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4.3. Omoéwienie celu naukowego prac i osiggnietych wynikéw wraz z oméwieniem ich ewentualnego

wykorzystania

Naczelnym zadaniem uktadu odpornosciowego jest utrzymanie homeostazy w organizmie
zarowno podczas infekcji oraz innych stanow patologicznych, wliczajgc choroby nowotworowe. Regulacja
uktadu odpornosciowego jest niezwykle istotna zaréwno dla stworzenia efektywnej odpowiedzi
immunologicznej, jak i utrzymania normalnego funkcjonowania organizmu. Szlaki regulacyjne, znosza
swoje dziatanie (np. przez negatywne sprzezenie zwrotne), aby zapewnic¢ wtasciwg kontrole i wygaszanie
odpowiedzi odpornosciowej. Brak zahamowania odpowiedzi odpornosciowej moze prowadzi¢ do:
uszkodzenia tkanek, rozwoju nadwrazliwosci immunologicznej czy chordb autoimmunizacyjnych. Istnieje
szereg mechanizméw umozliwiajgcych regulacje aktywacji i hamowania odpowiedzi odpornosciowe;j [1].
Czynnikami aktywujgcymi dziatanie komadrek odpornosciowych sg: czgsteczki ko-stymulujgce, cytokiny,
chemokiny prozapalne i receptory aktywujgce (np. NKG2D, TLR). Z kolei zrownowazenie aktywacji
immunologicznej zachodzi dzieki dziataniu receptoréw punktéw kontrolnych np.: CTLA-4, PD-1, innych
receptorow hamujacych (np. KIR, SIRP-1a, VISTA, LAG-3, TIM-3, CD200R, LAIR-1, SIRL), przeciwciat (FcR),
hamujacych receptory, cytokin przeciwzapalnych i komérek regulatorowych (Treg, MDSC)[2]. Celem
przedstawionego cyklu prac jest poznanie roli immunologicznych receptoréw hamujacych - CD200R i
LAIR1 w regulacji odpowiedzi odpornosciowej podczas rozwoju nowotworow i infekcji wirusowych.

Sukces terapii onkologicznej, polegajacej na blokowaniu dziatania receptorow hamujgcych PD-1 i
CTLA-4 (badz ich ligandéw), pokazat potencjat manipulacji regulacjg uktadu odpornosciowego. Wiele
wysitkow, zarédwno akademickich jak i sektora farmako-medycznego, skupia sie na ulepszeniu dziatania
inhibitoréw receptorow punktéw kontrolnych przez skojarzenie obecnych terapii z innymi lekami [3].
Ponadto bada sie mozliwosci manipulacji innymi receptorami hamujgcymi np.: SIRP-1a, VISTA, LAG-3, TIM-
3, TIGIT. Nalezy jednak pamietac, ze istnieje kilkadziesigt innych receptoréw kontrolujacych dziatanie
uktadu odpornosciowego, ktére potencjalnie mogg by¢ celem terapii immunomodulacyjnych, a do ktdrych
zaliczajg sie tez CD200OR i LAIR-1. Poszerzenie wiedzy na temat mechanizméw regulacji dziatania
receptorow CD200R i LAIR-1 moze mie¢ znaczenie kliniczne w terapii i moze przyczynic sie do stworzenia
nowych lub modyfikacji juz istniejgcych protokotdow terapeutycznych w leczeniu nowotwordw. Ponadto,
w wypadku stosowania terapii skierowanej przeciw CD200R, wiedza ta moze miec znaczenie dla jej
bezpieczenstwa np. podczas infekcji wirusowych. Jak pokazano w dwdch publikacjach zomawianego cyklu,
usuniecie niektdrych hamulcéw odpowiedzi odpornosciowej (CD200 - liganda CD200R), moze prowadzic¢
do immunopatologii podczas infekcji wirusowej, kiedy odpowiedz odpornosciowa nie jest wiasciwie

regulowana. Dlatego tez poznanie wszystkich konsekwencji blokowania receptoréw hamujacych jest tak
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wazne dla doboru terapii. Jest to istotne poniewaz podczas pierwszych prob przeciwciat przeciw CTLA-4 i
PD-1, dochodzito do powaznych komplikacji, ze zgonami wiacznie, spowodowanych masowych

wydzielaniem cytokin (ang. cytokine storm).

tymocyty
zaktywowane limfocyty Ti B
komérki dendrytyczne
macierzyste komorki tkankowe
komorki nabtonka naczyn
neurony i komorki skéry

CD200R

makrofagi
granulocyty

komorki dendrytyczne
limfocyty Ti B
komérki NK

I N aktywnos¢ komorek np.
degranulacja,

produkcja cytokin

Rycina 1. Schemat interakcji CD200R i CD200, z zaznaczonymi typami komérek u ktérych wystepujg obydwa biatka oraz kaskada
sygnalna aktywowana po wzbudzeniu CD200R (obrazek z [4)).

