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Summary

Introduction. Results of studies analyzing the role of immunocompetent cells in tumor environment and whole peripheral
blood indicate their responsibility for aggressiveness of neoplasm, prognosis and therapeutic effect. Atcivation of lymhocytes
T is connected with expression the markers (antigens) on their surface. The aim of this study was the analysis of activation
antigens expression on lymphocytes T in patients with laryngeal carcinoma and the connection with clinicomorphological
features. Material and methods. Analysis of activation antigens expression CD69, CD71 and CD25, CD26, HLA/DR on lym-
phocytes T CD4+ i CD8+ in 33 patients with squamous cell carcinoma of the larynx was performed. Flow cytometry-based
analysis of activation antigens in T cell cultures with and without PHA stimulation was used. The connection of these mol-
ecules and clinicomorphological features was examined (pT, pN, G, Anneroth, Batsakis and Lunas’ classification). Results.
The significant correlation between chosen markers of activation and tumor features were noted: pT with HLA/DR/CD4,
CD69CD8, CD71CD8, pN with CD26CD8, G with CD25CD8, CD71CD8, ABL score with CD25CD4. Conclusion. Our data
indicated the connetion of immunocompetent cell activity and spread of neoplasm in patients with laryngeal carcinoma.

Haslta indeksowe: rak krtani, limfocyty T CD4+ i CD8+, antygeny aktywacji
Key words: laryngeal carcinoma, lymphocytes T CD4+ i CD8+, activation antigens
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WSTEP nych (CD25, CD26 i HLA/DR) [1, 2]. Rola limfocytéw T
cytotoksycznych polega na odréznianiu i zabijaniu

Warunkiem udzialu komérek immunokompeten- komérek potencjalnie nowotworowych. Limfocyty
tnych w zjawiskach immunologicznych zachodzacych cytotoksyczne to w wiekszosci limfocyty CD8+, ktére
w przebiegu choroby nowotworowej pod wplywem poprzez swoisty receptor TCR majg zdolnosé¢ rozpo-
obecnosci antygenéw zaréwno w otoczeniu guza, znawania antygenu nowotworowego obecnego na
jak i we krwi obwodowej, jest ich aktywacja, ktéra czasteczce MHC klasy I. Aktywacja limfocytéw T cyto-
zapoczatkowuje mechanizmy odpowiedzi komérkowe;j toksycznych CD8+ odbywa sie z udzialem uprzednio
i humoralnej. Aktywacja limfocytéw zwigzana jest pobudzonych limfocytéw T pomocniczych CD4+ [3].
z obecnoscig na ich powierzchni markeréw (antyge- Pobudzenie limfocyta T pomocniczego CD4+ wymaga
néw) aktywacji: wezesnych (CD69, CD71), jak i p6z- bezposredniego kontaktu z komoérka prezentujaca an-
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tygen (APC). Limfocyt CD4+ rozpoznaje antygen po-
taczony z czasteczkami MHC klasy II poprzez swoisty
receptor TCR. Drugim sygnaltem dla Th jest polaczenie
sig czasteczki B7.1 (CD80) lub B7.2 (CD86) znajdujacej
sig na APC czasteczka CD28 na limfocycie T CD4+. Te
dwa sygnaly zapoczatkowuja pobudzenie limfocytu Th
i uwalnianie przez niego do srodowiska szeregu cyto-
kin [3-6]. Aktywno$¢ skierowana przeciw komérkom
nowotworowym wymaga wspélpracy r6znych typéw
komoérek. Limfocyty CD4+ Th2 przez wydzielanie IL-4,
IL-5, IL-6 wspomagaja synteze swoistych przeciwciat
przez limfocyty B, natomiast CD4+ Th1 i CD8+ Tc1
przez dziatanie IFN-y aktywujg makrofagi, przez IL-
2 aktywuja komoérki NK. Limfocyty CD4+ Th1 moga
rowniez bezposrednio zabija¢ komérki nowotworowe
(TNF-B) lub hamowa¢ ich proliferacje (interferony,
TNF-B). Wiele badan wskazuje, ze komoérki CD8+ Tc1
moga uczestniczy¢ w cytolizie komérek nowotworo-
wych zwigzanej z mechanizmem FAS - Fas-L [7].
Celem badan byta ocena ekspresji antygenéw akty-
wacji wezesnych i péznych na limfocytach T CD4+ oraz
CD8+ u chorych z rakiem krtani oraz ocena zwigzku
z cechami kliniczno-morfologicznymi guza (pT, pN, G,
klasyfikacja Annerotha, Batsakisa i Luny).

