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Seznam zKkratek

ABC
CLM
CRC
cT
DCs
DFI
FLRV
HPF
HSCs

MSCs
NKs
oS
PVE
SCs
Tc
TCR
Th
TILs
Treg
TLV
VLM

ATP-binding cassette transportéry
jaterni metastazy kolorektdlniho karcinomu
kolorektalni karcinom

vypocetni tomografie

dendritické bunky

bezptiznakové obdobi

zbytkovy jaterni objem

zorné pole pod nejvétsim (400x) zvétSenim
hematopoetické kmenové buriky
imunitni systém

mesenchymalni kmenové buriky
pfirozeni zabijeci

overall survival

embolizace portalni Zily

kmenové buriky

cytotoxické T lymfocyty

receptor T lymfocytQ

pomocné T lymfocyty

tumor infiltrujici lymfocyty

T regulacni lymfocyty

celkovy objem jater

objem jaternich metastaz



1 Teoreticky uvod

1.1 Metastazujici kolorektalni karcinom

Kolorektalni karcinom (Colorectal Cancer, CRC) je ve vyspélém svété velmi Casté
onemocnéni [1]. U témér 20 % pacientld s CRC se vyskytuji synchronni jaterni metastazy
(Colorectal Liver Metastases, CLM) a az u 50 % pacientl se v pribéhu dispenzarizace
objevi metachronni CLM [2, 3]. VSichni pacienti lé¢eni s CRC podstupuji peclivou
dispenzarizaci. V ramci dispenzarizace jsou k ¢asnému zachytu recidivy nebo vzdalenych
metastaz vyuzivany pravidelné odbéry onkomarkera, vysetfeni hrudniku, bficha a panve
na pocitacové tomografii (Computed Tomography, CT) a kolonoskopickd vysetieni [4].
Vcasny zachyt CLM je zcela zasadni pro dalsi osud pacienta, protoze chirurgicka Iécba je

stdle jediny zpUsob jak dosahnout radikalniho odstranéni tumoru [5].

1.2  Chirurgicka lécba jaternich metastaz

Mezi vyznamné faktory, které v minulosti kontraindikovaly resekéni vykony na
jatrech, patfila nevhodnd lokalizace metastaz (napf. bilobarni uloZzeni metastdz), vysoky
pocet (vice nez 3) a velikost metastdz, mimo jaterni Siteni CRC a postizeni lymfatickych
uzlin jaternich pedikl( [6 s. 168, 7, 8]. Tyto faktory jsou v dnesni dobé povaZovany za
prognosticky nepfiznivé, ale jako takové nekontraindikuji chirurgicky vykon. V pfipadech,
kdy je nutné provést rozsahlou jaterni resekci (3 a vice jaternich segmentl) je zasadnim
faktorem, ktery uréuje resekablitu, tzv. zbytkovy jaterni objem (Future Liver Remnant
Volume, FLRV).

FLRV je predpokladany objem jaterni tkané, ktery je pacientovi ponechan po
resekénim vykonu. Dostate¢né velky FLRV slouzi jako prevence pooperacniho akutniho
jaterniho selhani [9]. Predoperacné je nezbytné provést CT volumetrii jater se
stanovenim objemu jaternich laloku, celkového objemu jater (Total Liver Volume, TLV) a
objemu metastaz (Volume of Liver Metastases, VLM). FLRV je pak pfeveden na procenta
jako pomér FLRV/TLV*100. Nizky FLRV je pFi¢inou proc pouze c¢tvrtina pacientd s CLM je
primarné resekabilni [10, 11, 12]. U pacientl se zdravym jaternim parenchymem
ponechavdme FLRV v rozmezi 25-30 % [13]. Podani onkologické IéCby u pacientl s CLM
ovliviiuje morfologické a fyziologické pomeéry vjatrech [14]. U standardnich

chemoterapeutickych cykld je doporuceno ponechat 30-35 % FLRV. V pfipadé
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prolongované chemoterapie (12 cykll a vice), nebo primarniho poskozeni jaterni tkané
(napf. cirhézou nebo steatohepatitidou) je vhodné pocitat s FLRV minimalné 40 % [9, 14,
15]. U nizsich hodnot FLRV muZeme indikovat embolizaci portdlni Zily (portal vein
embolization, PVE).

PVE je metoda, pfi které je uzaviena ¢ast portadlniho recisté a tok portalni krve je
pfesmérovan do neokludovaného frecisté. Okluze se provadi na strané planované
operace. V dlsledku tohoto vykonu dochdzi ke kompenzatorni hypertrofii jaterniho
parenchymu neokludovaného portalniho fecisté. Naopak na strané jaterniho
parenchymu s tumorem a okludovanym portalnim fecistém dochazi k atrofii jaterniho
parenchymu. PVE je dnes jiZz dobfe etablovana metoda s minimalnim poétem komplikaci
a je povazovana za standardni zpUsob, jak navysit FLRV [16]. Narlst FLRV po PVE je
sledovan pravidelnymi CT kontrolami v intervalu 2-4 tydn( od provedeni PVE [9].
Obvykla doba narlstu FLRV je v priméru 25 dni (3,5 tydne) [17]. Nedostacujici narust
FLRV byl pozorovdn u 25-40 % pacientq, ktefi tak nemohli podstoupit radikdIni operacni
vykon [18, 19]. DUvodem je nepomér mezi rychlosti narlstu FLRV a progresi samotnych
CLM po provedené PVE [20, 21]. Proto jsou dnes zkoumany metody, které urychluji

narlst FLRV po PVE. Jednou z nich je i pouZiti kmenovych bunék (Stem Cells, SCs).

1.3  Vyuziti kmenovych bunék v chirurgii jater

Kmenové burky (SCs) jsou zakladni primarni nediferencované bunky, které se
mohou diferencovat do jinych bunécnych typl (tzv. multipotence) a soucasné jsou
schopné sebeobnovy [22s.17]. Vramci regenerace jater jsou vyuzivany predevsim
adultni multipotentni hematopoetické (CD34* a CD133*) (Hematopoietic Stem Cells,
HSCs) a mesenchymalni (Mesenchymal Stem Cells, MSCs) kmenové burky z kostni
drfené. Diky své plasticité jsou schopné ovlivnit regeneraci jater [23].

Nékolik studii zkoumalo efekt intraportalné podanych CD133* nebo CD34* bunék na
rast FLRV po PVE. VSechny studie byly provedeny na heterogennim souboru pacientl
prevazné s primarnimi tumory jater. Tyto studie prokazaly pozitivni efekt na nartst FLRV,
ktery byl signifikantné vyssi oproti samotné PVE [24, 25, 26]. Stadle nevyjasnény je vsak

efekt SCs na progresi maligniho onemocnéni.



1.4 Imunitni systém a jaterni metastazy

Imunitni systém (Immune System, IS) a nddorové onemocnéni se vzajemné neustdle
ovliviiuji. Reakce mezi tumorem a IS Ize rozdélit do tfi fazi a to eliminace, rovnovaha a
unik. Ve fazi eliminace IS udrZuje dohled nad vyvijejicimi se nadorovymi bunkami.
V pfipadé, Ze nadorové bunky odolavaji (obvykle v disledku mutace) imunitni odpovédi,
vstupuji do faze rovnovahy. IS zde prozatim brani Sifeni tumoru, ale neni schopen vznik
tumoru eliminovat. Pokud jsou nddorové buriky schopné ménit své povrchové antigeny,
ovliviiovat okolni mikroprostfedi a apoptotické mechanismy, maji vysoky potencial

pfesmyknout se do faze uniku a rist nezdvisle na dohledu IS [27].

Dendritické bunky

Dendritické buniky (Dendritic Cells, DCs) jsou slozkou nespecifické imunity
zodpovédné za fagocytdzu a prezentaci antigenl burikdm imunity specifické. V minulosti
byl popsan vztah DCs k lepSimu celkovému preziti (Overall Survival, OS) u pacientd s CRC

[28]. U pacientd s CLM DCs zpomalovali rlist metastaz [29].

Naturall killers

Ptirozeni zabijeci (Natural Killers, NKs) jsou slozkou nespecifické imunity, ktera je
zodpovédna za ¢asnou destrukci poskozenych bunék prfimym cytotoxickym uGcinkem. NKs
jsou znamé svym protinadorovym efektem s prodlouzenim OS a bezpfiznakového
obdobi (Disease Free Interval, DFI) u CRC [30, 31]. Oproti tomu u CLM jsou NKs pfitomny
ve velmi nizkych poctech a jejich snizena funkce mUizZe byt pri¢inou progrese onemocnéni

[32].

T lymfocyty

T lymfocyty jsou charakteristické pritomnosti receptoru T lymfocytl (T-Cell
Receptor, TCR) na svém povrchu. TCR lze rozdélit podle typl retézcd na off a y6. TCR aff
rozeznavaji hlavni histokompatibilni komplex (Major Histocompatibility Complex, MHC).
TCR af se dale déli podle ptitomnosti povrchovych molekul CD4 a CD8. CD4* molekuly
jsou typické pro pomocné T lymfocyty (T helper cells, Th) a CD8" molekuly pro

cytotoxické lymfocyty (T cytotoxic cells, Tc) [27 s. 139-141].



Th lymfocyty

Th lymfocyty lze rozdélit na Th1,Th2 aTh17. Kazdy Th lymfocyt produkuje specifické
spektrum plsobkd, kterym ovliviiuje rdzné slozky IS. Th1l lymfocyty jsou zodpovédné za
podporu cytotoxické reakce a spolupraci s Tc lymfocyty. Th2 lymfocyty jsou zodpovédné
za fizeni bunék nespecifické imunity a B lymfocyt(. Th 17 ovliviiuji Tc a B lymfocyty, NKs
a DCs. Ve studiich byla prokazana souvislost progrese CRC pfi snizeni infiltrace tumoru
Thl lymfocyty a pfi vzestupu infiltrace Th2 lymfocyty [33]. Katz porovndval zastoupeni
tumor infiltrujicich lymfocytl (Tumor Infiltrating Lymphocytes, TILs) u pacient(i s CLM.

Pacienti s kratkym OS méli vyssi zastoupeni CD4* bunék [34].

T regulacni lymfocyty

T regulacni lymfocyty (regulatory T cells, T reg) jsou zdsadni imunosupresni slozkou
chrénici organismus pred autodestrukci [27 s. 148-150]. Katz referuje, Ze vysoké hodnoty
pomérl FoxP3*/CD4* a FoxP3*/CD8" jsou u pacientld s CLM spojeny s kratsim OS [35].
Pernot udava, Ze v tumordzni tkani dochazi ke konverzi CD4* bunék do T reg, které pak

zkracuji DFl a OS [36].

Tc lymfocyty

Jsou hlavni efektorové bunky protinddorové imunity. Jejich pfitomnost v CRC je
spojovana s dobrou prognézou pro OS a nizSim metastazovanim do regiondlnich
lymfatickych uzlin [37].Wagner popsal vyssi aktivitu Tc lymfocytl u pacientd s CLM
oproti zdravym pacientim [38]. Katz spojuje vysokd zastoupeni CD8* bunék a nizkd

zastoupeni CD4* bunék v CLM s dlouhodobym OS [34].

