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Stezenie rozpuszczalnego liganda dla receptora
CD30 (sCD30L) — markera procesu apoptozy
u kobiet z nowotworem jajnika

Concentration of soluble ligand for receptor CD30 (sCD30L)
— marker of apoptosis in women with ovarian tumor
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Streszczenie
Cel pracy: Zaburzenia apoptozy leza u podstaw patogenezy wielu schorzen, w tym takze choréb nowotworowych
Jajnika. Celem pracy byta ocena stezenia rozpuszczalnego liganda dla receptora CD30 (sCD30L) - markera procesu
apoptozy u kobiet z nowotworem jajnika.
Materiaf i metody: Badaniami objeto 80 kobiet w wieku od 21 do 62 lat, w tym: 30 kobiet z Cystadenocarcinoma
serosum la, 35 z Cystadenoma serosum oraz 15 kobiet z Teratoma maturum. Grupe kontrolna stanowifo 30
zdrowych kobiet w wieku od 24 do 60 lat, u ktorych nie stwierdzono patologicznych zmian w obrebie ukfadu
rozrodczego. Stezenie sCD30L w surowicy wszystkich badanych kobiet oraz w ptynie z torbieli kobiet z gruczolako-
torbielakiem surowiczym jajnika oznaczono metoda immunoenzymatyczna ELISA.
Wyniki: Najwyzsze stezenie sCD30L zaobserwowano w surowicy kobiet z rakiem jajnika i byto ono istotnie
podwyzszone w poréwnaniu do stezenia u kobiet z gruczolakotorbielakiem surowiczym i potworniakiem dojrzatym
Jajnika (p<0,0001). W plynie z torbieli jajnika stezenie tego markera byto istotnie podwyzszone w poréwnaniu ze
stezeniem w surowicy (p<0,0001).
Whioski: U kobiet z nowotworem jajnika dochodzi do zaburzenia procesu apoptozy, co manifestuje sie wzrostem
w surowicy krwi stezenia sCD30L. Zmiany te nasilaja sie zwtaszcza u kobiet z rakiem jajnika. Podwyzszone stezenie
badanego parametru w pfynie z torbieli jajnika ma zwiazek z lokalna supresja odpowiedzi immunologicznej.

Slowa kluczowe: apoptoza / ligand CD30 / nowotwory jajnika /

Summary
Objectives: Impairments of apoptosis processes are the basis of pathogenesis of many diseases, including ovarian
tumors. The aim of the study was to evaluated the concentration of soluble ligand for receptor CD30 (sCD30L) —
marker of apoptosis in women with ovarian tumor.
Material and methods: The study comprised 80 women, aged from 21 to 62, and included 30 patients with
Cystadenocarcinoma serosum la, 35 with Cystadenoma serosum and 15 women with Teratoma maturum.
The control group consisted of 30 healthy women, aged 24 to 57, with no evidence of pathological disorders in the
reproductive system. The concentration of sCD30L in the serum of all studied women and in the fluid of ovarian
cyst of women with cystadenoma serous were measured by immunoenzymatic method ELISA.
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Results: The highest level of sCD30L was observed in the serum of women with ovarian cancer and it was signifi-
cantly higher when compared to the concentration in the serum of women with cystadenoma serous and teratoma
maturum of the ovary (p<0.0001). In the fluid of ovarian cyst, the concentration of this marker was significantly
higher in comparison with the level in the serum (p<0.0001).

Conclusions: In women with ovarian tumors we observed impairments of the apoptosis process, which is associ-
ated with an increased concentration of sCD30L in the serum. These changes are more intense in women with ovar-
ian cancer. Higher level of the study parameter in the fluid of ovarian cyst is associated with the local immune

response suppression.

Key words: apoptosis / CD30 ligand / ovarian neoplasms /

Wstep

Rak jajnika pozostaje do dzisiaj jednym z najtrudniejszych
problemdéw diagnostycznych i terapeutycznych wspotczesnej
onkologii ginekologicznej, a pigcioletnie przezycia u tych cho-
rych wynosza zaledwie 25-35% [1]. Istnieje zatem koniecznosé
kontynuacji badan nad biologia tego nowotworu. Pewne na-
dzieje stwarza poznanie procesu apoptozy, czyli fizjologicznej,
programowanej $mierci komorki [2, 3, 4].

