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1. SOUHRN

V teoretické Cisti disertadni préce je proveden struny prehled soudasnych znalosti o
prognostickych faktorech u generalizovaného kolorektdlnihe karcinomu a nadorové
imunologii se zamé&fenim na pokrogilé nadorové onemocn@ni. Vyzkumnd &st prace
popisuje postup a vysledky Setfeni souvislosti dat imumofenotypu bunék periferni krve
nemocnych s kolorektainim karcinomem s metastatickym postiZenim jater s daty
celkového peZiti t2chto nemocnych. Imunofenotyp byl vySetfen metodou dvoubarevné
pritokové cytometrie. Prezentovany jsou celkem ¥ postupy statistického zpracovani
tohoto souboru 59 nemocnych. Za prvé univariantni a multivariantni analyza piezivant
spolu s linedrni regresni analyzou k urdeni téch parametr( fenotypu, které jsou ve formg
kontinualnich proménnych nezavislymi prognostickymi faktory pro celkové pieziti, Za
druké metoda konstrukce ROC kiivek, zde pouZitd k nepfimému ovéfeni validity

vysledki} regrese. A za tieti metoda induk&nich grafit umoztiujici cilenou diskretizaci



kontinualnfch hodnot parametrd fenotypu a klasifikaci nemoenych na dvé skupiny
s rozdilnym celkovym piezitim. Nekteré z téchto postupii vydetfovani a jimi dosaZenych
vysledkil jsou v této problematice zcela mové. V posledni Cdsti této prace jsou pak
diskutovany ziskané vysledky ve svitle soudasnych teoretickych poznatkd, jejich
interpretace a biologicky vyznam, a zdroved jsou zde i popsdny nékteré zdroje moZnych

chyb a obecnd interni a externi validity dosaZenyeh vysledki.

2. SUMMARY

The receni knowledge about prognostic factors in metastatic colorectal cancer, and
tumour immunology of advanced cancer is briefly reviewed in the thecretical 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 contimious 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 achicved results are quite original. In the last
part of the work, the resuits are reviewed as for the current theoretical knowledge, and
theijr interpretation and biological importance altegether with sources of eventual errors

and general validity are discussed.

3. CILE PRACE,

Prvnim cilem této disertadni prace bylo prokdzat, Ze lze z rliznych hodnot parametrd

imunofenotypu leukocytd periferni krve stanovenych metodou pritokové cytomstrie



wrdit prognézu nemocnych s generalizovanym kolorektalnim karcinomem, u kterého
jsou predilekénim mistem hematogenni diseminace jétra. Druhym cilem této pilotni
explorativni  studie prognostickych faktord bylo wréit timto pestupem nékolik
konkrétnich kandidatskych biomarker® které by mohly byt pouZity jako vychozi
parametry v dalSich studiich hledajicich klinicky vyuzitelné prognostické faktory u
generalizovaného kolorektalniho karcinomu.

K tomuto uéelu bylo provedeno retrospektivai vySetfeni zévislosti celkového pieZivani
nemocnych s metastatickym postizenim jater na nékterych parametrech imnmofenotypu
Jeukocytl ziskanych odbéry perifemi krve téchto nemocnych v riiznych fizich jejich

1é8by a lécenych riznymi postupy.

4. ZAKLADNI TEORETICKA VYCHODISKA

U  generalizovaného kolorektdlniho karcinomu neexistuje v soudasnosti  Zadny
biomarker, ktery by byl rutinné klinicky vyZetfovdn a dovoloval ptesné a spolehlivé
stanovenf progndzy téchto nemocnych. Existuje sice mnoho kandidatskych
prognostickych faktor, ty jsou viak vatdinou Gizee specifické pro urlitou metodu 1é&by
generalizovaného  kolorektalniho karcinornu a  vétSinou jsou vysledkem pouze
retrospektivnich studii mensiho rozsahw, které nebyly nasledng ovéfeny nezavislym
prospektivnim 3etfenim, nebo jsou vedlejdim produktem studii 1éZebnych.

Systematicky pfehled od Watina a Friedberga z roku 2004 se snaZil nalézt odpovéd na
to, které z laboratornich parametrii je pak moZno doporuéit jako prognostické faktory v
metastatického kolorektalniho karcinomu k vy$etfovani v rmeci stratifikace nemocnych
pro udely terapeutickych studii a pro guideliny uplatnitelné v klinické praxi (1). Pro
tento dcel byly selektovény jen studie vysoké kvality a o rozsabu minimalng 100
vysetfenych nemocnych, s cilem zajisténi co nejvetsi validity posuzovanych studif. Na
zakladé striktnich inklusivnich a exklusivnich kritérii bylo tedy nakonec pro ddely
tohoto prehledu vyselektovano z celkovE 877 publikaci pouze 15 studii. Na zakladé
evidence vyplivajici z t8chto studii pak autofi doporuduji aby u viech téchto nemocnych
vramei jejich stratifikace v klinickych studiich byly systematicky méfeny nastedujici
piedlédebné laboratorni parametry: polty krvinek v periferni krvi, hemoglobin,
protrombinovy &as, sérova ALP, LDH, transaminasy, albumin, bilirubin a CEA, Déle

autofi doporutuii misto uZivani arbitrarng stanovenych prahovych hodnot uZivat tyto



promémné jako kontinualni. Autofl diskutuji metodické problémy srovnani studii
zabyvajicich se prognostickymi faktory u kolorektdlntho karcinomu a obrovskou
heterogennost studii, co se tyde jejich pouZitych laboratornich metod a piedélovych
hodnot, cof vie dohromady velmi komplikuje objektivni posouzeni validily
jednotlivich prognostickych faktorfl i v téch pipadech, kdy se jejich klinické uZiti
povazuje veobecné za standardni a uZiteénéd. Ze zkoumanych 15 studii v pfehledu
potvrdilo 87 % znich néktery z laboratornfch parametrd jako nezdvisly prognosticky
faktor. Jednotlivé laboratomi parametry, kieré byly zkoumény ve vice ne? 2 studiich, a
které byly prokézany bt signifikantnimi v multivariantni analyze u vice nez 20 % studi
v prehledu jsou: albumin (6/8, 75 %), leukocyty (5/8, 62,5 %), ALP (7/14, 50 %),
hemeoglobin (37, 43 %), transaminasy (2/6, 33 %), CEA (3/12, 25 %) a bilirubin (2/9,
22 %).

