Rozw¢j technik molekularnych, a takze doktadne poznanie biologii wirusow umozliwito
opracowanie nosnikow informacji genetycznej opartych na tych czasteczkach. Najpowszechniej
stosowanymi wektorami wirusowymi sg te pochodzace z rodziny retrovidae, do ktorych naleza
proste y-retrowirusy i bardziej ztozone lentiwirusy. Wirusy z rodziny retrovidae sa zdolne do
integracji informacji genetycznej z genomem gospodarza, co czyni je uzytecznym narzgdziem do
modyfikacji genetycznych skutkujacych stabilng i dtugotrwata ekspresja wbudowanych genow.
Jednak, pierwsze proby kliniczne z zastosowaniem wektorow opartych na y-retrowirusach
pokazaty, ze cho¢ poprzez dostarczenie genéw mozliwe jest leczenie schorzen o podlozu
genetycznym, taka terapia moze wywotaé niepozadane efekty uboczne w postaci rozwoju chorob
rozrostowych uktadu krazenia (Cavazzana-Calvo i in. 2000; Hacein-Bey-Abina i in. 2003;
Howe i in. 2008). Ze wzgledu na tendencje y-retrowiruséw do integracji w poblizu sekwencji
protoonkogendéw, moga one powodowac mutageneze insercyjng, ktora prowadzi do transformacji
nowotworowej zainfekowanych komorek. Inng wada wektoréw opartych na y-retrowirusach jest
ich niezdolno$¢ do wbudowania przenoszonej informacji do materialu genetycznego komorek

niedzielagcych si¢. Nie posiadajag one bowiem mechanizmu umozliwiajacego przedostanie si¢
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wirusowego cDNA przez btong jadrowa, co powoduje, ze integracja moze zachodzi¢ tylko podczas
podziatéw mitotycznych komorek. Tych probleméw mozna unikngé¢ stosujac wektory oparte na
lentiwirusach. Wyroézniaja sie one bardziej ztozonym genomem niz y-retrowirusy, zawierajgcym
dodatkowe geny odpowiedzialne za regulacj¢ poszczegdlnych etapow infekcji. Cho¢ z jednej strony
wigze si¢ to z konieczno$cig stosowania bardziej skomplikowanego systemu do uzyskania
funkcjonalnych wektorow lentiwirusowych, z drugiej strony umozliwia wigksza regulacje procesu
transdukcji komoérek docelowych, a takze pozwala na przenoszenie transgenow o dtugosci az do
9 kpz (Vannucci i in. 2013). Najczgsciej integracja materiatu genetycznego przenoszonego przez
lentiwirusy zachodzi w aktywnych transkrypcyjnie regionach chromatyny, a nie w poblizu
promotoréw genow, dzieki czemu wykorzystanie wektorow lentiwirusowych niesie ze sobg nizsze
ryzyko mutagenezy insercyjnej (Desfarges i Ciuffi 2010). Ponadto, wyksztalcity one mechanizm
pozwalajacy na transport kompleksu przedintegracyjnego (ang. preintegration complex, PIC)
zawierajacego wirusowe cDNA przez btone jadrowsa, dzigki czemu sg zdolne do transdukcji
zaro6wno dzielagcych, jak i niedzielacych si¢ komorek (Piller, Caly, i Jans 2003). Najczgsciej
stosowane wektory lentiwirusowe oparte sa na genomie ludzkiego wirusa niedoboru odpornosci 1
(ang. human immunodeficiency virus 1, HIV-1).

Materiat genetyczny wirusa HIV-1 jest zlozony z dwoch kopii jednoniciowego RNA
o dodatniej polarnosci ((+)ssRNA). Po fuzji oslonki wirusowej z btona komodrki docelowej
i przemieszczeniu si¢ do cytoplazmy otoczonego przez kapsyd materiatu genetycznego wirusa
HIV-1, ulega on odwrotnej transkrypcji. Zsyntezowane cDNA jest transportowane do jadra,
a nastepnie ulega integracji z genomem gospodarza i jako prowirus zawierajacy wlasne elementy
regulatorowe jest przekazywany do komorek potomnych. Genom wirusa HIV-1 zawiera sekwencje
genow gag, pol i env, ktore koduja biatka odpowiedzialne za strukture, integracje oraz replikacje
wirusa. Biatka strukturalne, do ktorych naleza biatka macierzy i kapsydu, sa kodowane przez gen
gag. Gen pol koduje biatka biorace udziat w procesie odwrotnej transkrypcji i integracji materiatu
genetycznego oraz dojrzewania wirionow. Z kolei, gen env koduje glikoproteiny, z ktorych
zbudowana jest otoczka lentiwiruséw determinujaca ich tropizm (Liechtenstein i in. 2013).
Prowirus HIV-1 zawiera rowniez sekwencje genow kodujacych biatka regulatorowe i pomocnicze,
do ktorych naleza vif, vpr, vpu, nef, rev oraz tat. Na koncu 5° oraz 3’ prowirusa znajdujg si¢
sekwencje LTR (ang. long terminal repeats), ztozone z regionéw U3, R oraz U5, zawierajacych
elementy cis regulujace transkrypcje oraz integracje. Do elementow Cis naleza takze znajdujace si¢
poza regionami LTR sygnaty pakowania (V') i dimeryzacji RNA (ang. dimeryzation signal, DIS),
polipurynowy region centralny (ang. central polypurine tract, cPPT), centralna sekwencja
terminacyjna (ang. central termination sequence, CTS), element odpowiedzi Rev (ang. Rev
response element, RRE) oraz region bogaty w zasady purynowe (ang. polypurine trackt, PPT)
(Pluta i Kacprzak 2009).
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Aby zminimalizowac ryzyko, jakie niesie ze sobg zastosowanie wektorow wirusowych, przez
lata udoskonalano system dostarczania elementéw genomu wirusowego do komorek pakujacych,
kolejno usuwajgc sekwencje odpowiedzialne za wirulencje. Wraz z kolejnymi generacjami systemu
lentiwirusowego, dokonano rozdziatu elementéw regulatorowych cis oraz biatek strukturalnych
i pomocniczych oddziatujacych w uktadzie trans, ktére umieszczono na oddzielnych plazmidach.
Poczatkowo wektory lentiwirusowe zawieralty petng sekwencje cDNA wirusoéw, z ktorej usunigto
jedynie gen env, a glikoproteiny otoczki wirusa dostarczano przez zastosowanie komdrek
pakujacych wykazujacych ekspresje glikoprotein otoczki lub kotransfekcje drugim plazmidem.
Zastgpienie genu glikoproteiny wirusa HIV-1 genem kodujacym biatko otoczki pochodzacym
z innego wirusa, zwane pseudotypowaniem, umozliwia poszerzenie tropizmu lentiwiruséw. Juz
w latach 90. dowiedziono, ze mozliwe jest otrzymanie funkcjonalnych wiriondw zawierajacych
w otoczce zmodyfikowane lub pochodzace z innego wirusa biatka (Page i in. 1990;
Landau i in. 1991). Do dzi$, jednym z najczesciej stosowanych gendéw kodujacych otoczke
wektorow lentiwirusowych jest gen glikoproteiny G wirusa pecherzykowatego zapalenia jamy
ustnej (ang. vesicular stomatisis virus G glycoprotein, VSV-G), ktora oddziatuje z receptorem LDL
(ang. low density lipoprotein) wystgpujacym na wielu rodzajach komorek (Burns i in. 1993). Prace
nad opracowaniem wektorow lentiwirusowych niezdolnych do replikacji doprowadzity do
powstania systemu ztozonego z trzech skladowych: plazmidu transferowego, zawierajacego
elementy LTR, sygnat ¥, RRE oraz transgen, plazmidu pakujacego oraz plazmidu kodujacego
otoczke. Plazmid pakujacy zawieral sekwencje genow gag, pol, rev oraz tat, a w systemie drugiej
generacji zostal pozbawiony genéw vif, vpr, vpu i nef kodujacych biatka pomocnicze
(Zufferey i in. 1997). Poprzez dalsze modyfikacje opracowano system trzeciej generacji, w ktorym
otrzymuje si¢ wektory samoinaktywujace (ang. self-inactivating vectors, SIN). Te ceche uzyskano
dzieki wprowadzeniu delecji w regionie U3 3’LTR kodowanym przez plazmid transferowy.
Podczas infekcji komorki docelowej, wadliwy fragment 3’LTR jest przenoszony do regionu 5’LTR
w trakcie odwrotnej transkrypcji, przez co po integracji z genomem, transkrypcja petnego prowirusa
nie jest mozliwa, a zachodzi jedynie ekspresja transgenu kontrolowana przez wewnetrzny promotor
(Zufferey i in. 1998). Ponadto, system pakujacy rozdzielono na dwa plazmidy, z ktorych jeden
koduje geny gag i pol, a drugi rev. Brak konieczno$ci umieszczenia genu tat uzyskano poprzez
czgsciowe zastgpienie regionu 5’LTR silnym promotorem, takim jak CMV lub RSV. Czwarty
plazmid koduje glikoproteiny otoczki, najczesciej VSV-G, co warunkuje zdolno$¢ uzyskanych
wektoréw do infekcji szerokiego spektrum komoérek. Wektory lentiwirusowe sg produkowane przez
komorki pakujace kotransfekowane wymienionymi plazmidami. W komorkach tych nastepuje
ztozenie niezdolnych do replikacji wiriondéw, dzigki czemu po transdukcji komorek docelowych,
uzyskuje si¢ jedynie ekspresje genow zawartych w wektorze transferowym.

Zastosowanie wektorow lentiwirusowych do dostarczania czasteczek efektorowych RNAi

umozliwia uzyskanie dtugoterminowego efektu wyciszenia ekspresji docelowego genu. Czasteczki
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siRNA moga by¢ dostarczane do komoérek docelowych w postaci sekwencji kodujacej shRNA,
ktore po transkrypcji jest przetwarzane przez endogenne biatka biorgce udziat w procesie kontroli
ekspresji genow przez miRNA (Paddison i in. 2002). Fragment plazmidu transferowego, kodujacy
czasteczke shRNA zawiera sekwencj¢ nici towarzyszacej siRNA, po ktorej nastepuje krotki
fragment stanowiacy strukture petli, sekwencja nici wiodacej siRNA komplementarna do
docelowego mRNA  oraz sekwencja terminatorowa zawierajaca pie¢  tymidyn
(Bofill-De Ros i Gu 2016). Aby uzyska¢ w komorce ekspresje czasteczek niekodujgcego RNA,
niezbedne jest wykorzystanie sekwencji promotora rozpoznawanego przez polimeraze RNA III.
Czasteczka shRNA zsyntezowana przez polimerazg¢ Il nie zawiera kapu na koncu 5’ oraz ogona
Poli-A na koncu 3, dzigki czemu moze by¢ poddana dalszemu procesowaniu przez endonukleaze
Dicer (Manjunath i in. 2009). Najczesciej stosowanymi do ekspresji sShRNA promotorami sg U6
oraz H1. Wykorzystanie jednego z tych promotoréw gwarantuje uzyskanie wydajnej produkcji
czasteczek shRNA, jednak U6 jest silniejszy, przez co moze powodowac toksyczno$¢ zwigzang

z wysyceniem maszynerii biatkkowej uczestniczacej w procesowaniu endogennego miRNA.

1.3.3. Immunomudulujace wlasciwosci cyklofosfamidu

Cyklofosfamid jest cytostatykiem z grupy oksazafosforyn o dziataniu alkilujacym. Lek jest
podawany w nieaktywnej farmakologicznie formie, a nastgpnie ulega zmianom metabolicznym
w watrobie w wyniku dzialania oksydaz cytochromu P450. Powstaly w ten sposob
4-hydroksycyklofosfamid ulega w komoérkach rozpadowi na akroleing oraz iperyt fosfoamidowy,
ktére sa odpowiedzialne za alkilacje DNA i powstanie polaczen krzyzowych w obrgbie helisy.
W wyniku tych zmian dochodzi do zahamowania proliferacji komorek i indukcji apoptozy
(Emadi i n. 2009). Cyklofosfamid stosowany w wysokich dawkach powoduje $mier¢ komorek
nowotworowych, ale prowadzi takze do uszkodzenia szpiku kostnego i zwigzanej z tym
pancytopenii i silnej immunosupresji. Natomiast, podczas terapii opartych na niskich dawkach tego
leku, cyklofosfamid wykazuje dziatanie immunomodulujace wzglegdem komodrek uktadu
odpornosciowego,  przyczyniajac  si¢ do  aktywacji = mechanizméw  odpowiedzi
przeciwnowotworowej (Abu Eid i in. 2016).

Jednym z mechanizméw warunkujacych zdolnos¢ cyklofosfamidu do odnowy odpowiedzi
przeciwnowotworowej jest selektywna eliminacja limfocytow T regulatorowych. Wykazano, ze
wielokrotne podania CY w niskich dawkach pacjentom z przerzutujacymi nowotworami litymi,
powodowaly obnizenie liczebnosci limfocytow Treg, czemu towarzyszylo przywrdcenie
aktywnosci komorek NK oraz swoistych wobec antygenéw nowotworowych limfocytow T
(Ghiringhelli 1 in. 2007; Ge i in. 2012). Przyczyng wysokiej wrazliwosci limfocytow Treg na
cyklofosfamid jest prawdopodobnie obnizona zdolnos¢ tych komoérek do neutralizacji cytostatyku.

Jednym z mechanizméw umozliwiajacych usunigcie toksycznych dla komorki metabolitow
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cyklofosfamidu jest koniugacja tych pochodnych z glutationem. Wykazano jednak, ze limfocyty
Treg charakteryzuja si¢ obnizonym poziomem wewnatrzkomérkowego ATP, co przektada si¢ na
niewielkg wydajnosc¢ syntezy glutationu (Zhao i in. 2010). Nizszy niz w innych komoérkach poziom
ATP w limfocytach Treg jest zwigzany z jednym z mechanizmOw immunosupresji
wykorzystywanych przez te komoérki. Limfocyty Treg wykazujg bowiem ekspresje czasteczek
CD39 i1 CD73, ktére sg ektonukleotydazami przeprowadzajacymi konwersje ATP do ADP.
Produktem tej reakcji jest adenozyna, ktora hamuje proliferacje efektorowych limfocytow T
(Whiteside i in. 2011).

Cyklofosfamid bierze rowniez udziat w indukcji odpowiedzi przeciwnowotworowej poprzez
wspomaganie aktywnosci DC. Wykazano, ze cytostatyk indukuje proces immunogennej $mierci
komdrek nowotworowych (ang. immunogenic cell death, ICD), w wyniku ktérego w TME
nastepuje akumulacja czasteczek DAMP odpowiedzialnych za aktywacje DC. Podczas ICD
wywolywane] przez cyklofosfamid, dochodzi do translokacji kalretikuliny z retikulum
endoplazmatycznego na powierzchni¢ komorki nowotworowej, co jest sygnalem dla DC do
fagocytozy. Ponadto, dochodzi do uwalniania z martwych komorek biatka HMGBI, ktore jest
ligandem receptora TLR4 wystepujacego na powierzchni DC. W efekcie, DC wydajnie pochlaniaja
antygeny nowotworowe, a nastepnie poprzez prezentacj¢ krzyzowa aktywuja swoista odpowiedz
przeciwnowotworowa zalezng od aktywnosci CTL (Schiavoni i in. 2011; Obeid i in. 2007;
Apetoh i in. 2007). Zaobserwowano, ze u myszy traktowanych cyklofosfamidem aktywacja DC
zdolnych do krzyzowej prezentacji antygenow jest zalezna od interferondw typu I, ktére posrednio
warunkujg powstawanie odpowiedzi typu Thl oraz réznicowanie limfocytow T CD4" i T CD8"
w komorki pamieci (Schiavoni i in. 2011; Sistigu i in. 2011). Radojcic i in. udowodnili réwniez, ze
cho¢ cyklofosfamid moze powodowac obnizenie liczebnosci komorek mieloidalnych, a w tym
komorek dendrytycznych, to krotko po zastosowaniu cytostatyku nastepuje wzmozona proliferacja
szpikowych komorek prekursorowych i ich réznicowanie w kierunku dojrzatych DC. Komorki te,
zdolne do aktywacji swoistej odpowiedzi przeciwnowotworowej, sg rekrutowane do TME, gdzie
zastepuja pulg wezesniej wyeliminowanych DC (Radojcic i in. 2010).

Ze wzgledu na potencjal cyklofosfamidu do wspomagania odnowy odpowiedzi
przeciwnowotworowej, obecnie prowadzone s3 badania nad opracowaniem protokotow terapii
z udziatem tego cytostatyku w skojarzeniu z przeciwcialami skierowanymi na immunologiczne
punkty kontroli, innymi cytostatykami, cytokinami immunostymulujacymi lub transferem
adoptywnym limfocytow CAR-T. Trwaja takze badania kliniczne nad zastosowaniem
cyklofosfamidu w potaczeniu ze szczepionkami zawierajacymi komorki dendrytyczne w terapii
pacjentow z glejakiem wielopostaciowym, czerniakiem, rakiem gruczotu piersiowego czy

pierwotnym rakiem watroby (Vanmeerbeek i in. 2020).
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Przytoczone wyniki badan przedklinicznych nad zastosowaniem inhibitoréw IL-10 sugeruja,
ze taka forma leczenia wspomaga mechanizmy odpowiedzi przeciwnowotworowej, dzigki czemu
moze sta¢ si¢ elementem schematow skojarzonych terapii. Dotychczas wykazano, ze neutralizacja
IL-10 moze przyczyni¢ si¢ do zwigkszenia skuteczno$ci immunoterapii z udziatem komorek
dendrytycznych, jak rowniez konwencjonalnej chemioterapii (Ruffell i in. 2014; Kalli i in. 2013;
Rossowska i in. 2015). Niniejsza praca stanowi probg odpowiedzi na pytanie, czy zmiany
zachodzace pod wplywem miejscowego wyciszenia ekspresji 1L-10 oraz indukowane poprzez
zastosowanie immunomodulujacej dawki cyklofosfamidu, pozwola na zniesienie supresji
w mikrosrodowisku nowotworu, a w rezultacie umozliwig szczepionkowym komorkom

dendrytycznym pobudzenie silnej, swoistej odpowiedzi przeciwnowotworowe;j.
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2. Zalozenia i cel pracy

Wieloletnie badania z zakresu immunologii nowotworéw pozwolily na opracowanie strategii
terapeutycznych opartych na wykorzystaniu komponentow uktadu odpornosciowego. Jedng z form
immunoterapii przeciwnowotworowej sg szczepionki zawierajgce komorki dendrytyczne. Poddane
odpowiedniej stymulacji w warunkach ex vivo, DC sg zdolne do aktywacji limfocytow T poprzez
wydajng prezentacj¢ antygendw nowotworowych. Z przeprowadzonych do tej pory préb
klinicznych wynika, ze cho¢ w wickszosci przypadkow DC pobudzaja swoista odpowiedz
przeciwnowotworowa, to dlugotrwaty efekt terapeutyczny w postaci zahamowania rozwoju
choroby jest obserwowany jedynie u niewielkiej czesci pacjentow. Jedna z przyczyn
niezadowalajacego efektu leczenia jest silnie immunosupresorowe mikrosrodowisko nowotworu,
ktore powoduje zahamowanie aktywnosci komorek efektorowych aktywowanych przez
szczepionkowe DC. Dlatego tez, podejmowane sa proby opracowania protokolow terapii
skojarzonych, w ktorych podaniom szczepionek komorkowych towarzyszy neutralizacja
czynnikdéw supresorowych w nowotworze. Potencjalnym celem takiej immunoterapii jest
interleukina 10, ktora wykazuje wlasciwosci pronowotworowe poprzez promowanie powstawania
supresorowych TAM i limfocytow Treg, blokowanie wytwarzania cytokin typu Thl, a takze
hamowanie dojrzewania DC. Obecnie, schematy immunoterapii rozszerza si¢ rowniez
0 zastosowanie chemioterapeutykow, takich jak cyklofosfamid, ktéry zastosowany
w odpowiedniej dawce eliminuje komorki o charakterze supresorowym oraz indukuje proces
immunogennej $mierci komorek nowotworowych, przez co przyczynia si¢ do odnowy odpowiedzi
odpornosciowe;.

Celem niniejszej pracy bylo okreslenie wptywu redukcji  stezenia IL-10
w mikro$rodowisku nowotworowym na skuteczno$¢ chemioimmunoterapii z udzialem
cyklofosfamidu i komorek dendrytycznych stosowanej w modelu mysiego raka jelita grubego
MC38. W doswiadczeniach wykorzystano wektory lentiwirusowe trzeciej generacji kodujace

sekwencje shRNA skierowane przeciwko mRNA dla IL-10. Kolejne etapy badan obejmowaty:
1. Okreslenie skutecznosci wybranych sekwencji sShRNA w wyciszaniu ekspresji IL-10;
2. Okreslenie aktywnosci komorek dendrytycznych z wyciszong ekspresja 1L-10
w warunkach in vitro, a w tym:
» ocene wplywu wyciszenia ekspresji IL-10 na poziom zréznicowania komorek
dendrytycznych;
» ocen¢ zdolnosci komoérek dendrytycznych z wyciszong ekspresja IL-10 do indukcji

swoistej odpowiedzi komorkowej;
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3. Okreslenie aktywnosci komorek supresorowych pochodzenia mieloidalnego z wyciszong

ekspresja IL-10 w warunkach in vitro, a w tym:
» oceng wplywu wyciszenia ekspres;ji IL-10 na poziom zr6znicowania MDSC;

» ocene aktywnosci supresorowej MDSC z wyciszong ekspresja IL-10 wobec

limfocytow T;

4. Okreslenie zmian w aktywnosci komorek ukladu odpornosciowego zachodzacych pod
wplywem doguzowego podania wektorow wyciszajacych ekspresje 1L-10, stosowanych

samodzielnie lub w potaczeniu z cyklofosfamidem, a w tym:

» ocen¢ miejscowej odpowiedzi przeciwnowotworowej na podstawie aktywnosSci

komorek uktadu odpornosciowego w guzach i wartowniczych weztach chtonnych;

» ocen¢ ogoélnoustrojowej odpowiedzi przeciwnowotworowej okreslonej na

podstawie aktywnosci komorek $ledzionowych;

5. Okreslenie efektu przeciwnowotworowego immunoterapii z udzialem komorek
dendrytycznych i wektorow wyciszajacych IL-10 oraz chemioimmunoterapii z udziatem

cyklofosfamidu, komoérek dendrytycznych 1 wektorow wyciszajacych IL-10, a w tym:
» ocen¢ wplywu terapii na zahamowanie wzrostu guzéw MC38;

» ocene miejscowej odpowiedzi przeciwnowotworowej na podstawie analizy nacieku

leukocytarnego w guzach;

» ocene¢ ogolnoustrojowej odpowiedzi przeciwnowotworowej na podstawie analizy

aktywnosci komorek §ledzionowych.
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3. Materialy i metody

3.1. Materialy
3.1.1. Myszy

W doswiadczeniach wykorzystano 8-12 tygodniowe myszy szczepu C57BL/6 pochodzace
z hodowli prowadzonej przez Centrum Medycyny Doswiadczalnej Uniwersytetu Medycznego
w Biatymstoku. Doswiadczenia przeprowadzono za zgodg 1 Lokalnej Komisji Etycznej
we Wroctawiu (nr zgody 11/2015 oraz 33/2018).

3.1.2. Podloza hodowlane i czynniki wzrostowe

e RPMI (Roswell Park Memorial Institute) 1640 GlutaMAX — Gibco; podioze uzupetniano
dodajac roztwor pirogronianu sodu (Sigma, 1 mM), 2-merkaptoetanol (Sigma, 0,5 puM),
streptomycyng (Sigma, 100 pg/ml) oraz penicyling (Sigma, 100 U/ml);

e D-MEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) — Pracownia Chemii Ogolnej IITD PAN;
podtoze uzupehiano o glukoze (4,5 g/1), roztwor pirogronianu sodu (1 mM), L-glutaming
(Sigma, 2 mM), streptomycyne (100 pg/ml) i penicyling (100 U/ml);

e Opti-MEM GlutaMAX — Gibco; podtoze uzupetniano dodajac streptomycyne (100 pg/ml)
i penicyling (100 U/ml);

e FBS (Fetal Bovine Serum) — Sigma; inaktywowana bydlgca surowica ptodowa

e m GM-CSF (rekombinowany mysi czynnik stymulujacy tworzenie kolonii granulocytow
i makrofagéw) — ImmunoTools;

e rm IL-4 (rekombinowana mysia interleukina 4) — ImmunoTools;

e rhIL-2 (rekombinowana ludzka interleukina 2) — ImmunoTools.
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3.1.3. Linie komdrkowe

Tabela 1. Charakterystyka stosowanych linii komorkowych

L!nla Charakterystyka Sposob prowa_dzenla Pochodzenie
komadrkowa hodowli
Komorki mysiego raka jelita grubego Komorki hodowano | 11ITD PAN
uzyskane w wyniku naprzemiennych pasazy . .
L w uzupelionym (Pajtasz-
MC38 in vivo/in vitro wyprowadzone . .
z wyindukowanego chemicznie przez Corbetta pOdlozu.RPMI 1640 Piasecka,
z dodatkiem 5% FBS 2004)
nowotworu
Komorki pakujace stosowne do produkcji Komdrki hodowano
Lenti-X™ | wektoréw lentiwirusowych wyselekcjonowane w uzupelionym Clontech
293T z transfekowanych ludzkich komarek podtozu DMEM
zarodkowych nerki HEK293 z dodatkiem 10% FBS
3.1.4. Plazmidy

Tabela 2. Plazmidy wchodzace w sktad systemu lentiwirusowego trzeciej generacji

Plazmid Charakterystyka Pochodzenie

plazmid transferowy z wklonowanym genem
pGLV3/H1/GFP+puro opornosci na puromycyne, biatka wzmocnionej Ezbiolab
zielonej fluorescencji (EGFP) i sekwencjg shRNA

pMD2.G plazmid kodujacy gen biatka otoczki wirusa VSV Dig\ig{j;;r::o’

PMDLg/pRRE plazmid pakujacy, kodujacy geny gag i pol Diiiga ;err?e“o'

pRSV-Rev plazmid pakujacy kodujacy gen rev Di'ci\igcrjg;l;err?go,
amp Promotor RSV

HIV-1 5'LTR
HIV-1¥

GAG

RRE
pGLV/H1/GFP+Puro
8kb
HIV-1 3'LTR

Promotor CMV

shRNA

GFP

Promotor H1 T2A

WPRE o

Ryc. 6. Mapa plazmidu transferowego pGLV3/H1/GFP+puro wykorzystanego w systemie lentiwirusowymi
trzeciej generacji do ekspresji ShRNA.

44



MATERIALY I METODY

Tabela 3. Sekwencje docelowe shRNA wklonowanych do plazmidu pGLV3/H1/GFP+puro

Nazwa Gen docelowy Sekwencja
shN ludzkie GAPDH TATGACAACAGCCTCAAG
shlL-10-1 mysia IL-10 GGTGAAGACTTTCTTTCAAAC
shlL-10-2 mysia IL-10 GCCAAGCCTTATCGGAAATGA
shlL-10-3 mysia IL-10 GGGATCTTAGCTAACGGAAAC

3.1.5. Odczynniki i plyny

e 5(6)-CFDA-SE — barwnik fluorescencyjny stosowany do oznaczenia proliferacji komodrek
(Molecular Probes);

e Biekit trypanu — 20% roztwor w soli fizjoloficznej (Sigma);

o Brefeldyna A (eBioscience)

e Bufor do transfekcji — 150 mM NaCl, 25 mM HEPES, pH 7.5 (Pracownia Chemii Ogélnej IITD
PAN Wroctaw)

e CellROX Deep Red Reagent — barwnik fluorescencyjny stosowany do oznaczen wydzielania
reaktywnych form tlenu metoda cytometrii przeptywowej (Invitrogen);

e Cyklofosfamid — chemioterapeutyk (Endoxan Baxter Oncology);

e Di018C(3) — barwnik fluorescencyjny (Molecular Probes);

e DMSO - dimetylosulfotlenek, 10% — krioprotektant (Sigma);

e Ester forbolu (PMA) (Sigma);

e Jodek propidyny (PI) (Sigma);

e Jonomycyna (IM) (Sigma);

¢ Konkanawalina A — mitogen limfocytow T (Sigma);

e Mitomycyna C - zwigzek hamujacy proliferacje komorek nowotworowych (Sigma);

e Monenzyna (eBioscience);

e PBS - zbuforowany roztwor soli fizjologicznej (Pracownia Chemii Ogolnej 1ITD PAN
Wroctaw);

e PEG 6000 BioUltra — glikol polietylenowy (Sigma);

e Polibren (Sigma);

¢ Polietylenoimina (PEI) (Polysciences);

e Roztwor trypsyny 0,25% z EDTA 0,05% (Gibco);
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Zestawy odczynnikow stosowane do oznaczen ekspresji mRNA

¢ Nucleospin RNA — zestaw do izolacji RNA (Macherey-Nagel);

e RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit — zestaw do reakcji odwrotnej transkrypcji
(ThermoFisher);

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

e TagMan Gene Expression Assay — sondy do oznaczen ekspresji genow metodg PCR w czasie
rzeczywistym (Applied Biosystem). Numery identyfikacyjne zastosowanych sond

przedstawiono w tabeli 4.

Tabela 4. Sondy do oznaczen ekspresji genéw metoda reakcji PCR w czasie rzeczywistym

Gen Nr sondy
HPRT MmO00446968_m1
IL-10 Mm01288386_m1

Odczynniki stosowane do oznaczen z wykorzystaniem metody cytometrii przeplywowej

e DAPI (Molecular Probes) — barwnik fluorescencyjny stosowany do oznaczenia martwych
komorek;

e LIVE/DEAD Fixable Violet Dead Cell Stain Kit (Invitrogen) — barwnik fluorescencyjny
stosowany do oznaczenia martwych komorek w utrwalanych prébkach;

e Foxp3 Transcription Factor Staining Buffer Set (eBioscience) — zestaw odczynnikdéw do

utrwalania i permeabilizacji komorek.

Odczynniki stosowane w teScie immunoenzymatycznym ELISA

e Bufor optaszczajacy — 0,1 M weglan sodu, pH 9,5 lub 0,2 M fosforan wapnia, pH 6,5 (Pracownia
Chemii Ogo6lnej IITD PAN Wroctaw);

e Bufor blokujacy tto — PBS z dodatkiem 10% FBS, pH 7,0;

e Bufor do przemywania — PBS z dodatkiem 0,05% Tween 20 (Sigma);

e BD OptEIA ELISA set — zestaw do Oznaczania st¢zenia danego bialka w tescie ELISA
zawierajacy przeciwciata oplaszczajace, przeciwciala do detekcji skoniugowane z biotyna,
koniugat awidyny 1 peroksydazy chrzanowej oraz rekombinowane biatko o znanym st¢zeniu do
przygotowania krzywej standardowej (BD Pharmingen);

¢ Invitrogen Uncoated ELISA Kit — zestaw do oznaczania stezenia danego biatka w tescie ELISA

zawierajacy bufor optaszczajacy, bufor blokujacy tlo, przeciwciata optaszczajace, przeciwciala
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do detekcji skoniugowane z biotyng, koniugat awidyny i peroksydazy chrzanowej, roztwor

substratu TMB oraz rekombinowane biatko o znanym stezeniu do przygotowania krzywej

standardowej (Invitrogen, dawniej eBiosience;

e Roztwor substratu — tetrametylobenzydyna (TMB) i

objetosciowym 1:1 (BD Pharmingen);

nadtlenek wodoru w stosunku

e Roztwor zatrzymujacy reakcje — 1 M H3PO4 (Pracownia Chemii Ogoélnej IITD PAN Wroctaw);

Tabela 5. Zestawy ELISA wykorzystane do oznaczenia ste¢zen wybranych cytokin

Cytokina Producent
IL-4 BD Pharmingen
IL-10 BD Pharmingen
IFN-y Invitrogen (eBioscience)

3.1.6. Przeciwciala monoklonalne

Tabela 6. Przeciwciala monoklonalne stosowane do oznaczen cytometrycznych oraz separacji

magnetycznej
Antygen CharakFerystyka Klasa przeciwciata Fluorachromy Sto.sorwane. Producent
przeciwciata (Klon) rozcienczenie
Przeciwciala monoklonalne stosowane do oznaczen cytometrycznych
V500 BD Horizon
CD45 Szczngza”ty' gg_ibl’l'; BV 605 1:200 BioLegend
y PE-Cy7 BioLegend
Szczurze anty- I1gG2b, i ) .
CD11b mysz/czlowiek (M1/70) PerCP-Cy5.5 1:200 BioLegend
Chomicze anty- 19G ) .
CDl11c mysz (N418) BV 650 1:200 BioLegend
F4/80 Szczurze anty- 1gG2a, K Alexa Fluor 700 1:200 BioLegend
mysz (BM8)
Szczurze anty- 1gG2c, PE 1:400 .
LyéC mysz (HK1.4) BV 510 1:200 BioLegend
Szczurze anty- 1gG2a, APC-Cy7 ) .
Ly6G mysz (1A8) BV 605 1:200 BioLegend
IgG2b,
MHC 11 Szczﬁqrzgza”ty' (M5/114.15.2) AF',: éTg ; 1:200 BioLegend
y (i.c. RTK4530) y
Chomicze anty- 19G
CD80 n'] ZSZ y (16-10A1) PerCP-Cy5.5 1:200 BioLegend
y (i.c. HTK888)
S 19G2a,
CD86 zeaurze anty- (GL-1) PE-Cy7 1:200 BioLegend
y (i.c. RTK2758)
1gG2b,
PD-LL -~ Szczurze anty- (10F.9G2) APC 1:200 BioLegend
(CD274) mysz (i.c. RTK4530)
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S 19G2a,
CD206 ZCZ”er:’Za”W' (C068C2) APC 1:50 BioLegend
y (i.c. RTK2758)
Chomicze anty- IgGl, « ) BD
CD3e mysz (145-2C11) PE-CF594 1:200 Biosciences
Szczurze anty- I1gG2b, BV 605 ) .
CD3 mysz (17A2) FITC 1:200 BioLegend
FITC
cpg  Srerurzeanty: Eéc,\iﬂzj_’é; APC 1:200 BioLegend
y PerCP-Cy5.5
Szczurze anty- IgG2a, PE-Cy7 ) .
Cch8a mysz (53-6.7) APC/Fire 750 120 BloLegend
Szczurze anty- IgM, « i ) BD
CD4%b mysz (DX5) PE-CF594 1:200 Biosciences
Szczurze anty- IgGL, A ) .
CD25 mysz (PCB1) PE 1:200 BioLegend
Szczurze anty- 1gG2a, PerCP-Cy5.5 ) .
CD62L mysz (MEL-14) BV 605 1:200 BioLegend
Szczurze anty- 1gG2b, FITC ) .
CD44 mysz (IM7) PE-Cy7 1:200 BioLegend
Szczurze anty- l9G2a,
FoxP3 o (FIK-16s) APC 1:100 eBioscience
mysz/cztowiek .
(i.c. eBR2a)
Szczurze anty- 1gG1, K
IRF8 m szl;czlowité/k (V3GYWCH) APC 1:100 eBioscience
Y (i.c. P3.6.2.8.1)
S N 19G2a,
Ki67 Zczumrzgza” y- (16A8) APC 1:200 BioLegend
y (i.c. RTK2758)
s 19G2a,
CD107a Zczﬂ:zgza”ty' (1D4B) APC 1:200 BioLegend
y (i.c. RTK2758)
Mysie anty- l9G1, «
T-bet m 83; /cziow%ek (4B10) PE-Cy7 1:100 eBioscience
Y (i.c. P.3.6.2.8.1)
IgGl, «
IFN-y Szczgigza”ty' (XMGL1.2) PE 1:100 eBioscience
(i.c. eBRG1)
CD16/ Szczurze anty- IgG2a, 1 _ .
CD32 mysz (93) - 1:50 eBioscience
Przeciwciata monoklonalne stosowane do separacji magnetycznej
) (czasteczki
CD11b rizzzz%i?oangk IgI\/IGlzll;OK magnetyczne i BiosEiches
Y W ( ) BD Imag)

i.c. — kontrola izotypowa (ang. isotype control);

APC - allofikocyjanina; BV — Brilliant Violet; Cy — cyjanina; FITC — izotiocyjanian

PE — fikoerytryna; PerCP — biatko perydynowo-chlorofilowe

fluoresceiny;
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3.2. Metody

3.2.1. Produkcja i zageszczanie wektorow lentiwirusowych

3.2.1.1. Produkcja wektordw lentiwirusowych

Wektory lentiwirusowe pozyskano z nadsaczy znad komorek pakujacych Lenti-X™ 293T
kotransfekowanych plazmidami wchodzacymi w sktad systemu lentiwirusowego trzeciej generacji
(tabela 2). Hodowle komoérek Lenti-X zatozono na szalkach o powierzchni 150 cm?
w podtozu hodowlanym DMEM uzupetlionym o 10% FBS. Po osiagnigciu 80% konfluencji,
komorki kontransfekowano za pomoca roztworu DNA i polietylenoiminy (PEI). Roztwory DNA
oraz PEI sporzadzono w buforze do transfekcji i inkubowano 10 min. w temperaturze pokojowej
(RT). Po tym czasie roztwor PEI wkraplano do roztworu DNA wytrzasajac przez 3 min.
i inkubowano 15 min. w RT. Nastepnie, mieszaning DNA-PEI dodawano do hodowli komérek
pakujacych. Po 24 h na szalkach wymieniono podtoze hodowlane na Opti-MEM uzupetnione o 5%
FBS

3.2.1.2. Zageszczanie wektorow lentiwirusowych

Po 48 h zebrano nadsacz komorkowy zawierajacy wektory lentiwirusowe, a szalki
uzupetniono o $wieze podtoze hodowlane. Nadsacz komérkowy odwirowano (20 min., 2000 x g)
w celu oczyszczenia z komorek. Nastepnie, do nadsgczu dodano mieszaning glikolu
polietylenowego 6000, NaCl i PBS i inkubowano 90 min. w 4°C wytrzasajac co 30 min. Po tym
czasie, mieszaning odwirowano (80 min., 3800 x g). Uzyskany pelet zawierajacy wektory
lentiwirusowe zawieszono w PBS i przechowywano w -80°C.

