
Łańcuch ζ jest cząsteczką o masie 16 kDa
związaną z kompleksem receptorowym
TCR-CD3 limfocytów T i FcγRIII komórek
NK. Funkcjonuje jako przezbłonowa czą-
steczka sygnałowa. W przebiegu różnych
chorób zmienia się jej ekspresja w komór-
kach układu odpornościowego. Zmiany
te są uwarunkowane różnymi mechaniz-
mami. Badania immunohistochemiczne
pozwalają na połączenie oceny ekspresji
ζ z oceną konwencjonalnych markerów
prognostycznych. Badanie ekspresji mo-
że być metodą monitorowania stanu im-
munologicznego chorych i odpowiedzi
na leczenie choroby nowotworowej. Za-
leżności między obrazem klinicznym, 
histopatologicznym i oceną ekspresji ζ
w limfocytach sugerują, że niska ekspre-
sja lub brak obecności ζ są związane
z gorszą prognozą i krótszym czasem
przeżycia chorych na raka. 

SSłłoowwaa  kklluucczzoowwee::  limfocyty T, ekspresja
łańcucha ζ, nowotwory. 
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Wstęp

Limfocyty T są komórkami kontrolującymi wzrost nowotworu. W większo-
ści przypadków kontrola ta jest jednak nieskuteczna, dlatego też podstawo-
wym problemem współczesnej immunologii jest poznanie mechanizmów
ucieczki nowotworu spod nadzoru układu odpornościowego. Wynika to z fak-
tu, że nowotwór jest zdolny do manipulowania układem odpornościowym
gospodarza. Nowoczesne technologie wykorzystujące tetramery czy testy
ELISPOT potwierdzają, że w krążeniu chorych na raka występują nowotwo-
rowo swoiste komórki T [1, 2]. Są one zdolne do eliminowania nowotworu
lub blokowania przerzutów. Fakt, że często tak nie jest, tłumaczy się ich dys-
funkcją w mikrośrodowisku nowotworu. Funkcjonalne zaburzenia limfocy-
tów naciekających guz (tumour infiltrating lymphocytes – TILs), jak również
krążących limfocytów T obserwuje się w wielu nowotworach [3–5].

Celem pracy jest wskazanie zaburzeń receptora limfocytów T (TCR) u cho-
rych na raka i próba oceny immunologicznych oraz klinicznych konsekwencji
tego zjawiska. W wyniku defektu w zakresie przekazywania sygnału limfocy-
ty T stają się niezdolne do aktywacji po rozpoznaniu antygenu. Fakt ten powo-
duje ograniczoną swoistą antygenowo odpowiedź immunologiczną i ma zna-
czące konsekwencje dla progresji guza, prognozy i przeżycia chorych na raka.

Charakterystyka limfocytów T w przebiegu choroby 
nowotworowej

Fenotypowe i czynnościowe badania limfocytów T naciekających guz i krą-
żących u chorych na raka wykazały, że komórki te różnią się od swoich od-
powiedników występujących u osób zdrowych. Limfocyty naciekające guz
mają fenotyp komórek aktywowanych, tzn. wykazują ekspresję powierzch-
niowych markerów zwykle związanych z komórkami efektorowymi [3–5].
Utrata lub spadek zdolności TILs do wypełniania funkcji efektorowych jest
indukowana przez nowotwór [6–8]. Aktywowane komórki T naciekające nie-
nowotworowe zmiany zapalne są w większym stopniu zdolne do wykonywa-
nia swoich funkcji. Zaobserwowano też, że TILs w ludzkich guzach litych za-
wierają komórki T z uszkodzeniami DNA wiążącymi nukleotydy w reakcji
TUNEL. Wskazuje to, że TILs ulegają apoptozie in situ, co może być związa-
ne z ekspresją FasL i innych cząsteczek indukujących apoptozę na powierzch-
ni komórek nowotworowych. Badania immunocytochemiczne przeprowadzo-
ne na skrawkach biopsji ludzkich nowotworów wykazały, że guzy FasL+ były
naciekane przez CD95+ (Fas+) TILs. Wiele spośród nich wykazywało cechy
apoptozy [9, 10]. Obserwacje te dają podstawy dla hipotezy, że nowotwory
„kontratakują” na drodze eliminacji TILs [11]. 



