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Streszczenie_

Wprowadzenie

Hamulce immunologiczne (immune checkpoints), zwane tez punktami
kontrolnymi, to zespét szlakéw hamujacych, wbudowanych w system
odpornoéciowy, kluczowych dla utrzymania tolerancji tkanek wtasnych.
Jednakze ostatnie badania podkre$laja rowniez role hamulcow

immunologicznych w karcynogenezie.

Cel pracy

Celem pracy byta ocena zwiazku pomiedzy ekspresja hamulcow
immunologicznych: CTLA-4 [cytotoxic T lymphocyte associated antigen 4
(antygen 4 zwiazany z cytotoksycznym limfocytem T)] i PD-1 [programmed
cell death protein 1 (biatko 1 programowanej $mierci komorki)] na
limfocytach T CD 8+ w surowicy w okresie okotooperacyjnym u chorych na
wczesnego raka piersi a wybranymi czynnikami kliniczno-
histopatologicznymi.

Cele szczegétowe badania to:

1. Ocena wybranych hamulcéw immunologicznych (CTLA-4, PD-1) przed
zabiegiem operacyjnym na limfocytach T CD 8+ surowicy chorych na
raka piersi oraz u kobiet zdrowych.

2. Ocena zwigzku wybranych hamulcéw immunologicznych (CTLA-4 i
PD-1 ) na limfocytach T CD 8+ surowicy chorych na raka piersi w
okresie okotooperacyjnym: 24 h przed zabiegiem operacyjnym, w
trakcie zabiegu operacyjnego po usunieciu wezta lub weztow
wartowniczych oraz 24 h po zabiegu operacyjnym, z wybranymi
czynnikami kliniczno- histopatologicznymi:



wiekiem chorej

Srednica guza (pT)

statusem receptorowym (ER - receptor estrogenowy,PR - receptor
progesteronowy, HER2 - receptor ludzkiego naskorkowego
czynnika wzrostu 2)

statusem histopatologicznym wezta wartowniczego (pNsn)

Pacjenci i metody

Do badania zakwalifikowatem 40 chorych na raka piersi w | i Il stopniu
zaawansowania poddanych zabiegowi oszczedzajacemu piers i biopsji wezta
wartowniczego, operowanych w Oddziale Chirurgii Onkologicznej
Wojewddzkiego Szpitala Specjalistycznego im. M. Kopernika w todzi
pomiedzy wrze$niem a grudniem 2013 roku (zgoda Komisji Bioetyki
Uniwersytetu Medycznego w Lodzi numer RNN / 239/13 / KE). Od kazde]
chorej pobratem 2,7 ml krwi w celu okre$lenia poziomu CTLA-4 i PD-1 24
godziny przed zabiegiem operacyjnym, w czasie znieczulenia po pobraniu
wezta(weztéw) wartowniczego(wartowniczych) i 24 godziny po zabiegu
operacyjnym. Kontrolne probki krwi pobratem od 25 zdrowych kobiet,
dobranych pod wzgledem wieku. tacznie wykonano 130 oznaczen. Z
badania wykluczytem chore na raka piersi ze wspétistniejaca badz przebyta
choroba autoimmunologiczna, innymi zaburzeniami immunologicznymi lub
przebyta inng choroba nowotworowa ztosliwg oraz w ciazy lub podczas
laktacji.

Z powyzszych przyczyn ostateczng analiza objatem 35 chorych. Poziomy
CTLA-4 i PD-1 zostaty oznaczone za pomoca cytometrii przeptywowe]
(Becton Dickinson, San Diego, CA, USA) przez doSwiadczonego specjaliste
(dr n. med. Barbare Cebule-Obrzut, konsultacja prof. dr hab. n. med. Piotr
Smolewski) w Zaktadzie Hematologii Doswiadczalnej Uniwersytetu
Medycznego w todzi.



Preparaty pooperacyjne zostaty standardowo ocenione przez
do$wiadczonego patomorfologa specjalizujacego sie w nowotworach piersi
w Zaktadzie Patologii Katedry Onkologii Uniwersytetu Medycznego w todzi
(dr n. med. Dorota Jesionek-Kupnicka, dr n.med. Robert Kubiak, kierownik -
prof. dr hab. med. Radzistaw Kordek). Dane poddatem analizie
statystycznej (test Manna-Whitneya U, wspotczynnik korelacji rang
Spearmana, ANOVA Friedmana, test Wilcoxona z korekta Bonferroniego,
Statistica 10 StatSoft, Tulsa, Oklahoma, USA).

