Univerzita Karlova v Praze

Lékarska fakulta v Hradci Kralové

Doktorsky studijni program

Klinick4 onkologie a radioterapie

Zmény bunécnych imunologickych parametri se zamérenim na
populaci NK bunék u pacientii s tumorem pankreatu ve vztahu

k 1écbé a depresi

Changes in cell immune parameters with focus on NK cells in
patients with pancreatic cancer in relation to therapy and

depression

MUDr. Jindfich Kopecky

Skolitel: prof. MUDTr. Stanislav Filip Ph.D., DSc.
Skolitel konzultant: doc. MUDr. Ladislav Slova&ek Ph.D.

Hradec Kréalové dne Obhajoba dne: .......ccceeeveeieennnen.



Prohlasuji timto, Ze jsem doktorskou disertacni préci zpracoval samostatn¢ a Ze jsem uvedl
vSechny pouzité informacni zdroje. Zarovenn davam souhlas k tomu, aby tato prace byla
uloZzena v Lékarské knihovné Lékaiské fakulty UK v Hradei Kralové a zde uZivana
ke studijnim ucelim za ptedpokladu, ze kazdy, kdo tuto praci pouzije pro svou publikacni

nebo prednaskovou ¢innost, se zavazuje, ze bude tento zdroj informaci fadné citovat.

Souhlasim se zpfistupnénim elektronické verze mé prace v informacnim systému Univerzity

Karlovy v Praze.

Hradec Kralové, 15.7.2013



Podékovani

Réd bych podékoval vSem, kdo se spolupodileli na tomto projektu. Na prvnim misté
svému Skoliteli prof. MUDr. Stanislavu Filipovi, Ph.D., DSc. a Skoliteli specialistovi
doc. MUDir. Ladislavu Slovackovi, Ph.D., kteti mi pomohli zpracovat toto téma a umoznili mi
spolupracovat snimi na dal§ich vyznamnych projektech. Dale bych rad podé&koval
pfednostovi ~ Kliniky  onkologie a  radioterapie = FN v Hradci  Kralové
prof. MUDr. Jifimu Peterovi, Ph.D., ktery mi umoznil zpracovat toto téma na klinice, ziskévat
patfiéné zkuSenosti a podpofil moje védecké snazeni. Velké podekovani patii pani
prof. RNDr. Jitiné Vavrové, CSc., vedouci laboratofe Katedry radiobiologie FVZ UO
v Hradci Kralové a pani doc. RNDr. Zuzané Sikorové, Ph.D. rovnéz z Katedry radiobilogie
FVZ UOQO, kterd mi umoznila aktivné poznat praci v laboratofi a byla mi velice ndpomocna
piifeSeni jednotlivych ukoll disertacni prace. Déle d€kuji panu Ing. Jifimu Knizkovi, Ph.D.,
ktery mi byl ndpomocen pii statistickém zpracovani ziskanych dat. V neposledni fad¢ deékuji

svym rodic¢tim a své manZzelce za jejich podporu a trpélivost pfi feSeni tohoto projektu.



Seznam zKkratek

ADCC Antibody dependent cellular cytotoxicity
BRCA1/BRCA2 breast cancer 1 / breast cancer 2
CA 19-9 karbohydratovy antigen 19

CDx cluster of differentiaton (x znaci ¢islo)

CEA karcinoembryonalni antigen

CNS centralni nervova soustava

CRP C reaktivni protein

CT computed tomography

DAP death-associated protein

DNA deoxyribonukleova kyselina

EGF epidermal growth factor

EGFR epidermal growth factor receptor

ERCP endoskopicka retrogradni cholangiopankreatografie
ERK extracelular regulated kinase

EUS endoskopicky ultrazvuk

FasL Fas ligand

FcR Fc receptor

FGF fibroblast growth factor

GM-CSF granulocyte macrophage colony-stimulating factor
HLA Humane leukocyte antigen

HMGBI1 High mobility group box 1

ICAM-1 Intercellular Adhesion Molecule 1

IgG imunoglobulin G

IL-x interleukin — (x znaci ¢islo)

INF-x interferon — (x znaci fecké pismeno)

IS imunitni systém

ITAM imunoreceptor pro tyrozin aktivujici motiv
ITIM imunoreceptor pro tyrozin inhibujici motiv
KIR killer cell immunoglobulinlike receptor

KP karcinom pankreatu

MDSC myeloid derived supressor cell

MEK mitogen-activated protein kinase/ERK



MHC major histocompatibility komplex
MICA MHC I chain-related A

MICB MHC I chain-related B

MR magneticka rezonance

NCR natural cytotoxic receptor

NK natural killer

NKR Natural Killer Receptors

pl6 protein 16

p53 protein 53

PAK p21 aktivované kindzy

PGE?2 prostaglandin E2

PI3K phosphoinositide 3 kinase

RPM revolutions per minute (ota¢ka za minutu)
SHP-1 Src homology phosphatase-1

STK11 serin-theroninova kindza

TCR T-cell receptor

TGF-x tumour growth factor — (x znaci fecké pismeno)
TLR Toll like receptor

TRAIL TNF-related apoptosis-inducing ligand
Treg regulacni T lymfocyt

UZ ultrazvukové vySetieni

WHO World Health Organization

ZN zhoubny novotvar
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1. Obecny uvod

Karcinom pankreatu (dale jen KP) se fadi k onemocnénim s nejvétsim malignim
potencidlem. Stejné jako v poloviné minulého stoleti umird vétSina pacienti do 1 roku
od stanoveni diagnézy a pouze 2 az 5 % nemocnych piezivaji vice nez 5 let. PfiCinou je
biologickéd povaha nadoru charakterizovand schopnosti agresivné prorustat do okolnich tkani,
postizenim lymfatik jiz v ¢asnych stadiich onemocnéni, perineurdlnim $ifenim, invazi do cév
a metastatickym postizenim jater a peritonea. Subklinicky pribéh premalignich a ¢asnych
nadorovych fazi onemocnéni je hlavni ptfi€inou pozdni diagnostiky naddoru v pokrocilych, jiz
inoperabilnich stadiich. Navzdory pokroku v poznani molekuldrné-biologickych procest
ucastnych v nadorové patogenezi i novym diagnostickym moZnostem ziistdva prognodza
pacientli s KP de facto nezménéna. Jednim z privodnich jevl u pacientd s KP je az v 50%
ptipadech pfitomnost depresivnich symptomi ¢i jiz klinicky rozvinutd deprese. Kombinace
deprese s nadorovym onemocnénim tvoii vyznamny faktor ovliviiujici kvalitu Zivota a vede
ke zvySené morbidité. Pfesto, Ze je znama souvislost mezi funkci podkorovych center mozku,
imunitnim a endokrinnim systémem, je ¢asto opomijen dopad dlouhodobého stresu a deprese
na homeostazu vnitiniho prostiedi. Z dlouhodobého hlediska mé stav duSevniho zdravi velky
vyznam pro spravnou funkci imunitniho systému (dale jen IS). V pribé¢hu zhoubného
novotvaru (dale jen ZN) jsou aktivovany jak cytotoxické bunky (cytotoxické T lymfocyty
a NK bunky), tak dalsi bunéné populace (makrofagy, dendritické buniky, B lymfocyty),
které maji spolecné s nddorovymi bunikami zasadni vliv na charakter protinddorové imunitni
odpovédi. Pfitomnost aktivovanych imunokompetentnich bun¢k jesté¢ neni dikazem uc€inné
protinddorové odpovédi. Dal§im faktorem zasahujicim do homeostazy vnitiniho organismu
véetn€ IS je u pacienti s KP vlastni protinddorova 1é¢ba. Dlouhodobé pfijimané tvrzeni,
ze v disledku cytostatické 1écby dochazi k navozeni imunosuprese, neni zcela pravdivé,
ale v povédomi laické i odborné vefejnosti stale pretrvava. V experimentalnich studiich je
prokazano, ze nckterd cytostatika selektivné potlacuji populace imunosupresivni bunck
a zesiluji protinddorovou imunitni odpovéd’. Tyto poznatky nemaji zadné nebo jen marginalni
vyuziti v klinické praxi. Znalost imunitnich zmén, vyvolavanych jak ZN, tak protinddorovu
1é¢bou, je nutnym predpokladem pro vyuziti pfi zavadéni novych lécebnych piistupt a metod

v 1écbe KP.



2. Cile diserta¢ni prace

Jeden z nejdulezitéjSich mechanismt, ktery organismus vyuziva k obrané pfed ZN, je
skryt v aktivité vlastniho IS — a to at’ uz vrozené, nebo ziskané slozky. IS podléha vlivim
vychézejicich z vngjsich tak i vnitfnich faktor.

V piipadé KP je IS ovlivnén paliativni chemoterapii a v nékterych piipadech
1 operacnim zdkrokem. ZN vyvolava u postizenych osob stresovou situaci se zménami
produkce regulac¢nich medidtord v hypothalamo-hypofyzarni ose. U nemocnych s KP je
popisovana vyssi koincidence depresivnich stavil, které se nasledné projevuji v organismu
zménami ladéni humordlniho prostfedi, které mohou nasledn€ ovliviiovat pfirozenou
1 specifickou bunéénou imunitni odpovéd’. Hlavnim cilem nasi prace je prozkoumani vlivu
humoralnich zmén u depresivnich stavii a vlivu protinddorové 1écby u pacienti s KP
na imunokompetentni bunky v periferni krvi uplatiiujicich se v protinddorové odpovédi
(T lymfocyty a NK bunky) a v pfipadé NK bunck i1 vlivu na zménu exprese povrchovych
aktiva¢nich a inhibi¢nich receptort.

Dilé¢im cilem této prace je seznamit se a osvojit si metodu pritokové cytometrie,
ktera se stava dilezitou soucdsti na poli soucasné onkologie, a to jak v samotné diagnostice

ZN, tak v monitorovani protinadorové 1écby.



3. Uvod do problematiky a literarni p¥ehled

3.1. Karcinom pankreatu

Nadory pankreatu jsou heterogenni skupinou onemocnéni a fadi se k onemocnénim
s nejvetsim malignim potencidlem. Z didaktivniho hlediska se nadory pankreatu déli
na duktalni adenokarcinom, tvofici vice jak 90 % nadorii zlazy a ty ostatni, méné& Casté
(nddory cystické, neuroendokrinni, lymfomy a metastazy nadorti jinych lokalizaci).
Adenokarcinom pankreatu se fadi svoji Castosti vyskytu mezi gastrointestindlnimi nadory
na tieti pticku (UZIS CR 2013). Pro adenokarcinom pankreatu je charakteristické ¢asné
vrustani do okolnich struktur a metastazovani do regionalnich uzlin a jater. Samotna diagnoza
KP ma velice Spatnou prognosu, kdy procentudlné Sleté pieziti se pohybuje kolem 5 %
bez rozdilu stddia arasy (Fazal et al. 2007). V nasledujicim textu se s ohledem na vybér

pacientli do studie pojednava pouze o duktalnim adenokarcinomu pankreatu.

3.1.1. Epidemiologie

Incidence KP v CR byla pro rok 2010 9,61 na 100 000 obyvatel a v poslednich letech
ma stoupajici tendenci (viz Obr.1). Incidence nddoru strme stoupa ve vékovych kategoriich
nad 50 let (viz Obr.2) (UZIS CR 2013). KP se vyskytuje &ast&ji u muzi nez u Zen. Mortalita
KP dosahuje ptiblizné stejnych hodnot jako jejich incidence. Median pieziti se u radikalné
operovanych nemocnych pohybuje mezi 15-19 mésici, u nemocnych s lokaln¢ pokroc¢ilym
inoperabilnim KP mezi 6-12 mésici a u nemocnych s primarné metastatickym KP neptesahuje
medidn pieziti 4-6 mésict (Du et al. 2000). Po nadorech plic, tlustého stfeva a karcinomu prsu
u Zen a karcinomu prostaty u muzli je KP na 4. misté¢ v pfi¢inach smrti na nddorova
onemocnéni muzi a zen mezi 35 az 54 roky (Jemal et al. 2006; UZIS CR 2013). Ve dvou

tietinach ptipada je nador lokalizovan v hlavé pankreatu (Hlavsa et al. 2008).

3.1.2. Etiologie

Etiologie KP neni dosud zcela objasnéna. V molekularni genetice se ukazuje, ze u vice
nez 90 % adenokarcinomil je prokazatelnd mutace K-ras onkogenu na kodonu 12 (Hruban et
al. 1993; Pellegata et al. 1994, Apple et al. 1999) a antionkogenu p53 (Pellegata et al. 1994,
Apple et al. 1999). U ptiblizné 4-16% nemocnych je KP spojovan s rodinnym vyskytem
(Lynch et al. 1996, Schenk et al. 2001; Klein et al. 2001). Jde napfiiklad o mutace gend,
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které jsou zodpoveédné za opravu poskozené DNA u Lynchova syndromu (Kastrinos et
al. 2009), genu STKI11 u Peutz-Jeghersova syndromu (Amos et al 2001), genu
BRCA1/BRCAZ2 u nadoru prsu ¢i vajecnikl (Thompson et al. 2002; Hahn et al. 2003; Couch
et al. 2007) nebo poskozeni onkosupresorového genu pl6 u familiarniho atypického
mnohocetného melanomu (Goldstein et al. 1995). Hereditarni pankreatitida je onemocnéni
zpiisobené mutaci v genu PRSS1 pro trypsinogen a jedinci s timto genetickym zatizenim maji

az 40% pravdépodobnost vyskytu KP (Whitcomb et al. 1996).
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Obr. 1 Incidence a mortalita nddoru pankratu (pfevzato z ww.svod.cz 10.5.2013)
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Hlavnim rizikovym faktorem pro vznik KP se zda byt kouteni (Silvermann et al. 1994,
Boyle et al. 1996, Fuchs et al. 1996). Riziko vzniku KP u kutdka je 1,5x v¢&tsi a stoupa
s mnozstvim vykoufenych cigaret (Lin et al. 2002; Lowenfels et al. 2002). Souvislost
mezi KP a koufenim byla prokézana jak v prospektivnich tak i v retrospektivnich studiich
(Mack et al. 1986, Boyle et al. 1996, Silvermann et al. 1998, Simon et al. 2001).

DalSim rizikovym faktorem pro vznik KP je strava. Jednd se piedev§im o stravu
bohatou na tuky, maso, cholesterol, karcinogeny ve stravé, nedostatek vlakniny ve stravé,
zvySenou konzumaci alkoholu (Lyon et al. 1993; Baras et al. 2012). Mezi dal$i rizikové

faktory patii obezita, diabetes mellitus, chronicka pankreatitida a onemocnéni Zlu¢ovodu.

3.1.3. Patogeneze

Na pocatku karcinogeneze KP stoji mutace ras onkogenu a inaktivace supreserovych
geni p53 plé a DPC 412. Dale dochazi k lokdlnim zméndm v nadorové tkéni,
k tzv. desmoplastické reakei, kdy epitelidlni tumorové elementy jsou obklopeny nadmérné
hustym fibrosni stromatem. Na této reakci spojené s proliferaci fibroblastii se podileji
pojivova tkan anovotvofené nadorové cévy. Nadorové buiky vyuzivaji této reakce
k lokédlnimu ristu a vzdalenému metastazovani (Kimura et al. 1998). Ztrata integrity basalni
rizikovym faktorem zvySené invazivity tumoru (Satoh et al. 1994, Bramhall et al. 1996).
K dal$imu zvySeni invazivity tumoru pfispiva zvySeni tvorby angiogennich faktorti u KP jako
jsou insulin-like growth factor 1, basic fibroblast growth factor a epidermal growth factor
(Korc 1998).

Az 90% pacientll s KP umird béhem prvniho roku od stanoveni diagnézy a Sleté
pteziti pacientll s KP se pohybuje okolo 5% (Kuvshinoff et al. 2000). Cca 20% pacientti s KP
je schopno podstoupit radikalni operaci, ale z t€chto pacientd ma Sleté pieziti jen 15-20 %
(Fitzsimmons et al. 1999).

Pfitom mezi zékladni prognostické¢ faktory patfi stddium onemocnéni, provedeni
radikalniho chirurgického vykonu a vykonnostni stav nemocného (Geer et al. 1993; Fortner
et al. 1996). Pokud pacient podstoupi radikalni operaci, nejsou symptomy jako anémie, ztrata
vahy negativnimi prediktory (Compton et al. 1997). Onkomarkery u nas bézn€ méfeny jako
CA 19-9 a CEA maji maly prognosticky dopad u pokrocilych KP a jsou vhodné spise jako
pomocny marker dynamiky onemocnéni v prubéhu onemocnéni a jeho 1écby (Lundin et
al. 1995; Safi et al. 1996). Ukazuje se, ze pacienti s KP s prokdzanou mutaci K-ras onkogenu
maji hor$i prognosu, déale se ukazuje jako prognosticky negativni faktor zvySena exprese
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receptorit EGF a TGF-a (Yamanaka et al. 1993a; Uegaki et al. 1997), TGF-B (Friess et
al. 1993, Lu et al. 1997), aFGF a bFGF (Yamanaka et al. 1993b; Ohta et al. 1995).

3.1.4. Karcinom pankreatu a imunitni systém

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

Jinym mechanismem, jak se nadorové pankreatické buitky mohou vyhnout
protinddorovému Ucinku IS, je napf. indukce apoptosy infiltrovanych T lymfocytt (Igney et
al. 2000), schopnost snizeni exprese povrchovych membranovych znaki jak MHC 1. tak
MHC I1I. tfidy (Scupoli et al. 1996), ¢i snizeni exprese adhesivnich molekul (Pettit et
al. 2000).

