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SANTRUMPOS

AAPM — Ag apdorojimo ir pateikimo mechanizmas

Ag — antigenas

Ak — antikiinas

CD - peliy grupé, gydyta ciklofosfamido ir dendritiniy Iasteliy vakciny
kombinacija

CP — peliy grupé, gydyta ciklofosfamido ir anti-PD-1 kombinacija

CDP — peliy grupé, gydyta ciklofosfamido, dendritiniy lasteliy vakciny ir
anti-PD-1 kombinacija

CY - ciklofosfamidas

CTLA-4 — su citotoksiniais T limfocitais susij¢s antigenas 4 (angl. cytotoxic
T lymphocyte-associated antigen-4)

DAMP - su lasteliy pazaidomis susijusios molekulinés strukttros (angl.
damage-associated molecular patterns)

DL — dendritin¢ lgstele

DLV — dendritiniy lasteliy vakcina

DT — dvigubg¢jimo laikas (angl. doubling time)

FBS — fetalinis verselio serumas (angl. fetal bovine serum)

FDA — Maisto ir vaisty administracija (angl. Food and Drug Administration)

Grl" MKL — mieloidinés kilmés lasteliy grupé, apimanti MKSL, neutrofilus
ir granuliocitus

ICso— koncentracija, reikalinga sukelti 50 % lgsteliy augimo slopinimg

ICI — imuninés patikros tasky slopikliai (angl. immune checkpoint inhibitors)
ILZ — imunogenin¢ lasteliy Zitis

Kseno AEP — avies embriono plauciy audinio lizatas

Kseno ZEN — Ziurkés embriono nervinio audinio lizatas

MKSL - mieloidinés kilmés supresinés lastelés (angl. myeloid-derived
suppressor cells)

MoAk — monokloninis antikiinas

NK — nattiralts kileriai (angl. natural killer cell)

NO — azoto monoksidas (angl. nitric oxide)

NSCLC - nesmulkialgstelinis plauciy vézys (angl. non-small-cell lung
carcinoma)

NVI — Nacionalinis véZio institutas

PAMP - su patogenais susijusios molekulinés struktiiros (angl. pathogen-
associated molecular patterns)

PD-1 — programuotos lasteliy zities baltymas 1 (angl. programmed cell
death protein 1)

PD-L1 — programuotos lastelés Zities ligandas 1 (angl. programmed death-



ligand 1)

RT-PCR - tikro laiko polimeraziné grandininé reakcija

SN — standartinis nuokrypis

Tcem— centrinés atminties T limfocitai

Tewm — efektoriniai atminties T limfocitai

TGI — naviko slopinimo indeksas (angl. tumor growth inhibition rate)

Th — T pagalbiniai limfocitai (angl. T helper)

TIL — navika infiltruojantys limfocitai (angl. tumor infiltrating lymphocytes)
TLR — Toll receptoriai (angl. Toll-like receptors)

TMB — naviko mutacinis daznis (angl. tumor mutational burden)

Treg — reguliaciniai T limfocitai

VFI — vidutinis fluorescencijos intenstyvumas (angl. mean fluorescence
intensity)



1. IVADAS

Per pastargjj deSimtmet] imuning sistemg moduliuojan¢iy preparaty
taikymas onkologinémis ligomis sergantiems pacientams tapo vienu
svarbiausiu priesvézinio gydymo metodu, leidzianciu daliai pacienty pasiekti
ilgalaike remisijg ir pailginti iSgyvenimo trukme [1]. Vis tik imunoterapijos
efektyvumas yra ribotas, o teigiamas gydymo efektas yra pasiekiamas tik
nedidelei daliai pacienty. Objektyvaus atsako daznis gydant imuninés
patikros tasky slopikliais (ICI, angl. immune checkpoint inhibitor),
nukreiptais prieS PD-1/PD-L1 kelig, pasiekiamas iki 40% [2], o gydant
dendritiniy Igsteliy vakcinomis (DLV) — iki 15% onkologiniy pacienty [3].
Siekiant pagerinti imunoterapijos efektyvuma yra svarbu nustatyti galimus
naviko atsparumo imunoterapijai mechanizmus, nustatyti predikcinius
biozymenis gydymo individualizavimui bei ieSkoti efektyviy kombinacinio
gydymo strategijy [1].

Ivairios imunoterapijos, jskaitant ICI, T limfocity terapijg ir DLV,
pasizymi skirtingu veikimo mechanizmu, taciau jas sieja tai, kad jy terapinis
efektas priklauso nuo CDS8 T limfocity - pagrindiniy lasteliy kovoje su véziu
[4]. Tyrimai rodo, kad tiek navikg infiltruojanciy limfocity (TIL, angl. —
tumor infiltrating lymphocytes) skaicius, tiek su T limfocity atsaku susije
veiksniai, tokie kaip naviko mutacinis daznis (TMB, angl. tumor mutational
burden), neoantigeny skaicius, PD-L1 raiska navikiniy lasteliy pavirsiuje turi
predikcing vert¢ individualizuojant gydyma T limfocity veikimu paremta
imunoterapija [5]. Vis délto, s¢kmingam klinikiniam $iy predikciniy Zymeny
taikymui trukdo jy ribotumas, tad universaliy zymeny ar jy deriniy paieska
iSlieka aktuali iki Siy dieny [6],[7].

CD8 T limfocity galéjimas atpazinti ir sunaikinti navikines lasteles
didzigja dalimi priklauso nuo naviko lasteliy gebos apdoroti antigenus (Ag)
ir pateikti juos kartu su MHC-I molekule savo pavirSiuje. Ag apdorojimo ir
pateikimo mechanizme (AAPM) dalyvauja jvairts baltymai ir juos
koduojanciy geny raiskos pokyciai gali turéti reikSmingos jtakos naviko Ag
pateikimo imuninei sistemai efektyvumui bei priesnavikiniam imuniniam
atsakui [8]. Tyrimai rodo, kad sumazéjusi pavieniy AAPM koduojanciy geny
raiSka gali lemti nefunkcionaly AAPM, taip pat zemg TIL kiekj, atsparuma
gydymui ICI bei atskleidzia potencialig predikcing Sio mechanizmo vertg ICI
taikymui [9],[10],[11]. Vis délto, vertinant pavieniy AAPM geny raiska
daznai gaunami nevienareikSmiai rezultatai, besiskiriantys tarp vézio
lokalizacijy ir netgi tos pacios lokalizacijos ribose ir ne visada koreliuojantys
su atsaku | gydymg. AAPM yra sudétingas, apimantis daugybe skirtingy,
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koordinuotai veikian¢iy baltymy ir tik kompleksinis AAPM geny rinkinio
raiSkos jvertinimas gali suteikti pakankamai informacijos apie AAPM
funkcionalumg ir islikti universaliu parametru nepaisant skirtumy tarp
pacienty ar vézio lokalizacijy.

Siekiant pacientus, kuriy navikuose nustatyti AAPM sutrikimai,
jjautrinti imunoterapijai, tampa svarbu aktyvuoti navikiniy lagsteliy
AAPM. Tyrimai rodo, kad AAPM pokyciai, susije su reguliavimo
mechanizmu, yra griztami ir gali biiti moduliuojami jvairiomis terapinémis
priemonémis [12]. Pastebéta, kad AAPM navikinése lastelése gali aktyvuoti
IFN-y [13], DNR metiltrasferaziy [14] ir histony deacetilaziy [15] slopikliais
bei jvairiais chemoterapiniais vaistais [16],[17],[18]. Chemoterapiniai vaistai
ne tik geba aktyvuoti navikiniy lasteliy AAPM , bet taip pat pasalina didZiaja
dalj navikiniy lasteliy, sukelia imunogening navikiniy lasteliy zuati,
selektyviai Salina imunosupresines lgsteles ir tokiu biidu sukuria palankig
aplinkg imunoterapijos veikimui [19].

Ciklofosfamidas (CY) — tai chemoterapinis vaistas, pasiZymintis
jvairiomis imunin¢ sistemg moduliuojan¢iomis savybémis [17]. Vis délto,
Siai dienai ciklofosfamido poveikis navikiniy lasteliy AAPM lieka neistirtas.
AAPM funkcionalumo navikinése lgstelése moduliavimas chemoterapinémis
priemonémis jgalinty imunoterapijos aktyvuoty imuniniy mechanizmy,
nukreipty prie§ navikines lasteles, veikimg ir leisty kurti efektyvias
chemoimunoterapines gydymo strategijas.

1.1 Darbo tikslas ir uzdaviniai

Ivertinti Ag apdorojimo ir pateikimo mechanizmo funkcionalumo navike
ry$] su atsaku j imunoterapija bei jos derinius su ciklofosfamidu peliy
modelyje.

1. Ivertinti AAPM funkcionalumg LLC1 ir GL261 navikuose.

2. Istirti AAPM funkcionalumo poveikj imuninio atsako prie§ LLC1 ir
GL261 navikus pobudziui.

3. Nustatyti AAPM funkcionalumo rysj su LLC1 ir GL261 naviky jautrumu
gydymui dendritiniy lgsteliy vakcinomis ir anti-PD-1.

4. Istirti ciklofosfamido moduliuojantj poveikj navikiniy lasteliy AAPM ir
imuniniam atsakui.

5. Ivertinti ciklofosfamido, dendritiniy Igsteliy vakciny bei anti-PD-1
kombinacijy efektyvumg gydant peles su navikais, pasizyminciais
skirtingu AAPM funkcionalumu.
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1.2 Darbo naujumas

. ISsamiai apibudinti C57BL/6 peliy singeniniai navikiniai modeliai LLC1
ir GL261, atskleidziant jy AAPM funkcionalumo skirtumus.

. Atskleistas rySys tarp AAPM funkcionalumo navike ir naviky jautrumo
gydymui dendritiniy lgsteliy vakcinomis.

. Sudarytas geny rinkinys, kurio raiska prognozuoja naviky jautruma
gydymui dendritiniy lasteliy vakcinomis bei anti-PD-1.

. Pademonstruotas ciklofosfamido gebéjimas aktyvuoti navikiniy lasteliy
AAPM.

. Atskleistas ciklofosfamido, dendritiniy Igsteliy vakciny ir anti-PD-1
sinergistinis efektas gydant peles su navikais, pasizyminciais AAPM
funkcionalumo sutrikimais.

1.3 Ginamieji teiginiai

. LLC1 ir GL261 navikams buidingi AAPM funkcionalumo skirtumai.

. AAPM funkcionalumo sutrikimai lemia neefektyvy naviko Ag
pateikimg ir imuninés sistemos negeb¢jimg atpazinti ir sunaikinti
navikines Iasteles.

. AAPM funkcionalumas yra susijgs su naviko atsaku | gydyma
imunoterapija.

. Ciklofosfamidas aktyvuoja AAPM navikinése lastelése bei lemia
didesniu citotoksiSkumu ir aktyvacinémis savybémis pasizyminciy T
limfocity susidaryma.

. Chemoterapijos ir imunoterapijos kombinacijos uztikrina efektyvaus
priesnavikinio imuninio atsako ir ilgalaikés imuninés atminties
formavimasi.
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2. LITERATUROS APZVALGA

2.1 Vézys ir jam buidingos savybeés

Vézys — tai bendras terminas, apibiidinantis didele grupe ligy, kurioms
bidinga nevaldoma lasteliy proliferacija ir plitimas j kitus audinius.
Zmogaus kiing sudaro trilijonai Igsteliy, o véZys gali pradéti vystytis bet
kurioje i3 jy. Siandien yra zinoma daugiau nei 200 véZio rasiy, besiskirianéiy
savo kilme, gebéjimu proliferuoti bei metastazuoti [20]. Nors vézys yra
heterogeniSka ligy grupé¢, yra iSskiriami Sie navikinei lastelei charakteringi
bruozai, padedantys ja atskirti nuo sveiky lasteliy (1 pav.), tai:

e aukstas proliferacinis potencialas;

e atsparumas proliferacijg slopinantiems signalams;

e atsparumas apoptozei;

e angiogenez¢s skatinimas;

e invazyvus augimas ir metastazavimas;

e genominis nestabilumas ir mutacijos;

e energijos gamyba aerobinés glikolizés budu;

e imunings sistemos kontrolés ir sunaikinimo i§vengimas;
e uzdegiminés mikroaplinkos formavimas.

Savarankiskas Augimo
augimo slopikliy
skatinimas iSvengimas

Imuninio
sunaikinimo
iSvengimas

Lasteliy
energetikos
poky¢iai

Replikacinis
nemirtin-

Apoptozés
iSvengimas

zdegimo
skatinimas

Invazyvumo ir
metastazavimo

aktyvacija

Angiogenezés
skatinimas

1 pav. Navikinei lgstelei budingos savybés, skirianios jas nuo sveiky
organizmo lasteliy. Pagal [21].
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2.2 PrieSnavikinis imuninis atsakas

Imuniné¢ sistema — tai sudétinga, daugiakomponent¢ sistema, apimanti
jvairias imunines lgsteles, organus, audinius bei molekules, kurios
funkcionuodamos kartu uztikrina organizmo apsaugg nuo jvairiy patogeny ir
savy pakitusiy lgsteliy. Imuning sistema yra ypatinga tuo, kad ji geba atskirti
savus ir svetimus Ag [22]. Ag - tai svetima medziaga, sukelianti organizmo
imuning reakcija [23]. Prie§ savus Ag veikia imuninés tolerancijos
mechanizmai, todél normaliomis salygomis imuniné sistema j sveikas
organizmo lgsteles nereaguoja ir tokiu biidu organizmas yra apsaugomas nuo
nepageidaujamy autoimuniniy reakcijy. Sveikai lgstelei piktybéjant ir joje
kaupiantis mutacijoms, lasteléje kinta baltymy profilis — joje prasideda
imuninei sistemai lig Siol nematyty baltymy raiska, kuri iSprovokuoja
imuninés sistemos atsaka, lemiantj pakitusiy lasteliy sunaikinimg [22].

Nors ilga laikg vézys buvo traktuojamas kaip genetiné liga, vis délto,
keliy pastaryjy deSimtmeciy tyrimai kei¢ia pozitirj j vézj ir atskleidzia
imuninés sistemos svarbg vézio vystymosi procese. Kovai su navikinémis
lastelémis yra aktyvuojamas sudétingas imuninis mechanizmas, apimantis
jvairias imuninés sistemos lgsteles ir imuninius komponentus. Pagal gynybos
mechanizmus ir kilme¢, imuning sistemg bendrai galima suskirstyti j jgimta-
Ag nespecifinj ir jgyta-Ag specifinj imunitetus. Tiek jgimtas, tiek jgytas
imunitetai yra svarbiis kovoje su navikinémis lgstelémis ir darnus $iy
imunitety veikimas uztikrina efektyvy navikiniy lgsteliy atpazinimg ir
sunaikinimg [22].

Kad navikinés Igstelés buty efektyviai naikinamos, yra bitina tam
tikra imuniniy procesy seka, bendrai jvardijama vézio-imuniteto ciklu (2
pav.). Sis ciklas susideda i§ 7 Zingsniy, kuriuos pagal juose dalyvaujanéias
imunines lgsteles ir jy atlieckamas funkcijas bendraja prasme galima
suskirstyti j II etapus:

e 1 etapas — priesnavikinio imuninio atsako inicijavimas. Siame
etape svarbiausig vaidmenj vaidina Ag pateikiancios lastelés -
dendritinés lastelés, kurios fagocituoja Zuvusias navikines
lasteles bei jy liekanas, keliauja j limfmazgius, kur pateikia
navikinius Ag T limfocitams, juos aktyvuoja ir nukreipia
reaguoti pries$ specifinius navikinius Ag.

e I etapas — navikiniy lsteliy atpaZinimas ir sunaikinimas. Cia
pagrindinis vaidmuo atitenka prie$ navikinius Ag aktyvuotiems
T limfocitams. Aktyvuoti T limfocitai palieka limfmazgius ir
keliauja ieskoti navikiniy lasteliy, prie§ kuriy Ag yra nukreiptos.

14



Rade tokias navikines Igsteles, T limfocitai iSskiria citotoksines
molekules, nulemiancias navikiniy lgsteliy Zitj.

CD8 T limfocity
judéjimas j navikg

.
LX)

T limfocity
aktyvacija (3

N C CD8 T
Kr\aujagy\sle 7 = limfocity
A ~ infiltracija

i navika

3) Navikas
e & CD8 T limfocitai
Navikiniy Ag ® atpazjsta navikines

pateikimas @ Iasteles

@ Navikiniy lasteliy
sunaikinimas

Q

bl‘
Navikiniy Ag i§skyrimas
(navikiniy lgsteliy Zutis)

2 pav. Vézio-imuniteto ciklas. Pagal [24].

Jei néra sutrikdomas pasaliniy faktoriy, Sis vézZio-imuniteto ciklas yra
kartojamas tol, kol paSalinamos visos navikinés lgstelés. Vis délto, naviko
indukuoti imunin;j atsakg slopinantys mechanizmai gali paveikti kiekvieng i$
§iy etapy ir turéti neigiamos jtakos prieSnavikinio imuninio atsako
efektyvumui [24].

2.2.1 Pries$navikinio imuninio atsako inicijavimas
Dendritinés Iastelés

Priesnavikinio imuninio atsako formavimasis prasideda tuomet, kai
dél maisto medziagy stygiaus, imunings sistemos veiklos ar gydymo sukeltos
navikiniy lgsteliy zaties j naviko mikroaplinka iSsiskiria navikiniai Ag bei
pazeisty lgsteliy struktiros (DAMP, angl. damage-associated molecular
patterns), | kurias reaguoja dendritinés lastelés. Dendritinés lastelés (DL) —
pagrindinés profesionalios antigeng pateikiancios Iastelés, inicijuojancios
specifinj T limfocity imuninj atsaka. DL formuojasi i$ kauly ¢iulpy Igsteliy ir
nesubrendusiame (neaktyviame) biivyje cirkuliuvoja po organizma,
ieSkodamos pavojaus signaly. Déka pavirSiuje esanciy j Toll receptoriy TLR
(angl. Toll-like receptors) DL reaguoja | DAMP molekules, tokias kaip
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HMGBI, ATP, DNR, RNR, HSP70 ir kt. [25]. Sie faktoriai j naviko
mikroaplinkg pritraukia nesubrendusias DL. Nesubrendusioms DL yra
biidinga zema Ag pateikian¢iy molekuliy MHC-II ir MHC-I, kostimuliaciniy
molekuliy CD40, CD80, CD86 bei chemokiny receptoriaus CCR7 zymeny
raiSka ir aukStas fagocitinis aktyvumas (3 pav.).

Nesubrendusi DL Subrendusi DL

DAMP
Patogeny, naviko Ag

Cirkuliacija po audinius Migracija j limfmazgius
Ag jsisavinimas ir apdorojimas Ag pateikimas
T Igsteliy aktyvacija

3 pav. Nesubrendusiy ir subrendusiy dendritiniy Igsteliy savybiy skirtumai.
Pagal [26].

Atéjusios | pazaidos vietas DL endocitozés, fagocitozés bei
pinocitozés biidu Salina mirStancias navikines lgsteles bei jy liekanas [27].
Naviko mikroaplinkoje esancios pavojaus molekulés ir navikiniai Ag sukelia
DL brendima-aktyvacija. Brendimo metu vyksta morfologiniai, fenotipiniai
ir funkciniai DL pokyciai — lasteliy pavirSiuje atsiranda citoplazminés
iSaugos, padid¢ja ir MHC-II, MHC-I, CD40, CD80, CD86 ir CCR7 raiska,
sumazéja lasteliy fagocitinis aktyvumas, yra apdorojami ir pavirSiuje
pateikiami jsisavinti Ag. Déka iSaugusios CCR7 raiskos subrendusios DL
toliau keliauja j limfmazgius, kuriuose pateikdamos navikinius Ag aktyvuoja
naiviuosius T limfocitus ir nukreipia juos specifinei kovai su navikinémis
lastelémis [28]. Sutiktus Ag DL gali apdoroti ir pateikti T limfocitams III
biidais:

I. Endogeniniu biidu — vidulasteliniai Ag apdorojami iki 8-9
aminoriigsciy ilgio peptidy, sujungiami su MHC-I molekule ir
iSkeliami | DL pavirsiy, kur MHC I —Ag kompleksg atpaZzjsta ir
aktyvuojasi CD8 T limfocitai;

II. Egzogeniniu biidu — uzlgsteliniai Ag apdorojami iki 10-20
aminoriigsciy ilgio peptidy, jkraunami j MHC-II molekulg,
iSkeliami j DL pavirsiy, kur MHC-II — Ag kompleksa atpazjsta

16



ir yra aktyvuojami CD4 T limfocitai;

HII. Kryzminiu b@du — uzlasteliniai Ag apdorojami iki peptidy,
pakraunami ne ] MHC-II, bet { MHC-I molekules ir MHC-I —
Ag kompleksas iSkeliamas j DL pavirsiy, kur yra atpazjstamas
CDS8 limfocity.

Formuojantis priesnavikiniam imuniniam atsakui yra svarbis
egzogeninis ir kryzminis Ag pateikimo budai. Aktyvuoti T limfocitus gali tik
tinkamai subrendusios DL, kurios savyje turi visus T limfocity aktyvacijai
reikalingus signalus [27]. Kad DL galéty aktyvuoti T limfocitus, reikalingi
trys signalai (4 pav.):

e Ag pateikimas per MHC molekules;
e kostimuliacija per CD40, CD80 ir CD86 molekules;
e iSskiriami IL-12 ir IFN-y citokinai.

DAMP ir neoantigenai 2. DL egzogeniniu
‘e keliu pateikia Ag
CD4 T limfocitams

1. DL aktyvacija

3. DL kryZminiu
keliu pateikia Ag
CD8 T limfocitams

4 pav. CD4 ir CD8 T limfocity aktyvacijai svarbiis dendritiniy lasteliy
suteikiami signalai. Pagal [29].

Tik gave visus §iuos signalus T limfocitai aktyvuojasi ir gali atpazinti
bei naikinti navikines Igsteles [30].

2.2.2 Navikiniy Igsteliy atpazinimas ir sunaikinimas

Sis etapas prasideda tuomet, kai DL aktyvuoti T limfocitai pradeda
aktyviai proliferuoti ir dideli jy kiekiai palicka DL-T limfocity sgveikos
centrus — limfmazgius — bei pradeda cirkuliuoti organizme ieSkodami
navikiniy lgsteliy, pasizyminCiy Ag, prieS kuri buvo aktyvuoti, raiska.
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Bendrai T limfocitai yra skirstomi j CDS8 ir CD4 T limfocitus, besiskirian¢ius
atliekamomis funkcijomis bei poveikiu navikinéms lasteléms [31].

CDS8 T limfocitai

CDS8 T limfocitai, dar kitaip vadinami citotoksiniais T limfocitais, yra
pagrindinés prieSnavikinio imuninio atsako efektorinés lgstelés. Padidéjes
CDS8 T limfocity kiekis naviko mikroaplinkoje daznai yra sicjamas su gera
prognoze pacientams bei rodo prieSnavikinio imuninio atsako vystymagsi
[32],[33]. Sios lastelés yra ypatingos tuo, kad geba specifiskai atpaZinti
navikines lgsteles pagal navikinius Ag jy pavirSiuje ir pasiZymi tiesioginiu
citotoksiniu poveikiu navikinéms lasteléms. Atpazing naviking lastele, CDS8
T limfocitai jos sunaikinimui gali pasitelkti jvairius budus:

1. i8skirdamos citokinus IFN-y ir TNF-0, pasiZzymin¢ius
priesnavikiniu poveikiu;

2. sekretuodamos perforinus ir granzimus [34] - perforinams
navikiniy lgsteliy membranoje suformavus poras, pro jas i
navikines lgsteles patenka granzimai, serino proteazés,
skaidancios baltymus ir stabdancios baltymy gamyba, tokiu
budu sukeldamos lastelés zutj [35];

3. per Fas/FasL sgveika — FasL, esantis aktyvuoty CDS T
limfocity pavirSiuje, jungiasi su navikinés lastelés pavirSiuje
esanCiu receptoriumi Fas, sukeldamas kaspaziy nulemta
navikiniy lasteliy apoptoze.

Po sgveikos su navikinémis lagstelémis, apie 95% CD8 T limfocity
zusta juose aktyvavusis apoptozés mechanizmui. Like CD8 T limfocitai
virsta atminties Igstelémis. Sios Iastelés uztikrina efektyvy ir greita atsaka j
atsinaujinusias navikines lasteles [31]. Bendrai atminties CD8 T limfocitai
pagal fenotipg ir savybes yra skirstomi ] centrinés atminties CD8 T
limfocitus (Tcwm) ir efektorinius atminties CD8 T limfocitus (Tem). Atskiry
CD8 T limfocity savybés kiek skiriasi — efektyvesni prieSnavikiniame atsake
yra Tem limfocitai — jie Zymiai greiiau reaguoja | pakartotinai sutiktus
navikinius Ag, pasiZymi didesniu citotoksiskumu, cirkuliuoja po organizma
ir gali reziduoti uzdegiminése vietose, tokiose kaip navikai [34].

CD4 T limfocitai
CD4 T limfocitai - pagalbiniai T limfocitai, kuriy pagrindiné funkcija

yra tiesioginis ir netiesioginis prie§vézinio imuniteto skatinimas,
pasireiskiantis per kelis skirtingus mechanizmus (5 pav.) [36]:
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e pavirSinio CD40L raiska, kuris jungdamasis su CD40, esanciu
DL pavirSiuje, skatina IL-12 gamyba, kostimuliaciniy
molekuliy raiskag DL pavirSiuje ir kryzminj Ag pateikimg CDS8
T limfocitams [37]. Taip pat CD40L, jungdamasis su B
limfocity pavirSiuje esanc¢iu CD40, lemia B limfocity
diferenciacijg i plazmines lgsteles, gaminancias Ak, specifinius
navikiniams Ag;

o isskiriamg IL-2, kuris skatina CD8 T limfocity proliferacija ir
citotoksines funkcijas;

e gaminamus citokinus IFN-y bei TNF-a, pasiZzymincius
tiesioginiu citotoksiniu poveikiu navikinéms lgsteléms. Taip pat
IFN-y lemia efektyvesnj Ag apdorojimg DL ir Ag pateikimag
CDS8 T limfocitams.

a. Pagalba CD8 T limfocitams b. Tiesioginis prieSnavikinis c. Pagalba Ak gaminantiems
Aktyvuota DL poveikis B limfocitams

Efektoriniy citokiny
gamy

® (IFNy, TNFa)

CDS8 T limfocitas

5 pav. CD4 T limfocity vaidmuo prieSvéZiniame imunitete. Pagal [36].

CD4 T limfocitai - plastiskos lastelés, kurios priklausomai nuo Ag,
kuriuos joms pateikia DL, prigimties ir aplinkoje vyraujanciy citokiny gali
diferencijuotis i skirtingus subtipus — Thl, Th2, Thl7 ir reguliacinis T
limfocitus (Treg), dalyvaujancius skirtingo tipo imuniniame atsake [36].
Priesnavikinime imunitete svarbiausig vaidmenj atlieka Th1 limfocitai, kuriy
funkcijos pavaizduotos 4 paveiksle. Sios lastelés skatina CD8 T limfocity
atsakg iSskirdamos IL-2, sukeliantj jy proliferacijg. Taip pat CD4 Thl
limfocitai gali pasizyméti tiesioginiu citotoksiniu poveikiu navikinéms
lasteléms, pateikianioms navikinius Ag kartu su MHC-II molekule bei
dalyvauja B limfocity afiniSkumo gerinimo procese [38]. Kity CD4 T
limfocity subtipy vaidmuo prieSvéziniame imuniniame atsake iSlieka
kontroversiskas.

Th2 limfocitai iSskiria IL-4, IL-5, IL-9, IL-10, IL-13, IL-25 ir
dalyvauja imuniniame atsake prie§ helmintus, bakterijas bei alerginése
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reakcijose [38]. Parodyta, kad S§ie citokinai lemia M2 tipo makrofagy
poliarizacija, skatina B limfocity Ak gamyba, slopina T Igsteliy citotoksines
savybes ir tokiu biidu prisideda prie naviko progresavimo [22],[39].

Th17 limfocitai iSskiria IL-17A, IL-17F, IL-21, IL-22 ir yra svarbiis
imuniniame atsake prie§ bakterines, grybelines, virusines bei pirmuoniy
infekcijas. Siy lasteliy vaidmuo priesvéZiniame imuniniame atsake yra
kontroversiskas — jos skatina CD8 T limfocity bei NK Iasteliy infiltracija |
navikus, aktyvuoja IL-12 gamyba DL ir makrofaguose, bet taip pat skatina
Treg lasteliy infiltracijg bei M2 tipo makrofagy poliarizacijg [40].

2.2.3 Kitos prie$navikiniam imuniniam atsakui svarbios imuninés lgstelés

Formuojantis prieSnavikiniam imuniniam atsakui yra svarbios ne tik
DL bei T limfocitai, taciau reikSmingas ir kity imuniniy lasteliy, tokiy kaip
makrofagy, B limfocity, NK lasteliy bei mieloidinés kilmés supresoriniy
lasteliy MKSL indélis.

Makrofagai

Makrofagai — monocitinés kilmés Igstelés, pasiZzymincios gebéjimu
fagocituoti, pateikti navikinius Ag T limfocitams ir aktyvuoti prie§vézinj
imuninj atsakg. TLR déka makrofagai, kaip ir dendritinés lagstelés, jaucia
aplinkoje esanc¢ias DAMP pavojaus molekules, pritraukiancias makrofagus |
navikiniy lasteliy Zities vietas. Atéj¢ makrofagai fagocituoja Zlstancias
navikines lgsteles ar jy lickanas. Pavojaus molekulés bei navikiniai Ag
sukelia makrofagy aktyvacijg. Apdorotus navikinius Ag makrofagai, kaip ir
DL, per MHC-I ir MHC-II molekules pateikia CD8 ir CD4 T limfocitams.
Vis délto, makrofagai neturi pakankamai kostimuliaciniy signaly naiviyjy T
limfocity aktyvacijai ir gali tik pakartotinai stimuliuoti efektorinius ir
atminties T limfocitus [41]. Makrofagai taip pat pasizymi Fc receptoriais,
kurie jungiasi su Ak Fc sritimi ir dalyvauja Ak nulemtame citotoksiskume —
fagocituoja Ak padengtas navikines lasteles bei patogenus [42].

Makrofagai yra plastiskos lastelés, kuriy savybes nulemia aplinkoje
vyraujantys faktoriai, lemiantys makrofagy poliarizacija M1 ar M2 keliu. M1
tipo makrofagai dalyvauja prieSnavikiniuose procesuose, o jy poliarizacija
paskatina aplinkoje esantys IFN-y, TNF-a, LPS, GM-CSF. Aktyvuoti M1
tipo makrofagai lemia uzdegiminés aplinkos formavimasi iSskirdami
uzdegima skatinancius citokinus IL-6, IL-12, TNF-a ir tokiu budu lemia
efektyvesnj Ag apdorojimg ir pateikimg Ag pateikianciose lastelése ir
netiesiogiai skatina T limfocity aktyvacijg ir proliferacija. Taip pat M1 tipo
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makrofaguose aktyvuojama iNOS, gaminancios azoto oksidg NO ir
sukeliancios navikiniy lgsteliy zutj, raiska.

Aplinkoje esantys IL-4, TGF-p, IL-10, PGE2 poliarizuoja makrofagus
M2 tipo kryptimi. M2 tipo makrofagai pasizymi naviko vystymasi
skatinan€iomis savybémis - sekretuoja jvairius augimo faktorius (PDGEF,
HGF, bFGF) bei angiogenezg skatinanc¢ius faktorius (matrikso
metaloproteazes, COX-2). M2 tipo makrofagams taip pat biidinga imuning
sistemg slopinanciy citokiny IL-10 ir TGF-p sekrecija bei arginazés Argl
raiSka [43],[44]. Argl iSeikvoja naviko mikroaplinkoje esant] L-argining ir
taip slopina T limfocity proliferacijg ir kartu priesvézinj imuninj atsaka [45].

B limfocitai

B limfocitai taip pat yra Ag pateikiancios lastelés. Kaip ir makrofagy
atveju, dé¢l Zemos kostimuliaciniy molekuliy raiskos, B limfocitai nesugeba
aktyvuoti naiviyjy T limfocity, bet gali reaktyvuoti Ag specifinius T
limfocitus. B limfocitai specifinio receptoriaus BCR (angl. B cell receptor)
déka atpazjsta tirpius ir membraninius navikinius Ag. Pastarieji Ag sukelia B
limfocity aktyvacija — B limfocitai apdoroja ir pateikia Siuos Ag kartu su
MHC-II molekule CD4 T limfocitams. Susijungus B ir CD4 T limfocitams
yra sukeliama B limfocity proliferacija ir diferenciacija j plazmines lgsteles,
gaminandias Ak. Sie Ak jungiasi prie navikinés lastelés pavirsiuje esanéiy
Ag, prie§ kuriuos buvo nukreipti. Prisijungusiy Ak Fc sritys lemia NK
lasteliy bei makrofagy nulemta navikiniy lgsteliy sunaikinimg, dar kitaip
vadinama nuo antiktiny priklausomu lgsteliy citotoksiSkumu [46].

NK lastelés

NK lgstelés yra jgimto imuniteto limfocitai. Sios lastelés, kitaip nei T
limfocitai, nepasizymi Ag specifisky receptoriy raiska ir navikines lgsteles
atpazjsta nespecifiniu budu. NK lIgsteliy pavirSiuje yra jvairiy receptoriy,
aktyvuojanciy ir slopinanciy, kuriy déka jos jaucia pakitusig baltymy raiska
navikiniy lasteliy pavir$iuje. Sveikos organizmo Igstelés pasizymi MHC-I
molekulés raiSka, kurios déka pateikia savus Ag kitoms imuninéms
lasteléms, kad buty atpazintos kaip savos ir sveikos organizmo lgstelés ir
nebiity sunaikintos. Vis délto, navikiniy lasteliy pavirsiuje MHC-I molekulés
raiSka daznai yra sumazéjusi, siekiant iSvengti imuninés sistemos atpazinimo
ir sunaikinimo. NK lasteliy slopinantys receptoriai KIR yra jautris MHC-I
molekulés raiskos pokyciams lgsteliy pavirSiuje. Taciau pilnai NK lasteliy
aktyvacijai taip pat yra butini signalai gaunami per aktyvuojancius
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receptorius. Aktyvuojantis receptorius NKG2D reaguoja i MICA/MICB,
ULBP1-6, kuriy raiska navikinése lgstelése biina iSaugusi, lyginant su
sveikomis organizmo Igstelémis. Kitas svarbus NK Igsteles aktyvuojantis
receptorius yra CD16 (FcyR) — jis padeda NK Iasteléms pastebéti Ak
padengtas navikines Igsteles bei skatina nuo Ak priklausomg citotoksiskuma
[47]. Gavusi Siuos aktyvuojancius signalus NK Igstelé naviking lastele
sunaikina panasiai kaip ir T limfocitai (6 pav.). Tam ji pasitelkia kelis biidus
— perforinus ir granzimus bei Fas/FasL ar TRAIL/TRAIL-R1/R2 saveika
[48].

Citokinai

/\ NKlastelé\
/e
/
°,® | .)
= 1 { FasL Aktyvacijos
o E \ - receptoriai/%nzhnai
) r rforinai
‘ B limfocitas “é?\\lg\KiR %X
;f: Makrofagas .
\\:‘ S .o
Lles
T limfocitas

Fas TRAIL
ligand

Navikiné lastelé

6 pav. Navikiniy Igsteliy sunaikinimas nuo NK Igsteliy priklausomu btdu.
Pagal [49].

2.3 Navikiniai Ag, jy paruosSimas ir pateikimas MHC-I keliu

2.3.1 Navikiniai Ag

Beveik visos branduolj turinios organizmo lastelés savo pavirSiuje
per MHC-I molekule pateikia sintetinamy baltymy peptidus. Sis procesas
leidzia CD8 T limfocitams per T limfocity receptoriaus ir MHC-I - peptido
sgveika patikrinti kiekvieng lastele ir pasalinti lasteles, kuriose prasideda
imuninei sistemai nematyty baltymy raiska. Pries savus, nepakitusius lastelés
baltymus veikia imuninés tolerancijos mechanizmai, apsaugantys sveikas
lasteles nuo T limfocity nulemto sunaikinimo. Vykstant piktybinei
transformacijai ir genetinéje medziagoje kaupiantis  atsitiktinéms
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mutacijoms, lasteléje kinta baltymy profilis ir prasideda naujy, lgstelei
nebidingy ir imuninei sistemai nepazjstamy baltymy raiska.

Naujai susidar¢ Iastelés baltymai yra vadinami neoantigenais. Jie
dazniausiai vystosi i§ lastelés baltymy, jvykus mutacijoms juos
koduojanciuose genuose, ir yra unikallis navikui. Mutacinis daznis tarp
naviky varijuoja ir dazniausiai navikai turintys auk$ta mutacinj daznj
pasizymi didesniu neoantigeny skai¢iumi ir yra imunogeniskesni. D¢l savo
svetimumo organizmui $ie Ag yra imunogeniskiausiai navikiniai Ag.

Navikuose dél jvykusiy mutacijy gali keistis ir sveiky Igstelés baltymy
raiSkos profilis. Pakitusioje lgsteléje gali reaktyvuotis ,nutildyty” geny,
randamy tik imunoprivilegijuotose organuose ar reikalingy vaisiaus ar
embriono vystymosi metu, raiSka. Tarp tokiy baltymy yra vézio/s¢klidziy bei
onkofetaliniai Ag, kurie taip pat yra svetimi imuninei sistemai ir i§Saukia
pries navikines lasteles nutaikytg imuninj atsaka.

Navikingje lgstel¢je taip pat gali iSaugti jprasty lastelei baltymy
sintez¢, ir nors pries tokius lgstelés baltymus veikia imuninés tolerancijos
mechanizmai, nejprastai padidéjusi tokiy baltymy raiSka geba sukelti
priesvézinj imuninj atsakg [50],[51].

2.3.2 Navikiniy Ag paruosimas ir pateikimas MHC-I keliu

Tam, kad imuniné sistema galéty atpazinti navikines lgsteles ir jas
sunaikinti yra butina viena sglyga — efektyvus navikiniy Ag paruo$imas ir jy
pateikimas MHC-I keliu CD8 limfocitams. Naviko Ag pateikimas per MHC-
I molekule CD8 limfocitams vyksta sudétingu, koordinuotu biidu, vadinamu
Ag apdorojimo ir pateikimo mechanizmu AAPM (7 pav.). Siame
mechanizme yra svarblis 4 etapai — antigeny peptidy paruoSimas, jy
transportas lgstelés viduje, peptidy sujungimas su MHC-I molekule ir
peptidy pateikimas lastelés pavirSiuje. Siuose etapuose dalyvauja skirtingi
lastelés baltymai, kuriy darnus veikimas uztikrina efektyvy Ag pateikimg
navikinés Iastelés pavirSiuje.

Visy pirma, baltymai lasteléje yra skaidomi iki peptidy ubikvitino-
proteosomos keliu. Proteosoma yra multimerinis baltymy kompleksas
(PSMBS, PSMBY9, PSMBI0 ir kt.), randamas lastelés citozolyje ir
branduolyje. Gauti 2-25 aminorigs¢iy ilgio peptidai tuomet yra
transportuojami i§ citozolio i endoplazminj tinklg transportiniy baltymy
TAP1 bei TAP2 pagalba. Kad biity tinkami sujungimui su MHC-I molekule,
papildomai Sie peptidai yra apdorojami aminopeptidaziy ERAP1 ir ERAP2.
Dalyvaujant endoplazminio tinklo Saperonams peptidai yra sujungiami su
MHC-I molekule. Tuomet komplekso stabilumui prie jy yra prijungiamas
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mikroglobulinas 2M ir MHC-I — peptido kompleksas yra perkeliamas j
lastelés pavirsiy, kur CD8 T limfocitai gali specifiskai atpazinti §j kompleksa
ir sunaikinti naviking Iastele [8],[52].
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7 pav. Ag apdorojimo ir pateikimo mechanizmas navikinéje lgstel¢je. Pagal
[52].

Daugumos AAPM  komponenty, jskaitant MHC-I, B2M,
imunoproteosomy subvienety, TAP, ERAP ir kt. geny raiska valdoma
koordinuotai dél jy promotoriuose esanciy panasSiy kontrolés elementy [51].
Siy geny raiska yra indukuojama I tipo (IFN-o, IFN-B) ir II tipo (IFN-y)
interferony, o S$io kelio transkripcijos reguliacija vykdo trys skirtingi
elementai: branduolio faktorius kappa B NF-kB, interferony reguliuojamas
faktorius IRF-1, NOD-like receptorius NLRCS. Iprastomis salygomis
daugumos organizmo lgsteliy pavirSiuje MHC-I raiSka néra stipriai iSreiksta,
taciau tiek pavirSinés MHC-I, tieck MHC-I kelio komponenty raiska po
poveikio interferonais reikSmingai padidéja [53].

