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Streszczenie

Cel: Celem pracy byta ocena odsetka limfocytow T regulatorowych (Treg), cytotoksycznych CD8* oraz mieloidalnych
(M) i plazmocytoidalnych (P) komorek dendrytycznych (DC) we krwi obwodowej i ptynie otrzewnowym (PO) chorych
na raka jajnika z uwzglednieniem statusu menopauzalnego pacjentek.

Materiaty i metody: Materiat badany stanowifa krew obwodowa (n=74) oraz PO (n=57) uzyskane od chorych na
raka jajnika. Odsetek Treg, MDC, PDC oraz limfocytow cytotoksycznych oceniono metoda cytometrii przeptywowey.
Analizy statystycznej dokonano przy uzyciu programu Statistica 10.0 PL.

Wyniki: Odsetek Treg byt istotnie wyzszy w PO chorych przed menopauzg w poréwnaniu do chorych po
menopauzie, natomiast we krwi obwodowej nie roznit sie istotnie. U kobiet przed i po menopauzie odsetek Treg w
PO byt istotnie wyzszy niz we krwi obwodowej. Odsetek MDC, PDC oraz limfocytdéw cytotoksycznych nie roznit sie
istotnie u chorych przed i po menopauzie, zardwno we krwi obwodowej jak i w PO. Odsetek MDC, PDC i limfocytow
CD8+ byt istotnie wyzszy w PO w porownaniu do krwi obwodowey.

Whioski: Przeprowadzone badania wskazujg na akumulacje Treg w ptynie otrzewnowym chorych na raka jajnika,
zarowno przed jak | po menopauzie. Szczegoinie zjawisko to jest nasilone u chorych przed menopauza. Status
menopauzalny chorych na raka jajnika nie wptywa na zmiany w odsetkach MDC, PDC i limfocytow cytotoksycznych
we krwi obwodowej i w PO.
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Abstract

Objectives: The aim of the study was to assess the percentage of regulatory T cells (Treg), myeloid (M) and
plasmacytoid (P) dendritic cells (DC), and cytotoxic CD8* T cells in the peripheral blood (PB) and peritoneal fluid
(PF) of patients with ovarian cancer with reference to their menopausal status.

Materials and methods: Peripheral blood (n=74) and peritoneal fluid (n=57) samples were obtained from ovarian
cancer patients. The percentage of Treg, MDC, PDC, and cytotoxic T cells was assessed using flow cytometry.
Statistical analysis was performed using Statistica 10.0 PL software.

Results: The percentage of Treg was significantly higher in PF of the premenopausal patients, but no such
difference was observed in the peripheral blood. In the post- and pre-menopausal patients, the percentage of Treg
was significantly higher in the peritoneal fluid than in PB. The percentage of MDC, PDC, and cytotoxic T cells, both
in PB and PF, did not differ significantly between the pre-and post-menopausal subjects. The percentage of MDC,
PDC, and cytotoxic T cells was higher in PF than PB.

Conclusions: The results of the study show an accumulation of Treg in the peritoneal fluid of the pre- and
post-menopausal ovarian cancer patients. A higher percentage of Treg has been observed especially in the
premenopausal women. The menopausal status of women with ovarian cancer does not influence the percentage
of MDC, PDC, and cytotoxic T cells in both, the peripheral blood and the peritoneal fluid.
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cytotoxic T cells

Wstep

Rak jajnika jest nowotworem ginekologicznym o wysokiej
$miertelnosci. Standaryzowany wspotczynnik umieralnosci (Age
-Standarised Rate ASR) w Polsce w 2010 wynosit 7/10°. Pomimo
postegpu w leczeniu chirurgicznym oraz farmakologicznym umie-
ralno$¢ z powodu raka jajnika w Polsce nie zmniejsza si¢ (ASR
1980: 6,5/10%, ASR 1990: 6,8/10%, ASR 2000: 6,7/10%, ASR 2010:
7/10%) [1]. Odpowiedz kliniczna u chorych jest zalezna od stopnia
zaawansowania choroby wg FIGO (Miedzynarodowa Federacja
Ginekologii i Poloznictwa) oraz typu histologicznego diagnozo-
wanych guzow [2,3].

Badania ostatnich lat skupiaja si¢ na poznaniu wptywu ukta-
du odpornosciowego na rozwoj i przebieg choroby. Uwaza sig, ze
odpowiedz immunologiczna przeciwko komodrkom raka jajnika
jest hamowana przez szereg mechanizméw immunosupresyjnych
w mikro$rodowisku guza. Jednym z elementow tego Srodowiska
sa limfocyty T regulatorowe (Treg) oraz komorki dendrytyczne
(DC) [4].