MATERIAL I METODY

Badania przeprowadzono na materiale pochodza-
cym od 33 chorych na raka ptaskonabtonkowego krta-
ni, ktérzy zostali poddani laryngektomii catkowitej lub
czesSciowej, oraz w wybranych przypadkach operacji
usuniecia wezléw chlonnych szyi. Chorzy byli opero-
wani w Klinice Laryngologii Onkologicznej Uniwersy-
tetu Medycznego w Lodzi w latach 2003-2007. Uzu-
pelniajaca radioterapie przeprowadzono na Oddziale
Radioterapii Szpitala Zespolonego im. M. Kopernika
w Lodzi. Rozleglo$¢ zmian nowotworowych okreslono
wg kryteriow WHO klasyfikacji TNM (2001).

Krew pelna byla pobierana od pacjentéw w trakcie
rutynowych badan kontrolnych w ilosci 10 ml jedno-
razowo na antykoagulant — heparyne litowa (10 U/ml).
Zgode na wykonanie badan wyrazita Komisja Bioetycz-
na Uniwersytetu Medycznego w Lodzi (nr RNN/15/03/
KN). Celem izolacji limfocytéw krwi obwodowej krew
pelna byla pobierana od pacjentéw w trakcie rutyno-
wych badan kontrolnych w iloéci 10 ml jednorazowo
na antykoagulant — heparyne litowa (10 V/ml). Zgode
na wykonanie badan wyrazita Komisja Bioetyczna
Uniwersytetu Medycznego w Lodzi w dniu 14 stycznia
2002 r. (ntr RNN/15/03/KN). Limfocyty krwi obwodo-
wej byly izolowane przez wirowanie w gradiencie
gestosci Ficol-Paque (cigzar wlasciwy 1,077g/cm3)
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(1800 obrotéw/min, przez 30 minut, w temp. 20°C). Po
przygotowaniu zawiesiny komérek o gestosci 1 x 10°
komorek, 100 uL limfocytéw mieszano i inkubowano
w temperaturze pokojowej z odpowiednimi ilo§ciami
przeciwcial monoklonalnych (Becton-Dickinson):
anty-HLADR/CD4, anty-HLADR/CD8; anty-CD4CD69,
anty-CD8CD69; anty-CD4CD71, anty-CD8CD71; anty-
CD4CD25, anty-CD8CD25; anty-CD4CD26, anty-CD-
8CD26; anty-CD8CD57. Po inkubacji i odptukaniu
(Cell Wash) komérki utrwalano ptynem Cellfix (Bec-
ton-Dickinson). Do oceny stosowano cytometr prze-
plywowy FACSCalibur z argonowym laserem 488 nm
(Becton-Dickinson). Wyniki podawano jako odsetek
analizowanych komoérek, wykazujacych obecnosé
badanego receptora. Badania immunologiczne wyko-
nano w Zakladzie Immunologii Klinicznej Instytutu
Centrum Zdrowia Matki Polki w Lodzi.

Material tkankowy bezposrednio po wykonanym
zabiegu operacyjnym byl utrwalany w roztworze 10%
zbuforowanej formaliny. Wycinki z guza pierwotnego
do badania mikroskopowego byly pobierane standar-
dowo. Jako miejsce reprezentatywne dla okreslenia
gtebokosci nacieku nowotworowego wybierano punkt
najglebszego naciekania do Sciany krtani i tkanek
otaczajacych. Z kazdego wezla pobierano jeden lub
dwa wycinki, po uprzednim przecieciu wezla w jego
najwiekszym wymiarze. Wycinki pobrane do bada-
nia zatopione byly w bloczki parafinowe i rutynowo
krojone na skrawki grubosci 4-5 um (co najmniej
3-4 z guza pierwotnego i kazdego wezla chtonnego),
przyklejane na szkielka podstawowe i dalej poddane
zwyklej procedurze barwienia H&E. Oceng histopato-
logiczng preparatéw guza pierwotnego wykonano na
podstawie kryteriéw zmodyfikowanej wg wlasnego
pomystu klasyfikacji Annerotha, Batsakisa i Luny
[8]. Oceniano 10 wykladnikéw opisujacych cechy
histopatologiczne nowotworu (stopien rogowacenia,
pleomorfizm jader, figury podzialu) oraz rodzaj reakcji
guz — tkanki otaczajace (glebokos¢ i typ naciekania,
obecnos¢ nacieku limfoidalnego i eozynofilowego,
komérek wrzecionowatych, inwazje naczyn, obecnosé
mikroprzerzutéw). Preparaty oceniano w mikroskopie
swietlnym (pow. 200 x, liczbe mitoz pow. 400 x).
Wynik przedstawiano jako sume punktéw w zastoso-
wanej klasyfikacji, z maksymalng liczbag punktéw 28.
W analizie uwzgledniono takze pie¢ grup, w zalez-
nosci od otrzymanej sumy punktéw: 1 grupa: 710,
2 grupa: 11+15, 3 grupa: 16+20, 4 grupa: 21+25, 5
grupa >25 punktéw (im wyzsza grupa, tym bardziej
zZaawansowany proces nowotworowy).

