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Abstrakt

Uvod: Lécba lokalng pokrogilého karcinomu rekta (LARC) je multimodalni. Jeji soudasti je
neoadjuvantni radiochemoterapie (NCHRT), ktera snizuje riziko lokalni recidivy. Tato 1écba je
vSak doprovéazena také vedlejSimi ucinky. Proto se hledaji prediktivni markery umoznujici
identifikovat skupinu pacientti neodpovidajici na 1écbu, a tim je uchranit od neptiznivych
ucinki této 1écby. S timto cilem byly vySetieny somatické mutace karcinomu rekta a dale
monitorovana cirkulujici nddorova DNA (ctDNA) jako potencialni biomarker zalozeny na
tekuté biopsii. Zkoumali jsme plazmatické zmény ctDNA béhem prvnich dnit NCHRT a jejich
vztah k ¢asné odpovédi nddoru na 1écbu a k celkovému pieziti nemocnych.

Metodika a soubor: Soubor zahrnoval 36 pacientli s LARC (klinické stadium II nebo III)
podstupujicich NCHRT pied chirurgickou 1écbou. Pred zahdjenim 1écby byly vysetfeny
somatické mutace v biopsiich tkan¢ odebranych béhem endoskopického vysetieni. CtDNA byla
extrahovana ze vzorkl plazmy pacientl pted terapii a na konci prvniho tydne 1é€by. Abychom
optimalizovali néklady na testovadni, vyuzili jsme dvoustupnovy pfistup, pfi kterém byla
nejprve pouzita finanéné€ dostupnd metoda, a to detekce za pomoci denaturacni kapilarni
elektroforézy, po které nasledovalo vysetieni piivodné negativnich vzorkll vysoce citlivym
testem BEAMING. CtDNA byla nésledné korelovana s klinickymi parametry, vcetné stupné
regrese nadoru (TRG), stddia TNM a pieziti nemocnych.

Vysledky: Somatickou mutaci jsme detekovali u 33 z 36 pacientt (91,7 %). 7 pacientt (7/33,
21,2 %) mélo pred zahdjenim lécby ptfitomnou ctDNA. Tyto nalezy nebyly dostate¢né
k rozhodnuti vynechat u detekovanych pacientit NCHRT. V dlouhodobém intervalu pozitivita
ctDNA pted 1écbou snizila pteziti bez nemoci (DFS) a celkové pieziti (OS) v priiméru o 1,47,
respektive 1,41 roku (p = 0,015 ap =0,010). U vSech pacientl byla ctDNA do konce prvniho
tydne NCHRT vyznamné snizena nebo zcela eliminovana z plazmy, bohuzel bez korelace
s nékterym z klinickych parametra.

Zavér: CtDNA byla bez rozdilu sniZzena ¢i eliminovdna z ob&hu vSech pacientli, proto
dynamika zmén béhem prvniho tydne NCHRT neni vhodna k predikci ¢asné 1écebné odpovedi
u nadoru rekta. Pfedlécebna pozitivita ctDNA predstavovala statisticky vyznamny negativni
prognosticky biomarker pro celkové pteziti pacientii. Piesto obecny princip rychlé eliminace

ctDNA béhem pocatecnich dnlt NCHRT je pozoruhodny a mél by byt dale studovan.

Klic¢ova slova: nador rekta, neoadjuvantni chemoradioterapie, cirkulujici nddorova ctDNA,

predikce, prognoza, odpoved’, 1é€ba, biomarker



Abstract

Introduction: The treatment of locally advanced rectal cancer (LARC) is multimodal. It
includes neoadjuvant radiochemotherapy (NCHRT), which reduces the risk of local recurrence.
However, this treatment is also accompanied by side effects. Accordingly, there is an unmet
need to identify predictive markers allowing to identify non-responders to avoid its adverse
effects. We monitored circulating tumor DNA (ctDNA) as a potential liquid biopsy-based
biomarker. We have investigated ctDNA changes plasma during the early days of NCHRT and
its relationship to the immediate tumor response as well as overall patients survival.

Methods and Patients: The studied cohort included 36 LARC patients (stage II or III)
undergoing NCHRT with subsequent surgical treatment. We have detected somatic mutations
in tissue biopsies taken during endoscopic examination prior to the therapy. CtDNA was
extracted from patient plasma samples prior to therapy and at the end of the first week. In order
to optimize the analytical costs of liquid-biopsy testing, we have utilized a two-level approach
in which first a low-cost detection method of denaturing capillary electrophoresis was used
followed by examination of initially negative samples by a high-sensitivity BEAMING assay.
The ctDNA was related to clinical parameters including tumor regression grade (TRG), TNM
staging and patient survival.

Results: We have detected a somatic mutation in 33 out of 36 patients (91.7 %). Seven patients
(7/33, 21.2 %) had ctDNA present prior to therapy. These findings were not sufficient to decide
not to administer NCHRT to detected patients. The ctDNA positivity before treatment reduced
post-operative disease-free survival and overall survival by an average of 1.47 and 1.41 years,
respectively (p = 0.015, and p = 0.010). In all patients, ctDNA was strongly reduced or
completely eliminated from plasma by the end of the first week of NCHRT, with no correlation
to any of the parameters analyzed.

Conclusions: As ctDNA was reduced indiscriminately from the circulation of all patients,
therefore the dynamics during the first week of NCHRT is not suitable for predicting the
immediate therapeutic response in rectal cancer. The baseline ctDNA presence represented a
statistically significant negative prognostic biomarker for the overall patient survival. However,
the general effect of rapid ctDNA disappearance apparently occurring during the initial days of
NCHRT is noteworthy and should further be studied.

