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Ocena ekspresji Foxp3 i RORgamma t w jednojadrzastych komérkach
krwi obwodowej u chorych z rakiem krtani jako wskaznikéw
zaawansowania zmian nowotworowych - badania wstepne*

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

Pawet Papiez', Magdalena Brys?, Iwona Lewy-Trenda®,Olga Stasikowska?,

Jan Wos', Wielistaw Papierz®, Katarzyna Starska*

SUMMARY

Introduction: The degree of activation of cells involved in cellular immune re-
sponse against tumor antigens (cytotoxic lymphocytes Tc) as well as efficiency
of the mechanisms which promote immunosuppression (Treg — regulatory
cells CD4+*CD25*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
TFG classification) in laryngeal carcinoma.

Material and methods: The analysis included a group of 59 patients with
verified squamous cell carcinoma of the larynx. In the pathologic evaluation
pTNM classification criteria, depth of invasion and degree of histological dif-
ferentiation were used. Expression levels of mRNA for Foxp3 and RORgamma t
in peripheral blood mononuclear cells by quantitative analysis of the amplified
product in real time (real-time RT2-PCR) were evaluated. The level of Foxp3
and RORgamma t protein expression by Western blot analysis was determined.
Results: In squamous cell carcinomas of the larynx, with the highest tumor
aggressiveness the significantly highest level of mRNA and protein expres-
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
tumors G3). In the study group of laryngeal cancers significantly lower level
of RORgamma t expression in carcinomas with less invasive changes (pT1-2,
high-differentiated tumors G1, carcinomas with microinvasion without evi-
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
in squamous cell carcinoma of the larynx.

Hasta indeksowe: rak krtani, Foxp3, RORgamma t, jednojadrzaste komorki krwi
Key words: laryngeal carcinoma, Foxp3, RORgamma t, peripheral blood mono-
nuclear cells
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Wstep

Ocena interakcji miedzy komérkami uktadu odpor-
nosciowego a komoérkami nowotworowymi, jak tez
zwiazek ze stopniem agresywnosci guza u chorych
z nowotworami regionu glowy i szyi, jest obecnie
jednym z wiodacych zagadniert w immunologii onko-
logicznej. Stopien aktywacji komoérek uczestniczacych
w komoérkowej odpowiedzi immunologicznej skiero-
wanej przeciwko antygenom guza nowotworowego
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(limfocyty cytotoksyczne Tc, limfocyty pomocnicze
Th17), jak tez sprzyjajacych immunosupresji reak-
cji immunologicznej (limfocyty regulatorowe Treg
CD4+CD25+Foxp3+), moze determinowa¢ przebieg
procesu nowotworowego. Zroznicowanie i wzajemne
oddzialywanie komoérek ukladu odpornosciowego tj.
limfocytéw cytotoksycznych Te, limfocytéw pomoc-
niczych Thl17 oraz limfocytoéw regulatorowych Treg
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Tabela I. Kliniczno-morfologiczna charakterystyka
badanej grupy chorych z rakiem ptaskonabtonkowym
krtani

Table. | Clinicomorphological characteristic of study laryn-
geal carcinomas group

Cecha Liczebnos¢
grupy N (%)

Ptec
Mezczyzni
Kobiety

55 (93,2%)
4 (6,8%)

Leczenie chirurgiczne
Czesciowe usuniecie krtani 19 (32,2%)
Catkowite usuniecie krtani 40 (67,8%)
Operacja usunigcia weztéw chtonnych 29 (49,2%)
Selektywna operacja weztowa (SND) 25 (42,4%)

Radykalna operacja weztowa (RND) 4 (6,8%)
pT
pT1 7 (11,9%)
pT2 15 (25,4%)
pT3 18 (30,5%)
pT4 19 (32,2%)
pN
pNO 49 (83,1%)
pN1-3 10 (16,9%)
pN1 3 (5,0%)
pN2 2 (3,4%)
pN3 5 (8,5%)
Zréznicowanie histopatologiczne G
G1 5 (8,5%)
G2 46 (77,9%)
G3 8 (13,6%)

