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Streszczenie wyktadu: KONTROLA FUNKCJI REGULATOROWYCH KOMOREK
TREGS FOXP3+ JAKO CEL TERAPII PRZECIWNOWOTWOROWEJ

Immunoterapia to strategia leczenia przeciwnowotworowego polegajaca na aktywacji
uktadu immunologicznego, ktory posiada wysoko skuteczne mechanizmy obronnosci
przeciwnowotworowej. Rozwdj choréb nowotworowych uwarunkowany jest tym, ze niektére
komorki nowotworowe wymykaja si¢ spod kontroli uktadu immunologicznego rozrastajac Si¢
w sposob niekontrolowany. Skutecznie oszukujac rézne mechanizmy niszczace komorki
nowotworowe lub hamujace ich wzrost, guz nowotworowy staje si¢ nierozpoznawalny dla
uktadu odpornosciowego uniemozliwiajac tym samym jego eliminacje.

W ciggu ostatnich kilku lat, immunoterapia oraz tzw. terapie celowane zdominowaty
wspotczesne trendy leczenia przeciwnowotworowego. Ocenia si¢, ze w najblizszych latach
immunoterapia bedzie jedng z najszybciej rozwijajacych si¢ strategii leczenia w dziedzinie
onkologii ze wzgledu na zapowiadane szybkie wprowadzanie do zastosowania w klinice
coraz to nowych lekéw z tej grupy. Podczas corocznej konferencji Amerykanskiego
Towarzystwa Onkologii Klinicznej (ASCO) w 2013 roku przedstawiono prognozy, wedlug
ktorych immunoterapia zdominuje leczenie chorob nowotworowych w nadchodzacych latach,
a po 2020 roku moze by¢ ona zaproponowana w leczeniu nawet co drugiego nowotworu.
Immunoterapia opiera sie¢ na catkowitej zmianie obowigzujacego w ostatnich kilkudziesieciu
latach w onkologii paradygmatu opierajacego si¢ na stosowaniu lekéw lub form leczenia
wykazujacych  udowodnione bezposrednie dziatanie toksyczne wobec komorek
nowotworowych (leczenie cytostatyczne - chemioterapia oraz radioterapia). Immunoterapia
ma zupehlnie inny mechanizm dziatania - leki z tej grupy nie majg udowodnionego
bezposredniego efektu cytotoksycznego na komorki nowotworowe, a dziataja jedynie
posrednio stymulujac naturalne mechanizmy istniejace w ukladzie odpornosciowym,
odpowiedzialne za wykrywanie i eliminacj¢ komoérek nowotworowych. Immunoterapia jest
obecnie jedng z nielicznych strategii terapeutycznych w onkologii, ktéra nawet na etapie
zaawansowanego lub uogdlnionego procesu nowotworowego moze doprowadzi¢ do
dtugotrwatych (wieloletnich) przezy¢ pacjentow. Czy immunoterapia moze potencjalnie
doprowadzi¢ do catkowitego wyleczenia chorego z choroby nowotworowej pozostaje jeszcze
sprawg otwartg i wymagac bedzie oceny w szeroko zakrojonych kontrolowanych badaniach
klinicznych.

Prawdziwy przetom w onkologii dotyczacy immunoterapii nastapit kilka lat temu,
kiedy wykorzystano w praktyce klinicznej istniejaca wiedz¢ pochodzaca z wcezesniejszych
badan doswiadczalnych in vitro, jak i z badan na mysich modelach nowotworowych. Badania
te dotyczyly receptorow btonowych na limfocytach T okreslanych obecnie jako punkty
kontroli ukladu immunologicznego (,immune checkpoints”), tzn. receptoréw, ktore
W sposob istotny kontrolujg odpowiedz immunologiczng. Receptory te dzieli si¢ na receptory
hamujace i stymulujace odpowiedz immunologiczng. Do receptorow hamujacych tego typu
nalezg receptory: CTLA-4, PD-1, TIM-3, VISTA, BTLA czy LAG-3. Do receptoréw
stymulujacych  zalicza si¢ receptory: GITR, CD27, CD28, CD137, OX40 czy HVEM.
Wszystkie te receptory, zar6wno o dziataniu hamujgcym jak i stymulujagcym, sg aktywne na
réznych etapach odpowiedzi przeciwnowotworowej i kontrolujg zarowno czas trwania, jak
i nasilenie tej odpowiedzi ze strony limfocytow T CD4+ i T CD8+ oraz innych komorek
bardzo istotnych dla odpowiedzi przeciwnowotworowej, jak komoérki NK (Natural Killers).
Stymulacja receptorow typu checkpoint na limfocytach nastgpuje poprzez ich interakcje
Z naturalnymi ligandami tych receptoréw, ktorych ekspresja wystepuje zardbwno na samych



