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INFORMACJE O ARTYKULE ABSTRACT
Historia artykutu: B7-H1, B7-H2 and B7-H4 molecules play various roles in the adaptive immune system and
Otrzymano: 02.04.2012 are broadly expressed on many cells, especially those localized in cancer tissue. The aim of
Zaakceptowano: 05.06.2012 the study was to assess the surface expression of B7-H1, B7-H2 and B7-H4 molecules on the
Dostepne online: 09.06.2012 mature dendritic cells (DC) generated from peripheral blood monocytes of laryngeal cancer
patients and healthy donors. Material and methods: Forty-four male patients treated
Stowa kluczowe: surgically for squamous cell carcinoma of the larynx were included in the study. Peripheral
e rak krtani blood from twelve healthy male donors was used as a control. Mononuclear cells were
e B7-H1 separated from all individuals by density gradient centrifugation, incubated with anti-CD14
e B7-H2 microbeads, and passed through MACS separation columns. The CD14 positive cell popu-
e B7-H4 lation was used to prepare monocyte derived DC. Laryngeal cancer tissue was obtained from
e komoérki dendrytyczne patients during surgical treatment and homogenized to prepare tumor cell lysates for

further stimulation. We evaluated with the use of flow cytometry method the percentage
of cells with an expression and mean fluorescent intensity (MFI) of surface markers, such as:

Keywords:

o Laryngeal cancer CD83, B7-H1, B7-H2, B7-H4. Results: Our study revealed that the percentage of mature
o B7-H1 dendritic cells, stimulated with autologous tumor cell lysates, with the expression of B7-H1
o B7-H2 molecule in patients was lower than in healthy donors (61.81 + 25.58% vus 93.02 + 4.63%,

o B7-H4 p =0.007). In laryngeal cancer patients, the percentage of CD83+/B7-H2+ cells was higher
than in healthy individuals (18.32 + 10.74% vs 2.89 + 0.43%, p = 0.019). Conclusions: Thereis
a relation between the presence of laryngeal cancer and the expression of B7 family
molecules.

e Dendritic cells
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Rak krtani jest obecnie najczesciej wystepujacym nowotwo-
rem zloSliwym w obrebie glowy i szyi, szczegdlnie u mez-
czyzn, u ktérych stanowi istotng przyczyne $miertelnosci [1].
Jego dominujgcym typem histologicznym jest rak ptaskona-
btonkowy [2]. Do radykalnych metod terapii raka krtani
zaliczamy leczenie chirurgiczne i radioterapie. W zaawanso-
wanych stanach stosuje sie leczenie skojarzone [3]. Wybér
metody jest indywidualny, a efekty mimo ciggltego rozwoju
i doskonalenia klasycznych metod terapii pozostajg niezado-
walajace [4, 5].

Przeprowadzone w ostatnim dziesiecioleciu badania kli-
niczne wskazujg na istotng role czynnikéw immunologicz-
nych w przebiegu choroby nowotworowej u ludzi [6].
Niezadowalajgce wyniki leczenia, zwtlaszcza zaawansowa-
nych rakéw krtani, sktaniajg do podjecia badan nad opraco-
waniem efektywnych programéw immunoterapeutycznych
w ramach radykalnego leczenia skojarzonego. Podjeto liczne
tego typu préby terapeutyczne m.in. z wykorzystaniem
komérek dendrytycznych [7]. Niestety, nadal opracowanie
optymalnej metody leczniczej przy uzyciu komodrek dendry-
tycznych (DC) nie zostalo osiggniete, miedzy innymi z po-
wodu niedoktadniej znajomos$ci biologii DC i wplywu
antygenéw nowotworowych na ich funkcje oraz ekspresje
molekut kostymulujgcych, niezwykle istotnych w inter-
akcjach DC z innymi komérkami [8].

