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Analiza stezen cytokin TNFo i IL-10 wydzielanych przez limfocyty T krwi
obwodowej pod wplywem obecnoSci komorek nowotworowych u pacjentow
z rakiem plaskonabtonkowym krtani

Katarzyna Starska!, Marek L.ukomski!, Ewa Glowacka?

Cel pracy. Celem badari wstegpnych byla analiza wydzielania cytokiny prozapalnej TNFo. i regulatorowej IL-10 w hodowli
pierwotnej limfocytow T krwi obwodowej z komdrkami nowotworowymi raka plaskonablonkowego krtani.

Material i metody. Analize wydzielanych cytokin w hodowlach mieszanych wyizolowanych limfocytow T, komdrek
nowotworowych centrum i obrzeza guza oraz nablonka prawidlowego przeprowadzono u siedmiu chorych z rakiem krtani,
leczonych w Klinice Laryngologii Onkologicznej UM w t.odzi w latach 2003-2005. Stegzenie cytokin w supenatancie ukiadow
badawczych oznaczono metodgq ELISA.

Wyniki. Badania wstepne wykazaly, ze komorki nablonka prawidlowego krtani oraz centrum i obrzeza guza
nowotworowego nie wydzielajg IL-10 oraz TNFo. Obecnos¢ komdrek nablonka prawidlowego, jak i zmienionych
nowotworowo komorek krtani w hodowli mieszanej zwigksza wydzielanie przez limfocyty T badanych cytokin prozapalnych
i regulatorowych.

Wnioski. Przeprowadzone badania wstepne wskazujg na wplyw obecnosci komaorek nablonka krtani na funkcje limfocytow
T i regulacje stezenia wydzielanych przez nie cytokin IL-10 i TNFo.

Analysis of concentration of cytokines TNFo and IL-10 secreted by peripheral blood lymphocytes T under
influence of the tumor cells presence in patients with squamous cell laryngeal carcinoma

Aim. The aim of this study was to analyse proinflammatory TNFo. and regulatory IL-10 cytokine secretion produced in
primary cocultures of T lymphocytes with neoplasm cells in patients with laryngeal carcinoma.

Material and methods. We performed an analysis of cytokine levels in mixed cultures of lymphocytes T, central tumour
cells, marginal tumour cells and normal epithelial cells. The material was obtained from seven patients with squamous cell
carcinoma of the larynx treated at the ENT Department of the Medical University of Lodz between the years 2003 and 2005.
For the estimation of the proinflammatory and regulatory cytokine secretion in supernatants we used the ELISA test.
Results. We found that normal epithelial cells of the larynx as well as cells from the centre and the margins of the
tumour did not produced IL-10 and TNFo. The presence of the noncancerous cells and cancerous cells in cocultures with
lymphocytes T is associated with the increased secretion of the monitored proinflammatory and regulatory cytokines.
Conclusion. The results of this preliminary study indicate that the presence of laryngeal squamous carcinoma cells and
noncancerous epithelial cells in cultures with lymphocytes T exerts influence on their function and concentration of IL-10
and TNFo.

Stowa kluczowe: rak krtani, limfocyty T, IL-10, TNFo.
Key words: laryngeal carcinoma, lymphocytes T, IL-10, TNFo.

Wstep

W wielu badaniach dotyczacych roli cytokin w onkogene-

zie i patologii rakéw ptaskonabtonkowych regionu gltowy

1 szyi potwierdzono znaczenie regulatorowej IL-10 jako

czynnika supresyjnego odpowiedzi immunologicznej, ma-
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UM w Fodz ’ z powodu choroby nowotworowej [1-11]. W dostepnym

2 Zaktad Immunologii Klinicznej ICZMP w Eodzi piSmiennictwie podkresla si¢ takze warto$¢ oceny eks-

resji prozapalnej cytokiny TNF-o. w analizie inwazyjno-
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Wielu badaczy wskazuje na zasadnicza rol¢ uktadu od-
pornosci, tj. zaréwno wrodzonej i nabytej odpowiedzi
immunologicznej w przebiegu procesu nowotworowego,
jak réwniez zmian immunologicznych zachodzacych
w mikrosrodowisku guza, ktére determinuja jego agre-
sywny wzrost i w ten sposob moga warunkowac rokowa-
nie i efekty leczenia u pacjentéw z choroba nowotworowa
[1-16].