Granzym B
Granzym B je serinova protedza, nejvice zastoupend v NKs a Tc lymfocytech.
Granzym B vyvolava v cilové burice apoptézu. V minulosti byl prokazan vztah nizké

exprese granzymu B s ¢asnym metastazovanim [39].

Serpiny
Serpiny jsou inhibitory serinovych protedz, které chrani bunky IS pfed uvolnénymi

granzymy. ZvySena exprese serpinl vtumorech je indukovana hypoxii. ZvySena



pfitomnost serpinl pak mlZe byt pri¢inou snizeného efektu granzymi a ddvodem

nadorové rezistence vici imunokompetentnim burikam [40].

1.5 Onkologicka lécba a ABCC transportéry

Kombinace chirurgické a onkologické Iécby pFinasi nejlepsi vysledky v OS a DFI u
pacientd s CLM. Problémem dnesni doby je stoupajici rezistence nadorovych bunék vici
klasickym chemoterapeutikim a nasledné selhani Ié¢by se zkracenim DFl a OS [6 s. 123-
130]. Na tomto efektu se podili i ATP-binding cassette transportéry (ABC). V dlsledku
efluxu pres bunénou membranu se snizuji intracelularni hladiny xenobiotik a tim i doba
expozice chemoterapeutika v bunice. RozliSujeme sedm skupin ABC transportérd (A — G)
a nasledné i jejich podskupiny. Hlavatd prokdzala, Ze transkripéni hladiny
intratumordlniho ABCC10 koreluji s gradingem CRC. U pacientl s paliativni Ié¢bou bylo
vyznamné kratSi DFI spojené s nizkou intratumoralni transkripéni hladinou ABCC11. DFI
bylo vyznamné krat$i u pacientl s adjuvantni chemoterapii a nizkou transkripéni
hladinou ABCC11 [41]. U pacientl s CRC nizké hladiny proteinu ABCC10 tfikrat zvySovaly
riziko. Nizké zastoupeni proteinu ABCC11 ctyfikrat zvySovalo riziko rekurence. Pacienti,
ktefi byli éCeni derivaty 5-FU a méli nizké zastoupeni ABCC11 v tumoru, méli kratsi DFI

oproti pacientlim s vysokou hustotou ABCC11 [42].



2 Cile

Cilem dizertacni prace je:

1. ovéfit efekt aplikace SCs po PVE ve vztahu k nardstu FLRV, narlstu objemu CLM
vobdobi mezi PVE a resekénim vykonem, dosaZeni resekability CLM a u
resekovanych pacientl vztah k DFl a OS.

2. stanoveni TILs u pacientl primarné resekabilnich pro CLM, u pacientl po PVE a
pacientld po PVE s aplikaci SCs ve vztahu k prognéze onemocnéni, DFI, OS a vysi
rizika recidivy onemocnéni

3. stanoveni transportérid ABCC10 a ABCC11 u pacientu po resekci jater pro CLM ve
skupinach primarné operabilnich pacient(, pacientld po PVE a PVE s aplikaci SCs a

jejich vztah k DFl a OS.

3 Metodika

3.1 Studie sledovani efektu PVE a PVE s aplikaci SCs na FLRV a CLM

Do studie bylo zahrnuto 63 pacientl s primdrné inoperabilnimi CLM za obdobi od
1.1.2004 do 31.12.2015, ktefi byli na Chirurgické klinice FN Plzen indikovani k PVE nebo
PVE s aplikaci SCs (PVE SCs). K PVE nebo PVE SCs byli indikovani pacienti s FLRV mensim
nez 30%, nebo pacienti s prolongovanou onkologickou |éCbou a vysSim rizikem
pooperacniho jaterniho selhani. Skupina s provedenou PVE méla 43 pacient(, skupina
PVE SCs méla 20 pacient(. Z danych skupin jsme vyc€lenili pacienty, ktefi méli vstupni
FLRV mensi nez 30 %, tzn. skupinu PVE 30 s 25 pacienty a skupinu PVE SCs 30 s 8
pacienty. Vstupni data byla mezi skupinami bez signifikantnich rozdild. PVE byla
provedena perkutanni transhepatalni cestou. U skupiny PVE SCs byl intraportdlné podan
derivat s SCs 24 hodin po PVE. SCs byly ziskany bud' z periferni krve (10 pacientd) nebo
z kostni dfené (10 pacientll) podle metodiky publikované v minulosti [24, 25, 26]. CT
volumetrie byly provedeny v obdobi nejdéle 1 mésic pred PVE a 3 tydny po provedeni

PVE.



3.2 Stanoveni tumor infiltrujicich lymfocytu

Zastoupeni TILs u pacientl po rozsahlé jaterni resekci pro CLM bylo hodnoceno u
tfech skupin pacientli: 1. primarné operabilni, 2. resekabilni po pfedchozi PVE a 3.
resekabilni po predchozi PVE s aplikaci SCs. Celkem byly hodnoceny vzorky od 101
pacientl (PVE 26 pacientl, PVE SCs 13 pacientl a primarni resekce jater u 62 pacienta).

Histopatologickd vy3etieni byla provedena na Siklové patologicko-anatomickém
ustavu Fakultni nemocnice a Lékarské fakulty v Plzni, Univerzity Karlovy. Preparaty pro
mikroskopické vysetteni byly ziskany z parafinovych block(i nafezanim na 5um fezy a
obarvenim v hematoxylinu - eosinu. Kvalitativni hodnoceni sledovalo zastoupeni TILs
v lokalizaci: intratumoralni ITL, intrastromalni (ISL), peritumoralni (PTL) a Crohn like
(Crohn — like). V ramci semikvantitativniho hodnoceni se hodnotila sila infiltrace v dané
lokalizaci pomoci Ctyfstupriového systému: 0 = Zadn4 infiltrace, 1 = mirnad infiltrace, 2 =
stfedni infiltrace, 3 = zavazna infiltrace.

U daného souboru pacientd bylo provedeno imunohistochemické vysetreni.
Pozitivni i negativni kontroly byly provedeny pomoci tkané z palatinalni lymfatické uzliny.
Mira infiltrace lymfocytl byla hodnocena v péti zornych polich v high power
microscopical fields (HPF). Pro hodnoceni byl opét pouzit semikvantitativni ¢tyrstupnovy
systém: 0 =Z4dna infiltrace, 1 = mirna infiltrace, 2 = stfedni infiltrace, 3 = zavaina
infiltrace. Znaceni primarni protildtkou bylo provedeno supersenzitivnim streptavidin-
biotin peroxidazovym komplexem (Biogenex, San Ramon, Kalifornie, USA).

Ke stanoveni TILs bylo vyuZito barveni s protildtkami na CD4 (klon SP35, dale
nefedéno, Ventana, Rocklin, Kalifornie, USA) a CD8 (klon C8/144B, 1.50, Dako, Glostrup,
Dansko). K detekci T reg lymfocytl bylo vyuzZito barveni s protilatkami proti FoxP3 (klon
mAbcam 450, 1:20, Abcam, Cambridge, Velka Britanie) a CD25 (klon 4C9, ddle nefedéno,
Ventana, Rocklin, Kalifornie USA). Z preparatl byly odeditany pozitivni lymfocyty.

Ke stanoveni NKs bylo vyuZito imunohistochemické barveni na CD57 (klon NK-1,
dale nefedéno, Ventana, Kalifornie, USA) s odecty pozitivnich nenddorovych bunék.
Cytotoxickd odpovéd imunokompetentnich bunék viéi nadorovym bunkam byla
sledovdna barvenim proti granzymu B (klon 11F1, 1:30, Leica Biosystems, USA). V rdmci
tohoto barveni byla sledovana pozitivita nenadorovych bunék. Efekt inhibitor(i granzyma

byl u nddorovych bunék sledovan pomoci protilatek proti serpinu B (klon P19-17, 1:100,



Abcam, Cambridge, Velkd Britanie). Stimulacni aktivita APC bunék byla sledovana
pomoci protilatek proti CD86 (klon EP1158Y, dale nefedéno, Abcam, Cambridge, Velka

Britanie).

3.3 Stanoveni ABCC10 a ABCC11

Stanoveni ABCC10 a ABCC11 bylo provedeno u stejnych skupin pacientd jako
stanoveni TILs. V zdvislosti na kvalité preparatli byly zhodnoceny vzorky od 86 pacientt
(primdarné operabilni 54 pacienti, PVE 23 pacientd, PVE SCs 9 pacientl). Stanoveni
ABCC10 a ABCC11 bylo provedeno na Ustavu histologie a embryologie Lékarské fakulty
v Plzni, Univerzity Karlovy. KvySetfeni byly vyuZity vzorky CLM fixované ve 4 %
formaldehydu zalité do parafinovych blockd. Po pripravé mikroskopickych preparati
bylo provedeno obarveni v hematoxylinu — eosinu. Na téchto vzorcich bylo provedeno
imunohistochemické barveni pomoci protilatek proti ABCC10 (M7I-3, 1:10, Abcam,
Cambridge, Velka Britanie) a ABCC11 (M8I-74, 1:10, Abcam, Cambridge, Velka Britanie).

Od kazdého pacienta byl vySetfen 1 mikroskopicky vzorek v 8 zornych polich.
Kvantifikace ABCC10 a ABCCl11 byla provedena pomoci stereologickych metod

softwarem Ellipse (ViDiTo, KoSice, Slovenska republika) metodikou dle Tonara [43].

3.4 Statisticka metoda
Vsechny analyzy byly provedeny v programu Statistica (StatSoft, Inc. 2013. Verze 12
Cz. www.statsoft.com.). VSechny uvddéné p-hodnoty jsou oboustranné a hladina

statistické vyznamnosti byla stanovena na a = 0.05.

Analyza vlivu aplikace SCs pri PVE

V ramci této analyzy byly zkoumany objemové ukazatele jaterni tkdné a CLM vcetné
rychlosti jejich rlstu. Rozdily téchto ukazatelll mezi skupinami PVE a PVE SCs (pfipadné
mezi PVE 30 a PVE SCs 30) byly testovany pomoci Mannova-Whitneyho U testu. Korelace
byly testovdny pomoci Spearmanovy poradové korelace. U resekovanych pacient( byl
stanoven DFI (od data vykonu do data recidivy, umrti pacienta nebylo povaZovano za
recidivu) a OS. Statisticka vyznamnost rozdili v OS a DFI byla testovdna Gehanovym-
Wilcoxonovym testem. Bodové odhady c¢asG a kvantild preziti byly vypocteny
z Kaplanovych-Meierovych odhadd funkce preziti linedrni interpolaci mezi ukonéenymi
pozorovanimi. Odhad medianu follow-up byl stanoven pomoci inverzni Kaplanovy-
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Meierovy metody [44]. Rozdily v pozorovanych relativnich cetnostech (incidence
extrahepatdlnich metastdz, cetnost explorativnich laparotomii) byly testovany

Fischerovym pfesnym testem.

