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Streszczenie

Wstep: Rak jajnika jest najczesciej wystepujacym nowotworem ztosliwym narzadu ptciowego. Standardowym lecze-
niem zaawansowaneqo raka jajnika jest chirurgia potaczona z chemioterapia. Niestety cytostatyki dziataja takze na
komorki zdrowe, szczegdlnie te, ktore ulegaja dynamicznym podziatom komorkowym, w tym komorki szpiku be-
dace prekursorami elementdw morfotycznych ukfadu odpornosciowego. Niewiele wiadomo na temat wpfywu che-
mioterapii na ilos¢ i funkcje komorek dendrytycznych (DCs), ktdre sa najbardziej efektywnymi komdrkami prezentu-

Jacymi antygen.

Cel pracy: Celem badari byfa ocena subpopulacji komdrek dendrytycznych we krwi obwodowej pagjentek z rakiem

Jajnika w przebiegu chemioterapii (taksol + cisplatyna).

Materiat i metoda: DCs mieloidalne (MDCs) i limfoidalne (LDCs) oceniono metoda cytometrii przeptywowej u 37

chorych przed podaniem cytostatykow oraz po 9 i 15 tygodniach leczenia.

Wyniki: Odsetek mieloidalnych i limfoidalnych DCs wsréd mononukleardw byt istotnie nizszy u kobiet z rakiem jaj-
nika niz u kobiet zdrowych (0,09% i 0,04% vs 0,25% i 0,33%). Po 9 oraz 15 tygodniach leczenia cytostatykami ob-
serwowano zblizone wartosci odsetkowe zarédwno mieloidalnych (0,08% i 0,08%) jak tez limfoidalnych DCs (0,06%
i 0,08%). Po 9 oraz 15 tygodniach leczenia stosunek DCs mieloidalnych do limfoidalnych (1,33 i 1,33) byt istotnie

nizszy w poréwnaniu do odnotowanego przed leczeniem (1,66).

Whioski: Wykazano istotnie nizszy w poréwnaniu do grupy kontrolnej odsetek DCs mieloidalnych i limfoidalnych
u kobiet z rakiem jajnika przed, jak tez po 9 i 15 tygodniach leczenia cytostatykami. Odnotowano znamienne sta-
tystycznie réznice w proporcji MDCs i LDCs u kobiet przed chemioterapia oraz po 9 i 15 tygodniach leczenia.
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Abstract

Peripheral blood dendritic cells subpopulations in women with ovarian carcinoma during chemotherapy
Objectives: Ovarian carcinoma (OVC) is often diagnosed at an advanced stage and requires effective chemothera-
py as a first-line treatment. However, chemotherapy may be associated with significant side-effects, like nausea,
vomiting, hair loss, cognitive dysfunction, fatigue and changes in sexual functioning. Leucopenia is one of the most
common and dangerous side effects of chemotherapy. Little is known about possible effects of chemotherapy on
dendritic cells (DCs) counts and function, although it is well documented that primary and secondary cell-mediated
immune response are suppressed during this treatment.

Design: In this study we evaluated the myeloid and lymphoid DCs in the peripheral blood (PB) of 37 women with
OVC before and after first-line based on platin and taxane chemotherapy, and in 24 healthy blood donors.
Patients received 6 courses of treatment, administered at 21-day intervals.

Material and Methods: The myeloid (M) and lymphoid (L) DCs were estimated by flow cytometry before and after
9th and 15th week of treatment.

Results: The percentage of both MDCs and LDCs was significantly lower (0.09% and 0.04%) in PB of patients with
ovarian cancer comparing to healthy women (0.25% and 0.33%).

The percentage of both, myeloid and lymphoid DCs after 9th and 15th week (0.08% vs 0.08% and 0.06% vs

0.08%) of chemotherapy did not differ from that found before treatment (0.09% and 0.04%).
The Myeloid to Lymphoid DCs ratio was significantly lower in patients receiving chemotherapy.
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Wstep

Komorki dendrytyczne (DCs) pochodza z komdrek ma-
cierzystych szpiku (CD34%) skad poprzez krew dostaja si¢ do
tkanki tacznej wigkszosci narzadow, gdzie jako srodmiazszo-
we DCs pelnig role wartownikow broniacych organizm przed
obcymi antygenami. DCs naleza do leukocytéw najbardziej
wyspecjalizowanych w prezentacji antygenow. W porownaniu
z innymi komoérkami prezentujacymi Ag — makrofagami czy
limfocytami B sa one ponad 100-krotnie bardziej efektywne
w indukcji swoistej odpowiedzi immunologiczne;j [1, 2].

