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1 Uvod

Kolorektalni karcinom (KRK) je celospolecensky a celosvétovy problém. V incidenci a mortalité patii
mezi nejcastéjsi malignity. | pres pokroky moderni chirurgické a onkologické |écby je stale pro
pacienty velmi zavaznou diagndzou s nejistou progndzou. Vysledky l1éCby jsou zavislé na stadiu
onemocnéni. DuleZitou roli hraje prevence a zachyt KRK v ¢asnych stadiich. Lécba je
multidisciplinarni. Podili se na ni celd fada odbornik( z obort radiodiagnostiky, gastroenterologie,
onkologie a histopatologie. Klicovou ulohu v |é¢bé KRK vSak pfedstavuje chirurg. Postupy chirurgické
|é¢by jsou vice méné standardizované a vyvoj nyni spiSe sméfuje k miniinvazivnim a pfistrojové
KRK, ale i zde jsou jiz vytvorena standardni schémata Iécby v soucasné dobé dostupnymi léky.
Vyzkum se nyni zaméruje na pochopeni biologického chovani nddoru a role imunitniho systému

v kontrole nebo progresi ristu KRK. Vysledkem by méla byt moznost ovlivnit biologické chovani
nadoru a imunitniho systému. Zatim se vysledky vyzkumu daji caste¢né pouZit jako nadéjné
prediktivni a prognostické faktory.

Role imunitniho systému v kontrole ristu a metastazovani KRK neni objasnéna. Vzhledem
k tomu, Ze po odstranéni primdarniho nadoru dochazi ¢asto ke vzniku metastaz nebo lokalni recidivy,
miZeme se domnivat, Ze je chyba ve fungovani imunitniho systému. Imunitni systém bud’ neni
schopen rozpoznat patologické bunky, nebo naopak muze stimulovat rist nddoru a jeho metastaz.
Nadorové buriky, okolni tkané a imunokompetentni buriky hostitele a s nimi souvisejici molekularni
produkty vytvafi tzv. mikroprostfedi nadoru, které mohou zpUsobit paradoxni odpovéd
imunokompetentnich bunék ve smyslu umoznéni pfeziti a Sifeni malignich bunék v téle hostitele.
Nadorové burky, pokud nejsou zni¢ené imunitnim systémem, mohou ¢asem ziskat schopnost
adaptace za pomoci svého imunofenotypu a mohou zadit byt pro imunitni systém nedetekovatelné.
Zakladni podminkou tcinné protinadorové imunitni odpovédi je dokonald spoluprace mezi
pfirozenou a ziskanou imunitou. V eliminaci malignich bunék maiji klicovou roli pfirozené zabijecské
buriky (Natural killers - NK), dendritické bunky (Dendritic cells - DC) a cytotoxické T lymfocyty (CTL).
Je-li aktivita cytotoxickych bunék inhibovana, mize dochazet k progresi maligniho onemocnéni.

Je predpoklad, Ze tumor infiltrujici lymfocyty (TIL), DC a NK buriky mohou byt indikatory
ucinnosti antitumordzni imunologické odpovédi. Pocet, typ a morfologie TIL, DC a NK bunék by mohly
urcovat progndzu KRK [1,2]. TIL miZzeme rozlisit z hlediska jejich typu a lokalizace, tzn. v jaké ¢asti
tkané se nachazeji, zda infiltruji tumor ¢i jeho nejblizsi okoli nebo infiltruji spadové lymfatické uzliny
[3]. Z hlediska typu jsme se zkoumali T lymfocyty CD8+, CD4+, NK buriky, CD57+ a S100+ dendritické
bunky. Dale je zkoumana funkce makrofagl. Pfesna funkce téchto bunék je predmétem soucasné

diskuze [4.5]. Vime jen, Ze hraji dlleZitou roli v kontrole vyvoje a rlstu nadoru.
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1.1 CD8+ T lymfocyty

Vyskyt CD8+T lymfocytl v nadorovych burnkach KRK byl spojen s lepsim prezivanim nemocnych. Tyto
lymfocyty obsahuji cytolyticky enzym granzyme-B. V pripadé zvySené proliferacni aktivity téchto
lymfocytd byva pozorovana jejich aktivace a cytotoxicky fenotyp je vyznamné spojen s nepfitomnosti
¢asnych metastatickych projevd (vaskularni embolizace, lymfaticka invaze nebo perineuraini invaze
nadorovych bunék) a ddle je spojen s nizsim vyskytem recidivy malignity [6]. Vysoka hustota

T lymfocytl v nddorové tkani byla castéji pozorovana u pacientl bez ¢asnych zndmek metastaz a byla

spojena s lepsimi vysledky bezptiznakového intervalu (DFI) a prodlouzenim celkového preziti (OS).

1.2 CD4+ T lymfocyty

CD4+ patfi mezi pomocné lymfocyty, které se podileji na inicidlni protinadorové cytotoxické
odpovédi. Cytokiny (IL- 12 a 4) uvolnéné malignimi i imunitnimi bunkami rozhoduji o posunu CD4+ T
bunék smérem od Th1l (,,zanétové bunky” schopné i pfimé reakce) k Th2 (typicti regulatofi aktivujici B
lymfocyty) a aktivaci T regulacnich lymfocytl (Treg), jez mohou uvnitf maligniho nadoru dozrat
prostfednictvim Foxp3+. Vyznam téchto bunék u maligniho onemocnéni spociva v podpofe progrese

tohoto procesu [7,8,9].