CD4+CD25+Foxp3+, zwiazane jest z aktywnoscia
czynnikéw transkrypcyjnych RORgamma t (retinoic
acid receptor-related orphan receptor gamma t), Foxp3
(forkheadbox protein 3) oraz Runx-1 [1-7]. Istotna rola
limfocytéw Treg CD4+CD25+Foxp3+ w zjawiskach
inicjacji procesu neoplastycznego i transformacji no-
wotworowej oraz progresji guza jest szeroko omawiana
w Swiatowym piSmiennictwie [3-6, 8-13]. Dyskusyjne
pozostaje natomiast znaczenie aktywnosci limfocytow
pomocniczych Th17 w determinowaniu przebiegu cho-
roby nowotworowej. Wskazuje sie na znamienna role
immunokompetentnych komoérek Th17, ktére peinia
role waznych mediatoréw zapalenia w podscielisku
guza nowotworowego i ktére moga mie¢ potencjalny
wplyw na regulacje odpowiedzi komoérkowej skiero-
wanej przeciwko antygenom guza [1, 2, 7, 14].
Celem przeprowadzonych badan byla ocena funkcji
autologicznych jednojadrzastych komoérek krwi obwo-
dowej (PBMC), ktére wspoétuczestnicza w procesach
odpornosciowych w przebiegu komoérkowej odpowiedzi
immunologicznej na antygeny guza nowotworowego, na
podstawie analizy ekspresji czasteczek Foxp3 i ROR-
gamma t, oraz analiza zwiazkéw z cechami kliniczno-
-morfologicznymi (cecha pT, pN, G i stopniem zaawan-

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

Materiat i metody

Analiza objeto grupe 59 chorych ze zweryfikowanym
rakiem plaskonabtonkowym krtani - 55 (93,2%) mez-
czyzn i 4 (6,8%) kobiety, w wieku 47-83 lat ($r. wieku
63+8,3 roku). W badanej grupie chorych u 40 (67,8%)
pacjentow zastosowano calkowite usuniecie krtani,
a u 19 (32,2%) chorych czesciowe usunigcie krtani.
U 29 (49,2%) chorych z potwierdzonymi badaniem
Srodoperacyjnym powiekszonymi weztami chtonnymi
wykonano ponadto operacje usuniecia wezlow chion-
nych regionu szyi. Przy kwalifikacji pacjentow do
przeprowadzanych badan zastosowano nastepujace
kryteria wlaczenia do grupy badanej: potwierdzony
w badaniu patomorfologicznym rak ptaskonabton-
kowy krtani, zastosowanie leczenia chirurgicznego
jako pierwszej metody postepowania leczniczego bez
stosowanej w przeszlosci innej metody leczenia (im-
munosupresyjnego, radio- lub chemioterapii), brak
obecnosci przerzutéw odlegtych.

Ocena patomorfologiczna

W przeprowadzonej analizie patomorfologicznej
stopien zaawansowania miejscowego zmian nowotwo-
rowych okreslono zgodnie z kryteriami klasyfikacji
TNM UICC 2009 dla rakéw regionu glowy i szyi [15].
W morfologicznej ocenie uwzglednione zostaly kry-
teria klasyfikacji pTNM, glebokos¢ inwazji wg skali
punktowej TFG (tumor front grading): 1 punkt — mi-
kroinwazja (CIS; carcinoma in situ), 2 punkty - guz-
kowy naciek podsluzéwkowy przekraczajacy granice
lamina propria, 3 punkty — naciek tkanki miesniowej,
4 punkty - gleboka inwazja Sciany (naciek chrzastki
krtani) oraz stopien zréznicowania histologicznego G
[16]. Charakterystyke kliniczno-morfologiczna grupy
badanej przedstawiono w tabeli I.

Izolacja jednojadrzastych komérek

krwi obwodowej

Celem izolacji jednojadrzastych komorek krwi ob-
wodowej (peripheral blood mononuclear cells; PBMCs),
pobierano krew pelna w trakcie rutynowych badan
kontrolnych w ilosci 10 ml jednorazowo na hepa-
ryne litowa (10 U/mL). Limfocyty krwi obwodowej
byty izolowane przez wirowanie na gradiencie gesto-
Sci Ficoll-PaqueTM PLUS (1,077 g/mL, Amersham
Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden). Supernatant
catkowicie usuwano, a nastepie dodawano RNAlater
RNA Stabilization Reagent (QIAGEN GmbH, Hilden,
Germany). Komorki przechowywano w temperaturze
-80°C do czasu izolacji RNA.

Material kontrolny w ocenie ekspresji badanych
kwasoéw nukleinowych oraz biatek w PBMC stano-
wily jednojadrzaste komoérki krwi obwodowej od
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36 zdrowych ochotnikéw. Na przeprowadzenie ba-
dan uzyskano zgode Komisji Bioetyki UM w Lodzi
(RNN/13/11/KE).