W warunkach prawidtowych apoptoza odpowiada za
utrzymanie homeostazy w organizmie, dzigki zachowaniu
rownowagi pomigdzy proliferacja a eliminacja starzejacych si¢
lub zmienionych patologicznie komorek [5, 6, 7].

Z. pismiennictwa wynika, ze w komdrkach nowotworo-
wych obserwuje si¢ obnizenie zdolnosci do prawidfowego
przeprowadzenia procesu apoptozy [8, 9, 10, 11]. Wazna role
w regulacji tego procesu odgrywa nadrodzina czasteczek czyn-
nika martwicy nowotworu TNF (tumor necrosis factor). Do
nadrodziny tej naleza co najmniej 22 czasteczki oraz ponad 30
receptorow [12, 13]. Interakcja receptora ze swoistym ligan-
dem moze wplywaé na réznicowanie, proliferacj¢ oraz powo-
dowa¢ $mier¢ komorki [14, 15]. Jednym z wazniejszych biatek
uczestniczacych w tych procesach jest ligand dla receptora
CD30 (CD30L), ktoéry znajduje si¢ glownie na powierzchni
aktywnych limfocytow T, granulocytéw, komoérek dendrytycz-
nych, a takze na powierzchni monocytéw. Czasteczka ta nale-
zy do biafek btonowych typu II i podobnie do innych przed-
stawicieli nadrodziny TNF, przyjmuje konformacje 3 [16].

Oproécz formy zwigzanej z bfonami komorkowymi w regu-
lacji apoptozy biora udzial takze formy rozpuszczalne, ktore
moga by¢ oznaczane w ptynach biologicznych. Po raz pierw-
szy CD30L zostat zidentyfikowany na aktywowanych mysich
limfocytach T. Ponadto, obecnos¢ CD30L wykryto na komor-
kach utrzymujacych zywotnos$¢ limfocytow T w sledzionie ba-
danych myszy, co odgrywa prawdopodobnie znaczaca rolg
w funkcjonowaniu tkanek limfatycznych [17]. Ligand dla re-
ceptora CD30 zidentyfikowano takze na komdrkach grasicy
znajdujacych si¢ na zewnetrznej Scianie ciatek Hassala. Roma-
gnani i wsp. zaobserwowali, ze ekspresja CD30L na po-
wierzchni ciatek Hassala byta znacznie wyzsza w poréwnaniu
z innymi tkankami zaréwno limfatycznymi jak i nielimfatycz-
nymi [18]. Badania na myszach z defektem lub catkowitym
brakiem CD30 wykazaly, ze wspotistnienie tych czastek ma
ogromne znaczenie w usuwaniu autoreaktywnych limfocytow
T.
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Cel pracy

Celem pracy byta ocena stgzenia sCD30L — markera pro-
cesu apoptozy w surowicy kobiet z nowotworem jajnika oraz
w plynie z torbieli kobiet z gruczolakotorbielakiem surowi-
czym jajnika.

Materiat i metody

Badaniami obj¢to 80 kobiet w wieku od 21 do 62 lat ($red-
nia wieku: 47,3%12,6 lat) z rozpoznanym nowotworem jajni-
ka. U 35 kobiet w wieku od 21 do 62 lat (srednia wieku:
44,4+11,3 lat) rozpoznano gruczolakotorbielaka surowiczego
( Cystadenoma serosum), au 15 kobiet w wieku od 25 do 62 lat
(Srednia wieku: 44,5£10,2 lat) stwierdzono potworniaka doj-
rzalego jajnika (Teratoma maturum).

Pozostata czgs¢ grupy badanej tworzyto 30 kobiet w wieku
od 29 do 59 lat (srednia wieku: 45,0£10,2 lat) z rozpoznanym
rakiem surowiczym jajnika (Cystadenocarcinoma serosum),
w stopniu zaawansowania klinicznego Ia wedtug klasyfikacji
FIGO. Rozpoznanie nowotworu ustalono na podstawie obja-
wow klinicznych, wynikow badania ginekologicznego i histo-
patologicznego oraz badan laboratoryjnych.

