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Anotace

V teoretické &asti této prace je proveden struény prehled souCasnych znalosti o
prognostickych faktorech u generalizovaného kolorektélniho karcinomu a nddorové
imunologii se zam&fenim na pokro¢ilé nadorove onemocnéni. Vyzkumna ¢ast prace
popisuje postup a vysledky Setfeni souvislosti dat imunofenotypu bunék periferni krve
nemocnych s kolorektdlnim karcinomem $ metastatickym postiZzenim jater s daty
celkového peZiti téchto nemocnych. Imunofenotyp byl vysetfen metodou dvoubarevné
pritokové cytometrie. Prezentovany jsou celkem tHi postupy statistického zpracovani
tohoto souboru 59 nemocnych. Za prvé univariantni a multivariantni analyza pfezivani
spolu s linedrn regresni analyzou k urdeni t&ch parametrd fenotypu, které jsou ve formé
kontinualnich proménnych nezavislymi prognostickymi faktory pro celkové preziti. Za
druhé metoda konstrukee ROC kiivek, zde pouZitd k nepiimému ovéteni validity
vysledkd regrese. A za tieti metoda indukénich grafit umoZfiujici cilenou diskretizaci
Kkontinudlnich hodnot parametrt fenotypu a klasifikaci nemoenych na dvé skupiny

s rozdilnym celkovym preZitim. Nékteré z téchto postupi vySetfovani a jimi dosaZenych
vysledkd jsou v této problematice zcela nove. V posledni &asti této prace jsou pak
diskutovany ziskané vysledky ve svétle soucasnych teoretickych poznatkd, jejich
interpretace a biologicky vyznam, a zaroveil jsou zde 1 popsany nékteré zdroje moznych

chyb a obecné interni a externi validity dosaZenych vysledku.



SUMMARY

The recent knowledge about prognostic factors in metastatic colorectal cancer, and tumour
immunology of advanced cancer is briefly reviewed in the theoretical part of this dissertation.
The experimental part of the work deals with a description of investigation for relations
between the peripheral blood cells imunophenotype data acquired by two-colour flow
cytometry (FACS) of blood samples from patients with colorectal liver metastases, and the
overall survival of these patients. The three different statistical approaches were adopted for
FACS and survival data from this sample of 59 patients with colorectal liver metastases.
Firstly, uni- and multivariate analysis of survival together with linear regression analysis for a
selection of such parameters of the peripheral blood cells phenotype which are in form of
continuous variables the independent prognostic factors for overall survival. Secondly, the
method of ROC curves, used here for indirect validation of the results achieved from
regression and survival analysis. And in the third line, the method of induction graphs which
enables targeted discretisation of continual values of the phenotype parameters, and
classification of patients on the two groups with different overall survival. Some of the
approaches used in this problem area, and achieved results are quite original. In the last part
of the work, the results are reviewed as for the current theoretical knowledge, and their
interpretation and biological importance altogether with sources of eventual errors and general

validity are discussed.
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1. Cile prace a zékladni teoreticka vychodiska

1. Prvnim cilem této disertadni prace bylo prokédzat, Ze lze z riznych hodnot parametril
imunofenotypu leukocytd periferni krve stanovenych metodou pritokové cytometrie
urdit prognézu nemocnych s generalizovanym kolorektdlnim karcinomem, u kterého

jsou predilekénim mistem hematogenni diseminace jatra.

2, Druhym cilem této pilotn{ explorativni studie prognostickych faktorti bylo uréit timto
postupem nékolik konkrétnich kandidatskych biomarkerd, které by mohly byt pouzity
jako v§chozi parametry v dalSich studifch hledajicich klinicky vyuZitelné prognostické

faktory u generalizovaného kolorektdlniho karcinomu.

K tomuto Ggelu bylo provedeno retrospektivni vydeifeni zévislosti celkového piezivani
nemocnych s metastatickym postizenim jater na né¢kterych parametrech imunofenotypu
leukocytd ziskanych odbéry periferni krve téchto nemocnych v riznych fazich jejich

16&by a léCenych rliznymi postupy.



Teoretickd vychodiska:

U generalizovaného kolorektalnfho karcinomu neexistuje v soudasnosti Zadny
biomarker, ktery by byl rutinné klinicky vy3etfovén a dovoloval presné a spolehlivé
stanoveni prognézy téchto nemocnych. Existuje sice mnoho kandidatskych
prognostickych faktord, ty jsou viak vétsinou uzce specifické pro uréitou metodu 1éCby
generalizovaného kolorektdlniho karcinomu a vétsinou jsou vysledkem pouze
retrospektivnich studii mensiho rozsahu, kier¢ nebyly nésledné ovéfeny nezavislym

prospektivnim etfenim, nebo vedlej$im produktem studii 1é&ebnych.

Generalizované nadorové onemocnéni vytvai{ v organismu stav chronick€ aktivace
imunitniho systému se sekunddrn{ imunitn{ dysfunkei nejen na lokilni, ale i systémové

drovai.

Predchozi studie s cilem uréit prognézu u casnych stadii nadorového onemocnéni
stanovenim imunofenotypu leukocytd periferni krve metodou pritokové cytometrie

nebyly Gspésné.

Predchozi studie ukdzaly unemocnych s pokro&ilym nadorovym onemocnénim, véetné
kolorektélniho karcinomu, signifikantni zmé&ny v potu a funkei podskupin bunék

periferni krve. Velmi mélo je viak znamo o prognostickém vyznamu téchto zmén.



2. Teoreticky uvod

2.1. Prognostické faktory u nemocnych s kolorektalnim karcinomem

Mezi moZné prognostické faktory u kolorektalniho karcinomu je moZno zatadit velké
mnozstvi parametrd klinickopatologickych i laboratomnich,” > * v klinické praxi se viak
v sougasnosti rutinné vysetiuje jen nékolik malo z nich. ¥ > 7 Piitom vSak Zadny z
téchto faktort sam o sob& nevypovida o prognose dostatetné piesné a spolehlivé. Patrné
vlivem znaéné heterogenity nadorového onemocnéni, jejiz rozméry zatiname tudit
ukazuje pistup zkombinovéani nékolika malo nezavislych parametrll se vzajemnym
potencovanim jejich prediktivni hodnoty, ziskanych z rozdilnych hlii pohledu a
rozdilnymi metodickymi pfistupy,g’ 9.10,11 o3 plivodni snaha po nalezeni jednoho
dokonalého prognostického faktoru.'> '*** Obor nadorové imunologie md patre

v tomto sméru znadny a dosud nevyuZity potencial.



2.1.1. Charakteristiky primsarniho nadoru kolorekta, kter¢ jsou zirovei faktory se

vztahem k prognose generalizovaného kolorektilniho karcinomu

2.1.1.1. Stadium pT4b

Nejvyssi kategorie pro ohodnoceni lokdlniho rozsahu je pT4, kterd zahmuje jednak
penetraci do pfilehlych organt ¢i struktur (pT4a), tak i penetraci parietalniho peritonea
(pT4b), a to bud’ veetng &i bez infiltrace do pfilehlych struktur. Volnd perforace
kolorektainiho karcinomu do peritonedlni dutiny (tj. ,,otvor* &i transmuralni defekt

v misté tumoru) je klasifikovana také jako pT4b a je velmi neptiznivym prognostickym
faktorem. Podetné rozsahlé studie hodnotily penetraci serosou jako samostatnou
patologickou proménnou a pii multivariantni analyze ukézaly, Ze se jednd o
signifikantn{ nezavisly faktor neptiznivé prognosy. V tabulce €. 1 jsou ukdzany vztahy
mezi celkovym preZitim po chirurgické resekei a nadorem pT4, ktery penetruje
visceralni peritoneum na rozdil od nadoru bez penetrace serosy, a to at’ jiz se vzdalenym

meta postizenim &i bez né&j.

Tab. & 1: Prognosticky v§znam penetrace serosy nadorem u kolorektdlniho karcinomu

Stadium 5-leté preziti (%o) Median p¥eZiti (mésice)
pT4a, MO 49 58,2
pT4b, MO 43 46,2
pT4a, M1 12 22,7
pT4b, M1 0 15,5

Patologicka studie lokalnibo postiZeni peritonea provedend Shepherdem a kol 1
ukazala, Ze prognosticka sfla tohoto parametru by mohla byt i v&t§{ nez regionalni
postizeni lymfatickych uzlin (pN kategorie). Navzdory svému biologickému vyznamu

je penetrace serosy Casto patology poddiagnostikovavéna. V jiné praci bylo ukazano, Ze
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cytologické vySetfeni stéru ze serosy odhali maligni butiky u 26% histologickych
preparati nadoru, které byly samotnym histologickym vy3etfenim kategorizovany jako
pT?:.16 Volné butiky na serosnim povrchu jsou pfitom silngj$im prediktorem

intraperitonedlni rekurence nebo perzistence, nez jiné formy postiZeni.

2.1.1.2. pN kategorie

Data preziti vztaZend ke stadiu jsou odvozena ze studi, ve kterych bylo zhodnoceni
regionalnich lymfatickych uzlin v resckatu provedeno konveénim histologickym
barvenim makroskopicky identifikovanych lymfatickych uzlin. ProtoZe bylo prokazano,
e mnoho nodédlnich metastéz u kolorektalniho karcinomu byvé nalézano v malych
lymfatickych uzlinach (§. o priméro mensim neZ Smm), je nezbytné peclivé patrani po
v&ech lymfatickych uzlindch v resekatu.l’ Aviak ve vieobecné patologické praxi viak
chybi univerzalné akceptované standardy pro prijatelny sbér lymfatickych uzlin a
naklddani s objevenymi lymfatickymi uzlinami. Bylo prokézano, Ze k presnému
vyjadfeni se o negativité regiondlnich lymfatickych uzlin je tieba vySetfit nejmene 12-
15 lymfatickych uzlin.® 12 7 tohoto diivodu je doporueno 12 lymfatickych uzlin
jako akceptovatelny minimalni sbér po pe¢livém prokrajeni vzorku a pokud je jich pii
makroskopickém vysetfeni nalezeno méné nez 12 jsou na zvaZeni specidlni visualizacni

techniky jako je nap¥ikiad odstranéni tuku.

2.1.1.3. Na klinickopatologickém stadiu nezavislé prognostické morfologické faktory

Angioinvaze venosnich cév a lymfatickych cév

V 10 riznych studiich byla ukdzana venosni invaze jako nezavisly faktor pii
multivariantni analyze s nepfiznivym vlivem na osud nemocného a vysledky 1é¢by.
Avsak n&které studie, které identifikovaly venosni invazi jako nepfiznivy prognosticky

faktor p¥i univariantni analyze selhaly v potvrzeni jejiho nezavislého vlivu na prognosu
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po provedeni multivariantni metody.”' Podobng protichiidné vysledky jsou znamy i ze
studii s lymfangioinvazi. V n&kolika studiich byla prokazdna obecné vaskularni invaze
(bez rozliSovani mezi venosni a lymfatickou vaskulaturou) jako signifikantni
prognosticky faktor pfi multivariantni analyze. K tomu jesté v nékterych studiich byla
silnym determinantem prognosy lokalizace postiZzenych cév (napf. invaze
extramurélnich Zi1). I kdy# je té7ké dét viechny ddaje z provedenych studif dostupnych
v soutasné literatute do konzistentniho vystupu, je jasné, Ze tyto studie ukazuji na

v§znam venosni a lymfatické invaze nddorem pro prognosu.

Lvmfoidni odpovéd na tumor

Na nagem pracovisti jsem provedli v rdmcei retrospektivniho vyhodnoceni vysledkd
1é&by u karcinomu rekta bez hematogenni generalizace 1 studii zam&fujici se na
prediktivni a prognosticky vyznam rtznych laboratornich parametri véetné vy3etfeni
tumor infiltrujicich lymfocyta (TIL).2 I vysledky této nasi studie ukazuji na sloZitost
celé problematiky vztahu TIL k prognose. Dosavadni postupy hodnoceni véetné metod
kvantifikace, pouZitych statistickych metod a interpretace asto odporujicich si
vysledki jsou spige v diisledku nejednotnosti popisu jednoho komplexniho biologického
problému, nicméné opakovang prokéazand signifikance TIL &i jejich subpopulace jako
prognostického faktoru u kolorektalniho karcinomu v mnoha navzijem nezavislych
studiich poukazuje na velmi pravdépodobnou vyznamnost nejen ve statistickém slova
smyslu, ale i na biologick§ vyznam fenoménu lymfocytami infiltrace v oblasti tumoru.
Ropponen a kol.?® potvrdili koncept prognostického vyznamu TIL u kolorektalniho
karcinomu. Piedevsim ve své studii semikvantifikovali stupefi piitomnosti TIL ve
stromatu a peritumoralné (podél invazivniho okraje), rozdélily do 4 skupin a

v univariantni i multivariantni Coxové analyze pfeziti ukazali, Ze TIL jsou
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signifikantnim prediktorem lepsiho celkové pfeZiti 1 preziti bez relapsu. Ukazali také
inverzni korelaci mezi p¥tomnosti TIL a nddorovym stadiem dle Dukese (tj. TIL jsou
hojn&jsi u nizSich stadif a jejich pocet se snizuje u stadii s generalizac{ - Dukes C a D).
Novy pohled do celé situace pak vnesly metody imunohistochemické analyzy
lymfocytérnich subpopulaci TIL. Intraepitelialni lymfocyty (tj. lymfocyty pfitomné
uvnite hnfzd nadorovych bungk & lymfocytarni infiltrét v neoplastickém epitelu) jsou
oby&ejné CD&+ T lymfocyty. Ackoliv nejsou hojné, zdaji se pravé tyto intraepitelidlni
CD8+ T butiky velmi vyznamné pro uréeni prognosy. Jejich kvantifikaci v mistech
nejvyssiho vyskytu lze ziskat parametr, ktery signifikantng koreluje s delSim pfeZitim

1.>* na 138 nemocnych, analyza Chiby a

specifickym pro nemoc (analyza Naita a ko
kol.?® na 385 nemocnych - multivariantni s kovariantami zahmujicimi N a M kategorie
die TNM). V kontrastu k tomu nejsou signifikantnimi faktory pro pfeZiti ani pocet
CD8+ T lymfocytii ve stromatu nddoru ani potet CD8+ T lymfocytl podél invazivniho
okraje tumoru. Nakonec je nutné zminit, Ze dosud proveden¢ multivariantni analyzy
jasn& ukazuji, 7e prognosticky vyznam intraepitelidlnich CD8+ T lymfocytliu

kolorektalniho karcinomu je vice evidentni pii del3f period sledovani (kiivky pieZiti

bez choroby se zatinaji separovat az po 1-3 letech).

2.1.1.4. Molekularni prognostické faktory

Navzdory znaéné prognostické sile stagingu kolorektalniho karcinomu do TNM stadii je
osud nemocnych s nadory stejného stadia heterogenni. K tomu, aby §lo presn&ji
individualizovat prognosu a pldnovat vhodnou terapii, jsou hleddny na molekularni
firovni pridatné prognostické indikétory zaloZené na vlastnostech tkani. Do soutasné

doby bylo vySetteno mnoZstvi molekuldrnich markert (pfedevsim proteinovych a
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polysacharidovych) pro jejich moZného uvZiti jako prognostickych faktorh, ale Zadny

7z nich nemé takovou validitu, aby spliioval kriteria pro nasazeni do béZné klinické
praxe. Jedn4 se o §irokou $kalu molekul, byly vySetiovany alterace genotypu jako je
amplifikace c-myc, overexprese her2/neu, ztrata heterozygozity v rozli¢nych mistech
riiznych chromosomi (napf. 1p, 3p, 4p, 54, 8p, 17p, 18q), stejné jako markery bunééné
proliferace a angiogenese, proteazy a jiné enzymy, véetne jejich receptord, exprese
glykoproteinfi plasmatickych membréan, které mohou piispivat k adhesi bunék apod.
Vétsina studif téchto kandidéti na prognostické markery u kolorektalniho karcinomu
jsou Setfeni jednoho markeru, a jsou retrospektivniho charakteru, nanejvys se jedna o
prospektivni studie malého rozsahu. Interpretace téchto studii je ¢asto ztiZena Spatnou
kvalitou databazi klinickych dat, nehomogenitou (vétsinou adjuvantni) lécby, absenci
standardizace a kontroly kvality laboratornich metodik a variabilitou statistického
zpracovani. Jen velice mélo z potencialnich molekulérnich markeri tedy bylo do
dnetniho ovéfeno a schvaleno pro u¥iti v klinické praxi. V tabulce &. 2 je uveden
seznam potencialnich prognostickych markerti u kolorektalniho karcinomu, které byly

v literatufe poslednich dvou dekad nejvice diskutovane.
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Tabulka & 2: Kandiditské molekularni prognostické markery u kolorektdlniho

karcinomu

CD44 V6

Mn superoxid dismutasa

Ki-tas

C-reaktivni protein

Bcl-2, Bax

receptor pro vitamin D

hyalurcnova kyselina thymidin fosforylasa PCNA
SilLeA VEGF NM23
SiLeX thymidylat syntasa Kig7
CEA receptor pro prolakiin cyclin P1
sucrasa-isomaltasa DCC/18q LOH ploidita

aktivator plasminogenu

p53/17p LOH

aneuploidita chromosomu 1

UPA receptor p21 aneupioidita chromosomu 11
matrix metaloproteinasy p27 mikrosatelitni instabilita (MSI-H)
kathepsin B c-myc TIMP
HER2/neu EGF-R CA19-9
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2.1.2. Prognostické faktory u kolorektilniho karcinomu se vzdilenym
metastatick¢m postizenim (TNM stadium IV, Dukes D)

U pFiblizng 50% nemocnych s kolorektdlnim karcinomem se v pritbéhu onemocnéni
vyvinou jaterni metastzizy.26 Jatra jsou u kolorektalniho karcinomu nejéast&jsim mistem
metastatického rozsevu a jsou odpovédné za nejmeéng dvé tetiny vSech umrti
nemocnych s kolorektalnim karcinomem.2” ?® V soutasnosti je jedinou akceptovanou
potencialng kurativn{ standardni 1é¢bou nemocnych s jaternimi metastidzami
kolorekt4lnfho karcinomu provedeni jaterni resekce. Po resekci je mira 5-letého preziti
v soudasnych souborech nemocnych uvadéna mezi 37 az 58 0/p. 2% 30: 34, 32,33 Agkoliv
pouze 10 — 20 % nemocnych s hepatalnimi metastdzami kolorektélniho karcinomu je
primarng vhodnych k resekei, je absolutni pocet nemocnych tuto 1é¢bu podstupujici
relativng velky a je stale rostouci vlivem lepsich zobrazovacich metod, zlepSenim
chirurgické techniky a pokrokem v systémové 1é¢be, kterd redukuje miru jak
hepatalniho tak extrahepatélniho postizeni.>® 3%:38 pokroky v systémove 1é¢bé
(chemoterapii a biologické terapii) jsou hlavnim determinantem pro uspéSnost
légebnych piistupl u primarné neresekabilnich metastaz.

Do neddvné doby byly nemocni s neresekabilnimi jaternimi metastdzami kolorektalniho
karcinomu lé&eni pouze paliativni chemoterapii s omezenou G¢innosti a 5-leté preZiti
téchto nemocnych bylo téméF nulové.”” V soucasnosti je mozné novejsimi rezimy
systémové léeby dosdhnout resekability i u pivodné neresekabilniho postiZeni.
Chemoterapie reZimy zaloZenymi pouze na 5-fluorouracilu , tj. 5-FU v monoterapii <i
eventuelns potencovany leukovorinem (FUFA, v bolusovém rezimu dle Mayo clinic ¢i
Kontinualni rezim dle de Gramonta) pouze ziidka poskytuji intrahepatalng tumoricidni

efekt dostatetny k tomu, aby se dosdhlo konverze jaternich metastaz na technicky
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resekabilni (mira odpovadi, response rate, méné nez 20 %). Avsak nové kombina¢ni
rezimy obsahujici 5-FU, kyselinu listovou a oxaliplatinu &i irinotecan dosahuji lepsi

83940 co¥ se promita i do toho, ze 10 - 30%

miry odpovédi (response rate kolem 50 %),’
nemocnych s primamne neresekabilnimi metastazami jater miize nakonec podstoupit
kurativni resekei.*! Navic klinické studie piddvajici k takovéto kombina¢ni
chemoterapii jesté i biclogickou 1é¢bu, pii primérnim podani predevsim bevacizumab,*
ale i cetuximab™® (ktery je viak v soucasnosti indikovan pouze v piipadé salvage
indikace pfi refrakternosti na irinotecan), prokdzaly, Ze takovouto kombinovanou
systémovou lé¢bou je mozné dosahnout jedté vyssich odpovédi u inicialné
neresekabilnich ndlez, s response rate dosahujicich hodnot 70 % a vice.** ¥

Dal¥{ otazkou je pak u nemocnych, u kterych se podafilo primarni systémovou terapii
dosdhnout konverze primarné neresekabilniho nalezu a nésledn& provést kurativni
jaterni resekei, jaky je u nich priibeh onemocnéni v dlouhodobg&jsim ¢asovém horizontu.
V literatute nyni existuje hodné studii dokumentujicich dosazZeni resckability a
popisujicich miru odpovédi na primdrni systémovou terapii,*® aviak pouze 4 z nich se
zérovet zabyvaji zhodnocenim dalsfho osudu nemocnych a eventudlnimi
prognostickymi faktory.*” 48,49,50 o dnotlivé udaje véetnd téch o pieZiti se samoziejmé
v téchto studiich mimé 1i¥, jiZ jen vzhledem k tomu, Ze kazda studie uZivala jiny rezim
chemoterapie, ale celkové lze vysledky téchto studii hodnotit tak, Ze mira objektivni
odpovédi stanovené dle zobrazovacich metod dle kriterii WHO pro hodnoceni
objektivni odpovédi na 1é¢bu se pohybovala v rozmezi 40 % aZ 60 %, resekability bylo
dosareno a kurativni resekce byla provedena u 12,5 % aZ 37 % primarné inoperabilnich

nemocnych, nasledng po jaterni resekei bylo 3-leté celkove preZiti kolem 65 %, 5-leté

celkové preziti mezi 30 a2 35 % a 10-leté celkové preziti kolem 23 %, s medidnem
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celkového preZiti asi 26 mésict, pieZiti bez nemoci po provedens resekei pak je v téchto
studiich udavino s medidnem kolem 14 mé&sicil. Faktory asociované s nepfiznivou
prognosou zahrnovali v téchto studiich nasledujici parametry: primdmf nédor v rektu, 3
a vice jaternich metastaz, velikost nejvétsi metastazy vetsi nez 10 cma hladina sérového
markeru CA 19-9 vice nez 100 IU/L K t¥mto prognostickym faktorim Ize pocitat i to,
zda predoperaéni chemoterapie byla schopna dosahnout kontroly ristu naddoru. Progrese
tumoru béhem predopera&ni chemoterapie je asociovéana s horsim celkovym pfezitim po
provedené jaterni resekei a méla by byt proto povaZzovana za kontraindikaci tohoto
postupu 168by.”! Co se t¥¢e natasovani chirurgické¢ho vykonu v névaznosti na primarni
systémovou 1é¢bu, méla by byt primarni systémova l1é&ba ukondena a jaterni resekce
provedena v momenté dosaZeni technické resckability a to ze dvou diivodil — za prvé
piedoperaéni chemoterapie alteruje hepatalni funkee a miiZe takto zvySovat morbiditu a

5233 3 7a druhé mize piileZitostng

mortalitu ndsledng provedené hepatalni resekce,
predoperaéni systémova 1étba dosdhnout klinicke kompletni odpovédi (1j. radiografické,
bez zachytu choroby na zobrazovacich vySetfenich), ktera je viak jen v menSiné
histologicky verifikovatelnou patologickou kompletni odpovédi (udava se, ze jen v 7%
a méng), ale paradoxné v klinické praxi je v takovéto situaci nej &astéji rozhodnuto o
neprovedeni jaterni resekce. Onkologicky radikélni jaterni resekce by méla zahrnovat

odstran&n{ viech jaternich segmentd postiZenych vstupné pied zahajenim primarni

systémové 1é&by na zobrazovacich metodach.

2.1.2.1. Prognostické faktory uZivané pro rozhodnuti o provedeni kurativni resckee

Pro dal§f osud nemocnych s generalizovanym kolorektalnim karcinomem je tedy

nejpodstatndjif, zda se podaff provést kurativni resekei. Problémem je v8ak v klinick€
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praxi vyselektovat nemocné vhodné pro tuto lécbu. V soucasné klinické praxi se pro
tvorbu téchto rozhodnuti uZivd riznych schémat zaloZenych na rozli¢nych
parametrech.54’ 55,56, 57, 58,59, 60, 61 Neexistuje tedy jednotny klasifikaén{ systém pro
hodnoceni stagingu jaternich metastaz kolorektalniho karcinomu, coZ by umozZilovalo
spolehlivé srovnavat vysledky z riznych studii zabyvaj icich se resekci ¢i 1é€bou
jaternich metastédz obecné. Zahrnované parametry v t&chto klasifikacich bud’ pfimo
popisuji n&které z vlastnosti jaternich metastaz ¢i se jednd o parametry se vztahem k
jejich prognose. Nejcastéji se sleduje pocet metastatickych lozisek,% velikost
metastdz,® distribuce metastaz (tj. zda se jedna o unilobarni ¢i bilobarni postiieni),64
rozsah postiZeni jater (jako cut-off hodnoty je pouZito nejasteji 25% ¢i 50%
parenchymu), chronologie sekundarniho postiZeni ve vztahu k primdmimu néddoru

v dobé jeho diagnosy (4. synchronni & metachronni jaterni postizeni),> % &7

piftomnost
extrahepatélnich metastaz,®® % metastatické postiZeni lymfatickych uzlin v hepatdlnim
pedikhy, invaze do velkych cév i ZluCovodd, vykonnostni stav (performance status dle
WHO, ECOG & Karnofsky index), disease-free interval, pohlavi (horsi prognosa u
muzil) a sérova alkalicka fosfataza, a dale vlastnosti primarniho nadorového postiZeni
stieva’® 7L 7273, 74.75,76 4 1ioné dal¥l biologické markery (,.klasické nadorové markery™ -
sérova hladina CEA”” a CA 19-9,7® dale v tkéni nadoru vy$etfované parametry " — napf.
Fas/CD95,% p353 & Ki67%) & eventuelng parametry stanovované novymi molekularne
biologickymi metodami (microarrays atd.). Pro prognosu po provedené jaterni resekci
jsou pak diilezité i dal3{ faktory, které souvisi se zvolenou metodou a vysledkem terapie

83, 84, 83, 86

(typ provedené resekce™, pozitivita okraji jaterniho resekatu, »adjuvantni®

chemoterapie & biologicka légba po resekci®” ® %),
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Ur&itym predélem v literatufe zabyvajici se prognostickymi faktory po provedené
jaterni resekci pro jaterni metastézi kolorektdlnfho karcinomu je velkd unicentrické
studie Fonga a kol. # yyhodnocujici vysledky jaternich resekci pro kolorektalni
karcinom u 1001 nemocnych v obdobi mezi lety 1985 a 1998. Jako nepiznivé faktory

s viivem na celkové preZiti vyily na t¥chto datech v multivariantni analyze nasledujici
parametry: pozitivni resekéni okraj pii jaterni resekei, extrahepatalni postiZeni, vice jak
1 jaterni metastaza, velikost nejvetsi jaterni metastdzy vice jak Scm, positivni regiondlni
lymfatické uzliny u primémiho ndoru, disease-iree interval mezi diagnosou primarniho
nadoru a metastatickym postiZenim jater mén& nez 12 mésfcl a predoperadni hladina
CEA vice jak 200 ng/ml. Jako ,.nejvice vlivne™ faktory vyhodnotili autofi positivni
resekéni okraj a pitomnost extrahepatélniho postiZeni a vzhledem ke kontextu doby,
ukinily z tohoto z&vér o kontraindikovanosti jaterni resekce pii extrahepatdlnim
postizeni. Zbyvajici signifikantni faktory mely mens{ vliv na celkové piezit{ nemocnych
po jaterni resekei a autory nebyly hodnoceny jako absolutni kontraindikace resekcniho
vykonu, protoze kazdy z nich isolovang byl asociovan s dostatetné piiznivou
prognosou. Tato prace i pfehledn¢ zhodnotila vysledky studif jaternich resekct

z predchozich let a shrnuje prognostické faktory po provedené jatern{ resekei z obdobi
pred zavedenim novych postupt systemove 1é¢by do klinické praxe.

V soutasné literatufe neni jednotny nazor na vyznam faktori popisujicich masu tumoru
v jatrech, 1j. pfedevsim ohledné cut-off hodnoty pro 2 zakladni parametry — pocet
metastatickych loZisek a jejich velikost, VEtdina studif uvadi jako pred€lovou hodnotu
pro podet jaternich metastaz bud’ jedno lozisko versus vice loZisek (1. solitdrni meta) &1
3 loziska a méné versus vice nez 3 loziska, a pro velikost nejvétsiho loZiska nameteny

primér Scm a ménd versus vice neZ 5 cm. V fivahu je v tomto piipadé nutné vzit i fakt,
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Ze po provedené resekei metastéz kolorektalniho karcinomu ma vétsi pro gnostickou
hodnotu celkovy podet kompletng resekabilnich metastaz ve viech lokalizacich, neZ
pouze konstatovani pritomnosti extrahepatdlni choroby.” Jétra se tedy nezdaji byt
privilegovanym mistem z hlediska prognosy kolorektalniho karcinomu po radikaln{
resekei metastaz. Tato data zahrnuji jiZ i nemocené 1é¢ené novéjsimi reZimy
chemoterapie s irinotecanem a oxaliplatinou.

Navzdory jaterni resekci s kurativnim zdmérem 60% nemocnych po takoveto 1écbe
relabuje, bud’ opét v jatrech &i se jednd o extrahepatalni postiZeni nebo jejich
kombinaci. Z nich je asi 20% vhodnjch k opakovani resekce jater.”” Takoviéto
opakovand jaterni resekce u nemocnych k jaternimi metastdzami kolorektdlniho
karcinomu je bezpe&na a poskytuje benefit v pieZiti srovnatelny s tim, kterého lze
dosdhnout prvni jaterni resekc.”

Celkové lze tedy Hci, Ze o prognose nemocenych s generalizovanym kolorektdlnim
karcinomem po kurativni resekci viech mist s makroskopickym nadorovym postiZenim
rozhoduje predevsim celkové nadorova masa. Béhem poslednich 20 let se etabloval
nazor, 7e mikrometastazy a nadorové buitky jsou u pokrocilého onemocnéni vZdy
pritomny v krevni cirkulaci, v kostni dfeni a v lymfatickych uzlinach.”* Bylo i ukdzéno,
Je vEt§ina bundk uvoliovanych z primarniho nddoru nenf zlikvidovéna v jitrech a
vstupuje do systémové cirkulace.” Z tohoto pohledu je pak i tradi¢ni radikalni
chirurgicky v§kon v podstaté jen cytoredukéni. Plného vylédeni nemocného je pak
morné dosdhnout v kombinaci s odpovédi imunitniho systému a/nebo chemoterapie.
Chirurgickym vykonem dosaZend redukce nadorového bujeni miiZze poskytovat
imunologicky benefit tim, Ze sniZ{ antigenni z4t¢7 a zdroj tvorby riznych plisobki,

které nador uvoliigje a které ptisobi imunosupresivné. Z hlediska benefitu
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cytoreduk&niho v¥konu pro i¢innost chemoterapie je nutné vzit pak v ivahu log-kill
hypotézu, kterd tvrdi, Ze kaZda davka cytostatika zabije vzdy konstantni frakci
nadorovych bunék a ne jejich konstantnf absolutni pocet. Proto redukce pocatecniho
objemu nadoru zvysuje pravdépodobnost odpoveédi nadorového onemocnéni na
chemoterapii a zdrovefi i znatné sniZuje pravdépodobnost rozvoje lékové rezistence,
ktera se zvy$uje piimo tim&mé s poctem nadorovych bungk a délkou trvani 1é¢by.

V poslednich desetiletich bylo i prokdzano, Ze systémova chemoterapie mize u
kolorekialniho karcinomu vylé¢it mikroskopickou chorobu, predevsim v situaci
adjuvantnf terapie po resekci primérniho nadoru.’®?’ S posledni generaci cytostatik
urivanych u kolorektalniho karcinomu pak Ize tento koncept roz&ifit i na aplikaci
systémové 1é¢by u metastatického postiZeni. Z tohoto pohledu ma chirurgie a
chemoterapie stejny vyznam pro eventuelni vylédeni kolorektalniho karcinomu,

podstatna je kombinace t&chto 1é¢ebnych modalit.

2.1.2.2. Prognostické faktory u ostatnich cytoredukénich metod 16¢by generalizovaneho

kolorektilniho karcinomu

Velkou otéazkou je samoziejmé definice tplného vylédeni u generalizovaného
kolorektdlniho karcinomu. Z konzervativniho thlu pohiedu je na celou 1é¢bu
generalizovaného kolorektalniho karcinomu nadale nutno nazirat jako na lé€bu pouze
paliativni, s cilem dosaZeni diouhodobé remise.