2.4 Naviko imunosupresiniai mechanizmai
Navikinés lgstelés siekdamos iSvengti imuninés sistemos nulemto

sunaikinimo ir wuzsitikrinti nekontroliuojamos proliferacijos galimybg,
ilgainiui i§vysto jvairius imuninj atsaka slopinancius mechanizmus. Kadangi

24



CD8 T limfocitai yra pagrindinés efektorinés Igstelés kovoje su véziu,
dauguma imunosupresiniy mechanizmy yra nutaikyti butent j jas. Yra zinomi
Sie navikiniy lasteliy iSvystyti imunosupresiniai mechanizmai (8 pav.):
e gebéjimas slopinti Ag apdorojimo ir pateikimo per MHC-I
molekule mechanizma;
e imuniniy supresiniy lgsteliy vystymosi bei jy pritraukimo i
navikg skatinimas;
e imunosupresiniu poveikiu pasizyminciy citokiny, fermenty bei
kity molekuliy gamyba bei imuning sistemg slopinanciy
baltymy raiska navikiniy Igsteliy paviriuje [54].

B Imunosupresiniy ¢ Imunosupresiniy faktoriy
lasteliy pritraukimas iSskyrimas

& <
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8 pav. Naviko imunosupresiniai mechanizmai, leidziantys iSvengti imuninés
sistemos kontrolés. Pagal [54].

2.4.1 Pokyc¢iai naviko Ag apdorojimo ir pateikimo mechanizme

Navikinése lastelése AAPM gali buti slopinamas jvairiais biidais:

o dél jvykusiy mutacijy gali sumazéti arba biiti prarandama vieno
ar keliy AAPM dalyvaujanciy baltymy raiska;

e dél jvykusiy mutacijy gali sumazéti transkripcijos faktoriy,
regulivojan¢iy AAPM, raiska. Taip pat jy raiSka gali buti
nuslopinama epigenetiskai;

e AAPM dalyvaujanciy baltymy raiSka gali buti nutildoma
mikroRNR pagalba.

Visi §ie biidai lemia pakitusi AAPM navikinése lagstelése. Tyrimai
rodo, kad net ir vieno i§ AAPM dalyvaujanciy baltymy raisSkos pokyciai gali
nulemti neefektyvy Ag pateikimg MHC-I keliu CD8 limfocitams ir pastaryjy
negebéjima atpazinti ir sunaikinti navikines lgsteles [9],[53],[55]. Visgi
dazniausiai poky¢iai, susij¢ su AAPM reguliavimu yra grjztami ir gali bati

25



paskatinami jvairiomis terapinémis priemonémis. Taciau jvyk¢ AAPM
genetiniai pokyCiai yra negriztami ir tokiy naviky gydymas tampa
apsunkintas [12].

2.4.2 Imunosupresinés lastelés

Navikings lastelés T limfocity atsakg gali slopinti per imunosupresines
lasteles - mieloidinés kilmés supresoriness lasteles (MKSL) ir Treg -
skatindamos §iy lgsteliy vystymasi ir pritraukdamos jas j savo mikroaplinka.

Reguliaciniai T limfocitai

Treg limfocitai tiesiogiai slopina kity T limfocity funkcijas ir
proliferacija iSskirdami imunosupresinius faktorius - IL-10 [56], TGF-p [57],
IL-35 [58], PGE-2 [59]. Taip pat CD8 T Ilimfocity funkcijas jie gali
nuslopinti ir netiesiogiai — jy iSskiriami faktoriai slopina kostimuliaciniy
molekuliy CD80 ir CD86 raiska dendritiniy lasteliy pavirSiuje ir tokiu biidu
nulemia prastesn¢ naivigjy CD8 T limfocity aktyvacija [60]. Normaliomis
salygomis tai uztikrina imuning tolerancijg saviems Ag bei padeda suvaldyti
atsakg | patogenus, taCiau esant vézio patologijai yra nuslopinamas
besiformuojantis prie§vézinis imuninis atsakas [38].

Mieloidinés kilmés supresorinés lgstelés

MKSL — heterogeniné pirmtakiniy ir santykinai nesubrendusiy
mieloidiniy imuniniy lgsteliy grup¢, pasizyminti imuning¢ sistema
slopinanc¢iomis savybémis [61]. Fiziologinj mielodiniy pirmtaky vystymasi j
DL, makrofagus ar granuliocitus sutrikdo naviko ar jo stromos lgsteliy
i§skiriami faktoriai, tokie kaip PGE-2, IL-6, GM-CSF, M-CSF, CSF, VEGF
bei imuningés sistemos faktoriai TNF-a, IL-1p [62]. [prastinémis sglygomis
MKSL yra atsakingos uz imuniniy reakcijy kontrolg, siekiant i§vengti sveiky
lasteliy naikinimo. Vis tik MKSL mechanizmai veikia nespecifiskai ir taip
pat slopina prieSnavikines imunines reakcijas bei skatina naviko
progresavimg. MKSL T limfocity funkcijy slopinimui pasitelkia jvairius
faktorius - ARG1, TGF, IL-10, COX2, IDO, NO ir reaktyvias deguonies
formas [63].
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2.4.3 Naviko supresoriniai faktoriai

Navikings lgsteles taip pat gali iSskirti imunosupresinius faktorius,
kurie gali tiesiogiai ir netiesiogiai slopinti T limfocity prieSvézini imuninj
atsakg. Navikinés lgstelés gali iSskirti imunosupresinius citokinus TGFp, IL-
10, slopinancius NK Igsteliy ir T limfocity funkcijas, turinCius neigiamos
jtakos DL kostimuliaciniy molekuliy raiSkai ir gebéjimui pateikti navikinius
Ag T limfocitams [64]. Navikinés lgstelés taip pat gali iSskirti VEGEF,
pasiZymint] angiogenez¢ skatinanCiomis savybémis, taip pat j naviko
mikroaplinkg pritraukianCiomis Treg limfocitus bei slopinan¢iomis DL
diferenciacijg ir subrendimg [64],[65]. Navikiniy lgsteliy pavirSiuje stebima
padidéjusi imuninés sistemos patikros tasko PD-L1 raiska. PD-L1
jungdamasis su PD-1, esanciu aktyvuoty T limfocity pavirSiuje, nuslopina T
limfocity funkcijas ir leidzia navikinei lastelei i§vengti imuninés sistemos
nulemto sunaikinimo [64],[66].

2.5 Priesvéziné imunoterapija

Navikinéms lagsteléms iSvysCius imunosupresinius mechanizmus ir
sugebéjus iSvengti imuninés sistemos nulemto sunaikinimo, paciento
organizme pradeda formuotis kliniskai iSreikStas navikas. Tokiy pacienty
gydymui standartiskai pasitelkiami tradiciniai vézio gydymo biudai:
chirurginis paSalinimas, chemoterapija ir spindulinis gydymas. Pastaraji
desimtmet] klinikoje jsitvirtina inovatyvis vézio gydymo biidai, tokie kaip
taikiniy terapija ar prie§véziné imunoterapija. Dél naviky heterogeniskumo
onkologiniy pacienty gydymui dazniausiai skiriami keliy gydymo budy
deriniai, veikiantys skirtinguose kovos su véziu lygmenyse [67],[68].

Priesvéziné imunoterapija — vézio gydymo biidai, kuriais siekiama
atstatyti prarasta paciento imuninés sistemos galimybe kontroliuoti naviky
vystymasi [69]. Gydymas prieSvézine imunoterapija pademonstavo
ispudingus klinikinius rezultatus — leido pasiekti ilgalaike ligos remisijg ir
reikSmingai pagerino onkologiniy pacienty iSgyvenamuma [1]. PrieSvézinés
imunoterapijos indélis gydant onkologinius pacientus buvo itin svarbus ir
2013 metais ,,Science* zurnalas prieSvézing imunoterapija paskelbé mety
proverziu, sukélusiu revoliucija vézio pacienty gydyme [70]. PrieSvéziné
imunoterapija apima jvairias gydymo strategijas, kurios gali buti skirstomos
pagal specifiskuma naviko Ag:

e naviko Ag specifiné imunoterapija — S§iy prieSveézines
imunoterapijos gydymo biidy veikimo principas yra pagrjstas
Ag specifiniu imuniniy mechanizmy aktyvinimu ir specifinio
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priesvézinio imuninio atsako skatinimu. Tarp tokiy priesvézinés
imunoterapijos btudy yra dendritiniy Igsteliy vakcinos,
onkolitiniai virusai, CAR-T lasteliy terapija, monokloniniai Ak.

e naviko Ag nespecifiné imunoterapija — Sie prieSvézinés
imunoterapijos gydymo budai aktyvina imuning sistema nuo Ag
nepriklausomu budu ir sukelia bendrg imuninés sistemos
aktyvacijg. Tokiu budu veikia imuninés patikros taskus
blokuojantys Ak bei citokiny terapija [71].

Priesvézinés imunoterapijos gydymo biidus taip pat galima isskirstyti
ir pagal prieSvézinio imuninio atsako aktyvavimo principa:

e aktyvi prieSvéziné imunoterapija — pasizymi netiesioginiu
poveikiu navikinéms lagsteléms. Jos veikimo principas yra
paremtas imuninés sistemos lIgsteliy aktyvinimu ir jy
nukreipimu kovoti su navikinémis lastelémis. Tokiu veikimo
principu pasizymi dendritiniy lasteliy vakcinos, navikiniy
peptidy/baltymy vakcinos, imuning sistema stimuliuojantys
citokinai IL-2, IFN-a., TNF-q., GM-CSF bei
imunomoduliuojantys antiktinai anti-CTLA-4, anti-PD-1, anti-
PD-L1 [72].

e pasyvi prieSvéziné imunoterapija — pasiZymi tiesioginiu
poveikiu navikinéms lasteléms. Cia naudojamos pries navika
aktyvuotos lastelés bei specifinés molekulés, kurios specifiskai
susijungusios su navikinémis lgstelémis sukelia jy zatj. Tokiu
budu veikia pries naviko baltymus nutaikyti antikiinai (anti-
CD20), T Iasteliy terapija (CAR-T lastelés, TIL terapija), NK
lasteliy terapija, onkolitiniai virusai (Oncorine®) [72],[73].

2.5.1 Dendritiniy lgsteliy vakcinos

Dendritiniy lasteliy vakcinos (DLV) — tai aktyvi, Ag specifiné
priesvéziné imunoterapija, skatinanti T limfocitus sunaikinti navikg nuo Ag
priklausomu biidu [74]. DL yra pagrindinés lastelés, pateikiancios naviko Ag
naiviesiems T limfocitams ir formuojanc¢ios specifinj prie§vézinj imuninj
atsaka. Vis délto, naviko imunosupresiniai faktoriai - IDO, Argl, IL-10,
TGF-B, PGE2, VEGF - gali paveikti DL diferenciacijg, brendimg ir
funkcijas, lemti tolerogeniniy DL bei Treg limfocity vystymasi [75]. Sios
priezastys lemia sutrikusi DL naviko Ag jsisavinimg ir pateikimg T
limfocitams bei uzkerta kelig efektyvaus prieSvézinio imuninio atsako
vystymuisi. Net ir nesant aplinkoje DL funkcijas slopinanciy faktoriy,
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fiziologiskai Zemas DL skaiCius paciento periferiniame kraujyje ir
audiniuose gali trikdyti efektyvy prieSvézinio imuninio atsako formavimasi
[76].

Tokiu atveju pacientui gali pagelbéti autologinés DLV, kurios yra
paruosiamos ex vivo budu ir suleidziamos atgal pacientui. Ex vivo DLV
gaminamos i§ paciento kraujo vienbranduoliy lasteliy, kurios veikiant
citokinais GM-CSF ir IL-4, diferencijuoja j nesubrendusias DL (9 pav.) [77].
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9 pav. Ex vivo dendritiniy lasteliy vakcinos gamybos principas. Pagal [78].

Tam, kad DL galéty pateikti navikinius Ag ir aktyvuoti T limfocity
atsakg yra svarbu nesubrendusias DL pakrauti navikiniais Ag. Navikiniy Ag
Saltiniai gali buti jvairdis - DL gali biiti pakraunamos konkreciais navikiniais
Ag arba navikiniy lgsteliy baltymy lizatu, gaunamu i§ paciento autologinio
naviko arba i§ alogeniniy navikiniy lasteliy linijy [75],[79]. Taip pat norint
pagerinti gebéjimg indukuoti T limfocity prieSvézinj imuninj atsaka,
papildomai DL gali buti stimuliuojamos TLR ligandais — poli(I:C),
lipopolisacharidais LPS, CpG ir kt. [80]. ParuoStos DLV yra suleidziamos
atgal | paciento organizma — dazniausiai j paodj, bet taip pat gali biti
leidziamos i venas, limfg ar limfmazgius [81]. Ex vivo paruostos ir pacientui
suleistos DL keliauja | paciento limfinius mazgus, kuriuose pateikia
navikinius Ag naiviesiems T limfocitams ir juos aktyvuoja. Aktyvuoti T
limfocitai migruoja i§ limfmazgiy | navikus ir inicijuoja specifing
priesvézing imuning ataka [82].

Gydymas DLV susideda i§ keliy doziy, derinant DLV su kitais vézio
gydymo budais [77],[83]. Gydymo DLV saugumas buvo parodytas
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jvairiuose klinikiniuose I ir II fazés tyrimuose su pacientais, serganciais
kasos lataky adenokarcinoma [84], kepeny karcinoma [85],
nesmulkialgsteliniu plauciy véziu [86], melanoma [87], prostatos véziu [88],
neuroblastoma, sarkoma [89], ne Hodzkino limfoma [90] ir kitomis véZio
lokalizacijomis.

Tyrimai atskleidzia, kad DLV sugeba sukelti stipry naviko Ag
specifinj imuninj T limfocity atsakg [91] ir uZtikrinti ilgalaikés imuninés
atminties prie$ navikinius Ag susidaryma, lemiantj atsinaujinusiy navikiniy
lasteliy sunaikinimg [92]. Nors surinkti duomenys rodo, kad gydymas DLV
yra gerai pacienty toleruojamas ir saugus, teigiamas atsakas j gydyma yra
pasiekiamas maziau nei 15 % pacienty [3].

2.5.2 Antiktinai, nukreipti prie§ imuninés patikros taSka PD-1

Imuninés patikros tasky slopikliai — aktyvios, naviko Ag nespecifinés
imunoterapijos rasis. Sie slopikliai yra antikinai, specifiski imuninés
patikros taskams, tokiems kaip PD-1, PD-L1 ir CTLA-4. Imuninés patikros
taskai reguliuoja imuninj atsakg, palaikydami imuning homeostazg ir
uzkirsdami kelig autoimuninéms reakcijoms. Yra zinoma apie 20 skirtingy
imuninés patikros taSky ir jie gali pasizymeéti tiek imuninj atsaka
aktyvinanc¢iu (ICOS, 4-1BB, CD40, GITR ir kt.), tieck imuninj atsaka
slopinan¢iu (PD-1/PD-L1, CTLA-4, TIM-3, LAG-3 ir kt.) poveikiu. Sie
patikros taskai dalyvauja imuninés tolerancijos prie§ savas lasteles
uztikrinime bei reguliuoja besivystan¢io imuninio atsako tipg, mastg ir
trukme. Iprastomis aplinkybémis imuninés kontrolés taskai leidzia imuninei
sistemai reaguoti j infekcijg ir pakitusias lgsteles, kartu apsaugant sveikus
audinius nuo nepageidaujamo imuninio atsako. Visgi navikinése lastelése kai
kuriy imuninés patikros tasky, tokiy kaip PD-L1, raiska gali nuslopinti prie$
navika nutaikytg imuning atakg [93].

PD-L1 (angl. programmed cell death protein ligand 1) yra imuninés
patikros tasko PD-1 ligandas, randamas beveik ant visy organizmo I3steliy.
PD-L1 jungiasi su PD-1 molekule, esancia T limfocity pavirsiuje, ir leidZia
sveikoms organizmo lgsteléms apsisaugoti nuo autoimuninio sunaikinimo
[94]. Navikiniy lasteliy pavirSiuje daznai nustatoma iSaugusi PD-L1 raiska,
jgalinanti dar labiau iSreikStas T limfocity imuninj atsaka slopinancias
savybes. PD-L1 ir PD-1 susijungimas lemia T limfocity citotoksiniy savybiy
slopinimg ir apoptoze [95].

Siekiant suvaldyti §j procesa buvo sukurti antikiinai, nukreipti pries
PD-1 (anti-PD-1) ar jo ligandg PD-L1 (anti-PD-L1), kurie susijungdami su
Siomis molekulémis, sutrikdo PD-1/PD-L1 saveika ir jgalina aktyvuotus T
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limfocitus sunaikinti navikines lasteles (10 pav.) [95]. Sis gydymo biidas
pademonstravo jspudingus klinikinius rezultatus — buvo reikSmingai
pagerintas bendras pacienty iSgyvenamumas, iSgyvenamumas be ligos
progresavimo bei pasiektas ligos stabilizavimas [96],[97]. Imuninés patikros
tasky slopinimo antikiinais atradimas buvo toks svarbus onkologiniy
pacienty gydymui, kad 2018 metais uz jy sukiirimg James Allison ir Tasuku
Honjo buvo apdovanoti Nobelio premija medicinos srityje [98]. Antikiinai
pries PD-1/PD-L1 kelig Maisto ir vaisty administracijos (FDA, angl. Food
and Drug Administration) buvo patvirtinti dvideSimt vienos lokalizacijos
véziui  gydyti, tarp jy - melanomai, smulkialgsteliniam ir
nesmulkialgsteliniam plauciy véziui, galvos ir kaklo plokscialgstelinei
karcinomai, Hodzkino limfomai, Slapimo piislés, skrandzio, kiauSidziy,
inksty, kepeny, kolorektaliniui ir kitiems navikams gydyti [99]. Pacienty
atsako j gydymg PD-L1/PD-1 kelio slopikliais daznis svyruoja nuo 10-30 %
kepeny, Slapimo piislés ir inksty véziu serganciuose pacientuose, iki 40-50
% melanoma ir nesmulkialgsteliniu plauciy véziu serganciuose pacientuose
ir net 65-75 % pacientuose, sergan¢iuose Hodzkino limfoma [100].

Navikiné arba
imuniné Iastelé

T Iasteliy
aktyvavimas
< PD-L1 =
P 0
T Iasteliy — |
aktyvamo 'f o
slopinimas T limfocity

PO-1  pulemtas
navikiniy Igsteliy
sunaikinimas

10 pav. PD-1/PDL-1 imuninés patikros tasky slopintojy anti-PD-1 ir anti-
PD-L1 veikimo mechanizmas. Pagal [101].

2.6 Strategijos prieSvézinés imunoterapijos efektyvumui pagerinti
Klinikiniai gydymo imunoterapija rezultatai atskleidzia, kad
pacienty atsakas j imunoterapijg yra nevienalytis ir daznu atveju Zemas [19].
Atlikti tyrimai rodo, kad rezistentiSkumo imunoterapijai mechanizmai gali
bliti siejami su paciy navikiniy lgsteliy iSvystytais imunosupresiniais
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mechanizmais bei iSoriniais imunosupresiniais mechanizmais, kurie buvo
placiau apzvelgti 2.4 skyriuje. RezistentiSkumo imunoterapijai mechanizmai
apima Zemg mutacijy daznj, imunogenisky navikiniy Ag nebuvima, pokycius
AAPM dalyvaujanciy baltymy genetinéje medziagoje, iSaugusia PD-LI
raiSka navikiniy lasteliy pavirSiuje, naviko mikroaplinkoje esanciy
imunosupresiniy lasteliy (MKSL, Treg, M2 makrofagai) bei zemg TIL
skaiCiy [102]. Norint pagerinti gydymo imunoterapija efektyvumg reikia
geriau suprasti atsparumo imunoterapijai mechanizmus, ieSkoti predikciniy
zymeny pacienty gydymo imunoterapija individualizavimui bei naujy,
efektyviy kombinaciniy vézio gydymo strategijy [19].

2.6.1 Predikciniai bioZymenys

Atsparumo imunoterapijai mechanizmai daznu atveju tampa ir
biozymenimis atsako j imunoterapija prognozavimui. Terminas “biozymuo*
apima bet kokia medziagg, struktiira ar procesa, kurj galima iSmatuoti
organizme ar jo Salutiniuose produktuose ir kuris gali paveikti arba numatyti
ligos eiga [103]. Individualizuoto gydymo poreikis kyla i§ naviko
heterogeniSkumo bei  nevienalyCio pacienty atsako | gydyma.
Individualizuotas gydymas — tai efektyviausios pacientui gydymo strategijos
parinkimas pagal individualius paciento naviko genetinius ar imuninius
parametrus [104]. Tyrimai atskleidzia, kad TIL skaicius, naviko mutacijy
daznis, neoantigeny skaicius, PD-L1 raiska gali pasitarnauti kaip predikciniai
biozymenys prognozuojant atsaka j jvairias prieSveézines imunoterapijas [5].

Vienas pagrindiniy biozymeny prognozuojant atsaka j gydymag PD-
1/PD-L1 kelio slopikliais yra PD-L1 raiSka navikiniy lasteliy pavirSiuje.
Visgi atlikti tyrimai rodo, kad vien PD-L1 raiska néra pakankamai
informatyvus Zymuo anti-PD-1/anti-PD-L1 taikymui [97] ir net 11-20%
pacienty, kuriy navikuose PD-L1 raiSka néra stipriai iSreikSta, gydymas anti-
PD-1/anti-PD-L1 gali turéti reikSmingg klinikinj poveikj [105]. Pastebéta,
kad naviko mutacinis daznis taip pat koreliuoja su pacienty atsaku i gydyma
anti-PD-1/anti-PD-L1 melanoma [106], smulkialgsteliniu ir
nesmulkialgsteliniu plauciy [107],[108] bei Slapimo piislés [109] véziu
serganciuose pacientuose. Vis délto, naviky mutacinio daznio kaip
biozymens universalumas yra kontroversiskas, ir klinikiniai tyrimai su
pacientais, serganciais inksty [110] zmogaus papilomos viruso sukeltais
galvos ir kaklo ploksciyjy lasteliy navikais [111] ar atsinaujinusia melanoma
[112], koreliacijos tarp naviko mutacinio daznio ir atsako j gydyma imuninés
patikros tasky slopikliais neatskleidzia [113]. TIL kaip predikcinio Zymens
verté¢ anti-PD-L1/anti-PD-1 taikymui taip pat iSlieka kontroversiska. Nors
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tyrimai atskleidé TIL predikcing verte anti-PD-1 taikymui melanoma ir
nesmulkialgsteliniu véziu serganciy pacienty gydymui [114], taciau kito
tyrimo metu melanoma, inksty, kolorektaliniu, nesmulkialgsteliniy plauciy
véziu ar galvos ir kaklo navikais serganciuose pacientuose koreliacija tarp
atsako j gydyma anti-PD-L1 ir navikg infiltravusiy limfocity nebuvo
stebima. Atlikus iSsamesnj tyrimg paaiSkéjo, kad pacienty jautrumas
gydymui anti-PD-L1 buvo susijes ne su TIL kiekiu, bet su T limfocity
aktyvumu [115].

Patvirtinty predikciniy Zymeny DLV taikymui klinikoje $iai dienai
néra ir vyksta intensyvi tokiy Zymeny paieska. Kaip potencialus zymuo
atsako ;| DLV gydymo prognozei galéty biiti naviko mutacinis daznis,
lemiantis didesnj neoantigeny skaiCiy ir galimai efektyvesnj DLV
aktyvavimg. DLV pakrautos neoantigenais ir suleistos atgal pacientui galéty
i§Saukti stipry, prie§ navika nukreipta T limfocity atsakg. Vis délto, Siai
dienai naviko mutacinio daznio predikcine vert¢ DLV taikymui lieka
neistirta [116]. Tiriant glioblastoma sergancius pacientus buvo jvertinta TIL
predikciné verté DLV taikymui — pacientai, kuriems buvo nustatytas aukstas
TIL kiekis, po gydymo DLV iSgyveno ilgiau nei pacientai su zemu TIL
kiekiu. Vis délto, buvo pastebéta, kad kai kurie pacientai, pasizymintys Zzemu
priesoperaciniu TIL kiekiu, taip pat buvo jautris DLV ir gydymas DLV
pagerino Siy pacienty i§gyvenamuma [117].

Taigi $iy bioZymeny sékmingam klinikiniam pritaikymui trukdo
ribotumas ir universaliy zymeny ar jy derinio paieska islieka aktuali iki Siy
dieny [5],[7]. Nustacius bioZymenis galétume parinkti pacientus, kuriems
gydymas imunoterapija biity efektyvus.

2.6.2 Chemoterapijos ir imunoterapijos derinimas

Kitas budas imunoterapijos efektyvumui pagerinti yra taikant su
kitais vézio gydymo biidais [19]. Pacienty gydymas paviene imunoterapija
néra pakankamai efektyvus - imunoterapija néra pajégi pasalinti didelio
skaiCiaus navikiniy lasteliy, todél norint pasiekti geriausig klinikinj gydymo
efekta, imunoterapija yra derinama su kitais vézio gydymo bidais —
chirurginiu pasalinimu, chemoterapija bei spinduliniu gydymu [118].

2021 mety duomenimis FDA buvo patvirtinusi 27 imunoterapiniy
deriniy onkologiniy pacienty gydymui — i§ kuriy 14 yra imunoterapijos
deriniai su chemoterapija. Siuo metu vyksta daugybé klinikiniy tyrimy, kuriy
siekis yra rasti efektyviausias imunoterapijos ir kity gydymy kombinacijas
[19]. Kaip rodo atlikti tyrimai, daugiausiai potencialo turi imunoterapijos
derinimas su chemoterapiniais vaistais.
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2.6.2.1 Chemoterapija

Chemoterapija — tai onkologiniy pacienty gydymo biidas cheminiais
junginiais, naikinanciais greitai besidalijancias lasteles, tarp jy ir navikines
lasteles. Chemoterapiniai vaistai dazniausiai sukelia navikiniy lgsteliy
apoptoze interkaliuodami j lastelés DNR ar slopindami jy dalijimasi [119].
Yra daugybé chemoterapiniy vaisty, kurie pagal veikimo mechanizmg gali
bati skirstomi ] antimetabolitus, alkilinanCius agentus, antibiotikus ir
alkaloidus [120]. Dauguma chemoterapiniy vaisty buvo pritaikyti
onkologiniy pacienty gydymui dél tiesioginio citotoksinio poveikio
navikinéms lgsteléms, o $iy vaisty poveikis imuninei sistemai nebuvo placiai
tyrimai atskleidé¢, kad kai kuriy chemoterapiniy vaisty gydomasis poveikis
pasireiskia per imunostimuliacinius mechanizmus [121]. Pastebéta, kad
chemoterapiniai vaistai padeda suvaldyti imunosupresinius mechanizmus
naviko mikroaplinkoje [19],[122,123], geba indukuoti navikiniy lgsteliy
imunogening zatj [124],[125] ir gali pagerinti navikiniy lasteliy
imunogenines savybes [126],[127].

2.6.2.2 Chemoterapijos ir imunoterapijos sinergistinis gydymo efektas

pasiekti reikSmingg klinikinj efekta dazniausiai nepakanka taikyti vieno tipo
terapijos. Pavyzdziui, taikant monogydyma chemoterapiniais vaistais gali
biti pasalinama didzioji dalis navikiniy lasteliy, taCiau atsparios gydymui
lastelés néra pasSalinamos ir ilgainiui navikas gali atsinaujinti [128].
Imunoterapija néra pajégi paSalinti didziuliy kiekiy navikiniy lgsteliy ir
imunoterapijos efektas taip pat gali buti nuslopintas naviko iSvystyty
imunosupresiniy mechanizmy [129]. Tuo tarpu chemoterapija geba
sumazinti naviko mas¢, moduliuoti imuninius mechanizmus naviko
mikroaplinkoje ir moduliuoti paciy navikiniy Igsteliy imunogenines savybes,
tokiu biidu sukuriant palankig aplinkg imunoterapijai veikti.

Kai kurie chemoterapiniai vaistai geba sukelti imunogening navikiniy
lasteliy zatj (ILZ). ILZ yra lasteliy mirties tipas, kurios metu yra
aktyvuojama ir | lgsteliy naikinimg pajungiama imuniné sistema.
Imunogeninés Ziities metu lgsteliy pavirSiuje prasideda netipiniy baltymy
raiSka ir | aplinkg iSsiskiria jvairios pavojaus molekulés DAMP (11 pav.).
ILZ charakterizuojama pagal baltymo kalretikulino translokacijg i§
endoplazminio tinklo ant navikiniy lgsteliy pavirSiaus, taip pat pagal ATP ir
HMGBI issiskyrimg i§ mirStan¢iy navikiniy lasteliy. Kalretikulino, ATP bei
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HMGBI1 lokalizacijos lgstel¢je pokyciai sukelia imuninés sistemos reakcija.
Reaguodamos i pavojaus molekules j navikus pradeda plusti nesubrendusios
DL. Pastarosios, patekusios j aplinka, pilng navikiniy Ag bei pavojaus
signaly, aktyvuojasi, subrgsta ir numigravusios j limfmazgius aktyvina
naiviuosius T limfocitus. Aktyvuoti T limfocitai grjzta j navika ir sunaikina
navikines lgsteles, kurioms pavyko iSvengti chemoterapinio poveikio [130].
Imunoterapijos aktyvuotus T limfocitus infiltruoti j naviko mikroaplinkg taip
pat paskatina ILZ metu gaminamas chemokinas CXCL10 [19]. Gebéjimu
sukelti navikiniy lasteliy ILZ pasizymi ciklofosfamidas, doksorubicinas,
bleomicinas, oksaliplatina, 5-fluoruracilas, gemcitabinas, mitoksantronas,
bortezomibas [131].
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11 pav. Chemoterapijos indukuota imunogenin¢ navikiniy lgsteliy Zitis.
Pagal [131].

Pastebeta, kad chemoterapija gali nuslopinti naviko imunosupresinius
mechanizmus. Visy pirma, navikinés Igstelés yra pagrindinis
imunosupresiniy faktoriy Saltinis. Chemocitotoksinis naviky pasalinimas
lemia maZesnj navikiniy lasteliy kiekj bei atitinkamai maZesng
imunosupresiniy faktoriy gamyba [19]. Taip pat pastebéta, kad kai kurios
imunosupresinés lgstelés pasizymi didesniu jautrumu chemoterapiniams
vaistams nei kitos imuninés lastelés. Tad veikiant tam tikrais
chemoterapiniais vaistais galima selektyviai paSalinti imunosupresines
lasteles, tokias kaip MKSL ir Treg. Parodyta, kad gemcitabinas, 5-
fluorouracilas, paklitakstelis, doksorubicinas ir ciklofosfamidas geba
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pasalinti MKSL i§ bluznies, kraujo ir naviko masés tieck zmonése, tiek pelése
[19],[132]. Tyrimai rodo, kad Treg lastelés pasizymi selektyviu jautrumu
tokiems chemoterapiniams agentams kaip ciklofosfamidas bei paklitakselis.
Pastaryjy  chemoterapiniy vaisty poveikis buvo pastebétas tiek
onkologiniuose pacientuose, tiek peliy modeliuose, kur po poveikio vaistu
Treg lasteliy skaiius sumazéjo kraujyje, bluznyje bei naviko maséje
[133],[134],[135]. Chemoterapiniai vaistai, tokie kaip doksorubicinas ir
ciklofosfamidas, imunomodulivodami imunosupresing naviko mikroaplinka
gali paskatinti makrofagy poliarizacija M1 kryptimi [136]. Kai kurie
chemoterapiniai agentai, slopindami sisteminius ir lokalius imunosupresinius
mechanizmus, sukuria palankiag aplinkg imunoterapijos aktyvuotam
priesnavikiniam imuniniam atsakui veikti.

Derinant gydyma chemoterapija bei imunoterapija gali buti
pasiekiamas sinergistinis Siy terapijy efektas. Chemoterapija gali padéti
jveikti imunosupresinius navikiniy lasteliy barjerus, kuriy imunoterapija néra
pajégi jveikti. Tokiu biidu yra sukuriama palanki aplinka imunoterapijos
aktyvuotam imuniniam atsakui veikti. Pastebéta, kad skirtingi
chemoterapiniai vaistai pasizymi skirtingomis imunomoduliacinémis
savybémis, todé¢l tinkamy chemoterapijos ir imunoterapijos deriniy
parinkimas tampa itin aktualus. Siuo metu vyksta intensyviis moksliniai ir
klinikiniai tyrimai siekiant surasti optimalias chemoterapijos ir
imunoterapijos strategijas onkologiniy pacienty gydymui [137].

2.6.2.3 Ciklofosfamidas

Ciklofosfamidas (CY) yra neaktyvios formos provaistas, kuris
suleistas | organizmg kepeny citochromy CYP450 pagalba yra skeliamas |
aktyvig vaisto formg fosforamido garstyCias bei akroleing (12 pav).
Fosforamido garstyCios pasizymi DNR alkilinan¢iomis savybémis ir lemia
alkilo grupés prijungimg prie guanino bazés, tokiu biidu uzkirsdamos kelig
DNR grandiniy atsiskyrimui, stabdydamos DNR replikacijg bei slopindamos
lasteliy dalijimasi [138].

Ciklofosfamidas yra vienas placiausiai ir dazniausiai naudojamy
chemoterapiniy vaisty. Jis yra patvirtintas jvairiy hematologiniy ir solidiniy
naviky gydymui — létinei ir Gmiai limfogeninei leukemijai, HodZkino ir ne
HodzZkino limfomai, osteosarkomali, plazmocitomai, krities,
smulkialgsteliniam plauciy, kiausidziy bei kity lokalizacijy véziui gydyti
[138]. Ciklofosfamidas pasiZzymi placiu imunomoduliaciniu poveikiu —
sukelia imunogening navikiniy lasteliy ziitj, geba selektyviai pasalinti
imunosupresines lgsteles, lemia 1 tipo IFN gamybg. Ciklofosfamidas

36



neiSvengiamai paveikia ir sveikas organizmo lgsteles, tarp jy ir imuninés
sistemos lasteles. Jdomu tai, kad po gydymo CY atsikuriancios imuninés
lastelés daznai pasizymi pranaSesnémis savybémis — atsinaujing B limfocitai
pasizymejo iSaugusia navikui specifiniy Ak gamyba, DL buvo biidinga gausi
IL-12 sekrecija ir gebéjimas CD4 pagalbiniy T limfocity atsaka poliarizuoti
Thl ir Th17 kryptymi [140]. Taip pat pastebétas iSauges chemokino
CXCL10 kiekis pacienty kraujo serume po gydymo CY [141]. CXCL10
kartu su CXCL9 ir CXCLI11 koordinuoja kity imuniniy Igsteliy, CD8 T
limfocity, NK lasteliy bei makrofagy diferenciacija, aktyvacija ir migracijg i
navikus [142].

Fosforamido garstycios
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12 pav. Ciklofosfamido aktyvacijos mechanizmas. Adaptuota i§ [139].

Vis délto, atlikti ikiklinikiniai ir klinikiniai tyrimai atskleidzia, kad CY
imunomoduliacinis ir terapinis poveikis yra nulemtas CY dozés dydzio bei
gydymo schemos. Gydymo sukeltas imuninis atsakas gali biiti neoptimalus,
kuomet gydymas skiriamas per tankiai, pavyzdziui, kasdien taikant gydyma
mazomis vaisty dozémis (metronomin¢ chemoterapija), arba tarpai tarp
doziy yra dideli, pavyzdziui, gydant maksimalia toleruojama chemoterapijos
doze (klinikoje jprastas chemoterapiniy vaisty dozavimas). Atlikti
ikiklinikiniai tyrimai atskleidé, kad taikant metronoming CY gydymo
schema - 20-25 mg/kg kas 1-3 dienas - yra sumazinamas Treg lasteliy kiekis
navike ir tokiu biidu pagerinamos efektorinés T lasteliy funkcijos. Taciau
gydant Sia schema CY nesukelia efektyvaus prie§vézinio imuninio atsako ir
yra sunaikinama maza dalis navikiniy lasteliy. Gydymas maksimalia
toleruojama CY doze — 150-170 mg/kg kas 2-3 dienas i$ eilés kas 21 dieng -
nors ir sunaikina didziaja dalj navikiniy lasteliy, taciau kartu pasizymi
dideliu toksiskumu sveikoms organizmo lgsteléms bei sukelia mielosupresija
ir efektyvaus prie$navikinio imuninio atsako nesivystymg. Tyrimai rodo, kad
efektyvy prieSnavikini imuninj atsaka galima pasiekti skiriant vidutinio
stiprumo protarpinj gydyma CY - 90-140 mg/kg kas 6 dienas. Tokia CY
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gydymo schema duoda maksimaly gydymo efekta — pasalinama didzioji
dalis navikiniy lgsteliy, tausojamos imuninés sistemos Iastelés bei
aktyvuojamas prie§vézinis imuninis atsakas [143].

2.6.2.4 Ciklofosfamido ir imunoterapijos deriniy efektyvumo vertinimas
ikiklinikiniuose ir klinikiniuose tyrimuose

Sinergistinis CY ir DLV ar anti-PD-1 terapijy poveikis buvo
atskleistas jvariuose ikiklinikiniuose ir klinikiniuose tyrimuose. Sie tyrimai
rodo, kad ciklofosfamido ir jvairiy imunoterapijy kombinacijomis gali buti
sukeliamas navikui specifinis prie§vézinis imuninis atsakas, pagerinamas
pacienty iSgyvenamumas bei pasiekiamas ligos stabilizavimas [144], [145],
[146].

PavyzdZziui, pelése su MC38 storosios zarnos navikais gydymas CY ir
DLV Iémé reikSminga naviko vystymosi slopinimg bei CD4 ir CD8 T
limfocity atsako aktyvacija [147]. Taip pat CY ir DLV kombinacija
efektyviai prislopino B16 melanomos ir CT26 storosios zarnos naviky
vystymasi ir reikSmingai pagerino peliy iSgyvenima, lyginant su DLV grupe.
CY ir DLV kombinacija gydyty peliy bluznies T limfocitai buvo labiau
aktyvuoti ir i§skyré daugiau IFN-y nei DLV grupéje [148]. Kito tyrimo metu
gydant peles su indukuotais TC-1 plau¢iy navikais CY ir anti-PD-1
kombinacija sukelé naviko Ag specifinj imuninj atsakg bei pagerino peliy
iSgyvenimg [149].

Siuo metu klinikiniy tyrimy duomeny bazéje yra aktyvis per 185
ciklofosfamido bei imunoterapijos kombinacijy efektyvumo gydant
deriniy su imunoterapija tyrimai atskleidzia potencialy S$iy terapijy
sinergistinj efekta gydant onkologinius pacientus. Pavyzdziui, gydymas
ciklofosfamidu, COX-2 slopintoju celecoksibu, IL-2 bei DLV lémé Ag
specifinio prieSvézinio imuninio atsako formavimasi 60% melanoma
serganciy pacienty. Gydant Siy vaisty kombinacija bendras pacienty
iSgyvenamumas buvo pagerintas 6 ménesiais lyginant su pacientais, gydytais
DLV ir IL-2 monoterapijomis [144]. Taip pat gydant glioblastoma ar
nesmulkialgsteliu plauc¢iu véziu (NSCLC, angl. non-small cell lung
carcinoma) sergancius pacientus DLV, CY, poli(I:C), imikvimodu bei anti-
PD-1 buvo pagerinamas pacienty iSgyvenamumas. Lyginant su pacientais,
gydytais standartiniu gydymo btidu — operaciniu, spinduliniu, taikininiu ir
chemoterapiniu gydymu, glioblastoma serganciy pacienty iSgyvenamumas
buvo pagerintas nuo 11 iki 19 mén., o NSCLC serganciuose pacientuose nuo
7 iki 17 mén. [151].
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Atsakas | gydymga anti-PD-1, GM-CSF, ciklofosfamido bei spindulinio
gydymo kombinacija pacientuose, serganciuose galvos ir kaklo navikais,
i§siskyré. Vienam pacientui buvo pastebétas dalinis atsakas j gydyma, 5 i§ 13
pacienty buvo pasiektas ligos stabilizavimas, o 7 pacientams liga progresavo
nepaisant gydymo. Vis délto, lyginant Sio kombinacinio gydymo rezultatus
su gydymu pavieniu anti-PD-1, sinergistinis terapijy efektas nebuvo
pastebétas [152]. Kito tyrimu metu pacientus, sergancius pazengusia
sarkoma ar virSkinamojo trakto stromos navikais, gydant CY ir anti-PD-1
kombinacija, klinikinis efektas buvo pasiektas tik 3 i§ 50 pacienty [153]. Sie
tyrimai atskleidzia, kad pacienty atsakas j gydymg CY ir imunoterapijos
kombinacijomis yra nevienalytis ir reikia ieSkoti predikciniy Zzymeny
gydymo individualizavimui, taip pat kurti efektyvesnes kombinacines vézio
gydymo strategijas.