Keywords: rectal cancer, neoadjuvant chemoradiotherapy, circulating tumor ctDNA,

prediction, prognosis, response, therapy, biomarker



1. Uvod

Soucasna 1écba nadort rekta je multimodalni. Pouze u ¢asnych nadort je postupem volby
operace jako jediné 1é¢ebnd modalita. Pacienti s lokaln¢ pokroc¢ilym naddorem klinického
stadia II a III jsou pfed operaci indikovani k neoadjuvantni 1€cb¢ spocivajici v kombinaci
zevniho ozareni a konkomitantni systémové chemoterapie (NCHRT). V Posledni dob¢ se
objevuje 1 tzv, totalni neoadjuvantni terapie, zahrnujici chemoterapii s naslednou chemo-
radioterapii pted chirurgickou intervenci [1].

Hlavnim pozdnim onkologickym rizikem 1é¢by karcinomu rekta jsou recidivy. Cilem
neoadjuvantni 1é€by je eliminovat recidivy lokalni. NCHRT nevede ke zlepSeni celkového
preziti nemocnych (OS), nevede ani ke zvysSeni poctu svérace zachovnych vykonti. NCHRT
signifikantné zhorSuje pooperaéni funkéni vysledky.

Neodjuvantni 1é¢ba je zatizena nezddoucimi ucinky, zejména postradiacnim poSkozenim
panve koncici fibrézou, poruchou funkce analniho svérace, inkontinenci a sexualnimi
dysfunkcemi. NCHRT zvysuje riziko pooperacnich komplikaci a prohlubuje projevy LARS
(Low Anterior Resection Syndrome).

Neoadjuvantni radiochemoterapii lze aplikovat v tzv. kratkém nebo dlouhém reZimu. Jen po
dlouhém rezimu a odstupu Ize ocekdvat patrnou 1écebnou odpoved, kterd se individualné lisi.
U casti nemocnych dojde uc¢inkem NCHRT ke kompletnimu vymizeni nadoru, u dalsi skupiny
k Castené regresi, vyjadiené zmenSenim nadoru, zmensenim poctu uzlin v mezorektu nebo
jejich vymizenim. Pacienti s kompletni 1é¢ebnou odpovédi maji vynikajici progndzu. Témet
90 % pacientli je v remisi po 5 letech od operace [2]. U téchto pacientli je mozné volit za piisné
stanovenych kritérii neoperacni postup a nemocné jen sledovat (Watch and Wait). Naopak az
u 40 % pacientli zistane stav 1é€bou neovlivnén. Pfesto jsou i tito nemocni vystaveni vSem
rizikiim, kterd z neoadjuvantni 1é€by vyplyvaji. Jsou zatiZzeni odkladem operace, ackoliv
z neoadjuvantni 1écby neprofituji. U téchto tzv. nonrespondert by bylo vhodnéjsi pfedoperacni
1é¢bu modifikovat ¢i zcela vynechat a tim eliminovat jeji nezddouci ucinky.

Proto se hledaji prediktivni markery, které by umoznily identifikovat skupinu nemocnych
s dobrou odpovédi na 1é€bu a na druhé stran¢ skupinu nemocnych s odpoveédi minimalni. Tim
by bylo mozné omezit nezadouci U¢inky lécby u neprofitujicich pacientli, ale také snizit
neefektivné vynaloZené financni prostfedky na 1é€bu. Optimaln€ by tyto markery mély byt
prokdzany pred zahajenim nebo ¢asné€ po zahdjeni NCHRT. Stanoveni téchto marker by mélo

byt financné 1 Casové prijatelné.



Z4dny z téchto dosud zkoumanych markerti zatim neni dostate¢nd spolehlivy. V poslednich
letech se zkoumd vyznam volné nadorové DNA (ctDNA) pfitomné v krevnim obchu pfti
nadorovych onemocnénich. CtDNA je do krevniho ob&hu uvoliiovéna z nddoru. Mnozstvi
uvolnéné ctDNA zavisi na typu a pokrocilosti nadoru.

Béhem NCHRT dochézi k poskozeni nadorovych bunék a k uvolnéni jejich DNA do krevniho
obéhu. Mnozstvi uvolnéné DNA béhem NCHRT by mélo postupné klesat v korelaci se
stupném poskozeni nadoru béhem onkologické 1écby. CtDNA lze detekovat a potencionalné ji

vyuzit k predikci 1écebné odpovédi na NCHRT.



2. Literarni prehled dané problematiky

2.1 Incidence

Kolorektalni karcinom (CRC) patfi celosvétové mezi nejéastéjsi malignity. V Ceské republice
incidence CRC dosahuje 70 na 100 000 obyvatel. To znamena, e ro¢n& je v CR nové
diagnostikovano okolo 7 000 pacienti s CRC. Piiblizn¢ polovina onemocnéni je stale
diagnostikovéna ve stadiu pokrocilé choroby. Mortalita na onemocnéni v poslednich letech

mirng klesa, diky ¢asnéjsi diagnostice a efektivngjsi 1écbe (Graf 1).

Graf 1 Casovy vyvoj hrubé incidence (pocet novych piipadii na 100000 osob) a hrubé mortality
(pocet imrti na diagnoézu na 100000 osob) pro kolorektalni karcinom v celé populaci.

Zdroj www.svod.cz.
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Vékovy median stanoveni diagndzy je 70 let, ale onemocnéni piibyva i u mladsich pacientt

(Graf 2).