Populacja komorek Treg o fenotypie CD4°CD25" zostata po
raz pierwszy opisana w roku 1995 przez Sakaguchi i wsp. [5]. Ze
wzgledu na pochodzenie wyrdznia si¢ naturalne limfocyty Treg,
ktére powstaja w grasicy oraz Treg indukowane na obwodzie.
Treg powstajace w grasicy cechuje stata, wysoka ekspresja pod-
jednostki a receptora dla IL-2 (CD25) [6,7]. Ponadto charaktery-
styczna dla tej populacji komorek jest ekspresja czynnika tran-
skrypcyjnego FoxP3, ktoéry warunkuje regulacyjne wlasciwosci
Treg [8].

Wykazano, ze naturalnie wystgpujace Treg o fenotypie
CD4"CD25FoxP3* wywieraja dzialanie immunosupresyjne po-
przez bezposredni kontakt pomigdzy komodrkami [9,10]. Nato-
miast indukowane na obwodzie Treg, w tym komorki Trl i Th3,
hamuja odpowiedZ immunologiczna za posrednictwem immuno-
supresyjnych cytokin: IL-10 i TGF-beta [10,11].

Wigkszo$¢ danych na temat wpltywu Treg na odpornosé
przeciwnowotworowa dotyczy guzéw litych. Obserwowano
zwigkszenie odsetka limfocytow Treg, zar6wno w mikrosrodo-
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wisku guza nowotworowego, jak rowniez we krwi obwodowe;j
chorych na nowotwory, takie jak: rak przewodu pokarmowego,
piersi, trzustki, watroby, czerniak czy nowotwory glowy i szyi
[12]. Badania Curiel i wsp. wykazaty zarowno zwigkszenie od-
setka komorek Treg, jak tez ich supresyjny wpltyw na swoistg od-
powiedz przeciwnowotworowg u chorych na raka jajnika. Ponad-
to wysoki odsetek Treg korelowat z krotkim czasem przezycia
chorych [13].

Mechanizmy wptywajace na akumulacj¢ i réznicowanie
Treg u chorych na raka jajnika nie sg do konca poznane. Poja-
wiajg si¢ doniesienia sugerujace mozliwy wplyw gospodarki hor-
monalnej oraz wieku na réznicowanie Treg [14,15]. Podkresli¢
ponadto nalezy, ze Treg pozostaja w $cistej zalezno$ci z innymi
komorkami uktadu immunologicznego obecnymi w mikrosrodo-
wisku guza, m. in. komérkami dendrytycznymi [4].

DC stanowig heterogenng populacj¢ komorek uktadu odpor-
nosciowego, ktore s zaangazowane w prezentacj¢ antygenu lim-
focytom efektorowym. W pewnych warunkach DC moga takze
hamowaé odpowiedz immunologiczng. Niedojrzale DC (iDC)
charakteryzuje obnizona ekspresja antygenéw MHC II oraz mo-
lekut kostymulacyjnych, takich jak CD40, CD86 czy OX40L.
Brak odpowiednich sygnatéw dojrzewania sprawia, ze komorki
te prezentujg antygeny limfocytom efektorowym w kontekscie
sygnatéw koinhibitorowych, przyczyniajac si¢ tym samym do
powstania tolerancji immunologicznej na antygeny nowotworo-
we [16].

Klasyczny podziat DC pozwala wyodrebni¢ mieloidal-
ne (M) oraz plazmocytoidalne (P) komorki dendrytyczne [17].
MDC odpowiadaja za polaryzacj¢ odpowiedzi immunologicznej
w kierunku Thl. Ponadto wykazano, ze moga one indukowac
roznicowanie limfocytow Thl7, ktérych obecno$¢ moze stano-
wi¢ pozytywny czynnik prognostyczny u chorych na raka jajni-
ka [18]. PDC wydzielaja duze ilosci INF-a i tym samym biora
udzial w odpornosci przeciwwirusowej [19]. Natomiast ich rola
w odpowiedzi przeciwnowotworowej nie jest jasna. Wykazano,
ze obecnos¢ PDC w mikro§rodowisku raka jajnika wiaze sig¢
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z gorszg odpowiedzia kliniczng [20]. Podejrzewa si¢, ze PDC
moga stymulowac réznicowane komorek regulatorowych, hamu-
jac tym samym odpowiedz przeciwnowotworowa [21].

Cel

Celem pracy byta ocena odsetka Treg, MDC, PDC a takze
limfocytow cytotoksycznych CD8" we krwi obwodowej i PO
chorych na raka jajnika z uwzglednieniem statusu menopauzal-
nego pacjentek.

