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Ocena wplywu standardowej chemioterapii na wielkoS¢ populacji limfocytow
T 0 oraz subpopulacji aktywowanych limfocytéw T y0 CD25* i T y0 CD69*
w krwi obwodowej chorych na nieziarnicze chloniaki zlosliwe (NHL)

i szpiczaka mnogiego (MM)

Ewa Sowinska, Lidia Usnarska-Zubkiewicz, Kazimierz Kuliczkowski

Wstep. Limfocyty T 5 szczegolnie T y5 CD25% i T y6 CD69%, wykazujg aktywnosc cytolityczng przeciwko komdrkom
transformowanym nowotworowo.

Cel pracy. Porownanie wielkosci populacji limfocytow T yd oraz subpopulacji aktywowanych limfocytow T y6 CD25%
i T y0 CD69* w krwi obwodowej przed i po leczeniu cytostatycznym (w momencie pierwszej kompleksowej oceny skutecznosci
chemioterapii) w calej grupie chorych na NHL i MM oraz w zaleznosci od odpowiedzi leczniczej.

Material i metody. 53 pacjentow leczonych od 1 marca 2003 r. do 31 sierpnia 2005 r. w Klinice Hematologii,
Nowotworow Krwi i Transplantacji Szpiku Akademii Medycznej we Wroclawiu z rozpoznaniem: 24 osoby NHL (grupa
1) i 29 osoby MM (grupa 11). Limfocyty T y0 krwi obwodowej zostaly oznaczone z uzyciem dwukolorowej cytofluorymetrii
przeplywowej z panelem przeciwciat monoklonalnych: anty CD45-FITC, CD14-RPE, TCR-y/6-1-FITC, CD25-RPE,
CDG69-RPE oraz IgG1 kappa-FITC i IgGI-RPE (kontrole negatywne).

Wyniki. Zmniejszenie odsetka limfocytow T y0 oraz aktywowanych T y6 CD25% i T 6 CD69% w krwi obwodowej po
3 cyklach chemioterapii w MM oraz odsetka limfocytow T 0 i aktywowanych T y5 CD69% po 4 cyklach cytostatycznych
w NHL, w poréwnaniu do wartosci wyjsciowej, moze warunkowac trwalgq dobrg odpowied? leczniczq. Natomiast zwigkszenie
odsetka aktywowanych limfocytow T y6 CD69" w krwi obwodowej po 3 cyklach leczenia cytostatycznego w MM i po
4 cyklach chemioterapii w NHL, w porownaniu do odsetka przed leczeniem, bedgce prawdopodobnie wynikiem szybkiej
odpowiedzi organizmu na intensywny rozwdj nowotworu, moze wskazywac na pierwotng opornos¢ na chemioterapie lub
prognozowac wczesny nawrot choroby.

Whniosek. Oznaczanie odsetka limfocytow T ydw krwi obwodowej przed oraz po 4 cyklach cytostatycznych w NHL
i po 3 cyklach chemioterapii w MM moze byc¢ przydatne w praktyce klinicznej do monitorowania przebiegu leczenia
cytostatycznego.

Estimation of standard chemotherapy influence on Y3 T lymphocyte population and activated vd T CD25+
and y0 T CD69* lymphocyte subpopulations quantity in peripheral blood of lymphoma malignum (NHL)
and multiple myeloma (MM) patients

Introduction. ¥ T lymphocytes, especially Y6 T CD25% and y6 T CD69* subpopulations, appear to posses an intrinsic
cytolytic activity against tumor cells.

Aim of study. ¥ T lymphocyte population and activated yd T CD25% and y5 T CD69% lymphocyte subpopulations
quantity comparison in peripheral blood before and after cytostatic treatment (at the moment of first chemotherapy
efficiency estimation) in all NHL and MM patients and in each examined group according to treatment response.
Material and methods. 53 patients, treated between 1.03.2003 — 31.08.2005 in The Department of Hematology,
Blood Neoplasms and Bone Marrow Transplantation of the Wroctaw Medical University: 24 of NHL (I group) and 29 of
MM (group II). 0 T lymphocytes were estimated by double—colour flow cytofluorymetry, using monoclonal antibodies:
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anti CD45-FITC, CDI14-RPE, TCR-y/6-1-FITC, CD25-RPE, CD69-RPE and IgG1-kappa-FITC, IgG1-RPE as negative
controls.

Results. Decreased y0 T and activated Y0 T CD25% and y6 T CD69% cell ratio in peripheral blood of MM pts after
3 cytostatic cycles and decreased y5 T and activated y5 T CD69% lymphocyteratios in peripheral blood of NHL pts after
4 chemotherapy cycles, as compared to their ratios at the time of diagnosis, may indicate persistent good treatment response.
Increased peripheral Y0 T CD69" lymphocyte ratio after cytostatic therapy, probably connected with high cellular antitumor
mechanisms activation in response to intensive tumor development, can indicate a primary resistance to chemotherapy or
predict an early tumor relapse.

Conclusion. Measurements Y5 T lymphocyte ratios in peripheral blood after 3 and 4 cytostatic cycles in MM and NHL
respectively, may be used for chemotherapy treatment duration monitoring.

