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Rezumat

in studiul de fagd, am investigat expresia HLA clasa I in carcinomul pancreatic uman.

Au fost investigate prin metode imunohistochimice standard expresia HLA clasa 1 in tumorile pancreatice §i
extinderea infiltragiei tumorale cu diferite populatii de celule T, la 31 de paciengi cu cancer de pancreas,
obyinind o expresie: negativi in 33%, heterogeni in 40% §i pozitivd in 27% din cazuri.

Carcinomul pancreatic §i fesutul peritumoral au demonstrat o crestere semnificativi a infiltragiei cu limfocite
CD3+, CD4+ si CD8+, comparatv cu fesutul pancreatic situat la distanjd de tumori. Expresia negativd a
fost uniform insotitd de o densitate scizuti a infiltragiel tumorale citotoxice cu celule T, iar expresia pozitivi
de acumulare substangiald de limfocite.

Cancerul pancreatic induce frecvent un tispuns imun celular care determini infiltrarea intra §i peritumorald cu
celule T.

Cuvinte cheie: carcinom pancreatic, infiltrare limfocitard, HLA 1

Summary. The cell- mediated immune response in pancreatic cancer

In the present study, we investigated the expression of HLA class 1 in human pancreatic carcinoma. The
expression of HLA class 1 and the extent of tumor infiltration by different T-cells population were
investigated in 31 pancreatic cancer patients by standard immunohistochemistry obtaining folowing types of
expressions: negative in 33%, heterogeneous in 40% and posiuve in 27% of cases.

Pancreatic carcinoma and tumor-surrounding tissue demonstrated a significantly higher infiltration by CD3+,
CD4+ and CD8+ T-cells compared to the tumor-distant pancreatic tissue. The negative expression of HLA
class 1 was uniformly accompanied by a low density of tumor-infiltrating cvtotoxic T-cells whereas the HLA
class I positive tumors were characterised by substantal lymphocyte accumulation.

Pancreatic carcinoma induces frequently a cellular immune response which resulted in intra- and peritumoral

T-cell infiltration.
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Introducere

Zonele genetice implicate in  respingerea
tesuturilor striine sau celor infectate cu virusuri
sunt cunoscute ca §i complex major de
histocompatibilitate (MHC) sau ca antigen
leucocitar uman (HLA) la oameni. Dezvoltarea
tumorilor maligne reprezintd nu numai
transformarea neoplazica dar §i esecul rezistentei
gazdei in eliminarea celulelor aberante. Celulele
neoplazice exprimi frecvent antigeni de suprafati
care pot fi recunoscufi ca striini §i activeazd
reactia citotoxicd a celulelor T.

Studiul de fati are ca scop studierea rispunsului
imun celular in cancerul pancreatic. S-a
demonstrat prin tehnici imunohistochimice cd
expresia claset HLA T este frecvent alterati in
cancerul pancreatic. Majoritatea  cancerelor
pancreatice au aritat o expresie pozitivi sau
heterogeni a HLA «clasa I, care a fost
acompaniati de infiltrare limfocitard profundi a
tesutului tumoral. Tumorile cu expresie negativi a
HLA clasa 1 au aritat o densitate scizuti a
infiltragiei tumorale citotoxice cu celule T.
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Material §i metoda

Pacientii inclusi in studiu au fost operap de
cancer pancreatic in Departamentul de Chirurgie
al Universitagii din Heidelberg. Au fost recoltate
30 de piese tisulare de cancer pancreatic ductal
(20 tumori primare §i 10 metastaze). 7 piese au
conginut atat (esut tumoral cat §i (esut
peritumoral. Tumorile au ! fost clasificate
histopatologic in adenocarcinoame bine, moderat
sau slab diferengiate, in concordangi cu
clasificarea OMS. Au fost recoltate suplimentar
14 piese de tesut pancreatic non-malign de la 5-10
cm distanid de tumord. Aceste probe au fost
considerate ca fiind fesut tumoral la distanti, in
contrast cu tesutul pancreatic peritumoral. S-au
folosit doud piese de splini ca martor. Pentru
analiza supraviefuirii au fost selectayi doar
pacientii cu rezectie RO (n=17)..