Nadorové onemocnéni vytvaH v organismu sitwaci s komplexnimi vztahy mezi
imunitnim systémem a tumorem. V soutasnosti je vieobecné piijiméan nazor podloZeny
visledky experimentl a epidemiologickych sledovani 2 poslednich dvou desetileti,
ktery nahli#f na vzdjemny vziah tumoru a imunitmiho systému z Ghlu dvou zékladnich
piedstav, a to sice, ¥e zdravy imunitei systém je nutnou komponentou pro konirolu
maligniho onemocnéni a Ze s karcinomem asociovand imunitnf dysfunkce pfispiva
k progresi nidom, Tumor vyuZiva obdobné molekuldrni a bunéiné mechanismy jako
infekéni patogeny ktzv. iniku pfed imuniinim systémem hostitele a tumorem je
postupné navozen stav nerovnovahy imunitniho systému. Tute imunitni dysfunkei u
nemocnych snadory lze do jisté miry vysvtlit jako sekunddmi defekt imunitniho
systému vyvolany trvalou pfitomnosti progresivng rostouctho a geneticky se neustile
ménictho tumoru, ktery pod selekénim tlakem ,obrannych mechanismi hostitele™
ziskdva v Zase stile vice agresivngj3i fenotyp. Ndder, pokud neni v potate&ni fizi svého
ristn imunitou zlikvidovan, nacpak v dal3ich fazich imunitu aktivné ovliviiuje pro sebe
vyhodnym, ale pro organismus jako celek nevyhodnym, smérem. Zatimco pocatecni
faze nadorového riistu nevyvolava systémovou imunodeficienci a byvd spojena
s toleranci specifickou k nddorovym antigendm &i lokalni neodpovidavosti T bunék
(mechanismy anergie, exhausce & nevhodné presentace antigenu), pfevlddd u

pokretilych stadii nadorl nespecificka a systémova imunitni dysfunkee (2).



Pfedchozi studie ukdzaly signifikantni zmény v pottu a funkel podskupin
mononukledrmich bunék periferni krve u nemocnych s nadorovym onemocnénim,
véeiné kolorektdlniho karcinomu. Velmi mélo je v3ak zndmo o prognostickém vyznamu
téchto zmén (3, 4). Cilem této disertatn{ prace je prokazat vyuZitelnost stanoveni
imunofenotypu t&chto bunék metodou pratokové cytometrie pro uréeni prognosy

nemocnych s kolorektalmim karcinomem generalizovanym do jater.

5. SOUBOR NEMOCNYCH A METODY

5.1. Vybér pacientt

Toto etfend je retrospektivai analyza celkového preZivani 59 pacientl s histologicky
verifikovanym kolorektalnim karcinomem metastaznjicim do jater. Nemocni byl
za¥azovani do studie bez ohledu na 1é¢bu (4. bez ohledu na jiz absolvovanou i aktualné
probihajici 1é8bu). Jednalo se o nemocné 1é€ené - pfedeviim systémovou a regionilni
chemoterapii, ale i o nemocné po jaterni resekei & zafazenych do klinické studie
s regionalni adoptivni imunoterapii (5-7) - na klinicko onkologické ambulanci v obdobi
od 25.8.1998 do 1.9.2002 v univerzitni nemocnici (Klinika onkologie a radioterapie
Fakulini nemocnice v Hradei Kralové, Karlova univerzita v Praze). U téchto nemocnych
byly provedeny bud’ pied [é&bou & v prib&hu léthy (vidy pfed zapodetim aplikace
cyklu chemoterapie) odbéry vzorkd heparinizované perifemni krve k vySetfeni
imunofenotypu mononuklearnich bungk periferni krve a nasledn zp8tn€ uréeny Casy

celkového pFe?iti €i celkové doby sledovéni.

5.2. Laboratorni metodika

Relativni pofet bundk CD3%, CD3'CD4%, CD3*CD8", NK (CD3CDI6"CD36%,
CD3'DR’, CD3*CD25%, CD3"CD6Y”, CDS'CD28", CD8'CD28’, CD8'CD57", CD1Y",
CD19*CD23%, CDI4'DR" 2 CD147CD16" byl urden pomoci dvoubarevné prittokové
cytometrie metodikou jiZ défve zavedenou na pracovisti Ustavu klinické imunologie a
alergologie FNHK. a v dobé Setfeni jiZ rutinné provadénou. Nasledné jsme vypoctem
ziskali absolutni pofty viech vydetfovanych populaci. Zkriceny popis metodiky
piipravy vzorku k méieni: 25 pl heparinizované periferni krve bylo smieno s 10 pl

roztoku odpovidajici monoklonadlni protilatky a inkubovano 20 minut pfi pokojové



teploté. Pro analyzu fenotypu leukocytd periferni krve jsme pouzili nasledujici
monoklondlni protilatky ¢ kombinace monoklondlnich profilatek k definovani
odpovidajicich populaci leukocytd: fluorescein isothiocyanate conjugated (FITC) anti-
CD3 (CD3* lymfoeyty), FITC anti-CD3/ phycoerythrin conjugated (PE) anti-CD4
(CD3'CD4" lymfoeyty), FITC anti-CD3/ PE anti-CD8 (CD3'CDS" lymfocyty), FITC
anti-CD3/ PE anti-CD16 + PE anti-CD56 (NK busiky), FITC anti-CD3/ PE anti-HLA-
DR (CD3'HLA-DR lymfocyty), FITC anti-CD3/ PE anti-CD25 (CD3'CD25
Iymfocyty), FITC anti-CD3/ PE anti-CD69 (CD3"CD69" lymfoeyty), FITC anti-CD8/
PE anti-CD28 (CD8'CD28" a CD8CD28 lymfocyty), FITC anti-CD8/ PE anti-CD37
(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 (CD14HLA-DR"
monocyty) a FITC anti-CD14/ PE anti-CD16 {CD14°CD16" monocyty). FITC anti-
CD3, PE anti-CD4, PE anti-CD$, PE anti-CD16, PE anti-CD56, PE anti-HLA-DR,
FITC anti-CD19, and FITC anti-CD14 byly ziskiny od Immunotech (Marseille,
France). FITC anti-CD8 and PE anti-CD28 byly ziskdny od Becton Dickinson (San
Jose, CA, USA). Po inkubaci bylo pfiddno 135 pl lyzaéniho roztoku (OptiLyse C,
Immunotech) a smds byla inkubovéna dalich 10 minut. Suspense byla pak
proplachnuta v 1.5 ml solného roztoku a centrifugovéna 10 minut pfi 125 G. Nésledng
byl odstranén supernatant 2 sediment byl resuspendovdn v 250 pl solného roztoku.
Anaiyza pritokovou cytometrii byla provedena za pouZiti EPICS XL flow cytometr
(Coulter, Miami, FLA, USA} a analyza byla zaloZena na 5x 10° gated events. K ur&eni a
verifikaci ,light scatter gate pro lymfocyty bylo uZita FITC anti-CD45/ PE anti-CD14
{(LeucoGATE, Becton Dickinson). Takto zjilténd &istota lymfocytl byla udrZovéna
konzistentnd nad 90 %. Gating monocytd byl zaloZen na barveni CD14. Zarovei bylo
provedeno stanoveni krevniho obrazu s diferencidlnim rozpottem leukocytéi a byly
spoéitany absolutni podty odpovidajicich leukocytarnich populaci. Vysledky byly

vyjadfeny v absolutnich poétech bungk na pl.

5.3. Statistické zpracovani
K vyfetfeni vziahti mezi celkovym pfeZivinim a parametry fenotypu leukocyti byly

vyuZity 3 rizné statistické metody (univariantni a mmltivarianini analyza preZivani



spolu s linedmni regresni analyzou, metoda konstrukce ROC kiivek a metoda indukénich
grafii).

Voprvnd fizi byly zjiSfovamy pro viechny stanovené parametry fenotypu rozdily
v pfeZivani pacientti - vzdy ve dvou skupinach ziskanych rozdélenim nemocnych pedle
medianu absolutniho poétu bundk pifsludné leukocytarni subpopulace. Univariantn
analyza pieZivani byla provedena Kaplan-Meierovou metodon (Kaplan-Meier product
limit method) a piisluiné kfivky pfeZivani pak byly porovnany pomoci log-rank testu a
zobecnéndho Wilcoxonova testu.