Graf 2 Vékova struktura pacientti s CRC
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Nadory rekta tvoii 30 % téchto malignit. Pacienti s nadory rekta byvaji mladsi a jsou mezi

nimi zastoupeni ¢ast€ji muzi.

2.2 Epidemiologie

Na rozvoj CRC ma vliv jak zevni prostiedi, tak i geneticka predispozice pacienta.

Zvysena spotieba alkoholu, koufeni, zvySeny piijem c¢erveného masa a uzenin, obezita, DM
2. typu a nespecificky sttevni zanét jsou prokazatelné¢ rizikové faktory rozvoje kolorektalniho
karcinomu. Velmi diilezité jsou protektivni faktory, které plisobi proti rozvoji CRC. Jsou to
zejména zvySena fyzicka aktivita, zvySeny piijem vlakniny, mléka, kalcia a cesneku. Také
nesteroidni antiflogistika (NSAID) a vitamin D maji protektivni vliv. Pravé u¢inek NSAID se
da vysvétlit jejich protizdnétlivym plisobenim, resp. inhibici cyklooxygenazy ve sliznici
tlustého streva.

Metaanalyza publikovana v roce 2011 ukézala, ze ptijem etanolu mezi 12.6 az 49,9 g denn¢ je

spojen s 21 % zvySenym rizikem a denni pfijem rovny nebo vétsi 50 g etanolu denné s 52%
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zvySenym rizikem vzniku kolorektalniho karcinomu [3]. Mechanismus uc¢inku alkoholu
v karcinogenezi neni pln¢ objasnén, ale predpoklada se, Ze karcinogenni proces zahrnuje
pusobeni alkoholu na syntézu folatu. Alkohol je v tlustém stfevé mikrobidln¢ metabolizovan na
acetaldehyd, ktery degraduje folat. Protoze folat je nutny pro syntézu a opravu DNA, deficience
folatu muze vést k rozpadu chromozomii a poSkozeni DNA, které miize piispét ke
karcinogenezi.

Metaanalyza zamétena na vliv koufeni pii rozvoji CRC jednoznacné prokazala, ze kouteni je
spojeno s 18 % vySS$im rizikem u kufdkil ve srovnani s nekutdky. Je zajimavé, Ze toto plati jesté
vyrazngji u nddort rekta ve srovndni s nddory kolon [4].

U cCerveného masa a uzenin se piedpoklada karcinogenni vliv nitrosamint vznikajicich zejména
pfi nevhodné tepelné upraveé masa.

Dal$imi rizikovymi faktory pro vznik kolorektalniho karcinomu jsou obezita, zejména
visceralni typ, DM 2. typu a nespecificky sttevni zanét [5, 6].

Hyperinsulinémie vede ke zvySené proliferaci bun¢k a redukci apoptozy [7]. Vzhledem k
ptfitomné insulinorezistenci obéznich ma hyperinsulinémie pravdépodobné vliv na vznik CRC.
Experimentalni dikazy z minulych let zdlraziuji ulohu stfevni mikroflory pii rozvoji
zangtlivych a malignich gastrointestindlnich onemocnéni [8]. Analyzy prokazaly, ze skladba
mikrobt osidlujicich tlusté stftevo u CRC je jind nez u zdravych jedincti. Urcité mikrobidlni
typy (Fusobacterium spp.) mohou navodit ve sliznici tlustého stfeva diskrétni zanét. Toto
chronické prozanétlivé prostiedi se pak miiZze podilet na vzniku CRC podobné jako u IBD.
Ukézalo se také, Ze urcité mikroby (Enterococcus feacalis) jsou schopny produkci vlastnich
toxind pfimo poskozovat DNA sliznice tra¢niku. Pokud dojde ke zméné pomért a nartstu
téchto specifickych kment ve stfevni mikrofléte, mize to byt jednim z mechanismt vedouci
k rozvoji CRC.

Dale je zkoumdna souvislost mezi vyskytem ur¢itych metaboliti ve stolici a rozvojem
kolorektalniho karcinomu. Neékteré z téchto metabolitii vznikaji ve stfevé ucinkem stievni
mikroflory. Ukazuje se, ze pro kolorektalni karcinom je typicky zvysSeny vyskyt sekundarnich
zluc¢ovych kyselin a urcitych metaboliti hemoglobinu ve stolici [9]. Také nékteré fosfolipidy a
produkty oxygenace cholesterolu jsou ve zvySené mife nalézany u pacientli s CRC. SniZené
hladiny steroidnich hormoni u muzi jsou spojovany s rizikem rozvoje CRC. Mozné
mechanismy, kterym steroidni hormony snizuji riziko rozvoje CRC, jsou spojeny s jejich
ulohou v prevenci nezadoucich u¢inkl indukovanych obezitou [ 10]. Dalsi latkou s protektivnim
vlivem na rozvoj CRC je prostaglandin E2. Mechanismus U¢inkli spociva pravdépodobné

v jeho protizanétlivém ucinku inhibici cyklooxygenazy. S vyuzitim modernich diagnostickych
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metod 1ze velmi pfesné urcit mnozstvi téchto latek ve stolici. Jejich zastoupeni je jiné u

zdravych pacientd a u pacientti s CRC [11].