JestliZe je nutno naddle na generalizovany kolorektélni karcinom nazirat jako na
onemocnéni nevylétitelné u vétsiny nemocnych, je moZne vyse zminény prineip
cytoredukce chirurgickou metodou léEby rozsifit i na jiné 1é&ebné postupy, kter¢ sice

v&tginou dosahuji hordf vysledek ohledng celkového preziti ve srovnani s kurativai
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resekei, avsak zmen$uji nddorovou masu a tim dosahuji lepsiho paliativniho efektu nez
pouze samostatnd systémova 1ééba u kurativng neresekabilnich nemocnych. Mezi
takovéto cytoredukéni metody paliativni 1é¢by je moZné pocitat Jokalni ablacni metody
168by - radiofrekvendni ablaci (RFA) a kryoablaci jaternich metastdz, a radiofrekvencni
ablaci plicnich metastdz u kurativné neresekabilnich nemocnych, dale chemoembolizaci
jaternich metastéz a intraarteridini regionalni chemoterapii cestou arteria hepatica (v
anglické literatufe hepatic arterial infusion, HAI), eventuelng i paliativai radioterapie a
rizné kombinace viech téchto metod. Do této cytoredukéni strategie 16€by 1ze poditat i
provadéni paliativnich kolorektalnich resekei u nemocnych s neresekabilnimi jaternimi
metastdzami. Jedna se o metody, které v soutasném rozkvetu ,;heoadjuvantni® a
adjuvantnf” systémové 16&by spojené s kurativni resekei (dosud ptedevsim jaternich
metastdz) ustoupily do pozadi literdrniho zdjmu, aviak s ohledem na to, Ze u veéiSiny
nemocnych s generalizovanym kolorektalnim karcinomem nenf moZno nikdy v prib&hu
jejich onemocné&ni kurativni resekci provést, je dle mého nézoru jejich vyznam

v sou¢asné dob& vysoce nedocetiovan a zastouZily by si minimalng stejné pozornosti, co
se tyte hodnocenti jejich vysledkl v kontextu stratifikace nemocnych dle prognosy a

z toho vyplivajiciho zpiesn&ni jejich indikaci. Sou¢asne dostupne studie o téchto
metodach 168by jsou vétsinou na malém poétu nemocnych a v&tSina z nich je provedena
jests pred dostupnosti novych metod systémove 1é¢by generalizovaného kolorektalniho
karcinomu, coZ zmenguje jejich vypovidaci hodnotu v sou€asné situaci prudkého
nastupu novych metod 1écby. Dile bude pojednano pouze o t&ch cytoredukénich
metodach, ktery byly pouZity v 168b& nemocnych zafazenych do souboru vyS§etfovaného

ve vyzkumné ¢asti této teze.
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V soutasné dobé je piiklon k radiofrekvenéni ablaci, které je provadéna intraoperaén¢ i
perkutanné &i laparoskopicky a lze s jeji pomoci oletiit 1 extrahepatalni metastaticke
1éze (nejéastdji metastazy plic, eventueln€ i ledvin). RFA se nejprve zatalo uzivat jako
alternativa resekéni 1é¢by jaternich metastiz kolorektdlniho karcinomu u
neresekabilnich nemocnych, a v takovémto pfipad¢ je dosahovano 1-letého celkového
pieziti v rozmezi 85 % az 100 % a 3-letého 33 % aZ 52 %.” Problémem zistdvé lokalni
rekurence v misté ofetfent, jejiz mira je uvdéna az do vyse pliblizné 40%.% 1% 1%
Berber a kol. hledali v prospektivni studii RFA provedené b&hem obdobi 5 letu
jaternich metastdz kolorektdlniho karcinomu na souboru 135 nemocny§ch prognostické
faktory pro preZiti bez nemoci i celkového pfeiiti.102 Median celkového pieZiti po RFA
pro viechny nemocné byl 28,9 mésice, coz je zlepSeni ve srovnani s tradi¢nimi reZimy
chemoterapie dosahujicimi medianu celkového peziti maximalné okolo 15 mésicu
(bolusovy 5-FU/LV primé&rmé okolo 12 md&sicl), aviak bliZ{ se hodnotd teoreticky dnes
b&né dosazitelné modernimi reXimy systémové 1é8by (pfi uzitl viech 5 soudasnych
lé&ebnych agens - 5-FU/LV, oxaliplatina, irinotecan, bevacizumab a cetuximab -

v pritbéhu 1é¢by ve vhodné sekvenci). Pii univariantni analyze pteziti vysly jako
prognostické faktory vyznamné pro celkoveé preziti nejvétsi rozmér metastazy vetsi nez
5 ¢m a CEA vy$i neZ 200 ng/ml, s trendem u parametry vice nez 3 metastatickych
lozisek, aviak pH multivariantni Coxové analyze vySel signifikantné z t&chto faktort
pouze rozmér metastdzi v&tsi nez Sem. Tato skupina nemocnych (tj. rozmér odetfencho
metastatického loziska véts nez 5 cm) méla medidn celkového pieZiti 21 mésicl. Pti
multivariantni analyze pieZiti bez nemoci nevysel jako signifikantni zadny z faktord.
Peroperadné provadénd RFA je dnes bézn€ uzivana jako doplitkova metoda pfi jaterni

resekei.'®
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Regionalni chemoterapic cestou arteria hepatica/jaterni arteridlni infuse (hepatic arterial
infusion, HAI) s podénim chemoterapie zaloZen¢ na fluoropyrimidinech byla ve své
dobé alternativou k systémové podavané (paliativni) chemoterapii s 5-fluorouracilem.
Vétgina Gdaji, které proto o 1é¢b& HAT méme v soucasné dobé k dispozici, je ziskdna

v kontextu starich rezimd systémové chemoterapie. HAI s fluoropyrimidiny je
metodou 1é¢by jaternich metastaz kolorektalniho karcinomu s v randomizovanych
kontrolovanych studiich prokdzanou vy33i mirou objektivni odpovédi (response rate,
RR mezi 42 % az 62 %, ve srovnani se systémovym 5-FU s prokdzanym RR do
maximalng 24 %) a lepsi kvalitou Zivota oproti systémové chemoterapii zaloZené na 5-
FQ, 104 105, 106,107, 108, 109, 110 y oo ty&e viivu HAI na pfeZitf, mame k dispozici
rozporuplné informace. V adjuvantnim podani HAI' s fluoropyrimidiny po kurativni
jaterni resekei se ukazuje, Ze tento postup miiZe redukovat miru rekurence a prodlouzit
obdobi bez nemoci.!th 12 113 14115 g4 die Kemenyové a kol. publikovand v roce v roce
1999 prokazala, ¥e adjuvanini podani chemoterapie cestou HAI po provedené jaterni
resekei pro metastazy kolorektdiniho karcinomu zlepSuje nejen délku pieZiti bez
nemoci, ale i celkové pieziti.'® Jini autofi viak toto pozorovani zlepSencho preziti ve
stejné klinické situaci (tj. adjuvantni HAI po jaterni resekci) nepotvrdili a naopak
poukazali na vyznamnou toxicitu ve forme bilidrni sklerosy a ulceraci zaludku,'"’
Navzdory adjuvantni HAI maji mnozi nemocni relaps v jatrech a/nebo extrahepatalng.
HAI je v klinické praxi uz{véna jiz 40 let,"'® v minulém desctileti doséhla svého
maximalniho rozkvétu, aviak nyni jejf tradi¢ni indikace zneptehledriuje absence dat o
jeji Giéinnosti ve srovnani s novymi rezimy systémové paliativni 1é¢by jaternich
metastdz. Nejasnou a spise pochybnou v tomto kontextu ziistava indikovanost a benefit

adjuvantni HAI po provedené RFA"? (eventuelng kryoablaci) v piipadé nemoznosti
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jatern resekce. Naopak jsou v posledni dob& dostupné informace ze studii, které
nevyluéuii, Ze podévani HAI (a to jak samotné,’?° tak i v kombinaci se systémovou
1é&bou) by mohlo mit p¥inos nejen pro v&tdi miru odpovédi a prodlouZent asu do
progrese v jatrech, ale i pro prodiouZeni celkového preziti v piipadé nemoznosti
jakékoliv cytoredukéni terapie. Zdvaznym limitem paliativni chemoterapie podavané
cestou HAI je viak vy$§i mira extrahepatalnich relapsti/progresi choroby ve srovnani se
systémovou lé¢bou. Nicméné i pfesto nelze vylougit, Ze primarni kontrola choroby v
jatrech i pfi vy$§im riziku extrahepatalniho postiZeni miZe u &asti nemocnych zajistit
zvyseného celkového pieziti pii uZiti HAI ve srovnani s pouze systémovym podénim
paliativni chemoterapie. Prognostickymi faktory lepsiho peZiti se v tomto pifpadé zdaji
byt omezené zvySeni sérové alkalické fosfatazy, LDH a celkového podtu leukocyth

7wy

v periferni cirkulaci (Kemenyovd a kol., 2006). Kombinovany pi{stup pfindsi oproti
samotné HAI dali zlepieni odpovédi (RR), ¢asu do progrese i celkového preziti.'?" 122,
123 Jo quiné si déle i uvédomit, Ze vétiina studii s HAI u neresekabilnich jaternich
metastdz kolorektalniho karcinomu, véetnd vech randomizovanych, je provedena na
selcktované populaci nemocnych, a proto se ve studiich s HAI v podstaté jedna o
nemocné s intermediarni prognosou a to i ve srovndvacich ramenech systémové 1é¢by.
Ohledng objektivné prokdzanych prognostickych faktord pfi lecbeé neresekabilnich
metastdz HAI jsou informace dostupné v soucasn¢ literatute velmi nesoustavné a

v podstaté neexistuje rozsahlejsi studie provedend s timto primérnim cilem. Kriteria pro
indikaci poddvéani HAI z paliativni indikace jsou proto ¢asto odvozena z biologické
podstaty HAI a prenesend ze studif se systémovym podavanim paliativn{ chemoterapie,

mnohdy pouze empirické a nutng subjektivni. Chang a kol. napfiklad uvadi ve své studii

jako signifikantni faktor pro hor§i prognosu nemocnych léCenych HAI postiZeni
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lymfatickych uzlin v oblasti hepatalni arterie. V jinych studiich se jako nejvyznamnéjsi
prognosticky faktor a zérovei selekéni kriterium nemoenych vhodnych k paliativni
[é¢b& HAI prokazal rozsah postiZeni jaterniho parenchymu. Je zcela jiste tieba dalsich
studif k zodpovézeni soudasnych nejistot ohledng srovnani benefitu a nakladii 1écby
HAI a novych postupti systémové paliativni 1é¢by (biologicka terapie, novejsi
cytostatika), a v tomto kontextu je nutno i zminit, Ze novéjsi cytostatickeé léky mohou
byt podévény i cestou HAT a tim miize byt docileno opét o néco lepsich vysledkd nez u

HAI zaloZené pouze na ﬂuoropyrimidint::ch.124

2.1.2.3. Prognostické faktory u systémovych metod 1é&by oeneralizovaného

kolorektalniho karcinomu

Median celkového pfeZiti u vech nelédenych nemocnych s metastatickym
kolorektalnfm karcinomem byva udavén v rozmez{ 5 aZ 9 m&sict (konzervativnéji 6 az
8 mésict). Vét§ina téchto nemocnych mé pfitomno sekundarni postiZeni jater.!?
Hematogenné do jater metastazuje &astéji karcinom kolon, u karcinomu rekta byva
metastatické postiZeni jater pfitomno asi u 19 % nemocnych v dob& laparotomie pro
resekei primamiho nadoru stieva.?® V literatuie k soudasnému datu je dostupnych
relativng dost informaci o moZnych prognostickych faktorech, které maji vliv na
pFirozeny pritbéh onemocnéni v tomto stadiu. Nejedna se viak o studie velkého rozsahu
a v&t§inou jde o retrospektivn{ hodnoceni star§iho data provedené v jedné instituci.
Nicméné jako moZné nez4vislé prognostické faktory jsou nej ¢astéji zmitovany
nasledujici parametry: rozsah jaternfho postiZeni, grade primarniho nadoru stfeva,

piitomnost extrahepatalniho metastatického postiZeni, postizeni mesenterickych

lymfatick§ch uzlin, zv§Sené CEA v séru, piitomnost ascitu & ikteru, abnormality
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v jaternich funkcich vySetfenych laboratomé (nejtastéji je zminovana zvysend alkalicka

127,128,129 y/ ptipadé vyselektovani pouze

fosfataza) a pokroéily vék nemocného.
nemocnych se synchronnfm metastatickym postizenim jater jsou kromé toho zminovany
jako mozné nezdvislé prognostické faktory i nasledujici parametry: vykonnostni stav
nemocného, stadium primarniho nadoru stieva klasifikovane dle Dukese a postiZeni
regionalnich lymfatickych uzlin primérnfho nadoru stieva. 1’ 131 Nemocni s omezenym
jaternim postiZenim a nep¥ftomnosti jinych nepiiznivych pro gnostickych faktori mohou
i bez 1é&by dosahnout relativné vysokého medidnu pfezit (ndavano az kolem 20
mésici).

U pokrogilého kolorektalni karcinomu byla po mnoho let jedinou 1é&ebnou moZnosti
systémovd aplikace 5-fluorouracilu (5-FU), teprve pozdgji rozsifend o potenciaci
kyselinou folinovou (leukovorinem), dohromady tvofici tzv. reZim FUFA. Toto
cytostatikum je schopno u nemocnych s generalizovanym kolorektdlnim karcinomem
dosahnout prodlouZeni preZiti bez nemoci, s odpovédi nadoru dosaZitelnou u piiblizné
32 % nemocnych a die velké metaanalyzy provedené v roce 1992 1 prodlouzit celkové
prezit{ na hodnotu 11,5 mésice.™*? V 90-tych letech 20, stoleti pak dochazi k néstupu
novych cytostatik, které dosahuji dalSiho zlepseni celkového pieziti. Pfidanim
irinotecanu (CPT-11) pusobici mechanismem inhibice topoizomerazy 1 k FUFA (rezim
ILF a pozd&ji FOLFIRI) bylo v randomizovanych studiich dosaZeno statisticky
signifikantniho prodlouzeni celkového pfeziti na 14,8 mésice (Rougier a kol., 1998,
Saltz a kol., 2000).13 3 Oxaliplatina je platinovy derivit teti generace, ktery v kombinaci
s FUFA (rezim FOLFOX4) je schopen prodlouZit pieziti bez nemoci v adjuvantni

indikaci u kolorektalniho karcinomu stadia 1T a III (Andre a kol., 2004).** U

metastatického kolorektalniho karcinomu zlepsilo uziti oxaliplatiny spolu s FUFA
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(riizné rezimy FOLFOX) miru odpovédi az na 50,7 % a zvysilo 1 median celkového
pieZiti (ale jednd se o nesignifikantn{ zvySeni) na 16,2 mésice (de Gramont a kol.,
20()0).135 Novejii studie poté zkoumala moZnosti a vyhody podani reZimu

s irinotecanem (FOLFIRI) a naslednd pii progresi reZimu s oxaliplatinou (FOLFOX6) a
opa&né. Oba postupy zlepsily dale celkové pieZiti na hodnoty 21,5 a 20,6 mésice, a
reZimy se signifikantn& 1i¥ily pouze profilem toxicity (T ournigand a kol., 2004).136 Jako
dalsi moZnost systémové paliativni 1é¢by generalizovaného kolorektélniho karcinomu
pak byla zavedena do klinické praxe v tomto desetileti jednak humanizovand
monoklonalni protilétka proti VEGF nazvana genericky bevacizumab. Jeji uziti

v kombinaci s rezimem IFL dosdhlo dle vysledki studie III. faze ve srovnani se
samostatnym rezimem IFL jednak prodlouZeni doby pieZiti bez zndmek nemoci z 6,2
mésice na 10,6 mésice a zarovei 1 zvysila celkov¢ prezitf z 15,6 mésice na 20,3 mésice
(Hurwitz a kol., 2004).137 Chimerickd monoklondlni protildtka proti receptoru pro EGF
(EGF-R), genericky nazvand cetuximab, pak je schopna dosdhnout v kombinaci

s chemoterapii s obsahem irinotecanu a FUFA dalsi odpovédi u generalizovaného
kolorektalniho karcinomu refrakierniho na 1é&bu samotnym irinotecanem a prodluzuje
median celkového preZiti téchto pfedlétenych nemocnych z 6,9 mésice na 8,6 mesice
(Cunningham a kol., 2004).%®

Pokroky v dosahovanych vysledcich systémové paliativni cytostatické a biologicke
1é¢by generalizovaného kolorektalniho karcinomu v posiednim desetileti jsou tedy
znadné. Méné prudky vyvoj je viak na poli hodnoceni prognostickych a prediktivnich
faktortl v souvistosti s témito novymi postupy systémové 16&by. VEtsina informaci o
faktorech s vlivem na prognosu nemocnych légenych systémovou lé¢bou ¢i o faktorech

schopnych predikovat udinnost terapie &i pfesnéji vymezit jeii indikace ohledng cilové
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skupiny nemocnych a vhodného trvani 1é€by, které by souborng slouZily k udrZeni
benefitu 16&by pro ,.citlivé* nemocné v kombinaci s omezenim toxicity nadbytecné
1é¢by, se bohuzel vztahuje nadale pouze k systémovému rezimu FUFA i samotnému 5-
FU. Je sice pravdou, Ze kazdd studie hodnotici pfeZivani se snaZi dodate¢né najit 1
n&jaky relevantni prognosticky faktor, ale konstrukee studif je primarné zaméfend na
hodnoceni efektivity 16&by u celé cilové skupiny nemocnych a neumozituje tedy
dostatedné stratifikovat nemocné a ziskat dostatecn& validni informace co se tyce
parametri s prognostickym v§znamem pouze analyzou podskupin. Studie, které se
touto problematikou pak zabyvaji primarné jsou dosud omezeného rozsahu a niZsi
kvality (limitovany podet nemocnych, retrospektivni, unicentrické) nez studie lécebné.
Nejrozsahlejim a relativng kvalitnim synteticko-analytickym zhodnocenim
zabyvajicim se kiinickymi determinantami pfeZivani nemocnych s metastatickym
kolorektalnim karcinomem létenym systémovou paliativni chemoterapii zaloZenou na
5-FU je préice Kohneho a kol. z roku 2002.1* Jedn4 se o retrospektivai analyzu dat z 19
prospektivnich randomizovanych studif a 3 studii II. faze, ktera vy3etiuje multivariantni
analyzou celkové 3825 nemocnych s generalizovanym kolorektalnim karcinomem
1é8enych riznymi systémovymi rezimy s 5-FU mezi 1éty 1982 a 1996 na rGznych
evropskych pracovistich. Cely soubor nemocnych byl rozdélen na 2 podskupiny,
inferentni soubor o 2549 nemocnych a soubor pro validaci o 1276 nemocnych. Pro
véechny nemocné byla zjistovana data pro celkove 23 parametril, které byly
kandidatskymi prediktory. Tyto parametry byly pak seskupeny do 3 skupin —
laboratorni parametry (11), s nadorem souvisejici parametry (7) a klinické parametry
(5). Pro tyto skupiny byla v prvnim kroku provedena vZdy separatni analyza a takto

byly vybrana pouze &ast nejperspektivngjSich faktort do obecného celkového modelu.
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Metodika byla zaloZena na klasifikagnich pravidlech (the tree analysis using the
recursive partition and amalgamation method — RECPAM). Klasifikaéni pravidla
z obecného modely na inferenénim vzorku pak byla pouZita pro ovéfeni validity na
kontrolnim mensim vzorku. Vyslednd regresni analyza identifikovala 3 skupiny
rozdilného rizika:
o skupina nizkého rizika (1111 nemocnych z inferenéniho souboru) s medianem
celkového preziti 15 mésich definovand pomoci nasledujicich parametri: PS
ECOG 0/1 a jen jedno misto postizen¢ nadorem,
e skupina stiedniho rizika (904 nemocnych z inferenéniho souboru) s m_ediz’mcm
celkového preziti 10,7 mésice definovand pomoci nasledujicich parametri: (PS
ECOG 0/1 a vice neZ jedno misto postiZzené nadorem a alkalicka fosfataza meéné
nez 300) nebo (PS ECOG vice neZ 1 a jen jedno misto postizené nadorem a
podet leukocytl ménc nez 10x 109/1),
« skupina vysokého rizika (534 nemocnych z inferenéniho souboru) s medianem
celkového preziti 6,1 mésice definovanad pomoci nésledujicich parametri: (PS
ECOG 0/1 a vice nez jedno misto postizené nadorem a alkalicka fosfataza vice
nez 300) nebo (PS ECOG vice nez 1 a vice neZ jedno misto postizené nadorem a
pocet leukocytl vice neZ 10x 109/1).
Median preziti pro takto definované skupiny nemocnych na souboru urceném pro
validaci vysel pro nizké riziko 14,7 mésice, pro stfedni 10,5 mésice a pro vysoké 6,4
mésice. Autofi pak doporuduji, aby tato kriteria byla pouzivana pro stratifikaci
nemocnych v b&Zné klinické praxi pfi rozhodoveiﬁi o intenzit® 1é¢by a v rdmci
klinickych studii ke stratifikaci dle rizika. Uzaviraji, Ze validita jakéhokoliv jiného

molekularniho & biologického markeru prognosy u generalizovaného kolorektalniho
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karcinomu by méla byt pom&fovina t8mito &tyfmi parametry (PS dle ECOG, pocet
leukocytu, alkalicka fosfatiza a poCet mist postiZenych metastatickym procesem).

Tato prace se stala nejcitovangjsi studif zabyvajici se prognostickymi faktory u
neresekabilniho generalizovaného kolorektalntho karcinomu. Ma v8ak i své slabiny, na
které bylo upozoriiovano témgf hned po jejim uvefejnéni. Piedevsim se jednd o
retrospektivni analyzu na teoreticky znatng nehomogennim souboru nemocnych. Autofi
v zavéru doporuduji ke stratifikaci nemocnych dle rizika uZiti vyse zminénych 4
parametrfi jako kone¢ného vysledku analyzy, v koneéném modelu byly ale pouZity na
z&kladg signifikance pfi prvnim kroku i pocet trombocyti a hladina hemoglobinu - dle
vysledki pryniho kroku se tedy také jednalo o nezavislé pro gnostické faktory, které
viak ztratily svoji vypovidaci hodnotu v kombinované analyze s nelaboratornimi
parametry. Dale pak lze zpochybnit nesignifikantnost nékterych dalgich laboratornich
parametr( vysetfovangch v této studii, které viak v jinych studiich vysly statisticky
signifikantng jako prognostické faktory celkoveho preZiti. Jedna se zejména o LDH,
albumin, AST, bilirubin a sérové CEA. Je poukazovano na fakt, Ze v téio Kdhneho
studii byl podet chyb&jici dat pro signifikantni faktory niz$i nez u dalSich parametril,
které vysly nesignifikantng. Konkrétné procento chybgjicich hodnot pro leukocyty a
hemoglobin bylo 30 %, pro trombocyty 32 % a pro ALP 38%, avsak pro LDH 72 %,
pro albumin 67 %, pro aminotransferdzy 48 % a 44 %, pro bilirubin 46 % a pro CEA 53
%. Vysvétlenim by mobla byt i vysokéd nechomogenita v pouzitych metodikdch méfeni
jednotlivych parametrti v jednotlivych studiich (jak pouzitych pro Kshneho analyzu, tak
i ve studiich které jsou s ni srovndvany). Existuje vysoka variabilita v analytické fazi
(napt. rizné komeréni kity uzivané v uréitou dobu), avsak jeste vétsim zdrojem chyb je

s nejvatsl pravdépodobnosti v této situaci fize preanalyticka. Z4dn4 z téchto
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publikovanych studii nepopisuje podrobn€ pouZité metodiky pro stanoveni téchto
laboratornich parametrii a tim je v podstaté i teoreticky nemoZné provést
reprodukovateln nezavisla méfeni. Tim je zpisobeno, Ze variabilita mezi studiemi
mtre dosahovat u n&kterych parametrl aZ 50 % naméfenych hodnot.'* Jako
kompromisni fedeni protichiidnych informaci z této studie ve srovnani s jinymi pak
néktefi oponenti doporucuji ke stratifikaci nemocnych na zaklad& praxe zaloZené na
principech evidence-based laboratory medicine i rutinni uZiti vy$e jmenovanych dalSich

parametrd z jinych, nezévisle provedenych studi,"*"

a tim je popfen v podstaté smysl
vysledku celé této Kohneho studie pro rutinni klinickou praxi.

PakliZe Ize takto zpochybnit validitu nejrozsahlejsi a tim padem - jak je mnohymi na
véci nazirdno - i ,,nejkvalitngj studie na toto téma, jsou viechny dal$i prognostické
studie ,,s 5-FU* zatiZeny faktory snizujicimi jejich validitu jesté vyS& mérou, coZ mai
odraz v jejich ¢asto protikladnych zaverech.

Jak jiz bylo uvedeno vyse, je pocet studii zabyvajicich se prognostickym faktory u
generalizovaného kolorektalnfho karcinomu 1é&eného paliativii systémovou lécbou

s nov&j¥mi cytostatiky &i biologickou lé¢bou dosud znacne nizky. Jedna se pfedeviim o
vedlejdi produkty primarmné 1é¢ebnych studii, u kterych autofi nasledné provedli analyzu
moznych faktort s vlivem na celkové pieziti ¢i preZiti bez nemoci. Je moZzno zminit
predevsim nékolik studii zabyvajicich se prognostickymi faktory pii chemoterapii

s irinotecanem. "% 1> 144195 priney g kol. opublikovali v 1. 2004 svoji poolovanou
analyzu z dat 2 randomizovangch studif III. faze s irinotecan a infusnimi rezimy FUFA,
celkové retrospektivng analyzovali data od 602 némocnfzch s pokro&ilym kolorektalnim
karcinomem a v multivariantni analyze nalezli jako signitikantni prognosticke faktory

pro lepi pieZiti bez zndmek progrese ztratu vahy mensi nez 5 % (p = 0,047), PS 0 az 1
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dle WHO (p = 0,005) a rezim chemoterapie s irinotecanem (p = 0,035), pro lepsi
celkové preziti pak ztratu vihy mensi nez 5 % (p < 0,001), PS 0 aZ 1 dle WHO (p=
0,002), 2 & méné mist metastatického postiZeni (p = 0,04) ALP rovnou nebo mensi nez
dvojnasobek horniho limitu normy (p < 0,001)a reZim chemoterapie s irinotecanem (p =
0,[)09).146 Studii vySetiujici prognostické faktory pfi paliativni systémove chemoterapii
s oxaliplatinou je jesté méné a jsou hor$f kvality neZ studie s irinotecanem. ' 145147
Kvalitn®jii studie vySetfujici prognostické faktory pfi biologické systémové léébé

neresekabilnich forem generalizovaného kolorektdlniho karcinomu neexistuji.

2.1.2.4. Shrnuti prognostickych faktord u pokro&ilého kolorekialniho karcinomuy

Prognostické faktory u generalizovansho kolorektilniho karcinomu obecné tedy jsou
studovany pfedeviim v restrospektivnich studiich mensiho rozsahu a proto byly
opakovan provedeny systematické pfehledy t€chto studif k ziskani alespoil n&jaké
ucelené informace, které by pokud mozZno vytvoiila klinicky uZiteCny vystup pro
upotiebeni v situacich, kdy je nutné pro rozhodovani o dalgi 1é¢be znat prognosu
nemocného.

Systematicky prehled od Watina a Friedberga z roku 2004 se snazil nalézt odpovéd na
to, které z laboratornich parametrii je pak moZno doporugit jako prognosticke faktory u
metastatického kolorektdlntho karcinomu k vy$etfovani v rdmei stratifikace nemocnych
pro Uely terapeutickych studii a pro guideliny uplatniteln¢ v klinické praxi.'*® Pro tento
Gcel byly selektovany jen studie vysoké kvality a o rozsahu minimaing 100 vySetfenych
nemocnych, s cilem zajidténi co nejvetdi validity posuzovanych studii. Na zaklad®
striktnich inklusivnich a exklusivnich kritérii bylo tedy nakonec pro ucely tohoto

prehledu vyselektovano z celkové 877 publikaci pouze 15 studii. Na zakladé evidence
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vyplivajici z téchto studif pak autoti doporucuji aby u viech téchto nemocnych v rdmci
jejich stratifikace v klinickych studiich byly systematicky méfeny nasledujici
pfedlétebné laboratorni parametry: pocty krvinek v perifern{ krvi, hemoglobin,
protrombinovy ¢as, sérova ALP, LDH, transaminasy, albumin, bilirubin a CEA. Pokud
by se uvazovalo o pfidani dalsich testd doporucuji autofi zahrnout 1 gama-
glutamytransferasu a sedimentaci erytrocyti. Déle autoii doporucuji misto uzivani
arbitrarné stanovenych prahovych hodnot uzivat tyto proménné jako kontinualni. Co
povazuji viak na této stati za nejhodnotn&jii je Ghel pohledu na prognosticke faktory

z pohledu lékate zabyvajiciho se laboratorni medicinou a ne &isty thel pohledu klinika.
Autofi diskutuji metodické problémy srovnani studii zabyvajicich se prognostickymi
faktory u kolorektalntho karcinomu a obrovskou heterogennost studii, co se ty¢e jejich
pouzitych laboratornich metod a pted&lovych hodnot, coz vie dohromady velmi
komplikuje objektivni posouzeni validity jednotlivych prognostickych faktorl i v té€ch
piipadech, kdy se jejich klinické uZiti povazuje vieobecné za standardni a uZite¢né, Ze
zkoumanych 15 studif v pfehledu potvrdilo 87 % z nich néktery z laboratornich
parametr( jako nezdvisly prognosticky faktor. J ednotlivé laboratorni parametry, které
byly zkoumany ve vice neZ 2 studiich, a které byly prokazany byt signifikantnimi

v multivariantni analyze u vice nez 20 % studii v pfehledu jsou: albumin (6/8, 75 %),
leukocyty (5/8, 62,5 %), ALP (7/14, 50 %), hemoglobin (3/7, 43 %), transaminasy (2/6,

33 %), CEA (3/12, 25 %) a bilirubin (2/9, 22 %).
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2.2. Vztahy mezi imunitnim systémem a tumorem

Nadorové onemocnén{ vytvai v organismu situaci s komplexnimi vztahy mezi
imunitnim systéniem a tumorem. V soudasnosti je vieobecné pfijiman nazor podloZeny
vysledky experimentd a epidemiologickych sledovani z poslednich dvou desetileti,
ktery nahliZi na vzajemny vztah tumoru a imunitniho systému z dhiu dvou zakladnich
predstav, a to sice, Ze zdravy imunitni systém je nutnou komponentou pro kontrolu
maligniho onemocnéni a Ze s karcinomem asociovana imunitni dysfunkce pfispiva

k progresi nadoru. Tumor vyuziva obdobné molekularni a bunééné mechanismy jako
infekéni patogeny k tzv. Gniku pfed imunitnim systémem hostitele a tumorem je
postupné navozen stav nerovnovahy imunitniho systemu. Tuto imunitni dysfunkci u
nemocnych s nadory 1ze do jisté miry vysvétlit jako sekundéarni defekt imunitniho
systému vyvolany trvalou pitomnosti progresivné rostouciho a geneticky se neustéle
méniciho tumoru, ktery pod selek&nim tlakem ,,obrannych mechanismi hostitele™
ziskdvé v Zase stale vice agresivndjsi fenotyp. Nador, pokud nenf v pocatecni fézi svého
rastu imunitou zlikvidovén, naopak v dalich fazich imunitu aktivné ovliviiuje pro sebe
vyhodnym, ale pro organismus jako celek nevyhodnym, smérem. Zatimco pocatedni
faze nadorového riistu nevyvoldva systémovou imunodeficienci a byva spojena

s toleranc{ specifickou k nadorovym antigentm ¢i lokalni neodpovidavosti T bun¢k
(mechanismy anergie, exhausce ¢i nevhodné presentace antigenu}, prevlada u

pokrogilych stadii nadori nespecificka a systémova imunitni dysﬁmkce.m’ 152,153
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2.2.1. Role imunitniho systému v kontrole progrese nidoru

Jak u lidi postiZenych karcinomem tak u zvifecich modeld nadorového ristu je jasné
prokézano, Ze hostitel oby&ejné vytvafi imunitni odpovéd’ na tumor.

Za uziti citlivych modernich technologii je u nositelt nadori moZné detekce tumor-
specifickych cytotoxickych/cytolytickych T lymfocyti (CTL) a IgG protilatek
specifickych pro nadorové epitopy. Za pouziti tetramerti a prittokové cytometrie mohou
byt nyni méfeny T lymfocyty schopné vazby MHC I &i MHC II restringovanych
peptida. '™ 15 Funkéni ex vivo testy (testy proliferace, cytotoxicity nebo produkee
cytokini v odpov&di na peptidy asociovang s tumorem) potvrzuji tato fenotypizacni
data, 1 kdyZ ex vivo odpovédi na tyto epitopy jsou Casto slabé a vyzaduji in vitro
senzitizaci (IVS) antigen-prezentujicimi butikami (APC) a exogenné dodanymi
c:ytokirly.156 Souhrnem lze z téchto studif Hei, Ze jsou v cirkulaci v&tsiny nositeldl nadoru
detekovatelné prekurzory T lymfocytd schopnych odpovedi na vlastni antigeny, které
jsou &asto zvy$ens exprimovéany na nadorech. Tyto T lymfocyty jsou v cirkulaci
detekovatelné v nizké frekvenci, bohat&ji jsou zastoupeny v tkénich nadoru.”>’ U
pacientt s karcinomem jsou také asto detekovatelné protilatky proti nadorovym

antigeniim (TAA).”®
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2.2.2. Imunitni systém jako promotor riistu nidoru resistentniho k imunitni

odpovedi

V oblasti premalignich a Sasnych nadorovych 1ézi se oby&ejné vytvari infiltraty
imunitnich bungk, ptedeviim T lymfocytl, makrofagh a dendritickych bun&k (DCs),
n&kdy jsou ptitomny i formace B lymfocyth pfipominajici lymfoidni folikuly, %% 160
Z nich predev$im nador infiltrujict lymfocyty (tumor infiltrating lymphocytes — TIL)
byly povaZovany za komponentu standardni zandtlivé odpovedi hostitele na tumor. ™!
Aviak b&hem let se shromazdily data, které ukazuji, Ze: 1. TIL maji vyjadfeny aktivatni
fenotyp, * ale jsou funkéng kompromitovany,'® 2. v TIL jsou bohaté zastoupeny
pamé&tové lymfocyty specifické k TAA.'® TIL jsou tedy atrahovany p¥itomnosti nadoru
a jsou lokalizovany v mistech jeho ,,signali®, ale na rozdil od normalnich zanétlivych
infiltratf obsahuji imunitni buiiky specifické pro mnoho riiznych peptidd
exprimovanych nadorovymi buiikami. Byla vznesena hypotéza, Ze TiL produkuji
cytokiny a rtistové faktory nutné pro riist nadoru a Ze nador produkuje chemotaktické
faktory, které aktivné rekrutuji mononukledrni buiiky - u lidf hlavné lymfocyty a
makrofigy - do mista tumoru.'®® Je zatim nezodpovézeno, jestli tato rekrutace je fizena
a koordinovéana tumorem nebo je spousténa buttkami okolni tkan€ v odpovedi na
pFitomnost tumoru. Bylo diskutovéno, zda rekrutované imunitni buriky aktivované

v odpovédi na ,nebezpedné signaly* mohou byt zdrojem trofickych faktori pro tumor
pFicemz ale selhavaji ve svych protinddorovych funkeich. Pro tuto hypotézu sveddd
nové data potvrzujici, ze TIL jsou schopny produkee cytokini v odpovédi na TAA
agkoliv jejich protinddorové efektorové funkce jsou bud’ slabé nebo zcela nepfitomne.

Pfe jsou vedeny i o roli imunity v metastazovéni nddort.. Aby mohl metastazovat, musi

nador vykazovat ur&ité zvlastni charakteristiky, vetn€ schopnosti penetrovat
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endothelium a ziskat mobilitu uvnitt tkéni, lymfatik a krevnich cév.'* Neni moZna
piekvapenim, Ze je moZné i to, e buiiky solidnich nadord jsou schopné adopce
fenotypovych charakteristik lymfoidnich bunék, které jim umoziuji migraci za uZiti
téch samych mechanismi.'®” Tento fenomén je jen dal§im piikladem, jak nadory
vyuZivaji imunitni buiiky k vlastnimu prosp&chu. Zaroveil stoji tyto migrujici nadorové
buitky pfed obdobnym problémem jako infekéni patogeny vyuZivajicl strategie piimého
primiku do cirkulace — jak pfezit v hostilnim prostiedi primarné namifeném proti takové
moznosti. Je znamo, Ze cirkulujici nadorové buiiky jsou obzvlasté senzitivni k 1yze
monocyty a pfirozenymi zabije¢i (NK cells).'®® Za pfitomnosti protinddorovych
protiltek by mély byt tyto efektorové buiiky pfirozené imunity schopny efektivne
eliminovat nadorové cile za pomoci mechanismu cytoxicity zprostfedkované
protiltkami (antibody-dependent cellular cytotoxicity — ADCC).169 Ta nadorova buiika,
ktera se dokdZe vyhnout imunitni intervenci v perifernf krvi nebo lymfaticke cirkulaci a
doputuje do mista nové tkané je nepochybné zavisla na lokalnim mikroprostiedi co se
ty&e riistovych faktord a strukturni podpory extracelularni matrix (ECM). Je
spekulovéano, Ze nadorove specifické imunitni buriky odpovidajici na TAA mohou

takové ristové faktory produkovat a podporuji tak formovani metastaz.

Obraz , ktery se takto rysuje, ukazuje imunitn{ systém v dudlni roli — ten provadi
eliminaci nadoru i promoci nadorového ristu, pfi¢em? vysledny smér je snad zavisly na

iokélnich okolnostech a signélech dorudenych nadorem. Agresivngjsi nadory mohou byt

vvvvvv
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2.2.3. Zanét a karcinom

7 interake{ mezi nadorem a imunitnim systémem ,.hostitele” je dilezitd pfedevsim
neustala kompetice mezi protinadorovou imunitni odpovéd{ a mechanismy tniku
nadoru pfed imunitnim systémem (immune escape mechanisms), které eventuelné
vedou k imunosupresi a nekotrolovanému nadorovému ristu. Nadorové buiiky tomuto
imunitnimu dohledu unikaji n&kolika zptsoby, kter¢ 1ze struéné shrnout do tiech
kategorii: nddorové buiiky se vyhybaji deteket, sekretuji inhibi¢ni faktory a stavaji se
rezistentnimi k cytotoxickym aktivitém bungk imunitntho systému.

Béhem této faze souboje mezi nddorem a vrozenou a adaptivni imunitou jsou
extenzivnd aktivovana obé ramena imunitniho systému, coZ vede k vyvoji zanétlivé
odpovédi, ktera napomahd eliminaci abnormalnich bunék. Nepfetrzita aktivace
vrozeného a adaptivniho imunitnfho systému se vyskytuje za ,patogennich podminek®,
co” se d&je u nékterych infekénich nemoci, ¢i za ,,sterilnich podminek* typickych pro
nadory a autoimunitni onemocnéni. Jejich protrahovana aktivace u nadora vedouci

k chronickému zanétu miiZe byt indukovana cestou nadorové specifickych Ci
nespecifickych imunitnich odpovédi. Zatimceo specifické odpovédi jsou
zprosttedkovany aktivaci T bun¢k pies TCR, jsou nespecifické odpovedi
zprostfedkovany aktivaci tzv. Toll-like receptorii (TLRs), které jsou primarné
exprimovany na myeloidnich bufikach. Z toho vznikla zandtliva odpovéd’ v akutni fézi
podporuje eliminaci nadorovych bunék. Aviak kdyZ se tato zangtliva odpoved stane
chronickou, miiZe vystuptiovat nadorovy rist piimo ¢i nepfimo cestou indukee

imunosuprese postihujici funkee T 1 NK bun&k. K této se zanctem asociované
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imunosupresi pfispivaji nejrizn&j$ medidtory zahrnujic cytokiny, chemokiny,
prostaglandiny a oxidanty, které vSechny zvySuji rist nadoru a angiogenezi.

Jedna z hlavnich cest, které zptisobuji selhdni imunitniho systému v jeho snaze
eliminovat nador v prib&hu chronického zanétu, zavisi na mife aktivace, proliferace a
rekrutovani myeloidnich supresorovych bunék (myeloid suppressor cells - MSCs).
MSCs vyuZivaji vihody poskytnuté jim faktory sekretovanymi tumorem a hostitelem

v pribshu zénétlivé odpovedi ke své proliferaci a hromadeni v lymfatick§ch organech,
kde uplatiiuji své imunosupresivni Geinky na T a NK buriky.

Dalsim protinadorovou imunitu suprimujicim faktorem jsou pak regulaini T lymfocyty
CD4+CD25+ (Treg) a subpopulace CD4+ bunék zvanych ~regulatnich buﬁky typu 1%
(Trl). Treg zprostiedkovavaji svoji supresni funkci piimymi bun&énymi kontakty
jejichZ bliz& povaha viak neni dosud objasnéna, Trl pak svoji sekreci IL-10 a TGF-p.
Tregs a Trl nejsou viak jedineéné ve své schopnosti inhibovat aktivaci T bunék,
protoZe i Th2 builky, jeZ jsou expandovany u nemocnych s nadory, mohou také
suprimovat protektivni protinadorovou imunitu. Tyto butiky produkuji vysoké mnozstvi
IL-4, IL-10 a IL-13, ale mélo INF-y, a jsou Casto prevazujici populaci T lymfocyta

v populaci TIL, pfitemz nador svou sekreci IL-10 a TGF-p zprostredkovava a
podporuje tento cytokinovy sekrecni profil (pfevaha IL-4) typicky pro Th2 buriky. 7172
Treg buitky mohou navic kromé své suprese bunécné adaptivni protinddorové imunity

173,174,175 o yrozenou bunéénou

mit vliv i na adaptivni humordlni imunitu (B lymfocyty)
imunitu (pfimy vliv na NK butiky,'”® vliv na makrofagy pies suprimaci CD4+ Th
bungk. vliv na dendritické buiiky jakozto APC' 17817 1% _ down regulace MHC II

t¥idy, kostimula¢nich molekul CD80 a CDg6).
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Souhrnem feeno, kdy? se zan&tliva odpovéd stane chronickou, zabrafiyje ¢i blokuje

robustni protinadorové imunitni odpovedi.
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2.2.4. Mechanismy tniku niadoru pied imunitnim systémem

V obecné roving uzivaji tumory dvé zdkladni strategie pro vyhnuti se imunitni
odpovédi. Bud' se pfed imunitnimi butikami ,.schovaji* a tim zabrani svému rozeznani.
Nebo piikroéi k zneschopnéni ¢i eliminaci imunitnich bunék.

