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Streszczenie
Poznanie roliinterleukiny 17 (IL-17) doprowadzito do zidentyfikowania nowej subpopulacjilimfocytow T pomocniczych
— limfocytow Th17 oraz limfocytow T cytotoksycznych wydzielajgcych IL-17 (Tc17). Coraz wiecej uwagi poswieca
sie ich roli w odpornosci przeciwnowotworowej.
Cel pracy: Ocena subpopulacji limfocytow T CD4+ i CD8 + wykazujgcych ekspresje IL-17 we krwi obwodowej,
ptynie otrzewnowym i tkance nowotworowej pacjentek z rakiem jajnika.
Materiat i Metody: Badaniami objeto grupe 40 kobiet operowanych z powodu zaawansowanego raka jajnika.
Grupe referencyjng stanowity 24 pacjentki operowane z powodu surowiczych torbieli jajnikow. W celu oceny
komorek T CD4+ i CD8+ produkujgcych IL-17 przeprowadzane byty 4 godzinne hodowle limfocytow (2x10°)
w obecnosci jonomycyny (1ug/ml) i PMA (60ng/ml). Ekspresja IL-17 w limfocytach CD4 i CD8 oceniana byta
metodg cytometrii przeptywowe).
Wyniki: Zarowno we krwi, ptynie otrzewnowym i tkance nowotworowej stwierdzono obecnosc limfocytow CD4+
i CD8+ wykazujacych ekspresje IL-17. Ekspresja IL-17 w limfocytach CD4+ obecnych we krwi, ptynie otrzewnowym
i tkance nowotworowej pacjentek z rakiem jajnika byta wyzsza od wystepujgcych w limfocytach CD8+. Odsetek
limfocytow T pomocniczych CD4+/IL-17+ izolowanych z tkanki guza byt znamiennie wyzszy (p=001) w porownaniu
zizolowanymi z krwi, natomiast nie roznit sie z limfocytami wystepujacymi w ptynie otrzewnowym. Odsetek limfocytow
T cytotoksycznych CD8+/IL-17+ izolowanych z tkanki guza nie roznit sie znamiennie od odsetka limfocytow
obecnych we krwi i ptynie otrzewnowym. Nie wykazano takze istotnosci statystycznej w odsetku limfocytow CD8+/
IL-17+ obecnych w ptynie otrzewnowym i we krwi pacjentek z rakiem jajnika.
Whioski: Wysoki odsetek limfocytow CD4+/IL-17+ i CD8+/IL-17+ w tkance guza wskazuje, ze limfocyty te sg
akumulowane w Srodowisku guza.
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Abstract

Knowledge of the role of interleukin 17 (IL-17) has led to the identification of new subpopulation of T helper lympho-
cytes — Th17 and T cytotoxic lymphocytes secreting IL-17 (Tc17). An increasing amount of attention is paid to their
role in anti-tumor immunity.

Aim: The aim of this study was to evaluate the percentage of peripheral blood, peritoneal fluid and cancer tissue
CD4+ and CD8+ T lymphocytes producing IL-17 in patients with ovarian cancer.

Material and Methods: Forty patients operated due to advanced ovarian carcinoma and twenty-four patients with
functional follicle ovarian cysts were recruited. Peripheral blood, peritoneal fluid and cancer tissue mononuclear
cells from ovarian cancer patients were stimulated for 4 hours ex vivo with phorbol myristate acetate (PMA) (60ng/
ml) and ionomycin(1ug/ml). The percentage of CD4+ and CD8+ T cells producing IL-17 was measured using flow
cytometry.

