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Zmiany w populacji limfocytow Treg podczas chemioterapii u chorych
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Changes in the Treg lymphocyte population levels in patients being treated for ovarian cancer
with chemotherapy
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Streszczenie |

Limfocyty regulatorowe T CD4*CD25*FOXP3* (komorki Treg) odgrywajg istotng role w mechanizmach nadzoru i tole-
rancji immunologicznej, hamujac odpowiedZ cytotoksyczng uktadu odpornoSciowego. Wykazano, ze w trakcie rozwoju cho-
roby nowotworowej liczebno$¢ limfocytow Treg wzrasta. Obecno$¢ naciekow z limfocytow Treg w mikroSrodowisku guza
wigze si¢ z gorszym rokowaniem, a wzrost populacji komorek Treg we krwi obwodowej koreluje z progresja raka jajnika.
W niniejszym badaniu sprawdzano wplyw chemioterapii stosowanej u chorych z rakiem jajnika na liczebno$¢ populacji
Treg we krwi obwodowej. W tym celu odsetek Treg we krwi oznaczano przed, po 3 oraz po 6 kursach chemioterapii (TK - 13,
CP -1, TPT - 1 chora) za pomocg cytometrii przeptywowej. Podczas pierwszych 3 cykli chemioterapii zaobserwowano
poczatkowe zmniejszenie odsetka limfocytow T CD4*CD25*FOXP3+ wsrdd limfocytow T CD4+, niemniej jednak roz-
nica ta nie byla znamienna statystycznie (p=0,3). Nastepnie w miar¢ kontynuowania chemioterapii odsetek limfocytow
T CD4+*CD25*FOXP3* wsrdd limfocytow T CD4* wzrastat i po 6. cyklu w stosunku do aktywnoSci po 3. cyklu chemiote-
rapii byt statystycznie znamiennie wickszy (p=0,02). Autorzy wnioskujg, ze badanie populacji Treg moze by¢ przydatne do
oceny wplywu chemioterapii na uktad odpornosciowy gospodarza podczas leczenia systemowego chorych na raka jajnika.

Stowa kluczowe: limfocyty CD4*CD25*FOXP3+, Treg, rak jajnika, chemioterapia, immunologiczna tolerancja

CURR. GYNECOL. ONCOL. 2011, 9 (3), p. 139-146

139



ARTYKUE REDAKCYJNY/EDITORIAL

Summary |

Regulatory T lymphocytes CD4*CD25*FOXP3* or Treg cells play a major role in immune system surveillance and tole-
rance. Treg cells are critical for controlling the immunological system because they inhibit the cytotoxic response. Moreover,
it has been found that Treg cell recruitment into the tumor microenvironment reduces the chances of survival in cancer
patients and that an increase in Treg cells in the peripheral blood correlates with the progression of ovarian cancer. In our
study we addressed Treg cell population changes in cases of ovarian cancer where the patients were treated with chemo-
therapy. Using flow cytometry we determined the levels of CD4*CD25*FOXP3* lymphocytes in the peripheral blood of
the patients prior to chemotherapy, after 3 courses of chemotherapy, and then after 6 courses (the respective regimens
were: TK =13, CP - 1, TPT - 1 patient). We observed that the Treg lymphocyte levels of ovarian cancer patients
decreased after 3 courses of chemotherapy though the difference (p=0.3) was not statistically significant. After 6 chemo-
therapy courses, however, levels did increase to a statistically significant degree (p=0.02). We have therefore concluded
that a measurement of the Treg cell population could be helpful in estimating the impact of chemotherapy on a patient’s
host immune system during the systemic treatment of ovarian cancer.

