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Souhrn

Data z recentnich studii ukazuji, ze klasifikace imunitniho systému (immunoscore) u pacientt
s nadorovym onemocnénim ma v nékterych pripadech vétsi prognosticky vyznam nez TNM
klasifikace. Délka preziti pacientl s urcitou diagnézou se stejnou TNM klasifika¢ni hodnotou
muze byt zna¢né odlisna. Metoda immunoscore kvantifikuje a detekuje jednotlivé typy imu-
nitnich bunék v nddorové tkani pacienta, kde rovnéz urcuje hustotu jejich infiltrace a jejich
lokalizaci. V soucasné dobé se v ramci multicentrické mezinarodni spoluprace 23 center ze
17 zemi (v¢etné naseho pracovisté) hodnoti immunoscore u vice nez 7 000 pacientl s kolo-
rektalnim karcinomem z hlediska nadorového mikroprostiedi se zamérenim na prezenci
imunitnich bunék v nddorové tkani a v blizkosti nddoru. Vysledky metody immunoscore se
davaji do korelace s témito parametry: 1. odpovédi pacientd na Ié¢bu, 2. mirou progrese, pro-
gnozou jejich onemocnéni a dalSimi imunitnimi parametry. Ukazuje se, ze TNM klasifikace
a invazivita tumoru je statisticky zavisla na imunitni reakci pacienta (existuje inverzni ko-
relace mezi hustotou infiltrace CD 8, CD 3* lymfocyty a rozsahem tumoru). Vysoké hustoty
Tlymfocytl (CD8*, CD3*) v centru a v invazivnim okraji primarniho tumoru jsou spojeny s delsim
obdobim bezptiznakového prezivani, celkového prezivani, nizsim rizikem relapsu i mensi prav-
dépodobnosti vzniku metastdz. Cilem projektu je zavést immunoscore do rutinni diagnostiky.
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Summary

Recent studies suggest that immune-classification (immunoscore) in cancer patients has a prog-
nostic value in some cases that seems to be superior to the AJCC/UICC TNM classification. The cli-
nical outcome can vary significantly among patients with a particular diagnosis within the same
TNM stage. Immunoscore methodology quantifies and detects different types of immune cells
in tumor tissue, and also determines the density of their infiltration and localization at the tumor
site. Currently within an international collaboration of 23 centers in 17 countries (including our de-
partment), immunoscore is being evaluated in more than 7,000 colorectal cancer patients in terms
of the tumor microenvironment, focusing on the presence of immune cells both in the tumor tissue
and the tumor invasive margin. Immunoscore results are assessed in correlation with: 1. patient’s
response to the treatment, 2. rate of progression, disease prognosis and other immune parame-
ters. It appears that the TNM classification and tumor invasiveness is statistically dependent on the
immune response of the patient (there is an inverse correlation between the density of the infil-
tration of CD 8*, CD3* lymphocytes and the tumor stage). High densities of T-lymphocytes (CD8*,
CD3*) both in the core and the invasive margin of the primary tumor are associated with longer-term
asymptomatic survival, overall survival, lower risk of relapse and reduced likelihood of metastases.
The project of the international collaboration aims to introduce immunoscore in routine diagnostics.
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IMMUNOSCORE A JEHO PREDIKTIVNI HODNOTA U KOLOREKTALNIHO KARCINOMU

Uvod

Nadorovd onemocnéni jsou komplexni
a dynamickd onemocnéni, ktera jsou
charakterizovédna specifickymi rysy.
Typickymi znaky téchto onemocnéni
jsou nepretrzita proliferacni signalizace,
vyvinuti mechanizm( odoldvajicich bu-
nécné smrti, indukce neoangiogeneze,
invazivni rast, zakladani metastatickych
loZisek, zména energetického meta-
bolizmu, inhibice imunitniho systému,
a tim i omezeni nasledné destrukce na-
doru efektorovymi bunkami imunit-
niho systému [1,2]. V prabéhu vzniku
a rozvoje nddorového onemocnéni do-
chazi k ¢etnym interakcim mezi nadoro-
vymi burikami a imunitnim systémem
pacienta, at jiz lokdlné v misté nado-
rového bujeni, nebo vzdalené cestou
rdznych mediatori a cytokind. Nedo-
state¢nd imunitni odpovéd c¢asto kore-
luje se Spatnou progndzou a vyznamné
ovliviiuje vysledky 1é¢by [3,4]. Nékteré
tyto deficity ¢i defekty mohou byt vro-
zené, nicméné i nadorové bunky pro-
dukuji celou fadu faktord, které supri-
muji imunitni systém ve snaze uniknout
imunitni odpovédi. Mezi nejdulezi-
t&jsi unikové mechanizmy patfi tvorba
imunosupresivnich faktord, produkce
neoangiogenetickych faktorl a rezis-
tence nadorovych bunékkapoptotickym
stimuldm [5].