Ocena ekspresji poziomu mRNA dla Foxp3

i RORgamma t w PBMCs - metoda iloSciowej
analizy produktu amplifikacji w czasie
rzeczywistym (real-time RT2-PCR)

Calkowite RNA izolowano przy uzyciu odczynni-
ka TRI Reagent (Sigma-Aldrich Corp, St. Louis, MO,
USA), zgodnie z zaleceniami producenta. Czystosé
otrzymanych preparatéw RNA okreslano metoda spek-
trofotometryczna poprzez pomiar absorbancji przy
diugosci fali 260 nm i 280 nm. Przyjetym kryterium
czystosci DNA byla wartos¢ A260/A280 mieszczaca sie
w granicach 1,8-2,0. Reakcje odwrotnej transkrypcji
przeprowadzano przy uzyciu zestawu PCR Kit ver.
3.0 (Takara Bio Inc. Japonia) zgodnie z zalecenia-
mi producenta. cDNA przechowywano w temp. 20°C.
Otrzymany RNA stanowil matryce w reakcji real-time
PCR dla oznaczenia liczby kopii mRNA dla genu Foxp3
i RORgamma t. Uzyta mieszanina reakcyjna zawierata:
0,5 pl cDNA, 5 pl TagMan® Universal PCR MasterMix,
0,5 pl 20x TagMan® Gene Expression Assays i 4 pl
H,0. Reakcje¢ real-time PCR prowadzono w urzadzeniu
Mastercycler®ep realplex (Eppendorf). Poczatkowa ilos¢
matrycy wyznaczana byta na podstawie parametru Ct
(teoretyczny numer cyklu, przy ktérym wartosé fluo-
rescencji jest wyzsza niz przyjeta arbitralnie wartos¢
graniczna). Pomiar wartosci Ct wykonano w dwoch
powtérzeniach, jako gen referencyjny wykorzystano
GAPDH. Do badan zastosowano nastepujace sondy
TagMan® Gene Expression Assays (Applied Biosystems,
USA): Foxp3 - Hs01085835_m1 (107 bp), RORgamma
t-Hs00172858_m1(66 bp), GAPDH - Hs00266705_g1.

Ocena poziomu ekspresji bialek Foxp3

i RORgamma t w PBMCs - analiza

immunologiczna bialek technika Western blot

Rozdzielone w zelu poliakrylamidowym bialka elek-
trotransferowano na immobilon P (Millipore) w ukta-
dzie: 20% (v/v) metanol - 0,192 M Gly — 0,025 M Tris,
pH 8,3 przy natezeniu pradu 400 mA w temperaturze
4°C podczas 80 min. Unieruchomione na membranie
biatka identyfikowano za pomoca kompleksu streptawi-
dyna/biotyna/peroksydaza chrzanu (StreptABC/HRP;
Dako), zgodnie z procedura zalecana przez producen-
ta. Stosowano nastepujace przeciwciala (Santa Cruz
Biotechnology): Foxp3 - sc-28705 (H-190) i RORgam-
ma t — sc-28559 (H-190). Analize densytometryczna
bialek immunoidentyfikowanych technika Western
blot przeprowadzono za pomoca wideodensytometru
firmy Biotec-Fischer (Niemcy) z kamera SSC-M370CE
(Sony) oraz programu komputerowego GelPro Analyzer®
version 3.0 for Windows"™ (Media Cybernetics, USA).

Analiza statystyczna

Analizy statystycznej wynikow dokonano przy uzy-
ciu programu komputerowego STATISTICA wersja 9.0
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Ryc. 1. Wyniki oceny gtebokosci inwazji wedtug kryteriow
klasyfikacji tumor front grading w badanej grupie rakow
krtani

Fig. 1. The results of the assessment of invasion depth
according to the TFG classification criteria in laryngeal cancer
study group

(StatSoft, Polska). Do oceny rozktadow wykorzystano
test Kolmogorova-Smirnova i po stwierdzeniu rozkta-
déw odmiennych od normalnych do dalszych obliczen
stosowano testy nieparametryczne U Manna-Whitney'a
i Kruskala-Wallisa. Wyliczano takze wspétczynnik
skos$nosci i poniewaz przybieral on wartosci nizsze niz
1,5, stosowano do obliczen srednig arytmetyczna oraz
odchylenie standardowe (SD). Za statystycznie istotna
przyjeto wartosé p<0,05.