Prekursory DCs docieraja do guza nowotworowego i mo-
ga przejmowac antygeny komodrek nowotworowych, a potem
po osiedleniu si¢ w obwodowych weztach chtonnych prezento-
wacé je dziewiczym limfocytom T, pomocniczym CD4" i cyto-
toksycznym, indukujac odpowiedz immunologiczna [3].
Komorki dendrytyczne moga réwniez uczestniczy¢ w rozwoju
tolerancji immunologicznej [4].

U ponad 70% chorych rak jajnika rozpoznawany jest
w III-IV stopniu klinicznego zaawansowania za$ pigcioletnie
przezycia dla wszystkich stopni nie przekraczaja 30% [5].

Rozwdj nowotworu warunkowany jest przede wszystkim
wystegpowaniem zmian genetycznych w komorkach transfor-
mowanych nowotworowo ale takze zmieniona odpowiedzia
uktadu odpornosciowego na nowotwor. Pojawia sig tolerancja
immunologiczna, w ktorej komorki nowotworowe i cytotok-
syczne limfocyty (CD8") koegzystuja, a atak limfocytow prze-
ciw komoérkom nowotworowym jest zahamowany [3].

Leczenie chirurgiczne wraz z chemioterapia opartg o ta-
ksany oraz pochodne platyny stanowi powszechny sposdb
leczenia zaawansowanego raka jajnika. Niestety cytostatyki
dziataja takze na komoérki zdrowe, zwlaszcza te, ktore ulegaja
szybkim podzialom komoérkowym, w tym komorki szpiku
kostnego bedace prekursorami elementéw morfotycznych
uktadu odpornosciowego [6, 7, 8].
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Cel pracy

Celem naszych badan byfa ocena subpopulacji komodrek
dendrytycznych we krwi obwodowej pacjentek z rakiem jajni-
ka w przebiegu chemioterapii (taksol + cisplatyna).

Materiat i metody

Badaniami objeto grupe 37 kobiet leczonych operacyjnie
z powodu III° lub IV® raka jajnika. U badanych pacjentek
stwierdzono nowotwor w stopniu zréznicowania wg WHO:
G2 (n=18), G3 (n=17) oraz u 2 pacjentek w stopniu G1. Oce-
na histopatologiczna wykazata obecnos¢: raka surowiczego
w n=26, endometrioidalnego w n=8, niezrdznicowanego
w n=I1, jasnokomodrkowego w n=1 oraz Sluzowego w n=1
przypadkach. U chorych zastosowano schemat leczenia adiu-
wantowego paklitaksel w dawce 135mg/m?* we wlewie 24 go-
dzinnym i cisplatyne w dawce 75mg/m?, obejmujacy 6 kursow,
co 21 dni. DCs mieloidalne i limfoidalne oceniono we krwi
chorych przed podaniem cytostatykow oraz po 9 i 15 tygo-
dniach od rozpoczecia chemioterapii. Grupe kontrolng stano-
wily zdrowe dawczynie krwi (n=24); srednia wieku 27 lat.

DCs oceniane byly w cytometrze przeptywowym przy uzy-
ciu przeciwcial monoklonalnych anty-BDCA-1(CDIc)
FITC/anty-CD19 CyChrome oraz anty-BDCA-2 FITC/anty-
CDI123 PE. Wyniki przedstawiono jako odsetek mieloidal-
nych i limfoidalnych DCs wsrdéd komorek jednojadrzastych
(PBMC). U badanych pacjentek oceniano takze leukocytoze,
stezenie komorek jednojadrzastych w 1ml krwi przy uzyciu
komory Neubauera oraz st¢gzenie antygenu CA125 w surowi-
cy krwi. Stgzenie antygenu CA125 oznaczono przy uzyciu ze-
stawu VIDAS® CA 125 IT™ firmy bioMerieux - France (Nr kat.
30426). Zestaw przeznaczony jest do pomiaru st¢zenia Ca 125
metoda enzymoimmunofluorescencyjna (ELFA) na automa-
tycznym analizatorze immunoserologicznym VIDAS®.
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Subpopulacje komérek dendrytycznych krwi obwodowej w przebiegu chemioterapii raka jajnika.

Tabela I. Komoérki dendrytyczne mieloidalne i limfoidalne wyrazone w odsetku komoérek jednojadrzastych u chorych na raka jajnika

przed oraz w trakcie chemioterapii.