Nové zpisoby klasifikace
nadorového onemocnéni
vyuzivajici informace

z nadorového mikroprostredi
Popis vyznamu a souc¢asného pouziti
TNM klasifikace v managementu
kolorektalniho karcinomu
Nejrozsifenéjsim klasifikacnim sys-
témem pro posouzeni rozsahu nadoru je
TNM klasifikace. S vétSim rozsahem tu-
moru je vyssi riziko, ze nddorové bunky
ziskaji schopnost invadovat cévy a za-
kladat vzdalené metastazy. TNM kla-
sifikace se uziva jiz vice nez 80 let a je
velmi uZite¢nd v odhadovani prognézy
u pacientl s rGznymi druhy naddorového
onemocnéni [6,7]. TNM klasifikace byla
po celou tuto dobu upravovéana a opti-
malizovana. V roce 2009 provedla the
Union for International Cancer Control
7. editaci smérnic TNM klasifikace. Pre-
cizni, stabilni a mezindrodné schvaleny

klasifikacni systém je esencidlni pro glo-
balni Uspéch v boji s ndadorovym one-
mocnénim. Hlavnim zamérem by mélo
byt poskytnuti informace o progndéze
onemocnénia na zakladé této informace
i rozhodnuti o individudInim lécebném
zaméru. V denni praxi a smérnicich ma
TNM Kklasifikace pfimy dopad v rozho-
dovacim terapeutickém procesu. Zmény
v TNM klasifikaci by mély zna¢ny vliv na
péci o onkologické pacienty a volenou
terapii, kterou by byli 1é¢eni. Tento klasi-
fikacni systém sice Uspésné provéfil ¢as,
ale presto neposkytuje Iékarlim kom-
pletni prediktivni hodnotu pro zhodno-
ceni prognozy pacientd. Klinicky vysle-
dek [é¢by se mUze u pacientl se stejnou
TNM klasifika¢ni hodnotou signifikantné
lisit [8]. Néktefi pacienti mohou v pokro-
¢ilém stadiu onemocnéni setrvat roky se
stabilizaci nemoci. Oproti tomu se setka-
vame se skupinou pacientd stadia | a ll,
kdy dochazi k relapsu a nasledné rychlé
progresi onemocnéni [9].

Priblizeni problematiky nadorového
mikroprostredi

Prediktivni pfesnost tradi¢ni TNM klasi-
fikace vychazi z teorie, Ze progrese one-
mocnéni je autonomnim procesem na-
dorovych bunék. TNM klasifikace se
zaméfuje vyhradné na nddorové bunky
a opomiji efekt imunitniho systému
pacienta [10]. Fenotyp tumoru neni
urcen pouze jeho epitelidini komponen-
tou, ale také nadorovym mikroprostie-
dim, které se sklada nejen z vlastnich na-
dorovych bunék, ale i z ostatnich bunék
asociovanych s nddorem. Mezi takové
buriky patii predevsim imunitni buriky
zanétlivého infiltratu. Vlivem chemotak-
tického gradientu nddorového mikro-
prostiedi jsou pFitahovany T lymfocyty,
dendritické bunky, granulocyty, mak-
rofadgy i NK bunky [11]. Zda se, ze nej-
efektivnéjsi pfi eradikaci tumoru jsou
takzvané CD8 cytotoxické lymfocyty,
které jsou schopny nadorovou bunku
usmrtit. Vyznam dalSich bunék imunitni
reakce neni v naddorovém mikropro-
stiedi zcela jasny — nadorové mikropro-
stfedi ur¢ované interferony, interleukiny
a zvlasté chemokiny ma klicovy vyznam
pro charakter zanétlivé reakce a funkce
imunitnich bunék muaze byt v tomto
prostiedi jina nez v periferni krvi. Pro-

gnostickd hodnota TNM klasifikace ne-
byla nikdy prekondna jinymi metodami,
jako napf. imunohistochemii nadoro-
vych markerd, pritokovou cytometrif
¢i genetickymi vysetfenimi. Ukdzalo se
vsak, ze analyza specifického typu intra-
tumuralni imunitni odpovédi prekonala
TNM Kklasifikaci [12,13]. Nadorova pro-
grese nyni musi byt povazovana za vy-
sledek ztraty rovnovdhy mezi invaziv-
nim nadorovym procesem a obrannym
systémem pacienta, ktery se sklada pre-
vazné z bunék imunitniho systému.

