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1 SOUHRN

Kombinace radioterapie a inhibitori cyklooxygenazy-2 v 1é¢bé pokrocilych nadori
hlavy a krku (studie faze I)

Tato prace popisuje pribéh a prezentuje vysledky studie faze I kombinujici standardni
ozafovaci techniku pokrocilych nddortt ORL a stomatologické oblasti s inhibitorem COX2
(Celebrexem) jakozto potencia¢nim ,,chemoterapeutikem®. Cilem bylo stanoveni maximalni
davky Celebrexu pro tcely dalsiho klinického testovani.

V tivodu prace prezentuji piehledy incidence a mortality nadort HaN ve svété a v CR,
dale preklinické pfedpoklady k zatazeni Celebrexu do kombinované 1écby s radioterapii.
Zvlastni dlraz v teoretickém tvodu prace byl kladen 1 na prezentaci lokalni dat z Kliniky
onkologické v Ostravé, kde tato studie byla provadéna, a to nejen stran incidence ¢i mortality,
ale i stran pfehledu pouzivanych lé¢ebnych modalit a jejich nezadoucich G€inkt. Studie faze I
sama o sobé nezahrnuje komparaci s kontrolnim souborem, je tedy nutné pfi jeji ptiprave
podrobné znat obecné i lokalni standardy, aby bylo mozno vhodné nastavit kritéria ndbéru
pacientil a hodnoceni toxicity a maximalni tolerovatelné davky testované 1écby.

Dodatecné v této studii byly zkoumany exprese COX2 v nadorech a hladiny VEGF
jakozto biomarkeru nadorové vaskulogenezy, resp. jejiho ptredpokladaného poklesu pii regresi
tumoru.

Prace zahrnovala piipravu studie, zajiSténi financovani paraklinickych vysetfeni,
schvaleni etickou komisi, ndbér pacientti, provedeni radioterapie, distribuci studijni medikace,
zpracovani histologickych vzorki, zpracovani sérovych vzorkt, sledovani pacientl a sbér a
statistické zpracovani dat.

Pacienti byli zafazovani do studie dle vstupnich kritérii, kterd primarn€ zahrnovala
lokéaln¢ pokrocila stadia dlazdicobunéénych karcinomu. Celkem bylo dle kritérii zatazeno do
studie 32 pacientli. VSichni byli ozafovani v rezimu Sestitydenniho konkomitantniho boostu
(72Gy) a vsichni radioterapii dokoncili. Déle pacienti uzivali Celebrex po celou dobu
ozatovani od prvniho do posledniho dne ozatfovani. Davka Celebrexu byla eskalovana
1600mg/den. Jako nejvyssi davka s tolerovatelnou toxicitou byla stanovena davka
1200mg/den. Tato davka je vyssi nez diive publikované vysledky v dostupné literatute, kde
nejvyssi doporucenou davkou bylo 800mg/den.

Hladiny VEGF v séru byly testovany metodou ELISA. Odbéry byly provadény pred
ozafovanim, v poloving€ ozafovaciho cyklu, po ukonceni iradiace a 6 tydnti po ukonceni
radioterapie. Pokles sérového VEGF na statisticky signifikantni trovni byl prokézan mezi
hladinami pfed zahajenim iradiace a 6 tydnli po ukonceni 1é¢by. Tento pokles byl korelovan
s expresi COX2 v nadorové tkani. Ta byla vySetfovana semikvantitativné
imunohistochemickymi metodami. Exprese byla ozna¢ovéna jako vysoka, pokud byla nad
50% nadorovych bungk, v opacném piipad¢ byla oznacena jako nizka. Pfi podrobnéjsi
analyze bylo zjisté€no, Ze pokles sérové VEGF po 1écbé byl zaznamenan pouze u pacienti
s nadory s vysokou expresi COX2. Toto testovani probihalo na klinické urovni a nedovoluje
tedy vysvétleni molekularniho mechanismu toho jevu, nicméné naznacuje propojeni drah
COX2 a VEGF.

Tato prace ptinesla n€kolik novych zjisténi a to, Ze maximalni tolerovatelna davka
Celebrexu pfi kurativni radioterapii nddord HaN je 1200 mg/den a déle Ze u tumori s
nadpolovi¢ni populaci bun€k exprimujicich COX2 dochdzi ke statisticky vyznamnému
poklesu VEGF v polécebném sledovani.



2 SUMMARY
Combined treatment of advanced head and neck cancer with radiotherapy and
cycooxygenase-2 inhibitors (phase I study)

This paper describes the course and presents the outcomes of a original phase I study
of combined treatment of advanced head and neck cancer using standard radiotherapeutic
technique and COX2 inhibitor (Celebrex) as a potentiating agent. The primary goal of the
study was identifying of the maximum tolerated dose of Celebrex for the purpose of further
clinical investigation.

In the theoretical introduction I present data on the incidence and mortality of HaN
cancer worldwide and in the Czech republic, further preclinical data justifying use of
Celebrex in combined treatment with radiotherapy. Special emphasis was put on presentation
of local data systematically gained in Clinic of Oncology in Ostrava where this study has been
conducted. These data include an overview of incidence, mortality, therapeutic methods and
treatment toxicity profiles. Since the phase I study as such does not include comparison with
control patient group, it is necessary to be aware of local standards. This is the background to
establish inclusion criteria for patient recruitment, toxicity evaluation and setting maximum
tolerance dose criteria.

This study furthermore investigates expression of COX2 in tumor tissue and serum
VEGF level as a potential marker of vasculogenesis or its drop corresponding to tumor
regression respectively.

This project included preparation of study, securing financial support, obtaining
ethical committee approval, further the recruitment of patients, conducting radiotherapy,
distribution of study medication, processing of biopsy tumor tissue, processing of serum
specimens, follow-up of patients, collecting and statistical analysis of data.

Patient recruitment followed predefined inclusion criteria. The main criterion was a
presence of locally advanced not operated squamous cell carcinoma. All together 32 subject
were included. All patients were irradiated up to 72Gy with concomitant boost technique and
all patients completed prescribed therapy. Patients were administered Celebrex during the
whole course of radiotherapy, including weekend days. The dose of Celebrex was escalated
by doubling among study cohorts. The starting dose was 400 mg per day, the highest
administered dose was 1600 mg per day. The maximum tolerated dose of Celebrex that did
not generate any extra toxicity was established at 1200mg per day. This dose was higher than
any other presented in literature since the published MTD was 800 mg per day.

Serum VEGEF levels were tested with ELISA. Samples were obtained before treatment
start, in the middle of treatment course, at the end of treatment and 6 weeks after completion
of treatment. Statistically significant drop of VEGF level was demonstrated between the
levels on treatment start and in 6-week follow-up. The outcome was further correlated with
initial COX2 expression in tumor tissue. The COX2 expression was evaluated with
semiquantitative immunohistochemistry methods. Expression of COX2 over 50% was
considered high, below or equal 50% reckoned as low. The analysis has shown that VEGF
level drop was present only in patient with high COX2 expression in their tumors. This
assessment was conducted in clinical setting, therefore it does not explain cellular or
molecular basis of this phenomenon, nonetheless it proves the interconnection of COX2 and
VEGF pathways.

This project brought few new findings; maximum tolerance dose of Celecoxib in
patients with locally advanced head and neck cancer treated with radiotherapy with curative
intent is 1200 mg per day. Further, in patients with tumors expressing COX2 in more than
50% of tumor cell a statistically significant drop of VEGF serum level can be observed in
follow-up.



3 CILE PRACE

Zhoubné nadory hlavy a krku (HaN) je termin popisujici malignity
otorhinolaryngologické a stomatologické oblasti. Onkologicka 1éEba téchto nadort i pfesto, Ze
je multimodalni, ¢asto selhava, je tedy nutnosti neustale hledat metody, jak tyto nadory lécit
s vEtsi uspeéSnosti.

Cilem préce prezentované nize je klinické hodnoceni faze I u primarné kurativni
radioterapie (RT) téchto nadorti s konkomitantnim podanim inhibitoru cyklooxygenazy 2
(COX2), jakozto 1ékem s moznym radiosensitizujicim potencialem.

Primarnim cilem klinického hodnoceni byla identifikace doporuc¢ené davky pro
provedeni studie faze II (phase Il recommended dose) a zhodnoceni toxicity této
kombinované terapie.

Sekundarnim cilem prace bylo stanoveni klinické odpovédi na tuto kombinovanou
terapii. Déle tato prace si stanovila za cil vySetteni plasmatickych hladin vaskularniho
endotelidlniho rastového faktoru (VEGF) jakozto korelatu vaskulogeneze v tumoru a
zhodnoceni relace mezi expresi COX2 v nadorové tkani a vyvojem hladin sérové VEGF



4 TEORETICKY UVOD DO PROBLEMATIKY

4.1 Nadory hlavy a krku

Zhoubné nadory otorhinolaryngologické a stomatologické oblasti zahrnuji malignity
dutiny nosni, nasopharyngu, rtd, dutiny Gstni, slinnych 714z, nadory hltanu a hrtanu.

Tato prace fesi problematiku nadorti dutiny Ustni, baze ustni, hltanu a hrtanu [104]. Do
této prace nebyly zahrnuty nddory nosu, nosohltanu, paranazalnich dutin a nadory slinnych
zlaz, které zde sice patii anatomicky, jedna se vSak o nadory s jinou histopatologii a odliSnym
klinickym chovanim a prognézou.

4.1.1 Patogeneza, etiologie

Vznik dlazdicobunéénych nadorti HaN je tzv. multifaktoridlni. V Evropé a Severni
Americe je ¢asto nachdzena souvislost s chronickym drazdénim sliznic pfi abtizu alkoholu a
koufenim tabakovych vyrobku. Patogeneticky se jedna o chemickou kancerogenezi a
chronické drazdéni [1, 10]. Asiu 25-50% tumor HaN se pfi vySetieni bioptickych vzorkl
nachazi onkogenni varianty HPV (human papiloma virus). Jedna se o papilomaviry HPV 2,
HPV 11, a nejvyznamnéji HPV 16 [5, 10, 96, 97].

