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1. Souhrn

Karcinom pankreatu (dale jen KP) se tadi k onemocnénim s nejvétSim malignim
potencidlem. Stejn¢ jako v poloviné minulého stoleti umira vétSina pacienti do 1 roku
od stanoveni diagnozy a pouze 2 az 5 % nemocnych piezivaji vice nez 5 let. Pfi¢inou je
biologickd povaha nadoru charakterizovanad schopnosti agresivné prortstat do okolnich tkani,
postizenim lymfatik jiz v ¢asnych stadiich onemocnéni, perineurdlnim Sifenim, invazi do cév
a metastatickym postiZenim jater a peritonea. Subklinicky pribéh premalignich a casnych
nadorovych fazi onemocnéni je hlavni pfi¢inou pozdni diagnostiky nadoru v pokrocilych,
jiz inoperabilnich stadiich. Navzdory pokroku v poznani molekularné-biologickych procest
ucastnych v nadorové patogenezi i novym diagnostickym moznostem zidstava prognoza pacienti
s KP de facto nezménéna. Jednim z privodnich jevl u pacientd s KP je az v 50% ptipadech
pritomnost depresivnich symptomil ¢i jiz klinicky rozvinuta deprese. Kombinace deprese
s nadorovym onemocnénim tvofi vyznamny faktor ovlivilujici kvalitu zivota a vede ke zvysené
morbidité. Presto, Ze je znama souvislost mezi funkci podkorovych center mozku, imunitnim
a endokrinnim systémem, je casto opomijen dopad dlouhodobého stresu a deprese na homeostazu
vnitinitho prostfedi. Z dlouhodobého hlediska ma stav duSevniho zdravi velky vyznam
pro spravnou funkci imunitniho systému (dale jen IS). V priubéhu zhoubného novotvaru (dale jen
ZN) jsou aktivovany jak cytotoxické bunky (cytotoxické T lymfocyty a NK bunky), tak dalsi
bunééné populace (makrofagy, dendritické bunky, B lymfocyty), které maji spolecné
s nadorovymi buinikami zasadni vliv na charakter protinddorové imunitni odpovédi. Piitomnost
aktivovanych imunokompetentnich bunék jesté neni dikazem ucinné protinadorové odpovédi.
Dalsim faktorem zasahujicim do homeostazy vnitiniho organismu véetné IS je u pacientti s KP
vlastni protinadorova lécba. Dlouhodobé pfijimané tvrzeni, ze v dlsledku cytostatické 1écby
dochazi k navozeni imunosuprese, neni zcela pravdivé, ale v povédomi laické i odborné vefejnosti
stale pretrvava. V experimentdlnich studiich je prokdzano, ze nékterd cytostatika selektivné
potlacuji populace imunosupresivni bunék a zesiluji protinddorovou imunitni odpovéd.
Tyto poznatky nemaji zZadné nebo jen marginalni vyuziti v klinické praxi. Znalost imunitnich
zmén, vyvolavanych jak ZN, tak protinadorovu lécbou, je nutnym ptfedpokladem pro vyuziti pfi

zavadéni novych 1é¢ebnych ptistupti a metod v 1écbeé KP.



2. Summary

Changes in cell immune parameters with focus on NK cells in patients with pancreatic cancer in

relation to therapy and depression

Pancreatic cancer (further PC) is one of the diseases with the greatest malignant potential.
Most of patients die within 1 year from diagnosis, and only 2-5 % of patients survive more than
5 years. A major cause of late diagnosis of PC and so his insufficient therapeutic management is
due to the late clinical signs of PC.

Despite of progress in understanding of the molecular and biological basis of tumor
genesis, the prognosis of patients with PC stays during the years unchanged. One of the often
clinical signs related with PC is the presence of depressive symptoms or already developed
clinically depression. The association of depression and cancer constitutes an important factor
affecting the quality of life and can lead to increased morbidity. Even when the relationship
between the function of subcortical centers of the brain, immune and endocrine system is known,
the role of long-term stress and depression in the homeostasis is often overlooked.

The mental health has a great importance for the proper functioning of the immune system
from the long term. During the tumor genesis there are activated cytotoxic cells (cytotoxic
T lymphocytes and NK cells) and other cell populations (macrophages, dendritic cells,
B lymphocytes), which together with tumor cells have significant final effect on the character of
anti-tumor immune responses. But the presence of activated immunocompetent cells itself does
not prove an effective antitumor response.

Another factor affecting the homeostasis of the organism, including immune system in
patients with PC is own cancer treatment. Long time accepted thesis that the cytostatic therapy
can induce only immunosuppression is not completely true, but in the minds of the general public
and even among experts still persists. In experimental studies, it is shown that some antineoplastic
agents selectively suppress the population of immunosuppressive cells and potentiate the
antitumor immune response. These findings have still no or only marginal use in clinical practice.
But the knowledge of immune changes induced by both cancer and anticancer treatment is
a prerequisite for understanding and further progression in new therapeutic approaches and

methods in the treatment of PC.