1.3 NK bunky

Natural killer cells zprostfedkuji efektivni lyzi rakovinovych bunék, ale mechanismus detekce
rakovinnych bunék je odlisSna od CD8+ T lymfocytl. NK burky jsou soucasti vrozené imunitni
odpovédi, ale nepoznaji pridruzeny antigen na povrchu rakovinovych bunék, jako jsou toho schopné
CD8+ T lymfocyty. NK buriky maji schopnost zplsobovat lyzi malignich bunék za predpokladu, Ze jsou
tyto buriky oznacené na povrchu protilatkou, kterou rozpoznaji. NK buriky mohou reagovat i na jiné
signaly jako jsou cytokiny produkované antigen zprostiredkujicimi burikami (APC), které timto
umoznuji v€asnou reakci hostitele proti patogenu [10]. SniZzeny predoperacni pocet NK bunék je
spojen se snizenou frekvenci recidivy KRK [11]. Klicova uloha NK bunék v odstranéni primarnich i
sekundarnich nador( byla jiZz popsana u hematologickych malignit [12,13,14]. V posledni dobé jsou
urcité naznaky, Zze NK buriky maji uréitou schopnost pamétové odpovédi, to znamena, ze by mohly
mit vlastnost, kterd byla pfedtim omezena pouze pro sekunddarni imunitni odpovéd, ale vtomto
pohledu diskuze stale pokracuje [15]. Aktivace NK bunék mUze byt inhibovana expresi stresovych

molekul (napf. MICA, molekul souvisejicich s fetézcem MHC -molekul |. tfidy) [16]. Dale muzZe byt



aktivace NK bunék inhibovana pfimo nadorem. Nadorové buriky mohou exprimovat ligandy
inhibi¢nich receptori NK bunék nebo mohou uvolnovat imunosupresivné pUsobici faktory. Jako
priklady uplatnéni téchto mechanismu Uniku Ize uvést uvolfiovani TGF-beta, Fas-L, exprese HLA-G a

CEA [17].

1.4 Dendritické bunky

$100+ dendritické bunky (DC) jsou povazovany za nejsilnéjsi APC. Jejich klicova role je v aktivaci a
stimulaci naivnich T lymfocytd a NK bunék. Mohou také indukovat nerozpoznani specifickych
antigend nebo imunitni toleranci. Nezralé dendritické buriky vstupuji do naddorové tkané, prijimaji a
zpracovavaji jeho antigeny. Potom migruji do lymfatickych uzlin, podstupuji zrdni a vzajemné na sebe
plsobi s T lymfocyty, jsou schopné rozpoznat presentovany antigen a tak T lymfocyty hraji
efektorovou funkci v tumor-specifické imunité. Nezralé DC mohou pfispivat k tolerovani nadoru,
protoZe nemaji dostate¢nou expresi aktivacnich koreceptor(. Pfi takové presentaci antigenu T
burikdm dojde k anergizaci T bunék a tim k toleranci nddoru imunitnim systémem. Jevi se, ze

imunologicka tolerance je ¢astéjsim jevem v pokrocilych stadiich [18,19].

1.5 Makrofagy

Makrofagy produkuji dalezité faktory, které maji funkci v oblasti progrese nadoru. Jejich funkce neni
plné znama, ale bylo popsano, Ze pocet tumor infiltrujicich makrofagli koreluje s celkovym prezitim
pacient( s KRK [20]. Zda se, Ze nékolik typl tumor infiltrujicich makrofagd ovliviiuje rovnovahu mezi
pro- a protitumordzni schopnosti imunitniho systému [21]. Chovani makrofagl muze byt ovlivnéno
zanétem. Role zanétu pfi vyvoji zhoubného nddoru potvrzuji nové poznatky z bunééné a molekularni
biologie malignich nador( [22,23]. Makrofagy typu M1 mohou zajistovat odstrariovani nddorovych
bunék, produkovat IL-12 s naslednou aktivaci cytotoxickych lymfocytl (indukce tvorby interferonu
IFN-y) a Th1l CD4+ bunék, nicméné v reakci na mikroprostredi nadoru mohou prostfednictvim
akumulace oxidu dusnatého (NO) inhibovat cytotoxické bunky a nabyvat supresivniho fenotypu (M2)
[24]. Myeloidni buriky a makrofagy uvolniuji volné radikaly, které predstavuji za normalnich okolnosti
vyznamnou linii antimikrobidlni obrany. V pfipadé chronického zanétu mlize mit aktivita reaktivnich
intermediatl kysliku a dusiku negativni vliv na bunky hostitele ve smyslu oxidativniho poskozeni a
nitrace bazi DNA, ¢imz nar(ista riziko mutaci. Reaktivni intermediaty kysliku a dusiku mohou

navozovat genetickou nestabilitu mikroprostredi nadoru a podporovat vznik dalSich mutaci v jiz



transformovanych bunkach, pficemz mohou téz posSkozovat imunitni bunky zapojené do

protinadorové odpovédi [25].
1.6 Morfologicka hlediska TIL

Z morfologického hlediska mizZeme TIL pozorovat ve specifickych ¢astech nadoru. Detekujeme
intratumoralni infiltraci lymfocyty (ITL - intratumoral lymphocytes), intrastromalni lymfocyty (ISL-
intrastromal lymphocytes), peritumoralni lymfocyty (PTL - peritumoral lymphocytes) a Crohn-like
reakci (Crohn-like PTL). Dale miZeme sledovat reaktivni histologické zmény ve spadovych
lymfatickych uzlinach (LN reactions). Mezi popisované zmény patfi folikularni hyperplazie (LN-FH),

sinusova histiocytdza (LN-SH) a pfitomnost granulaci (LN-GR).

