
139

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

artykuł redakcyjny 
EditORiaL

Michał Wiśniewski1, Krzysztof Koper2, Ewelina Łukaszewska3, 
Wojciech Jóźwicki3, Wiesława Windorbska4,  
Magdalena Dutsch-Wicherek5, Łukasz Wicherek2

Zmiany w populacji limfocytów treg podczas chemioterapii u chorych  
na raka jajnika
Changes in the treg lymphocyte population levels in patients being treated for ovarian cancer 
with chemotherapy
Изменения в популяции лимфоцитов Трег во время химиотерапии у больных  
с раком яичника
1  Oddział Chemioterapii Centrum Onkologii im. Franciszka Łukaszczyka w Bydgoszczy
2  Klinika Ginekologii Onkologicznej Centrum Onkologii im. Franciszka Łukaszczyka w Bydgoszczy, Katedra i Klinika Ginekologii Onkologicznej 

i Pielęgniarstwa Ginekologicznego CM w Bydgoszczy
3  Zakład Patologii Guza i Patomorfologii Centrum Onkologii im. Franciszka Łukaszczyka w Bydgoszczy
4  Oddział Teleradioterapii Centrum Onkologii im. Franciszka Łukaszczyka w Bydgoszczy
5  Poradnia Laryngologiczna Centrum Onkologii im. Franciszka Łukaszczyka w Bydgoszczy
Correspondence to: Dr hab. n. med. Łukasz Wicherek, prof. UMK, Oddział Kliniczny Ginekologii i Onkologii CO im. F. Łukaszczyka,  
ul. Romanowskiej 2, 85-796 Bydgoszcz, tel. 52 374 33 99, 52 374 38 74, e-mail: mowicher@cyf-kr.edu.pl
Podziękowanie
Autorzy składają podziękowania Dr. n. med. Zbigniewowi Pawłowiczowi, dyrektorowi Centrum Onkologii im. Franciszka Łukaszczyka w Bydgoszczy 
– za stworzenie warunków do pracy naukowej i okazane wsparcie, a także Prof. dr. hab. n. med. Jerzemu Stelmachowowi – za cenne wskazówki i słowa 
wsparcia w pracy naukowej. Ponadto dziękują Christine Maisto za pomoc w przygotowaniu manuskryptu.
Acknowledgments 
The authors would like to thank Dr. Zbigniew Pawłowicz – for generating the conditions advantageous for our research, and Professor J. Stelmachów 
– for his advice, helpful discussions, and friendly words of support. Lastly, authors would like to thank Christine Maisto for her assistance.
Source of financing: Department own sources

Streszczenie 
Limfocyty regulatorowe T CD4+CD25+FOXP3+ (komórki Treg) odgrywają istotną rolę w mechanizmach nadzoru i tole-
rancji immunologicznej, hamując odpowiedź cytotoksyczną układu odpornościowego. Wykazano, że w trakcie rozwoju cho-
roby nowotworowej liczebność limfocytów Treg wzrasta. Obecność nacieków z limfocytów Treg w mikrośrodowisku guza 
wiąże się z gorszym rokowaniem, a wzrost populacji komórek Treg we krwi obwodowej koreluje z progresją raka jajnika. 
W niniejszym badaniu sprawdzano wpływ chemioterapii stosowanej u chorych z rakiem jajnika na liczebność 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 pomocą cytometrii przepływowej. Podczas pierwszych 3 cykli chemioterapii zaobserwowano  
początkowe zmniejszenie odsetka limfocytów T CD4+CD25+FOXP3+ wśród limfocytów T CD4+, niemniej jednak róż-
nica ta nie była znamienna statystycznie (p=0,3). Następnie w miarę kontynuowania chemioterapii odsetek limfocytów  
T CD4+CD25+FOXP3+ wśród limfocytów T CD4+ wzrastał i po 6. cyklu w stosunku do aktywności po 3. cyklu chemiote-
rapii był statystycznie znamiennie większy (p=0,02). Autorzy wnioskują, że badanie populacji Treg może być przydatne do 
oceny wpływu chemioterapii na układ odpornościowy gospodarza podczas leczenia systemowego chorych na raka jajnika.
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WSTĘP

