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Wykaz stosowanych skrótów 
 
ARG1 (ang. arginase-1), arginaza-1 

CRC (ang. colorectal cancer), rak jelita grubego  

e-MDSC (ang, early-stage myeloid-derived suppressor cells), mieloidalne 
komórki supresorowe zatrzymane na wczesnym etapie rozwoju,  

EVs (ang. extracellular vesicles), pęcherzyki zewnątrzkomórkowe,  

Gr-MDSC (ang, granulocyte myeloid-derived suppressor cells), 
mieloidalne komórki supresorowe pochodzenia granulocytarnego  

IBD (ang. inflammatory bowel disease), nieswoiste choroby zapalne jelit  

IDO (ang. indoloamine 2,3-dioxygenase), 2,3-dioksygenaza indoloaminy  

iNOS (ang. inducible nitric oxide synthase), indukowalną synteza tlenku 
azotu 

Mo-MDSC (ang, monocyte myeloid-derived suppressor cells), mieloidalne 
komórki supresorowe pochodzenia monocytarnego  

NO (ang. nitrogen oxide), tlenek azotu 

PBMC (ang. peripheral blood mononuclear cell), jednojądrzaste komórki 
krwi obwodowej 

PC (ang. prostate cancer), rak prostaty 

PD-L1 (ang. programmed death ligand 1), ligand receptora dla 
programowanej śmierci 

PHA (ang. phytohemagglutinin), fitohemaglutynina 

ROS (ang. reactive oxygen species), reaktywne formy tlenu 

TAA (ang. tumor associated antigens), antygeny związane z nowotworem  

TCR (ang. T cell receptor), receptor limfocytu T 

Treg (ang. T regulatory cells), limfocyty T regulatorowych (Treg) 
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Rozdział 1. Wykaz publikacji będących podstawą rozprawy 
doktorskiej 
 
Rozprawa doktorska stanowi cykl czterech publikacji: 
 

1. Siemińska I, Rychlicka, E, Jaszczyński J, Palaczyński M, 
Bukowska-Strakova K, Ryś J, Dumański J, Siedlar M, Baran J. The 
level of myeloid derived-suppressor cells in peripheral blood of 
patients with prostate cancer after various types of therapy. Polish 
Journal of Pathology. 2020;71(1), 46-54. doi.org/10.5114/ 
pjp.2020.95415.      

IF 0.92 MNiSW 40 
 

2. Siemińska I, Baran J. Myeloid-derived suppressor cells in 
colorectal cancer. Frontiers in Immunology. 2020;7(11), 1526. doi: 
10.3389/fimmu.2020.01526.   

IF 5.1 MNiSW 140 
 

3. Siemińska I, Węglarczyk K, Walczak M, Czerwińska A, Pach R, 
Rubinkiewicz M, Szczepanik A, Siedlar M, Baran J. Mo-MDSCs 
are pivotal players in colorectal cancer and may be associated with 
tumor recurrence after surgery. Translational Oncology. 2022 17, 
101346. doi.org/10.1016/j.tranon.2022.101346.  

IF 4.23 MNiSW 100 
 

4. Siemińska I, Baran J. Myeloid-derived suppressor cells as key 
players and promising therapy target in prostate cancer. Frontiers 
in Oncology. 2022 (w druku).  

IF 6.24 MNiSW 100 
 
 
 
Sumaryczny IF: 16.49 Sumaryczna punktacja MNiSW: 380 
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Rozdział 2. Wprowadzenie. Przegląd literatury dotyczącej tematu 
rozprawy 
  

Rak jelita grubego (CRC ang. colorectal cancer) jest trzecim pod 
względem częstości występowania nowotworem na świecie. Szacuje się, 
że w samym 2022 roku odnotuje się 1.9 miliona nowych przypadków i 935 
tysięcy zgonów z powodu CRC (1). W ciągu ostatnich lat w Polsce 
odnotowano 4-krotny wzrost zachorowań na CRC u mężczyzn i 3-krotny 
u kobiet (2). Z kolei rak prostaty (stercza) (PC ang. prostate cancer) jest 
drugim pod względem częstości nowotworem u mężczyzn i czwartym 
najczęściej występującym nowotworem u ludzi w ogóle. W roku 2022 
szacuje się zdiagnozowanie 1.4 miliona nowych przypadków PC i 375 tys. 
zgonów na całym świecie (1).  

W rozwoju obu nowotworów istotną rolę odgrywają zarówno 
predyspozycje genetyczne (3,4), jak i czynniki środowiskowe, w tym złe 
nawyki żywieniowe, palenie tytoniu, nadużywanie alkoholu czy brak 
aktywności fizycznej (5–8). Innym istotnym czynnikiem zwiększającym 
ryzyko rozwoju tych nowotworów jest przewlekły stan zapalny.                       
W przypadku CRC taką zależność wykazano w odniesieniu do 
nieswoistych chorób zapalnych jelit (IBD ang. inflammatory bowel 
disease), gdzie przewlekły stan zapalny błony śluzowej może prowadzić 
do jej dysplazji i rozwoju nowotworu (9). W przypadku PC stan zapalny 
również związany jest z ryzykiem jego rozwoju (10), ale co istotne, wiąże 
się z nim nie tylko miejscowy stan zapalny w obrębie prostaty (stercza), ale 
także reakcja ogólnoustrojowa, w przebiegu przewlekłych chorób 
zapalnych, w tym astmy i alergii (11).  
 Na początku XX wieku zauważono, iż w przebiegu choroby 
nowotworowej dużą rolę odgrywa układ immunologiczny, którego 
komórki mogą zarówno wspomagać, jak i niestety, stymulować rozwój 
guza (12). Z początkiem XXI wieku w publikacjach dotyczących PC i CRC 
zaczęły pojawiać się doniesienia o nowej populacji komórek                                 
o właściwościach immunosupresyjnych (13,14). Późniejszy rozwój badań 
doprowadził do wyodrębnienia komórek mieloidalnych sprzyjających 
rozwojowi nowotworu i określenia ich mianem mieloidalnych komórek 
supresorowych (MDSC ang. myeloid-derived suppressor cells) (15). 
Obecnie wiadomo, iż komórki te stanowią heterogenną populację                    



 8 

i u zdrowych osób występują w krwi obwodowej tylko w niewielkim 
odsetku. Jednakże w trakcie rożnych stanów chorobowych np. 
przewlekłego zapalenia, infekcji, choroby nowotworowej, itp. dochodzi do 
wyraźnego wzrostu ich poziomu (16). Biorąc pod uwagę ich ontogenezę,  
u człowieka wyróżnia się trzy subpopulacje MDSC: pochodzenia 
monocytarnego (Mo-MDSC), granulocytarnego (Gr-MDSC) oraz 
komórek prawdopodobnie zatrzymanych na wczesnym etapie rozwoju, 
tzw. „early-stage” (e-MDSC), fenotypowo scharakteryzowanych 
odpowiednio jako: LIN- HLA-DR- CD11b+ CD14+ CD15- CD33+, LIN-
HLA-DR- CD11b+ CD14- CD15+ CD33+ oraz LIN- HLA-DR- CD11b+ 
CD14- CD15- CD33+ (17,18).  