3. Uvod do problematiky

Nadory pankreatu jsou heterogenni skupinou onemocnéni a fadi se k onemocnénim
s nejveétsim malignim potencidlem. Z didaktivniho hlediska se nadory pankreatu déli na duktalni
adenokarcinom, tvofici vice jak 90 % nadorl Zlazy, a ty ostatni, méné Casté (nadory cystické,
neuroendokrinni, lymfomy a metastdzy nadorti jinych lokalizaci). V nasledujicim textu se
s ohledem na vybér pacienti do studie pojednava pouze o duktalnim adenokarcinomu pankreatu.

Adenokarcinom pankreatu se fadi svoji Castosti vyskytu mezi gastrointestinalnimi nadory
na teti pticku (UZIS CR 2013). Pro adenokarcinom pankreatu je charakteristické ¢asné vriistani
do okolnich struktur a metastazovani do regionalnich uzlin a jater. Samotna diagn6za karcinomu
pankreatu ma velice Spatnou prognosu, kdy procentudlné Sleté preziti se pohybuje kolem 5 % bez
rozdilu stadia a rasy (Fazal et al. 2007). Samotna lécba KP je zalozena na principu
multimodalniho pfistupu - chirurgie, radiacni a klinickd onkologie. Vzhledem k pozd¢
diagnostikovanému KP, kdy je vétSina nadori jiz inoperabilni, pfistupujeme ke KP jiz primarné
s paliativnim zamérem protinddorové 1écby, kde i s ohledem na profil nezadoucich ucinku, je
gemcitabin povazovan za standard v prvni linii paliativni chemoterapie.

Pacienti s KP maji prokdzanou poruchu funkce IS. V nadorovém milieu KP se nachazi
leukocytarni infiltrace, kde ale hlavni komponenty této leukocytarni populace tvofi
imunosupresivni bunky, jako tumor asociované makrofagy, myeloidni supresorové buiky a
T regulacni lymfocyty. Piitomné jsou i cytotoxické T lymfocyty, avSak jejich mnozstvi a aktivace
jsou v prubéhu onemocnéni velmi nizké (Clark et al. 2007).

Zmeéna funkce IS u onkologicky nemocnych pacientd miize mit fyziologicky charakter
vramci imunitni odpovédi na nadorové antigeny. Muze byt také alterovana (suprimovana)
pusobenim faktori uvolilovanych znadorové tkané. Ke zménam v imunitni odpovidavosti
dochazi i vlivem deprese a fobie, které jsou pfitomny u fady nemocnych s ZN. Zmény imunitni
reaktivity ovliviluje i1 protinddorova lécba. Veskeré tyto zmény se nasledné kvalitativné
a kvantitativné odrazi v humoralni i bunéné slozce IS, a to jak na urovni pfirozené (napf.
cytokiny, NK bunky), tak i adaptivni imunity (napf. T lymfocyty).

Ve studiich provadénych na mysSich modelech, ale i v n¢kolika klinickych studiich, bylo
prokazano, ze prikaz cytotoxickych bunék v nadorovém stromatu je asociovan s piiznivejsi
prognozou onemocnéni (Jass 1986, Zhang et al. 2003, Satto et al. 2005). Pritomnost NK bunék
v nadorovém stromatu je povazovana za jedno z prognostickych znameni (Coca et al. 1997;
Villegas et al. 2002, Hsia et al 2005; Beano et al. 2008). Naproti tomu existuje fada dokladu,

ze v nddorovém stroma dochazi také k produkci fady cytokint a chemokint, z nichz mnohé maji



ambivalentni efekt. Nadorové stroma je zvelké casti tvofeno makrofagy, které jsou
pod regula¢nim vlivem nadorovych bunék a sami produkuji mediatory, které¢ podporuji proliferaci
nadorovych bun¢k, snadorem spojenou angiogenezi a metastazovani. Navic chemokiny
produkované v misté rostoucitho nadoru jsou odpovédny za vstup neutrofilnich segmentd.
Tyto leukocyty pak po vstupu do stroma uvoliiuji dal$i angiogenni faktory, mitogeny
a proteolytické enzymy. Timto mechanismem vznikd mikroprostfedi pfiznivé pro nadorovy rust
a zalozeni vzdalenych metastaz (Yan et al. 20006).

NK bunky jsou dilezitou komponentou ptirozené imunity, kterd zajisStuje obranné reakce
proti virim, bakteridlnim a parazitdrnim intraceluldarnim patogenim a nadorové zménénym
buitkam. Po kontaktu s poskozenou buiikou jsou NK bunky schopny rychlé odpovédi bez
ptedchozi senzibilizace a cytotoxickd reakce neni zavisld na piitomnosti antigeni hlavniho
histokompatibilnimi systému (Smyth et al. 2001; French et al. 2003). Aktivované NK buiky
produkuji fadu cytokint (napt. INF-y, GM-CSF a TNF-fB) a chemokind, které vedou k autokrinni
a parakrinni aktivaci bun€k podilejicich se na imunitni reakci. Touto cestou jsou NK buiky
schopny regulovat jednak pfirozenou, jednak ziskanou imunitni odpoveéd’ (Taub et al. 1999, Biron
et al. 2000). Naproti tomu jsou pozitivn¢ i negativné¢ regulovany jak dalSimi buikami IS,
tak poskozenymi a nebo nadorové transformovanymi buiikami.

