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Streszczenie

Pies, jako organizm modelowy dobrze uzupetnia luke pomigdzy badaniami
prowadzonymi na myszach, a eksperymentami wykorzystujgcymi udzial pacjentow,
glownie ze wzgledu na fakt podobienstwa rozwoju i przebiegu chorob nowotworowych.
Linie komoérkowe, czgsto powstate z pierwotnych komoérek nowotworowych, s3
wygodnym narz¢dziem do szybkiego i wydajnego wstepnego testowania nowych podejsé
terapeutycznych. Obecnie dostepnych jest wiele psich linii komérek nowotworowych, w
tym kilka wywodzacych si¢ z chtoniakow i biataczek typu B oraz T, jednak do tej pory nie
scharakteryzowano psiej linii komorkowej o wiasciwosciach limfocytow natural Killer
(NK). Komorki tego typu zabijaja komorki nowotworowe oraz zainfekowane wirusem bez
koniecznos$ci uprzedniej immunizacji, co w ostatnich latach jest wykorzystywane przy
projektowaniu podejs¢ terapeutycznych z dziedziny immunoterapii. Celem niniejszej pracy
bylo scharakteryzowanie pod katem fenotypowym oraz funkcjonalnym nowej linii
komoérkowe] wywodzacej si¢ z psiego nowotworu, ktora w wyniku badan wstepnych
wykazata cechy komorek typu NK.

Badania wchodzace w sklad niniejszej rozprawy dowiodly, iz nowa linia
komoérkowa CNK-89 wykazuje fenotyp komodrek NK: obecnos¢ biatek CDS5, CDS§, CDA45,
CD56, NKp46 oraz CD79a a takze transkryptow genow CD56, NKG2D, NKp30, NKp44,
NKp46 oraz perforyny. W testach funkcjonalnych komorki CNK-89 wykazaly
cytotoksycznos¢ wzgledem psich linii  komoérkowych wywodzacych sie =z
biataczek/chtoniakoéw typu B. Stymulacja komorek CNK-89 interleukinami I1L-12 oraz IL-
18 przez 48 godz. zwigkszata ich wlasciwosci cytotoksyczne, a efekt ten utrzymywat si¢
do 7 dni od usunigcia interleukin z uktadu doswiadczalnego.

Przeprowadzona charakterystyka komoérek CNK-89 moze przyczyni¢ si¢ do
rozwoju badan nad immunoterapiami skierowanymi do psow, co z kolei moze zaowocowac

opracowaniem skutecznych terapii dla nowotworow ludzkich.



Summary

By being a model organism, dog fills the gap between the research conducted on
mice and on patients very well due to the similarities of the development and course of
cancer. Cell lines established from the primary cancer cells are a convenient tool for the
fast and efficient screenings of new therapeutic approaches. Currently, many canine cancer
cell lines are available, including those arising from type B and type T leukemias and
lymphomas, however up to date no canine natural killer (NK) cell line was characterized.
NK cells can kill cancer and viral-infected cells without prior immunization which is
recently used for designing immunotherapeutic approaches. The aim of this project was to
characterize phenotypically and functionally new cell line arising from a canine cancer
which was initially evaluated as a NK-type.

Experiments included in this thesis proved that a new cell line CNK-89 displays the
phenotype of NK cells: the presence of CD5, CD8, CD45, CD56, NKp46 and CD79a
proteins as well as the transcripts for CD56, NKG2D, NKp30, NKp44, NKp46 and perforin
genes. Functionally, CNK-89 cells showed cytotoxicity against canine B-type
leukemia/lymphoma cells. Priming of CNK-89 cells with interleukins IL-12 and IL-18 for
48 hours increased their cytotoxic properties and this effect was still visible after 7 days
from interleukins removal.

The characteristics of CNK-89 cells performed in this project can contribute to the
development of the research focused on canine immunotherapies which in turn may be

beneficial to the therapies for human cancers.
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1. Wprowadzenie

1.1.  Pies jako model w badaniach nad immunoterapiami przeciwnowotworowymi

Pies, jako towarzysz zycia cziowieka, narazony jest na szkodliwe dziatanie
czynnikow $rodowiskowych w stopniu porownywalnym do ludzi. Psie nowotwory,
podobnie jak ludzkie, zapoczatkowane sg spontanicznie wskutek niesprawnie dzialajacego
uktadu odpornosciowego®. Ponadto, cze$é nowotworéw psich (miedzy innymi chtoniaki i
biataczki) wykazuje duze podobienstwo w przebiegu oraz odpowiedzi na terapi¢ z ich
odpowiednikami wystepujacymi u ludzi. Dla poréwnania, model mysi — cho¢ w wielu
typach badan potrzebny i majacy wiele zalet, w przypadku badan nad immunoterapiami ma
swoje ograniczenia, migdzy innymi wynikajace z faktu braku wystepowania natywnego
srodowiska nowotworu, ktore, jak udowodniono, odgrywa duza role w progresji choroby?.
Dodatkowo, ograniczona zmienno$¢ genetyczna w obrebie danej rasy, analogie
anatomiczne i fizjologiczne, relatywnie niewielki rozmiar oraz dtugo$¢ zycia czynig psa
odpowiednim modelem do badan toksykologicznych®. Badania na komérkach psich
wydaja si¢ zatem dobrym uzupetnieniem do testow przeprowadzanych na komorkach
mysich oraz ludzkich. Latwy dostep do opieki weterynaryjnej oraz rozwdj badan w tej
dziedzinie umozliwiajg wtascicielom psow zapewnienie choremu zwierzeciu coraz lepszej
pomocy, a naukowcom materiat badawczy, migdzy innymi komorki nowotworowe, z
ktérych wyprowadzone mogg zosta¢ linie komorkowe. Linie takie s3 wygodnym
narzgdziem badawczym pozwalajacym na wstepne testowanie skutecznosci lekow
przeciwnowotworowych, a do ich zalet nalezg niskie koszty hodowli, powtarzalno$¢
wynikow oraz mozliwo$¢ testowania znacznie wigkszej liczby zmiennych w
przeciwienstwie do ograniczonej ilo$ci materiatu pierwotnego. Obecnie dostepnych jest
kilka psich linii chtoniakéw i biataczek powstatych z komérek typu B (np. GL-1%, CLBL-
1%) oraz typu T (np. CL-1°), brakuje natomiast linii wywodzacej sie z komérek typu NK.

1.2. Znaczenie komorek NK w ukladzie odpornosciowym

Uktad odporno$ciowy to system obronny organizmu umozliwiajacy ochrong przed
rozwojem choroby. Jest to mozliwe dzigki rozpoznaniu i eliminacji patogendéw (np.
wirusow) oraz komorek nowotworowych. Wyrdznia si¢ dwie czesci ukladu

odpornosciowego: odpowiedz wrodzong, ktéra jest natychmiastowa i nieswoista oraz

12



odpowiedz nabyta, ktéra jest swoista, jednak jej wyksztalcenie wymaga uprzedniego
kontaktu z czynnikiem infekcyjnym. Jednym z elementéw uktadu odpornosciowego sg
krwinki biale — leukocyty, ktorych zawarto§¢ we krwi obwodowej wynosi okoto 1%.
Termin leukocyty obejmuje nast¢pujace typy komorek: granulocyty obojetnochtonne
(neutrofile; 50 — 70 % leukocytow), limfocyty (okoto 20 — 40 % leukocytow), monocyty
(okoto 1 — 6% leukocytow), granulocyty kwasochionne (eozynofile; okoto 1 — 3%
leukocytéw) oraz granulocyty zasadochtonne (bazofile; okoto 1% leukocytow)’. Wéréd
limfocytow wyrdznia si¢ komorki typu T, B oraz NK (natural killers). Frakcja komorek
typu NK obejmuje okoto 5-15% limfocytow i1 funkcjonuje jako czgs¢ odpowiedzi
wrodzonej, eliminujagc komorki nowotworowe oraz zainfekowane wirusem bez
koniecznosci uprzedniej immunizacji®. Oprocz podstawowej funkcji — spontanicznego
zabijania komorek docelowych — uczestniczg takze w procesach immunoregulacyjnych.

Poza krwig obwodowa, komorki typu NK wystepuja takze w szpiku kostnym,
watrobie, macicy, S$ledzionie, ptlucach, grasicy oraz obwodowych narzadach
limfatycznych®. Dane procentowe dotyczace sktadu krwi ludzkiej’ oraz psiej'°, ze wzgledu
na ich znaczne podobienstwo, zilustrowane zostaly na Ryc. 1.

Eozynofile Bazofile
(1-3%) (~1%)

:‘_../
Monocyty

(1-6%) \ /

Osocze
(~55%)

Leukocyty + ptytki krwi Limfocyty Neutrofile
(~1%) (20-40%) (50-70%)
Erytrocyty

(~45%)

Komarki NK O
~15% limfocytow

Ryc. 1 Procentowy sktad elementéw krwi ludzkiej oraz psiej, z uwzglednieniem zawarto$ci procentowej populacji
komorek NK.
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1.3. Czasteczki powierzchniowe komoérek NK

Morfologicznie komorki NK nalezg do frakcji LGL (large granular lymphocytes),
czyli duzych ziarnistych limfocytow!!. Dojrzate komoérki NK sa wynikiem roéznicowania
si¢ prekursoréw pochodzenia szpikowego w szpiku oraz w obwodowych narzadach
limfatycznych®?.

Podstawowe markery wystepujace na powierzchni ludzkich komoérek NK to
czasteczki: CD56 (cluster of differentiation), bedgca izoformg czgsteczki N-CAM (neural
cell adhesion molecule) oraz CD16, bedaca receptorem dla fragmentu Fc przeciwcial typu
IgG (immunoglobulin G). W ludzkich komorkach NK nie stwierdza si¢ obecnosci markera
CD3 (jest on natomiast obecny w komorkach typu NKT). Klasyczny podziat komoérek typu
NK obejmuje dwie populacje: mniej dojrzala, cechujaca sie wyzsza ekspresja markera
CD56 i brakiem markera CD16 o wlasciwosciach immunoregulatorowych (CD56P 9Nt
CD16) oraz dojrzala populacje o nizszej ekspresji CD56 1 obecnosci CD16 o
wlasciwosciach cytotoksycznych (CD56%™ CD16%)8,

Ponadto, na powierzchni komorek NK wystepuje takze panel receptorow
powierzchniowych kluczowych dla prawidtlowego funkcjonowania tej populacji
limfocytow. Wyréznié mozna receptory aktywujace, inhibitorowe,
aktywujace/inhibitorowe oraz cytokinowe. Grupy receptorow wraz z ich przedstawicielami

zilustrowano na Ryc. 2.
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Ryc. 2 Panel receptorow zidentyfikowanych na powierzchni komérek NK. Na fioletowo zaznaczono receptory dla
cytokin, na niebiesko receptory aktywujace, na czerwono receptory inhibitorowe, a na zielono receptory mogace stuzy¢
zarowno jako aktywujace, jak i inhibitorowe. Zaznaczony na szaro receptor LY49 nie zostal zidentyfikowany w
komérkach NK ludzkich. Opracowano na podstawie®

Obecnie, podstawowe kryteria do identyfikacji psich komoérek NK to: fenotyp nie-
B oraz nie-T, przynalezno$¢ do frakcji LGL oraz cytotoksyczno$¢ wzgledem psich
komorek nowotworowych. W przeciwienstwie do komorek NK ludzkich, nie opracowano
do tej pory panelu czasteczek powierzchniowych jednoznacznie charakteryzujacych
populacje psich komérek NK!4.  Ponizej zebrano doniesienia dotyczace obecnosci
markeréw komorek typu NK w przypadku psich limfocytow NK. W przypadku komoérek
psich NK, w przeciwienstwie do komérek NK ludzkich, obecnos¢ markeréw CD56 oraz
CD3 jest niejednoznaczna.
e CD56. mRNA dla biatka CD56 zostato u psa zidentyfikowane w 2005 roku®®,

natomiast pdzniej opublikowano opis przypadku psa cierpigcego na biataczke
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limfatyczng o fenotypie nie-T nie-B, uznang za nieprawidtlowy rozrost komorek o
fenotypie NK, miedzy innymi z powodu wykrycia obecnosci mRNA dla CD56.
Zrédlem komoérek do badan byla krew obwodowa pacjentas. Pomimo tego,
scharakteryzowanych zostato klika populacji komorek o wtasciwosciach typowych
dla limfocytow NK, jednak nie posiadajacych czasteczki CD5641718, W 2016 roku
dowiedziono wystepowania czasteczki CD56 na powierzchni populacji w obrebie
psich  PBMC za pomoca cytometrii przeplywowej, jednak biatko to
zidentyfikowano jedynie w populacji komoérek posiadajacych dodatkowo biatko
CD3. Populacja CD56+CD3+ zostata sklasyfikowana przez autorow cytowanych
badan jako populacja nie-NK?*°.

CD16. CD16, wazne bialtko w ludzkich komoérkach NK, nie zostato do tej pory
zidentyfikowane na powierzchni psich komoérek NK, jednak kilka grup badawczych
zidentyfikowalo obecno$¢ transkryptu CD16 w populacjach uznanych za komorki
NKL17:2021

CD3. Sprawa obecnosci markera CD3 w psich komorkach NK nie zostala jeszcze
do konca wyjasniona, aczkolwiek niektorzy badacze przyjmuja populacje
komoérkowe CD3 jako populacje psich komoérek NK!%2122 Nalezy jednak
zaznaczy¢, ze opisano takze kilkakrotnie populacje psich komoérek wykazujacych
wlaéciwosci funkcjonalne komérek NK o fenotypie CD3 1423, Postuluje sig, ze psie
komorki NK moglyby ekspresjonowaé CD3 na niektorych etapach réznicowania?®,
TCR (T cell receptor). U ludzi receptor ten nie wystepuje na powierzchni komorek
NK, a badania na psich komoérkach potwierdzaja to zjawisko dla tego gatunku,
zatem przyjmuje si¢, ze populacja psich komoérek NK nie powinna zawiera¢
izoform TCRap ani TCRy8'%,

CD5. Zidentyfikowano populacje komoérek o niskiej ekspresji CD5 (CD5%™), u
ktorych zaobserwowano witasciwosci cytotoksyczne, ktore ponadto wzrastaly
znaczgco po stymulacji IL-2, oraz obecnos¢ cytoplazmatycznych granul. Komoérki
0 wysokiej ekspresji CD5 (CD5"9") miaty mniejsze rozmiary i nie wykazywaty
znaczacego wzrostu cytotoksycznosci po stymulacji IL-2.

NKp46. W psich limfocytach NK zostat takze zidentyfikowany transkrypt markera
NKp46141824 3 takze wykryto biatko powierzchniowe przy uzyciu przeciwciata,
aczkolwiek zidentyfikowano takze populacje komorek pozbawionych NKp46 o

wilasciwosciach komorek NK2L.
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e (CD94. Kolejnym markerem uzywanym w badaniach nad psimi komorkami NK jest
czasteczka CD94, poczatkowo identyfikowana poprzez obecnosé mRNA', a
nastepnie takze poprzez wykrycie biatka za pomoca przeciwciata?.

e NKG2D. Marker NKG2D, zidentyfikowany u ludzi oraz myszy, nie zostat
zidentyfikowany jako receptor powierzchniowy na psich komérkach NK, jednak
0znaczono poziom jego MRNA 17,

e CDA4. W psich komoérkach NK nie stwierdza si¢ obecnosci markera CD4 (marker
fenotypowy dla komérek typu T)1:26:27,

e CD21. W psich komorkach NK nie stwierdza si¢ obecnos$ci markera CD21 (marker
fenotypowy komérek typu B)1626:27,

e CDB8. W psich komérkach typu NK identyfikuje sie obecnosé czasteczki CD8%282°,

e NKp30. W psich komérkach NK identyfikuje sie obecno$¢ markera NKp30%1:2°,

e NKp44. W psich komérkach NK identyfikuje sie obecno$¢ markera NKp4421:2°,

e Perforyna. W psich komérkach NK stwierdza sie obecno$é perforyny?+%,

e Granzym B. W psich komérkach NK stwierdza si¢ obecno$¢ granzymu B2+,

1.4. Efekt cytotoksyczny komorek NK

Do komoérek NK docieraja ze srodowiska zarowno sygnaty odbierane przez
receptory aktywujace, jak 1 przez biatka inhibitorowe. Receptory inhibitorowe zapobiegaja
zabijaniu przez komorki NK komorek posiadajacych kompleks biatek MHC I (major
histocompatibility complex class ). Zmniejszenie ekspresji MHC | jest jednym z
mechanizmow ucieczki komoérek nowotworowych oraz zainfekowanych wirusem przez
rozpoznaniem i zabiciem przez komorki efektorowe. W momencie, gdy wystepuje
przewaga sygnatow aktywujacych lub niedostatek sygnatéw inhibitorowych, rozpoczyna
si¢ aktywacja komorek NK, czyli wzrasta ich cytotoksycznos$¢ (Ryc. 3 — szlak sygnatowy
al%). Nastgpstwem stymulacji komoérek NK s3 dwa mechanizmy ich dziatania.
Podstawowym efektem wystepujacym w tych komorkach jest wzmozona produkcja i
sekrecja granul zawierajacych gtownie perforyne i granzymy. Podczas egzocytozy btona
granul taczy si¢ z btong komoérki NK, uwalniajac przy tym zawarto$¢ pecherzyka do
przestrzeni mi¢dzykomorkowej. Nastgpnie perforyna tworzy pory w blonie komorki
docelowej. Do komorki tej wnikajg takze granzymy, ktore rozpoczynaja w niej proces

apoptozy, zarowno poprzez Sciezke zalezng od kaspaz, jak i niezalezng (Ryc. 3—b1). Drugi
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typ reakcji cytotoksycznej obejmuje dziatanie receptoréw s$mierci (Ryc. 3 — b2). W
komorkach NK zidentyfikowano ligandy dla tych receptorow: wydzielany TNFa (tumor
necrosis factor a) oraz FASL (FS-7-associated surface antigen ligand) i TRAIL (TNF-
related apoptosis inducing ligand). Ekspresja tych ligandéw regulowana jest za pomoca
IFNy (interferon y). W momencie potgczenia ligandu zlokalizowanego na komorce NK z
jego receptorem na komorce docelowej dochodzi do aktywacji Sciezki apoptozy zaleznej
od kaspaz, a w efekcie do $mierci komorki docelowej®2. Ponadto wydzielane przez komorki
NK TNFa oraz IFNy uczestnicza w komunikacji komorek NK z innymi komdrkami uktadu
odpornosciowego. Szczegdlnym rodzajem aktywacji komorek NK jest ADCC, czyli
cytotoksyczno$¢ zalezna od przeciwcial. W reakcji tego typu przeciwciato rozpoznajace
specyficzny antygen zlokalizowany na komorce docelowej przytacza si¢ swoim

fragmentem Fc do receptora CD16 znajdujacego si¢ na komoérce NK, co aktywuje

odpowiedz cytotoksyczng komorki efektorowej (Ryc. 3 - a2).
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Ryc. 3 Mechanizmy aktywacji komorki NK (szlak al oraz a2) oraz rodzaje odpowiedzi cytotoksycznej wzgledem
komorek docelowych (szlak bl oraz b2). Niniejsza rycina jest zmodyfikowang rycing z wtasnej publikacji®3.

Do mierzenia poziomu bezposredniej cytotoksycznosci komoérek typu NK
konieczne jest zastosowanie komodrek docelowych (zwykle nowotworowych) wrazliwych

na zabijanie przez te limfocyty. W przypadku ludzkich komorek takg linig referencyjng jest
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linia komérek biataczkowych K562, uzywana powszechnie w testach cytotoksycznosci®*

%_ W badaniach na psich komoérkach NK najczesciej jako linii docelowej uzywano
komérek CTACY.

Oprocz komoérek CTAC jako docelowych, w kilku badaniach uzyto komoérek CL-
1, ktore takze okazaly sie wrazliwe na zabijanie przez psie komorki NK*%%, Linie
wykorzystywane do badan cytotoksycznosci psich komoérek NK zostaly przedstawione w
Tab. 1. Do tej pory jednak nie opublikowano badan uzywajacych jako docelowych

komorek materiatu o fenotypie komorek typu B.

