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1. SOUHRN

Cilem mé disertai prace bylo zhodnotit vztah imunohistochemickgrege receptoru pro
epidermalni iistovy faktor (EGFR) v fedl&ebné biopsii lokalea pokrasilych karcinomi
Zaludku, vzhledem k &&bné odpogdi po neoadjuvantni chemoradioterapii.

Do studie bylo Zzazeno 36 paciefits histologicky o¥renym adenokarcinomem Zaludku v
klinickém stadiu T2-4 a/nebo s postizenim lymfafictk uzlin. Redoperani 1&ba se skladala
z aplikace 30-45 Gy zevni radioterapie s konkontitarchemoterapii — kontinuain5s-
fluorouracil a tydenni aplikace cisplatiny. Chiriciga |&ba nasledovala s odstupem 4-6
tydni po chemoradioterapii. Imunohistochemicka expre&&E v gedl&ebné biopsii byla
stanovena semikvantitativma zaklad stanoveni rozsahu a intenzity barveni nadorovych
burgk. Pozitivni I&€ebna odpodd” k chemoradioterapii byla definovana jako redukestadia
nadoru alesppo jeden stupg a/nebo nalez intenzivnich regresivnichéanmadorové tkahn
béhem mikroskopického hodnoceni.

Sedmnact pacian{47%) n€lo pozitivni odpo¥d k chemoradioterapii: u osmi paciént
(22%) bylo dosaZzeno patologické kompletni remiseu adeviti pacient (25%) bylo
pozorovano snizeni rozsahu (downsatging) tumorgokg exprese EGFR byla nalezena v 8
biopsiich (22%) a multivariantni logistickou regneanalyzou byl prokazan jeji signifikagtn
negativni prediktivni vliv na celkovou débnou odpo¥d” (p = 0.015). Pozitivni kebna
odpowd byla prokazana u 57% (16/28) pacierst nizkou expresi EGFR a u 13% (1/8)
pacienfi s vysokou expresi EGFR (p = 0.044). U Zadnéhoep#zis vysokou expresi EGFR
nebyla nalezena patologicka kompletni remise, egnemi s 8/28 (29%) paciént nizkou
expresi EGFR (p = 0.16).

Vysledky naznéuji, Ze exprese EGFR tthe byt uziténym molekularnim prediktorem
Spatné léebné odposdi u lokdlre  pokratilych  adenokarcinomn  Zaludku
lé¢enych pedoperani chemoradioterapii.

2. SUMMARY

The purpose of my doctoral thesis was a rp&ctive evaluation whether the intensity of
epidermal growth factor receptor (EGFR) expressicimor biopsy predicts tumor response
to preoperative chemoradiotherapy in patients \eithlly advanced gastric carcinoma.

Thirty-six patients with gastric adenocarcireom clinical T2-4 stage and/or with nodal
metastases were studied. Preoperative treatmesisteh of 30-45 Gy of gastric irradiation
with continuous 5-fluorouracil and weekly cisplati®urgical resection was performed 4-6
weeks later. EGFR expression in pretreatment turbapsies was assessed by
immunohistochemistry. Level of EGFR expression watermined from the intensity and
extent of staining. Tumor response after chemothdiapy was defined as a reduction of at
least one T-stage level and/or finding of intensendr regression in histopathologic
examination.

Seventeen patients responded to preoperatieenaradiation - 8 patients (22%) had
pathologic complete response, 9 patients (25%) wevenstaged. Positive EGFR expression
was found in 8 tumors (22%), and represented afignt predictive marker of poor tumor
response in multivariate logistic regression analygp = 0.015). Response to
chemoradiotherapy was found in 57% (16/28) of E@ERative patients and in 13% (1/8) of
EGFR positive patients (p = 0.044). None of theheigGFR positive patients achieved
pathologic complete response in comparison witl® 828%) of patients with EGFR negative
staining (p = 0.16).

The results suggest that EGFR expression efagsent a molecular marker predictive for
poor response to preoperative chemoradiotherajmcally advanced gastric carcinoma.



3. UVOD DO PROBLEMATIKY

Karcinom Zaludku je obvykle diagnostikovan v jizkpatilém stadiu, kdy je Hitomno
prorastani nadoru skrze celouésti Zaludku event. dofiehlych orgar, nebo jiz dosSlo
k roz8teni nadoru do spadovych lymfatickych uzlin. Chiick§ resekce &istymi
reseknimi okraji (RO) je doposud jedinou akceptovatelmadikalni I&€bou a je povaZzovana
za zlaty standard ¢y tohoto onemoami. U wtSiny pripadi lokalné pokrazilych karcinomi
Zaludku vSak nelze radikalni resekci provést vamedk lokalnimu rozsahu onemaaon.
Navic prognéza nemocnych i po radikalni resek@tava nadale Spatna, s celkovym 5-ti
letym prezitim giblizné 50% u stadia T2, 45% u stadia T3 a pouze 15%dias®d. Reziti
dale klesa v fipad nalezu metastaz v regionalnich miznich uzlinatb: &elkové 5-ti leté
preziti giblizné na 20% u stadia N1 a 10% u stadia N2 (Kennedy;l19@fley et al. 1987).

Hlavni gicinou Spatné progn6zy nemocnych s lokbokratilym karcinomem Zaludku
po radikalni resekci je lokalni recidiva zakladnibveemocsini, kterou Ize klinicky prokazat
priblizné u poloviny pacienit a @i pitvé az u 52-68% zetelych (Gunderson et al. 1982,
Gunderson 2002). Spatné vysledky samostatné chikédrdgéby vedou ke zvy3ujicimu se
zdjmu o pedoperani chemoradioterapii. Jejim cilem je dosahnout Zeeh celkové
nadorové masy a usnagh nasledné chirurgické resekce; snizeni incidemesekabilich
nadofi; zvySeni procenta radikdlnich RO resekci; a shizérika lokalni rekurence
onemocgni po radikalni operaci. Slibné vysledkyedoperani chemoradioterapie jiz byly
publikovany rkolika autory z #iznych onkologickych center (Ajani et al. 2004; Ajat al.
2005; Patel et al. 2007; Rohatgi et al. 2006; Agtral. 2006; Wydmanski et al. 2007; Zhang
et al. 1998; Klautke et al. 2004, Allal et al. 20@&®th et al. 2003; Petera et al. 2002; Fujitani
et al. 2007). Peet celkovych léebnych odpo&di po chemoradioterapii se &chto studiich
pohybuje v rozmezi 35-74% s procentem patologickyampletnich remisi 11-30%.
Vysledky studii tedy naziaji, Ze ne u vSech nemocnych dosahneniedgperani
chemoradioterapii vySe zngmych zangri. Lze tedy odhadnout, Ze asi 1/4 az 2/&ih§ch
pacienfi nema Z'asow narané a toxicke fedoperani &by prokazatelny prosgh.

