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2 Souhrn

Novak P.: Tumor infiltrujici lymfocyty jako prognosticky faktor kolorektalniho karcinomu po
radikalni chirurgické lé¢bé.

Uvod: KolorektaIni karcinom (KRK) pat¥i mezi nejéast&jsi maligni onemocnéni a predstavuje
celosvétovy problém. Ceska republika patfi mezi zemé s nejvy$sim vyskytem KRK viibec. Boj

s timto onemocnéni se odehrava na nékolika liniich jako je prevence, vlastni chirurgicka a
onkologicka |é¢ba a v neposledni fadé i odhad progndzy a spravné stanoveni individualni [é¢by.
Cil: Analyzovat vztah soucasnych klinickych a histopatologickych faktor(i a tumor infiltrujicich
lymfocytl, 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 muzl 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 perineuraini infiltraci
(P1) rakovinovymi burikami (0 - Zadn4, 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 pfitomnost granulom(l (LN-GR). Kvantifikovali jsme také
imunohistochemickou expresi CD4+,CD8+,CD57+ a $100 znak( na imunitnich burikach. VSechny
tyto parametry byly kvantifikovany stejnym zplsobem z hlediska lymfocytarni 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 postizeni lymfatickych uzlin, endovaskularni infiltrace a
rozsah intratumoralni infiltrace CD4+ lymfocyty. Pozitivni prognostické faktory OS jsou vyskyt
peritumoralnich lymfocytli, 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. Intratumoradlni infiltrace CD8+ lymfocyty je naopak faktor prodluzujici DFI.
Multivariacni analyza prokazala kombinaci zavaznosti infiltrace lymfatickych uzlin metastatickym
procesem a zavaznosti infiltrace CD8+ lymfocyty jako nejlepsi prognosticky faktor pro predikci
rizika ¢asné 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 nasledné onkologické 1é¢bé jako ukazatel
typu nebo kombinace typU terapie, ktera by byla Gcelné aplikovana u pacientd, u kterych by se
dalo predpokladat vétsi riziko casné recidivy anebo zkraceni celkového preziti. Stav tumor
infiltrujicich lymfocyt 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 preziti.



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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5 Uvod

Kolorektalni karcinom (KRK) patfi mezi nejcastéjsi malignity a zaujima druhé misto v incidenci u
obou pohlavi. U Zen je v poradi za karcinomem prsu a u muzl za karcinomem prostaty. Ve
svétovych tabulkach se Ceska republika fadi mezi staty s nejvyssi incidenci a v mortalité jsme

dokonce na tretim misté za Madarskem a Chorvatskem (obrazek 1,2).

Obrazek 1 - Srovnani incidence kolorektélniho karcinomu v CR v pfepo¢tu na 100 000 osob
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Obrézek 2 - Srovnani mortality kolorektalniho karcinomu v CR v pfepoctu na 100 000 osob
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V Ceské republice je ro¢né nové diagnostikovano 7800-8200 pacientl postizenych KRK. Za
stejné obdobi na tento nador zemfe 3800-4200 pacientd. Prevalence, tedy pocet Zijicich osob,
které maji nebo méli diagnostikovany tento typ nadoru, dosahl v roce 2010 poctu 49470 osob, a
ve srovnani s rokem 2000 tak vzrostl o0 64,1 %. Progndza KRK je z vétsi Casti zavisla na stadiu
onemocnéni. | pres mirné zlepseni, je stale vice nez 50 % novych pacientd s KRK diagnostikovano
v pokrocilém stadiu onemocnéni, tzn. lll. a IV. stadium TNM klasifikace (obrazek 3), coz vyznamné

zhorsuje progndzu pacientll a dosaZitelné vysledky l1é¢by [1].

Obrazek 3 - Procentualini podil pacientt s kolorektalnim karcinomem z hlediska stadia

onemocnéni v CR
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Plzerisky kraj dlouhodobé zaujima prvni misto v zebficku CR stran incidence i mortality (obrazek 4,

5). Pficina tohoto jevu neni zatim zndma.

Obrazek 4 - Incidence kolorektalniho karcinomu v CR
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Obrazek 5 - Mortalita kolorektalniho karcinomu v CR

6 Screening kolorektalniho karcinomu

KRK je onemocnéni, které je velmi dobre ovlivnitelné prevenci. Progndza tohoto
onemocnéni je velmi zavisla na jeho stadiu. U ¢asnych stadii je dlouhodobé preZiti az 90 %,
bohuZel u pozdnich stadii je to jen 10 a méné %. Proto by méla byt snaha o zachyceni KRK
v pocatecnich stadiich. K tomuto Ucelu slouzi screeningové programy. Prevenci miizeme obecné
rozdélit na primarni a sekundarni. K primarni prevenci patfi Uprava Zivotniho stylu a Zivotospravy.
Z hlediska ovlivnéni epidemiologie KRK je dulezitéjsi sekundarni prevence. Screeningem rozumime
Casnou diagnostiku choroby u bezpfiznakovych jedincl. PoZzadavkem na screeningové metody je,
aby byly levné, jednoduché, nezatézujici a mély minimalné falesné pozitivnich vysledkd.

V soucasnosti lze vyuZivat dvouetapovy nebo jednoetapovy screeningovy program. U
dvouetapového nasleduje koloskopické vysetfeni v pfipadé pozitivniho testu na okultni krvaceni
do stolice (TOKS). TOKS by mél byt provadén od 50 let véku v jednorocnim intervalu. U
jednoetapového screeningového programu se rovnou provadi koloskopické vysetreni v 55 letech.
Tyto screeningové programy jsou zamérené na asymptomatické nizkorizikové skupiny
obyvatelstva. Incidence KRK roste s vékem. Je zndmo, Ze 80 % KRK vznika po 50. roce Zivota, proto
byl tento vék stanoven jako hranice, nad kterou by mélo byt aktivni vyhledavani tohoto
onemocnéni. Peclivéjsi aktivni screening se provadi u vysokorizikovych skupin obyvatelstva, kam
patfi jedinci s hereditarnimi syndromy, pacienti s nespecifickymi stfevnimi zanéty, jedinci

s pozitivni rodinnou anamnézou. Zachyt asymptomatického jedince je prvnim krokem v rdmci

diagnostiky KRK [2].
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7 Diagnostika kolorektalniho karcinomu

7.1 Koloskopické vySetieni

Koloskopické vysSetreni je stale nejdilezitéjsSim vySetfenim v ramci stanoveni diagnostiky
KRK. Pro endoskopickou praxi je klicova znalost vzhledu neoplastickych lézi. Od roku 2003 se
pouziva Pafizska endoskopicka klasifikace povrchovych neoplastickych lézi. Podle této klasifikace
jsou léze rozdélené na povrchové a pokrocilé. Povrchové Iéze zasahuji maximalné do submukdzy a
jsou ¢astym cilem endoskopické 1écby. Povrchové neoplazie se déli na polypoidni (typ 0-l), ploché
(typ O-l1) a vyhloubené (typ 0-II) [3]. V konvencnim pojeti koloskopie umozZiiuje diagnostikovat
patologicku Iézi, odebrat z ni biopsii k histologickému vysetreni a odstranit polyp endoskopickou
polypektomii. Moderni koloskopie navic umozniuje s vysokou pravdépodobnosti urcit povahu a
lokalni stadium léze in vivo bez pottfeby histologického vysetreni. To ma zasadni vyznam pro
aplikaci modernich endoskoskopickych terapeutickych metod jako jsou endoskopicka slizni¢ni
resekce a endoskopickad submukdzni disekce [4]. Nelze opomenout ani vyznam koloskopie pro
identifikaci nepalpovatelnych stfevnich nadori at jiz jako peroperacni vysetfeni nebo
predoperacni oznaceni napft. tusi. Koloskopické vysetfeni s biopsii je zlatym standardem pro
primarni diagnostiku KRK. Nasledujici dalsi vySetfeni by méla stanovit staging onemocnéni a podle

toho by méla byt stanovena strategie |éCby.

7.2 Ultrasonografické vySetreni

Ultrasonografie (US) je dnes nejrozsifenéjsi a nejdostupné;jsi diagnosticka zobrazovaci
metoda. Nevyhodou je subjektivita tohoto vySetfeni a dale omezenad vysetfitelnost v zavislosti na
obezité pacientl nebo pfri zvySené plynové naplni gastrointestinalniho traktu. Transabdominaini
US md relativné vysokou Uspésnost pti zobrazeni lokalné pokrocilych stadii v oblasti tracniku, horsi
situace je u tumord rekta, kde je senzitivita uvadéna kolem 30 % pti dobré napini mocového
méchyre. US je metodou prvni volby pfi patrdni po jaternich metastazach. V pripadé, Ze je tumor
diagnostikovan US, je pfedpoklad pokrocilého stadia tumoru a v tomto pfipadé je pIné indikovana
vypocetni tomografie (CT) bficha. Zvlastni postaveni v rdmci diagnostiky karcinomu rekta ma
endoskopicka ultrasonografie (EUS). V soucasné dobé se EUS uplatniuje jako nejpresnéjsi metoda
pfi posouzeni lokalni invaze v rdmci stagingu karcinomu rekta. Pfresnost EUS pfi T stagingu zavisi
na T stadiu tumoru a v priméru se pohybuje okolo 85 %. Horsi vysledky jsou v pfipadé cirkularnich
stenozujicich nador(, kde obvykle nelze posoudit cely rozsah tumoru a vztahu nadorové infiltrace

a mezorektalni fascie u pokrocilych stadii onemocnéni. Pfesnost nodalniho stagingu je u EUS
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uvadéna mezi 70-75 % [5]. Dal$i nevyhodou EUS je vétsi nepresnost v rdmci restagingu karcinomu
rekta po neoadjuvantni chemoradioterapii a zhodnoceni zmén po chirurgickém vykonu. Pravé pro
tyto nevyhody je v soucasné dobé povazovana magnetickd rezonance (MR) jako zlaty standard

v ramci vySetieni karcinomu rekta.

7.3 Peroperacni ultrasonografické vysSetieni jater

Pro spravnou volbu strategie operacniho reseni jaternich metastdz kolorektalniho
karcinomu ma velky vyznam peroperacni US jater (IOUS). Tato metoda ma nejvyssi citlivost ve
srovnani s dalSimi diagnostickymi metodami. | vysledky této metody jsou zavislé na velikosti
metastdz, kvalité jaterniho parenchymu a konstituci pacienta. Ve srovnani s ostatnimi metodami
je senzitivita CT,MR a IOUS uvadéna 63-82,6 %, 69-86,3 %, 86,3-92 % a specifita 91 %, 92 %,
97,8 % [6,7].

7.4 Magneticka rezonance

Jednim z hlavnich cili MR je stanoveni vzdalenosti tumoru od mezorektalni fascie a dale
znazornéni vztahu tumoru k vnitfrnimu nebo zevnimu svéraci ¢i ke svalim panevniho dna. O pokus
najit vztah mezi vysledkem MR panve a progndzou karcinomu rekta se pokusil Smith a kol. v roce
2008 [8]. Autofi v této praci navrhli algoritmus, ktery rozdéluje karcinom rekta podle MR nalezu
na 3 skupiny -,good, bad and ugly”. Mezi nepfiznivé prognostické faktory na MR patfi
extramuralni Sifeni tumoru v malé panvi, vztah tumoru k mezorektalni fascii, suspektni pfitomnost
vice nez 4 metastdz v lymfatickych uzlindch a extramuralni vaskuldrni invaze. Pacienti zafazeni do
skupiny ,good rectal cancer” by méli mit malé riziko lokaIni recidivy a vzdalenych metastaz a
mohou byt primarné operovani. Pacienti, ktefi jsou zafazeni do skupiny ,bad rectal cancer” maji
veétsi riziko vzddlenych metastdz a u skupiny ,,ungly rectal cancer” je nejvétsi riziko vzdalenych
metastdz a lokalni recidivy. U téchto dvou skupin je indikovdna primarni onkologicka Ié¢ba, na
kterou poté navazuje lécba chirurgicka [9]. MR Ize také pouZit pfi patrani po jaternich
metastazach hlavné u pacientd, ktefi maji alergii na jodovou kontrastni latku. Za hlavni vyhodu je
mozné povazovat pouziti hepatospecifickych kontrastnich latek, které jsou vychytavany
hepatocyty. To umoznuje vyssi senzitivitu pfi detekci jaternich metastaz nebo zpresnéni

diferencialni diagnostiky patologickych loZisek jater [10,11].
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7.5 Vypocetni tomografie

CT ma oproti jinym zobrazovacim metodam diky modernim pfistrojim velkou vyhodu
v rychlosti, lepsi dostupnosti oproti magnetické rezonanci, moznosti vysetreni s vétSim
kraniokaudalnim pokrytim a v tvorbé multiplanarnich rekonstrukci v libovolné roviné a
prostorovych rekonstrukci. Vyhodou oproti US je mozZznost standardizace - vyuZziti standardnich
protokol( dynamického postkontrastniho vysetfeni. Jednim z hlavnich omezeni jsou vyssi davky
ionizujiciho zareni, jehoz ucinek roste se zvysujici se kumulativni davkou. V oblasti bficha nam CT
umoznuje hodnotit rozsah a pfipadny rozsev primarniho nadoru. Lze odhadnout moZnost
resekability tumordzniho procesu vzhledem k jeho vztahu k cévnim strukturam a infiltraci okolnich
struktur. Dale umoziuje stanoveni restagingu po onkologické lé¢bé. Rovnéz je vytéZnou metodou
pro navigaci bioptickych odbéru a pfi planovani radioterapie [12]. CT nabizi moZnost
trojrozmérnych rekonstrukci, cehoz se vyuziva pfi virtualni CT kolonografii. Tato metoda je
spolehliva pro zachyt vétsich polypl (nad 5 mm) a karcinomu traéniku. CT hrudniku, bficha a
panve je pouzivano pro detekci vzdalenych metastaz. CT je Siroce dostupné a ma rychlé akvizicni
Casy. Neni ale metodou volby pro hodnoceni vrstev stény stfeva, proto nelze dobfe pouZit pro
lokdIni staging tumoru a Spatné Ize na ném hodnotit povrchové naddory. Senzitivita, pokud
zahrneme vSechna stadia tumoru, klesa na 63 %. Hodnoceni invaze do uzlin dosahuje senzitivity
pouze 55-70 %, nebot je zaloZzena zejména na velikostnich kritériich, ktera jsou nepresna.
Obdobné jako u EUS a MR je rovnéz u CT sledovatelna nizsi presnost stagingu po probéhlé
neadjuvantni lé¢bé kvili kombinaci postradiacniho edému, zanétu, fibrézy a nekrézy. Senzitivita a

specifita CT pfi hodnoceni odpovédi na terapii se pohybuje okolo 54 % resp. 60 % [13].
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8 Lécba kolorektalniho karcinomu

8.1 Chirurgicka 1écba

Soudobé moznosti chirurgické l1é¢by jsou vysledkem 150 let trvajiciho rozvoje moderni
chirurgie s vyuzitim poznatk( dalsich obort, umoznujicim operovat v Sirokém rozsahu. Chirurgicka
|é¢ba je zakladni, nezastupitelnou a jedinou kurativni modalitou onkoterapie KRK. To plati pro
nadory, u kterych Ize spolecné s postizenym Usekem stfeva operaci odstranit nadorové postizeni
v blizkych tkani, predevsim v lymfatickych uzlindch a vzdalené metastazy, nejcastéji v jatrech nebo
plicich. Zvlastni jednotkou jsou velmi ¢asné nadory v tlustém strevé a konecniku, které lze
odstranit v pfiznivych ptipadech endoskopickymi technikami. Hlavnim cilem chirurga je provést
radikalni chirurgicky vykon s dostate¢nou resekci stfeva a spadové lymfatické tkané, tzv. RO
resekci. Stran odstranéni spadové lymfatické tkdné Ize obecné fici, Ze ¢im je odstranéno vétsi
mnozstvi lymfatickych uzlin, tim maji nemocni z hlediska dlouhodobéjsiho prezivani vétsi Sanci.
Operacni moZnosti a volba operace zélezZi na lokalizaci a na rozsahu nadorového postizeni.
Chirurgicka Iécba nadora tlustého stfeva a nadorl konecniku se v mnoha ohledech lisi. Rozdily
jsou anatomické a funkéni. Tlusté stfevo leZi v celém pribéhu v dutiné bfisni a tim je snaze
pristupné operacnim vykondm. Jeho Useky jsou relativné dlouhé a ponechavaji operatérovi snazsi
rozhodovani o rozsahu resekce a nasledné rekonstrukéni fazi operace. Konecnik je jen jednou
tretinou lokalizovan v bfisni dutiné, dalsi dvé tfetiny jsou uloZeny extraperitonealné v malé panvi,
ktera je zejména u muzd velmi Uzka. Tato lokalizace velmi ztéZuje operacni pfistup, navic distalni
¢ast konecniku prechdzi do anorekta a anu se svéracovym komplexem. Zatimco funkci zejména
oralniho Useku tlustého streva je vstrebavani vody, elektrolytl, Zlu¢ovych a mastnych kyselin,
zbylych Zivin a transport stfevniho obsahu aboralnim smérem, je rektum organem zajistujici
kontinenci, tzn. udrZeni stolice a plynl az do jejich vyprazdnéni. Ani ztrata velké ¢asti tlustého
stfeva nemusi vzhledem k funkéni kapacité zbylé ¢asti pacientovi Cinit obtize, navenek muze byt
pouze vyjadrena Castéjsi defekaci. Resekce tlustého stfeva, dokonce subtotalni kolektomie,
zpravidla nema za nasledek zaloZeni stfevni stomie, protoze v rekonstrukcni fazi operace lze
zaloZenim anastomadzy aZz na vyjimky obnovit stfevni kontinuitu. To ¢astecné platii o resekci
konecniku. Odstranéni konec¢niku véetné anu se svéracovym komplexem ale vede k zatim
neovlivnitelné ztraté kontinence, proto musi byt takova operace nasledovana zaloZenim stfevni
stomie [14]. Tumory trac¢niku a konecniku se operuji konvencéné z laparotomie, laparoskopicky
nebo rukou asistované laparoskopie, roboticky a experimentdlné i metodou NOTES (Natural
Orifice Transluminal Endoscopic Surgery). V poslednim desetileti byl pfijat fakt, Ze laparoskopicky

provadéné vykony maji z hlediska onkologického stejné vysledky jako vysledky pfi konvenéni
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operaci. Vyhodou laparoskopickych vykon( je mensi mnoZstvi rannych i pozdnich komplikaci ve
sténé brisni, lepsi kosmeticky vysledek z hlediska délky operacni rany, moznost rychlejsi
rehabilitace a tim i zkraceni délky hospitalizace. P¥i rutinnim provadéni laparoskopickych vykont
jsou srovnatelné operacni ¢asy, mensi krevni ztrata a srovnatelné pooperacni nitrobfisni
komplikace. Ackoli se podle literarnich udaji mize jevit laparoskopicky pristup jako jediny
spravny, statistiky uvadéji, ze i v ekonomicky nejvyspélejsich zemich nepresahuje podil
laparoskopicky osetfenych karcinomu stfeva 15 % [14]. Hlavnimi argumenty v neprospéch
laparoskopie jsou ztrata taktilniho vjemu, obtiznéjSi manipulace a prehlednost u obéznich
pacientl a predevsim vyssi cena operace. Dalsim argumentem je fakt, Ze u laparoskopie pro
stfevni tumory je stejné nutné provést laparotomii, ktera musi byt dostatecné velka k odstranéni
resekovaného stfeva a tumoru. Tato laparotomie se nékdy délkou pfiblizuje délce laparotomie u
klasického pristupu. Vyhoda robotické chirurgie se plné projevuje hlavné v oblasti operace
karcinomu rekta. Roboticky pfistup dovoluje ziskat dobry pfehled a Sirsi operacni moznosti

v omezeném prostoru, ktery mala panev predstavuje. Stale vysoké potizovaci a provozni naklady

brani vétSimu rozsifeni robotické chirurgie i ovéreni, nakolik je prospésna.

