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WYKAZ SKROTOW
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WSTEP

1. Epidemiologia i etologia raka ptuca

Wedtug Swiatowej Organizacji Zdrowia rak ptuca jest najgdej wystpujacym
nowotworem nawiecie, w roku 2005 odnotowano okoto 1 300 000 nohwyachorowa
[1]. W Polsce wedtug Krajowego Rejestru Nowotworawoku 2006 stwierdzono 20 132
nowych zachorowana raka ptuca, w tym 15 157%rdd nezczyzn i 5 075 u kobiet. Byt to
najczsciej rejestrowany nowotwor zétwy u mezczyzn (23,6%) i drugi co do e€gtasci
wystepowania u kobiet (8,2%). Standaryzowany wspotczyniachorowalngcina
nowotwory zitgliwe ptuca na 100 000 osob w 2006 roku wyniost 58gbnezczyzn i 15,1
dla kobiet [2].

Rak ptuca jest choralo wysokiejsmiertelngci, a wspoétczynniki zachorowalba
I umieralndci 1 na podobnym poziomie, co stanowi wielki probleminikizny.
Na podstawie badania EUOCARE-4 prowadzonego dac&o2003 roku ustalono
wskaznik przery¢ pigcioletnich dla os6b z tym rozpoznaniem na 12,3%9496L 12,1-
12,5) niezalenie od pici. Wskanik ten byt wyszy w krajach nordyckich
(z wyjatkiem Danii) i w centralnej Europiesredni w potudniowej Europie, #szy
w Wielkiej Brytanii i Irlandii, a najgorszy we wsobniej Europie [3].We wszystkich
grupach wiekowych liczba zachorofivazgonow jest wysza u mzczyzn, lecz rénica ta
w krajach rozwingtych stopniowo maleje [4]. W Polsce rak ptuca stnoiagle jedm
Z najczstszych przyczyrgmierci obu pici. W roku 2006 liczba zgonow z powakego
nowotworu wréd nezczyzn wynosita 16 623 (32,2% zgondw nowotworowych),
a wsrod kobiet 5 108 (12,8% zgonow nowotworowych) [2].

Rak ptuca jest jednym z niewielu nowotworéw o znpaneidokumentowanej
etiologii. Istotny zwazek pomgdzy paleniem tytoniu i rakiem ptuca wykazana pkoto
60 lat temu [5]. Obecnie szacujeg,size w Polsce 94% przypadkéw raka ptuca
u mezczyzn i 60% u kobiet jest przyczynowo zwanych z paleniem tytoniu [6]. Obok
nikotynizmu czynnikami ryzyka zachorowania na raklca jest uwarunkowanie
genetyczne oraz namniesrodowiskowe na m.in.: metale radioaktywne, gazoveslpkty
ich rozpadu, azbest, nikiel, chrom, arsen,azkii weglowodorowe [7]

Nowotwory ptuca stanowi niejednoroda grupz pod wzgédem histologicznym
I klinicznym. Histologiczna ich klasyfikacja pozagt nadal najistotniejszym czynnikiem
predykcyjnym i rokowniczym. Dodatkowe czynniki, ghdie molekularne, uzupetnigjch
charakterystyk biologiczry. Pierwotny rak piluca jest nowotworem pochgmmm



z komoérek nabtonkowych i stanowi prawie 99% wszigstknowotworow ziéliwych o tej
lokalizacji. Podstawowy podziat kliniczno-patolonny przebiega poradzy rakiem
niedrobnokomorkowym (NDRP; anguon-small cell lung carcinoma - NSC),Cktory
stanowi okoto 80% nowotworow ptuca, i rakiem drokoimérkowym (DRP; angsmall
cell lung carcinoma — SCLC stanowacym pozostate 20%. Pierwszy typ obejmuje
niejednoroda grupe nowotworow raniacych sg utkaniem i ziéliwoscia biologiczra,
drugi jest agresywnym nowotworem nggym w wiekszasci przypadkéw postachoroby

rozsianej, rzadko ogranicaagj st do klatki piersiowe;.

2. Patofizjologia ptynu w jamie optucnowej
Optucna jest ciernk btom surowica, ktéra wyciela od wewntrz sciarg Klatki
piersiowej oraz przepe@n(optucnascienna) oraz pokrywa powierzclknptuca (optucna
ptucna). Przestrze pomkdzy obu blaszkami optucnych nazywa $ama optucnowa.
Powierzchng optucnej wyciela jednowarstwowy mdzybtonek, tworzcy bilorg
podstawn. Poniej znajduje si szereg warstw tkankiaéznej, w ktorej przebiegaj
naczynia krwionéne i limfatyczne. Komorki nedzybtonka g sptaszczone i posiadaj
mikrokosmki na swojej powierzchni [8]. Pory w ¢dzybtonku optucnejscienne]
umazliwiaja wchfanianie ptynu z jamy optucnej do nagszghtonnych. Jest to jedyna
klinicznie istotha droga jego wchtaniania. W waraok prawidtowych w jamie
optucnowej znajduje si10-20 ml ptynu wypetniacego okoto 20 mikrometrawszczelir
pomidzy optucra trzewry i $cienra. Jego funkegj jest nawikanie powierzchni blaszek
optucnowych, przez co utatwione jest ich wzajemreeguwanie gi wzgledem siebie w
trakcie ruchOw poprzez zmniejszenie tarcia [9]. Kokn migdzybtonka odgrywaj
rowniez istotm role w rozwoju zapalenia w oéloie jamy optucnowej. Pod wplywem
réznych czynnikow stymulagcych, mog produkowa cytokiny, takie jak interleukina 6 i 8
oraz czynnik martwicy guza (angumor necrosis facto~ TNF) [10, 11]. Komorki
migdzybtlonka maj zdolng¢ do syntezy niektérych sktadnikéw zestrzkomorkowej
macierzy, fagocytozy drobinek dociereych do optucnej a tak wykazuj aktywnaé
fibrynolityczm [12].
Wytwarzanie i wchianianie ptynu jest utrzymywanetanie rownowagi a kde jej

zaktécenie mge powodowa gromadzenie giptynu w optucnej bdace:

— manifestacj choroby dotyczcej samej optucnej,

— objawem choroby toazej st w klatce piersiowej lub,

— wyrazem choroby ogélnoustrojowe.
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W warunkach fizjologicznych pityn dostaje¢sdo jamy optucnowej poprzez
naczynia wiosowate w optucndgiennej i jest usuwany przez naczynia limfatyczne
umieszczone w tej blaszce optucnej. Plyreentake przemiécic sie do jamy optucnowej
Z przestrzensrodmiazszowej ptuc przez optuartrzewry lub z jamy otrzewnej przez mate
otwory w przeponie. Naczynia limfatyczne mogchtora¢ 20 razy wgcej ptynu ni
tworzy sk go w warunkach prawidtowych. Ptyn w jamie optucepwbiera sj wéwczas,
kiedy jest dostarczany w nadmiarze (z optuciegnnej, przestrzenirodmigzszowych
ptuc albo z jamy otrzewnej) lub kiedy zmniejszomstjjego usuwanie przez naczynia
limfatyczne.

W zaleznosci od etiopatologii ptyny optucnowe, dzieligsha przesikowe (fac.
transsudatumni wysickowe (tac.exsudatum [13]. Plyn przesikowy powstaje w jamie
optucnowej wowczas, kiedy zaburzong szynniki ogolnoustrojowe, ktére wplywagj
na jego tworzenie i wchtanianie tj. wzrostsraenia hydrostatycznego w naczyniach
witosowatych optucnej lub spadeksmienia osmotycznegoallz onkotycznego krwi. Do
jamy optucnowej mge roéwniez przenik& ptyn przesikowy z jamy otrzewnej. Gtown
przyczyry przes¢ckdw w jamie optucnowej jest niewydolfio lewokomorowa serca,
marska¢ watroby i zesp6t nerczycowy. Plyn wykbwy pojawia st w jamie optucnowe;j
wowczas, kiedy zaburzone zostajzynniki miejscowe, wptywage na jego tworzenie
i wchtanianie. Do gromadzeniagsiysicku przyczyniag sie: zwigkszona przepuszczalito
naczyi wtosowatych optucnegciennej, zmniejszenie wchitaniania ptynu optucnowego
w wyniku updledzenia drencsci naczyr chtonnych i wysokie énienie onkotyczne
w jamie optucnowej w zvigzku z duym stzeniem biatka w wysku. Wiodhca przyczyrn
wysickOw optucnowych jest bakteryjne zapalenie ptuc, oovery, zakaenia wirusowe,
zatorowd¢ ptucna. [14]

Plyny przesikowe i wystkowe mog by¢ roznicowane dzki pomiarom
aktywnaici dehydrogenazy kwasu mlekowego (LDHaRg. lactate dehydrogenas®raz
stezenia biatek w ptynie i w surowicy krwi. Sta do tego celu kryteria Lighta, opisane
w 1972 roku [15]. Ptyn w jamie optucnowej jest wakgem, jesli spetnia przynajmniej
jedno z poniszych kryteriow, podczas gdy pityny przgsiwe nie spetniaj zadnego

Z nich.

1. Stosunek stenia biatka w ptynie optucnowym doeggenie biatka w surowicy

wynosi > 0,5
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2. Stosunek aktywrnwi LDH w piynie optucnowym do aktywrsoi LDH
w surowicy wynosi > 0,6
3. Aktywnos¢ LDH w plynie optucnowym jest > 2/3 gérnej granioyprmy dla

aktywnasci w surowicy Krwi.

2.1Wysiek optucnowy w przebiegu choroby nowotworowej

W krajach rozwingtych przerzuty nowotworowe do optucneja siedma
z gtdbwnych przyczyn wyskéw [16]. Najczstsz przyczym gromadzenia si ptynu
w jamie optucnowej w przebiegu choréb nowotworowyspagrod guzéw litych jest rak
ptuca, piersi, jajnika i przewodu pokarmowego [173& sparod rozrostow
hematologicznych, chioniaki. Uwa sk, iz powstawanie przerzutbw na optucnej
najczsciej dokonuje s droga embolizacji naczy krwionasnych przez komorki
nowotworowe i pocatkowo dotyczy optucnej ptucnej, a ngshie rozszerza sina optuci
scienmg [18]. Do innych potencjalnych mechanizmow ich ptamgania nalea: naciek guza
wynikajacy z bezpéredniego ssiedztwa z optucn(np. w raku ptuca, nowotworaghiany
klatki piersiowej i raku piersi), inwazja komorekowotworowych drog naczy
krwionasnych lub za pérednictwem nacaylimfatycznych.

Nowotwory zigliwe mog przyczynid sic do powstania wysku optucnowego
w réznych mechanizmach, zaréwno beggalnio jak i pérednio. Zaburzenie integralém
uktadu limfatycznego na jakimkolwiek odcinku pa@ohzy optucra trzewry a weztami
chtonnymi srédpiersiowymi, mae doprowadzi do gromadzenia giwysicku w obebie
jamy optucnej. Podobnie bezpedni draniacy wptyw guza na optuen ptucm
wynikajacy z ich wzajemnegaasiedztwa mée rownie: przyczyné sie do tworzenia ptynu
o charakterze wysku. Zagniedzenie s¢ na powierzchni optucnej komorek
nowotworowych (np. w przypadku guzéw litych) lubzerzutbw nowotworowych
z towarzyszcym im miejscowym odczynem zapalnym, powadugwigkszory
przepuszczalndé naczyv wiosowatych, a to z kolei skutkuje tworzeniem wksi
Okreslenie ,wyskki paranowotworowe” jest zarezerwowane dla tychuagji, w ktérych
ptyn w jamie optucnowej powstaje w mechanizmigrpdniego oddziatywania guza na
optucry. Podstawowe przyktady obejmuj zapalenie ptuc w obszarze niedodmy
(powstajcej w wyniku ucisku guza na oskrzele) z gpstym powstaniem wysku
parapneumonicznego, hiedrms¢ przewodu piersiowego z powodu ucisku przez guz
z powstaniem wysgku chionnego, czy f#e jako powiktanie zatorowdei ptucnej

w przebiegu choroby nowotworowej. Czasami leczeniea pierwotnego nmme rownie
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przyczynt si¢ do powstania wysku optucnowego. Mize st on pojaw¢ w nastpstwie
zastosowania radioterapii czy leczenia cytotoksggnn najczscie] z wyciem
metotreksatu, prokarbazyny, cyklofosfamidu czy bigoyny.

W przebiegu choroby nowotworowej sporadycznie zenodogé rowniez
do gromadzenia si przestku. Powstaje on wowczas w mechanizmachérgunio
zwiagzanych z nowotworem jako wtorne zjawisko do niedpdirucisku i/lub w wyniku
spadku dinienia onkotycznego w przebiegu wyniszczenia nowodwego. W kacu,
inne wspotistnigjce u chorego z procesem nowotworowym choroby, t@éechaby
niewydolng¢ serca, mog przyczyné sic do gromadzenia ptynu w jamie optucnowej [19,
20].

Wysiek nowotworowy spowodowany obedw przerzutow na optucnej ma
najczsciej krwisty charakter i jest bogaty w limfocyty [R1]. Rozpoznanie opieracsi
na wykazaniu obecioi komorek nowotworowych w wysku lub na zidentyfikowaniu
nacieku nowotworowego w materiale uzyskanym z hiaggucnej. Badanie cytologiczne
ptynu optucnowego w przebiegu choroby nowotworoslage pozytywny wynik w 57-72%
[22], za& wynik biopsji pozwala potwierdzicharakter nowotworowy wysgiu w 43-65%
[22, 23].

3. Immunologia howotworow.

Nowotwory interesowaty immunologéw niemal od pat&n istnienia tej dziedziny
nauki. Istnienie  zal®osci migdzy  rozwojem  procesu  nowotworowego
a funkcp uktadu immunologicznego potwierdzaly obserwacjénikkne, w ktorych
zwickszone wzgldne ryzyko powstania nowotworOéw dotyczyto pacjent@w stanie
immunosupresji. Hipotez nadzoru immunologicznego nowotworéw stworzyli Betrn
i Thomas w drugiej potowie dwudziestego wieku [28]. Dz uwaza sk, ze hipoteza ta
stanowi intelektualp podstaw immunologii nhowotworéw i ma istotne znaczenie dla
zrozumienia funkcji uktadu odporétowego w przebiegu procesu nowotworowego.
Aktywnos¢ immunologiczna gospodarza peo przejawida sie produkcp przeciwciat
lub zdolndcia limfocytéw chorego do odpowiedzi immunologicznagp, cytotoksyczni
przeciw komorkom nowotworowym [26]. Odpowiedmmunologiczna, obserwowana
u 0s6b z nowotworem przeciw ich wkasnym (autogenyoz) komorkom nowotworowym,
stwarza potencjalne mlbvosci interwencji stanowdicej podstawy immunoterapii

nowotworéw [27].
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3.1 Antygeny zwjzane z nowotworem.

Celem bada nad antygenami nowotworowymi jest ich wykorzyséanio
wykrywania, monitorowania oraz leczenia nowotwordWliteraturze cgsto wywa skt na
ich okrelenie terminu - antygeny zwzane z nowotworem (angumor associated
antigens— TAA). Wigksza¢ antygenow nowotworowych powsiaych spontanicznie nie
ma charakteru antygenow swoistych i wepstie, chéby w niewielkich ilgciach, réwnie
na niektorych komaorkach prawidtowych [26, 28].

Antygeny nowotworowe rozpoznawane flbo przez limfocyty, albo przez
przeciwciata, a rzadziej zarbwno przez limfocytyjak i przez przeciwciata. Najlepiej
udokumentowanym takim mechanizmem jest prezent@vaniygenow nowotworowych
przez casteczki MHC klasy | limfocytom T CDg29]. Okazuje si jednak,ze antygeny
nowotworowe mog by¢ rowniez prezentowane limfocytom T CD4oprzez czsteczki
MHC klasy Il [30].

W wielu badaniach wykazano brak lub zmniejsg@kspresj czasteczek MHC
klasy | na komorkach nowotworowych [28]. Defekt téorelowat ze zi§liwoscia
nowotworu. Potwierdzeniem powszej obserwacji bylty dwviadczenia, w ktorych
uzyskiwano efekt zwkszenia immunogensoi komorek nowotworowych przez
wprowadzenie (transfekgj gendw MHC co przywracato ich ekspresy komorkach [31,
32]. Jakkolwiek bytoby to logiczne wyttumaczeniedjpego z mechanizméw ucieczki
nowotworéw przed odpowiedzimmunologiczia gospodarza to wyniki ostatnich bada
nie potwierdzaj jednoznacznie zateosci miedzy ekspreg) czasteczek MHC
a zigliwoscia nowotworu. Wytlumaczeniem tego zjawiska zeoby¢ fakt, ze o ile
ekspresja citeczek MHC na komérkach nowotworowych jest komecdo rozpoznania
ich przez limfocyty T, to z kolei brak tych gsteczek uwrdiwia komérki nowotworowe
na cytotoksyczap aktywnad¢ komérek NK. Limfocyty Tc i komorki NK stanowitym
samym dwa uzupetnigje s¢ elementy obrony przeciwnowotworowej [33].

Wspoéiczénie antygeny nowotworowe wykorzystuje sio szczepionek w gfych
podegciach immunoterapii nowotworow (np. szczepienie waimantygenami, szczepienie
antygenami podawanymi z adiuwantami i cytokinamiczepienie komodrkami
dendrytycznymi wczaiej ,wypetnionymi” antygenami nowotworowymi) [34/R Ze
wzgledu na to,ze wérod komorek danego nowotworu obserwuje skesto znacza
heterogenn&® antygenow to w celach terapeutycznych potencjalnie lepéglhlmadawaty

sie ,mieszanki” przeciwciat przeciw sym TAA obecnym w danym nowotworze. Hn
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metodi ominigcia powyszego problemu jest rowriepodanie przeciwciat spgzonych
z radioizotopami, zdolnymi do zabicia nie tylko kérki zwiazanej przez przeciwciato ale

takze wielu warstw otaczagych p komorek [27].

3.2 Mechanizmy efektorowe odpowiedzi immunologiczie przeciw komorkom
nowotworowym.

Odpowied przeciwnowotworowa obejmuje zardwno wytwarzanigepiwciat, jak
i mechanizmy komorkowe. Do najw@ejszych proceséw immunologicznych

uczestniczcych w obronie przeciwnowotworowej nzie

aktywnas¢ komorek NK

— aktywnas¢ cytokin takich jak interleukiny, interferony, chekiny czy nadrodzina
TNF,

— cytotoksycznét limfocytow Tc,

— cytotoksyczné pobudzonych makrofagow i neutrofildw,

— cytotoksyczné¢ komérkowa zalena od przeciwciat

— cytotoksycznéc przeciwciat zalena od uktadu dopetniacza [38].

