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Expression of Foxp3 and RORgamma t in peripheral blood mononuclear cells in patients 
with laryngeal carcinoma as indicators of tumor stage – preliminary study*

, Iwona Lewy-Trenda3,Olga Stasikowska , 
3, Katarzyna Starska4

SUMMARY
Introduction: The degree of activation of cells involved in cellular immune re-

of the mechanisms which promote immunosuppression (Treg – regulatory 
cells CD4+ +Foxp3+) may determine the course of the neoplastic disease. 
The aim of this study was to assess the function of autologous peripheral 
blood mononuclear cells (PBMCs) involved in the immunological processes 
on the basis of expression of Foxp3 and RORgamma t molecules as well as 
analysis of the relationships with clinical and morphological features of the 
tumor (pT and pN stage, G feature, degree of invasiveness according to the 

 The analysis included a group of 59 patients with 

-
ferentiation were used. Expression levels of mRNA for Foxp3 and RORgamma t 

product in real time (real-time RT -PCR) were evaluated. The level of Foxp3 
and RORgamma t protein expression by Western blot analysis was determined.
Results:

-
sion for Foxp3 molecule were observed. The severity of Foxp3 expression 
at both gene and protein level were positively linearly correlated with the 
degree of local extent of the tumor (pT3–4), depth of invasion (invasion of 
cartilage) and the degree of histological differentiation (low-differentiated 

-
dence of invasion beyond the lamina propria) was also noted.
Conclusions: The study results indicate the important role of immune cell 
activity as indicators of advancement of clinical and morphological changes 

 laryngeal carcinoma, Foxp3, RORgamma t, peripheral blood mono-
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Ocena interakcji między komórkami układu odpor-
nościowego a komórkami nowotworowymi, jak też 
związek ze stopniem agresywności guza u chorych 
z nowotworami regionu głowy i szyi, jest obecnie 
jednym z wiodących zagadnień w immunologii onko-
logicznej. Stopień aktywacji komórek uczestniczących 
w komórkowej odpowiedzi immunologicznej skiero-
wanej przeciwko antygenom guza nowotworowego 

(limfocyty cytotoksyczne Tc, limfocyty pomocnicze 
Th17), jak też sprzyjających immunosupresji reak-
cji immunologicznej (limfocyty regulatorowe Treg 
CD4+CD25+Foxp3+), może determinować przebieg 
procesu nowotworowego. Zróżnicowanie i wzajemne 
oddziaływanie komórek układu odpornościowego tj. 
limfocytów cytotoksycznych Tc, limfocytów pomoc-
niczych Th17 oraz limfocytów regulatorowych Treg 
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CD4+CD25+Foxp3+, związane jest z aktywnością 
czynników transkrypcyjnych RORgamma t (retinoic 
acid receptor-related orphan receptor gamma t), Foxp3 
( forkheadbox protein 3) oraz Runx-1 [1–7]. Istotna rola 
limfocytów Treg CD4+CD25+Foxp3+ w zjawiskach 
inicjacji procesu neoplastycznego i transformacji no-
wotworowej oraz progresji guza jest szeroko omawiana 
w światowym piśmiennictwie [3–6, 8–13]. Dyskusyjne 
pozostaje natomiast znaczenie aktywności limfocytów 
pomocniczych Th17 w determinowaniu przebiegu cho-
roby nowotworowej. Wskazuje się na znamienną rolę 
immunokompetentnych komórek Th17, które pełnią 
rolę ważnych mediatorów zapalenia w podścielisku 
guza nowotworowego i które mogą mieć potencjalny 
wpływ na regulację odpowiedzi komórkowej skiero-
wanej przeciwko antygenom guza [1, 2, 7, 14].

Celem przeprowadzonych badań była ocena funkcji 
autologicznych jednojądrzastych komórek krwi obwo-
dowej (PBMC), które współuczestniczą w procesach 
odpornościowych w przebiegu komórkowej odpowiedzi 
immunologicznej na antygeny guza nowotworowego, na 
podstawie analizy ekspresji cząsteczek Foxp3 i ROR-
gamma t, oraz analiza związków z cechami kliniczno-
-morfologicznymi (cechą pT, pN, G i stopniem zaawan-

sowania zmian we froncie nacieku nowotworowego, 
wg kryteriów klasyfikacji TFG) w raku płaskonabłon-
kowym krtani.

