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1. SOUHRN  
 
     Cílem mé disertační práce bylo zhodnotit vztah imunohistochemické exprese receptoru pro 
epidermální růstový faktor (EGFR) v předléčebné biopsii lokálně pokročilých karcinomů 
žaludku, vzhledem k léčebné odpovědi po neoadjuvantní chemoradioterapii. 
     Do studie bylo zařazeno 36 pacientů s histologicky ověřeným adenokarcinomem žaludku v 
klinickém stadiu T2-4 a/nebo s postižením lymfatických uzlin. Předoperační léčba se skládala 
z aplikace 30-45 Gy zevní radioterapie s konkomitantní chemoterapií – kontinuálně 5-
fluorouracil a týdenní aplikace cisplatiny. Chirurgická léčba následovala s odstupem 4-6 
týdnů po chemoradioterapii. Imunohistochemická exprese EGFR v předléčebné biopsii byla 
stanovena semikvantitativně na základě stanovení rozsahu a intenzity barvení nádorových 
buněk. Pozitivní léčebná odpověď k chemoradioterapii byla definována jako redukce T-stadia 
nádoru alespoň o jeden stupeň, a/nebo nález intenzivních regresivních změn nádorové tkáně 
během mikroskopického hodnocení. 
     Sedmnáct pacientů (47%) mělo pozitivní odpověď k chemoradioterapii: u osmi pacientů 
(22%) bylo dosaženo patologické kompletní remise a u devíti pacientů (25%) bylo 
pozorováno snížení rozsahu (downsatging) tumoru. Vysoká exprese EGFR byla nalezena v 8 
biopsiích (22%) a multivariantní logistickou regresní analýzou byl prokázán její signifikantně 
negativní prediktivní vliv na celkovou léčebnou odpověď (p = 0.015). Pozitivní léčebná 
odpověď byla prokázána u 57% (16/28) pacientů s nízkou expresi EGFR a u 13% (1/8) 
pacientů s vysokou expresí EGFR (p = 0.044). U žádného pacienta s vysokou expresí EGFR 
nebyla nalezena patologická kompletní remise, ve srovnání s 8/28 (29%) pacientů s nízkou 
expresí EGFR (p = 0.16). 
     Výsledky naznačují, že exprese EGFR může být užitečným molekulárním prediktorem 
špatné léčebné odpovědi u lokálně pokročilých adenokarcinomů žaludku 
léčených předoperační chemoradioterapií.    
   

2. SUMMARY  
 
     The purpose of my doctoral thesis was a retrospective evaluation whether the intensity of 
epidermal growth factor receptor (EGFR) expression in tumor biopsy predicts tumor response 
to preoperative chemoradiotherapy in patients with locally advanced gastric carcinoma. 
     Thirty-six patients with gastric adenocarcinoma in clinical T2-4 stage and/or with nodal 
metastases were studied. Preoperative treatment consisted of 30-45 Gy of gastric irradiation 
with continuous 5-fluorouracil and weekly cisplatin. Surgical resection was performed 4-6 
weeks later. EGFR expression in pretreatment tumor biopsies was assessed by 
immunohistochemistry. Level of EGFR expression was determined from the intensity and 
extent of staining. Tumor response after chemoradiotherapy was defined as a reduction of at 
least one T-stage level and/or finding of intense tumor regression in histopathologic 
examination. 
     Seventeen patients responded to preoperative chemoradiation - 8 patients (22%) had 
pathologic complete response, 9 patients (25%) were downstaged. Positive EGFR expression 
was found in 8 tumors (22%), and represented a significant predictive marker of poor tumor 
response in multivariate logistic regression analysis (p = 0.015). Response to 
chemoradiotherapy was found in 57% (16/28) of EGFR negative patients and in 13% (1/8) of 
EGFR positive patients (p = 0.044). None of the eight EGFR positive patients achieved 
pathologic complete response in comparison with 8/28 (29%) of patients with EGFR negative 
staining (p = 0.16).  
     The results suggest that EGFR expression may represent a molecular marker predictive for 
poor response to preoperative chemoradiotherapy in locally advanced gastric carcinoma. 
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3. ÚVOD DO PROBLEMATIKY 
 
     Karcinom žaludku je obvykle diagnostikován v již pokročilém stadiu, kdy je přítomno 
prorůstání nádoru skrze celou stěnu žaludku event. do přilehlých orgánů, nebo již došlo 
k rozšíření nádoru do spádových lymfatických uzlin. Chirurgická resekce s čistými 
resekčními okraji (R0) je doposud jedinou akceptovatelnou radikální léčbou a je považována 
za zlatý standard léčby tohoto onemocnění. U většiny případů lokálně pokročilých karcinomů 
žaludku však nelze radikální resekci provést vzhledem k lokálnímu rozsahu onemocnění. 
Navíc prognóza nemocných i po radikální resekci zůstává nadále špatná, s celkovým 5-ti 
letým přežitím přibližně 50% u stadia T2, 45% u stadia T3 a pouze 15% u stadia T4. Přežití 
dále klesá v případě nálezu metastáz v regionálních mízních uzlinách a to: celkové 5-ti leté 
přežití přibližně na 20% u stadia N1 a 10% u stadia N2 (Kennedy 1970; Hartley et al. 1987). 
     Hlavní příčinou špatné prognózy nemocných s lokálně pokročilým karcinomem žaludku 
po radikální resekci je lokální recidiva základního onemocnění, kterou lze klinicky prokázat 
přibližně u poloviny pacientů a při pitvě až u 52-68% zemřelých (Gunderson et al. 1982; 
Gunderson 2002). Špatné výsledky samostatné chirurgické léčby vedou ke zvyšujícímu se 
zájmu o předoperační chemoradioterapii. Jejím cílem je dosáhnout zmenšení celkové 
nádorové masy a usnadnění následné chirurgické resekce; snížení incidence irresekabilích 
nádorů; zvýšení procenta radikálních R0 resekcí; a snížení rizika lokální rekurence 
onemocnění po radikální operaci. Slibné výsledky předoperační chemoradioterapie již byly 
publikovány několika autory z různých onkologických center (Ajani et al. 2004; Ajani et al. 
2005; Patel et al. 2007; Rohatgi et al. 2006; Ajani et al. 2006; Wydmanski et al. 2007; Zhang 
et al. 1998; Klautke et al. 2004; Allal et al. 2005; Roth et al. 2003; Petera et al. 2002; Fujitani 
et al. 2007). Počet celkových léčebných odpovědí po chemoradioterapii se v těchto studiích 
pohybuje v rozmezí 35-74% s procentem patologických kompletních remisí 11-30%. 
Výsledky studií tedy naznačují, že ne u všech nemocných dosáhneme předoperační 
chemoradioterapií výše zmíněných záměrů. Lze tedy odhadnout, že asi 1/4 až 2/3 léčených 
pacientů nemá z časově náročné a toxické předoperační léčby prokazatelný prospěch.  
     Identifikace faktorů předpovídajících léčebnou odpověď k předoperační chemoradioterapii 
u lokálně pokročilých karcinomů žaludku se tedy zdá být nezbytná při výběru pacientů 
indikovaných k předoperační chemoradioterapii a těch, u kterých by z důvodu nádorové 
rezistence předoperační léčba vedla pouze k zbytečnému oddálení operace.  
     Receptor pro epidermální růstový faktor byl v několika studiích na jiných typech nádorů 
popsán jako silný negativní prediktor léčebné odpovědi k předoperační radioterapii. Proto 
jsem si jej také zvolil za hlavní cíl svého zkoumání u dosud málo probádané předoperační 
chemoradioterapie karcinomu žaludku. Současně jsem na stejném souboru pacientů zkoumal 
prediktivní vliv nukleární exprese proteinů p53, p21 a p16, jejichž úloha v predikci léčebné 
odpovědi k předoperační (chemo)radioterapii byla popsána u karcinomu rekta. 
 