2 Cile disertacni prace

Cilem disertacni prace byla analyza vztahu soucasnych klinickych a histopatologickych faktor( a
tumor infiltrujicich lymfocytd, dendritickych a ,natural killer” bunék. DalSim cilem byla detekce
pacientl s vysokym rizikem zhorseného celkového prezivani a tendenci k ¢asné recidivé malignity a
tim i zkraceni bezpfiznakového intervalu po radikalnich chirurgickych vykonech pro kolorektalni

karcinom.

3 Metodika

Analyzovali jsme soubor 150 pacient, ktefi podstoupili radikalni chirurgickou lIé¢bu pro KRK v obdobi
2004-2007 na Chirurgické klinice FN Plzen. Do souboru jsme vybrali pacienty, ktefi byli elektivné
operovani. Z naseho souboru jsme vyloucili pacienty, ktefi byli operovani akutné pro iledzni stav,
perforaci nadoru se sterkoralni peritonitidou, masivni krvaceni z tumoru a po iatrogenni perforaci pfi
koloskopii. Dlvodem bylo sniZit riziko ovlivnéni imunitniho systému jinymi podnéty nez je vlastni
maligni tumor. Vyrazeni byli taktéZ pacienti, u kterych bylo zvySené riziko Spatného zarazeni do stadia
onemocnéni (napfiklad nizky pocet analyzovanych lymfatickych uzlin a pacienti se synchronnimi
metastdzami). Zatrazeni pacienti byli standardné sledovani po celé pooperacni obdobi za ucelem

podchyceni eventudlniho vyskytu ¢asné recidivy KRK. Sledovali jsme klinické parametry, jako stadium



a stupen diferenciace nadoru, predoperacni leukocytdzu, typ chirurgického vykonu (radikalni nebo
paliativni), pooperacni komplikace a onkologickou Ié¢bu. Sledované klinické parametry byly

statisticky analyzované se vztahem k DFI a OS.

3.1 Histopatologické hodnoceni

Zkoumali jsme tfi rGzné ¢asti kazdého nadoru a také ¢asti vsech nalezenych lymfatickych uzlin. Tkan
pro svételnou mikroskopii byla fixovana v 4% formaldehydu a zalita do parafinu pomoci rutinnich
postupu. Pét mikrometr( silné fezy byly narezany z tkanovych blokd a obarveny hematoxylinem-
eosinem. Typ a stupen vSech nador( byly stanoveny v souladu s pokyny WHO z roku 2000. Stadium
nadoru bylo stanoveno v souladu s pokyny UICC 2002. Hodnotili jsme endovaskularni (VI),
endolymfatickou (LI) a perineuralni infiltraci (P1) rakovinovymi burikami (0 - Zadn4, 1 - ano).
Lymfocytarni infiltrace byla detekovana jako intratumoralni (ITL), intrastromalni (ISL), peritumoralni
(PTL) a Crohn-like reakce (Crohn-like PTL). Stupnice hodnoceni byla: Zadna (0), mirna (1), stfedni (2) a
zavazna (3). Reaktivni histologické zmény v lymfatickych uzlindch (LN) byly popsany jako folikularni
hyperplazie (LN-FH), sinusova histiocytdsa (LN-SH) a pfitomnost granulom( (LN-GR). VSechny tyto

parametry byly kvantifikovany stejnym zptisobem z hlediska lymfocytarni infiltrace.

3.2 Imunohistochemie

Pro imunohistochemické vysetieni byly pouZity nasledujici primarni protilatky: CD4 (klon 4B12,
01:50, Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA), CD8 (klon C8/144B, 01:50, DAKO, Glostrup,
Dansko), CD57 (klon NK1, Ventana, Rocklin, CA, USA) a S100 (polyklonalni, 1:1000, Dako, Glostrup,
Dansko). Ve vSech ptipadech bylo pouZzito precisténi za pomoci mikrovinného generatoru. Primarni
protilatky byly detekovany za pomoci supersenzitivniho streptavidin-biotin-peroxidazového
komplexu (Biogenex, San Ramon, CA, USA). Byla pouZita vhodna pozitivni a negativni kontrolni
sklicka. Hustota intratumoralni infiltrace lymfocytl byla hodnocena v péti oblastech za pomoci High
power microscopical fields (HPF) a vysledky byly vycisleny jako poéet imunopozitivnich bunék pfi HPF.

Histologicka a imunohistochemicka vysetieni byla provadéna na Siklové Ustavu patologie FN Plzeri.

3.3 Onkomarkery

Krevni vzorky pro stanoveni marker( byly odebrany za standardnich podminek z loketni zily béhem
rannich nabérd. Sérum ziskané centrifugaci bylo skladovano pfi teploté -20°C az do laboratorni

analyzy. Nadorové markery byly hodnoceny na Oddéleni nukledrni mediciny FN Plzen za pomoci



komercnich laboratornich souprav v souladu s doporucenim vyrobce. Byly stanovovany tyto markery:
karcinoembryonalni antigen (CEA) (ng/ml, Immunotech, Ceskd republika), carbohydrate antigen 19-9
(CA 19-9) (1U/I, Shering-CIS Biolnternational Francie), cytokeratiny: tkariovy polypeptidovy specificky
antigen (TPS) (KIU/I, IDL, Svédsko), tkariovy polypeptidovy antigen (TPA) (kIU/I, Diasorin, Italie).
Thymidinkinaza (TK) (IU/l) byla méfena za pomoci radioenzymatické analyzy (REA, Immunotech,

Praha, Ceska republika).