Key words: CD4*CD25*FOXP3*, Treg, ovarian cancer, chemotherapy, immune tolerance

Coaep:xanue |

Jlumpouutst perynsropsl T KJI4 K25 ®OUkcII3* (knerku Tper) urparot CyuiecTBEHHYHO Poiib B MEXaHU3MAaX Ha0IIr0-
JCHMS 1 IMMYHOIIOTHYECKOH BEIHOCITHBOCTH, 33/IPKUBAst IATOJIOTHYECKHUIT OTBET CONPOTUBIIAEMON crcTeMbl. JlokasaHo,
YTO BO BPEMs Pa3BUTHS 3a00ICBAHNUS CBA3aHHOTO C HOBOOOPA30BAHMAMHU KOJTHYECTBO TUM(OIHUTOB Tper yBeYnBaeTCs.
Hamnune unduiasTpatoB u3 tuMdountos Tper B MEHKpocpeIe OMYXOIH CBI3aHO C HEYIa4HbIM POTHO3UPOBAHHEM,
a YBEIMUCHUE TOMYISIH K1eTok Tper B mepudepudeckoil KpoBH COOTHOCHTCS C TpOrpeccuel paka sudHuka. B mpen-
CTaBIICHHOM HCCJICIOBAHIH PACCMATPHUBACTCS BIHSIHHE XMMHOTEPAIHH PUMEHICMOH Y OOIBHBIX CTPAJAIOIIHX PAKOM
SMYHAKA Ha KOIHYecTBO nomynsiuu Tper B nepudepudeckoit kposu. i 3toro npoueHt Tper B KpOBH IPOBEPSUICS 10,
niocsie Tpex 1 nocne mectu kypcoB xumuorepanuu (TK — 13, KIT - 1, TIIT — 1 GonbHast) npy MOMOIIM TPOTOYHOH [UTO-
MeTpui. Bo BpeMst IepBBIX Tpex HUKIOB XUMHOTEPAIHH CHAYaIa HaOII0aNoch YMEHbIICHHE TIPOLIEHTA JINM(OLIUTOB
T K4 K25 ®OUkclI3* cpenu mamdormros T KJ[4*, Tem He MeHee 9Ta pa3HMIA CTATHCTHYECKH HE ObLTa CYIECTBEH-
Hoit (n1=0,3). 3atem, mo Mepe mpojokeHns xumuorepanuy, nporeHt mumpornutos T K4 K25 OOUkcII3* cpenu
mam¢ponutoB T K/I4" yBenuunBaics u nocie MecToro MUKIa NPU CPABHEHUHU ¢ AKTHBHOCTBIO MOCTIE TPETHETO LIUKIIA
XUMHOTepanuy ObL1 cTaTucTHYecku Oosee 3HaMeHatenbHbIM (1=0,02). ABTOpBI A€aloT BBIBOJ, YTO HCCIIeI0BaHUE
nomy/sun Tper MoKeT OBITh TIONE3HO Ui OLCHKH BIHSHUSA XUMHOTEPAITHI Ha HMMYHOJIOTHUECKYH0 CHCTEMY X03sHHA
BO BPEMsl CHCTEMHOTO JICUCHHs OONBHBIX C PAKOM SHYHHKA.

Kirouenbie ciioBa: muvdportutsl KJI4 K25 ®OWkeII3", Tper, pak sudHuKa, XAMAOTEPAITHS, IMMYHOTOTHYECKAs BBIHOC-
JIMBOCTH

WSTEP INTRODUCTION

Treg) odgrywaja istotng rolg w mechanizmach nadzoru

i tolerancji immunologicznej. Komorki te sg zdolne do
ograniczenia aktywnosci limfocytow T (CD4*, CD§*), komo-
rek dendrytycznych oraz komorek NK (natural killer). Peinig one
kluczowa funkcje w kontroli natezenia procesow odpornoscio-
wych, hamujac odpowiedz cytotoksyczng uktadu odpornoscio-
wego'V. Zmnigjszenie aktywnoSci komorek Treg obserwuje si¢
w chorobach autoimmunologicznych, z kolei w trakcie rozwoju
choroby nowotworowej liczebnos¢ tej populacji komorek ukfa-
du odpornosciowego wzrasta?. Komorki te sg réwniez odpo-
wiedzialne za powstanie zjawiska tolerancji immunologicznej
matki wzgledem antygenéw plodu®®. Podczas rozwoju ciazy
stwierdza si¢ wzrost liczebnosci Treg w doczesnej oraz we krwi
obwodowej matki. Jeszcze przed implantacjg jaja ptodowego
w doczesnej w kolejnych fazach cyklu miesigczkowego obser-