V neposledni fadé je IS ovliviiovan cytokiny. Toto cytokinové prostiedi vytvarené
vlastnim organismem a modifikované tumorem muize usnadiiovat dalsi Sifeni a riist tumoru.
U pacientli s KP se nachdzi v séru redukované hladiny IL-2 a zvySené hladiny TNF-a,
TGF-B1, IL-10, IL-2R, IL-1p a IL-1RA, IL-6, IL-8, IL-10, IL-11, IL-12 p40, IL-18 (Bellone
et al. 2006, Poch et al. 2007). Tyto zmény v humoralni slozce IS vedou opét k supresi
protinddorové imunity. Bellone a spol. sledovali souvislost mezi vyskytem hladiny cytokinu
a délkou preziti, kde u pacientd s vysokymi hladinami IL-1B, IL-11 a IL-12 a s niZ§imi

hladinami IL-6, IL-18 a TGF-B2 pozorovali delsi pteZziti (Bellone et al. 2006).
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3.1.5. TNM Klasifikace

Tak jako vétSina nadori i KP je popisovan pomoci TNM klasifikace (Interantional

union against cancer UICC, 7. vydéani 2009)

T - Primarni nador

TX primarni naddor nelze hodnotit

TO bez zndmek primarniho nadoru

Tis karcinom in situ

T1 naddor omezen na pankreas, do 2 cm v nejvétSsim rozméru

T2 nador omezen na pankreas, vétsi nez 2 cm v nejvetsim rozmeéru

T3 nador se $ifi mimo pankreas, nepostihuje vSak truncus coeliacus nebo
a. mesenterica superior

T4 néador postihuje truncus coeliacus nebo a. mesenterica superior

N - Regionalni mizni uzliny

NX regionalni mizni uzliny nelze hodnotit
NO regionalni mizni uzliny bez metastaz

N1 metastazy v regionalnich miznich uzlinach

M - Vzdalené metastazy

MX vzdalené metastazy nelze hodnotit (viz Uvod strana 21)
MO bez vzdalenych metastaz

M1 vzdalené metastazy

ROZDELENI DO STADII

Stadium 0 Tis NO MO

Stadium IA  T1 NO MO

Stadium IB T2 NO MO

Stadium IIA T3 NO MO

Stadium IIB  T1, T2, T3 N1 MO
Stadium III T4 jakékoliv N MO
Stadium IV jakékoliv T jakékoliv N M1
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3.1.6. Stanoveni diagnozy a klinické symptomy

Diagndéza KP miize byt velmi obtiznd. V pocéatecnich stadiich totiz Casto zlstava toto
onemocnéni asymptomatické. S postupem Casu se KP miize manifestovat bolestmi pasového
typu v oblasti kolem pupku, bezbolestnym ikterem, Ubytkem na vaze ¢i nechutenstvim.
Tyto ne zcela jasné symptomy a jejich podcenéni at’ uz pacientem ¢i lékafem mohou vést
k opozdénému stanoveni diagnézy KP. V krevnim obraze mohou byt znamky anémie.
V ptipad¢ obstrukce Zlucovych cest nachdzime zvySené hodnoty obstrukénich enzymi,
zjm. pak alkalické fosfatdzy (ALP), gamaglutamylmonotransferazy (GMT) a bilirubinu.
Nespecifické nadorové markery CEA a CA 19-9 byvaji zvySeny takika u vSech nemocnych
a jsou vhodné spise k sledovani dynamiky onemocnéni v prubéhu 1écby.

Z historického hlediska byla endogenni retrogradni cholangiopankreatikografie
(ERCP) metodou volby ¢islo jedna v diagnostice KP. V dnesni dobé vSak diky zvySenému
piistupu k CT a MR vySetfeni ztraci tato metoda na dllezitosti. V ptipad¢ prortstani KP
do cévniho systému je toto mozné ozfejmit pomoci duplexni sonografie ¢i angiografie.

K definitivni diagnostice KP je vzdy nutna histologickéd verifikace a to bud’ pomoci
biopsie pod kontrolou endosonografické sondy ¢i dle anatomické lokalizace pod UZ ¢i CT

kontrolou.

3.1.7. Terapie a management pacientii s tumorem pankreatu

Lécba KP je zaloZena na principu multimodalniho pfistupu - chirurgie, radiacni
a klinicka onkologie. AvSak vzhledem k pozdé¢ diagnostikovanému KP, kdy je vétSina nadort
jiz 1inoperabilni, je casto ke KP pfistupovano jiz primarné s paliativnim zédmérem
protinddorové 1écby.

Na zakladé moznosti resekability KP muzeme rozdé¢lit piistup k pacientovi s KP
z didaktického hlediska na tfi skupiny: 1. pacienti s lokalné operabilnim KP, 2. pacienti
s lokaln¢ pokro€ilym inoperabilnim KP, 3. pacienti s metastazujicim KP. V klinické praxi
vSak v podstaté existuji dva pfistupy: operabilni KP a inoperabilni respektive metastazujici

KP.

3.1.7.1. Lokalizované operabilni onemocnéni

Jde o takové stddium onemocnéni, které je resekabilni. Vzhledem k casto pozdni
diagnostice KP je vSak v dob& prvnich ptfiznaki vétSina pacientll jiZz inoperabilni. Vék

pacienta, invaze do duodena ¢i zaludku, postizeni lymfatickych uzlin v opera¢nim poli nejsou
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kontraidnikaci pro radikdlni operabilitu a histologickd pfedoperacni verifikace neni
podminkou (Goldstein et al. 2004). Naopak relativni kontraindikaci pro chirurgicky vykon je
zavzeti v. portae, v. mesenterica superior, a. hepatica, a.coeliaca. Nicméné na pocatku
stanoveni diagnostiky by mélo byt rozhodnuto o rozsahu samotného onemocnéni a tedy
iresekabilit¢ a to pomoci zobrazovacich metod jako CT, EUS, ERCP eventudlné
1 laparoskopicky (Goldstein et al. 2004).

Béhem samotné operace by méla byt zkontrolovana peritonedlni dutina a samotna
jatra, dale by mély byt mobilizovany okraje slinivky k ur¢eni rozsahu tumorosniho procesu.
Zvétsené ¢i patologicky se jevici uzliny v operacnim poli, ale i mimo néj, by mély byt
odebrany. Samoziejmosti je vySetfeni vesSkerého odoperovaného materidli patologem.
Pokud je bchem operace zjiStén neofekavany ndlez, jako napf. rozsah samotného KP
znemoznujici radikélni operaci, je vzdy nutnosti vzit vzorek na histologické vySetfeni.
Z chirurgického hlediska je odliSny pfistup k tumoru hlavy pankreatu (Castéj$i) a tumoru
kaudy. AvsSak podstatou je vzdy radikalita operace. V ivahu ptipadaji pankreatoduodenalni
resekce, totalni pankreatektomie, ¢i odstranéni kaudy se zachovanim hlavy pankreatu.

Dlouhodobé pfreziti operovanych pacienti se odhaduje na 10-20 %. U 50-80 %
odoperovanych pacienti se vSak vyskytne lokalni recidiva a to nejcastéji do jater (50 %)
a peritonealné (25 %) (Sohn et al. 2000, Birkmeyer et al. 2002).

V dalsi fazi 1é&€by KP ma i1 pfes nevyrazné vysledky stdle své misto adjuvantni
chemoterapie. Adjuvantni radioterapie nemd velky vyznam (Klinkenbijl et al. 1999;
Neoptolemos et al. 2001). Historicky nejpouzZivangj$im cytostatikem je 5-fluorouracil.
Jizv 80. letech byly provedeny studie s prokdzanim prodlouZzeni Zivota u pacientt,
kteti dostavali pooperacni chemoradioterapii oproti pacientim, ktefi podstoupili pouze
operaci (Kalser et al. 1985; Gastrointestinal Tumour Study Group 1987). Dal§im pouzivanym
cystostatikem v adjuvantnim rezimu je gemcitabin. Byly zkouSeny 1 dal§i kombinace
jak s 5-fluorouracilem tak i s gemcitabinem, ale Zadné z nich nepfinesly vyrazné zlepSeni
v podobé¢ dlouhodobého ptezivani (Freitas et al. 2009, Backlund et al. 2010).

Mensi klinické studie poukazuji na mozny benefit neoadjuvantni terapie. Vyhody
neoadjuvance spo€ivaji hlavné vtom, Ze se zamezi opozdéni zahdjeni adjuvantni terapie
v dasledku pooperacni rekonvalescence. Smyslem neodajuvance je jako u jinych nadorovych
nemoci snaha o down staging a tudiz i1 zlepSeni chirurgického pfistupu a zamezeni rozsevu
choroby po dutin¢ bfisni. Nicméné tato modalita 1écby neni v dne$ni dobé¢ standardem a je
predmétem dalSich klinickych studii (Pisters et al. 2000; Wayne et al. 2002).

S nové ziskanymi poznatky ohledné¢ molekuldarni podstaty KP se objevuji nové
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moznosti adjuvantni terapie, jako je i tzv. cilena terapie. Jde pfedevs§im o namifeni 1éCby proti
angiogenezi, EGFR, ¢i onkogenu ras (Bruns et al. 2002; Cox et al. 2002).

Dal$im moznym léCebnym pfistupem v adjuvantni 1écbé KP se zda byt vyuziti IS.
Ato v podobé tzv. vakcinacni terapie, ktera je vSak zatim stale ve fazi klinického vyzkumu

(Jaffee et al. 2001; O Reilly 2002).

3.1.7.2. Inoperabilni a metastazujici onemocnéni

U této skupiny pacientii se uplatituji predevs§im zaklady paliativni onkologické péce.
Jde pfedevs§im o symptomatickou 1é€bu zaméfenou na 1écbu bolesti a dyspeptickych obtizi,
nutri¢ni a psychosocialni intervenci (Brescia 2004). Hlavnim meétitkem indikace pro invazivni
vykony i pro podani paliativni chemoterapie u této skupiny nemocnych, je jejich dopad
na kvalitu zivota pacienta. VZdy je nutné zvazovat piinos a rizika jakékoli 1é¢ebné intervence
(protinddorové 1écby ¢i 1écby podplrné 1écby zahrnujici i korekci anémie podanim krevni
transfize). Vzdy je nutné aktualizovat lécebny pfistup na zéklad¢ aktualniho zdravotniho
stavu pacienta.

Ukazuje se, Ze pouziti chemoterapie v paliativnim rezimu u KP ma nevyrazné
vysledky. Historicky tradi¢ni pouziti 5-fluorouracilu bylo vystfidano gemcitabinem,
kde na zéklad¢ studie porovnavajici 5-fluorouracil a gemcitabin bylo zvySeno 1 leté pieziti
u pacientll s gemcitabinem na 18 % versus 5 % s 5-fluorouracilem a median pieziti 5-6,7
mesict (Burris et al. 1997; Berlin et al. 2002, Tebbutt et al. 2002; Di Costanzo et al. 2005).
Dale mé gemcitabin pfijatelnéjsi toxicicky profil. Jedna se pfedev§im o mirnou myelosupresi,
dyspeptické obtize horniho typu (nauzea, zvraceni) a symptomy podobné chiipce (flu-like
symptoms), které jsou lécebné¢ dobie zvladnutelné. I s ohledem na tyto nezadouci uc€inky je
gemcitabin povazovan za standard v prvni linii paliativni chemoterapie.

Byla zkouSena 1 jind paliativni schémata s cisplatinou ¢i S-fluorouracilem,
leukovorinem ¢i irinotekanem. Tyto kombinace byly vice cytotoxické a nepfinesly benefit
pro pacienta (Berlin et al. 2002; Cascinu et al. 2000; Scheithauer 2002; Tebbutt et al. 2002,
Wein 2002; Di Costanzo et al. 2005). Avsak u pacientll s inoperabilnim KP je nutno vzdy
nutno zohlednit dalSi faktory ovliviiyjici 1écbu jako je v€k pacienta, jeho funkéni stav

(Performance Status), pacientovo pfani a potieby, vliv rodiny, etnické zdzemi apod..
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3.2. Deprese a karcinom pankreatu

Depresivni porucha u onkologickych nemocnych je Castda a zdvaznd komplikace
zdravotniho stavu. Dle aktualnich Udaja WHO deprese ve svété postihuje vice jak
120 miliond lidi a je jednou zhlavnich pfi¢in neschopnosti vedeni normalniho Zivota.
Nelécena deprese vede k subjektivnim obtizim a k zvySené morbidité. V kombinaci s ZN tvofi
vyznamny faktor ovliviiujici kvalitu Zivota, snizuje compliance s 1é€bou, neschopnost postarat

se sam o sebe a zkracuje dobu pieziti (Okano et al. 2001; Katon et al. 2002).

3.2.1. Epidemiologie

Prevalence deprese u ZN je pro jednotlivda ZN odliSnd. Mezi nadory casto spojené
s vyskytem deprese patii: nadory hlavy a krku (22-57%), naddory pankreatu (33-50%), nadory
prsu (1,5-46%) a nadory plic (11-44%) (Massie 2004). Ukazuje se, Ze u vice jak 50% pacientd
s KP se objevuji symptomy deprese i vice jak 43 mésici pfed vlastnim stanovenim diagnézy
(Fras et al. 1967; Joffe et al. 1986, Massie 2004). Deprese spojend s ZN je obvykle spojovana
s rychlejsi progresi nddoru a kratsi dobou pieziti (Onitilo et al. 2006). Riziko umrti u pacientti
s ZN vykazujici depresivni symptomy je 2,6x vys$i béhem prvnich 19 mésicti od stanoveni
diagnozy (Stommel et al. 2002). Neni doposud znamo, zda existuje kauzalni propojeni mezi
progresi KP a depresi (Carney et al. 2003). AvSsak mnohé poznatky poukazuji na to,
ze propojeni mezi progresi KP a depresi je komplexni, a zZe existuje obousmérny vztah mezi

depresi a KP (Jia et al. 2010).

3.2.2. Klinické priznaky

Klinické ptiznaky depresivni poruchy muizeme rozdé€lit na somatické (vegetativni
a behaviordlni), kam patfi napf. anorexie, Unava, nespavost, ztrita hmotnosti, ztrata
sexudlniho zdjmu, zpomaleni psychomotorického tempa, a psychologické (nevegetativni)
projevujici se jako smutna ¢i dysforickd nalada, bezmoc, beznadégj, snizené sebevédomi,
pocity zbytecnosti, pocity viny, anhedonie (neschopnost prozivat radost), sebevrazedné
myslenky, zabyvani se vlastni neschopnosti. Vegetativni pfiznaky deprese se ¢asto prekryvaji

s ptiznaky ZN (Prasko et al. 2006, Faldyna 2009).
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3.2.3. Diagnostika depresivni poruchy u onkologickych nemocnych

Depresivni pfiznaky snizuji pacientovu adherenci k 1é€b€ a tim zhorSuji 1 prognosu
onemocnéni. VEasna diagnostika a 1é¢ba organické depresivni poruchy ma vyznam
pro kvalitu Zivota a prognosu onemocnéni.

Pro stanoveni pfitomnosti depresivnich ptiznakd pouzivame v klinické praxi a)
sebeposuzovaci stupnice (Beck, Zung), b) skaly k objektivnimu hodnoceni deprese

(Hamilton) ¢i c) strukturovany klinicky pohovor.

3.2.4. Depresivni poruchy u onkologickych nemocnych

U pacientli s ZN se mizeme setkat s nasledujicimi depresivnimi poruchami:
1. Smutek a truchleni ze ztraty zdravi, jako normalni reakce u onkologickych nemocnych
2. Adaptacni porucha s depresivni reakei
3. Depresivni epizoda
a. Primarni (ve smyslu depresivni faze ¢i dysthimie)
b. Sekundarni, organicka, symptomatické (nésledkem onemocnéni, poSkozeni,
nebo dysfunkce mozku, nebo néasledkem somatického onemocnéni)
Mezi normalni reakei, adaptacni poruchou a depresivni epizodou je kontinuum

(Prasko et al. 2000).

3.2.5. Piiciny depresivni poruchy u pacientit s karcinomem pankreatu

1. Reakce na stres, souvisejici s diagnézou zdvazného onemocnéni a jeho 1éby
2. Ptiznak samotného onkologického onemocnéni
a. Protinadorova lécba (kortikoidy, cytostatika, radioterapie) (Krombholz et
al. 2008)
b. Druhotné neurologické nebo medicinské problémy
i. Nutri¢ni deficit (kyselina listova, vitamin B12)
ii. endokrinni poruchy (tyreoidalni poruchy, insuficience nadledvin,
paraneoplastickd hormonalni produkce)
iii. mozkové metastazy, leptomeningeélni postizeni
3. Koincidence depresivni poruchy s onkologickym onemocnénim nebo rekurence jiz

preexistujici afektivni poruchy

wewvr
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u pokrocilych stadii nemoci, neni-li dostate¢né kontrolovana bolest, pokud v minulosti jiz
depresi prozivali nebo jestlize v nedavné dobé¢ zazili stresovou zivotni udalost (Prasko et
al. 2007). U pacientt s KP je riziko deprese vyssi a depresivni ptiznaky mohou ptedchazet

rozvoji télesnych ptiznakt (Herman et al. 2007).
3.2.6. Patogeneze

Mechanisml vzniku deprese u ZN je cela fada a mohou se vzdjemné kombinovat.
Hlavnimi prostiedniky v procesu rozvoje deprese u pacientli s ZN jsou cytokiny ptisobici bud’
pfimo na Grovni samotného mozku, nebo pomoci ovliviiovani neuroendokrinniho systému.

Mechanismy Uc¢inku cytokinii v patogenezi deprese se déje na vicero Urovni.
Jednak mohou indukovat neurotoxické metabolity (Wichers et al. 2005), dale svym
pusobenim zapficinuji poruchy serotonergniho, noradrenalinového a dopaminergniho pienosu
(Hindmarch 2002) a v neposledni fadé jsou zodpovédny i za naruSeni homeostdzy na urovni
hypotalamo-hypofyzarné-adrenalni osy (Raber et al. 1997).

Tento proces vzniku stresové situace a deprese u pacientti s ZN je spojen i s konkrétni
odpovédi na urovni IS, kdy dochdzi k naruseni homeostazy na tirovni bunécné, humoralni tak
i funkéni (Zorrilla et al. 2001). Jak se vSak ukazuje, patogeneze deprese se zdd byt
oboustrannym procesem, kdy i IS ovliviluje a moduluje endokrinni a nervovy systém.
(Besedovsky et al. 1996).

Cytokiny jsou produkovany jak v mozku (hypothalamus, hippocampus, basélni
ganglia), tak i v periferii (buniky IS, nadorové bunky)( /llman et al. 2005). Cytokiny jsou
relativné velké hydrofilni molekuly a za fyziologickych podminek nejsou schopny piekonani
hemato-encefalick¢ bariéry. AvSak piekondni této bariéry je mozné napf. v mistech,
kde hemato-encefalicka bariéra chybi (napf. v circumventricularnich organech), nebo kde je
bariéra oslabena ¢i poruSena (napf. u nemocnych s roztrouSenou mozkomiSni skler6zou),
a nebo dochazi k prekonani této bariéry aktivnim transportnim mechanismem (Szelényi 2001,
Wichers et al. 2002; Raison et al. 2006).