Materiat i metody

Z grupy 184 kobiet z podejrzeniem raka jajnika, operowa-
nych w I Katedrze i Klinice Ginekologii Onkologicznej i Gineko-
logii UM w Lublinie w latach 2008-2014, wybrano grup¢ bada-
ng (n=74). Kryterium ostatecznej kwalifikacji do grupy badane;j
byto potwierdzone histopatologicznie rozpoznanie raka jajnika,
brak cech infekcji 1 nie przyjmowanie lekéw majacych wptyw na
uktad odpornosciowy. Pacjentki nie otrzymywaty wczesniej le-
czenia przeciwnowotworowego. Z badan wykluczono pacjentki
podajace w wywiadzie choroby alergiczne i autoimmunologicz-
ne. Szczegolowq charakterystyke badanej grupy przedstawiono
w Tabeli I. Badany materiat stanowita krew obwodowa oraz PO,
ktérego obecno$¢ stwierdzono w jamie brzusznej 57 pacjentek.
Pacjentki podzielono na dwie grupy w zaleznosci od ich statusu
menopauzalnego. Pierwsza grupe stanowity chore przed meno-
pauza (n=20), a druga kobiety po menopauzie (n=54). Pacjentki
wyrazily pisemna zgode¢ na udziat w badaniu. Na przeprowadze-
nie badan uzyskano zgode¢ Komisji Bioetycznej przy Uniwersyte-
cie Medycznym w Lublinie (Numer KE-0254/138/2008).

Metodyka

Krew obwodowa w ilosci 10 ml pobierano do heparynizo-
wanych probéwek w dniu poprzedzajacym zabieg operacyjny.
Natychmiast po pobraniu krew rozcienczano 0,9% zbuforo-
wanym roztworem soli fizjologicznej (PBS, PAA Laboratories
GmbH, Austria) bez jonow Ca?" i Mg?" w proporcji 1:1, a nastep-
nie nawarstwiano na preparat Gradisol L (Aqua Medica, 1L.6dz)
1 wirowano w gradiencie ggstosci przez 20 min. przy przyspie-
szeniu 700 xg. Komorki z interfazy zbierano i ptukano dwukrot-
nie w roztworze PBS. Nastepnie komorki zawieszano w 1 ml
PBS i oceniano ich liczb¢ (w komorze Neubauera) oraz zywot-
nos¢ (barwienie bigkitem trypanu — 0,4% Trypan Blue Solution,
Sigma-Aldrich, Niemcy). Zywotno$¢ ponizej 95% stanowita kry-
terium dyskwalifikujace prowadzenie dalszych badan.

PO pobierano w trakcie operacji. Do badan wykorzystano
ptyny otrzewnowe barwy stomkowej lub zéttej bez oznak hemo-
lizy. llo$¢ pobranego PO wynosita od 10-20 ml. Komoérki jedno-
jadrzaste PO izolowano, w czasie nie dluzszym, niz 10 minut od
pobrania, metoda wirowania w gradiencie gestosci w Gradisolu
L (Aqua Medica, £.6dz). Objetos¢ uzytego ptynu do izolacji od-
noszono do objetosci PO, zachowujac proporcje 3:5. Przygoto-
wane probki wirowano w temp. 21°C z przyspieszeniem 700 xg.
przez 20 minut. Wyizolowane komorki jednojadrzaste tworzace
widoczny pierscien na granicy faz przenoszono do nowych pro-
bowek i plukano dwukrotnie 0,9% PBS bez jonow Ca*" i Mg*
poprzez wirowanie z przyspieszeniem 700 xg przez 5 minut. Na-
stgpnie komorki zawieszano w 1 ml PBS i oceniano ich liczbg
oraz zywotnos¢. Zywotnos¢ ponizej 95% stanowila kryterium
dyskwalifikujace prowadzenie dalszych badan.

Nr4/2016

Tabela I. Charakterystyka grupy badane;.

Charakterystyka grupy badanej Liczba pacjentek (%)

Stopien zaawansowania
klinicznego wg FIGO

| 8 (10,8%)
I 17 (23,0%)

Il 34 (45,9%)
\Y 15 (20,3%)

Typ raka jajnika wg Kurmana i
Shiha[3]

| 31 (41,9%)
[ 43 (58,1%)

Status menopauzalny

przed menopauzg 20 (27,0%)

54 (73,0%)

po menopauzie

Odstep czasowy od ostatniej
miesigczki (lata)

>10 25 (46,3%)

<10 29 (53,7%)
Inne cechy grupy badanej Mediana (Min-Max)
Wiek 55 (22-85)
Liczba przebytych porodéw 2 (0-6)

Uzyskane w opisany powyzej sposob komorki jednojadrza-
ste krwi obwodowe;j oraz PO, dzielono na 2 porcje. Jedng porcje
$wiezo wyizolowanych komodrek wykorzystywano do oceny DC
i limfocytow cytotoksycznych, druga zawieszano w pozywce ho-
dowlanej RPMI 1640 (PAA, Austria) z dodatkiem 20% albuminy
(Baxter, Poland) i 10% DMSO (Sigma-Aldrich, USA) i zamra-
zano w -80°C do czasu przeprowadzenia oznaczen limfocytow
Treg.