4 Statistické zpracovani vysledkdi

Statistickd analyza byla zpracovana pomoci statistického softwaru Statistica 9.0. Primér, median,
smérodatna odchylka (SD), minimum, maximum, kvartily, frekvence a dalsi zakladni statisticka
méreni byla vypoctena v danych skupinach a podskupinach pacient( ve vztahu ke studovanym
klinickym a histopatologickym parametriim. Vztahy mezi proménnymi byly popsany za pomoci
Spearmanova korelac¢niho koeficientu. Pro zhodnoceni celkového preziti a DFI byla pouzita Kaplan-
Meierova metoda. Zhodnoceni statistické vyznamnosti sledovanych parametrd (klinické a
histopatologické faktory) bylo provedeno Log-rank testem a Wilcoxonovym testem. Cox(v regresni
model, relativni riziko (HR) a 95% interval spolehlivosti (Cl) pro HR byly pouzity pro zhodnoceni
danych klinickych a histopatologickych faktor( ve vztahu k celkovému preZiti nebo DFI. Multivariacni
analyza byla provedena pomoci klasifikacnich a regresnich strom( (Classification and regression trees

- CART). K nalezeni prediktort v CART byl pouZzit Cox(liv regresni model.

5 Vysledky

Statistickd analyza sledovaného souboru pacientd po chirurgické Iécbé KRK prokazala pfimérenou
distribuci zakladnich statistickych popist parametr(. Z hlediska pohlavi bylo v souboru 93 muz(i a 57
Zen. Priimérny vék u muzli byl 65,27 let a u Zen 68,07 let. Celkové preZiti bylov 1., 3., a 5. roce 92,2
%, 76,5 % a 70,2 %. Bezpriznakovy interval byl v 1., 3. a 5. roce 85,3 %, 64,3 % a 49,4 %. Spearman(iv
korelacni koeficient neprokazal Zadny silnéjsi vztah mezi endolymfatickou invazi a infiltraci
lymfatickych uzlin u metastatického procesu (Spearman(v korelacni koeficient 0,56, p<0,05). VSechny
ostatni studované faktory byly nezdvislé nebo s nizkou korelaci. Statistickd analyza prokazala, Ze
metastatickd infiltrace lymfatickych uzlin je statisticky vyznamna pro progndzu celkové preziti (p

<0,05) a N2 stadium lymfatickych uzlin zvySuje riziko kratsiho celkového preziti 9,3x (graf 1).



Graf 1 - Vztah postiZzeni lymfatickych uzlin a OS
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Endovaskularni infiltrace (V1) byla prokazana jako negativni prognosticky faktor zkraceni celkového
preziti (graf 2). Pacienti s pozitivnim histopatologickych nalezem endovaskularni infiltrace méli 3,1x
zvysené riziko pro kratsi OS. Pritomnost peritumordlnich lymfocytl (graf 3) a Crohn-like PTL (graf 4)
byla prokazana jako pozitivni prognosticky faktor OS. Pacienti s pozitivnim histopatologickym
nalezem PTL a Crohn-like PTL maiji 2,3x niZsi riziko kratSiho OS. Folikularni hyperplazie lymfatickych
uzlin (LN-FH) byla potvrzena jako pozitivni prognosticky faktor pro delsi celkové preziti (graf 5).
Statistickd vyznamnost LN-FH souvisela také se zvySenou hustotou infiltrace. LN-FH pozitivita snizila
riziko kratSiho celkového prefziti 3,3x. DulezZitost CD8+ lymfocytarni infiltrace byla prokazana u Cox
regresniho modelu jako pozitivni prognosticky faktor zvysujici OS (cut off 30 bunék / HPF). CD4+
lymfocytarni infiltrace byla prokazana jako vyznamny faktor pro prognézu OS (cut off 4 cells/HPF) s
2,5x vyssim rizikem u pacientd nad cut off (graf 6). Statisticka analyza nepotvrdila statisticky vyznam

poméru CD8/CD4.
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Graf 2 - Vztah ptitomnosti endovaskularni infiltrace a OS (p<0,05)
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Graf 3 - Vztah pritomnosti infiltrace peritumoralnich lymfocyta a OS (p<0,05)

Overall Survival

Cumulative Propartion Surviving (Kaplan-Meier)

peritumoral lymphocytic infiltration

0.8 l"-+.

07 g
06 s R S-Sttt
05
0.4
0.3

Cumulative Proportion Surviving

0.2 — 14243
s I 0

0.0%

0 1 2 3 4 5

Time {years)

11



Graf 4 - Vztah Crohn-like PTL a OS (p<0,05)

Overall Survival

Curnulative Proportion Surviving (Kaplan-Meier)
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Graf 5 - Vztah folikularni hyperplazie lymfatickych uzlin (LN-FN) a OS (p<0,05)
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Graf 6 - Vztah zdvaZznosti intratumorani infiltrace CD4+ lymfocytd a OS (p<0,05)