4.1.2 Histologie nadori HaN

Léze v duting Gistni ne vzdy jsou primarné maligni a invazivni. Cast zhoubnych nadori
vychdzi z neinvazivnich patologii postupnym vyvojem [1]. U vétSiny malignit se jednd o
dlazdicobunécné/spinocelularni karcinomy (95% vySettenych histologii) vychéazejici
z dlazdicobunécného epitelu sliznic dutiny ustni a hornich dychacich ¢i polykacich cest.
Chovani dlazdicobuné¢nych karcinomt v ORL oblasti je klinicky i prognosticky velmi
podobné, proto se k jejich terapii pristupuje jako k homogenni skupiné diagnoéz [1, 2, 10].
Mezi dalSich 5% malignit HaN jsou melanomy, adenokarcinomy vychézejici ze slinnych Zlaz,
lymfoepiteliomy nasopharyngu a dalsi raritni tumory [10].

4.1.3 Incidence a mortalita nadoru hlavy a krku
4.1.3.1 Incidence novotvarit ORL

Spinoceluldrni karcinomy HaN jsou celosvétové v pofadi incidence Sestou nejcastéjsi
malignitou. Roéni vyskyt celosvétové je vice nez 650 000 piipadi [2, 3]. V Ceské republice
nadory hlavy a krku ptedstavuji 2-3% diagnostikovanych zhoubnych nadori [8, 10].
Incidence nadorit HaN v celkovém méfitku vSech nadorii neni vysokd, nicméné jedna se o
onemocnéni s problematickou a naro¢nou 1é¢bou a velmi zavaznou progndzou.

VétSina nadortt HaN se vyskytuje v oblasti laryngu, orofaryngu a dutiny ustni [10].

I ptes pokroky v 1€¢bé téchto tumori se dlouhodobé preziti (5- leté sledovani)

v poslednich 50 letech pohybuje u ¢asnych stadii na Grovni 80%, u pozdnich stadii 20% [3].
4.1.3.2 Situace na Klinice onkologické Fakultni nemocnice Ostrava (FN Ostrava)

Studie faze I, ktera je prezentovana v praktické ¢asti této prace, byla provadéna na
Klinice onkologické FN Ostrava. Na této klinice byl pro ucely sledovani a srovnavani
lécebnych Gspéchili zaloZen registr pacientii s nadory hlavy a krku pod ndazvem HARDROCK
(Head and neck cancer: assesment of risk factors, stage, distribution, radiotherapy
optimalization, causes of relapse — keypoints). Projekt byl koncipovan jako retrospektivni sbér
klinickych dat. Cilovymi parametry sledovanymi v registru jsou kratkodobé i dlouhodobé
vysledky lécby pacientl s nadory hlavy a krku [59]. Pravé z dat ziskanych z tohoto registru
vyplynula potieba realizace této studie a nastaveni kritérii zatazovani a hodnoceni
nezadoucich U¢inkd.



4.2 Modality 1é¢by nadori HaN

Lécba nadort hlavy a krku se odviji od stadia pokrocilosti onemocnéni v dobé
stanoveni diagnozy.
4.2.1 Strategie 1écby

Casto se jedna o multimodalni terapii, s individudlnim na¢asovanim jednotlivych
lécebnych modalit. Kazdého pacienta je nutno posuzovat individudlné v rdmci mezioborové
spoluprace a doporucit individualni postup, ktery vychazi nejen z urceni stadia onemocnéni
dle TNM (Tumour, Node, Metastasis) klasifikace [9], z celkového stavu pacienta (KI, WHO
PS), z narodnich ¢i mezinarodnich doporucenych postupti ale 1 v neposledni fad¢ z preference
pacienta.

Onemocnéni ve stadiu I a II jsou lokalizovana a ohrani¢ena na dany organ ¢i
anatomickou oblast. Terapii 1. volby v téchto ptipadech byva Iécba chirurgicka, kterd u téchto
stadii onemocnéni je feSenim radikalnim. Lze volit i radioterapii jakozto 1écbu 1. volby a
v té€chto stadiich onemocnéni mohou obé tyto modality terapie zajistit rovnocenné vysledky
lécby [10, 102].
chirurgové musi rozhodnout, zda a za jakych okolnosti je u dané¢ho pacienta mozna resekce
tumoru, spadovych lymfatik a bezpecnostnich lemt okolnich tkani. Kritéria resekability
nejsou arbitrarné stanovena a jsou zavisla nejen na rozsahu onemocnéni u daného pacienta,
perioperativnich zdravotnich rizicich pacienta ale také zkuSenosti daného centra, schopnosti
operatérti a technickém zdzemi pracovist’ [102]. V riznych anatomickych lokalizacich je
zkouman piinos toho ¢i onoho pfistupu a jsou identifikovany rizikové a prognostické faktory,
které by mohly poslouzit jako voditko pti rozhodovani o strategii 1écby [10].

Tam, kde onemocnéni je primarné hodnoceno jako neresekabilni, je zakladem 1écby
radioterapie. Ke zlepSeni vysledki terapie je pii kurativnim zaméru 1écby zatfazovana
potenciacni chemoterapie, recentné na zékladé studia nitrobunécnych drah také tzv.
biologicka terapie [98, 99] nebo alternativni (optimalizovand) schémata radioterapie —
akcelerace, hyperfrakcionace [83, 84].
4.2.1.1 Radiobiologické predpoklady pouZiti hyperfrakcionacni terapie

Vzhledem tomu, Ze v praktické ¢asti této prace bylo vyuZzito ozatfovaci schéma
v rezimu 6-tydenniho konkomitantniho boostu, dovoluji si zde tuto otdzku vice rozvést.

Vyuziti hyperfrakcionované radioterapie pii ozafovani nadortt HaN je zaloZeno na
radiobiologickych propoctech dle linearn€ kvadratického modelu (LQ). Hyperfrakcionace
dovoluje ozafeni cilového objemu vysokou déavkou zafeni bez navyseni pozdni toxicity
okolnich zdravych tkani. Sestitydenni rezim konkomitantni radioterapie vyuzivé jak faktoru
navyseni davky na den a asového faktoru akcelerace.

Parametry vypoctu:

e celkova davka 72 Gray v 6 tydnech,

e jednotlivé frakce 30 x 1,8 Gy a soucasné 12 x 1,5 Gy v poslednich 2,5 tydnech

radioterapie, tj. 54 Gy dopoledni davky, 18 Gy odpoledni davky,

e /B pomér pro nadory hlavy a krku = 10,

e 0o/p pomér pro pozdni nasledky na podkozi = 2,

e faktor zkraceni radioterapie o 1 den ozatovani = 0,8 Gy.
Po vypoctu dle LQ modelu je oproti normofrakcionaci navySeni davky na ozafovany tumor o
4,53 Gy, zatimco, co se tyce pozdnich nasledkii radioterapie na zdravé tkané, je vypocitan
pokles davky o 2 Gy. Podrobné vypocty i tabulky parametrii k vypoctu jsou prezentovany
v ptirucce radiobiologie [82]. RovnéZ v praxi retrospektivni klinickd srovnani prokazala, Ze
hyperfrakcionovana akcelerovana radioterapie poskytuje zlepseni lokoregionalni kontroly ve
srovnani s normofrakcionaci [83]. Obdobné vysledky pfinesla i metaanalyza zaméfena na
celkové pteziti zahrnujici riznd hyperfrakcionaéni a akcelera¢ni schémata [84].



4.2.1.2 Situace na Klinice onkologické FN Ostrava — radioterapie

V obdobi 2004-2005 byly v ptipad¢ indikace lécby zafenim pouzivany pouze strategie
normofrakcionace a hyperfrakcionace. Strategie konkomitantniho boostu (5-tydenniho ¢i 6-
tydenniho) zacaly byt pouzivany az v letech 2006-2010.

Tabulka ¢. 1: Strategie radioterapie v letech 2006 — 2010

Kurativni 1é¢ba Paliativni 1écba
3D IMRT 3D IMRT
CB5w 9,80% 9,00%
CB6w 8,10% 5,90%
HF 1,70%
NF 40,30% 12,60% 12,40% 0,20%

CB5w — rezim 5-tydenniho konkomitantniho boostu (67,5 Gray/40 frakci - faze 1: 45 Gray/25
frakci/5tydnt a faze 2: 22,5 Gray/15 frakci/3 tydny)

CB6w — rezim 6-tydenniho konkomitantniho boostu (72 Gray/42 frakei - faze 1: 54 Gray/30
frakci/6tydnti a faze 2: 18 Gray/12 frakci/2,5 tydne)

HF — hyperfrakcionacni rezimy (rGzné rezimy s vice nez 1 frakci denné kazdy den, redukce davky na
kazdou frakci)

NF — normofrakcionace (10 Gray/5frakci/1 tyden)

3D — technika planovani radioterapie s vyuzitim trojrozmérného planovani

IMRT - 1écba zatenim s modulovanou intenzitou zateni

4.2.1.3 Situace na Klinice onkologické FN Ostrava - toxicita radioterapie

Prakticka cast této disertacni prace se zabyva provedenim a zhodnocenim klinické
studie faze 1. StéZejnim cilem této prace je tedy hodnoceni toxicity terapie.

Toxicita byla a nadale je na Klinice onkologické FN Ostrava hodnocena dle RTOG
kritérii — Radiation Therapy Oncology Group [60].

Akutni toxicitou pti 1é€be nddort hlavy a krku radioterapii je nejcastéji postizena kiize,
sliznice, slinné Zlazy, hltan a jicen, (v plné verzi dizertacni prace prezentovano v ptiloze €. 3).

Pozdni toxicitou pfi [é€bé nadorh hlavy a krku radioterapii je nejCastéji postizena klize,
podkozi, sliznice, hrtan ¢i slinna Zlaza.