Celem przeprowadzonych badafi wstgpnych byla
analiza wydzielania wybranych cytokin prozapalnych
(TNF-o) oraz regulatorowych (IL-10) przez limfocyty T
krwi obwodowej, poddanych bezposredniemu oddzialy-
waniu komoérek nowotworowych raka ptaskonabionko-
wego krtani.

Material i metody

Badania wstegpne zostaly przeprowadzone u siedmiu chorych
na raka ptaskonablonkowego krtani, poddanych laryngektomii
calkowitej i operacji weztowej szyi lub leczeniu skojarzonemu, tj.
chirurgicznemu i radioterapii. Chorzy byli operowani w Klinice
Laryngologii Onkologicznej Uniwersytetu Medycznego w Lodzi
w latach 2003-2005. Rozlegtos¢ zmian nowotworowych okreslono
wedlug kryteriow WHO klasyfikacji TNM (2001). Analizowana
grup¢ chorych stanowito 6 m¢zczyzn i 1 kobieta w wieku od
50 do 72 lat ($r. 58 * 3 lata). Najliczniejsza grupe stanowili
pacjenci z rakiem plaskonablonkowym krtani, wywodzacym si¢
z okolicy nadglo$niowej i jednoczes$nie zajmujacym wszystkie
pietra krtani — 6 chorych oraz z IV stopniem zaawansowania
procesu nowotworowego S — 4 pacjentow. Guzy T4 stanowily
42,8%, a T3 — 57,2%. Najczestszym typem histologicznym raka
byly postacie Srednio- i niskozréznicowane G2 i G3. Przerzuty
do weztow chlonnych stwierdzono u 4 chorych.

Celem izolacji limfocytéw krwi obwodowej (PBMCs),
krew pelna byla pobierana w trakcie rutynowych badan kon-
trolnych, w iloSci 10 ml jednorazowo na antykoagulant — hepa-
ryng litowa (10U/ml). Zgode na wykonanie badan wyrazi-
fa Komisja Bioetyczna Uniwersytetu Medycznego w Lodzi
(Nr RNN/15/03/KN). Limfocyty krwi obwodowej byly izolowane
przez wirowanie na gradiencie gestoSci — Ficoll-Paque (cigzar
wiasciwy 1,077 g/em?). Komorki z centrum i obrzeza guza (TeC,
TmC) oraz komoérki niezmienionego nowotworowo nabton-
ka krtani (NCC) byly izolowane z materialu pooperacyjnego
pobranego aseptycznie, z co najmniej czterech roznych miejsc
guza i z dwoch réznych miejsc niezmienionego nabtonka krta-
ni. Nastepnie, natychmiast po wykonaniu laryngektomii tkanki
przenoszono do jalowego podioza z dodatkiem penicyliny, strep-
tomycyny i gentamycyny w stezeniu 1% V/V. Po mechanicznym
rozdrobnieniu fragmenty tkanki ptukano trzykrotnie plynem
Hanksa (Biomed Lublin, Poland), a nastgpnie zalewano roztwo-
rem enzymow kolagenazy i hialuronidazy o stezeniu 1 mg/ml
(Sigma-Aldrich), z dodatkiem 2% V/V penicyliny i steptomy-
cyny (Sigma-Aldrich, Germany) i inkubowano 18 h w temp.
37°C w atmosferze 5% CO, (Cellstar Incubator). Po inkubacji
fragmenty tkanki ptukano trzykrotnie w PBS bez jonéw Ca++
i Mg+ + (300 xg, 20 minut, w temp. 8°C), a nast¢pnie zalewano
roztworem dyspaszy w st¢zeniu 2,4 U/ml, inkubowano 30 minut
w temp. 37°C w atmosferze 5% CO,, nastepnie komorki ptu-
kano jeden raz w PBS bez jonéw Ca++ i Mg+ +, zawieszano
w 1 ml PBS i przecierano przez sitko o mesh 50 (Sigma-Aldrich,
Germany). Uzyskana zawiesing komdrkowa plukano trzykrotnie
w PBS bez jonéw Ca++ i Mg++ (300 xg, 14 min, w temp. 8°C).
Gesto$¢ komorek liczono przy uzyciu komory Biirkera. Komorki
martwe usuwano za pomoca zestawu Dead Cell Removal
(Miltenyi Biotec). Czystos¢ hodowli komérek nowotworowych
w zawiesinie komodrkowej oceniana byta z zastosowaniem obiek-
tywnych metod immunomorfologicznych (oznaczanie ekspresji