Limfocyty Tc s zdolne do rozpoznania i zabicia autologicznych &k
nowotworowych dzki prezentowaniu ich antygendw przeasieczki MHC klasy | [29].
Wykazano, # duza aktywnd¢ tych limfocytbw w momencie operacyjnego usem guza,
koreluje z doby prognoa i dilugim przeyciem pacjentéw. Innym bardzo waym
elementem komorkowej odpowiedzi przeciwnowotworoveej swoiste limfocyty Th,
zdolne g do rozpoznania TAA, g sa im prezentowane w pgdzeniu z cgsteczkami
MHC klasy Il [30]. Nastpstwem ich aktywacji jest uwolnienie cytokin, ktGvepomagaj
lub pobudzaj kolejne komorki ukiadu odpordoiowego albo bezpoednio uczestnicz
w procesie niszczenia komoérek nowotworowych. dedncytokin uwalnianych przez
zaktywowane limfocyty Th jest INF; ktéry jest najwaniejsz cytokima stymulujca
makrofagi. Te ostanie, magabija lub hamowa proliferacg komorek nowotworowych
w wyniku kontaktu bezpwedniego albo paednio przy udziale wydzielanych cytokin tj.
TNF czy IL-1. Inne wydzielane przez makrofagi cytok(tj. 1L-12, IL-15, IL-18, IL-27)
aktywuja limfocyty Tc i komorki NK, co wzmacnia odpowigdytotoksycza skierowam
przeciw komérkom nowotworowym [39]. Ponadto chemgki wytwarzane przez

makrofagi dziatajc chemotaktycznie przygjaja wiele komoérek (np. neutrofile,
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monocyty, limfocyty) przez co zwkszap ich naptyw w kierunku nowotworu [40-42].
Jednak badania prowadzone na makrofagach z énddowiska guza wykazatye relacje
miedzy nowotworem a naciekgymi go makrofagami nieaswytacznie antagonistyczne
[39]. Na podstawie obserwacji wyathniono dwie subpopulacje makrofagow. Makrofagi
M1 posiadaj zdolng¢ zabijania komérek nowotworowych, podczas gdyestz
dominupce w mikrgrodowisku guza makrofagi M2 sprzyjgggo rozwojowi [39, 43].

Odpowied komorkowa jest dominaga forma aktywndci immunologicznej
skierowanej przeciw komorkom nowotworowym. Niemnigdnak odpowied typu
humoralnego mie réwnie: prowadzé do ich zniszczenia. Dochodzi do tego poazaniu
odpowiedniego przeciwciata z TAA na komorce nowatweej i aktywacji dopetniacza
albo przyhczenia komorki K mapej receptor dla fragmentu Fc i zdolnej do
cytotoksycznéci zaleznej od przeciwciat [44].

W koncu w obronie przeciwnowotworowej bipmréwniez udziat mechanizmy
nieimmunologiczne. Klasycznym tego przykladem gsimadzenie fibroblastow wokot
guza, co hamuje jego rozwdj poprzez odgradzaniedjotaczajcych tkanek. Nie jest to
zjawisko zupetnie niezatee od mechanizmdéw immunologicznych, gdyaznym
elementem stymulagym proliferacg fibroblastow g cytokiny wydzielane m.in. przez
limfocyty Th [45].

3.3 Mechanizmy ucieczki nowotworow przed odpowiedgiimmunologiczn.

W tabeli 1 przedstawiono podstawowe mechanizmyesijigorzeciwnowotworowej
odpowiedzi immunologicznej. Xej przedstawiono ich krogkcharakterystyd

Zasadniczo u podstawy zjawisk unikania odpowiednimunologicznej stoi
selekcja klonow. Jest ona wynikiem poddawania ka&konowotworowych presji
efektorowych mechanizmow immunologicznych (fazaneiacji), ktére nie prowadz
jednak do catkowitego zniszczenia nowotworu. W Wwyniych mechanizméw dochodzi
do selektywnego przgcia i namnaania takich klonéw komérek nowotworowych,
ktorych wraliwos¢ na cytotoksyczne mechanizmy efektorowe jest osfehina przykiad
w wyniku zmniejszonej antygenodm (faza rownowagi). Te klony komorek uwalniaic
spod kontroli immunologicznej i naginie w sposob niekontrolowany nanap (faza
ucieczki). Za udzialem immunoselekcji w rozprzestianiu s nowotworu przemawiaj
posrednio wyniki bada wskazujgce na ranice antygenowe radzy nowotworem

pierwotnym i jego przerzutami [46].
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Tabela 1. Mechanizmy supresyjne o szczeglélnym znaczeniu dbporngci

nowotworowe.

Poziom supresji odpowiedzi

immunologicznej

Przyktady

Powstanie odpowiedzi

- immunosupresja zgwapochodna (niektore
leki, infekcje wirusowe)
- cytokiny hamuice tj. TG, PGE i IL 10

Ostabienie odpowiedzi

- 0g6lne mechanizmy tolgiarimvodowej
- hamowanie aktywnii limfocytow T przez
CTLA-4
- obnizenie odpowiedzi immunologicznej przez
limfocyty Treg i inne komorki supresorowe
- obecné¢ na komorkach
nowotworowych cgsteczek indukugcych
apoptoz limfocytow T (FasL, PD-L1)

Poziom efektorowy

- oporn6é na rozpoznanie i lizwskutek spadku
ekspres;ji czsteczek MHC klasy | i powstania
wariantéw pozbawionych antygenu
- zjawisko selekcji klonéw

- zjawisko immunomodulacji

Innym opisanym mechanizmem ucieczki jest immunamegja. Zjawisko to

polega na przégiowym zmniejszeniu giantygenowséci komorek nowotworowych przez

utworzenie na powierzchni ich btony komorkowej kdekgow antygen — przeciwciato.

Kompleksy te maj zdolng¢ przesuwania siw ptaszczynie btony, skupiajc sk na

jednym z biegunéw komoérki, tym samym pi&epwo eliminupc antygeny nowotworowe

z jej powierzchni [47].

Ponadto wykazanage swoiste cytotoksyczne limfocyty T teazdolna¢ zabijania

komorek nowotworowych, gdy wrodowisku obecneaswolne antygeny nowotworowe

albo fragmenty bton komoérek nowotworowych. Ich éfedupresyjny na odpowied

przeciwnowotworow potwierdza obserwacja, w ktorej intensywhaiwalniania TAA

przez komorki nowotworowe korelowata pozytywniezigsliwoscia guza [26].
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Brak efektywnej odpowiedzi na antygeny nowotworomeze wynika réwniez
z faktu, ze uktad odporn&iowy pacjenta styka &ize stopniowo wzrastggymi ich
stezeniami. Sytuagj t¢ mozna porowna do zastosowania swoistej immunoterapii, w ktorej
przez podawanie matych, a ngstie stopniowo wzrastggych dawek antygenu uzyskuje
si¢ efekt immunotolerancji na dany antygen.

Ciekawych  wnioskéw dostarczylty badania z zyeiem  przeciwciat
przeciwnowotworowych. Wykazaty onee niektére z przeciwciat magwrecz sprzyja
rozwojowi guza. Do tej grupy nalge miedzy innymi przeciwciata, ktore wiac sk
z antygenami na powierzchni komérek nowotworowyohskuj je i blokup tym samym
dostp do nich komérek efektorowych odpowiedzi immundadagej, np. cytotoksycznych
limfocytéw T. Ponadto okazatoesize w niektdrych sytuacjach swoiste przeciwciatgte
w matych s¢zeniach mog stymulowa proliferacg komérek docelowych [26]. Podobny
efekt dotyczy cytokin wydzielanych w reakcjach immlogicznych, a ddacych
czynnikami wzrostu. One roéwriienog pobudzé proliferacg komorek nowotworowych
[48, 49].

U chorych z nowotworem obserwuje sistabienie odpowiedzi immunologicznej
szczegolnie typu komdérkowego. Znaczrole odgrywa w tym zakresie ggteczka CTLA-
4, ktorej ekspresjstwierdza si na komoérkach T CDg50]. W warunkach fizjologicznych
ogranicza ona odpowiedimfocytow T na obce antygeny jak rowni@a autoantygeny.
Wykazano,ze w mikragrodowisku guza CTLA-4 hamuje limfocyty T przez poabienie
progu stymulacyjnego lub przez hamowanie ich aktgenproliferacyjnej [50, 51].

Hamupco na odpowiedl przeciwnowotworow mog rowniez wptywaé limfocyty
T regulatorowe oraz tzw. mieloidalne komorki supresve. Poniewa limfocyty T
regulatorowe $ przedmiotem niniejszej pracy szczegotowa ich ditargstyka zostanie
przedstawiona w dalszej jejGzi.

Ponadto opisano kilka mechanizmow immunosupresiptéeednio zwiazanych
z nowotworem. Jednym z nich jest wydzielanie przemdrki nowotworowe czynnikow
dziatapcych supresyjnie na procesy immunologiczne tj. TBGEng. Tumor Growth
Factor —czynnik wzrostu guza), prostagandynacgy IL-10 [26, 28]. Wytwarzany przez
wiele typow komorek nowotworowych czynnik wzrostddbtonka naczy (ang.Vascular
Endothelial Growth Factor VEGF) nie tylko stymuluje formowaniegsnaczy w obrbie
nowotworu, ale take hamuje rénicowanie s¢ komorek dendrytycznych z ich
prekursoréw. Ponadto szeregasteczek, ktérych ekspreswykazano na powierzchni

komorek nowotworowych np. ligand dla biatka Fas €6D) ma zdolné¢ indukowania
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apoptozy limfocytéw, ktére majw swojej btonie komdrkowej wbudowane to biatko].28
W mikrosrodowisku guza istotne znaczenie dla jego progresjjp rowniez komorki
dendrytyczne wytwarzage 2,3-dioksygenaz indolaminy, ktora rozklada tryptofan
i hamuje aktywagj limfocytow T. Niektore komorki nowotworowe mggame wydziela

ten enzym bezpoednio wptywajc na przebieg odpowiedzi immunologicznej [52].

4. Limfocyty T regulatorowe.
4. 1 Charakterystyka ogolna Treg

Komorki supresorowe po raz pierwszy opisano wclaféd-tych ubiegtego stulecia.
Uwazano je za komorki antygenowo swoiste, ktére po \&&bji, poprzez wptyw na
komorki T CD4, hamuj odpowied humoralm i komodrkowy [53, 54]. Naspnie
wykazano,ze mechanizm supresji jest zdecydowanie bardzigngkkowany. Poniewa
w tamtym okresie nie udato esiustalt markeréw fenotypowych dla tych komérek
okreslenie limfocyty T ,supresorowe” wycofano zzycia. Ponad 20 lat gaiej - na
modelu zwierzgcym - zostaly zidentyfikowane limfocyty T CD4wykazujce ekspresj
tancuchaa receptora dla interleukiny 2 (CD25). Komorki ter@hono mianem limfocytow
T regulatorowych (Treg) [55]. Wykazana, stanowi one 5-10% obwodowych naiwnych
(dziewiczych) limfocytbw T CDZ4 i odpowiadaj za utrzymanie obwodowej tolerancji
immunologicznej. Poctkowo uwaano,ze & to komorki anergiczne. Okazata; $ednak,
ze limfocyty Treg proliferyj in vivo oraz przy zachowaniu odpowiednich warunkéw
hodowli, take in vitro [56].

Ryc. 1 Komorka Treg [http://www3.niaid.nih.gov/INR/rdonlwi®2974461-0663-479D-
91AE-B92ED6E4F6F4/0/hasenkrugFigl.jpg]
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Komérki Treg ré@nicuja sic przede wszystkim w grasicya $o tzw. naturalne Treg.
Jednak pod wpltywem cytokin lub po kontakcie z aatygm CDZ regulatorowe komorki
T mog powstawdé rowniez na obwodzie [57, 58]. Pod wptywem IL-10 komorki te
roznicuja sie w populacg Trl tj. komorki supresorowe bez ekspresji CD25zdraxP3.
Ponadto komorki Trl w nagistwie aktywaciji g zrodtem IL-10. Jéli za$ rGznicowanie
regulatorowych limfocytéw T CD4 zachodzi w obecrci TGF3, to nabywaj one
zdolna¢ ekspresji casteczki CD25 oraz czynnika FoxP3. Komorki te dzlsamujco
przez wydzielanie TGE W koacu pod wptywem antygenu i kostymulacji na obwodzie
powstaj tzw. efektorowe komorki panrgi (Tem - T effector memory ce)ls ktére
wydzielap szereg cytokin m.in.: IL-2, INF IL-4 itd. [59]

Rola jak spetniag limfocyty Treg w uktadzie immunologicznym jest
ambiwalentna. Z jednej strony peinifunkcje wyteczne tj.. zabezpieczajprzed
autoagresgj poprzez hamowanie aktywdw autoreaktywnych limfocytow T, uczestnicz
w wytwarzaniu tolerancji pokarmowej, tolerancji pazeszczepy allogeniczne, hamuj
reakcje nadwrdiwosci oraz ochraniaj ptéd przed odrzucaniem przez ukiad
odporndgciowy matki. Niestety jednoczeie uczestnicg w procesach, ktore mapkutki
niepazadane dla organizmu tj. hamujeliminacg mikroorganizméw (co sprzyja
przewlekaniu si infekcji) oraz biog udziat w rozwoju tolerancji na antygeny zwane
Z nowotworem [56].

Nie tylko r&nicowanie st limfocytow w komorki Treg, ale tale ich
oddziatywania z innymi komoérkami uktadu odpofociowego g niezwykle zigone.
Dzieki temu aktywné¢ komorek Treg jest precyzyjnie regulowana (dostrajana réanych
etapach odpowiedzi immunologicznej i pozwala napgewidiowy przebieg. Obecnie
uwaza Sk, ze zaburzenia ikriowe i czynnéciowe tej subpopulacji limfocytow
przyczyniaj sie do rozwoju ranych chorob (np. nowotworowych, autoimmunizacyjnych
Z drugiej strony, petniejsze zrozumienie biologichh komorek stwarza nowe mdwvosci
terapeutyczne [57-58, 60-61].

4.2 Markery uzywane do identyfikacji i obliczania Treg.

Przed wprowadzeniem swoistych przeciwciat skieropghrprzeciwko czynnikowi
FoxP3, wywano wielu markeréw, ktére oldlaty ludzkie Treg. W wikszaici bada
prowadzonych w przes&zo u chorych z procesem nowotworowym Treg definiowa
poprzez stwierdzenie koekspresji CD4 i CD25. Jedomké badaczy wykluczata z tej
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grupy komoérki aktywowane [62] wykazige ekspregj CD69 [62-65] i Ki 67 [62, 66],
brak CD62L [66-68]. Inni potwierdzali fenotyp Tr&@D4 CD25" przez analig ekspresji
CD45RO i CTLA-4 [62-64, 66, 69-73]. Poniewvaaktualne dane wykazaty mdice
w poziomie ekspresji CD25 posaaizy ludzkimi a mysimi Treg, stl niektore paniejsze
badania definiowaly Treg na podstawie CD®25""
konstytutywnych markeréw tj.: CTLA-4, GITR, CD45RAOGF{R1 [62, 72]. Ostatnie

doniesienia wskazj ze specyficza cecly komérek Treg jest obecfi® czynnika

i czesto wspoétobecrii

transkrypcyjnego FoxP3 oraz brak asteczki CD127, ktéra jest receptorem dla
interleukiny 7 (IL-7R) [74-75]. Odkrycie czynnika okP3 i jego istotnej roli
w funkcjonowaniu Treg znacznie poprawito #iwosci badania tych komorek [76].
Przeciwciata przeciw FoxP3 bezpednio znakuj te komorki i umaliwiaja doktadm
ocere czstasci ich wystpowania [66-67, 77-78]. Aktualnie przyy fenotyp ludzkich
komorek Treg to CDAD25""CTLA4" GITR" FoxP3 CD45RC CD45RACD69IKI-67
[79].

Ryc. 2Fenotyp ludzkich komorek Treg.

Chd+

GITR

CTLA-4=4

4.3 Udziat Treg w kontroli odpowiedzi immunologiczrej
Komorki regulatorowe (CD£D25) hamuj odpowied na autoantygeny, ale
rowniez ha antygeny egzogenne. Nasilenie akty$gnsupresorowej komoérek Treg zaje
od:
— poziomu ekspresji @gteczek przekazagych sygnat aktywacyjny limfocytom Treg
— dostpndsci ligandow inicjupcych przekazanie sygnatu przez testeczki

— wplywu cytokin oraz
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— poziomu ekspresji receptorow i ligandéw iniggych apoptog
Z reguty komorki Treg otrzymajte sygnaly podczas bezpedniego kontaktu
z komérkami kooperagymi [56].

4.3.1 Rola Treg w odpowiedzi przeciwnowotworowej.

Udziat Treg w modulowaniu odpowiedzi immunologicgis&ierowanej przeciw
komorkom nowotworowym byt gtdbwnie badany na modelanwierzcych. Ich rola
w tworzeniu odporngi przeciwnowotworowej u ludzi jest w mniejszym [@@u poznana.
Treg determiny obwodows tolerancg przez hamowanie aktywbd autoreaktywnych
komorek T [80-82]. Poniewawigkszas¢ antygendw nowotworowych jest autoantygenami
[83], komdrki Treg prowadge do supresji limfocytow skierowanych przeciwko ALA
stanows potencjalny mechanizm wyjaiajacy niepowodzenie uktadu immunologicznego
w odpowiedzi przeciwnowotworowej [68, 84].

U chorych z czerniakiem z eksprediY-ESO-1, biatka komorki macierzystej
czesto wystpujacego w komorkach nowotworowych w przecimséwie do tkanek
zdrowych, wykazano obecfio przeciwciat anty NY-ESO-1 we krwi obwodowej.
Przeciwciala te zwizane byly z odpowiedzikomérek Thl o fenotypie CD45ROD4".

U chorych nie wykazuapych ekspresji tego biatka na komoérkach nowotwordwy;.
seronegatywnych), nie stwierdzono swoistej odpogii@mmunologicznej limfocytow T
CD4". Usunicie komoérek CDACD25" (tj. Treg) prowadzito do nasilonej odpowiedzi
CD4'CD45RA" T komdrkowej i odporni przeciwnowotworowej w grupie kontrolne;j,
u chorych seronegatywnych, a tzaku oséb, u ktorych wcgeiej stwierdzono reakcje
komorek T CDACD45R0 przeciw NY-ESO-1 [85]. Tym samym wykazarn®, komorki

T nie % w réwnym stopniu wrdiwe na supresgj wywierara przez Treg. Ostatnio
udowodniono, ze komorki T swoiste dla NY-ESO-1 mwgby¢ wzbudzone
u seronegatywnych pacjentéw przez podanie szczZieporbiatkiem NY-ESO-1 [86].
W takim przypadku odpowigdze strony komorek T w obecswd Treg, byta niewielka

i mogta nie rozpozréa obecndci natywnego antygenu NY-ESO-1 na komorkach
nowotworowych. Przeciwnie limfocyty T swoiste diegb antygenu, po wyeliminowaniu
Treg, wykrywaty go z din czuldicia. Te dane pokazwjze limfocyty T o tych samych
wiasciwosciach, ale rénej awidndci, charakteryzuj sie rézna wrazliwoscia na supresj
wywierary przez Treg. Tylko limfocyty z wysakawidnacia, wrazliwe na Treg, mog

bra¢ udziat w odpowiedzi przeciwnowotworowe;j.
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Curiel i wsp. wykazali,ze Treg u chorych z rakiem jajnika hamigkierowan
swokcie przeciwko Her2 odpowied(tj. proliferacg, cytotoksycznét, produkcg IL-2
i IFN-y) [68]. W dodatku podanie komoérek CHOID25 (uzyskanych od chorych
Zz nowotworem) szczepom myszy NOD/SCID znamiennie olaikv wzrost
przeszczepionego guza jajnika, podczas gdy podemedrek Treg przyspieszato jego
wzrost i hamowato skuteczfiowyzej wymienionych komérek. Oba te badania wykazaty,
ze istnieje efektywna odpowiegrzeciwnowotworowa ze strony komorek TEei niektére
z tych komorek podlegajsupresji ze strony Treg.