komorkach nowotworowych jak i na innych komoérkach naciekajacych guz. Zaangazowanie
receptoréw hamujgcych typu checkpoint przez ich ligandy powoduje skuteczne wylgczenie
aktywnosci uktadu immunologicznego, mechanizméw odpowiedzi przeciwnowotworowej.
Istotnym udokumentowanym faktem jest takze proces, w ktorym nowotwory silnie
zwigkszaja ekspresje btonowa niektorych receptorow typu checkpoint, hamujac tym samym
odpowiedz przeciwnowotworowa. Ze wzgledu na ich role w kontroli odpowiedzi
immunologicznej, wszystkie wyzej wymienione receptory stanowig aktualnie przedmiot
intensywnych badan przedklinicznych oraz klinicznych w wielu jednostkach chorobowych,
w tym takze w nowotworach ztosliwych. Wyzej wymienione grupy receptorow Wystepuja na
aktywowanych limfocytach T CD4+ oraz limfocytach cytotoksycznych T CD8+, tzw.
konwencjonalnych (limfocyty Tconv), ktore aktywnie uczestnicza w wykrywaniu i niszczeniu
komorek nowotworowych in vivo. Te same receptory wystepuja jednoczesnie na limfocytach
zupehie innego typu i o diametralnie innej funkcji, zwanych komorkami regulatorowymi
(limfocyty Tregs Foxp3+). Gtowng rolg fizjologiczng komorek Tregs Foxp3+ jest
regulowanie a zwlaszcza hamowanie roznych typoéw odpowiedzi uktadu immunologicznego,
w tym odpowiedzi przeciwnowotworowej. Uwaza si¢ obecnie, ze komorki te, wystepujace
tylko w niewielkiej liczbie we krwi obwodowej, petnig niezwykle wazng role w ochronie
organizmu przed nadmiernymi reakcjami zapalnymi oraz chorobami z autoagresji. Dowodem
na to sa cigzkie schorzenia oraz zespoty autoimmunologiczne, jakie obserwuje si¢
w przypadku zmniejszenia liczby czy dysfunkcji tych komorek w organizmie. Z puntu
widzenia onkologii, komorki Tregs Foxp3+ naciekajace zmian¢ nowotworowa (guz)
W sposob skuteczny wyhamowuja najwazniejsze lokalne i systemowe mechanizmy obrony
przeciwnowotworowej, przyczyniajac si¢ tym samym do wzrostu i rozsiewu nowotworu.

