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Streszczenie

Proces aktywaciji limfocytow T jest konieczny do petnienia przez te komorki funkcji obronnych. Warunkiem prawid-
fowej aktywacji jest bezposredni kontakt limfocyta z komodrkg prezentujacg antygen i przekazanie sygnatu aktywacji
do wnetrza komorki T. Aktywowane limfocyty T wykazujg ekspresje molekut powierzchniowych m.in. CD69, CD25
i HLA-DR. Skutkiem aktywacji limfocytow jest kaskada zdarzer molekularnych prowadzgcych do proliferacji i eks-

pansji klonalnej specyficznych antygenowo limfocytow T.

Cel pracy: Celem pracy byta ocena fenotypu i markerow aktywacji limfocytow T: CD69, CD25 i HLA — DR we krwi

i tkance nowotworowej pacjentek z rakiem jajnika.

Materiaty i metody: Badaniami objeto grupe 26 pacjentek operowanych z powodu zaawansowanego raka jajni-
ka. Wyizolowane z krwi obwodowej i tkanki nowotworowej komorki jednojgdrzaste znakowano przeciwciatami mo-
noklonalnymi sprzezonymi z odpowiednimi fluorochromami, a nastepnie analizowano w cytometrze przeptywowym

FACS Canto.

Wyniki: Odsetek limfocytow wykazujgcych ekspresje CD69 byt istotnie wyzszy wsréd limfocytow infiltrujgcych
guz w porownaniu z limfocytami krwi obwodowej. Odsetki limfocytow CD3+CD4+ i CD3+CD8+ byty wyzsze w
przypadku limfocytéw izolowanych z tkanki nowotworowej w poréwnaniu z krwig. Ekspresja CD25 byta wyzsza w
przypadku limfocytow krwi obwodowej. Ekspresja HLA-DR byfta istotnie wyzsza w przypadku limfocytow izolowa-

nych z tkanki guza w poréwnaniu z krwig obwodowa.

Whioski: Infiltrujgce tkanke nowotworowg jajnika limfocyty T sg komdrkami aktywowanymi. Stan aktywacji limfocy-
tow T moze by¢ wynikiem bezposredniego kontaktu tych komorek z antygenami nowotworowymi. Niska ekspresja

CD25 moze sugerowac zaburzenia klonalnej ekspansji antygenowo-specyficznych limfocytow.
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Abstract

Introduction: The process of T cells activation is necessary for the performance of the defense functions. Suc-
cesstul activation depends on direct lymphocyte - antigen-presenting cell contact and signal transmission to the
lymphocyte. Activated T cells exhibit surface expression of molecules such as CD69, CD25 and HLA-DR. The
effect of cell activation is a cascade of molecular events leading to proliferation and clonal expansion of antigen-
specific T cells.

Objectives: The aim of this study was to evaluate the phenotype and T cell activation markers: CD69, CD25 and
HLA - DR in the peripheral blood and tumor tissue of ovarian cancer patients.

Material and methods: The study group consisted of 26 patients operated due to ovarian cancer (FIGO llb - IV).
Mononuclear immune cells were isolated from peripheral blood and ovarian cancer tissue. To obtain peripheral
blood lymphocytes, blood was collected into heparinized tubes and diluted 1:1 with PBS, then layered on Gradisol
L and centrifuged 20 minutes at 2800 rom. Mononuclear cells were washed twice with PBS and labeled with
monoclonal antibodies.

A small piece of tumor tissue (about 1cm3) was fragmented with a surgical blade. Minced tissue was suspended
in PBS and layered on Gradisol L for mononuclear cells isolation.

To assess the phenotype and activation status of peripheral blood and tumor infiltrating lymphocytes, we used
FACS Canto cytometer and monoclonal antibodies conjugated with fluorochromes: anti-CD3-FITC, anti-CD4-PE-
Cy5, anti-CD8-APC, anti-CD25-PE, anti-CD69-PE-Cy7, anti-HLA-DR-PE-Cy7. Statistical analysis was performed
using the Statistica 5.0 and Wilcoxon test.