V druhé fazi statistického vyhodnoceni byly vy3etfoviny moZnosti predikee celkového
piezivanf pomoci konstrukce regresnich modeli. Vzhledem ktomu, Ze distribuce
preZivan k 1.9.2002 statisticky signifikantng odpovidd Weibullové rozdéleni, byly uZity
linedmni regresni modely urdené pro predikei v censorovanych datech pieZivani pii
zndmé distribuci dat - modul Life data regression v softwaru Statgraphics a modul
Distribution regression v softwaru NCSS. Nisledné byly provedeny i vypoéty
regresnich modell podle metody Cox proportional hazards regression — modul Cox
regression v NCSS, aviak vzhledem k malému podilu censorovanych méfeni a po
pedbéznych vipodtech i vzhledem k malé sile regrese (pseudo R?) se tato metoda jevi
na tomto souboru jako o néco mént vhodna (8). Na druhé strané je Coxova regresni
analyza vyhodnd vtom, Ze jeji vysledky by zistaly vplatnosti i kdyby v dalSim
sledovéni nakonee neodpovidala distribuce celkového pieZivani Weibullové rozdéleni,
Coxova analyza také divd uspokojivé robustni vysledky v piipadé opakovanych
longitudinalnich méfeni 1 parametru u stejnych nemocnych pii analyze pfeZivani (i
kdyZ toto 1ze 100% spolehlivé Fici jen u prospektivniho vySetfovani, ve statistické
literatufe neexistuje podobny adaj pro studie sretrospektivnim designem), éehoZ lze
s vhodou vyuZit k ziskani informaci o validit® v¥sledkl multivariantni analyzy jejich
ovifenim na souboru nemocnych s daty fenotypu ziskanymi v &asovém odstupu od
prvaich méfeni na inferentnim souboru (v podstat® ovéfeni prediktivni pfesnosti
regresniho modelu v zévislosti na pritb&hu asu) (9). Uvedenymi regresnimi metodami
byly vySetfovany vztahy mezi jednotlivymi parametry fenotypu leukocyti jako
nezavislon kontinualpj proménnou a celkovym preiivanim jako zdvislou proménnou.

K rozsifeni moZnosti byly vedle viech piivodnich parametrii fenotypu leukocyt



vytvofeny jeSté dalii nezavislé proménné ve formé indextt zkonstruovangch jako
vzajemné podily jednotlivych leukocytamich populaci.

Vzhledem k omezenému poétu nemocnych ve studii bylo problémem, jak zajistit co
nejvetdi validitu ziskanych vysledkt. Postupovano bylo dvéma zpisoby vedoucimi
k zajidténi ,parcidlni* validity:

1. Vyuzili jsme skutenosti, e u nékterych pacientd byla méfeni parametri
fenotypu leukocytil v pritbéhu 1é&by ¢ stedovani opakovana. Vytvofili jsme
kontrolni soubor 43 nemocnych. Jestlize bylo uskutednEnych méfeni vice,
zafadili jsem posledni provedené. Takto zkonstruovany soubor tedy obsahoval
mfeni provedend s asovym odstupem u nernocnych zastoupenych jiz
v plivodnim souberu pouitym k inferenci. Tento postup tedy zcela jisté
nezaji¥tuje plnou validitu, nicméné s jeho pomoci jsme virazng zredukovali
potet regresnich modeli ziskanych inferenci.

2. Provedli jsme nahodné rozdéleni piivodnibo souboru na dva mendi (30 a 29
nemocnych). Prvni ziskany soubor jsme pouzili jake inferencni a na druhém
jeme ovétil validitu ziskanych vysledké. Fento postup k zajisténi validity je
tedy limitovén pouze mensim rozsahem soubord.

V tieti fizi statického zpracovani byly k chodnoceni diagnostické piesnosti takto
zkonstruovaného testu pousity metody ROC (receiver-operating characteristic) kfivek
(10}, Tato metoda zde byla ufita jako dal3l modnost ovéfeni validity dosaZenych
vysledkii tim, e bylo provedeno spoitani signifikance plochy pod kiivkou (AUC,
jednostranné testovéani, zda-li je AUC v&t3 neZ 0.5) pro parametry uréené v pfedchozi
fazi statistického zpracovani, Hodnoceni signifikance AUC mélo nejvéti spolehlivost
na piivodnim inferenénim vzorku rozdgleném dle medidnu pfeZiti na 2 skupiny (30 2 29
nemocnych), coZ se jiZ bliZi optimalnimu podtu 30 negativaich + 30 positivnich méfent
pro abselutni spolehlivost uzivaného Z-testn. Na kontrolnim souboru &i pit rozdglent
inferenéniho souboru ne podle jeho medidnn je tedy spolehlivost jiZ o néco mensi neZ
teoreticky dosaitelnd, ale vzhledem ke kongruenci vysoké signifikance dosaZenych
vysledkd pro hlavni hodnoceny parametr imunofenotypu, ktery vychazel signifikantng i
pii apalyze pieZivani, nezdd se v tomto konkrétnim pifpadé niZsi podet nemocnych
nepickonatelnym praktickym problémem, ktery by mél zcela znehodnotit validitu t&chto

vypottl. Dostatedny podet riznych hodnot testevaného parametru (5-7 riznych hodnot)
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byl pak ve viech piipadech spolehlivé splngn. Vzhledem k nenormalnimu rozdéleni
vySetfovanych soubord byly pouZity jen neparametrické testy. Tyto vypolty byly
provedeny v programu NCSS 2001.

Ve ctvrté fazi statistického zpracovéni byly zkouwSeny moznosti vytvaieni skupin
srozdilngm celkovym pfeZivanim konstruovanych za pomoci parametrii fenofypu
leukocytt. Principem postupu vtéto fazi je pouiiti metody indukénich grafi (11)
k vytvofeni klasifikadnich pravidel z parametri fenotypu pro uréeni pfifazeni toho
kterého nemocného do jedné z pfedem dvou danych skupin vytvofenych rozdélenim
souboru dle n&jaké arbitrarné pfedem zvolené hodnoty celkového pieZiti. Jedna se
vpodstaté o cilenou diskretizaci kontinudlnich atributi pro potfeby klasifikace do
ptedem danych skupin. VyuZili jsme software Rule Extractor (R. Rakotomalala,
Laboratoire E.R.L.C., Université Lyon 2, France) provadgjici takovouto indukei pravidel
z poskytnutého vzorku pomoci vylep3eného CN2 algoritmu (12, 13). Jednd se o
techniku k tndukei rozhodovacich pravidel ve formétu ,IF ...., THEN ..., pfitemz tato
metoda méd uspokojivou efektivitu ueni a soudasn® 1 vykazuje Zidouef toleranci Jumu,
imunitu k chybéjicim datGm a robustnost vzhledem k malému tréninkovému vzorku,
Jako evalua®ni funket jsme pouZili ,Intensity of Implication®. Indukce byla provedena
nejprve na piivodnim inferen&nim souboru o 59 nemocnych a nasledn® na jiZ popsaném
kontrolnim souboru o 43 nemocnych, na obou souborech vzdy pro 2 skupiny celtkového
preZivani {men3i versus vétsi) - jako hodnotu k rozdéleni na tyto 2 skupiny jsme pouZili
hodnotu 583 dni (medidn pfeZivani pivodniho inferenéniho souboru) a 420 dni.
Vysledkem jednotlivich indukei je vZdy mnoZina ngkolika pravidel rozhodujicich na
zékladé intervalu & kombinace intervall hodnot nékterych parametrii fenotypu
leukocytil o piifazeni do skupiny vétiiho &i mensiho celkového pfeZivani. Podle téchto
pravidel jsme poté pro kazdy model provedli rozdéleni daného souboru na 2 skupiny a
pro tyto skupiny (obdobn jako v 1. fazi statistického zpracovani) univariantni analyzu
pfeZivani, a to vidy na obou souborech, €im2 jsme opét Sasteénd ovéfill validitu takto
ziskanych pravidel. Co se tyde ohodnoceni diagnostické pfesnosti takto konstruovanych
festlt nebylo provedeno n&jaké hlubsi Setfeni, vzhledem k menSim poftim nemocnym se