Limfocyty regulatorowe T CD4+CD25+FOXP3+ (komórki 
Treg) odgrywają istotną rolę w mechanizmach nad zoru 
i tolerancji immunologicznej. Komórki te są zdolne do 

ograniczenia aktywności limfocytów T (CD4+, CD8+), komó-
rek dendrytycznych oraz komórek NK (natural killer). Pełnią one 
kluczową funkcję w kontroli natężenia procesów odpornościo-
wych, hamując odpowiedź cytotoksyczną układu odpornościo-
wego(1). Zmniejszenie aktywności komórek Treg obserwuje się 
w chorobach autoimmunologicznych, z kolei w trakcie rozwoju 
choroby nowotworowej liczebność tej populacji komórek ukła-
du odpornościowego wzrasta(1,2). Komórki te są również odpo-
wiedzialne za powstanie zjawiska tolerancji immunologicznej 
matki względem antygenów płodu(3-8). Podczas rozwoju ciąży 
stwierdza się wzrost liczebności Treg w doczesnej oraz we krwi 
obwodowej matki. Jeszcze przed implantacją jaja płodowego 
w doczesnej w kolejnych fazach cyklu miesiączkowego obser-
wuje się zmiany w nacieku Treg do doczesnej. Prawdopodobnie  

INTRODUCTION

Regulatory T lymphocytes CD4+CD25+FOXP3+ play 
a major role in immune system surveillance and toler-
ance. 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(1). 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(1,2). Additionally, Treg cells are respon-
sible for immune tolerance of fetal antigens by the mother’s 
immune system(3-8). 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 

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

Coдержание 
Лимфоциты регуляторы Т КД4+КД25+ФОИксП3+ (клетки Трег) играют существенную роль в механизмах наблю-
дения и иммунологической выносливости, задерживая цитологический ответ сопротивляемой системы. Доказано, 
что во время развития заболевания связанного с новообразованиями количество лимфоцитов Трег увеличивается. 
Наличие инфильтратов из лимфоцитов Трег в микросреде опухоли связано с неудачным прогнозированием, 
а увеличение популяции клеток Трег в периферической крови соотносится с прогрессией рака яичника. В пред-
ставленном исследовании рассматривается влияние химиотерапии применяемой у больных страдающих раком 
яичника на количество популяции Трег в периферической крови. Для этого процент Трег в крови проверялся до, 
после трех и после шести курсов химиотерапии (ТК – 13, КП – 1, ТПТ – 1 больная) при помощи проточной цито-
метрии. Во время первых трех циклов химиотерапии сначала наблюдалось уменьшение процента лимфоцитов 
Т КД4+КД25+ФОИксП3+ среди лимфоцитов Т КД4+, тем не менее эта разница статистически не была существен-
ной (п=0,3). Затем, по мере продолжения химиотерапии, процент лимфоцитов Т КД4+КД25+ФОИксП3+ среди 
лимфоцитов Т КД4+ увеличивался и после шестого цикла при сравнении с активностью после третьего цикла 
химиотерапии был статистически более знаменательным (п=0,02). Авторы делают вывод, что исследование 
популяции Трег может быть полезно для оценки влияния химиотерапии на иммунологическую систему хозяина 
во время системного лечения больных с раком яичника. 
 