3.2.1.3. Okreslenie miana zageszczonych wektorow lentiwirusowych

Miano oczyszczonych i zaggszczonych wektorow lentiwirusowych okreslono metoda
seryjnych rozcienczen z wykorzystaniem linii komorek MC38. W tym celu, komoérki MC38
natozono na ptytke 24-dotkowa (Costar) w gestosci 0,1x10° kom./0,5 ml/dotek. Po 24 h, na ptytce
wymieniono podtoze na RPMI uzupetnione o 5% FBS 1 10 pg/ml polibrenu. Do pierwszego dotka
dodano po 5 ul wektorow lentiwirusowych, a nast¢gpnie do dwoch kolejnych dotkéw przenoszono
po 50 ul rozcienczonych wektorow uzyskujac szereg rozcienczen. Po 24 h wymieniono podtoze
hodowlane na $wieze. Po kolejnych 48 h zebrano komorki z dotkow na pomoca roztworu trypsyny
z EDTA, odwirowano (7 min., 192 x g) i zawieszono w PBS z dodatkiem 2,5% FBS. Odsetek
komorek wykazujacych ekspresje EGFP okreslono za pomocg cytometru przeptywowego FACS
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Calibur z oprogramowaniem Cell Quest (Becton Dickinson). Miano wektoréw lentiwirusowych

wyznaczano wykorzystujac wzor:

M [E _ CXGXF
ml %4
M — miano wektorow lentiwirusowych (TU/ml) (TU, ang. transducing units);
C — $rednia liczba komorek przypadajaca na dotek;
G — stosunek liczby komérek EGFP* do wszystkich komorek w prébie;
F —rozcienczenie wektorow lentiwirusowych;

V — objetos¢ w dotku.

3.2.2. lzolacja i hodowla mysich komorek szpikowych

Komorki szpikowe izolowano z ko$ci udowych 1 piszczelowych zdrowych samic myszy
szczepu C57BL/6. Po izolacji, komoérki odptukano trzykrotnie w podtozu hodowlanym, za kazdym
razem wirujac (7 min., 192 X g), a nastepnie mrozono w roztworze 90% FBS i 10% DMSO

1 przechowywano w ciektym azocie.

3.2.2.1. Roznicowanie komorek szpikowych w kierunku komorek dendrytycznych

Komorki BMDC uzyskiwano podczas hodowli ex vivo komorek szpikowych prowadzonej
w obecnosci rm GM-CSF oraz rm IL-4. W tym celu, komérki szpikowe rozmrazano, zawieszono
w podlozu hodowlanym RPMI wuzupelionym o 10% FBS, 40ng/ml rm GM-CSF
i 10 ng/ml rm IL-4, a nastepnie zatozono hodowle w gestosci 10x10® kom./10 ml w butelkach
o powierzchni 75 cm? (Corning). Hodowle prowadzono w warunkach standardowych (37°C,
5% CO2, 95% wilgotnosci powietrza). Po dwoch dniach hodowli, w butelkach podwojono objetos¢
podtoza hodowlanego. Po czterech dniach hodowli, z butelek odebrano potowe zawiesiny komorek,
odwirowano (7 min., 192 x g), komorki zawieszono w 10 ml $wiezego podtoza hodowlanego
1 zawrocono do butelek. Po sze$ciu dniach hodowli, pasazowano komoérki z uzyciem roztworu
trypsyny z EDTA i zawieszono w RPMI uzupetnionym o 40 ng/ml GM-CSF i 5 ng/ml IL-4.
Komorki wykorzystano do transdukcji wektorami lentiwirusowymi (sposob transdukcji opisano
w podrozdziale 3.2.3.) lub zatozono hodowle w nowych butelkach w gestosci 20x10° kom./20 ml
w celu sporzadzenia szczepionek terapeutycznych. Po 24 h do hodowli w butelkach dodano
antygendw nowotworowych w postaci lizatu z koméorek MC38 (10% objetosci). Lizat otrzymano
poprzez pieciokrotne naprzemienne zamrazanie w cieklym azocie i rozmrazanie w 37°C zawiesiny

komoérek MC38 o gestosci 5x10° kom./ml, procedure zakonczono 2-godzinng sonikacja. Po 24 h
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stymulacji antygenami nowotworowymi, BMDC zdjeto z butelek z uzyciem roztworu trypsyny

z EDTA, zawieszono w soli fizjologicznej i stosowano jako szczepionki terapeutyczne.

3.2.2.2. Roznicowanie komorek szpikowych w kierunku komaorek supresorowych pochodzenia
mieloidalnego

MDSC uzyskano podczas hodowli ex vivo komérek pochodzenia szpikowego prowadzonej
w podtozu kondycjonujacym zawierajgcym rm GM-CSF oraz nadsacz znad hodowli komorek
nowotworowych MC38. W celu uzyskania nadsgczy niezbednych do przygotowania podtoza
kondycjonujacego, komorki MC38 zawieszono w RPMI uzupetnionym o 5% FBS i zalozono
hodowle w butelkach 75 cm? w gestosci 10x10° kom./10 ml. Hodowle prowadzono przez 48 h
w warunkach hipoksji (1% O>). Po tym czasie nadsgcz zebrano, odwirowano dwukrotnie w celu
oczyszczenia z komorek (10 min., 2000 x g) i wykorzystano do hodowli komorek szpikowych.
Komorki szpikowe rozmrozono i zawieszono w podtozu kondycjonujacym sktadajacym sie z 75%
nadsaczu znad hodowli komoérek MC38, 10% FBS i 80 ng/ml rm GM-CSEF. Pozostala czes$¢
stanowilo RPMI. Komorki hodowano na plytce 6-dotkowej (Costar) w  gestosci
1x10° kom./1 ml/dotek w warunkach standardowych (37°C, 5% CO2, 95% wilgotno$ci powietrza).
Po dwoch dniach hodowli, dotki uzupeliono o 1 ml podtoza kondycjonujacego. Po czterech
dniach, z dotkéw zebrano po 1 ml zawiesiny komorek, odwirowano, a powstaly osad komorkowy
zawieszono w §wiezo przygotowanym podiozu kondycjonujacym i zawrécono do dotkow. Po
szesciu dniach hodowli zebrano uzyskane MDSC poprzez przeplukiwanie dotkow, odwirowano,
zawieszono w RPMI uzupetnionym o 5% FBS i 80 ng/ml rm GM-CSF i wykorzystano do

transdukcji za pomocg wektoréw lentiwirusowych.

3.2.3. Transdukcja BMDC i MDSC uzyskanych w warunkach in vitro

Szesciodniowe BMDC i MDSC zawieszone w odpowiednim podtozu hodowlanym natozono
na plytki 6-dotkowe w gestosci 2x10° kom./1 ml/dotek. Do dotkéw dodano zawiesine zawierajaca
zaggszezone wektory lentiwirusowe kodujace sShRNA wyciszajace ekspresje 1L-10 (LV shiL-10)
lub kontrolne (LV shN) w liczbie 4 TU/kom. dla BMDC lub 8 TU/kom. dla MDSC. Do kazdego
dotka dodano roztwor polibrenu, ktérego koncowe stezenie w hodowli wynosito 10 pg/ml. Po 24 h
od transdukcji, z dotkéw zebrano zawiesing komorkowa, odwirowano i zawieszono w 2 ml
odpowiedniego podioza hodowlanego, a nastepnie zawrdcono na ptytke. W przypadku BMDC,
stosowano RPMI uzupetnione o 40 ng/ml rm GM-CSF i 5ng/ml rm IL-4. MDSC zawieszono
w podtozu kondycjonujagcym uzupelionym o 80 ng/ml rm GM-CSF. Komorki hodowano przez
kolejne 24 h, a nast¢pnie zebrano za pomoca roztworu trypsyny z EDTA, zawieszono w RPMI,

liczono i wykorzystano do przeprowadzenia testow funkcjonalnych.
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3.2.4. Ocena wydajnosci wyciszenia ekspresji IL-10 w transdukowanych BMDC
i MDSC metoda reakcji PCR w czasie rzeczywistym

3.2.4.1. 1zolacja RNA

Catkowite RNA izolowano z BMDC i MDSC za pomoca zestawu Nucleospin RNA
(Mecherey-Nagel). W tym celu, 1x10° komérek przetozono do proboéwki typu eppendorf,
odptukano dwukrotnie w PBS za kazdym razem wirujgc (7 min., 192 x g) i zawieszono w 350 pl
buforu lizujagcego RA1 uzupetionego o 1% 2-merkaptoetanolu. Lizat komorkowy natozono na
kolumne filtrujaca i wirowano (1 min., 11000 x g). Do przesaczu dodano 350 pl 70% roztworu
alkoholu etylowego, a nastgpnie mieszaning natozono na kolumn¢ wigzacg RNA i wirowano (30 s,
11000 x g). Po przeniesieniu kolumny do nowej probéwki, na membrang dodano 350 pl buforu
MDB (ang. Membrane Desalting Buffer) i ponownie wirowano (1 min, 11000 x g). Na membrang
natozono 95 pl roztworu DNazy i inkubowano 15 min. w RT. Nast¢pnie, enzym inaktywowano
naktadajgc 200 pl buforu RA2, wirowano (30 s, 11000 X g) i plukano dwukrotnie membrane za
pomoca 600 ul buforu RA3 za kazdym razem wirujac (30 s, 11000 X g). Po odptukaniu, osuszono
membrang poprzez wirowanie (3 min., 11000 x g), a nastepnie przetozono kolumng do probowki
typu eppendorf i eluowano zwigzane RNA naktadajac 60 ul wody wolnej od RNaz i wirujac
(1 min., 11000 x g).

3.2.4.2. Pomiar stezenia RNA

Stezenie oraz czystos¢ wyizolowanego RNA okreslono za pomoca spektrofotometru
NanoDrop 2000 (ThermoFisher). Pomiar absorbancji wykonano przy dtugosci fali rownej 260 nm
oraz 280 nm. Stezenie RNA wyznaczono wykorzystujac zalezno$¢ absorbancji $wiatta
o dhugosci fali 260 nm od stgzenia RNA (absorbancja dla roztworu RNA o stezeniu 40 ng/ml
wynosi 1). Czysto$¢ wyizolowanego RNA oznaczono na podstawie wspoOtczynnika absorbancji
przy dtugosci fali 260 nm do absorbancji przy dtugosci fali 280 nm (czyste RNA charakteryzuje si¢
wspotczynnikiem A260/A280 wynoszacym ok. 2).

3.2.4.3. Reakcja odwrotnej transkrypcji

Reakcje odwrotnej transkrypcji prowadzono z wykorzystaniem zestawu ReverAid First
Strand cDNA Synthesis Kit (ThermoFisher). Do probéwki pobrano 1 mg wyizolowanego RNA
i dopetniono wodg wolng od RNaz do 11 pl. Nastepnie dodano 1 pl roztworu starteréw oligo(dT):s
oraz 8 ul mieszaniny reakcyjnej zawierajacej: 4 ul buforu do reakcji (5x), 1 pl roztworu inhibiroréw
RNaz RiboLock (20 U/uL), 2 ul mieszaniny dANTP (10 mM) i 1pul roztworu odwrotnej
transkryptazy RevertAid M-MuLV RT (200 U/uL). Reakcj¢ prowadzono w 42°C przez 60 min.,

a nastgpnie zakonczono reakcj¢ poprzez inkubacje w 70°C przez 5 min.
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3.2.4.4. Reakcja PCR w czasie rzeczywistym

Do mieszaniny reakcyjnej TagMan® Gene Expression Master Mix (Applied Biosystems),
zawierajacej polimerazg¢ DNA AmpliTaq Gold®, mieszaning dNTP, dTTP/dUTP, glikozylaze
uracylo-DNA, barwnik referencyjny ROX oraz inne sktadniki, dodano cDNA (50 ng/reakcje) oraz
odpowiednie sondy wymienione w tabeli 4. Na ptytke 96-dotkowa MicroAmp™ (Applied
Biosystems) naktadano po 20 pl/dotek mieszaniny reakcyjnej. Analize prowadzono wykorzystujac
ViiA™ 7 Real-Time PCR System (Applied Biosystems). Poziom ekspresji IL-10
w transdukowanych BMDC i MDSC oszacowano wzgledem komorek nietransdukowanych

stosujac metode komparatywna (AACt). Jako gen referencyjny stosowano Hprt.

3.2.5. Ocena wydajnosci wyciszenia ekspresji IL-10 w transdukowanych BMDC
i MDSC metoda ELISA

Za pomocg testu ELISA okre$lono stezenie IL-10 w nadsaczach znad 24-godzinnej hodowli
transdukowanych BMDC i MDSC zaktadanej na ptytkach 24-dotkowych w gestosci 0,25x10°
kom./0,5 ml/dotek w RPMI uzupelionym o 10% FBS oraz 40 ng/ml rm GM-CSF i 5 ng/ml
rm IL-4 (BMDC) lub 80 ng/ml rm GM-CSF (MDSC).

W pierwszym etapie, na ptytki 96-dotkowe (Costar) natozono po 100 pl/dotek roztworow
przeciwcial pierwszej warstwy (oplaszczajacych) sporzadzonych w buforze optaszczajacym
1 inkubowano przez noc w 4°C. Nastepnie ptytki ptukano trzykrotnie buforem do przemywania,
osuszono, natozono po 200 pl/dotek buforu blokujacego tto i inkubowano przez 1 h w RT. Na
trzykrotnie przeptukane i osuszone ptytki natozono po 100 pl/dotek badanych nadsaczy, ktdrych
odpowiednie rozcienczenia dobrano doswiadczalnie. W celu wyznaczenia krzywej kalibracyjnej,
na kazda plytk¢ naniesiono roztwory wzorcowe cytokin przygotowane metoda seryjnych
rozcienczen. Ptytki inkubowano przez 2 h w RT, a nast¢pnie usuni¢to niezwigzane biatka poprzez
pigciokrotne plukanie buforem do przemywania. Na osuszong ptytke natozono po 100 pl/dotek
mieszaniny przeciwcial drugiej warstwy (detekcyjnych) i enzymu i inkubowano 60 min. w RT. Po
tym czasie plytki odplukano siedmiokrotnie, za kazdym razem pozostawiajac bufor przemywajacy
w dotkach przez 1 min. Po osuszeniu, naktadano po 100 ul/dotek roztworu substratu i inkubowano
przez 15 min. w ciemnosci. Reakcje barwng zatrzymano przez dodanie po 50 pl/dotek 1 M roztworu
H3PQO4. Bezzwlocznie dokonano pomiaru absorbancji dla dtugoscei fali 450 nm i 570 nm za pomoca

czytnika mikroptytek (Thermo Labsystem Multiscan).

3.2.6. Okreslenie fenotypu powierzchniowego BMDC po transdukcji

Transdukowane wektorami kodujagcymi shRNA BMDC przetozono do proboéwek do
cytometru przeplywowego (0,2x10° kom./probowke), odptukano w PBS z dodatkiem 2,5% FBS
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i odwirowano (7 min., 192 x g). Po rozbiciu peletu, w celu zablokowania niespecyficznych
oddzialywan przeciwcial skoniugowanych z fluorochromami z komoérkami, do kazdej probowki
dodano po 50 pul roztworu przeciwcial monoklonalnych anty-CD16/CD32 i inkubowano przez
15min. w 4°C. Nadmiar przeciwcial odptukano w PBS z 2,5% FBS i odwirowano
(7 min., 192xg). Po rozbiciu peletu, do kazdej probowki dodano po 50 ul roztworu
przeciwcial monoklonalnych skoniugowanych z fluorochromami: anty-CD11lc BV 650,
anty-F4/80  Alexa Fluor 700, anty-MHC Il APC-Cy7, anty-CD80  PerCP-Cy5.5,
anty-CD86 PE-Cy7, anty-PD-L1 APC (charakterystyke przeciwciat zamieszczono w tabeli 6). Do
kazdej probki sporzadzono kontrole izotypowa (i.c.). Komorki inkubowano z przeciwciatami
przez 45 min. w 4°C. Po tym czasie odplukano nadmiar niezwigzanych przeciwciat w PBS
z 2,5% FBS, odwirowano (7 min., 192 x g) i zawieszono komorki w 300 pl PBS z 2,5% FBS.
Bezposrednio przed analiza do kazdej probowki dodano po 50 pl roztworu barwnika DAPI
(1 pg/ml) w celu wykluczenia martwych komoérek. Komorki analizowano za pomocg cytometru

przeptywowego LSR Fortessa z oprogramowaniem Diva (Becton Dickinson).

3.2.7. Ocena zdolnosci transdukowanych BMDC do pierwotnej stymulacji
limfocytéw T

3.2.7.1. Hodowla mieszana transdukowanych BMDC i splenocytow

BMDC transdukowane wektorami kodujacymi shRNA i stymulowane antygenami
nowotworowymi natozono na ptytke 12-dotkowa (Nunc) w gestosci 1,8x10° kom./0,5 ml/dotek.
Splenocyty uzyskane od zdrowych samic myszy szczepu C57BL/6 i przechowywane w ciektym
azocie rozmrozono, odwirowano (7 min., 192 x g), zawieszono w RPMI uzupetnionym o 10% FBS
i natozono po 1,8x10° kom./0,5 ml/dotek na plytki z komérkami BMDC. Kontrolnie, zawiesing
splenocytéw natozono do dotkéw niezawierajacych komorek BMDC uzupelionych
0 0,5ml podloza. Dotki uzupetniono o rh IL-2, ktorej koncowe stezenie wynosito 200 U/ml.
Hodowl¢ mieszang transdukowanych BMDC i splenocytow prowadzono przez 5 dni

w warunkach standardowych.

3.2.7.2. Okreslenie aktywnosci cytotoksycznej stymulowanych komorek sledzionowych

Po 5 dniach stymulacji, splenocyty zebrano, zawieszono w RPMI z dodatkiem 10% FBS
i policzono. Docelowe komorki MC38 zdjeto z butelek, policzono i przygotowano zawiesing
o gestosci 1x10° kom./ml sporzadzona w RPMI z dodatkiem 5% FBS i 10 pl/ml barwnika
DiO1sC(3). Komorki inkubowano przez 20 min. w 37°C, a nastgpnie trzykrotnie odptukano
w podlozu hodowlanym za kazdym razem wirujac (7 min., 192 x g). Znakowane komorki

zawieszono w RPMI z dodatkiem 10% FBS i nalozono na okraglodenne ptytki 96-dotkowe
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(Greiner) po 1x10* kom./100 pl/dotek. Na tak przygotowane plytki natozono po
1x10° kom./100 ul/dotek lub po 3x10° kom./100 pl/dotek zawiesiny splenocytow. Stosunek
komorek efektorowych do komoérek docelowych wynosit 10:1 Iub 30:1. Kazdy dotek uzupetniono
o rh IL-2, ktorej koncowe stezenie wynosito 200 U/ml. Komorki inkubowano przez 4 h w 37°C,
a nastepnie zdjeto z dotkow, umieszczono w probowkach do cytometru przeplywowego,
odptukano w PBS z dodatkiem 2,5% FBS i odwirowano (7 min., 192 x g). Komorki zawieszono
w 200 ul roztworu jodku propidyny o stezeniu 7,5 nM, sporzadzonego w PBS z dodatkiem
2,5% FBS. Po 10 min. inkubacji w 37°C prébki analizowano za pomoca cytometru przeplywowego
FACS Calibur (Becton Dickinson). Aktywnos¢ cytotoksyczng komorek efektorowych okreslono
jako odsetek martwych komorek docelowych pomniejszony o odsetek martwych komdrek

docelowych, ktore kontrolnie inkubowano bez komdrek efektorowych.

3.2.7.3. Ocena ekspresji czgsteczek CD107a na powierzchni komorek efektorowych

Na plaskodenne plytki 96-dotkowe z uprzednio przygotowanag jednowarstwowa hodowla
komorek MC38 naktadano po 100 ul zawiesiny stymulowanych splenocytow o gestosci 2x10°
kom./ml (stosunek liczbowy komorek nowotworowych do splenocytow wynosit 1:5). Do dotkow
dodano roztwor przeciwcial monoklonalnych anty-CD107a skoniugowanych z fluorochromem
APC, PMA (stezenie koncowe 50 mg/ml), jonomycyny (stezenie koncowe 1 pg/ml) oraz rh IL-2
(stezenie koncowe 200 U/ml). Inkubowano przez 2h w 37°C, a nast¢pnie komorki zebrano,
odptukano w PBS z dodatkiem 2,5% FBS, odwirowano (7 min., 192 X g) i znakowano za pomoca
przeciwcial monoklonalnych  skoniugowanych z  fluorochromami:  anty-CD45 V500,
anty-CD4 BV605, anty-CD8a PE-Cy7  (charakterystyke przeciwcial oraz zastosowane
rozcienczenia przedstawiono w tabeli 6). Komorki inkubowano z przeciwciatami przez 45 min.
w 4°C. Po tym czasie odptukano nadmiar niezwigzanych przeciwcial w PBS z 2,5% FBS,
odwirowano (7 min., 192 x g), zawieszono komorki w 300 pl PBS z 2,5% FBS i analizowano za
pomoca cytometru przeptywowego LSR Fortessa. W celu identyfikacji martwych komorek,

bezposrednio przed analizg do probek dodano po 50 pl roztworu barwnika DAPI (1 pg/ml).

3.2.8. Okreslenie fenotypu powierzchniowego MDSC po transdukcji

MDSC transdukowane wektorami kodujacym shRNA przetozono do probowek do cytometru
przeptywowego, odptukano w PBS z dodatkiem 2,5% FBS i odwirowano (7 min., 192 x g). Po
rozbiciu peletu, w celu zablokowania niespecyficznych oddziatywan przeciwcial skoniugowanych
z fluorochromami z komorkami, do kazdej proboéwki dodano po 50 pl roztworu przeciwciat
monoklonalnych anty-CD16/CD32 i inkubowano przez 15 min. w 4°C. Nadmiar przeciwciat
odptukano w PBS z 2,5% FBS i odwirowano (7 min., 192 x g). Po rozbiciu peletu, do kazdej

probowki dodano po 50 ul roztworu przeciwcial monoklonalnych skoniugowanych
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z fluorochromami: anty-CD11b PerCP-Cy5.5, anty-CD11c BV 650, anty-F4/80 Alexa Fluor 700,
anty-Ly6C BV 510, anty-Ly6G BV 605, anty-MHC Il APC-Cy7, anty-CD86 PE-Cy7,
anty-PD-L1 APC (charakterystyke przeciwcial zamieszczono w tabeli 6). Do kazdej probki
sporzadzono kontrole izotypowa (i.c.). Komorki inkubowano z przeciwcialami przez 45 min.
w 4°C. Po tym czasie odptukano nadmiar niezwigzanych przeciwciat w PBS z 2,5% FBS,
odwirowano (7 min., 192 x g) i zawieszono komorki w 300 ul PBS z 2,5% FBS. Bezposrednio
przed analizg do kazdej probowki dodano po 50 ul roztworu barwnika DAPI (1 pg/ml) w celu
wykluczenia martwych komorek. Komoérki analizowano za pomocg cytometru przeptywowego

LSR Fortessa z oprogramowaniem Diva (Becton Dickinson).

3.2.9. Ocena aktywnosci supresorowej transdukowanych MDSC

Wykorzystujac procedur¢ opisang w podrozdziale 3.2.8., transdukowane MDSC
wyznakowano za pomocg przeciwcial monoklonalnych skoniugowanych z fluorochromami:
anty-CD11b PerCP-Cy5.5, anty-CD11lc BV 650, anty-Ly6C PE, anty-Ly6G APC-Cy7
(charakterystyke przeciwcial zamieszczono w tabeli 6). Nastepnie, komorki zawieszono w PBS
z dodatkiem 2,5% FBS doprowadzajac do gestosci 5x10° kom./ml. Za pomocg sortera FACS Aria
wyizolowano M-MDSC (CD11b*CDI11¢Ly6C") oraz PMN-MDSC (CD11b*CD11¢Ly6G™)
wykazujace ekspresje biatka EGFP. Aktywno$¢ supresorowa uzyskanych M-MDSC
i PMN-MDSC okre$lano na podstawie ich zdolnosci do hamowania proliferacji splenocytéw
uzyskanych od zdrowej myszy szczepu C57BL/6 znakowanych za pomoca barwnika

fluorescencyjnego CFDA-SE.

3.2.9.1. Przygotowanie splenocytow znakowanych barwnikiem CFDA-SE

Splenocyty uzyskane od zdrowych samic myszy szczepu C57BL/6 i przechowywane
w cieklym azocie rozmrozono, odwirowano (7 min., 192 x g), zawieszono w PBS i ponownie
odwirowano. Komorki policzono i zawieszono w roztworze CFDA-SE o stezeniu 0,5 uM,
sporzadzonym w PBS, doprowadzajac do gestosci 5x108 kom./ml. Splenocyty inkubowano przez
15min w 37°C, a nastgpnie odptukano w RPMI z dodatkiem 10% FBS i odwirowano
(7 min., 192 x g). Komorki zawieszono w RPMI i inkubowano przez 30 min. w 37°C. Po tym
czasie, znakowane splenocyty odwirowano (7 min., 192 x g) i zawieszono w RPMI uzupetnionym
o 10% FBS, konkanawaling A (ConA; 4 ug/ml) oraz hIL-2 (400 U/ml).

3.2.9.2. Prowadzenie hodowli mieszanej MDSC i znakowanych splenocytow

Wyizolowane M-MDSC i PMN-MDSC nalozono na okragtodenne ptytki 96-dotkowe.
M-MDSC nakladano w liczbie 1x10° kom./100 ul/dotek, a do dotkow dodawano znakowane
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splenocyty w liczbie 1x10° kom./100 pl/dotek lub 2x10° kom./100 ul/dotek. Ze wzgledu na
niewielkg liczbe wyizolowanych PMN-MDSC, komoérki te nalozono w liczbie
1x10* kom./100 pl/dotek, a liczba dodanych splenocytéw wynosita 1x10* kom./100 pl/dotek lub
2x10* kom./100 pl/dotek. Stosunek liczbowy MDSC i splenocytéw wynosit 1:1 lub 1:2,
a koncowe stezenie konkanawaliny A i hIL-2 wynosito odpowiednio 2 pug/ml oraz 200 U/ml.

Hodowle mieszang prowadzono w warunkach standardowych przez 72 h.

3.2.9.3. Ocena proliferacji splenocytow w obecnosci MDSC

Po zakonczeniu hodowli, ptytke¢ odwirowano (7 min., 192 xg), nadsgcz zebrano
i przechowywano w 4°C, a komorki zdjeto z dotkow, umieszczono w probowkach do cytometru
przeplywowego 1 wyznakowano za pomoca przeciwcial monoklonalnych skoniugowanych
z fluorochromami: anty-CD11b PerCP-Cy5.5, anty-CD4 APC, anty-CD8 PE-Cy7. Komorki
inkubowano z przeciwciatami przez 45 min. w 4°C, a nastgpnie odptukano nadmiar niezwigzanych
przeciwcial w PBS z 2,5% FBS, odwirowano (7 min., 192 x g) i zawieszono komarki w 300 ul PBS
z 2,5% FBS. Analize¢ przeprowadzono za pomocg cytometru przeptywowego LSR Fortessa. W celu
identyfikacji martwych komorek, bezposrednio przed analiza do probek dodano po 50 pl roztworu
barwnika DAPI (1 pg/ml). W nadsaczach znad mieszanej hodowli oszacowano stezenie IFN-y
i IL-10 za pomocg testu ELISA, wedtug procedury opisanej w podrozdziale 3.2.5.

3.2.10. Doswiadczenia terapeutyczne
3.2.10.1. Wszczepienie komorek nowotworowych

Hodowane in vitro komorki linii mysiego raka jelita grubego MC38 zdjeto z butelek za
pomocg roztworu trypsyny z EDTA i odptukiwano w soli fizjologicznej. Po odwirowaniu (7 min.,
192 x g), komdrki zawieszono w soli fizjologicznej i wszczepiono myszom szczepu C57BL/6 pod
skore prawego boku w liczbie 1,1x10° kom./0,2 ml/mysz. Gdy guzy byty palpacyjnie wyczuwalne
(12-21 dni po wszczepieniu komorek MC38), dokonano randomizacji myszy na podstawie pomiaru

objetosci guzow i rozpoczynano terapie.

3.2.10.2. Okreslenie efektu podania wektorow lentiwirusowych wyciszajgcych ekspresje
IL-10

Myszom podawano wektory lentiwirusowe kodujagce sekwencje shRNA skierowane
przeciwko mRNA dla mysiej IL-10 (shlL-10). Jako kontrol¢ zastosowano wektory lentiwirusowe
kodujace shRNA skierowane przeciwko mRNA dla ludzkiego biatka GAPDH (shN). Wektory
lentiwirusowe zawieszone w PBS podawano doguzowo (i.t.) w liczbie 2x10° TU/50 ul/mysz

trzykrotnie wedlug schematu przedstawionego na rycinie 7. Széstego (ryc. 7 A) lub dziesiagtego
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(ryc. 7 B) dnia terapii, od myszy pobrano guzy, wartownicze wezty chtonne oraz §ledziony. Guzy
zwazono, a nastgpnie przetarto przez jatowe filtry do osocza. Uzyskang zawiesing komorek
odptukano trzykrotnie w RPMI z dodatkiem 3% FBS za kazdym razem wirujac (7 min., 192 x g),
zawieszono w RPMI uzupetnionym o 10% FBS doprowadzajac do gestosci 200 mg/ml i poddano
analizom opisanym w podrozdziatach od 3.2.11 do 3.2.15. Wezly chtonne przetarto przez jalowe
filtry do osocza, odptukano trzykrotnie w RPMI z dodatkiem 3% FBS za kazdym razem wirujac
(7 min., 192 x g) i zawieszono w RPMI uzupetnionym o 10% FBS. Nastepnie policzono uzyskane
komorki i przeprowadzono analizy opisane W podrozdziatach 3.2.16 i 3.2.17. Sledziony przetarto
przez jatowe filtry do osocza, zawiesing komorek odptukano dwukrotnie 1 zamrazano w oparach
ciektego azotu w RPMI uzupetnionym o 50% FBS i 10% DMSO. Po uptywie 1,5 h przetozono do
ciektego azotu. Splenocyty poddano analizom opisanym w podrozdziatach 3.2.18 1 3.2.19.

3.2.10.3. Otkreslenie efektu podania cyklofosfamidu i wektorow lentiwirusowych
wyciszajgcych ekspresje IL-10

Schemat traktowania myszy przedstawiony w poprzednim paragrafie rozszerzono
0 dootrzewnowe (i.p.) podanie cyklofosfamidu, ktory zastosowano w dawce 150 mg/kg m.c. dwa
dni przed pierwszym podaniem wektoréw lentiwirusowych. Osmego (ryc. 7 C) lub dwunastego
(ryc. 7 D) dnia terapii, od myszy pobrano guzy, wartownicze wezty chtonne oraz $ledziony, ktore

nastgpnie traktowano zgodnie z procedurg opisang w poprzednim paragrafie.

A B
i.t. LV shN/LV shIL-10 i.t. LV shN/LV shIL-10
2x10° TU/50pl/mysz 2x10° TU/50pl/mysz
| \ \ | [
o—O0——0——0—e > o—0 o—0O0—0—
0 1 3 5 6 dni 0 1 7 8 10 dni
l l |
Randomizacja Pobranie guzéw, Pobranie guzow,
$ledzion $ledzion
i weztéw chionnych i weztéw chtonnych
C D

i.p. CY i.t. LV shN/LV shIL-10 i.p.CY i.t. LV shN/LV shIL-10

150 mg/kg | | 2x10° TU/50ul/mysz 150 mg/kg | | 2x10° TU/50ul/mysz

\ | | | \ \ [ ]
oo0——0—0—10 00— o—0—=0C o—O0—0—
0 1 3 5 7 8 dni 0 1 3 9 10 12 dni

\ | \
Randomizacja Pobranie guzow, Pobranie guzéw,
$ledzion $ledzion
i weztéw chtonnych i weztéw chtonnych

Ryc. 7. Schematy do$wiadczen in vivo majgcych na celu okreslenie efektu podania wektorow lentiwirusowych
wyciszajgcych ekspresje IL-10 stosowanych samodzielnie (A, B) lub w potgczeniu z cyklofosfamidem (C, D).
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3.2.10.4. Okreslenie efektu skojarzonej immunoterapii ztozonej z wektorow lentiwirusowych
wyciszajgcych ekspresje IL-10 i komdrek dendrytycznych

Wektory lentiwirusowe zawieszone w PBS podawano myszom doguzowo (i.t.) w liczbie
2x10° TU/50 pl/mysz trzykrotnie w odstepach tygodniowych wedtug schematu przedstawionego
na rycinie 8 A. Dzienh po kazdym podaniu wektorow, myszom podano okologuzowo (p.t.)
szczepionki zawierajace komoérki dendrytyczne stymulowane antygenami nowotworowymi
w liczbie 2x10° kom./0,2 ml/mysz. Pomiaréw guzéw dokonano w odstepach 2-3-dniowych przez
caly czas trwania doswiadczenia. Objetosé guzow obliczono wedtug wzoru: ¥ a x b?, gdzie ,,a” jest
dluzszym, a ,b” — krotszym wymiarem. Oceng¢ skutecznosci zastosowanych schematow
terapeutycznych przeprowadzono w oparciu 0 TGl — zahamowanie wzrostu guzow w odniesieniu
do guzoéw z grupy kontrolnej, wyliczane wedtug wzoru: 100-(T/C x 100), gdzie T oznacza mediang
objetosci guzéw myszy leczonych, a C — median¢ objgtosci guzow kontrolnych myszy
nieleczonych. Tydzien po zakonczeniu terapii, od myszy pobrano guzy oraz $ledziony, ktore
nastgpnie przetarto przez jalowe filtry do osocza. Zawiesing komorek uzyskang z guzéw
i $ledzion odplukano dwukrotnie w RPMI z dodatkiem 3% FBS za kazdym razem wirujac
(7 min., 192 x g) i zamrozono w oparach ciektego azotu w RPMI uzupelionym o 50% FBS
i 10% DMSO. Po uptywie 1,5 h przetozono do ciektego azotu. Guzy oraz $ledziony poddano
analizom opisanym w podrozdziatach 3.2.11, 3.2.18 1 3.2.19.

3.2.10.5. Okreslenie efektu skojarzonej chemioimmunoterapii zlozonej z cyklofosfamidu,
wektorow  lentiwirusowych — wyciszajgcych — ekspresje  IL-10 i komorek
dendrytycznych

Schemat terapeutyczny opisany w poprzednim paragrafie rozszerzono o dootrzewnowe (i.p)
podanie cyklofosfamidu, ktéry zastosowano w dawce 150 mg/kg m.c. dwa dni przed pierwszym
podaniem wektorow lentiwirusowych (ryc. 8 B). Ocene skuteczno$ci zastosowanych schematow
terapeutycznych przeprowadzono w oparciu 0 TGl oszacowane w odniesieniu do guzow z grupy
traktowanej cyklofosfamidem. Tydzien po zakonczeniu terapii od myszy pobrano guzy oraz
Sledziony, ktore traktowano zgodnie z procedurg opisang w poprzednim paragrafie,

a nastgpnie poddano analizom opisanym w podrozdziatach 3.2.11 oraz 3.2.18-3.2.20.
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A i.t. LV shN/LV shIL-10
2x10° TU/50pl/mysz
| \ |
O -0 a -0 o—>
0 14 15 21 22 28 29 36 dni
| | | |
s.c. MC38 p.t. BMDC/TAg Pobranie guzéw
2x10°%/mysz i $ledzion
B ;
i.t. LV shN/LV shIL-10
2x10° TU/50pl/mysz
| | |
-0 o—>
0 12 14 15 21 22 28 29 36 dni
| | | | | |
s.c. MC38 i.p.CY p.t. BMDC/TAg Pobranie guzéw
150 mg/kg 0,2x10%/mysz i $ledzion

Ryc. 8. Schematy doswiadczen in vivo majacych na celu okre$lenie efektu skojarzonej terapii ztozonej
z wektorow wyciszajacych ekspresje IL-10 i komorek dendrytycznych stosowanych jako immunoterapia (A) lub
chemioimmunoterapia w potaczeniu z cyklofosfamidem (B).

3.2.11. Oznaczenie naciekdw limfocytow i komérek mieloidalnych w guzach metoda
cytometrii przeplywowej

Komorki wyizolowane z guzéw znakowano za pomocg barwnika LIVE/DEAD® Fixable
Blue Dead Cell Stain (Life Technologies) stuzacego do identyfikacji martwych komoérek. W tym
celu, komorki odwirowano w PBS, zawieszono w PBS z dodatkiem barwnika i inkubowano 30 min.
w RT. Nastepnie komorki odptukano w PBS z dodatkiem 2,5% FBS, odwirowano (7 min., 192 x g),
dodano 50 pl roztworu przeciwciat anty-CD16/CD32 i inkubowano 15 min. w 4°C. Po odptukaniu,
komorki znakowano za pomoca przeciwcial monoklonalnych skoniugowanych z fluorochromami.
W tym celu, do komorek dodano roztworu odpowiednich przeciwciat (tabela 7) i inkubowano przez
45 min. w 4°C. Po tym czasie komorki odptukano i utrwalono za pomoca Foxp3 Transcription
Factor Staining Buffer Set (eBioscience) poprzez zawieszenie w Fixation Buffer
1 inkubacj¢ przez 30 min. w 4°C. Nastgpnie komorki odplukano w Permeabilization Buffer,
odwirowano (7 min., 300 x g), dodano roztwoér przeciwcial anty-CD16/CD32 i inkubowano
15 min. w 4°C. Po odptukaniu w Permeabilization Buffer, do komoérek dodano roztworu
przeciwcial skierowanych przeciwko antygenom wewnatrzkomorkowym (tabela 7) 1 inkubowano
przez 45 min. w 4°C. Komorki odpluwano dwukrotnie w Permeabilization Buffer, zawieszono
w 300 ul PBS z2mM EDTA i 2,5% FBS i analizowano za pomocg cytometru przeptywowego LSR
Fortessa z oprogramowaniem FACS Diva (Becton Dickinson).