W procesie nowotworowym MDSC ułatwiają wzrost guza, promują 
jego unaczynienie, a nawet wspomagają tworzenie odległych przerzutów 
(19). Ekspansja MDSC regulowana jest przez sieć sygnałów, w której 
istotną rolę odgrywa stan zapalny i jego mediatory pochodzące                          
z mikrośrodowiska guza (20). W powstawaniu MDSC wykazano istotną 
rolę chemokin i ich receptorów (np. CCL2/CCL12-CCR2, CXCL8-
CXCR1/2), interleukin (np. IL-6, IL-10, TGF-beta), prostaglandyn (np. 
PGE2), czynników wzrostu (np. GM-CSF), jak również pęcherzyków 
zewnątrzkomórkowych, głównie pochodzenia nowotworowego (EVs ang. 
extracellular vesicles) (21-25). Wiele typów komórek, w tym komórki 
nowotworowe, ma zdolność uwalniania EVs i transportowania w nich 
m.in. funkcjonalnych białek (26), mRNA (27) czy cząsteczek 
niekodującego miRNA (28). Ich rola w indukcji MDSC, a tym samym 
wpływ na przeciwnowotworową odpowiedź układu odpornościowego jest 
obecnie przedmiotem licznych badań (25). Z drugiej strony, również 
MDSC mogą wydzielać EVs wspomagające rozwój guza (29), a samo 
mikrośrodowisko, oprócz generowania MDSC, może też wpływać na 
wzmocnienie ich właściwości immunosupresyjnych, np. dzięki silnej 
hipoksji (30).  

Rola MDSC w odpowiedzi na rozwijający się nowotwór została 
opisana w pracy przeglądowej, której jestem współautorem (31).                  
W publikacji tej, będącej wynikiem badań międzynarodowego konsorcjum 
w ramach projektu COST „My-EUNITER”, opisano jak skomplikowane        
i dalekosiężne relacje tworzą komórki MDSC z innymi komórkami układu 
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odpornościowego. W tym kontekście, zarówno Mo-MDSC, jak i Gr-
MDSC głównie hamują aktywność efektorowych limfocytów T, podczas 
gdy działanie e-MDSC nie zostało jeszcze w pełni scharakteryzowane 
(17,32,33). Opisane do tej pory mechanizmy immunosupresji MDSC 
obejmują produkcję arginazy-1 (ARG1), indukowalną syntezę tlenku azotu 
(iNOS), wydzielanie TGFβ, IL-10, COX2, czy zubożenie środowiska            
w tryptofan poprzez aktywność 2,3-dioksygenazy indoloaminy (IDO) (34, 
35). MDSC są również zdolne do indukcji limfocytów T regulatorowych 
(Treg), te zaś aktywują komórki MDSC, pozostając we wzajemnym 
dodatnim sprzężeniu zwrotnym (36). Limfocyty Treg i ich poziom często 
są również korelowane z progresją nowotworów, w tym PC i CRC (37,38). 
Najważniejszą jednak funkcją MDSC wydaje się ich zdolność do 
hamowania odpowiedzi cytotoksycznych limfocytów T, czy to poprzez 
obniżenie lokalnego stężenia argininy czy poprzez nitrozylacje TCR (ang.  
T cell receptor) (39). Dodatkowo, MDSC dzięki ekspresji cząsteczki PD-
L1 (ang. programmed death ligand 1) mogą np. indukować „wyczerpanie” 
/anergię limfocytów T w szlaku PD-L1-PD-1 (30). Nieliczne dane 
literaturowe wskazują, iż MDSC mogą hamować również produkcję 
nowotworowo swoistych przeciwciał (40), a także odpowiedź komórek NK 
(41). Główne mechanizmy powstawania i działania MDSC w chorobie 
nowotworowej przedstawiono na Rysunku 1.  

Chociaż wysoki poziom MDSC zwykle kojarzony jest ze złym 
rokowaniem dla pacjentów onkologicznych, w tym również z CRC i PC 
(42-44), to mechanizmy działania MDSC w różnych nowotworach nie 
muszą być jednakowe. Stąd szczegółowe opisy działania MDSC w CRC        
i PC zawarte zostały w przeglądach literatury włączonych do cyklu.   

Pomimo wspomnianej podstawowej charakterystyki fenotypowej, 
populacje MDSC u człowieka nie posiadają swoistego/unikalnego 
markera, w związku z czym, funkcjonalna analiza tych komórek nabiera 
kluczowego znaczenia przy ich identyfikacji (17). Ze względu na dużą 
wrażliwość tych komórek na czynniki zewnętrzne, takie jak temperatura 
czy czas izolacji, ich badanie powinno jednak spełniać wiele warunków, 
ograniczających ryzyko uzyskania fałszywych wyników (45,46).                    
W przypadku PC i CRC, wiele dotychczasowych badań prowadzono 
jednak bez przestrzegania tych podstawowych zaleceń (17). W tym 
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kontekście, pogłębiona charakterystyka populacji MDSC u człowieka, 
prowadzona z zachowaniem opracowanych wytycznych, może pozwolić 
na wykorzystanie badania poziomu MDSC w krwi jako markera 
prognostycznego w chorobach nowotworowych, w tym w CRC i PC (47). 
 

Rysunek 1. Powstawanie i aktywność MDSC w chorobie nowotworowej. 
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Rozdział 3. Cel pracy z uzasadnieniem podjętej tematyki badawczej 
będący odniesieniem do publikacji stanowiących rozprawę doktorską 
 
Nadrzędne cele pracy: 

I. Ocena występowania w krwi obwodowej pacjentów z chorobą 
nowotworową różnych populacji MDSC oraz ich charakterystyka 
fenotypowa i funkcjonalna, na przykładzie CRC i PC.  

 
II. Mając na uwadze, iż dotychczas opisano kilka subpopulacji MDSC, 

istotnym było też sprawdzenie czy wszystkie z nich występują              
z podobną częstością w obu badanych nowotworach.  
 

III. Dodatkowo, ze względu na fakt, iż poziom MDSC w krwi może 
stanowić jeden z markerów prognostycznych w chorobie 
nowotworowej (wysoki kojarzony jest ze złym rokowaniem), 
kolejnym celem było zweryfikowanie zależności pomiędzy 
poziomem MDSC w krwi pacjenta, a stadium zaawansowania 
nowotworu. Wydawało się to istotne, zwłaszcza w odniesieniu do 
CRC, gdyż w literaturze światowej do tej pory nie było doniesień 
na ten temat.  
 

Szczegółowe cele z uwzględnieniem poszczególnych publikacji: 
 

1. Publikacja przeglądowa pt. „Myeloid-derived suppressor cells in 
colorectal cancer” (publikacja 2) miała na celu usystematyzowanie 
dotychczasowej wiedzy na temat MDSC w CRC, tak aby 
zagadnienia poruszane później w pracy oryginalnej nie miały 
charakteru odtwórczego, a wypełniały luki w dotychczasowych 
badaniach.  

 
2. W tym kontekście głównym celem badań przedstawionych                  

w publikacji oryginalnej pt. „Mo-MDSCs are pivotal players in 
colorectal cancer and may be associated with tumor recurrence 
after surgery” była pełniejsza charakterystyka populacji MDSC        
w krwi obwodowej pacjentów z CRC.  
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Cele szczegółowe obejmowały: 
• określenie zależności pomiędzy poziomem MDSC, a populacjami 

limfocytów T - regulatorowych i cytotoksycznych, swoistych dla 
wybranego antygenu związanego z nowotworem (Her2/neu), obu 
bardzo istotnych w odpowiedzi przeciwnowotworowej, 

• wobec rozbieżności danych na temat wpływu zabiegu 
chirurgicznego na poziom MDSC w krwi pacjentów z CRC, 
dodatkowo w badaniach podjęto próbę sprawdzenia czy po 
chirurgicznym usunięciu guza jako podstawowej formy leczenia 
CRC, poziom MDSC i ich subpopulacji ulega zmianie i czy może 
on korelować ze wznową choroby w okresie 5 lat od zabiegu 
(publikacja 3). 
 