Ключевые слова: лимфоциты КД4+КД25+ФОИксП3+, Трег, рак яичника, химиотерапия, иммунологическая вынос-
ливость
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odpowiadają one za chwilową, selektywną supresję układu od-
pornościowego w okresie około owulacyjnym i podczas okien-
ka implantacyjnego. Ponieważ mechanizmy molekularne wa-
runkujące powstanie tole rancji immunologicznej w ciąży są 
podobne do tych, które warunkują ucieczkę guza nowotwo-
rowego spod nadzoru układu immunologicznego, sugeruje 
się, że zmiany w liczebności populacji Treg w mikrośrodowi-
sku raka mogą doprowadzać do zmian natężenia selektyw-
nej supresji towarzyszącej rozwojowi raka(1). W ciąży proces 
selektywnej supresji odpowiedzi układu odpor nościowego 
matki podlega pełnej kontroli i jest odwracalny (fluktuacyj-
nie zmienia się w cyklu miesiączkowym i podczas kolejnych 
etapów rozwoju ciąży), natomiast w chorobie nowotworowej 
odnotowuje się stały wzrost natężenia tego procesu. Zauwa-
żono, że obecność nacieków z limfocytów Treg w mikrośrodo-
wisku guza wiąże się z gorszym rokowaniem(9-11). Wzrost po-
pulacji komórek Treg we krwi obwodowej koreluje z progresją 
zarówno raka jajnika, jak i innych nowotworów(12,13). Wzrost 
ekspresji FOXP3+ może być niezależnym czynnikiem progno-
stycznym przeżycia całkowitego pacjentek z rakiem jajnika(14). 
Leczenie raka jajnika pozostaje nierozwiązanym problemem 
klinicznym – zastosowanie radykalnego leczenia chirurgiczne-
go oraz uzupełniającej chemioterapii nie przynosi satysfakcjo-
nujących rezultatów leczenia u wszystkich chorych(15). Z tego 
względu nadal poszukuje się sposobów na poprawę wyników 
leczenia. Jednym z nich może być immunoterapia(16-21), trudno 
jednak ustalić właściwy moment dla jej rozpoczęcia. Wciąż nie 
wiadomo, czy immunoterapia ma być leczeniem samodziel-
nym, czy terapią uzupełniającą leczenie chirurgiczne lub che-
mioterapię.
W ostatnich badaniach autorzy niniejszej pracy, monitorując 
poziom natężenia selektywnej supresji układu odpornościo-
wego za pomocą oceny liczebności populacji komórek Treg we 
krwi obwodowej, obserwowali, w jaki sposób leczenie chirur-
giczne oddziałuje na zmniejszenie natężenia tego procesu(22).  
Wydaje się, iż zwiększenie radykalizmu zabiegu chirurgicz-
nego w raku jajnika wpływa na odzyskanie przez układ od-
pornościowy zdolności do skutecznej kontroli choroby nowo-
tworowej(23,24). Ponadto monitorowanie stopnia selektywnej 
supresji układu odpornościowego może wskazać właściwy mo-
ment rozpoczęcia immunoterapii. Wyniki badań na modelach 
zwierzęcych świadczą, iż włączenie immunoterapii w okresie 
okołooperacyjnym poprawia wyniki leczenia(25). Do dziś nie 
stwierdzono, w jaki sposób chemioterapia wpływa na układ 
odpornościowy gospodarza. Z dotychczasowych badań wyni-
ka, że rekonstrukcja odpowiedzi układu odpornościowego po 
zastosowaniu chemioterapii jest możliwa, ale znacznie wy-
dłużona w czasie(26,27). Nie ma też praktycznego sposobu na 
monitowanie odpowiedzi układu odpornościowego w trakcie  
chemioterapii. Z tego względu ustalenie roli, jaką odgrywają  
komórki Treg w rozwoju choroby nowotworowej, a przede 
wszystkim związku pomiędzy odpowiedzią na leczenie a pozio-
mem selektywnej supresji, może pozwolić na poprawę wyników 
leczenia. W niniejszej pracy autorzy postanowili ocenić poziom 
Treg w surowicy chorych podczas kolejnych kursów chemiote-
rapii w raku jajnika.

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(1). 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(9-11) and that 
an increase in Treg cells in the peripheral blood correlates with 
the progression of ovarian and other types of cancers(12,13). An 
increase in FOXP3 expression may be an independent prog-
nostic factor for survival in patients with ovarian cancer(14). 
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(15), 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(16-21). 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(22). It would seem 
that by expanding the radicalism of the surgical procedure, the 
immune system surveillance could be recovered for successive 
tumor control(23,24). 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(25). 
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(26,27). 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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MATERIAŁ I METODY