Results: CD4+ and CD8+ T lymphocytes producing IL-17 were detected in the peripheral blood, peritoneal fluid
and cancer tissue of ovarian cancer patients. The percentage of CD4+ T cells producing IL-17 was higher in the pe-
ripheral blood, peritoneal fluid and cancer tissue when compared to CD8+/IL17+ T cells. The percentage of CD4+/
IL-17+ was significantly higher in cancer tissue compared to T cells derived form peripheral blood. There was no
difference in the percentage of CD4+/IL-17 + T cells between peripheral blood and peritoneal fluid and peritoneal
fluid and cancer tissue of ovarian cancer patients. There was no difference in the percentage of CD8+/IL-17+ T
lymphocytes in the peripheral blood, peritoneal fluid and cancer tissue in patients suffering from ovarian cancer.
Conclusions: Increased percentage of CD4+/IL-17+ and CD8+/IL-17+ T cells in cancer tissue indicates that the-

se cells are accumulated in ovarian cancer microenvironment.

Key words: interleukin 17 / Th17 lymphocytes / ovarian cancer

Wstep

Rak jajnika jest choroba heterogenna, a jej ztozony pato-
mechanizm pozostaje nadal do konica niewyjasniony [1]. Brak
charakterystycznych objawow klinicznych w poczatkowym
stadium choroby powoduje, ze wigkszo$¢ pacjentek zglasza si¢
z zaawansowanym nowotworem [2]. Ze wzgledu na brak zalecen
dotyczacych badan profilaktycznych, postgpu w leczeniu raka
jajnika upatruje si¢ w poprawie rozpoznawania choroby nowo-
tworowej oraz opracowaniu nowych sposobow leczenia nawrotu
lub progresji guza po standardowe;j terapii [ 1]. Nowym, obiecuja-
cym sposobem leczenia wydaje si¢ immunoterapia komorkowa,
w ktorej znaczenie moga mie¢ limfocyty Th17.

Limfocyty Th17 naleza do stosunkowo niedawno odkryte;j,
subpopulacji pomocniczych limfocytow T (Th). Komorki Th17
nie wydzielaja cytokin typowych dla odpowiedzi Thl czy Th2
lecz charakteryzuja si¢ wysoka ekspresja interleukiny 17 (IL-
17) [3]. IL-17 (znana takze jako IL-17A) zostata opisana po raz
pierwszy w 1995 r., a dalsze badania pozwolily na odkrycie ko-
lejnych pigciu cztonkéw ,,rodziny IL-17” (IL-17A, -17B, -17C,
-17D, -17E, -17F) [4,5]. IL-17 poprzez aktywacj¢ wydzielania
cytokin; interleuking 1 B (IL-1p), interleuking 6 (IL-6), czynnik
martwicy nowotworu o (TNF-a) i chemokin: interleuking 8 (IL-
8), CXCL-1, CXCL-6 wptywa na migracje leukocytow, glownie
neutrofilii i rozwoj szybkiej reakcji zapalnej [6]. Do innych cy-
tokin prozapalnych wydzielanych przez limfocyty Th17 naleza:
interleukina 21, 22, 26 (IL-21, IL-22, IL-26). IL-21 stymuluje
proliferacjg i ré6znicowanie limfocytow B, limfocytow T CD8+
i komorek NK (natural killer) [7]. Aktywno$¢ sekrecyjna lim-
focytow Th17 pozwala na wyodrgbnienie subpopulacji komorek
wykazujacych ekspresje interleukiny 10 (IL-10) oraz podwdjnie
pozytywnych komorek wydzielajacych jednoczesnie IL-17 i in-
terferon gamma (IFN-y) [8, 9]. Przeprowadzone do tej pory ba-
dania nie ujawniajq roli zardwno jednych jak i drugich komoérek
w patogenezie chordb zwigzanych z biologia Th17.
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Odkrycie limfocytow Th17 przyczynilo si¢ do rozwoju ba-
daf nad mechanizmami regulujacymi réznicowanie si¢ komorek
Th17 i pozwolito na zidentyfikowanie czynnikow prowadzacych
do rozwoju tej linii [10]. Kluczowa rol¢ w indukcji réznicowania
mysich komorek Th17 odgrywaja cytokiny IL-6, IL-21 i trans-
formujacy czynnik wzrostu-beta (TGF-B-transforming growth
factor beta) [11]. Roznicowanie ludzkich komorek Th17 wy-
maga wyzszych stgzen IL-1pB, IL-6 i TGF-B, poprzez stymula-
cje ekspresji czynnika transkrypcyjnego RORyt [12]. RORyt jest
glownym czynnikiem réznicujacym limfocyty w kierunku Th17,
podobnie jak czynnik T-bet dla limfocytow Thl, GATA-3 dla
limfocytow Th2 oraz FoxP3 dla limfocytow T regulatorowych
(Treg) [13].