Tab. 1 Zestawienie psich linii komoérkowych uzywanych w testach cytotoksyczno$ci wykorzystujacych psie komorki
typu NK

nazwa linii liczba prac typ komorek zrodio
BW KOS 1 komorki psiego kostniakomiesaka 40
CF41 1 komorki psiego nowotworu gruczotu 40
sutkowego
CF41.Mg 1 komorki psiego nowotworu gruczotu 14
sutkowego
CL-1 5 komorki psiego chtoniaka T-komoérkowego 38,39,41-43
CT-45S 2 komorki psiego chloniaka T-komérkowego 44,45
CTAC 29 komoérki psiego gruczolakoraka tarczycy 14,17,19-21,24,25,28,30,40,44-61
DH82 1 komorki psiej histiocytozy 40
Gray 1 komorki psiego kostniakomigsaka 21
K1 1 komorki psiego nowotworu wargi 57
K6 1 komorki psiego nowotworu wargi 57
K9TCC-pv-AXC 1 komorki psiego nowotworu 14

nabtonka przejsciowego

MDCK 1 komorki psiej nerki 49
OSCA-32 1 komorki psiego kostniakomigsaka 24
OSCA40 1 komorki psiego kostniakomigsaka 21
OSCA-78 1 komorki psiego kostniakomigsaka 2

OSCAS8 1 komorki psiego kostniakomigsaka 21

Opracowano na podstawie wtasnych studiow literaturowych. W tabeli nie uwzgledniono badan z wykorzystaniem metody
ADCC.

1.5. Interakcje komorek NK z komérkami Srodblonka

Komoérki srodblonka tworza wysciotke naczyn krwionosnych i limfatycznych.
Wysciotka ta zbudowana jest z pojedynczej warstwy komorek i1 znajduje si¢ po
wewnetrznej stronie naczyn, formujac bariere pomigdzy krwig lub limfg oraz wnetrzem

tkanek. Obecnos$¢ panelu receptorow oraz ligandow zwigzanych z adhezjg komorek na
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powierzchni $rodbtonka umozliwia proces migracji leukocytow (w tym takze komorek
NK) przez owg barier¢ komorkowa.

Interakcje pomiedzy ludzkim $rédbtonkiem, a komodrkami NK sg w niewielkim
stopniu opisane w literaturze, natomiast nie ma do tej pory opublikowanych badan
skupiajacych si¢ na wzajemnym oddziatywaniu tych komorek w przypadku modelu psiego.
Waznym aspektem badan nad skutkami ubocznymi terapii wykorzystujacej IL-2 byta
identyfikacja mechanizmu odpowiadajacego za zagrazajace zyciu pacjentow skutki
uboczne. Odkryto, ze zbyt duze dawki IL-2 doprowadzaly do przeciekania naczyn
krwiono$nych, co zwiazane bylo ze zniszczeniem komorek $rodbtonka®. IL-2 wywotywata
nadmierng aktywacj¢ komorek NK, przez co zabijaty one nie tylko komorki niebezpieczne
dla organizmu, ale takze i neutralny $rodbtonek®®. Majac na uwadze te niepozadane efekty
konieczna jest ocena cytotoksycznos$ci aktywowanych komoérek NK wykorzystywanych w
celach terapeutycznych takze wzgledem komoérek niezbednych do prawidlowego

funkcjonowania organizmu, mi¢dzy innymi komorki §rédbtonka.
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1.6. Zrédia komorek NK

Wsrod zrodet komorek NK wykorzystywanych do leczenia ludzi duza rolg petnia
komorki NK izolowane z krwi obwodowej oraz linia NK-92, na bazie ktorej powstaty
modyfikowane genetycznie podlinie®. Z powodu braku dostepnoéci psiej linii komérkowe;
typu NK, dotychczasowe badania dotyczace tych komorek zostaly wykonane przy uzyciu
materiatu pierwotnego pobranego bezposrednio od zwierzat. Powszechnie uzywanym
zrodtem tych komorek jest krew obwodowa, z ktorej izolowano frakcje PBMC, najczesciej
przy uzyciu wirowania w gradiencie ficollu. Nastepnie z frakcji PBMC wyodrebniano
populacje komorek o pozadanych cechach, majac na uwadze dostarczenie komdorkom NK
w hodowli bodZzcéw wzmagajacych ich przezycie, proliferacj¢ oraz aktywacje (ekspansja
ex vivo). W przypadku psich komoérek NK i braku ustanowionych markeréw jednoznacznie
identyfikujacych te populacje, stosowane byty nastepujace podejscia:

e Inkubacja z cytokinami — do hodowli PBMC dodawano interleukiny,
rekombinowane ludzkie (I1L-2, 1L-12, IL-15)}*194547 [y rekombinowane psie (IL-
2, IL-15, 1L-21)?1:2846 " 7 zamiarem wywotania aktywacji i zwickszenia proliferacji
komorek NK, a w efekcie czego ich liczby, w celu uzyskania bardziej homogennej
populacji.

e Hodowle mieszane (,,cO-cultures”) z komodrkami podtrzymujacymi — hodowla
komorek PBMC z komorkami wrazliwymi na zabijanie przez komorki NK takze
wspomaga proces aktywacji 1 proliferacji komorek NK. Jako komorki
podtrzymujace, w badaniach wykorzystywano ludzka linie biataczkowa K562,
uprzednio napromieniowana?’.

e Separacja immunomagnetyczna — ten sposob wykorzystywano zwykle do
wyodrebnienia z frakcji PMBC komorek przeszkadzajacych w dalszych badaniach,
np. limfocytow T. W 2013 roku opisano podejscie, w ktorym usunigto z hodowli
komorki CD5+47.

W celu uzyskania populacji o jak najwigkszej czysto$ci do dalszych badan,
stosowano zwykle kombinacje powyzszych podej$¢. Oprocz krwi obwodowej, opisano

takze w literaturze izolacje psich komorek NK ze szpiku kostnego*®°,
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1.7. Wplyw wybranych interleukin na aktywno$¢ komoérek NK

Interleukiny naleza do grupy cytokin — czasteczek regulujacych rozmaite procesy
komorkowe, jak proliferacja, roznicowanie czy aktywno$¢ cytotoksyczna. Interakcje
interleukin z komoérkami mozliwe sa dzieki obecnosci receptorow transbtonowych
rozpoznajacych cytokiny, zlokalizowanych na komoérkach (Ryc. 2). Badania dowodza, ze
kluczowy wplyw na rozwoj i funkcjonowanie komorek NK majg IL-2 oraz IL-15,
aczkolwiek IL-12, IL-18 oraz IL-21 takze zostaly zidentyfikowane jako czasteczki o
dzialaniu aktywujacym. Wplyw interleukin: 2, 12, 15, 18 oraz 21 na komodrki NK

zilustrowano na Ryc. 4.

IL-2
Cytotoksycznosc¢ +++
Produkcja cytokin +
Proliferacja ++
Przezycie +
IL-21 IL-12
Cytotoksycznosc¢ + Cytotoksycznos¢ ++
Produkcja cytokin b.d. Produkcja cytokin ++
Proliferacja + ' Proliferacja +
Przezycie b.d. N’ Przezycie +
IL-18 IL-15
Cytotoksycznosc¢ + Cytotoksycznosc¢ +++
Produkcja cytokin + Produkcja cytokin +
Proliferacja + Proliferacja ++
Przezycie + Przezycie +

Ryc. 4 Wptyw poszczegdlnych interleukin na wiasciwosci komorek NK. Liczba + oznacza moc wywieranego efektu
(+++ - najsilniejszy efekt). Skrot b.d. oznacza brak danych. Opracowano na podstawie®,

Eksperymenty z wykorzystaniem interleukin wykonane na modelu psim stanowig
niewielki procent ogétu badan przeprowadzonych z uzyciem tych cytokin. Czgs¢ sposrod
tych badan opisywata skuteczne podejscia lecznicze za pomoca terapii genowych

wykorzystujacych geny IL-257 oraz 1L-12%, czy tez stosujac kombinacje IL-15 z IL-6%.

1.8. Podejscia terapeutyczne z wykorzystaniem komorek NK

Immunoterapie wykorzystujace wlasciwosci komoérek NK wydajg sie obiecujgce z

kilku powodow. Po pierwsze, liza komorek nowotworowych przez komoérki NK nie
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wymaga ich wczesniejszej ekspozycji na czynniki efektorowe, zatem reakcja moze by¢
zapoczatkowana bez wczes$niejszej adaptacji komorek NK. Ponadto, dzigki identyfikacji
komorek o obnizonej ekspresji MHC I (hipoteza ,,missing self”), efektory NK sg w stanie
zidentyfikowa¢ jako szkodliwe te komorki, ktére nie bgda rozpoznawane przez inne
limfocyty. Badania dowiodty takze, ze u wielu pacjentow z chorobami nowotworowymi
aktywno$¢ komorek NK byla znacznie obnizona — co doprowadzito do rozwinigcia si¢
choroby, przez co wilasciwym podejsciem wydaje si¢ przywrdcenie prawidlowego
funkcjonowania tych limfocytow w celu skuteczniejszej likwidacji stanu patologicznego™.
Co wazne, biologia komoérek typu NK pozwala na zastosowanie wielu roznych strategii
terapeutycznych. Zasadniczo, przywrdcenie prawidtowego funkcjonowania komorek NK
moze odbywaé si¢ na dwa sposoby: poprzez zwigkszenie liczby/aktywnos$ci czynnikdéw
aktywujacych komorki NK lub w wyniku obnizenia liczby/aktywnos$ci czynnikéw
inhibitorowych. Aby otrzymac¢ populacje komoérek NK o pozadanych cechach, komorki
poddaje si¢ czgsto ekspansji — przy uzyciu komoérek podtrzymujacych (feeder cells) czy
cytokin. Limfocyty NK mozna takze poddawaé¢ modyfikacjom genetycznym polegajacym
zwykle na:

o zwickszeniu ekspresji receptoréw aktywujacych na powierzchni komorek NK

zmniejszeniu ekspresji receptoréw inhibitorowych na powierzchni komorek NK

stworzeniu chimerycznego receptora antygenowego (CAR)
e zwickszeniu ekspresji receptora CD16, niezbednego w reakcji ADCC

Ponadto istniejg takze terapie wykorzystujace przeciwciala monoklonalne (reakcja
ADCC), przeciwciala bi- lub tri-specyficzne, leki immunomodulujace, ktore zwickszaja
ekspresje ligandow dla receptoréw $mierci w komorkach NK czy blokowanie receptorow
typu checkpoint na komérkach NK (np. PD-1)"°.

Analogicznie do badan fenotypowych, badania z wykorzystaniem psich komorek
NK w yjeciu klinicznym prowadzone byly na bazie materiatu poddanego ekspansji ex vivo.
Funk ze wspodlpracownikami podjeli si¢ analizy cytotoksycznosci komorek NK
izolowanych z krwi psow cierpigcych na nowotwory. Badanie z 2003 roku wykazato, Ze
cytotoksyczno$¢ komorek typu NK wyizolowanych od pséw z nowotworami byta nizsza
w poréwnaniu do komorek grupy kontrolnej. Komorki chorych psow wykazywaty takze
nizszy poziom proliferacji limfocytéw indukowanej mitogenami®?. Kolejna praca tego
zespolu podjeta si¢ analizy funkcjonalnej komérek NK oraz LAK (lymphokine-activated

killer cells) pobranych od pséw zdrowych oraz wykazujacych spontaniczne nowotwory.
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Stymulacja IL-2 skutkowata wzrostem cytotoksycznosci komoérek, zardbwno w grupie
pacjentow, jak 1 zdrowych pséw, ze wskazaniem na wiekszy wzrost w grupie zdrowej, co
$wiadczy o istnieniu defektu komérek NK w grupie pacjentow>2. Wsréd badan dotyczacych
wptywu interleukin na psie komorki wyrdznia si¢ praca z 2015 opisujaca wptyw ludzkiej
IL-12 na psy z czerniakiem. Badanie to dowiodto, ze IL-12 jest dla psow bezpieczna, a
ponadto wykazata kliniczna aktywno$¢’:. Postgpy w tworzeniu rekombinowanych psich
interleukin (np. 1L-15%8) oraz psich przeciwciat dla receptoréw komorek NK (np. NKp462)
moga w najblizszych latach przynies¢ wiele wynikow uzytecznych przy projektowaniu
kolejnych immunoterapii dla psow i ludzi.

Podejscie innego typu zostato takze zaproponowane przez Addissie i Klingemanna
z firmy Nantkwest, specjalizujacej si¢ w tworzeniu rozwigzan terapeutycznych
wykorzystujacych ludzka linie komorek NK - NK-9272. W pracy z 2018 roku poréwnano
aktywno$¢ cytotoksyczng komorek NK-92 oraz psich komoérek NK (wyizolowanych z psiej
krwi obwodowej) wzgledem kilku linii psich nowotworow (CTAC, DH82, CF41, BW
KOS). W kazdym badanym przypadku liza komérek nowotworowych spowodowana
dziataniem komorek NK-92 byta znacznie wigksza, niz liza wywolana aktywnoscia psich
komorek NK*°. W 2017 roku Canter wraz ze wspolpracownikami zaprezentowal wyniki
badan pierwszej proby klinicznej na psach z uzyciem psich komorek NK. Testy
prowadzone byly na psach chorujagcych na kostniakomigsaka (ang. osteosarcoma) i1
wykazaly, ze transfer komoérek NK do pacjenta poprzedzony poddaniu pacjenta

radioterapig zwieksza wrazliwo$¢ nowotworu na zabijanie przez komoérki NK24,

1.9. Immunoterapie u psow — wyzwania

Badania w kontek$cie immunoterapii u psow wydaja si¢ z jednej strony utatwieniem
i uzupetieniem badan w tym zakresie realizowanych u ludzi, jednak z drugiej strony ich
przeprowadzanie nie jest tak oczywiste, jakby moglo si¢ wydawaé¢ myslac o
udogodnieniach, jakie studia dotyczace pséw za soba niosa. W zakresie badan
podstawowych utrudnieniem jest przede wszystkim ograniczona wiedza o psim ukladzie
odpornosciowym, a takze znikoma liczba odczynnikow specyficznych dla psiego gatunku
— migdzy innymi przeciwcial — co mocno ogranicza na przyktad fenotypowanie psich
komorek. Oprocz tego koszty przeprowadzania badan klinicznych na psach, réznice

pomiedzy rasami czy decyzje wiascicieli o przeprowadzeniu wczesniejsze] eutanazji
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zwierzecia sprawiajg, ze immunoterapie u psow sg niewielkim wycinkiem leczenia psich

nowotworéw’S.
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2. Cel pracy

Poznanie biologii organizméw modelowych i okreslenie ich podobienstw z
organizmem ludzkim jest wazng cze$cig projektowania podejs¢ terapeutycznych dla
czlowieka. Pies z wielu wzgledow wydaje si¢ optymalnym organizmem modelowym,
bedacym jednoczes$nie ogniwem tagczacym badania na gryzoniach z badaniami klinicznymi.
Narzedziem badawczym pozwalajacym na etyczne 1 wydajne studia nad biologia komorek

organizméw modelowych sg ustanowione linie komorkowe.

Bezposrednim celem pierwszej czesSci pracy bylo scharakteryzowanie pod
wzgledem fenotypowym i funkcjonalnym nowej linii komodrkowej pochodzenia
psiego, poniewaz przeprowadzone badania wstepne wykazaly, ze linia ta moze

wykazywac cechy komoérek typu NK.

Jednoczesnie, w  dziedzinie terapii  przeciwnowotworowych, duzym
zainteresowaniem obecnie cieszg si¢ immunoterapie, a zwlaszcza podejscia terapeutyczne
wykorzystujace preparaty ztozone z komorek typu NK, ktore ze wzglgdu na swoje
naturalne powinowactwo do komorek nowotworowych, staja si¢ skuteczng bronig
zabijajacg stransformowane komorki. Aktywno$¢ komoérek NK mozna dodatkowo

podnies¢ poprzez stosowanie czynnikow stymulujacych, np. interleukin.

Druga cze$¢ niniejszej pracy miala na celu ocen¢ wplywu interleukin: 1L-2, IL-
12, 1L-15, IL-18, IL-21 na aktywnos$¢ cytotoksyczna komorek nowej linii komérkowej
pochodzenia psiego, majac na uwadze stymulujacy wplyw tych cytokin na

cytotoksycznos¢ ludzkich oraz psich komorek typu NK.
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3. Materialy i metody

3.1.  Materialy plastikowe jednorazowe

e Butelki hodowlane T25 (Nunc)

e Plytki 6-dotkowe (Corning Costar)

e Plytki 24-dotkowe (Corning Costar)

e Falcony 15 ml (Sarstedt)

e Falcony 50 ml (Sarstedt)

e Szalki Petriego do hodowli komdorkowych 60 mm (Sarstedt)
e Szalki Petriego do hodowli komérkowych 100 mm (Sarstedt)
e Probowki cytometryczne 5 ml (Corning)

e Probowki typu Eppendorf 1,5 ml (Sarstedt)

3.2. Linie komorkowe

Do przeprowadzenia eksperymentow opisanych w niniejszej rozprawie uzyto psich
oraz ludzkich linii komérkowych zawartych w Tab. 2. Komoérki hodowane byly w
inkubatorze z 5% CO, w 37°C z wilgotnym powietrzem w butelkach T25 lub (w przypadku
linii NK-92) na ptytkach 6-dotkowych. Komorki pasazowano 2-3 razy w tygodniu w celu
zapewnienia optymalnej gestosci hodowli. Adherentne komorki CBIMEC wymagaty
trypsynizacji w celu oddzielenia komorek od podloza. Trypsynizacje wykonywano
uzywajac trypsyny (0,5 g/L) z EDTA 1 mM oraz czerwienig fenolowa o pH 7,2 (PChO -
Pracownia Chemii Ogolnej IITD, Wroctaw). W dniu rozpoczgcia eksperymentu komorki
wirowano (353g, 4°C, 5 min) w celu oddzielenia osadu komorkowego od starego medium
I zawieszano w $wiezym medium. Liczenie komorek wykonywano przy uzyciu 0,04%
blekitu trypanu (Hopkin & Williams) w komorze Biirkera (Fein-Optik) przy pomocy
mikroskopu Olympus CKX53. W doswiadczeniach uzywano ptytek 6- oraz 24-dotkowych
oraz szalek Petriego 60 oraz 100 mm. Do traktowania komorek uzywano
rekombinowanych psich IL-2, I1L-12, IL-21 oraz ludzkich IL-15 i IL-18 (RD Systems
Europe). Do przeptukiwania komoérek uzywano PBS — buforowany roztwor soli

fizjologicznej - 0,14 M NaCl, 2,7 mM KCI, 12 mM NaHPOQOg4; pH 7 (PChO).
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Tab. 2 Linie komorkowe uzyte w niniejszej pracy

quyya Gatunek Typ linii Zrédto Kompc_JzyCJa Zawartosc Literatura
linii medium surowicy
IITD PAN/Uniwersytet
. . Przyrodniczy we
CNK-89 | pies Biataczka/chloniak | vy ocjawiu/Przychodnia A 10% FCS | Nieopubikowana
komorek NK . s
Weterynaryjna,,NeoVet
we Wroctawiu
. Prof. Y.Fujino i H.
GL-1 | pies Biataczka B- Tsujimoto, University of A 10% FCS | 4
komorkowa .
Tokyo, Japonia
Prof. B. C. Riitgen,
i . Chloniak B- University of Veterinary 0 5
CLBL-1 | pies komoérkowy Medicine, Wieden, A 15% FCS
Austria
IITD PAN/Uniwersytet
. Przyrodniczy we
CLB-70 | pies Bla%a'czka B- Wroctawiu/Przychodnia A 10% FCS | ™
komorkowa . »
Weterynaryjna, NeoVet
we Wroctawiu
. Prof. Y.Fujino i H.
CL-1 | pies Chioniak T- Tsujimoto, University of A 20% FCS | ©
komérkowy .
Tokyo, Japonia
K562 cztowiek | Erytroleukemia Kolekcja IITD PAN B 10% FCS | ®
12,5%
. , FCS +
NK-92 | cztowiek ﬁ};gomak komérek |\ o jekcja 1ITD PAN C 12,5% 72
surowicy
konskiej
Srodbtonek Prof. C. Kieda oraz dr
. naczyn C. Grillon, Center for 206 FCS onublikoman
CBIMEC | pies krwionosnych Molecular Biophysics, D inakywonana | oo
psiego plodu Orlean, Francja

Objasnienia: FCS (fetal calf serum; Gibco) — plodowa surowica cieleca
Rodzaje mediow:
A: Advanced RPMI-1640 (Gibco), L-glutamina 2 mM (Sigma Aldrich), Antibiotic Antimycotic Solution (Sigma
Aldrich): penicylina 100 U/ml, streptomycyna 100 U/ml, amfoterycyna B 0,25 pg/ml.
B: RPMI 1640 (PChO) L-glutamina 2 mM (Sigma Aldrich), glukoza 4,5g/L (POCH), HEPES 10 mM (Sigma Aldrich),
pirogronian 1 mM (Sigma Aldrich), Antibiotic Antimycotic Solution (Sigma Aldrich): penicylina 100 U/ml,
streptomycyna 100 U/ml, amfoterycyna B 0,25 pg/ml.
C: alpha-MEM (Gibco), L-glutamina 2 mM (Sigma Aldrich), Antibiotic Antimycotic Solution (Sigma Aldrich):
penicylina 100 U/ml, streptomycyna 100 U/ml, amfoterycyna B 0,25 ug/ml, inozytol 0,2 mM (dodawany na $wiezo),
rhlL-2 100 U/ml (rekombinowana ludzka interleukina 2, dodawana na $wiezo; RD Systems Europe).
D: OptiMEM GlutaMax (Gibco), Antibiotic Antimycotic Solution (Sigma Aldrich): penicylina 100 U/ml,
streptomycyna 100 U/ml, amfoterycyna B 0,25 pg/ml.
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3.3.  Ustanowienie psiej linii komérkowej CNK-89

Linia komérkowa zostala ustanowiona na bazie materiatu (pltynu z ptuc) pobranego
od psa rasy Cocker Spaniel cierpigcego na nieznany rozrost limfoidalny. Materiat zostat
pobrany od zwierzgcia tuz po eutanazji, ktora zostata przeprowadzona po przyjeciu psa do
przychodni weterynaryjnej NeoVet, ze wzgledu na agonalny stan zwierzgcia. Po eutanazji
nie zostaly wykonywane zadne dodatkowe badania, co nie pozwala na skonstruowanie
opisu przypadku.