Badaniem objęto pacjentki z rakiem jajnika poddawane che-
mioterapii w Centrum Onkologii im. F. Łukaszczyka w Byd-
goszczy pomiędzy październikiem 2010 a majem 2011 roku. 
Charakterystykę chorych przedstawiono w tabeli 1. Włączone 
do badania chore były pierwotnie leczone chirurgicznie w Kli-
nice Ginekologii Onkologicznej CO w Bydgoszczy, a następnie 
otrzymywały chemioterapię z powodu wznowy lub progresji 
cho roby na Oddziale Chemioterapii CO w Bydgoszczy (tabe-
la 1). Średni wiek pacjentek wynosił 61 lat (39-75 lat). U więk-
szości stosowano chemioterapię wg schematu TK (paklitaksel 
+ karboplatyna), pozostałe schematy to PC (cyklofosfamid 
+ cisplatyna) – 1 chora oraz topotekan – 1 chora. W celu okre-
ślenia odsetka limfocytów T CD4+CD25+FOXP3+ we krwi ob-
wodowej pacjentkom pobierano krew do probówki na EDTA 
w następujących odstępach czasu: przed chemioterapią, po 
3. cyklu oraz po 6. cyklu chemioterapii. U 13 kobiet uzyskano 
wyniki przed i po 3. seriach chemioterapii, u 6 pacjentek – po 3. 
i 6. cyklu chemioterapii.

CYTOMETRIA PRZEPŁYWOWA

Próbki do cytometrycznej analizy limfocytów Treg zosta-
ły przygotowane z użyciem kitu firmy eBioscience, Human 
Regulatory T Cell Staining Kit (nr kat. 88-8998), zgodnie 
z instrukcją dostarczoną przez producenta. Do 100 µl 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 µl of blood, 15 µl of CD4 FITC and 
CD25 PE cocktail, and 5 µl 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
Number of patients

% pacjentek
Patients % 

FIGO I 2 13

II 1 6,6

III 11 73,3

IV 1 6,6

cecha G guza
tumor G score

G2 4 26,6

G3 5 33,3

G nieokreślone
G unknown

6 40

Schemat chemioterapii
Chemotherapy regimen

TK (paklitaksel + karboplatyna)
tK (paclitaxel + carboplatin)

13 86,6

PC (cyklofosfamid + karboplatyna)
PC (cyclophosphamide + carboplatin)

1 6,6

TPT (topotekan)
tPt (topotecan)

1 6,6

typ histologiczny
Cancer histology

Cystadenocarcinoma serosum + papillare 7 46,6

Adenocarcinoma (pozostałe, w tym male differentiatum)
adenocarcinoma (unspecified including male differentiatum)

7 46,6

Carcinoma 2 13

Tabela 1. Charakterystyka pacjentek
Table 1. Patients characteristics
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(for 40 min in the dark at 4°C). Next, the cells were washed 
twice by adding 1× 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 IgG2a 
κ 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, 3×104 lymphocytes 
were collected and gated on SSC × 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 

pobranej na EDTA dodano 20 µl mieszaniny przeciwciał 
CD4 FITC i CD25 PE oraz, dodatkowo, w celu detekcji leuko-
cytów, CD45 APC-Cy7 (BD, nr kat. 348815). Po 30 minutach 
inkubacji (w temperaturze 4°C w ciemności) komórki przepłu-
kano 2 ml zimnego buforu Flow Cytometry Staining Buffer 
i odwirowano przez 5 minut przy 350 g, a następnie poddano 
permeabilizacji przy użyciu świeżo przygotowanego buforu 
(Fixation/Permeabilization Concentrate i Diluent w stosunku 
1:3) przez 40 minut w temperaturze 4°C w ciemności. W na-
stępnych etapach komórki dwukrotnie przemywano 2 ml 1× 
stężonym buforem Permeabilization Buffer oraz blokowano 
przez dodanie 2 µl surowicy szczurzej (15 minut w tempera-
turze 4°C w ciemności) i poddawano inkubacji z przeciwcia-
łem anti-FOXP3 APC, przez 35 minut w temperaturze 4°C  
w ciemności (a w przypadku kontroli izotypowej ze szczu-
rzym przeciwciałem IgG2a κ APC). Po dwukrotnym przemy-
ciu 1× stężonym buforem Permeabilization Buffer i zawiesze-
niu w 0,5 ml buforu Flow Cytometry Staining Buffer komórki 
poddano analizie cytometrycznej. W każdym badaniu zbiera-
no 30 tys. limfocytów, wśród których zabramkowano komórki 
CD4+, następnie podwójnie pozytywne komórki CD4+CD25+, 
a w ostatnim etapie w ich obrębie (i względem kontroli izo-
typowej) zaznaczono komórki wykazujące ekspresję czynnika 
transkrypcyjnego FOXP3.