Najczesciej wykorzystywanym typem immunoterapii przeciwnowotworowej, majacej
na celu zablokowanie funkcji receptorow typu checkpoint o charakterze hamujacym
odpowiedz immunologiczng jest stosowanie swoistych przeciwciat monoklonalnych.
Pierwszymi receptorami, wobec ktorych otrzymano przeciwciala blokujace byly receptory
CTLA-4 i PD-1. Zastosowanie przeciwcial monoklonalnych anty-CTLA-4 (Ipilimumab,
Yervoy®;) i anty-PD-1 (Nivolumab, Opdivo®) stanowito prawdziwy przetom w leczeniu
chorych z takimi nowotworami jak czerniak ztosliwy (melanoma malignum), zwtaszcza w
stadium zaawansowanym jego rozwoju. Mechanizm dziatania obu lekéw nie jest identyczny.
Oba receptory wystepuja zarowno na komodrkach Tconv, jak i na komoérkach Tregs Foxp3+.
Stymulacja receptora CTLA-4 przez naturalne ligandy CD80 i CD86 hamuje indukcje
i propagacje swoistych wobec nowotworu limfocytéw T CD4+ i T CD8+ w obrebie weztow
chtonnych. CTLA-4 dziala jak ,wylacznik”, zmniejszajagc aktywno§¢ komodrek
odpowiadajacych za bezposrednie niszczenie komorek nowotworowych i lize guza, takich jak
komorek NK czy limfocytow cytotoksycznych T CD8+. Zahamowanie funkcji tego receptora
silnie stymuluje swoista jak 1 nieswoista odpowiedZz przeciwnowotworowg uktadu
immunologicznego. W przypadku receptora PD-1, jego zaangazowanie przez naturalny ligand
PD-L1 (lub PD-L2) uniemozliwia efektywna eliminacj¢ komorek nowotworowych poprzez
hamowanie funkcji antygenowo swoistych limfocytow T CD4+ czy T CD8+ obecnych
w mikrosrodowisku guza. Inhibitory PD-1 (jak i PD-L1/2) znosza negatywne dziatanie
sytemu PD-1/PD-L1/2 wobec odpowiedzi przeciwnowotworowe;j.



lonic immune checkpoints concept:
channelling potassium to fight cancer

A E . A
a Tumour e . b . * S0

call

Necrotic @ 2]
celideath  pymp or Antigen
" e leak channel h/ e &/
Q ) T-cell © )
o & o " S o & V &
® w “ © , eceplor ® % ="
K3/ W 1.9 o ¥ o =3 ¥
Kennd @ > — AR Kennd @ 1k Akt
PP2A Drug y
Kv1.3/ K* channais 2( Ccra-4 by 4 !/ Cocra-4
Kcnasi/‘ o ﬂ : me)R | Cro1 -~ i, mTOR - | Crp1
At i : ©
@ 2~
TRPM ®
okva3/
T call > Kenad ¥
(Tumor infiltrating Teony or Foxp3+ Tregs o g
High intracellular K+ leveis suppress T-cell function restored by increasing the
CD8 T-cell activation elimination of K+

and tumor-killing ability
Adapted from: K.G Chandy & RS. Norton Nature 2016, 537, 497493

Jednym z udokumentowanych korzystnych dziatan tych inhibitorow, zwiaszcza
przeciwciat monoklonalnych anty-CTLA-4 jest hamowanie funkcji i eliminacja komorek
regulatorowych Tregs Foxp3+ naciekajacych guz. Pojawiajace si¢ na skutek blokady CTLA-4
i PD-1 swoiste wobec guza aktywowane limfocyty T, jak i eliminacja komoérek Tregs Foxp3+
powoduje wyjatkowo silne pobudzenie odpowiedzi przeciwnowotworowej doprowadzajac w
niektorych przypadkach do spektakularnej catkowitej lizy guza. Ceng za t¢ odpowiedz sg
objawy o charakterze autoimmunologicznym. Objawy te wynikaja z silnego pobudzenia
odpowiedzi immunologicznej z jednoczesnym globalnym obnizeniem funkcji komorek Tregs
Foxp3+. W niektorych przypadkach, objawy te wymagaja dodatkowej hospitalizacji pacjenta
I stanowia najwazniejsze dziatanie niepozadane, zwigzane z leczeniem inhibitorami typu
checkpoint. Toksycznos¢ przeciwciat anty-CTLA-4 jest przy tym duzo wigksza niz
przeciwcial anty-PD-1 czy anty-PD-L1. Dotychczas opublikowane wyniki badan
z wykorzystaniem przeciwcial anty-CTLA-4, anty-PD-1, anty-PD-L1, czy ich kombinacji u
chorych na nowotwory w stadium zaawansowanym sg bardzo obiecujace i wskazuja, ze
strategia ta moze okaza¢ Si¢ skuteczna nie tylko w przypadku nowotworéw 0 znanej
immunogennos$ci, jak czerniak, rak nerki, niektore raki ptuc, ale rowniez w przypadku
nowotworow o niskiej immunogennosci (np. cz¢$¢ rakoéw ptuc). Bardzo istotnym z punktu
widzenia klinicznego faktem jest dziatanie synergiczne ze znaczagcym wydluzeniem
calkowitego czasu przezycia pacjentow, obserwowanym po jednoczesnym zastosowaniu
dwoch inhibitorow typu checkpoint (anty-CTLA-4 + anty-PD-1). Powyzsze strategie
odblokowywania hamulcow uktadu odpornosciowego okazaty si¢ skuteczne w leczeniu
choréb nowotworowych, poza czerniakiem ztosliwym, takich jak rak ptuca, nerki, pecherza
moczowego, jelita grubego, gruczotu krokowego, piersi oraz nowotwory uktadu
krwiotworczego. Obserwacja ta, pokazujaca, ze znaczaco lepszy wynik terapeutyczny mozna