Analyza TILs, ABCC10 a ABCC11

Jako primarni popis klinickych vystupu |écby byly opét zvoleny ukazatele preziti: DFI
a OS. Souvislost DFI a OS s intenzitou a charakterem TILs infiltrace byla zkoumana
v zavislosti na charakteru nezdvislé proménné. Vliv kvantitativnich veli¢in (vyjadrené
Xx/HPF) byl zkouman dvojim zplsobem. Spojitd souvislost mezi hodnotou indikatoru a
ukazateli preziti byla nejprve testovdna jednorozmérnym Coxovym modelem
proporcionalnich rizik. U nalezl statisticky vyznamnych byla provedena stratifikace dle
medianu a dvé takto vzniklé skupiny byly nasledné porovnany (Kaplanova-Meierova
analyza, Gehanuv-Wilcoxon(v test, stanoveni poméru rizika jednorozmérnym Coxovym
modelem proporciondlnich rizik). Semikvantitativni ukazatele byly zkoumany jak pomoci
jednorozmérného Coxova modelu proporcionalnich rizik, tak pomoci vicevybérového
testovani (Kaplanova-Meierova analyza a vicevybérové rozsifeni Gehanova-Wilcoxonova
testu). Poméry kvantitativné mérenych ukazateld byly vyhodnoceny stejné jako samotné
kvantitativni ukazatele popsané vyse stim rozdilem, Ze pred analyzou Coxovym
modelem byly hodnoty pomér( logaritmicky transformovany (zlogaritmovany se
vysledku analyzy pro dany pomér a pomér prevraceny. Poméry s opaénym poradim
proto nebylo potreba testovat zvlast. S problematickymi hodnotami bylo naloZeno takto:
pokud pro daného pacienta hodnota jednoho nebo obou porovnavanych TIL chybéla,
byla vysledkem opét chybéjici hodnota. Pro pomér 0/0 byla vysledkem chybéjici
hodnota. Hodnoty logaritmu mensi nez -5 (tedy pomér 1/32), pfipadné vétsi nez 5 (tedy
pomér 32/1) byly nahrazeny hodnotami -5 a 5 (v tomto poradi). Za logaritmy pomérd
0/x, pfipadné x/0 (x#0) byly opét dosazeny hodnoty -5 a 5 (v tomto poradi). Bodové
odhady casl a kvantili preziti byly vypocteny z Kaplanovych-Meierovych odhadl funkce
preziti linearni interpolaci mezi ukonéenymi pozorovanimi. Odhad medianu follow-up byl
stanoven pomoci inverzni Kaplanovy-Meierovy metody [44]. Rozdily ukazatel( TIL mezi
dvéma skupinami byly testovdny pomoci Mannova-Whitneyho U testu, mezi tfemi
skupinami pak pomoci Kruskalovy-Wallisovy ANOVY. Rozdily v zastoupeni kategorii mezi
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skupinami byly testovany pomoci chi-kvadrat testu. Korelace byly testovany pomoci
Spearmanovy poradové korelace. Rozdily v ploSném zastoupeni ABCC10 a ABCC11
v zavislosti na podani 5-FU byly testovdany pomoci Mannova-Whitneyho U testu a

dvoufaktorové analyzy rozptylu s interakci.

4  Vysledky

4.1 EfektPVE a PVE s aplikaci SCs na riist FLRV a CLM

Mezi sledovanymi skupinami PVE a PVE SCs a skupinami PVE 30 a PVE SCs 30 jsme
neprokazali statisticky signifikantni rozdily v narQistu FLRV. Trend nejrychlejSiho ristu
FLRV byl pozorovan u skupiny PVE SCs 30. Vysledky vSak nejsou statisticky signifikantni.
U viech skupin jsme pozorovali rlist VLM. Mezi sledovanymi skupinami jsme vsak v rlistu
VLM neprokazali statisticky signifikantni rozdil. Explorativni laparotomie byla u pacientt
po PVE s podanymi SCs provedena u 3 pacientl z celkového poctu 20 pacientl (15 %) a u
samotné PVE u 17 pacientl z celkového poctu 43 pacientd (39,5 %). Statisticky je vsak
tento vysledek nesignifikantni (Fischerlv presny test, p= 0,080) (obr. 1 ). Statisticky
vyznamnym faktorem ovliviujici odstoupeni od resekéniho vykonu byla progrese
metastdz (Mann-Whitney U test, p= 0,0445) (obr. 2). Vyskyt extrahepatdlnich metastaz
v pooperacnim obdobi byl statisticky signifikantné vyssi u skupiny PVE (Mann-Whitney U
test, p=0,0210) (obr. 3).

100% 900
o Explorace: 3 800 -1 o Median
S aond : 700 | O 25%-75%
% 80% Explorace: 17 I Min-Max
g — 600
4 £ 500
)% 60% %
=z > 400 + -
% 40% - Resekce: 17 g 300 b
[ ®
E Resekce: 26 =z 200 +
K
E 20% 100 }
2 =]
5 S s L
0%
-100 ! +
P FAE Sts Resekce Explorace

Obr. 1 (vlevo): explorativni laparotomie, porovnani skupin PVE a PVE SCs v % (Fischerlv

pfesny test, p= 0,0800)

Obr. 2 (vpravo): progrese metastaz ve vztahu k resekénim a exploraénim vykontm (Mann-

Whitney U test, p=0,0445)
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Obr. 3 (vlevo): vyjadieni poCtu extrahepatalnich metastdaz, porovnani skupin PVE a PVE

SCs (Mann-Whitney U test, p=0,0210)

Obr. 4 (vpravo): porovnani DFl mezi pacienty s pooperacné podanou a nepodanou
chemoterapii (Gehan-Wilcoxon test p= 0,0086; pomér rizika mezi sledovanymi skupinami

0,2379)

DFl u pacientl po provedené resekci bylo mezi skupinami PVE a PVE SCs bez
statisticky signifikantniho rozdilu (Gehan-Wilcoxon test, p= 1,0). Ve skupiné PVE bylo DFI
1. rok 25,6 %, 3. rok 2,0 %, 5. rok 0 %. Median DFI u PVE byl 0,445 roku. U skupiny PVE
SCs bylo DFI 1. rok 23,2 %, 3. rok 5,8-10,5 % (odhadované DFl), 5. rok 0,9-10,5 %
(odhadované DFIl). Median DFI u PVE SC byl 0,367 roku.

OS u pacientll po resekci CLM bylo mezi skupinami PVE a PVE SCs bez statisticky
signifikantniho rozdilu. U skupiny PVE byl median OS 3,3 roku. Pro skupinu PVE bylo OS
1. rok 84,5 %, 3. rok 59,4 %, 5. rok 6,7-14,7 % (odhadované QS). U PVE SCs byl medidn
pro OS 1,4 roku. U PVE SCs bylo OS 1. rok 81,3 %, 3. rok 29,9 % - 49,9 % (odhadované
0S), 5. rok 4,7-49,9 % (odhadované 0S) (Gehan-Wilcoxon test, p= 0,7180). Obdobné
statisticky nesignifikantni vysledky pro OS a DFI jsme pozorovali i mezi skupinami PVE 30
a PVE SCs 30.

Vyznamné rychlejsi recidiva je prokazatelnd u pacientl bez podané adjuvantni
chemoterapie (Gehan-Wilcoxon test, p= 0,0086) (obr. 4). Signifikantni vysledek jsme
pozorovali i u skupiny PVE (Gehan-Wilcoxon test, p= 0,042), ale u skupiny PVE SCs nebyl

tento vysledek signifikantni pro maly pocet pacientd.
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4.2 O0S, DFI a vztah konkologické 1éché s5-FU u pacienti
s provedenymi resek¢nimi vykony

Vtéto casti vysledkd jsme porovnavali skupiny PVE SCs, PVE a primarné
resekabilnich pacientl. Mezi sledovanymi skupinami byl prokdzan statisticky
signifikantni rozdil v DFI (Gehan-Wilcoxon test, p= 0,0087 a p= 0,0314). Pacienti
s provedenou PVE (skupina PVE SCs a PVE dohromady) méli kratsi DFI oproti pacientiim
s primarné provedenou resekci. DFI pro pacienty s provedenou PVE bylo 1. rok 33,2 %, 3.
rok 6,3 %, 5. rok nedefinovdno. U pacient(i s primarné provedenou resekci bylo DFI 1.

rok 60,1 %, 3. rok 28,6 %, 5. rok nedefinovano (obr. 5 a 6).
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0,6 06} B
L 05 5 05
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0,3 03¢
O- - -+ 4------ -+ ===t
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Obr. 5 (vlevo): DFI porovnani skupin PVE SCs a PVE (dohromady) versus primarné
resekabilni pacienti (Gehan-Wilcoxon test, p= 0,0087; pomér rizika mezi sledovanymi

skupinami 0,4524)

Obr. 6 (vpravo): porovnani DFI mezi skupinami PVE SCs, PVE a primarné resekabilnich
pacientd (Gehan-Wilcoxon test, p=0,0314; pomér rizika mezi sledovanymi skupinami

0,4524)

Statisticka analyza neprokazala signifikantni rozdil v OS mezi sledovanymi skupinami
(Gehan-Wilcoxon test, p=0,2128 a p= 0,4551). U pacientl s provedenou PVE a PVE SCs
bylo OS 1. rok 87,3 %, 3. rok 60,9 %, 5. rok nedefinovano. U primarné resekabilnich pak
bylo OS 1. rok 88,0 %, 3. rok 76,8 % a 5. rok 58,9 %

Statistickd analyza prokazala, Ze pacienti (hodnoceno u vSech pacientd)
s provedenou resekci CLM méli lepsi DFI, pokud meéli po resekci primarniho CRC

podanou adjuvantni chemoterapii s 5-FU (Gehan-Wilcoxon test, p= 0,0228) (obr. 7). Data
14



pro OS byla statisticky nevyznamna (Gehan-Wilcoxon test, p= 0,0506). Podani 5-FU
v ramci onkologické 1écby po resekci CLM bylo statisticky nevyznamné pro DFI (Gehan-
Wilcoxon test, p= 0,9126), ale bylo spojeno s delSim OS (Gehan-Wilcoxon test, p=
0,0116) (obr. 8).
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Obr. 7 (vlevo): porovnani DFI u pacientl po resekci jater v zavislosti na poddani adjuvantni
|écby s 5-FU po resekci primarniho CRC (Gehan-Wilcoxon test, p=0,0228, pomér rizika

mezi sledovanymi skupinami 1,6187)

Obr. 8 (vpravo):0S u pacientl s podanou adjuvantni onkologickou Ié¢bou po resekci CLM

(Gehan-Wilcoxon test, p= 0,0116; pomér rizika mezi sledovanymi skupinami 0,5418)
4.3 Vysledky stanoveni TILs