4.3 Cyklooxygenaza
4.3.1 Obecné poznamky

Cyklooxygenazy (COX) jsou enzymy pusobici konverzi kyseliny arachidonové na
prostaglandiny. Tyto metabolity hraji kli¢ovou roli ve fyziologickych a patofyziologickych
procesech organismu. Byly prokazany 2 izoformy tohoto enzymu — COX1 (cyklooxygenaza
1) a COX2 (cyklooxygendza 2). Aktivitou COX1 je udrzovani homeostatickych funkci.
COXI1 je povazovan za konstitutivni enzym, jenz se vyskytuje ve sliznici zaludku, stfev,

v ledvinéch, ¢i trombocytech [91], ovliviiuje tonus cév a reguluje krevni pratok ¢i hraje llohu
v imunitni odpovédi.

COX2 je naopak indukovany enzym, tvofeny v buiikach pouze za specifickych
okolnosti. Za normalnich okolnosti jsou koncentrace tohoto enzymu v tkanich minimalni,
ptitomnost ve vyssich koncentracich je prokézana v patologicky zménénych tkanich (zanét,
nador) [27]. Podrobnéjsi vyzkum ukézal, Ze vysoka exprese COX2 se nachazi
v novotvoienych neoplastickych epitelech, v imunitnich buiikach v rdmei nadord, ve
stromdlnich fibroblastech a endotelech novotvotenych cév [93].

Syntéza COX2 je stimulovana ristovymi faktory EGF (endothelial growth factor),
VEGF (vascular endothelial growth factor), FGF (fibroblast growth factor), cytokiny, TNF



alfa (tumor necrosis growth factor alpha), interleukiny a tumor promotory. Nékteré genové
mutace jako napf. u genil pro proteiny HER-2/neu, v-src, wnt signaliza¢ni drahy také ziisobuji
up-regulaci syntézy COX2 [11, 12, 105].

Nadprodukce enzymu COX2 ¢i overexprese mRNA (messenger ribonukleova
kyselina) pro COX2 byla prokazana u nadori tlustého steva, jicnu, plic, prsu, prostaty ¢i
ORL oblasti[12, 29, 30, 31]. ZvySené hodnoty byly zjistény vSak i u adenomt a prekanceroz,
ale stejn¢ tak iu naddorovych metastaz. Zda se, Ze metabolity kyseliny arachidonové ovliviiuji
hyperproliferaci, transformaci, nadorovy rist, invazi a metastdzovani [34, 105].

4.3.2 Inhibitory cyklooxygenazy-2 v onkologii

Obecné se inhibitory COX uzivaji na lécbu bolesti, horecek a zanétt. Od 90. let 20.
stoleti byly vSak zjiStény dalsi ucinky téchto 1€k, vcetné jejich protinddorového efektu. Bylo
prokéazano, ze v nadorovych lézich je exprese vysoka a uzivani inhibitorti cyklooxygendzy
snizuje produkci prostaglandinii a piisobi v dané populaci snizeni incidence nékterych naddort
[14, 15]. Inhibice cyklooxygenazy neselektivné ovliviiuje nejen patologické procesy, ale
bohuzel i ptirozenou homeostazu tkani [91]. Klinicka praxe se proto zamétuje na selektivni
inhibici pouze izoenzymu COX2, kterd by neovliviiovala funkce sliznic ¢i rendlni pritok.
4.3.2.1 Epidemiologicky ditkaz

Jeden z prvnich dikazl o ovliviiovani nadorové patogeneze inhibitory
cyklooxygendzy ptinesly retrospektivni epidemiologické studie u pacientti s kolorektalnim
karcinomem a familidrni adenomat6zni polypdzou. Tato hodnoceni prokazala, Ze pacienti
uzivajici nesteroidni antiflogistika z neonkologické indikace méli mirnéjsi priabch
onkologického onemocnéni a Ze u familiarni adenomatdzni polyp6zy pozdéjsi vyskyt
invazivniho karcinomu [16, 17, 37]. I dalsi studie u jinych tumori (karcinomy prsd, plic,
zaludku, jicnu) prokazaly podobny efekt [18].
4.3.2.2 Overexprese v tumorech

Exprese COX2 v premalignich i malignich lézich byva zvySena oproti hladindm
v ptvodni fyziologické tkané, ze které 1éze vychazi. Exprese COX2 je zvySena v prubéhu celé
tumorgeneze, od hyperproliferace tkané az po metastatické onemocnéni. Nadmérnou expresi
COX2 (az 100 nasobné& vyssi) 1ze prokazat u 40-80% néadord, napt. u kolorektalniho
karcinomu, karcinomu prsu, pankreatu, plic, prostaty...[19, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33].

Nadprodukce COX2 v tkanich koreluje se zvySenou invazivitou onemocnéni, velikosti
a diferenciaci tumoru, s rozsahem lymfatického postiZeni, rozsahu novotvorby cév a snizenym
celkovych prezitim [34, 35, 36].
4.3.2.3 COX2 a nadorova novotvorba cév

Tvorba cévniho fecisté dovoluje riist tumoru od carcinoma in situ az po invazivni
tumor [100]. Proangiogenni ristové faktory, receptory a nitrobunécné drahy se proto nabizeji
jako potencialni klinické terapeutické cile, které po vhodném zasahu mohou ovlivnit
nadorovy rist.

Inhibitory COX2 jako celecoxib in vitro a in vivo na zvitecich modelech potlacuji
nadorovy riist a novotvorbu cév. U pacientil s familiarni adenomatdzni polypdzou bylo
prokazano, ze pti pravidelném uzivani celecoxibu doslo k redukei velikosti i poctu polypit
v tlustém stievé, Cili prekancer6z zavislych na angiogenezi [20, 21].

Mnoho faktori stimuluje produkci COX2 [22, 23]. Zvysena produkce COX2 naopak
pusobi nadprodukci a uvoliovani VEGF [34, 35, 38]. Ve fibroblastech mysi s vyfazenym
genem pro produkci COX2 i po vhodné stimulaci produkce VEGF poklesla 0 94% ve
srovnani s normalnimi geneticky neupravenymi buiikami [24]. Ukazalo se také, ze pii
expozici normalnich fibroblasti vysoké koncentraci COX2 inhibitoru, poklesla produkce
VEGF 0 92% [25]. Toto propojeni COX2 a VEGF bylo studovéno i u lidskych tkanovych
vzorkll [26]. Inhibice COX2 a nésledny pokles VEGF v tumorech ptisobi snizeni poctu a
délky novotvotenych kapilar v tumorech [34, 39, 40, 41, 42, 43]. Na zaklad¢ studii na
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bunéénych liniich a zvifecich modelech bylo navrzeno né€kolik hypotéz ohledné
nitrobunéénych drah regulace cévni novotvorby a COX2. Blokace COX2 inhibitorem brani
aktivaci MAP kinazy spousténé VEGF receptorem, coz nasledné ovlivituje vaskularni
permeabilitu a proliferaci endothelidlnich buné€k. [34, 44, 45, 46, 47, 49 ]. Dale COX2
ovliviiyje funkci integrintl, zajistujicich komunikaci mezi endothelialnimi buikami. Blokace
COX2 inhibitorem snizila in vitro migraci endothelidlnich bun¢k [107, 108]. Tato data byla
shrnuta v publikaci Dormonda and Riiegga z r. 2001 [48].
4.3.2.4 Selektivni inhibice COX2
4.3.2.4.1 Inhibitory cykooxygenazy
In vitro byly zkoumany rtizné koncetrace COX2 inhibitord. Formace buné¢nych
kolonii a jejich proliferace byla inverzni ke stoupajici koncentraci inhibitoru COX2 v
kultivacnim médiu [71, 50].
4.3.2.4.1.1 Farmakokineticke udaje
Celecoxib — komer¢né dostupny inhibitor COX2 pod ndzvem Celebrex, je po peroralnim
podani rychle absorbovan a dosahuje maximalnich plazmatickych koncentraci béhem 2-3
hodin. Celecoxib ve velké mife podléha metabolismu, mén¢ nez 1% podané latky se vylucuje
v nezménéné forme€ moci. Vazba na bilkoviny ¢ini pfi terapeutické plazmatické koncentraci
zhruba 97%, eliminac¢ni polocas je 8-12 hodin. Je metabolizovan v jatrech hydroxylaci,
oxidaci a tvorbou glukuronida [72].
4.3.2.5 Inhibitory cyklooxygenazy 2 a radioterapie
Vzhledem k protinadorovym u¢inklim celecoxibu zjiSténym v klinickych studiich, byl

zkouman jejich pfipadny potenciaéni G€inek pfi radioterapii. Né€kolik kolektivii autort zjistilo
zlepseni lécebné odpovédi kombinované 1é¢by a prodlouzeni doby do relapsu [46, 47, 51, 52].
Tento potenciacni efekt, jak je publikovano v literatuie, ma koeficient az 1,7 az 3,6 nasobku
efektu radioterapie [32, 33, 46, 47, 52, 61, 63, 64, 65, 66, 67].

V preklinické oblasti nejvyznamnéjsi praci je publikace z r. 2005 autorti Raju a kol.
[71]. Tato prace prokazala zvySenou radiosensitivitu zavislou na koncentraci celecoxibu.

4.4 Studie faze I

Vytvareni novych ¢i vyuziti stavajicich postupil v novych indikacich je v onkologii
nutnosti ke zlepSeni 1écebnych vysledkii. Prvnim krokem je testovani na Grovni studie faze I
nezéadoucich uc¢inki a stanovani maximalni tolerovatelné davky (MTD), kterd by méla byt
nasledné vyuzivana k dalSimu podrobné&jSimu zkoumani [55, 94]. Studie faze I vzdy vychazeji
z teoretickych predpokladii a preklinickych vysledka.