filamentow cytokeratynowych metoda immunohistochemiczng).
Dla okreslenia wplywu komdrek raka plaskonabtonkowego krta-
ni na funkcje limfocytow T przeprowadzono nast¢pujace inter-
akcje: autologiczne limfocyty T krwi obwodowej i autologiczne
komorki guza (MLTecC, MLTmC), autologiczne limfocyty T
krwi obwodowej i autologiczne komdrki niezmienionego nowo-
tworowo nablonka (MLNCC) w uktadach bez i ze stymulacja
PHA. Komorki byly inkubowane przez 21 godzin w temp. 37°C,
w atmosferze 5% CO,. W nadsgczach komoérkowych (1 x 106
komorek PBMCs i 1 x 10° komdrek nowotworowych) oceniono
wydzielanie IL-10 i TNFa. Stgzenie cytokin okreSlone zostato
metoda ELISA (Enzyme Linked Immuno Absorbent Assay) sto-
sujac zestawy BD optEIA firmy Pharmingen, postepujac zgod-
nie z procedurg podang przez producenta. Absorbancj¢ probek
odczytywano przy uzyciu czytnika EIx808 (Bio-Tek Instruments,
USA). Badania immunologiczne wykonano w Zaktadzie
Immunologii Klinicznej ICZMP w Lodzi. W analizie statystycz-
nej uzyskanych wynikéw zastosowano nieparametryczny test
U Mann-Withney’a, przy poziomie istotnosci p=0,05.

Wyniki

Przeprowadzone badania wstgpne pozwolily na ozna-
czenie stgzen IL-10 i TNFa w wybranych uktadach bez
stymulacji i po stymulacji PHA. Srednie stezenia cytokin
IL-10 oraz TNFa w nadsaczach hodowli limfocytow T
krwi obwodowej w badanej grupie pacjentéw z rakiem
krtani przedstawia Tabela I. Nie stwierdzono wydzielania
obu interleukin przez komorki nablonka prawidtowego
1 nowotworowego krtani. Analizujac stezenia wybra-
nych cytokin w proponowanych hodowlach mieszanych
limfocytéw T i komoérek nabtonka krtani, zanotowano
wzrost wydzielania przez limfocyty T, zaréwno IL-10,
jak i TNFo, wickszy po stymulacji PHA (Tabela I1 i III).
Analiza statystyczna st¢zen wydzielanych cytokin przez
limfocyty T w poszczegdlnych uktadach komorkowych
wykazala znamienny statystycznie wzrost wydzielania

Tab. I. Wydzielanie IL-10 i TNFo przez limfocyty T krwi obwodowej
w badanej grupie

Uktad bez stymulacji Uktad po stymulacji PHA

Cytokina Mediana Mediana

+ SD + SD
[pg] [pe]

IL-10 55,7 29,6 858,4 3713

TNFo. 71,1 68,7 763,9 395,5

Tab. II. Wydzielanie IL-10 w badanych ukladach komérkowych

bez i po stymulacji PHA
Uktad bez stymulacji Uktad po stymulacji PHA

Uktady . .

komérkowe Mediana +SD Mediana +SD

[pe] [pe]

PBMCs 55,7 29,6 858,4 371,3
MLNCc 970,1 603,7 1633,4 807,1
MLTmC 632,7 412,3 1025,3 875,2
MLTCc 602,0 380,6 886,2 620,6




Tab. III. Wydzielanie TNFo. w badanych ukladach komérkowych

bez i po stymulacji PHA
Uktad bez stymulacji Uktad po stymulacji PHA
o Vet Vet
PBMCs 71,1 68,7 763,9 395,5
MLNCc 1049,7 188,3 1354,0 499,5
MLTmC 704,3 289,1 738,6 376,6
MLTCc 1163,0 2329 1063,1 406,4