Velmi daleZitym bodem stfevni chirurgie je anastomadza. Existuje celd fada moznych
zpUsobu jejiho zaloZeni. Nejfyziologictéjsi je termino-terminaini anastomdza. Zakladni technikou
je rukou $ita anastomadza. Diky novym Sicim materialim, které jsou atraumatické,
monofilamentni a dlouhodobé vstrebatelné, se dnes preferuji jednovrstevné extramukdzni
anastomodzy pokracujicim stehem. Staplery usnadnuji konstrukci anastoméz predevsim ve Spatné
pfistupné panvi pfi resekci rekta, jejich uziti k Siti anastomaz na tracniku je vzhledem k vyssim
ekonomickym nakladim vyjimecné. Obecné prijatd pravda je ta, Ze zasadni podminkou zhojeni

anastomozy je absence jejiho napéti.

V oblasti trac¢niku se vétSinou jedna o standardizované vykony, pti nichZ je jasné definovan
rozsah resekce stfeva i s jeho zavésy podle umisténi nadoru v priibéhu tracniku. P¥i lokalizaci
v pravé poloviné tracniku se provadi pravostranna hemikolektomie, pfi které se resekuje cékum,
colon ascendens a oralni Usek colon transversum spolecné se spadovou lymfatickou tkani. Je
snaha o preruseni ileokolickych a pravych kolickych cév pti odstupu z hornich mesenterickych cév.
Pokud je tumor umistén v oblasti colon transversum méla by se provadét tzv. rozsifena
pravostranna hemikolektomie. Pfi tomto vykonu je rozsah stejny jako u pravostranné
hemikolektomie, ale resekce je jesté rozsifena o cca 2/3 transversa a podvaz stfednich kolickych
cév pri odstupu z hornich mesenterickych cév. V pfipadé, kdy vzhledem k celkovému stavu
nemocného nemlzeme provadét takto extenzivni vykon, je mozZno provést jen klinovitou resekci

transversa. Levostranna hemikolektomie je doporucovana u tumor( v oblasti levého tracniku. Zde
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se resekuje sestupny tracnik, colon sigmoideum a rektosigma se spadovou lymfatickou tkani. Opét
se snazime o podvaz dolni mesenterické tepny pfi odstupu z aorty. Mezi méné extenzivni vykony
patfi resekce sigmatu, resekce lienalni flexury a resekce rektosigmatu. Podle nékterych autort
jsou tyto vykonu z hlediska radikality nedostatecné, proto jsou opét provadény jen u nemocnych,
ktefi maji vysoké operacni riziko a nejsou Unosni k takto rozsahlym vykonlm. Potvrzenim, ze
rozsah resekce stfeva byl onkologicky dostatecny, je nepritomnost nadoru v resekénich liniich a
dostatec¢nd bezpecnostni vzdalenost tumoru od resekénich okrajli. Velmi obecné plati, Ze
minimalni vzdalenost, at jiz oralniho nebo aboralniho resekéniho okraje od tumoru, by méla byt u
karcinomu tracniku alespon 5 cm, na levém tracniku 10 cm. Rozsah resekce obvykle odpovida

povodi cévniho zdsobeni [15,16,17].

Multiorganové resekce provadime u tumord proristajicich do okoli, napfiklad do
duodena, zaludku, pankreatu, sleziny, mocového méchyre ¢i gynekologickych orgdnd. Tyto vykony
jsou zatizeny az 50% morbiditou a 4% letalitou. Na druhé strané ¢asné nddory T1 stadia Ize feSit
mensim vykonem ve smyslu excize z kolotomie nebo endoskopickym vykonem. Podminkou je
odstranéni celé l1éze s naslednym histologickym ovéfenim, Ze odstranéni v€etné spodiny bylo
Uplné. Rizikem tohoto postupu je fakt, Ze ani ¢asny nador zcela nevylucuje moznost postizeni

lymfatickych uzlin, lymfatickych cév, angioinvaze a neuroinvaze.

Vzhledem k délce tracniku a jeho pristupnosti pfi operovani neni ve vétsiné pripadu
konstrukce anastomazy velkym problémem, proto u anastomadz v oblasti tracniku je mensi
nebezpedi jejich dehiscence a je uddvana i pomérné nizka letalita (okolo 1 %). Pokud se nejedna o

metastatické stadium tumoru, neni indikovana neoadjuvantni onkologicka |écba.

Jind situace je u karcinomu rekta. Zde je naopak onkologicka neoadjuvantni Ié¢ba pIné
indikovana u vSech stadii s vyjimkou T1 a T2 s nizkym gradingem (G1-2) [18,19]. V téchto
pfipadech se provadi transanalni excize nejcastéji za pomoci TEM (transanalni endoskopicka
mikrochirurgie). Provadéné vykony na rektu jsou zavislé na lokalizaci tumoru. Pfi tumoru v oblasti
horniho rekta (10-15 cm od anu) je provadéna resekce minimalné 5 cm od dolniho okraje tumoru
s parcidlni mezorektalni excizi. U tumor( stfedniho rekta (5-10 cm od anu) by resekéni linie méla
byt minimalné 2 cm od dolniho okraje nadoru. Zde je jiz nutno provést totalni mezorektalni excizi.
U tumor( dolniho rekta (méné nez 5 cm od anu) Ize provést resekéni vykon v pripadé, Ze je
minimalni bezpecnostni lem vice nez 1 cm. Pokud toto neni moZno dodrZet, provadi se amputace
rekta. Mezi faktory, které ovliviiuji moznost resekénich vykon(, patfi kromé vzdalenosti tumoru
od svéracil jedté , body mass index” (BMI) a pohlavi. Zeny maiji $iri panev, coz umozfiuje lepsi

pristup a prehlednost. U pacient(, ktefi maji BMI pres 30, je pristup a orientace v malé panvi
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obtizna. U BMI pres 40 je operace velmi slozZitd. Anastomdzy jsou nejcastéji provadény za pomoci
stapler(. Opét plati, Ze anastomo6za musi byt bez napéti a tahu. Pokud je levy tracnik kratky a
resekce rozsahlejsi, musime mobilizovat lienalni flexuru. Anastomézy mohou byt koncem ke konci
nebo stranou ke konci, pfipadné mUiZe byt vytvoren tzv. kolicky pouch. Vyhody a nevyhody téchto
napojeni jsou predmétem diskuzi. Anastomdzy umisténé distalnéji maji vétsi riziko dehiscence.

V literature se pocet dehiscenci udava mezi 10 az 24 %. Vzhledem k takto vysokému procentu je
doporucovano u ultranizkych resekci rekta u muzid zakladat protektivni ileostomie. U Zen je
statisticky mensi pravdépodobnost dehiscence, proto je na zvdzeni operatéra, zda u nich
protektivni ileostomii zalozi [20,21]. V posledni dobé je diskutovan efekt transanalné zavedeného
drénu jako prevence Uniku z anastomédzy. Na nasem pracovisti jako transrektalni drén pouzivame
permanentni mocovy katétr CH 30, ktery fixujeme stehem periandlné. Peroperacné provadime
vzduchovou zkousku. Transanalni rektdlni drén ponechavame 2-3 dny po operaci. V zahranicni
literature jednoznacny prinos tohoto preventivniho opatreni zatim neni popsan, ale vzhledem

k tomu, Ze se jednd o velmi bezpecné, nendkladné a pacienta nezatéZujici opatreni, je tento

postup spiSe doporucovdan [22,23].

Abdominoperinedlni amputace rekta spociva v odstranéni rekta, mezorekta a svéracl se
zaloZenim terminalni stomie. Je provadéna u tumord, které jsou lokalizované v oblasti distalniho
rekta, anorekta. V 50. az 70. letech minulého stoleti byla provadéna amputace rekta ¢astéji.
Amputace tvofily 50-70 % vsech vykonu na rektu. V soucasné dobé je to jen asi 10-20 %. Pricinou
tohoto pokroku je vyvoj operacni techniky, zavadéni novych operacnich vykonu - resekce
konecniku s privlekovou koloandlni anastomdzou, resekce konecniku s intersfinkterickou disekci a
naslednou prlvlekovou koloanalni anastomdzou, vyvoj a dostupnost staplerd, snizeni doporucené
vzdalenosti distalniho okraje stfeva od tumoru, zlepseni pooperacni péce, rozvoj diagnostickych

metod.

Radikalnéjsi variantou abdominoperinedlni amputace rekta je extralevatorova
abdominoperinealni amputace rekta. Pfi této operaci se mimo jiz zmifiovaného odstranuji jesté
svaly panevniho dna. Vysledkem jsou rozsahlé defekty na perineu, které je nékdy nutno fesit za
pomoci siték Ci plastikami kozZnich lalokl. Nejradikalnéjsi formou odstranéni nadoru konecniku je
exenterace panve. Pri této operaci je odstranén konecnik se vSemi organy panve. Pri operaci se
odstranuje mocovy méchyr, u Zen potom jesté gynekologické organy. Tento vykon je velmi

rozsahly, mutilizujici.
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8.2 Onkologicka lécba karcinomu rekta

Chirurgickou Iécbu karcinomu rekta ovlivnila v poslednich dvou desetiletich neoadjuvantni
radio- a chemoterapie jako dalsi Ié¢ebna modalita. Je prokazano, Ze radioterapie potencovana
chemoterapii snizuje pocet lokalnich recidiv a Ze tato Iécba je ucinnéjsi, je-li aplikovana jako
neoadjuvantni pfed operaci nez jako adjuvantni po operaci [24]. Neoadjuvantni radioterapie se
muzZe aplikovat ve dvou moznych rezimech. Kratkodobé ozareni davkou celkem 25Gy, rozlozenych
do 5 dnll po 5 Gy. Operace by méla byt provedena v pribéhu nasledujiciho tydne po ukonceni
aktinoterapie. Tento rezim je horsi z hlediska organizacniho nacasovani a skloubeni onkologického
a chirurgického programu, proto je ¢astéji provadén druhy mozny rezim. Jedna se tzv.
dlouhodobou konkomitantni radiochemoterapii. Zde je rozlozena celkovda davka zafeni 45-50 Gy
do 25 dennich ddvek. Vyhodou je kombinace radio- a chemoterapie. Chirurgicka Iécba je
doporucovéana za 6-8 tydnl po skonceni onkologické Ié¢by. Onkologicka 1éCba vede ke zmenseni
nadoru, coz umoznuje chirurgovi technicky snazsi operaci a dokonce vétsi nadéji na svérac
zachovavajici vykon. V urcitém procentu mlze vést neoadjuvantni radiochemoterapie k vymizeni
nadoru, k tzv. kompletni biologické odpovédi. Vzhledem k této skutecnosti se nyni fesi otdzka, zda
je nutna operace nebo by stacila pouze onkologicka eliminace nadoru. V soucasné dobé je
doporuceno provést plvodné planovany radikalni chirurgicky vykon i v pfipadech, kdy dle MR
dojde k onkologické eliminaci nddoru. Nadorova rezidua ve sténé stfeva mohou byt tak mal3, Ze je
nelze detekovat a presto vedou k ¢asnym recidivam. Je popsano jen nékolik malo pripadt, kdy

radiochemoterapie postacila k eliminaci nadoru [25,26,27].

9 Recidiva kolorektalniho karcinomu

KRK ma tendenci vzdalené metastazovat do jater, plic a ¢asté jsou i lokalni recidivy.
Synchronni metastazy jsou diagnostikovany asi u 20-25 % pacient(. U dalSich 25-30 % pacientl se
objevi metastazy v dal$im pribéhu onemocnéni. To znamena, Ze u 2/3 pacientll musime
v pribéhu onemocnéni resit jeho IV. stadium (UICC 2009). Nejcastéjsi jejich lokalizaci jsou jatra
(ve 20-70 %) a plice (v 10-20 %) [28,29]. Po radikalni chirurgické |éc¢bé jaternich a plicnich
metastdaz kolorektalniho plivodu ma nemocny lepsi progndzu. Pétileté celkové preziti po resekci
jater ve spojeni s onkologickou Ié¢bou se dnes pohybuje mezi 35-58 % [30,31] a u plic pak mezi
21-43 % [32,33]. Samostatnd onkologicka IéCba pak pfinasi minimalni efekt s pétiletym celkovym

prezitim jen u 0,4 - 4 % nemocnych. Obecné pravidlo chirurgické 1é¢by u metastazujiciho
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kolorektalniho karcinomu je radikdlni resekce vSech chirurgicky resitelnych metastaz. To plati
rovnéz pro jaterni a plicni metastazy, at jiz diagnostikované soucasné, nebo v rizném ¢asovém

intervalu po sobé [34].

9.1 Jaterni metastazy

Jaterni chirurgie je v soucasné dobé velmi bezpecna s nizkou letalitou, kterd ani u
komplexnich resekci u rizikovych pacient nepfesahuje 3 %. Morbidita je vSak pomérné vysoka a
pohybuje se kolem 20-30 % [35,36]. Nejcastéjsimi komplikacemi jsou bilidrni sekrece nebo absces
v misté resekcni plochy. Nejzavaznéjsi komplikaci je jaterni selhani. Proto je nutné, aby po resekci
zUstalo alespon 20 % objemu zdravého jaterniho parenchymu. U nemocnych po chemoterapii
nebo s hepatopatii se musi ponechat minimalné 40 % jaterniho parenchymu. Nedostatecny
objem zbytku jater po resekci je jednim z dlvodi neresekability. Uréitym feSenim u nékterych
pacientd jsou tzv. etapové vykony, které slouzi ke zvétseni zbytkového objemu jater: embolizace
vétveé portalni Zily, kombinace resekce a radiofrekvencni ablace (RFA), etapové resekce, atd.
Resekce mizZeme rozdélit na anatomické a neanatomické. Anatomicka resekce je takova, pfi které
se odstraniuje anatomicky pfesné definovana ¢ast jaterniho parenchymu. Neanatomické resekce,
kterym se v dnesni dobé ddva u jaternich metastaz pfednost, ponechavaji vétsi objem jaterniho
parenchymu i vétsi rezervu pro chirurgickou lé¢bu pfipadné recidivy. Z hlediska onkologické
radikality neni mezi témito metodami Zadny rozdil [37,38,39]. Snahou chirurga je provedeni RO
resekce, tzn. kompletni odstranéni metastazy s ochrannym lemem jaterni tkdné, ktery by mél byt
>1 mm [40]. Rozezndvame jesté resekci R1 s mikroskopickym Sifenim nddoru do resekéni linie, ale
bez makroskopicky ponechaného rezidua metastazy v jatrech. Pti R2 resekci je ponechano
makroskopické reziduum metastazy v jatrech. Z hlediska progndzy maji nejlepsi vysledky pacienti
se solitarni jaterni metastdzou. Jejich progndza pétiletého prefiti je vyssi nez 60 %. Prikaz
odstranitelné mimojaterni metastazy (plice, nadledvina) neni kontraindikaci jaterni resekce. Za
kontraindikaci byly dfive povaZovany extrahepatalni uzlinové metastazy. S pokrokem onkologické
|éCby a za predpokladu provedeni lymfadenektomie hepatoduodenalniho ligamenta nejsou jiz
tato stadia kontraindikaci operacniho feseni [41]. Pacienti zafazeni do skupiny potencionalné
resekabilnich metastdz se mohou stat resekabilnimi po pfipadné terapeutické odpovédi na
onkologickou tzv. konverzni [é¢bu. Uspé3nost této onkologické 1é¢by se zvy$uje se zafazenim
biologické |écby. Biologicka lé¢ba zvysSuje Sanci na lé¢ebnou odpovéd chemoterapie [42,43].
Radikalné provedené resekce u pacientl po dosazeni sekundarni resekability maji prakticky
stejnou Sanci na pétileté preziti jako pacienti primarné resekabilni [44]. Synchronni metastazy Ize

resit tfemi moznymi zpUsoby. V pfipadech, kdy je technicky snadno odstranitelny primarni nador i
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jaterni metastaza, mdZeme provadét simultanni odstranéni jak primarniho nadoru, tak i jaternich
metastdz. Toto je z hlediska onkochirurgie velmi lakavé feSeni, ale studie neprokazaly vyhodu
tohoto postupu [45]. Nevyhodou tohoto postupu je kumulace rizik obou vétsich vykon, vyssi
morbidita, oddaleni systémové |écby, coz ve vysledku ma horsi vysledky pétiletého preZiti nez u
Castéji provadénych dvoudobych vykon(. U téch je v prvni dobé odstranén primarni nador a ve
druhé, pak jaterni metastazy. Néktefi autofi prokazali, Ze podobnych vysledk(l lez dosahnout i
obracenym postupem, tj. nejdrive resekce jaternich metastaz a ve druhé dobé odstranéni
primarniho nadoru - ,liver first approach” [46]. Tento obraceny zplsob muizZe byt vyhodnéjsi

v téch ptipadech, kdyby pfi progresi jaterniho nalezu mohlo dojit k neresekabilnimu stavu.