Hamowanie odpowiedzi immunologicznej przez Tregedg nie ograniczatylko
do supres;ji limfocytow T skierowanych przeciwkoy@nom swoistym dla nowotworéw.
Wykazano,ze Treg hamuj niezaleny od limfocytow T proces zapalny wywotany przez
Helicobacter hepaticusi myszy [87]. Jdi rzeczywicie proces zapalny jest pazany
Z progresi procesu nowotworowego, to Treg moggraniczé progres howotworu,
przez hamowanie zapalenia.

Nadal nie jest jasne jak Treg hamuarowno wrodzom jak i nabyh swoish
odpowied immunologicza. Coraz wgcej faktow wskazuje na r@lTreg w hamowaniu
komorek NK. Badanie u chorych z GIST po przebyt@ozeniu z zastosowaniem c-kit
inhibitora kinazy tyrozynowej (imatinib) uwydatnilodwrotnie proporcjonalnkorelacg
pomiedzy iloscia INF-y produkowanego przez komoérki NK a liezbBreg knzacych we
krwi obwodowej [88]. Analizan vitro wykazata,ze Treg hamuj aktywna¢ cytolityczm
komorek NK, produke IFN-y oraz ekspregj NKG2D na komérkach NK w sposéb
zaleeny od zwhzanego z btom TGF{. Autorzy ichc dalej tym tropem stwierdzilize
komorki NK uzyskane z wetow chtonnych zajtych przez komorki nowotworowe,
wykazywaty niewiells wiasciwosé¢ cytolityczm, ktora zwekszyta s¢ po wyeliminowaniu
Treg. Podobne wnioski uzyskano z réwnolegtych hag@eprowadzonych na myszach,

ktore nastpnie zostaly potwierdzone przez prace Smith i (&9).

4.4 Rozpowszechnienie Treg u chorych na nowotwor.
4.4.1 Czstos¢ Treg we krwi obwodowej

W 2001 roku June i wsp. zaobserwowali @sizory liczbe Treg u chorych
z niedrobnokomdérkowym rakiem ptuca i rakiem jajnika poréwnaniu do grupy
kontrolnej, ktdg stanowili zdrowi ochotnicy [90]. Wyniki niektorydhada prowadzonych
na szerokim spektrum chorych z procesem nowotwonowystaty przedstawione w tabeli

2. Wigksza¢ z tych bada potwierdzito znamiennie wksz liczbe Treg we krwi
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obwodowej u chorych z rakiem w poréwnaniu do gripwtrolnej. Dotyczyto to chorych
na raka piersi [71], odbytnicy [64,91], przetykWO]6zotadka [65, 69], raka pierwotnego
watroby [92], biataczki [93], raka ptuca [64, 90],tchiaki [93-94], czerniaki [63-95], raka
jajnika [90] i trzustki [71].

4.4.2 Treg w weztach chtonnych

Hiura i wsp. wykazali,ze komorki Treg byty w wikszaci obecne w wztach
chtonnych zajtych przez komaérki nowotworowe w poréwnaniu zzk@mi zmienionymi
odczynowo [96]. Badanie amtdw chtonnych u zdrowych ludzi jest trudne do
zrealizowania ze wzgliow etycznych. Przeprowadzono natomiast wiele inagaktorych
obliczono liczle Treg w wztach w przebiegu choroby nowotworowej (tabela 3).
Zwigkszony odsetek Treg wykazandrad limfocytow weztow chtonnych zagtych przez
komorki nowotworowe w poréwnaniu dogmdw nie obgtych procesem chorobowym.
Wykazano to w badaniach chorych z rakiem endommatriotadka, z czerniakiem a ta&
z chtoniakami nieziarniczymi. Badanie, w ktérym @enano obecrnig Treg w weztach
chtonnych u chorych we wczesnym izpgm stadium w przebiegu raka jajnika [68],
wykazato znamiennie mniejgich liczbg w poréwnaniu do chorych nienowotworowych.
W tym przypadku autorzy sugerowate wzrost liczby Treg w obbie guza koreluje ze
stopniem zaawansowania choroby, a mniejszy odSetk w weztach chtonnych wynika
z migracji tych komoérek w kierunku guza. To spostenie podkrélito celowasé
jednoczesnego badania liczby Treg we wszystkich geostmentach (tj. we krwi
obwodowej, guzie i w weztach chionnych), co pozwolitoby na uwzdhienie

mechanizméw migracji Treg gdzy tymisrodowiskami.

4.4.3 Treg w guzie

W kilku badaniach stwierdzono obedéhokomérek Treg wrdd limfocytéw
obecnych w olgbie guza (angtumor infiltrating lymphocytes TIL). W niektorych z tych
bada poddano ocenie ich aktyw§tosupresorow. Jednak nadal trudno jest jednoznacznie
okresli¢ role jaka odgrywaj komorki Treg w mikrérodowisku guza.

Jeili Treg dziatajp miejscowo w najbliszym gsiedztwie guza, to aby zapobiec
skutecznej odpowiedzi skierowanej przeciwko niemymagana jest ich odpowiednia
liczba. Zjawisko to ttumaczy dlaczego obserwuje wirost liczby Treg w przypadku

progresji guza, jak rowniew wyzszym stopniu zaawansowania choroby [67-69].
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Trzy badania prowadzonesmwd chorych na raka jajnika potwierdzity zmek
pomiedzy rokowaniem a liczblimfocytow w obebie guza [68, 78, 97]. Pierwsze badanie
wykazato znamienn statystycznie korelagjpomkdzy liczkw Treg obecnych w guzie
a przeyciem [68]. Na jego podstawie wysgto hipotez, ze Treg przyczyniaj sic do
progresji choroby. Nie wykluczone jest rOwhieze zwikszona liczba Treg w othie
guza jest raczej konsekwen@)iz przyczym postpu choroby nowotworowej. W innym
badaniu nie wykazano istotnego statystycznieazkvi pomedzy liczla Treg w guzie
a gorszym rokowaniem, natomiast zauw@o, iz lepsze rokowanie wie st z wicksz
liczba limfocytbw T CD8 oraz zwekszonym odsetkiem CD8w poréwnaniu z
CD4'CD25FoxP3 [78].

W kolejnym badaniu, w ktorym zmierzono ekspgesgynnika transkrypcyjnego
FoxP3 przy ayciu RT-PCR u 99 chorych z rakiem jajnika, wykazaegego poziom jest
czynnikiem prognostycznym czasu catkowitego pyze [97].

Dwa inne badania rownienvykazaty,ze liczba Treg koreluje z prograsghoroby.
Sasada i wsp. pogrupowat chorych z rakieotadka, na podstawie odsetka Treg
(CD4'CD25") spardd catej populacji limfocytow CD4 we krwi obwodojy@a 3 grupy:
niska < 40%; srednh 40-50% oraz wysak> 50%. Chorzy spetniagy kryterium grupy
~wysokiej” zyli krocej w porownaniu do grupy ,niskiej” (p=0,0D7Roncador i wsp.
zbadat ekspresjFoxP3 w chtoniakach z komérek T [98]. Obeghozynnika wykazano
tylko w komorkach dojrzatych chtoniakow T-limfobtgsznych (17/25 przebadanych
chorych wykazato ekspresfoxP3) i chocia nie wykazano istotrigi statystycznej, to
zaobserwowano trend pogdey zwkkszora ekspresj czynnika FoxP3 a gorszym
rokowaniem.

Obecné¢ komodrek FoxP3 w kombinacji z komérkami wykazagymi ekspresj
ziaren cytotoksycznych wzata s¢ z niekorzystnym rokowaniem u chorych na ziarnice
ztosliwa [99]. W badaniu prowadzonym u chorych na nowotwghowy i szyi wykazano,
ze zwkkszony odsetek komdrek CD@D69 korelowat z lepsz kontroh miejscovg
i regionalm, oraz lepszym rokowaniem [77]. Zaskadag wysoki odsetek komérek FoxP3
wiazat skt rowniez z lepsa kontrokh loko-regionala [99]. Dane te pozostajw
sprzecznéci z wynikami uzyskanymi w badaniach, o ktérych assmiano wyej.

Ponadto obecrio Treg wykazano w ptynie z puchliny brzusznej oragamy
optucnowej. Liczba Treg byta znamiennie statystyezwyzsza w ptynie w przebiegu

choroby nowotworowej w poréwnaniu z geuontrolm [68, 100].
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4.5 Wptyw guza na Treg.

Badania przedstawione powej, wykazaly wysoki odsetek Treg w @bre
limfocytbw wewnratrz guza (TIL). Jak role odgrywaj te komorki w mikrérodowisku
guza opisano waej. W tym miejscu zostarmprzedstawione wyniki badaskupiajce st na
oddziatywaniu guza na komorki Treg (Ryc. 3). Udowodo, ze guzy nie tylko
przycigaj Treg w swoim kierunku, ale ta& poprzez produkowanie cytokin, powaogluj
ich miejscow ekspangj. Dwa badania, jedno dotygz nowotworéw jajnika, drugie
chtoniakow nieziarniczych wykazaty,e komorki nowotworowe produkajchemokir
CCL22, ktora poprzez receptor CCR4 obecny na Tregcpga je w kierunku utkania
nowotworu [68, 73]. W badaniach nad nowotworamnij@ wykazano,ze chemokina
CCL22 jest produkowana nie tylko przez komérki nomarowe, a take przez makrofagi
znajdupce st& w pilynie z jamy otrzewnowej [68]. Dodatkowo w tydbadaniach
wykorzystano szczep myszy NOD/SCID by wykgzaze podanie przeciwciat
skierowanych przeciwko chemokinie CCL22 w warunkackivo hamuje migragj Treg

do przeszczepionego nowotworu.

Ryc. 3Komoérki Treg w mikrédrodowisku guza.
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Doskpne dane sugemrJjze TGFp réwniez wptywa na proliferag oraz aktywnéc
Treg [101-102]. Badanie zzyciem modelu guza zwiegzego wykazatoze ekspozycja
niedojrzatych mieloidalnych komérek dendrytycznyoh komoérki nowotworowe lub
rozpuszczone czynniki produkowane przez te komévgtywa na produkej TGF 3, ktory
Z kolei stymuluje ekspangsjlreg oraz zwiksza ich aktywn& in vivo [103]. Analiza tych
mechanizméw wzajemnego oddzialywania uhwda zidentyfikowanie czynnikow
zZwigzanych z guzem, ktére promuproliferacg Treg. Zablokowanie tych czynnikéw
zmniejszy odsetek i zahamuje aktywadreg w mikrégrodowisku guza co nie st& sie

podstaw, nowoczesnej terapii przeciwnowotworowej.

5. Treg a immunoterapia nowotworéw.

Badania na zwieetach wykazaty, ze usunicie komoérek CD25 wzmaga
odpowied immunologiczia indukowarn przez komorki nowotworowe lub pobudzone
antygenem komorki dendrytyczne. Zmniejszenie licglmn komorek w mikrérodowisku
guza powoduje odrzucenie linii komorek nowotworotvymgrednio poprzez uwalniane
mediatory immunologiczne [104-106]. Iniekcje beggadnio do guza swoistych
przeciwciat skierowanych przeciwko CD4 powodowagqg regresj [107]. W badaniu,
w ktorym wyto raznych linii komorek nowotworowych, wynikiem jednomzego
usunicia komorek CD25 z wretrza guza, byto zahamowanie jego wzrostu, z kolei
wielokrotnie powtarzane eliminacje tych komorek powato opaénienie progresiji
choroby [108]. Potencjalnym problemem zmanym z ayciem przeciwciat skierowanych
przeciwko CD25 jest réwnoczesne wyeliminowanie koekéefektorowych CDZ5 co
moze zniweczy korzystny efekt wynikacy z usungcia Treg. Inne efektywne podeje,
badane na modelu zwiem polega na zastosowaniu cyklofosfamidu. Podanie
cyklofosfamidu w pajczeniu ze szczepionkopart na komérkach nowotworowych
prowadzi do regresji wszczepionego guza u szczyi®9]. W ostatnio prowadzonych
badaniach stwierdzong,e zastosowanie cyklofosfamidu w pcdeniu z egzosomami
pochodzacymi z komorek guza rownigpowodowato jego odrzucenie [110].

Inng strategi leczenia guza jest adoptywna immunoterapiayciem limfocytow
T. Dodatkowe podanie limfocytow T swoistych dlaym@now melanocytow prowadzito
do regresji czerniaka u uprzednio poddanych radiptemyszy. Natomiast jednoczasowe
podanie z tymi limfocytami komoérek Treg hamowata &fekt [111]. Badania, w ktorych

podawano limfocyty pacjentom z czerniakiem wykazaly istotna jest diuggé czasu
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przezycia limfocytow T, ktora koreluje z aktywlcia skierowam przeciwko guzowi
[112]. Zatem eliminacja Treg poprzedzs podanie limfocytéw, dulz limfoablacja
(zapewniajca miejsce do rozprzestrzeniania i pygga podanych komorek) me w
przyszi@gci znacaco zwkkszy skuteczné¢ immunoterapii adoptywne;j.

Uzyteczn@¢ czasteczki CD25 jako celu terapii elimiruge) Treg jest kiopotliwa
poniewa czynnik skierowany przeciwko CD25 (np. przeciwgiakierowane swécie
przeciwko czsteczce CD25) z dlugim okresem péttrwania w warghka vivo, moze
rowniez eliminowa komorki bionce udziat w odpowiedzi przeciwko komorkom guza.
Denileukin diftitox (Ontak®) [113] jest rekombinowgm biatkiem o krotkim okresie
pottrwania (60 min), mimo to ma wdawosci cytotoksyczne w stosunku do komorek z
ekspresj receptora CD25 o wysokim powinowactwie. Prepaeat fest fuzi biatka
stanowicego czs$¢ tancucha IL-2 z fragmentami A i B toksyny bilonnicy obstat
wprowadzony do leczenia chorych ze skopostaci chtoniaka z komorek T przynagz
obiecupce rezultaty i akceptowadrtoksyczné¢. Wskpne wyniki zaprezentowane w 2005
roku pokazaly zmniejszenie odsetka komorek z ekgpi@D4 CD25'FoxP3 we krwi
obwodowej w grupie 8 chorych, ktoremu towarzyszylzrest proliferujcych
i produkupcych INFy komorek we krwi obwodowej. Danuall i wsp. ostatdianiost, ze
pojedyncze dawki denileukin diftitox selektywniein@huja Treg (mierzone spadkiem
limfocytéw T CD4'CD25"" in vivo oraz brakiem aktywrigi supresorowej), co poprawito
odpowied po podaniu szczepionki z komoérkami dendrytycznymiwszczepionym
fragmentem RNA guza u chorych z rakiem nerki w poréniu do chorych, ktérzy
otrzymywali tylko szczepionk [114]. Pomimo tych obiecagych danych ostatnie
doniesienia wskazuj ze terapia chorych nowotworowych (12 z rozsianymrraaé&iem
oraz 1 z zaawansowanym rakiem nerki) oparta ndeddmn diftitox nie zmniejsza liczby
ani nie upeéledza funkcji Treg we krwi obwodowej [115]. W tydfadaniach zywano
roznych schematow terapeutycznych adstpotrzebne $ kolejne, zeby wyttumaczy
rozbieznos¢ uzyskanych wynikow.

Zastosowanie terapii opartych naodkach celujcych w receptor dla IL-2,
podobnie jak, co potwierdzity badania prowadzone mgszach, mate dawki lekow
immunosupresyjnych tj. cyklofosfamid, redukowalyzle oraz upéledzaty funkcg Treg,
co pozwalalo na rozwincie st odpowiedzi przeciwko guzowi. Istotnym z punktu
widzenia praktyki klinicznej jest wyfaienie czy zastosowanie cyklofosfamidu stanowi
uzyteczry metod w hamowaniu Treg i stymulowaniu odpowiedzi immuwugitznej

przeciwko guzowi u chorych nowotworowych. Terapiezastosowaniem fludarabiny
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wydaja sie by¢ obiecujce. Zaréwno liczba jak i wéaiwosci supresorowe komorek Treg
zostaly znamiennie zredukowane u chorych z przdwlblataczl limfatyczra (CLL -
ang.chronic limphocytic leukemjgo zastosowaniu terapii z fludarafico wskazujeze
limfocyty Treg @ bardziej wraliwe na fludarabin niz inne subpopulacje limfocytow T
[67]. Zmniejszanie giguza byto réwnig obserwowane u chorych z czerniakiem, ktérym
podano swoiste dla guza limfocyty T po chemiotdérapi sklad ktérej wchodzita
fludarabina [116]. Inne maiwosci inaktywacji Treg to terapie celowane skierowane
przeciwko czsteczkom powierzchniowym znajdaym st na Treg (GITR, B7-H1) lub
przeciwko cytokinom/chemokinom, ktore majvptyw na przeycie, ekspansgj oraz
migracg Treg (TGFB, IL-2, CCL22).