Do grupy badanej zakwalifikowano kobiety, u ktérych kli-
niczne rozpoznanie nowotworu jajnika potwierdzono wyni-
kiem badania histopatologicznego i wykluczono inne wspot-
istniejace schorzenia narzadéw rodnych.

Materiat do badan pochodzit z Oddziatu Klinicznego Gi-
nekologii i Potoznictwa, Katedry Zdrowia Kobiety, Slaskiego
Uniwersytetu Medycznego w Rudzie Slaskiej. Grupe kontrol-
na stanowito 30 zdrowych kobiet w wieku od 24 do 60 lat
(Srednia wieku: 45,6%8,9 lat), u ktorych nie stwierdzono pato-
logicznych zmian w obregbie uktadu rozrodczego.

U wszystkich kobiet materiatem wykorzystywanym do ba-
dan byta surowica krwi, a ponadto ptyn z torbieli w przypad-
ku kobiet z gruczolakotorbielakiem surowiczym jajnika.
U kobiet z grupy badanej krew pobierano po ustaleniu rozpo-
znania klinicznego, przed zabiegiem operacyjnym. Krew po-
bierano w godzinach rannych z zyty fokciowej, na ,,skrzep” ce-
lem uzyskania surowicy. Po 30 minutach od pobrania, krew
wirowano przy 1500 x g przez 15 minut. Otrzymana w ten spo-
sOb surowicg przechowywano w matych porcjach w tempera-
turze -80°C do czasu wykonania badan. Ponadto, od kobiet
z gruczolakotorbielakiem surowiczym jajnika pobierano ptyn
z torbieli przed badaniem $rédoperacyjnym. Po 30 minutach
od pobrania, ptyn wirowano przy 1500x g przez 15 minut.
Uzyskany nadsacz przechowywano w matych porcjach w
temperaturze -80°C do czasu wykonania badan.
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Natomiast od kobiet z grupy kontrolnej, krew pobierano,
gdy kobiety zgtaszaty si¢ na badania kontrolne i stosowano ta
samg procedure poboru materiatu biologicznego.

Do oznaczenia stgzenia sSCD30L zastosowano metodg im-
munoenzymatyczng ELISA. W tym celu wykorzystano zestaw
Human sCD30L ELISA firmy Bender Medsystems Diagno-
stics GmbH, Wieden, Austria. Czulo$¢ testu wynosita
0,5ng/ml. Wszystkie badane kobiety wyrazity zgodg¢ na prze-
prowadzenie badan naukowych. Uzyskano zgode Komisji
Bioetycznej Slaskiego Uniwersytetu Medycznego w Katowi-
cach.

Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej, korzy-
stajac z programu komputerowego Statistica for Windows
wersja 8.0 oraz Microsoft Excel. W celu zweryfikowania roz-
ktadu otrzymanych wynikdéw zastosowano test Shapiro-Wil-
ka. Po ustaleniu, ze uzyskane wyniki odpowiadaly rozktadowi
normalnemu, dla kazdego parametru obliczono s$rednia aryt-
metyczna (X) i odchylenie standardowe (SD). Srednie wartosci
ocenianych parametréow w grupie badanej i kontrolnej porow-
nywano za pomoca testu t-Studenta. Za istotny statystycznie
przyjmowano poziom p <0,05.

Wyniki

Uzyskane wyniki zilustrowano na rycinach 112. U wszyst-
kich kobiet z grupy badanej stwierdzono obecnos¢ sCD30L,
a jego stezenie bylto zroznicowane w zaleznosci od rozpozna-
nia. Najwyzsze §rednie stgzenie tego parametru stwierdzono
w surowicy chorych z rakiem jajnika: 5,09+0,86ng/ml i byto
istotnie podwyzszone w porownaniu ze Srednim stgzeniem
w grupie kobiet z gruczolakotorbielakiem surowiczym jajnika:
3,26%0,74ng/ml, (p<0,0001). Natomiast najnizsze srednie stg-
zenie sSCD30L stwierdzono u kobiet z potworniakiem dojrza-
fym: 3,25£0,85ng/ml. Nie stwierdzono istotnych statystycznie
roznic pomiedzy gruczolakotorbielakiem surowiczym i po-
tworniakiem dojrzatym jajnika. W surowicy kobiet z grupy
kontrolnej nie wykryto rozpuszczalnej formy liganda dla re-
ceptora CD30.