CD200R jest regulatorem immunologicznym, ktérego wzbudzenie, przez fizjologiczny ligand lub
przeciwciato agonistyczne, hamuje i wygasza odpowiedZ odpornosciowa [5]. CD200R jest obecny na
powierzchni komérek odpornosciowych, géwnie pochodzenia szpikowego (Ryc. 1.). Homolog CD200R -
biatko CD200 jest specyficznym ligandem wigzgcym i uruchamianym dziatanie receptora CD200R. W
przeciwienstwie do CD200R, CD200 jest obecny na powierzchni komdrek odpornosciowych (np.
zaktywowanych makrofagéw i limfocytéw) i nabtonkowych (np. srédbtonka naczyn krwionosnych,
komoérek macierzystych mieszkéw wtosowych, komoérek nabtonkowych tozyska). Efektem wzbudzenia
CD200R jest wyhamowanie odpowiedzi odpornosciowej. W zaleznosci od kontekstu immunologicznego,
moze powodowaé pozytywne lub negatywne skutki dla zdrowia. Brak ekspresji CD200, i co za tym idzie
wzbudzenia CD200R, prowadzi do zwiekszonej podatnosci na rozwdj eksperymentalnego zapalenia
stawow (ang. collagen-induced arthritis) i eksperymentalnego autoimmunologicznego zapalenia mozgu i
rdzenia (ang. experimental autoimmune encephalomyelitis) [6]. Ponadto, brak CD200 prowadzi do
zwiekszonej podatnosci na infekcje bakteryjne (Neisseria meningitidis) [7] i wirusowe (grypa, koronwirus

MHV) [8]. Z drugiej strony niemoznos¢ aktywacji CD200R przez CD200, prowadzi do zmniejszonej
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podatnosci rozwoju nowotworédw (brodawczaki skéry) [9]. Podobnie do strategii terapeutycznej
stosowanej dla receptoréw PD-1 i CTLA-4, podjeto takze préby wykorzystania przeciwciat blokujgcych
CD200R [10]. Wyniki kliniczne dziatania anty-CD200R byty rézne, u pacjentéw z B-komdrkowg przewlektg
biataczka limfatyczng lub szpiczakiem nie wykazano zadowalajgcych efektéw klinicznych i badanie zostato
wstrzymane. Jednak dane przedkliniczne, réwniez opisane w tym autoreferacie pokazujg, ze odwrotne
podejscie moze by¢ efektywne terapeutycznie [11]. Wykorzystanie przeciwciata wzbudzajgcego dziatanie
CD200R, spowodowato efekt terapeutyczny w kombinacji z agonistg receptora TLR7 w mysi modelu
nowotworowym. Biatko powierzchniowe LAIR-1 jest immunologicznym receptorem kolagendw i biatek
posiadajgcych motyw kolagenowy np. SP-D. Podobnie jak w wypadku CD200R, zwigzanie LAIR-1 ze
specyficznym ligandem powoduje aktywacje szlaku sygnalnego i zmniejszenie aktywacji komorek
odpornosciowych [12]. Funkcja LAIR-1 zostata opisana w hamowaniu aktywnosci cytotoksycznej
limfocytdw T i komodrek NK jak réwniez w regulacji aktywnosci neutrofili. Co istotne, hamowanie dziatania
aktywnosci cytotoksycznej komodrek efektorowych, ma rdwniez znaczenie w kontekscie odpowiedzi
przeciwnowotworowej. Nadekspresja kolagenéw jest czesta w nowotworach litych, a dostepnosé
potencjalnych ligandéw dla LAIR-1 jest powszechna [13]. Zablokowanie wzbudzenia dziatania hamujgcego

LAIR-1 mogtoby wiec zwiekszy¢ efektywnosc¢ dziatania efektorowych komérek przeciwnowotworowych.

Publikacja 1 — “Lack of CD200 Enhances Pathological T Cell Responses during Influenza Infection.”

W pierwszej publikacji z cyklu zbadatem efekt catkowitego usuniecia ekspresji CD200, a co za tym
idzie niemoznosci wzbudzenia CD200R, podczas infekcji wirusem grypy u myszy. Wykazatem, ze myszy
szczepu Cd2007", rozwijajg ciezsze objawy chorobowe w poréwnaniu do kontroli, tj. gwattowny spadek
masy ciata, zwiekszony naciek komdrek zapalnych. Ponadto doszto u nich do zwiekszonego uszkodzenia
$rédbtonka w ptucach, nieszczelnosci bariery w ptucach, zwiekszenia ilosci biatka w ptynie pochodzacym z
ptukania oskrzeli i pecherzykow (bronchoalveolar lavage). Pomimo powyzszych komplikacji, myszy Cd200
/rozwijaty normalng odpowiedz komérkowa i humoralna, jak réwniez kontrolowaty ilo$¢ wirusa z podobna
kinetykg jak myszy kontrolne. Powyzsze wyniki sugerowaty, ze zaostrzone objawy chorobowe byty
wynikiem przeciwwirusowej odpowiedzi odpornosciowej, przy braku regulacji przez CD200R. Hipoteza ta
zostata zweryfikowana przez terapeutyczne usuniecie limfocytow T, za pomocg przeciwciat deplecyjnych.
Znaczna, lecz niecatkowita deplecja limfocytéw T spowodowata drastyczny wzrost ilosci wirusowego RNA
i opdznita czas usuniecia wirusa grypy, jednoczesnie catkowicie powstrzymany zostat rozwoj symptomow
chorobowych np. spadek masy ciata. Wyniki te wskazuja, ze limfocyty T sg niezbedne do kontroli infekcji

wirusowej, jednak ich dziatanie prowadzi jednoczesnie do wystgpienia objawéw chorobowych i
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immunopatologii. Interakcja CD200-CD200R, nieobecna u myszy Cd2007-, kontroluje aktywno$é
limfocytéw T i zapobiega ich zbyt duzej aktywnosci, ktora moze prowadzi¢ do powaznych objawow

chorobowych podczas odpowiedzi przeciwwirusowej.