Metoda immunoscore
Cetna data z rozsahlych kohort pacientl
s kolorektalnim karcinomem demonstro-
vala, Ze pocet, typ a lokalizace imunitnich
bunék infiltrujicich primarni nador ma
prognosticky vyznam pro celkové bezpfi-
znakové preziti a celkové preziti [12-14].
Imunoklasifikace nadorG byla navr-
Zena na zékladé metody immunoscore.
Metoda je pro zpfesnéni predikce pro-
gndzy a klinického vystupu pacientl pro-
vadéna kvantifikaci dvou lymfocytarnich
populaci (CD3*/CD8*) v centru a inva-
zivnim okraji nadorové tkané. CD3* je
membranovy glykoprotein specificky
pro viechny subpopulace T lymfocytd.
CD8* lymfocyty (efektorové lymfocyty)
jsou potom burky imunitniho systému,
které jsou schopné za pomoci cytotoxic-
kych mechanizma perforiny a granzymy
uskutecnit lyzu nddorové bunky. Jednd
se o findlni ¢lanek exekutivniho fetézce
specifické, protinddorové bunécné imu-
nity. K destrukci nddorové buriky bunéc-
nou imunitou jsou vsak esencidlni anti-
gen prezentujici bunky [11].
Immunoscore se pravdépodobné
bude tykat i dalSich naddorovych one-
mocnéni [15,16]. Bylo prokdzéno, zZe
pfitomnost tumor infiltrujicich lymfo-
cytd u pacientek s karcinomem prsu
vykazuje u ranych stadii Her 2 pozitiv-
nich pacientl benefit z |1é¢by trastuzu-
mabem. Mohou slouzit rovnéz jako pre-
diktivni marker lé¢ebné odpovédi na
neoadjuvantni terapii u triple negativ-
nich a Her 2 pozitivnich pacientl s kar-
cinomem prsu. Prediktivni efekt tumor
infiltrujicich lymfocytd byl zna¢ny ze-
jména u pacientd lécenych karboplati-
nou [17-19]. Rovnéz bylo potvrzeno, ze
mira infiltrace tumor infiltrujicimi lym-
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focyty je pozitivnim prediktivnim fakto-
rem pro lécebnou odpovéd na neoadju-
vantni terapii u pacientek s karcinomem
prsu [15]. U pacientek s karcinomem en-
dometria jsou snizené pocty intraepi-
telidInich CD3* tumor infiltrujicich lym-
focytd spojeny s pokrocilym stadiem
onemocnéni a Spatnou progndzou.
Pocty intraepitelidlnich CD3* tumor infil-
trujicich lymfocytd jsou nezavislym pre-
diktorem prezivani pacientek s karcino-
mem endometria [16].

Data nastifadand z poslednich studii on-
kologickych pacientl ukazuji, Ze klasifi-
kace imunitniho systému (immunoscore)
ma v nékterych pfipadech vétsi prognos-
ticky vyznam nez TNM klasifikace. TNM

klasifikace navic nepredikuje odpovéd

pacienta na lé¢bu (délka preZiti pacientl
se stejnou TNM klasifika¢ni hodnotou
muze byt zna¢né odlisnd). Metoda immu-
noscore kvantifikuje a detekuje jednot-
livé typy imunitnich bunék v nddorové
tkani pacienta, kde rovnéz urcuje hustotu
jejich infiltrace a jejich lokalizaci. Ukazuje
se, Zze TNM klasifikace a invazivita tumoru
je statisticky zavisld na imunitni reakci
pacienta (existuje inverzni korelace mezi
denzitou CD8* a stagingem tumoru).
Vysoké koncentrace denzity T lymfocytd
(CD8) v centru i invazivnim okraji primar-
niho tumoru jsou asociovany s delsim ob-
dobim bezpfiznakového prezivani, cel-
kového piezivani, nizsim rizikem relapsu
i mensi pravdépodobnosti vzniku me-
tastaz. Prognosticky vyznam pfitomnosti
T buné¢né populace (CD8*) byl potvrzen,
a to i pfi zohlednéni stadia, poctu lymfa-
tickych uzlin a zavedenych molekularnich
nadorovych biomarker(, v¢etné mikro-
satelitové instability (MSI), BRAF mutaci
a LINE-1 hypometylaci [20,21]. Existuje
i asociace mezi mikrosatelitovou instabi-
litou a infiltraci burikami imunitniho sys-
tému [22]. Tumory s pfitomnou MSI ¢as-
t&ji obsahuji intraepitelidlni T lymfocyty
v reakci na expresi novych antigen(ll na
svém povrchu [23], coz pravdépodobné
vede k lepsi prognéze téchto pacientd.
Immunoscore nabizi hodnoceni od 0
(nizkd infiltrace bunék imunitniho sys-
tému v obou oblastech) do 4 (vysoka
infiltrace bunék imunitniho systému
v obou oblastech) (obr. 1). Vysetieni ma
dvé vyhody: 1. zda se, Ze immunoscore
je silnym prognostickym faktorem pre-