IL-10 przez limfocyty T w hodowli z komorkami nabton-
ka prawidlowego krtani, w poréwnaniu ze st¢zeniem
tej cytokiny w nadsaczach hodowli samych limfocytow
T (PBMCs v MLNCC) (p<0,007). Podobne wyniki za-
obserwowano w uktladzie po stymulacji PHA (p<0,03).
Zanotowano takze istotny statystycznie wzrost stezenia
IL-10 w nadsaczach hodowli limfocytow T z komdrkami
nabfonka nowotworowego krtani, zaréwno centrum guza
(PBMCs v MLIeC) (p<0,01), jak i jego obrzeza (PBMCs
v MLTmC) (p<0,01), w poréwnaniu ze st¢zeniem IL-10
w nadsaczach hodowli samych limfocytow T w ukladzie
bez stymulacji. Zestawiajac wartosci stezei TNFo. w ho-
dowlach mieszanych limfocytéw T z komorkami guza
nowotworowego zanotowano: znamienny statystycznie
wzrost wydzielania TNFo. przez limfocyty T krwi obwo-
dowej w hodowli z komo6rkami nabtonka prawidiowego
krtani, w poréwnaniu ze st¢zeniem tej cytokiny w nadsa-
czach hodowli samych limfocytow T (PBMCs v MLNCC)
(p<0,001). Podobne wyniki otrzymano w uktadzie po sty-
mulacji PHA (p<0,05). Przeprowadzone badania wyka-
zaly takze istotny statystycznie wzrost wydzielania w ho-
dowli z komérkami centrum guza (PBMCs v MLTcC)
(p<0,001), jak tez w hodowli z komdrkami obwodu guza
(PBMCs v MLTmC) (p<0,001). Obecnos¢ PHA w bada-
nych uktadach pozostawata bez znamiennego wplywu na
poziomy st¢zen wydzielanej przez limfocyty T cytokiny
(p>0.05).

Dyskusja

W przedstawionej pracy badania wstepne, oceniajace role
obecnosci komoérek nowotworowych w modyfikowaniu
wydzielania wybranych cytokin regulatorowych i proza-
palnych, wykazaly wptyw komorek raka ptaskonablonko-
wego krtani na wzrost wydzielania in vitro IL-10 i TNFo.
przez limfocyty T. Zmiany w profilu produkowanych
przez komoérki immunokompetentne cytokin, zaréwno
wystepujacych w mikroSrodowisku guza nowotworowego,
jak i w surowicy krwi oraz wydzielanych przez komorki
nowotworowe, wskazuja na znaczenie oznaczania tych
interleukin jako wskaZnikdéw odpornoSci przeciwnowo-
tworowej u chorych leczonych z powodu rakéw réznego
pochodzenia, w tym regionu glowy i szyi [1-16]. Nalezy
podkresli¢, ze w dostepnym piSmiennictwie tylko w po-
jedynczych pracach analizowano in vitro wydzielanie cy-

tokin w proponowanych w pracy ukladach badawczych
z wykorzystaniem $wiezych hodowli komérkowych [4, 9,
14]. NajczeSciej badania przeprowadzane byly na liniach
nowotworowych komdrkowych, ktére w oczywisty sposob
maja ograniczong warto$¢ w ocenie mechanizméw i zja-
wisk zachodzacych w warunkach in vivo i stanowig tylko
model do$§wiadczalny w odniesieniu do oceny komoérek
immunokompetentnych [1-4, 9, 14]. Wielu badaczy ana-
lizowalo takze poziomy wybranych cytokin prozapalnych,
regulatorowych i proangiogennych w surowicy lub peinej
krwi chorych z rakami r6znego pochodzenia [5-11, 15,
16].