ANALIZA STATYSTYCZNA

Rozkład zmiennych w badanej grupie sprawdzono za pomo-
cą testu Shapiro-Wilka. Istotność statystyczną pomiędzy ko-
lejnymi oznaczeniami zmierzono testem Wilcoxona dla par 
obserwacji. Za statystycznie istotną uznano wartość p<0,05. 
Analizy statystyczne przeprowadzono za pomocą programu 
Statistica 8.0.

WYNIKI

Limfocyty T CD4+CD25+FOXP3+ stwierdzono we wszyst-
kich pobranych próbkach chorych na raka jajnika uczestni-
czących w badaniu. Podczas pierwszych 3 cykli chemioterapii  
zaobserwowano początkowe zmniejszenie odsetka limfocytów 
T CD4+CD25+FOXP3+ wśród limfocytów T CD4+, niemniej 
jednak różnica ta nie była znamienna statystycznie (p=0,3) 
(rys. 1, tabela 2). Następnie w miarę kontynuowania chemio-
terapii odsetek limfocytów T CD4+CD25+FOXP3+ wśród lim-
focytów T CD4+ wzrastał i po 6. cyklu w stosunku do aktyw-
ności po 3. cyklu chemioterapii był statystycznie znamiennie 
większy (p=0,02).

OMÓWIENIE

W niniejszym badaniu zaobserwowano zmniejszenie liczebno-
ści limfocytów Treg we krwi obwodowej po 3. cyklach chemio-
terapii w porównaniu z ilością Treg przed leczeniem, a następ-
nie statystycznie znamienny wzrost liczebności tej populacji 
komórek po 6. cyklach chemioterapii u chorych leczonych 
z powodu raka jajnika.
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Rys. 1.  Odsetek limfocytów FOXP3+ wśród limfocytów 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

czas pobrania
Sampling period

Liczba pacjentek
Number of patients

Wartość p
p value

Przed chemioterapią – pCH vs po CH3
Prior to chemotherapy (pCH)  
vs. after 3 (CH3) cycles

13 p=0,382353

Po CH3 vs po CH6
after 3 (CH3) vs. after 6 (CH6)  
cycles of chemotherapy

6 p=0,027709

Tabela 2.  Zmiany liczebności populacji limfocytów Treg w za-
leżności od liczby kursów chemioterapii

Table 2.  Changes within Treg lymphocytes population regarding 
the number of cycles of chemotherapy
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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 vitro(28-30). 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-β production 
without influencing the production of IL-2 and INF-γ 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(31). 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(18). 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 III 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 