W przypadku doswiadczen, ktéorych schematy przedstawiono na rycinie 7, w celu
zidentyfikowania komérek EGFP*, dokonano oznaczen w probkach nieutrwalonych. Procedure

rozpoczeto od inkubacji komorek z roztworem przeciwceial anty-CD16/CD32, nastgpnie wykonano

60



MATERIALY I METODY

znakowanie za  pomocg koktajlu  przeciwcial  monoklonalnych  skoniugowanych
z fluorochromami (tabela 7), a po odplukaniu nadmiaru przeciwcial, komorki zawieszano
w 300 pl PBS z 2mM EDTA i 2,5% FBS i analizowano za pomoca cytometru LSR Fortessa.
W celu identyfikacji martwych komorek, bezposrednio przed analiza do préobek dodano po 50 pl
roztworu barwnika DAPI (1 ug/ml). W tabeli 8 przedstawiono charakterystyke fenotypowsa

identyfikowanych populacji, wedtug ktorej przeprowadzono analizg.

Tabela 7. Przeciwciala monoklonalne skoniugowane 2z fluorochromami zastosowane
w poszczegolnych doswiadczeniach. Schematy doswiadczen 1A-D przedstawiono na rycinie 7,
a doswiadczen 2A-B na rycinie 8.

Doswiadczenie
Antygen
1A 1B 1C 1D 2A 2B
Oznaczenie komorek mieloidalnych (panel I, prébki utrwalane)
CD45 - PE-Cy7 - PE-Cy7 BV605 BV605
CD11b - PerCP-Cy5.5 - PerCP-Cy5.5 | PerCP-Cy5.5 | PerCP-Cy5.5
CD3e - FITC - FITC PE-CF594 PE-CF594
CD19 - FITC - FITC PE-CF594 PE-CF594
CD49%b - - - - PE-CF594 PE-CF594
CD11c - BV650 - BV650 BV650 BV650
F4/80 - AF700 - AF700 AF700 AF700
Ly6C - PE - PE PE PE
Ly6G - APC-Cy7 - APC-Cy7 APC-Cy7 APC-Cy7
MHC 11 - - - - FITC FITC
APC APC
cone _ (CD206 Iub _ (CD2061ub | APC APC
IRF8 Ki67 lub Ki67 lub (CD206) (CD206)
IRF8) IRF8)
Oznaczenie komorek mieloidalnych (panel 11, probki nieutrwalane)
CD45 V500 V500 V500 V500 - -
CD11b PerCP-Cy5.5 | PerCP-Cy5.5 | PerCP-Cy5.5 | PerCP-Cy5.5 - -
CD3e PE-CF594 PE-CF594 PE-CF594 PE-CF594 - -
CD19 PE-CF594 PE-CF594 PE-CF594 PE-CF594 - -
CD49%9b PE-CF594 PE-CF594 PE-CF594 PE-CF594 - -
CDl11c BV650 BV650 BV650 BV650 - -
F4/80 AF700 AF700 AF700 AF700 - -
Ly6C BV510 PE PE PE - -
Ly6G BV605 BV605 BV605 BV605 - -
MHC 11 APC-Cy7 APC-Cy7 APC-Cy7 APC-Cy7 - -
CD86 PE-Cy7 PE-Cy7 PE-Cy7 PE-Cy7 - -
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Oznaczenie limfocytow (prébki utrwalane)

CD45 BV605 BV605 BV605 BV605 BV605 BV605
CD3e BV650 BV650 BV650 BV650 BV650 BV650
CD4 FITC FITC FITC FITC FITC FITC
CD8a APC/Fire 750 | APC/Fire 750 | APC/Fire 750 | APC/Fire 750 | APC/Fire 750 | APC/Fire 750
CD19 AF700 AF700 AF700 AF700 AF700 AF700
CD49b PE-CF594 PE-CF594 PE-CF594 PE-CF594 PE-CF594 PE-CF594
CD25 PE PE PE PE PE PE
CD44 PE-Cy7 PE-Cy7 PE-Cy7 PE-Cy7 PE-Cy7 PE-Cy7
CD62L PerCP-Cy5.5 | PerCP-Cy5.5 | PerCP-Cy5.5 | PerCP-Cy5.5 | PerCP-Cy5.5 | PerCP-Cy5.5
FoxP3 APC APC APC APC APC APC

Tabela 8. Charakterystyka fenotypowa populacji komorek identyfikowanych podczas analiz
przeprowadzonych z wykorzystaniem metody cytometrii przeptywowej

Populacja Markery
Oznaczenia komorek mieloidalnych
Komorki mieloidalne CD45*CD11b*CD3e CD197CD49b™
DC CD11c*F4/80™MHCII*
TAM CD11c*F4/80*
M-MDSC CD11c¢F4/80 Ly6C*Ly6G~
PMN-MDSC CD11c’F4/80 Ly6C™Ly6G*
Oznaczenia limfocytow
NK CD45*CD37CD49b*

NKT CD45*CD3*CD49b*
Limfocyty T CD8* CD45*CD3*CD49bCD8*
Limfocyty T CD4* CD45*CD3*CD49b CD4*

Limfocyty Treg CD45*CD3*CD49b CD4*CD25*FoxP3*
Limfocyty T efektorowe CD44*CD62L"~

3.2.12. Ocena zdolnosci komérek wyizolowanych z guzéw do produkeji IL-10

Z zawiesiny komorek wyizolowanych z guzéw pobranych od myszy, pobrano 50 pl
i zatozono hodowle na ptytkach 24-dotkowych w RPMI uzupelionym o 10% FBS
(10 mg tkanki/ml/dotek). Po 24 h zebrano nadsacz znad hodowli, odwirowano (7 min., 192 x g),
przenoszono do nowej probowki i przechowywano w 4°C. W nadsaczach oszacowano stezenie
IL-10 za pomoca testu ELISA, ktéry przeprowadzano wedtug procedury opisanej w podrozdziale
3.2.5.

62



MATERIALY I METODY

3.2.13. Izolacja komdérek CD11b* z guzéw pobranych od myszy

Zawiesing komorek wyizolowanych z guzéw odptukano w PBS z dodatkiem 2 mM EDTA
i 2,5% FBS i odwirowano (7 min., 192 x g). Do komorek dodano 50 ul roztworu przeciwciat
anty-CD16/CD32 i inkubowano przez 15 min. w 4°C. Ponownie odptukano w PBS z2 mM EDTA
i 2,5% FBS i odwirowano. Na pelet dodano po 100 ul przeciwcial monoklonalnych anty-CD11b
skoniugowanych z czgsteczkami magnetycznymi i inkubowano przez 30 min. w 4°C. Komorki
zawieszono w 3ml PBS z 2mM EDTA i 2,5% FBS, a nastepnie proboéwki umieszczono
w separatorze magnetycznym (BD Biosciences) i pozostawiano na 8 min. Po tym czasie,
z probowek delikatnie usuwano negatywna frakcje komorek, a pozostate komorki zawieszano
w 3ml PBS z 2mM EDTA i 2,5% FBS i ponownie umieszczano w separatorze. Procedure
oczyszczania powtérzono trzykrotnie. Wyizolowane komoérki CD11b* zawieszono w RPMI
z dodatkiem 10% FBS i odwirowano. Komorki ponownie zawieszono w podtozu hodowlanym,

liczono i wykorzystano do testow opisanych w podrozdziatach 3.2.14 1 3.2.15.

3.2.14. Ocena zdolnosci komorek CD11b* izolowanych z guzéw do wytwarzania
reaktywnych form tlenu

Komorki CD11b* wyizolowane z guzéw w liczbie 0,1x10° odplukano w PBS
z dodatkiem 2,5% FBS i odwirowano (7 min., 192 x g). Na pelet dodano 50 ul roztworu przeciwciat
monoklonalnych skoniugowanych z fluorochromami: anty-CD45 PE-Cy7, anty-CD3 PE-CF594,
anty-CD19 PE-CF594, anty-CD49b PE-CF594, anty-CD1lc BV650, anty-F4/80 AF700,
anty-Ly6C BV510, anty-Ly6G BV605. Komorki inkubowano z przeciwciatami przez 45 min.
w 4°C, a nastgpnie odptukano w PBS z dodatkiem 2,5% FBS i odwirowano (7 min., 192 x g).
Komorki zawieszono w 500 pl roztworu barwnika CellROX o stezeniu 5 uM sporzadzonego
w RPMI uzupelionym o 10% FBS oraz PMA w stezeniu 30 ng/ml i inkubowano przez 30 min.
w 37°C. Po tym czasie dwukrotnie odptukano w PBS z dodatkiem 2,5% FBS za kazdym razem
wirujac (7 min., 192 x g) i zawieszono w 300 pl PBS z 2mM EDTA i 2,5% FBS i analizowano za
pomoca cytometru LSR Fortessa. W celu identyfikacji martwych komorek, bezposrednio przed

analizg do probek dodano po 50 ul roztworu barwnika DAPI (1 pg/ml).

3.2.15. Ocena aktywnosci supresorowej komérek CD11b* wyizolowanych z guzow

Aktywno$¢ supresorowg komoérek CDI11b* okre$lono na podstawie ich zdolnosci do
hamowania proliferacji splenocytéw, uzyskanych od zdrowej myszy szczepu C57BL/6,
znakowanych za pomoca barwnika fluorescencyjnego CFDA-SE. Splenocyty znakowano stosujac
procedure opisana w punkcie 3.2.9., a nastepnie doprowadzono do gestosci 0,5x10° kom./ml

podtoza hodowlanego uzupetnionego o ConA (4 pg/ml) oraz rh IL-2 (400 U/ml). Na okraglodenng
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ptytke 96-dotkowa natozono po 100 ul/dotek sporzadzonej zawiesiny splenocytow oraz
100 pl/dotek (0,5x108 kom./ml) zawiesiny komdrek CD11b* wyizolowanych
z guzéw. Stosunek liczby komérek CD11b* oraz wyznakowanych splenocytow wynosit 1:1.
Hodowle mieszang prowadzono w warunkach standardowych przez 72 godziny. Po zakonczeniu
hodowli, ptytk¢ odwirowano (7 min., 192 x g), nadsacz zbierano i przechowywano w 4°C,
a komorki zdejmowano z dotkéw i znakowano za pomoca przeciwcial monoklonalnych
skoniugowanymi  z  fluorochromami: anty-CD11lb  PerCP-Cy5.5, anty-CD4 APC,
anty-CD8 PE-Cy7. Komorki inkubowano z przeciwcialami przez 45 min. w 4°C. Po tym czasie
odptukano nadmiar niezwigzanych przeciwciat w PBS z 2,5% FBS, odwirowano (7 min., 192 x g)
i zawieszono komorki w 300 pl PBS z 2,5% FBS. Analize przeprowadzono za pomocg cytometru
przeplywowego LSR Fortessa. W celu identyfikacji martwych komorek, bezposrednio przed
analiza do probek dodano po 50 pl roztworu barwnika DAPI (1 pg/ml). W nadsaczach znad
mieszanej hodowli oszacowano stezenie IFN-y i IL-10 za pomocag testu ELISA, wedtug procedury

opisanej w podrozdziale 3.2.5.

3.2.16. Ocena fenotypu limfocytow w wartowniczych weztach chlonnych wyizolowanych
od myszy po terapii

Wsrdd komoérek wyizolowanych z wartowniczych weztow chtonnych pobranych od myszy
podczas doswiadczen, oznaczono populacje limfocytow T, stosujac roztwdr przeciwciat
monoklonalnych skoniugowanych z fluorochromami (tabela 9). Podczas znakowania komdrek

stosowano procedure opisang w podrozdziale 3.2.11.

Tabela 9. Przeciwciata monoklonalne skoniugowane z fluorochromami zastosowane do oznaczen
komorek znajdujacych sie w weztach chtonnych pobranych od myszy podczas poszczeg6inych
doswiadczen, ktorych schematy przedstawiono na rycinie 7.

Doswiadczenie
Antygen
1A 1B 1C 1D
Oznaczenie limfocytow (prébki utrwalane)
CD4 APC PerCP-Cy5.5 FITC PerCP-Cy5.5
CcD8 PE-Cy7 PE-Cy7 PE-Cy7 PE-Cy7
CD44 PE FITC PE FITC
CD62L - BV605 BV605 BV605
Ki67 - APC APC APC
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3.2.17. Ocena zdolno$ci komodrek wyizolowanych z wartowniczych wezlow chtonnych do
produkcji cytokin

Komorki wyizolowane z weztéw chlonnych w liczbie 1x10° natozono na ptytke
24-dotkowa i uzupetiono RPMI z dodatkiem 10% FBS do objetosci 1 ml. Komdrki hodowano
przez 24h w warunkach standardowych, a nastepnie nadsgcz zebrano, odwirowano
(7 min., 192 x g), przeniesiono do nowej probowki i przechowywano w 4°C. W nadsaczach
oceniono stezenie IFN-y i IL-10, za pomoca testu ELISA, ktory przeprowadzono wedtug procedury
opisanej w podrozdziale 3.2.5.

3.2.18. Restymulacja komorek sledzionowych uzyskanych od myszy po terapii

Splenocyty uzyskane od myszy po terapii poddano pieciodniowe] restymulacji in vitro
w obecnosci komorek nowotworowych MC38. Po tym czasie oceniono aktywnos¢

restymulowanych komorek efektorowych.

3.2.18.1. Przygotowanie jednowarstwowej hodowli komorek MC38

Komérki MC38 zdjeto z butelek za pomoca roztworu trypsyny z EDTA, odwirowano
(7 min., 192 xg) i zawieszano w RPMI z dodatkiem 5% FBS i 50 ug/ml mitomycyny C,
doprowadzajac do gestosci 3x10° kom./ml. Po 30 min. inkubacji w 37°C, komoérki odptukano
trzykrotnie w RPMI, za kazdym razem wirujac (7 min., 192 x g). Nastgpnie komarki zawieszono
w RPMI z dodatkiem 5% FBS i nalozono na ptytki 24-dotkowe po 0,1x10° kom./ml/dotek.

Hodowle¢ prowadzono w warunkach standardowych przez 24 h.

3.2.18.2. Przygotowanie komorek efektorowych, zaktadanie pieciodniowej hodowli mieszanej

Splenocyty uzyskane od myszy po terapii i przechowywane w ciektym azocie rozmrozono
w RPMI z dodatkiem 3% FBS i odwirowano (7 min., 192 x g). Komorki zawieszono w RPMI
z dodatkiem 10% FBS, liczono i nalozono na przygotowane 24h wczesniej plytki
z jednowarstwowa hodowla komorek MC38, w liczbie 2x10° kom./ml/dotek. Dodatkowo, dotki
uzupetniono o rhIL-2, ktorej koncowe stezenie wynosito 200 U/ml. Hodowlg mieszang

splenocytoéw i komorek MC38 prowadzono przez pi¢¢ dni w warunkach standardowych.

3.2.19. Ocena aktywnosci restymulowanych komoérek efektorowych

Oceniono aktywnos$¢ cytotoksyczng restymulowanych splenocytow wobec docelowych
komoérek MC38 oraz ekspresje czasteczek CD107a na powierzchni komérek CD8™ oraz CD49b*

uzyskanych w trakcie restymulacji splenocytow stosujac procedury opisane w podrozdziale 3.2.7.

65



MATERIALY I METODY

Za pomoca testu ELISA, w nadsaczach znad pigciodniowej hodowli mieszanej splenocytow oraz
komdrek MC38 okreslono stezenia IFN-y, IL-4 oraz IL-10. Test ELISA przeprowadzono wedtug
procedury opisanej w podrozdziale 3.2.5.

3.2.20. Ocena polaryzacji $sledzionowych limfocytow T

Zawiesing rozmrozonych splenocytow przygotowang wedlug procedury opisanej
w  podrozdziale 3.2.18. natozono na plytki 48-dotkowe (Costar) w liczbie
0,5x10° kom./0,5 ml/dotek. Do dotkéw dodano po 50 pl roztworu ConA i hlL-2, ktorych koncowe
stezenia wynosity odpowiednio 0,5 pg/ml i 200 U/ml. Hodowl¢ prowadzono przez 48 h
w warunkach standardowych. Po tym czasie, do dotkow dodano roztwor brefeldyny A i monenzyny
o koncowym stezeniu odpowiednio 10 pg/ml i 2 uM i inkubowano w 37°C przez 1 h. Komorki
zdjeto z dotkéw 1 znakowano za pomoca barwnika LIVE/DEAD® Fixable Blue Dead Cell Stain
(Life Technologies) oraz przeciwcial monoklonalnych skierowanych przeciwko antygenom
powierzchniowym i wewnatrzkomorkowym stosujac procedurg opisang w podrozdziale 3.2.11.
Komorki  znakowano powierzchniowo za pomoca przeciwcial: anty-CD4  FITC,
anty-CD8 APC/Fire 750, a po utrwaleniu zastosowano mieszaning¢ przeciwcial: anty-T-bet PE-Cy?7,
anty-FoxP3 APC, anty-IFN-y PE. Wyznakowane splenocyty analizowano za pomoca cytometru

przeptywowego LSR Fortessa z oprogramowaniem FACS Diva (Becton Dickinson).

3.2.21. Analiza statystyczna

Analize statystyczng prowadzono w programie GraphPad Prism 8. Ze wzglgedu na mala
liczebno$¢ grup, analize wykonano za pomocg testow nieparametrycznych. Do analizy wynikow
pochodzacych z doswiadczen prowadzonych w warunkach in vitro oraz wynikdw analiz ex vivo
materiatu uzyskanego od zwierzat doswiadczalnych stosowano nieparametryczny test ANOVA
Kruskalla-Wallisa i test post hoc Dunna. Analize statystyczng pomiarow objetosci guzow
prowadzonych przez caty czas trwania do§wiadczen terapeutycznych wykonano za pomoca testu
ANOVA Friedmana i testu post hoc Dunna. Réznice pomiedzy poszczegdlnymi grupami, dla
ktorych p<0,05 zostaly uznane za istotne statystycznie (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001;
**** p<0,0001).
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4. Wyniki

4.1. Okreslenie skutecznosci wybranych sekwencji shRNA w wyciszaniu
ekspresji 1L-10

Celem przeprowadzonych badan byt wybor sekwencji shRNA o najwickszej skutecznosci
w wyciszaniu ekspresji mysiej interleukiny 10. Trzy wybrane sekwencje shRNA (shlL-10-1,
shlL-10-2, shlL-10-3) skierowane przeciwko mRNA dla mysiej IL-10 zostaly wklonowane do
lentiwirusowych plazmidow transferowych. Oprocz wektorow zawierajacych sekwencje shRNA
dla IL-10, w badaniach stosowano rowniez wektory kontrolne kodujace sekwencje shRNA
skierowang przeciwko mRNA dla ludzkiego GAPDH (shN). Zdolnos¢ wektorow LV shiL-10 do
wyciszenia ekspresji IL-10 oceniono w komorkach dendrytycznych oraz komorkach
supresorowych pochodzenia mieloidalnego réznicowanych z komoérek szpikowych samic myszy

szczepu C57BL/6, w trakcie krotkotrwatej hodowli prowadzonej w warunkach in vitro (ryc. 9).
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Ryec. 9. Wydajno$é wyciszenia ekspresji IL-10 w BMDC i MDSC transdukowanych w warunkach in vitro
wektorami kodujacymi trzy rézne sekwencje shRNA dla IL-10 (shlL-10-1, shlL-10-2, shlL-10-3). Jako
kontrole procesu transdukcji zastosowano wektor kodujacy negatywng sekwencje shRNA (shN). Stezenie I1L-10
w nadsgczach pohodowlanych okre$lono za pomoca testu ELISA (A, C). Wzgledny poziom ekspresji mRNA dla
IL-10 okre$lono metodg reakcji PCR w czasie rzeczywistym (B, D). Analize statystyczng przeprowadzono za
pomocg nieparametrycznego testu ANOVA Kruskala-Wallisa i testu post hoc Dunna. Roznice pomigedzy
poszczeg6lnymi grupami, dla ktérych p<0,05, zostaty uznane za istotne statystycznie (* p<0,05; *** p<0,001).
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Wydajnos¢ wyciszenia IL-10 w komorkach okreslono na podstawie stezenia IL-10
w nadsaczach hodowlanych (ryc. 9 A, C) oraz poziomu ekspresji mRNA dla IL-10 (ryc. 9 B, D).

Z uwagi na to, ze zarbwno w BMDC, jak i w MDSC najwigksza wydajno$¢ wyciszenia
IL-10 uzyskano po transdukcji wektorami zawierajgcymi trzecig sekwencj¢ shRNA (shIL-10-3), to
te wektory wybrano do dalszych etapow badan.
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4.2. Okreslenie aktywnosci komorek dendrytycznych z wyciszong ekspresja
IL-10 w warunkach in vitro

W kolejnym etapie badan, okreslono zmiany zachodzace w aktywnosci mysich komorek
dendrytycznych pochodzenia szpikowego pod wptywem transdukcji wybranymi wektorami
wyciszajacymi ekspresje 1L-10 (BMDC/shlL-10), w poréwnaniu do komorek transdukowanych
wektorami kontrolnymi (BMDC/shN) oraz nietransdukowanych (BMDC). Oceniono poziom
zrdéznicowania komorek na podstawie ekspresji czasteczek kostymulujacych i gtdwnego kompleksu
zgodnosci tkankowej klasy II, a takze zdolno$¢ transdukowanych komorek dendrytycznych do

pierwotnej stymulacji swoistej odpowiedzi komadrkowej.

4.2.1. Okreslenie wplywu wyciszenia ekspresji IL-10 na poziom zré6znicowania BMDC

Do transdukcji wykorzystano komdrki dendrytyczne réznicowane w trakcie szesciodniowej
hodowli mysich komorek szpikowych, prowadzonej w obecno$ci rm GM-CSF i rm IL-4. Dwa dni
po transdukcji, komoérki wyznakowano za pomoca przeciwcial monoklonalnych skoniugowanych
z fluorochromami, a nastgpnie przeprowadzono analiz¢ metodg cytometrii przeptywowej. Na
podstawie poziomu ekspresji biatka wzmocnionej zielonej fluorescencji (EGFP), ktore
zastosowano w wektorach jako marker selekcyjny, oznaczono rowniez wydajnos¢ transdukc;ji.

Analiza ekspresji EGFP w komdrkach wykazata wysoka wydajnos¢ transdukcji (na poziomie
70%) zaréwno po zastosowaniu wektorow LV shN, jak i LV shiL-10 (ryc. 10 A). Na podstawie
ekspresji markera CD11c* oznaczono odsetek komorek dendrytycznych w hodowli, ktory wynosit
okoto 70% 1 nie zmienial si¢ po transdukcji komorek (ryc. 10 A). Analiza poziomu ekspresji
czasteczek kostymulujacych CD80 i CD86, czasteczek MHC II oraz czasteczek PD-L1 umozliwita
natomiast okreslenie stopnia zr6znicowania komorek z wyciszong ekspresja IL-10 w odniesieniu
do komdrek transdukowanych wektorami kontrolnymi oraz nietransdukowanych (ryc. 10 B). Po
transdukcji nie wykazano znaczacych zmian w ekspresji CD80, natomiast zaobserwowano istotny
wzrost poziomu ekspresji CD86 na powierzchni BMDC/shIL-10. Transdukcja wplyngta rowniez
na zmiany w ekspresji czasteczek MHC II, nie byly one jednak zalezne od wyciszenia ekspresji
IL-10, a od kontaktu komorek z wektorami lentiwirusowymi. Na powierzchni BMDC/shN
wykazano istotnie wyzszy niz na BMDC poziom ekspresji markera PD-L1. Po transdukcji
wektorami LV shIL-10 takze zaobserwowano wzrost poziomu ekspresji PD-L1 w poréwnaniu do

komorek nietransdukowanych, jednak efekt nie byt tak znaczny jak dla wektorow kontrolnych.
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Ryc. 10. Charakterystyka fenotypowa BMDC transdukowanych wektorami koedujacymi ShRNA dla IL-10.
Niedojrzate BMDC transdukowano 6-go dnia hodowli wektorami lentiwirusowymi kodujacymi shRNA dla IL-10
(shlL-10) oraz wektorami kontrolnymi (shN). Po 48 godzinach okre$lono wydajnoé¢ transdukcji oraz odsetek
komorek dendrytycznych (CD11c*) uzyskanych w trakcie hodowli (A). Na podstawie ekspresji czasteczek
kostymulujacych (CD80, CD86), czgsteczek glownego ukladu zgodnosci tkankowej klasy Il (MHC Il) oraz
ligandu dla receptora PD-1 (PD-L1), przedstawionej jako $rednia intensywno$¢ fluorescencji (MFI), oceniono
poziom zroéznicowania komorek (B). Na rycinie przedstawiono wyniki z testu przeprowadzonego w sze$ciu
powtorzeniach. Analize statystyczna przeprowadzono za pomoca nieparametrycznego testu ANOVA Kruskala-
Wallisa i testu post hoc Dunna. Réznice pomigdzy poszczegdlnymi grupami, dla ktorych p<0,05, zostaty uznane
za istotne statystycznie (* p<0,05; *** p<0,001; **** p<0,0001).

4.2.2. Ocena zdolnosci BMDC z wyciszong ekspresja IL-10 do indukcji swoistej
odpowiedzi komérkowej

W celu okreslenia wptywu wyciszenia IL-10 na zdolno§¢ BMDC do pierwotnego pobudzenia
limfocytow T, transdukowane BMDC byty dodatkowo stymulowane antygenami nowotworowymi
w postaci lizatu z komorek mysiego raka jelita grubego MC38 (TAQ).

Charakterystyka fenotypowa tak przygotowanych komoérek dendrytycznych, a jednoczesnie

ocena wydajnosci transdukcji wykazaty, ze odsetek komorek EGFP* w hodowli transdukowanej
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wektorami LV shiL-10 byl nieco nizszy niz w hodowli transdukowanej wektorami LV shN
i wynosit odpowiednio 66% i 76% (ryc.11 A). Podobnie jak w przypadku komorek
niestymulowanych antygenami nowotworowymi, analiza poziomu ekspresji markera CD11c" nie

wykazata zmian w odsetku komorek dendrytycznych pod wptywem transdukeji (ryc. 11 A).
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Ryc. 11. Charakterystyka fenotypowa BMDC z wyciszona ekspresja IL-10 stymulowanych antygenami
nowotworowymi. Niedojrzate BMDC transdukowano 6-go dnia hodowli wektorami lentiwirusowymi
kodujacymi shRNA dla IL-10 (shlL-10) oraz wektorami kontrolnymi (shN). Po 24 godzinach, po odptukaniu
czastek wirusowych, do hodowli dodano antygeny nowotworowe, a 24 godziny pdzniej okreslono wydajnosé
transdukcji oraz odsetek komorek dendrytycznych (CD11c*) uzyskanych w trakcie hodowli (A). Poziom
zréznicowania komorek okreslono na podstawie ekspresji czasteczek kostymulujacych (CD80, CD86), czasteczek
glownego uktadu zgodnosci tkankowej klasy II (MHC II) oraz ligandu dla receptora PD-1 (PD-L1),
przedstawionych jako $rednia intensywno$¢ fluorescencji (MFI) (B). Na rycinie przedstawiono wyniki z testu
przeprowadzonego w szeSciu powtorzeniach. Analize statystycznag przeprowadzono za pomoca
nieparametrycznego testu ANOVA Kruskala-Wallisa i testu post hoc Dunna. R6znice pomigdzy poszczegdlnymi
grupami, dla ktorych p<0,05, zostaly uznane za istotne statystycznie (* p<0,05; ** p<0,01; **** p<0,0001).
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Zaobserwowano natomiast istotny wzrost poziomu ekspresji czasteczek kostymulujacych
CD80 i CD86 na powierzchni BMDC/shlL-10/TAg w poréwnaniu do BMDC/TAg (ryc. 11 B).
W przypadku analizy poziomu ekspresji czasteczek MHC Il i PD-L1, obserwowano zmiany
zblizone do tych odnotowanych dla BMDC niestymulowanych antygenami nowotworowymi
(ryc. 11 B).

Nastepnie okreslono zdolnos¢ BMDC/shIL-10/TAg do pierwotnej stymulacji dziewiczych
limfocytow T i pobudzenia swoistej odpowiedzi przeciwnowotworowej. W tym celu prowadzono
kokulturg transdukowanych komorek dendrytycznych ze splenocytami izolowanymi ze $§ledzion
zdrowych samic myszy szczepu C57BL/6. Po pigciu dniach hodowli okreslono aktywnos¢
cytotoksyczng stymulowanych splenocytow wobec komorek MC38. Oszacowano takze odsetek
cytotoksycznych limfocytéw T CD4" i T CD8" na podstawie poziomu ekspresji czasteczek CD107a
po dwugodzinnej inkubacji z komérkami MC38 (ryc. 12).
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Ryec. 12. Zdolnos¢ BMDC z wyciszong ekspresjg IL-10 do pierwotnego pobudzenia komérek §ledzionowych.
Komorki wyizolowane ze $ledziony zdrowej myszy hodowano przez 5 dni w obecnosci transdukowanych BMDC
stymulowanych antygenami nowotworowymi. Aktywnos¢ cytotoksyczng efektorowych komorek §ledzionowych
przedstawiono jako odsetek martwych komoérek MC38 po 4-godzinnej inkubacji z komérkami efektorowymi w
stosunku 1:10 i 1:30 (A). Odsetek komorek cytotoksycznych (CD107a*) okreslono wérod limfocytow T CD4* i T
CD8* po 2-godzinnej inkubacji z komdrkami MC38 (B). Na rycinie przedstawiono wyniki z testu
przeprowadzonego w sze$ciu powtdrzeniach. Analize statystyczng wykonano za pomocg nieparametrycznego
testu ANOVA Kruskala-Wallisa i testu post hoc Dunna. Réznice pomig¢dzy poszczegdlnymi grupami, dla ktorych
p<0,05, zostaty uznane za istotne statystycznie (* p<0,05; ** p<0,01).

Na podstawie analizy aktywnos$ci cytotoksycznej splenocytow hodowanych w obecnosci
komorek dendrytycznych stwierdzono, ze proces prezentacji antygenéw nowotworowych
limfocytom T przez BMDC/shIL-10/TAg byt bardziej wydajny niz w przypadku kontrolnych
BMDC/shN/TAg. Po hodowli splenocytow w obecnosci BMDC/shIL-10/TAg odnotowano
najwigksza aktywno$¢ cytotoksyczng efektorowych limfocytow T wobec docelowych komorek
MC38. (ryc. 12 A). Ponadto, oceniajac poziom ekspresji CD107a na powierzchni efektorowych
limfocytow T CD4" i T CD8" wykazano, ze komorki indukowane przez BMDC/shIL-10/TAg

charakteryzuja si¢ znacznie zwigkszong zdolnoscia do uwalniania ziaren cytolitycznych.
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(ryc. 12 B). Nalezy podkresli¢, ze odsetek komérek CD107a* wsérod limfocytow T CD4* byt
niewielki i wynosit 4%. Z kolei, wérod limfocytow T CD8", ktore wykorzystuja degranulacje ziaren
cytolitycznych jako jeden z mechanizméw cytotoksyczno$ci, odsetek komorek CD107a™ wynosit
25%. Efekt ten nie byt obserwowany wsrdd splenocytow hodowanych w obecnosci kontrolnych
BMDC/shN/TAg i BMDC/TAGg.

4.2.3. Podsumowanie

Przeprowadzone badania wykazaty, ze wyciszenie ekspresji IL-10 za pomocg wektoréw
lentiwirusowych kodujacych shRNA, skierowane przeciwko mRNA dla IL-10, wptywa na
aktywno$¢ mysich komoérek dendrytycznych pochodzenia szpikowego. BMDC/shIL-10
charakteryzowaty si¢ zwigkszong ekspresja czasteczek kostymulujacych CD80 i1 CD86
w porownaniu do komorek nietransdukowanych oraz nieznacznie obnizonym poziomem ekspresji
antygenu PD-L1 w odniesieniu do BMDC/shN. Kolejne analizy, przeprowadzone z zastosowaniem
BMDC, ktére po transdukcji dodatkowo stymulowano antygenami nowotworowymi, potwierdzity
wplyw wyciszenia ekspresji IL-10 na zwiekszenie skutecznosci BMDC w prezentacji antygenow
nowotworowych dziewiczym limfocytom T, a w konsekwencji, ich wydajnosci w indukowaniu
swoistej odpowiedzi przeciwnowotworowej. Komorki $ledzionowe hodowane w obecnosci
BMDC/shIL-10/TAg wykazywaly podwyzszong aktywno$¢ cytotoksyczng wobec komorek
mysiego raka jelita grubego MC38. Badajac mechanizm cytotoksyczno$ci wykorzystywany przez
efektorowe limfocyty T stwierdzono, ze limfocyty T CD4" i T CD8" stymulowane za pomocg
BMDC/shIL-10/TAg wykazywaly wieksza zdolno$¢ do wydzielania ziaren cytolitycznych niz
limfocyty hodowane w obecnosci BMDC/TAg lub BMDC/shN/TAg.
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4.3. OKkreSlenie aktywnosSci komorek supresorowych pochodzenia
mieloidalnego z wyciszong ekspresja IL.-10 w warunkach in vitro

W celu okreS$lenia aktywno$ci komoérek supresorowych pochodzenia mieloidalnego
z wyciszong ekspresjg IL-10, opracowano metod¢ hodowli mysich komorek wyizolowanych ze
szpiku kostnego samic myszy szczepu C57BL/6, umozliwiajacg uzyskanie MDSC w warunkach
in vitro. Nastepnie, uzyskane komorki poddano transdukcji wektorami LV shiL-10 lub LV shN.
Przeprowadzono charakterystyke fenotypowa uzyskanych komorek, w trakcie ktorej okreslono
wydajno$¢ transdukcji, a takze oznaczono poziom ekspresji markerow charakterystycznych dla
populacji dojrzatych komoérek mieloidalnych. W kolejnym etapie, oceniono aktywnos$¢
supresorowg transdukowanych MDSC wobec limfocytow T pochodzacych ze $ledzion zdrowych

samic myszy szczepu C57BL/6.

4.3.1. Charakterystyka MDSC uzyskanych w trakcie krotkotrwalej hodowli mysich
komorek szpikowych

MDSC uzyskano w trakcie szeSciodniowej hodowli mysich komorek szpikowych
prowadzonej w podtozu kondycjonujacym, ktorego 75% objetosci stanowit nadsacz znad hodowli
komorek mysiego raka jelita grubego MC38 prowadzonej w warunkach hipoksji. Podloze
dodatkowo uzupetiono o rm GM-CSF w stezeniu 80 ng/ml (ryc. 13 A). Charakterystyke komorek
uzyskanych w trakcie hodowli prowadzonej w podtozu zawierajacym czynniki produkowane przez
komorki nowotworowe przeprowadzono w poréwnaniu do komoérek hodowanych w podiozu
zawierajacym rm GM-CSF w stezeniu 80 ng/ml (ryc. 13 B), a takze w poréwnaniu do komorek
hodowanych w obecnosci rm GM-CSF w stgzeniu 40 ng/ml oraz rm IL-4 w stezeniu 10 ng/ml
umozliwiajacych réznicowanie komoérek szpikowych do niedojrzatych komorek dendrytycznych
(ryc. 13 C). Po szesciu dniach hodowli, analiz¢ komorek uzyskanych w réznych warunkach
przeprowadzono metoda cytometrii przeptywowej wedtug schematu przedstawionego na rycinie
13. Populacje zywych komorek mieloidalnych (CD11b") rozdzielono na podstawie ekspresji
markera CDl11c, a nastepnie wérod komoérek CD11c™ zidentyfikowano subpopulacje M-MDSC
(Ly6C*Ly6G~) oraz PMN-MDSC (Ly6C™Ly6G"). Oznaczono takze poziom ekspresji czasteczek
MHC 11, CD86, F4/80 oraz PD-L1 na powierzchni zidentyfikowanych populacji (ryc. 13).
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Ryc. 13. Charakterystyka fenotypowa mysich komoérek pochodzenia szpikowego. Komérki hodowano
w podtozu hodowlanym zawierajacym nadsacz znad komérek MC38 uzupetionym o rm GM-CSF (A), podtozu
hodowlanym uzupetionym o rm GM-CSF (B) oraz w podiozu hodowlanym uzupelnionym o rm GM-CSF
i rmIL-4 (C). Po 6 dniach, metoda cytometrii przeptywowej oszacowano odsetek komorek dendrytycznych
(CD11c*), M-MDSC (CD11¢Ly6C*Ly6G") i PMN-MDSC (CD11¢Ly6C™MLy6G*) w poszczegdinych
hodowlach, a takze okreslono stopien zroéznicowania populacji komorek na podstawie ekspresji czasteczek
MHC Il, CD86, F4/80 i PD-L1. Na rycinie przedstawiono wykresy punktowe oraz histogramy z prob
reprezentatywnych.
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Analiza wykazala, ze w hodowli prowadzonej w obecnosci nadsaczu znad hodowli komorek
MC38 uzyskano najmniejszy odsetek komoérek CD11c*, przy zachowaniu wysokich odsetkéw
komodrek o fenotypie charakterystycznym dla M-MDSC i PMN-MDSC (ryc. 13 A).
W tej hodowli, odsetek komérek dendrytycznych CD11c™ wynosil jedynie 5%. Dla poréwnania,
w hodowli prowadzonej w podtozu bez dodatku czynnikow produkowanych przez komorki MC38
odnotowano niemal dwukrotnie wiekszy odsetek komoérek CD11c*, a wérdéd komorek CD11¢™
oznaczono mniej komorek o fenotypie PMN-MDSC (ryc. 13 B). Zgodnie z zatozeniem, najwicksze
zroznicowanie w kierunku komoérek dendrytycznych obserwowano w hodowli prowadzonej
w obecnosci rm GM-CSF i rm IL-4 (ryc. 13 C). W tych warunkach uzyskano takze najmniej
komdrek o fenotypie PMN-MDSC, w poréwnaniu do pozostatych hodowli. Dodatkowo, analiza
poziomu ekspresji markerow takich jak MHC 11, CD86, F4/80 oraz PD-L1, charakterystycznych
dla dojrzatych komorek mieloidalnych, wykazata, ze komorki o najmniejszym stopniu
zroznicowania uzyskano podczas hodowli prowadzonej w obecnos$ci nadsaczu znad komorek
MC38. Powyzsza charakterystyka komorek potwierdzita zatozenie, ze czynniki wydzielane przez

komorki nowotworowe hamuja réznicowanie komorek mieloidalnych w kierunku dojrzatych

komdrek dendrytycznych lub makrofagow.