Oznaczanie odsetka limfocytow T regulatorowych we
krwi obwodowej i w plynie otrzewnowym

Zamrozone komorki jednojadrzaste rozmrazano przez za-
wieszenie w pozywce RPMI 1640 z 10% dodatkiem CTL Wash
Supplement i poddawano dwukrotnemu ptukaniu. Nastgpnie za-
wieszano je w Iml PBS w celu dalszej oceny liczebnosci i zywot-
nosci. Zywotnos¢ ponizej 95% stanowita kryterium dyskwalifi-
kujace prowadzenie dalszych badan. Biorac pod uwage zywot-
no$¢ komorek limfocyty Treg oznaczono u 65 pacjentek.

Do oceny limfocytéw T regulatorowych wykorzystano ze-
staw Human Treg Flow™ Kit (Biolegend, USA), zawierajacy
nastgpujace przeciwciala monoklonalne:

» anty-CD4 PE-Cy5 znakujace populacje limfocytéw T po-

mocniczych (Th) CD4*

* anty-CD25 PE w celu wykrycia ekspresji receptora dla

IL-2

+ anty-FoxP3 Alexa Fluor®488 w celu wykrycia wewnatrz-

komoérkowej ekspresji biatka FoxP3.
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Tabela Il. Odsetek MDC, PDC oraz limfocytow cytotoksycznych we krwi obwodowej i PO u chorych na raka jajnika.

Krew obwodowa Ptyn otrzewnowy
Zmienna P
Mediana Min Max Mediana Min Max
% MDC 0,19 0,03 0,71 0,87 0,04 3,34 <0,0001
% PDC 0,19 0,02 0,88 1,19 0,07 6,85 <0,0001
MDC/PDC 0,85 0,05 5,60 0,68 0,06 8,30 >0,05
% CD8 32,03 0,95 72,66 35,05 1,01 87,84 0,02

W pierwszej kolejnosci na komdrkach jednojadrzastych zna-
kowane byty antygeny powierzchniowe (CD4 1 CD25). Nastgpnie
komorki poddawano procesowi 20 minutowej permabilizacji za
pomoca roztworu Fix/Perm (Biolegend, USA). W dalszej kolej-
nosci komorki byly dwukrotnie ptukane roztworem Cell Staining
Buffer (Biolegend, USA) i wirowane z predkoscia 250xg/5 min.
Nastepnie przeprowadzano 15 minutowa inkubacj¢ z roztworem
Perm Buffer (temp. pokojowa, w ciemnosci). Po tym czasie ko-
morki byly ponownie dwukrotnie odptukiwane (250xg/5 min.)
roztworem Cell Staining Buffer (Biolegend, USA). W kolejnym
etapie komorki poddawano wewnatrzkomérkowemu znakowaniu
przeciwcialem anty-FoxP3 (30 min. w temp. pokojowej, w ciem-
nosci). Po dwukrotnym ptukaniu (250xg/5 min.) roztworem Cell
Staining Buffer (Biolegend, USA) komorki oceniano w cytome-
trze przeptywowym FACSCanto firmy Becton Dickinson (USA).
Limfocyty Treg okreslane byly jako odsetek komoérek CD25Me/
FoxP3* w catkowitej puli limfocytow CD4*.

Analiza cytometryczna MDC, PDC i limfocytéw
cytotoksycznych CD8*

Biorac pod uwage zywotno$é komoérek, DC i limfocyty cy-
totoksyczne oceniono u 74 chorych. Oceny cytometrycznej doko-
nano z uzyciem przeciwcial monoklonalnych: anty-CD3 FITC,
anty-CD8 APC-Cy7, anty-CD19 PE-CyS5, anty-CD123 PE-Cy7,
anty-BDCA-1 FITC, anty-BDCA-2 FITC. MDC identyfikowa-
no jako komoérki BDCA-1(CD1¢)*CD19-, PDC identyfikowano
jako BDCA-2*CD123* [22]. Wyniki przedstawiono jako odse-
tek wsérod komorek jednojadrzastych. Limfocyty cytotoksyczne
identyfikowano jako komérki CD3*CD8", a wyniki przedstawio-
no jako odsetek catkowitej puli limfocytow CD3*. Analizy cy-
tometrycznej dokonano przy uzyciu cytometru przeptywowego
FacsCanto (Becton Dickinson, San Jose, California, USA).

Analiza statystyczna

Analizy statystycznej dokonano przy uzyciu programu Stati-
stica 10.0 PL wykorzystujac testy: Manna Whitneya, Kolejnosci
Par Wilcoxona, Kruskala-Wallisa oraz test korelacji rang Spear-
mana. Wyniki przedstawiono jako mediana, minimum i maksi-
mum. Za istotne statystycznie przyjeto wyniki na poziomie istot-
nosci p<0,05.
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Tabela Ill. Zalezno$¢ pomiedzy Treg a MDC i PDC we krwi obwodowej i PO chorych
na raka jajnika.