Prilomem objasnéni mechanismu aktivace ¢i inhibice cytotoxické aktivity NK bunék bylo
objeveni dvou odlisn¢ funkénich typlt membranobych receptorti (Bottino et al. 2004, Moretta et
al. 2004). Doposud byla objevena a popsana — jak svou funkei, tak strukturalné — vétSina zastupct
hlavnich rodiny povrchovych bunéénych receptorti, mezi které fadime zastupce receptorti z rodiny
KIR, C-typ lectinu a zastupce NCR receptorti.

Vyslednd rovnovdaha mezi stimulaci aktiva¢nich a inhibi¢nich receptori na povrchu
NK bun¢k je urCujicim principem, zda prevazi aktivace ¢i inhibice NK bunky. Mezi silné
inhibicni stimuly patii pfitomnost MHC molekul 1. tfidy na povrchu cilové buiky. Ztrata MHC
molekul I. tfidy ¢i jejich snizena exprese nebo zmeéna exprese na povrchu bunky spousti
v NK bunkéach aktivaéni kaskady s vyslednou destrukci takové builky (Raulet et al. 2001;
McQueen et al. 2002, Bottino et al. 2004, Moretta et al. 2004).

Zmény vnaladé a psychickém ladéni ovliviiuji imunologickou obranyschopnost
na bunécné urovni (Thorton et al. 2007). Dlouhodoby stres vyvolava zmény v IS. Jde o sniZeni
poétu a funkéni kapacity NK bunék a CD8" T lymfocytii, zatimco ostatni parametry IS jsou
ovlivnéné méné (Zakowski et al. 1992; Koga et al. 2001).

U pacientti s depresi je Casto nalézana relativni lymfopénie a monocytopénie, relativni

snizeni po¢tu T lymfocytll, zvyseni absolutniho i relativniho CD4" T lymfocyti a zvy$eni poméru



CD4/CD8. Stav deprese je provazen zvySenim hladiny solubilnich prozéanétlivych molekul
(Zorrila et al. 2001; Gabbay et al. 2009). U pacientii s depresi vykazuji CD4" T lymfocyty
zvySenou expresi Fas receptor (CD95) zodpovédnych za aktivaci signalni drahy vedouci
k apoptoze (Szuster-Ciesielska et al. 2008).

U pacientl s depresi je zvySena sérova hladina TNFa. V disledku toho dochazi k supresi
genli regulujicich bunéény cyklus. Dochazi ke snizeni exprese membranovych molekul
zodpovédnych za aktivaci T lymfocytt. Tim je potlacena proliferacni schopnost a tvorba cytokini
T lymfocyty, dale zvySend sérova hladina TNFa ovlivituje signalni drahy s kalciovym
messengerem a apoptické drahy (Wong et al. 2008), blokuje aktivitu thyrosin fosfatazy
zodpovédnou za nitrobunécné signaly. TNFa potlacuje expresi MHC I molekul na povrchu bunék
a zvySuje tak moznost tniku nadorovych bunék imunitnimu dozoru (Holden et al. 1998).

U depresivnich stavil jsou alterovany i faktory humoralni imunity. Snizeni celkové hladiny
sérového proteinu a zvlasteé albuminu je Castym nalezem. Naopak zvySeny jsou sérové hladiny
proteinti napi. haptoglobinu, al glycoproteinu al trypsinu, IgM , PGE2, IL-1beta, IL-6, IL-2, IL-
12, TNFa, INFy a CRP (Zorrila et al. 2001; Irwin et al. 2007, Simon et al. 2008).



4. Cile disertacni prace

vvvvvv

v aktivité vlastniho IS — a to at’ uz vrozené, nebo ziskané slozky. IS podléha vliviim vychazejicich
z vnéjSich tak i vnitinich faktort.

V ptipadé KP je IS ovlivnén paliativni chemoterapii a v nékterych ptipadech
1 opera¢nim zakrokem. ZN vyvolava u postizenych osob stresovou situaci se zménami produkce
regulacnich mediatorti v hypothalamo-hypofyzarni ose. U nemocnych s KP je popisovana vyssi
koincidence depresivnich stavi,, které se nasledné projevuji v organismu zménami ladéni
humoralniho prostiedi, které mohou nasledné ovliviiovat ptirozenou
i specifickou bunécnou imunitni odpovéd. Hlavnim cilem nasi prace je prozkoumani vlivu
humoralnich zmén u depresivnich stavii a vlivu protinadorové 1écby u pacientli s KP
na imunokompetentni bunky v periferni krvi uplatiujicich se v protinadorové odpovédi
(T lymfocyty a NK buiky) a v piipadé NK bun¢k i vlivu na zménu exprese povrchovych
aktivacnich a inhibi¢nich receptort.

Dil¢im cilem této prace je seznamit se a osvojit si metodu prutokové cytometrie, ktera se
stava dulezitou soucasti na poli soucasné onkologie, a to jak vsamotné diagnostice ZN,

tak v monitorovani protinadorové 1écby.