4.3.2. Okreslenie wptywu wyciszenia ekspresji IL-10 na poziom zréznicowania MDSC

Do realizacji kolejnego etapu badan wykorzystano niedojrzale komorki o charakterystyce
komorek supresorowych pochodzenia mieloidalnego, uzyskane w trakcie sze$ciodniowej hodowli
komdrek szpikowych prowadzonej w warunkach opisanych w poprzednim podrozdziale. Komorki
poddano transdukcji wektorami LV shlL-10, a jako kontrole zastosowano komorki transdukowane
wektorami LV shN oraz komdrki nietransdukowane (ctrl). Po trzech dniach, dokonano
charakterystyki transdukowanych komorek metoda cytometrii przeptywowej. W trakcie analizy, na
podstawie ekspresji EGFP, oszacowano wydajno$¢ transdukcji oraz okreslono odsetek komorek
CD11c*, M-MDSC i PMN-MDSC w hodowlach. Dodatkowo, oznaczono poziom ekspresji
czgsteczek MHC 11, CD86, F4/80 oraz PD-L1 na powierzchni komérek EGFP*, w odniesieniu do
komdrek nietransdukowanych.

Dziewiatego dnia, w hodowli prowadzonej w obecnosci czynnikéw produkowanych przez
komorki MC38, zidentyfikowano 19% komérek CD11c*, 67% M-MDSC oraz 11% PMN-MDSC
(ryc. 14 A). Transdukcja za pomoca wektorow lentiwirusowych nie wplyngta na dalsze
roznicowanie komoérek w kierunku komoérek dendrytycznych wykazujacych ekspresje czasteczek
CDllc. Zaobserwowano natomiast niewielkie obnizenie odsetkow MDSC. Najwigksze zmiany
odnotowano w przypadku PMN-MDSC, ktérych po transdukcji wektorem LV shlL-10 pozostato
w hodowli jedynie 5%. Zaobserwowano, ze wydajnos¢ transdukcji rdznita si¢ pomiedzy

poszczegdlnymi populacjami znajdujgcymi sie w hodowlach. Wérod komorek CD11c* odnotowano
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okoto 80% komorek EGFP, niezaleznie od rodzaju zastosowanych wektoréw (ryc. 14 B). Z kolei,
niedojrzate M-MDSC i PMN-MDSC okazatly si¢ mniej podatne na transdukcj¢. Po zastosowaniu
wektoréow LV shN odnotowano wsrdod tych populacji odpowiednio 54% i 52% komdrek EGFP™.
Nieco wyzszg wydajno$¢ transdukcji, wynoszaca 67% wsrod M-MDSC 1 62% ws$réd PMN-MDSC,

uzyskano po zastosowaniu wektoréw LV shlL-10.
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Ryc. 14. Ocena poziomu zréinicowania MDSC z wyciszong ekspresja IL-10. Komorki pochodzenia
szpikowego hodowane w obecnosci rm GM-CSF i nadsaczu znad komoérek MC38 transdukowano 6-go dnia
hodowli wektorami LV shlL-10 oraz wektorami LV shN. 9-go dnia hodowli, metoda cytometrii przeptywowej
oszacowano odsetek komdrek CD11c*, M-MDSC i PMN-MDSC (A) oraz wydajnos¢ transdukcji (B). Poziom
ekspresji czasteczek MHC II (C), CD86 (D), F4/80 (E) i PD-L1 (F) na powierzchni komorek transdukowanych
(shN lub shIL-10), przedstawiony jako $rednia intensywnos$¢ fluorescencji (MFI), okreslono w poréwnaniu do
komérek nietransdukowanych (ctrl). Na rycinie przedstawiono wyniki z testu reprezentatywnego.
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Analiza poziomu ekspresji czasteczek MHC Il (ryc. 14 C), CD86 (ryc. 14 D) oraz F4/80
(ryc. 14 E) nie wykazata zmian zaleznych od wyciszenia ekspresji IL-10 w komorkach.
Odnotowano jedynie nieznaczne podwyzszenie poziomu ekspresji wymienionych antygenow na
powierzchni transdukowanych PMN-MDSC, jednak zmiany zachodzily zarowno pod wptywem
transdukcji  wektorami LV shIL-10, jak i LV shN. Zaobserwowano natomiast znaczne
podwyzszenie poziomu ekspresji PD-L1 na powierzchni transdukowanych M-MDSC
I PMN-MDSC, niezalezne od rodzaju zastosowanych wektorow (ryc. 14 F). Natomiast, po
wyciszeniu ekspresji 1L-10, komorki CD11c™ wykazywaly zwiekszony poziom ekspresji PD-L1,
zarowno w poréwnaniu do komdrek nietransdukowanych, jak i transdukowanych wektorami

kontrolnymi.

4.3.3. Ocena aktywnos$ci supresorowej MDSC z wyciszong ekspresja IL-10 wobec
limfocytéw T

Jak przedstawiono w poprzednim podrozdziale, w hodowli mysich komérek szpikowych
prowadzonej w obecnosci czynnikow produkowanych przez komoérki MC38, zidentyfikowano
zarowno niedojrzate M-MDSC i PMN-MDSC, jak i komoérki wykazujace ekspresj¢ markera
CD11c, réznicujace sie¢ w kierunku komorek dendrytycznych. Z tego wzgledu, w celu okreslenia
wplywu wyciszenia IL-10 na aktywnos¢ MDSC, z hodowli komoérek transdukowanych wektorami
lentiwirusowymi wyizolowano za pomocg sortera FACS komorki o fenotypie M-MDSC oraz
PMN-MDSC, wykazujace ekspresje EGFP. Populacje M-MDSC oraz PMN-MDSC wyizolowano
takze z hodowli nietransdukowanej. Uzyskane komorki wykorzystano do zalozenia hodowli
mieszanej ze splenocytami pochodzacymi od zdrowych samic myszy szczepu C57BL/6. Komorki
sledzionowe uprzednio wyznakowano za pomoca barwnika CFDA-SE, ktéry umozliwit
monitorowanie intensywnosci proliferacji splenocytoéw w obecnosci MDSC. Hodowlg mieszang
wyznakowanych splenocytéw oraz wysortowanych M-MDSC lub PMN-MDSC prowadzono
w podtozu z dodatkiem konkanawaliny A oraz IL-2. Kontrolnie prowadzono hodowle
znakowanych splenocytow bez MDSC. Po trzech dniach, metoda cytometrii przeptywowej,
okreslono zmiany w intensywnosci fluorescencji splenocytow znakowanych CFDA-SE
odpowiadajace podzialom komorkowym.

W trakcie analizy proliferacji splenocytow w obecnosci transdukowanych M-MDSC lub
PMN-MDSC, oszacowano liczb¢ podziatow komorkowych zachodzacych w populacjach
limfocytow T CD4* i T CD8". Na wykresach zamieszczonych na rycinie 15, przedstawiono
wspotczynnik podzialu limfocytow T, wyrazony jako stosunek catkowitej liczby podzialow

komdrkowych do liczby komorek na poczatku hodowli.
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Proliferacja splenocytéow w obecnos$ci M-MDSC
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Ryc. 15. Intensywnos$¢ proliferacji limfocytow T w obecnosci MDSC z wyciszong ekspresja IL-10.
Transdukowane M-MDSC i PMN-MDSC, wykazujace ekspresj¢c EGFP zostaly wyizolowane z hodowli za
pomoca sortera FACS Aria. Splenocyty ze zdrowej myszy wyznakowane barwnikiem CFDA-SE hodowano
w obecnosci M-MDSC (A, B) oraz PMN-MDSC (C, D). Stosunek liczby splenocytow do MDSC wynosit 1:1
(A, C) lub 2:1 (B, D). Kontrolnie, prowadzono hodowle znakowanych splenocytow bez MDSC (splc ctrl).
Po 3 dniach, w limfocytach T CD4* i T CD8" zbadano intensywnoé¢ fluorescencji barwnika CFDA-SE. Na
wykresach przedstawiono usredniony wspotczynnik podziatu limfocytow T CD4* i T CD8* (stosunek catkowitej
liczby podziatow komoérkowych do liczby komorek na poczatku hodowli) wyznaczony dla dwoch doswiadczen.
Analiza statystyczna nie wykazata istotnych réznic pomigdzy grupami.
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Zaobserwowano, ze splenocyty hodowane w obecno$ci transdukowanych M-MDSC
proliferowaty mniej intensywnie, niz splenocyty hodowane w obecnosci komorek
nietransdukowanych (ryc. 15 A, B). Wyciszenie ekspresji IL-10 powodowalo dodatkowe
zwickszenie aktywnos$ci supresorowej M-MDSC wobec limfocytéw T CD4* i T CD8*, co
odnotowano w przypadku, gdy poczatkowa liczba komorek $ledzionowych i M-MDSC byta réwna
(ryc. 15 A). Z kolei, zwiekszenie intensywnosci proliferacji limfocytow T CD4" w hodowlach
prowadzonych w obecnosci PMN-MDSC/shIL-10 wskazuje na zmniejszenie aktywnosci
supresorowej PMN-MDSC pod wptywem wyciszenia ekspresji IL-10 (ryc. 15 C, D). W przypadku
limfocytow T CD8*, podwyzszony wspotczynnik proliferacji obserwowano w hodowlach
prowadzonych w obecnosci transdukowanych PMN-MDSC. niezaleznie od rodzaju zastosowanego
wektora.

W celu okreslenia wptywu MDSC na zdolno$¢ splenocytow do produkcji cytokin,

w nadsaczach znad hodowli mieszanej oznaczono stezenie IFN-y i IL-10 (ryc. 16).

Produkecja cytokin przez splenocyty hodowane w obecno$ci M-MDSC

A B
101 0209 15 0.5
- 8 — 0151 - = 041
E g g 10+ £
~ 6 Y S~ ~ 0.3
2 Z o.10 E 2
3 4 =1 iy S 0.2
z * oy Z 54 -
& ﬁ 2 0.051 & ﬁ =
2 0.1
01 S 000~ 0 T 0.0-
> L QS ;&
ST PR ST X
R, “94& o VY \e T EFF <«
& &6 Q\ @ & \@%
XY ~ ~
Produkecja cytokin przez splenocyty hodowane w obecno$ci PMN-MDSC
C D
159 0.04 2.0 0.06
= = 0.03+ = 1.5 =
£ 1.0 E £ £ 0.04-
~ ~ S~ S~
o0 -] o oo
= £ 0.02 £ 1.0 g
iy s iy 2
Z 0.5 ; z Y 0.021
& i 2 0011 & 05+ ﬂ =
0.0 T T T 0.00- 0.0 T T T 0.00 T T T
S &S S &S S & &
Q\w$§\° G})\"ﬁ %Q\V Q\(, Q\coé @9 %Q\e ‘;&\, Q\cc Q\Q c}»\é &
° S "@Q"g\ N < N & '@9&@\ N Q“‘e » 69\%
&S &S &S
S > S

Ryc. 16. Produkcja cytokin przez splenocyty hodowane w obecnosci MDSC z wyciszong ekspresja IL-10.
Stezenia IFN-y i IL-10 oszacowano w nadsaczach znad 3-dniowej hodowli mieszanej splenocytéw i M-MDSC
(A, B) lub PMN-MDSC (C, D) za pomocg testu ELISA. Stosunek splenocytow do MDSC wynosit 1:1 (A, C) lub
2:1 (B, D). Kontrolnie, prowadzono hodowl¢ splenocytéw bez MDSC (splc ctrl). Na wykresach przedstawiono
usrednione wartosci uzyskane dla dwoch testow. Analiza statystyczna nie wykazata istotnych réznic pomigdzy
grupami.
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Splenocyty hodowane w obecnosci M-MDSC z wyciszong ekspresjg IL-10 produkowaty
mniej IFN-y niz splenocyty hodowane w obecnosci komorek nietransdukowanych lub
transdukowanych wektorami kontrolnymi (ryc. 16 A, B). Ponadto, stezenie IL-10 oznaczone
w nadsgczach znad hodowli splenocytow i M-MDSC/shlL-10 byto duzo nizsze niz to oznaczone
w nadsgczach znad hodowli prowadzonej w obecnosci M-MDSC lub M-MDSC/shN. W przypadku
produkcji cytokin przez splenocyty hodowane w obecnosci PMN-MDSC zaobserwowano, ze
komorki z wyciszong ekspresja IL-10 byly w stanie pobudzi¢ splenocyty do produkcji IFN-y, co
byto widoczne gdy stosunek liczbowy splenocytéw do PMN-MDSC w hodowli mieszanej wynosit
2:1 (ryc. 16 D). Ponadto, podobnie jak w przypadku hodowli mieszanej w obecnosci M-MDSC,
odnotowano, ze PMN-MDSC/shIL-10 nie wplywaly na zwigkszenie produkcji IL-10 przez
splenocyty (ryc. 16 C, D).

4.3.4. Podsumowanie

MDSC do testow in vitro pozyskiwano z hodowli mysich komdrek szpikowych prowadzonej
w obecnosci rm GM-CSF oraz nadsgczu znad hodowli komorek MC38. Analiza poziomu ekspresji
markeréw charakterystycznych dla komoérek mieloidalnych nie wykazata wplywu wyciszenia
ekspresji IL-10 na dalsze r6znicowanie MDSC w kierunku dojrzatych makrofagow lub komoérek
dendrytycznych. Natomiast, analiza intensywnosci proliferacji oraz profilu cytokinowego
splenocytéw hodowanych w obecnosci M-MDSC lub PMN-MDSC potwierdzita wptyw wyciszenia
ekspresji IL-10 na zmiany w aktywnosci supresorowej wyodrebnionych subpopulacji MDSC.
Monocytarne  MDSC z wyciszong ekspresja IL-10 wykazywaly zwigkszong aktywnos¢
supresorowa wobec splenocytéw, co skutkowato zahamowaniem proliferacji limfocytow T CD4*
i T CD 8, i obnizong zdolnoscig splenocytow do produkcji cytokin. Z kolei, PMN-MDSC pod
wplywem wyciszenia IL-10 utracity aktywno$¢ supresorowa. Nie obserwowano bowiem
zahamowania proliferacji splenocytow hodowanych w obecnosci tych komorek. Co wigcej,
w nadsaczach znad hodowli splenocytow z komorkami PMN-MDSC/shIL-10 st¢zenie IFN-y byto
wyzsze niz w przypadku pozostatych hodowli. Uzyskane wyniki wskazuja na odmienng rolg IL-10
w aktywacji mechanizmow supresji wykorzystywanych przez subpopulacje MDSC. Podczas gdy
obecnos¢ tej cytokiny w srodowisku wydaje si¢ by¢ wazna dla indukeji aktywnosci supresorowe;j
PMN-MDSC, to w przypadku M-MDSC zwigkszong aktywnos$¢ supresorowa tych komorek

obserwowano po wyciszeniu ekspresji I1L-10.
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4.4. Okreslenie aktywnosci komorek ukladu odpornosciowego po
doguzowym podaniu wektorow wyciszajacych ekspresje 1L-10

W celu okreslenia wplywu wyciszenia ekspresji IL-10 w guzach nowotworowych na
aktywno$¢ komorek uktadu odpornosciowego, przeprowadzono szereg doswiadczen w uktadzie
invivo i ex vivo. W pierwszym etapie badan, myszom z rosngcymi podskornie guzami mysiego raka
jelita grubego MC38 podawano doguzowo wektory lentiwirusowe kodujace sekwencje shRNA
skierowane przeciwko mRNA dla IL-10. W drugim etapie, przeprowadzono doswiadczenia,
w ktorych podania wektorow zostaly uzupelione o jednokrotne, dootrzewnowe podanie
immunomodulujacej dawki cyklofosfamidu poprzedzajgce wyciszenie IL-10 w guzach
nowotworowych za pomoca wektorow lentiwirusowych. Zarowno w pierwszym, jak i drugim
etapie badan wektory lentiwirusowe byly podawane trzykrotnie wedlug dwoch schematow.
W doswiadczeniach przeprowadzonych wedlug pierwszego (krotkiego) schematu wektory
podawane byly w odstgpach dwudniowych w ciggu jednego tygodnia. Natomiast
w doswiadczeniach przeprowadzonych zgodnie z drugim schematem postgpowania (dtuzszym)
czas pomiedzy pierwszym, a drugim podaniem wektoréw byt dluzszy i wynosit szes¢ dni.
Zastosowanie podan wektorow w dwoch schematach umozliwito, oprécz oceny wydajnosci
transdukcji, obserwacj¢ zmian aktywnosci komorek uktadu odpornosciowego zachodzacych pod

wptywem podan wektorow i okreslenie kinetyki rozwoju odpowiedzi przeciwnowotworowe;.

4.4.1. Kinetyka indukcji odpowiedzi przeciwnowotworowej w wyniku podania
wektordw lentiwirusowych wyciszajacych ekspresje IL-10

4.4.1.1. Wydajnos¢ wyciszenia ekspresji IL-10 w guzach MC38

Przeprowadzono dwa dos§wiadczenia, w ktorych wektory LV shiL-10 lub LV shN, podawano
myszom trzykrotnie, wedlug schematow przedstawionych na rycinie 17 A, B. Szostego lub
dziesigtego dnia po rozpoczgciu podan wektoréw LV, oceniono wydajno$¢ transdukcji zachodzace;j
w guzach. Na podstawie analizy przeprowadzonej metoda cytometrii przeplywowej, okreslono
poziom ekspresji EGFP w zidentyfikowanych w guzach komérkach nowotworowych (CD45"™9),
komoérkach mieloidalnych (CD45°CD11b*) i limfocytach (CD45°CD3*, CD45'CD19",
CD45'CD49b"), odpowiadajacy skutecznosci wbudowania sShRNA dla IL-10 do genomu komdrek
znajdujacych si¢ w TME.
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Ryc. 17. Wydajnos¢ wyciszenia ekspresji IL-10 w guzach nowotworowych. Randomizacj¢ myszy
przeprowadzono, gdy rosngce podskornie guzy MC38 osiagnely objetosé ok. 50 mm?. Wektory lentiwirusowe
wyciszajace ekspresje 1L-10 (LV shlL-10) lub kontrolne (LV shN) podawano doguzowo trzykrotnie. Guzy,
wartownicze wezty chlonne oraz $ledziony pobrano od myszy 6-go (A) lub 10-go (B) dnia od rozpoczgcia
podawania wektorow LV. Okreslono poziom ekspresji EGFP, przedstawiony jako $rednia intensywnos$¢
fluorescencji (MFI), w komorkach nowotworowych (CD45"9), komorkach mieloidalnych (CD11b*) oraz
limfocytach (CD3*, CD19*, CD49b*) naciekajgcych guzy nowotworowe (C, D), a takze w wybranych
subpopulacjach komérek mieloidalnych: TAM, DC, M-MDSC i PMN-MDSC (E, F). Stezenie IL-10
w nadsgczach znad 24-godzinnej hodowli komérek wyizolowanych z guz6w MC38 oszacowano za pomocg testu
ELISA (G, H). Na wykresach przedstawiono usrednione warto$ci uzyskane podczas analizy guzoéw pobranych od
7-10 myszy/grupe. Analizg statystyczng przeprowadzono za pomoca nieparametrycznego testu ANOVA
Kruskala-Wallisa i testu post hoc Dunna. R6znice pomiedzy poszczegdlnymi grupami, dla ktdrych p<0,05, zostaty
uznane za istotne statystycznie (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001).

W doswiadczeniu, w ktorym wektory podawano trzykrotnie co dwa dni, analiza

przeprowadzona szdstego dnia po rozpoczeciu iniekcji wykazata niewielki wzrost ekspresji EGFP
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wsrod komorek CD45"9 oraz limfocytdw (ryc. 17 C). Najwigksze zmiany w ekspresji EGFP
obserwowano natomiast w komorkach mieloidalnych naciekajacych guzy nowotworowe.
Intensywnos¢ fluorescencji komorek mieloidalnych w guzach z grupy LV shlL-10 byla istotnie
wyzsza w porownaniu do guzéow z grupy kontrolnej. W doswiadczeniu, w ktorym trzykrotne
podania wektorow roztozono w czasie, a analiz¢ przeprowadzono dziesigtego dnia po rozpoczeciu
iniekcji, oprécz transdukcji komoérek mieloidalnych, obserwowano takze wzrost intensywnos$ci
fluorescencji EGFP w komorkach CD45™9. Bylo to szczegdlnie widoczne w grupie, ktora
otrzymywata LV shlL-10 (ryc. 17 D). Natomiast, w zadnej z badanych grup nie odnotowano
wzrostu ekspresji EGFP w limfocytach.

Aby dodatkowo potwierdzi¢ obserwacje dotyczace zwigkszonej wydajnosci transdukcji
w komorkach mieloidalnych oceniono poziom ekspresji EGFP w wybranych subpopulacjach tych
komdrek: TAM, DC, M-MDSC i PMN-MDSC. W grupach myszy, ktérym podawano wektory LV,
zarowno wedtug krétkiego, jak i dtuzszego schematu, wszystkie badane subpopulacje wykazywaty
znacznie wyzsza intensywno$¢ fluorescencji EGFP w poréwnaniu do grupy kontrolnej
(ryc. 17 E, F). Nie zaobserwowano istotnej roznicy pomiedzy wydajnoscig transdukcji po
zastosowaniu wektorow LV shlL-10 i LV shN.

Wydajnos¢ wyciszenia ekspresji IL-10 oceniono na podstawie st¢zenia tej cytokiny
w nadsaczach znad hodowli peilnej zawiesiny komorek z guza. Szdéstego dnia po rozpoczeciu
podawania LV, komorki izolowane z guzéw traktowanych LV shiL-10 wykazywaty obnizong
zdolno$¢ do produkcji IL-10, zarowno w porodwnaniu do grupy, ktora otrzymywala wektory
kontrolne, jak i do grupy nietraktowanej (ryc. 17 G). W dluzszym doswiadczeniu wydajnosc
wyciszenia byla nieco stabsza, jednak st¢zenie IL-10 w nadsaczach znad hodowli guzow
traktowanych wektorami LV shlL-10 byto nadal obnizone, szczegdlnie w porownaniu do grupy

otrzymujacej wektory LV shN (ryc. 17 H).

4.4.1.2. Aktywnos¢ komoérek ukladu odpornosciowego w guzach i wartowniczych
weztach chionnych

Aktywnos¢ komorek mieloidalnych w guzach MC38

W celu okreslenia wplywu podania wektorow wyciszajacych ekspresje IL-10 na aktywnos¢
komdrek mieloidalnych w guzach MC38, przeprowadzono wieloparametrowa analize¢ metoda
cytometrii przeptywowej (ryc. 18), podczas ktorej wsrod zywych leukocytow naciekajacych guzy
nowotworowe zidentyfikowano: makrofagi zwigzane z nowotworem (TAM, CDI1¢*F4/80%),
komorki dendrytyczne (DC, CD11c¢*F4/80-MHCII) oraz monocytarne i granulocytarne MDSC
(M-MDSC, CDI1c¢Ly6C'Ly6G~; PMN-MDSC, CD11c¢Ly6C™Ly6G*"). Oceniono zmiany

w udziale procentowym poszczegdlnych populacji wsérdd leukocytow, a takze okreslono wptyw
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zastosowanych wektorow lentiwirusowych na poziom zréznicowania oznaczonych komorek

mieloidalnych na podstawie ekspresji czasteczek MHC 11 oraz CD86 (ryc. 19).
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Ryc. 18. Schemat analizy populacji komérek mieloidalnych naciekajacych guzy MC38. Po wyeliminowaniu
debris oraz zlepéw komorkowych, wyodrebniono zywe leukocyty (DAPI'CD45%), a spoérod nich komorki
mieloidalne CD11b*, ktore nastepnie rozdzielono pod wzgledem ekspresji markera CD11c. Wérdd komorek
CD11c* zidentyfikowano populacje TAM (CD11c¢*F4/80%) oraz DC (CD11c*F4/80™), a wsréd komérek CD11¢”
wyznaczono populacje MDSC: M-MDSC (CD11¢’Ly6C*Ly6G™) oraz PMN-MDSC (CDI11¢ Ly6G*Ly6C™).
Dodatkowo, okreslono poziom ekspresji czasteczek MHC II i CD86 na powierzchni wyodrebnionych komorek.

Doguzowe podania wektorow LV indukowaly zmiany w odsetkach komorek mieloidalnych
wsrod leukocytow naciekajacych guzy. Juz szostego dnia po rozpoczeciu podan wektoréw LV,
odnotowano kilkukrotne obnizenie odsetka TAM niezaleznie od rodzaju zastosowanych wektorow
(ryc. 19 A). W grupie traktowanej wektorami LV shIL-10 obserwowano obnizony odsetek DC,
a niski poziom tych komorek utrzymywat si¢ do dziesigtego dnia (ryc. 19 A, B). Wektory
LV shIL-10 indukowaty natomiast gwaltowny przyrost odsetka PMN-MDSC, ktory obserwowano

juz szostego dnia po rozpoczeciu podan (ryc. 19 A).
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Ryc. 19. Ocena nacieku komérek mieloidalnych w guzach MC38 przeprowadzona 6-go (A, C, E) lub 10-go
(B, D, F) dnia po rozpoczeciu podawania wektorow wyciszajacych ekspresje IL-10. W trakcie
wieloparametrowej analizy cytometrycznej, wsrod komorek mieloidalnych naciekajacych guzy nowotworowe
zidentyfikowano populacje TAM, DC, M-MDSC oraz PMN-MDSC. Okre$lono odsetki tych komorek wsrod
leukocytdw CD45* (A, B), a takze poziom ekspresji czasteczek MHC Il (C, D) oraz CD86 (E, F) na ich
powierzchni, przedstawiony jako $rednia intensywnos$¢ fluorescencji (MFI). Na wykresach przedstawiono
usrednione wartosci uzyskane podczas analizy guzow pobranych od 7-10 myszy/grupe. Analize statystyczna
przeprowadzono za pomoca nieparametrycznego testu ANOVA Kruskala-Wallisa i testu post hoc Dunna. Roznice
pomiedzy poszczegdlnymi grupami, dla ktorych p<0,05, zostaty uznane za istotne statystycznie (¥ p<0,05; **
p<0,01; *** p<0,001).

ZarOdwno szoOstego, jak i dziesiatego dnia po rozpoczeciu stosowania wektorow LV shlL-10
odnotowano obnizenie ekspresji MHC Il na powierzchni DC i M-MDSC (ryc. 19 C, D). Nalezy
jednak podkresli¢, ze podobne tendencje obserwowano w dluzszym doswiadczeniu w grupie, ktora
otrzymata LV shN, co sugeruje, ze efekt byt zalezny raczej od podania wektorow lentiwirusowych,
a nie od wyciszenia IL-10. Po zastosowaniu LV shlL-10 nie obserwowano natomiast istotnych
zmian w ekspresji CD86 na powierzchni wybranych populacji komorek mieloidalnych.

Odnotowano jedynie niewielkie obnizenie poziomu ekspresji CD86 na powierzchni DC
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zidentyfikowanych w guzach traktowanych wektorami LV shlL-10, ktére widoczne bylo
w doswiadczeniach prowadzonych wedtug krotkiego, jak i1 przedtuzonego schematu podan
wektorow LV (ryc. 19 E, F).

W kolejnym etapie badan, dokonano oceny aktywnosci supresorowej komorek mieloidalnych
infiltrujagcych guzy nowotworowe MC38. W tym celu, prowadzono hodowle mieszang izolowanych
z guza MC38 komorek CD11b* oraz splenocytow izolowanych ze §ledzion myszy zdrowych,
a nastepnie okreslano intensywnos¢ proliferacji limfocytow T (ryc. 20) oraz stezenie IFN-y i IL-10

w nadsaczach znad hodowli mieszane;.
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Ryc. 20. Schemat analizy proliferacji limfocytow T w hodowli mieszanej z komérkami CD11lb*
wyizolowanymi z guzéw MC38. Po wyeliminowaniu debris i zlepéw komoérkowych, wyodrebniono zywe
komorki (DAPIY), a sposrdd nich splenocyty wyznakowane barwnikiem CFDA-SE. Wsrdd nich zidentyfikowano
populacje limfocytdw T CD4* i T CD8* i okreslono intensywnos$¢ fluorescencji barwnika CFDA-SE, ktorego
zawarto$¢ w komorce maleje dwukrotnie wraz z kazdym podziatem komérkowym.

Széstego dnia od rozpoczecia podawania wektoréw LV, nie wykazano zmian w aktywnosci
supresorowej wyizolowanych z guzéw komorek mieloidalnych wobec limfocytéw T CD4*
(ryc. 21 A). Natomiast, odnotowano wzmozong proliferacj¢ limfocytow T CD4" hodowanych
w obecnosci komorek mieloidalnych izolowanych z guzéw traktowanych wektorami LV shiL-10,
ktore byly podawane wedlug dtuzszego schematu (ryc. 21 E). Odnotowano rowniez, ze wektory
LV shIL-10 powodowaly podwyzszong aktywnos$¢ supresorowa komorek mieloidalnych wobec
limfocytow T CD8*. Efekt ten byt jednak krotkotrwaty i nie utrzymat sie do dziesigtego dnia od
rozpoczgeia podan (ryc. 21 B, F). Komorki mieloidalne izolowane z guzéw traktowanych
wektorami LV, niezaleznie od ich rodzaju, indukowaty zwigkszong zdolnos¢ limfocytow T do
produkcji IFN-y i IL-10, co obserwowano zaréwno w krotkim, jak i dluzszym doswiadczeniu
(ryc.21C, D, G, H).
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Ryec. 21. Aktywnos$¢ supresorowa komorek mieloidalnych izolowanych z guzéw MC38 pobranych od myszy
6-go (A, B, C, D) lub 10-go (E, F, G, H) dnia po rozpoczeciu podawania wektorow wyciszajacych ekspresje
IL-10. Zdolno$¢ komoérek mieloidalnych do hamowania proliferacji limfocytéw T okre§lono w trakcie mieszane;j
hodowli komérek CD11b* wyizolowanych z guzéw MC38 i splenocytow wyznakowanych barwnikiem CFDA-
SE. Po trzech dniach zmierzono $rednia intensywnos¢ fluorescencji (MFI) CFDA-SE w limfocytach T CD4*
i TCD8* (A, B, E, F). Stezenie IFN-y i IL-10 w nadsaczach znad hodowli oszacowano za pomoca testu ELISA
(C, D, G, H). Na wykresach przedstawiono usrednione warto$ci uzyskane podczas analizy guzoéw pobranych od
7-10 myszy/grupe. Analize statystyczng przeprowadzono za pomoca nieparametrycznego testu ANOVA
Kruskala-Wallisa i testu post hoc Dunna. R6znice pomiedzy poszczegdlnymi grupami, dla ktorych p<0,05, zostaty
uznane za istotne statystycznie (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001).

Analize aktywnosci komorek mieloidalnych zidentyfikowanych w guzach MC38 dziesiatego
dnia od rozpoczecia podawania wektorow lentiwirusowych rozszerzono o dodatkowe oznaczenia
przeprowadzone z wykorzystaniem metody cytometrii przeplywowe;.

We wszystkich populacjach komérek mieloidalnych oznaczono poziom ekspresji czynnika
transkrypcyjnego IRF8, charakterystycznego dla komorek roznicujacych sie w  kierunku
makrofagdéw. Zgodnie z zalozeniem, najwyzszym poziomem ekspresji IRF8 charakteryzowaty sig¢
TAM (ryc. 22 A). Populacje DC oraz M-MDSC takze wykazywaly wysoki poziom ekspresji tego
czynnika, natomiast PMN-MDSC, jako komorki granulocytarne, wykazywaty bardzo niski poziom
ekspresji IRF8. Pomimo Ze nie obserwowano istotnych statystycznie réznic pomigdzy grupami, to
populacje TAM, DC oraz M-MDSC zidentyfikowane w guzach traktowanych wektorami
LV shIL-10  charakteryzowaly = si¢  nieco  nizszym  poziomem  ekspresji  IRFS8,
w porownaniu do pozostatych grup.

Analiza poziomu ekspresji markera proliferacji komorkowej Ki67 wykazata natomiast, ze

M-MDSC naciekajagce guzy charakteryzowaly si¢ najwyzsza intensywno$cig proliferacji
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w poréwnaniu z innymi subpopulacjami komorek mieloidalnych. (ryc. 22 B). W przeciwienstwie
do nich, PMN-MDSC wykazywatly najnizszy poziom Ki67. Nie odnotowano jednak znaczacych
zmian w ekspresji Ki67 pomiedzy grupami, ktore otrzymywaly wektory LV a grupg kontrolna.
Jedynie komorki DC zidentyfikowane w guzach traktowanych wektorami lentiwirusowymi
wykazywaly nieco obnizony poziom ekspresji Ki67 w stosunku do kontroli nieleczonej. Nie byty

to jednak zmiany zalezne od wyciszenia IL-10.
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Ryc. 22. Aktywno$¢ komorek mieloidalnych naciekajacych guzy nowotworowe okreslona na podstawie
poziomu ekspresji IRF8 (A), Ki67 (B), produkcji ROS (C) oraz polaryzacji makrofagéw (D). Poziom
ekspresji IRF8 1 Ki67 okreslono metoda cytometrii przeptywowej stosujac przeciwciata monoklonalne swoiste dla
tych biatek (A, B). Poziom produkcji ROS przez TAM, DC, M-MDSC i PMN-MDSC przedstawiono jako $rednig
intensywno$¢ fluorescencji (MFI) barwnika CellROX, ktdrym wyznakowano komoérki CD11b* izolowane
z guzoéw nowotworowych (C). Na podstawie oceny poziomu ekspresji czasteczek CD206 okreslono liczebnosé
makrofagéw typu M1 (F4/80*CD206) i M2 (F4/80*CD206%). Polaryzacje makrofagéw przedstawiono jako
stosunek odsetka komérek typu M1 do odsetka komérek typu M2 (D). Na wykresach przedstawiono usrednione
warto$ci uzyskane podczas analizy guzéw pobranych od 7-10 myszy/grupe. Analiza statystyczna nie wykazala
istotnych réznic miedzy grupami.

Podj¢to rowniez probe okreslenia wptywu wyciszenia IL-10 w guzach nowotworowych na
zdolno$¢ wybranych subpopulacji komoérek mieloidalnych do produkcji reaktywnych form tlenu.
W tescie wykorzystano barwnik CellROX, ktory wnika do cytoplazmy komorek i po utlenieniu
zmienia si¢ w forme fluorescencyjng. Najwyzsza intensywnos$¢ fluorescencji, odpowiadajaca
poziomowi produkcji ROS, wykazywaty PMN-MDSC (ryc. 22 C). Wszystkie oznaczone populacje
komorek mieloidalnych wyizolowanych z guzow traktowanych wektorami LV shlL-10
wykazywaly nieznacznie podwyzszony poziom produkcji ROS, w poréwnaniu do grupy kontrolnej

oraz traktowanej wektorami LV shN. Zmiany te nie byly jednak istotne statystycznie.
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Na podstawie poziomu ekspresji receptora mannozowego CD206 w komérkach F4/80*
okreslono polaryzacje makrofagéw. Wektory lentiwirusowe podane doguzowo, niezaleznie od ich
rodzaju, indukowaly polaryzacje w kierunku makrofagéw typu M1 (CD206), jednak zmiany
w porownaniu do grupy kontrolnej nie byty istotne statystycznie (ryc. 22 D).

Aktywnos¢ komorek limfoidalnych w guzach MC38

Przeprowadzono wieloparametrowa analiz¢ metoda cytometrii przeplywowej, w trakcie
ktorej wsrdéd zywych leukocytow naciekajacych guzy MC38 zidentyfikowano populacje
limfocytow T CD4" (CD3*CD4%) oraz limfocytéw T CD8" (CD3'CD8"), komoérek NK
(CD49b"CD3), NKT (CD49b*CD3*) (ryc. 23). Sposrdod limfocytow T CD4* wyodrebniono
populacje limfocytow T regulatorowych (Treg, CD25'FoxP3"). Oznaczono rowniez komorki
efektorowe (CD44"CD62L ) wérdd zidentyfikowanych populacji limfocytow T.
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Ryec. 23. Schemat analizy komérek limfoidalnych naciekajacych guzy MC38. Po wyeliminowaniu debris
i zlepobw komérkowych, wyodrebniono zywe leukocyty (DAPICD45%), a spo$rod nich limfocyty T
(CD3*CD49b"), komorki NK (CD49b*CD37) i komérki NKT (CD49b*CD3*). Limfocyty T rozdzielono na
populacje CD4* i CD8*. Wsréd limfocytéw T CD4* zidentyfikowano limfocyty Treg (CD25*FoxP3*). Na
podstawie ekspresji markerow CD44 i CD62L, wérdd populacji limfocytow T CD4*, T CD8" i Treg wyodrebniono
komorki efektorowe (CD44*CD62L").
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Analiza komorek limfoidalnych naciekajacych guzy wykazata, ze podanie wektorow LV shN
indukowalo zwiekszony odsetek limfocytéw T CD8', co obserwowano juz szdstego dnia po
rozpoczgciu podawania wektorow (ryc. 24 A). Po zastosowaniu wektorow wyciszajacych ekspresje
IL-10 efekt ten byt opozniony — istotny wzrost odsetka limfocytéw T CD8" wykazano tylko po
zastosowaniu dtuzszego schematu podan (ryc. 24 D). Szoéstego dnia po rozpoczeciu podawania
wektoréw kontrolnych odnotowano rowniez zwigkszony odsetek komérek NK i NKT, efekt ten byt
jednak krotkotrwaty i nie dotyczyt grupy, ktora otrzymata wektory LV shlL-10. Cho¢ nie
stwierdzono znacznych zmian w odsetkach limfocytéw T CD4", to dziesigtego dnia od rozpoczecia
podawania wektoréw LV odnotowano ponad dwukrotnie mniej limfocytow Treg wsrod limfocytow
T CD4" niz w grupie kontrolnej (ryc. 24 E). Analiza poziomu ekspresji czasteczek CD44 i CD62L
wykazala rowniez obnizenie odsetka komorek efektorowych wérod limfocytow Treg spowodowane
podawaniem wektoréw LV, co bylo widoczne zaréwno w krotkim, jak i dluzszym do$wiadczeniu
(ryc. 24 C, F). Wiecej komorek efektorowych odnotowano natomiast wsrod limfocytow T

cytotoksycznych naciekajacych guzy traktowane wektorami LV (ryc. 24 C, F).
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Ryc. 24. Ocena nacieku komorek limfoidalnych w guzach MC38 przeprowadzona 6-go (A, B, C) lub 10-go
(D, E, F) dnia po rozpoczeciu podawania wektorow wyciszajacych ekspresje IL-10. W trakcie
wieloparametrowej analizy cytometrycznej, wsréd komoérek limfoidalnych naciekajacych guzy nowotworowe
zidentyfikowano populacje limfocytéw T CD4*, T CD8*, komoérki NK oraz NKT. Okreslono odsetki tych
komorek wérdd leukocytow CD45* (A, D), a takze odsetek limfocytow Treg wérod limfocytow CD4* (B, E). Na
podstawie ekspresji czasteczek CD62L i CD44 okreslono odsetki komodrek efektorowych w poszczegodlnych
populacjach (C, F). Na wykresach przedstawiono usrednione wartos$ci uzyskane podczas analizy guzéw pobranych
od 7-10 myszy/grupe. Analize statystyczng przeprowadzono za pomoca nieparametrycznego testu ANOVA
Kruskala-Wallisa i testu post hoc Dunna. Réznice pomigdzy poszczegdlnymi grupami, dla ktorych p<0,05, zostaty
uznane za istotne statystycznie (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001).
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Aktywnos¢ limfocytow w wartowniczych weztach chtonnych

Podczas analizy przeprowadzonej metoda cytometrii przeptywowej, okreslono odsetek
limfocytow T CD4* i TCD8" wsrod zywych komorek znajdujacych sie w pachowych
1 pachwinowych weztach chtonnych (sLN), zlokalizowanych po tej samej stronie co rosnacy
podskornie guz (ryc. 25). Oszacowano odsetek komorek efektorowych wsrod limfocytow T CD4*
i TCD8", a takze okreSlono poziom ekspresji Ki67 w oznaczonych populacjach. Analize
aktywnosci limfocytow uzupeliono o oceng poziomu produkcji IFN-y oraz I1L-10 przez komorki

izolowane z sLN.
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Ryc. 25. Schemat analizy limfocytow w wartowniczych wezlach chlonnych. Po wyeliminowaniu debris,
zlepow komdrkowych i martwych komorek, wyodrgbniono limfocyty T CD4* i T CD8*. Na podstawie ekspresji
markeréw CD44 i CD62L, wérod limfocytow T CD4* i T CD8* zidentyfikowano komorki efektorowe
(CD44*CD62L"). W wyodrebnionych populacjach okreslono poziom ekspresji markera Ki67.