Wyniki

Stwierdzitem istotna statystycznie roznice w ekspresji PD-1 w surowicy u
chorych na raka piersi przed zabiegiem operacyjnym i kobiet zdrowych
(26,31 +/- 11,87 vs 12,72 +/- 8,15, p <0,0001). Wyzsze poziomy PD-1
oznaczytem u kobiet chorych na raka piersi. Nie zanotowatem zwiazku
pomiedzy ekspresja CTLA-4 w surowicy u chorych na raka piersi i kobietami
zdrowymi. Stwierdzitem statystycznie istotny zwigzek pomigdzy poziomem
CTLA-4 a poziomem PD-1 przed zabiegiem operacyjnym (r = 0,43, p =
0,0084). Zalezno$¢ ta nie wystapita w trakcie dwdch kolejnych punktow
czasowych, podczas zabiegu operacyjnego (r = 0,08, p = 0,62) i 24 h po
zabiegu operacyjnym (r = 0,14 p = 0,43). U chorych na raka piersi poziomy
PD-1 réznity sie istotnie statystycznie w badanych trzech punktach
czasowych (p = 0,0458), z najwieksza roznica pomiedzy drugim i trzecim
punktem czasowym (p = 0,0007). Mediana PD-1 przed zabiegiem
operacyjnym wynosita 24,80 (17,20-34,60), w trakcie zabiegu operacyjnego
24,65 (19,50-36,85) oraz 24h po zabiegu operacyjnym 21,25 (17,75-32,60).
Nie stwierdzitem réznic w poziomach CTLA-4, ktére pozostawaty state w
trzech punktach czasowych (p = 0,3788). Ekspresja CTLA-4 byta zwigzana z
wiekiem chorych na raka piersi (r = 0,33, p = 0,0453). Podwyzszone poziomy
CTLA-4 byty obecne u starszych chorych. Istniat zwiazek bliski istotnosci
statystycznej pomiedzy poziomami PD-1 przed zabiegiem operacyjnym i
$rédoperacyjnie a Srednica guza (T2 = 31,41 +/- 14,14vsT1=22,47+/-8,28;
p=0,07iT2=32,81+/-13,21vsT1=24,61+/- 10,68 p = 0,08, odpowiednio).
Stwierdzitem spadek poziomu PD-1 w surowicy u chorych na raka piersi po
usunieciu wezta lub weztéw chtonnych pachowych wartowniczych w
przypadku, gdy wezet zawierat przerzuty. Nie stwierdzitem takie]
zalezno$ci w przypadku wezta wartowniczego bez przerzutéw (p = 0,05).
Odnotowatem negatywna korelacje pomiedzy ekspresja PD-1 a poziomem
receptora progesteronowego w trzecim punkcie czasowym (r = -0,39, p =
0,024).



Whioski

1. Przeprowadzone przeze mnie badanie pozwolito na wykazanie
prawdziwosci postawionej hipotezy, iz istnieje zwigzek pomiedzy ekspresjg
wybranych hamulcéw immunologicznych: PD-1, CTLA-4 w surowicy w
okresie

okotooperacyjnym u chorych na wczesnego raka piersi a wybranymi
czynnikami kliniczno-histopatologicznymi. Chore na raka piersi w moim
badaniu wykazuja zmieniony profil markeréw odporno$ciowych - hamulcéw
immunologicznych, z wyzszymi poziomami PD-1 w guzach o wiekszej
Srednicy, bez ekspresji receptora

progesteronowego i wyzszymi poziomami CTLA-4 u chorych starszych.
Chirurgiczne usuniecie weztéw chtonnych wartowniczych zawierajacych
komorki nowotworowe zmienia profil immunologiczny poprzez zmniejszenie
poziomu PD-1.

2. Wyniki mojej pracy moga stanowi¢ podstawe do dalszych badaf nad rolg
uktadu odpornosciowego, a w szczegdlnosci hamulcow immunologicznych w
raku piersi, jako warto$ci dodanej do panelu prognostyczno-predykcyjnego
sprawdzonych czynnikéw histopatologicznych oraz uzasadnienie na podtozu
immunologicznym czysto chirurgicznych procedur, w szczegélno$ci zakresu
usuwania weztowych chtonnych pachowych oraz uzupetnienia istniejacego
juz standardowego leczenia systemowego (chemioterapii, hormonoterapii
oraz terapii anty-HER2) o opcje modulacji uktadu odporno$ciowego.
Wymaga to dalszych wieloo$rodkowych badar ze wzgledu na ztoZonoé¢
szlakéw immunologicznych i wieloaspektowo$¢ ich bezposredniej translacji
z laboratorium do kliniki.

D

4