Obecnie jest wiele przekonywaglych dowodow potwierdzagych hipotez, ze
Treg mog hamowa odpowied uktadu immunologicznego skierowgprzeciwko guzowi
i umazliwia¢ jego progresi. Zeby wykorzysta te dane w terapii rakagtizie konieczne
poszerzenie aktualnej wiedzy w zakresie swégstdreg oraz tych typow odpowiedzi
immunologicznej, ktore podlegapupresji ze strony tych komérek. Pozwoli to upewni
sig, ze strategie immunoterapeutyczneaeglapc w to usungcie Treg z mikrérodowiska
guza, uaktywni tylkod czes¢ odpowiedzi immunologicznych, ktéredn hamowaty a nie

stymulowaty wzrost guza.
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Tabela 2 Treg jaki % komorek CD4ve krwi obwodowe;

Kryterium Typ nowotworu liczebn® | Treg Statystykal Pismien
Treg grupy (% z populaciji -nictwo
CD4)
CD4'CD25 | Grupa kontrolna n=16 8,9+3,5
Rakzotadka n=20 18,2+4,1 p<0,05 [69]
Rak przetyku n=10 26,5149 p<0,05
Grupa kontrolna n=10 26,51+4,7
Rakzotadka n=55 43,7+12,7 p=4x10°
Rak jelita grubego n=48 39,7+11,3 p=9 x10’
Rak trzustki n=13 44.,049,0 p=9 x10° (6]
Rak przetyku n=17 47,0+9,8 p=1 x10’
Rak watroby n=16 42,1+14,7 p=9x10*
Grupa kontrolna n=7 12 (2-8)
Rak ptuca n=9 33 (10-60) brak [70]
danych
Grupa kontrolna n=35 9 (2-17)
Rak piersi n=35 17 (3-30) p<0,01 [71]
Rak trzustki n=30 13 (4-35) p<0,01
Grupa kontrolna n=4 12,5+3,9 [94]
Ziarnica zigliwa n=9 13,5+4,2 p=0,71
CD4'CD25" | Grupa kontrolna n=14 9,1
n Czerniak n=20 14,7 p=0,007 [63]
Grupa kontrolna n=15 2+0,5
p<0,0001 [62]
Ostra biataczka szpikowan=36 4,8+1,8
Grupa kontrolna n=48 9,2 (1,6-30,2) [66]
Rak watroby n=25 7,2 (1,2-23,3) p=0,895
Grupa kontrolna n=34 4,7+0,5 [64]
Raki ptaskonabtonkowe| n=42 12,5+0,9 p<0,001
CD4'CD25 | Grupa kontrolna n=42 4,5+1,1
FoxP3 Przewlekta biataczka [67]
limfatyczna z komérek B n=73 10,4+4,4 p<0,001
Grupa kontrolna MD 5,8+1,7 [95]
Czerniak n=13 4,9+19 p<0,37
Grupa kontrolna n=17 5,4+2,7 p<0,04 [117]
Nowotwory gtowy i szyi | n=24 10,1+4,7 p<0,0008
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Tabela 3.T reg jako % komorek CD4v obrebie weztow chtonnych

Kryterium Treg . . Treg % z Pismien
Grupy weztéw chtonnych Liczba komérek CDA Statystyka| nictwo
CD4'CD25 Trzustkowe/piet n=20 20 71]
Chioniak Hodgkina n=6 35.8+16.6 [94]
Szyjka macicy n=13 4.2+1.4 nieistotne
N1TDLN
3.8+£1.0
N2TDLN
Endometrium n=26 2.5+0.9 [118]
N1TDLN p<0.2
1.8+0.9
N2TDLN
Kontrola n=8 8 p<0.01
Rak jajnika stopig 1 n=6 5
Rak jajnika stopig 2 n=5 5 [68]
Rak jajnika stopig 3/4 n=25 1 p<0.0f
CD4'CD25"" | Wezly chionne krezkowe
— kontrola n=44 1.2+0.3
Rakzotadka wczesne
stadium n=31 3.3+0.3 N1LN [72]
n=13 2.4+0.3 N2LN | p<0.05
Rakzotadka péne n=13 3.3+0.2 NILN | p<0.0f
stadium n=23 3.320.2 N2LN | p<0.02
CD4'CD25"" | Wolne od nowotworu
FoxP3 wezty chfonne — kontrola| n=6 6 (2-9) 73]
Chioniak nieziarniczy n=10 17 (6-43) p<0.001
CD4'CD25™9" | Wolne od nowotworu
FoxP3 wezty chtonne — kontrola| n=16 6.2+4.2 [95]
Czerniak n=13 11.06+1.7 p<0.0006

1 W weztach chtonnych pochodeych od grupy kontrolnej znalezionoawej komérek T

reg w porownaniu z chorymi na raka jajnika.

2 W wezlach chtonnych od pacjentéw zzstym stopniem zaawansowania raka jajnika

stwierdzono wicej T reg w poroéwnaniu ze stadiami bardziej zaasaasymi.

% Wickszy odsetek T reg w N1 vs N2 we wczesnym stadium.
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“Wigkszy odsetek Treg w poréwnaniu zzkami chionnymi krezkowymi.
®> Wieckszy odsetek T reg w N1 i N2 w chorobie zaawans@yvam poréwnaniu do

krezkowych wztéw chtonnych.
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CEL PRACY

Celem pracy bylo zbadanie rozpowszechnienia komofekegulatorowych (Treg)
w nowotworowych i nienowotworowych wysiach optucnowych oraz ocena zadesci

migdzy tym rozpowszechnieniem i wybranymi parametrstanu klinicznego chorych.

Cel ten realizowano poprzez:

1. Ocer réznic w zakresie odsetka limfocytow, komérek CD&D4/CD25" i Treg
miedzy wyskkami nienowotworowymi i ptynami wyskowymi powstatymi

w przebiegu choroby nowotworowe.

2. Ocerg zalenosci migdzy odsetkiem komérek Treg i odsetkiem limfocytonazich

subpopulacji.

3. Okreslenie zalenosci migdzy rozpowszechnieniem Treg a pici stanem

sprawngci i cechami okréajacymi stopiéé zaawansowania choroby
nowotworowe.
4. Ocerg wartasci prognostycznej | predykcyjnej rozpowszechnienibreg

Z uwzgkdnieniem wielu zmiennych (liczba naddw obgtych przerzutami

odlegtymi, wiek chorych w momencie badania i starag/naci).
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MATERIAL | METODY BADA N

1. Materiat
1.1Chorzy

Badaniem typu ,casecontrol study objeto grug 76 dorostych chorych
hospitalizowanych w Oddziale Pulmonologii i Onkadldgulmonologicznej przy Katedrze
I Klinice Pulmonologii, Alergologii i Onkologii Puwhonologicznej Uniwersytetu
Medycznego w Poznaniu.

Badanie rozpocgzo w roku 2007 i zakiczono w maju 2010 roku. Pacjenci przed
przystpieniem do badania zostali poinformowani o celicpiavyrazili pisemn zgod: na

udziat w badaniu.

1.2Kryteria wt aczenia i wyhczenia z badania

Kryteria wt gczenia:
1. Rozpoznanie raka ptuca z obegrig wysiecku w jamie optucnowe.
2. Zapalenie jamy optucnhowej z obednn wysicku.
3. Wiek powyzej 18 rokuzycia.

Kryteria wyt aczenia:
1. W wywiadzie: inne choroby nowotworowe, choroby ammunizacyjne, alergie.
2. Rak ptuca w trakcie leczenia cytotoksycznego.
3. Przeciwwskazania do wykonania naktucia jamy optwajo
4

. Brak zgody pacjenta.

1.3. Charakterystyka przebadanych wysikow optucnowych

Wysi¢ki optucnowe podzielono na 3 grupy w oparciu o laéelacytologiczne.
Wyniki bada cytologicznych byty konfrontowane z wynikami badastopatologicznych
materialu  uzyskanego dr@g bronchofiberoskopii oraz danymi  klinicznymi.

Charakterystyk materiatu biologicznego przedstawiono w tabeli 4.
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Tabela 4.Zestawienie przebadanych wledw optucnowych,

Wysigki Liczba przypadkow

I.  Wysigki uzyskane od osob z chorad nowotworowa
zawierajace komaorki nowotworowe

Rak gruczotowy oskrzela 30

[I.  Wysieki uzyskane od os6b z chorop nowotworows

nie zawierajace komorek nowotworowych

Rak gruczotowy oskrzela 21
[ll.  Wysigki nienowotworowe 25
2. Metody

2.1. Badania laboratoryjne
2.1.1. Badania cytologiczne

Wysigki optucnowe wirowano z gdkoscia 1000 obr/min. przez 10 minut
w temperaturze pokojowej. Z uzyskanego osadu wyk@mp rozmaz na szkietku
podstawowym. Rozmazy utrwalano przez 10 min. w ma@iegie 95% alkoholu etylowego
i eteru w stosunku objosciowym 1:1, po czym barwiono hematoksylim eozyn.
Uzyskane preparaty poddawano ocenie cytologiczmej katem obecnéci komorek

nowotworowych.

2.1.2. Badania cytometryczne: oznaczanie komorek flegulatorowych w wysigkach
optucnowych.

Na dno probowek wprowadzano poub przeciwciat anty-CD4 oraz anty-CD25.
Dodawano 10Qul zawiesiny komérek (ok. 5xfpna probéwk, mieszano i inkubowano

przez 20 minut w temperaturze pokojowej. Plukaray pomocy 2 ml buforu ptuazego,
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wirowano przez 10 minut przy 250 x g a rpsie usuwano supernatant. Komorki
utrwalano przy pomocy 2 ml buforu utrwaleggo. W celu usuacia buforu
utrwalapcego, komoérki wirowano przez 5 minut przy 500 xRp utrwaleniu komorki
zawieszano w PBS, wirowano przez 5 minut przy 50@ xa nasfpnie usuwano
supernatant. Permeabilizadjton komorkowych przeprowadzono zygiem 0.5 ml buforu
permeabilizujcego w czasie 30 min. inkubacji w temperaturze pokej. Po
permeabilizacji komorki dwukrotnie plukano w PBS.edRcg cytoplazmatyczam
przeprowadzono z zastosowaniemub przeciwciat przeciw FoxP3 w czasie 30 min.
inkubacji w temperaturze pokojowej. Po tym czasienkrki byty dwukrotnie ptukane w 2
ml PBS i wirowane przez 5 minut przy 500 x g w temgturze pokojowej. Po
przeprowadzeniu reakcji immunocytochemicznych kdnaawieszano w 0,5 ml PBS.
Wszystkie etapy reakcji immunocytochemicznej pree@mdzono bez dogiu swiatta.
Akwizycje danych (20000 komoérek) przeprowadzono przy pomamgometru
przeptywowego FACS Canto (BD). Sposéb analizy darpizedstawia ryc. 4. W odvie
wszystkich komoérek materiatu biologicznego bramkoavalimfocyty (P1), komorki
FoxP3 (P2) oraz komoérki CDLD25 (P3). Odsetek komorek T regulatorowych stanowit
iloczyn logiczny bramek P2 i P3.

2.2. Badania kliniczne

Przeprowadzono wywiad, badanie przedmiotowe zétdmeem stanu sprawsol
chorych (PS ang. performance statygorakocentezoraz ocea stanu zaawansowania

choroby nowotworowej.

2.2.1. Wywiad chorobowy i badanie przedmiotowe

Badanie podmiotowe i przedmiotowe przeprowadzonandardowo zgodnie
z ogolnie przytymi zasadami. W trakcie badania przedmiotowegegmawadzono ocen
stanu sprawrniei chorego wg skali Zubroda przygj przez WHO &ng. World Health
Organization)i ECOG @ng. Eastern Cooperative Oncology Grouabela 5 [119].
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Rye. 4. Przyktad oceny odsetka komorek T regulatorowych w obrebie limfocytéw

nowotworowego wysicku optucnowego.
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2.2.2. Torakocenteza

Torakocenteza to inwazyjna procedura polggmjna wprowadzeniu igty, kaniuli
lub trokaru do jamy optucnowej w celu usgmia zgromadzonego w niej ptynu lub
powietrza. Przed wykonaniem nakiucia chory zosthfermowany o celu i sposobie
wykonania zabiegu. Bezp@dnio przed zabiegiem lokalizagptynu i okrdlenie miejsca
nakiucia potwierdzano za pompbadania USG. Nakilucie wykonywano w warunkach
jatowych. Ws¢pna procedus byto znieczulenie skory i optucndgiennej za pomac
roztworu 1% lignokainy. Nagpnie po kilku minutach dokonywano naktucia we wiczej
okreslonej przestrzeni mdzyzebrowej po goérnej kraydzi zebra przy ayciu igty
wchodzacej w skiad specjalnego zestawu do torakocentdale saspiryjc. Do badania
pobierano 50ml ptynu do probowki z dodatkiem 2 reparyny niefrakcjonowanej. Ptyn
do momentu przekazania go do pracowni cytometrieghowywano w temperaturze
2-8°C.

2.2.3. Ocena stopnia zaawansowania procesu nowotwarego.

Oceny stopnia zaawansowania dokonano na podstajmewnszej tj. VII edycji
klasyfikacji TNM dla raka ptuca, wydanej pod augaimci Miedzynarodowego
Towarzystwa do Badanad Rakiem Ptuca (IASLC ang. International Association for the
Study of Lung Cancer)Okreslenie zaawansowania raka ptuca obejmuje stan guza
pierwotnego (cecha T), regionalnyclkakdw chtonnych (cecha N) i na@dw, w ktérych
mog wyskpowa przerzuty (cecha M). W odniesieniu do guza pienggb okréla sk
jego wielka¢, lokalizacg oraz stosunek do okolicznych struktur anatomichnfgciana
klatki piersiowej, optucna, przepona, sercezelwnaczynia, przetyk). Badania, ktére
wykorzystywano do tego celu przedstawiono w tabeltaczna ocena cechy T, N i M
(tabela 7) pozwala na  okfenie  stopnia  zaawansowania  zarOwno

niedrobnokomaorkowego, jak i drobnokomaorkowego rpkeca (tabela 8) [120].

3. Analiza statystyczna

Cechy ilgciowe w badanym materiale charakteryzowane bylyeprpodanie

wartasci: sredniej, mediany, minimalnej, maksymalnej, odchidestandardowego i 95%
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przedziatu ufnéci. Cechy te w wikszaici nie miaty rozkladu normalnego, wskutek czego
do weryfikacji hipotez statystycznycliyie zostaty nargzia nieparametryczne:
- test Manna-Whitneya — do weryfikacjiaricy migdzy dwiema grupami,
— test Kruskala-Wallisa — do weryfikacji mdic pomedzy wigcej niz dwiema
grupami,
— wspolczynnik korelacji rang Spearmana i test jegtothdci — do oceny
wspotzalenosci pomidzy dwiema cechami ikgciowymi lub wyraonymi w skali
porzadkowej.
Wykonana zostata analiza regresji wielorakiej wuagbracowania modelu pozwaleggo
0Szacowa czas przeycia na podstawie kilku cech niezatgch.

Analiza przeycia Kaplana-Meiera pozwolita stworzy krzywe przeycia
w zaleznosci od przedziatu warkei odsetka Treg.

Za istotne statystycznie przyg zostaty wyniki, ktérych poziom istotém p byt
niewigkszy od 0,05.

Obliczenia wykonane zostaty przyyeiu programu STATISTICA firmy StatSoft.

4. Zgody na udziat w badaniu

Badanie przeprowadzono po uzyskaniu piserdmégadomej zgody od pacjenta.
Na przeprowadzenie batlauzyskano zgod Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie

Medycznym im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu u@ta nr 456/09).

39



Tabela 5.Skala Zubroda przgfa przez WHO i1 ECOG.

Stopier ECOG

0 Petna aktywn&, zdoInag¢ do wykonywania wszystkich czyném sprzed
ustalenia rozpoznania bez ogranicze

1 Zredukowana aktywro ale pacjent jest zdolny do wykonywania lekkiej
pracy.

2 Niezdolnd¢ do wykonywania pracy, zdolé@do samoobstugi, pacjent
spedza w t&ku mniej nz 50% dnia.

3 Bardzo ograniczona zdolitodo samoobstugi, konieczna stata pomoc lub
hospitalizacja, pacjent sgza w t&ku wiecej niz 50% dnia.

4 Catkowita niepetnosprawi@ zupetnie niezdolny do samoobstugi, chory
obtoznie z powodu objawow choroby nowotworowe;j.

5 Zgon

Tabela 6 Badania wykonywane w celu oceny zaawansowani palca.

Ocena guza pierwotnego

Ocenaztow chtonnych

Ocena naydow odlegtych

Bronchofiberoskopia
Rtg klatki piersiowej

TK klatki piersiowej
z wyciem kontrastu

Bronchofiberoskopia
TK klatki piersiowej
Mediastinoskopia

PET

USG jamy brzusznej
TK jamy brzusznej
TK mézgu
Scyntygrafia keéci
PET
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Tabela 7.Klasyfikacja TNM raka ptuca

Cecha

Charakterystyka

Guz pierwotny (cecha T)

Tx

Nie mazna ocent guza pierwotnego albo guz rozpoznawany na
podstawie stwierdzenia komorek nowotworowych w popynach
oskrzelowych, ale nieuwidoczniony radiologicznib lnronchoskopowi,

10

Bez cech guza

T1

Tla

T1lb

Guz o najwgkszym wymiarze<3cm otoczony mizszem ptuca lub
optucry trzewrn, w bronchofiberoskopii nie nacieka oskrzeli gtowhy

Guz o najwgkszym wymiarze<2cm

Guz o najwgkszym wymiarze >2cm ak€3cm

T2

T2a

T2b

Guz >3cm ale<7cm lub guz posiadagy jedry z nas¢pujacych cech:

- naciekajcy gtébwne oskrzele w odlegioi >2cm od ostrogi tchawicy
- naciekajcy optucry trzewry

- guz z towarzysgea niedodm lub obturacyjnym zapaleniem ptuc
siegajacym okolicy wreki ale nieobejmujcym catego ptuca.

Guz o najwgkszym wymiarze >3cm ake5cm

Guz o najwgkszym wymiarze >5cm ake7cm

T3

Guz >7cm lub o jednej z naptijacych cech:

- naciekajcy bezpdredniosciarg klatki piersiowej (w tym guz szczyty
ptuca), przepog) nerw przeponowy, optuarsrodpiersiovy lub
osierdzie

- guz oskrzela gtébwnego umiejscowiony w odlégte<2cm od ostrogi
tchawicy, ale jej nienaciekgjy

- guz z towarzysica niedodm lub obturacyjnym zapaleniem catego
ptuca

- przerzuty w tym samym ptacie ptuca.

T4

Guz kadej wielkasci o jednej z nagpujacych cech:

- naciekajcy srédpiersie, serce, da naczynia, tchawig nerw
krtaniowy wsteczny, przetyk, rozwidlenie tchawigyzetyk lub trzon
kregu

- przerzuty w innych ptatach ptuca po tej samejrat.
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Przerzuty do regionalnychgztéw chtonnych (cecha N)

NX Nie mazna ocent regionalnych wztow chtonnych.
NO Nie stwierdza siprzerzutow do regionalnycheztow chtonnych.
N1 Przerzuty do wztéw okotooskrzelowych i/lub wgkowych po stronie

guza lub ich bezpoednie naciekanie.

N2 Przerzuty do wztow srodpiersiowych po stronie guza i/lub pod ostrog
tchawicy.

N3 Przerzuty do przeciwlegtycheztow wnekowych i/lubsrodpiersiowych.

Przerzuty do wztow migsni pochytych i/lub nadobojczykowych po tej
samej lub przeciwlegtej stronie.

Przerzuty odlegte (cecha M)

Mx Ocena obecrimi przerzutow odlegtych jest nierdova.
MO Nie stwierdza siprzerzutéw odlegtych
Mla Odebne ognisko lub ogniska raka w drugim ptucu.

Ogniska raka w optucnej lub wy&i nowotworowy w optucnej lub
osierdziu.

M1lb Stwierdza si przerzuty odlegte.

42



Tabela 8 Stopnie zaawansowania raka ptuca.

Stopier cechaT cecha N cecha M
rak utajony TX NO MO
1A Tla, T1b NO MO
B T2a NO MO
A T2b NO MO
Tla, Tlb, T2a N1 MO
1B T2b N1 MO
T3 NO MO
A Tla, Tlb, T2a, T2b| N2 MO
T3 N1, N2 MO
T4 NO, N1 MO
B T4 N2 MO
dowolny T N3 MO
v dowolny dowolny Mla, M1b
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WYNIKI

1. Charakterystyka badanej grupy

Do bada zakwalifikowano 76 chorych, w tym 30 kobiet (39,6%#6 nzczyzn
(60,5%). Chorych podzielono na 3 grupy:

Grupa | — chorzy z rozpoznaniem raka pluca i ob&ino komorek

nowotworowych w ptynie z jamy optucnowej (n=30)

Grupa Il — chorzy z rozpoznaniem raka ptuca bez codei komorek

nowotworowych w ptynie z jamy optucnowej (n=21)
Grupa Ill — grupa kontrolna tj. chorzy z wgsiem nienowotworowym (n=25).

Ogolm charakterysty& poszczegolnych grup przedstawiapmieszczone #ej tabele.