Limfocyty regulatorowe T CD4*CD25*FOXP3* (komorki

140 | Wuje si¢ zmiany w nacieku Treg do doczesnej. Prawdopodobnie

a major role in immune system surveillance and toler-

nce. These cells are capable of suppressing the activity

of CD4* and CD8* T lymphocytes, dendritic cells, and NK
cells (natural killer). Treg cells are critical for controlling the
immunological system because they inhibit the T-cell mediat-
ed cytotoxic response”. While decreased Treg activity has been
observed in patients with autoimmunological diseases, over
the course of cancerous diseases a number of these cell popu-
lations actually increase!'?. Additionally, Treg cells are respon-
sible for immune tolerance of fetal antigens by the mother’s
immune system®?*. During pregnancy the number of Treg cells
increases in both the decidua and peripheral blood of the moth-
er. Moreover, it has been shown that even before the ovum im-
plantation the amount of Treg cell infiltration in the decidua
changes over the phases of the menstrual cycle. These chang-
es are most likely responsible for the short-lived and selective

R:gulatory T lymphocytes CD4*CD25*FOXP3* play
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odpowiadajg one za chwilowa, selektywng supresje uktadu od-
pornoSciowego w okresie okofoowulacyjnym i podczas okien-
ka implantacyjnego. Poniewaz mechanizmy molekularne wa-
runkujace powstanie tolerancji immunologicznej w ciazy sg
podobne do tych, ktore warunkuja ucieczke guza nowotwo-
rowego spod nadzoru uktadu immunologicznego, sugeruje
si¢, ze zmiany w liczebnosci populacji Treg w mikroSrodowi-
sku raka mogg doprowadzac¢ do zmian natezenia selektyw-
nej supresji towarzyszacej rozwojowi raka”. W cigzy proces
selektywnej supresji odpowiedzi uktadu odpornoSciowego
matki podlega petnej kontroli i jest odwracalny (fluktuacyj-
nie zmienia si¢ w cyklu miesigczkowym i podczas kolejnych
etapOw rozwoju ciazy), natomiast w chorobie nowotworowej
odnotowuje si¢ staly wzrost natezenia tego procesu. Zauwa-
zono, ze obecno$¢ naciekdw z limfocytow Treg w mikroSrodo-
wisku guza wiaze si¢ z gorszym rokowaniem*!?. Wzrost po-
pulacji komorek Treg we krwi obwodowej koreluje z progresja
zaréwno raka jajnika, jak i innych nowotworow!>!13, Wzrost
ekspresji FOXP3* moze by¢ niezaleznym czynnikiem progno-
stycznym przezycia calkowitego pacjentek z rakiem jajnika®.
Leczenie raka jajnika pozostaje nierozwigzanym problemem
klinicznym - zastosowanie radykalnego leczenia chirurgiczne-
go oraz uzupetniajacej chemioterapii nie przynosi satysfakcjo-
nujacych rezultatéw leczenia u wszystkich chorych™. Z tego
wzgledu nadal poszukuje si¢ sposobdw na poprawe wynikow
leczenia. Jednym z nich moze by¢ immunoterapia’®?", trudno
jednak ustali¢ wtaSciwy moment dla jej rozpoczecia. Weiaz nie
wiadomo, czy immunoterapia ma by¢ leczeniem samodziel-
nym, czy terapig uzupetniajaca leczenie chirurgiczne lub che-
mioterapig.