5. Material a metodika

Do studie bylo zahrnuto 21 pacientli, v dob¢é zatazeni do studie s lokalné pokroc¢ilym KP
(histologicky adenokarcinom), lécenych vambulanci paliativni onkologické péce Kliniky
onkologie a radioterapie Fakultni nemocnice v Hradci Kralové v obdobi mezi prosincem 2010
a dubnem 2011 s naslednym sledovanim do zafi 2011. Vstupné byl s pacienty podepsan souhlas
sucasti ve studii, ktera byla schvalena Etickou komisi FN Hradec Kralové. Vylu¢ovacim
kritériem byla pozitivni psychiatrickd anamnéza, nepodepsani informovaného souhlasu, vék

pod 18 let a vstupni performance status dle ECOG 2 a vyse.

Median véku pacientii zatfazenych do studie byl 67 let (vékové rozmezi 41-81). Bylo
zatazeno 11 Zen (z toho 5 s depresi) a 10 muzii (z toho 5 s depresi). Nejcastéjsi lokalizaci KP byla
hlava pankreatu (71,4% tj. 15 pacientil). V nasi sledované skupiné bylo dle TNM Kklasifikace
AJCC 2009 vdobé stanoveni diagnézy nejvice zastoupeno stadium IIB s 10 pacienty,
nasledovanym IV stddiem s 5 pacienty. U 13 pacientti byl KP inoperabilni, av§ak v prub¢hu 1écby
u 6 z téchto pacient byl nutny paliativni chirurgicky vykon pro riziko vysokého ileu. Primarné
radikalni chirurgicky vykon podstoupilo 8 pacientl, nicméné u 2 znich byl nutny v Case
i paliativni chirurgicky vykon pro riziko vysokého ileu. Radikalni operace v nasi sledované
skupiné byli schopni pouze pacienti do II. stadia dle prvotni TNM Kklasifikace v dob& stanoveni

diagnozy.

Zatazeni pacienti byli rozdéleni na zakladé jednotlivych kritérii do dvou skupin (10
s projevy deprese, 11 bez projevil deprese). Tyto dvé podskupiny byly dale rozdéleny na pacienty,
kteti v dobé zatazeni do sledovani absolvovali chemoterapii a na ty, kteti byli bez chemoterapie
déle jak 1 mésic. Jako kontrolni skupina slouzilo 5 zdravych jedinct bez pfitomnosti tumoru a bez
depresivnich symptomil. V ptipad€¢ parametrii krevniho obrazu a jeho diferencialniho rozpoctu
byly vysledky naSich pacienti porovnavany s referencnim rozmezim jednotlivych parametrt

stanovené pro zdravou populaci.

V dob¢ zatazeni do studie podstupovalo 10 pacientl paliativni chemoterapii gemcitabinem
v davce 1250mg/m2 D1,8,15 v intervalu 28 dnti. 2 pacienti podstupovali paliativni chemoterapii
vrezimu FUFA dle DeGramonta (tito pacienti nebyli zafazeni pro statistické vypocty
porovnavajici skupinu pacientli s chemoterapii a bez chemoterapie). U pacientti s paliativni
chemoterapii gemcitabinem jsme vypocetli davkovou intenzitu vztazenou na mz/t}'/den. V nasem

souboru byla primérnd davka intenzity 687,Img/m2/tyden (smérodatna odchylka 183,346).

10



Celkova doba pieziti pacientll v nasi sledované skupin€ k 1. 9. 2011 byla v medianu 366 (rozptyl
90 az 4475 dnu).

Vnas$i praci byla pouzita Zungova autoevaluacni Skala pro zhodnoceni vyskytu
a zavaznosti deprese. Tento test se sklada z 20 otazek, z 10 pozitivnich a 10 negativnich.
Dotazovany pacient vyjadfuje miru potizi na ctyftbodové skale moznosti odpovédi — nikdy nebo
ziidka, nekdy, dosti Casto a velmi Casto. Z vysledného hrubého skore je pak podle vzorce
vypocitan tzv. SDS index, ktery vyjadiuje miru deprese. Pro depresi svéd¢i dosazeni SDS indexu

nad 50 bodda.

Prutokova cytometrie, ktera byla pouzita v nasi praci, je moderni laboratorni metoda,
pomoci které 1ze vysetrovat jakékoliv imunofluorescencné oznacené bunécné suspenze a stala se
soucasti imunologické a diferencialni diagnostiky v klinické praxi. K nasemu méfeni jsme pouzili
pritokovy cytometr CyAn ADP od firmy DAKO (deviti barevny pratokovy cytometr).