Identifikace faktar predpovidajicich k&ebnou odpodd’ k predoperani chemoradioterapii
u lokélre pokrasilych karcinomi Zaludku se tedy zda byt nezbytn& pybéru pacieni
indikovanych k pedoperani chemoradioterapii aéth, u kterych by z @/odu nadorové
rezistence fedoperani l&ba vedla pouze k zbyteému oddaleni operace.

Receptor pro epidermalnistovy faktor byl v gkolika studiich na jinych typech nador
popsan jako silny negativni prediktorcédné odpoddi k predoperani radioterapii. Proto
jsem si jej také zvolil za hlavni cil svého zkourmandosud malo probaddandepoperani
chemoradioterapie karcinomu Zaludku. &m®r jsem na stejném souboru paciemkoumal
prediktivni vliv nuklearni exprese prot&ip53, p21 a pl6, jejichz tloha v predikcédéné
odpowdi k predoperani (chemo)radioterapii byla popsana u karcinomuearek

4. CILE DISERTA CNi PRACE

Hlavnim cilem mé prace bylo zhodnotit vliv inahistochemické exprese receptoru pro
epidermalni istovy faktor v pedi&ebné biopsii lokalé pokrasilych karcinonti Zaludku na
lé¢ebnou odpo¥d k neoadjuvantni chemoradioterapii a zvazit motinwgplementace tohoto
vlivu do klinické praxe.

VedlejSim cilem mé prace bylo zhodnotit ngngte souboru pacieintprediktivni vliv
imunohistochemické exprese dalSich potencialnichlekatarnich prediktar lécebné
odpowdi, konkrétré proteiri p53, p21 a p16.



5. SOUBOR PACIENTU A POUZITA METODIKA
5.1. Soubor pacienk

V obdobi mezi lednem 1999 a prosincem 2006 bylklimace onkologie a radioterapie
Fakultni nemocnice v Hradci Kralovéceno gedoperani chemoradioterapii celkem 58
pacienti s histologicky verifikovanym lokéth pokraiilym adenokarcinomem Zaludku, u
kterych &Zna stagingova vyseni neprokazala ffiomnost vzdalenych metastaz. Jako
souwdst rutinnich stagingovych vy$ehi podstoupili nemocni ied zahgjenim terapie
nasledujici vySéeni: celkové fyzikalni vys&eni, esofagoduodenoskopii s endoskopickou
ultrasonografii (EUS), rentgenové vy&eti horniho gastrointestindlniho traktu s baryovou
kontrastni latkou, CTilicha a UZ jater, rentgenové vy&ati plic, zakladni hematologické a
biochemické vySéeni krve wetrg hladin CEA. Histologicka diagnéza karcinomu Zaludku
byla stanovena z endoskopické biopsie nadoru,ickén T a N stadium bylo deno
endosonograficky.

U 22 pacierit nebylo mozné vySat nadorovou tka imunohistochemicky, vzhledem
k insuficientnimu vzorku biopsie. Proto bylo do ditu z&azeno pouze 36 paciént
s imunohistochemicky vyS@kelnym predl&ebnym vzorkem nadoru. V souboru bylo 29
mul a 7 Zen, s @mérnym wWkem v dols diagndzy 61 let (28-80 let). Nadory se nachazely
prevazri v oblasti Zaludéniho €la (17 pacient), dale v oblasti kardie Zaludku (11 pacignt
antra pyloru (5 paciefi} a fundu Zaludku (3 pacienti). Stadium nadoru léddiagndzy bylo
hodnoceno dle TNM klasifikace zhoubnych novoivllUICC 2002, 6. vydani¢eska verze
z roku 2004). Ve skupinnemocnych Zazenych do studie byla zaznamenana stadia T2 (10
pacienti), T3 (20 pacierif) a T4 (6 pacierif). Pouze 5 nemocnych nélo v dok® stanoveni
diagn6zy zndmky &ni nadoru do regionalnich uzlin, hodnoceno endug@ficky a dle CT
bricha. Zbylych 31 nemocnych bylo klasifikovano jaktadium N1; Zadny pacient nebyl
klasifikovan jako N2 stadium. Ro&eni klinickych stadii dle TNM klasifikace tedjmnilo:
stadium IB (2 pacienti), stadium Il (11 paci@ntstadium IlIA (17 pacierid a stadium IV (6
pacienti). Histologicky se jednalo ve vSechigpadech o adenokarcinom, se stupni nadorové
diferenciace: stupel (2 gipady), stupe 2 (14 gipadi) a stupé 3 (20 gipad).

5.2. L&ba
Radioterapie

Pacienti byli l1&eni nasledujici technikou arsani: supinéni poloha na zadech, ruce
podél tla, pripadré s valékem pod koleny k vyrovnani lumbalni lorddzy; remtgey
simulani snimek po per os podani baryové kontrastni latlyrentgenovém simulatoru
Ximatron CX (Varian Medical Systems Inc., Palo AItdSA). Pro definici planovacich
cilovych objeni a rizikovych orgah byla pouZita data z vygetni tomografie (Siemens
Somatom DR Plus). K planovani byly pouzity plandvaystémy CadPlan Treatment
Planning System (Varian Medical Systems Inc., Pdio, USA) a no¥jSi planovaci systém
Eclipse (Varian Medical Systems Inc., Palo Alto,A)SObjemy GTV, CTV a PTV byly
v planovacim systému definovany v souladu s damorimi ICRU 50 (International
Commission on Radiation Units and Measurements R&0cRecommendation).