Au fost tdiate sectiuni de 5 1m, uscate la aer §i
fixate in acetond. Lamele au fost pastrate la —20°C
inainte de orice folosire ulterioard. Sectiunile au
fost colorate in trei timpi, utilizind kitul LSAB si
acid hemalum Mayer. Au fost utilizate
urmitoarele clone de anticorpi monoclonali
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purificati: W6/32 (epitop monomortfic de lang
greu al clasei HLA 1), 246-E8. E7 (beta2-
microglobulin), mixturd de Ael/A3
(pancitokeratind), UCHT1 (anu-CD3, celule T),
MT310 (ant-CD4, celule T-helper), DK25 (anti-
CD8, celule T citotoxice), UCHL1 (CD45RO,
celule T de memorie), MOC1 (antiCD56, celule
NK).

HLA clasa I la nivelul celulelor tumorale a fost
investigatd folosind o scald a celulelor tumorale
descrisi de Garrido si colab. astfel: negativd
(<25%) heterogeni (25-80%), pozitvi (>80%).
Analiza cantitativd a coloragiei imunohistochimice
a fost realizatd printr-o metodd imagistici asistata
computerizat. Pentru acest scop, campurile
microscopice au fost alese aleator de un
microscop optic, digitalizate cu o camerd video
color in imagini histologice stocate intr-un
computer. Toate mdsuritorile au fost realizate
folosindu-se un software special (Histo) care
permite separarea zonelor in diferite culori §i
misurarea suprafetelor acestor zone separate.
Frecventa relatvd a celulelor tumorale a fost
evaluatd printr-o mirire (x50) a cimpului
histologic (2,9 mm?) si a fost exprimati ca
procent al suprafetei celulare care a fost pozitiv
colorati de anticorpii anticitokeratina.

Pentru misurarea infiltragiei tumorale de citre
celulele T s-au folosit doui caracteristici, in
funcgie de distributia limfocitard in tesutul
tumoral. In primul rand, a fost evaluatid densitatea
limfocitelor care infiltreaza difuz esutul §i care nu
au format acumuliri dense. Valoarea lor medie a
fost determinatd ca densitate limfocitard difuzi.
in al doilea rind, numirul limfocitelor in zonele
cu o acumulare maximi limfocitard a fost
determinat ca densitate limfocitard cumulati.
Pentru misurarea densitigii limfocitare au fost
alese aleator, doui campuri cu distribugie
limfocitard difuzd si doud campuri cu acumulare
limfocitard crescutd (suprafata campului de 0,12

mm?) (mirire x250). Limfocitele colorate pozitiv
au fost numirate si exprimate pe 1 mm? de
suprafatd tumorali.

Analiza statsticd a fost efectuati folosindu-se
programul SAS. Densitatea limfocitari a fost
prezentati grafic. Pentru subgrupele de pacieng,
in functie de densitatea limfocitard, s-a aplicat
testul U Mann-Whitney, coeficientul de corelagie
Spearman i analiza de regresie liniard pentru
determinarea asocierii dintre infiltragia limfocitari
si valoarea coloratiei cu citokeratini. In analizarea
supravietuirii paciengilor cu cancer pancreatic, a
fost utilizatd estimarea Meier. La ultimul control
efectuat, doar 5 pacienti au fost gisifi in viagd. A
fost calculati supraviejuirea medie, folosindu-se
un interval de confidengi de 95% (i.c.).

Rezultate
Expresia HLA clasa 1 de cite  esuturile
pancreatice maligne si nonmaligne a fost
investigatdi  folosind  anticorpi  impotriva

determinantului monomortfic al lantului greu din
aceastd moleculi. Tesutul splenic de control a
ardtat un nivel crescut a expresiei HLA clasa I al
oricirui tip celular, cu excepgia celulelor
musculare netede din  peretele  vascular.
Pancreasul nonmalign exprimi HLA clasa 1
heterogen. Celulele ductale, endoteliale si
endocrine au demonstrat o expresie pozitivi,
abundentd, a HLA clasa I, in tmp ce tesutul
exocrin situat la distan{d de tumori nu a exprimat
acest complex molecular. Expresia HLA clasa I in
tesutul pancreatic malign a fost detectati in
celulele stromale, endoteliale si limfoide. Celulele
tumorale au exprimat diferit aceastd moleculi: 10
cancere pancreatice (33%) HLA I negatv, 12
(40%) HLA I heterogen, 9 (27%) HLA I pozitiv.
Expresia negativi a HLA clasa I a fost mai
frecventi in tumorile slab diferengiate, comparativ
cu tumorile bine sau moderat diferengiate (tabelul

D).