R p

KREW

Treg i MDC 0,07 0,63
Treg i PDC 0,01 0,91
Treg i MDC/PDC -0,01 0,90
PO

Treg i MDC 0,09 0,60
Treg i PDC 0,22 0,19
Treg i MDC/PDC -0,07 0,68

Wyniki

1. Ocena komorek Treg we krwi obwodowej i PO

oraz poréwnanie populacji komérek Treg u chorych

przed oraz po menopauzie.

Odsetek Treg we krwi obwodowej wynosit 2,01% przy
min.=0,19% 1 max.=17,32%. W przeprowadzonych badaniach
nie wykazano réznicy istotnej statystycznie (p>0,05) w odsetku
Treg we krwi obwodowej u chorych przed i po menopauzie (Wy-
kres 1). Odsetek Treg w PO wynosit 2,65% przy min.=0,09%
i max.=12,57%. Odsetek Treg w PO chorych przed menopauza
okazat si¢ istotnie statystycznie wyzszy (p=0,01) niz u pacjentek
po menopauzie (Wykres 2). Nie wykazano istotnych statystycz-
nie réznic w odsetku limfocytéw Treg, zard6wno krwi obwodo-
wej jak i PO w zaleznosci od stopnia zaawansowania choroby wg
FIGO oraz typu raka jajnika wg Kurmana i Shiha (p>0,05).

2. Poréwnanie odsetka Treg we krwi obwodowej i PO

u chorych przed oraz po menopauzie.

Zardwno u kobiet przed (p=0,02) jak i po menopauzie
(p=0,01) odsetek komodrek Treg w PO byt istotnie statystycznie
wyzszy w porownaniu do odnotowanego we krwi obwodowej
(Wykresy 3 14).
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Wykres 1. Poréwnanie odsetka Treg we krwi obwodowej u chorych przed i po
menopauzie.

Wykres 4. Poréwnanie odsetka komorek Treg we krwi obwodowej oraz PO
u chorych po menopauzie.
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Wykres 2. Poréwnanie odsetka Treg w PO u chorych przed i po menopauzie.

Wykres 5. Stosunek odsetkow limfocytow cytotoksycznych CD8* do Treg krwi
obwodowej w zaleznosci od statusu menopauzalnego pacjentek.
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Wykres 3. Poréwnanie odsetka komorek Treg we krwi obwodowej oraz PO
u chorych przed menopauza.

Wykres 6. Stosunek limfocytow cytotoksycznych CD8* do Treg PO w zalezno$ci od
statusu menopauzalnego pacjentek.
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3. Ocena odsetka MDC, PDC oraz limfocytéw
cytotoksycznych we krwi obwodowej i PO u chorych

na raka jajnika.

W przeprowadzonych badaniach nie wykazano istotnych
statystycznie roznic pomigdzy odsetkami MDC, PDC oraz lim-
focytdw cytotoksycznych u chorych przed menopauza i po me-
nopauzie, zarowno we krwi obwodowej jak i w PO (p>0,05).
Natomiast odsetek MDC, PDC i limfocytow CDS8* byt istotnie
statystycznie wyzszy w PO badanych chorych w poréwnaniu
z krwia obwodowga (Tabela II). Nie wykazano istotnych staty-
stycznie rdéznic w odsetkach MDC, PDC oraz limfocytow cyto-
toksycznych, zardwno krwi obwodowej jak i PO w zaleznosci od
stopnia zaawansowania choroby wg FIGO oraz typu raka jajnika
wg Kurmana i Shiha (p>0,05).

4. Stosunek limfocytow cytotoksycznych CD8* do Treg
a status menopauzalny chorych na raka jajnika.
Stosunek limfocytéw cytotoksycznych CD8* do Treg we

krwi obwodowej u chorych przed i po menopauzie nie réznit

si¢ istotnie statystycznie (p>0,05) (Wykres 5). Natomiast w PO
chorych po menopauzie wykazano istotnie statystycznie wyzszy
stosunek limfocytow cytotoksycznych CD8" do Treg (p=0,02)

(Wykres 6).

5. Ocena zalezno$ci pomiedzy Treg a MDC i PDC we krwi
obwodowej i PO chorych na raka jajnika.
Nie wykazano istotne] statystycznie zaleznosci pomigdzy
odsetkiem Treg i MDC oraz PDC, zaréwno we krwi obwodowej
jak i w PO (p>0,05) (Tabela III).

6. Ocena zalezno$ci pomig¢dzy czasem jaki uplynal od ostat-
niej miesigczki oraz liczba przebytych porodéw a odset-
kiem Treg, MDC, PDC oraz stosunkiem CD8" do Treg we
krwi obwodowej i PO chorych na raka jajnika.

