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SANTRUMPU SARASAS

AUC — plotas po kreive

BI — bendras iSgyvenamumas

BRAF — B-raf onkogeng kodujantis genas

CTL - citotoksiniai T limfocitai

CTLA-4 — citotoksiniy T limfocity antigenas-4

CUI — klinikinio naudingumo indeksas

DL — dendritinés lastelés

EMT — epiteliné-mezenchiminé transformacija

iBIP2 — indukuojamas BRAF Ink/ArF Pten peliy melanomos modelis
IBP — i§gyvenimas be progresavimo

KV — kiausidziy vézys

LPS — lipopolisacharidas

MAPK — mitogeny aktyvuota baltymy kinazé

MDSC — mieloidiniai supresoriai

NK — nattralieji kileriai

PD-1 — programuotos lasteliy Ziities baltymas-1

ROC — grafikas, rodantis klasifikatroriaus jautrumo ir specifiSkumo rysj
RL-kPGR - realaus laiko kiekybiné polimerazés grandininé reakcija
SE - jautrumas

SP - specifiSkumas

TCGA — vézio genomo atlasas

Treg — reguliaciniai T limfocitai



IVADAS
PROBLEMA

Naviko mikroaplinkg sudaro jvairas lgsteliy tipai. Jy tarpusavio sgveikos svarbios
tieck naviko vystymosi, tieck gydymo metu [1,2]. Dél jgyty mutacijy ir fenotipinio
plastiSkumo atsiradusios veézinés lgstles skiriasi pagal savo diferenciacijos ir
kamieniSkumo lygj [3,4]. Jos geba pritraukti ir perprogramuoti normalias stormos lgsteles
(fibroblastus, endotelio lasteles, pericitus, imuninés sistemos Igsteles) taip, kad jy
atliekamos funkcijos buty parankios navikui [5].

Imuniné sistema geba atpaZinti navikinius neoantigenus, atsiradusius dé¢l didelio
mutacinio kriivio véZinése lastelése [6]. Idealiu atveju, dendritinéms lasteléms atpaZinus
ir pateikus T lasteléms navikinj antigeng, pastarosios yra aktyvuojamos, migruoja j navika,
ir naikina véZines lasteles [7]. TaCiau véZys iSvysto jvairius budus iSvengti imuninio atsako
[8—10]. Priklausomai nuo iSvengimo strategijos iSskiriami keli skirtingi imuniniai véZio
fenotipai [7,11]. Imuninio infiltrato tankis, sudétis ir funkciné busena yra susij¢ su ligos
prognoze ir atsaku | gydyma [12—-14]. Navikai gali buti gydomi imunoterapija — gydymu,
skirtu moduliuoti paciento imunin¢ sistemg taip, kad ji vél veiksmingai atpaZinty ir
naikinty véZines lgsteles. Imunoterapijos tipas parenkamas pagal naviko imuninj fenotipg.
Siuo metu klinikiniam naudojimui jau patvirtinta keliy rasiy imunoterapija; nemazai naujy
vaisty ir jy deriniy yra klinikiniy tyrimy stadijoje [7,15].

Nors naujausios naviky imunologijos ir imunoterapijos Zinios spar€iai keifia
Siuolaiking kliniking onkologija, Sioje srityje vis dar nemaZai i$Sukiy, susijusiy su su
imuniniy naviko elementy funkcijomis bei terapiniu taikymu. Visy pirma, genoming ir
lasteliné naviky jvairové mazina gydymo (jskaitaint ir imunoterapija) efektyvuma. Antra,
pacienty atrankai } klinikinius tyrimus troksta patikimy bioZymeny. Trecia, potencialiy
taikiniy gausa ir iSsivystantis atsparumas vaistams reikalauja kombinaciniy vaisty
efektyvumo tyrimy.

Su Siais iSSokiais susijusiy procesy tyrimas molekuliy, Igsteliy, audiniy ar
organizmy lygmenyje reikalingas geresniam naviky imunologijos suvokimui bei naujy
terapijy karimui. Sio tyrimo metu sickéme pateikti naujy jZzvalgy apie imuninés naviky
mikroaplinkos vaidmenj véZio vystymosi ir atsako j gydyma metu.

TIKSLAS

Sio darbo tikslas yra daugiapakopis imuniniy ir véZiniy lasteliy saveiky tyrimas
siekiant geriau suprasti imuninés sistemos reik§me naviky vystymuisi ir atsakui j gydyma.

UZDAVINIAL:

1. Jvertinti veézZiniy lasteliy lizato poveikj dendritiniy lgsteliy subrendimui ir
imunostimuliacinéms savybéms.

2. vertinti pagal kamieniSkumo Zymenis besiskirianCiy storosios Zarno véZzio lasteliy
linijy gebéjima poliarizuoti makrofagus.

3. IStirti makrofagy ir pagal atsparuma chemoterapijai besiskirianciy kiauSidZiy véZio
lasteliy abipusj poveikj geny raiSkos profiliui.



4. Charakterizuoti imuninés melanomos mikroaplinkos formavimasi iBIP2 peliy
modelyje.

5. ISstirti imunomoduliuojanciy antikiiny anti-CTLA-4 ir anti-PD-1 efektyvuma
gydant melanomg iBIP2 peliy modelyje.

6. Ivertinti kiauSidZiy naviky imuninj fenotipg ir atrinkti potencialius imunin¢ naviky
infiltracijg atspindincius Zymenis.

7. lvertinti sistemiSkai cirkuliuojanCius serumo citokinus kaip potencialius
predikcinius kiauSidZiy véZio Zymenis.

MOKSLINIS DARBO NAUJUMAS

Siame darbe véZio ir imuniteto sgveikos buvo tiriamos keliais skirtingai aspektais.

Pirmiausia in vitro tyrinéjome véZiniy ir i§ monocity kilusiy imuninés sistemos
lasteliy (dendritiniy lgsteliy ir makrofagy) saveikas. Misy gauti rezultatai akcentuoja
netiesioginj imunosupresinj véZiniy lasteliy poveikj dendritiniy 1gsteliy tolerogeniSkumo
vystymuisi, nepaisant to, kad daznose gydomyjy dendritiniy Igsteliy vakciny studijose Sis
aspektas paliekamas nuoSalyje.

Tyrimai, lyginantys skirtingy lasteliy gebéjima skatinti makrofagy poliarizacija,
taip pat reti. Siame darbe pirma karta parodéme, kad kamieniskumo ir atsaprumo vaistams
savybeés daro jtakg véZiniy lasteliy imunomoduliacinéms savybéms. Be to tyrinéjome ne
tik veéZiniy lasteliy jtakg makrofagams, bet ir makrofagy jtaka véZinéms lasteléms
chemoterapinio atsparumo kontekste. Jrodéme, kad abu lgsteliy tipai bendradarbiauja
kurdami navikg skatinancig imunosupresine mikroaplinkg.

Masy tyrinéjamas iBIP2 peliy melanomos modelis iki Siol buvo naudojamas tik
MAPK signalinio kelio slopikliy tyrimams. Mes pirmieji atlikome i§samig kiekybing ir
kokybing imuninés mikroaplinkos analiz¢ Siame modelyje bei iStyréme
imunomodulivojanciy antikiny anti-CTLA-4 ir anti-PD-1 efektyvuma. Taip pat
pasitléme santykj tarp imunosupresiniy ir prieSvéZiniy mieloidiniy Igsteliy kaip Zymen;,
atspindintj atsaka | gydyma, bei potencialy taikinj tolesniam imunoterapijos vystymui.

Vézio-imuniteto ciklas bei véZio imuniniai fenotipai tai saglyginiai naujos sagvokos,
tad publikuoty studijy, kuriose navikai buty klasifikuojami pagal imuninius fenotipus, dar
néra daug. Mes pirmieji klasifikavome kiauSidZiy navikus j skirtingus imuninius fenotipus
pagal jy geny raiSkg, bei kiekvienam fenotipui priskyréme budinga chemokiny raiSkos
profilj. Taip pat Siame darbe pasiiléme du naujus cirkulivojanéiy serumo Zymeny
rinkinius: CXCL9+CXCL10, skirta atrinkti imuniniy lasteliy infiltruotus navikus, bei
CCL4+CCL20+CXCL1, skirta atrinkti pacientes su didesne ligos progresavimo tikimybe.
Sie Zymenys galéty pasitarnauti parenkant tinkamg antros eilés gydyma ar atrenkant
pacientes klinikiniams tyrimams.

Apibendrinant, masy rezultatai pagrindZia imuninés sistemos svarbg naviko
vystymuisi ir atsakui | gydyma bei atskleidZia naujus Zymenis ir taikinius véZio
imunoterapijai.

GINAMIEJI TEIGINIAI

1. Brandinimas su véZiniy lasteliy lizatu skatina dendritiniy lasteliy tolerogeniSkuma.
2. Storosios Zarnos véZio lasteliy gebéjimas poliarizuoti makrofagus priklauso nuo jy
kamieniSkumo savybiy.



. Egzistuoja abipusés saveikos tarp makrofagy ir kiauSidZiy veéZio Igsteliy,
besiskirian¢iy pagal jautrumg chemoterapijai.

. Naviky vystymasis iBIP2 peliy melanomos modelyje yra lydimas imunosupresinés
naviko mikroaplinkos formavimosi.

. Navika infiltruojan¢iy imunosupresiniy mieloidiniy lasteliy lygis atspindi atsaka j
gydyma monokloniniais antiktinais iBIP2 peliy melanomos modelyje.

. Imuniniy lagsteliy infiltruotiems kiauSidZiy navikams budingas specifinis
cirkulivojanciy ir vidunavikiniy chemokiny raiskos profilis

. PrieSoperacinis cirkuliuojan¢iy chemokiny lygis gali prognozuoti kiauSidZiy véZio
progresija



REZULTATU APZVALGA

Véziniy lgsteliy lizato jtaka dendritiniy 13steliy subrendimui ir imunostimuliacinéms
savybéms

PROBEMATIKA

Véziniy ir stromos lasteliy sgveikos navike svarbios naviko vystymuisi ir
metastazavimui. Naviky heterogeniSkumas daZznai yra nesékmingo véZio gydymo
priZastis. Viena i§ gausiausiy navikg infiltruojanciy imuniniy stromos lasteliy grupiy yra
mieloidinés Igstelés — makrofagai, monocitinés dendritinés lgstelés ir mieloidiniai
supresoriai (MDS). Dendritiniy lasteliy (DL) funkcijos priklauso nuo jy subrendimo
lygios. Nesubrendusios lgstelés atpaZjsta antigeng ir subresta jj apdorodamos.
Subrendusios dendritinés Igstelés ekspresuoja kostimuliacines molekules ir geba pateikti
antigeng T limfocitams. Priklausomai nuo mikroaplinkos stimuly, DL gali bati
imunogeniSkos arba tolerogeniskos. Nuo jy fenotipo priklauso tolesné imuninio atsako
sekmé. Publikuotose studijose imunogeniniy ir tolerogeniniy DL savybiy balansas daZznai
nepakankamai akcentuojamas. Tod¢l Siame tyrime siekéme jvertinti véZiniy lasteliy lizato
poveikj DL subrendimui ir imunostimuliacinéms savybéms, ypatingg démesj skirdami DL
tolerogeiniy savybiy analizei.