W ostatnich badaniach autorzy niniejszej pracy, monitorujac
poziom natezenia selektywnej supresji uktadu odpornoscio-
wego za pomocg oceny liczebnosSci populacji komorek Treg we
krwi obwodowej, obserwowali, w jaki sposob leczenie chirur-
giczne oddziatuje na zmniejszenie nat¢zenia tego procesu®?.
Wydaje sie, iz zwigkszenie radykalizmu zabiegu chirurgicz-
nego w raku jajnika wptywa na odzyskanie przez uktad od-
pornosciowy zdolnoSci do skutecznej kontroli choroby nowo-
tworowej*?¥. Ponadto monitorowanie stopnia selektywnej
supresji uktadu odpornosciowego moze wskaza¢ wiasciwy mo-
ment rozpoczecia immunoterapii. Wyniki badan na modelach
zwierzecych $wiadceza, iz wigczenie immunoterapii w okresie
okotooperacyjnym poprawia wyniki leczenia®. Do dzi§ nie
stwierdzono, w jaki sposob chemioterapia wpiywa na ukfad
odpornoSciowy gospodarza. Z dotychczasowych badaf wyni-
ka, ze rekonstrukcja odpowiedzi uktadu odporno$ciowego po
zastosowaniu chemioterapii jest mozliwa, ale znacznie wy-
dtuzona w czasie®?7. Nie ma tez praktycznego sposobu na
monitowanie odpowiedzi ukfadu odpornoSciowego w trakcie
chemioterapii. Z tego wzgledu ustalenie roli, jaka odgrywaja
komorki Treg w rozwoju choroby nowotworowej, a przede
wszystkim zwigzku pomigdzy odpowiedzig na leczenie a pozio-
mem selektywnej supresji, moze pozwoli¢ na poprawe wynikow
leczenia. W niniejszej pracy autorzy postanowili oceni¢ poziom
Treg w surowicy chorych podczas kolejnych kursow chemiote-
rapii w raku jajnika.
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suppression of the immune system during the periovulatory
period and implantation window. Since the molecular mecha-
nisms controlling immunotolerance in pregnancy are similar
to those of tumor immunosurveillance escape, it could be that
changes in the Treg cell population in the tumor microenviron-
ment also cause changes in selective immune suppression in
cancer progression”. During pregnancy the selective suppres-
sion of the mother’s immune system is both fully controlled
and reversible (changes during the menstrual cycle and preg-
nancy), but over the course of a cancerous disease constant
intensification of this process is observed. It has been found
that Treg cell recruitment into the tumor microenvironment re-
duces the chances of survival in cancer patients®'" and that
an increase in Treg cells in the peripheral blood correlates with
the progression of ovarian and other types of cancers1¥. An
increase in FOXP3 expression may be an independent prog-
nostic factor for survival in patients with ovarian cancer®.
The type and application of therapy for ovarian cancer patients
constitutes an unresolved clinical problem. The combination
of radical surgery and adjuvant chemotherapy fails in many
patients'’, and so research toward improving treatment is
needed. While immunotherapy seems to be effective in ovarian
cancer treatment, it is difficult to assess the optimal time for in-
corporating it to achieve the best results'62". So far we do not
know whether immunotherapy could be a stand-alone proce-
dure or adjuvant to surgery and chemotherapy.

Recently we discovered that surgery may alter the intensity of the
selective suppression of the immune system as measured by the
quantity of Treg cells in the peripheral blood?. It would seem
that by expanding the radicalism of the surgical procedure, the
immune system surveillance could be recovered for successive
tumor control**¥. Moreover, monitoring the degree of selective
suppression of the immune system may help to assess the opti-
mal time for introducing immunotherapy. Experiments on ani-
mals have revealed that the administration of immunotherapy
during the perioperative period improved treatment results®.
Until now it has not been clear how chemotherapy influences the
host immune system. Recent data shows that while it is possible
for the immune system to recover after chemotherapy, it takes
a long time®2". For one thing, there is still no a way to monitor
immunological response during chemotherapy in clinical prac-
tice. Thus fully understanding the impact of Treg cells on the
progression of cancer and, above all, discovering connections
between the response to the therapy and the level of selective
suppression could help in improving the results of treatment.
In this study we decided to assess Treg levels in the blood of
ovarian cancer patients during chemotherapy treatment.

MATERIAL AND METHODS

All the patients recruited for the study were ovarian cancer
patients treated with chemotherapy at F Lukaszczyk Memo-
rial Oncology Center in Bydgoszcz, Poland, between Octo-
ber 2010 and May 2011. The characteristics of these patients
are shown in table 1. Most of the patients underwent primary
surgery in the Gynecology and Oncology Department at the
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MATERIAL I METODY