Material pierwotny zostal zawieszony w medium Advanced RPMI-1640 z 10%
FCS i zwirowany. Zawiesina komorek zostata nastepnie kilkukrotnie przeptukana PBS,
zawieszona w medium Advanced RPMI-1640 (20% FCS, L-glutamina 2 mM , penicylina
100 U/ml, streptomycyna 100 pg/ml), przeniesiona do butelki T25 i umieszczona w
inkubatorze z 5% CO2 w 37°C z wilgotnym powietrzem. Komorki wykazaly szybka
proliferacj¢ podczas pierwszego tygodnia hodowli; na tym etapie zawiesina zawierata
komorki adherentne i1 nieadherentne oraz fibroblasty. Poczatkowo komorki pasazowano co
4-5 dni, jednak po kilku pasazach komorki nieadherentne zaczely wykazywaé wigksza
aktywno$¢ proliferacyjna. Po dwoch tygodniach hodowli komoérki nieadherentne zostaly
wybrane przez technika wyspecjalizowanego w wyprowadzaniu biataczkowych linii
komorkowych, przeniesione do nowej butelki 1 hodowane dalej w celu otrzymania
homogennej zawiesiny komorkowej. Komorki wybrane do dalszej hodowli
charakteryzowaly si¢ zwigkszonym rozmiarem 1 duza szybkoS$cia namnazania w
poréwnaniu do pozostatych komoérek z hodowli. Pozostate komorki z hodowli nie byly
dalej charakteryzowane. Komorki nieadherentne hodowano nastgpnie przez 6 miesigcy 1
kilkakrotnie oceniano ich fenotyp poprzez cytometri¢ przeptywowa. Nastepnie komorki
zostaly poddane klonowaniu metodg rozcienczen. W tym celu komorki przeniesiono z
butelki na ptytke 24-dotkowsa, a nastgpnie wybrane populacje byly rozcienczane i
przenoszone na ptytke 96-dotkowa. Kolejno, odpowiednie populacje wybierano z plytki
96-dotkowej i przenoszono je do $wiezej butelki, gdzie namnazano je, po czym zawieszano
w medium Advanced RPMI-1640 z 20% FCS i 10% DMSO i umieszczano w ciektym
azocie. Koncowe fenotypowanie przeprowadzono, uzywajac komorek z kilku serii mrozen.
Czynnosci zwigzane z hodowlg materialu pierwotnego i1 wyprowadzeniem linii

komorkowej CNK-89 wykonata mgr Ewa Zioto.
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3.4. Izolacja psich komorek jednojadrzastych krwi obwodowej (CPBMC)

Psia krew obwodowa wykorzystana do izolacji komérek cPBMC zostata zakupiona
w Banku Krwi dla Psow 1 Kotow we Wroctawiu lek. wet. Karol Kirstein. Izolacje
przeprowadzono metoda wirowania w gradiencie ficollu przy pomocy odczynnika
Lymphosep, Lymphocyte Separation Media (Biowest) o gestosci 1,077 g/ml. Pelng krew
rozcienczono w stosunku 1:1 w PBS o temperaturze pokojowej (PChO IITD PAN) i
ostroznie nawarstwiono 6,5 ml roztworu na 3,5 ml ficollu o temperaturze pokojowej w
probéwce Falcon 15 ml . Probowki wirowano (259g, 22°C, 30 min), a nast¢pnie zebrano
ostroznie frakcj¢ przypominajaca biaty kozuch, zawierajaca komorki cPBMC, znajdujaca
si¢ pod warstwg osocza. Komoérki cPBMC wyptukano dwukrotnie w PBS FCS (I
wirowanie: 353g, 10°C, 10 min, IT wirowanie 353g, 4°C, 10 min), a nast¢gpnie policzono.
Doswiadczenia przy uzyciu komoérek cPBMC wykonywano zawieszajagc komorki w

medium RPMI 1640 10% FCS.

3.5.  Okreslenie morfologii komérek NK

W celu okreslenia morfologii komoérek CNK-89 wykonano zdjecia komoérek w
hodowli za pomocg mikroskopu $wietlnego odwroconego Olympus CKXS53, a takze
przygotowano preparaty komorek zatezonych przy pomocy wirdwki typu cytospin. W tym
celu przygotowano rozmazy zawierajace 1%¥10°® komorek, zwirowano, a nastepnie
wysuszono, utrwalono i zabarwiono hematoksyling-eozyng (HE) w celu uwidocznienia
jader komoérkowych oraz barwnikiem May-Grunwald w celu wybarwienia granul

azurofilnych. Zdjecia wykonano przy pomocy mikroskopu Zeiss Axio Imager.Z2.

3.6.  Fenotypowanie za pomocg cytometrii przeplywowej

Komoérki CNK-89 w liczbie 5%10° komérek/probke umieszczono w probéwkach
cytometrycznych 1 inkubowano z wybranymi przeciwcialami monoklonalnymi
skoniugowanymi z fluorochromem (liste przeciwciat zawarto w Tab. 3) w ciemnosci, w
temperaturze 4°C przez 20 min. Po tym czasie komorki dwukrotnie przeptukano w 0,5 ml
PBS z 1% FCS (PChO IITD PAN / Gibco) przy pomocy wirowania (353g, 5 min, 4°C). W
przypadku barwienia epitopow cytoplazmatycznych (CD20 oraz CD79a) procedure

wlasciwego barwienia poprzedzata permabilizacja komercyjnym buforem (Dako) przez 15
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min i jednokrotne ptukanie. W przypadku barwienia CD20, CD79a, Thy-1 oraz NKp46
komorki barwiono przy uzyciu przeciwciata Il warstwy skoniugowanego z fluorochromem
w temperaturze 4°C przez 20 min, a nast¢gpnie ptukano w PBS. Wybarwione i wyptukane
komorki zawieszano w 0,4 ml PBS z 1% FCS i dokonywano odczytu przy pomocy
cytometru przeptywowego FACS Calibur (BD). Do kazdego barwienia przeprowadzono
odczyt odpowiedniej kontroli izotypowej. Z kazdej probki zbierano minimum 10 000
obiektow. Analize przeprowadzano przy pomocy programu Flowing Software 2.5.1 (Perttu

Terho, Turku, Finland). Do$wiadczenie wykonano 3 razy.

Tab. 3 Lista przeciwciat uzytych do fenotypowania komorek CNK-89

Antygen Klon przeciwciata I1zotyp Producent
CD3 (FITC) CA17.2A12 mlgG1l AbD Serotec
CD4 (PE) YKI1X302.9 rigG2a AbD Serotec
CD5 (FITC) YKIX322.3 rigG2a AbD Serotec
CD8 (Alexa Fluor® 647) YCATES5.9 rigGl AbD Serotec
CD14 (Alexa Fluor® 647) | TUK4 mlgG2a | AbD Serotec
CD20 Sc7733 glgG Santa Cruz
CD21 (Alexa Fluor® 647) | CA2.1D6 migG1 AbD Serotec
CD34 (PE) 1H6 mlgG1l AbD Serotec
CD45 (PE) YKIX716.13 mlgG2b AbD Serotec
CD56 (PE) MOC-1 mlgG1l Dako

CD79A (RPE) HM57 mlgG1l Dako

Thy-1 YKIX337.217 rigG2b AbD Serotec
MHC Il (FITC) YKIX334.2 rigG2a AbD Serotec
IgG (FITC) F7884 rigG Sigma Aldrich
IgM (FITC) poliklonalne glgG AbD Serotec
NKp46 48A mlgG2a Merck Millipore

Objasnienia: r — rat (szczur), m — mouse (mysz), g — goat (koza)
3.7. Ocena poziomu transkrypcji genéw za pomoca reakcji RT-PCR

3.7.1. Okreslenie fenotypu komorek CNK-89

Do przeprowadzenia reakcji RT-PCR (reverse transcription polymerase chain
reaction) stuzacej oznaczeniu transkrypcji genéw charakterystycznych dla komorek typu
NK uzyto komoérek cPBMC, linii komérkowych: CNK-89, CLBL-1, CL-1 oraz cDNA z
psiej §ledziony (Zyagen). Procedura izolacji cPBMC zostala opisana w punkcie 3.3. RNA
z 2*10° komoérek cPBMC izolowano metoda Chomczynskiego™ przy uzyciu TRIzol
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Reagent (Invitrogen); opis procedury zawarto w punkcie 3.7.3. RNA z 1*10° komorek linii
CNK-89, CLBL-1 oraz CL-1 izolowano metoda kolumienkowg przy uzyciu zestawu EZ-
10 Spin Column Animal Total RNA Mini-Preps Kit (BIO BASIC INC.); opis procedury

zawarto w punkcie 3.7.4. Badania wykonano w 2 powtdrzeniach.

3.7.2. Okreslenie wplywu wybranych interleukin na komorki CNK-89

Do przeprowadzenia reakcji RT-PCR stuzacej okresleniu wptywu interleukin: IL-
2, 1L-12, IL-15, IL-18, IL-21 oraz ich kombinacji na komdrki CNK-89, komorki CNK-89
policzono i zawieszono 2*10° komérek w 2 ml §wiezego medium na ptytce 6-dotkowe;.
Nastepnie dodano interleukiny (kazda w stezeniu 10 ng/ml) 1 inkubowano przez 48 godz.
w standardowych warunkach hodowli. Po tym czasie medium oddzielono od osadu
komorkowego poprzez wirowanie (3539, 4°C, 5 min) | zamrozono na minimum 24 godz.
w temperaturze -30°C, natomiast z osadu komodrek izolowano RNA metoda
Chomczynskiego™ przy uzyciu TRIzol Reagent (Invitrogen); opis procedury zawarto w
punkcie 3.7.3. Zamrozone medium wykorzystano do wykonania oznaczen IFNy
oraz TNFa w tescie ELISA (punkty 3.10 i 3.11) oraz do oceny cytotoksycznos$ci mediow
(punkt 3.9).

3.7.3. lzolacja RNA w TRIzol Reagent

Osad komorek oddzielono od medium przy pomocy wirowania (353g, 4°C, 5 min),
a nastgpnie osad przeptukano w 1 ml PBS (353g, 4°C, 5 min). Supernatant usuni¢to, a
osad zawieszono w 1 ml TRIzol Reagent i inkubowano w temperaturze pokojowej przez 5
min. Nast¢pnie probki zamrozono na minimum 24 godz. w -80°C. Po rozmrozeniu probek
kolejne czynnosci wykonywano w temperaturze pokojowej. Do probek dodano 200 pl
chloroformu, wymieszano przez 15 sek. poprzez obracanie i inkubowano 10 min. Po tym
czasie probki zwirowano (12 000g, 4°C, 15 min) 1 po rozdziale przeniesiono ostroznie
gorng (przezroczysta) faze o objetosci okoto 500 ul do nowej eppendorfki. Kolejno, w celu
otrzymania osadu RNA, do probek dodano 500 pl izopropanolu (stosunek 1:1), zmieszano
przy pomocy Vortexu, inkubowano 10 min i zwirowano (12 000g, 4°C, 8 min).
Supernatant usunigto, a do osadu dodano 1 ml 75% EtOH w celu jego przeptukania. Probki
zmieszano przy pomocy Vortexu i zwirowano (7 500g, 4°C, 5 min). Supernatant starannie

usunigto, a probki pozostawiono na 10 min, w celu umozliwienia odparowania resztek
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EtOH. Po tym czasie probki zawieszono w 20 ul wody bez RNaz (RNase free water, Sigma
Aldrich) i inkubowano przez 15 min w 60°C w celu lepszego rozpuszczenia
RNA. Nastgpnie stezenie i czysto§¢ RNA zmierzono za pomoca spektrofotometru
NanoDrop2000 zgodnie z instrukcja producenta (ThermoFisher Scientific). Do dalszych
badan wybrano probki majace stezenie minimum 100 ng/ul i 0 stosunku absorbancji
260/280 pomiedzy 1,8 a 2,0.

3.7.4. Izolacja RNA metodq kolumienkowq

Procedure wykonano zgodnie z instrukcja producenta. Osad komorek oddzielono
od medium przy pomocy wirowania (353g, 4°C, 5 min), a nastepnie zawieszono w 0,45 ml
buforu RLT. Nastepnie dodano 0,2 ml EtOH i zmieszano poprzez inwersje. Zawiesing
przeniesiono na kolumienke i zwirowano (12000g, TP — temperatura pokojowa, 30 sek.),
po czym oprézniono probéwke zbiorcza. Nastgpnie na kolumienke dodano 0,5 ml RW
Solution, zwirowano (12000g, TP, 30 sek.), po czym oprdézniono probowke zbiorcza.
Nastepnie na kolumienke dodano 0,5 ml Universal RPE Solution, zwirowano (12000g, TP,
30 sek.), po czym oproézniono probowke zbiorczg. Kolumienkg zwirowano ponownie
(12000g, TP, 30 sek.) i umieszczono w swiezej probowce typu Eppendorf. Na kolumienke
naniesiono 50 pl wody i inkubowano w TP przez 2 min. Po tym czasie kolumienke
zwirowano (12000g, TP, 30 sek.), a stezeniec RNA w zawiesinie zmierzono za pomocg
spektrofotometru NanoDrop2000 zgodnie z instrukcja producenta (ThermoFisher
Scientific). Do dalszych badah wybrano probki majace st¢zenie minimum 100 ng/ul i o

stosunku 260/280 pomiedzy 1,8 a 2,0.

3.7.5. Trawienie DNazg

Kolejnym krokiem byto wykonanie trawienia DNaza w celu usunigcia
genomowego DNA mogacego dawaé falszywe wyniki. W tym celu uzyto, zgodnie z
instrukcjg producenta, zestawu DNase | (ThermoFisher Scientific) oraz inhibitora
RiboLock RNase Inhibitor (ThermoFisher Scientific). Koncowa objgtos¢ probek wynosita
20 pl, sktadniki oraz przebieg reakcji zawarto w Tab. 4. Probki inkubowano w
termocyklerze Bio-Rad MJ PTC-200 przez 30 min w 37°C, a nast¢pnie dodano EDTA w

celu przerwania reakcji enzymatycznej i inkubowano probki przez 15 min w 65°C.
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Tab. 4 Przebieg reakcji trawienia DNazg

Odczynnik/materiat Objetosc Odczynnik/materiat Objetosc
[ul] [ul]

bufor 2 inkubaci inkubaci
DNase | 1 m;;%cja + EDTA 25 mM 1 " 6%%0161

- m
RiboLock 1 30 min 15 min
matryca RNA X
woda 16-x

X — objetos$¢ zawiesiny zawierajacej 2,5 ug RNA

3.7.6. Ocena jakosci RNA

Jako$¢ RNA po trawieniu DNazg sprawdzono podczas elektroforezy w 1% zelu
agarozowym w buforze TAE (Tris-acetate-EDTA). Sktad buforu: 40 mM Tris, 20 mM
kwas octowy, 1 mM EDTA. Probki nanoszono na zel w buforze 6x DNA Loading Dye
(ThermoFischer Scientific). Do wizualizacji RNA uzyto bromku etydyny. Do dalszych
badan wybrano probki, ktore w elektroforezie wykazaly obecnos$¢ 2 odrgbnych prazkow,

reprezentujacych 28S 1 18S rRNA.

3.7.7. Odwrotna transkrypcja

Reakcje odwrotnej transkrypcji przeprowadzono korzystajac z zestawu Maxima
First Strand cDNA Synthesis Kit (ThermoFisher Scientific) zgodnie z instrukcja
producenta. W skrocie, do reakcji uzyto 1,5 pg RNA po trawieniu DNazg. Koncowa
objetos¢ probki wynosita 20 ul. Sktadniki oraz przebieg reakcji zamieszczono w Tab. 5. Po
reakcji probki rozcienczono w wodzie RNase free do stezenia 5 ng/ul 1 przeprowadzono

reakcje PCR w celu sprawdzenia poziomu transkrypcji poszczegdlnych gendw.

Tab. 5 Przebieg reakcji odwrotnej transkrypcji

Odczynnik/materiat Objetosc [ul]
5X mix reakcyjny 4
- - . . 25°C 50°C 85°C
M E M 2 . ) > s
axima =hzyme Vi inkubacja: 10 min | 30 min | 5min
matryca RNA x [1,5pg]
woda 14-x
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3.7.8. Wtasciwa reakcja PCR

Do reakcji PCR uzyto zestawu Taq Polymerase LC (ThermoFisher Scientific) wg
instrukcji producenta. Do reakcji wykorzystano sekwencje starterow zaproponowane

14

przez Shin i wspotpracownikow™*, zamieszczone w Tab. 6. Uktad reakcyjny zawieral

sktadniki zawarte w Tab. 7. Reakcje przeprowadzono zgodnie programem zawartym w

Tab. 8. Jako kontroli negatywnej reakcji PCR uzyto wody (zamiast matrycy cDNA). Jako
kontroli na obecno$¢ genomowego DNA uzyto probek RNA poddanych trawieniu DNA,
ktoére nie zostaty poddane reakcji odwrotnej transkrypcji. Obecno$¢ produktow reakcji PCR
sprawdzono za pomoca elektroforezy w 1,5% zelu agarozowym w buforze TAE. Probki
nanoszono na zel w buforze 6x DNA Loading Dye (ThermoFisher Scientific). Do
wizualizacji DNA uzyto bromku etydyny, natomiast do oceny wielko$ci otrzymanych
produktow reakcji uzyto markera Gene Ruler 100 bp Plus DNA Ladder

(Fermentas/ThermoFisher Scientific). Doswiadczenie wykonano w 2 powtdrzeniach.
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Tab. 6 Sekwencje starterow uzytych do amplifikacji genéw zawartych w psim cDNA.