METODIKA

IS sveiky kraujo donory iSskyréme periferinio kraujo vienbranduoles Igsteles ir in
vitro 6 dienas GM-CSF ir IL-4 pagalba diferencijavome jas iki nesubrendusiy DL. Toliau
DL 24 val brandinome klasikine LPS+IFNy kombinacija. Tiriamosios grupés DL
papildomai inkubavome su véZiniy lasteliy lizatu, sudarytu i§ SK-MEL-28 (melanoma),
786-O (inksty veézys) ir U-87 (glioblastoma) lasteliy linijy lizaty miSinio. Tékmés
citometru vertinome dendritiniy 1gsteliy subrendima pagal jy pavirSiaus Zymeny raiSkg ir
citokiny sekrecijos profilj. Taip pat 7 dienas kultivavome subrendusias DL su magnetiSkai
sortiruotais ir CFSE Zymétais CD3+ T limfocitais. Tokiu budu vertinome DL indukuotg T
limfocity proliferacija. Be to, po 14 dieny subrendusiy DL ir magnetiSkai iSsortiruoty
CD4+ T limfocity kokultivavimo, tékmeés citometru matavome reguliaciniams T
limfocitams budingus Zymenis ir vertinome DL sukeltag imunosupresija.

REZULTATAI

Norédami iStirti imunomoduliacines navikiniy antigeny savybes, panaudojome
trijy skirtingy lasteliy linijy (melanomos, glioblastomos, inksty véZio) lizatus dendritiniy
lasteliy brandinimui. IS sveiky donory periferinio kraujo iSskirtus monocitus
diferencijavome iki nesubrendusiy dendritiniy lgsteliy, kurias brandinome standartiniu
LPS ir IFNy miSiniu su véZiniy lasteliy lizatu (tiriamoji grupé) arba be jo (kontroliné
grupe).

Nepriklausomai nuo brandinimo biudo, po 24 valandy inkubacijos dendritinés
lastelés jgijo subrendusioms lgsteléms budinga morfologija. Tiek brandinimas su lizatu,
tiek be jo, sugeneravo subrendusias dendritines lasteles, kurioms budinga CD14, CDl Ic,
CD83, CD80, HLA-DR, CD197 Zymeny raiSka (1 A pav). Vis délto, ant dendritiniy
lasteliy, brandinty su lizatu, pastebéjome reikSmingai aukStesne tolerogeninio Zymens
CD85k raiSka, lyginantu su lastelémis, brandintomis be lizato. Nepriklausomai nuo
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naudotos lasteliu linijos, su lizatu brandinty DL pavirSiaus Zymenu raiSka nesiskyré
tarpusavyje, todél tolesniems eksperimentams naudojome véZiniy Igsteliy lizaty miSinj.

A

10007 oy | PS + IFN-y

1 paveikslas. Dendritiniy lgsteliy fenotipas ir
M LPS + IFN-y + VL lizatas P . . .

sekrecijos profilis po brandinimo su véZiniy
lasteliy lizatu arba be jo. A. Dendritiniy lasteliy
pavirSiaus Zymeny raiska po 24 val. brandinimo su
p=0.032 skirtingais miSiniais. B. Dendritiniy lasteliy
citokiny sekrecijos profilis po 24 val brandinimo
su skirtingais miSiniais. Stulpeliné diagrama
vaizduoja vidurkj * standartinj nuokrypj i§ 15
sveiky donory imties. VéZiniy lasteliy lizatas buvo
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Pamatave subrendusiy dendritiniy lgsteliy citokiny sekrecijos profilj pastebéjome,
kad su lizatu brandintos dendritinés 1gstelés gamina daugiau imunosupresiniy Th2 tipo
citokiny IL-10, TGFB ir maziau Thl tipo citokino IL-12, lyginant su Igstelémis,
brandintomis be lizato (1 B pav).

Sie duomenys rodo, kad dendritinés lastelés, brandintos su véZiniy lasteliy lizatu
gali bati linkusios sukelti miSry Th1/Th2 tipo imuninj atsakg. Véziniy lasteliy lizatas turi
netiesioginj imunosupresinj poveikj ir 1§ dalies skatina dendritiniy Iasteliy
tolerogeniSkuma.

Taip pat tyréme skirtingais budais brandinty dendritiniy Igsteliy
imunostimuliacines savybes. MiSrios limfocity reakcijos tyrimas atskleidé, kad su lizatu
brandintos dendritinés 1astelés paskatina reik§mingai didesn¢ T limfocity proliferacijg (2
A pav.), greiCiausiai dél navikiniy antigeny buvimo véZiniy Igsteliy lizate. Taciau didelg
proliferavusiy T limfocity dalj sudaro Treg lastelés (2 B pav.). Sie rezultatai patvirtina, jog
su veziniy lasteliy lizatu brandintos dendritinés lastelés gali paskatinti imunosupresija
navike.

APIBENDRINIMAS

Nors stromos Igsteliy jtaka naviko vystymuisi yra neginCytina, tikslas
mikroaplinkos sukelti reguliaciniai procesai, ypac lieCiantys atsakg j gydyma, néra iki galo
Zinomi. Sioje darbo dalyje parodéme, kad brandinimas su véZiniy Igsteliy lizatu skatina
dendritiniy lasteliy tolerogeniSkumo Zymens CD85k raiSka, nepriklausomai nuo véZiniy
lokalizacijy kilmés. Su lizatu brandintos lgstelés sekretuoja imunosupresinius citokinus ir
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skatina Treg proliferacija. Sie rezultatai svarbiis ne tik fundamentiniu poZitriu, bet ir
prieSvéziniy dendritiniy 1gsteliy vakciny gamybai.

o
g

p = 0.0002

2 paveikslas. Skirtingais budais brandinty
dendritiniy lasteliy imunostimuliacinés savybés.
A. Magnetiskai iSrasiuoty ir CFSE nudazyty CD3+
T limfocity proliferacija po 7 d. kokultivavimo su
skirtingais budais brandintomis dendritinémis
Iastelémis. Proliferacija buvo vertinama tékmés
citometru atmetant neigiamag kontrole (spontating T
limfocity proliferacijag). B. Treg indukcija buvo
vertinama po 14 dieny magnetiskai iSraSiuoty CD4+
T limfocity ir skirtingais budais brandinty
dendritiniy lasteliy kokultivavimo terpé¢je su IL-2.
Treg procentiné dalis buvo vertinama pagal
CD4+CD25+FoxP3+CD127- fenotpo lasteliy dalj
p=0.0219 i§ visy CD4+ limfocity. Stulpeliné diagrama
| vaizduoja vidurkj * standartinj nuokrypj i§ 15
sveiky donory imties. VéZiniy lasteliy lizatas buvo
paruostas i§ Zmogaus melanomos (SK-MEL-28),
glioblastomos (U-87) bei inksty vézio (786-O)
lasteliy linijy lizaty lygiomis dalimis. Palyginimui
naudotas dvipusis Stjudento t-testas su Welch
korekcija. VL — vézinés lastelés, LPS -
lipopolisacharidas.
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Véziniy lasteliy kamieniSkumo savybiy jtaka jy gebéjimui paskatinti makrofagy
poliarizacija

PROBLEMATIKA

Makrofagai yra plastiSkos lastelés, kurios véZio atveju, priklausomai nuo aplinkos
signaly, gali poliarizuotis } prie§véZzinj M1 tipg arba vézj skatinant] M2 tipg. Neseniai
parodyta, jog makrofagai gali dalyvauti epitelinés-mezenchiminés transformacijos (EMT)
reguliavime [16,17]. EMT lemia epiteliniy lasteliy plastiSkuma ir invazijg. Vykstant EMT,
vezinés lastelés gali jgyti svarbias kamieniSkumo savybes — gebéjimg atsinaujinti ir
padidéjusj atsparumg chemoterapiniams preparatams. Néra iki galo aiSku, kaip plastiSkos
ir kamieniSkumo savybémis pasiZymincios lgstelés dalyvauja formuojant imuning naviky
mikroaplinkg, todél Siame tyrime siekéme jvertinti pagal kamieniSkumo Zymenis
besiskirianciy storosios Zarno véZzio lasteliy linijy gebéjima poliarizuoti makrofagus.

METODIKA

RL-kPGR metodu vertinome su kamieniSkumu ir EMT susijusiy geny raiSkos
profil} penkiose Zmogaus storosios Zarnos veZzio lasteliy linijose. Tékmés citometru
matavome Th1/Th2 tipo citokiny koncentracijg lasteliy lizate ir augimo terpéje. IS sveiky
kraujo donory buvo iSskirtos periferinio kraujo vienbranduoles Igsteles ir in vitro 7 dienas
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diferencijuotos iki MO makrofagy auginant su M-CSF. Toliau MO makrofagai buvo 48 val
inkubuoti su LPS+IFNy (M1 tipo poliarizacija), IL-4+1L-13 (M2 tipo poliarizacija) arba
storosios Zarnos véZio lgsteliy auginimo terpe. Tékmeés citometru buvo matuojama M1/M2
tipams budingy Zymeny raiSka ir vertinamas storosios Zarnos véZzio lasteliy gebéjimas
poliarizuoti makrofagus.

REZULTATAI

Siekéme jvertinti kaip véZinés lgstelés veikia kito tipo mieloidiniy lasteliy,
makrofagy, poliarizacija. Pasirinkome skirtingy molekuliniy subtipy Zmogaus storosios
zarnos veézio lasteliy linijas: gerai diferencijuota HT29, vidutiniSkai diferencijuotas
SW620, NCI-H508, bei blogai diferencijuotas COLO320, and HCT116. Atlike su
kamieniSkumu ir EMT susijusiy geny raiSkos tyrimg parodéme, kad HT29 linija
nepasiZymi iSreikStais kamieniSkumo ir mezenchiminiais Zymenimis (3 pav), panaSiai
kaip ir SW620 linija. NCI-H508 linijoje buvo stebima didelé keliy su EMT susijusiy
trankripcijos faktoriy raiSka. COLO320 linijai budingi stipriai iSreikSti kamieniSkumo
zymenys, o HCT116 linijai — mezenchiminiai Zymenys.

kamieniskumas EMT

T O T .

S 2 X Kk < < T o -~ X

S S = Q

g £ 8 ¢ 5 5 = 8 S £ 3
HT29
SW620
NCI-H508
COLO320
HCT116

2 santykiné raiska, z-jvertis 2

2 15 -1 -05 0 05 1 1.5 2

3 paveikslas. Zmogaus stotosios Zarnos vézio lasteliy linijy geny raiskos profilis. RL-kPGR metodu matavome
santyking pasirinkty su kamieniSkumu ir EMT susijusiy geny raiskg HT29, SW620, NCI-H508, COLO320 and
HCT116 linijose. Santykiné geny raiska, transformuota j z-jvertj, vaizduojama intensyvumo diagramoje, kur
apskrtitimy spalva ir dydis atspindi raiSkos pokycius. Kiekvienas apskritimas vaizduoja vidurkj i§ dviejy
nepriklausomy matavimu su trimis techniniais pakartojimais, normalizuota pagal GAPDH ir RLP13A geny raiska.
EMT - epiteliné-mezenchiminé transformacija.