2.7 Naviky su sutrikusiu AAPM gydymas

Didelés jtakos atsakui j gydymg imunoterapija ar jos kombinacijomis
su kitais gydymo buidais gali turéti defektai navikiniy lasteliy AAPM. Esant
AAPM sutrikimams, navikinés Iastelés savo pavirSiuje nesugeba pateikti Ag
ir nebegali biiti atpazintos ir sunaikintos CD8 T limfocity, todél gydymas
imunoterapija tokiems navikams gali tapti neveiksmingas. Tam, kad
imunoterapija buty efektyvi, gydant pacientus, kuriy navikuose nustatyti
AAPM pokyc¢iai, visy pirma, reikia pagerinti tokiy naviky imunogenines
savybes aktyvuojant jy AAPM [52].

AAPM yra valdomas ir aktyvuojamas I ir II tipo interferony pagalba.
Tad vienas i§ budy pagerinti navikiniy lasteliy AAPM funkcionalumg yra
kuriy navikuose buvo nustatyta zema MHC-I raiska ir zema CDS8 T limfocity
infiltracija, kartu su standartiniu gydymu paskyrus gydyma IFN-y gali buti
padidinta MHC-I raiska navikiniy lasteliy pavirSiuje, tokiu bidu pagerinant
CDS8 T limfocity infiltracijg | navikus bei atsakg | gydyma anti-PD-1 [13].
Taciau viena didziausiy kliti¢iy IFN pritaikymui klinikoje yra dozés dyd;j
ribojantis Salutinis poveikis [154].

Kadangi MHC-I raiska ir AAPM susijusiy geny raiska gali buti
slopinama epigenetiniu biidu hipermetilinant DNR, siekiant pagerinti AAPM
aktyvuma, gali biiti pasitelkiami DNR metiltransferaziy slopikliai. Buvo
parodyta, kad DNR metiltransferaziy slopikliai, tokie kaip guadecitabinas, 5-
azacitidinas ir decitabinas padidino MHC-I raiskg kriities vézio, melanomos
ir neuroblastomos lasteliy linijose [155]. Taip pat gydymas guadecitabinu
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gebéjo padidinti MHC-I raiska peliy kriities vézio gyviiny modelyje ir tokiu
biidu pagerino pries navikus nukreipta T limfocity atsaka [156].

Kitas epigenetinis AAPM reguliavimo biidas yra paremtas histony
deacetilinimu. Histony deacetilinimo jtaka sumazéjusiai MHC-1 ir
pagrindiniy AAPM komponenty raiSkai buvo pastebéta gliomos naviky
modeliuose [157] bei gimdos kaklelio véziu [158] ir melanoma [159]
serganciuose pacientuose. Histony deacetilaziy slopikliai, i§ kuriy keli jau
yra patvirtinti FDA (romidepsinas, vorinostatas ir panobinostatas), geba
padidinti MHC-I ir AAPM komponenty raiska tiek in vitro, tiek in vivo
salygomis [160].

Taip pat yra atskleistas dalies chemoterapiniy vaisty aktyvuojantis
poveikis navikiniy Igsteliy AAPM. Tokiomis savybémis pasiZyméjo
paklitakselis [16], doksorubicinas [16], gemcitabinas [161], docetakselis
[18], S5-fluorouracilas [162], topotekanas [163], irinotekanas [164]. Sie
vaistai sugeb¢jo reikSmingai padidinti pavirSinés MHC-I molekulés raiska
bei atskiry AAPM koduojanciy geny raiskg navikinése lastelése. Pokyciai
buvo stebimi tiek zmogaus navikiniy lasteliy linijose in vitro, tiek peliy in
vivo naviky modeliuose. Atlikus iSsamesnius tyrimus, paaiskéjo, kad
chemoterapiniams vaistams sukélus stresa navikinése lastelése, jose
prasidéjo I tipo interferony gamyba ir lémusi AAPM aktyvacija [163]. Sis
chemoterapijos poveikis lemia efektyvesni Ag apdorojimg ir pateikima per
MHC-I molekulg navikiniy lgsteliy pavirSiuje ir jgalina imunoterapijos
aktyvuotus T limfocitus atpazinti navikines lgsteles ir jas sunaikinti. Visgi
ciklofosfamido poveikis navikiniy lagsteliy AAPM néra iStyrinétas.

2.8 Ikiklinikiniai tyrimai

Moksliniai onkologiniai tyrimai yra svarbi, aktyvi ir nuolat kintanti
sritis. Vien tik 2022 metais oficialioje klinikiniy tyrimy duomeny bazéje
buvo aktyviis apytikriai 30 000 klinikiniy onkologiniy tyrimy [165].
Klinikiniai tyrimai Zmonése yra apriboti dél etiniy ir praktiniy priezasciy, ir
délto, yra neatsiejami nuo ikiklinikiniy tyrimy gyviiny modeliuose.
bei klinikinius vaisty tyrimus zmonése [166],[167]. Tiek FDA, tiek
daugumos Saliy vaisty kontrolés tarnybos reikalauja naujy vaisty ar jy
kombinacijy detalaus jvertinimo ikiklinikiniuose modeliuose prie§ pradedant
klinikinius tyrimus su Zmonémis. Atliekant ikiklinikinius vaisty vertinimus
didelis démesys yra skiriamas vaisto efektyvumui, toksiSkumui ir
farmakokinetikai [167].
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D¢l anatominio, fiziologinio ir genetinio panasumo j Zmones,
grauzikai yra tinkami biomedicininiams ir ikiklinikiniams tyrimams [168].
Tyrimai su Siais gyviinais mokslininkams padéjo geriau suprasti vézio
atsiradimo, vystymosi, patofiziologinius procesus ir palengvino naujy
gydymo strategijy paieska [169]. Ikiklinikiniuose tyrimuose svarbiausias
vaidmuo atitenka laboratorinéms peléms. Tai yra patogus modelis dél mazo
dydzio, nebrangaus ir nesudétingo laikymo, vislumo, trumpo néStumo bei
galimybés atspindéti Zzmogaus ligas [168],[170].  Ikiklinikiniams
onkologiniams tyrimams gali biiti naudojami jvairiis peliy navikiniai
modeliai — transplantuojami, kancerogeny indukuojami, genetiskai pakeisty
peliy modeliai bei Zmogaus naviky ksenografty modeliai [171].

2.8.1 Transplantuojami singeniniai peliy navikiniai modeliai

Sie modeliai gaunami jskiepijant jau i§vestas peliy navikiniy Iasteliy
linijas j imunologiskai suderinamy linijiniy peliy, tokiy kaip C57BL/6 ar
BALB/c, organizmus [172]. Linijinés pelés — tai genetiskai tapaciy peliy
populiacija, gaunama maziausiai 20 karty nuosekliai kryzminant brolius-
seseris [173]. Dazniausiai tokie navikai yra sukeliami po oda, kadangi tokiu
biidu yra tiksliausia ir patogiausia sekti naviko dydj ir atsaka j gydyma. Taip
pat gali biiti sukeliama ortotopiskai — suleidziant navikines lgsteles j organa,
i§ kurio jos yra iSvestos — tokiu biidu sudarant naviko vystymuisi jprastg
aplinkg [174],[171].

Skiepijami naviky modeliai yra patogtis eksperimentams dél nedidelés
eksperimento kainos, paprastumo ir sinchronisko naviky augimo. Taciau
tokiems navikiniams modeliams biidingas zemas heterogeniSkumas bei
prarandamas kancerogenezés procesas, vykstantis jprastomis salygomis
[171]. Vis délto, onkologiniuose tyrimuose tai yra dazniausiai naudojami
peliy modeliai. 2016 metais 506 i§ 618 (82%) isleisty publikacijy
onkologijos srityje pasitelké transplantuojamus peliy navikinius modelius
[166]. Nepaisant trikumy, transplantuojamy naviky peliy modeliy
panaudojimas leido atlikti tris onkoimunologijos srityje ypatingai svarbius
tyrimus — buvo identifikuoti imuninés patikros taskai, kuriy pagrindu sukurta
imuninés patikros taskus blokuojanciy antikiiny terapija. Taip pat buvo
pastebéta, kad kai kurie chemoterapiniai vaistai pasizymi gebéjimu sukelti
imunogening navikiniy lasteliy zutj. Galiausiai buvo parodyta, kad derinant
imunogening lgsteliy ziitj sukeliancius chemoterapinius vaistus su imuninés
sistemos patikros taSkus blokuojanciais antikiinais, gali buti pasiekiamas
sinergistinis terapinis efektas [171].
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2.8.2 Peliy navikinés lasteliy linijos

Peliy navikinés lasteliy linijos yra komerciskai prieinamas produktas,
iSvestas i§ linijiniy peliy spontaniniy ar indukuoty naviky. Yra iSvesta
daugybé skirtingy navikiniy lasteliy linijy, besiskirianCiy savo kilme,
imunogeniskumu, metastazavimo galimybe ir kitomis savybémis. Tyrimai
taip pat atskleidzia, kad peliy navikiniai modeliai pasiZymi unikaliu imuniniu
profiliu, galin¢iu turéti jtakos atsakui j gydyma [175],[176].

Siame darbe tyrimai buvo atlickami su C57BL/6 peléms singeninémis
navikinémis lasteliy linijomis — LLC1 ir GL261 (13 pav.). LLC1 — Lewis
plauciy karcinomos lgsteliy linija, iSvesta i§ spontaniSkai iSsivysciusio
naviko C57BL/6 peliy plauciuose. Tai labai agresyvi lasteliy linija,
pasizyminti greita proliferacija ir metastazavimu j kitus audinius [177].
GL261 — gliomos lasteliy linija, gauta i§ C57BL/6 pelés gliomos naviko,
i§sivys€iusio paveikus 3-metilcholantrenu. GL261 navikai pelése auga
invazyviai, taCiau metastazavimu nepasizymi [178]. IS literatiiros yra
zinoma, kad LLC1 Igstelés yra neimunogeniskos, jy pavirsiuje MHC-I raiska
yra iSreikSta silpnai [176], o GL261 lastelés pasizymi MHC-I raiska
[178][179]. Vis délto, detalus AAPM vertinimas Siose navikinése lastelése
néra atliktas.

s, sudaryta

13 pav. LLC1 ir GL261 Igsteliy morfologija (200x didinima:
autorés).

Placiau istyrinéjus AAPM fukcionalumo savybes LLCI ir GL261
navikinése lgstelése, atsiverty galimybé jvertinti AAPM svarba
priesnavikiniam imuniniam atsakui bei atsakui j imunoterapinj gydyma DLV
ir anti-PD-1. Taip pat tai jgalinty jvertinti chemoterapinio vaisto
ciklofosfamido poveiki AAPM navikinése lastelése bei ieSkoti efektyviausiy
ciklofosfamido, DLV ir anti-PD-1 gydymo strategijy navikams, su skirtingo
funkcionalumo AAPM, gydyti.
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3. TYRIMU METODIKA

3.1 Aparatiira ir priemongés

Aparatiira

1 lentelé. Darbe naudoti prietaisai.

II saugumo klasés laminarinio
oro srauto spinta

Labguard NU—440, Nuaire

Tékmes citometras

BD LSR 1I, Becton Dickinson

Termostatas

Model200, Memmert

CO; inkubatorius

Autoflow NU-5510, Nuaire

Inversinis mikroskopas

Biolam P-1, Lomo

Sviesinis mikroskopas

Axiostar plus, Zeiss

Nanospektrofotometras

NanoDrop 2000

Purtyklée

Vortex V—Iplus, bioSan

Saldoma centrifuga

Rotixa 50 RS, Hettich

Saldoma centrifuga

ALC PK 120R, Jouan

Termocikleris

SensoQuest

Termocikleris

Azure Cielo 3, Azure Biosystems

Mikroploksteliy skaitytuvas

Biotek ELx800

Peliy anestezijos aparatas

Harvard Apparatus

Programin¢ jranga

Tékmeés citometro duomeny rinkimui skirta programa FACS Diva (BD
Biosciences), tékmés citometro duomeny analizei skirta programa FlowJo
(Tree Star), statistinés analizés programa Microsoft Excel 2021 ir GraphPad
Prism 9, RT-PCR duomeny analizei skirta Azure Cielo Manager (Azure

Biosystems).
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3.2 Medziagos

2 lentelé. Darbe naudotos medziagos.

Peliy granuliocity, makrofagy kolonijas

stimuliuojantis faktorius GM—CSF Miltenyi Biotec
Krioprotektorius dimetilsulfoksidas DMSO Roth

IV tipo kolagenaze Gibco

DNAz¢ 1 Worthington
4-hidroksiperoksiciklofosfamidas Cayman Chemical
Ciklofosfamido monohidratas Sigma Aldrich
anti-PD-1 (RMP1-14) BioXcell
Kopijinés DNR sintezés rinkinys Maxima Thermo Fisher
RT-PCR rinkinys Maxima Thermo Fisher
Trizolis Thermo Fisher
Mitybiné terp¢ DMEM Gibco
Mitybiné terpé RPMI Gibco
Antibiotiky misinys (streptomicinas, )

penicilinas) Gibeo
Ez:}aizzlsse\;lel;s;ho serumas (FBS, angl. fetal Gibco
PBS-EDTA tirpalas Lonza
I;inkinys lasteliy gyvybingumui vertinti CCK- Dojindo
Izofluranas Vetpharma

Antiktnai

PavirSiniy zymeny raiskos analizei tékmés citometru buvo pasitelkti
monokloniniai antikiinai, nukreipti prie§ tam tikras peliy pavirSiaus
molekules ir konjuguoti su atitinkama fluorescencine zZyme (3 lentel¢).
Kiekvienam eksperimentui buvo atlickamas antikiiny titravimas ir parinkti

optimaliis Ak kiekiai.
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3 lentelé. Darbe naudoti su fluorescencine zyme Zyméti monokloniniai
antikiinai

Antikuinas (klonas)

anti-CD16/CD32 (93)
anti-CD11c (N418)
anti—-CD86 (GL1)
anti-MHC 11 (M5/114)
anti—-CD40 (3/23)
anti-MHC I (34-1-2S)
anti-CD274 (MIHY)
anti-CD44 (IM7))
anti—-CD45 (30-F11)
anti—-CD3 (17A2)
anti-NK1.1 (PK136)
anti-B220 (RA3-6B2)
anti—-CD19 (eBio1D3)
anti-CD8a (53-6.7)
anti-CD4 (GK1.5)
anti-CD62L (MEL-14)
anti-CD11b (M1/70)
anti—F4/80 (BMS)
anti-CD206 (MR6F3)

anti-Ly6C-Ly6G (RB6-8C5)

anti-CD11c¢ (N418)
anti-CD3 (145-2C11)
anti-CD8 (53-6.7)

anti-Calreticulin (1G6A7)
anti-MHC I (AF6-88.5.5.3)

Fluorescenciné
Zymé
nekonjuguotas
PE

FITC
PerCP-Cy5.5
PE-Cy7

PerCP—eFluor710

PE

PE

Pacific Blue
APC-Cy7

PE

FITC

APC
PerCP—Cys 5.5
FITS

APC

APC
PerCP-Cy5-5
PE

FITC

APC

APC

PE
Alexa-Fluor647
eFluor450
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Gamintojas

BD Biosciences
Miltenyi Biotec
BD Biosciences
BD Biosciences
Biolegend
Thermo Fisher
BD Biosciences
Miltenyi Biotec
eBioscience
eBioscience
eBioscience
eBioscience
eBioscience
BD Bioscience
eBioscience
eBioscience
eBioscience
eBioscience
eBioscience
eBioscience
eBioscience
BD Biosciences
BD Biosciences
Novusbio

Invitrogen



3.3 Pelés

Siame tyrime buvo naudojamos 8-12 savai¢iy amziaus C57BL/6
linijos pelés. Pelés buvo veisiamos, laikomos ir visos procediiros su jomis
atlickamos Valstybinio moksliniy tyrimy instituto Inovatyvios medicinos
centro vivariume (Vilnius, Lietuva). Visos procediiros su gyviinais buvo
atlickamos remiantis Europos parlamento ir tarybos direktyva 2010/63/ES
2010 m. rugséjo 22 d. dél mokslo tikslais naudojamy gyviny apsaugos.
Visas procediiras, kurios buvo vykdomos su gyvomis pelémis, atliko
Nacionalinio vézio instituto NVI Imunologijos laboratorijos darbuotojai,
turintys Siam darbui tinkamg kvalifikacijg. Tyrimui vykdyti buvo gautas
Valstybinés maisto ir veterinarijos tarnybos leidimas atlikti bandymus su
laboratoriniais gyviinais (Priedas B, Priedas C). Pelés buvo auginamos
suteikiant ad libitum prieiga prie subalansuoto peliy paSaro ir vandens.

3.4 Lasteliy linjjos ir jy kultivavimas

Kaip eksperimentiniai modeliai buvo naudojamos dvi C57BL/6
singeninés navikinés lasteliy linijos — Lewis plauciy karcinoma LLC1 ir
glioma GL261. Sias Igsteliy linijas NVI Imunologijos laboratorijai
padovanojo UAB “Froceth” (Vilnius, Lietuva).

Lastelés buvo kultivuojamos vienkartiniuose flakonuose, mitybinéje
DMEM terpéje, papildytoje 10% FBS ir 1% PS. Procediiros su lastelémis
buvo atliekamos laminarinio oro srauto bokse, palaikant sterilias salygas ir
naudojant sterilius reagentus bei priemones. Lastelés buvo auginamos CO»
inkubatoriuje, palaikant +37°C bei 5% CO,. Esant poreikiui, buvo
pakeiciama Igsteliy kultivavimo terpé arba lastelés buvo perséjamos.

Lastelés buvo saldomos 10 mln/ml tankiu specialioje $aldymo terpéje,
sudarytoje i§ 90% FBS ir 10% DMSO. Kriomégintuvéliai su lastelémis buvo
patalpinami j termoizoliacing dézute, pripildyta izopropanoliu, ir laikomi —
80°C 24 val. Véeliau mégintuvéliai buvo perkelti j laikymo dézutes ir iki
ménesio buvo laikomi —80°C temperatiiroje, ilgesniam saugojimui perkelti j -
150°C saldiklj. Atsildymui mégintuvéliai buvo patalpinami +37 °C vandens
voneléje, Saldymo terpé pasalinama centrifuguojant ir lastelés naudojamos
pagal poreikj.

3.5 Lasteliy skaiciaus ir gyvybingumo jvertinimas

Lasteliy skaiciaus ir gyvybingumo nustatymui buvo naudojama
Goriajevo kamera. Tam tikslui lgsteliy suspensija buvo sumaiSoma su 0,4%
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tripano meliu santykiu 1:1. Tuomet 10 pl suspensijos buvo uzlasinama ant
Goriajevo kameros, dengiama stikleliu bei lgstelés vertinamos Sviesiniu
mikroskopu per 400x padidinima. Mirusios lgstelés nuo gyvy lasteliy buvo
atskiriamos pagal nusidazymg mélyna spalva. Lasteliy skaiCius nustatomas
pagal formulg (1), o gyvybingumas apskaiCiuojamas vertinant gyvy lasteliy
procenting dalj. Lasteliy skai¢iaus nustatymo formulé:
Lgsteliy skaicius = vidutinis lgsteliy skaicius kameros kvadrate x

0,625 x 10° x Igsteliy suspensijos tiiris (1)

3.6 LLC1 ir GL261 lgsteliy proliferacijos in vitro vertinimas

Norint jvertinti LLC1 ir GL261 lasteliy proliferacijos greiti in vitro i
12 Sulinéliy ploksteles buvo uzséta po 10 000 LLC1 lasteliy arba po 25 000
GL261 Iasteliy. Lastelés buvo auginamos DMEM mitybinéje terpéje, o po
48, 72 ir 96 val. buvo vertinamas lasteliy skaiCius ir gyvybingumas (pagal
3.5 skyrelyje aprasSyta metodika). Taip pat buvo paskaiCiuojamas lasteliy
dvigubg¢jimo laikas pagal formule (2):

Lgsteliy dvigubéjimo laikas = kultivavimo trukmé x In(2)/In(galutiné
lgsteliy koncentracija/pradiné lgsteliy koncentracija) 2)

3.7 LLC1 ir GL261 Igsteliy lizaty paruoSimas

Dendritiniy lgsteliy brandinimo etape naudojamy GL261 ir LLCI
lasteliy lizaty gamybai buvo priauginta po 30 min. lasteliy. Praskiedus
lasteles 1 mL PBS tirpalu ir perkélus i kriomégintuvélius, buvo pradedamas
lasteliy lizavimo procesas Sildymo/Saldymo budu. Kriomégintuvéliai
pakaitomis buvo patalpinami j diuaro indg su skystu azotu (—196°C), véliau
perkeliant j +37°C vandens vonele. Sis $ildymo/3aldymo ciklas kartotas 6
kartus. Gauti lgsteliy lizatai centrifuguoti 4000 g 10 min., supernatantai
surinkti ir filtruoti per 0,2 um filtrg. [vertinus baltymy kiekj lizatuose
NanoDrop 2000 spektrofotometru, paruosti lizatai buvo uzSaldyti —80°C.
Paruostas LLC1 lasteliy lizatas taip pat buvo naudotas kaip teigiama kontrolé
peliy atsako j ksenogening imunoterapijg vertinimui.

3.8 Peliy dendritiniy lasteliy vakciny gamyba

Peliy dendritinés lgstelés buvo ruoSiamos remiantis Lutz et. al
protokolu [180]. Tam tikslui pelé buvo numarinama atliekant cervikaline
kaklo slanksteliy dislokacija. Buvo paSalinami pelés uzpakaliniy galtiniy
kaulai, apvalomi nuo pasaliniy audiniy ir 3 min. patalpinami j 70% etanolio
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tirpalg. Tuomet kaulai praplaunami PBS tirpalu, abu kauly galai nukerpami
zirklutémis ir kauly turinys iSplaunamas. Lasteliy suspensija buvo filtruota
per 70 um filtrg ir jvertintas iSskirty Iasteliy kiekis ir gyvybingumas (pagal
3.5 skyrelyje apraSyta metodika).

Po 3 min. isskirty lasteliy buvo patalpintos j neaktyvuoto pavirSiaus
Petri lekstelés, papildytas 10 ml mitybinés RPMI terpés su 10% FBS, 1%
antibiotiky. Lékstelés taip pat buvo papildytos 20 ng/ml peliy GM—CSF,
kauly ¢iulpy diferenciacijai j DL. 3 ir 6 dieng l¢kstelés buvo papildytos 10
mL Sviezios mitybinés terpés RPMI. Viso eksperimento metu I¢kStelese
buvo palaikoma 20 ng/ml peliy GM—CSF koncentracija.

Kad buty funkcionalios ir tinkamos gydymui, nesubrendusios DL turi
biti subrandintos pateikiant joms navikinius Ag kartu su tinkamais
adjuvantais. 7 kultivavimo dieng peliy buvo atlickamas DL brandinimas
kultivuojant jas 24 val. aktyvuoto pavirSiaus lékstelése, papildytose RPMI
terpe, 20 ng/mL GM-CSF, 15 pg/mL paruosto LLC1 ar GL261 lasteliy
lizato bei 1 pg/mL Escherichia coli lipopolisacharido (LPS). Prie§ ir po
brandinimo etapo pagal 3.5 skyrelyje apraSyta protokola buvo vertinamas
paruosty DL skaicius ir gyvybingumas bei fenotipas pagal CD11c, MHC-II,
CD80, CD86, CD40 zymeny raiska lasteliy pavirSiuje (pagal 3.18 skyrelyje
aprasyta metodika). Paruostos DL buvo uZzSaldytos ir laikomos tolimesniems
eksperimentams -150°C.

3.9 Naviky sukélimas ir jy augimo sekimas pelése

Navikai buvo sukeliami po oda kair¢je Slaunies puséje suleidZiant
4x10° LLC1 lgsteliy arba 3x10° GL261 lasteliy 100 pl fiziologinio tirpalo.
Norint tiksliai suleisti navikg ir sukelti mazesnj stresg peléms, joms buvo
atlickama inhaliaciné anestezija izofluranu. Kuomet navikai tapo
apCiuopiami, pradétas jy matavimas slankmacio pagalba. Peliy navikai buvo
matuojami kas 2-3 dienas, peléms atliekant anestezija izofluranu. Buvo
matuojamas naviko ilgis ir plotis, o naviko dydis buvo apskaiiuojamas
pagal formulg (3):

ilgisxplotis?

! 3)

Kai navikai pasieké reikiamg dydj, priklausomai nuo eksperimento,

naviko dydis =

pelés buvo numarintos atlickant cervikaling kaklo slanksteliy dislokacijg ir
buvo surenkami peliy méginiai. Taip pat pelés buvo paaukojamos navikams
pasiekus 2-2,5 cm® dyd;.

Terapijos sukeliamas naviko augimo slopinimo indeksas (TGI, angl.
tumor growth inhibition) buvo vertinamas pagal formulg (4).
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vti, , Cto
_ 06/ )

TGI =
a-(z@)
V- gydomoji grupé, C — kontroliné grupé; 0 — naviko dydis gydymo
pradzioje, 1 — naviko dydis duotuoju momentu.

x 100% (4)

3.10 Prie§ LLCI Iasteles nukreipto imuninio atsako skatinimas suleidziant
navikinius Ag

Peléms buvo sukelti poodiniai LLC1 navikai kairé¢je galinéje pédutéje
leidziant 3x10° LLC1 lgsteliy/30 pl PBS. 14 dieng, kai navikai tapo vizualiai
matomi ir apciuopiami, peléms buvo skiriama anestezija 100 mg/kg
ketamino ir 10 mg/kg ksilazino ir navikas buvo chirurgiskai paSalinamas
kartu su kaire pédute. Po operacijos Zaizda buvo dezinfekuota, pelytés
laikomos po kaitrine lempa 5 min. po prabudimo. Kelias dienas pelytés buvo
intensyviai stebimos dél infekcijos ir galimy pooperaciniy komplikacijy.

Pragjus 3 dienoms po naviko pasalinimo pelytés iSskirstomos i grupes
ir pradedamas vakcinavimas (4 lentel¢). Peléms buvo leidziamas pasiruostas
autologinis LLC1 lizatas ar ksenogeniniai ziurkés embriono nervinio audinio
(Kseno ZEN) bei avies embriono plaudiy audinio lizatai (Kseno AEP).
Kseno ZEN vakcina buvo paruosta projekty bendraautoriy i§ R.E. Kavetskio
eksperimentinés patologijos, onkologijos ir radiobiologijos instituto
(Kyjivas, Ukraina), o Kseno AEP - Emanuelio Kanto Universiteto,
Klinikinés imunologijos instituto (Karaliauc¢ius, Kaliningradas).

Atsakas | gydyma buvo vertinamas pagal bendrg peliy i§gyvenamuma.
Taip pat siekiant jvertinti lizaty sukeliama imuninj atsakg, po gydymo bei
eksperimento pabaigoje buvo i§ $launies venos buvo surenkami kraujo
meéginiai. Surinktuose kraujo méginiuose tekmes citometru vertintas CD8 T
limfocity procentas nuo visy kraujo lgsteliy.

4 lentelé. Vakciny, naudoty sukeliant imuninj atsakg pries LLC1 navikus,
dozés.

Grupé Vakcina Dozé
Kontrolé PBS 100 pl
LLC1 lizatas | Paruostas LLC1 lizatas 150 pg/100 ul PBS

Kseno ZEN | Ziurkés embriono nervinio | 300 ug/100 pl PBS
audinio lizatas su adjuvantu
B. subtilis B-7025
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Kseno AEP Avies embriono plauciy | 1-0,4 mg AEP/100 pul
audinio lizatas su adjuvantu | PBS s.c.

polyX (6 ng/per pele) 2-0,6 mg AEP/100 pl
PBS s.c.

3-1,2 mg AEP/100 pul
PBS i.p.

3.11 Peliy su LLC1 ar GL261 navikais jautrumo imunoterapijai vertinimas

Peléms buvo sukelti poodiniai LLC1 arba GL261 navikai, sekamas jy
dydis ir jiems pasiekus 50-100 mm® dydj, pelés buvo paskirstytos j 3 grupes:

e K —kontrolinés pelés, kurioms netaikomas gydymas;

e DLV —pelés, kurioms taikomas gydymas DLV;

e Anti-PD-1 — pelés, kurioms taikomas gydymas anti-PD-1.

Peliy gydymas susidéjo:

e DLV grupéje — i§ 3 doziy x 1 mln DLV/100 pl PBS, skiriamy
kas 4 dienas, leidziant po oda, deSin¢je pus¢je, Salia sritininio
limfmazgio;

e Anti-PD-1 grupéje — i§ 3 doziy x 200 pg/100 pl PBS, skiriamy
kas 4 dienas, leidziant intraperitoniskai.

Atsakas | gydyma imunoterapija buvo vertinamas pagal
imunoterapijos sukeliamg naviko augimo slopinimo efekta bei
imunoterapijos sukeltus pokyc¢ius naviko imuninio infiltrato lastelingje
sudétyje (leukocitai, CD4 T, CD8 T, B limfocitai, NK Iastelés, DL, M1 ir
M2 makrofagai, Grl™ mieloidinés kilmés Igstelés (Grl™ MKL)) (pagal 3.18
skyrelj aprasyta metodikg) bei su imunine sistema susijusiy geny raiskoje
(pagal 3.19 skyrelj apraSyta metodika). Tam tikslui savaité po uzbaigto
gydymo buvo surenkami peliy navikiniai méginiai.

3.12 LLClI ir GL261 Igsteliy jautrumo ciklofosfamidui vertinimas in vitro

Po 2x10® LLC1 ir 3x10° GL261 Igsteliy buvo isséta j 96 Sulinéliy
ploksteles ir auginama mitybin¢gje DMEM terpéje 24 val. Po 24 val.
auginimo, terpé buvo pasalinta ir pakeista nauja terpe su 0,1; 0,39; 1,56;
6,25; 25; 100 pg/ml CY. Po 24 ir 48 val. lastelés buvo inkubuotos su CCK-8
tirpalu remiantis gamintojo pateiktu protokolu. I§ sugerties rezultaty buvo
jvertintas Igsteliy gyvybingumas ir paskaiciuota CY koncentracija reikalinga
50% prislopinti LLC1 ir GL261 Igsteliy proliferacija (ICso).
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3.13 Ciklofosfamido poveikio LLC1 ir GL261 Iasteliy imunogeniskumui
vertinimas in vitro

24 val. 7x10* LLCI ir 1x10° GL261 lasteliy buvo auginamos 24
Sulinéliy plokstelese DMEM terp¢je. Po to terpé buvo pasalinta ir pakeista
nauja terpe, papildyta 1,3 ir 2,6 pg/ml CY. Po 4 val. terpé¢ su CY buvo
nuimta ir lastelés uzpiltos $viezia mitybine terpe. Pragjus 24 ir 48 val. po
poveikio CY, LLCI1 ir GL261 lasteliy pavir$iuje tékmes citometrijos metodu
buvo vertinama kalretikulino, susijusio su imunogenine lgsteliy Zatimi, bei
MHC-I raiska (pagal 3.18 skyrelyje aprasyta metodikg). Taip pat praéjus 48
val. po poveikio CY, LLCI ir GL261 lastelés buvo patalpintoos Trizol
tirpale ir uzSaldytos -80°C temperatiroje su tikslu jvertinti AAPM
dalyvaujanciy geny raiskos pokycius.

3.14 Efektyvios ciklofosfamido dozés gydant peles su LLC1 ir GL261
navikais parinkimas

Atliekant eksperimentus su chemoterapiniais vaistais yra svarbus
optimalios vaisto dozés parinkimas. Prie§ pradedant CY tyrimus in vivo,
buvo atlikta efektyvios CY dozés paieska peliy su LLC1 ir GL261 navikais
gydymui. Kuomet navikai pasieké ~ 50-100 mm® dydj, buvo pradétas peliy
gydymas. Remiantis literattira, peliy su LLC1 navikais gydymui buvo
vertinamos 90; 140; 180 mg/kg CY dozés. Peliy su GL261 navikais gydymui
buvo vertinamos 45; 90 mg/kg CY dozés. Gydymas CY susidéjo i§ 3 doziy,
skiriamy kas 6 dienas [181], vaistg leidziant intraperitoniskai. Optimali
vaisto dozé¢ peliy su LLCI ir GL261 navikais gydymui buvo parenkama
pagal naviko augimo slopinimg efekta bei imuninio infiltrato navikuose
pokycius. Tam tikslui savaité po uzbaigto gydymo buvo surenkami peliy
navikiniai méginiai.

3.15 Peliy su LLCI ir GL261 navikais gydymo ciklofosfamidu efektyvumo
vertinimas

Parinkus optimalig doze¢, buvo pradétas peliy su LLC1 ar GL261
navikais gydymas CY. Tam tikslui peléms buvo sukelti poodiniai LLC1 arba
GL261 navikai ir gydymas buvo pradétas navikams pasiekus apytiksliai 50-
100 mm’ dydj.

e LLCI naviky gydymui buvo parinkta 140 mg/kg CY doz¢;
e (GL261 naviky gydymui buvo parinkta 90 mg/kg CY dozé.
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Peliy gydymas susid¢jo i§ 3 CY doziy, skiriamy kas 6 dienas. CY
efektyvumas buvo vertintas pagal geb¢jima slopinti naviko vystymasi, taip
pat pagal sukeltus pokycCius naviko imuninio infiltrato lgstelingje sudétyje
(leukocitai, CD4, CD8, B limfocitai, NK lastelés, dendritinés lastelés, M1 ir
M2 makrofagai, Grl” MKL, pagal 3.18 skyrelyje apraSyta metodika) bei su
imunine sistema susijusiy geny (susijusiy su imuninio atsako aktyvacija ir
slopinimu) bei geny, koduojan¢iy MHC-I molekule, raiskoje (pagal 3.19
skyrelyje aprasyta metodikg). Tam tikslui savaité po uzbaigto gydymo buvo
surenkami peliy navikiniai méginiai.

3.16 Peliy su LLC1 ir GL261 navikais gydymo ciklofosfamido ir
imunoterapijos deriniais vertinimas

Navikams pasiekus 50-100 mm?® dydj, pelés buvo isskirstytos j grupes:
e K — kontrolines pelés, kurioms netaikomas gydymas;
e CY —pelés, kurioms taikomas gydymas CY;
e (D - pelés, kurioms taikomas gydymas CY ir DLV;
e (P —pelés, kurioms taikomas gydymas CY ir anti-PD-1;
e CDP — pelés, kurioms taikomas gydymas CY, DLV ir anti-PD-1

Gydymo efektyvumas buvo vertinamas pagal gebéjima slopinti naviko
vystymasi, pagal sukeltus pokyCius naviko imuninio infiltrato lgstelingje
sudétyje (leukocitai, CD4, CD8, B limfocitai, NK lastelés, dendritinés
Igstelés, M1 ir M2 makrofagai, Grl1® MKL, pagal 3.18 skyrelyje aprasyta
metodikg) bei su imunine sistema susijusiy geny raiSkoje (pagal 3.19
skyrelyje apraSyta metodika). Taip pat buvo vertinamas gydymo aktyvuotas
sisteminis imuninis atsakas. Tam tikslui savaité po uzbaigto gydymo buvo
surenkami peliy navikiniai ir bluznies méginiai.

GL261 naviky atveju, norint jvertinti, ar taikytas gydymas aktyvavo
imuninés atminties mechanizmus, daliai pely¢iy 68 eksperimento dieng buvo
pakartotinai sukeltas navikas deSinéje puséje, kitoje puséje nei buvo sukeltas
pirminis navikas.

3.17 Peliy navikinés medziagos ir bluzniy apdorojimas

LLC1 ir GL261 naviko mikroaplinkos charakterizavimui navikai buvo
renkami pasiekus 200-300 mm® dydj. Taip pat navikai buvo surenkami
pragjus savaitei po uzbaigto gydymo. Tam tikslui pelytés buvo numarinamos
atliekant cervikaling kaklo slanksteliy dislokacijg. Tuomet navikai buvo
iSimami 1§ pelyCiy ir pasmulkinami j gabalélius. Dalis naviky fragmenty
buvo patalpinti j Trizol tirpalg ir staigiai uzSaldyti skystame azote.
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Kita dalis fragmenty buvo toliau dezagreguojama IV tipo kolagenazés
(100 U/mL) ir DNAzés I (40 U/mL) tirpale, +37°C temperatiiroje apie 20
min. Lasteliy suspensija buvo filtruojama pro 70 um filtrg ir centrifuguojama
300 g 5 min. Tuomet navikinés lastelés buvo uzSaldomos specialioje
Saldymui skirtoje terpéje ir laikomos —150°C temperatiiroje tolimesniems
tyrimams.

Savaité po uzbaigto gydymo buvo surenkamos peliy bluznys. Bluznys
buvo perkoSiamos per 70 pm filtrg ir atlickama raudonyjy kraujo kiineliy
lizé. Raudonieji kraujo kiineliai lizuoti ant lgsteliy uzpilant 900 pl distiliuoto
H,O ir purtant purtykléje 7 sek. Reakcija buvo stabdoma uzpilant 100 pl 10x
PBS tirpalo. Lasteles praplovus PBS tirpalu, dalis jy buvo sumaiSyta su
Trizol tirpalu ir staigiai uzSaldyta skystame azote. Kita dalis lgsteliy buvo
sumaiSyta su Saldymo terpe ir laikyta —150°C temperatiiroje tolimesniems
tyrimams.

3.18 Lasteliy pavirSiaus zymeny vertinimas tékmes citometru

1,5x10° Igsteliy per mégintuvélj buvo inkubuojamos su atitinkamais
monokloniniais Ak (MoAk) ar jy kombinacijomis. MoAk optimalis kiekiai
lgsteliy zyméjimui buvo nustatyti prie§ eksperimentg. Vienas mégintuvélis
su lastelémis nebuvo Zymimas MoAKk ir paliekamas kontrolei. Siame darbe
pavirSiaus Zymeny raisSka buvo tiriama keliuose  skirtinguose
eksperimentuose:

e GL261 ir LLCI1 lasteliy imunogeniskumo tyrime — buvo
vertinama pavir§iniy MHC-I ir PD-L1 molekuliy raiska;

e Autologinio/ksenogeninio lizaty eksperimento metu surinktuose
kraujo méginiuose buvo vertinamas CD8 limfocity populiacijos
dydis — CD3+CD8+

e Paruosty peliy DLV kokybés tyrime - nesubrendusiy bei GL261
ir LLC1 lizatais subrandinty DL pavirSiuje buvo matuojama
CDl11c, CD86, MHC-II, CD80, CD40 molekuliy raiska;

e LLCI ir GL261 naviky imuninés aplinkos charakterizavime ir
gydymo CY, DLV, anti-PD-1 bei jy deriniy sukeliamy naviko
imuninés mikroaplinkos pokyciy tyrime buvo vertinamos §ios
populiacijos:

= NK lIgsteleés — CD45+CD3-NK1.1+

= B limfocitai — CD45+CD3-NK1.1-CD19+B220+
= CD4 T limfocitai — CD45+CD3+CD4+

= CD8 T limfocitai — CD45+CD3+CD8+
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=  (CD4 Tgm limfocitai - CD45+CD3+CD4+CD44+CD62L-

=  CD8 Tgm limfocitai - CD45+CD3+CD8+CD44+CD62L-

=  MI makrofagai — CD45+CD11b+F480+CD206-

= M2 makrofagai — CD45+CD11b+F480+CD206+

= Dendritinés lgstelés - CD45+CD11b+F480-CD11c+

* Grl" MKL - CD45+CD11b+F480-CD11¢-Grl+
Prie§ zyméjima lastelés buvo inkubuojamos su Fc receptorius
blokuojanciais anti-CD16/CD32, tokiu bidu sumazinant
nespecifini MoAk jungimasi.

e Gydymo CY, DLV, anti-PD-1 bei jy deriniy sukeliamy
sisteminio imuninio atsako peliy bluznyse vertinime:

= NK lgstelés — CD3-NK1.1+

= B limfocitai — CD3-NK1.1-CD19+B220+

= CD4 T limfocitai — CD3+CD4+

= CDS8 T limfocitai — CD3+CD8+

= CD4 Tewm limfocitai — CD3+CD4+CD44+CD62L-

= CD8 Tgwm limfocitai — CD3+CD8+CD44+CD62L-

=  MI makrofagai — CD11b+F480+CD206-

= M2 makrofagai — CD11b+F480+CD206+

= Dendritinés lgstelés — CD11b+F480-CD11c+

* Grl” MKL- CD11b+F480-CD11¢-Grl+
Prie§ zyméjima lastelés buvo inkubuojamos su Fc receptorius
blokuojanciais anti-CD16/CD32, tokiu bidu sumazinant
nespecifini MoAk jungimasi.

e CY ijtakos LLCI ir GL261 Igsteliy imunogeninéms savybéms
tyrime — po poveikio CY lasteliy pavirSiuje vertinta MHC-I ir
kalretikulino raiska.

