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Nowotwory ztosliwe jelita grubego (ang. colorectal cancer, CRC) sg trzecim naj-
czesciej diagnozowanym typem nowotworow wsrdd kobiet i mezezyzn. Jednoczesnie zaj-
mujg jedno z pierwszych miejsc wsréd nowotwordw pod wzgledem liczby zgondw
na $wiecie. W 2018 roku odnotowano 1,8 miliona nowych przypadkoéw oraz 881 tysiecy
zgonOw. Na podstawie oceny demograficznej, przewiduje si¢ wzrost liczby zachorowan,
ktora w 2030 roku osiggnie ponad 2,2 miliony nowych przypadkow oraz 1,1 miliona zgo-
néw [1-3]. Jest to najczesciej spotykany typ nowotworéw W Europie, stanowiac najwyzszy
odsetek zachorowalnosci na $wiecie [4]. Niezaleznie od stosowanych nowoczesnych tech-
nik chirurgicznych, nowych lekow chemioterapeutycznych oraz zaawansowanej radiotera-
pii $miertelno$¢ wsrdd pacjentdow z nowotworami jelita grubego nadal jest wysoka, dlatego
tez poszukiwane sg alternatywne metody leczenia. W ciggu ostatnich kilku dekad, immu-
noterapia stata si¢ jedng z obiecujacych strategii osiggajaca podobng skutecznos¢, co wyzej
wymienione terapie. Pomimo szerokiego zastosowania immunoterapii w leczeniu pacjen-
tow z nowotworami uktadu krwiotworczego, wcigz duzym wyzwaniem pozostaje opraco-
wanie skutecznych immunoterapii w leczeniu nowotwordw litych, m.in. ze wzgledu na
wystepowanie mikrosrodowiska guza (ang. tumor microenvironment, TME) oraz braku
odpowiedzi immunologicznej [5]. Jednym z mechanizméw zwigzanych z powyzszg sytua-
cja jest immunoedycja komorek nowotworowych przez komorki systemu odpornosciowe-
go przyczyniajaca si¢ do selekcji klonéw odznaczajacych si¢ niskag immunogennos$cia

oraz opornoscig na mechanizmy odpornosci wrodzonej uktadu odpornosciowego.

Efektywnos¢ fagocytozy zalezy od pro-fagocytarnych czasteczek sygnatowych
,»Zjedz mnie” oraz anty-fagocytarnych czasteczek ,nie jedz mnie” wystepujacych
na powierzchni komorek prawidtowych oraz nowotworowych. Przyktadem jest zwigkszo-
na ilo$¢ biatka CD47 (ang. cluster of differentiation 47) na powierzchni komoérek nowo-
tworowych. Powyzsze biatko oddziatujac z transblonowym biatkiem regulatorowym
SIRPa (ang. signal regulatory protein alpha) na powierzchni makrofagow odpowiada
za zahamowanie procesu fagocytozy komorek nowotworowych. Jedng z metod opracowa-
nia nowych form immunoterapii jest poszukiwanie procesdéw wywotujagcych immunogenng
fagocytoze, do ktorych zaliczana jest fagocytoza zalezna od przeciwciata anty-CD47
(ang. antibody-dependent cellular phagocytosis, ADCP) potaczona z zastosowaniem ago-
nistow receptorow Toll-podobnych (ang. toll-like receptors, TLRs) oraz immunogenna
$mieré¢ komorki (ang. immunogenic cell death, ICD). Lekiem stymulujacym makrofagi
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do procesu fagocytozy jest imikwimod — agonista receptora TLR7. Zwigzkiem potencjal-
nie wplywajacym na fagocytoz¢ Komorek nowotworowych na skutek zajscia ICD
jak i stymulacji makrofagow jest berberyna. Wykorzystanie powyzszych substancji zwig-
zane jest jednak z wieloma skutkami ubocznymi oraz ich niska biodostepnoscia. Zastoso-
wanie nanono$nikow pozwala na efektywne dostarczenie zwigzkow stymulujacych ko-
morki uktadu odpornosciowego przy jednoczesnym nagromadzeniu w tkance nowotworo-
wej przyczyniajgc sie do zmniejszenia ich cytotoksycznosci wzgledem niezmienionych
nowotworowo komorek gospodarza. Liposomy - sztucznie otrzymywane pecherzyki lipi-
dowe, stanowiag w tym przypadku obiecujacy nosnik dla terapii celowanych

0 kontrolowanym uwalnianiu substancji leczniczych.