The ζ-chain is a 16-kDa molecule asso-
ciated with the T-cell receptor TCR-CD3
complex in T lymphocytes and FcγRIII in
NK cells. The ζ functions as a trans-
membrane signaling molecule. Several
distinct mechanisms may be responsi-
ble for decreased/absent ζ in 
T cells of patients with cancer. Asses-
sment of ζ-chain expression in the co-
urse of various diseases shows changes
in expression of this molecule in immu-
ne cells. Immunohistochemical evalu-
ation of ζ expression can link it to
the conventional markers of prognosis
or survival. Monitoring for ζ expression
is useful for assessing immune compe-
tence in these patients and for follo-
wing changes in immune competence
during anticancer therapies. Correlations
made between clinical findings, patho-
logic results, and ζ expression in immu-
ne cells suggest that low/absent ζ is
predictive of poor prognosis and survi-
val in patients with cancer.
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W badaniach limfocytów z wysięków nowotworowych wykazano, że ni-
ska ekspresja łańcucha ζ koreluje z podatnością na apoptozę [12, 13]. Ocena
ekspresji łańcucha ζ w limfocytach T przeprowadzona z zastosowaniem ilo-
ściowej cytometrii przepływowej wykazała niedobór tej cząsteczki u chorych
na czerniaka, raka jajnika, sutka, jamy ustnej i nerki [14–18]. W większości
przypadków obniżoną ekspresję łańcucha ζ obserwowano w TILs, w limfo-
cytach węzłów chłonnych zajętych przez nowotwór i we krwi obwodowej,
uzyskanych od osób z zaawansowaną chorobą nowotworową [19]. W bada-
niach przeprowadzonych na grupie chorych na czerniaka wykazano, że od-
setek komórek T i NK z obniżoną ekspresją ζ jest znamiennie wyższy u więk-
szości chorych w porównaniu z grupą kontrolną [20]. 

W grupie chorych na nowotwory głowy i szyi badano ekspresję ζ w ko-
mórkach T zdefiniowanych jako efektorowe (CD8+CD45RO–CD27–) [21]. Wy-
kazano znamiennie niższą ekspresję łańcucha ζ u chorych w porównaniu
z grupą kontrolną zdrowych dawców. W związku ze stwierdzoną obniżoną
odpowiedzią proliferacyjną komórek CD8+ tych chorych na przeciwciało 
anty-CD3, autorzy sugerują zaburzenia w zakresie przekazywania sygnału
w tych komórkach.

W badaniach ekspresji ζ, zdolności do proliferacji i spontanicznej apopto-
zy TIL i PBL w grupie chorych na raka jamy ustnej wykazano znamienne za-
leżności między tymi parametrami. Sugeruje to, że nowotwór blokuje funk-
cje komórek układu immunologicznego w ich zakresie, a efekt ten jest lokalny
i uogólniony. Związki między spadkiem ekspresji ζ i apoptozą w TILs i PBL su-
gerują, że degradacja ζ może być wykładnikiem apoptozy [10]. 

U chorych na raka krążące limfocyty T i naciekające guz wykazują wiele
wspólnych cech. Są nimi wrażliwość na apoptozę i obecność zaburzeń sygna-
łowych, jak obniżona ekspresja łańcuchów ζ i ε w kompleksie TCR, lub kinaz
tyrozynowych p56lck i p59fyn, niezdolność do translokacji NF-κBp65. Powo-
duje to obniżenie potencjału czynnościowego limfocytów T. 