Wyniki

W analizie patomorfologicznej badanego materiatu
wykazano, ze najliczniejsza grupe wsréd badanych
rakéw krtani stanowily guzy w zaawansowanym sta-
dium miejscowej rozleglosci pT4 - 19 (32,2%) i pT3 - 18
(25,4%) przypadkow. Nowotwory w stopniu zaawan-
sowania pT1 i pT2 stanowily odpowiednio: 7 (11,9%)
i 15 (25,4%) analizowanych guzéw. W analizowanym
materiale przewazatly guzy o Srednim stopniu zréznico-
wania histopatologicznego G2 - 46 (77,9%) przypadkoéw.
U 29 (49,2%) chorych z potwierdzonymi badaniem
Srodoperacyjnym powiekszonymi wezlami chionny-
mi wykonano operacje usuniecia wezléw chtonnych
regionu szyi, w tym u 25 (42,4%) selektywna operacje
weziéw chlonnych i u 4 (6,8%) chorych radykalna
operacje weztowa w modyfikacji Crile’a-Jawdynskie-
go. Przerzuty do regionalnych wezléw chlonnych szyi
(pN1-3) potwierdzono w badaniu morfologicznym u 10
(16,9%) pacjentow, a u pozostatych 49 (83,1%) stopien
zaawansowania zmian weztowych okreslono jako pNO.
Ocena morfologiczna wykazala, ze najliczniejsza grupe
wsrod rakéw plaskonabtonkowych krtani stanowity
guzy charakteryzujace sie¢ gleboka inwazja Sciany
z zajeciem chrzastki narzadu - 24 (40,7%) przypadkow.
Nowotwory o najmniejszej inwazyjnosci naciekania
zmian stanowily tylko 4 guzy (6,8%) wsrod ocenio-
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Ryc. 2. Srednie wartosci ekspresji mRNA Foxp3

w badanej grupie rakow krtani z uwzglednieniem stopnia
miejscowego zawansowania zmian pT (A) i zréznicowania
histopatologicznego G (B)

Fig. 2. Mean values of Foxp3 mRNA expression in
laryngeal cancer study group, including pT feature (A) and
histopathological differentiation G (B)

nych rakéw krtani. Dokladny rozktad wynikow oceny
glebokosci inwazji wedtug kryteriow klasyfikacji TFG
(tumor front grading) w badanej grupie rakow krtani
przedstawia rycina 1.

Ocena ekspresji mRNA oraz poziomu ekspresji

bialek dla Foxp3 i RORgamma t w PBMCs

W przeprowadzonej analizie molekularnej oceniono
ekspresje mRNA oraz biatka dla czasteczek Foxp3 i ROR-
gamma t w izolowanych komorkach jednojadrzastych
krwi obwodowej u chorych ze zweryfikowanym rakiem
krtani oraz u zdrowych ochotnikéw, jako grupy kon-
trolnej. Pozytywna ekspresje 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
ochotnikéw. Poziom Srednich wartosci ekspresji mRNA
dla Foxp3 w PBMCs w badanej grupie chorych z rakiem
plaskonabtonkowym krtani i w grupie zdrowych ochot-
nikéw wynosily odpowiednio: 841,3+117,6 vs 308,5+84,4.
Stwierdzono znamienne réznice w poziomie ekspre-
sji mRNA Foxp3 w analizowanych grupach (p<0,001).
Dodatnia ekspresje kwas6éw rybonukleinowych mRNA
dla RORgamma t stwierdzono tylko w 3,4% (2/59) przy-

250 - mRNA
RORgammat
200 1 pT1 vs pT4, p < 0,05
150 1
100 -
ol W | .
0 T T T T
pT1 pT2 pT3 pT4
_ mRNA
250 RORgammat
200 G1vs G3,p < 0,05
150 o
100
.
0 T
G1 G2 G3
B

zréznicowanie histopatologiczne G

Ryc. 3. Srednie wartosci ekspresji biatka RORgamma t

w badanej grupie rakow krtani z uwzglednieniem stopnia
miejscowego zawansowania zmian pT (A) i zréznicowania
histopatologicznego G (B)