Pomimo, ze limfocyty Th17 uznano za odrgbna populacjg
dos¢ niedawno, to rola IL-17 w patogenezie okreslonych chordb
znana byla juz wiele lat temu. Do tej pory najlepiej poznano rolg
komoérek Th17 w patogenezie chordéb autoimmunologicznych,
alergicznych i zapalnych. Obecnie coraz wigcej uwagi po§wig-
ca si¢ takze ich znaczeniu w odpornosci przeciwnowotworowe;.
Badania potwierdzaja obecno$¢ limfocytow Th17 w mikrosro-
dowisku raka jajnika, lecz nadal nie okreslono ich wptywu na
rozrost komorek nowotworowych. Kontrowersje wokoét udziatu
limfocytow Th17 w patogenezie chorob nowotworowych suge-
ruja, ze IL-17 jako cytokina o dziataniu plejotropowym moze
mie¢ wpltyw zaréwno stymulujacy jak i hamujacy proces nowo-
tworzenia [14].

Limfocyty T cytotoksyczne produkujace IL-17 (Tc17) ziden-
tyfikowane zostaly zarowno w organizmie mysim jak i ludzkim
[15]. Komorki te, mimo, Ze nie naleza do subpopulacji limfocy-
tow Th17 nabywaja zdolnosci do produkcji IL-17 w obecnosci
cytokin typowych dla Th17. Badania wykazaty, ze kluczowa rolg
w roznicowaniu komorek CD8+/IL-17+ odgrywa czynnik tran-
skrypcyjny STAT3 i RORyt. Jednakze rola tych komorek w od-
pornosci przeciwnowotworowej pozostaje nadal nieznana [16].
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Cel pracy

Celem badan byta ocena subpopulacji limfocytow T CD4+
1 CD8+ wykazujacych ekspresje IL-17 we krwi obwodowej, pty-
nie otrzewnowym i tkance nowotworowej pacjentek z rakiem
jajnika.

Materiat i metody

Badaniami objgto grupe 40 kobiet leczonych operacyjnie
z powodu raka jajnika w II° lub III° stopniu zaawansowania wg
FIGO. Histopatologiczna ocena wykazata obecno$¢: raka suro-
wiczego w n=17 i raka endometrioidalnego w n=23 przypadkach.
U badanych pacjentek stwierdzono nowotwor w stopniu zrdzni-
cowania wg WHO: G2 (n=21) oraz G3 (n=19). Grupg referen-
cyjna stanowily 24 pacjentki operowane z powodu surowiczych
torbieli jajnikow.

Krew obwodowa do badan pobierana byta do strzykawki
z heparyng sodowa 20j/ml. Ptyn otrzewnowy aspirowano z jamy
brzusznej z przestrzeni Douglasa w czasie zabiegu operacyjne-
go. Fragment tkanki nowotworowej wielkosci 1 ¢cm? rozdrab-
niano przy uzyciu skalpela. Komorki jednojadrzaste krwi, ptynu
otrzewnowego i rozdrobnionej tkanki nowotworowej izolowano
przez wirowanie w gradiencie ggstosci (Gradisol L firmy Aqua
Medica) przez 20 min. przy 2800 obrotow/minutg. Otrzymane
komorki plukano 0,9% zbuforowanym roztworem soli fizjo-
logicznej PBS bez jonéw Ca i Mg. Iloé¢ uzyskanych komoérek
oceniano w komorze Neubauera, zywotno$¢ komorek okres§lano
z zastosowaniem biekitu trypanu.