 

4. CÍLE DISERTA ČNÍ PRÁCE 
 
     Hlavním cílem mé práce bylo zhodnotit vliv imunohistochemické exprese receptoru pro 
epidermální růstový faktor v předléčebné biopsii lokálně pokročilých karcinomů žaludku na 
léčebnou odpověd k neoadjuvantní chemoradioterapii a zvážit možnosti implementace tohoto 
vlivu do klinické praxe. 
     Vedlejším cílem mé práce bylo zhodnotit na stejném souboru pacientů prediktivní vliv 
imunohistochemické exprese dalších potenciálních molekulárních prediktorů léčebné 
odpovědi, konkrétně proteinů p53, p21 a p16. 
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5. SOUBOR PACIENTŮ A POUŽITÁ METODIKA 
 

5.1. Soubor pacientů  
 
     V období mezi lednem 1999 a prosincem 2006 bylo na klinice onkologie a radioterapie 
Fakultní nemocnice v Hradci Králové léčeno předoperační chemoradioterapií celkem 58 
pacientů s histologicky verifikovaným lokálně pokročilým adenokarcinomem žaludku, u 
kterých běžná stagingová vyšetření neprokázala přítomnost vzdálených metastáz. Jako 
součást rutinních stagingových vyšetření podstoupili nemocní před zahájením terapie 
následující vyšetření: celkové fyzikální vyšetření, esofagoduodenoskopii s endoskopickou 
ultrasonografií (EUS), rentgenové vyšetření horního gastrointestinálního traktu s baryovou 
kontrastní látkou, CT břicha a UZ jater, rentgenové vyšetření plic, základní hematologické a 
biochemické vyšetření krve včetně hladin CEA. Histologická diagnóza karcinomu žaludku 
byla stanovena z  endoskopické biopsie nádoru, klinické T a N stadium bylo určeno 
endosonograficky.  
     U 22 pacientů nebylo možné vyšetřit nádorovou tkáň imunohistochemicky, vzhledem 
k insuficientnímu vzorku biopsie. Proto bylo do studie zařazeno pouze 36 pacientů 
s imunohistochemicky vyšetřitelným předléčebným vzorkem nádoru. V souboru bylo 29 
mužů a 7 žen, s průměrným věkem v době diagnózy 61 let (28-80 let). Nádory se nacházely 
převážně v oblasti žaludečního těla (17 pacientů), dále v oblasti kardie žaludku (11 pacientů), 
antra pyloru (5 pacientů) a fundu žaludku (3 pacienti). Stadium nádoru v době diagnózy bylo 
hodnoceno dle TNM klasifikace zhoubných novotvarů (UICC 2002, 6. vydání, česká verze 
z roku 2004). Ve skupině nemocných zařazených do studie byla zaznamenána stadia T2 (10 
pacientů), T3 (20 pacientů) a T4 (6 pacientů). Pouze 5 nemocných nemělo v době stanovení 
diagnózy známky šíření nádoru do regionálních uzlin, hodnoceno endosonograficky a dle CT 
břicha. Zbylých 31 nemocných bylo klasifikováno jako stadium N1; žádný pacient nebyl 
klasifikován jako N2 stadium. Rozdělení klinických stadií dle TNM klasifikace tedy činilo: 
stadium IB (2 pacienti), stadium II (11 pacientů), stadium IIIA (17 pacientů) a stadium IV (6 
pacientů). Histologicky se jednalo ve všech případech o adenokarcinom, se stupni nádorové 
diferenciace: stupeň 1 (2 případy), stupeň 2 (14 případů) a stupeň 3 (20 případů). 
 