3. W przypadku PC, brak było w literaturze światowej danych na 
temat wpływu podstawowych form leczenia tego nowotworu na 
poziom MDSC krążących w krwi pacjentów.  
 
Celem szczegółowym tych badań było więc: 

• określenie takiego wpływu, a także ocena zależności poziomu 
MDSC w krwi od PSA jako powszechnego markera tej choroby - 
publikacja 1 pt. „The level of myeloid derived-suppressor cells in 
peripheral blood of patients with prostate cancer after various 
types of therapy”.   
 

4. W ostatniej pracy cyklu pt. „Myeloid-derived suppressor cells as 
key players and promising therapy target in prostate cancer” 
przedstawiłam usystematyzowaną wiedzę na temat mechanizmów 
działania MDSC w PC oraz zawarłam informacje na temat nowych 
potencjalnych form terapii PC, nakierowanych na eliminację i/lub 
zahamowanie funkcji MDSC (publikacja 4). 
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Rozdział 4. Realizacja celów naukowych 
Zaprezentowany w publikacji 2 przegląd literatury na temat MDSC w CRC 
stanowił teoretyczne podstawy do podjęcia badań eksperymentalnych 
(publikacja 3). Natomiast publikacja przeglądowa dotycząca MDSC jako 
celu terapeutycznego w PC (publikacja 4) stanowi rozwinięcie tematu 
wpływu standardowej terapii PC na poziom MDSC w krwi pacjentów, 
poruszonego w ramach publikacji oryginalnej (publikacja 1). 
 
Materiały i metody 
 
Metodologia badań została szczegółowo opisana w sekcji „Metody”               
w pracach oryginalnych, wchodzących w skład rozprawy doktorskiej 
(publikacja 1 i 3). 
 
Pacjenci 
Badaniami objęło łącznie 97 pacjentów z następujących grup:  

• 54 pacjentów ze zdiagnozowanym CRC w różnym stadium 
zaawansowania wg. klasyfikacji TNM Union for International 
Cancer Control's (UICC) oraz oceny histologicznej, leczonych w I 
i II Kliniki Chirurgii Ogólnej Szpitala Uniwersyteckiego                        
w Krakowi i 41 zdrowych kontroli 

• 43 pacjentów ze zdiagnozowanym PC w różnym stadium 
zaawansowania wg. klasyfikacji American Joint Committee on 
Cancer (AJCC), skali Gleasona oraz poziomu PSA, leczonych              
w Centrum Onkologii-Instytutu im. Marii Skłodowskiej-Curie 
Oddział w Krakowie i 23 zdrowych kontroli. 

Szczegółową charakterystykę grup pacjentów przedstawia Tabela 1 i 2. 
 
Na prowadzenie przedmiotowych badań wydane zostały zgody Komisji 
Bioetycznej Uniwersytetu Jagiellońskiego nr 122.6120.128.2015                        
i 1072.6120.70.2018 oraz zgoda Okręgowej Izby Lekarskiej nr 
6/KBL/OIL/2014. Badaniami objęto jedynie pacjentów, którzy po 
przedstawieniu celu i rodzaju badań wyrazili na udział w nich swoją 
pisemną zgodę̨. Z uwagi na fakt, iż sposób pobrania materiału 
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(antykoagulant) i izolacji jednojądrzastych komórek krwi obwodowej 
(PBMC ang. peripheral blood mononuclear cell) różnił się u pacjentów           
z CRC i PC, utworzono dwie grupy kontrolne spójne w metodologicznej 
obróbce materiału z grupą badaną. Grupę kontrolną stanowiły osoby,              
u których po planowej klinicznej i laboratoryjnej diagnostyce nie 
rozpoznano niedoboru odporności, choroby nowotworowej czy 
przewlekłego stanu zapalnego.  
 
Tabela 1. Charakterystyka pacjentów z CRC zakwalifikowanych do badań. 

Pacjenci CRC Ograniczonya 

UICC (I+II) 
Przerzutujący a 

UICC (III+IV) 
Charakterystyka n=54 n=27 n=27 

wiekb (lata) 64±13 65±11.7 63.1±14.3 
płęć męska 30 14 16 

żeńska 24 13 11 
stadium TNMc I 7 7 - 

II 20 20 - 
III 16 - 16 
IV 11 - 11 

Lokalizacja 
nowotworud 

proksymanla 27 13 14 
dystalna 27 14 13 

Stopień 
histologiczny 

Dobry/umiarkowany 36 19 17 
zły/niezróżnicowany 13 6 7 

nieokreślony 5 2 3 
a Pacjenci z CRC z ograniczoną chorobą odpowiadają stadium I i II, a chorzy                            
z przerzutami odpowiadają stadium III i IV. 

b Średnia ± SD 

c W oparciu o klasyfikację CRC TNM według UICC. 

d Lokalizacja guza została sklasyfikowana jako proksymalna lub dystalna względem 
zagięcia śledzionowego. 
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Tabela 2. Charakterystyka pacjentów z PC zakwalifikowanych do badań. 

Pacjenci Wszyscy Przed leczeniem 
43 21 

Poziom PSA (ng/ml) 33.67 ±35.02ya 30.14 ±34.44ya 

Stageb 2b 11 6 
2c 2 2 
3a 7 1 
3b 17 9 
4a 5 3 
4b 2 1 

Gradec 1 (6=3+3) 1 - 
2 (7=3+4) 14 7 
3 (7=4+3) 15 6 

4 (8=3+5;4+4) 7 4 
5 (9 – 10 = 4 + 5; 5 + 4; 5 + 5) 6 3 

a Średnia ± SD. 
b W oparciu o klasyfikację według AJCC. 

c W oparciu o skale Gleasona 

 
W celu realizacji postawionych celów badawczych zastosowano: 

a) Izolację jednojądrzastych komórek krwi obwodowej 
b) Analizę cytometryczną populacji komórek MDSC oraz limfocytów 

Th17 i Treg i limfocytów T CD8+ swoistych dla antygenu 
Her/2neu. 

c) Sortowanie subpopulacji MDSC, limfocytów T oraz monocytów 
krwi obwodowej. 

d) Ocenę morfologii wyizolowanych populacji MDSC. 
e) Ocenę ekspresji iNOS oraz ocenę produkcji tlenku azotu (NO) 

przez Mo-MDSC. 
f) Test hamowania proliferacji limfocytów T. 