V mozku existuje cytokinova sit’, kterd je schopna amplifikace a pfedavani signald,
které jsou zapojené do patofyziologie rozvoje deprese. Jde o oblasti jako hypotalamus,
hippocampus, nefrontalni kiira, amygdala a striatum (Dantzer 2006). IL-1, IL-6 a TNFa hraji
klicovou roli v patogenezi deprese ovlivnénim neurotransmiterd jako noradrenalinu
¢iserotoninu v mozku a v aktivaci hypotalamo-hypofozarné-adrendlni osy se zvySenim

sekrece glukokortikoidl (Dantzer et al. 2008).
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Jednim z mechanismd, jak mohou cytokiny ovliviiovat patogenezi deprese, je naruSeni
neurochemickych pfenosit a modifikace hypothalamo-hypofyzarné-adrendlni osy. Jde
pfedevsim o aktivaci enzymu indoleamin-2,3,-dioxygenasa, ktery degraduje tryptofan a tak
i snizuje dostupnost serotoninu pro CNS. IL-1 a IL-6 indukuji syntézu aminokyselin peptidii
akutni faze, které jednak soutéZi s tryptofanem o aktivni transport do CNS a jednak snizuji
tvorbu tryptofanu, prekurzoru serotoninu (Wichers et al. 2002; Wichers et al. 2005). Navic
IL-1 zvySuje vychytavani serotoninu ze synaptické $térbiny pomoci aktivace serotonergniho
transporteru (Leonard et al. 2001). IL-6 svou aktivitou podmifiuje zvyseni produkce hormonu
uvoliyjici kortikotropin, kdy v konecném disledku dochazi k samotnému navyseni hladin
kortizolu (Dentino et al. 1999). Jiny mechanismus, jak cytokiny mohou zasahovat
do patogeneze deprese, je naruSeni funkce glukokortikoidniho receptorti pfitomnych
na buitkach IS. Disledkem toho nedochdzi k imunosupresi pomoci glukokortikoidd,
ale k dalSimu uvoliiovani prozanétlivych cytokinli zapojenych do patogeneze deprese

(Pariante et al. 1999, Pariante et al. 2001).

Mozné teorie proc¢ deprese piedchazi KP: (Makrilia et al. 2009)

1. Imunologicka: nadorové buniky pankreatu uvoliiuji protilatky, které blokuji
serotoninové receptory centralniho nervového systému

2. Hormondlni: ZvySend sekrece serotoninu moci zapfiCifiujici depleci zasob
serotoninu

3. Paraneoplasticka: produkce faleSnych neurotransmitert

4. Biochemicka: poruchy acido bazické rovnovahy, anémie a jiné metabolické

poruchy

U mnohych nemocnych s nddorem muize byt deprese manifestaci paraneoplastického
syndromu. V piipad¢ tzv. paraneoplastické limbické encefalitidé se depresivni symptomy
nachéazeji az u 58 % pacientl (Gultekin et al. 2000). Patofyziologie tohoto jevu je davéna
do souvislosti s IS, kdy autoprotilatky indukované nadorem jsou namifeny proti centralnimu
nervovému systému (Farrugia et al. 2005).

I presto, Ze jiz mame dostatek informaci o moznych souvislostech mezi depresi
a alteraci cytokinll u pacienti s KP, je nutné doteSit otazku, zda jde o kauzalitu, ¢i zda jde
o symptom ptedchézejici vlastni chorobu a nadprodukce cytokint je jen podruznym ndlezem

(Dunn et al. 2005; Schiepers et al. 2005).
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3.3. Alterace imunitniho systému

Zména funkce IS u onkologicky nemocnych pacientii miize mit fyziologicky charakter
v ramci imunitni odpoveédi na naddorové antigeny. Mlze byt také alterovana (suprimovana)
pusobenim faktori uvoliiovanych z nadorové tkané. Ke zméndm v imunitni odpovidavosti
dochazi i vlivem deprese a fobie, které jsou pfitomny u fady nemocnych s ZN. Zmény
imunitni reaktivity ovliviluje 1 protinddorova lécba. Veskeré tyto zmény se nasledné
kvalitativné¢ a kvantitativné odrazi v humoralni i bunéné slozce IS, a to jak na urovni

ptirozené (napf. cytokiny, NK buiiky), tak i adaptivni imunity (napt. T lymfocyty).

3.3.1. Fyziologické zmény imunitniho systému

IS, podobné jako nervovy a endokrinni systémy podl¢haji cirkadidlnimu rytmu. Vedle
zmén cirkadidlniho rytmu jsou prokdzany i zmény v rdmci celého roku (Haus et al. 1999).
V ramci cirkadidlniho rytmu je zaznamenan nejvétsi vzestup v poctu cirkulujicich bunék IS
v priibéhu noci pro B a T lymfocyty a déle pro apT lymfocyty a CD4" lymfocyty a v dennich
hodinach pro granulocyty, makrofagy, NK buiiky, ydT lymfocyty a CD8 T lymfocyty
(Suzuki et al. 1897, Bertouch et al. 1983, Lange et al. 2010). V pribéhu roku existuji
pro jednotlivé bunécné populace obdobi s nejvyssimi hodnotami v periferni krvi. Nejvyssi
podet CD3" T lymfocytll je vbieznu a CDS8" T lymfocytdl v prosinci. NK buiiky dosahuji
maxima hodnot v cirkulujici krvi v #ijnu. Pro CD4" T lymfocyt byly popsany dva vrcholy a to
v bieznu a Cervnu (Levi et al. 1988). Dalsim fyziologickym faktorem ovliviiyjicim IS je
snizeni funk¢ni kapacity T lymfocytd a jejich po€tu v zavislosti na véku. Autor Mackall
uvadi, Ze funkéni vlastnosti a poéty CD8" T lymfocytii vykazuji odligny trend sniZeni funkéni
kapacity oproti CD4" T lymfocytim (Mackall et al. 1997). Tato skutenost je pii¢itina
jednotlivym mechanismiim regenera¢nich pochodti pro CD3" T lymfocyty, které jsou zavislé
na thymu, jenz podléha degenerativnim  zméndm s pfibyvajicim  vékem
a CD8" T lymfocytim, které jsou schopny regenerace bez ohledu na involuci thymu.
Dle autora Spitse je dal§im diivodem, pro¢ CD8" T lymfocyty nevykazuji s vékem vyrazny
pokles, spojeni s heterogenitou této populace, kde souc¢asti jsou i CD3" subpopulace a zda se,
7e obnoveni pravé subpopulace CD3'CDS8" (NK buiiky) je jednim z diivodd &asnéjsi
regenerace CD8" T lymfocyti (Spits et al. 1995). Vliv téchto jinak fyziologickych zmén

u pacientl s ZN muze vést k rychlejsi nddorové progresi (Eismann et al. 2010).
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3.3.2. Imunitni systém a zhoubny novotvar

ZN ma pfimy modifikujici vliv na IS nemocného. Nadorova tkan je tvofena nejen
nadorovymi, ale i stromalnimi buiikami. Zatimco makrofagy a fibroblasty jsou nalézany
v nadorovém stromatu konstantné, pfitomnost ostatnich populaci imunokompetentnich bunék
je proménliva. Je prokazano, Ze zanétliva reakce IS a nddorovy rist jsou Uizce propojeny.

Nadorové mikroprostfedi ur€ované interferony, interleukiny a zvlast¢ chemokiny ma
klicovy vyznam pro charakter zanétlivé reakce. Vlivem chemotaktick¢ého gradientu
nadorového mikroprostiedi jsou pfitahovany T lymfocyty, dendritické buriky, granulocyty,
makrofagy 1 NK buiiky. VSechny uvedené buiiky mohou produkovat dal$i chemokiny a spolu
s cytokiny tvofenymi nddorovymi buitkami maji zasadni vliv na charakter lokalni i systémové
imunitni odpovédi. S rozvojem nadoru dochézi k akumulaci T regulacnich (Treg) lymfocytl
v periferni krvi, drénujicich uzlinach a v nddorové tkéni, a svym plsobenim inhibuji rozvoj
protinadorové imunitni reakce organismu (Bates et al. 20006).

Na eliminaci nadorovych bun&k IS se podileji cytokiny, které ovliviiuji funkci
efektorovych bunck IS. Na zéklad¢ charakteru imunitni reakce ur€ované cytokiny mizeme
délit imunitni odpovéd tzv. prvniho typu a druhého typu. Klicovou roli maji
CD4" T lymfocyty, které v pifpadé reakce prvniho typu produkuji IL-2, IL-12, INFy, coz
vede ke stimulaci bunécné cytotoxické odpovédi. Reakce druhého typu je ur€ovéana produkci
IL-4, IL-6, IL-10, které pfevazné stimuluji humoralni odpovéd’. Cytokiny urcujici jeden typ
odpovédi potlacuji opacné ejektorové mechanizmy. V nddorovém prostfedi dochazi
k potlaceni reakce prvniho typu mechanizmem, ktery neni stile detailn¢ znam (Kemp et
al. 2001).

Dutlezitou roli v nddorovém prostiedi maji i slozky vrozeného IS. Dendritické bunky
pfitomné v nadorovém milieu jsou kli¢ovymi prostifedniky k prezentaci nddorovych antigenti
a zprostfedkovani specifické protinddorové imunitni reakce. Jejich hlavni funkci je
zpracovavat antigen a prezentovat antigen T lymfocytim. Aktivované dendritickych bunky
maji schopnost zvysit cytotoxickou aktivitu NK bunék pomoci zvySené exprese INFa.
Komplementovy systém, jako dulezitd slozka ptirozeného IS, se sklad4 z vysoce potentnich
prozanétlivych molekul jako napt. C3a a C5a. Funkce tohoto systému v pribéhu vlastniho
zangtlivého procesu je jiz dobfe zdokumentovana (Rutkowski et al. 2010). Avsak ukazuje se,
ze pritomnost slozek komplementového systému v nddorovém prostiedi mé imunosupresivni
potencidl a mize byt ptiinou rlstu tumoru (Markiewski et al. 2008). Specifickou bunéénou

populaci nddorového prostiedi jsou tzv. NKT buiiky. Jednd se o malou frakci T lymfocytd
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s CD3" znakem avsak jinak zcela podobnym fenotypem NK buitkdm. Oproti T lymfocytim
vykazuji mnohondsobné vyssi cytotoxicitu a pomoci produkce cytokini ovliviluji dozravani

dalich T lymfocytu.
3.3.3. Imunitni systém a lécba thoubného novotvaru

Chemoterapie

Cytostatickd protinddorova 1écba plsobi nespecificky vi¢i nadorovym buitkam
a ovlivituje tak i ostatni bunky, které proliferuji a to bez rozdilu, zda jde o nadorovou ¢i
zdravou bunku. VétSina cytostatik uplatituje pfimy imunosupresivni G€inky tim, Ze inhibuje
funkci a diferenciaci efektorovych bunék IS. Plsobenim cytostatickych latek miize tak dojit
k navozeni anergie imunitnich efektorovych bunék. Samotny rozpad velkého poctu
nadorovych bunék v priibéhu cytostatické 1écby je provazen masivnim uvolnénim antigennich
epitopll, coZ miize vyvolat fenomén imunitni tolerance.

Nejcasteji uvadénymi cytostatiky vyvoldvajici imunosupresivni stavy u pacientll jsou
temozolomid (Su et al. 2004), fludarabin (Anaissie et al. 1998), cyklofosfamid (Weiner et
al. 2002) a metotrexat (Weinblatt et al. 1985).

Ucinky chemoterapie ¢i chemoradioterapie se mohou projevovat v IS i dlouhou dobu
po ukonceni terapie. Obnova poctl a funkce imunokompetentnich bunék je odvisla od volby
cytostatika a pouzité davky. VétSina chemoterapeutik negativné ovliviiuje predevsim produkci
cytokinu IL-2, zatimco samotné radioterapie snizuje hladiny cytokinu IL-4 (Kang et al. 2009).

Chemoterapii byly dlouhou dobu pfipisovany pouze imunosupresivni u¢inky. Ukazuje
se vSak, Ze né&kterd cytostatika maji schopnost aktivovat protinddorovou imunitni odpovéd’
a tak potencovat efekt protinddorové 1écby.

Hlavnim imunostimula¢nim efektem cytostatické 1éCby je uvolnéni nédorovych
antigenl. Bunécnd smrt indukovand cytostatiky jako antracykliny, oxaliplatinou
¢iradioterapii, podporuje klondlni expanzi cytotoxicky T lymfocytl a zvySeni exprese toll
like receptoru 4 (TLR4) na dendritickych buiikdch (Casares et al. 2005). TLR4 rozpoznava
nebezpecné signalni motivy prevazné mikrobidlnich organismt, ale i endogennich struktur,
a je dilezitym faktorem ve zpracovani a prezentovani nadorovych antigenii. Ligandem pro
receptor TLR4, ktery je wuvolfiovan nddorovymi bunkami po ptlisobeni cytostatik

a radioterapie, je tzv. protein high mobility group box 1 (HMGB1) (dpetoh et al. 2007).
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Uvolnéni nadorovych antigeni vyvolané bunéfnou smrti vedouci k stimulaci IS je
znamo u gemcitabinu (Correale et al. 2005) a taxant (paklitaxel a docetaxel), které mimo to
zvySuji proliferaéni schopnost T lymfocytl a zvySuji cytotoxickou aktivitu NK bunék
(Carson et al. 2004).

Zvyseni cytotoxického efektu CD8+ lymfocyti a NK bunék vii¢i nadorovym bunkam
napomaha zesilend exprese FasL (Fas ligand) a TRAIL ligandi na terovych builkach
pusobenim cytostatik jako jsou cisplatina, doxorubicin, mitomycin C, 5-fluorouracil
a camptothecin (Micheau et al. 1997, Lacour et al. 2001).

Jinym mechanismem stimulace IS je indukce molekul zajiStujicich mezibunécné
vazby. Napftiklad pisobenim 5-fluorouracilu dochazi v nadorovych buiikéch k indukci exprese
proteinti teplotniho Soku, kterd usnadiuje fagocytozu dendritickymi bunikami a naslednou
prezentaci dal§im buiikam IS (Galetto et al. 2003).

DalSim mechanismem, pfi kterém lécba cytostatiky miize mit pozitivni vliv na IS, je
schopnost nékterych chemoterapeutik  vyvolat depleci imunosupresivnich bunck
CD4°CD25" T lymfocyti ¢ myeloid derived suppressor cells (MDSC) a zvysit tak latentni
imunitni odpovéd’ ¢i synergicky ptsobit s vakcinou. Hlavnim inhibitorem Treg bunécné
populace je cyklofofamid, ktery snizuje jak pocet Treg, tak inhibuje i supresivni ucinek
zbyvajicich Treg (Lutsiak et al. 2005; Ghiringhelli et al. 2007). Paklitaxel a doxorubicin maji
podobné vlastnosti jako cyklofosfamid, kdy indukeci apoptdézy imunosupresivnich bunék
stimuluji IS (Casares et al. 2005, Vicari et al. 2009).

MDSC pfedstavuji populaci nezralych myeloidnich bun¢k diferencujicich se
v makrofagy, granulocyty a dendritické buniky. Mohou inhibovat funkci T lymfocytl jednak
pfimo, nebo nepfimo pies indukci proliferace Treg bunck (Ghiringhelli et al. 2005).
Gemcitabin svym ptisobenim redukuje poet MDSC, neovliviiuje CD4" a CD8" T buiiky
a NK bunky a mikrofagy (Suzuki et al. 2005). Gemcitabin dale potlacuje Th2 typ imunitni
reakce a tim zvySuje odpovéd’ Thltypu, ktera je dilezitd v protinddorové cytotoxické
odpovédi (Plate et al. 2005). Gemcitabin nepiimo stimuluje protinddorovou imunitu inhibici
proliferace B lymfocyti zodpovédnych za produkci antigen blokujicich protilatek a tim
zesiluje specifickou i nespecifickou bunécnou cytotoxickou odpoveéd’ (Nowak et al. 2002).

Je prokdzano, Ze cytostatika mohou mit 1 pifimy pozitivni G€inek na IS.
Po intraperitonedlnim podéani antracyklinu ¢i mitomycinu C dochézi ke zvySeni fagocytarni
kapacity peritonedlnich makrofagii a zvySenému usmrcovani nadorovych bunék (Shindo et
al. 1985; Ujhazy et al. 2003). Neoadjuvantni podani paklitaxelu u naddoru prsu je spojeno se

zvySenou piitomnosti tumor infiltrujicich lymfocyth v nddoru a navic, paklitaxel redukuje
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zastoupeni Treg lymfocyti v naddorovém stroma (Landoire et al. 2008). Podanim
trastuzumabu dochdzi k odstranéni nadorovych bunék protilatkami zprostiedkovanou
cytotoxickou reakci (ADCC) (Arnould et al. 2006).

Lécba cytostatiky mize mit i nepfimy stimulujici €inek na IS. Napiiklad inhibitory
topoizomerazy nebo radioterapie mohou aktivovat nitrobunééné mechanismy v nadorové
burice se snahou opravit poSkozenou DNA. Aktivace opravnych pochodt je spojena s expresi
ligandti pro NKG2D receptor pfitomny na NK bunikach, NKT lymfocytech, y6T lymfocytech,
a CD8" T lymfocytech (Gasser et al. 2005).

Radioterapie

Samotna radioterapie zvySuje nadorovou imunogenicitu cestou modulace nadorovych
peptidii. Ta miZe probihat tfemi rliznymi zplsoby (Reits et al. 2006): 1. zéfeni podporuje
odbouravani existujicich bilkovin a tim zvySuje pool intracelularnich peptidi vyuzitelnych
k prezentaci pomoci MHC 1. tfidy; 2. ozafenim dochazi k aktivaci mTOR kinaz a nasledné
syntéze proteinti antigenni povahy; 3. zafeni stimuluje syntézu novych bilkoviny a tim
i prezentaci novych antigennich peptidi. Nizké davky radioterapie stimuluji samy o sobé
expresi antigenu MHC 1. tfidy a expresi FasL na povrchu nadorovych bunck (Hareyama et
al. 1988). Radioterapie také zvySuje expresi adhezivnich molekul na endotelidlnich buiikédch
(Gaugler et al. 1997), ¢imz dochazi k usnadnéni vstupu imunokompetentnich bunék
do nadorového prostiedi, napiiklad cytotoxickych T lymfocytl pfitomnych ve stroma nadoru

tumor infiltrujicich lymfocytech (TIL) (Lugade et al. 2005).

Glukokortikoidy

Negativni G¢inek na IS nemusi vzdy souviset se samotnym cytostatickym ucinkem,
ale IS mizZe ovlivnit napifiklad i léky uzivané k podpirné 1écbé v ramci chemoterapie.
Steroidy jsou ptikladem Siroce pouZzivanych latek v mnoha indikacich. Glukokortikoidy jsou
také soucasti 1écebnych protokoli hematologickych malignit, kde je vyuzivan jejich pro-
apoptoicky a antiproliferacni efekt (Distelhorst 2002). Avsak u solidnich nadorti se ukazuje,
ze glukokortikoidy maji opacny efekt. Zptsob, jak mize lécba glukokortikoidy ovlivnit
kone¢ny vysledek cytotoxické terapie u solidnich nédort, je v podstaté dvoji: 1. ovlivnéni
signalnich drah indukujici apoptosu a 2. naruseni vlastni imunitni odpovédi (Rutz et al. 2004).