Results: In all cases we detected T helper CD3+CD4+ and cytotoxic CD3+CD8+ T lymphocytes in both blood
samples and tumor tissues. We observed no statistically significant difference in the percentage of CD3+ CD4+
cells among the mononuclear cells present in peripheral blood and tumor tissue. The percentage of CD3+CD8+
cytotoxic T lymphocytes was higher among mononuclear cells isolated from the tumor tissue.

The percentage of CD3+ lymphocytes expressing the very early activation marker CD69 was significantly higher
among tumor infiltrating lymphocytes compared with peripheral blood lymphocytes. Similarly, the percentages of
CD3+CD4+CD69+ T helper lymphocytes and CD3+CD8+CD69+ cytotoxic T lymphocytes were significantly higher
on lymphocytes isolated from tumor tissue when compared to blood.

The expression of an early activation marker — CD25 was significantly higher on the CD3+ and CD3+CD8+
peripheral blood lymphocytes compared to CD3+ and CD3+CD8+ tumor infiltrating lymphocytes. There were no
statistically important differences between the percentages of, isolated from blood and tissue, CD3+CD4+ T helper
lymphocytes.

The expression of the late activation marker - HLA-DR was significantly higher on CD3+ lymphocytes isolated
from tumor tissue compared with peripheral blood. Similarly, the percentages of CD3+CD4+ lymphocytes and
CD3+CD8+ cytotoxic T cells expressing HLA-DR were significantly higher among tumor infiltrating lymphocytes
when compared to peripheral blood ones.

Conclusions: T cells obtained from ovarian cancer tissues are activated cells. The state of T cell activation may be
the result of direct contact of these cells with tumor antigens. The low expression of CD25 may suggest abnormal
clonal expansion of antigen-specific lymphocytes.

Key words: ovarian cancer / T cells / activation markers / CD25/ CD69 / HLA-DR

Wstep

Rak jajnika jest jednym z najtrudniejszych problemoéw diag-
nostycznych i terapeutycznych w ginekologii onkologicznej.
Patomechanizm tego schorzenia pozostaje niewyjasniony [1].
Poczatkowe etapy choroby przebiegaja bezobjawowo, stad rak
jajnika okreslany jest czgsto mianem ,,cichego zabojcy”. Az 70%
przypadkow nowotworu ztosliwego jajnika rozpoznawanych jest
w III 1 IV stopniu zaawansowania klinicznego. Standardowa tera-
pia obejmuje leczenie chirurgiczne z nastgpujaca chemioterapia
oparta na taksoidach i pochodnych cis-platyny. Pomimo, ze 75%
pacjentek pozytywnie odpowiada na chemioterapig, u % z nich
dochodzi do wznowy w ciagu 2 lat [2].

Przypuszcza sig, ze przyczyna zlej prognozy u pacjentek
z zaawansowanym rakiem jajnika moze by¢ ostabienie reakcji
uktadu odpornosciowego na antygeny guza, co moze by¢ wyni-
kiem zdolnosci guza do ucieczki spod nadzoru uktadu immuno-
logicznego oraz do modulowania odpowiedzi immunologiczne;j
na antygeny nowotworowe [3].
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Aktywacja limfocytow T jest procesem niezbgdnym do pet-
nienia przez te komorki funkcji efektorowych: produkeji cytokin
prozapalnych przez limfocyty pomocnicze Th oraz cytotoksycz-
nosci przez limfocyty cytotoksyczne Tc [4].