Dlouho je znamo, Ze nadory jsou schopny odlu€ovat sve povrchové antigeny anebo
snizuji expresi klitovych molekul nutnych pro interakce s imunitnimi butikami. Timto
zpiisobem mohou uniknout nadory pfed imunitnim systémem hostitele tak, Ze sc stanou
1. slabym stimulem pro T buitky ¢&i 2. nedtleZitym cilem pro nddorové specifické CTL.
Na nadorovych butikach je &asto sniZena &i alterovana exprese takovych klicovych
molekul jako jsou nadorové antigeny (TAA), HLA 1. tFidy. Dalsi aberace ¢asto vidana u
tumorosnich bun&k je down-regulace exprese kostimula¢nich molekul na bunééném
povrchu. Jednim z diivodd pro¢ nador nemize fungovat jako G&¢innd butika prezentujict
antigen je skutednost, Ze neni schopen dodat kostimulaéni signél (,,druhy signal®), ktery
je nutny pro produktivn{ interakce s T lymfocyty. Down-regulace kostimulaénich

78! yede

molekul na nddorovych butikich véetné &lent molekularni rodiny B
k neodpovidavosti zalozené na MHC-I restringované prezentaci antigenu bez pfevodu
kritického kostimulagniho signalu leukocytiim.

U solidnich nadorfi je znamo, Ze pfimo interferuji s imunitnim systemem hos_titele. Bud’
produkuii a uvoliiujf faktory, které moduluji funkce imunitnich bun&k, nebo indukuji
apoptosu t&chto bun&k. Seznam imunosupresivnich faktord derivovanych z nadoru
zahrnuje $irokou 3kahu biologickych efektorovych molekul: nékolik riznych systému

receptor-ligand, reaktivni malé molekuly, bunééné enzymy, rozpustné bunééné

komponenty a cytokiny/chemokiny.
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Dendritické butiky asociované s nddorem (TADC, tumor-associated dendritic cells)
predstavuji dal¥ mechanismus, ktery mtiZe také vysvétlit dysfunkei &i piipadné smrt T
bundk in situ,*®* coz souvisi 1 s funkéni ménécennosti alterovanych efektorovych bunék,
které se akumuluji v mist& nadoru. TADC nejen zpracovévaji a prezentuji nadorové
antigeny, ale jsou vyznamnym zdrojem riiznych cytokini (hlavné IL-1, IL-12, IFN -alfa,
I1-15, IL-18, [L-23 a IL-27). Maji také bohat& vyjadiené kostimulacni molekuly
(CD80, CD86, 0X40, 4-1BBL), které jsou nutné jako druhy signél, a jsou i zdrojem
riistovych faktort dileZitych pro diferenciaci, proliferaci T bungk a vyvoj imunitni
paméti. Proto, pokud TADC nejsou schopny fungovat normaln&'® nebo také podléhaji
apoptose in situ, tak je také nepravdépodobné, ze by TADC-TIL interakce byly

optimélni pro generovani produktivni TAA specifické imunity.

Kromé TADC existuje i podobna ,.teoretickd koncepee™ pro monocyto-makrofagovy
systém — makrofagy asociované s nadorem (TAM) vykazuji také funkéni defekty ve
srovn4ni s makrofagy z mist nepostiZenych nadorem od téch samych nemocnych.'®
Role makrofigh u pokroéilych nddort viak je mnohem dalekosahlej$i. Zda se, ze
makrofgy hraji dvoji roli a to v zavislosti na své topografii vii¢i nadoru. TAM jsou
potom jenom jednou z &4sti ambivalentn{ a sloZité role, kterou sehrava monocyto-
makrofigovy systém jako celek v celém organismu v pozdnich fazich nadorového ristu.
Makrofigy v mistech proximélnich k tumoru jsou jim suprimovény a pod vlivem
pisobkd z tumoru nakonec i ¢asteéné piispivaji k lokdlni neodpovidavosti v misté
mikroprostiedi nadoru, aviak makrofagy/monocyty v tumor distdlnim kompartmentu

jsou v pozdnich fizich nadorového ristu aktivnimi supresory imunitniho systému jako
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celku a napoméhaji (i lépe FeCeno jsou integralni soudasti) procesu progrese tumoru na
Grovni celého organismu. Mononukledrni fagocyty jsou versatilni buiky, které mohou
vyjadiovat v odpovédi na signaly ze svcého mikroprostfedi rozdilné funkéni programy.
Plng polarizované M1 aM2 makrofagy jsou extrémnimi pély na kontinualni Skale
funkénich stavil. Makrofagy, které infiltruji tkdn& nadoru, jsou fzeny cytokiny
derivovanymi z nddoru a okolnich T bun&k™ (které jsou v okoli nddoru polarizovany
piedev§im k Th2 fenotypu a produkuji vysoké mnoZstvi IL-4, 1L-10 a TL-13)

k polarizaci do M2 fenotypu.186 Tyto funkéné polarizované buiiky (a podobnd
orientované nebo nezralé DC, jak jiz zminéno vyse) pfitomné v okoli nddoru maji pak
kligovou roli v podmanéni si adaptivni imunity i v zané&tlivych procesech, které

napoméhaji riistu tumoru in situ a nasledng i jeho progresi v celém organismu.

Jako dal¥f faktor p¥ispivajici k nddorovému Gniku byva v posledni dobé zdiirazilovana
pFitomnost regulacnich imunitnich bungk, které se hromadi v mist& nadoru, ale jsou
detekovatelné i v perifern cirkulaci nemocnych s nddory. Lymfoidni (CD4+CD25+)
a/nebo myeloidni (CD34+ nezralé, antigen prezentujici) supresorové buriky tlumi
funkce imunitnich efektorovych bundk, predeviim cestou sekrece cytokini (IL-10,
TGF~beta)187, jakoZzto souast normélniho procesu kontroly autoimunity. ProtoZe nadory
exprimuji ,,organismu vlastni* antigeny, mohou byt supresorové buiiky rekrutovany do
mist nadoru k utlumeni imunitni odpovédi na ,,vlastni®. U zvifecich modeld se ukazalo,
e tyto buiiky jsou zodpovédné za ochranu pied autoimunitnimi chorobami'®® a ze
inhibuji generovani nadorové-specifickych T-bunéénych odpovedi. Deplece
CDA+CD25+ T bundk se ukazala jako promotor rejekee tumoru u my$t."™ Reguladni

butiky jsou nejlépe definovany pomoci svoji supresivni funkce a protoZe chybi
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spolehlivy fenotypicky marker pro jejich identifikaci jsou obtiZng studovatelné u lidi.
Za pomoci definice: subpopulace T bungk Foxp3+, CTLA-4+, GITR+, se zd4 tato
populace byt bohatgji zastoupena mezi tumor infiltrujicimi lymfocyty (TIL) u lidskych
nadorid a jsou &ast&ji zastoupeny v perifernim obéhu nemocnych s nadory nez u

normalnich jedinct. 190

46



2.2.5. Vliv protiniddorové 1é¢by na imunitni systém

Dalgim dilleZitym momentem pfispivajicim k celkové komplexité imunitnich procesi u
nadorového onemocnéni jsou pak vlivy &asto znadné intenzivni multimodalni
protinddorové terapie na celkovy stav imunity.'”" > 193, 194, 195, 196, 197. 198, 199, 200, 201, 202
Vliv protinadorové 1&&by zasahuje do rovnovahy mezi nadorem a imunitnim sytém
_hostitelského® organismu a ¢asto méa u€inky imunosupresivni. U ¢asnych stadii nadort
tyto suprimujici adinky protinddorové lé¢by na celkove normalné fungujici imunitu
prevladaji a jsou ¢asto ve svém vysledku ,,nevyhodné® pro ,hostitelsky* organismus.
Vljv protiniddorové 16€by na redukcei masy tumoru v organismu a tim i na sniZeni
antigenni zaté%e ma ale pi{znivy vliv na imunitni procesy obecng, tj. u ¢asného i
pokro&ilého nadorového onemocnéni. Avsak u pokroéilych nadorovych onemocnéni lze
objektivné prokazat i teinky protinadorové 1é€by posilujici protinadorovou imunitu
nejen viivem na redukci celkové nédoroveé masy, ale i svym suprimujicfm viivem na
butiky zprostfedkovavajici chronickou systémovou imunitn{i aktivaci, kterd navozuje u
pokro&ilého nadorového onemocnéni stav imunitni dysfunkce. Obecné tedy fici, jestli
néktera z onkologickych lééebnych modalit ma pifznivy &i neptiznivy vliv na
protinadorovou imunitu, proto ¢asto neni mozne.

Vlivy protinddorové 1é&by u nadorovych onemocnéni lze ,.didakticky* rozdé&lit dle
mechanismu G&inku a cile jejich priméarniho pisobeni. Antiproliferativni a cytotoxické
Gisinky 16¢by, tedy jeji piimy protinadorovy efek, je spojen, jak jiZ uvedeno vySe, se
snizenim antigenni zaté¥e pii redukci nddorové masy, avak jsou s ni ¢asto spojeny
nezadouci Gginky, které navozujf stav imunosuprese i u jinak normalng fungujictho

imunitntho systému. U chemoterapie i radioterapie jsou tyto efekty navozovany
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v oblasti maximaln tolerovatelnych ddvek (MTD, maximum tolerated doses).
Protinddorova 1é&ba viak mize mit i G&inky primarné cilené na hostitelské biologicke
systémy. V pfipadé chemoterapie a radioterapie se jednd o efekty navozované pii nizsim
davkovani nez u pHmé protinddorové 1é¢by , efektivni davkovéni se pak pohybuje

v malych & stfednich davkach (OBRMD = optimal biological response modifier doses).
Toho lze s vyhodou vyuZit u pokrogilych nadorovych onemoengni, v paliativnich
indikacich, a konkrétn& se jedna o u¢inky imunomodula¢ni (cyklofosfamid a jiné
alkylaéni latky, 6-mercaptopurin, methotrexat, 5-fluorouracil, nitrosurea, cytosin-
arabinosid, vinblastin a vincristin, bleomycin, mitomycin-C, cis-platina, tamoxifen) ¢i o
potlateni neoangiogeneze (doxorubicin, cyklofosfamid). S primarnim cilem ﬁoﬂac“:eni
nadorem navozené angiogeneze je pak uspé¥né aplikovana v soucasné klinicke praxi
mnohdy 1 , klasickd® biologickd 1é¢ba (interferon-alfa u Grawitzova tumoru a maligniho
melanomu, bevacizumab u kolorektélniho karcinomu) a tyto a nékteré daldi biologicke
prepardty s primdrnim G¢inkem na angiogenezi jsou ve fazi klinickych studii u dal8ich
onkologickych diagnos.

Komplexn&jsi konkrétni vlivy na imunitni systém jsou pak relativné nejlépe
prostudovany u cytostatik doxorubicinu a paclitaxelu. Doxorubicin posiluje funkce
makrofagt (1 TNF-a, 1 IL-1), stimuluje odpovéd’ cytototoxickych T lymfocytl, zvySuje
expresi IL-2 pomahadskymi T buikami a inhibuje T regulacni buiiky. Paclitaxel pak
posituje funkce makrofdgh v mist& nadoru (1 syntézu TNF-o, IL-1 a NO) a dosahuje
parcidlni korekce tumorem indukované supresorové funkee makrofagl v tumor-

distdlnim kompartmentu (sniZen{ produkce NO, obnoveni produkee IL-12).
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2.2.6. Souhrnny pohled na imunitu u solidnich nadori dle jejich fize pokrodilosti

Role imunitniho systému pii vzniku a u ¢asnych stadii nadori

Ustiedni role bun&tné specifické imunity v protinadorové odpovedi:
» ud¢inna presentace antigenu a jeho zpracovani
o vyznam pomahadskych T lymfocytl (rozvoj CTL efektorove odpovedi,
potenciace protinadorového efektu makrofagi a eosinofil)
o efektorové funkce CTL a NK bungk, pomocna role protilatek a komplementu
Mechanismy nadorového aniku (Tumor escape):
» zmény imunokompetentnich bun&k na molekuldrni Grovni {poruchy MHC
antigentl, zmény TCR/CD3 komplexu, nedostatek kostimula¢nich molekul)
» imunoselekce nadorovych bungk se slabou imunogenicitou
o vznik tolerance specifické k nadorovym antigentim (nepfiméiend prezentace
antigenu imunitnimu systému, vyskyt téchto antigent v Casné ontogenezi,
klonalni exhausce nebo anergie CD4 bunék) - typické pro CD4 lymfocyty
e suprese imunitni odpovédi cytokiny, ristovymi faktory; chemotaktickymi
molekulami a proteizami sekretovanymi tumorem ¢i pod vlivem tumoru (napf.
TNF-a, IL-1, IL-4, IL-6, IL-10, MDF, TGF-B1, PGE(2) a M-CSF)
e indukce supresorovych T CD4 bunck
e lokdlni neodpovidavost, tumor vytvafi imunoprivilegované misto a nadorove
busiky jsou chrandny proti lokalni aktivaci T bun&k - typické pro CD8 lymfocyty

Tmunitni systém jako celek je pln& funkéni a prevlada antigen specifickd imunitni

dysfunkce, kterd je viak pouze v mist¢ nadoru.

Role imunitniho svstému u pozdnich stadii nadora

Pokro&ilym nddorem je v podstaté v organismu vytvoiena generalizovand sekundérni
imunodeficience. Je nutno rozlifovat procesy probihajici v tumor-proximalnim (s
mechanismy a procesy vychazejicimi z principd imunity u ¢asnych nadori) a tumor-

distalnim kompartmentu in vivo a jejich vzdjemné interakce. Déle je nutny uvaZovat i
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vliv mikroprostiedi, které je ¢im dal vice pod vlivem nadoru (lokalni suprese imunity

nadorem, nadorové stroma véetné angiogenese).

Ustiedni role monocyti/makrofagh:

deaktivace nebo suprese cytotoxicity aktivovanych makrofagi faktory
produkovanymi nddorem a T lymfocyty v tumor-proximéinim kompartmentu,
indukce alternativniho programu aktivace makrofagh a jejich polarizace k M2
fenotypu (TAMs = tumor-associated macrophages) - snizeni produkee [EL-1, IL-
6, IL-12, TNF-o, INF typu 1

indukce supresorové funkce makrofgh faktory sekretovanymi tumorem

v tumor-distalnfm kompartmentu (inhibiéni cytokiny véetmne TGF-$1 a 1L-10),
tyto tzv. ,,tumor-induced macrophages™ zprostiedkovavaj imunosupresi
nadprodukei faktordi suprimujicich odpovidavost T bunék (NO, TNF-a) a
nedostatenou produkei positivnich regulagnich cytokinii

TAMs zptisobuji remodelaci tkéni, fibrosu a angiogenesi — tvorba stromatu
nadoru

nadorové buiiky Easto sekretuji PGE(2) a zaroven stimuluji expresi COX-2 a
syntézu PGE(2) v makrofézich (vlivem IL-1, TNF-a, INF-v), coz ovliviiuje
produkei cytokint makrofagem (pfes stimulaci NF-IL6, itlum NF-kappaB) —
porucha rovnovéhy IL-12/IL-10, polarizace k imunitni odpovedi typu II
(polarized Th2 response)

nédorové buiiky zpisobuji (vlivem IL-10, TGF-B, PGE(2)) supresi produkce NG
(snizeni iNOS) a TNF-o v TAMs (NO v makrofdzich fysiologicky inhibuje
produkei PGE(2) pies COX-2) - pievlada cesta arginasy (ornithin, polyaminy), a
naopak nadprodukci NO a TNF-o. v makrofézich tumor-distdlniho

kompartmentu

Nespecifickd a systémova imunitni dysfunkce navozend chronickou systémovou

aktivaci imunitmich mechanismii:
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o systémové je sniZena exprese TCR/CD3 zeta fetézce-CD16 zeta fetézee , TCR
eta fetézce, IL-2R o Fetézce, p56™* p59™™ a riizné daldi finkeni defekty CTL a
NK bunék

s  systémové jsou navozeny defekty v proteinech signdl-transdukéni kaskady
(JAKs, STATSs) —napf. redukce fosforylace JAK3/ STATS ulIL-2Ru T

lymfocytt

¢ tyto molekuldrni poruchy jsou vyvoldny plisobenim NO a reaktivnich produktti
kysliku (H202) uvolfiovanych aktivovanymi makrofagy

¢ zvyiend apoptosa T lymfocytd a NK bungk se snizenou funkéni kapacitou
(mechanismy: FasL na povrchu nddorovych bun¢k, HO; uvolilovany

z makrofag)

Piedchozi studie ukazaly signifikantni zm&ny v poétu a funkei podskupin
mononukledrnich bungk periferni krve u nemocnych s nadorovym onemocnénim,
véetné kolorektalniho karcinomu,20® 204 205206, 207 \éng je viak zndmo o prognostickém
vyznamu téchto zmén, 208 209, 210,211, 212,213, 214 (vlem této disertadni prace je prokdzat
yyuZitelnost stanoveni imunofenotypu téchto bunek metodou pritokové cytometrie pro

ureni prognosy nemocnych s kolorektdlnim karcinomem generalizovanym do jater.
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3. Soubor nemocnych a metody

3.1. Vybér pacientu

Toto Setfend je retrospektivni analyza celkového pieZivani 59 pacientd s histologicky
verifikovanym kolorektélnim karcinomem metastizujicim do jater. Nemocni byli
zafazovéani do studie bez ohledu na 1é&bu (tj. bez ohledu na jiZ absolvovanou i aktualné
probihajici 1é¢bu). Jednalo se o nemocné lédens (pfedevsim systémovou a regiondlni
chemoterapif, ale i o nemocné po jaterni resekei &i zafazenych do klinické studie

s regiondln{ adoptivni imunoterapii**> 2** %) na klinicko onkologické ambulanci

v obdobi od 25.8.1998 do 1.9.2002 v univerzitni nemocnici (Klinika onkologie a
radioterapie Fakultaf nemocnice v Hradei Kralové, Karlova univerzita v Praze). U
t&chto nemocnych byly provedeny bud’ pred 1é¢bou &i v pribéhu 1é&by (vzdy pied
zapo&etim aplikace cyklu chemoterapie) odbéry vzork® heparinizované periferni krve

k vyietieni imunofenotypu mononuklearnich bun&k periferni krve a nasledné zpétné

uréeny Sasy celkového pieZiti & celkové doby sledovani.
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3.2. Laboratorni metodika

Relativaf pocet bundk CD3*, CD3*CD4", CD3'CD8", NK (CD3'CD16"CD36%),
CD3*DR*, CD3'CD25*, CD3'CD69*, CD8'CD28*, CD8 CD28’, CD8*CD57', CD1Y",
CD19*CD23*, CD14"DR* a CD14*CD16" byl uréen pomoci dvoubarevné priitokove
cytometrie metodikou jiz dfive zavedenou na pracovisti Ustavu klinické imunologic a
alergologie FNHK a v dobg etfeni jiZ rutinng provadénou. Nasledné jsme vypoctem
ziskali absolutni poéty vech vySetfovanych populaci. Zkrdceny popis metodiky
pifpravy vzorku k mé&feni: 25 ul heparinizované periferni krve bylo smifeno s 10 pl
roztoku odpovidajici monoklonalni protilatky a inkubovéno 20 minut pii pokojové
teplotd. Pro analyzu fenotypu leukocytd periferni krve jsme pouzili nasledujici
monoklondln{ protilétky &i kombinace monoklondlnich protilatek k definovani
odpovidajicich populaci leukocyti: fluorescein isothiocyanate conjugated (FITC) anti-
CD3 (CD3" lymfocyty), FITC anti-CD3/ phycoerythrin conjugated (PE) anti-CD4
(CD3*CD4" lymfocyty), FITC anti-CD3/ PE anti-CD8 (CD3*CD8" lymfocyty), FITC
anti-CD3/ PE anti-CD16 + PE anti-CD56 (NK butiky), FITC anti-CD3/ PE anti-HLA-
DR (CD3"HLA-DR" lymfocyty), FITC anti-CD3/ PE anti-CD25 (CD3*CD25*
lymfocyty), FITC anti-CD3/ PE anti-CD69 (CD3*CD69" lymfocyty), FITC anti-CD8/
PE anti-CD28 (CD8*CD28" a CD8 CD28"lymfocyty), FITC anti-CD8/ PE anti-CD57
(CD8*CD57" lymfocyty), FITC anti-CD19 (B lymfocyty), FITC anti-CD19/ PE anti-23
(CD19*CD23" B lymfocyty), FITC anti-CD14/ PE anti-HLA-DR (CD14'HLA-DR*
monocyty) a FITC anti-CD14/ PE anti-CD16 (CD14*CD16" monocyty). FITC anti-
CD3, PE anti-CD4, PE anti-CD8, PE anti-CD16, PE anti-CD56, PE anti-HLA-DR,
FITC anti-CD19, and FITC anti-CD14 byly ziskdny od Immunotech (Marseille,

France). FITC anti-CD8 and PE anti-CD28 byly ziskdny od Becton Dickinson (San
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Jose, CA, USA). Po inkubaci bylo pfidéano 135 pl lyzaéniho roztoku (OptiLyse C,
Immunotech) a smés byla inkubovéna dalSich 10 minut. Suspense byla pak
proplachnuta v 1.5 ml solného roztoku a centrifugovana 10 minut pfi 125 G. Nasledne
byl odstranén supernatant a sediment byl resuspendovan v 250 ul solného roztoku.
Analyza pritokovou cytometrif byla provedena za pouZiti EPICS XL flow cytometru
(Coulter, Miami, FLA, USA) a analyza byla zaloZena na 5x 10° gated events. K urenti a
verifikaci ,light scatter gate® pro lymfocyty bylo uzita FITC anti-CD45/ PE anti-CD14
(LeucoGATE, Becton Dickinson). Takto zjiténa istota lymfocyti byla udrZzovana
konzistentné nad 90 %. Gating monocytii byl zaloZen na barveni CD14, Zaroveii bylo
provedeno stanoveni krevaiho obrazu s diferencidlnim rozpoctem leukocytit a byly
spo¢itany absolutni podty odpovidajicich leukocytarnich populaci. Vysledky byly

vyjadfeny v absolutnich poctech bunék na ul.
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3.3. Statistické zpracovani

K vySetieni vztahli mezi celkovym pieZivanim a parametry fenotypu leukocyti byly
vyuzity 3 riizné statistické metody (univariantni a multivariantni analyza pfezivani
spolu s linedrni regresni analyzou, metoda konstrukee ROC kfivek a metoda indukZnich

grafit).

V prvni fazi byly zjistovany pro viechny stanovené parametry fenotypu rozdily

v peZivani pacientl - vzdy ve dvou skupinach ziskanych rozd&lenim nemocnych podle
medianu absolutnfho poétu bungk piisluiné leukocytarni subpopulace. Univarianini
analyza prezivani byla provedena Kaplan-Meierovou metodou (Kaplan-Meier product
limit method) a p¥islu$né kfivky pfezivani pak byly porovnany pomoci log-rank testu a

zobecnéného Wilcoxonova testu.

V druhé fézi statistického vyhodnoceni byly vySetfovany moznosti predikce celkoveho
prezivani pomoci konstrukce regresnich modelii. Vzhiedem k tomu, Ze distribuce
pfe¥ivani k 1.9.2002 statisticky signifikantné odpovida Weibullové rozdéleni, byly uZity
linearni regresni modely uréené pro predikei v censorovanych datech piezivani pii
snamé distribuci dat — modul Life data regression v softwaru Statgraphics a modul
Distribution regression v softwaru NCSS. Nasledné byly provedeny 1 vypocty
regresnich modeld podle metody Cox proportional hazards regression — modul Cox
regression v NCSS, aviak vzhledem k malému podilu censorovanych mé&feni a po
predb&znych vypodtech i vzhledem k malé sile regrese (pseudo R?) se tato metoda jevi
na tomto souboru jako o néco méng vhodna.?® Na druhé strang je Coxova regresni

analyza vyhodnd v tom, Ze jeji vysledky by zGstaly v platnosti i kdyby v dal$im
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sledovéni nakonec neodpovidala distribuce celkového preZivani Weibullove rozd€leni.
Coxova analyza také d4va uspokojivé robustni vysledky v piipade opakovanych

kdyz toto 1ze 100% spolehlivé Hei jen u prospektivniho vySetfovani, ve statistické
literatu¥e neexistuje podobny tdaj pro studie s retrospektivnim designem), ¢ehoz lze

s vyhodou vyuzit k ziskéni informaci o validit¢ vysledki multivariantni analyzy jejich
ovéfenim na souboru nemocenych s daty fenotypu ziskanymi v ¢asovém odstupu od
prvnich mé&feni na inferenénim souboru (v podstaté ovéfeni prediktivni pfesnosti
regresniho modelu v zavislosti na prib&hu asu).”” Uvedenymi regresnimi metodami
byly vysetiovany vztahy mezi jednotlivymi parametry fenotypu leukocytd jako
nezavislou kontinualni proménnou a celkovym pfezivanim jako zévislou proménnou.
K rozsiteni moZnosti byly vedle viech pivodnich parametrl fenotypu leukocytl
vytvoreny jests dali nezdvislé proménné ve formé indexu zkonstruovanych jako

vz4jemné podily jednotlivych leukocytdmich populaci.

Vzhledem k omezenému podtu nemocnych ve studii jsme stali pted problémem, jak
zajistit co nejvétd validitu ziskanych vysledki. Postupovali jsme dvéma zplsoby
k zajisténi ,,parcidlni” validity:

1. Vyuzili jsme skutegnosti, Ze u nékterych pacientt byla mé&feni parametri
fenotypu leukocyth v prib&hu 1é¢by &i sledovani opakovana. Vytvofili jsme
kontrolni soubor 43 nemoenych. Jestlize bylo uskuteénénych méfeni vice,
zatadili jsem posledni provedené. Takto zkonstruovany soubor tedy obsahoval
méfeni provedend s Easovym odstupem u nemocnych zastoupenych jiZ

v ptivodnim souboru pouZitym k inferenci. Tento postup tedy zcela jiste
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nezajidtuje plnou validitu, nicméng s jeho pomoci jsme vyrazné zredukovali
pocet regresnich modeld ziskanych inferenci.

2. Provedli jsme ndhodné rozdélen{ pivodniho souboru na dva mensi (30 a 29
nemocnych). Prvni ziskany soubor jsme pouZili jako inferenéni a na druhém
jsme ovétili validitu ziskanych vysledki. Tento postup k zajisténi validity je

tedy limitovan pouze mensim rozsahem souboriL.

Nasledn? byla i zp&in& rozsifena univariantni analyza prezivani u skupin vytvofenych
podle parametri fenotypu (viz. prvni faze statistického zpracovani) zahrnutim indexd,
které jako nezavisle proménné pii Weibullov® regresi na plvodnim souboru nemocnych
piispivaly k vytvofeni signifikantnich regresnich modelt. Opét jsme k ovéieni validity
takto ziskanych vysledkd pouzili vyse popsany kontrolni soubor o 43 nemocnych s
méfenimi fenotypu provedenymi v Sasovém odstupu. Srovnani pieZivani na tomto
konirolnim souboru bylo provedeno u skupin vytvofenych jednak podle medidnt
leukocytarnich populaci pivodniho inferen¢niho souboru, jednak podle medidnt

parametrti fenotypu leukocytil tohoto kontrolniho souboru.

V tieti f4zi statického zpracovani byly k ohodnoceni diagnostické presnosti takto
zkonstruovaného testu pouzity metody ROC (receiver-operating characteristic)
kiivek.?? Tato metoda zde byla uZita jako daldi moznost ov¢feni validity dosaZenych
vysledki tim, Ze bylo provedeno spogitani signifikance plochy pod kiivkou (AUC,
jednostranné testovani, zda-li je AUC v&tsi neZ 0.5) pro parametry uréené v piedchozi
fa7i statistického zpracovani. Hodnoceni signifikance AUC mélo nejvetsi spolehlivost

na piivodnim inferenénim vzorku rozdéleném dle medianu ptezit{ na 2 skupiny (30 2 29
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nemocnych), coZ se jiZ bliZi optimalnimu poctu 30 negativaich + 30 positivnich méfeni
pro absolutni spolehlivost uzivaného Z-testu. Na kontrolnim souboru ¢ pii rozdéleni
inferen&niho souboru ne podle jeho medianu je tedy spolehlivost jiZ o néco mensi neZ
teoreticky dosaZitelna, ale vzhledem ke kongruenci vysoké signifikance dosaZenych
vysledki pro hlavni hodnoceny parametr imunofenotypu, ktery vychazel signifikantné i
pH analyze pieZivani, nezdé se v tomto konkrétnim pfipadé nizi pocet nemocnych
nepfekonatelnym praktickym problémem, ktery by mél zcela znehodnotit validitu téchto
vypoétl. Dostatedny podet riznych hodnot testovaného parametru (5-7 rliznych hodnot)
byl pak ve viech ptipadech spolehlivé splnén. Vzhledem k nenormalnimu rozdélent
vySetfovanych souborti byly pouZity jen neparametrické testy. Tyto vypolty byly

provedeny v programu NCSS 2001.

Ve &tvrié Fazi statistického zpracovani byly zkouleny moznosti vytvareni skupin
s rozdilnym celkovym pieZivanim konstruovanych za pomoci parametri fenotypu
leukocytil Principem postupu v této fazi je pouziti metody induk¢nich grafii®?!

k vytvofen{ klasifikaénich pravidel z parametrti fenotypu pro urcent pfifazeni toho
kterého nemocného do jedné z pfedem dvou danych skupin vytvofenych rozd&lenim
souboru dle n&jaké arbitrarné predem zvolené hodnoty celkového preZiti. Jedna se

v podstaté o cilenou diskretizaci kontinudlnich atributii pro potteby klasifikace do
piedem danych skupin. Vyuzili jsme software Rule Extractor (R. Rakotomalala,
Iaboratoire E.R.I.C., Université Lyon 2, France) provad&jici takovouto indukei pravidel
z poskytnutého vzorku pomoci vylepSené¢ho CN2 algoritmu.zzz’ 223,224 Jednd se 0

techniku k indukci rozhodovacich pravidel ve formatu ,IF ...., THEN ....%, pfiemZ tato

metoda m4 uspokojivou efektivitu udeni a soucasné i vykazuje Zadoucf toleranci Sumu,
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imunitu k chyb&jicim datiim a robustnost vzhledem k malému tréninkovému vzorku.
Jako evaluaéni funkei jsme pouili ,,Intensity of Implication®. Indukce byla provedena
nejprve na pivodnim inferenénim souboru o 59 nemocnych a nasledné na jiz popsaném
kontrolnim souboru o 43 nemocnych, na obou souborech vZdy pro 2 skupiny celkového
pFeZivani (mensi versus v&tsi) - jako hodnotu k rozdéleni na tyto 2 skupiny jsme pouZili
hodnotu 583 dni (median piezivani ptivodniho inferenéniho souboru) a 420 dni.
Vysledkem jednotlivych indukef je vZdy mneZina n€kolika pravidel rozhodujicich na
zaklad® intervalu &i kombinace intervalt hodnot n&kterych parametri fenotypu
leukocytl o pFifazeni do skupiny v&tsiho ¢i mensiho celkového preZivani. Podle téchto
pravidel jsme poté pro kazdy model provedli rozdéleni daného souboru na 2 skupiny a
pro tyto skupiny (obdobné jako v 1. fazi statistick€ho zpracovéni) univariantni analyzu
piezivéni, a to vZdy na obou souborech, ¢imZ jsme opet Eastene ovérili validitu takto
ziskanych pravidel. Co se tyte ohodnoceni diagnosticke presnosti takto konstruovanych
testl nebylo provedeno néjaké hlubsi Setieni, vzhledem k men3im podtim nemocnym se
totiZ stejné jedna pouze o hypotézy generujici vysledky (neprovadgli jsme tedy ani
ovéfovani Coxovou analyzou u tplné viech modelt, coZ by byl vhodny postup v
nejblizéim dalsim kroku k ovéfeni validity t€chto vysledk®). Nicméné neni Spainé na
tomto misté zminit obeend platny fakt, 7e testy zkonstruované z nékolika .,nebo™
pravidel majf vzdy vy3si sensitivitu ale nizsi specificitu ve srovnani s nekombinacnimi
testy s jednim parametrem, pidemZ se jednd v realite o situaci, kdy kazda testovaci
komponenta uZitd v kombinaci a srovndvany nekombinacni test s jednim parametrem
maji obdobné diskrimina¢ni vlastnosti (viz. napf. dlouhotrvajici diskuse o
optimalizaci“ Lightovych kritérif pro rozliSeni transuddtu od exsudatu u pleurdlniho

vypotku).?
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Viechny provedené statistické testy byly povaZovany za signifikantni na 95% hlading
spolehlivosti a i vysledky s trendy (ij. p hodnota mezi 0,05 a 0,10) jsou povazovany za

zcela nesignifikantni.

Vypodty byly provedeny za pouziti softwaru MS Excel 2000 (Czech version, Microsoft
Corp., USA), NCSS 2001 (Hintze, J. (2001). NCSS and PASS. Number Cruncher
Statistical systems, Kaysville, Utah, USA, www.ncss.com), Statgraphics Plus 5.0
(Evaluation version, Statistical Graphics Corp., USA) a Rule Extractor

(R.Rakotomalala, Laboratoire E.R.L.C., Universit€ Lyon 2, France).
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4. Vysledky

4.1. Zakladni charakteristiky soubort nemocnych

a) pivodni ..velky* inferentni soubor:

Zakladni soubor 59 nemocnych, z nichZ 9 cenzorovano

(proporce cenzorovanych = 15,25%).

Tab. & 3a: Souhrn pro ,,velky " inferencni soubor

Typ pozorovani | Pocet Celkové pfeZivani (dny)
Minimum | Maximum | Aritmeticky primér
Zemrel 50 14 1241 467
Cenzorovan 9 933 1467 1244
Celkem 58 14 1467 586

Tab. & 3b: Tabulka percentildl pro ., velky ™ inferenéni soubor

Percentil | Odhad (dny)

Smérodatna odchylka (dny)

75% 251 66
50% 583 52
25% 824 93
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Weibullova analyza — celkové pieZiti - pro pavodni inferenéni soubor

Testy jakosti shody rozdéleni

e Chi-kvadrat test: Chi-Square = 4,88983 s 3 s.v., p hodnota = 0,180041

e Kolmogorov-Smirnov: odhadovand celkovi statistika DN = 0,0817319,

piibliznd hodnota p = 0,825484

Graf & 1a: Signifikance Weibullova rozd&leni pro inferentni soubor

Weibull Plot
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b) kontroln{ soubor pro validaci

Soubor 43 mé&feni provedenych s dasovym odstupem u &4sti nemocnych z piivodniho

souboru. Z nich 5 cenzorovéno (proporce cenzorovanych = 11,63%).

Tab. & 4a: Souhrn pro ,, velky “kontrolni soubor

Typ pozorovani | PoCet Celkové preZivani (dny)

Minimum | Maximum | Aritmeticky primér

Zemfel 38 6 917 260
Cenzorovan 5 929 1265 1074
Celkem 43 6 1265 355

Tab. & 4b: Tabulka percentilit pro ., velky “kontrolni soubor

Percentil | Odhad (dny) | Smérodatna odchylka (dny)

75% 85 16
50% 204 73
25% 524 116
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Weibullova analyza — celkové pieziti - pro kontrolni soubor

Testy jakosti shody rozdéleni
e Chi-kvadrdt test: Chi-Square = 2,74419 s 4 s.v., p hodnota = 0,601505

+ Kolmogorov-Smirnov: odhadovand celkova statistika DN = 0,0865852,
pfiblizna hodnota p = 0,903864

Graf & 2a: Signifikance Weibullova rozdéleni pro kontrolni soubor
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¢) ,,maly“ inferenéni soubor

Soubor 30 nemocnych ndhodné vybranych z plivodniho inferenéniho souboru, z nichz 4

cenzorovéni (proporce cenzorovanych = 13,33%).

Tab. & 5a: Souhrn pro ,,maly* inferencni soubor

Typ pozorovani | Potet Celkové pfeZivani (dny)

Minimum | Maximum | Aritmeticky primér

Zemiel 26 103 840 473
Cenzorovan 4 933 1434 1243
Celkem 30 103 1434 576

Tab. & 5b: Tabulka percentilii pro ,, maly* inferencni soubor

Percentil | Odhad (dny) | Smérodatna odchylka {dny)

75% 268 100
50% 589 75
25% 748 &7
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Weibullova analyza — celkové pFeZiti - pro ,maly“ inferen¢ni soubor
Testy jakosti shody rozdéleni
»  Chi-kvadrat test: Chi-Square = 4,4 s 2 s.v., p hodnota = 0,110803
» Kolmogorov-Smirnov: odhadovana celkova statistika DN = 0,107797,
ptibliznd hodnota p = 0,876699

Graf & 3a: Signifikance Weibullova rozdéleni pro ,,maly* inferenéni soubor

Weibull Plot
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d) ,.mal¥“ kontrolnf soubor

Soubor zb§vajicich 29 nemocnych nahodné vybranych z puvodniho inferenéniho

souboru, z nich? 5 cenzorovéano (proporce cenzorovanych = 17,24%).