Objem CTV zahrnoval cely Zaludek s celou libou a pipadreé i perigastrickou
propagaci tumoru (= GTV),¢etre spadovych lymfatickych uzlin (uzliny podél velkérealé
kurvatury Zaludku; uzliny pankreatickoduodenalpiegicke; suprasplenicke; uzliny v oblasti
porta hepatis; iiéhajici paraaortélni uzliny) s minimélnim lemenaerh k pokryti pipadného
mikroskopického $éni onemocani. V pripad nadofi uloZzenych v oblasti kardie Zaludku
zahrnoval CTV také abdomindlni Usek jicnu a spadgwdfatické uzliny podél truncus
coeliacus; arteria gastrica sinistra; dolni mediagti a paraezofageéalni. Objem PTV
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zahrnoval oblast celého CTV s lemem 1 cm zajiStujigipadné nefesnosti v nastaveni.
Krom¢ cilovych objeni byly konturovany takeé rizikové organy Egusnymi toleratnimi
davkami: ledviny (20 Gy); jatra (30 Gy); micha (@¥); tenké devo (45 Gy).

Samotna radioterapie byla u vSech nemocnyg$tgea dwmi konformnimi poli (AP, PA)
s individuélnim tvarovanim poli pomoci individu&lzhotovenych blok ¢i dynamického
vicelamelového kolimatoru (MLC). Oavaci technika byla modifikovana dle pefty tak,
aby byla uSé¢ena tk#é alespa jedné celé funéni ledviny. Funkce ledvin bylafed zahajenim
lécby hodnocena pomoci dynamické scintigrafie ledwedepsana davka izmi byla
aplikovana linearnim urychlogam Clinac 600C (Varian Medical Systems Inc., Paltm A
USA) s dynamickym vicelamelovym kolimatorem, neboe&rnim urychlovéem Clinac
2100C (Varian Medical Systems Inc., Palo Alto, USidy za pouziti fotoln o energii
brzdného z&ni 6 - 15 MVkonvereni frakcionaci, tj. 1.8 - 2 Gy na frakci s aplikgeti frakci
z&eni tydré (ponctli az péatek).

Hesnost nastaveni byla kontrolovana aléspganou tyd& pomoci systému portalového
zobrazeni. Tolerované chyba megnosti nastaveni byla 5 mm v kazdéngrsm

Jedenact pacigntbylo l&eno celkovou davkou #éni 45 Gy (25 frakci po 1.8 Gy
v pribéhu psti tydnu); ¢trnact pacienit obdrzelo davku 40 Gy (20 frakci po 2 Gy vilmthu
Ctyi tydni); a jedenact pacieimtobdrzelo davku 30 Gy (15 frakci po 2 Gy vilmthu i
tydn). Rozdily v aplikované davce ighi byly zgisobeny nasledujicimi faktory: pacienti,
ktefi obdrzeli davku 30 Gy byli t&ni dive, nez byly publikovany vysledky studie faze lli
Intergroup Trial (INT 0116), ktera prokazala dobrmleranci a dobré vysledky adjuvantni
chemoradioterapie Zaludku s aplikaci davky 45 Gwdctibnald et al. 2001). Pacienti, ikte
obdrzeli davku 40 Gy whi karcinom kardie nebo fundu Zaludku, u kterychkydi
proximalnimu uloZeni nadoru pobliz pé&enebylo mozné aplikovat plnych 45 Gy za
souwasného dodrzeni toler&mi davky na michuipkonvertni AP/PA technice.

Chemoterapie

Konkomitantni chemoterapie byla u vSech 3@atiienti zaloZena na kontinudlni infuzi 5-
fluorouracilu 200 mg/riiden, aplikovaného v pbshu celé radioterapie, vZzdy kontinuélad
pondli do patku s pestavkou v obdobi vikendu. Kontinualni chemoterdpika technicky
zajisSkna centralnim Zilnim fstupem v podab Zilny kanyly ¢i Zilniho port-systéemu a
pienosné Iékové pumpy. Dvac#tAi pacienti v dobrém celkovém stavu (performance status
< 2 dle WHO) a s dobrymi ledvinnymi funkcemi podsgtdi navic aplikaci cisplatiny 30
mg/nf D1 s tydennimi odstupy po dobu zevni radioterafiem z &chto pacient, ktei
shodr dostali 30 Gy iradiace, dostalo navic paclitax@htg/nf D1 s tydennimi odstupy.

U pacient, ktefi dostali 40-45 Gy radioterapie, pidtla kompletni série konkomitantni
chemoterapie spaiaé¢ se zevni iradiaci. U paciénts 30 Gy oz#ni byla chemoterapie
aplikovana ve dvou identickych sériich; prvni pfiola indukné 3 tydny ged zahajenim
radioterapie a druha pak s@asr¢ s radioterapii.

VSichni nemocni byli l1&eni za hospitalizace nddkovém oddleni Kkliniky onkologie a
radioterapie ve Fakultni nemocnici v Hradci Kralok®dnoceni tolerancedBy probihalo za
denni kontroly stavu nemocného d@8gtim Iékaem; pacientova hmotnost a laboratorni
kontroly krevniho obrazu a zakladni biochemie bylfeny vzdy alesppjednou tyds.

VSichni nemocni podstoupili konkomitantni cleradioterapii v planovaném rozsahu a
tolerovali ji bez ¥¢tSich obtizi. Podirna I&ba zahrnovala profylaktické a symptomaticke
podavani setronovych antiemetikigmdné dyspepsie horniho typu byly tlumeny inhilyito
protonové pumpy a metoklopramidem; kazdou tyderoténxiaci cisplatinou fiedchazela
piredepsana prehydratace s naslednou forsirovanoézdiurmanitolem a 24-hodinovym
sledovanim fjmu a vydeje tekutin; iipadny nutiini event. mineralovy deficit pacieénbyl
hrazen sippingem, event. parenteralni cestouygnamrjSim deficitu.