V nasi studii jsme pouzili konjugované monoklonalnich protilatky nasledujicich CD
znakli: CD3 FITC (Beckman Coulter), CD4 PE (Pharmigen™ BD Biosciences), CD8 PE
(Beckman Coulter), CD8 FITC (Beckman Coulter), CD16 APC (BioLegend®), CD25 PB
(BioLegend®), CD56 PeCy7 (Beckman Coulter), CD69 PeCy5 (Beckman Coulter), CD158i PE
(Beckman Coulter), CD158el/e2 PE (Beckman Coulter), CD159a APC (Beckman Coulter),
CD314 APC (Beckman Coulter), CD335 PE (Beckman Coulter), CD337 PE (Beckman Coulter).
Pro jednotlivd méfeni pratokovou cytometrii a pro zakladni identifikaci bunééné populace
lymfocytli a bliz§i charakteristiku NK bunék jsme pouzily nasledujici kombinace: CD8 FITC
CD4 PE; CD3 FITC CD8 PE CD69 PeCy5 CD25 PB; CD3 FITC CD335 PE CDS56 PeCy7
CD159%9a APC; CD3 FITC CD337 PE CD56 PeCy7 CD159a APC; CD3 FITC CDI158i PE
CD56 PeCy7 CD314 APC; CD3 FITC CDI158el PE CD56 PeCy7; CD3 FITC CD8 PE
CD16 APC CD56 PeCy7; CD3 FITC CD4 PE CD69 PeCy5 CD25 PB.

Ke statistické¢ analyze dat byl pouzit program NCSS od Hintze.J (2011). Nejprve byla
testovana normalita rozlozeni ziskanych dat pomoci Kolmogorova-Smirnovova testu a nasledné
dle vysledku pfi vlastni statistické analyze byly pouzity parametrické nebo neparametrické parové
¢i neparové testy (parovy t-test nebo Wilcoxondv parovy test, respektive neparovy t-test nebo

Mann-Whitneyho U test); za statisticky vyznamné bylo povazovano p < 0,05.
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Vlastni usporadani studie

Vstupni vySetteni

Podpis informovaného souhlasu, vysetieni krevniho obrazu véetné diferencialniho
rozpoctu, odbér krve k imunofenotypizaci pomoci CD znakt, dotaznik kvality
zivota a Zungova sebeposuzovaci skala deprese, konzultace eventualné presetieni

klinickym psychiatrem

Rozdéleni do jednotlivych
skupin

1. pfitomnost ¢i absence chemoterapie, 2. pfitomnost ¢i absence depresivnich

symptomtl, 3. primarni operabilita vlastniho nadoru

Opakované vySetieni

V odstupu 4-6 tydnii (vySetfeni krevniho obrazu vcetné diferencialniho rozpoctu,
odbér krve k imunofenotypizaci pomoci CD znakl, dotaznik kvality zivota

a Zungova sebeposuzovaci Skala deprese

Sledovani klinického vyvoje

12



6. Vysledky

Celkovy pocet leukocytii, neutrofilii, lymfocytit a monocytii

Hodnotili jsme celkovy pocet leukocytii vcetné diferencidlniho rozpoctu neutrofild,
lymfocyti a monocytl. Celkovy pocet leukocytli byl u pacienti s KP a depresivnimi symptomy
vyssi oproti zdravym jedincim (p=0,01; 9,42+1,04 vs. 6,65+0,03). Neprokazali jsme statisticky
vyznamny rozdil pro leukocyty u skupin pacienti bez projevii deprese a pacientl bez
chemoterapie oproti hodnotam kontrolni skupiny (p=0,08). U skupiny pacienti bez projevi
deprese podstupujici chemoterapii jsme pozorovali statistické snizeni poctu leukocytii ve srovnani
se zdravymi jedinci (p=0,02; 5,77+0,34 vs. 6,65+0,03). Pii srovnani jednotlivych skupin jsme
pozorovali statisticky vyznamné vyssi pocty leukocytii pouze v ptipadé pacientl s depresivnimi

symptomy a pacientll bez projevi deprese (p=0,01; 9,42+1,04 vs. 5,97+0,37).

Nase vysledky poukazuji na to, ze pocet lymfocyti u pacienti s KP bez ohledu
na pritomnost ¢i absenci projevi deprese a bez ohledu na chemoterapii, byl signifikantné¢ snizen
oproti hodnotam vyskytujicich se u zdravych jedincti. Neprokazal se statisticky vyznamny rozdil
v poctu lymfocytlh mezi pacienty s/bez chemoterapie. V piipad¢ srovnani skupin pacientll s/bez
projevil deprese jsme prokazali snizeni poctu lymfocytll u pacientl s depresivnimi symptomy

(p=<0,001; 14+2,17 vs. 25,7742,04).

Pozorovali jsme vyrazné vyssi hladiny neutrofili u pacienti s depresivnimi symptomy,
s/bez chemoterapie oproti hladindm vyskytujicich se u zdravych jedinct, ne vSak pro skupinu
pacientil bez projevl deprese (p=0,08). Pii srovnani jednotlivych skupin mezi sebou, jen pacienti
s depresivnimi symptomy vykazovali vyssi pocty neutrofili v porovnani s pacienty bez projevi

deprese (p=<0,001; 64,77+2,25 vs. 76,5+£2,19).