-~
Oblasti nadoru (CTalM) Immunohistochemie
CD3*
CD8*

K‘..L ..I.

digitalni patologie
(kvantifikace
burnky/mm?) 10

Immunoscore (CT aIM)

i i i R
DO =
DO 12
D 11

Obr. 1. Definice a metodologie immunoscore (horni ¢ast); imunohistochemické bar-
veni CD3* a CD8* bunék ve tkani kolorektalniho karcinomu (dolni ¢ast) [1].

CT - nadorové centrum, IM — invazivni okraj

zivani bez onemocnéni a celkové preziti,
2. ma biologicky vyznam (reakce adap-
tivni imunity na pfitomnost naddoru) a na-
bizi se jako nastroj nebo potencidlni cil
pro terapii véetné imunoterapie [23-26].
Vzhledem k pravdépodobné shodnému
charakteru imunitni kontroly nadoru je
znalost stavu imunitniho systému jako
prognostického faktoru dlezitym do-
plrikem standardni klasifikace [27,28]. Pro
posouzeni vyznamu immunoscore v kli-
nické praxi a zhodnoceni prognostic-
kého vyznamu byla zahajena prospek-
tivni multicentrickd studie s 600 pacienty
[é¢enymi v sedmi francouzskych nemoc-
nicich pro kolorektalni karcinom Ié¢eny
primarné chirurgicky. Ve snaze podpo-
fit vyuziti immunoscore v rutinni klinické
praxi bylo iniciovano celosvétové konsor-
cium s podporou Society of Immunothe-
rapy of Cancer [28].

Nékolik tisic naddorovych vzorkd je
v soucasné dobé analyzovano ve 23 cen-
trech po celém svété. V CR projekt koor-
dinuje Onkologicka klinika 1.LF UKaVFN
v Praze. Byla vybrana dvé nejjednodussi
membranovd barveni CD3 a CD8 mé-
fend v centru tumoru a v oblasti inva-
zivniho lemu. Pfesnd kvantifikace je
v soucasné dobé provadéna v rozsahu
standardizovaného fezu pomoci jednot-
ného pocitacového softwaru (Definiens
software).

Cilem tohoto projektu je:

1. prokazat uskutecnitelnost a reprodu-
kovatelnost immunoscore,

2.validovat prognostickou silu immu-
noscore u pacientl s kolorektalnim

karcinomem stadia I-lll,
3.demonstrovat uzite¢nost immu-

noscore a identifikovat pacienty sta-

dia Il s vysokym rizikem rekurence.
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Predpoklada se, Zze tato snaha po-
vede k zaclenéni immunoscore jako
nové soucasti klasifikace nadoru do-
plhujici standardni TNM klasifikaci.
Vysledky immunoscore by mély [épe od-
povidat progndze pacientl s kolorek-
talnim karcinomem. Mély by |épe iden-
tifikovat pacienty s vysokym rizikem
rekurence [26] a pomahat predvidat
a stratifikovat pacienty, ktefi budou pro-
fitovat z adjuvantni terapie [27-29].

Zaveér

Hodnoceni mnozstvi a typu tumor infil-
trujicich bunék se zda byt vhodnym do-
plnénim standardni TNM klasifikace, a to
zejména pii rozhodovani o adjuvantni
terapii. Klinicky vyznam multicentric-
kého projektu Immunoscore monitoru-
jiciho miru infiltrace CD3*a CD8* T lym-
focytd v centru a v invazivnim okraji
nadoru bude pravdépodobné brzy po-
tvrzen a zac¢lenén do rutinniho pouziti.
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