Chirurgicky zakrok

Chirurgicka léba nasledovala 4-6 tydnpo ukoreni neoadjuvantni chmoradioterapie.
Typ chirurgického zakroku zavisel na lokalizaciazsahu primarniho nadoru: 11 pacient
podstoupilo subtotalni gastrektomii; 8 pactepbdstoupilo totélni gastrektomii; 5 pacignt
melo proximalni gastrektomii; a 12 paciénpodstoupilo pouze explorativni laparotomii
s nalezem inoperabilniho nadorového procesu.

En bloc disekceijehlych orgar byla provedena vifpact podezeni na jejich infiltraci
naddorem. Satésti operace byla disekce dostupnych perigastritldymfatickych uzlin.
Extenzivni disekce lymfatickych uzlin nebyla ruténprovadna.

Tabulka 1. Shrnuti iy nemocnych (n = 36).

Davka radioterapie
» 30Gy (15 frakci/3 tydny): 11 pacienf31%)
» 40Gy (20 frakci/4 tydny): 14 pacienf38%)
» 45Gy (25 frakci/5 tydin): 11 pacient (31%)
Konkomitantni chemoterapie
» Kontinualni 5-fluorouracil: 36 paciein{100%)
» Tydenni cisplatina: 24 pacién{67%)
» Tydenni paclitaxel: 8 pacieih{22%)
Chirurgicka Iéba
» Subtotalni gastrektomie: 11 paci&if81%)
» Totélni gastrektomie: 8 paciénf22%)
» Proximélni gastrektomie: 5 paciéntL4%)
» Inoperabilni nador: 12 paci€n{33%)

5.3. Hodnoceni léebné odpo¥di

Po operénim zakroku a histopatologické studii resekovanémateridlu byl stanoven
patologicky staging onemoémi dle UICC kritérii (Inernational Union Against @zer, TNM
klasifikace zhoubnych novotvgr 6. vydani z roku 2002¢eska verze zroku 2004). RO
resekce byla definovana jako odstiaincelého nadoru s alespd mm cistymi reseknimi
okraji. Pozitivni I&€ebna odpo¥d” byla definovana jako redukce T-stadia naddoru akesp
jeden stupk, a/nebo nalez intenzivnich regresivnich éemnadorové tkanh béhem
histopatologického hodnoceni. Patologicka kompleemise (pCR) byla definovana jako
absence nadoru vresekovaném materialu. Periogersalez inoperabilniho tumoru po
probzhlé chemoradioterapii byl hodnocen jako negatiétgtbna odposd’.

5.4. Laboratorni stanoveni EGFR

Rutinrg fixované parafinové blokyipdlé&ebnych nadorovych biopsii byly mikrotomem
nakrajeny narezy o tloustce 3um. Rezy tk&ovych bloki byly deprafinovany xylenem a
nasledd rehydrovany. Pro optimalizaci antigenni prezentdnga tk& proteolyticky
natravena proteinazou K. Endogenni peroxidazovigitkbyla zablokovana pomoci roztoku
3% peroxidu. TkAovéiezy byly nasledfiinkubovany 30 minutip pokojové teplat v médiu
s monoklonalni mysi antihumanni IgG1 protilatkootpEGFR (EGFR pharmD¥, K1492,
DakoCytomation, Glostrup, Dansko). Néaslédmyl vzorek inkubovan dalSich 30 minut se
znaenym HRP polymerem. Po 10-ti minutach inkubacezsoi@®em barviva DAB+ byl cely
systém vizualizovan a nasledkontrasti obarven hematoxilinem. Jako negativni kontrola
exprese EGFR byly pouzity EGFR pharmDx kontrolnéparaty dodavané spofeé s
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aplikovanou monoklondlni protilatkou. Tyto formadim fixované parafinové papreparéaty
obsahovaly lidské buiné linie se sedni a nizkou expresi EGFR. Hotové preparaty byly
nakonec od&eny s¥telnou mikroskopii.

5.5. Hodnoceni imunohistochemické exprese EGFR

U vSech prepanatbyla exprese EGFR hodnocena zkuSenym histopatolokiery nebyl
obeznamen s vysledkycdebné odpoidi nadoii k predoperani chemoradioterapii.

Hladina cytoplazmatické a membranové expréSEHE byla hodnocena semikvantitativn
za pouziti imunoreaktivnino skorovaciho systémuSjlRHodnota IRS (0-7) byla ziskana
soutem koeficientu intenzity barveni nadorovych &0 = Zadna, 1 = slabd; 2 Fesdni; 3
= silna intenzita) a koeficientu rozsahu barverdneveného procentem barvicich se
nadorovych bugk (0 = < 5%; 1 = 6 az 25%; 2 = 26 az 50%; 3 = 57%%; 4 = 76 az 100%
burgk). Hodnota IRS 0-3 byla definovana jako nizka esprEGFR, hodnota IRS 4-7 jako
vysokd exprese EGFR. Stejny skérovaci systém hasmoicnunohistochemické exprese
EGFR byl publikovan jiz tive (Kim et al. 2006).

5.6. Statisticka analyza

Korelace mezi silou exprese EGFR a klinickjistbpatologickymi charakteristikami
pacienfi a nadoit byla analyzovana za pomoci chi-kvadratového tdssinetiv exaktni test
ve ¢tyipolni tabulce byl pouzit, pokud pet sledovanych ifipadi klesl pod 10. Prediktivni
hodnota pohlavi, lokalizace nadoru, nadorového iastadadorové diferenciace, stavu
lymfatickych uzlin, davky radioterapie, aplikacemgatiny a stavu exprese EGFR néelénou
odpowd’ k chemoradioterapii byla hodnocena za pomoci raritintni stupovité logistické
regrese. VSechny statistické testy byly hodnoceayhtadit vyznamnosti 5%. VeSkera
statisticka analyza byla provedena statistickymvearem NCSS 2004 (NCSS, Keysville,
Utah, USA).