Tab. & 6a: Souhrn pro ,,maly “kontrolni soubor

Typ pozorovani | Pocet Celkové pfezivani (dny)

Minimum | Maximum | Aritmeticky pramér

Zemiel 24 i4 1241 461
Cenzorovan 5 1075 1467 1245
Celkem 29 14 1467 596

Tab. & 6b: Tabulka percentilii pro ,, maly*konirolni soubor

Percentil | Odhad (dny) | Smérodatna odchylka (dny)

75% 198 88
50% 566 46
25% 871 240
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Weibullova analyza — celkové preziti - pro ,,maly* kontroini soubor

Testy jakosti shody rozdélent
» Chi-kvadrat test: Chi-Square = 4,2069 s 2 s.v., p hodnota = 0,122035

»  Kolmogorov-Smimov: odhadovand celkov4 statistika DN = 0,106313,
piiblizna hodnota p = 0,898456

Graf &. 4a: Signifikance Weibullova rozdéleni pro ,,maly* kontrolni soubor

cumulative percent

Graf & 4b: Weibullovo rozdéleni pro ,,maly* kontrolni soubor
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Tab. & 7: Sdruzeny prehled zakladnich charakteristik vySetfovanych soubord

Inferenéni soubor 1 Typ pozorovani Pocet Celkove pfezivani (dny)
Minimum | Maximum Primér
Zemriel 50 14 1241 467
Cenzorovan 9 933 1467 1244
Celkem 58 14 1467 586
Percentil Odhad (dny) Smeérodatna odchylka
(dny)
75% 251 66
50% 583 52
25% 824 93
Kontrolni scubor 1 Typ pozorovani Pocet Celkové pfezivani (dny)
Minimum | Maximum Primér
Zemfel 38 6 917 260
Cenzorovan 5 929 1265 1074
Celkem 43 6 1265 355
Percentil Odhad (dny) Smérodatna cdchylka
(dny)
75% 85 16
50% 204 73
25% 524 116
Inferenéni soubor 2 Typ pozorovani Potet Celkové prezivani {dny)
Minimum | Maximum Priméar
Zemfel 26 103 940 473
Cenzorovan 4 933 1434 1243
Celkem 30 103 1434 576
Percentil Odhad (dny) Smérodatna odchylka
{dny}
75% 268 100
50% 589 75
25% 748 87
Kontrolni soubor 2 Typ pozorovani Pocet Celkové piezivani {dny)
Minimum | Maximum Primér
Zemfel 24 14 1241 461
GCenzorovan 5 1075 1467 1245
Ceikem 29 i4 1467 596
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Percentil

Cdhad (dny)

Smérodatné odchylka

{dny)
75% 198 88
50% 566 46
25% 871 240

Protoe na viech 4 souborech pro viechny testy (chi-kvadrat i Kolmogoroviv-

Smirnovilv test) hodnotici ,,jakost shody rozdéleni pravdépodobnosti™ s Weibullovou

distribuci byla p hodnota v&t¥{ nez 0,05, nelze zamitnout hypotézu, Z¢ viechny 4

soubory maji Weibullovu distribuci, a to na 95% hladinég spolehlivosti.
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4.2. Univariantni analyza pfezivani

Nejprve byly uréeny pro jednotlivé leukocytarni populace mediany jejich absolutnich

podti.

V dolni poloving nasledujici tabulky jsou pak i uvedeny mediany n&kterych vybranych

indexii zkonstruovanych jako podily absolutnich podtl leukocytarnich populaci .

pouze pro ty indexy, které vysly signifikantné v dalsich vypoctech):

Tab. & 8: Mediany absolutnich poétd leukocytarnich populaci a nékterych indext
(v burikach na mikrolitr)

inferenéni énl ihnr 1 Kaontrolni snuhor 1
Leukocytami populace | yiedian | 95% LCL | 95% UCL | Medidn | 95% LCL | 95% UCL
White esll count {totalh RA00 8100 ]100 B000 AR300N 7200
Lymphocyty 1500 1300 1700 1300 1120 1430
Monocyty 600 500 700 530 380 610
CD3+CD4+ 593 482 673 547 388 6863
CD3+ 966 806 1130 958 693 1105
CD3+CD8+ 354 274 413 327 258 403
NK bufiky 220 162 260 176 111 218
CD3+DR+ 84 64 102 92 62 136
CD3+CD25+ 73 58 84 72 65 93
CD3+CD6Y+ 50 36 67 49 34 104
CD19+ 113 80 140 111 92 133
CD12+CD23+ 74 57 85 70 56 92
Cbg+CD28+ 110 93 150 113 79 156
CD8-CD28+ 512 363 616 506 337 575
CD8+CD57+ 86 60 132 84 57 122
CD14+DR+ 378 345 529 385 329 572
CD14+CD16+ 285 208 353 207 133 260
CD14+DR+/CD14+CD16+ 1.536 1.360 1.975 1.770 1.481 2.039
CD14+CD16+/CD14+DR+ 0.650 0.506 0.735 0.564 0.426 0.669
CD14+CD16+/CD8-CD28+ 0.536 0.419 0.690 0.495 0.252 0.748
CD3+CD8+/NK 1.588 1.103 2.056 1.941 1.189 2.385
NK/CD14+CD16+ 0.974 0.707 1.217 1.008 0.549 1.213
NK/CD3+CD6g+ 4.477 3.043 6.074 2.725 1.234 5.122
CD3+CD89+/NK 0.223 0.164 0.328 0.366 0.187 0.741
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CD3+/NK 4.147 3.481 5.681 5.192 3.750 7.400
NK/ white cell count 0.032 0.024 0.041 0.023 0.019 0.035
CD3+CD69+/CD3+ 0.053 0.042 0.069 0.073 0.039 0.092
CD3+CD69+/CD8+ 0.167 0.129 0.194 0.201 0.096 0.289
CD3+CD69+/CD4+ 0.092 0.070 0.140 0.137 0.069 0.215
CD3+CD69+/CD3+DR+ 0.700 0.510 0.898 0.663 0.434 1.271
CD3+DR+/CD3+CD60+ 1.428 1.113 1.960 1.507 0.739 2.275
CD3+CD69+/CD3+CD25+ 0.620 0.494 0.888 0.818 0.625 1.111
CD3+CD69+/CD8-CD28+ 0.1 0.080 0.151 0.143 0.101 0.224
CD8-CD28+/CD3+CDE9+ 9.850 6.610 12.454 6.952 4.138 8.525
CD8+CD57+/CD3+CDE9+ 1.408 1.000 1.900 1.133 0.615 1.956
CD14+DR+/CD3+CD69+ 7.269 5.682 12.055 6.345 3.701 11.050
CD3+CD69+/CD14+DR+ 0.137 0.082 0.175 0.157 0.087 0.234
NK/CD3+CD8+ 0.629 0.486 0.905 0.515 0.396 0.780

95% LCL/UCL = upperilower 95% confidence limit of median (horni/dolni interval spolehlivosti pro
medidn); white cell count (total) = celkovy pocet bilych krvinek; NK buitky = CD3-CD16+CD56+ busky

Nasledn& bylo pro viechny vy$e uvedené parametry provedeno srovnani pfeZivani
skupin vytvofenych rozdélenim podle jejich mediant. Vysledky pro dany parametr jsou
uvedeny jen pokud vysel alespoil v jednom z testll statisticky signifikantni rozdil
celkového prezivani mezi t8mito skupinami na 95% €1 vyssi hlading spolehlivosti, viz.

tabulka ¢. 9.
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Tab. & 9: Univariatni analyza pieZivani pro skupiny zkonstruované dle mediant

absolutnfho podtu odpovidajicich leukocytarnich populact & jejich indexil

Inferenéni soubor Kontrolni soubor
'-e”k"c!gié}rn’geﬁ’fpu'ace Median inferenéniho | Median inferenéniho Median kontrolniho
souboru souboru souboru
log-rank Wilcoxon log-rank Wilcoxon fcg-rank Wilcoxon

White cell count {total) 0,040 0,024 0.001 0,001 0,000 0,003
CD3+CD69+ 0,007 0,000 ns. n.s. n.s. n.s.
CD14+CD16+ 0,035 0,027 n.s. n.s. n.s. n.s.
CD14+DR+/CD14+CD16+ n.s. 0,006 n.s. n.s. n.s. n.s.
CD14+CD16+/CD14+DR+ 0,012 0,001 n.s. ns. n.s. n.s.

NK/CD14+CD16+ ns. n.s. 0,001 0,001 0,004 0,003

NK/CD3+CD69+ 0,002 0,000 0,013 0,006 0,002 0,002

CD3+CD69+/NK 0,006 0,001 0,013 0,006 0,007 0,002

NK/ white cell count 0,003 0,009 0,004 0,001 0,000 0,000
CD3+CD69+/CD3+ 0,003 0,000 n.s. n.s. n.s. n.s.
CD3+CD69+/CD3+CD8+ 0,014 0,004 n.s. n.s. n.s. n.s.
CD3+CD89+/CD3+CD4+ 0,004 0,000 ns. n.s. n.s. n.s.
CD3+CD&69+/CD3+DR+ n.s. 0,015 n.s. n.s. n.s. n.s.
CD3+DR+/CD3+CD89+ n.s. 0,042 n.s. n.s. n.s. n.s.
CD3+CD69+/CD3+CD25+ 0,037 0,007 n.s. n.s. n.s. n.s.
CD3+CDE9+/CD8-CD28+ 0,008 0,001 0,031 0,040 n.s. n.s.
CD8-CD28+/CD3+CD6o9+ 0,007 0,001 0,031 0,040 n.s. n.s.
CD8+CD57+/CD3+CD69+ 0,006 0,024 n.s. n.s. n.s. n.s.
CD14+DR+/CD3+CDE9+ n.s. 0,009 n.s. n.s. n.s. ns.
CD3+CDB9+/CD14+DR+ 0,037 0.003 n.s. n.s. n.s. n.s.

n.s. = nesignifikantnt na 95% hladiné spolehlivosti
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4.3. Regresni modely

Pro viechny leukocytarni populace a indexy (podily absolutnich po¢tl parametra
fenotypu leukocyt() byly vypoéteny na plivodnim inferenénim souboru regresni modely
pomoci obou regresnich metod (Weibull regression, Cox regression). Vysledky pro
dany parametr jsou uvedeny jen tehdy, pokud vysel alespoii jeden z regresnich modeld
statisticky signifikantng na 95% Ci vy$§i hlading spolehlivosti, viz. tabulka & 10.

Tab. & 10: Regresni modely pro pivodni inferenéni soubor

A Weibullova regrese Coxova regrese
Leukocytarni populace
&i index Odhad Odhad
req.koef. konstanty p Reqg. koef. p pseudo R

White cell count (total) -0,000094 7,22553 0,0485 0,000130 0.0240 | 0,0941

CD14CD16 -0,001447 6,98631 0,0161 0,001825 0,0115 | 011562

CD25/CD3CD25 -0,420537 8,92287 0,0259 0,564690 0,0091 | 0,1220

CD14DR/CD14CD16 0,223451 6,09552 0,0176 -0,298214 0,0280 | 0,0887

CD14CD16/CD14DR -0,640590 6.98124 0,0067 0,921440 0,0006 | 0,1956

CD14CD16/CD8-CD28+{ -0,272201 6,77536 0,0151 0,321004 0,0084 | 0,1242
CD3CD8/NK -0,130126 6,82028 0,0395 0.182746 0,0151 0,1076
NK/CD14CD16 0,251925 6,22600 0,0165 -0,341998 0,0219 | 0,0968
NK/CD3CD69 0,044384 6,22568 0,0034 -0,058881 0,0140 | 0,1096
CD3CD69/NK -0,359780 6,69138 n.s. 0,490023 0,0194 | 0,1004
CD3/NK -0,050467 6,83482 n.s. 0,072750 0,0335 | 0,0845

NK/ white cell count 11,042200 6,12087 0,0134 -14,831938 | 0,0138 | 0,1102

CD3CDe9/CO3 -5,353550 6,91298 0,0103 6,929630 0,0043 | 0,1428

CD3CDeY/CD3CD8 -1,773100 6,88636 0,0288 2,403858 0,0127 | 0,1126

CD3CD&9/CDaCD4 -3,399320 6,97517 0,0011 4,330696 0,0005 | 0,199

CD3CDeg/CD3CD25 -0,331023 6,86993 0,0093 0,396801 0,0089 | 0,1338

CD3CD6E9/CD8-CD28+ |  -2,172870 6,85883 0,0064 2,784359 0,0017 | 0,1666

CD8-CD28+/CD3CD69 | 0,023485 6,22337 0,0204 -0,029656 0,0333 | 0,0846
CDBCD57/CD3CDE 0,093702 6,28120 0,0073 -0,114978 0,0264 ;: 0,0914
CD14DR/CD3CD69 0,020239 6,27308 0,0133 -0,026417 0,0252 | 0,0027
CD3CDe9/CD14DR -0,773200 6,70571 n.s. 0,974475 0,0484 | 0,0736
NK/CD3CD8 0,294797 6,28044 0,0300 -0,383948 0,0473 | 0,0743
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Pro viechny leukocytérni populace a indexy, které jako nezavisle proménné vytvofily
signifikantni regresni modely na pivodnim inferennim souboru, byly potc provedeny
vypodty regresnich modeld i na kontrolnim souboru, op&t obéma regresnimi metodami
(Weibullova regrese, Coxova regrese). Vysledky daného parametru jsou uvedeny opét
jen tehdy pokud vysel na kontrolnim souboru alespoii jeden z re gresnich modela

vow s

statisticky signifikantng na 95% &i vy§si hlading spolehlivosti, viz. tabulka ¢. 11.

Tab. & 11: Regresni modely pro kontrolni soubor

Leukocytarni populace Weibullova regrese Coxova regrese
Gi index Odhad Odhad
reg.koef. konstanty p Reg. koef. p |pseudo R
White cell count (total) -0,000192 7,24963 0,0001 0,000182 0,0001 0,3013
CD3CD8/NK -0,080572 6,16627 0,0186 - n.s. -
NK/CD14CD16 0,262438 547805 0,0089 -0,214865 0,0446 | 0,0983
NK/CD3CDe&9 0,075344 §,40000 0,0003 -0,064572 0,0105 | 0,1502
CD3CDe89/NK -0,297894 6,19023 0,0442 0,231475 n.s. 0,0903
CD3/NK -0,049000 6,27566 0,0115 0,051651 0,0016 | 0,2128
NK/ white cell count 30,290100 4,77936 0,0000 -20,566019 0,0008 | 0,2333
Cb8-CD28+/CD3CD6Y 0,043848 5,41858 0,0074 -0,033515 0,0447 0,0982
CD8CD57/CD3CD69 0,141729 5,53026 0,0047 -0,111319 0,0471 0,0263
NK/CD3CD8 0,749885 5,26302 0,0005 -0,652686 0,0132 | 0,1424

n.s. = nesignifikantni na 95% hladiné spolehlivosti

ILeukocytarni populace a indexy z nichZ byly vytvofeny signifikantni regresni modely
na pivodnim inferen&nim souboru a zérovet i na kontrolnim souboru byly nasledné
pouZity - s cilem ov&fit validitu - k vypoctim regresnich modeli (opét obéma metodami
- Weibull regression i Cox regression) na dvou mensich souborech vytvofenych
nahodnym rozd&lenim plivodniho inferenéniho souboru, viz. tabulka ¢. 12 a tabulka

¢. 13.
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Tab. & 12: Regresni modely pro ,,maly* inferenéni soubor

Leukocytarni populace

Weibullova regrese

Coxova regrese

gi index Odhad Odhad
reg.koef. konstanty p Reg. koef. p |pseudo R?

White cell count {total) -0,000107 7,27507 n.s. 0,000155 n.s. 0.0907
NK/CD14CD16 0,350570 6,17629 n.s. -0,476055 n.s. 0,0894
NK/CD3CD69 0,112588 6,00893 0,0224 -0,181488 0,0302 0,1582
CD3/NK -0,049253 6,82834 n.s. 0,081705 n.s. 0,0846
NK/ white cell count 8,141610 6,21780 n.s. -12,684297 n.s. 0,0822
CD8-CD28+/CD3CDE9 0,027035 6,18004 0,0371 -0,037232 n.s. 0,1050
CD8CD57/CD3CDeg9 0,162259 6,17682 0,0203 -0,241080 n.s. 0,1189
NK/CD3CD8 -0,191873 6.67574 n.s. 0,122431 n.s. 0,0039

Tab. & 13: Regresni modely pro ,,maly“ kontrolni soubor

E 1

Leukocytarni populace

Woeibuliova regrese

Coxova regrese

&i index Odhad Odhad
reg.koef. konstanty p Reg. koef. p |pseudo R?

White cell count (fotal) -0,000101 7,30707 n.s. 0,000117 n.s. 0,0989
NK/CD14CD16 0,239570 6,19470 n.s. -0,283888 n.s. 0,1085
NK/CD3CD69 0,043704 6,12499 0,0167 -0,048824 0,0367 0,1595
CD3/NK -0,052491 6,84678 n.s. 0,066194 n.s. 0,0870
NK/ white cell count 14,243400 6,01146 0,0466 -16,619375 0,0512 0,1418
CD8-CD28+/CD3CDe8 | 0,020847 6,26096 n.s. -0,022065 n.s. 0,0610
CDBCDa7/CD3CD6B9 0,081876 6,27809 n.s. -0,080556 n.s. 0,0908
NK/CD3CD8 0,486794 6,04146 0,0107 -0,563005 0,0263 | 0,1766

n.s. = nesignifikanini na 95% hladiné spolehlivosti
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Tab. & 14: SdruZeny piehled regresnich modeli pro jednu nezavislou proménnou

Weibullova regrese

Coxova regrese

Soubor Leukocytarni populace
Ci ndlex Odhad Odhad
reg.koef, | konstanty p Reg. koef. p pseudo R2
White cell count (total) | -0.000094 | 7.22563 | 00485 | 0.000130 | 00240 | 0.0941
NK/CD14+CD16+ 0.251925 | 622600 | 00165 | -0.341998 | 00219 | 0.0968
NK/CD3+CDEg+ 0.044384 | 622568 | 0.0034 | -0.058881 | 0.0140 | 0.1096
Inferendn GD3+/NK -0.050467 | 6.83482 n.s. 0072750 | 00335 | 00845
soubor 1 NK/ white cell count 11.042200 | 612087 | 0.0134 |-14.931938| 00138 | 0.1102
CD8-CD28+/CD3+CDB9+ | 0.023465 | 622337 | 00204 | 0029656 | 00333 | 0.0846
CD8+CD57+/C03+CDE9+ | 0.093702 | 6528120 | 00073 | -0.114978 | 00264 | 00914
NK/CD3+CD8+ 0204797 | 628044 | 00300 | -0.383948 | 0.0473 | 0.0743
White cell count (total) | -0.000182 | 7.24963 | 0.0001 | 0.000182 | 0.0001 0.3013
NK/CD14+CD16+ 0062438 | 547805 | 00059 | -0.214865 | 0.0446 | 0.0983
NK/CD3+CDE9+ 0075344 | 540000 | 00003 |-0.084572 | 00105 | 0.1502
Kortrolni CD3+/NK -0.049000 | 627566 | 0.0115 | 0051651 | 00016 | 0.2128
soubor 1 NK/ white cell count 30.200100 | 477936 | 00000 |-20.566012| ©0.0008 | 0.2333
CD8-CD28+/CD3+CD69+ | 0.043848 | 541858 | 0.0074 § -0.033515 | 00447 | 0.0982
CD8+CD57+/CD3+CDB9+ | 0141729 | 553026 | 0.0047 | -0.111319 | 0.0471 0.0063
NK/CD3+CDé+ 0749885 | 526302 | ©0.0005 |-0652686 | 00132 | 0.1424
White cell count {total) -0.000107 | 7.27507 n.s. 0.000155 n.s. 0.0907
NK/CD14+CD16+ 0.350570 6.17629 n.s. -0.476055 n.s. 0.0894
NK/CD3+CDB9+ 0112588 | 600893 | 00224 |-0.181488 | 00302 | 0.1582
Inferencni CD3+/NK -0.049253 | 6.82834 n.s. 0.081705 ns. 0.0846
soubor 2 NI/ white cell count 8141610 | 6.21780 ns. |-12.684207) ns. 0.0822
CD8-CD28+/CD3+CD69+ | 0.027035 | 6.18004 | 00871 | 0.087232 | ns. 0.1050
CD8+CD57+/CD3+CD69+ | 0.162259 | 6.17682 | 00203 | 0.241090 | n.s. 0.1199
NK/CD3+CD8+ -0.191873 | 6.67574 n.s. 0.122431 n.s. 0.0039
White cell count (total) | -0.000101 | 7.30707 n.s. 0.000117 n.s. 0.0989
NK/CD14+CD16+ 0.230570 | 6.19470 n.s. 0283888 |  ns. 0.1085
NK/CD3+CD69+ 0043704 | 6.12499 | 0.0167 | -0.048824 & 00367 | 0.1595
Koniroini CD3+/NK 0052491 | 6.84678 n.s. 0.066194 n.s. 0.0870
soubor 2 NK/ white cell count 14243400 | 6.01146 @ 0.0466 |-16.619375| 00512 | 0.1418
CDB8-CD28+/CD3+CD69+ | 0.020847 | 6.26096 n.s. 0022065 |  ns. 0.0610
CDB+CD57+/CD3+CDB0+ | 0.081876 | 6.27809 ns -0.080556 |  n.s. 0.0908
NK/CD3+CD8+ 0.486704 | 6.04146 | 0.0107 | -0.563005 | 0.0263 | 0.1768

n.s. = nesignifikanini na 95% hladiné spolehlivosti
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4.4. Vysetfeni ROC kiivek

Sionifikance plochy pod kiivkou (AUC) ROC kiivek pro nékteré parametry fenotypu:

K ziskani alespoti urdité dal¥i informace k potvrzeni validity vysledkd testll analyzy
preziti byla v nasledujicim kroku testovana na pivodnim inferenénim i kontrolnim
souboru (vzdy rozdéleném dle svého medianu celkového pieziti a celkového pfeZiti 1
rok) signifikance AUC ROC kiivek. Tento postup by mel poskytnout do urcité miry
nezdvislou informaci o vyznamu jednotlivych testovanych parametri fenotypu jako
diskriminatoru celkového pteZiti v uvedengch souborech. Testovany byly pouze
parametry, které vychézely statisticky signifikantné pii univariantni ¢i multivariantni
analyze preZiti &i eventuelné které tvofily komponenty indext, které byly v analyze

pieziti (alespoil hrani¢ng) signifikantni.

Tab. & 15: Signifikance AUC ROC kiivek nékterych parametrd fenotypu

inferenéni soubor Kontrolni soubor
Testovany parametr fenotypu
median 1 rok median 1 rok
(583 dni) {204 dni}

laukocyty n.s. n.s. 0,003 0,006
NK/CD14CD16 0,014 0,006 0,006 0,031
NK/CD3CD69 0,001 0,003 0,005 0,009
NK/leukocyty n.s. n.s. 0,000 0,000

CD8-CD28+/CD3CDheg 0,015 0,003 n.s. n.s.
CD8CD57/CD3CDE9 n.s. n.s. n.s. 0,033
NK/CD3CD38 n.s. n.s. 0,018 0,039

monocyty n.s. n.s. n.s. n.s.

CcD3CD69 0,003 0,002 n.s. n.s.
NK n.s. n.s. 0,003 0,006

CD14CD16 0,022 0,012 n.s. n.s.

CD3CD8 n.s. n.s. n.s. n.s.
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4.5. Indukce pravidel pro konstrukci skupin s rozdilny celkovym

r

pfezivanim

V této Casti bude oznadenim ,Jeuko® minén celkovy po&et viech bilych krvinek

v obvodové krvi (jedna se o parametr ,,white cell count (total) uvadény v predchozich
tabulkéach) a oznadenim ,,mono“ pak monocyty.

Pro kazdy vygenerovany model bude uvedeno jeho plné znéni (4. vyjmenovana
vechny pravidla pro vy$3i i niZ8i dobu ceikoveho pieziti) a poté uvedena tabulka

s vysledky univariantni analyzy pieZiti provedené rozdélenim dle téchto pravidel
daného modely, a to vidy pro piivodni inferenéni (inferenéni soubor 1) i kontrolni
soubor (kontrolni soubor 1).

Ovéfeni platnosti univariantni analyzy pfeZit{ provedenim Coxovy analyzy pro 1
nezavislou proménnou nebylo provedeno. Tento postup by vyselektoval moznd jesté
validng&j§ modely specielng pro hodnoty v t&chto souborech a na téchto konkrétnich
nemocnych, ale vzhledem k malému poétu méfeni by bylo i uréité riziko ztraty i jinak
validniho modelu a protoZe se jedna o explorativn{ studii, neni toto prioritou. Prioritou
je naopak generovani hypotéi a v takovém p¥ipadé stadf pro srovnéni prediktivni
hodnoty jednotlivych modeld provedeni pouze univariantni analyzy preZit{ a pouZit tyto
modely i pro jejich specidln{ vypovidaci hodnotu o kvantitativnich vztazich, protoZe (na
rozdil od vy¥e pouZitych metod) tato metoda dokdZe pracovat s délenim jednoho

parametru na nékolik intervalii, které majf odliSny prognosticky vliv.
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A) Konstrukce ze viech parametri

Indukci pravidel byla nejprve provedena na vech parametrech pouzitych k pfedchozi
analyze preZivani, tj. pro ,,signifikantni” parametry fenotypu leukocytt a indext: t€chto
parametrd, které jako nezavisle proménné pi Weibullové regresi na piivodnim souboru
nemocnych vytvofili signifikantni regresni modely. Pro jednotlivé soubory a jejich
rozdsleni podle celkového prezivani byly zkonstruovany nasleduiici signifikantni
modely (uvedeny jen modely s nejmensi mirou chyby - ,error rate, pro které vySel na
obou souborech alespoti v jednom z testl statisticky signifikantni rozdil celkového

piezivani mezi jimi definovanymi skupinami na 95% &i vy&§i hlading spolehlivosti):

a) ptivodni inferenéni soubor rozdéleny na celkové pfezivani mensf ¢i vEétsi neZ 583 dni:

Model 1

1. CD3CD69 & [55.5; 90.0) => nizsi celkové piezZiti

2. mono € [1050; o) => nizsi celkove preZiti

3. leuko € [2800; 3750) => niZ&i celkové peziti

4. CD14CD16 €[338.5; «) AND CD3CD8 € [419; ) = niZ8i celkove pieziti
5. leuko € [3750; 6750) AND CD3CD8 €[51; 419) = vyssf celkove pieZiti

Inferenéni soubor Kontrolni soubor
Srovnani celkové pieziti chi-kvadrat P chi-kvadrat p

log-rank test 20,828 0,000 6,684 0,009

zobecnény Wilcoxonlv test 292 844 0,000 6,558 0,010
Odhady percentild (dny) 75% 50% 25% 75% 50% 25%
nizsi celkové preiti 110 251 505 a8 103 391

vy$&i celkové preziti 704 748 940 204 331 -

Podet nemocnych celkem |zemfel | cenzorovan| celkem |zemiel | cenzorovan
niz&i celkové preziti 26 25 1 9 9 0
vyséi celkové preZiti 14 12 2 18 13 5
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Model 2

1. CD3CD69 €[55.5; ) = nizdi celkove pieZiti

W

2. mono € [1050; ) => niZ#i celkove preZiti

3. leuko € [600; 3750) = niZs{ celkove preZiti
4. CD14CD16 € [338.5; ) AND CD3CD8 € [419; ) => niZSi celkové preZiti
5. leuko €[3750; 6750) AND CD3CD8 € [41; 419) = vyssi celkové preZiti

Inferenéni soubor

Kontrolni soubor

Srovnani celkové pfeziti chi-kvadrat p chi-kvadrat p
log-rank test 9,807 0,002 10,250 0,001
zobecnény Wilcoxon(iv test 14,565 0,000 8,476 0,004
Odhady percentilll (dny) 75% 50% 25% 75% 50% 25%
nizéi celkové preZiti 111 268 536 63 20 160
vys8i celkove prediti 709 748 940 326 600
Podget nemocnych celkem | zemfel | cenzorovan| celkem | zemfel | cenzorovan
niz&i celkové pleiti 32 29 3 13 13 0
vy&si celkové pfeziti 12 10 2 9 6 3
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B) Konstrukce z parametrl lewko a mono

P¥edchozi vysledky ukazaly vyznam parametrii leuko a mono pii konstrukei viech
pravidel. Pro ziejmou atraktivnost moZnosti pouZiti pouze téchto 2 rutinné
vy§etfovanych parametrd byla nasledné provedena jeste indukce pravidel pro pouze tyto
2 parametry. Pro jednotlivé soubory a jejich rozdéleni podle celkového piezivani byly
zkonstruovany nasledujici modely (uvaddim opét jen modely s nejmensim ,.error rate”,
pro které vysel na obou souborech alespon v jednom 7 testd statisticky signifikantni

rozdil celkového prezivani mezi jimi definovanymi skupinami na 95% &1 vy§si hlading

spolehlivosti):

a) pivodni inferenéni soubor rozdéleny na celkové prezivani mensi €1

Model 3

1. leuko € [6750; ) => niz3i celkove preZiti

2. leuko € [3750; 6750) = vyssi

celkové pireziti

e

vetsi nez 583 dni:

Inferenéni soubor Kontrolni soubor
Srovnani celkove prefiti chi-kvadrat p chi-kvadrat p
log-rank test 7,604 0,005 12,182 0,000
zobecnény Wilcoxoniiv test 10,447 0,001 12,744 0,000
QOdhady percentill (dny) 75% 50% 25% 75% 50% 25%
niz&i celkové preziti 151 364 614 58 g8 134
vy&3i celkové preziti 666 748 966 160 331 903
Pocet nemocnych celkem |zemfrel | cenzorovan! celkem |zemfel | cenzorovan
nizsi celkové pleziti 31 28 3 16 16 0
vys§i celkove pieZiti 22 17 5 26 21 5
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Model 4

1. leuko € [6750; o) => nizsi celkové preZiti

2. leuko € [600; 3750) => niZ&{ celkové preziti

3. mono € [1050; o) => niZ8i ce

oy

lkové pieZiti

4. leuko €[3750; 6750) AND mono € [50; 1050) = vyssi celkové preziti

Inferencni soubor

Kontrolni soubor

Srovnani celkové preZiti chi-kvadrat p chi-kvadrat p
fog-rank test 8,713 0,003 11,937 0,001
zobhecnény Wilcoxonay test 12,340 0,000 11,828 0,001
Odhady percentild {dny) 75% 50% 25% 75% 50% 25%
nizéi celkové preziti 178 344 613 58 88 200
vy$si celkové pieZiti 691 748 966 160 331 203
Potet nemocnych celkem | zemiel | cenzorovan| celkem |zemfel | cenzorovan
nizsi celkové pfeziti 38 34 4 18 18 0
vy§8i celkové pfeZiti 21 16 5 25 20 5
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b) ptivodni inferenén{ soubor rozdéleny na celkové piezivani men§i & vétdi nez 420 dni:

Model 5

1. leuko € [8650; ) => niZ3{ celkové preziti

2. mono € [1050; %) = nizsi celkové pieZit

3. leuko € [2800; 8650) AND mono € [200; 1050) = vyssi celkové pieziti

Inferencni soubor

Kontrolni soubor

Srovnani cetkové pleziti chi-kvadrat p chi-kvadrat P
log-rank test 7,470 0,006 4,999 0,025
zobecnény Wilcoxonlv test 12,893 0,000 5,188 0,022
Odhady percentilli (dny) 75% 50% 25% 75% 50% 25%
niz§i celkové preiti 111 195 481 63 90 134
vy$8i celkové preziti 505 675 871 138 326 600
Poset nemocnych celkem |zemfel | cenzorovan| celkem |zemfel cenzorovan
nizsi celkové preziti 18 16 2 13 13 0
vy$&i celkové preziti 41 34 7 24 21 3

Model 6

1. leuko € [8650; ) => niZsi celkové pieZiti

2. mono &€ [1050; ) = niZ8i ce

o

Ikové preziti

3. leuko € [600; 8650) AND mono & [50; 1050) = vys3i celkove preziti

Inferentni soubor

Kontrolni soubor

Srovnani celkové pfeziti chi-kvadrat p chi-kvadrét p
log-rank test 7,470 0,006 6,543 0,011
zobacnény Wilcoxon(iv test 12,893 0,000 6,480 0,011
Odhady percentild {dny) 75% 50% 25% 75% 50% 25%
nizéi celkové preziti 111 195 481 63 90 134
vy$§i celkové preziti 505 675 871 136 326 642
Podet nemoenych celkem |zemfel | cenzorovan| celkem |zemfel | cenzorovan
nizsi celkové preziti 18 16 2 13 13 0
vy$s$i celkove preiti 41 34 7 30 25 5
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¢) kontrolni soubor rozd&leny na celkové pfezivani mensi &i vét

Model 7

W

1. mono & [930; ) => niZsi celkové preZiti

2. mono &€ [50; 930) = vy33i celkove pieZiti

we

¥ nez 420 dni:

Inferenéni soubor

Kontrolni soubor

Srovnani celkové preziti chi-kvadrat p chi-kvadrat P
log-rank test 2,884 n.s. 9,805 0,002
zobecnény Wilcoxonlv test 4,982 0,025 9,328 0,002
Odhady percentill (dny) 75% 50% 25% 75% 50% 25%
nizéi celkové pleZiti 141 258 481 45 71 90
vys§i celkové preZiti 34 613 824 104 252 600
Podet nemocnych celkem |zemiel | cenzorovan| celkem |zemiel | cenzorovan
nizsi celkové preziti 11 10 1 7 7 0
vy§&i celkové preiti 48 40 8 36 31 5

n.s. = nesignifikanini na 95% hladiné vyznamnosti
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5. Diskuse

Na zakladg vysledkt univariantni analyzy pieZivani byly prokazany jako robustné
signifikantni pro uréeni hor3i &i lepsi prognosy nemocnych s kolorektdlnim karcinomem
metastazujicim do jater nasledujici parametry: celkovy pocet bilych krvinek v periferni
krvi (dale oznadovano jednoduseji slovem leukocyty) a poméry NK/CD3CD69,
CD3CD69/NK a NK/leukocyty. Tyto parametry tedy spliiuji intuitivné nutnou
podminku pro moznost uziti daného parametru jako nezavisle proménné ke konstrukei
regresniho modelu vhodného k predikei celkového piezivani.

PHi regresni analyze preZivani vychazely nezavisle na téchto vysledcich jako
nejvalidn&jsi modely s pouze jednim kontinualnim parametrem, pfi¢emz na datech této
piirozené domény vychazel nejrobustngji na véech souborech zkonstruovanych k tcelu
ovéfenf validity model s parametrem NK/CD3CD69. Dald{ regresni modely o jednom
parametru, které byly signifikantni na piévodnim souboru a zroveii na validacnim
souboru zkonstruovaném z longitudinalnich mé¥eni téch samych nemocnych, jsou

v podstaté také relativng silnymi kandidatskymi pro gnostickymi biomarkery
pouzitelnymi pro predikei celkového preziti, avSak pii dal$im kroku k zajisténi
maximalni validity (ov&feni na piivodnim souboru ndhodné rozd€leném na dva mensi)
vysly nesignifikantn&. To nevyluuje, Ze pfi ovéfeni na jiném nezavislém souboru
nemocnych by i tyto markery mohly vychézet signifikantn¢. Na celou véc lze moZno
nazirat i z Ghiu ,,overfittingu® modelu s parametrem NK/CD3CD69 a tudiz neni
dokonce vyloudeno, Ze pH takovémto nezavislém ovefeni vn&jsi validity vysledkd by
néktery z t&chto markerii vychdzel na jinych datech robustnéji neZ model

s NK/CD3CD69. Takovymito kandidétskymi prognostickymi faktory prokazanymi

v této studii p¥i vySetieni regresnich modeli s jednfm parametrem jsou nésledujici
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parametry: leukocyty, NK/CD14CD16, CD3/NK, NK/leukocyty, CD8-
CD28+/CD3CD69, CDSCD57/CD3CD69 a NK/CD3CDS8.

V multivariantni analyze byly zkouSeny i modely s vice parametry, které samostatné
vychézely signifikantng v univariantnf analyze & multivariantnf analyze (tj. pfedeviim
leukocyty, NK/leukocyty, ale i NK/CD14CD16 a dal$f parametry), aviak piidani téchto
parametrfl nikdy nevytvafelo v multivarianini analyze signifikantni modely a vZdy jen
zhorgilo signifikanci parametru NK/CD3CD69. Samostatny parametr NK/CD3CD69 je
tedy vysledkem mnoha multivariantnich analyz s riznymi kombinacemi vstupnich
parametrti, ktery ziistal jako jediny signifikantni parametr v téchto modelech (pfi
Weibullové analyze ,,ruén&” metodou pokus-omyl, v Coxové analyze pii uzit{
standardnfho postupu v takové situaci — selekce modeld s nastavenim Hierarchical
Forward with Switching v NCSS).

Pti ovéfeni validity metodou vySetien{ statistické vyznamnosti ROC kiivek pro
jednotlivé modely z regresni analyzy se potvrdila na obou vysetfovanych souborech
(piivodni a kontrolni zkonstruovany z longitudinalnich méfeni u stejnych nemocnych)
pii rozdgleni celkového pfeZivani na dvé skupiny robustnost modelu s parametrem
NK/CD3CD69. Dostateéns robustnd pak vychazel pii tomto postupu ovéfeni i model

s parametrem NK/CD14CD16.