5.2. Léčba  
  
Radioterapie 
 
     Pacienti byli léčení následující technikou ozařování: supinační poloha na zádech, ruce 
podél těla, případně s válečkem pod koleny k vyrovnání lumbální lordózy; rentgenový 
simulační snímek po per os podání baryové kontrastní látky na rentgenovém simulátoru 
Ximatron CX (Varian Medical Systems Inc., Palo Alto, USA). Pro definici plánovacích 
cílových objemů a rizikových orgánů byla použita data z výpočetní tomografie (Siemens 
Somatom DR Plus). K plánování byly použity plánovací systémy CadPlan Treatment 
Planning System (Varian Medical Systems Inc., Palo Alto, USA) a novější plánovací systém 
Eclipse (Varian Medical Systems Inc., Palo Alto, USA). Objemy GTV, CTV a PTV byly 
v plánovacím systému definovány v souladu s doporučeními ICRU 50 (International 
Commission on Radiation Units and Measurements Report 50 Recommendation).  
     Objem CTV zahrnoval celý žaludek s celou viditelnou a případně i perigastrickou 
propagací tumoru (= GTV), včetně spádových lymfatických uzlin (uzliny podél velké a malé 
kurvatury žaludku; uzliny pankreatickoduodenální; splenické; suprasplenické; uzliny v oblasti 
porta hepatis; přiléhající paraaortální uzliny) s minimálním lemem 1 cm k pokrytí případného 
mikroskopického šířění onemocnění. V případě nádorů uložených v oblasti kardie žaludku 
zahrnoval CTV také abdominální úsek jícnu a spádové lymfatické uzliny podél truncus 
coeliacus; arteria gastrica sinistra; dolní mediastinální a paraezofageální. Objem PTV 
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zahrnoval oblast celého CTV s lemem 1 cm zajištujícím přpadné nepřesnosti v nastavení. 
Kromě cílových objemů byly konturovány také rizikové orgány s příslušnými tolerančními 
dávkami: ledviny (20 Gy); játra (30 Gy); mícha (45 Gy); tenké střevo (45 Gy). 
     Samotná radioterapie byla u všech nemocných zajištěna dvěmi konformními poli (AP, PA) 
s individuálním tvarováním polí pomocí individuálně zhotovených bloků či dynamického 
vícelamelového kolimátoru (MLC). Ozařovací technika byla modifikována dle potřeby tak, 
aby byla ušetřena tkáň alespoň jedné celé funkční ledviny. Funkce ledvin byla před zahájením 
léčby hodnocena pomocí dynamické scintigrafie ledvin. Předepsaná dávka záření byla 
aplikována lineárním urychlovačem Clinac 600C (Varian Medical Systems Inc., Palo Alto, 
USA) s dynamickým vícelamelovým kolimátorem, nebo lineárním urychlovačem Clinac 
2100C (Varian Medical Systems Inc., Palo Alto, USA), vždy za použití fotonů o energii 
brzdného záření 6 - 15 MV konvenční frakcionací, tj. 1.8 - 2 Gy na frakci s aplikací pěti frakcí 
záření týdně (pondělí až pátek).  
     Přesnost nastavení byla kontrolována alespoň jednou týdně pomocí systému portálového 
zobrazení. Tolerovaná chyba nepřesnosti nastavení byla 5 mm v každém směru. 
     Jedenáct pacientů bylo léčeno celkovou dávkou záření 45 Gy (25 frakcí po 1.8 Gy 
v průběhu pěti týdnů); čtrnáct pacientů obdrželo dávku 40 Gy (20 frakcí po 2 Gy v průběhu 
čtyř týdnů); a jedenáct pacientů obdrželo dávku 30 Gy (15 frakcí po 2 Gy v průběhu tří 
týdnů). Rozdíly v aplikované dávce záření byly způsobeny následujícími faktory: pacienti, 
kteří obdrželi dávku 30 Gy byli léčení dříve, než byly publikovány výsledky studie fáze III  
Intergroup Trial (INT 0116), která prokázala dobrou toleranci a dobré výsledky adjuvantní 
chemoradioterapie žaludku s aplikací dávky 45 Gy (Macdonald et al. 2001). Pacienti, kteří 
obdrželi dávku 40 Gy měli karcinom kardie nebo fundu žaludku, u kterých díky 
proximálnímu uložení nádoru poblíž páteře nebylo možné aplikovat plných 45 Gy za 
současného dodržení toleranční dávky na míchu při konvenční AP/PA technice. 
 
Chemoterapie 
 
     Konkomitantní chemoterapie byla u všech 36-ti pacientů založena na kontinuální infuzi 5-
fluorouracilu 200 mg/m2/den, aplikovaného v průběhu celé radioterapie, vždy kontinuálně od 
pondělí do pátku s přestávkou v období víkendu. Kontinuální chemoterapie byla technicky 
zajištěna centrálním žilním přístupem v podobě žilný kanyly či žilního port-systému a 
přenosné lékové pumpy. Dvacet-čtyři pacientů v dobrém celkovém stavu (performance status 
< 2 dle WHO) a s dobrými ledvinnými funkcemi podstoupili navíc aplikaci cisplatiny 30 
mg/m2 D1 s týdenními odstupy po dobu zevní radioterapie. Osm z těchto pacientů, kteří 
shodně dostali 30 Gy iradiace, dostalo navíc paclitaxel 60 mg/m2 D1 s týdenními odstupy.  
     U pacientů, kteří dostali 40-45 Gy radioterapie, proběhla kompletní série konkomitantní 
chemoterapie společně se zevní iradiací. U pacientů s 30 Gy ozáření byla chemoterapie 
aplikována ve dvou identických sériích; první proběhla indukčně 3 týdny před zahájením 
radioterapie a druhá pak současně s radioterapií. 
       Všichni nemocní byli léčeni za hospitalizace na lůžkovém oddělení kliniky onkologie a 
radioterapie ve Fakultní nemocnici v Hradci Králové. Hodnocení tolerance léčby probíhalo za 
denní kontroly stavu nemocného ošetřujícím lékařem; pacientova hmotnost a laboratorní 
kontroly krevního obrazu a základní biochemie byly měřeny vždy alespoň jednou týdně.  
     Všichni nemocní podstoupili konkomitantní chemoradioterapii v plánovaném rozsahu a 
tolerovali ji bez větších obtíží. Podpůrná léčba zahrnovala profylaktické a symptomatické 
podávání setronových antiemetik; případné dyspepsie horního typu byly tlumeny inhibitory 
protonové pumpy a metoklopramidem; každou týdenní potenciaci cisplatinou předcházela 
předepsaná prehydratace s následnou forsírovanou diurézou manitolem a 24-hodinovým 
sledováním příjmu a výdeje tekutin; případný nutriční event. minerálový deficit pacientů byl 
hrazen sippingem, event. parenterální cestou při významnějším deficitu. 
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Chirurgický zákrok 
 
     Chirurgická léčba následovala 4-6 týdnů po ukončení neoadjuvantní chmoradioterapie. 
Typ chirurgického zákroku závisel na lokalizaci a rozsahu primárního nádoru: 11 pacientů 
podstoupilo subtotální gastrektomii; 8 pacientů podstoupilo totální gastrektomii; 5 pacientů 
mělo proximální gastrektomii; a 12 pacientů podstoupilo pouze explorativní laparotomii 
s nálezem inoperabilního nádorového procesu.  
     En bloc disekce přilehlých orgánů byla provedena v případě podezření na jejich infiltraci 
nádorem. Součástí operace byla disekce dostupných perigastrických lymfatických uzlin. 
Extenzivní disekce lymfatických uzlin nebyla rutinně prováděna. 
 