6. VYSLEDKY

Po absolvovani fpdoperani chemoradioterapie podstoupilo 24 padiewhirurgicky
lécebny zakrok. Sedmnact pacignt(47%) n€lo pozitivni |1&ebnou odpodd
k chemoradioterapii: 8 paci€én{22%) s nalezem patologické kompletni remise ad@enti
(25%) s nalezem downsatgingu tumoru. Celkem 20epiic{56%) podstoupilo RO radikalni
resekci. U 12-ti paciefit (33%) prokthla pouze explorativni laparotomie s nalezem
inoperabilniho tumoru. Negativni patologicky uzMymalez byl hodnocen u 11 z 31 pacient
S paatenim N+ stadiem.

Tabulka 2. Pehled klinickych a patologickych stadii onemadn(n = 36).

Klinické stadium n | Patologické stadiumr n

cT2cNO 2 pCR 8

cT2cN1 8 pT1pNO 2

cT3cNO 3 pT2pNO 4

cT3cN1 17 pT2pN1 7

cT4cN1 6 pT3pNO 2
pT4pN1 1

Inoperabilni 12

Vysoka exprese EGFR (IRS 4 — 7) byla nalezeBabiopsiich, frekvence vysoké exprese
EGFR v souboru ted§inila 22%. Zbylych 28 biopsii #ho nizkou expresi EGFR (IRS 0 — 3).
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Nebyl prokadzan zadny signifikantni prognostickyypiohlavi, lokalizace nadoru, nadorového
stadia, nadorové diferenciace, stavu lymfatickydhny davky radioterapie, ani aplikace
cisplatiny na léebnou odpo¥d nadofi k chemoradioterapii. Multivariantni logisticka
regresni analyza prokazala, ze jediny signifikarpnediktivni vliv na celkovou kebnou
odpowd nadofi k chemoradioterapii #ta mira exprese EGFR vgul&ebné nadorové
biopsii (p = 0.015, OR = 0.06, 95% CI = 0.01 — 0B3alSi vysledky prokazaly signifikantni
asociaci mezi vysokou expresi EGFR a negatividedgou odpoddi nadott k
chemoradioterapii. Pozitivni débnd odposd’ byla prokazana u 57% (16/28) pacient
s nizkou expresi EGFR a u 13% (1/8) padiestvysokou expresi EGFR (p = 0.044). U
zadného z osmi pacients vysokou expresi EGFR nebyla nalezena patologickapletni
remise, ve srovnani s 8/28 (29%) paadienhizkou expresi EGFR (p = 0.16).

Tabulka 3. Vysledky imunohistochemie EGFR (n = 36).

Intenzita barveni nadorovych bikn
* 0 (Za4dnd): 16 paciein(44%)
e 1 (slaba): 12 pacient(33%)
o 2 (stedni): 5 pacieriit (14%)
» 3 (silnd): 3 pacienti (9%)
Rozsah barveni nddorovych &kn
* 0 (<5%): 19 paciefit(53%)
o 1 (6-25%): 7 pacient(19%)
* 2 (26-50%): 2 pacienti (6%)
* 3 (51-75%): 4 pacienti (11%)
o 4 (76-100%): 4 pacienti (11%)
Vysledna exprese EGFR
* Nizka (IRS 0-3): 28 pacieii{78%)
* Vysoka (IRS 4-7): 8 pacieini(22%)

7. VYZNAM EXPRESE PROTEIN U p53, p21 A p16

Jako vedlejSi cil prace byl viguopovidani |é&ebné odpo¥di k predoperani
chemoradioterapii u pacieéns lokalré pokratilym karcinomem Zaludku zkouman vyznam
imunohistochemické exprese proieip53, p21 a pl6. Soubor pacigntécba, hodnoceni
lé¢ebné odpoddi, hodnoceni imunohistochemické exprese molekd, pR1 a pl6, jakoz i
statisticka analyza ziskanych dat byly identickkojasr ¢asti ,soubor pacieidta pouzita
metodika“ hodnoceni vlivu exprese EGFR.

Laboratorni stanoveni exprese p53, p21 a p16

Ruting fixované parafinové bloky ipdl&ebnych nadorovych biopsii Zaludku byly
mikrotomem nakréajeny ngezy o tlougce 3um. Rezy tkdovych bloki byly deprafinovany
xylenem a naslednrehydrovany. Tkéové vzorky nadorovych biopsii vSech paciemt
souboru obsahovaly dostét€ mnozstvi materidlu pro imunohistochemickou analy
VSechny tkéové vzorky byly testovany nasledujicim panelem ifdietk: monoklonalni
protilatka proti lidské molekule p58klon DO-7, DakoCytomation, Glostrup, Déansko);
monoklonalni protilatka proti lidské molekup21AFCP1 (klon, SX118, DakoCytomation,
Glostrup, Dansko), histologicky kit CINtE¢ p16™<*® (klon E6H4, DakoCytomation,
Glostrup, Dansko). Imunohstochemické barveni pndtgi53, p21 a pl6 bylo provedeno
piesré podle ndvodu vyrobce fiPodetitani intenzity barveni byly pouZityiglusné pozitivni
a negativni kontrolni preparaty, dodavané vyrobcpuleéné s barvicim kitem.Hladina
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intenzity nukleéarni exprese protéip53, p21 a pl6 byla vyhodnocena semikvantnitativn
prostednictvim stejného imunoreaktivniho skorovaciha&ys (tj. IRS hodnota 0-7 by
jako i hodnoceni exprese EGFREgjre tak byly nastaveny hranice hodnot IRS, tj. IRSrekd
0-3 zn&ici nizkou expresi a IRS skore 4-7 Ziwd vysokou expresi sledovanych protein

Vysledky
Vysoka exprese p53 byla nalezena v 15-ti hicpg42%), vysoka exprese p21 v 10-ti
biopsiich (28%) a vysoka exprese pl6 v 7-mi bigps{lL9%). Ostatni biopsie vykazovaly ve

zbylych gipadech nizkou expresi jednotlipro konkrétni sledovany protein.

Tabulka 4. Vysledky imunohistochemie praigb3, p21 a p16 (n = 36).