Stowa kluczowe: limfocyty T v, krew obwodowa, standardowa chemioterapia, nieziarniczy chloniak ztosliwy,
szpiczak mnogi
Key words: v T lymphocytes, peripheral blood, standard chemotherapy, lymphoma malignum, multiple myeloma

Wstep

Poczatek badan populacji limfocytow T 6 przypadt na
pierwszg polowe lat 80. XX wieku. Analizy molekular-
ne doprowadzily do wykrycia genu kodujacego faficuch
v receptora TCR (T cell receptor) [1, 2]. W badaniach
z uzyciem przeciwcial przeciwko peptydom, syntetyzo-
wanym wedlug sekwencji genu vy, ujawniono istnienie
transmembranowego receptora TCR 0, niezbednego do
wewnatrzkomdrkowego przekazywania sygnatu i prawid-
fowego rozpoznawania obcych antygenow [3-5]. W koncu
okre$lono komorki, charakteryzujace si¢ ekspresja recep-
tora TCR 0 — populacje limfocytow T 5 [6, 7].

Zdaniem Groh i wsp. wielko$¢ populacji limfocy-
tow T yd w krwi obwodowej cztowieka waha si¢ od 0,5
do 16%; wedtug Borsta i wsp. oraz Lafonta i wsp. nie
przekracza 5% [8-10]. Limfocyty T yd o fenotypie TCR
VyX/V31 sa zdolne do cytolizy autologicznych komorek
nowotworowych, wywodzacych si¢ z tkanek migkkich
(rak ptuca, skory, nerki, sutka, jajnika, watroby, trzust-
ki) i z komorek uktadu krwiotworczego (ostra biataczka
limfoblastyczna, nieziarnicze chtoniaki zloSliwe, szpi-
czak mnogi), a limfocyty T v o fenotypie TCR Vy9/V52
uczestniczag w reakcjach obronnych przed infekcjami
wirusowymi, bakteryjnymi i pasozytniczymi [11-14].
Najnowsze badania pokazujg jednak, ze nie tylko limfo-
cyty T vd VyX/V81, ale takze T v VY9/V32 uczestnicza
w mechanizmach przeciwnowotworowych i eliminuja
z organizmu komorki niektorych linii chioniakowych
[15].

Obecnie pojawia si¢ coraz wigcej doniesien o aktyw-
nosci przeciwnowotworowej subpopulacji aktywowanych
limfocytow T 8, wykazujacych ekspresje powierzch-
niowych antygendéw aktywacji: antygenu CD25* (pdzny
aktywator) — T v CD257 i antygenu CD69* (wczesny
aktywator) — T yd CD69*. W badaniach in vitro Kjeldsen
— Kragh.i wsp. wykazali wzrost ekspresji antygenow akty-
wacji CD25 i CD69 na limfocytach T v pod wplywem
IL-2, podczas gdy Kunzmann i wsp. zaobserwowali brak
wplywu egzogennych cytokin na ekspresje tych antyge-
néw w ww. populacji limfocytéw [16, 17]. Wazny jest fakt,
ze limfocyty T y6 CD69* u ludzi starszych cechujg si¢
wzmozong produkcja czynnika martwicy nowotwordw

alfa (TNF - o) i wydaja si¢ by¢ tzw. komorkami first aid
cells (komorki pierwszej pomocy), zapewniajacymi ochro-
ne przed czestymi infekcjami, chorobami z autoagresji
czy transformacja nowotworowa [18, 19].

W dostgpnym piSmiennictwie jest wiele danych
o mechanizmach przeciwnowotworowej aktywnosci cyto-
litycznej limfocytow T 0. Natomiast brak jest informacji,
jak zmienia si¢ wielko§¢ populacji tych komoérek w krwi
obwodowej i szpiku chorych na nowotwory w zaleznoSci
od skutecznoSci zastosowanej chemioterapii. Ostatnie
badania wiasne wykazaly wyzszy odsetek limfocytow T yo
oraz aktywowanych T v CD25* i T 6 CD69+ w szpiku,
w poréwnaniu z odsetkiem tych komorek w krwi obwodo-
wej u chorych na NHL i MM nowo zdiagnozowanych. Co
wiecej ujawnily fakt, ze wigkszy odsetek aktywowanych
limfocytéw T yd CD25* w szpiku w momencie rozpo-
znania moze by¢ nowym markerem dobrego rokowania
w NHL [20].

Celem niniejszej pracy byto poréwnanie wielkoSci
populacji limfocytow T ¥ oraz subpopulacji aktywowa-
nych limfocytéw T ¥ CD25% i T v CD69* w krwi obwo-
dowej przed i po leczeniu cytostatycznym (w momencie
pierwszej kompleksowej oceny skutecznoSci chemiotera-
pii) w catej grupie chorych na NHL i MM oraz w kazdej
z badanych grup chorych, w zaleznoS$ci od odpowiedzi
lecznicze;j.

Material i metody

Materiat

Do badania zostalo wiaczonych 53 pacjentéw leczonych od
1 marca 2003 r. do 31 sierpnia 2005 r. w Klinice Hematologii,
Nowotwordw Krwi i Transplantacji Szpiku Akademii Medycz-
nej we Wroctawiu z rozpoznaniem nieziarniczego chloniaka
ztodliwego (NHL - grupa 1) i szpiczaka mnogiego (MM - gru-
pa II). Kwalifikacj¢ do badania zakoniczono 30 czerwca 2005 r.,
a obserwacje czasu przezycia chorych na obecnym etapie bada-
nia 31 sierpnia 2005 r. Charakterystyke badanych grup chorych
pokazuja Tabele Ii I1.