Lasteliy inkubacija su MoAk buvo vykdyta kambario temperatiiroje,
tamsoje, 25 min. Véliau Igstelés buvo nuplaunamos PBS tirpalu nuo
neprikibusiy MoAk, surenkamos su tékmés citometru ir duomenys
analizuojami FlowJo ir FACSDiva programomis. Priklausomai nuo
eksperimento per mégintuvélj buvo surenkama 2x10* - 5x10* Igsteliy.
Zymint lasteles su MoAk, kuriy fluorochromy spektrai persikloja, buvo
atlikta kompensacija.

3.19 Su imuniniu atsaku susijusiy geny raiskos analizé RT-PCR metodu
Visuminé iRNR i§ LLC1 ir GL261 naviky bei bluzniy méginiy buvo

i§skirta Trizol reagentu, pagal gamintojo protokola. ISskirtos iRNR kiekis ir
kokybé jvertinti NanoDrop 2000c spektrofotometru. ISskirta iRNR buvo
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atvirk$ciai transkribuota j kopijing DNR naudojant ,,Maxima First Strand*
kDNR sintezés rinkinj pagal gamintojo rekomendacijas. PGR pradmenys
paimti i§ ,,PrimerBank* duomeny bazés (pga.mgh.harvard.edu/ primerbank)
(1 priedas). RT-PCR reakcija buvo pradedama nuo polimerazés aktyvavimo
5 min. 95°C, po kurio seké 40 cikly, susidedanciy i§ denatiiracijos 10 s 95°C
bei pradmeny jungimo/grandinés ilginimo 30 s 60 °C. Gapdh buvo
naudojamas kaip referentinis genas. RT-PCR atlikta Azure Cielo 3
termocikleriu, naudojant ,,Maxima SYBR Green qPCR Master Mix* rinkinj.
Gauty duomeny analizé atlikta naudojant Azure Cielo Manager programing
jranga. Norint jvertinti geny raiSkos pokycius buvo naudojamas AACr
metodas.

3.20 Statistiné duomeny analizé

Tyrimy metu gauti rezultatai buvo statistiSkai iSanalizuoti ir
pavaizduoti GraphPad Prism 9 programa. Duomeny normalinis ir
lognormalinis pasiskirstymas jvertintas Shapiro-Wilk testu. Statistinio
reik§mingumo tarp duomeny su normaliuoju pasiskirstymu jvertinimui buvo
naudotas dvipusis neporinis Sjudento t-testas. Kitu atveju buvo atlickamas
Mann-Whitney U testas. Esant daugiau nei dviems lyginamosioms grupéms
statistinis reikSmingumas tarp Siy grupiy duomeny buvo jvertintas I tipo
ANOVA su daugybinio palyginimo Tukey’s korekcija.

Peliy naviky augimo kreiviy statistinis palyginimas buvo atliekamas
internetiniu jrankiu TumGrowth [182]. Naviko augimo longitudiné analizé
buvo atlieckama naudojant miSraus poveikio modeliavimg ir II tipo ANOVA.

Peliy iSgyvenimo tikimybés vertinimui buvo atlickama Kaplan-Meier
iSgyvenimo analizé. Gauti peliy i§gyvenimo duomenys buvo palyginti Log-
rank testu.

Charakterizuojant LLC1 ir GL261 Igsteliy imuninj geny raiskos
profilj, buvo naudojamas ACt metodas ir duomenys buvo z-transformuoti
(kai z reikSmé > 0 - reikSmé aukstesné nei viduting, kai z < 0 — reikSmé
zemesné uz viduting). Geny raiSkos analizei p-vertés buvo pataisytos
naudojant Benjamini, Krieger ir Yekutieli FDR (klaidingo atradimo rodiklio)
metoda, kai FDR (Q) = 1%.

Duomeny vidurkiai buvo skai€iuojami i§ bent 3 pakartojimy ir yra
iSreiSkiami kaip vidurkis+tSN. P<0,05 vert¢ buvo laikoma statistiSkai
reikSminga. ReikSmingi skirtumai pavaizduoti kaip ***** (,000001
<p<0,00001, ****-0,00001 <p <0,0001, ***-0,0001 <p <0,001, ** -0,001 <p
<0,01, *-0,01 <p <0,05.
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4 REZULTATAI
4.1 LLC1 ir GL261 lgsteliy charakterizavimas
4.1.1 LLCI ir GL261 Igsteliy proliferacija in vitro
LLC1 ir GL261 naviky

charakterizavimas buvo
pradétas nuo $iy lasteliy linijy

100
-e- LLC1-DT=20,5val

80- -© GL261-DT =66 val.

proliferacinio potencialo
vertinimo. 14 paveiksle
pavaizduoti santykiniai lasteliy
proliferacijos duomenys, gauti
padalinus galutinj ir pradinj

Santykiné Igsteliy proliferacija

0" T 1 1

lasteliy skaiCius. Taip pat pagal

. 0 48 72 96
formule (2) buvo apskaiciuotas Valandos
ti lasteliy  dvigubéjimo
o fstely VIO v, Santykine LLC1 ir GL261
laikas. LLCI lasteliy . . i
lgsteliy proliferacija. Duomenys

dvigubejimo laikas sieké 20,5 pateikiami kaip vidurkis+SN, n=4. DT —

val., o GL261 lgsteliy — 66 gyigubejimo laikas.
val. Atsizvelgiant ] gautus

rezultatus ir norint suvienodinti eksperimenty salygas, tolimesniuose
eksperimentuose buvo iSlaikomas proporcingas LLC1 ir GL261 lasteliy
skaiCiaus skirtumas.

4.1.2 AAPM funkcionalumas LLC1 ir GL261 lastelése

AAPM analiz¢ LLC1 ir GL261 lastelése buvo pradéta vertinant MHC-
I raiskg Siy lasteliy pavirSiuje. LLC1 Iasteliy pavirSiuje buvo nustatyta
reikSmingai zemesné MHC-I raiska, jos vidutinis fluorescencijos
intensyvumas (VFI, angl. mean fluorescence intensity) sieké 140437,
lyginant su GL261 lgstelémis, kuriy VFI buvo 2307251 (p=0,000001) (15
pav.). Zema MHC-I raiska yra pradinis veiksnys, rodantis, kad naviko
lastelés gali turéti sutrikusj AAPM, ribojant] jy geb¢jima pateikti naviko Ag
imuninei sistemai bei tokiu biidu leidziant] apsisaugoti nuo imunings
sistemos atpazinimo ir sunaikimo.

Kadangi tolimesniy tyrimy metu bus vertinamas LLC1 ir GL261
naviky jautrumas anti-PD-1 gydymui in vivo, LLC1 ir GL261 lasteliy
pavirsiuje taip pat buvo matuojama PD-1 ligando PD-L1 raiska. PD-L1 buvo
labiau isSreiksta GL261 lasteliy pavirsiuje, kur VFI sieké 342+116, nei LLC1
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lastelése , kur VFI buvo 199+£31 (p=0,08) (15 pav.). Apibendrinant gautus
rezultatus, galima teigti, kad tiek LLC1, tieck GL261 lastelése pavirSiaus PD-
L1 raiSka yra isreiksta, todél abu navikai gali potencialiai reaguoti j gydyma
anti-PD-1, kuris bus taikomas véliau.

MHC-I PD-L1
3000- *okkokk 600 ns
T [ —

2000+ 400 - T

1000 200-
ol ==L o-j .
LLC1 GL261 LLC1 GL261
15 pav. MHC-I ir PD-L1 baltymy raiskos LLC1 ir GL261 Igsteliy pavirSiuje
analizé tékmés citometru. MHC-I ir PD-L1 raiskos VFI duomenys
pateikiami kaip duomeny vidurkis=SN, n=4. VFI — vidutinis fluorescencijos

intenstyvumas. ReikSmingi skirtumai pavaizduoti kaip ***** 0,000001
<p<0,00001

VF
VFI

LLC1 ir GL261 lgsteliy pavirsiuje nustatyti MHC-I raiSkos skirtumai
paskatino placiau patyrinéti Siy lasteliy AAPM transkripciniame lygmenyje.
Dél sios priezasties peléms buvo sukelti poodiniai LLC1 (n=6) arba GL261
(n=6) navikai, kuriems pasiekus ~200-300 mm* dydj, jie buvo surenkami ir
juose buvo tiriama geny, susijusiy su AAPM raiska (16 pav.).

LLC1 navikai GL261 navikai
Psmb8- Hhkk
Psmb9= H*kkk
Psmb10= *okk
Tap1- dkk
ETapg- l -
rap1= ok
Bf -1 *kk
-
3 -
H2q1- - *%
E —
-2 0 2

16 pav. Su AAPM susijusiy geny raiSkos profilio analizé RT-PCR metodu
LLCI ir GL261 navikuose. Analizei buvo surinkta po 6 200-300 mm® dydzio
LLC1 ir GL261 navikus. Kiekvieno geno vertés buvo paverstos z-balu.
ReikSmingi skirtumai pavaizduoti kaip **** 0,00001 <p<0,0001, ***
0,0001<p<0,001, ** 0,001<p<0,01, * 0,01<p<0,05.
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LLC1 ir GL261 navikuose buvo vertinama AAPM faktorius
koduojanciy PsmbS8, Psmb9, Psmbl0, Tapl, Tap2, Erapl bei B2m raiska.
Taip pat buvo vertinama geny, koduojanciy pacia MHC-I — H2q4, H2q?7,
H2ql, H2dl — raiska (16 pav.). Lyginant su GL261 navikais, LLCI
navikuose buvo pastebéta reikSmingai Zemesné Psmb8, Psmb9, Psmbl0),
Tapl, Tap2, Erapl ir B2m raiska, rodanti, kad LLCI1 lastelése AAPM yra
sutrikgs. AAPM nefunkcionalumas LLC1 lgstelése gali biiti susijes tiek su
pavieniu baltymy nefunkcionalumu, tiek su Zema jy raiska.

H2q4, H2q7, H2q1, H2d1 raiska LLC1 ir GL261 navikuose svyravo:
H2q7, H2q4 raiska buvo reikSmingai didesné GL261 navikuose, LLCI
navikuose buvo labiau isreikSta H2g/ raiska, o reikSmingy H2d!I raiskos
skirtumy tarp LLC1 ir GL261 naviky nebuvo pastebéta. Tokia MHC-I
koduojanciy geny raiskos svyravimy tarp LLC1 ir GL261 naviky priezastimi
gali buti MHC-I molekulés aukStas polimorfizmas ir potransliacinés
modifikacijos [183]. Tai gerokai apsunkina MHC-I koduojan¢iy geny
raiSkos vertinimg, tod¢l H2q4, H2q7, H2ql, H2dI raiska nebuvo jtraukta j
tolimesnj atsako j imunoterapijg vertinima.

Gauti rezultatai atskleidzia AAPM molekulinius skirtumus LLCI ir
GL261 Iastelése. Nors $ie navikiniai modeliai yra daznai naudojami
onkogenezeés ir vézio gydymo strategijy efektyvumo tyrimuose bei yra gana
nemazai duomeny apie jy savybes, vis tik AAPM detalus jvertinimas Siuose
navikiniuose modeliuose, miisy Ziniomis, atliktas pirma kart. Zema
pavirsinés MHC-I molekulés bei AAPM koduojanciy geny PsmbS8, Psmb9,
Psmbl0, Tapl, Tap2, Erapl, B2m raiska rodo sutrikusi AAPM LLCI
lastelese. O GL261 Igstelése nustatyta auksta pavirSines MHC-I molekulés ir
AAPM koduojanciy geny Psmb8, Psmb9, Psmbli0, Tapl, Tap2, Erapl, B2m
raiSka atspindi funkcionaly AAPM.

4.2 AAPM funkcionalumo jtaka prieSnavikiniam imuniniam atsakui

4.2.1 Sarysis tarp AAPM funkcionalumo navikinése lastelése ir naviko
imuninés mikroaplinkos pobiidzio

Norint istirti, ar LLC1 ir GL261 navikinése lgstelése nustatyti AAPM
funkcionalumo skirtumai turi jtakos imuninio atsako prie$ Sias lasteles
formavimuisi, peléms buvo sukelti poodiniai navikai. Navikams
pasiekus  200-300 mm® dydj, po 6 navikus i§ kiekvienos grupés buvo
surenkama imuninio atsako vertinimui. Surinktuose navikiniuose méginiuose
buvo analizuojama imuniniy lgsteliy infiltracija bei su imunine sistema
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susijusiy faktoriy raiska.

Visy pirma, buvo stebimas skirtingas naviky vystymosi greitis —
GL261 navikai vystési reikSmingai 1é¢iau nei LLC1 navikai (p<0,0001) (17
pav.). Nors bendra leukocity procentiné dalis Siuose navikuose buvo panasi
(22+3,7% ir 24,2+9,9%, p>0,05), atlikus imuninio infiltrato sudéties analize
buvo pastebéti skirtumai (18 pav.). GL261 navikai buvo Zzymiai gausiau
infiltruoti CD8 T limfocitais ir NK Iastelémis, lyginant su LLC1 navikais
(p=0,003; p=0,01). Nepaisant to, kad CD8 T limfocity ir NK lasteliy
navikiniy lasteliy atpazinimo mechanizmai yra skirtingi, $ios imuninés
lastelés pasizymi tiesioginiu citotoksiniu poveikiu pakitusioms Igsteléms ir
yra vieni pagrindiniy prie$navikinio imuniteto komponenty.

3500
a = LLC1 (n=8
E 2800- ( )
£ - GL261 (n=7)
g 2100 -
E
o 1400-
=
& 700-
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0 - T T 1
0 10 20 30 40

Dienos

17 pav. LLCI ir GL261 naviky augimo kreivés. Naviko dydis buvo
matuojamas slankmaciu kas 2-3 dienas. Rezultatai vaizduojami kaip
vidurkis+SN.

Lyginant su LLC1 navikais, GL261 navikuose taip pat buvo nustatyta
reikSmingai didesné su CD8 T limfocity ir NK lasteliy citotoksiSkumu
susijusiy geny, tokiy kaip Gzma (p=0,01), Gzmb (p=0,002) ir Ifng
(p=0,0008) raiska, patvirtinanti citotoksiniy imuniniy reakcijy vystymasi (19
pav.). LLC1 navikuose nustatytas zemas CD8 T limfocity ir NK lasteliy
procentas ir mazesné su citotoksiSkumu susijusiy geny Gzma, Gzmb ir Ifng
raiSka byloja, kad citotoksiniai mechanizmai Siuose navikuose nebuvo
vyraujantys. Nors NK lastelés taip pat gali atpazinti ir nuzudyti navikines
lgsteles, kuriy pavirSiaus MHC-I raiSka sumazéjusi, menka jy infiltracija |
LLC1 navikus leido manyti, kad NK Iastelés neprisideda prie LLC1
navikiniy lgsteliy naikinimo.
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Leukocitai CD8 limfocitai CD4 limfocitai B limfocitai NK lastelés
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18 pav. Imuninio infiltrato dydzio ir Igsteliy sudéties LLC1 ir GL261
navikuose analizé tékmés citometru. Analizei buvo surinkta po 6 200-300
mm?® dydZio LLC1 ir GL261 navikus. Gr1* MKL — Gr1* mieloidinés kilmés
lasteleés. M1/M2 makrofagy grafike pavaizduotas M1 ir M2 makrofagy
procento navike santykis. Rezultatai rodomi kaip vidurkis+SN, LLC1 n=3-4,
GL261 n=4-5. ReikSmingi skirtumai pavaizduoti grafikuose, **
0,001<p<0,01, * 0,01<p<0,05.

Kadangi DL yra pagrindinés navikinius antigenus T limfocitams
pateikiancios ir specifinj prie§vézinj imuninj atsakg inicijuojancios lastelés,
ju infiltracijos j navikus sutrikimai taip pat gali lemti T limfocity atsako
nesiformavima navikuose. Vis délto, LLC1 ir GL261 navikuose buvo
nustatytas panasus procentas infiltravusiy DL (p> 0,05), kas rodo, kad DL
infiltracija j LLC1 navikus néra pazeista ir gali buti sukeliamas specifinis
navikui T limfocity imuninis atsakas. Tai dar labiau patvirtina T limfocity
aktyvacijos Zymeny Icos ir Tnfrsf9 raiska, kuri buvo didesn¢ LLCI1
navikuose, lyginant su GL261 (20 pav.). Sie rezultatai rodo, kad DL
aktyvino T limfocitus pries LLC1 lgsteles, taciau aktyvinti T limfocitai
galimai negebé¢jo atpazinti taikininiy lasteliy, prie§ kurias yra nukreipti, dél
jose sutrikusio AAPM.

LLC1 ir GL261 navikuose taip pat buvo nustatyti reikSmingi
chemokiny Cxcl9 ir Cxcll0 geny raiskos skirtumai. Sie chemokinai yra
atsakingi uz T limfocity, NK lasteliy ir makrofagy pritraukimg j naviko
masg. Didesné Cxcl9 ir Cxcll0 raiska i§ dalies paaiskina, kodél GL261
navikai yra gausiau infiltruoti T limfocitais ir NK lastelémis. Negana to, iy
chemokiny raiSka yra regulivojama IFNy [142], kurio raiSka taip pat buvo
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reikSmingai didesn¢ GL261 navikuose.

LLC1 ir GL261 navikuose taip pat dominavo skirtingi imunitetg
slopinantys mechanizmai. Lyginant su LLC1 navikais, CD4 T limfocity
infiltracija buvo didesné GL261 navikuose, o tolesné FoxP3 ir Idol geny
raiSkos analiz¢ leidzia dalj ty limfocity identifikuoti kaip Treg limfocitus.
Taip pat LLCI ir GL261 navikuose vyravo skirtingy potipiy makrofagai,
kuriy vystymasi galimai nulémé skirtingi naviko mikroaplinkoje esantys
veiksniai. GL261 navikuose dominavo M1 makrofagai, susije su
priesnavikiniu imuniniu atsaku, o LLCI navikuose dominavo naviko
progresavima skatinantys M2 makrofagai [4]. LLC1 navikuose buvo
pastebimas reik§mingai didesnis Grl® MKL lasteliy, apiman¢iy MKSL,
neutrofilus bei kitus granuliocitus, kuriy pritraukimg j naviko mase ir
tolimesnj gauséjima galéjo nulemti auksStesné Csf2 ir Cxcl5 raiska LLC1
navikuose. Juose taip pat buvo stipriau iSreikSta Nos2 ir Tgfbl raiska,
susijusi su mieloidinés kilmés supresoriniy lasteliy nulemtu imuninio atsako
slopinimu [184].
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19 pav. Su imuniniu atsaku susijusiy geny raiskos analizé LLC1 ir GL261
navikuose RT-PCR metodu. Analizei buvo surinkta po 6 200-300 mm’
dydzio LLCI1 ir GL261 navikus. Kiekvieno geno vertés buvo paverstos z-
balu. ReikSmingi geny raiSkos skirtumai pavaizduoti grafikuose, ***
0,0001<p<0,001, ** 0,001<p<0,01, * 0,01<p<0,05.
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4.2.2 Imuninio atsako sukélimas pries LLC1 navikus, pasizymincius
nefunkcionaliu AAPM

Norint jvertinti, ar jmanoma terapinémis priemonémis paskatinti
imuninio atsako prie§ LLC1 navikus formavimasi, peléms buvo sukeliamas
poodinis LLC1 navikas, kuris buvo pasalintas ir skiriamos 3 autologinés ir
ksenogeninés kilmés lizaty dozés. Eksperimento schema yra pavaizduota 20
a paveiksle. Siy lizaty vakcinomis buvo siekiama sukelti DL aktyvacija bei
pries LLC1 lasteles nukreipta T limfocity imuninj atsaka, uztikrinantj
likutiniy LLC1 Iasteliy pasalinimg ir wuzkertantj kelig metastaziy
formavimuisi. Kaip teigiama atsako kontrolé buvo pasirinkti ksenogeniniai
lizatai, pagaminti i§ embrioniniy audiniy — kseno ZEN ir kseno AEP. Sie
lizatai savyje turi jvairiy onkofetaliniy bei vézio-séklidziy Ag, kuriy raiska
daznai vyksta ir navikinése lgstelése. Taip pat dél ksenogeninés kilmés pries
Siuos Ag neturéty formuotis imuninés tolerancijos mechanizmai
[501,[185],[186].
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20 pav. Peliy iSgyvenamumas po vakcinavimo autologiniu LLC1 lizatu bei
ksenogeniniais avies embriono plauciy (AEP) bei Ziurkés embriono nervinio
audiniy lizatais. a — eksperimento atlikimo schema. b — peliy iSgyvenimo
kreivés. Kseno ZEN — Ziurkés embriono nervinio audinio lizatas, Kseno AEP
— avies embriono plauciy audinio lizatas.
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Autologinio ir ksenogeniniy lizaty gebéjimas iSSaukti pries LLCI
lasteles nukreipta imuninj atsakag buvo vertinamas pagal bendra peliy
iSgyvenimg ir CD8 T limfocity pokyCius peliy kraujyje po gydymo ir
eksperimento pabaigoje. Eksperimento pabaigoje kontroliniy peliy
iSgyvenamumas sieké 40% (20 pav. b). Teigiamo poveikio peliy
iSgyvenimui neturéjo vakcinacija kseno ZEN lizatu - peliy i§gyvenamumas
Sioje grupé, kaip ir kontrol¢je, sieké 40% (p>0,05). Vakcinacija LLC1 lizatu
peliy iSgyvenimg pagerino nezymiai — iki 60% (p>0,05). Vienintelis kseno
AEP lizatas uztikrino 100% peliy iSgyvenima (lyginant su K, p=0,004;
lyginant su LLC1; su kseno ZEN, p=0,004).

Norint jvertinti, ar lizatai gebéjo indukuoti prie§ LLCI1 lasteles
nukreipta imuninj atsakg peliy kraujo méginiuose, paimtuose 26
eksperimento dieng (3 dienos po vakcinavimo pabaigos) ir 70 eksperimento
dieng (eksperimento pabaigoje), buvo vertinama CD8 T limfocity procentiné
dalis nuo visy kraujo lasteliy (21 pav.).
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21 pav. CDS8 T limfocity kiekio peliy kraujyje po vakcinacijos autologiniais
ir ksenogeniniais lizatais vertinimas tékmés citometru. Kraujas tyrimams
buvo imtas 26 ir 70 eksperimento dieng. Grafikuose skirtingi kraujo éminiai
atitinkamai pazyméti — grupe ir émimo diena (26 ir 70). Rezultatai rodomi
kaip vidurkis+SN, n=3. ReikSmingi skirtumai pavaizduoti grafikuose, ****
0,00001<p<0,0001, *** 0,0001<p<0,001, ** 0,001<p<0,01, * 0,01<p<0,05.

Vienintelgje grupéje, kuriai buvo skiriamas kseno AEP lizatas, 1émes
reikSmingai iSaugusj peliy iSgyvenima, lyginant su kontrolinémis pelémis
buvo stebimas reikSmingai iSauges CD8 limfocity skaiCius eksperimento
pabaigoje.

Gauti rezultatai parode, kad sutrikgs AAPM navikinése lastelése lemia
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imuninés sistemos negebéjimg atpazinti ir sunaikinti tokiy navikiniy lasteliy.
LLC1 navikuose, su nefunkcionaliu AAPM, nebuvo stebimos su CD8 T
limfocitais ir NK lastelémis susijusios citotoksinés imuninés reakcijos.
Priesingai, GL261 navikuose, pasizyminciuose aktyviu AAPM, buvo
nustatytas citotoksinio imuninio atsako formavimasis. Vis délto, kaip rodo
tyrimo su autologiniu ir ksenogeniniais lizatais rezultatai, imuninis atsakas
pries LLCI lasteles gali buti paskatinamas iSoriskai, tik tam reikia ieskoti
efektyviy gydymo strategijy.

4.3. AAPM funkcionalumo jtaka LLCI1 ir GL261 naviky jautrumui DLV ir
anti-PD-1

4.3.1 Ex vivo paruosty peliy dendritiniy lasteliy vakciny kokybés vertinimas

Charakterizavus LLC1 ir GL261 navikus pagal AAPM funkcionaluma
ir besiformuojancig imunin¢ mikroaplinkg, toliau buvo siekiama jvertinti
LLC1 ir GL261 naviky atsaka j gydyma prieSvézine imunoterapija —
paruoStomis DLV bei PD-1 patikros taska blokuojanciu antiktinu anti-PD-1.
Paruostos DLV buvo jvertintos morfologiskai ir fenotipiskai tiek po
diferenciacijos etapo (nesubrendusios DL), tick po brandinimo etapo
(subrendusios DL), siekiant patvirtinti jy subrendimg ir tinkamumg peliy
gydymui.

DL brandinimas su LLC1 arba GL261 lizatu sukélé akimi pastebimus
morfologinius lasteliy pokycius — Igsteliy pavirSiuje atsirado citoplazminés
iSaugos, budingos subrendusiom DL ir leidZianc¢ios padidinti lastelés pavirSaus
plota bei tokiu budu pagerinti Ag pateikimg T limfocitams (22 pav. a). Ivykusj
DL subrendimg taip pat patvirtina iSauges populiacijy dydis paruoStose DL
(22 pav. b):

= CDI11c+/CD80+ (nesubrendusios DL su DL+LLC1 p>0,05; su
DL+GL261 p>0,05);

= CDI11c+/CD86+ (nesubrendusios DL su DL+LLC1 p=0,0005; su
DL+GL261 p= 0,00003);

= CDI11c+/CD40+ (nesubrendusios DL su DL+ LLC1 p=0,009; su
DL+GL261 p=0,009);

* CDI1lc+/MHC-II"®" (nesubrendusios DL su DL+LLC1 p=
0,00006; su DL+GL261 p=0,000004).

Taip pat gauti rezultatai iSrySkino skirtingg LLC1 ir GL261 lizaty
gebéjima sukelti DL brendimg. DL, brandintose GL261 lizatu, buvo nustatyta
reikimingai  didesné CDI11c+/CD86+ ir CDIlc+/MHC-II"¢" Iasteliy
populiacijy dalis nei DL, brandintose LLCI1 lizatu (p=0,008; p=0,05). Kaip
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rodo atlikti tyrimai, skirtingas navikiniy lgsteliy geb¢jimas sukelti DL
brendima gali biiti susijes su jy gaminamais imunosupresiniais faktoriais,
tokiais kaip VEGF, TGFBI1, IL-10, GM-CSF, IL-6 [187]. Nepaisant to, kad
DL, brandintos LLC1 ir GL261 lizatais, pasizyméjo Siek tiek skirtinga DL
charakteringy zymeny raiska, visgi paruostos DL, atitinka subrendusiy DL
charakteristikas ir turéty sukelti prieSnavikinj imuninj atsakg suleistos atgal

peléms.
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22 pav. Pagaminty peliy DL kokybés jvertinimas prie§ ir po 24 val.
brandinimo su LLC1 arba GL261 lizatais ir LPS. a - DL morfologija
padidinus 400x. b - DL fenotipo vertinimas tékmés citometru. DL fenotipas
buvo jvertintas pagal CD11c raiskg kartu su CD80/CD86/CD40/MHC-II. DL
— dendritiné lgstelé, LPS — lipopolisacharidas. Rezultatai rodomi kaip
vidurkistSN, n=4. ReikSmingi skirtumai pavaizduoti kaip *****
0,000001<p<0,00001, **** (0,00001<p<0,0001, *** 0,0001<p<0,001, **
0,001<p<0,01, * 0,01<p=<0,05.
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4.3.2 RySys tarp AAPM funkcionalumo ir naviko atsako i dendritiniy lasteliy
vakcing ir anti-PD-1

Siekiant jvertinti, ar AAPM funkcionalumo skirtumai, nustatyti LLC1
ir GL261 navikuose lemia jy atsaka i gydymg DLV ir anti-PD-1, peléms
buvo sukelti poodiniai LLC1 arba GL261 navikai ir pelés buvo gydomos
pagal 23 a paveiksle pateikta schema. Atsakas | DLV arba anti-PD-1 buvo
vertinamas pagal naviko vystymosi greitj, imuniniy lgsteliy infiltrato navike
dydi ir sudétj bei pagal imuninius parametrus, vyraujancius naviko
mikroaplinkoje.

LLC1 naviko atveju DLV ar anti-PD-1 neturéjo jokio slopinancio
poveikio naviko augimui — peliy, gydyty imunoterapija, navikai vystési
panasiu tempu kaip ir negydyty peliy (23 pav., b). Anaiptol tieck DLV, tiek
anti-PD-1 reikSmingai prislopino GL261 naviky augimg. Gydant DLV
GL261 naviky TGI sieké 55%, o gydanti anti-PD-1 TGI buvo 71%.
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23 pav. LLCI ir GL261 naviky atsakas j gydymg DLV ir anti-PD-1. a - Peliy
skiepijimo ir méginiy émimo schema. b - LLCI ir GL261 naviky augimo
kreivés. Naviko dydis buvo matuojamas kas 2-3 dienas slankmaciu.
Rezultatai rodomi kaip duomeny vidurkis£SN.

Kadangi imunoterapija nepasizymi tiesioginiu poveikiu navikinéms

lasteléms, kaip, pavyzdziui, chemoterapija ar spindulinis gydymas, jos
poveikis navikams atsiskleidzia per imuninius mechanizmus. Pragjus savaitei
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po uzbaigto gydymo, surinktuose navikiniuose méginiuose buvo vertinamas
terapijos nulemtas imuninis atsakas. Po gydymo GL261 navikuose buvo
stebima padidéjusi CD45+ leukocity infiltracija, taciau LLC1 navikuose
teigiamo imunoterapijos poveikio leukocity skaiCiui nebuvo pastebéta.
Gydymas imunoterapija GL261 navikuose taip pat padidino NK Iasteliy
(kontrolé su DLV p=0.01, kontrol¢ su anti-PD-1 p=0.004) ir CD8 T
limfocity kiekj, ypac peliy, gydyty anti-PD-1, grupéje (kontrolé su anti-PD-1

p=0,001) (24 pav.).
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24 pav. Imuniniy lasteliy infiltracijos LLC1 ir GL261 navikuose po gydymo
DLV ir anti-PD-1 analiz¢ teékmés citometru. Naviko méginiai buvo paimti
pragjus 7 dienoms po gydymo pabaigos. Pilka spalva vaizduoja kontrolines
peles, melsva — peles, gydytas DLV, rausva — peles, gydytas anti-PD-1.
M1/M2 makrofagy grafike pavaizduotas M1 ir M2 makrofagy procento
navike santykis. Rezultatai rodomi kaip duomeny vidurkis+SN, LLC1 n=3-
4, GL261 n=4-5. ReikSmingi imuniniy lgsteliy skirtumai surinktuose LLC1
ir GL261 naviko méginiuose pavaizduoti kaip ** 0,001<p<0,01, *
0,01<p<0,05.

Imunoterapijos nulemto prie§ GL261 Iasteles nutaikyto imuninio

atsako aktyvavimg dar labiau patvirtina po gydymo iSaugusi su
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citotoksisSkumu susijusiy geny Ifig (kontrolé su anti-PD-1 p=0,01) ir Gzmb
(kontrolé su DLV p=0,04; su anti-PD-1 p=0,01) ir T limfocity aktyvacijos
zymens Tnfrsf9 (4-1BB) raiska (kontrolé su anti-PD-1 p=0,04).

GL261 navikuose po taikyto gydymo taip pat buvo stebima
padidéjusi chemokiny Cxc/9 (kontrolé su anti-PD-1 p =0,0009) ir Cxcl10
(kontrolé su DLV p=0.008, kontrol¢ su anti-PD-1 p=0,03), glaudziai
susijusiy su T limfocity infiltracija | navikus, raiska (25 pav.) Gydymas
imunoterapija neturé¢jo reikSmingo poveikio NK Igsteliy ar CD8 limfocity
infiltracijai ar Ifng, Gzmb, Cxcl9, Cxcll0, Tnfrsf9 geny raiskai LLCI1
navikuose, kas paaiSkina DLV ir anti-PD-1 teigiamo efekto LLC1 navikams
trukuma.
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25 pav. Su prieSvéziniu imuniniu atsaku siejamy geny raiskos analizé LLC1
ir GL261 navikuose RT-PCR metodu. Rezultatai rodomi kaip duomeny
vidurkis+SN, LLC1 n=3-4, GL261 n=4-5. ReikSmingi skirtumai pavaizduoti
kaip *** 0,0001<p<0,001, ** 0,001<p<0,01, * 0,01<p<0,05.

Po taikyto gydymo LLC1 ir GL261 navikuose taip pat buvo

68



vertinami imunosupresiniai mechanizmai. LLC1 navikuose nebuvo pastebéta
jokiy imunosupresiniy mechanizmy aktyvavimo pozymiy — Grl™ MKL ir M2
makrofagy skaicius bei Arg/ raiSka isliko nepakitusi. Anaiptol, kaip rodo
sumazéjusi Foxp3 raiska LLC1 navikuose (kontrolé su anti-PD-1 p=0,04),
gydymas anti-PD-1 galimai pasizyméjo Treg limfocitus slopinanciu
poveikiu. Nors po gydymo GL261 navikuose nebuvo stebimas reikSmingas
Grl" MKL ar M2 makrofagy skai¢iaus pokytis, su $iomis Igstelémis siejamo
imunosupresinio faktoriaus Argl raiSka reikSmingai iSaugo (kontrol¢ su
DLV p=0,04, su anti-PD-1 p=0,04), galimai kaip naviko atsakas i gydymo
sukeltg prie$vézing imuning ataka.

Gauti rezultatai rodo, kad AAPM funkcionalumas navikinése
lastelése yra susijes su jy jautrumu gydymui imunoterapija — dendritiniy
lasteliy vakcinomis ir anti-PD-1. LLC1 navikai, kuriuose AAPM buvo
nefunkcionalus, nebuvo jautris gydymui DLV ir anti-PD-1 — gydymas
nepaskatino prie§vézinio imuninio atsako formavimosi. Nors GL261
navikuose AAPM buvo funkcionalus, prie§ tokius navikus formavosi
imuninis atsakas, imunoterapija efektyviai prislopino naviky vystymasi bei
sukélé priesvézinj imuninj atsaka, taciau nesugebéjo uztikrinti pilno naviko
sunaikinimo. Tai rodo, kad nepaisant naviky jautrumo imunoterapijai, yra
reikalingos kombinacinés gydymo strategijos, pralauziancios naviko
imunosupresinius  barjerus ir padedancios dar labiau atsiskleisti
imunoterapijos  teigiamam  efektui. Tam  tikslui  dél  plataus
imunostimuliacinio spektro buvo nuspresta istirti chemoterapinio vaisto
ciklofosfamido poveikj LLC1 ir GL261 lgsteléms bei istirti jo deriniy su
DLV ir anti-PD-1 efektyvumg gydant peles su skirtingo AAPM
funkcionalumo navikais.

4.4 Ciklofosfamido imunomoduliacinis poveikis LLC1 ir GL261 lasteléms

Pries pradedant platesnius tyrimus, pirmiausia buvo siekiama jvertinti
chemoterapinio vaisto ciklofosfamido poveikj LLCI1 ir GL261 lasteliy
gyvybingumui, geb¢jimui indukuoti Siy lasteliy imunogening Zzutj bei
aktyvuoti AAPM in vitro. Kadangi ciklofosfamidas yra neaktyvi vaisto
forma, kurig in vivo aktyvia pavercia kepeny fermentai, Sio eksperimento
metu  buvo  naudojama  aktyvi  ciklofosfamido = forma @ 4-
hidroksiperoksiciklofosfamidas, toliau tekste Zzymima CY.
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4.4.1 LLC1 ir GL261 Igsteliy jautrumas ciklofosfamidui in vitro

CY imunomoduliuojancio poveikio LLC1 ir GL261 Igsteléms tyrimai
buvo pradéti nuo jy jautrumo Siam vaistui vertinimo. 26 paveiksle parodyta
LLC1 ir GL261 Igsteliy gyvybingumo priklausomybé nuo CY koncentracijos
ir poveikio vaistu trukmés. Gauti rezultatai rodo LLC1 ir GL261 lasteliy
jautrumg chemoterapinio vaisto CY poveikiui in vitro. CY koncentracija,
reikalinga sukelti pusés LLC1 lasteliy ziitj (ICso) po 24 val. poveikio buvo
1,3 pg/ml, o po 48 val. - 0,6 pg/ml, GL261 atveju atitinkamai sieké 2,6
pg/ml ir 0,8 pg/ml.
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26 pav. LLC1 ir GL261 lasteliy jautrumo CY poveikiui in vitro vertinimas
kolorimetrine CCKS8 analize. Lasteliy gyvybingumas matuotas pra¢jus 24 ir
48 val. po poveikio didéjancia CY koncentracija. Duomenys grafike
pateikiami kaip duomeny vidurkis=SN, n=5.

4.4.2 Ciklofosfamido gebéjimas sukelti imunogening LLC1 ir GL261 lasteliy
Zutj in vitro

Toliau buvo vertinamas CY gebéjimas sukelti LLC1 ir GL261 lasteliy
imunogening zutj (27 pav.). Kadangi CY i$ peliy organizmo yra pasalinamas
per 4 val., siekiant tiksliai atkartoti tikrgsias salygas ir jvertinti CY
imunomoduliacinj poveikj LLCI1 ir GL261 lasteléms, jos buvo veikiamos
CY 4 val. in vitro, po to vaistas buvo pasalintas ir pakeistas §viezia mitybine
terpe.

CY geb¢jimas indukuoti imunogening lgsteliy ziitj buvo vertinamas
pagal endoplazminio tinklo baltymo kalretikulino raiskg LLC1 ir GL261
lasteliy pavirSiuje pragjus 24 ir 48 val. po poveikio nustatytomis ICso CY
koncentracijomis 1,3 ir 2,6 pg/ml. ReikSmingi kalretikulino raiskos
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skirtumai LLC1 lgstelése buvo stebimi praéjus 24 val. po poveikio 1,3 pug/ml
arba 2,6 pg/ml CY koncentracija (kontrolé su 1,3 pg/ml p=0,045; kontrolé su
2,6 ng/ml p=0,0002; 1,3 pg/ml su 2,6 pg/ml p=0,007) ir GL261 lastelése po
poveikio 2,6 pg/ml CY koncentracija (kontrolé prie§ 2,6 pg/ml p=0,04).
Kalretikulino raiska LLC1 ir GL261 lasteliy pavirSiuje po poveikio CY
toliau didéjo (LLC1 — kontrolé su 1,3 pg/ml p=0,000005; kontrolé su 2,6
ug/ml p=0,0000001; 1,3 su 2,6 pg/ml p=0,0003; GL261 - kontroliné su 1,3
ug/ml p=0,00003; kontrolé su 2,6 pg/ml p=0,000008). Kaip rodo gauti
rezultatai kalretikulino raiska lasteliy pavirSiuje didéjo laike ir priklausé nuo
CY koncentracijos.
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27 pav. CY poveikio kalretikulino raiskai LLC1 ir GL261 lasteliy pavirSiuje
vertinimas tékmés citometru. LLC1 ir GL261 lastelés buvo veikiamos 1,3
arba 2,6 pg/ml CY 4 val., pakeiCiant Sviezia mitybine terpe. Kalretikulino
raiSka lgsteliy pavirSiuje vertinta praéjus 24 ir 48 val. po poveikio, Zymint
lasteles anti-kalretikulino-AlexaFluor647 antikiinais. Kalretikulino vidutinio
fluorescencijos intensyvumo (VFI) duomenys yra pateikiami kaip
vidurkis+SN, n=4. Reik$mingi skirtumai pavaizduoti kaip ****** 0,0000001
<p<0,000001 , ***** 0,000001<p<0,00001,**** (,00001<p<0,0001, ***
0,0001<p<0,001, ** 0,001<p<0,01, * 0,01<p<0,05.