Intenzita barveni nadorovych bikn

- p16 P21 p53
0 (zadna) 18 pacieni (50%) | 2 pacienti (5%) 11 pacieni (31%)
1 (slaba) 10 pacieni (28%) | 11 pacieni (31%) | 13 pacieni (36%)
2 (streni) 2 pacienti (5%) 19 pacieni (53%) | 5 pacient (14%)
3 (silna) 6 pacieni (17%) 4 pacienti (11%) | 7 pacient (19%)

Rozsah barveni nadorovych kn

. p16 p21 p53
0 (<5%) 24 pacieni (67%) | 6 pacieni (17%) 14 pacieni (39%)
1 (6—25%) 5 pacieni (14%) 22 pacieni (61%) | 4 pacienti (11%)
2 (26-50%) 2 pacienti (5%) 7 pacienit (19%) 4 pacienti (11%)
3 (51-75%) 1 pacient (3%) 1 pacient (3%) 7 pacieni (19%)
4 (76—100%) 4 pacienti (11%) | 0 pacient (0%) 7 pacieni (19%)

Vysledna exprese protein

. p16 p21 ps3
Nizka (IRS 0-3) 29 pacieni (81%) | 26 pacieni (72%) | 21 pacieni (58%)
Vysoka (IRS 4-7) ELEEE WERSLZ) 10 pacieni (28%) | 15 pacieni (42%)

Multivariantni logisticka analyza neprokazalgnifikantni vliv exprese p53 na celkovou
lé¢ebnou odpodd” (OR = 1.40; 95% CI = 0.163 — 11.90, p = 0.76), rmavyskyt pCR (OR =
1.03; 95% CI = 0.678 — 1.570, p = 0.88); nebyl pateZzadny signifikantni vliv exprese p21
na celkovu Iéebnou odpodd’ (OR = 0.17; 95% CI = 0.019 — 1.420, p = 0.10), raaivyskyt
pCR (OR = 1.68; 95% CI = 0.828 — 3.410, p = 0.B®jre tak nebyl nalezen signifikantni
vliv exprese p16 na celkovouckEbnou odpodd” (OR = 0.63; 95% CI = 0.062 — 6.480, p =
0.70), jakozto ani na vyskyt pCR (OR = 0.99; 95%=10.679 — 1.450, p = 0.97). Pozitivni
lé¢cebnd odpodd” k chemoradioterapii byla zaznamenana u 52% (11pat)ent s nizkou
expresi p53 a u 40% (6/15) paciestvysokou expresi p53 (p = 0.21); dale u 54% @W/2
pacienti s nizkou expresi p21 a u 30% (3/10) padienvysokou expresi p21 (p = 0.14); a
nakonec u 48% (14/29) paciéns nizkou expresi pl6 a u 43% (3/7) padiestvysokou
expresi pl16 (p = 0.32Ratologicka kompletni remise byla nalezena u 19f21{4pacieni
S nizkou expresi p53 a u 27% (4/15) padientysokou expresi p53 (p = 0.27); dale u 23%
(6/26) pacient s nizkou expresi p21 a u 20% (2/10) padientvysokou expresi p21 (p =
0.34); a nakonec u 24% (7/29) pacierd nizkou expresi pl6 a u 14% (1/7) padient
s vysokou expresi p16 (p = 0.36).

8. DISKUSE
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Znalost genetickych a fenotypovych odliSnostkancinomu Zaludku by nas mohla vést
lécbé. V sowasnosti vSak u karcinaimZaludku neexistuji spolehlivé prediktoryéédné
odpowdi k (chemo)radioterapii, které by mohly byt snadngodnoceny fed zahajenim
samotné protinddorové terapiédentifikace fakto predikujicich léebnou odpodd k
predoperani chemoradioterapii se vSak zda byt nezbythasybéru pacient indikovanych
k neoadjuvantni kbé a €ch, u kterych by ztvodu nadorové rezistencéegooperani I&ba
vedla pouze k zbyt@ému oddaleni operace.

Prediktivni a prognosticky vyznam exprese EGKkBnkrétd u 511 pacierit s
adenokarcinomem Zaludku sledovala recentni korejskadie (Kim et al. 2008).
Imunohistochemicka overexprese EGFR v této stuglia kaznamenana u 27% nailor
Zaludku a signifikanthkorelovala s vysSimékem nemocnych, vySSim stujm diferenciace
a vysSim stadiem onemagn. Multivariantni analyzou byla overexprese EGHRkazana
jako vyznamny nezavisly negativni prognosticky éakiAutai studie na zau konstatuji, Ze
cilend anti-EGFR terapiethe u karcinomu Zlaudku vyhledbznamenat vyznamny pokrok
v [&bé tohoto onemoatni. Jiné studie sledujici frekvenci vyskytu strulatnich abnormalit
EGFR u 77 gipadi karcinomu Zaludku zaznamenala pouze velmi nizkekcénci mutaci
tohoto receptoru (2.5%) u karcinomu Zaludku, nadiload popisovanych mutaci u jinych
typa karcinomi, zejéna pak NSCLC (Moutinho et al. 2008). Dals$tdpné Udaje o vztahu
EGFR k progn6ze nemocnych s karcinomem Zaludkunjséa prehledné.

V prezentované disettd praci jsem hodnotil vyznam miry imunohistochekgiexprese
EGFR v redl&ebné biopsii karcinoinzaludku jako prediktivniho faktorudébné odpogdi
k predoperani chemoradioterapii. Dostupna publikovana dataiqupipniznorodé spektrum
(6-86%) overexprese EGFR u lidskych karcirobaludku (Tokunaga et al. 1995; Takehana
et al. 2003; Dragovich et al. 2006; Mammano eR@06; Kim et al. 2008). Navzdory nizké
frekvenci vyskytu overexprese EGFR (22%) v naSemubsm pacierit jsme zjistili
signifikantni vztah exprese EGFR &déné odpotdi po neoadjuvantni chemoradioterapii.
Tyto vysledky jsou konzistentni s vysledky podolmytudii u jinych tyg nadoii. Podle
dostupnych informaci &im, Ze tato studie je prvni publikovanou praci,r&tekoumala
prediktivni roli EGFR u paciefit s karcinomem Zaludku dénych pedoperani
chemoradioterapii.

