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Modificari imunologice perioperatorii la pacientii cu cancer colorectal
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Rezumat

Obiectivul studiului a fost analizarea profilului imunologic peri-
operator la pacientii cu cancer colorectal si stabilirea unor core-
latii cu evolutia ulterioard a bolii. Determinarea profilului
imunologic s-a ficut prin masurarea nivelului de citokine
(IL-6, IL-8, IL-10, IFN+, TNF-«), chemokine (MIP-l¢,
MCP-1, ENA-78) si factori de crestere (VEGE, bFGF) in serul
pacientilor cu cancer colorectal (pre-, intra- si post-operator)
folosind tehnologia Xmap (platforma Luminex), care permite
determinarea simultand a mai multor parametri, intr-un volum
mic de probi. Rezultatele au fost analizate comparativ cu un lot
de subiecti sanatosi. Datele obtinute evidentiaza o concentratie
crescutd preoperatorie a citokinelor proinflamatorii (IL-1, IL-6,
IL-8) dar si antiinflamatorii (IL-10) in serul pacientilor cu
cancer colorectal in comparatie cu lotul martor. Statusul pre-
operator al pacientilor se asociazd cu inflamatie cronici (posibil
datoritd prezentei tumorii): concentratii serice crescute ale
citokinelor pro-inflamatorii si ale chemokinelor MCP-1 si
MIP-1a avand corelatii pozitive intre valorile lor. Statusul intra-
operator se caracterizeazi prin valori mai mari ale mediatorilor
si corelatii pozitive intre concentratiile serice ale TNF-, IL-8,
MCP-1 si MIP-1a. Statusul post-operator se asociazi cu valori
sciizute ale mediatorilor si cu sciderea numarului de corelatii.
Rezultatele obtinute sugereazd ci atat prezenta tumorii, cat si
actul operator influenteazi reteaua mediatorilor imuni.
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Abstract

Perioperative immunological changes in colorectal cancer
patients

The aim of the study was to investigate the perioperative
immunological profile in colon cancer patients and possible
correlations with disease. To investigate the changes in
immune mediators profile induced by tumor resection, we
assessed the serum levels of cytokines (IL-6, IL-8, IL-10, IFN-y,
TNF-a), chemokines (MIP-1az, MCP-1, ENA-78) and growth
factors (VEGE bFGF) in colon cancer patients before, during
and after surgery and compared the results with those
measured for a group of healthy controls. We have used XMap
profiling technology (Luminex) that allows simultaneous
measurement of multiple parameters in small volumes of
samples. Circulating levels of proinflammatory cytokines IL-1,
IL-6, IL-8 and antiinflamatory cytokine IL-10 were elevated in
cancer patients with respect to healthy controls. Before surgery,
serum levels of MCP-1 and MIP-1lalpha positively correlated
with the levels of proinflammatory cytokines. During surgery,
an increase in serum concentration of all determined media-
tors was noticed, with positive correlation between TNF-«,
IL-8, MCP-1 and MIP-la. Interestingly, these correlations
were no more noticed one week after operation. Post-
operatively, cytokines levels decreased as compared to those
noticed before surgery, but still higher than in control group.
These preliminary results suggest that both tumor and surgical
act may influence immune mediators’ network.
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Introducere

Cancerul colorectal ramane una dintre cauzele majore ale
mortalititii datorate cancerului. Cu o incidentd anuali la
nivel mondial de peste 945 000 cazuri, cancerul colorectal
reprezintd a doua formi de cancer ca frecventd (13.2%) si a
doua cauza a mortalitatii datorate cancerului in Europa (1-
4). Desi rezectia chirurgicald a tumorii reprezinta principala
modalitate terapeuticd, pentru un procent de 40-50% dintre
pacienti, aceasta recidiveazi si dezvoltd metastaze (2,5,6).

Raspunsul imun antitumoral depinde de imunogenicitatea
tumorii, dar este influentat de numerosi factori, intre care si
mecanismele prin care tumora contracareazi acest raspuns si
induce imunosupresie. Evidentierea unor profile imunologice
distincte la pacientii cu cancer contribuie la intelegerea
acestor mecanisme in scopul identificarii unor noi modalitati
terapeutice (7).