2.3 Genetika CRC

CRC vzniké postupnou akumulaci genetickych mutaci a epigenetickych zmén, které vedou k
preméné normalni sliznice tlustého stieva v nddorovou tkan. Pochopeni molekuldrnich pochoda
pfi vzniku CRC je dulezité, protoze muze napomoci identifikovat faktory, které pfispivaji
k rozvoji onemocnéni, jeho progresi, ale také urcuji odpoveéd’ na protinadorovou lécbu. VétSina
CRC (zhruba 90%) ma sporadicky charakter, kdy k prvotnim genetickym porucham dochazi
v dusledku ptiisobeni vnéjsich vlivl (nejcastéji chemickych karcinogenti z potravy), vzacnéji
jsou diagnostikovany formy hereditarni, kdy ke vzniku dochazi v disledku mutace zarodecné
(10 %).

Sporadicky CRC vznik4 postupnou akumulaci mutaci v rozmezi 10-15 let. VéEtSina téchto
adenokarcinomt vznika sekvenci adenom-karcinom. Pfiblizn€ z 10 % adenomi vznikne béhem
10 let karcinom. Podkladem téchto zmén je nejcastéji CIN (chromozomadlni instabilita).
Sekvence zmén nejCastéji zafind inaktivaci APC genu, naslednou aktivaci KRAS
(proto)onkogenu a mutaci genu 7P53. Vys$si riziko rozvoje CRC maji téz pacienti s
idiopatickym stievnim zanétem (IBD), kde chronické zanétlivé pochody sliznice tlustého stfeva
zvysuji riziko vzniku mutace vedouci k CRC. V tomto ptipad¢ je vSak uvedend posloupnost
mutaci z dodnes ne zcela znamého diivodu opacna a mutace 7P53 jsou pozorovany v zanétlivé
tkani IBD pacienti jiz v ¢asnych stadiich. Dalsi riziko vzniku CRC piedstavuji seratni adenomy
(pilovité adenomy, serrated adenoma). CRC u seratnich adenomt vznika nejcastéji casnou
mutaci v KRAS a BRAF genech, typicky 1 v kombinaci s nadmérnou metylaci.

Hereditarni formy CRC vznikaji na podklad¢ zarodecné mutace, ktera je v naprosté vétSing
ptipada zaskané od nékterého z rodici, ve vyjimecnych ptipadech miize byt ,,de novo*, neboli
noveé vznikld na urovni zarodku. Tyto formy nejcastéji zahrnuji familiarni adenomatdzni
polypézu (FAP), atenuovanou formu FAP (aFAP), hereditarni nepolyp6zni formu CRC
(HNPCC, Lynchiiv syndrom), MYH asociovanou polypdzu a polyp6zni syndromy.

FAP je autozomalné dominantni onemocnéni, které je zptisobeno vrozenou mutaci v APC genu.
U 5-30 % pacientt s FAP neni mutace v APC genu identifikovana a u t€chto nemocnych, byla
zjisténa mutace v MYH genu. FAP ptfedstavuje celkem 1 % ze vSech CRC a je charakteristicka
vyskytem velkého poctu polypl (stovky az tisice) v druhé dekadé Zivota s prakticky 100 %
rizikem malignizace. Z tohoto divodu je u téchto pacienti doporucena Casnd kolektomie

s ileopouch-andlni anastomo6zou (IPAA). Soucasti syndromu jsou rovnéZ extraintestinalni
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projevy jako kozni 1éze, osteomy, desmoidy a extraintestinalni nadorova onemocnéni.
Atenuovana forma FAP je typicka menSim poctem polypi, pozdéjsi manifestaci a také mensi
frekvenci extraintestinalnich ptiznakda.

U hereditarni nepolypézni formy CRC nachdzime vrozenou mutaci v tzv. genech
kontrolujicich chybné sparované baze (DNA mismatch repair genes — MMR). Mutaci v MMR
dochazi k hromadéni replikacnich chyb, které nejsou nasledn¢ opraveny a dochéazi k vyssi
pravdépodobnosti vzniku CRC (mikrosatelitni instabilita, MSI). HNPCC je nejcast¢jsi forma
vrozeného CRC (2-3 %). MSI nalézame u 90 % HNPCC a u 10 % sporadického kolorektalniho
karcinomu. Pacienti s HNPCC jsou zpravidla niz§iho v&€ku s vyS$Sim rizikem vzniku
synchronnich a extraintestinalnich nadorti (ovarium, endometrium, zaludek, pankreas).
MYH-asociovana polypdza je autozomalné recesivné dédi¢né onemocnéni zapti¢inéné mutaci
v MYH genech, kterd vznika poSkozenim bazové excizni reparace (BER). Klinickym projev je
podobny jako u FAP, ale neni u néj prokdzana mutace v APC genu. Klinick4d manifestace je
mezi 40 az 60 rokem, nema extraintestinalni projevy. Riziko vzniku karcinomu je okolo 80 %.
Hamartogenni polyp6zni syndromy zahrnuji Peutz-Jaeghersiiv syndrom (PJS), juvenilni
polypdzni syndrom (JPS).

PJS je velmi vzacna autosomalni dominantni geneticka porucha, charakterizovanéd vyskytem
hamartomovych polypi v gastrointestindlnim traktu, nejcastéji v tenkém stievé.
Nejcharakteristi¢téjsimi extraintestinalnimi projevy jsou mukokutanni léze zptisobujici zanéty,
hyperpigmentace v ustech, na rukou a na nohou, které se obvykle vyskytuji v kojeneckém veéku
a ustupuji v pozdnim dospivani. Pacienti s PJS maji zarode¢nou mutaci serin threonin kindzy
11 (STK-11) tumor supresorového genu. Dospéli s PJS maji nejen vysoké riziko vzniku
gastrointestinalniho karcinomu, ale i rakoviny jiné neZ gastrointestinalni, zejména rakoviny
prsu.