9.2 Plicni metastazy

Vseobecné pfijatymi podminkami plicni metastazektomie jsou radikalni odstranéni
primarniho nadoru, absence neresekabilnich extrapulmonalnich metastaz, moznost dosazeni
komplexni resekce sekunddrnich loZisek a akceptabilni riziko operace [47,48,49,50]. Vysledky
sekvencnich operaci plic a jater jsou v pfipadé synchronnich metastaz horsi nez u metachronnich
[51,52]. Z hlediska onkologické radikality je dostacujicim vykonem Uplné odstranéni
metastatického loZiska spolu s alesport 5mm Sirokym bezpecnostnim lemem zdravé tkané po jeho
obvodu. Takto definované RO resekce Ize dosahnout bud’ limitovanou neanatomickou resekci
pomoci stapleru ¢i technikou na svorce, nebo precizni laserovou excizi. Obé metody Setti zdravou
plicni tkdn a umozniuji tak pfi pfipadné recidivé metastdz reoperace [53,54]. Z hlediska moznosti
provést dokonalejsi excizi a odstranéni vétSiho mnozstvi loZisek bez nutnosti anatomické plicni
resekce je vyhodnéjsi pouziti laseru [55]. Anatomické plicni resekce nemaiji lepsi vysledky
z hlediska dlouhodobého preziti a jsou zatizeny vétsi letalitou a také limituji pfipadné reoperace
pfi recidivé metastaz z divodu nedostatecné rezidualni funkéni plicni kapacity [56]. Pfesto maji
v chirurgii plicnich metastaz své misto, ale pouze u loZisek centralnich ¢i viceCetnych, kdy vykon
mensiho rozsahu neni technicky proveditelny nebo nezarucuje potfebnou onkologickou radikalitu.
Pokud neni mozno provést radikalni resekci metastatického loZiska, Ize je stejné jako v pripadé
jaternich metastaz oSetfit za pomoci RFA, ktera je s vyhodou provadéna pod CT navigaci.
Vzhledem k tomu, Ze se jedna jiz o paliativni metodu, jsou vysledky z hlediska dlouhodobého
prezivani (OS) zfetelné horsi [57,58]. Frekvence postiZeni hilovych a mediastinalnich lymfatickych
uzlin nadorovou diseminaci je pfi plicnich metastazach KRK popisovana v rozmezi 8 az 33 %

s prokazatelné horsim prezivanim [59,60]. Vzhledem k této skute¢nosti prevlada nazor, ze
systematickd mediastindlni lymfadenektomie (SMLA) je pfinosnd v rdmci plicni metastazektomie

[61]. Dlvodem je zpfesnéni stagingu a tim i adekvatni onkologické |é¢by a podle nékterych studii
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se ukazuje i mozné zlepSeni OS. Dlouhodobé prezivani po plicnich metastazektomiich lze ocekavat
u RO resekci, pfi normalnich hodnotach nadorovych marker(, u dobfe diferenciovanych nador
¢asného stadia dle UICC klasifikace TNM, pfi solitarnich, jednostrannych, metachronnich a malych
metastazach. Dale pfi dlouhém DFI od operace primarniho nddoru a absenci nddorového
postizeni spadovych lymfatickych uzlin. Lepsich vysledk( je také dosahovano pfi kombinaci
metastazektomie a adjuvantni onkologické 1é¢by [62]. Pozitivni vliv plicni metastazektomie na
dlouhodobé preziti je nepochybny. Podminkou je ale peclivy vybér nemocnych, ktefi budou

z tohoto postupu profitovat, s individualnim posuzovanim kazdého jednotlivého pfipadu.

9.3 Lokalni recidiva

Pfitomnost vzdalenych metastaz, a to jak organovych tak implantacnich, patti k zakladnim
vlastnostem malignity, a je kritériem pro hodnoceni jeji agresivity a rozsahu. Lokalni nitrobfisni a
retroperitonealni recidiva kolorektalniho karcinomu je uvddéna v rozmezi 2,6-32 % v prvnich 3
letech a 22-48 % v pétiletém intervalu [63,64,65,66]. U lokalnich recidiv bez dalsi |éCby je tfi a
pétileté OS tristni, bliZici se nule, median preZiti je priblizné 13 mésicl [67,68]. V pfipadé jejich
IéCby (chirurgicka, onkologicka) se preZiti zlepSuje. Pétileté preZiti je pak uvadéno mezi 4-39 %
[69,70]. Procento vyskytu lokalni recidivy se vyrazné zmensuje v pfipadé adjuvantni onkologické
léCby, at uZ se jedna o chemoterapii nebo kombinovanou radiochemoterapii [71]. Vzhledem
k vyse uvadénym vysledklm je dnes uznavany aktivni pfistup pfi vyhledani a operovani lokalnich
recidiv. V pfipadé, Ze se dafi provést RO resekce dochazi k vyraznému prodlouzeni OS [72,73,74].
Hlavnim kritériem pro rozhodovani o volbé l1é¢by by méla byt kvalita Zivota v ndvaznosti na
prodlouZeni OS. Cilem lécby urcité neni nemocnému prodlouzit Zivot za cenu utrpeni a stradani

[75].
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10 Prognoéza kolorektalniho karcinomu

Progndza KRK je zavisla na jeho stadiu, biologické aktivité, stavu imunitniho systému a na
moznosti radikalniho odstranéni. Ke stanoveni stadia nddoru se nejc¢astéji pouzivd TNM klasifikace
dle UICC (obrazek 6). Tato klasifikace popisuje stupen penetrace nadoru stfevni sténou, stupen
postizeni regionalnich uzlin a pritomnost ¢i nepfitomnost vzdalenych metastdz. Ke spravnému
stanoveni stadia nadoru je mimo jiné nutny dostateény odecteny pocet lymfatickych uzlin.
Mezinarodni klasifikace karcinom( UICC a American Joint Commitee on Cancer (AJCC) vyzaduji
nalez nejméné 12 perikolickych lymfatickych uzlin (resp. 10-14 lymfatickych uzlin) [76,77,78].
Obecné plati, ze ¢im vétsi je pocet odectenych lymfatickych uzlin, tim je vétsi pravdépodobnost
spravného stanoveni ,stagingu”“ onemocnéni a snizeni rizika podhodnoceni (understagingu).
Pfesné stanoveni stadia onemocnéni znamena spravné indikovanou onkologickou |écbu a tim i
zlepSeni progndzy nemocnych z hlediska OS a DFI. Limit 12, resp. 14 odectenych uzlin splfiuje
pouze asi 20-30 % vysetienych resekatl tlustého stfeva a 19-20 % karcinom( rekta po
predoperacni aktinochemoterapii [79]. Pocet stanovenych lymfatickych uzlin je zavisly na rfadé
faktord. K tém hlavnim patfi spravné provedena chirurgicka operace s odstranénim dostateéného
mnozstvi lymfatické tkané. Pocet lymfatickych uzlin se sniZzuje po onkologické Iécbé, aktinoterapii.

Dulezitym faktorem je i patolog a jeho zkusenosti s urcenim lymfatickych uzlin v resekatu [80].

Obrazek 6 - UICC klasifikace TNM 7. vydani 2009, ¢eska verze 2011

T — Primdmni nddor
TX .........nelze hodnotit

TO. ... bez mimek primiamiho tumoru

Tis _. karcinom in situ

T1. _..nddor postihuje submukézu

T2. _..nador postihuje tunica muscularis propria

T3 ... nddor postihuje subserézu nebo se 3ifi do neperitelizované perikolické nebo
perirektdlni thkan&.

T4..........nddor pfimo postihuje jiné orgdny &i struktury anebo promistd na viscerdlni
peritoneum

Td4a......... nddor proristd na viscerdlni peritoneum

T4b... ... niddor pfimo postihuje jiné organy & strulktury

N-Eegiondlni mizni uzliny

NX.. nelze hodnotit
NO. ..regiondlni uzliny bez meta
Nla ...metastdza v 1 regiondlni mizni uzliné

_..metastiza ve 2-3 regiondlnich miznich uzlinich

Nlc........_. loZisko nddoru, tj. satelity v submukdze nebo neperitonealizované perikolické
nebo perirektdlni mékké tkdni bez metastdz v regiondlni mirmi uzliné
N2a........._metastizy ve 4-6 regiondlnich miznich unzlinich

N2b..........metastdzy v 7 a vice regiondlnich uzlindch

M- Vzddlené metastdzy

M3 nelze hodnotit

MO ...bez vzddlen¥ch metastdz

Mla........ metastizy jsou omezené na jeden orgdn

Milb.........metastdzy ve vice nez jednom orgdnu nebo na peritoneu

Rozdéleni do stadii

Stadium 0 Tis NO MO
Stadium I T1-2 NO MO
Stadium ITA T3 NO MO
Stadium IIB T4a NO MO
Stadium IIC T4b NO MO
Stadium ITTA T1-2 N1 MO
Tl N2a MO
Stadium ITIIB T3.T4a N1 MO
T2-3 N2Za MO
T1-2 N2b MO
Stadium ITIC T4a N2Za MO
T3.T4a N2b MO
T4b N1-2 MO
Stadium IVA jakékoliv T jakékoliv N Mila
Stadium IVB jakékoliv T jakékoliv N Milb
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Z hlediska progndzy je jesté slozitéjsi situace u karcinomu rekta. Jak jiz bylo v textu
zminéno, odstranéni ¢asti nebo celého konecniku s prilehlou tukovou a lymfatickou tkani, tzv.
totalni mezorektalni excize (TME), patfi v soucasné dobé ke standardnim postuplm. Zavedeni
techniky TME vedlo ke sniZeni lokdlni recidivy u karcinomu rekta o 15-20 %. V chirurgii karcinomu
rekta jsou rozliSovany proximalni, distalni a cirkumferentni resekéni okraje (circumferential

resection margin - CRM) [81].

Proximalni resekcni okraj nebo proximdlni radikalita zahrnuje odstranéni maximalniho
mnozstvi lymfatické tkané podél hornich rektalnich cév. Resekcni linie na stfeveé je dana
demarkacni linii po podvazu pfivodnych cév. Je doporucovan vysoky podvaz pfi odstupu z dolnich
mesenterickych cév nebo i podvaz dolni mesenterické tepny pti odstupu z aorty. Jednoznacny

pfinos mezi timto vysokym a nizkym podvazem hornich rektdlnich cév nebyl prokazan [82,83].

Distalni resekéni linie je chdpana jako bezpeéna resekéni vzdalenost od tumoru na stfevé.
V soucasnosti se povazuje za bezpecnou vzdalenost resekéniho okraje od tumoru v abordlnim
sméru 10-20 mm [84,85]. Tato vzdalenost je dostatecnd, protoze jak prokazaly ¢etné studie, tak

vétsina tumord se za tuto vzdalenost intramuralné nesifi. [86,87,88].

Lateralni princip radikality zahrnuje odstranéni perikolické tukové a lymfatické tkané. Bylo
zjisténo, Ze z hlediska progndzy ma zdsadni vyznam prdavé laterdini resekéni linie, tzn. bezpecna
lateralni vzdalenost od tumoru. CRM je chirurgicky vytvorena plocha disekce v pribéhu
odstrafnovani rekta a jeho uvolfiovani od okolnich struktur a je definovdna jako nejbliz3i zjisténd
vzdalenost nadorovych struktur od cirkuldrni resekéni linie mezorektalniho tuku. Okraj linie je
povaZovany za negativni v pfipadé, Ze vzdalenost tumoru od resekéni linie je vice nez 1 mm.
Pokud je tato vzdalenost mensi nebo tumor zasahuje pfimo do resekéni linie, hovofime o
pozitivnim CRM [89,90]. Z hlediska progndzy lze fici, Ze ¢im je vétsi vzdalenost tumoru od lateralni
resekéni linie, tim je lepsi progndza [91]. U nemocnych s pozitivnim CRM je vétsi pravdépodobnost
vzniku lokalni recidivy a vzdalenych metastaz. Cela rfada studii potvrdila fakt, Ze CRM je
silnym faktorem z hlediska progndzy vzniku vzdalenych metastaz a délky OS [92,93]. Pacienti
s pozitivnim CRM maji 2x vétsi pravdépodobnost Umrti na zakladni onemocnéni a 3,5x vétsi
pravdépodobnost lokaIni recidivy, kterd vznikd az u 85 % téchto pacientt [94]. Novéjsi studie
prokazaly, Zze CRM je silnéjsi prognosticky faktor nez T stadium nadoru a v kombinaci se stadiem
lymfatickych uzlin dokonce predstavuje lepsi prognosticky model nez soucasné pouzivana TNM
klasifikace [95,96]. Hodnoceni a popis CRM jsou zavislé na kvalité patologického pracovisté.

Patolog posuzuje kvalitu TME podle makroskopického vzhledu neperitonealizovaného povrchu
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nefixovaného preparatu. Preparat je hodnoceny podle nejhorsi oblasti neperitonealizovaného

povrchu. Podle kvality jsou TEM déleny do tfi kategorii [97,98]:

l. Kompletni mezorektdlni excize — povrch hladky ¢i jen s mélkymi defekty < 5 mm, bez

konizace resekatu CRM hladky, pravidelny.

Il. Témér kompletni mezorektdlni excize — povrch nepravidelny, s trhlinami a defekty,
které nedosahuiji ke svaloviné muscularis propria. CRM nepravidelny, s hlubsimi

defekty.

M. Inkompletni mezorektani excize — nepravidelna vrstva potrhaného mezorektalniho
tuku, s defekty az ke svaloviné muscularis propria, CRM nepravidelny, tus zatéka ke

svaloviné.

Mikroskopicky patolog popisuje a méfi vzdalenost nadoru od lateralniho okraje preparatu.
Popisuje namérenou vzdalenost vlastnich nddorovych bunék od tusovaného CRM, ktery je
v histologickém Fezu pfi odebrani vzorkl pres celou tloustku stény v misté nadoru zietelné cerné

zvyraznény [99].
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11 Biologicka aktivita tumoru

Od vyzkumu biologické aktivity tumoru a pochopeni jednotlivych kaskdd metastatického
procesu se v budoucnu ocekdava ptinos do klinické praxe v moznosti ovlivnéni jednotlivych fazi
vyvoje nadoru. Se snahou co nejvice individualizovat I1é¢bu je potteba identifikovat dalsi spolehlivé
prediktivni a prognostické znaky, diky kterym by bylo mozné pacientlim indikovat nejvhodné;jsi
IéCbu (tailored therapy = individualized medicine).

Prediktivni znaky jsou takové, které umoznuji predpovédét efekt konkrétni [é€by u individualniho
pacienta. Diky znalosti téchto znakd muzZe byt lécba ,usita pfimo na miru“ kazdému konkrétnimu
pacientovi, coz v prvni fadé ma vyhodu v tom, Ze nezatizime pacienta zbytecné neucinnou lécbou,
kterda ma radu nebezpeénych komplikaci a ve druhé rfadé naopak muze profitovat z ¢asného
nasazeni efektivni chemoterapie ¢i biologické 1écby. Z praktického hlediska mizZe mit tato
individualizace lé¢by nemaly vyznam z hlediska Uspor financnich prostfedkd. Prognostické znaky
naopak nejsou vazany na konkrétni typ IéCby, ale poskytuji informace o prognéze onemocnéni.
Nékteré molekuldrni znaky mohou byt jak prediktivni, tak prognostické, jako naptiklad pfitomnost
estrogenovych receptorl u rakoviny prsu. U KRK zatim Zzadny znak s kombinovanou roli nebyl
identifikovan. Hledani a nasledné vyuziti prognostickych i prediktivnich znak( je predmétem

dalsiho zkoumani.

11.1 Cirkulujici nadorové bunky

Myslenka detekce cirkulujicich nadorovych bunék ve vztahu k progndze karcinomu saha jiz
do poloviny minulého stoleti. Vyvoj vysoce citlivych detekénich metod umoznil tuto myslenku
uskutecnit a uvést do praxe. Z karcinom( je nejdale rozpracovano vyuziti cirkulujicich nadorovych
bunék pfti diagndze a stanoveni progndzy onemocnéni u karcinomu prsu, kde je od roku 2007
jejich detekce jako tumorového markeru zahrnuta v doporuceni Americké asociace klinické
onkologie (ASCO, American Society of Clinical Oncology). U KRK je situace komplikovanéjsi.
Vysledky jednotlivych studii jsou nekonzistentni, presto vétsinou pfifazuji cirkulujicim nebo
rozesetym nadorovym burikdm urcity prognosticky vyznam. Recentni meta - analyza vSech téchto
studii prokazala signifikantni korelaci mezi detekci cirkulujicich nadorovych bunék, Spatnou

prognézou onemocnéni a zkradcenym bezpfiznakovym i celkovym prezitim [100,101,102].

11.2 KRAS (v-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog)

Aktivacni mutace v proonkogenu KRAS jsou potvrzeny jako negativni prediktivni znak

[é¢by monoklonalnimi protildtkami (moAb) proti EGFR (napf. cetuximab). Tato mutace se
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vyskytuje aZ u 40 % pacientl s KRK, ktefi diky tomuto zjisténi mohou byt usetfeni potencionalné
toxické lécby, ktera u nich nema zadny vyznam. Zatimco prediktivni role KRAS mutaci byla
potvrzena, o jeho roli jako prognostického faktoru se stale diskutuje. Velkd randomizovana studie
RASCALII [103] popsala prognosticky efekt mutace KRAS, kdy je v pozici 12 namisto glycinu valin.
Takto postizeni pacienti méli snizené bezpfiznakové i celkové preziti. Podobného vysledku dosdahla
i studie provadéna na Chirurgické klinice KN v Pardubicich, ve které autofi potvrdili negativni vliv
KRAS mutace na prognézu nemocnych [104]. Nicméné jiz zmifovana studie vlivu panitumumabu
na lécbu KRK neobjevila zadny efekt mutace KRAS na bezptiznakové preziti u pacientd

s podpurnou lé¢bou [105]. Podobného vysledku bylo dosaZeno u protilatky proti receptoru
vaskularniho endotelidlniho ristového faktoru (VEGF). Bylo zjisténo, Ze lIé¢ba Bevacizumabem
hraje vyznamnou roli v 1. a 2. linii Ié¢by metastazujiciho KRK, kde prodluzuje OS a ucinnost |écby

je nezavisla na stavu KRAS [106].

11.3 BRAF (v-raf murine sarcoma viral oncogene)

BRAF je dalSim proteinem v kaskadé EGFR signalizace. Aktivacni mutace se vyskytuje asi
v 10-15 % ndadoru rekta. O jeho roli se zacalo uvaZovat vzhledem ke skutecnosti, Ze i pres vyfazeni
pacientl s mutaci KRAS, stale bylo velké procento pacientl s rezistenci na biologickou Iécbu
protildtkami proti EGFR. Vliv této mutace na rezistenci k 1é6¢bé moAb potvrdila retrospektivni
studie, ktera analyzovala [é¢bu 113 pacientl s metastatickym stadiem KRK. U 11 pacientd
s nemutovanym KRAS byla identifikovana mutace BRAF. Ani jeden z téchto pacientl neodpovidal
na lé¢bu a méli kratsi OS a DFI. Ti, ktefi odpovidali na 1é¢bu, neméli mutovanou BRAF alelu [107].
Na zakladé téchto vysledkU Ize predpokladat mutaci BRAF jako prediktivni faktor z hlediska lécby
moAb a ddle byla této mutaci pfisouzena i role prognostického faktoru z hlediska OS a DFI.
Prekvapivé bylo zjisténo, Ze OS a DFI je nizsi u BRAF mutace nez u KRAS mutace. | pres tyto
nadéjné vysledky je potfeba jesté prognostickou a prediktivni roli BRAF mutace ovéfit pomoci

randomizovanych klinickych studii.