Celem niniejszej rozprawy doktorskiej byto opracowanie liposomowych formulacji
imikwimodu i berberyny oraz sprawdzenie ich aktywnosci biologicznej odpowiadajacej
za otrzymanie skutecznej immunoterapii nowotworu jelita grubego. W pierwszej czesci
pracy opisano podstawowe parametry pozwalajace na aktywne zamykanie substancji za
pomocg wybranych gradientow, takie jak wpltyw stosunku wagowego uzytej substancji do
lipidow na wydajno$¢ zamykania, wplyw zewngtrznego pH na wydajno$¢ zamykania oraz
wyznaczono kinetyke procesu zamykania substancji wewnatrz liposomow. Badania te po-
zwolity na opracowanie optymalnych warunkow enkapsulacji berberyny jak i imikwimodu
wewnatrz liposomow. W kolejnych do§wiadczeniach zbadano stabilno$¢ dtugoterminowa
otrzymanych liposomowych formulacji obu substancji. Nastepnie zbadano stabilnos¢ opra-
cowanych formulacji w obecno$ci ludzkiego osocza in vitro. W przypadku berberyny
okreslono takze jej stan fizyczny wewnatrz liposomow wykorzystujac do tego mikroskopie

krioelektronowa.

Druga czg$¢ rozprawy obejmowata analize przeprowadzonych testoéw komorko-
wych majacych na celu sprawdzenie aktywnos$ci biologicznej opracowanych formulacji
liposomowych berberyny oraz imikwimodu. W przypadku przeprowadzonych ekspery-
mentdw mozna stwierdzi¢, ze liposomowe formulacje berberyny charakteryzowaly sig
wysoka cytotoksycznoscig wobec linii komorkowych nowotworu jelita grubego,
przy jednoczesnym braku aktywnosci biologicznej wzgledem prawidtowej linii jelita gru-
bego. Opracowana formulacja liposomowa zawierajgca berberyne zamknigtg za pomoca
gradientu witaminy C odpowiadata m.in. za generowanie reaktywnych form tlenu (ang.
reactive oxygen species, ROS), spadek poziomu zredukowanej formy glutationu (ang. glu-

tathione, GSH), wyciek jonow Ca®*, obnizenie poziomu mitochondrialnego potencjatu
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btonowego (ang. mitochondrial membrane potential, MMP) w konsekwencji prowadzac
do spadku poziomu adenozyno-5’-trifosforanu (ang. adenosine triphosphate, ATP) przy
jednoczesnym braku aktywnos$ci kaspaz oraz zwigkszata ilos¢ biatka Kkalretikuliny
(ang. calreticulin, CRT) na powierzchni komoérek nowotworowych. Opisany mechanizm
dziatania liposomowej postaci berberyny najprawdopodobniej zwigzany byt z wywotaniem
ICD przyczyniajac si¢ do zwigkszonej ilosci fagocytowanych komoérek nowotworowych.
Ponadto wykazano, ze traktowanic makrofagdéw powyzsza formulacjg liposomowa
W znaczacy sposob zwigksza fagocytoze komorek nowotworowych w pordéwnaniu
do stosowanego imikwimodu oraz przeciwciata anty-CD47. Na podstawie przeprowadzo-
nych badan cytotoksycznosci wobec makrofagdéw oraz testu fagocytozy mozna stwierdzic,
ze opracowana liposomowa posta¢ imikwimodu wykazuje takie same wlasciwosci jak

wolny lek.

Uzyskane wyniki dostarczaja nowych informacji o roli berberyny w wywotaniu od-
powiedzi immunologicznej wobec nowotworu jelita grubego. Wykazano, ze ilo$¢ sfagocy-
towanych przez makrofagi komorek nowotworowych traktowanych liposomowa postacia
berberyny byta wigksza w poréwnaniu do nietraktowanej kontroli. Co wigcej, traktowane
liposomowg postacig berberyny makrofagi charakteryzowaty si¢ zwigkszong aktywnoS$cig

fagocytarng komorek nowotworowych.

Powyzsze wnioski moga przyczyni¢ si¢ do opracowania nowych form immunote-
rapii nowotworu jelita grubego (zwtaszcza stadium, ktoremu towarzysza przerzuty),
CO W niniejszej pracy zostato zaprezentowane na przyktadzie opisanych kombinacji zwigz-

koéw wptywajacych na proces fagocytozy komorek nowotworowych.
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