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Rezumat

Existi limfocite care infiltreazi celulele canceroase sugerind rispunsul imun antitumoral. Tesutul pancreatic
din jurul carcinomului ar trebui si fie aproape liber de celule infiltrate. Pentru a caracteriza infiltragia celulari,
prezentdm rezultatele unui studiu efectuat la paciengi cu cancer de cap de pancreas, folosind o gami largi de
anticorpi monoclonali specifici subsetului de leucocite.

in studiu au fost inclusi 15 pacienti cu cancer pancreatic cefalic. Tesutul pancreatic din jurul carcinomului
pancreatic 2 fost objinut prin rezecgie chirurgicala.

rezultatele noastre sugereazi ci fesutul pancreatic al paciengilor cu carcinom pancreatic a avut o crestere
semnificativd a celulelor pozitive mononucleare comparativ cu pancreasul normal. Celulele predominante in
aceastd infiltrafie sunt celulele T cu memorie, indicind un rispuns imun specific in fesutul din jurul
carcinomului. Oricum aceste celule T nu prolifereaza.

Cuvinte cheie: cancer pancreatic, subset de leucocite, infiltrat celular

Summary. Immunohistochemical aspects of the pancreatic cellular infiltrate in pancreatic carcinoma
There are tumours infiltrating lymphocytes between carcinoma cells and at the border of carcinoma
suggesting anti-tumour immune response. Pancreatic tissue surrounding carcinoma was expected to be nearly
free of infiltrating cells. l

We present results from a larger number of carcinoma patients using an extended panel of monoclonal
antibodies specific to the leucocytes subsets to characterize the cell infiltration. ‘
A total of 15 patients with pancreatic carcinoma were included in the investigation. Pancreatic tissues
surrounding pancreatic carcinoma wete obtained from surgical resections.

Our results suggest that in pancreatic tissue of patients with pancreatic carcinoma there was a significant
increase of mononuclear positve cells compared to the normal pancreas. The predominant cells in these
infiltrations are memory T cells indicating specific immune response in the carcinoma surrounding tissues.

However these T cells do not proliferate.
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Introducere

Existd limfocite care infiltreazi celulele
canceroase sugerand rispunsul imun
antitumoral®. Tesutul pancreatic din jurul

carcinomului ar trebui si fie aproape liber de
celule infiltrate.

Am comparat cantitativ tipurile de leucocite
infiltrate in pancreasul normal la om, in
pancreatita cronici §i in vecinitatea carcinomului
pancreatic®. .

Tipul de leucocite din tesutul pancreatic din jurul
carcinomului si cel din pancreatita cronici a fost
similar. Pentru a caracteriza infiltragia celulard,
prezentam rezultatele unui studiu efectuat la
pacienti cu cancer de cap de pancreas, folosind o
gami largd de anticorpi monoclonali specifici
subsetului de leucocite.

Material §i metoda

In studiu au fost inclugi 15 paciengl cu cancer
pancreatc cefalic. Tesutul pancreatic din jurul
carcinomului pancreatic a fost obginut prin
rezectie chirurgicali. Din punct de vedere al

gradului de diferengiere al carcinomului au fost:
G2 — 11 cazuri, G3 - 4 cazuri
Piesele chirurgicale au fost inghetate si depozitate
la —80°C. Au fost tiiate sectiuni seriate cu o
grosime de 5 Jm, uscate ulterior la aer, la
temperatura camerei §i apoi fixate in acetond dmp
de 10 minute. Mostrele fixate au fost depozitate la
—80°C pini la coloratia imunohistochimici.
Piesele pancreatice au fost marcate cu
urmitoarele clone de anticorpi monoclonali:

e MT310 (CD4, T-helper/inductor)

e DK25 (CD8, T supresor/citotoxic)

e UCHL-1 (CDA45R0,

memorie)
e ACT-1 (CD25, receptor IL2)
o Ber-ACT18 '(MLA,
limfocitar al mucoasei)

e TO15, (CD22, celule B)

e T16 (CD38, celule plasmatice)

e EBM11 (CD68, monocite/ macrofage)

s TUK4 (CD14, monocite)

limfocite cu

antigen  specific
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Clona T16 a fost obtinuta de la DIANOVA,
Hamburg, Germania. Ceilalti anticorpi au fost
cumpirati de la DAKO, Glostrup, Danemarca.
Fixarea anticorpilor a fost vizualizatd folosind
metoda alcalin fosfataza monoclonal antialcalin
fosfataza (APAAP)".

Probele au fost incubate secvential cu anticorp
monoclonal  primar nemarcat de soarece,
imunoglobulinda IgG de iepure anti-soarece
(DAKO) si cu un complex monoclonal de
soarece APAAP (DAKO).

Activitatea fosfatazei alcaline a fost vizualizata
prin incubarea pieselor cu o solutie continand
fucsind, nitrat de sodiu, levamisol si naftol AS-BI
(Sigma, St. Louis, SUA).