Tabela 9.Pte¢ grupy badanej

Ogotem Kobiety Mezczyzni
Grupa l n=30 14 (46,7%) 16 (53,3%)
Grupa I n=21 9 (42,9%) 12 (57,1%)
Grupa llI n=25 7 (28%) 18 (72%)
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1.1Charakterystyka grupy |

Tabela 10.0go6lna charakterystyka grupy |

srednia| 95%CI mediand  minimufn maksimim SD
Odsetek 435 | 32,9541 412 1,2 01,1 28,3
limfocytéw
Odsetek ]
-53.7
limfocytow CD4 46,5 | 39,3-53, 47,2 1,2 81,6 19,4
Odsetek
limfocytow 17,6 | 13,9-21,4 184 0,9 41,7 10,0
CD4'CD25
Odsetek 27| 1935 24 0,0 10,3 2,1
limfocytéw Treg
Rozmiar guza 50| 50867 56 2.1 11,2 2,2
[cm]
Wiek chorego
w momencie 62,7 | 58,9-66,6 62,4 42,9 82,0 10,2
badania [lata]
Wiek chorego
w momencie 63,6 | 59,5-67,6 63,4 44,3 82,1 10,3
zgonu [lata]*
Czas przeycia 121,9-
[dni] 173,6 2253 1715 0,0 560,0 138,5
* 27 chorych
Tabela 11.Stan sprawngei (PS) wg skali ECOG w grupie |
PS
1 2 3 4
11 6 9 4
(36,7%) (20,0%) (30,0%) (13,3%)
Tabela 12.Liczba przerzutéw odlegtych w grupie |
Liczba przerzutéw odlegtych
0 1 2 3 4
8 13 7 1 1
(26,7%) (43,4%) (23,3%) (3,3%) (3,3%)

45




1.2 Charakterystyka grupy Il

Tabela 13.0g06lIna charakterystyka grupy Il.

srednia| 95%CI medianga minimum maksimum SD
Odsetek 550 | 41,2-688 64,7 8,7 95,0 30,2
limfocytow
Odsetek X
limfocytow CD4 53,3 | 45,0-61,6 53,7 4,4 80,1 18,2
Odsetek
limfocytow 18,8 | 14,1-23,4 20,2 1,3 38,8 10,3
CD4'CD25
Odsetek 22| 1132 11 0,1 7.6 2,3
limfocytéw Treg
Rozmiar guza 62| 5271 61 2,5 10,3 2,1
[cm]
Wiek chorego
W momencie 62,4 | 57,1-67,6 60,4 35,0 84,2 11,5
badania [lata]
Wiek chorego
W momencie 64,9 | 60,4-69,5 61,3 50,2 84,6 9,5
zgonu [lata]*
Czas przgycia 103,1-
[dni] 170,3 2376 137,0 7,0 531,0 147,7
* 19 chorych
Tabela 14.Stan sprawnai (PS) wg skali ECOG w grupie Il
PS
1 2 3 4
7 5 5 4
(33,4%) (23,8%) (23,8%) (19,0%)
Tabela 15.Liczba przerzutéw odlegtych w grupie Il
Liczba przerzutéw odlegtych
0 1 2 3 4
3 6 7 5 0
(14,3%) (28,6%) (33,3%) (23,8%) (0,0%)
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1.3 Charakterystyka grupy Il

Tabela 16.0g06Ina charakterystyka grupy I

srednia

95%ClI

mediand

minimuﬂn

maksim

um SD

Odsetek
limfocytéw

53,4

41,4-65,

4=

53,3

8,4

98,3

29,0

Odsetek
limfocytéw
CD4'

47,9

40,5-55,!

52,5

5,1

73,6

18,0

Odsetek
limfocytéw
CD4'CD25

17,7

11,5-23,9

14,4

15

62,6

15,0

Odsetek
limfocytéw
Treg

11

0,8-1,4

1,0

0,1

2,6

0,8

Wiek chorego
W momencie
badania [lata]

58,8

53,2-64,

61,0

32,3

81,1

13,5
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2. Limfocyty w wysiekach optucnowych

W badaniach cytometrycznych komérek veygiw optucnowych oceniano odsetek
komérek CDACD25

limfocytow,
identyfikowanych na podstawie obeénbCD4 CD25 FoxP3.

komoérek CD34,

2.1 0dsetek limfocytow w wysgkach optucnowych

W tabeli 17 oraz na rycinie 5 przedstawiono wyriad& w zakresie oceny

odsetka limfocytow w poszczegolnych grupach chorych

oraz

limfocytow  Treg

Tabela 17.Rdznice pomedzy trzema grupami w zakresie odsetka limfocytow.

Odsetek limfocytow

Grupa N
srednia mediana minimum maksimdm SD
[ 30 43,48 41,15 1,20 91,10 28,34
1 21 55,00 64,70 8,70 95,00 30,23
11 25 53,40 53,30 8,40 98,30 29,05
Ryc. 5 Odsetek limfocytow w grupach I, 11, 111
75
70 | —
65 | T
S
2
o
& 55+ ]
ke -] [ ]
E
= 50+
g
b
g 457 !
40} — T
35}
30 : :
I i W Srednia

T Sredniat0,95 Przedz. ufn.
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Nie stwierdzono istotnej statystyczniezmicy w zakresie odsetka limfocytow
migdzy poszczegdlnymi grupami chorych (test Kruskalalisa; p=0,219)

2.2 Odsetek limfocytéw CD4

W tabeli 18 oraz na rycinie 6 przedstawiono wyrdgda w zakresie odsetka
komorek CD4 w poszczeg6lnych grupach chorych.

Tabela 18.R&nice pomédzy trzema grupami w zakresie odsetka limfocytowACD

Odsetek limfocytéw CD%
Grupa N
srednia mediana minimum maksimdm SD
[ 30 46,51 47,20 1,20 81,60 19,37
1 21 53,32 53,70 4,40 80,10 18,24
11 25 47,92 52,50 5,10 73,60 17,97

Ryc.6. Odsetek limfocytow CD4w grupach I, 11, Il
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Nie stwierdzono istotnej statystyczniezmicy w zakresie odsetka limfocytow
CD4+ mkdzy poszczegdlnymi grupami chorych (test KruskalaHisa; p=0,392).

2.3 Odsetek limfocyty CD4CD25

W tabeli 19 oraz na rycinie 7 przedstawiono wyrdgda w zakresie odsetka
komorek CD4CD25" w poszczegdinych grupach chorych.

Tabela 19. R&znice pomédzy trzema grupami w zakresie odsetka limfocytow
CD4'CD25'.

Odsetek limfocytow CD4CD25
Grupa N
srednia mediana minimum maksimdm SD
[ 30 17,63 18,35 0,90 41,70 10,02
I 21 18,76 20,20 1,30 38,80 10,27
11} 25 17,71 14,40 1,50 62,60 14,98

Ryc. 7.0dsetek limfocytow CDACD25" w grupach |, 11, 111.
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Nie stwierdzono istotnej statystyczniezmicy w zakresie odsetka limfocytow

CD4'CD25 migdzy poszczegolnymi grupami chorych (test Kruskalalisa; p=0,701).

2.4 Odsetek komoérek Treg

W tabelach 20 i 21 oraz rycinie 8 przedstawiono ikiynadar w zakresie oceny

rozpowszechnienia komorek Treg w poszczegoéinychaygiu chorych.

Tabela 20.Rozpowszechnienie Treg w poszczegoinych grupachych.

Odsetek Treg
Grupa| n
srednia 95%ClI mediang minimuﬂn maks SD
[ 30 2,68 1,90-3,46 2,35 0,00 10,30 2,09
1 21 2,17 1,13-3,21 1,10 0,10 7,60 2,29
[+]1 51 2,47 1,86-3,08 2,00 0,00 10,30 2,17
11 25 1,07 0,75-1,39 1,00 0,10 2,60 0,78

Tabela 21.Poziom istotnéci réznic miedzy grupami w zakresigedniej wartéci odsetka

Treg.

Poziom istotnéci réznicy migdzy grupami (test Manna-Whitneya

lvs. Il [vs. 1l hvs. 1l [+l vs. 11l

p = 0,098 p < 0,001 p =0,155 p = 0,002

Stwierdzono istotnie wsze wartéci odsetkowe limfocytbw Treg w grupie
chorych z rakiem pluca z obecom komorek nowotworowych w  wysku
nowotworowym w jamie optucnowej (grupa I) w porownaz grup kontrolm tj. grum
[l (test Manna-Whitneya;p<0,00) oraz w grupie chorych z rozpoznaniem raka
niezalenie od obecn&i badZz braku komoérek nowotworowych w wygu (tj. tacznie

grupy I+ll) w poréwnaniu z grup kontrolm (test Manna-Whitneya;p=0,0032.
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Ryc. 8.Rd&znice w zakresie odsetka T regeotzy grupami I vs Il, 1 vs 11, 11 vs I, 1+11 vs i

12
p=0,098 p<0,001 p=0,155 p=0,002
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2.4.1 Ocena zatosci miedzy odsetkiem komorek Treg i odsetkiem limfocytow @z

ich subpopulaciji.

Przeprowadzono ocerraleznosci miedzy odsetkiem komorek Treg i odsetkiem

limfocytéw, komdrek CDZ, komérek CDACD25" w wysickach optucnowych.

Tabela 22.Zaleznos¢ migdzy odsetkiem Treg a odsetkiem limfocytow i ich sojpulacii.

Grupa |

Grupa Il

Grupa llI

Wszyscy

Treg a limfocyty

rs=-0,076
(p =0,689)

rs=-0,729
(p <0,001)

rs = -0,200
(p =0,339)

rs = -0,333
(p =0,003)

Treg a limfocyty CD2

rs=0,111
(p = 0,559)

rs =-0,092
(p = 0,692)

rs = 0,508
(p = 0,010)

rs=0,134
(p=0,247)

Treg a limfocyty CDACD25

rs = 0,239
(p = 0,203)

rs = 0,368
(p =0,101)

Is= 0,458
(p = 0,021)

Is= 0,371
(p = 0,001)
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Stwierdzono negatywinkorelacg miecdzy odsetkiem Treg i odsetkiem wszystkich
limfocytow w kazdej z badanych grup chorych, tzn. wzrost odsetleay Tayt zwhzany ze
spadkiem odsetka limfocytow. Zaleos¢ ta byta statystycznie znamienna w grupie |l

(rs = -0,729; p < 0,00) oraz wtedy gdy oceniano wszystkich badanyghzhie

(rs = -0,333;p = 0,003.

Ryc. 9. Zaleznos¢ migdzy odsetkiem Treg

i dla wszystkich chorych ogétem.
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Stwierdzono dodatai korelacg miedzy odsetkiem komorek Treg i odsetkiem

limfocytbw CD4+ w grupach 1, Il oraz wtedy gdy agano wszystkich chorychydznie,

tzn. wzrost odsetka Treg byt zygany ze wzrostem odsetka limfocytow CD4+ Zalg¢

ta byla statystycznie znamienna w grupie 1§1%£r0,508;p = 0,010).

W grupie Il stwierdzono negatywrkorelacg miedzy odsetkiem komorek Treg

i odsetkiem limfocytow CD4+, tzn. wzrost odsetk&d byt zwhzany ze spadkiem odsetka

limfocytéw CD4+. Zalenos¢ ta nie byta statystycznie istotna.

Ryc. 10.Zaleznos¢ miedzy odsetkiem Treg odsetkiem komorek CBagrupach I, 11, 1l

i dla wszystkich chorych ogotem
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Stwierdzono dodataikorelacg miedzy odsetkiem limfocytow Treg i odsetkiem
limfocytow CD4CD25 w kazdej z badanych grup chorych, tzn. wzrost odsetleas Tyt
zwiazany ze wzrostem odsetka limfocytéow COD25". Zaleznosé ta byta statystycznie
znamienna w grupie Il ér= 0,458;p = 0,02) oraz wtedy gdy oceniano wszystkich
badanychdcznie (g = 0,371;p = 0,00).

Ryc. 11.Zaleznoéé migdzy odsetkiem Treg odsetkiem komorek COB25" w grupach |,
I, Ill'i dla wszystkich chorych ogétem
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3. Ocena wspotzalenosci migdzy rozpowszechnieniem Treg i stanem Kklinicznym
chorych

W celu okrélenia czynnikbw determinagych rozpowszechnienie Treg
w poszczegllnych grupach przeprowadzono agalich wzajemnych zafmosci

z uwzgkdnieniem pici i cech okétajace stopié zaawansowania choroby nowotworowe;j.

3.1Odsetek limfocytow Treg a pté€ chorego.

W grupie | stwierdzono wszy odsetek limfocytow Treg dndd kobiet
w poréwnaniu do rrczyzn ale ranica ta nie byla istotna statystycznie (test Manna-
Whitneya; p=0,901).

Tabela 23.0dsetek limfocytow Treg a ptechorego w grupie |.

Grupa | Odsetek limfocytéw Treg

Plec " srednia 95%Cl mediana  minimum maksimum SD

M 16 2,54 1,64-3,45 2,15 0,40 7,30 1,70
K 14 2,84 1,38-4,30 2,90 0,00 10,30 2,53

W grupie Il rownie stwierdzono wyszy odsetek limfocytow Treg dnod kobiet
w poréwnaniu do rrczyzn ale nie wykazano isto$t statystycznej dla tych #aic (test
Manna-Whitneya; p=0,862).

Tabela 24.0dsetek limfocytéw Treg a ptechorego w grupie |l.

Grupa |l Odsetek limfocytéw Treg

Ptet " srednia 95%CI mediand minimum maksimim SD
M 12 2,00 0,64-3,36 1,45 0,10 7,60 2,15
K 9 2,39 0,41-4,37 1,00 0,40 7,60 2,57
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W grupie lll, podobnie jak w grupie | i Il réwniestwierdzono wyszy odsetek
limfocytow Treg wérod kobiet w poréwnaniu do ¢nczyzn jednak nie wykazano istoticd
statystycznej dla tych #dic (test Manna-Whitneya; p=0,976).

Tabela 25.0dsetek limfocytow Treg a ptechorego w grupie lll.

Gr. 1 Odsetek limfocytéw Treg

Plec " srednia 95%ClI mediand  minimufm maksimim SD

M 18 1,06 0,67-1,45 1,05 0,10 2,60 0,79
K 7 1,09 0,32-1,85 0,90 0,10 2,20 0,83

3.20dsetek limfocytow Treg a wielk@é guza mierzona w centymetrach.

W grupach I i Il wzrostowi mierzonej w centymetrastelkosci guza towarzyszyt
wzrost odsetka Treg.

Ryc. 12.Korelacja m¢dzy odsetkiem T reg a wielkaa guza w centymetrach w grupie |
i1l
Grupa |

Grupa ll
12

12

10 o .

Rozmiar guza [cm]

Rozmiar guza [cm]

Odsetek Treg [%] Odsetek Treg [%]

Stwierdzona zalaos¢ nie miata jednak cech znamiednbstatystycznej, chiow
grupie | stwierdzono wyrany trend:

grupa | £=0,359 (p=0,052)

grupa I £=0,292 (p=0,199)
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3.3 Odsetek limfocytow Treg a stopié@ zaawansowania raka ptuca

W ocenie stopnia zaawansowania choroby nowotwdrbremo pod uwagogolnie
przyjete cechy g opisupce tji. T, N i M. Zaleénosci migdzy tymi cechami a&rednh

wartaicia odsetka Treg przedstawiono paoaji

3.3.1 Odsetek limfocytow Treg a cecha T

Cecha T opisuje ognisko pierwotne pod wdem lokalizacji oraz wielkei. Jej
szczegOtow charakterystyk przedstawiono w eg#ci ,Materiat i Metody” (patrz tabela 7
na stronie 40). Przeprowadzono anglizaleznosci miedzy stopniem zaawansowania

choroby pod wzgidem cechy T a odsetkiem Treg dla grup 1 Il.

Tabela 26.0dsetek limfocytow Treg w zateosci od cechy T guza w grupie |.

Odsetek limfocytéw Treg
CechaT N
srednia medianal minimum maksimdm SD
2a 2 1,65 1,65 0,00 3,30 2,33
2b 8 1,55 1,45 0,20 3,00 1,05
3 11 3,21 2,00 0,60 10,30 2,98
4 9 3,28 3,70 1,60 4,20 0,88

W grupie | najwyszy odsetek limfocytow Treg stwierdzonosrad chorych
z cecla T4 czyli najwyszym stopniem zaawansowania pod wdghm wielk@ci
i lokalizacji ogniska pierwotnego, natomiast nagza wsroéd pacjentéw z ceahT2b (ryc.

13).
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Ryc. 13.Ra&znice w odsetku T reg w zadeosci od cechy T w grupie |

N

p=0,046
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[EEN
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Srednia warto$é odsetka Treg
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o
|

2a 2b 3 4
Cecha T

Stwierdzono istotne statystyczniezmice w zakresie odsetka limfocytéw Treg

w zaleznosci od cechy T dla grupy | (test Kruskala-Walliga0,046.

Tabela 27.0dsetek limfocytéw Treg w zateosci od cechy T guza w grupie |I.

Odsetek limfocytow Treg
CechaT N
srednia medianal minimum maksimdm SD
2a 3 1,93 1,90 0,90 3,00 1,05
2b 1 0,20 0,20 0,20 0,20 0,00
3 10 2,24 1,05 0,10 7,60 2,62
4 7 2,44 1,80 0,40 7,60 2,45

W grupie Il najwyszy sredna wartags¢ odsetka limfocytow Treg, podobnie jak
w grupie |, stwierdzono $v6d chorych z cech T4 czyli najwyszym stopniem
zaawansowania pod wzglem wielkdci i lokalizacji ogniska pierwotnego, natomiast
najnizsza wsrod pacjentéw z ceahl 2b. Natomiast nie stwierdzono istotnie statystygo
zroznicowania wartéci odsetka limfocytow Treg w zaieosci od cechy T dla tej grupy
(test Kruskala-Wallisa; p=0,554).
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3.3.2 Odsetek limfocytow T reg a cecha N

Cecha N opisuje przerzuty do regionalnyctizidw chtonnych. Jej szczegodtaw

charakterystyk przedstawiono w &#ci ,Materiat i Metody” (patrz tabela 7 na stroni¢)4

Przeprowadzono analiz zaleenosci migdzy stopniem zaawansowania choroby pod

wzgledem cechy N a odsetkiem limfocytéw Treg dla grugl.|

Tabela 28 Odsetek limfocytéw Treg w zateosci od cechy N guza w grupie |.

Odsetek limfocytow Treg
Cecha N n
srednia medianal minimum maksimdm SD
0 1 2,90 2,90 2,90 2,90 0,00
2 17 2,09 1,70 0,00 7,30 1,71
3 12 3,51 3,40 0,20 10,30 2,45

W grupie | najwysza wartgs¢ odsetka limfocytow Treg stwierdzono $rd

chorych z cechiN3 czyli najwy:szym stopniem zaawansowania pod wdghm obecngi

przerzutéw w regionalnychaeatach chtonnych natomiast najaiiz wsréd chorych z cech

N2. Cecly NO reprezentowat tylko 1 chory z grupy |, natorhieechy N1 nie stwierdzono

u zadnego chorego w rozpatrywanej grupie.

Ryc.14.R&nice w odsetku Treg w zaleosci od cechy N w grupie |

Srednia warto$¢ odsetka Treg

2
Cecha N

Zaobserwowane pdice nie byly statystycznie znamienne (test Kruskaallisa;

p=0,068).
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Tabela 29.0dsetek limfocytow Treg w zaleosci od cechy N guza w grupie |l.