Obiectivul studiului de fatd a fost analizarea profilului
imunologic perioperator la pacientii cu cancer colorectal.
Studiul a fost centrat pe determinarea citokinelor, mediatori
esentiali ai raspunsului imun, a chemokinelor, mediatori
imuni cu rol recunoscut in inflamatie, carcinogeneza si
imunoreglare si a factorilor de crestere implicati in neo-
anginogeneza si reparare tisulara.

Material si Metoda
Lotul de subiecti

Au fost luati in studiu 25 pacienti diagnosticati cu cancer
colorectal, supusi interventiei chirurgicale in Clinica
Chirurgie II a Spitalului Universitar de Urgentd Bucuresti.

Dintre acestia, 15 pacienti au prezentat cancer de rect,
distributia pe segmente anatomice fiind: rect inferior — 8;
rect mijlociu - 6; rect superior — 1. La pacientii cu cancer
rectal inferior s-a practicat amputatie abdomino-pelvini tip
Miles. La ceilalti pacienti cu cancer rectal s-a efectuat
rezectie anterioard cu anastomoza mecanica.

Localizarea cancerului la ceilalti 10 pacienti a fost urma-
toarea: colon ascendent — 4 cazuri; colon descendent — 2 cazuri
si sigmoid - 4 cazuri.

La toate cazurile de cancer de colon ascendent s-a practi-
cat hemicolectomie dreaptd, iar pentru pacientii cu cancer de
colon descendent s-a realizat hemicolectomie stanga (2 cazuri)
si rezectie segmentard (2 cazuri). In cazurile cu localizare pe
sigmoid conduita chirurgicald a constat in rezectie segmentara
(2 cazuri) si rezectie tip Hartmann (2 cazuri).

Rezultatele au fost analizate comparativ cu un lot de 13
subiecti sanatosi. Includerea in studiu si prelevarea probelor a
fost facutd dupd obtinerea consimtidmantului informat al
subiectilor, iar studiul a fost aprobat de Comisia de Eticd a
Spitalului Universitar de Urgenta Bucuresti.

Determinarea concentratiei de mediatori serici prin
tehnologia Multiplex

Determinarea concentratiei de mediatori serici s-a facut

folosind tehnologia xMAP, pe platforma LUMINEX 100IS™.
Tehnologia xMAP foloseste microsfere de polistiren de 5.6 mm
ce incorporeazd un amestec de doi fluorocromi cu emisie spec-
tral diferita (in domeniile rosu si infrarosu). Folosind proportii
variabile ale acestor fluorocromi se obtine un amestec format
din 100 de tipuri de microsfere caracterizate de adrese spectrale
specifice. Fiecirui tip de microsferi i se poate atasa un reactant
diferit pe suprafatd (in cazul de fatd anticorp de captare).
Datoritd separirii spectrale, tipurile de microsfere pot fi
amestecate, permitdnd determinarea simultand a 100 de
analiti in acelasi volum de reactie. Dupa legarea specificd a
analitului de anticorpul de captare se intervine cu un anticorp
de detectie cuplat cu un al treilea tip de fluorocrom in scopul
cuantificdrii interactiunilor biomoleculare de pe suprafata
microsferei. Microsferele sunt analizate individual intr-un
sistem fluid similar celui folosit in flow-citometrie fiecare
dintre ele trecand prin dreptul celor doi laseri ai analizorului
Luminex® Primul laser (10 MW, emisie la 635 nm) excita
amestecul de fluorocromi din interiorul microsferelor
permitand identificarea adreselor spectrale ale acestora iar cel
de-al doilea (13 MW, emisie la 532 nm) excitd fluorocromul
exterior cuplat cu anticorpul de detectie. Emisiile fluoro-
cromilor (658 nm, 712 nm pentru fluorocromii interni si
respectiv 575 nm pentru cel extern) sunt procesate si transfor-
mate in semnale digitale care contin informatii asupra adresei
spectrale a microsferei, respectiv asupra numarului de
complexe anticorp de captare — analit — anticorp de detectie —
fluorocrom de pe suprafata microsferei (acesta fiind direct
proportional cu concentratia analitului). Viteza crescutd de
analizd si procesare a informatiei (cAteva mii de microsfere/s)
permite obtinerea rezultatelor pentru pana la 100 de parametri
in fiecare proba in doar citeva secunde datoritd soft-ului
dedicat.