Kompleks sygnałowy związany z TCR 

Łańcuch ζ występujący w obrębie kompleksu TCR-CD3 jest cząsteczką o ma-
sie 16 kDa, składającą się z bardzo krótkiego fragmentu zewnątrzkomórkowe-
go, regionu przez błonowego i długiej części cytoplazmatycznej zawierającej
3 motywy aktywacyjne receptorów odpornościowych oparte na tyrozynie
(ITAMs). Zwykle występuje jako homodimer. Fosforylacja reszt tyrozyny zawar-
tych w tych odcinkach łańcucha polipeptydowego powoduje przewodzenie sy-
gnału z TCR do wnętrza komórki. Zarówno receptor immunoglobulinowy na lim-
focytach B, jak i receptor Fc tworzą podobne kompleksy z białkami
wyposażonymi w sekwencje ITAM. Po związaniu antygenu przez TCR, kinazy
tyrozynowe z rodziny Src – p56lck i p59fyn – fosforylują łańcuch ζ. Do ufosfory-
lowanych sekwencji ITAM łańcucha ζ przyłącza się kolejna kinaza tyrozynowa
ZAP70 i Syk. Prowadzi to do aktywacji NFκB i jego translokacji do jądra komór-
kowego. Ekspresja łańcucha ζ ma więc kluczowe znaczenie dla aktywacji lim-
focytów T [22]. Receptor limfocytów T jest kompleksem kilku cząsteczek, które
uczestniczą w procesie rozpoznania i wiązania peptydu prezentowanego przez
MHC na komórkach prezentujących antygen (APC). Fosforylacja wszystkich
6 sekwencji ITAM homodimeru CD3 jest warunkiem indukcji sygnału. 

Mechanizmy odpowiedzialne za zaburzenia łańcucha ζζ
w nowotworach

Mechanizmy odpowiedzialne za utratę czy spadek ekspresji ζ nie są do koń-
ca wyjaśnione. Niską ekspresję łańcucha ζ lub jej brak obserwuje się nie tyl-
ko w przebiegu chorób nowotworowych, ale też w przebiegu fizjologicznej od-
powiedzi na przewlekłe infekcje, takie jak trąd i AIDS [23, 24], a także
w chorobach autoimmunizacyjnych związanych z krążącymi kompleksami im-
munologicznymi, jak SLE [25]. Łańcuch ζ jest też docelowym dla wirusa SIV
Nef, który wiąże się z nim w 2 miejscach części cytoplazmatycznej. Mecha-
nizm degradacji łańcucha ζ w przebiegu infekcji wirusowych może jednak róż-
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nić się od funkcjonującego w przebiegu nowotworu [26].
W badaniach klonów ludzkich limfocytów T swoistych dla
peptydów toksoidu tężca wykazano internalizację i lizoso-
malną degradację łańcuchów TCR, w tym łańcucha ζ [27].
Lizosomalna degradacja może nie być jedynym mechani-
zmem komórkowej degradacji łańcucha ζ. Przewlekła sty-
mulacja antygenowa przez TCR może prowadzić do obniże-
nia ekspresji ζ i do częściowej lub całkowitej anergii
limfocytów T. W pierwszych badaniach dotyczących niskiej
ekspresji łańcucha ζ w splenocytach myszy z nowotworem
równocześnie wykazano obniżoną ekspresję cząsteczek sy-
gnałowych p56lck i p59fyn [28]. Stwierdzono, że kompleks TCR
w limfocytach zwierząt obciążonych nowotworem był nie-
zdolny do przekazywania sygnału w optymalnym zakresie.
Podobnie, niska ekspresja ζ była obserwowana wśród lim-
focytów naciekających guz i w krążących limfocytach T cho-
rych z różnymi typami raków [29, 30]. Autorzy tych prac róż-
nią się w ocenie ekspresji tej cząsteczki. Te różnice
w uzyskiwanych wynikach mogą być spowodowane przez
stosowanie różnych metod oceny. Początkowo stosowano
Western blot i immunoprecypitację. W badaniach wykorzy-
stujących te techniki ekspresja ζ w TILs była niższa niż w PBL.
Na ich podstawie wnioskowano, że zaburzenia sygnałowe
są indukowane przez nowotwór i są większe w środowisku
guza niż na obwodzie. 