Vysledny efekt glukokortikoidll je zprostfedkovan pres aktivaci glukokortikoidovych
receptort s naslednou modulaci transkripce genli na rtiznych trovnich (Riccardi et al. 2002).

Proteinovy komplex zodpovédny za regulaci bunééné apoptosy NF-kB je u hematologickych
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malignit na rozdil od solidnich nadort v disledku aktivace glukokortikoidovych receptort
inhibovén a je tedy akcentovana nachylnost téchto bunck k apoptodze (Liden et al. 2000).

Pouziti glukokortikoidl je spojeno s ovlivnénim migrace imunokompetentnich bungk.
A to jednak z ditvodu snizené exprese adhesivnich molekul na imunokompetentnich buiikach
jako napt. ICAM-1 a L-selectinu ¢i E-selectinu na povrchu endotelovych bun¢k (Cronstein et
al. 1992) a jednak v dasledku inhibice tvorby chemotaktickych cytokind jako IL-8 a CXC
chemokinQ (Wertheim et al. 1993; Pype et al. 1999).

Glukokortikoidy jsou zodpovédné i za inhibici exprese hlavnich prozanétlivych
cytokinli (interferonti o a f, interleukinu lo 1B, IL-2, IL-8, TNFa, IL-6, IL-12, IL-18)
a naopak glukokortikoidy stimuluji tvorbu protizanétlivych cytokinii (IL-4, IL-10 ¢i TGFp)
(Franchimont et al. 2004).

V disledcich ovlivnéni této tvorby cytokinli glukokortikoidy, kdy je stimulovana
tvorba IL-4 a naopak inhibovana produkce IL-12, dochazi k posunu v poméru Thl1/Th2
lymfocytl ve prospéch Th2 subpopulace (Elenkov 2004).

Kortikosteroidy také vyrazné snizuji schopnost dendritickych bun€k diferencovat se
ve zralé elementy a tak ovliviiuji i jejich schopnost prezentovat antigen (Rozkova et al. 2006).
Kromé¢ toho je prokazano, ze glukokortikoidy silné snizuji expresi genl kodujicich
proaktivaéni molekuly bunék specifické imunitni odpovédi, a Ze indukuji sekreci TGF-§,

které inhibuje funkce T lymfocyti a NK bunck.

3.3.4. Imunitni systém a psychicky stav onkologickych pacientii

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

U pacientl s depresi je ¢asto nalézana relativni lymfopénie a monocytopénie, relativni
snizeni poétu T lymfocytdl, zvyseni absolutniho i relativniho CD4" T lymfocyti a zvyseni
poméru CD4/CDS. Stav deprese je provdzen zvySenim hladiny solubilnich prozanétlivych
molekul (Zorrila et al. 2001; Gabbay et al. 2009). U pacientl s depresi vykazuji
CD4" T lymfocyty zvysenou expresi Fas receptori (CD95) zodpovédnych za aktivaci signalni
dréhy vedouci k apoptoze (Szuster-Ciesielska et al. 2008).

U pacientli s depresi je zvySena sérova hladina TNFa. V disledku toho dochazi
k supresi genil regulujicich bunéény cyklus. Dochézi ke sniZeni exprese membranovych

molekul zodpovédnych za aktivaci T lymfocytl. Tim je potlacena proliferaéni schopnost
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a tvorba cytokinii T lymfocyty, dale zvySena sérovad hladina TNFa ovliviiuje signalni drahy
s kalciovym messengerem a apoptické drahy (Wong et al. 2008), blokuje aktivitu thyrosin
fosfatazy zodpovédnou za nitrobunécné signaly. TNFa potlacuje expresi MHC molekul
L. tfidy na povrchu buné¢k a zvysuje tak moznost tiniku nddorovych bunék imunitnimu dozoru
(Holden et al. 1998).

U depresivnich stavii jsou alterovany i faktory humoralni imunity. SniZzeni celkové
hladiny sérového proteinu a zvIasté albuminu je ¢astym ndlezem. Naopak zvyseny jsou sérové
hladiny proteinii napf. haptoglobinu, al glycoproteinu al trypsinu, IgM , PGE2, IL-1, IL-6,
IL-2, IL-12, TNFa, INFy a CRP (Zorrila et al. 2001, Irwin et al. 2007; Simon et al. 2008).

3.4. NK burky

NK buniky jsou dilezitou komponentou pfirozené imunity, kterd zajiStuje obranné
reakce proti virlm, bakteridlnim a parazitdrnim intraceluldrnim patogenim a nadorové
zménénym buiikdm. Po kontaktu s poskozenou bunikou jsou NK buiiky schopny rychlé
odpovédi bez ptedchozi senzibilizace a cytotoxickd reakce neni zévisld na pfitomnosti
antigenl hlavniho histokompatibilnimi systému (Smyth et al. 2001; French et al. 2003).
NK buriky tvofi pouze 5-10% mononukledrnich bunék v periferni krvi. Pfesto jsou dilezitou
slozkou ptirozené imunity. NK buiiky se nachazeji ve vSech té€lnich kompartmentech, jejich
zastoupeni je vSak v nékterych organech odlisné. Napiiklad v lymfatickych organech je pocet
NK bun¢k az 10 krat vyssi nez v periferni krvi (Gregoire et al. 2007). ZvySené poclty
NK bunék jsou nachazeny i v plicich, jatrech nebo sleziné (Ferlazzo et al. 2004).

Aktivované NK buiky produkuji fadu cytokinti (napt. INF-y, GM-CSF a TNF-f3)
a chemokint, které vedou k autokrinni a parakrinni aktivaci bun¢k podilejicich se na imunitni
reakci. Touto cestou jsou NK buriky schopny regulovat jak pfirozenou, tak ziskanou imunitni
odpoved’ (Taub et al. 1999; Biron et al. 2000). Naproti tomu jsou pozitivné 1 negativné
regulovany jak dalS$imi buiikami IS, tak poSkozenymi anebo nadorové transformovanymi

buiikami.
3.4.1. NK buiiky jako prognosticky faktor v onkologii

Ve studiich provadénych na mysich modelech, ale i v nékolika klinickych studiich,
bylo prokézéno, ze prukaz cytotoxickych bunék v nadorovém stromatu je asociovan

s ptiznivej§i progndézou onemocnéni (Jass 1986, Zhang et al. 2003; Satto et al. 2005).

Ptitomnost NK bunc¢k v nadorovém stromatu je povazovana za jedno z prognostickych
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znameni (Coca et al. 1997; Villegas et al. 2002; Hsia et al 2005; Beano et al. 2008). Naproti
tomu existuje fada dokladii, Ze v nddorovém stroma dochazi také k produkci fady cytokint
a chemokinii, z nichz mnohé maji ambivalentni efekt. Nadorové stroma je z velké casti
tvofeno makrofagy, které¢ jsou pod regulacnim vlivem nadorovych bunék a sami produkuji
mediatory, které podporuji proliferaci nadorovych bunék, s nddorem spojenou angiogenezi
a metastazovani. Navic chemokiny produkované v misté rostouciho nadoru jsou odpovédny
za vstup neutrofilnich segmenti. Tyto leukocyty pak po vstupu do stroma uvoliuji dalsi
angiogenni faktory, mitogeny a proteolytické enzymy. Timto mechanismem vznika

mikroprostiedi pfiznivé pro naddorovy rist a zaloZeni vzdalenych metastaz (Yan et al. 2006).

3.4.2. NK buiiky CD56+dim a CD56+bright

Na povrchu NK bun¢k mizeme prokazovat fadu molekul, které maji funkei receptoru
pro cytokiny, chemokiny a adhesivni molekuly, pomoci kterych je mozné NK bunky
identifikovat a urcovat jejich subpopulace. NK buniky nemaji vyjadfen receptor pro
T lymfocyty, jsou CD3 negativni (Robertson et al. 1990). Naopak, vSechny NK butiky nesou
membranovou molekulu CD7. Hlavni pan NK membranovou molekulou je neurdlni bunécna
adhesivni molekula nesouci oznaceni CD56 (Lanier et al. 1986). Dalsi povrchovou molekulou
vyjadienou na vétSiné NK bunck je FcRylIll receptor oznaCovan jako CD16. Na zakladé¢
exprese téchto dvou molekul rozlisujeme dv& hlavni subpopulace NK bungk, CD56™"CD16"
a CD56™"CD16%™", Tyto subpopulace NK bunék vykazuji funkéni odlignosti v odpovédi
na stimulaci IL-2, v zastoupeni NKR, adhezivnich molekul a v cytotoxické kapacité (Cooper
et al. 20014, Cooper et al. 2001b) (viz Obr. 3).

NK buitky CD56 ™" exprimuji na svém povrchu vysokoafinni receptor pro IL-2
tvotené tetézci a,B,y (IL-2Rafy) (CD 25, CD122 a CD132) a expanduji v in vitro a in vivo
podminkach i po nizkych davkach IL-2. Naopak CD56™™ exprimuji nizkoafinni receptory
pro IL-2 tvofeny fetézci a,p a jejich proliferacni odpovéd’ je nizkd i na vysoké davky IL-2.
Schopnost usmrcovat teréové buiiky je u CD56™™ bungk vyssi nez u CD56™™, Tato
vlastnost CD56™™ bun&k je dana pritomnosti velkého po&tu cytoplazmatickych granul
obsahujicich  perforiny a granzimy a vy$§i denzitou membranovych receptort
pro Fc fragment. Subpopulace NK bunc¢k maji odliSné zastoupeni v jednotlivych télnich
kompartmentech, CD56 ™" buiiky se nalézaji v nejvétsim podtu v lymfatickych uzlinach,
zatimco CD56™™ jsou vétsinovou populaci v periferni krvi a slezing (Gregoire et al. 2007).
Viechny NK buitky CD56™"" maji vyjadien s vysokou denzitou membranovy receptor
CDY94/NKG2, ktery nalezi do C-typ lecitinové rodiny a jen maly pocet (méné€ nez 10%) téchto
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bunék exprimuje KIR (killer cell imunoglobulin-like receptor). Buiiky CD56™"&™

maji
na svém povrchu piitomny CC-chemokinovy receptor 7 (CCR7) a s vysokou denzitou CXC
receptor 3 (CXCR3). CD56™" exprimuji také adhezivni molekuly z rodiny L-selectini,
které zajist'uji vazbu s cévnim endotelem a umoziuji ptresun téchto bun¢k do sekundéarnich
lymfatickych organti, kde nasledné vstupuji do interakci s T lymfocyty (André et al. 2000).
CD56"™ NK buiiky maji v naprosté vétsing (az 85%) vysoce vyjadfeny KIR receptory
a naopak nizkou denzitu CD94/NKG2. Povrchovy CCR7 neni pfitomen, ale silné¢ jsou
vyjadieny CXCR1 a CX3CRI1. Subpopulace NK bunék se lisi i v produkci cytokint,
CD56 ™" produkuji mnohonasobné vy$§i mnozstvi IFN-y, TNF-B, GM-CSF, IL-10, a IL-13
nez CD56™4im (Cooper at al. 2001a; Cooper et al. 2001b; Jacobs et al. 2001; Fehninger et

al. 2003).

3.4.3. Receptory NK bunék

Prilomem objasnéni mechanismu aktivace ¢i inhibice cytotoxické aktivity NK bunck
bylo objeveni dvou odlisné funkénich typi membranobych receptort (Bottino et al. 2004,
Moretta et al. 2004). Doposud byla objevena a popsana — jak svou funkci, tak strukturdlné —
vétSina zastupcl hlavnich rodiny povrchovych bunéénych receptorii, mezi které fadime
zastupce receptord z rodiny KIR, C-typ lectinu a zastupce NCR receptort.

Po navazéani ligandu na aktiva¢ni ¢i inhibi¢ni receptor dochédzi na konci spusténé
kaskady k fosforylaci cytoplazmatickych koncti daného receptoru. Inhibi¢ni receptory maji
na svém cytoplasmatickém konci imunoreceptor pro tyrozin inhibujici motiv (ITIM),
aktivacni receptory vyuZzivaji k zahdjeni aktivaéni signdlni kaskady adaptery obsahujici bud’
vazebné misto pro PI3K, a nebo imunoreceptor pro tyrozin aktivujici motiv (ITAM) (Sallman
et al. 2007).

Principem ur€ujicim zda prevazi aktivace ¢i inhibice NK buiky, je vysledna
rovnovaha mezi stimulaci aktivacnich a inhibi¢nich receptort na povrchu NK bunck. Mezi
silné inhibi¢ni stimuly patii pfitomnost MHC molekul I. tfidy na povrchu cilové bunky. Ztrata
MHC molekul I. tfidy ¢i jeho snizenéd exprese nebo zména exprese na povrchu buniky spousti
v NK buiikéch aktivacni kaskady s vyslednou destrukci takové bunky (Raulet et al. 2001;
McQueen et al. 2002, Bottino et al. 2004, Moretta et al. 2004).
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3.4.3.1. Hlavni rodiny receptoru

KIR (killer cell immunoglobulinlike receptor)
KIR receptory se fadi mezi monomerni imunoglobulinové receptory. Geny pro tyto

receptory jsou lokalizované na 19p13.4 chromosomu a zahrnuji 12 riiznych alelovych variant.

Z toho Sest inhibi¢nich a Sest aktivacnich (Wilson et al. 1997).

CD56 bright ‘ CD56 dim
A. B.
TL-2Ra / ~ SR

. \ | "ﬂ CD16

B-arrestin GTPaza
[ )
. CD56
c-Src kinaza > pynamin +
Clathrin
—@ KR
ﬂ . e+
Endocytoza
CD94/NKG2A CDO4/NKG2A
4+ +
L-selectin
++
CXCR3 CXCR4 CCR5 CCR7
| | | | CXCR1 CXCR3 CXCR4 CX3CR1
CXCL9-11 CXCLI2 CCL3.5  CCLI19 l l 1 l
cc CXCL8,6 CXCL9-11 CXCL12 CX3CL1

Obr. 3 Membranové molekuly, aktivace a deaktivace receptort NK bunck. A - Hlavni rozdily
exprese povrchovych receptorti u NK bright a NK dim. Mira exprese membranovych molekul
je vyznacCena pomoci znaménka +. B - Po stimulaci receptoru dochdzi ke konformac¢nim
zménam receptoru, které umozni zménu GDP na GTP vedouci k disociaci By podjednotky
s a podjednotkou. Existuji dvé cesty docileni deaktivace receptorii. Prvni je pomoci GTPazy
urychleni hydrolyzy aGTP na aGDP. Druhou moznosti je zapojeni G protein coupled
receptor kindzy (GRK), kterd je po navdzani na Py podjednotku schopna fosforylace
receptoru. Fosforylovany receptor se dale vaze s f-arestinem, nereceptorovou tyrosin kindzou

c-Src a dyaminem, ktery usnadiiuje endocytézu receptoru pomoci clathrinu.

KIR receptory jsou charakterizovany dvéma (KIR2D) ¢i ttemi (KIR3D)

extracelularnimi doménami, které jsou svoji strukturou podobné extracelularnim doménam
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ostatnich imunoglobulinovych receptorii. Jednotlivé KIR receptory se navzajem odliSuji
rozdilnosti cytoplasmatickych konct. Existuji dva zékladni typy cytoplazmatického konce:
receptory s dlouhym cytoplazmatickym koncem (KIR2DL a KIR3DL) indukujici inhibi¢ni
signal, nebo s kratkym koncem (KIR2DS a KIR3DS) indukujici aktivacni signal.

Hlavnimi ligandy pro KIR receptory jsou alely MHC 1. tfidy, mezi které patii HLA-A,
HLA-B a HLA-C skupiny (Sallman et al. 2007).

Vyskyt té&chto membranovych receptord je odlisny pro CD56™&" a CD56"4™
populaci NK bungk. KIR receptory nachazime pouze u 10% subpopulace CD56 ™™
NK bun&k a naopak u CD56™™ NK bungk je az u 85% piitomna vysoka exprese KIR
receptord (Jacobs et al. 2001).

Receptory z rodiny C-typ lectinu
Zastupci receptorti z rodiny C typ lectinli se nachazi nejen na povrchu NK bunék,

ale jsou pfitomny i u cytotoxickych T lymfocytd. Tato rodina je charakterizovana
extracelularni doménou typu C-lectin. Ze strukturdlniho hlediska se jednd o heterodimery,
kdy vétSina receptorti této rodiny je tvofena kovalentni vazbou mezi podjednotkou CD94
a NKG2 fetézce. Geny pro NKG2 fetézce a CD94 molekuly se nachazeji ve vzajemné
blizkosti na chromosomu 12p12.3-p13.1 (Glienke et al. 1998).

Jedinou vyjimkou jak ve struktufe, tak i funkci mezi receptory této rodiny je NKG2D
receptor. Jedna se o aktivaéni homodimerni receptor.

V ramci receptorii rodiny C-typ lectinl rozliSujeme pét NKG2 receptort. Inhibi¢ni
NKG2A (a jeho varianta NKG2B), NKG2E (a jeho varianta NKG2H) a NKG2F a aktivacni
receptory NKG2C, NKG2D. Ligandy pro tyto receptory tvoii neklasické molekuly
MHC L. tfidy — HLA-E (Moretta et al. 2006).

Vysoké zastoupeni CD94/NKG2 receptori nachdzime u CD56™"" NK bungk
a naopak u CD56™™ NK bun&k pozorujeme nizkou expresi (Cooper et al. 2001a).

NCR receptory (natural cytotoxicity receptors)
Zvlastnosti této rodiny receptort je schopnost vyvolat Iyzu cilové buiiky bez nutnosti

ptitomnosti MHC molekul 1. ttidy (Moretta et al. 2006). Ligandy pro tuto skupinu receptorti
nejsou presné definovany.

Z této rodiny byly zatim identifikovany nasledujici receptory: NKp46, NKp44
a NKp30. NKp30 a NKp46 receptory jsou konstitutivné exprimovany na povrchu vSech NK
bunék (Sivori et al. 1997, Vitale et al. 1998). NKp44 receptor se nachazi pouze na povrchu jiz
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aktivované NK buiky (Pende et al. 1999). Vlastni hustota receptori na povrchu NK bunék
koreluje s cytotoxickou schopnosti.

Strukturdlné jsou NKp46, NKp44 a NKp30 od sebe odlisné a odlisny je
i mechanismus indukce lyzy. Spole¢né pro tyto tfi receptory je nutnost piitomnosti

adaptorového proteinu k zahdjeni aktivace lyzy cilové bunky.

Chemokinové receptory na NK buiikach
Klasifikace chemokinovych receptort kopiruje déleni chemokinovych ligandt (Bacon

et al. 2002). Chemokinové receptory nalezi do rodiny receptorii asociovanych s G proteinem
tvofenym sedmi transmembranové probihajicimi doménami. G protein je heterotrimericka
molekula sloZena z podjednotek o, P, y. Prostfednictvim chemokinovych receptori a jejich
ligand je uplathovan chemotakticky gradient, vedouci k polarizaci a migraci NK bunck
do poskozenych tkéni.