Prawidlowy proces aktywacji wymaga bezposredniego kon-
taktu limfocytu T dziewiczego lub limfocytu T pamigci z komor-
ka prezentujaca antygen APC (Antigen Presenting Cells), np.
makrofagiem lub komoérka dendrytyczna, wykazujacym badz
wykazujaca ekspresjg czasteczek MHC zwiazanych ze specyficz-
nym antygenem bakteryjnym lub nowotworowym [4]. Podczas
trwania takiej synapsy immunologicznej do wnetrza limfocyta
przekazywane sa dwa sygnaty aktywacji. Pierwszy z nich do-
ciera po rozpoznaniu i zwigzaniu antygenu przez swoisty anty-
genowo receptor TCR limfocyta, drugi natomiast po kontakcie
wystepujacych na powierzchni limfocyta i komorki prezentujacej
antygen czasteczek kostymulujacych, m.in. CD28:CD80/CD86
[4, 5]. W przypadku otrzymania jedynie sygnatu z receptora TCR
dziewiczy limfocyt T wchodzi w stan anergii, tzn. nie ulega ak-
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tywacji, pozostajac jednoczesnie niewrazliwym na sygnaty akty-
wacyjne w przyszlosci. Wystapienie zjawiska kostymulacji nie
jest konieczne w przypadku aktywacji limfocytow T pamigci,
ktore proliferuja juz po otrzymaniu pierwszego sygnatu [4].

Prawidlowa odpowiedz immunologiczna na antygeny no-
wotworowe zalezy m.in. od aktywacji i proliferacji antygenowo
specyficznych limfocytow T. Sygnalem do aktywacji jest zwia-
zanie receptora TCR limfocytéw z odpowiednim antygenem
nowotworowym [6]. W przeciwienstwie do limfocytow pozosta-
jacych w spoczynku, aktywowane limfocyty T wykazuja wysoka
ekspresje molekut powierzchniowych m.in. CD69, CD25 oraz
HLA-DR. Ze wzgledu na brak ekspresji tych czasteczek na lim-
focytach spoczynkowych (resting T cells) molekuly te nazwano
markerami aktywacji limfocytow [7].

Najwczesniejszym powierzchniowym markerem aktywacji
limfocytow jest czasteczka CD69. Ulega ona ekspresji w ciagu
kilku godzin od zwiazania antygenu i nie wymaga syntezy no-
wego mRNA ani biatka [8]. Badania Marzio 1 wsp. wykazaly,
ze zewnatrzkomorkowa domena CD69 pehni istotna rolg w prze-
kazywaniu sygnatu aktywacji do wngtrza limfocytow [9]. CD69
indukuje w limfocytach syntezg cytokin (m.in. IL-2, INF- y)
i proliferacjg.

W warunkach prawidlowej aktywacji, 2 godziny od zadzia-
ania bodZca (zwiazanie antygenu) na powierzchni limfocytow
T ekspresji ulega czasteczka CD25 (IL-2Ra) petniaca funkcje
receptora dla interleukiny 2 [10]. Ze wzgledu na to, ze ekspresja
CD25 na limfocytach wymaga transkrypcji odpowiednich ge-
néw, jej pojawienie si¢ jest opdznione w czasie w stosunku do
ekspresji czasteczki CD69. Interakcja obecnej w mikrosrodowi-
sku guza IL-2 z indukowanym na powierzchni komorek T re-
ceptorem IL-2Ra wyzwala aktywacje i proliferacj¢ antygenowo
specyficznych limfocytow T [11, 12].

Ze wzgledu na to, ze czasteczka HLA-DR pojawia si¢ na
powierzchni limfocytow stosunkowo p6zno (3-5 dni po aktywa-
cji) i pozostaje obecna na aktywowanych limfocytach dtuzej niz
CD25, nazwana zostata p6znym markerem aktywacji [13]. Jak
wiadomo, HLA-DR nalezy do grupy czasteczek gtdéwnego kom-
pleksu zgodnos$ci tkankowej — MHC klasy 11, a jej obecno$é jest
niezbedna w procesie aktywacji limfocytow. Obecnos¢ HLA-DR
jest konieczna do prawidlowej prezentacji antygendéw przez ko-
morki prezentujace antygen: limfocyty T, limfocyty B, monocy-
ty, makrofagi i komorki dendrytyczne [14].