Fukuyama i wsp. [1] oceniali w supernatantach
hodowlanych efekt wydzielania wielu cytokin, m.in. IL-10
i TNFo, przez linie komérkowe w raku pluca i nie zaob-
serwowali produkcji TNFa przez komorki nowotworowe
we wszystkich badanych przypadkach. Réwniez braku
wydzielania IL-10 przez komo6rki guza w badaniach linii
komorkowych raka jajnika nie wykazali Toutirais i wsp.
[14]. Chen i wsp. [9] przeprowadzajac badania dotyczace
oceny wydzielania wybranych cytokin przez linie komor-
kowe oraz w nadsaczach Swiezych hodowli komdrkowych
w rakach regionu glowy i szyi, nie zanotowali wydzielania
m.in. TNFo, IL-4, IL10, IFNy. Przedstawione spostrze-
zenia potwierdzaja réwniez nasze badania, w ktorych
nie wykazaliSmy wydzielania IL-10, jak tez TNFa przez
komorki raka krtani. Wielu autoréw jednak, zanotowa-
fo istotne wydzielanie tych cytokin w badaniach immu-
nologicznych, przeprowadzanych w r6znych nowotwo-
rach [1-11, 15, 16]. Bellone i wsp. [4] stwierdzili wzrost
wydzielania IL-10 w nadsaczach komorek raka trzustki,
w tkance nowotworowej, jak rOwniez w surowicy krwi,
w poréwnaniu z grupa kontrolng. Autorzy wskazali na
znamienny zwigzek poziomu badanych cytokin z czasem
przezycia analizowanych chorych. Pries i wsp. [2] takze
analizowali poziom stezenia profilu cytokin w nadsa-
czach linii komoérkowych rakéw glowy i szyi. Badacze
potwierdzili supresyjne dziatanie IL-10 w regulowaniu
odpowiedzi immunologicznej w podscielisku guza. Row-
niez Jiang i wsp. [3], przeprowadzajac badania na modelu
zwierzgcym, wykazali istotny wzrost odsetka limfocytow
T CD4+ i poziomu wydzielanej IL-10 wraz ze wzrostem
zaawansowania zmian nowotworowych. Lathers i wsp.
[5, 7] analizujac ekspresje cytokin w surowicy pacjentdéw
z zaawansowanym rakiem regionu gltowy i szyi, wykazali
znaczny wzrost profilu cytokinowego Th2, m.in. IL-10
oraz istotny zwigzek poziomu cytokin ze stopniem
zaawansowania zmian miejscowych, jak i weztowych.
Podobne spostrzezenia przedstawil Sparano i wsp. [6]
wykazujac wspolzalezno$¢ wyzszego stopnia cechy T'i N
z podwyzszonym poziomem IL-10. Pignataro i wsp. [8]
takze sugeruja znaczenie regulacyjnych wtasciwosci IL-10
w przebiegu raka krtani. Badacze potwierdzili nadekspre-
sj¢ IL-10 w surowicy krwi przed zastosowanym leczeniem
we wszystkich analizowanych przypadkach. Liczne prace
dowodza znaczenia IL-10 jako czynnika sprzyjajacego
powstawaniu przerzutow nowotworowych [5, 10, 11].
Nasze wyniki potwierdzaja te spostrzezenia. W ocenia-
nej grupie chorych z wysokim stopniem zaawansowania
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zmian nowotworowych (okoto 60% pacjentéw z cecha
N+) we wszystkich ukfadach stwierdzono wzrost wydzie-
lania IL-10 przez limfocyty. Chopra i wsp. [11] analizo-
wali stezenie wybranych cytokin w surowicy krwi pacjen-
tek leczonych z powodu raka szyjki macicy i potwierdzili
istotny zwiazek poziomu IL-6, TNFo oraz IL-8 i IL-10
z klinicznym stopniem zaawansowania zmian. Réwniez
Oka i wsp. [15] analizujac poziom IL-6 w surowicy krwi
w raku ptaskonablonkowym przetyku, stwierdzili zna-
czaco wyzsze stezenia badanej interleukiny w porow-
naniu z grupa kontrolna. Podobne wyniki przedstawit
Ueda i wsp. [16] oceniajac stezenie 1L-1B, IL-6,IL-8
oraz TNFa u chorych z potwierdzonymi przerzutami do
watroby w przebiegu raka jelita grubego.

Liczne badania dowodzg zatem, ze analiza udziatu
komorek immunokompetentnych oraz stezen wydziela-
nych przez nie cytokin, zmian w mechanizmach regula-
torowych uktadu odpornosci, powstajacych pod wpltywem
dziatania r6znych interleukin, moze przyczyni¢ si¢ do lep-
szego poznania i zrozumienia przebiegu choroby nowo-
tworowej oraz wykorzystania zdobytych doswiadczen dla
zastosowania lepszych metod leczenia przeciwnowotwo-
rowego, w tym immunomodulacyjnego.

Whioski

1. Nie stwierdzono wydzielania IL-10 i TNFo przez
komorki nabtonka prawidiowego krtani oraz centrum
i obrzeza guza nowotworowego w badanych uktadach
komorkowych.

2. W badanych hodowlach mieszanych in vitro komoérki
raka ptaskonablonkowego krtani wykazuja wplyw na
aktywnos¢ limfocytow T krwi obwodowej, modyfiku-
jac wydzielanie przez nie cytokin prozapalnych IL-10
i regulatorowych TNFo.

3. Obecnos¢ w hodowli limfocytéw T komoérek prawidto-
wego nabfonka krtani oraz komorek centrum i obrzeza
guza, powoduje zwickszone wydzielanie IL-10 i TNFo.,
szczeg6lnie w kontakcie z komoérkami nabtonka pra-
widfowego krtani.

4. Stymulacja PHA hodowli komérkowych w badanych
uktadach nie wplywa na wzrost st¢zenn TNFo., wydzie-
lanych przez limfocyty T krwi obwodowe;j.
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