uzyskac stosujac potaczenie roznych form immunoterapii jest bardzo obiecujaca i otwiera
droge do testowania coraz to nowych kombinacji juz dost¢gpnych lekéw z nowymi lekami,
ktore pojawia si¢ w przysztosci. Obserwacja ta stanowi takze silny impuls do badan
podstawowch majacych na celu identyfikacje nowych celow terapeutycznych, zdolnych do
kontrolowania odpowiedzi przeciwnowotworowej. Wg opinii ekspertow, postgp w leczeniu
przeciwnowotworowym zaleze¢ bedzie od poznania nowych celéw dla immunoterapii
(immunointerwencji) oraz leczenia kojarzonego z juz stosowanymi lekami i strategiami
terapeutycznymi.

Wprowadzenie immunoterapii  z  wykorzystywaniem inhibitorow checkpoint
doprowadzito do znaczacej poprawy przezycia u pacjentow z wieloma typami nowotworow,
jednak kilka istotnych problemow zwigzanych z ta forma leczenia pozostaje do rozwigzania:
(i) istniejg typy nowotworoéw. ktore nie odpowiadajg w ogole lub bardzo stabo na dostepne
aktualnie formy immunoterapii, (ii) wciaz niski procent pacjentow uzyskujacych dtugoletnie
przezycia, nawet w przypadku nowotworow odpowiadajacych na lecznie i przy skojarzonym
leczeniu dwoma lekami z tej grupy (np anty CTLA-4 + anty-PD-1), (iii) wysoka toksycznosc¢
leczenia (zwtaszcza inhibitorow CTLA-4 i leczenia skojarzonego). Odre¢bng, ale takze wazna
kwestig pozostaje wciaz ograniczona liczba nowotworow kwalifikowanych do tego typu
leczenia oraz bardzo wysoki jego koszt, a wigc ograniczona dostepnos¢ dla wigkszej liczby
pacjentow. Wszystkie te argumenty mocno przemawiaja za celowoscig dalszych poszukiwan
nowych celow terapeutycznych do wykorzystania w immunoterapii nowotworéow.

Praca naszej grupy badawczej w laboratorium INSERM U996 w Clamart pod
Paryzem ze wspotpraca z Suzhou Institute of System Medicine w Chinach koncentruje si¢ na
identyfikacji nowych celow terapeutycznych specyficznych wobec komorek regulatorowych
(Tregs Foxp3+) naciekajacych guzy nowotworowe.

Celem tego projektu jest znalezienie nowych istotnych funkcjonalnie receptorow
btonowych lub biatek wewnatrzkomorkowych, ktore w sposob skuteczny eliminowatyby
wyjatkowo niekorzystne dla odpowiedzi przeciwnowotworowej komorki Tregs Foxp3+ w
obrebie guza. W idealnym scenariuszu, zahamowanie funkcji takich receptorow btonowych
lub biatek wewnatrzkomorkowych nie powinno mie¢ wigkszego niekorzystnego efektu na
inne populacje komorek Tregs Foxp3+ w organizmie (warunek niezbedny do
wyeliminowania lub  przynajmniej  znacznego ograniczenia  komplikacji  typu
autoimmunologicznego), jak i na rozne populacje komorek efektorowych naciekajacych guz
(komorki nie-Tregs Foxp3+, limfocyty Tconv, komorki NK), absolutnie niezbednych do
uzyskania skutecznej odpowiedzi przeciwnowotworowej.