Badaniem objgto pacjentki z rakiem jajnika poddawane che-
mioterapii w Centrum Onkologii im. F. Lukaszczyka w Byd-
goszczy pomigdzy pazdziernikiem 2010 a majem 2011 roku.
Charakterystyke chorych przedstawiono w tabeli 1. Wiaczone
do badania chore byly pierwotnie leczone chirurgicznie w Kli-
nice Ginekologii Onkologicznej CO w Bydgoszczy, a nastgpnie
otrzymywaly chemioterapi¢ z powodu wznowy lub progresji
choroby na Oddziale Chemioterapii CO w Bydgoszczy (tabe-
la 1). Sredni wiek pacjentek wynosit 61 lat (39-75 lat). U wiek-
szoSci stosowano chemioterapi¢ wg schematu TK (paklitaksel
+ karboplatyna), pozostate schematy to PC (cyklofosfamid
+ cisplatyna) - 1 chora oraz topotekan - 1 chora. W celu okre-
Slenia odsetka limfocytow T CD4+CD25*FOXP3+ we krwi ob-
wodowej pacjentkom pobierano krew do probowki na EDTA
w nastepujacych odstgpach czasu: przed chemioterapia, po
3. cyklu oraz po 6. cyklu chemioterapii. U 13 kobiet uzyskano
wyniki przed i po 3. seriach chemioterapii, u 6 pacjentek - po 3.
16. cyklu chemioterapii.

CYTOMETRIA PRZEPLYWOWA

Probki do cytometrycznej analizy limfocytow Treg zosta-
ty przygotowane z uzyciem kitu firmy eBioscience, Human
Regulatory T Cell Staining Kit (nr kat. 88-8998), zgodnie
z instrukcja dostarczong przez producenta. Do 100 ul krwi

Oncology Center in Bydgoszcz and then were treated at the
Chemotherapy Department at the Oncology Center in Byd-
goszcz by adjuvant or palliative chemotherapy because of dis-
ease progression or relapse. The median patient age was 61
(39-75) years. Most of the patients received a TK (paclitaxel
+ carboplatin) chemotherapy regimen while a regimen of PC
was given to the others (cyclophosphamide + cisplatin) - 1 pa-
tient and topotecan - 1 patient. In order to determine the level
of CD4*CD25*FOXP3* T lymphocytes peripheral blood sam-
ples were taken to EDTA tubes prior to chemotherapy, after
3 courses of chemotherapy, and then after 6 courses. The Treg
levels were obtained from 13 patients prior to chemotherapy
and then after 3 chemotherapy cycles, and from 6 patients
after 3 and then after 6 cycles of chemotherapy.

FLOW CYTOMETRY

Samples for the cytometric analysis of Treg cell populations in
the whole blood of patients and healthy donors were prepared
using the Human Regulatory T Cell Staining Kit (eBioscience),
according to the manufacturer’s instructions with some minor
modifications. To the 100 ul of blood, 15 ul of CD4 FITC and
CD25 PE cocktail, and 5 ul of CD45 APC-Cy7 (Becton Dick-
inson) was added. After 30 min of incubation with mAbs (in
the dark at 4°C) the cells were washed with Flow Cytometry
Staining Buffer, centrifuged for 5 min at 350 g, and permea-
bilized with freshly prepared Fixation/Permeabilization Buffer

Liczba pacjentek % pacjentek
Number of patients Patients %
FIGO | 2 13
I 1 6,6
1] 11 133
v 1 6,6
(echaGguza @2 4 26,6
Tumor G score
@3 5 333
@ nieokreslone 6 4
G unknown
Schemat chemioterapii TK (paklitaksel + karboplatyna) 13 86,6
Chemotherapy regimen TK (paclitaxel + carboplatin)
PC (cyklofosfamid + karboplatyna) 1 6,6
PC (cyclophosphamide + carboplatin)
TPT (topotekan) 1 6,0
TPT (topotecan)
Typ histologiczny (ystadenocarcinoma serosum + papillare 7 46,6
(ancer histology
Adenocarcinoma (pozostate, w tym male differentiatum) 7 46,6
Adenocarcinoma (unspecified including male differentiatum)
(arcinoma 2 13