Fig. 3. Mean values of RORgamma t protein expression in
laryngeal cancer study group, including pT feature (A) and
histopathological differentiation G (B)

padkow raka krtani oraz w 19,4% (7/36) przypadkow
grupy kontrolnej. Nie stwierdzono jednak istotnych
roznic w poziomie mRNA dla RORgamma t w obu gru-
pach (p>0,05). Ocena analizowanych czasteczek na
poziomie biatka wykazata pozytywna ekspresje dla
Foxp3 w PBMCs u 47,4% (28/59) chorych z rakiem
krtani oraz u 5,5% (2/36) zdrowych ochotnikow. Nie
stwierdzono jednak istotnych réznic w poziomie biatka
Foxp3 w obu grupach (p>0,05). Pozytywny wynik analizy
ekspresji biatka dla RORgamma t stwierdzono w 78%
(46/59) przypadkach w grupie badawczej oraz w 33,3%
(12/36) przypadkach grupy kontrolnej. Srednie wartosci
poziomu biatka RORgamma t w izolowanych PBMCs
w grupie chorych z rakiem plaskonabtonkowym krtani
iw grupie zdrowych ochotnikéw wynosity odpowiednio:
167,54+24,6 vs 43,2+13,8. Wykazano wystepowanie
znamiennych réznic w poziomie ekspresji badanego
bialka w analizowanych grupach (p<0,01).

Analiza ekspresji mRNA dla Foxp3 i RORgamma t

w zalezno$ci od cech kliniczno-morfologicznych

Statystyczna analiza wynikéw RT?-PCR oraz oceny
cech kliniczno-morfologicznych badanych rakéw krtani

Otolaryngologia Polska tom 65, nr 5a, wrzesien 2011
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wykazala, ze ekspresja mRNA dla Foxp3 w izolowa-
nych jednojadrzastych komoérkach krwi obwodowej
korelowata dodatnio z cecha pT (r=0,5; p=0,04). Raki
krtani o wyzszym stopniu zaawansowania zmian miej-
scowych wykazywaly wyzsza ekspresje mRNA Foxp3
w izolowanych PBMCs. Analiza statystyczna potwier-
dzita takze znamienne réznice w poziomie kwasow
rybonukleinowych mRNA Foxp3 w grupach guzéw pT1
i pT3 (pT1 vs pT3, p<0,01) oraz pT1 i pT4 (pT1 vs pT4,
p<0,01). Podobne zaleznosci dotyczyly nowotworow pT2
ipT3 (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 zréznicowania histologicznego G zmian
nowotworowych wykazala, ze sSrednie wartosci kwasu
rybonukleinowego mRNA w badanej grupie wynosity
odpowiednio: 576,4+116,6 dla guzé6w wysokozréznico-
wanych G1, 776,1+142,8 dla G2 oraz 942,6+204,1 dla
rakow niskozréznicowanych G3. Statystyczna ocena
otrzymanych wynikéw RT?-PCR oraz analizy morfolo-
gicznej zmian nowotworowych wykazala, ze ekspresja
mRNA Foxp3 w izolowanych jednojadrzastych komor-
kach krwi obwodowej korelowala dodatnio z cecha
G (r=0,6; p=0,03). Raki krtani o wysokim stopniu
zroznicowania histologicznego charakteryzowaty sie
wyzsza ekspresja mRNA Foxp3 w izolowanych PBMCs.
W przeprowadzonej analizie wskazano réwniez na
znamienne roznice w ekspresji kwasu rybonuklei-
nowego mRNA Foxp3 w grupach guzéow G1 i G3 (Gl
vs G3, p<0,05). W badaniach wykonano takze ocen¢
zaleznos$ci poziomu mRNA Foxp3 oraz stopnia giebo-
kosci naciekania nowotworu. Ocena badanych para-
metrow potwierdzita znamienne statystycznie réznice
(p<0,05) miedzy nowotworami charakteryzujacymi sie
najmniejszym stopniem inwazji narzadu (mikroinwazja
CIS - 1 punkt, wg skali TFG: 562,7+72,0) oraz guzami
naciekajacymi gleboko otaczajace tkanki podscieliska
guza (z naciekaniem chrzastki krtani - 4 punkty wg
skali TFG: 975,2+126,9). Ponadto w wykonanej analizie
molekularnej stwierdzono, ze dwa przypadki rakéw
plaskonabtonkowych krtani, dla ktérych potwierdzono
pozytywna ekspresje mRNA dla RORgamma t w izo-
lowanych PBMCs, charakteryzowaly sie najnizszym
stopniem miejscowej rozlegtosci nowotworu pT1, wysoko
zréznicowanym histopatologicznie utkaniem guza G1
oraz najmniej nasilona inwazja (gtebokos$é naciekania
na 1 punkt, zgodnie z kryteriami klasyfikacji TFG).
Podsumowujac, nalezy stwierdzi¢, ze dla rakéw pta-
skonablonkowych krtani, ktore charakteryzowaty sie
najwieksza agresywnoscia procesu nowotworowego, wg
zastosowanych kryteriow kliniczno-morfologicznych
(cechy: pT3 i pT4, G3, glebokie naciekanie z inwazja
chrzastki krtani), obserwowano znamiennie najwyzszy
poziom ekspresji mRNA dla czasteczki Foxp3 w jedno-
jadrzastych komoérkach krwi obwodowej PBMCs. Roz-
klad srednich wartosci ekspresji mRNA dla czasteczek
Foxp3 w badanej grupie rakéw krtani z uwzglednieniem