Zastoupeni jednotlivych TILs mezi sledovanymi skupinami

Pfi stanoveni infiltrace CD4* lymfocytli u pacientl sresekci pro CLM byl mezi
skupinami pozorovan vyznamny rozdil ve vSech sledovanych parametrech - v poctu CD4*
bunék v HPF (Mann-Whitney U test, p= 0,0126 a Kruskal-Wallis ANOVA, p < 0,0001) (obr.
9 a 10), ITL (Chi kvadrat test, p= 0,0132 a Kruskal-Wallis ANOVA, p= 0,0001) (obr. 11 a
12), ISL (Chi kvadrat test, p= 0,0016 a Kruskal-Wallis ANOVA, p< 0,0001) (obr. 13 a 14),
PTL (Chi kvadrat test, p= 0,009 a Kruskal-Wallis ANOVA, p=0,0059) (obr. 15 a 16) a Crohn
like infiltraci (Chi kvadrat test, p= 0,0087 a Kruskal-Wallis ANOVA, p= 0,0002) (obr. 17 a
18). Jak dokazuji prilozené grafy, je infiltrace CD4*lymfocyty vyznamné nizsi u skupiny
PVE SCs. V pripadé PTL jsou patrné statisticky vyznamné nizsi hodnoty CD4* lymfocyt( u
skupiny PVE SCs a PVE.
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Obr. 9 a 10: zastoupeni CD4*bunék v HPF mezi skupinami PVE SCs, PVE a primarné

resekabilnich pacientd (Mann-Whitney U test, p= 0,0126 a Kruskal-Wallis ANOVA p<

0,0001)
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Obr. 11 a 12: zastoupeni CD4* bunék ITL mezi skupinami
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0,0001)
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Obr. 13 a 14: zastoupeni CD4* bunék v ISL mezi skupinami PVE SCs, PVE a primarné

resekabilnich pacientd (Chi kvadrat test, p= 0,0016 a Kruskal-Wallis ANOVA, < 0,0001)
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Obr. 15 a 16: zastoupeni CD4* bunék v PTL mezi skupinami PVE SCs, PVE a primarné

resekabilnich pacientd (Chi kvadrat test, p= 0,0090 a Kruskal-Wallis ANOVA, p=0,0059)
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Obr. 17 a 18: zastoupeni CD4* bunék v Crohn like infiltraci mezi skupinami PVE SCs, PVE a

primarné resekabilnich pacientd (Chi kvadrat test, p= 0,0087 a Kruskal-Wallis ANOVA, p=

0,0002)

Pfi statistické analyze infiltrace CLM CD8* lymfocyty byl pozorovan statisticky

signifikantni vysledek pouze u poctu CD8* v HPF (Mann-Whitney U test, p= 0,0001 a

Kruskal-Wallis ANOVA, p=0,0046) (obr. 19 a 20). Ostatni vysledky nebyly statisticky

signifikantni. Vyssi infiltrace CD8* lymfocyty byla pozorovana u pacientll primarné

operabilnich. Semikvantitativni hodnoceni infiltrace CLM CD8* lymfocyty vyslo bez

statisticky signifikantnich vysledku.
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Obr. 19 a 20: zastoupeni CD8* bunék v HPF mezi skupinami PVE SCs, PVE a primarné
resekabilnich pacientd (Mann-Whitney U test, p= 0,0001 a Kruskal-Wallis ANOVA,
p=0,0046)

Statistickd analyza prokazala vyznamné nizsi zastoupeni T reg ve skupiné primarné
resekabilnich pacientl a to v celkovém poctu CD25* lymfocytd na HPF (Mann-Whitney
U test, p= 0,0019 a Kruskal-Wallis ANOVA, p=0,0080) (obr. 21 a 22) a poctu FoxP3*
lymfocytd na HPF (Mann-Whitney U test, p= 0,014 a Kruskal-Wallis ANOVA, p=0,0468)

(obr. 23 a 24). Semikvantitativni hodnoceni infiltrace CLM T reg neprokazalo statisticky

signifikantni vysledky.
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Obr. 21 a 22: zastoupeni CD25* bunék v HPF mezi skupinami PVE SCs, PVE a primarné
resekabilnich pacientd (Mann-Whitney U test, p= 0,0019 a Kruskal-Wallis ANOVA,
p=0,0080)
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Obr. 23 a 24: zastoupeni FoxP3* bunék v HPF mezi skupinami PVE SCs, PVE a primarné
resekabilnich pacientd (Mann-Whitney U test, p= 0,014 a Kruskal-Wallis ANOVA,
p=0,0468)

Infiltrace CLM NKs (bunky CD57*) byla nizka u vSech skupin a byla bez statisticky
signifikantnich rozdild (Mann-Whitney U test, p= 0,0866 a Kruskal-Wallis ANOVA,
p=0,1838). Bez statisticky signifikantnich rozdili byla i infiltrace DCs (bunky CD86%)
(Mann-Whitney U test, p= 0,097 a Kruskal-Wallis ANOVA, p=0,2052). Taktéz stanoveni
granzymu B (Mann-Whitney U test, p= 0,704) a serpinl (Mann-Whitney U test, p= 0,439)

neprokdazalo statisticky signifikantni rozdily mezi sledovanymi skupinami.

Pti stanoveni pomérl jednotlivych skupin TILs mezi skupinami PVE SCs, PVE a
primarné resekovanymi pacienty, prokdzala statistickd analyza vyznamny rozdil u
poméru bunék FoxP3*/CD4* (Mann-Whitney U test, p< 0,0001 a Kruskal-Wallis ANOVA,
p< 0,0001) (obr. 25 a 26), FoxP3*/CD8* (Mann-Whitney U test, p< 0,0001 a Kruskal-Wallis
ANOVA, p= 0,0001) (obr. 27 a 28), CD8*/CD25* (Mann-Whitney U test, p= 0,0001 a
Kruskal-Wallis ANOVA, p< 0,0001) (obr. 29 a 30), CD4*/CD25* (Mann-Whitney U test, p=
0,0001 a Kruskal-Wallis ANOVA, p=0,0001) (obr. 31 a 32), FoxP3*/CD25* (Mann-Whitney
U test, p=0,0120 a Kruskal-Wallis ANOVA, p= 0,0359) (obr. 33 a 34). U poméru
CD8*/CD4* byl signifikantni rozdil pozorovan az pfi porovnani PVE SCs proti PVE a
primarné resekovanym pacientim (Mann-Whitney U test, p = 0,8161 a Kruskal-Wallis
ANOVA, p< 0,0001) (obr. 35 a 36). Z nasledujicich grafli je patrné, Ze u skupin s PVE a

prfedevsim u skupiny PVE SCs pfevaZuje vyssi zastoupeni T reg.
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Obr. 25 a 26: pomér bunék FoxP3*/CD4* u jednotlivych sledovanych skupin (Mann-

Whitney U test, p< 0,0001 a Kruskal-Wallis ANOVA, p< 0,0001)
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Obr. 27 a 28: pomér bunék FoxP3*/CD8* u jednotlivych sledovanych skupin (Mann-

Whitney U test, p< 0,0001 a Kruskal-Wallis ANOVA, p< 0,0001)
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Obr. 29 a 30: pomér bunék CD8*/CD25"* u jednotlivych sledovanych skupin (Mann-Whitney

U test, p= 0,0001 a Kruskal-Wallis ANOVA, p< 0,0001)
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Obr. 31 a 32: pomér bunék CD4*/CD25" u jednotlivych sledovanych skupin (Mann-Whitney

U test, p= 0,0001 a Kruskal-Wallis ANOVA, p=0,0001)
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Obr. 33 a 34: pomér bunék FoxP3*/CD25* u jednotlivych sledovanych skupin (Mann-

Whitney U test, p= 0,0120 a Kruskal-Wallis ANOVA, p= 0,0359)
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Obr. 35 a 36: pomér bunék CD8*/CD4* u jednotlivych sledovanych skupin (Mann-Whitney

U test, p= 0,8161 a Kruskal-Wallis ANOVA, p=< 0,0001)
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Vztah TILs k DFI a OS

Nejprve byl zkouman vztah TILs k DFI a OS spole¢né u vSech skupin - pacienti po
operacnim vykonu pro CLM ve skupindach PVE SCs, PVE a primdrné resekabilnich
dohromady. Statisticky signifikantni rozdil byl pozorovan u poméru bunék FoxP3*/CD25*
(Coxtv model, p= 0,0234) pro DFI a na hranici statistické vyznamnosti jsme pozorovali
pomér bunék CD8*/CD25* (Coxtv model, p= 0,0499) pro DFl. Pro OS nevysel Zadny
vysledek statisticky signifikantné. U pomért bunék FoxP3*/CD25* a CD8'/CD25* byl
statistickou analyzou stanoven pomér rizika recidivy. Pfi zdvojndsobeni hodnoty poméru
bunék FoxP3*/CD25" klesa riziko recidivy na 87,5 % (CoxGv model, p=0,0234) (obr. 37). U
poméru bunék CD8*/CD25* klesa riziko recidivy na 85,9 % pti zdvojnasobeni hodnoty
poméru (Coxlv model, p=0,0499) (obr. 38). Vicevybérovy test prokdzal statisticky
signifikantni vysledek vztahu CD4* bunék ISL infiltrace a DFI (Gehan-Wilcoxon test, p=
0,0179) (obr. 39).
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Obr. 37 (vlevo): vztah poméru bunék FoxP3*/CD25" k DFI (Gehan-Wilcoxon test p= 0,0412;

pomér rizika mezi skupinami 0,5075)

Obr.38 (vpravo): vztah poméru bunék CD8*/CD25* k DFI (Gehan-Wilcoxon test p= 0,2140

pomér rizika mezi skupinami 0,6051)
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Obr.39: vztah CD4*buniek u ISL infiltrace k DFI pfi spoleéném hodnoceni vSech sledovanych

skupin (Gehan-Wilcoxon test, p= 0,0179)

U skupiny pacientl primarné resekovanych pro CLM jsme ve vztahu k DFI pozorovali
statisticky signifikantni rozdil u poméru bunék FoxP3*/CD8* (CoxGv model, p= 0,0255)
a CD8*/CD4* (CoxGiv model, p=0,0043). Ve vztahu k OS nebyl ziskan signifikantni
vysledek. Déle byly stanoveny poméry rizika recidivy pro poméry bunék FoxP3*/CD8* a
CD8*/CD4*. U poméru bunék FoxP3*/CD8" klesa riziko recidivy o 27,9 % na 72,1 % pfi
zdvojnasobeni hodnoty poméru (Coxiv model, p=0,022) (obr. 40). Pro pomér bunék
CD8*/CD4* plati, Ze pfi zdvojnasobeni hodnoty poméru stoupa riziko recidivy 2,6x (Coxlv

model, p= 0,0043) (obr. 41).
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Obr. 40 (vlevo): vztah poméru bunék FoxP3*/CD8* k DFIl u pacientd primarné resekovanych

pro CLM (Gehan-Wilcoxon test p=0,1531; pomér rizika mezi skupinami 0,6483)
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Obr. 41 (vpravo): vztah poméru bunék CD8*/CD4* k DFI u pacientll primarné resekovanych

pro CLM (Gehan-Wilcoxon test p= 0,0439; pomér rizika mezi skupinami 2,3472)

Dalsi analyzovanou skupinou byla skupina pacientu, ktefi podstoupili resekci CLM
po predchozi PVE. Zde statisticka analyza prokdazala signifikantni vztah k DFI u poétu CD4*
bunék v HPF (Coxlv model, p= 0,0163) a u ISL infiltrace CD4* burikami (Coxtdv model, p=
0,0335). Ve vztahu kOS nebyl prokazan statisticky signifikantni vysledek. U
signifikantnich vysledkd byl opét stanoven pomér rizika recidivy onemocnéni. Pfi zvySeni
CD4* bunék o 1 bod v HPF stoupa riziko recidivy o 1,2 % (Cox(v model, p= 0,0163) (obr.
42). Pfi zvySeni ISL infiltrace CD4* bunkami o jeden stupen semikvantitativniho
hodnoceni stoupa riziko recidivy témér na dvojndasobek (Cox(iv model, p= 0,0335) (obr.