Material do badan — krew obwodowa w ilosci 10 ml pobie-
rano z zyly ramieniowej do proboéwki na heparyng jako antykoa-
gulant. Izolacj¢ limfocytow krwi obwodowej przeprowadzano na
gradiencie Fikol — Uropolina. Po 20 minutowym odwirowaniu
krwi przy 3000 obrotéw/minute, pipetka pasteurowska zbierano
limfocyty z granicy faz do oddzielnej probowki. Nastgpnie pod-
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Tab. I. Charakterystyka grupy I

Charakterystyka chorych na nieziarnicze chtoniaki zto§liwe (NHL)

Liczba badanych
Ple¢c K/M

Wiek (lata): zakres

24
11/13

20-85
(x = 60 lat, Me = 65 lata)

Linia rozrostu nowotworowego: B/ T 20/4

Typ histopatologiczny:
chtoniak grudkowy
chioniak rozlany z duzych komérek B
chioniak prekursorowy z komérek B
chtoniak limfoplazmocytowy
chioniak Burkitt-like
chtoniak B — komorkowy z matych limfocytow
wezlowy chioniak strefy brzeznej
obwodowy chtoniak T — komorkowy niesprecyzowany

nie wykonano badania histopatologicznego (rozpoznanie na podstawie mielogramu i immunofenotypowania)

Stadium kliniczne wediug Ann — Arbor: I/11/111/IV
Objawy systemowe: A /B
H-/H+
S-/S+
B-/B +
E-/E + (skora
Sciana jelita
tarczyca + krtan
pluco + §linianka przyuszna lewa + gatka oczna lewa
oplucna
nerki
kosci)

Liczba otrzymanych cykli cytostatycznych
Schematy cytostatyczne:

W W = =N =W

2/2/2/18
9/15
17/7
14/10
8/16
13/11 (4

e )

)
2-7 (x = 4 cykle)

CHOP (liczba osob) 10
COP 3
CVP 3
CODOX-M/IVAC 2
rozne cykle chemioterapii 6
Odpowiedz lecznicza: Ryyy / Prgyr 11%/13"

* 7 0s6b z pierwotna opornoscig na chemioterapig (non- responders), w tym 6 — zgon powodu z choroby podstawowej, 2 z progresja choroby po RP

i 4 z wznowa po Srednio 5 miesigcach od orzeczenia RC

&5 chorych z remisja catkowitg (RC), 3 — z remisja czgSciowg (RP), 3 — z stabilizacja choroby

Legenda:

A —nieobecne objawy systemowe, B — obecne objawy systemowe, H + — powigkszona watroba, H — — watroba prawidiowej wielkoSci,
S + - powigkszona §ledziona, S — — §ledziona prawidtowej wielkosci, B + — naciek szpiku, B — — bez nacieku szpiku, E 4+ — nacieki pozalimfatyczne,

E — - bez naciekéw pozalimfatycznych
K - kobieta, M — m¢zczyzna
x — §rednia, Me — mediana

COP - Cyklofosfamid + Winkrystyna + Prednizon, CHOP — Cyklofosfamid + Doksorubicyna + Winkrystyna + Prednizon, CODOX-M
— Cyklofosfamid + Winkrystyna + Doksorubicyna + Cytarabina + Metotreksat, IVAC — Ifosfamid + Etopozyd + Cytarabina + Metotreksat , CVP

— Cyklofosfamid + Wimblastyna + Prednizon

Ry — chorzy z dobra odpowiedzig lecznicza, Py, — pacjenci z progresja choroby

dawano je dwukrotnemu pltukaniu w soli buforowanej fosfora-
nami, bez wapnia i magnezu (PBS) (Instytut Immunologii PAN,
Wroctaw, Polska), wirujac przez 3 minuty z predkoscia 2500
obrotéw/minut¢ w wirdwce High Speed Brushless Centrifuge
MPW-350 R. Usuwano nadsacz, po czym wykonywano lizg
pozostalych w osadzie erytrocytow przy uzyciu oryginalnego
odczynnika Uti-Lyse-Erytrocyte Lysing Reagment (DAKO,
USA, Capinteria), zgodnie z zaleceniami producenta i trzecie
plukanie w PBS. Po usunigciu nadsaczu wyizolowane limfocy-
ty zawieszano w 0,5 ml PBS z 1% biatkiem i 0,1% azydkiem
sodu.

Metoda

Analiza iloSciowa i jakoSciowa limfocytow krwi obwodowej
zostata przeprowadzona z uzyciem dwukolorowej cytofluory-
metrii przeplywowej z panelem przeciwcial monoklonalnych,
sprzezonych z odpowiednim barwnikiem: zielonym izotiocyja-
nianem fluoresceiny (FITC) lub pomaranczowq fikoerytryng
(RPE) (Tab. IITIi IV).