Otolaryngologia Polska tom 65, nr 5a, wrzesien 2011

stopnia zaawansowania zmian zgodnie z kryteriami
klasyfikacji pT i G przedstawiono na rycinie 2.
Analiza ekspresji bialka Foxp3 i RORgamma t
w zaleznosci od cech kliniczno-morfologicznych
W statystycznej ocenie poziomu biatka Foxp3 w ba-
danym materiale potwierdzono wyst¢powanie znamien-
nych dodatnich korelacji w zaleznosci od glebokosci
naciekania podscieliska guza, zgodnie z przyjetymi
kryteriami klasyfikacji TFG (r=0,7; p=0,04). Wyzsza
ekspresja bialka Foxp3 w izolowanych jednojadrza-
stych komoérkach krwi obwodowej charakteryzowata
nowotwory z wyzszym stopniem inwazyjnosci zmian.
Ponadto, przeprowadzona analiza badanych para-
metréw morfologiczno-molekularnych potwierdzila
znamienne statystycznie réznice w ekspresji Foxp3
w izolowanych PBMCs (p<0,05) miedzy guzami cha-
rakteryzujacymi si¢ najmniejszym stopniem inwazji
nowotworowej narzadu (mikroinwazja CIS — 1 punkt
wg skali TFG: 83,21x11,3) oraz rakami naciekajacymi
gleboko otaczajace tkanki podscieliska (z naciekaniem
chrzastki krtani - 4 punkty wg skali TFG: 241,7+23,4).
Ocena wynikéw analizy Western blot w badanej grupie
chorych z rakiem krtani nie potwierdzila znamiennych
zaleznoSci ekspresji Foxp3 w zaleznosci od stopnia
miejscowego zaawansowania zmian pT. Co wiecej,
dla guzow nowotworowych o najwi¢kszej rozleglosci
zmian w badaniu morfologicznym (guzy pT3 i pT4) nie
wykazano réznic w ekspresji analizowanego biatka
w PBMCs (p > 0,05). Ponadto, wszystkie oceniane raki
krtani, ktore wykazywaly pozytywna ekspresje biatka
Foxp3, zostaly zakwalifikowane w badaniu histopato-
logicznym jako guzy o Srednim lub wysokim stopniu
zroznicowania zmian (guzy G2 i G3). Dla tych nowo-
tworéw nie stwierdzono wystepowania znamiennych
réznic w ekspresji Foxp3 (p>0,05) w badaniu staty-
stycznym. W przeprowadzonych badaniach wykazano
wystepowanie istotnych statystycznie réznic miedzy
poziomem ekspresji biatka RORgamma t w odniesieniu
do analizowanych cech kliniczno-morfologicznych. Dla
rakéw krtani charakteryzujacych sie wyzszym stop-
niem miejscowego zaawansowania zmian pT potwier-
dzono wyzsza ekspresje biatka RORgamma t w izolo-
wanych PBMCs (pT1 vs pT4, p<0,05). Srednia warto$é
poziomu RORgamma t dla badanych rakéw krtani
wynosita: 56,3+11,7 dla guzéw pT1 oraz 186,9+21,5
dla guzéw pT4. Analiza wynikéw badan wykazala
takze wystepowanie istotnych statystycznie réznic
miedzy poziomem RORgamma t oznaczonego metoda
Western blot w odniesieniu do stopnia zréznicowania
histologicznego zmian G. Zaleznosci te dotyczyly gru-
py chorych z rakami krtani charakteryzujacymi sie
najwyzszym G1 i najnizszym stopniem zréznicowania
morfologicznego guza G3 (G1 vs G3, p<0,05). Srednia
wartos¢ ekspresji bialka RORgamma t dla badanych
rakow krtani wynosila odpowiednio: 42,7+17,2 dla
guzoéw Gl oraz 173,1+18,4 dla guzéw G3. W badaniach
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wykonano takze ocene zaleznosci poziomu ekspresji
bialka RORgamma t w izolowanych PBMCs i stopnia
inwazyjnosci nowotworu. Ocena badanych parametréw
potwierdzila znamienne statystycznie réznice (p<0,05)
miedzy rakami krtani charakteryzujacymi sie naj-
mniejszym stopniem inwazji narzadu (mikroinwazja
CIS - 1 punkt wg skali TFG: 31,6+12,4) oraz guzami
naciekajacymi gleboko otaczajace tkanki podscieliska
guza (z naciekaniem chrzastki krtani - 4 punkty wg
skali TFG: 174,2+12,8). Podsumowujac, nalezy stwier-
dzi¢, ze dla rakow plaskonabtonkowych krtani o naj-
wyzszym stopniu inwazyjnosci morfologicznych, wg za-
stosowanych kryteriow histopatologicznych (cechy: pT4,
G3, glebokie naciekanie z inwazja chrzastki krtani),
obserwowano znamiennie najwyzszy poziom ekspresji
mRNA dla czasteczki RORgamma t w jednojadrzastych
komoérkach krwi obwodowej PBMCs. Rozklad srednich
wartosci ekspresji mRNA dla czasteczek RORgamma
t w badanej grupie rakéw krtani z uwzglednieniem
stopnia zawansowania zmian zgodnie z kryteriami
klasyfikacji pT i G przedstawiono na rycinie 3.