IS sveiky donory periferinio kraujo i§skyr¢ monocitus diferencijavome juos iki MO
makrofagy. Norédami jvertinti koks yra skirtingy storosios Zarnos vézio linijy gebéjimas
sukelti makrofagy poliarizacijg, 48 val. inkubavome diferencijuotus MO makrofagus su
veziniy lasteliy linijy augimo terpe, atspindinia jy sekretomg. Paveiktus makrofagus
lyginome su kontroliniais M1 ir M2 makrofagais, vertindami jiems budingy pavirSiaus
Zymeny raiSka tekmés citometru (1 lentelée).
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1 lentelé. Kontroliniy MO, M1, M2, bei su Zmogaus storosios Zarnos vézio Iasteliy auginimo terpe inkubuoty
makrofagy pavirSiaus Zymeny raiska, isreikSta vidutiniu fluorescencijos intensyvumu. Makrofagai buvo nudazyti
Zymeétais monokloniniais antik@inais prie§ iSvardintus pavirSiaus Zymenis. Eksperimentas buvo pakartotas du kartus
atlickant du techninius pakartojimus. Geresniam vaizdiniam suvokimui pateikiamos nuspalvinty langeliy
interpretacijos. AT — auginimo terpé.

MO su MO su MO su MO su MO su

MO M1 M2  HT29 SW620 NCI-H508 COLO320 HCT116
AT AT AT AT AT
CD80 99 1186 66 145 97 71 101 114
CD86 149 1686 143 113 42 112 87 108
CD69 59 302 50 75 33 73 59 57
CD274 152 1396 442 258 204.,5 61 266 284
CD206 1077 496 3474 1772 1549 1665 3132 3325
HLA-DR 15721 = 27728 -77 3378 2422 72 -1 14
CD197 123 927 0 93 77 823 -2 0
CDllc 18499 12826 35 16639 12000 15574 37 48
CD195 254 183 -2 432 218 400 -1 0
Spalvy

reikcémes MO Ml M2 MO irar M2 MO ir/ar M1

MO makrofagy kultivavimas su storosios Zarnos véZio Igsteliy terpe nei vienu atveju
nepaskatino klasikiniy M1 Zymeny raiSkos: kostimuliaciniy molekuliy CD80, CD86, ar
aktyvacijos Zymens CD69. Klasikinio M2 Zymens CD206 raiSka reikSmingai padidéjo tik
ant makrofagy, inkubuoty su HCT116 ar COLO320 linijy auginimo terpe. Taip pat M2
makrofagams budingas HLA-DR, CD197, CD11c ir CD195 Zymeny praradimas. Tik su
HCT116 ir COLO320 auginimo terpe inkubuoti makrofagai nepasiZymeéjo nei vieno is Siy
zymeny raiSka. Taigi, tik Sios dvi blogai diferencijuotos storosios Zarnos véZzio linijos,
pasizymincios aukSta su EMT ir kamieniSkumu susijusiy geny raiSka, geba indukuoti M2
tipo makrofagy poliarizacijg. IStyre visy tirty linijy auginimo terp¢ pastebéjome, kad
COLO320 ir HCT116 linijos sekretuoja reikSmingai daugiau imunosupresiniy Th2 tipo
citokiny IL-10 ir IL-13 nei likusios lasteliy linijos (4 pav). Sie rezultatai patvirtina
hipoteze, kad lgstelés su stipriau iSreikStomis kamieniSkumo savybémis turi didesnj
potencialg poliarizuoti makrofagus j} M2 tip3.

IL-10
p=0.0140 15

p=0.0143 |

5
4 | | 210 p=0.0083
ES3 | >
2 — s — T
-9 5
) - ﬁ
0 T T
0 HT29 SW620 NCI-H508 COLO320 HCT116

HT29 SWI620 NCI-H508 COLIO320 HCT116

IL-5 TNFa

T £ T
2 5

1 5 -

0 0 B

HT29  SW620 NCI-H508 COLO320 HCT116 HT29  SW620 NCI-H508 COLO320 HCT116

IL-13

p=0.0218
L}

w
N
(=]

pg/ml

4 paveikslas. Sekretuojamy Th1/Th2 tipy citokiniy koncentracija storosios Zarnos vézio auginimo terpése.
Citokiny koncentracija buvo pamatuota t¢kmeés citometru. Stulpeliné diagrama vaizduoja vidurkj + standartinj
nuokrypj, N=3. Palyginimui naudotas dvipusis Stjudento t-testas.
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APIBENDRINIMAS

Makrofagy savybés naviko mikroaplinkoje priklauso nuo jyu M1/M2 fenotipo.
Studijy, tyrinéjanciy imunomoduliacines véZio kamieniniy lgsteliy savybes néra daug.
Siame tyrime ne tik parodéme, kad storosios Zarnos véZio lastelés su stipriau iSreik$tomis
mezenchiminémis ir kamieniSkumo savybémis geba sukelti makrofagy poliarizacijg | M2
navika skatinantj tipa, bet ir pabréZéme potencialy Sio reiSkinio mechanizmg —IL-10 ir IL-
13 sekrecija.

Tarpusavio sgveiky tarp kiauSidziy vézio 1asteliy ir makrofagy tyrimas

PROBLEMATIKA

Saveikos tarp mieloidiniy imuniniy lgsteliy ir skirtingo jautrumo vaistams véZiniy
lasteliy yra maZzai tyrinétos, nors yra Zinoma, kad imuniné naviko mikroaplinka gali padéti
navikams adaptuotis ir i§vystyti atsparuma chemoterapijai. Siame darbe, pasitelkdami
kokultivavimo modelj, siekéme iStirti makrofagy ir pagal atsparuma chemoterapijai
besiskirianciy kiauSidziy vézio lasteliy abipusj poveikj geny raiSkos profiliui.

METODIKA

Ilga laikg veikdami vaistais Zmogaus kiauSidziy vézio (KV) lIasteliy linijg A2780
in vitro i8vedéme cisplatinai atsparig linija A2780Cis. Pasitelkdami molekulinius ir
funkcinius testus, palyginome jautriy ir atspariy linijy toksiSkumo profilj, morfologija,
migracijg, klonogeniSkumg ir geny raiSkos profilj. IS Zmogaus monocitinés leukemijos
lasteliy linijjos THP-1 naudodami PMA diferencijavome MO makrofagus, ir, veikdami
atitinkamai LPS+IFNy arba IL-4+IL-13, poliarizavome juos iki M1 ir M2 tipo makrofagy.
Po netiesioginio jautriy ir atspariy KV lIasteliy linijy kokultivavimo su MO, M1 ir M2
makrofagais tyréme pasirinkty geny raiSkos pokycius abiejuose Igsteliy tipuose.

REZULTATAI

Parodyta, kad kamieniSkumo savybémis pasizymincios lastelés daZnai buna
atsparesnés vaistams [18,19,20] ir tokiu budu yra susijusios su iSsivystanCiu naviky
atsparumu chemoterapijai. Todél nusprendéme iStirti, kaip lastelés, pasiZymincios
skirtingu jautrumu chemoterapiniams vaistams, geba paveikti makrofagy poliarizacija.
Chemoterapiniu preparatu cisplatina veikdami jautrig kiauSidZiy véZio linijg A2870, i8S jos
iSvedéme Siam vaistui atsparig linija A2780Cis. Vystant atsparig linijg, keitési jos
morfologija: epitelinés 1gstelés palaipsniui jgijo mezenchiming verpstés forma (5 A pav.).
Taip pat atsparioms lasteléms buvo budingos kitos su kamieniSkumu susijusios funkcinés
savybés: padidéjes klonogeniSkumas (5 B pav.) ir migracija (5 C pav.), lyginant su
jautriomis lgstelémis. Be to, vaistams atsparios Igstelés pasiZzymeéjo aukstesne tiek Th1 tipo
(IFNy, IL-2, IL-6, TNFa), tiek Th2 tipo (IL-10, IL-4, IL-5, IL-13) citokiny gamyba nei
jautri linija.

Skirtingo atsparumo lygio Iastelés skyrési ir molekuliniame lygmenyje. Vaistams
atsparios lastelés pasizymejo aukStesne su kamieniSkumu, EMT ir atsparumu susijusiy
geny raiSka (6 A pav.). Funkciniai ir molekuliniai skirtumai jrodé, kad atsparumo
cisplatinai iSsivystymas A2780 linijoje yra susijes su kamieniSkumo savybiy ir
mezenchiminio fenotipo jgijimu.
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5 paveikslas. Jautrig A2780 bei atspariy A2780Cis Zmogaus KV lasteliy charakterizavimas. A. Lasteliy
morfologija atspindin¢ios nuotraukos (20x padidinimas). B. Lastelés buvo uZsétos Zemu tankiu ir auginamos 7 dienas
jprastomis salygomis. UZaugusios kolonijos buvo nudazytos kristalo violetu ir suskai¢iuotos. Kolonijas formuojanciy
vienety procentiné dalis vaizduojama stulpelinéje diagramoje kaip vidurkis *+ standartinis nuokrypis, N=6, lyginta
naudojant dvipusj Stjudento t-testg. C. Stebéta, kaip migruoja lgstelés padarius jbrézima viensluoksnéje kulttiroje.
Ibrézimo padengimo greitis vaizduojamas kaip linijiné diagrama. N=4, taskai rodo vidurkj + standartinj nuokrypj,
palyginimui naudota linijiné regresija, ***p<0.0001.

Toliau nusprendéme patikrinti abipuse jtakg geny raiSkai kokultivuodami skirtingo
poliarizacijos tipo makrofagus ir skirtingo jautrumo kiauSidZiy véZio Iasteles
netiesiogingje kulttroje, l1asteléms nesilieCiant, taiau naudojant tg pacig auginimo terpeg.
Taip pat, patikrinti vaisto jtakai lasteliy transkriptomui, j kokultyvavimo terpe déjome 2
uM cisplatinos. MO, M1 ir M2 makrofagai buvo sugeneruoti i§ Zmogaus monocitinés
leukemijos Iasteliy linijos THP-1 naudojant standartinius diferenciacijos ir poliarizavimo
metodus.