Odsetek limfocytow Treg
Cecha N n
srednia mediana] minimum maksimdm SD.
1 4 1,65 1,45 0,30 3,40 1,34
2 6 1,17 0,95 0,10 3,00 1,09
3 11 2,90 1,80 0,10 7,60 2,83

W grupie Il najwysza wartgs¢ odsetka limfocytow Treg stwierdzonos$mgd
chorych z cechi N3 czyli najwy:szym stopniem zaawansowania pod wdghm obecn<ci
przerzutow w regionalnychaatach chtonnych natomiast najei;m wéréd chorych z cech
N2. Cecle N1 reprezentowato tylko 4 chory z grupy I, natasti cechy NO nie

stwierdzono wadnego chorego w rozpatrywanej grupie.

Zaobserwowane #dice nie byty statystycznie znamienne (test KrusRMallisa;
p=0,392).

3.3.3 Odsetek limfocytow Treg a cecha M
3.3.3.1 Przerzuty na optucnej

Identyfikacji przerzutow na optucnej dokonywano mmpdstawie badania
tomografii komputerowej z ayciem kontrastu, ktore wykonywano w trakcie procesu

diagnostycznego wszystkim chorym.

Tabela 30.0dsetek limfocytéw Treg w zaleosci od obecnéci przerzutdw na optucnej

w grupie |.
Przerzuty Odsetek limfocytow Treg
_ n
na optucnej srednia mediana minimum maksimdm SD
0 10 1,50 1,40 0,00 3,40 1,11
1 20 3,28 2,95 0,20 10,30 2,23
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U chorych z obecnymi przerzutami na optucnej sti@eno wyszy wartasé
odsetka Treg.

Ryc. 15.Ra&znice w odsetku T reg w zadeosci od obecnéci przerzutéw na optucnej dla
grupy |

p=0,011

Srednia warto$¢ odsetka Treg
[%0]
N

nieobecne obecne
Przerzuty na optucnej

Zroznicowanie wartéci odsetka Treg w zateosci od obecnéci przerzutéw
na optucnej w grupie | bylo istotne statystyczrnes{ Manna-Whitneygy=0,011).

3.3.3.2 Inna lokalizacja przerzutéw odlegtych.

U kazdego chorego bigcego udziat w badaniu na podstawie wykonanych
w procesie diagnostycznym badabrazowych przeprowadzono ogenbecndci oraz
lokalizacji przerzutéw odlegtych. W analizie wto pod uwag liczbe zagtych naradow.
Wozrost liczby przerzutow odlegtych byt zygany ze wzrostem odsetka Treg w obu
grupach chorych. Zateos¢ ta nie byta jednak znamienna statystycznie:

grupa | £=0,334 (p=0,071)

grupa ll =0,088 (p=0,703)
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W grupie | zarysowat siwyrazny trend wzrostu odsetka limfocytow Treg wraz ze
wzrostem liczby nasddw zagtych przez przerzuty.

Ryc. 16.Korelacja m¢dzy odsetkiem T reg a licaltmnaradow obgtych przerzutami
odlegtymi.

Grupa |

Liczba przerzutow odlegtych
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3.4 Odsetek limfocytow Treg a stan sprawnkei chorego (PS)

Ryc.17.Stan sprawniei chorego w grupie | i Il badanej populaciji.
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Wigksza¢ pacjentow z grupy | i 1l charakteryzowatag swysokim stanem

sprawngci tj. PS 1 (odpowiednio: 36,7 i 33,3%), natomiasijnizszy odsetek w obu
grupach stanowili pacjenci z naiszym stopniem sprawsa tj. PS 4 (odpowiednio 13,3
i 19,1%) Ryc. 17.

W trakcie analizy statystycznej nie stwierdzortotisej korelacji mgdzy odsetkiem

limfocytéw Treg a stanem sprawdad chorego okrdanym jako PS wg skali ECOG:

grupa | £=0,226 (p=0,230)

grupa ll &=-0,118 (p=0,611)
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4. Analiza czynnikdéw wplywajacych na czas przgycia chorych

Przeprowadzono anadizczynnikbw potencjalnie magych wplyw& na czas
przezycia chorych.

4.1 Ocena zalenosci miedzy rozpowszechnieniem Treg a czasem praecia chorych.

W obrbie grup I, Il i obu dcznie (tj. w grupie I+1l) oceniono zaleroi¢ migdzy
odsetkiem komorek T regulatorowych i mierzonym wadh czasem przgcia chorych.
Dotyczyto to pacjentow zmartych w trakcie obserwadj W kazdej z ocenianych grup
stwierdzonoze pacjenci z wysokim odsetkiem Treg pnasali krocej niz osoby z niskim
odsetkiem tych komorek (ryc. 18). Zam®i¢ ta nie miata jednak cech znamiegcio
statystycznej (tab. 31).

Tabela 31.Zaleznos¢ migdzy odsetkiem limfocytéw Treg a czasem pszéa w grupach |,

Il oraz I+Il.

Grupa | Grupa Il Grupa I+lI
(n=27) (n=19) (n =46)

rs=-0,352 | rs=-0,118 | rs=-0,245
(p=0,072) | (p=0,630) | (p=0,101)
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Ryc. 18.Zaleznos¢ migdzy odsetkiem Treg a czasem pngaem dla grupy |, 111 1+I1.
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Jednoczénie podgto prole oceny czasu przgcia chorych nowotworowych po

podzieleniu ich na tych z ,prawidtowym” i ,wysokimddsetkiem komorek Treg. W celu

wyodrebnienia podgrupy chorych z ,wysokim” odsetkiem looytéow T reg, za jego

wysoka wartgs¢ arbitralnie przyto punkt odcicia w postaci dwoch odchyle

standardowych powgj wartgci sredniej odsetka limfocytéw Treg w grupie kontrolijej

grupie Ill. Podgrupa chorych z waétia rowm lub nizsz niz ww. zostata okrdona jako

» prawidtowe Treg”, z&ci z wartdcia wyzszy jako ,wysokie Treg”.
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Tabela 32.Rd&znice diugdci przezycia midzy pacjentami z ,prawidtowym” i ,wysokim
odsetkiem limfocytow Treg w grupie I+l4éznie.

Odsetek Czas przeycia (dni)

Treg " srednia 95%Cl mediand  minimufm maksimim SD
Norma | 27 187 126-248 165 5 560 154
Wysoki |19 114 72-155 101 0 272 86

Czas przeycia chorych z ,prawidlowym” odsetkiem Treg wynodi87 dni, a z
,Wysokim” 114. Zaobserwowananica nie byta jednak istotna statystycznie (teshivéa
Whitneya; p=0,167).

Analiza przeycia Kaplana-Meiera wykonanao wiaczeniu pacjentowzyjacych
(obserwacje uete) pozwolita uzyska wykres prawdopodobistwa przeycia w dwoch
grupach utworzonych ze wzglu na warté¢ odsetka Treg (ryc.19). Test F Coxa dat wynik
istotnyp=0,035.

Ryc.19. Prawdopodobigstwo przeycia w grupie z prawidtowym i wysokim odsetkiem

Treg.
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4.1.1 Grupa z ,prawidtowym” odsetkiem Treg.

Wspotczynniki korelacji liniowej Pearsona pa@uohzy trzema zmiennymi a czasem
przezycia:

1. liczba naradow obgtych przerzutami [przerzuty] a czas ptyeia, r = -0,626
2. wiek chorego w momencie badania [wiek] a czasiy@a, r = -0,383

3. stan sprawngi chorego [PS] wg skali ECOG a czas pyzaa, r = -0,757

Analiza regresji wielorakiej przeprowadzona na tyomiennych potwierdzita istogn
statystycznigp<0,001) zaleznos¢ czasu przgycia od trzech zmiennych, a wspotczynnik
korelacji wielokrotnej R=0,890.

Uzyskany model ma posta
Czas przeycia = 813,2 — 59,7 * przerzuty — 5,9 * wiek — 76,BS = 74,5
(101,7) (17,7) (1.6) (145)

w nawiasach kldy standardowe wspotczynnikow.

Wszystkie wspotczynniki as istotne statystycznie. Wspotczynnik determinacji
wynosi R=0,765 i wskazujeze uzyskany model w ponad 3/4 wyjéa zmienné¢ czasu
przezycia w tej grupie.
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4.1.2 Grupa z ,wysokim” odsetkiem Treg

Wspotczynniki korelacji liniowej Pearsona pa@uohzy trzema zmiennymi a czasem
przezycia:

1. liczba naradow obgtych przerzutami [przerzuty] a czas ptyeia, r = -0,359
2. wiek chorego w momencie badania [wiek] a czasiy@a, r = -0,285

3. stan sprawngi chorego [PS] wg skali ECOG a czas pgzaa, r = -0,793

Analiza regresji wielorakiej przeprowadzona na tyomiennych potwierdzita istogn
statystycznigp<0,001) zaleznos¢ czasu przeycia od trzech zmiennych, a wspétczynnik
korelacji wielokrotnej R=0,821.

Uzyskany model ma posta
Czas przeycia = 337,7 — 14,8 * przerzuty — 0,8 * wiek — 61,BS + 53,8
(87,3) (11,1) (1,3) (13,2)

w nawiasach kldy standardowe wspotczynnikow.

Jedynie wspotczynnik dla zmiennej PS jest istostgtystycznie. Wspotczynnik
determinacji wynosi B0,609 i wskazujeze blisko 40% zmienrigi czasu prziycia w tej

grupie pozostaje niewyjaione przez ten model.
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4.2 Stan sprawndci chorego (PS wg skali ECOG) a czas przgcia.

Stwierdzono istotq statystycznie negatywrkorelacg migdzy stanem sprawsoi
chorego (PS) ocenianym wg skali ECOG a czasem zyoige chorego t. wraz
z obnizaniem s¢ stopnia sprawnei (wyzsza punktacja w skali ECOG) tym krétszy czas
przezycia chorych. Powisza obserwacja dotyczyta zaréwno grupy | i 1l (wspgnnik
korelacji rang Spearmana — tabela 33).

Tabela 33.Czas przgycia chorych a stan sprawdo (PS).

Grupa | Grupa Il
(n=27) (n=19)

rs=-0,735 | rs=-0,852
(p <0,001) | (p<0,001)

Ryc.2Q Zaleznos¢ miedzy stanem sprawsaoi tj. PS a przeyciem dla grupy 1 i Il.

Grupa | Grupa ll

Stan sprawnosci (PS)
Stan sprawnosci (PS)

500 600 0 100 200 300 400 500 600
Przezycie [dni]

Przezycie [dni]

71



4.3 Liczba naradow objetych przerzutami odleglymi a czas przeycia.

Stwierdzono tendengjale nie stwierdzono istotnej statystycznie konelacedzy
liczba naradow zagtych przez przerzuty odlegte a czasem pyem chorych w grupie |
(n=27, &= -0,336; p=0,087).

Wykazano natomiast istatnstatystycznie negatywnkorelacg miedzy liczla
zajtych naradow przez przerzuty odlegte a czasem pyem chorych w grupie Il (n=19,
rs=-0,757;p<0,001).

Ryc. 21.Zaleznos¢ miedzy liczkm naraddw obgtych przerzutami a czas pezeia dla
grupy Il.

Liczba przerzutéw odlegtych

0 100 200 300 400 500 600
Przezycie [dni]
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4.4 Wiek w momencie badania a czas przgcia.

Wykazano istota statystycznie negatywrkorelacg miedzy wiekiem w momencie
badania a czasem pexeia chorych w grupie | tj. wraz z wiekiem chorychkas ich

przezycia sk skracat (n=27, wspoétczynniki korelacji rang Speanan, = -0,405;p=0,039

Nie stwierdzono natomiast istotnej statystycznieekaxji mdzy wiekiem chorego
w momencie badania a czasem jego pre&a w grupie Il (n=19, wspoétczynniki korelacji

rang Spearmanas¥ -0,033; p=0,892).

Ryc.22.Zaleznos¢ miedzy wiekiem chorego w momencie badania a czaseaiymia
dla grupy I.
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4.5 Jednoczesny wptyw wielu czynnikow
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Przeprowadzono anatizjednoczesnego wptywu kilku zmiennych tj.: stanu
sprawndci (PS), wieku w momencie badania, odsetka limfowytTreg oraz liczby
przerzutow odlegtych na czas prygeia chorych olgtych badaniem odpowiednio w grupie

[, grupie Il oraz w grupie I+1l gcznie).

4.5.1 Grupy I+l tacznie

Cztery zmienne assw roznym stopniu skorelowane ze zmianozasu przgycia

(wspotczynnik korelacji liniowej Pearsona):

1. stan sprawrigi [PS] wg skali ECOG a czas p#zeia, r = -0,732

2. wiek w momencie badania [wiek] a czas pyoea, r = -0,395

3. odsetek limfocytow Treg [Treg] a czas prgaa, r = -0,283

4. liczba narzddw obgtych przerzutami [przerzuty] a czas pryeia = -0,480

Analiza statystyczna wskazujee spdrod wyzej wymienionych zmiennych

odsetek limfocytow Treg ma najstabszy zmék z czasem przgcia.

Analiza regresji wielorakiej przeprowadzona nahtyemiennych potwierdzita
istotrg  statystycznie (p<0,001) zalezenos¢ czasu przeycia od czterech zmiennych,

a wspotczynnik korelacji wielokrotnej R=0,834.

Uzyskany model ma posta

Czas przeycia = 627,7 — 32,1 * przerzuty — 6,3 * Treg — 8Wiek — 74,7 *PS +77,4
(79,0) (12,4) (5,8) (1,3) (11,6)

w nawiasach podanodaly standardowe wspoétczynnikow.

Wspotczynniki dla wszystkich zmiennycha sijjemne, co oznaczaze wzrost

wartasci kazdej zmiennej zmniejsza waktozmiennej zalenej, czyli czasu przscia.
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Wspoéiczynnik dla odsetka limfocytébw Treg nie jdastotny statystycznie, ale
usunkcie tej zmiennej z modelu nie poprawia wspétczyanideterminacji, ktory wynosi

R?=0,667 i wskazujeze uzyskany model tylko w 2/3 wyjaia zmienné¢ czasu przeycia.

4.5.2 Grupa |

Cztery zmienne ssw réznym stopniu skorelowane ze zmi@nozasu przgycia

(wspotczynnik korelacji liniowej Pearsona):

1. stan sprawnigi [PS] wg skali ECOG a czas pezeia, r = -0,685

2. wiek w momencie badania [wiek] a czas pyos, r = -0,567

3. odsetek limfocytow Treg [Treg] a czas pryma, r = -0,317

4. liczba nargzddw obgtych przerzutami [przerzuty] a czas piry€a, r = -0,335

Analiza statystyczna wskazujee odsetek limfocytow Treg i liczba naddw
objetych przerzutami maj stabszy ni pozostate dwie zmienne zgek z czasem

przezycia.

Analiza regresji wielorakiej przeprowadzona na tyzimiennych potwierdzita
istotrg  statystycznie (p<0,001) zalezenos¢ czasu przeycia od czterech zmiennych,

a wspotczynnik korelacji wielokrotnej R=0,834.

Uzyskany model ma posta

Czas przeycia = 726,4 — 32,2 * przerzuty — 11,5 * Treg — 5\iek — 71,0 * PS + 86,8
(106,4) (18,4) (8,5) (1,8) (17,0)

w nawiasach kldy standardowe wspotczynnikow

Wspotczynniki dla odsetka limfocytow Treg i liczbyaraddéw obgtych
przerzutami odleglymi nieasistotne statystycznie, ale usegie z modelu zaréwno jednej
z tych zmiennych jak i obu jednoénée nie poprawia wspoétczynnika determinaciji, ktory
wynosi R=0,640 i wskazujeze uzyskany model tylko w 64% wyjsia zmiennéé czasu

przezycia.
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4.5.3 Grupa ll

Cztery zmienne ssw réznym stopniu skorelowane ze zmianozasu przeycia

(wspotczynnik korelacji liniowej Pearsona):

1. stan sprawrigi [PS] wg skali ECOG a czas pe3eia, r = -0,825

2. wiek w momencie badania [wiek] a czas pyos, r = -0,051

3. odsetek limfocytow Treg [Treg] a czas prygsa, r = -0,280

4. liczba narzddw obgtych przerzutami [przerzuty] a czas piy€a, r = -0,710

Analiza statystyczna wskazupee w tej grupie wiek w momencie badania zupetnie

nie jest a odsetek Treg jest stabo skorelowanyazern przgycia.

Analiza regresji wielorakiej przeprowadzona nahtyemiennych potwierdzita
istotmy  statystycznie (p<0,001) zaleznos¢ czasu przgycia od czterech zmiennych,

a wspotczynnik korelacji wielokrotnej R=0,881.

Uzyskany model ma posta
Czas przeycia = 425,3 — 30,2 * przerzuty — 7,3 * Treg — Owiek — 70,3 * PS = 64,0
(144,7) (19,5) (9,2) (2,2) (17,4)

w nawiasach kdly standardowe wspoétczynnikow.

Istotny statystycznie jest tylko wspotczynnik dlatanu sprawnii PS,
a wspotczynnik determinacji wynosi’0,713, co wskazujeze uzyskany model tylko

w 71% wyjd&nia zmienné&¢ czasu przeycia.
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DYSKUSJA

W Polsce umieralng z powodu nowotworéw zkliwych ogdtem przed 65 rokiem
zycia (szczegOlnie u gczyzn) naley do najwyszych naswiecie, a dominujcy udziat
majp w tym nowotwory zidliwe ptuca. Najczstszym przedstawicielem tej grupy
nowotworow jest rak ptuca. Jak ddtudato st ustalt wiele danych dotyerych jego
etiologii, patomorfologii oraz przebiegu jednak pom ogromnego zaangawania
badawczego nie agjnigto znaczcego przetomu na polu terapii przeciwnowotworowe;j.
W dalszym cigu podstawow strategi postpowania wobec chorych z rozpoznaniem raka
ptuca jest stosowanie konwencjonalnej chemioterdpii leczenia skojarzonego tj.
chemioradioterapii. Rokowanie dla tych chorych moere czasem catkowitego p#zeia
jest wysoce niezadawadap. Ocenia 8| ze odsetek 5-letnich przg¢ ogotu chorych na
raka ptuca wynosi nieco ponad 12% [3]

Immunoterapia guzéw jako najstsza forma leczenia biologicznego nowotworu
jest relatywnie now opcph, w ktorej onkolodzy kliniczni poktadajogromne nadzieje
Zwigzane z popraw rokowania. Immunoterapia opierag¢sina dotychczasowych
obserwacjach dotygeych mechanizméw odpowiedzi przeciwnowotworowej.j Je
modyfikacja polegajca na wzmocnieniu szlakéw elimimaych komérki nowotworowe,

a ostabieniu tych, ktore pozwalagic tym komdérkom namna¢ w organizmie gospodarza
teoretycznie powinna skutkowapoprava wynikow leczenia przeciwnowotworowego.
Podlegé tej modyfikacji miatyby komérki w olebie mikrarodowiska guza. Pegie
mikrosrodowiska jest od niedawna wprowadzone i odnesiisiszczegolnych wéaiwosci
utkania nowotworu wynikagych z nieprawidiowych interakcji wrdzy guzem
nowotworowym a komorkami gospodarza. Jednym z eddme tworzcych
mikrosrodowisko guza & limfocyty T regulatorowe i to mdzy innymi one stanowi
potencjalny cel immunoterapii.