Nazwa genu (nr Nazwa startera Sekwencja nukleotydowa (5'-3") Region (nt) | Rozmiar
dostepu GenBank) (p2)
B-aktyna (Z70044) | cActin-F ACCAACTGGGACGACATGGAGA 165-186 205

cActin-R AGGCATACAGGGACAGGACAG 349-369
CD56 cCD56-F ATTGTGTGTGATGTGGTCAGCTC 457-479 208
(NM-001010950) |"cCcp56-R CCTGAATGTCCTTGAAGTTGATC 642-664
CD16 cCD16-F ACAGTGTGACTCTGAAATGCCAG 119-141 188
(XM-536141)  ["ccp16-R GACTTCTAGCTGCACCGGGTCA 285306
NKG2D cNKG2D-F | GTTATTGTGGTCCGTGTCCTAA 188209 222
(XM—849013)  cNKG2D-R | ACTGCCAGGATCCATTTGTTGG 388409
NKp30 cNKp30-F CTTCTTGCCGTGTTCCTTCAA 5171 236
(DQO03484) cNKp30-R CCAGAACCTCCACTCTGCACA 266286
NKp44 cNKp44-F ACCAGGTTAGTCAGCAGCTCCA 229250 205
(XM—846203)  'cNKp44-R CTGGAGACACTGCCAGATAGAAT 411-433
NKp46 cNKp46-F TATGATACGCCCACTCTCTCCGTT 361384 217

(XM~—849055)  ["cNKp46-R ATCCAAAACATCTGTACGTCCCTC 554-577

Ly49 (AY191818) | cLy49-F GATTCTTGGGATCCTGTGTTTACT 300-323 236
cLy49-R GTAAATCCTGTTCCTTTTTCTGCTG | 511535

Perforyna cPerforin-F ACAGGTACAGCTTCAGCACTGAC 494-515 189
(FI973622) cPerforin-R CCATGGACCGGATGAAGTGGGT 661682

Granzym B cGZB-F GGAGAGATCATCGGGGGACATGA | 448470 195
(XM—547752)  [cGzB-R CTCCTGTTCCTTGATGTTGTGG 621642

iTCRa iV3 GGACAGGTCCTGCTTCTCTG 221240 338
(DM176745) C2 GGCCCCCTCCGGTTTT 543558

Tabela przetlumaczona z 14,
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Tab. 7 Sktadniki reakcji PCR

Tab. 8 Przebieg reakcji PCR

Odczynnik Objetosé [ul]
Taqg Polymerase LC 0,5
10 X Taq Buffer 2
dNTP [10 mM] 0,5
MgCl; [25 mM] 1,2
Starter forward 1
Starter reverse 1
Matryca cDNA 30 ng 4
Woda 9,8
Krok Liczba Czas Temperatura
cykli [min] [°C]
Denaturacja wstepna 1 5 94
Denaturacja 30 0,5 94
Przylaczanie starterow 0,5 53
Wydhuzanie 0,5 72
Wydhuzanie koncowe 1 5 72
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3.8.  Test cytotoksycznosci bezposredniej

3.8.1. Barwienie komorek barwnikiem CellTrace Far Red (bCT)

Komoérki docelowe wykorzystywane w testach cytotoksycznosci 4- i 24-godzinnej
barwiono barwnikiem CellTrace Far Red (bCT) (ThermoFisher Scientific) dzien przed
rozpoczeciem eksperymentu (w przypadku testow 4-godzinnych) lub w dniu rozpoczgcia
eksperymentu (w przypadku testow 24-godzinnych). Komorki liczono (w przypadku
komoérek CBIMEC liczenie poprzedzone byto trypsynizacjg opisang w punkcie 3.2), a
nastepnie oddzielono od medium poprzez wirowanie (353g, 4°C, 5 min), oraz ptukano
jednokrotnie w PBS (353g, 4°C, 5 min). Komérki zawieszano w PBS w proporcji 1*¥10°
komoérek w 1 ml PBS (komorki GL-1, K562, CBIMEC) / PBS 2,5% FCS (komorki CLBL-
1, CLB-70) i umieszczano w proboéwce Falcon 15 ml. Do zawiesiny komodrkowe;j
dodawano 1 ul barwnika bCT na kazdy 1*10° komérek i inkubowano (ciemno$é, 37°C, 20
min). Po inkubacji do zawiesiny dodawano PBS 2,5% FCS w proporcji 1:1 i ptukano
jednokrotnie (353g, 4°C, 5 min).

Komoérki do testu 4-godzinnego zawieszano w odpowiednim dla nich medium w
gestosci 3-4*10° komorek/ml i inkubowano na ptytce 24-dotkowej w warunkach
hodowlanych przez noc. Nastgpnego dnia przed rozpoczeciem testu komorki liczono,
odptukiwano z medium i zawieszano w medium odpowiednim dla komorek efektorowych.

Komoérki do testu 24-godzinnego zawieszano w medium odpowiednim dla komorek
efektorowych w dniu rozpoczecia testu (wyjatek stanowito medium w przypadku

eksperymentow wykorzystujacych komoérki CLBL-1. Takie medium zawierato 15% FCS).

3.8.2. Przeprowadzenie testu

W momencie rozpoczecia testu 5*10* komoérek docelowych taczono z odpowiednig
liczba komorek typu NK (linie CNK-89 lub NK92 oraz komorki cPBMC), by otrzymaé
stosunki: 1:1, 1:5, 1:10, 1:20 oraz 1:40. Komorki inkubowano w standardowych warunkach
hodowli (inkubator z 5% CO2 w 37°C z wilgotnym powietrzem) przez 4 lub 24 godz. na
plytkach 24-dotkowych, a koncowa obj¢tos¢ w kazdym dotku wynosita 400 ul. Medium w
ktoérym inkubowano komorki efektorowe wraz z docelowymi dostosowane byto do potrzeb

i optymalnej aktywnos$ci komorek efektorowych; warunki te zamieszczono w Tab. 9.
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Tab. 9 Rodzaje linii komorkowych oraz mediow wykorzystywanych w eksperymentach bezposredniej cytotoksycznosci

Komoérki efektorowe (E) Komoérki docelowe (T)

NK-92 (cztowiek) K562 (cztowiek)
a-MEM 10% FCS+ inozytol

cPBMC (pies) CLB70 (pies)
RPMI 10% FCS CLBL-1 (pies)
GL-1 (pies)

CNK-89 (pies)

CBIMEC (pies)
Advanced RPMI 10%* FCS

Objasnienia: * - w przypadku inkubacji 24-godz. komorek CLBL-1 uzyto medium zawierajacego 15% FCS

Po tym czasie wszystkie komorki zbierano (w przypadku uzycia komérek CBIMEC
przeprowadzano trypsynizacje¢ opisang w punkcie 3.2), barwiono Pl (propidium iodide,
jodek propidyny; Sigma-Aldrich) w stezeniu 1 ug/ml w PBS Mg2+ Ca2+ w objetosci
100 pl przez 1 min, a nastepnie dodano 300 pl PBS Mg2+ Ca2+ i odczytywano wynik przy
pomocy cytometru BD LSRFortessa. Do analizy zbierano minimum 1*10* komorek
docelowych wybarwionych bCT i poréwnywano liczbe komoérek zabarwionych Pl
(komoérek martwych) do komoérek niezabarwionych PI (komoérek zywych). Zawartos¢
martwych komorek docelowych wyrazono dla kazdej probki w procentach, a nastgpnie
obliczono procentowg cytotoksyczno$¢ komoérek typu NK dla kazdego stosunku,
korzystajac ze wzoru (1). Kontrolg spontanicznej Smierci stanowit pomiar frakcji martwych
komorek w probece zawierajace] wytacznie wybarwione komorki docelowe, bez dodatku

komorek efektorowych. Test wykonano w 3 powtdrzeniach biologicznych.

(martwe T (%) — spontaniczna $mier¢ T (%)) * 100 1)
(100 — spontaniczna $mier¢ T (%))

Cytotoksyczno$é (%) =

T (target) — komorki docelowe

3.8.3. Rodzaje przeprowadzonych testow cytotoksycznosci bezposredniej

a) test obejmujacy komorki efektorowe nietraktowane: komorki efektorowe pobierano

z hodowli w dzien rozpoczgcia eksperymentu i inkubowano z komodrkami

docelowymi przez 4 lub 24 godz.
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b) test obejmujacy krotkoterminowy wpltyw interleukin na cytotoksyczno$é komoérek
efektorowych: komorki efektorowe preinkubowano IL-12, IL-18 oraz kombinacja
IL-12+IL-18 (kazda IL w stezeniu 10 ng/ml) przez 48h na szalkach Petriego,
usuwano medium poprzez wirowanie, zawieszano w $wiezym medium 1
inkubowano z komoérkami docelowymi. Jednocze$nie przygotowywano takze

proby obejmujace komorki efektorowe nietraktowane .

C) test obejmujgcy dtugoterminowy wplyw interleukin na cytotoksycznosé komorek

efektorowych: komorki efektorowe preinkubowano IL-12, IL-18 oraz kombinacja
IL-12+IL-18 (kazda IL w stezeniu 10 ng/ml) przez 48 godz. na szalkach Petriego,
usuwano medium poprzez wirowanie, zawieszano w S$wiezym medium
hodowlanym, inkubowano przez kolejne 48 godz. (t2) oraz 7 dni (t7,), zawieszano
w $wiezym medium hodowlanym i inkubowano z komoérkami docelowymi.
Jednocze$nie przygotowywano takze proby obejmujace komorki efektorowe
preinkubowano interleukinami przez 48 godz., pozbawione medium z

interleukinami w dzien testu (t0).

3.9. Pomiar cytotoksycznosci medium znad komoérek CNK-89

Na ptytke 24-dotkowa wysiano komorki docelowe: GL-1, CLBL-1 oraz CLB70 w
liczbie 1*10° komorek w objetosci 0,5 ml medium Advanced RPMI (10% FCS dla komorek
GL-11CLB70, 15% FCS dla komérek CLBL-1), po czym dodano po 0,1 ml rozmrozonego
medium znad komorek inkubowanych z interleukinami. Kontrole eksperymentu stanowity
probki medium z odpowiednimi interleukinami (10 ng/ml), inkubowanymi przez 48 godz.
bez udzialu komoérek CNK-89 w celu oceny, czy efekt cytotoksyczny wobec komoérek
docelowych nie jest wynikiem dziatania interleukin. Cato$¢ inkubowano przez 24 godz. w
warunkach hodowlanych. Po tym czasie komodrki docelowe wybarwiono przy uzyciu
zestawu Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit (Sigma-Aldrich) oraz PI. W tym celu
komorki docelowe przeniesiono do probowek FACS i zwirowano (353g, 4°C, 5 min),
nastepnie odrzucono supernatant, dodano 0,5 ml PBS i ponownie zwirowano (353g, 4°C,
5 min). Supernatant odrzucono, komorki zawieszono w objetosci 0,1 ml roztworu
zawierajacego Annexin V z fluorochromem FITC (0,5 pl odczynnika na probke) oraz PI

(stezenie 2 pg/ml) rozcienczonych w buforze producenta. Komorki inkubowano z
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barwnikami w ciemnosci przez 15 min, a nast¢pnie dodano po 0,3 ml PBS i przystagpiono
do odczytu. Pomiarow dokonywano przy uzyciu cytometru FACSCalibur (Beckton
Dickinson), a wyniki analizowano w programie Flowing Software 2.5.1 (Perttu Terho,
Turku, Finland). Za komorki apoptotyczne uznano komorki pozytywne wzgledem Annexin

V oraz PI. Badania wykonano w 2 powtorzeniach.

3.10. Pomiar poziomu wydzielanego IFNy

Pomiar wydzielanego IFNy przeprowadzono przy uzyciu zestawu Canine Interferon
Gamma ELISA Kit (Sigma-Aldrich), wykorzystujac medium z inkubacji komoérek CNK-
89 z interleukinami z punktu 3.7.2. Test wykonywano w temperaturze pokojowej, probki
naktadano w 2 powtdrzeniach. Test rozpocz¢to natozeniem probek oraz standardu w
objetosci 100 ul kazda i inkubowano w temperaturze pokojowej przez 2,5 godz. Nastepnie
zawarto$¢ dotkow ptukano 4-krotnie roztworem do plukania z zestawu, naktadano
detekcyjne przeciwciato biotynylowane w objetosci 100 ul i inkubowano przez 1 godz. w
temperaturze pokojowej. Nastepnie wykonywano ponownie 4-krotne ptukanie, naktadano
roztwor HRP-Streptawidyna w objetosci 100 ul i inkubowano przez 45 min w temperaturze
pokojowej. Po tym czasie wykonano 4-krotne ptukanie i naktadano 100 pl odczynnika
ELISA Colorimetric TMB Reagent 1 inkubowano przez kilkanascie minut w ciemnosci,
kontrolujac stopien zabarwienia probek. Po tym czasie reakcje przerywano dodajac 50 ul
odczynnika Stop Solution i dokonywano odczytu absorbancji na czytniku ptytek Wallac
1420 VICTOR2 (PerkinElmer) przy dhugosci fali 450 nm. Na podstawie wynikow
otrzymanych dla standardu wykreslano w programie Excel krzywa standardowa i z jej
réwnania obliczano zawarto$¢ IFN-y w danym dotku. Wyniki z 2 powtorzen biologicznych

usredniono i naniesiono na wykres wraz z wartosciami +=SD.

3.11. Pomiar poziomu wydzielanego TNFa

Pomiar wydzielanego TNFa. przeprowadzono przy uzyciu zestawu Canine TNFa
ELISA Kit (RD Systems Europe), wykorzystujac medium z inkubacji komorek CNK-89 z
interleukinami z punktu 3.7.2. Test wykonywano w temperaturze pokojowej, probki
naktadano w 2 powtdrzeniach. Test rozpoczgto natozeniem probek oraz standardu w

objetosci 50 pl kazda i inkubowano w temperaturze pokojowej przez 2 godz. Nastepnie
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zawarto$¢ dotkow ptukano 4-krotnie roztworem do plukania z zestawu, nakladano
detekcyjne przeciwciato skoniugowane z HRP w objetosci 100 ul i inkubowano przez 2
godz. w temperaturze pokojowej. Nastepnie wykonywano ponownie 4-krotne ptukanie,
naktadano substrat w objetosci 100 ul 1 inkubowano przez kilkanascie minut w ciemnosci,
kontrolujac stopien zabarwienia probek. Po tym czasie reakcje¢ przerywano dodajgc 100 pl
odczynnika Stop Solution i dokonywano odczytu na czytniku ptytek Wallac 1420
VICTOR2 (PerkinElmer) przy dtugosci fali 450 nm. Na podstawie wynikow otrzymanych
dla standardu wykreslano w programie Excel krzywa standardowa i z jej rownania
obliczano zawarto§¢ IFN-y w danym dotku. Wyniki z 2 powtorzen biologicznych

usredniono i naniesiono na wykres wraz z wartosciami +SD.

3.12. Analiza statystyczna

Warto$ci % otrzymane w wyniku obliczen wykorzystujacych rownanie (1) zostaly
usrednione i naniesione na wykresy wraz z warto$ciami SD (odchylenia standardowego)
obliczonego na podstawie trzech niezaleznych eksperymentéw. Wplyw interleukin na
cytotoksyczno$¢ komorek CNK-89 wobec komorek docelowych byl poréwnywany z
cytotoksycznoscig komoérek CNK-89 nietraktowanych; do poréwnania tych wartoéci uzyto
testu t-Student przy poziomach istotnosci * P <0.05, ** P <0.01 oraz *** P<0.005. Analiz¢

przeprowadzono w programie Excel.
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4. Wyniki

4.1.  Ustanowienie linii komorkowej CNK-89

Materiat do analizy, z ktérego powstata linia komoérkowa, bgdaca przedmiotem
niniejszej rozprawy, pobrany zostal od psa z niezidentyfikowanym rozrostem
limfoidalnym, tuz po wykonaniu eutanazji zwierzgcia. Material pozyskano z ptynu
optucnowego poprzez biopsje cienkoiglowa. W doswiadczeniu uzyto panelu przeciwciat
identyfikujacych biatka powierzchniowe charakterystycznych dla komorek krwi. Dla
kazdego barwienia uzyto odpowiedniej kontroli izotypowej (oznaczonej na histogramie
czarnym konturem z pustym polem). Sygnal pochodzacy od probek badanych zostat
natomiast zaznaczony jako czarne pole na wykresie. Wstepna analiza cytometryczna
komorek wykazata obecno$¢ markerow CDS5 oraz CD45, natomiast brak markeréw CD3,
CD4, CD14, CD34 oraz CD21. Ponad potowa komoérek wykazata obecno§¢ markerow
MHC 11, a niewielka cz¢$¢ obecnos¢ CD21, CD79a oraz CD8 (Ryc. 5).

6% 3% 87% 15%

6% 19% 8% ] 100%

CD14 CDh21 CD34 CD45

17% 57%

CD79a MHC I

Ryc. 5 Reprezentatywne histogramy obrazujace fenotyp materiatu pierwotnego. Biale pole przedstawia obraz z kontroli
izotypowej, czarne pole przedstawia obraz z probki barwionej odpowiednim przeciwciatem.
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Po trzech miesigcach ciggtej hodowli, linia CNK-89 zostata ustanowiona poprzez
klonowanie metoda rozcienczen. Na poczatku hodowli komorki limfoidalne zaczety
formowac¢ duze agregaty unoszace si¢ nad populacja komorek adherentnych, Poczatkowo
liczba komérek limfoidalnych pozostawata stata (komorki dzielity sie, ale takze umieraty).
Podczas tego okresu hodowli, medium hodowlane byto zmieniane lub uzupetniane 1-2 razy
w tygodniu, w zaleznosci od ggstosci hodowli. Podczas kolejnych miesigcy ciaglej
hodowli, komorki zachowywaly swoj immunofenotyp (Oceniany poprzez pomiar
cytometryczny). Komoérki w formie ustanowionej linii wykazuja czas podzialu okoto 26
godz. Wzrost komoérek CNK-89 jest niezalezny od dodatkowych czynnikdéw wzrostu oraz
cytokin. Linia CNK-89 wymaga pasazowania co 2-3 dni. Optymalna gestos¢ komorek
CNK-89 w hodowli wynosi 0,5-1*10° komérek w 1 ml medium.

4.2.  Analiza fenotypowa i morfologiczna komérek CNK-89

4.2.1. Analiza fenotypowa komorek CNK-89 za pomocg cytometrii przeplywowej

W celu okreslenia fenotypu wyprowadzonej linii komoérkowej przeprowadzono
analiz¢ fenotypowg przy pomocy cytometrii przeptywowej. W do§wiadczeniu uzyto panelu
przeciwcial identyfikujacych biatka powierzchniowe charakterystycznych dla komoérek
krwi. Dla kazdego barwienia uzyto odpowiedniej kontroli izotypowej (oznaczonej na
histogramie czarnym konturem z pustym polem). Sygnat pochodzacy od probek badanych
zostal natomiast zaznaczony jako czarne pole na wykresie.

Linia CNK-89 wykazata obecno$¢ markerow: CD5, CDS8, CD45, CD56, CD79a i
NKp46 oraz nieobecnos¢ markerow CD3, CD4, CD14, CD20, CD21, CD34, Thyl, IgG,
IgM oraz MHC Il (Ryc. 6Ryc. 6). Nieobecnos¢ markerow CD3 oraz CD4 wykluczyta
fenotyp limfocytéw T, natomiast brak markera CD14 wyeliminowat mozliwos¢ fenotypu
monocytow/makrofagow. Brak powierzchniowych IgG oraz IgM, wraz z brakiem biatek
CD20 i CD21 wskazal na absencj¢ fenotypu limfocytéw B. Negatywny sygnal dla CD34
wykluczyl obecnos¢ komorek macierzystych. Obecno$¢ markera CD45 wskazala, iz
badane komorki sg leukocytami. Komorki CNK-89 wykazaty takze pozytywna reakcje z
przeciwciatem anty-CD79a, identyfikujacym to biatko na komorkach typu B oraz w
niektdrych biataczkach pochodzacych od komoérek NK/T. Pozytywny sygnat dla biatek:
CD56, CDS5 1 CDS8 oraz NKp46 zasugerowal mozliwo$¢ wystapienia fenotypu komoérek

NK. Wyniki potwierdzajg zarazem homogenno$¢ badanej linii komérkowej. Na podstawie
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uzyskanych wynikow przystgpiono do analizy RT-PCR w celu potwierdzenia fenotypu

NK.
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Ryc. 6 Reprezentatywne histogramy obrazujace fenotyp linii komérkowej CNK-89. Biate pole oznacza obraz z kontroli
izotypowej, czarne pole oznacza obraz z probki barwionej odpowiednim przeciwciatem.