Cel pracy

Celem pracy byta:

1) cytometryczna cena fenotypu limfocytéw obecnych we krwi
oraz infiltrujacych nowotwor ztodliwy jajnika,

2) cytometryczna ocena ekspresji markeréw aktywacji limfo-
cytow: CD69, CD25 oraz HLA-DR na powierzchni limfocy-
tow T izolowanych z krwi obwodowej oraz tkanki nowotwo-
rowej kobiet chorych na raka jajnika.

Materiat i metody

Badaniami objgto grupg 26 pacjentek, operowanych w latach
2008-2010 w I Katedrze i Klinice Ginekologii Onkologicznej
i Ginekologii Uniwersytetu Medycznego w Lublinie z powodu
raka jajnika. Zadna z kobiet nie byta uprzednio poddana chemio-
i/lub radioterapii. Wiek badanych chorych wahat si¢ od 41do 79
lat (Srednia 56 + 11 lat). W okresie badania i okresie bezpos$red-
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nio je poprzedzajacym, zadna z pacjentek nie wykazywata cech
infekeji, nie przyjmowata krwi, preparatow krwiopochodnych
ani zadnych lekow modulujacych dziatanie uktadu odpornoscio-
wego. W badanej grupie znalazty si¢ kobiety w zaawansowanym
stadium choroby nowotworowej (FIGO IIb — IV).

Materialem do badan byly jednojadrzaste komorki immuno-
logiczne izolowane z krwi obwodowej oraz tkanki nowotworowe;j
jajnika. W celu pozyskania limfocytow krwi obwodowej pobrana
do heparynizowanych probéwek krew rozcienczano w stosunku
1:1 roztworem soli fizjologicznej (PBS) a nastgpnie nawarstwia-
no na preparat Gradisol L i wirowano 20 minut z predkoscia 2800
rpm. Uzyskane komoérki byly dwukrotnie przemywane PBS-em
bez jondéw Ca2+ i Mg2+, zawieszane w niewielkiej ilosci PBS-u,
liczone w komorze Neubauera i znakowane przeciwcialami mo-
noklonalnymi skierowanymi przeciw okreslonym antygenom.
W przypadku tkanki nowotworowej, fragment wielkosci okoto
lem?, bez obszardéw martwiczych, byt rozdrabniany przy pomo-
cy skalpela chirurgicznego. Rozdrobniona tkanka zawieszana
byta w PBS bez jonow Ca®" i Mg?* i nawarstwiana na gradisol L
w celu izolacji komorek jednojadrzastych.

Do oceny fenotypu i stanu aktywacji limfocytéw krwi obwo-
dowej 1 limfocytow infiltrujacych tkankg nowotworowa wyko-
rzystano cytometr przeptywowy FACS Canto oraz przeciwciata
monoklonalne sprzg¢zone z nastgpujacymi fluorochromami: anty-
CD3-FITC, anty-CD4-PE-CyS5, anty-CD8-APC, anty-CD25-PE,
anty-CD69-PE-Cy7, anty-HLA-DR-PE-Cy7. Analizg statystycz-
ng otrzymanych wynikow przeprowadzono przy pomocy progra-
mu Statistica 5.0 oraz testu nieparametrycznego Wilcoxona.

Wyniki

Uzyskane w doswiadczeniach wyniki przedstawiono w po-
staci rycin 1-6.

We wszystkich badanych przypadkach zaréwno we krwi
jak i tkance nowotworowej stwierdzono obecnos$¢ limfocytow
pomocniczych CD3+CD4+ i cytotoksycznych CD3+CD8+.
Nie wykazano statystycznie istotnej réznicy w odsetku limfo-
cytow CD3+CD4+ wsrod komorek jednojadrzastych obecnych
we krwi i w tkance guza. Odsetek limfocytow cytotoksycznych
CD3+CD8+ byt wyzszy wérdd komorek jednojadrzastych izolo-
wanych z guza w poréwnaniu z krwia. (Rycina 1).