Tabulka 1. Shrnutí léčby nemocných (n = 36). 
 
Dávka radioterapie 

• 30Gy (15 frakcí/3 týdny): 11 pacientů (31%) 
• 40Gy (20 frakcí/4 týdny): 14 pacientů (38%) 
• 45Gy (25 frakcí/5 týdnů): 11 pacientů (31%)                            

Konkomitantní chemoterapie 
• Kontinuální 5-fluorouracil: 36 pacientů (100%) 
• Týdenní cisplatina: 24 pacientů (67%) 
• Týdenní paclitaxel: 8 pacientů (22%) 

Chirurgická léčba 
• Subtotální gastrektomie: 11 pacientů (31%) 
• Totální gastrektomie: 8 pacientů (22%) 
• Proximální gastrektomie: 5 pacientů (14%) 
• Inoperabilní nádor: 12 pacientů (33%)  

 
5.3. Hodnocení léčebné odpovědi 
 
    Po operačním zákroku a histopatologické studii resekovaného materiálu byl stanoven 
patologický staging onemocnění dle UICC kritérií (Inernational Union Against Cancer, TNM 
klasifikace zhoubných novotvarů, 6. vydání z roku 2002, česká verze z roku 2004). R0 
resekce byla definována jako odstranění celého nádoru s alespoň 1 mm čistými resekčními 
okraji. Pozitivní léčebná odpověď byla definována jako redukce T-stadia nádoru alespoň o 
jeden stupeň, a/nebo nález intenzivních regresivních změn nádorové tkáně během 
histopatologického hodnocení. Patologická kompletní remise (pCR) byla definována jako 
absence nádoru v resekovaném materiálu. Perioperační nález inoperabilního tumoru po 
proběhlé chemoradioterapii byl hodnocen jako negativní léčebná odpověď. 
 
5.4. Laboratorní stanovení EGFR  
 
     Rutinně fixované parafinové bloky předléčebných nádorových biopsií byly mikrotomem 
nakrájeny na řezy o tlouštce 3 µm. Řezy tkáňových bloků byly deprafinovány xylenem a 
následně rehydrovány. Pro optimalizaci antigenní prezentace byla tkáň proteolyticky 
natrávena proteinázou K. Endogenní peroxidázová aktivita byla zablokována pomocí roztoku 
3% peroxidu. Tkáňové řezy byly následně inkubovány 30 minut při pokojové teplotě v médiu 
s monoklonální myší antihumánní IgG1 protilátkou proti EGFR (EGFR pharmDxTM, K1492, 
DakoCytomation, Glostrup, Dánsko). Následně byl vzorek inkubován dalších 30 minut se 
značeným HRP polymerem. Po 10-ti minutách inkubace s roztokem barviva DAB+ byl celý 
systém vizualizován a následně kontrastně obarven hematoxilinem. Jako negativní kontrola 
exprese EGFR byly použity EGFR pharmDx kontrolní preparáty dodávané společně s 
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aplikovanou monoklonální protilátkou. Tyto formalinem fixované parafinové papreparáty 
obsahovaly lidské buněčné linie se střední a nízkou expresí EGFR. Hotové preparáty byly 
nakonec odečteny světelnou mikroskopií. 
 
5.5. Hodnocení imunohistochemické exprese EGFR 
 
     U všech preparátů byla exprese EGFR hodnocena zkušeným histopatologem, který nebyl 
obeznámen s výsledky léčebné odpovědi nádorů k předoperační chemoradioterapii.  
     Hladina cytoplazmatické a membránové exprese EGFR byla hodnocena semikvantitativně 
za použití imunoreaktivního skórovacího systému (IRS). Hodnota IRS (0-7) byla získána 
součtem koeficientu intenzity barvení nádorových buněk (0 = žádná, 1 = slabá; 2 = střední; 3 
= silná intenzita) a koeficientu rozsahu barvení stanoveného procentem barvících se 
nádorových buněk (0 = < 5%; 1 = 6 až 25%; 2 = 26 až 50%; 3 = 51 až 75%; 4 = 76 až 100% 
buněk). Hodnota IRS 0-3 byla definována jako nízká exprese EGFR, hodnota IRS 4-7 jako 
vysoká exprese EGFR. Stejný skórovací systém hodnocení imunohistochemické exprese 
EGFR byl publikován již dříve (Kim et al. 2006).    
 
5.6. Statistická analýza 
 
     Korelace mezi sílou exprese EGFR a klinickými/histopatologickými charakteristikami 
pacientů a nádorů byla analyzována za pomocí chí-kvadrátového testu. Fisherův exaktní test 
ve čtyřpolní tabulce byl použit, pokud počet sledovaných případů klesl pod 10. Prediktivní 
hodnota pohlaví, lokalizace nádoru, nádorového stadia, nádorové diferenciace, stavu 
lymfatických uzlin, dávky radioterapie, aplikace cisplatiny a stavu exprese EGFR na léčebnou 
odpověď k chemoradioterapii byla hodnocena za pomocí multivariantní stupňovité logistické 
regrese. Všechny statistické testy byly hodnoceny na hladině významnosti 5%. Veškerá 
statistická analýza byla provedena statistickým softwarem NCSS 2004 (NCSS, Keysville, 
Utah, USA).  
 