V piipad€ poctu monocytt jsme u pacientti s KP bez ohledu na pfitomnost projevii deprese

¢i chemoterapie neprokazali statisticky vyznamny rozdil oproti zdravym jedincim.
NK buiiky

V nasem souboru jsme neprokazali alteraci poc¢tu NK bunék mezi pacienty s/bez
depresivnich symptomu oproti kontrolni skupiné (p=0,33 respektive p=0,38) a ani mezi pacienty

s/bez chemoterapie a zdravymi jedinci (p=0,77 respektive p=0,61).
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Vysetfeni Ctyibarevnou pratokovou cytometrii prokdzala vyssi hladiny NK lymfocyti
u pacientll s projevy deprese oproti pacientim bez projevii deprese (p=0,07; 12,41+1,63
vs. 8,09+1,13). Ve skupiné pacientli s chemoterapii pfitomnost depresivnich symptomi vedla
k zvySeni poétu NK bunék oproti pacientim bez projevi deprese (p=0,01; 13,0+£2,18
vs. 6,54+1,22).

Alterace T lymfocyti

Vptipadé T lymfocyti nebyly rozdily mezi kontrolni skupinou a pacienty s KP.
Pii srovnani skupin s/bez projevl deprese jsme pozorovali tendenci niz§ich hladin T lymfocyti
u pacientll s depresivnimi  symptomy (p=0,07;87,58+1,63 vs. 91,9+1,13). U pacienti
s chemoterapii pak pfitomnost depresivnich symptomt vede ke statisticky vyznamnému snizeni

hladin T lymfocytl oproti pacientiim bez projevil deprese (p=0,01; 86,99+2,18 vs. 93,45+1,22).
CD3'highCD8" high lymfocyty

Pacienti s KP at’ s/bez projevl deprese vykazuji vyrazné€ niz$i hladiny CD3 hiehcpghieh
T lymfocyth oproti kontrolni skupiné (p=0,0005; 22,84+1,58 v.s 38,62+4,84 respektive p=0,004;
27,62+1,31 vs. 38,62+4.84) a snizené hladiny CD3"™¢"CD8™&" T lymfocytii oproti kontrolni
skuping jsme pozorovali také u pacientll s chemoterapii i bez chemoterapie (p=0,003; 26,49+1,46

vs. 38,62+4,84 respektive p=0,0009; 23,83+1,56 vs. 38,62+4,84).

Pti srovnani jednotlivych skupin jsme sledovali statisticky rozdil pfi porovnani pacientt
s/bez projevi deprese, kde pacienti s projevy deprese vykazovali vyznamné niz§i hladiny

CD3 ™" CDS™E" T lymfocytil (p=0,02; 22,84+1,58 vs. 27,62+1,31).
Alterace subpopulaci NK bunék

Vysledky pritokové cytometrie pomoci CD znaktit CD16 a CD56 ukazaly signifikantni
sniZzeni poctu subpopulace NK lymfocyti CD16 CD**™*™" na hlading statistické vyznamnosti
0=0,05 v porovnani se zdravymi jedinci. Tyto rozdily byly pozorovany bez ohledu na ptitomnost

¢i absenci projevil deprese nebo chemoterapie.

Pii srovnavani jednotlivych skupin jsme neprokazali statistické odliSnosti v ramci
jednotlivych subpopulaci NK bun¢k mezi skupinami pacientli s/bez deprese a ani u skupin

pacientil s/bez chemoterapie.
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NKp46 pozitivita NK bunék

Pozorovali jsme snizeni NKp46 pozitivity NK bunc¢k oproti kontrolni skupiné
v nasledujicich situacich: u pacientli s chemoterapii (p=0,01; 50,20+4,95 vs. 79,20+6,48),
u pacientl s depresivnimi symptomy (p=0,02; 79,20+6,48 vs. 51,99£5,56) a u nemocnych bez
projevil deprese (p=0,05; 79,20+£6,48 vs. 59,42+4,41). V piipadé pacientli bez chemoterapie
nebylo snizeni statisticky vyznamné (p=0,097; 63,45+4,40 vs. 79,20+6,48), avsak v piipade
pacientii bez chemoterapie s projevy deprese doslo k statistickému snizeni (p=0,02; 54,51+5,93

vs. 79,20+6,48).

Neprokazali jsme statisticky vyznamnou odliSnost mezi pacienty s/bez chemoterapie
(p=0,061; 50,20+4,95 vs. 63,46+4,39), avsak ve skupiné u pacienti bez projevi deprese
ptitomnost chemoterapie snizuje hladiny NKp46 pozitivnich NK bun¢k (p=0,016; 50,09+5,42
vs. 70,62+5,58).

NKG2A pozitivita NK bunék

Na naSem souboru jsme pozorovali tendence statistického snizeni NK bun¢k s expresi
receptordt NKG2A vici kontrolnim jedincim at’ u pacientd s chemoterapii (p=0,06; 32,21+4,36
vs. 51,68+8,0) nebo bez chemoterapie (p=0,07; 38,02+3,25 vs. 51,68+8,0), ale i u pacientd bez
projeva deprese (p=0,05; 34,74+3,57 vs. 51,68+8,0).