Publikacja 4 — “CD200 Receptor Controls Sex-Specific TLR7 Responses to Viral Infection.”

W kolejnej pracy badatem czy $ciezka sygnalna CD200-CD200R moze takze kontrolowad
odpowiedz na inne infekcje wirusowe. W tym celu wykorzystano model infekcji koronawirusem mysiej
26ttaczki (MHV - ang. mouse hepatitis corona virus). Wirus ten byt zmodyfikowany i posiadat dodatkowy
gen lucyferazy, co umozliwiato przyzyciowy pomiar poziomu wirusa za pomocg pomiaru bioluminescencji.
Zaobserwowano, ze myszy Cd200”" szybciej usuwaty wirusa, co byto skorelowane takze z wyzszym
stezeniem IFN typu |, a takze z wiekszg iloscig agregatow komorek jednojgdrzastych w watrobie. Co istotne,
ww. efekty byly bardziej wyrazne u samic niezaleznie od szczepu (miaty nizszy poziom wirusa, wyzsze
stezenie IFN typu |, wiecej ognisk zapalnych w watrobie), natomiast samice Cd2007- miaty najbardziej
skrajne wartosci ww. parametréw.

Produkcja IFN typu | jest regulowana przez Sciezke sygnalng zalezng od TLR7, myszy pozbawione
receptora IFN typu I, majg uposledzong odpowiedz na MHV [14]. Dlatego tez zbadano czy wzbudzenie
CD200R hamuje sciezke TLR7. Podanie syntetycznego agonisty TLR7, spowodowato zwiekszong produkcje
IFN typu |, zwtaszcza u samic Cd2007". Aby poznaé¢ mechanizm tej regulacji zbadano aktywnos¢ éciezki TLR7
w komérkowym ukfadzie reporterowym. Wykazano, ze wzbudzenie CD200R za pomocg przeciwciat
agonistycznego, hamuje aktywacje $cieki TLR7. W drugim modelu wirusowym, infekcji wirusem grypy,
potwierdzono wczesniejsze obserwacje z publikacji [15], CD200-CD200R nie miato wptywu na tempo
usuwania wirusa. Tym razem jednak poréwnano takze wptyw pifci na odpowiedZ przeciwwirusowa.
Okazato sie, ze podobnie jak w wypadku infekcji MHV, samice wczesniej usuwajg wirusa grypy w
poréwnaniu z samcami. Natomiast, u myszy Cd2007" (zwtaszcza u samic) wystepuje zwiekszony naciek
neutrofilowy do ptuc.

Podsumowujgc, zaréwno Sciezka sygnalna CD200-CD200R jak i réznice determinowane przez pteé
wptywajg na przebieg odpowiedzi przeciwwirusowej. Wyniki te mogg mie¢ znaczenie dla bezpieczenstwa
terapii w wypadku wykorzystania CD200-CD200R jako celu molekularnego (np. terapii przeciwciatami
monoklonalnymi), poniewaz réznice ptci w kombinacji z hamowaniem CD200R mogg prowadzi¢ do

patologicznej odpowiedzi odpornosciowej podczas infekcji wirusowej.
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Kolejne publikacje dotyczyty regulacji odpowiedzi przeciwnowotworowej przez CD200R lub LAIR-1:

Publikacja 2 — “Tumor-expressed collagens can modulate immune cell function through the inhibitory
collagen receptor LAIR-1.”