W analizie statystycznej uzyskanych wynikow
zastosowano test jednoczynnikowej analizy wariancji
ANOVA, przy poziomie istotnosci p=0,05.
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WYNIKI

Analizowana grupa chorych liczyta 33 osoby (30
mezczyzn — 90,9% i 3 kobiety — 9,1%). Wiek pacjentéw
wahal sie od 48 do 78 lat (r. 52 = 2 lata). Zaawan-
sowanie miejscowe procesu nowotworowego, zgod-
nie z kryteriami klasyfikacji TNM, w badanej grupie
chorych okreslono jako: pT2 u 11 (33,3%), pT3 u 14
(42,4%), pT4 u 8 (24,3%) oraz pNO w 27 (81,8%),
pN+ w 6 (18,2%) przypadkach. 18 (54,5%) chorych
zostalo zakwalifikowanych do usuniecia catkowitego
krtani, 15 (45,5%) pacjentéw do czeSciowej operacji
krtani. W 16 (48,5%) przypadkach wykonano ponadto
operacje wezlowa. Najczestszym typem histologicz-
nym raka ptaskonablonkowego krtani byly postacie
$rednio zr6znicowane G2 (27-81,8%). W ocenie mor-
fologicznej wezléw chlonnych obecnosé przerzutéw
choc¢by do jednego wezta przyjmowano jako wyktadnik
rozprzestrzeniania nowotworu. Przerzuty do wezléw
chlonnych stwierdzono u 6 (18,2%) chorych.

Analiza sumy punktéw uzyskanych na podstawie
oceny guza pierwotnego wg klasyfikacji Annerotha,
Batsakisa i Luny wykazala, ze suma punktéw wahata
sie od 12 do 28 ($rednio 14 pkt). Najliczniejszg grupe

wsréd nowotworéw stanowily przypadki o liczbie
1620 punktéw — 16 chorych (48,5%). W badanym
materiale dominowaly raki naciekajace i przekracza-
jace granice lamina propria. W analizowanej grupie
pacjentéw przewazaly nowotwory charakteryzujace
sie naciekiem litymi wstegami.

Srednie wartosci odsetka komérek o fenotypie
CD4+ i CD8+ oraz wykazujacych ekspresje wybranych
antygenéw aktywacji wczesnej (CD69, CD71) i p6Znej
(CD25, CD26 i HLA/DR) na powierzchni limfocytow
T CD4+ i CD8+ przedstawiono w tabeli I.

Ocena statystyczna zaleznosci wybranych cech
kliniczno-morfologicznych z wynikami ekspresji wy-
branych antygenéw aktywacji na limfocytach T CD4+
i CD8+ w ukladach komérkowych bez i ze stymulacja
PHA wykazata:

1. istotny statystycznie zwiazek cechy pT (wraz ze
wzrostem rozlegtosci zmian nowotworowych wzrastat
poziom ekspresji antygenéw aktywacji):

— z ekspresjg antygenu HLADR na limfocytach
CD4+ w ukladzie bez i ze stymulacjag PHA
(p<0,009 i p<0,05),

— z ekspresja antygenu CD69 na limfocytach CD8+
w ukladzie bez stymulacji PHA (p<0,01),