 
Zastosowane metody badawcze schematycznie zestawiono na Rysunku 2. 
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Rysunek 2. Metody badawcze wykorzystane w pracy doktorskiej. Na niebiesko 
zaznaczono punkty odnoszące się do badań pacjentów z CRC, zaś na 
pomarańczowo punkty wspólne dla pacjentów z PC i CRC.  
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Wyniki 
W artykule pt. „The level of myeloid derived-suppressor cells in 

peripheral blood of patients with prostate cancer after various types of 
therapy” (publikacja 1) wykazano podwyższony poziom Gr-MDSC i Mo-
MDSC w krwi obwodowej pacjentów z PC w stosunku do grupy 
kontrolnej, bez różnic w poziomie e-MDSC. Dodatkowo, stwierdzono 
pozytywną korelacje pomiędzy poziomem PSA, a poziomem krążących 
Mo-MDSC. W kolejnym etapie badań sprawdzano, jaki jest poziom MDSC 
i PSA w poszczególnych stadiach zaawansowania nowotworu, wg skali 
Gleasona i TNM. W obu typach klasyfikacji poziom krążących w krwi Gr-
MDSC i Mo-MDSC był istotnie wyższy niż w grupie kontrolnej,                        
a w odniesieniu do PSA, wyższy względem poziomu przyjętego za wartość 
referencyjną. Nie wykazano natomiast istotnych różnic w wartościach tych 
parametrów pomiędzy poszczególnymi stadiami choroby. Ostatni etap 
analizy obejmował ocenę poziomu Gr-MDSC, Mo-MDSC i PSA                    
w odniesieniu do rodzaju leczenia, jaki otrzymali pacjenci. W tym celu 
pacjentów podzielono na cztery grupy: przed leczeniem, po zabiegu 
chirurgicznym, terapii hormonalnej i terapii kombinowanej (łączącej 
minimum dwie z czterech form leczenia, tj. chirurgia, chemioterapia, 
radioterapia, leczenie hormonalne). Przeprowadzone analizy wykazały, iż 
w grupie pacjentów przed jakimkolwiek leczeniem obserwuje się istotnie 
wyższy poziom krążących Gr-MDSC, natomiast w grupach pacjentów 
objętych leczeniem stwierdzono, iż poziom Gr-MDSC w krwi osiągał 
wartości zbliżone do kontroli. W odniesieniu do Mo-MDSC, u pacjentów 
po leczeniu skojarzonym poziom tych komórek we krwi był porównywalny 
do grupy kontrolnej. W pozostałych grupach chorych (nieleczona, leczona 
chirurgicznie i leczona hormonalnie) stwierdzono wyraźnie wyższy 
poziom Mo-MDSC niż w grupie kontrolnej i grupie pacjentów 
otrzymujących leczenie skojarzone. 

W kolejnym artykule oryginalnym pt. „Mo-MDSCs are pivotal 
players in colorectal cancer and may be associated with tumor recurrence 
after surgery” wykazano, iż w krwi pacjentów z CRC występuje 
podwyższony poziom wszystkich subpopulacji MDSC, zarówno 
pochodzenia granulocytarnego, monocytarnego, jak i tzw. ‘early stage’. 
Badania morfologii tych komórek pozwoliły stwierdzić, iż wśród Gr-
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MDSC występują nie tylko komórki odpowiadające neutrofilom, ale 
również eozynofilom. Jest to pierwsza obserwacja w literaturze światowej, 
wskazująca na występowanie takich komórek w krwi pacjentów z chorobą 
nowotworową.  

W dalszych badaniach sprawdzono, czy poziom MDSC w krwi 
pacjentów z CRC koreluje ze stadium zaawansowania nowotworu wg 
klasyfikacji TNM i oceny histologicznej. Biorąc pod uwagę klasyfikację 
TNM, jedynie w przypadku Mo-MDSC ich poziom był znacząco wyższy 
w bardziej zaawansowanych stadiach choroby (II-IV stadium)                            
w porównaniu z grupą kontrolną, ale nie stwierdzono istotnych różnic 
pomiędzy stadiami. Dodatkowo, niezależnie od histologicznej klasyfikacji 
guza, poziom Mo-MDSC i Gr-MDSC był zawsze wyższy w krwi 
pacjentów w stosunku do osób zdrowych. Natomiast, nie wykazano różnic 
w poziomach MDSC w krwi pacjentów w zależności od obecności lub 
braku przerzutów do lokalnych węzłów chłonnych. Zaobserwowano 
jednak tendencję do wzrostu poziomu Mo-MDSC i obniżenia poziomu                  
e-MDSC u pacjentów z dużym guzem (T3/4). W kolejnym etapie 
określono relacje pomiędzy poziomem MDSC, a populacjami limfocytów 
Treg, Th17 i limfocytami T CD8+ swoistymi dla antygenu HER-2/neu,          
w CRC zaliczanego do grupy antygenów związanych z nowotworem (TAA 
ang. tumor associated antigens) (48). Przeprowadzone badania wykazały, 
iż jedynie poziom populacji Mo-MDSC dodatnio korelował z poziomem 
limfocytów Treg. Ponadto, poziom Mo-MDSC ujemnie korelował                   
z obecnością limfocytów T CD8+ swoistych dla HER-2/neu. Zależności 
takich nie stwierdzono w odniesieniu do innych populacji MDSC. 

Następnie skupiono się na ocenie aktywności poszczególnych 
subpopulacji MDSC u pacjentów z CRC. Aktywność tę oceniano in vitro 
w teście transformacji blastycznej z użyciem H3-tymidyny, badając wpływ 
poszczególnych subpopulacji MDSC na proliferację autologicznych 
limfocytów T indukowaną mitogenem PHA (fitohemaglutynina). 
Stwierdzono, iż wszystkie 3 wyizolowane z krwi pacjentów subpopulacje 
MDSC (Gr-MDSC, Mo-MDSC, e-MDS) wykazywały aktywność 
supresyjną wobec autologicznych limfocytów T, typową dla tych komórek, 
co potwierdziło ich właściwą selekcję.  
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Zgodnie z danymi literaturowymi rola regulacyjna Mo-MDSC jest 
związana głównie z aktywnością iNOS i produkcją tlenku azotu (NO). Aby 
zweryfikować działanie tego mechanizmu u pacjentów z CRC, w kolejnym 
etapie badań przeanalizowano produkcję NO, a także samą ekspresję iNOS 
w Mo-MDSC. Dane uzyskane za pomocą techniki PCR wykazały znacznie 
wyższą ekspresję iNOS-mRNA w Mo-MDSC niż w monocytach krwi. 
Równolegle, stosując fluorogenny barwnik DAF-2 i analizę metodą 
cytometrii przepływowej, udokumentowano produkcję NO przez Mo-
MDSC. Dodatkowo, oceniono również ekspresję cząsteczki PD-L1, 
istotnej w mechanizmach bezpośredniej supresji limfocytów T. Okazało 
się, że krążące MDSC nie wykazywały wysokiej ekspresji PD-L1. 
Ekspresję taką wykazano natomiast na powierzchni MDSC 
wyizolowanych z masy guza. I w tym przypadku, pozytywne pod 
względem ekspresji PD-L1 były głównie Mo-MDSC. 

Ostatnim etapem była 5-cioletnia obserwacja poziomu MDSC u 11 
pacjentów z CRC po chirurgicznym usunięciu guza. Zebrane w tym czasie 
wyniki pozwoliły stwierdzić, iż wkrótce po zabiegu (3 dni) dochodzi do 
istnego wzrostu poziomu Mo-MDSC w krwi pacjentów. Odnosząc się do 
tych danych, arbitralnie podzielono pacjentów na dwie grupy – pierwszą 
składającą się z chorych, u których wzrost poziomu Mo-MDSC był 
powyżej wartości średniej dla całej grupy (grupa I, n = 4) i drugą,                        
z poziomem wzrostu poniżej średniej (grupa II, n = 7). Pomimo małej 
liczebności obu grup stwierdzono, iż u pacjentów ze znacznym wzrostem 
poziomu Mo-MDSC po zabiegu chirurgicznym (grupa I), w ciągu 
pięcioletniego okresie obserwacji występował znacząco częstszy nawrót 
choroby nowotworowej, co sugeruje istotną rolę populacji Mo-MDSC             
w tym procesie.   