Dotychczas nie wyjaśniono, jaki wpływ na populację komórek 
Treg może mieć chemioterapia stosowana w raku jajnika.
Niektóre cytostatyki wykazują hamujący wpływ na komórki 
Treg. Zalicza się do nich paklitaksel stosowany w terapii raka 
jajnika. Paklitaksel w badaniach in vitro i na modelach zwie-
rzęcych wykazywał zmniejszenie liczebności Treg(28-30). Oparta 
na paklitakselu chemioterapia stosowana u chorych na raka 
płuca powoduje supresję aktywności i zmniejszenie żywotno-
ści limfocytów Treg w badaniu in vitro, nie wpływając na ak-
tywność i żywotność limfocytów T CD4+FOXP3+ (limfocytów 
T efektorowych)(31). W badaniu tym zaobserwowano także su-
presję czynnościową Treg polegającą na zmniejszeniu produk-
cji IL-10 i TGF-β, ponadto nie stwierdzono wpływu na wydzie-
lanie IL-2 i INF-γ przez limfocyty T efektorowe, które biorą 
udział w odpowiedzi cytotoksycznej. Zjawisko zmiany liczeb-
ności limfocytów Treg u pacjentek z rakiem jajnika poddawa-
nych chemioterapii nie zostało jak dotąd wyjaśnione. Według 
wiedzy autorów opublikowano tylko jedno doniesienie o zmia-
nach Treg po chemioterapii raka jajnika paklitakselem i karbo-
platyną u ludzi(18). W swojej pracy Wu i wsp. odnotowali ob-
niżenie aktywności Treg w dniach 12-14 po podaniu 1. cyklu 
chemioterapii z udziałem paklitakselu i karboplatyny u chorych 
z rakiem jajnika w stopniu zaawansowania III i IV, nie obser-
wując różnic w aktywności przed chemioterapią oraz w dniach 
5-7 i 25-28 po 1. cyklu chemioterapii. Uzyskane w niniejszej 
pracy wyniki mają wstępny charakter i wydają się uzupełniać 
te obserwacje.
Można wnioskować, że chemioterapia w dłuższym okresie ob-
serwacji nie prowadzi do zmniejszenia liczebności populacji 
limfocytów Treg, lecz ze względu na wstępny charakter donie-
sienia, niewielką liczbę chorych i krótki okres obserwacji nie 
wiemy, jaki może mieć to wpływ na przebieg choroby. Z ko-
lei zaobserwowane zmiany w populacji Treg mogą wskazy-
wać na przydatność oznaczeń Treg u chorych na raka jajnika 
poddawanych chemioterapii w celu monitorowania zjawiska 
selektywnej supresji. Wzrost takiej supresji może świadczyć 
o potrzebie uzupełnienia klasycznej chemioterapii o immuno-
terapię lub być przydatny w modyfikowaniu leczenia za pomo-
cą immunoterapii. Terapia immunologiczna chorób nowotwo-
rowych wciąż znajduje się w fazie badań eksperymentalnych 
i obejmuje między innymi wzmocnienie odpowiedzi przeciw-
nowotworowej za pomocą szczepionek lub transferu komó-
rek cytotoksycznych(16,19-21,32). Próby eksperymentalnego lecze-
nia immunologicznego mogą również polegać na eliminacji 
komórek Treg(33-35), między innymi za pomocą przeciwciał 
anty-CD25 (takich jak ONTAK – denileukin diftitox czy da-
klizumab), co ma wzmacniać odpowiedź przeciwnowotwo-
rową i powodować regresję guza. Zmniejszenie liczebności 
Treg możliwe jest także przy zastosowaniu niskodawkowej  
terapii cyklofosfamidem, która w badaniach na zwierzętach 
potęguje efekt immunoterapii przeciwnowotworowej(36,37). 
Ponieważ u części pacjentek z rakiem jajnika, pomimo skoja-
rzonego leczenia radykalnego (chirurgicznego i chemiotera-
pii), dochodzi do wznowy choroby, konieczne jest wdrożenie 
innych metod leczenia, np. terapii immunologicznej. Zrozu-
mienie zjawisk zachodzących w układzie immunologicznym 
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the Treg level estimation could be used in chemotherapy treated 
ovarian cancer patients for immune system selective suppres-
sion monitoring. An increase in the suppression level could 
either indicate the need to complement classical chemotherapy 
with immunotherapy or be useful for immunotherapy modifi-
cation. Immunotherapy is so far an experimental treatment and 
relies on immune system enhancement by vaccination or adop-
tive cytotoxic cell transfer(16,19-21,32). Efforts in experimental im-
munotherapy may also rely on Treg cell elimination(33-35). This 
can be achieved through antibodies against CD25 antigen (such 
as ONTAK – denileukin diftitox or daclizumab) which can in-
tensify the antitumor response and cause tumor regression. 
Low-dose cyclophosphamide therapy may decrease the quan-
tity of Treg cells and, as shown in animals, can actualize the ef-
fects of antitumor immunotherapy(36,37). Because some groups 
of ovarian cancer patients experience a recurrence of the disease 
in spite of radical treatment (surgery and chemotherapy) there 
is a real need for alternative therapeutic procedures such as im-
munotherapy. Understanding the immune system mechanisms 
at work in cancerous diseases is therefore critical for the devel-
opment of new treatment strategies.

CONCLUSION

A measurement of Treg cell population may be useful for esti-
mating the impact of chemotherapy on the host immune system 
during the systemic treatment of patients with ovarian cancer.

w chorobie nowotworowej wydaje się kluczowe dla opracowy-
wania nowych sposobów leczenia tych chorób.

WNIOSKI

Badanie populacji Treg może być przydatne do oceny wpływu 
chemioterapii na układ odpornościowy gospodarza podczas 
leczenia systemowego chorych na raka jajnika.
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