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Streszczenie

Wstep: Apoptoza, czyli indukowana $mier¢ komorki, wigze sie
z wieloma stanami patologicznymi, w tym réwniez rozwojem no-
wotwordw. Z przegladu piémiennictwa na ten temat wynika, ze
komorki niedrobnokomérkowego raka ptuca (NDRP) wykazuja
ekspresje powierzchniowg CD95L, ktoéry moze stymulowac apop-
toze limfocytéw majacych kontakt z komérkami nowotworowymi.
Cel pracy: Ocena apoptozy limfocytéw w tkankach pacjentéw
chorych na NDRP, potwierdzenie jej zwigzku z ekspresja anty-
genu CD95(Fas) oraz znalezienie korelacji ocenianych parame-
tréw z przezyciem pacjentow.

Materiat i metody: Wyizolowano komérki mononuklearne z krwi
obwodowej, tkanki nowotworowej i weztéw chtonnych pocho-
dzacych od 30 pacjentéw chorych na NDRP Oceny apoptozy,
ekspresji CD95 i markeréw limfocytéw dokonano za pomoca cy-
tometrii przeptywowej.

Wyniki: W przeprowadzonych badaniach stwierdzono istotnie
wyzszy odsetek limfocytéw apoptotycznych i martwych w tkan-
ce nowotworowej w poréwnaniu z krwig obwodowa i weztami
chtonnymi. Zaobserwowano takze pozytywna korelacje pomiedzy
liczbg apoptotycznych limfocytéw a ekspresja antygenu CD95 na
powierzchni komérek CD3+i CD8+. Stwierdzono réwniez korelacje
pomiedzy liczbg martwych limfocytéw a ekspresja receptora Fas
na komérkach CD3+, CD4+ i CD8+. Zaleznosci te byty najwyraz-
niejsze w weztach chtonnych. Dodatkowo wieloletnia obserwacja
badanych pacjentéw pozwolita na okreslenie zaleznosci pomie-
dzy badanymi parametrami a czasem przezycia pacjentow.
Zaleznosci te stwierdzono jednak wytacznie w stosunku do
srodowiska guza.

Whioski: Uzyskane wyniki sugeruja, ze aktywowane limfocyty
moga by¢ eliminowane przez mikrosrodowisko guza. Zjawisko
to jest szczegélnie niekorzystne w przypadku limfocytéw T
cytotoksycznych, ktére stanowia populacje majaca aktywnie

Abstract

Background: Apoptosis, or induced cell death, is associated with
many pathological conditions, including development of cancer.
Lung cancer cells are able to express CD95L, which can stimulate
apoptosis of lymphocytes which were exposed to tumor cells.
Aim: To assess apoptosis of lymphocytes in the tissues of pa-
tients with NSCLC, to confirm its relationship with expression of
CD95 antigen (Fas), and to determine the correlation between
the estimated parameters and survival time of patients.
Material and methods: Mononuclear cells were isolated from
blood, tumor and lymph nodes from 30 patients with NSCLC.
Assessment of apoptosis, CD95 expression and lymphocyte
markers was performed using flow cytometry.

Results: We found a significantly higher percentage of apoptotic
and dead cells in tumor than in blood and lymph nodes. We ob-
served a positive correlation between the number of apoptotic
cells and expression of CD95 on the surface of CD3+ and CD8+.
We also found a correlation between the number of dead cells
and expression of Fas receptor on surfaces of CD3+, CD4+ and
CD8+. The relationship between studied parameters and pa-
tients’ survival time was found to be significant only in tumor.
Conclusions: Our results suggest that activated lymphocytes
can be eliminated by the tumor microenvironment. This is dis-
advantageous in the case of cytotoxic T lymphocytes, which are
prepared to eliminate cancer cells. Assessment of immunologi-
cal parameters in tissues directly involved in the carcinogenesis
process may be useful for evaluation of clinical predictions.
Key words: lung cancer, apoptosis, survival time.
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eliminowa¢ komérki rakowe. Ocena parametrow immunolo-
gicznych w tkankach bezposrednio wtgczonych w proces nowo-
tworzenia moze by¢ przydatna do oceny prognozy klinicznej.
Stowa kluczowe: rak ptuca, apoptoza, czas przezycia.