W badaniach limfocytów naciekających guz i limfocytów
krwi obwodowej chorych na różne nowotwory wykazano, że
spadek ekspresji TCR-ζ był związany z zaburzeniami funkcji
tych komórek, takich jak spadek aktywności kinazy tyrozy-
nowej, zaburzenia profilu cytokinowego w TALs i TILs, głów-
nie znamienny spadek IL-2 i INF-γ na poziomie RNA i białka,
wzrost podatności na spontaniczną apoptozę. Inkubacja
świeżo wyizolowanych komórek nowotworowych z aloge-
nicznymi limfocytami T powoduje redukcję ekspresji TCR-ζ.
Preinkubacja limfocytów T z inhibitorami lizosomalnych lub
proteasomalnych peptydaz chroni przed degradacją łańcu-
cha ζ w tych komórkach po koinkubacji z komórkami nowo-
tworowymi. Sugeruje to, że nowotwór indukuje aktywację
wewnątrzkomórkowych peptydaz w komórkach T, co pro-
wadzi do uszkodzeń białek, w tym TCR-ζ, przy zachowaniu
normalnego poziomu mRNA dla łańcucha ζ w TILs i TALs [31].
Sugeruje to możliwość istnienia potranslacyjnych modyfika-
cji cząsteczek sygnałowych w tych komórkach. 

Innym możliwym mechanizmem indukowanych przez
nowotwór zaburzeń łancucha ζ może być produkcja czyn-
ników rozpuszczalnych, takich jak białko blokujące ζ (ZIP,
ζ inhibitory protein) wyizolowane z wysięku chorej na raka
jajnika. Białko to, o masie cząsteczkowej 14 kDa, wybiórczo
uszkadza TCR-ζ, nie wpływając na lck lub ZAP-70 w komór-
kach T [32]. 

Wzrost guza stanowi źródło wielu antygenów, które są
prezentowane komórkom T przez komórki dendrytyczne
(DCs). W środowisku nowotworu funkcje DCs są zaburzo-
ne [33, 34]. Dysfunkcje komórek dendrytycznych, takie jak
zaburzenia dojrzewania czy apoptoza, wywołują szereg kon-
sekwencji w zakresie prezentacji antygenu i aktywacji lim-
focytów T [35]. Być może prostszym wytłumaczeniem za-
burzeń łańcucha ζ w komórkach T chorych na raka jest stan
przewlekłej stymulacji antygenowej rozwijającej się w wy-
niku progresji guza. Stan ten prowadzi do zjawiska wyczer-
pania immunologicznego. 

Innym czynnikiem włączonym w zaburzenia ekspresji
łańcucha ζ są reaktywne pochodne tlenu (ROIs), uwalnia-
ne przez aktywowane monocyty lub granulocyty w mikro-
środowisku nowotworu. Makrofagi towarzyszące guzom
(tumour associated macrophages – TAMs) lub makrofagi ak-
tywowane in vitro indukują spadek ekspresji łańcucha ζ.
Efekt ten jest całkowicie eliminowany przez zmiatacz H2O2,
– katalazę [36].

Komórki nowotworowe w hodowlach i w warunkach
naturalnych wykazują obecność cząsteczki FasL. Limfocy-
ty naciekające w mikrośrodowisku nowotworu lub akty-
wowane Fas+ limfocyty T hodowane z komórkami nowo-
tworowymi zawierają aktywowane kaspazy i wykazują
obecność pęknięć DNA, możliwych do zidentyfikowania
za pomocą testów TUNEL i JAM [37]. Genetycznie zmody-
fikowane linie komórkowe ludzkich nowotworów produ-
kujące rozpuszczalny FasL indukują apoptozę aktywowa-
nych limfocytów T w czasie krótkoterminowych
koinkubacji. Te apoptotyczne limfocyty T lub limfocyty T,
w których wyindukowano apoptozę, stosując przeciwcia-
ła CH-11, wykazują słabą ekspresję lub brak ekspresji łań-
cucha ζ. Wykazano, że degradacja łańcucha ζ jest zwią-
zana ze spontaniczną apoptozą tych komórek lub apoptozą
indukowaną przez szlak Fas-FasL. Analiza sekwencji ami-
nokwasów łańcucha ζ wykazała istnienie miejsc wrażli-
wych na kaspazę 3 i 7. Sugeruje to, że degradacja łańcu-
cha ζ jest zależna od kaspaz [38]. Aktywacja kaspaz
indukowana przez nowotwór i apoptoza są odpowiedzią
na niską ekspresję ζ lub jej brak w limfocytach T w mikro-
środowisku nowotworu. Związki między niską ekspresją ζ
i spontaniczną apoptozą limfocytów T u chorych z różny-
mi typami nowotworów były wielokrotnie opisywane
[39, 40].