JPS je rovnéZ autozomaln€é dominantni syndrom s vyskytem €etnych juvenilnich polypt GIT,
které jsou spojené s vyssim rizikem vzniku nadord pankreatu.

SPS (serrated polyposis syndrome) diive znamy jako syndrom hyperplastické polypozy, je
pomérné vzacny syndrom charakterizovany vyskytem seratnich (pilovitych) adenomi v tlustém
stfeve. Diive byly vSechny hyperplastické polypy povazovany za zcela benigni 1éze aZ do roku
1996, kdy Torlakovic a Snover prokazali histologické rozdily mezi polypy v SPS a
sporadickymi hyperplastickymi polypy.

Historicky byly identifikovany tii specifické mechanismy genetickych zmén, tzv. molekularni
cesty vzniku kolorektalniho karcinomu. Nej¢astéj$i mechanismem jsou mutace DNA vedouci

ke ztraté alel tumor-supresovych gent vedouci k jevu oznacovaném jako chromozomalni
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nestability (chromosomal instability, CIN). Druhym castym jevem je hromadéni poruch
DNA v dusledku nespravné fungujiciho systému oprav. Tento jev je navenek pozorovatelny
detekci nespravného poctu opakujicich se sekvenci v nekédujicich oblastech DNA (tzv.
mikrosatelitli), a je proto oznacovan jako mikrosatelitni nestabilita (microsatellite
instability, MSI). Konecné¢ posledni mechanismus vzniku CRC je zalozen na aberantni
hypermetylaci promotorovych oblasti genii (CpG island methylator phenotype, CIMP),
kterd mize ve svém dusledku vést jak k projevim ztraty funkce tumor-supresort (CIN), tak

k mikrosatelitové nestabilit¢ (MSI).

Chromozomalni instabilita (CIN)

CIN se spojuje se vznikem CRC v cca 65-70 % ptipadi. Charakterizuje ji nadbytek kopii nebo
ztrata useki DNA & celych &asti chromozom@l nebo jejich oblasti, které se podileji na
patogenezi CRC. Disledkem CIN je aneuploidie (chybny poéet chromozomil), chromozomalni
amplifikace (zmnoZeni DNA) ¢ LOH (ztrata jedné alely daného lokusu). Pfizna¢né jsou takto

postizeny oblasti tumor supresorovych gentt APC, TP53, DCC.

Mikrosatelitni instabilita (MSI)

Mikrosatelity jsou kratké sekvence opakujicich se nukleotida, které se nachézeji v nekodujicich
oblastech genomu a jsou nachylné k chybam pfi DNA replikaci. Pfestoze chyby vzniklé
v mikrosatelitnich usecich nemaji na fungovéani bunky Zadny funkéni dopad, detekce
(ne)spravného poctu mikrosateliti slouzi jako idealni nastroj pro odhaleni nespravné
fungujiciho systému DNA oprav v buiice. Ackoliv tedy MSI tedy neni divodem vzniku CRC,
je jednozna¢nym prikazem poruchy oprav nespravného parovani DNA bazi (mismatch-repair,
MMR), jehoZ projevem je hromadéni DNA mutaci v buiice vedouci k maligni konverzi CRC.
Na funkci MMR systému se podili fada gend, nejcastéji jsou to geny MSH2, MLHI1, MSHG,
PMS2, MLH3, MSH3, PMSI a Exol. MSI se vyskytuje u cca 15% CRC sporadickych forem
CRC a nejcastéji k ni dochdzi v disledku mutace nékterého z MMR genti, ptipadné methylace
jeho promotoru. Vzhledem k potencidlnim rozdiliim v progndze pacientli je v patogenezi
rozliSovan CRC s vysokym a nizkym projevem — tzv. MSI-high a MSI-low [13,17].
Zarodecné mutace MMR genl jsou pfiCinou hereditdrni formy CRC (Lynchliv syndrom,

HNPCQ).
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Metylace CpG ostrivki - CIMP

CpG metylace je genetickd zména, kterd nevede ke zméné DNA sekvence, ale ovliviiuje
promotorovou oblast daného genu, a tim ovlivni jeho expresi. Geny, které jsou ovlivnény
hypermetylaci promotorové oblasti, jsou predevSsim APC, MCC, MLHI, MGMT a dalsi.
Tumory s CIMP byvaji spojeny s pritomnosti BRAF mutace a MSI. CIMP je pfi¢inou asi 15—
20 % sporadického CRC. Vyskytuje se ¢astéji u Zen, starSich pacientdl a u kufédkd. Spatné
diferencované a mucindzni tumory vychazeji nejcasteji ze seratnich adenomi pravého tracniku
[19,20].

Jednim z dalSich dileZitych reparacnich geni, ktery je v patogenezi CRC metylovan, je MGMT
(O6-metylguanin DNA metyltransferaza). Ztrata funkce MGMT proteinu je témef vyhradné
spojena s CpG metylaci. Funkci tohoto DNA repara¢niho enzymu je ochranovat bunky pred
plsobenim exogennich karcinogentll. Metylaci promotorové oblasti genu MGMT 1ze nalézt az

ve 40 % CRC, nejcastéji v seratnich adenomech.