Objetos¢ zawiesiny, odpowiadajacej ilosci 10° komorek,
pobierano do kazdej z czterech przygotowanych jednorazo-
wych probowek, do ktérych dodawano odpowiednie przeciw-
ciala monoklonalne w ilosci podanej w Tabeli III. Nastepnie



Tab. II. Charakterystyka grupy II

Charakterystyka chorych na szpiczaka mnogiego (MM)

Liczba badanych (MM / CHLL)
Pte¢: K/ M

Wiek (lata): zakres

Rodzaj biatka monoklonalnego: IgG / IgA / IgM
Fancuch lekki: kappa / lambda

Stadium kliniczne wedlug Durie — Salmona: I /11 / IIT
Wydolnos¢ nerek: A/B

Stadium kostne wedlug Case’ego:
0/1/2/3
nie badano

Liczba otrzymanych cykli cytostatycznych
Schematy cytostatyczne:

VA(E)D (liczba osob)

MP

CVMBP

CpP

Odpowiedz lecznicza: Ry / Py

29(27/2)
19/10

42-77
(x = 60 lat, Me = 62 lata)

21/5/1
21/8
7/4/18
24/5
6/4/2/16
1
2-7 (x = 3 cykle)

1

= N 00 0o

20% /9%

9 0s0b z pierwotng opornoScia na chemioterapi¢ (non-responders), w tym 5 — zgon z powodu choroby podstawowej
& 7 chorych z remisja catkowitg (RC), 5 - z remisjg cze$ciowa (RP), 8 — z stabilizacja choroby

Legenda:

A —nerki wydolne, B — niewydolno$¢ nerek (st¢zenie kreatyniny w surowicy > 2 mg/dl)

K - kobieta, M — mgzczyzna
x — §rednia, Me — mediana

VA(E)D — Winkrystyna + Adriamycyna (Epirubicyna) + Deksametazon, MP — Melfalan + Prednizon,
CVMBP - Cyklofosfamid + Winkrystyna + Melfalan + BCNU (karmustyna) + Prednizon,

CP - Cyklofosfamid + Prednizon

Ry — chorzy z dobrg odpowiedzig leczniczg , Py, — pacjenci z progresja choroby

przeprowadzono inkubacj¢ w ciemnym miejscu w temperaturze
pokojowej przez 20 minut. W tym czasie zawiesing parokrotnie
wstrzasano. Po inkubacji komorki ptukano w PBS, wirujac przez
3 minuty z predkoscig 2500 obrotdéw/minute. Usuwano nadsacz,
dodawano 0,5 ml PBS z 1% biatkiem i 0,1% azydkiem sodu
i przeprowadzano analiz¢ cytofluorymetryczna.

Material analizowano w cytofluorymetrze przeptywowym
PAS (Partec, Niemcy), wyposazonym w laser argonowy. Do
analizy wykorzystano program Flow Max 2.4b. Wezytywano 50
000 komorek z kazdej z czterech przygotowanych probowek,
pochodzacych od jednego pacjenta. Nastepnie przeprowadza-
no kompensacj¢ fluorescencji oraz zaktadano bramke limfo-
cytarng, w ktorej analizowano komorki. Bramke t¢ definiowa-

Tab. I11. Charakterystyka przeciwcial monoklonalnych

. Firma Tlos¢ Ab
Ab anty Fluorochrom Klon Wystgpowanie antygenu produkujaca (WL/1 test)

TCR-y/8-1 FITC 11F2 Pan — Limfocytarny T y8 Becton-Dickinson 20
(Receptor TCR v9) (San Diego, USA)
CD25 RPE ACT-1 Aktywowane limfocyty T'i B DAKO 10
(Receptor IL-2) (Glostrup, Dania)
CD69 RPE FN50 Aktywowane limfocyty T, B, aktywowane makrofagi, DAKO 10
(AIM) komorki NK, eozynofile, neutrofile, plytki krwi (Glostrup, Dania)
CD45 FITC T29/33 Pan - leukocytarny Becton-Dickinson 10
(LCA - antygen) (San Diego, USA)
CD14 RPE TUK4 Monocyty, komorki Langerhansa, makrofagi DAKO 10

(Glostrup, Dania)
IgG 1 kappa FITC MOPC-21 IgG Becton-Dickinson 20
negative control (San Diego, USA)
IgG 1 RPE DAK-GO1  IgG DAKO 10

negative control

(Glostrup, Dania)
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Tab. IV. Panel przeciwcial monoklonalnych zastosowanych w badaniu

Probowka Ab- FITC Ab-RPE
1 CD45 CD14
2 (kontrola) IgG 1 kappa IgG 1
3 TCR-y/3-1 CD25
4 TCR-y/3-1 CD69

Legenda: Ab-FITC — przeciwcialo monoklonalne sprz¢zone
z izotiocyjanianem fluoresceiny
Ab-RPE - przeciwcialo monoklonalne sprz¢zone z fikoerytryng

toSci liczby limfocytéw T 0, podawane w procentach (wartoSci
odsetkowe — %), uznano za miare wielkosci populacji i subpo-
pulacji tych limfocytow w krwi obwodowe;.

Odsetek og6tu limfocytow T yd stanowil sume odsetkow
komoérek TCR y3+CDX* oraz TCR y8+CDX- i byt obliczany ze
wzoru: % TCR y8+ CDX* +% TCR™* v6 CDX" = % TCR* 0
gdzie:

% TCR* v — odsetek ogoétu limfocytow T ¥d (cata popu-
lacja limfocytow T v3)

% TCRyd* CDX* — odsetek limfocytéw T yd wykazujacych
ekspresj¢ antygenu CDX (komorki T yd
CDX* — subpopulacje aktywowanych lim-
focytow T ydCD25% i T ydCD69)

% TCR y6* CDX" — odsetek limfocytow T ¥4 nie wykazujacych
ekspresji antygenu CDX (komorki T yd