In ser au fost determinate concentratiile citokinelor: 1L-6,
IL-8, IL-10, IFN-y, TNF-, ale factorilor de crestere VEGF
(“vascular endothelial growth factor”) si bFGF (“basic fibroblast
growth factor”) si ale chemokinelor: MIP-la (“macrophage
inflammatory protein”), MCP-1 (“monocyte chemoattractant
protein”) si ENA-78 (“endothelial-cell derived neutrophil
activating protein”) folosind microsfere si anticorpi din seria
Fluorokine® MAP Human Panel A si kitul de baza Human
MultiAnalyte Profiling Base Kit A furnizate de firma R&D
Systems, conform protocolului de lucru specificat de produca-
tor. Citirea placilor s-a efectuat cu ajutorul platformei
Luminex® 100™ iar analiza si prelucrarea datelor a fost realizata
cu ajutorul soft-ului dedicat (Star Station 2.3). Rezultatele
cuprind graficele curbelor etalon si tabele in care sunt trecute
valorile intensititii fluorescentei (MFI: Median Fluorescence
Intensity) precum si concentratiile (exprimate in pg/ml) pentru
fiecare godeu (atat standarde cét si probe), fiecare mediator in
parte avand o fisa de rezultate separata.

Analiza statisticd
Pentru prelucrarea statistici a datelor s-a folosit programul

SPSS 12. Rezultatele au fost prezentate ca valori mediane,
interval de variatie (intre percentilele 25 si 75) si eroare



medie standard. Diferentele intre grupuri au fost calculate
folosind testul Mann-Whitney (U-test). Corelatiile au fost
determinate prin testul Pearson.

Rezultate

Caracteristicile pacientilor inclusi in studiu sunt prezentate
in Tabelul 1.

Concentratia serici a mediatorilor imuni a fost determi-
nati pentru pacientii cu cancer colorectal pre-operator (3-4 zile
inainte de interventia chirurgicald), intra-operator (la sfarsitul
interventiei chirurgicale) si post-operator (5-7 zile dupi inter-
ventia chirurgicald). Rezultatele obtinute au fost comparate cu
cele corespunzitoare unui grup de 13 subiecti sanatosi (varsta
medie 44.23%18.1), probele fiind prelucrate in aceleasi
conditii.

Rezultatele pentru parametrii testati in ser sunt prezentate
in Fig.1 A-l, in care au fost reprezentate mediana, intervalul de
variatie (intre percentilele 25 si 75) si intervalul de confidenta
95% pentru fiecare grup (control, pre-, intra- si post-operator).

Discutii

Din datele prezentate, se observi cd pentru toti mediatorii, cu
exceptia MCP-1 (post-operator) si ENA-78 (intraoperator) con-
centratia serici de citokine a fost mai mare pentru pacienti
comparativ cu lotul control, independent de momentul
recoltarii. Pentru majoritatea cazurilor, aceste diferente sunt
semnificative din punct de vedere statistic (Mann-Whitney
U-test) (Tabelul 2).

Analizand datele obtinute, s-a observat cé existd unele
corelatii cu semnificatie statisticd intre concentratiile serice
ale acestor mediatori (Tabel 3, 4, 5).

Astfel, cu exceptia factorilor de crestere VEGF si bFGE
existd corelatii pozitive cu inaltd semnificatie statistica intre
concentratiile citokinelor pro-inflamatorii (IL-6, TNF-), anti-

Tabelul 1. Caracteristici ale pacientilor luati in studiu

Caracteristica Valoare
Varsta, ani (medie) 65.3 = 10.8
Sex:

* barbati 13

* femei 12
Stadializare Dukes:

* Bl

* B2 1

° C 10

*D 2
Localizare:

¢ colon ascendent 4

¢ colon descendent 2

* sigmoid 4

® rect 15
Grad diferentiere:

* Gl 8

* G2 15

* G3 2
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Tabelul 2.  Semnificatia statisticd a diferentelor intre valorile
serice ale mediatorilor imuni in lotul de pacienti
fatd de lotul control (Mann-Whitney U-test)