Vzhledem k charakteru dat této vysetfované prirozené domény se jevi jako L, VyteZnejsi*
(teoreticky presndjdi a spolehlivéjsi) nez uZiti Kklasickych* statistickych metod
vySetfovani, jejichZ vysledky jsou popsany vyse, uZiti nékterého z modernich postupil
zaloZenych na teorii rozhodovacich stromi (decision trees v anglosaské literatuie). Zde
bylo uZito metody indukénich grafil, kterd dovoluje ke klasifikaci navic i diskretizaci

kontinuélnich proménnych a tim ziskén{ vice intervald vySetfovanych parametrii a
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vzajemné kombinace takto ziskanych intervald. Tento postup na vySetfovanych datech
vygeneroval velice zajimavé vysledky ve formé pravidel, ktera jsou vzhledem ke své
silné predikéni hodnoté (ve stovnani s vysledky ziskanymi ,,klasickymi® metodami)
takovychto modeld i relativné jednoducha. Sila tohoto piistupu statistického zpracovani
je patrna predeviim z vysledkd dosaZenych pro pouze dva zakladni parametry periferni
krve (leukocyty a monocyty). Ziskané vysledky (pfedevsim Model &. 4) jsou zcela
originalni. Ve srovnani se vemi piechozimi studiemi na pro gnostické faktory u
generalizovaného kolorektainiho karcinomu zachycuji tyto modely biologicky
interpretovatelnou vzajemnou interakei hodnot téchto dvou parametrii a v tomto
prekonavaji i vysledky mnohem v&tsich studif prezentovanych dosud ve svétové
literatufe s cilem uréit, zda lze tyto dva parametry uZit pro ureni prognosy, au kterych
klasickym piistupem bylo apriorni arbitrarni rozd€leni hodnoty téchto dvou parametrii
dle medianti & limitd norméalnich hodnot (vétdinou hornich). Takto zkonstruovany
model sice neumoziiuje definici prognosy pro viechny nemocné, vzdy existuje pii
ovéteni na jinych datech skupina nemoenyceh, pro kterd jsou vygenerovana pravidla ve
vhnitinim rozporu a tedy nepouZitelnd pro jejich klasifikaci, ale pro zbylé nemocné je
klasifikaéni vykonnost tohoto modelu zaloZeného na dvou levaych a rutinné
vyietiovanych parametrech periferni krve pfekvapive silna. Navic je tento vysledek
biologicky celkem dobfe interpretovatelny a to zvySuje pravd&podobnost jeho vn&jsi
validity, kterou lze viak samoziejmé stanovit jediné provedenim stejného Setfeni na
nezavislé skupiné nemocnych.

Toto je viak jen vedlej§im produktem pii hledani takovychto vygenerovanych pravidel
pro parametry imunofenotypu mononuklearnich bun¢k periferni krve nemocnych

s kolorektdlnim karcinomem s metastatickym postiZzenim jater pro iely urleni jejich
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prognosy (definované zde jako dv& skupiny s apriorné definovanym rozdilnym
celkovym pieZitim) v rimei naplnéni druhého hlavniho cile této disertani prace, 1.
definice konkrétnich kandidatskych prognostickych markert. Ziskany Model &. 2 je

z tohoto hlediska nejlep&im z mnoha vygenerovanych, jeho signifikantnost pii zpétném
ovéfeni v univariantni analyze preZiti je dostateén® robustni na obou vySetfovanych
souborech (piivodni a z longitudindlnich méfeni zkonstruovany validacni soubor) a
mnohdy lze provést i relativné smysluplnou biologickou interpretaci takovychto
interval® vyselektovanych parametrll a jejich vzajemné interakce (viz. diskuse nize).
Tento vysledek je tedy jists na prvni pohled sloZit€j3f, aviak z diivodu této slozitosti ma
v&t{ pravdépodobnost byt pravdivym pii popisu vySetiované situace, ktera je sloZita.
P#i , klasickych® metodach statistického vySetfent souborti byl tedy ziskan jako
nejvalidngjsi regresni model s parametrem tvofenym pomérem NK a CD3CD69
bundk.Urité intervaly po&tu CD3CD69 lymfocyti v periferni krvi byly vygenerovany i
jako soudst pravidel v ramei uréeni klasifikaénich kritérii ke konstrukei dvou skupin

s odli¥nym celkovym pfeZitim metodou indukénich grafi. Celkove 1ze tedy fici, Ze

k vysvétleni biologické podstaty téchto viech vysledd je podstatné se v prvnim kroku

zam&¥it na roli CD3CD69 lymfocyti u pokrogilého nadorového onemocnéni. K tomuto

tématu tedy nyni detailnéji.
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5.1. Biologicky vyznam molekuly CD69 a lymfocyti CD3CD69 u

chronické imunitni aktivace a nadorového onemocnéni

5.1.1. Pavodni Gdaje z in vitro studii popisujici CD69 jako kostimulaéni molekulu

7 tradi¢niho thlu pohledu vyjadiuje parametr CD3CD69 pocet Sasné aktivovanych T
lymfocytil v periferni krvi. 222

Glykoprotein CD69 je molekula pattici do molekularni rodiny lektint.”*® Gen pro CD69
je umistén v rémei ,natural killer (NK) komplexu genl“ na my§im chromosomu 6 a
lidském chromosomu 12 %> 2% 4 kéduje lektin typu 11, C typu, patiici do skupiny tzv.
rodiny NK receptort. CD69 je exprimovan po aktivaci na viech buitkach derivovanych
z kostni dfend s vyjimkou erytrocytil. Vétdina NK lekiinovych receptord piimo
zprosttedkovava své aktivadni &i inhibitni efekty pies své cytoplasmatické domény.?!
Aviak cytoplasmatickd doména CD69 je kratkd a postrada jakékoliv identifikovatelné

s funkei asociované motivy. Dosud nebyly popsény Zadné signdlni proteiny, které by

byly piimo asociovéany s cytoplasmatickou doménou CD69.

Rychlé a prechodna indukee exprese CD69 na T buiikach poukazuje na to, Ze by tato
molekula mohla napomahat aktivaci a/nebo diferenciaci podobné jako je tomu u CD40L
(CD154) nebo CD25. Pii absenci chybé&jiciho znamého ligandu byly in vitro studie

k prozkoumani mozné funkce CD69 zaloZeny na uziti monoklondlnich protilétek.23 2

V pitomnosti forbol esteri stimuluji monoklonélni protilatky anti-CD69 produkci IL-2,
ktery zvySuje proliferaci T bunek®* %4 a syntézu TNF-alfa,™ pritem indukuji sekreci

oxidu dusnatého monocyty”>® a v destitkach aktivaci metabolismu kyseliny

arachidonové a degranulaci,zg'7 co¥ vie nasvédéuje tomu, ze CD69 by mohl téinkovat
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jako prozanétlivy receptor. Cross-linking CD69 sekundérnimi protildtkami
zprostredkovava asné signalni udalosti jako jsou influx extracelulamiho Ca** u T
bun&k po setkani s antigenem. Navic protilatky proti CD6Y vyznamné inhibuji
schopnost T bun&k aktivovat makrofdgy pomoci bunééného kontaktu. CD69 mize tedy
zjevné zprostiedkovévat aktivaci imunitnich bunék a vykazovat , at’ jiZ piimo ¢i

neptimo, prozanétlivé uCinky in vitro.

Aviak vazba na CD69 také spousti u riznych bun&nych typl apoptosu (napt. u

monocytd ¢1 eosinofili)®® *? a tato molekula by mohla zprostredkovavat inhibi¢ni
signaly pro proliferaci T bunék zprostiedkovanou CD3 nebo receptorem pro IL-1.2%
Viechna tato data ukazuji, Ze CD69 se chova in vitro vice jako kostimulacni receptor

ne jako &isté inhibicni ¢i aktivaéni molekula, afkoliv osud této kostimulace by se mohl

ligit v zavislosti na bun&éném kontextu.

5.1.2. Nové&isi pohledy — CD69 jako imunoregulaéni molekula

In vivo modely pivodng vybrané ke studiu funkce CD69 byly zaloZeny na dikazech
moznych funkei dle mist, kde je tato molekula exprimovana. Studie na mySich
transgennich pro CD69 se zamétovali na proces selekce v thymu, coZ je proces, pii
kterém je pfechodné indukovéna exprese CD69. Navzdory udajim ziskanym ze studif
in vitro, jez ukazovali na moznou prozanétlivou ulohu CD6Y, konstitutivni exprese
CD69 na T buiikéch transgennich my$i neni asociovana se stavem zéndin. 2 2 Dile i
analyza antigenné specifickych odpovedi u mysi neprokdzala redukovanou aktivaci T

bunék pii absenci CD69, coZ nasvédCuje tomu, Ze tento recepior nevykazuje ¢isté
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positivni kostimula¢ni efekt u T bun&k in vivo, atkoliv nemize byt vyloucena i jeho

redundantni role jako positivniho kostimul4toru pro T bufiky.

P¥ vysledcich in vitro a in vivo, které jsou v &asteCném rozporu, zadfalo byt povaZovano
72 vhodné studovat roli CD69 na in vivo modelu chronického zan&tu. Tato analyza byla
zaloZena na dvou liniich dikazi. Za prvé, CD69 je trvale vyjadfena v ohniscich zandtu.
7Za druhé, gen pro CD69 je lokalizovan v tzv. CIA3 lokusech na krysim chromosomu 4
a my$im chromosomu 6, syntennim k lidskému 12p12-p13, 1] regionu, ktery obsahuje
lokusy ke zvyiené ndklonnosti k n€kolika autoimunitnim nemocem, v&etné kolagenem
indukované artritidy (collagen induced arthritis, CIA).243’ 244 Co je viak jeste vice
pozoruhodné, studie CIA u mysi deficientnich pro CD69 objevily novou regulacni roli
pro CD69. U my¥i deficientnich v CD69 se vyviji exacerbovand forma CIA s vy$8imi
T- a B-bun&énymi odpovéd’mi proti kolagenu. Tato vystupfiovana odpovidavost
koreluje s redukovanymi hladinami TGF-beta v zanicenych kloubech. TGF-beta

uinkuje u CIA jako protizanétlivy cytokin®*

a u normalnich mysi (wildtype mice)
podan{ protildtek blokujicich TGF-beta exacerbuje tiZi artritidy za zvySeni
prozéndtlivich cytokind a chemokint. U my$i deficientnich v CD69 vSak tyto protilitky
takto nedinkuji. Redukované hladiny TGF-beta a absence CD69 by mohly spolu
kauzaln® souviset. V tomto ohledu je i zajimavé, Ze cross-linking molekul CD69 in vitro
podnécuje syntézu TGF-beta. Navic je i syntéza TGF-beta zavisléd na aktivaci ERK** a
cross-linking molekul CD69 zprostfedkovava aktivaci ERK. Timto se zd4, Ze regulacni

uginky CD69 in vivo jsou zprostiedkovany pies syntézu pleitropniho cytokinu, ktery by

mohl byt citlivé regulovan pomoci Fzené exprese ptedpokladancho ,,CD69-ligandu®.

92



Cross-linking molekul CD69 indukuje tvorbu TGF-beta v CD4+ a CD8+ T buiikach
stejng jako v NK buiikach a makrofazich, coZ nasvédCuje tomu, Ze tento receptor
vykazuje $irokou imunoregulagni pisobnost a Ze by mohly na tomto fenoménu
participovat také dal3i buiiky, které by exprimovaly odpovidajici pfedpokladany ,,proti-
receptor. Timto mechanismem by mohl CD69 ovlivilovat nejen adaptivni, ale 1
piirozenou imunitu. V souladu s tim vede u my$iho modelu NK-senzitivnich nadord
deficience v CD69 k redukované syntéze TGF-beta imunitnimi buiikami, cozZ ma za
vysledek vysokou tvorbu chemokinil se sniZzenim apoptosy lymfocyth, akumulaci NK
bunék a zvysenou lyzou nadorovych bungk. Tyto udaje podporuje i to, Ze blokada
pienosu signalu TGF-beta v T buitkach zvySuje protinadorovou imunitu pomoci

usnadnéni expanze nadorove specifickych CD8+ T bun&k.?*

Oba modely, model NK-senzitivnfho nadoru a CIA model, ukazuji, ze deficience CD69
vede ke sniZenym hladinidm TGF-beta, coZ podporuje zvySeni imunitni odpovédi a za
vysledek ma vice u&innou lyzu tumortl nebo zvyseni zanctu u kolagenem indukovan¢
artritidy. UZitim protilatky zptisobujici sniZeni exprese CD69 in vivo reprodukuje u
norméalnich (wildtype) my3i fenotyp, ktery nalézdme u myst deficientnich v CD69, a
tento jev dale podporuje hypotézu imunoregulacni role CD69. Avsak, jak jiz je zminéno
v§ge, cross-linking molekuly CD69 in vitro zprostiedkovava také produkei
prozanétlivych medidtord, coz naznacuje, 7o CD69 by mohla mit dualni roli
zprosttedkovanim syntézy riznych cytokint v zavislosti na konkrétnim buné&ném

kontextu.
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5.1.3. Mozné imunoregulaéni role molekuly CD69

Ptedchozi v¥sledky ze studii in vitro popisovaly molekulu CD69 predevsim jako
stimuladni receptor, aviak nov&j¥ studie in vivo ukézaly, Ze povaha chovani CD69%je
vice komplexni.248 Jak jiz zmin&no vyse, absence CD69 vede k vysd{ imunitni odpovedi
u dvou nezavislych modelf: zvysen{ zavaznosti T butikami fizené experimentdlni

249

artritidy na zvifecim modelu 20

a vystupiiované rejekei NK-senzitivnich tumort.
Teoretickym podkladem je skute¢nost, ze CD69 zprosifedkovava produkei TGI'-beta a
efekt tohoto pleitropniho cytokinu by mohl byt zodpovédny za regulacni uéinky CD69,
a¥koliv se na tomto mohou podilet i dal¥f mediatory. CD69 by mohl takto ovliviiovat
rizné uzlové body v mechanismech zodpov&dnych za limitaci imunitni odpovedi.
Zpétnovazebni limitace imunitni odpovédi je zakladem pro jeji kontrolu a fizeni a
molekuly indukované béhem aktivace lymfocytd mohou hrét roli negativnich
regulétortl. Za prvé, CD69 by mohl mit roli v deleci lymfocytl cestou apoptosy
nésledujici po aktivaci. Za druhé, b&hem prezentace antigenu mohou byt parcidlni

aktivadni signaly schopné zaroved indukovat expresi CD69”" 22

a stav anergie, ktery
je charakteristicky pro CD69-exprimujfci lymfocyty u chronickych zanétlivych
chorob.” #** Tyto anergni lymfocyty by se mohly shodovat s dosud Spatné
definovanou skupinou adaptivnich Treg bungk, které fungujf jako vedlejsi populace
supresorovych lymfocytl svoji produkei TGF-beta nebo dalSich imunoregula¢nich
cytokini zprostiedkujicich lokalni & systémovou odchylku imunity.®® Za tieti, zapojeni
CD69 by mohlo regulovat koneénou rovnovahu Th1/Th2 diferenciace. Je 1 jasné, Ze

charakterizace ligandi CDG69 a znalost jejich prostorové a ¢asové exprese by nam

v budoucnu méla vnést i vice svétla do imunoregulaénich funkei molekuly CD69.
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5.2. Role CD3CD69 lymfocytll v periferni krvi pro uréeni prognosy u
generalizovaného kolorektalniho karcinomu z pohledu vysledk( této

studie

V této studii ziskané vysledky by &lo tedy interpretovat tak, Ze pii systémové imunitni
aktivaci projevujici se v periferni krvi snizenim poméru poétu NK bun¢k k po¢tu T
lymfocytii exprimujicich CD69 na svém povichu je prognosa nemocnych

s kolorektalnim karcinomem metastazujicim do jater zhorSena a Ze lze pravdépodobné
predikovat hodnotu celkového prezivani u téchio nemocnych pomoci vyse
definovanych regresnich modeld s parametrem NK/CD3CD69 jako nezédvisle
proménnou a to s piiblizn¢ 10-15 % silou regrese. Pfi vhodng zvolenych hodnotach cut-
off bodu pFisluiné ROC kiivky miZe tento parametr slouZit jako celkem slusny
diskriminator celkového pieziti u nemocnych, kteii odpovidaji svymi charakteristikami
nemocn§m ve vySetfenych souborech. Vykonnost takto zkonstruovaného
diagnostického testu pak pfirozené zavisi plné na ,,pouZitém souboru® a kladené otazce.
Dile bylo v této studii ukdzano, Ze poéet CD3CD69 bunék vetsi nez 55,5 bunck/pl
definuje jedno z pravidel vymezujicich v kontextu pravidel ostatnich na danych
souborech nemocnych skupinu s hor$im celkovym pfezivanim a Ze pii konstrukei
pravidel ostatnich nemé podet NK bunék v periferni krvi Zadnou roli. Na obou
vy¥etfovanych souborech (piivodni inferenéni soubor a kontrolni soubor) 1ze pokles
poméru NK/CD3CD69 vysvétlit pfedeviim trendem vzestupu parametru CD3CD69,
konkrétng (pro nesplnéni podminky ,.bivariate normality* uvadim vzdy pouze
Spearmaniiv korelaéni koeficient rho) pro inferenéni soubor koreluje NK/CD3CD69
negativné s CD3CD69 (tho = -0,733, p <0,001) a pozitivn¢ s NK (tho = +0,520, p <

0,001), pro kontrolni soubor pak koreluje NK/CD3CD69 opét negativng s CD3CD69
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(tho = -0,769, p < 0,001) a opét pozitivne ale silngji nez u inferenéniho souboru s NK
(tho = +0,737, p < 0,001). K tomu lze jest& dodat pro ilustraci pohledem dalsi metody,
e komponenta vzestupu se podili u obou soubori na asi 33.3% variability hodnot
parametru CD3CD69 odpovidajicim jednotlivym sestupné sefazenym hodnotam
parametru NK/CD3CD69, navic u kontrolniho souboru se komponenta poklesu podili
na asi 25% variability hodnot parametru NK odpovidajicim jednotlivym sestupné
sefazenym hodnotam parametru NK/CD3CD69). Parametry NK a CD3CD69 navzajem
statisticky signifikaning nekoreluji ani na jednom z obou souborh (neparametricka

Spearmanova korelace).

Uritd souvislost mezi poétem CD69 lymfocyti a CD4CD69 lymfoeytit v periferni krvi
a prognosou u nemocnych s metastazujicimi adenokarcinomy (karcinom prsu,
kolorekta, ovaria) je zndma jiz z pfedchozich studif — nizsi pocet lymfocyth s expresi
CD69 byl dan do souvislosti s lepsi prognosou, ale na druh¢ strang jejich vzestup po
aktivni specifické imunoterapii byl ukazatelem dobré odpovédi na 16¢bu a tim i
ukazatelem lepsi prognosy.>>®, »” Pomér poétu NK/CD3CD69 je na zaklade vyse
uvedenych teoretickych imunologickych poznatkd logicky efektivngj$im ukazatelem
t&chto vyde popsanych procesti nez samotné CD69 lymfocyty vzhledem k tomu, Ze tyto
mechanismy jsou u nadort mnohdy zprostfedkovany €i jsou zavislé na NK buiikach.
Jako dalsi nepifmy ditkaz pro platnost tohoto konceptu lze uvést, Ze pii pouZiti
protildtek proti molekule CD69 dochézi u my3f{ k rejekci NK-senzitivnich tumort.”®

Pokud by se v dal§ich studiich na nezdvislych souborech nemocnych tento fakt potvrdil,

je publikaéni v¥stup z této explorativni studie svetové prvnim, kde byl popsan mozny
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prognosticky vyznam poméru NK/CD3CD69 u generalizovaného kolorektalniho

karcinomu &i generalizovaného solidniho nadoru vitbec.>
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5.3. Role NK bunék v periferni krvi pro uréeni prognosy u
generalizovaného kolorektélniho karcinomu z pohledu vysledku této
studie

Co se tyde ditatele parametru NK/CD3CD69, 4. tymfocyti CD3-CD16+CD56+, byl
jeho vyznam pro variabilitu celého parametru NK/CD3CD69, jak jiz zminéno vyse,
v&tdi na kontrolnim souboru, ktery pfedstavoval nemocné s celkové horsi prognosou. I
s prihlédnutim k vysledkim signifikance AUC u ROC kiivek pro NK buitky se 1ze
domnivat, e pokles NK bunék v pozdn&jsich fazich pokrogilého nadorového
onemocnéni predstavuje dalsi faktor nepiiznivé prognosy, ktery je v podstaté
_statisticky“ nezdvisly na vzestupu CD3CD69. Kombinovand informace vznikld pak
dénim t&chto dvou parametr(i do vzajemného poméru ma silnou vypovidaci hodnotu
_napif&* fazemi nadorového ristu u generalizovaného solidniho nadoru (od ¢astecné
limitovaného az ke zceela nekontrolovanému) a s nim spojenych riiznych mechanismu
imunitni dysfunkce. Nejprve excesivni a chronické aktivace jejimZ obrazem je vysoky
CD3CD69 i pii ,,normalnich* hodnotach NK bunék, které se na pozadi pravdépodobné
_snaz{ bojovat™ aZ k fazi exhausce, spojen€ se ,,stabilizaci naristu” CD3CD69 (jiz
_.nema rast kam® a tedy urdita faze plato pfi dosazeni biologického limitu) pfitemz ale i
tato ,,faze klidu CD3CD69* spolehlivé devastuje organismus pfi rozvratu imunitnich
funkei, ale predeviim s relativnim a pozd&ji dokonce absolutnim poklesem NK bunék,
ktery nakonec ,,nabira vrechu® a dochazi ke zhrouceni ,,obranné hraze™ tvofené vrozenou
imunitou tvofenou lymfocyty (tedy pfedevdim NK bufikami).

Za hlavni efektory bunétné protinadorové imunity jsou povazovany T buiky, kieré
zprostiedkovavajf specifické odpovedi, avSak udaje ze zvifecich modelt nasvéd&uji

tom, Ze NK. butiky participuji v ¢asnych fazich protinddorove odpovédi a jsou
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obzvl4ste efektivni v eliminaci metastdz nesengch krevnim proudem.”*”**' Naproti
tomu T buriky jsou efektorové buiky zodpovédné za specifickou, dlouho trvajici
imunitu. NK buitky mohou kromé svych pfimych protinddorovych funke{?6% 2% {
mobilizovat adaptivni imunitni odpovéd’ pf‘:imo%4 ¢, a to pfedevsim, zprostfedkované
svym vlivem na zrani dendritickych bun&k?®>*%® 3 poskytovanim jim antigenniho
materidlu derivovaného z lyzy nadorovych bungk.?®” NK buiiky tak mohou spolupisobit
v nadorovém mikroprostedi na posun rovnovaly z tolerogennich na imunogenni
podminky a podporou zrani DC zménit supresivni lokélni prostfedi a tim zvySovat

imunitn{ odpovédi a vést k eliminaci nadorovych bungk.
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5.4. Role celkového poétu leukocytl v periferni krvi pro uréeni
prognosy u generalizovaného kolorektalniho karcinomu z pohiedu
vysledkd této studie

Pii hlub¥{ analyze vztahu poétu viech leukocyti v periferni krvi (tj. nejen pouze
segmenttt) k celkovému piezivani 1ze na zaklad€ nami ziskanych vysledki rozdélit
defini¢ni obor poétu leukocyth na celkem 4 disjunktni podmnoZiny s rozdilnou
vypovédni hodnotou k prognose nemoenych. Hodnoty leukocyti v intervalu [8650; o)
svadd o nejhordi prognose, v intervalu [3750; 6750) o prognose nejlepsi. U hodnot
leukocytl z intervali [600; 3750) a [6750; 8650), pokud bereme v Gvahu vysledky
JIndukce pravidel ... <, je prognosa intermedidrni ¢i spiSe nejista. P#i srovnani prezivani
nemocnych s poétem leukocytit z téchto 2 intervalil (bez dalsich kritérii tvofenych
jingmi parametry) s pfeZ{vanim nemocnych s poétem leukocytil v intervalu [8650; x)
vychézi najevo, 7e z hlediska uréeni celkové prognosy vSechny 3 intervaly vymezuji
skupiny nemocngch bez statisticky signifikantniho rozdilu v celkovém pieZivani a Ze
viechny 3 definuji skupiny nemocnych s hor$i prognosou oproti intervalu [3750; 6750).
U ptivodniho inferenéniho souboru vymezuje poget leukocytd v intervalu [8650; «) pii
srovnani prezivani nemoenych s leukocyty v intervalu [6750; 8650) skupinu nemocnych
s hor&i krdtkodobou prognosou. K ovéfeni platnosti téchto vysledki by vsak bylo tfeba
provést m&fen{ na souboru nemocnych s mnohem ve&tsim poétem pozorovani

v jednotlivych intervalech, zejména v intervalu [600; 3750). Na obou nami
vy¥etfovanych souborech je vzestup celkového poctu leukocyta v silné souvislosti se
vzestupem podtu polymorfonukledrnich elementii (komponenta vzestupu se podiliu

obou soubort na asi 80% variability hodnot po&tu polymorfonukleart odpovidajicim
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jednotlivym vzestupng sefazenym hodnotim celkového poctu leukocyti). Zajimavym
zji$ténim viak je u obou soubori silné signifikantni pozitivni korelace mezi celkovym
pottem leukocytd (tj. vech bilych krvinek v perifernf krvi) a monocyty a do jist€ miry
rozporuplng i CD14CD16 buitkami. Pro inferenéni soubor je neparametricka
Spearmanova korelace mezi leukocyty a monocyty rho = 0,353, p = 0,006 a mezi
leukocyty a CD14CD16 monocyty rho = 0,429, p = 0,001, na kontrolnim souboru je pak
tato korelace mezi leukocyty a monocyty rho = 0,569, p < 0,001 a mezi leukocyty a
CD14CD16 monocyty tho = 0,371, p = 0,014. U celkovych monocyti je takovato
situace vysvétlitelna - a to 1 vzhledem k faktu, Ze nemocni v kontrolnim souboru maji
niz3i median celkového pieziti - imunitni aktivaci spojenou s postupujicim
onemocnénim, jeZ se projevuje i sklonem k vy3§imu poétu monocytl v pokrocilé fazi
nadorového onemocnéni. Tro$ku matouci je viak ,,pouze normalni signifikance*
korelace leukocytii s CD14CD16 butikami na kontrolnim souboru.MéZe jit i o pouhy
nahodny vykyv. Lze to snad i dét do souvislosti s faktem, Ze korelace mezi monocyty

z krevniho obrazu a CD14CD16 monocyty z fenotypu je rozdilnd sila korelace na obou
souborech (na inferen¢énim rho = 0,810, p < 0,001, na kontrolnim pak rho = 0,675, p <
0,001). Lze jen spekulovat, zda jde tedy jen o vykyv vlivem ndhody ¢&i o jev

s biologickou kauzalitou. Obdobnd korelace mezi celkovym poctem viech leukocyth a
viech lymfoeytil v periferni krvi pak na Zadném z obou soubord neni. V nasi referenéni
laboratofi je pro celkovy podet leukocytl v periferni krvi normalni rozmezi 3800— 9400
cells/pl. Tyto vysledky miZeme interpretovat jako: 1. zhorSeni prognosy nemocnych s
celkovym poétem leukoeytii snizenym pod normélni rozmezi, coZ by mohlo byt
vysvétleno predeviim snizenim polymorfonukleard béhem chemoterapie, 2. zhorSeni

prognosy nemocnych s celkovym poétem leukocytil v horni poloving normalniho
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rozmezi a nad normalnim rozmezim, coZ je pravdépodobné hlava€ projevem vzestupu
pottu polymorfonukledrd v ramei systémové imunitni aktivace pii pokro¢ilém nadoru a

eventuelné i v ramci koincidence infekce.

Alterace v perifernim krevnim obraze u nemocnych s nadorovym onemocnénim jsou jiz
popsdny v nékolika pfedchozich sd€lenich. Ruka a kol. v roce 2001 prokazali, Ze u 43%
unemocnych se sarkomy m&kkych tkéni 1ze najit odchylky v rutinnich krevnich testech,
Sast&ji u pokrotilého onemocnéni, pfi¢emz neutrofilie byla nejéastéjsi (28.3% piipadh),
nésledovand leukocytosou (27.6%), poklesem hemoglobinu (25.5%), monocytosou
(19.3%) a trombocytosou (14.5%).269 V piipadé neutrofill je nutno vzit v tvahu, Ze
jejich pokles byva &asto indukovan intenzivni protinadorovou terapii a Ze t€Zka
neutropenie miZe byt Zivot ohrozujici komplikaci.2—"0 P#i dobré senzitivité nddoru na
Jé¢bu a odeznéni prechodného poklesu neutrofili viak mize byt celkové pfeZivani

v takovém piipads i zlepSeno. Na druhé strané vzestup neutrofili v periferni krvi a
zejména neutrofilie kombinovana s lymfopenif (vzestup indexu neutrofily/lymfocyty)
byly opakované popsény jako negativni prognosticky faktor a jsou Cast&jdiu

pokrodilych nadort.?” %"

102



5.5. Role monocytll v periferni krvi pro uréeni prognosy u
generalizovaného kolorektainiho karcinomu z pohledu vysledku této

studie

Vysledky této studie ddle poukazujf na souvislost monocytosy se Spatnou prognosou
nemocnych s kolorektalnim karcinomem metastazujicim do jater. ZvySeny pocet
monocyti v periferni krvi (nad 1050 cells/ul) se uplatnil jako prediktor $patné prognosy
v nékolika modelech ziskanych . Jndukci pravidel ... “. V nadi referen¢ni laboratofi je
pro celkovy podet monocyti v perifernf krvi normalni rozmezi 150- 900 cells/ul. Pokud
byl pouzit poet monocyti v periferni krvi jako jediny parametr k uréeni skupin
pacientii s rozdilnym celkovym piezivanim, jako cut-off hodnota vysel pocet 930
monocyti/pl, coZ zhruba odpovida horni hranici normalniho rozmezi. Validita tohoto
vysledku je opét omezena nizkym poétem pozorovani, a to zejmena ve skuping s vySsim
poétem monocyt.

Jiz vyde bylo uvedeno, Ze korelace mezi monocyty z krevniho obrazu a CD14CD16
monocyty z fenotypu je rozdilna sila korelace na obou souborech (na inferenénim tho =
0,810, p < 0,001, na kontrolnim pak rho = 0,675, p < 0,001). Neparametrickd
Spearmanova korelace mezi celkovym potem monocytii a CD14HLA-DR+ monocyty
je pak na inferen&nim souboru rho = 0,820, p < 0,001 a na kontrolnim souboru tho =
0,887, p < 0,001. Neparametrickd Spearmanova korelace mezi podtem CD14CD16
monocyti a CD14HLA-DR+ monocytl je na inferennim souboru tho = 0,678, p <
0,001, na kontrolnim pak rho = 0,615, p < 0,001. Na obou vy¥etfovanych souborech je
vzestup celkového poétu monocytl ve stfedne silné souvislosti se vzestupem poctu
CD14DR bunék (komponenta vzestupu se¢ podili u obou souborii na priblizn¢ 50%

variability hodnot podtu CD14DR bungk odpovidajicim jednotlivym vzestupne
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sefazenym hodnotam celkového podtu monocytll) a ve stiedné silné souvislosti se
vzestupem poétu CD14CD16 bungk (komponenta vzestupu se podili u pivodniho
inferenéniho souboru na asi 50% variabilité CD14CD16 bungk a u kontrolniho souboru
na asi 30% variabilit® CD14CD16 bungk odpovidajicim jednotlivym vzestupng

sefazenym hodnotdm celkového poétu monocyti).

Biologicky vyznam a ambivalentni role bunék monocyto-makrofdgového systému u
pokroéilého nadorového onemocnéni byly jiz kratee diskutovény v teoreticke Casti této
teze. S nadorem asociované makrofagy (TAM) jsou polarizovany piedeviim k M2
fenotypu a maji nékolik s M2 fenotypem asociovanych pronadorovych funkei, véetne
napomshani angiogenezi, remodelovédni matrix a suprese adaptivni imunity.*” Tato
protumorézni role TAM je ddle dokumentovéna klinickymi studiemi, které nalezli
korelaci mezi vysokym zastoupenim makrofégli ve stromatu tumoru a Spatnou
progﬂosu,274 a nepHmo i faktem, 7e nesteroidni protizanétlivé I¢ky (modeloveé byvaji
zmitiovany pledeviim COX-2 inhibitory) redukuji nejen riziko vyskytu nékterych
nadord, ale zd4 se, Ze snad Sasteéné v urditych situacich i rychlost jejich progrese. Vedle
cytokint se podili na funkéni polarizaci makrofagii k M2 fenotypu i rizné
chemokinym’ 276 3 napiiklad i glukokortikoidy a vitamin 3. Polarizované makrofagy
se lisi navzajem expresi receptort, efektorovymi funkcemi a svoji produkei cytokintl a
chemokinti. Napifklad u M1 makrofigi je metabolismus aminokyselinu argininu
charakterizovan vysokymi hladinami inducibilni NO syntézy (iNOS), avSak u M2
polarizovanych makrofagh pfevlada metabolickd draha arginazy s produkci ornithinu a
polyamin. Kli¢ovou vlastnosti polarizovanych makrofagu je pak rozdilna produkce

cytokind. M1 fenotyp zahrmuje produkei I1.-12 a TNF, avSak M2 makrofagy v typickém
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pripadé produkuji IL-10, IL-1ra (IL1 receptor antagonist) a IL-1 decoy receptor typu II.
Také chemokinova sit’ (receptory i ligandy) je u polarizovanych makrofagl rozdilng
modulovana. Dostupné informace nasvéd&uji tomu, Ze M1 makrofagy jsou potentnimi
efektorovymi butikami, které zabfjeji mikroorganismy a niddorové bufiky a produkujf
velké mnozstvi prozanétlivych cytokind, zatimeo M2 makrofégy utlumuji zanétlivou
odpovédi a Thi adaptivni imunitu, poZiraj{ tkéfiové ulomky a podporuji angiogenezi a
remodelaci a reparaci tkani. TAM vznikaji rekrutaci monocytil z obvodove kive, in situ
proliferace makrofagl v misté nddoru u lidi je minimaln{.””’ N4dory jsou obecné
charakteristické tim, e produkuji konstitutivné takové chemokiny, které jsou

v normalnich tkanich klasifikovény jako inducibilni & zanétlivé, 7’8 K rekrutaci
makrofigd v tumoru miize pak obzvla3ts piispét produkce VEGE a M-CSF nadorem,
které napomdhaji migraci a preziti makrofagn.?™ #*% %! Tyto riizné latky produkované
nadorem viak nepiisobi jen na migraci bungk monocyto-makrofagového systému do
mista nadoru, ale i zménu jejich funkei s profilem smérem k M2 fenotypu (v&etné vlivu
na angiogenezi a remodelaci matrix stromatu). V misté nadoru se pak namigrované
monocyty diferencuji pod vlivem IL-10 a TGF-B (produkovanymi nadorem i
samotnymi okolnimi makrofagy) ve zralé makrofdgy a blokuje se jejich diferenciace
smérem k dendritickym butikam. Tento efekt IL-10 na diferenciaci monocyti pak maze
spolurozhodovat a o vzdjemné rovnovéze mezi TAM a s tumorem asociovanymi
dendritickymi butikami (TADC) v mist& nadoru. TAM jsou funkcné obdobné
makrofagiim polarizovanym k M2 fenotypu (maji omezenou cytotoxicitu k nadorovym
butikam, naopak napoméhaji proliferaci nadorovych bunek a jsou chabymi producenty
NO, exprimuji ve vysokém mnoZstvi receptory pro maniosu a spatné prezentuji

antigeny, jejich cytokinovy profil je: vysoky IL-10 + nizky IL-12).
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Svoji expresi fenotypu shodnou s M2 polarizovanym makrofagy participuji s nddorem
asociované makrofagy (TAM) na procesech jeZ reguluji riist nddoru, jeho progresi,
supresi adaptivni imunity, formaci nddorového stromatu a angiogenezi. TAM jsou
klidovou komponentou v zdnétlivych procesech, které napoméhaji progresi nadoru a
jeho metastazovani.?®> 25 Z tohoto pohledu navozeni stavu chronického zanétu u
pokrogilého nadorového onemocnéni jsou pak buiiky monocyto-makrofagového
systému rozhodujicimi pro dal$i vivoj nédoru a tedy i pro osud organismu jako celku.
Monocytosa v periferni krvi u pokro€ilych nadord je pak dlouho znamym jevem, ktery
je projevem daliiho kroku monocyto-makrofagového systému smérem k podpote
progrese tumoru, tentokrat na drovni organismu jako celku, a je v korelaci se Spatnou
prognosou. Mechanismem je vytvofeni tumor-distdlniho kompartmentu
monocyti/makrofagh. Vlivem jejich supresorovych funkei dochdzi k navozeni stavu
sekundarni imunitnf dysfunkce nejen lokalng , ale i na systémové Grovni, jak bylo JiZ

popsdno v teoreticke ¢asti této prace.
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5.6. Role dal$ich lymfocytarnich subpopulaci v periferni krvi pro
uréeni prognosy u generalizovaného kolorektalniho karcinomu

z pohledu vysledki této studie

Vztahy po¢tu lymfoeyti & jejich subpopulaci v periferni krvi k prognose nidorového
onemocnéni se zdaji mit dosti komplexni charakter. Podobné jako neutrofily i
lymfocyty jsou ovlivnény pribshem protinddorové terapie, pfi¢emz ale vysledky vlivu

284

terapie souvisi se vstupnimi hodnotami lymfocyti, ™ vliv 1é¢by miiZze u n¢kterych

lymfocytarnich subpopulaci zpisobit i vzestup.?®® Navic proces regenerace neprobihd u

v¥ech lymfocytil shodnym temperm, 8% 257

coZ plsobi jako dalsi fakior celkové
heterogenity alteraci lymfocytarnich subpopulaci v perifern{ krvi u nadorového
onemocnéni, PouZitelnost riznych lymfocytarnich populaci k ur€eni prognosy
nemocnych s nadorovym onemocnénim vyplyva z nékolika piedchozich praci.zgs’ 289, 290,
1y této studii byla kromé jiZ vyse diskutovanych CD3CD69 v kombinaci s NK
burikami ukazana souvislost s prognosou déle jen u poétu CD3CD8 lymfocyti

v kombinaci s pottem CD14CD16 monocytl & celkovym potem leukocyti a to vidy

v kontextu dal&ich pravidel s jinymi parametry, tedy ne pouze samostatné CD3CD8
lymfocyty. Podobné jako u parameiru CD3CD69 i v ptipadeé CD3CD8 lymfocytd je
zvydeni jejich poétu ptispévkem k definovani pravidla k urceni skupiny nemocnych

s hor{ prognosou. Je moiné vznést hypotézu, Ze tento vzestup poctu CD3CD8
lymfoeyté v periferni krvi je spojen s jejich sniZzenou funkef a Ze je tedy v podstate
dal&fm projevem excesivni systémové imunitni aktivace a s ni spojené imunitni
dysfunkce, tedy zcela konkrétng napiiklad se snizenim funkce CD3CD8 lymfocytl

zpiisobenou signélnimi defekty v TCR/CD3 komplexu a dalsimi funk&nimi alteracemi T

a eventuelné 1 NK bungk.
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Pro zajimavost uvadim i Setfeni zaméfené na skute¢nost, jestli koresponduje zvySeni
podtu CD3CD8 lymfocytl se zvy§enim poctu ,,éasné aktivovanych® T lymfocyti
vyjadieném vy$§ hodnotou parametru CD3CD69. Neparametrickd Spearmanova
korelace mezi poétem CD3CDS a CD3CD69 lymfocyti je na inferenénim souboru rho
= 0,598, p < 0,001, na kontrolnim souboru pak Spearmanova korelace vychézi
nesignifikantn@ a tyto 2 parametry tedy nejsou na kontrolnim souboru ve vzajemné
korelaci. Nésledng byl pro oba tyto parametry pouZit opét postup generovani
komponent variability hodnot parametru CD3CD69 odpovidajicich jednotlivym
vzestupnd sefazenym hodnotam poétu CD3CDS lymfocyti a naopak - komponent
variability postu CD3CDS$ lymfocyti odpovidajicich jednotlivym vzestupné sefazenym
hodnotdm parametru CD3CD69. Vysla pouze slaba zévislost variability CD3CD69 na
vzestupu CD3CD8 (na pivodnim inferenénim souboru komponenta trendu vzestupu

s podilem na variabilit¢ CD3CD69 asi 16.5%, na kontrolnim souboru komponenta
vzestup-pokles s podilem na variabilit¢ CD3CD69 asi 23%) a slaba zavislost variability
CD3CDS na vzestupu CD3CD69 pouze na phvodnim inferenénim souboru
(komponenta trendu vzestupu s podilem na variabilit¢ CD3CD8 asi 13.5 %). Relace
mezi zvyenim poétu CD3CD8 lymfocyti a ,.lasnou aktivaci™ T lymfocytt v periferni
krvi vyjadienou p¥itomnost{ molekuly CD69 na jejich povrchu (a tedy systémovou
imunitnf aktivaci) se proto zda byt pouze slaba aZ stfedné silna, aviak oba tyto jevy
plispivaji pravd&podobné ke zhorSeni prognosy nemocnych s kolorektalnim
karcinomem metastazujicim do jater. Je moZné op&t jen spekulovat jestli oba tyto jevy
pak n&jak biologicky kauzalné souvisi a jakymi mechanismy je rozhodovano

413

v organismu o ,,cesté” imunitni dysfunkce projevujici se zménami téchto subpopulaci

lymfocyti v periferni krvi u generalizovaného kolorektélniho karcinomu.
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I ndkteré z dalich parametrd fenotypu leukocyti periferni krve, kieré vychazely
hrani¢né signifikantné &i sice signifikantné, ale jenom na ndkterém ze souborl,

v analyze pieziti & p¥i analyze ROC kiivek by mohly mit biologickou ulohu pro
prognosu nemocnych s generalizovanym kolorektalnim karcinomen, aviak v této studii
se tento jejich vztah s prognosou vlivem vybéru a riznych dalSich bias nepodatil
prokézat. Nicméng lze jen doporutit, aby v pfipad® opakovani takto konstruované studie
vy$etfujici vztahy fenotypu leukocytil periferni krve a prognosy nemocnych se
solidnimi nadory byly i tyto ,.hrani¢ni* parametry zahmuty do explorativnich analyz.