totiZ stejné jedna pouze o hypotézy generujici vystedky.
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Viechny provedené statistické testy byly povaZovény za signifikantni na 95% hlading
spolehlivosti a i vysledky s trendy (4. p hodnota mezi 0,05 a 0,10) jsou povaZovany za
zcela nesignifikantni.

Vipoity byly provedeny za pouiti softwaru MS Excel 2000 (Czech version, Miecrosoft
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, Graphics USA) a Rule
(R Rakotomalala, Laboratoire E.R.1.C., Université Lyon 2, France).

Statistical Corp., Extractor

6. VYSLEDKY

6.1. Zakladni charakteristiky souborii nemocnych

Protoze na viech 4 souborech pro viechny testy (chi-kvadrdt i Kolmogoroviv-
Smirnoviy test) hodnotici ,jakost shody rozdéleni pravdépodobnost* s Weibullovou
distribuci byla p hodnota v&tsi ne 0,05, nelze zamitnout hypotézu, Ze viechny 4

soubory maji Weibullovu distribuci, a to na 95% hlading spolehlivosti.

Tab. & 1: Sdru¥eny piehled zakladnich charakteristik vy$etfovanych soubori

Infarenéni soubor 1 Typ pozorovéni Pedet Celicové pieZivani (dny)
Minimum Maximum Pritmér
Zemiel 50 14 1241 467
Cenzorovin g 933 1487 1244
Celkem 59 14 1467 586
Percenti} Odhad {dny) Smérodatné odchyika (dny)
75% 251 66
50% 683 52
25% 824 93
Kontrolri saubor 1 Typ pozorovani Pocet Celkové preZivéni (dny)
Minimum Maximum Prdimér
Zemiel 38 5 e17 260
Cenzorovan 5 929 1265 1074
Celkem 43 ] 1265 355
Perceniif Odhad {dny) Smérodatna odchylka {dny}
75% 85 16
50% 204 73
25% 524 116
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Inferenéni soubor 2 Typ pezorovéni Pocet Celkové prefivani (dny)
Minimum Maximum Primér
Zemiel 25 103 940 473
Cenzarovan 4 933 1434 1243
Celkem 30 103 1434 576
Percentil CGdhad (dny) Smérodatna odchylka {dny)
5% 268 100
50% 589 75
25% 748 &7
Kontrolni soubor 2 Typ pozaravani Podat Celkové piezivani {dny)
Minimum Maximum Primér
Zemiel 24 14 1241 461
Cenzeravan 5 1075 1487 1245
Celkem 29 14 1487 596
Percentil Odhad (dny) Smérodatna odchylka (dny)
75% 198 88
50% 566 45
25% 871 240

6.2. Regresni modely

Tab. & 2: SdruZeny ptehled regresnich modeld pro jednu nezdvisiou proménnou

Soubor Leukocytami populace Waibulleva regrese Coxova regrese
& index Odhad Odhad
reg.koaf, | konstanty p Reqg. koef. p pseudo R2
White cell count (lotal) | -0.000084 | 7.22553 | 0.0485 | 0.000130 | 0.0240 £.0541
NK/CD14+CD16+ 0251925 | 6.22800 | 00165 |-0341898 [ 0.0219 | 00968
NK/CD3+CD6g+ 0044384 | 622568 | 00034 |-0.058881 | 0.0440 0.1096
Inferentni CD3+HNK 0.050467 | 6.83482 n.s. 0.072750 | 0.0335 0.0845
soubor 1 NI/ white cell count $1.042200 | 612087 | 00134 |-1s931e38| 00138 | o0.1102
CDE-CD28+CD3+CDa9+ | 0.023465 | 6.22337 | 00204 | -0.029656 | 00333 0.0846
CDB+CD5T+CD3+CDEs+ | 0.093702 § 628120 | 00073 | -0114978 | 0.0264 0.0914
NK/CD3+CDE+ 0204757 | 626044 | 00300 |-02383048 | 0.0473 0.0743
Kontrolnf White cell count total) | -0.000192 | 724963 | cooor | cocore2 | o.00m 0.3013
soubert NK/CD14+CD16+ 0262438 | 547805 | 00059 | -0.214865 | ©.0448 £.0083
NK/CD3+CD6E0+ 0075344 | 540000 | 00003 | -0.064572 | 01058 | ©0.1502
CD3+NK -0.049000 | 627568 | 00115 | 0.051651 | 0.0016 0.2128
MK white cell count 30290100 | 477936 | oo00c |-20.566018( 0.0008 0.2333
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CD8-CD28+/CD3+ 69+ 0.043848 541858 0.0074 -0.033515 0.0447 0.0982
CDB+CDS7+CD3+C069+ | 0141720 | 553026 | 00047 | -011131s | 00471 0.0963
NI/CD3+CD8+ 0.740885 | 526302 | 00005 |-0eszess | 00132 | 01424

White cell count (total) -0.000107 | 727507 n.s. 0.000155 n.s, 0.0907
NK/GD14+CD16+ 0.350570 | 6.17620 ns. |-0478055 | ns 00504
NK/CD3+COBo+ 0.112588 | 600893 | 00224 | -01s1488 | oosoz | o.582

Inferenéni CD3+/NK -0.049253 §.82834 ns. 0.081705 n.s. 0.0846
soubor 2 NKJ while celt count 8141610 | 5.21780 ps.  |-1z684207| ns 0.0822
CD8-CD28+CD3+CD6g+ | 0.027035 | €.18004 | 00371 |-0037232| ns 0.1050
CD8+CDSTHCD3+CD69+ | 0.162259 | 617682 | 0.0203 |-0241080 ; ns. 0.1199
NK/CD3+CD8+ 0191873 | 6.57574 ns. 0.122431 n.s. 0.0039

White cell count {total) -0.000101 7.30707 n.s. 0000117 n.s. £.0989
NK/CDA4+CD16+ 0.239570 | 6.19470 ne. |-0283888| ns 0.1085