Podle Cambella a spolupracovnikii vétSina NK bunék siln€ exprimuje receptory
CXCRI, CXCR4 a CX3CRI1, naopak receptory CXCR2 a CXCR3 jsou podle jejich
pozorovani vyjadieny slabé (Campbell et al. 2001). Prace jinych autorti vSak popisuje nalez
pouze receptoru CXCR4 a ne CXCRI1, CX3CR1, CXCR2 a CXCR3 (Inngjerdingen et
al. 2001).

Naopak v piipadé¢ receptorit pro CC chemokiny se shoduji zavéry dvou studii

v absenci receptori CCR1, CCR2, CCR3, CCR4, CCR5, CCR6, CCR7, CCR8 a CCR9
na povrchu klidovych NK bun¢k. Ke zvySeni exprese receptorit CCR2, CCR4, CCRS5 a CCR8
dochazi az po in vitro aktivaci IL-2 nebo IL-15 (Inngjerdingen et al. 2001; Campbell et
al. 2001).
Ptitomnost povrchovych receptorii pro chemokiny se u NK bunégk lisi podle exprese CDI16
molekuly. NK buiiky CD16" maji silné vyjadiené molekuly CX3CR1, CXCRI a CXCR4,
slabé exprimovany CXCR2 a CXCR3 molekuly, receptory CCR1-7, CCR9 a CXCRS nejsou
pfitomny. Na NK bunikdich CDI16" neni membranovy receptor pro CXCRI1 detekovan
areceptor pro CX3CRI1 je pfitomen v nizké denzité, zatimco receptory CCRS, CCR7,
CXCR3 a CXCR4 jsou silné vyjadieny. Membranové molekuly CCRI1-4, CCR6, CCR9
a CXCR2 nejsou na CD16™ NK bunkach detekovany (Campbell et al. 2001).

3.4.3.2. Aktivacni receptory NK bunck
Spole¢nou vlastnosti vSech aktivaénich receptordt NK bunék je absence endogenni

kindzy, jejiz funkce je nutnd k prenosu signalu indukujiciho lyzu cilové bunky. Tuto funkci
nahrazuji proteinové adaptory asociované s aktivacnimi receptory NK buné¢k. Mezi tyto
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proteinové adaptory patii DAP10, DAP12, CD3-C (obvykle asociuje s TCR) a Fce-RIy (béZné
asociuje s Fcy-RIII (CD16) receptorem).

Mezi zakladni aktivacni receptory NK bunck patii NKG2D, NKG2C, aktivujici KIR
receptory, NCR receptory, DNAM-1 (CD226) a 2FB4 (CD244) receptory. Dale jsou blize

popsany pouze receptory pouZzité v disertacni praci.

NKG2D

NKG2D receptor je svoji strukturou homodimericky receptor a svou funkei se fadi
mezi dilezity aktivacni receptor NK bunck. Jeho vyskyt vSak neni limitovdn pouze na
NK buiiky, ale mizeme jej identifikovat i na aktivovanych CD8" T lymfocytech a NKT
buiikach (Cosman et al. 2001, Bauer et al. 1999).

NKG2D existuje ve dvou isoformach: NKG2DL a NKG2DS. Jednotlivé isoformy
asociyji s odliSnymi proteinovymi adaptory (NKG2DL s DAP10 a NKG2DS s DAP10
a DAP12). U lidskych jedinct je pfitomna pouze izoforma NKG2DL.

Ligandy pro NKG2DL receptor se nachazi v embryondlnich tkanich a za norméalnich
podminek nejsou zdravym organismem exprimovany. ZvysSend tvorba téchto ligandl se
vyskytuje v pribéhu probihajiciho bunécného stresu, jako napt. u virové infekce ¢i nddorové
transformace (Cosman et al. 2001; Moretta et al. 2006). Mezi hlavni ligandy patii MHC 1
chain-related A (MICA) a MHC I chain-related B (MICB). Jde o transmembranové proteiny
majici podobnost s MHC I molekulami. Je prok4zéno, Ze nadory jako leukémie, melanomy
a nadory prostaty vykazuji vyssi exprese MICA a MICB (Groh et al. 2002; Holdenrieder et
al. 2006, Salih et al. 2002).

Mechanismus mobilizace lytickych granul a zahéjeni lyzy cilové bunky po navazani
ligandu s NKG2D receptorem je iniciovan fosforylaci tyrozinu v DAP10 adaptoru,
ktera nasledné umoziiuje vazbu a aktivaci PI3K. Po aktivaci PI3K nésleduje sled fosforylaci
od Rac, p21 aktivované kinazy (PAK) pies extracelarné regulovanou kinasu (ERK)
a mitogen-aktivovanou proteinovou kinasu/ERK (MEK) az k vysledné mobilizaci lytickych
granul (Djeu et al. 2002; Jiang et al. 2000).

Rodina receptoru piirozené cytotoxicity (NCR)

Zakladni udaje o této skupin€ receptorii byly popsany jiz vySe. Zde bude pojednano

o jednotlivych receptorech a jejich specificich.
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NKp46 je transmembrani receptor, ktery je tvofen dvéma C2-typy Ig podobnym
doménadm ve své extracelularni oblasti a ktery je specificky pouze pro NK bunky a to jak
v klidovém tak aktivovaném stadiu (Morreta et al. 2000).

Ukazuje se, ze receptor NKp46 je hlavnim aktivacnim receptorem, ktery po navazani
ligandu vede k mobilizaci intracelularniho ionizovaného véapniku s vyslednou cytotoxickou
aktivitou a indukci tvorby cytokinil. Jako proteinové adaptory vyuZzivaji receptory NKp46
CD3-C a Fce-Rly, na které je nekovalentné navazan ITAM motiv (Moretta et al. 2006).

NKp30 je stejné¢ jako NKp46 exprimovana jak na klidovych tak aktivovanych
NK bunikach a ukazuje se, Ze NKp30 uzce spolupracuje s NKp46. Tento receptor se lisi
od NKp46 ptfitomnosti pouze jedné extracelularni domény V typu. Jako adaptorovy protein
s navazanym ITAM motivem funguje CD3-C (Morreta et al. 2000).

NKp44 receptor je pfitomen pouze na aktivovanych NK buikéch v pfitomnosti IL-2.
Na své extracelularni doméné¢ mé jednu doménu typu V. Adaptorem pro tento receptor je
DAP12, ktery obsahuje pouze jediny ITAM motiv umoznujici pfevedeni signalni kaskady,
kterd vede ke kone¢nému uvolnéni lytickych granul (Blery et al. 2000).

Aktivujici receptory KIR

KIR receptory patfi do rodiny receptorti imunoglobulind. Existuje Sest aktivac¢nich
variant, ktery jsou geneticky kodovany na 19p13.4 chromosomu. Mezi aktiva¢ni receptory
patii varianty s kratkymi cytoplasmatickymi konci (KIR2DS a KIR3DS).

KIR receptory asociuji s adaptorovym proteinem DAP12. Po navazani ligandu dojde
k fosforylaci DAP12 a vytvofeni vazebného mista pro Syk/Zap70 s naslednou aktivaci
vedouci v konecné fazi k lytické aktivité.

KIR rozpoznavaji alely MHC 1. tfidy, mezi néZ patii skupiny: HLA-A, HLA-B
a HLA-C (Moretta et al. 20006). Zastoupeni KIR receptorti na povrchu NK bunék je velice
riznorodé jak napfi¢ populace, tak i v rdmci jednoho jedince.(Yawata et al. 2006)

Mezi aktivacni receptory se fadi i receptor s kratkou formou KIR2DL4. Tento receptor
se fadi mezi aktivacni receptory i pfes pifitomnost ITIM domény. KIR2DL se nachazi
na CD56 ™" NK buiikach. KIR2DL se odlisuje od zbytku receptorii rodiny KIR odlignou
vazebnou aminokyselinou pro proteinovy adaptor. V ptipadé KIR2DL4 nejde o zbytek lysinu
jako u ostatnich KIR receptordi, ale o argininovy zbytek. Dal$im rozdilem KIR2DL4
od ostatnich KIR receptort je v adaptorovém proteinu, kdy KIR2DL asociuje s Fcy-Rla
(Kikuchi-Maki et al. 2005). A v neposledni tad¢ aktivace KIR2DL4 receptoru nevede
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k zprostiedkovani cytotoxicity, ale produkci velkého mnozstvi INF-y (Rajagopalan et

al. 2001).

3.4.3.3. Inhibi¢ni receptory NK bunék
Jiz dlouhou dobu je znama schopnost bun¢k inaktivovat kaskddu vedouci k indukei

lyzy NK bunikami v pfitomnosti MHC I molekul. Podstatou tohoto jevu je pfitomnost
povrchovych molekul, které rozpoznavaji MHC I molekuly na cilovych buiikdch a které
vyvolavaji spuSténi signalni inhibi¢ni kaskady. V pfipadé nepfitomnosti ¢i prevahy
aktivacnich receptorit dojde k aktivaci NK buné€k. Roli specificky inhibi¢nich receptorti vici
MHC molekulam 1. tfidy v pfipadé NK bun¢k maji KIR receptory a NKG2A/CD94 (Blery et
al. 2000; Moretta et al. 2006). Jak KIR receptory tak i NKG2A/CD94 receptory se mohou
nachazet 1 na n€kterych subtypech T lymfocytl véetné NKT lymfocyth (Uhrberg et al. 2001).

Inhibujici KIR receptory

Jde o vysoce diversifikovanou rodinu imunoglobulinim podobnych receptorii se
schopnosti rozpoznavat polymorfni struktury lidskych MHC I molekul (HLA-A, HLA-B,
HLA-C). Strukturdlné se podobaji aktivujicim KIR pouze v extracelularni ¢asti.
Od aktivujicich KIR receptorti se odliSuji dlouhym cytoplasmatickym koncem obsahujicim
jeden ¢i vice ITIM motiva.

Na ITIM motivu se nachdzi dlouha sekvence aminokyselin umoziujici spfazeni dvou
SH2 domén protein fosfatazy SHP-1. Takto aktivovand SHP-1 fosfatdza inaktivuje kinazy
hrajici diilezitou roli v aktiva¢ni kaskadé pro mobilizaci lytickych granul NK bunék (Gupta et
al. 1997). Znamé ligandy pro inhibi¢ni receptory KIR2DL jsou HLA-C molekuly,
pro KIR3DL1 a KIR3DL2 HLA-B a HLA-A.

V pribéhu vyvoje a maturace NK bunck je ptfitomnost KIR receptorti na povrchu
nizka. Avsak jednou exprimované KIR receptory zlstavaji stabilné exprimovany na povrchu

NK bun¢k (Freud et al. 2006, Parham 2006; Fauriat et al.2008).

NKG2A

Svou strukturou se nelisi od jinych receptort NKG2 rodiny. Na povrchu NK buné¢k se
vyskytuje jako heterodimer spole¢n¢ s molekulou CD94. Na svém cytoplasmatickém konci
receptoru jsou navazany dva ITIM motivy, které po navézani receptoru s ligandem podléhaji

fosforylaci a nasledné se stavaji vazebnym mistem pro SHP-1 a SHP-2. Touto vazbou dochézi
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k aktivaci SHP-1 a nasledné supresi aktivacnich signalii pochazejicich z aktivacnich receptorti
(Borrego et al. 2005).

Jedinymi ligandy pro NKG2A receptor jsou neklasické HLA-E ligandy.

Receptor NKG2A/CD94 je ptfitomen na NK bunikach jiz v pribéhu ontogeneze.
Existuji vSak rozdily hustoty zastoupeni tohoto receptoru na jednotlivych subtypech
NK bungk, kdy nachizime vy$si denzitu NKG2A/CD94 receptoru na CD56™¢" ney
CD56"™ NK buiikach (Cooper et al. 2001a). Mizeme tak Fict, ze NKG2A receptor mize
fungovat jako marker zralosti NK bungk, kdy v prib&hu maturace z CD56 ™" k CD56" ™
6dim

NK bunkdm postupné mizi exprese NKG2A a naopak subsety CD5 ziskavaji receptory

KIR (Béziat et al. 2010).
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4. Metody a pacienti

4.1. Usporadani studie

4.1.1. Vlastni uspoiadani studie

Vstupni vySetreni

Podpis informovaného souhlasu, vySetfeni krevniho obrazu vcetné
diferencidlniho rozpoctu, odbér krve k imunofenotypizaci pomoci CD znakd,

dotaznik kvality Zivota a Zungova sebeposuzovaci $kala deprese, konzultace

v eventualné preSetieni klinickym psychiatrem

Rozdéleni do jednotlivych
skupin

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

symptomtl, 3. primarni operabilita vlastniho nddoru

Opakované vySetieni

V odstupu 4-6 tydnli (vySetieni krevniho obrazu vcetné diferencidlniho
rozpoctu, odbér krve k imunofenotypizaci pomoci CD znakd, dotaznik kvality

Zivota a Zungova sebeposuzovaci skala deprese

Sledovéani klinického vyvoje

4.1.2. Zarazovaci a vyiazovaci kritéria

Zatazovaci kritéria
e Vstupni performance status (ECOG 0-1)
e Pacienti sledovani v paliativni ambulanci pro adenokarcinom pankreatu

e Pacient bez inicialni antidepresivni 1écby
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e Podepsani informovaného souhlasu o zafazeni do studie a moZnostech dalSiho

zpracovani biologického material
e Véknad 18 let
Vylucovaci kriteria
e Pozitivni psychiatrickd anamnéza
e Objeveni se psychiatrické diagnézy v pribehu protinddorové terapie
e Vstupni performance status (ECOG 2 a vyse)

e Nepodepsani informovaného souhlasu

4.1.3. Rozdélenti do jednotlivych skupin

Pacienti s depresivnimi Pacienti bez depresivnich
symptomy symptomu

S chemoterapii S chemoterapii

Bez chemoterapie Bez chemoterapie
Pacienti s chemoterapii Pacienti bez chemoterapie

Kontrolni skupina

4.2. Soubor pacientii

Do studie bylo zahrnuto 21 pacientli, v dobé zatazeni do studie s lokaln¢ pokrocilym
KP (histologicky adenokarcinom), 1é€enych v ambulanci paliativni onkologické péce Kliniky
onkologie a radioterapie Fakultni nemocnice v Hradci Kralové v obdobi mezi prosincem 2010

a dubnem 2011 s naslednym sledovanim do zati 2011. Vstupn€ byl s pacienty podepsan
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souhlas sucasti ve studii, kterd byla schvalena Etickou komisi FN Hradec Kralové.
Vylucovacim kritériem byla pozitivni psychiatrickd anamnéza, nepodepsani informovaného

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

Median véku pacientli zafazenych do studie byl 67 let (vékové rozmezi 41-81). Bylo

zafazeno 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 pacientll) (viz Graf 1).
V nasi sledované skupiné bylo dle TNM klasifikace AJCC 2009 v dobé stanoveni diagnozy
nejvice zastoupeno stadium IIB s 10 pacienty, nasledovanym IV. stadiem s 5 pacienty

(viz Tab.1).

Primarni lokalizace nadoru pankreatu

Bhlava pankreatu
Btelo pankreatu
Okauda pankreatu

OTElo a kauda pankreatu

Graf 1. Procentuélni zastoupeni primarni lokalizace nadoru pankreatu

U 13 pacientit byl KP inoperabilni, avSak v prib&hu 1é€by u 6 ztéchto pacientl byl
nutny paliativni chirurgicky vykon pro riziko vysokého ileu. Primarné radikalni chirurgicky
vykon podstoupilo 8 pacientil, nicmén€ u 2 z nich byl nutny v ¢ase i paliativni chirurgicky
vykon pro riziko vysokého ileu. Radikalni operace v nasi sledované skupiné byli schopni

pouze pacienti do II. stadia dle prvotni TNM klasifikace v dob¢ stanoveni diagndzy.

40



Zatazeni pacienti byli rozdéleni na zdklad¢ jednotlivych kritérii do dvou skupin
(10 s projevy deprese, 11 bez projevli deprese). Tyto dvé podskupiny byly dale rozdeleny
na pacienty, ktefi v dobé zatrazeni do sledovani absolvovali chemoterapii a na ty, kteti byli

bez chemoterapie déle jak 1 mésic (viz Tab.1).

Jako kontrolni skupina slouzilo 5 zdravych jedinci bez pfitomnosti tumoru a bez
depresivnich symptomi. V pfipadé parametri krevniho obrazu a jeho diferencialniho
rozpoc¢tu byly vysledky naSich pacientii porovnavany s referencnim rozmezim jednotlivych

parametrl stanovenych pro zdravou populaci.

V dobé zatazeni do studie podstupovalo 10 pacientli paliativni chemoterapii
gemcitabinem v davce 1250mg/m2 DI1,8,15 v intervalu 28 dnl. 2 pacienti podstupovali
paliativni chemoterapii v reZimu FUFA dle DeGramonta (tito pacienti nebyli zafazeni
pro statistické vypocty porovnavajici skupinu pacienti s chemoterapii a bez chemoterapie).
U pacientli s paliativni chemoterapii gemcitabinem jsme vypocetli davkovou intenzitu
vztazenou na m*/tyden. V nafem souboru byla primérma davka intenzity 687,1mg/m2/tyden
(smérodatnd odchylka 183,346). Celkovd doba pieziti pacientii v nasSi sledované skupiné

k 1.9.2011 byla v medidnu 366 (rozptyl 90 az 4475 dnty).

4.3. Nastroj ke stanoveni deprese

U depresivnich a uzkostnych pacientil je zapotiebi ¢asnd diagndza a okamzita 1écba.
V bézné praxi je dobré mit na paméti, ze diagnostikovat depresi znamena hlavné na tuto
moznost pomyslet. Proto je nutno alespon orientaéné zhodnotit afektivni stav pacienta.
Zatimto ucelem lze pouzit diagnostické testy na zjiSténi deprese zahrnuji vyhledavani
klinickych pfiznak a symptomi a v ptipadé znamek piitomnosti deprese nasledné pacienta
predat do odborné péce — psychiatra.

