Streszczenie

Uktad odpornosciowy cztowieka sktada sie z réznorodnych czasteczek, komérek odpornosciowych oraz
tkanek i ma jeden gtéwny cel - ochrona gospodarza. Niezaleznie od tego, czy jest to skuteczne usuwanie
infekcji, naprawa tkanek czy eliminacja komérek nowotworowych, uktad odpornosciowy jest niezbednym
elementem tego procesu. W stanie homeostazy sktadniki odpornosci wrodzonej i nabytej dziatajg
wspolnie, jednak rozregulowanie ktéregokolwiek z nich prowadzi do standéw patologicznych, takich jak
przewlekte zapalenie albo nowotwor. Ludzkie jelita sg bardzo narazone na potencjalnie szkodliwe czynniki
zewnetrzne, jednoczenie bedac gospodarzem komensalnego mikrobiomu. Dlatego ludzkie jelita sg bogate
w komorki odpornosciowe gotowe do przeprowadzenia reakcji w razie potrzeby, jednoczesnie wykazujac
tolerancje na naturalng mikroflore. Uwaza sie, ze 70% uktadu odpornosciowego znajduje sie w tkance
limfatycznej zwigzanej z jelitami (GALT - ang. gut-associated lymphoid tissue). W zwigzku z tym tkanka
Sluzowej jelit zawiera duza liczbe limfocytow typu T. Limfocyty typu T odgrywaja znaczaca role w rozwoju
choroby zapalnej jelit (IBD - ang. inflammatory bowel disease) i raka jelita grubego (CRC - ang. colorectal
cancer). W szczegdlnosci limfocyty T pomocnicze 17 (Th17) i limfocyty T regulatorowe (Treg) w ostatnich
latach zwrdcity uwage w kontekscie IBD i CRC. Th17 stanowig podgrupe prozapalna, ktéra wywotuje stan
zapalny prowadzacy do IBD, podczas gdy gtéwnag rolg Treg jest regulacja odpowiedzi immunologicznej.
Jednakze wzmozony naciek Treg prowadzi do powstania srodowiska immunosupresyjnego i sprzyja
wzrostowi nowotwordow. Co wiecej, IBD jest uwazana za jeden z czynnikdéw ryzyka rozwoju CRC. Dlatego
zrozumienie odpowiedzi immunologicznej, a zwtaszcza odpowiedzi immunologicznej za posrednictwem
Th17 i Treg, ma kluczowe znaczenie dla rozwoju efektywnego leczenia.

W zwigzku z tym pierwsza czes$¢ tej rozprawy skupia sie na identyfikacji jaki wptyw maja rézne
warunki hodowli na mikroflore jelitowa i pézniejszy rozwdj zapalenia jelita grubego w modelach myszy z
adopcyjnym transferem komérek T indykujagcym zapaleniem jelita grubego. Wykazano, ze szczepy
Helicobacter i Klebsiella oxytoca korelujg ze zwiekszong liczbg limfocytéw T CD4+ IFN-y i limfocytéw T
CD4+ IL-17+, podczas gdy Akkermansia muciniphila wykazywata ujemna korelacje z rozwojem zapalenia
jelita grubego. Nastepnie, osobny mysi model zapalenia jelita grubego wywotany dziataniem siarczanu
sodu dekstranu (DSS) zostat uzyty w celu zbadania roli proteazy USP28 w rozwoju limfocytéw typu T.
Knock-out USP28 doprowadzit do zwiekszonej aktywnosci supresyjnej Treg i dodatkowow stwierdzono
udziat USP28 w sygnalizacji IL-22/STAT5. Lacznie badania te ujawnity dodatkowe aspekty kontroli Th17 i
Treg.