11.4 PI3KCA (Phosphatidyl-inositol-3-kinaza)

PI3KCA tvofi druhou hlavni efektorovou vétev drahy EGFR signalizace. Hlavnim uzlem
v PI3K aktivované draze je dalsi kindza AKT (v-akt murine thymoma viral oncogene homolog I),
ktera ma v burice fadu roli, od regulace metabolismu glukdzy pres blokovani funkce
proapoptotickych proteint azZ k regulaci genové exprese. Aktivace drahy vede obecné k vy$simu
prezivani bunky a jeji vétsi odolnosti k nepfiznivému vlivu okoli. Probéhlo nékolik studii, které se

29



pokousely jednotlivym mutacim PI3KCA pfisoudit prognosticky ¢i prediktivni vyznam. Vysledky
jsou zatim nepresvédcivé. Ukazuje se moznost zvySené rezistence na lécbu cetuximabem

s panitumabem. Efekt mutace byl vSak pozorovatelny jen u pacientli s nemutovanym proteinem
KRAS [108]. Vyhledové by mutace PI3KCA mohly byt povazovany, stejné jako KRAS a BRAF
mutace, za negativni prediktivni faktor z hlediska indikace Ié¢by monoklonalnimu protilatky proti

EGFR.

11.5 Genetické subtypy KRK

KRK je heterogenni onemocnéni. Molekularni klasifikace jednotlivych typU se stéle vyviji a
v soucasnosti lze rozeznat tfi zakladni typy definované podle pfitomnosti chromozomalni
nestability (CIN), mikrosatelitni nestability (MSI) a podle stupné metylace DNA (CpG island
methylator phynotype, CIMP). KaZdy z téchto typl ma mirné odlisné klinické projevy a jinak
reaguji na lécbu. Kromé rozdéleni podle majoritnich zmén v genomu lze nalézt celou fadu
pozménénych signalizacnich drah a mutaci v jednotlivych genech, které se vyskytuji vzdy jen u

urcitého procenta kolorektdlniho karcinomu [109].

CIN se vyskytuje u 65-70 % pripadd KRK a je rozpoznana jako mnohocetnd zména v ploidii nebo
strukture chromozom(. MSI je definovana jako zména v délce repetitivnich sekvenci
(mikrosatelit() a vyskytuje se zhruba v 15 % pripadl KRK. CIMP je ¢asto asociovany s pfitomnosti
MSI u pacientl bez vrozené mutace v genech pro opravu DNA a je definovany jako metylace
urcitého poctu analyzovanych oblasti v genomu. Pozitivita pro CIN a MSI u nadoru byla podrobena
rozsahlym metaanalyzam a z jejich zavér( vyplyva, Ze pacienti s CIN pozitivnim nadorem maji
horsi progndzu onemocnéni a pacienti s MSI pozitivnim KRK naopak lepsi progndzu nez CIN nebo
MSI negativni [110,111,112]. Zatim se nepodatilo vyloucit ¢i potvrdit jejich vzajemnou
neslucitelnost, proto zatim nelze uvazovat o jejich vyuZiti jako prognostickych faktor(. CIMP Ize
rozdélit podle poc¢tu metylovanych analyzovanych oblasti na high a low. U nadorf, které jsou MSI
pozitivni a maji vysoky stupen CIMP, se Ize ¢asto setkat s BRAF mutaci pacienti s timto typem
nadoru maji lepsi progndzu. Naopak nadory s MSI negativitou a vysokym stupném metylace

v kombinaci s BRAF mutaci maji progndzu horsi a se zvysujicim se stupném metylace CpG oblasti
se progndza zhorsuje. Druhou epigenetickou zménou u KRK byva celkova DNA hypometylace,
ktera je ¢asto asociovana s CIN pozitivitou a bylo dokdzano, Ze hypometylace vede ke zhorseni
progndzy. Tyto prvni ndznaky mozného vyuziti genetickych subtypl jako prognostického faktoru
KRK budou jesté predmétem dalsiho zkoumani. Doposud Zadny z téchto znak( nebyl schvélen

k vyuziti v klinické praxi. Co se tyka prediktivniho vyznamu, tak je zjisténo, ze KRK s CIN je

prediktivni pro 1é¢bu taxany, které ovsem obecné nejsou pro lécbu KRK vhodné, jelikoZ neovliviuji
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OS a DFI. Systém pro opravu nespravného parovani (mismatch repair systém, MMR) bazi v DNA je

nezbytny pro spravnou funkci chemoterapeutik typu 5-Fluorouracilu (5-FU), které se inkorporuji

do DNA, a diky nespravnému pdrovani dojde ke spusténi signalni kaskady, kterd konci zastavenim

bunécného cyklu. MMR systém je nefunkéni v pfipadé MSI pozitivnich nadora a byl popsan

nepfiznivy efekt pfi podavani 5-FU pacientdm s timto subtypem KRK ve Il. a lll. st. U l1éCby

pacientl po paliativni resekci ve IV. stadiu byla naopak odpovéd na lé¢bu 5-FU v kombinaci

s Leukovorinem lepsi [113]. V soucasné dobé neexistuje zadné laboratorni stanoveni nadorového

markeru, které by mélo dostacujici specificitu a senzitivitu pro screening KRK. Pfehled

nejdalezitéjsich prediktivnich a prognostickych faktorl je shrnut v tabulce 1 a 2 [114].

Tabulka 1 - Pfehled nejdulezitéjsich znamych prediktivnich faktor(

Prediktivni faktory

Faktor

Vliv na vybér lécby

EGFR pozitivita

MoZnost pouziti moAb proti EGFR

KRAS aktivacni mutace

Negativni znak pro pouziti moAb proti EGFR

BRAF aktivacni mutace

Negativni znak pro pouziti moAb proti EGFR

PI3KCA mutace

Hypoteticky negativni znak pro pouziti muAb proti EGFR

PTEN ztrata exprese

Negativni znak pro pouziti moAb proti EGFR

Vyssi exprese NF-KB

Snizeni Gcinku moAb proti EGFR, radio- i klasické chemoterapie

NRAS aktiva¢ni mutace

Negativni znak pro pouziti moAb proti EGFR

MSI pozitivita

Negativni faktor pro chemoterapeutika na bazi 5-FU

ERCC1 polymorfismus

Prediktivni znak pro pouZiti oxaliplatiny

Nizka exprese Topol

Negativni prediktivni znak pro pouZiti irinotecanu
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Tabulka 2 - Pfehled nejdilezitéjsich znamych prognostickych faktord

Prognostické faktory

Faktor

Vliv na progndzu

Cirkulujici a diseminované nadorové buriky

Horsi progndza, zkraceni DFI i OS

KRAS mutace v kodonu 12

Zkraceni DF1i OS

BRAF aktivacni mutace V600E

Zkraceni DFIi OS

PTEN ztrata exprese

VysSi riziko lokalni recidivy

Zvyseny pocet genomovych kopii EGFR

Delsi OS

Vy3$si exprese NF-KB

Zkraceni PFS a OS

CIN pozitivita

Negativni prognosticky faktor

MSI pozitivita

Pozitivni prognosticky faktor

Vysoka exprese TYMS

Zkraceni OS
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12 Vztah imunitniho systému a kolorektalniho karcinomu

Role imunitniho systému v kontrole rlstu a metastazovani KRK neni objasnéna. Vzhledem
k tomu, Ze po odstranéni primarniho nadoru dochazi ¢asto ke vzniku metastaz nebo lokalni
recidivy, miZzeme se domnivat, Ze je chyba ve fungovani imunitniho systému. Imunitni systém bud’
neni schopen rozpoznat patologické buriky, nebo naopak muze stimulovat rlist nadoru a jeho
metastdz. Imunitni systém a maligni nador se navzajem stale ovliviiuji. Dochazi k vicestuprové
reakci, ktera je vyvoldna vzdjemnou interakci. Nadorové burky, okolni tkané a imunokompetentni
bunky hostitele a s nimi souvisejici molekularni produkty vytvafi tzv. mikroprostredi nadoru, které
mohou zpUsobit paradoxni odpovéd imunokompetentnich bunék ve smyslu umoznéni preziti 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
zacit byt pro imunitni systém nedetekovatelné. Zakladni podminkou ucinné protinddorové
imunitni odpovédi je dokonala 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.

Tumor infiltrujici lymfocyty (TIL), DC a NK bunky jsou indikatory ucinnosti antitumordzni
imunologické odpovédi. Pocet, typ a morfologie TIL, DC a NK bunék mohou uréovat prognézu KRK
[115,116]. TIL mGZeme rozlisit z hlediska jejich typu a lokalizace, tzn. v jaké casti tkané
se nachazeji, zda infiltruji tumor ¢i jeho nejblizsi okoli nebo infiltruji spadové lymfatické uzliny
[117]. Z hlediska typu jsme se zkoumali T lymfocyty CD8+ (obrazek 7), CD4+ (obrazek 8) a natural
killer (NK) cells, CD57+ (obrazek 9) a S$100+ dendritické bunky (obrazek 10). Déle je zkoumana
funkce makrofagll. Pfesna funkce téchto bunék je predmétem soucasné diskuze [118,119]. Vime

jen, Ze hraji dlilezitou roli v kontrole vyvoje a rlstu nadoru.
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Obrazek 7 - CD8+ T lymfocyty

Obrazek 8 - CD4+ T lymfocyty
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Obrazek 9 - Natural killer cells (barveni CD57)

Dendritické bunky (barveni S100)

Obrazek 10
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12.1 CD8+ T lymfocyty

Vyskyt CD8+ T lymfocytli v nadorovych burikach KRK byl spojen s lepsim prezivanim
nemocnych. Tyto lymfocyty obsahuiji cytolyticky enzym granzyme-B. V ptipadé zvysené
proliferacni aktivity téchto lymfocytl byva pozorovana jejich aktivace a cytotoxicky fenotyp je
vyznamné spojen s nepritomnosti ¢asnych metastatickych projevl (vaskularni embolizace,
lymfatickd invaze nebo perineuralni invaze nddorovych bunék) a dale je spojen s nizsim vyskytem
recidivy malignity [120]. Vysoka hustota T lymfocyt( v narové tkani byla ¢astéji pozorovano u

pacientl bez ¢asnych znamek metastaz a byla spojena s lepsimi vysledky DFI a prodlouZzenim OS.

12.2 CD4+ T lymfocyty

CDA4+ patfi mezi pomocné lymfocyty, které se podileji na inicidlni protinadorové
cytotoxické odpovédi. Cytokiny (IL-12 a 4) uvolnéné malignimi i imunitnimi burikami rozhoduji o
posunu CD4+ T bunék smérem od Th1 (,,zanétové burnky” schopné i pfimé reakce) k Th2 (typicti
regulatofi aktivujici B lymfocyty) a aktivaci T regulacnich lymfocytl (Treg), jez mohou uvnit¥
maligniho nadoru dozrat prostfednictvim Foxp3+. Vyznam téchto bunék u maligniho onemocnéni

spociva v podpore progrese tohoto procesu [121,122,123].

12.3 NK bunky

Natural killer cells zprostfedkuji efektivni lyzi rakovinovych bunék, ale mechanismus
detekce rakovinnych bunék je odlisna od CD8+ lymfocytd. NK buriky jsou soucasti vrozené
imunitni odpovédi, ale nepoznaji pridruzeny antigen na povrchu rakovinovych bunék, jako jsou
toho schopné CD8+ T lymfocyty. NK buriky maji schopnost zplisobovat 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 zprostfedkujicimi
burikami (APC), které timto umoznuji véasnou reakci hostitele proti patogenu [124]. SniZzeny
predoperacni pocet NK bunék je spojen se snizenou frekvenci recidivy KRK [125]. Kli¢ova uloha NK
bunék v odstranéni primarnich i sekundarnich nadorl byla jiz popsana u hematologickych malignit
[126,127,128]. V posledni dobé jsou urcité ndznaky, Ze NK buriky maji urcitou schopnost
pamétové odpovédi, to znamen3, ze by mohly mit vlastnost, ktera byla predtim omezena pouze
pro sekundarni imunitni odpovéd, ale v tomto pohledu diskuze stéle pokracuje [129]. Aktivace NK
bunék muze byt inhibovana expresi stresovych molekul (napt. MICA, molekul souvisejicich
s fetézcem MHC-molekul 1. tfidy) [130]. Dale mlze byt aktivace NK bunék inhibovana pfimo

nadorem. Nadorové burnky mohou exprimovat ligandy inhibi¢nich receptor( NK bunék nebo

36



mohou uvoliovat imunosupresivné plsobici faktory. Jako pfiklady uplatnéni téchto mechanismu

Uniku lze uvést uvolfovani TGF-beta, Fas-L, exprese HLA-G a CEA [131].

12.4 Dendritické bunky

S$100+ dendritické bunky (DC) jsou povazovany za nejsilnéjsi APC. Jejich klicova role je
v aktivaci a stimulaci naivnich T lymfocyt a NK bunék. Mohou také indukovat nerozpoznani
specifickych antigen(i nebo imunitni toleranci. Nezralé dendritické buriky vstupuji do nddorové
tkané, prijimaji a zpracovavaji jeho antigeny. Potom migruji do lymfatickych uzlin, podstupuji zrani
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, protoZze nemaji dostatecnou expresi aktivacnich koreceptord. Pti takové
presentaci antigenu T bufikdm dojde k anergizaci T bunék a tim k toleranci nddoru imunitnim

systémem. Jevi se, Zze imunologicka tolerance je ¢astéjSim jevem v pokrocilych stadiich [132,133].

12.5 Makrofagy

Makrofagy produkuji dalezité faktory, které maji funkci v oblasti progrese nadoru. Jejich
funkce neni plné znam3, ale bylo popsano, ze pocet tumor infiltrujicich makrofagl koreluje
s celkovym prezZitim pacientl s KRK [134]. Zd4 se, Ze nékolik typl tumor infiltrujicich makrofagl
ovliviiuje rovnovahu mezi pro- a protitumordzni schopnosti imunitniho systému [135]. Chovani
makrofagli maze byt ovlivnéno zanétem. Role zanétu pti vyvoji zhoubného nadoru potvrzuji nové
poznatky z bunécné a molekuldrni biologie malignich nador( [136,137]. Makrofagy typu M1
mohou zajistovat odstrariovani nddorovych bunék, produkovat IL-12 s naslednou aktivaci
cytotoxickych lymfocytl (indukce tvorby interferonu IFN-y) a Thl CD4+ bunék, nicméné v reakci
na mikroprostfedi nddoru mohou prostrednictvim akumulace oxidu dusnatého (NO) inhibovat
cytotoxické bunky a nabyvat supresivniho fenotypu (M2) [138]. Myeloidni buriky a makrofagy
uvolnuji volné radikaly, které predstavuji za normalnich okolnosti vyznamnou linii antimikrobidlni
obrany. V ptipadé chronického zanétu mize mit aktivita reaktivnich intermediatd kysliku a dusiku
negativni vliv na bunky hostitele ve smyslu oxidativniho poskozeni a nitrace bazi DNA, ¢imz
narUsta riziko mutaci. Reaktivni intermediaty kysliku a dusiku mohou navozovat genetickou

nestabilitu mikroprostfedi nadoru a podporovat vznik dalSich mutaci v jiz transformovanych
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bunkach, pficemz mohou téz poskozovat imunitni buriky zapojené do protinadorové odpovédi

[139].

12.6 Morfologicka hlediska TIL

Z morfologického hlediska mizeme TIL pozorovat ve specifickych ¢astech nadoru.
Detekujeme intratumoralni infiltraci lymfocyty (ITL - intratumoral lymphocytes) - obrazek 11,
intrastromalni lymfocyty (ISL - intrastromal lymphocytes) - obrazek 12, peritumoralni lymfocyty
(PTL - peritumoral lymphocytes ) - obrazek 13 a Crohn-like reakci (Crohn-like PTL) - obrazek 14.
Déale mGzeme sledovat reaktivni histologické zmény ve spadovych lymfatickych uzlinach (LN
reactions). Mezi popisované zmény patfi folikularni hyperplazie (LN-FH) - obrazek 15, sinusova

histiocytéza (LN-SH) - obrazek 16 a pfitomnost granulaci (LN-GR) - obrazek 17.

Obrazek 11 - Intratumoralni lymfocyty (nadorova tkan - barveno hematoxylin-eosin)
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Obrézek 12 - Intrastromalni lymfocyty (nddorova tkan - barveno hematoxylin-eosin)
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Obrazek 14 - Crohn-like peritumoralni lymfocyty (nddorova tkan - barveno hematoxylin-eosin)
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Obrazek 16 - Lymfaticka uzlina - sinus histiocytosis (barveno hematoxylin-eosin)

V oblasti imunologie malignich nadori bylo v poslednich letech dosazeno znacnych pokroka. Diky

pochopeni jednotlivych drah proces(, které vznikaji na zakladé kontaktu nadorovych bunék a
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imunitniho systému bude moZno vyuzit tyto znalosti i v klinické praxi. Oteviraji se moznosti
cilengjsi 1é€by s vyuZitim moznosti vlastniho imunitniho systému a na zakladé vysetreni
imunologické reakce organismu Ize do budoucna predvidat dalsi vyvoj nddorového onemocnéni.
Pro klinickou praxi by to mohlo pfinést zlepSeni uréeni stagingu malignity a vyhledové Iépe

odhadnout prognézu nemocného.

13 Cile disertacni prace

Cilem disertacni préce 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 zkrdceni bezpfiznakového intervalu po radikalnich chirurgickych vykonech pro

kolorektalni karcinom.

14 Metodika

Analyzovali jsme soubor 150 pacient(, ktefi podstoupili radikalni chirurgickou Ié¢bu pro
KRK v obdobi 2004-2007 na Chirurgické klinice FN Plzeri. 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 metastazami). Zarazeni 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, pfedoperacni leukocytdzu, typ
chirurgického vykonu (radikalni nebo paliativni), pooperacni komplikace a onkologickou lécbu.

Sledované klinické parametry byly statisticky analyzované se vztahem k DFl a OS.

14.1. 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
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pomoci rutinnich postupl. Pét mikrometru silné fezy byly nafezany z tkanovych blok( 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 (Pl) rakovinovymi burikami (O -
zadna, 1 - ano). Lymfocytarni infiltrace byla detekovana jako intratumoralni (ITL), intrastromalni
(ISL), peritumoralini (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
granuloml (LN-GR). VSechny tyto parametry byly kvantifikovany stejnym zplsobem z hlediska

lymfocytarni infiltrace.

14.2. Imunohistochemie

Pro imunohistochemické vysetfeni 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 pripadech bylo pouZito 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 lymfocyt( byla hodnocena v péti
oblastech za pomoci High power microscopical fields (HPF) a vysledky byly vycisleny jako pocet
imunopozitivnich bunék pfi HPF. Histologicka a imunohistochemicka vysetfeni byla provadéna na

Siklové Ustavu patologie FN Plzer.