Hodnotici sebeposuzovaci skaly vyuzivaji kombinace pozorovéani pacienta tazatelem
s vlastnim sebeposouzenim pacienta. Jednotlivé otazky v dotazniku jsou ohodnoceny body,
které na konci po souctu maji vypovidajici hodnotu dle nastaveni jednotlivych dotazniki.
Vysoké skoére nemusi nutné znamenat hlubsi depresi. Hlavni nevyhodou téchto testi je
nemoznost odhalit moznou disimulaci. V nasem sledovani jsme pouzili Zungovu

autoevaluacni $kalu pro hodnoceni tihy deprese (viz ptiloha €. 1).
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tihy deprese. Jde o vhodnou

4

W

fejmeni

Tento test byl navrhnut Zungem v roce 1965 k oz
alternativu k Beckové testu. Tento test se sklada z dvaceti otdzek, z deseti pozitivnich a deseti

Median véku Median celkového

o3
5 g Vm (max-min) preziti
L 5 :
SEEEN = (max-min)
e,
S depresivnim 10 5 5 71,5 (81-57) 307 (4475-90)
symptomy
Bez depresivnich 1 6 5 59,0 (77-41) 493 (3083-246)
symptomi
S depresivnim 6 3 3 neprovadéno neprovadéno
symptomy a
chemoterapii
S depresivnim 4 2 2 neprovadéno neprovadéno
symptomy bez
chemoterapie
Bez depresivnich 6 3 3 neprovadéno neprovadéno
symptomii a
chemoterapii
Bez depresivnich 5 3 2 neprovadéno neprovadéno
symptomi bez
chemoterapie
S chemoterapii 12 6 6 61,5 (75-41) 493 (1366-246)
Bez chemoterapie 9 5 4 69,0 (81-54) 493 (4475-90)
Celkové 21 11 10 67 (81-41) 366 (4475-90)

Stadium
v
Stadium
11
Stadium
1B
Stadium
IIA
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negativnich. Tyto otdzky jsou zamétfeny ke zhodnoceni psychomotoriky, fyziologického
ekvivalentu pacienta a jinych poruch. Dotazovany ma vyjadfit miru potizi na ctyibodové Skale
moznosti odpovédi — nikdy nebo ziidka, n€kdy, dosti ¢asto 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 bodi.

4.4. Metody stanoveni bunééné populace - pritokova cytometrie

Pratokova cytometrie je moderni laboratorni metoda, pomoci které lze vySetfovat
jakékoli imunofluorescenéné oznacené bunééné suspenze a stala se soucasti imunologické
a diferencidlni diagnostiky v klinické praxi.

Pritokova cytometrie je metoda, kterd umoziiuje automatickou kvantifikaci parametrt
pro velky pocet bunék béhem jednoho vysetieni. Touto metodou je také mozné analyzovat
pevné tkané po upravé na bunécnou suspenzi. Tato metoda je zaloZena na fyzikalnich
vlastnostech svételného rozptylu analyzovanych bunék — tedy predevSim na fluorescenci.
Tato fluorescence miize byt spojena bud’ s barvou nebo s protilatkou, které jsou konjugovany
komponenty nachdzejicimi se na povrchu ¢i intracelularné.

Tato metoda velmi usnadnila identifikaci riznych bunéénych typl pfi diagnostickém
procesu. Prvni pritokovéa cytometrie umoziiovala analyzu jedné ¢i dvou barev, v dne$ni dobé
je mozné analyzovat az 11 fluorescencnich barev najednou. Bézny cytometr je schopen
detekovat piiblizng 10°-10° molekul oznagenych fluorochromy. Avsak skuteéna senzitivita je
vzdy o néco men$i, a to zdivodl rozmélnénim imunofluorescence i na nespecifické

povrchové antigeny, a také z divodu shluku téchto ¢astic pti nadbytku fluorochromu.

4.4.1. Indikace k vySetieni

Pritokova cytometrie ziskdva v dnesni dob¢ stale vétsi uplatnéni i v klinické praxi
nejen pro stanoveni diagndzy, ale také pro stanoveni progndzy, anebo monitoraci priabéhu
onemocnéni (Craig et al. 2008).

Ohledné indikaci vhodnych k vysetfeni pomoci prutokové cytometrie byly a jsou
potadany stale nové a nové odborné védecké diskuze (Davis et al. 1997, Stetler-Stevenson et
al. 2007, Davis et al. 2007). Zakladni doporuceni ohledn¢ indikace byly naposledy stanoveny

skupinou mezinarodnich expertl v roce 2006 na konferenci v Bethesd¢ nazvané: Bethesda
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International Consensus Conference on Flow Cytometric Immunophenotyping of

Hematolymphoid Neoplasia (Stetler-Stevenson et al. 2007; Davis et al. 2007) (viz Tab. 2).

Indikace k flowcytometrickému vySetieni

Nejasna leukocytoza, cytopenie (leukopenie,
anémie, trombocytopenie, pancytopenie),
lymfocyt6za ¢i monocytdza, eozinofilie
ptitomnost atypickych bunék ¢i blastl v periferni
krvi ¢i kostni dfeni

klinické podezieni na hematologickou chorobu
suspektni uzlinovy syndrom

hepatomegalie ¢i splenomegalie

monoklondlni gamapatie

defektni funkce trombocytil ¢i trombocytoza

s pfitomnosti abnormalnich trombocytii

klinicky imunodeficit

Klinické vyuziti priitokové cytometrie

Imunofenotypizace leukemii a lymfomt

DNA analyza

Funk¢ni vySetfeni leukocytt

Stanoveni intracelularniho vapniku

Diagnostika defektd imunity

Cytometrické vysSetfeni solidnich nadorti
Diagnostika a monitorovani autoimunnich chorob
Transplanta¢ni imunologie

Tab. 2 Indikace k vysetfeni pritokové cytometrie v§eobecné

4.4.2. Princip pritokové cytometrie

Metoda pritokové cytometrie se opird o zaklady fyzikalnich zakonii o optice, tekuting,
elektronice. Pritokova cytometrie je soustava detekujici buiiky ¢i Castice, které se pohybuji
v proudu kapaliny skrz laser/svételny paprsek a detekujici zonu. Vysledkem je méteni
relativniho svételného rozptylu v méfici soustavé. Analyza a rozliSeni bunck jsou pak
zalozeny: zaprvé na rozptylu paprsku v Gzkém thlu (0,5-10°) od osy tzv. forward scatter
(FSC), ktery odpovida velikosti buiiky, zadruhé na rozptylu paprsku v 90° ose tzv. side scatter
(SCC), kterd odpovida zrnitosti, a zatfeti na ptitomnosti fluorescen¢nich molekul bud’

ve formé protilatky ¢i barvy (Macey 2007).
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Pomoci flow cytometru jsme schopni méfit nékolik parametrii na jedné burice
ve stejny cas a je tedy 1 mozné diagnostikovat homogenni skupinu mezi zdanlivé heterogenni
populaci.

Piistroj jako takovy se skladd ze tii funkEnich jednotek: 1. jeden ¢i vice zdroju
laserového paprsku a senzory, 2. hydraulicky systém zodpovédny za kontrolu pasaze pres
senzory, 3. pocitac, ktery sbird data a provadi analytické pochody na zaklad€ signala
ze systému senzorl (viz Obr. 4).

Laser jako zdroj svétla m& hlavni vyhodu vtom, Ze produkuje monochromaticky
svételny paprsek. NejCastéji se pouziva argonovy laser s vlnovymi délkami mezi 35Inm
a 528nm, kryptonovy lasery produkuji svétlo o vlnovych délkdch mezi 350nm a 799nm.
K naSemu méfeni jsme pouzili pritokovy cytometr CyAN ADP od firmy DAKO. Jde o deviti
barevny prutokovy cytometr vyuzivajici tfi lasery (o vlnovych délkach 488nm, 405nm,
635nm), ktery je schopen méfit 11 parametri (FSC,SCC, FL1-9).

Tak jak prochazi buika laserovym paprskem, jsou na jejim povrchu excitovany
navazané fluorescencni monoklonalni protilatky. Tato excitace je detekovana pomoci
optického aparatu a dale pomoci soustavy dichronickych zrcadel a dalSich filtri. Fotony
dopadajici na detektor jsou konvertovany na elektricky impuls, ktery je pak pomoci analog-
digitalovym konvertorem pfeveden na numericky signal. Vizudlnim vysledkem je zobrazeni
jednotek frekvence distribuce, které mohou byt jednoparametrové, dvouparametrové,
¢i viceparametrové. Jednoparametrova vizualizace sleduje intenzitu fluorescence na ose x
apocet bunck dané fluorescence na ose y. Dvouparametrové histogramy umoziuji
identifikaci riznych bunéénych typl, kde na ose x je vynesena intenzita jednoho a na ose
y intenzita druhého signdlu a mnozstvi bunck je znadzornéno hustotou bodl (tzv. dot-plot

histogram).
4.4.3. Fluorochromy

Latky schopné fluorescence se nazyvaji fluorochromy. Schopnost méfeni vice znakl
na jedné buiice je limitovano poctem fluorochromi, které je mozno simultanné méfit.
S ohledem na méfeni pritokovou cytometrii je vhodné, aby fluorochromy mély v optimalnim
pfipad¢ nasledujici vlastnosti: biologickd inertnost, vysoka fluorescen¢ni intensita,
aby vykazovaly malé spektralni pfekryvy mezi sebou a umoziovaly jednoduchou konjunkci
s monoklonalnimi protilatkami (Baumgarth et al. 2000). RozliSujeme fluorochromy
samostatné a tandemové, u kterych excitace primarniho fluorochromu aktivuje k excitaci

sekundarniho fluorochromu.
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Nejcastéji pouzivané flourochromy jsou FITC (fluorescein isothiocyanate), které maji
absorpéni maximum pii vinové délce 490 az 495 nm a emituje svétlo o vinové délce 520 nm
v zelené oblasti a PE (phycoerythrin) s absorpénim maximem pii vinovych délkach 485 az
575, které emituje svétlo ve vinové délce 575 nm v Cervené oblasti. My jsme déle pouzili
samostatné fluorochromy Pacific Blue APC a tandemové flourochromy PE-Cy5 a PE-Cy7
(viz Tab. 3).
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Obr. 4 Schema principu prutokové cytometrie (pievzato z CyAn™ ADP with Summit™

Software User Guide 2006).

Vybér spravného fluorochromu k identifikaci znakt je zavisly na hladiné exprese
tohoto znaku a druhu bunky, na kterém je exprimovan. Pokud nejsou tyto informace
k dispozici, je vhodné pouzit pro tyto nezndmé buiiky jasné fluorochromy jako PE, Cy5SPE
¢1APC a méné jasné fluorochromy pouZzit k identifikaci zndmych znakt (Baumgarth
et al. 2000).

Vybér spravné kombinace fluorochrom by mél byt provadén na zdkladé jednotlivych
specifikaci pro konkrétni projekt. Jind strategie plati pro kombinaci 11 barev a jina pro 4.
Vybér barev je také zavisly na poctu detektori v pfistroji. Dale jedno z hlavnich kritérii je

o¢ekavana hladina exprese sledovaného znaku.
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4.4.4. Spektralni piekryv a jeho kompenzace

Spektralni piekryv mezi jednotlivymi fluorochormy je nejvétsim limita¢nim faktorem
pro cytometrické vysetifeni. Kazdy fluorochrom ma Siroké spektrum emise a pfi pouziti vice
fluorochromti je zde vysoka pravdépodobnost, ze se jednotlivé spektra budou piekryvat.
Toto je moZzné omezit vybérem spravného filtru (Baumgarth et al. 2000; Overton 2006,
McCarthy 2007a). Spektralni ptekryv je také mozné redukovat i vybérem druhu laseru (dle

vlnové délky). Dal§i mozna kompenzace je zavisla na druhu softwaru.

laserova ecitace | maximalni maximani emise | barva
Barva (nm) absorbance (nm) (nm) fluorescence

FITC  |480 490 525
PE 480 490, 565 578 -

PE-Cy5 |488 496,547 670 |

PE-Cy7 |488 496, 546 780
Pacific | 405, 407 410 455

Blue

APC 633, 635,647 650 661

Tab. 3 Charakteristika pouzitych fluorochromt

Hlavnim cilem kompenzace je odstranit spektralni piekryv fluorochromu
ze ,,Spatného* kanalu, jako napfiklad u fluoresceinu (primarné zeleny), ktery je méfen
v kanalu FL1, avSak mé i Zlutou komponentu, kterd se zobrazuje v kandlu FL2 (Roederer
2002).

Spravné pouziti kompenza¢niho mechanismu je nutnym piedpokladem ke spravné
analyze namétfenych dat. Napiiklad nastaveni spravného kompenza¢niho mechanismu je
nutné k rozliSeni dim populace, kdy podcenéni kompenzacniho mechanismus mize vést
k nadhodnoceni frekvence ptitomnosti dim populace a naopak nadmérnd kompenzace ndm

tuto frekvenci podhodnoti.

4.4.5. Piiprava krve na vySetieni

Venoézni krev po odbéru by méla byt okamzit¢ promichina s antikoagulanciem
(heparin, citrat sodny, K3EDTA), aby se zamezilo krevnimu srazeni. Vybér antikoagulacniho
¢inidla nehraje ve vétSin¢ piipadu roli. Ale nékdy vybér antikoagulancii miize ovlivnit
kone¢ny vysledek. K3EDTA je vhodny pro imunofenotypizaci leukocytli, avSak jelikoz jde
o silny chelator, neni vhodnym c¢inidlem pro vySetieni epitopy dependentni na Ca2+ jako

napt. CD11b (McCarthy et al. 1993). Samotné heparinové ¢inidlo je vhodné pro vySetfeni
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funk¢nich vlastnosti lymfocytl. Pro vylouceni in vitro aktivace trombocyti a myeloidnich
bunék je vhodné pouzivat polypropylenové zkumavky (McCarthy 2007b).

Z této nesrazlivé krve se pak odstrani prevladajici Cervené krvinky a krevni desticky.
K tomu se vyuzivd jedna z nasledujicich technik jako diskontinualni hustotni gradient,
hypotonicka nebo chloridem amonnym zprostiedkovana lyza.

Znaceni leukocyti monoklondlni protilatkou miize probihat pfed lyzou ¢i po lyze
bezjadernych krevnich elementii. V soucasné dob& existuje mnoho experimentalnich
protokolti k provedeni povrchové imunofenotypizace. Tyto protokoly se daji obecné rozdélit
na dv€ skupiny dle pouziti techniky znaceni cilovych bun¢k protilatkami konjugovanymi
s fluorochromy na na pfimé a nepiimé znaceni.

Pokud neni mozno ztechnickych diivodii provést barveni vzorkd bezprostiedné
po odbéru, je nutné, aby tyto vzorky byly uloZeny v pfihodnych teplotnich podminkach.
Teplota kolem 25°C je postaCujici v ptipadé stabilnich molekul jako CD3, ale vhodnéjsi je
vSeobecné povazovana teplota 4°C (Hensleigh,et al. 1983; Ashmore et al. 1989; Repo et
al. 1993).

Buriky se s protilatkami inkubuji po dobu 10-30 minut. Nésleduje promyvani koncentratu bud’
jednorazovou, nebo opakovanou centrifugaci a resuspendaci v pufrovaném izotonickém
roztoku. Tento roztok miiZze obsahovat ochrannou bilkovinu a azid sodny, ktery brani
bunéénym pochodliim, a n¢kdy 1 fixacni €inidlo ke stabilizaci vazby protilatek a bunénych

struktur pred méfenim (Sinkorova et al. 2008).

4.4.6. Analyza a interpretace

Prvni informace, ktera charakterizuje analyzovanou suspenzi je tzv. scattergram.
Jde o dvojrozmérny teCkovy diagram (angl. dot plot). Pfedstavuje hromadnou reprezentaci
vSech objektli vzorku s hodnotou parametru forward scatter vys§i nez vybrany prah (angl.
treshold). Kazda burika je v takovychto diagramech reprezentovana jednou teckou.

Scattergram ukazuje zéavislost mezi velikosti parametru forward scatter a velikosti
parametru side scatter. Tyto hodnoty jsou relativni a jsou vyndSeny v logaritmické Skale.
Na zéklad¢ rozdilt ve velikosti (FSC) a morfologickych ukazatelich (SCC) bunék mizeme
ve scattergramu vizualné rozlisit bunééné populace (viz Obr. 5).

Leukocyty periferni krve jsou znacné€ heterogenni z hlediska parametru side scatter
a rozpadaji se do n¢kolika zfetelné¢ odlisitelnych populaci. Oblast bun€k s nizkou hodnotou
parametru side scatter predstavuji lymfocyty, oblast se stfedni hodnotou side scatteru

zastupuji monocyty a oblast s vysokymi hodnotami side scatteru vyobrazuji garanulocytarni
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populaci (neutrofilni a eozinofilni polymorfonuklearni leukocyty) (Pursley 2006; Sinkorova et
al. 2008).

Pokud je analyzovand bunéfnd suspenze oznacena monoklondlnimi protilatkami
reagujicimi specificky s definovanymi membranovymi molekulami, 1ze proméfit pritomnost
a intenzitu fluorescence na jednotlivych burikach. Digitdln¢ lze najednou analyzovat vSechny

zméfené parametry a vzajemné je kombinovat pomoci elektronické selekce subpopulaci

(gating).
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Obr. 5 Zékladni scattergram priitokové cytometrie

Na zékladé exprese CD3 mizeme délit populaci lymfocytii na CD3" T-buiiky a CD3
NK-buniky, které je nutné analyzovat oddélené. Pomoci znakii CD16 a CD56 Ize v kombinaci
s CD3 odligit tzv. NKT lymfocyty (CD3"CD16"'CD56") od T lymfocytii (CD3"CD16'CD56).
Subpopulace NKT lymfocytli se dnes povazuje za specidlni subpopulaci NK bunék
s povrchovou expresi CD3 molekuly, pficemz NK buiikky jsou definovany jako CD3"
CD16'CD56". T lymfocyty s expresi CD4" piedstavuji subpopulaci CD4" pomocnych
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a regula¢nich T-lymfocytil, zatimco exprese CD8" na T lymfocytech piedstavuje subpopulaci

ptevazné cytotoxicky T lymfocyti (viz Obr. 6).
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Obr. 6 Postup analyzy prutokové cytometrie: A — zakladni histogram bunéénych krevnich
elementii; B — histogram po gatovani na populaci leukocytli; C — histogram po gatovani
lymfocytl s rozliSenim pomoci znaki CD 3 CDS; D — histogram ziskany po gatovani na CD3-
populaci lymfocytl s naslednym rozliSenim dle znaki CD56 a CD16; (zkratky: FS forvard
scatter, SS side scatter, FITC fluorescein isothiocyanate; PE phycoerythrin, APC
allophycocyanin, PECy7 phycoerythrin cyanin).
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4.4.7. CD nomenklatura a pouZité CD znaky v projektu

Jednotlivé bunécné elementy mohou byt identifikované pomoci tzv. CD (Cluster
Designation) znakl. V podstaté jde o popis povrchovych molekul, které byly identifikovany
pomoci monoklonalni protilatky, tvofené riznymi hybridomy, u kterych se ukaze, Ze maji
stejné charakteristiky, a které jsou potom spojeny do shluku (clusteru). CD nomenklatura byla
zaloZena v PafiZi v roce 1982 a je stale dopliiovana a o dal$i znaky (Bernard et al. 1984).