. - CDX)
no na podstawie panelu przeciwcial CD45-FITC, CD14-RPE. Do
Wszystkie limfocyty krwi obwodowej definiowano jako komorki CDX ~ odpowiednio antygen CD25, CD69
CD45*CD14-. Limfocyty T ¥ okreslono jako komorki TCRyd*
(T v9), aktywowane limfocyty T y6 CD25* jako TCRy3+*CD25*
oraz T yd CD69* jako TCRY3*CD69* (Ryc. 1). Uzyskane war-
Subpopulacje
A limfocytow T gamma-delta
TCRgd-CDX+ TCRgd+CD25+
TCRgd+CD69+
=
=9
=7
>'< Populacja limfocytow
a T gamma-delta
© >
TCRgd-CDX- \ : TCRgd+CDX-
S ————
TCRgd -FITC

IgG1-RPE

v

8

IgGlkappa -FITC

Limfocyty krwi obwodowej

CD14-RPE

/ﬁ\/
W cp4s+Cp14-

CD45 -FITC

Ryc.1. Oznaczanie calej populacji i subpopulacji limfocytow T 0 technika dwukolorowej cytofluorymetrii przeptywowej

TCRgd-FITC - przeciwcialo monoklonalne anty-TCRY9, sprz¢zone z izotiocyjanianem fluoresceiny (I fluorescencja),
CDX-RPE - przeciwcialo monoklonalne anty-CD, sprz¢zone z fikoerytryna (II fluorescencja), CDX — odpowiednio: CD25,
CD69 IgG1 kappa-FITC, IgG1-RPE (kontrole negatywne)



Oznaczenia wielkoS$ci populacji limfocytow T yd oraz
subpopulacji aktywowanych limfocytow T yd CD25* i T v
CD69* w krwi obwodowej dokonano:

— w NHL (grupa I) w momencie rozpoznania i po 4 cyklach
chemioterapii (Srednio po 3 miesigcach od rozpoznania)
oraz

— w MM (grupa II) na poczatku choroby i po 3 cyklach leczenia
(Srednio po 4,5 miesigcach od rozpoznania).

W obu grupach chorych nie przeprowadzono analizy
wzgledem rodzaju chemioterapii, gdyz stosowano rdzne sche-
maty cytostatyczne.

Analiza statystyczna

Analizg statystyczng przeprowadzono w oparciu o program sta-
tystyczny Statistica pl 5.1 Rozktad zmiennych badano testem
Kotmogorowa-Smirnowa dla prob o matej liczebnosci (N<30).
Zaktadano, ze $rednie wartoSci odsetkowe (Srednie odsetki lim-
focytow T ¥d) nie sg jednakowe wtedy, gdy rdznica migdzy nimi
jest wigksza niz 0,05, np.

— S$redni odsetek limfocytow T yd z I oznaczenia = 0,04, az I1
oznaczenia = 0,09 (réznica <0,05) to znaczy, ze odsetek
limfocytow T 0 nie zmienil si¢ (constans),

— $redni odsetek limfocytow T 0 z I oznaczenia = 0,3, a z II
oznaczenia = 0,09 (réznica >0,05) to znaczy, ze odsetek
limfocytow T yd zmniejszyt sig,

— $redni odsetek limfocytow T v8 z I oznaczenia = 0,09,
a z IT oznaczenia = 0,3 (r6znica >0,05) to znaczy, ze odsetek
limfocytow T ¥ zwigkszy! sig.

Dla zmiennych o rozkiadzie normalnym do poréwnania
$rednich arytmetycznych z dwoch prob niezaleznych wykorzy-
stano test t-Studenta. Dla zmiennych o rozktadzie innym niz
normalny do poréwnania Srednich arytmetycznych z dwoch prob
zastosowano testy nieparametryczne: test U Manna-Whitney’a
dla zmiennych niezaleznych i test Wilcoxona dla zmiennych
zaleznych. Za istotne statystycznie uznano wyniki na poziomie
ufnodci p < 0,05.

Wyniki

U 24 chorych na NHL, pomimo braku istotnoSci staty-
stycznej, zaobserwowano trend, ze odsetek limfocytow
T vd w krwi obwodowej po 4 cyklach cytostatycznych
byt wiekszy niz przed leczeniem, odsetek aktywowanych
limfocytow T 6 CD257 przed i po leczeniu nie zmienit
si¢, a odsetek aktywowanych limfocytow T y6 CD69* byt
wigkszy niz w momencie rozpoznania (Tab. V). W pod-

grupie Ry, odsetki limfocytow T y§ oraz aktywowanych
T vd CD69* w krwi obwodowej po 4 cyklach chemiotera-
pii byly mniejsze niz przed leczeniem (p>0,05). Odsetek
aktywowanych limfocytéw T yd CD257 nie zmienit si¢
w stosunku do wartoSci przed leczeniem. Przeciwnie,
w podgrupie Py, odsetek limfocytow T y6 w krwi ob-
wodowej po 4 cyklach byt wigkszy niz przed leczeniem
(p>0,05), odsetek aktywowanych limfocytow T v
CD25" nie zmienit si¢, podczas gdy odsetek aktywowa-
nych limfocytow T 6 CD69+ byt istotnie statystycznie
(p=0,03) wigkszy, w poréwnaniu do wartoSci wyjSciowej
(Tab. VI).