Tabelul nr. I: Corelatia intre gradul de diferentiere si expresia HLA

clasa I in cancerul pancreatic uman

Expresia HLA Numair de Grad de diferentiere (%)
clasal cazur Bine Moderat Slab
Pozitivi 9 1 (11%) 7 (78%) 1 (11%)
Heterogeni 12 2 (17%) 8 (66%) 2 (17%)
Negativi 10 0 6 (60%) 4 (40%)
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Coloratia lantului greu al HLA clasa 1 si
beta2microglobulinei a demonstrat o expresie
identica in splina si in tesutul pancreatic
nonmalign. Celulele tumorale pancreatice au
aratat o expresie identica a beta2microglobulinei
ca si a langului greu al HLA clasa I in 28 de cazuri
si 0 expresie mai mare a beta2microglobulinei in
2 cazuri. Nu au fost piese care sa arate o coloratie
mai scazutd a beta2microglobulinei in comparatie
cu coloratia langului clasei HLA 1 din tesutul
pancreatic malign.

Tesutul pancreatic situat la distanta de tumori a
inclus cateva limfocite care au prezentat atat
markeri CD3 cat si markeri CDS8. In tesutul
pancreatic situat la distantd de tumori, limfocitele
CD4+ si CD56+ (celule NK) au fost aproape
absente. In contrast cu tesutul tumoral non-
malign situat la distantd, carcinomul pancreatic si
tesutul pancreatic din jurul tumorii au prezentat
frecvent o crescuta infiltratie limfocitard CD3+,
CD4+ si CD8+.

Densitatea cumulatd a trei populatii limfocitare
din carcinomul pancreatic a fost semnificativ mai
mare decat in tesutul pancreatic situat la distanta
de tumori (figura 1), in timp ce densitatetea
limfocitard difuzd nu a diferit semnificativ.
Tesutul pancreatic din jurul tumorii a prezentat o
crestere semnificativd a densitdtii limfocitare

difuze cu celule CD3+, CD4+ si CD8+,
comparativ cu tesutul tumoral §i tesutul
pancreatic situat la distantd de tumori (figura 1).
Densitatea cumulati a trei populatii de celule T in
tesutul ce inconjoard tumora a fost semnificativ
mai mare decit in tesutul pancreatic situat la
distantd de tumori, desi infiltrarea cu celule T
CD8+ a fost semnificativ crescuta doar in tesutul
din jurul tumorii (figura 2). Infiltrarea cu celule T
de tip CD45RO+ in tesutul tumoral a corespuns
cu infiltragia limfocitardi CD8+. Infiltratia cu
celule NK a tesutului malign sau nonmalign a fost
foarte scizutd.

Analiza densitatii limfocitare in diferitele expresii
ale HLA clasa I a demonstrat ca in tumorile HLA
I negative a existat o infiltrare scizutd cu celule T
,care nu au depdsit valoarea de 200/mm? (figura
3). In contrast cu aceste tumori, carcinoamele
pancreatice cu expresia pozitivd sau heterogena a
HLA clasa I au aritat o infiltragie limfocitard
cumulatid semnificativ mai mare cu celule CD3+,
CD4+ si CD8+, decat tumorile cu HLA clasa 1
negative (p=0,063, p=0,2, p<0.001) (figura 3) si
care a depisit 200 de celule/mm2 in cele mai
multe cazuri (figura 3). Densitatea difuzi a
tuturor celor trei populatii limfocitare nu a fost
semnificativ diferitd intre grupurile cu o expresie

diferitd a HLA clasa 1.

CELULET
CD 3+ CD 4+ CD 8+

~

S =ome ”( =903 700 - 0016

£ . : i.i'ﬁ E<E: m. (1] :

- 1400 ° 800

N 400} \

= | 1200 |

= 500

s | %000 °

E - <

£ |t ‘

T o

Elmo] 5 - “ T

F ‘ i

Z | w0 o 00 y

E = 100 -

0 00 b4
8 -, _LEL_ -
% e w7 » 0 w7 0 0 w7
Tumeori  Pancreas Tesut Tumerid  Pancreas Tesut
pertnmars} Tumera  Pancreas Tesut povsisaencel
peritumoral