Dnes je znamo az 350 membranovych molekul (CD1-CD350). Zasadnim piinosem
CD nomenklatury je moznost komunikace a jednoznacné vyjadiovani vysledkli analyz,
pii kterych jsou pouzivany monoklonalni protilatky.

V nasi studii jsme pouzili konjugované monoklondlnich protilatky nasledujicich CD
znakl: CD3 FITC (Beckman Coulter), CD4 PE (Pharmigen™ BD Biosciences), CD8 PE
(Beckman Coulter), CD8 FITC (Beckman Coulter), CD16 APC (BioLegend®) , CD25 PB
(BioLegend®), CD56PeCy7 (Beckman Coulter), CD69 PeCy5 (Beckman Coulter),
CD158i PE (Beckman Coulter), CDI158el/e2 PE (Beckman Coulter), CDI159a APC
(Beckman Coulter), CD314 APC (Beckman Coulter), CD335 PE (Beckman Coulter),
CD337 PE (Beckman Coulter) (viz Tab. 4).

Pro jednotlivd méfeni pritokovou cytometrii a pro zakladni identifikaci bunécné populace
lymfocytl a bliz§i charakteristiku NK bun¢k jsme pouzili nasledujici kombinace:

CDS8 FITC CD4 PE

CD3 FITC CD8 PE CD69 PeCy5 CD25 PB

CD3 FITC CD335 PE CD56 PeCy7 CD159a APC

CD3 FITC CD337 PE CD56 PeCy7 CD159a APC

CD3 FITC CD158i PE CD56 PeCy7 CD314 APC

CD3 FITC CD158el PE CD56 PeCy7

CD3 FITC CD8 PE CD16 APC CD56 PeCy7

CD3 FITC CD4 PE CD69 PeCy5 CD25 PB

© N kWD =

4.4.8. Charakteristika pouZitého cytometru

K naSemu méfeni jsme pouzili pritokovy cytometr CyAn ADP od firmy DAKO. Jde
o devitibarevny pratokovy cytometr vyuZzivajici tfi lasery (o vlnovych délkdch 488nm,
405nm, 635nm), ktery je schopen meéfit 11 parametra (FSC,SCC, FL1-9). CyAn ADP

poskytuje tfi excitani linie s nezavislym optickym apardtem. Je schopen analyzovat az
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70 000 udalosti za sekundu. Poskytuje plnou 9x9 interlaserovou kompenzaci a vysokou

senzitivitu.

4.4.9. Vlastni protokoly

4.4.9.1. Protokol pro pfipravu lyzujiciho roztoku

Koncentrat lyzujiciho roztoku EasyLyse™ (Dako, Denmark) zifedime s ionizovanou

vodou v poméru 1:20. Takto zfedény roztok je mozno nésledné uchovavat v lednici.

4.4.9.2. Protokol pro pfipravu periferni krve

Pouzijeme 1ml krve odebrané¢ do zkumavky s heparinem. Vzorek je nutno zpracovat
do 24 hod. K tomuto Iml krve pfiddme 10ml lyza¢niho roztoku a tuto smés nechame
piipokojové teploté inkubovat na 15 min. Smés nésledné centrifugujeme pfi teploté 8°C
1600 RPM na 5 min. Odstranime supernatant a sediment nechdme roztiepat. Poté promyjeme
4ml roztoku cell wash a centrifugujeme 5 min pii teplot¢ 8°C a 1600 RPM. Tuto proceduru
promyvani opakujeme jeSté jednou a nasledné pfiddme 1 ml roztoku cell wash. Timto

zptisobem ziskame bundénou suspenzi piiblizné s 5x10° bundk v 100pl.

4.4.9.3. Protokol k oznacéeni leukocyti monoklonalnimi protilatkami

Monoklonélni protilatky aplikujeme postupné dle naseho protokolu do jednotlivych
jamek desticky. Ptidame 100 pl ziskané promyté bunééné suspenze. Tuto smés pak nechdme
inkubovat 15 min pfi teploté¢ okolo 5-8°C. Nasledné smés centrifugujeme 5 min pfi teploté
8°C a 1600 RPM. Odstranime supernatant a sediment protfepeme. Poté do kazdé jamky
desti¢ky s buné¢nou suspenzi ptiddme 80ul roztoku cell wash a opét centrifugujeme 5 min
pti teploté 8°C a 1600 RPM s naslednym odstranénim supernatantu a opétovnym protiepanim
a pridanim 180 pl roztoku cell wash. Znovu centrifugujeme 5 min pii teplot¢ 8°C a
1600 RPM s naslednym odstranénim supernatantu a protfepanim sedimentu. Ziskanou
bunénou suspenzi promichdme s cell wash roztokem a odebereme do jednotlivych
zkumavek, které slouzi k méteni. V pfipad¢ vice vzorkli a prodlouzeni doby do vlastniho

méteni, uchovavame vzorky pfi teploté okolo 5-8°C.
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CD4

CD8

CD16

CD25

CD56

CD69

CD158i

CD158el/e2

CD159a

CD314

CD335

CD337

Synonyma

CD3 complex, T3, leud

OKT4, Leu 3a, T4

OKTS, LeuT, LyT2, T8

Vyskyt

T Lymfocyty, subpopulace lymfocyt
Tymocyty, subpopulace T lymfocyti (helpery), monocyty,
makrofagy

Subpopulace tymocytt, subpopulace T lymfocytt
(supresory), NK buiky

FcyRIIla-CD16a; FeyRIIIb-CD16b  NK buiiky, neutrofily, makrofagy (CD16b - granulocyty)

Interleukin (IL)-2 receptor a chain,
Tac antigen

NKHI, neutral cell adhesion
molecule (NCAM)

AIM, activation-induced mulecule,

MLR3

KIR2DS4, p50.3

KIR3DLIL, p70

NKG2A

NKG2D, KLR

NKp46, Ly-94 homolog

NKp30, Ly 117

Aktivované B a T lymfocyty, lymfoidni progenitorové
buriky

NK buriky, subpopulace T lymfocytii
Aktivované B a T lymfocyty, NK buiky, tymocyty,
trombocyty, granulocyty
NK buiiky, subpopulace T lymfocyti
NK buiiky, subpopulace T lymfocyt
NK buiiky, subpopulace T lymfocytt
NK buiiky, subpopulace aktivovanych T lymfocyti,
myeloidni buniky

NK bunky

NK buiiky

Funkce

Signalni komponenta TCR komplexu

Koreceptor pro MHC II, aktivace/diferenciace T lymfocytd

Koreceptor pro MHC I, aktivace/diferenciace T lymfodyti

Receptor pro IgG, ADCC, fagocytosa

Formovani vysoce afinitniho komplexu s IL-2Ra, w/ IL-2RB ay

Adhese

Signalni transdukce

Casna aktivace NK bunék, HLA-C receptor

Inhibiéni receptor

MHC I receptor, inhibice aktivace NK bun¢k

Aktivace cytolysy a produkce cytokinu, kostimulaéni faktor

Aktivaéni receptor NK bunck

Aktivaéni non-MHC receptor NK bunék

Tab 4. Charakteristicka pouzitych CD znaki
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S. Statistika
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 pii vlastni statistické analyze byly pouzity parametrické nebo
neparametrické parové ¢i neparové testy (parovy t-test nebo Wilcoxonliv parovy test,
respektive nepéarovy t-test nebo Mann-Whitneyho U test); za statisticky vyznamné bylo

povazovano p < 0,05.
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6. Vysledky
Celkovy pocet leukocytii, neutrofilii, lymfocytit a monocytii

Hodnotili jsme celkovy pocet leukocytli vcetné diferencidlniho rozpoctu neutrofild,
lymfocyti a monocyti. Celkovy pocet leukocytli byl u pacientii s KP a depresivnimi
symptomy vys§i oproti zdravym jedincim (p=0,01; 9,42+1,04 vs. 6,65+0,03). Neprokazali
jsme statisticky vyznamny rozdil pro leukocyty u skupin pacientii bez projevli deprese
a pacientll bez chemoterapie oproti hodnotam kontrolni skupiny (p=0,08). U skupiny pacientii
bez projevl deprese podstupujici chemoterapii jsme pozorovali statistické sniZzeni poctu
leukocytli ve srovnani se zdravymi jedinci (p=0,02; 5,77+0,34 vs. 6,65+0,03). Pti srovnani
jednotlivych skupin jsme pozorovali statisticky vyznamné vysSi pocty leukocytd pouze
v piipadé pacientli s depresivnimi symptomy a pacient bez projevit deprese (p=0,01;

9,42+1,04 vs. 5,97+0,37).

NaSe vysledky poukazuji na to, Ze pocet lymfocyti u pacientd s KP, bez ohledu
na pfitomnost ¢i absenci projevil deprese a bez ohledu na chemoterapii, byl signifikantné
snizen oproti hodnotam vyskytujicich se u zdravych jedincii. Neprokazal se statisticky
vyznamny rozdil v po¢tu lymfocytli mezi pacienty s/bez chemoterapie. V piipad€ srovnani
skupin pacienti s/bez projevii deprese jsme prokéazali sniZzeni poctu lymfocytd u pacientl

s depresivnimi symptomy (p=<0,001; 14+2,17 vs. 25,77+2,04) (viz Tab.5b).

Pozorovali jsme vyrazné¢ vys$$i hladiny neutrofili u pacienti s depresivnimi
symptomy, s/bez chemoterapie oproti hladindm vyskytujicich se u zdravych jedinct
(viz Tab.5a), ne vSak pro skupinu pacientli bez projevii deprese (p=0,08). Pfi srovnani
jednotlivych skupin mezi sebou, jen pacienti s depresivnimi symptomy vykazovali vyS$si
pocty neutrofil v porovnani s pacienty bez projevli deprese (p=< 0,001; 64,774+2,25 vs.
76,5+£2,19).

V piipadé poctu monocytl jsme u pacientii s KP bez ohledu na pfitomnost projevi
deprese ¢i chemoterapie neprokazali statisticky vyznamny rozdil oproti zdravym jedincim

(viz Tab. 5a,b).
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NK buiiky

V naSem souboru jsme neprokazali alteraci poctu NK buné€k 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).

VysSetfeni ¢tyfbarevnou pritokovou cytometrii prokézala vyssi hladiny NK lymfocyti
u pacientll s projevy deprese oproti pacientiim bez projevii deprese (p=0,07; 12,41+1,63 vs.
8,09+1,13). Ve skupin€ pacientli s chemoterapii pifitomnost depresivnich symptomil vedla
k zvySeni poctu NK bunék oproti pacientim bez projevl deprese (p=0,01; 13,0+£2,18 vs.
6,54+1,22) (viz Tab. a,b,c).

Alterace T lymfocytii

V piipadé T lymfocyti nebyly rozdily mezi kontrolni skupinou a pacienty s KP
(viz Tab. 5a). Pii srovnani skupin s/bez projevli deprese jsme pozorovali tendenci nizSich
hladin T lymfocytl u pacientl s depresivnimi symptomy (p=0,07;87,58+1,63 vs. 91,9+1,13).
U pacientl s chemoterapii pak pfitomnost depresivnich symptomi vede ke statisticky
vyznamnému snizeni hladin T lymfocytl oproti pacientim bez projevi deprese (p= 0,01;

86,99+2,18 vs. 93,45+1,22) (viz Tab. 5b,c).
CD3"highCD8 high lymfocyty

Pacienti s KP at s/bez projevlt deprese vykazuji vyrazné¢ niz8§i hladiny
CD3 ™M CDE™ME" T lymfocyti oproti kontrolni skuping (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™e€'Cpg*™hieh
T lymfocyti oproti kontrolni skupiné jsme pozorovali také u pacientii s chemoterapii i1 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) (viz Tab. 5a,b).

Pti srovnani jednotlivych skupin jsme sledovali statisticky rozdil pti porovnani
pacientli s/bez projevi deprese, kde pacienti s projevy deprese vykazovali vyznamné nizsi

hladiny CD3 ™e"CD8"™&" T lymfocyti (p=0,02; 22,84+1,58 vs. 27,62+1,31).
Alterace subpopulaci NK bunék

Vysledky pritokové cytometrie pomoci CD znakt CD16 a CD56 ukazaly signifikantni

snizeni po&tu subpopulace NK lymfocytd CD16" CD ™" na hlading statistické vyznamnosti
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a=0,05 v porovnani se zdravymi jedinci. Tyto rozdily byly pozorovany bez ohledu

na pfitomnost ¢i absenci projevl deprese nebo chemoterapie (viz Tab. 5a).

Pfi srovnavani jednotlivych skupin jsme neprokézali statistické odliSnosti v ramci
jednotlivych subpopulaci NK bun€k mezi skupinami pacientii s/bez deprese a ani u skupin

pacientl s/bez chemoterapie (viz Tab. 5b).
NKp46 pozitivita NK bunék

Pozorovali jsme snizeni NKp46 pozitivity NK bunék oproti kontrolni skupiné
v nasledujicich situacich: u pacientd 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
projevi deprese (p=0,05; 79,20+6,48 vs. 59,42+4,41). V ptipadé pacientli bez chemoterapie
nebylo snizeni statisticky vyznamné (p=0,097; 63,45+4,40 vs. 79,20+6,48), avSak v ptipade
pacientli bez chemoterapie s projevy deprese dosSlo k statistickému snizeni (p=0,02;

54,5145,93 vs. 79,2046,48) (viz Tab. Sa,c).

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 pacientll bez projevli deprese
ptitomnost chemoterapie snizuje hladiny NKp46 pozitivnich NK buné¢k (p=0,016; 50,09+5,42
vs. 70,62+5,58) (viz Tab. 5b,c).

NKG2A pozitivita NK bunék

Na nasem souboru jsme pozorovali tendence statistického snizeni NK bunék s expresi
receptori. NKG2A vuc¢i 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 1 u pacientd bez projevi deprese (p=0,05; 34,74+3,57 vs. 51,68+8,0) (viz Tab 5.a).

Pfi srovnani pacientl s/bez chemoterapie a pacientli s/bez projevii deprese jsme
nepozorovali odliSnosti. V podskupiné pacientii bez projevii deprese jsme prokazali snizeni
NKG2A" NK bunék u pacientii s chemoterapii v porovnani s pacienty bez chemoterapie
(p=0,04; 28,15+4,62 vs. 42,65+4,63). U pacienti bez chemoterapie s projevy deprese jsme
pozorovali tendenci snizeni po¢tu NKG2A" NK bunék v porovnani s pacienty bez projevii

deprese (p=0,08; 31,42+3,17 vs. 42,65+4,63) (viz Tab. 5b,c).
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dep. vs zj. bez dep. vs zj. chemo. vs zj. bez chemo. vs zj.

leukocyty t  p=0,01 <\ p=0,08 « p=0,7 «7 p=0,08
lymfocyty ! p=<0,001 | p=0,0005 | p=<0,001 | p=<0,001
neutrofily 1 p=<0,001 <~ p=0,08 i p=0,0001 1 p=0,0001
monocyty <~ p=0,49 ~ p=0,88 — p=0,89 « p=0,21
T lymfocyty < p=0,33 < p=0,38 «  p=0,77 «  p=0,61
cT lymfocyty ! p=0,0005 | p=0,004 | p=0,003 Il p=0,0009
NK buriky < p=0,33 <~ p=0,38 «  p=0,77 «  p=0,61
CD16-CD56bright |  p=0,01 | p=0,003 |  p=0,01 | p=0,04
CD16+CD56bright « p=0,66 — p=0,26 — p=0,65 — p=0,55
CD16-CD56dim « p=0,97 “— p=0,75 — p=0,54 - p=0,88
CD16+CD56dim  «> p=0,73 — p=057  p=0,97 — p=0,26
CD56bright — p=0,49 <  p=0,31 <  p=0,57 « p=0,17
CD56dim — p=0,49 —  p=0,31 <  p=0,57 «  p=0,17
NKp46 ! p=0,02 Il p=0,05 Il p=0,01 <\ p=0,09
NKG2D < p=0,13 « p=0/1 | p=0,005 <« p=0,13
NKG2A « p=0,1 Il p=0,05 <\ p=0,06 <\ p=0,07

Tab. 5a Porovnani pacientti vii¢i zdravym jedinciim (zkraty: dep - pacienti s depresivnimi
symptomy, bez dep. - pacienti bez depresivnich symptomil, chemo - pacienti s chemoterapii,
bez chemo - pacienti bez chemoterapie, zj - zdravi jedinci), zIuté¢ vyznacend pole zvyraziuji

statistickou vyznamnost pfi hlading alfa 0,05, Sipky poukazuji na rozdilnost vétSi/mensi.

chemo. vs. bez chemo. s dep. vs. bez dep.

leukocyty PN p=0,34 i p=0,01
lymfocyty — p=0,33 ! p=<0,001
neutrofily PN p=0,62 i p=<0,001
monocyty — p=0,32 — p=0,74
T lymfocyty VN p=0,49 o\ p=0,07
cT lymfocyty “ p=0,22 ! p=0,02
NK buriky VRN p=0,49 /7 p=0,07
CD16-CD56bright o p=0,22 o p=0,39
CD16+CD56bright o p=0,9 o p=0,21
CD16-CD56dim - p=0,16 - p=0,36
CD16+CD56dim N\ p=0,08 - p=0,9
CD56bright VI p=0,47 > p=0,23
CD56dim T p=0,47 > p=0,23
NKp46 MRV p=0,06 o p=0,29
NKG2D VN p=0,17 > p=0,8
NKG2A o p=0,32 o p=0,96

Tab. 5b Porovnéni pacientl s chemoterapii a bez chemoterapie, a pacientli s depresivnimi
symptomy a bez depresivnich symptomii (zkraty: dep - pacienti s depresivnimi symptomy,
bez dep. - pacienti bez depresivnich symptomi, chemo - pacienti s chemoterapii, bez chemo -
pacienti bez chemoterapie), zlut¢ vyznacena pole zvyraziluji statistickou vyznamnost pii

hlading alfa 0,05, Sipky poukazuji na rozdilnost vét§i/mensi.
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pacient s chemoterapii pacienti bez chemoterapie

dep. vs. bez dep. dep. vs. bez dep.
leukocyty o7 p=0,08 i p=0,02
lymfocyty Il p=0,002 -\ p=0,06
neutrofily i p=<0,001 — p=0,23
monocyty VRN p=0,25 i p=0,01
T lymfocyty Il p=0,01 > p=0,78
cT lymfocyty ! p=0,03 > p=0,29
NK buriky i p=0,01 > p=0,78
CD16-CD56bright — p=0,38 - p=0,9
CD16+CD56bright  «» p=0,25 N p=0,72
CD16-CD56dim - p=0,24 - p=0,92
CD16+CD56dim — p=0,64 — p=0,5
CD56bright o p=0,25 N p=0,53
CD56dim > p=0,25 > p=0,53
NKp46 PN p=0,96 o\ p=0,06
NKG2D o p=0,78 N p=0,94
NKG2A PN p=0,36 o\ p=0,08

Tab. 5¢ Porovnani skupiny pacientt s chemoterapii a bez chemoterapie po rozdéleni na
podskupiny s a bez depresivnich symptomil (zkraty: dep - pacienti s depresivnimi symptomy,
bez dep. - pacienti bez depresivnich symptomu), Zluté vyznacena pole zvyraznuji statistickou

vyznamnost pii hladin€ alfa 0,05, Sipky poukazuji na rozdilnost vét§i/mensi.