Druga czes¢ rozprawy obejmowata badania wykonane na skrawkach tkanek CRC z bloczkéw
parafinowych (FFPE - ang. formalin-fixed parafin embeded) w celu zbadania zmian molekularnych
zwigzanych z infiltracja komoérek odpornosciowych. Analiza transkryptomiki przestrzennej
mikrosrodowiska guza (TME - ang. tumor microenvironment) ujawnita wyjatkowa zwiekszong ekspresje
genow, takich jak TP53 lub CD276 w skupiskach komérek nowotworowych, a takze ujawnita gradienty
ekspresji gendw wzdtuz trajektorii inwazyjnej ze zidentyfikowanymi interakcjami Treg z makrofagami i
komérkami CRC w TME. Ponadto stwierdzono, ze SIT1, negatywny regulator aktywacji limfocytéw T,
charakteryzuje sie zréznicowana ekspresji w trzeciorzedowych strukturach limfatycznych (TLS - ang.
tertiary lymphoid structure) w tkance nowotworowej jako potencjalny nowy wskaznik uposledzenia funkcji
limfocytéw typu T w CRC. Nastepnie, analiza proteomiczna tkanek CRC wzbogaconych w CD4+ oparta o
spektrometrie mas ujawnita ztozone wzorce ekspresji biatek zwigzanych z unikaniem odpowiedzi
immunologicznych, takich jak NPM3, i jednoczesna ekspresje prozapalnych biatek S100A8 lub S100A9 w
tkankach CRC. Jednoczesnie stwierdzono, ze przewidziane frakcje Treg w tkankach korelujg z ekspresja
IDO1iARG1, biatek zwigzanych zimmunosupresjg w TME. Poza tym zidentyfikowano selektywna ekspresje
MCEMP1 w prébkach CRC w poréwnaniu z normalng tkanka, podczas gdy w zbiorze danych walidacyjnych,



komorki T CD4+ wyizolowane z prébek CRC wykazujg wyzszg ekspresje MCEMP1, co moze wskazywac na
potencjalna role regulacyjng tego biatka w limfocytach T w CRC TME. Badania CRC FFPE dostarczyty
nowych aspektow biezgcej regulacji genow i biatek regulujacych krajobraz odpowiedzi immunologicznej w
TME.

Ostatnia czes¢ rozprawy obejmuje dwa badania proteomiczne, w ktérych badano zmiany ekspres;ji
biatek w surowicy pacjentéw z CRC oraz zdrowych osdéb z grupy kontrolnej. Badanie przeprowadzone za
pomoca PEA (PEA - ang. proximity extension assay) wykazato specyficzng zwiekszong ekspresje biatek,
takich jak chemoatraktant limfocytéw typu T CXCL9 i CCL23 oraz IL-6 wraz z onkogennym SCRN1 z
jednoczesnag zmniejszong ekspresja supresorowego biatka RET w prébkach surowicy pacjentéw z CRC w
poréwnaniu do zdrowej grupy kontrolnej. Jednoczesnie poziomy CSF3, IL12RB1 i CD276 byty specyficznie
podwyzszone w prébkach surowicy pacjentéw ze stwierdzonym stanem zapalnym, w poréwnaniu z
pacjentami bez stwierdzonego zapalenia . Dodatkowo stwierdzono, ze zwiekszenie poziomu IFN-y, IL-32,
IL-17 i ACP6 koreluje odpowiednio z wczesnym i péznym stadium choroby. Zwiekszenie poziomu ekspresji
CSF3, IFN-y, IL6, CXCL9, CCL23 i ACP6 potwierdzono w oddzielnej kohorcie. Badanie to dostarczyto kilku
nowych potencjalnych biomarkeréw diagnostycznych CRC. Jednoczes$nie badanie LC-MS/MS biatek
surowicy pacjentéw z CRC po raz pierwszy wykazato podwyzszone poziomy LBP i SAA4 zwigzane z
kancerogenezg CRC. Jednoczesnie biatka uktad dopetniacza, mianowicie C5, C1QB, C4A, C8A, ulegty
zwigkszeniu w warunkach CRC, przy czym zwigkszone poziomy C4A i C8A powigzano z pdzniejszymi
stadiami choroby. Dodatkowo potwierdzono ekspresje C5 w oddzielnej kohorcie, co wskazuje na jej
potencjalna role jako biomarkera.

Podsumowujac, niniejsza rozprawa przedstawia serie badan majacych na celu rozszyfrowanie
heterogenicznosci odpowiedzi immunologicznych powigzanych z funkcjami komoérek T, zwtaszcza Th17 i
Treg, oraz powigzanymi zmianami w ekspres;ji biatek i genéw na tle nowotworu i stanu zapalnego.