Mediator Pre-operator  Intra-operator Post-operator
IL-6 p<0.0001 p<0.00001 p<0.0001
1L-8 p<0.005 NS NS
IL-10 p<0.01 p<0.0005 p<0.005
TNFE-« p<0.005 p<0.005 p<0.005
VEGF p<0.005 p<0.005 p<0.005
bFGF p<0.005 p<0.005 p<0.005
MIP-1a p<0.0005 p<0.005 p<0.0005
MCP-1 NS NS NS
ENA-78 p<0.01 NS p<0.05

inflamatorii (IL-10) si chemokinelor implicate in inflamatie
(IL-8, MIP-1a si MCP-1) inainte de operatie, ceea ce pledeaza
pentru existenta unui status inflamator al pacientilor, care
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poate fi asociat cu prezenta tumorii. Rezultatele obtinute sunt
in concordanti cu datele din literaturé care semnaleaza valori
statistic semnificativ mai mari ale mediatorilor inflamatori la
pacienti cu cancer de san (8), colon (9,10) si ovarian (11).
In particular, s-a aratat ca valori serice crescute ale IL-6 si in
special ale IL-10 mdsurate inainte de operatie pot avea
valoare predictivd in ceea ce priveste recurenta bolii dupi
rezectia tumorii (12). Se avanseazd ipoteza ci nivele serice
crescute ale acestor citokine reflectd prezenta diseminarii bolii,
ceea ce impiedica rezectia chirurgicald curativa, in timp ce
nivele serice mai mici (dar totusi crescute fatd de valorile
normale) ar indica o limitare a bolii.

O serie de studii sugereazi un rol important al VEGF in
biologia cancerului colorectal (1,13). Valori preoperatorii
crescute ale VEGF in serul pacientilor operati cu cancer
colorectal s-au corelat cu o ratd scazuti de supravietuire, cu
toate ci nivelul seric al VEGF nu poate fi considerat un
factor prognostic (13).

Intraoperator, s-a observat o crestere accentuati a

Tabelul 3.  Corelatii intre parametrii imuni determinati in serul recoltat pre-operator
IL-6 IL-8 IL-10 TNF-« VEGF bFGF MIP-1a MCP-1 ENA-78
1IL-6 p<0.001 p<0.000001 p<0.000001 NS NS p <0.000001 p<0.000001 p <0.000001
IL-8 0<0.01 £<0.01 NS NS p<0.001 p<0.001 p<0.001
IL-10 p<0.000000  p<0.05 NS p<0.000001 p<0.000001 < 0.00001
TNF-«a NS NS p <0.000001 p<0.000001 p<0.00001
VEGF NS NS <0.01 NS
bFGF NS NS NS
MIP-1a p<0.000001 p <0.000001
MCP-1 p <0.000001
ENA-78
Tabelul 4.  Corelatii intre parametrii imuni determinati in serul recoltat intra-operator
IL-6 IL-8 1L-10 TNE-« VEGF bFGF MIP-1a MCP-1 ENA-78
IL6 p<0.05  p<0.000l  p<0.000001  p<00l NS < 0.000001 < 0.000001 < 0.000001
L8 NS p<0.01 NS NS p<0.05 p<0.001 p<0.05
IL-10 p<0.01 p<0.00l NS p<0.001 p<0.001 p<0.01
TNE« p<0.05 NS p<0.000001 p<0.000001 p<0.00001
VEGF NS p<0.01 p<0.01 p<0.01
bFGF NS NS NS
MIP-1a p<0.000001 p <0.000001
MCP-1 p<0.000001
ENA-78
Tabelul 5.  Corelatii intre parametrii imuni determinati in serul recoltat post-operator
IL-6 IL-8 IL-10 TNEFE-« VEGF bFGF MIP-1a MCP-1 ENA-78
1IL-6 p<0.0001 p<0.001 p<0.0001 NS NS p <0.000001 p<0.000001 p<0.000001
L8 p<0.05 < 0.0001 NS NS p<0.0001 p<0.01 p<0.05
IL-10 £<0.05 NS NS p<0.001 p<0.01 p<0.001
TNF-«a NS NS p <0.000001 p<0.01 p<0.05
VEGF p<0.001 NS NS NS
bFGF NS NS NS
MIP-1a p<0.001 p<0.001
MCP-1 p <0.000001