NKG2D porzitivita NK bunék

V nasem souboru méfeni jsme prokdzali statistické snizeni NKG2D" NK bun&k
u pacientll s chemoterapii oproti kontrolni skupiné (p=0,005; 73,16+3,0 vs. 84,68+2,24).

V ostatnich ptipadech jsme nepozorovali statisticky vyznamné odliSnosti (viz Tab. 5a,b,c).
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7. Diskuse

IS ¢loveéka podléha riznym vnéj§im a vnitinim vlivim. U pacientt s KP je IS ovlivnén
pfedevS§im vlastnim ZN. Vliv ma ale i pfipadna protinadorovd lécba a sni souvisejici

podptirna 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 nasledné¢ odrazi i v humordlnim prostiedi
organismu pfedev§im na urovni regula¢nich mediatort v hypothalamo-hypofyzarni ose, ktera
muze u pacientll s KP spolu s ostatnimi vlivy vyustit aZ v projevy deprese. Ty jsou provazeny
zménami hladin katecholaminii a neurotransmiterti a dale sniZenim metabolického obratu
téchto neurotransmiterti ¢i jejich prekursorti (Kovaru et al. 2009). Vysledkem téchto alteraci
jsou zmény hladin hormond, cytokinl, které vedou v konecném duasleku i ke zménam
imunitni protinddorové odpovédi jak na Grovni ziskané, tak i pfirozené slozky (Schedlowski et
al.1993). Literarn¢ je znam vztah mezi pocty T lymfocytd, B lymfocyti a NK bunék
a zménami hladin serotoninu ¢i glukokortikoidt (Hsueh et al. 2002; Lima et al. 2002; Abdouh
et al. 2004; Pena et al. 2005).

Kvantitativné se projevuje vliv chronického stresu a projevi deprese na pocet
leukocytti - vys§i hladiny neutrofilii a naopak niZsi celkovych lymfocytl, snizeny pocet
cirkulujicich B a T lymfocytl, kde dle naSich vysledkli je nejvice ovlivnéna specificka
populace tzv. CD8" cytotoxickych T lymfocyti (OIff 1999). Pohled na vliv projevii deprese
na hladiny NK bunék se v literatufe liSi. Existuji prace, které podobné jako nase prace
u pacentl s KP a depresi popisuji vyssi hladiny NK bunék (Griffiths et al. 1997, Ravindran et
al. 1999; Pavon et al. 2006), ale jsou i prace s protichidnymi vysledky (4ndreoli et al. 1993,
Schleifer et al. 1999). Tyto rozdilné vysledky si vysvétlujeme odliSn¢ nastavenymi parametry
jednotlivych praci jako jsou demografické charakteristiky, kufactvi, pohlavi, celkovy
zdravotni stav s ohledem na primarni onemocnéni a jeho rozsah, ale i ne vzdy piesné
definovanymi podminkami pro méfeni parametri IS. ZvySena hladina NK bunék v periferni
krvi miize souviset i s funkéni deficienci NK bunék, kterou se organismus snazi kompenzovat

zvySenim jejich poctu (Zorrilla et al. 2001; Jozuka et al. 2003).

Piesny mechanismus alterace protinddorové cytotoxicity NK bunék neni detailné
znam. U pacientll s projevy deprese byly popsdny zmény u leukocytl na drovni alfa

podjednotky G proteinu (Kovaru et al. 2009), ktery zajiStuje pienos signali vedouci
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k aktivaci leukocytli. Svoji roli negativni regulace protinddorové odpovédi maji
glukokortikoidy (Druker et al. 2006) a v neposledni fadé mohou byt buiikky zodpovédné
za cytotoxickou aktivitu ovlivnény zménami hladin neurotransmiterti pii depresivnich
stavech. Na povrchu T, B lymfocytl, ale i NK bunck, byly detekovany receptory
pro serotonin a katecholaminy (Pellegrino et al. 2002). VSechny tyto mechanismy vedou
v kone¢ném dusledku ke zvySené indukci apoptézy imunokompetentnich bunék, ¢i ke snizeni

jejich proliferacni aktivity u pacientl 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 nagich vysledkii je CD16'CD56™¢"

subpopulace. Toto
si vysvétlujeme nasledovnd: 1. CD56™ NK buiiky se nachazeji preferenéné
v kompartmentech, jakym jsou lymfatické uzliny, ¢i slezina, proto je jejich zastoupeni nizsi
v periferni krvi, kde dominuje zastoupeni CD56"™ NK bun&k (Schallhammer et al. 1997;
Moller et al. 1998; Lima et al. 2001; Fehniger et al. 2003; Penack et al. 2005; Farag et
al. 2006), 2. CD56™" buiiky jsou povazovany za fylogeneticky mladsi formu NK bunék,
ze kterych se nasledng diferencuji CD56“™ NK buiiky (Nagler et al. 1989), kdy v piitomnosti

6bright

tumoru dochdzi k pfesunu CD5 bun¢k ze sekundéarnich kompartmentti do periferni krve

s postupnou maturaci v CD56%™ fenotyp NK bun¢k.

Zména miry exprese aktivacnich a inhibi¢nich receptorii na NK buikéch souvisi
pravdépodobné s vlastni pfitomnosti a rozsahem tumoru, kde literarné je znamo, Ze u pacientli
s progresi ZN dochazi ke snizeni exprese aktivacnich receptori jako NKp30, NKG2D
a naopak zvySeni exprese inhibi¢nich receptorti jako NKG2A (Garcia-Iglesias et al. 2009,
Mamessier et al. 2011). A déle sniZeni exprese NCR receptorti a NKG2D receptorii 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 ptedev§im kortisol
snizuje povrchovou expresi receptori NKp46 a NKp30 (Mavoungou et al. 2005).
V neposledni fadé je znamo, Ze v prib&hu maturace NK bundk z CD56™" k CD56™ se
snizuje membranova exprese NKG2A receptoru a naopak CD56"™ NK buiiky ziskavaji

membranové receptory KIR (Béziat et al. 2010; Farag et al. 2006).

Vlivu cytostatické protinadorové 1écbé byl dlouha 1éta ptikladan pro nespecifickou

ucinnost pouze negativni vliv na IS. V 1écbé KP je v dne$ni dobé uzivan predevSim
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gemcitabin, jehoZz mechanismus u¢inku je zaloZzen na pferuSeni syntézy DNA inhibici
ribonukleotidreduktazy a DNA polymerazy o, coz vede k vycerpani zasob deoxynukleotidu.
Svym pilisobenim zasahuje gemcitabin i do IS, kde pfevazné plsobi jako stimulujici faktor.
Svym plisobenim redukuje pocet MDSC (Suzuki E, 2005) a zvySuje pocet nadorovych
antigentt (Zisman et al. 2001; Correale et al. 2005). Gemcitabin nepfimo stimuluje
protinddorovou imunitu i tim, Ze preferencné potlacuje proliferaci B lymfocyt s naslednym
snizenim produkce protildtek, zatimco T-lymfocyty mediovand cytotoxickd reakce je
ovlivnéna minimaln€ (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 pacientii jsme pozorovali o¢ekavané zmény v poctu leukocytl
aneutrofil a dale i CD8'T lymfocytli u pacientll s cytostatickou protinadorovou lécbou
oproti kontrolni skupin€é. AvSak mirné piekvapujici byly pro nas negativni vysledky
pii srovnani skupin pacientl s/bez chemoterapie mezi sebou. Zda se, Ze v ptitomnosti projevi
deprese pii soucasné cytostatické protinddorové terapii dochazi k augmentaci vlivu téchto
obou faktorti. To miiZe byt ddno malym vzorkem pacienti, riznorodosti pacientd, ale z ¢asti

pravé i imunostimulac¢nim potencialem gemcitabinu.
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8. Zavér

Presto, ze je znama souvislost mezi funkci podkorovych center mozku, imunitnim
a endokrinnim systémem, je ¢asto opomijen dopad dlouhodobého stresu a projevil deprese
na homeostdzu vnitiniho prostfedi. Z dlouhodobého hlediska mé stav dusevniho zdravi velky
vyznam pro spravnou funkci IS. Pritokova cytometrie je metoda volby ke kvantitativnimu
stanovovani bunéénych komponent piirozené imunity clovéka. Z nasi prace vyplyva,
ze unemocnych s KP byla hlavnim faktorem ovliviiujici bunéénou slozku IS pfitomnost
samotného ZN. Tento vliv na imunokompetentni builky zvySuje pfitomnost chronického
stresu v podobé projevl deprese. Naopak mirné prekvapujici byla nevyznamnost faktoru jako
je vlastni cytostaticka protinddorova lécba. I pfes limitaci interpretace vysledki vzhledem
k velikosti souboru pacientll poukazuje nase prace na negativni vliv projevi deprese nejen
na kvalitu zivota, ale 1 na samotny IS. Nami zjisténé alterace v piipadé NK bunék je nutné

dale analyzovat zjm. pak kvalitativné (funkéni schopnosti NK bungk).
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10. P¥ilohy

Ptiloha 1: Zungova sebeposuzovaci stupnice deprese

Zaznamenejte, prosim, odpovéd’ na kazdou z
dvaceti poloZzek

Nikdy
nebo
ziiidka

Nékdy

Dosti
casto

Velmi
casto
nebo
stale

1. Jsem smutny, sklesly a zkrouSeny.

2. Rano se citim nejlépe.

3. Jsou chvile, kdy je mi do place.

4. V noci mam potize se spanim.

5. Jim stejné mnozstvi jidla jako dfive.

6. Sexualni zivot a myslenky na néj mi stale ¢ini
potésent.

7. Vsiml jsem si, ze ubyvam na vaze.

8. Mam potiZe se zacpou.

9. Srdce mi busi rychleji nez obvykle.

10.

Unavim se a i bez pficiny.

11.

Mam v hlavé jasno jako obvykle.

12.

Snadno zvladnu totéz co diiv.

13.

Citim nepokoj a nevydrzim v klidu.

14.

Jsem plny nadéje do budoucna.

15.

Jsem podrazdény vice nez obvykle.

16.

Snadno se rozhoduji.

17.

Citim, ze jsem uzitecny a potiebny.

18.

Ziji plnym Zivotem.

19.

Citim, Ze by pro ostatni bylo Iépe, kdybych zemfel.

20.

Te&si mé stejné véci co diive.

Instrukce pro vyplnéni:

Prectéte si peclivé kazdou vétu. Pro kaZzdou polozku zaskrtnéte ve sloupcich ten, ktery
nejlépe vyjadiuje, jak jste se citil(a) v pribéhu posledniho tydne. DodrZujete-li dietu,
u poloZek 5 a 7 odpovidejte, jako kdybyste na dieté nebyl.

Vék: ‘ ‘ Datum:

Zpracovano podle W.W.K. Zung, 1965,1974,1989,1991
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Priloha 2

Informace pro pacienta

Vazend pani/pan ..........ocooeiiiiiiiiiiiiiiiiiiaa

Vas oSetiujici [ékar ..., Vém piedlozil navrh projektu pod nazvem
,Imunologické zmény u nemocnych s inoperabilnim tumorem pankreatu s ohledem na kvalitu
zivota a depresi 7, ktery byl piedlozen v ramci vyzkumného programu GAUK (Grantova
agentura Univerzity Karlovy) pro rok 2010 az 2011.

Hlavnim cilem projektu je ovéfit vztah mezi Vasi chorobou (nador slinivky biisni)
a pfitomnosti ¢i nepfitomnosti depresivnich piiznaki s ohledem na Vasi kvalitu Zivota a na
Vas imunitni systém.

Vyskyt depresivnich ptiznakl v pribéhu nddorového onemocnéni je zndmou a ¢astou
véci. Mnohé faktory vSak ukazuji, Ze propojeni mezi depresivnimi pfiznaky a naddorovym
onemocnénim probihd na Urovni imunitniho systému. Dale je znamo, Ze chemoterapie
ovliviluje svym pisobenim imunitni systém a tedy mize byt i1 faktorem ovliviiyjici pfitomnost
depresivnich ptiznakd.

Vysledky budou ziskdvany pribézné vramci poskytovani zdravotni péce v ramci
ambulanci paliativni onkologické péce v paliaitvni ambulanci Kliniky onkologie
a radiotearpie. Na sbéru dat se bude podilet predevsim Vas oSetfujici 1ékat, edukacni sestra
a socialni pracovnice. Budete informovani o zahdjeni  a déle pribézné€ informovani o dalSim
pribéhu studie. Nemocni zatazeni do studie budou o tom informovani a s jejich souhlasem -
formou informovaného souhlasu, budou dale data shromazd’ovana a vyhodnocovéna.

Bude Vam odebrana krev v ramci pravidelné kontroly a dale bude s Vami probran
dotaznik ohledné kvality Zivota a dotaznik na zhodnoceni pfitomnosti depresivnich ptiznakd.

Sledované¢ hodnoty (imunologické parametry, dotazniky kvality zivota) budou
zaznamenany do datového souboru vramci statistickych programii, budou anonymni

a nebudou dale rozSifovana mimo vyzkumny project.
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Ptiloha 3 Vyjadreni souhlasu nemocného s 1é¢bou

Klinika onkologie a radioterapie
Fakultni nemocnice
Hradec Kralové

Informovany souhlas

Jméno a prijmeni r.¢. Zdr. poj.

Souhlas se zafazenim do projektu sledovani imunologickych parametra u pacientii

s nadorem slinivky bri$ni v ramci projektu pod nazvem " Imunologické zmény

u nemocnych s inoperabilnim tumorem pankreatu s ohledem na kvalitu Zivota a depresi
" (Grantova agentura Univerzity Karlovy — GA UK).

MUDL. oo m¢ podrobné a vycerpavajicim zpiisobem informoval
o projektu sledovani imunologickych parametrii a kvality Zivota. Byl/a jsem informovan
o tom, Ze informace a osobni Udaje, které poskytnu v ramci tohoto projektu nebudou dale
Sifeny a publikovany bez mého souhlasu. Z poskytnutymi informacemi bude nakladano podle
vnitini smérnice a pravidel pro ochranu osobnich dat. M¢ otazky byly vycerpavajicim
zpisobem a dostateéné podrobné zodpoveézeny oSetfujicim 1ékatem. Budu dodrzovat piikazy
a doporuceni mého oSetfujiciho 1ékare, které souvisi s uvedenym projektem. Dale jsem byl/a
upozornén/a, ze mohu souhlasit nebo odmitnout nabizené zafazeni do vySe uvedeného

projektu podle vlastni vile. Vyhrazuji si pravo odvolat sviij souhlas aniz tim budu jakkoliv

znevyhodnén.
Datum Podpis pacienta/pacientky
Datum Podpis oSetiujiciho 1ékate
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Ptiloha 4 Charakteristika jednotlivych pacientt

w
& — = @, an)
- g Z 2 | & g 2 o
S 2y < e |7z a 2 = £ o0
a g g & o~ N’ < @, = 2 ~ g2
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S = G < | E
> T4NOM1 hlava C e, L.
1 | Z | 18.08.2010 246 stadium IV | pankreatu 53 NE 41 | paliativni | gemcitabin | 58
5 T3NOMO hlava C e, o
2 | Z | 05.04.2010 637 stadium 1A | pankreatu 41 NE 28 | paliativni | gemcitabin | 301
T2N1MO hlava C e, o
3 | M | 29.06.2010 317 stadium 1B | pankreatu 58 NE 27 | paliativni | gemcitabin | 138
télo a
4 | M| or112007 | 1366 | NOMIamaa | 73] NE 40| NE FUFA | 571
stadium IV
pankreatu
> T4NOM1 télo C e, .
5 | Z | 11.12.2009 630 stadium IV | pankreatu 57 NE 38 | paliativni | gemcitabin | 105
TANIMO hlava C e, g
6 | M | 12.11.2010 349 stadium [T | pankreatu 60 NE 30 | paliativni | gemcitabin | 239
TINIMO hlava a1
7 | M| 25.03.2003 3205 stadium IIB | pankreatu 69 NE 38 | radikalni NE NE
> TINIMO hlava a1
8 | Z | 01.05.2010 611 stadium 1B | pankreatu 67 NE 30 | radikalni NE NE
9 | z | 27042010 | 615 | 3NIMO o hlava e Np | 35 | radikalni | NE NE
stadium I[IB | pankreatu
10 | M | 01002010 | 488 | SNIMO p hlava fog b Np | 45 | radikalni | NE NE
stadium I[IB | pankreatu
M T3NIMO hlava
11| Z | 11.09.2009 537 stadium 1B | pankreatu 77 NE 42 NE NE NE
v T3NIMO hlava ANO o o
12| Z | 01.10.2010 458 stadium IIB | pankreatu 57 citalec 56 | radikalni | gemcitabin | 190
T3NIMO kauda ANO C e, g
13 | M | 13.11.2008 978 stadium IIB | pankreatu 75 citalec 60 | paliativni | gemcitabin | 807
> T4N1MO hlava ANO o
14 | Z | 27.08.2010 314 stadium Il | pankreatu 71 Tritico 63 NE gemcitabin | 118
15| 2 | 13122010 | 3gs | TANIMO o hlava f g ANO gy gicaini | FURA | 195
stadium III | pankreatu wellbutrin
T4NOM1 hlava ANO T
16 | M | 18.10.2010 251 stadium IV | pankreatu 63 citalec 66 NE gemcitabin | 119
ANO
17 | M | o1.12.2010 | 329 TXNxMI blava 12y | eperal | 52| NE | gemcitabin| 91
stadium IV | pankreatu .
citalec
18 | Z | or.062010 | 301 | TINIMO €o | go | ANO 19 | radikalni | NE NE
stadium I[IB | pankreatu citalec
19| M | 02061999 | 4597 | T3NOMO o hlava gy ANO gs T gk | NE NE
stadium IIA | pankreatu citalec
T4ANOMO kauda ANO
20 | M | 20.12.2010 90 stadium I | pankreatu 58 citalec 77 NE NE NE
télo a ANO
21| Z | 01022000 | 775 | I3NIMO byoida | 70 | newol | 73| NE NE NE
stadium IIB
pankred oxazepam
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