 20 

Dyskusja i podsumowanie 
 
Wyniki zgromadzone w ramach badań nad MDSC u pacjentów                 

z PC dokumentują w ich krwi wyższy poziom komórek pochodzenia 
granulocytarnego (Gr-MDSC) i monocytarnego (Mo-MDSC), bez 
ekspansji e-MDSC, w stosunku do grupy kontrolnej. W odniesieniu do Gr-
MDSC i Mo-MDSC, dotychczasowe dane literaturowe potwierdzają 
powyższe obserwacje (49), brak jest jednak takich danych dla e-MDSC.   
W tym kontekście, przedstawione wyniki należy traktować jako 
pionierskie. W odniesieniu do pacjentów z CRC, w ich krwi 
zaobserwowano podwyższony poziom wszystkich 3 subpopulacji MDSC. 
Wzrost poziomu Gr-MDSC i Mo-MDSC w tej grupie chorych był już 
opisywany (14,50), natomiast dane na temat e-MDSC były ubogie                      
i wskazywały u chorych jedynie na tendencję wzrostową poziomu tych 
komórek (40). Tym samym w publikacji 3 po raz pierwszy wykazano 
istotny wzrost poziomu wszystkich trzech subpopulacji MDSC w krwi 
pacjentów z CRC. Ponadto, w obrębie subpopulacji Gr-MDSC 
zidentyfikowano komórki morfologicznie odpowiadające eozynofilom 
(Eo-MDSC). Występowanie takiej populacji stwierdzono wcześniej               
w trakcie przewlekłych infekcji bakteryjnych (51), ale nigdy dotąd                 
w chorobie nowotworowej. Jest to więc pierwsze doniesienie 
dokumentujące występowanie Eo-MDSC w CRC.  

W wielu typach nowotworów Mo-MDSC uznaje się za populację 
głównie zasiedlającą guz, podczas gdy Gr-MDSC mają przeważać w krwi 
obwodowej (52). Przyczyną takiego stanu może być fakt, iż Mo-MDSC 
charakteryzują się wysoką ekspresję iNOS i wytwarzają duże ilości NO, 
który pozostaje dłużej aktywny w środowisku niż reaktywne formy 
tlenu (ROS z ang. reactive oxygen species), produkowane głównie przez 
Gr-MDSC. Wskazywałoby to, iż Gr-MDSC, w przeciwieństwie do Mo-
MDSC wymagają bliższego (bezpośredniego) kontaktu z komórkami 
docelowymi np. limfocytami T, aby zahamować ich aktywność (52,53).                  
Z odmiennym mechanizmem działania tych dwóch subpopulacji MDSC 
może wiązać się nie tylko ich preferencyjna lokalizacja, ale również „moc” 
stosowanej przez nie immunosupresji. W tym aspekcie dane literaturowe 
nie są jednak jednoznaczne - jedni autorzy sugerują, iż Mo-MDSC są 
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bardziej supresyjne (33), podczas gdy inni za bardziej supresyjne uznają 
populację Gr-MDSC (54,55).  

Analizy korelacji poziomu MDSC z poziomem limfocytów Treg 
sugerują jednak, iż populacja Mo-MDSC może odgrywać kluczową rolę        
w procesach immunosupresji w CRC. Limfocyty Treg i ich aktywność 
supresyjna jest również istotna w progresji choroby nowotworowej (65). 
W tym kontekście nie dziwi, iż poziom obu populacji komórek jest 
regulowany na drodze dodatniego sprzężenia zwrotnego (36). Taka 
zależność podkreślana jest w literaturze dla wielu nowotworów (57), 
niemniej dotychczas nie była opisana w CRC, tym bardziej w kontekście 
korelacji poziomu limfocytów Treg z subpopulacją Mo-MDSC. Co 
ciekawe, podobnych obserwacji dokonano w PC, wykazując dodatnią 
korelację pomiędzy poziomami obu tych populacji (58).  

Ponieważ aktywność MDSC wpływa również na limfocyty T 
cytotoksyczne swoiste dla antygenów nowotworowych (59), postanowiono 
sprawdzić, czy istnieje zależność pomiędzy poziomem MDSC a populacją 
limfocytów T CD8+ swoistych dla HER-2/neu. Chociaż rola nadekspresji 
HER-2 w CRC nie jest do końca jasna, obecność samego białka HER2/neu 
wykazuje zależność z przebiegiem klinicznym CRC (60). Również w tym 
przypadku korelacja, tym razem negatywna, została wykazana dla 
poziomów limfocytów T CD8+ swoistych dla HER-2/neu i subpopulacji 
Mo-MDSC.  

Formalną podstawę do określenia komórek jako MDSC, stanowi 
spełnienie kryteriów fenotypowych i potwierdzenie supresyjnego 
charakteru badanych komórek (17). Niniejsze badania wykazały, iż 
wszystkie 3 subpopulacje wyizolowane z krwi pacjentów z CRC wykazują 
aktywność supresyjną. Najnowsze zalecenia dotyczące badań 
fenotypowych MDSC wskazują na dodatkowe stosowanie przeciwciał 
anty-CD123 jako markera przydatnego do wykluczenia z analizy bazofili, 
potencjalnie „kontaminujących” populację e-MDSC (61).                                   
W przedstawionej pracy, pomimo braku takiego barwienia, analiza 
morfologii tych komórek po ich izolacji oraz, co ważniejsze, ich silnie 
supresyjny charakter udokumentowany w testach funkcjonalnych, 
pozwoliła na odrzucenie tezy o błędnej identyfikacji e-MDSC (62).  
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Jedną z kluczowych cech fenotypowych MDSC, świadczącą o ich 
supresyjnym charakterze jest ekspresja cząsteczki PD-L1. Zwiększoną 
ekspresję PD-L1 wykazano już na powierzchni MDSC u pacjentów z CRC 
(63). W przedstawionej pracy MDSC izolowane z krwi pacjentów z CRC 
nie wykazywały jednak wysokiej ekspresji PD-L1, niemniej w testach 
funkcjonalnych wszystkie skutecznie hamowały proliferację 
autologicznych limfocytów T, potwierdzając, iż supresja limfocytów T nie 
wymaga ekspresji PD-L1 na MDSC (64). W przeciwieństwie do komórek 
izolowanych z krwi obwodowej, MDSC izolowane z guza wykazywały 
wysoką ekspresję PD-L1 i były to głównie Mo-MDSC. Obserwacja ta 
potwierdza dane literaturowe o predyspozycji Mo-MDSC do lokalizacji           
w obrębie guza (52). Współgra również z wcześniejszymi danymi na temat 
indukcji ekspresji PD-L1 przez hipoksję występującą w mikrośrodowisku 
guza (30). 

W celu pełniejszego scharakteryzowania mechanizmów 
supresyjnych Mo-MDSC izolowanych z krwi pacjentów z CRC, 
wynikających chociażby z opisanej w literaturze ekspresji iNOS (65),            
w kolejnym etapie badań sprawdzono zdolność tych komórek do produkcji 
NO, oraz ich cytoplazmatyczną ekspresję iNOS. Otrzymane wyniki 
potwierdziły produkcję NO przez Mo-MDSC, jak i wyższą ekspresję 
iNOS-mRNA w porównaniu do monocytów krwi. 