U 29 chorych na MM odsetek limfocytow T yd
w krwi obwodowej po 3 cyklach cytostatycznych byt istot-
nie statystycznie mniejszy (p = 0,006) niz przed lecze-
niem. Odsetki aktywowanych limfocytow T yd CD25*
i T8 CD69* po leczeniu byly mniejsze, w poréwnaniu
z warto$ciami w momencie rozpoznania, ale réznice nie
byly istotne statystycznie (p>0,05) (Tab. VII). W podgru-
pie Ry, odsetek limfocytow T y6 w krwi obwodowej po
3 cyklach chemioterapii byt istotnie statystycznie mniej-
szy (p = 0,005) niz przed leczeniem. Podobnie odsetki
aktywowanych limfocytow T y6 CD25% 1 T 6 CD69 byly
mniejsze po leczeniu niz na poczatku choroby, ale roznice
nie byly istotne statystycznie (p>0,05). W podgrupie Py,
odsetki limfocytow T yd oraz aktywowanych limfocytow
T vd CD25* w krwi obwodowej przed i po 3 cyklach cyto-
statycznych byly takie same, natomiast odsetek limfocy-
tow T yd CD69+ zwigkszyt si¢ w pordwnaniu do wartosci
wyjSciowej, cho¢ rdznica nie byta istotna statystycznie
(p>0,05) (Tab. VIII).

Omowienie

Istotnym zagadnieniem na drodze do pelnego wyjasnie-
nia znaczenia limfocytow T ¥ w chorobach nowotwo-
rowych jest ocena wplywu réznych sposobow leczenia
nowotworéw na wielko$¢ populacji limfocytow T 0
w krwi obwodowej. W dostepnym piSmiennictwie sa do-
niesienia, w ktorych opisywano zaréwno zmniejszenie,
jak tez zwigkszenie odsetka tych komoérek w krwi obwo-

Tab. V. Poréwnanie wielkosci populacji limfocytow T ¥d oraz subpopulacji aktywowanych limfocytow T yd CD25* i T 6 CD69* w krwi obwodowej
chorych na NHL przed i po leczeniu cytostatycznym

Limfocyty T vd w krwi obwodowej chorych na nieziarnicze chtoniaki zto§liwe przed i po leczeniu cytostatycznym

przed leczeniem*

po leczeniu*

Badany parametr N . .
X SD Min Max Me X SD Min Max Me p
% T 5 24 2,37 1,80 0,40 8,00 2,05 3,00 2,28 0,60 7,60 2,10 NS
% T ydCD25+ 24 0,09 0,09 0,00 0,38 0,06 0,14 0,14 0,01 0,50 0,09 NS
% T ydCD69* 24 0,60 1,06 0,05 5,15 0,26 0,74 0,78 0,14 3,34 0,36 NS

# — w momencie rozpoznania, * — po $rednio 4 cyklach chemioterapii (w momencie pierwszej kompleksowej oceny skutecznosci chemioterapii)

Legenda:
% T 6 — odsetek limfocytow T y3 w krwi obwodowe;j

% T vd6 CD25* — odsetek aktywowanych limfocytow T yd CD25+ w krwi obwodowej
% T 6 CD69* — odsetek aktywowanych limfocytow T yd CD69+ w krwi obwodowej
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Tab. VI. Wielkos¢ populacji limfocytow T Y0 i aktywowanych limfocytow T y5 CD25* i CD69* w krwi obwodowej chorych na NHL
przed i po leczeniu cytostatycznym oraz calkowity czas przezycia w zaleznosci od odpowiedzi leczniczej

Chorzy na nieziarniczego chioniaka ziosliwego Swiezo rozpoznanego (N = 24)

T8 (%) T yd CD25% (%) T v8 CD69* (%)
Podgrupa Warto$¢ Wartos¢ po Wartosé Wartos¢ po Warto$¢ Wartos¢ po OS#  warto$¢ p
wyjsciowa 4 cyklu chmt& wyj$ciowa 4 cyklu chmt& wyjsciowa 4 cyklu chmt&
1 2 3 4 5 6
Ry
(RC, RP, X 3,02 2,51 0,14 0,10 0,94 0,63 143 p,.,=NS
stabilizacja SD 2,35 1,50 0,11 0,18 1,50 0,46 6,8 ps3.,=NS
N=11 Me 2,10 1,70 0,14 0,10 0,30 0,58 140 ps.,=NS
(46%) zakres 0,4-8 1-4,9 0,02-0,38 0,01-0,5 0,06-5,15 0,14-1,43 2-26
P
(progresja) x 2,48 3,50 0,05 0,09 0,31 0,84 113 p,.,=NS
N=13 SD 1,22 2,87 0,04 0,09 0,25 1,04 6,9 p;.,=NS
(54%) Me 2,00 2,50 0,04 0,05 0,23 0,34 9,0 ps5.,=003
zakres 0,9-4 0,6-7,6 0-0,15 0,01-0,31 0,05-0,87 0,17-3,34 2-22
wartos¢ p NS NS 0,007 NS NS NS NS

# _ catkowity czas przezycia (OS) jest podany w miesigcach

& _ w momencie pierwszej kompleksowej oceny skutecznosci chemioterapii

Legenda:

T 3 - limfocyty T yd w krwi obwodowej

T y3 CD25* — aktywowane limfocyty T yd CD25*% w krwi obwodowej
T v8 CD69* — aktywowane limfocyty T & CD69* w krwi obwodowej
chmt — chemioterapia

dowej po zastosowaniu roznych metod terapeutycznych.
Akizuki i wsp. wykazali u chorych na raka watrobowo-
komorkowego (ca hapatocellulare), leczonych przezcew-
nikowa chemoembolizacja gatazek te¢tnicy watrobowej,
zmniejszenie liczby limfocytow T y8 w krwi obwodowej
po 3 tygodniach od embolizacji [21]. Mentzel i wsp. ba-
dali odsetek limfocytow T vd w krwi obwodowej chorych
na ostra anemi¢ aplastyczna (SAA) przed i 6 tygodni po
terapii surowica antylimfocytarng, metylprednizolonem
i cyklosporyng A. Populacja tych komérek po leczeniu
stanowifa Srednio 0,7% i ulegta znaczacej redukcji,
0 0,5% w poréwnaniu do wartoSci na poczatku choroby
[22]. Natomiast u chorych na szpiczaka mnogiego, u kto-
rych w leczeniu zmian kostnych zastosowano aminobisfo-
sfoniany, Villalon i wsp. stwierdzili istotne zwigkszenie

odsetka limfocytow T ¥d oraz aktywowanych T y5 CD25+
i Tyd CD69+ w krwi obwodowej, 72 godziny po dozylnej
infuzji leku [23]. Podobnie Wilhelm i wsp. zaobserwowa-
li u chorych na nieziarnicze chioniaki zto§liwe o niskim
stopniu ztosliwosci zwigkszenie liczby limfocytow T 6
o fenotypie Vy9V82 w krwi obwodowej, wzrost ekspresji
antygenu wczesnej aktywacji uktadu odpornoSciowego
— czasteczki CD69 wsrod tych limfocytow, przyspieszo-
ng ich proliferacj¢ i wzmozong aktywnoS$¢ cytolitycznag
przeciwko komoérkom nowotworowym, po skojarzonym
leczeniu pamidronianem i niskimi dawkami IL-2 [24].
Obecnie prezentowane wyniki pokazuja, ze u cho-
rych na szpiczaka mnogiego odsetek limfocytow T 0 oraz
aktywowanych T y6 CD25* i T v CD69* w krwi obwodo-
wej po 3 cyklach standardowej chemioterapii byt mniej-

Tab. VIL Porownanie wielkosci populacji limfocytéw T yd oraz subpopulacji aktywowanych
limfocytow T v CD25% i T v CD69* w krwi obwodowej chorych na MM przed i po leczeniu cytostatycznym

Limfocyty T yd w krwi obwodowej chorych na szpiczaka mnogiego przed i po leczeniu cytostatycznym

przed leczeniem*

po leczeniu*

Badany parametr N . .
X SD Min Max Me X SD Min Max Me p
% T 5 29 4,35 3,73 0,40 12,2 2,80 2,98 2,89 0,30 12,00 2,05 0,006
% T 6 CD25+% 29 0,16 0,29 0,01 1,29 0,04 0,07 0,06 0,01 0,19 0,05 NS
% T 6 CD69+ 29 0,62 1,15 0,05 5,65 0,27 0,45 0,58 0,02 2,69 0,26 NS

# —w momencie rozpoznania

* —po Srednio 3 cyklach chemioterapii (W momencie pierwszej kompleksowej oceny skutecznos$ci chemioterapii)

Legenda:
% T 8 — odsetek limfocytow T y3 w krwi obwodowe;j

% T y8 CD25* — odsetek aktywowanych limfocytow T yd CD25+ w krwi obwodowej
% T v CD69* — odsetek aktywowanych limfocytow T yd CD69+ w krwi obwodowej



Tab. VIIL Wielkosci populacji limfocytéw T 3 i aktywowanych limfocytow T y6 CD25%i T v0 CD69* w krwi obwodowej chorych na MM
przed i po leczeniu cytostatycznym oraz calkowity czas przezycia w zaleznoSci od odpowiedzi leczniczej

Chorzy na szpiczaka mnogiego §wiezo rozpoznanego (N = 29)

T 5 (%) T 5 CD25* (%) T 5 CD69* (%)
Podgrupa Wartos¢ Wartos¢ po Warto$¢ Wartos¢ po Warto$¢ Wartos¢ po os# warto$¢ p
wyjsciowa 3 cyklu chmt®  wyjsciowa 3 cyklu chmt®  wyjsciowa 3 cyklu chmt&
1 2 3 4 5 6
Ry
(RC, RP, X 5,09 3,35 0,2 0,07 0,75 0,47 1,10 p,.,= 0,005
stabilizacja) SD 3,92 3,13 0,33 0,05 1,29 0,57 370 p;.,=NS
N =20 Me 3,60 2,45 0,04 0,05 0,28 0,35 11,20 ps.,=NS
(57%) zakres 0,5-12,2 0,4-12 0,01-1,29 0,01-0,19 0,05-5,65 0,05-2,69 4-18,9
Pym
(progresja)  x 1,80 1,8 0,04 0,03 0,19 0,36 6,90 p,;.,=NS
N=9 SD 1,32 1,3 0,03 0,03 0,13 0,65 529 p;.,=NS
(26%) Me 1,65 1,4 0,03 0,02 0,11 0,16 6,600 ps.o=NS
zakres 0,4-4,3 0,3-3,8 0,02-0,11 0,01-0,08 0,02-1,7 0,05-0,41 0,3-17,5
warto$¢ p 0,03 NS NS NS NS NS 0,02

# — catkowity czas przezycia (OS) jest podany w miesigcach

& _w momencie pierwszej kompleksowej oceny skutecznosci chemioterapii

Legenda:

T v3 — limfocyty T yd w krwi obwodowej

T vd CD25* — aktywowane limfocyty T v CD25* w krwi obwodowej
T v CD69* - aktywowane limfocyty T ¥ CD69* w krwi obwodowej
chmt — chemioterapia

RC - pelna remisja, RP — czgSciowa remisja

szy niz w momencie rozpoznania. Natomiast u chorych
na nieziarnicze chioniaki ztoSliwe po 4 cyklach leczenia
cytostatycznego populacja limfocytow T 8 i aktywowa-
nych T y6 CD69* w krwi obwodowej byta wigksza niz na
poczatku choroby, przy niezmiennym odsetku limfocytow
T vd CD25*.