W celu oceny komoérek T CD4+ i CD8+ produkujacych
IL-17 przeprowadzane byty 4 godzinne hodowle limfocytéw
(2x10°) w obecnosci jonomycyny (1pg/ml) i PMA (50ng/ml) oraz
w obecnosci inhibitora transportu biatek — GolgiStop. W celu
oceny spontanicznej ekspresji IL-17 w 10 badanych hodowlach
przeprowadzano inkubacj¢ w podtozu hodowlanym bez dodatku
PMA i jonomycyny, tylko w obecnosci preparatu GolgiStop. Po
4 godzinnej inkubacji komoérki znakowano przeciwciatami skie-
rowanymi przeciwko antygenom powierzchniowym limfocytow
(CD3, CD4, CD8). Nastgpnie probki utrwalano, permabilizowa-
no i znakowano przeciwciatem przeciwko wewnatrzkomorkowe;j
IL-17, zgodnie z procedura producenta (eBiosciences, San Die-
go, USA). Ekspresja IL-17 w limfocytach CD4 i CDS8 oceniana
byta metoda cytometrii przeplywowe;j.

Wyniki

Uzyskane wyniki przedstawiono w formie tabeli (Tabela I,
Tabela II), oraz w formie rycin. (Rycina 1, 2, 3, 4).

Zaréwno we krwi, ptynie otrzewnowym i tkance nowotwo-
rowej stwierdzono obecno$¢ limfocytow CD4+ i CD8+ wyka-
zujacych ekspresj¢ IL-17. Odsetek limfocytow CD4+ wydzie-
lajacych IL-17 we krwi, ptynie otrzewnowym i tkance nowo-
tworowej pacjentek z rakiem jajnika byl wyzszy w poréwnaniu
z komoérkami CD8+.

Odsetek limfocytow CD4+/IL-17+ izolowanych z tkanki
guza byl znamiennie wyzszy (p=001) w poréwnaniu z limfocyta-
mi obecnymi we krwi. Nie wykazano réznicy istotnej statystycz-
nej w odsetku limfocytéw CD4+/IL-17+ w ptynie otrzewnowym
i tkance nowotworowej a takze w ptynie otrzewnowym i krwi
pacjentek z rakiem jajnika.

Odsetek limfocytow CD8+/IL-17+izolowanych z tkanki guza
byt najwyzszy, jakkolwiek nie réznit si¢ znamiennie od odsetka
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Tabela I. Odsetek limfocytow T CD4+/IL-17+ i CD8+/IL-17+ we krwi, ptynie
otrzewnowym i tkance nowotworowej pacjentek z rakiem jajnika.

Wybrane parametry
Limfocyty Limfocyty
CDA4+/IL-17+ (%) CD8+/IL-17+ (%)

Tkanka 2,83 0,18
nowotworowa (0,21-19,28) (0,07-4,78)
Krew 0,69 0,10

(0,09-4,17) (0,02-25,96)
Ptyn 0,50 0,09
otrzewnowy (0,06-2,52) (0,02-0,69)

Tabela Il. Odsetek limfocytow T CD4+/IL-17+ i CD8+/IL-17+ we krwi pacjentek
z rakiem jajnika i torbielami surowiczymi.

Limfocyty Limfocyty
CD4+/IL/M7+ (%) CD8+/IL-17+ (%)
Grupa 0,95 0,12
referencyjna (0,21-2,04) (0,03-1,10)
- 0,74 0,10
Rak jajnika (0,09-4,17) (0,03-0,55)

limfocytow obecnych we krwi i ptynie otrzewnowym. Nie wyka-
zano takze istotnych statystycznie rdéznic w odsetku limfocytow
CDS8+/IL-17+ w plynie otrzewnowym i krwi pacjentek z rakiem
jajnika.

Nie wykazano réznicy istotnej statystycznie w odsetku limfo-
cytow CD4+/IL-17+ i CD8+/IL-17+ we krwi pacjentek z rakiem
jajnika i torbielami surowiczymi. Odsetek limfocytow CD4+/IL-
17+ i CD8+/IL-17+ we krwi, plynie otrzewnowym i tkance no-
wotworowej pacjentek w II i III stopniu zaawansowania choroby
nowotworowej nie roznit sig istotnie.