Mechanizmy odpowiedzialne za spontaniczną apopto-
zę krążących limfocytów T w krwi chorych na nowotwór
nie są jasne. Może być związana z obecnością FasL na ko-
mórkach nowotworowych i drogą Fas/FasL indukcji apop-
tozy. Ekspresja cząsteczki Fas na większości krążących lim-
focytów T chorych na raka nie do końca jednak tłumaczy
zjawisko spontanicznej apoptozy. Stężenie sFasL nie jest
zwiększone, a raczej zmniejszone w surowicy chorych [41];
sFasL nie jest zdolny do efektywnego wiązania krzyżowe-
go i blokowania receptora na krążących limfocytach T [42].
Mechanizm odpowiedzialny za apoptozę krążących limfo-
cytów T i jego związki z utratą ζ próbowano wyjaśnić ist-
nieniem w surowicy chorych na raka, w przeciwieństwie
do zdrowych dawców, błonowych mikropęcherzyków za-
wierających FasL. Mikropęcherzyki te pochodziły z błony
powierzchniowej komórek nowotworowych i były obecne
w surowicy chorych na raka jajnika, czerniaka i nowotwo-
ry głowy i szyi. Były biologicznie aktywne i zdolne do indu-
kowania mediowanej przez Fas apoptozy, a także do de-
gradowania łańcucha ζ w aktywowanych limfocytach T lub
komórkach Jurkat [43].

Istnienie wielu mechanizmów degradacji łańcucha ζ
w limfocytach krążących i naciekających nowotwór podkre-
śla znaczenie tej cząsteczki sygnałowej w odpowiedzi immu-
nologicznej. Jej zaburzenia stanowią jeden z istotnych 
mechanizmów ucieczki nowotworu spod nadzoru immuno-
logicznego.
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Pomiar ekspresji łańcucha ζζ w limfocytach

Do oceny ekspresji łańcucha ζ wykorzystuje się kilka róż-
nych technik. Wydaje się, że najbardziej przydatna jest me-
toda cytometrii przepływowej. Półilościowy test cytome-
tryczny został wprowadzony, gdy komercyjnie dostępne
stało się znakowane fluorochromem przeciwciało mono-
klonalne przeciw łańcuchowi ζ (anti-CD247 mAbs). Proce-
dura obejmuje barwienie antygenów powierzchniowych lim-
focytów, a następnie permeabilizację błon komórkowych

w celu umożliwienia związania przez mAb wewnątrz cyto-
plazmatycznej części łańcucha ζ. Permeabilizacja błon ma
podstawowe znaczenie i musi być wykonana w optymal-
nych warunkach. Pomiar ekspresji łańcucha ζ prowadzi się
na podstawie wartości średniej intensywności fluorescen-
cji (mean fluorescence intensity – MFI). Analizę wykonuje
się po wybramkowaniu limfocytów (FSC/SSC). Stosowanie
odpowiednio znakowanych przeciwciał umożliwia oznacze-
nia ekspresji ζ w różnych populacjach limfocytów. W uzu-
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pełnieniu wartości MFI, odsetek komórek ζ-negatywnych
może być oznaczony w oparciu o punkt odcięcia określony
na podstawie MFI kontroli izotypowej (ryc. 1., 2.). 

Bardziej precyzyjną ocenę ilościową umożliwia zastoso-
wanie kulek kalibracyjnych związanych z fluorochromem.
W tkankach ekspresja ζ w limfocytach T jest oznaczana
za pomocą technik immunofluorescencyjnych z wykorzy-
staniem materiału biopsyjnego zatopionego w medium OCT
(ornithine carbamoyltransferase). Możliwe jest także wyko-
rzystanie skrawków parafinowych, ale tylko po stwierdze-
niu, że przeciwciała anty-ζ są zdolne do związania się ze
zdenaturowanym białkiem ζ. 