Ptfi srovnani pacientli s/bez chemoterapie a pacientd s/bez projevi deprese jsme
nepozorovali odliSnosti. V podskupiné pacientli bez projevi deprese jsme prokazali snizeni
NKG2A" NK buné&k u pacientll s chemoterapii v porovnani s pacienty bez chemoterapie (p=0,04;
28,15+4,62 vs. 42,65+4,63). U pacientli bez chemoterapie s projevy deprese jsme pozorovali
tendenci snizeni poétu NKG2A" NK bunék v porovnani s pacienty bez projevii deprese (p=0,08;

31,42+43,17 vs. 42,65+4,63).
NKG2D pozitivita NK bunék

V nasem souboru méfeni jsme prokéazali statistické snizeni NKG2D" NK bunék
u pacientii s chemoterapii oproti kontrolni skupiné (p=0,005; 73,16+£3,0 vs. 84,68+2.24).

V ostatnich piipadech jsme nepozorovali statisticky vyznamné odlisnosti.
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7. Diskuze

IS ¢lovéka podléhd riznym vnéj$im a vnitinim vlivim. U pacientii s KP je IS ovlivnén
predevsim vlastnim ZN. Vliv ma ale i pfipadna protinddorova lécba a s ni souvisejici podptrna

1écba. Ukazuje se, ze na IS ma vliv i psychické ladéni pacienta.

ZN nese s sebou stresovou situaci (vyrovnani se se smrtelnym onemocnénim, zména
zivotniho stylu apod.). Tato skutecnost se nasledn¢ odrazi i v humoralnim prostiedi organismu
predevS§im na trovni regulacnich mediatord v hypothalamo-hypofyzarni ose, ktera mize
u pacientl s KP spolu s ostatnimi vlivy vyustit az v projevy deprese. Ty jsou provazeny zménami
hladin katecholaminii a neurotransmiterd a dale snizenim metabolického obratu téchto
neurotransmitera €i jejich prekursort (Kovaru et al. 2009). Vysledkem téchto alteraci jsou zmény
hladin hormond, cytokini, které vedou v kone¢ném diisleku i ke zménam imunitni protinadorové
odpovédi jak na urovni ziskané, tak i pfirozené slozky (Schedlowski et al.1993). Literarné je
znam vztah mezi pocty T lymfocyti, B lymfocyti a NK bunék a zménami hladin serotoninu

¢i glukokortikoidt (Hsueh et al. 2002; Lima et al. 2002; Abdouh et al. 2004, Peria et al. 2005).

Kvantitativné se projevuje vliv chronického stresu a projevll deprese na pocet leukocytil -
vyssi hladiny neutrofild a naopak nizsi celkovych lymfocytl, snizeny pocet cirkulujicich B
a T lymfocytli, kde dle nasich vysledkii je nejvice ovlivnéna specificka populace tzv. CDS"
cytotoxickych T lymfocytd (OIlff 1999). Pohled na vliv projevii deprese na hladiny NK buné¢k se
v literatute lisi. Existuji prace, které podobné jako nase prace u pacientli s KP a depresi popisuji
vy$si hladiny NK bunék (Griffiths et al. 1997; Ravindran et al. 1999, Pavon et al. 2006), ale jsou
i prace s protichidnymi vysledky (Andreoli et al. 1993; Schleifer et al. 1999). Tyto rozdilné
vysledky si vysvétlujeme odlisSné nastavenymi parametry jednotlivych praci jako jsou
demografické charakteristiky, kutactvi, pohlavi, celkovy zdravotni stav s ohledem na primarni
onemocnéni a jeho rozsah, ale i ne vzdy piesné definovanymi podminkami pro méteni parametri
IS. Zvysena hladina NK bunék v periferni krvi miize souviset i s funkéni deficienci NK bungk,
kterou se organismus snazi kompenzovat zvySenim jejich poctu (Zorrilla et al. 2001; Jozuka et

al. 2003).

Piesny mechanismus alterace protinadorové cytotoxicity NK bun€k neni detailné¢ znam.
U pacientll s projevy deprese byly popsany zmény u leukocytii na urovni alfa podjednotky G
proteinu (Kovaru et al. 2009), ktery zajiStuje ptenos signalii vedouci k aktivaci leukocytti. Svoji

roli negativni regulace protinadorové odpoveédi maji glukokortikoidy (Druker et al. 2006)
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a v neposledni fadé mohou byt bunky zodpovédné za cytotoxickou aktivitu ovlivnény zménami
hladin pfimo neurotransmitert pii depresivnich stavech. Na povrchu T, B lymfocytq,
ale i NK bun¢k, byly detekovany receptory pro serotonin a katecholaminy (Pellegrino et al.
2002). Vsechny tyto mechanismy vedou v koneéném dusledku ke zvysené indukci apoptozy
imunokompetentnich bunék, ¢i ke snizeni jejich proliferacni aktivity u pacientd s projevy deprese

(Ivanova et al. 2006; Chesnokova et al. 2002).