Efektem doguzowego podawania wektorow LV  bylo obnizenie odsetkéw
limfocytow T CD4" i T CD8" w wartowniczych weztach chtonnych (ryc. 26 A, D). Nalezy jednak
zaznaczy¢, ze w grupach otrzymujacych wektory LV, zarowno szostego jak i dziesigtego dnia po
rozpoczeciu ich podawania, catkowita liczba komorek znajdujacych sie w sLN byta kilkukrotnie
wyzsza niz w wezlach pobranych od myszy z grupy kontrolnej (dane nieprezentowane).
Jednoczesnie w obu populacjach limfocytow T zidentyfikowanych w sLN myszy traktowanych
wektorami LV odnotowano zwigkszony odsetek komorek efektorowych (ryc. 26 B, E). Cho¢ efekt
byl obserwowany po zastosowaniu obu rodzajow wektorow, wektory wyciszajace ekspresje¢ IL-10
indukowaly istotnie wickszy wzrost odsetka komorek efektorowych wsrod limfocytow T
cytotoksycznych, co bylo obserwowane szostego dnia po rozpoczeciu podan (ryc. 26 B).

Oznaczony w doswiadczeniu przeprowadzonym wedhug dtuzszego schematu podan poziom
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ekspresji Ki67 ujawnil, ze efektorowe limfocyty T CD8" zidentyfikowane w sLN dziesigtego dnia
po rozpoczgciu podan wektorow LV nadal intensywnie proliferowaty (ryc. 26 F). Wyznaczony
wspotczynnik IFN-y/IL-10 wskazuje, ze komorki izolowane z sLN grup traktowanych LV shN
i LV shIL-10 szostego dnia po rozpoczeciu podan charakteryzowaty si¢ znacznie wigkszym
potencjatem do produkcji IFN-y niz komoérki sLN z grupy kontrolnej. Nie odnotowano jednak
réznic w proporcji cytokin pomigdzy grupa, ktora otrzymywata wektory LV shIL-10, a grupa
kontrolng traktowang wektorami LV shN (ryc. 26 C). Natomiast, wspotczynnik IFN-y/IL-10 byt
znacznie nizszy w doswiadczeniu prowadzonym wedlug przedluzonego schematu podan
(ryc. 26 G). Mozna przypuszczaé, ze zwigzane jest to z wyhamowaniem reakcji odpornosciowej na

podawane doguzowo wektory LV.

** kK C

40 ** 304 [** * 8001 *

>
™

)
o
|

304
20

; 600

) 400

200

0- oL : 0

IFN-y/IL-10

[y
=}
1

104

Odsetek limfocytow
efektorowych [%]

Odsetek limfocytow [%]

cD4* cpsg* cD4* cDg* SN
RIRNY
Q7 S
4%
A%
mE ctrl — LVshN /1 LVshIL-10
D *x E F G
Kk *k
40 309 L. 15000 1.0
9 = .
= ’—‘ E - ** = 0.8
2 304 g}é =
2 & - 20 *x = 10000 S
> ] A i
o = 9 ° N 0.6
£ 20 E ; %z S
g =3 x> 8 i
= %5 2 Z 0.47
X £ £ 10 £ 50004 =
£ 10 EX &
K IS ﬁ 0.2
S
0- 0- 0-— 0.0-
CcD4"* cD8* cD4" cDg* efektorowe efektorowe g& S
cb4* cbg* ATy
\’4‘:
A%
e ctrl] — LVshN — LVshIL-10

Ryc. 26. Ocena aktywnosci limfocytéw w wartowniczych wezlach chlonnych przeprowadzona 6-go (A, B,
C) lub 10-go (D, E, F, G) dnia po rozpoczeciu podawania wektoréw wyciszajacych ekspresje IL-10. W trakcie
wieloparametrowej analizy cytometrycznej, okre$lono odsetki limfocytow T CD4* i T CD8" w wartowniczych
weztach chlonnych (A, D), a wsérdéd nich odsetki komorek efektorowych (B, E). Oszacowano takze poziom
ekspresji czgsteczek Ki67, przedstawiony jako $rednia intensywno$¢ fluorescencji (MFI) (F). Zdolnos¢
limfocytéw wyizolowanych z wartowniczych weztow chtonnych do produkeji IFN-y i IL-10 przedstawiono jako
stosunek stezen tych cytokin oszacowanych w nadsgczach znad 24-godzinnej hodowli tych komoérek (C, G). Na
wykresach przedstawiono usrednione wartosci uzyskane podczas analizy weztow chtonnych pobranych od 7-10
myszy/grupe. Analize statystyczng przeprowadzono za pomocg nieparametrycznego testu ANOVA Kruskala-
Wallisa i testu post hoc Dunna. Réznice pomiedzy poszczegdlnymi grupami, dla ktorych p<0,05, zostaty uznane
za istotne statystycznie (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; ****p<0,0001).
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4.4.1.2. Aktywnosc¢ komorek uktadu odpornosciowego w sledzionie

Celem badan przeprowadzonych w kolejnym etapie bylo okreslenie wptywu podania
wektorow lentiwirusowych na aktywacj¢ ogolnoustrojowej odpowiedzi przeciwnowotworowej. Ze
wzgledu na czas rozwoju swoistej odpowiedzi ogdlnoustrojowej, analize przeprowadzono tylko dla
do$wiadczenia, w ktorym zastosowano przedtuzony schemat podan wektorow LV. Komorki
$ledzionowe, uzyskane od myszy, ktorym podano doguzowo LV shlL-10, poddano wtdrnej
stymulacji w trakcie pigciodniowej hodowli mieszanej z komorkami MC38. Analize
przeprowadzono w odniesieniu do splenocytéw pobranych od myszy zdrowych. Okre§lono poziom
produkcji cytokin przez restymulowane splenocyty, a takze oznaczono ich aktywnosc¢
cytotoksyczng wobec docelowych komorek MC38.

Splenocyty pobrane od myszy traktowanych wektorami lentiwirusowymi wykazywaty
obnizong zdolno$¢ do produkcji IFN-y, zarowno w porownaniu do komorek sledzionowych
uzyskanych od myszy nietraktowanych, jak i myszy zdrowych (ryc.27 A). Natomiast,
w nadsaczach znad splenocytow pochodzacych z grup traktowanych wektorami LV shN oraz
LV shIL-10 odnotowano znacznie wyzsze st¢zenia IL-10 (ryc. 27 B). Wspotczynnik IFN-y/IL-10
wskazuje, ze splenocyty z tych grup produkowaty IFN-y i IL-10 w podobnej ilosci,
w przeciwienstwie do komorek izolowanych od myszy z grupy kontrolnej lub od myszy zdrowych,
ktore wydzielaty odpowiednio 17- i 26-krotnie wigcej IFN-y niz IL-10 (ryc. 27 C). Pomimo to
stwierdzono, ze restymulowane komorki S$ledzionowe z grup traktowanych wektorami
lentiwirusowymi charakteryzowaty si¢ istotnie wyzsza aktywnoscig cytotoksyczng wobec
docelowych komoérek MC38 w porownaniu do komorek z grupy kontrolnej (ryc. 27 D, E, F). Co
wiecej, analiza ekspresji CD107a na powierzchni limfocytow T CD4", T CD8" i komdrek NK,
$wiadczagca o uwalnianiu ziaren cytolitycznych, wykazala, ze ten mechanizm cytotoksycznosci
wykorzystywaly przede wszystkim komoérki NK pochodzace ze $ledzion myszy traktowanych
wektorami lentiwirusowymi (ryc. 27 G, H, I). Byt to jednak efekt zwigzany z podaniem wektorow

lentiwirusowych, a nie bezposrednio z wyciszeniem IL-10.
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Ryec. 27. Aktywnos$¢ restymulowanych komorek S$ledzionowych uzyskanych po podaniach wektorow
wyciszajacych ekspresje IL-10. Stezenie IFN-y i IL-10 okreslono w nadsaczach znad 5-dniowej hodowli
mieszanej splenocytow i komérek MC38 (A, B, C). Aktywno$¢ cytotoksyczng efektorowych komorek
§ledzionowych przedstawiono jako odsetek martwych komérek MC38 po 4-godzinnej inkubacji z komdrkami
efektorowymi w stosunku 1:10 i 1:30 (D, E, F). Odsetek komérek cytotoksycznych (CD107a*) okreslono wérod
limfocytow T CD4*, T CD8* i komoérek NK (CD4 CD8 CD49b*) po 2-godzinnej inkubacji restymulowanych
splenocytow z komdrkami MC38 (G, H, I). Na histogramach przedstawiono dane z préb reprezentatywnych. Na
wykresach przedstawiono usrednione wartosci uzyskane podczas analizy komorek pobranych od 7-10
myszy/grupe. Analiz¢ statystyczng przeprowadzono za pomoca nieparametrycznego testu ANOVA Kruskala-
Wallisa i testu post hoc Dunna. Réznice pomigdzy poszczegdlnymi grupami, dla ktorych p<0,05, zostaty uznane
za istotne statystycznie (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001).
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4.4.2. Kinetyka indukcji odpowiedzi przeciwnowotworowej w wyniku podania
cyklofosfamidu i wektoréw lentiwirusowych wyciszajacych ekspresje IL-10.

4.4.2.1. Wydajnos¢ wyciszenia IL-10 w guzach MC38

W tej czesci badan, przeprowadzono doswiadczenia, ktorych celem bylo okreslenie wptywu
immunomodulujgcej dawki cyklofosfamidu (CY) na rozwéj odpowiedzi przeciwnowotworowej
indukowanej przez wektory lentiwirusowe wyciszajace ekspresje IL-10. CY zastosowano
dootrzewnowo, a dwa dni pdzniej rozpoczeto podawanie doguzowo wektorow LV shiL-10 lub
wektoréw kontrolnych LV shN (ryc. 28 A, B). Iniekcje wektorow powtdrzono trzykrotnie,
analogicznie do schematéw doswiadczen opisanych w podrozdziale 4.4.1.

Ocena wydajnosci wyciszenia IL-10, przeprowadzona szdstego dnia od rozpoczecia podawania
wektorow lentiwirusowych, wykazata, ze transdukcja zachodzita najwydajniej w komorkach
CD45"9 oraz limfocytach zidentyfikowanych w guzach (ryc. 28 C). Z kolei, dziesigtego dnia po
pierwszym podaniu wektorow lentiwirusowych, wzrost ekspresji EGFP odnotowano jedynie
w komorkach CD45"™9 (ryc. 28 D). W odréznieniu od do$wiadczen opisanych w podrozdziale 4.4.1,
nie odnotowano istotnych zmian w ekspresji EGFP w komorkach mieloidalnych. Szczegotowa
analiza subpopulacji tych komorek pod katem zmian w intensywnosci fluorescencji potwierdzita te
obserwacje. Nieznacznie wyzszg intensywnos$¢ fluorescencji EGFP po podaniu wektorow
lentiwirusowych odnotowano jedynie w komoérkach dendrytycznych (ryc. 28 E, F). Podwyzszony
poziom fluorescencji obserwowano takze w populacji TAM w grupach, ktore otrzymywaly wektory
LV shN lub LV shlL-10. Nalezy jednak podkresli¢, ze populacja ta wykazywata zwigkszony
poziom fluorescencji roéwniez w grupie traktowanej samym cyklofosfamidem. Mozna
przypuszczac, ze CY wptywat na poziom zr6znicowania komorek mieloidalnych, co powodowato
wzrost autofluorescencji tych komorek.

W nadsaczach znad hodowli zawiesiny komérkowej uzyskanej z guzéw nowotworowych
pobranych szostego dnia po rozpoczeciu podawania wektorow LV shIL-10 odnotowano
nieznacznie obnizone st¢zenie IL-10, w poréwnaniu do grup, ktére otrzymaty CY, stosowany
samodzielnie lub w potaczeniu z wektorami LV shN (ryc. 28 G). Stezenie IL-10 nie bylo jednak
nizsze niz w grupie kontrolnej nieleczonej. Natomiast, gdy analiz¢ przeprowadzono dziesigtego
dnia po rozpoczeciu podawania wektoréw, odnotowano istotne statystycznie obnizenie st¢zenia
IL-10 w nadsaczach znad komorek pochodzacych z guzéw traktowanych CY i wektorami
LV shlL-10 w odniesieniu do grupy kontrolnej. Stezenie IL-10 w tej grupie byto rowniez nizsze niz

w grupach, ktore otrzymaty CY lub CY + LV shN (ryc. 28 H).
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Ryc. 28. Wydajnos¢ wyciszenia ekspresji IL-10 w guzach nowotworowych. Randomizacje myszy
przeprowadzono, gdy rosngce podskornie guzy MC38 osiggnely objeto$¢ minimum. 50 mm®. Wektory
lentiwirusowe wyciszajace ekspresje 1L-10 (LV shIL-10) lub kontrolne (LV shN) podawano doguzowo
trzykrotnie. Dwa dni przed pierwszym podaniem wektoréw, myszom podano dootrzewnowo cyklofosfamid.
Guzy, wartownicze wezly chlonne oraz $ledziony pobrano od myszy 8-go (A) lub 12-go (B) dnia od rozpoczgcia
doswiadczenia. Okreslono poziom ekspresji EGFP, przedstawiony jako $rednia intensywnos¢ fluorescencji (MFI),
w komérkach nowotworowych (CD45M"9), komérkach mieloidalnych (CD11b*) oraz limfocytach (CD3*, CD19*,
CD49b") naciekajacych guzy nowotworowe (C, D), a takze wybranych subpopulacjach komérek mieloidalnych:
TAM, DC, M-MDSC i PMN-MDSC (E, F). St¢zenie IL-10 w nadsaczach znad 24-godzinnej hodowli komorek
wyizolowanych z guzéw MC38 oszacowano za pomocg testu ELISA (G, H). Na wykresach przedstawiono
usrednione wartosci uzyskane podczas analizy guzéw pobranych od 3 (C, E, G) lub 10 (D, F, H) myszy/grupe.
Analizg statystyczng przeprowadzono za pomoca nieparametrycznego testu ANOVA Kruskala-Wallisa i testu post
hoc Dunna. Réznice pomiedzy poszczegdlnymi grupami, dla ktorych p<0,05, zostaly uznane za istotne
statystycznie (* p<0,05; ** p<0,01).
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4.4.2.2. Aktywnos¢ komorek uktadu odpornosciowego w guzach i wartowniczych
weztach chionnych

Aktywnosé komorek mieloidalnych w guzach MC38

W celu okreslenia zmian w odsetku oraz aktywnosci komoérek mieloidalnych w guzach
pobranych od myszy, ktore otrzymaty cyklofosfamid i wektory wyciszajace ekspresje 1L-10,
przeprowadzono analizy wedtug schematdw i procedur opisanych w podrozdziale 4.4.1.2.

W pierwszym etapie dokonano wieloparametrowej analizy cytometrycznej przeprowadzonej
wedtug schematu przedstawionego na rycinie 18 w podrozdziale 4.4.1.2. W doswiadczeniu
przeprowadzonym wedtug krotkiego schematu podan wektorow, w grupach, ktére otrzymaty CY
lub CY + LV odnotowano znaczne obnizenie odsetka TAM w odniesieniu do grupy kontrolnej
(ryc. 29 A). W dhuzszym do$wiadczeniu, u myszy, ktore otrzymaty CY rowniez obserwowano
dwukrotne obnizenie odsetka TAM, natomiast uzupethienie schematu o LV spowodowato dalsza
redukcje odsetka tych komorek (ryc. 29 B). W przypadku DC i M-MDSC, szo6stego dnia po
rozpoczeciu podawania wektorow LV shN i LV shIL-10 obserwowano wzrost odsetkéw tych
populacji, podobng zmian¢ odnotowano dla grupy traktowanej samym CY. Efekt ten utrzymywat
si¢ do dziesigtego dnia tylko w przypadku M-MDSC, natomiast, odsetek DC ulegl istotnemu
obnizeniu w grupach CY + LV shN lub CY + LV shiL-10. Stwierdzono ponadto, ze wektory
LV shN i LV shlIL-10 indukowaty wzrost odsetka PMN-MDSC, ktory byt widoczny juz szostego
dnia po rozpoczeciu ich podawania. Podczas dtuzszej obserwacji, wyzszy niz w grupie kontrolnej
odsetek tych komorek odnotowano rowniez w grupie traktowanej samym cyklofosfamidem.

Analiza poziomu ekspresji MHC Il na powierzchni zidentyfikowanych populacji komérek
mieloidalnych, przeprowadzona dla obu do$wiadczen, nie wykazata zmian zaleznych od
wyciszenia ekspresji IL-10 w guzach nowotworowych. Natomiast, odnotowano nieznaczne
zwigkszenie poziomu ekspresji tych czasteczek na powierzchni TAM, DC i M-MDSC oznaczonych
w grupie traktowanej samym CY (ryc. 29 C, D). Wzrost ekspresji MHC 11 wywotany podaniem CY
byt niwelowany przez zastosowanie wektoréw lentiwirusowych, ktore spowodowaty obnizenie
poziomu ekspresji tych czasteczek na powierzchni TAM, DC i M-MDSC.

Analiza ekspresji CD86 na powierzchni poszczeg6lnych subpopulacji  komoérek
mieloidalnych wykazala indukowany podaniem CY wzrost ekspresji tych czasteczek na
powierzchni TAM i DC. Efekt ten byt jednak krétkotrwaty i mozna byto go obserwowac 6smego
dnia po zastosowaniu cytostatyku (ryc. 29 E). Przedtuzona obserwacja wykazata wzrost ekspresji
CD86 jedynie na powierzchni komorek TAM. Dodatkowo w tym przypadku podwyzszony poziom
CD86 odnotowano tylko w grupach, ktore otrzymaty CY i1 wektory LV (ryc. 29 F). M-MDSC
zidentyfikowane w tych grupach wykazywaly natomiast obnizony poziom ekspresji tych

czasteczek.

98



WYNIKI

—
1001 B 1004 ****
80 80 [xkxx
60 60
40—i 4018 *
T 25 *

20+ 204

15+

10

0_ MLl

T T
TAM DC M-MDSC PMN-MDSC M-MDSC PMN-MDSC

Odsetek komorek
wsréd CD45*[%]

Odsetek komoérek
wéréd CD45%[%]

w1
1

@]
o

40000 400004 _* *
: : *k l * %k k
B - 2N m
g 30000 N g 30000/, ‘1**
o 20000 < 20000 * -
= = "
= s |:‘ (]
& 10000+ ﬂi = 10000—]
« « *%
g __i iﬁr’wﬁ g N iﬁ.l\rn
£ 4007 2 400—] E‘
= =
oo J NI UAE R
gl 100 1AL AT YT il UL (AN 1Y
TAM DC M-MDSC PMN-MDSC TAM DC M-MDSC PMN-MDSC

Tl
"r1

8000~ 8000+
= =
(2] =2]
=, 6000 S 6000 .,
O 0
2 g %%k *
S 4000+ S 4000+
8 8 *
1] %]
2 E *k
22000 & 2000
0- o BE ; ; A0

TAM DC M-MDSC PMN-MDSC TAM DC M-MDSC PMN-MDSC
m ctr] 3 CY+LVshN mm ctr] 3 CY+LVshN
== CY B CY + LV shIL-10 & CY 3 CY + LVshIL-10

Ryc. 29. Ocena nacieku komérek mieloidalnych w guzach MC38 przeprowadzona 8-go (A, C, E) lub 12-go
(B, D, F) dnia od rozpoczecia podawania cyklofosfamidu i wektoréw wyciszajacych ekspresje IL-10.
W trakcie wieloparametrowej analizy cytometrycznej, wsrod komodrek mieloidalnych naciekajacych guzy
nowotworowe zidentyfikowano populacje TAM, DC, M-MDSC oraz PMN-MDSC. Okreslono odsetki tych
komorek wérdd leukocytow CD45™ (A, B), a takze poziom ekspresji czasteczek MHC 11 (C, D) oraz CD86 (E, F)
na ich powierzchni, przedstawiony jako $rednia intensywno$¢ fluorescencji (MFI). Na wykresach przedstawiono
usrednione wartosci uzyskane podczas analizy guzoéw pobranych od 3 (A, C, E) lub 10 (B, D, F) myszy/grupg.
Analizg statystyczng przeprowadzono za pomoca nieparametrycznego testu ANOVA Kruskala-Wallisa i testu post
hoc Dunna. Réznice pomiedzy poszczegdlnymi grupami, dla ktorych p<0,05, zostaly uznane za istotne
statystycznie (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; **** P<0,0001).

W kolejnym etapie badan, oceniono aktywnos¢ supresorowg komorek mieloidalnych wobec
sledzionowych limfocytéw T wedlug procedury opisanej w podrozdziale 4.4.1.2 (ryc. 20). Zdolnos¢
komorek mieloidalnych izolowanych z guzow MC38 do hamowania proliferacji limfocytow
T CD4" i T CD8" ulegla obnizeniu po zastosowaniu CY w kombinacji z wektorami LV, co bylto

obserwowane zaréwno szoOstego, jak i dziesigtego dnia po rozpoczgciu podan wektoréw
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(ryc. 30 A, B, E, F). Odnotowano réwniez wplyw zastosowania samego CY na obnizenie
aktywnosci supresorowej komorek mieloidalnych wobec limfocytow T CD8". Efekt ten byt jednak
krotkotrwaty i nie odnotowano go w przedtuzonej obserwacji (ryc. 30 B, F). Komérki mieloidalne
izolowane od myszy, ktore otrzymaty CY lub CY i wektory LV indukowaly zwigkszone
wydzielanie IFN-y i IL-10 przez splenocyty (ryc. 30 C, D). W do$wiadczeniu przeprowadzonym
wedtug krotkiego schematu podan wektorow, najwyzsze stezenie IFN-y odnotowano w grupie
traktowanej samym CY (ryc. 30 C). Dziesiatego dnia po rozpoczeciu podan wektorow, odnotowano
natomiast znaczny wplyw wektorow LV shN i LV shlL-10 na zdolno$¢ komorek mieloidalnych do
pobudzenia splenocytéw do wydzielania IFN-y i IL-10. Nalezy ponadto podkres$li¢, ze splenocyty
z tych grup produkowaly ponad stukrotnie wigcej IFN-y niz IL-10 (ryc. 30 G, H).
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Ryec. 30. Aktywnos¢ supresorowa komorek mieloidalnych izolowanych z guzéw MC38 pobranych od myszy
8-go (A-D) lub 12-go (E-H) dnia od rozpoczecia podawania cyklofosfamidu i wektorow wyciszajacych
ekspresje IL-10. Zdolno$¢ komorek mieloidalnych do hamowania proliferacji limfocytow T okreslono w trakcie
mieszanej hodowli komérek CD11b* wyizolowanych z guzow MC38 i splenocytow wyznakowanych barwnikiem
CFSE. Po trzech dniach zmierzono $rednig intensywnos$¢ fluorescencji (MFI) CFSE w limfocytach T CD4*
i T CD8* (A, B, E, F). Stezenie IFN-y i IL-10 w nadsaczach znad hodowli oszacowano za pomocg testu ELISA
(C, D, G, H). Na wykresach przedstawiono usrednione warto$ci uzyskane podczas analizy guzéw pobranych od
3 (A-D) lub 10 (E-H) myszy/grupg. Analizg statystyczna przeprowadzono za pomocg nieparametrycznego testu
ANOVA Kruskala-Wallisa i testu post hoc Dunna. Roznice pomiedzy poszczegdlnymi grupami, dla ktorych
p<0,05, zostaly uznane za istotne statystycznie (* p<0,05; ** p<0,01).
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W celu okreslenia aktywnosci poszczegdlnych subpopulacji komorek mieloidalnych
przeprowadzono dodatkowe analizy, w ramach ktorych okreslono poziom ekspresji IRF8, Ki67
oraz poziom produkcji ROS przez TAM, DC, M-MDSC i PMN-MDSC, a takze polaryzacje
makrofagow zidentyfikowanych w guzach.

Zaobserwowano, ze podanie cyklofosfamidu i wektorow LV shN indukowato wzrost
ekspresji czynnika transkrypcyjnego IRF8 w M-MDSC (ryc. 31 A). Takiego efektu nie odnotowano
natomiast w grupie CY + LV shiL-10. W tym przypadku poziom ekspresji IRF8 w M-MDSC byt
porownywalny do tego oznaczonego w grupie Kkontrolnej oraz traktowanej samym
cyklofosfamidem. W guzach myszy, ktore otrzymaty CY i wektory LV stwierdzono réwniez wzrost
poziomu ekspresji IRF8 w PMN-MDSC. Jednak efekt nie byt zalezny od wyciszenia IL-10, a raczej
od podania wektorow lentiwirusowych.
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Ryc. 31. Aktywno$¢ komorek mieloidalnych naciekajacych guzy nowotworowe okreslona na podstawie
poziomu ekspresji IRF8 (A), Ki67 (B), produkcji ROS (C) oraz polaryzacji makrofagéw (D). Poziom
ekspresji IRF8 i Ki67 okreslono metoda cytometrii przepltywowej stosujac przeciwciata monoklonalne swoiste dla
tych czynnikow transkrypcyjnych (A, B). Poziom produkcji ROS przez TAM, DC, M-MDSC i PMN-MDSC
przedstawiono jako $rednig intensywnos¢ fluorescencji (MFI) barwnika CellROX, ktorym wyznakowano komorki
CD11b* izolowane z guzéw nowotworowych (C). Na podstawie oceny poziomu ekspresji czgsteczek CD206
okreslono liczebno$¢ makrofagdéw typu M1 (F4/80*CD206) i M2 (F4/80*CD206"). Polaryzacje makrofagdow
przedstawiono jako stosunek odsetka komorek typu M1 do odsetka komoérek typu M2 (D). Na wykresach
przedstawiono usrednione warto$ci uzyskane podczas analizy guzow pobranych od 7-10 myszy/grupg. Analize
statystyczng przeprowadzono za pomoca nieparametrycznego testu ANOVA Kruskala-Wallisa i testu post hoc
Dunna. Réznice pomigdzy poszczegdlnymi grupami, dla ktorych p<0,05, zostaly uznane za istotne statystycznie
(* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; **** P<0,0001)
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Po zastosowaniu cyklofosfamidu i wektoréw lentiwirusowych, TAM identyfikowane
w guzach wykazywaty zwiekszony poziom ekspresji Ki67, w odniesieniu do grupy kontrolnej
i traktowanej samym CY (ryc. 31 B). Podwyzszony poziom ekspresji Ki67 odnotowano takze
w M-MDSC, jednak w tym przypadku efekt ten byl spowodowany podaniem CY, a zastosowanie
wektorow nie powodowato dodatkowego zwickszenia ekspresji tych czasteczek. Z kolei, podania
wektoréw LV wplywaty na obnizenie ekspresji Ki67 w PMN-MDSC.

Nie stwierdzono znaczacych zmian w produkcji ROS pomigdzy badanymi grupami
w poszczego6lnych subpopulacjach komoérek mieloidalnych. Nalezy jednak podkresli¢, ze podanie
CY powodowato zwigkszenie poziomu produkcji ROS przez PMN-MDSC (ryc. 31 C). Co ciekawe,
efekt ten nie byt obserwowany w grupach, ktore otrzymaty CY i wektory LV. Produkcja ROS przez
PMN-MDSC pochodzace z tych grup byla nizsza niz po zastosowaniu samego CY, a nawet
nieznacznie nizsza niz w grupie kontrolnej. Obnizona produkcja ROS mogta wptywaé na
zmniejszenie supresji zaleznej od PMN-MDSC.

Okreslenie polaryzacji makrofagow zwigzanych z nowotworem w kierunku komorek typu
M1 lub M2 przeprowadzono na podstawie ekspresji CD206. Wykazano, ze w grupach, ktore
otrzymaty CY odsetek makrofagow typu M1 byl wyzszy niz w grupie kontrolnej. (ryc. 31 D).
Chociaz réznice pomigdzy grupami nie byly istotne statystycznie, najwyzszy wspotczynnik M1/M2

odnotowano w grupie CY + LV shiL-10.

Aktywnos¢ komorek limfoidalnych w guzach MC38

Dokonano rowniez oceny odsetka i aktywnosci komoérek limfoidalnych w guzach
nowotworowych. Analiz¢ przeprowadzono metoda cytometrii przeptywowej wedlug schematu
przedstawionego na rycinie 23 w podrozdziale 4.4.1.2.

Glowne zmiany, jakie obserwowano w obrebie komoérek limfoidalnych zachodzity w dwdch
populacjach: limfocytach T CD8" oraz komérkach NK (ryc. 32 A, D). Wykazano, ze podanie CY
indukowato znaczny wzrost odsetka limfocytow T cytotoksycznych wsrod leukocytéw
naciekajacych guzy nowotworowe, ktory byt obserwowany we wszystkich grupach otrzymujacych
cytostatyk. Poréwnujac dane z dwoch doswiadczen, mozna zaobserwowaé, ze po zastosowaniu
cyklofosfamidu nastepuje gwattowny wzrost odsetka limfocytow T CD8*, ktory po dluzszym
czasie obserwacji ulega obnizeniu. Chociaz w doswiadczeniu przeprowadzonym wedtug krotszego
schematu postgpowania nie wida¢ znacznych rdéznic pomigdzy grupami, ktore otrzymaty CY,
przedtuzona obserwacja ujawnia, ze w grupach traktowanych CY 1 wektorami LV zwigkszony
odsetek limfocytow T CD8" utrzymuje si¢ dhuzej. Zaobserwowano ponadto, ze z czasem wsrdd
leukocytow naciekajacych guzy nowotworowe wzrasta odsetek komorek NK, a najwiekszy wzrost
stwierdzono w grupie CY + LV shIL-10 (ryc. 32 D). Dziesigtego dnia po rozpoczeciu podan

wektorow, w grupie CY + LV shlL-10 odnotowano réwniez znaczny wzrost odsetka limfocytow
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T CD4" w poréwnaniu do grupy kontrolnej (ryc. 32 D). Nalezy rowniez podkresli¢, ze pomimo
wzrostu odsetka limfocytéw T CD4* w grupie CY + LV shlIL-10, udziat procentowy populacji Treg
wsrdod tych komorek ulegat obnizeniu (ryc. 32 E). Analizujac zmiany w ekspresji CD44 i CD62L,
stwierdzono wzrost odsetka komorek efektorowych zaréwno wsérdd limfocytéw T CD8*, jak
i T CD4" w grupach, ktore otrzymaty CY i wektory LV. Zmiany te byty szczeg6lnie widoczne po
zastosowaniu przedtuzonego schematu podan (ryc. 32 F).
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Ryc. 32. Ocena nacieku komorek limfoidanych w guzach MC38 przeprowadzona 8-go (A, B, C) lub 12-go
(D, E, F) dnia od rozpoczecia podawania cyklofosfamidu i wektoréw wyciszajacych ekspresje 1L-10. W
trakcie wieloparametrowej analizy cytometrycznej, wsérod limfocytow naciekajacych guzy nowotworowe
zidentyfikowano populacje limfocytéw T CD4*, T CD8*, komdrki NK oraz NKT. Okreslono odsetki tych
komorek wsrod leukocytow CD45* (A, D), a takze odsetek limfocytow Treg wérdd limfocytdw CD4* (B, E). Na
podstawie ekspresji czasteczek CD62L i CD44 okreslono odsetki komorek efektorowych w poszczegolnych
populacjach limfocytow T (C, F). Na wykresach przedstawiono usrednione warto$ci uzyskane podczas analizy
guzéw pobranych od 3 (A-C) lub 10 (D-F) myszy/grupe. Analize statystyczng przeprowadzono za pomocag
nieparametrycznego testu ANOVA Kruskala-Wallisa i testu post hoc Dunna. Roznice pomiedzy poszczegolnymi
grupami, dla ktorych p<0,05, zostaly uznane za istotne statystycznie (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001;
***% p<0,0001).

Aktywnosé limfocytow w wartowniczych weztach chtonnych

Analize aktywnos$ci limfocytow uzyskanych z wartowniczych weztow chtonnych
przeprowadzono wedtug opisu zamieszczonego w podrozdziale 4.4.1.2. (ryc. 25).
Podanie cyklofosfamidu indukowato wzrost odsetka limfocytow T CD8" w sLN, co byto

widoczne zarowno po krotkim, jak i dhluzszym czasie obserwacji (ryc. 33 A, E). Natomiast,
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uzupetnienie schematu podan o wektory LV nie wywotywato zmian w odsetku tych komorek
w porownaniu do myszy nietraktowanych. Szdstego dnia po rozpoczgciu podan LV shlL-10
w SLN odnotowano zwigkszony odsetek limfocytow T CD4" (ryc. 33 A). Efekt ten byl jednak
krotkotrwaty i dziesigtego dnia po rozpoczegciu podan wektoréw w grupie CY + LV shlL-10
stwierdzono znacznie mniej limfocytéw T CD4" niz w grupie CY. Byfa to jednak wcigz warto$¢

wyzsza niz ta uzyskana dla grupy nieleczonej (ryc. 33 E).

>
=
o
o

50 40 6000 301
£ 40l E - g
2 2 & 30 =
2 g = = 4000 S 20+
& 30 £ ) .
S £ 2 g =
£ EZ 5
E 20 % 5 = z
X S 2 2000 = 104
£ 22 10 &
K 104 o ° ﬁ
S
(U 0- 0 0-
cD4* cpg* cD4* cp8* efektorowe efektorowe S & .‘,é D
cD4" cDg* T QY
)
P
mE ctr] /== CY 1 CY+LVshN == CY + LV shIL-10 (’é*
E ** F G H
-
50 L 40 ™ 100007 4ye i 251
::\?' Rk ’—| *x = e $ok kK
= 404 [_\ E - - *ork = 8000 20+
3 X 30 s
3 B % < . o
30 £g b S 6000 T 15
S g ** g =
E = g 20 © =
= 20 %5 * @ 4000 2z 10+
2 -] 4 =]
[ O X ‘5_ =]
2 10 2 § 107 £ 2000 5+
= c® =]
IS
0- 0- 0-! 0-
cD4* cDpg* cD4* cpg* efektorowe efektorowe S &S
cp4* cDg* MO
&
mE ctr] == CY 1 CY+LVshN — CY+LVshIL-10 dx

Ryec. 33. Ocena aktywnosci limfocytéw w wartowniczych wezlach chlonnych przeprowadzona 8-go (A-D)
lub 12-go (E-H) dnia od rozpoczecia podawania cyklofosfamidu i wektoréw wyciszajacych ekspresje IL-10.
W trakcie wieloparametrowej analizy cytometrycznej, okre$lono odsetki limfocytow T CD4* i T CD8*
w wartowniczych weztach chtonnych (A, E), a wérod nich odsetki komérek efektorowych (B, F). Oszacowano
takze poziom ekspresji czasteczek Ki67 (C, G). Zdolnos¢ limfocytow wyizolowanych z wartowniczych weztow
chtonnych do produkcji IFN-y i IL-10 przedstawiono jako stosunek stezen tych cytokin oszacowanych
w nadsgczach znad 24-godzinnej hodowli tych komérek (D, H). Na wykresach przedstawiono usrednione warto$ci
uzyskane podczas analizy weztdow chlonnych pobranych od 3 (A-D) lub 10 (E-H) myszy/grupe. Analizg
statystyczng przeprowadzono za pomoca nieparametrycznego testu ANOVA Kruskala-Wallisa i testu post hoc
Dunna. Réznice pomigdzy poszczegolnymi grupami, dla ktorych p<0,05, zostaly uznane za istotne statystycznie
(* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001).

Zastosowanie CY + LV shN lub CY + LV shIL-10 indukowato powstawanie efektorowych
limfocytéow T CD4" i T CD8". Wskazuje na to obserwowany po zastosowaniu dtuzszego schematu
podan podwyzszony odsetek komorek efektorowych wsrod tych populacji, jak rowniez wyzsza niz
w grupie kontrolnej i traktowanej samym CY ekspresja markera proliferacji Ki67 (ryc. 33 F, G).

Ponadto, wektory lentiwirusowe powodowaty zwigkszong zdolnos¢ komorek sLN do wydzielania
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IFN-y, o czym $wiadczy wysoka warto$¢ wspotczynnika IFN-y/IL-10 (ryc. 33 D, H). Takiego

efektu nie odnotowano po zastosowaniu samego cytostatyku.