ENA-78
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concentratiei de IL-10 (valoare mediand 12.05 pg/ml vs.
7.17 pg/ml pre-operator, P <0.01, Mann Whitney U-test).
Datele obtinute sunt in concordanti cu un studiu din
literatura referitor la modificarile in reteaua de citokine in
timpul operatiilor pe cord deschis, care semaleazi de
asemenea o crestere marcanti a concentratiei serice de
IL-10 in timpul actului chirurgical, cu revenire la valorile
preoperatorii dupa 2 zile (14). Cresterea concentratiei
serice de IL-10 poate fi indusd ca raspuns la cresterea
concentratiilor de citokine pro-inflamatorii; in cazul
pacientilor studiati nu s-a observat o diferenta statistic
semnificativi a concentratiei TNF-a¢ fatd de nivelul
preoperator, cu toate cd existd o corelatie pozitiva statistic
semnificativd intre concentratiile citokinelor pro-inflamatorii
si cele ale IL-10. Pe de alti parte, cresterea nivelului seric al
IL-10 intraoperator poate fi determinati si prin alte mecanisme
decat cel descris mai sus, cum ar fi sinteza crescuti de
prostaglandine si/sau catecholamine (caracteristice stressului
operator). De asemenea, intra-operator scade concentratia de
IL-8 si ENA-78, in ambele cazuri inregistrandu-se o crestere
post-operator, mai accentuata in cazul ENA-78 (desi fira sem-
nificatie statisticd). Este posibil ca nivelele serice pre-operatorii
crescute si fie determinate de hipoxia asociatd micromediului
tumoral, care poate induce productia de IL-8, prin activarea
factorului transcriptional NF-kB. Pe de altd parte, valorile
intra-operatorii scizute pot fi puse pe seama up-regularii
receptorilor pentru IL-8 consecutive activirii neutrofilelor in
timpul operatiei, ceea ce conduce la o “consumare” a acestei
chemokine mai rapid decat capacitatea de sintezi a ei. Valorile
post-operatorii crescute pot fi explicate prin mobilizarea
neutrofilelor in procesul de vindecare a ranii. Chemokina
CXCL5 (ENA-78, “epithelial cell-derived neutrophil
activating protein”) este secretatd predominant de entero-
cite si are rol in activarea si recrutarea neutrofilelor in
tractul gastrointestinal. S-a aritat ca la nivelul tesutului
tumoral, valorile ENA-78 sunt mai mari decat in
omogenatele de tesut intestinal normal prelevat de la
acelasi pacient. Pe de alti parte, s-a raportat ca valorile
serice ale ENA-78 ale pacientilor cu cancer colorectal
sunt statistic semnificativ mai mici decat ale subiectilor
sinitosi (15). Valorile misurate intraoperator au fost mai
mici decat cele pre- si post-operatorii, in concordanti cu
variatia concentratiei de IL-8, citokind cu care este de
altfel inruditd (identitate structurala 22%) (15).

Postoperator, concentratiile mediatorilor studiati se mentin
ridicate, desi valorile sunt mai mici decat cele determinate
intraoperator (statistic semnificativ pentru IL-10, p<0.005 si
MCP-1, p<0.05). Concentratiile serice ale citokinelor
masurate la un interval relativ apropiat de momentul operatiei
(5-7 zile) pot fi in mare masuri determinate de trauma
chirurgicala. Astfel, TNF-« si IL-6, care sunt mediatori de fazi
acutd, sunt considerati ca markeri ai traumei tisulare post
operatorii (16).

S-a aratat cd MCP-1 (“macrophage chemoattractant
protein”) este implicatd in reglarea cresterii si progresiei
tumorale, prin recrutarea de celule inflamatorii in tumora (17).
Studii recente au demonstrat ¢ pacientii cu diverse malig-

nitdti prezintd nivele serice ale MCP-1 statistic semnificativ
crescute fatd de martorii sdnétosi (8). La pacientii cu cancer
colorectal studiati, concentratia serici de MCP-1 nu a fost
statistic semnificativ diferita fati de lotul control indiferent de
momentul determinarii (Tabel 2, Fig. 1H).