6. VÝSLEDKY 
 
     Po absolvování předoperační chemoradioterapie podstoupilo 24 pacientů chirurgický 
léčebný zákrok. Sedmnáct pacientů (47%) mělo pozitivní léčebnou odpověď 
k chemoradioterapii: 8 pacientů (22%) s nálezem patologické kompletní remise a 9 pacientů 
(25%) s nálezem downsatgingu tumoru. Celkem 20 pacientů (56%) podstoupilo R0 radikální 
resekci. U 12-ti pacientů (33%) proběhla pouze explorativní laparotomie s nálezem 
inoperabilního tumoru. Negativní patologický uzlinový nález byl hodnocen u 11 z 31 pacientů 
s počátečním N+ stadiem.  
 
Tabulka 2. Přehled klinických a patologických stadií onemocnění (n = 36). 
 

Klinické stadium n Patologické stadium n 
cT2cN0 2 pCR 8 
cT2cN1 8 pT1pN0 2 
cT3cN0 3 pT2pN0 4 
cT3cN1 17 pT2pN1 7 
cT4cN1 6 pT3pN0 2 

  pT4pN1 1 
  Inoperabilní 12 

 
   Vysoká exprese EGFR (IRS 4 – 7) byla nalezena v 8 biopsiích, frekvence vysoké exprese 
EGFR v souboru tedy činila 22%. Zbylých 28 biopsií mělo nízkou expresi EGFR (IRS 0 – 3). 
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Nebyl prokázán žádný signifikantní prognostický vliv pohlaví, lokalizace nádoru, nádorového 
stadia, nádorové diferenciace, stavu lymfatických uzlin, dávky radioterapie, ani aplikace 
cisplatiny na léčebnou odpověd nádorů k chemoradioterapii. Multivariantní logistická 
regresní analýza prokázala, že jediný signifikantně prediktivní vliv na celkovou léčebnou 
odpověď nádorů k chemoradioterapii měla míra exprese EGFR v předléčebné nádorové 
biopsii (p = 0.015, OR = 0.06, 95% CI = 0.01 – 0.3). Další výsledky prokázaly signifikantní 
asociaci mezi vysokou expresí EGFR a negativní léčebnou odpovědí nádorů k 
chemoradioterapii. Pozitivní léčebná odpověď byla prokázána u 57% (16/28) pacientů 
s nízkou expresi EGFR a u 13% (1/8) pacientů s vysokou expresí EGFR (p = 0.044). U 
žádného z osmi pacientů s vysokou expresí EGFR nebyla nalezena patologická kompletní 
remise, ve srovnání s 8/28 (29%) pacientů s nízkou expresí EGFR (p = 0.16). 
 
Tabulka 3. Výsledky imunohistochemie EGFR (n = 36). 
 
Intenzita barvení nádorových buněk 

• 0 (žádná): 16 pacientů (44%) 
• 1 (slabá): 12 pacientů (33%) 
• 2 (střední): 5 pacientů (14%) 
• 3 (silná): 3 pacienti (9%) 

Rozsah barvení nádorových buněk 
• 0 (<5%): 19 pacientů (53%) 
• 1 (6–25%): 7 pacientů (19%) 
• 2 (26–50%): 2 pacienti (6%) 
• 3 (51–75%): 4 pacienti (11%) 
• 4 (76–100%): 4 pacienti (11%) 

Výsledná exprese EGFR 
• Nízká (IRS 0-3): 28 pacientů (78%) 
• Vysoká (IRS 4-7): 8 pacientů (22%) 

 
7. VÝZNAM EXPRESE PROTEIN Ů p53, p21 A p16 

 
     Jako vedlejší cíl práce byl v předpovídání léčebné odpovědi k předoperační 
chemoradioterapii u pacientů s lokálně pokročilým karcinomem žaludku zkoumán význam 
imunohistochemické exprese proteinů p53, p21 a p16. Soubor pacientů, léčba, hodnocení 
léčebné odpovědi, hodnocení imunohistochemické exprese molekul p53, p21 a p16, jakož i 
statistická analýza získaných dat byly identické jako v části „soubor pacientů a použitá 
metodika“ hodnocení vlivu exprese EGFR.  
 
Laboratorní stanovení exprese p53, p21 a p16      
 
     Rutinně fixované parafinové bloky předléčebných nádorových biopsií žaludku byly 
mikrotomem nakrájeny na řezy o tloušťce 3 µm. Řezy tkáňových bloků byly deprafinovány 
xylenem a následně rehydrovány. Tkáňové vzorky nádorových biopsií všech pacientů v 
souboru obsahovaly dostatečné množství materiálu pro imunohistochemickou analýzu. 
Všechny tkáňové vzorky byly testovány následujícím panelem protilátek: monoklonální 
protilátka proti lidské molekule p53 (klon DO-7, DakoCytomation, Glostrup, Dánsko); 
monoklonální protilátka proti lidské molekule p21WAF1/CIP1 (klon, SX118, DakoCytomation, 
Glostrup, Dánsko), histologický kit CINtecTM p16INK4a (klon E6H4, DakoCytomation, 
Glostrup, Dánsko). Imunohstochemické barvení proteinů p53, p21 a p16 bylo provedeno 
přesně podle návodu výrobce. Při odečítání intenzity barvení byly použity příslušné pozitivní 
a negativní kontrolní preparáty, dodávané výrobcem společně s barvícím kitem. Hladina 
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intenzity nukleární exprese proteinů p53, p21 a p16 byla vyhodnocena semikvantnitativně 
prostřednictvím stejného imunoreaktivního skórovacího systému (tj. IRS hodnota 0-7 bodů) 
jako při hodnocení exprese EGFR; stejně tak byly nastaveny hranice hodnot IRS, tj. IRS skóre 
0-3 značící nízkou expresi a IRS skóre 4-7 značící vysokou expresi sledovaných proteinů. 
 
Výsledky 
 
     Vysoká exprese p53 byla nalezena v 15-ti biopsiích (42%), vysoká exprese p21 v 10-ti 
biopsiích (28%) a vysoká exprese p16 v 7-mi biopsiích (19%). Ostatní biopsie vykazovaly ve 
zbylých případech nízkou expresi jednotlivě pro konkrétní sledovaný protein. 
 
Tabulka 4. Výsledky imunohistochemie proteinů p53, p21 a p16 (n = 36). 
 