Analizą objęto grupę 59 chorych ze zweryfikowanym 
rakiem płaskonabłonkowym krtani – 55 (93,2%) męż-
czyzn i 4 (6,8%) kobiety, w wieku 47–83 lat (śr. wieku 
63±8,3 roku). W badanej grupie chorych u 40 (67,8%) 
pacjentów zastosowano całkowite usunięcie krtani, 
a u 19 (32,2%) chorych częściowe usunięcie krtani. 
U 29 (49,2%) chorych z potwierdzonymi badaniem 
śródoperacyjnym powiększonymi węzłami chłonnymi 
wykonano ponadto operację usunięcia węzłów chłon-
nych regionu szyi. Przy kwalifikacji pacjentów do 
przeprowadzanych badań zastosowano następujące 
kryteria włączenia do grupy badanej: potwierdzony 
w badaniu patomorfologicznym rak płaskonabłon-
kowy krtani, zastosowanie leczenia chirurgicznego 
jako pierwszej metody postępowania leczniczego bez 
stosowanej w przeszłości innej metody leczenia (im-
munosupresyjnego, radio- lub chemioterapii), brak 
obecności przerzutów odległych.

Ocena patomorfologiczna
W przeprowadzonej analizie patomorfologicznej 

stopień zaawansowania miejscowego zmian nowotwo-
rowych określono zgodnie z kryteriami klasyfikacji 
TNM UICC 2009 dla raków regionu głowy i szyi [15]. 
W morfologicznej ocenie uwzględnione zostały kry-
teria klasyfikacji pTNM, głębokość inwazji wg skali 
punktowej TFG (tumor front grading): 1 punkt – mi-
kroinwazja (CIS; carcinoma in situ), 2 punkty – guz-
kowy naciek podśluzówkowy przekraczający granicę 
lamina propria, 3 punkty – naciek tkanki mięśniowej, 
4 punkty – głęboka inwazja ściany (naciek chrząstki 
krtani) oraz stopień zróżnicowania histologicznego G 
[16]. Charakterystykę kliniczno-morfologiczną grupy 
badanej przedstawiono w tabeli I.

Izolacja jednojądrzastych komórek 
krwi obwodowej
Celem izolacji jednojądrzastych komórek krwi ob-

wodowej (peripheral blood mononuclear cells; PBMCs), 
pobierano krew pełną w trakcie rutynowych badań 
kontrolnych w ilości 10 ml jednorazowo na hepa-
rynę litową (10 U/mL). Limfocyty krwi obwodowej 
były izolowane przez wirowanie na gradiencie gęsto-
ści Ficoll-PaqueTM PLUS (1,077 g/mL, Amersham 
Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden). Supernatant 
całkowicie usuwano, a następie dodawano RNAlater 
RNA Stabilization Reagent (QIAGEN GmbH, Hilden, 
Germany). Komórki przechowywano w temperaturze 
-80°C do czasu izolacji RNA.

Materiał kontrolny w ocenie ekspresji badanych 
kwasów nukleinowych oraz białek w PBMC stano-
wiły jednojądrzaste komórki krwi obwodowej od 

Tabela I.

krtani
-

geal carcinomas group

pT

pT3
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36 zdrowych ochotników. Na przeprowadzenie ba-
dań uzyskano zgodę Komisji Bioetyki UM w Łodzi 
(RNN/13/11/KE).

Ocena ekspresji poziomu mRNA dla Foxp3
 i RORgamma t w PBMCs – metoda ilościowej 
analizy produktu amplifikacji w czasie 
rzeczywistym (real-time RT2-PCR)
Całkowite RNA izolowano przy użyciu odczynni-