Mutace v tumor supresorovych genech
APC gen je tumor supresorovy gen lokalizovany na dlouhém raménku 5. chromozomu (5q21).
Podili se nejenom na vzniku sporadického CRC, ale rovnéZ hraje vyznamnou roli v patogenezi
hereditarnich forem CRC, konkrétné pii vzniku FAP.
APC gen ma dulezitou roli v proliferaci, diferenciaci, migraci, apoptéze a také v fizeni
bunécného cyklu. Mutace v APC genu se vyskytuje u ¢asnych stadii nddoru a zpravidla se jedné
o bodové mutace ¢i LOH. K manifestaci mutace APC je dllezité, aby dle Knudsonovy hypotézy
dvou nezavislych uderi byly mutovany ob¢ dvé alely tohoto genu, coz vede ke ztraté jeho tumor
supresivniho u€inku. Vysledkem je zkraceny APC protein, ktery Castecné ztraci svou funkei.
Za fyziologickych podminek APC gen tvoii protein, ktery se podili na destrukci
B-kateninu, proteinu koordinujiciho bunécnou adhezi a genovou transkripci. Pii mutaci APC
dochazi ke snizeni degradace -kateninu a nasledné k jeho hromadéni. Nahromadény B-katenin
vstupuje do jadra, vaze se na jaderné receptory a indukuje transkripci mnoha genti v¢. cyklinu
D1, c-myc a CRD-BP. Diisledkem mutace APC je nejenom nekontrolovatelna proliferace a rist
bunky, ale rovnéz i indukce apoptozy.
TP53 je tumor supresorovy gen, lokalizovany na kratkém raménku 17. chromozomu (17p13.1).
Zakladni funkci TP53 je regulace bunécného cyklu (zastaveni cyklu a moznost zahéjeni opravy
DNA), apoptdézy a bunécného metabolismu. V piipadé poSkozeni DNA T7P53 koordinuje
opravu DNA, a pokud ji nelze opravit, navodi apoptdzu buniky. 7P53 je nejcastéji postizenym
genem v mutagenezi mnoha nadorovych onemocnéni. Mutace byva nalézéna az u 50 % vSech
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nadort. Je znamo celkem 2 314 mutaci 7P53, které jsou bud’ aktivacni nebo inaktivacni. Stejné

jako u APC genu, tak i u TP53 je k funkénimu projevu nutnd mutace obou alel.

Mutace v onkogenech

KRAS gen patii do rodiny protoonkogenti (HRAS, NRAS) a je mutovan (nejcastéji exon 2 a 3)
u 30-60 % pacientd se sporadickym CRC. S mutaci KRAS u familiarni formy se lze setkat jen
ziidka. Z hlediska posloupnosti jeho mutaci piedchdzi mutace APC genu. Rizné mutace KRAS
genu mohou mit odli§né disledky. KRAS je membranovy protein, ktery hraje roli v bunééné
signalizaci ovliviiujici bunécny rist, pieziti, diferenciaci, proliferaci a v fad€ dalSich bunéénych
déjt. Konkrétné KRAS a BRAF jsou soucdsti RAS/RAF/MAPK signalni drahy. Mutovany
protein si zachovava aktivni formu a tim ma stimulacni efekt na proliferaci a rist buiikky. KRAS
je aktivovan pies EGFR receptor, ktery je béhem mutageneze CRC ¢astokrat vice exprimovan
a po jeho stimulaci dochazi k aktivaci KRAS.

Informace, zda pacient je u pacienta pfitomna mutace v KRAS, je dilezitd pro lécbu
monoklonalnimi protilatkami proti EGFR proteinu. Mutované geny maji aktiva¢ni konformaci
a stale mohou stimulovat bunétnou proliferaci i pfesto, ze EGFR receptor je inhibovan
monoklonalni protilatkou. Dusledkem je snizend odpovéd na biologickou 1écbu. 1 pies
nepiitomnost mutace v KRAS ¢1 BRAF neni lé€ba monoklonalnimi protildtkami v 100 %
uspésnd. Byla identifikovana dalsi signalni draha, ktera hraje roli v patogenezi CRC, a to PI3K
draha. PIK3CA gen je mutovan u vice nez 25 % pacientll s CRC. Pfi této mutaci dochézi k

aktivaci signalni drahy, kterd v konecném dusledku vede k inhibici apoptozy.

Ztrata heterozygozity (LOH)

LOH byla popsana Knudsonem a je dal§$im mechanismem, ktery mize vést ke vzniku CRC.
Nejcastéji dochazi k LOH na 18q chromozomu. Na 5q chromozomu se jedna o ztratu alely pro
APC gen, zatimco na 17p chromozomu se jedné o ztratu alely pro 7P53.

DCC gen je zodpovédny zejména za expresi DCC transmembranového proteinu. Témét 70 %
CRC ma ptitomnou LOH genu DCC. Kromé¢ LOH DCC se v patogenezi uplatiiuji i jiné
somatické mutace, napt. bodovd mutace ¢i delece DCC. DCC je tumor supresorovy gen,

limituje progresi tumoru navozenim apoptozy. Jeho funkci je blokovat rist buriky.
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SMAD geny

Dalsimi geny, které jsou lokalizovany na 18. chromozomu a mohou se podilet na patogenezi
CRC, jsou SMAD2 a SMADA4. Jejich produktem jsou proteiny, které maji Siroké spektrum
ucinku jako fizeni bunécné proliferace, diferenciace, apoptozy, migrace a tvorby extracelularni

mezibunécné hmoty.

MikroRNA

MikroRNA (miRNA) mtze v patogenezi CRC hrat roli jak tumor supresivni, tak i proto-
onkogenni. Role miRNA je ddna typem tkdné a charakterem genu, ktery reguluje. Funkci
miRNA je regulace genové exprese, kterd probihd nékolika moznymi zptsoby. Jednim ze
zpisobtl je interakce s mRNA, kde dojde k navozeni degradace mRNA nebo inhibice translace.