Tabela I. Charakterystyka pacjentek

142 Table 1. Patients characteristics
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pobranej na EDTA dodano 20 wl mieszaniny przeciwciat
CD4 FITC i CD25 PE oraz, dodatkowo, w celu detekeji leuko-
cytow, CD45 APC-Cy7 (BD, nr kat. 348815). Po 30 minutach
inkubacji (w temperaturze 4°C w ciemnoSci) komorki przeptu-
kano 2 ml zimnego buforu Flow Cytometry Staining Buffer
i odwirowano przez S minut przy 350 g, a nastepnie poddano
permeabilizacji przy uzyciu $wiezo przygotowanego buforu
(Fixation/Permeabilization Concentrate i Diluent w stosunku
1:3) przez 40 minut w temperaturze 4°C w ciemnosci. W na-
stepnych etapach komorki dwukrotnie przemywano 2 ml 1x
stezonym buforem Permeabilization Buffer oraz blokowano
przez dodanie 2 ul surowicy szczurzej (15 minut w tempera-
turze 4°C w ciemnosci) 1 poddawano inkubacji z przeciwcia-
tem anti-FOXP3 APC, przez 35 minut w temperaturze 4°C
w ciemnosci (a w przypadku kontroli izotypowej ze szczu-
rzym przeciwciatem IgG2a x APC). Po dwukrotnym przemy-
ciu 1x stezonym buforem Permeabilization Buffer i zawiesze-
niu w 0,5 ml buforu Flow Cytometry Staining Buffer komorki
poddano analizie cytometrycznej. W kazdym badaniu zbiera-
no 30 tys. limfocytow, wsrod ktorych zabramkowano komorki
CD4+, nastepnie podwdjnie pozytywne komorki CD4+*CD25*,
a w ostatnim etapie w ich obrebie (i wzgledem kontroli izo-
typowej) zaznaczono komdrki wykazujace ekspresje czynnika
transkrypcyjnego FOXP3.

ANALIZA STATYSTYCZNA

Rozkfad zmiennych w badanej grupie sprawdzono za pomo-
cq testu Shapiro-Wilka. Istotnos¢ statystyczng pomiedzy ko-
lejnymi oznaczeniami zmierzono testem Wilcoxona dla par
obserwacji. Za statystycznie istotng uznano warto$¢ p<0,05.
Analizy statystyczne przeprowadzono za pomocg programu
Statistica 8.0.

WYNIKI

Limfocyty T CD4*CD25*FOXP3* stwierdzono we wszyst-
kich pobranych probkach chorych na raka jajnika uczestni-
czacych w badaniu. Podczas pierwszych 3 cykli chemioterapii
zaobserwowano poczatkowe zmniejszenie odsetka limfocytow
T CD4+*CD25*FOXP3* wsrdd limfocytow T CD4+, niemniej
jednak réznica ta nie byta znamienna statystycznie (p=0,3)
(rys. 1, tabela 2). Nastepnie w miar¢ kontynuowania chemio-
terapii odsetek limfocytow T CD4*CD25*FOXP3+ wsrdd lim-
focytow T CD4* wzrastat i po 6. cyklu w stosunku do aktyw-
nosci po 3. cyklu chemioterapii byt statystycznie znamiennie
wiekszy (p=0,02).

OMOWIENIE

W niniejszym badaniu zaobserwowano zmniejszenie liczebno-
Sci limfocytow Treg we krwi obwodowej po 3. cyklach chemio-
terapii w porownaniu z iloScig Treg przed leczeniem, a nastep-
nie statystycznie znamienny wzrost liczebno$ci tej populacji
komorek po 6. cyklach chemioterapii u chorych leczonych
z powodu raka jajnika.
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Rys. 1. Odsetek limfocytow FOXP3* wsrdd limfocytow T CD4*
przed (pCH), po 3. (CH3) i 6. (CH6) cyklu chemioterapii

Fig. 1. Percentage of FOXP3* lymphocytes within CD4* lympho-
cytes prior to chemotherapy (pCH), after 3 (CH3) and after
6 (CH6) cycles of chemotherapy

(for 40 min in the dark at 4°C). Next, the cells were washed
twice by adding 1 x Permeabilization Buffer, blocked by nor-
mal rat serum (for 15 min in the dark at 4°C), and subsequent-
ly stained with antihuman FOXP3 APC antibody or rat [gG2a
« APC antibody (in the case of isotype control), for 35 min in
the dark at 4°C. After another washing step, the cells were sus-
pended in Flow Cytometry Staining Buffer and analyzed using
BD FACS Canto II flow cytometer and BD FACS Diva Soft-
ware (Becton Dickinson). In each sample, 3 x 104 lymphocytes
were collected and gated on SSC x CD45 APC-Cy7 dot-plot.
Next, the populations of CD4* FITC, CD25* PE and double-
positive CD4 and CD25 cells were distinguished among the
lymphocytes. Finally, the gate of FOXP3 positive cells was
established on the CD4*CD25* subpopulation. In addition to
the specific-stained cell analysis, the negative control was per-
formed for each sample, to measure autofluorescence and the
isotype control was performed to exclude non-specific staining
of the specific antibodies.