W momencie rozpoczecia badan ujetych w publikacji nr 2, LAIR-1 byt juz znanym receptorem
hamujgcym, jednak identyfikacja jego liganddéw funkcjonalnych — kolagendw byta odkryciem stosunkowo
niedawnym[16]. Dlatego tez w pracy tej postawitem pytanie czy kolageny produkowane i prezentowane
przez komérki nowotworowe wzbudzajg receptor i doprowadzg do zahamowania dziatania efektorowych
komoérek cytotoksycznych. W pierwszym etapie, zbadano zdolnos¢ adhezji dwdch typéw komorek:
komérek z nadekspresja LAIR-1 i komodrek nowotworowych z panelu 11-tu linii. Zastosowanie
kompletywnego inhibitora LAIR-1 (ludzkiego rozpuszczalnego biatka LAIR-1-Fc), zablokowato interakcje
LAIR-1 z ligandami na badanych komérkach nowotworowych. Zaobserwowano wigzanie komoérek z LAIR-
1 i zidentyfikowano linie o najwiekszej efektywnosci adhezji m.in. A431, HT29, bEnd.3, SK-BR3. Stworzono
tez linie K562 z nadekspresjg btonowego kolagenu typu XVII. Komérki K562 naturalnie nie posiadajg tego
biatka na swojej powierzchni, wiec linia macierzysta postuzyta jako kontrolna negatywna. Komérki te i kilka
linii nowotworowych wykorzystano do zbadania efektywnosci adhezji do komérek z ekspresjg mysiego
wariantu LAIR-1. Pokazano, ze komérki K562-coll-XVII i A431 wigzg sie do komérek mLAIR-1*z najwyzszg
efektywnoscig. Natomiast enzymatyczne usuniecie kolagendow z btony, za pomocy kolagenazy,
spowodowato znaczgcy spadek wigzania ww. komodrek. Jeszcze wyrazniejszy efekt zablokowania tej
interakcji spowodowato wyciszenie ekspresji P4HB, podjednostki dioxygenazy prolin-prokolagenu, enzymu
ktora fizjologicznie zapewnia witasciwg konformacje potrdjnej helisy kolagenéw. Kolejnym krokiem byto
zbadanie czy komérki nowotworowe wzbudzajg Sciezke sygnalng zalezng od LAIR-1. W tym celu
wykorzystano linie reporterowe z mysim lub ludzkim LAIR-1, ktére po wzbudzeniu powoduje aktywacje
promotora NFAT i ekspresje GPF. Pokazano, ze linie bEnd.3, L-929, LS174, BxPC-2 i A431 najefektywniej
wzbudzajg mysi (bardziej aktywny) LAIR-1, natomiast bEnd.3 i BxPC-3 najefektywniej wzbudzaty komorki z
ludzkim wariantem tego biatka. Znaczna cze$¢ tego sygnatu pochodzita z macierzy zewnatrzkomaérkowej
produkowanej przez komorki nowotworowe, zwfaszcza z linii L-929, A431 BxPC-3. Finalnym
eksperymentem funkcjonalnym byto zbadanie efektywnosci wzbudzenia LAIR-1 na komdrkach
cytotoksycznych z jednojadrzastych komaorek krwi. Pokazano, ze zaréwno przeciwciato agonistyczne (anty-
LAIR-1), jak i ekspresja kolagenu XVII powodowaty zahamowanie aktywnosci cytotoksycznej w stosunku

do komarek nowotworowych pozbawionych MHC-II.
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Podsumowujgc, wyniki powyzszej publikacji wskazujg, ze kolageny produkowane przez komorki
nowotworowe s3 funkcjonalnym ligandem receptora LAIR-1 i sg zdolne do zahamowania dziatania

komoarek efektorowych posiadajgcych ten receptor.

Publikacja 3 — “CD200-CD200R signaling suppresses anti-tumor responses independently of CD200
expression on the tumor.”

W kolejnym projekcie postanowitem zbadac¢ wptyw $ciezki sygnalnej CD200-CD200R na rozwdj
nowotworéow. W tym celu zastosowano klasyczny model karcynogenezy chemicznej z protokotem
DMBA/TPA, ktéry prowadzi do powstawania brodawczakéow, nieztosliwych nowotwordw skory.
Zaobserwowano, ze myszy Cd2007 rozwijaty mniejszg liczbe brodawczakéw, a ich $rednia wielko$é byta
mniejsza. Nieoczekiwanie stwierdzono, ze w tkance nowotworowej myszy kontrolnych, praktycznie nie
wystepowata ekspresja biatka CD200, w przeciwienstwie do zdrowej przylegajgcej tkanki. Co sugerowato,
ze oddziatywanie CD200 na CD200R mozliwe byto poza nowotworem, natomiast efekt immunologiczny nie
byt lokalny i obejmowat caty organizm. Ponadto zaobserwowano, ze w trakcie 20-tygodniowego protokotu
karcynogeny, jeszcze przed wystapieniem makroskopowych brodawczakéw, myszy Cd2007 rozwijaty
przejsciowy fenotyp skorny, charakteryzujgcy sie bardzo suchg skérg i brakiem owtosienia. Co mogto
sugerowaé zwiekszony stan zapalny podczas chronicznej indukcji zapalenia z wykorzystanemu TPA.
Nastepnie, zbadano zdolnos¢ badanych szczepdéw do indukcji nosowej tolerancji immunologicznej. W
modelu indukowanym biatkiem OVA, u muszy Cd2007- stwierdzono obnizong zdolnoé¢ do indukgji
tolerancji immunologicznej. Brak zdolnosci rozwoju tolerancji na nowe antygeny, w tym neoantygeny
nowotworowe moze powodowac efektywniejszg odpowiedz przeciwnowotworowg, zarazem wieksza
odpornos¢ na karcynogeneze. W celu scharakteryzowania aktywacji uktadu odpornosciowego w trakcie
karcynogenezy, zbadano produkcje dwdch cytokin prozapalnych IL-1B i IL-6 w komdrkach dendrytycznych
pochodzacych z weztéw chtonnych drenujacych chtonke ze skéry (tkanki poddawanej karcynogenezie).
Stwierdzono podwyzszony poziom ekspresji obydwdch cytokin w komérkach pochodzacych od myszy
Cd2007". Tolerancja immunologiczna i zapalenie s3 w znacznym stopniu regulowane przez limfocyty
regulatorowe Treg, charakteryzujace sie ekspresjg czynnika transkrypcyjnego FoxP3. Postugujgc sie
pierwotnymi komdrkami i cytometrig przeptywowa, zbadano ilos¢ Treg w weztach chtonnych podczas
karcynogenezy. U myszy Cd2007" i kontroli Stwierdzono podobng ilo$¢ komdrek Treg we wszystkich
analizowanych typach weztéw. Natomiast, w jednym z weztéow (pachowym), zaobserwowano znaczgco
podwyiszany odsetek limfocytéw T (CD4*) produkujgcych prozapalng cytokine IL-17. Nieoczekiwanie,