NK/CD3+CD89+ 0.043704 | 612493 | 00167 | -vo4882s | 00367 | 01595

Kontroli CD3+/NK 0052491 | 6.84678 n.s. 0.066194 n.s. 0.0870
soubor 2 NK/ white celf count 14243400 | 6.01146 | 0.0466 |-16619375| oos12 | 0.t418
CD3-CD28+CD3I+CDEIH 0.020847 §.26096 n.s. -0.022065 n.s. 0.0610
CD8+CDS7+/CD3+CDE%+ | 0.081876 | 6.27809 ns 0080566 §  ns. 0.0908
NK/CDI+CD8+ 0486794 | G.04146 | 00107 | -0.563005 | 0.0263 | 0.1766

n.s. = nesignifikantni na 95% hlading spolehlivosti

6.3. VySetieni ROC kfivek
Signifikance plochy pod kiivkou {AUCY ROC kitivek pro nékteré parametry fenotvpu:

K ziskdni alesponi ur&ité dali informace k potvrzeni validity vysledkd test analyzy

pieZiti byla v nasledujicim kroku testovana na pivodnim inferentnim i kontrolnim

souboru (vZdy rozdéleném dle svého medidnu celkového piefiti a celkového pieZiti 1

rok) signifikance AUC ROC kfivek. Tento postup by mél poskytnout do wéité miry

nezavislou informaci o vyznamu jednotlivych testovanych parameird fenotypu jako

diskriminatoru celkového pie#iti vuvedenych souborech. Testovany byly pouze

parametry, které vychazely statisticky signifikantné pfi univariantni & multivariantni

analyze preziti &1 eventuelng kterd tvofily komponenty indexd, které byly v analyze

pieZiti (alespoti hranitng) signifikantni.
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Tab. & 3: Signifikance AUC ROC kiiivek nékteryeh parametri fenotypu

Testovany parameir fenotypu

Inferentni soubor

Kontrolni seubor

median 1 rok median 1 rok
(583 dni) {204 dni)
leukocyty n.s. n.s. 0,003 0,008
NK/CB14CD16 0,014 0,008 0,006 0,631
NK/CD3ICDES 0,001 4,003 0,005 0,009
NKAeukocyty n.s. n.8. 4,000 0,000
CDB-CD28+/CD3CDE2 G5 0,003 n.s. n.s.
CDBCD57/CD3CD6Y n.s. ns. n.s. 0,033
NK/CD3CD8 n.s. ns. 0,018 0,039
monocyly ns. n.s. n.s g,
CD3CD63 0,003 0,002 ns n.s
NK n.s. ns. 0,003 0,006
CD14CD16 0,022 0,012 ns. ns
CD3CD8 n.s. n.s. n.s. ns

n.s. = nesigniftkantni

6.4. Indukce pravidel pro konstrukci skupin s rozdiiny celkovym

preZivanim

Pro kazdy vygenerovany model bude uvedenco jeho plné znéni (4. vyjmenovéna
viechny pravidla pro vy§{ i ni#si dobu celkového pieZiti]) a poté uvedena tabulka
s vysledky univariantni analyzy pieZiti provedené rozdélenim dle téchto pravidel

dan¢he modely, a to vidy pro plvodni inferendni (inferenéni soubor 1) i kontrolni

soubor (kontrolni soubor 1). (V autoreferitu uvedeny pouze modely €. 2,3 a 4),

A) Konstrukce ze viech parametrd

a) plivodni inferenéni soubor rozdéleny na celkové piefivam mensi ¢i v&tsi neZ 583 dni:

Model 2

1. CD3CD69 € [55.5; «0) = niZsi celkové preZiti

2. mono e {1050; w0} = ni2i celkové pieziti

3. leuko e [600; 3750) = niZ3i celkové pieZiti
4. CD14CD16 € [338.5; o) AND CD3CD8 € [419; ) = niZ3{ celkové pleZitl
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3. leuko & [3750; 6750) AND CD3CD8 = [41; 419) = vy$8i celkové pieziti

Inferengni soubor Kontrofni soubor
Srowndni celkové preZitt chi-kvadrat p chi-kvadrat p
log-rank test 9,807 0,002 10,250 0,001
zobegnény Wilcoxoniv test 14,565 0,000 8,476 0,004
Odhady percentilll (dny) 75% 50% 25% 75% 50% 25%
niZ&i celkové pieZiti 111 268 536 63 80 160
vy3Ei celkové preiti 709 748 940 328 600 -
Pocet nemocnych celkem |zemfel | cenzorovan] celkem |zemfel | cenzorovan
niZ&i celkové preZiti 32 29 3 13 13 0
vy§si celkové prefiti 12 10 2 ¢ 6 3

B) Konstrukee z parametri Jeuko g mono

Piedchozi vysledky ukazaly vyznam parametrf fewko a mono pii konstrukei viech
pravidel. Pro zfejmou atraktivRost moZnosti pou¥iti pouze téchto 2 rutinng
vySetiovanych parametrii byla nasledng provedena jeit§ indukce pravidel pro pouze tyto
2 parametry.

a) pivednd inferenéni soubor rozdéleny na celkové prezivani mensi &i vét3i neZ 583 dni:
Model 3

1. leuko e [6750; ) = niZ&i celkové pleZiti

2. leuko & [3750; 6750y = vy celkové preZiti

Inferenéni soubor Kontroini soubor
Srovnani celkové pleith chi-kvadrat p chi-kvadrat p
log-rank fest 7,604 0,005 12,182 0,000
zobecnény Wilcoxon(v test 10,447 0,001 12,744 0,000
Gdhady percentild {dny) T5% 50% 25% 75% 50% 26%
nizsi celkove preziti 151 364 614 58 a8 134
vy&si celkové prefiti 666 748 966 160 331 903
Poget nemocnych celkem | zemfel | cenzorovéan| celkem | zemfel | cenzorovan
niz&i celkové preiti 31 28 3 16 16 1}
vy55i celkové preziti 22 17 5 26 21 5

Model 4

1. leuko € {6750, o0) = niZ¥i celkové preZiti
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2. leuko & [600; 3750) = niZii celkové preZiti
3. mono € [1050; o) = nizsi celkové prefiti

4. leuko & {3750 6750) AND mono e [50; 1050) = vy§s{ celkové pieziti

Inferenéni soubor Kontrolni soubor
Srovnani celkové piediti chi-kvadrat p chikvadrat p
log-rank test 8,713 0,003 11,837 0,001
zobecnény Wilcoxaniv test 12,340 0,000 11,828 0,00%
Cdhady percentildl (dny) 75% 50% 25% 75% 50% 25%
niz&i celkave preziti 178 344 613 58 a3 200
vyisi celkove pieZiti 691 748 966 160 331 03
Potet nemaocnych celkem jzemiel{ cenzorovan| celkem |zemiel | cenzorovén
nizsi celkové pieZiti 38 34 4 18 18 o
vy58i celkove plesiti 21 16 5 25 20 5

7. DISKUSE

Na zéklad€ vystedké univarianini analyzy pfeZivani byly prokazny jako robustnd
signifikantni pro urdeni horSi & lep3f prognosy nemocnych s kolorektalnim karcinomem
metastdzujicim do jater nasledujici parametry: celkovy podet bilych krvinek v periferni
krvi (ddle oznafovine jednodudeji slovem leukocyty) a poméry NK/CD3CD69,
CD3CD69/NK a NK/leukocyty. Tyto parametry tedy spliiuji intuitivnd nutnou
podminku pro moznost uZiti daného parametru jako nezévisle proménné ke konstrukei
regresniho modelu vhodného k predikei celkového preZivani.