43).
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Obr. 42 (vlevo): vztah poctu CD4* bunék v HPF k DFI u pacientll resekovanych pro CLM po

PVE (Gehan-Wilcoxon test p= 0,0398; pomér rizika mezi sledovanymi skupinami 1,723)

Obr. 43 (vpravo): vztah ISL infiltrace CD4* burkami k DFI u pacientd resekovanych pro
CLM po PVE (Gehan-Wilcoxon test p=0,1288)

Statisticka analyza DFI a OS u skupiny pacientd, ktefi podstoupili resekci jater po
pfedchozi PVE s aplikaci SCs prokazala vyznamny vztah CD86* bunék k OS (p= 0,0230).
Pomeér rizika byl u CD86* bunék stanoven na 17 % pfi zvySeni CD86* bunék o jeden bod
semikvantitativniho hodnoceni. Pfi vicevybérovém hodnoceni vsak nebylo moiné
provést blizsi stanoveni z dllvodu malého poctu pacientd a ziskany vysledek tak nelze

povaZovat za validni.
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4.4 Stanoveni ABCC10 a ABCC11

Porovndni plosnych podild ABCC10 a ABCC11 neprokdzalo statisticky signifikantni
rozdil mezi sledovanymi skupinami (Kruskal-Wallis ANOVA, p=0,1829 a p=0,1856).

Mezi pacienty zarazenymi do studie nebyl pozorovan statisticky signifikantni
vysledek ve vztahu ABCC10 a ABCC11 k DFI a OS. Mezi jednotlivymi skupinami bylo
mozné pozorovat vyznamny vztah ABCC11 k OS u skupiny PVE SCs (Coxtv model, p=
0,0304). Pfi bliz§im statistickém vyhodnoceni vztahu ABCC1l1 a OS pomoci
dvouvybérového testu nevychazi vysledek u skupiny PVE SCs jako statisticky vyznamny
(Gehan-Wilcoxon test, p= 0,1309). Divodem je maly pocet pacientl v dané skupiné a

vysledek tak muze byt faleSné pozitivni (obr. 44).
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Obr. 44 (vlevo): Vztah ABCC11 k OS u skupiny PVE SCs (Gehan-Wilcoxon test, p= 0,1309)

Obr. 45 (vpravo): vztah ploSného podilu ABCC10 (Mann-Whitney U test, p= 0,021) k Iécbé
5-FU.

Ve studii byl zkouman i vliv podaného 5-FU na plosny podil ABCC10 a ABCC11. Podil
ABCC10 u pacientl po resekci CLM (hodnoceny vSechny skupiny dohromady) byl vys$si u
téch pacientll, ktefi neméli po resekci primarniho CRC do lécby zafazen 5-FU (Mann-
Whitney U test, p= 0,0217) (obr. 45). U ABCC11 byl vysledek za hranici statistické
vyznamnosti (Mann-Whitney U test, p= 0,1123). Pfi blizSim porovnani pomoci
vicefaktorové analyzy rozptylu jsou vysledky jak u ABCC10 tak i u ABCC11 tésné za
hranici statistické vyznamnosti (vicefaktorova ANOVA, p= 0,0542 a p=0,0540).
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5 Diskuze

5.1 Diskuze k efektu PVE a PVE s aplikaci SCs na rist FLRV a CLM

Vtéto studii byl nardst FLRV mezi sledovanymi skupinami bez statisticky
signifikantnich rozdilG. Z vyslednych dat v3ak bylo mozné sledovat trend vétsiho rlstu
FLRV u skupiny pacient(l s aplikovanymi SCs. Tento trend je umocnén predevsim u
skupiny PVE SCs 30. Rychlejsi narst FLRV byl popsan v dfive publikovanych studiich,
které vyuZily SCs ke stimulaci rlstu FLRV [24, 25]. Tyto studie vSak byly provedeny na
heterogennim souboru pacientl. Nas soubor zahrnoval pouze pacienty s CLM. V nasi
studii byli k PVE s aplikaci SCs indikovani i pacienti po prolongovaném podavani
onkologické lécby. | tato prolongovana onkologickd Ié¢ba mlze mit negativni vliv na
jaterni regeneraci a pfispiva i k pomalejSimu rlstu FLRV [45]. To mulZe byt i jednim
zdUvodl, pro¢ jsme vnasi studii statisticky signifikantniho rGstu FLRV nedosahli.
Limitem této studie je maly pocet pacientd, ktefi byli do studie zarazeni. PVE s aplikaci
SCs je metoda vhodnd jen pro malou skupinu pacientd s nizkym vstupnim FLRV nebo
kombinaci nizkého FLRV a prolongovaného podavani onkologické lé¢by. Studie zcela jisté
potfebuje vyhodnoceni na vétsich skupinach pacientu.

Prozatim Zadna z vySe citovanych studii [24,25] se nezmifiuje o progresi maligniho
onemocnéni po PVE a aplikaci SCs. V této studii je na provedenych CT scanech a
volumetriich metastaz patrna progrese metastaz u vsech sledovanych skupin. Rast vsak
nebyl mezi porovndvanymi skupinami statisticky signifikantni. V naSem souboru pacient(
tak aplikace SCs nevedla k rychlejsi progresi metastaz oproti prosté PVE. Kombinace
pomalé progrese rlstu metastaz a urychleného FLRV je pro pacienty zcela klicova,
protoze jim dava vétsi Sanci podstoupit radikalni resekéni vykon a sniZuje procento
explorativnich vykonl [26]. V nasem souboru pacientd bylo procento explorativnich
laparotomii vyrazné nizsi u pacientll s aplikovanymi SCs. Pozoruhodny je i fakt
signifikantni progrese extrahepatdlnich metastaz u skupiny s prostou PVE. Vyuziti SCs
v |é¢bé maligniho onemocnéni nese urcité riziko diseminace naddorového onemocnéni
nejen do jater, ale i dalSich organt, napf. plic [46]. V nasi studii jsme vsak toto
neprokdzali, naopak extrahepatalni diseminace byla ¢astéjsi u skupiny s prostou PVE, a

to statisticky vyznamné. V soucasné chvili nejsme schopni tento efekt blize vysvétlit.
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Malé soubory pacientd mohou byt jednim z divod(, ale dany fakt bude cilem naseho

dalSiho vyzkumu se zamérenim na eventuadlni protektivni efekt SCs.

5.2 Diskuze kDFI, OS a vztahu k onkologické 1écbé po resekcnich
vykonech u pacienti po PVE, po PVE s aplikaci SCs a pacienti
primarné resekabilnich

Hodnoceni DFI a OS je v nasem malém souboru pacientli po PVE a PVE s aplikaci
SCs obtizné vzhledem kvelkému poctu statistickych cenzorl. Jen malé mnoiZstvi
pacientl jsme byli schopni sledovat po dobu delS$i nez 3 roky. Proto v nékterych
pfipadech musime uvadét pouze odhadované DFl a OS, nebo nejsme schopni DFI a OS
definovat. Pfi porovnani pouze pacientl ze skupin PVE a PVE SCs jsme nepozorovali
statisticky signifikantni rozdily, jak v DFI, tak i v OS. VétSina pacienti méla brzkou
recidivu. Uvedend data svédci pro velmi Spatnou progndzu pacientd, ktefi byli do studie
zatazeni. Z nasi studie vyplyva i zcela nezpochybnitelny efekt onkologické lé¢by po
resekénim vykonu. Pfi porovnani dat mezi skupinami s provedenou PVE a primarné

resekabilnimi pacienty je vyznamny rozdil u DFI. Je diskutabilni, jestli krdtkd doba DFI u

pacientl po PVE je ddna pokrocilejsi fazi maligniho onemocnéni. V radé pripadl jsou

k PVE indikovani pacienti s bilobarnim postizenim nebo viceloZiskovym postizenim jater.

Tato samotnd postizeni jsou vyznamnym negativnim prognostickym faktorem, ale

zaroven nejsou v dnesni dobé povaZovana za kontraindikace chirurgickych vykon( [7, 8].

Casnda progrese onemocnéni je pak zavisld pfedev$im na dodrZeni RO resekce. Dal$im

dlvodem casné recidivy je i mikrometastatické postizeni, které neni v dobé operace

patrné [3]. VyuZiti neoadjuvantni chemoterapie prodluZzuje dobu do progrese

onemocnéni po resekci CLM a sniZuje i vyskyt mikrometastatického postizeni [47]. U

pacientl s PVE je vSak v dobé pripravy pacienta k resekénimu vykonu, ktera maze trvat i

nékolik mésic(, riziko vzniku mikrometastatického postizeni, které nasledné muze zkratit

DFI po resekci CLM. Tim se opét potvrzuje pravidlo nezbytné kombinace chirurgické a

onkologické |é€by a predevsim jeji spravné nacasovani ve smyslu neoadjuvantni terapie,

resekce a pooperacni chemoterapie.
V pripadé, Ze pacienti podstoupi resekci jater pro CLM po predchozi pfipravé s PVE
nebo PVE s aplikaci SCs dosahuji stejnych hodnot OS. Porovnani skupin s PVE a PVE SCs

neprokazalo statisticky signifikantni rozdil v OS. Oproti vyznamnému rozdilu v DFI jsme
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v této studii neprokazali statisticky vyznamny rozdil v OS mezi pacienty, ktefi podstoupili
PVE, a pacienty ktefi byli primarné resekabilni. Diky dneSnim moznostem paliativni [éCby
jsme schopni nabidnout i pacientlim s ¢asnou recidivou CLM alternativni moznosti jak
prodlouzit OS. U pacientl s recidivou v prvé dobé zvaziujeme reoperaci s resekénim
vykonem. U pacientl po rozsahlych resekcich na jatrech jsme obvykle omezeni malym
FLRV. U téchto pacientll se pak snazime vyuzivat destrukce CLM pomoci radiofrekvencni
ablace (predevSim perkutannich CT navigovanych vykonu), transarteridlni
chemoembolizace a paliativni chemoterapii [48]. | v nasi studii jsme prokazali, Ze podani
5-FU po resekci jak primarniho CRC ,tak i CLM mélo vyznamny vztah k DFl a OS.
Provedeni PVE nabizi pacientliim s dfive inoperabilnim postizenim jater moZnost
dosahnout operabilniho stadia a nasledné i OS, které je srovnatelné s pacienty primarné
resekabilnimi. Aplikace SCs v nasi studii prispéla kvysSimu procentu dosaZenych

resekénich vykonU a méla nizsi vyskyt extrahepatdlni progrese onemocnéni.