ka TRI Reagent (Sigma-Aldrich Corp, St. Louis, MO, 
USA), zgodnie z zaleceniami producenta. Czystość 
otrzymanych preparatów RNA określano metodą spek-
trofotometryczną poprzez pomiar absorbancji przy 
długości fali 260 nm i 280 nm. Przyjętym kryterium 
czystości DNA była wartość A260/A280 mieszcząca się 
w granicach 1,8–2,0. Reakcję odwrotnej transkrypcji 
przeprowadzano przy użyciu zestawu PCR Kit ver. 
3.0 (Takara Bio Inc. Japonia) zgodnie z zalecenia-
mi producenta. cDNA przechowywano w temp. 20°C. 
Otrzymany RNA stanowił matrycę w reakcji real-time 
PCR dla oznaczenia liczby kopii mRNA dla genu Foxp3 
i RORgamma t. Użyta mieszanina reakcyjna zawierała: 
0,5 μl cDNA, 5 μl TaqMan® Universal PCR MasterMix, 
0,5 μl 20x TaqMan® Gene Expression Assays i 4 μl 
H2O. Reakcję real-time PCR prowadzono w urządzeniu 
Mastercycler®ep realplex (Eppendorf). Początkowa ilość 
matrycy wyznaczana była na podstawie parametru Ct 
(teoretyczny numer cyklu, przy którym wartość fluo-
rescencji jest wyższa niż przyjęta arbitralnie wartość 
graniczna). Pomiar wartości Ct wykonano w dwóch 
powtórzeniach, jako gen referencyjny wykorzystano 
GAPDH. Do badań zastosowano następujące sondy 
TaqMan® Gene Expression Assays (Applied Biosystems, 
USA): Foxp3 – Hs01085835_m1 (107 bp), RORgamma 
t – Hs00172858_m1(66 bp), GAPDH – Hs00266705_g1.

Ocena poziomu ekspresji białek Foxp3 
i RORgamma t w PBMCs – analiza 
immunologiczna białek techniką Western blot
Rozdzielone w żelu poliakrylamidowym białka elek-

trotransferowano na immobilon P (Millipore) w ukła-
dzie: 20% (v/v) metanol – 0,192 M Gly – 0,025 M Tris, 
pH 8,3 przy natężeniu prądu 400 mA w temperaturze 
4°C podczas 80 min. Unieruchomione na membranie 
białka identyfikowano za pomocą kompleksu streptawi-
dyna/biotyna/peroksydaza chrzanu (StreptABC/HRP; 
Dako), zgodnie z procedurą zalecaną przez producen-
ta. Stosowano następujące przeciwciała (Santa Cruz 
Biotechnology): Foxp3 – sc-28705 (H-190) i RORgam-
ma t – sc-28559 (H-190). Analizę densytometryczną 
białek immunoidentyfikowanych techniką Western 
blot przeprowadzono za pomocą wideodensytometru 
firmy Biotec-Fischer (Niemcy) z kamerą SSC-M370CE 
(Sony) oraz programu komputerowego GelPro Analyzer® 
version 3.0 for Windows™ (Media Cybernetics, USA).

Analiza statystyczna
Analizy statystycznej wyników dokonano przy uży-

ciu programu komputerowego STATISTICA wersja 9.0 

(StatSoft, Polska). Do oceny rozkładów wykorzystano 
test Kolmogorova-Smirnova i po stwierdzeniu rozkła-
dów odmiennych od normalnych do dalszych obliczeń 
stosowano testy nieparametryczne U Manna-Whitney'a 
i Kruskala-Wallisa. Wyliczano także współczynnik 
skośności i ponieważ przybierał on wartości niższe niż 
1,5, stosowano do obliczeń średnią arytmetyczną oraz 
odchylenie standardowe (SD). Za statystycznie istotną 
przyjęto wartość p<0,05.