zaobserwowano ze frakcja podwadjnie-pozytywnych limfocytéw FoxP3*IL-17* jest znaczgco powiekszona u
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myszy Cd2007- we wszystkich czterech typach weztéw chtonnych. Postugujac sie catkowicie
komplementarnymi technikami: immunofluorescencji i mikroskopii konfokalnej oszacowano czestos¢
wystepowania ww. rodzajéow komadrek. We wszystkich badanych typach weztdéw chtonnych populacja
komérek Th17 byta istotnie zwiekszona u myszy Cd2007,” natomiast populacja komérek FoxP3*RORy* byta
jeszcze bardziej istotnie zwiekszona. Ta samg analize zastosowano dla tkanki nowotworowej, jednak nie
udato sie zaobserwowad réznic w czestosci wystepowania ww. populacji bgdz efektorowych limfocytéw
CD8*. Podsumowujac, wykazano ze $ciezka sygnalna CD200R hamuje wzrost chemicznie-indukowanych
guzéw niezaleznie od obecnosci CD200 na komdrkach nowotworowych. Ta obserwacja moze miec

znacznie w doborze populacji poddawanej potencjalnej terapii celujgcej w CD200R/CD200.

Publikacja 5 — “Antitumor Activity of TLR7 Is Potentiated by CD200R Antibody Leading to Changes in the

Tumor Microenvironment.”

Kolejny maj projekt dotyczyt terapii syngenicznych mysich nowotworéw. Zastosowano doguzowe
podawanie syntetycznego agonisty receptora TLR7 (R848). TLR7 jest normlanie aktywowany przez
jednoniciowy RNA wirusowy, czego konsekwencjg jest miedzy innymi produkcja i wydzielanie IFNOw typu
| oraz aktywacja zapalna [17]. W terapii podanie R848 prowadzito do znaczacej redukcji wielkosci mysiego
nowotworu jelita (CT26). Co ciekawe stwierdzono, ze lokalne (doguzowe) podawanie R848 powoduje
obnizenie ekspresji CD200R, ale tylko w komaérkach zrebu nowotworu. W $ledzionie i weztach chtonnych
brak byto tego efektu. Analizujgc populacje komoérek mikrosrodowiska nowotworu stwierdzono, ze
najwiekszy spadek CD200R jest obserwowany w populacji wewnatrznowotworowych makrofagow.
Ekspresja CD200 byta hamowana juz na poziome RNA, co udato sie potwierdzi¢ w hodowli makrofagéw
szpikowych. Stymulacja TLR4, TLR7 lub TLR9 prowadzita do bardzo znacznego spadku poziomu biatka na
tych komdrkach. Nastepnie, potgczono terapie R848 z agonistycznym przeciwciatem anty-CD200R. Terapia
skojarzona doprowadzita do dalszego zmniejszenia wielkosci nowotworéw CT26, w pordéwnaniu do
wariantu z monoterapig R848. Podawanie samego przecinata anty-CD200R, lub przeciwciata kontrolnego,
nie przynosito istotnych zmian. Co istotne, u niektérych myszy leczonych R848 lub R848/anty-CD200R
doszto do catkowitych wyleczen, a wyleczone myszy byly oporne na ponowg implantacje tego samego
nowotworu. Dowodzi to, ze u myszy wyleczonych nastgpit rozwdj efektywnej przeciwnowotworowej
odpowiedzi nabytej, zwieAczonej pamieciag immunologiczng. Jednakze poczatkowy efekt hamowania
wielkosci guza przez R848 nie byt zalezny od odpowiedzi nabytej, poniewaz u myszy z wrodzonym brakiem
limfocytéw, rowniez nastepowato zahamowanie wzrostu guza przez R848, potegowane przez kombinacje

z anty-CD200R. Zbadano wptyw R848 na wydzielanie cytokin zapalnych i stwierdzono zwiekszone
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wydzielanie IL-6, ktére byto niezelazne od podawania anty-CD200R. Bardzo wyrazny byt natomiast wzrost
odsetka monocytéw we krwi obwodowej z ok. 15% do 70% wszystkich jednojadrzastych komérek po
lokalnym podaniu R848. Analizujgc sktad komdrkowy mikrosrodowiska nowotworu, zaobserwowano
bardzo znaczace zmniejszenie odsetka monocytéw (Ly6C*MHC-II) i niezréznicowanych komoérek
szpikowych Ly6C*MHC-II*, przy jednoczesnym wzroscie odsetka bardziej dojrzatych makrofagéw Ly6C
MHC-II". Powyzsze obserwacje, byly najwyrazniejsze w wariancie terapii skojarzonej. W celu weryfikacji
czy ww. komorki pochodzenia szpikowego (CD11b*) s3 odpowiedzialne za zahamowanie wzrostu
nowotworu, wyizolowano populacje wewnatrzguzowych komodrek szpikowych z guzéw podanych
monoterapii R848, kombinacji R848/anty-CD200R i kontrolnych. Nastepnie tak wysortowane komorki
zostaty przeszczepione do naiwnych biorcéw razem z komdrkami nowotworowymi. Zaobserwowano, ze
po transferze komérkowym guzy rosty wolniej kiedy komodrki szpikowe poddane poddane zostaty ww.
terapii, a zwtaszcza kombinacji R848/anty-CD200R. Podobny trend zahamowania wzrostu guza
zaobserwowano dokonujac transferu makrofagéw szpikowych stymulowanych in vivo R848/anty-CD200R.
Podsumowujgc, stymulacja TLR7, a zwtaszcza w obecnosci anty-CD200R, powoduje zmiane w sktadzie
komérkowych mikrosrodowiska nowotworu i zmniejszenie wielkosci guza. Szpikowe komorki z
mikrosrodowiska nowotworu sg odpowiedzialne za przeciwnowotworowy efekt terapii celujgcej w TLR7 i