W PO wykazano dodatnia korelacj¢ pomigdzy czasem
jaki uptynat od ostatniej miesigczki a odsetkiem Treg (p=0,01,
R=0,49) oraz ujemnq korelacj¢ pomigdzy liczba przebytych po-
rodow a odsetkiem Treg (p=0,03, R=-0,35). Ponadto wykazano
ujemna korelacj¢ pomigdzy czasem jaki uptynat od ostatniej mie-
sigczki a stosunkiem limfocytow CD8" do Treg w PO (p=0,01,
R=-0,48) oraz dodatnia korelacj¢ pomiedzy liczba przebytych
porodéw a stosunkiem limfocytow CD8" do Treg (p=0,02,
R=0,39). Opisanych zaleznosci nie obserwowano we krwi ob-
wodowej (p>0,05).

Nie wykazano istotnych zalezno$ci pomigedzy czasem jaki
uptynatl od ostatniej miesiaczki czy liczba przebytych porodow
1 odsetkami MDC oraz PDC zaréwno we krwi obwodowej jak
iw PO (p>0,05).

Dyskusja

W prezentowanej pracy oceniono zaleznos¢ pomigdzy sta-
nem menopauzalnym, a odsetkiem limfocytow Treg, MDC,
PDC oraz limfocytéow cytotoksycznych CD8" we krwi obwo-
dowej i plynie otrzewnowym chorych na raka jajnika. Wedtug
naszej wiedzy w dostepnej literaturze brak jest prac oceniaja-
cych zalezno$¢ pomigdzy stanem uktadu immunologicznego
a statusem menopauzalnym chorych na raka jajnika. Brak jest
rowniez doniesien dotyczacych wptywu statusu menopauzalnego
na zmiany odsetkowe Treg i DC. Dlatego tez nie mamy moz-
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liwosci odniesienia si¢ do wynikéw innych autoréw. Nie mniej
jednak ciekawg obserwacja wydaje si¢ odnotowany w badaniach
wlasnych istotnie statystycznie nizszy odsetek Treg w plynie
otrzewnowym pacjentek po menopauzie.Oceniony odsetek Treg
korelowat istotnie z czasem jaki uptynat od ostatniej miesiaczki
oraz liczba przebytych porodéw. By¢ moze obserwacja ta ma
zwiazek ze zmianami zachodzacymi w gospodarce hormonalne;j
w okresie menopauzy. Wiadomo, ze estrogeny moga wptywac na
uktad odpornosciowy modyfikujac odpowiedz immunologiczna,
zarOwno poprzez zmiany ekspresji cytokin zapalnych jak i che-
mokin. Potwierdzone zostato to rowniez w obserwacjach epide-
miologicznych uwzgledniajacych zwiazek plci, ciazy oraz meno-
pauzy z czgstoscig zachorowan na choroby autoimmunologiczne
[23,24]. Dostepne sg tez prace mowiace o wptywie estrogenow
na proliferacj¢ Treg. W kilku niezaleznych badaniach wykazano,
ze estrogeny moga wplywaé takze na zmiany odsetkowe Treg.
Podwyzszony odsetek Treg odnotowano w ciazy, a wigc w okre-
sie kiedy st¢zenia estrogenow sa szczegdlnie wysokie. Jednocze-
$nie Xiong i wsp. odnotowali, ze spadek st¢zenia estrogenéw po
porodzie wiazal si¢ z obnizeniem odsetka krazacych Treg [25].
Arruvito 1 wsp. zaobserwowali zwiazek pomigdzy wzrostem
poziomu estrogendw w pdznej fazie folikularnej cyklu menstru-
acyjnego a zwigkszeniem odsetka Treg [26]. Ekspozycja na duze
dawki estrogenu podawane w trakcie hormonalnej terapii zastep-
czej zostata uznana przez Hampras i wsp. za pozytywny czynnik
prognostyczny wzrostu odsetka Treg u zdrowych kobiet [27].

Menopauza nie jest uznawana powszechnie za czynnik ry-
zyka zachorowania na raka jajnika, natomiast wptywa na zmia-
n¢ $rodowiska hormonalnego, w ktdrym rozwija si¢ nowotwor.
W przeprowadzonych badaniach, nie wykazali$my réznic istot-
nych statystycznie w odsetku Treg krwi obwodowej w zaleznosci
od statusu menopauzalnego pacjentek. Priero i wsp. ocenili odse-
tek komorek CD4"CD25" u zdrowych kobiet, u ktorych stezenia
estrogenow miescity si¢ w granicach fizjologicznych (0,21-0,53
nM). Nie wykazali oni istotnych zmian w odsetku Treg pomigdzy
faza folikularng i lutealng cyklu menstruacyjnego [28]. W pola-
czeniu z przytoczonymi przez nas wczesniej wynikami pojawia
si¢ sugestia, ze by¢ moze dopiero wysokie stezenia estrogendw
wptywaja na proliferacje komorek Treg. Chen 1 wsp. wykazali, ze
stezenie estrogenow bylo wyzsze w plynie otrzewnowym w po-
réwnaniu do krwi obwodowej pacjentek z rakiem jajnika [29].
W badaniach naszych nie ocenialiSmy stgzenia estrogenéw w su-
rowicy krwi obwodowej i PO badanych przez nas chorych, dlate-
go tez nie mozemy jednoznacznie stwierdzi¢, czy uzyskane przez
nas wyniki sa spowodowane taka wiasnie roznica. Zasadnie wigc
wydaje si¢ kontynuowanie badan z uwzglgdnieniem oceny profi-
lu hormonalnego badanych chorych.