O krew m tkanka
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% limfocytow T

CD4 CD8
limfocyty T: pomocnicze (CD4) lub cytotoksyczne (CD8)

Rycina 1. Odsetek limfocytow pomocniczych CD3+CD4+ i cytotoksycznych
CD3+CD8+ izolowanych z krwi obwodowej i tkanki nowotworowej pacjentek z rakiem
jajnika.
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Rycina 2 (a, b, c). Cytometryczna ocena markeréw aktywacji: CD69, CD25 i HLA-DR na limfocytach T pomocniczych CD3+CD4+ izolowanych z tkanki nowotworowe.
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Rycina 3 (a, b, c). Cytometryczna ocena ekspresji markerow aktywacji: CD69,CD25 i HLA-DR na limfocytach T cytotoksycznych CD3+CD8+ izolowanych z tkanki

nowotworowej.
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Rycina 4 (a, b, c). Odsetek limfocytow T CD3+ wykazujacych ekspresje markerow aktywaciji: CD69, CD25, HLA-DR izolowanych z krwi i tkanki nowotworowej.

Odsetek limfocytow CD3+ wykazujacych ekspresj¢ bardzo
wczesnego markera aktywacji CD69 byt istotnie statystycznie
wyzszy w przypadku limfocytow infiltrujacych guz w poréwna-
niu z limfocytami krwi obwodowe;j. (Rycina 4a). Podobnie od-
setki limfocytow pomocniczych CD3+CD4+ i cytotoksycznych
CD3+CD8+ byly istotnie statystycznie wyzsze w przypadku
limfocytow izolowanych z tkanki nowotworowej, w poréwnaniu
z krwig. (Ryciny 5a, 6a).
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Ekspresja wczesnego markera aktywacji — podjednostki o
IL2R byta natomiast istotnie statystycznie wyzsza na powierzch-
ni limfocytow CD3+ oraz CD3+CD8+ krwi obwodowej w po-
réwnaniu z limfocytami CD3+ oraz CD3+CD8+ infiltrujacymi
guz. (Ryciny 4b, 6b) Odsetek limfocytow T pomocniczych wy-
kazujacych ekspresjg¢ markera CD25 izolowanych z krwi i tkan-
ki nowotworowej nie rdznit si¢ w sposob statystycznie istotny.
(Rycina 5b).
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Rycina 5 (a, b, c). Odsetek limfocytow pomocniczych CD3+CD4+ wykazujacych ekspresje markeréw aktywacji: CD69, CD25, HLA-DR izolowanych z krwi i tkanki

nowotworowej.
a) b CI
_ N — o . —
) wl P<0,05 . » P<005 . p<0,05
® l'g n § n I n S
2| ie i o H [
L ARE i = —1 3=
F ] 3 o4l 2
- § v . _— i
E * @ | * 'a 5 ® n
=3 A —— = =2 - | .. Som =
E = [y ry— Maciaa e FrpTr—— 0 Usdsna = e — 5 Uesama
—
badany materiat: limfocyty cytotoksyczne

Rycina 6 (a, b, c). Odsetek limfocytow T cytotoksycznych CD3+CD8+ wykazujacych ekspresje markerow aktywacji: CD69, CD25, HLA-DR izolowanych z guza i tkanki

nowotworowej.

Ekspresja poznego markera aktywacji — czasteczki HLA-
DR byta statystycznie istotnie wyzsza w przypadku limfocytow
CD3+ izolowanych z tkanki guza w poréwnaniu z krwia obwo-
dowa. Podobnie, odsetki limfocytow pomocniczych CD3+CD4+
i cytotoksycznych CD3+CD8+ wykazujacych ekspresje HLA-
DR byly znamiennie wyzsze wsrod limfocytow infiltrujacych
guz w poréwnaniu z krwia obwodowa. (Ryciny 4c, Sc, 6¢).