Wstep

Apoptoza jest fizjologicznym procesem, ktéry zacho-
dzi zaréwno podczas rozwoju embrionalnego, jak i u do-
rostych osobnikéw jako proces niezbedny do utrzymania
homeostazy tkankowej. Jest to jedna z form Smierci ko-
morki — dzieki temu mechanizmowi usuwane s3 zuzyte lub
uszkodzone komérki. W odréznieniu od martwicy, w przy-
padku ktérej dochodzi do uszkodzenia zewnetrznym czyn-
nikiem, apoptoza jest zjawiskiem naturalnym w rozwoju
i zyciu organizméw. Charakteryzuje ja szereg specyficznych
zmian morfologicznych i biochemicznych. Smieré¢ komérki
w wyniku apoptozy trwa zwykle kilka do kilkunastu go-
dzin, a ciatka apoptotyczne powstate w wyniku rozpadu sa
szybko fagocytozowane przez komoérki zerne. Tego rodzaju
Smier¢ komorki nie wywotuje stanu zapalnego, w odroznie-
niu od innych rodzajéw Smierci komorki, ktérym stan za-
palny zawsze towarzyszy [1-5]. We wszystkich komérkach
cztowieka funkcjonuje podobny uktad odpowiedzialny za
ten rodzaj ,kontrolowanej smierci”. Sktada on sie z rodzi-
ny proteaz, ktére sg aktywowane przez sygnaty indukujace,
dlatego tez obecnie uwaza sie, ze zamiast terminu progra-
mowana smieré¢ komérki powinno sie w stosunku do apop-
tozy uzywac terminu indukowana smieré komérki. Wigze
sie ona z wieloma stanami patologicznymi, w tym réwniez
z rozwojem nowotworéw oraz ich opornoscig na chemiote-
rapie [2, 4-7].

Komorki ulegajace przemianie nowotworowej nabiera-
ja w jej trakcie odrebnych od komérek prawidtowych cech
antygenowych, stymulujac w sposéb ciggty uktad immuno-
logiczny.

Wydaje sie, ze w poczatkowej fazie rozwoju raka ptuca
mechanizmy nadzoru immunologicznego moga odgrywac
istotna role w eliminacji transformowanych komérek, ktérych
liczba nie przekracza krytycznej wielkosci. Najistotniejsza role
odgrywaja tutaj komérki ,naturalni zabdjcy” (ang. natural kil-
ler — NK), makrofagi oraz niektére limfocyty Tc [1, 8, 9].

Mimo ze wg niektérych opinii aktywnosé limfocytow cy-
totoksycznych (Tc) zdolnych do zabicia komérek nowotwo-
rowych koreluje z dobrg prognoza i dtugim przezyciem, to
jednak zgodnie z wiekszoscig obserwacji najwazniejszymi
komérkami odpowiedzi przeciwnowotworowej wydaja sie
swoiste limfocyty pomocnicze (Th). To one odpowiedzial-
ne sg za rozpoznawanie antygenéw nowotworowych pre-
zentowanych im w potgczeniu z czasteczkami gtéwnego
uktadu zgodnosci tkankowej (ang. major histocompatibility
complex — MHQ) klasy IIl. W wyniku aktywacji limfocyty Th
wydzielaja szereg cytokin, ktére wspomagaja lub aktywu-
ja kolejne komérki uktadu immunologicznego albo bezpo-
Srednio niszczg komérki nowotworowe [1, 8, 10, 11]. Rozwdj
raka oraz réwnoczesne niszczenie komoérek i tkanek go-
spodarza prowadzi do reakcji obronnych. Ich efektywnosé
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jest czesto nieskuteczna z powodu kontrreakcji komérek
guza. Mechanizmy rzadzace tym zjawiskiem wciaz sg nie
do kohca poznane. Jasnym jest natomiast fakt, ze komorki
nowotworowe, chcac zapobiec swojej eliminacji przez or-
ganizm gospodarza, wyksztatcity swoiste reakcje obronne.
Jednym z najwazniejszych mechanizméw ucieczki raka
spod nadzoru immunologicznego jest ekspresja ligandu dla
antygenu Fas (tzw. APO-1 lub CD95) i innych czasteczek sty-
mulujacych apoptoze. Czasteczka FasL (CD95L) obecna na
niektérych typach komérek nowotworowych moze stymu-
lowac apoptoze atakujacych guz limfocytow, na ktérych po-
wierzchni obecny jest marker CD95. Taki mechanizm moze
poméc komérkom nowotworowym uniknaé specyficznego
nadzoru immunologicznego i wywotywaé zjawisko immu-
nosupresji u gospodarza.