4.4.1 Design studii faze I
4.4.1.1 Definice toxicity limitujici davku zkoumaného léku/postupu (DLT)

Definice DLT vychazi z pfedpokladi ¢i toxicit zjiSténych z pfedchozich studii a u
kombinaci 1écebnych postupli prohloubeni jiz zndmych toxicit. Vzhledem k tomu, Ze kazdy
1écebny postup piinasi nové a né€kdy i necekané nezadouci uc€inky, které nelze predem
predpokladat, je nutné stanovit obecnad kritéria DLT [55, 56, 57, 61].

Toxicita testované lécby musi byt zaznamendvana podle platnych kritérii stanovenych
odbornymi spolecnostmi jako NCI (National Cancer Institute) nebo RTOG [60, 58].
4.4.1.2 Volba startovaci davky pro studii faze 1
zahajovat, je n€kolik. U viibec prvniho podani 1éku u €loveka je nutno vychazet ze studii na
zvitatech, které spliuji podminky Good Laboratory Practice [101].

Pokud je testovan novy postup s piipravkem, ktery je jiz vyuzivan v jinych indikacich,
obecné se doporucuje konzultovat ohledné vstupni davky vyrobce piipravku. Stanoveni
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vstupni davky vychazi z bezpecnostnich studii, které byly provedeny pted registraci
ptipravku.
4.4.1.3 Eskalacni schémata

Zakladnim paradigmatem klinickych studii faze I je premisa, Ze vyssi davka se rovna
lepsi ti¢innost. Toto neni v onkologii ani v jiném oboru obecné platné, ale je tieba si
uvédomit, Ze studie faze I zkoumaji v prvni fad¢ toxicitu, ktera stoupd s ddvkou podaného
1¢ku.

V dnesni dobé se nejcastéji vyuziva tzv. ,,3+3* design studie. Kazda kohorta pacientd
pro pfislusnou hladinu davky testovaného agens zahrnuje 3 pacienty. Pokud se u jednoho
z pacientll vyskytne DLT, do kohorty pfi stejné davce se pfibira dalsi 3 pacienty. Pokud Zadny
pacient ¢i pouze 1 z Sesti je postizen toxicitou definovanou jako DLT, je mozné eskalovat
davku a otevtit dalsi kohorty pacientii. Pokud naopak 2 ze 3 pacientd v kohorté, ¢i2 z 6
pacientl v rozsifené kohorté prod¢laji toxicitu terapie definovanou jako DLT, je tato davka
povazovana za konecnou ve studii, tzv. ddvka MAD (maximum administered dose). Davka
nizsi o jeden stupen, tj. davka podéavana v piedchozi kohorté je povazovana za MTD a je také
davkou doporucenou k dal§imu testovani ve studii faze II (phase II recommended dose).

Z dtvodu bezpecnosti, je nutno v kone¢né kohorté s davkou povazovanou za MTD provést
nabér dalSich pacientli do celkového poctu 6-12.
4.4.1.4 Velikost eskalacniho kroku

Vyse rozdilu davky mezi kohortami musi byt taktéZ stanovena pfedem. Nejcastéji se
vyuziva eskalace dle modifikovaného Fibonacciho schematu. Tato ¢iselnd sekvence se tvofi
pticitdnim piedchozich 2 ¢isel v numerické fadé€. Pro Gcely eskalace davky ve studiich faze I
byla tato Ciselnd sekvence upravena a eskalace mezi kohortami se provadi nadsobky dle
urceniho schématu, n, 2n, 3.3n, 5n, 7n, 9.3n ....

DalSimi zplsoby stanoveni eskala¢nich kroki mohou byt dany absolutnim ¢islem,
nejcastéji dvojnasobkem piedchoziho stupné, tzv. doubling, ¢i napt. velikosti/silou komercné
vyrabénych tablet (napt. 250mg, 500mg).
4.4.1.5 Volba studijni populace pacientit

Studijni populace pacientil vychéazi z primarniho zdméru studie. Z etického hlediska
lze u studie faze I provadét testovani u pacientll s pokro¢ilym onemocnénim a u pacientd, u
kterych stavajici moznosti terapie nepiinaseji dostate¢ny terapeuticky efekt. Déle plati obecna
pravidla vedeni klinickych studii jako zafazovani pacientli v dobré fyzické kondici ECOG PS
0 ¢i 1, s dobrou funkci jater, ledvin ¢i adekvatni hematopoetickou rezervou [53, 61, 95].
4.4.2 Hodnoceni studie faze I

Zakladnim parametrem hodnoceni studie I je stanoveni maximalni tolerovatelné davky
ptipravku ve zkoumaném terapeutickém postupu na zékladé hodnoceni akutni toxicity.

Dalsi cile je nutno hodnotit tak, jak byly stanoveny v designu studie. Toto zahrnuje
plné referovani akutni toxicity vSech stupnid, pfipadné, pokud studie bézi dostatecné dlouho, i
popis pozdni toxicity. Casto je popisovano i zhodnoceni terapeutického efektu ve smyslu
poctl parcidlnich remisi, kompletnich remisi, progresi, ddle doby do progrese a poptipadé
celkového preziti.
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5 METODIKA PRACE

Tato préace si stavéla za cil zjistit toleranci radioterapie pii maximalni eskalaci davky
Celebrexu — inhibitoru COX2, déle zjistit korelaci mezi tkdniovou exprexi COX2 v nadoru a
sérovymi hladinami VEGF jakoZto “markerem” vaskulogenezy. Klinicka odpovéd’ ve smyslu
dosaZeni remise onemocnéni byla druhotnym cilem této prace.
5.1 Nabér pacientii, vstupni a vylu€ovaci Kkritéria

Nabér pacientl do studie dle vstupnich a vylucovacich kritérii byl zahdjen od ledna

2007 a ukoncen v prosinci 2008. Pacienti byli o Gi¢asti ve studii informovani Gstné¢ i formou
informacniho letaku.
5.1.1 Vstupni kritéria pro zarazeni do studie
1) ptitomnost histologicky verifikovaného spinocelularniho karcinomu HaN s vyjimkou
karcinomu nasopharyngu
2) lokaln¢ pokrocily inoperabilni ndlez, nemetastaticky
3) vék minimaln¢ 18 let
4) ECOG performance status 0 nebo 1
5) schopnost polknout studijni medikaci (kapsle) bez rozkousavani
6) dostate¢na hematopoetickd kapacita (definovana vstupnimi hodnotami periferni krve:
hladina hemoglobin > 100 g/1, absolutni poéet neutrofilé > 1,5x 10°/1, po&et krevnich desti¢ek
> 100x10°/1)
7) dobré renalni parametry (definovany sérovymi hodnotami kreatininu < 100 pmol/I)
8) dostatecné jaterni fuknce (definovany sérovymi hodnotami alanin transaminazy - ALT a
aspartat transaminazy — AST do 2,5 nasobku horni hranice normy)
9) ud€leny pisemny informovany souhlas
5.1.2 Vyludovaci kritéria
1) anamnéza maligniho nddorového onemocnéni s vyjimkou nemelanomovych koznich
nadort a in situ nadoru ¢ipku délozniho
2) aktivni viedova choroba gastroduodena
3) zavazné onemocnéni jater ¢i ledvin
4) cerebrovaskularni onemocnéni
5) chronické srde¢ni selhavani
6) t¢hotenstvi, kojeni
7) zndma alergie na celecoxib nebo sulfonamidy

5.2 Parametry radioterapie
Pacienti byli 1é€eni plnohodnotnou kurativni radioterapii v rezimu 6- tydenniho
konkomitantniho boostu.
5.2.1 Parametry davek a frakcionace ozarovani
e celkova davka zéteni 72 Gy
e celkova davka na PTV1 54 Gy, 30 frakci a 1,8 Gy
e dosycovaci davka na PTV2 18 Gy, 12 frakcia 1,5 Gy
5.2.2 Definice cilovych objemii
Cilové objemy zahrnovaly priméarni tumor definovany klinickym vySetfenim,
zobrazovacimi technikami a fibroskopii, potfebné lemy tkani s predpokladanym
mikroskopickym $ifenim, lemy nastaveni a nepfesnosti (set-up margin) a lymfatickou drenédz
dle doporucenych postupit RTOG [60].
e GTV —objem nadoru - byl definovan dle makroskopického nddorového postizeni
detekovaného kontrastnim CT a endoskopii provedenou l¢kaiem ORL.
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e CTV —Kklinicky cilovy objem - CTV zahrnoval predpokladanou oblast
mikroskopického Sifeni. Byl definovan jako GTV s lemem 5mm a klinicky
nepostizené uzlinové oblasti dle doporuc¢eni RTOG.

e PTVI1 —planovaci cilovy objem - kompenzuje variabilitu v nastaveni mezi
jednotlivymi dny (tzv. set-up margin). Byl definovan jako CTV s lemem 10mm.

e PTV2 —planovaci objem pro boost (dosyceni). Obsahoval GTV s 5Smm lemem.

e ICRU (International Commission on Radiation Units) bod byl umistén do stiedu PTV.

5.2.3 Technika

Hlava a krk pacienta byly znehybnény individualné pfipravovanou termoplastickou
maskou. Planovaci CT simulace byla provadéna na oblast hlavy a krku od baze lebni az k
infraklavikuldrnim prostordm. CT bylo provadéno bez kontrastni latky, CT fezy byly 3 mm
tlusté.

Planovani ozatovacich objemt bylo provadéno na planovacich systémech vhodnych
pro trojrozmérnou konformni radioterapii a IMRT (Precise Plan, Electa).

Distribuce davky v PTV a v okolnich tkanich byla ziskdvana trojrozmérné a byla
vyjadiena formou davkove objemovych histogramt (DVH). Homogenita davky v PTV
respektovala doporuceni ICRU, minimum pfedepsané davky bylo 95%, maximum piekroceni
predepsané davky 107%.

Ozatovaci pole byla nastavena a upravena pouzitim techniky “beam’s eye view”. Byla
vyuzivana technika ,,step-and-shoot®. Digitalni portalové zobrazeni bylo ziskdvano 1x tydné a
srovnavano s rekonstuovanymi snimky s planovaciho CT. Rozdilnosti v nastaveni nad Smm
byly korigovany.