14.3. 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 nuklearni mediciny FN Plzen
za pomoci komer¢nich laboratornich souprav v souladu s doporucenim vyrobce. Byly stanovovany
tyto markery: karcinoembryondlni antigen (CEA) (ng/ml, Immunotech, Ceska republika),
carbohydrate antigen 19-9 (CA 19-9) (IU/I, Shering-CIS Biolnternational Francie), cytokeratiny:
tkariovy polypeptidovy specificky antigen (TPS) (KIU/I, IDL, Svédsko), tkariovy polypeptidovy
antigen (TPA) (kIU/I, Diasorin, Itélie). Thymidinkinaza (TK) (I1U/I) byla méfena za pomoci

radioenzymatické analyzy (REA, Immunotech, Praha, Ceska republika).
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15 Statistické zpracovani vysledku

Statisticka analyza byla zpracovana pomoci statistického softwaru Statistica 9.0. Primér,
medidn, smérodatna odchylka (SD), minimum, maximum, kvartily, frekvence a dalsi zakladni
statisticka méreni byla vypoctena v danych skupinach a podskupinach pacientll ve vztahu ke
studovanym klinickym a histopatologickym parametriim. Vztahy mezi proménnymi byly popsany
za pomoci Spearmanova korelaéniho koeficientu. Pro zhodnoceni celkového preziti a DFI byla
pouzita Kaplan-Meierova metoda. Zhodnoceni statistické vyznamnosti sledovanych parametr(
(klinické a histopatologické faktory) bylo provedeno Log-rank testem a Wilcoxonovym testem.
CoxUv regresni model, relativni riziko (HR) a 95% interval spolehlivosti (Cl) pro HR byly pouZity pro
zhodnoceni danych klinickych a histopatologickych faktor(i ve vztahu k celkovému pfeZziti nebo
DFI. Multivariacni analyza byla provedena pomoci klasifikacnich a regresnich stromf
(Classification and regression trees - CART). K nalezeni prediktor( v CART byl pouZzit CoxQv regresni

model.

16 Vysledky

Statistickd analyza sledovaného souboru pacientd po chirurgické Iécbé KRK prokazala
pfimérenou distribuci zakladnich statistickych popisti parametri. Z hlediska pohlavi bylo
v souboru 93 muzid a 57 Zen. Primérny vék u muza byl 65,27 let a u Zen 68,07 let. OS bylov 1., 3.
a5.roce 92,2 %,76,5%a70,2%.DFlbylv1.,3.a5.roce 85,3 %, 64,3 % a 49,4 %. Spearmanlv
korelacni koeficient neprokazal Zadny silnéjsi vztah mezi endolymfatickou invazi a infiltraci
lymfatickych uzlin u metastatického procesu (Spearmantv korela¢ni koeficient 0,56, p<0,05).
Vsechny ostatni studované faktory byly nezavislé nebo s nizkou korelaci. Statisticka analyza
prokazala, Ze metastaticka 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).
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Graf 1 - Vztah postizeni lymfatickych uzlin a OS
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Endovaskularni infiltrace (V1) byla prokazana jako negativni prognosticky faktor zkraceni
celkového prefziti (graf 2). Pacienti s pozitivnim histopatologickych nalezem endovaskularni
infiltrace méli 3,1x zvysené riziko pro kratsi OS. Pfitomnost peritumoralnich lymfocytl (graf 3) a
Crohn-like PTL (graf 4) byla prokazana jako pozitivni prognosticky faktor OS. Pacienti s pozitivnhim
histopatologickym nalezem PTL a Crohn-like PTL maji 2,3x niZsi riziko kratSiho OS. Folikularni
hyperplazie lymfatickych uzlin (LN-FH) byla potvrzena jako pozitivni prognosticky faktor pro delsi
OS (graf 5). Statisticka vyznamnost LN-FH souvisela také se zvySenou hustotou infiltrace. LN-FH
pozitivita sniZzila riziko kratsSiho celkového preziti 3,3x. DlleZitost CD8+ lymfocytarni infiltrace byla
prokazana u Cox regresniho modelu jako pozitivni prognosticky faktor zvySujici celkové preziti (cut
off 30 bunék / HPF). CD4+ lymfocytarni infiltrace byla prokazana jako vyznamny faktor pro
progndzu celkové preziti (cut off 4 cells/HPF) s 2,5x vys$sim rizikem u pacientd nad cut off (graf 6).

Statisticka analyza nepotvrdila statisticky vyznam poméru CD8/CDA4.
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Graf 2 - Vztah ptritomnosti endovaskuldrni infiltrace a OS (p<0,05)
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Graf 3 - Vztah pritomnosti infiltrace peritumoralnich lymfocytd a OS (p<0,05)
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Graf 4 - Vztah Crohn-like PTL a OS (p<0,05)
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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 zavaZnosti intratumorani infiltrace CD4+ lymfocytl a OS (p<0,05)
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Multivaria¢ni Cox Regression Hazard Model ukdazal, Ze kombinace zavaznosti 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 prokazané jako statisticky vyznamné pro prognozu celkové preziti.

Graf 7 - CART model - vztah zavaznosti infiltrace lymfatickych uzlin a LN-FN a OS (p<0,05)

Classification and Regression Tree

Overall Survival

I Ilymph node status I

GROUP NO N1 N2
N total / events 4411 23/2 45/11
1-years Overall Survival 1.0000 1.0000 08877
2-years Overall Survival 0.9545 0.9231 0.6837
3-years Overall Survival 0.9545 0.9231 04178
4-years Overall Survival 0.9545 07912 04178

Ilymph node reaction —
folicular hyperplasia

GROUP 0 1+2
N total / events 6/4 3977
1-years Overall Survival 0.6250 0.9341
2-years Overall Survival 0.4167 07316
3-years Overall Survival 0.0000 06585
4-years Overall Survival 0.0000 06585
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Perineuralni infiltrace byla prokdzdna jako negativni prognosticky faktor u ¢asné recidivy (graf 8).
Pacienti s pozitivnim histopatologickym nalezem PI maji 3,8x zvy$ené riziko kratsSiho DFI.
Zavaznost infiltrace CD8+ lymfocyty byla prokazana u Cox regresniho modelu jako pozitivni
prognosticky faktor prodluZujici DFI (cut off 30 cells/HPF) (graf 9). U pacient( nad cut off je 2,2x
zvySené riziko ¢asné recidivy. Rozsah infiltrace CD4+ lymfocyty nebyl prokdzan jako vyznamny
faktor pro progndzu DFI. Statistickd analyza nepotvrdila statistickou vyznamnost poméru
CD8/CDA4. Infiltrace lymfatickych uzlin byla statisticky signifikantni pro prognézu DFI, N2 stadium

lymfatickych uzlin zvySovalo 5x riziko zkraceni DFI (graf 10).

Graf 8 - Vztah perineurdlni infiltrace a DFI (p<0,05)
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Graf 9 - Vztah intratumoralni 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

Cumulative Proportion Surviving (Kaplan-Meier)

lymph node status

1.0 iy

B I T R T D -
s
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3

— N2
O e e e e et e e I N1

01 e NO
0.0

Curmulative Proportion Surviving

0 1 2 3 4 3 6

Time (years)

50



Multivariaéni Cox Regression Hazard Model prokazal, Ze kombinace zavaznosti infiltrace
lymfatickych uzlin metastatickym procesem a zdvaznosti 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 parametr( nebyla prokazana statisticka

vyznamnost pro prognézu DFI.

Graf 11 - CART model - vztah zavaznosti infiltrace lymfatickych uzlin a zavaZznosti infiltrace CD8+

lymfocyty a DFI

Classification and Regression Tree

Disease Free Interval

lymph node status |

GROUP NO N1 N2
N total / events 43/7 15/2 26/13
1-years DFI 08617 09333 0.7411
2-years DFI 07710 0.9333 0.2668
3-years DFI 07710 0.7467 -
4.-years DFI 07710 0.7467 -

severity of CD8

infiltration

GROUP = 30 =30
N total / events 18/11 8/2
1-years DFI 06787 0.875
2-years DFI 0.0000 04375
3-years DFI 0.0000 -
4.-years DFI 0.0000

Infiltrace CD57+ lymfocytl 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
pacientd 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 nepodafrilo prokazat Zadny statisticky signifikantni vliv infiltrace

CD57+ lymfocyty na DFI (graf 14).
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Graf 12 - Vztah CD57+ lymfocytd a OS
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Graf 13 - CART model - vztah zavazZnosti infiltrace lymfatickych uzlin a zavaZnosti infiltrace CD57+

lymfocyty a OS

Classification and regression tree

N

GROUP NO N1 N2

N total f events 441 232 4511

1-years overall survival 1,0000 10000 0.8877

2-years overall survival 0.9545 0.9231 0.6837

3-years overall survival 0,9545 0.9231 0.4178

4-years overall survival 0.9545 07912 0.4178

CD57" cells

GROUP >1 <1
N total f events 34j5 116
1-years overall survival 0.9688 06818
2-years overall survival 0.7863 0.4545
3-years overall survival 0.5242

4years overall survival 0.5242
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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). Déle 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+ a 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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17 Diskuze

Uloha adaptivni imunitni odpovédi pFi kontrole rdstu a relapsu KRK zdstava kontroverzni a
soucasné studie nejsou schopny odpovédét na viechny otazky, které se tykaji progndzy pacientl
po radikalni chirurgické |é¢bé KRK [140]. Analyzovali jsme soubor 150 pacientl po radikalnich
chirurgickych vykonech pro kolorektdalni karcinom s cilem detekovat negativni nebo pozitivni
prognostické faktory z hlediska ¢asné recidivy onemocnéni a zkraceni celkového preZiti. Stimulem
pro tuto studii byla sou¢asnd neuspokojiva situace a néktera dilemata provazejici indikaci
chirurgické a onkologické |é¢by, kdy ¢asna recidiva znehodnocuje radikalni smysl operacniho
vykonu. Navic vlastni chirurgickad operace muze byt zatizena celou fadou komplikaci, které mimo
jiné mohou vyrazné snizit kvalitu Zivota pacientl. Z tohoto dlivodu jsme pfistoupili ke studiu
morfologie imunitnich reakci v bioptickém materidlu a to véetné imunohistochemickych vysetreni.
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
peritumordalnich lymfocytl, Crohn-like peritumoralnich lymfocyt(, folikularni hyperplazie
lymfatickych uzlin a rozsah intratumoralni infiltrace CD8+ lymfocyty se ukdzaly jako pozitivni
prognostické faktory pro OS. Z tohoto vyplyva, Ze hlavni pficina progrese maligniho onemocnéni je
v pfimé souvislosti s postizenim lymfatik, uzlin nebo neuronalnich zakonéeni. Opakem pak zlstava
demonstrovana tendence makroorganismu k ,,ohrani¢eni” maligniho onemocnéni - tzv. tumor

control [141]. Posledni myslenku spolecné podtrhuje jednak vlastni reakce - infiltrace
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peritumordlni tkdné imunitnimi bunkami makroorganismu - a také lokalni reaktivita v podobé
folikuldrni hyperplazie ve spadovych lymfatickych uzlinach.

Multivariaénim modelem se podafrilo prokazat, Ze kombinace faktorl rozsahu infiltrace
lymfatickych uzlin metastatickym procesem a LN-FH je statisticky vyznamna z hlediska predikce
rizika kratSiho OS. Tento multivaria¢ni model slouZi k vytipovani nemocnych s maximalnim rizikem
kratkého OS, tedy téch, jejichZz progndza je nejhorsi a Ize predpokladat i minimalni tendenci
aktivace imunitni kontroly progrese malignity. Pfi kumulaci faktor( je pak pravdépodobnost
progrese i nékolikanasobné vyssi, nez u pacientll s opacnym profilem faktor(. Pravé multivariacni
model je v soucasné dobé akceptovan jako klinicky nejhodnotnéjsi a Ize jej maximalné vyuzit

v klinické praxi - indikace adjuvantni [éCby apod.

V dalsi ¢asti prace jsme se zabyvali vztahem uvedenych faktor( k DFI. Zde jsme prokazali, ze
perineuralni infiltrace, metastaticka infiltrace lymfatickych uzlin a stav N2 lymfatickych uzlin jsou
negativni prognostické faktory ¢asné recidivy. Rozsah intratumordlni 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 multiavariacni analyzy
Cox regresniho hazard modelu. Nase vysledky podporuji hypotézu, Ze adaptivni imunitni odpovéd
v nadorové tkani a v regionalnich lymfatickych uzlindch mize ovlivnit chovani KRK, a tak mdze mit
vliv na progndzu pacient(. Intratumoralni infiltrace lymfocyty CD4+ a CD8+ byla prokazana jako
klicovy histopatologicky projev nddoru ve specifické imunitni odpovédi, coz by mohlo byt
predobrazem aktualniho klinického stavu a tendence bud k ¢asnému relapsu (CD4 +) nebo

k prodlouzeni OS (CD8+) [142,143].

Infiltrace tumoru NK burnkami se zda byt slibnym pozitivnim prognostickym faktorem odrazejicim
snizené riziko pro zkraceni OS. Infiltrace tumoru CD57+ byla prokazana jako pozitivni prognosticky
faktor radikalné operovanych pacient( s KRK.

Hodnotili jsme nékolik typl nadorovych infiltraci lymfocyty s cilem jasné identifikovat jejich vztahy
k recidivé a OS jako pozitivni nebo negativni prognostické faktory. V nékterych pripadech byla tato
hodnoceni publikovéna jako prioritni - pfedchozi publikace hodnotily pouze infiltraci nadoru, ale
ne kvalitu a typ infiltrace [144].

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

Predpokladame vyuziti nasich vystupl v ramci klinické praxe. VétSina nami uvedenych vysSetreni je
provadéna béhem rutinniho histopatologického vysetreni a jejich zavedenim do klinické praxe
jsme ziskali dal$i hodnotné faktory, které Ize vyuZivat hlavné pfi zvazovani poddani adjuvantni

onkologické 1é¢by v hranicnich pfipadech a déle pti rozhodovani o dikladnéjsi dispenzarizaci
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pacientl nad ramec doporuceni akceptovanych v kolorektalni chirurgii (pacient s vysokym rizikem
Casné recidivy).

Nase prace vsak oteviela i dal$i otdzky spojené s porozuménim vlastni funkce a reaktivité
imunitniho systému. Je proto zadouci, aby se pripadné dalsi prace zamérily na molekuldrné-
biologické pozadi nadorové infiltrace lymfocyty se snahou o pochopeni jejich patofyziologickych

funkci [145].

18 Zavéry

Podafrilo se ndm prokdzat, 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 nam podafrilo prokazat prognosticky
potencial TIL a NK bunék. V soucasné dobé jiz vyuzivame vysledk( této studie v klinické praxi. Na
zakladé histologické klasifikace TIL a NK bunék jsme schopni aktivné identifikovat pacienty s horsi
progndézou 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 presahem do molekularni biologie s cilem vysvétlit i fyziologii a

patofyziologii téchto proces(.
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1. Introduction

Sixty percent of patients with colorectal cancer (CRC) are afflicted with distant metastases
(liver or lung metastatic process) or a local relapse of malignancy (Bird et al., 2006). The
possibilities of surgical and oncological treatment of this disease offer us a large spectrum of
treatments including the combination of surgical procedures and consecutive oncological
treatments. In the case of radical surgical therapy we can consider the curative access. The
main medical problem of CRC is the high rate of recurrences after radically performed
surgical therapy. The operability of recurrence is only about 30% in the case of local relapse
and 20% in the case of distant metastases (Coleman et al., 2008; Kobayashi et al., 2007). The
second dominant problem is the early recurrence of CRC after radical surgical treatment,
when the patients undergo a difficult and exhausting procedure with a high risk of
perioperative complications without any significant differences in overall survival against
modern palliative therapy (Van den Eynde & Hendlisz, 2009).

Contemporary clinical and histopathological prognostic factors (staging, grading, etc.) used
for the detection of patients with a high risk of relapse and a short overall survival rate and
for the indication of adjuvant oncological treatment after radical surgery are not sufficient.
Tumor infiltrating lymphocytes (TIL) were described as a good prognostic factor for patients
with a high risk of relapse. They are critical indicators of efficient antitumor immunological
response. Their number, type and morphology of TIL cells determine resulting tumor
prognosis (Atreya & Neurath, 2008; Galon et al., 2006). They could be connected also with
the suppression of micrometastatical disease after radical surgery (Gajewski et al., 2006;
Pages et al., 2005). We can recognize either the type of immune cells or distinguish their
morphological aspects (infiltration of any part of tumor or surrounding of tumor or
tributary lymph nodes) (Talmadge et al., 2007).
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We detail only short overview of their types and function. We recommend the readers with
deeper interest in these problems to find comprehensive reviews in the cited papers
(Jochems et al., 2011; Ohtani 2007). From this view we find CD8+ and CD4+ T lymphocytes
(Fig. 1la & Fig. 1b), natural killer cells (Fig. 1c), dendritic cells (Fig. 1d), macrophages, etc.
The exact function of these cells is under current discussion. We only know that they play
main role in controlling tumor development and growth. CD8+ T lymphocytes within
cancer cell nests of colorectal cancer have significant impact on the survival of patients. They
contain the cytolytic enzyme granzyme-B. In case of increased proliferating activity of CD8+
T lymphocytes we observe their activated and cytotoxic phenotype that is significantly
associated with the absence of early metastatic events (vascular emboli, lymphatic invasion
or perineural invasion of tumor cells) and with a decreased rate of cancer recurrence (Atreya
& Neurath, 2008, Pages et al, 2010). A high density of memory T lymphocytes within
colorectal cancer tissue was more frequently observed in patients without early detectable
signs of metastatic events and was associated with both improved disease free interval (DFI)
and prolonged overall survival (OS) (Galon et al., 2006; Pages et al., 2005).

Natural killer cells (NK cells) mediate an effective lysis of cancer cells but the mechanism of
detection of cancer cells is different from CD8+ T lymphocytes (Cooper et al., 2009). NK cells
are mainly involved in the innate immune response and do not recognize specific tumor
associated antigen on the surface of cancer cells as CD8+ T lymphocytes. NK cells lyse the
cancer cells that are opsonized by surface antibody. NK cells also respond to other signals as
cytokines produced by antigen presenting cells, which allow them to mediate early host
responses against pathogen (Moretta et al., 2006). Decreased preoperative number of NK
cells was associated with increased frequency of postoperative recurrence of colorectal
cancer (Atreya & Neurath, 2008; Cooper et al., 2001). Their crucial role in the elimination of
haematological malignancies, primary and secondary tumors has been recognized (Lucas et
al., 2007; Ljunggren & Malmberg, 2007, Stojanovic & Cerwenka, 2011). In the last year there
are some signs that NK-cells have the capacity for memory-like responses, a property that
was previously thought to be limited to adaptive immunity, but in this view the discussion
still continues (Cooper et al., 2009).

Dendritic cells are considered to be most potent antigen presenting cells. They play key role
in activation, stimulation and recruitment of T lymphocytes. They can also induce antigen-
specific unresponsiveness or immune tolerance. Immature dendritic cells enter tumor tissue,
uptake and process its antigens. Then after they migrate to lymph nodes, undergo
maturation and interact with T-lymphocytes that are able to recognize presented antigen
and so T-lymphocytes play effector role of this tumor-specific immunity (Atreya & Neurath,
2008; Pages et al., 2005; Sandel et al., 2005; Steinman et al., 2003).