Omoéwienie

Pomimo wielu badan z dziedziny biologii molekularnej
i immunologii nie przedstawiono jednoznacznych wyni-
kow dotyczacych roli komérek immunokompetentnych
bioracych udzial w odpowiedzi przeciwnowotworo-
wej, tj. limfocytow cytotoksycznych Tc, limfocytéow
pomocniczych Thl7 oraz limfocytéw regulatorowych
Treg CD4+CD25+Foxp3+. Dyskusyjne pozostaje takze
znaczenie wzajemnego oddzialywania komorek ukta-
du odpornosciowego, rola czynnika RORgamma t na
réznicowanie sie¢ komoérek w kierunku limfocytow Treg
Iub Th17 oraz wplyw na stopien inwazyjnosci zmian,
a tym samym mozliwos¢ determinowania postepowania
terapeutycznego u chorych z choroba nowotworowa.
Wielu autorow wskazuje na mechanizmy miedzykomor-
kowe prowadzace do aktywacji wymienionych komoérek
odpowiedzi immunologicznej, wsrod ktérych istotne
znaczenie ma czynnik transkrypcyjny Foxp3 oraz
RORgammat [1, 2, 14]. Badacze podkreslaja znamien-
na role obu czasteczek w zjawiskach inicjacji procesu
neoplastycznego i transformacji nowotworowej oraz
progresji guza, a takze potencjalny wplyw na regulacje
odpowiedzi komérkowej 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-
zostaja zgodne z wynikami badan innych autoréw
w piSmiennictwie dotyczacym tematu. Zhang i wsp. [14]
wykazali, Ze zwigkszona populacja komérek Th17 we
krwi obwodowej u pacjentéw z rakiem zotadka koreluje
pozytywnie ze stopniem rozleglosci zmian nowotworo-
wych Kklinicznych oraz wystepowaniem przerzutéw do