W analizie patomorfologicznej badanego materiału 
wykazano, że najliczniejszą grupę wśród badanych 
raków krtani stanowiły guzy w zaawansowanym sta-
dium miejscowej rozległości pT4 – 19 (32,2%) i pT3 – 18 
(25,4%) przypadków. Nowotwory w stopniu zaawan-
sowania pT1 i pT2 stanowiły odpowiednio: 7 (11,9%) 
i 15 (25,4%) analizowanych guzów. W analizowanym 
materiale przeważały guzy o średnim stopniu zróżnico-
wania histopatologicznego G2 – 46 (77,9%) przypadków. 
U 29 (49,2%) chorych z potwierdzonymi badaniem 
śródoperacyjnym powiększonymi węzłami chłonny-
mi wykonano operację usunięcia węzłów chłonnych 
regionu szyi, w tym u 25 (42,4%) selektywną operację 
węzłów chłonnych i u 4 (6,8%) chorych radykalną 
operację węzłową w modyfikacji Crile’a-Jawdyńskie-
go. Przerzuty do regionalnych węzłów chłonnych szyi 
(pN1–3) potwierdzono w badaniu morfologicznym u 10 
(16,9%) pacjentów, a u pozostałych 49 (83,1%) stopień 
zaawansowania zmian węzłowych określono jako pN0. 
Ocena morfologiczna wykazała, że najliczniejszą grupę 
wśród raków płaskonabłonkowych krtani stanowiły 
guzy charakteryzujące się głęboką inwazją ściany 
z zajęciem chrząstki narządu – 24 (40,7%) przypadków. 
Nowotwory o najmniejszej inwazyjności naciekania 
zmian stanowiły tylko 4 guzy (6,8%) wśród ocenio-
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nych raków krtani. Dokładny rozkład wyników oceny 
głębokości inwazji według kryteriów klasyfikacji TFG 
(tumor front grading) w badanej grupie raków krtani 
przedstawia rycina 1.

Ocena ekspresji mRNA oraz poziomu ekspresji 
białek dla Foxp3 i RORgamma t w PBMCs
W przeprowadzonej analizie molekularnej oceniono 

ekspresję mRNA oraz białka dla cząsteczek Foxp3 i ROR-
gamma t w izolowanych komórkach jednojądrzastych 
krwi obwodowej u chorych ze zweryfikowanym rakiem 
krtani oraz u zdrowych ochotników, jako grupy kon-
trolnej. Pozytywną ekspresję mRNA dla Foxp3 w PBMCs 
w badanych grupach wykazano u 64,4% (38/59) cho-
rych z rakiem krtani oraz u 30,5% (11/36) zdrowych 
ochotników. Poziom średnich wartości ekspresji mRNA 
dla Foxp3 w PBMCs w badanej grupie chorych z rakiem 
płaskonabłonkowym krtani i w grupie zdrowych ochot-
ników wynosiły odpowiednio: 841,3±117,6 vs 308,5±84,4. 
Stwierdzono znamienne różnice w poziomie ekspre-
sji mRNA Foxp3 w analizowanych grupach (p<0,001). 
Dodatnią ekspresję kwasów rybonukleinowych mRNA 
dla RORgamma t stwierdzono tylko w 3,4% (2/59) przy-

padków raka krtani oraz w 19,4% (7/36) przypadków 
grupy kontrolnej. Nie stwierdzono jednak istotnych 
różnic w poziomie mRNA dla RORgamma t w obu gru-
pach (p>0,05). Ocena analizowanych cząsteczek na 
poziomie białka wykazała pozytywną ekspresję dla 
Foxp3 w PBMCs u 47,4% (28/59) chorych z rakiem 
krtani oraz u 5,5% (2/36) zdrowych ochotników. Nie 
stwierdzono jednak istotnych różnic w poziomie białka 
Foxp3 w obu grupach (p>0,05). Pozytywny wynik analizy 
ekspresji białka dla RORgamma t stwierdzono w 78% 
(46/59) przypadkach w grupie badawczej oraz w 33,3% 
(12/36) przypadkach grupy kontrolnej. Średnie wartości 
poziomu białka RORgamma t w izolowanych PBMCs 
w grupie chorych z rakiem płaskonabłonkowym krtani 
i w grupie zdrowych ochotników wynosiły odpowiednio: 
167,54±24,6 vs 43,2±13,8. Wykazano występowanie 
znamiennych różnic w poziomie ekspresji badanego 
białka w analizowanych grupach (p<0,01).