Atlikus kokultivuoty kiauSidziy véZio lasteliy transkriptominj profiliavimg
paaiskéjo, kad daugiausiai mRNR poky¢iy makrofagai arba jy derinys su chemoterapija
sukelé jautrioje linijoje A2780 (6 B pav.). Su makrofagais kokultivuotose A2780 lastelése
padaugéjo su kamieniSkumu susijusiy transkripcijos faktoriy bei su atsparumu susijusio
geno ABCG?2 raiSka. Su makrofagais ir cisplatina kokultivuotose A2780 lastelése daugéjo
EMT transkripcijos faktoriy, nepriklausomai nuo pradinés makrofagy poliarizacijos.
Atsparioje lasteliy linijoje kokybiniai ir kiekybiniai geny raiSkos pokyciai po
kokultivavimo su makrofagais buvo maZesni.
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6 paveikslas. Su kamieniSkumu, atsparumu ir EMT susijusiy geny raiSkos profilis kiausidziy vézio 1astelése.
A. Atsparios A2780Cis linijos geny raiskos profilis lyginant su jautria A2780. B. KiausidZiy véZio lgsteliy linijy geny
raiSkos profilis po 48 val. kokultivavimo su M0, M1, M2 tipo i§ THP-1 linijos iSvestais makrofagais, terpéje be vaisto
arba su 2 pM cisplatinos. RT-kPGR metodu pamatuota ir log2 transformuota santykiné geny raiska vaizduojama
intensyvumo diagramoje, kur apskrtitimy spalva ir dydis atspindi raiskos pokycius. Kiekvienas apskritimas vaizduoja
vidurkj i§ dviejy nepriklausomy matavimu su dviem techniniais pakartojimais, normalizuotg pagal santyking geno
raiSkag A2780 lasteliy linijoje (A) ar atitinkamoje neveiktoje Igsteliy linijoje (B). ApibréZti apskritimai Zymi
reik§mingus geny raiskos pokycius (p<0.05). Lyginimui naudotas dvipusis Stjudento t-testas su FDR korekcija. EMT
— epiteliné-mezenchiminé transformacija.

Siekéme iSsiaiSkinti ir véZiniy lasteliy poveikj makrofagy poliarizacijai.
Kokultivuoty makrofagy geny raiSkos profilj lyginome su kontroliniais M1 ir M2 tipo
makrofagais, pasizyminciais specifiniy M1/M2 Zymeny raiSkos profiliu (7 A pav.).
Jvariomis sglygomis kokultivuotuose MO ir M1 tipo makrofaguose stebéjome M2
makrofagams budingy Zymeny raiSkos padidéjimg (7 B). Be to, M1 tipo makrofaguose
stebéjome M1 budingy Zymeny sumazéjima. Tai jrodo, kad kiauSidZiy véZzio lasteliy
linijos, nepriklausomai nuo savo jautrumo vaistams lygio, geba poliarizuoti makrofagus }
M2 tipa.
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7 paveikslas. M1/M2 Zymenis atspindinciy geny raiskos profilis makrofaguose. A. Poliarizuoty kontroliniy i$
THP-1 linijos diferencijuoty M1 ir M2 makrofagy geny raiskos prolifis lyginant su MO makrofagais. B. Makrofagy
geny raiskos profilis po 48 val. kokultivavimo su skirtingo jautrumo kiau$idZiy vézio linijomis A2780, A2780Cis,
A2780Dox, terpéje be vaisto arba su 2 uM cisplatinos ar 0.5 uM doksorubicino. RT-kPGR metodu pamatuota ir
log2 transformuota santykiné geny raiska vaizduojama intensyvumo diagramoje, kur apskrtitimy spalva ir dydis
atspindi raiSkos pokycius. Kiekvienas apskritimas vaizduoja vidurkj i§ dviejy nepriklausomy matavimu su dviem
techniniais pakartojimais, normalizuotg pagal santykine geno raiSkg MO makrofaguose (A) ar atitinkamame
makrofagy tipe (B). Apibrézti apskritimai Zymi reikSmingus geny raiskos pokycius (p<0.05). Lyginimui naudotas
dvipusis Stjudento t-testas su FDR korekcija.
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APIBENDRINIMAS

Naviky mikroaplinka yra dinamiSka ir gali kisti priklausomai nuo gydymo.
Norédami atspindéti kiauSidZziy véZio gydymo realijas, iSvedéme cisplatinai atsparig
kiauSidZiy véZzio linijg, kuri pasiZyméjo molekulinémis ir funkcinémis kamieniSkumo
savybémis. Nors parodyta, kad tiek véZinés, tiek véZio kamieninés kiauSidZiy vézio
lastelés gali sukelti M2 tipo makrofagy poliarizacija [21,22], mes iStyréme Sio reiskinio
sgsajas su atsparumu chemoterapijai bei jrodéme, kad kiauSidZiy veéZio Igstelés,
nepriklausomai nuo jautrumo vaistiniams preparatams, ne tik poliarizuoja MO tipo
makrofagus | M2, bet ir geba repoliarizuoti M1 tipo makrofagus | M2 tipg. Makrofagai,
savo ruoZtu, sukelia kamieniSkumo ir EMT Zymeny mRNR padidéjima véZinése Iastelése,
tokiu budu skatindami ankstyva atspariy klony atsiradimg.

Apibendrinant, skirtingose in vitro modelinése sistemose gauti duomenys leidZia
daryti iSvada, jog véZinés ir imuninés Igstelés bendradarbiauja kurdamos imunosupresing
mikroaplinka. Sie rezultatai svarbis toliau tyringjant naviky mikroaplinkos dinamikg bei
ieSkant naujy gydymo taikiniy.

Imuninés naviko mikroaplinkos vystymasis iBIP2 peliy melanomos modelyje

PROBLEMATIKA

Imunosupresiniai 1gsteliy subtipai yra potencialGs prieSvéZinio imuninio atsako
moduliatoriai. Mieloidinés 1gstelés yra susijusios su naviko invazija ir paprastai neigiamai
koreliuoja su ligos prognoze. Ta¢iau imuninés naviko aplinkos vystymosi dinamika yra
maZai tyrinéta. Siame tyrime sickéme i§samiai charakterizuoti imuninés melanomos
mikroaplinkos formavimasi iBIP2 peliy modelyje.

METODIKA

Atlikome iSsamig kokybine ir kiekybine naviky imuninés mikroaplinkos analize
masiy citometru. Tirdami skirtingo i§sivystmo lygio ir dydZio navikus, sudaréme dinaminj
imuninés naviko mikroaplinkos 1gsteliy profilj, atspindintj naviko vystymasi.

REZULTATAI

iBIP2 peliy modelis - tai genetiSkai modifikuotas BRAF mutuotos melanomos
modelis, atspindintis dazniausiai kliniSkai diagnozuojamg iSplitusios melanomos subtipg.
Zmogaus BRAF transgenas yra aktvuojamas paveikus pelés ausies odg tamoksifenu ir
doksiciklinu. Imunofluorescencinis naviky pjuviy daZzymas atskleide¢, kad iBIP2 navikai
gausiai infiltruoti imuniniy Igsteliy (CD45+), tarp kuriy yra tiek makrofagai (F4/80+), tiek
citotoksiniai T limfocitai (CD8+). Sis raiskos profilis leidza daryti prielaida, kad iBIP2
navikai reprezentuoja uzdegiminj imuninj fenotipg, kuriame T limfocitai nefunkcionuoja
tinkamai. Makrofagy ir kity nelimfoidiniy lasteliy gausa gali buti imunosupresinés
mikroaplinkos poZymis. Kadangi iBIP2 modelyje navikai vystosi dél onkogeninés BRAF
mutacijos, grei¢iausiai imuninés sistemos lgstelés atpazjsta §] neoantigeng, taCiau dél véZio
naudojamy imuninio atsako iSvengimo mechanizmy vézio-imuniteto ciklas sustoja.

Masiy citometrijos analizé atskleidé pagrindiniy imuniniy lasteliy subpopuliacijy
dinamikg naviko mikroaplinkoje (8 pav). Pastebéjome, kad makroskopinis naviko
iSrySkéjimas yra lydimas reikSmingo CD45+ imuniniy lgsteliy pritraukimo. Navikui
i§sivyscius, bendra imuniné infiltracija iSlieka 60-65%.
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Bendra imuniné infiltracija (CD45+)
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8 paveikslas. Masiy citometriné kiekybiné ir kokybiné imuniniy subopouliacijy analizé skirtingose naviko vystymosi
stadijose. Stulpelin¢je diagramoje vaizduojami grupiy vidurkiai * standartiniai nuokrypiai, N=7. Lyginimui buvo
naudojamas Mann-Whitney testas.
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Limfoidiniy lgsteliy populiacijose reikSmingy kiekybiniy pokycCiy nepastebéjome.

MDSC yra pritraukiamos ] navikg po jo indukcijos; jau esant makroskopisSkai
apCiuopiamam darinui, MDSC sudaro net 15-20% nuo visy imuniniy lasteliy.

Makrofagy infiltracija sveikoje arba indukuotoje odoje yra apie 12%. Taciau
navikui vystantis, makrofagy tolygiai daugéja, iki 30% dideliuose navikuose.
Reziduojanciy ir pritrauktyjy makrofagy santykis maZzéja navikams vystantis. Tai rodo,
kad navikai geba pritraukti monocitus ir paversti juos naviko makrofagais. PrieSvéZiniy
MI tipo ir navika skatinan¢iy M2 tipo makrofagy santykis yra didesnis odos méginiuose,
lyginant su naviko méginiais. Tai reiSkia, kad navikas repoliarizuoja M1 tipo makrofagus
] M2, arba sukuria mikroaplinka, kuri skatina naujai pritraukty monocity diferenciacijg }
M2 tipg. Rezidentiniy makrofagy atveju greiciausiai vyksta repoliarizacijos proecesas nes
MI1/M2 santykis staigiai sumaZéja ankstyvojo naviko vystymosi metu, kai makrofagy
pritraukmas dar yra minimalus, taciau jau kuriasi imunosupresiné mikroaplinka. Taip pat
navikai geba pritraukti nediferencijuotus monocitus ir poliarizuoti juos iki M2 tipo
makrofagy.

APIBENDRINIMAS

IStyre¢ imuninés naviko mikroaplinkos vystymasi iBIP2 melanomos modelyje
pastebéjome, jog daugiau nei pus¢ visy naviko lasteliy sudaro imuninés sistemos lgstelés.
Vystantis makroskopiSkai matomam navikui, staigiai padaugéja MDSC lasteliy. Taip pat
Sis procesas lydimas cirkuliuojan¢iy monocity pritraukimo ir poliarizavimo } M2
makrofagus. Palaipsniui i§sivystanti imunosupresiné mikroaplinka ir T lasteliy infiltracija
leidZia daryti prielaidg jog iBIP2 melanomos modelio navikai pasiZymi uZdegiminiu
imuniniu fenotipu.

Imunoterapija imunomoduliuojanciais antiktinais iBIP2 peliy melanomos modelyje

PROBLEMATIKA

Vézio imunoterapijos tikslas yra moduliuoti Seimininko imunin¢ sistemg taip, kad
Si efektyviai atpaZinty ir naikinty navikg. Viena i§ véZio imunoterapijos rusSiy,
imunomoduliuojantys antikinai,  padaré proverzj melanomos gydyme.
Imunomoduliuojantys antikfinai blokuoja imuninj atsakg slopinancius patikros taSkus,
pvz. CTLA-4 ar PD-1. Terapija imunomoduliuojanciais antikiinais labiausiai tinka
uzdegiminio fenotipo navikams gydyti. Nors melanoma serganciy pacienty atsakas j anti-
CTLA-4 ir anti-PD-1 kombinacijg siekia 50%, dalis naviky pasiZymi jgimtu ar jgytu
atsparumu gydymui. Atsparumo imunoterapijai mechanizmai gali buti tiek véZinéms
lasteléems specifiniai, tiek priklausomi nuo mikroaplinkos. Transkriptominé anti-PD-1
terapijai atspariy naviky analize atskleidé su makrofagais ir MDSC, bei su angiogeneze ir
EMT susijusiy geny raiskos padidéjima [23].