4.4.3 Ciklofosfamido poveikis LLC1 ir GL261 lasteliy AAPM in vitro
CY poveikio AAPM vertinimas buvo pradétas nuo MHC-I raiskos
LLC1 ir GL261 lasteliy pavirSiuje matavimo (28 pav.). Tam tikslui lastelés

buvo veikiamos 4 val. CY, vé¢liau vaistas buvo pasalintas ir lastelés
kultivuojamos 24 ir 48 val. mitybinéje terpéje.
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Praéjus 24 val. po poveikio 1,3 pg/ml CY buvo stebima reik§mingai
iSaugusi MHC-I raiska LLC1 ir GL261 Igsteliy pavirSiuje (LLC1 — kontrole
su 1,3 pg/ml p=0,0006; GL261 - kontrol¢ su 1,3 pg/ml p=0,005), kuri buvo
rySkesne lyginant su didesne vaisto doze veiktomis lgstelémis, neturéjusios
reik§Smingos jtakos MHC-I raiskai (LLC1 - 2,6 pg/ml su 1,3 pg/ml p=0,02;
GL261 - 2,6 pg/ml su 1,3 pg/ml p=0,005). Taip pat CY sukéle reikSmingg
MHC-I raiskos aktyvacija LLC1 lasteliy pavirsiuje, kuri iSliko reikSmingai
padidéjusi pragjus 48 val. po poveikio ir priklausé nuo CY dozés dydzio.
Visgi pragjus 48 val. po poveikio CY GL261 lastelése MHC-I raiskos
skirtumy nebuvo stebima ir raiska grizo j kontroliniy Igsteliy lygj.
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28 pav. CY poveikio MHC-I molekulés raiskai LLC1 ir GL261 lasteliy
pavirSiuje vertinimas tékmés citometru. LLC1 ir GL261 lasteliy kultaros
buvo veikiamos 1,3 arba 2,6 pg/ml CY 4 val., pakeiciant $viezia mitybine
terpe. MHC-I raiska lasteliy pavirSiuje vertinta praéjus 24 ir 48 val. po
poveikio, Zymint lasteles anti-MHC-I-PerCP—eFluor710. MHC-I raiskos VFI
duomenys pateikiami kaip duomeny vidurkistSN, n=4. ReikSmingi
skirtumai pavaizduoti kaip 0,00001<p<0,0001, *** 0,0001<p<0,001, **
0,001<p<0,01, * 0,01<p<0,05.

Pastebejus CY aktyvuojantj poveiki MHC-I raiskai navikiniy lasteliy
pavirsiuje, toliau buvo siekiama istirti CY poveikj Siy lasteliy AAPM. Tam
tikslui LLC1 ir GL261 lastelés buvo veikiamos CY 4 val. in vitro, po to
vaistas buvo pasalintas ir pakeistas §viezia mitybine terpe (29 pav.). Pragjus
48 val. po poveikio LLCI ir GL261 Iastelése buvo vertinama CY jtaka
AAPM koduojanciy geny raiskos lygiui. Padidéjusi pavirS§iaus MHC-I raiska
LLCI1 Iastelése, veiktose CY, taip pat buvo patvirtinta ir ja koduojanciy geny
raiSkos rezultatais. Po poveikio CY H2ql, H2q4, H2dI raiska LLCI
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lgstelése reikSmingai iSaugo ir did¢jo proporcingai CY koncentracijai (29
pav.).

Analogiska situacija buvo stebima GL261 lastelése, kur po poveikio
CY reikSmingai padidéjo H2ql ir H2g4 raiSka, nors pavirSiaus MHC-I
raiSkos skirtumy GL261 Iastelése pragjus 48 val. po poveikio CY nebuvo
stebéta.
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29 pav. Santykiné MHC-I molekule¢ koduojanciy geny raiskos analiz¢ RT-
PCR metodu LLC1 ir GL261 lastelése po poveikio CY in vitro. Lastelés
buvo veiktos 4 val. kultiroje su 1,3 arba 2,6 pg/ml CY, véliau vaistas
pakeistas Sviezia terpe, o geny raiSka lgstelése buvo matuota pra¢jus 48 val.
po poveikio CY. Rezultatai grafikuose pateikiami kaip duomeny
vidurkis+SN, n=5. ReikSmingi skirtumai pavaizduoti kaip ****
0,00001<p<0,0001, *** 0,0001<p<0,001, ** 0,001<p<0,01, * 0,01<p<0,05.

Taip pat CY pasizyméjo aktyvuojanciu poveikiu ir pac¢iame AAPM
koduojanciy geny, tokiy kaip PsmbS8, Psmb9, Erapl, Tapl ir Tap2 raiskai
(30 pav.). Po poveikio CY Siy geny raiskos profilis tarp LLC1 ir GL261
naviky iSsiskyré. ReikSmingai iSaugusi Psmb8, Psmb9, Erapl raiska buvo
stebima LLC1 Igstelése, veiktose 1,3 pg/ml arba 2,6 pg/ml CY. Taip pat
Tap2, Psmb9 buvo reikSmingai iSaugusi GL261 lastelése, veiktose 1,3 pg/ml
CY, ir Tapl, Erapl GL261 lastelése, veiktose 2,6 ng/ml CY.

MHC-I ir AAPM koduojanciy geny raiska yra valdoma transkripcijos
faktoriy Irfl bei Nlcr5. Sie transkripcijos faktoriai priklauso interferonais
valdomy transkripcijos faktoriy grupei. Po poveikio CY LLCI ir GL261
lastelése buvo stebima reikSmingai iSaugusi transkripcijos faktoriy Irfl,
Nicr5 bei Ifnbl, Ifna4 geny raiska, proporcinga CY koncentracijai. Gauti
rezultatai rodo, kad AAPM poky¢iai LLC1 lastelése yra griztami ir gali buti
moduliuojami terapinémis priemonémis.
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30 pav. AAPM ir jo transkripcijos faktorius koduojanciy geny raiskos
analizé RT-PCR metodu LLC1 ir GL261 Igstelése po poveikio CY in vitro.
Lastelés buvo veiktos 4 val. kultiiroje su 1,3 arba 2,6 pg/ml CY, véliau
vaistas pakeistas Sviezia terpe. Geny raiska lgstelése matuota pra¢jus 48 val.
po poveikio CY. Rezultatai grafikuose pateikiami kaip duomeny
vidurkis+SN, n=5. ReikSmingi skirtumai pavaizduoti kaip ****
0,00001<p<0,0001, *** 0,0001<p<0,001, ** 0,001<p<0,01, * 0,01<p<0,05.

4.4.4 Optimalios ciklofosfamido dozés gydant peles su LLC1 ar GL261
navikais paieSka
Patvirtinus LLCI1 ir GL261 lasteliy jautrumg CY poveikiui bei CY

gebéjimg sukelti imunogening §iy lasteliy zitj bei aktyvuojantj poveikij
AAPM, toliau buvo siekiama jvertinti CY poveikj LLC1 ir GL261 navikams
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in vivo. Visy pirma, buvo atlikti optimalios CY dozés peliy su LLC1 ir
GL261 navikais gydymui tyrimai. Tam tikslui peléms buvo sukelti poodiniai
navikai, kuriems pasiekus apytiksliai 100 mm® dydj, buvo pradétas gydymas
CY, susidedantis i§ 3 doziy, skiriamy kas 6 dienas. Optimali dozé¢ buvo
parenkama pagal gebéjimg slopinti naviko vystymasi bei pagal leukocity
skaiCiy navikuose, atspindintj gydymo nulemta bendra imuninés sistemos
aktyvacija (31 pav.).
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31 pav. Optimalios CY dozés peliy su LLC1 ar GL261 navikais gydymui
paieska. a, ¢ — LLC1 ir GL261 naviky vystymosi gydant skirtingomis CY
koncentracijomis grafikai. Naviky dydziai buvo matuojami kas 2-3 dienas
slankmaciu. b, d — leukocity procento LLC1 ir GL261 navikuose pokyciy po
gydymo CY analizé¢ tékmés citometru. K — Zymimos kontrolinés pelés.
Duomenys atvaizduojami kaip duomeny vidurkis+SN. ReikSmingi skirtumai
pavaizduoti kaip ** 0,001<p<0,01, * 0,01<p<0,05.

LLC1 naviky atveju geriausiu terapiniu efektu pasizyméjo 140 mg/kg
ir 180 mg/kg CY dozés — jos reikSmingai prislopino naviky vystymasi ir
sukélé reikSminga imuninés sistemos aktyvavima, kaip rodo navikuose
iSauges leukocity skaicius. Gydant 140 mg/kg ir 180 mg/kg CY dozémis
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buvo gauti panaSts rezultatai, tarp kuriy reikSmingy skirtumy nebuvo
stebéta. Tad tolimesniems in vivo eksperimentams su LLC1 navikais buvo
pasirinkta 140 mg/kg CY dozé, kaip galimai maZiau kenksminga kitoms
sveikoms organizmo, tarp jy ir imuninéms, lasteléms.

GL261 naviky atveju geresniu terapiniu efektu, lyginant su 45 mg/kg,
pasizymejo 90 mg/kg CY dozé — ji efektyviai prislopino GL261 naviky
vystymasi bei lémeé reikSmingai iSaugusig leukocity infiltracijg i navikus.
Gydant 45 mg/kg CY doze, reikSmingo imuninés sistemos aktyvavimo
nebuvo stebéta. Remiantis gautais rezultatais, tolimesniems iz vivo tyrimams
buvo pasirinkta 90 mg/kg CY dozé.

4.4.5 Ciklofosfamido efektyvumas gydant peles su LLC1 ir GL261 navikais

Nustacius optimalias CY dozes, toliau buvo siekiama giliau
panagrinéti, CY imunomoduliacinj poveikj prie§vézinio imuninio atsako
formavimuisi bei imunogeninéms LLC1 ir GL261 lasteliy savybéms in vivo
(32 pav.). Atsakas | gydymg CY buvo vertinamas pagal naviko vystymasi,
imuniniy lasteliy infiltrato dydj, sudétj ir geny, susijusiy su imuniniu atsaku,
raiSka. Gydymas CY reikSmingai prislopino LLCI naviky vystymasi
(kontrolé su CY p<0.0001). 23 eksperimento dieng gydymo CY LLCI
naviky TGI sieké 74%.
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32 pav. LLC1 ir GL261 naviky augimo kreivés, gydant CY. Naviky dydis
buvo matuojamas kas 2-3 dienas slankmaciu. Navikams pasiekus 50-100
mm?® tiirj buvo pradedamas gydymas CY. Grafikuose strélytés zymi CY
suleidimo dienas. Peléms su LLCI navikais buvo skiriama 140 mg/kg, o
peléms su GL261 navikais — 90 mg/kg CY dozé. Rezultatai grafikuose
pateikiami kaip duomeny vidurkis+SN.

Nors pragjus savaitei po uzbaigto gydymo, 29 eksperimento diena,
priesingai nei optimalios dozés parinkimo eksperimentuose, nebuvo stebima
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leukocity ar CD4, CD8 T limfocity skai¢iaus reikSmingy skirtumy LLCI
navikuose, taCiau navikuose buvo reikSmingai iSauges CD4 efektoriniy
atminties T limfocity skaiius (33 pav.). Taip pat po gydymo LLCI
navikuose reikSmingai iSaugo T limfocity aktyvacijos Zymeny Tnfisf9, Icos
bei imuninés atminties faktoriy Eomes, [I7r raiSka, rodanti CY sukelta T
limfocity aktyvacija bei atminties T limfocity formavimasi (34 pav.).

Leukocitai CD4 T limfocitai i CD8T limfocitai
LLC1 Gl;is1 LLC1 o261 LLC1 “ GL361
100 10097 —— 1.0 1.0 1 1.0 —
80 80 i 08 0.8 i0s 8
60 60 06 0.6 106 6
40 40 Y 0.4 o4 4
20 20 {02 |;L| 0.2 f02 ﬁ 2
0 0 100 —— 0.0 ——: 0.0 0 T
K CY K CcY : K CY K cYy : cY K cCY
3‘ cccccccccccccccccccccccccccccccccccccccc e eetteteteneneenenetarseneaanereresaanene s antrereaanerennserereanenereraanenernnn
9 CD8 Tgy, limfocitai CD4 Tgy, limfocitai
" :
(1> LLet G261 i LLC1 GL261
- 1.0 i 1.0 1.0
'c 0.8 P08 0.8
2 0.6 o6 * 0.6
> :
© 0.4 P04 0.4
o 0.2 P02 0.2
g 0.0 i 0.0 0.0
: K cCY
c K cY
X _ :
NK Igstelés : Gr1+ MKL
LLC1 GL261 i LLC1 GL261
0.9 15 30 *
o : ook —
— M
0.6 1.0 P20 20
Sk :
0.3 0.5 P10 10
0.0 = 0.0 ——: 0 0
K ¢y K cy : K cY K cY

33 pav. Imuniniy lasteliy sudéties pokyciy po gydymo CY LLCI1 ir GL261
navikuose analizé tékmés citometru. Peléms su LLCI1 navikais buvo
skiriama 140 mg/kg, o peléms su GL261 navikais — 90 mg/kg CY doze.
Peliy navikai buvo surinkti prag¢jus 7 dienoms po uzbaigto gydymo. K -
kontroliné peliy grupé. Grl™ MKL — Gr1™ mieloidinés kilmés Igstelés, CD4
Tem limfocitai — CD4 efektoriniai atminties limfocitai, CD8 Tewm limfocitai —
CD8 efektoriniai atminties limfocitai. Rezultatai grafikuose pateikiami kaip
duomeny vidurkis=SN, LLC1 n=3-4, GL261 n=5-6. ReikSmingi skirtumai
pavaizduoti kaip **** 0,00001<p<0,0001, *** 0,0001<p<0,001, **
0,001<p<0,01, * 0,01<p<0,05.
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Teigiamas CY efektas buvo dar rysSkesnis gydant peles su GL261
navikais. Gydymas CY reikSmingai slopino GL261 naviky vystymasi
(kontrolé su CY p<0.0001), o 7 eksperimento dieng CY sukeliamas naviko
slopinimas sieké 99,9% (32 pav.). Po gydymo CY buvo stebima reikSmingai
padidéjusi leukocity infiltracija i navikus, kuri sudaré apie 80% naviko
lasteliy (33 pav.).
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34 pav. Su imuniniu atsaku susijusiy geny raiskos analizé RT-PCR metodu
LLC1 ir GL261 navikuose gydymo CY. Peléms su LLCI navikais buvo
skiriama 140 mg/kg, o peléms su GL261 navikais — 90 mg/kg CY doze.
Peliy navikai buvo surinkti prag¢jus 7 dienoms po uzbaigto gydymo. K -
kontrolin¢ peliy grupé. Rezultatai grafikuose pateikiami kaip duomeny
vidurkis+SN, LLC1 n=3-4, GL261 n=5-6. ReikSmingi skirtumai pavaizduoti
kaip *** 0,0001<p<0,001, ** 0,001<p<0,01, * 0,01<p<0,05.

Gydymas CY taip pat lémé reikSmingai didesn¢ CD8 T limfocity
infiltracija jy aktyvacija (Tnfrsf9, Icos raiSka) ir citotoksiskumg (Ifing, Prfl
raiSka) (34 pav.). Po gydymo CY GL261 navikuose buvo nustatytas
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reikSmingai padidéjes CD8 Tewm limfocity skaicius bei su jais susijusio
imuninés atminties faktoriy koduojancio geno //7r raiska.

Gydymas CY taip pat sukélé reikSmingai iSaugusiy Grl™ MKL
populiacijos LLC1 ir GL261 navikuose dydj. Su supresorinémis lgstelémis
siejamy faktoriy Argl ir Tgfbl geny raiska po gydymo CY, lyginant su
kontrole, GL261 navikuose buvo reikSmingai didesné. Gauti rezultatai rodo,
kad Gr1™ MKL populiacijos padidéjimas GL261 navikuose gali biti susijes
su supresoriniy imuniniy lgsteliy skaiCiaus navike iSaugimu. LLCI1
navikuose Arg/ raiska po gydymo CY isliko nepakitusi, o Tgfb! reikSmingai
sumazéjo. GL261 naviky atveju gydymas CY sukélé stipry imuninj atsaka,
kurio suvaldymui galéjo biiti aktyvuotos ir supresorinés imuninés Igstelé.
Taip pat tikétina, kad gydyma iSgyvenusios navikinés lgstelés bandé iSvystyti
imunosupresinius mechanizmus, kuriais galéty apsiginti nuo imuninés
sistemos poveikio.

Norint jvertinti, ar CY pasiZymi navikiniy lgsteliy imunogeniskuma
gerinanciomis ir jy AAPM aktyvuojanciomis savybémis, pra¢jus savaitei po
gydymo CY LLCI ir GL261 navikuose buvo istirta MHC-I molekule
koduojanciy geny - H2ql, H2q4, H2dl, raiska (35 pav.). Visy §iy geny
raiSka po gydymo CY LLC1 navikuose reikSmingai padid¢jo. Taip pat
reikSmingai iSaugusi H2q4 ir H2d [ raiska buvo stebima ir GL261 navikuose.
Gauti rezultatai rodo, kad CY poveikis AAPM mechanizmui pasireiské ne
tik in vitro, bet ir in vivo salygomis.
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35 pav. MHC-I molekule koduojanciy geny raiskos analizé RT-PCR metodu
LLC1 ir GL261 navikuose po gydymo CY. Peléms su LLCI1 navikais buvo
skiriama 140 mg/kg, o peléms su GL261 navikais — 90 mg/kg CY doze.
Peliy navikai buvo surinkti prag¢jus 7 dienoms po uzbaigto gydymo.
Rezultatai grafikuose pateikiami kaip duomeny vidurkis+SN, LLC1 n=3-4,
GL261 n=5-6. ReikSmingi skirtumai pavaizduoti kaip *** 0,0001<p<0,001,
**0,001<p<0,01, * 0,01<p<0,05.
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Sios studijos metu buvo stebimas imunomoduliacinis CY poveikis
LLC1 ir GL261 Iasteléms, pasireiskegs gebéjimu sukelti imunogening Siy
Iasteliy zatj bei aktyvuojanciu poveikiu $iy lasteliy AAPM. Sis CY poveikis
navikinéms lgsteléms pasireisSke tiek in vitro, tiek in vivo salygomis. Taip pat
buvo stebimas CY moduliacinis poveikis LLC1 ir GL261 navikuose
besiformuojan¢iam imuniniam atsakui. Visy pirma buvo stebima bendra
leukocity aktyvacija, pasireiSkianti reikSmingai iSaugusiu leukocity
skai¢iumi navike. CY taip pat pasizyméo T limfocity savybes
moduliuojanc¢iomis savybémis — po gydymo LLC1 ir GL261 navikus
infiltrave T limfocitai iSsiskyr¢ didesne aktyvacija, citotoksiSkumu bei
imuninés atminties savybémis. Tokie limfocitai turéty efektyviau atpaZzinti ir
naikinti navikines Igsteles bei uZztikrinti imuning apsauga navikinéms
lasteléms  atsinaujinus. Sios savybés daro CY patraukliu chemoterapiniu
vaistu derinimui su imunoterapinémis priemonémis, ypatingai T limfocity
veikimu paremtomis imunoterapijomis.

4.5 Ciklofosfamido ir imunoterapijos kombinacijy efektyvumas gydant peles
su LLC1 ir GL261 navikais

4.5.1 Ciklofosfamido ir imunoterapijos kombinacijy efektyvumas gydant
peles su LLC1 navikais

Pastebejus CY imunomoduliacinj poveikj navikinéms bei imuninéms
lasteléms buvo siekiama istirti, ar gydymas CY geba sukurti palankig naviko
aplinkg imunoterapijos veikimui ir ar CY ir imunoterapija kombinacija gali
pasizymeti sinergistiniu poveikiu indukuojant ir moduliuojant priesvézinj
imuninj atsakg. Tam tikslui peléms buvo sukelti poodiniai LLC1 navikai,
kuriems pasiekus 50-100 mm® dydj, pradétas gydymas CY kursu, po kurio
seké imunoterapija (36 pav., a).

Viso eksperimento metu buvo stebimos 5 peliy grupés — kontrolé,
kurioms gydymas netaikomas; CY — pelés, gydomos CY; CD - pelés,
gydomos CY ir DLV; CP — pelés, gydomos CY ir anti-PD-1; bei CDP —
pelés, gydomos CY, DLV ir anti-PD-1. Peliy grupé, gydoma pavieniu CY,
Sio eksperimento ribose jtraukta kaip atspirties taskas sinergistinio CY ir
imunoterapijos veikimo vertinimui. Gydymo efektyvumas buvo vertinamas
pagal LLC1 naviko vystymasi, imuniniy lasteliy infiltrato dydj ir sudétj,
imuniniy geny raiska LLC1 navikuose (lokalus priesnavikinis imuninis
atsakas) ir imuniniy lgsteliy pokycCius peliy bluznyje (sisteminis imuninis
atsakas).
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36 pav. LLCI naviky atsakas | gydyma CY bei CY kombinacijomis su
imunoterapija. a — eksperimento schema. b - LLC1 naviko augimo kreiveés
taikant CY ir CY derinius su imunoterapija. CY — ciklofosfamidas, DLV —
dendritiniy lgsteliy vakcina, CD — ciklofosfamido ir dendritiniy lasteliy
vakciny derinys, CP — ciklofosfamido ir anti-PD-1 derinys, CDP —
ciklofosfamido, dendritiniy lasteliy vakciny bei anti-PD-1 derinys. Peléms
buvo skiriama 140 mg/kg CY dozé. Rezultatai rodomi kaip vidurkis=SN.

Nors gydymas pavieniu CY reikSmingai prislopino LLC1 naviky
vystymasi, efektyvesnis naviky slopinimas buvo stebétas pelése, papildomai
gydytose DLV, anti-PD-1 ar jy kombinacija (p<0.001). Reik§mingy naviko
slopinimo skirtumy tarp peliy grupiy, gydyty CY ir imunoterapijos
kombinacijomis nebuvo stebéta (36 pav., b) (p>0.05). 28 eksperimento dieng
gydymo nulemtas TGI CY+anti-PD-1 (CP) grupéje sieké 78%,
CY+DLV+anti-PD-1 (CDP) grupéje — 77%, CY+DLV (CD) grupéje — 73%,
o CY grupéje — 70%. Po gydymo CY ar CY ir imunoterapijos deriniais
LLC1 navikuose buvo stebimi imuniniy lgsteliy pokyciai, bylojantys apie
gydymo sukelta imuninj atsakg (37 pav.).
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37 pav. Imuniniy lgsteliy infiltracijos LLC1 navikuose po gydymo CY bei jo
kombinacijy su imunoterapija analizé¢ t€kmés citometru. Naviko méginiai
buvo paimti pra¢jus 7 dienoms po gydymo pabaigos. K — kontrole, CY —
ciklofosfamidas, CD — ciklofosfamido ir dendritiniy lgsteliy vakciny derinys,
CP — ciklofosfamido ir anti-PD-1 derinys, CDP — ciklofosfamido, dendritiniy
Igsteliy vakciny bei anti-PD-1 derinys. Grl” MKL — Grl" mieloidinés kilmés
lastelés, CD4 Tgm limfocitai — CD4 efektoriniai atminties limfocitai, CDS8
Tewm limfocitai — CDS efektoriniai atminties limfocitai. Peléms buvo skiriama
140 mg/kg CY dozé. M1/M2 makrofagy grafike pavaizduotas M1 ir M2
makrofagy procento navike santykis. Duomenys grafikuose pateikiami kaip
duomeny vidurkis£SN, n=4. ReikSmingi skirtumai pavaizduoti kaip ****
0,00001<p<0,0001, *** 0,0001<p<0,001, ** 0,001<p<0,01, * 0,01<p<0,05.
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Visy pirma, po gydymo CY ir jo deriniais su imunoterapija navikuose
buvo nustatytas didesnis leukocity populiacijos dydis, kuris, lyginant su
kontrole, reikSmingai kito peliy grupése, gydytose CY+anti-PD-1 ir
CY+DLV+anti-PD-1.

CY ir imunoterapijos kombinacijos pelése aktyvavo T limfocity atsaka
- CD8 T limfocity skai¢iaus bei su jais siejamo [fng raiskos pokyciai (38
pav.) navikuose buvo CP grupéje (p<0.05), bet taip pat buvo stebimi CD ir
CDP grupése. Su CD8 T limfocity citotoksiSkumu siejamo Prf1 padidéjusi
raiSka buvo stebima CDP peliy grup¢je. Po gydymo CDP grupéje
reikSmingai iSaugo NK Igsteliy populiacijos dydis, taip pat sietiny su
iSaugusia PrfI raiska, bei pasiZyminciy tiesioginiu prie$navikiniu poveikiu.

Lyginant su kontroline ar CY grupe, CY ir imunoterapijos
kombinacijos lémé reikSmingai iSaugusig CD4 limfocity infiltracija j LLCI
navikus. Siekiant suprasti besivystan¢io CD4 T limfocity atsako tipa, buvo
jvertinta citokiny ir faktoriy, sietiny isskirtinai su tam tikru tipu, tokiy kaip
Ifng, Tnfa (Thl atsakas), //4 (Th2 atsakas) ir Foxp3 (Treg atsakas) geny
raiSka (38 pav.). Po gydymo navikuose nebuvo pastebéta reikSmingy Foxp3,
114 ir Tnfa skirtumy. ReikSmingi /fng raiskos skirtumai po gydymo CD bei
CP grupése rodo, kad gydymas galimai paskatina CD4 T limfocity
poliarizacijg Th1, susijusio su prie§véZziniu imuniniu atsaku, kryptymi, taciau
ne Th2 ar Treg kryptymi.

Taip pat gydymas CY ir imunoterapijos kombinacijomis léme
atminties T Igsteliy formavimasi — CD4 Tem limfocity skaiciaus navike
reikSmingas padidéjimas buvo stebimas CD, CP, CDP grupése, lyginant su
kontrole ar CY grupémis. [vertinus Eomes ir I[7r, siejamy su atminties T
limfocity atsaku, raiska, lyginant su kontrole, reikSmingi Eomes skirtumai
buvo nustatyti CDP grupéje, o //7r — CD ir CDP grupése. Gydymas taip pat
tur¢jo jtakos T limfocity aktyvumui. ReikSmingai padidéjusi T limfocity
aktyvacijos zymens Tnfrsf9 raiska buvo pastebéta CY, CD, CP ir CDP peliy
grupése, taip pat CDP grupéje buvo nustatyta padidéjusi Icos raiska. T
limfocity supresijos Tigit zymens raiska po gydymo CY, CD, CP, lyginant su
kontrole, taip pat reikSmingai sumazéjo.

Po gydymo CY bei jo deriniais su imunoterapija, lyginant su kontrole,
LLCI navikuose buvo stebimas reikSmingai iSauges Grl™ MKL skaicius.
Kadangi $i lagsteliy grupé apima jvairias imunines lgsteles, pasizymincias
supresorinémis ar neutraliomis savybémis, papildomai buvo atlikta Nos2,
Tgfbl ir Argl raiskos analizé. Gauti rezultatai parodé, kad Grl®™ MKL
skaiCiaus padidéjimas navikuose po taikyto gydymo néra susijgs su
imunosupresinémis  savybémis  pasizymin¢iy  lasteliy  aktyvacija
transkripciniame lygmenyje.
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38 pav. Su imunine sistema susijusiy geny raiskos analizé RT-PCR metodu
LLC1 navikuose po gydymo CY bei jo kombinacijomis su imunoterapija.
Naviky méginiai buvo paimti pragjus 7 dienoms po gydymo pabaigos. K —
kontrolé, CY — ciklofosfamidas, CD — ciklofosfamido ir dendritiniy lgsteliy
vakciny derinys, CP — ciklofosfamido ir anti-PD-1 derinys, CDP —
ciklofosfamido, dendritiniy lasteliy vakciny bei anti-PD-1 derinys. Peléms
buvo skiriama 140 mg/kg CY dozé. Duomenys grafikuose pateikiami kaip
duomeny vidurkis=SN, n=4. ReikSmingi imuniniy Igsteliy skirtumai
surinktuose meéginiuose pavaizduoti kaip *** 0,0001<p<0,001, **
0,001<p<0,01, * 0,01<p<0,05.
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4.5.2 Ciklofosfamido ir jo kombinacijy su imunoterapija efektyvymas gydant
peles su GL261 navikais

AnalogiSkas eksperimentas buvo atliktas ir su kitu navikiniu modeliu
— GL261. Peléms buvo sukelti poodiniai GL261 navikai ir taikytas gydymas
CY ir jo deriniais su DLV bei anti-PD-1 (39 pav., a). Gydymo efektyvumas
buvo vertinamas:
= pagal lokaliai sukeliamg imuninj atsaka — buvo vertinamas
GL261 naviky vystymasis gydymo fone ir uzbaigus gydyma,
taip pat su imuniniu atsaku susijusiy geny raiska GL261
navikuose savaité po taikyto gydymo;
= pagal sistemiskai sukeliamg imuninj atsakg — vertinti imuniniy
lasteliy poky¢iai peliy bluznyse pragjus savaitei po uZzbaigto
gydymo ir eksperimento pabaigoje (135 eksperimento dieng);
= pagal gebéjimg indukuoti imuning atmintj — peléms buvo
pakartotinai sukeliami GL261 navikai bei sekamas jy augimas
bei sistemiskai vertinamas susidariusiy T efektoriniy atminties
limfocity skaiius bei su imunine atmintimi susijusiy geny
raiska.

4.5.2.1 Ciklofosfamido ir jo kombinacijy su imunoterapija poveikis lokaliam
pries GL261 navikus nukreiptam imuniniam atsakui

Pradinis gydymas CY visose gydymo grupése sukélé naviko augimo
sulétéjima, peréjusj i palaipsng naviko regresija 33-36 eksperimento dieng
(39 pav., b). 35 eksperimento dieng pagal numatytg gydymo plang buvo
pradétas gydymas imunoterapija. Imunoterapijos fone toliau buvo stebima
GL261 naviky regresija, kol galiausiai apie 50 eksperimento dieng navikai
iSnyko peliy grupése, kurioms buvo taikytas kombinuotas CY ir
imunoterapijos gydymas. Pelés buvo papildomai stebimos dar 90 dieny,
taciau navikai Siose pelése nerecidyvavo. Vis délto, pavienio CY gydymo
grupéje eksperimento eigoje buvo stebimas pirminio naviko atsinaujinimas -
apie 50 eksperimento dieng vienoje pel¢je, taip pat apie 90 eksperimento
dieng dar dvejose pelése.

Prag¢jus 7 dienoms po kombinuoto gydymo pabaigos ir navikams
toliau regresuojant, dalis pely¢iy buvo paaukota besivystancio lokalaus
imuninio atsako analizei. Po gydymo su CD8 T limfocity ir NK Igsteliy
citotoksiSkumu siejamo Ifng raiska (40 pav.) reikSmingai padidéjo visose
gydymo grupése, o reikSmingas Prf] raiSkos padidéjimas buvo stebimas CY,
CP, CDP grupése.
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39 pav. GL261 naviky atsakas j gydymg CY bei jo kombinacijomis su
imunoterapija. a - eksperimento schema.. Peléms buvo taikomas gydymas 90
mg/kg CY doze, po kurio seké gydymas imunoterapija. b - GL261 naviky
augimo kreivés taikant gydymag CY ir CY deriniais su imunoterapija. K —
kontrolé, CY — ciklofosfamidas, DLV — dendritiniy lasteliy vakcina, CD —
ciklofosfamido ir dendritiniy lgsteliy vakciny derinys, CP — ciklofosfamido ir

anti-PD-1 derinys, CDP — ciklofosfamido, dendritiniy lgsteliy vakciny bei
anti-PD-1 derinys.



CY ar jo kombinacijos su imunoterapija pasizyméjo panasiu Thl
poliarizuojanciu poveikiu — po gydymo, lyginant su kontrole, reikSmingi Ifng
ir Tnfa skirtumai buvo gauti visose gydymo grupése, taciau tarp gydymo
grupiy reikSmingi skirtumai neiSryskéjo. Gydymas CY arba jo
kombinacijomis su imunoterapija GL261 navikuose pasizyméjo kiek
skirtingu CD4 T limfocitus poliarizuojanc¢iu poveikiu. RySkiausias Th2
atsaka poliarizuojantis poveikis buvo stebimas CP grupéje — po gydymo //4
raiSka reikSmingai padidéjo lyginant su kontroline ar CD grupémis. CY ir CP
grupése iSryskéjo Treg limfocity vystymasis — po gydymo Foxp3 raiska Siose
grupése buvo reiSmingai didesné nei kontrolin¢je, CDP ar CDP grupése.

Taikytas gydymas pelése paskatino ir imuninés atminties formavimasi.
Imuninés atminties aktyvavimo pozymiy — //7r ir Eomes geny raiska buvo
ryskiausia pelése, gydytose CY ir imunoterapijos kombinacijomis nei
kontrolinéje ar CY grupése.

Po gydymo, lyginant su kontrole, taip pat buvo stebimas reikSmingas
T limfocity aktyvacijos Zymeny Tnfrsf9 ir Icos pokytis. Nors jis buvo
stebimas ir po gydymo CY, gydymas CY ir imunoterapijos kombinacijomis
dar labiau padidino T limfocity aktyvacija — Icos raiska kombinacinése
grupése buvo reikSmingai didesné nei CY grupéje. Nors reikSmingy
skirtumy tarp gydymo grupiy 7nfrsf9 raiskoje nebuvo gauta, §io geno raiska
CD ir CDP grupése buvo apytikriai dukart didesné nei CY ar CP grupése.
Taip pat CY ir CP grupése Tigit raiSka buvo reikSmingai iSaugusi lyginant su
kontrole, CD bei CDP grupémis.

Su imunosupresija susijusiy faktoriy Argl, Nos2 raiska po gydymo
reikSmingai padidéjo CY, CD ir CDP grupése, o reikSmingas 7gfbl
padidéjimas buvo stebimas visose gydymo grupése. Sie geny raiskos
poky¢iai rodo, kad gydymo fone buvo aktyvintas ir supresinis imuninis
atsakas. Daznu atveju jis turi neigiamos jtakos gydymo efektyvumui, nes gali
slopinti gydymo efekta [188]. Vis délto, Siuo atveju reikia atsizvelgti ] tai,
kad taikytas gydymas sukeélé stipry imuninj atsakg prie§ navikines lasteles,
lémusj GL261 naviky regresija bei uzdegiminés aplinkos susidaryma.
UZzdegimingje aplinkoje yra daugybé faktoriy, tokiy kaip IL-1, IL-6, TNF-a,
PGE-2, GM-CSF, TGF-B ir kt., kurios skatina MKSL lasteliy pritraukima bei
ju dalijimasi [188,189]. Stipriai uzdegiminei aplinkai suvaldyti gali bati
jjungiami  imunosupresiniai  mechanizmai, tokie  kaip = MKSL,
kontroliuojantys imuninio atsako stiprumg ir uztikrinantys, kad aktyvus
imuninis atsakas nepridaryty zalos sveikoms organizmo lgsteléms [63].
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40 pav. Su imunine sistema susijusiy geny raiSka GL261 navikuose po
gydymo CY bei jo kombinacijomis su imunoterapija. Naviky méginiai buvo
paimti pra¢jus 7 dienoms po gydymo pabaigos. K — kontrol¢, CY —
ciklofosfamidas, CD — ciklofosfamido ir dendritiniy Igsteliy vakciny derinys,
CP — ciklofosfamido ir anti-PD-1 derinys, CDP — ciklofosfamido, dendritiniy
lgsteliy vakciny bei anti-PD-1 derinys. Peléms buvo skiriama 90 mg/kg CY
dozé. Duomenys grafikuose pateikiami kaip duomeny vidurkis=SN, n=4-5.
ReikSmingi imuniniy lasteliy skirtumai surinktuose méginiuose pavaizduoti
kaip *** 0,0001<p<0,001, ** 0,001<p<0,01, * 0,01<p<0,05.



4.5.2.2 Ciklofosfamido ir jo kombinacijy su imunoterapija poveikis
sisteminiam imuniniam atsakui

Praéjus savaitei po uzbaigto gydymo buvo surinkti peliy bluzniy
méginiai gydymo sukeltam sisteminiam imuniniam atsakui jvertinti. Atlikus
analize, CD8 T limfocity reik§mingi skirtumai, lyginant su kontrole, buvo
pastebéti tik CD grupéje (41 pav.).

Nepaisant to, gydymas CY ir imunoterapijos deriniais lémé
reikSmingai iSaugusj CD8 Tem limfocity skaiciy, lyginant su kontroline ar
CY grupémis. Nei gydymas pavieniu CY, nei deriniuose su imunoterapija
neturéjo poveikio CD4 limfocity ar CD4 Tem limfocity skaiCiui peliy
bluznyse. Taip pat buvo stebimas teigiamas CY ir imunoterapijos deriniy
efektas NK lasteléms — jy skaiCius po gydymo reikSmingai padidéjo,
lyginant su kontrolinémis pelémis. Dazniausiai, NK Iasteliy aktyvacija
sigjama kartu su besivystan¢iu Thl atsaku, kurio metu gaminamas IL-2,
reikalingas NK lasteliy ekspansijai [190].

Taip pat lyginant su kontrole po gydymo CY, CD ir CDP grupése
buvo stebimas iSauges Grl™ MKL skai¢ius. Grl®™ MKL lasteliy poky¢iai
bluznyje sutampa su navike nustatyty ir su Siomis lgstelémis sietiny geny
Argl, Nos2 ir Tgfbl raiska ir rodo, kad gydymo fone imunosupresiniai
mechanizmai galimai buvo paskatinti ir sistemiskai.
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41 pav. Peliy su GL261 navikais bluznies imuniniy lasteliy sudétis po
gydymo CY bei CY kombinacijomis su DLV ir anti-PD-1. BluZnies
méginiai buvo paimti prag¢jus 7 dienoms po gydymo ir eksperimento
pabaigoje. CY — ciklofosfamidas, CD — ciklofosfamido ir dendritiniy lasteliy
vakciny derinys, CP — ciklofosfamido ir anti-PD-1 derinys, CDP —
ciklofosfamido, dendritiniy lgsteliy vakciny bei anti-PD-1 derinys. Grupiy
trumpiniai be II Zymeéjimo atitinka méginius, imtus 7 dienos po gydymo
Atitinkamai gydymo grupés su Il zyméjimu atspindi meéginius, imtus
eksperimento pabaigoje. CD4 Tgwm limfocitai — CD4 efektoriniai atminties T
limfocitai, CD8 Tgm limfocitai — CD8 T efektoriniai atminties limfocitai.
M1/M2 makrofagy grafike pavaizduotas M1 ir M2 makrofagy procento
navike santykis. Peléms buvo skiriama 90 mg/kg CY dozé. Duomenys
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grafikuose pateikiami kaip duomeny vidurkis+SN, n=4-5. ReikSmingi
skirtumai pavaizduoti kaip **** 0,00001<p<0,0001, *** 0,0001<p<0,001,
**0,001<p <0,01, * 0,01<p<0,05.

4.5.2.3 Ciklofosfamido ir jo kombinacijy su imunoterapija geb¢jimas
aktyvuoti imuninj atmintj prie§ GL261 lasteles

Norint jvertinti, ar taikytas gydymas, kaip rodo gauti CD8 Tem
limfocity bei su jais susijusiy faktoriy raiSkos rezultatai, iSties aktyvavo
imuninés atminties prie§ GL261 Iasteles susidarymg, daliai pely¢iy 68
eksperimento dieng buvo pakartotinai sukeltas navikas deSinéje nugaros
puséje, kitoje puséje nei buvo sukeltas pirminis navikas (42 pav.). Peléms
papildomai joks gydymas nebuvo taikomas.
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42 pav. Pakartotinai sukelty GL261 naviky vystymasis. Navikai peléms
buvo pakartotinai suleisti 68 eksperimento dieng. Navikai peléms buvo
sukelti deSinéje nugaros puséje, kitoje puséje nei buvo sukeltas pirminis
navikas, grup¢je n=4. CY — ciklofosfamidas, DLV — dendritiniy lasteliy
vakcina, CD — ciklofosfamido ir dendritiniy lgsteliy vakciny derinys, CP —
ciklofosfamido ir anti-PD-1 derinys, CDP — ciklofosfamido, dendritiniy
lasteliy vakciny bei anti-PD-1 derinys.
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Naujai sukelty naviky vystymasis buvo stebimas 4/4 peliy CD grupéje
ir 4/4 peliy CP grupéje. Siose grupése 83-85 eksperimento dieng navikams
pasiekus iki 50 mm® dydj buvo stebima jy regresija. CDP grupéje navikai
issivysté 3/4 peliy, pasieké 50-80 mm’® dydj ir isliko dinamingje
pusiausvyroje iki 100-105 eksperimento dienos, véliau buvo stebima Siy
naviky regresija. Pavienio CY grupéje antriniai navikai i$sivysté 4/4 peliy,
apie 85 dieng pasieké 50 mm’® dydj ir pradéjo regresuoti. Visgi vienoje
pelytéje, gydytoje CY, navikas iSspriido i§ imuninés sistemos prieziliros ir
pradéjo sparCiai didéti. Tai rodo, kad gydymas CY ir imunoterapijos
kombinacijomis uztikrino efektyvesnés imuninés atminties susiformavima,
lyginant su gydymu CY.

Eksperimento pabaigoje (135 dieng) buvo surenkami peliy bluzniy
méginiai ir vertinama, koks imuninis atsakas vyravo ir kaip jis keitési nuo
uzbaigto gydymo (41 pav.). Lyginant su pradiniais kontroliniy peliy
duomenimis ilgalaikéje perspektyvoje gydymas CY ar CY ir imunoterapijos
kombinacijomis CD8 T limfocity ar CD8 Tem limfocity skaiciui jtakos
neturéjo. Vis tik lyginant grupés ribose, ryskiausias CD8 T limfocity
skaiCiaus sumaz¢jimas buvo stebimas CP grupéje, o CD8 Tem limfocity
skaiCius labiausiai krito CD ir CP grupése.