Badania, ktére dostarczyly dowodow na istnienie &k Treg oraz pozwolity
ustalé ich funkcg byly prowadzone w potowie lat dziewdziesatych [121]. W cagu
kolejnych 15 lat studiéw nad tym zagadnieniem udddaustalt, ze w przebiegu procesu
nowotworowego komoérki Treg hamupdpowied skierowan przeciwko komorkom guza
oraz jednoczaie stanowq negatywny czynnik rokowniczy. Wksza¢ dotychczasowych
doswiadczeé oraz najnowsze dane kliniczne suggrug opanowanie szkodliwej roli Treg

moze byt wazna sktadows nowej przeciwnowotworowej strategii [122].
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Markery wywane do identyfikacji komorek Treg oraz uthiwiajace ich
wyodrebnienie spéréd puli jednogdrzastych komérek krwi obwodowej ulegaty zmianie
na przestrzeni lat. W przeciwisgtwie do modelu zwietzego, zdefiniowanie ludzkich
Treg okazato siduzo trudniejsze. W pracach odnasych s¢ do tego zagadnienia rima
znalez¢ rézniace sé mniej lub bardziej od siebie molekularne charakdgiki komaérek
Treg. Pocatkowo sidzono,ze wystarczy potwierdzikoekspresj antygenéw CD4 i CD25
by uzn& komorki za limfocyty Treg. Nagpnie podejcie to ewaluowato by ostatecznie
uzna, ze optymalnym zestawem markerow je opisygch jest wspotwygpowanie
CD4'CD25FoxP3. Ten ostatni czynnik uznaje esiza najbardziej wiarygodny
wewmntrzkomorkowy marker komorek Treg. Coaeej aktualnie ustalonae odgrywa on
rowniez decyduaca role w procesie dojrzewania oraz regulacji funkcji kaeio Treg.
Ludzkie limfocyty T CD4CD25"" sq wyjatkowo bogatymi w FoxP3komdrkami,nie
mniej jednak jest agle znaczca liczba komorek FoxP3wsrod populacii limfocytow
CD4'CD25°. W przypadku braku obecfm innych bardziej swoistych markeréw na
powierzchni komorek, aktualnie nie jest #iwe badanie ludzkich komorek Treg FoxXP3
niezalenie od ekspresji przez nie gsteczki CD25. To ttumaczy dlaczego komorki Treg
u ludzi musz by¢ opisywane przez jednoczasekspresj FoxP3 i CD25 a analiza funkcji
hamupcych populacji limfocytow T bogatych w FoxP3 jestoiliwa gtownie przez
wysegregowanie komérek CD¥%.

W badaniach wiasnych komorki Treg izolowano z osadkomorkowych
wysiekow optucnowych identyfikuic obecnéé antygenéw CDZCD25" oraz markera
FoxP3 zgodnie z obowdzujacymi zasadami.

Od momentu pojawienia gipierwszych danych na temat swoistych komorek T
regulatorowych stwierdzano zgiiszory ich liczke u chorych z procesem nowotworowym.
Taka prawidtowa¢ potwierdzito wielu badaczy zajmugych s¢ tym problemem.

Pionierami w zakresie baflamad komdrkami Treg byt Woo i wsp. Wykazali oni
zwiekszony odsetek komaérek CB@D25" wsrdd populacii limfocytow naciekagych guz
w przypadkach niedrobnokomérkowego raka pluca arakza jajnika. Jednoczeie
prowadac badania nad funkgjkomorek Treg ustalonage wydzielaj one TGFB. Byt to
jeden z dowoddéw na supresompwzynndé tych komorek mogpa prowadzé do
dysfunkcji uktadu immunologicznego u chorych na aal©0]. Kolejne badania nad
wiasciwosciami komoérek Treg wykazaly konstytutywnwysoka ekspresj czasteczki
CTLA-4. Ponadto ustalonoze komorki Treg pérednicz w hamowaniu proliferacji

limfocytow T [70]. Potwierdzeniem pierwszych donésdotyczcych komoérek Treg byty
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wyniki duzego badania prowadzonego przez Liyanage i wsp.tomyik na podstawie
obserwacji chorych z rakiem piersi i rakiem trzustwykazano zwgkszory liczbe
komorek CDACD25 nie tylko w obgbie mikraérodowiska guza, ale rowriewe krwi
obwodowej. Podobne wyniki uzyskano badajyvyskki nowotworowe. Na tej podstawie
wysunkto sugesti, ze w przebiegu procesu nowotworowego wzrost odskétkacytow
Treg jest zjawiskiem uogoélnionym. [71].

Autorzy zajmugcy sk czerniakiem ziéliwym rowniez zaobserwowali zwkszenie
odsetka komérek odpowiadajch czynnéciowo limfocytom Treg CDACD25" [123].
W kolejnym badaniu prowadzonym przez Gray i wsprost liczebnéci komorek Treg
skojarzono ze wzrostem ¢genia H-ferrytyny w surowicy krwi u chorych z takim
rozpoznaniem [124]. Wydzielanie H-ferrytyny przebniorki czerniaka prowadzi do
aktywacji komorek uwalniagych IL-10. Cytokina ta z kolei geednio, przez wptyw na
komorki dendrytyczne, indukuje zjawisko namaaia s¢ i ekspansji komorek Treg
u chorych na raka [63JAby uwiarygodné wyniki uzyskane w wiej przedstawionych
pracach dotyccych chorych na czerniaka #hwego niezledne bylo kolejne badanie
oceniajce ekspregjFoxP3 m-RNA przez limfocyty uznane we wéziejszych badaniach
jako Treg, jedynie na podstawie uktadu antygendéwd@D25. Takie weryfikujce
badanie przeprowadzit w 2004 roku Viguier i wsp.yskujac potwierdzenie tak
postawionej tezy [95].

U chorych na nowotwory przewodu pokarmowego,ckgzony wzgtdny odsetek
limfocytow Treg mégtby b§ wiasciwie ttumaczony obserwowanym znacym spadkiem
liczby komoérek CDACD25 we krwi obwodowej. Ponadto udowodniona u chorych
z rakiem zotadka, zie rokowanie oraz ol#oiny wspotczynnik przeycia korelowaty
ze wzrostem odsetka Treg [65, 69]. Kono i wsp. wldmsu chorych na rakaotadka
I przetyku udowodnilize po catkowitej resekcji, poatkowo zwikszona liczba komorek
Treg, ulegata zdecydowanemu zmniejszeniu. Przeeiwmiprzypadku nawrotu choroby
liczba komorek Treg ponownie ulegata zkszeniu [125]. Te dane podkity
bezpdredni korelacg miedzy wzrostem guza i rozpowszechnieniem komoérek.Treg

Curiel i wsp. przeprowadzili ocenkomoérek Treg w przebiegu raka jajnika.
W swoich badaniach dowiedite komorki Treg CDACD25 FoxP3 hamuj swoist T-
komérkows odpowied skierowam przeciwko komdérkom nowotworowym, co przyczynia
si¢ do wzrostu guza. Zaobserwowali rowniee w przypadku progresji choroby narasta
liczba komorek Treg [68]. Ponadto, zkszony odsetek limfocytdbw Treg szat sk
z podwyszonym ryzykiem zgonu i skroconym czasem pyee chorych. W przypadkach
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guzow o0 wyszym stopniu zaawansowania komorki Treg prefereneyprzemieszczaty
sic i gromadzity w obgbie guza i wysikdw nowotworowych natomiast rzadziej
znajdowano je w okbie drenujcych weztdw chitonnych. Zjawisko to tlumaczono
obecndcia chemokiny CCL22, ktora byta uwalniana przez kom@pkza oraz otaczage

je makrofagi. Casteczka ta za peednictwem CCR4 wplywa na przemieszczanig Si
komoérek Treg w kierunku guza. Ta swoista rekrut&gjaérek Treg mee reprezentowa
jeden z mechanizmow ucieczki nowotworow przed odpdat immunologicza.

W przypadku chorych na raka ptaskonabtonkowegoiokatowy i szyi réwnie
wykazano istotnie podwgzony odsetek limfocytow Treg FOXFRATR" [117]. Komdrki
te byty znaczco bardziej wraliwe na apoptog w porownaniu z innymi limfocytami T, co
mogtoby sugerowaich szybszy obrét w kgeniu obwodowym [117]. W jaki sposob
zwickszona wraliwo$¢ na apoptog wptywa na liczlk komorek Treg, nie byto jak dad
przedmiotem bade[121].

U chorych na raka gtrobowokomoérkowego Ormandy i wsp. wykazali zkgzony
odsetek komorek Treg we krwi obwodowej oraz weble limfocytéw naciekajcych guz
[92].

O ile pytania dotyczce roli komérek Treg w przebiegu procesu nowotwagw
w przypadku guzéw litych wzbudzaty zainteresowajuig od diwszego czasu, o tyle
badania dotycxe udzialu tych komoérek w przebiegu nowotworéw paenia
hematologicznego rozpogp niespetna 5 lat temu.

Pierwsze takie badanie prowadzone przez Marshvedip. u chorych na chioniaka
Hodgkina wykazato obecdé duzego odsetka limfocytow Trl uwalnigych IL-10
i komorek Treg CDACD25", zaréwno wrod limfocytow naciekajcych wezty chionne jak
i w populacji jednajdrzastych komorek krwi obwodowej [94]. Natomiastgmiwnie do
guzéw litych niska ogstotliwos¢ komoérek FoxP3+, a wysoka limfocytow T
cytotoksycznych w olgbie weztéw chlonnych ohjtych chorolh, korelowata ze
skréconym czasem catkowitego pryeia. Korzysta role komérek Treg w tym przypadku
ttumaczy st ich zdolndcia do hamowania przewleklego procesu zapalnego, Ke&sty
uznawany za way czynnik etiopatogenetyczny chioniakdéw. Klasyamnytego
przyktadem jest chioniakotadka typu MALT, ktéry mae rozwij& si¢ jako nastpstwo
przewlektego zakeeniaHelicobacter pylorii.[121].

Natomiast w przypadku przewlekiej biataczki limfeape] B-komorkowej,
komorki Treg zachowaj sie analogicznie jak w guzach litych. Udowodniore, wzrost
liczby komérek Treg CDAD25"9"FoxP3CTLA4'GITR' nastpuje w korelacji ze
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stopniem zaawansowania choroby. Jedngdeekomoérki te utrzymuaj petrn zdolng¢
supresorow. Zastosowanie fludarabiny w leczeniu chorych naewtekh biataczk
limfatyczra powodowato spadek liczby komérek Treg oraz dgurenie ich funkcji
[121,126].

Zwickszony odsetek komorek Treg FoXBJILA4™ zaobserwowano tak
u chorych na chioniaka nieziarniczego B-komérkowgg®]. Z kolei u chorych na ostr
biataczk szpikows zaobserwowano zwkszony odsetek komoérek Treg ClD25"",
Komorki Treg pochodce od chorych z osir biataczk szpikows, podobnie jak
w przypadku guzéw litych, byty mnie oporne na ajpaptza to wykazywaty zwkszora
zdolnas¢ do proliferacji w porownaniu do grupy kontrolnép].

Podobnie do innych nowotworéw pochodzenia hemaictoggo zwikszony
odsetek komoérek Treg CBBD25""FoxP3 wykazano take u pacjentéw z gammapati
monoklonalm o nieokrglonym znaczeniu (MGUS -ang. monoclonal gammapathy of
undetermined significang®raz w szpiczaku plazmocytowym [127]. Wzrost ligZTreg
w tych jednostkach rownie korelowat ze stopniem zaawansowania choroby

Podsumowujc dane przedstawione wgj nalety przyja¢, ze wzrost komorek Treg
dotyczy w takim samym stopniu guzow litych jak i wwiworéw pochodzenia
hematologicznego. @& bada&a wymaga jednake weryfikacji poprzez zycie do
identyfikacji komorek Treg swoistych markeréw tjoP3 oraz wystandaryzowanych
I zaawansowanych technologicznie metod.

Korelacja m¢dzy wzrostem odsetka limfocytow Treg a asgym stopniem
zaawansowania choroby i gorszym catkowitym pyzeem zostata wykazana w szeregu
bada. W przewlekiej biataczce limfatycznej po zastosowafludarabiny obserwowano
zmniejszon liczbe komorek Treg, ktore dodatkowo charakteryzowaky @pasledzory
funkcja. Jednak nie wszystkie leki cytotoksyczne wywstppdobny efekt np. u chorych
na przewleld biataczlk limfatyczm czy szpiczaka plazmocytowedadna forma terapii
tacznie z przeszczepieniem autologicznych komérek pie wywotato podobnego efektu.
Podobnie nie udato @iwykaza& wpltywu chemioterapii czy leczenia skojarzonego
w postaci chemioradioterapii na liczbfunkcje supresorow komérek Treg u chorych na
raka szyjki macicy [128].

Ostatnie badania wykazatye cytokira odpowiedziala za rozwoj komédrek Treg
w grasicy, ekspansjna obwod oraz ich aktywdé supresorow jest IL-2 [129]. Wycie
IL-2 podczas odtwarzania ukladu immunologicznego zastosowanej chemioterapii

prowadzi do zwjkszenia odsetka Treg we krwi obwodowej. Ta ekspangj obwdd jest
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dodatkowo podkrdona przez towarzyaza limfopeni. Komorki Treg, ktore powstajpod
wptywem IL-2 wykazuy ekspresj FoxP3 na poziomie obserwowanym u oséb zdrowych
i maja podobny potencjat czyndciowy [130]. Ahmadzadeh i wsp. prowagzbadania

u chorych ze szpiczakiem plazmocytowym oraz rakmarkowokomaérkowym wykazali,
ze pod wptywem leczenia IL-2 liczba oraz aktywéidkomorek Treg byly wyranie
zwigkszone, czemu towarzyszyt jednogize wzrost FoxP3 [131]. To zjawisko b
ttumaczy dlaczego leczenie zzyciem IL-2 pacjentow z rakiem nerkowokomorkowym
nie daje spodziewanych efektéw. W takiej sytuacjiepiwnowotorowe dziatanie IL-2 jest
neutralizowane przez indukdgiomorek Treg.

Nieoczekiwanie, wykazange szczepienie chorych na szpiczaka plazmocytowego
komoérkami dendrytycznymi obtadowanymi syntetycznymeiptydami lub lizatami guza
powoduje wzrost liczby komorek Treg czemu towaryyskspansja swoistych dla guza
limfocytow T cytotoksycznych. Czy to poprawia t@acg immunologiczia na obecn&
guza i wplywa niekorzystnie na wywotanie kliniczniefektywnej odpowiedzi
immunologicznej skierowanej przeciwko komoérkom nomarowym, wymaga dalszych
wyjasnien, poniewa mechanizm tego zjawiska nie jesigie zrozumiany [132].

Badania na modelach zwieych wykazaty,ze wybiorcza eliminacja komérek
Treg samoistnie lub w pgdzeniu z innymi formami leczenia rm® wywota regrest juz
ustalonych guzéw. Pierwsze pilatave badania u ludzi polegag na selektywnej
eliminacji komorek Treg ju rozpoczto. Obiecujgcym i swoistym podégiem mae by
celowanie w CD25na powierzchni komoérek Treg. Danuell i wspylii potaczenia IL-2
z toksym bitoniczz DAB(389)IL-2 (denileukin diftitox) w celu wybioreg eliminacji
komorek Treg wykazagych ekspregj CD25 spéréd monojdrzastych komérek krwi
obwodowej u chorych z rozpoznaniem nowotworowym tod®sycznego wptywu na inne
komorki z ekspregj CD25 utrzymujca sie na pdrednim lub niskim poziomie [114].
U chorych na raka nerkowokomodrkowego z obé&cio przerzutébw pod wplywem
DAB(389)IL-2 zaobserwowano wytae zmniejszenie liczby komorek Treg we krwi
obwodowej oraz zniesienie mediowanej przez komorkg immunosupresji w warunkach
in vivo. Ponadto, eliminacja komorek Treg z r@szym zastosowaniem szczepienia
komorkami dendrytycznymi transferowanymi m-RNA wimee poprawia pobudzenie
swoistej  T-komorkowej  odpowiedzi  przeciwnowotworgwe w  poréwnaniu
Z zastosowaniem samego tylko szczepienia.

Podsumowujc, pierwsze badania kliniczne wybidérczo elimyog komorki

przyniosty obiecujce wyniki, ktére wymagajjednake dalszej oceny.
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Powszechne zainteresowanie patofizjadjogmfocytow regulatorowych wynika
z mazliwosci terapeutycznego wykorzystania tych komoérek jekygnnika modyfikugcego
odpowied immunologicza w réznorodnych chorobach. W przypadku choréb
nowotworowych ostabienie czy zniesienie ich dzieamaze postiy¢ jako narzdzie
nasilapce odpowied uktadu odporngciowego skierowan przeciw komoérkom guza.
Teoretycznie jest to nitiwe przez uycie przeciwciat monoklonalnych blokigych anty-
CD25, co cgsciowo zostato potwierdzone na modelach zwieyzh nowotworow [133,
134]. W badaniach na myszach wykazanb, neutralizacja komoérek Treg poprzez
wielokrotne iniekcje przeciwciat anty-CD25 lub wgbtze usunicie subpopulacii
limfocytbw CD4CD25 skutkuje zwgkszory odpowiedz, przeciwnowotworow
u zwierat, ktorym wszczepiono komorki nowotworowe. Badanigd wykorzystaniem
przeciwciat neutralizacych komorki Treg zostaly ukierunkowane na poszigkan
dodatkowego markera, ktory zkszylby swoisté¢ dziatania takiej terapii. Jako
dodatkowe przeciwciato neutraliagge wybrano anty-CTLA-4. Terapia skojarzona
Z zastosowaniem przeciwciat anty-CD25 i anty-CTLAlata istotnie lepszy wynik, hiz
ich zastosowaniem z osobna [135]. Mime w badaniach na myszach nie wykazano
negatywnego wptywu inaktywacji adz eliminacji limfocytow Treg, ewentualne
zastosowanie tych metod w leczeniu nowotworéw wzilygbwinno odbywa sic ze
szczegOln ostraznoscia.

Pierwsze préby terapeutycznego wykorzystania liytioe regulatorowych wydaj
si¢ obiecujce, jednake konieczne $ dalsze badania pagfiajace wiedz na temat
mechanizméw i efektéw ich dziatania, bowiem nigiglve zastosowanie tych komorek
moze okazé si¢ niebezpieczne i1 doprowadzido zaburzé regulacji odpowiedzi
immunologicznej. Ospgniecia biologii molekularnej oraz mnibwosci inzynierii
genetycznej wydaj sic kluczowym narzdziem pomocnym w modyfikowaniu funkcji
limfocytbw regulatorowych oraz ich terapeutycznymastosowaniu. Manipulacja
limfocytami Treg w celach terapeutycznych jest dziea ogromnie obiecura, ale
jednoczénie niogica zagraenie dysregulacji ukladu immunologicznego, gdyarowno
nadmiar, jak i niedobor funkcjonalnie aktywnych fooytow Treg maée doprowadzi do
immunopatologii. Uzyskanie dynamicznej réwnowagi mpgdzy stanem aktywacji
I supresji w obgbie uktadu immunologicznego w zatesci od biezacych potrzeb mize
sta sie kluczem do immunoterapii wielu choréb. Nalepamttat, ze limfocyty Treg
czesto dziatag jako miecz obosieczny, dlategoztevszelkie préby modyfikacji tych

komoérek u ludzi powinny biyprowadzone z wielkostraznoscia.
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W badaniach podjych w biezacej pracy oceniano odsetek komérek Treg
CD4'CD25FoxP3 w wysicku nowotworowym u chorych na raka ptuca. Uzyskane
wyniki potwierdzag te przedstawione wgj. Na podstawie badavtasnych wykazanaie
u chorych na raka ptuca w wygku nowotworowym dochodzi do wzrostu odsetka
limfocytow Treg w poréwnaniu do wygiow nienowotworowych. Najwiszy odsetek
tych komorek stwierdzono w ptynie optucnowym poch@mym od chorych, u ktérych
w badaniu cytologicznym wykazano obe&fikomorek nowotworowych. Nie stwierdzono
natomiast istotnie statystycznepnicy w zakresie odsetka pozostatych, $pd badanych
komorek tj. limfocytow, komoérek CD4oraz komérek CDAD25'.