Pfi regresni analyze pieZivani vychdzely nezavisle na téchto vysledcich jako
nejvalidné3 modely s pouze jednim kontinualnim parametrem, pfi¢emz na datech této
piirozené domény vychdzel nejrobustnéji na viech souborech zkonstruovanyeh k tidelu
ovéfeni validity model s parametrem NK/CD3CD69. Dalsi regresni modely o jednom
parameiru, které byly signifikantni na piivodnim souboru a zdroved na validaénim
souboru zkonstruovaném z longitudindlnich méfeni tch samych nemocnych, jsou
vpodstatt také relativné  silnymi  kandidatskymi prognostickymi  biomarkery
pouzZitelnymi pro predikei celkového preZitl, aviak pii dal§im kroku k zajisténd
maximalni validity (ovéfeni na pivodnim souboru ndhodng rozd&leném na dva mensi)

vysly nesignifikantng. To nevyluduje, #e pfi ovéfenf na jiném nezavislém souboru
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nemocnych by i tyto markery mohly vychézet signifikantné. Na celouw véc lze moZno
nazirat i z dhlu overfittingu medelu s parametrem NEK/CD3CD69 a tudiz neni
dokonce vyloudeno, Je pii takovémto nezavislém ovéfeni vngjsi validity vysledkt by
niktery ztichto markerd vychdzel na jinych datech robustnéji nef model
s NK/CD3CD69. Takovymito kandidatskymi prognostickymi faktory prokazanymi
viéto studii pfi vySetienl regresnich modeld sjednim parametrem jsou pasledujici
parametry:  leukocyty, NE/CD14CD16, CD3NK, NK/leukocyty, CD3-
CD28+/CD3CD69, CDRCDS7/CD3CD6Y a NK/CD3CDS.

V multivariantoi analyze byly zkouSeny i modely s vice parametry, které samostatné
vychézely signifikaning v univariantni analyze & multivariantni analyze (tj. pfedeviim
leukocyty, NK/leukocyty, ale | NK/CD14CD16 a dalsi parametry), aviak pfidani t&chto
parametrll nikdy nevytvatelo v multivariantai analyze signifikantni modely a vzdy jen
zhorgilo signifikanci parametru NK/CD3CD69. Samostatny parametr NK/CD3CD69 je
tedy vysledkem mnoha multivarianinich analyz sréznymi kombinacemi vstupnich
parametril, ktery zfstal jako jeding signifikantni parametr v téchto modelech {(pfi

=ee

Weibullové analjze ,ruénd metodou pokus-omyl, v Coxové analyze pfi uZiti
standardniho postupu v takové situaci — selekce modelit s nastavenim Hierarchical
Forward with Switching v NCSS5).

PH ovdfeni validity metodou vySetfeni statistické vyznamnosti ROC kiivek pro
jednotlivé modely z regresni analyzy se potvrdila na obou vySetfovanych souborech
{plvodni a kontrolni zkonstmovany z longitudinalnich m&fenf u stejnych nemocnych)
pii rozdileni celkového pfeZivini na dvé skupiny robustnost modelu s parametrem
NK/CD3CD6%. Dostateéns robustnd pak vychdzel pti tomto postupu ovéfeni i model
s parametrem NK/CD14CD16.

Vzhledem k charakleru dat této vySettované pirozené domény se jevi jako ., vytBZngjsi*
(teoreticky presn&j§i a spolehlivéjs) nez wziti ,klasickyeh® statistickych metod
vyZetfovéni, jejichZ vysledky jsou popsdny vyle, uZiti nékterého z modemich postupt
zaloFenych na ieorii rozhodovacich stromi (decision trees v anglosaské literatufe). Zde
bylo uzito metody indukénich grafil, kterd dovoluje ke klasifikaci navic i diskretizaci
kontinudlnich proménnjch a tim ziskdni vice intervali vySetfovanych parametri a
vzéjerné kombinace takto ziskanych intervaldl. Tento postup na vySetfovanych datech

vygeneroval velice zajimavé vysledky ve formé pravidel, kterd jsou vzhledem ke své
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silné predikéni hodnoté (ve srovnéni s vysledky ziskanymi ,klasickymi® metodami}
takovychto modell i relativn® jednoducha. Sila tohoto pistupu statistického zpracovéni
je patma pfedeviim z vysledkil dosaZenych pro pouze dva zakladni parametry perifemi
krve (leukocyty a monocyty). Ziskané vysledky (pfedeviim Model &. 4) jsou zcela
origindlni. Ve srovnani se viemi pfechozimi studiemi na prognostické faktory u
generalizovancho kolorektdlnfho karcinomu zachyewji tyto modely biologicky
interpretovatelnou vzdjemnou interakci hodnot t&chto dvou parametri a v tomto
piekondvaji t vysledky mnohem vé&tSich studii prezentovanych dosud ve svétové
literatufe s cifem widit, zda lze tyto dva parametry uZit pro urfeni prognosy, a u kterych
klasickym pfistupem bylo apriomi arbitrdrni rozd&leni hodnoty téchto dvou parametr(
dle mediang & limith normalnich hodnot (v&tSinou hornich). Takio zkonstruovany
model sice neumozittje definici prognosy pro viechny nemocné, vidy existuje pF
ovéfeni na jinych datech skupina nemocnych, pro kterd jsou vygenerovand pravidla ve
vnitinim rozporu a tedy nepouzitelna pro jejich klasifikaci, ale pro zbylé nemocné je
klasifikaéni vykonnost toboto modelu zaloZeného na dvou levnych a rutinné
vySetfovanych parametrech periferni krve piekvapivé silnd. Navic je tento vysledek
biologicky celkem dobfe interpretovatelny a to zvySuje pravdépodobnost jeho vnéjsi
validity, kterou lze viak samoziejmé stanovit jeding provedenim stejného Setfeni na
nezivislé skuping nemocnych.

Toto je viak jen vedlejSim produktem pii hled4ni takovychto vygenerovanych pravidel
pro parametry ummofenotypu mononukleamich bungk periferni krve nemocnych
s kolorektalnim karcinomem s metastatickym postiZenim jater pro 0cely wrCeni jejich
prognosy (definované zde jako dvE skupiny sapriomé definovanym rozdiloym
celkovym pieitim) v ramei naplnéni druhého hlavniho cile t#to disertadni préce, tj.
definice konkrétnich kandidétskych prognostickych markert.. Ziskany Model &. 2 je
z tohoto hlediska nejlepsim z mnoha vygenerovanych, jeho signifikantnost pii zpétném
ovéfeni v univariantnl analyze pfeziti je dostatednd robustni na obou vySetfovanych
souborech {piivodni a z longitudindlnich méfeni zkonstruovany validaéni soubor) a
mnohdy lze provést i relativné smysluplnou biclogickou interpretaci takovychto
intervall vyselektovanych parametri a jejich vzdjemné interakee.

Pt ,klasickych* metoddch statistického vy3etfeni souborfi byl tedy ziskan jako

nejvalidndjdi regresni model s parametrem tvofenym pomérem NK a CD3CD69
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bungk.Urdité intervaly poctu CD3CD69 lymfoeyti v periferni krvi byly vygenerovdny i
jako souast pravidel v ramei urteni klasifikaénich kritérii ke konstrukei dvou skupin
sodlifnym celkovym preZitim metodou indukénich grafii. Celkové bze tedy ¥ici, Ze
k vysvitleni biologické podstaty téchto viech vysledki je podstatné se zaméfit na roli

CD3CD69 lymfocyth u pokro&ilého nddorového onemocnéni.