Pagrindiné imunoterapijos strategija gydant uzdegiminio tipo navikus yra T
limfocity aktyvavimas naudojant imunomoduliuojancius antiktnus. Kadangi iBIP2
navikai pasiZymi uZdegiminiu imuniniu fenotipu, siekéme iSstirti imunomoduliuojanciy
antiktny anti-CTLA-4 ir anti-PD-1 efektyvuma gydant melanomg iBIP2 peliy modelyje.

METODIKA
iBIP2 peliy melanomos modelyje vykdéme imunomoduliuojanciy antikiny anti-
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CTLA-4 ir anti-PD-1 bei jy kombinacijos poveikio naviko augimo greiiui tyrimus.
Jvertinome trumpalaikj imunomoduliuojanc¢iy antikiiny poveikj skirtingy dydziy naviky
mikroaplinkai. Ilgalaikio imunomoduliuojanciy antikiiny kombinacijos efektyvumo
tyrimo metu nustatéme imuninés mikroaplinkos pokycius ir jy sasajas su atsaku j gydyma.

REZULTATAI

Trumpalaikio poveiko tyrimui, peléms buvo suleista vienkartin¢ doze anti-CTLA-
4 antikino (100 pg pelei intraperitoniSkai), anti-PD-1 antikino (250 pg pelei
intraperitoniSkai), arba jy kombinacija. Kontroliné grupé buvo paveikta 1gG izotipo
antiktnais. Po 3 dieny poveikio buvo tiriami kiekybiniai ir kokybiniai imuninés
mikroaplinkos profilio poky¢iai (9 paveikslas).

Bendros imuninés infiltracijos dalis nesikeité. Tai patvirtina prielaida, kad navikai
iSlaiko stabily imuninés infiltracijos lygj (daugiau nei pusé visy lgsteliy) ir dél to net esant
geram atsakui } imunoterapija, pristabdomas tik naviko augimo greitis, bet nestebimas
naviko tOrio maz¢jimas.

ReikSmingy B limfocity skirtumy nebuvo pastebéta, nors mazuose navikuose po
gydymo ryskéjo jy mazéjimo tendencija, prieSingai nei dideliy naviky atveju.

Abiejose dydZiy grupése stebéjome reikSmingg NK ir dendritiniy lgsteliy
padidéjima po kombinacinio gydymo, lyginant su kontrolinémis ar monoterapija
gydytomis pelémis.

Mieloidiniy lasteliy pokyciai skyrési tarp skirtingo dydzio naviky. Nors po anti-
CTLA-4 terapijos MDSC procentiné dalis nesikeicia, taiau po gydymo anti-PD-1 arba
kombinacinio gydymo, MDSC lgsteliy reikSmingai maZéja. Dideliuose navikuose pokyciy
neuZzfiksuota.

Panasi tendencija matoma ir makrofagy dinamikoje po gydymo. Taciau jdomu tai,
jog i8skirs¢ius bendrg makrofagy infiltracijg M1 ir M2 tipus, maZuose navikuose iSlieka
stabilus M1 tipo makrofagy lygis, kai tuo tarpu M2 makrofagy dalis maZéja. Sie rezultatai
leidZia daryti prielaidg kad, bent jau mazuose navikuose, poveikis imunomoduliuojanciais
antiktinais daro jtakg naviko gebéjimui pritraukti ir poliarizuoti monocitus | M2 tipo
makrofagus. Taciau dideliuose navikuose tendencija buvo kone prieSinga, kadangi jau
gydymo pradZioje jie yra gausiau infiltruoti makrofagy, tarp kuriy vyrauja M2 tipas. Po
gydymo imunomoduliuojanciy antikiiny kombinacija stebéjome M1 makrofagy dalies
mazéjima lyginant su IgG veiktomis kontrolinémis pelémis (p=0.0312).

Imunosupresiniy (MDSC + M2 makrofagai) ir prieSvéziniy (M1 makrofagy)
mieloidiniy lgsteliy santykis maZuose navikuose buvo reik§mingai maZesnis anti-PD-1
arba antikiiny kombinacija veiktose pelése. PrieSingai, monoterapija arba kombinacinis
dideliy naviky gydymas sukelé Sio santykio padidéjima gydymui atspariuose dideliuose
navikuose.

Tiesioginis imunomoduliuojanciy antikiiny poveikis yra slopinan¢iy T limfocity
jungikliy iSjungimas. CTLA-4 blokavimas skatina T limfocity proliferacijg ir pritraukima
} navika, o PD-1 blokavimas skatina prieSvéZiniy T limfocity aktyvavima. iBIP2 modelyje,
po vienos kombinacinio gydymo dozés, maZzuose (bet ne dideliuose) navikuose buvo
stebimas T limfocity pritraukimas. Dideliuose navikuose naiviyjy, efektoriniy bei
atminties T limfocity proporcijos iSliko stabilios, 0 maZuose navikuose po kombinacinio
gydymo padaugejo tiek CD4, tiek CD8 naiviyjy ir atminties limfocity.
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9 paveikslas. Imuninés mikroaplinkospoveikis po trumpalaikio gydymo imunomoduliuojanéiais antikiinais.
Kiekybiné ir kokybiné masiy citometrijos analizé buvo atilikta po vienos imunomoduliuojanciy antik@iny (anti-
CTLA-4, anti-PD-1 arba jy kombinacijos) dozés (3 d.) skirtingo dydzio (<50 mm? and >100 mm?) iBIP2 navikuose.
Kontrolinei grupei buvo suleisti IgG izotipo antiktinai. Stulpelinéje diagramoje vaizduojami grupiy vidurkiai +
standartiniai nuokrypiai, N=6 kiekvienai grupei. Lyginimui buvo naudojamas Mann-Whitney testas. C — anti-CTLA-
4 gydyta grupé; P — anti-PD-1 gydyta grupé; CP — anti-CTLA-4 ir anti-PD-1 gydyta grupé. N — naivieji T limfocitai,
EM - efektoriniai T limfocitai, CM — centrinés atimnties T limfocitai.

Sie rezultatai rodo kad maZy naviky imuniné mikroaplinka, kuriai budingas
Zemesnis makrofagy kiekis ir aukStesnis M1/M2 santykis lyginant su dideliais navikais,
yra susijusi su geresniu atsaku ] gydyma anti-CTLA4 ir anti-PD-1 imunomoduliuojanciais
antiktinais. Vienos kombinacinio gydymo dozés pakanka sumazinti imunosupresiniy ir
prieSvéziniy mieloidiniy lasteliy santykj ir pritraukti naiviyjy T limfocity.
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Tai paskatino mus atlikti ilgalaikj kombinacinés terapijos tyrimg, jam atrenkant tik
mazesnius nei 50 mm? navikus. Tiriamoji grupé (n=12) kas tris dienas buvo veikiama 100
pg anti-CTLA-4 ir 250 pg anti-PD-1. Kontroliné grupé (n=6) buvo veikiama atitinkamais
IgG izotipo antiktiny kiekiais. Pradinis naviky dydis nesiskyré tarp grupiy.

IS 12 kombinacine imunomoduliuojanciy antikliny terapija gydyty peliy, trims
individams terapija buvo neveiksminga (10 pav). Siy naviky méginiai, kartu su kontrolinés
grupés meéginiais, surinkti 14-3 terapijos dieng. Palyginimui surinkti keturi gydymui
pasiduodanciy naviky meéginiai. Lik¢ penki navikai surinkti progresavimo fazéje, 37-3
terapijos dieng.

-
(&)}
]

10 paveikslas. iBIP2 naviky augimo Kkreivés
po ilgalaikio gydymo imunomoduliuojané¢iy
antikiny kombinacija. Pelés buvo gydytos
anti-CTLA-4 ir anti-PD-1 kombinacija.
Kontrolinei grupei buvo suleisti IgG izotipo
antik@inai. Augimo kreivés taskai Zymi naviko
turio vidurkius + standartinj nuokrypj.

RN
o

o

20 30 40
dienos

-=- |gG kontrolé (n=6)
-e- néra atsako j aCTLA-4+aPD-1 (n=3)
yra atsakas j aCTLA-4+aPD-1 (n=9)

santykinis naviko dydis

Bendras imuninés infiltracijos lygis iSliko stabilus ir nesiskyré tarp aukSciau
apraSyty grupiy (p=0.623), todél toliau tyréme kiekybinius ir kokybinius T limfocity,
makrofagy bei MDSC infiltracijos pokycius (11 pav.)

Gydymui pasiduodanciuose navikuose stebéjome padideéjus; T limfocity lygj,
lyginant su kontroline bei progresuojancia grupémis. Progresuojanciy naviky grupéje T
limfocity dalis buvo panasi kaip ir gydymui nepasiduodanciuose navikuose. MDSC
infiltracija buvo reik§mingai Zemesné | gydyma reaguojanciuose navikuose, lyginant su
nereaktyviais, progresuojanciais ar kontroliniais navikais. Pana$i tendencija pastebéta ir
tiriant bendra makrofagy infiltracijg. Taciau M1 tipo makrofagy lygis nekoreliavo su
bendru makrofagy lygiu. Nors gydymui pasiduodanciuose navikuose makrofagy dalis
buvo maZziausia, jy M1 proporciné dalis buvo didZiausia. Imunosupresiniy (MDSC+M?2)
bei prieSveéziniy (M1) mieloidiniy 1asteliy santykio skaiiavimas parodé, kad 14-3 terapijos
dieng gydymui nepasiduodantys navikai turéjo didZiausig imunosupresiniy mieloidiniy
lasteliy dalj (santykis=7.5), lyginant su kontroliniais navikais (santykis=4). | gydyma
reaguojaniuose navikuose M1 makrofagai i§ dalies kompensuoja MDSC ir M2 tipo
makrofagy poveikj (santykis=1.5). Taciau vystantis ilgalaikiam atsparumui
imunosupresinés mieloidinés lastelés vél infiltruoja navika (santykis=4.5).
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11 paveikslas. iBIP2 naviky imuninés mikroaplinkos profilis pirminio atsparumo, atsako ir progresijos fazése,
ilga laika veikiant imunomodulinojanciy antikiiny kombinacija. Kiekybiné ir kokybiné masiy citometrijos
analizé buvo atlikta kontrolinés grupés pelése, gydymui pasiduodanciuose ir nepasiduodanciuose navikuose 14-3
terapijos dieng, bei progresuojanciuose navikuose 37-3 terapijos dieng. Stulpelinéje diagramoje vaizduojami grupiy
vidurkiai + standartiniai nuokrypiai. Lyginimui buvo naudojamas Mann-Whitney testas. CP — anti-CTLA-4 ir anti-
PD-1 kombinacinis gydymas.

Sie rezultatai rodo, kad nors i§ pradziy didZioji maZzo dydZio naviky dalis gerai
pasiduoda gydymui anti-CTLA-4 ir anti-PD-1 kombinacija ir jy augimo greitis sulétéja,
ilgainiui iSsivysto atsparumas ir Sie navikai vél progresuoja. Padidéjes imunosupresiniy ir
prieSvéziniy mieloidiniy Igsteliy santykis yra budingas tiek nuo pat pradZiy gydymui
nepasiduodantiems, tiek progresuojantiems navikams, ir gali bati iSsivystanc¢io atsparumo
prieZastis.