V pripadé prospektivné designované studie bych vSak navrhoval pouZit pouze
parametril, které vy§ly jasné signifikaning na vSech souborech této studie (ale i véetné
vysledkd indukce pravidel), a je nutno potitat s tim, Ze se miiZe prokazat, Ze 1silné
signifikantng vychézejici vysledky studie prezentované v této tezi jsou nevalidni pro
jiny soubor (4. jinou selekei ze stejné populace) ¢i dokonce jinou populaci nemocnych

s generalizovanym kolorektélnim karcinomem. Pravdépodobnost toho, Ze tyto vysledky
jsou validni, by viak m&la (vzhledem k pouZiti riznych manipulaci ke zvy$eni validity a
piisnych kritérii signifikance pouZitych v této studii) byt vyssi nez pravdépodobnost

toho, Ze jsou nevalidni.
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5.7. Vztahy k jinym prognostickym parametrim u generalizovaného
kolorektalniho karcinomu

Vzhledem k diivodiim vysvétlenym v teoretické ¢dsti této teze pojednavajici o
soutasném stavu prognostickych faktorti u generalizovaného kolorektalniho karcinomu
je obtizné stanovit n&ktery z nich ¢i malou skupinu z nich jako »Zlaty standard®,

k némuz by §lo kandidatské prognostické faktory vygenerované v této studii vztahnout
&i ktery by $lo pouZit pro stratifikaci nemocnych a pouZzit ho i jako kovariantu

v multivariantni analyze & jako dal¥i proménnou pii indukei Klasifikacnich pravidel.
Je nutné znovu piipomenout skute¢nost diskutovanou podrobnéji v teoreticke ¢asti této
teze, Ze jestlize je soudasna literatura zabyvajici se prognostickymi kolorektalniho
karcinomu obecné, ve viech stadiich, v mnohém nedostateCna, fragmentovand a
nesoustavna, zam&ujici se na médni trendy novych technologii a nehodnotici
spolehlivé data nashromazdéna za del$i asové obdobi metodami ,,starymi®, pak u
generalizovaného nadoru je situace jeste fadove horsi. Studie se zaméiuji pouze na
minoritu nemocnych s resekabilnim onemocnénim a i zde neni vyjasnén vyznam
alespoii téch parametrl, které se zdaji byt signifikantni u kolorektalniho karcinomu
obecnd, vyplivajicich z jeho biologickych ryst. Spolehlivé hodnoceni vetsi skupiny
prognostickych faktort pro generalizovany kolorektalni karcinom plné vychazejici ze
zasad ,.evidence-based medicine® v podstaté neexistuje. Proto i jakdkoliv stratifikace dle
jiz prokazanych signifikantnich faktord je arbitrérni a teoreticky muze byt hluboce
zavAd&jici. Nyni jsme ve fazi shromazd'ovani dat vztahujicich se k novym metodam
1¢¢by generalizovaného kolorektalniho karcinomu a k jejich vzdjemnym kombinacim.
Vét§ina studif zabyvajicich se touto problematikou je tedy nutné spie pouze

deskriptivnich a provedené analytické studie maji omezenou validitu, snadno
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zpochybnitelnou provedenim studie dalsi, at’ jiz zaloZené na stejné €i rozdilng metodice.
Informace tohoto druhu v soudasné b&zné klinické praxi nejcitelngji chybi v situacich,
kdy je tieba rozhodnout o indikaci zahdjeni &i jeSté Cast&ji pokraovani nakladné a Casto
i toxické systémové 1é&by, o presné indikaci kurativnich resekef v situaci vétsiho
hepatalniho a pfedeviim omezeného extrahepatalnfho postiZeni a o indikaci
cytoredukénich metod dosahujicich lepsiho paliativniho efektu nez samostatnd
systémova 1é¢ba u neresekabilniho postiZeni. Pro viechna tato rozhodnuti by bylo
¥adouci znat relevantni prediktivni a prognostické faktory, nejlépe n€kolik faktord,
navzdjem nezévislych. Cela situace je objektivné komplikovana jednak obrovskou
biologickou heterogenitou pokrogilého kolorektalniho karcinomu a je navic umocnéna i
znaénou heterogenitou v 1é¢ebnych postupech uZitych u toho kterého nemocného s
generalizovanym kolorektalnim karcinomem, coZ je dano v poslednim desetileti
predeviim mnoZstvim novych aginnych 1ékd, které mnohdy méni 1 prognosu
nemocnych s touto diagnosou, a pozadavkem na individualizaci protinadorove 1échy.

Z t&chto diivodi byla tedy objektivné ptedem déna nejvétsi slabina celé této
prezentované pilotni explorativnf studic - ,nedostateén€ pfesné definovany™ soubor
nemocnych, tj. chybgjici popis faktort, které mohly mit vliv na prognosu, u kazdého
nemocného ve vysetfovaném souboru. Nejcitlivej$im z hlediska interpretace t€chto
vysledkil je tedy fakt, Ze jejich maximalni teoreticky dosazitelna spolehlivost jakoZzto
nutny predpoklad pro jejich uZiti v praxi by byla moznd jen v pfipadé aplikace na
populaci nemocnych s charakteristikami obdobnymi jako byla vy$etfovana populace
véetnd identickych postupi 16&by, coz viak jiZ nelze z objektivnich divodu v podstaté
dosahnout a nelze takovouto populaci ani jednoduse popsat. Tato ,,nepfesna

definovanost“ vySetfovaného souboru nemocnych je pak i dina samozigjmé pracnosti a
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vzhledem k malému poétu nemocnych z ného vyplivajici vyslednou ,,atomizaci“ na
statisticky spolehlivé nehodnotitelné skupiny. Tedy za cenu velkého Gsili Slo teoreticky
dosahnout spi$e zhorSeni podminek pro validn{ statistické Setfeni.

Oba dva dtvody tedy ptispivaji k tomu, Ze moZny prognosticky vyznam fenotypu
leukoeyti periferni krve u nemocnych s kolorektdlnim karcinomem metastazujicim do
jater byl v této studii vy$etfovan izolovang od jinych prognostickych faktorti a na
nedostatedn® stratifikované populaci nemocnych dle jejich 1é¢by a dalSich zakladnich
charakteristik.

To je pravdépodobné zdvazn&jsi piekazkou pro zevSeobecnitelnost a reprodukovatelnost
vysledki této studie nez jeji samotny design jakoZto retrospektivni studic na relativné
malém poétu nemocnych.

Nicméné lze i doufat, Ze takovyto ,,piirozens® heterogenni zdroj dat by v piipadé
_biologické robustnosti® vysledki (tedy biologicky danou Sirokou pfenositelnosti
definovanych ,munitnich parametrti* napfi¢ celé skupiny vSech nemocnych

s generalizovanym kolorektélnim karcinomem) mohl byt spise s vyhodou, protoze
modeluje 1épe nez n&jakym zpisobem vyselektovana homogenni skupina nemocnych
_realitu klinicky-onkologické praxe® a svym zpiisobem, z €ist€ statistického pohledu na

Swrgg

véc, tedy zabrafiuje overfittingu na ,,vedlej8i“ prognostické faktory.

Po t8chto obecnych tvahach se pokusim alespoti &dsteéné, nepfimo, ukdzat na nekteré
teoreticky mozné vztahy t&chto kandidatskych prognostickych faktort k jinym, na této
studii nezavislym, prognostickym faktorim generalizovaného kolorektalniho

karcinomu.
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Pokud se ty&e postaveni t&chto kandidatskych prognostickych faktoril vzhledem k

.jedinému ovéfenému* laboratornimu prognostickému faktoru, tj. sérové hlading CEA,

je numé si uvédomit pfedevsim jejich vyhody a nevyhody.

CEA je zde déle a md vlivné obhdjce v etablovanych klinickych kruzich, i kdyz jeho
obliba spocivé spide v tradici a absenci alespoii jediného kvalitniho biomarkeru

k monitorovani odpovédi na systémovou 1é¢bu a k uréeni prognosy u generalizovaného
kolorektalniho karcinomu. Nejnovéjsi doporu¢eni Americké spolecnosti klinické
onkologie (ASCO 2006) pro uZiti nadorovych markeri u gastrointestinalnich nadort
nazfraji na CEA jako na jediny marker vhodny k monitoraci metastatického
kolorektalniho karcinomu v priibéhu systémové terapie (,,marker of choice“)292 adle
tohoto doporudeni by mél byt CEA mé¥en na zagatku 1é¢by metastatické choroby a
kazdé 1-3 mésice b&hem aktivni 168by, ptitemz perzistentné stoupajici hodnoty nad
bazalni hladinu by mély byt podnétem k restagingu, ale definuji progredujici chorobu
dokonce 1 pH absenci progrese dokumentovatelné zobrazovacimi vy3etfenimi. Poté je
jestd upozornéno na mozny fale$né pozitivni vzestup hladiny CEA 4-6 tydnti po
zah#jeni nové terapie, predeviim vidany u 1é¢by oxaliplatinou.*” V pasazich
vysvétlujicich raciondlni pozadi tohoto doporudeni je viak uvedeno, Ze jsou v situaci
stoupajictho CEA uréité vyjimky, a Ze samotny vzestup CEA ,,sém o sob¢ v pribéhu
chemoterapie® by nemél byt uvaZovan jako evidence pro progresi choroby,?* 2%
obzvlasts po zahajeni chemoterapie. Navic vzestup CEA asociovany s chemoterapii
miZe byt vztahovan k porucham jaternich funkei navozenych lécbou.

CEA neni v nékterych situacich dobry diskriminator prognosy &i progrese choroby.
Nejedna se o neuitedny parametr, aviak v ur¢itych klinickych situacich jasne selhdva

v diskriminaci & p¥fnosu nové informace. V takovychto situacich v soucasné klinicke
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praxi nastupuje po prihlédnuti k dal§im informacim ziskanych z jinych vySetfeni a
subjektivnich potiZi nemocného, véetné jeho vykonnostniho stavu, které ale vétdinou
nepomohou rozhodnout, jiZ pouze empirie, vlastni zkuSenost, intuice. Kratce feceno,

v klinické praxi je &asto naprosty deficit na subjektu Iékate i pacienta nezavislych
informaci se vztahem k prognose a z toho plynouci absence moZnosti objektivniho
raciondlniho rozhodovéni a pak tedy nastupuje subjektivismus. Stabilni vysoké hladina
&i vzestup CEA pii progresi generalizovaného kolorektdlniho karcinomu v pritbéhu
chemoterapie je udavana u asi 80 % nemocnych, pfi¢emz u 20 % nemocnych s jasnou
progresi dle zobrazovacich metod hladina CEA v séru klesa & 7istava nadéle nizka.

Naopak byla spiSe ukdzana relativng silné diskriminaéni schopnost CEA v situacich,

kdy je potieba vylougit progresi generalizovaného kolorektilniho karcinomu — nemocni

s poklesem hladiny CEA po 1. cyklu chemoterapie FUFA alespon o 50% vstupni
hodnoty CEA pred zahjenim paliativni systémové chemoterapie maji signifikantné
vy&si polet parcidlnich & kompletnich remisi,”’ pfi¢em? objekiivni odpovéd na 1. linii
paliativni chemoterapie FUFA je sama o sob& markerem leps prognosy.”®

Tyto fakta o diagnostické vykonnosti sérového CEA u generalizovaného kolorektélniho
karcinomu v priibhu 16¢by chemoterapii souhrnng dokumentuji ndlezy dalsi studie,
kterd vySetfovala vztah trendd v hladinéch sérového CEA a objektivni odpovédi na
chemoterapii dle CT po 8 tydnech. Pro 30% prah poklesu CEA byla pozitivni
prediktivni hodnota 53,8 % a pro 50% prah poklesu CEA byla pozitivni prediktivni
hodnota 60,0 % v testu postaveném k predikei odpovédi nadoru na CT hodnocenych
podle RECIST kritérii, pficemzZ pfi patrani po cut-off hodnoté CEA vhodné k urdeni

progrese pii vzestupu CEA s poZadavkem na pozitivni prediktivni hodnotu vice nez 90
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% byl jako vhodny uréen 200 % vzestup CEA oproti vstupni hlading. Vzestup CEA o
100 % pak byl v signifikantnim vztahu s celkovym pezitim (p = 0,0023).”

Samotn4, jedenkrit odebrana hladina CEA v séru nemd u generalizovaného
kolorektalniho karcinomu Zadny prognosticky vyznam. U CEA je dilezity trend
vzestupu (& spise poklesu) a to vzdy jen u &asti nemocnych, ktefi jsou .sekretofi®, coz
je viak pojem, ktery siln& zavisi s volbou cut-off hodnoty pro mé&ten{ sérového CEA (1.
zvy3eni je uvadéno pfi cut-off bodu pro CEA = 4 ng/ml u asi 85% nemocnych

s metastatickym kolorektdlnfm karcinomem,” aviak jen u 51 % pfi predslovém CEA =
10 ng/ml — Hanke a kol. 2001). K tomu je nutné zminit, Ze napiiklad kufaci maji b&zne
1,5-nasobnou hladinu CEA oproti nekufakim (coZ prestavuje median CEA 6,2 ng/ml u
muzi a 3,4 ng/mlu Feny" a Ze existuje mnoZstvi nenadorovych onemocnéni, kterd
zvy$uji CEA na hodnoty pfiblizné mezi 10-20 ng/ml (pepticky vied, gastritida,
chronické obstruk&ni choroba plicni, diabetes mellitus, nemoci jater a v podstaté
jakykoliv stav akutniho & chronické zanétu). Ke zvySeni CEA miZe dojit i pouze
vlivem stievni obstrukce pii ponechaném primérnim tumoru & jeho lokoregionalni
recidivé &i v ramei poopera¢nich vazivovych sriistl s rozvojem ileosntho stavu.>*
Sérové CEA je tedy jako prognosticky ¢i prediktivni faktor u generalizovaného
kolorektalniho karcinomu v uréitych situacich uZitedny, nicméné je tieba sledovat vice
jeho hodnot a piihliZet k jeho nizké vypovidaci hodnoté v pocatku zahajeni
chemoterapie a v dobg toxicity chemoterapie, navic je urditd skupina nemocnych
(minimalné cca 20 %), u kterych CEA neni pii generalizaci kolorektalniho karcinomu
vitbec zvyseno. V této studii vygenerované kandidatské prognosticke faktory zaloZené
na fenotypu leukocyti periferni krve, by pak v t&chto situacich mohly CEA teoreticky

nahradit. Vzhledem k tomu, Ze se jedna o parametry vétSinou souvisejici se systémovou
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imunitn{ aktivaci, je jejich biologické podstata jin4 nez u CEA. Lze 1 pfedpoklddat, 1
kdyZ pro to neni p¥ima opora v zadnych datech ani v soudasné literatufe, ze existuje
moZnost, Ze tato systémova imunitni aktivace je jevem korelujicim s masou tumoru

v organismu pouze &astené. Zeela jisté hraje ,,faze® rostu nadoru néjakou roli 1 pfi mife
chronické imunitni aktivace a imunitni odpovédi obecng, véetné dysfunkce imunitniho
systému v termindlnich fazich onemocnéni, aviak korelace téchto jevii ve srovnani

s korelaci hladiny sérového CEA s masou tumoru v organismu by mohla byt slabsi. Je
nutné si uveédomit, e v pipadé fenotypu leukocytl periferni krve jde o parametry
vypovidajici o odpovédi slozitého systému (imunity) na silny tlak na jeho fungovani,
kderto u CEA jde o parametr vypovidajici pfedeviim o mnoZstvi n&jake latky
(konkrétng jde o glykovany protein z velké imunoglobulinové rodiny, svou funkci
pravdépodobné se vztahem k adheznim molekulam) uvoliované tumorem. To je
teoreticky obrovska moznost pro ziskani informaci takového typu, které neni schopno
podat ani fada jinych prognostickych faktort u generalizovaného kolorektélniho
karcinomu - pokud bych uvazoval jen o téch nejvalidn&iSich — ALP, bilirubin a AST
vypovidaji nejspide jen o mife postiZeni jaterniho parenchymu, ALP eventueln€io
postiZeni kosti (tyto informace ziskdm vSak jeste lépe ze zobrazovacich metod), LDI
vypovidé o celkové (jiz obrovské) mase tumoru a je ve vztahu s anacrobnim
metabolismem a CA 19-9 je také jen latka uvoltiovana (nékdy) niadorem do cirkulace.
Na druhou stranu podobny druh informacf jako fenotyp miiZe teoreticky poskytovat

z ostatnich d¥fve studovanych prognostickych faktor celkovy poget leukocytd,
vykonnostni stav organismu a Easteén& i CRP v kombinaci s albuminem (&astecné je
mozno na né nazirat jako na marker rozsahu postiZeni jater, aviak to az pfi jejich

masivni postizeni, CRP je viak predeviim reaktant akutni faze zinétu a lepsi vypovidac
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hodnotu berouci do tvahy tuto ambivalenci ,,jatra versus proteiny akutni faze* bude mit
tedy jejich pomér — viz. i prace Glasgowské skupiny). Hemoglobin a trombocyty jsou
pak jaksi stranou této ,klasifikace” ¢i z jiného Ghiu pohledu mozna i na pomezi obou
skupin (souvislost alteraci metabolismu Fe s chronickou imunitnf aktivaci, souvislost
trombocytd s VEGF a jeho vlivy na imunitu). Vyhodou fenotypu je vSak jeho ,,vEtsi
sloZitost” a tim padem teoreticky 1ze od této relativné velké mnoZiny parametrt
otekavat v&tsi citlivost v diskriminaci mnoZstvi variant a situaci vyplyvajicich

z heterogenity samotného nadoru i odpovédi organismunangjatois piihlédnutim

k obrovské dynamiénosti t&chto vztaht, a zaroveti 1 ze oekavat i vEtsi flexibilitu

v konstrukei diagnostickych testd na riizné klinické otazky a rychlejsi ziskani

potfebnych informaci.

Co povazuji za velmi ddlezité zdtraznit (i kdy? je to jiZ uvedeno v popisu postupu
statistického zpracovani), je fakt, ktery stavi objektivni kvalitu této studie a jejich
vyslednych kandidatskych prognostickych faktorti u generalizovaného karcinomu
kolorekta ve srovnani s ticba 1 v&t§imi studiemi na ,klasické” prognostické markery do

nadpriiméru, a to sice, Ze nezavislé proménné byly v regresni analyze vySetfovany jako

kontinuslni prom&nné. Jedn4 se o postup statistického zpracovani, ktery je teoreticky

velice Zadouct, i kdyz publikaéné silng nevdeny a tedy iéméf nepouzivany. Ma
teoreticky mnoho prednosti pted vySetfovanim kategorickych nezavislych proménnych
vytvofenych z ,,pfirozen* kontinualnich &iselnych parametrii stanovenim né&jaké
arbitrarni hranice/hranic slouzicich k diskretizaci této proménné. V univariantni analyze
prezivani srovnavajici pfezivani podskupin nelze postupovat jinak, avsak

v (multivariantnf) regresni analyze se jedna o postup vnasejici do situace zbytecne
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zdroje chyb a fale$n& pozitivnich i negativnich vysledki. Je pfiznaing, Ze postup
zvoleny pH volbé takovéto arbitrarni hranice je ve v&tsing studii na prognostické faktory
cudng zamléen. Mnou zvoleny ,.strikingj&i“ postup sice mozna p¥i niz8im poctu
nemocnych ,;minul* n&kterou biologicky vyznamnou informaci ve fenotypu ve vztahu
k prognose avsak méd vyhodu v tom, Ze dovoluje vyhodnocen{ pomoci ROC kiivek a
volbu ,,optimalniho® cut-off bodu aZ dodatedné dle klinikem volené otdzky. To
umoZituje i objektivni stovndni diagnostické piesnosti a vykonnosti testu, ktere je

v pripadg kategorickych prom&nngch moZny jen v pfipade volby ..stc] n);fch cut-off
bodt* urenych apriorng. Jedna se i o postup zarucujici jaksi mimochodem pfirozeng
v&t3{ miru validity a predev$im reprodukovatelnosti dosazenych vysledki, protoZe neni
tak zavisly na laboratorni metodice jednoho jediného pracovi§té (ktera vétsinou ani
nelze presné do detailu popsat) a ,,jejiho™ cut-off bodu a s tim spojenych zdrojt chyb

v prenalytické i analytické &asti méfeni. Jedna se pak o postup, ktery je nyni
jednozna¢né doporudovan u viech studii na prognosticke faktory, ktefé aspiruji na
ziskan{ alespoii n&jaké informace uZite&né i pro jiné nezdvislé studie na toto téma

provedené v budoucnu.
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5.8. Uvahy zaméFené na design studie, pouzité metody

statistického zpracovani a z toho vyplyvajici interpretaci vysledku

U postupd, které byly pouZity pro statistické hodnocent, je nuiné zminit, Ze jediné
spravné ovéfeni dosaZenych vysledki s niZ8i validitou danou volbou designu studie a
podtem provedenych méfeni a vySetfenych nemocnych, je problematické vzhledem

k nutnosti opakovani stejné postavené studie na nezavislém vzorku nemocnych

z podobné populace (v idedlnim piipadé prospektivni kohortove prognostické studie).
Praktickou ptekazkou neni jen otdzka penéz a pracnost opakovani/rozsifeni takovéto
studie, ale i dal¥{ objektivni pticiny. Vzhledem k p¥rodou objektivné danému mnoZstvi
lidi, ktefi touto chorobou onemocni a k zavedenému systému zdravotni péce

v zapadnich civilizacich, lze ¥ici, Ze z hlediska nékladii a poctu nemocnych byla tato
pilotni explorativni retrospektivni studie s prospektivné sbiranymi daty kandidatského
diagnostického testu (s apriorné urdenym panelem protiltek uZitych pii pritokové
cytometrii vybranych na zdklad@ teoretickych poznatk nadorove imunologie 90-tych
let 20. stoleti) a s retrospektivnim sbérem dat celkového preZiti i z pohledu
celosvétovych méfitek standardni unicentrickou studii na prognostické markery u
nemocnych s nadorovym onemocnénim. O provedeni takovehoto Setfeni prospektivné
je sice moZno teoreticky uvaZovat, avSak ,,odbornym* (medicinskym, statistickym)
limitem by byly piedeviim podty mé&feni na unikétnich nemocnych dosaZitelné
unicentricky & v piipad& multicentricity designu takovéto studie pak obrovské
nehomogenity vnesené do celé situace predeviim biologickymi rozdily v jednotlivjch
populacich a rozdilnymi metodami méfeni na jednotlivych pracovistich (obecné feeno
viechny teoreticky myslitelné chyby preanalytické i analytické faze), coZ by pak

vytvafelo tlak na ¥adové vyS¥i poéty celkove vydetfenych nemoenych (odhaduji, Ze
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minimalng v Fadu stovek, spise viak tisich vySetfenych unikétnich nemoenych). V
pHpad® multicentrického designu takovéto dalsi studie by pak adekvétnim statistickym
postupem bylo uZiti Fadové slozitjsich postupl k hodnoceni diagnostické
presnosti/vybéru optimalnich regresnich modeld, které jsou vyvijeny statistiky
predevsim pro radiodiagnostiky (zejména multireader/multirated, correlated ROC
curves). Z t&chto diivodi je v realité vysoce pravdépodobné opét rozhodnuti o
provedeni opakovanych (longitudinalnich) m&feni na stejnych nemoenych a je i vysoce
pravdépodobné, Ze se bude jednat spiSe opét o unicentrickou studii. Dalsi komponentou
komplexity celého studovaného problému v realité je pak fakt, Ze se jedna o vySetfovani
dat piezivani. Hodnoceni ptesnosti diagnostickych testli v situaci longitudinalnich
méFeni s censorovanymi daty prezivani je mozno provést ,,statisticky Cist€" pouze
metodami Sasové-zavislych ROC kfivek. To je metodika, ktera je velice atraktivni
(nejen hodnoceni pfesnosti testu v riiznych Easovych bodech longitudinalnich méfent

s vySetfenim vlivu na prognosu a vybér ¢asove zdvislych optimalnich cut-off bodd, ale i
_obracen&“moznost pouziti ¢asové-dependentnich ROC kiivek k vybéru vhodnych
regresnich modelt s kriteriem optimality danym AUC ¢asové-dependentnich ROC
kivek misto R kvadratu), teoreticky jiZ dnes moZna (v soudasné realit€ v8ak pouze
velmi nedokonale, zatim jsou teprve vyvijeny postupy a metody takovychto
statistickych 3etfeni a tém&¥ vzdy maji uréité ,,matematikou” diktované limity, ktere
znemoziiuji jejich smysluplné §ir3i pouZiti v b&Zné praxi), avSak pouze u prospektivnich
kohortovych studif. V soudasné dobg tedy neexistuje ov&fena statisticka metoda, kterd
by byla schopna ,,statisticky &ist&” provést takovéto vySetfovani prezivani s
longitudinalnim méfenim nezavislych proménnych v pifpadé retrospektivni studic.

V soudasné situaci védeckého poznani a metod je tedy vysoce pravdépodobné, Ze bude
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provedena maximdlng dal3f retrospektivni studie s obdobnym designem a postupem
statistického zpracovéni jako je tato prezentovand, avSak na jingch souborech
nemocnych, coZ by mélo zajistit vy$§ miru jistoty o validnosti a klinické uzite¢nosti

v této tezi prezentovanych vysledkil. Tento postup k ovéfeni validity je vSak z hlediska
statistiky nedokonaly a z hlediska potieb klinick¢ mediciny nedostatecny. Nicmeéné
jedna se o soudasnou realitu védecké prace na prognostickych faktorech
generalizovanych solidnich nadort v celosvétovém méfitku, jak i dokumentuje piehled
o zndmych prognostickych faktorech u generalizovaného kolorektdIniho karcinomu
prezentovany v teoretické ¢asti této teze. Souhrnem lze tedy Fici, Ze retrospektivni
design této nadi studie a pouZité postupy k ovéfeni validity vysledki jsou tedy
samoziejmé z ,,¢isté statistického* hlediska relativné jednoduse napadnutelné, aviak
vétdina ostatnich studii zabyvajicich se prognostickymi faktory u nidorovych
onemocnéni publikovanych k soutasnému datu je také retrospektivnich a nesnazi se ani
o takovou miru ov&feni validity (i kdyZ nedokonalou) jak4 byla prezentovéna v této nasi
pilotni explorativni studii hledajici nové prognosticke faktory u generalizovaného

kolorektalaiho karcinomu.

Toho, e vichni cenzorovani nemocni byli vZdy na ,,jedné stran&* $lo sice s vyhodou
uzit pHi vysetfeni ROC kiivek (simplifikace na variantu bez censorovanych dat), aviak
mohio by to byt v n&kterych pfipadech omezenim pro validitu log-rank testu uZitého v
univariantni analyze piezivani. Jedna se o neproporcionalni rozloZeni censorovanych,
jingmi slovy o zévislost toho, jestli jedinci budou censorovéni, na jejich celkovém
preiti. Je to dano nejspie vlivem urdité selekéni bias, i kdyZ obtiZné takto zpétné

definovatelné. Nicméné tento mozny neptiznivy vliv na validitu méfeni je snad astedné
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zmengen provedenim Weibullovy regresni analyzy a nevybranim pouze téch parametrd,
které byly signifikantn{ v univariantni analyze dle Kaplan- Meier metodiky s log-rank
testem. Lépe ,,obejit* tento nedostatek by $lo teoreticky pouZitim jinych testd (napf.
permutaénich testl) misto log-rank testu pro srovndni pieziti mezi skupinami, aviak to
nejsou metody b&zné dostupné v statistickych programech a dopad na celkové vysledky
to m4 s nejvetsi pravdépodobnosti minimalni, Univariantni analyza s log-rank testem
byla v podstaté pouzita pouze pro prvni hrubé vyselektovani nesignifikantnich

parametrii fenotypu. Navic byl uZit i zevieobecnény Wilcoxoniv test.

Mnoho problémd, které jsou spojeny s vivojem diagnostického/prognostického testu je
uvedeno v stati pojednavajici o vyvoji screeningovych testl od Bakera a kol **® K této
tezi relevantni jsou predevsim pasaze vztahujici se k moZnym postuptm k zajisténi
validity testil obecné a predeviim k zdrojim overfittingu modeld na konkrétni data
vydetfovaného souboru a k postuptim k jeho zmenseni. Jedna se o zaleZitosti
matematicky mnohdy velmi sloZité a také pracné a téméf vzdy vyplyvajici z boje

s malym po&tem méfeni & vysetfenych individualnich nemocnych. Nicméné sama
velikost studie nemusi byt zarukou vyloudeni bias a i mala studie miZe podat kvalitni
informace typu generovéni hypotéz v explorativnich Setfenich, pokud jsou uspokojivé
ve vech fazich identifikovany a sniZovany/eliminovany (nebo alespoii dostatecné
popsany) riizné zdroje chyb/bias. K tomuto asi nejlépe lanck Ransohoffa’ 04
pojednavajici nejen o riznych druzich bias, ale i o designu klinickych studif na
molekularni markery. Zarukou vyloudeni bias zpaisobujicich ,,vnitini* nevaliditu studie
pak neni kroms vétiiho podtu vySetfeni ani prikaz reprodukovatelnosti testu (,,vné&jSi®

validity) a zplisob provedeni statistické analyzy. Jak jiz zminéno vy3e, za hlavni zdroj
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bias a z nich plynoucich omezeni ,,vnitfni* validity studie prezentované v této tezi je
mo¥no povazovat ,,nedostateénou definici* vySetfovaného souboru nemocnych (€1 snad
jexts lépe tedeno, jeho velkou heterogennost a nemoZnost provedent smysluplné
stratifikace pii absenci n&jaké rozumné velké skupiny dalSich validnich prognostickych
parametrii zndmych a ovéfenych z jingch nezévislych studii na prognostické faktory u

gencralizovaného kolorektdlniho karcinomu).

P¥i interpretaci je nutno postupovat velmi opatrné s jakoukoliv extrapolaci vysledki této
studie na populaci odli§nou od charakteristik zdrojove populace a liici se zpiisobem
vybéru nemocnych z této populace k vytvofeni vySetfovaneho vzorku populace (nelze
t¥eba zcela jistd bez rizika aplikovat na pouze nemocné, kieti jsou kandidaty na primarni
resekci jater). VySetfovany vzorek byl vytvoten ,.nahodnym® vibérem nemocnych
léenych mezi lety 1998 az 2002 na klinicko onkologické ambulanci univerzitni
nemocnice a s alespoii n&jakou jistotou by tedy $lo vysledky aplikovat pouze na vzorek
vybrany z obdobné populaéni skupiny nemocnych. Nutno zdiiraznit, Ze Setfeni bylo
provedeno v dob& nastupu novych rezimi chemoterapie (irinotecan, oxaliplatina,
raltitrexed, capecitabin), ale pfed nastupem uZiti biologické 1é¢by kolorektalniho

karcinomu do béZné klinické praxe.
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6. Zaveér

Ukolem tohoto Setfeni bylo provést explorativni analyzu moZnosti uZit{ dat
imunofenotypu bungk periferni krve ke stanoveni prognosy u nemocnych

s generalizovanym kolorektélnim karcinomem, se zamé&fenim na nemocné

s metastdzami jater. Rozsah dat byl hrani¢ng dostacujici k tomuto tkolu, aviak zcela
jisté by nestadil na stratifikaci nemoenych a analyzu jejich podskupin. Tuto stratifikaci
by viak nyni nemélo smysl provadét i z dlivodu neuspokojivého stavi soucasnych
teoretickych poznatkli o prognostickych faktorech u generalizovaného kolorektalniho
karcinomu a tudiz nemoznosti zvolit nékteré z nich jako spolehlivé kovarianty. Z tohoto

hlediska je nutné i nazirat na interpretaci vysledkil celé této pilotni studie.

Dosazené vysledky a naplnéni cilia prace:

1. Prvnim cilem této disertatni prace bylo prokazat, Ze lze z hodnot parametri
imunofenotypu leukocyth periferni krve stanovenych metodou pritokove cytometrie
uréit prognézu nemocnych s generalizovanym kolorektalnim karcinomem. Ze viech
vysetfovanych parametri fenotypu byla vyselektovéna relativng mald skupina
proménnych, které §lo Usp&¥né uzit na danych datech k predikci prognézy (tj.

k rozhodnuti, zda bude nemocny mit lepsi &i hordi celkové pieZiii jakozio
nejobjektivngj3i parametr stanoveni prognosy). K tomuto Ggelu byly zkonstruovany
jednak klasické regresni modely, jednak i modely zaloZené na metodice indukénich

grafi.
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2. Ve shodé s druhym cilem této disertadni prace byly nalezeny konkrétni kandidatské
biomarkery zkonstruované z parametrd imunofenotypu bunék periferni krve, které by se
mohly v dal$im Setfeni ukazat byt prognostickymi faktory pouZitelnymi i v klinické
praxi pro uréeni odekdvaného celkového pfeZiti u ¢dsti nemocnych s metastatickym
postizenim jater pti kolorektalnim karcinomu a teoreticky eventuelné i pfi jinych
primaritdch (coZ vychaz{ z predpokladu obdobné povahy ,,biologie® pokrocilych
solidnich nador a stejnych procesti v imunitnim systému s tim spojen§ch, bez ohledu
na primaritu, v tomto ohledu Ize teoreticky piedpokladat konzervativnost a uniformitu

reakci ze strany imunity).