5.3 Diskuze k TILs

K predikci progndzy u pacientl s malignim onemocnénim ndm v soucasné dobé
slouzi TNM klasifikace. U CRC vsak na jejim podkladé mlzZe dojit k podstazovani
pacientl, které ma za ndasledek nepodani adjuvantni onkologické |écby s ndslednou
recidivou onemocnéni. Proto jsou intenzivné zkoumany nové faktory, které by tyto, do
daného stadia obtizné zaraditelné pacienty, odhalily. Jednou z moZnosti je i
imunoediting se stanovenim TILs. U pacient( s CRC je jiZ uverejnéna rada studii, ale u
pacientl s CLM je prozatim provedeno malé mnozstvi studii, které by ozrejmili vztahy
mezi IS a CLM. V nasi studii nds zajimalo i to, zdali je provedeni PVE a PVE s aplikaci SCs
schopné zastoupeni TILs ovlivnit (napf. pouZitim embolizacniho materidlu a ptipadné i

vliv aplikovanych SCs).
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Diskuze k zastoupeni jednotlivych TILs mezi sledovanymi skupinami

CD8* lymfocyty

Pti porovnani zastoupeni TILs mezi jednotlivymi skupinami je patrné, Ze u pacient(
po PVE s aplikaci SCs a u pacient(l po samotné PVE byl pozorovan nizsi pocet CD8* bunék
v HPF oproti pacientim primarné operabilnim. Semikvantitativni hodnoceni pak vyslo
bez statisticky signifikantnich rozdild.

ZvySeni CD8" bunék jako primych cytotoxickych efektor(i je obecné spojovano
s prognostickym benefitem [49] U naSich sledovanych skupin je patrné, Zze primarné
operabilni pacienti maji vyssi zastoupeni CD8* bunék oproti pacientim s provedenou
PVE. Predpokladame, Ze tento stav je dan pokrocilosti nddorového onemocnéni.
Pacienti, ktefi byli indikovani k PVE, maji pokrocilejsi nalez CLM. Vyssi zastoupeni CD8*
bunék u primarné operabilnich pacientd tak mlze svédcit o schopnosti organismu jesté
vyvolat cytotoxickou reakci proti CLM, zatim co pacienti indikovani k PVE jiz danou
schopnost ztratili. Tuto myslenku podporuji i vysledky Gulubové, kterd ve své studii
pozorovala nizsi zastoupeni TILs a tedy i CD8* lymfocyt(i u pacientd s viceCetnymi CLM
[50]. Samotna pritomnost CD8* lymfocytl vsak jeSté nemusi znamenat cytotoxicky efekt.
Nejprve je nutnd tumor specificka aktivace CD8* bunék. Tato aktivace je dana kooperaci
CD8* lymfocytl s CD4* lymfocyty migrujicimi do tumordzni tkdané. U CRC je vysokd
aktivace CD8* bunék pfitomna u nizkych stadii CRC a nizkd aktivace u vysokych stadii
onemocnéni [51]. U CLM je tento efekt prozatim neovéren. Lze predpokladat, Ze tento
efekt nastava i v pripadé CLM, kdy s pokrocilosti onemocnéni klesa aktivace, a tedy i
cytotoxicky efekt CD8* lymfocytl. V nasem ptipadé pro nizkou aktivaci CD8* lymfocytl
svéddi i nizka hodnota u zastoupeni granzymu B, kterd se navic nelisSila mezi sledovanymi
skupinami.

PVE, tak i u skupiny PVE SCs oproti primarné resekabilnim pacientlim,
nepredpokldadame, Ze by tento stav byl zplisoben podanim SCs. Na rozdil od jinych studii
jsme neprokazali odliSné zastoupeni CD8* bunék ve vztahu kinfiltraci konkrétni casti
tumorézni tkdné. Brunner uddvd vyznam PTL CD8* ve stromatu blizko tumoru a ve

fibrotické kapsule kolem tumoru [52]. Berthel ve své analyze udava, Ze k prodlouzeni OS
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prispivaji predevsim CD8* lymfocyty lokalizované ve vzdalenosti 20-30 um od hranice
metastazy [53]

V této studii jsme neprokdzali statisticky signifikantni vztah CD8* lymfocytl k DFI
a0S u Zzadné ze sledovanych skupin. Zde je nasSe studie v kontrastu s dfive
publikovanymi vysledky jinych autorl. Tyto studie vSak byly provedeny na vétSim vzorku
pacientl, které byly aZ dvojnasobné pfi porovnani s nasim souborem [34, 35]. O tom
muze svédcit napf. vztah CD8* k DFI u pacientl primarné resekovanych, které vyslo
tésné za hranici statistické vyznamnosti. Je pravdépodobné, Ze pfi vy$sim poctu pacientl
bychom jiz ziskali statisticky signifikantni vysledek. Jako dalsi faktor, ktery mohl
negativné ovlivnit vztah CD8* k DFI a OS, je jiz vySe diskutovana nizka aktivace CD8*

lymfocytd.

CD4+ lymfocyty

V nasi studii jsme u CD4* bunék pozorovali vyznamné nizsi zastoupeni v jejich
celkovém poctu na HPF u vSech pacientl s provedenou PVE (skupina PVE a PVE SCs
dohromady) oproti pacientlim s primarni resekci. Obdobné rozdily jsme mohli pozorovat
i u semikvantitativniho hodnoceni, kde byly vyznamné rozdily v zastoupeni CD4* bunék
v ITL, ISL, PTL a Crohn-like infiltraci. PFi blizSim rozboru je vsak patrné, Ze tyto rozdily byly
dany predevsim nizkym zastoupenim CD4* lymfocytl v HPF, ITL, ISL a Crohn like infiltraci
ve skupiné pacientll s podanymi SCs po PVE. Pouze u PTL byly hodnoty CD4* nizké jak u
skupiny PVE SCs, tak i u skupiny PVE v porovnani se skupinou primarné operabilnich
pacientl. V soucasné dobé, neni jasné, jaké chovani SCs vykazuji po jejich aplikaci a
prachodu jaternim cévnim frecistém a jaterni tkani. Jednou z moznosti je i prlichod
systémovym frecistém. Zde pak cestou a. hepatica dextra mohou projit jaternim
parenchymem s okludovanou vétvi portdlni Zily a ovlivnit i bunky pfitomné vtomto
laloku. SCs maiji diky tvorbé velké skaly cytokin( a rlstovych faktord potencial ovlivnit
CD4* bunky. To potvrzuji i experimentalni studie provedené na mysich, kde SCs z kostni
drené (predevsim MSCs) byly schopné potlacit aktivaci CD4* lymfocytll a vedly
k navysSeni a diferenciaci T lymfocytl v T reg [54]. V humanni mediciné tento efekt SCs
stoji za zmirnénim projevl reakce Stépu proti hostiteli [55]. V korelaci s nasi studii Ize

timto déjem vysvétlit nizké zastoupeni CD4* bunék a vyssi zastoupeni T reg u pacientd
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s podanymi SCs po PVE. V pfipadé nizkého zastoupeni CD4* bunék u pacientld s
provedenou PVE je nutné zminit i moznost ovlivnéni tohoto stavu onkologickou lé¢bou.
Correale popisuje, Ze u pacientl s pokroc¢ilym CRC podstupujicich chemoterapii nebo
chemoimunoterapii pozoroval vyssi zastoupeni T reg (FoxP3*) bunék [56]. Jednou
skupinou pacientd, ktefi byli indikovani k PVE, byli i pacienti s prolongovanou
chemoterapii. V tomto pripadé nem(zZeme vyloucit ani efekt podané onkologické lécby,
kterd mohla stimulovat diferenciaci CD4* lymfocytd do FoxP3* bunék.

Vys$si zastoupeni CD4* lymfocytl ve skupinach s PVE a primarné resekabilnich
pacientl podporuje nasi hypotézu o snaze organismu vyvolat stimulaci CD8* bunék
cytotoxickou reakci vici tumoru. CD4* buriky Ize rozdélit na Thl, Th2 a T reg. V pfipadé
Th1 a Th2 lymfocytl byl popsan rozdilny ucinek téchto dvou podskupin na CRC. Zvysené
pocty Thl lymfocytl a jejich cytokin( byly stanoveny jako prognosticky pfiznivé faktory
z hlediska progrese onemocnéni z adenomu do CRC, ale i ve vztahu k lepSimu DFI [33].
Progresi onemocnéni naopak podporuji Th2 lymfocyty a jejich plsobky. Tento efekt je
dan stimulacnim efektem Th1l lymfocytd na CD8* lymfocyty a podporou jejich
cytotoxické reakce [57]. V nasi studii jsme prokazali vyznamny negativni vztah CD4*
lymfocytl k DFI u skupiny pacientl s provedenou PVE. CD4* buriky se zde projevily jako
negativni prognosticky faktor, protoze jejich pritomnost zvySovala riziko recidivy. Katz
udava, Ze pacienti, ktefi méli vysoké zastoupeni CD4* bunék, dosahli kratSiho OS. Tyto
zavéry svédci spiSe pro pritomnost Th2 lymfocytl, které mohou mit protumorigenni
potencial. Prozatim neni jasné, jaky mechanismus rozhoduje o aktivaci protumorigenni
nebo jiz vySe zminované cytotoxické reakce. Vybrané nadorové buriky se mohou
adaptovat na pfitomnost CD4* bunék a vyuzit jejich prostimulaéni potencial [34]. UvaZzuje
se, Zze samotné mikroprostredi tumoru atrahuje CD4* bunky, které nasledné pusobi jako

akcelerator nadorového ristu [58].

T regulacni lymfocyty

Ve vysledcich nasi studie je patrné, Ze u pacientl s provedenou PVE (a to jak
prostou PVE, tak i PVE s aplikaci SCs) bylo vys$si zastoupeni T reg (CD25* a Foxp3* bunék)

v HPF. Semikvantitativni rozdéleni bylo bez statisticky vyznamnych rozdilG. Z grafii
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vyplyva, Ze zvyseni jak FoxP3*, tak i CD25* bunék v HPF bylo u vSech pacient(
s provedenou PVE bez statisticky signifikantniho rozdilu mezi PVE a PVE SCs.