4.4.2.3. Aktywnos¢ komorek uktadu odpornosciowego w sledzionie

Komorki §ledzionowe pobrane od myszy poddano restymulacji podczas hodowli mieszane;j
z komorkami MC38. Podobnie jak opisano w podrozdziale 4.4.1.3, wptyw CY i wektorow LV na
aktywacje ogolnoustrojowej odpowiedzi przeciwnowotworowej okreslono na podstawie
aktywnosci splenocytéw pobranych od myszy z doswiadczenia, w ktoérym stosowano przedtuzony
schemat podan wektorow lentiwirusowych.

Restymulowane komorki $ledzionowe pobrane od myszy, ktore otrzymywaty wektory
lentiwirusowe, wykazywaty obnizong zdolnos$¢ do produkcji IFN-y, szczegdlnie w porownaniu do
splenocytéw z grupy kontrolnej (ryc. 34 A). Natomiast, komoérki z tych grup wydzielaly znacznie
wigcej IL-10, zarbwno w poréwnaniu do grupy kontrolnej, traktowanej samym cyklofosfamidem,
jak 1 do splenocytéw pochodzacych od zdrowej myszy, ktore zostaly poddane pierwotnej stymulacji
antygenami nowotworowymi (ryc. 34 B). Zastosowanie CY i wektoréw LV wptyneto na znaczng
zmiang proporcji produkowanych cytokin, na co wskazuje wyznaczony wspotczynnik IFN-y/IL-10.
W grupach, ktére otrzymywaly CY i wektory LV wartosci wspotczynnika byly mniejsze niz 1,
a w grupie kontrolnej oraz traktowanej cyklofosfamidem wynosity odpowiednio 5,2 oraz 9,7
(ryc. 34 C). Pomimo to splenocyty pobrane od myszy, ktore otrzymywaty CY w kombinacji
z wektorami LV charakteryzowaly si¢ wyzszg aktywno$cig cytotoksyczng wobec komérek MC38,
niz splenocyty pochodzace od myszy z grupy kontrolnej oraz grupy traktowanej samym CY
(ryc. 34 D, E, F). Nalezy rowniez podkresli¢, ze splenocyty uzyskane z grupy, ktora otrzymata tylko
CY wykazywaly nizszg aktywno$¢ cytotoksycznag niz splenocyty z grupy kontrolnej (ryc. 34 E). Na
podstawie analizy ekspresji CD107a na powierzchni limfocytéw T CD4*, T CD8" i komorek NK
stwierdzono natomiast, ze w grupach, ktore otrzymaly CY 1 wektory LV udzial procentowy
komorek zdolnych do wydzielania ziaren cytolitycznych byt znacznie wiekszy niz w grupie
kontrolnej (ryc. 34 G, H, I). Najwyzszy odsetek komérek CD107a" odnotowano wsrdd komorek
NK —w grupach CY + LV shN i CY + LV shlL-10 wynosit on odpowiednio 76% i 75% (ryc. 34 1).
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Ryc. 34. Aktywno$¢ restymulowanych komorek S$ledzionowych uzyskanych od myszy po podaniu
cyklofosfamidu i wektoréw wyciszajacych ekspresje IL-10. Stezenie IFN-y i IL-10 okreslono w nadsaczach
znad 5-dniowej hodowli mieszanej splenocytéw i komdrek MC38 (A, B, C). Aktywno$¢ cytotoksyczna
efektorowych komorek $ledzionowych przedstawiono jako odsetek martwych komoérek MC38 po 4-godzinnej
inkubacji z komorkami efektorowymi w stosunku 1:10 i 1:30 (D, E, F). Odsetek komorek cytotoksycznych
(CD107a") okre$lono wérod limfocytow T CD4*, T CD8* i komérek NK (CD4"CD8 CD49b*) po 2-godzinnej
inkubacji restymulowanych splenocytow z komérkami MC38 (G, H, I). Na wykresach przedstawiono uérednione
warto$ci uzyskane podczas analizy komorek pobranych od 10 myszy/grupe. Analize statystyczng przeprowadzono
za pomocg nieparametrycznego testu ANOVA Kruskala-Wallisa i testu post hoc Dunna. Roznice pomiedzy
poszczegolnymi grupami, dla ktorych p<0,05, zostaty uznane za istotne statystycznie (* p<0,05; ** p<0,01; ***
p<0,001).
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4.4.3. Podsumowanie

Przeprowadzone badania wykazaty, ze wektory lentiwirusowe podawane doguzowo sa
wydajnym no$nikiem shRNA. Wektory LV, stosowane samodzielnie, transdukowaty glownie
komdrki mieloidalne. Natomiast, gdy przed zastosowaniem wektorow LV myszom podano
cyklofosfamid, wzrost ekspresji EGFP wskazujgcy na zachodzgca transdukcje¢ odnotowano gtownie
w populacjach komorek nowotworowych oraz limfocytow. Zmniejszona wydajnos¢ wektorow
lentiwirusowych w dostarczaniu materiatu genetycznego do komorek mieloidalnych w tym
przypadku moze by¢ spowodowana przez roznicujacy wptyw cyklofosfamidu na te komorki.
Cytostatyk indukowat bowiem dojrzewanie populacji komoérek mieloidalnych, mozliwe zatem, ze
komorki te byty mniej podatne na transdukcj¢ niz komorki wykazujace nizszy stopien dojrzatosci
identyfikowane w guzach myszy traktowanych samymi wektorami LV. Pomimo roéznic
w populacjach docelowych transdukowanych przez wektory LV, po zastosowaniu wektorow
LV shIL-10 odnotowano obnizony poziom produkcji IL-10 przez komarki izolowane z guzow, co
byto szczegdlnie widoczne w grupie, ktora otrzymata cyklofosfamid i wektory LV shlL-10
podawane wedtug dtuzszego schematu.

Po zastosowaniu wektorow LV shlL-10 odnotowano gwaltowny wzrost odsetka
PMN-MDSC wsrod leukocytow naciekajacych guzy. Gdy schematy do$wiadczen uzupetniono
0 podanie cyklofosfamidu, przyrost odsetka tych komorek obserwowano niezaleznie od rodzaju
zastosowanych wektorow LV. Jednoczesnie w grupach traktowanych CY 1 wektorami LV
stwierdzono znaczace obnizenie odsetka TAM. Cho¢ komoérki mieloidalne izolowane z guzow
traktowanych wektorami LV wykazywaly obnizong aktywnos$¢ supresorowa wobec limfocytow T,
to zmiany te nie byly zalezne od wyciszenia ekspresji IL-10. Zmianom w nacieku komorek
mieloidalnych towarzyszyly zmiany w odsetkach komorek limfoidalnych infiltrujacych do guzéw
nowotworowych. W do$wiadczeniu, w ktérym stosowano same wektory LV odnotowano istotnie
zwigkszony odsetek limfocytow T cytotoksycznych, co bylo szczegodlnie widoczne, gdy podania
przeprowadzono wedtug dtuzszego schematu. Cyklofosfamid rowniez indukowal podwyzszenie
odsetka limfocytéw T CD8", a efekt ten byt obserwowany 6smego dnia po podaniu cytostatyku
i zanikal w trakcie obserwacji. Natomiast zastosowanie CY w kombinacji z wektorami LV,
przeprowadzone wedlug dluzszego schematu, powodowato istotny wzrost odsetkow limfocytow
T CD4", T CD8" oraz komorek NK. Jednocze$nie zaobserwowano, ze wektory LV podawane
wedtug dluzszego schematu, zarbwno samodzielnie, jak 1 w potaczeniu z CY, indukowaty istotne
obnizenie odsetka limfocytow Treg wérod limfocytow T CD4" naciekajacych guzy. Oprocz zmian
W guzach, pod wptywem podawania wektorow LV odnotowano rowniez zmiany w aktywnos$ci
limfocytéw T znajdujacych si¢ w wartowniczych weztach chlonnych, zwigzane z pobudzeniem
miejscowej odpowiedzi odpornosciowe;j. Juz szostego dnia po rozpoczgciu podawania wektorow

LV odsetek limfocytéw T CD8" i, w mniejszym stopniu, T CD4" w sLN ulegt obnizeniu.

107



WYNIKI

Jednoczesne pobudzenie limfocytow T efektorowych wskazuje na to, ze obnizenie odsetkow
poszczegblnych populacji limfocytow T moze by¢ zwigzane z migracja tych komoérek z sLN
w Kierunku guzéw nowotworowych. Zastosowanie cyklofosfamidu przed podaniem wektorow LV
spowodowato, ze reakcja indukowana przez wektory LV byla opdzniona — wzrost odsetkow
intensywnie proliferujgcych komorek efektorowych w populacjach limfocytow T CD4" i T CD8*
obserwowano w doswiadczeniu przeprowadzonym wedtug dtuzszego schematu.

Wektory LV podawane doguzowo indukowaly réwniez ogdlnoustrojowa odpowiedz
odpornosciowa. Restymulowane splenocyty uzyskane od myszy traktowanych wektorami LV
wykazywaty zwigkszong aktywnos¢ cytotoksyczng wobec komoérek nowotworowych. Najwyzszy
odsetek komorek wydzielajacych ziarna cytolityczne odnotowano wsrod populacji komorek NK.
Z kolei, po zastosowaniu cyklofosfamidu w kombinacji z wektorami LV, istotne zwigkszenie
odsetka komorek cytotoksycznych obserwowano réwniez w populacjach limfocytow T CD8*
i TCD4", co wskazuje na uruchomienie mechanizméw swoistej odpowiedzi odpornosciowe;.
Nalezy jednak podkresli¢, Zze opisane zmiany nie byly zalezne od wyciszenia ekspresji 1L-10

W guzach, a raczej byly indukowane przez podawane wektory lentiwirusowe.
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4.5. Okreslenie efektu przeciwnowotworowego immunoterapii z udzialem
komorek dendrytycznych i wektorow wyciszajacych ekspresje 1L-10

W kolejnym etapie pracy, przeprowadzono do$wiadczenie terapeutyczne, w ktérym myszy
z rosngcymi podskornie guzami mysiego raka jelita grubego MC38 poddano immunoterapii
z udzialem komoérek dendrytycznych i wektorow wyciszajacych ekspresje I1L-10. Badania
przeprowadzono wedlug schematu przedstawionego na rycinie 35 (ryc. 35 A). Po 14 dniach od
podskornego wszczepienia komdrek MC38, myszom podano doguzowo wektory LV shiL-10 lub
LV shN. Iniekcj¢ wektoréw powtdrzono trzykrotnie w odstgpach tygodniowych. Dodatkowo jako
kontrolg preparacji wektoréw lentiwirusowych, myszom podawano osad powstaly po wirowaniu
nadsaczy znad hodowli nietransfekowanych komorek pakujacych LentiX inkubowanych w glikolu
polietylenowym, zawieszony w PBS (PEG). Terapi¢ uzupeliono o szczepionki zawierajace
komorki dendrytyczne pochodzenia szpikowego stymulowane antygenami nowotworowymi
(BMDC/TAgQ), ktore stosowano okotoguzowo jeden dzien po kazdej iniekcji wektorow
lentiwirusowych. Wzrost guzow byl monitorowany przez caly czas trwania eksperymentu, a po
jego zakonczeniu okre$lono zahamowanie wzrostu guzow w grupach terapeutycznych. Oprocz
tego, w celu okreSlenia wplywu zastosowanej terapii na indukcje odpowiedzi
przeciwnowotworowej, tydzien po zakonczeniu terapii od pigciu myszy z kazdej grupy pobrano
guzy oraz $ledziony. Na podstawie analizy nacieku leukocytarnego w guzach oraz aktywnosci
komorek $ledzionowych oceniono stopien aktywacji miejscowej i ogolnoustrojowej odpowiedzi

przeciwnowotworoweyj.

4.5.1. Wzrost guzéw MC38 u myszy poddanych immunoterapii

Pomiary objetosci guzow, prowadzone co 3-4 dni przez caly czas trwania eksperymentu,
postuzyty do sporzadzenia krzywych wzrostu guzéw przedstawionych na rycinie 35.
Zaobserwowano, ze zastosowanie w terapii wektorow LV shlL-10 spowodowalo znaczne
spowolnienie wzrostu guzéw, w poréwnaniu do grupy kontrolnej (ryc.35B). Choé
w poprzednich doswiadczeniach wykazano, ze zastosowanie nosnika shRNA w postaci wektoréw
lentiwirusowych indukuje silng odpowiedz ukladu odpornosciowego, efekt terapeutyczny
odnotowany po trzykrotnym podaniu wektoréw kontrolnych byt duzo stabszy niz po zastosowaniu
wektorow kodujacych shIL-10. Uzupetnienie terapii o szczepionki zawierajace BMDC/TAg nie
zwigkszyto jednak skutecznosci terapii. Pomimo ze zahamowanie wzrostu guzéw w grupie
BMDC/TAgQ + LV shIL-10 byto zdecydowanie wigksze niz w grupie kontrolnej, to rdznica
pomiedzy wynikami uzyskanymi dla grupy BMDC/TAg + LV shlL-10 a BMDC/TAg + LV shN
nie byta juz istotna statystycznie (ryc. 35 D).
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Ryc. 35. Wzrost guzéw MC38 u myszy poddanych immunoterapii z udzialem wektoréw wyciszajacych
ekspresje IL-10 i komorek dendrytycznych stymulowanych antygenami nowotworowymi. Myszom
z rosngcymi podskornie guzami MC38 podawano trzykrotnie, doguzowo (i.t.) wektory wyciszajace ekspresje¢
IL-10 (LV shlL-10) lub wektory kontrolne (LV shN) oraz okologuzowo (p.t.) szczepionki na bazie komorek
dendrytycznych stymulowanych antygenami nowotworowymi (BMDC/TAQ) (A). Na wykresach przedstawiono
mediany objetosci guzow wyznaczone na podstawie pomiar6w prowadzonych co 3-4 dni. Analize statystyczng
przeprowadzono za pomocg testu ANOVA Friedmana i testu post hoc Dunna (B, D). Wykresy pudetkowe
przedstawiajg mediang objgtosci guzéw zmierzonych 36. dnia doswiadczenia. Analize statystyczng
przeprowadzono za pomocg testu ANOV A Kruskala-Wallisa i testu post hoc Dunna (C, E). W tabeli zamieszczono
wartosci  zahamowania  wzrostu  guzéw  (TGI) wyliczonych dla 36. dnia  do$wiadczenia
w odniesieniu do kontroli nietraktowanej (MC38 ctrl) (F). Roznice pomiedzy poszczegdlnymi grupami, dla
ktorych p<0,05, zostaty uznane za istotne statystycznie (* p<0,05; *** p<0,001 **** p<0,0001). PEG - kontrola
preparacji wektorow lentiwirusowych.
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Dodatkowo nie odnotowano znacznych roznic we wzroscie guzow nowotworowych
pomiedzy grupami, ktore otrzymywaty LV shlL-10 lub BMDC/TAg + LV shIL-10. W obu grupach
mediany obje¢tosci guzow obliczone w 36. dniu doswiadczenia, czyli tydzien po zakonczeniu terapii,
byty podobne (ryc. 35 C, E). Ponadto, wartoéci zahamowania wzrostu guzoéw (TGI) wyliczone dla
tych grup w odniesieniu do grupy kontrolnej rowniez nie réznity si¢ w sposob znaczacy. TGI dla

grup LV shIL-10 i BMDC/TAg + LV shlL-10 wynosito odpowiednio 71,5 % i 68,8% (ryc. 35 F).

45.2. Ocena miejscowej odpowiedzi przeciwnowotworowej u myszy poddanych
immunoterapii

W celu okreslenia wptywu zastosowanej immunoterapii na indukcj¢ miejscowej odpowiedzi
przeciwnowotworowe;j, dokonano analizy aktywnosci komorek mieloidalnych
1 limfoidalnych naciekajacych guzy MC38. Przeprowadzono wieloparametrowe analizy metoda
cytometrii przeptywowej, wedlug schematow przedstawionych na rycinach 18 i 23 zamieszczonych
w podrozdziale 4.4.1.2. Podczas analizy populacji komorek mieloidalnych, wyznaczono odsetki
populacji TAM, DC, M-MDSC i PMN-MDSC wsrod leukocytow naciekajacych guzy. Oceniono
takze polaryzacj¢ makrofagéw oraz okreslono poziom zréznicowania zidentyfikowanych populacji
na podstawie ekspresji czgsteczek MHC Il na powierzchni komorek. Analiza komorek
limfoidalnych obejmowata okre$lenie odsetka limfocytow T CD4*, T CD8" oraz komérek NK
1 NKT wséréd leukocytow zidentyfikowanych w guzach. Oznaczono udzial procentowy
limfocytéw T regulatorowych wsrod limfocytow T CD4", a takze odsetek komorek efektorowych

wsrod zidentyfikowanych populacji limfocytow T.

4.5.2.1. Aktywnos¢ komorek mieloidalnych w guzach MC38

Analiza komorek mieloidalnych naciekajacych guzy wykazala zmiany w udziale
procentowym poszczeg6élnych populacji wsrdd leukocytow. Zaobserwowano, ze po zastosowaniu
wektorow LV shlL-10, zarbwno w postaci monoterapii, jak i w skojarzeniu z komodrkami
dendrytycznymi, odsetek TAM ulegt obnizeniu (ryc. 36 A). Podobny efekt odnotowano we
wszystkich pozostatych grupach, w ktérych myszom podawano BMDC/TAg. Z kolei, wektory
LV shN stosowane samodzielnie nie powodowaty takiej zmiany. Wérod leukocytéw naciekajacych
guzy pochodzace z grupy LV shlL-10 oznaczono takze istotnie mniej DC (ryc. 36 B). Chociaz po
zastosowaniu LV shN lub BMDC/TAg rowniez odnotowano obnizenie odsetka DC, efekt nie byt
tak silny jak po monoterapii z udziatem wektorow LV shIL-10. W przypadku analizy udziatu
procentowego MDSC, ktore stanowig niewielki odsetek leukocytow naciekajgcych guzy, nie
stwierdzono istotnych statystycznie zmian. Pomimo Zze we wszystkich grupach traktowanych
obserwowano okoto dwukrotne obnizenie odsetka M-MDSC , to wyniki sg trudne do interpretacji

ze wzgledu na wysokie wartosci odchylen standardowych (ryc. 36 C). Z kolei, najnizszy odsetek
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komdrek PMN-MDSC odnotowano wsrdd leukocytow naciekajgcych guzy traktowane wektorami
LV shIL-10 (ryc. 36 D).
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Ryec. 36. Udzial procentowy subpopulacji komoérek mieloidalnych wsréd leukocytéow naciekajacych guzy
MC38 pobrane od myszy poddanych immunoterapii. Podczas wieloparametrowej analizy cytometrycznej,
w guzach nowotworowych zidentyfikowano populacje TAM (A), DC (B), M-MDSC (C) i PMN-MDSC (D).
Odsetki poszczegdlnych populacji komoérek okreslono wsrdd leukocytow (CD45%) naciekajacych guzy. Na
wykresach przedstawiono usrednione wartosci uzyskane na podstawie analizy guzéw pobranych od
5 myszy/grupe. Analizg statystyczng przeprowadzono za pomoca nieparametrycznego testu ANOVA Kruskala-

Wallisa i testu post hoc Dunna. Réznice pomigdzy poszczegdlnymi grupami, dla ktorych p<0,05, zostaty uznane
za istotne statystycznie (* p<0,05).

Polaryzacje makrofagow naciekajgcych guzy nowotworowe (CD11b*F4/80%) okre$lono na
podstawie ekspresji markera CD206. Jak przedstawiono na wykresach punktowych
zamieszczonych na rycinie 37, makrofagi rozdzielono na dwie populacje: M1 (CD206")
i M2 (CD206"). Wyznaczony wspotczynnik M1/M2 byt najwyzszy w grupie, ktdra otrzymata
monoterapie¢ LV shlL-10. Natomiast, zastosowanie w terapii BMDC/TAg indukowato polaryzacje
w kierunku komorek typu M2. Niekorzystng, z punktu widzenia terapii przeciwnowotworowej,
warto$¢ wspotczynnika M1/M2 odnotowano rowniez, w grupie myszy, ktorym podawano wektory
LV shIL-10 w kombinacji z BMDC/TAg.
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Ryec. 37. Polaryzacja makrofagéw naciekajacych guzy MC38 pobrane od myszy poddanych immunoterapii.
Sposrod komoérek mieloidalnych (CD11b*) naciekajacych guzy wyodrebniono populacje makrofagow typu M1
(F4/80*CD206) i M2 (F4/80*CD206"), jak zaprezentowano na wybranych wykresach punktowych. Na wykresie
przedstawiono usrednione wartosci ilorazu odsetka komoérek typu M1 i odsetka komoérek typu M2 uzyskane
podczas analizy guzoéw pobranych od 5 myszy/grupe. Analiza statystyczna nie wykazata istotnych roznic
pomigdzy grupami.

Wyznaczony na podstawie $redniej intensywnosci fluorescencji (MFI) poziom ekspresji
czasteczek MHC II umozliwil ocen¢ stopnia zrdéznicowania poszczegdlnych populacji komorek
mieloidalnych. Zaobserwowano istotny wzrost poziomu ekspresji MHC Il na powierzchni TAM
zidentyfikowanych w guzach myszy, ktore otrzymaly monoterapi¢ z udzialem wektorow
wyciszajacych ekspresje 1L-10 (ryc. 38 A). Natomiast, gdy wektory LV shiL-10 zastosowano
w potaczeniu z BMDC/TAg, efekt nie byt tak silny, a MFI w tej grupie byto porownywalne do MFI
odnotowanego w grupie BMDC/TAg + LV shN. W przypadku populacji DC, najwyzszy poziom
ekspresji MHC II stwierdzono w grupach, ktore otrzymywaty wektory LV shlL-10, zar6éwno
w formie monoterapii, jak i w kombinacji z BMDC/TAg, a zmiany te byly statystycznie istotne
w odniesieniu do grupy kontrolnej, nieleczonej (ryc. 38 B). W pozostatych grupach takze
obserwowano wyzsze wartosci MFI dla MHC Il na powierzchni DC w poréwnaniu do grupy
kontrolnej, jednak réznice te nie byly istotne statystycznie. W przypadku M-MDSC, najwyzszy
poziom ekspresji MHC II odnotowano w grupach, ktére otrzymywaty kontrole PEG i stosowane
samodzielnie wektory LV shIL-10 (ryc. 38 C). Pomimo ze zastosowanie BMDC/TAg takze
powodowato wzrost poziomu ekspresji MHC 1 na powierzchni M-MDSC w poréwnaniu do grupy
kontrolnej, terapia skojarzona BMDC/TAg + LV shlIL-10 nie wplyngta na wigksze zréznicowanie
zidentyfikowanych komorek. Chociaz PMN-MDSC, jako komdrki granulocytarne wykazuja niski
poziom ekspresji MHC II, to po zastosowaniu LV shlL-10, poziom ten wzrost kilkukrotnie,
w poréwnaniu do grupy kontrolnej (ryc. 38 D). Jednak ze wzgledu na wysokie warto$ci odchylenia

standardowego, zmiana ta nie byla istotna statystycznie.
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Ryc. 38. Ekspresja MHC Il na powierzchni subpopulacji komérek mieloidalnych naciekajacych guzy MC38
pobrane od myszy poddanych immunoterapii. Ekspresj¢ MHC 1I przedstawiono jako $rednig intensywno$é
fluorescencji (MFI) uzyskang podczas analizy populacji TAM (A), DC (B), M-MDSC (C)
i PMN-MDSC (D). Na wykresach przedstawiono usrednione warto$ci uzyskane na podstawie analizy guzéw
pobranych od 5 myszy/grupe. Analize statystyczng przeprowadzono za pomocg nieparametrycznego testu
ANOVA Kruskala-Wallisa i testu post hoc Dunna. Roznice pomiedzy poszczegdlnymi grupami, dla ktérych
p<0,05, zostaly uznane za istotne statystycznie (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001).

4.5.2.2. Aktywnos¢ komorek limfoidalnych w guzach MC38

W pierwszym etapie analizy, okreslono odsetki komoérek limfoidalnych zidentyfikowanych
wsrod leukocytow naciekajacych guzy. Po zastosowaniu monoterapii z udzialem LV shiL-10
odnotowano czterokrotny wzrost odsetka limfocytéw T CD4" w poréwnaniu do grupy kontrolnej
(ryc. 39 A). Podobny efekt obserwowano w grupach, ktore otrzymywaty szczepionki zawierajace
BMDC/TAg. Natomiast, zastosowanie terapii skojarzonej z udziatem BMDC/TAg i wektorow
LV shlL-10 nie wplyngto na dodatkowe podwyzszenie odsetka tych limfocytow. W przypadku
limfocytow T CD8", stwierdzono, ze wektory LV shiL-10 indukowaty pieciokrotny wzrost odsetka
tej populacji w odniesieniu do grupy kontrolnej (ryc. 39 B). Dla poréwnania, w grupie, ktéra
otrzymywata wektory LV shN wzrost w udziale procentowym limfocytow T CD8* wsrdd
leukocytow naciekajacych guzy byt mniejszy niz w grupie LV shiL-10. Natomiast gdy wektory,
LV shlL-10 lub LV shN, zastosowano w polgczeniu z BMDC/TAg, odsetek limfocytéw T CD8*
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osiaggal warto$ci poréwnywalne do tych odnotowanych po monoterapii LV shlL-10. W przypadku
komorek NK, najwigkszy wplyw na zmian¢ ich udzialu procentowego miaty BMDC/TAg
stosowane w formie monoterapii (ryc. 39 C). W tej grupie, odsetek komoérek NK byt prawie
pigciokrotnie wyzszy niz w grupie kontrolnej. Uzupelnienie terapii o wektory lentiwirusowe
powodowato obnizenie udziatu procentowego tych komorek, bez wzgledu na rodzaj zastosowanego
wektora. Podobny efekt zaobserwowano w przypadku komorek NKT — w grupie BMDC/TAg
odsetek tych komorek wsrdd leukocytéw naciekajacych guzy byl prawie dziesigciokrotnie wyzszy
niz w grupie kontrolnej (ryc. 39 D). W grupach, ktoére otrzymaty terapi¢ skojarzong z udziatem
BMDC/TAg i wektorow lentiwirusowych, odsetek tych komoérek byt nizszy, ale nadal utrzymywat
si¢ na podwyzszonym poziomie, w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Odnotowano takze, ze same
wektory LV shiL-10 spowodowaty kilkukrotne zwigkszenie odsetka komorek NKT w odniesieniu
do guzdéw z grupy kontrolnej.
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Ryec. 39. Udzial procentowy komorek limfoidalnych wsrod leukocytéw naciekajacych guzy MC38 pobrane
od myszy poddanych immunoterapii. Podczas wieloparametrowej analizy cytometrycznej, w guzach
nowotworowych zidentyfikowano limfocyty T CD4* (A) i T CD8* (B), komorki NK (C) oraz NKT (D). Odsetki
poszczegolnych populacji komorek okreslono wérdd leukocytéw (CD45%) naciekajacych guzy. Na wykresach
przedstawiono usrednione wartosci uzyskane na podstawie analizy guzéw pobranych od 5 myszy/grupe. Analize
statystyczng przeprowadzono za pomocg nieparametrycznego testu ANOVA Kruskala-Wallisa i testu post hoc
Dunna. Réznice pomigdzy poszczegdlnymi grupami, dla ktérych p<0,05, zostaly uznane za istotne statystycznie
(* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001).
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Podczas analizy odsetka limfocytow Treg wérod limfocytow T CD4* zaobserwowano, ze
najwigkszy wptyw na udziat procentowy tych komoérek miaty szczepionki zawierajagce BMDC/TAgQ
(ryc. 40 A). W tej grupie, odsetek limfocytow Treg ulegt prawie trzykrotnemu obnizeniu,
W porownaniu do wartosci uzyskanej dla grupy kontrolnej. Gdy terapi¢ uzupetliono
o wektory lentiwirusowe, odsetek limfocytéw Treg nieco wzrost, jednak nadal byt nizszy niz
w grupie kontrolnej. Ocena udzialu procentowego komorek efektorowych wsrod limfocytow Treg
nie wykazala znacznych zmian zachodzacych po immunoterapii — we wszystkich grupach komorki
efektorowe stanowity ponad 90% limfocytow Treg (ryc. 40 B). Z kolei, gdy odsetek komarek
efektorowych wyznaczono wsrdd wszystkich limfocytow T CD4", zaobserwowano znaczacy
wzrost jego wartosci w grupach, w ktorych zastosowano terapi¢ z udzialem BMDC/TAg,
stosowanych zarowno w formie monoterapii, jak i w skojarzeniu z wektorami LV shN
i LV shIL-10 (ryc. 40 C). Natomiast w przypadku limfocytéw T CD8", najwickszy wzrost odsetka
komorek efektorowych T CD8" indukowaty wektory LV shlL-10, stosowane w formie terapii
jednosktadnikowej (ryc. 40 D).
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Ryec. 40. Udzial procentowy limfocytdw Treg oraz limfocytéw efektorowych w guzach MC38 pobranych od
myszy poddanych immunoterapii. Na wykresach przedstawiono $rednie wartosci odsetkow limfocytow Treg
wsrdd limfocytow T CD4* (A) oraz $rednie wartodci odsetkow komorek efektorowych wéréd limfocytéw Treg
(B), TCD4* (C) i T CD8* (D) uzyskane na podstawie analizy guzéw pobranych od 5 myszy/grupe. Analize
statystyczng przeprowadzono za pomocg nieparametrycznego testu ANOVA Kruskala-Wallisa i testu post hoc
Dunna. Réznice pomigdzy poszczegdlnymi grupami, dla ktdrych p<0,05, zostaly uznane za istotne statystycznie
(* p<0,05; ** p<0,01).
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4.5.3. Ocena ogolnoustrojowej odpowiedzi przeciwnowotworowej u myszy poddanych
immunoterapii

Zmiany w ogdlnoustrojowej odpowiedzi przeciwnowotworowej oceniono na podstawie
aktywno$ci komorek $ledzionowych uzyskanych od myszy poddanych immunoterapii oraz
nieleczonych. Prowadzono hodowle mieszang splenocytow i komorek MC38, a po pigciu dniach
okreslono stezenia cytokin w nadsaczach, a takze zbadano aktywno$¢ cytotoksyczna
restymulowanych komorek sledzionowych wobec komorek nowotworowych.

W nadsaczach znad restymulowanych splenocytéw pochodzacych od myszy traktowanych
wektorami LV shIL-10 odnotowano nieznacznie podwyzszone st¢zenie IFN-y, zar6wno
w poréwnaniu do grupy kontrolnej, jak i traktowanej wektorami LV shN (ryc. 41 A). Szczepionki
zawierajagce BMDC/TAg takze wptywaly na zwigkszenie zdolnosci splenocytéw do produkcji tej
cytokiny. Jednak najwyzsze stezenia IFN-y potwierdzono w nadsgczach znad komorek
sledzionowych uzyskanych od myszy poddanych immunoterapii skojarzonej z udziatem
BMDC/TAg i wektordw lentiwirusowych, zaréwno LV shiL-10, jak i LV shN. Podobne zaleznosci
obserwowano podczas oceny stezen IL-10. Najwigkszg zdolnos¢ do produkcji tej cytokiny
wykazywatly splenocyty z grupy BMDC/TAg + LV shlL-10, cho¢ podobny wynik uzyskano
w grupie BMDC/TAg + PEG (ryc. 41 B). Z kolei, analiza stezen IL-4 wykazala, ze po zastosowaniu
u myszy monoterapii z udziatem wektorow LV shIL-10, zdolno$¢ splenocytow do produkcji tej
cytokiny znacznie wzrosta, zar6wno w porownaniu do komorek uzyskanych od myszy kontrolnych,
jak i traktowanych wektorami LV shN (ryc. 41 C). W grupach, ktore otrzymywaty BMDC/TAg,
splenocyty takze byly pobudzone do produkcji tej cytokiny, jednak stezenia IL-4 w nadsaczach
pohodowlanych byty dwukrotnie nizsze niz w grupie LV shiL-10.

Aktywno$¢ cytotoksyczng restymulowanych splenocytow przedstawiono jako odsetek
martwych komorek MC38 po czterogodzinnej inkubacji komorek docelowych i efektorowych
w stosunku liczbowym 1:10 (ryc. 41 D). Nie stwierdzono zmian w aktywnosci cytotoksycznej
komorek $ledzionowych uzyskanych od myszy, ktére otrzymaly terapi¢ w formie wektoréw
LV shN lub LV shIL-10. Najwyzszy odsetek martwych komoérek MC38 odnotowano wsrod
komorek inkubowanych ze splenocytami pochodzacymi od myszy z grup BMDC/TAg + LV shN
oraz BMDC/TAg + LV shlL-10, jednak zmiany w poréwnaniu do grupy kontrolnej nie byty istotne
statystycznie. Wykazano natomiast roznice w odsetkach komoérek wydzielajacych ziarna
cytolityczne (CD107a") wyznaczonych wérod limfocytow T CD8" oraz komorek NK znajdujacych
si¢ wsrod restymulowanych splenocytow. Zaobserwowano, ze zastosowanie wektorow
LV shlL-10, zarowno w formie monoterapii, jak i w potaczeniu z BMDC/TAg, skutkowato
Znacznym zwigkszeniem zdolno$ci $ledzionowych limfocytow T CD8" do wydzielania ziaren
cytolitycznych (ryc. 41 E). Najwyzszg warto$¢ odsetka komorek CD107a* wérod CD8* uzyskano
w grupie BMDC/TAg + LV shlL-10. Podobnych obserwacji dokonano w przypadku oceny
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aktywnosci komorek NK — zastosowanie wektorow LV shiL-10 indukowalo wydzielanie ziaren

cytolitycznych, a najwyzszy odsetek komorek CD107a* wérdd komorek NK odnotowano w grupie,

ktora otrzymata immunoterapi¢ ztozong z BMDC/TAg i wektorow LV shIL-10 (ryc. 41 F).
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Ryc. 41. Aktywno$¢ restymulowanych komorek S$ledzionowych uzyskanych od myszy poddanych
immunoterapii. Stezenie IFN-y, IL-10 i IL-4 okreslono w nadsgczach znad 5-dniowej hodowli mieszanej
splenocytéw i komorek MC38 (A, B, C). Aktywnos¢ cytotoksyczng efektorowych komoérek $ledzionowych
przedstawiono jako odsetek martwych komoérek MC38 po 4-godzinnej inkubacji z komorkami efektorowymi
w stosunku 1:10 (D). Odsetek komérek cytotoksycznych (CD107a*) okre$lono wsrdd limfocytow T CD8*
i komorek NK (CD4-CD8~CD49b*) po 2-godzinnej inkubacji restymulowanych splenocytéw z komérkami MC38
(E, F). Na wykresach przedstawiono usrednione wartosci uzyskane podczas analizy komoérek pobranych od
5 myszy/grupe. Analizg statystyczng przeprowadzono za pomocg nieparametrycznego testu ANOVA Kruskala-
Wallisa i testu post hoc Dunna. R6znice pomigdzy poszczegdlnymi grupami, dla ktérych p<0,05, zostaty uznane
za istotne statystycznie (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001).
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4.5.4. Podsumowanie

Po zastosowaniu wektorow lentiwirusowych wyciszajacych ekspresj¢ I1L-10 odnotowano
znaczne zahamowanie wzrostu guzow. Efekt terapeutyczny byl podobny, niezaleznie od tego, czy
w terapii zastosowano wektory LV shIL-10 w formie monoterapii, czy tez w kombinacji
z BMDC/TAg.

Ocena miejscowej odpowiedzi przeciwnowotworowej wykazata, ze wektory LV shlL-10,
zard6wno w formie monoterapii, jak i w skojarzeniu z BMDC/TAg, powodowaly obnizenie odsetka
TAM i DC wsrod leukocytow naciekajacych guzy MC38, a jednoczesnie wzrost ekspresji MHC 1
na powierzchni komoérek nalezacych do tych populacji. Takie zmiany moga $wiadczy¢
o zwigkszonej zdolnosci tych komoérek do prezentacji antygendéw limfocytom T, jak réwniez do
migracji w kierunku wartowniczych weztow chtonnych, szczegolnie w przypadku DC. Ponadto,
wektory LV shIL-10 indukowaly polaryzacje makrofagow w kierunku komoérek typu M1
o potencjale przeciwnowotworowym, jednak tylko, gdy byly stosowane w postaci monoterapii.
Zmianom tym towarzyszyt podwyzszony odsetek limfocytow T CD4", T CD8" oraz komérek NKT.
Dodatkowo, wérod limfocytow T CD8" odnotowano znacznie wiecej komorek efektorowych
w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Tego efektu nie obserwowano po zastosowaniu wektorow
kontrolnych. Terapia z udziatem BMDC/TAg skutkowata natomiast zwigkszonym odsetkiem
komdrek NK i NKT wsrdd leukocytow, a takze powodowata obnizenie odsetka limfocytow Treg
wérod limfocytow T CD4*. Jednak, uzupelnienie terapii komoérkowej na bazie BMDC/TAg
o wektory lentiwirusowe niwelowato te zmiany.

Po zastosowaniu terapii z udzialem wektoréw LV shIL-10 stosowanych samodzielnie, jak
i w kombinacji z BMDC/TAg stwierdzono pobudzenie ogdélnoustrojowej odpowiedzi
przeciwnowotworowej. Ws$rdd — restymulowanych  splenocytow  pochodzacych z  grupy
BMDC/TAg + LV shlL-10 odnotowano najwyzszy odsetek limfocytow T CD8" i komoérek NK
zdolnych do wydzielania ziaren cytolitycznych.
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4.6. Okreslenie efektu przeciwnowotworowego chemioimmunoterapii
z udzialem cyklofosfamidu, komorek dendrytycznych i wektorow
wyciszajacych ekspresje IL-10

W ostatnim etapie pracy, przeprowadzono do$wiadczenie, w ktorym myszy z rosngcymi
podskornie guzami mysiego raka jelita grubego MC38 poddano chemioimmunoterapii z udziatem
cyklofosfamidu, komorek dendrytycznych i wektorow wyciszajacych ekspresje IL-10. Jak
przedstawiono na schemacie zamieszczonym na rycinie 42, po 12 dniach od podskornego
wszczepienia komorek MC38, myszom podano dootrzewnowo CY (ryc. 42 A). Dwa dni pdzniej,
rozpoczeto doguzowe podawanie wektorow LV shlL-10 lub wektorow kontrolnych LV shN.
Podobnie jak podczas immunoterapii, iniekcje wektorow powtdrzono trzykrotnie w odstgpach
tygodniowych, a dzien po kazdym podaniu, terapi¢ uzupelniono o okotoguzowe podanie
szczepionek komorkowych BMDC/TAg. Pomiary obj¢tosci guzow prowadzono do dwdch tygodni
po zakonczeniu terapii, a w celu okreslenia zmian w miejscowej 1 ogdlnoustrojowej odpowiedzi
przeciwnowotworowej, podobnie jak w przypadku immunoterapii, tydzien po zakonczeniu terapii

od pieciu myszy z kazdej grupy pobrano guzy nowotworowe i §ledziony.