Zjisené vysledky mohou mit vyznamny klinicky dopad nablé nemocnych s
pokratilym karcinomem Zaludku. Jednou z moznosti implaaen vysledk do praxe je
zavedeni rutinniho barveni EGFR v endoskopickyabpdiich, které vedly ke stanoveni
diagn6zy adenokarcinomu Zaludku. Znalost expreseREGy pak mohla hratitezitou roli
pii rozhodovani o strategii 88y nemocnych. # zvazovani pedoper&ni chemoradioterapie
jako primarni léby by vysoka exprese EGFR mohla znamenat spiSeodrukt indikace
tohoto postupu a nemocny byhbez &tSich odklad podstoupit operani zakrok. Naopak
nadory s nizkou expresi EGFR a htaini operabilitou by byly vhodnymi adepty pro
neoadjuvantni kbu. Ri rozhodovani o strategii 36y by vSak nadale hraléejni roli rozsah
onemocgni, giitomnost uzlinového postiZzeni a vzdalenych metastéza celkovy zdravotni
stav nemocného. Nappacienti se symptomatikou obstrukce horni trawabice v dob
diagnézy budou iejm¢ nadale indikovani k neodkladnému primarnimu clgickému
zakroku nezavisle na znalosti radiosenzitivitygejonemocéni. Finarini otazka Iéby zde
hraje zanedbatelnou roli, vezmeme-li v potaz, daudaneni finatiné narana konkomitantni
chemoradioterapie provedengegoperané, bude u ¥tSiny nemocnych za stejnych nakiad
vzhledem k aktualnim é&bnym standafdn indikovana v 1&b¢ adjuvantni. Léba pacient
by meéla probihat centralizovans nemocnicich s bohatymi zkuSenostmi s chirurgiclé&sbou
karcinomi Zaludku a s kvalitnim personalnim iagtrojovym vybavenim radioterapie.

Vysledky této studie mohou byt dale inspirgmb klinické zkoumani kombinace
piedoperani radioterapie karcinomu Zaludku s biologickou Kaldou funkce EGFR jeho
inhibitory. Existuje vSak jen malo experimentalnitiadii sledujicich radiosenzitizaci kin
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karcinomi Zaludku aplikaci inhibitagr EGFR in vitro, zatimco klinickd evidence na
pacientech zcela chybi. Snad jedinou recerdostupnou exerimentalni studii fénska
radiobiologicka studie, kterd4 prokazaia vitro zvySeni radiosenzitivity dvou ze sedmi
odliSnych linii lidského adenokarcinomu Zaludku mxyjicich EGFR po jejich igdchozi
expozici gefitinibu, selektivnimu inhibitoru EGFRrézinkinazy (Cao et al. 2007). Adtdéto
studie prokazali signifikantni redukcigzivSich nadorovych bk jednak i zvySeni davky
radioterapie, tak ale ifpzvySeni koncentrace samotného gefitinibu. &ém se pak shoduji
na tom, Ze aplikace gefitinibu s naslednou iradrattze zvysit radiosenzitivitu nadorovych
linii karcinom Zaludku s vysokou expresi EGFR jednak inhibicié&doé proliferace, ale také
zvySenou indukci apoptozy a redistribuci fazidéaeho cyklu.

Dokud vSak nebudetipos anti-EGFR strategie v potenciaci radioterakéscinomu
Zaludku potvrzen randomizovanou prospektivni siudistane kombinovana neoadjuvantni
,bioradioterapie” jen satasti experimerit Nelze pak opomenout ani ekonomickou stranku
piipadné kombinace biologickéclgy a radioterapie. Zatimco finami naklady na k&u
jednoho pacietna konveéni predoperani chemoradioterapii v davce 45 Gy ve 25-ti frakcic
technikou AP/PA s rentgenovou simulaci, tydenniifikaci, dozimetrickou kontrolou ip
prvni frakci ozéeni, konkomitantni kontinualni chemoterapii 5-flmaracil 200mg/m a
tydenni aplikaci cisplatiny 40mgfms antiemetickou profylaxi a za hospitalizatei pii
aktudlnich sazbach pojistovniildizné 98,000 K (jedna se @isté naklady, které Ize vykazat
zdravotni pojisovné kodem dle aktualniho sazebniku; v kalkulaci nejgahrnuty odbry a
vySeteni krve, obvazovy material, vyziva, ani naklady ogetujici personal); finaini
nakladnost &by by pak radikalé vzrostla, pokud by se k potenciaci radioterapietoni
chemoterapie uzivala konkomitantni aplikace cetakimv obdobném davkovém schematu
jako u potenciace radioterapie karcinohavy a krku. V takovémifpad by se cena by
jednoho pacienta vySplhaldilplizné na 220,000 K. Rozhodujicim faktorem by aledha byt
ucinnost I€by, nikoliv jeji cena.

Ri koncipovani dalSich Klinickych studii jeul@zité brat v Gvahu nejen miru
imunohistochemické exprese EGFR, ale takfaunou pitomnost aktivani mutace K-ras,
kterd dle aktudlnich znalostéini nadorové tkah rezistentni Kk inhibitarm EGFR.
Aktivacni mutaci K-ras Ize naléztiplizné u 30% lidskych naddra jeji gitomnost hraje
kritickou roli ve snizené citlivosti nadinik cytotoxické 1éb¢, véetrg radioterapie (Bernhard
et al. 2000; Toulany et al. 2005pulany et al. 2006; Cengel et al. 2006). Nemutayazv.
divoka forma (,wild-type*) K-ras mize byt nadrérné aktivovana g nadnerné expresi nebo
zvySené aktivaci svych signalnich partnezejména pak EGFR. Tuto aktivitu pak vytva
mutovana forma K-ras i vifpact negativni exprese EGFR nebi» absenci jeho ifirozenych
ligandi. V takovéem pipact neni samotna exprese EGFR dostajen prediktorem jeho
skut&né aktivity, ¢ili ani citlivosti nadofi k cytotoxické |ébé. Tato domdnka byla
v uplynulém roce klinicky potvrzenatipsledovani ginnosti biologické terapie karcinomu
kolorekta monoklonélnimi protilatkami proti EGFRIlitdcka data prokazujici n#azenost
prikazu aktivéni mutace K-ras nad expresi EGFR v predikci nadoradiorezistence zatim
chybi. Stej@ tak nebyl dosud prokadzan vztah mezi mutaci K-rasadisenzitivitou u
karcinomu zaludku.