Overall Survival

Cumulative Proportion Surviving (Kaplan-Meier)

severity of CD4 infiltration
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Multivariaéni Cox Regression Hazard Model ukazal, Ze kombinace zdvaZznosti infiltrace lymfatickych
uzlin metastatickym procesem a LN-FH se jevi jako nejlepsi prognosticky faktor pro predikci rizika

kratsiho OS (p<0,05). Tato situace je zobrazena v modelu CART (graf 7). Ostatni sledované parametry

nebyly prokdzané jako statisticky vyznamné pro progndézu OS.
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Graf 7 - CART model - vztah zavaznosti infiltrace lymfatickych uzlin a LN-FN a OS (p<0,05)

Classification and Regression Tree

Overall Survival

lymph node status |

GROUP NO N1 N 2
N total / events 441 2312 45/11
1-years Overall Survival 1.0000 1.0000 0.8877
2-years Overall Survival 0.9545 0.923 06837
3-years Overall Survival 0.9545 09231 04178
4-years Overall Survival 0.9545 0.7912 04178

lymph node reaction -
folicular hyperplasia

GROUP 0 1+2
N total / events 6/4 397
1-years Owerall Survival 0.6250 0.9341
2-years Owerall Survival 04167 07316
3-years Overall Survival 0.0000 0.6585
4-years Overall Survival 0.0000 06585

Perineuralni infiltrace byla prokazana jako negativni prognosticky faktor u ¢asné recidivy (graf 8).
Pacienti s pozitivnim histopatologickym nalezem Pl maji 3,8x zvySené riziko kratSiho DFI. ZavaZznost
infiltrace CD8+ lymfocyty byla prokazana u Cox regresniho modelu jako pozitivni prognosticky faktor
prodluZujici DFI (cut off 30 cells/HPF) (graf 9). U pacientd nad cut off je 2,2x zvySené riziko ¢asné
recidivy. Rozsah infiltrace CD4+ lymfocyty nebyl prokazan jako vyznamny faktor pro progndézu DFI.
Statisticka analyza nepotvrdila statistickou vyznamnost poméru CD8/CDA. Infiltrace lymfatickych
uzlin byla statisticky signifikantni pro prognézu DFI, N2 stadium lymfatickych uzlin zvySovalo 5x riziko

zkraceni DFI (graf 10).
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Graf 8 - Vztah perineuralni infiltrace a DFI (p<0,05)
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Graf 9 - Vztah intratumoralini infiltrace CD8+ lymfocyty a DFI (p<0,05)
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Graf 10 - Vztah infiltrace lymfatickych uzlin a DFI (p<0,05)

Disease Free Interval

Curnulative Proportion Surviving (Kaplan-Meier)
lymph node status
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Multivariacni Cox Regression Hazard Model prokazal, Ze kombinace zdvaZznosti infiltrace lymfatickych
uzlin metastatickym procesem a zavaznosti infiltrace CD8+lymfocyty se jevi jako nejlepsi prognosticky
faktor pro predikci rizika ¢asné recidivy (p <0,05). Tato situace je zobrazena v modelu CART (graf 11).
U vSech ostatnich sledovanych parametri nebyla prokazana statisticka vyznamnost pro progndzu

DFI.
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Graf 11 - CART model - vztah zavazZnosti infiltrace lymfatickych uzlin a zavaZznosti infiltrace CD8+

lymfocyty a DFI

Classification and Regression Tree

Disease Free Interval

lymph node status |

GROUP NO N1 N 2
N total / events 4377 15/2 26/13
1-years DFI 08617 0.9333 0.7411
2-years DFI 0.7710 0.9333 0.2668
3-years DF 07710 0.7467 =
4-years DFI 0.7710 0.7467 -

severity of CD8

infiltration
GROUP = 30 =30
N total / events 18/11 8/2
1-years DFI 06787 0875
2-years DFI 0.0000 04375
3-years DFI 0.0000 -
4-years DFI 0.0000

Infiltrace CD57+ lymfocytd v nadorové tkani byla statisticky vyznamnym pozitivnim prognostickym
faktorem pro OS (cut-off 1 cell, p-value=0,0350) (graf 12). Riziko zkraceni OS bylo 2,5x vyssi u
pacient( s nizkou infiltraci tumoru CD57+ lymfocyty. CART model ukazal, Ze kombinace N2 postiZeni
lymfatickych uzlin a nepfitomnost CD57+ je nejsilnéjsim negativnim prognostickym faktorem OS (graf
13). Naopak se nepodafilo prokazat zadny statisticky signifikantni vliv infiltrace CD57+ lymfocyty na

DFI (graf 14).
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Graf 12 - Vztah CD57+ lymfocyt( a OS
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Graf 13 - CART model - vztah zavaZnosti infiltrace lymfatickych uzlin a zavaZznosti infiltrace CD57+

lymfocyty a OS

Classification and regression tree

| N

GROUP NO N1 N2
N total J events 4471 23j2 45/11
1-years overall survival 1,0000 1,0000 08877
2-years overall survival 09545 09231 06837
3-years overall survival 0,9545 0.9231 0.4178
4-years overall survival 0,9545 0.7912 04178

CD57" cells
GROUP >1 <1
N total J events 345 116
1-years overall survival 09688 06818
2-years overall survival 0.7863 0.4545
3-years overall survival 05242 -
4-years overall survival 05242
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Graf 14 - Vztah infiltrace CD57+ lymfocyty a DFI (cut-off 4 cells, p=0,3415)
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Nepodafilo se prokazat infiltraci S100+ jako statisticky signifikantni faktor z hlediska OS a DFI (graf 15
a 16). Dale se nepodafilo prokazat Zzadny statisticky vztah mezi CD57+ a S100+ a predoperacné

stanovenymi hladinami CEA, CA19-9, CA72-4, TK, TPS nebo TPA.