Dyskusja

W niniejszej pracy wykazano obecno$¢ limfocytow Th po-
mocniczych CD3+CD4+ i Tc cytotoksycznych CD3+CD8+ za-
réwno we krwi obwodowej jak i tkance nowotworowej raka jaj-
nika. Odsetek limfocytow T CD3+ infiltrujacych guz otrzymany
w prowadzonych przez nas badaniach byt porownywalny z wy-
nikami otrzymanymi przez Santin i wsp. [15].

Przeprowadzone w naszym os$rodku badania dowiodly, ze
we krwi obwodowej chorych na raka jajnika dominujaca popu-
lacja byly limfocyty pomocnicze CD3+CD4+, natomiast w po-
pulacji limfocytow infiltrujacych guz wigkszy odsetek stanowity
limfocyty cytotoksyczne CD3+CD8+. Podobne wyniki otrzymali
Santin i wsp. [15]. Prace tej grupy badawczej wykazaty, ze sto-
sunek limfocytéw CD3+CD4+ do CD3+CD8+ we krwi obwodo-
wej chorych na zaawansowanego raka jajnika wynosit 3:1, nato-
miast stosunek CD3+CD4+ do CD3+CD8+ w populacji limfocy-
tow infiltrujacych guz — TIL wynosit 1:1. Doswiadczenia Santin
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i wsp. podobnie jak wczesniejsze doswiadczenia Markowskiej
i wsp. wykazaly ponadto, ze stosunek limfocytow CD3+CD4+
do CD3+CD8+ moze by¢ wartoSciowym wskaznikiem progno-
stycznym, pozwalajacym wyodregbni¢ pacjentki z szybko poste-
pujaca choroba nowotworowa jajnika i zakwalifikowac je do od-
powiedniego typu leczenia [15, 16]. Wedlug Markowskiej i wsp.
wysoki stosunek limfocytow CD4+:CD8+ (okoto 6-7:1) we krwi
obwodowej pacjentki moze by¢ markerem zlej prognozy [16].

Pomimo obecnos$ci limfocytow CD3+ w utkaniu raka jaj-
nika, kwestig sporng jest przeciwnowotworowe dziatanie tych
komorek w mikrosrodowisku guza [17]. Przypuszcza sig, ze
wydzielane przez komorki rosnacych nowotwordéw cytokiny, np.
IL-10 czy TGF-B moga modulowaé dziatanie komorek uktadu
odpornosciowego, np. hamujac efektorowo-sekrecyjne wiasci-
wosci leukocytow [18, 19, 20].

