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Wprowadzenie

Rak jelita grubego (CRC) jest najczestszym nowotworem przewodu pokarmowego,
zajmuje trzecie miejsce pod wzgledem zachorowalno$ci oraz jest druga przyczyna zgonu
z powodu chor6b nowotworowych na swiecie.

Mimo radykalnego zabiegu chirurgicznego i leczenia uzupetiajacego u 25-50 % pacjentow
w stopniu II 1 [IT dochodzi do nawrotu choroby w wyniku niewykrytego rozsiewu komorek
nowotworowych.

Obecna wiedza na temat raka jelita grubego (CRC) identyfikuje immunogenno$¢ guza
jako jedng z wazniejszych kwestii.

W przypadku nowotworu warunkiem aktywacji uktadu odpornos$ciowego jest
prezentacja epitopdéw antygenu zwigzanego z nowotworem (TAA) komorkom
immunokompetentnym. HLA-A2 jest jednym z antygenéw, w kontekscie ktorych
prezentowane sg TAA, ale dane na temat mozliwego wplywu ekspresji antygenu HLA-A2
na przezycie pacjentow z rakiem jelita grubego sa rzadkie, a czasem sprzeczne.

Limfocyty T regulatorowe (Treg) sa jedng z podgrup limfocytéw T zaangazowanych
W interakcje miedzy nowotworem a ukladem odpornosciowym gospodarza i mogg ostabiac
przeciwnowotworowg reakcje immunologiczng. Wykazano, ze poziom Treg zwigksza si¢
we krwi obwodowej pacjentéw z roéznymi nowotworami. Prognostyczne znaczenie
limfocytow Treg w nowotworze jelita grubego pozostaje kontrowersyjne.

Rozproszone komorki nowotworowe (DTC) to podzbidér krazacych komodrek
nowotworowych, ktére migrowaly do szpiku kostnego.

Weczesniejsze badania nie uwzgledniaty réznic wynikajacych z heterogennosci raka
jelita grubego zwigzanej z jego lokalizacja.

Immunoterapia jest nie do konca wykorzystanym elementem leczenia rak jelita
grubego zwlaszcza w jego lewostronnej lokalizacji. Poglebienie badan majacych na celu
oceng mechanizméw odpornosci przeciwnowotworowej u chorych po potencjalnie
radykalnym leczeniu operacyjnym moze pozwoli¢ na okreslenie miejsca immunoterapii takze

w tych przypadkach.



Cel

Celem pracy opartej na 3 oryginalnych publikacjach byto poglebienie wiedzy na temat
wybranych aspektéw reakcji uktadu immunologicznego na nowotwor u chorych na raka lewe;j
potowy jelita grubego i odbytnicy oraz ocena ich wptywu na przebieg kliniczny choroby
u tych pacjentow. Analizowano zwigzek migdzy obecnoscia DTC w szpiku kostnym
a charakterystykga guza nowotworowego oraz dlugoterminowymi wynikami leczenia chorych,
zbadano wptyw ekspresji HLA-A2 na komorkach somatycznych i ilosci limfocytow T
regulatorowych w krwi obwodowej u pacjentéw z lewostronng lokalizacjg raka jelita grubego

w réznych stadiach choroby na przezycie odlegte.

Metodyka

Badanie miato charakter analizy retrospektywnej opartej o prospektywnie gromadzong
bazg¢ danych. Do badania wlaczono 109 chorych operowanych z powodu raka jelita grubego
w okresie od 07.2007 do 06.2012 roku w | Klinice Chirurgii Ogolnej, Onkologicznej
1 Gastroenterologicznej Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego. Pacjentom,
po uzyskaniu ich pisemnej zgody na udzial w badaniu klinicznym, przed planowym
zabiegiem operacyjnym pobierano do analizy szpik kostny 1 krew obwodowa.
Status DTC szpiku kostnego analizowano u 91 pacjentow, HLAA2 okreslono u 58 pacjentow,
poziom regulacyjnych limfocytow T u 94 pacjentéw i1 21 zdrowych ochotnikow z grupy

kontrolne;.