4.6.1. Wzrost guzow MC38 u myszy poddanych chemioimmunoterapii

Krzywe wzrostu guzéw, sporzadzone na podstawie pomiardw objetosci guzow
prowadzonych co 3-4 dni przez caly czas trwania eksperymentu przedstawiono na rycinie 42
(ryc. 42 B, D). Ze wzgledu na to, ze u myszy w grupie kontrolnej guzy rosty duzo szybciej niz
w pozostatych grupach, ktore otrzymaty cytostatyk, myszy nieleczone usmiercono w 36. dniu
doswiadczenia, a dalsze pomiary prowadzono w odniesieniu do grupy CY. Zaobserwowano, ze
chemioimmunoterapia z udziatem CY i wektorow LV shlL-10, spowodowata istotne spowolnienie
wzrostu guzow w poréwnaniu do grupy, ktora otrzymata tylko cytostatyk (ryc. 42 B). Takiego
efektu nie obserwowano, gdy myszy otrzymywaly terapie ztozong z CY i wektoréw LV shN. Dwa
tygodnie po zakonczeniu terapii, mediana objetosci guzow w grupie CY + LV shlL-10 byta istotnie
nizsza niz w grupie traktowanej CY (ryc.42 C), a wyznaczona w tym dniu wartos¢ TGI
w odniesieniu do grupy CY wynosita 73,2%. Wartos¢ TGI w grupie CY + LV shN byta duzo nizsza
i wynosita 39,7% (ryc. 42 F). Cho¢ terapia zawierajaca CY i BMDC/TAg nie spowodowata
istotnego zahamowania wzrostu guzow w odniesieniu do grupy traktowanej CY (ryc. 42 D, E), to
uzupetnienie terapii z udzialem CY i BMDC/TAg o podawanie LV shlL-10 skutkowato poprawa

skutecznosci terapii, a TGI w tej grupie wynosito az 87,3%.
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Ryc. 42. Wzrost guzéw MC38 u myszy poddanych chemioimmunoterapii z udzialem cyklofosfamidu,
wektoréw wyciszajacych ekspresje IL-10 i komdrek dendrytycznych stymulowanych antygenami
nowotworowymi. Myszom z rosngcymi podskornie guzami MC38 podano cyklofosfamid, a nastepnie trzykrotnie
wektory LV shIL-10 lub LV shN i szczepionki na bazie komorek dendrytycznych stymulowanych antygenami
nowotworowymi (BMDC/TAg) (A). Na wykresach przedstawiono mediany objetosci guzoéw wyznaczone na
podstawie pomiaréw prowadzonych co 3-4 dni. Analize statystyczng przeprowadzono za pomocg testu ANOVA
Friedmana i testu post hoc Dunna (B, D). Wykresy pudetkowe przedstawiaja mediane objetoSci guzow
zmierzonych 43. dnia do§wiadczenia. Analizg statystyczng przeprowadzono za pomocg testu ANOVA Kruskala-
Wallisa i testu post hoc Dunna (C, E). W tabeli zamieszczono warto$ci zahamowania wzrostu guzow (TGI)
w odniesieniu do grupy traktowanej cyklofosfamidem (CY), oszacowane dla pomiaréw uzyskanych 43. dnia
doswiadczenia (F). Roznice pomiedzy poszczegdlnymi grupami, dla ktorych p<0,05, zostaly uznane za istotne
statystycznie (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 **** p<0,0001). PEG - kontrola preparacji wektoréw
lentiwirusowych.
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4.6.2. Ocena miejscowej odpowiedzi przeciwnowotworowej u myszy poddanych
chemioimmunoterapii.

Wplyw chemioimmunoterapii na indukcj¢ miejscowej odpowiedzi przeciwnowotworowe;j
oceniono na podstawie analizy aktywnos$ci komorek mieloidalnych i limfoidalnych naciekajacych
guzy MC38, przeprowadzonej zgodnie z opisem przedstawionym w podrozdziale 4.5.2. Schematy,
wedtug ktorych wykonano wieloparametrowe analizy zmian w nacieku komorek odpornosciowych
w guzach nowotworowych myszy podanych chemioimmunoterapii przedstawiono w podrozdziale
4.4.1.2. (ryc. 18, ryc. 23).

4.6.2.1. Aktywnos¢ komorek mieloidalnych w guzach MC38

Podczas analizy udzialu procentowego poszczegdlnych populacji komorek mieloidalnych
wsrod leukocytéw naciekajacych guzy, zaobserwowano znaczne zmiany zachodzace pod wpltywem
zastosowanej terapii. Odsetek TAM, ktorych populacja stanowita 30% wszystkich leukocytow
naciekajacych guzy myszy nieleczonych, ulegt obnizeniu do 5,7% po zastosowaniu terapii ztozone;j
z CY, BMDC/TAg i wektorow LV shiL-10 (ryc. 43 A). Cyklofosfamid podawany w kombinacji
z BMDC/TAg takze spowodowat obnizenie odsetka tych komorek, jednak zmiana nie byta tak duza.
Natomiast, istotne obnizenie udzialu procentowego TAM, do wartosci 6,8%, odnotowano w grupie
CY +LVshN. W przypadku populacji komoérek dendrytycznych stwierdzono, ze terapia
z udziatem CY i wektorow LV shlL-10, stosowana zaréwno samodzielnie, jak i w polaczeniu
z komoérkami BMDC/TAg, spowodowata dwukrotne obnizenie odsetka DC wsrdd leukocytow
naciekajacych guzy w poréwnaniu do grupy myszy nieleczonych i traktowanych CY (ryc. 43 B).
Nizszy niz w grupie kontrolnej odsetek DC odnotowano rowniez w grupie CY + LV shN, a takze
w pozostatych grupach myszy, ktore otrzymywaty CY i BMDC/TAg, jednak zmiany te nie byly
istotne statystycznie. Znaczne zmiany po zastosowaniu wektorow LV shlL-10 obserwowano takze
w trakcie analizy odsetka M-MDSC — w grupie CY + LV shlL-10 odsetek tych komorek ulegt
obnizeniu z wartosci 1,8% uzyskanej w grupie myszy nieleczonych do 0,3% (ryc. 43 C).
Uzupetnienie terapii o BMDC/TAg spowodowalo, ze odsetek M-MDSC wsérdd leukocytow
naciekajacych guzy ulegt obnizeniu do wartosci 0,2%. Z kolei w przypadku PMN-MDSC, ich
najnizszy odsetek odnotowano wsréd leukocytow naciekajagcych guzy myszy z grupy
CY + LV shIL-10 (ryc. 43 D).
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Ryec. 43. Udzial procentowy subpopulacji komoérek mieloidalnych naciekajacych guzy MC38 pobrane od
myszy poddanych chemioimmunoterapii. Podczas wieloparametrowej analizy cytometrycznej, w guzach
nowotworowych zidentyfikowano populacje TAM (A), DC (B), M-MDSC (C) i PMN-MDSC (D). Odsetki
poszczegolnych populacji komorek okreslono wérdd leukocytow (CD45%) naciekajacych guzy. Na wykresach
przedstawiono usrednione warto$ci uzyskane na podstawie analizy guzow pobranych od 5 myszy/grupe. Analize
statystyczng przeprowadzono za pomocg nieparametrycznego testu ANOVA Kruskala-Wallisa i testu post hoc

Dunna. Réznice pomigdzy poszczegdlnymi grupami, dla ktorych p<0,05, zostaty uznane za istotne statystycznie
(* p<0,05; ** p<0,01).

Analiza poziomu ekspresji czasteczek CD206 przez makrofagi infiltrujace guzy
nowotworowe umozliwila okreslenie polaryzacji tych komoérek. W guzach myszy nieleczonych
oraz traktowanych CY, identyfikowano wigcej makrofagdéw typu M2. Zastosowanie w terapii CY
W potaczeniu z wektorami lentiwirusowymi spowodowato, ze liczebno$¢ komorek typu M1 1 M2
w guzach byla na podobnym poziomie. Natomiast, polaryzacje makrofagéw w kierunku komorek
typu M1 odnotowano jedynie w grupie, ktora otrzymala terapi¢ ztozong z CY, BMDC/TAg
i wektoréw LV shlL-10 (ryc. 44). Nie byty to jednak zmiany istotne statystycznie.
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Ryc. 44. Polaryzacja makrofagow naciekajacych guzy MC38 pobrane od myszy poddanych
chemioimmunoterapii. Spo$réd komorek mieloidalnych (CD11b*) naciekajacych guzy wyodrebniono populacje
makrofagéw typu M1 (F4/80*CD206) i M2 (F4/80*CD206"), jak zaprezentowano na wybranych wykresach
punktowych. Na wykresie przedstawiono usrednione wartosci ilorazu odsetka komoérek typu M1 i odsetka
komorek typu M2 uzyskane podczas analizy guzow pobranych od 5 myszy/grupe. Analiza statystyczna nie
wykazata istotnych réznic pomigdzy grupami.

Na podstawie poziomu ekspresji czasteczek MHC II, okreslono stopien zrdznicowania
komorek mieloidalnych naciekajagcych guzy MC38. Zaobserwowano, ze zastosowanie CY
w potaczeniu z wektorami lentiwirusowymi, niezaleznie od wbudowanej sekwencji shRNA,
spowodowato znaczacy wzrost poziomu ekspresji MHC Il na powierzchni TAM (ryc. 45 A).
Wysoki poziom ekspresji MHC II odnotowano takze w grupie CY + BMDC/TAg + LV shlL-10,
jednak zmiana w odniesieniu do grupy kontrolnej nie byta istotna statystycznie. Terapia ztozona
z CY i wektorow LV shIL-10 wptyngta réwniez znacznie na zwigkszenie poziomu ekspres;ji
MHC Il na powierzchni DC identyfikowanych w guzach (ryc. 45 B). Szczepionki zawierajace
BMDC/TAg stosowane w potaczeniu z CY nie wptynety na poziom zréznicowania DC. W grupie
CY + BMDC/TAg + LV shIL-10 poziom ekspresji MHC II byt wysoki, jednak nieco nizszy niz
w grupie, ktora otrzymata terapi¢ bez BMDC/TAg. Ponadto, zastosowanie CY i wektoréw
LV shlL-10 wptyng¢to na wzrost poziomu zréznicowania M-MDSC, ktore w tej grupie wykazywaty
zwiekszony poziom ekspresji MHC |1, w odniesieniu do grupy kontrolnej, jak i traktowanej CY
i wektorami LV shN (ryc. 45 C). Nie odnotowano znaczacych zmian w poziomie ekspresji MHC |1
na powierzchni PMN-MDSC (ryc. 45 D).
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Ryec. 45. Ekspresja MHC II na powierzchni subpopulacji komérek mieloidalnych naciekajacych guzy MC38
pobrane od myszy poddanych chemioimmunoterapii. Ekspresj¢ MHC II przedstawiono jako S$rednig
intensywno$¢ fluorescencji (MFI) uzyskana podczas analizy populacji TAM (A), DC (B), M-MDSC (C)
i PMN-MDSC (D). Na wykresach przedstawiono usrednione warto$ci uzyskane na podstawie analizy guzoéw
pobranych od 5 myszy/grupe. Analizg statystyczng przeprowadzono za pomocg nieparametrycznego testu
ANOVA Kruskala-Wallisa i testu post hoc Dunna. Roznice pomiedzy poszczegdlnymi grupami, dla ktérych
p<0,05, zostaty uznane za istotne statystycznie (* p<0,05; ** p<0,01).

4.6.2.2. Aktywnosc¢ komorek limfoidalnych w guzach MC38

Podczas analizy udzialu procentowego poszczegélnych populacji komorek limfoidalnych
wsrod leukocytow naciekajacych guzy zaobserwowano zmiany zachodzace pod wplywem
chemioimmunoterapii. Odnotowano istotny wzrost odsetka limfocytow T CD4" wsrod leukocytow
naciekajacych guzy myszy, ktore otrzymaty terapi¢ z udzialem CY i wektoréow lentiwirusowych,
niezaleznie od ich rodzaju (ryc. 46 A). W grupie CY + BMDC/TAg takze stwierdzono wigcej
limfocytéw T CD4" niz w grupie kontrolnej, ale jednoczesne zastosowanie CY, BMDC/TAg
i wektorow LV shlL-10 nie skutkowato dodatkowym podwyzszeniem odsetka tych komorek.
Z kolei, w przypadku analizy odsetka limfocytéw T CD8*, wykazano, ze wektory LV shN
I LV shIL-10 indukowaly silny naciek tych komoérek do guzow, jednak najwyzszy odsetek tych
komorek  obserwowano wsrod  leukocytow naciekajagcych guzy myszy z  grupy
CY + BMDC/TAg + LV shlL-10 (ryc. 46 B). Wzrost odsetka komorek NK odnotowano w grupach

traktowanych CY i wektorami lentiwirusowymi, a takze we wszystkich grupach, ktore otrzymaty
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terapie zawierajacag CY i BMDC/TAg (ryc. 46 C). Najwyzszy udziat procentowy tych komorek
wsrod leukocytow stwierdzono w grupie CY + BMDC/TAg + LV shiL-10. Zastosowanie w terapii
wektorow LV skutkowato réwniez zwickszeniem odsetka komoérek NKT wsrdd leukocytow
(ryc. 46 D). Natomiast najwyzsza warto$¢ odsetka tych komoérek obserwowano w grupie
CY + BMDC/TAg + LV shiIL-10.
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Ryc. 46. Udzial procentowy komorek limfoidalnych naciekajacych guzy MC38 pobrane od myszy
poddanych chemioimmunoterapii. Podczas wieloparametrowej analizy cytometrycznej, w guzach
nowotworowych zidentyfikowano limfocyty T CD4* (A) i T CD8* (B), komorki NK (C) oraz NKT (D). Odsetki
poszczegolnych populacji komorek okreslono wsrdd leukocytow (CD45*) naciekajacych guzy. Na wykresach
przedstawiono usrednione wartosci uzyskane w trakcie analizy guzéw pobranych od 5 myszy/grupe. Analize
statystyczng przeprowadzono za pomocg nieparametrycznego testu ANOVA Kruskala-Wallisa i testu post hoc

Dunna. Réznice pomiedzy poszczegdlnymi grupami, dla ktorych p<0,05, zostaly uznane za istotne statystycznie
(* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001).

We wszystkich grupach myszy, ktére otrzymaty cyklofosfamid, stwierdzono obnizenie
udzialu procentowego limfocytow Treg wérdd limfocytow T CD4" naciekajacych guzy (ryc. 47 A).
Jednak najnizszy odsetek tych komorek odnotowano u myszy, ktdre otrzymaty terapi¢ zlozong
z CY, BMDC/TAg i wektoréw LV shlL-10. W tej grupie, odsetek komorek efektorowych wsrod
limfocytow Treg ulegl obnizeniu, jednak r6znica w odniesieniu do grupy kontrolnej nie byla istotna
statystycznie (ryc.47 B). W grupach badanych, CY +LVshIL-10 i CY + LV shIL-10 +
+ BMDC/TAg wykazano ponadto zwigkszenie odsetka komorek efektorowych wsrdd limfocytow
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TCD4" i TCD8" naciekajacych guzy nowotworowe w porownaniu do grupy nieleczonej
(ryc. 47 C, D). Jednak tylko w przypadku efektorowych limfocytéw T CD8* z grup traktowanych
wektorami LV shIL-10 réznice w odniesieniu do grupy, ktora otrzymata CY byly istotne
statystycznie (ryc. 47 D).
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Ryc. 47. Udzial procentowy limfocytow Treg oraz limfocytow efektorowych w guzach MC38 pobranych od
myszy poddanych chemioimmunoterapii. Na wykresach przedstawiono $rednie warto$ci odsetkow limfocytow
Treg wérod limfocytow T CD4* (A) oraz $rednie warto$ci odsetkow komorek efektorowych wérod limfocytow
Treg (B), TCD4* (C) i T CD8" (D) uzyskane podczas analizy guzoéw pobranych od 5 myszy/grupe. Analize
statystyczng przeprowadzono za pomocg nieparametrycznego testu ANOVA Kruskala-Wallisa i testu post hoc
Dunna. Réznice pomigdzy poszczegdlnymi grupami, dla ktorych p<0,05, zostaly uznane za istotne statystycznie
(* p<0,05; ** p<0,01).

4.6.3. Ocena ogolnoustrojowej odpowiedzi przeciwnowotworowej u myszy poddanych
chemioimmunoterapii

Podobnie jak opisano w podrozdziale 4.5.3., w celu oceny zmian w ogolnoustrojowej
odpowiedzi przeciwnowotworowej, okreslono profil cytokinowy oraz aktywno$¢ cytotoksyczng
restymulowanych komorek $ledzionowych uzyskanych od myszy nieleczonych oraz poddanych
chemioimmunoterapii.

Analiza stgzen IFN-y w nadsaczach znad pigciodniowej hodowli mieszanej splenocytow

1 komorek MC38 pokazata, ze komorki sledzionowe uzyskane od myszy, ktore otrzymaty terapig
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ztozong z CY, BMDC/TAg i wektoréw LV shlL-10 wykazywaty istotnie zwigkszong zdolno$¢ do
produkciji tej cytokiny, w porownaniu do grupy kontrolnej (ryc. 48 A). Z kolei, najwiecej 1L-10
wydzielaty splenocyty pochodzace od myszy traktowanych CY i BMDC/TAg (ryc. 48 B). Terapia
ta indukowata takze zwigkszong zdolno$¢ do produkcji IL-4 przez komorki $ledzionowe

(ryc. 48 C).
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Ryc. 48. Aktywno$¢ restymulowanych komorek S$ledzionowych uzyskanych od myszy poddanych
chemioimmunoterapii. Stezenie IFN-y, IL-10 i IL-4 okre$lono w nadsaczach znad 5-dniowej hodowli mieszanej
splenocytéw i komdrek MC38 (A, B, C). Aktywno$¢ cytotoksyczng efektorowych komoérek $ledzionowych
przedstawiono jako odsetek martwych komérek MC38 po 4-godzinnej inkubacji z komoérkami efektorowymi
w stosunku 1:10 (D). Odsetek komorek cytotoksycznych (CD107a*) okreslono wérod limfocytéw CD8* i komorek
NK po 2-godzinnej inkubacji restymulowanych splenocytéw z komoérkami MC38 (E, F). Na wykresach
przedstawiono usrednione wartos$ci uzyskane podczas analizy komorek pobranych od 5 myszy/grupe. Analize
statystyczng przeprowadzono za pomocg nieparametrycznego testu ANOVA Kruskala-Wallisa i testu post hoc
Dunna. Réznice pomigdzy poszczegolnymi grupami, dla ktorych p<0,05, zostaly uznane za istotne statystycznie
(* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001).

128



WYNIKI

Ocena aktywnosci cytotoksycznej restymulowanych splenocytow wobec komoérek MC38
wykazata, ze komorki §ledzionowe uzyskane od myszy, ktore otrzymaty CY i BMDC/TAg
posiadaty wieksza zdolnos$¢ do zabijania komorek docelowych, niz komadrki pochodzace od myszy
nieleczonych (ryc. 48 D). Uzupetnienie terapii 0 wektory LV shlL-10 nie skutkowato dodatkowym
zwickszeniem aktywnoS$ci cytotoksycznej, ktora utrzymywata si¢ na podobnym poziomie.
Natomiast, analiza odsetka komérek CD107a* wykazata, ze po terapii z udziatem CY, BMDC/TAg
i wektoréw LV shlL-10 znacznie wzrdst odsetek Sledzionowych limfocytow T CD8" i komérek NK
zdolnych do wydzielania ziaren cytolitycznych (ryc. 48 E, F). Takiego efektu nie obserwowano
u myszy z grupy CY + BMDC/TAGg.

Analize aktywnos$ci komorek $ledzionowych uzupelniono o oceng polaryzacji odpowiedzi
przeciwnowotworowej. W tym celu okreslono poziom ekspresji czynnika transkrypcyjnego T-bet
i poziom produkcji IFN-y w limfocytach T CD4" i T CD8" (ryc. 49 A, C). Dodatkowo, 0znaczono
takze odsetek limfocytow Treg wérod limfocytow T CD4*, ktdre zidentyfikowano na podstawie
ekspresji czynnika transkrypcyjnego FoxP3.Wykazano, ze wektory LV shlL-10 oraz szczepionkKi
zawierajagce BMDC/TAg, stosowane w potaczeniu z CY, w rownym stopniu indukowaty aktywacje
limfocytow T CD4" i TCD8" charakteryzujacych si¢ zwigkszong ekspresja T-bet
i IFN-y (ryc. 49 B, D). Natomiast, najwiecej komorek T-bet'IFN-y*, zarowno wérod limfocytow
T CD4" jak i T CD8" odnotowano w $ledzionach myszy, ktore otrzymaly terapie ztozong z CY,
BMDC/TAg i wektoréw LV shIL-10. Cho¢ odsetek limfocytow Treg wérdd limfocytow T CD4*
ulegl obnizeniu zaréwno w grupach, ktére otrzymywaty wektory lentiwirusowe, jak i1 tych
traktowanych BMDC/TAg, to najmniej tych komoérek odnotowano w  grupie
CY + BMDC/TAg + LV shIL-10 (ryc. 49 E). W tej grupie stosunek odsetka limfocytow T CD4"
typu Thl (T-bet"IFN-y") do odsetka komoérek Treg byt znacznie wyzszy niz u myszy nieleczonych
oraz traktowanych CY (ryc. 49 F).
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Ryc. 49. Polaryzacja ogélnoustrojowej odpowiedzi odpornosciowej u myszy poddanych
chemioimmunoterapii. W splenocytach pobranych od myszy, metoda cytometrii przeptywowej zbadano poziom
ekspresji czynnikow transkrypcyjnych T-bet i FoxP3, a takze okre$lono poziom IFN-y wewnatrz komorek. Wsrod
limfocytow T CD4* i CD8" okreslono odsetek komérek IFN-y*T-bet* (A, B, C, D). Okreslono odsetek limfocytow
Treg (FoxP3*) wsrod limfocytow CD4* (E). Wyznaczono iloraz odsetka limfocytéw Thl (CD4*IFN-y*T-bet*)
i odsetka limfocytow Treg (CD4*FoxP3*) (F). Na wykresach przedstawiono usrednione warto$ci uzyskane
podczas analizy komoérek pobranych od 5 myszy/grupe. Analize statystyczng przeprowadzono za pomoca
nieparametrycznego testu ANOVA Kruskala-Wallisa i testu post hoc Dunna. Réznice pomiedzy poszczegolnymi
grupami, dla ktérych p<0,05, zostaly uznane za istotne statystycznie (* p<0,05; ** p<0,01).
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4.6.4. Podsumowanie

Po zastosowaniu terapii z udzialem cyklofosfamidu i wektoréw wyciszajacych ekspresje
IL-10 odnotowano znaczne zahamowanie wzrostu guzow, a efekt terapeutyczny ulegt dodatkowe;j
poprawie po uzupetnieniu schematu o okotoguzowe podanie szczepionek zawierajacych komorki
dendrytyczne stymulowane antygenami nowotworowymi.

Chemioimmunoterapia z udziatem cyklofosfamidu, BMDC/TAg i wektoréw LV shlL-10
powodowata obnizenie odsetkow TAM, DC oraz M-MDSC wsrod leukocytow naciekajacych guzy.
Natomiast, komorki mieloidalne, ktore pozostaty w guzach charakteryzowaty si¢ podwyzszonym
poziomem ekspresji MHCII. Z uwagi na to, ze podobny efekt odnotowano w grupie
CY + LV shIL-10, mozna wnioskowac, ze byl on indukowany przede wszystkim przez podanie
wektorow LV shiL-10.  Nalezy  jednak  podkres$li¢  ze, tylko w  grupie
CY + BMDC/TAg + LV shlL-10 potwierdzono polaryzacje¢ makrofagow w kierunku komorek typu
MI1. Dodatkowo, analiza populacji komorek limfoidalnych w guzach nowotworowych wykazata
zwiekszony odsetek limfocytow T CD4", T CD8" oraz komérek NK i NKT po zastosowaniu terapii
ztozonej z CY, BMDC/TAg i wektoréw LV shlL-10. W tej grupie odnotowano rowniez najnizszy
odsetek limfocytow Treg wérod limfocytow T CD4", a udziat procentowy komorek efektorowych
wsrod limfocytéw Treg byl nizszy niz w kontroli nieleczonej. Co wazne, po zastosowaniu tej terapii
odsetek komorek efektorowych wérdd limfocytow T CD8" byt wyzszy niz w innych grupach

Terapia z udzialem CY, BMDC/TAg i wektoréw LV shiL-10 indukowata silng
ogolnoustrojowa odpowiedz przeciwnowotworowg. Restymulowane komorki $ledzionowe
uzyskane od myszy z tej grupy produkowaty znacznie wigcej IFN-y niz komorki pobrane od myszy
nieleczonych. Dodatkowo wykazywaty one wysoka cytotoksyczno$¢ zwigzang z wydzielaniem
ziaren cytolitycznych przez komoérki NK i limfocyty T CD8". Oznaczenie poziomu ekspresji
czynnikow transkrypcyjnych T-bet i FoxP3 w $ledzionowych limfocytach T potwierdzito
natomiast, ze terapia ztozona z CY, BMDC/TAg i wektorow LV shiL-10 indukuje odpowiedz
komorkowa typu Thl.
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5. Dyskusja

W ciggu ostatnich lat immunoterapia stala si¢ jedng z najbardziej obiecujacych strategii
w walce z chorobami nowotworowymi. Jednym z rozwigzan stosowanych we wspoélczesnej
immunoterapii jest wykorzystanie komdrek dendrytycznych, ktdre jako jedyne sposrod komorek
uktadu odpornosciowego sg zdolne do prezentacji antygendéw dziewiczym limfocytom T i aktywacji
swoistej odpowiedzi przeciwnowotworowej. Zarowno wyniki badan podstawowych, jak
1 klinicznych potwierdzajg niska toksyczno$¢ szczepionek zawierajacych DC oraz ich skutecznosé
w aktywowaniu odpowiedzi odpornosciowej skierowanej przeciwko komérkom nowotworowym.
Pomimo to efekty terapeutyczne po zastosowaniu DC wcigz nie sa zadowalajace. Powodem jest
nasilajgca si¢ wraz ze wzrostem nowotworu immunosupresja, ktora zaburza prawidtowe
funkcjonowanie komorek uktadu odpornosciowego, w tym DC i limfocytow T aktywowanych
w trakcie terapii (van Gulijk i in. 2018). W celu zwigkszenia potencjatlu szczepionek zawierajacych
DC, stosuje si¢ je w kombinacji z czynnikami hamujagcymi immunosupresj¢. Nalezag do nich
inhibitory biatek supresorowych, takich jak IL-10, TGF-B, VEGF oraz IDO, czynniki powodujace
eliminacjg¢ MDSC i limfocytow Treg lub inhibitory punktow kontroli immunologicznej
(Saxena i Bhardwaj 2018). Do substancji wspomagajacych reaktywacje odpowiedzi
przeciwnowotworowej zalicza si¢ rowniez niektore konwencjonalne leki cytostatyczne,
udowodniono bowiem, ze wybrane chemioterapeutyki stosowane w niskich dawkach moga
selektywnie eliminowa¢ komorki supresorowe i wspomaga¢ aktywno$¢ przeciwnowotworowa
komorek efektorowych (Landreneau i in. 2013).

W przedstawionej pracy, okreslono wptyw redukcji stgzenia IL-10 w rosngcych podskornie
guzach mysiego raka jelita grubego MC38 na skuteczno$¢ terapii z udzialem komoOrek
dendrytycznych i cyklofosfamidu, zastosowanego w dawce immunomodulujacej. Najczgsciej
opisywane metody neutralizacji cytokin opieraja si¢ na podawaniu przeciwcial lub innych
czasteczek wigzacych pozadane bialtko. Jednak ich wadg jest niska stabilno$¢ i zwigzana z tym
koniecznos$¢ stosowania wysokich dawek oraz wielokrotnych podan terapeutyku. Interleukina 10,
z uwagi na jej wlasciwosci immunosupresorowe, jest opisywana w literaturze jako cytokina
o charakterze pronowotworowym. Nalezy jednak podkresli¢, ze peilni ona wazng role
w regulowaniu reakcji odporno$ciowych w organizmie. Wykazano, ze niedobor IL-10 prowadzi do
rozwoju schorzen autoimmunologicznych jelit oraz zaostrzenia objawdéw reumatoidalnego
zapalenia stawow, astmy, stwardnienia rozsianego czy tocznia rumieniowatego ukladowego
(Ng1iin. 2013; Glocker i in. 2011). Dlatego mozna przypuszcza¢, ze dtugotrwata, ogélnoustrojowa
eliminacja tej cytokiny moze wywota¢ reakcje autoimmunologiczne, prowadzace do niszczenia
zdrowych tkanek. Gtownym zaloZeniem niniejszej pracy byto zastosowanie inhibitorow IL-10,

ktore dzialatyby miejscowo, nie wywolujac skutkow ubocznych. Z tego powodu w badaniach
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wykorzystano wektory lentiwirusowe trzeciej generacji kodujace shRNA skierowane przeciwko
IL-10, ktore po podaniu doguzowym wywotywaly redukcje stezenia IL-10 w $rodowisku
nowotworowym.

Jednym z elementow TME, wykazujacym duza wrazliwos$¢ na dziatanie IL-10, sg komorki
mieloidalne. W zwiazku z tym, w pierwszym etapie badan, okreslono wptyw wyciszenia ekspresji
IL-10 na aktywno$¢ komorek dendrytycznych i MDSC w warunkach in vitro. Z danych
literaturowych wynika, ze 1L-10, wptywajac na obnizenie ekspresji czasteczek kostymulujacych
oraz zahamowanie produkcji IL-12, hamuje dojrzewanie DC zmniejszajac tym samym ich zdolnos¢
do prezentacji antygenow dziewiczym limfocytom T i indukowania odpowiedzi typu Thl
(Steinbrink 1 in. 1997; Cavani i in. 2000). Z drugiej strony, zaobserwowano, ze komorki
dendrytyczne inkubowane z przeciwcialami neutralizujgcymi IL-10 wykazywaly zwigkszony
poziom ekspresji czasteczek kostymulujacych oraz MHC I, a takze byly zdolne do produkcji
IL-12 i TNF-a (Corinti i in. 2001). Z badan prowadzonych w ramach niniejszej pracy wynika, ze
wyciszenie ekspresji IL-10 w BMDC za pomoca wektorow lentiwirusowych kodujacych shRNA
skierowane przeciwko IL-10 powodowalo podwyzszenie poziomu ekspresji czasteczek
kostymulujacych CD80 i CD86 na powierzchni tych komoérek. BMDC transdukowane wektorami
LV shlL-10 charakteryzowaly si¢ rowniez podwyzszonym poziomem ekspresji MHC II
w poréwnaniu do komoérek nietransdukowanych. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze efekt ten byt
indukowany przez czasteczki LV, gdyz podobne zmiany w ekspresji MHC II odnotowano
w przypadku BMDC/shN. Opublikowane dotad wyniki badan wskazuja, ze wektory lentiwirusowe
mogg stymulowa¢ komorki dendrytyczne poprzez receptory TLR3 i TLR7, co prowadzi do ich
dojrzewania oraz  zwickszonej ekspresji  czasteczek  kostymulujacych i MHC Il
(Breckpot i in. 2010). Nalezy réwniez podkresli¢, ze komorki BMDC/shN charakteryzowaty si¢
podwyzszonym poziomem ekspresji PD-L1, ktorego oddziatywanie z receptorem PD-1 moze
prowadzi¢ do anergii, a nawet apoptozy limfocytow T. Porownujac poziomy ekspresji PD-L1
i CD86 mozna zaobserwowaé, ze BMDC/shN wykazywaly wysoka warto$¢ wspotczynnika
PD-L1/CD86, co wedlug Zahorchaka i in. wskazuje na tolerogenne komdrki dendrytyczne
(Zahorchak i in. 2018). Co wazne, takiej zaleznosci PD-L1 i CD86 nie odnotowano po transdukc;ji
BMDC wektorami LV shIL-10. Aby potwierdzi¢, ze zmiany fenotypowe zachodzace w BMDC pod
wptywem transdukcji wektorami LV shlL-10 lub LV shN majg istotny wptyw na zdolno$¢ komorek
dendrytycznych do aktywacji dziewiczych limfocytow T, okreslono aktywno$¢ cytotoksyczna
splenocytow hodowanych w obecnosci transdukowanych i stymulowanych antygenami
nowotworowymi BMDC. Zaobserwowano, ze BMDC/shIL-10/TAg indukowaty zwigkszona
aktywno$¢ cytotoksyczng splenocytow wobec komoérek MC38, zarowno w poréwnaniu do
nietransdukowanych BMDC/TAg, jak i BMDC/shN/TAg. Limfocyty T CD8" stymulowane przez
BMDC/shIL-10/TAg charakteryzowaly si¢ tez podwyzszong zdolnoscia do uwalniania ziaren

cytolitycznych, o czym $wiadczy obecnos¢ markera CDI107a na ich powierzchni. Badania,
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w ktorych do stymulacji limfocytow T wykorzystano komorki dendrytyczne inkubowane
z przeciwciatami wigzacymi receptor dla IL-10 takze potwierdzaja wptyw inhibitorow szlaku
IL-10 na zwickszenie zdolnosci DC do aktywacji cytotoksycznych komorek efektorowych
(Thepmalee i in. 2018).

Waznym etapem badan bylo rowniez okreslenie wptywu wyciszenia IL-10 na aktywnos¢
MDSC, ktore oddziatujagc na komorki immunokompetentne w TME hamujg odpowiedz
przeciwnowotworowa. Badania przeprowadzono z wykorzystaniem komorek uzyskanych w trakcie
hodowli ex vivo mysich komorek pochodzenia szpikowego prowadzonej w obecnosci rm GM-CSF
i nadsaczu znad komorek MC38. Wykorzystanie do hodowli podtoza kondycjonujacego
zawierajacego czynniki wytworzone przez komorki nowotworowe w warunkach obnizonego
stezenia tlenu, pozwolito na uzyskanie komoérek o charakterystyce zblizonej do tych obecnych
w TME. Podobng metod¢ pozyskiwania MDSC opracowali Liechtenstein i in., w ktorej komorki
prekursorowe izolowane ze szpiku kostnego hodowano w obecnosci nadsgczu znad komorek
nowotworowych transdukowanych do produkcji GM-CSF (Liechtenstein i in. 2014). Metoda ta
pozwolita na uzyskanie duzej liczby komoérek o charakterystyce M-MDSC i PMN-MDSC bez
koniecznosci indukowania nowotworu u myszy.

Badania z wykorzystaniem MDSC dotyczyty okreslenia wptywu wyciszenia ekspresji IL-10
na réznicowanie MDSC oraz na ich aktywno$¢ supresorowa. Uzyskane wyniki wskazuja, ze
wyciszenie ekspresji IL-10 nie wplywa na réznicowanie MDSC w kierunku dojrzatych komorek
dendrytycznych — nie zaobserwowano zwickszenia odsetka komorek CD11¢* w hodowli, a poziom
ekspresji czasteczek kostymulujacych i MHC II charakterystycznych dla dojrzatych komoérek
prezentujacych antygen nie zmieniat si¢ znaczaco. Nie obserwowano takze roznicowania komorek
w kierunku makrofagow, o czym $wiadczy niski poziom ekspresji markera F4/80. Zaobserwowano
natomiast niewielki wzrost ekspresji PD-L1 na powierzchni MDSC/shIL-10, co moze by¢ zwigzane
ze zwigkszong aktywnoscig supresorowa tych komoérek. Aby sprawdzi¢, czy wyciszenie 1L-10
rzeczywiscie wptyneto na aktywnos¢ MDSC, okre$lono wptyw MDSC/shIL-10 na proliferacje
limfocytéw T oraz na ich zdolno$¢ do produkcji IFN-y i IL-10. Ze wzgledu na to, ze M-MDSC
i PMN-MDSC, stanowiace dwie odrebne subpopulacje, wykorzystuja rézne mechanizmy supresji
wobec limfocytow T, zdecydowano si¢ na zbadanie aktywnosci kazdej z nich indywidualnie.
Zaobserwowano, ze limfocyty T proliferowaty mniej intensywnie w obecnosci M-MDSC/shIL-10
niz w hodowlach z komoérkami nietransdukowanymi, lub transdukowanymi wektorami
kontrolnymi. Ponadto, M-MDSC/shIL-10 obnizaty zdolno$¢ limfocytow do produkcji IFN-y
i IL-10. Natomiast, wyciszenie IL-10 w PMN-MDSC skutkowato zmniejszeniem ich aktywnoS$ci
supresorowej wobec limfocytow T — komorki te dzielity sie czesciej, a takze wydzielaty wiecej
IFN-y, a mniej IL-10 niz limfocyty hodowane w obecnosci PMN-MDSC nietransdukowanych lub
transdukowanych wektorami LV shN. Zatem, wyciszenie IL-10 spowodowalo zupehie

przeciwstawne zmiany w aktywnosci M-MDSC i PMN-MDSC. W literaturze niewiele jest
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doniesien na temat wplywu IL-10 na aktywno$¢ MDSC, a pojawiajace si¢ publikacje przedstawiaja
rozbiezne dane. Tanikawa i in. prowadzili badania, w ktorych wykorzystano myszy z nokautem
genu IL-10. Zaobserwowali, ze podczas rozwoju nowotworu u myszy IL-107 dochodzi do
zwigkszonej akumulacji MDSC niz u myszy typu dzikiego, a ponadto, MDSC IL-10"7" wykazuja
zwigkszong aktywno$¢ supresorowa (Tanikawa i in. 2012). Natomiast, w badaniach prowadzonych
przez Nomana i in. wykazano, ze supresja warunkowana przez MDSC moze by¢ czesciowo
zniesiona poprzez neutralizacje 1L-10. Po dodaniu przeciwciat anty-1L-10 do hodowli MDSC
i limfocytbw T, odnotowano wzrost odsetka komoérek CD8TIFN-y" i CD4"IFN-y*
(Noman 1 in. 2014). Nalezy podkresli¢, ze w przedstawionych publikacjach, MDSC byty
identyfikowane jako CD11b*Grl", a taka charakterystyka fenotypowa nie umozliwia rozdzielenia
dwoch subpopulacji komoérek. W swietle wynikdéw opisanych w niniejszej pracy, mozliwe jest, ze
obserwacje dotyczace wplywu IL-10 na aktywno$s¢ MDSC zaleza od proporcji pomiedzy
subpopulacjami komorek monocytarnych i granulocytarnych. Jednak, aby potwierdzi¢ to
przypuszczenie, konieczne sa dalsze badania, ktére pozwola na wyjasnienie wptywu IL-10 na
poszczegblne mechanizmy wykorzystywane przez MDSC.