Figura 1: Densitatea limfocitard difuzi a celulelor CD3+, CD4+ si CD8+ in tesutul tumoral (tumori),
tesutul peritumoral si tesutul la distanta (pancreas).
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Figura 2: Densitatea limfocitard cumulati a celulelor CD3+, CD4+ si CD8+ in tesutul tumoral (tumora),
tesutul peritumoral si tesutul la distantd (pancreas).
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Figura 3: Densitatea limfocitard cumulati a celulelor CD8+ in tumorile pancreatice cu o expresie
negativa,heterogena si pozitivd: tumorile HLA I negative au aritat o infiltrare scizuti cu celule T. Densitatea
limfocitard cea mai crescutd nu a depisit valoarea de 200 celule/mm?. Cancerul pancreatic cu o expresie a HLA clasa
I pozitivi sau heterogeni a aritat o infiltrare limfocitard cumulatd semnificativ mai mare cu celule CD8+ decat
tumorile cu expresie negativa a HLA clasa I (p<0.001).

A fost obtinuta o corelatie negativa semnificativa insotitd de un numair scizut de celule tumorale
intre celulele citokeratin-pozitive si densitatea citokeratin-pozitive (figura 4). Tumorile care au
cumulata a celulelor T CD8+ (r = - 041, fost caracterizate de o acumulare scizutd a
p=0,026; Spearmann) (figura 4). O densitate celulelor T de tp CD8+ au avut valori atit
cumulati crescuti a celulelor CD8+ a fost ridicate, cat si scidzute de celule citokeratin-
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pozitive (figura 4). Suplimentar, a fost efectuati o
analizi Kaplan-Meier in scopul comparirii
influentei expresiei HLA clasa I si a infiltragie
tumorale cu celulele citotoxice asupra timpului de
supravietuire. Timpul mediu de supravieguire
dupi rezecgia RO a fost de 9 luni (interval de
confidentd 95%: 6-24 luni) in timp ce pacientii cu
operatii paleative au avut o supraviefuire medie
de numai 3 luni (interval de confidenti 95%: 2-4
luni) (p=0,002).

Timpul de supraviefuire in grupul cu expresie
pozitivi/heterogend a HLA clasa I dupi rezectia
RO (mediana de 7,5 luni, IC. =95%: 9-24 luni) nu
a fost semnificativ diferitd faga de cel din grupul
cu expresie negativi (mediana 24 luni, 1IC=95%:
4-36 luni) (p=0,28) (figura 5). Nu s-au obginut
corelatii intre infiltrarea tumorald cu celule CD8+
si timpul de supraviefuire dupi rezecfia tumorali
RO.
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Figura 4: Corelagia dintre infiltrarea tumorali cu celule CD8+ si suprafaja tumorali citokeratin pozitivi: s-
a obtinut o corelagie negativi intre valoarea celulelor ce exprimai citokeratina si densitatea cumulatd a
celulelor CD8+ (r = - 0,41; p= 0,026). O densitate cumulati crescutd a celulelor CD8+ a fost insotiti de o
valoare scizuti a celulelor tumorale pozitiv colorate de citokeratind sugerand ci celulele tumorale sunt
lizate de celule T .
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Figura 5: Analiza Kaplan-Meier a timpului de supravietuire dupi rezecgia tumorali R0 in functie de
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rezecia RO intre tumorile cu expresii pozitive/ heterogene (supravietuirea medie: 7,5 luni ,IC 95%: 4-36
luni) si negative (supravietuirea medie:24 de luni, IC 95%: 9-24 luni) ale HLAclasa I (p=0,28).

Discutii

Dezvoltarea majoritigii tumorilor solide este
asociatd unei expresii reduse sau negative a HLA
clasa 1. Acest complex molecular mediazi
interactiunea cu limfocitele T, care recunosc
peptidele legate de moleculele clasei I, si a
celulelor NK, care recunosc formele alelice
particulare ale complexului clasei 1. Investigatiile
anterioare au demonstrat c¢i In cancerul
colorectal, mamar, cervical, tumorile cerebrale si
melanomul malign apar alterdri frecvente ale
acestui complex molecular important.