Wyniki

DTC w szpiku kostnym zdiagnozowano u 42 pacjentow (46,1%). Wystepowanie DTC
w szpiku kostnym nie bylo zwigzane z glebokoscig naciekania guza, zajeciem wezlow
chlonnych, odleglymi przerzutami, stopniem zlosliwosci histopatologicznej ani lokalizacja
pierwotnego guza. Catkowite 5-letnie przezycie w grupie z obecnymi DTC wyniosto 59,5%,
a u pacjentow bez DTC 53% (p = 0,190). Widoczny byl trend sprzyjajacy dluzszemu
przezyciu u pacjentow z DTC w szpiku kostnym, zaréwno gdy analizowano pacjentow
z chorobg w stadium II i III razem jak i osobno dla stadium II i IIl. Odlegle przerzuty
metachroniczne byly znacznie rzadsze u pacjentow z obecnosciag DTC w szpiku kostnym
(p=0,0375).

Obecno$¢ antygenu HLA-A2  stwierdzono u 56% pacjentow z  lewostronng
lokalizacja raka okreznicy 1 odbytnicy. W grupie badanej pacjenci z ekspresja HLA-A2 zyli
statystycznie dluzej niz pacjenci bez HLA-A2 (p = 0,027). Réznica w piecioletnim przezyciu
miedzy grupami HLA-A2(+) i HLA-A2(-) w grupie z Il i Il stopniem zaawansowania
choroby chorych z lewostronnym CRC nie byla istotna statystycznie. Jednak proporcjonalny
model ryzyka Coxa wykazal, Zze brak ekspresji HLA-A2 byl negatywnym czynnikiem

prognostycznym w grupie pacjentow operowanych radykalnie bez odlegltych przerzutow.



Roznica migdzy iloscig limfocytow Treg w I i II stopniu TNM byla istotna
statystycznie (p = 0,047). Liczba limfocytow Treg w calej grupie badanej byla znacznie
nizsza niz w grupie kontrolnej (p = 0,008) i pomiedzy pacjentami w stadiach II i III a grupa
kontrolng (p = 0,003 i p = 0,018). Grupa pacjentow pT3 + pT4 rdwniez miala znacznie nizszg
liczbe limfocytow Treg we krwi obwodowej niz grupa kontrolna (p = 0,005). U pacjentow
w I stopniu zaawansowania nowotworu liczba limfocytow Treg byla zblizona do liczby
limfocytow Treg w grupie kontrolnej (nie stwierdzono statystycznie istotnej roznicy).

W calej grupie badanej poziom limfocytow Treg we krwi obwodowej nie mial wptywu
na przezycie. Analiza w podgrupach réznych stadiow TNM rowniez nie wykazata réznicy

w przezyciu miedzy pacjentami z ,,niska” 1,,wysoka” liczbg limfocytéw Treg.

Whioski

Obecnos¢ DTC w szpiku kostnym nie jest zwigzana z cechami charakteryzujacymi
guza pierwotnego 1 wydaje si¢ zmniejsza¢ tendencj¢ do tworzenie przerzutow
w lewostronnym raku jelita grubego. Istnieje réwniez tendencja do poprawy ogoélnego
przezycia pacjentow z obecnymi DCT w szpiku kostnym. Wyniki te wymagaja jednak
dalszego potwierdzenia na wigkszych grupach chorych.

Status HLA-A2 moze wptywac¢ na przebieg kliniczny pacjentéw z rakiem okreznicy
1 odbytnicy po lewej stronie, chociaz guzy te uwazane sg za mniej immunogenne niz guzy
z prawostronng lokalizacjg. HLA-A2-dodatni pacjenci z lewostronnym rakiem jelita grubego
zyli statystycznie dtuzej niz ci, ktorzy nie mieli HLA-A2 (p = 0,027). Brak ekspresji HLA-A2
byt negatywnym czynnikiem prognostycznym w grupie radykalnie zoperowanych pacjentow.

Bezwzgledna liczba limfocytow Treg we krwi obwodowej pacjentow z lewostronnym
rakiem jelita grubego byta znacznie zmniejszona w porownaniu do zdrowych oséb z grupy
kontrolnej, szczegdlnie u pacjentow z chorobg w stadium II + III. Obecno$¢ limfocytow Treg

we krwi obwodowej nie miata wptywu na przezycie.
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Introduction

Colorectal cancer (CRC) is the most common cancer of the gastrointestinal tract,
the third cancer in incidence and second in cancer —related mortality in the world.

Despite radical surgery and adjuvant treatment, 25-50% of patients with stage Il and 11l
disease relapse as a result of undetected tumor cell spread.

The current knowledge on colorectal cancer (CRC) identifies tumor
immunogenicity as one of the more important issues.

