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Rak jelita grubego (RJG) to jeden z najczgstszych nowotwordéw ztosliwych cziowieka. Obecne
strategie terapeutyczne oparte sg w pierwszej kolejnosci na chirurgicznym usunigciu guza
i nieselektywnie dzialajacych lekach cytostatycznych, ktorych stosowanie prowadzi do silnych
skutkow ubocznych i1 czesto zwigzane jest z nabyciem opornosci komorek nowotworowych
na dalszg taka terapie. W przypadku pacjentéw o Scisle wyselekcjonowanym, odpowiednim
profilu genetycznym, moze zosta¢ wtaczona immunoterapia lub terapia celowana molekularnie.
Istnieje zatem potrzeba poszukiwania nowego podejscia terapeutycznego, wykazujacego
selektywno$¢ wobec komoérek nowotworowych 1 charakteryzujacego si¢ skuteczno$cig
nie tylko dla wybranych grup pacjentow, ale takze umozliwiajacego catkowite wyleczenie

pacjentow w zaawansowanych stadiach RJG.

Ligand czynnika martwicy nowotworu indukujacy apoptoze (ang. tumor necrosis factor-related
apoptosis-inducing ligand, TRAIL) jest biatkiem indukujagcym apoptoze¢ komorek
nowotworowych, nieuszkadzajacym wickszosci komorek prawidtowych. Preparat Dulanermin,
stanowigcy rekombinowang komercyjng form¢ TRAIL, podawany dozylnie pacjentom
onkologicznym, w tym pacjentom z RJG, okazat si¢ nieskuteczny ze wzgledu na krotki okres
biologicznego poéitrwania w organizmie. Aby oceni¢ przydatnos¢ TRAIL w terapii RJG,
potrzeba zatem opracowania nowej formy jego dostarczania, zapewniajacej jego aktywnos¢

bezposrednio w mikrosrodowisku guza.

Glownym celem niniejszej pracy bylo sprawdzenie, czy niepatogenne bakterie kwasu
mlekowego Lactococcus lactis NZ9000, zmodyfikowane genetycznie do wydajnej sekrecji
ludzkiego rozpuszczalnego biatka TRAIL (ang. human soluble TRAIL, hsTRAIL), moga
stanowi¢ bezpieczny oraz skuteczny nosnik tego biatka i prowadzi¢ do eliminacji ludzkich

komorek RJG in vivo w organizmie myszy.

W pierwszej czgéci pracy, wykorzystujac nizynowy system ekspresyjny NICE (ang. Nlsin
Controlled gene Expression system), uzyskano zmodyfikowane genetycznie bakterie
L.lactis(hsTRAIL+) zdolne do indukowalnej ekspresji hsTRAIL oraz okre$lono warunki
do optymalnej ekspresji i najbardziej wydajnej sekrecji hsTRAIL na zewnatrz komorki
bakteryjnej. Przeprowadzone badania in vitro potwierdzity aktywno$¢ biologiczng
produkowanego przez bakterie hsTRAIL i jego zdolnos¢ do selektywnej eliminacji komorek
ludzkich linii RJG na drodze apoptozy. Wykazano rowniez, iz hsTRAIL wykazuje
synergistyczny efekt przeciwnowotworowy z wybranymi terapeutykami, w tym cytostatykami

powszechnie stosowanymi w terapii RJG, umozliwiajac zmniejszenie ich efektywnego stezenia



oraz ograniczajac skutki uboczne takiej, potencjalnie przysztej terapii. Na podstawie tych
wynikéw, do dalszych badan in vivo wyselekcjonowano metforming, ktéra cho¢ nie jest
cytostatykiem i nie jest stosowana w leczeniu RJG, wykazata najbardziej obiecujacy profil

wspotdziatania z hsTRAIL na etapie badan in vitro.

W drugiej czesci pracy wykazano zdolnos¢ bakterii L.lactis(hsTRAIL+) do lokalnej produkcji
hsTRAIL w s$rodowisku RJG in vivo. Przeprowadzone na dwoch mysich modelach
transplantacyjnych ludzkiego RJG badania wykazaty, iz aktywnos$¢ hsTRAIL wobec komorek
nowotworowych jest rézna w zaleznosci od uzytego modelu. I tak, doguzowe podawanie
bakterii L.lactis(hsTRAIL+) w formie monoterapii oraz terapii tagczonej z metforming, myszom
NOD-SCID z podskérnymi guzami ludzkiego RJG, doprowadzito do znacznego spowolnienia
wzrostu nowotworu w porownaniu do zwierzat grupy kontrolnej oraz wykazato wspotdziatanie
tak dostarczanego hsTRAIL i metforminy. W bardziej adekwatnym modelu ortotopowym RJIG
u myszy SCID, terapia za pomocg bakterii L.lactis(hsTRAIL+), podawanych droga
pokarmowa, spowodowala rozwdj choroby nowotworowej. W tym wypadku, lokalna
produkcja hsTRAIL w jelicie grubym indukowata aktywacje szlaku niekanonicznego hsTRAIL

1 infiltracj¢ guza przez makrofagi typu M2 o potencjale pronowotworowym.