Technika IMRT byla vyuzivana u iradiace tumort v blizkosti michy jakozto kritického
organu v ptipadech, kdy hrozilo riziko pfekro¢eni maximalnich toleran¢nich davek.
5.2.3.1 Kritické organy

V této lokalité byla za kriticky organ povazovana micha, maximalni davky na michu
nepiekrocily 45 Gy.

5.3 Celebrex

Pacientlim byl v tomto studijnim protokolu podéavan inhibitor cyclooxygenazy-2
celecoxib po celou dobu ozafovani vcetné sobot, nedéli ¢i dni pracovniho klidu, pocinaje 1.
dnem ozafovani, konce poslednim dnem ozatovani.

Byla provadéna eskalace davky dle pfedem stanoveného schématu — zdvojovani davky
az do dosazeni DLT a nasledna deeskalace davky o 1/3 (se zohlednénim velikosti, resp. sily
tablet Celebrexu - 200mg).

Startovaci davka vychdzela ze zkusenosti ze studii provadénych v minulosti [42, 43,
44,45, 46, 47, 48, 49] a byla stanovena na 400mg /den (ve 2 podanich a 200mg).
Ndkres planované eskalace / deeskalace davky

400mg ——» 800mg ———» 1600 mg—> 3200mg —— ....

600 mg 1200 mg 2200 mg

—» eskalace

</_ deeskalace

Kohorty pacienti byly tfi¢lenné, dal$i nabér pacientli do kohort byl provadén pii
dosaZeni toxicity kombinované terapie pfedem stanovené jako toxicita limitujici davku.
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Nebyla dovolena redukce davky studijniho 1€ku u jednotlivého pacienta (tzv. “intra-
patient”). V piipadé nezadoucich ucinki ¢i jinych komplikaci bylo indikovano ukonceni
podani Celebrexu.

5.4 Hodnoceni toxicity, hodnoceni lécebné odpovédi
5.4.1 Metodika hodnoceni ¢asné a pozdni toxicity
Casna toxicita terapie byla hodnocena dle RTOG kritérii, které v té dobé byly
standardem na Klinice onkologické FN Ostrava, kde studie probihala [60] — v plné verzi
dizerta¢ni prace uvadim v pfiloze podrobnou tabulku toxicit. Toxicita terapie byla hodnocena
po ukonceni radioterapie a pfi kontrole 6 tydnii po ukonceni radioterapie. Pozdni toxicita byla
hodnocena dle CTC AE (Common Toxicity Criteria for Adverse Events) verze 3, ktera v té
dobé byla v dobé provadéni klinické studie nejaktudlné;si [58]. Tato byla hodnocena pro
ucely této studie pii navstévach ve 3. a 6. mésici po ukon€eni ozarovani a samoziejmé 1 pii
naslednych kontrolach v rdmci nestudijnich kontrol pacientd.
5.4.2 Definice DLT (toxicita limitujici davku)
V ramci ptipravy zakladniho designu tohoto klinického hodnoceni byla stanovena
kritéria nepfipustné toxicity 1écby. Tyto zahrnovala:
e jakoukoliv hematologickou ¢i nehematologickou toxicitu III. nebo vyssiho stupné
mukozitidu III. st. v ozafované oblasti
dermatitidu III. st. v ozafované oblasti
polykaci obtiZe znemoziujici peroralni pfijem studijni medikace
akutni toxicitu terapie, ktera zplisobi ukonceni 1é¢by nebo preruseni na vice nez 5 dnti
Definice cilové davky (phase II recommended dose)
Bylo stanoveno, Ze davka o 1 stupeil niz8i nez davka ptsobici DLT bude povaZovana za
cilovou davku, doporucenou k testovani na tirovni klinického hodnoceni faze II.
5.4.4 Metodika hodnoceni lé¢ebné odpovédi
Hodnoceni 1é¢ebné odpovedi bylo druhotnym cilem studie. Lécebna odpoved’ byla
hodnocena v 6 tydnech po ukonceni radioterapie, dale ve 3 mésicich, v 6 mésicich, ve 12
mésicich, v 18 mésicich a ve 24 mésicich po ukonceni 1écby.
Hodnoceni bylo vyjadieno ve smyslu hodnoceni dosaZeni remise na kompletni remise,
parcialni remise, relaps/progrese. Toto hodnoceni bylo provadéno dle kritérii RECIST, verze
1.0, kterd v dob¢ iniciace této studie byla aktudlni [106].

W e o o o

54.

5.5 Histochemické zpracovani vzorki tkani

Byla provedena analyza ptivodnich vzorkl tkani ziskanych biopsii pro tcely
diagnostiky. Analyza vzorkl zahrnovala ovéteni diagnozy a dale hodnoceni tkanové exprese
COX2 pro ucely urceni korelace vstupnich hodnot exprese COX2 v nddorovych buiikach
s hladinami VEGF v séru pfti 1écbé.

Po fixaci tkdn¢ formalinem byly z parafinovych block ziskany fezy 3-4pm tlusté.

Byly vzdy ptipraveny Cerstvé fezy, které byly barveny hematoxylinem a eosinem. Na téchto
fezech byla mikroskopicky ovétena ptivodni histopatologicka diagnéza. Déle byly pfipraveny
dalsi Cerstvé fezy, které byly dle doporuceni vyrobce manudlné zpracovavany monoklonalni
mysi protilatkou proti lidské COX2 [69]. Toto bylo provadéno zkuSenym persondlem
Patologického ustavu FN Ostrava. Bunécny barvici vzor pro anti-COX2 byl cytoplasmaticky.
Jako chromagen byl vyuzit diaminobenzidine.

Exprese COX2 byla vyjadiena v procentech pozitivné zbarvenych buné¢k k celkovému
poctu bun¢k. Odecet byl provadén zkuSenym patologem ve FN Ostrava.

15



5.6 Zpracovani sérovych vzorki k detekci VEGF

Pro ucely hodnoceni ptipadného korelatu 1é¢ebné odpovédi vyjadiené poklesem
vaskulogeneze byly provadény odbéry krve v pribeéhu radioterapie a v polécebném sledovani.

Odbér a zpracovani sérovych vzorkit VEGF bylo provadéno v prvni den ozafovani
(znaceno jako I), v poloviné ozafovaciho cyklu — 15. den (znaceno jako II), v posledni den
ozafovani (znaceno jako III) a pfi prvni kontrole v polé¢ebném sledovani 6 tydnli po ukonceni
radioterapie (znaceno jako IV).

Vzorek krve po odebrani byl ihned centrifugovan pii 3000 otackach/s po dobu 5 minut a
pipetou bylo odebrano sérum. Toto bylo rozdéleno do 2 zkumavek ke zmrazeni. Jedna
zkumavka byla uréena k laboratornimu zpracovani, druha jako zaloha.Vzorky byly
konzerovany pfi teploté -30° Celsia az do transportu, ktery byl provadén v suchém ledu.

Hladina sérové VEGF byla hodnocena metodou ELISA (Enzyme-linked
Immunosorbent Assay) za pouziti komeréné dostupné monoklonélni protilatky proti VEGF.
Zpracovani bylo provadéno dle doporuceni vyrobce zkuSenou imunologickou laboratofi.

Hladina sérové VEGF byla vyjadiena v absolutnich ¢islech v ng/ml (nanogram /
mililitr).

5.7 Statistické zpracovani

Ke zpracovani primarnich normalnich parametrickych dat byly pouZity robustni
statistické metody — pramér, rozptyl, frekven¢ni tabulky. Do zpracovani byla zahrnuta
vSechna ziskana data.

K dal$imu zpracovani dat byly vyuZity specidlni statistické metody dle doporuceni
statistika: McNemarQv test srovnani dichotomnich kategorickych dat, Shapiro-Wilk test k
analyze kontinudlnich dat o neparametrickém rozloZeni, Mann-Whitney U test ke srovnani dat
mezi skupinami a Wilcoxon test ke srovnani parovych dat. Ke zjisténi korelace (miry vztahu)
mezi expresi COX2 a hladinami VEGF byl vyuzit Spearmantiv korela¢ni koeficient [68].

Vsechny testy byly provedeny na hladin€ vyznamnosti o = 0,05.
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6 PRAKTICKA CAST, VYSLEDKY PRACE

6.1 Pacientsky soubor
V obdobi od ledna 2007 do ¢ervna 2008 byl proveden nabér pacientt s lokalné pokrocilym,
negeneralizovanym spinocelularnim karcinomem oblasti HaN. Generalizace byla vylou¢ena
sonografii dutiny btisni a skiagramem nebo CT vySetfenim hrudniku. Parametry onemocnéni a
celkového stavu pacientil splilovala vstupni kritéria.
Do studie bylo zahrnuto 32 pacientli. 29 pacientl byli muZi, 3 Zeny, pomér muzi k Zenam
byl 9: 1.
Primerny v&k pacientl byl 59 let, rozptyl 44-78 let. 15 pacientl bylo ve vékovém rozmezi
51-60 let, 11 pacientti bylo ve veku 61-70 let.
6.1.1 Charakteristika pacienti
Vzhledem ke vstupnim kritériim do studie byli zatazeni pacienti v dobrém celkovém
fyzickém stavu ECOG PS 0 a 1 a s dobrymi organovymi funkcemi.
6.1.1.1 Laboratorni ndlezy
Primérnd vstupni hladina hemoglobinu celého souboru pacientt pti vstupu do studie byla
140,8 g/1, minimalni hodnota byla 110 g/l, maximalni 163 g/1.
Primérna sérova hladina kreatininu byla 87,1 pg/l, minimalni hodnota byla 55 ng/l,
maximalni 117 pg/l.
Primérna sérova hladina alanin transferazy (ALT) byla 0,44 pkat/l, minimalni hodnota
byla 0,08 pkat/l, maximalni 1,81 pkat/l.
6.1.1.2 Viha
Priimerné vaha pacientl ve studijnim souboru byla 72kg, minimélni hodnota 50kg,
maximalni 168kg. VétSina pacientl se pohybovala v rozmezi 51-80kg, véha tfetiny pacientl se
pohybovala v intervalu 61-70kg.
6.1.1.3 Komorbidity
Nejcast€jSimi komorbiditami pacientii byly hypertenze (15 pacientl), chronické bronchitis
(9 pacienttll), chronicka obstrukéni plicni nemoc (4 pacienti), hepatopatie (3 pacienti) a stylismus.
6.1.2 Anatomicka distribuce nadori
V souboru 32 pacientl se u 28,1% se jednalo o karcinomy baze ust, u 31,3% o karcinomy
orofaryngu (z toho ve 40% o karcinom tonzily), u 9,4% o karcinomy hypofaryngu a u 31,3% o
karcinomy laryngu.
6.1.3 Stadium onemocnéni
Ve skupiné 32 pacientii mélo 22 v dobé zah4jeni terapie onemocnéni ve stadiu IV, 10
pacientl onemocnéni ve stadiu III. V ptipadech tumorii ve stadiu III se jednalo o onemocnéni bud’
inoperabilni vzhledem k periopera¢nim riziklim nebo o pacienty neoperované z diivodu osobniho
rozhodnuti pacienta.