Nie wykazano takze roznicy istotnej statystycznie w odset-
ku limfocytow CD4+/IL-17+ i CD8+/IL-17+ we krwi, plynie
otrzewnowym i tkance nowotworowej pacjentek z réznymi hi-
stologicznie guzami jajnika.

Dyskusja

W ciagu ostatnich kilku lat, limfocyty Th17 staly sig istot-
nym elementem w badaniach nad patogeneza i progresja chordb
nowotworowych. Mimo, ze wykazano zwigkszony odsetek ko-
morek wydzielajacych IL-17 w mikrosrodowisku guzow w tym
raka jajnika, to do dzi$§ wptyw tych komoérek na ich rozwdj ciagle
pozostaje przedmiotem dyskusji. Mozna przypuszczac, ze IL-17
jako cytokina o dziataniu plejotropowym moze mieé znaczenie
prognostyczne lub przeciwnie — stymulowac rozrost guza.

W prezentowanej pracy wykazano obecno$¢ zaréwno lim-
focytow T CD4+ jak i CD8+ z ekspresja IL-17 we krwi, ptynie
otrzewnowym jak i tkance nowotworowej, przy czym ekspresja
byta wyzsza w komorkach CD4+(w tkance nowotworowej ok. 15
razy, we krwi 7 razy i w ptynie otrzewnowym 5 razy). Ciekawa
obserwacja wydaje si¢ odnotowany w naszych badaniach najwyz-
szy odsetek limfocytow CD4+/IL-17+ i CD8+/IL-17+ w tkance
nowotworowej. Prawdopodobnie limfocyty Th17 i Tc17 migruja
z krwi do guza u pacjentdow z rakiem jajnika gdzie nastepnie sa
akumulowane. Obecno$¢ limfocytow T z ekspresja IL-17 u pa-
cjentek z rakiem jajnika wykazaty takze badania Kryczek i wsp.
Badacze Ci zaobserwowali znamiennie wyzszy odsetek limfocy-
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Rycina 1. Cytometryczna analiza limfocytow T CD4 i CD8 wykazujacych ekspresje IL-17 we krwi, ptynie otrzewnowym i tkance pacjentek z rakiem jajnika.

tow Th17 w tkance nowotworowej w poréwnaniu z limfocytami
obecnymi w weztach chtonnych oraz we krwi pacjentek zaréwno
zdrowych jak i z rakiem jajnika [14]. Mozna wigc wnioskowac,
ze limfocyty Th17 moga migrowaé do Srodowiska guza [17].

Kryczek i wsp. oceniali takze fenotyp komorek z ekspresja
IL-17 w mikro$rodowisku raka jajnika. Badania te wykazaty, ze
99% limfocytow T infiltrujacych guz stanowity limfocyty o feno-
typie CD4+/IL-17+, za$ tylko 1% limfocyty CD8+/IL-17+ [14].
Inne dane dostarczone takze przez Kryczek i wsp. potwierdzity
wyzszy odsetek limfocytow Th17 w tkance nowotworowej i pty-
nie otrzewnowym pacjentek z rakiem jajnika [17].

O obecnosci limfocytow Th17 wsrdd limfocytow T infiltru-
jacych guz u pacjentek z rakiem jajnika, Swiadcza takze donie-
sienia zespotu kierowanego przez Miyahara i wsp. Badacze Ci
wykazali, ze limfocyty Th17 pacjentek z rakiem jajnika stanowia
ok. 25% limfocytéw T infiltrujacych guz, podczas gdy we krwi
limfocyty te stanowia zaledwie 1% mononuklearéw pacjentek
zdrowych [18].