V o studii ziskané vysledky by Slo tedy interpretovat tak, Ze pii systémové imunitni
aktivaci projevujici se v perifemi krvi sniZenfm poméru podtu NK bungk k podta T
lymfocytt exprimujicich CD6% na svém povichu je prognosa nemocnych
s kelorektalnim karcinomem metastazujicim do jater zhorSena a Ze lze pravdépodobné
predikovat hodnotu celkového picZivini u tEchio nemocnych pomoci vyie
definovanych regresnich modeltt s parametrem NEK/CD3CD69  jako nezavisle
proménnou a to s pfiblizng 10-15 % silou regrese. Pii vhodné zvolenjch hodnotach cut-
off bodu piisluiné ROC kiivky mriZe tento parametr slouZit jako celkem slusny
diskrimindtor celkového prefiti u nemocnych, ktefi odpovidaji svymi charakteristikami
nemocnym ve vydetfenych souborech. Vykonnost takto zkonstruovaného
diagnostického testu pak pfirozeng zdvisi plné na ,,pouZitém souboru™ a kladené otdzee.
Dale bylo v této studii ukdzdno, ¥e potet CDICD69 bundk vEH{ nez 55,5 bungl/pl
definuje jedno z pravidel vymezujicich v kontextu pravidel ostatnich na danych
souborech nemocnych skupinu s horsim celkovym pieZivénim a Ze pfi konstrukei
pravidel ostatnich nema pofet NK bunék v periferni krvi Zidnou moli. Na obou
vy$etfovanych souborech (pivodni inferenéni soubor a kontrolnf soubor) Ize pokles
poméru NE/CD3CD&9 vysvitlit pfedeviim trendem vzestupu parametru CD3CD69,
Parametry NK. a CD3CD69 navzajem statisticky signifikantné nekorehyji ani na jednom
z obou souborti {neparametrickd Spearmanova korelace).

Ur&ita souvislost mezi poétem CD69 lymfocyti a CDACDE9 lymfocyth v periferni krvi
a prognosou u nemocnych §metastazujicimi adenokarcinomy (karcinom prsu,
kolorekta, ovaria) je znama jiZ z pFedchozich studii — niZ§i poet lymfocytd s expresi
CD69 byl dan do souvisltosti s lep#{ prognosou, ale na druhé strand jejich vzestup po
aktivni specifické imunoterapii byl ukazatelem dobré odpovédi na l1é¢bu a tim i
vkazatelem lepsi prognosy (14, 15). Pomér podtu NK/CD3CD69 je na zdkladé vye

uvedenych teoretickych imunologickych pozmatkii logicky efektivngj$im ukazatelem
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téchto vySe popsanych procesi nez samotné CD69 lymfocyty vzhledem k tomu, Ze tyto
mechanismy jsou u nadort mnohdy zprosttedkovany & json zavisié na NK buikach.
Jako dai¥i nepfimy diokaz pro platnost tohoto koneeptu lze uvési, ¥e pi poufiti
protilatek proti molekule CD6Y dochézi u mysi k rejekei NK-senzitivnich tumori (16).

Pokud by se v dalsich studiich na nezavislych souborech nemocnych tento fakt potvrdil,
je publikaéni vystup z této explorativni studie svétové prvaim, kde byl popsan moZny
prognosticky vyznam poméru NK/CD3CD69 w generalizovaného kolorektalniho

karcinomu &i generalizovaného solidniho nidoru vibee (17).

Co se tyée &itatele parametru NK/CD3CD69, tj. lymfocyti CD3-CD16+CD36+, byl
jeho vyznam pro variabilitu celého parametru NK/CD3CD69, jak jiZ zminéno vyie,
vE&t3i na kontrolnim souboru, ktery piedstavoval nemocné s celkovd hordi prognosou. 1
s pfihlédnutim k vysledkdm signifikance AUC u ROC kiivek pro NK bufiky se Ize
domnivat, Ze pokles NK bundk v pozdn&ifich fizich pokrodilého nadorového
onemocnéni pledstavuje daldf faktor nepiiznivé prognosy, ktery je v podstatd
Hstatisticky™ nezavisly na vzestupu CD3CD69. Kombinovana informace vznikld pak
danim téchto dvou parametrii do vzdjemného pom&r ma sifnou vypovidaci hodnotu
~napiié® fazemi nadorového ristu u generalizovaného solidnfho nadoru (od &astetnd
Hmitovaného aZ ke zcela nekontrolovanému) a s nim spojenych riiznych mechanismi
imunitni dysfunkce. Nejprve excesivai a chronicks aktivace jejimZ obrazem je vysoky
CD3CD69 i pii ,,normalnich™ hodnotdch NK bunék, které se na pozadi pravdépodobné
»snaZi bojovat® a? k fizi exhausce, spojené se stabilizaci narisiu“ CD3CD69 (jiz
hema rist kam® a tedy writa fize platé pf dosaZent biologického limitu) piicem? ale i
tato faze klidu CD3CD69“ spolehlivé devastuje organismus pii rozvratu imunitnich
tunkci, ale pfedeviim s relativaim a pozd&ji dokonce absclutnim poklesem NK bunek,
ktery nakonec ,,nabird vichu® a dochézi ke zhroucenf ,,obranné hrize* tvofené vrozenou

imunitou tvotenou lymfocyty (tedy pfedeviim NK bunkami).

V nadf referentni laboratofi je pro celkovy poget leukocytlt v periferni kivi normalni
rozmezi 3800— 9400 cells/ul. V této studii dosaZené vysledky zahmujici celkovy podet
leukocyth miZeme interpretovat jako: 1. zhorSeni prognosy nemocnych s celkovym

poétem leukocytd snifenym pod normdlni rozmezi, coZ by mohlo byt vysvétleno
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piedeviim sniZenfm polymorfonukleiri béhem chemoterapie, 2. zhorSeni prognosy
nemocnych s celkovym podtem leukocytil v herni poloving norméiniho rozmezi a nad
nomalnim  rozmezim, cof je pravdépodobng hlavné projevem vzestupu poctu
polymorfonuldearii vrimei systémové imunitni aktivace pit pokro¢ilém naddoru a

eventuelng i v rdmei koincidence infekee.