Graf 15 - Vztah infiltrace S100+ k OS (cut-off 2 cells, p=0,5877)
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Graf 16 - Vztah infiltrace S100+ a DFI (cut-off 2 cells, p=0,9173)
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6 Diskuze

Uloha adaptivni imunitni odpovédi p¥i kontrole rdstu a relapsu KRK zéistava kontroverzni a souc¢asné
studie nejsou schopny odpovédét na vSechny otdzky, které se tykaji progndzy pacientli po radikalni
chirurgické lécbé KRK [26]. Analyzovali jsme soubor 150 pacient( po radikalnich chirurgickych
vykonech pro kolorektalni karcinom s cilem detekovat negativni nebo pozitivni prognostické faktory
z hlediska ¢asné recidivy onemocnéni a zkraceni celkového preziti. Stimulem pro tuto studii byla
soucasna neuspokojiva situace a néktera dilemata provazejici indikaci chirurgické a onkologické
|é€by, kdy ¢asna recidiva znehodnocuje radikalni smysl operacniho vykonu. Navic vlastni chirurgicka
operace mUZe byt zatiZzena celou radou komplikaci, které mimo jiné mohou vyrazné snizit kvalitu
Zivota pacient(. Z tohoto dlvodu jsme pristoupili ke studiu morfologie imunitnich reakci v bioptickém
materialu a to v€etné imunohistochemickych vysetfeni.

V této klinicko-patologické studii jsme prokazali, Ze infiltrace lymfatickych uzlin metastatickym
procesem, N2 stadium postiZzeni lymfatickych uzlin, endovaskularni infiltrace a rozsah intratumoralni
infiltrace CD4+ lymfocyty jsou negativni prognostické faktory OS. Naopak vyskyt peritumoralnich
lymfocytl, Crohn-like peritumoralnich lymfocytd, folikularni hyperplazie lymfatickych uzlin a rozsah
intratumoralni infiltrace CD8+ lymfocyty se ukazaly jako pozitivni prognostické faktory pro OS.

Z tohoto vyplyva, Ze hlavni pricina progrese maligniho onemocnéni je v pfimé souvislosti s postizenim
lymfatik, uzlin nebo neurondlnich zakonceni. Opakem pak zlistdva demonstrovana tendence

makroorganismu k ,,ohrani¢eni“ maligniho onemocnéni - tzv. tumor control [27]. Posledni myslenku
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spole¢né podtrhuje jednak vlastni reakce - infiltrace peritumoralni tkané imunitnimi burikami
makroorganismu - a také lokalni reaktivita v podobé folikularni hyperplazie ve spadovych
lymfatickych uzlinach.

Multivariaénim modelem se podafilo prokazat, Ze kombinace faktor( rozsahu infiltrace lymfatickych
uzlin metastatickym procesem a LN-FH je statisticky vyznamna z hlediska predikce rizika kratsiho OS.
Tento multivariaéni model slouZi k vytipovani nemocnych s maximalnim rizikem kratkého OS, tedy
téch, jejichZ progndza je nejhorsi a lze predpokladat i minimalni tendenci aktivace imunitni kontroly
progrese malignity. Pfi kumulaci faktorl je pak pravdépodobnost progrese i nékolikanasobné vyssi,
neZ u pacientl s opac¢nym profilem faktord. Pravé multivariacni model je v soucasné dobé
akceptovan jako klinicky nejhodnotnéjsi a Ize jej maximalné vyuZit v klinické praxi - indikace
adjuvantni lécby apod.

V dalsi ¢asti prace jsme se zabyvali vztahem uvedenych faktor( k DFI. Zde jsme prokazali, Zze
perineuralni infiltrace, metastaticka infiltrace lymfatickych uzlin a stav N2 lymfatickych uzlin jsou
negativni prognostické faktory ¢asné recidivy. Rozsah intratumoralni infiltrace CD8+ lymfocyty byl
naopak stanoven jako pozitivni prognosticky faktor prodluzujici DFI. Kombinace rozsahu postizeni
lymfatickych uzlin metastatickym procesem a rozsahu intratumoralni infiltrace CD8+ lymfocyty se
ukazala jako nejlepsi prognosticky faktor pro predikci rizika ¢asné recidivy u multiavariaéni analyzy
Cox regresniho hazard modelu. Nase vysledky podporuji hypotézu, Ze adaptivni imunitni odpovéd v
nadorové tkani a v regionalnich lymfatickych uzlinach maze ovlivnit chovani KRK, a tak mGze mit vliv
na progndzu pacientd. Intratumoralni infiltrace lymfocyty CD4+ a CD8+ byla prokazana jako klicovy
histopatologicky projev nadoru ve specifické imunitni odpovédi, coZz by mohlo byt predobrazem
aktualniho klinického stavu a tendence bud' k ¢asnému relapsu (CD4 +) nebo k prodlouzeni OS (CD8+)
[28,29]. Infiltrace tumoru NK burikami se zda byt slibnym pozitivnim prognostickym faktorem
odrazejicim snizené riziko pro zkrdceni OS. Infiltrace tumoru CD57+ byla prokazana jako pozitivni
prognosticky faktor radikalné operovanych pacientd s KRK.

Hodnotili jsme nékolik typl nddorovych infiltraci lymfocyty s cilem jasné identifikovat jejich vztahy
k recidivé a OS jako pozitivni nebo negativni prognostické faktory. V nékterych pripadech byla tato
hodnoceni publikovana jako prioritni - pfedchozi publikace hodnotily pouze infiltraci nddoru, ale ne
kvalitu a typ infiltrace [30].