MiRNA se podili na fizeni buné¢ného cyklu, metabolizmu a vyvoji buiiky.

Mutace v DNA mismatch repair genech (MMR) vedouci k MSI

MMR je systém, ktery opravuje chybné parovani bazi pii replikaci genetické informace,
zjednodusen¢ opravuje chyby, které nejsou rozpoznany aktivitou DNA polymerdzy b&hem
replikace. V patogenezi CRC dochazi vlivem mutace v MMR genech nejcastéji ke vzniku tzv.
MSI. K tomu, aby byl MMR gen vytazen z funkce, je zapotiebi mutace v obou alelach genu.
Proto se MMR geny chovaji jako tumor supresorové geny. Mikrosatelity jsou kratké opakujici
se nukleotidové sekvence umisténé po celém genomu. Jsou nachylné na chyby zplsobené
béhem replikace. Pravé MMR systém ma za kol takové chyby opravovat a zabranit tak vzniku
MSI. Mutace v MMR systému mohou byt vrozené i ziskané. Pravé vrozené mutace v MMR
systému jsou klicem ke vzniku HNPCC. Ziskané mutace (delece, inzerce €1 epigenetické zmény
(metylace) v MMR jsou odpovédné za vznik cca 15-20 % sporadickych kolorektalnich

karcinomu.
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2.4 Klinické projevy CRC

Velmi ¢asné formy CRC jsou vétSinou klinicky némé, ale mohou byt zachyceny v ramci
screeningu (test na okultni krvaceni, kolonoskopické vySetteni).

Klinické piiznaky vychézi jak z ptitomnosti krvaceni z nadoru do stolice, tak ze zndmek
obstrukce lumen tlustého stfeva. Pfi pokrocilém onemocnéni dochazi k bytku na véaze a
dostavuje se celkova slabost nemocnych.

Typickym ptiznakem pro kolorektdlni a zejména rektdlni karcinom je zména defekac¢niho
stereotypu. Pacienti, kteti méli #1dSi stolici, maji ndhle zacpu a obraceng.

Nédory pravé poloviny zpiisobuji mikroskopické krvaceni a sekundarné tim hypochromni
mikrocytdrni anémii. Nadory levé poloviny zptsobuji c¢astéji obstrukci tlustého stieva,
enterorrhagii a bolesti. Nadory rekta se klinicky manifestuji rektochézii a rektalnim syndromem
(Casté nuceni na stolici s odchodem malého mnozstvi stolice). Pokud se jedna o stenozujici

nadory rekta, pacienti si st€Zuji na stuzkovitou stolici.

2.5 Diagnoza a staging onemocnéni

Za nadory rekta se povazuji tumory do 15 cm od anu. Diagnoza se stanovi na zékladé vySetieni
per rectum, endoskopického vySetteni a odbéru biopsie. Soucasti stagingového vysetteni je CT
hrudniku, bficha a MRI malé panve, vysetii se hladina onkomarkert CEA (karcinoembryonalni
antigen) a CA 19-9.

V indikovanych ptipadech je mozné doplnit PET CT vySetieni (pozitrononovd emisni
tomografie). K vylouceni synchronnich nédort je pozadovéna totalni koloskopie do céka,
v pfipadé stenozujicich nadori virtudlni CT kolografie, pifipadné¢ doplnéni kompletni
koloskopie do 6 mésici od operace. Pro lokalni staging néadorG rekta je dulezité
endosonografické vySetieni rekta, které je citlivé zejména u Casnych 1ézi. Naopak u lokélné
pokrocilych naddorti rekta je pfinosnéj$i magnetickd rezonance (MRI). MRI dovoli pfesné urceni
T, N, posouzeni cirkumferen¢niho okraje (CRM) resp. mezorektalni fascie (MRF) a novéji 1

extramuralni venozni invazi (EMVI).
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K urceni presného klinického stadia nemoci se pouziva TNM Kklasifikace, aktudlné 8. vydani

(Tab. 1).

Tab. 1 Karcinom tlustého stieva a kone¢niku, TNM klasifikace, rozdéleni do klinickych stadii

Zdroj www.uzis.cz

Stadium 0 Tis NO MO
Stadium | T1, T2 NO MO
Stadium II T3.T4 NO MO Tlusté stievo a koneénik
Stadium 1A T3 NO MO T submukéze
Stadium 1IB T4a NO MO T2 muscularis propria
Stadium IIC T4b NO MO T3 subseroza, perikolicke / perirektalni tkané
Stadium III jakékoliv T NI, N2 MO Tda visceralni peritoneum
Stadium IIIA T1.T2 NI MO Tdb jiné orgény nebo struktury
Tl N2a MO oL
Stadium 111B T3. Tda NI MO Nla |1 ‘fg""?"'“,‘ )
T2.T3 N2a MO Nlb 2-3 r_cglunalm o _
TL.T2 N2b MO Nle satelit(y) bez regiondlnich uzlin
Stadium IIIC T4a N2a MO N2a 4-6 regionalnich
T3, T4a N2b MO N2b 7 a vice regionalnich
T4b NI, N2 MO .
. o T MIla 1 organ
Stadium IVA jakékoliv T jakékoliv N Mla . .
. P S M1b > | organ, peritoneum
Stadium IVB jakékoliv T jakékoliv N MIlb

Vysoce kvalitni MRI dovoluje 1 subklasifikaci T3 karcinomu rekta (Tab. 2).