Analiza ekspresji mRNA dla Foxp3 i RORgamma t
 w zależności od cech kliniczno-morfologicznych
Statystyczna analiza wyników RT2-PCR oraz oceny 

cech kliniczno-morfologicznych badanych raków krtani 
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wykazała, że ekspresja mRNA dla Foxp3 w izolowa-
nych jednojądrzastych komórkach krwi obwodowej 
korelowała dodatnio z cechą pT (r=0,5; p=0,04). Raki 
krtani o wyższym stopniu zaawansowania zmian miej-
scowych wykazywały wyższą ekspresję mRNA Foxp3 
w izolowanych PBMCs. Analiza statystyczna potwier-
dziła także znamienne różnice w poziomie kwasów 
rybonukleinowych mRNA Foxp3 w grupach guzów pT1 
i pT3 (pT1 vs pT3, p<0,01) oraz pT1 i pT4 (pT1 vs pT4, 
p<0,01). Podobne zależności dotyczyły nowotworów pT2 
i pT3 (pT2 vs pT3, p<0,05) oraz pT2 i pT4 (pT2 vs pT4, 
p<0,05). Analiza ekspresji mRNA dla Foxp3 w odniesie-
niu do stopnia zróżnicowania histologicznego G zmian 
nowotworowych wykazała, że średnie wartości kwasu 
rybonukleinowego mRNA w badanej grupie wynosiły 
odpowiednio: 576,4±116,6 dla guzów wysokozróżnico-
wanych G1, 776,1±142,8 dla G2 oraz 942,6±204,1 dla 
raków niskozróżnicowanych G3. Statystyczna ocena 
otrzymanych wyników RT2-PCR oraz analizy morfolo-
gicznej zmian nowotworowych wykazała, że ekspresja 
mRNA Foxp3 w izolowanych jednojądrzastych komór-
kach krwi obwodowej korelowała dodatnio z cechą 
G (r=0,6; p=0,03). Raki krtani o wysokim stopniu 
zróżnicowania histologicznego charakteryzowały się 
wyższą ekspresją mRNA Foxp3 w izolowanych PBMCs. 
W przeprowadzonej analizie wskazano również na 
znamienne różnice w ekspresji kwasu rybonuklei-
nowego mRNA Foxp3 w grupach guzów G1 i G3 (G1 
vs G3, p<0,05). W badaniach wykonano także ocenę 
zależności poziomu mRNA Foxp3 oraz stopnia głębo-
kości naciekania nowotworu. Ocena badanych para-
metrów potwierdziła znamienne statystycznie różnice 
(p<0,05) między nowotworami charakteryzującymi się 
najmniejszym stopniem inwazji narządu (mikroinwazja 
CIS – 1 punkt, wg skali TFG: 562,7±72,0) oraz guzami 
naciekającymi głęboko otaczające tkanki podścieliska 
guza (z naciekaniem chrząstki krtani – 4 punkty wg 
skali TFG: 975,2±126,9). Ponadto w wykonanej analizie 
molekularnej stwierdzono, że dwa przypadki raków 
płaskonabłonkowych krtani, dla których potwierdzono 
pozytywną ekspresję mRNA dla RORgamma t w izo-
lowanych PBMCs, charakteryzowały się najniższym 
stopniem miejscowej rozległości nowotworu pT1, wysoko 
zróżnicowanym histopatologicznie utkaniem guza G1 
oraz najmniej nasiloną inwazją (głębokość naciekania 
na 1 punkt, zgodnie z kryteriami klasyfikacji TFG). 
Podsumowując, należy stwierdzić, że dla raków pła-
skonabłonkowych krtani, które charakteryzowały się 
największą agresywnością procesu nowotworowego, wg 
zastosowanych kryteriów kliniczno-morfologicznych 
(cechy: pT3 i pT4, G3, głębokie naciekanie z inwazją 
chrząstki krtani), obserwowano znamiennie najwyższy 
poziom ekspresji mRNA dla cząsteczki Foxp3 w jedno-
jądrzastych komórkach krwi obwodowej PBMCs. Roz-
kład średnich wartości ekspresji mRNA dla cząsteczek 
Foxp3 w badanej grupie raków krtani z uwzględnieniem 

stopnia zaawansowania zmian zgodnie z kryteriami 
klasyfikacji pT i G przedstawiono na rycinie 2.