Wykorzystujac szeroko obecnie stosowang technologie mikromacierzy DNA (gene
Chip/DNA Microarray), ktora pozwala na jednoczesne analizowanie ekspresji wszystkich
genow komorki (>72 000 transkryptow obejmujacych mRNA ale takze rozne grupy matych
regulatorowych RNA) nasz zespot zanalizowat ekspresje wszystkich genow komorek Tregs
Foxp3+ infiltrujacych guzy w mysim modelu wiokniakomigsaka (fibrosarcoma), ztosliwego
nowotworu wywodzacego si¢ z fibroblastow, Ktory charakteryzuje si¢ obfitymi naciekami
komorek uktadu odpornosciowego, w tym komorek Tregs Foxp3+. Zestaw genow, ktorych
ekspresja charakteryzuje komorki Tregs Foxp3+ naciekajace te guzy nowotworowe
(transcriptional signature) porownano z ekspresja genow charakteryzujaca inne populacje
komorek Tregs Foxp3+ (Tregs Foxp3+ wyizolowane z weztow chtonnych) oraz komorki T
CD4+ konwencjonalne (komorki nie-Tregs Foxp3+, limfocyty Tconv CD4+ i CD8+).
Gtownym celem naszego projektu byta identyfikacja genow ktorych ekspresja rozni sie
najbardziej migdzy analizowanymi populacjami komorek, a wiec genow kodujacych biatka
mogace reprezentowac potencjalne cele terapeutyczne, skierowane w sposob selektywny
wobec komorek Tregs Foxp3+, infiltrujgcych zmiany nowotworowe.



Stosujac w/w strategi¢ zidentyfikowany zostat jeden gen, ktorego silna ekspresja
charakteryzowata komorki Tregs Foxp3+ infiltrujace guz nowotworowy. Gen ten koduje
nieselektywny kanat kationowy TRPM4 (Transient receptor potential cation channel
subfamily M member 4), znany juz, miedzy innymi z kontroli aktywacji limfocytow T.
Gtowng udokumentowang rolg tego kanatu jest negatywna regulacja aktywacji komorek T.
W celu analizy roli tego kanatu w funkcji komorek T regs Foxp3+ w trakcie odpowiedzi
przeciwnowotworowej, stworzylismy mysi model, w ktorym wystepuje selektywna delecja
genu TRPM4 tylko w komorkach Tregs Foxp3+ (model Trpm4fl/flIFoxp3Cre+, Trpm4 cKO).
Wykorzystujac w/w model, potwierdziliSmy, ze selektywna delecja genu TRPM4
w komorkach Tregs Foxp3+ wigze Si¢ ze znacznie zwigkszong kontrolg odpowiedzi
przeciwnowotworowej, wynikajaca, wg naszej interpretacji, gtéwnie z nasilonej smierci
komorek Tregs Foxp3+ w obrebie guza. Zniszczenie komorek o silnym charakterze
immunosupresyjnym, jakim sa komorki Tregs Foxp3+, znacznie nasila odpowiedz
przeciwnowotworowag ze strony swoistych komorek konwencjonalych (Tconv, CD4+ i T
CD8+) i powoduje prawie catkowite zahamowanie jego wzrostu.
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W celu okreslenia roli takze innych kanatow jonowych w funkcji komorek Tregs Foxp3+
scharakteryzowali$smy ekspresje pelnego zestawu wszystkich znanych kanaléw jonowych
(>450 zidentyfikowanych genéw), tzw. specyficznego ,.channelome” tych komorek.
Nastgpnym krokiem bedzie analiza efektow terapeutycznych in vivo selektywnych blokerow
zidentyfikowanych kanatow jonowych, w tym TRPM4, w mysich modelach nowotworowych.
Jesli skutecznos¢ tych blokerow zostanie potwierdzona w modelach mysich, dalszym krokiem
bedzie zaproponowanie ich zastosowania w ludzkich modelach nowotworéw ztosliwych,
a ostatecznie u pacjentow.
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