regionalnych weziéw chtonnych. Badacze wykazali tak-
ze, ze wzrost aktywnos$ci czynnika transkrypcyjnego
ROR zaréwno w komérkach utkania nowotworowego,
jak i w surowicy, korelowat ze stopniem inwazyjnosci
zmian nowotworowych. Schreiber i wsp. [17] zanoto-
wali, ze poziom ekspresji biatlka RORgamma t wiaze
si¢ z nasilong aktywnos$cia komoérek cytotoksycznych
CTL (cytoxic T lymphocytes), limfocytéw CD17 oraz
zmniejszona ekspresja czynnika transkrypcyjnego
Foxp3 w limfocytach CD4+ (Treg CD4+CD25+Foxp3+).
Xue i wsp. [18] wykazali znaczenie ekspresji Foxp3 na
poziomie genu i bialka oznaczonego w tkance guza
jako jednoznacznego wskaznika miejscowego stopnia
zaawansowania zmian (nasilone odczyny dodatnie dla
guzow z IIB i III, niskozréznicowanych, z obecnoscia
przerzutéw do weztéw chionnych) w raku przetyku.
Podobne spostrzezenia przedstawili Gupta i wsp. [4].
Autorzy wykazali, ze podwyzszony poziom ekspre-
sji Foxp3 na limfocytach w materiale histologicznym
wezlow chlonnych charakteryzuje guzy nowotworowe
w wyzszym stadium pT raka piersi. Shah i wsp. [8]
takze wykazali istotne zaleznosci miedzy stopniem
ekspresji Foxp3 w komérkach CD4+CD25+Foxp3+
w badanej grupie rakéw plaskonabtonkowych szyjki
macicy a czasem przezycia chorych. Badacze potwier-
dzili zwigkszony poziom badanego biatka u pacjentow
z krotszym czasem przezycia. Yang i wsp. [9] zanotowali
réwniez dodatnia korelacje ekspresji Foxp3 w lim-
focytach CD8+Foxp3+ naciekajacych utkanie guza
ze stopniem miejscowej rozleglosci zmian pTNM i S
u chorych z rakiem watroby. Inni badacze zaznaczaja
role czynnika transkrypcyjnego Foxp3 jako wskaznika
aktywnosci komoérek TIL (tumor infiltrating lymphocytes)
w podscielisku zmian nowotworowych [11]. Ikemoto
iwsp. [22] takZe wykazali znamienne zaleznosci miedzy
poziomem ekspresji Foxp3 w komoérkach immunokom-
petentnych krwi obwodowej a nasileniem inwazyjnosci
zmian nowotworowych w raku trzustki. Réwniez Fu-
jisawa i wsp. [7] dowiedli w swoich badaniach istotnej
korelacji ekspresji RORgamma t z aktywnoscia ko-
morek Thl7 i Treg i wskazali na zwiazek nasilonego
réznicowania limfocytéw Th17 oraz zwickszona liczbe
limfocytow Treg CD4+CD25+Foxp3+. W piSmienni-
ctwie dotyczacym tematu wielu badaczy wskazuje na
znaczenie bialek obecnych na powierzchni komérek
Treg m.in. Foxp3 jako czynnikow istotnych w strate-
gii leczniczej nowotworéw [11-13]. Strauss i wsp. [12]
stwierdzili, ze zwiekszony odsetek komoérek krwi obwo-
dowej CD4+CD25+Foxp3 wiaze si¢ z nasileniem zjawisk
immunosupresyjnych w przebiegu rakow regionu glowy
i szyi. Podobne wyniki otrzymali Schuler i wsp. [13],
wskazujac na zmniejszona aktywnos¢ komorek z do-
datnia ekspresja Foxp3 u pacjentéw z rakami regionu
glowy i szyi leczonych radiochemioterapia. Rowniez Xu

Foxp3 na poziomie genu w komérkach krwi obwodowej
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z zastosowanym sposobem leczenia nieoperacyjnego
u pacjentéw z rakiem przelyku.

Wielu badaczy nie potwierdza jednak wystepowania
zwiazkow ekspresji biatka Foxp3 z rozlegtoscia weztowa
zmian nowotworowych w raku krtani [4]. Gupta i wsp.
[4] nie zanotowali zaleznosci miedzy nasileniem cech
PN a poziomem badanego markera na komoérkach krwi
obwodowej. Inni autorzy wskazuja na niejednoznaczne
zaleznosci dotyczace interpretacji ekspresji czasteczki
Foxp3 w rakach réznego pochodzenia. Jaberipour
i wsp. [5] wykazali, ze podwyzszona ekspresja biatka
Foxp3 w jednojadrzastych komérkach krwi obwodowej
w raku piersi charakteryzuje guzy mniej zaawansowane
pT1-2, raki wyskozréznicowane, bez potwierdzonych
przerzutéw do weztéw chionnych.

Przedstawione badania wskazuja na rol¢ aktywno-
$ci komoérek uktadu odpornosciowego jako wskaznikéw
zaawansowania zmian klinicznych i morfologicznych
w raku plaskonabtonkowym krtani.

Whioski

1. W rakach plaskonabtonkowych krtani charakte-
ryzujacych sie najwieksza agresywnoscia procesu
nowotworowego, wedlug zastosowanych kryteriow
kliniczno-morfologicznych, obserwowano znamien-
nie najwiekszy poziom ekspresji mRNA i biatka dla
czasteczki Foxp3 w jednojadrzastych komoérkach
krwi obwodowe;j.

2. Nasilenie ekspresji Foxp3 i zar6wno na poziomie
genu, jak i biatka, byto dodatnio liniowo skorelo-
wane ze stopniem miejscowej rozlegtosci zmian
nowotworowych, gtebokoscia inwazji oraz stopniem
ztosliwosci histologicznej guza nowotworowego.

3. Wyzsze wartosci poziomu ekspresji RORgamma t
w jednojadrzastych komoérkach krwi obwodowej
obserwowano w grupie chorych z rakiem krtani
o wigkszej inwazyjnosci zmian nowotworowych.
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