T reg jsou podskupinou CD4* bunék vykazujici vysoky supresni potencial na okolni
buriky. Tento supresni efekt je dan konkrétnim typem produkovaného cytokinu nebo
rastového faktoru. Jedna se napt. o IL 10 nebo TGF-B [59]. T reg produkujici TGF-B
potlacuji funkci jak Th1 tak i Th2 lymfocytd. TGF-B vS8ak ma i vyznamny vliv na regeneraci
hepatocytll. Zde je dlleZzitym mitoinhibitorem, ktery ukoncuje déleni hepatocytl a je
schopen navodit apoptdzu hepatocytd [60]. ZvySené hladiny T reg ve skupinach PVE a
PVE SCs si vysvétlujeme jako dusledek provedeni PVE. T reg produkujici TGF-B podporuji
vyvolani apoptézy hepatocytll. Apoptdza je dllezitym déjem u pacientl podstupujicich
PVE, kdy postupné dochazi k atrofii laloku s okludovanym portalnim recistém. Mira
atrofie pak indukuje i miru kompenzatorni hypertrofie kontralateralniho jaterniho laloku
a podporuje rast FLRV.

Velmi diskutovany je efekt T reg na progresi nadorového onemocnéni.
Imunosupresni efekt T reg je v prvé fadé cilen jako mechanismus imunotolerance
organismu [61]. V pfipadé maligniho nddorového onemocnéni se tento efekt
imunotolerance projevi jako negativni faktor, ktery sniZzuje antitumordzni imunitni reakci
a tim zkracuje OS a DFI [59]. V ptipadé prognostického vyznamu T reg se publikované
studie jak pro CRC, tak i pro CLM rozchazeji. Katz publikoval studii, kde bylo vysoké
zastoupeni T reg negativni prognosticky faktor pro OS a DFI [35]. Na druhou stranu
Nakagawa udava, Ze peritumordlni pfitomnost T reg bunék zlepSuje preziti u pacientl po
resekcich jater pro CLM. Domniva se, Ze pfitomné T reg se orientuji na snizeni zanétlivé
odpovédi v okoli tumoru a neovliviuji cytotoxickou reakci vyvolanou CD8* lymfocyty[62].
NasSe studie neprokdzala statisticky signifikantni vztah samostatné stanovenych T reg

k OS a DFI ani u jedné ze sledovanych skupin.

Pomeéry zastoupeni TILs

TILs jsou zndmé svoji kooperaci mezi jednotlivymi skupinami lymfocytud. Dilezita je
spoluprace predevsim T reg a CD4* bunék s CD8* burikami. Stanoveni pomér( slouzi k
ozfejmeni téchto vztahU. Katz udava, Zze poméry TILs maji vétsi prediktivni hodnotu nez

individualni stanoveni TILs. Poméry jsou schopné lépe zhodnotit funkéni dopad
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jednotlivych typl lymfocytd a v klinické praxi mohou mit vice relevantni hodnotu [35].
| v této studii jsme vyuZili pomér(, abychom si ovéfili predpokladané vztahy jednotlivych
TILs, které jiz byly zminény v diskuzi vyse.

V nasi studii byl mezi sledovanymi skupinami patrny statisticky signifikantni rozdil u
pomérl bunék FoxP3*/CD4*, FoxP3*/CD8*, CD8"/CD25*, CD4*/CD25*, FoxP3*/CD25" a
CD8*/CD4*. Ve vztahu kDFI byl zaznamenan signifikantni vztah poméru bunék
FoxP3*/CD25* u celého souboru pacientll. U pacientd primarné resekabilnich pak byl
vyznamny vztah poméru bunék CD8*/CD4* k DFI. Ve vztahu k OS jsme v nasi studii
nepozorovali zadny staticky signifikantni vysledek.

Z vysledkl je patrné, Ze T reg byly zvySené oproti CD4* a CD8* burikam, a to u skupin
PVE a PVE SCs. Tento vztah tak opét muzZe svédcit o aktivaci proapoptotické slozky
v jaternim parenchymu s provedenou PVE. U porovnani T reg s CD4* bunkami je také
patrné, ze CD4* burnky byly vyznamné snizené a FoxP3* bunky naopak zvySené u
pacientl s PVE SCs. Lze spekulovat, zdali tento nalez vypovida o moziném pfispéni SCs
pfi rozvoji apoptdzy jaternich bunék a nasledné atrofii daného jaterniho laloku jako
disledek konverze CD4* do T reg [36]. Pfi porovnani T reg s CD8" lymfocyty je patrny
trend aktivace cytotoxické slozky u primarné resekabilnich pacientl s CLM. U pacient(
primarné resekabilnich jsme pozorovali i statisticky signifikantni vztah poméru bunék
FoxP3*/CD8" vlci DFIl. Pokud tento pomér stoupd, sniZuje se riziko recidivy. Tento
vysledek je vSak v kontrastu s Katzovou studii, kde byly vyssi hodnoty pomér bunék
FoxP3*/CD4* a FoxP3*/CD8* spojeny s horsim celkovym preZitim [35]. Jinou studii, ktera
by tento vztah u pacientll s CLM studovala, se ndm nepodafilo dohledat. Infiltrace
tumoru FoxP3* lymfocyty jsou u fady karcinomi (ovaria, plic, ledvin, Zaludku, jater)
popisovany jako negativni prognostické faktory. U CRC je vSak situace odliSnd. Na jedné
strané stoji studie napf. Sinicropeho nebo Suzukiho, ktefi uvadi vztah poméru bunék
CD3*/FoxP3*, respektive CD8*/FoxP3* jako prognosticky vyznamny pro DFl a OS [63].
Sinicrope také udava, Ze nizky pomér bunék CD3*/FoxP3* a nizké zastoupeni samotnych
CD3* bunék ovliviuji mikrometastazovani. Tato situace plati pro intraepitelidlni
zastoupeni TILs. Autor také upozornuje, Ze u stromalni infiltrace maze byt vztah uz jiny
[64]. Na druhé strané fada studii potvrdila, Ze intratumordlni pfitomost FoxP3* bunék u

CRC zlepsuje prognozu [65]. Correale studoval zastoupeni FoxP3* lymfocytl u pacient(
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s pokrocilym CRC, ktefi podstupovali chemoimunoterapii. U téchto pacientl pozoroval,
Ze vysoké zastoupeni FoxP3* lymfocytl bylo vyznamnym prognostickym faktorem s lepsi
odpovédi na |écbu. Pacienti s CLM casto podstupuji onkologickou Ié¢bu pfed samotnou
resekci jater napf. podani 6 cykli onkologické lécby pred chirurgickym vykonem.
V pripadé skupiny PVE SCs byly pacienti ¢asto predléceni prolongovanou onkologickou
[é¢bou. | tento faktor mize hrat vyznamnou roli, proc¢ byli v nasi studii FoxP3* lymfocyty
vysoce zastoupené u pacientl s PVE SCs a pro€ vychazeji jako pozitivni faktor pro DFl u
primarné resekabilnich pacientd ve vztahu k CD8* a CD4* burikdm [56].

Zajimavy vysledek pfindsi porovnani CD8* s CD4* burnkami. Je z néj patrné, Ze
resekovanych je jiz pomér vyssi ve prospéch CD8* bunék a je tak vsouladu s nasim
predpokladem vyssi aktivace cytotoxické slozky u této skupiny pacient(. Pfekvapujici je
vsak pomér bunék CD8*/CD4* u skupiny PVE SCs, kde je patrné vysoké zastoupeni CD8*
bunék a nizké zastoupeni CD4* bunék. Nepredpokladdme, Ze by tento stav byl zplisoben
vysSi aktivaci cytotoxické slozky. Ve vztahu k ostatnim vysledkdim se pfiklanime k nazoru,
Ze snizeni CD4* (a jejich diferenciace v T reg) v dlsledku podani SCs nebo v disledku
pfedoperacni onkologické |écby bylo natolik vyrazné, Ze ovlivnilo tento pomér ve
prospéch CD8*. Vramci rekurence onemocnéni byl pozorovan statisticky signifikantni
vztah poméru bunék CD8*/CD4* k DFI u pacientl primarné resekabilnich. Ve skupiné PVE
byl tento vztah k DFI tésné za hranici statistické vyznamnosti. V pfipadé primarné
resekabilnich pacientl byl vzestup poméru spojen se vzestupem rizika rekurence. Katz
ve své studii vyuzil pomér bunék CD4*/CD8* a udava, Ze vysoka hodnota tohoto poméru
byla v korelaci s lepSim OS a DFI [35]. Pro vyvolani cytotoxické reakce cestou CD8* bunék
je nezbytna jejich predchozi aktivace pomoci CD4* bunék [51]. Pomér mezi bunkami
CD8* a CD4* tak vypovida o tomto vztahu. ZvySeni CD4* bunék, které je v pripadé téchto
poméra spojeno s lepSim OS nebo DFI, mlze svédcit o vyssi aktivaci cytotoxické slozky
[35].

Dalsim zajimavym vysledkem je pomér bunék FoxP3*/CD25*. Oba pouZité markery
(FoxP3 i CD25) jsou markery T reg. Ve studii jsme pozorovali, Ze je tento pomér zvysen u
pacientl primarné resekabilnich oproti pacientim ve skupinach PVE a PVE SCs. Také

jsme pozorovali signifikantni vztah tohoto poméru k DFI u vSech pacientli dohromady.
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Z poméru rizika recidivy vyplyva, Ze v pripadé, kdy se vysledné Cislo poméru zvysuje,
snizuje se riziko vzniku recidivy. CD25 je povrchovy receptor pro IL-2. Jeho aktivace je
nezbytnd k ndsledné aktivaci FoxP3 [61]. Pfedpoklada se tedy, Ze existuji rlizné vyzralé
populace T reg. Pomér bunék FoxP3*/CD25* vypovidd o mife aktivace a procesu
maturace T reg. VysSi hodnoty poméru by tak ukazovaly na aktivaci vyzralejSich forem T
reg. Znasi studie vyplyva, Ze vyssi zastoupeni vyzrilych forem T reg je pozitivnim
faktorem vzhledem kriziku rozvoje recidivy u pacient(l, ktefi podstupuji jakoukoliv

resekci jater pro CLM.

Dendritické buriky, Natural Killers, granzym B a serpin B9

V nasi studii jsme neprokdzali vyznamné rozdily v zastoupeni DCs, NKs, granzymu B
a serpinu B9 mezi skupinami PVE SCs, PVE a skupinou primarné resekabilnich pacient(.

DCs (CD86* buriky) jsou hlavni slozkou APCs. V minulosti byl popsdn jejich vztah
k CRC. Nizké zastoupeni DCs u pacientd sCRC mélo vztah k metastazovani do
lymfatickych uzlin [28]. V pfipadé CLM byla popsana vazba mezi DCs a CD8*bunék.
V pfipadé vysoké infiltrace tumoru témito imunocyty se snizuje rlst CLM [29]. Na
druhou stranu DCs jsou negativné ovliviiovany mikroprostfedim tumoru, které
v dUsledku cytokin( snizuje denzitu DCs ve tkani tumoru. U metastaz je zastoupeni DCs
az 6x nizsi oproti tkani CRC. Tim se snizuje i stimulace bunék specifické imunity,
predevsim efektorovych CD8* bunék [66]. Pfedpokladame, Ze nizké zastoupeni APCs
mohlo byt jednou z pficin, ktera se podilela na nizké cytotoxické reakci organismu proti
CLM v nasem souboru pacientu.