Badane pacjentki Stezenie PBMC Oceniane parametry
(n=37) (x 10°) Leukocytoza Mieloidalne DCs (%) Limfoidalne DCs (%) | Stosunek M/L DCs
przed 2,6 7000 0,09 0,04
chemioterapia (0,40-8,80) (4800-13100) (0,02-0,35) (0,04-0,48) 1,66
po *3,0 6700 0,08 0,06
9 tyg. chemioterapii (0,4-13,4) (2900-54400) (0,02-0,61) (0,02-0,48) 1,33
po 1,4 **6200 0,08 0,08
15 tyg. chemioterapii (0,6-14,6) (2100-25300) (0,02-0,71) (0,02-0,63) 1,33
Grupa kontrolna *34 **5700 *%%() 25 *%%() 33
(n=24) (1,2-12,5) (4200-9100) (0,08-0,88) (0,07-0,89) 1,06

*p<0,05 w poréwnaniu do odnotowanego przed oraz *p<0,0005 po 15 tygodniach leczenia.
**p<0,04 w poréwnaniu do odnotowanej po 9 tygodniach leczenia oraz **p<0,004 w poréwnaniu do odnotowane] przed leczeniem
**%p< 0, 000001 w poréwnaniu do odnotowanego przed oraz po 915 tygodniach leczenia

Wyniki

Odsetek mieloidalnych i limfoidalnych DCs wsréd komo-
rek jednojadrzastych u kobiet z rakiem jajnika przed lecze-
niem jak tez po 9 1 15 tygodniach leczenia cytostatykami byt
istotnie nizszy niz u kobiet zdrowych. (Tabela I).

Po 91 15 tygodniach leczenia cytostatykami odnotowano
zblizone wartosci odsetkowe zaréwno mieloidalnych, jak tez
limfoidalnych DCs. (Tabela I).

Po 9 oraz 15 tygodniach chemioterapii stosunek DCs mie-
loidalnych do limfoidalnych byt istotnie statystycznie nizszy
w poréwnaniu do odnotowanego przed leczeniem (p=0,04
ip=0,02).

Stezenie PBMC w Iml krwi obwodowej kobiet zdrowych
oraz pacjentek po 9 tygodniach chemioterapii bylo istotnie
wyzsze od odnotowanego przed oraz po 15 tygodniach lecze-
nia. (Tabela I).

W zadnej z badanych grup nie wykazano korelacji pomig-
dzy stezeniem PBMC a odsetkiem mieloidalnych i limfoidal-
nych DCs.

Leukocytoza w grupie kontrolnej byta istotnie nizsza od
odnotowanej przed leczeniem (p=0,003) i nie roznita si¢ od
odnotowanej po 91 15 tygodniach leczenia ( p=0,44 1 p=0,58).

Leukocytoza odnotowana po 15 tygodniach chemioterapii
byta istotnie nizsza niz po 9 tygodniach leczenia (p=0,03).

Nie wykazano roznicy istotne] statystycznie w stgzeniu
leukocytow przed leczeniem oraz po 9 i 15 tygodniach lecze-
nia. U pacjentek przed leczeniem wykazano ujemng korelacje
pomigdzy leukocytoza i odsetkiem mieloidalnych oraz limfo-
idalnych DCs (p=0,005, R=-0,44 i p=0,03, R=-0,34).

Nie wykazano korelacji pomiedzy leukocytoza i DCs po 9
i 15 tygodniach leczenia.

Stezenie antygenu CA125 po 9 oraz po 15 tygodniach le-
czenia cytostatykami (11,94U/ml i 10,97U/ml ) byto istotnie
nizsze (p=0,000001 i p=0,00005) w porownaniu do odnotowa-
nego przed leczeniem (74,46U/ml).

Nie wykazano korelacji pomiedzy stezeniem antygenu
CA125 i odsetkiem mieloidalnych i limfoidalnych DCs przed
oraz po 91 15 tygodniach leczenia.
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Dyskusja

Rak jajnika rozpoznawany jest zazwyczaj w zaawansowa-
nym stadium i dlatego tez wyniki ich leczenia sa zte a umieral-
nos¢ z tego powodu bardzo duza. Dtugi okres rozwoju guza
bez objawdw klinicznych choroby zwigzany jest miedzy inny-
mi z faktem nierozpoznawania nowotworu przez uktad od-
pornosciowy [5]. Jest niezrozumiatym, ze tak duze guzy, tak
bardzo rézniace si¢ makroskopowo od tkanki zdrowej nie sg
rozpoznawane jako obce i eliminowane przez uktad immuno-
logiczny. Spekulowa¢ mozemy, ze taka sytuacja jest mozliwa
w przypadkach bardzo duzego podobienstwa antygenowego
tkanki chorej do prawidtowej lub tez przy niewydolnosci ukta-
du immunologicznego, szczegdlnie w zakresie rozpoznawania
obcych antygenow.