Eksperimento pabaigoje, lyginant su pradiniais kontroliniy peliy
duomenimis, buvo stebimas reikSmingas CD4 T limfocity skaiciaus
padidéjimas visose gydymo grupése. Sis pokytis buvo akivaizdus ir gydymo
grupiy ribose, kur lyginant su pradiniais gydyty peliy duomenimis,
eksperimento pabaigoje buvo stebimas iSauggs CD4 T limfocity skaicius, o
reikSmingai didziausi CD4 T limfocity skaiciai buvo nustatyti CD bei CDP
grupése. Eksperimento pabaigoje CD ir CDP grupése taip pat buvo stebimas
reikSmingai padid¢jes CD4 Tem limfocity skaiCius lyginant tiek su pradiniais
kontrolés, tiek su pradiniais grupiy duomenimis. Sie rezultatai rodo, kad
skiriant gydyma CY kombinacija su kombinacija su DLV (CY+DLV ar
CY+DLV+anti-PD-1) — buvo uZtikrinamas ilgg laikg trunkantis CD4 T
limfocity atsakas bei imuninés atminties susiformavimas.

Remiantis S$iais rezultatais buvo atlikta T limfocity imuninés
atminties geny (//7r, Eomes) bei su CD4 T limfocity subtipais susijusiy
citokiny bei faktoriy (Ifng, 114, Foxp3) raiskos analizé (43 pav.). Lyginant su
pradiniai kontrolés duomenimis, Eomes ir [I7r geny raiska reikSmingai
padidéjo visose gydymo grupése ir byloja apie taikyto gydymo paskatinta
ilgalaikés imuninés atminties susidarymg. ReikSmingai iSaugusi /fng raiska
rodo, kad gydymas CY ir imunoterapijos kombinacijomis lémé¢ CD4 T
limfocity atsako poliarizacija Thl, pasizyminciy prieSnavikiniu poveikiu,
kryptymi. ReikSmingy //4 ir Foxp3 geny raisSkos pokyciy nebuvimas rodo,
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kad taikytas gydymas nelémé CD4 T limfocity atsako poliarizacijos Th2 ar
Treg kryptymi.
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43 pav. Imuniniy geny raiSkos analiz¢ RT-PCR metodu peliy, gydyty CY ar
CY kombinacijomis su imunoterapija, bluznyse eksperimento pabaigoje (135
eksperimento dieng). K- kontrolé, CY - ciklofosfamidas, CD -
ciklofosfamido ir dendritiniy lgsteliy vakciny derinys, CP — ciklofosfamido ir
anti-PD-1 derinys, CDP — ciklofosfamido, dendritiniy lgsteliy vakciny bei
anti-PD-1 derinys. Peléms buvo skiriama 90 mg/kg CY dozé.Duomenys
grafikuose pateikiami kaip duomeny vidurkis+SN, n=4-5. ReikSmingi
skirtumai pavaizduoti kaip *** 0,0001<p<0,001, ** 0,001<p<0,01, *
0,01<p<0,05.

Nors eksperimento pabaigoje buvo stebimas vis dar aktyvus T
limfocity atsakas, galintis aktyvuoti NK lasteles, CD, CP ir CDP grupiy peliy
bluznyse buvo nustatytas sumazéjes NK lasteliy skaiCius lyginant su NK
lasteliy skai¢iumi praéjus savaitei po uzbaigto gydymo. Kaip rodo tyrimai,
NK Igstelés yra jautrios senéjimo procesui — juy skaiCius bluznyje peléms
senstant reikSmingai maz¢ja [191]. Tarp I ir II peliy méginiy émimo yra
apytiksliai 3 mén. trukmés tarpas, kuris gal¢jo turéti jtakos NK lgsteliy
skaiciui peliy bluznyse ir net esant aktyviam T lasteliy atsakui, tai nebttinai
atsispindi NK Iasteliy skaiciuje.

Eksperimento pabaigoje (135 dieng) buvo stebimas Grl®™ MKL
lasteliy kiekio sumazéjimas — lyginant su pradiniais duomenimis,
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reikSmingai Siy lgsteliy skaicius nukrito CD ir CDP grupése. Yra Zinoma,
kad GL261 navikinés Iastelés iSskiria G-CSF, granuliocity kolonijas
stimuliuojant] faktoriy, skatinantj mieloidiniy lasteliy, tarp jy ir MKSL
vystymasi. GL261 navikams vystantis proporcingai stebimas ir MKSL bei
DL skaiciaus didéjimas peliy bluznyse [192]. Tyrimai rodo, kad chirurgiskai
pasalinus 4T1 peliy kriities naviko lasteles, kurios taip pat geba iSskirti G-
CSF ir lemia mieloidiniy Igsteliy vystymasi, buvo stebimas ir MKSL Igsteliy
skaiCiaus sumaZéjimas peliy bluznyse [193]. Taigi Grl® MKL skai¢iaus
pokyciai peliy bluznyse galimai yra susij¢ su Zemu navikiniy lgsteliy
skai¢iumi ar jy nebuvimu ir galimai Zema G-CSF sekrecija.

Gauti rezultatai atskleidé sinergistinj CY, DLV ir anti-PD-1 poveikj
gydant peles su LLC1 ir GL261 navikais. CY aktyvavo LLCI navikuose
AAPM ir jjautrino Sivos navikus DLV ir anti-PD-1 gydymui. Gydant peles
su LLC1 navikais, chemoimunoterapijos deriniai pasiZyméjo geresniu
navikus slopinanciu efektu. LLC1 ir GL261 naviky atveju, lyginant su CY,
gydymas chemoimunoterapiniais deriniais 1émé efektyvesni T limfocity
atsaka — po taikyto gydymo T limfocitai pasizyméjo geresnémis
aktyvacinémis, citotoksinés ir imuninés atminties savybémis. Gydymas
chemoimunoterapijos deriniais taip pat uztikrino efektyvig GL261 naviky
regresijg bei ilgalaike Siy naviky kontrole.
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5.REZULTATU APTARIMAS

Pastargjj deSimtmet] prieSvézinés imunoterapijos svarba gydant
onkologinius pacientus vis didéja. Atsirad¢ nauji imunoterapiniai metodai
skinasi kelig j klinikg. Nors gydymas imunoterapija leidzia pasiekti
ispiidingus gydymo rezultatus, taiau zemas pacienty atsakas | imunoterapija
skatina geriau suprasti atsparumo imunoterapijai priezastis ir ieSkoti budy,
kaip pagerinti gydymo efektyvumg ir pasiekti aukStesnj terapinj efekta
didesnei daliai pacienty. Sioje studijoje, pasitelkiant peliy navikinius
modelius, yra atskleidziama nefunkcionalaus Ag apdorojimo ir pateikimo
mechanizmo navikinése lgstelése jtaka imuninio atsako prie§ navikus
nesivystymui bei atsparumui gydymui imunoterapiniais preparatais —
dendritiniy lasteliy vakcinomis ir anti-PD-1.

Navikiniy Ag pateikimas kartu su MHC-I molekule lasteliy
pavirSiuje yra kritinis veiksnys, leidziantis CD8 T limfocitams atskirti
pakitusias lasteles nuo sveiky organizmo lgsteliy ir jas sunaikinti. Tam, kad
naviko Ag buty efektyviai pateikiami su MHC-I molekule navikiniy lasteliy
pavirSiuje yra butinas darnus AAPM koduojanciy baltymy, tokiy PSMBS,
PSMB9, PSMB10, TAP1, TAP2, CNX, TAPBP, CALR, ERAP1, ERAP2,
B2M ir kt. veikimas, uztikrinantis Ag apdorojima iki peptidy, sujungima su
MHC-I molekule ir MHC I-Ag iskélimg | navikinés lgstelés pavirsiy [8].
Lyginant C57BL/6 peliy singeninius Lewis plauciy karcinomos LLCI1 ir
gliomos GL261 modelius buvo nustatyta reikSmingai mazesné PsmbS,
Psmb9, Psmbl0, Tapl, Tap2, Erapl, B2m geny raiska ir Zema pavirSinés
MHC-I molekulés raiska LLC1 Iastelése — signalizuojanti apie sutrikusia
AAPM veikla ir neefektyvy naviko Ag pateikimg CD8 T limfocitams.

Zema CD8 T limfocity infiltracija bei Zema su jy atsaku siejamy
geny Ifng, Gzmb, Prfl raiska atskleidzia AAPM nefunkcionalumo LLCI1
lastelése jtaka specifinio prie§ LLC1 lasteles nukreipto imuninio atsako
sutrikimui. Nors CD8 T limfocity atsako stoka gali buti siejama ir su
sutrikusia DL veikla, kaip rodo DL infiltracijos j navikus ir T limfocity
aktyvacijos Zymeny duomenys — DL aktyvuoti T limfocitai dél sutrikusio
AAPM negebéjo atpazinti ir sunaikinti LLC1 Igsteliy. Dél Sios priezasties
vézio-imuniteto ciklas buvo sutrikdytas, imuniniai veiksniai Ifing, Cxcl9,
Cxcli0, reikalingi tolesnei CD8 T limfocity aktyvacijai bei infiltracijai
nebuvo gaminami ir prie$navikinis imuninis atsakas buvo stabdomas.

Sutrikusio AAPM koreliacija su CD8 T limfocity atsako
nesivystymu prie§ navikines lgsteles buvo pastebéta ir kity moksliniy tyrimy
metu. Neefektyvus T limfocity atsakas buvo susietas su HLA-I (MHC-I
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atitikmuo zmonése) raiskos praradimu NSCLC serganciy pacienty navikuose
[10], sumazéjusia tapasino raiSka ir naviko progresavimu kolorektaliniu
véziu serganciy pacienty navikuose [9] bei sutrikusia B2M raiska melanoma
serganciy pacienty navikuose [194]. AAPM elementai veikia koordinuotai, o
tyrimai rodo, kad netekus ar pasikeitus bent vieno i§ koduojanciy geny
raiSkai, Ag pateikimas ir apdorojimas gali vykti neefektyviai ir lemti CD8 T
limfocity atsako nebuvima [8].

Vienas svarbiausiy Sio tyrimo rezultaty yra pastebétas rySys tarp
AAPM funkcionalumo LLC1 ir GL261 navikuose ir jy atsako i gydyma
DLV ir anti-PD-1. Atliktuose peliy tyrimuose terapinis DLV ir anti-PD-1
efektas nebuvo pasiekiamas esant navikuose AAPM funkciniams
sutrikimams. Klinikingje praktikoje DLV, pakrautos navikiniais Ag, tik
daliai pacienty sukelia specifinj CDS8 limfocity atsaka ir reikSmingai pagerina
pacienty iSgyvenamuma [195]. Pelése su LLCI1 navikais nefunkcionalus
AAPM tampa klititimi DLV aktyvuotiems T limfocitams atpaZinti ir
nuzudyti LLC1 lagsteles, todé¢l terapinis efektas néra pasiekiamas. Gydymas
anti-PD-1 yra grindziamas T limfocity citotoksinio poveikio islaisvinimu,
slopinant PD-1/PD-L1 asj [196]. Dél isreikstos PD-L1 raiskos LLCI1 lasteliy
pavirSiuje bei didelés MKSL, taip pat pasizymincios PD-L1 raiska [197],
infiltracijos navikuose, teoriskai anti-PD-1 galéty biiti efektyvus gydant
peles su LLC1 navikais. Taciau dél nefunkcionalaus AAPM LLCI1
navikuose nesivystant T limfocity atsakui, gydymas anti-PD-1 tampa
neveiksmingas.

Sie rezultatai rodo, kad AAPM funkcionalumas naviko lastelése yra
esminis veiksnys, lemiantis T limfocitais pagristos imunoterapijos
efektyvumg, ir atskleidzia predikcine AAPM geny raiSkos verte
individualizuojant gydyma DLV ir anti-PD-1. Kiti tyréjai taip pat parodé
AAPM geny raiSkos predikcing vertg imunoterapijos taikymui. Buvo
parodyta, kad Psmb8 ir Psmb9 raiSkos jvertis gali padéti sékmingai
stratifikuoti melanomos pacientus anti-CTLA-4 arba anti-PD-1 terapijai [11].
Taip pat buvo atskleista HLA I raiskos predikciné verté anti-PD-1/anti-PD-
L1 terapijos individualizavimui pacientams, sergantiems NSCLC [10]. Kitos
studijos metu B2m geno raiskos netekimas buvo susietas su NSCLC pacienty
atsparumu ICI gydymui [198], taciau nebuvo susije¢s su atsaku j anti-PD-L1
tiesiosios zarnos véZzio pacientuose [199].

Priklausomai nuo geno ir naviko lokalizacijos, AAPM sutrikimai
aptinkami iki 85% onkologiniy pacienty ir yra biidingi tiek solidiniams, tiek
hematologiniams piktybiniams navikams [200]. Gali pakisti tiek vieno, tiek
keliy skirtingy su AAPM susijusiy geny raiska, o Sie pokyciai tarp skirtingy
naviky varijuoja [8]. Tai i§ dalies paaiskina gaunamus priestaringus pavieniy
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AAPM elemetus koduojanciy geny raiskos koreliacijos su atsaku j gydyma
imunoterapija rezultatus ir rodo, kad platesnis AAPM koduojanciy geny
raiSkos vertinimas, apimant AAPM koduojanciy geny rinkinj, geriau
atspindéty AAPM funkcionalumag ir turéty didesne predikcing galiag
individualizuojant imunoterapinj gydyma pacientams. 2020 metais atliktas
tyrimas atskleidzia predikcing AAPM geny rinkinio, susidedancio i§ 8
skirtingy geny, raiskos verte individualizuojant anti-PD-1 gydyma melanoma
ir NSCLC sergantiems pacientams [201]. Taip pat 2019 metais 18 AAPM
geny raiska kartu su TMB duomenimis buvo sékmingai pritaikyta
stratifikuojant pacientus ICI gydymui nepriklausomai nuo vézio lokalizacijos
[202]. Sios studijos metu gauti rezultatai ne tik patvirtina iuos tyrimus,
rodancius rysj tarp AAPM geny rinkinio raiskos poky¢iy ir jautrumo anti-
PD-1, bet ir atskleidzia rysj tarp AAPM geny raiskos ir jautrumo gydymui
DLV. Iki Siol literatiroje mums nepavyko rasti jokiy sgsajy tarp AAPM
mechanizmo funkcionalumo navikinése lastelése ir gydymo DLV
efektyvumo.

Kitas svarbus veiksnys, lemiantis prieSnavikinio imuninio atsako
formavimasi ir imunoterapijos veiksminguma, yra naviko mutacinis daznis
TMB, koreliuojantis su neoantigeny kiekiu. Dél somatiniy mutacijy,
vykstan¢iy navikiniy lasteliy genome, gali prasidéti naujy baltymy —
neoantigeny raiSka. Neoantigenai yra imuninei sistemai nepazjstami
baltymai, kurie pasizymi aukStu imunogeniSkumo laipsniu ir yra budingi tik
navikinéms lasteléms [203]. Tiek navikiniy Ag imunogeniSkumas, tiek
galimybé juos pateikti yra svarbiis faktoriai formuojantis priesnavikiniam
imuniniam atsakui [202]. Nors $iai hipotezei jvertinti genomo sekoskaitos
analizé nebuvo atlikta, kity tyréjy duomenimis GL261 Igsteliy genomas
pasizymejo 4978 mutacijomis, kas atspindi ~ 1,8 mutacijos/Mb daznj [204].
LLC1 lastelése mutacinis daznis sieké 70 mutacijy/Mb [205]. Nors tai yra
skirtingi tyrimai ir negalima tiesiogiai lyginti jy rezultaty, taciau panasu, kad
deél apytiksliai 40 karty didesnio mutacinio daznio LLC1 lgstelése, jos turéty
sukelti stipresnj priesnavikinj imuninj atsaka nei GL261 navikai. Vis délto,
pries LLC1 navikus nukreiptas imuninis atsakas nesivyste ir uz tai gali buti
atsakingas nefunkcionalus AAPM.

Skirtingg LLC1 ir GL261 naviky atsaka i gydyma imunoterapija
gal¢jo nulemti ir skirtingi Siuose navikuose vyraujantys imunosupresiniai
mechanizmai. GL261 navikuose dominavo FoxP3, Idol raiska, susijusi su
Treg ir tolerogeniniy dendritiniy lasteliy aktyvumu, o LLCI1 navikuose buvo
paplitusios MKSL ir M2 makrofagai ir su jais susijusiy Nos2 ir Tgfb! raiska.
Taciau nepaisant imunosupresiniy mechanizmy GL261 navikuose buvo
stebimas imuninio atsako aktyvavimas ir naviko vystymosi slopinimas, tad
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tai ver¢ia manyti, kad atsakas j gydyma galéjo buti stebimas ir LLC1 naviky
atveju. Kadangi teigiamo terapinio poveikio LLC1 navikams nepastebéta,
tikétina, kad atsparumo DLV ir anti-PD-1 priezastis néra susijusi su
imunosupresinémis lgstelémis ar imunosupresiniais faktoriais. Taip pat peliy
6 skirtingy navikiniy modeliy atsako j kombinuotag chemoterapijos ir
imunoterapijos gydyma tyrimas atskleidé, kad gydymui jautris navikai kaip
tik pasizymeéjo didesne imunosupresiniy faktoriy Argl, Nos2, Ido, Tgfb ir
1110 raiska palyginti su gydymui atspariais navikais [176]. Sie rezultatai
patvirtina, kad imunosupresinés molekulés navike néra vienintelis faktorius,
susijes su atsparumu gydymui. Tad, miisy nuomone, skirtingg LLC1 ir
GL261 naviky atsakg ] imunoterapija didzaja dalimi nulémé¢ AAPM
funkcionalumo skirtumai, nustatyti Siose lastelése.

Sis tyrimas rodo, kad sumazéjusi geny, koduojanéiy AAPM, pvz,
Psmb8, Psmb9, Psmbl0, Tapl, Tap2, Erapl, B2m, raiska gali lemti
atsparumg DLV arba anti-PD-1 peliy navikiniuose modeliuose ir gali turéti
predikcing reik§me gydymo DLV ir anti-PD-1 individualizavimui. Antigeny
apdorojimo ir pateikimo mechanizmas yra universalus visose lgstelése,
pasireiskia tuo paciu buidu ir apima tuos pacius baltymus, tad tai atveria kelig
placiam Siy geny rinkinio raiSkos jver¢io klinikiniam pritaikymui
individualizuojant gydyma DLV ir anti-PD-1. Pacientui individualiy gydymo
strategijy parinkimas ne tik leidzia pasiekti optimaly paciento atsakg i
gydyma, iSgyvenimo pagerinimg, tikslingiau iSnaudoti gydymo kastus, bet
taip pat ir apsaugo pacientus, kurie potencialiai neturés naudos i§ gydymo,
nuo Salutiniy, sveikatai grésme kelianciy reakcijy, susijusiy su taikomu
gydymu. Kad T limfocity veikimu paremta imunoterapija biity veiksminga
pacientams, kuriy navikuose nustatyti AAPM sutrikimai, reikia ieskoti biidy,
padésianciy pagerinti AAPM funkcionalumg ir paverCianciy navikines
lgsteles labiau matomomis imunoterapijos aktyvuotiems T limfocitams.

Sio tyrimo metu buvo atskleistas chemoterapinio vaisto
ciklofosfamido aktyvuojantis poveikis AAPM peliy navikinése lgstelése in
vitro. Sis poveikis LLC1 ir GL261 Igstelése pasireiské per CY indukuota
autokrining I tipo interferony IFN-o. ir IFN-B gamyba. Siuos inteferonus
navikinés lastelés iSskiria patiriamo streso metu ir jie pasiZymi pleiotropiniu
poveikiu [206]. Nors CY poveikis I tipo IFN gamybai navikinése lgstelése
buvo parodytas ankstesniais tyrimais [207], taciau CY poveikis navikiniy
lasteliy AAPM, miisy ziniomis, dar nebuvo tirtas. LLC1 ir GL261 Iastelése
IFN aktyvavo AAPM kelio transkripcijos faktoriy Nicr5 ir Irfl raiska ir
tokiu biidu patj AAPM, kaip rodo iSaugusi AAPM faktoriy PsmbS8, Psmb9,
Erapl, Tapl, Tap2 bei MHC-I koduojanciy geny H2d1, H2ql1, H2q4 raiska.

98



AAPM LLC1 ir GL261 navikinése lastelése buvo aktyvuotas tieck LLC1, tiek
GL261 lastelése nepriklausomai nuo AAPM funkcionalumo. Taciau CY
sukelta AAPM aktyvacija atsispindéjo tik LLC1 lasteliy pavirsiuje, kur po
poveikio buvo stebimas reikSmingas pavir§inés MHC-I molekulés raiskos
padidé¢jimas. Idomu tai, kad pavirSinés MHC-I raiskos pokyciai GL261
pavirSiuje nebuvo stebimi. Tai rodo, kad navikinése lastelése esant
funkcionaliam AAPM, CY sukelta AAPM geny raiskos aktyvacija gali biiti
kontroliuojama potransliacinémis modifikacijomis, slopinanciomis MHC-I
raiSka lasteliy pavirSiuje, kai ji yra pakankama [201].

Gydymas CY reikSmingai prislopino LLCI ir GL261 naviky
vystymasi in vivo. Nors tai didzigja dalimi gali buti susij¢ su tiesioginiu
citotoksiniu CY poveikiu navikinéms lasteléms, su imunine sistema susijusiy
parametry vertinimas LLC1 ir GL261 navikuose atskleidé¢, kad gydymas CY
pagerino imunogenines navikiniy lasteliy savybes bei aktyvavo imuninj
atsaka, galéjus] papildomai jsitraukti i navikiniy lgsteliy naikinimg. Visy
pirma, CY aktyvuojantis poveikis AAPM buvo patvirtintas ir in vivo — net ir
pragjus savaitei po gydymo CY kursu LLC1 ir GL261 navikuose buvo
stebima reik§mingai iSaugusi MHC-I molekule koduojanciy geny H2dl,
H2ql, H2q4 raiska. Tai galimai lémé pagerintg navikiniy lasteliy gebéjima
pateikti naviko Ag imuninei sistemai ir i§Saukti prie§ save nukreiptg imuninj
atsaka. Faktas, kad net pragjus savaitei po gydymo, buvo stebima iSaugusi
MHC-I koduojanc¢iy geny raiSka, nors pats vaistas i§ organizmo pasisalina
per 4 val., rodo, kad buvo indukuotas imuninis atsakas, lémes tolimesn¢ IFN
gamybg ir AAPM aktyvacijg. Taip pat gydymas CY gal¢jo paskatinti
priesvézinj imuninj atsakg ir sukeldamas LLC1 ir GL261 lasteliy
imunogening Zitj, kaip rodo iSaugusi kalretikulino raiska Igsteliy pavirSiuje
po poveikio CY in vitro ir bendro leukocity skaiciaus padidéjimas navikuose
po gydymo CY.

CY gydymo sukeltas imuninis atsakas LLC1 ir GL261 navikuose,
galimai dél skirtingos Siy naviky imuninés prigimties, iSsiskyré. GL261
navikuose, kuriuose AAPM yra funkcionalus ir buvo stebimas CDS
limfocity atsakas, gydymas CY dar labiau jj sustiprino. LLC1 navikuose,
kuriuose AAPM néra tinkamai funkcionuojantis ir CD8 limfocity atsakas
nesivysto, gydymas CY nesukeélé reikSmingy T limfocity skaiciaus skirtumy.
Tai rodo, kad reikalingas papildomas gydymas, kuris paskatinty T limfocity
atsakg pries LLCI lasteles. Vis tik buvo stebima bendra gydymo CY
tendencija - LLC1 ir GL261 navikus infiltravusiems T limfocitams buvo
budingos labiau isreikstos citotoksinés ir aktyvacinés savybés, lemiancios jy
efektyvesne kova pries navikines lasteles. Toks CY poveikis T limfocitams
néra placiai iStyrinétas, taCiau buvo pastebétas gydant pacientus su
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metastazavusiu kolorektaliniu véziu. Po gydymo CY pacienty T limfocitai
pasizymejo iSaugusia aktyvacijos zymeny ICOS, CD25 raiska bei
citotoksiSkumo faktoriy granzimo B, perforino raiska [208]. Taip pat po
gydymo CY peliy mastocitomos modelyje buvo stebéta iSaugusi T limfocity
citotoksiniy faktoriy raisSka, galimai lémusi ir efektyvesnj T limfocity
gebéjimg naikinti taikinines lgsteles [209].

Gydymas CY paskatino ir T imuninés atminties lgsteliy formavimasi
— LLCI navikuose reik§mingai iSaugo CD4 Tgm atminties limfocity kiekis, o
GL261 navikuose — CD8 Tgm limfocity kiekis. CY gebé¢jimas indukuoti T
limfocity imuning atmintj buvo pastebétas ir ankstesniuose tyrimuose, kuriy
metu parodyta, kad CY in vivo sukelia I tipo IFN gamyba, lemia CD4 ir CD8
efektoriniy atminties lasteliy formavimasi bei Thl atsako poliarizacijg peliy
modelyje [210]. NSCLC sergantiems pacientams taikant neoadjuvanting
chemoterapija taip pat buvo stebimas iSauges CD8 limfocity bei navike
reziduojanciy CDS ir CD4 atminties limfocity skaicius, kuris buvo susietas
su teigiamu terapiniu efektu [211]. ISauges navike reziduojanciy CDS
atminties lasteliy skaicius NSCLC pacientuose buvo siejamas su geromis
prognozémis ir pageréjusiu pacienty iSgyvenamumu [212]. Vis délto, tikslus
CY poveikio T atminties lasteléms mechanizmas néra aiskus [213]. Tikétina,
kad CY navikuose sukelia imunogeniska aplinka, kurioje esti jvairls
faktoriai, tokie kaip IL-2, I tipo IFN, IL7, aktyvuojantys prie§véZzinj imuninj
atsakg ir lemiantys imuninés atminties formavimasi [214].

CY AAPM aktyvuojantis poveikis gali padaryti navikines lasteles
imunogeniskesnémis ir labiau matomomis imuninei sistemai bei tokiu biidu
atverti kelig T limfocity veikimu paremtiems imunoterapiniams gydymams.
Taip pat CY sukeltas imuninis atsakas gali buti papildomai moduliuojamas
imunoterapinémis priemonémis ir nukreipiamas priesvézine linkme. CY ir
dendritiniy lgsteliy vakciny bei anti-PD-1 sinergistinis poveikis yra
atskleidziamas Sios studijos metu. LLC1 atveju CY ir imunoterapijos
kombinacijos pasizyméjo stipresniu naviko slopinimo efektu nei pavienis
gydymas CY ar imunoterapija. Sinergistinis §iy terapijy efektas gali bati
grindziamas pagerintu AAPM aktyvumu bei susidariusiu efektyvesniu T
limfocity atsaku pries LLC1 Igsteles. Kombinacinis CY ir imunoterapijos
gydymas, prieSingai nei pavienis gydymas CY ar imunoterapija, sukele T
limfocity ir T efektoriniy atminties lasteliy infiltracija | LLC1 navikus, kuri
buvo ryskesné CD4 limfocity populiacijoje. RysSkesnis CY ir DLV
kombinacijos CD4 limfocity atsaka stimuliuojantis efektas buvo stebimas ir
gydant peles su indukuotais storosios Zarnos MC38 navikais [215]. Taip pat
CD4 limfocity atsako svarbg atsake j gydyma CY ir anti-PD-1 patvirtina
tyrimai su peliy plauc¢iy TC-1 navikais, kur selektyviai paSalinus CD4
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limfocitus terapinis gydymo efektas pelése nebuvo pasiekiamas [216].

Nors ilga laikg priesnavikiniame atsake CD4 T limfocitai buvo
laikomi viso labo pagalbinémis lastelémis, aktyvuojanciomis CD8 T
limfocitus, daugéja tyrimy, atskleidzianc¢iy CD4 limfocity tiesioginj
dalyvavimg Salinant navikines lagsteles [217-221]. CD4 T limfocity
priesnavikinis poveikis buvo pastebétas tiriant 6 skirtingus peliy navikinius
modelius MB49, WR21, TRAMP-C2, IP2-E4, 3B-11 ir 2F-2B. CD4
limfocity gebéjimas Salinti navikines lasteles buvo nepriklausomas nuo CDS8
limfocity ar MHC-II raiskos navikiniy lgsteliy pavirSiuje. Visgi Sio tyrimo
metu buvo pastebéta, kad Salinant navikines lgsteles CD4 T limfocity atsakui
buvo reikalinga NK lasteliy pagalba [222]. CD4 limfocity atsako svarba
buvo pastebéta ir peliy su indukuotais kiausidziy navikais atveju. Terapiniam
atsakui ] gydymg Svitintomis bei doxorubicinu ir cisplatina veiktomis
kiausidziy vézio lastelémis pasiekti buvo bitini CD4 T limfocitai ir NK
lastelés, bet ne CD8 T limfocitai [223]. CD4 limfocity citotoksiskumas
navikinéms lasteléms gali pasireiksti keliais buidais - per Fas ir Trail kelius,
indukuojancius navikiniy lgsteliy ziitj [224] bei taip pat per citotoksinius
faktorius — perforinus ir granulizinus [225][226]. Visgi kuriais atvejais yra
indukuojamas CD4 limfocity prieSnavikinis imuninis atsakas iSlieka neaisku.
Apie CY ir imunoterapijos kombinacijy indukuota T limfocity imuninj
atsaka byloja citotoksiSkumo Prfl, aktyvacijos Tnfisf9, Icos bei imuninés
atminties [I7r, Eomes parametry raiSka, kuri tendencingai reikSmingai
labiausiai iSaugo po gydymo CY+DLV+anti-PD-1 kombinacija. [domu tai,
kad gydymas CY+DLV+anti-PD-1 kombinacija lémé ir NK lagsteliy atsako
aktyvacijg. Tikétina, kad CY+DLV+anti-PD-1 sukeltas terapinis efektas
gydant peles su LLC1 navikais galimai yra susijes su CD4 T limfocity bei
NK lasteliy atsaku.

GL261 naviky atveju gydymas CY lémé naviko vystymosi slopinimag
ir regresija. Vis dé¢lto, pavienis CY neuztikrino pakankamai efektyvaus
imuninio atsako pries GL261 lasteles susidarymo ir vykdant ilgalaike
stebéseng dalyje pelyCiy buvo fiksuotas GL261 naviko atsikiirimas. Taikant
kombinacinj gydymg CY+DLV, CY+anti-PD-1 bei CY+DLV+anti-PD-1
GL261 navikai 3 ménesiy bégyje pelytése nebeatsinaujino, o naujai sukelti
GL261 navikai pelése nesivysté. Po gydymo nustatytas sistemiSkai iSauges
CD8 T limfocity ir NK lasteliy kiekis bei navike iSaugusi citotoksiskumo
faktoriy Pfirl ir Ifng raiSka rodo gydymo nulemty citotoksiniy reakcijy
aktyvacijg bei jy svarbg uZztikrinant imuning apsaugg prie§ GL261 Igsteles.
Kaip ir LLC1 naviko atveju, kombinacinis gydymas CY ir imunoterapija
lémé iSaugusia T limfocity aktyvacija bei taikant kombinacija su DLV buvo
uzkertamas kelias T limfocity slopinanc¢iy molekuliy raiskai. Tyrimai rodo,
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kad gydant peles su indukuotais mezoteliomos navikais 5-FU, anti-CTLA-4
bei anti-PD-L1 kombinacinio gydymo terapinis efektas buvo pasiekiamas
per CD8 T limfocitus ir buvo susijes su geresniu peliy iSgyvenamumu [227].
Taip pat taikant neoadjuvanting chemoterapija gemcitabinu su anti-PD-1
buvo aktyvintas NK lgsteliy ir CD8 T limfocity atsakas, susij¢s su naviko
augimo slopinimu ir geresniu peliy su kasos navikais i§gyvenamumu [228].
Taip pat gydymas CY ir imunoterapijos kombinacijomis lémé
sisteminj bei navikui lokaly CD8 T limfocity atminties susiformavima, kaip
rodo navike iSaugusi //7r ir Eomes raiska ir sistemiskai padidéjgs CD8 Tewm
limfocity skaiéius. Sie gydymo aktyvinti mechanizmai pelytése, gydytose
CY ir imunoterapijos kombinacijomis, uztikrino efektyvesng GL261 naviky
vystymosi ir atsinaujinimo kontrole. Kaip rodo tyrimai, pavienis gydymas
CY ar anti-PD-L1 negebéjo sukelti efektyvios T limfocity atminties, kuri
buvo aktyvuota tik taikant kombinacini gydyma [229]. Idomu tai, kad
eksperimento eigoje visose gydymo grupése CD8 Tem limfocity skaiCius
grizo i normos ribas ir buvo stebimas CD4 ir CD4 Tgm limfocity atsako
jsivyravimas, kuris buvo ryskiausias CY+DLV bei CY+DLV-+anti-PD-1
grupése. Aktyvus periferinis Thl tipo CD4 limfocity atsako vystymasis buvo
stebimas ir peliy spontaninio krities vézio modelyje, taikant gydymg anti-
CD40, IFN-y, anti-PD-1 ir anti-PD-L1 kombinacijomis. Siame modelyje
gydymo paskatinti Thl CD4 Tgm limfocitai uZztikrino ilgalaik¢ imuning
apsaugg ir uzkirto kelig pakartotinai sukelty naviky vystymuisi. Analogiski
rezultatai buvo pastebéti ir gydant melanoma sergancius pacientus
kombinuotu gydymu anti-CTLA-4 ir GM-CSF. Pacienty, kuriuose gydymas
buvo susijes su ligos stabilizavimu ir reikSmingai iSaugusiu bendru
iSgyvenamumu, kraujyje, pra¢jus 3 ir 6 savaitéms po uzbaigto gydymo buvo
nustatytas reikSmingai iSauggs Thl CD4 Tgwm limfocity skaicius nei lyginant
su pacientais, kuriy liga po taikyto gydymo progresavo [230][231]. Panasi
situacija buvo stebima NSCLC atveju - iSauges kraujo CD4CD62L"°™
limfocity kiekis (CD4CD62L"Y T limfocitai yra jvardijami kaip CD4 Tgum
limfocitai [232,233], buvo susijes su pacienty teigiamu atsaku j gydyma anti-
PD-1, nulémusj reikSmingai pagerintg pacienty iSgyvenamumag be ligos
progresavimo. Siuose pacientuose net ir pra¢jus daugiau nei 500 dieny po
gydymo buvo stebimas iSauges kraujo CD4CD62L"" limfocity kiekis,
galimai uztikrings efektyvig ligos kontrole. O pacienty, kurie atsaké |
gydyma anti-PD-1, bet ilgainiui liga progresavo, kraujyje buvo stebimas
CD4CD62L"" limfocity kiekio sumazéjimas [234]. Kito tyrimo metu
NSCLC pacientuose padidéjes kraujo CD4 limfocity ir NK lasteliy kiekis
pries gydymg anti-PD-1 buvo susietas su teigiamu atsaku j gydyma
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imunoterapija bei geresniu iSgyvenamumu be ligos progresavimo. Taip pat
po gydymo imunoterapijai jautriy pacienty kraujyje buvo stebimas iSauges
CD4 limfocity kiekis, rodantis, kad imunoterapijos teigiamas efektas yra
susijes su CD4 limfocity atsako aktyvavimu pacientuose [235]. Tyrime gauti
rezultatai atskleidzia CD4 limfocity bei CD4 Tem limfocity atsako svarba
ilgalaikiam sékmingam prieSnavikiniam imuniniam atsakui ir efektyviam
imunoterapiniam gydymui.

Sios studijos metu sinergistinis ciklofosfamido, dendritiniy Igsteliy
vakciny bei anti-PD-1 efektas buvo stebimas gydant peles su skirtingo
funkcionalumo AAPM navikais. Gydant peles su LLC1 navikais,
pasizyminciais nefunkcionaliu AAPM, CY ir imunoterapijos sinergistinis
efektas atsiskleidzia per CY gebéjimg aktyvuoti AAPM ir padaryti navikines
lasteles matomomis imunoterapijos aktyvuotiems T limfocitams atpazinti ir
sunaikinti. LLC1 navikai be sutrikusio AAPM taip pat pasizymi dideliu
agresyvumu ir aukStu proliferaciniu potencialu, turin¢iu reikSmingos
neigiamos jtakos terapiniam efektui pasiekti. Tai yra daznas modelis
chemoterapiniams vaistams vertinti in vivo — Siame modelyje atskleidus
chemoterapinio vaisto vinorelbino terapinj efekta, pastarasis buvo s¢kmingai
perkeltas j klinikinius tyrimus [236]. Taigi nors ir nebuvo pasiektas 100%
gydymo nulemtas LLC1 naviky sunaikinimas, gautas reikSmingas terapinis
efektas rodo didziulj CY, DLV ir anti-PD-1 kombinacijos potencialg naviky
su nefunkcionaliu AAPM gydyti. Gydant peles su GL261 navikais,
pasizyminciais funkcionaliu AAPM, sinergistinis CY ir imunoterapijos
efektas, lémes GL261 naviky iSnykimg ir uztikrinusj ilgalaike apsauga nuo
naviko atsinaujinimo, galimai atsiskleidé per aktyvuotus T limfocity
imuninés atminties mechanizmus. Kaip rodo gauti rezultatai, CY pasizymi
jvairiomis navikg ir imuning¢ sistemg moduliuojanciomis savybémis,
jgalinanc¢iomis jo platy pritaikyma kuriant naujas chemoimunoterapijos
strategijas.
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ISVADOS

. Pavirsinés MHC-I molekulés ir AAPM elementus koduojan¢iy geny
Psmb8, Psmb9, Psmbl0, Tapl, Tap2, Erapl, B2m raiska navikuose
atspindi AAPM funkcinj nepakankamumg. AukS$ta Siy faktoriy raiska
GL261 Igstelése rodo aktyvy AAPM, o Zema - atspindi nefunkcionaly
AAPM LLCI1 lastelése.
. GL261 navikuose, kuriuose AAPM pilnavertis, yra stebimas imuninio
atsako formavimasis. Nefunkcionalus AAPM gali biiti terapinis taikinys
indukuojant imuninj atsakg LLC1 navikuose.
. Nefunkcionalus AAPM LLCI navikuose lemia jy atsparumg gydymui
dendritiniy lgsteliy vakcinoms ir anti-PD-1. AAPM faktoriy raiska
prognozuoja jautrumg gydymui dendritiniy Igsteliy vakcinomis ir anti-
PD-1.
. Ciklofosfamidas aktyvuoja AAPM ir tokiu buidu sustiprina naviko T
limfocity aktyvacines bei citotoksines savybes ir paskatina T limfocity
imunings atminties susidaryma.
. Ciklofosfamido, dendritiniy lgsteliy vakciny ir anti-PD-1 kombinacijos
pasiZymi sinergistiniu poveikiu:
» ciklofosfamidas aktyvuoja LLC1 naviky AAPM ir jjautrino
navikus gydymui dendritiniy lgsteliy vakcinomis ir anti-PD-1.
* chemoimunoterapija uztikrina ilgalaike imunoterapijai jautriy
GL261 naviky kontrole.
* chemoimunoterapija léme efektyvy naviky vystymosi slopinima,
T limfocity atsako bei T limfocity imuninés atminties

formavimasi.  Geriausiu  terapiniu  efektu  pasizyméjo
ciklofosfamido+dendritiniy lasteliy vakciny+anti-PD-1
kombinacija.
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PRIEDAI

Priedas 1. Tyrime naudoti PGR pradmenys.