In cancers, the prerequisite for immune system activation is the presentation of
tumor associated antigen (TAA) epitopes to immunocompetent cells. HLA-A2 is one of
the antigens in the context of which TAAs are presented, but data on the possible impact
of HLA-A2 antigen expression on the survival of patients with colorectal cancer are
scarce and sometimes contradictory.

T regulatory lymphocytes (Treg) are one of the subsets of T-lymphocytes involved
in the interaction of neoplastic tumors and the host immune system, and they may impair the
immune reaction against cancer. It has been shown that Treg are increased in the peripheral
blood of patients with various cancers. In colorectal cancer, the prognostic role of Treg
remains controversial.

Disseminated tumor cells (DTC) are the subset of circulating tumor cells that migrated
to the bone marrow.

Earlier studies did not consider differences resulting from the heterogeneity
of colorectal cancer related to its location.

Immunotherapy is not fully used in the treatment of colorectal cancer, especially
in its left-sided location. In-depth research to assess the mechanisms of antitumor immunity
in patients after potentially radical surgery may also determine the site of immunotherapy

in these cases.

Aim

The aim of the study based on 3 original publications was to deepen knowledge on
selected aspects of the immune system response to cancer in patients with left-sided
colorectalal cancer and to assess their impact on the clinical course of the disease .
The relationship between the presence of DTC in the bone marrow and the characteristics of
the tumor and the long-term results of the treatment of patients was investigated.
The connection between HLA-A2 expression on somatic cells, level of Treg in
peripheral blood in patients with left-sided colorectal cancer in various stages of disease

and long-term survival was analysed.

Patients and methods



The study was a retrospective analysis based on a prospectively collected database.
The study included 109 consecutive patients treated for colorectal cancer from 07.2007 to
06.2012 at the First Department of General, Oncological and Gastroenterological Surgery
Collegium Medicum of the Jagiellonian University.

Patients bone marrow and peripheral blood was taken for analysis prior to elective
surgery. Bone marrow DTC status was analyzed in 91 patients, HLAA2 was determined in 58
patients, level of regulatory T cells in 94 patients and 21 healthy volunteers from the control

group.

Results

The DTC in bone marrow were diagnosed in 42 patients (46.1%). The prevalence
of DTC in the bone marrow was not related to tumor infiltration depth, nodal involvement,
distant metastasis, tumor grading nor the location of the primary tumor. The 5-year overall
survival in the DTC positive group was 59.5% while for DTC negative patients 53%
(p=0.190). There was a visible trend favoring survival in patients with DTC in the bone
marrow when patients with stage Il and 111 disease were analyzed together and separately for
stage Il and Ill. There were significantly less metachronous distant metastases in DTC
positive patients (0.0375).

In the study group 56% of patients were found to be HLA-A2 positive. Patients
with HLA-A2 expression lived statistically longer than HLA-A2 negative patients
(p=0.027). There was no significant difference in overall survival between the HLA-A+
and HLA-A2- groups with stage Il and Il left-sided CRC. However, the Cox
proportional hazard model showed that the lack of HLA-A2 expression was a negative

prognostic factor in the group of radically operated patients without distant metastases.

There was a statistically significant difference between count of Treg in the Ist
and lInd TNM stages (p = 0.047). The number of Treg in the entire study group was
significantly lower than in the control group (p = 0.008) and between patients in stages Il
and 111 and the control group (p = 0.003 and p = 0.018). The group of pT3 + pT4 patients also
had significantly lower Treg counts in their peripheral blood than the control group
(p = 0.005). In the entire study group, the level of Treg cells in the peripheral blood had
no influence on survival. The analysis of the TNM stage subgroups also showed no difference

in survival between patients with "low" and "high™ Treg counts

Conclusions
The presence of DTC in the bone marrow is not associated with primary tumor

characteristics and seems to diminish metastasis formation in left-sided colorectal cancer.



There is also a trend for improved overall survival for DCT positive patients.. These results,
however, require further confirmation in larger groups of patients.

HLA-A2 status may affect the clinical course of patients with left-sided colon
and rectal cancer, although left-sided tumors are less immunogenic than right-sided
ones. HLA-A2 positive patients with left-sided colorectal cancer lived statistically
longer than those who were HLA-A2 negative (p=0.027). Lack of HLA-A2 expression
was a negative prognostic factor in the group of radically operated patients.

The absolute number of Treg in the peripheral blood of patients with left-sided
colorectal cancer was significantly decreased in comparison to healthy controls, especially
for patients with stage Il + 111 disease. Treg presence in the peripheral blood had no impact

on survival.