Znaczenie prognostyczne ekspresji łańcucha ζζ
u chorych na raka

W związku z kluczową rolą, jaką kompleks TCR-CD3 od-
grywa w procesie przekazywania sygnału, można spodzie-
wać się istotnych biologicznych konsekwencji zmian eks-
presji łańcucha ζ. W zakresie odpowiedzi przeciwno-
wotworowej dotyczyć one mogą jej ograniczenia, gorszej
prognozy, skrócenia czasu przeżycia. W badaniach 138 cho-
rych operowanych z powodu raka jamy ustnej, brak lub ni-
ską ekspresję ζ w TILs obserwowano u 32% badanych. 
Była ona znamiennie związana z dużym stopniem zaawan-
sowania (T3 lub T4), a także z zajęciem węzłów chłonnych.
W grupie tej 5-letnie przeżycia obserwowano u chorych
z normalną ekspresją łańcucha ζ. W badaniach tych po raz
pierwszy wykazano, że ekspresja ζ jest niezależnym czyn-
nikiem prognostycznym w przebiegu raka jamy ustnej [44].
Wykazano również, że liczba naciekających nowotwór ko-
mórek dendrytycznych jest istotnym czynnikiem progno-
stycznym w raku jamy ustnej. Nieobecność lub niewielka
liczba komórek dendrytycznych były znamiennie związane
z zaburzeniami ekspresji łańcucha ζ w TILs i krótszymi cza-
sami przeżycia u chorych na raka jamy ustnej [44]. W bada-
niach chorych z przerzutami czerniaka złośliwego u 43% ba-
danych stwierdzono spadek ekspresji ζ w krążących
limfocytach T. Przeżycie tych chorych było znamiennie krót-
sze w porównaniu z badanymi, u których stwierdzono nor-
malną ekspresję ζ [45].

Znaczenie oceny ekspresji łańcucha ζζ
w monitorowaniu leczenia choroby nowotworowej

Wyniki wstępnych badań sugerują, że łańcuch ζ może
być markerem odpowiedzi na leczenie nowotworu. W ba-
daniach chorych na raka jajnika leczonych przez dootrzew-
nowe podawanie interleukiny 2 (IL-2) osoby, które odpowie-
działy na tę formę immunoterapii, przed terapią wykazywały
normalną ekspresję ζ w krążących limfocytach T. U chorych,
które nie zareagowały na leczenie, stwierdzono niską eks-
presję tej cząsteczki [46]. Sugeruje to, że ζ może być mar-
kerem stanu immunologiczncznego chorych kierowanych
do immunoterapii. Potwierdzają to dane uzyskane w bada-
niach in vitro. Limfocyty naciekające nowotwór wyizolowa-
ne z czerniaka, hodowane w obecności IL-2, odzyskiwały
pełną ekspresję ζ w ciągu 48 godz. [47]. Inne badania prze-
prowadzone z udziałem grupy chorych z zaawansowanymi
nowotworami nie potwierdzają wzrostu ekspresji ζ po le-
czeniu IL-2 [48]. 

Podsumowanie

W przebiegu choroby nowotworowej spadek lub brak
ekspresji łańcucha ζ kompleksu TCR-CD3 zarówno w TILs,
jak i w limfocytach T krążących jest dobrze udokumento-
wany. Mechanizmy odpowiedzialne za to zjawisko są róż-
ne, mogą być odpowiedzią na obecność zmian nowotwo-
rowych lub być związane ze stopniem zróżnicowania
limfoctów T. Zmiany te, będące konsekwencją choroby lub
związane z zastosowaną terapią, mogą być ilościowo okre-
ślane. Mogą być wykorzystywane do badania stanu immu-
nologicznego chorych przed leczeniem nowotworu i po nim,
mają też wartość prognostyczną. 
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