Genas Tiesioginis pradmuo (5°-3°) Atvirkstinis pradmuo (5°-3”)

Prfl CTGCCACTCGGTCAGAATG CGGAGGGTAGTCACATCCAT
Gzmb TCTCGACCCTACATGGCCTTA TCCTGTTCTTTGATGTTGTGGG
Gzma GGGAGATCAACCTGTCTTCCA GTCTTGAGTGAGGAACAACCG
Cxcl10 CCAAGTGCTGCCGTCATTTTC GGCTCGCAGGGATGATTTCAA
Argl CTCCAAGCCAAAGTCCTTAGAG AGGAGCTGTCATTAGGGACATC
Lgals9 TTACTGGACCAATCCAAGGAGG AGCTGTTCTGAAAGTTCACCAC
Nos2 GTTCTCAGCCCAACAATACAAGA GTGGACGGGTCGATGTCAC
Haver2 | TCAGGTCTTACCCTCAACTGTG GGGCAGATAGGCATTTTTACCA
Tigit CCACAGCAGGCACGATAGATA CATGCCACCCCAGGTCAAC

CD8a CCGTTGACCCGCTTTCTGT TTCGGCGTCCATTTTCTTTGG
H2kl CAGGTGGAGCCCGAGTATTG CGTACATCCGTTGGAACGTG
H2q7 GAGCAGGCTGGTATTGCAGAG CACCATAAGACCTGGGGTGA
B2m TTCTGGTGCTTGTCTCACTGA CAGTATGTTCGGCTTCCCATTC
Psmb8 ATGGCGTTACTGGATCTGTGC GCGGAGAAACTGTAGTGTCCC
Psmb9 GGGACAACCATCATGGCAGT CAGCAGCGGAACCTGAGAG
Psmb10 | GACAAAAGCTGCGAGAAGATCC CGCGTAGTCATCTCAGTGTCC
H2d1 TCGGCTATGTGGACAACAAGG GGCCATAGCTCCAAGGACAC
Tapl GGACTTGCCTTGTTCCGAGAG GCTGCCACATAACTGATAGCGA
Tap2 GACATGGCTTTACTTGGGTTGC GTGCCCTCTATCCAGAGTCC
Erapl TAATGGAGACTCATTCCCTTGGA AAAGTCAGAGTGCTGAGGTTTG
H2q1 CACGCAGTTTGTGCGCTTC CGTGTGTTCCGTTCCCAATAC
H2q4 ATGGCGTCAACAATGCTGC GGGACACGGAGGTGTAGAA

12ra CAAGAACGGCACCATCCTAAA TCCTAAGCAACGCATATAGACCA
Tnfrsf9 CGTGCAGAACTCCTGTGATAAC GTCCACCTATGCTGGAGAAGG
Eomes GCGCATGTTTCCTTTCTTGAG GGTCGGCCAGAACCACTTC

Cxcl9 GGAGTTCGAGGAACCCTAGTG GGGATTTGTAGTGGATCGTGC
Cxcll6 ATACCGCAGGGTACTTTGGAT CTGCAACTGGAACCTGATAAAGA
Csf2 GGCCTTGGAAGCATGTAGAGG GGAGAACTCGTTAGAGACGACTT
Cxcl5 TCCAGCTCGCCATTCATGC TTGCGGCTATGACTGAGGAAG
Cd274 AGTATGGCAGCAACGTCACG TCCTTTTCCCAGTACACCACTA
Tgfbl CCACCTGCAAGACCATCGAC CTGGCGAGCCTTAGTTTGGAC
Icos ACGCCATTTCAACTTGAGTGG TCCCTGGAGACTTGTAAGGCA
Idol TGGCGTATGTGTGGAACCG CTCGCAGTAGGGAACAGCAA
Ifng ACAGCAAGGCGAAAAAGGATG TGGTGGACCACTCGGATGA
Gapdh AGGTCGGTGTGAACGGATTTG GGGGTCGTTGATGGCAACA

17r GCGGACGATCACTCCTTCTG AGCCCCACATATTTGAAATTCCA
110 GCTCTTACTGACTGGCATGAG CGCAGCTCTAGGAGCATGTG

114

GGTCTCAACCCCCAGCTAGT

GCCGATGATCTCTCTCAAGTGAT
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Nicrs

GCTGAGAGCATCCGACTGAAC

AGGTACATCAAGCTCGAAGCA

Ifl

ATGCCAATCACTCGAATGCG

TTGTATCGGCCTGTGTGAATG

Ifna4

TGATGAGCTACTACTGGTCAGC

GATCTCTTAGCACAAGGATGGC

Ifubl

CAGCTCCAAGAAAGGACGAAC

GGCAGTGTAACTCTTCTGCAT
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Priedas 2. Valstybinés maisto ir veterinarijos tarnybos iSduotas leidimas
atlikti bandymus su laboratoriniais gyviinais.

VALSTYBINE MAISTO IR VETERINARIJOS TARNYBA

LEIDIMAS
ATLIKTI BANDYMO SU GYVUNAIS PROJEKTA

2017-05-16 Nr. G2-66
Vilnius

Vadovaujantis Lietuvos Respublikos gyviiny gerovés ir apsaugos jstatymo 16 straipsnio 4
dalimi, Mokslo ir. mokymo tikslais naudojamy gyviny laikymo, prieziiros ir naudojimo
reikalavimais, patvirtintais Valstybinés maisto ir veterinarijos tarnybos direktoriaus 2012 m. spalio 31
d. jsakymu Nr. B1-866 ,,Dél Mokslo ir mokymo tikslais naudojamy gyviiny laikymo, priezitros ir
naudojimo reikalavimy patvirtinimo®, Europos konvencija dél eksperimentiniais ir kitais mokslo
tikslais naudojamy stuburiniy gyviiny apsaugos (OL 2004 m. specialusis leidimas, 15 skyrius, 4
tomas, p. 325) ir remiantis Lietuvos bandomuyjy gyviiny naudojimo etikos komisijos prie Valstybinés
maisto ir veterinarijos tarnybos 2017-05-19 isvada Nr. 5 ,,Dél leidimo atlikti bandymo su gyviinais
projekta®,
leidziam asiam ukio subjektui atlikti bandymo su gyviinais projekta:
duomenys apie Gkio subjekta:
pavadinimas Valstybinio mokslinio tyrimy instituto Inovatyvios medicinos centras,
adresas Moléty pl. 29, Vilnius,
kodas Juridiniy asmeny registre 302877556;
duomenys apie bandymo su gyviinais projektg:
pavadinimas ,Gydomuyjy priesveziniy vakciny efektyvumo tyrimas eksperimentiniuose peliy
modeliuose®,
vadovas Adas Darinskas,
naudojami gyviinai 120 peliy;
duomenys apie bandymo su gyviinais projekto atlikimo vietg:
pavadinimas Valstybinio mokslinio tyrimy instituto Inovatyvios medicinos centras,
adresas Moléty pl. 29, Vilnius.

Duomenys apie veterinarinius vaistus, vaistinius preparatus ar kitas medziagas (toliau—vaistai), kurie
bus naudojami vykdant bandymo su gyvinais projekta*: Nenaudojama.
Leidimas atlikti bandymo su gyviinais projekta (toliau — leidimas) galioja iki 2018 m. gruodZio 31 d.

/\\
Direktorius /_@’ Darius Remeika

(G

* — Nurodomi naudojamo (-y) vaisto (-y) pavadinimas (-ai), gamintojas (-ai), vaistiné (-és) forma (-os), kiekis, reikalingas
vykdant bandymo su gyviinais projekta. Jei vykdant bandymo su gyviinais projekta vaistai gyviinams nenaudojami,
leidime jrasomas zodis ,,Nenaudojama*
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Priedas 3. Valstybinés maisto ir veterinarijos tarnybos iSduotas leidimas
atlikti bandymus su laboratoriniais gyvinais.

VALSTYBINE MAISTO IR VETERINARIJOS TARNYBA

LEIDIMAS
ATLIKTI BANDYMO SU GYVUNAIS PROJEKTA

2019-06 M Nr. G2-118
Vilnius

Vadovaujantis Lietuvos Respublikos gyviiny gerovés ir apsaugos jstatymo 16 straipsnio 4
dalimi, Mokslo ir mokymo tikslais naudojamy gyviiny laikymo, prieZitiros ir naudojimo reikalavimais,
patvirtintais Valstybinés maisto ir veterinarijos tarnybos direktoriaus 2012 m. spalio 31 d. jsakymu Nr.
B1-866 ,Dél Mokslo ir mokymo tikslais naudojamy gyviiny laikymo, priezitiros ir naudojimo
reikalavimy patvirtinimo™, Europos konvencija dél eksperimentiniais ir kitais mokslo tikslais naudojamy
stuburiniy gyviiny apsaugos (OL 2004 m. specialusis leidimas, 15 skyrius, 4 tomas, p. 325) ir remiantis
Lietuvos bandomujy gyviiny naudojimo etikos komisijos prie Valstybinés maisto ir veterinarijos
tarnybos 2019-05-29 isvada Nr. 12 D¢l leidimo atlikti bandymus su gyvinais™,

leidziam asiam tkio subjektui atlikti bandymo su gyviinais projekta:

pavadinimas Valstybinio moksliniy tyrimy instituto Inovatyvios medicinos centras,

adresas Molety pl. 29, Vilnius,

kodas Juridiniy asmeny registre 302877556;

duomenys apie bandymo su gyviinais projekty:

pavadinimas ,,Chemo-imunoterapiniy deriniy efektyvumo, gydant indukuotus peliy

uzdegiminio ir neuzdegiminio tipo navikus vertinimas®,

vadovas Karolina Zilionyté,

naudojami gyviinai 378 pelés;

duomenys apie bandymo su gyviinais projekto atlikimo viety:

pavadinimas Valstybinio moksliniy tyrimy instituto Inovatyvios medicinos centras,

adresas Moléty pl. 29, Vilnius.

Duomenys apie veterinarinius vaistus, vaistinius preparatus ar kitas medZiagas (toliau
vaistai), kurie bus naudojami vykdant bandymo su gyvinais projekta*:

Kiekis, reikalingas
Eil. Nr. Vaisto pavadinimas Gamintojas Vaistiné forma vykdant bandymo su
__gyvanais projekty
1. ISOFLURANE 1000 mg/g Piramal Healthcare skystis 1000 ml

Leidimas atlikti bandymo su gyviinais projekta galioja iki 2022 m. rugséjo 30 d.

Direktoriaus pavaduotojas Vidmantas Paulauskas

* — Nurodomi naudojamo (-y) vaisto (-y) pavadinimas (-ai), gamintojas (-ai), vaistin¢ (-¢s) forma (-0s), kiekis, reikalingas vykdant
bandymo su gyviinais projekta. Jei vykdant bandymo su gyvinais projekta vaistai gyviinams nenaudojami, leidime jraSomas Zodis
Nenaudojama*.
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SANTRAUKA

SUMMARY

Evaluation of chemoimmunotherapy efficacy in murine tumor models with
different antigen processing and presentation mechanism functionality

ABBREVIATIONS

Ag - antigen

Ab - antibody

APPM - Ag processing and presentation mechanism

CD - a group of mice treated with cyclophosphamide and dendritic cell
vaccines

CP - a group of mice treated with cyclophosphamide and anti-PD-1

CDP - a group of mice treated cyclophosphamide, dendritic cell vaccines and
anti-PD-1

CY — cyclophosphamide

DC - dendritic cell

DCV- dendritic cell vaccine

FBS — fetal bovine serum

Gr1" MDC - myeloid derived cells, including myeloid-derived suppressor
cells, neutrophils and granulocytes

ICsp - the concentration required to induce 50% inhibition of cell growth
ICD - immunogenic cell death

ICI - immune checkpoint inhibitors

IP - intraperitoneally

Xeno SEL - sheep embryo lung tissue lysate

Xeno REN - rat embryo nerve tissue lysate

MDSC - myeloid-derived suppressor cells

MFT - mean fluorescence intensity

NK - natural killer

PD-1 - programmed cell death protein 1

PD-L1 - programmed cell death-ligand 1

s.c. - subcutaneously

SD - standard deviation

Tewm - effector memory T lymphocytes

TGI - tumor growth inhibition

Th - T helper lymphocytes
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TIL - tumor infiltrating lymphocytes
TMB - tumor mutational burden
Treg - regulatory T lymphocytes

INTRODUCTION

Over the past decade, immunotherapy has become one of the most
important treatments for oncology patients, enabling to achieve long-term
remission and prolong survival [1]. However, immunotherapy's effectiveness
is limited and treatment's positive effect is achieved only in some patients.
The objective response rate of immune checkpoint inhibitors (ICIs),
targeting the PD-1/PD-L1 pathway, is achieved in up to 40% of oncology
patients [2], whereas the objective response rate to dendritic cell vaccines
(DCV) is only 15% [3]. To improve the efficacy of immunotherapy, it is
important to identify possible mechanisms of tumor resistance, determine
predictive biomarkers for treatment individualization, and search for
effective combined treatment strategies [1].

Various immunotherapies, including ICI, T lymphocyte therapy, and
DCV, have different mechanisms of action but they all rely on CD8 T
lymphocytes, the main cells in the fight against cancer cells [4]. Studies
show that both the number of tumor-infiltrating lymphocytes (TIL) and
factors associated with T lymphocyte response, such as tumor mutational
burden (TMB), neoantigen count, PD-L1 expression, have a predictive value
for the individualization of treatment with T lymphocyte-based
immunotherapy [5]. However, the successful clinical use of these predictive
markers is hampered by their limitations, and the search for universal
markers or their combinations thereof remains relevant to this day [6], [7].

The ability of CD8 T lymphocytes to recognize and kill tumor cells
depends largely on the potency of the tumor cells to process antigens (Ag)
and present them via the MHC-I molecule on their surface. Various proteins
are involved in the Ag processing and presentation mechanism (APPM) and
changes in the expression of genes encoding them can have a significant
impact on the efficiency of tumor Ag presentation to the immune system and
the antitumor immune response [8]. Studies suggest that decreased
expression of individual APPM-encoding genes may lead to dysfunctional
APPM, low TIL levels, resistance to ICI treatment, and reveal a potential
predictive value of APPM for ICI application [9], [10], [11]. However,
assessing the expression of individual APPM genes often yields ambiguous
results that differ between cancer localizations and even within the same
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localization and do not always correlate with response to treatment. APPM is
complex, involving many different, coordinated proteins, and only a
complex evaluation of APPM gene set expression can provide sufficient
information about APPM functionality and remain a universal parameter
regardless of differences between patients or cancer localizations.

To sensitize patients whose tumors have APPM dysfunctionality to
immunotherapy, it becomes important to activate APPM in tumor cells.
Studies show that the changes associated with the regulatory mechanism of
APPM are reversible and can be modulated by various therapeutic measures
[12]. Treatment with IFN-y [13], DNA methyltransferases [14] and histone
deacetylases inhibitors [15], and various chemotherapeutic agents [16], [17],
[18] has been shown to activate APPM in tumor cells. Chemotherapeutic
drugs are not only able to activate tumor cell’s APPM but are also able to
eliminate most tumor cells, induce immunogenic death of tumor cells,
selectively eliminate immunosuppressive cells, and thus create a favorable
environment for the action of immunotherapy [19].

Cyclophosphamide (CY) is a chemotherapeutic drug with various
immune system modulating properties [17]. However, the effect of
cyclophosphamide on tumor cell APPM remains unknown. Modulation of
APPM functionality in tumor cells by chemotherapeutic agents would enable
the effects of immunotherapy-activated immune mechanisms directed
against tumor cells and allow the development of effective
chemoimmunotherapeutic treatment strategies.

Aim
To evaluate the association of AAPM functionality in tumors with response
to immunotherapy and combination therapy with cyclophosphamide in a
murine tumor model.

Objectives

1. To determine APPM functionality in LLC1 and GL261 tumors.

2. To evaluate the effect of APPM functionality on the immune response
against LLC1 and GL261 tumors.

3. To assess the relationship between APPM functionality in LLC1 and
GL261 tumors and their sensitivity to dendritic cell vaccines and anti-PD-
1 treatment.

4. To study the modulating effect of cyclophosphamide on tumor cell APPM
and immune response.
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. To evaluate the effectiveness of CY, DCV, and anti-PD-1 combinations in
the treatment of mice with tumors of different APPM functionality.

Novelty

. Murine tumor models LLC1 and GL261 have been described in detail,
revealing differences in their APPM functionality.

. Relationship between APPM functionality in tumors and their sensitivity
to DCV treatment has been revealed.

. Set of genes whose expression predicts tumor sensitivity to DCV and anti-
PD-1 treatment has been identified.

. The ability of cyclophosphamide to activate APPM in tumor cells has
been demonstrated.

. Synergistic effect of cyclophosphamide, DCV, and anti-PD-1 in the
treatment of mice with APPM dysfunctional tumors has been revealed.

Hypotheses
. LLC1 and GL261 tumors are characterized by differences in APPM
functionality.
. APPM dysfunctionality results in inefficient tumor Ag presentation and
inability of the immune system to recognize and destroy tumor cells.
. APPM functionality is related to tumor sensitivity to immunotherapy.
. Cyclophosphamide activates APPM in tumor cells and results in the
formation of T lymphocytes with increased cytotoxicity and activating
properties.
. Combinations of cyclophosphamide, DCV, and anti-PD-1 result in the
formation of an effective antitumor immune response and long-term
immune memory.

METHODS
Mice and cell lines

C57BL/6 mice, 8 to 12 weeks of age, were obtained from State

Research Institute Centre for Innovative Medicine (Vilnius, Lithuania). The
research was approved by the State Food and Veterinary Service (Priedas 2,

Priedas 3). Procedures with animals were performed in accordance with the
Guide for the Care and Use of Laboratory Animals. Animals had ad libitum
access to food and water. C57BL/6 syngeneic tumor cell lines Lewis lung
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carcinoma LLC1 and glioma GL261 were used as experimental models.
These cell lines were a kind gift from JSC Froceth (Vilnius, Lithuania).

Evaluation of LL.C1 and GL261 cell proliferation in vitro

10,000 LLC1 cells or 25,000 GL261 cells were seeded in 12-well
plates and cultured in DMEM medium supplemented with fetal bovine
serum (FBS) and antibiotics. After 48, 72, and 96 h cell number and viability
were assessed.

Preparation of LLC1 and GL261 cell lysates

LLC1 and GL261 lysates were prepared by repeated freeze/thaw cycle
in liquid nitrogen and +37°C water bath, centrifuged (4000 g, 10 min), and
filtered through a 0.2-um syringe filter. Lysate protein concentration was
assessed with a spectrophotometer.

Production of murine dendritic cell vaccines

Mouse dendritic cells (DC) were prepared according to Lutz et al. al
protocol [180]. Isolated bone marrow cells were cultivated at 3x10° per Petri
dish in 10 ml RPMI medium containing 10% FBS, 1% antibiotics (100 U/ml
penicillin and 100 pg/ml streptomycin), 20 ng/ml recombinant mouse
granulocyte-macrophage colony-stimulating factor GM-CSF. On days 3 and
6, dishes were supplemented with fresh medium maintaining the same
concentration of GM-CSF. On day 7, DC maturation was induced by
incubating with 15 ug/ml LLC1 or GL261 lysate and 1 ug/ml LPS for 24
hours. The quality of prepared DCs was assessed by flow cytometer before
and after maturation based on the expression of CD11c, MHC-II, CD&0,
CD86 and CD40 markers.

Induction of immune response against LLC1 cells by injection of tumor
Ag

Mice were injected with 3x10° LLC1 cells s.c. in the left hind foot. On
day 14, when the tumors became visually visible and palpable, mice were
anesthetized with 100 mg/kg ketamine and 10 mg/kg xylazine and tumors
were surgically removed along with the left foot. After 3 days, mice were
injected with prepared autologous LLC1 lysate (3x150 pg/100 pl PBS IP),
xenogeneic rat embryonic nerve tissue lysate (xeno REN, 3x300 pg/100 pl
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PBS IP) or sheep embryonic lung tissue lysate (xeno SEL, 0,4 mg s.c./0,6
mg s.c./1,2 mg/100 pl PBS IP). Xeno REN was prepared by project co-
authors from R.E. Kavetsky Institute of Experimental Pathology, Oncology
and Radiobiology (Ukraine), and Xeno SEL — from Emmanuel Kant
University, Institute of Clinical Immunology (Kaliningrad, Russia).
Response to treatment was assessed by overall mice survival and peripheral
blood from the hip vein was collected for CD8 lymphocyte count evaluation
with the flow cytometer.

Induction and monitoring of LLC1 and GL261 tumors growth in
mice

Tumors were induced by subcutaneous (s.c.) injection of 4x10°> LLC1
cells or 3x10° GL261 cells in the left flank of mice. For accurate tumor
injection, mice were anesthetized by inhalation with isoflurane. When the
tumors became palpable, their length and width were measured every 2-3
days and their volume was calculated according to the formula:

length X width?

2
When the tumors reached the appropriate size (depending on the

tumor volume =

experiment), mice were sacrificed by cervical dislocation and the tumor
samples were collected. Mice were also sacrificed when tumors reached 2-
2,5 cm’. Therapy-induced tumor growth inhibition index (TGI) was

evaluated according to the formula:
TGI = -G/ G
Cto
a-(za)

V- treated group, C — control group; 0 — tumor volume at the start of

x 100%

the treatment, 1 — tumor volume at a given time.

Evaluation of sensitivity to immunotherapy in mice with LLC1 or
GL261 tumors

Mice were induced with LLC1 or GL261 tumors s.c., their size was
monitored, and when they reached a size of 50-100 mm3, the mice were
divided into three groups: control (untreated), DCV (3 doses x 1 million
DCV/100 pl of PBS every four days s.c.), anti-PD-1 (3 doses x 200 pg/100
ul of PBS every four days IP). Response to immunotherapy was evaluated
according to the tumor growth inhibition effect and induced changes in
tumor immune infiltrate and immune-related gene expression.
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Evaluation of LLC1 or GL261 cell’s sensitivity to cyclophosphamide in
vitro

2x10° LLC1 and 3x10* GL261 cells were seeded in 96-well plates.
After 24 hours of cultivation the medium was removed and replaced with
new medium supplemented with 0,1; 0,39; 1,56; 6,25; 25; 100 ug/ml CY
concentration. After 24 and 48 h of incubation, cell viability was assessed
with CCK-8 and the concentration of CY required to inhibit the proliferation
of LLC1 and GL261 cells by 50% (ICso) was calculated.

Cyclophosphamide modulating effect on LLLC1 and GL261 cells in vitro

7x10* LLC1 and 1x10° GL261 cells were seeded in 24-well plates.
After 24 hours of cultivation the medium was removed and replaced with
new medium supplemented with 1,3 or 2,6 ng/ml CY. After 4 h, the medium
with CY was removed and were replenished with fresh medium. 24 and 48 h
after exposure surface expression of calreticulin and MHC-I on LLC1 and
GL261 cells was assessed by flow cytometry. The APPM-related gene
expression was evaluated as well.

Evaluation of the efficacy of cyclophosphamide treatment in mice
with LLC1 and GL261 tumors

Prior to initiation of treatment, effective doses of CY for the treatment
of tumor-bearing mice were determined in vivo - 140 mg/kg for LLC1 and
90 mg/kg for GL261. After selecting the optimal doses, LLC1 or GL261
tumors were induced in mice and treatment with optimal CY doses was
initiated when the tumors reached 50-100 mm®. Treatment of mice consisted
of 3 doses of CY administered every six days. The efficacy of CY treatment
was assessed by tumor growth inhibition effect, induced changes in tumor
immune infiltrate, as well as immune-related and APPM-related genes
expression.

Evaluation of the efficacy of cyclophosphamide and
immunotherapy combinations in mice with LLC1 and GL261 tumors

When LLC1 and GL261 tumors reached 50-100 mm?®, mice were
divided into groups and treatment was started:

1. C — control mice;

2. CY — mice treated with cyclophosphamide;
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3. CD — mice treated with cyclophosphamide and DCV;

4. CP — mice treated with cyclophosphamide and anti-PD-1;

5. CDP — mice treated with cyclophosphamide, DCV, and anti-PD-1.

The effectiveness of the combination treatment was evaluated by the
ability to suppress tumor growth, as well as by the induced systemic and
tumor-specific immune response and the expression of immune-related
genes.

In the case of GL261 tumors, to assess whether the treatment activated
immune memory, on 68 experiment day mice were re-inoculated with
GL261 cells on the right side, opposite to the primary tumor.

Preparation of mouse tumor and spleen samples

Tumors were divided into pieces — some of the tumor fragments were
placed in Trizol and snap frozen in liquid nitrogen (for RT-PCR), another
part were disaggregated with collagenase type IV (100 U/mL) and DNase I
(40 U/mL) and frozen in a special medium (for flow cytometry). Spleens
were filtered through a 70 um filter, red blood cells were lysed, and cells
were frozen in Trizol (for RT-PCR) or in a special medium (for flow
cytometry). For analysis of samples by flow cytometry, samples were
incubated with monoclonal Ab.

In the characterization of the immune environment of LLC1 and
GL261 tumors and evaluation of the local and systemic immune response to
CY, DCV, anti-PD-1, and their combinations, the following was evaluated
(for systemic immune response analysis in spleen CD45 was not included):

* Population of NK cells - CD45+CD3-NK1.1+

* B lymphocyte population - CD45+CD3-NK1.1-CD19+B220+

* CD4 T lymphocyte population - CD45+CD3+CD4+

* CD8 T lymphocyte population - CD45+CD3+CD8+

* CD4 Tgm lymphocyte population-CD45+CD3+CD4+CD44+CD62L-

* CD8 Tgwm lymphocyte population-CD45+CD3+CD8+CD44+CD62L-

* Population of M1 macrophages - CD45+CD11b+F480+CD206-

* Population of M2 macrophages - CD45+CD11b+F480+CD206+

* Dendritic cell population - CD45+CD11b+F480-CD11c+

* Grl + myeloid cell population - CD45+CD11b+F480-CD11c-Grl+

Before labeling with antibodies, samples were incubated with Fc
receptor-blocking MoAb, thereby reducing non-specific MoAb binding.
Incubation of cells with MoAb was performed at room temperature in the
dark for 25 min. Cells were subsequently washed with PBS solution from
non-adherent MoAb and analyzed with BD LSR II flow cytometer.
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Compensation was performed when labeling cells with MoAk with
overlapping fluorochrome spectra.

Analysis of immune-related gene expression by RT-PCR

Total mRNA from LLC1 and GL261 tumor and spleen samples were
extracted with Trizol. The quantity and quality of the isolated mRNA were
evaluated with a NanoDrop 2000c spectrophotometer. mRNA was reverse
transcribed into the cDNA using the Maxima First Strand cDNA synthesis
kit. The PCR primers required for gene expression analysis were taken from
the PrimerBank database (pga.mgh.harvard.edu/primerbank) (Priedas 1). The
RT-PCR was started from polymerase activation for 5 min at 95°C, followed
by 40 cycles of 10 s at 95° C and 30 s at 60°C. Gapdh was used as the
reference gene. RT-PCR was performed using an Azure Cielo 3
thermocycler using a Maxima SYBR Green qPCR Master Mix kit. The
analysis of the obtained data was performed using Azure Cielo Manager
software. The AACT method was used to assess changes in gene expression.

Statistical data analysis

The obtained results were statistically analyzed and displayed in
graphs using GraphPad Prism 9. The normal and lognormal distribution of
the data was assessed by the Shapiro-Wilk test. A two-tailed unpaired
Student's t-test was used to assess statistical significance between data with
normal distribution. Otherwise, the Mann-Whitney U test was performed.
For more than two groups, statistical significance between the data was
assessed by Type I ANOVA with Tukey's correction for multiple
comparisons.

A statistical comparison of mouse tumor growth curves was
performed using the online tool TumGrowth [182]. Longitudinal analysis of
tumor growth was done using mixed-effect modeling and type Il ANOVA.

Survival results were analyzed with a log-rank test and expressed as
Kaplan—Meier survival curves.

To characterize the immune gene expression profile of LLC1 and
GL261 cells, the ACr method was used and the data were z-transformed
(when z value> 0 — value is higher than mean, when z <0 — value is lower
than mean). For gene expression analysis, p-values were corrected using the
FDR (False detection rate) method of Benjamini, Krieger, and Yekutieli
when FDR (Q) = 1%.
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At least three replicates were performed, data are presented as mean +
SD. Significant differences are shown as ****** (0,0000001 <p<0,000001 ,
Ak 0,000001<p<0,00001,**** 0,00001<p<0,0001, *** 0,0001<p<0,001,
**0,001<p<0,01, * 0,01<p<0,05.

RESULTS
In vitro proliferation of LLC1 and GL261 cells

The proliferative potential of LLC1 and GL261 cells was assessed
(Figure 1). The doubling time (DT) of LLCI cells was found to be 20,5 h
and of GL261 cells — 66 h. To make equal experimental conditions, the
proportional number of LLC1 and GL261 cells was maintained in further
experiments.
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Figure 1. Relative proliferation of LLCl1 and GL261 cells. Data are
presented as mean+SD, n=4. DT — doubling time.

APPM functionality in LLC1 and GL261 cells

Analysis of APPM in LLCl and GL261 cells was initiated by
assessing surface MHC-I molecule expression (Figure 2, a). Significantly
lower expression of MHC-I was found on the surface of LLC1 cells; its
mean fluorescence intensity MFI was 140437, compared to GL261 cells,
whose MFI of MHC-I expression was 2307+251 (p=0,000001). Since the
LLC1 and GL261 tumor’s sensitivity to anti-PD-1 treatment in vivo will be
assessed later, PD-L1 expression on the surface of LLC1 and GL261 cells
was also measured. Both LLC1 and GL261 cells showed surface PD-L1
expression (MFI 199431 and 342+116 respectively, p=0,08), suggesting that
both tumors may potentially respond to anti-PD-1 treatment (Figure 2).
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Figure 2. Flow cytometric analysis of MHC-I and PD-L1 protein expression
on the surface of LLC1 and GL261 cells. MFI of MHC-I and PD-L1
expression are presented as the meantSD, n=4. MFI - mean fluorescence
intensity. Significant differences are represented as ***** (0,000001
<p<0,00001.

The expression of genes involved in APPM - Psmb8, Psmb9, Psmb10),
Tapl, Tap2, Erapl, B2m - was also evaluated in LLC1 and GL261 tumors
(n=6) (Figure 3). Compared with GL261 tumors, significantly lower
expression of Psmb8, Psmb9, Psmbl0, Tapl, Tap2, Erapl, B2m genes was
observed in LLC1 tumors, indicating that APPM is impaired at various
levels in LLCI cells.

LLC1 tumors GL261 tumors
Psmb8- Kekkk
Psmb9- dekdok
Psmb10- Kk
Tap1- *ekk
Tap2- Kk
Erap1- *kk
B2m- Hekek
| M |
-2 0 2

Figure 3. Expression analysis of APPM-related genes by RT-PCR in LLC1
and GL261 tumors. 6 LLC1 and GL261 tumors of 200-300 mm?® size were
analyzed. Values for each gene were converted to a z-score. Significant
differences are represented as ****  0,00001<p<0,0001,  F**
0,0001<p<0,001, ** 0,001<p< 0,01, * 0,01<p<0,05.

These results reveal molecular APPM differences between LLC1 and
GL261 cells. Low expression of the surface MHC-I and APPM-encoding
genes Psmb8, Psmb9, Psmbl0, Tapl, Tap2, Erapl, B2m indicate impaired
APPM in LLC1 cells. Meanwhile, in GL261 cells, the high expression of
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surface MHC-1 and APPM-encoding genes Psmb8, Psmb9, Psmbl0, Tapl,
Tap2, Erapl, B2m reflect functional APPM.

The relationship between APPM functionality in tumor cells and the
nature of the tumor immune microenvironment

To evaluate whether differences in APPM functionality affect the
formation of immune response against LLC1 and GL261 cells, subcutaneous
tumors were induced in mice and their growth was observed. (Figure 4, a).
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Figure 4. Characterization of growth and immune composition of LLC1 and
GL261 tumors. a — Tumors growth curves. Tumor size was measured with a
caliper every 2-3 days. Results are represented as meantSD. b - Flow
cytometric analysis of immune infiltrate composition in LLC1 and GL261
tumors. Six LLC1 and GL261 tumors of 200-300 mm® size were collected
for analysis. Grl1” MDC — Gr1" myeloid derived cells. M1/M2 macrophage
graph shows the ratio of M1 to M2 macrophages percentage in the tumor.
Results are shown as mean+SD, LLC1 n=3-4, GL261 n=4-5. Significant
differences are shown in graphs as ** 0,001<p< 0,01, * 0,01<p=<0,05.
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Firstly, different rates of tumor growth were observed - GL261 tumors
developed significantly slower than LLC1 tumors (p<0,0001). Although the
overall percentage of leukocytes in these tumors was similar (22 + 3,7% and
242 + 9,9%, respectively, p>0,05), differences in the immune infiltrate
composition were observed (Figure 4, b). GL261 tumors were significantly
more infiltrated by CD8 T lymphocytes and NK cells compared to LLC1
tumors (p = 0,003 and p = 0,01, respectively).

Compared with LLCl tumors, GL261 tumors also showed
significantly higher expression of genes associated with CD8 T lymphocytes
and NK cells cytotoxicity, such as Gzma (p=0,01), Gzmb (p=0,002) and Ifng
(p=0,0008), confirming the development of cytotoxic immune response
(Figure 5). Low percentage of CD8 T lymphocytes and NK cells and lower
expression of cytotoxicity-related genes Gzma, Gzmb, and Ifag in LLCI1
tumors suggest that cytotoxic mechanisms were not predominant.
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Figure 5. RT-PCR analysis of immune-related gene expression in LLC1 and
GL261 tumors. Six LLCI and GL261 tumors of 200-300 mm® size were
collected for analysis. Values for each gene were converted to a z-score.
Significant differences in gene expression are shown in graphs, ***
0,0001<p<0,001, ** 0,001<p< 0,01, * 0,01<p=<0,05.

However, a similar percentage of LLC1 and GL261 tumors infiltrating

DC (p> 0,05) was found, indicating that DC infiltration into LLC1 tumors is
not impaired and may elicit a tumor-specific immune response. This is
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further confirmed by the expression of T lymphocyte activation markers
such as Icos and Tufrsf9, which was higher in LLC1 tumors compared with
GL261. These results indicate that DCs were able to activate T lymphocytes,
but T lymphocytes were possibly unable to recognize LLC1 cells due to the
impaired APPM.

LLC1 and GL261 tumors were also dominated by different
immunosuppressive mechanisms. Compared with LLC1 tumors, CD4 T
lymphocyte infiltration was higher in GL261 tumors, and further analysis of
FoxP3 and Idol expression allowed some of those lymphocytes to be
identified as Treg lymphocytes. Also, different subtypes of macrophages
predominated in LLC1 and GL261 tumors - GL261 tumors were dominated
by M1 macrophages, associated with the antitumor immune response, while
LLC1 tumors were dominated by M2 macrophages, promoting tumor
progression [4]. In LLC1 tumors, significantly higher levels of Gr1™ MDC,
including MDSC, neutrophils and granulocytes, were observed. They also
showed increased expression of Nos2 and Tgfbl, which is associated with
immune response suppression by MDSC [184].

Induction of an immune response against LL.C1 tumors with non-
functional APPM

To evaluate whether it is possible to stimulate an immune response

against LLC1 tumors by therapeutic means, LLC1 tumors were induced,
when removed and mice were given three doses of autologous and
xenogeneic lysates (Figure 6, a). The purpose of these vaccines was to
induce DC activation and T lymphocyte response against LLC1 cells,
ensuring the removal of residual LLC1 cells and preventing the formation of
metastases. Xenogeneic lysates were selected as positive controls - they
contain oncofetal and cancer-testis antigens, which are often expressed in
tumor cells [50],[185],[186].
At the end of the experiment, the survival of control mice was 40% (Figure
6, b). Vaccination with xeno REN lysate did not have a positive effect on the
survival of mice, which was 40% (p> 0,05). Vaccination with LLC1 lysate
slightly improved the survival of mice by up to 60% (p> 0,05). Only xeno
SEL lysate ensured 100% survival of mice (vs. control, p=0,004; vs. LLC1
lysate and vs. SEL, p=0,004). Also at the end of the experiment in this group
significant increase in CD8 T lymphocyte count was observed compared to
control mice (Figure 6, c).

These results demonstrated that dysfunctional tumor APPM results in
immune system disability in recognizing and destroying tumor cells.
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Figure 6. Survival of mice after vaccination with autologous LLC1 lysate or
xenogeneic lysates. a - scheme of the experiment. b - mice survival curves. ¢
- Flow cytometric evaluation of CD8 T lymphocytes in the blood of mice
after vaccination with autologous and xenogeneic lysates. Blood was taken
on the 26th and 70th day of the experiment and is marked as 26 and 70,
respectively. Results are shown as mean+SD, n=3. Significant differences
are shown in graphs, **** 0,00001<p<0,0001, *** 0,0001<p<0,001, **
0,001<p< 0,01, * 0,01<p<0,05.Xeno REN — rat embryo nerve tissue lysate,
xeno SEL — sheep embryo lung tissue lysate.

145



No cytotoxic immune responses associated with CD8 T lymphocytes
and NK cells were observed in LLC1 tumors with dysfunctional APPM.
However, the formation of cytotoxic immune response was observed in
GL261 tumors with active APPM. This experiment shows that the immune
response against LLC1 cells can be induced therapeutically, but effective
treatment strategies are needed.

Evaluation of the quality of murine dendritic cells vaccines prepared ex
vivo

Prepared DCV were evaluated morphologically and phenotypically
after differentiation and maturation stages to confirm their suitability for
treatment. Maturation with LLC1 or GL261 lysate induced morphological
DC changes - cytoplasmic veils appeared on their surface (Figure 7, a).

DC maturation is further confirmed by the increased proportion of:

« CD11c¢"/CD80" (p>0,05 immature DC vs. DC+LLC1/+GL261);

« CD11¢"/CD86" (p=0,0005 immature DC vs. DC+LLC1;
p=0,00003 vs. DC+GL261);

« CD11c¢"/CD40" (p=0,009 immature DC vs. DC+LLC1; p=0,009
with DC+GL261);

+ CD11c¢"/MHC 11" (p=0,00006 immature DC vs. DC+LLC]1;
p=0,000004 vs. DC+GL261) cell population size in prepared
DCs (Figure 7, b).

DCs matured with LLC1 or GL261 lysates resembled properties of
mature DCs and could induce an antitumor immune response when injected
into mice.

Relationship between tumor APPM functionality and response to
dendritic cell vaccine and anti-PD-1

LLC1 or GL261 tumors were induced s.c. and were treated according
to the plan shown in Figure 8, a. Treatment with DCV or anti-PD-1 did not
have any inhibitory effect on LLC1 tumor growth, which developed at a
similar rate to untreated mice (Figure 8, b). In contrast, both DCV and anti-
PD-1 treatment significantly inhibited GL261 tumor growth. The TGI of
DCV reached 55% and 71% for anti-PD-1.
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Figure 7. Evaluation of murine DC quality before and after 24 h maturation
with LLC1 or GL261 lysates and LPS. a - DC morphology at 400x
magnification. b - evaluation of DC phenotype by flow cytometry. DC
phenotype was assessed by the expression of CDllc together with
CD80/CD86/CD40/MHC-II. DC — dendritic cell, LPS — lipopolysaccharide.
Results are shown as mean+SD, n=4. Significant differences are represented
as  FE¥EE - (.000001<p<0,00001, ****  0,00001<p<0,0001,  ***
0,0001<p<0,001, ** 0,001<p< 0,01, * 0,01<p=<0,05.

Increased leukocyte infiltration was observed in GL261 tumors, but no
positive immunotherapy effect on leukocyte counts was seen in LLCI
tumors (Figure 9, a). In GL261 tumors immunotherapy also increased the
number of NK cells (control vs. DCV p=0,01; vs anti-PD-1 p=0,004) and
CDS8 T lymphocytes, especially in the group of mice treated with anti-PD-1
(control vs. anti-PD-1 p=0,001).
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Figure 8. LLC1 and GL261 tumors response to DCV and anti-PD-1. a -
vaccination and sampling plan. b - LLC1 and GL261 tumor growth curves.
Tumor size was measured every 2-3 days with a caliper. Results are shown
as mean+SD.

Immunotherapy-induced activation of the immune response against
GL261 cells is further confirmed by an increase in cytotoxicity-related genes
such as Ifng (control vs. anti-PD-1 p=0,01), Gzmb (control vs. DCV p=0,04;
vs. anti-PD-1 p=0,01) and T lymphocyte activation marker Tufrsf9 (control
vs. anti-PD-1 p=0,04) expression (Figure 9, b). Increased expression of
chemokines Cxcl9 (control vs. anti-PD-1 p=0,0009) and Cxc/I0 (control vs.
DCV p=0,008, vs. anti-PD-1 p=0,03), closely related to T lymphocyte
infiltration, were also observed in GL261 tumors. In LLC1 tumors
immunotherapy had no significant effect on NK cell or CD8 T lymphocyte
infiltration or the expression of Ifng, Gzmb, Cxcl9, Cxcll0 and TnfrsfY,
which explains the lack of a positive treatment effect.

No change in the number of immunosuppressive cells was observed in
LLC1 and GL261 tumors after treatment (data not shown). Nevertheless, the
expression of Argl significantly increased in GL261 tumors after treatment
(control vs. DCV p=0,04, vs. anti-PD-1 p=0,04), possibly as a reaction to
treatment-induced antitumor immune response.
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Figure 9. LLC1 and GL261 tumors response to DCV and anti-PD-1. a - flow
cytometric analysis of immune cell infiltration in LLC1 and GL261 tumors

after treatment with DCV or anti-PD-1. Tumor samples were collected seven

days after the end of treatment. b — RT-PCR analysis of immune-related gene
expression in collected LLC1 and GL261 tumors. Results are shown as

meantSD, LLCI n=3-4, GL261 n=4-5. Significant differences are

represented as *** (0,0001<p<0,001, ** 0,001<p< 0,01, * 0,01<p=<0,05.