4.2.2. Analiza wybranych transkryptow komorek CNK-89 za pomocq reakcji RT-PCR

Analize fenotypowg komoérek CNK-89 za pomocg reakcji RT-PCR
przeprowadzono w celu dalszej identyfikacji markeréw charakterystycznych dla komoérek
typu NK, co wstepnie zasugerowaly wyniki z fenotypowania za pomoca cytometrii
przeptywowej. Metoda RT-PCR jest w tym wypadku alternatywa dla fenotypowania za
pomoca cytometrii przeptywowej, zastosowang z koniecznos$ci (ograniczona dostepnosé
przeciwcial rozpoznajacych psie biatka powierzchniowe na komorkach typu NK).
Doswiadczenie przeprowadzono na matrycy RNA, poniewaz celem byto sprawdzenie, czy
wybrane geny ulegaja transkrypcji. Wykorzystano startery dla markerow: CD56, CD16,
NKG2D, NKp30, NKp44, NKp46, Ly49, perforyny i granzymu B. Jako komorek
kontrolnych uzyto komoérek linii CLBL-1, CL-1, psich komérek PBMC (cPBMC) oraz
komorek psiej sledziony. Komorki CLBL-1 oraz CL-1 shuzyty jako kontrola negatywna,
poniewaz, bedac odpowiednio komodrkami typu B oraz T nie powinny wykazywac
obecnosci markerow typowych dla komérek NK. Komorki §ledziony oraz komorki cPBMC
sa z kolei zrodtem komorek NK, zatem traktowane byty jako kontrole pozytywne.

Analiza za pomocg reakcji RT-PCR potwierdzita obecno$¢ transkryptu markera
CD56, ktory, jako biatko, zidentyfikowany zostal przy pomocy cytometrii przeptywowe;.
Nie wykryto natomiast markera CD16. Transkryptu CD56 oraz CD16 nie zidentyfikowano
w komorkach linii CLBL-1 oraz CL-1, co potwierdza prawidtowo$¢ doboru kontroli
negatywnej. CD56 nie uwidoczniono takze w komorkach sledziony oraz cPBMC,
natomiast zidentyfikowano transkrypt dla CD16. W komoérkach CNK-89, §ledziony oraz
cPBMC zidentyfikowana zostata obecno§¢ mRNA dla receptorow aktywujacych NKp30,
NKp44, NKp46 oraz NKG2D. Perforyne uwidoczniono w komoérkach CNK-89 oraz w
komorkach $ledziony. W komorkach CNK-89 nie wykryto natomiast granzymu B ani
markera Ly49, widocznych w komorkach §ledziony oraz cPBMC. Wyniki przedstawiono
na Ryc. 7.
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Ryc. 7 Identyfikacja transkryptow markerow komorek typu NK w komoérkach linii CNK-89. Komoérki CLBL-1 oraz
CL-1 uzyte zostaly jako kontrola negatywna, komorki psiej §ledziony oraz cPBMC zostaty uzyte jako kontrola

pozytywna.

4.2.3. Morfologia komorek CNK-89

Komorki linii CNK-89 formowaly homogenna populacje sktadajaca sie z
niewielkich komorek o ksztalcie owalnym, zawierajacych duze jadro o owalnym ksztatcie
wybarwione na kolor ciemnofioletowy oraz widoczne jaderka. Bazofilna cytoplazma

zajmowala niewielka czgs¢ komorki. Czes¢ komorek w fazie intensywnego wzrostu
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cechowata si¢ bardziej okraglym, niz wydluzonym ksztattem. Barwienie nie wykazato

obecnosci widocznych granul azurofilnych (Ryc. 8).

Zp
i e S

Ryc. 8 Zdjecia komorek CNK-89. A — komdrki w hodowli, zdjecie wykonane za pomoca odwroconego mikroskopu
$wietlnego, powickszenie 10x, B — komorki wybarwione HE (hematoxylin-eosin), zdjecie wykonane za pomoca
odwroconego mikroskopu $wietlnego, powigkszenie 100x, C — komorki wybarwione barwnikiem MGG (May-Griinwald-
Giemsa), zdjecie wykonane za pomocg odwrdconego mikroskopu $wietlnego, powigkszenie 100x.

4.3. Bezposrednie wlasciwosci cytotoksyczne komérek CNK-89

4.3.1. Opracowanie metody badania bezposredniej cytotoksycznosci

Kluczowym krokiem w charakterystyce funkcjonalnej komoérek CNK-89 jest ocena
ich bezposrednich wtasciwosci cytotoksycznych wzgledem docelowych komoérek
nowotworowych. Historycznie czesto uzywang metoda do tego celu byt pomiar
wydzielania radioaktywnego chromu (°**Cr) przez umierajace komoérki docelowe, jednak z
powodu braku laboratorium izotopowego, na potrzeby niniejszego projektu zdecydowano
si¢ opracowac¢ schemat eksperymentalny oparty na pomiarze cytometrycznym. Podczas
opracowywania metody bazowano na eksperymentach zamieszczonych w zrodle’®.
Komorki docelowe (komodrki nowotworowe; target; T) znakowano komercyjnie dostepnym
barwnikiem CellTrace™ Far Red (bCT; Awzbudzenia = 630 nm, Aemisi = 661 nm), by
umozliwi¢ odroznienie populacji komodrek docelowych od efektorowych podczas
pozniejszego pomiaru cytometrycznego, a nastepnie tagczono z komorkami efektorowymi
(komorki typu NK; effector; E). Cato$¢ inkubowano w medium optymalnym dla komérek
efektorowych przez wybrany czas. W eksperymentach tego typu wazny jest dobor liczby
komorek efektorowych atakujacych komodrki nowotworowe. Zwykle efektywna reakcja
cytotoksycznosci ma miejsce, gdy zastosowany jest nadmiar komorek efektorowych
wzgledem komoérek docelowych, zatem w schematach eksperymentalnych uwzglednia si¢

kilka stosunkow liczby komorek efektorowych do komorek docelowych. W
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eksperymentach zawartych w niniejszej rozprawie uzywano nastepujacych stosunkow E:T:
1:1,5:1,10:1, 20:1, 40:1. Komorki dwoch linii inkubowano przez 4 godziny. Jako kontroli
eksperymentu uzyto probki zawierajacej wylacznie komorki docelowe, wybarwione bCT.
Nastepnie komorki barwiono znacznikiem wykrywajacym komorki martwe — PI (Awzbudzenia
= 535 nm, Aemisii = 617 nm) 1 rozpoczynano pomiar od kontroli eksperymentu, w ktorej
bramkowano populacje kontrolng komorek docelowych wykazujacych wysoka
fluorescencj¢ w kanale dla dlugosci dalekiej czerwieni. W wybramkowanej populacji
oznaczano poziom fluorescencji w kanale dla §wiecenia PI i oznaczano % komorek
pozytywnych dla PI (komorek martwych). Szczegdlowa strategie bramkowania
przedstawiono na Ryc. 9.

By sprawdzi¢ dziatanie metody w praktyce, zdecydowano si¢ na pomiar
cytotoksycznosci ludzkiej linii komorkowej typu NK (NK-92) wzgledem ludzkich
komorek biataczkowych: K562. W literaturze taki uktad eksperymentalny jest dobrze
opisany, a komoérki NK-92 wykazuja cytotoksyczno$¢ wzgledem wrazliwych na zabijanie
przez limfocyty NK komoérek K562.

W wyniku eksperymentu komorki NK-92 wykazaly cytotoksyczno$¢ wzgledem
komorek K562, ktérej intensywnos¢ bylta zalezna wprost proporcjonalnie do stosunku E: T,

co potwierdzito skuteczno$¢ opracowanej metody (Ryc. 10).
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Ryc. 9 Strategia bramkowania komorek uzyta w eksperymentach pomiaru bezposredniej cytotoksycznoséci populacji
komorek cytotoksycznych wzgledem komorek docelowych.
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Ryc. 10 Cytotoksycznos¢ bezposrednia komorek efektorowych ludzkiej linii typu NK (NK-92 = E) wzgledem komorek
docelowych ludzkiej linii nowotworowej (K562 = T). Komorki efektorowe inkubowano z docelowymi (wybarwionymi
barwnikiem bCT) w odpowiednich stosunkach E:T przez 4 godz., a nastgpnie wszystkie komorki barwiono jodkiem
propidyny i analizowano za pomocg cytometru przeplywowego. Jako kontroli eksperymentu uzyto probki zawierajacej
wylacznie komorki docelowe (spontaniczna $mierc). Wykres ilustruje wartosci % cytotoksycznosci komorek
efektorowych wobec komorek docelowych w wybranych stosunkach E:T. Na wykresie zaznaczono wartosci +SD z 3
niezaleznych eksperymentow.

4.3.2. Ocena wrazliwosci psich komorek nowotworowych typu B na cytotoksycznosé¢

ludzkich komérek NK-92 po 4 godzinach

Celem niniejszego eksperymentu bylo zbadanie, czy wybrane linie psich
biataczek/chtoniakow typu B sg wrazliwe na zabijanie przez komorki typu NK, poniewaz
w literaturze nie opisano do tej pory wykorzystania psich komorek tego typu. Wybrano 3
linie psich biataczek/chtoniakow typu B: GL-1, CLBL-1 oraz CLB-70, stuzacych jako
komorki docelowe. Jako komorek efektorowych uzyto ludzkiej linii NK-92. Komorki
inkubowano w uktadzie E:T przez 4 godziny, w stosunkach 1:1, 5:1, 10:1, 20:1, 40:1. Jako
kontroli eksperymentu uzyto probek zawierajacych wytacznie komorki docelowe: GL-1,
CLBL-1 lub CLB-70 wybarwione bCT.

Wszystkie testowane psie linie docelowe okazaly si¢ wrazliwe na zabijanie przez
ludzkie komorki NK-92. Poziom cytotoksycznos$ci byt zalezny wprost proporcjonalnie od
stosunku E:T. Najwiekszy efekt cytotoksyczny zaobserwowano w przypadku komorek
docelowych GL-1. Komoérki CLB-70 oraz CLBL-1 wykazaly mniejsza wrazliwo$¢ na
zabijanie przez komorki NK-92 (Ryc. 11).
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Ryc. 11 Cytotoksycznos¢ bezposrednia komorek efektorowych ludzkiej linii typu NK (NK-92 = E) wzgledem
komorek docelowych psich linii nowotworowych (A: CLB70 =T, B: CLBL-1 =T, C: GL-1 = T). Komorki efektorowe
inkubowano z docelowymi (wybarwionymi barwnikiem bCT) w odpowiednich stosunkach E:T przez 4 godz., a
nastepnie wszystkie komorki barwiono jodkiem propidyny i analizowano za pomoca cytometru przeptywowego. Jako
kontroli eksperymentu uzyto probki zawierajacej wytacznie komorki docelowe (spontaniczna $mierc). Wykresy
ilustruja wartos$ci % cytotoksycznoséci komorek efektorowych wobec komérek docelowych w wybranych stosunkach
E:T. Na wykresach zaznaczono warto$ci +SD z 3 niezaleznych eksperymentow.
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4.3.3. Ocena wraziliwosci psich komorek nowotworowych typu B na cytotoksycznosé¢

psich komorek PBMC (cPBMC) po 4 godzinach

Kolejny eksperyment zostal zaprojektowany z zamiarem oceny wrazliwosci psich
komorek nowotworowych typu B na zabijanie przez psie jednojadrzaste komoérki krwi
obwodowej (cPBMC). Wérdéd komoérek cPBMC obecna jest frakcja psich komoérek typu
NK. Wybrano 3 linie psich bialaczek/chtoniakéw typu B: GL-1, CLBL-1 oraz CLB-70,
stuzacych jako komorki docelowe. Komorki inkubowano w uktadzie E:T przez 4 godziny,
w stosunkach 1:1, 5:1, 10:1, 20:1. Jako kontroli eksperymentu uzyto probek zawierajacych
wylacznie komorki docelowe: GL-1, CLBL-1 lub CLB-70 wybarwione bCT.

Testowane linie komoérek docelowych okazaty si¢ wrazliwe na zabijanie przez
komorki ¢cPBMC. Poziomy zabijania komorek docelowych réznily si¢ pomigdzy
osobnikami, od ktorych pochodzita krew. Najwigksza wrazliwoscia we wszystkich
przypadkach cechowaty si¢ komorki GL-1, a cytotoksyczno$¢ wzrastata wraz ze wzrostem
stosunku E:T. Komorki CLBL-1 oraz CLB-70 wykazywaly zblizong wrazliwo$¢ na
zabijanie przez komorki cPBMC (Ryc. 12).
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Ryc. 12 Cytotoksyczno$¢ bezposrednia komorek efektorowych zawartych we frakeji psich komorek PBMC (cPBMC =
E) wzgledem komorek docelowych psich linii nowotworowych (A: CLB70 =T, B: CLBL-1=T, C: GL-1=T).
Komorki efektorowe inkubowano z docelowymi (wybarwionymi barwnikiem bCT) w odpowiednich stosunkach E:T
przez 4 godz., a nastgpnie wszystkie komorki barwiono jodkiem propidyny i analizowano za pomoca cytometru
przeptywowego. Jako kontroli eksperymentu uzyto probki zawierajacej wytacznie komorki docelowe (spontaniczna
$mier¢). Wykresy ilustrujg wartosci % cytotoksycznosci komorek efektorowych wobec komorek docelowych w
wybranych stosunkach E:T. Linie: niebieska, zielona i pomaranczowa reprezentujg warto$ci uzyskane dla komorek
izolowanych z krwi obwodowej poszczegdlnych psow.
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4.3.4. Ocena cytotoksycznosci komorek CNK-89 wzgledem psich komorek

nowotworowych typu B po 4 godzinach

Po udowodnieniu, ze psie komoérki wybranych linii biataczkowych sg wrazliwe na
zabijanie przez ludzka lini¢ komodrek NK oraz psie komorki cPBMC, przystapiono do
testowania wlasciwos$ci cytotoksycznych psiej linii komorkowej CNK-89. Jako komoérek
docelowych uzyto linii: GL-1, CLBL-1, CLB-70. Komoérki inkubowano w uktadzie E:T
przez 4 godziny, w stosunkach 1:1, 5:1, 10:1, 20:1, 40:1. Jako kontroli eksperymentu uzyto
probek zawierajacych wylgcznie komorki docelowe: GL-1, CLBL-1 lub CLB-70
wybarwione bCT.

Po 4 godzinach inkubacji komorek efektorowych z docelowymi, komorki CNK-89
wykazaly cytotoksycznos¢ wzgledem komorek CLBL-1 oraz CLB-70, natomiast brak
wlasciwosci cytotoksycznych wzgledem linii GL-1 (Ryc. 13).
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Ryc. 13 Cytotoksyczno$¢ bezposrednia komorek efektorowych psiej linii typu NK (CNK-89 = E) wzgledem komorek
docelowych psich linii nowotworowych (A: CLB70 =T, B: CLBL-1 =T, C: GL-1 = T). Komorki efektorowe
inkubowano z docelowymi (wybarwionymi barwnikiem bCT) w odpowiednich stosunkach E:T przez 4 godz., a
nastepnie wszystkie komorki barwiono jodkiem propidyny i analizowano za pomoca cytometru przeptywowego. Jako
kontroli eksperymentu uzyto probki zawierajacej wytacznie komorki docelowe (spontaniczna $mierc). Wykresy
ilustruja warto$ci % cytotoksycznosci komorek efektorowych wobec komorek docelowych w wybranych stosunkach
E:T. Na wykresach zaznaczono wartosci £SD z 3 niezaleznych eksperymentow.
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4.3.5. Ocena cytotoksycznosci komorek CNK-89 wzgledem psich komorek

nowotworowych typu B po 24 godzinach

Umiarkowana cytotoksyczno$¢ komorek CNK-89 wzgledem komoérek CLBL-1 |
CLB-70 oraz brak cytotoksyczno$ci wzgledem komorek GL-1 po 4 godzinach wspolnej
inkubacji sktonily do sprawdzenia, czy wydluzenie czasu wzajemnej inkubacji do 24
godzin poprawi intensywno$¢ reakcji cytotoksycznej komorek CNK-89 wzgledem
wybranych linii psich nowotworow. W tym celu komorki docelowe wyznakowano
barwnikiem bCT i potgczono z komoérkami CNK-89 w stosunkach 1:1, 5:1, 10:1,
20:1, 40:1. Komoérki w takim uktadzie inkubowano przez 24 godziny. Jako kontroli
eksperymentu uzyto probek zawierajacych wylacznie komorki docelowe: GL-1, CLBL-1
lub CLB-70 wybarwione bCT.

Po 24 godzinach inkubacji cytotoksyczno§¢ komorek CNK-89 byla widoczna
wzgledem wszystkich 3 linil, przy czym najwigksza wzgledem komoérek GL-1. Poziom
cytotoksycznosci we wszystkich przypadkach byt skorelowany z wysokoscia stosunku E:T

(Ryc. 14).

57



>

E:T
CNK-89:CLB70

8

80
60 |
40 |

=24 godz.
20

Cytotoksycznosc (%)

o

Stosunek E:T

ve]

E:T
CNK-89:CLBL-1

8

80
60 [

40 |
=24 godz.

Cytotoksycznosc (%)

o

Stosunek E:T

E:T
CNK-89:GL-1

@]

8

80
60 [

40 |
=24 godz.

Cytotoksycznosc (%)

o

Stosunek E:T

Ryc. 14 Cytotoksyczno$¢ bezposrednia komorek efektorowych psiej linii typu NK (CNK-89 = E) wzgledem komorek
docelowych psich linii nowotworowych (A: CLB70 =T, B: CLBL-1 =T, C: GL-1 =T). Komérki efektorowe inkubowano
z docelowymi (wybarwionymi barwnikiem bCT) w odpowiednich stosunkach E:T przez 24 godz., a nastgpnie wszystkie
komorki barwiono jodkiem propidyny i analizowano za pomoca cytometru przeptywowego. Jako kontroli eksperymentu
uzyto probki zawierajacej wylacznie komorki docelowe (spontaniczna $mier¢). Wykresy ilustruja wartosci %
cytotoksyczno$ci komorek efektorowych wobec komorek docelowych w wybranych stosunkach E:T. Na wykresach
zaznaczono wartosci £SD z 3 niezaleznych eksperymentow.
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4.3.6. Ocena cytotoksycznosci komorek CNK-89 wzgledem komorek psiego srodblonka

po 4 godzinach

Potencjat cytotoksyczny komorek NK jest wyjatkowo ceniony podczas prob
projektowania terapii przeciwnowotworowej wykorzystujacej te komorki. Podstawowym
wymaganiem, jakie powinna spelnia¢ nowoczesna terapia jest jej bezpieczenstwo
wzgledem prawidlowych komoérek organizmu, w celu uniknigcia niepozadanych skutkow
ubocznych. Aby sprawdzi¢ reakcje komorek CNK-89 wobec komorek prawidtowych,
zdecydowano si¢ na uzycie psich komorek srédbtonka, pochodzacego ze zdrowego, psiego
ptodu (linia CBIMEC). Komorki $rodblonka w tym eksperymencie wybrano jednak nie
tylko ze wzglgdu na ich prawidtowa fizjologie, ale takze z powodu ich roli bariery.
Komorki NK w warunkach fizjologicznych migruja przez warstwe srodbtonka do miejsca,
gdzie znajduja si¢ komorki nowotworowe, zatem szczegdlnie wazne jest, by kontakt
komoérek NK oraz $rodbtonka byl dla wyscioltki bezpieczny, jednak umozliwiajacy
swobodng migracje. Komorki docelowe CBIMEC wyznakowano barwnikiem CT i1
potaczono z komorkami CNK-89 w stosunkach 1:1, 5:1, 10:1, 20:1, 40:1. Komoérki w takim
uktadzie inkubowano przez 4 godziny. Jako kontroli eksperymentu uzyto probek
zawierajacych wytacznie komoérki docelowe CBIMEC wybarwione CT.