APIBENDRINIMAS

Nors imunomoduliuojan¢iy antikiiny, o ypa¢ jy kombinacijy, prieSvéZinis
efektyvumas yra kliniSkai jrodytas, daugéja duomeny apie iSsivystant] mikroaplinkos
salygota atsparumg Siai terapijos rusiai.

Anti-CTLA-4 ir anti-PD-1 antikinai nukreipti prie§ skirtingus T limfocitus
slopinancius receptorius, tod¢l dvigubas blokavimas gali veikti sinergistiSkai, kaip
parodyta klinikiniuose tyrimuose su melanomos pacientais [24,25]. Siy vaisty
sinerginstinis efektas buvo stebimas ir iBIP2 modelyje, taciau parodéme, kad atsakas |
gydyma priklauso nuo makrofagy infiltracijos lygio bei imunosupresiniy M2 ir
prieSvéziniy M1 makrofagy santykio.
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Klinikiniuose imunoterapijos tyrimuose daZniausiai stebimas trejopas atsakas j}
gydyma: ankstyvas ir ilgalaikis atsakas, staigus pirminis atsparumas (néra atsako) arba
iSsivystes jgytas atsparumas. iBIP2 modelyje, gydant anti-CTLA-4 ir anti-PD-1
imunomoduliuojanciais antiktinais, irgi stebéjome trejopg atsakg — nors per pirmasias dvi
gydymo kobminacine imunoterapija savaites naviky augimas reikSmingai sulétéja, véliau
liga pradeda progresuoti. Naviko mikroaplinkoje atsakas j gydyma pasireiSke T Iasteliy
dalies padidéjimu bei MDSC ir M2 makrofagy dalies sumazé¢jimu. Pirminio ir
iSsivyscCiusio atsparumo atveju tendencijos buvo priesingos.

Apibendrinant, jrodéme kad palaipsniui besiformuojanti imunosupresiné
mikroaplinka neigiamai veikia iBIP2 melanomos atsakg } gydyma imunomoduliuojanciais
antiktnais. Imunosupresiniy (MDSC ir M2 makrofagy) bei prieSnavikiniy (M1
makrofagy) mieloidiniy 1gsteliy santykis atspindi atsakg } gydyma anti-CTLA4 ir anti-PD-
1. Sie rezultatai pabréZia imunosupresinés mikroaplinkos, kaip atsparumo imunoterapijai
prieZasties ir potencialaus gydymo taikinio, reikSme.

KiauSidziy vézio naviky imuninés infiltracijos bei serumo chemokiny tyrimai

PROBLEMATIKA

Molekuliné kiauSidziy véZio transkriptomo analizé iSrySkino keturis naviky
subtipus pagal budingy geny raiSka: mezenchiminj, imunoreaktyvy, diferencijuoty ir
proliferacinj [26,27]. Vélesni tyrimai pabrézé aktyvy naviky mikroaplinkos vaidmenj
kiauSidZiy véZzio patogenezéje, parodydami, kad imunoreaktyvaus subtipo (T limfocity
infiltruoti) navikai pasiZymi geresne ligos prognoze [28,29].

Dvejopa imuninés sistemos prigimtis daznai iSnaudojama véZiniy lgsteliy norint
sukurti imunosupresine navikg skatinancig mikroaplinkg. Kaip parodéme pirmojoje Sio
darbo dalyje, naudodami sistemiskai ir lokaliai veikianCius citokinus, véZinés lastelés geba
poliarizuoti imuninés sistemos lasteles. In vivo cirkuliuojantys chemokinai atspindi naviko
mikroaplinkg [30], todél gali pasitarnauti kaip potencialiis bioZymenys vézio gydymui.
Siame darbe siekéme jvertinti kiaugidziy naviky imuninj fenotip ir atrinkti potencialius
imuning naviky infiltracija atspindin¢ius Zymenis.

TYRIMO PLANAS

Naudodami k-vidurkiy klasterizavimg, nustat¢tme TCGA duomeny bazéje esanciy
pacienCiy imuninj fenotipa pagal jy geny raiSkos profilj. Nustat¢éme kiekvienam
imuniniam fenotipui budingy chemokiny raiska.

IS 40 kiauSidZiy veéziu serganciy pacienciy surinkome prieSoperacinius serumo
méginius ir chirurginiu budy pasalinto navikinio audinio méginius. Navikuose iStyréme su
imuniniu atsaku, mikroaplinka bei kamieniSkumu susijusiy geny raiSka RT-kPGR metodu.
Imuning naviky infiltracija matavome tékmés citometru ir histologiSkai. Atrinkome
cirkulivojan¢iy chemokiny kombinacija, kuri geriausiai gebéjo prognozuoti naviko
imunine infiltracija.

REZULTATAI

Siekeme isskirstyti KV pacientes pagal jy imuninj fenotipg ir priskirti jam biidinga
chemokiny raiSkg. Tam tikslui pasitelkéme duomenis i§ TCGA duomeny bazés kiausidziy
vézio pacienciy imties (N=489). Kadangi TCGA duomeny bazéje néra pateikiama
histologiniy duomeny, siekéme imuninius fenotipus iSskirti tik pagal geny raiska.
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Pacientes klasterizavome pagal i$ literaturos atrinkty geny rinkinj, i kurj j€jo genai susije
su imuniniu atsaku, imuninémis stromos Igstelémis, neimuninémis stromos Igstelémis bei
angiogeneze. K-vidurkiy klasterizavimas iSrySkino tris pacienciy grupes, besiskiriancias
savo geny raiSkos profiliu (12 pav.) ir atitinkancias zinomus imuninius fenotipus.
Imuninés dykumos klasteriui biidinga auksta su angiogeneze susijusiy geny raiska bei
Zema stromos ir imuniniy zymeny raiSka. Imuninio atribojimo klasteryje stebima auksta
neimuninés stromos zZymeny raiSka. Uzdegimo klasterui biidings auksSta su imuniniu
atsaku susijusiy geny raiSka. Tiek atribotame, tiek uzdegiminiame klasteryje imuninés
stromos zymeny raiska buvo nevienareikSme.
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12 paveiklas. Su imuniniu fenotipu susijusiy geny raiskos profilis kiauSiziy navikuose. Intensyvumo diagrama
vaizduoja skirtingy geny rinkinio mRNR raiSkos z-jvercius (eilutése) tarp 489 pacienciy i§ TCGA duomeny bazés
(stulpeliuose). Prizitrimasis k-vidurkiy klasterizavimas iSrySkino tris skirtingus imuninius fenotipus (imuning
dykumga, imuninj atribojimg bei uzdegima) pagal jiems btidinga su imuniniu atsaku, stroma ir angiogeneze susijusiy
geny raiskg.
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Siekéme iSsiaisSkinti kiekvienam imuniniam fenotipui budinga chemokiny raiska.
Chemokinus koduojantys genai nebuvo jtraukti j klasterine analize. Imuninés dykumos
fenotipas nepasizyméjo aukSta chemokiny raiSka. ImuniSkai atribotiems navikams
budinga aukSta CXCL1, CXCLS5 bei CXCLS8 chemokiny raiSka. UZdegiminiams navikams
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budinga auksta CCL1, CCLS5, CCL17, CXCL9, CXCL10, CXCL11 chemokiny raiSka.
Tiek imuniSkai atribotiems, tiek uzdegiminiams navikams budinga auksta CCL2, CCL3,
CCL4, CCL20 chemokiny raiska.

Toliau nusprendéme iStirti KVserganciy NVI operuoty pacienciy naviky imuninj
konteksta. | tyrimg buvo jtraukta 40 pacienciy, kurioms diagnozuotas III-IV stadijos KV
Visy pirma, vertinome limfocity inflitracijg histologiniuose naviky pjaviuose,
nudaZytuose hematoksilinu ir eozinu (13 A pav.). Taip pat pamatavome su imuniniu
atsaku susijusiy geny raiSka ir klasterizavome pacientus j aukStos (raudona) ir Zemos
(mélyna) raiSkos grupes (13 B pav). Tékmés citometru vertinome CD3+ T limfocity dalj
navikuose, pasirinkdami 3% verte kaip skiriamaja ribg tarp gausiai ir menkai inflitruoty
naviky (13 C pav.). Priskyréme tiriamus navikus imuniSkai infiltruotai grupei (N=22), jei
bent dviejuose iS trijy aukSciau iSvardiny testy jie buvo charakterizuoti kaip gausiai
imunis$kai infiltruoti. Like navikai (N=18) buvo priskirti neinfiltruoty naviky grupei.
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13 paveikslas. Imuniskai infiltruoty naviky pozymiai. Pacienciy navikai buvo sugrupuoti remiantis trimis
skirtingais kriterijais. A. Navikai klasifikuojami kaip imuniskai infiltruoti, jei jy histologiniuose pjliviuose matoma
T limfocity infiltracija naviko Zidiniuose ar stromoje. B. Navikai klasifikuojami kaip imuniskai infiltruoti, jei juose
stebima aukSta su imuniniu atsaku susijusiy geny raiSka, pamatuota RT-kPGR. C. Didesné negu 3% CD3+ T
limfocity dalis navikuose, pamatuota tékmés citometru, atspindi auksta imuniniy lasteliy infiltracijg navikuose.
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Pazymétina tai, kad bendras imuninés infiltracijos lygis (CD45+ lasteliy procentiné
dalis, pamatuota tekmeés citometru) gausiai infiltruotuose navikuose buvo 38%, o menkiau
infiltruotuose navikuose — 16% (p=0.0038). CD3+ limfocity infiltracija irgi skyrési tarp
grupiy: 13% infiltruotose navikuose, lyginant su 2.5% neinfiltruotuose navikuose
(p=0.0052). Mieloidiniy lasteliy infiltracija (pamatuota pabal iSsibarstymo profilj tékmeés
citometru) gausiai infiltruotuose navikuose buvo 19%, o menkiau infiltruotuose — 13%
(p=0.0112).

ImuniSkai infiltruoty naviky lizatuose pamatavome reikSmingai didesn¢ CCL3,
CCL4, CCL5, CXCL9, CXCL10 ir CXCLI11 chemokiny koncentracijg, lyginant su
menkiau infiltruotais navikais. Pamatavus prieSoperacing chemokiny koncentracija
serume paaiSkéjo, kad reikSmingi skirtumai pacienciy grupése, besiskirianCiose pagal
imuning naviky infiltracija, matomi lyginant CXCL11, CCL2, CXCL10 ir CXCL9
chemokiny raiSkg, kuri buvo reikSmingai didesné pacienCiy su gausiai imuniSkai
infiltruotais navikais grupéje (2 lentele).

2 lentelé. Cirkulinojanéiy chemokiny koncentracijy ir prognostinio potencialo rodikliy palyginimas tarp
pacienciy, besiskirianc¢iy pagal naviko imuninés infiltracijos lygj. Chemokiny koncentracijy skirtumai
identifikuoti naudjant Mann-Whitney-U-testa3. AUC ir jautrumas esant klinikiniu pozitiriu reikSmingam
specifiskumui (94%) buvo paskaiciuoti i§ ROC kreives.