These results show that APPM functionality in tumor cells is related to
their sensitivity to immunotherapy - DCV and anti-PD-1. LLCI1 tumors in
which APPM was dysfunctional were resistant to immunotherapy - treatment
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did not induce an anti-tumor immune response. Although APPM was
functional in GL261 tumors and immunotherapy effectively suppressed
tumor growth and induced an antitumor immune response but failed to
ensure complete tumor elimination. This shows that despite tumor’s
sensitivity to immunotherapy, combinatorial treatment strategies are needed
to break the immunosuppressive barriers of the tumor and help to reveal the
positive effect of immunotherapy. Due to the broad immunostimulatory
properties, it was decided to study chemotherapeutic drug cyclophosphamide
effect on LLC1 and GL261 cells and to evaluate the effectiveness of its
combinations with DCV and anti-PD-1 in the treatment of mice with tumors
of different APPM functionality.

Cyclophosphamide immunomodulatory effect on LL.C1 and GL261 cells
in vitro

The aim of this experiment was to evaluate LLC1 and GL261 cell’s
sensitivity to CY (Figure 10), CY ability to induce immunogenic cell death
(Figure 11) and to activate APPM in vitro (Figures 12-15).
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Figure 10. Evaluation of LLC1 and GL261 cell sensitivity to CY by
colorimetric CCK8 assay in vitro. Cell viability was measured 24 and 48 h
after exposure to CY. 4-OOH CY - cyclophosphamide. Data are presented in
the graph as the mean+SD, n=5.

Because CY is an inactive form, its active form, 4-hydroxyperoxy
cyclophosphamide, has been used in in vitro studies. Firstly, it was shown
that LLC1 and GL261 cells were sensitive to CY. ICso CY concentration for
LLC1 cells was 1,3 pg/ml after 24 hours and 0,6 pg/ml after 48 h, while for
GL261 cells — 2,6 pg/ml and 0,8 pg/ml, respectively.
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Figure 11. Flow cytometric evaluation of CY effect on surface calreticulin
expression. LLC1 and GL261 cells were exposed to 1,3 or 2,6 pg/ml CY for
4 h, then replaced with fresh medium. Calreticulin expression was evaluated
24 and 48 h after exposure by labeling cells with anti-calreticulin-
AlexaFluor647. Calreticulin MFI data are presented as mean+SD, n=4. MFI
— mean fluorescence intensity. Significant differences are represented as
stk 0,0000001  <p<0,000001 , F*EEx - (0,000001<p<0,00001,****
0,00001<p<0,0001, *** 0,0001<p<0,001, ** 0,001<p<0,01, * 0,01<p<0,05.

Since CY is eliminated from mouse body within 4 h, to accurately
reproduce the real conditions and evaluate the immunomodulatory effect of
CY on LLC1 and GL261 cells, they were exposed to CY for 4 h in vitro after
which the drug was removed and replaced with fresh medium.
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Figure 12. Flow cytometric evaluation of CY effect on surface MHC-I
expression. LLC1 and GL261 cells were exposed to 1,3 or 2,6 pg/ml CY for
4 h, then replaced with fresh medium. Calreticulin expression was evaluated
24 and 48 hours after exposure by labeling cells with anti-MHC-I-PerCP—
eFluor710. MHC-I MFI data are presented as mean+SD, n=4. MFI — mean
fluorescence intensity. Significant differences are represented as ****
0,00001<p<0,0001, *** 0,0001<p<0,001, ** 0,001<p<0,01, * 0,01<p<0,05.
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CY’s ability to induce immunogenic cell death was assessed by the
expression of endoplasmic reticulum protein calreticulin on LLC1 and
GL261 cell surfaces (Figure 11).

After 24 hours, calreticulin expression on LLC1 cells was significantly
increased after exposure to 1,3 pg/ml or 2,6 ug/ml CY (control vs. 1,3 pg/ml
p=0,045, vs. 2,6 pg/ml p=0,0002; 1,3 pg/ml with 2,6 pg/ ml p=0,007) and on
GL261 cells after exposure to 2,6 ug/ml CY (control vs. 2,6 ug/ml p=0,04).
A further increase in calreticulin expression was observed 48 h after
exposure to CY (LLCI1 - control vs 1,3 pg/ml p=0,000005, vs. 2,6 pug/ml
p=0,0000001; 1,3 pg/ml vs. 2,6 pg/ml p=0,0003; GL261 - control with 1,3
ug/ml p=0,00003; control with 2,6 pg/ml p = 0,000008). These results show
that calreticulin expression on the cell surface increased over time and
depended on the concentration of CY.

Evaluation of CY effect on APPM started with the measurement of
MHC-I molecule expression on the surface of LLC1 and GL261 cells
(Figure 12).
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Figure 13. RT-PCR analysis of genes encoding MHC-I molecule expression
in LLC1 and GL261 cells after exposure to CY in vitro. LLC1 and GL261
cells were exposed to 1,3 or 2,6 ug/ml CY for 4 h, then replaced with fresh
medium and gene expression was measured 48 h after exposure to CY.
Results are presented in graphs as mean+SD, n=5. Significant differences are
represented as *¥**  (0,00001<p<0,0001, *** 0,0001<p<0,001, **
0,001<p<0,01, * 0,01<p<0,05.

After 24 h a significant increase in MHC-I expression was observed
on the surface of LLC1 and GL261 cells exposed to 1,3 pg/ml CY (LLC1 -
control vs. 1,3 pg/ml p=0.0006; GL261 - control vs. 1,3 ug/ml p=0,005),
which was more pronounced compared to cells treated with 2,6 pg/ml CY
(LLC1 2,6 pg/ml vs. 1,3 pg/ml p=0,02; GL261 — 2,6 ug/ml vs. 1,3 pg/ml
p=0,005). CY-induced activation of MHC-I expression on the surface of
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LLC1 cells remained significantly elevated 48 h after exposure and was
dose-dependent. No changes in MHC-I expression were observed on GL261
cells 48 hours after exposure.

After 48 h post-exposure to CY increased expression of surface MHC-
I on LLCI cells was also confirmed by the expression of MHC-I encoding
genes (Figure 13). H2ql, H2q4 and H2d! expression significantly increased
in LLC1 cells and depended on CY concentration. An analogous situation
was observed in GL261 cells - 48 hours after exposure to CY, the expression
of H2ql and H2q4 significantly increased in GL261 cells, although no
change in surface MHC-I was observed.
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Figure 14. RT-PCR analysis of genes encoding APPM expression in LLC1
and GL261 cells after exposure to CY in vitro. LLC1 and GL261 cells were
exposed to 1,3 or 2,6 ug/ml CY for 4 h, then replaced with fresh medium and
gene expression was measured 48 h after exposure to CY. Results are
presented in graphs as meantSD, n=5. Significant differences are
represented as ****  (0,00001<p<0,0001, *** 0,0001<p<0,001, **
0,001<p<0,01, * 0,01<p<0,05.

CY also had an activating effect on the expression of genes encoding
APPM, such as Psmb8, Psmb9, Erapl, Tapl, and Tap2 (Figure 14). After 48 h
significantly increased expression of Psmb8, Psmb9, Erapl was observed in
LLC1 cells exposed to 1,3 pg/ml or 2,6 pug/ml CY. Also significantly
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increased Tap2, Psmb9 expression was seen in GL261 cells after exposure to
1,3 pg/ml CY and Tapl, Erapl after exposure to 2,6 pg/ml CY.

The expression of genes encoding MHC-I and APPM is regulated by
the transcription factors Irfl and Nlcr5 (Figure 15). They belong to the group
of interferon-controlled transcription factors. Exposure to CY led to a
significant increase in the expression of transcription factors /rf1 and Nicr5, as
well as the expression of interferons Ifinbl, Ifna4 in LLC1 and GL261 cells.
Genes expression changes were proportional to CY concentration. Results
demonstrate that APPM changes in LLCI1 cells are reversible and can be
modulated with therapeutic agents.
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Figure 15. RT-PCR analysis of genes encoding APPM regulating
transcription factors expression in cells after exposure to CY in vitro. LLCI
and GL261 cells were exposed to 1,3 or 2,6 pg/ml CY for 4 h, then replaced
with fresh medium and gene expression was measured 48 h after exposure to
CY. Results are presented in graphs as meantSD, n=5. Significant
differences are represented as  ****  0,00001<p<0,0001,  F**
0,0001<p<0,001, ** 0,001<p<0,01, * 0,01<p<0,05.
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Efficacy of cyclophosphamide in the treatment of mice with LLC1 and
GL261 tumors

When s.c. LLC1 and GL261 tumors reached 50—100 mm?, treatment

with optimal CY doses was initiated, according to the regimen shown in
Figure 16.
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Figure 16. LLC1 and GL261 tumors response to CY treatment. Tumor size
was measured every 2-3 days with a caliper. When tumors reached a volume
of 50-100 mm3, CY treatment was started. In the graphs arrows indicate the
days of CY injection. Mice bearing LLC1 tumors were given a dose of 140
mg/kg and mice bearing GL261 tumors were given a dose of 90 mg/kg CY.
Results are presented in the graphs as the mean+SD.

CY significantly inhibited the development of LLC1 tumors (control
vs. CY p<0,0001) (Figure 16, a). On day 23 the TGI of CY for LLC1 tumors
was 74%. Prior to CY experiments in mice, the optimal doses of CY for the
treatment of mice with LLC1 or GL261 tumors were determined - 140
mg/kg % 3 for LLC1 and 90 mg/kg x 3 for GL261 (data not shown).

After treatment a significant increase in the number of CD4 Tem
lymphocytes was observed in LLC1 tumors (Figure 17). Also the expression
of T lymphocyte activation markers 7nfrsf9, Icos and immune memory
factors Eomes and 1I7r significantly increased in LLC1 tumors, indicating

CY-induced T lymphocyte activation and formation of T lymphocyte
memory (Figure 18).
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Figure 17. Flow cytometric analysis of immune cell infiltrates in LLC1 and
GL261 tumors after CY treatment. Mice bearing LLC1 tumors were given a
dose of 140 mg/kg and mice bearing GL261 tumors were given a dose of 90
mg/kg CY. Tumors from mice were harvested seven days after end of the
treatment. C - control group, CY — cyclophoshamide group. Gr1™ MDC —
cells of Gr1™ myeloid origin, CD4 Tgm lymphocytes — CD4 effector memory
T lymphocytes, CD8 Tgm lymphocytes — CD8 effector memory T
lymphocytes. Results are presented in graphs as mean+SD, LLC1 n=3-4,
GL261 n=5-6. Significant differences are represented as ****
0,00001<p<0,0001, *** 0,0001<p<0,001, ** 0,001<p<0,01, * 0,01<p<0,05.

CY treatment significantly inhibited the development of GL261
tumors (control vs. CY p<0,0001). On day 37 TGI of CY for GL261 tumors
was 99.9% (Fig. 16, b). After treatment a significant increase in leukocyte
infiltration was observed (~80% of all cells in the tumor) (Figure 17). CY
treatment also resulted in significantly higher CD8 T lymphocyte infiltration,
their activation (7nfrsf9, Icos expression) and cytotoxicity (Ifng, Prfl
expression) (Figure 18). Also GL261 tumors showed a significant increase in
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the number of CD8 Tgm lymphocytes and expression of immune memory-
related /7.
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Figure 18. RT-PCR analysis of immune-related genes in LLC1 and GL261
tumors after CY treatment. Mice bearing LLC1 tumors were given a dose of
140 mg/kg and mice bearing GL261 tumors were given a dose of 90 mg/kg
CY. Tumors were collected seven days after the end of the treatment. C —
control group, CY — cyclophosphamide group. Results are presented in
graphs as mean+SD, LLC1 n=3-4, GL261 n=5-6. Significant differences are
represented as *** (0,0001<p<0,001, ** 0,001<p<0,01, * 0,01<p<0,05.

CY treatment resulted in a significant increase in Grl®™ MDC
infiltration to LLC1 and GL261 tumors. Also expression of suppressor cell-
associated factors Argl and Tgfbl were significantly upregulated in GL261
tumors. In GL261 tumors, CY induced a strong immune response, which
could be controlled by activated suppressor immune cells. Activation of
suppressor gene expression was not observed in LLC1 tumors.

To assess whether CY shows APPM-activating properties in vivo, the
expression of genes encoding MHC-I - H2q1, H2q4, H2d1 - was analyzed in
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LLCI1 and GL261 tumors after CY treatment (Figure 19). H2ql1, H2q4, H2d1
expression was significantly increased in LLC1 tumors, while H2¢g4 and
H2d1 - in GL261 tumors. These results confirm that CY effect on the tumor
APPM also occurs in vivo.
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Figure 19. RT-PCR analysis of MHC-I encoding genes in LLC1 and GL261
tumors after CY treatment. Mice bearing LLC1 tumors were given a dose of
140 mg/kg and mice bearing GL261 tumors were given a dose of 90 mg/kg
CY. Tumors were collected 7 days after the end of the treatment. Results are
presented as mean+SD, LLC1 n=3-4, GL261 n=5-6. Significant differences
are represented as *** 0.0001<p<0.001, ** 0.001<p<0.01, * 0.01<p<0.05.

The immunomodulatory effect of CY on LLC1 and GL261 cells was
observed - it induced immunogenic cell death and activated APPM. Also CY
modulated tumor-infiltrating T lymphocytes — they were characterized by
better activation, cytotoxicity, and immune memory properties. Such
lymphocytes should more efficiently recognize and destroy tumor cells and
provide immune protection when tumors relapse. This makes CY an
attractive chemotherapy drug for combination with T-cell based
immunotherapy.

Efficacy of cyclophosphamide and immunotherapy combinations in
treating mice with LLC1 tumors

We aimed to investigate whether CY can create a favorable
environment for immunotherapy and whether CY and immunotherapy can
act synergistically in inducing and modulating antitumor immune response. 5
groups were formed: control — untreated mice; CY — mice treated with CY;
CD - mice treated with CY and DCV; CP - mice treated with CY and anti-
PD-1; CDP - mice treated with CY, DCV and anti-PD-1 (Figure 20,a).
Although treatment with CY alone significantly inhibited LLC1 tumors
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growth, more effective tumor suppression was observed in mice additionally
treated with DCV, anti-PD-1, or their combination (p<0.001) (Figure 20, b).
No significant differences in tumor inhibition were observed between groups
of mice treated with CY and immunotherapy (p>0.05). On day 28 treatment
induced TGI was 78% in CP group, 77% in CDP group, 73% in CD group,
and 70% in CY group.
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Figure 20. LLCI tumors response to treatment with CY and CY
combinations with DCV and anti-PD-1. a — Experiment scheme. b - tumor
growth curves. CY - cyclophosphamide, DCV - dendritic cell vaccine, CD —
a group of mice treated with cyclophosphamide and dendritic cell vaccines,
CP — a group of mice treated with cyclophosphamide and anti-PD-1, CDP —
a group of mice treated with cyclophosphamide, dendritic cell vaccines and
anti-PD-1. Mice were given a dose of 140 mg/kg CY. Results are shown as
mean+SD.
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Compared with the control or CY groups, the combination of CY and
immunotherapy resulted in significantly increased CD4 T lymphocytes
infiltration into LLC1 tumors (Figure 21).
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Figure 21. Flow cytometric analysis of immune cell infiltrates in LLC1
tumors after CY treatment and its combinations with immunotherapy. Tumor
samples were collected seven days after the end of treatment. C - control
group of mice. Grl®™ MDC - cells of Grl™ myeloid origin, CD4 Tem
lymphocytes — CD4 effector memory T lymphocytes, CD8 Tgm lymphocytes
— CD8 effector memory T lymphocytes. Results are presented in graphs as
mean+SD, LLC1 n=3-4. Significant differences are represented as ****
0,00001<p<0,0001, *** 0,0001<p<0,001, ** 0,001<p<0,01, * 0,01<p<0,05.
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Significantly upregulated Ifng expression in CD and CP groups
indicates that treatment possibly induced Th1 polarization (Figure 22).
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Figure 22. RT-PCR analysis of immune-related genes in LLC1 tumors after
treatment with CY and its combinations with immunotherapy. Tumors were
collected seven days after the end of the treatment. C — control group. CY -
cyclophosphamide, CD — a group of mice treated with cyclophosphamide
and dendritic cell vaccines, CP - a group of mice treated with
cyclophosphamide and anti-PD-1, CDP - a group of mice treated with
cyclophosphamide, dendritic cell vaccines and anti-PD-1. Mice were given a
dose of 140 mg/kg CY. Data in graphs are presented as mean+SD, n=4.
Significant differences are represented as *** (,0001<p<0,001, **
0,001<p<0,01, * 0,01<p<0,05.
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Significantly increased tumor CD4 Tem lymphocytes counts was
observed in CD, CP and CDP groups compared to control or CY. Also
expression of Eomes in CDP group and //7r in CD and CDP groups were
significantly upregulated.

Increased activation of tumor T lymphocytes was also observed after
treatment. Significantly upregulated expression of activation marker Tufrsf9
was observed in CY, CD, CP, CDP groups and Icos in CDP group. Also in
CY, CD and CP groups the expression of T lymphocyte suppression marker
Tigit was significantly decreased compared to control.

Significant increase in Grl” MDC was observed in LLC1 tumors after
treatment with CY or CY combinations with immunotherapy. However,
analysis of Nos2, Tgfbl and Argl expression showed that the increase of
Gr1" MDC is not related to the activation of cells with immunosuppressive
properties.

Efficacy of cyclophosphamide and immunotherapy combinations in
treating mice with GL261 tumors

An analogous experiment was performed with another tumor model -
GL261 (Figure 23, a). Treatment with CY resulted in inhibition of tumor
growth, which progressed to gradual tumor regression on days 33-36 (Figure
23, b). In the background of immunotherapy treatment, GL261 tumors
continued to regress until finally, around day 50, tumors became unpalpable
in groups of mice that received combined CY and immunotherapy treatment.
Mice were additionally monitored for another 90 days, but the tumors did
not regrow. However, in CY group, recovery of the primary tumors were
observed at day 50 in one mouse and at day 90 in two mice.

Seven days after the end of the treatment /fng expression, associated
with CD8 T lymphocyte and NK cell cytotoxicity, was significantly
upregulated in all treatment groups, and significant increase in Prfl
expression was observed in CY, CP and CDP groups (Figure 24).

CY or CY combinations with immunotherapy showed a similar Thl
response polarizing effect - the expression of Ifug and Tnfa significantly
increased after treatment. However, combinations of CY and immunotherapy
showed a different polarizing effect of CD4 T helper lymphocytes to Th2 or
Treg. Polarization of Th2 response was observed in CP group - [/4
expression significantly increased after treatment compared to control or CD
group. Polarization of Treg response was also observed in the CY and CP
groups - after treatment, Foxp3 expression in these groups was significantly
higher than in control, CD, or CDP groups.
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Figure 23. GL261 tumors response to treatment with CY and CY
combinations with DCV and anti-PD-1. a - Mouse vaccination and sampling
scheme. Treatment was initiated when tumors reached ~50-100 mm3. Mice
were treated with 90 mg/kg CY followed by immunotherapy. b — GL261
tumor growth curves. CY - cyclophosphamide, DCV - dendritic cell vaccine,
CD - a group of mice treated with cyclophosphamide and dendritic cell
vaccines, CP - a group of mice treated with cyclophosphamide and anti-PD-

1, CDP - a group of mice treated with cyclophosphamide, dendritic cell
vaccines and anti-PD-1.
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Figure 24. RT-PCR analysis of immune-related genes in GL261 tumors
after treatment with CY and its combinations with immunotherapy. Tumors
were collected seven days after the end of the treatment. C — control group.
CY - cyclophosphamide, CD - a group of mice treated with
cyclophosphamide and dendritic cell vaccines, CP - a group of mice treated
with cyclophosphamide and anti-PD-1, CDP - a group of mice treated with
cyclophosphamide, dendritic cell vaccines and anti-PD-1. Mice were given a
dose of 90 mg/kg CY. Data in graphs are presented as mean+SD, n=4-5.
Significant differences are represented as *** (,0001<p<0,001, **
0,001<p<0,01, * 0,01<p<0,05.
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Activation of immune memory T cells was observed after treatment -
117r and Eomes expression were upregulated in CD, CP, and CDP, compared
to control or CY groups.

Although increased activation of T lymphocytes was observed after
CY treatment, treatment with CY and immunotherapy combinations further
increased it - Icos expression was significantly higher in CD, CP, CDP
groups than in CY group.

The expression of immunosuppression-related Argl, Nos2 was
significantly upregulated in CY, CD, and CDP groups, and significant
increase in 7gfbl expression was observed in all treatment groups. However,
it should be considered that treatment induced strong immune response,
leading to the regression of GL261 tumors and the formation of an
inflammatory environment. The inflammatory environment contains many
factors, such as IL-1, IL-6, TNF-a, PGE-2, GM-CSF and TGF-B, which
promote the recruitment and proliferation of MDSCs [188], [189].

Effect of cyclophosphamide and immunotherapy combinations on the
systemic immune response

7 days after treatment, significantly increased percentage of CD8 Tem
lymphocytes was observed in the mice spleens of CD, CP and CDP groups
compared to control and CY groups (Figure 25). A positive effect of CY and
immunotherapy combinations on NK cells was also observed - their number
increased significantly in CD, CP and CDP groups compared to control
mice. Most commonly, NK cell activation is associated with the
development of a Th1 response and production of IL-2, required for NK cell
expansion [190].

An increased number of Grl”™ MDCs was also observed in the CY,
CD, and CDP groups compared to the control. Changes in spleen Grl1* MDC
counts coincide with the expression of tumor Argl, Nos2, and Tgfbl and
suggest that immunosuppressive mechanisms may have been induced
systemically as well.

Ability of cyclophosphamide and immunotherapy combinations to
activate imnmune memory against GL261 cells

To assess whether treatment activated the formation of immune

memory against GL261 cells, some mice were reinoculated with the same
number of GL261 cells on day 68 (Figure 23, a). Tumors were induced on
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the right side of the back, on the opposite side to the primary tumor. No
additional treatment was applied.
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Figure 25. Flow cytometric analysis of mice spleen after CY treatment and
its combinations with DCV and anti-PD-1. Spleen samples were collected
seven days after the end of treatment. Abbreviations for groups without II
labeling correspond to samples taken seven days after treatment.
Corresponding treatment groups with II labeling represent samples taken at
the end of the experiment. C — control group, CY — a group of mice treated
with cyclophosphamide, CD - a group of mice treated with
cyclophosphamide and dendritic cell vaccines, CP - a group of mice treated
with cyclophosphamide and anti-PD-1, CDP - a group of mice treated with
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cyclophosphamide, dendritic cell vaccines and anti-PD-1. Gr1™ MDC - cells
of Grl1™ myeloid origin, CD4 Tem lymphocytes — CD4 effector memory T
lymphocytes, CD8 Tem lymphocytes — CDS8 effector memory T
lymphocytes. The MI1/M2 macrophage graph shows the ratio of the
percentage of M1 to M2 macrophages in the tumor. Mice were administered
a dose of 90 mg/kg CY. Data in graphs are presented as mean+SD, n=4-5.
Significant differences are represented as **** 0.00001<p<0.0001, ***
0.0001<p<0.001, ** 0.001<p <0.01, * 0.01<p<0.05.

The development of newly induced tumors was observed in 4/4 mice
in CD group and 4/4 mice in CP group (Figure 26).

cY CD
@ 250 & 250
£ £
E 200 E 200
Q Q
£ 150 £ 150
2 2
S 100 S 100
S 1)
g 50 :E, 50
'- 0 T T T 1 '- 0
80 100 120 140 80 100 120 140
Days Days
CcP CDP
a 250 & 250
£ £
E 200 £ 200
(] [}
£ 150 £ 150
3 2
g 100 g 100
S 5
NP nre'.
= 0 T T T 1 = 0 7 T T 1
80 100 120 140 80 100 120 140
Days Days

Figure 26. Growth of repeatedly induced GL261 tumors in mice. Tumors
were re-injected into mice on day 68 of the experiment. Tumors were
induced in mice on the right dorsal side, contralateral to the primary tumor,
n=4. CY — a group of mice treated with cyclophosphamide, CD - a group of
mice treated with cyclophosphamide and dendritic cell vaccines, CP - a
group of mice treated with cyclophosphamide and anti-PD-1, CDP - a group
of mice treated with cyclophosphamide, dendritic cell vaccines and anti-PD-
1.

In these groups, on day 83-85, when tumors reached 50 mm’, their
regression was observed. In CDP group tumors developed in 3/4 mice,
reached 50-80 mm?® and remained in dynamic equilibrium until day 100-105,
after which regression of these tumors was observed. In CY group, tumors
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developed in 4/4 mice, reached a size of 50 mm?® around day 85 and began to
regress. However, in one mouse tumor escaped immune surveillance and
began to grow rapidly. This indicates that treatment with CY and
immunotherapy ensured the formation of effective immune memory
compared to treatment with CY alone.

At the end of the experiment (day 135), mice spleen samples were
collected and immune response changes since the end of the treatment were
evaluated (Figure 25). A significant increase in the number of CD4 T
lymphocytes was observed in the spleens of CY, CD, CP and CDP groups.
This change was evident both in comparison with the control and across
mice groups. The highest increase of CD4 T lymphocytes was found in CD
and CDP groups. Also in CD and CDP groups significantly increased
number of CD4 Tgm lymphocytes was observed. These results demonstrate
that the combination of CY with DCV (CD and CDP) ensured a long-lasting
CD4 T lymphocyte response and the formation of immune memory.

Based on these results, an analysis of the expression of T lymphocyte
immune memory genes and factors associated with CD4 T lymphocyte
subtypes was performed (Figure 27). Compared with the initial control data,
the expression of Eomes and I/7r increased in all treatment groups and
indicated the formation of long-term immune memory. Significant increase
of Ifng expression indicates that CY and immunotherapy led to the
polarization of Thl CD4 T lymphocyte response. The absence of significant
changes in //4 and Foxp3 expression shows that treatment did not lead to the
polarization of the Th2 or Treg CD4 lymphocyte response.

At the end of the experiment, a decrease in the amount of Grl1” MDCs
was observed - compared to the initial data, the number of these cells
significantly decreased in the CD and CDP groups. GL261 cells secrete G-
CSF, which promotes the development of myeloid cells, including MDSCs.
A proportional increase in the number of MDSCs and DCs in the spleens of
mice is also observed with the development of GL261 tumors [192]. Thus,
the changes in the number of Grl™ MDCs in mouse spleens are possibly
related to the low or absence of tumor cells and possibly low G-CSF
secretion.
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Figure 27. RT-PCR analysis of immune-related genes in the spleen of mice
treated with CY and its combinations with immunotherapy. Spleen samples
were collected at the end of the treatment C — control group, CY — a group of
mice treated with cyclophosphamide, CD - a group of mice treated with
cyclophosphamide and dendritic cell vaccines, CP - a group of mice treated
with cyclophosphamide and anti-PD-1, CDP - a group of mice treated with
cyclophosphamide, dendritic cell vaccines and anti-PD-1. Mice were given a
dose of 90 mg/kg CY. Data in graphs are presented as mean+SD, n=4-5.
Significant differences are represented as *** (,0001<p<0,001, **
0,001<p<0,01, * 0,01<p<0,05.

This study revealed a synergistic effect of CY, DCV, and anti-PD-1 in
the treatment of mice with LLC1 and GL261 tumors. CY activated APPM in
LLCI tumors and sensitized them to DCV and anti-PD-1. In mice with
LLC1 tumors chemoimmunotherapy showed a better tumor-inhibiting effect.
In the case of LLC1 and GL261 tumors, compared to CY, treatment with
chemoimmunotherapy combinations led to a more effective T lymphocyte
response - T lymphocytes showed better activation, cytotoxic and immune
memory  properties after  the treatment. Treatment  with
chemoimmunotherapy combinations also ensured effective regression of
GL261 tumors and long-term control of these tumors.
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DISCUSSION

In the last decade, the importance of anticancer immunotherapy in the
treatment of oncological patients has been increasing. Although
immunotherapy allows for impressive treatment results, low response to
immunotherapy encourages a better understanding of resistance mechanisms
and the search for ways to improve immunotherapy efficiency and achieve a
higher therapeutic effect for a larger number of patients. In this study, using
mouse tumor models, the impact of tumor dysfunctional APPM on the
absence of antitumor immune response and resistance to DCV and anti-PD-1
is revealed.

Tumor Ag presentation via MHC-I on the surface of tumor cells is a
critical factor that allows CD8 T lymphocytes to distinguish tumor cells from
healthy ones and destroy them. For tumor Ag to be effectively presented via
surface MHC-I to CD8 T lymphocytes, coordinated work of APPM proteins,
PSMBS, PSMB9, PSMB10, TAP1, TAP2, CNX, TAPBP, CALR, ERAPI,
ERAP2, B2M, is necessary, as it ensures Ag processing into peptides,
binding to the MHC-I and bringing MHC I-Ag to the surface of the tumor
cell [8]. By comparing C57BL/6 mouse syngeneic LLC1 and GL261 tumor
models, significantly lower expression of Psmb8, Psmb9, Psmbl0, Tapl,
Tap2, Erapl, B2m and low surface MHC-I expression were found in LLC1
cells, indicating impaired APPM activity and inefficient presentation of
tumor Ag to CD8 T lymphocytes.

Low infiltration of CD8 T lymphocytes and low Ifng, Gzmb, Prfl
expression reveal the influence of APPM dysfunction on the lack of
antitumor immune response. Correlation of impaired APPM with the
absence of an antitumor CD8 T lymphocyte response has also been observed
in other studies. The absence of T lymphocyte response has been linked to
loss of tumor HLA-I (the human equivalent of MHC-I) expression in non-
small cell lung cancer (NSCLC) patients [10], decreased tumor tapasin
expression and tumor progression in colorectal cancer patients [9] and
impaired tumor B2M expression in melanoma patients [194]. Studies show
that the loss or alteration of the expression of at least one of the coding genes
can lead to inefficient Ag presentation and processing and the absence of a
CD8 T lymphocyte response [8].

One of the most important results of this study is the observed
correlation between APPM functionality in LLC1 and GL261 tumors and
their response to DCV and anti-PD-1 treatment. In mouse studies DCV and
anti-PD-1 therapeutic effect was not achieved in tumors with dysfunctional
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APPM. In mice with LLC1 tumors, dysfunctional APPM becomes an
obstacle for DCV-activated T lymphocytes to recognize and kill LLCI cells.
Anti-PD-1 therapy is based on unleashing the cytotoxic effects of T
lymphocytes by inhibiting the PD-1/PD-L1 axis [196]. Due to the expression
of PD-L1 on the surface of LLC1 cells and the high infiltration of MDSCs,
theoretically anti-PD-1 could be effective in treating mice with LLCI
tumors. However, anti-PD-1 therapy becomes ineffective as T-lymphocyte
responses are not developing in tumors with dysfunctional APPM.

APPM functionality in tumor cells is a critical determinant of the
efficacy of T lymphocyte-based immunotherapy and reveals the predictive
value of APPM gene expression in individualizing DCV and anti-PD-1
therapy. Other investigators have also demonstrated the predictive value of
APPM gene expression for immunotherapy prescription. It has been shown
that Psmb8 and Psmb9 expression can help to stratify melanoma patients for
anti-CTLA-4 or anti-PD-1 therapy [11]. In another study the predictive value
of HLA 1 expression for the individualization of anti-PD-1/anti-PD-L1
therapy in patients with NSCLC has been revealed [10]. Also loss of B2m
expression was associated with resistance to ICI treatment in NSCLC
patients [198], but was not associated with response to anti-PD-L1 in rectal
cancer patients [199].

Depending on the gene and tumor localization, APPM abnormalities
are found in up to 85% of oncological patients and are characteristic of both
solid and hematological malignancies [200]. It has been shown that the
expression of individual APPM genes can help stratify patients for ICI [11],
[10], [198]. However, some studies show that the expression individual
APPM genes is not enough to predict patient response to ICI [199]. The
expression of one or several different APPM-related genes can be altered and
these changes vary between different tumors [8]. This partly explains the
conflicting results of individual APPM element expression correlation with
response to immunotherapy and suggests that a broader evaluation of APPM
elements would better reflect the functionality of APPM and have a greater
predictive power for individualizing immunotherapy treatment in patients.

Several studies reveal the predictive value of APPM gene set
expression in individualizing ICI treatment in oncology patients [201], [202].
The results obtained in this study not only support these studies showing a
relationship between changes in the expression of a set of APPM genes and
sensitivity to anti-PD-1, but also reveal a relationship between APPM gene
expression and sensitivity to treatment with DCV. To date, we have not been
able to find any correlation in the literature between the functionality of the
APPM mechanism in tumor cells and the efficacy of DCV treatment.
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This study revealed the modulatory effects of chemotherapeutic drug
cyclophosphamide on APPM in tumor cells in vitro. This effect occurred
through CY-induced autocrine production of type I interferons - IFN-a and
IFN-B - in LLC1 and GL261 cells. Although the effect of CY on type I IFN
production in tumor cells has been shown in previous studies [207], the
effect of CY on tumor cells APPM has not yet been investigated.

IFN activated the expression of APPM regulating transcription factors
Nicr5 and Irfl and thus the APPM itself, as shown by the increased
expression of the APPM elements PsmbS8, Psmb9, Erapl, Tapl, Tap2 and
MHC-I elements H2d1, H2q1, H2q4. APPM was activated in both LLC1 and
GL261 cells independently of APPM functionality. However, CY-induced
APPM activation was only reflected on the surface of LLCI cells, where a
significant increase in surface MHC-I expression was observed.
Interestingly, changes in surface MHC-I expression were not observed on the
surface of GL261. This suggests that in the presence of functional tumor
APPM, CY-induced activation of APPM gene expression may be controlled
by post-translational modifications [201].

Treatment with CY significantly inhibited the development of LLC1
and GL261 tumors in vivo. Although this may be related to the direct
cytotoxic effect on tumor cells, evaluation of immune-related factors in
LLC1 and GL261 tumors revealed that CY treatment improved
immunogenic properties of tumor cells and activated an immune response
that could be additionally involved in tumor cell killing. The modulating
effect of CY on APPM was also confirmed in vivo - significantly increased
expression of genes encoding MHC-1 H2d1, H2ql, H2q4 was observed in
LLCI and GL261 tumors one week after treatment. This possibly resulted in
an enhanced tumor cell ability to present tumor Ag to the immune system
and elicit an antitumor immune response. Also, CY stimulated an antitumor
immune response by inducing immunogenic death of LLC1 and GL261
cells, as shown by increased expression of surface calreticulin in vitro and an
increase in total tumor leukocyte counts.

CY induced immune response differed between LLC1 and GL261
tumors, possibly due to different immunological properties characteristic to
them. In GL261 tumors with functional APPM CD8 T lymphocyte response
was observed and CY further enhanced this response. While in LLC1 tumors
with dysfunctional APPM, where CD8 T lymphocyte response was absent,
CY did not result in activation of T lymphocytes. This suggests that
additional therapies are needed to stimulate T lymphocyte response against
LLCI cells. However, LLC1 and GL261 tumor-infiltrating T lymphocytes
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were characterized by more pronounced cytotoxic and activation properties,
which may lead to a more effective fight against tumor cells. This CY effect
has not been extensively studied but has been observed in patients with
metastatic colorectal cancer [208]. CY also induced the formation of T
lymphocyte memory - the amount of CD4 Tem lymphocytes increased
significantly in LLC1 tumors, while CD8 Tem lymphocytes - in GL261
tumors. CY’s ability to induce memory T lymphocytes was also observed in
previous studies - it was shown that CY induces the production of type I
IFN, promotes the formation of CD4 and CD8 Tem lymphocytes and
polarizes Thl response in murine tumor model [210]. CY likely induces an
immunogenic environment in tumors, containing various factors such as IL-
2, type I IFN, IL7, which activate antitumor immune response and immune
memory [214].

CY APPM activating effect may render tumor cells more
immunogenic and visible to the immune system, thus paving the way for T
lymphocyte-based immunotherapy. Also, immune response induced by CY
can be additionally modulated by immunotherapeutic agents and directed
against tumor. Synergistic effect of CY, DCV and anti-PD-1 are revealed in
this study. For LLCI, combination of CY and immunotherapy showed
stronger tumor-inhibiting effect than CY or immunotherapy alone - induced
infiltration of T lymphocytes and Tem lymphocytes into LLC1 tumors, which
was more evident in CD4 T lymphocyte population. The expression of
cytotoxicity factor Prfl also indicates the immune response of T
lymphocytes induced by CY and immunotherapy combination, activation
factors Tnfrsf9, Icos and immune memory factors //7r, Eomes, which tend to
be significantly increased in CDP group. Although CD4 T lymphocytes have
long been considered as helper cells that activate CD8 T lymphocytes, there
is an increasing number of studies revealing the direct involvement of CD4 T
lymphocytes in the elimination of tumor cells [217]-[221]. Cytotoxicity of
CD4 T lymphocytes to tumor cells can occur in several ways - through Fas
and Trail pathways [224] and cytotoxic factors - perforins and granulysins
[225],[226]. However, in which cases the antitumor immune response of
CD4 T lymphocytes is induced remains unclear.

In GL261 tumors, treatment with CY resulted in inhibition and
regression of tumor growth. However, CY alone did not elicit a sufficiently
effective immune response against GL261 cells, and GL261 tumor
recurrence was observed in some mice during long-term follow-up. In CD,
CP and CDP groups GL261 tumors did not regrow within 3 months and
newly induced ones did not develop. Systemically increased levels of CD8 T
lymphocytes and NK cells and increased expression of cytotoxicity factors

173



Pfrl and Ifng in the tumor indicate activation of cytotoxic reaction. CY and
immunotherapy also resulted in systemic and local activation of memory
CDS8 T lymphocytes that ensured an effective GL261 tumor control. Studies
have shown that single treatment with CY or anti-PD-L1 failed to induce
adequate T lymphocyte memory, which was only activated by combination
therapy [229]. Interestingly, in all treatment groups, CD8 Tem lymphocytes
counts returned to normal and predominance of CD4 and CD4 Tgm
lymphocyte responses were observed, especially in the CD and CDP groups.
The importance of an activated CD4 gm T lymphocyte response has been
demonstrated in various clinical trials and has been associated with a
favorable response to ICI treatment and improved patient survival [231],
[232], [233], [234]. This study reveals the importance of CD4 and CD4 Tgm
lymphocytes response for a long-term successful antitumor immunity and
effective immunotherapy.

During this study, the synergistic effect of cyclophosphamide,
dendritic cell vaccines and anti-PD-1 was observed in mice with tumors of
different APPM functionality. When treating mice with LLC1 tumors,
having dysfunctional AAPM, the synergistic effect of CY and
immunotherapy is achieved through the ability of CY to activate AAPM and
render tumor cells visible for recognition and destruction by
immunotherapy-activated T lymphocytes. In addition to impaired APPM,
LLC1 tumors are also characterized by high aggressiveness and proliferative
potential, which has a negative impact on achieving a therapeutic effect. This
is a common model for evaluating chemotherapeutic drugs in vivo - after
revealing the therapeutic effect of the chemotherapy drug vinorelbine in this
model, the latter was successfully transferred to clinical trials [236].
Although complete treatment-induced destruction of LLC1 tumors was not
achieved, the observed therapeutic effect shows the great potential of the
combination of CY, DCV and anti-PD-1 in treating tumors with
dysfunctional AAPM.

CONCLUSIONS

1. In tumors the expression of surface MHC-I and genes, encoding APPM
elements Psmb8, Psmb9, Psmbl10, Tapl, Tap2, Erapl, B2m, reflects
APPM functionality. In GL261 cells high expression of these factors
indicates active APPM, while in LLCI1 cells low expression of them
reflects nonfunctional APPM.
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. Formation of an immune response is observed in GL261 tumors in which
APPM is active. Dysfunctional APPM may be a therapeutic target for
inducing an immune response against LLC1 tumors.

. Dysfunctional APPM results in LLC1 tumor resistance to dendritic cell
vaccine and anti-PD-1 therapy. Expression of APPM factors predicts
sensitivity to treatment with dendritic cell vaccine and anti-PD-1.

. Cyclophosphamide activates APPM and thus enhances the activation and
cytotoxic properties of tumor T lymphocytes and promotes the formation
of T cell immune memory.

. Combinations of cyclophosphamide, dendritic cell vaccine and anti-PD-1
have a synergistic effect:

cyclophosphamide activates APPM in LLC1 tumors and sensitizes the to
dendritic cell vaccine and anti-PD-1 therapy;

chemoimmunotherapy provides long-term control of immunotherapy-
sensitive GL261 tumors;

chemoimmunotherapy leads to the effective inhibition of tumor
development, formation of T lymphocyte response and T lymphocyte
immune memory. The combination of cyclophosphamide, dendritic cell
vaccine, anti-PD-1 shows the best therapeutic effect.
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