Z przegladu pismiennictwa na ten temat wynika, ze ko-
morki niedrobnokomérkowego raka ptuca (NDRP) wykazuja
ekspresje powierzchniowg CD95L, ktéry moze stymulowac
apoptoze limfocytow majacych kontakt z komérkami nowo-
tworowymi [9, 12-16].

Cel pracy

Celem pracy byto zbadanie wptywu procesu $mierci lim-
focytoéw, uzyskanych z krwi, drenujacych weztéw chtonnych
i guza pacjentéw poddanych zabiegom operacyjnym z po-
wodu NDRP oraz ekspresji antygenu CD95 znajdujacego sie
na ich powierzchni na catkowity czas przezycia pacjentéw.

Materiat i metody

Badaniami objeto 30 chorych na NDRP w stopniu za-
awansowania IB-lIA, spetniajacych nizej wymienione kry-
teria, poddanych radykalnej resekcji zmian nowotworowych
w Klinice Chirurgii Klatki Piersiowej Uniwersytetu Medycz-
nego w Lublinie.

Warunkiem wiaczenia do grupy badanej byto ustalenie
typu histopatologicznego NDRP w okresie kwalifikacji do
leczenia.

Chorzy zakwalifikowani do badan w okresie poprzedza-
jacego miesigca:

* nie wykazywali cech infekgji;

* nie przyjmowali lekéw majacych wptyw na uktad immu-
nologiczny;

« nie mieli wykonywanej transfuzji krwi lub innych prepara-
téw krwiopochodnych;

* nie chorowali na choroby alergiczne.

Krew z zyty odtokciowej, w ilosci 20 ml, pobierano do he-
parynizowanych probéwek, a nastepnie rozciefczano zbufo-
rowanym roztworem soli fizjologicznej (ang. Phosphate-Buf-
fer Saline — PBS; Biochrome KG, Niemcy) w proporcji 1: 1.

Wezty chtonne i fragmenty guza nowotworowego pozy-
skiwano w trakcie zabiegu operacyjnego.
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Materiat tkankowy homogenizowano nastepnie za po-
moca MediMachine (Dako, Dania), a uzyskang zawiesine
filtrowano w celu usuniecia fragmentéw tkanek.

Rozcieficzong krew oraz zawiesine komérek z guza i wez-
ta chtonnego nawarstwiano na preparat Gradisol L (Aqua
Medica, Polska), a nastepnie wirowano w gradiencie gestos-
ci przez 20 min przy przyspieszeniu 700 x g. Uzyskane ko-
morki ptukano dwukrotnie w roztworze PBS, po czym za
pomoca dioctanu fluoresceiny (FDA) i jodku propidyny (PI)
odrézniano komérki zywe od martwych i apoptotycznych.

Nastepnie przeprowadzano tréjkolorowe testy immuno-
fluorescencyjne przy uzyciu kombinacji FITC, PE oraz PE-Cy5
powiazanych z przeciwciatami monoklonalnymi. Wykorzy-
stano przeciwciata monoklonalne firm Pharmingen (USA)
i Caltag (USA). Immunofenotypowanie przeprowadzono
zgodnie z protokotem producentéw.

Komérki zostaty zebrane przy uzyciu cytometru prze-
ptywowego FACSCalibur wyposazonego w laser argonowy
(Becton Dickinson) i analizowano przy uzyciu oprogramo-
wania Cell-Quest.

Do analizy statystycznej zastosowano program Statisti-
ca 10PL oraz GraphPad Prism. Dodatkowo, po wykazaniu,
ze rozktad zmiennych odbiegat od normalnego, przeprowa-
dzono nieparametryczne testy:

e do poréwnania wynikéw uzyskanych z poszczegélnych
tkanek test ANOVA Friedmana i testy post hoc;

« dla oceny zaleznosci pomiedzy badanymi parametrami —
korelacje porzadku rang Spearmana;

« dla wybrania optymalnego punktu odciecia wykorzystano
krzywe ROC (ang. receiver operating characteristic);

« do analizy przezy¢ wykorzystano krzywe Kaplana-Meiera
i test log-rank Mantela-Coxa.

Wyniki przedstawiono jako mediane i wartos¢ rozste-
pu kwartylnego (ang. interquartile range — IQR). Za istotne
przyjmowano réznice przy p < 0,05.