STATISTICAL ANALYSIS

The distribution of variables in the study group was checked by
the Shapiro-Wilk test. The statistical significance between the

(zas pobrania Liczha pacjentek Wartos¢p
Sampling period Number of patients | p value
Przed chemioterapia — pCHvs po CH3 | 13 p=0,382353
Prior to chemotherapy (pCH)

vs. after 3 ((H3) cycles

Po CH3 vs po CH6 6 p=0,027709
After 3 (CH3) vs. after 6 (CH6)

cycles of chemotherapy

Tabela 2. Zmiany liczebnosci populacji limfocytow Treg w za-
leznosci od liczby kursow chemioterapii
Table 2. Changes within Treg lymphocytes population regarding
the number of cycles of chemotherapy
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Dotychczas nie wyjasniono, jaki wptyw na populacje komorek
Treg moze mie¢ chemioterapia stosowana w raku jajnika.
Niektore cytostatyki wykazuja hamujacy wplyw na komorki
Treg. Zalicza si¢ do nich paklitaksel stosowany w terapii raka
jajnika. Paklitaksel w badaniach in vitro i na modelach zwie-
rz¢eych wykazywal zmniejszenie liczebnoSei Treg?*0. Oparta
na paklitakselu chemioterapia stosowana u chorych na raka
ptuca powoduje supresje aktywnosci i zmniejszenie Zywotno-
Sci limfocytow Treg w badaniu in vitro, nie wptywajac na ak-
tywnos$¢ i zywotno$¢ limfocytow T CD4+FOXP3+ (limfocytow
T efektorowych)©V. W badaniu tym zaobserwowano takze su-
presje czynno$ciowa Treg polegajaca na zmniejszeniu produk-
¢ji IL-10 1 TGF-B, ponadto nie stwierdzono wpiywu na wydzie-
lanie IL-2 i INF-y przez limfocyty T efektorowe, ktore biorg
udziat w odpowiedzi cytotoksycznej. Zjawisko zmiany liczeb-
noSci limfocytow Treg u pacjentek z rakiem jajnika poddawa-
nych chemioterapii nie zostafo jak dotad wyjasnione. Wedtug
wiedzy autoréw opublikowano tylko jedno doniesienie o zmia-
nach Treg po chemioterapii raka jajnika paklitakselem i karbo-
platyng u ludzi"®. W swojej pracy Wu i wsp. odnotowali ob-
nizenie aktywnosci Treg w dniach 12-14 po podaniu 1. cyklu
chemioterapii z udziatem paklitakselu i karboplatyny u chorych
z rakiem jajnika w stopniu zaawansowania III i IV, nie obser-
wujac roznic w aktywnoSci przed chemioterapig oraz w dniach
5-7125-28 po 1. cyklu chemioterapii. Uzyskane w niniejszej
pracy wyniki maja wstepny charakter i wydajg sie¢ uzupetniac
te obserwacje.

Mozna wnioskowac, ze chemioterapia w dluzszym okresie ob-
serwacji nie prowadzi do zmniejszenia liczebnosci populacji
limfocytow Treg, lecz ze wzgledu na wstepny charakter donie-
sienia, niewielka liczbe chorych i krdtki okres obserwacji nie
wiemy, jaki moze mie¢ to wplyw na przebieg choroby. Z ko-
lei zaobserwowane zmiany w populacji Treg moga wskazy-
wac na przydatnos¢ oznacze Treg u chorych na raka jajnika
poddawanych chemioterapii w celu monitorowania zjawiska
selektywnej supresji. Wzrost takiej supresji moze Swiadczy¢
0 potrzebie uzupetnienia klasycznej chemioterapii 0 immuno-
terapie lub by¢ przydatny w modyfikowaniu leczenia za pomo-
ca immunoterapii. Terapia immunologiczna choréb nowotwo-
rowych weigz znajduje si¢ w fazie badaf eksperymentalnych
i obejmuje migdzy innymi wzmocnienie odpowiedzi przeciw-
nowotworowej za pomocg szczepionek lub transferu komo-
rek cytotoksycznych!¢1%2132) Prgby eksperymentalnego lecze-
nia immunologicznego moga réwniez polega¢ na eliminacji
komorek Treg®*-%, migdzy innymi za pomocg przeciwcial
anty-CD25 (takich jak ONTAK - denileukin diftitox czy da-
klizumab), co ma wzmacnia¢ odpowiedZ przeciwnowotwo-
rowq 1 powodowac regresje guza. Zmniejszenie liczebnosci
Treg mozliwe jest takze przy zastosowaniu niskodawkowej
terapii cyklofosfamidem, ktora w badaniach na zwierz¢tach
poteguje efekt immunoterapii przeciwnowotworowej 637,
Poniewaz u czgSci pacjentek z rakiem jajnika, pomimo skoja-
rzonego leczenia radykalnego (chirurgicznego i chemiotera-
pii), dochodzi do wznowy choroby, konieczne jest wdrozenie
innych metod leczenia, np. terapii immunologicznej. Zrozu-
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groups was determined by the Wilcoxon test for paired sam-
ples. A p value <0.05 was considered statistically significant.
Statistical analyses were performed by Statistica 8.0 software.