Analiza ekspresji białka Foxp3 i RORgamma t 
w zależności od cech kliniczno-morfologicznych
W statystycznej ocenie poziomu białka Foxp3 w ba-

danym materiale potwierdzono występowanie znamien-
nych dodatnich korelacji w zależności od głębokości 
naciekania podścieliska guza, zgodnie z przyjętymi 
kryteriami klasyfikacji TFG (r=0,7; p=0,04). Wyższa 
ekspresja białka Foxp3 w izolowanych jednojądrza-
stych komórkach krwi obwodowej charakteryzowała 
nowotwory z wyższym stopniem inwazyjności zmian. 
Ponadto, przeprowadzona analiza badanych para-
metrów morfologiczno-molekularnych potwierdziła 
znamienne statystycznie różnice w ekspresji Foxp3 
w izolowanych PBMCs (p<0,05) między guzami cha-
rakteryzującymi się najmniejszym stopniem inwazji 
nowotworowej narządu (mikroinwazja CIS – 1 punkt 
wg skali TFG: 83,21±11,3) oraz rakami naciekającymi 
głęboko otaczające tkanki podścieliska (z naciekaniem 
chrząstki krtani – 4 punkty wg skali TFG: 241,7±23,4). 
Ocena wyników analizy Western blot w badanej grupie 
chorych z rakiem krtani nie potwierdziła znamiennych 
zależności ekspresji Foxp3 w zależności od stopnia 
miejscowego zaawansowania zmian pT. Co więcej, 
dla guzów nowotworowych o największej rozległości 
zmian w badaniu morfologicznym (guzy pT3 i pT4) nie 
wykazano różnic w ekspresji analizowanego białka 
w PBMCs (p > 0,05). Ponadto, wszystkie oceniane raki 
krtani, które wykazywały pozytywną ekspresję białka 
Foxp3, zostały zakwalifikowane w badaniu histopato-
logicznym jako guzy o średnim lub wysokim stopniu 
zróżnicowania zmian (guzy G2 i G3). Dla tych nowo-
tworów nie stwierdzono występowania znamiennych 
różnic w ekspresji Foxp3 (p>0,05) w badaniu staty-
stycznym. W przeprowadzonych badaniach wykazano 
występowanie istotnych statystycznie różnic między 
poziomem ekspresji białka RORgamma t w odniesieniu 
do analizowanych cech kliniczno-morfologicznych. Dla 
raków krtani charakteryzujących się wyższym stop-
niem miejscowego zaawansowania zmian pT potwier-
dzono wyższą ekspresję białka RORgamma t w izolo-
wanych PBMCs (pT1 vs pT4, p<0,05). Średnia wartość 
poziomu RORgamma t dla badanych raków krtani 
wynosiła: 56,3±11,7 dla guzów pT1 oraz 186,9±21,5 
dla guzów pT4. Analiza wyników badań wykazała 
także występowanie istotnych statystycznie różnic 
między poziomem RORgamma t oznaczonego metodą 
Western blot w odniesieniu do stopnia zróżnicowania 
histologicznego zmian G. Zależności te dotyczyły gru-
py chorych z rakami krtani charakteryzującymi się 
najwyższym G1 i najniższym stopniem zróżnicowania 
morfologicznego guza G3 (G1 vs G3, p<0,05). Średnia 
wartość ekspresji białka RORgamma t dla badanych 
raków krtani wynosiła odpowiednio: 42,7±17,2 dla 
guzów G1 oraz 173,1±18,4 dla guzów G3. W badaniach 
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wykonano także ocenę zależności poziomu ekspresji 
białka RORgamma t w izolowanych PBMCs i stopnia 
inwazyjności nowotworu. Ocena badanych parametrów 
potwierdziła znamienne statystycznie różnice (p<0,05) 
między rakami krtani charakteryzującymi się naj-
mniejszym stopniem inwazji narządu (mikroinwazja 
CIS – 1 punkt wg skali TFG: 31,6±12,4) oraz guzami 
naciekającymi głęboko otaczające tkanki podścieliska 
guza (z naciekaniem chrząstki krtani – 4 punkty wg 
skali TFG: 174,2±12,8). Podsumowując, należy stwier-
dzić, że dla raków płaskonabłonkowych krtani o naj-
wyższym stopniu inwazyjności morfologicznych, wg za-
stosowanych kryteriów histopatologicznych (cechy: pT4, 
G3, głębokie naciekanie z inwazją chrząstki krtani), 
obserwowano znamiennie najwyższy poziom ekspresji 
mRNA dla cząsteczki RORgamma t w jednojądrzastych 
komórkach krwi obwodowej PBMCs. Rozkład średnich 
wartości ekspresji mRNA dla cząsteczek RORgamma 
t w badanej grupie raków krtani z uwzględnieniem 
stopnia zawansowania zmian zgodnie z kryteriami 
klasyfikacji pT i G przedstawiono na rycinie 3.