Wyniki

W przeprowadzonych badaniach stwierdzono staty-
stycznie istotnie wyzszy odsetek limfocytéw apoptotycz-
nych (x> ANOVA = 10,64 i p < 0,01) i martwych (x2 ANOVA
=14,90 i p < 0,001) w tkance nowotworowej w poréwna-
niu z krwig obwodowa i drenujacymi weztami chtonnymi.
W najblizszych guzowi weztach chtonnych zaobserwowano
takze pozytywna korelacje pomiedzy liczba apoptotycz-

nych limfocytéw a ekspresja antygenu CD95 na powierzch-
ni komorek CD3+ (R = 0,58 i p < 0,001) i CD8+ (R = 0,44
i p < 0,01). Dodatkowo stwierdzono korelacje pomiedzy
liczbg martwych limfocytéw a ekspresja receptora Fas na
komoérkach CD3+ (R = 0,57 i p < 0,001), CD4+ (R = 0,39
i p<0,05)iCD8+ (R=0,421ip < 0,05). Dane dotyczace
badanych parametréw zebrano w tabeli I. Uzyskane wyniki
sugeruja, ze aktywowane limfocyty moga by¢ eliminowane
przez mikrosrodowisko guza juz na wczesnych etapach ak-
tywacji w weztach chtonnych. Zjawisko to jest szczegoélnie
niekorzystne w przypadku limfocytéw Tc, ktére stanowia
populacje majaca aktywnie eliminowaé komorki rakowe.
Opisane wyniki potwierdzaja jeden ze znanych mechaniz-
mow umozliwiajacych ,ucieczke” nowotworu przed odpo-
wiedzig immunologiczna.

W celu oceny wptywu badanych parametréw na cat-
kowite przezycie pacjentéw za pomoca krzywych ROC
wyliczono punkty odciecia dla badanych parametréw przy
zatozeniu hipotezy, ze wyktadniki apoptozy limfocytow sa
stymulantami zgonu pacjentéw. Istotne réznice w przezy-
ciu grup pacjentéw prezentujacych wyniki powyzej i po-
nizej punktu odciecia wykazano dla odsetkéw limfocytow
CD3+CD95+ w guzie i limfocytéw martwych w guzie. Punk-
ty odciecia wynosity odpowiednio 14,96% i 17,50%. Media-
na przezycia pacjentéw z wysokim odsetkiem limfocytow
CD3+CD95+ w guzie wynosita 13 miesiecy, podczas gdy dla
pacjentéw z niskimi odsetkami — 88 miesiecy, wspotczyn-
nik ryzyka (ang. hazard ratio — HR) wynidst 3,88 [95-pro-
centowy przedziat ufnosci (ang. 95 percentage confidence
interval = 95% Cl) 1,10-13,62]. Podobne réznice wykazano
dla pacjentéw z wysokimi i niskimi odsetkami martwych
limfocytéw w guzie. Mediana przezycia pacjentéw z wy-
sokim odsetkiem limfocytéw martwych w guzie wynosita
16,5 miesiaca, podczas gdy dla pacjentéw z niskimi odset-
kami mediana pozostawata nieokreslona, gdyz w czasie ob-
serwacji nie odnotowano zgonéw u min. 50% pacjentéw,
HR wynioést 5,88 (95% Cl = 1,02-33,98). Krzywe przezycia
przedstawiono na rycinie 1A-B.

Dyskusja

Zewnatrzpochodna droga apoptozy jest aktywowana
stymulacja receptoréw Smierci (ang. death receptor — DR)
za pomocg ich ligandéw: TNF, FasL, TRAIL [17]. Indukcja
apoptozy przez ww. ligandy jest kluczowa dla eliminacji

Tab. I. Podsumowanie statystyk opisowych ocenianych parametréw. Wyniki przedstawiono jako mediane i wartos¢ rozstepu kwartylnego

Krew obwodowa
95,00% (15,80)

odsetek limfocytow zywych

Guz
67,25% (32,25)

Wezty chtonne
89,19% (12,51)

odsetek limfocytéw apoptotycznych

3,36% (12,87)

8,27% (10,75) 20,19% (42,07)

odsetek limfocytéw martwych

0,83% (0,90)

3,94% (3,59) 6,44% (13,42)

odsetek limfocytow CD3+CD95+

13,78% (12,58)

15,65% (14,73) 11,28% (10,88)

odsetek limfocytow CD19+CD95+

0,70% (0,93)