Macrophages are important producers of different factors that have function during tumor
progression and also during tumor progression control. Their function is not fully
understand, but it was described that the number of tumor infiltrating macrophages
correlates with overall survival of colorectal cancer patients (Atreya & Neurath, 2008;
Pollard, 2004; Forssell et al, 2007). It seems that several types of tumor infiltrating
macrophages influence the balance between pro- and anti-tumor properties of immune
system (Forssell et al., 2007).

From the morphologic view we can observe TIL in the specific portions of tumor and so we
detect lymphocytic infiltration intratumoral (ITL - intratumoral lymphocytes) (Fig.
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2a),intrastromal (ISL - intrastromal lymphocytes) (Fig. 2b), peritumoral (PTL - peritumoral
lymphocytes) (Fig. 2c) and Crohn-like reaction (Crohn-like PTL)(Fig. 2d). We can also
describe reactive histological changes in tributary lymph nodes (LN reactions). It means
follicular hyperplasia (LN-FH) (Fig. 3a.), sinus histiocytosis (LN-SH) (Fig. 3b.) and the
presence of granulomas (LN-GR) (Fig. 3c) (Ogino et al, 2009; Pages et al., 2005).

The aim of this study was to analyze the relationship of contemporary clinical and
histopathological factors and TIL to determine patients with a high risk of poor overall
survival and tendency to early recurrence of malignancy with shortened disease free
interval (DFI) after radical surgery for CRC.

Fig. 1. Examples of tumor infiltration by immune cells: a) CD8+ T lymphocytes; b) CD4+ T
lymphocytes; c) Natural killer cell (CD 57 staining) and d) Dendritic cells (S 100 staining).
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Fig. 2. Different localisation of TIL within the tumor tissue: a) intratumoral lymphocytes;
b) intrastromal lymphocytes; c) peritumoral lymphocytes and d) Crohn-like peritumoral
lymphocytes. All sections stained with hematoxylin-eosin.

asia; b) sinus
histiocytosis and c) presence of granulomas. All sections stained with hematoxylin-eosin.
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2. Methods

We analyzed 150 patients who underwent radical surgical procedure for CRC between the
years 2004-2007 at the Department of Surgery, Medical School and Teaching Hospital in
Pilsen, Charles University in Prague. We selected only patients who were operated on
electively - our aim was to decrease the risk of inflammation that is often connected with the
acute operation of CRC and does not depend on the immune reaction against a tumor but
could be evoked by the distension of the bowel. We also excluded patients who had risk of
understaging (for example low number of analysed lymph nodes) and patients with a
synchronous metastatic process. The inclusion standard was also the entire follow-up of
patients during the whole postoperative period to increase the number of patients with a
diagnosed early recurrence of CRC.

The following clinical parameters were statistically analysed in relation to the disease free
interval (DFI) and the overall survival (OS): staging, grading, preoperative leukocytosis,
type of surgical procedure (radical vs. palliative), postoperative complications and
postoperative oncological treatment.

2.1 Histology

We examined three different sections of each tumor and also sections of all found lymph
nodes. Tissue for light microscopy was fixed in 4% formaldehyde and embedded in paraffin
using routine procedures. Five micrometer-thick sections were cut from the tissue blocks
and stained with hematoxylin-eosin.

The type and grade of all tumors were determined according to WHO 2000 guidelines. The
stage of tumors was established according to UICC 2002 guidelines. We evaluated
endovascular (VI), endolymphatic (LI) and perineural infiltration (PI) by cancer cells (0 -
none, 1 - yes). Lymphocytic infiltration was detected as intratumoral (ITL - intratumoral
lymphocytes), intrastromal (ISL - intrastromal lymphocytes), peritumoral (PTL -
peritumoral lymphocytes) and Crohn-like reaction (Crohn-like PTL), and scaled as none (0),
mild (1), moderate (2) and severe (3). Reactive histological changes in lymph nodes (LN
reactions) were detected as follicular hyperplasia (LN-FH), sinus histiocytosis (LN-SH) and
the presence of granulomas (LN-GR), and all these parameters were quantified in the same
manner as lymphocytic infiltration.

2.2 Immunohistochemistry

For immunohistochemical investigations the following primary antibodies were used: CD4
(clone 4B12, 1:50, Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) and CD8 (clone C8/144B, 1:50,
Dako, Glostrup, Denmark). Microwave pretreatment was used in both cases. The primary
antibodies were visualized using the supersensitive streptavidin-biotin-peroxidase complex
(Biogenex, San Ramon, CA). Appropriate positive and negative control slides were employed.
The density of intratumoral infiltration by lymphocytes was evaluated in five High power
microscopical fields (HPF) and expressed as the number of immunopositive cells per HPF.

2.3 Statistical evaluation

Statistical analysis was processed by the statistical software Statistica 9.0. The mean, median,
standard deviation (SD), minimum, maximum, quartiles, frequencies and other basic
statistical measurements were computed in given groups and subgroups of patients
corresponding to studied clinical and histopathological parameters.
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The relationships between the variables were described by Spearman rank correlation
coefficients.

The analyses of Overall survival (OS) and Disease free interval (DFI) were performed by
Kaplan-Meier’s survival functions. The influence of given covariates (clinical and
histopathological factors) was tested by the Log-Rank test and Wilcoxon test. The Cox
regression hazard model, hazard ratio (HR) and 95% confidence interval (CI) for HR were
computed for the evaluation of given clinical and histopathological factors to OS or DFL
Multivariate analysis was performed by the use of classification and regression trees
(CART). The Cox regression hazard model (stepwise regression) was applied to find the
predictors in CART.

3. Results

The statistical analysis of the studied cohort of patients after surgical treatment for colorectal
cancer demonstrated an acceptable distribution of basic statistical description parameters
(gender ratio 93:57 (male vs. female)). 1, 3 and 5 years overall survival was 92.2%, 76.5% and
70.2% and 1, 3 and 5 year DFI was 85.3%, 64.3% and 49.4%.

The Spearman rank correlation coefficient did not prove any stronger correlation than a
moderate correlation at endolymphatic invasion (LI) and lymph node infiltration by
metastatic process (Spearman rank correlation coefficient 0.56, p<0,05). All the other studied
factors were independent factors or factors with a low correlation.

Statistical analysis proved lymph node infiltration by metastatic process as statistically
significant for the prognosis of overall survival (p<0.05) and N2 status of lymph nodes
increased the risk of shorter overall survival 9.3x (Fig. 4.).

Overall Survival
Cumulative Proportion Surviving {Kaplan-Meier)

lymph node status
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Fig. 4. Statistical analysis proved the lymph node infiltration by a metastatic process as
statistically significant for the prognosis of overall survival (p<0.05), and the N2 status of
lymph nodes increased the risk of a shorter overall survival 9.3x.
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Endovascular infiltration (VI) was proved as a negative prognostic factor of shorter overall
survival (Fig.5.). Patients with positive histopathological findings of VI have 3.1x increased
risk for shorter overall survival. The presence of peritumoral lymphocytes (PTL) (Fig.6.) and
of Crohn-like PTL (Fig.7.) was proved as a positive prognostic factor of OS. Patients with a
positive histopathological finding of PTL and Crohn-like PTL have a decreased risk for
shorter overall survival (2.3x and 2.3x respectively). Lymph node follicular hyperplasia (LN-
FH) was verified as a positive prognostic factor for longer overall survival (Fig.8.). The
statistical significance of LN-FH increased also with the raised density of infiltration. LN-
FH positivity decreased the risk of shorter overall survival 3.3times.

The severity of CD8+ lymphocytic infiltration was proved by the Cox regression hazard
model as a positive prognostic factor enlarging overall survival (cut off 30 cells/HPF). The
severity of CD4+ lymphocytic infiltration was proved as a significant factor for the
prognosis of overall survival (cut off 4cells/HPF) with 2.5x increased hazard ratio in
patients over the cut off (Fig.9.). Statistical analysis did not confirm the statistical
significance of CD8/CD4 ratio.

Overall Survival
Cumulative Proportion Surviving (Kaplan-Meier)
endovascular infiltration

Cumulative Proportion Surviving

0 1 2 3 4 5 6

Time (years)

Fig. 5. Endovascular infiltration by cancer cells (VI) was proved as a statistically significant
factor for the prognosis of overall survival (p<0.05). The patients with a positive
histopathological finding of VI have 3.1x higher risk ratio for shorter overall survival.
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Qverall Survival
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Fig. 6. Presence of peritumoral lymphocytes (PTL) was proved as a statistically significant
positive factor for the prognosis of overall survival (p<0.05). The patients with a positive
histopathological finding of PTL have 2.3x lower risk ratio for a shorter overall survival.
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Fig. 7. Presence of Crohn-like PTL was proved as a statistically significant positive factor for
the prognosis of overall survival (p<0.05). The patients with a positive histopathological
finding of PTL have 2.3x lower risk ratio for a shorter overall survival.
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Fig. 8. Lymph node follicular hyperplasia (LN-FH) was verified as a positive prognostic
factor for a longer overall survival (p<0.05). The statistical significance of LN-FH increased
also with the raised density of infiltration. LN-FH positivity decreased the risk of a shorter

overall survival 3.3x.
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Fig. 9. Severity of CD4+ lymphocytic intratumoral infiltration was proved as a significant
factor for the prognosis of overall survival (cut off 4cells/HPF) with a 2.5x increased hazard

ratio in patients over the cut off (p<0.05).
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The Multivariate Cox Regression Hazard Model proved the combination of the severity of
Iymph node infiltration by metastatic process and LN-FH as the best prognostic factors for
the prediction of the risk of shorter overall survival. This situation is demonstrated in the
Classification and Regression Tree (CART)(p<0.05) (Fig.10.). All other studied parameters
were not proved as statistically significant for the prognosis of overall survival.

Classification and Regression Tree

Overall Survival

Iymph node status

GROUP NO N1 N2
N total / events 441 2372 45/11
1-years Overall Survival 1.0000 1.0000 08877
2-years Overall Survival 0.9545 0923 0.6837
3-years Overall Survival 0.9545 0.9231 0.4178
d-years Overall Survival 09545 07912 04178

“lymph node reaction —
folicular hyperplasia

GROUP 0 1+2
N total / events 6/4 39/7
1-years Overall Survival 06250 0.9341
2-years Overall Survival 04167 07316
3-years Overall Survival 0.0000 0.6585
4-years Dverall Survival 0.0000 0.6585

Fig. 10. Multivariate Cox Regression Hazard Model proved the combination of the severity
of lymph node infiltration by a metastatic process and LN-FH as the best prognostic factors
for the prediction of risk of a shorter overall survival (p<0.05). This situation is
demonstrated in the Classification and Regression Tree (CART).

Perineural infiltration (PI) was proved as a negative prognostic factor of an earlier
recurrence (Fig.11.). Patients with a positive histopathological finding of PI have 3.8x
increased risk for shorter DFL

The severity of CD8+ lymphocytic infiltration was proved by the Cox regression hazard
model as a positive prognostic factor enlarging DFI (cut off 30cells/HPF) (Fig.12.). Patients
over the cut off have 2.2x increased risk of an early recurrence. The severity of CD4+
lymphocytic infiltration was not proved as a significant factor for the prognosis of DFI.
Statistical analysis did not confirm the statistical significance of the CD8/CD4 ratio.
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Disease Free Interval
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Fig. 11. Perineural infiltration (PI) was proved as a negative prognostic factor of an earlier

recurrence (p<0.05). Patients with a positive histopathological finding of PI have a 3.8x
increased risk for shorter DFL

Statistical analysis proved lymph node infiltration by a metastatic process as statistically
significant for the prognosis of DFI and N2 status of lymph nodes increased the risk of
shorter DFI 5x (Fig. 13.).
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Fig. 12. Severity of CD8+ lymphocytic intratumoral infiltration was proved as a positive
prognostic factor enlarging DFI (cut off 30 cells/ HPF) by the Cox regression hazard model
(p<0.05). Patients over the cut off have a 2.2x increased risk of an early recurrence.
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Fig. 13. Statistical analysis proved lymph node infiltration by a metastatic process as
statistically significant for the prognosis of DFI, and a N2 status of lymph nodes 5x
increased the risk of a shorter DFI (p<0.05).

The Multivariate Cox Regression Hazard Model proved the combination of the severity of
the lymph node infiltration by a metastatic process and the severity of CD8 positivity of
infiltrating lymphocytes as the best prognostic factors for the prediction of risk of early
recurrence (p<0.05). This situation is demonstrated in the Classification and Regression Tree
(CART) (Fig. 14). All other studied parameters were not proved as statistically significant for
the prognosis of DFL

4. Discussion

The role of the adaptive immunological response in controlling the growth and relapse of
CRC remains controversial and contemporary studies have not answered all the questions
about the prognosis of patients after radical surgical treatment of CRC (Galon et al., 2006;
Ohtani, 2007; Van den Eynde & Hendlisz, 2009). We analysed our large cohort of patients of
CRC with consideration to detect the negative and also positive prognostic factors of early
recurrence of the disease and the poor overall survival after radical surgery. It was
stimulated by the unsatisfactory situation and some dilemmas in the indication of surgical
and oncological treatment, when early recurrence depreciates our effort to radical surgery
with a high risk of complications and the long time of the decreased quality of life of our
patients.

In the presented clinico-pathological study we demonstrated that lymph node infiltration by
a metastatic process, N2 status of lymph nodes, VI, and extent of CD4+ lymphocytic
intratumoral infiltration as negative prognostic factors of OS. In contrary PTL, Crohn-like
PTL, LN-FH, and severity of CD8+ lymphocytic intratumoral infiltration were proved as
positive prognostic factors of the overall survival.
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Classification and Regression Tree

Disease Free Interval

I Iymph node status g

GROUP NQ N1 N2
N total / events 437 15/2 26/13
1-years DF| 0.8617 08333 07411
2-years DFI 0.7710 09333 0.2668
3-years DFI 07710 07467 -
4-years DFI 07710 07467 -

severity of CD8

infiltration
GROUP = 30 = 30
N total / events 18/11 82
1-years DF| 06787 0.875
2-years DFI 0.0000 04375
3-years DFI 0.0000 -
4-years DFI 0.0000

Fig. 14. Multivariate Cox Regression Hazard Model proved the combination of the severity
of lymph node infiltration by a metastatic process and the severity of CD8 positivity as the
best prognostic factors for the prediction of risk of an early recurrence (p<0.05). This
situation is demonstrated in the Classification and Regression Tree (CART).

The combination of the severity of the lymph node infiltration by a metastatic process and
LN-FH were proved as the best prognostic factors for the prediction of risk of a shorter
overall survival by the Multivariate Cox Regression Hazard Model.

We also demonstrated PI, lymph node metastatic infiltration and the N2 status of lymph
nodes as negative prognostic factors of an earlier recurrence, and the severity of CD8+
lymphocytic intratumoral infiltration as a positive prognostic factor enlarging DFI. The
combination of the severity of the lymph node infiltration by a metastatic process and the
severity of CD8+ lymphocytic intratumoral infiltration were proved as the best prognostic
factors for the prediction of the risk of an early recurrence by the Multivariate Cox
Regression Hazard Model.

Our results support the hypothesis that the adaptive immunological response in tumor
tissue and its reaction in regional lymph nodes can influence the behavior of CRC and so
affect the prognosis of patients (Atreya & Neurath, 2008; Galon et al., 2006). CD4 and CD8
positivity of ITL was demonstrated as a key histopathological sign of tumor-specific
immune response that could reflect the contemporary clinical situation and a tendency to
relapse (CD4+) or the larger overall survival (CD8+) (Chiba et al. 2004; Koch et al., 2006,
Pages et al., 2010).
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We assessed several types of tumor infiltrating lymphocytes and clearly identified their
relationships to relapse and the overall survival as positive or negative prognostic factors in
contrary to previous publications that evaluated only the infiltration of the tumor but not
the quality and type of infiltration (Ogino et al., 2009).

Tumor infiltration by lymphocytes seems to be a.promising prognostic factor reflecting the
risk of patients to early recurrence or poor overall survival. Future work has to be focused
on the molecular-biological background of tumor infiltration by lymphocytes to understand
their pathophysiological functions (Pages et al., 2005, Zbar, 2004).

5. Conclusion

Tumor infiltrating lymphocytes seem to be promising prognostic factors that could find
their use in colorectal surgery and consecutive oncological treatment as an indicator of the
type or combinations of therapies reflecting the risk of patients to early recurrence or poor
overall survival. The TIL status corresponds to immune control of cancer progression.
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Infiltration of Colorectal Carcinoma by S100+ Dendritic
Cells and CD57+ Lymphocytes as Independent
Prognostic Factors after Radical Surgical Treatment
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Abstract. Background: S100% dendritic cells and CD57*
Iymphocytes are factors reflecting the immune system’s ability
to suppress the progress of tumor growth. CD57" cells include
natural killer cells and late stages of T-effector lymphocytes.
We evaluated the relationship between the known clinical and
histological factors and tumor markers as well as the presence
of S100™ and CDS57* cells in the tissue of colorectal carcinoma
with the aim of detecting patients at high risk of short overall
survival (OS) or short disease-free interval (DFI) after radical
surgical treatment and we further analyzed whether S1 00" and
CD57* positivity could bring on new information regarding the
treatment regimen. Materials and Methods: Data of 150
patients (97 males and 53 females) that underwent an elective
radical surgical procedure for colorectal cancer were studied.
The influence on DFI and on OS of the following parameters
was evaluated: grading, staging and positivity for S100 and
CD57 by immunohistochemical staining. We also analyzed the
relation of preoperative serum levels of the tumor markers
Carcinoembryonic Antigen (CEA), Cancer Antigen 19-9
(CA19-9), Cancer Antigen 72-4 (CA72-4), Thymidine kinase
(TK), Tissue-Specific Polypeptide Antigen (TPS) and Tissue
Polypeptide Antigen (TPA) in relation to S100 and CD57
positivity/negativity for the same patients. Results: OS at 1, 3
and 5 years was 92.2%, 76.5% and 70.2%; the DFI at 1,3 and
5 years was 85.3%, 64.3% and 49.4%. CD57 positivity in the
tumor mass was proven as a positive prognostic factor for OS.
Risk of short OS was 2.5-fold higher in patients with low tumor
infiltration by CD57* lymphocytes. The combination of N2
stage for lymph nodes and the absence of CD5 7t cells was
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proven to be the strongest negative prognostic factor for OS.
No significant influence of CD57 positivity on DFI appeared.
There was no significant influence of S100 positivity on OS or
DFI; nor was there any statistical dependence of CD57 and
S100 positivity or negativity on preoperative serum levels of
CEA, CAI9-9, CA72-4, TK, TPS or TPA. Both studied factors
were shown to be statistically independent factors. Conclusion:
The present study showed infiltration of colorectal cancer
tissue by CDS57% cells as being an important independent
positive prognostic factor for OS.