Nalezy podkresli¢, ze PO stanowi material badawczy, ktory
bardzo dobrze odzwierciedla warunki panujace w mikrosrodo-
wisku nowotworu. Curiel i wsp. podkreslaja, ze wysoki odsetek
Treg w PO i mikro$rodowisku guza jest negatywnym czynnikiem
prognostycznym u chorych na raka jajnika [13]. Z drugiej strony
wykazany przez nas podwyzszony stosunek limfocytow CD8*
do Treg u kobiet po menopauzie moze rzuci¢ nowe $wiatto na
przebieg odpowiedzi klinicznej u pacjentek w zaleznosci od ich
statusu menopauzalnego. Co ciekawe stosunek ten korelowat
istotnie z czasem jaki uptynat od ostatniej miesiaczki oraz licz-
ba przebytych porodow. Udowodniono, ze obecnos¢ limfocytow
CD8" naciekajacych guz koreluje pozytywnie z lepsza odpowie-
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dzia kliniczng i wydtuzonym czasem przezycia chorych [30]. Co
wigcej wysoki stosunek limfocytow CD8* do Treg zostat uznany
przez Sato i wsp. za pozytywny czynnik prognostyczny u cho-
rych na raka jajnika [31]. Podobnie Preston i wsp. (2013) odno-
towali wyzsze stosunki limfocytéw CD8* do Treg w tkance cho-
rych na surowiczego raka jajnika w grupie z lepsza odpowiedzia
kliniczna [32].

Na uwagg zastuguje rowniez odnotowany przez nas wyzszy
odsetek komorek Treg w plynie otrzewnowym w poréwnaniu do
krwi obwodowej, zaréwno u chorych przed jak i po menopau-
zie. Curiel i wsp. wykazali wysoki odsetek komorek Treg w PO
pacjentek z rakiem jajnika w III i IV stopniu zaawansowania wg
FIGO [13]. Podobne rezultaty udato si¢ uzyska¢ Conrad i wsp.,
ktorzy wykazali wyzszy odsetek komoérek Treg Foxp3*™ w wodo-
brzuszu pacjentek z rakiem jajnika w poréwnaniu z krwia obwo-
dowa [33]. Sugeruje si¢ kilka mozliwych przyczyn wybidrczej
akumulacji komoérek Treg w PO chorych na raka jajnika. Autorzy
podkreslaja gtéwnie rolg wysokich ste¢zen chemokiny CCL22
w plynie otrzewnowym chorych [13].

Istotny jest rowniez zwiazek wysokiego odsetka Treg w PO
pacjentek z rakiem jajnika z obecnoscig plazmocytoidalnych
DC. Conrad i wsp. (2012) wykazali wybiorczg akumulacj¢ Treg
i PDC w PO chorych na raka jajnika [33]. Podobnie w badaniach
wiasnych wysokiemu odsetkowi Treg w PO towarzyszyt rowniez
wysoki odsetek PDC. Jednak nie wykazalismy istotnego wplywu
menopauzy na zmiany odsetkowe MDC i PDC u chorych na raka
jajnika, zardbwno we krwi obwodowej jak i PO. Pozostaje nato-
miast kwestia otwarta wpltyw gospodarki hormonalnej na stan
funkcjonalny tych komérek. W badaniach in vitro wykazano, ze
estrogeny moga wplywac na funkcje wydzielnicze DC wygene-
rowanych z monocytow krwi obwodowej [34]. Wykazano, ze
wysokie dawki estrogendw indukowaty wydzielanie IL-10 przez
DC izolowane ze $ledziony zwierzat doswiadczalnych. Z kolei
IL-10 przyczynia si¢ do wytwarzana tolerancji obwodowej sty-
mulujac réznicowanie tolerogennych DC oraz Treg [35].

Mamy s$wiadomos$¢ tego, ze pewnym ograniczeniem na-
szego wnioskowania moze by¢ dysproporcja w liczebnosci po-
rownywanych grup, ktdra jest podyktowana wieksza wykrywal-
noscig raka jajnika w wieku okotomenopauzalnym. Pragniemy
wigc podkresli¢, ze przedstawione badania majg charakter wstep-
ny i wymagaja kontynuacji, szczegdlnie w grupie kobiet z rakiem
jajnika przed menopauza.