Nucleii celulari au fost numdrati folosind
hematoxilind urmati de o fixare in glicogel.
Pentru numdrarea celulelor colorate pozitiv a fost
folositd o grild oculara constand intr-un patrat cu
o suprafata de 0,625 mm2 (x 400).

Rezultatele au fost exprimate pe mm?. Evaluarea
a fost ,,0arba” si a fost efectuata de citre 2
cercetatori. Reproductibilitatea testului  dupa
decodare, a avut o deviatie standard <10%.

Rezultate ;
in tesutul pancreatic din jurul carcinomului
pancreatic au fost gisite un numir crescut de
leucocite mononucleare infiltrate (350,4+121,1
celule/mm?).

Predominanta populatiei celulare in infiltratul
leucocitar a fost: limfocite T (53,5%), macrofage
(32,4%)).

Referitor la subsetul de celule T, raportul
CD4/CDS8 a fost de 1,12. Infiltratia cu limfocite
CD4 si CD8 este prezentata in Figura 1 si in
Figura 2.

Aproape 80% din limfocitele T au avut CD45R0
identificindu-se celule cu memorie. Numai 4,1%
din celulele T au avut receptori de suprafati
celulard pentru IL2.

Antigenul specific limfocitar pentru mucoasi a
apdrut in 8,7% din limfocite. In tesutul pancreatic
din jurul carcinomului 5,7% din limfocite au fost
recunoscute de MOAB specific celulelor B. In
infiltratie, am descoperit un procent crescut
(8,4%) de celule plasmatice(CD38+). Macrofagele
au fost caracterizate prin expresia lui CD68. O
medie de 113,6146,8 celule/mm2 a fost gisitd
pentru macrofage, reprezentaind 32,4% din
leucocite. -

Figura 1: Analiza imunohistochimici a limfocitelor CD4+ din carcinomul pancreatic.
(coloratie tehnici APAAP - hematoxilina x400).
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Figura 2: Analiza imunohistochimici a limfocitelor CD8+ din carcinomul pancreatic.
(coloratie tehnica APAAP - hematoxilina x400)

Discutii

In tesutul pancreatic din jurul carcinomului
pancreatic s-a descoperit un numair crescut de
celule mononucleare infiltrate, in comparatie cu
rezultatele din tesutul pancreatic normal 0.
Infiltratia leucocitard a fost gasitd in cazurile fara
obstructie marcatd a ductului pancreatic. in
tesutul pancreatic normal limfocitele T (31,3%) si
macrofagele (56,3%) au fost predominant
populate cu celule mononucleare fara tipar special
al distributiei spatiale®).

Tesutul pancreatic obtinut de la pacientii cu
carcinom a fost caracterizat din punct de vedere
histologic ~ printr-un  procentaj  crescut  al
limfocitelor T (53,5%). Numai un numdr scazut
de celule au avut receptori IL2 ca si marker al
celulelor proliferative. Comparativ cu rezultatele
noastre intr-un numidr mic de pacienti cu
carcinom”) raportul CD4/CD8 a fost crescut
(1,12/0,78), indicand o usoard acumulare
preferentiali a limfocitelor CD4 in timpul
infiltratiei continue.

Bedossa si colab”) au gisit in pancreasul sanatos
un numir egal de CD4 si CDS8, raportul
CD4/CDS8 = aprox. 1, folosind un sistem de scor
semicantitativ. Acesti autori descriu de asemenea
o predominanta a subsetului CD8 in pancreatita
cronici. CD45R0 este puternic exprimat in
celulele T cu memorie la contactul cu antigenul
specific’). Aproape 80% din infiltratul cu celule T
din  tesutul pancreatic localizat in  jurul
carcinomului a fost caracterizat prin acesti

markeri celulari cu memorie. A fost sugerata
inflitratia selectivd cu celule cu memorie in
pancreas, deoarece in compartimentul sanguin
periferic celulele T cu memorie si cele ,,naive”
sunt de marime similard®.

De asemenea au fost prezente un numir scizut
de limfocite B si celule plasmatice. Antigenul
limfocitar specific pentru mucoasi (MLA) este
receptorul gazdi al limfocitelor specifice pentru
tractul gastro-intestinaln®. Numai 8,7% din
infiltratia limfocitard a tesutului pancreatic de la
pacientii cu carcinom a exprimat acest receptor
indicind cid aceste limfocite nu au primit o
specificitate  ca  si  limfocitele  tractului
gastrointestinal. '

Utilizand anticorpi impotriva CD14 ca si markeri
monocitari, 66,2% din  macrofagele marcate
CDG68+ au exprimat acest receptor ca s§i rezultat
al infiltratiei cu monocite in sangele periferic.

Concluzii

1. Rezultatele noastre sugereaza ca tesutul
pancreatic al pacientilor cu carcinom
pancreatic a avut o crestere semnificativa
a  celulelor pozitive mononucleare
comparativ cu pancreasul normal.

2. Celulele | predominante in
infiltratie sunt celulele T cu memorie,
indicand un raspuns imun specific in
tesutul din jurul carcinomului. Oricum
aceste celule T nu prolifereaza.
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