p<0,0001
_ [p<00001] .
o1 ’—Q p<0,0001]

Stezenie sCD30L [ng/ml]
s

any

0 T T T
Cystadenoma serosum  Teratoma maturum  Cystadenocarcinoma Kobiety zdrowe

serosum (Kontrola)

Rycina 1. Srednie stezenie sCD30L w surowicy kobiet z
Cystadenoma serosum, Teratoma maturum, Cystadenocarcinoma
serosum i kobiet zdrowych (kontrola).
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[p<0,0001]

Surowica Ptyn z torbieli jajnika

Rycina 2. $rednie stezenie sCD30L w surowicy i w ptynie z torbieli
jajnika kobiet z gruczolakotorbielakiem surowiczym jajnika.

Ponadto, w grupie kobiet z torbiela jajnika poréwnano
takze $rednie stezenie SCD30L w surowicy ze st¢zeniem w ply-
nie z torbieli jajnika. W plynie z torbieli jajnika Srednie steze-
nie sCD30L wynosito 17,521+2.43ng/ml i bylo bardzo istotnie
podwyzszone w porownaniu ze srednim stgzeniem w surowicy
(p<0,0001).

Dyskusja

Chorobom nowotworowym jajnika towarzysza zaburzenia
w funkcjonowaniu uktadu odpornosciowego dotyczace
zwlaszcza rozpoznawania komorek nowotworowych iich sku-
tecznego niszczenia w procesie apoptozy. Ze $miercia komor-
ki wiaze sie nadzieje na wyjasnienie patogenezy nowotworow
jajnika [19, 20].

Przekazywanie sygnatu komorce do poddania si¢ przemia-
nom apoptotycznym moze przebiega¢ réznymi drogami. Jed-
na z wazniejszych jest indukcja za pomoca receptoréw btono-
wych i odpowiednich ligandow. Ostateczny efekt cytotoksycz-
ny w mechanizmie zaleznym od tych czasteczek wynika za-
rowno z ekspresji liganda na komorce efektorowej, jak i swo-
istego receptora na komorce docelowej. Jednym z wazniej-
szych ligandéw uczestniczacych w regulacji apoptozy jest li-
gand dla receptora CD30, ktory moze takze by¢ uwalniany do
ptynéw ustrojowych pod wplywem metaloproteinaz, gdzie
wystepuje jako forma rozpuszczalna. Jego obecnos¢ moze by¢
efektem ztuszczania czastek blonowych podczas uszkodzenia
komorki lub wewnatrzkomdrkowej syntezy a nastgpnie wy-
dzielania do krwi [21].

W przeprowadzonych przez nas badaniach nie wykryto
w surowicy kobiet zdrowych rozpuszczalnej formy liganda dla
receptora CD30. Natomiast, u wszystkich kobiet z grupy ba-
danej stwierdzono sCD30L. Obecno$¢ formy rozpuszczalnej
moze by¢ efektem zluszczania czastek blonowych co wywotu-
je zaklécong interakcje CD30/CD30L na komorce nowotwo-
rowe]j prowadzaca do zahamowania procesu apoptozy.

Stezenie tego parametru byto zréznicowane w zaleznosci
od rozpoznania nowotworu.
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Najwyzsze stezenie sCD30L stwierdzono w surowicy
kobiet z rakiem surowiczym jajnika, co prawdopodobnie jest
zwigzane ze zwigkszonym uwalnianiem przez komorki nowo-
tworu ztosliwego. Ponadto, wzrost stgzenia CD30L moze po-
wodowac¢ niszczenie przez nowotwor aktywnych wobec niego
limfocytow T. W rezultacie powstaja strefy immunologicznego
uprzywilejowania sprzyjajace dalszemu rozwojowi nowotwo-
ru.