Zrodtem IL-10 pojawiajacej si¢ w mikrosrodowisku nowotworu moga byé DC i MDSC, jak
rowniez inne komorki uktadu odpornosciowego, takie jak limfocyty Treg, limfocyty Th2, czy
TAM. W niektorych przypadkach IL-10 produkowana jest rowniez bezposrednio przez komorki
nowotworowe (Sato i in. 2011). Z uwagi na to, ze komorki mysiego raka jelita grubego MC38 nie
produkuja IL-10 w warunkach in vitro, mozna przypuszczaé, ze gtdéwnym zrodtem tej cytokiny
w guzach nowotworowych MC38 sa komorki uktadu odpornosciowego. W celu obnizenia stezenia
IL-10 w TME w przeprowadzonych badaniach zastosowano wektory lentiwirusowe kodujace
sekwencje shRNA skierowane przeciwko mRNA dla IL-10. Zaleta uzytych wektorow
lentiwirusowych jest ich zdolno$¢ do transdukcji szerokiego spektrum komorek, zarowno tych
proliferujacych, jak i znajdujacych si¢ w fazie spoczynku (Breckpot i in. 2008). Po doguzowym
podaniu wektorow lentiwirusowych moga one zatem transdukowa¢ komorki nowotworowe oraz
komorki odpornosciowe obecne w TME. Transdukowane komorki moga proliferowac
i akumulowac¢ si¢ w miejscu iniekcji nawet do trzech tygodni po podskdrnym podaniu wektorow
(Furmanov 1 in. 2010). W dos$wiadczeniach przeprowadzonych w ramach niniejszej pracy, po
trzykrotnym doguzowym podaniu wektoréw lentiwirusowych odnotowano ekspresj¢ EGFP
w komorkach nowotworowych oraz komorkach uktadu odpornosciowego znajdujacych sie w TME.
Najwyzszy poziom ekspresji tego biatka wykazywaty komorki mieloidalne, co §wiadczy o tym, ze
sposrod komorek znajdujacych si¢ w TME, najwigcej transdukowanych komoérek nalezato do tej
populacji. W celu sprawdzenia czy sekwencje shRNA dostarczone do komorek za pomoca
wektoréw LV shIL-10 skutecznie obnizaty poziom ekspresji IL-10 w guzach, okreslono st¢zenie
tej cytokiny w nadsgczach znad hodowli petnej zawiesiny komorek uzyskanych z 10 mg guza. Choé

stezenia odnotowane dla guzéw pobranych od myszy traktowanych wektorami LV shlL-10 byly
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nizsze niz w grupie nietraktowanej i traktowanej wektorami LV shN, to réznice nie byly istotne
statystycznie. Niewielkie zmiany pomigdzy grupami mogly wynikaé z wybranej metody
oznaczenia — leukocyty, ktorych transdukcja zachodzita z wyzsza wydajnoscia niz komorek
CD45"9, stanowity zaledwie 2-5% wszystkich komérek w guzie nowotworowym.

Istotnym aspektem prowadzonych badan bylo rowniez okreslenie wptywu wektorow
LV shIL-10 na aktywno$¢ komorek uktadu odpornosciowego. Wektory lentiwirusowe podawano
trzykrotnie wedtug dwoch schematéw. Pierwszy z nich zaktadat doguzowe iniekcje wektorow LV
co dwa dni i zakonczenie doswiadczenia szostego dnia od rozpoczecia badania. Jest to czas,
w ktorym mozna obserwowaé rozwijajaca si¢ na skutek zastosowania wektorow LV odpowiedz
odpornosciowa, lecz nie powinna jeszcze zachodzi¢ eliminacja transdukowanych komorek.
W drugim schemacie, przerwa pomiedzy pierwszym a drugim podaniem wektorow LV zostata
wydhluzona do szeséciu dni. Celem badania bylo sprawdzenie, czy powtdrne podania wektorow po
rozwinig¢ciu odpowiedzi odpornosciowej indukowanej pierwszg iniekcja beda rowniez skuteczne
w redukcji stezenia I1L-10 w TME. Dodatkowo, w ten sposob zaplanowane do$wiadczenia
umozliwily okreslenie kinetyki zmian zachodzacych w aktywnosci komodrek ukladu
odpornos$ciowego pod wptywem obnizenia st¢zenia IL-10 w TME. Analizy poziomu ekspresji
EGFP w TME oraz st¢zenia IL-10 w nadsgczach znad hodowli komorek guzéw pobranych
dziesigtego dnia po pierwszym podaniu wektorow LV potwierdzity zasadno$¢ stosowania
wektorow wyciszajacych IL-10 w odstgpach tygodniowych. Ponadto, z przeprowadzonych badan
wynika, ze stosowanie wektorow LV shIL-10, zarowno wedtug krotkiego, jak i przedtuzonego
schematu, wplyneto na obnizenie poziomu ekspresji MHC Il i CD86 na komérkach DC oraz
obnizenie ekspresji MHC Il na powierzchni komoérek M-MDSC naciekajacych guz nowotworowy.
Ponadto, po podaniu wektorow LV shIL-10 odnotowano zwigkszony naciek PMN-MDSC. Te
obserwacje sugeruja, ze redukcja st¢zenia IL-10 nasilita supresj¢ zwigzang z aktywnos$ciag komoérek
mieloidalnych znajdujacych si¢ w TME. Komorki CD11b* wyizolowane z guzéw traktowanych
wektorami LV shlL-10 rzeczywiscie wykazywaly zwigkszong aktywno$¢ supresorowa wobec
limfocytow T, jednak tylko, gdy analiz¢ przeprowadzono szostego dnia po rozpoczgciu podawania
wektorow. Nalezy podkresli¢, ze efekt ten byt krotkotrwaty 1 dziesigtego dnia po rozpoczgciu
podawania wektorow LV shlL-10 komorki mieloidalne izolowane z guzoéw nie hamowaty
proliferacji limfocytow T.

Analiza populacji limfocytoéw naciekajacych guzy wykazala zmiany indukowane zar6wno
miejscowg redukcjg stezenia IL-10, jak i podaniem wektorow lentiwirusowych. Podwyzszony
odsetek limfocytdw T CD8" oraz komorek NK i NKT wérdd leukocytéw naciekajacych guzy,
odnotowany szostego dnia po rozpoczeciu podawania wektorow LV shN moze $wiadczyé
o indukcji odpowiedzi przeciwwirusowej. Pomimo ze wektory lentiwirusowe trzeciej generacji sa
pozbawione wielu biatek wystgpujacych naturalnie w lentiwirusach, nadal moga one indukowac

odpowiedz swoistag wobec antygenow w nich zawartych (Hotblack i in. 2017). Ponadto, wektory
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lentiwirusowe stymulujg komorki dendrytyczne poprzez receptory TLR3 i TLR7, ktore rozpoznaja
jedno- i dwuniciowe RNA przenoszone przez wirusy, zarowno te modyfikowane, jak i wystepujace
naturalnie (Breckpot i in. 2010). Pomimo to po zastosowaniu wektorow LV shIL-10 reakcja uktadu
odpornosciowego byta opdzniona — sz0stego dnia po rozpoczeciu podan wektoréow LV, w tej grupie
stwierdzono nizszy odsetek limfocytow T CD8" niz w grupie traktowanej wektorami LV shN. Nie
zaobserwowano takze zmian w odsetkach komorek NK i NKT w poréwnaniu do grupy kontrolne;j.
Natomiast, w grupie, Ktora otrzymywata wektory LV shN odnotowano podwyzszony odsetek tych
komorek $wiadczacy o uruchomieniu mechanizméw odpornosci wrodzonej. Intensywny naciek
limfocytow T CD8" w guzach traktowanych wektorami LV shIiL-10 odnotowano dopiero
dziesigtego dnia po rozpoczeciu podawania wektoréw. Prawdopodobnie, opdznienie odpowiedzi
odpornosciowej bylo zwigzane z obnizonym stopniem dojrzalo$ci komorek dendrytycznych,
obserwowanym w guzach traktowanych wektorami LV shiL-10, co moglto powodowa¢ mniej
skuteczng prezentacje antygendw wirusowych limfocytom T cytotoksycznym. Ponadto, z danych
literaturowych wynika, ze IL-10 jest niezbedna do utrzymania aktywnos$ci CTL po klonalnej
ekspansji (Fu 1 in. 2015). Te teze zdaje si¢ potwierdza¢ obserwacja, ze aktywno$¢ limfocytow
w wartowniczych weztach chtonnych, juz széstego dnia od rozpoczecia podawania wektorow LV,
byla podobnie wysoka niezaleznie od rodzaju zastosowanych wektorow. Natomiast, w guzach,
gdzie stezenie IL-10 byto zredukowane, odnotowano nie tylko mniej limfocytow T CD8*, ale takze
odsetek komorek efektorowych wsrod nich byt nizszy, niz po zastosowaniu wektoréw kontrolnych.

Cho¢ immunogennos$¢ wektorow lentiwirusowych jest uznawana za wadg tych nosnikow
informacji genetycznej, to odpowiedZz odporno$ciowa uruchomiona przeciwko antygenom
wirusowym moze by¢é wykorzystana w celu zwigkszenia  skutecznosci  terapii
przeciwnowotworowych. W wyniku transdukcji komdrek nowotworowych oraz komorek
prezentujagcych antygen znajdujacych si¢ w miejscu iniekcji, komorki rozpoczynaja syntezg
nowych, obcych antygendw, ktore nastepnie sg prezentowane w kontek$cie czasteczek MHC I.
Komorki dendrytyczne prezentujg te antygeny limfocytom T CD8' i pobudzajg je do
cytotoksycznosci wobec komorek, ktore rozpoznaja jako zainfekowane. Moze takze zachodzi¢
zjawisko prezentacji krzyzowej, podczas ktorej komorki dendrytyczne pochtaniaja i przetwarzaja
egzogenne antygeny pochodzace ze zniszczonych zainfekowanych komodrek nowotworowych,
ktore nastepnie prezentuja w kontekscie czasteczek MHC | limfocytom T CD8" indukujac swoista
odpowiedz przeciwnowotworowa (Goold i in. 2011; Hotblack i in. 2017). W badaniach
przeprowadzonych w ramach niniejszej pracy, wykazano, ze podawane doguzowo wektory
lentiwirusowe indukowaly ogolnoustrojowa odpowiedZz odpornosciows. Dziesigtego dnia od
rozpoczecia iniekcji  wektorow LV, restymulowane komoérki $ledzionowe wykazywaty
podwyzszong zdolno$¢ do zabijania komodrek MC38, niezaleznie od rodzaju zastosowanych
wektoréw. Natomiast, analiza odsetka komoérek CD107a* wykazala, ze za podwyzszong aktywno$¢

cytotoksyczng odpowiadaty przede wszystkim komorki NK, ktore naleza do elementow

137



DYSKUSJIA

odpowiedzi wrodzonej. Wsrdd splenocytow pobranych od myszy traktowanych wektorami LV
pojawity si¢ takze limfocyty T CD4" o aktywnosci cytotoksycznej. Takie komorki, nazywane CD4*
CTL, sag identyfikowane podczas infekcji wirusowych i moga peli¢ funkcje analogiczne do
klasycznych komérek CD8* CTL, z tg roznicg, ze rozpoznajg antygeny na komorkach docelowych
w kontekscie czasteczek MHC 1l (Takeuchi i Saito 2017). Nie obserwowano natomiast istotnego
zwigkszenia zdolnos$ci limfocytow T CD8" do wydzielania ziaren cytolitycznych w odpowiedzi na
kontakt z komoérkami nowotworowymi, co $wiadczy o tym, ze po zastosowaniu wektorow
lentiwirusowych nie zostata pobudzona swoista wobec komorek MC38 odpowiedz zalezna od CTL.

Wazny elementem schematu terapeutycznego, ktory zaproponowano w niniejszej pracy, jest
cyklofosfamid. Cytostatyk ten jest jednym z chemioterapeutykdw, ktore stosowane w odpowiedniej
dawce wykazuja wlasciwosci immunomodulujace i przyczyniaja si¢ do wzmocnienia odpowiedzi
przeciwnowotworowej  indukowanej podczas immunoterapii. W  zaprezentowanych
doswiadczeniach, CY podawano myszom jednokrotnie w dawce 150 mg/kg mc. We
wczesniejszych badaniach prowadzonych w naszym laboratorium wykazano, ze jednorazowe
zastosowanie CY w tej dawce powoduje tylko okresowe zahamowanie wzrostu guzow, ale
w polaczeniu ze szczepionkami zawierajacymi komorki dendrytyczne, wspomaga odnowe
odpowiedzi przeciwnowotworowej (Rossowska i1 in. 2014). Udowodniono bowiem, ze
cyklofosfamid stosowany w niskich dawkach, powoduje selektywna eliminacje limfocytow T
regulatorowych, a takze indukujac immunogenng $mier¢ komorek nowotworowych przyczynia si¢
jednoczesnie do zwigkszenia aktywnosci efektorowych limfocytow T oraz wspomaga powstawanie
pamieci immunologicznej (Abu Eid i in. 2016). Analizy przeprowadzone 6smego i dwunastego
dnia po podaniu cyklofosfamidu nie wykazaly obnizenia odsetka limfocytow Treg wsrod
limfocytow T CD4" zidentyfikowanych w guzach. Lutsiak i in. wykazali, ze cyklofosfamid
indukuje apoptoze limfocytow T regulatorowych juz 24 godziny po jego aplikacji, przy czym
najwiekszy ubytek w liczebnosci tych komorek obserwuje si¢ 3-4 dni pdzniej, a po 10 dniach ich
poziom powraca do stanu poczatkowego (Lutsiak i in. 2005). Jest zatem prawdopodobne, ze
pomiary przeprowadzone 6smego i dwunastego dnia po iniekcji CY nastagpily w momencie, gdy
populacja limfocytow Treg ulegla juz odnowie. Odnotowano natomiast wplyw cyklofosfamidu na
dojrzewanie TAM i DC. Komoérki pochodzace z guzdw myszy traktowanych cytostatykiem
wykazywaly zwigkszony poziom ekspresji czasteczek MHC Il oraz CD86 w poréwnaniu do
kontroli nietraktowanej. Efekt ten jest najprawdopodobniej zwigzany z gromadzeniem w TME
czasteczeck DAMP, uwalnianych przez komorki nowotworowe w trakcie procesu ICD
indukowanego przez cyklofosfamid (Vanmeerbeek i in. 2020). Obecnos¢ tych czasteczek w TME
wywoluje zwigkszony naptyw komorek dendrytycznych, ktére po dotarciu do TME pochtaniaja
uwolnione antygeny nowotworowe, a nast¢pnie migrujag do wartowniczych weztéw chtonnych,
gdzie prezentujg je dziewiczym limfocytom T. Schiavoni 1 in. wykazali, Ze cyklofosfamid promuje

ekspansje populacji komorek dendrytycznych zdolnych do prezentacji krzyzowej, czego rezultatem
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jest pobudzenie swoistych wobec antygenéw nowotworowych limfocytéw T cytotoksycznych
(Schiavoni i in. 2011). Istotnie, w guzach myszy traktowanych CY odnotowano wzrost odsetka
limfocytow T CD8" oraz w mniejszym stopniu, limfocytow T CD4" wérod leukocytow. Zmiany te
korelowaly rowniez ze zwigkszonym odsetkiem komorek efektorowych wérdd limfocytow T CD4*
i T CD8" zidentyfikowanych w wartowniczych weztach chtonnych. W pismiennictwie pojawiajg
si¢ raporty $wiadczace o tym, ze cyklofosfamid moze zwigksza¢ akumulacj¢ MDSC, co wptywa na
zmniejszenie efektu terapeutycznego (Sevko i in. 2013; MikySkova i in. 2014). Badania
prowadzone w ramach niniejszej pracy nie potwierdzity tych obserwacji. Cho¢ dwunastego dnia po
podaniu cyklofosfamidu odnotowano wzrost odsetka PMN-MDSC w guzach, to komorki te nie
wykazywaly wyzszej aktywnosci supresorowej wobec limfocytow T, niz komorki izolowane
z guzbéw kontrolnych.

W wyniku zmian indukowanych przez cyklofosfamid, rozszerzenie schematu podan
wektorow LV o jednokrotne podanie cytostatyku powodowato aktywacje rozwijajacej si¢ w czasie
swoistej  wobec  antygenéw  nowotworowych  odpowiedzi  przeciwnowotworowej.
W doswiadczeniu, w ktorym zastosowano przedtuzony schemat iniekcji wektorow LV, a analize
przeprowadzono dziesigtego dnia po rozpoczeciu podan, obserwowano bowiem wzrost odsetka
limfocytow T CD4" i T CD8" wsrod leukocytow naciekajacych guzy, a takze podwyzszong
aktywnos$¢ komorek efektorowych w wartowniczych weztach chtonnych. Ponadto, §ledzionowe
limfocyty T CD8" wykazywaly zwickszong zdolno$¢ do wydzielania ziaren cytolitycznych
w odpowiedzi na powtorny kontakt z antygenami nowotworowymi, co bezposrednio wskazuje na
uruchomienie swoistej odpowiedzi przeciwnowotworowej po zastosowaniu cyklofosfamidu
i wektoréw LV. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze zmiany te nie byly zalezne od redukcji stezenia
IL-10 w guzach nowotworowych, poniewaz byly obserwowane zar6wno po podaniach wektorow
kontrolnych, jak i wyciszajacych ekspresje IL-10.

Badania nad rolg IL-10 w modulowaniu odpowiedzi przeciwnowotworowej wciaz przynosza
niejednoznaczne wyniki, ktore sugeruja, ze kierunek dziatania tej cytokiny moze zaleze¢ od stadium
zaawansowania choroby, jak rowniez od statusu immunologicznego gospodarza. Z jednej strony,
IL-10 hamuje proces dojrzewania komoérek dendrytycznych, co wptywa na skuteczno$¢ prezentacji
antygenow limfocytom T i aktywacji komorek efektorowych. Z drugiej strony, cytokina ta jest
niezbedna do utrzymania aktywnosci efektorowych CTL po indukcji odpowiedzi
przeciwnowotworowej. Ten dualizm dziatania IL-10 moze by¢ odpowiedzig na pytanie, dlaczego
terapie z wykorzystaniem inhibitorow IL-10 przynosza rézne rezultaty. W badaniach
prowadzonych przez Llopiz i in., wykazano, ze blokowanie IL-10 zapewniato efekt terapeutyczny
tylko wowczas, gdy te¢ strategi¢ polaczono z podaniem szczepionek zawierajacych antygeny
nowotworowe, ktore indukowaty odpowiedz przeciwnowotworowa, ale jednoczesnie powodowaty
zwigkszong ekspresje IL-10 (Llopiz 1 in. 2015). Z kolei, Kalli 1 in. wykazali, ze zastosowanie

przeciwcial anty-1L-10 u myszy, ktére przed podaniem komorek B16 immunizowano za pomocg
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komorek dendrytycznych stymulowanych peptydem gpl100, skutkowalo catkowitym
zahamowaniem rozwoju czerniaka, natomiast zastosowanie tych dwaoch elementow w formie
monoterapii przynosi jedynie niewielki efekt przeciwnowotworowy (Kalli i in. 2013). Nasze
badania wykazaty, ze neutralizacja IL-10 za pomocg przeciwciatl podanych dootrzewnowo przed
okotoguzowym wszczepieniem komorek dendrytycznych stymulowanych —antygenami
nowotworowymi przyczynia si¢ do istotnego zwigkszenia aktywnos$ci stosowanych szczepionek
(Rossowska i in. 2015).

W schematach terapeutycznych przedstawionych w niniejszej pracy zastosowano wektory
lentiwirusowe wyciszajace ekspresje IL-10, ktore podano doguzowo dzien przed okotoguzowa
iniekcjag komorek dendrytycznych stymulowanych antygenami nowotworowymi. Szczepionki
komoérkowe podawano trzykrotnie, w odstepach tygodniowych. Dane literaturowe, a takze wyniki
badan przedstawione w tej pracy wskazuja, ze zastosowane wektory lentiwirusowe indukuja
odpowiedz przeciwwirusowa, przez co juz kilka dni po ich podaniu, komoérki efektorowe sg zdolne
do eliminacji transdukowanych komoérek (Furmanov i in. 2010). Dlatego tez, aby zwigkszy¢
wydajnos¢ wyciszenia ekspresji IL-10 w guzach, inokulacje wektoréw lentiwirusowych
powtarzano przed kazdym kolejnym podaniem komoérek dendrytycznych. W opisanych
doswiadczeniach zastosowano BMDC, ktore uprzednio poddano stymulacji za pomoca antygendéw
nowotworowych w postaci lizatu komoérek MC38. Rossowska i1 in. wykazali, ze komorki
dendrytyczne poddane takiej stymulacji majg wigksza zdolno$¢ do migracji do wartowniczych
weztow chlonnych niz komorki niestymulowane, przez co skuteczniej aktywuja miejscowa
odpowiedz przeciwnowotworowa (Rossowska i in. 2007). Biorac pod uwagg, ze dojrzate komorki
dendrytyczne poddane dziataniu IL-10 charakteryzuja si¢ mniejsza zdolnoscia do migracji, co
wykazali Xu i in. (Xu i in. 2017), mozna przypuszczaé, ze BMDC/TAg w warunkach obnizonego
stezenia IL-10 beda migrowa¢ w kierunku wartowniczych weztéw chlonnych i indukowac
odpowiedz swoista wobec antygenéw nowotworowych jeszcze efektywnie;.

Cho¢ w doswiadczeniach, w ktérych podania wektorow lentiwirusowych przeprowadzono
w  krotkim przedziale czasowym nie obserwowano znacznych roznic w odpowiedzi
przeciwnowotworowej indukowanej przez wektory LV shlL-10 i LV shN, to zastosowanie
schematu zaktadajacego podania wektoréw w odstepach tygodniowych umozliwito wykazanie
zmian zachodzacych pod wpltywem redukcji stgzenia IL-10 w guzach. Terapia oparta na
doguzowym podaniu wektoréw LV shlL-10 skutkowata bowiem zahamowaniem wzrostu guzéw
wynoszacym az 71,5%, w odniesieniu do kontroli nieleczonej. W grupie traktowanej wektorami
kontrolnymi odnotowano natomiast TGI wynoszace 40,5%, co §wiadczy o tym, ze to zahamowanie
ekspresji IL-10 w mikrosrodowisku nowotworu przyczynia si¢ do spowolnienia wzrostu guzow.
W poprzednich naszych badaniach, w ktorych zastosowano przeciwciala anty-1L-10 w celu
ogolnoustrojowej neutralizacji tej cytokiny, efekt terapeutyczny odnotowano dopiero wowczas, gdy

schemat traktowania uzupelniono o okologuzowe podanie komorek dendrytycznych
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stymulowanych antygenami nowotworowymi (Rossowska i in. 2015). Natomiast, po zastosowaniu
wektoréw LV shlL-10 w skojarzeniu z BMDC/TAg nie odnotowano poprawy skutecznosci terapii
— TGI byto porownywalne do tego uzyskanego po monoterapii LV shiL-10. Z tego powodu,
protokot terapii rozszerzono o jednokrotne podanie cyklofosfamidu, ktore przeprowadzono dwa dni
przed pierwsza aplikacja wektorow LV shiL-10. Immunomodulujgce dziatanie tego cytostatyku,
potwierdzone podczas analiz przeprowadzonych w ramach wczesniej opisanych doswiadczen,
wplyneto na zwickszenie efektu terapeutycznego wektoréw LV shlL-10 i BMDC/TAg —
zahamowanie wzrostu guzéw w odniesieniu do grupy, ktdra otrzymata tylko cyklofosfamid
wynosito az 87,3% dwa tygodnie po zakonczeniu terapii.

W celu okreslenia zmian w miejscowej odpowiedzi przeciwnowotworowej przeprowadzono
analize nacieku leukocytarnego w guzach pobranych od myszy tydzien po zakonczeniu immuno-,
jak 1 chemioimmunoterapii. Analiza populacji komorek mieloidalnych wykazata, Ze terapie
z zastosowaniem wektorow LV shlL-10 skutkowaly obnizeniem odsetka TAM wérdod leukocytow
naciekajacych guzy, co obserwowano rowniez w doswiadczeniach przeprowadzonych wedlug
krotkich schematow podan wektoréw LV. Ta obserwacja jest niezwykle wazna w kontekscie
skutecznos$ci stosowanej terapii, poniewaz uwaza si¢, ze wysoka liczebno$¢ tej populacji komoérek
u pacjentéw cierpigcych na nowotwory wigze si¢ ze zkym rokowaniem. Jest to zwigzane z tym, ze
wsréd TAM znajdujacych si¢ w srodowisku nowotworowym dominuja makrofagi o polaryzacji
M2, ktore wydzielajg duze ilosci IL-10 i TGF-B, przez co obnizajg aktywnos$¢ komoérek NK oraz
efektorowych limfocytow Th i CTL, promuja rekrutacje MDSC i limfocytow Treg, a takze hamuja
zdolno$¢ komorek dendrytycznych do wydzielania IL-12 (Zheng i in. 2017). Zmiana polaryzacji
TAM w kierunku komorek typu M1, ktore oddziatujac z limfocytami T indukuja odpowiedz typu
Thl, moze przyczyni¢ si¢ do zniesienia supresorowego charakteru mikrosrodowiska i odnowy
odpowiedzi przeciwnowotworowej. Po zastosowaniu w immunoterapii wektoréw LV shlL-10
i BMDC/TAg w guzach wciaz przewazaly makrofagi typu M2. Natomiast, chemioimmunoterapia
z udzialem CY, wektoréw LV shlL-10 i BMDC/TAg, ktora przyniosta najwickszy efekt
terapeutyczny, wplyneta na zmiang polaryzacji makrofagow zidentyfikowanych w guzach
w kierunku komorek typu M1. Ta terapia powodowata takze istotne obnizenie odsetka M-MDSC
wsrod leukocytéow naciekajacych guzy, czego nie obserwowano po zastosowaniu wektorow
LV shIL-10 i BMDC/TAg bez cyklofosfamidu. Ponadto, zaréwno po immuno-, jak
i chemioimmunoterapii z udziatem wektoro6w LV shlL-10, odsetek PMN-MDSC byt nizszy niz ten
obserwowany w grupie kontrolnej, co $wiadczy o tym, ze zwigkszony naciek tych komorek
obserwowany krotko po zastosowaniu wektoroOw nie utrzymywat si¢ w czasie 1 nie powodowat
zahamowania odpowiedzi przeciwnowotworowej. Mozliwe, ze komorki te, podobnie jak wykazano
w doswiadczeniach in vitro, pod wptywem zmniejszonej produkcji IL-10 tracity wlasciwosci
supresorowe. Nie byto jednak mozliwosci sprawdzenia ich aktywnos$ci ze wzgledu na bardzo maty

odsetek tych komorek w guzach nowotworowych uzyskanych po terapii. Co wiecej, populacje
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komdrek mieloidalnych zidentyfikowanych w guzach traktowanych wektorami LV shlL-10
charakteryzowaly si¢ podwyzszonym poziomem ekspresji MHC Il na swojej powierzchni.
W badaniach przeprowadzonych przez Bogena i in. wykazano, ze makrofagi wykazujace wysoki
poziom ekspresji czasteczek MHC II prezentujg antygeny nowotworowe limfocytom T CD4*
pobudzajac wydzielanie IFN-y, ktory wptywa na zwigkszenie aktywnosci cytotoksycznej
makrofagow typu M1 wobec komorek nowotworowych (Bogen i in. 2019). Podwyzszony poziom
ekspresji MHC II na powierzchni komoérek dendrytycznych rowniez §wiadczy o ich zdolno$ci do
prezentacji antygendw egzogennych limfocytom T CD4", a poziom ekspresji tej czgsteczki na
powierzchni M-MDSC rosnie wraz ze wzrostem ich stopnia zréznicowania w kierunku populacji
TAM (Bronte i in. 2016). Wplyw neutralizacji IL-10 na aktywno$¢ endogennych komorek
dendrytycznych zaobserwowali Ruffell i in. Wykazali oni, ze zablokowanie IL-10 u myszy
obarczonych rakiem gruczolu piersiowego poprzez zastosowanie przeciwciat anty-1L-10R
powodowato zwigkszenie ekspresji IL-12 przez komorki dendrytyczne, czego efektem byla
aktywacja limfocytow T cytotoksycznych i poprawa skuteczno$ci chemioterapii z udzialem
paklitakselu (Ruffell i in. 2014). Podobnie, w niniejszej pracy obok zmian w proporcjach populacji
komdrek mieloidalnych w TME oraz ekspresji MHC II na ich powierzchni obserwowano réwniez
zmiany w udziale procentowym limfocytéw. Immunoterapia z udziatem wektorow LV shlL-10
skutkowata podwyzszeniem odsetka limfocytow T CD4" i T CD8*. Z kolei, szczepionki
zawierajace BMDC/TAg powodowaty wzrost odsetkow komorek NK i NKT. Jednak, zastosowanie
tych sktadowych w formie terapii skojarzonej nie indukowato zmian na poziomie obserwowanym
w monoterapiach. Ponadto, cho¢ w grupie traktowanej BMDC/TAg odnotowano obnizony odsetek
limfocytow Treg, to po uzupehieniu terapii o wektory LV shlL-10 nie obserwowano tego efektu.
Natomiast po zastosowaniu chemioimmunoterapii z udziatem CY, BMDC/TAg i wektoréw
LV shlL-10, wsrod leukocytéw infiltrujacych guzy stwierdzono najwyzszy odsetek limfocytow
TCD4" i TCD8" oraz komorek NK i NKT, a z drugiej strony odnotowano najnizszy odsetek
limfocytow Treg wérod limfocytow T CD4* w poréwnaniu do pozostatych grup.

Analiza og6lnoustrojowej odpowiedzi odporno$ciowej wykazala, ze immuno- oraz
chemioimmunoterapia z zastosowaniem wektorow LV shiL-10 indukowata zwigkszenie
aktywnosci cytotoksycznej limfocytow T CD8" i komoérek NK, co obserwowano jako podwyzszony
odsetek komorek wydzielajacych ziarna cytolityczne. Efekt ten byt jeszcze silniejszy, gdy terapie
uzupetniono o BMDC/TAg. Ocena zdolnosci restymulowanych splenocytéw do produkcji cytokin
wykazala jednak réznice pomiedzy polaryzacja odpowiedzi indukowanej przez zastosowane
schematy terapeutyczne. Zaobserwowano, ze BMDC/TAg, stosowane w skojarzeniu
z cyklofosfamidem, wptywaly na podwyzszenie zdolnosci do produkcji IFN-y przez splenocyty,
a efekt ten byt nasilony, gdy terapi¢ uzupetniono o podania wektoréw LV shlL-10. Natomiast,
zastosowanie BMDC/TAg i wektoréw LV shlL-10 w postaci immunoterapii indukowato takze

zwickszony poziom produkcji 1L-10 oraz IL-4, cytokin charakterystycznych dla odpowiedzi typu
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Th2, co nie byto obserwowane po zastosowaniu schematu rozszerzonego o podanie cytostatyku. Te
obserwacje wskazuja, ze cho¢ immunoterapia z udziatem BMDC/TAg i wektoréw LV shiL-10
pobudza ogdlnoustrojowg odpowiedz przeciwnowotworowa, to uzupelnienie schematu
o jednokrotne podanie cyklofosfamidu przyczynia si¢ do powstania odpowiedzi typu Thl, co
dodatkowo potwierdzono oceniajac poziom ekspresji czynnikow transkrypcyjnych T-bet i FOxP3
w $ledzionowych limfocytach T. Pojawienie si¢ odpowiedzi typu Thl moze stanowi¢ marker
prognostyczny nie tylko podczas badan prowadzonych na modelach mysich nowotwordw, ale
rowniez u pacjentdow onkologicznych. U chorych z rakiem jelita grubego, u ktérych liczba
limfocytéw Thl zidentyfikowanych w weztach chtonnych objetych przerzutami przewazata nad
liczba limfocytéw Th2 wykazano wydtuzony czas przezycia ogdlnego (Nizri i in. 2016). Tosolini
i in. zaobserwowali rowniez, ze wydluzony czas przezycia wolny od choroby u pacjentow
poddanych resekcji guza pierwotnego raka jelita grubego byt zwigzany z wysoka ekspresja genow
charakterystycznych dla limfocytow Thl lub dla komérek o aktywnosci cytotoksycznej Z Kolei,
wysoka ekspresja gendéw zwigzanych z wystepowaniem limfocytow Th17 korelowata ze ztym
rokowaniem i szybka wznowg choroby (Tosolini i in. 2011)

Z badan przeprowadzonych w niniejszej pracy wynika, ze zastosowanie w protokole
immunoterapii wektorow LV shlL-10 przyczynia si¢ do zwigkszenia skutecznosci szczepionek
BMDC/TAg w indukcji miejscowej i ogolnoustrojowej odpowiedzi przeciwnowotworowej
zaleznej od aktywnosci T CD4*, T CD8" i komdrek NK. Niemniej jednak, terapia ta nie
powodowata znacznych zmian w obrgbie populacji komodrek supresorowych, takich jak M-MDSC,
limfocyty Treg i makrofagi typu M2. Rozszerzenie protokotu immunoterapii o jednokrotne podanie
immunomodulujacej dawki cyklofosfamidu, wptyngto na znaczng redukcje M-MDSC i limfocytoéw
Treg oraz polaryzacj¢ makrofagéw w kierunku komorek typu M1. Zmiany zachodzace w TME pod
wpltywem chemioimmunoterapii z udziatem CY, BMDC/TAg i wektorow LV shlL-10 umozliwity
pobudzenie ogoélnoustrojowej odpowiedzi typu Thil.

Pomimo zache¢cajacych wynikow badan podstawowych, w tym tych przeprowadzonych
w ramach niniejszej pracy, wprowadzenie schematdw terapii przeciwnowotworowych z udziatem
wektorow lentiwirusowych, podawanych in vivo, do protokotéow klinicznych wymaga okreslenia
zasad bezpiecznego uzycia tej formy terapii oraz zapewnienia jej selektywnosci i wydajnosci.
Obecnie wektory lentiwirusowe sg juz z powodzeniem stosowane do modyfikacji ex Vvivo
limfocytow T za pomoca sekwencji kodujacych receptory CAR, stosowanych w immunoterapiach
przeciwnowotworowych (Milone i O’Doherty 2018). Opracowano réwniez procedury preparacji
wektorow LV zgodne z zasadami Dobrej Praktyki Produkcyjnej (ang. Good Manufacturing
Practice, GMP), dzigki czemu mozliwa jest produkcja na duza skale wektorow wysokiej jakosci
(Poorebrahim i in. 2019). Niemniej jednak, przy zastosowaniu wektorow LV do modyfikacji
komaorek w warunkach in vivo napotka¢ mozna problemy zwigzane z niska wydajno$cia transdukcji,

koniecznosciag stosowania tkankowo specyficznych promotoréw warunkujacych celowang
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ekspresje gendow oraz immunogennoscia (Milone i O’Doherty 2018). Podczas badan podstawowych
prowadzonych na modelach zwierzgcych, jak i prob klinicznych, w ktorych okreslano miejsca
integracji wektorow LV z genomem oraz oceniano obecnos¢ wektorow zdolnych do replikacji nie
stwierdzono nieprawidtowosci $wiadczacych o niskim stopniu bezpieczenstwa stosowanych
wektoréw lentiwirusowych (Olbrich i in. 2017). Aby calkowicie wyeliminowaé ryzyko
wystepowania mutagenezy insercyjnej, opracowano system wektorow lentiwirusowych
nieintegrujacych z genomem (Philippe i in. 2006). Cho¢ w wyniku terapii przeprowadzonych
w ramach niniejszej pracy nie obserwowano efektéw ubocznych w postaci pogorszenia stanu
zdrowia zwierzat, to wykazano, ze stosowane wektory LV indukowaly przeciwwirusowa
odpowiedz odpornosciowa. Dalsze modyfikacje systemu wektoréw lentiwirusowych majace na
celu obnizenie ich immunogennosci oraz zwigkszenie wydajnosci transdukcji sg niezbgdne, aby
staly si¢ one w pelni bezpiecznym oraz dobrze tolerowanym narzgdziem do dostarczania gendw
w warunkach in vivo. Ponadto, monitorowanie stanu zdrowia pacjentdw, ktérzy zostali poddani
terapii z udziatem komoérek modyfikowanych ex vivo, przyczyni si¢ do poznania dtugofalowego

wplywu zmian wprowadzanych za posrednictwem wektorow lentiwirusowych.
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Whnioski

Redukcja stezenia IL-10 w mikrosrodowisku nowotworowym, uzyskana poprzez doguzowe
podanie wektoréw lentiwirusowych wyciszajacych ekspresje tej cytokiny, powoduje korzystne
zmiany w TME, ktore sprzyjaja reaktywacji odpowiedzi przeciwnowotworowej. Zastosowanie
wektorow LV shlL-10 nie jest jednak wystarczajace, aby w sposob znaczacy zwigkszy¢
skuteczno$¢ terapii na bazie komorek dendrytycznych. Dopiero uzupelnienie immunoterapii
z udziatem wektorow LV shlL-10 i BMDC/TAg o jednokrotne podanie immunomodulujacej dawki
cyklofosfamidu powoduje znaczne zmniejszenie udzialu procentowego komorek supresorowych
w TME i polaryzacj¢ makrofagéw w kierunku M1. Zniesienie supresji umozliwia szczepionkowym
komorkom dendrytycznym indukcje miejscowej i ogolnoustrojowej swoistej odpowiedzi
przeciwnowotworowej typu Thl, czego rezultatem jest dlugotrwaty efekt terapeutyczny w postaci

zahamowania wzrostu guzow.
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