MIP-1¢ (,macrophage inflammatory protein”) membru al
familiei de chemokine C-C este un chemoatractant potent
pentru monocite, care se gisesc din abundentd in stroma
tumorala si ca atare, aceastd chemokina pare a fi implicati in
reglarea cresterii tumorale si a inflamatiei asociate tumorii (18).
In studiul de fats, concentratia MIP-1a a scizut intraoperator,
mentinandu-se la o valoare scizuti si post-operator (Fig. 1G).

Factorii de crestere VEGF si bFGE implicati in procesul de
neo-anginogenezd, au avut valori mai mari preoperator fata de
lotul control, fiara ca aceste valori sa se coreleze intre ele sau cu
ceilalti mediatori. Totusi, post operator, apare o corelatie
pozitiva intre valorile serice ale VEGF si bFGE, care poate fi
explicatd prin implicarea amandurora in procesul de reparare
tisulara.

Rezultatele prezentate evidentiaza modificari ale profilului
mediatorilor imuni la pacientii cu cancer colorectal supusi
interventiei chirurgicale. Principala limitare a studiului este
numarul mic de subiecti inclusi pAna in prezent in studiu, ceea
ce nu a permis stabilirea unor corelatii cu datele clinice cum
ar fi stadiul si gradul de diferentiere al bolii. Subimpértirea pe
categorii care sa reflecte diferentele intre pacienti nu ar fi dus
la obtinerea unor rezultate cu semnificatie statistici din cauza
numérului mic din fiecare subgrup. De asemenea, complexi-
tatea interactiilor intre mediatorii raspunsului imun nu
permite formularea unor concluzii definitive pe un numar
relativ restrans de cazuri. Cu toate aceste limitiri, studiul
aduce informatii utile privind influenta prezentei tumorii, dar
si a actului chirurgical asupra profilului mediatorilor imuni la
pacientii cu cancer colorectal. Astfel, rezultatele obtinute
aratd ca pacientii cu cancer colorectal inainte de operatie
prezintd un status inflamator cronic, datorat cel putin in parte
prezentei tumorii, definit de valori crescute ale citokinelor
pro-inflamatorii TNF-¢ si IL-6. Inflamatia cronicé este carac-
terizatd si prin valori crescute ale IL-10, care este produsi ca un
mecanism compensator (feed-back negativ), ceea ce explici
existenta unor corelatii pozitive intre concentratiile serice ale
acestor citokine. De asemenea, existd corelatii pozitive cu
inaltd semnificatie statisticd intre valorile obtinute pentru
chemokinele IL-8, MIP-1a si MCP-1 si cele obtinute pentru
citokinele proinflamatorii si pentru IL-10, ceea ce argumen-
teazd asocierea statusului inflamator cu prezenta tumorii.
Statusul intraoperator este caracterizat de o “furtunid de
citokine” care poate masca producerea acestora la nivelul
tumorii (19). In timpul operatiei, corelatiile pozitive se mentin,
remarcandu-se o crestere a concentratiei de IL-10 si o scidere
a concentratiei serice a chemokinelor IL-8 si ENA-78 (posibil
datorita up-regulirii receptorului CXCR2 consecutive activarii
neutrofilelor in timpul operatiei, ceea ce conduce la o
“consumare” a acestor chemokine mai rapid decat capacitatea
de sinteza a lor). Post-operator, s-a observat o scidere a
concentratiei de TNF-¢, IL-6, IL-8, IL-10, MCP-1 (statistic

semnificativd pentru IL-10 si MCP-1). De asemenea, concen-



tratiile serice ale factorilor de crestere VEGF si bFGF au
crescut, intre valori inregistraindu-se o corelatie pozitiva
statistic semnificativa, ceea ce se poate explica prin implicarea
acestor mediatori in procesul de reparare tisulard. Studiul va fi
extins, atat prin includerea unui numér mai mare de pacienti,
cAt si prin evaluarea unor parametri ai imunititii celulare
(raspunsul limfocitelor la stimuli). De asemenea, pacientii
inclusi in studiu vor fi urmariti pe o perioadd mai mare de
timp, pentru a corela datele imunologice cu evolutia bolii si
rata de supravietuire, in scopul intelegerii mecanismelor
imunologice implicate in patologia studiati.
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