CD200R.

Publikacja 6. — “The pro-tumor effect of CD200 expression is not mimicked by agonistic CD200R

antibodies.”

Kolejna moja publikacja dotyczyta zastosowania przeciwciat anty-CD200R w leczeniu rdznych
nowotwordw u myszy. Przetestowano dziatanie ww. przeciwciat w trzech modelach syngenicznych
nowotworow (EMT6, LLC i B16F10). Analizujac trzy typy nowotwordw (sutka, ptuc i czerniaka) nie
zaobserwowano zadnego efektu przeciwnowotworowego anty-CD200R. Podawana dawka byta
wystarczajgca by wyznakowaé komorki z receptorem CD200R w guzie (zmniejszenia dostepnosci biatka
CD200R dla znakowanego przeciwciata przed analizg cytometryczng). Podawanie anty-CD200R miato
niewielki, choc istotny statystycznie, wptyw na sktad populacji komédrek szpikowych w mikrosrodowisku
guza. Jednak efekt podawania anty-CD200R byt odmienny w kazdym z analizowanych nowotwordw.
Podawanie agonistycznego przeciwciata anty-CD200R w monoterapii nie spowodowato pozytywnych
efektow. Aby zweryfikowaé efekt dziatania Sciezki sygnalne CD200-CD200R siegnieto po narzedzie

genetyczne i kolejny raz wykorzystano myszy Cd2007 oraz dzikie kontrole z normalng ekspresjg CD200.
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Potwierdzono weczesniejsze obserwacje, ze myszy Cd2007" majg zmniejszony wzrost podskérnie
implantowanego czerniaka B16F10 [18]. Aby zbada¢ wptyw ilosci i lokalizacji biatka CD200,
nadeksprymowano CD200 w komodrkach B16F10 z dodatkowg ekspresjg lucyferazy. Komorki te byty
dozylnie podawane myszom Cd2007" i dzikim kontrolom. Rozwdj czerniaka w ogniskach przerzutowych
monitorowano za pomocg pomiaru luminescencji. Stwierdzono, ze najmniejsze guzy wystepowaty u myszy
Cd2007" z B16F10-luc, nowotwory B16F10-luc-CD200 miaty wyzszy poziom luminescencii, ktéry nie byt
istotnie rézny od myszy dzikich z czerniakiem lub od wariantu bez dodatkowe] ekspresji CD200.
Podsumowujgc, catkowity brak ekspresji CD200, spowalnia wzrost mysiego syngenicznego czerniaka,
jednak jakakolwiek ekspresja CD200, na komdrkach nowotworu lub endogennych komérkach zrebu,
bedzie powodowac szybszy wzrost nowotworu. Dodatkowa ekspresja ponad endogenne biatko CD200 nie
powoduje dalszego istotnego zwiekszenia guza. Podawanie przeciwciata agonistycznego anty-CD200R jest

niewystarczajgce aby spowodowaé zachowanie wzrostu nowotworu.

Publikacja 7. (artykut przeglagdowy) — “CD200R signaling in tumor tolerance and inflammation: A tricky

balance.”

Po opublikowaniu pracy w Oncogene w 2012 (Rygiel et al. 2012) zostato skierowane do nas
zaproszenie od edytora czasopisma ,,Current Opinion in Immunology”, w celu przegladu i podsumowania
wynikéw badan dotyczacych dziatania Sciezki sygnalnej CD200-CD200R i jej potencjatu terapeutycznego.
Razem z Linde Meyaard dokonalismy tego analizy jeszcze w czasie kiedy trwato jedyne, jak do tej pory,
badanie kliniczne (z wykorzystaniem przeciwciat monoklonalnych) celujgcych w CD200. Badanie to miato
na celu zablokowanie CD200 u pacjentow z przewlekta biataczkg B-komdrkowsq. Przeciwciato blokujgce
CD200 miato uniemozliwi¢ wzbudzenie CD200R i doprowadzi¢ do zwiekszonej aktywacji odpowiedz
odpornosciowej przeciw komdérkom nowotworu. Wyniki pokazaty bezpieczedstwo ww. terapii, jednak

badanie zostato przerwane na pdzniejszym etapie z uwagi na brak efektu terapeutycznego.
W omawianej publikacji przedyskutowalismy nastepujace zagadnienia:

e Model regulacji tolerancji immunologicznej przez $ciezke CD200-CD200R

e Mechanizm bezposredniego i posredniego hamowania odpowiedzi przeciwnowotworowej przez
CD200R

e Dwojaki efekt CD200-CD200R na rozwodj nowotworu, a takze jego zmiane w wypadku terapii
blokujacej

12



Zatacznik 2 autoreferat

Podsumowanie i znaczenie.