Tabela I. Ekspresja wybranych antygendw aktywacji na limfocytach T CD4+ i CD8+

Antygeny aktywacji Srednia ekspresja [%] Odchylenie standardowe [+SD] Btad standardowy Sredniej
HLADR/CD4 25,37 12,44 2,16
HLADR/PHA/CD4 34,94 13,29 2,31
HLADR/CD8 38,44 11,77 2,04
HLADR/PHA/CD8 45,18 13,51 2,35
CD4CD69 11,07 10,99 1,91
CD4CD69PHA 32,92 20,69 3,60
CD8CD69 15,08 12,91 2,24
CD8CD6IPHA 45,39 23,42 4,07
CD4CD71 6,43 7,53 1,31
CD4CD71PHA 27,92 20,93 3,64
CD8CD71 4,35 5,11 0,89
CD8CD71PHA 22,77 15,60 2,71
CD4CD25 high 1,30 0,67 0,11
CD4CD25 total 10,40 8,04 1,40
CD4CD25PHA high 2,79 1,95 0,33
CD4CD25PHA total 14,92 7,63 1,32
CD8CD25 9,92 4,56 1,13
CD8CD25PHA 13,04 7,30 1,82
CD4CD26 0,34 0,27 0,05
CD4CD26PHA 4,63 4,20 0,93
CD8CD26 20,85 10,53 2,35
CD8CD26PHA 26,53 11,35 2,53
CD8CD57 4,65 4,44 0,99
CD8CD57PHA 5,29 3,85 0,86
CD4 34,60 7,16 1,24
CD8 30,19 5,82 1,01
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-z ekspresjg antygenu CD71 na limfocytach CD8+
w uktadzie bez stymulacji PHA (p<0,01).

-z ekspresjg antygenu CD71 na limfocytach CD4+
w uktadzie bez stymulacji PHA (p<0,01).

2. istotny statystycznie zwigzek punktéw klasy-
fikacji Annerotha, Batsakisa i Luny, uwzgledniajac
podzial na grupy (wraz ze wzrostem sumy zmniejszat
sie poziom ekspres;ji):

-z ekspresjg antygenu CD25 na limfocytach CD4+
w uktadzie ze stymulacjg PHA (p<0,004).

3. istotny statystycznie zwigzek zr6znicowania
histopatologicznego guza G (wraz ze wzrostem cechy
G wzrastal poziom ekspresji):

— CD71 na limfocytach CD8+ w ukladzie ze sty-
mulacja PHA (p<0,02).

Nie wykazano znaczacego statystycznie zwigzku
odsetka komorek o fenotypie CD4+ i CD8+ we krwi
obwodowej oraz ekspresji antygen6w pobudzenia na
powierzchni limfocytéw T CD4+ i CD8+ zaréwno
w uktadach bez stymulacji, jak i pod wplywem PHA
z cecha pN (p>0,05).

DYSKUSJA

Znaczenie prognostyczne nacieku limfocytarnego
w podscielisku i samych guzach badano w wielu
nowotworach [9-16]. W opracowaniach dotyczacych
rakéw glowy i szyi dominuja prace podkreslajace ko-
rzystny wplyw znaczenia prognostycznego nacieku
limfocytarnego, zlozonego gltéwnie z limfocytéw T.
Wedlug Wolfa i wsp. [16] naciek z tych komérek wy-
kazywal znamienng statystycznie korelacje z czasem
przezycia. W badaniach Magnano i wsp. [17] wyka-
zano, ze liczba komérek T zar6wno w samym guzie,
jak i w jego otoczeniu zmniejszala ryzyko wystapie-
nia wznowy u chorych z rakami glowy i szyi. Hald
i wsp. [12] stwierdzili, ze wiekszy naciek limfocytarny
wystepowal w nowotworach glowy i szyi o nizszym
stopniu zaawansowania. W badaniach dotyczacych
raka ptaskonablonkowego jamy ustnej udowodniono,
ze liczba limfocytéw T w nacieku otaczajacym guz
jest nizsza u pacjentéow z wysokim stadium zaawan-
sowania wedlug klasyfikacji TNM oraz, ze wykazu-
je zwiazek z wieksza liczbg przerzutéw w wezlach
chtonnych. Inni badacze oceniajacy znaczenie akty-
wowanych limfocytéw nie wykazali zwigzku istotnego
statystycznie miedzy aktywowanymi limfocytami T
a wielkosciag nacieku nowotworowego lub stopniem
jego zréznicowania [9].