Pfi regresni anal§ze preZivani vychazely jako nejvalidngj$i modely s pouze jednim
kontinudlnim parametrem, pfi¢emZ na danych datech vychazel nejrobustngji (véetné
viech soubort zkonstruovanych k iéelu ovéfeni validity) model s parametrem
NK/CD3CD69. Dalsimi kandid4tskymi prognostickymi faktory prokdzanymi v této
studii pfi vySetteni regresnich modeld s jednou nezdvislou kontinudlni proménnou jsou
nasledujici parametry bungk periferni krve &i jejich imunofenotypu: leukocyty,
NK/CD14CD16, CD3/NK, NK/leukocyty, CD8-CD28+/CD3CD69,

CD8CD57/CD3CD69 a NK/CD3CDS.

Vzhledem k charakteru dat této vySetfované ptirozené domény je viak vhodn&jsi uzit ke
statistickému zpracovéani néktery z modernich postupl zaloZenych na teorii
rozhodovacich stromfi. Zde bylo uZito metody indukénich grafii, kterd dovoluje nejen
klasifikaci, ale navic i diskretizaci kontinualnich proménnych a tim ziskani vice

intervalll vySetfovanych parametrd, a pii indukci pravidel uZiti 1 kombinaci takto
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ziskangch intervall. Touto metodou byl na danych datech jako nejlepsi prediktor
zatazeni nemocného do skupiny lepstho & hor§iho celkové preZiti vygenerovan model o
t&chto nékolika pravidlech:

CD3CD69 €[55.5; =) = nizsi celkové pleZiti

monocyty € [1050; «) = niz&i celkové pieZiti

leukocyty € [600; 3750) => niZ3i celkove pfeZiti

CD14CD16 €[338.5; =) AND CD3CD8 &€ [419; o) = niZ¥ celkové preziti
leukocyty € [3750; 6750) AND CD3CDS8 €[41; 419) = vyssi celkové preziti.

I

Tato studie tedy nalezla nékteré nové kandidatské prognostické faktory u nemocnych s
kolorektalnim karcinomem generalizovanym do jater zaloZené na vySetfeni fenotypu
bungk periferni krve metodou dvoubarevné pritokové cytometrie. Jejich hodnotu pro
klinickou praxi lze v8ak ové&fit pouze provedenim dalSich studif na toto tema (idedlng
primarng prognostickych, prospektivnich kohortovych, randomizovanych,
multicentrickych a velkého rozsahu, v realité alespoil unicentrickych retrospektivnich
malého rozsahu s nebo bez longitudinalnich mé¥eni na stejnych nemocnych). To lze ale
krokem, nep¥imo napomahajicim k ovéfeni validity vysledku této prezentované studie,
by bylo alespofi provedeni kvalitni prognostické studie na ,.jiz prokazané* a mnohdy i
b&zné klinicky pouZivané parametry, coZ by vytvofilo solidni zaklad pro stratifikaci
nemocnych &i jedté 1épe selekel homogenniho vzorku pro vZiti v explorativnich studiich

malého rozsahu jako je tato prezentovand v této tezi.
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7. Souhrn

Cile price: Prvnim cilem této disertatni prace bylo prokazat, Ze 1ze z riznych hodnot
parametr(i imunofenotypu leukocytd periferni krve stanovenych metodou pritokove
cytometrie uréit progndzu nemocnych s generalizovanym kolorektalnim karcinomem, u
kterého jsou predilekénim mistem hematogenni diseminace jatra. Druhym cilem této
pilotni explorativni studie prognostickych faktor bylo uréit timto postupem nékolik
konkrétnich kandidatskych biomarkert, které by mohly byt pouzity jako vychozi
parametry v dalsich studiich hledajicich klinicky vyuZiteln¢ pro gnostické faktory u

generalizovaného kolorektainiho karcinomu.

Soubor nemocnych a metody: K tomuto ulelu bylo provedeno retrospektivai vySetieni
74vislosti celkového pieZivani 59 nemocnych s metastatickym postiZzenim jater na
nékterych parametrech imunofenotypu leukocytd ziskanych odbéry periferni krve téchto
nemocnych v riiznych fazich jejich 16¢by a 1é¢enych riiznymi postupy. Imunofenotyp
byl vysetien metodou dvoubarevné pritokové cytometrie. Byly pouZity celkem tfi
postupy statistického zpracovani. Za prvé univariantni a multivariantni analyza
prezivani spolu s linedrni regresni analyzou k uréeni téch parametril fenotypu, které jsou
ve formé& kontinualnich prom&nnych nezavislymi prognostickymi faktory pro celkové
pieZiti. Za druhé metoda konstrukce ROC kiivek, zde pouZitd k nepfimému oveéfeni
validity vysledkd regrese. A za tieti metoda indukénich grafi umozZiujici cilenou
diskretizaci kontinualnich hodnot parametri fenotypu a klasifikaci nemocnych na dvé

skupiny s rozdilnym celkovym pleZitim.
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Vysledky:

PH regresni analyze pieZivani vychazely jako nejvalidn&jsi modely s pouze jednim
kontinualnim parametrem, pii¢emZ na danych datech vychazel nejrobustngji (veetné
viech soubori zkonstruovanych k téelu ovéfeni validity) model s parametrem
NK/CD3CD69. Dalsimi kandidatskymi prognostickymi faktory prokdzanymi v této
studii p¥i vySetfeni regresnich modell s jednou nezdvislou kontinualni proménnou jsou
nasledujici parametry bunék periferni krve &i jejich imunofenotypu: leukocyty,
NK/CD14CD16, CD3/NK, NK/leukocyty, CD8-CD28+/CD3CD69,
CD8CD57/CD3CD69 a NK/CD3CD8.

Metodou induké&nich grafii byl na danych datech jako nejlepsi prediktor zafazeni
nemocného do skupiny lepsiho & hor§fho celkové preZiti vygenerovan model o t&chto
nékolika pravidlech:

CD3CD69 € [55.5; ») => niz¥{ celkové pieZiti

monocyty € [1050; «) = nizsi celkov¢ preZiti

leukocyty € [600; 3750) = niZ3{ celkové pieZiti

CD14CD16 €[338.5; ) AND CD3CD8 € [419; «) = niZz3i celkové preziti

AR A o

leukocyty € [3750; 6750) AND CD3CD8 € [41; 419) = vys&i celkové pieZiti.

Zavér: Tato studie nalezla nékteré nové kandidatské prognostické faktory u nemocnych
s kolorektalnim karcinomem generalizovanym do jater zaloZené na vySetfeni
imunofenotypu bundk periferni krve metodou dvoubarevné pritokové cytometrie. J gjich
hodnotu pro klinickou praxi lze viak ov&fit pouze provedenim nejmene jedné dalsi

studie na toto téma na nezdvislém souboru nemocnych.

128



8. Pouzita literatura

! Steinberg SM, Barkin JS, Kaplan RS, et al. Prognostic indicators of colon tumors: the
Gastrointestinal Tumor Study Group experience. Cancer 1986; 57(9): 1866-1870

2 MclLeod HL, Murray GI. Tumour markers of prognosis in colorectal cancer. British Journal of
Cancer 1999; 79(2): 191-203

3 Gennari L, Doci R, Rossetti C. Prognostic factors in colorectal cancer. Hepatogastroenterology
2000; 47(32): 310-314

* Ludwig JA, Weinstein JN. Biomarkers in cancer staging, prognosis and treatment selection.
Nat Rev Cancer 2005; 5: 845-856

S Wanebo HJ, Rao B, Pinsky CM, Hoffman RG Stearns M, Schwartz MK, et al. Preoperative
carcinoembryonic antigen level as a prognostic indicator in colorectal cancer. N Engl J Med.
1978; 209: 448-451

8 |_adenson JH, McDonald JM. Colorectal carcinoma and carcinoembryonic antigen (CEA). Glin
Chem. 1980; 26: 1213-1220

7 Filella X, Molina R, Grau JJ, et al. Prognostic value of CA 19.9 levels in colorectal cancer.,
Annals of Surgery 1992; 216(1): 55-59

® Qun XF, Carstensen JM, Zhang H, et al. Prognostic significance of cytoplasmic p53
oncoprotein in colorectal adenocarcinoma. Lancet 1992; 340: 1369-1373

® Bauer KD, Bagwell CB, Giaretti W, et al.: Consensus review of the clinical utility of DNA flow
cytometry in colorectal cancer. Cytometry 1993; 14(5): 486-491

9| anza G, Matteuzzi M, Gafa R, et al.: Chromosome 18q allelic loss and prognosis in stage i
and lll colon cancer. International Journal of Cancer 1998; 79(4): 390-395

" Gryfe R, Kim H, Hsieh ET, et al.: Tumor microsatellite instability and clinical outcome in young
patients with colorectal cancer. New England Journal of Medicine 2000; 342(2): 69-77

2 American Society of Clinical Oncology. Clinical practice guidelines for the use of tumor
markers in breast and colorectal cancer. Journal of Clinical Oncology 1996; 14(10): 2843-2877
'3 Roth JA. p53 prognostication: pardigm or paradox? Clinical Cancer Research 1999; 5: 3345
14 Massacesi C, Norman A, Price T, Hill M, Ross P, Cunningham D. A clinical nomogram for
predicting long-term survival in advanced colorectal cancer. European Journal of Cancer 2000;
36: 2044-2052

'S Shepherd N, Baxter K, Love S. The prognostic importance of peritoneal involvement in
colonic cancer: a prospective evaluation. Gastroenterology 1997; 112: 10961102

18 Zeng Z, Cohen AM, Hajdu S, et al. Serosal cytologic study to determine free mesothelial
penetration of intraperitoneal colon cancer. Cancer 1992; 70: 737-740

17 Herrera-Ornelas L, Justiniano J, Castillo N, et al. Metastases in small lymph nodes from colon
cancer. Arch Surg 1987; 122: 1253—-1256

129



'8 Scott KWM, Grace RH. Detection of lymph node metastases in colorectal carcinoma before
and after fat clearance. Br J Surg 1989; 76: 1165-1167

'® Tepper JE, O'Connell MJ, Niedzwiecki D, et al. Impact of number of nodes retrieved on
outcome in patients with rectal cancer. J Clin Oncol 2001; 19: 157-163

20 Blenkinsopp WK, Stewart-Brown S, Blesovsky L, et al. Histopathology reporting in large
bowel cancer. J Clin Pathol 1981; 34: 508-513

2! Compton CC. The pathology report in colon cancer: what's prognostically important? Dig Dis
1999; 17: 67-79

22 Dyvorak J, Vesely P, Tom$ova M, Melichar B, Petera J, TyCova V, Nova M. Retrospektivni
studie k vyhodnoceni vysledkl 1€¢by a uréeni prognostickych faktorti u nemocnych
ozatovanych pro adenokarcinom rekta. Klin Onkol 2006; 19: 186-193

2 Ropponen KM, Eskelinen MJ, Lipponen PK, Alhava E, Kosma VM. Prognostic value of
tumour-infilirating lymphocytes (TILs} in colorectal cancer. J Pathol 1997; 182: 318-324

24 Naito Y, Saito K, Shiiba K, Ohuchi A, Saigeniji K, Nagura H, Ohtani H. CD8+ T-cells infiltrated
within cancer cell nests as a prognostic factor in human colorectal cancer. Cancer Res 1998;
58: 3491-3494

% Chiba T, Ohtani H, Mizoi T, Naito Y, Sato E, Nagura H, Ohuchi A, Ohuchi K, Shiiba K,
Kurokawa Y, Satomi S. intraepithelial CD8+ T-cell-count bscomes a prognostic factor after a
longer follow-up period in human colorectal carcinoma: possible association with suppression of
micrometastasis. Br J Cancer 2004; 91: 1711-1717

2% Eaivre J, Manfredi S, Bouvier AM. [Epidemiology of colorectal cancer liver metastases]. Bull
Acad Natl Med 2003; 187: 815-822

27 Geoghegan JG, Scheele J. Treatment of colorectal liver metastases. Br J Surg 1999; 86: 158-
169

28 \Welch JP, Donaldson GA. The clinical correlation of an autopsy study of recurrent colorectal
cancer. Ann Surg 1979; 189: 496-502

2 vamamoto J, Shimada K, Kosuge T, et al. Factors influencing survival of patients undergoing
hepatectomy for colorectal metastases. Br J Surg 1999; 86: 332-337

% Ercolani G, Grazi GL, Ravaioli M, et al. Liver resection for multiple colorectal metastases:
influence of parenchymal involvement and total tumor volume, vs number or location, on long-
term survival. Arch Surg 2002; 137: 1187-1182

31 Ghoti MA, Sitzmann JV, Tiburi MF, et al. Trends in long-term survival following liver resection
for hepatic colorectal metastases. Ann Surg 2002; 235: 759-766

%2 Abdalla EK, Vauthey JN, Ellis LM, et al. Recurrence and outcomes following hepatic
resection, radiofrequency ablation, and combined resection/ablation for colorectal liver
metastases. Ann Surg 2004; 239: 818-825

130



3 Mann CD, Metcalfe MS, Leopardi LN, Maddern GJ. The clinical risk score: emerging as a
reliable preoperative prognostic index in hepatectomy for colorectal metastases. Arch Surg
2004, 139: 1168-1172

3 adam R, Lucidi V, Bismuth H. Hepatic colorectal metastases: methods of improving
resectability. Surg Clin North Am 2004; 84: 659-671

3 Fusai G, Davidson BR. Management of colorectal liver metastases. Colorectal Dis 20083; 5: 2-
23

® Fong Y. Surgical therapy of hepatic colorectal metastasis. CA Cangcer J Clin 1999; 49: 231-
255

%7 Giacchetti S, [tzhaki M, Gruia G, et al. Long-term survival of patients with unresectable
colorectal cancer liver metastases following infusional chemotherapy with 5-fluorouracil,
leucovorin, oxaliplatin and surgery. Ann Oncol 1999; 10: 663-669

%8 Masi G, Allegrini G, Cupini S, et al. First-line treatment of metastatic colorectal cancer with
irinotecan, oxaliplatin and 5-fluorouracil/leucovorin (FOLFOXIRL): results of a phase Il study with
a simplified biweekly schedule. Ann Oncol 2004; 15: 1768-1772

¥ de Gramont A, Figer A, Seymour M, et al. Leucovorin and fluorouracil with or without
oxaliplatin as first-line treatment in advanced colorectal cancer. J Clin Oncol 2000; 18: 2038-
2947

40 Rougier P, Van Cutsem E, Bajetta E, et al. Randomised trial of irinotecan versus fluorouracil
by continuous infusion after fluorouracil failure in patients with metastatic colorectal cancer.
Lancet 1998; 352: 1407-1412

1 Bismuth H, Adam R, Levi F, et al. Resection of nonresectable liver metastases from
colorectal cancer after neoadjuvant chemotherapy. Ann Surg 1996; 224: 509-520

%2 Hurwitz H, Fehrenbacher L, Novotny W, et al. Bevacizumab plus irinotecan, fluorouracil, and
leucovorin for metastatic colorectal cancer. N Engl J Med 2004; 350: 2335-2342

® Gunningham D, Humblet Y, Siena S, et al. Cetuximab monotherapy and cetuximab plus
irinotecan in irinotecan refractory metastatic colorectal cancer. N Engl J Med 2004; 351: 337-
345

* Hoff PM, Eng C, Adinin RB et al. Preliminary results from a phase |i study of FOLFIRI plus
bevacizumab as first-line treatment for metastatic colorectal cancer (mMCRC) American Society
of Clinical Oncology (ASCQ) 2006; Abstract No: 252

4 Rubio ED, Tabernero J, Cutsen EV et al. Cetuximab in combination with oxaliplatin/5-
fluorouracil (5-FU)/folinic acid (FA) (FOLFOX-4) in the first-line treatment of patients with
epidermal growth factor receptor (EGFR)-expressing metastatic colorectal cancer: An
international phase Il study. American Society of Clinical Oncology (ASCO) 2005; Abstract No:
3535

131



* Folprecht G, Grothey A, Alberts S, et al. Neoadjuvant treatment of unresectable colorectal
liver metastases: correlation between tumour response and resection rates. Ann Oncol 2005;
16: 1311-1312

4 adam R, Delvart V, Pascal G, et al. Rescue surgery for unresectable colorectal liver
metastases downstaged by chemotherapy: a model to predict long-term survival. Ann Surg
2004; 240; 644-657

* Zelek L, Bugat R, Cherqui D, et al. Multimodal therapy with intravenous biweekly leucovorin,
5-fluorouracil and irinotecan combined with hepatic arterial infusion pirarubicin in nonresectable
hepatic metastases from colorectal cancer (a European Association for Research in Oncology
trial). Ann Oncol 2003; 14: 1537-1542

* pozzo C, Basso M, Cassano A, et al. Neoadjuvant treatment of unresectable liver disease
with irinotecan and 5-flucrouracil plus folinic acid in colorectal cancer patients. Ann Oncol 2004;
15: 933-939

% Alberts SR, Horvath WL, Sternfeld WC, et al. Oxaliplatin, fluorouracil, and leucovorin for
patients with unresectable liver-only metastases from colorectal cancer: a North Central Cancer
Treatment Group phase |l study. J Clin Oncol 2005; 23: 9243-9249

51 Adam R, Pascal G, Castaing D, et al. Tumor progression while on chemotherapy: a
contraindication to liver resection for multiple colorectal metastases?. Ann Surg 2004; 240:
1052-1061

52 Karoui M, Penna C, Amin-Hashem M, et al. Influence of preoperative chemotherapy on the
risk of major hepatectomy for colorectal liver metastases. Ann Surg 2006; 243: 1-7

% Vauthey JN, Pawlik TM, Ribero D, et al. Chemotherapy regimen predicts steatohepatitis and
an increase in ninety-day mortality after surgery for hepatic colorectal metastases. J Clin Oncol
20086; 24: 2065-2072

5 Gennari L, Doci R, Bozzetii F, Veronesi U. Proposal for a clinical classification of liver
metastases. Tumori 1982; 68: 443-449

55 Fortner JG, Silva JS, Golbey RB, Cox EB, Maclean BJ. Multivariate analysis of a personal
series of 247 consecutive patients with liver metastases from colorectal cancer. . Treatment by
hepatic resection. Ann Surg 1984; 199: 306-316

5% petrelli NJ, Bonnheim DC, Herrera LO, Mittelman A. A proposed classification system for liver
metastasis from colorectal carcinoma. Dis Colon Rectum 1984; 27. 249-252

57 Gayowski TJ, Iwatsuki S, Madariaga JR, Selby R, Todo S, Irish W, Starzl TE. Experience in
hepatic resection for metastatic colorectal cancer: analysis of clinical and pathologic risk factors.
Surgery 1994; 116: 703-710; discussion 710-711

58 Ueno H, Mochizuki H, Hatsuse K, Hase K, Yamamoto T. Indicators for ireatment strategies of
colorectal liver metastases. Ann Surg 2000; 231: 59-66

% Nordlinger B, Guiguet M, Vaillant JC, Bailadur P, Boudjema K, Bacheliier P, Jaeck D. Surgical

resection of colorectal carcinoma metastases to the Iver. A prognostic scoring system to

132



improve case selection, based on 1568 patients. Association Francaise de Chirurgie. Cancer
1996; 77. 1254-1262

5 Nagashima |, Takada T, Nagawa H, Muto T, Okinaga K. Proposal of a new and simple
staging system of colorectal liver metastasis. World J Gastroenterol. 2006; 12(43): 6961-6965
% Minagawa M, Yamamoto J, Kosuge T, Matsuyama Y, Miyagawa S, Makuuchi M. Simplified
staging system for predicting the prognosis of patients with resectable liver metastasis:
development and validation. Arch Surg. 2007; 142(3): 269-276; discussion 277

%2 Younes RN, Rogatko A, Brennan MF. The influence of intraoperative hypotension and
perioperative blood transfusion on disease-free survival in patients with complete resection of
colorectal liver metastases. Ann Surg 1991; 214: 107-113

88 Seifert JK, Bottger TC, Weigel TF, Gonner U, Junginger T. Prognostic tactors following liver
resection for hepatic metastases from colorectal cancer. Hepatogastroenterol 2000; 47: 239-
246

8 Tanaka K, Shimada H, Fujii Y, Endo I, Sekido H, Togo S, ke H. Pre-hepatectomy prognostic
staging to determine treatment strategy for colorectal cancer metastases to the liver.
Langenbecks Arch Surg 2004; 389: 371-379

% Nakamura S, Suzuki S, Konno H. Resection of hepatic metastases of colorectal carcinoma.
20 years' experience. J Hepatobiliary Pancreat Surg 1999; 6: 16-22

% Backurts KT, Holscher AH, Thorban S, Bollschweiler E, Siewert JR. Significance of lymph
node involvement at the hepatic hilum in the resection of colorectal liver metastases. Br J Surg
1997; 84: 1081-1084

¢ Sugihara K, Hojo K, Moriya Y, Yamasaki S, Kosuge T, Takayama T. Pattern of recurrence
after hepatic resection for colorectal metastases. BrJ Surg 1993; 80: 1032-1035

58 Nagashima |, Oka T, Hamada C, Naruse K, Osada T, Muto T. Histopathological prognostic
factors infl uencing long-term prognosis after surgical resection for hepatic metastases from
colorectal cancer. Am J Gastroenterol 1999; 94: 739-743

% pedersen IK, Burcharth F, Roikjaer O, Baden H. Resection of liver metastases from colorectal
cancer. Indications and resulis. Dis Colon Rectum 1994; 37: 1078-1082

o Sugawara Y, Yamamoto J, Yamasaki S, Shimada K, Kosuge T, Makuuchi M. Estimating the
prognosis of hepatic resection in patients with metastatic liver tumors from colorectal cancer
with special concern for the timing of hepatectomy. Surgery 2001; 129: 408-413

™ Minagawa M, Makuuchi M, Torzilli G, Takayama T, Kawasaki S, Kosuge T, Yamamoto J,
Imamura H. Extension of the frontiers of surgical indications in the treatment of liver metastases
from colorectal cancer: long-term results. Ann Surg 2000; 231: 487-499

72 Daci R, Gennari L, Bignami P, Montalto F, Morabito A, Bozzetti F. One hundred patients with
hepatic metastases from colorectal cancer treated by resection: analysis of prognostic
determinants. Br J Surg 1991; 78: 797-801

133



7 Hughes KS, Simon R, Songhorabodi S, Adson MA, listrup DM, Fortner JG, Maclean BJ,
Foster JH, Daly JM, Fitzherbert D. Resection of the liver for colorectal carcinoma metastases: a
multi-institutional study of patterns of recurrence. Surgery 1986; 100: 278-284

74 steele G Jr, Ravikumar TS. Resection of hepatic metastases from colorectal cancer. Biologic
perspective. Ann Surg 1989; 210: 127-138

7 Gruenberger T, Jourdan JL, Zhao J, King J, Morris DL. Echogenicity of liver metastases is an
independent prognostic factor after potentially curative treatment. Arch Surg 2000; 135: 1285-
1290

7 yvamada H, Katoh H, Kondo S, Okushiba S, Morikawa T. Mesenteric lymph nodes status
influencing survival and recurrence pattern after hepatectomy for colorectal liver metastases.
Hepatogastroenterology 2002; 49: 1265-1268

77 Sasaki A, lwashita Y, Shibata K, Matsumoto T, Ohta M, Kitano S. Analysis of preoperative
prognostic factors for long-term survival after hepatic resection of liver metastasis of colorectal
carcinoma. J Gastrointest Surg 2005; 9. 374-380

78 Sasaki A, Kawano K, Inomata M, Shibata K, Matsumoto T, Kitano S. Value of serum
carbohydrate antigen 19-9 for predicting extrahepatic metastasis in patients with liver
metastasis from colorectal carcinoma. Hepatogastroenterology. 2005; 52(66): 1814-1819

7 Neal CP, Garcea G, Doucas H, Manson MM, Sutton CD, Dennison AR, Berry DP. Molecular
prognostic markers in resectable colorectal liver metastases: a systematic review. Eur J Cancer.
2006; 42(12): 1728-1743

80 Onodera H, Mori A, Nagayama S, Fujimoto A, Tachibana T, Yonenaga Y, Tsuruyama T.
Fas/CD95 signaling rather than angiogenesis or proliferative activity is a useful prognostic factor
in patients with resected liver metastases from colorectal cancer. Int J Colorectal Dis. 2005;
20(6): 477-484

8t Weber JC, Nakano H, Bachellier P, Oussoultzoglou E, Inoue K, Shimura H, Wolf P, Chenard-
Neu MP, Jaeck D. Is a proliferation index of cancer cells a reliable prognostic factor after
hepatectomy in patients with colorectal liver metastases? Am J Surg. 2001; 182(1): 81-88

8 goheele J, Stang R, Altendorf-Hofmann A, Paul M. Resection of colorectal liver metastases.
World J Surg 1895; 19: 59-71

% Gady B, Jenkins RL, Steele GD Jr, Lewis WD, Stone MD, McDermott WV, Jessup JM, Bothe
A, Lalor P, Lovett EJ, Lavin P, Linehan DC. Surgical margin in hepatic resection for colorectal
metastasis: a critical and improvable determinant of outcome. Ann Surg 1998; 227: 566-571

8 ghirabe K, Takenaka K, Gion T, Fujiwara Y, Shimada M, Yanaga K, Maeda T, Kajiyama K,
Sugimachi K. Analysis of prognostic risk factors in hepatic resection for metastatic colorectal
carcinoma with special reference to the surgical margin. Br J Surg 1997; 84: 1077-1080

® yamaguchi A, Kurosaka Y, Kanno M, Yonemura Y, lzumi R, Miwa K, Miyazaki |. Analysis of
hepatic recurrence of colorectal cancer after resection of hepatic metastases. int Surg 1993; 78
16-19

134



% Cady B, Stone MD, McDermott WV Jr, Jenkins RL, Bothe A Jr, Lavin PT, Lovett EJ, Steele
GD Jr. Technical and biological factors in disease-free survival after hepatic resection for
colorectal cancer metastases. Arch Surg 1992; 127: 561-568; discussion 568-569

7 Kokudo N, Seki M, Ohta H, Azekura K, Ueno M, Sato T, Moroguchi A, Matsubara T,
Takahashi T, Nakajima T, Aiba K. Effects of systemic and regional chemotherapy after hepatic
resection for colorectal metastases. Ann Surg Oncol 1998; 5: 706-712

8 Curley SA, Roh MS, Chase JL, Hohn DC. Adjuvant hepatic arterial infusion chemotherapy
after curative resection of colorectal liver metastases. Am J Surg 1993; 166. 743-746;
discussion 746-748

® Fielding LP, Hittinger R, Grace RH, Fry JS. Randomised controlled trial of adjuvant
chemotherapy by portalvein perfusion after curative resection for colorectal adenocarcinoma.
Lancet 1992; 340: 502-506

% Eong Y, Fortner J, Sun RL, Brennan MF, Blumgart LH. Clinical score for predicting recurrence
after hepatic resection for metastatic colorectal cancer: analysis of 1001 consecutive cases.
Ann Surg. 1999; 230(3): 309-318; discussion 318-321

® Elias D, Liberale G, Vernerey D, Pocard M, Ducreux M, Boige V, Malka D, Pignon JP, Lasser
P. Hepatic and extrahepatic colorectal metastases: when resectable, their localization does not
matter, but their total number has a prognostic effect. Ann Surg Oncol. 2005; 12(11): 900-909
®2 \Wanebo HJ, Chu QD, Avradopoulos KA, Vezeridis MP. Current perspectives on repeat
hepatic resection for colorectal carcinoma: a review. Surgery 1996; 119: 361-371

% Antoniou A, Lovegrove RE, Tilney HS, Heriot AG, John TG, Rees M, Tekkis PP, Welsh FK.
Meta-analysis of clinical outcome after first and second liver resection for colorectal metastases.
Surgery. 2007; 141(1): 9-18

% Tsavellas G, Patel H, Aleen-Mersh TG. Detection and clinical significance of occult tumour
cells in colorectal cancer. Review. Br J Surg 2001; 88: 1307-1320

% gadahiro S, Suzuki T, Tokunaga N, et al. Detection of tumor cells in the portal and peripheral
blood of patients with colorectal carcinoma using competitive reverse transcriptase-polymerase
chain reaction. Cancer 2001; 92: 12511258

% |MPACT (International Muiticentre Pooled Analysis of Colon Cancer Trials)Efficacy of
adjuvant fluorouracil and folinic acid in colon cancer. Lancet 1995; 345: 939-944

% Gill S, Loprinzi CL, Sargent DJ, et al. Pooled analysis of fiuorouracil-based adjuvant therapy
for stage Il and Il colon cancer: who benefits and by how much? J Clin Oncol 2004; 22: 1797~
1806

% | encioni R, Crocetti L, Cioni D et al. Percutaneous radiofrequency ablation of hepatic
colorectal metastases: technique, indications, results and new promises. Invest Radiol 2004;
39: 689697

% Gurley S, Izzo F, Delrio P et al. Radiofrequency ablation of unresectable primary and

metastatic hepatic malignancies: results in 123 patients. Ann Surg 1999; 230: 1-8

135



100 goibiati L, lerace T, Tonolini M et al. Radiofrequency thermal ablation of hepatic metastases.
Eur J Ultrasound 2001; 13: 149158

%1 giperstein A, Garland A, Engle K et al. Local recurrence after laparoscopic radiofrequency
thermal ablation of hepatic tumors. Ann Surg Oncol 2000; 7: 106113

%2 Barber E, Pelley R, Siperstein A. Predictors of survival after radiofrequency thermal ablation
of colorectal cancer metastases fo the liver: a prospective study. J Clin Oncol 2005; 23: 1358—
1364

19 3showo A, Gillams AR, Lees WR, et al: Radiofrequency ablation extends the scope of
surgery in colorectal liver metastases. Eur J Surg Oncol 2003; 29: 244-247

%4 Ghang AE, Schneider PD, Sugarbaker PH, Simpson C, Culnane M, Steinberg SM. A
prospective randomized trial of regional versus systemic continuous 5-fluorodeoxyuridine
chemotherapy in the treatment of colorectal liver metastases. Ann Surg 1987; 206: 685-693
19 Kemeny N, Daly J, Reichman B, Geller N, Botet J, Oderman P. Intrahepatic or systemic
infusion of fluorodeoxyuridine in patients with liver metastases from colorectal carcinoma. Ann
Intern Med 1987; 107: 459-465

196 Liohn DC, Stagg RJ, Friedman MA, Hannigan JF, Rayner A, Ignoffo RJ, Acord P, Lewis BJ.
A randomized trial of continuous intravenous versus hepatic intraarterial floxuridine in patients
with colorectal cancer metastatic to the liver: The Northern California Oncology Group trial. J
Clin Oncol 1989; 7: 1646-1654

197 Kirk Martin J, O Connell MJ, Wieand HS, Fitzgibbons RJ, Mailliard JA, Rubin J, Nagomey
DM, Tschetter LK, Krook JE. Intra-arterial floxuridine vs systemic fluorouracil for hepatic
metastases from colorectal cancer. Arch Surg 1990; 125: 1022-1027

1% Rougier P, Laplanche A, Huguier M, Hay JM, Otlivier JM, Escat J, Salmon R, Julien M,
Roullet Audy JC, Gallot D, Gouzi JL, Pailler JL, Elisa D, Lacaine F, Roos S, Rotman N,
Luboinski M, Lasser P. Hepatic arterial infusion of floxuridine in patients with liver metastases
from colorectal carcinoma: l.ong-term results of a prospective randomized trial. J Clin Oncol
1992; 10: 1112-1118

198 Allen-Mersh TG, Earlam S, Fordy C, et al: Quality of life and survival with continuous hepatic
artery floxuridine infusion for colorectal liver metastases. Lancet 1994; 344: 1255-1260

110 Earlam S, Glover C, Davies M, Fordy C, Allen-Mersh TG. Effect of regional and systemic
fluorinated pyrimidine chemotherapy on quality of life in colorectal liver metastasis patients. J
Clin Oncol 1997; 15: 2022-2029

1" Wagman LD, Kemeny MM, Leong L, et al.: A prospective randomized evaluation of the
treatment of colorectal cancer metastatic to the liver. J Clin Oncol 1990; 8: 1885-1883

"2 Tono T, Hasuike Y, Ohzato H, et al.: Limited but definite efficacy of prophylactic hepatic
arterial infusion chemotherapy following curative resection of colorectal liver metastases—A
randomized study. Cancer 2000; 88: 15491556

136



8 Gurley SA, Roh MS, Chase JL, et al.: Adjuvant hepatic arterial infusion chemotherapy after
curative resection of colorectal liver metastases. Am J Surg 1993; 166: 743748

114 Okuno K, Shigeoka H, Lee YS, et al.: Adjuvant hepatic arterial IL-2 and MMC, 5-FU after
curative resection of colorectal liver metastases. Hepato-gastroenterology 1996; 43: 688-691
Y5 | orenz M, Muller H, Schramm H, et al.: Randomized trial of surgery versus surgery followed
by adjuvant hepatic arterial infusion with 5-fluorouracit and folinic acid for liver metastases of
coiorectal cancer. Ann Surg 1998; 228: 7566762

18 Kemeny N, Huang Y, Cohen AM, et al.: Hepatic arterial infusion of chemotherapy after
resection of hepatic metastases from colorectal cancer. N Engl J Med 1999; 341: 20392048
Y7 Onaitis M, Morse M, Hurwitz H, et al.: Adjuvant hepatic arterial chemotherapy following
metastasectomy in patients with isolated liver metastases. Ann Surg 2003; 237: 782-788

18 g llivan RD, Norcross JW, Watkins E: Chemotherapy of metastatic liver cancer by prolonged
hepatic-artery infusion. N Engl J Med 1964; 270: 321-327

1% Martin RC 2nd, Scoggins CR, McMasters KM. A phase |l study of radiofrequency ablation of
unresectable metastatic colorectal cancer with hepatic arterial infusion pump chemotherapy. J
Surg Oncel. 2006; 93(5): 387-393

120 Kemeny NE, Niedzwiecki D, Hollis DR, Lenz HJ, Warren RS, Naughton MJ, Weeks JC,
Sigurdson ER, Herndon JE 2nd, Zhang C, Mayer RJ. Hepatic arterial infusion versus systemic
therapy for hepatic metastases from colorectal cancer: a randomized trial of efficacy, quality of
life, and molecular markers (CALGB 9481). J Clin Oncol. 20086; 24(9): 1395-1403

121 Kemeny N, Jarnagin W, Paty P, et al: Phase | trial of systemic oxaliplatin combination
chemotherapy with hepatic arierial infusion in patients with unresectable liver metastases from
colorectal cancer. J Clin Oncol 2005; 23: 4888-4826

122 iorentini G, Cantore M, Rossi S, Vaira M, Tumolo S, Dentico P, Mambrini A, Bernardeschi
P, Turrisi G, Giovanis P, Guadagni S, Valori V, De Simone M. Hepatic arterial chemotherapy in
combination with systemic chemotherapy compared with hepatic arterial chemotherapy alone
for liver metastases from colorectal cancer: results of a multi-centric randomized study. In Vivo.
2006; 20(6A): 707-709

123 Kim JC, Kim HC, Lee KH, Yu CS, Kim TW, Chang HM, Ryu MH, Kim JH, Ha HK, Lee MG.
Hepatic arterial infusion alternating with systemic chemotherapy in patients with non-resectable
hepatic metastases from colorectal cancer. J Gastroenterol Hepatol. 2006; 21(6): 1026-1035
124 paslichar B, Voboril Z, Cerman J Jr, Melicharova K, Mergancova J, Voboril R, Jandik P.
Survival of patients with colorectal cancer liver metastases treated by regional chemotherapy.
Hepatogastroenterology. 2006; 53(69): 426-434

128 \welch JP, Donaldson GA. The clinical correlation of an autopsy study of recurrent colorectal
gancer. Ann Surg 1979; 188: 496-502

128 Gorog D, Toth A, Weltner J. Prognosis of untreated liver metastasis from rectal cancer. Acta
Chir Hung. 1897, 36: 106-107

137



127 Arnaud JP, Dumont P, Adloff M, Leguillou A, Py JM. Natural history of colorectal carcinoma
with untreated liver metastases. Surg Gastroenterol. 1984; 3(1): 37-42

128 paimer M, Petrelli NJ, Herrera L. No treatment option for liver metastases from colorectal
adenocarcinoma. Dis Colon Rectum. 1989; 32(8): 698-701

129 Stangl R, Altendorf-Hofmann A, Charnley RM, Scheele J. Factors influencing the natural
history of colorectal liver metastases. Lancet 1994; 343: 1405-1410

130 Giacchi R, Sebastiani M, Lungarotti F. [Natural history of synchronous hepatic metastases
from a non-treated colorectal cancer], J Chir (Paris). 1988; 125: 419-423

¥ yamamura T, Tsukikawa S, Akaishi O, Tanaka K, Matsuoka H, Hanai A, Oikawa H, Ozasa
T, Kikuchi K, Matsuzaki H, Yamaguchi S. Multivariate analysis of the prognostic factors of
patients with unresectable synchronous liver metastases from colorectal cancer. Dis Colon
Rectum. 1997; 40: 1425-1428

12 project A. C. G. M.-A. Modulation of fluoraouracil by leucovorin in patients with advance
colorectal cancer: Evidence in terms of response rate. J Clin Oncol 1992; 10: 896-903

133 galtz LB, Cox JV, Blanke C, Rosen LS, Fehrenbacher L, Moore MJ, Maroun JA, Ackland SP,
Locker PK, Pirotta N, Elfring GL, Miller LL. Irinotecan plus fluorouracil and leucovorin for
metastatic colorectal cancer. lrinotecan Study Group. N Engl J Med 2000; 343: 905-914

134 Andre T, Boni C, Mounediji-Boudiaf L, Navarro M, Tabernero J, Hickish T, Topham C,
Zaninelli M, Clingan P, Bridgewater J, Tabah-Fisch |, de Gramont A. Oxaliplatin, fluorouracil,
and leucovorin as adjuvant treatment for colon cancer. N Engl J Med 2004; 350: 2343-2351