Za najwazniejsze osiggniecia wynikajgce z badan przedstawionych w moim cyklu prac uwazam:

10.

Wykazanie, ze CD200R kontroluje negatywne efekty adoptowanej odpowiedzi przeciwwirusowej,
ktéra moze prowadzi¢ do immunopatologii (publikacja nr 1, Rygiel et al. 2009).

Zaobserwowanie, ze zaréwno Sciezka sygnalna CD200-CD200R jak i réznice determinowane przez
pte¢ wptywajg na moc odpowiedzi przeciwwirusowej (publikacja nr 4, Karnam et al. 2012).
Stwierdzenie, ze CD200R moze bezposrednio hamowac Sciezke sygnalng zalezng od TLR7 (publikacja
nr 4, Karnam et al. 2012).

Udowodnienie, ze kolageny produkowane przez komarki nowotworowe sg funkcjonalnymi
agonistami LAIR-1, ktére mogg hamowa¢ odpowiedz cytotoksyczng komérek efektorowych
(publikacja nr 2, Rygiel et al. 2011).

Wykazanie, ze CD200 moze hamowac odpowiedz przeciwnowotworowa niezaleznie od tego czy
CD200 jest obecny na komdrkach nowotworowych (publikacja nr 3, Rygiel et al. 2012).
Stwierdzenie, ze Sciezka sygnalna CD200-CD200R reguluje zdolnos¢ do indukcji tolerancji
immunologicznej (publikacja nr 3, Rygiel et al. 2012).

Zaobserwowanie, ze sciezka sygnalna CD200-CD200R reguluje réznicowanie limfocytéw T w komorki
o aktywacji Th17 (publikacja nr 3, Rygiel et al. 2012).

Wykazanie, ze stymulacja TLR7, w obecnosci anty-CD200R, powoduje zmniejszenie wielkosci guza
przez zmiane w sktadzie komadrkowych mikrosrodowiska nowotworu (publikacja nr 5, Pilch et al.
2018).

Stwierdzenie, ze efekt przeciwnowotworowe;j terapii celowanej (TLR7/CD200R) jest zalezny od
wewnatrznowotworowych komarek szpikowych (publikacja nr 5, Pilch et al. 2018).

Wykazanie w kilku modelach nowotworowych, ze monoterapia przeciwciatami anty-CD200R nie

wptywa na wielko$¢ nowotworu (publikacja nr 6, Pilch et al. 2019).
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5. Informacja o wykazywaniu sie istotng aktywnoscig naukowgq albo artystycznga realizowang w wiecej

niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury, w szczegélnosci zagranicznej.

Podczas studiow odbytem pétroczny staz (w ramach programu Erasmus) na Uniwersytecie
Amsterdamskim. To dzieki temu doswiadczeniu postanowitem zwigza¢ mojg kariere zawodowa z nauka.
Bezposrednio po zakonczeniu studidéw magisterskich na Uniwersytecie Warszawskim (rok 2002),
rozpoczatem projekt doktorski w Netherlads Cancer Institute - jednym z dwdch najbardziej prestizowych
holenderskich instytutow badawczych. Mdj projekt dotyczyt roli biatka Tiam1, aktywatora GTPazy Racl, w
nowotworzeniu i biologii komorki. Do roku 2007 pracowtaem w NKI, a owocem tego okresu jest piec
publikacji naukowych w takich czasopismach jak Journal of Cell Biology, Journal of Biological Chemistry czy
Journal of Cell Science. W roku 2009 uzyskatem tytut doktora nauk medycznych na Uniwersytecie
Amsterdamskim (UvA). W latach 2007-2011 pracowatem jako post-dock na Uniwersytecie Medycznym w
Utrechcie. Zajmowatem sie regulacjg odpowiedzi odpornosciowej podczas infekcji wirusowych i rozwoju
nowotworow. Efektem tego okresu mojej kariery jest pie¢ publikacji w takich czasopismach jak: Journal of
Immunology, Oncogene, PLOS Pathogens. Wtedy wtasnie uksztattowat sie kierunek moich badan, ktory
dominowat w ostatnich lata po moim powrocie do Polski i rozpoczeciu niezaleznej kariery naukowej. Wciaz
utrzymuje aktywng wspotprace z naukowcami z Holandii, ktéra przektada sie na wspdtautorstwo we
wspolnych publikacjach.