Nelson w pracy przegladowej opisal najczesciej spotykane
uszkodzenia limfocytéw inflitrujacych tkanke nowotworows jaj-
nika [21]. Sa to: obnizona ekspresja tancucha CD3-zeta, obnizona
produkcja cytokin, np. IL-2, INF-gamma, podwyzszona synteza
IL-10, zaburzona synteza kinazy tyrozynowej Ick oraz zaburze-
nia procesu proliferacji. Biorac pod uwage powyzsze doniesienia
powstaje pytanie, czy obecne w mikrosrodowisku raka jajnika
limfocyty sa komdrkami aktywowanymi, czynnie zwalczajacymi
nowotwor czy wrecz przeciwnie — komorkami promujacymi jego
wzrost?
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W naszej pracy wykazalismy, ze limfocyty infiltrujace tkan-
ke nowotworowa jajnika sa komorkami aktywowanymi. Wyka-
zujq istotnie wyzsza ekspresj¢ powierzchniowa zaréwno bardzo
weczesnego — CD69 jak i péznego — HLA-DR markera aktywacji
w poréwnaniu z limfocytami krwi obwodowej. Co wigcej, z na-
szych badan wynika, ze wykazujace ekspresj¢ tych markerow
limfocyty T moga akumulowac si¢ w miejscu bezposrednio do-
tknigtym rozrostem nowotworowym. Podobne wyniki otrzymali
Sheu i wsp. w badaniach nad rakiem szyjki macicy oraz Rybojad
i wsp. w niedrobnokomérkowym raku ptuca [22, 23]. Przeprowa-
dzone przez Diederichsen 1 wsp. badania wykazaly, ze infiltruja-
ce tkanke raka jelita grubego limfocyty T, wykazujace ekspresjg
m.in. CD25 i HLA-DR, réwniez sq komdrkami aktywowanymi
[24]. Badacze ci nie sa jednak do konca pewni, czy opisywane
przez nich aktywowane limfocyty T sa komérkami specyficznie
rozpoznajacymi antygeny nowotworowe czy tez inne, obecne
w jelicie antygeny. Wysoka ekspresj¢ poznego markera aktywacji
HLA-DR na powierzchni limfocytow infiltrujacych raka jajnika
wykazatl rowniez Santin i wsp. [15]. Jego doswiadczenia do-
wiodty, ze nie tylko limfocyty izolowane z tkanki nowotworowej
jajnika, ale rowniez limfocyty izolowane z ptynu otrzewnowego
chorych kobiet, wykazuja statystycznie wyzsza ekspresje HLA-
DR w poréwnaniu z krwiag obwodowa.

Najwigkszego problemu interpretacyjnego dostarcza ana-
liza ekspresji powierzchniowej czasteczki CD25. Jako, ze jest
ona podjednostka P receptora dla interleukiny 2 (interleukiny
odpowiedzialnej de facto za wzrost i proliferacj¢ limfocytow)
obnizona jej ekspresja moze skutkowaé zredukowaniem lub
zahamowaniem proliferacji specyficznych antygenowo limfo-
cytow T. Czasteczka IL-2R B ulega ekspresji na wyciszajacych
odpowiedz immunologiczna, supresorowych limfocytach Treg
CD4+CD25+. Komorki te odpowiedzialne sa za regulacjg aktyw-
nosci limfocytow oraz wygaszanie reakcji zapalnej [25].

Przeprowadzone przez nas do$wiadczenia wykazaty rela-
tywnie nizsza ekspresj¢ receptora IL-R2a (CD25) na limfocytach
pomocniczych i cytotoksycznych w stosunku do CD69 i HLA-
DR oraz brak statystycznie istotnej roznicy pomigdzy ekspresja
tego markera na limfocytach krwi i limfocytach infiltrujacych
zmieniong nowotworowo tkanke¢. Podobnie, obnizona ekspresj¢
markera CD25 w stosunku do CD69 i HLA-DR otrzymali Co-
ventry i wsp. w badaniach nad pierwotnym rakiem piersi oraz
Sheu i wsp. w raku szyjki macicy [26, 22]. Zar6wno obserwacje
cytowanych powyzej autorow jak i nasze wlasne do§wiadczenia
sugeruja, iz izolowane z tkanki nowotworowej, pozbawione eks-
presji CD25, specyficzne antygenowo limfocyty T moga mie¢
uposledzony mechanizm proliferacji a co za tym idzie, ekspansji
klonalne;j.