W $wietle uzyskanych wynikéw, w celu dokladnego poznania mechanizméw dziatania
hsTRAIL, dostarczanego przez zmodyfikowane genetycznie bakterie L.lactis na komorki
nowotworowe RJG in vivo, niezbedne s3 jednak dalsze badania, wykorzystujace rowniez mysie
w pelni immunokompetentne modele. Biorgc pod uwage wykazang w pracy przezywalnosé¢
bakterii L.lactis w jelicie grubym po ich podaniu droga pokarmowa, ich zdolno$¢ do lokalne;
(jelito grube) produkcji aktywnego biologicznie biatka, a takze brak efektow toksycznych takiej
formy terapii, sprawia, ze L. lactis jest obiecujagcym no$nikiem i producentem biatek

terapeutycznych dla przysztych, alternatywnych strategii leczenia nowotworow jelita grubego.
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Colorectal cancer (CRC) is one of the most common malignancies in men. Current therapeutic
strategies are based primarily on surgical removal of the tumor and non selective cytostatic
drugs, the use of which leads to strong side effects and acquired resistance of tumor cells
to this form of therapy. For patients with a carefully selected, relevant genetic profile,
immunotherapy or molecular targeted therapy might be included in the treatment. Therefore,
there is an urgent necessity to look for a new therapeutic approach, which will be effective not
only for the carefully selected patient subgroups, but also for patients with advanced stages

of CRC, acting selectively against cancer cells.

Tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL) is a protein that has been
shown to eliminate cancer cells, while sparing normal ones. “Dulanermin”, the recombinant
commercial form of TRAIL, proven to be ineffective when administered intravenously
to oncological patients, including patients with CRC, because of its short biological half-life.
However, to fully assess the relevance of TRAIL in the therapy of CRC, there is a need for
development of new forms of its delivery to the CRC microenvironment.

The main goal of this study was the verification whether the non-pathogenic Lactococcus lactis
NZ9000 bacteria, genetically modified for an efficient secretion of the human soluble TRAIL
protein (hsTRAIL), could serve as a safe and effective TRAIL delivery system, leading to

the selective elimination of CRC cells in vivo in tumor-bearing mice.

During the first stage of the project, using the NICE (NIsin Controlled gene Expression system)
expression system genetically modified L.lactis bacteria with an induced expression
of hsTRAIL were developed (L.lactis(hsTRAIL+), and the induction conditions leading to
the most efficient secretion of hsTRAIL were characterized. The in vitro studies confirmed
the biological activity of the bacteria produced hsTRAIL and its ability for selective
elimination of human CRC cells through apoptosis. Moreover, hsTRAIL shows synergistic
antitumor activity with selected therapeutics, including some cytostatic agents commonly used
in the treatment of CRC, enabling a reduction of the therapeutic doses of these drugs and side
effects of such a potential future therapy. Based on the obtained in vitro data showing metformin
to have the most promising anti-tumor interaction profile with hsTRAIL, it was selected for
further in vivo studies, although being neither a cytostatic drug nor used in the treatment of
CRC.

In the second stage of this work, the ability of L.lactis (hsTRAIL +) bacteria to local production
of hsTRAIL in the CRC environment, was demonstrated in vivo. The in vivo studies performed
on two mouse transplant models of human CRC revealed that biological activity of hsTRAIL
largely depends on the model used. Thus, intratumoral administration of L.lactis(hsTRAIL+)



in monotherapy and combination with metformin, to NOD-SCID mice with subcutaneous CRC
tumors, retarded the tumor growth, comparing to the control group of animals and demonstrated
synergistic effect of hsTRAIL and metformin in vivo. In a more adequate, orthotopic model of
CRC, therapy with L.lactis(hsTRAIL +) resulted in colon cancer progression in SCID mice.
In this case, a local production of hsTRAIL in the colon by genetically modified bacteria
induced the activation of the non-canonical pathway of hsTRAIL and infiltration of primary
tumor by M2 type macrophages with tumorigenic potential. This indicates activity influenced

by the specific tumor microenvironment in the studied orthotopic CRC model.

In the light of the obtained results, to fully understand the mechanisms of action of TRAIL
delivered by genetically modified L.lactis bacteria, towards colon cancer cells in vivo, a further
research, including immunocompetent mouse models of CRC, is necessary. However, already
proven survival of L.lactis in a gut after oral administration of bacteria and their ability to local
(colon) production of biologically active human protein, as well as the lack of toxicity of such
a therapy, makes L.lactis a promising carrier and producer of therapeutic proteins for future,

alternative CRC treatment strategies.