Wyniki eksperymentu pokazaty, ze po 4 godzinach inkubacji komoérki CNK-89
wykazaty minimalng cytotoksycznos$¢ wzgledem komorek CBIMEC (Ryc. 15).
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Ryc. 15 Cytotoksyczno$¢ bezposrednia komorek efektorowych psiej linii typu NK (CNK-89 = E) wzglgdem komorek

.......

barwnikiem bCT) w odpowiednich stosunkach E:T przez 4 godz., a nastgpnie wszystkie komorki barwiono jodkiem
propidyny i analizowano za pomocg cytometru przeptywowego. Jako kontroli eksperymentu uzyto probki zawierajacej
wylacznie komorki docelowe (spontaniczna $mier¢). Wykres ilustruje wartosci % cytotoksycznos$ci komorek
efektorowych wobec komorek docelowych w wybranych stosunkach E:T. Na wykresie zaznaczono wartosci £SD z 3
niezaleznych eksperymentow.
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4.3.7. Ocena cytotoksycznosci komorek CNK-89 wzgledem komorek psiego srodblonka

po 24 godzinach

Uktad CNK-89:CBIMEC postanowiono takze inkubowaé przez 24 godziny, by
sprawdzi¢, czy wydluzony czas wspolnej inkubacji wptynie na zywotnos$¢ komorek
srodbtonka. Komorki docelowe CBIMEC wyznakowano barwnikiem bCT i potaczono z
komorkami CNK-89 w stosunkach 1:1, 5:1, 10:1, 20:1, 40:1. Komorki w takim uktadzie
inkubowano przez 24 godziny. Jako kontroli eksperymentu uzyto probek zawierajacych
wylgcznie komorki docelowe CBIMEC wybarwione bCT. Rezultatem badania byta
wyraznie zwigkszona $miertelno$¢ komorek CBIMEC, wzrastajgca gwattownie juz przy
niskim stosunku E:T 5:1 (Ryc. 16).

E:T
CNK-89:CBIMEC

8

80
60 [
40 |

=24 codz.
20

Cytotoksycznosc (%)

[=]

1:1 5:1 10:1 20:1 40:1
Stosunek E:T

Ryc. 16 Cytotoksyczno$¢ bezposrednia komorek efektorowych psiej linii typu NK (CNK-89 = E) wzglgdem komorek

.......

barwnikiem bCT) w odpowiednich stosunkach E:T przez 24 godz., a nastepnie wszystkie komorki barwiono jodkiem
propidyny i analizowano za pomoca cytometru przeptywowego. Jako kontroli eksperymentu uzyto probki zawierajacej
wylacznie komoérki docelowe (spontaniczna $mier¢). Wykres ilustruje wartosci % cytotoksyczno$ci komorek
efektorowych wobec komorek docelowych w wybranych stosunkach E:T. Na wykresie zaznaczono wartosci =SD z 3
niezaleznych eksperymentow.

4.4. Wplyw interleukin na wlasciwosci cytotoksyczne komérek CNK-89
4.4.1. Stymulacja komorek CNK-89 interleukinami — oznaczenie wydzielania cytokin
4.4.1.1. Oznaczenie wydzielania IFNy

Oznaczenie poziomu produkcji IFNy traktowane jest jako jeden z markerow

aktywacji limfocytow NK. Celem niniejszego eksperymentu bylo zbadanie, czy
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traktowanie komorek CNK-89 wybranymi interleukinami wplywa na intensywnos$¢
produkcji IFNy przez te komorki.

W stanie niepobudzonym (NT - nietraktowane) komorki CNK-89 nie wykazywaty
wydzielania IFNy. Podobna sytuacja zaszta po traktowaniu IL-2, IL-15 oraz IL-18. Duzy
wzrost wydzielania IFNy nastapil natomiast po zastosowaniu IL-12 oraz jej kombinacji:
IL-12 + IL-15, IL-12 + IL-18 oraz I1L-12 + IL-21. Wysoki poziom IFNy odnotowano takze
w przypadku uzycia IL-18 + IL-21, natomiast pojedynczo cytokiny te nie wykazywaty
duzego wplywu na wzrost produkcji IFNy (Ryc. 17).

IFNy
1600

1200
800
400 I
: - i -

NT -2 IL-12 It-15 IL-18  ik-21 IL-12+ IL-12+ IL-12 4+ IL-15+ IL-15+ IL-18 +
IL-15  IL-18  IL-21  IL-18  IL-21  IL-21

ng/ml

Ryc. 17 Zawarto$¢ wydzielanego IFNy w prébkach medium znad komoérek CNK-89 nietraktowanych (NT) oraz
traktowanych wybranymi interleukinami lub ich kombinacjami (kazda IL w stezeniu 10 ng/ml) przez 48 godz. Wykres
przedstawia usredniong zawarto$¢ IFNy wraz z warto$ciami £SD .

4.4.1.2. Oznaczenie wydzielania TNFa

TNFa jest cytoking wydzielang przez komorki NK w momencie aktywacji, jednak
w znacznie mniejszych ilo$ciach, niz IFNy. Celem niniejszego testu byto sprawdzenie, czy
traktowanie komorek CNK-89 wybranymi interleukinami ma wplyw na poziom
wydzielania TNFo. Pomiary wykazaty, ze jedynie kombinacje IL-12 + 1L-18 oraz IL-15 +
IL-21 zwigkszyly wydzielanie TNFa przez komérki CNK-89 (Ryc. 18).

61



TNF-a

80

60

e H

NT IL-2 IL-12  IL-15 IL-18  IL-21  IL-12+ IL-12+ IL-12+ IL-15+ IL-15+ IL-18+
IL-15  IL-18 121 IL-18  IL-21  IL-21

Ryc. 18 Zawarto$¢ wydzielanego TNFa w probkach medium znad komérek CNK-89 nietraktowanych (NT) oraz
traktowanych wybranymi interleukinami lub ich kombinacjami (kazda IL w st¢zeniu 10 ng/ml) przez 48 godz. Wykres
przedstawia usredniona zawarto$¢ TNFa wraz z wartosciami +SD .

4.4.2. Stymulacja komorek CNK-89 interleukinami — oznaczenie PCR

Majac na uwadze wlasciwosci aktywujace niektorych interleukin wzgledem
ludzkich komoérek NK zdecydowano o traktowaniu komorek linii CNK-89 pojedynczymi
interleukinami: IL-2, IL-12, IL-15, IL-18, IL-21 oraz ich kombinacjami: IL-12 + IL-15, IL-
12 + IL-18, IL-12 + IL-21, IL-15 + IL-18, IL-15 + IL-21 oraz IL-18 + IL-21. Stezenie
kazdej interleukiny wynosito 10 ng/ul, a komorki inkubowano przez 48 h w standardowych
warunkach hodowli. Nastepnie oddzielono osad komérkowy od medium hodowlanego.
Medium zamrozono do dalszych oznaczen, a osad komoérkowy zawieszono w TriReagent,
wyizolowano RNA, przeprowadzono trawienie DNA, reakcj¢ odwrotnej transkrypcji i
reakcje PCR wykorzystujac startery dla markeréw CD56, CD16, granzymu B, perforyny
oraz aktyny (kontrola pozytywna). Ponadto przeprowadzono takze reakcj¢ PCR ze
starterami dla na matrycy RNA poddanej trawieniu DNA, niepoddanej reakcji odwrotnej
transkrypcji, jako kontrole negatywna wykluczajacg zanieczyszczenie probek genomowym
DNA.

Traktowanie 1L-2, IL-15 oraz IL-18 nie spowodowato zmian w poziomie
transkryptu dla wszystkich badanych probek, w poréwnaniu do kontroli. W tych prébkach
wykryto jedynie mRNA dla CD56 oraz perforyny. IL-12 sama oraz w kombinacji z IL-15
i IL-21, a takze kombinacja IL-18 + IL-21 doprowadzily do pojawiania si¢ transkryptu dla

markera CD16. Granzym B zostal uwidoczniony rowniez po traktowaniu IL-12 oraz jej
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kombinacjami, a takze po traktowaniach IL-21, IL-15 + IL-21 oraz IL-18 + IL-21 (Ryc.
19).

CNK89

IL-2 - i - - - - - - -

IL-12 = s + . = = + + +

IL-15 - - - + - : + - ) + &

IL-18 - - - - + - - + - + - +

IL-21 = = = n = + = > + - * ¥
ayna [ —————
CD56
sranzyen s S Y )
Perforyna

Ryc. 19 Zawartos¢ mRNA w komoérkach CNK-89 po traktowaniu wybranymi interleukinami oraz ich kombinacjami
(kazda IL w stezeniu 10 ng/ml) przez 48 godz. oceniona za pomocg reakcji RT-PCR i uwidoczniona poprzez elektroforeze
na zelu agarozowym. Rycina przedstawia reprezentatywny obraz zeli jednego z dwoch doswiadczen.

4.4.3. Stymulacja komorek CNK-89 interleukinami — ocena cytotoksycznosci medium

Kolejnym krokiem w analizie wtasciwosci cytotoksycznych komorek CNK-89 byta
ocena cytotoksycznosci ich medium, po stymulacji interleukinami, wobec komorek
docelowych. Przebieg eksperymentu zostat przedstawiony na Ryc. 20. W uktadzie tym nie
zastosowano bezposrednich interakcji pomigedzy komorkami efektorowymi CNK-89, a
komorkami docelowymi. Wrazliwo$¢ na zabijanie przez cytotoksyczne sktadniki medium
wykazaty komorki CLB70 oraz CLBL-1 (Ryc. 21), natomiast komorki GL-1 pozostaty
niewrazliwe (nie pokazano). Najwickszy efekt apoptotyczny wykazaty probki medium
znad komorek CNK-89 traktowanych IL-12 oraz kombinacjami IL-12 + IL-15, IL-12 + IL-
15, IL-12 + IL-21, aczkolwiek kontrole doswiadczenia wykazaty, ze efekt cytotoksyczny
probek zawierajacych IL-21 spowodowany byt dziataniem samej interleukiny (nie

pokazano). Zjawisko to nie byto widoczne w przypadku innych interleukin.
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48h min. 24h 24h

[ L 4 L & >
CNK-89 - pretraktowanie Zebranie medium, Potaczenie Barwienie
interleukinami mrozenie medium z aneksyna Vv,
komorkami Pl, odczyt
docelowymi

Ryc. 20 Schemat eksperymentu oceniajacego cytotoksyczno$¢ medium znad komoérek CNK-89 traktowanych wybranymi
interleukinami
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IL-12 + IL-15 IL-12 + IL-18 IL-12 + IL-21 IL-15 + IL-18 IL-15 + IL-21 IL-18 + 1L-21

CLB-70 Annexin V

Propidium iodide

IL-12 + IL-15 IL-12 + IL-18 IL-12 + 1L-21 IL-15 + IL-18 IL-15 + IL-21 IL-18 + IL-21

Annexin V

Ryc. 21 Aktywno$¢ cytotoksyczna medium znad komoérek NK wobec komorek docelowych CLBL-1 oraz CLB70.
Komorki CNK-89 byly preinkubowane z wybranymi interleukinami lub ich kombinacjami (kazda IL w stezeniu 10 ng/ml)
przez 48 godz. a nastgpnie oddzielono od nich supernatant i dodano do komoérek docelowych, inkubowano cato$é¢ przez
24 godz., po czym liczb¢ komoérek martwych oceniano przy pomocy testu Aneksyna V — PI. Probki NT to komorki
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docelowe (CLBL-1 lub CLB-70) hodowane bez dodatku medium znad komorek. Probki ctrl to komoérki docelowe
traktowane medium znad komoérek CNK-89 bez dodatku interleukin. Probki podpisane jako IL to komorki docelowe
traktowane medium znad komérek CNK-89 preinkubowanych z interleukinami. Rycina obrazuje reprezentatywne
wykresy dotplot wykonane dla jednego z dwdch powtdrzen do$wiadczenia. Czarne kwadratowe bramki zawieraja
komorki podwojnie pozytywne (apoptotyczne). Kontrolg eksperymentu stanowity probki medium z odpowiednimi
interleukinami (10 ng/ml), inkubowanymi przez 48 godz. bez udzialu komorek CNK-89 w celu oceny, czy efekt
cytotoksyczny wobec komodrek docelowych nie jest wynikiem dziatania interleukin.

r

4.4.4. Stymulacja komorek CNK-89 interleukinami — wplyw na cytotoksycznos

bezposrednig CNK-89

4.4.4.1. Wzgledem psich komorek biataczkowych

Kolejnym krokiem po okresleniu wlasciwosci cytotoksycznych komorek CNK-89
wzgledem psich komodrek biataczkowych bylo sprawdzenie, czy wybrane interleukiny,
ktore zostaly we wczesniejszych badaniach (punkty 4.4.1, 4.4.2, 4.4.3) uznane jako
stymulujgce komorki CNK-89 beda w stanie podnies¢ poziom cytotoksycznos$ci w tescie
cytotoksycznos$ci bezposredniej. Badania wstepne stuzace wybraniu najlepszej kombinacji
wskazaty na uzycie zestawu IL-12 + IL-18 w stezeniu 10 ng/ul kazda. Cytotoksyczno$¢
komorek CNK-89 po preinkubowaniu z interleukinami poréwnano z cytotoksycznoscig

komorek CNK-89 nietraktowanych. Przebieg eksperymentu przedstawiono na Ryc. 22.

48h 4h
CNK-89 (E) - Wymiana medium, Barwienie PI,
pretraktowanie taczenie (Ez T) odczyt
1.CNK-89 NT
2.CNK-89 1L-12
3.CNK-89 IL-18

4.CNK-89 IL-12+I1L-18

Ryc. 22 Schemat eksperymentu cytotoksycznosci bezposredniej komoérek efektorowych CNK-89 (nietraktowanych i
pertraktowanych wybranymi interleukinami) wzgledem komorek docelowych

IL-12 aplikowana samodzielnie wykazata istotny statystycznie niewielki efekt
stymulujacy cytotoksyczno$¢ komorek CNK-89 wzgledem linii docelowych w kilku
pojedynczych stosunkach E:T (10:1 i 20:1 w przypadku linii GL-1, 10:1 w przypadku linii
CLB-70 oraz 1:1, 5:1, 10:1 w przypadku linii CLBL-1). I1L-18 aplikowana samodzielnie
wykazala istotny statystycznie wzrost cytotoksycznosci jedynie w przypadku linii CLB-70
i stosunkow E:T 1:1 oraz 5:1. Preinkubacja komorek CNK-89 z kombinacjg IL-12 + 1L-18
znaczaco poprawito cytotoksyczno$¢ komorek CNK-89 wzgledem komorek GL-1 oraz

CLB-70, nie mialo natomiast zadnego efektu na cytotoksyczno$¢ wzgledem komorek
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CLBL-1 (Ryc. 23, Ryc. 24, Ryc. 25). Dodatkowo, kombinacja IL-12 + IL-18 zwickszyta
cytotoksycznos¢ komérek CNK-89 wzgledem komoérek CBIMEC w przypadku stosunkoéw
20:1140:1 (Ryc. 26).

A ET

CNK-89:CLB70

100 |

=

S 80

2 60 * %

Q

¢ 40 | T T == NT

= I

S 20} e |L-12

-

O 0

1:1 5:1 10:1 20:1 40:1
Stosunek E:T
B ET

CNK-89:CLB70

100 |

g 80

ﬁ 60 | *

5‘ 40 % o NT

[=]

s 207 %:;__—-—-_i# o L-18

-

© o

1:1 5:1 10:1 20:1 40:1
Stosunek E:T
C E:T

CNK-89:CLB70

__ 100 r

x

S 80 |

2 kkk ok *

g 60

Q

Z 40 | ’:*/‘__H_* @ NT

o

o 20 | ./‘___?_—i—{ =@==]L12+18

S o

1:1 5:1 10:1 20:1 40:1
Stosunek E:T

Ryc. 23 Cytotoksyczno$¢ bezposrednia komorek efektorowych psiej linii typu NK (CNK-89 = E) preinkubowanych z
interleukinami oraz nietraktowanych wzgledem komorek docelowych psiej linii nowotworowej (CLB70 = T). Komorki
CNK-89 inkubowano z interleukinami (A: IL-12 10 ng/ml, B: IL-18 10 ng/ml, C: IL-12+IL-18 10 ng/ml kazda) przez 48
godz., odptukano interleukiny i rozpoczeto inkubacje z komérami docelowymi. Komorki efektorowe inkubowano z
docelowymi (wybarwionymi barwnikiem bCT) w odpowiednich stosunkach E:T przez 4 godz., a nastgpnie wszystkie
komorki barwiono jodkiem propidyny i analizowano za pomoca cytometru przeptywowego. Jako kontroli eksperymentu
uzyto probki zawierajacej wylacznie komorki docelowe (spontaniczna $mierc). Wykresy ilustruja wartosci %
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cytotoksycznosci komorek efektorowych wobec komorek docelowych w wybranych stosunkach E:T. Na wykresach
zaznaczono wartoéci +SD z 3 niezaleznych eksperymentow. Srednie wartosci cytotoksycznoéci komérek efektorowych
nietraktowanych (linia czarna, NT = nietraktowane) poréwnano z wartoSciami cytotoksycznosci komorek
preinkubowanych z interleukinami (linie kolorowe, A: IL-12, B: IL-18, C: IL-12+IL-18), istotno$¢ statystyczna wobec
wartosci dla komorek NT wyznaczono testem t-Student gdzie: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.
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Ryc. 24 Cytotoksyczno$¢ bezposrednia komorek efektorowych psiej linii typu NK (CNK-89 = E) preinkubowanych z
interleukinami oraz nietraktowanych wzglgdem komorek docelowych psiej linii nowotworowej (CLBL-1 = T). Komorki
CNK-89 inkubowano z interleukinami (A: IL-12 10 ng/ml, B: IL-18 10 ng/ml, C: IL-12+IL-18 10 ng/ml kazda) przez 48
godz., odptukano interleukiny i rozpoczeto inkubacje z komérami docelowymi. Komorki efektorowe inkubowano z
docelowymi (wybarwionymi barwnikiem bCT) w odpowiednich stosunkach E:T przez 4 godz., a nastgpnie wszystkie
komorki barwiono jodkiem propidyny i analizowano za pomoca cytometru przeptywowego. Jako kontroli eksperymentu
uzyto probki zawierajacej wylacznie komorki docelowe (spontaniczna $mierc). Wykresy ilustruja wartosci %
cytotoksycznosci komoérek efektorowych wobec komorek docelowych w wybranych stosunkach E:T. Na wykresach
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zaznaczono wartosci +SD z 3 niezaleznych eksperymentow. Srednie wartosci cytotoksycznoéci komérek efektorowych
nietraktowanych (linia czarna, NT = nietraktowane) poréwnano z wartoSciami cytotoksycznosci komorek
preinkubowanych z interleukinami (linie kolorowe, A: IL-12, B: IL-18, C: IL-12+IL-18), istotno$¢ statystyczna wobec
wartosci dla komorek NT wyznaczono testem t-Student gdzie: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.
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Ryc. 25 Cytotoksyczno$¢ bezposrednia komorek efektorowych psiej linii typu NK (CNK-89 = E) preinkubowanych z
interleukinami oraz nietraktowanych wzgledem komorek docelowych psiej linii nowotworowej (GL-1 = T). Komorki
CNK-89 inkubowano z interleukinami (A: IL-12 10 ng/ml, B: IL-18 10 ng/ml, C: IL-12+IL-18 10 ng/ml kazda) przez 48
godz., odptukano interleukiny i rozpoczeto inkubacje z komérami docelowymi. Komorki efektorowe inkubowano z
docelowymi (wybarwionymi barwnikiem bCT) w odpowiednich stosunkach E:T przez 4 godz., a nastgpnie wszystkie
komorki barwiono jodkiem propidyny i analizowano za pomoca cytometru przeplywowego. Jako kontroli eksperymentu
uzyto probki zawierajacej wylacznie komorki docelowe (spontaniczna $mierc). Wykresy ilustruja wartosci %
cytotoksycznosci komoérek efektorowych wobec komorek docelowych w wybranych stosunkach E:T. Na wykresach
zaznaczono wartosci £SD z 3 niezaleznych eksperymentow. Srednie wartosci cytotoksycznoéci komérek efektorowych
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nietraktowanych (linia czarna, NT = nietraktowane) poréwnano z wartoSciami cytotoksycznosci komorek
preinkubowanych z interleukinami (linie kolorowe, A: 1L-12, B: IL-18, C: IL-12+IL-18), istotno$¢ statystyczna wobec
wartosci dla komérek NT wyznaczono testem t-Student gdzie: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.