TIL a NK bunky se jevi jako slibné prognostické faktory s vyhledem identifikace pacientd s vyssim
rizikem k ¢asné recidivé nebo zkraceni OS.

Predpokladame vyufZiti nasich vystupl v ramci klinické praxe. Vétsina nami uvedenych vysetieni je
provadéna béhem rutinniho histopatologického vysetfeni a jejich zavedenim do klinické praxe jsme

ziskali dalsi hodnotné faktory, které Ize vyuZivat hlavné pfi zvazovani podani adjuvantni onkologické
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|éCby v hranicnich pfipadech a dale pfi rozhodovani o dliikladnéjsi dispenzarizaci pacient nad rdmec
doporuceni akceptovanych v kolorektalni chirurgii (pacient s vysokym rizikem ¢asné recidivy).

Nase prace vsak otevrela i dalsi otdzky spojené s porozuménim vlastni funkce a reaktivité imunitniho
systému. Je proto zadouci, aby se pfipadné dalsi prace zaméfily na molekularné-biologické pozadi

nadorové infiltrace lymfocyty se snahou o pochopeni jejich patofyziologickych funkci [31].

7 Zavéry

Podafilo se nam prokazat, Ze histologicky a imunohistochemicky profil TIL a NK bunék odpovida stavu
imunitniho systému z hlediska kontroly progrese nadoru.

Na zacatku studie se zdaly TIL a NK bunky jako slibné prognostické faktory, které by mohly najit
uplatnéni v komplexni péci o KRK. V pribéhu studie se ndm podafrilo prokazat prognosticky potencial
TIL a NK bunék. V soucasné dobé jiz vyuzivame vysledkl této studie v klinické praxi. Na zakladé
histologické klasifikace TIL a NK bunék jsme schopni aktivné identifikovat pacienty s horsi prognézou
a u nich cilené zintenzivnit onkologickou lé¢bu a dispenzarizaci. Vyzkum bude pokracovat v uréovani
dalsich imunohistochemickych znak( imunitnich bunék podilejicich se na kontrole progrese malignity

s pfesahem do molekularni biologie s cilem vysvétlit i fyziologii a patofyziologii téchto proces(.
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8 Seznam pouzitych zkratek

APC
Ca
CART
CEA
KRK
CTL
DC
DFI
Foxp3+
Fas-L
HLA-E
HR
IFN

IL

KIR
MICA
MUC1
NK cells
NF-xB
0sS
PFS
PGE2
REA
SD
TIL
TGF
TK
TPA
TPS
Treg
TYMS

antigen presentujici bunky
carbohydrate antigen
classification and regression trees
carcinoembryonic antigen
kolorektalni karcinom
cytotoxické T-lymfocyty
dendritic cells
disease free interval - bezpiiznakové pieziti
T regulacni buiky
fas ligand
human leukocyte antigen E
hazard ratio - relativni riziko
interferon
interleukin
killer cell immunoglobin-like receptor
MHC class I chain-related A molecules
mucin 1

natural Killer cells - pfirozeny zabije¢

nuclear factor-kB

overall survival - celkové preziti
obdobi bez progrese onemocnéni
prostaglandin E2
radioenzymatickd analyza
standard deviation - smérodatna odchylka
tumor infiltrujici lymfocyty
transforming growth factor
tymidinkinaza

tissue polypeptide antigen

tissue polypeptide specific antigen
T regula¢ni lymfocyty

tymidylat syntetaza
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10 Souhrn

Novak P.: Tumor infiltrujici lymfocyty jako prognosticky faktor kolorektalniho karcinomu po radikalni
chirurgické lécbé.

Uvod: Kolorektalni karcinom patfi mezi nejéastéjsi maligni onemocnéni a pfedstavuje celosvétovy
problém. Ceska republika patfi mezi zemé s nejvy3sim vyskytem KRK vibec. Boj s timto onemocnéni
se odehrava na nékolika liniich jako je prevence, vlastni chirurgickd a onkologickd |écba a

v neposledni fadé i odhad progndzy a spravné stanoveni individualni 1éCby.

Cil: Analyzovat vztah soucasnych klinickych a histopatologickych faktor( a tumor infiltrujicich
lymfocytd, dendritickych a ,natural killer” bunék. Dalsim cilem byla detekce pacientl s vysokym
rizikem zhorSeného celkového prezivani a tendenci k ¢asné recidivé malignity a tim i zkraceni
bezpfiznakového intervalu po radikalnich chirurgickych vykonech pro KRK.

Metodika: Analyza souboru 150 pacientl (93 muzi a 57 Zen), ktefi byli Ié¢eni na Chirurgické klinice
FN Plzen v obdobi 2004-2007. Podminkou zarazeni do souboru byla radikalni chirurgicka operace. Ze
souboru byli vyfazeni pacienti, u kterych bylo riziko ovlivnéni imunitniho systému jinym procesem.
Hodnotili jsme endovaskularni (VI), endolymfatickou (LI) a perineuralni infiltraci (Pl) rakovinovymi
burikami (0 - Zadn3, 1 - ano). Infiltrace tumoru byla detekovana jako intratumoralni (ITL),
intrastromalni (ISL), peritumoralni (PTL) a Crohn-like reakce (Crohn-like PTL). Stupnice hodnoceni
byla: zadna (0), mirna (1), stfedni (2) a zavazna (3). Reaktivni histologické zmény v lymfatickych
uzlinach (LN) byly popsany jako folikularni hyperplazie (LN-FH), sinusova histiocytdsa (LN-SH) a
pritomnost granulom( (LN-GR). Kvantifikovali jsme také imunohistochemickou expresi
CD4+,CD8+,CD57+ a S100 znakd na imunitnich burikach. VSechny tyto parametry byly kvantifikovany
stejnym zpUsobem z hlediska lymfocytdrni infiltrace. Sledované parametry byly statisticky
analyzovany ve vztahu k bezpfiznakovému intervalu (DFI) a celkovému preziti (OS).