RESULTS

CD4*CD25*FOXP3* T lymphocytes were detectable in all
the samples obtained from the patients in the study. After
3 chemotherapy courses, a decrease in the percentage of
CD4+*CD25*FOXP3* T lymphocytes among CD4, T lympho-
cytes was observed, but this difference was not of statistical
significance (p=0.3) (fig. 1, table 2). After continued chemo-
therapy, the percentage of CD4*CD25*FOXP3* T lympho-
cytes among CD4* T lymphocytes increased and after 6 cycles
was higher than after 3 chemotherapy cycles and this difference
was statistically significant (p=0.02).

DISCUSSION

In our study we observed that the Treg lymphocyte levels of
ovarian cancer patients decreased after 3 courses of chemo-
therapy with no statistical significance (p=0.3). After 6 chemo-
therapy courses, it then increased to a statistically significant
degree. So far it is unclear how chemotherapy treatment influ-
ences Treg cell populations in patients with ovarian cancer.
Some cytotoxic agents may have an inhibiting influence on Treg
cells. One of them is paclitaxel which is used in ovarian can-
cer treatment. Paclitaxel has been shown to decrease Treg levels
both in animal models and in vitrro®=9. In those studies pacli-
taxel lead to Treg cell activity suppression as well as decreased
vivacity in vitro without impact on the activity and vivacity of
CD4+*FOXP3* T lymphocytes (effector T lymphocytes). The
functional degree of suppression of Treg cells was also discov-
ered as measured by decreased IL-10 and TGF-p production
without influencing the production of IL-2 and INF-y by ef-
fector T lymphocytes which are responsible for the cytotoxic
response. Paclitaxel-based chemotherapy in the treatment of
lung cancer patients also decreased Treg number after treat-
ment®Y. The phenomenon of changing Treg levels in patients
undergoing chemotherapy for ovarian cancer has not been suf-
ficiently studied. In fact, to our knowledge, until now, only one
study addressing Treg level changes in cases of paclitaxel/car-
boplatin chemotherapy treated ovarian cancer has been pub-
lished™. In the study conducted by Wu et al., decreased Treg
activity was observed on days 12-14 after the first paclitaxel/
carboplatin regimen administration in FIGO IIT and IV ovar-
ian cancer patients. There were no significant differences,
however, between Treg levels prior to therapy, after 5-7 days, or
after 25-28 days. Our results are preliminary, but would seem
to support and complete the above mentioned study.

Data from our study suggests that longer-lasting chemotherapy
would not lead to a decrease in the Treg cell population. Our re-
sults, however, are preliminary; since the number of patients in
the study was small and the observation period short, we do not
know whether there was any impact on the course of the dis-
ease. However, the Treg cell population changes do suggest that

CURR. GYNECOL. ONCOL. 2011, 9 (3), p. 139-146




ARTYKUE REDAKCYJNY/EDITORIAL

w chorobie nowotworowej wydaje si¢ kluczowe dla opracowy-
wania nowych sposobow leczenia tych chorob.

WNIOSKI

Badanie populacji Treg moze by¢ przydatne do oceny wplywu
chemioterapii na uktad odpornoSciowy gospodarza podczas
leczenia systemowego chorych na raka jajnika.
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