Intenzita barvení nádorových buněk 
 p16 P21 p53 

0 (žádná) 
1 (slabá) 
2 (stření) 
3 (silná) 

18 pacientů (50%) 
10 pacientů (28%) 
2 pacienti (5%) 
6 pacientů (17%) 

2 pacienti (5%) 
11 pacientů (31%) 
19 pacientů (53%) 
4 pacienti (11%) 

11 pacientů (31%) 
13 pacientů (36%) 
5 pacientů (14%) 
7 pacientů (19%) 

Rozsah barvení nádorových buněk 
 p16 p21 p53 

0 (<5%) 
1 (6–25%)  
2 (26–50%)  
3 (51–75%) 
4 (76–100%) 

24 pacientů (67%) 
5 pacientů (14%) 
2 pacienti (5%) 
1 pacient (3%) 
4 pacienti (11%) 

6 pacientů (17%) 
22 pacientů (61%) 
7 pacientů (19%) 
1 pacient (3%) 
0 pacientů (0%) 

14 pacientů (39%) 
4 pacienti (11%) 
4 pacienti (11%) 
7 pacientů (19%) 
7 pacientů (19%) 

Výsledná exprese proteinů 
 p16 p21 p53 

Nízká (IRS 0-3)  
Vysoká (IRS 4-7) 

29 pacientů (81%) 
7 pacientů (19%) 

26 pacientů (72%) 
10 pacientů (28%) 

21 pacientů (58%) 
15 pacientů (42%) 

 
     Multivariantní logistická analýza neprokázala signifikantní vliv exprese p53 na celkovou 
léčebnou odpověď (OR = 1.40; 95% CI = 0.163 – 11.90, p = 0.76), ani na výskyt pCR (OR = 
1.03; 95% CI = 0.678 – 1.570, p = 0.88); nebyl nalezen žádný signifikantní vliv exprese p21 
na celkovu léčebnou odpověď (OR = 0.17; 95% CI = 0.019 – 1.420, p = 0.10), ani na výskyt 
pCR (OR = 1.68; 95% CI = 0.828 – 3.410, p = 0.15); stejně tak nebyl nalezen signifikantní 
vliv exprese p16 na celkovou léčebnou odpověď (OR = 0.63; 95% CI = 0.062 – 6.480, p = 
0.70), jakožto ani na výskyt pCR (OR = 0.99; 95% CI = 0.679 – 1.450, p = 0.97). Pozitivní 
léčebná odpověď k chemoradioterapii byla zaznamenána u 52% (11/21) pacientů s nízkou 
expresí p53 a u 40% (6/15) pacientů s vysokou expresí p53 (p = 0.21); dále u 54% (14/26) 
pacientů s nízkou expresí p21 a u 30% (3/10) pacientů s vysokou expresí p21 (p = 0.14); a 
nakonec u 48% (14/29) pacientů s nízkou expresí p16 a u 43% (3/7) pacientů s vysokou 
expresí p16 (p = 0.32). Patologická kompletní remise byla nalezena u 19% (4/21) pacientů 
s nízkou expresí p53 a u 27% (4/15) pacientů s vysokou expresí p53 (p = 0.27); dále u 23% 
(6/26) pacientů s nízkou expresí p21 a u 20% (2/10) pacientů s vysokou expresí p21 (p = 
0.34); a nakonec u 24% (7/29) pacientů s nízkou expresí p16 a u 14% (1/7) pacientů 
s vysokou expresí p16 (p = 0.36). 
 
 