Molekuty B7-H1, B7-H2 i B7-H4 nalezg do nowo odkrytych
biatek immunomodulujacych z rodziny B7. Molekuta B7-H1
wykazuje wlasciwosci hamujgce wzgledem odpowiedzi
immunologicznej ze strony limfocytéw T [9]. Molekuta
B7-H2, biorgca udziat w interakcji z antygenem CD28, jest
kluczowa dla wzbudzania pierwotnej odpowiedzi immuno-
logicznej ze strony ludzkich limfocytéw T na antygeny
allogeniczne oraz pobudzania komoérek pamieci [10]. Mole-
kuta B7-H4 natomiast zostata zidentyfikowana w 2003 r.
jako czasteczka kostymulujgca, istotna w hamowaniu
proliferacji limfocytow T oraz blokowaniu wytwarzania
cytokin przez subpopulacje Thl i Th2. Jej wysoka ekspre-
sja na powierzchni komoérek niektérych nowotworéw
powoduje, ze moze zostac¢ uznana za marker karcynogenezy
[11]. Dotychczas nie oceniano ekspresji wymienionych
molekut na komoérkach dendrytycznych u oséb chorych
na ptaskonabtonkowego raka krtani. Analiza ta wydaje
sie niezbedna z kilku powoddéw: pozwoli oceni¢, czy od
pacjentéw z rakiem krtani mozna wygenerowaé w petni
sprawne immunologicznie DC, odpowiadajgce na anty-
geny nowotworowe, czy stymulowane lizatami komoérek
nowotworowych DC pacjentéw réznig sie od DC zdro-
wych dawcéw oraz ktére DC bedg bardziej efektywne
w odpowiedzi przeciwnowotworowej - auto- czy alloge-
niczne.

Celem pracy byta ocena ekspresji czasteczek B7-H1, B7-H2
i B7-H4 na powierzchni dojrzatych komérek dendrytycznych
generowanych z monocytéw krwi obwodowej chorych na
raka krtani i zdrowych dawcdéw. Ekspresje molekut oceniono
zar6wno po stymulacji dojrzewania DC autologicznymi
lizatami komérek nowotworowych, jak réwniez na niesty-
mulowanych DC zdrowych dawcéw.

Materiatl i metody
Charakterystyka chorych na raka krtani

Materiat do badan uzyskano od 44 nieleczonych uprzednio
chorych ptci meskiej, z rozpoznanym ptaskonabtonkowym
rakiem krtani, zakwalifikowanych do zabiegu operacyjnego
celem resekcji nowotworu. Chorzy byli hospitalizowani
w Katedrze i Klinice Otolaryngologii i Onkologii Laryngolo-
gicznej Uniwersytetu Medycznego w Lublinie w latach
2006-2010. Wiek badanych chorych wahat sie od 41 do 73 lat
(Srednia 59,78 + 13,42).

Charakterystyka grupy kontrolnej

Grupe kontrolng stanowito 12 zdrowych mezczyzn, ktérych
wiek miescit sie w podobnych granicach do wieku pacjen-
téw — od 45 do 71 lat (Srednia 54,39 + 12,83).

Wszystkie osoby, zaréwno z grupy badanej jak i z grupy
kontrolnej, w okresie 1 miesigca poprzedzajacego pobranie
materiatu nie przechodzily infekcji, nie stosowaty antybioty-
koterapii oraz innych lekéw moggcych mie¢ wptyw na uktad
immunologiczny, nie miaty takze wykonywanej transfuzji
krwi. Z badan wykluczono osoby zgtaszajagce w wywiadzie
choroby alergiczne.

Badania zostaty wykonane zgodnie z protokotem zaakcep-
towanym przez Komisje Bioetyczng przy Uniwersytecie
Medycznym w Lublinie.

Materiat do badan

Materiat badany stanowita krew obwodowa pobierana
z zyty odlokciowej w ilosci 20 ml do jatowych strzykawek
zawierajacych heparyne sodowsg (Polfa, Warszawa) w iloSci
20 j/ml krwi. Wykorzystano jg do izolacji komérek mononu-
klearnych. Od chorych na raka krtani podczas zabiegu
operacyjnego uzyskano materiat tkankowy z guza, ktéry po
poddaniu homogenizacji, stuzyt do stymulacji komdrek den-

drytycznych.

Izolacja komoérek mononuklearnych z krwi
obwodowej

Krew obwodowg rozcienczano 0,9% zbuforowanym roztwo-
rem soli fizjologicznej PBS bez soli wapnia i magnezu
(Biochrome AG, Niemcy) w stosunku 1:1. Rozcienczong krew
nawarstwiano na 3ml Gradisolu L (Aqua Medica, Polska)
o ciezarze wtasciwym 1,077 g/ml. Krew wirowano w gra-
diencie gestosci przez 20 minut przy przyspieszeniu 700 xg.
Uzyskang frakcje komorek jednojgdrzastych zbierano
i dwukrotnie ptukano przez 5 minut w roztworze PBS bez
jondéw Ca2+ i Mg2+. Nastepnie wyptukane komérki zawie-
szano w 1 ml PBS bez jonéw Ca2+ i Mg2+ oraz okreslano ich
liczebnos¢ i zywotnos¢.
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