Biorac pod uwage doniesienia dotyczace oceny pro-
porcji r6znych subpopulacji limfocytéw, wyniki tych
prac réznig sie od siebie znacznie. Wedtug Wolfa i wsp.
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[16] naciek limfocytarny w utkaniu guza, w ktérym do-
minuja limfocyty CD8+, byt wiekszy w nowotworach
plaskonablonkowych glowy i szyi o mniejszym stopniu
zaawansowania, natomiast w nacieku otaczajacym guz
odsetki komérek CD8+ i CD4+ byly zblizone. W raku
plaskonabtonkowym jamy ustnej uzyskano podobne
wyniki. Wigksza liczba komérek CD8+ wystepowata
w mniej zaawansowanych guzach i wykazywata ujem-
na korelacje z obecnoscig przerzutéw [18]. Odmienne
wyniki przedstawili Zeromski i wsp. [19] w badaniach
dotyczacych rakéw krtani, tj. naciek z przewaga ko-
morek CD4+ wykazywal odwrotng korelacje z liczba
przerzutéw w weztach chtonnych. W badaniach tych
samych autoréw oceniajgcych limfocyty izolowane
z pierwotnych guzéw krtani, wykazano, ze wigksza
liczba komoérek CD8+ towarzyszyla mniej zaawanso-
wanym stadiom choroby T11i T2 [20]. W najnowszych
badaniach tej samej grupy autoréw stwierdzono, ze
w samym guzie dominowaly limfocyty o fenotypie
CD8+, natomiast na obrzezu nowotworu domino-
waly limfocyty CD4+ [21]. Réwniez w badaniach
poréwnujacych subpopulacje limfocytéw w guzach
pierwotnych i przerzutach w raku jamy ustnej uzyski-
wano sprzeczne wyniki [22, 23]. Nalezy podkresli¢, ze
w §wiatowym pismiennictwie wielu autoréw wykazato
jednoznacznie, ze wéréd limfocytéw naciekajacych
guz dominujg komérki CD4+, a odwrdcenie stosunku
komoérek CD4+/CD8+ wiaze sie $cisle z przebiegiem
klinicznym choroby nowotworowej [5].

Aktywacja limfocytéw zwigzana jest z obecnoscig
na ich powierzchni markeréw (antygenéw) aktywa-
cji: wezesnych (CD69, CD71), jak i péznych (CD25,
CD26 i HLA/DR) [1, 2]. Antygen aktywacji CD69 jest
markerem pojawiajacym sie najwczesniej w reakcji
immunologicznej, ulegajacym ekspresji na powierzch-
ni aktywowanych komérek [1]. Stymulacja receptora
TCR/CD3 powoduje szybka indukcje, po 2-4 godzi-
nach, ekspresji CD69 na powierzchni limfocytéw T,
B, komérkach NK. Biatko CD69 pelni role w przeka-
zywaniu sygnalu aktywujacego synteze IL-2 i IFNy,
jak tez receptora IL-2R [2, 24]. Antygen CD71 jest
takze markerem wczesnego pobudzenia i proliferacji
limfocytéw T [1, 2]. Poprzez niekowalencyjne polacze-
nie z receptorem TCR na limfocycie T odgrywa role
w transdukgji sygnatu [2]. Antygen CD25 wystepuje
jako pézny marker na powierzchni aktywnych lim-
focytéw T i B oraz monocytach [2]. Czasteczka CD25
jest takze receptorem dla IL-2. Obecno$¢ miogenéw
lub obcych antygenéw w srodowisku limfocytéw T
powoduje ekspresjg CD25 [25]. Antygen CD26, inaczej
dipeptylopeptydaza IV, pojawia sig jako p6zny marker
aktywacji na wielu komérkach uktadu immunologicz-
nego. Czynnikami wigzacymi sie z tym antygenem
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moga by¢ chemokiny i czynniki wzrostu. Uczestniczy
w stymulacji limfocytéw T, zaleznej od CD2 i CD3.
Bierze réwniez udzial w fosforylacji tyrozyny bia-
ek receptorowych, uczestniczacych w transdukcji
sygnaléw przekazywanych przez TCR/CD3. Ponadto
odgrywa istotng role w rozwoju nowotworéw [26, 27].
Antygen HLA/DR jest markerem péZnego pobudzenia
(24 godziny po stymulacji) gléwnie limfocytéw T
i komorek NK, cho¢ réwniez ulega ekspresji na lim-
focytach B i makrofagach [2].

WNIOSKI

1. W przeprowadzonych badaniach in vitro wyka-
zano istotne statystycznie zaleznosci miedzy ekspresja
antygenow aktywacji (wczesnej i p6znej) na komérki
limfocytach T CD4+ i CD8+ a cechami kliniczno-
-morfologicznymi guza nowotworowego.

2. Analiza danych wykazala istotny statystycznie
zwiazek cechy pT z ekspresja antygenéw HLADR
i CD71 na limfocytach CD4+ oraz istotnych korelacji
miedzy oceng guza wg klasyfikacji ABL a ekspresja
antygenu CD25 na limfocytach CD4+.

3. W ocenie statystycznej nie potwierdzono istot-
nych zaleznosci cechy pN z ekspresja badanych an-
tygenow aktywacji.

4. Przeprowadzone badania wskazujg na zwigzek
cechy G z ekspresja antygenu CD71 na limfocytach
CD8+.
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