$100* dendritic cells (DC) and CD57* lymphocytes are factors
reflecting the immune system’s ability to suppress the progress
of tumor growth. Atreya and Neurath demonstrated their role
in supression of the progress of colorectal carcinoma (1). CD57
is a glycoprotein with cell adhesion function also called human
natural killer-1 or LEU7 (2). CD57* cells include natural killer
(NK) and late stages of T-effector lymphocytes. NK cells as a
part of the cellular innate immunity are able to destroy
malignant cells (2). NK cells mediate lysis of malignant cells
but the mechanism of detection of cancer cells is different from
that of the CD8* T-lymphocytes (3); NK cells do not recognize
specific tumor-associated antigens of cancer cells as CD8*
T-lymphocytes do. NK cells lyse cancer cells that are
opsonized by surface antibodies or after stimulation by other
signals such as cytokines, produced by antigen-presenting cells
(4). A lower preoperative number of NK cells was associated
with increased postoperative recurrence of colorectal cancer
(5). The S100 antigen protein is present in many types of cells:
cells of neural crest, chondrocytes, adipocytes, myoepithilial
cells, macrophages, Langerhans cells and dendritic cells. In
particular dendritic cells (DC) (antigen-presenting cells) play a
key role in activating naive T-lymphocytes and NK cells. DC
gather antigens in their surrounding tissues, process them and
migrate to the secondary lymphoid organs to present antigens
on major histocompatibility complexes class I or class II to
CD8* cytotoxic lymphocytes or CD4* helper T-lymphocytes
(2, 6). In the majority of the available studies, increased
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Figure 1. CD57 positivity as a statistically significant prognostic factor for OS (cut-off 1 cell, p-value=0.0350).

numbers of immune cells infiltrating the tumors correlate with
an improved prognosis for cancer patients (7), but the role of
certain lymphocytes remains unclear (8). Here we evaluated the
relationship between the known clinical, histological factors
and tumor markers that are used in standard clinical follow-up
of patients and the presence of S100* and CD57* cells in the
tissue of colorectal carcinoma (CRC) with the aim of detecting
patients with a high risk of short overall survival (OS) or short
disease-free interval (DFI), after radical surgical treatment and
to analyze whether S100* and CD57* positivity could bring
new information on the treatment regimen, independently of
standard clinical examinations.

Materials and Methods

Data from 150 patiens (97 males and 53 females) in a patient cohort
that underwent an elective radical surgical procedure at the Department
of Surgery of the Teaching Hospital and Medical School in Pilsen
between 2004-2007. The influence on DFI and on OS of following
parameters was evaluated: grading, staging and positivity of S100 and
CD57 by immunohistochemical staining.

Histological and immunohistochemical analysis. Tissue for light
microscopy was fixed in 4% formaldehyde and was embedded in
paraffin. Five micrometer-thick sections were cut from the tissue
blocks and stained with hematoxylin-eosin. Three different sections of
each tumor were examined.

For the immunohistochemical investigations the following primary
antibodies were used: CD57 (clone NK1, ready-to-use; Ventana,
Rocklin, CA, USA), and S100 (polyclonal, 1:1000; Dako, Glostrup,
Denmark). Microwave pretreatment was used in both cases. The
primary antibodies were visualized using the supersensitive
streptavidin-biotin-peroxidase complex (Biogenex, San Ramon, CA,
USA). The appropriate positive and negative control slides were
employed. The number of DCs and NK cells was evaluated in five
high power microscopical fields and was expressed as the number of
immunopositive cells per high power microscopical field.

Oncomarkers. All the blood samples for assessment of tumor markers
were obtained under standard conditions from the cubital vein during
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Figure 2. Classification and regression tree diagram presenting the
strongest negative prognostic factor combination for OS.

the morning hours. The serum for the assessment of routine tumor
markers was acquired through centrifugation and was stored at —20°C
until laboratory analysis. Tumor markers were assessed at the
Department of Nuclear Medicine, Faculty Hospital Pilsen with
commercial laboratory Kits, in accordance with the manufacturers’
recommendations. The following tumor markers were assessed: CEA
(ng/ml, Tmmunotech, Czech Republic), carbohydrate antigen 19-9
(CA19-9, TU/1, Shering-CIS BioInternational, France), cytokeratins:
tissue-specific polypeptide antigen (TPS, kIU/I, IDL, Sweden), tissue
polypeptide antigen (TPA, kIU/1, DiaSorin, Italy). Thymidine kinase
(TK, IU/L) was measured by radioenzyme analysis (REA) using the
Tmmunotech (Prague, Czech Republic) assay Kits.

Statistical analysis. Statistical analysis was processed by the statistical
software Statistica 9.0 (StatSoft, CA, USA). The relationships between
the variables were described by the Spearman rank correlation
coefficients. The analyses of OS and DFI were performed by Kaplan-
Meier survival functions. The influence of given covariates (clinical
and histopathological factors or tumor markers) was tested by the log-
rank test and the Wilcoxon test. The Cox regression the hazard model,
hazard ratio (HR) and the 95% confidence interval (CI) for HR were
computed for the evaluation of given clinical and histopathological
factors and tumor markers to OS or DFI. Multivariate analysis was
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Figure 3. CDS7 positivity was not proven as being a statistically significant prognostic factor for DFI (cut-off 4 cells, p-value=0.3415).
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Figure 4. S100 positivity was not proven as being a statistically significant prognostic factor for OS (cut-off 2 cells, p-value=0.5877).

performed by the use of classification and regression trees (CART).
The Cox regression hazard model (stepwise regression) was applied
in order to find the predictors in CART.

Results

There were 93 males (mean age=65.27 years, median=65.94
years) and 57 females (mean=68.07 years median=67.72 years)
in studied patients cohort. No statistically significant
differences were proven regarding the age between males and
females. OS at 1,3 and 5 years was 92.2%, 76.5% and 70.2%;
the resulting DFI at 1, 3 and 5 years was 85.3%), 64.3% and
49.4%. CD57 positivity of cells in the mass of tumor was a
statistically significant positive prognostic factor (cut-off 1 cell,
p-value=0.0350, Figure 1) of OS. Risk of short OS was 2.5-
fold higher in patients with low tumor infiltration by CD57*
lymphocytes. CART showed that the combination of N2 stage
of lymph node disease and the absence of CD57" cells was the
strongest negative prognostic factor of OS (Figure 2). No
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statistically significant influence of CD57 positivity on DFI
appeared (Figure 3).

There was no statistically significant influence of S100
positivity on OS nor on DFI (Figures 4 and 5). There was no
statistical dependency or correlation of CD57 and S100
positivity or negativity on preoperative serum levels of CEA,
CA19-9, CA72-4, TK, TPS or TPA. Both studied factors were
found to be statistically independent factors.

Discussion

The role of the immunological response in controlling the
growth and relapse of CRC remains controversial and
contemporary studies have not answered all the questions about
the prognosis of patients after radical surgical treatment of CRC
(9,10, 11, 14). We analyzed a large cohort of patients with CRC
aiming at detecting the relation between these types of immune
cells and the prognosis of patients after radical CRC surgery.
This aim was stimulated by some dilemmas in the decision for
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Figure 5. §100 positivity was not proven as being a statistically significant prognostic factor for DFI (cut-off 2 cells, p-value=0.9173).

surgical and oncological treatment, when early recurrence
depreciates the effort of radical surgery due to a high risk of
complications and the long duration of the decreased quality of
life of the patients (3, 12). Our results support the hypothesis
that the immunological response observed in the tumor tissue
can influence the behavior of CRC and subsequently affect the
prognosis of patients (9). Tumor infiltration by NK cells seems
to be a promising positive prognostic factor reflecting the
decreased risk of patients for poor OS. Future work should
focus on the molecular-biological background of tumor
infiltration by lymphocytes to provide understanding over their
pathophysiological functions (1). The tumor markers inform us
of the negative prognosis of patients (early recurrence (DFI) or
for the poor prognosis for long OS (13). On the other hand
CD57* positivity was demonstrated as being a positive
prognostic factor for radically operated patients with CRC. This
information is more important for clinicians than a negative
factor would be, since it could modify their decision about
adjuvant oncological treatment or follow-up regimen. The
present study demonstrated the positive influence of tumor-
infiltrating CD57* cells on the prognosis of CRC. The results
could lead upon intensifying the follow-up strategy for the
patients with higher risk of early CRC reccurence.
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Souhrn

Uvod: Stievni anastomézy jsou Eastym mistem komplikaci operaci kolorektalniho karcinomu. Dehiscence anastom6zy znacng ovliviiuje
pooperaéni priibéh a miiZe ovliviiovat i celkové preZiti (OS) a bezpiiznakové preZiti (DFI). Cilem studie byla analyza klinicko-patologic-
kych faktori, které mohou odhalit dehiscenci a maji vztah k dals{ prognéze nemocnych.

Materidl a metoda: Byla provedena statistick4 analyza souboru nemocnych (340 pacientti, 207 muZzii, 133 Zen) s kolorektalnim karcino-
mem, fedenych radikéln{ resekei s provedenim anastomdzy na tlustém strevé Ci rektu v letech 2003-2007. Mezi studované faktory byly za-
fazeny: v&k, pohlavi, staging, protektivni stomie, neoadjuvantni chemoterapie, neoadjuvantni radioterapie, adjuvantni chemoterapie, adju-
vantni radioterapie, insuficience anastomézy. Komplikace byly hodnocené dle Claviena a Dinda.

Vyisledky: Provedend analyza prokdzala jako statisticky signifikantni pro prognézu celkového preZiti nemocnych tyto faktory. Nemocni
se stadiem T4 méli 2,5krét vy riziko dmirti neZ nemocni s niZ§imi stadii malignity a 1,9krat vys3{ riziko recidivy. P¥i uzlinovém postiZeni
N2 méli nemocni 3,7krat vys§f riziko dmrti neZ nemocni s NO a N1 uzlinovym postiZenim a 3 ,6krét vys3i riziko recidivy malignity. Piitom-
nost pooperaéni komplikace III.-V. stupné podle Clavienovy Klasifikace zvySovala riziko Gmrti 4krdt. Nemocni s dehiscenci anastomézy
méli 5,5krat vy riziko dmrti. Piekvapivé i pfitomnost protektivni stomie zvySovala riziko imrti 54krét. V pfipadé nepodéni adjuvantni
chemoterapie se riziko tmrti zvySilo 2krat. U pacientii s komplikacemi IIIA, IIIB, IV a V hodnocenych na zdkladé stupnice dle Claviena
a Dinda byly statisticky vyznamné tyto parametry: leak, protektivni stomie, adjuvantni chemoterapie, adjuvantni lécba. U pacientii s kompli-
kacemi I a II byla statistickd vyznamnost vyhodnocena u rozsahu primémiho tumoru pozitivity lymfatickych uzlin. Multivariacni analyzou
CART byly prokédzény silné vztahy u pozitivity lymfatickych uzlin a Clavienova hodnoceni komplikaci.

Zdvér: Analyza Klinicko-patologickych faktort je diileZitd pro predikci prognézy pacientii s kolorektdlnim karcinomem, po jejich radikal-
ni 16€b&. Sledovani a zohledfiovéni téchto prognostickych faktordl v pooperatnim obdobi miiZe ovlivnit strategii 1é€by a tim i celkové prezi-
véni nemocnych po radikdlni resekei kolorektalniho karcinomu. Nepoddni adjuvantni chemoterapie vjznamné snizuje celkové a bezpiizna-
kové preZiti.

Kli¢ova slova: kolorektalni karcinom — pooperaéni komplikace — Clavien-Dindo klasifikace — celkové a bezptiznakové preZiti — prognéza

Summary

Novik P, Liska V, Treska V, Kopalova J, Vyéital O, Briiha J. Prognostic clinical factors in colorectal
cancer after radical therapy

Introduction: Colorectal anastomoses frequently become the site of of complications after surgical procedures for colorectal cancer.
Anastomotic dehiscence has a significant impact on the whole p postoperative disease course, may influence the overal survival (OS)
and disease free interval (DFI). The aim of our study was to analyze clinical and histopathological factors, that could facilitate detecti-
on of dehiscences and are related to the prognosis of patients.

Material and methods: The authors performed statistical analysis of a cohort of patients (340 pacients, 207 males, 133 females) who
underwent radical resection followed by anastomosis on the large intestine during 2003-2007. The following factors were assessed:
age, gender, staging, protective stoma, neoadjuvant chemotherapy, neoadjuvant radiotherapy, adjuvant chemotherapy, adjuvant radiot-
herapy and anastomotic insufficiency. Complications were evaluated according to Clavien and Dindo classification.

Results: The analysis confirmed the following factors to be statistically significant for prognosis of OS and DFL: In stage T4 subjects, the
risk of death was 2.5 X higher and the risk of recurrence was 1.9 X higher than in the lower disease stage subjects. The presence of N2 lymph
node metastases increases the risk of death 3.7 x and the risk of recurrence 3.6 X, compared to NO and N1 cases. The presence of postopera-
tive complications classified asf IIl.~ V. grade according to Clavien and Dindo classification increases the risk of death 4x. The risk of death
was 5.5 X higher in patients with dehiscence of anastomosis. The surprising finding was that even protective stoma increases the risk of de-
ath 5.4 x. Patients who did not undergo adjuvant chemotherapy were at 2 X higher risk of death. In patients with IIA, IlIB, IV, V complica-
tions, the following factors proved to be statistically significant for prognosis of OS: leakage, protective stoma, adjuvant chemotherapy and
adjuvant oncological treatment. In patients with complications I and II, the following factors were proved to be statistically significant for
prognosis of OS: staging and lymph nodes metastases. Multivariate analysis CART confirmed significant correlation between the lymph no-
des positivity and the Clavien and Dindo classification of complications.

Conclusion: Analysis of clinical and histopathological factors is important for prediction of prognosis in patients with colorectal
cancer after radical surgical treatment. Detection and application of these prognostic factors in postoperative period could influence the
strategy of treatment and thus the overal survival in patients with radical resections for colorectal carcinoma. Non— administration of
adjutant chemotherapy results in a significant decrease in OS and DFI. )

Key words: colorectal cancer — postoperative complication — Clavien-Dindo classification — overal survival — disease free interval —
Pprognosis.
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UVOD

Kolorektalni karcinom (KRCa) lze povaZovat za celo-
spolecensky problém. Pati{ mezi nejéast&jsi nddory bez
rozdilu pohlavi a véku. V ur€itych vékovych skupindch
je viibec nejéastéjsi malignitou. Kazdy rok je v Ceské
republice nové diagnostikovdno v prim&ru 8000 novych
piipadii a 5000 pacienti na tuto chorobu zemfe [1].

Prognostické faktory KRCa Ize rozdélit do tf{ skupin:
1. Faktory biologického chovéni nddoru. 2. Faktory pa-
cientovy odpovédi na nddorové onemocnéni. 3. Faktory
ve vztahu k ]é¢bé. Ve vysledku se prakticky jedna o kom-
binaci vSech ti{ aspektii. NaSe price byla zam&fena na
faktory, které souviseji s 1é&bou. Rozhodujicim faktorem
z hlediska prognézy je radikdlni operace a RO odstrané-
ni nddoru. S tim samozfejmé dzce souviseji faktory bio-
logického chovani nadoru. Jeho stadia, invazivity, p¥i-
tomnosti vzdalenych metastdz. Tyto faktory jsou nejlépe
hodnotitelné dle TNM klasifikace. Dal§im dileZitym
faktorem, ktery mé podil na vyskytu hlavng lokalnf reci-
divy, je komplikovany pooperacni priibéh ve smyslu in-
fekEnich komplikaci pii prosakovani &i dehiscenci ana-
stoméz. [2].

Tyto komplikace maji jednak bezprostfedni dopad ve
formé t€Zkych sepsi nékdy s ireverzibilnim priib&éhem
a timrtfm nemocného, a jednak dopad z hlediska dlouho-
dobé prognézy. Zjistilo se, Ze nemocnt, ktefi méli v po-
operacnim obdobi zanétlivou komplikaci ve smyslu pro-
sakovéni nebo dehiscence anastomdzy, méli Cast&jsi vy-
skyt lokdlni recidivy a vyznamné sniZené celkové prezi-
ti[3,4,5,6,7,8,8,10]. V literatufe jsme nasli i prace,
které tuto hypotézu nepotvrdily [11, 12, 13, 14].

Existuje nékolik teorii, které vysvétluji mechanismus
diivodu vyssiho vyskytu lokélnich recidiv a sniZen{ cel-
kového preZiti nemocnych pii prosakovéni anastoméz.
Jedna z teorif je vyskyt Zivotaschopnych nddorovych bu-
nék v misté anastomézy [15, 16]. V pripadé prosakovén{
se mohou tyto buiiky dostat do okoli a zpusobit recidivu
onemocnéni. Déle se na tomto mechanismu podileji vol-
né cirkulujici nddorové buriky, které mohou byt pti¢inou
vzdédlenych metastdz, ¢imZ dochézi i ke sniZeni doby
pieZiti [1, 17]. V piipadé infekce, kterd je zpisobena pro-
sakovadnim z anastomézy, miZe dojit k systémové zanét-
livé odpovédi organismu a vyplaveni zanétlivych cyto-
kinti, které mohou zmé&nit imunitu a podpofit riist zbyt-
kovych implantovanych nddorovych bunék [18, 19]. Ur-
Cité se na horsi prognéze u pacientd s prosakovanim ana-
stomézy podilf i ten fakt, Ze se v§znamn& prodlouzi
vlastni pooperacni obdobi, ¢imz dojde k pozdgj§imu za-
hdjeni ndsledné onkologické 1écby. V nékterych ptipa-

dech z divodu dlouhodobého poopera&niho ston4ni neni -

onkologick4 1é¢ba ani zahajovéna.

Prosakovani stfevniho obsahu anastomézou je poru-
chou zdsadniho vyznamu. Klinicky projev zélezi na
umisténi anastomdzy, na obsahu stfeva, predoperaéni
pifpravé stieva, mnoZstvi uniklého obsahu a moZnostech

dutiny bfisni stran schopnosti ohraniéit tento infek&ni
materidl. VEts{ dnik stievniho obsahu mize vést k diftiz-
ni sterkoralni peritonitidé, ke vzniku abscesu nebo pisté-
le. Rada praci prokazala, 7e k drobnému tiniku miZe do-
chdzet az u 50 % anastomdz, ale klinicky se projevi jen
asi v 5 %. Vyskyt rentgenologicky prokdzanych tnikd
podstatné pfevysuje jejich pocet zjiitény na zakladé kli-
nickych piiznakd [20]. Hlavnim faktorem, ktery ovliv-
nuje prosakovani, popfipadé dehiscenci anastomézy, je
vyska anastomdzy. VSechny anastomézy do 7 cm od
andlniho okraje jsou vystaveny zvy$enému riziku prosa-
kovani a dehiscence. Dal$imi faktory, které zvySuji rizi-
ko septické komplikace, jsou predoperaéni chemoterapie
nebo radioterapie, muzské pohlavi, vyssi vék, abusus
alkoholu a koufeni, obezita, imunosuprese, podvyZiva
a diabetes mellitus [21, 22, 23]. Typ operace (laparosko-
picky nebo oteviené) a zplsob Siti (ruéné nebo staple-
rem) nemaji Zddny vyznam z hlediska rizikového fakto-
ru. Naopak na sniZeni rizika dehiscence anastomézy ma-
Jji podle nékterych autord vliv mobilizace liendlni flexo-
ry, J-pouch anastoméza a zakladani protektivnich stomif
u nizkych resekci rekta [22, 23, 24].