135 4o Gramont A, Figer A, Seymour M, Homerin M, Hmissi A, Cassidy J, Boni C, Cortes-Funes
H, Cervantes A, Freyer G, Papamichael D, Le Bail N, Louvet C, Hendler D, de Braud F, Wilson
C, Morvan F, Bonetti A. Leucovorin and fluorouracil with or without oxaliplatin as first-line
treatment in advanced colorectal cancer. J Clin Oncol 2000; 18: 2838-2947

13 Tournigand C, Andre T, Achille E, Liedo G, Flesh M, Mery-Mignard D, Quinaux E, Couteau
C, Buyse M, Ganem G, Landi B, Colin P, Louvet C, de Gramoent A. FOLFIRI followed by
FOLFOX6 or the reverse sequence in advanced colorectal cancer: a randomized GERCOR
study. J Clin Oncol 2004; 22: 229-237

137 Yurwitz H, Fehrenbacher L, Novotny W, Cartwright T, Hainsworth J, Heim W, Berlin J, Baron
A, Griffing S, Holmgren E, Ferrara N, Fyfe G, Rogers B, Ross R, Kabbinavar F. Bevacizumab
plus irinotecan, fluorouracil, and leucovorin for metastatic colorectal cancer. N Engl J Med 2004,
350: 2335-2342

138 unningham D, Humblet Y, Siena S, Khayat D, Bleiberg H, Santoro A, Bets D, Mueser M,
Harstrick A, Verslype C, Chau |, Van Cutsem E. Cetuximab monotherapy and cetuximab plus
irinotecan in irinotecan-refractory metastatic colorectal cancer. N Engl J Med 2004; 351; 337-43
133 Kohne CH, Cunningham D, Di GF, Glimelius B, Blijham G, Aranda E, Scheithauer W,
Rougier P, Paimer M, Wils J, Baron B, Pignatti F, Schoffski P, Micheel S, Hecker H. Clinical

138



determinants of survival in patients with 5-fluorouracil-based treatment for metastatic colorectal
cancer: results of a multivariate analysis of 3825 patients. Ann Oncol. 2002; 13(2): 308-317

40 Friedberg B, Watine J, Miédougé M. Unresected colorectal liver metastases: prognostic
value of laboratory variables. Gastroenterol Clin Biol 2001; 25: 962-966 [article in French; full
English text on-line: http://www.e2med.com/gcb]

! Watine J. Laboratory variables to stratify metastatic colorectal cancer patients. Ann Oncol
2003; 14: 14501451

“2 cunningham D, Pyrhonen S, James RD, Punt CJ, Hickish TF, Heikkila R, et al. Randomised
trial of irinotecan plus supportive care versus supportive care alone after fiuorouracil failure for
patients with metastatic colorectal cancer. Lancet 1998; 352: 1413-1418

8 Rougier P, Van Cutsem E, Bajetta E, Niederle N, Possinger K, Labianca R, et al.
Randomised trial of irinotecan versus flucrouracil by continuous infusion after fluorouracil failure
in patients with metastatic colorectal cancer. Lancet 1998; 352: 14071412

144 galtz LB, Cox JV, Blanke C, Rosen LS, Fehrenbacher L, Moore MJ, et al. Irinotecan plus
fluorouracil and leucovorin for metastatic colorectal cancer. krinotecan study group. N Engl J
Med 2000; 343: 905914

143 Knight R, Miller L, Pirotta N et al. First-line ifinotecan (C), fluorouracil (F), leucovorin (L)
especially improves survival (OS) in metastatic colorectal cancer (MCRC) patients (PT} with
favorable prognostic indicators. Proc Am Soc Clin Oncol 2000; 19: 255a (Abstr 291)

5 Mitry E, Douillard JY, Van Cutsem E, Cunningham D, Magherini E, Mery-Mignard D, Awad L,
Rougier P. Predictive factors of survival in patients with advanced colorectal cancer: an
individual data analysis of 602 patients included in irinotecan phase lIi trials. Ann Oncol. 2004;
15: 1013-1017

147 Michael M, Goldstein D, Clarke SJ, Milner AD, Beale P, Friedlander M, Mitchell P. Prognostic
factors predictive of response and survival to a modified FOLFOX regimen: importance of an
increased neutrophil count. Clin Colorectal Cancer 2006; 6: 297-304

148 pslichar B, Kohlova T, Vesely P. Survival after oxaliplatin therapy of irinotecan-pretreated
advanced colorectal cancer patients. Hepatogastroenterology 2005; 52: 1707-1714

149 Diaz R, Aparicio J, Girones R, Molina J, Palomar L, Segura A, Montalar J. Analysis of
prognostic factors and applicability of Kohne's prognostic groups in patients with metastatic
colorectal cancer treated with first-line irinotecan or oxaliplatin-based chemotherapy. Clin
Colorectal Cancer 2005; 5: 197-202

150 \wWatine J, Friedberg B. L.aboratory variables and siratification of metastatic colorectal cancer
patients: recommendations for therapeutic trials and for clinical practice guidelines. Clin Chim
Acta 2004, 345: 1-15

51 Kiessling R, Wasserman K, Horiguchi S, Kono K, Sidberg J, Pisa P,-Petersson M. Tumor-
induced immune dysfunction. Cancer Immunol Immunother. 1999; 48: 353-362

139



152 Whiteside TL. Signaling defects in T lymphocytes of patients with malignancy. Cancer
Immunol Immunother. 1899; 48: 346-352

18 Chen GG, Lee JFY, Chan UPF, Xu H, Ip PC, Lau WY. Increased Apoptosis in Infiltrating
Mononuclear Cells of Colorectal Cancer, A Mechanism for Tumor Escape. Arch Pathoi Lab
Med. 2002; 126: 686-691

154 Meidenbauer N, Hoffmann TK, Donnenberg AD. Direct visualization of antigen-spegific T
cells using peptide-MHC-class | tetrameric complexes. Methods 2003; 31: 160-171

155 palmowski M, Salio M, Dunbar RP, Cerundolo V. The use of HLA class | tetramers to design
a vaccination strategy for melanoma patients. Immunol Rev. 2002; 188: 155-163

158 Nagorsen D, Scheibenbogen C, Thiel E, Keitholz U. Immunological monitoring of cancer
vaccine therapy. Expert Opin Biol Ther. 2004; 4. 16771684

157 Albers AE, Kim GG, Ferris RL, DeLeo AB, Whiteside TL. Immune responses to p53 in
patients with cancer enrichment in tetramer+ p53 peptide-specific T cells and regulatory
CD4+CD25+ cells at tumor sites. Cancer Immuno!l Immunother. 2005; 62: 670679

158 goussi T. p53 Antibodies in the sera of patients with various types of cancer: a review.
Cancer Res. 2000; 60(7): 1777—1788

159 \ion Kleist S, Berling J, Boxhle W, Wittekind C. Immunohistochemical analysis of lymphocyte
subpopulations infiltrating breast carcinomas and benign lesions. int J Cancer 1987; 40: 18-23
180 hronella J, Telleman P, Kingsbury, et al. Evidence for an antigendriven humoral immune
response in medullary ductal breast carcinoma. Cancer Res. 2001; 61: 78887898

81 vy P, Fu YX. Tumor-infiltrating T lymphocytes: friends or foes? Lab Invest 20086; 86: 231

182 | eong PP, Mohammad R, Ibrahim N, Ithnin H, Abdullah M, Davis WC, Seow HF.
Phenotyping of lymphocytes expressing regulatory and effector markers in infiltrating ductal
carcinoma of the breast. Immunol Lett. 2006; 102(2): 229236

183 nitt E, Rushbrook SM, Marshall A, Davies S, Gibbs P, Morris LS, Coleman N, Alexander
GJ. Compromised lymphocytes infilirate hepatocellular carcinoma: the role of T-regulatory cells.
Hepatology 2005; 41(4): 722-730

184 Whiteside TL. Tumor infiltrating lymphocytes in human malignancies. Austin, TX: RG Landes
Co.; 1993

185 patkwill F. Cancer and the chemokine network. Nat Rev Cancer 2004; 4: 540-550

188 Bogenrieder T, Herlyn M. Axis of evil: molecular mechanisms of cancer metastasis.
Oncogene 2003; 22: 65246536

187 Nathanson SD. Insights into the mechanisms of lymph node metastasis. Cancer 2003; 98:
413423

%8 \Whiteside TL, Herberman RB. The role of natural killer cells in immune surveillance of
cancer. Curr Opin Immunol. 1995; 7: 704-710

182 Mellstedt H. Monoclonal antibodies in human cancer. Drugs Today 2003; 39(Suppl.): C1-16

140



70 Whiteside TL. The role of immune cells in the tumor microenvironment. Cancer Treat Res.
20086; 130: 103-124

" Sheu BC, Lin RH, Lien HC, Ho HN, Hsu SM, Huang SC. Predominant Th2/Tc2 polarity of
tumor-infiltrating lymphocytes in human cervical cancer. J Immunol 2001; 167: 2972-2978

172 Tatsumi T, Kierstead LS, Ranieri E, Gesualdo L, Schena FP, Finke JH, et al. Disease-
associated bias in T helper type 1 (Th1)/Th2 CD4(+) T cell responses against MAGE-6 in HLA-
DRB10401(+) patients with renal cell carcinoma or melanoma. J Exp Med 2002; 196: 619-628
178 Bystry RS, Aluvihare V, Welch KA, Kallikourdis M, Betz AG. B cells and professional APCs
recruit regulatory T cells via CCL4. Nat Immunol 2001; 2: 11261132

174 1 im HW, Hillsamer P, Kim CH. Regulatory T cells can migrate to follicles upon T cell
activation and suppress GC-Th cells and GC-Th cell-driven B cell responses. J Clin Invest
2004; 114: 1640-1649

175 50 SJ, Fields ML, Buckler JL, Reed AJ, Mandik-Nayak L, Nish SA, et al. The impact of T
helper and T regulatory cells on the reguiation of anti-double-stranded DNA B celis. Immunity
2002; 16: 535-546

178 Trzonkowski P, Szmit E, Mysliwska J, Dobyszuk A, Mysliwski A. CD4+CD25+ T regulatory
cells inhibit cytotoxic activity of T CD8+ and NK lymphocytes in the direct cell-to-cell interaction.
Clin Immuno! 2004; 112: 258-267

1771 evings MK, Sangregorio R, Roncarolo MG. Human CD25(+)CD4(+) T regulatory cefls
suppress naive and memory T cell proliferation and can be expanded in vitro without loss of
function. J Exp Med 2001; 193: 1295-1302

178 Cederbom L, Hall H, lvars F. CD4+CD25+ regulatory T cells downregulate co-stimulafory
molecules on antigen-presenting cells. Eur J Immunol 2000; 30: 1538—-1543

17 Odenhove G, de Heusch M, Urbain-Vansanten G, Urbain J, Maliszewski C, Leo O, et al.
CD4+ CD25+ regulatory T cells conirol T helper cell type 1 responses to foreign antigens
induced by mature dendritic cells in vivo. J Exp Med 2003; 198: 259266

180 pin WP, Zhou D, Ichim TE, Strejan GH, Xia X, Yang J, et al. Inhibitory feedback loop
between tolerogenic dendritic cells and regulatory T cells in transplant tolerance. J immunol
2003; 170: 13041312

181 Wang S, Chen L. Co-signaling molecules of the B7-CD28 family in positive and negative
regulation of T lymphocyte responses. Microbes Infect. 2004; 6: 759-766

182 gy yrin MR, Esche C, Lokshin A, Lotze MT. Tumors induce apoptosis of dendritic cells in
vitro. J Immunother. 1997; 20: 403

183 Gabrilovich DI. Mechanisms and functional significance of tumor-induced dendritic cell
differentiation in cancer. Nat Med. 2004, 4: 941-952

184 Mantovani A. Tumor-associated macrophages in neoplastic progression: a paradigm for the
in vivo function of chemokines. Lab Invest. 1994; 71: 5--16

141



185 Mills CD, et al. M-1/M-2 macrophages and the Th1/Th2 paradigm. J. Immunol. 2000; 164:
61666173

188 Mantovani A, Sozzani S, Locati M, Allavena P, Sica A. Macrophage polarization: tumor-
associated macrophages as a paradigm for polarized M2 mononuclear phagocytes. Trends
Immunol. 2002; 23: 548-555

87 =~ iriel TJ, Coukos G, Zou L, et al. Specific recruitment of regulatory T cells in ovarian
carcinoma fosters immune privilege and predicts reduced survival. Nat Med. 2004; 10: 942--949
188 Shevach EM. Regulatory T cells in autoimmunity. Annu Rev Immunol. 2000; 18: 423--449
189 GGallimore A, Sakaguchi S. Regulation of tumour immunity by CD25+ T cells. Immunology
2002; 107: 52

190 sohaefer G, Kim GG, Albers A, Hoermann K, Myers EN, Whiteside TL. Characteristics of
CD4+CD25+ regulatory T cells in the peripheral circulation of patients with head and neck
cancet. Br J Cancer 2005; 92: 913920

19! Brenner BG, Friedman G, Margolese RG. The relationship of clinical status and therapeutic
modality to natural killer celt activity in human breast cancer. Cancer 1985; 56(7): 1543-1548
192 | kac J, Kusic Z, Kordic D, Koncar M, Bolanca A. Natural killer cell activity, phagocytosis,
and number of peripheral blood cells in breast cancer patients treated with tamoxifen. Breast
Cancer Res Treat. 1994; 29(3): 279-285

198 gabbioni ME, Castiglione M, Humy G, Siegrist HP, Bacchi M, Bernhard J, Thurlimann B,
Bonnefoi H, Perey L, Goldhirsch A, Senn HJ. Interaction of tamoxifen with concurrent cytotoxic
adjuvant treatment affects lymphocytes and lymphocyte subsets counts in breast cancer
patients. Support Care Cancer 1999; 7(3): 149-153

194 gewell HF, Halbert CF, Robins RA, Galvin A, Chan S, Blamey RW. Chemotherapy-induced
differential changes in lymphocyte subsets and natural-killer-cell function in patients with
advanced breast cancer. Int J Cancer 1893; 55(5): 735-738

195 Ghan OT, Yang LX. The immunological effects of taxanes. Cancer Immunol Immunother.
2000; 49(4-5): 181-185

1% Tong AW, Seamour B, Lawson JM, Ordonez G, Vukelja S, Hyman W, Richards D, Stein L,
Maples PB, Nemunaitis J. Cellular immune profile of patients with advanced cancer before and
after taxane treatment. Am J Clin Oncol. 2000; 23(5): 463-472

197 Kotsakis A, Sarra E, Peraki M, Koukourakis M, Apostolaki S, Souglakos J, Mavromanomakis
E, Vlachonikolis J, Georgoulias V. Docetaxel-induced lymphopenia in patients with solid tumors:
a prospective phenotypic analysis. Cancer 2000; 89(6): 1380-1386

198 p1afune K, Tanaka Y. Influence of multimodality therapy on the cellular immunity of patients
with esophageal cancer. Ann Surg Oncol. 2000; 7(8): 609-616

198 rainer M, Wolf HM, Wiltschke C, Wilfing A, Kaider A, Kratzik C, Eibl MM, Zielinski CC.
Transient increase in mitogen-induced lymphoproliferative responses in patients with testicular
cancer after BEP chemotherapy. Urclogy 2000; 55(6): 934-938

142



299 gantin AD, Hermonat PL, Ravaggi A, Bellone S, Roman J, Pecorelli S, Cannon M, Parham
GP. Effects of concurrent cisplatinum administration during radiotherapy vs. radiotherapy alone
on the immune function of patients with cancer of the uterine cervix. Int J Radiat Oncol Biol
Phys. 2000; 48(4): 997-1006

201 yuckovic-Dekic L, Susnjar S, Stanojevic-Bakic N, Radosavljevic D. Radio- and
chemotherapy variably affect the general immunocompetence of lung cancer patients.
Panminerva Med. 1999; 41(2): 128-133

202 gafwat A: The immunobiology of low-dose total-body irradiation: more questions than
answers. Radiat Res. 2000; 153: 599-604

2% Hong WS, Min Y1, Son YS, Hong SI. Peripheral blood lymphocyte subsets in patients with
stomach cancer. J Korean Med Sci. 1995; 10(3): 164-168

24 gehroder W, Vering A, Stegmuller M, Strohmeier R. Lymphocyte subsets in patients with
ovarian and breast cancer. Eur J Gynaecol Cncol. 1997; 18(6): 474-477 7

2% Murta EF, de Andrade JM, Falcao RP, Bighetti S. Lymphocyte subpopulations in patients
with advanced breast cancer submitted to necadjuvant chemotherapy. Tumori 2000; 86: 403-7
208 pmelichar B, Touskova M, Dvorak J, Jandik P, Kopecky O. The peripheral blood leukocyte
phenotype in patients with breast cancer: effect of doxorubicin/paclitaxel combination
chemotherapy. Immunopharmacol Immunotoxicol. 2001; 23(2): 163-173

207 Melichar B, Touskova M, Solichova D, Kralickova P, Kopecky O. The phenotype of
peripheral blood leukocytes and systemic immune activation in patients with primary and
secondary liver tumors. Proc AACR 2000; 41: 621

208 pMarana HR, Silva JS, Andrade JM, Bighetii S. Reduced immunologic cell performance as a
prognostic parameter for advanced cervical cancer. Int J Gynecol Cancer 2000; 10(1): 67-73
209 parana HR, Silva JS, Andrade JM. NK cell activity in the presence of IL-12 is a prognostic
assay 1o neocadjuvant chemotherapy in cervical cancer. Gynecol Oncol. 2000; 78: 318-323

20 gahbioni ME, Siegrist HP, Bacchi M, Bernhard J, Castiglione M, Thurlimann B, Bonnefoi H,
Perey L, Herrmann R, Goldhirsch A, Hurny C. Association between immunity and prognostic
factors in early stage breast cancer patients before adjuvant treatment. Breast Cancer Res
Treat. 2000; 59(3): 279-287

211 Berghella AM, Pellegrini P, Del Beato T, Maccarone D, Adorno D, Casciani CU. Prognostic
significance of immunological evaluation in colorectal cancer. Cancer Biother Radiopharm.
1996; 11(6): 355-361

212 Nakamura H, Saji H, Ogata A, Hosaka M, Hagiwara M, Kawasaki N, Konaka Ch, Kato H.
immunologic parameters as significant prognostic factors in lung cancer. Lung Cancer 2002; 37:
161-169

218 Holcombe RF, Jacobson J, Dakhil SR, Stewart RM, Betzing KS, Kannan K, Macdonald JS.
Association of immune parameters with clinical outcome in stage |l colon cancer: results of
Southwest Oncology Group Protocol 9008. Cancer Immuno} Immunother. 1999; 48(9): 533-539

143



214 7aloudik J, Lauerova L, Janakova L, Talac R, Simickova M, Nekulova M, Mikulikova |,
Kovarik J, Sheard M. Significance of pre-treatment immunological parameters in colorectal
cancer patients with unresectable metastases to the liver. Hepatogastroenterology 1999,
46(25): 220-227

215 pmelichar B, Touskova M, Blaha M, Vesely P, Dvorak J, Krajina A, Cerman J. Hepatic Arterial
Administration of Activated Monocytes in Patients with Liver Metastases — a Pilot Study.
American Society of Clinical Oncology Program/ Proceedings 37th Annual Meeting, May 12-15,
2001, San Francisco, Volume 20: 2621, Abstract

216 pelichar B, Tougkova M, Vesely P, Dvofak J, Blaha M, Krajina A, German J. Regionaini
adoptivni imunoterapie u nemocnych s metastatickym postizenim jater. Bulletin HPB. Casopis
Ceské spolecnosti HPB chirurgie 2001; 9 (1): 52. Abstrakt .

%7 Melichar B, Touskova M, Blaha M, Vesely P, Dvofak J, Krajina A, Cerman J. Hepatic arterial
administration of activated leukocytes in patients with liver metastases. Cancer Biother
Radiopharm 2002; 17, 545-552

218 Haller G, Simonoff JS. Prediction in Censored Survival Data: A Comparison of the
Proportional Hazards and Linear Regression Models. Biometrics 1992; 48(1): 101-115

219 7heng Y, Cai T, Feng Z. Application of the time-dependent ROC curves for prognostic
accuracy with multiple biomarkers. Biometrics. 2006; 62: 279-287

228 7weig MH, Campbell G. Receiver-operating characteristic (ROC) plots: a fundamental
evaluation tool in clinical medicine. Clin Chem 1993; 39: 561-577

22! Rakotomalala R. Graphes d'Induction. PhD thesis, Université Claude Bernard, 1997

222 ~ark P, Niblett T. The CN2 algorithm. Machine Learning Journal 1989; 3(4): 261-283

23 Glark P, Boswell R. Rule induction with CN2: Some recent improvements. Machine Learning
- Proceedings of the 5th European Conference, Yves Kodratoff editor, Berlin Spring-Verlag,
1991: 151-163

224 Zighed DA, Rakotomalala R, Rabaseda S. A discretization method of continuous attributes in
Induction Graphs. Proceedings of the 30th European Meetings on Cybernetic and Systems
Research, Vienna, 1996: 997-1002

225 | offner JE. Evaluating diagnostic tests in the pleural space: differentiating transudates from
exudates as a medel. Clin Chest Med 1998; 19: 277283

226 gimms PE, Ellis TM. Utility of Flow Cytomaetric Detection of CD69 Expression as a Rapid
Method for Determining Poly- and Oligoclonal Lymphocyte Activation. Clin Diagnostic Lab
Immunol. 1996; 3(3): 301-304

227 craston R, Koh M, McDermott A, Ray N, Prentice HG, Lowdell MW. Temporal dynamics of
CD69 expression on lymphoid ceiis. J. Immunol. Methods 1997; 209: 37-45

228 Poggi A.: CD 69, PROW Database, prow@ncbi.nlm.nih.gov, 1999

144



22 Ziegler SF, et al. Molecular characterization of the early activation antigen CD89: a type |l
membrane glycoprotein related to a family of natural killer cell activation antigens. Eur J
Immunal. 1993; 23: 16431648

20 | spez-Cabrera M, et al. Molecular cloning, expression, and chromosomal localization of the
human earliest lymphocyte activation antigen AIM/CD69, a new member of the C-type animal
lectin superfamily of signal-transmitting receptors. J Exp Med. 1993; 178: 537-547

231 { ong EO. Regulation of immune responses through inhibitory receptors. Annu Rev Immunol.
1099; 17: 875-804

22 Tasti R, D'Ambrosio D, De Maria R, Santoni A. The CD69 receptor: a multipurpose cell-
surface trigger for hematopoietic cells. Inmunol. Today. 1994; 15: 479-483

288 Tosti R, et al. T cell activation via Leu-23 (CD8&9). J. Immunol. 1989; 143: 1123-1128

284 ~aprian M, et al. Triggering of T cell proliferation through AIM, an activation inducer molecule
expressed on activated human lymphocytes. J. Exp. Med. 1988; 168: 16211637

25 gantis AG, et al. Tumor necrosis factor-alfa production induced in T lymphocytes through the
AIM/CD69 activation pathway. Eur. J. Immunol. 1992; 22: 12531259

238 [e-Maria R, et al. Triggering of human monocyte activation through CD69, a member of the
natural killer cell gene complex family of signal transducing receptors. J. Exp. Med. 1994; 180:
19992004

27 Testi R, et al. CDB9 is expressed on platelets and mediates platelet activation and
aggregation. J. Exp. Med. 1990; 172: 701-707

28 Ramirez R, et al. CD69-induced monocyte apoptosis involves multiple nonredundant
signaling pathways. Cell. Immunol. 1996; 172: 192199

239 Wwalsh GM, et al. Ligation of CD69 induces apoptosis and cell death in human eosinophils
cultured with granulocyte-macrophage colony-stimulating factor. Blood. 1996; 87, 2815-2821
20 cosulich ME, et al. Functional characterization of an antigen involved in an early step of T-
cell activation. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 1987; 84: 42054209

2" Feng C, et al. A potential role for CD69 in thymocyte emigration. Int. Immunol. 2002; 14:
535-544

#2 Nakayama T, et al. The generation of mature, single-positive thymocytes in vivo is
dysregulated by CDB69 blockade or overexpression. J. immunol. 2002; 168: 87-94

23 pemmers EF, et al. A genome scan localizes five non-MHC loci controlling collagen-induced
arthritis in rats. Nat. Genet. 1996; 14: 82-85

244 Mo Indoe RA, et al. Localization of non-MHC collagen-induced arthritis susceptibility loci in
DBA/1} mice. Proc.Natl.Acad. Sci. U. S. A. 1999; 96: 2210-2214

245 Brandes ME, et al. Transforming growth factor 31 suppresses acute and chronic arthritis in
experimental animals. J. Clin. Invest. 1991; 87: 1108-1113

24 3rewal JS, et al. Serotonin 5-HT2A receptor induces TGF-31 expression in mesangial cells
via ERK: proliferative and fibrotic signals. Am. J. Physiol. Renal Physiol. 1999; 276: F922-F930

145



27 Gorelik L, Flavell RA. Immune-mediated eradication of tumors through the blockade of
transforming growth factor-B signaling in T cells. Nat. Med. 2001; 7: 1118-1122

248 gancho D, Gomez M, Sanchez-Madrid F. CD69 is an immunoregulatory molecule induced
following activation. Trends Immuniol. 2005 Mar; 26(3): 136-140

249 sancho D, et al. CD69 downregulates autoimmune reactivity through active transforming
growth factor-beta production in collagen induced arthritis. J. Clin. Invest. 2003, 112, 872-882
250 Egplugues E, et al. Enhanced antitumor immunity in mice deficient in CD69. J. Exp. Med.
2003, 197, 10931106

25! pMelnnes IB, et al. Interleukin-15 mediates T cell-dependent regulation of tumor necrosis
factor-a production in rheumatoid arthritis. Nat. Med. 1997, 3, 189185

22 gancho D, et al. Activation of peripheral blood T cells by interaction and migration through
endothelium: role of lymphocyte function antigen-1/intercellular adhesion molecule-1 and
interleukin-15. Blood. 1999; 93: 886896 _

253 1shikawa S, et al. A subset of CD4C T cells expressing early activation antigen CD89 in
murine lupus: possible abnormal regulatory role for cytokine imbalance. J. Immunol. 1998; 161:
12671273

284 ernandez-Garcia C, et al. The CD869 activation pathway in rheumatoid arthritis synovial
fluid T cells. Arthritis Rheum. 1996; 38: 12771286

255 MeGuirk P, Mills L. Pathogen-specific regulatory T cells provoke a shift in the Th1/Th2
paradigm in immunity to infectious diseases. Trends Immunol. 2002; 23: 450-455

25 yacyshyn MB, Poppema S, Berg A, MacLean GD, Reddish MA, Meikle A, Longenecker BM.
CD69+ and HLA-DR+ activation antigens on peripheral blood PBL populations in metastatic
breast and ovarian cancer patients: correlations with survival following active specific
immunotherapy. Int J Cancer 1995; 61: 470-474

257 peddish MA, MaclLean GD, Poppema S, Berg A, Longenecker BM. Pre-immunotherapy
serum CA27.29 (MUC-1) mucin level and CDB9+ lymphocytes correlate with effects of
Theratope® sialyl-Tn-KLH cancer vaccine in active specific immunotherapy. Cancer Immunol
Immunother 1996; 42: 303-309

258 Egplugues E, Vega-Ramos J, Cartoixa D, et al. Induction of tumor NK-cell immunity by anti-
CD89 antibody therapy. Blood. 2005; 105: 4399-406

259 \lesely P, Touskova M, Melichar B. Phenotype of peripheral blood leukocytes and survival of
patients with metastatic colorectal cancer. Int J Biol Markers. 2005; 20: 126-133

20 ooper MA, Fehniger TA, Caligiuri MA. The biology of human natural killer-cell subsets.
Trends Immunol 1991; 22: 633-640

%1 goloski MJ. Recognition of tumor cells by the innate immune system. Curr Opin Immunol
2001; 13: 154-162

146



262 1shikawa E, Tsuboi K, Saijo K, Harada H, Takano S, Nose T, Ohno T. Autologous natural
killer cell therapy for human recurrent malignant glioma. Anticancer Res 2004; 24: 1861-1871
283 pajumbo JS, Talmage KE, Massari JV, La Jeunesse CM, Flick MJ, Kombrinck KW,
Jirouskova M, Degen JL. Platelets and fibrinogen increase metastatic potential by impeding
natural killer mediated elimination of tumor cells. Blood 2005; 105; 178-185

%4 Fan Z, Yu P, Wang Y, Wang Y, Fu ML, Liu W, Sun Y, Fu YX. NK-cell activation by LIGHT
triggers tumor-specific CD8+ T-cell immunity to reject established tumors. Blood 2006; 107:
1342-1351

265 piccioli D, Sbrana 8, Melandri E, Valiante NM. Contact-dependent stimulation and inhibition
of dendritic cells by natural killer cells. J Exp Med 2002; 195: 335-341 }

266 Cooper MA, Fehniger TA, Fuchs A, Colonna M, Caligiuri MA. NK celis and DC interaction.
Trends Immunol 2004; 25: 47-52

27 Mocikat R, Braumuller H, Gumy A, Egeter O, Ziegler H, Reusch U, Bubeck A, Louis J,
Mailhammer R, Riethmiiller G, Koszinowski U, Récken M. Natural Killer cells activated by MHC-
class-I-low targets prime dendritic cells to induce protective CD8 T cell responses. Immunity
2003; 19: 561-568

268 Matera L, Galetto A, Bello M, Baiocco C, Chiappino |, Castellano G, Stacchini A, Satolli MA,
Mele M, Sandrucci S, Mussa A, Bisi G, Whiteside TL. In vivo migration of labeled autologous
natural killer cells to liver metastases in patients with colon carcinoma. J Transl Med. 2008; 4:
49

259 puka W, Rutkowski P, Kaminska J, Rysinska A, Steffen J. Alterations of routine blood tests
in adult patients with soft tissue sarcomas: Relationships to cytokine serum levels and
prognostic significance. Annals of Oncology 2001; 12: 1423-1432

270 yvoung NS. Agranulocytosis (clinical conference). JAMA 1994; 271: 935-938

271 Hirashima M, Higuchi S, Sakamoto K, Nishiyama T, Okada H. The ratio of neutrophils to
lymphocytes and the phenotypes of neutrophils in patients with early gastric cancer. J Gancer
Res Clin Oncol 1998; 124: 329-334

272 gatomi A, Murakami S, Ishida K, Mastuki M, Hashimoto T, Sonoda M. Significance of
increased neutrophils in patients with advanced colorectal cancer. Acta Oncol 1995; 34: 69-73
273 Mantovani A, Schioppa T, Porta C, Allavena P, Sica A. Role of tumor-associated
macrophages in tumor progression and invasion. Cancer Metastasis Rev. 2006; 25: 315-322
274 Sica A, Schioppa T, Mantovani A, Allavena P. Tumour-associated macrophages are a
distinct M2 polarised population promoting tumour progression: potential targets of anti-cancer
therapy. Eur J Cancer 2006; 42: 717-727

7% Kodelja V, et al. Alternative macrophage activation-associated CC-chemokine-1, a novel
structural homologue of macrophage inflammatory protein-1a with a Th2-associated expression
pattern. J. Immunotl. 1998; 160: 14111418

147



278 Bonecchi R, et al. Divergent effects of IL-4 and interferon-y on macrophage-derived

chemokine (MDC) production: an amplification circuit of polarized T helper 2 responses. Blood
1998; 92: 26682671

277 Mantovani A, et al. The origin and function of tumor-associated macrophages. immunol.
Today 1992; 13: 265-270

278 Mantovani A. The chemokine system: redundancy for robust outputs. immunol. Today 1999;
20: 254257

279 | in EY, et al. Colony-stimulating factor 1 promotes progression of mammary tumors to
malignancy. J. Exp. Med. 2001; 193: 727-740

2% Barleon B, et al. Migration of human monocytes in response to vascular endothelial growth
factor (VEGF) is mediated via the flt-1/VEGF receptor. Blood 1996; 87: 3336-3343

281 puyndam MC, et al. Vascular endothelial growth factor-165 overexpression stimulates
angiogenesis and induces cyst formation and macrophage infiltration in human ovarian cancer
xenografts. Am. J. Pathol. 2002; 160: 537-548

282 palkwill F, et al. inflammation and cancer: back to Virchow? Lancet 2001; 357: 539545 |

288 qussens LM, et al. Inflammatory cells and cancer: think different! J. Exp. Med. 2001; 193:
F23—F26

284 Rav-Coquard |, Blay JY, Sebban C, Bachelot T, Biron P. Lymphopenia <=700/uL and
Performance Status (PS) >1 as Prognostic Factors of Early Death After Conventional Cytotoxic
Chemotherapy (Meeting abstract). Proc Annu Meet Am Soc Clin Oncol 1999; 18: A2225

285 Melichar B, Touskova M, Vesely P. Effect of Irinotecan on the Phenotype of Peripheral Blood
Leukocyte Populations in Patients with Metastatic Colorectal Cancer. Hepato-Gastroenterology
2002; 49: 967-970

286 Mackall CL, Fleisher TA, Brown MR, Andrich MP, Chen CC, Feurstein IH, Magrath 1T,
Wexler LH, Dimitrov DS, Gress RE. Distinction between CD8+ and CD4+ T-cell pathways result
in prolonged T-cell subset imbalance after intensive chemotherapy. Blood 1997; 89: 3700-3707
287 Mackall GL. T-cell immunodeficiency following cytotoxic antineoplastic therapy: a review.
Stem Cells 2000; 18: 10-18

288 McMillan DC, Fyffe GD, Wotherspoon HA, Cooke TG, McArdle CS. Prospective study of
circulating T-lymphocyte subpopulations and disease progression in colorectal cancer. Dis
Colon Rectum 1997; 40: 1068-1071

289 | issoni P, Fumagalli L, Paolorossi F, Mandala M. Changes in lymphocyte number during
cancer chemotherapy and their relation to clinical response. Int J Biol Markers 1999; 14: 115-7
2% Soygur T, Beduk Y, Baltaci S, Yaman O, Tokgoz G. The prognostic value of peripheral blood
lymphocyte subsets in patients with bladder carcinoma treated using neoadjuvant M-VEC
chemotherapy. BJU [nt 1999, 84: 1069-1072

21 Ownby HE, Roi LD, Isenberg RR, Brennan MJ. Peripheral lymphocyte and eosinophil counts
as indicators of prognosis in primary breast cancer. Cancer 1983; 52: 126-130

148



#2 Locker GY, Hamilton S, Harris J, et al. ASCO 2006 update of recommendations for the use
of tumbr markers in gastrointestinal cancers. J Clin Oncol 2006; 24: 5313-5327

#* Sorbye H, Dahl O. Transient CEA increase at start of oxaliplatin combination therapy for
metastatic colorectal cancer. Acta Oncol 2004; 43: 495 -498

294 Sorbye H, Dahl O. Carcinoembryonic antigen surge in metastatic colorectal cancer patients
responding to oxaliplatin combination chemotherapy: Implications for tumor marker monitoring
and guidelines. J Clin Oncol 2003; 21: 4466 -4487

¥ Moertel CG, Fleming TR, Macdonald JS, et al. An evaluation of the carcinoembryonic
antigen {CEA) test for monitoring patients with resected colon cancer. JAMA 1993; 270: 943-7
#% Herrera MA, Chu TM, Holyoke ED, Mittelman A. CEA monitoring of palliative treatment for
colorectal carcinoma. Ann Surg 1977; 185: 23-30

*7 Hanke B, Riedel C, Lampert S, Happich K, Martus P, Parsch H, Himmler B, Hohenberger W,
Hahn EG, Wein A. CEA and CA 19-9 measurement as a monitoring parameter in metastatic
colorectal cancer (CRC) under palliative first-line chemotherapy with weekly 24-hour infusion of
high-dose 5-fluorouracil (5-FU) and folinic acid (FA). Ann Oncol. 2001; 12: 221-226

%% Buyse M, Thirion P; Garlson RW, Burzykowski T, Molenberghs G, Piedbois P. Relation
between tumour response to first-line chemotherapy and survival in advanced colorectal cancer:
a meta-analysis. Meta-Analysis Group in Cancer. Lancet. 2000; 356: 373-378

** Trillet-Lenoir V, Chapuis F, Touzet S, Barbier JY, Freyer G, Gaudin JL, Lombard-Bohas C,
Valette PJ, Lledo G, Gouitebel MC, Boyer JD, Chassignol L, Hamon H, Claudel-Bonvoisin S,
Leprince E, Amoyal P, Glehen O, Darnand P, Heilmann MO, Bleuse JP. Any clinical benefit
from the use of oncofoetal markers in the management of chemotherapy for patients with
metastatic colorectal carcinomas? Clin Oncol (R Coll Radial). 2004; 16: 196-203

*% Mayer RJ, Garnick MB, Steele GD Jr, Zamcheck N. Carcinoembryonic antigen (CEA) as a
monitor of chemotherapy in disseminated colorectal cancer. Cancer 1978; 42(3 Suppl): 1428-33
*' Wilson APM, van Dalen A, Sibley PEC, Kasper LA, Durham AP, El Shami AS. Multicenter
tumour marker reference range study. Anticancer Res 1999; 19: 2749-2752

*°2 Sugarbaker PH. Carcinoembryonic antigen (CEA) assays in obstructive colorectal cancer.
Ann Surg 1976; 184: 752-757

% Baker SG, Kramer BS, Mcintosh M, Patterson BH, Shyr Y, Skates S. Evaluating markers for
the early detection of cancer: overview of study designs and methods. Clin Trials 2006; 3: 43-56
*** Ransohoff DF. Bias as a threat to the validity of cancer molecular-marker research. Nat Rev

Cancer. 2005; 5: 142-149

149



	20120316115604374
	DP_celá
	SP 1
	DP 2