Pomimo wielu badań z dziedziny biologii molekularnej 
i immunologii nie przedstawiono jednoznacznych wyni-
ków dotyczących roli komórek immunokompetentnych 
biorących udział w odpowiedzi przeciwnowotworo-
wej, tj. limfocytów cytotoksycznych Tc, limfocytów 
pomocniczych Th17 oraz limfocytów regulatorowych 
Treg CD4+CD25+Foxp3+. Dyskusyjne pozostaje także 
znaczenie wzajemnego oddziaływania komórek ukła-
du odpornościowego, rola czynnika RORgamma t na 
różnicowanie się komórek w kierunku limfocytów Treg 
lub Th17 oraz wpływ na stopień inwazyjności zmian, 
a tym samym możliwość determinowania postępowania 
terapeutycznego u chorych z chorobą nowotworową. 
Wielu autorów wskazuje na mechanizmy międzykomór-
kowe prowadzące do aktywacji wymienionych komórek 
odpowiedzi immunologicznej, wśród których istotne 
znaczenie ma czynnik transkrypcyjny Foxp3 oraz 
RORgamma t [1, 2, 14]. Badacze podkreślają znamien-
ną rolę obu cząsteczek w zjawiskach inicjacji procesu 
neoplastycznego i transformacji nowotworowej oraz 
progresji guza, a także potencjalny wpływ na regulację 
odpowiedzi komórkowej skierowanej przeciwko antyge-
nom guza, a tym samym cechy kliniczno-morfologiczne 
i rokowanie u chorych leczonych z powodu choroby 
nowotworowej [3–11, 14, 17–22].

Wyniki przedstawione w prezentowanej pracy po-
zostają zgodne z wynikami badań innych autorów 
w piśmiennictwie dotyczącym tematu. Zhang i wsp. [14] 
wykazali, że zwiększona populacja komórek Th17 we 
krwi obwodowej u pacjentów z rakiem żołądka koreluje 
pozytywnie ze stopniem rozległości zmian nowotworo-
wych klinicznych oraz występowaniem przerzutów do 