Ciekawych obserwacji dostarczyli takze Kato i wsp. Autorzy
potwierdzili obecnos¢ zwigkszonego odsetka limfocytow Th17
u pacjentek z rakiem jajnika i po raz pierwszy zasugerowali, ze
IL-17 moze stymulowaé wzrost guzow poprzez dziatanie proan-
giogenne. Nie odnotowano natomiast znamiennych korelacji po-
migdzy ekspresja IL-17 a stopniem klinicznego zaawansowania
raka jajnika, jego typem histologicznym i stopniem zréznicowa-
nia, przerzutowaniem do weztéw chtonnych i przezyciem [19].

Wysokie stgzenie IL-17 oraz odsetek komorek Th17 zaob-
serwowano takze we krwi chorych na ostra biataczke szpikowa
[20]. Podobne dane odnosza si¢ takze do guzéw litych. Obec-
no$¢ zwigkszonej liczby komorek T z ekspresja IL-17 opisano
we krwi oraz srodowisku guza nowotworowego chorych na czer-
niaka, raka piersi, jelita grubego, zotadka, watroby [21, 22, 23].
Probe oceny wystgpowania limfocytow Th17 we krwi i tkance
pacjentdéw z rakiem trzustki podjgli ostatnio He i wsp. Badania
zespotu wykazaty zwigkszong obecnos$¢ limfocytow CD4+ wy-
kazujacych ekspresjg IL-17.
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Rycina 2. Odsetek limfocytow T CD4 i CD8 wykazujacych ekspresje IL-17 we krwi,
ptynie otrzewnowym i tkance pacjentek z rakiem jajnika.
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Rycina 3. Odsetek limfocytow CD4+/IL-17+ i CD8+/IL-17+ we krwi pacjentek
z rakiem jajnika i torbielami surowiczymi.
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Rycina 4. Odsetek limfocytow CD4 i CD8 wykazujacych ekspresje IL-17 we krwi, ptynie otrzewnowym i tkance pacjentek z Il i lll stopniem zaawansowania raka jajnika

(A B) oraz pacjentek z endometrioidalnymi i surowiczymi guzami jajnika (C i D).

Odsetek limfocytow Th17 u pacjentéw z III i IV stopniem
zaawansowania choroby nowotworowej byt znamiennie wyzszy
w poréwnaniu do pacjentéow ze stopniem I i II. Odnotowano tak-
ze istotnie wyzszy odsetek komorek Th17 w tkance nowotwo-
rowej w porownaniu z krwig pacjentow z rakiem trzustki. Na
podstawie tej analizy mozna sugerowaé, ze limfocyty Th17 sa
akumulowane w srodowisku guza lub moga migrowac z krwi do
tkanki nowotworowej pacjentow z rakiem trzustki [24].

Z przedstawionych danych wynika, ze limfocyty Thl17
biora znaczny udzial w ksztaltowaniu raka jajnika. W $wiet-
le powyzszych badan oceny limfocytow Th17 we krwi, ptynie
otrzewnowym i tkance nowotworowej pacjentek z rakiem jajnika
cieckawym wydaje si¢ dokladniejsze poznanie ich biologii, me-
chanizméw r6znicowania, supresji oraz roli w odporno$ci prze-
ciwnowotworowej. Dalsze badania moga mieé takze kluczowe
znaczenie dla rozwoju metod immunoterapii z wykorzystaniem
limfocytow Th17.

Whioski

Wysoki odsetek limfocytow CD4+/1L-17+ i CD8+/IL-17+
w tkance guza dowodzi, ze limfocyty te sg akumulowane w $ro-
dowisku guza.

Przeprowadzone badania byly finansowane z grantu: KBN N
N407038537 oraz KBN N407114036. Praca powstata z wykorzystaniem
sprzetu zakupionego w ramach Projektu: ,Wyposazenie innowacyjnych
laboratoriow prowadzacych badania nad nowymi lekami stosowanymi
w terapii chorob cywilizacyjnych i nowotworowych” w ramach Programu
Operacyjnego Rozwoj Polski Wschodniej 2007-2013, Osi priorytetowej
| Nowoczesna Gospodarka, Dziatania 1.3 Wspieranie Innowaciji.
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