In acest studiu au fost incluse mai multe cazuri,
demonstrindu-se alterarea expresiei clasei HLA I
in 74% din piesele de cancer pancreatic. O
pierdere totali a clasei HLA I pare si fie mai
frecventd in tumorile slab diferengiate, in
comparatie cu tumorile bine sau moderat
diferentiate.  Coloratia imunohistochimici a
tesutului pancreatic nonmalign a aritat o expresie
pozitiv normali a HLAclasa I in toate tipurile de
celule pancreatice, cu exceptia celulelor exocrine
care formeazd marea masi a tesutului pancreatic.
Aceasta ar putea avea o implicafie importantd in
imunologia bolii pancreatice, atit tmp cit
absenta expresiei HLA clasa 1 reprezinti un
privilegiu imunologic.
Folosind  analizele
investigat raspunsul imun celular si expresia HLA
clasa 1 ca §i un ghid pentru limfocitele T
citotoxice in cancerul pancreatic uman. In acest
studiu am demonstrat ci celulele tumorale ale
carcinomului pancreatic induc frecvent un rispun
imun distinct, care determina infiltrarea tesutului
tumoral cu celule T.

S-a observat frecvent o acumulare limfocitard
crescuti in tesurul pancreatic malign, care nu are
un format uniform si poate fi impirgit in doud
paryi dependente de expresia HLA clasa I in
celulele tumorale. Limfocitele pot infiltra difuz
tesutul tumoral sau pot si se acumuleze la nivele
cu densitifi crescute. Relevana funcgionali a
acestor doui tipuri de infiltrare limfocitard pare si
fie diferitd, deoarece locurile de acumulare
limfocitard crescuti depind doar de expresiile
pozitive/heterogene sau negative ale HLA clasa I.
Recunoasterea cancerului pancreatic uman de
limfocitele citotoxice a fost posibili doar daci
complexul molecular al HLA clasa I a fost
exprimat pozitiv de cel pugin o parte a celulelor
tumorale. In contrast cu tumorile cu expresie
pozitivd a clasei HLA I, pierderea totaldi a HLA
clasa 1 in celulele tumorale pancreatice a
impiedicat efectiv infiltrarea cu celule T
citotoxice.

Considerdm cd aceste descoperiri sunt cruciale

imunohistochimice  am

pentru imunoterapia clinici a  cancerului
pancreatic, deoarece este necesard selecjia
pacientilor cu tumori HLA clasa 1  pozidvi
pentru o imunoterapie eficientd bazati pe celulele
T.

In acest studiu a fost investigatd expresia
determinantilor monomorfici ai HLA clasa I i
beta2microglobulinei. Pierderea acestor
determinanti reflecti pierderea totald a HLA clasa
1, care trebuie si fie clasificatd in fenotipul I de
alterare al HLA clasa I. In majoritatea tumorilor
pancreatice, infiltratu] limfocitar exprima CD8 si
CD45RO ca molecule celulare de suprafatd, fiind
reprezentat prin urmare de un stadiu matur §i
potential citotoxic. Aceste descoperiri corespund
bine unor rapoarte anterioare care au investigat
markerii CD8 si CD45RO in carcinomul
pancreatic.  Aspectul crucial al infiltragiei
limfocitare este reprezentat pe de o parte prin
faptul ca raspunsul imun impotriva tumorii este
restricfionat de recunoasterea tumorald i
migrarea in tesutul tumoral, iar pe de altd parte
infiltrarea  limfocitard  tumorald  influenteazi
celulele tumorale.

Unele studii clinice anterioare de cancer
colorectal, mamar §i pulmonar au demonstrat ci
infiltrarea limfocitard poate exploata potentialul
lor tumoral citotoxic, deoarece pacientii cu
infiltrarea limfocitard crescutd au avut un
prognostic mai bun decat pacientii cu o infiltrare
limfocitard scdzutd. Prezentul studiu nu a aritat
nici o influenti a infiltragiei limfocitare precumn si
a expresiei HLA clasd 1 asupra timpului de
supraviefuire la pacientii cu cancer pancreatic.
Totusi, s-a demonstrat ci densitatea celulelor
tumorale a fost corelati negativ cu acumularea
celulelor T citotoxice. Prin urmare, este posibil ca
aceste infiltriri limfocitare si cauzeze o distructie
partiald a celulelor tumorale, care oricum nu
reprezinti un factor decisiv in supraviefuirea
pacientilor.

In concluzie, am investigat rolul expresiei HLA
clasa I in rdspunsul imun mediat de celulele T in
cancerul pancreatic uman. Acestd investigatie a
demonstrat ci neoplasmul pancreatic a indus un
rispuns imun celular care a determinat o infiltrare
a tesutului tumoral cu limfocite T specifice.
Celulele T citotoxice recunosc celulele maligne si
migreazi In tumord, dacid celulele tumorale
exprimi moleculele complexului HLA clasa I.
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