Imuniné Néra
infiltracija infiltracijos . .

(n=22) (n=18) AUC Slev“e'ftté‘“e SE SP CUI CUI
vidurkis vidurkis P % %+ -
(intervalas) (intervalas) pgm

pg/ml pg/ml

CXCL11 870 (120-5740) 406 (36-1457) 0.0330 0.709 983 30 94 0.26 049

CCL2 1796 (649-3744) 864 (193-2269) 0.0006 0.825 2134 30 94 0.26 049
CXCL10 1625 (217-4988) 667 (124-2187) 0.0003 0.841 1410 40 94 036 0.52
CXCL9 190 (10-953) 44 (10-174) 0.0006 0.846 147 45 94 041 054

Kombo
CXCL9 - - - 0.900 - 70 94 0.75 0.74
CXCL10

AUC - plotas po kreive, SE — jautrumas, SP — specifiSkumas, CUI — klinikiné nauda.

Esant 94% specifiSkumui, pavieniy chemokiny jautrumas svyravo tarp 30% ir 45%.
Taigi, nepaisant neblogy AUC ver¢iy, klinikiné pavieniy Zymeny nauda néra didele. IS
visy jmanomy chemokiny kombinacijy geriausia pasirod¢é CXCL9+CXCL10, kuriy
jautrumas atrenkant pacientes su imuniSkai infiltruotais navikais yra 70%, o teigiama ir
neigiama klininkiné nauda — gera (>0.64). Lyginant su CXCL9, Sios CXCL9+CXCL10
kombinacijos AUC verté irgi yra geresné (14 pav.)
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14 paveikslas. Cirkuliuojanciy chemokiny,
potencialiai naudingy atrenkant pacientes su
imuniskai infiltruotais navikais, ROC kreivés. ROC
— Kklasifikatoriaus jautrumo ir specifiSkumo rysio
kreivé, AUC — plotas po kreive.

Nors tikrosios IBP kreivés nesiskyré tarp pacienciy grupiy (p=0.4102), pacientes,
kuriy serume CXCL9+CXCL10 raiSka yra aukStesné negu slenkstiné verte, turi 2.4 karto
padidéjusia ligos progresijos rizikg (15 pav). RySio su bendru iSgyvenamumu nebuvo.
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15 paveikslas. Predikciné CXCL9+CXCL10 verté. Pateikiamos iSgyvenamumo be progresijos ir bendro
iSgyvenamumo kreivés. Pacienciy, suskirstyty | grupes pagal naviky imuning infiltracija naudojantis pasirinkta
chemokiny kombinacija, iSgyvenamumo palyginimas su tikruoju pacienciy iSgyvenamumu. mIBP — i§gyvenamumo
be progresijos mediana — ir mBI — bendro iSgyvenamumo mediana — iSreik$tos ménesiais ir apskaiciuotos i§ Kaplan-
Meir iSgyvenimo kreiviy. Taip pat pateikima Log-rank testo p-verté ir atsinaujinimo arba mirties rizikos santykis

(RS). NP — nepasiekta.
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APIBENDRINIMAS

Chemotaktiniai faktoriai svarbis tiek imuniniy ir stromos lgsteliy pritraukimui }
navika, tiek jy tarpusavio komunikacijai. Cirkuliuojancios signalinés molekulés atspindi
naviko mikroaplinka, todél gali bati naudojami kaip potencialiis bioZymenys. Sioje darbo
dalyje pabréZiame chemokiny svarba formuojant imuning kiauSidZiy naviky
mikroaplinka, kuri iki Siol buvo nagrinéta tik fragmentiSkai. Atlike TCGA duomeny bazés
KV naviky tipavima, kiekvienam fenotipui prisykréme budinga chemokiny raiSkos profilj.
Pamatave Siy chemokiny raiSka misy studijos pacienciy navikuose ir serume pastebéjome,
kad aukSta cirkuliuojan¢iy CXCL9+CXCL10 chemokiny raiSka randama pacienciy, kuriy
navikai gausiai imuniSkai infiltruoti, serume.

Nors CXCL9 ir CXCLI10 raiska yra budinga imunoreaktyviam molekuliniam
kiauSidZiy véZio subtipui [26,27], jy poveikis gali buti dvilypis. CXCL9 ir CXCLI10
pritraukia T limfocitus, nepriklausomai nuo jy subtipo. Misy studijoje aukSta
cirkuliuojanc¢iy CXCL9 ir CXCL10 koncentracija serume buvo susijusi su gausesne
naviko imunine infiltracija, taiau taip pat ir su blogesniu i§gyvenamumu be progresijos.
Geny raiSkos analize atskleideé, kad imuniSkai infiltruotuose navikuose padidéjusi tiek
prieSvéziniy, tiek imunosupresiniy su T limfocity atsaku susijusiy molekuliy raiska.
Detalesni imuninés infiltracijos pobudZio tyrimai galéty tiksliau susieti CXCL9 ir
CXCL10 raiSka su ligos prognoze.

Predikciniy kiauSidZiy véZio atsinaujinimo Zymeny tyrimai

PROBLEMATIKA

KiausidZiy véZys daznai diagnozuojamas vélyvoje stadijoje. Standartinis gydymas
remiasi kuo radikalesniu chirurginiu naviko paSalinimu ir platinos pagrindo
chemoterapija. Taciau daliai naviky iSsivysto atsparumas ir jie recidyvuoja. Tikslus
imuninés sistemos vaidmuo Siame procese néra Zinomas.

Nepaisant dazno atsinaujinimo ir riboty gydymo galimybiy, patikimy kiauSidZiy
véZio bioZymeny yra labai maZai. Siame darbe siekéme jvertinti cirkuliuojan&iy imuninés
sistemos signaliniy molekuliy rysj su ligos prognoze ir imuniniu naviko kontekstu.

TYRIMO PLANAS

Serumo méginiuose atlikome chemokiny raiSkos matavimg ir atrinkome
chemokinus, kuriy raiSka labiausiai skyrési tarp pacienciy, kurioms liga progresavo, ir
pacieniy, kurioms liga neprogresavo. Atrinkome cirkulivojanciy chemokiny
kombinacija, kuri geriausiai gebéjo prognozuoti pacienciy atsakg j gydyma.

REZULTATAI

I §j tyrima buvo jtraukta 40 pacienciy, kurioms diagnozuotas III (90%) ar IV (10%)
stadijos kiauSidZiy veézys. Po pilnos naviko rezekcijos, visoms pacientéms buvo skirti 6
ciklai chemoterapijos karboplatina ir paklitakseliu. VidutiniSkai pacienciy ligos eiga buvo
stebéta 46 meénesius po pirminés diagnozés. Naviko atsinaujinimas buvo patvirtintas
radiologiSkai. 73% pacienCiy (n=29) navikas atsinaujino per stebéjimo laikotarpj.
ISgyvenamumo be progresijos (IBP) mediana buvo 11.1 mén. Pacienciy navikai buvo
suklasifikuoti pagal tai, ar liga atsinaujino. Pacienciy klinikiniy charakteristiky apzZvalga
pateikiama 3 lenteléje.
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3 lentelé. Pacienciy klinikiniy charakteristiky apzvalga (n=40).

Progresuojantys .
o Neprogresuojanty NV
navikai s navikai P reikSmeé
N 29 11
Amzius 0.335
Mediana 63 67
intervalas 32-76 32-74
Stadija 0.109
III 25 (86%) 11 (100%)
v 4 (14%) 0 (0%)
IBP <0.0001
Mfﬁ;ina’ 7.1 NP
BI 0.0054
Mediana, 430 NP
mén.

BI - bendras iSgyvenamumas, IBP — iSgyvenamumas be progresavimo, NP — nepasiekta.

Atlike pusiau kiekybinj citokiny profiliavima pastebéjome tendencija, kad
pacienciy, kuriy liga progresavo, prieSoperaciniame serume tam tikry chemokiny lygis
buvo aukstesnis negu pacienciy, kuriy liga neatsinaujino, serume. Pamatave tikslig Siy
chemokiny koncentracija serume, pastebéjome reikSmingus skirtumus tarp CCL20,
CXCL1, CCL3, CCLA4 kiekio (4 lentele). Visais atvejais jy koncentracija buvo didesné
pacienciy, kurioms liga atsinaujino, grupéje.

4 lentelé. Cirkulinojanéiy chemokiny koncentracijy ir prognostinio potencialo rodikliy palyginimas tarp
pacienciy, kurioms liga progresavo ir kurioms liga neprogresavo. Chemokiny koncentracijy skirtumai
identifikuoti naudjant Mann-Whitney-U-testa3. AUC ir jautrumas esant klinikiniu pozitiriu reikSmingam
specifiskumui (91%) buvo paskaiciuoti i§ ROC kreives.

Atsinaujinusi Neatsinaujinusi

llg.a (n=%9) llg.a (n=¥1) Slenkst.lne SE SP Ccul Ccul
vidurkis vidurkis p AUC verté
. . %o Y% + -
(intervalas) (intervalas) pg/ml
pg/ml pg/ml
CCL20 46 (2.5-357) 12 (2.5-61) 0.006 0.794 32 31 91 0.27 0.30
CXCL1 2058 (118-7542) 1105 (46-3632) 0.015 0.762 2028 42 91 0.39 0.34
CCL3 9.0 (2.8-31.3) 3.8(2.3-5.8) 0.007 0.787 52 54 91 0.50 0.39
CCL4 28 (7.6-126) 14 (6.7-20) 0.016 0.758 20 62 91 0.58 0.42
Kombo
CCL4
CCL20 - - - 0.854 - 81 91 0.77 0.58
CXCL1

AUC - plotas po kreive, SE — jautrumas, SP — specifiSkumas, CUI — klinikiné nauda.

Norédami jvertinti potencialia predikcing Siy chemokiny nauda, atlikome ROC
analiz¢, kurios metu paskai¢iavome kiekvieno chemokino slenksting verte, plota po kreive
(AUC), jautrumag, specifiSkumg ir kliniking nauda. IS pavieniy chemokiny CCL4
pasizymeéjo geriausiu jautrumu (62%) ir vidutiniSka teigiama klinikine nauda (0.77) esant
20 pg/ml slenkstinei vertei. ISanalizavus visas jmanomas $iy keturiy skirtingy chemokiny
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kombinacijas, atrinkome CCL4+CCL20+CXCL1 kombinacijg kaip turincig didZiausig
prognostinj potencialg, atsizvelgiant § AUC, jautrumo, bei klinikinio naudingumo vertes.
CCLA4 ir geriausios kombinacijos ROC kreivés pavaizduotos 16 paveiksle.

100+
32 -
o 16 paveikslas. Cirkuliuojané¢iy chemokiny,
8 potencialiai naudingy atrenkant pacientes su
= padidéjusia ligos atsinaujinimo rizika, ROC
S 504 kreivés. ROC - Kklasifikatoriaus jautrumo ir
= specifiskumo rySio kreive, AUC — plotas po
(% kreive.
=
0 T 1
0 50 100

100% - SpecifiSkumas %
== CCL4+CCL20+CXCL1 (AUC=0.854)
CCL4 (AUC=0.758)

PrieSoperaciné cirkuliuojan¢iy chemokiny CCL4+CCL20+CXCL1 kombinacija
geba prognozuoti IBP ir BI, statistiSkai reikSmingai atspindédama kohortos pacienciy
iSgyvenamumo tendencijas (17 pav.). Pacientés, kuriy serume Siy chemokiny raiSka yra
aukStesné negu slenkstiné verté, turi 4 kartus aukStesn¢ ligos atsinaujinimo rizikg bei
reikSmingai blogesn¢ iSgyvenamumo prognoze.