4.4.4.2. Wzgledem psich komorek srodblonka
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Ryc. 26 Cytotoksyczno$¢ bezposrednia komorek efektorowych psiej linii typu NK (CNK-89 = E) preinkubowanych z
interleukinami oraz nietraktowanych wzglgdem komorek docelowych psiej linii $rédblonka (CBIMEC = T). Komorki
CNK-89 inkubowano z interleukinami (A: IL-12 10 ng/ml, B: IL-18 10 ng/ml, C: IL-12+IL-18 10 ng/ml kazda) przez 48
godz., odptukano interleukiny i rozpoczeto inkubacje z komérami docelowymi. Komorki efektorowe inkubowano z
docelowymi (wybarwionymi barwnikiem bCT) w odpowiednich stosunkach E:T przez 4 godz., a nastepnie wszystkie
komorki barwiono jodkiem propidyny i analizowano za pomoca cytometru przeplywowego. Jako kontroli eksperymentu
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uzyto probki zawierajacej wylacznie komorki docelowe (spontaniczna $mierc). Wykresy ilustruja wartosci %
cytotoksycznosci komorek efektorowych wobec komorek docelowych w wybranych stosunkach E:T. Na wykresach
zaznaczono wartosci £SD z 3 niezaleznych eksperymentow. Srednie wartosci cytotoksycznoéci komérek efektorowych
nietraktowanych (linia czarna, NT = nietraktowane) poréwnano z warto$ciami cytotoksyczno$ci komorek
preinkubowanych z interleukinami (linie kolorowe, A: IL-12, B: IL-18, C: IL-12+IL-18), istotno$¢ statystyczna wobec
wartosci dla komoérek NT wyznaczono testem t-Student gdzie: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.

4.4.5. Dtugoterminowy wplyw interleukin na cytotoksycznos¢ CNK-89

Kolejnym krokiem w badaniu wptywu wybranych interleukin na cytotoksycznos¢
komoérek CNK-89 byto sprawdzenie, czy efekt ten powoduje stabilny w czasie wzrost
cytotoksycznosci komoérek CNK-89. Uprzednio sprawdzano efekt stymulujacy
bezposrednio po usunigciu interleukin z uktadu eksperymentalnego, dlatego w nastepne;j
czesci zdecydowano si¢ na pomiar cytotoksycznosci 2 oraz 7 dni po usuni¢ciu czynnika
stymulujacego komorki CNK-89. Do tego testu wybrano jedng lini¢ komorek docelowych:
GL-1, poniewaz dla tych komoérek wzrost efektu cytotoksycznego po stymulacji
cytokinami widoczny byt we wszystkich stosunkach E:T. Cytotoksyczno$¢ komérek CNK-
89 preinkubowanych z interleukinami mierzong w dniu usunigcia cytokin z uktadu (t0)
porébwnano z cytotoksycznoscia komorek CNK-89 preinkubowanych z interleukinami
mierzong 2 dni (t2) oraz 7 dni (t7) po usunigciu cytokin z uktadu. Przebieg eksperymentu

przedstawiono na Ryc. 27 i Ryc. 28.

48h
t0 4h
CNK-89 (E) - Wymiana medium Barwienie PI,
pretraktowanie (E), taczenie (EzT) odczyt
1.CNK-89 NT
2.CNK-89 IL-12+IL-18
48h
48h t2 4h
CNK-89 (E) - Wymiana medium (E) taczenie (EzT) Barwienie Pl,
pretraktowanie odczyt

1.CNK-89 NT
2.CNK-89 IL-12+IL-18

Ryc. 27 Schemat eksperymentu obejmujacego wplyw wybranych interleukin na cytotoksycznosé
komorek CNK-89 bezposrednio po zakonczeniu traktowania oraz 2 dni po zakonczeniu traktowania
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48h

t0 4h
CNK-89 (E) - Wymiana medium Barwienie PI,
pretraktowanie (E), faczenie (EzT) odczyt
1.CNK-89 NT
2.CNK-89 IL-12+IL-18
7 dni
48h t7 4h
CNK-89 (E) - Wymiana medium (E) taczenie (EzT) Barwienie Pl,
pretraktowanie odczyt

1.CNK-89 NT
2.CNK-89 IL-12+IL-18

Ryc. 28 Schemat eksperymentu obejmujacego wptyw wybranych interleukin na cytotoksyczno$¢ komérek CNK-89
bezposrednio po zakonczeniu traktowania oraz 7 dni po zakonczeniu traktowania

Cytotoksyczno$¢ koméorek CNK-89 w czasie t0 oraz t2 byta taka sama, a po czasie
t7 nieco wyzsza, niz w czasie t0, chociaz nie byta to rdznica istotna statystycznie. Wyniki
te wskazuja, ze efekt stymulujacy cytotoksycznos¢ wywierany na komorki CNK-89 jest
stabilny po 2 oraz 7 dniach po pozbawieniu komorek CNK-89 cytokin (Ryc. 29).

72



E:T

A CNK-89:GL-1
__ 100
=
o 80 }
S
= 60 |
o
5 40 | -0
S 0 e = T . )
2 [ _ e I = t
s T=—" =¥

0

1:1 5:1 10:1 20:1 40:1
Stosunek E:T
B E:T
CNK-89:GL-1
100 ¢
&
g 807
2 60 |
3 T
& 40 | T T —ft0
s 20| t7
=
o 0
1:1 5:1 10:1 20:1 40:1

Stosunek E:T

Ryc. 29 Cytotoksyczno$¢ bezposrednia komorek efektorowych psiej linii typu NK (CNK-89 = E) A: preinkubowanych z
interleukinami (IL-12 + IL-18, 10 ng/ml kazda przez 48 godz.) po 2 dniach od usunigcia interleukin z uktadu (t2)
poréwnanych z cytotoksycznoscig komoérek NK preinkubowanych z interleukinami i pozbawionych interleukin w dzien
przeprowadzenia eksperymentu (t0) oraz B: preinkubowanych z interleukinami po 7 dniach od usunigcia interleukin z
uktadu (t7) pordwnanych z cytotoksycznos$cia komorek NK preinkubowanych z interleukinami i pozbawionych
interleukin w dzien przeprowadzenia eksperymentu (t0) wzgledem komorek docelowych psiej linii nowotworowej (GL-
1 =T). Komorki efektorowe inkubowano z docelowymi (wybarwionymi barwnikiem bCT) w odpowiednich stosunkach
E:T przez 4 godz., a nastgpnie wszystkie komorki barwiono jodkiem propidyny i analizowano za pomoca cytometru
przeplywowego. Jako kontroli eksperymentu uzyto probki zawierajacej wytacznie komoérki docelowe (spontaniczna
$mier¢). Wykresy ilustruja wartosci % cytotoksycznosci komorek efektorowych wobec komorek docelowych w
wybranych stosunkach E:T. Na wykresach zaznaczono wartosci £SD z 3 niezaleznych eksperymentow. Srednie wartoci
cytotoksycznos$ci komorek efektorowych w czasie t0 (linia czarna) poréwnano z warto$ciami cytotoksycznosci komorek
preinkubowanych z interleukinami w czasie t2 (A) oraz w czasie t7 (B), istotno$¢ statystyczna wobec wartosci dla
komorek NT wyznaczono testem t-Student gdzie: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.
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5. Dyskusja

Pies, jako zwierze¢ towarzyszace cztowiekowi, narazony jest na takie same,
niekorzystne dzialanie czynnikéw srodowiskowych, co jego wiasciciel. Co wiecej, badania
pokazuja, ze w przypadku wielu rodzajow chor6b nowotworowych, w tym bialaczek 1
chloniakow, przyczyny powstawania choroby, jej rozwdj i przebieg wykazuja duze
podobienstwo pomiedzy organizmem ludzkim i1 psim, co czyni psa dogodnym modelem do
badan w tej materii®. W poréwnaniu do czesto stosowanego modelu mysiego, pies ma te
przewage, ze wykazuje wiecej podobienstw do cztowieka, zarowno w anatomii, fizjologii,
dhlugosci zycia, a takze w kwestii rozwoju fenotypu chorobowego. Badania
toksykologiczne na psach sa3 waznym etapem w ocenie bezpieczenstwa lekéw o
docelowym przeznaczeniu terapeutycznym dla ludzi, zatem wiasciwym podej$ciem
wydaje si¢ rowniez proba przeniesienia terapii skutecznych w leczeniu nowotwordw
ludzkich do weterynarii, jako, ze psy bedace zwierzetami towarzyszacymi czlowiekowi
rowniez zastuguja na dostep do efektywnych metod leczenia.

Obecnie duzym zainteresowaniem w kwestii leczenia nowotwordw u ludzi ciesza
si¢ immunoterapie, czyli podejscia lecznicze wykorzystujace stymulacje uktadu
odpornosciowego organizmu w celu wydajniejszego eliminowania komorek
nowotworowych. Jednym z rodzajow immunoterapii sa podejscia oparte na uzyciu
komorek typu NK — limfocytow majacych zdolno$¢ do zabijania komdrek nowotworowych
oraz zainfekowanych wirusem, bez konieczno$ci uprzedniej immunizacji. Terapie te
okazujg si¢ wyjatkowo skuteczne w przypadku eliminacji nowotworow uktadu
krwiotworczego — bialaczek i chloniakow, miedzy innymi z powodu wywotania
odpowiedzi przeszczep przeciw nowotworowi’’. Dostepnosé kilku ludzkich linii komérek
typu NK"87 oraz dobra znajomo$¢ ich biologii i wlasciwosci pozwalaja na tworzenie coraz
bardziej wyrafinowanych procedur leczniczych, czgsto wykorzystujacych takze
przeciwciata (np. terapia na bazie ADCC®) czy modyfikacje genetyczne limfocytow. W
przypadku ps6w sprawa jest utrudniona — zaréwno z powodu braku jednoznacznej definicji
fenotypu psich komorek typu NK, jak i niedostgpnosci stabilnej psiej linii komorkowej
typu NK. Badania skladajgce si¢ na niniejsza rozprawg mialy na celu dokladne
scharakteryzowanie komorek, ktore po wstepnej charakterystyce wykazywatly cechy
komorek typu NK.

Nasze laboratorium przy wspotpracy z przychodnig weterynaryjng NeoVet oraz

Katedra Farmakologii 1 Toksykologii Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroclawiu
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wyprowadzito lini¢ komdérkowg na bazie materialu pobranego od psa cierpigcego na
nieznany rozrost limfoidalny. Analiza niekontrolowanie namnazajgcej si¢ populacji
komorkowej wykazata obecno$¢ komorek o cechach fenotypowych i funkcjonalnych
wskazujacych na populacj¢ limfocytow NK.

Rozmaz komorek NK wybarwionych HE oraz metodg MGG pordéwnano z opisem
komoérek LGL przygotowanym przez American Society of Hematology (ASH)%. W
komoérkach CNK-89 cytoplazma barwita si¢ na jasnoniebieski kolor, jednak na zdjeciach
nie byto mozliwe wykrycie wyraznych granul azurofilnych. Istnieje mozliwos¢, ze wyrazne
granule w komorkach CNK-89 formuja si¢ dopiero w momencie aktywacji tych komorek.
Taka ewentualno$¢ sugerowa¢ mogg badania poziomu transkryptu dla granzymu B
(sktadnika granul). W komoérkach CNK-89 w stanie spoczynkowym nie zidentyfikowano
obecno$ci mRNA dla granzymu B, byl on natomiast widoczny po aktywacji niektérymi
interleukinami. Badania morfologiczne komodrek CNK-89 mogtyby zosta¢ zatem
wzbogacone o obraz komoérek aktywowanych oraz o zdjecia wykonane za pomocy
mikroskopu elektronowego. W obrazie mikroskopowym widoczne byto charakterystyczne,
duze jadro komorkowe zabarwione na fioletowo, o owalnym ksztatcie, co jest zgodne z
wytycznymi ASH dla komoérek LGL.

Na poczatku badan, po ustanowieniu stabilnej linii komérkowej, kluczowe byto
zdefiniowanie fenotypu komorek. Badania cytometryczne wykazaly obecnos¢ markerow
CD5, CD8, CD45, CD56,CD79a oraz NKp46, natomiast nieobecnos¢ CD3, CD4, CD14,
CD20, CD21, CD34, MHC I, Thy-1, 1gG oraz IgM. Wyniki dotyczace fenotypowania
psich komorek NK przedstawione przez inne grupy badawcze dopuszczaly mozliwosé
wystapienia czasteczki CD5 oraz CD8% na tych limfocytach, zatem wynik ten jest zgodny
z aktualnym stanem wiedzy. Ponadto, psie komorki NK definiuje si¢ jako nie posiadajace
czasteczek CD3 oraz CD4 charakterystycznych dla populacji limfocytow T oraz czasteczek
CD20, CD21, IgG i IgM typowych dla komorek typu B, co takze potwierdzaja wyniki z
niniejszej pracy, aczkolwiek obecno$¢ markera CD45 wskazuje na to, ze mimo braku
fenotypu komorek T oraz B, komorki CNK-89 naleza do populacji leukocytow.
Interesujaco przedstawia si¢ sytuacja z markerem CD79a, bowiem jest on identyfikowany
glownie w komorkach typu B, jednak w literaturze mozna znaleZz¢ doniesienie o jego
obecnosci w komorkach pochodzacych od chtoniakéw komoérek typu NK oraz T8,
Ponadto, opisano takze populacj¢ zdrowych komoérek progenitorowych linii B,
pozytywnych wzgledem markera CD79a, mogacych rowniez roznicowac si¢ do komorek

NK®. Kontrowersyjna wydaje sie natomiast kwestia czasteczki CD56, ktora w przypadku
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komorek ludzkich NK jest podstawowym markerem fenotypu tej populacji, a w przypadku
komorek psich NK nie =zostala zidentyfikowana jako biatko powierzchniowe.
Fenotypowanie linii CNK-89, wykazatlo zaré6wno obecno$¢ transkryptu, jak i
wystepowanie czasteczki powierzchniowej CDS56, jednak nalezy mie¢ na uwadze
pochodzenie materiatu wyjsciowego, z ktorego wyprowadzona zostata linia CNK-89 (ptyn
oplucnowy), natomiast wigkszos¢ badan nad psimi komorkami NK bazowata na krwi
obwodowej jako materiale podstawowym. mRNA czgsteczki CD56 nie wykryto natomiast
w psiej krwi obwodowej ani w komodrkach $ledziony, co jest zgodne z wynikami
przedstawionymi w literaturze>®, W komoérkach CNK-89 nieaktywowanych nie wykryto
takze transkryptu CD16 identyfikowanego z kolei w pracach innych Autorow!’?, Co
ciekawe, w eksperymentach tego typu identyfikacja transkryptu CD16 korelowala z
brakiem transkryptu dla markera CD56. Biorac pod uwagg klasyfikacje ludzkich komorek
NK na podstawie poziomoéw ekspresji markerow CD56 oraz CD16 mozna wysnud
wniosek, ze w przypadku komorek psich mozliwa jest podobna sytuacja. Populacja psich
komorek NK z krwi obwodowej cechujgca si¢ wykrywalnym poziomem transkryptu dla
markera CD16 i brakiem markera CD56 moze by¢ dojrzata frakcja populacji komoérek NK,
jaka reprezentuje linia CNK-89, w ktorej obecny jest marker CD56, a nieobecny marker
CD16. Dowody na poparcie tej tezy moglyby przynie$¢ badania transkryptow technika
Real-Time PCR poroéwnujace linig CNK-89 z komoérkami NK izolowanymi z innych
zrodet: krwi obwodowej, $ledziony czy szpiku kostnego. Duzym utatwieniem byloby takze
uzycie przeciwciata do cytometrii przeptywowej rozpoznajacego psie biatko CD16, ktore
obecnie jest komercyjnie niedostgpne. Oprocz analizy cytometrycznej, wazne wyniki
przyniosta tez analiza obecnosci transkryptoéw dla receptoréw aktywujacych komorek NK:
NKG2D, NKp30, NKp44 oraz NKp46. W linii CNK-89 wszystkie te markery zostaty
zidentyfikowane w formie mRNA, co jest zgodne z wynikami uzyskanymi przez Lee i

wspolpr.2®. Wyniki fenotypowania komoérek CNK-89 zostaly podsumowane na Ryc. 30.
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Ryc. 30 Czasteczki zidentyfikowane na powierzchni komérek CNK-89 przy pomocy cytometrii przeptywowej (zielone
obiekty) oraz transkrypty w komorkach CNK-89 zidentyfikowane przy pomocy metody RT-PCR (biate obiekty).