W prezentowanej pracy oceniano, we krwi obwodowej pa-
cjentek z rakiem jajnika leczonych chemioterapia, subpopula-
cje komorek dendrytycznych, ktore sq najbardziej efektywny-
mi komorkami prezentujacymi antygen. U badanych pacjen-
tek wykazalismy obecnos¢ mieloidalnych i limfoidalnych DCs
wsrod PBMC, jednakze ich odsetek przed leczeniem, jak tez
po 91 15 tygodniach leczenia cytostatykami, byt istotnie niz-
szy niz u kobiet zdrowych. Podobne wyniki uzyskali Almand
1 wsp. [9] u pacjentdéw z rakiem piersi, glowy i szyi oraz ptuc.
Roéwniez Savary 1 wsp. [10] wykazali nizszy, w porownaniu do
odnotowanego u kobiet zdrowych, odsetek DCs u kobiet z ra-
kiem piersi leczonych chemioterapia (0,75% 1 0,36%).

Odnotowano zblizone wartos$ci odsetkowe zaréwno mielo-
idalnych, jak tez limfoidalnych DCs u kobiet przed chemiote-
rapig oraz po 91 15 tygodniach leczenia cytostatykami.

Obserwacje nasze sq nieco odmienne od wykazanych
przez Markowicza i wsp. [11] ktorzy oceniali catkowita liczbe
DCs u 13 pacjentow z chloniakiem i 23 pacjentow z guzami
litymi. Wspomniani autorzy oceniali DCs przed chemiotera-
pia oraz po pierwszym, drugim i trzecim tygodniu leczenia
a takze po 3 tygodniach od ostatniego kursu. Wykazali oni, iz
catkowita liczba DCs obnizyta si¢ istotnie po pierwszym
tygodniu leczenia (p<0,002), wzrosta w drugim tygodniu
leczenia 1 osiagngta wartoS¢ wyjsciowa po trzecim tygodniu
chemioterapii (p<0,05). Markowicz i wsp. [11] nie zaobserwo-
wali natomiast roéznicy w liczbie DCs ocenianej po trzech
tygodniach od ostatniego kursu.

Gmciklologla NP 10/2007

Olska




Ginekol Pol. 2007, 78, 768-771

PRACE ORYGINALNE

ginekologia

Wertel |, et al.

Obserwowane roznice moga wynika¢ z réznej metodyki
badan wykorzystanej do oceny DCs, jak tez oceny DCs w roz-
nych histologicznie guzach: chioniak, guzy lite i rak jajnika.
W pracy Markowicza i wsp.[11] DCs oceniane byly jako ko-
morki wykazujace ekspresje antygenu HLA-DR, nie wykazu-
jace ekspresji antygenow charakterystycznych dla leukocytow
lin-. W naszej pracy, podobnie jak we wczesniejszym badaniu
[12], wykorzystalismy przeciwciala: anty-BDCA-1 do oceny
mieloidalnych DCs oraz BDCA-2 do oceny limfoidalnych
DCs.

Ciekawa obserwacja wydaja si¢ odnotowane w naszych
badaniach znamienne statystycznie rdéznice w proporcji mielo-
idalnych i limfoidalnych DCs u kobiet przed chemioterapia
oraz po 91 15 tygodniach leczenia. Na uwage zastuguje odno-
towanie u leczonych pacjentek nizszego niz przed chemiotera-
pia stosunku DCs mieloidalnych do limfoidalnych wyrazo-
nych jako odsetek mononuklearow.

Nie znamy mechanizmow powodujacych przesunigcie pro-
porcji w kierunku zwigkszonej koncentracji DCs limfoidal-
nych w przebiegu chemioterapii. Jednakze w $wietle prezento-
wanego przez Zou i wsp. [13] pogladu, ze limfoidalne DCs
moga indukowac stan tolerancji immunologicznej w stosunku
do antygenow nowotworowych wyniki nasze wydaja si¢
interesujace. Niewykluczone, ze limfoidalne DCs w trakcie
chemioterapii moga hamowac antygenowo-specyficzng
odpowiedz immunologiczng i indukowa¢ stan immuno-
supresji. Jakkolwiek potrzebne sa dalsze badania w celu
zweryfikowania tej hipotezy.

Whnioski

1. Wykazano istotnie nizszy w porownaniu do grupy kontrol-
nej odsetek DCs mieloidalnych i limfoidalnych u kobiet
z rakiem jajnika przed, jak tez po 91 15 tygodniach chemio-
terapii.

2. U pacjentek z rakiem jajnika nie zaobserwowano wplywu
pierwszorzutowej chemioterapii (taksol+cisplatyna) na od-
setek mieloidalnych i limfoidalnych DCs.

3. Odnotowano znamienne statystycznie rdznice w proporcji
MDCs i LDCs u kobiet przed chemioterapia oraz po 91 15
tygodniach leczenia cytostatykami.

Praca zgloszona na Konferencje Naukowo-Szkoleniowq nt.
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