0,94% (1,32)

odsetek limfocytow CD4+CD95+

12,80% (10,67)

1,64% (1,94)
(

8,04% (12,36) 9,78% (9,10)

odsetek limfocytow CD8+CD95+

2,17% (3,60)

0,94% (1,81) 3,43% (3,66)
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komérek nowotworowych przez uktad immunologiczny.
Dlatego tez rola apoptozy i molekut z nig zwigzanych sta-
nowi wazny obszar badah dotyczacych nowotworzenia,
czynnikéw prognostycznych, jak i metod terapeutycznych.
Niestety liczne badania pokazaty, ze w trakcie odpowiedzi
przeciwnowotworowej dochodzi nie tylko do pozadanego
zjawiska eliminacji komérek guza poprzez stymulacje CD95
na ich powierzchni przez CD95L na powierzchni limfocytow
cytotoksycznych, ale takze obserwuje sie zjawisko odwrot-
ne [18]. Wiele nowotworéw, w tym rak ptuca, wykazuje
ekspresje CD95L wykorzystywana do eliminacji limfocytow
naciekajacych guz. Dodatkowo komérki neoplastyczne pro-
dukuja rozpuszczalna forme FasL, ktéra moze prowadzi¢ do
eliminacji limfocytéw poza guzem [18]. Wykazano, ze suro-
wicze stezenie FasL koreluje negatywnie z czasem wolnym
od wznowy i catkowitym czasem przezycia pacjentéw cho-
rych na nowotwory [19]. Prace prowadzone przez zespoty
kierowane przez Sung oraz Park wykazaty, ze w raku ptuca
czynnikiem prognostycznym moze by¢ nie tylko ekspresja
FasL na komérkach rakowych, ale takze rodzaj mutacji genu
dla liganda Fas [20, 21]. Uzyskane w niniejszej pracy wyniki
wykazaty wysoka ekspresje CD95 na limfocytach pacjen-
tow z NDRP we wszystkich badanych tkankach, co czyni je
potencjalnymi celami dla komérek nowotworowych z eks-
presja CD95L, jak i jego rozpuszczalnej formy. Dodatkowo
odnotowano znaczny odsetek martwych i apoptotycznych
limfocytéw w guzie i najblizszych weztach chtonnych.
Zwtaszcza to drugie zjawisko jest niepokojace, bowiem wez-
ty chtonne sg miejscem aktywacji limfocytow specyficz-
nych wobec antygenéw nowotworowych, co jest dopiero
poczatkowa faza odpowiedzi immunologicznej. Uzyskane
wyniki sugeruja, ze limfocyty T moga by¢ eliminowane juz
na poczatku swojej drogi do nowotworu, co czyni odpo-
wiedZ immunologiczng niewydajng i skutkuje niekontrolo-
wanym wzrostem guza. Wptyw opisanych wyzej zjawisk na
przebieg kliniczny choroby wydaje sie potwierdza¢ analiza
catkowitego czasu przezycia pacjentéow w zaleznosci od
liczby limfocytow T z ekspresjg CD95, jak i liczby martwych
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—— % CD3+CD95+ ponizej punktu odciecia
% CD3+CD95+ powyzej punktu odciecia

limfocytow. Pacjenci, ktérzy wykazywali wyzsze odsetki
ww. komérek w obrebie guza, przezywali istotnie kroce;.
Indukcja apoptozy limfocytéw naciekajacych guz moze
doprowadzaé do ,,ucieczki” nowotworu spod nadzoru im-
munologicznego, a jej wyktadniki laboratoryjne moga by¢
czynnikami prognostycznymi.

Whnioski

Uzyskane wyniki sugeruja, ze srodowisko guza nowo-
tworowego sprzyja eliminacji limfocytéw T juz w czasie ich
aktywacji w weztach chtonnych drenujacych okolice guza.
Wysoka ekspresja CD95 na komoérkach CD3+ oraz wysoki
odsetek martwych limfocytow w guzie wiaza sie z krot-
szym catkowitym czasem przezycia pacjentow i potencjal-
nie moga by¢ czynnikami negatywnymi prognostycznie.

Praca czeSciowo finansowana byta z grantu MNSiW:
N N403 199537 (nr umowy 1995/B/P01/2009/37).

Praca byta prezentowana na VI Kongresie Polskiego To-
warzystwa Kardio-Torakochirurgéw, w dniach 24-26 maja
2012 r. w Krakowie.
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