Badania dotyczace cytotoksyczno$ci bezposredniej przeprowadzone byty przy
uzyciu cytometrii przeptywowej, opracowujac metode barwienia komorek docelowych
przy uzyciu nietoksycznego i nieradioaktywnego barwnika fluorescencyjnego. Metoda
optymalizowana byta przy wykorzystaniu ludzkich linii komérkowych typu NK — NK-92
o dobrze opisanych wilasciwosciach cytotoksycznych w literaturze oraz biataczkowej
K562, wrazliwej na zabijanie przez limfocyty NK8+85, Opracowana na potrzeby niniejszej
pracy metoda pozwolita na sprawdzenie wrazliwosci wybranych komoérek docelowych na
zabijanie przez komoérki NK. Do badan wybrano 3 psie linie typu biataczka/chloniak B-
komorkowy jako linie docelowe dla komoérek cytotoksycznych, poniewaz w literaturze nie
opisano badan wykorzystujacych tego typu modelu w testach cytotoksycznosci psich
komorek NK. Komorki te wydaja si¢ obiecujacym celem dla komoérek NK w zwigzku ze
skuteczno$cig ludzkich terapii wykorzystujacych cytotoksyczno$¢ komorek NK wobec
komorek uktadu hematopoetycznego. Ponadto, biataczki i chtoniaki stanowig znaczng
cze$é nowotworéw psich®, zatem wiasciwym podejsciem jest skupienie sie przede
wszystkim na leczeniu bardziej powszechnych schorzen. Po etapie optymalizacji metody

przystapiono do wtasciwych badan oceniajacych cytotoksycznos¢ ludzkich komorek NK-
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92 wzgledem wybranych psich linii komorek biataczkowych. Komorki NK-92 wykazaty
silng cytotoksyczno$¢ wzgledem komorek CLBL-1, CLB-70 oraz GL-1, co jest zgodne z
wynikami opublikowanymi przez Addissie i Klingemanna®. Badacze ci wykazali wysoka
cytotoksycznos$¢ komorek NK-92 wzgledem kilku linii psich komérek nowotworowych.
Dla porownania, W badaniach wspomnianej grupy, cytotoksyczno$¢ psich NK izolowanych
z krwi obwodowej wzgledem tych samych linii byla znacznie nizsza, natomiast w
przypadku badan zawartych w tej pracy, cytotoksyczno$¢ psich komoérek cPBMC
wzgledem linii CLBL-1, CLB-70 oraz GL-1 byta porownywalna do tej, ktérg wykazaty
komorki NK-92 wzgledem tych linii. Rozbieznos$ci w aktywnos$ci psich komoérek NK w
badaniach Addissie i Klingemanna, a cPBMC uzytych w niniejszej pracy mozna thumaczy¢
inng procedurg przygotowania komorek efektorowych, a takze inng charakterystyka linii
docelowych uzytych w obydwu schematach eksperymentalnych. Doswiadczenia te
pozwolity na ustalenie panelu 3 linii psich komdrek nowotworowych o fenotypie komoérek
B stuzacych jako linie docelowe w testach cytotoksyczno$ci psich komorek typu NK,
majace dodatkowo =zalete wzrostu w zawiesinie, co znacznie ulatwia procedury
eksperymentalne i pozwala na ominigcie etapu trypsynizacji, koniecznej w przypadku
komorek adherentnych, Do tej pory w literaturze przewazajaca liczba badan skupiala sie
na uzyciu linii CTAC jako linii docelowej (Tab.1), co z jednej strony pozwolito na
doktadniejsze scharakteryzowanie jej wilasciwosci w tego typu testach, jednak takie
podejscie jest tez z punktu widzenia projektowania nowych terapii ograniczajace z racji
faktu, iz linia CTAC pochodzi z okreslonego typu nowotworu litego (nowotwor tarczycy),
a przy testowaniu nowych podejs¢ terapeutycznych korzystne jest takze sprawdzenie ich
skutecznosci w przypadku innych typow nowotwordw. Prace z ostatnich lat pokazuja, ze
testy cytotoksycznosci oparte niegdy$ gldwnie na liniit CTAC jako docelowej, obejmuja
wprowadzanie kolejnych linii, np. OSCA-78% BW KOS* czy CF41%, jednak mimo
wszystko s3 to komorki z nowotworow litych, za wyjatkiem uzycia linii CL-1 (chtoniak T-
komérkowy) przez grupe badaczy z Japonii*®*2. Majac na uwadze te dane, panel 3 linii
zaproponowany w niniejsze] pracy doskonale uzupelnia luke w kwestii badan
cytotoksycznosci psich komorek typu NK wzgledem psich komorek biataczkowych.
Oprocz wilasciwosci fenotypowych charakterystycznych dla komoérek NK, linia
CNK-89 wykazala takze wlasciwosci cytotoksyczne wzgledem komoérek nowotworowych.
Linie CLBL-1 oraz CLB-70 poddawaty si¢ aktywnosci cytotoksycznej komorek CNK-89
po 4 i 24 godzinach, natomiast w przypadku komorek GL-1 dopiero po 24 godzinach

wspolnej inkubacji zostat uzyskany efekt lizy, aczkolwiek po tym czasie byt on najwyzszy
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sposrdd 3 badanych linii. Jak opisano powyzej, fenomen dotyczacy linii GL-1 nie zostat
zidentyfikowany w przypadku uzycia NK-92 ani cPBMC jako efektoréw, co swiadczy¢ o
istnieniu odpowiedniego uktadu receptor-ligand pomiedzy komoérkami GL-1, a NK-
92/cPBMC, ktorego aktywacja potrafi zainicjowaé szybki, 4-godzinny mechanizm
cytotoksycznosci. Wytlumaczenie tego zjawiska zdecydowanie wymaga dalszych badan
nad wiasciwo$ciami zarowno linii GL-1, jak i CNK-89. Inne badania wskazuja, ze komorki
GL-1 wykazuja oporno$é w niektorych podejéciach terapeutycznych®. Najwazniejszym
wnioskiem ptyngcym jednak z tych eksperymentow jest ustanowienie i scharakteryzowanie
psiej linii komorkowej typu NK, CNK-89, wykazujacej zarowno wlasciwosci fenotypowe,
jak 1 funkcjonalne, specyficzne dla limfocytow typu natural killer. Niestety, komorki CNK-
89 po 24 godz. wykazywaly przy duzym nadmiarze cytotoksycznos¢ wzgledem
prawidtowych komorek psiego srédblonka, CBIMEC, zatem majac na uwadze ten wynik,
wskazane bytyby dodatkowe testy majace na celu oceng cytotoksycznosci komorek CNK-
89 wzgledem komoérek CBIMEC w warunkach przeptywu z zastosowaniem barier typu
Transwell nasladujacych warunki, w jakich bytuja komoérki w organizmie.

Testy z uzyciem interleukin zawarte w niniejszej rozprawie rdwniez przyniosty
interesujgce wyniki. Zaskoczenie budzi brak aktywnosci IL-2 w procesie aktywacji
komorek CNK-89. Wigkszo§¢ do tej pory scharakteryzowanych ludzkich linii
komérkowych typu NK (np. NK-92, HANK1, KHYG-1"®) wymagata dodatku IL-2 do
hodowli komérkowej w celu utrzymania prawidtowej kondycji 1 odpowiedniego poziomu
proliferacji tych limfocytow. Cytokina ta jest takze czesto uzywana podczas ekspansji psich
komorek NK izolowanych z krwi obwodowej'#?°, zatem niewatpliwie petni ona wazna role
w biologii komoérek NK, jednak przyklad liniit CNK-89, a takze wczesniej opisana ludzka
linia YT® pokazuja, Ze jest mozliwe ustanowienie linii komorek typu NK niezaleznej w
hodowli od IL-2, bez koniecznosci modyfikowania genetycznie takiej linii. Fenomen ten
mozna sprobowac¢ wyjasni¢ na kilka sposobow. Po pierwsze, w procesie dojrzewania
komorek NK, IL-2 wspiera konwersje dojrzatych komoérek NK w komorki o
wlasciwosciach cytotoksycznych®, zatem komérki CNK-89 moga by¢ po prostu na etapie
réznicowania, ktory ma miejsce przed przejsciem w etap komorek dojrzatych i przez to by¢
na IL-2 niewrazliwe, co nie wyklucza odpowiedzi CNK-89 na inne interleukiny, co tez
zostalo w niniejszej rozprawie udowodnione. Ponadto, w komorkach CNK-89 mogta zaj$¢
mutacja w obrebie genu kodujacego specyficzng podjednostke receptora dla IL-2, co
spowodowato niewrazliwos¢ na sygnaling promowany przez t¢ cytokine. Jednoczesnie, z

racji faktu, iz komorki CNK-89 sa pochodzenia nowotworowego, mogta zaj$¢ aktywacja

79



innej $ciezki sygnatowej lub defekt powodujacy nieustanng aktywacje¢ sygnalingu IL-2
niewymagajacy obecnosci tej cytokiny. Badania ukierunkowane na kwesti¢ receptora dla
IL-2 w komorkach CNK-89 powinny przynies¢ wigcej informacji na ten temat. Finalnie,
nalezy tez mie¢ na uwadze pochodzenie komorek CNK-89. Limfocyty te byty
wyizolowane z ptynu oplucnowego, a nie z krwi obwodowej, jak to zwykle ma miejsce w
przypadku badanych komoérek NK. Mimo, ze badania przeprowadzone przez Vacca ze
wspolpracownikami wykazaty iz ludzki ptyn optucnowy byl zasobny w komodrki NK
wrazliwe na stymulacje 1L-28° nie mozna kompletnie wykluczyé odmiennej sytuacji w
przypadku psich organizmow bez dalszych badan. Niezalezno$¢ od IL-2 w hodowli jest
bez watpienia zaleta linii komodrkowej CNK-89 z kilku powodow. IL-2 jest zwigzkiem
niestabilnym w medium i wymaga regularnego aplikowania jej do s$rodowiska
hodowlanego z racji jej rozktadu, co rzecz jasna generuje koszty oraz komplikuje nieco
procedure hodowlang. Ponadto, linia CNK-89 jest dzigki temu doskonalym modelem do
szybkiego i wygodnego testowania wlasciwos$ci zwigzkow aktywujacych komorki NK, np.
witamin czy lektyn®3 poniewaz nie zajdzie wtedy interferencja pomiedzy aktywnoscia
zwigzku badanego, a IL-2, co bez watpienia falszuje wyniki pomiaréw dotyczacych
pojedynczych zwiazkéw. Wygodng wlasciwoscia linit CNK-89 jest takze relatywnie krotki
czas podzialu (ok. 26 godzin), w przeciwienstwie do linii NK-92 (ok. 32 godziny®°), co
pozwala szybko uzyska¢ duze ilosci komorek do testow przesiewowych. Dodatkowg zaletg
linii CNK-89 jest mozliwos¢ szybkiego wzrostu w réznego rodzaju naczyniach do hodowli
komorek ssaczych — butelkach, szalkach Petriego czy ptytkach 6-dotkowych, w
odrdznieniu do ludzkiej linii NK-92, preferujacej wzrost na ptytkach 6-dotkowych. Uzycie
IL-12 + IL-18 jest znane w literaturze dotyczacej komorek NK jako kombinacja aktywujaca
te limfocyty w sposob synergiczny®: ™ i takie tez zjawisko zaobserwowano w testach
bedacych czgscia niniejszej rozprawy. Na poczatku wykazano przede wszystkim, iz IL-12
(sama oraz w kombinacjach) dziata stymulujaco na wydzielanie IFNy w komoérkach CNK-
89. Nastepnie zaobserwowano, ze IL-12 oraz jej kombinacje aktywujg transkrypcje genu
granzymu B oraz CD16. Rolg IL-12 w aktywacji komorek CNK-89 potwierdzity takze testy
skupiajace si¢ na wlasciwosciach cytotoksycznych medium znad psich komorek NK
traktowanych ta cytoking. Majac na uwadze te wyniki, zdecydowano si¢ na dalsze badania
skupiajagce si¢ na funkcjonowaniu tej interleukiny w kontek$cie bezposrednie)
cytotoksycznosci komorek CNK-89. Preinkubacja komorek CNK-89 IL-12 lub IL-18 nie

wykazala zbyt duzego wptywu stymulujacego bezposrednia cytotoksyczno$¢ tych komoérek
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wzgledem psich komorek biataczkowych, natomiast zastosowanie kombinacji IL-12 + IL-
18 zwigkszyto znaczaco cytotoksycznos¢ efektoréw wzgledem linii GL-1 oraz CLB70.

Wozrost cytotoksycznosci CNK-89 w wyniku preinkubacji kombinacja 1L-12 + IL-
18 wzgledem komorek biataczkowych doprowadzit do wysnucia kolejnego pytania
badawczego dotyczacego stabilnosci tego efektu w czasie, co skutkowato wykonaniem
eksperymentow poroéwnujacych poziom cytotoksycznosci komorek bezposrednio po
pozbawieniu ich dostgpu do interleukin z poziomem cytotoksycznosci komodrek po 2 oraz
7 dniach po usunigciu cytokin z uktadu. Wyniki wskazaly jednoznacznie na tendencjg
utrzymywania si¢ podwyzszonego efektu cytotoksycznego. Zjawisko to mozna probowac
wyjasni¢ odwotujac si¢ ponownie do kwestii dojrzewania komoérek typu NK. By¢ moze
komorki CNK-89 w stanie niepobudzonym znajduja si¢ na wczesniejszym etapie
réznicowania, niz komorki CNK-89 poddane stymulacji kombinacja IL-12 + IL-18. Zeby
rozwigza¢ to zagadnienie konieczne jest doktadne zbadanie procesu dojrzewania psich
komorek NK i ustanowienie markerow fenotypowych klasyfikujacych tego typu komorki.
Ponadto dobrym pomystem byloby wyprowadzenie podlinii komérek CNK-89, ktora
bylaby systematycznie traktowana kombinacjg IL-12 + IL-18 i monitorowanie jej
aktywnoS$ci cytotoksycznej oraz wlasciwosci fenotypowych w kolejnych punktach
czasowych hodowli. Oprocz wlasciwos$ci naukowych linia taka mogtaby przyczynic€ si¢ do
zaprojektowania skutecznej terapii dla nowotworéw psich na bazie komorek
aktywowanych ex vivo, co omingloby takze konieczno$¢ aplikowania zwigzkow
stymulujacych do organizmu pacjenta, co byto niewatpliwie duzym minusem w przypadku
terapii na bazie komorek NK wykorzystujacej podawanie pacjentom dodatkowo IL-2, ktora
okazata si¢ dla chorych toksyczna®*.

Badania zawarte w niniejszej pracy potwierdzaja, ze po raz pierwszy mozliwe byto
ustanowienie linii komorkowej pochodzenia psiego o wilasciwosciach 1 fenotypie
limfocytow typu NK. Linie komérkowe sa wygodnym narzedziem do przeprowadzania
szybkich testow na poziomie badan podstawowych, zwtaszcza jezeli chodzi o wykonanie
badan przesiewowych przy uzyciu panelu potencjalnych terapeutykow w leczeniu
nowotworow. Linia CNK-89, majac wiasciwosci komorek NK wydaje si¢ tutaj szczegdlnie
potrzebna, biorac pod uwage optymistyczne doniesienia literaturowe opisujace sukcesy w
terapiach przeciwnowotworowych przeprowadzanych u cztowieka przy uzyciu tego typu
komorek. Oprocz roli w tworzeniu potencjalnej terapii przeciwnowotworowej u psow, linia
CNK-89 moze by¢ takze narzedziem do studiowania biologii i funkcji psich komoérek typu

NK, ktore do tej pory nie sg jeszcze wystarczajaco scharakteryzowane. Ponadto warto mie¢
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na uwadze fakt, iz linia CNK-89 jest linig komdérkowa wywodzacg si¢ z nowotworu, dzieki
czemu moze shuzy¢ jednoczesnie jako cel terapeutyczny, reprezentujacy grupe
biataczek/chtoniakéw o podtozu komodrek NK.

W tematyce badan nad aktywacja komoérek NK znaczna wigkszo$¢ badan skupia si¢
na efektach dziatania gléwnie interleukin 2 oraz 15. Zostato wielokrotnie dowiedzione, ze
IL-2 stosowana ukladowo jako chemioterapeutyk doprowadza do niszczenia takze
zdrowych komorek organizmu. Duze nadzieje budzi tez IL-15, mniej jednak méwi si¢ o
dziataniu IL-12 oraz IL-18, zwlaszcza u pséw. Badania zawarte w niniejszej rozprawie
uzupehniajg t¢ luke, a takze stwarzaja podwaliny do badan nad nowymi terapiami
wykorzystujacych te cytokiny.

Pomimo wykazywania przez komorki CNK-89 cytotoksycznosci wzgledem
komoérek nowotworowych, wilasciwo$¢ ta nie osiggala wysokich poziomdéw i peinej
skuteczno$ci zabijania komodrek docelowych. Umiarkowana cytotoksyczno$¢ oraz brak
obecnosci markera CD16 przy jednoczesnym duzym poziomie markera CD56 wskazywaé
mogg, iz komdérkom CNK-89 blizej jest do frakcji klasyfikowanej jako komodrki NK
immunoregulatorowe, niz cytotoksyczne. Nie jest to jednak cecha wykluczajaca znaczenie
komorek CNK-89 w terapiach przeciwnowotworowych, bowiem uzyteczno$¢ wtasciwosci
immunoregulatorowych w mikrosrodowisku nowotworu moze przewyzsza¢ skuteczno$é
bezposredniej cytotoksycznosci. Badania na ten temat zaprezentowali Yang i
wspotpracownicy w pracy dotyczacej nowej linii ludzkiej komoérek typu NK, NK101. W
pracy tej poréwnano cytotoksycznos¢ wzgledem komorek 4T1 in vitro oraz in vivo (model
mysi z wszczepionymi komoérkami 4T1) linii NK-92 oraz NK1017°. W tescie in vitro
wyzszg cytotoksyczno$¢ wykazata linia NK-92, natomiast w modelu in vivo nowotwor
zabijany byt skuteczniej w przypadku zastosowania komorek NK101. Profil wydzielanych
cytokin przez komorki NK immunoregulatorowe moze wywolywa¢ migracj¢ innych
komorek cytotoksycznych (np. makrofagdéw), ktorych wilasciwosci beda wspieraé
umiarkowang cytotoksyczno$¢ immunoregulatorowych komorek NK, przez co nowotwor
bedzie atakowany na rézne sposoby, co zwigksza szanse na jego skuteczng likwidacje.
Podobne eksperymenty porownawcze na modelu in vitro oraz in vivo mozna w przysztosci
przeprowadzi¢ przy uzyciu linii CNK-89, co pozwolitoby na oszacowanie potencjatu
terapeutycznego tych komoérek w modelu zwierzecym. Wskazane bytyby takze rozszerzone
badania panelu wydzielanych cytokin przez komorki CNK-89 i poréwnanie ich z profilem
komorek NK-92. Wreszcie, cickawym pomystem na wykorzystanie wiedzy dotyczacej

funkcjonalno$ci komoérek NK immunoregulatorowych oraz cytotoksycznych in vivo
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bytoby badanie polegajace na wszczepieniu organizmowi modelowemu heterogennej
populacji  komoérek  NK, zawierajacej zarowno linie o  wlasciwosciach
immunoregulatorowych oraz jej wariant wykazujacy wigksza cytotoksycznos¢, w
odpowiednim stosunku komoérek immunoregulatorowych do cytotoksycznych. Badania
wstepne do takiego projektu pozwolityby na ocenienie, ktora ze wspomnianych populacji
powinna wystepowa¢ w wigkszej zasobnosci w stosunku do drugiej. Zgodnie ze stanem
mojej aktualnej wiedzy, takie badania nie byly jeszcze publikowane. Wlasciwie
zoptymalizowana terapia tego typu pozwolitaby na wykorzystanie bezposrednich
wlasciwosci cytotoksycznych wobec komoérek nowotworowych przy jednoczesnej
kompleksowej stymulacji pozostatych komorek uktadu odpornosciowego.
Podsumowujac, komodrki CNK-89 wykazuja charakterystyke fenotypowa i
funkcjonalng psich komorek typu NK ze wskazaniem na fenotyp komoérek NK typu
regulatorowych. Komoérki CNK-89 wykazuja cytotoksycznos¢ wzgledem psich komorek
biataczkowych. Wyniki sktadajace si¢ na niniejszg prace wskazuja, iz komérki CNK-89
mogg shuzy¢ jako wygodny model badawczy do badania biologii psich komorek typu NK,
ich pochodzenie nowotworowe czyni je jednoczes$nie kolejng linig reprezentujaca model
psiego nowotworu, a zarazem komorki te ze wzgledu na swoje wlasciwosci cytotoksyczne
moga by¢ w przyszto$ci uzyte w dalszych pracach w kierunku stworzenia terapii
przeciwnowotworowej dla psow wykorzystujacych komérki typu NK jako komorki

efektorowe.
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6. Whnioski

1) Komorki CNK-89 wykazuja cechy fenotypowe psich komorek typu NK. Pomiar
cytometryczny wykazat obecno$¢ markerow powierzchniowych: CD5, CDS8, CD45, CD56,
CD79a oraz NKp46. Badanie wykonane za pomocg reakcji RT-PCR wykazato obecnos¢
transkryptow CD56, NKG2D, NKp30, NKp44, NKp46 oraz perforyny.

2) Linie komodrkowe psich biataczek/chtoniakow typu B: CLB70, CLBL-1, GL-1 wykazaty
wrazliwo$¢ na zabijanie przez komorki ludzkie NK-92 oraz psie komorki cPBMC, co
udowadnia, ze linie te moga by¢ stosowane w testach cytotoksycznos$ci wykorzystujacej

aktywno$¢ komorek typu NK.

3) Komorki CLB70 oraz CLBL-1 ulegaty cytotoksyczno$ci komérek CNK-89 po 4 godz.,
natomiast komorki GL-1 po 24 godz. Efekt cytotoksyczny komorek CNK-89 byt takze
widoczny wzgledem psich prawidtowych komorek §rodbtonka CBIMEC po 24 godz.

4) Stymulacja kombinacjg IL-12+IL-18 przez 48 godz. poprawila wlhasciwosci
cytotoksyczne komorek CNK-89 wzglegdem komoérek CLB70 oraz GL-1. Efekt
cytotoksyczny utrzymywat si¢ po 2 oraz 7 dniach od pozbawienia komoérek CNK-89

interleukin.
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