Tabulka ¢. 2: Distribuce pacientského souboru dle stddia onemocnéni v jednotlivych
anatomickych lokalizacich

Lokalita nddoru | / Stddium onemocnéni — 111 v
Karcinomy dutiny ustni 0 10
Karcinomy hltanu 1 9
Karcinomy hrtanu 9 3
Souhrnné vSichni pacienti 10 22
6.1.4 TNM

Na pokrocilosti onemocnéni a zafazeni onemocnéni do pokroc€ilého stadia III ¢i IV u
jednotlivych pacienti, tak jak byla definovéana dle TNM klasifikace verze 6, se u 31 pacientil
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podilela velikost tumoru a u 22 pacientt postizeni uzlin. U 11 nebyly nalezeny postizené
lymfatické uzliny ani pfi klinickém ORL vySetieni ani pii vstupnim kontrastnim CT vySetfeni.
Rozséhlé postizeni uzlin, N2 nebo N3, bylo zjisténo u 14 pacientil.
Pocty vyskytu jednotlivych stadii tumoru (T) / lymfatickych uzlin (N).
T1 T2 T3 T4 NO N1 N2 N3
0 1 15 16 11 7 13 1

6.1.5 Histologie
VSechny histologické nalezy ziskané z pivodnich diagnostickych biopsii na riiznych
pracovisStich v regionu byly ovéteny 2. ¢tenim. Shoda mezi 1. a 2. ¢tenim histologie byla 100%. U
vSech pacientl se jednalo o dlazdicobunééné karcinomy.
Diferenciace (vyzravani tkan¢) byla vyjadfena stupném (oznacenym jako G1, G2, G3), jeji
rozloZeni bylo: Gl G2 G3

11 16 5

6.2 Radioterapie

U vSech pacientl byl dodrZen piedepsany ozafovaci rezim a cely cyklus radioterapie a bylo
dosazeno davky 72 Gy. U vSech pacientil byly dodrZeny pfedepsané objemy, tak jak byly
definovany vyse (metodika préce, kapitola 5.2).

V prezentovaném souboru byla celkova doba radioterapie primérné 43,9 dnti, nejkratsi
doba ozafovani byla 40 dnd, u 6 pacientii radioterapie trvala vice nez 45 dnti, z toho u 4 pacientil
vice nez 50 dnt.

Tabulka ¢. 3: Frekven¢ni tabulka vyjadfujici po€et dnl radioterapie a pocet pacienti
ozatovanych dany pocet dnli (véetné dnl vikendil)

Pocet ozafovacichdnu (40| 41 | 42 | 43 | 44 | 45 | 46 | 47 | 48 | 49 | 50 | 51 | 52

Pocet pacientll 411 6 7 5 3 0 1 1 0 3 0 1

K prodlouzeni délky radioterapie dochédzelo z diivodu vyskytu dnt pracovniho klidu mimo
soboty a ned¢le (statni svatky, vanoce ...) a v nékolika ptipadech z dlivodu technickych odstavek
ozafoven (zavady, servis...). Tato neplanovana prodlouzeni terapie nebyla korigovana.

6.3 Celebrex

Vsichni pacienti zafazeni do klinického hodnoceni uzivali Celebrex tak jak bylo stanoveno
v protokolu. Davka byla rozdélena do dvou podéani — ranni a vecerni medikace dle fadu lizkové
¢asti Kliniky onkologické FN Ostrava.

Pacienti byli rozdéleni do kohort dle ddvek Celebrexu — viz schéma.

Graf €. 1: Schéma fakticky provedené eskalace je zndzornéno nize

120T0 mg deeskalace /3_Bacienti + 3 pac.
1600 mg eskalace 3 pacienti  + 3 pac. + 12 pac.
800T mg eskalace 3 pacienti  + 3 pac. *

400T mg 3 pacienti

* 1 pacient vyirazen — nespoluprace
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Prvni kohorta 3 pacientli obdrzela davku 400mg Celebrexu na den, coZ je davka
hodnocena jako bezpec¢nd, doporuovana vyrobcem a bézné dlouhodobé uzivana v 1é¢bé
chronickych revmatoidnich onemocnéni. V této skupiné zadny z pacienti nemé&l v den ukonceni
iradiace toxicitu III. stupné dle RTOG.

Po dokonc¢eni hodnoceni vSech pacientl 1. kohorty, byla oteviena 2. kohorta pacienti.

V druhé kohorté jsme eskalovali davku na dvojnasobek, na 800mg/den. U jednoho pacienta doslo
v poslednim tydnu kombinované terapie k rozvoji mukozitidy III. stupné. Kohorta byla proto
roz$ifena a byl proveden nabér dalSich 3 pacientii. Jeden pacient nedokoncil uzivani Celebrexu,
nikoliv z diivodu toxicity ale z dlivodu nespolupréace. Nebylo dosazeno 30% toxicity v rdmci
kohorty (jak bylo definovano v designu studie), proto jsme davku eskalovali dale.

Ve treti kohorté jsme navysili davku Celebrexu opét dvojnasobné, tj. na 1600mg/den. Tuto
davku jsme jiz dale neeskalovali, ale naopak rozsifili pacientsky soubor, vzhledem k tomu, ze
predpokladem bylo, Ze se bude jednat o soubor kone¢ny. Celkem do této kohorty pacientii bylo
zafazeno 18 pacientd. V této kohorté pacientd doslo k rozvoji 3 pfipadt dermatitidy III. st., jeden
z téchto tii pacientl mél i mukozitidu III. st.. U jednoho pacienta doslo ve 3 tydnu radioterapie
k rozvoji generalizovaného exantému, jehoz etiologie nebyla zjisténa, a proto byl Celebrex
profylakticky vysazen a tato reakce byla hodnocena jako toxicita spojena s uzivanim Celebrexu.
Jak jiz bylo zminéno vyse, tuto davku jsme jiz dale neeskalovali, jednak proto, Ze se jednalo az o
4- nasobek bézné doporucené davky (riziko neptedvidatelnych l1ékovych interakci), a také proto,
ze jiz se jednalo o 8 kapsli denn¢ rozdelenych do 2 davek, coz pii zachovéani ptivodni chronické
medikace pacientll jiz bylo ndro¢né na spolupraci (velké mnozstvi 1€kt).

Vzhledem k vyskytu 4 ptfipadl akutni toxicity ve 3. kohorté pacientl bylo naopak
ptistoupeno k deeskalaci davky. V této kohorté pacienti uzivali davku Celebrexu 1200mg/den.
Zde bylo zatazeno celkem 6 pacientli. V této kohort€ pacienti nedoslo k rozvoji akutni reakce III.
¢i IV. stupné, proto byl nabér pacientl do studie na této trovni ukoncen.

U Zadného pacienta z Zadné kohorty nedoslo k rozvoji akutni reakce I'V. stupné.

Tabulka ¢. 4: Distribuce vyskytu akutni toxicity 1é¢by III. st. v rdmci kohort

Akutni toxicita III. stupné | dermatitida | mukozitida jind souhrn toxicit III. stupné
400 mg / den 0 0 0 0
800 mg / den 0 1 0 1
1600 mg / den 3* 1* 1 4
1200 mg / den 0 0 0 0

*2 DLT u jednoho pacienta

6.4 ,,Phase II dose*

Vzhledem k vySe prezentovanym vysledkiim toxicity a eskalaci davky, 1ze zhodnotit, Ze
bezpecnou davkou pro dalsi klinické hodnoceni (studie faze IT) za podobnych vstupnich kritérii je
davka 1200mg / den rozdélena do 2 podani (rano, vecer).