Przyjmuje się, iż poziom krążących MDSC wzrasta wraz ze 
stadium zaawansowania nowotworu (66). W publikacji oryginalnej 
skoncentrowanej na MDSC w PC nie stwierdzono jednak takiej zależności 
- o ile w przypadku PSA jego poziom był wyższy (nieistotnie) w IV 
stadium PC, tak poziom MDSC był podobny, a nawet nieznacznie niższy 
w ostatnich stadiach zaawansowania choroby. Należy jednak wziąć pod 
uwagę, iż w badaniu tym uczestniczyli pacjenci zarówno przed jak i po 
leczeniu, a leczenie może mieć tu znaczący wpływ. Patrząc na klasyfikację 
histologiczną w PC, również nie widać było różnic, czy istotnej przewagi 
w poziomie MDSC w zaawansowanych stadiach tego nowotworu.                   
W badaniach tych skorelowano również poziom PSA z poziomem MDSC, 
uzyskując dodatnią korelację jedynie dla Mo-MDSC, podobnie jak                   
w innych opublikowanych badaniach (13). Natomiast w przypadku 
pacjentów z CRC tendencję wzrostową można zaobserwować                             
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w odniesieniu do Mo-MDSC i (w mniejszym stopniu) do e-MDSC. 
Najwyższy poziom MDSC stwierdzono u pacjentów ze 
złym/niezróżnicowanym stopniem histologicznym i były to komórki 
populacji Mo-MDSC. Dodatkowo, u pacjentów z CRC zauważyć można 
tendencję do wzrostu poziomu Mo-MDSC w krwi wraz ze wzrostem 
wielkości guza.  

 Znając rolę MDSC w rozwoju i progresji nowotworu, nie dziwi 
fakt, iż oczekiwanym efektem leczenia winno być obniżenie poziomu tych 
komórek (49,67). Wyniki przedstawione w publikacji 1 sugerują jednak, iż 
rutynowe leczenie wiąże się z obniżeniem poziomu jedynie subpopulacji 
Gr-MDSC. Natomiast w przypadku Mo-MDSC sytuacja jest bardziej 
skomplikowana. Wydaje się, że skuteczne obniżenie poziomu Mo-MDSC 
osiąga się u pacjentów, u których zastosowano terapię skojarzoną. 
Natomiast u pacjentów leczonych wyłącznie chirurgicznie czy 
hormonalnie, poziom Mo-MDSC był znacząco wyższy i porównywalny do 
grupy bez leczenia. O ile w literaturze znaleźć można doniesienia                       
o indukcji Mo-MDSC w przebiegu radioterapii (68), tak dotychczas nie 
prowadzono badań dotyczących MDSC u chorych z PC w kontekście 
różnych form leczenia. Chociaż publikacja ta ma charakter wstępny,                 
a grupy pacjentów były niewielkie, jej wyniki sugerują, iż każda forma 
monoterapii w PC nie eliminuje krążących MDSC, zwłaszcza tych 
pochodzenia monocytarnego, a wręcz przeciwnie, może podnosić ich 
poziom. Dodatkowo według danych literaturowych pacjenci z PC,                 
u których po leczeniu zaobserwowano podwyższony poziom Mo-MDSC      
w krwi, wykazywali gorsze przeżycie w stosunku do tych, u których wzrost 
ten nie występował (69). W takich przypadkach zastosowanie terapii 
dodatkowej, nakierowanej na MDSC, mogłoby polepszyć efekty leczenia 
PC, zwłaszcza w kontekście generowania przez te komórki oporności na 
leczenie (70). W tym celu potrzebne są oczywiście dalsze badania, w tym 
wydłużona obserwacja i analiza przeżycia pacjentów. 

W przypadku CRC dane literaturowe wskazują, iż chemioterapia        
z użyciem gencytabiny, 5-fluorouracylu i doksorubicyny (71,72) obniża 
poziom krążących MDSC, w odniesieniu do zabiegu chirurgicznego brak 
jest natomiast jednoznacznych doniesień na ten temat (73,74–76). Wyniki 
uzyskane w trakcie prowadzonych badaniach wykazują jednak zbliżony 
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efekt jak w PC. Gdyż u pacjentów z CRC wkrótce po zabiegu (3 dni) 
zaobserwowano wzrost poziomu krążących Mo-MDSC. Dodatkowo            
u części z nich, u których wystąpił bardzo znaczący wzrost Mo-MDSC 
(powyżej średniej), częściej dochodziło do wznowy choroby 
nowotworowej w ciągu 5 lat obserwacji. Takich zależności nie stwierdzono 
w odniesieniu do pozostałych subpopulacji MDSC. Choć są to obserwacje 
prowadzone na bardzo małych liczebnie grupach, potwierdzają one 
wcześniejsze doniesienie pokazujące wzrost poziomu MDSC po zabiegu               
w raku odbytu (77). Pokrywają się one także z danymi z badań w raku 
piersi i płuca, gdzie po zabiegu chirurgicznym również wykazano wzrost 
poziomu Mo-MDSC (78,79). Również w tamtych badaniach zmiany te 
miały niekorzystny wpływ na rokowanie dla pacjentów (78,79). Wpływ 
zabiegu chirurgicznego per se na indukcję MDSC i progres choroby 
nowotworowej w CRC dobitnie pokazały badania na mysim modelu CRC, 
gdzie sama laparotomia wiązała się z indukcją Mo-MDSC, których poziom 
ujemnie korelował z przeżyciem zwierząt (75), a nawet sprzyjał 
powstawaniu przerzutów (76). Przedstawione w niniejszej pracy badania 
są pierwszymi dokumentującymi, podobnie jak w modelu mysim, iż wzrost 
poziomu subpopulacji Mo-MDSC po zabiegu może wiązać się ze wznową 
choroby nowotworowej u pacjentów z CRC.  

Powyższe badania mają potencjalne znaczenie kliniczne, choć ze 
względu na mało liczne grupy pacjentów należy je interpretować                     
z ostrożnością. W kontekście 5-letniej obserwacji należy podkreślić, że 
pierwotnie losowo zakwalifikowano 18 pacjentów, ale 7 pacjentów 
musiało zostać wykluczonych z powodu wysoce zaawansowanego CRC 
(stadium IV). Jednakże wyniki przeprowadzonych badań sugerują, iż 
aspekt Mo-MDSC powinien być wzięty pod uwagę przy opracowaniu 
przyszłych skojarzonych terapii, również nakierowanych na tę populacje 
komórek. 