Hedchozi pokusy korelovat stav exprese p53, p2l6asp&ebnou odpo¥di u pacient
lécenych pedoperani radioterapii nebo chemoradioterapii dopadly ooaplre. Nekteré
studie pipisuji €mto regulatoim buré¢ného cyklu dlohu v predikovani radiosenzitivity,
zejména u adenokarcingnekta (Spitz et al. 1997; Fu et al. 1998; QiuleR@00; Suzuki et
al. 2004; Komuro et al. 2005), dlazdicoktmych karcinonmi hlavy a krku (Couture et al.
2002), a karcinotin jicnu (Takeuchi et al. 2003; Sohda et al. 2004). Nicénére studie zase
neshledaly rozdily v ebné odpo&di mezi nadory s pozitivni a negativni exprexihto
proteini (Wilson et al. 1995; Tan et al. 1997; Sanude.€1999; Lavertu et al. 2001; Koelbl
et al. 2001; Reerink et al. 2004). Stejfak ani naSe zkouméni neprokazalo klinickou
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vyznamnost exprese p53, p2l pl6 v predikci |éebné odpoddi karcinonmi Zaludku k
predoperani chemoradioterapii.

Za urity nedostatek fedkladané prace povaZzuji nizky ¢ed sledovanych pacidnta
inhomogenitu léebnych davek radioterapie a chemoterapie, kterdivalp z nénicich se
Ié¢ebnych standatfdnaseho pracovidtv pribéhu ¢asu. Za diskusi stoji také rozdilna technika
stanoveni rozsahu onemeai pred a po aplikaci chemoradioterapie. Zatimsdd&bou byl
staging onemocmi stanovovan igvazi endosonograficky, t@&bna odpo¥d” byla
hodnocena jiz jen stanovenim patologického stagimgpo periopekaé chirurgem.
Opakovani endosonografie nebo CT viget s odstupertiasu po proéhlé chemoradioterapii
by vSak mohlo finést znan¢ zavadjici udaje, diky neschopnostichto technik rozeznat
jizevnaté, zattlivé a edematozni zény od aktivniho nadorového procesu. Tento neddstate
by mohlo odstranit provedeni PET/CTed a po neoajuvantni dé. Této technice vSak
v dok® pribéhu I&by nemocnych stala v césieji Spatna dostupnost a firan nakladnost.
Navic diskutabilni éstava pipadné idealni rasovani PET/CT ke stanovenicé®né
odpowdi po chemoradioterapii, ke spolehlivému rozeznaepar&nich proces od
zbytkového nadoru tak, abychom gasré stihly naplanovat opetai zakrok s odstupem 4-6
tydnt od chemoradioterapie.

Otazkou na zayr zastava, jakym sirem vést dalSi vyzkum v dosud malo &&pe
lé¢bé pokratilého karcinomu Zaludku. Opeai technika jiz se zda dosahla svého vrcholného
bodu a aktualni literatura poslednich let jiz ife@Si Zadnéfevratné zmany v chirurgickych
postupech ky tohoto onemocmi. Steji tak nEnici se zkoumané rezimy a davky
chemoterapietauz v adjuvantnim nebo neoadjuvantnim podanfinagi signifikantni zny
v dlouhodobém ieziti nemocnych. Jednou z moznosti zlepSeni vy8lddidby je pouZziti
novych technik radioterapie groperani nebo poopetai chemoradioterapii. Samostatné
pouZziti techniky IMRT (Intensity Modulated Radiatid’herapy) v Iéb¢ karcinomu Zaludku
postrada prakticky vyznam, protoZze nas zde ne&d&ihi ani pozdni toxicita é@y, neni tedy
prvotni divod hledat techniku S@ni zdravych tk&ni. Ani neni dostatekkdzi pro to, Ze
piipadné navyseni davkyighi na tumor ma vliv nadébnou odpotd karcinomu Zaludkdi
pieziti nemocnych (Taremi et al. 2007). Technika IGRiage Guided Radiation Therapy) u
karcinomu zaludku naopak nachazi sve logické optrisii vzhledem k tomu, Ze Zaludek je
cilovou strukturou radioterapie, kteréhiem I&€by vykazuje zn&né pohyby a vyrazné zmy
ve své napi (Watanabe et al. 2008). Za pomoci kombinace IGRaplikaci kontrastnich
svorek do sliznice Zaludku nebo spolykdnim per ostrastni latky fed kazdou frakci
radioterapie by bylo mozné dosahnout redukce neicddo pohyk cilového objemu a
zpresreni &by z&enim.| tato technika ma vSak své limitace a u radiotemisch nadar
neginese nemocnym zadny dalSi benefit. Je tedy logldkélat cestu, kterou dokazeme
souwasre s rozvojem modernich technologii radioterapie Hoeat zvySeni nédorové
radiosenzitivity. Zda se, Ze biologickda anti-EGFHera |€ba ma v této oblasti nejisi
potencial.

9. ZAVERY

Vysledky pedkladané prace prokazuji statisticky signifikant@isociaci mezi
imunohistochemickou expresi receptoru pro epidariméktovy faktor a negativni é&bnou
odpowdi lokélre pokraiilych adenokarcinorin Zaludku k pedoperani chemoradioterapii.
Klinickym dopadem vysledk mé prace je moZznost stanovovani miry exprese EGFR
v piedl&ebné nadorové biopsii adenokarcino#aludku s cilem igdpovidani jejich k&ebné
odpowdi k chemoradioterapii.

Prediktivni vyznam imunohistochemické exprpegteinmi p53, p21 a p16 nebyl na rozdil
od exprese EGFR statisticky signifikantni, u exprgsoteinu p21 vSak byla nazeama
hranini statistick&d vyznamnost.
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