6.5 Celkové zhodnoceni toxicity radioterapie
6.5.1 Casna toxicita
Béhem radioterapie se vyskytla i méné€ zavazna toxicita nizSich stupnd, kterd nespniovala
kritéria DLT (dose limiting toxicity), tak jak byla stanovena v designu studie.
Cely rozsah Casnych toxicit, nezavisle na stupni dle RTOG, je zndzornén v nasledujici tabulce.
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Tabulka ¢. 5: Akutni toxicita 1écby (vSechny stupné) v kohortach pacientii

Davka Celebrexu [400mg / |800mg/ |1600mg/|1200mg /| Vyskyt
den den den den toxicity
Akutni toxicita nezavisle
jakéhokoliv stupné na davce
Celebrexu

Mukozitida 3 5 18 6 32
Dermatitida 3 5 18 6 32
DV}’/.sfagie se snizenim peroralniho 1 ) 9 ) 14
piijmu
Pocit suchosti v tistech 1 1 2
Anémie 1 1 6 1 9
Leukopenie 1 1
Lymfopenie 1 1
Hepatopatie 3 1 1 5
ZhorSeni renalnich funkci 1 1 2
Slabost, unava 2 3 5
Vahovy ubytek 1 7 1 9
Kandidova stomatitida 1 2 8 4 15
Nevolnost 1 1 1 2
Bolest s nutnosti uziti opioidi 1 1 4 1 7
Hemoptoe 1 1
Pyroza 1 1
Otok hrtanu 1 1

6.5.2 Pozdni toxicita

I kdyZ hodnoceni pozdni toxicity neni pfisné vzato parametrem k posouzeni tolerance lécby
pii eskalaci davky v rameci studie faze I, samoziejme byla i tato toxicita zaznamendavana, tak jak je
to provadéno u vSech pacientil leCenych na Klinice onkologické FN Ostrava. Bylo hodnoceno
postizeni: kiize — atrofie, hyperpigmentace, podkozi — indurace, fibréza, sliznice v ozafovaném
poli — petechie, atrofie, hrtanu — otok, a pocit suchosti v stech a souvisejici poruchy piijmu
potravy.

Hodnoceni bylo provadéno pti kontrole 6 mésicti po ukonceni terapie. Néjcastéjsim
nezddoucim pozdnim nasledkem lécby byla fibroza podkozi, dale xerostomie a asymptomaticky
otok hrtanu ¢i otok hrtanu bez respiracni insuficience. Postizeni 1. stupné se vyskytlo ¢astéji nez
postizeni II. stupné. U Zadného pacienta nebyla zaznamenéana pozdni toxicita III. ¢i vy$siho stupné
ani systémova toxicita mimo oblast radiace.

Vzhledem k tomu, Ze pozdni toxicita byla hodnocena s odstupem nékolika mésicii po
ukonceni 1écby, ¢ast pacienti nebylo mozno hodnotit. Diivodem bylo bud’ umrti pacienta, ¢i
relapsu nebo progrese onemocnéni v ozafovaném poli, tj. i v poli vyskytu nezddoucich ucinku.
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Tabulka ¢. 6: Vyskyt pozdni toxicity 1écby v jednotlivych kohortach pacienti

Oblasti

hodnoceni

toxicity ktze podkozi sliznice | slinné Zlazy hrtan nehodnoceno
Stupen

toxicity | 11 | 11 | 11 | 11 | 11

Kohorta | 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 2
Kohorta Il | 2 0 3 2 2 0 3 1 3 0 0
Kohorta III | 3 1 11 2 2 1 3 6 6 2 5
Kohorta IV| 2 0 5 0 2 0 2 1 0 2 1
Souhrnné 7 2 19 4 6 1 8 8 9 4 8

6.6 Exprese cyklooxygenazy

V bioptickych histologickych vzorcich z odebrané nadorové tkané vSech zatrazenych 32
pacientl jsme testovali expresi enzymu COX2. Exprese COX2 byla vyjadiena procentem COX2
pozitivnich bunék v poméru ke v§em buitkdm. Procentualni rozlozeni exprese tkanové COX2
v souboru testovanych vzorkl znédzorfiuje histogram nize.

Graf ¢. 2: Distribuce poctl tkanovych vzorkl dle % exprese COX2
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18 vzorkil vykazovalo expresi COX2 vyssi 50%, ve 14 vzorcich byla exprese rovna 50%
nebo méné nez 50%. Exprese mensi nez 50% pozitivnich bunék byla oznacena jako nizka (low),
naopak exprese nad 50% jako vysoka (high). Vzhledem k pouzité¢ semikvatntitativni metodice k
ziskani téchto dat dalsi rozdélovani tohoto malého souboru jsme jiz ned€lali a hodnoceni exprese
COX2 bylo provadéno na souboru jako celku.

6.7 Sérové hladiny VEGF

Dalsi testovanou proménnou byla hladina VEGF v séru pacientii. Pisemny souhlas
s testovanim jsme obdrzeli od vSech zucastnénych pacientt.
Vzorek séra byl odebiran v pritbéhu radioterapie:

e na zacatku radioterapie — v 1. den radioterapie, oznacovano jako I,

e v poloviné radioterapie — 15. ozafovaci den, ozna¢ovany jako II,

e v posledni den radioterapie — 30. ozafovaci den, oznacovany jako III,
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e posledni odbér byl provadén 6 tydnd po ukonceni radioterapie s Celebrexem (follow-
up), oznacovan jako I'V.

Graf ¢. 3: Sérové hladiny VEGF v prabchu 1é¢by (I, I, III) a ve follow-up (IV)
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L, I1, IIL, IV — doba odbéru vzorku

I - 1. den radioterapie

II - 15. den radioterapie

III — 30. den radioterapie

IV — 6 tydnu po ukonceni radioterapie

Byla provedena analyza vyvoje hladiny VEGF v séru v prib¢hu 1é€by. Statisticka analyza
byla provedena parovym t-testem. Parovani hodnot bylo vysoce signifikantni.

Nebyl prokazan signifikantni rozdil mezi hladinami sérové VEGF mezi 1. a 15.
ozatovacim dnem (I vs. II), p = 0,12.

Nebyl prokazan signifikantni rozdil mezi hladinami sérové VEGF ani mezi 1. a 30.
ozatovacim dnem (I vs. III), p = 0,52.

Signifikantni pokles hladiny VEGF v séru byl prokazan mezi 1. ozatovacim dnem (tumor

neovlivnén lé¢bou) a 6 tydnl po ukonceni ozaieni (doba predpokladané remise po 1écbé) — I vs.
IV, p=0,011.

6.8 Korelace mezi COX2 a VEGF
Dale byla provedena statisticka korelace mezi expresi COX2 v naddoru a poklesem hladiny
VEGF v pritbéhu 1é€by, resp. po 1é€bé (odbér IV).

V celé studijni populaci nebyla nalezena korelace mezi exprexi COX2 v bioptické tkani v
nadoru a dynamikou VEGF popsanou vyse, p = 0,419.

U pacientl s nizkou expresi COX2 (<50%) signifikantni pokles v hladinach VEGF taktéz
nebyl prokazan.

Nicméné u pacientt, kde exprese COX2 v nadoru byla vstupné vysoka, byl zaznamenan
signifikantni pokles VEGF mezi hladinami pfi zahéjeni 1é€by (I) a v polécebném sledovani (IV),
p = 0,022.
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Graf ¢. 4: Korelace mezi expresi COX2 a sérovou hladinou VEGF
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Expression in samples

High I — sérova hladina v 1. den RT u pacientii s expresi COX2 u > 50% bunék v nadoru
High IV - sérova hladina 6 tydni po RT u pacientt s expresi COX2 u > 50% bunék v nadoru
Low I — sérova hladina v 1. den RT u pacienti s expresi COX2 <50% bunék v nadoru

Low IV - sérova hladina 6 tydni po RT u pacientii s expresi COX2 <50% bunék v nadoru

6.9 Lécebna odpovéd’, follow-up

Hodnoceni 1écebné odpovédi bylo druhotnym cilem studie. Lécebna odpoveéd’ byla
hodnocena v 6 tydnech po ukonceni radioterapie, dale ve 3 mésicich, v 6 mésicich, ve 12
mésicich, v 18 mésicich a ve 24 mésicich po ukonceni 1é€by. Vzhledem k tomu, Ze pozdni toxicita
byla hodnocena s odstupem né€kolika mésicii od ukonceni 1é¢by, ¢ast pacientii nebylo mozno
hodnotit vzhledem k jejich umrti. Pro pfehlednost tato imrti jsou zahrnuta do tabulky nize, 1 kdyz
sensu stricto se nejedna o lecebnou odpovéd’ jako takovou. V této tabulce tyto udaje slouzi spise
k vysvétleni ibytku pacientd pro nasledny follow-up.

Tabulka ¢. 7: Lécebna odpoveéd v poléCebném sledovani

6 3 6 9 12 18 24
tydnli | mésice | mesich | mésicii | mésich | mesict | mesich

Kompletni remise 22 23 21 217 18 16" 15%
Parcialni remise 5 0 2% 1* 1* 1*
Relaps/progrese 3 3 7 3 5 2 2
Umrti spojené s tumorem 0 3 2 1 4
Umrti nesouvisejici s tumorem 0 1 0 1 1
Pocet pacientil pro dalsi follow-up 32 31 28 26 24 19 18

* ]é¢ebna odpovéd’ po reiradiaci

* 1 pacient po salvage chirurgii

(Nota bene: celkem u 3 pacientl byla provedena salvage chirurgicka 1é¢ba, u 2 pacienti se jednalo o laryngektomii s
blokovou direkci krénich uzlin, u 1 pacienta o rozsifenou tonzilektomii. 4 pacienti byli 1é¢eni reiradiaci pro recidivu
onemocnéni.)
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Tabulka ¢. 8: Klinickd odpovéd ve 3 mésicich sledovani

Kompletni Parcidlni Progrese /
Klinicka odpovéd’ remise remise relaps
Kohorta 1 (400mg/den) 1 1 1
Kohorta 2 (800mg/den) 5 0 0
Kohorta 3 (1600mg/den) 12 4 2
Kohorta 4 (1200mg/den) 5 0 1
Celkem 23 5 4
Tabulka ¢. 9: Klinicka odpovéd v 6 mésicich sledovani
Kompletni Parcialni Progrese / | Umirti souvisejici
Klinicka odpovéd’ remise remise relaps s tumorem
Kohorta 1 (400mg/den) 0 0 1 2
Kohorta 2 (800mg/den) 4 0 1 0
Kohorta 3 (1600mg/den) 13 0 3 1
Kohorta 4 (1200mg/den) 4 0 2 0
Celkem 21 0 7 3

(Nota bene: posledni sloupec nevyjadiuje 1é¢ebnou odpoved’ jako takovou, nybrz slouzi k ilustraci ibytku pacientd.)