Diskuze: Autofi prokazali, Ze negativni prognostické faktory OS jsou infiltrace lymfatickych uzlin
metastatickym procesem, N2 stadium postiZzeni lymfatickych uzlin, endovaskularni infiltrace a rozsah
intratumoralni infiltrace CD4+ lymfocyty. Pozitivni prognostické faktory OS jsou vyskyt
peritumordlnich lymfocytl, Crohn-like peritumoralnich lymfocytd, folikularni hyperplazie
lymfatickych uzlin, rozsah intratumoralni infiltrace CD8+ lymfocyty a infiltrace tumoru CD57+.
Negativni faktory DFI jsou perineuralni infiltrace, metastaticka infiltrace lymfatickych uzlin a stav N2
lymfatickych uzlin. Intratumoralni infiltrace CD8+ lymfocyty je naopak faktor prodluzujici DFI.
Multivariaéni analyza prokdzala kombinaci zavaznosti infiltrace lymfatickych uzlin metastatickym
procesem a zavaznosti infiltrace CD8+ lymfocyty jako nejlepsi prognosticky faktor pro predikci rizika
Casné recidivy (p<0,05).

Zavéry: Tumor infiltrujici lymfocyty a NK buriky se zdaji byt slibnymi prognostickymi faktory, které by
mohly najit své uplatnéni v kolorektalni chirurgii a ndsledné onkologické lécbé jako ukazatel typu
nebo kombinace typ( terapie, kterd by byla ucelné aplikovana u pacientd, u kterych by se dalo
predpokladat vétsi riziko ¢asné recidivy anebo zkraceni celkového preziti. Stav tumor infiltrujicich
lymfocytl a NK bunék odpovida stavu imunitni systému z hlediska kontroly progrese rakoviny.
Klicova slova: Tumor infiltrujici lymfocyty, CD4+, CD8+, CD57+, dendritické buriky, prognostické
faktory, celkové preziti, bezpfiznakové prefziti.
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3 Summary

Novak P.: Tumor infiltrating lymphocytes as prognostic factor of colorectal cancer after radical
surgical treatment

Background: Colorectal cancer (CRC) belongs among the most frequent malignant diseases and
represents worldwide problem. Czech Republic has one of the highest incidence of CRC. The fight
against this disease is kept in many lines as preventive, surgical and oncological treatment and very
important part is also the estimation of prognosis and suggestion of individual treatment.

Aim: The aim of this study was to analyze the relation of contemporary clinical and histopathological
factors and tumor infiltrating lymphocytes, dendritic and natural killer cells. The next aim was to
differentiate the patients with high risk of shortened overal survival and tendency to early recurrence
of CRC after radical surgical treatment.

Methods: We analyzed the group of 150 patients (93 men, 57 women) that were operated on at the
Department of Surgery of Teaching Hospital in Pilsen between 2004 and 2007. The important
condition for inclusion into the study was radical operation. We excluded patients with any disease
that could influence immunological reactivity. We examined endovascular, endolymphatic,
perineural infiltration by tumor cells (0 — none, 1 positive). Infiltrations of tumor by lymphatic cells
were intratumoral, intrastromal, peritumoral and Crohn-like reaction. The scale for evaluation was:
none (0), mild (1), medium (2) and severe (3). Reactive histological changes in lymphatic nodes were
described as folicular hyperplasia, sinuses histiocytosis and presence of granulomas. We quantified
also immunohistochemical expression of CD4+,CD8+,CD57+ a S100 paterns on imune cells. All these
parameters were analyzed by statistical examination in relation to overal and disease free survival.
Discusion: We proved that negative prognostic factors of overal survival are metastatic proves in
lymph nodes, N2 status of affliction of lymph nodes, endovascular infiltration and extension of
intratumoral infiltration by CD+ lymphocytes. Positive prognostic factors of overal survival were
presence of peritumoral lymphocytes, Crohn-like peritumoral lymphocytes, folicular hyperplasia of
lymph nodes, the extension of intratumoral infiltration by CD8+ lymphocytes and CD57+. Perineural
infiltration, metastatic infiltration of lymph nodes and N2 status of lymph nodes were proved as
negative prognostic factors of disease free survival. Intratumoral infiltration by CD8+ is factor that
prolongs disease free survival. Multivariate analysis proved combination of CD8+ infiltration and
lymph node affliction by metastatic process as most important for prediction of risk of early
recurrence (p<0,05).

Conclussion: Tumor infiltrating lymphocytes and NK cells seems to be promising prognostic factors
that could find their application in colorectal surgery and following oncological treatment as key
indicator for individualized treatment. The status of tumor infiltrating lyphocytes reflects immune
system from the view of tumor control.

Key words: tumor infiltrating lymphocytes, CD4+, CD8+, CD57+, dendritic cells, prognostic factors,
overal survival, disease free survival.
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