Vystedky této studie date poukazuji na souvislost monocytosy se $patnou prognosou
nemocnych s kolorektdlnim karcinomem metastazujicim do jater. ZvySeny pocet
monoeytl v periferni kevi (nad 1050 cells/ul) se uplatnil jako prediktor Spatné prognosy
v nékalika modelech ziskanych | Jndulkci pravidel ... “. 'V nasi referenéni laboratofi je
pro celkovy potet monocyti v periferni krvi normétni rozmezi 150— 900 cells/pl. Pokud
byl pouZit potet monocyld v periferni krvi jako jeding parametr k urfeni skupin
pacientll s rozdilnym celkovym pfeZivanim, jako cut-off hodnota vySel poéet 930
monocyti/ul, cof zhruba odpovida horni hranici normélniho rozmezi. Validita tohoto
visledku je viak omezena nizkym podtem pozorovani, a to zejména ve skuping
s vySSim podtem monocyti. Svojl expresi fenotypu shodnou s M2 polarizovanym
makrofigy participuji snadorem asociované makrofagy (TAM) na procesech jeZ
reguluji rist nadoru, jeho progresi, supresi adaptivai imunity, formaci nadorového
stromatu a angiogenezi. TAM json klidovou komponentou v zindtlivych procesech,
kteté napomdhaji progresi nadoru a jeho metastazovani (18, 19). Z tohoto pohledu
navozeni stavu chronického zén¥tu u pokroilého nadorového onemocnéni jsou pak
buitky monocyto-makrofagového systému rozhodujicimi pro dalsi vyvoj nddoru a tedy i
pro osud organismu jako celku. Monocytosa v periferni krvi u pokroé&ilych nadord je
pak dlouho zndmym jevem, ktery je projevem daliiho kroku monocyto-makrofagového
systému smérem k podpofe progrese tumoiu, tentokrét na Yirovni organismu jako celku,
a je vkorelaci se $pamou prognosou. Mechanismem je vytvofeni tumor-distalniho
kompartmentu monocytivmakrofagh. Vlivem jejich supresorovych funkci dochdzi k
navozeni stavu sekunddrni imunitni dysfunkce nejen lokdlng , ale i na systémove

arovni.

PHi interpretaci je nutno postupovat velmi opatrné s jakoukeliv extrapolaci visledki: této

studie na populaci odliZnou od charakteristik zdrojové populace a lifici se zplsobem
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vybéru nemocnych z této populace k vytvofeni vySetfovaného vzorku populace (nelze
tfeba zcela jisté bez rizika aplikovat na pouze nemocné, kief jsou kandidéty na primarni
resekei jater). VySetfovany vzorek byl vyitvofen ,ndhodnym* vybérem nemocnych
lédenych mezi lety 1998 aZ 2002 na klinicke onkologické ambulanci univerzitni
nemoenice a s alesponi n&jakou jistotou by tedy 8lo vysledky aplikovat pouze na vzorek
vybrany z obdobné populadni skupiny nemocnych. Nutno zdiraznit, e 3etfeni bylo
provedeno v dobé ndstupu novych reZimil chemoterapie (irinotecan, oxaliplatina,
raltitrexed, capecitabin), ale pfed ndstupem uZiti biologické 1éZby kolorektilniho

karcinomu do b&Zné klinické praxe.

8. ZAVER

Ukolem tohoto Setfeni bylo provést explorativii  analyzu moZnosti uZiti dat
imunofenotypu bunék perifemi krve ke stanoveni prognosy u nemocnych
s generalizovanym  kolorcktdlnim  karcinomem, se zaméfenim na nemocné
s metastdzami jater. Rozsah dat byl hrani¢né dostadujic k tomuto tkoly, aviak zoela
}isté by nestadil na stratifikaci nemocnych a analyzu jejich podskupin. Tuto stratifikaci
by viak nyni nemélo smysl provadét i z divodu neuspokojivého stavu soucasnych
teoretickych poznatkli o prognostickych faktorech v generalizovaného kolorektilniho
karcinomu a tudiZ nemoznosti zvolit nékteré z nich jako spolehlivé kovarianty. Z tohoto

hlediska je nutné i nazirat na interpretaci vystedkd celé téio pilotni studie.

Prvnim cilem této disertadni prace bylo prokézat, Ze lze z hodnot parametri
imunofenotypu lenkocytd periferni krve stanovenych metodou prilickové cytometric
uréit prognézu nemocnych s generalizovanym kolorcktdlnim karcinomem. Ze viech
vySetfovanych parametri fenotypu byla vyselektovdna relativnd mald skupina
proménnych, kicré 3lo Gsp¥iné wZit na dangch datech k predikei prognézy (4.
krozhodnuti, zda bude nemocny mit lepsi & hosdi celkové pieZiti jakoZie
nejobjektivngjdi parametr stanoveni prognosy). K tomuto dfelu byly zkomstruovany
jednak klasické regresni modely, jednak i modely zalozené na metodice indukénich

grafil.
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Ve shod& s druhym cilem této disertadni prace byly natezeny konkrémi kandidétske
biomarkery zkonstruované z parametril imunofenotypu bunék periferni krve, které by se
mohly v dal¥{m Setfeni ukédzat byt prognostickymi faktory pouZiteloymi i v klinické
praxi pro urdenf ofekdvaného celkového preziti u &asti nemocnych s metastatickym
postiZenim jater pii kolorektdlnim katcinomm a teoreticky eventueln® i pii jinych
primaritich (co¥ vychézi z pfedpokladu obdobné povahy ,biologie™ pokrogilych
solidnich nadorit a stejngch procesti v imunitnim systému s tim spojenych, bez chledu
na primaritu, v tomto ohledu lze teoreticky pfedpokladat konzervativnost a uniformitu

reakei ze strany imunity).

Pii regresni analyze pleZivani vychdzely jako nejvalidngj¥ modely s pouze jednim
kontinualnim parametrem, piiem? na danych datech vychdzel nejrobustngji (vietng
viech souborii zkonstruovanych kGcelu ovéfen{ validity) model s parametrem
NK/CD3CD69.

Dalgimi kandidatskymi prognostickymi faktory prokdzanymi v této studii pii vyletfen
regresnich modelt sjednou nezévislon kontinudlni proménnou jsou nésledujici
parametry bunék periferni krve & jejich imunofenotypu: leukocyty, NK/CD14CD16,
CD3MNK, NK/eukoeyty, CD8-CD28+CD3CD69, CDSCD57/CD3CD69 a
NK/CD3ICDS.

T

WVzhledem k charakteru dat této vySetfované pfirozené domény je vSak vhodnéjsi uZit ke
statistickému  zpracovani néktery zmodernich postuph zaloZenych na teorii
rozhodovacich stromil. Zde bylo uZito metody indukénich grafl, kterd dovoluje nejen
Klasifikaci, ale navic i diskretizaci kontinualnich proménnych a tim ziskani vice
intervald vySetfovanych parametrd, a pil indukci pravidel uziti i kombinaci takto
ziskanych intervald. Touto metodou byl na danych datech jako nejlepdi prediktor
zatazen{ nemocného do skupiny lepétho & horsiho celkové preZiti vygenerovan model o
téchto nékolika pravidlech:
1. CD3CD69 e [55.5; w0} = niZdi celkové pleZiti

2. monocyty € [1030; ) = niZsi celkové pieziti

3. leukocyty € [600; 3750) = niZ3i celkove pieziti
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4. CD14CDI6 € [338.5; w0} AND CDICDS8 & [419; w0) = niZ8i celkové piesili
5. leukoeyty e [3750; 6750) AND CD3CD8 e [41; 419) = vy33 celkové pieziti.

Tato studie tedy nalezla nékteré nové kandidatské prognestické faktery u nemoenych s

kolorektdnim karcinomem generalizovanym do jater zalofené na vydetfeni fenotypu

bungk periferni krve metodou dvoubarevné pritokové cytometrie. Jejich hodnotu pro

klinickou praxi Ize vak ovéfit pouze provedenim nejméné jedné dalsi studie na toto

téma na nezavislém scuboru nemoenyeh.
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