Také NKs jsou spojované s prodlouzenim OS a DFI u pacientld s CRC [30, 31]. U
pacientl s CLM je obvykle pozorované malé zastoupeni NKs v okoli metastaz. Pokud jsou
vsak pritomny, pak je to obvykle v korelaci s CD8* burikami [50]. Divodem, proc jsou NKs
v CLM neefektivni, jsou vysoké hladiny TGF-B1, obvykle ze zvySené produkce nadorovymi
burikami. Tento rastovy faktor zvysuje apoptdzu, narusuje funkci perforind, Fas a snizuje
expresi NKG2D receptorl [67]. TGF-B je hlavnim produktem T reg, které byly ve zvysené
mife pozorované i u nasich pacientli s PVE a PVE SCs. Mimo samotného mikroprostredi
tumoru tak T reg mohou sniZovat zastoupeni a efekt NKS, tak jak jsme pozorovali i u

nasich skupin pacient(. Faktor, ktery také ovliviiuje efektivitu NKs a CD8* bunék, jsou
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serpiny. Serpiny zpUsobuji blokadu perforinG a granzymd uvolnénych do
extraceluldrniho prostredi (v nasem pfipadé serpinu B9 a granzymu B) [68]. V nasi studii
jsme u zadné skupiny nezaznamenali vysoké hodnoty serpinu B9. Na tomto faktu se
mohlo podilet i nizké zastoupeni granzymu B, ktery tak nevyvolal protireakci v podobé

uvolfiovani serpinu B9 z okolnich bunék.

5.4 Diskuze k ABC transportérim

Onkologicka lé¢ba je nedilnou soucasti komplexni péce o onkologicky nemocné. U
fady pacientl vSak dochdzi k progresi onemocnéni i pres podanou onkologickou Iécbu. U
fady tumorl (karcinom prsu, slinivky, ovaria) byl jiz popsan vyznam ABC transportéru
v ramci rezistence k onkologické lé¢bé [69]. Pfi terapii CRC jsou nejvice vyuZivany rezimy
na zakladé Oxaliplatiny a 5-FU. U pacient( s CRC nereagujicich na onkologickou Iécbu
byla popsana souvislost s ABCC10 a ABCC11. V pracich, na kterych se podilelo i nase
pracovisté, byl popsan vztah nizkych hladin ABCC11 a Spatné odpovédi na paliativni
|écbu. U pacientll s adjuvantni Ié¢bou byl pozorovan kratsi DFI pti nizkych transkripénich
hladindch ABCC11 a stejné tak i nizkd proteinova exprese ABCC11 zvySovala riziko
rekurence. Nizka transkripéni hladina ABCC10 korelovala s gradingem tumoru a nizka
proteinova exprese tohoto transportéru zvysovala riziko umrti [41,42]. V nasi studii jsme
porovnavali zastoupeni ABCC10 a ABCC11l mezi sledovanymi skupinami a jejich vztah
kDFI a OS. Mezi sledovanymi skupinami jsme rozdil v zastoupeni jednotlivych
transportér(i neprokazali. Stejné tak nebyl prokdzan vztah ABCC10 a ABCC11 k DFla OS u
zadné ze sledovanych skupin. Ziskané hodnoty ABCC transportér( u sledovanych skupin
jsme neporovndvali se zdravou jaterni tkani, coZ je nedostatkem tohoto stanoveni.
V soucasné dobé je jen minimum studii, které se zabyvaji ABC transportéry u pacientd
s CLM. Nanashima ve své studii nepozoroval korelaci mezi tzv. MRP (Multidrug
Resistence Proteins — drivejsi oznaceni ABCC) a klinicko patologickymi daty mezi pacienty
s CRC a pacienty s CLM. Jednotlivé transportéry blize nespecifikuje [70]. V nasi studii
jsme vysli z predchozi zkuSenosti s ABC transportéry u pacientli s CRC. NaSe vysledky
nevylu€uji, Zze se na rezistenci k onkologické Iécbé nemohou podilet jiné typy ABC
transportér(l. Yamauchi udava vztah nizké hladiny ABCB1 u pacient(l s ¢asnou recidivou
oproti pacientim bez rekurence [71]. ABCB1 je transportér obecné zodpovédny za

lékové rezistence u jater. UHCC je popisovan vztah dediferencovanych tumor(i a

36



vaskularni mikroinvaze v pfipadé nizkého zastoupeni ABCB1. Exprese transportéru je
také ovlivnitelnd podanou chemoterapii, kdy pfi podani onkologické |écby stoupaji
zastoupeni tohoto receptoru oproti pacientiim s HCC bez podané onkologické [écby [72].
Trend ve zméné povrchové exprese ABCC10 jsme pozorovali i u naseho souboru
pacientl. Vzhledem k tomu, Ze vysledek vySel tésné za hranici statistické vyznamnosti,
hovofime o trendu, kdy pacienti, ktefi méli po operaci primarniho CRC podan 5-FU,
vykazovali v resekovanych CLM nizsi zastoupeni ABCC10. Je zde patné, ze ABCC10 a 5-FU
se vzajemné ovliviiuji, nicméné v naSem pripadé tento vztah nemél korelaci k DFI ani OS.
Tento vztah by se mohl projevit v pfipadé vétsiho souboru pacientl zahrnutych do
studie. V rodiné ABCC transportér( byly u primarnich tumord popsané zmény exprese
v ABCC1,ABCC2,ABCC3, ABCCA4. Napf. zvysené exprese ABCC1 byly pozorovany u
poloviny pacient( s dediferencovanym HCC a mikrovaskularni expanzi. ZvySenda exprese
byla popsdna i u CHCC, ale bez korelace s klinickopatologickymi daty [72]. Rodina ABCC
transportéri spolu s ABCB1 mohou byt zajimavym cilem dalSiho vyzkumu lékové
rezistence u pacientl s tumory jater. Danou skupinu transportérd lze doplnit jesté o
ABCG2, ktery také vykazoval zmény ve své expresi u pacientli s HCC v zavislosti na

podani onkologické lécby.
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6 Zavér

Tato studie neprokazala statisticky signifikantni rozdil v narQstu FLRV u pacientl po
PVE s aplikaci SCs oproti pacientim s prostou PVE. Trend nejrychlejSiho nardstu FLRV
jsme mohli pozorovat u pacientl s PVE a aplikaci SCs se vstupnim FLRV mensim nez 30
%. Aplikace SCs neakcelerovala rlist CLM po provedeni PVE. Pacienti po provedené PVE a
aplikaci SCs méli nizsi procento explorativnich laparotomii a statisticky signifikantné nizsi
vyskyt extrahepatalnich metastdaz v poresekénim obdobi. Tento fakt bude jisté
zajimavym tématem dalSiho vyzkumu. Pacienti po provedené PVE a aplikaci SCs
dosahovali shodného DFI a OS jako pacienti s provedenou prostou PVE. Obé tyto skupiny
pacientld pak vykazuji kratSi DFI oproti pacientidm primarné operabilnim, ale ve vztahu
k OS jsme nezaznamenali statisticky signifikantni rozdily. Studie tak vypovidd o pfinosu
PVE a PVE s aplikaci SCs, kdy je moziné i u pacientl s pokrocilym metastatickym
postizenim jater dosdhnout shodného OS jako u pacientd primarné operabilnich.
Prokazatelny je ptinos podané adjuvantni onkologické Iécby k OS.

V rdmci stanoveni TILs jsme nepozorovali aktivaci cytotoxické slozky specifické
imunity u sledovanych skupin. | pres vyssi pocty CD8* bunék u pacientll s primarné
operabilnimi CLM jsme nepozorovali jejich korelaci s DFI a OS. Ve studii jsme prokazali
vyznam T reg u skupin PVE a predevsim u skupiny PVE SCs, kde T reg mohly vyrazné
prispét k atrofii okludovanych jaternich lalokl. Samotné stanoveni T reg se neprojevilo
jako vyznamny prognosticky faktor ve vztahu k DFI nebo OS. Vysoké zastoupeni T reg
predevsim u skupiny PVE SCs bylo pravdépodobnou pfi¢inou nizkého zastoupeni CD4*
bunék. Vliv SCs na pfipadnou diferenciaci CD4* bunék do T reg a nasledné ovlivnéni
atrofie jaternich laloki mize byt smérem, kam vysledky této studie dale rozvijet.

U skupiny PVE vyslo stanoveni CD4* bunék v HPF a v ISL jako negativni prognosticky
faktor zkracujici DFI. Z dGvodu malého poctu pacientli nevySel pro PVE SCs Zadny ze
sledovanych parametrl jako prognosticky vyznamny. NKs a DCs byly u pacientd
zahrnutych do nasi studie pfitomny jen v malych poétech a nemély prognosticky vyznam.

Pro lepsi porozuméni ve vztazich mezi jednotlivymi TILs byly pouzity poméry
jednotlivych imunocytd. Prokazali jsme signifikantni vztah poméru bunék FoxP3*/CD25*
k DFI, kdy vyssi hodnoty sniZovaly riziko rekurence u vsech pacientli zarazenych do

studie. Tento pomér také nasvédcuje, Ze za snizenim rizika rekurence stoji predevsim
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vyzralé formy FoxP3* lymfocytl. ROst poméru bunék CD8*/CD4* se u primarné
operabilnich pacientd projevil jako negativni prognosticky faktor. Ndlez svéd¢i pro
neuspésnou aktivaci cytotoxické reakce.

V posledni casti prace bylo sledovano zastoupeni ABC transportér(. Zastoupeni
ABCC10 a ABCC11 bylo bez signifikantnich rozdild mezi sledovanymi skupinami. Ve studii
je vsak patrny vztah v minulosti podaného 5-FU na expresi ABCC10. Pozorovali jsme
trend ve zméné exprese téchto transportérd u pacient v minulosti lé¢enych 5-FU, ktefi
nasledné méli nizsi zastoupeni ABCC10 v CLM. Ve studii jsme neprokazali vztah ABCC10 a

ABCC11 transportér( k DFIl a OS.

Tato prace prokazuje vztah T reg k CLM, a to predevsim u pacientll podstupujicich
PVE a PVE s aplikaci SCs. Studium T reg mUiZe prispét k objasnéni vztahl mezi PVE, atrofii
jaterniho parenchymu s okludovanym portalnim fecistém a kontralaterdlni
kompenzatorni hypertrofii FLRV. Tyto vazby pak lze vyuZzit k navySovani poctu primarné

inoperabilnich pacientd, ktefi jsou na konec dovedeni k radikalnimu resekénimu vykonu.
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