Nejcastéji dochdzi k prosakovani anastoméz v levé
poloving tratniku a rekta. Cim je anastomdza uloZena
distalné&ji, tim se zvySuje riziko prosakovéni a dehiscen-
ci anastoméz. Prosakovéni je definovéano jako defekt in-
tegrity stievni stény, ktery vede ke komunikaci mezi in-
tra a extralumindlnim prostorem. Pdnevni absces v bliz-
kosti anastomézy je taktéZ povaZovan za ohrani¢enou
formu prosakovani. Prosakovadni miZeme jako hlavni
chirurgickou komplikaci z hlediska 1é¢by rozdélit na tii
stupné (Tab. 1).

Z divodu srovnani vysledkl a kvality 1é¢by v roce
1992 vytvofil Clavien klasifikaci poopera¢nich kompli-
kaci, kterd méla 4 stupné. Prvn{ stupen komplikaci byl
alternativou k idedlnimu pooperaénimu pribéhu. Druhy
stupeni byly stavy Zivot ohrozujici, ale bez trvalych néa-
sledki. Do druhého stupné patfily komplikace vyZaduji-
ci chirurgickou intervenci. Treti stupefi zahrnoval rozsi-
feni chirurgické intervence nebo perzistujici Zivot ohro-
Zujici stavy. Posledni étvrty stupeti byla smrt jako nésle-
dek pooperacnich komplikaci [25]. Tuto klasifikaci déle
v roce 2004 rozpracoval Dindo. V soucasné dobé se tato
klasifikace pouzivd k obecnému popisu pooperaénich
komplikaci (Tab. 2) [26, 27].

Klinicky obraz prosakovéni nebo dehiscence je velmi
pestry. Mezi klinické pfiznaky patii subfebrilie az febri-

Tab. 1: Rozdéleni chirurgickych komplikaci z hlediska lécby
Tab. 1: Distribution of surgical complications according to
their treatment

A | nevyZzaduje aktivni terapeutickou intervenci

B | vyzaduje aktivni 1éCebny zésah, ale 1ze zvladnout bez
laparotomie

C | vyzaduje re-laparotomii
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Tab. 2: Clavien-Dindo klasifikace chirurgickych komplikaci
Tab. 2: Clavien-Dindo classification of surgical complications

Stupné Definice
L Normalni pooperacni priibéh bez potfeby farmakologické nebo chirurgické 1é€by, endoskopické nebo
radiologické intervence.
Moznost 1é¢by: 1éky jako antiemetika, antipyretika, analgetika, diuretika, elektrolyty, fyzioterapie. Zahrnuje
otevfeni rdny pro infekci na lizku.
1L Stav vyzadujici farmakologickou 1é¢bu, jiné léky neZ jsou povolené u stupné I.
Zahrnuje krevni transfuze a totdlni parenterln{ vyZivu.
11T a. Vyzadujici chirurgickou, endoskopickou nebo radiologickou intervenci - bez nutnosti celkové anestezie.
III b. Vyzadujici chirurgickou, endoskopickou nebo radiologickou intervenci - v celkové anestezii.
IV a. Zivot ohrozujici komplikace v&etn& komplikaci CNS (krvdceni, ischémie mozku) vyZadujici péci na jednotkch
intenzivni péce, ARO
+ Selhani jednoho orgdnu, zahrnuje i hemodialyzu.
IV b. Zivot ohrozujici komplikace v&etn& komplikaci CNS (krvaceni, ischémie mozku) vyZadujici péci na jednotkdch
intenzivni pée, ARO
+ Multiorgdnové selhdni.
V. Umrti
Piipona ,,d* | (for disability) V pfipadg, Ze ke komplikacim dojde uZ po propustént, se pouZije piipona k danému stupni
postizeni.

Tab. 3: Typické klinické charakteristiky pacientti s riiznymi stupni zivaznosti dniku z anastomézy
Tab. 3: Typical clinical characteristics of patiens with various severity of anastomotic leakage

Stupeni A Stupeii B Stupen C
Klinicky stav Dobry Stiedné zdvaZné potize - Té&zkd porucha
Klinické priznaky ne bfisni/ panevni bolesti peritonitida
febrilie septikémie/ sepse
hnisavy/sterkordlni

vagindlni vytok (piStél)
zkalend/ hnisava sekrece
z koneCniku

Obsah z drénti ser6zni zakaleny/ hnisavy sterkordlni
zakaleny nebo (sterkordlni)
zahu§tény obsah
Laboratorni testy normalni leukocyt6za, elevace CRP leukocyt6za, elevace
CRP. v disledku sepse
leukopenie
Radiologické hodnoceni maly tnik prosakovéani anastomézy prosakovéni anastomézy
s panevnim abscesem s generalizovanou
odpovédi, peritonitida
Specifickd 1écba ne antibiotika re-laparotomie
intervenéni drenaz, s kontrolou septického
transandlni lavdz, loZiska
drendz

lie, tachykardie, tachypnoe, citlivost nebo bolestivost

bficha, peritonismus, elevace zdnétlivych parametrii, MATERIAL A METODA

zkalend, hnisavé, enterdlni nebo sterkordlni sekrece

z drénii, odchod plyni a zdpach podél drént, radiologic- Do retrospektivni studie byli zafazeni pacienti, ktef{
ky prikaz kolekce &i ndlezu plynu v okoli anastomézy — byli 1é€eni na Chirurgické klinice FN Plzeti v letech
[28]. V tabulce 3 jsou popsdny charakteristické piiznaky ~ 2003-2007. Podminkou zafazeni do této studie byla RO
ke stupiitim prosakovéni [29]. resekce kolorektalniho karcinomu s provedenim anasto-
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Tab. 4: Prehled operacnich vykoni
Tab. 4: Summary of surgical procedures

Pravostranna hemikolektomie 111
Nizk4 predni resekce rekta double stapling 75
Resekce sigmatu 63
Resekce rektosigmatu 37
Levostrannd hemikolektomie 18
Ostatni (resekce tranversa, liendlni flexury,

ileocékdlni resekce, subtotalni kolektomie, 36
kolektomie)

mozy. Tento soubor zahrnoval 340 pacientl, 207 muzi
a 133 Zen. Primémy vek byl 69 let (32-91 let). Piehled
vykont uvadi Tab. 4.

Celkové zemielo 64 nemocnych, to znamen4 18,8 % pa-
cientl z na$eho souboru. Bezprostfedné na nésledky po-
operacnich komplikaci zemftelo 5,8 % nemocnych, 64 %
nemocnych zemielo s odstupem 1-5 let na generalizaci z4-

kladntho onemocnéni. Prokdzany leak z anastomézy mélo
12 pacientli (3,5 %). Celkové dmrti v této skupiné bylo
58,3 %. Na pooperacni komplikace zemieli 4 nemocni
(33,3 %). Tri pacienti (25,0 %) zemieli s odstupem 1-4 let
na recidivu KRCa. Protektivni stomii mélo zaloZeno 12
pacientd. U sedmi z nich byla stomie zaloZena v rdmci re-
operace pro dehiscenci anastomézy. Adjuvantni chemote-
rapii podstoupilo 29,8 % nemocnych z celého souboru 340
pacientll. Ve skupiné pacientd s leakem byla pouze v jed-
nom piipadé provedena adjuvantni onkologick4 1é¢ba — ra-
dioterapie. Analyza celkového preZiti (OS) a bezpfiznako-
vého preziti (DFI) ve vztahu ke studovanym faktortim by-
la zpracovéna pomoci Kaplan-Maierovych kiivek (Lo-
gRank test, Wilcoxon test). Byla provedena multivariacni
analyza CART zkoumanych faktord s cilem identifikovat
nejvyznamnéjsi prognostické faktory recidivy (bezpfizna-
kového preziti) a celkového preZiti nemocnych. U spoji-
tych proménnych bylo testovano nékolik vhodnych cut off
a za ,,optimdln{ cut off* byla prohldsena takovd, u které
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Graf 1: VEk jako rizikovy faktor dmrti, cut off 70 let
Graph 1: Age as a risk factor for death, cut off 70 years
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Graf 2: Lokalni pokrocilost nadoru jako rizikovy faktor kratkého celkového pieZiti nemocnych
Graph 2: Localmalignancy stage as a risk factor for short overal survival
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Disease Free Interval
Cumulative Proportion Surviving (Kaplan-Meier)
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Graf 3: Lokalni pokro¢ilost naddoru jako rizikovy faktor kratkého bezpfiznakového preziti nemocnych.
Graph 3: Local malignancy stage as a risk factor for short disease free interval
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Graf 4: Uzlinové postiZeni jako rizikovy faktor kratkého celkového preziti
Graph 4: Lymph nodes infiltration as a risk factor for short overal survival
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Graf 5: Uzlinové postiZeni jako rizikovy faktor kratkého bezpriznakového prezZiti
Graph 5: Lymph nodes infiltration as a risk factor for short disease free interval
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Overall Survival
Cumulative Proportion Surviving (Kaplan-Meier)
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Graf 6: Pooperac¢ni komplikace hodnocené dle Claviena a Dinda jako rizikovy faktor kratkého celkového pieZiti
Graph 6: Postoperative complications evaluated according to Clavien and Dindo classification as a risk factor for short overal
survival
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Graf 7: Leak z anastomézy jako rizikovy faktor kratkého celkového preziti
Graph 7: Leakage from anastomosis as a risk factor for short overal survival
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Graf 8: Vyznam protektivni stomie pro celkové preZiti nemocnych
Graph 8: Importance of protective stoma for overal survival
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Graf 9: Adjuvantni chemoterapie jako prognosticky faktor celkového preZiti
Graph 9: Adjuvant chemotherapy as a prognostic factor for short overal survival
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Graf 10: Leak z anastomézy jako rizikovy faktor kratkého celkového preZiti u skupiny pacientii s komplikacemi IIIA,
IIIB, IV, V hodnocenymi dle Claviena a Dinda

Graph 10: Leakage from anastomosis as a risk factor for short overal survival at the cohort of patiens with Grade IIIA,
IIIB, IV, V complications evaluated according to Clavien and Dindo
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Graf 11: Vyznam protektivni stomie pro celkové preZiti nemocnych s komplikacemi IIIA, IIIB, IV a V hodnocenymi dle

Claviena a Dinda

Graph 11: Importance of protective stoma for overal survival in patiens with Grade IIIA, IIIB, IV, V complications
evaluated according to Clavien and Dindo
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Overall Survival
Cumulative Proportion Surviving (Kaplan-Meier)
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Graf 12: Adjuvantni chemoterapie jako prognosticky faktor celkového preZiti nemocnych s komplikacemi IIIA, ITIB, IV
a 'V hodnocenymi dle Claviena a Dinda
Graph 12: Adjuvant chemotherapy as a prognostic factor for overal survival in patients with Grade IIIA, ITIB, IV, V com-
plications evaluated according to Clavien and Dindo
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Graf 13: Adjuvantni chemoterapie nebo radioterapie jako prognosticky faktor celkového preZiti nemocnych s komplika-
cemi IIIA, IIIB, IV a V hodnocenymi dle Claviena a Dinda

Graph 13: Adjuvant chemotherapy or radiotherapy as a prognostic factor for overal survival in patients with Grade ITIA,
IIIB, IV, V complications evaluated according to Clavien and Dindo
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Graf 14: Lokalni pokrodilost primarniho tumoru jako prognosticky faktor celkového preZiti ve skupiné pacienti s kompli-
kacemi I a IT hodnocenymi dle Claviena a Dinda
Graph 14: Local primary tumor stage as a prognostic factor for overal survival in a cohort of patients with Grade I and II
complications, assessed according to Clavien and Dindo
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Graf 15: Pozitivita lymfatickych uzlin jako prognosticky faktor celkového preZiti ve skupiné pacientii s komplikacemi

I a IT hodnocenymi dle Claviena a Dinda

Graph 15: Positivity of lymph nodes as a prognostic factor for overal survival in a cohort of patients with Grade I and II

complications according to Clavien and Dindo
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Graf 16: Multivariaéni analjzou CART celého souboru nemocnych byly prokizany silné vztahy k endpointu (nizsi celko-
vé prezit) u kombinace pozitivity lymfatickych uzlin, Clavienova hodnoceni komplikaci a lokalntho rozsahu tumoru

Graph 16: Multivariate analysis CART of the whole group of patients confirmed strong correlation between the end point
(short overal survival) and the combination of the following factors: positivity of lymf nodes, Clavien evaluation of com-

plications and local primary tumor stage

byla v Coxové regresnim modelu nalezena nejvyssi statis-
tick4 signifikace. Rozdily v preZiti mezi zkoumanymi sku-
pinami byly testovdny pomoci Log-rank testu. U nemoc-
nych jsme sledovali vék, staging onemocnéni, uzlinové
postiZeni, podéni adjuvatni chemoterapie, pooperacni
komplikace a vliv téchto faktorii na celkové a bezptizna-
kové preziti.

VYSLEDKY

Provedenad statistickd analyza pfi hladiné vyznam-
nosti p-value < 0,05 prokdzala vék nad 70 let, pokroCi-
lost KRCa (ve smyslu pokro¢ilého stagingu onemoc-
néni), pooperaéni komplikace, protektivni stomii a ne-
podéni adjuvantni chemoterapie jako prognosticky vy-

znamné negativni faktory celkového preziti. Pacienti
star$i 70 let méli 1,7krat vétsi riziko umrti (Graf 1).
Nemocni se stadiem T4 méli 2,5krdt vyssi riziko dmr-
ti neZ nemocni s niz§imi stadii malignity (Graf 2)
a 1,9krdt vySsi riziko recidivy (Graf 3). Pfi uzlinovém
postizeni N2 méli nemocni 3,7krat vyssi riziko dmrt{
nez nemocni s NO a N1 uzlinovym postiZzenim (Graf 4)
a 3,6krat vySsi riziko recidivy malignity (Graf 5). P¥i-
tomnost pooperac¢ni komplikace III.-V. stupné podle
Clavienovy klasifikace zvySovala riziko umrti 4krat
(Graf 6). Nemocni s dehiscenci anastomézy méli
5,5krdt vyssi riziko dmrti (Graf 7). Piekvapivé i pfi-
tomnost protektivni stomie zvySovala riziko dmrti
5,4krat (Graf 8). V pfipadé€ nepodani adjuvantni che-
moterapie se riziko umrti zvysilo 2krét (graf 9). U pa-
cientli s komplikacemi ITIA, IIIB, IV a V hodnocenych
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na zakladé stupnice dle Claviena a Dinda byly statis-
ticky vyznamné pro celkové pfeZiti tyto parametry:
leak (Graf 10), protektivni stomie (Graf 11), adjuvant-
ni chemoterapie (Graf 12) a adjuvantni 1é¢ba (chemo-
terapie nebo-radioterapie)(Graf 13). U pacientd s kom-
plikacemi I a II byla statistickd vyznamnost prokdzdna
u rozsahu primédrnfho tumoru (Graf 14) a pozitivity
lymfatickych uzlin (Graf 15). Multivariaéni analyzou
CART celého souboru nemocnych byly prokazény sil-
né vztahy k endpointu (krat$i celkové preZiti a smrt)
u kombinace pozitivity lymfatickych uzlin a Clavieno-
va hodnocen{ komplikaci (Graf 16).

DISKUZE

Vysledky nasi studie potvrdily nékteré prognostické
faktory uvadéné v literatufe a déle i nova zjisténi, kte-
rd mohou pfinést dalsi pohled na 1éEbu a pooperaéni
péci o nemocné po radikdlni operaci KRCa s primarné
provadénou anastomézou. Prokdzali jsme, Ze vyS3{
vek, pokrocilé stadium KRCa a poopera¢ni komplika-
ce maji prognosticky negativni vliv na délku celkové-
ho preZiti. Z hlediska dlouhodobého pfeZivéni jsou na-
- 8e vysledky ve shodé s pfedchozimi literarnimi zdroji,
jejichZ autofi prokazali sniZeni celkového preZiti u ne-
mocnych s komplikacemi v oblasti anastomézy, at’ uz
se jednd o leak nebo dehiscenci anastomézy [3, 4, 5, 6,
7, 9,10]. Otdzkou ziistdva vysvétleni tohoto zjisténi.
Tento proces je nékdy vysvétlovan jako nestandardni
imunitn{ odpovéd organismu na zdnétlivou pooperaéni
komplikaci, ¢imz miZe dochdzet k mikroskopickému
Sifeni bunék nddoru do okoli a vzdélenych orgdnt.
Dal3i pfi¢inou miZe byt ve v&t§iné pfipadi vyskytu
anastomotického leaku nédslednd abscence adjuvantni
chemoterapie nebo jeji odloZena aplikace. Profit ne-
mocnych z adjuvantni onkologické 1é¢by je prokédza-
ny. Indikace a zahdjeni adjuvantni chemoterapie je in-
dividudlni. V&tSina onkologickych pracovist se snazi
o zahdjeni adjuvantni chemoterapie do 8 tydni od ope-
race. V literatufe je i statisticky prokdzany profit ne-
mocnych, ktefi zacali adjuvantni chemoterapii i po 8 —
10 tydnech od operace [30]. Jiny piistup je u adjuvant-
ni radioterapie, kterd miiZe byt zahdjena i nékolik mé-
sicli po operaci. Tato korelace s poddnim nebo nepoda-
nim adjuvantni chemoterapie byla patrnd i v naSem
souboru. Nepoddni adjuvantni onkologické 1é¢by zvy-
Sovalo riziko Umrt{ 2krdt. Zajimavym vysledkem byl
prognosticky negativni vliv protektivnich stomif, které
zvySovaly riziko dmrt{ 54krit. Na zdkladé t&chto po-
znatkli se domnivame, Ze pri¢inou negativniho charak-
teru prognostického faktoru protektivni stomie — je
fakt, Ze vétSinou byly tyto stomie zakldddny z divodu
pooperacnich chirurgickych komplikaci a dal3im di-
vodem je absence ndsledné adjuvantni chemoterapie,
kterd byla vyloucena z divodi dal§ich komorbidit, jak
vyplyva z podrobné analyzy naSeho souboru.

ZAVER

Analyza klinicko-patologickych faktori je dilezitd pro
predikci prognézy pacientl s kolorektdlnim karcinomem
po jejich radikdln{ 16¢bé. Pacienti hodnoceni na zdkladé
Casnych pooperacnich klinickych piiznaki mohou poukd-
zat na ne zcela manifestni dehiscenci stfevnich anastoméz.
Sledovini a zohlediiovani t&chto prognostickych faktort
v pooperacnim obdobi miZe ovlivnit strategii 1é¢by a tim
i celkové prezivani nemocnych po radikalni resekci kolo-
rektalniho karcinomu. Nepodédni adjuvantni chemoterapie
vyjiznamné snizuje celkové a bezptiznakové preZiti.

Podékovani: ]
Préce byla podpofena grantem IGA MZ CR 12025.
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