Podsumowując, powyższe badania wskazują, iż zarówno                       
u pacjentów z PC jaki i CRC istotną rolę w progresji nowotworu odgrywają 
MDSC pochodzenia monocytarnego. W odniesieniu do PC jedynie 
skojarzona forma leczenia wpływała na obniżenie poziomu tej populacji        
w krwi pacjentów do wartości zbliżonych do grupy kontrolnej.                        
W przypadku monoterapii PC tj. leczenia chirurgicznego lub 
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hormonalnego, poziom Mo-MDSC utrzymywał się na wysokim poziomie. 
W odniesieniu do CRC, chirurgiczne usunięcie guza prowadzi do wzrostu 
poziomu wszystkich subpopulacji MDSC, w tym również Mo-MDSC. 
Wyłącznie jednak wzrost poziomu Mo-MDSC może wiązać się ze 
zwiększonym ryzykiem wznowy choroby nowotworowej w ciągu 5-ciu lat. 
Obserwacje te sugerują, iż w obu nowotworach istotne może być leczenie 
wspomagające, nakierowanie na Mo-MDSC. Kontynuacją 
przedstawionych w mojej rozprawie badań jest aktualnie realizowany 
przeze mnie projekt Preludium, finansowany z Narodowego Centrum 
Nauki. Projekt ten ma na celu zbadanie mechanizmów generowania Mo-
MDSC w CRC przez pęcherzyki zewnątrzkomórkowe pochodzenia 
nowotworowego, zwłaszcza w kontekście transportowanego w nich 
miRNA. Mam nadzieję, iż wyniki tych badań pozwolą na wytypowanie 
specyficznych punktów uchwytu mogących mieć wykorzystanie                   
w immunoterapii nakierowanej na Mo-MDSC w chorobie nowotworowej. 
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Rozdział 5. Wnioski 
 

1. MDSC w CRC i PC stanowią realny problem kliniczny, co 
potwierdzają zarówno prace oryginalne, jak i przeglądowe zawarte 
w cyklu publikacji. 

2. MDSC pochodzenia monocytarnego (Mo-MDSC) wydają się być 
potencjalnym markerem prognostycznym w PC ze względu na 
korelację ich poziomu we krwi pacjentów z poziomem PSA. 

3. U pacjentów z PC leczenie chirurgiczne i hormonalne zastosowane 
w formie monoterapii nie jest wystarczające do eliminacji 
krążących Mo-MDSC. Dopiero u pacjentów, u których 
zastosowano terapię skojarzoną zaobserwowano wyraźnie 
obniżony poziom Mo-MDSC w krwi.  

4. U pacjentów z CRC Mo-MDSC odgrywają istotną rolę                            
w immunosupresji. Ich poziom we krwi wykazuje tendencję do 
wzrostu wraz ze wzrostem wielkości guza i koreluje dodatnio            
z poziomem limfocytów T regulatorowych. Natomiast odwrotną 
korelację dla tego parametru stwierdzono w odniesieniu do 
poziomu limfocytów T cytotoksycznych, swoistych dla antygenu 
Her2/neu.  

5. W krwi pacjentów z CRC wśród Gr-MDSC wyróżnić można nie 
tylko populację komórek odpowiadających morfologicznie 
neutrofilom, ale również komórkom pochodzenia eozynofilowego.  

6. U pacjentów z CRC obecność PD-L1 na Mo-MDSC izolowanych 
z guza przy jej braku na Mo-MDSC krążących we krwi sugeruje, iż 
Mo-MDSC obecne w mikrośrodowisku nowotworu charakteryzują 
się silniejszą aktywnością immunosupresyjną. 

7. Zabieg chirurgicznego usunięcia CRC wiążę się z szybkim 
wzrostem poziomu krążących Mo-MDSC (w 3 dobie po zabiegu). 

8. Wzrost poziomu Mo-MDSC w krwi po zabiegu u pacjentów z CRC 
może stanowić marker prognostyczny wznowy nowotworu. 

9. Zarówno w PC, jak i CRC MDSC, a zwłaszcza Mo-MDSC wydają 
się być istotnym celem immunoterapii. 
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Rozdział 7. Streszczenie w języku angielskim 
Prostate cancer (PC) and colorectal cancer (CRC) remain the most 
diagnosed malignancies worldwide. Despite genetic predispositions,                 
a crucial role in their development plays environmental factors, including 
dietary habits, sedentary lifestyle, and chronic inflammation. The role of 
cells of the immune system in their development and progression was 
confirmed as well. This pro-tumorigenic response is associated with 
immunosuppression where the myeloid-derived suppressor cells (MDSC) 
are of the most pivotal players. The MDSC constitute a heterogenic 
population in which cells of granulocytic (Gr-MDSC), monocytic (Mo-
MDSC) origin, as well as so called “early-stage” MDSC (e-MDSC) have 
been distinguished. Despite decades of research on MDSC and their role in 
various malignancies, many aspects remain unclear. Hence, this study was 
focused on the characterization of MDSC in PC and CRC patients, and their 
relation to the cancer stage and the used treatment. In the case of PC 
patients, we addressed the question whether commonly used therapies may 
affect the level of circulating MDSC. Thus, we compared the level of Gr-
MDSC, Mo-MDSC and e-MDSC in the blood of patients with different 
clinical stages and different tumor grading scores, receiving various forms 
of treatment (surgery or hormonal therapy alone, and a combined therapy, 
including radiotherapy). Whereas in the case of CRC patients, we verified 
the effect of surgery on the level of MDSC and their subsets. The obtained 
results showed that in both cancers the Mo-MDSC seem to be most 
relevant. In CRC, the blood level of Mo-MDSC positively correlated with 
regulatory T cells, and negatively with the level of tumor antigen -
Her2/neu, specific CD8+ T cells. Considering the effect of the treatment in 
PC patients, the study revealed that surgery or hormonal therapy alone did 
not affect the level of Mo-MDSC. In this case, only a combined therapy 
caused significant decrease in their level. In respect to Gr-MDSC, the level 
of this subset was comparable to the control group, regardless of the 
treatment the patients received. These results were independent of the PSA 
level, tumor grading and the clinical stage of the patients. In the case of 
CRC patients, after surgery it comes to increase of Mo-MDSC blood level, 
and its significant increase may be associated with tumor recurrence during 
a 5-year follow-up. In conclusion, Mo-MDSC seem to be pivotal players 
in CRC related immunosuppression and may be associated with the risk of 
tumor recurrence after surgery. Whereas in PC, Mo-MDSC are resistant to 
a single form of therapy, such as surgery or hormone therapy. Thus Mo-
MDSC should be considered as a potential therapy target in the treatment 
of PC and CRC to enhance its anti-tumor effectiveness. 
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Rozdział 8. Streszczenie w języku polskim 
Rak prostaty (PC) i rak jelita grubego (CRC) należą do najczęściej 
diagnozowanych nowotworów złośliwych na świecie. Oprócz 
predyspozycji genetycznych, kluczową rolę w ich rozwoju odgrywają 
czynniki środowiskowe tj. nawyki żywieniowe, siedzący tryb życia oraz 
przewlekły stan zapalny. W rozwoju obu tych nowotworów potwierdzono 
też udział komórek układu odpornościowego. Ta pro-nowotworowa 
odpowiedź związana jest z immunosupresją, w indukcji której istotną rolę 
odgrywają mieloidalne komórki supresorowe (MDSC). MDSC stanowią 
heterogenną populację, w której wyróżnia się MDSC pochodzenia 
granulocytarnego (Gr-MDSC), monocytarnego Mo-MDSC i tzw. „early 
stage” MDSC (e-MDSC). Pomimo dekad badań nad MDSC i ich rolą             
w różnych nowotworach, wiele aspektów pozostaje wciąż 
niewyjaśnionych. Niniejsze badania koncentrowały się na charakterystyce 
populacji MDSC w krwi pacjentów z PC i CRC, korelacji ich poziomu ze 
stadium zaawansowania nowotworu, poziomem limfocytów T lub 
markerów nowotworowych, takich jak PSA. W przypadku pacjentów z PC 
próbowano odpowiedzieć na pytanie, czy stosowana terapia 
przeciwnowotworowa wpływa na poziom populacji krążących MDSC.         
W tym celu porównano poziom Gr-MDSC, Mo-MDSC i e-MDSC w krwi 
pacjentów w różnych stadiach zaawansowania nowotworu i otrzymujących 
różne formy leczenia (leczenie chirurgiczne lub hormonalne, albo 
otrzymali leczenie skojarzone, w tym np. radioterapię). W przypadku 
pacjentów z CRC zweryfikowano wpływ chirurgicznego usunięcia 
nowotworu na poziom krążących MDSC. Uzyskane wyniki wykazały, że 
w obu nowotworach populacja Mo-MDSC wydaje się być najbardziej 
istotna. W CRC poziom Mo-MDSC dodatnio korelował z poziomem 
limfocytów T regulatorowych, a ujemnie z poziomem limfocytów T CD8+ 
specyficznych dla antygenu Her2/neu. Biorąc pod uwagę formy leczenia 
PC, okazało się, że sam zabieg chirurgiczny lub terapia hormonalna, nie 
wpływają istotnie na obniżenie poziomu Mo-MDSC. Dopiero terapia 
skojarzona, prowadziła do wyraźnego obniżenia poziomu Mo-MDSC            
w krwi pacjentów. W przypadku populacji Gr-MDSC, niezależnie od 
formy leczenia, poziom tych komórek był zbliżony do obserwowanego        
w grupie kontrolnej. W odniesieniu do pacjentów z CRC, wydaje się, że 
wkrótce po operacji dochodzi u nich do wzrostu poziomu Mo-MDSC. 
Wyraźny wzrost poziomu tych komórek po zabiegu może wiązać się                
z nawrotem nowotworu w ciągu najbliższych 5 lat. Podsumowując, Mo-
MDSC wydają się odgrywać kluczową rolę w immunosupresji związanej 
z CRC i mogą wiązać się z ryzykiem nawrotu choroby po usunięciu guza. 
Podczas gdy w PC Mo-MDSC wydają się być oporne na monoterapię, np. 
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zabieg chirurgiczny lub terapia hormonalna. Uzyskane wyniki badań 
sugerują, iż populacja Mo-MDSC stanowi istotny potencjalny cel                  
w leczeniu PC i CRC.  
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Supplementary data 

