Streszczenie w j. polskim

Ostra biataczka szpikowa (AML) jest genetycznie i klinicznie niejednorodng choroba charakteryzujaca
si¢ brakiem prawidlowej hematopoezy, proliferacjg i akumulacja niedojrzatych komorek blastycznych
w szpiku kostnym i krwi obwodowej. AML to agresywna, szybko postepujaca choroba, ktora czasowo
nie pozwala na wytworzenie skutecznej odpowiedzi uktadu odporno$ciowego na komoérki biataczkowe.
U wigkszosci pacjentow z AML, ktérzy na podstawie kompleksowej oceny klinicznej kwalifikuja sig
do chemioterapii, leczenie 7-dniowym wlewem cytarabiny i 3-dniowym wlewem daunorubicyny

(,,7+3”) nie ulegto zmianie w ciggu ostatnich 50 lat.

Inhibitory punktow kontrolnych (ICI) stanowig przetom w dziedzinie onkologii.
W nowotworach hematologicznych udziat ICI w terapiach jest ograniczony. W ostrej biataczce
szpikowej w dostepnych pilotazowych badaniach ICI przyniosty obiecujace wyniki w potaczeniu ze
srodkami hypometylujacymi u pacjentdéw z nawracajacg/oporng na leczenie AML, czy tez w nawrocie
po allogenicznym przeszczepieniu hematopoetycznych komorek macierzystych. Nalezy podkresli¢, iz
potencjat, ktory niosa ze soba inhibitory punktéw kontrolnych wymaga dalszych badan i szerszego
wykorzystania tych czasteczek w terapii AML. Co istotne w dostepnych wynikach badan coraz czgéciej
podkresla sie znaczenie predykcyjne i prognostyczne punktow kontroli immunologicznej (PD-1, CTLA-
4, PD-L1, B7-H3) juz na etapic wstepnej diagnostyki AML, jako potencjalnych biomarkerow
immunologicznych w przewidywaniu uzyskania odpowiedzi na leczenie oraz wplywu na catkowite

przezycie.

Dlatego celem niniejszej pracy doktorskiej byto: (1) Okreslenie znaczenia predykcyjnego
wybranych subpopulacji limfocytow T u pacjentow z AML, z uwzglednieniem ekspresji PD-1, PD-L1,
CTLA-4 oraz B7-H3 wraz z oceng odsetkowa tych limfocytow u pacjentow z AML poddanych
standardowej chemioterapii indukujacej remisje. (2) Okreslenie znaczenia predykcyjnego ekspresji PD-
1, PD-L1, CTLA-4 oraz B7-H3 na powierzchni mieloblastow CD33+ oraz ilosci bezwzglednej tych
komorek u pacjentow z AML poddanych standardowej chemioterapii indukujacej remisje. (3) Ocena
dystrybucji uzyskanych wynikow badan immunologicznych w grupach ryzyka cytogenetyczno-
molekularnego. (4) W badaniu in vitro: ocena zywotnosci oraz proliferacji blastoéw pacjentow z AML
w odpowiedzi na zastosowanie IClI w obecno$ci lub przy braku podstawowego w terapii AML
chemioterapeutyku — cytarabiny. (5) Ocena zywotnosci, proliferacji, zmian statusu aktywacyjnego
limfocytow T w odpowiedzi na zastosowanie ICl w obecno$ci lub przy braku chemioterapeutyku —

cytarabiny.

Materiat badany stanowila krew zylna pobrana na antykoagulant (EDTA) od 72 pacjentow
z AML przed wlaczeniem leczenia chemioterapeutycznego. Z materialu izolowano komorki
jednojadrzaste krwi obwodowej (PBMC). Wykorzystujagc technike wielokolorowej cytometrii

przepltywowej, okreslano poziom ekspresji (MFI) wybranych punktéw kontroli immunologicznej — PD-



1, PD-L1, CTLA-4, B7-H3 — na limfocytach T CD3+CD4+ i blastach CD33+ oraz odsetek limfocytow
T CD3+CD4+ i ilos¢ bezwzglgdng blastow CD33 + z ekspresja badanych biatek. Celem oceny zmian
zywotnos$ci, proliferacji blastow i limfocytow oraz zmian statusu aktywacyjnego limfocytow w
obecnosci podstawowego chemioterapeutyku w terapii AML - cytarabiny - oraz wybranych ICIs,
wstepne zatozenia pracy doktorskiej poszerzono o badania hodowli komoérkowej z nastepcza ocena
cytometryczng badanych komorek. Do przeprowadzenia hodowli komoérkowych in vitro z PBMC w
obecnosci ICIs, z dodatkiem lub bez dodatku cytarabiny, wykorzystano materiat od 16 nieleczonych

pacjentow z AML, uwzgledniajac po 8 chorych odpowiednio w grupie CR i NR.

Na podstawie uzyskanych wynikéw badan wykazano: (1) Pacjenci z AML nieodpowiadajacy
na leczenie standardowa chemioterapia (NR) wykazuja wyzszy odsetek limfocytow T pomocniczych
zZ ekspresja receptora PD-1 oraz wyzszy poziom ekspresji PD-1 na limfocytach T pomocniczych
w poréwnaniu do pacjentdow odpowiadajacych na chemioterapiec (CR). (2) Pacjenci z AML
nicodpowiadajacy na leczenie standardowg chemioterapiag (NR) wykazuja wyzsza ilo$¢ bezwzgledng
blastow CD33+ z ekspresja B7-H3 oraz wyzszy poziom ekspresji receptora CTLA-4 na blastach CD33+
w porownaniu do pacjentdow odpowiadajacych na chemioterapi¢ (CR). (3) Pacjenci z AML
odpowiadajacy na leczenie standardows chemioterapig (CR) wykazuja wyzszy poziom ekspresji PD-1
na blastach CD33+ w poréwnaniu do pacjentdéw nicodpowiadajacych na leczenie (NR). (4) Ocena
odsetka limfocytow T pomocniczych oraz ilo$ci blastow CD33+ z ekspresjg receptora B7-H3 wykazuje
negatywny potencjal prognostyczny catkowitego przezycia chorych na AML. (5) Zastosowanie
przeciwciat blokujacych PD-1, PD-L1 lub CTLA4 w obecnosci lub braku cytarabiny nie wptywa na
zwigkszong apoptoze blastow AML w hodowli in vitro. (6) Zastosowanie przeciwcial blokujacych PD-
1 w obecnosci cytarabiny w hodowli in vitro istotnie hamuje proliferacje blastow w porownaniu do
hodowli z samym chemioterapeutykiem. (7) Zastosowanie przeciwciat blokujacych PD-L1 i PD-1 w
hodowli in vitro jednojadrzastych komorek krwi obwodowej pacjentow z AML w obecnosci cytarabiny
prowadzi do zwigkszenia aktywacji limfocytow cytotoksycznych i pomocniczych. (8) Zastosowanie
przeciwciat blokujacych PD-1, PD-L1 oraz CTLA-4 w hodowli in vitro jednojadrzastych komorek krwi

obwodowej pacjentow z AML nie wptywa na ilo§¢ limfocytow T regulatorowych.

Reasumujac, na podstawie przeprowadzonych wykazatam znaczenie punktow kontroli
immunologicznej (PD-1, CTLA-4, PD-L1, B7-H3) jako potencjalnych predykcyjnych

i prognostycznych biomarkerow immunologicznych w AML.