W wyniku przeprowadzonych badan stwierdzono takze
istotny wzrost stezenia sCD30L w plynie z torbieli jajnika
w poréwnaniu ze stezeniem w surowicy. Swiadczy to 0 wzmo-
zonym uwalnianiu badanego parametru w wyniku destrukcji
nablonka otrzewnowo — podobnego wyscietajacego torbiel.

W dostepnej literaturze brak jest informacji o tym jak
ksztattuje si¢ stezenie SCD30L w surowicy chorych z nowo-
tworem jajnika. Dotychczasowe badania dotyczyly innych no-
wotworow. Oceniano ekspresje liganda dla receptora CD30 na
komorkach raka podstawnokomoérkowego skory. Diaconau
i wsp., stwierdzili, ze w przypadku skory znaczacym zroédiem
zaréwno CD30L, jak i CD40L sa komorki tuczne [22].

Ponadto, autorzy dowiedli, ze zwigkszona ekspresja tych
ligandow jest zwiazana z powstawaniem guzow. Natomiast
Rossi i wsp. odkryli obecnosé glikoproteiny CD30L na komor-
kach blastycznych w ostrej biataczce nielimfoblastycznej [23].
Zdaniem tych autorow, istnienie specyficznych receptordéw dla
cytokin umiejscowionych na powierzchni blastow moze uta-
twia¢ limfocytom Th2 wydzielanie interleukiny — 4, ktora
wspomaga syntez¢ swoistych przeciwcial przez limfocyty B
[23]. Zdaniem badaczy prawdopodobnie ma to znaczenie
w obronie przeciwnowotworowe;j.

Badano takze ekspresje liganda dla receptora CD30
w chioniakach. Mori i wsp. wykazali, ze CD30L moze odgry-
wac znaczaca role w przebiegu samoregresji chtoniaka, co da-
je mozliwo$¢ analizowania interakcji receptora CD30 wraz ze
swoistym ligandem CD30L oraz okreslenie biologii tych
komorek [24] .

Oceniano takze role uktadu CD30/CD30L. Nishimura
i wsp. wykazali istotng korelacje pomigdzy CD30 i jego ligan-
dem CD30L w zakazeniach bakteryjnych wywotanych przez
Listeria monocytogenes [25]. Badacze odkryli, ze sygnat
CD30/CD30L dotyczy zwlaszcza limfocytow CD8+ odpowie-
dzialnych za dziatanie cytotoksyczne. Autorzy potwierdzili ist-
nienie odpowiedzi przeciwko bakteriom indukowanym po-
przez CD30L oraz wykazali role tego liganda w odpowiedzi
typu komorkowego.

Obecnie trwaja proby wykorzystania liganda dla recepto-
ra CD30 w terapii przeciwnowotworowej [26]. Badania prowa-
dzone dotychczas wykazaly, ze zastosowanie CD30L wptywa
na aktywacje odpowiedzi immunologicznej skierowanej prze-
ciwko komoérkom guza, co w konsekwencji prowadzi je na
droge apoptozy. Jednak zastosowanie kliniczne tej czasteczki
wymaga dalszych badan.

Ponadto, poznanie mechanizmdw regulujacych proces
apoptozy by¢ moze pozwoli na wprowadzenie nowych para-
metrow diagnostycznych, co umozliwi wczesne rozpoznanie
choroby.
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Whnioski

1. U kobiet z nowotworem jajnika dochodzi do zaburzenia
procesu apoptozy, co manifestuje si¢ wzrostem w surowicy
krwi stezenia sCD30L. Zmiany te nasilaja si¢ zwlaszcza
u kobiet z rakiem jajnika.

2. Podwyzszone stgzenie badanego parametru w plynie z tor-
bieli jajnika ma zwiazek z lokalna supresja odpowiedzi
immunologiczne;.

Praca zostala zgloszona na III Sympozjum nt.:
., Postepy w diagnostyce i terapii w pofoZnictwie i ginekologii",
9-11.10.2008 r. w Eodzi
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