 
 

 
Supplementary Figure 1. Determination of optimal T cell to MDSCs (effector cells - E) 
ratio for proliferation assay. The subsets of MDSCs were sorted by FACS as Lin-HLA-
DRlow/-CD33+CD66b+CD14- (PMN-MDSCs) and LIN-CD33+HLA-DRlow/-CD66b+CD14+ 
(Mo-MDSCs) from PBMCs and added in different ratio to the cultures of FACS purified 
autologous CD3+ T cells with 10% of monocytes (sorted as CD14+ HLA-DR+ cells), 
stimulated with PHA. After 3 days of co-culture, T-cells were pulsed with H3-thymidine 
for additional 6 h and β- radiation was measured as cpm in a liquid scintillation counter. 
The index of proliferation was calculated as a ratio of PHA stimulated culture [cpm] to 
non-stimulated culture [cpm].  

 

 
 

Supplementary Figure 2. MDSCs subset distribution in patients with CRC.  
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(A) Level of PMN-MDSCs, Mo-MDSCs and e-MDSCs in relation to occurrence of 
local lymph node metastases (w/o n=27 vs. with n=16). 

(B)  Level of PMN-MDSCs, Mo-MDSCs and e-MDSCs in relation to the tumor size 
(small = T1+T2; n=11 vs. large = T3 + T4; n=43). 

 

 
Supplementary Figure 3. Correlation of Treg, Th17 and CD8+ T cells specific for Her-
2/neu frequency with the level of PMN-MDSCs and e-MDSCs in CRC patients. 

(A) Treg, Th17 and Treg/Th17 ratio in CRC and CTR. Treg and Th17 cells were 
analyzed by flow cytometry from lymphocytes as CD4+Foxp3+ and CD4+IL-
17A+ cells, respectively. 

(B) Correlation of PMN-MDSCs and e-MDSCs level with Treg. PMN-MDSCs and 
e-MDSCs were identified in peripheral blood by flow cytometry, as described 
in “Materials and methods”. PMN-MDSCs and e-MDSCs levels are presented 
as percent values of nucleated cells (NC) from PBMC, while Treg levels are 
presented as percent of CD4+ Foxp3+ lymphocytes (n=27). 

(C) Correlation of PMN-MDSCs and e-MDSCs level with CD8+ T cells specific for 
Her2/neu (n=12).  
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Supplementary Table 1. Monoclonal antibodies and isotype controls used 
in the study. 

Antibody Vendor Clone Fluorochrome 
anti-
LIN 

CD3  

BD Biosciences; 
San Jose, CA 

UCHT1  

AF-700 (Alexa Fluor-
700) 

CD19 

CD56 

anti-CD3 BD Biosciences UCHT1 APC (Allophycocyanin) 
anti-CD33 BD Biosciences P67.6 PE (Phycoerythrin) 

anti-HLA-DR BD Biosciences L243 PerCP (Peridinin-
Chlorophyll-Protein) 

anti-CD11b BioLegend, San 
Diego, CA 

ICR F44 BV510 (Brilliant Violet 
510) 

anti-CD14 BD Biosciences MɸP9 FITC (Fluorescein 
isothiocyanate) 

anti-CD14 BioLegend 63D3 APC-CY7 
(Allophycocyanin- 

Cyanine7) 
anti-CD15 BioLegend HI98 PE-CY7 (Phycoerythrin- 

Cyanine7) 
anti-CD66b BD Biosciences G10F5 FITC 

anti-CD274 BD Biosciences MIH1 APC 

Mouse IgG1, κ BD Biosciences MOPC-21 APC 

Mouse IgG1, κ BioLegend MOP-173 APC 

Mouse IgG1, κ 
 

BD Biosciences MOPC-21 AF-700 

Mouse IgG1, κ BD Biosciences MOPC-21 PE 

Mouse IgG2a, κ 
 

BD Biosciences X39 PerCP 

Mouse IgG1, κ BD Biosciences X40 BV510 

Mouse IgG2a, κ 
 

BD Biosciences 27-35 
 

FITC 

Mouse IgG2a, κ 
 

BD Biosciences 27-35 
 

APC- CY7 

Mouse IgG1, κ 
 

BD Biosciences G155-228 
 

PE-CY7 

Mouse IgM, κ 
 

BD Biosciences G10F5 
 

FITC 
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Supplementary Table 2. Clinical characterization of the patients included 
in a 5-year follow-up after surgery. 
 

Group I II  
Characteristic n=4 n=7 
Ageb (years) 65.2±7.9 69.1±8.7 

Gander male 2 4 
female 2 3 

TNM stagec I - - 
II 2 4 
III 2 3 
IV - - 

Tumor sited proximal - 5 
distal 4 2 

Histological 
grade 

well/moderate 3 4 
poor/undifferentiated 1 2 

undefined - 1 
 
aCRC with limited disease corresponds to stage I and II, and those with metastatic disease 
corresponds to stages III and IV. 
bMean ± SD. 
c Staging based on TNM classification of CRC according to UICC. 
dTumor site was classified as proximal or distal to the splenic flexure. 
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