Oceniajic zalenosci miedzy odsetkiem komérek Treg i odsetkiem limfocytona
ich poszczegolnych subpopulacii, stwierdzono negadykorelacg micdzy odsetkiem
Treg a odsetkiem wszystkich limfocytéw wziej z badanych grup, dodatnkorelacg
miedzy odsetkiem Treg a odsetkiem komérek Cia wiekszasci grup z wyjptkiem |l
oraz dodatni korelaci miedzy odsetkiem Treg i odsetkiem limfocytéw CID25
w kazdej z badanych grup.

Jakkolwiek wzrost komoérek Treg wydaje ¢sipowszechnym zjawiskiem
w przypadku guzow litych, to jednak svyrazne i cagle niewyj@nione r&nice w tym
zakresie mjdzy poszczegolnymi typami histologicznymi. DeLongsp. wykazali istotne
statystycznie rinice w zakresie liczebdoi komorek Treg w wysku nowotworowym
pochodacym od pacjentéw z radlzybtoniakiem w poréwnaniu do tych z rozpoznaniem
raka niedrobnokomérkowego ptuca czy raka piersé[18/ badaniach wtasnych nie udato
sie przeprowadzi oceny poréwnawczej w tym zakresie ze wdgl na dominagjjednego
typu histologicznego nowotworu (rak gruczotowy) adanym materiale.

Poréwnujc odsetek limfocytow Treg w grupie chorych z rozapaziem raka ptuca
(grupa 1 i IlI) stwierdzono wisza jego warté¢ w grupie kobiet w poréwnaniu do
mezczyzn jednak rénice te nie byly istotne statystycznie. W literaimie znaleziono
teoretycznego uzasadnienia dla takiej obserwacglejdymi analizowanymi cechami
demograficznymi byty wiek chorego w momencie badaaz wiek chorego w momencie
zgonu. Wykazano dodatnikorelacg migdzy wiekiem pacjenta w momencie badania
a odsetkiem Treg dla wszystkich badanych grupyée dla chorych z rozpoznaniem raka
ptuca i obecnymi komorkami nowotworowymi w wyisi miata ona cechy znamieniod
statystycznej. Podobnie dodagtiorelacg stwierdzono rownie miedzy wiekiem chorego
w momencie zgonu a odsetkiem Treg. Zatem im stathpyy tym wyszym odsetkiem

Treg st charakteryzowat. Podobizaleznos¢ wykazali rownie Sakaguchi i wsp.[55]
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Jednym z celéw naszych badayta préba wykazania zaleosci miedzy stopniem
zaawansowania choroby nowotworowe] a obécnoTreg w wys¢gku nowotworowym.
Stopier zaawansowania choroby oki@no wg obowazujacej klasyfikacji TNM. Wszyscy
chorzy znajdowali si w IV stopniu (najwyszym) zaawansowania choroby, poniewa
zgodnie z aktualnymi zaleceniami obeghwysigku nowotworowego jest traktowana jako
przerzut odlegly (cecha Mla). Najwszy odsetek limfocytow Treg stwierdzono
W najwyzszych stopniach opisagych poszczegoélne cechy, jednakznige istotne
statystycznie stwierdzono jedynie w zakresie cedhyj. cechy opisujcej wielkas¢
I lokalizacg guza pierwotnego. Analiza niezaha od klasyfikacji TNM zalenosci migdzy
odsetkiem Treg a wiellkoia guza mierzoa w centymetrach wykazata dodatrkorelacg
tj. odsetek komorek Treg zgkiszat s¢ wraz ze wzrostem guza pierwotnego u wszystkich
chorych, ale tylko dla grupy | uzyskano wyniki rniamgjcy istotn@ci statystyczne;.

Wykazano, ze odsetek komoérek Treg w wgku jest wyszy w przypadku
obecndci przerzutdw na optucnej. Ponadto stwierdzonagkszdenie odsetka Treg wraz ze
wzrostem liczby zatych zmianami przerzutowymi naidow odlegtych.

Decydupce znaczenie przy kwalifikacji do leczenia jest eslanie stopnia
sprawndci chorego. Stanowi on rowrievazny czynnik rokowniczy. Im wiszy stopié
w skali ECOG tym gorsze rokowanie dla chorego. &gmznie nalgatoby s¢ spodziewa
dodatniej korelacji midzy odsetkiem Treg a stanem spravanochorego jednak
w badaniach wtasnych nie stwierdzono zat&ci istotnej statystycznie. Co ciekawe dwie
wyodrebnione grupy chorych z rozpoznaniem raka ptuca wgkaodmienne wyniki. Dla
grupy | miata ta korelacja charakter dodatni diapyrll za negatywny.

Istotra czescia naszych bada bylo okrelenie wptywu komorek Treg na czas
przezycia chorych. W kadej z ocenianych grup stwierdzonze pacjenci z wysokim
odsetkiem Treg przgwali krocej niz osoby z niskim odsetkiem tych komoérek, jednak
zaleencsé ta nie miata cech znamienioo statystycznej. Wzora¢ sk na pracy Griffiths
I wsp. [137] podzielismy chorych na dwie grupy w zaleosci od wielkaci odsetka Treg.
Czas przegycia chorych z ,normalnym” odsetkiem Treg byt ZBay niz tych w ich
,Wysokim” odsetkiem. Zaobserwowanaznica nie byta jednak istotna statystycznie co
mozna ttumaczy duzymi rozrzutami wynikéw w obu grupach o czyéwiadcz wysokie
wartasci odchyler standardowych. Jednak w ocenie zat8ci czasu przgycia od
rozpowszechnienia Treg z uwzdhieniem osob, ktore przgy diuzej niz czas trwania
obserwacji, stwierdzono istotne statyczneznice medzy osobami z ,wysokim”

i .prawidtowym” odsetkiem tych komorek. Ponadto d@rupy z ,prawidtowym”
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I ,wysokim” odsetkiem Treg przeprowadzono analizegresji wielorakiej w celu
okreslenia zalenosci czasu przgycia od trzech zmiennych tj. liczby naddw objgtych
przerzutami odlegtymi, wieku chorego w momenciedraa oraz stanu sprawstd. W obu
grupach wykazano istotdostatystycza w tym zakresie.

W trakcie bad& podgto rowniez proke okrelenia innych czynnikéw (poza
odsetkiem limfocytow Treg) magych wptyra¢ na catkowity czas przgcia chorego tj.
czynnikbw prognostycznych. Stwierdzono istptstatystycznie negatywn korelacg
miedzy stanem sprawioi chorego (PS) ocenianym wg skali ECOG a catkawitgzasem
przezycia dla chorych z obu grup. Stanowi to potwierdezedla popartej wieloma
dowodami prawidtowgci o krotszym czasie przgcia chorych z wyszym stopniem
sprawngci w skali ECOG w porownaniu do tych, ktérzy chdeagzup sie nizszym
stopniem tj. znajdudjsie w lepszej kondycji fizyczne.

Podobnie negatywnie na czas pmm@a chorych wplywata liczba nadow
objetych przerzutami jednak tylko w grupie Il miata ooechy istotnéci statystyczne,.
Natomiast zalenos¢ miedzy czasem calkowitego praeia a wiekiem chorego
W momencie rozpoznania réwniemiata charakter negatywny ale tym przypadku
znamienna byta tylko dla grupy I.

Na koniec przeprowadzono analippdnoczesnego wptywu kilku zmiennych na
catkowity czas przgycia chorych. Pod uwagwzicto stan sprawni@i chorego oceniany
wg skali ECOG, wiek chorego w momencie badaniaetaislimfocytow Treg oraz liczb
narzdow obgtych przerzutami odlegtymi. Dla kdej z tych zmiennych uzyskano ujemne
wspoitczynniki co oznaczaze jej wzrost skraca czas calkowitego przea. Ponadto
w analizie regresji wielorakiej stwierdzono istpitatystycznie zalos¢ czasu przeycia
od wszystkich czterech v wymienionych zmiennych co dotyczyto grupy I, diaz
wszystkich chorych tj. grupy I+I1.

Wczeniejsze badania nad nowotworowymi wgkami optucnowymi wskazaty
szereg mechanizméw mgrych odpowiada za stan immunosupresji w tym
mikrosrodowisku w przebiegu zaawansowanej choroby nowaiwej. Zaliczy¥ do nich
mozna wysoly ekspresj czasteczki Fas na limfocytach i wyspkekspresj FasL
na komorkach nowotworowych [138]. Wykazano réwiniaiska ekspresj TCR<
w limfocytach [139, 140] oraz wysokieggénie cytokin immunosupresyjnych w tym
srodowisku [141]. Stwierdzono pronowotworavaktywnagé makrofagow optucnowych
manifestugca sic ich wplywem na ekspresjTCR- { oraz aktywné¢ proliferacyjr
i ekspres biatek regulujcych apoptog komérek nowotworowych [142, 143]

86



W sSwietle bada zaprezentowanych w pracy biaeej limfocyty T regulatorowe
jawia sie jako kolejny czynnik odpowiedzialny za stanclgdkiej supresji uktadu
odporndciowego w sytuacji zaawansowanej choroby nowotwejpwprzynajmniej

czesciowo sprawczy wobec stwierdzonych wgzie).
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WNIOSKI

1. Odsetek komorek Treg w wykiach nowotworowych jest znamiennie 8yy

w poréwnaniu z wygkami nienowotworowymi.

Rdéznice te nie wysipuja w odniesieniu do limfocytéw, komdrek CD&omorek
CD4'CD25'.

2. W srodowisku wystku optucnowego wzrost odsetka komérek Treg jestzaviy

ze spadkiem odsetka limfocytéw oraz wzrostem odsktknorek CDACD25'.

3. Odsetek Treg zwksza st wraz ze wzrostem stopnia zaawansowania choroby
I najwyzsze wartéci oshga w najbardzie] zaawansowanych jej stadium. Jest

réwniez wyzszy u kobiet ni u nezczyzn.

4. Chorzy z ,wysokim” odsetkiem Treg pragvali krocej ni  osoby
z prawidtowym” odsetkiem tych komdérek. Do innyclojedynczych czynnikéw
prognostycznych dla chorych z rakiem ptucaznezaliczy¢ stan sprawnei (PS)
oceniany w skali ECOG, liczbnaradow obgtych przerzutami odlegtymi oraz
wiek chorego. Ponadto czas piyeia chorych istotnie zaly od jednoczesnego
oddziatywania czterech zmiennych niezalgch, takich jak:stan sprawrgei
chorego, wiek chorego, odsetek limfocytow Treg wsigku nowotworowym oraz

liczba narzdow obgtych przerzutami odlegtymi.
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STRESZCZENIE

Wstep. Rozprzestrzenienie ¢siprocesu nowotworowego na optachest czynnikiem
rokowniczo niekorzystnym, z ktérym zaziane jes&rednie przeycie chorych rzdu 6-9
mieskcy. W wigkszaci przypadkow procesowi zbwemu tak zlokalizowanemu
towarzyszy gromadzenie ¢siwysigku w jamie optucnowej. Komorki nowotworowe,
rozsiane lub w postaci ognisk komoérkowych,zawieszone w bogatym w biatko ptynie,
ktory oprécz nich zawiera liczne komorki uktadu odmosciowego, w tym limfocyty.
Opisano wiele mechanizmdéw ucieczki nowotworu proegowiedzi immunologicza,

u podstaw ktérych gy zjawisko immunosupresji. Komorki Trega ssubpopulag
limfocytéw T, ktére odgrywaj kluczowy role w utrzymywaniu tolerancji na antygeny
guza. Aktualnie wysuwane hipotezy sugeruje Treg ma dwzy wplyw na rozwoj

| progresg procesu nowotworowego,ast sugeruje s ze strategie immunoterapeutyczne
polegajce na usurciu Treg z mikrérodowiska guza magstanowt przetom w leczeniu
chorych na raka.

Celem badai byta ocena rénic w zakresie odsetka limfocytéw, komdrek CD4
CD4'CD25 i Treg medzy wyskkami nienowotworowymi i ptynami wyskowymi
powstatymi w przebiegu choroby nowotworowej, jakwniez zaleznosci migdzy
odsetkiem komorek Treg i odsetkiem limfocytow orelz subpopulacji. Podjo rowniez
probe okreslenia zalenosci miedzy rozpowszechnieniem Treg a cechami dkjgcymi
stopie;w zaawansowania choroby nowotworowej oraz prébiceny jego warkei

prognostycznej i predykcyjnej.

Materiat i metody. Badaniem typu gase control studyobjeto grugz 76 dorostych
chorych z obecrimia wysicku w jamie optucnowej, hospitalizowanych w Oddziale
Pulmonologii i Onkologii Pulmonologicznej przy Kditge i Klinice Pulmonologi,
Alergologii i Onkologii Pulmonologicznej UM w Pozniai. Wyskki podzielono na trzy
grupy w zalenosci od wyniku badania cytologicznego: | - wlsi uzyskane od chorych
na raka z obecroia komérek nowotworowych (n=30), Il — wygi od chorych na raka
bez komorek nowotworowych (n=21), Ill — wyki nienowotworowe - grupa kontrolna
(n=25). Rozpowszechnienie Treg w wakdich oceniano metactytometrii przeptywowe,.
Oceny stopnia zaawansowania procesu nowotworowegkondno na podstawie
najnowszej tj. VIl edycji klasyfikacji TNM dla rakgtuca, wydanej pod auspicjami
IASLC.
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Wyniki. Stwierdzono istotnie wsze wartéci odsetkowe limfocytbw Treg w grupie
chorych z rakiem pluca z obecom komorek nowotworowych w  wysku
nowotworowym w jamie optucnowej (grupa I) w porownaz grup kontrolm tj. grum

Il (2,68% + 2,09versusl,07% = 0,78p<0,00]) oraz w grupie chorych z rozpoznaniem
raka niezalenie od obecnéxi badz braku komorek nowotworowych w wygu (tj. facznie
grupy I+1l) w poréwnaniu z grupkontrolm (2,47+2,17versus1,07% = 0,78;p=0,002.
Nie stwierdzono podobnych mdic w odniesieniu do limfocytow, komoérek CDéraz
komorek CD4CD25". W srodowisku wystku optucnowego wzrost odsetka komorek Treg
byt zwiazany ze spadkiem odsetka limfocytéw & -0,333;p = 0,003 oraz wzrostem
odsetka komoérek CDED25 (rs = 0,371;p = 0,00). Stwierdzono zwikszanie Si
odsetka Treg wraz ze wzrostem stopnia zaawansowarowotworowej. Ich
rozpowszechnienie byto najwkgze u chorych w najbardziej zaawansowanym jej stadi
W grupie pacjentéw zmartych w trakcie obserwacjikazano negatywnkorelacg, bez
cech znamienrigi statystycznej, mdzy odsetkiem Treg a czasem piaga chorych. Po
wiaczeniu do analizy pacjentéw, ktorzy pigk diuzej niz trwal okres obserwacji,
uzyskano istotne statystycznieznice w czasie przgcia midzy chorymi z ,wysokim” i

~prawidtowym” odsetkiem Tregp=0,035.

Whioski. Uzyskane dane wskazujna zwekszony odsetek Treg w mikimdowisku
nowotworowego wysku optucnowego w poréwnaniu z nienowotworowym, jegoazek
ze stopniem zaawansowania choroby nowotworowe] amasem przg/cia chorych.
Sugeruyy stuszné¢ dalszych badanad modulowaniem aktywsa Treg u chorych na raka

ptuca jako czsci terapii.
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ABSTRACT

Background. Diffusion of cancer in the pleural space porteadgismal prognosis, with
life expectancy of six to nine months. In most sas®alignancy of this localization is
accompanied by effusions. Tumor cells, single orsmall clumps, are suspended in
a protein rich fluid containing usually large amtrof host cells including tumor
associated lymphocytes (TALs). There are many knm&nhanisms of tumor escape from
immune response related to immunosuppression. Gedlg are part of lymphocytes T
population, which play a major role in maintainitajerance to tumor antigens. Current
hypotheses suggest that Treg have an effect on rhucaacer progression, hence
immunotherapeutic strategies consisting in selec@imination of Treg from tumor

microenvironment might be a landmark in the treatiho cancer patients.

The aim of the studywas an evaluation of the lymphocytes, Cbdlls, CD4CD25' cells

and Treg difference between malignant effusion atady control, as well as the
relationship between Treg frequency and percentafelymphocytes and their
subpopulations. Additionally, the determination tbé relationship between Treg cells’
frequency and the disease status was made. Pragrost predictive value of Treg

frequency in the malignant pleural effusion wa® asalyzed.

Material & Methods. It was “case control studytype of research. Samples of pleural
effusions from 76 patients hospitalized at Pulmogg) Allergology and Lung Oncology
Department at Poznan University of Medical Scienaese analyzed by conventional
cytology. Thoracocentesis was performed in allgyd$ for diagnostic purposesoBgical
materials were divided into three groups: malignaatral effusions with malignant cells
(n=30), effusions from patients with malignancy lithout malignant cells in effusions
(n=21), and non-malignant pleural effusions (n=2%je Treg levels (%) were measured
utilizing a flow cytometry assay for whole lymphadey in CD4+ cells. The degree of
disease advance was established according to"thaSCL edition of TNM lung cancer

classification.

Results.We have shown that there is a significantly inceelasequency of Treg in lung

cancer patients with malignant cells in pleuralusibns (group I) compared to study
control (2,68% + 2,0¥ersus1,07% + 0,78p<0,00]), as well as in all patients with lung
cancer regardless of absence or lack of maligneltg o pleural effusions (group I+l

together) compared to study control (2,47+2yEfsus1,07% = 0,78;p=0,002. There
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were no similar differences with reference to Ilymgytes, CD2 cells and
CD4'CD25cells. In malignant pleural effusions, the increagercentage of Treg was
related to the decreased level of lymphocytes=(r0,333;p = 0,003 and the increased
level of CD4CD25 cells (& = 0,371;p = 0,00). The data showed the association
between higher Treg cells level in pleural effusaomd more advanced disease stage. The
highest frequency of Treg was found in patientdwite highest stage of the disease. In
patients who died during observation, the negatoegrelation (without statistical
significance) between Treg frequency and the olesuaival was shown. When surviving
patients were incorporated into that analysis,iB@ant statistical differences in the overall
survival were revealed between patients with higth @ormal levels of Tregp€0,035.

Conlusion. The data confirms an increased percentage of Tragicroenvironment of

malignant pleural effusion compared to study cdntamd the relationship between an
increased level of Treg and disease stage and Ibyetents’ survival. Such results
provide impetus to further investigation into thedulation of Treg activity in lung cancer

patients as part of their therapy.
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