Od 2012 pracuje w Zaktadzie Immunologii Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego, gdzie
kieruje grupa badawcza ktéra obecnie sktada sie z 1 post-doka, 2 doktorantéw, technika oraz studenta.
Udato mi sie pozyskac pie¢ grantéw naukowych (Homing Plus, luventusPlus, Sonata, Opus i TeamTech), na
taczng kwote ponad 6 min PLN. Wspédtpracujemy z wieloma polskimi i zagranicznymi jednostkami
naukowymi i firmami biotechnologicznymi. Pierwszym moim grantem naukowym, ktéry umozliwit mi
powrdt do Polski i zatozenie grupy badawczej, byt Homing Plus, finansowany przez Fundacje na rzecz Nauki
Polskiej, otrzymatem w 2012 roku. Od tego czasu rozpoczetam samodzielng prace naukowg kierujac grupa
badawczg w Zaktadzie Immunologii. Prowadzone przeze mnie badania byty i sg obecnie finansowane w
ramach realizacji czterech grantow, ktérych jestem kierownikiem (Homing Plus, Sonata, Opus i TeamTech).

Badania mojej grupy skupiajg sie wokoét regulacji odpowiedzi odpornosciowej i rozwoju nowych
terapii przeciwnowotworowych. Badamy nie tylko dziatanie potencjat terapeutyczny receptoréw
hamujgcych. W jednym z projektéw, badamy sktad komdrkowy i aktywacje komdrek odpornosciowych

mikrosrodowiska nowotworu. Zmiana aktywacji patologicznie-zaktywowanych monocytéw i makrofagow
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moze zahamowad wzrost nowotworu i umozliwi¢ rozwéj adoptowanej odpowiedzi przeciwnowotworowej.
Prozapalna aktywacji wewngatrznowotworowych komoérek szpikowych jest celem mojego kolejnego
projektu, gdzie ww. mechanizm jest badany jako strategia terapeutyczna. Kolejnym projektem, ktory
prowadze jest wykorzystanie makrofagow jako komérkowego nosnika lekow przeciwnowotworowych.
Podczas wzrostu nowotwordéw makrofagi aktywnie naciekajg nowotwor i ten mechanizm wykorzystujemy
aby zwiekszy¢ dawke zwigzku aktywnego w guzie podajac dozylnie makrofagi wypetnione biatkami
nosnikowymi zwigzanymi z lekiem. W tkance nowotworowej nastepuje przekazywanie leku sgsiednim
komérkom nowotworu. Powyziszy projekt, TeamTech - finansowany przez FNP, jest realizowany w

konsorcjum pomiedzy Warszawskim Uniwersytetem Medycznym i firmg Cellis.

6. Informacja o osiggnieciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz popularyzujacych nauke lub sztuke.

Od rozpoczecia pracy na WUM jestem czynnie zaangazowany w dziatalno$¢ dydaktyczna.
Prowadze seminaria oraz wykfady z immunologii ze studentami Wydziatu Lekarskiego, oraz Wydziatu
Farmaceutycznego WUM. Bardzo waznym aspektem mojej pracy jest promowanie mtodych naukowcow —
studentow, doktorantéw i mtodych post-dokdw. Do tej pory, sprawowatem opieke naukowg nad czterema
magistrantami (UW, WUM). Bytem takze promotorem pomocniczym w dwoch przewodach doktorskich.
Obecnie petnie role promotora pomocniczego w przewodach doktorskich mgr Agaty Braniewskiej i mgr
Zuzanny Sas. W ramach dziatalnosci popularyzatorskiej wystepowatem w Radio dla Ciebie i Jedynka Polskie

Radio, udzielitem tez kilku wywiaddow m.in. dla Pulsu Biznesu i portalu internetowego biotechnologia.pl.

7. Inne informacje, dotyczace kariery zawodowej wnioskodawcy.

W latach 2014-2020 bytem zapraszany do recenzji grantdw oraz bratem udziat w pracach paneléw
ekspertow: Narodowego Centrum Nauki (dwukrotnie, konkursy: Opus, Sonata, Preludium) i Fundacji na
rzecz Nauki Polskiej, ,, Interdisciplinary Panel of Experts” — Program Team Tech. Ponadto bytem zapraszany
do recenzowania publikacji oryginalnych w nastepujacych czasopismach: PLOS Pathogens, Cancer Letter,
Science Translational Medicine, The American Journal of Reproductive Immunology oraz Carcinogenesis.

W ostatnich latach bratem tez udziat w badaniach realizowanych we wspotpracy z dwoma polskimi
firmami biotechnologicznymi: Oncoarendi i Selvita. Obydwie firmy realizujg badania w programach
immunoonkologicznych, w zwigzku z czym poszukujg wspdtpracy w tym zakresie, zwtaszcza doradztwa

merytorycznego oraz podwykonawstwa.
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Zatacznik 2 autoreferat

Od 2012 r, kiedy rozpoczatem prace na WUM, moim celem byto utworzenie zwierzgtarni
eksperymentalnej o podwyiszonym standardzie czystosci, gdzie mozna by prowadzi¢ badania regulacji
uktadu odpornosciowego bez ryzyka niekontrolowanych infekcji patogennych lub komensalnych. Dzigki
mojemu znacznemu zaangazowaniu, udato sie nam w 2015 r. uruchomi¢ zwierzetarnig o podwyzszonym
statusie czystosci - SPF (ang. Spefifc Pathogen Free). Zainteresowanie eksperymentami in vivo, zawfaszcza
onkologicznymi, wigz roénie i obecnie realizujmy rozbudowe ww. zwierzetarni i jej przeksztatcenia w

niezalezng jednostke organizacyjng wewnatrz WUM.
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