8. DISKUSE 
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    Znalost genetických a fenotypových odlišností u karcinomu žaludku by nás mohla vést 
k cílenějšímu léčebnému postupu, stejně tak jako k přesnější předpovědi nádorové odpovědi k 
léčbě. V současnosti však u karcinomů žaludku neexistují spolehlivé prediktory léčebné 
odpovědi k (chemo)radioterapii, které by mohly být snadno vyhodnoceny před zahájením 
samotné protinádorové terapie. Identifikace faktorů predikujících léčebnou odpověď k 
předoperační chemoradioterapii se však zdá být nezbytná při výběru pacientů indikovaných 
k neoadjuvantní léčbě a těch, u kterých by z důvodu nádorové rezistence předoperační léčba 
vedla pouze k zbytečnému oddálení operace. 
     Prediktivní a prognostický význam exprese EGFR konkrétně u 511 pacientů s 
adenokarcinomem žaludku sledovala recentní korejská studie (Kim et al. 2008). 
Imunohistochemická overexprese EGFR v této studii byla zaznamenána u 27% nádorů 
žaludku a signifikantně korelovala s vyšším věkem nemocných, vyšším stupněm diferenciace 
a vyšším stadiem onemocnění. Multivariantní analýzou byla overexprese EGFR prokázána 
jako významný nezávislý negativní prognostický faktor. Autoři studie na závěr konstatují, že 
cílená anti-EGFR terapie může u karcinomu žlaudku výhledově znamenat významný pokrok 
v léčbě tohoto onemocnění. Jiná studie sledující frekvenci výskytu strukturálních abnormalit 
EGFR u 77 případů karcinomu žaludku zaznamenala pouze velmi nízkou frekcenci mutací 
tohoto receptoru (2.5%) u karcinomu žaludku, na rozdíl od popisovaných mutací u jiných 
typů karcinomů, zejéna pak NSCLC (Moutinho et al. 2008). Další dostupné údaje o vztahu 
EGFR k prognóze nemocných s karcinomem žaludku jsou méně přehledné. 
     V prezentované disertační práci jsem hodnotil význam míry imunohistochemické exprese 
EGFR v předléčebné biopsii karcinomů žaludku jako prediktivního faktoru léčebné odpovědi 
k předoperační chemoradioterapii. Dostupná publikovaná data popisují různorodé spektrum 
(6-86%) overexprese EGFR u lidských karcinomů žaludku (Tokunaga et al. 1995; Takehana 
et al. 2003; Dragovich et al. 2006; Mammano et al. 2006; Kim et al. 2008). Navzdory nízké 
frekvenci výskytu overexprese EGFR (22%) v našem souboru pacientů jsme zjistili 
signifikantní vztah exprese EGFR a léčebné odpovědi po neoadjuvantní chemoradioterapii. 
Tyto výsledky jsou konzistentní s výsledky podobných studií u jiných typů nádorů. Podle 
dostupných informací věřím, že tato studie je první publikovanou prací, která zkoumala 
prediktivní roli EGFR u pacientů s karcinomem žaludku léčených předoperační 
chemoradioterapií. 
     Zjištěné výsledky mohou mít významný klinický dopad na léčbu nemocných s 
pokročilým karcinomem žaludku. Jednou z možností implementace výsledků do praxe je 
zavedení rutinního barvení EGFR v endoskopických biopsiích, které vedly ke stanovení 
diagnózy adenokarcinomu žaludku. Znalost exprese EGFR by pak mohla hrát důležitou roli 
při rozhodování o strategii léčby nemocných. Při zvažování předoperační chemoradioterapie 
jako primární léčby by vysoká exprese EGFR mohla znamenat spíše nevhodnost indikace 
tohoto postupu a nemocný by měl bez větších odkladů podstoupit operační zákrok. Naopak 
nádory s nízkou expresí EGFR a hraniční operabilitou by byly vhodnými adepty pro 
neoadjuvantní léčbu. Při rozhodování o strategii léčby by však nadále hrál stěžejní roli rozsah 
onemocnění, přítomnost uzlinového postižení a vzdálených metastáz, věk a celkový zdravotní 
stav nemocného. Např. pacienti se symptomatikou obstrukce horní trávicí trubice v době 
diagnózy budou zřejmě nadále indikováni k neodkladnému primárnímu chirurgickému 
zákroku nezávisle na znalosti radiosenzitivity jejich onemocnění. Finanční otázka léčby zde 
hraje zanedbatelnou roli, vezmeme-li v potaz, že pokud není finančně náročná konkomitantní 
chemoradioterapie provedena předoperačně, bude u většiny nemocných za stejných nákladů 
vzhledem k aktuálním léčebným standardům indikována v léčbě adjuvantní. Léčba pacientů 
by měla probíhat centralizovaně v nemocnicích s bohatými zkušenostmi s chirurgickou léčbou 
karcinomů žaludku a s kvalitním personálním a přístrojovým vybavením radioterapie. 
     Výsledky této studie mohou být dále inspirací pro klinické zkoumání kombinace 
předoperační radioterapie karcinomu žaludku s biologickou blokádou funkce EGFR jeho 
inhibitory. Existuje však jen málo experimentálních studií sledujících radiosenzitizaci buněk 
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karcinomů žaludku aplikací inhibitorů EGFR in vitro, zatímco klinická evidence na 
pacientech zcela chybí. Snad jedinou recentně dostupnou exerimentální studií je čínská 
radiobiologická studie, která prokázala in vitro zvýšení radiosenzitivity dvou ze sedmi 
odlišných linií lidského adenokarcinomu žaludku exprimujících EGFR po jejich předchozí 
expozici gefitinibu, selektivnímu inhibitoru EGFR tyrozinkinázy (Cao et al. 2007). Autoři této 
studie prokázali signifikantní redukci přeživších nádorových buněk jednak při zvýšení dávky 
radioterapie, tak ale i při zvýšení koncentrace samotného gefitinibu. Závěrem se pak shodují 
na tom, že aplikace gefitinibu s následnou iradiací může zvýšit radiosenzitivitu nádorových 
linií karcinomů žaludku s vysokou expresí EGFR jednak inhibicí buněčné proliferace, ale také 
zvýšenou indukcí apoptózy a redistribucí fází buněčného cyklu.  
     Dokud však nebude přínos anti-EGFR strategie v potenciaci radioterapie karcinomu 
žaludku potvrzen randomizovanou prospektivní studií, zůstane kombinovaná neoadjuvantní 
„bioradioterapie“ jen součástí experimentů. Nelze pak opomenout ani ekonomickou stránku 
případné kombinace biologické léčby a radioterapie. Zatímco finanční náklady na léčbu 
jednoho pacietna konvenční předoperační chemoradioterapií v dávce 45 Gy ve 25-ti frakcích 
technikou AP/PA s rentgenovou simulací, týdenní verifikací, dozimetrickou kontrolou při 
první frakci ozáření, konkomitantní kontinuální chemoterapií 5-fluorouracil 200mg/m2 a 
týdenní aplikaci cisplatiny 40mg/m2 s antiemetickou profylaxí a za hospitalizace činí při 
aktuálních sazbách pojištovny přibližně 98,000 Kč (jedná se o čisté náklady, které lze vykázat 
zdravotní pojišťovně kódem dle aktuálního sazebníku; v kalkulaci nejsou zahrnuty odběry a 
vyšetření krve, obvazový materiál, výživa, ani náklady na ošetřující personál); finanční 
nákladnost léčby by pak radikálně vzrostla, pokud by se k potenciaci radioterapie místo 