Apibendrinant, KV serganCiy pacienciy ligos eiga gali buti prognozuojama
cirkulivojanciy chemokiny kombinacijos CCL4+CCL20+CXCLI.

APIBENDRINIMAS

Siame darbe pirmg kartg tyrinéjama potenciali predikciné prieSoperaciniy
sisiteminiy chemokiny vert¢ prognozuojant KV atsinaujinimg. Atsparumas platina
paremtai chemoterapijai yra pagrindiné KV atsinaujinimo prieZastis. Nors véZiniy Iasteliy
atsparumo mechanizmai pakankamai gerai iSnagrinéti, pastaruoju metu atsigreZiama |
mikroaplinkos jtakos tyrimus. PavyzdZiui, parodyta kad platinos pagrindo ir taksoliy
klasés chemoterapiniai vaistai didina nuo NFxB priklausomy chemokiny raiskg ir taip
skatina chemorezistentiSkumo 1iSsivystymg [31,32]. Mes uzfiksavome auksta CCLA4,
CXCL1 ir CCL20 chemokiny koncentracijg KV pacienciy, kurioms véliau diagnozuotas
ligos atsinaujinimas, prieSoperaciniuose serumo meéginiuose. CXCLI1 atsakingas uz
mieloidiniy supresoriy (MDSC) pritraukima ] navikg ir yra priklausomas nuo TNF-a.
CCL4 ir CCL20 pritraukia skirtingus T limfocity subtipus, atitinkamai CTL ir Treg. Sie
rezultatai pabréZia dvilype imuning chemoterapijai atspariy KV naviky mikroaplinka, kur
prieSvézinis CCL4 poveikis yra nusveriamas véZzj skatinanc¢io CLL20.
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17 pav. Predikciné CCL4+CCL20+CXCL1 verté. Pateikiamos iSgyvenamumo be progresijos ir bendro
iSgyvenamumo kreivés. Pacienciy, suskirstyty j aukstos arba Zemos atsinaujinimo rizikos grupes pagal pasirinktos
chemokiny kombinacijos verte, iSgyvenamumo palyginimas su tikruoju pacien¢iy iSgyvenamumu. mIBP —
iSgyvenamumo be progresijos mediana — ir mBI — bendro iSgyvenamumo mediana — iSreikStos ménesiais ir
apskaiciuotos i§ Kaplan-Meir iSgyvenimo kreiviy. Taip pat pateikima Log-rank testo p-verté ir atsinaujinimo arba
mirties rizikos santykis (RS). NP - nepasiekta.

Apibendrinant, musy rezultatai rodo, kad prieSopercinis cirkuliuojanciy serumo
chemokiny lygis skiriasi tarp pacienty. Nors pavieniy citokiny prognostinis potencialas
yra kuklus, jy kombinacijos gali bati kliniSkai naudingos. Sitlome cirkuliuojanciy
CCL4+CCL20+CXCL1 chemokiny kombinacija, kuriy aukSta raiSka yra susijusi su
trumpesniu IBP ir BI. Validavus Siuos potencialius bioZymenis, jie galéty pasitarnauti kaip
pacienty atrankos jrankiai tiriant papildomas gydymo galimybes.
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ISVADOS

1.

Nors su véziniu Igsteliy lizatu brandintos dendritinés lastelés pasiZymi budinga
pavirSiaus Zymeny raiSka ir gebéjimu aktyvuoti T limfocitus, jos taip pat i§ dalies
pasizymi tolerogeninémis savybémis bei gali paskatinti miSry Th1/Th2 tipo
prieSvézinj atsakg.

Stipriai iSreikStos storosios Zarnos vézio lgsteliy kamieniSkumo savybés didina jy
gebéjimg poliarizuoti makrofagus | M2 fenotipg, galimai dé¢l padidéjusios IL-10 ir
IL-13 sekrecijos.

. KiauSidZiy vézio lgstelés, nepriklausomai nuo jautrumo cisplatinai, skatina MO ir

M1 tipo makrofagy poliarizacija | M2 tipa. Lygiagreciai, makrofagai indukuoja su
EMT ir kamieniSkumu susijusiy geny raiSkos padidéjima kiauSidZiy véZzio lastelése.

iBIP2 peliy melanomos modelis reprezentuoja uzdegiminj naviko fenotipg, kuriam
budinga palaipsniui i§sivystanti imunosupresiné mikroaplinka

. AukStas imunosupresiniy (MDSC + M2 tipo makrofagy) ir prieSvéziniy (Ml

makrofagy) mieloidiniy lgsteliy santykis iBIP2 peliy melanomos navikuose Zymi
atsparumg gydymui imunomoduliuojanciais antiktinais anti-CTLA-4 ir anti-PD-1.

UZdegiminiams ir imuniSkai atribotiems kiauSidZiy navikams budinga specifiné
chemokiny raiSka. AukStas prieSoperacinis cirkuliuojan¢iy serumo chemokiny
CXCL9+CXCL10 lygis padeda atrinkti gausiai imuninémis lgstelémis infiltruotus
navikus.

AukStas prieSoperacinis cirkuliuojanciy serumo chemokiny
CCL4+CCL20+CXCLI1 lygis gali prognozuoti kiauSidZiy véZio atsinaujinima,
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SUMMARY

In this study, we have approached the crosstalk of cancer and immune system at
local and systemic levels during the processes of tumor development and response to
treatment.

The surrounding immune microenvironment in the tumor can polarize the immune
response from antitumor to tumor promoting. The goal of immune-based therapies is to
balance the host immunity in a way that it destroys cancer cells. Here, we investigated the
frequently underestimated balance between immunogenic and tolerogenic properties of
tumor antigen-matured DCs, in vitro differentiated from monocytes. We demonstrated that
using cancer cell lysate resulted in the maturation of DCs expressing tolerogenic marker
CDS85k, producing immunosuppressive cytokines IL-10 and TGFf, and inducing Tregs.
The tolerogenicity of DCs was induced independently on the histological origin of cancer
cells used for lysate preparation, suggesting the presence of immunosuppressive
components inside the cancer cells.

We then aimed to analyze how cancer cells affect another type of monocyte-derived
myeloid cells, macrophages, in terms of inducing their M1/M2 polarization. Our findings
suggest a novel hypothesis, relating the cancer cell stemness potential and macrophage
polarization abilities. We found that stem-like colon cancer cell lines, characterized by the
higher mRNA expression of CSC and EMT markers in comparison to non-stem-like cells
are able to induce the acquisition of the representative M2-like surface marker expression
profile in differentiated PBMC-derived macrophages. The possible mechanism behind this
polarization is the significantly increased secretion of Th2 cytokines IL-10 and IL-13 in
stem-like cell line HCT116 and COLO320 in comparison to non-stem-like cell lines
HT29, SW620 and NCI-H508. Nevertheless, other soluble factors or extracellular
vesicles, not addressed in this study, could also account for increased M2-like polarization
ability in stem-like cells.

After demonstrating the unidirectional effect of cancer cell secretome on
macrophage polarization, we next aimed to analyze the bidirectional interplay between
these two cell types. By co-culturing the macrophages and ovarian cancer cells in the drug
resistance background, we show that, independently of the initial platinum resistance
level, cancer cells act towards inducing the M2-like phenotype in macrophages. In
resistant cancer cells, this may be determined by the acquisition of molecular and
functional EMT- and stemness-related properties, as well as increased production of
immunomodulatory cytokines. In platinum-sensitive cells, EMT- and stemness-related
transcriptional profile is upregulated upon the co-culture with macrophages. We
hypothesize that these alterations may promote the early development of resistant cancer
cell sub-clones. Together, these findings suggest that macrophage-promoted EMT-
induction in cancer cells and M2-like macrophage polarization in co-culture are the results
of cancer and immune cells collaboration towards the creation of immunosuppressive
microenvironment.

The M2-like macrophage polarization observed in in vitro crosstalk studies,
representing the early process of tumor formation encouraged us to analyze the dynamics
of immune microenvironment formation during development of melanoma tumors in vivo.
During tumor development in BRAF V600OE mutation-driven iBIP2 mouse model, we
observed a gradual reprogramming of the immune microenvironment from antitumor-
oriented (prevalence of M1 macrophages) to immunosuppression-oriented (prevalence of
M2 macrophages). As iBIP2 tumors are massively infiltrated with immune cells, we
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considered using checkpoint blockade as a suitable immune-targeting melanoma
treatment. We found that tumor size as well as the level of immunosuppressive myeloid
cells are related to intrinsic and acquired resistance to anti-CTLA-4 and anti-PD-1
combination and therefore are potential targets to improve the efficacy of immunotherapy.
We propose the intratumoral ratio of immunosuppressive (MDSC + M2 macrophages) to
antitumor (M1 macrophages) as a marker of response to double checkpoint blockade.

After showing that the qualitative and quantitative analysis of immune
microenvironment presents as a valuable approach for tumor characterization and
monitoring the response to therapy, we were encouraged to translate these findings for
ovarian cancer. The unsatisfactory clinical outcome of patients with advanced OC urges
the search for novel prognostic and predictive biomarkers, and therefore dictated the
exploratory nature of this study. We first classified ovarian tumors based on their immune
phenotype. For this, we used TCGA dataset patients, which were clustered into immune-
desert (non-infiltrated) and -excluded or inflamed subtypes (immune-infiltrated) based on
their mRNA expression. We assigned a specific chemokine expression pattern for
immune-infiltrated phenotypes. We next translated the in silico results into the dataset of
ovarian cancer patients, for which we had collected sera and tumor samples.

After classifying patients based on their tumor immune infiltration, we showed that
preoperative circulating CXCL9+CXCL10 chemokine combination reflects the level of
immune infiltration in ovarian tumors. Also, after classifying patients based on their
response to primary treatment with platinum-based chemotherapy, we suggested that the
increased preoperative levels of circulating CCL4+CCL20+CXCL1 chemokine
combination in OC patients serum is associated with shorter RFS and OS. Further
validations on a larger scale are needed to confirm that these chemokine combinations
could successfully model the outcome in other patient populations. Also, determining the
exact source and function of these chemokines in ovarian cancer setting is necessary for
dissecting and targeting the tumor microenvironment.

In summary, our study provides the evidence for the elements of the immune
system to be actively involved in shaping the tumor microenvironment and serving as
predictive biomarkers or therapeutic targets. As we used different tumor models, the direct
translation of discussed findings from one model to another would require additional
validation. However, the general principles and hypotheses introduced in this study, such
as stemness-induced macrophage polarization, macrophage-induced EMT, the ratio of
immunosuppressive and antitumor myeloid cells or immune-phenotype specific
chemokine expression patterns, could be applied for cancers of other localizations.
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