Wedhug grupy kierowanej przez Sheu znikoma ekspresja
CD25 na limfocytach infiltrujacych guz jest fizycznie rozdzielona
od wzglednie wysokiej ekspresji CD69 i HLA-DR [22]. Przepro-
wadzone przez wspomnianych powyzej badaczy doswiadczenia
in vitro, polegajace na ocenie markerow aktywacji limfocytow
poddanych dziataniu mitogendw, sugeruja, ze obnizony poziom
receptora IL-R2a (CD25) moze by¢ wynikiem nie, jak wczes$-
niej przypuszczano, wewngtrznego defektu limfocytéw, ale mo-
dulujacego odpowiedz immunologiczng mikrosrodowiska guza,
glownie zawartych w nim cytokin. W badaniach Pisa i wsp. oraz
Merogi i wsp. wykazano obecno$¢ wysokiego stgzenia immuno-
supresyjnie dziatajacej cytokiny IL-10 w jamie brzusznej kobiet
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chorych na raka jajnika [27, 28]. Przypuszcza sig, ze wystgpu-
jaca lokalnie IL-10 moze sprzyja¢ hamowaniu ekspresji IL-2R
na powierzchni limfocytéw infiltrujacych guz oraz hamowaniu
efektorowych funkcji tych komoérek [18, 19, 20].

Doswiadczenia Woo 1 wsp. dowiodty natomiast, ze limfocyty
Th wykazujace ekspresjg markera CD25, izolowane od chorych
na raka jajnika lub niedrobnokomoérkowego raka ptuca, wydzie-
laja immunosupresyjna cytoking TGF-$ [25]. Jak wielokrotnie
opisywano, TGF- hamuje nie tylko proliferacj¢ limfocytow, ale
réwniez ekspresj¢ CD25 na aktywowanych limfocytach T i cyto-
toksycznos¢ limfocytow CD3+CD8+. Badacze podejrzewaja, ze
wérod infiltrujacych tkankg nowotworowa jajnika limfocytéw T
CD4+CD25+ znajduja sig regulatorowe limfocyty Treg. Obec-
nos¢ limfocytow Treg we krwi obwodowej u pacjentek z rakiem
jajnika potwierdzily badania Barnett i wsp. [29].

Na podstawie analizy ekspresji wybranych markerow akty-
wacji: CD69 oraz HLA-DR na powierzchni limfocytow infiltru-
jacych guz oraz obecnych we krwi obwodowej pacjentek chorych
na raka jajnika, dowiedliSmy, ze komorki te sa komorkami akty-
wowanymi. Biorac pod uwagg statystycznie wyzsza ekspresjg
markeréw tych czasteczek na powierzchni TIL przypuszczamy,
ze bezposredni kontakt limfocytéw T z antygenami nowotworu
ma istotny wpltyw na pobudzenie tych komorek. Relatywnie ni-
ska ekspresja CD25 moze natomiast sugerowac zaburzenia klo-
nalnej ekspansji antygenowo-specyficznych limfocytow, a co za
tym idzie pelni¢ funkcj¢ mechanizmu wygaszajacego przeciwno-
wotworowa odpowiedZ immunologiczna.

Whnioski

1. Wykazano obecno$¢  limfocytdow  pomocniczych
CD3+CD4+ i cytotoksycznych CD3+CD8+ we krwi ob-
wodowej i tkance raka jajnika, przy czym we krwi domi-
nujaca populacje stanowity limfocyty pomocnicze, nato-
miast w guzie cytotoksyczne.

2. Zaobserwowano statystycznie istotnie wyzsza ekspresjg
bardzo wczesnego CD69 i pdznego HLA-DR markera
aktywacji zarowno w przypadku limfocytow pomocni-
czych jak i cytotoksycznych izolowanych z tkanki nowo-
tworowej w poréwnaniu z krwia.

3. Odnotowano statystycznie wyzsza ekspresj¢ receptora
IL-2Ra (CD25) na limfocytach krwi obwodowej w po-
rownaniu z limfocytami izolowanymi z guza.

Przeprowadzone badania byty finansowane z grantu: KBN NN407038537 oraz
KBN NN407160940. Praca powstata z wykorzystaniem sprzetu zakupionego w ra-
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w ramach Programu Operacyjnego Rozwdj Polski Wschodniej 2007-2013, Osi priory-
tetowej | Nowoczesna Gospodarka, Dziatania I.3 Wspieranie Innowacji.
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w Lublinie, Al. Ractawickie 1, nr zgody KE-0254 /129/2011
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