Pii analyze jednotlivych subpopulaci NK bunék se jako hlavni negativni faktor ukazuje
samotny KP bez ohledu na pfitomnost ¢i absenci projevii deprese. Nejvice ovlivnénou
subpopulaci NK bunék dle nasich vysledkt je CD16 CD56™¢" subpopulace. Toto si vysvétlujeme
nasledovng: 1. CD56”¢ NK buiiky se nachazeji preferenéné v kompartmentech jakym jsou
lymfatické uzliny, ¢i slezina, proto je jejich zastoupeni niz8i v periferni krvi, kde dominuje
zastoupeni CD56%™ NK bundk (Lima et al. 2001; Farag et al. 2006), 2. CD56""" buiiky jsou
povazovény za fylogeneticky mladsi formu NK bungk, ze kterych se nasledné diferencuji CD56%™
NK buiiky (Nagler et al. 1989), kdy v pfitomnosti tumoru dochézi k presunu CD56"" bungk
ze sekundarnich kompartmentti do periferni krve s postupnou maturaci v CD56%™ fenotyp

NK bunék.

Zména miry exprese aktivacnich a inhibi¢nich receptori na NK buitkach souvisi
pravdépodobné s vlastni pfitomnosti a rozsahem tumoru, kde literarné€ je znamo, Ze u pacientl
s progresi ZN dochazi ke snizeni exprese aktivacnich receptorii jako NKp30, NKG2D a naopak
zvySeni exprese inhibi¢nich receptorti jako NKG2A (Garcia-Iglesias et al. 2009; Mamessier et al.
2011). A dale snizeni exprese NCR receptorit a NKG2D receptorGi podleha aktivit¢ TGFp,
indoleamin 2,3-dioxygenase, prostaglandinu E2 ¢i kortikosteroidim (Vitale et al. 2004, Hao et al.
2007; Spaggiari et al. 2008, Li et al. 2009), kdy predevsim kortisol snizuje povrchovou expresi
receptorit NKp46 a NKp30 (Mavoungou et al. 2005). V neposledni tad¢ je znamo, Ze v pribéhu
maturace NK bungk z CD56”"¢" k CD56%™ se sniZuje membranovéa exprese NKG2A receptoru
a naopak CD56%™ NK bunky ziskavaji membranové receptory KIR (Béziat et al. 2010, Farag et
al. 2006).

Vlivu cytostatické protinadorové 1écbé byl dlouhd 1éta prikladan pro nespecifickou
ucinnost pouze negativni vliv na IS. V 1é€bé KP je v dnesni dob¢ uzivan predevSim gemcitabin,
jehoz mechanismus ucinku je zaloZzen na pteruseni syntézy DNA inhibici ribonukleotidreduktazy
a DNA polymerazy a, coz vede k vyCerpani zasob deoxynukleotidu. Svym plisobenim zasahuje
gemcitabin i do IS, kde pfevazné plisobi jako stimulujici faktor. Svym ptisobenim redukuje pocet

MDSC (Suzuki E, 2005) a zvySuje pocet nadorovych antigeni (Zisman et al. 2001). Gemcitabin
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nepfimo stimuluje protinadorovou imunitu i tim, ze preferencné potlacuje proliferaci B lymfocyti
s naslednym snizenim produkce protilatek, zatimco T-lymfocyty mediovana cytotoxicka reakce je
ovlivnéna minimalné (Qin et al. 1998; Nowak et al. 2002). Gemcitabin inhibuje rovnéz Th2 typ
imunitni reakce a zvySuje aktivitu Thl typu, kterd je nutnd v protinadorové odpovédi (Plate et

al. 2005).

I na nasem souboru pacientli jsme pozorovali ocekavané zmény v poctu leukocytil
a neutrofiltl a dale i CD8'T lymfocytii u pacientii s cytostatickou protinadorovou 1é¢bou oproti
kontrolni skuping. AvSak mirné ptekvapujici byly pro nas negativni vysledky pfi srovnani skupin
pacientil s/bez chemoterapie mezi sebou. Zda se, Ze v pfitomnosti projevil deprese pii soucasné
cytostatické protinadorové terapii dochazi k augmentaci vlivu téchto obou faktorti. To mize byt
ddno malym vzorkem pacientli, rGznorodosti pacientl, ale z ¢asti pravé i imunostimula¢nim

potencidlem gemcitabinu.
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8. Zavér

Piesto, ze je znama souvislost mezi funkci podkorovych center mozku, imunitnim
a endokrinnim systémem, je Casto opomijen dopad dlouhodobého stresu a projevi deprese
na homeostazu vnitiniho prosttedi. Z dlouhodobého hlediska ma stav duSevniho zdravi velky
vyznam pro spravnou funkci IS. Pritokova cytometrie je metoda volby ke kvantitativnimu
stanovovani bunécnych komponent pfirozené imunity clov€ka. ZnaSi prace vyplyva,
ze unemocnych s KP byla hlavnim faktorem ovliviiujici bunécnou slozku IS ptitomnost
samotného ZN. Tento vliv na imunokompetentni buiniky zvysuje pfitomnost chronického stresu
v podobé projevil deprese. Naopak mirn¢ ptrekvapujici byla nevyznamnost faktoru jako je vlastni
cytostaticka protinadorova 1écba. 1 pres limitaci interpretace vysledki vzhledem k velikosti
souboru pacientll poukazuje naSe prace na negativni vliv projevii deprese nejen na kvalitu Zivota,
ale i na samotny IS. Nami zjisténé alterace v pripadé NK bunék je nutné dale analyzovat zjm. pak

kvalitativné (funkéni schopnosti NK bungk).
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