Rozdil v relativnich proporcich kompletnich a parcidlnich remisi ve 3 a 6 mésici
polécebného sledovani byl statisticky nesignifikantni, p = 0,073.

Tabulka ¢. 10: Vyvoj 1é¢ebné odpovédi v Case

6 3 6 9 12 18 24
tydnti | mésice | mésici | mésicli | mésich | mesicli | mésici

Kumulativni pocet
kompletnich remisi 22 23 21 21 18 16 15
Parcidlni remise 7 5 0 2 1 1 1
Nové vznikly relaps ¢i
progrese 3 1 6 1 3 1 1
Kumulativni pocet umrti
souvisejici s tumorem 0 0 3 5 6 10 11

(Nota bene: Umrti pacientii bylo bud’ v souvislosti tumorem, nebo bylo na interni komorbidity.

Dva pacienti zemfeli na kardiovaskuldrni ptihodu. Dva pacienti zemieli ¢asné po 1é¢bé, jeden na maligni kachektizaci
pri perzistentnim onemocnéni. U dvou pacientl bylo zjisténo generalizované onemocnéni, aniz by byl lokoregionalné
zjistén tumor. U jednoho z téchto 2 pacienti se jednalo o generalizaci v plicich, ktera mohla souviset s primarnim
onemocnénim, u 2. pacienta (Zena) se jednalo o generalizaci do skeletu, ktera nebyla dale doSetfovana.

U jednoho pacienta bylo zjisténo histologicky verifikované duplicitni maligni postizeni plic. Dal§i umrti probéhla az s
odstupem vice nez 18 mésicti po ukoncéeni 1écby a to v souvislosti s relapsem onemocnéni.)
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7 DISKUZE

Nédory HaN jsou sice malou skupinou nadorti, nicméné vzhledem k naro¢nosti 1éby a
Spatné prognodze velmi vyznamnou. Tyto nadory postihujici prevazné muze a vyskytuji se v
produktivnim véku. V tvodu jsem nastinila demograficka data celonarodni, déle situaci na Klinice
onkologické ve FN v Ostravé, ktera je v Moravskoslezském kraji nejvétsim onkologickym
centrem. Studijni soubor prezentovany v této praci zahrnoval 32 pacientt, a, byt’ byl pocetné
maly, tak svym demografickym rozlozenim odpovidal velkym souboriim pacientt.

Ve snaze o zlepSeni lokoregionalni kontroly nadorti je celosvétové zkoumano mnoho
ptistupu. Jednim z nich je ovlivnéni nitrobunéénych drah inhibici enzymu COX2. Raju a kolektiv
[71] prezentovali v roce 2005 in vitro studii na tkdnovych liniich HaN nédort, na kterych
prokézali inhibi¢ni efekt na nddorovy rist zpisobeny celekoxibem. Dale byl v této studii na
tkanovych kulturach prokazan potenciacni efekt celekoxibu na radioterapii a koncentracni
zavislost tohoto efektu.

Na zakladé téchto informaci jsme ptipravili studii faze I, kterd vychazela z téchto
teoretickych pfedpokladi a méla za prvotni cil zjiSténi maximalni tolerovatelné davky Celebrexu
(celekoxibu, inhibitoru COX2) in vivo u pacientli s pokroCilym nadorem HaN ozatfovanych s
kurativnim zdmérem.

V dostupné literatute zabyvajici se 1é¢bou riiznych nadorti inhibitory COX2, za tzv.
vysokou davku celekoxibu byla povazovana davka 800mg / den rozdélena do dvou podani [73,
74,75, 76, 77]. V Zadné studii nebyla provadéna eskalace do vyssi davky. Bud “up-front” byla
stanovena tato davka jako nejvyssi testovand, nebo byla na této davkové trovni klinicka
hodnoceni ukoncena, i kdyz nebyla dosazena DLT.

V této studii jsme pfedem Zadnou stropovou davku celekoxibu nestanovili. V pribéhu
eskalace se vSak ukazalo, Ze maximalni davkou, kterou jsou pacienti ochotni po dobu radioterapie
uzivat, je davka 1600mg / den, a to z divodu mnoZstvi uzivanych tablet na den ( t.¢. jsou
komercné dostupné tablety a 200 mg). Pti této davce se také jiz objevila zvySena toxicita
radioterapeutické 1é€by, proto v dalSim testovani byla davka sniZena. V naSem souboru pacienti
jsme zjistili, ze davka 1200 mg / den ve dvou podanich je nejvyssi tolerovanou davkou Celebrexu,

DalSim cilem této malé klinické studie faze I bylo zhodnoceni exprese COX2 v nadorové
tkani. Vzhledem k tomu, Ze toto nebylo primarnim cilem studie, nezatéZovali jsme pacienty
novym odbérem biopsie a pouzili jsme k testovani ptivodni diagnostické vzorky. Souhlas k
testovani piivodnich diagnostickych biopsii udélilo vSech 32 pacientd.

K hodnoceni byla pouzita semikvantitativni imunohistochemick4 metodika, nedovolujici
podrobnou analyzu. Pfesnéjsi metodiky jako napt. FISH - fluorescentni in situ hybridizace v
tomto malém souboru vyuzity nebyly, jednak pro finan¢ni a technickou naro¢nost a jednak proto,
ze se jednalo o vstupni pilotni soubor pacientti. Nicméné pouziti komeréné dostupnych testii
dostatecné poslouzilo ke “skrininkovym” G¢elim této studie ve smyslu identifikace vysoké a
nizké exprese COX2 v nadorovych butikach. U poloviny souboru vzorkl buiiky exprimujici
COX2 tvotily dominantni populaci nddorovych bunék (nad 50%). Tato data odpovidaji zjiSténim
a prezentovanym vysledkiim v odborné literatufe a to jak u nadord HaN [29, 30], tak i ostatnich
solidnich nadord [73, 78, 79 ].

Rada studii zkoumajicich expresi COX2 v nadorech prokazala nadmérnou expresi VEGF v
nadorovych buiikach [34, 66, 67, 80] a také zavislost produkce VEGF na COX2 [81]. V této studii
nas zajimalo, zda existuje méfitelny korelat vaskulogenezy u nddortt HaN, zda je jakkoliv zavisly
na expresi COX2 v nadorové tkani a ptipadné, zda se méni v zavislosti na 1écbé. Carbone a
kolektiv [80] prezentovali piedbézné data na téma pohybu hladin VEGF u 1écby
nemalobunéénych karcinomi plic, kde prokazali pokles sérové hladiny VEGF po kombinované
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terapii (chemoterapie, radioterapie, celekoxib). Jednalo se nicméné o predbézné vysledky a
nejsme si védomi, Ze by kdy byly publikovany kompletni zdvérecné vysledky této studie.

V naSem souboru jsme hodnotili vyvoj hladin sérové VEGF v prabéhu 1é¢by a pti kontrole
6 tydnl po ukoncéeni kombinované 1€cby (radioterapie, celekoxib). K odbéru hladin VEGF udélili
souhlas vSichni pacienti. V pribéhu radioterapie k signifikantnimu poklesu hladin VEGF nedoslo.
Signifikantni pokles VEGF se projevil az s odstupem 6 tydnli ve srovnani se vstupnimi hladinami.

Zhu a kolektiv prezentovali praci ohledné 1é€by nemalobunéénych plicnich karcinomtl.
Zjistili, Ze pti kombinované terapii s celekoxibem k poklesu produkce VEGF doslo u nadort s
vysokymi hladinami COX2, zatimco u nddort neexprimujicich COX2 k poklesu produkce VEGF
nedoslo [81].

I v naSem souboru jsme provedli tuto analyzu. Soubor pacientli jsme rozd¢lili na skupinu s
vysokou expresi COX2 v naddorové tkdni (nad 50%) a s nizkou expresi (pod 50%). Hodnotili jsme
u téchto 2 skupin pacientli vyvoj hladin VEGF. Analyza prokazala, Ze pokles VEGF u pacientii v
polécebném sledovani, prokazany v celé studijni populaci, je omezen pouze na pacienty s
nadpolovi¢ni populaci nadorovych bunék exprimujicich COX2 v nadorové tkéani. U pacientti s
tumory s nizkou expresi COX2 k poklesu sérové VEGF nedoslo.

Toto klinické zjisténi nedokazuje lepsi i€innost kombinované terapie a nedovoluje Cinit
zadné zavéry. Signifikantni pokles VEGF u pacient s COX2 exprimujicimi tumory naznacuje
moznou klinickou interakci nitrobunéénych drah a nastinuje pfipadnou cestu k dalSimu zkoumani.

8 ZAVER

Lécba nadorti HaN prochézi v poslednich desetiletich zménami jak v oblasti technologii
pii ozafovani, operacnich technik, tak i v oblasti onkologické systémové terapie a potenciace
radioterapie. Mnozstvi védeckych tymu celosvétoveé zkouma na laboratorni 1 klinické urovni
metodiky, jak zlepsit vysledky onkologické lécby nadortt HaN, a tak i pfeZiti pacientd.

Tato mala klinicka studie si stavéla za cil stanoveni davky celekoxibu vhodné pro dalsi
klinické testovani — phase II dose. Tato byla stanovena na 1200 mg / den (rozdélena do 2 davek).
Dale vysledky dopliujicich testovani ukazaly, Ze u tumora s nadpolovi¢ni populaci bunék
exprimujici COX2 dochazi ke statisticky vyznamnému poklesu VEGF v polécebném sledovani.

Tato klinicka studie nebyla koncipovéana k vysvétleni mechanismt interakce radioterapie a
COX2 ¢1 COX2 a VEGF.

V této praci dale popisné prezentuji klinické vysledky 1écby.

Zjisté€né parametry mohou byt ndpomocny k piipravé studie faze II zahrnujici vétsi pocet
pacientd a nékolik dal§ich proménnych jako rozdéleni dle lokalizaci nadort, vstupnich
charakteristik pacient ¢i nacasovani podani celekoxibu v pribéhu 1écby.
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