regionalnych węzłów chłonnych. Badacze wykazali tak-
że, że wzrost aktywności czynnika transkrypcyjnego 
ROR zarówno w komórkach utkania nowotworowego, 
jak i w surowicy, korelował ze stopniem inwazyjności 
zmian nowotworowych. Schreiber i wsp. [17] zanoto-
wali, że poziom ekspresji białka RORgamma t wiąże 
się z nasiloną aktywnością komórek cytotoksycznych 
CTL (cytoxic T lymphocytes), limfocytów CD17 oraz 
zmniejszoną ekspresją czynnika transkrypcyjnego 
Foxp3 w limfocytach CD4+ (Treg CD4+CD25+Foxp3+). 
Xue i wsp. [18] wykazali znaczenie ekspresji Foxp3 na 
poziomie genu i białka oznaczonego w tkance guza 
jako jednoznacznego wskaźnika miejscowego stopnia 
zaawansowania zmian (nasilone odczyny dodatnie dla 
guzów z IIB i III, niskozróżnicowanych, z obecnością 
przerzutów do węzłów chłonnych) w raku przełyku. 
Podobne spostrzeżenia przedstawili Gupta i wsp. [4]. 
Autorzy wykazali, że podwyższony poziom ekspre-
sji Foxp3 na limfocytach w materiale histologicznym 
węzłów chłonnych charakteryzuje guzy nowotworowe 
w wyższym stadium pT raka piersi. Shah i wsp. [8] 
także wykazali istotne zależności między stopniem 
ekspresji Foxp3 w komórkach CD4+CD25+Foxp3+ 
w badanej grupie raków płaskonabłonkowych szyjki 
macicy a czasem przeżycia chorych. Badacze potwier-
dzili zwiększony poziom badanego białka u pacjentów 
z krótszym czasem przeżycia. Yang i wsp. [9] zanotowali 
również dodatnią korelację ekspresji Foxp3 w lim-
focytach CD8+Foxp3+ naciekających utkanie guza 
ze stopniem miejscowej rozległości zmian pTNM i S 
u chorych z rakiem wątroby. Inni badacze zaznaczają 
rolę czynnika transkrypcyjnego Foxp3 jako wskaźnika 
aktywności komórek TIL (tumor infiltrating lymphocytes) 
w podścielisku zmian nowotworowych [11]. Ikemoto 
i wsp. [22] także wykazali znamienne zależności między 
poziomem ekspresji Foxp3 w komórkach immunokom-
petentnych krwi obwodowej a nasileniem inwazyjności 
zmian nowotworowych w raku trzustki. Również Fu-
jisawa i wsp. [7] dowiedli w swoich badaniach istotnej 
korelacji ekspresji RORgamma t z aktywnością ko-
mórek Th17 i Treg i wskazali na związek nasilonego 
różnicowania limfocytów Th17 oraz zwiększoną liczbę 
limfocytów Treg CD4+CD25+Foxp3+. W piśmienni-
ctwie dotyczącym tematu wielu badaczy wskazuje na 
znaczenie białek obecnych na powierzchni komórek 
Treg m.in. Foxp3 jako czynników istotnych w strate-
gii leczniczej nowotworów [11–13]. Strauss i wsp. [12] 
stwierdzili, że zwiększony odsetek komórek krwi obwo-
dowej CD4+CD25+Foxp3 wiąże się z nasileniem zjawisk 
immunosupresyjnych w przebiegu raków regionu głowy 
i szyi. Podobne wyniki otrzymali Schuler i wsp. [13], 
wskazując na zmniejszoną aktywność komórek z do-
datnią ekspresją Foxp3 u pacjentów z rakami regionu 
głowy i szyi leczonych radiochemioterapią. Również Xu 
i wsp. [19] podkreślili ścisły związek ekspresji markera 
Foxp3 na poziomie genu w komórkach krwi obwodowej 
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z zastosowanym sposobem leczenia nieoperacyjnego 
u pacjentów z rakiem przełyku.

Wielu badaczy nie potwierdza jednak występowania 
związków ekspresji białka Foxp3 z rozległością węzłową 
zmian nowotworowych w raku krtani [4]. Gupta i wsp. 
[4] nie zanotowali zależności między nasileniem cech 
pN a poziomem badanego markera na komórkach krwi 
obwodowej. Inni autorzy wskazują na niejednoznaczne 
zależności dotyczące interpretacji ekspresji cząsteczki 
Foxp3 w rakach różnego pochodzenia. Jaberipour 
i wsp. [5] wykazali, że podwyższona ekspresja białka 
Foxp3 w jednojądrzastych komórkach krwi obwodowej 
w raku piersi charakteryzuje guzy mniej zaawansowane 
pT1–2, raki wyskozróżnicowane, bez potwierdzonych 
przerzutów do węzłów chłonnych.

Przedstawione badania wskazują na rolę aktywno-
ści komórek układu odpornościowego jako wskaźników 
zaawansowania zmian klinicznych i morfologicznych 
w raku płaskonabłonkowym krtani.

Wnioski
1. W rakach płaskonabłonkowych krtani charakte-

ryzujących się największą agresywnością procesu 
nowotworowego, według zastosowanych kryteriów 
kliniczno-morfologicznych, obserwowano znamien-
nie największy poziom ekspresji mRNA i białka dla 
cząsteczki Foxp3 w jednojądrzastych komórkach 
krwi obwodowej.

2. Nasilenie ekspresji Foxp3 i zarówno na poziomie 
genu, jak i białka, było dodatnio liniowo skorelo-
wane ze stopniem miejscowej rozległości zmian 
nowotworowych, głębokością inwazji oraz stopniem 
złośliwości histologicznej guza nowotworowego.

3. Wyższe wartości poziomu ekspresji RORgamma t 
w jednojądrzastych komórkach krwi obwodowej 
obserwowano w grupie chorych z rakiem krtani 
o większej inwazyjności zmian nowotworowych.
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