Pomimo tego, iz znane sa wspotczynniki 5-letnich przezyé
dla réznych stopni zaawansowania klinicznego oraz poszcze-
golnych typow histologicznych raka jajnika, nie znamy obecnie
wszystkich czynnikow, ktore moga wptywaé na przebieg choro-
by. Liczne badania podkreslaja rol¢ uktadu immunologicznego
w patogenezie nowotworéw [4,13]. Chociaz poznano wiele an-
tygenéw nowotworowych, opisano sposob ich prezentacji przez
komorki prezentujace antygen oraz nastgpujaca pozniej aktywa-
cj¢ komorkowej badz humoralnej odpowiedzi immunologiczne;j,
trudno obecnie ustali¢ reguly, ktore rzadza funkcja uktadu im-
munologicznego u chorych z r6zna manifestacjq kliniczna raka
jajnika. Nieznany jest wptyw stanu uktadu immunologicznego na
szybko$¢ szerzenia si¢ guza, powstawania przerzutow w weztach
chtonnych i w odlegtych narzadach . Stad tez przebieg choroby
nawet u pacjentek z takim samym rozpoznaniem histopatologicz-
nym i w tym samym stopniu zaawansowania klinicznego, jak tez
odpowiedz na stosowane leczenie moze by¢ rozna. Ztozonos¢
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mikrosrodowiska raka jajnika rodzi potrzebe wicloaspektowej
analizy czynnikow, ktore moga wplywac na jego zmiany. Przed-
stawione dane moga nakresli¢ nowy kierunek badan nad stanem
uktadu immunologicznego, ktory bedzie uwzglednial wptyw me-
nopauzy i gospodarki hormonalnej chorych.

Whioski

Odsetek limfocytow Treg w PO chorych na raka jajnika,
zarowno przed jak i po menopauzie, jest istotnie podwyzszony
w poréwnaniu do krwi obwodowe;.

W PO chorych po menopauzie odsetek limfocytow Treg jest
nizszy niz u kobiet przed menopauza.

Istnieje zalezno$¢ pomigdzy czasem jaki uptynat od ostat-
niej miesiaczki oraz liczba przebytych porodow a odsetkiem Treg
w PO.

Stosunek limfocytéw CD8* do Treg jest istotnie podwyz-
szony w PO pacjentek po menopauzie i koreluje z czasem jaki
uptynal od ostatniej miesigczki oraz liczba przebytych poroddw.

Status menopauzalny chorych na raka jajnika nie wptywa
istotnie na zmiany w odsetkach MDC, PDC i limfocytow cyto-
toksycznych CD§™.
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i leczenie

Testy HPV a CIN, AIS i rak szyjki
macicy FIGO IA

Nawroty rozrostow i raka
endometrium u mtodych kobiet
leczonych zachowawczo; czy
nadal jest mozliwe postgpowanie
zachowawcze?

Nawroty raka szyjki macicy

i nowotworow jajnika po
postepowaniu zachowujacym
ptodnosé

SENERT
- Rozpoznawanie nawrotow

Objawy kliniczne nawrotu, nawroty
markerowe, jak i kiedy rozpoczac
leczenie?

CT, NMR, 18F-FDG PET/CT
W rozpoznawaniu nawrotow

Czy ultrasonografia jest przydatna
W rozpoznawaniu nawrotow?

Sesja Il

- Leczenie nawrotow nowotworow
narzadow ptciowych - kiedy
zakonczy¢ terapig?

Czy i kiedy jest mozliwe
postepowanie chirurgiczne
w nawrotach raka szyjki macicy?

Nawroty raka endometrium - kiedy
operowac?

Nawrotowy rak szyjki macicy
i endometrium - kiedy mozna
leczy¢ radioterapia?

Terapia systemowa i celowana
w nawrotowym i przetrwatym raku
szyjki macicy

Nawrotowy platynowrazliwy rak
jajnika i pozne nawroty — jak
leczyc?

Nawrotowy platynooporny rak
jajnika, czym i jak dtugo leczy¢?

Nawroty migsakow macicy
i jajnika - leczenie chirurgiczne
i systemowe

Terapia hormonalna nawrotow
nowotwor narzadow piciowych

Nawroty ziarniszczaka
i nowotworow germinalnych - jak
monitorowac nawrot, postepowanie

Krwawienia z zaawansowanych
nowotworow, czy radiologia
inwazyjna moze by¢ pomocna?

Leczenie przeciwbolowe
nieuleczalnie chorych
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tel. 534 694 964 w godz. 9-16

s

Rejestracja i wspotpraca z firmami:
www.onkologia-online.pl/konferencje/poznan

Partner medialny:

Onkoloagia online
Hematologia

&

Gilgloells(lgzliogia

Nr4/2016