Najwazniejsza zasada wspoliczesnego leczenia nowo-
twordw jest koncepcja total cell kill Skippera, czyli daze-
nie do maksymalnego zniszczenia populacji komoérek
nowotworowych, az do ostatniej komorki [25]. Jednak
leki cytostatyczne nie posiadaja selektywnoSci dziatania
tylko do komdérek nowotworowych i oddzialujg row-
niez na komorki zdrowe. By¢ moze w NHL zwickszenie
odsetka limfocytow T yd w krwi obwodowej po chemio-
terapii, a w MM ich zmniejszenie, z jednej strony wynika
z odmiennych mechanizmoéw oddziatywania cytostatykow
na limfocyty T v5, z drugiej za§ moze wskazywac na rdézny
,,prog wrazliwosci” tych komorek na dziatanie poszcze-
gllnych lekéw cytostatycznych, stosowanych w terapii
NHL i MM.

W dostepnym piSmiennictwie brak jest informacji,
jak zmienia si¢ wielko$¢ populacji limfocytow T yd krwi
obwodowej chorych na nowotwory w zaleznosci od sku-
tecznoSci zastosowanej chemioterapii.

W badaniach wiasnych zaobserwowano, ze u cho-
rych, u ktoérych stwierdzono trwata remisje catkowita,
remisj¢ czesciowq lub stabilizacje choroby, odsetek limfo-
cytow T yd w krwi obwodowej po 3 cyklach leczenia cyto-
statycznego w MM i po 4 cyklach chemioterapii w NHL
byl mniejszy niz w momencie rozpoznania. Redukcji
ulegly takze subpopulacje aktywowanych limfocytow
Tyd:w MM T 5 CD25% i T v CD69*, aw NHL T vd

CD69*. Przeciwnie, u pacjentdéw, u ktorych wystapita
progresja choroby, po 3 cyklach leczenia cytostatycznego
w MM i po 4 cyklach chemioterapii w NHL, stwierdzono
wzrost odsetka aktywowanych limfocytow T v CD69*
w krwi obwodowej, w porownaniu do wartoSci wyjscio-
wej. Wzrost ten moze by¢ wynikiem zwigkszonej mobi-
lizacji uktadu odpornoSciowego i wzmozonej aktywacji
komorkowych mechanizmdw obrony przeciwnowotwo-
rowej, w odpowiedzi na wzrastajaca mas¢ nowotworo-
wa w organizmie. Zatem w obu badanych nowotworach
uktadu chtonnego oznaczanie odsetka limfocytow T yo
w krwi obwodowej moze by¢ przydatne do monitorowa-
nia przebiegu leczenia cytostatycznego. Zmniejszenie ich
odsetka w krwi obwodowej po 3 cyklach leczenia w MM
i po 4 cyklach w NHL, w poréwnaniu do wartosci na
poczatku choroby, moze warunkowaé pozytywny i trwaly
efekt terapeutyczny, a zwigkszenie odsetka aktywowa-
nych limfocytow T 6 CD69+ w krwi obwodowej moze
wskazywac¢ na pierwotng opornos¢ na chemioterapi¢ lub
prognozowac wczesny nawrot choroby.

Doglebna analiza wplywu standardowej chemio-
terapii na odsetek limfocytow T yd w krwi obwodowej,
bioracych udzial w eliminacji autologicznych komoérek
nowotworowych, moze by¢ pomocna w opracowaniu
skutecznych sposobéw leczenia nowotworéw, tym bar-
dziej, ze obecnie postuluje si¢ mozliwo$¢ wykorzystania
aktywnoSci cytolitycznej tych komdrek w immunoterapii
nowotworéw [26].
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Whioski

. Oznaczanie odsetka limfocytow T yd w krwi obwodo-

wej przed oraz po 4 cyklach cytostatycznych w NHL
i po 3 cyklach chemioterapii w MM moze by¢ przydat-
ne w praktyce klinicznej do monitorowania przebiegu
leczenia cytostatycznego.

. Zmniejszenie odsetka limfocytow T yd oraz aktywo-

wanych T yd CD25% i T v CD69* w krwi obwodowej
po 3 cyklach chemioterapii w MM oraz odsetka limfo-
cytow T 0 i aktywowanych T yd CD69* po 4 cyklach
cytostatycznych w NHL, w poréwnaniu do wartosci
wyjSciowej, moze warunkowac trwalta dobra odpo-
wiedz leczniczg.

. Zwickszenie odsetka aktywowanych limfocytow T v

CD69* w krwi obwodowej po 3 cyklach leczenia cyto-
statycznego w MM i po 4 cyklach chemioterapii
w NHL, w poréwnaniu do odsetka przed leczeniem,
moze wskazywaé na pierwotng opornos$¢ na chemio-
terapi¢ lub prognozowaé wezesny nawr6t choroby.
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