chemoterapie užívala konkomitantní aplikace cetuximabu v obdobném dávkovém schematu 
jako u potenciace radioterapie karcinomů hlavy a krku. V takovém případě by se cena léčby 
jednoho pacienta vyšplhala přibližně na 220,000 Kč. Rozhodujícím faktorem by ale měla být 
účinnost léčby, nikoliv její cena. 
          Při koncipování dalších klinických studií je důležité brát v úvahu nejen míru 
imunohistochemické exprese EGFR, ale také případnou přítomnost aktivační mutace K-ras, 
která dle aktuálních znalostí činí nádorové tkáně rezistentní k inhibitorům EGFR.      
Aktivační mutaci K-ras lze nalézt přibližně u 30% lidských nádorů a její přítomnost hraje 
kritickou roli ve snížené citlivosti nádorů k cytotoxické léčbě, včetně radioterapie (Bernhard 
et al. 2000; Toulany et al. 2005; Toulany et al. 2006; Cengel et al. 2006). Nemutovaná, tzv. 
divoká forma („wild-type“) K-ras může být nadměrně aktivovaná při nadměrné expresi nebo 
zvýšené aktivaci svých signálních partnerů, zejména pak EGFR. Tuto aktivitu pak vytváří 
mutovaná forma K-ras i v případě negativní exprese EGFR nebo při absenci jeho přirozených 
ligandů. V takovém případě není samotná exprese EGFR dostatečným prediktorem jeho 
skutečné aktivity, čili ani citlivosti nádorů k cytotoxické léčbě. Tato doměnka byla 
v uplynulém roce klinicky potvrzena při sledování účinnosti biologické terapie karcinomu 
kolorekta monoklonálními protilátkami proti EGFR. Klinická data prokazující nadřazenost 
průkazu aktivační mutace K-ras nad expresí EGFR v predikci nádorové radiorezistence zatím 
chybí. Stejně tak nebyl dosud prokázán vztah mezi mutací K-ras a radisenzitivitou u 
karcinomu žaludku. 
     Předchozí pokusy korelovat stav exprese p53, p21 a p16 s léčebnou odpovědí u pacientů 
léčených předoperační radioterapií nebo chemoradioterapií dopadly rozporuplně. Některé 
studie připisují těmto regulátorům buněčného cyklu úlohu v predikování radiosenzitivity, 
zejména u adenokarcinomů rekta (Spitz et al. 1997; Fu et al. 1998; Qiu et al. 2000; Suzuki et 
al. 2004; Komuro et al. 2005), dlaždicobuněčných karcinomů hlavy a krku (Couture et al. 
2002), a karcinomů jícnu (Takeuchi et al. 2003; Sohda et al. 2004). Nicméně jiné studie zase 
neshledaly rozdíly v léčebné odpovědi mezi nádory s pozitivní a negativní expresí těchto 
proteinů (Wilson et al. 1995; Tan et al. 1997; Sanuders et al. 1999; Lavertu et al. 2001; Koelbl 
et al. 2001; Reerink et al. 2004). Stejně tak ani naše zkoumání neprokázalo klinickou 
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významnost exprese p53, p21 či p16 v predikci léčebné odpovědi karcinomů žaludku k 
předoperační chemoradioterapii. 
     Za určitý nedostatek předkládané práce považuji nízký počet sledovaných pacientů a 
inhomogenitu léčebných dávek radioterapie a chemoterapie, která vyplívala z měnících se 
léčebných standardů našeho pracoviště v průběhu času. Za diskusi stojí také rozdílná technika 
stanovení rozsahu onemocnění před a po aplikaci chemoradioterapie. Zatímco před léčbou byl 
staging onemocnění stanovován převážně endosonograficky, léčebná odpověď byla 
hodnocena již jen stanovením patologického stagingu nebo perioperačně chirurgem. 
Opakování endosonografie nebo CT vyšetření s odstupem času po proběhlé chemoradioterapii 
by však mohlo přinést značně zavádějící údaje, díky neschopnosti těchto technik rozeznat 
jizevnaté, zánětlivé a edematózní změny od aktivního nádorového procesu. Tento nedostatek 
by mohlo odstranit provedení PET/CT před a po neoajuvantní léčbě. Této technice však 
v době průběhu léčby nemocných stála v cestě její špatná dostupnost a finanční nákladnost. 
Navíc diskutabilní zůstává případné ideální načasování PET/CT ke stanovení léčebné 
odpovědi po chemoradioterapii, ke spolehlivému rozeznání reparačních procesů od 
zbytkového nádoru tak, abychom současně stihly naplánovat operační zákrok s odstupem 4-6 
týdnů od chemoradioterapie.  
          Otázkou na závěr zůstává, jakým směrem vést další výzkum v dosud málo úspěšné 
léčbě pokročilého karcinomu žaludku. Operační technika již se zdá dosáhla svého vrcholného 
bodu a aktuální literatura posledních let již nepřínáší žádné převratné změny v chirurgických 
postupech léčby tohoto onemocnění. Stejně tak měnící se zkoumané režimy a dávky 
chemoterapie ať už v adjuvantním nebo neoadjuvantním podání nepřináší signifikantní změny 
v dlouhodobém přežití nemocných. Jednou z možností zlepšení výsledků léčby je použití 
nových technik radioterapie v předoperační nebo pooperační chemoradioterapii. Samostatné 
použití techniky IMRT (Intensity Modulated Radiotion Therapy) v léčbě karcinomu žaludku 
postrádá praktický význam, protože nás zde netrápí akutní ani pozdní toxicita léčby, není tedy 
prvotní důvod hledat techniku šetření zdravých tkání. Ani není dostatek důkazů pro to, že 
případné navýšení dávky záření na tumor má vliv na léčebnou odpověd karcinomu žaludku či 
přežití nemocných (Taremi et al. 2007). Technika IGRT (Image Guided Radiation Therapy) u 
karcinomu žaludku naopak nachází sve logické opodstatnění vzhledem k tomu, že žaludek je 
cílovou strukturou radioterapie, která během léčby vykazuje značné pohyby a výrazné změny 
ve své náplňi (Watanabe et al. 2008). Za pomocí kombinace IGRT s aplikací kontrastních 
svorek do sliznice žaludku nebo spolykáním per os kontrastní látky před každou frakcí 
radioterapie by bylo možné dosáhnout redukce nežádoucích pohybů cílového objemu a 
zpřesnění léčby zářením. I tato technika má však své limitace a u radiorezistetních nádorů 
nepřinese nemocným žádný další benefit. Je tedy logické hledat cestu, kterou dokážeme 
současně s rozvojem moderních technologií radioterapie dosáhnout zvýšení nádorové 
radiosenzitivity. Zdá se, že biologická anti-EGFR cílená léčba má v této oblasti největší 
potenciál.  
 

9. ZÁVĚRY 
 
     Výsledky předkládané práce prokazují statisticky signifikantní asociaci mezi 
imunohistochemickou expresí receptoru pro epidermální růstový faktor a negativní léčebnou 
odpovědí lokálně pokročilých adenokarcinomů žaludku k předoperační chemoradioterapii. 
Klinickým dopadem výsledků mé práce je možnost stanovování míry exprese EGFR 
v předléčebné nádorové biopsii adenokarcinomů žaludku s cílem předpovídání jejich léčebné 
odpovědi k chemoradioterapii. 
     Prediktivní význam imunohistochemické exprese proteinů p53, p21 a p16 nebyl na rozdíl 
od exprese EGFR statisticky signifikantní, u exprese proteinu p21 však byla naznačena 
hraniční statistická významnost. 
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