Tab. 2 TNM Kklasifikace, subklasifikace T3 dle hloubky invaze nadoru pfes muscularis propria [12]

Hloubka invaze presahujici

muscularis propria v mm

T3a <1

T3b 1-5
T3c 6-15
T3d >15

Posouzeni spadovych lymfatickych uzlin byva obtizné. Za pozitivitu se pokladaji lymfatické
uzliny zvétSené nad 10 mm.

Na zékladé téchto vySettfeni se stanovi klinické stadium onemocnéni a podle néj zptisob 1é¢by.
Pacient mé byt prezentovan na spoleném multioborovém seminafi k potvrzeni zptsobu 1écby

a celého lécebného protokolu.
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Predkladana prace je primarn¢ zamétena na predikci terapeutické odpovédi u karcinomu rekta

a proto je dal$i ¢ast zamétena vyhradné na problematiku tohoto nddorového onemocnéni.

2.6 Lécba lokoregionalniho onemocnéni

Lécba lokalné pokrocilého karcinomu rekta je multimodalni, sestavajici se z onkologické a
chirurgické 1écby. Pacienty s Casnymi lézemi nepifesahujici submukézu je mozné 1€Cit jen
lokalni excizi. U pacientii s lézemi zasahujici muscularis propria je doporuceno provést
radikalni operaci, resekci nadoru a totalni excizi mezorekta. Pacienti s nadory stadia T3/4N0-2
maji pfed operaci podstoupit neoadjuvantni onkologickou 1é¢bu. Nemocni s nestenozujicim

generalizovanym nadorem jsou primdrné indikovani k systémové 1écbe.

2.6.1 Chirurgicka 1écba

Chirurgicka 1écba je nejdulezitéjsi soucast multimodalni 1é¢by karcinomu rekta a b&hem
poslednich 100 let zaznamenala obrovsky pokrok. Ten vyplyva pfedevsim z lepsiho pochopeni
embryologie, anatomie a patofyziologie a implementace téchto poznatkli do chirurgické praxe.
Zakladem se stalo fyziologické operovani a respektovani embryonalnich vrstev. Chirurgicka
1é¢ba nadort rekta v soucasné dob¢ zahrnuje spektrum postupti od radikalnich operaci az po
mimiinvazivni a lokdlni vykony. Moderni zobrazovaci vySetfeni, zejména MR poskytuje
pfesnou informaci o rozsahu onemocnéni a umoziiuje mnohem lépe planovat i chirurgickou
1écbu. Bez ohledu na provedeny typ operace je kladen diraz na Setrné a fyziologické operovant,
zachovani radikality a snahu o provedeni kontinentni operace se zachovanim svérace.
Zpocatku byly operace pro nadory rekta zatizeny vysokou mirou lokalni rekurence.

V roce 1907 provedl Miles amputaci rekta souc¢asné s odstranénim spadovych lymfatickych
uzlin. Rozsahem operace a provedenou lymfadenektomii se tim podafilo sniZit vyskyt lokalni
recidivy. Pfesto celkové pooperacni vysledky nebyly pro vysokou morbiditu zpiisobenou
pfedevsim infekcei pfili§ povzbudivé. To se zlepSilo zavedenim ATB do chirurgické praxe a
zdokonalenim perioperacni péce. Po valce v 50. letech Dixon popularizoval nizkou ptedni
resekcei rekta, postup zachovavajici svéraCovy komplex [13]. Ptres vSechny zavedené techniky
bylo riziko lokalni rekurence stale vysoké a dosahovalo az 40 %. V roce 1982 publikoval Heald
koncept totalni mesorektalni excize (TME) [14]. Jeho prace vysla z poznatki embryologie
s respektem k fyziologickym vrstvdm a ziistala podstatou operacni techniky do soucasnosti.
Heald doporucil kompletné odstranit nejen rektum s nddorem, ale i mezorektum, tzn. tukovou

tkan s cévami a lymfatickymi uzlinami uloZzenou hlavné za rektem. Na povrchu je mezorektum
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kryté mezorektalni fascii, kterd ho oddéluje od presakralni fascie. Pravé kompletni uvolnéni
mezorekta preparaci mezi témito dvéma fasciemi zachova celistvost mezorekta a Setii
hypogastrické nervy a sakralni cévy ulozené pod presakralni fascii. Jedna se o preparaci v tzv.
“holy plane”. Zavedeni tohoto postupu snizilo lokalni rekurenci o polovinu. DalSim pokrokem
bylo zdokonaleni histopatologického hodnoceni resekatu podrobné€ popisujici celistvost
mezorektalni excize [15]; to pfedstavuje pro chirurga dilezitou zpétnovazebnou informaci.

V nésledujicich letech pokracoval vyvoj zavadénim miniinvazivnich pfistupi.

Operacni rektoskop a transandlni endoskopicka mikrochirurgie (TEM) a endoskopie dovolily
provadéni lokalnich vykonii a resekci Casnych lézi transandlnim pfistupem. S rozvojem
endoskopickych technik a laparoskopické chirurgie se minimalizovalo tkdnové poskozeni a
zkratila pooperacni rekonvalescence. V poslednich letech je na vzestupu roboticka chirurgie
umoziujici lepsi vizualizaci a pfinédsejici pro chirurga komfortné;si ovladani. Zejména velmi
dobré vizualizace umoziuje chirurgovi preparaci v embryondlni vrstvé i v obtizné piistupné
oblasti panve.

V soucasnosti je v chirurgické 1é¢be pro nadory rekta uzivana cela Skala téchto technik.

U casnych 1ézi cTINO G1/G2 je mozné endoskopické odstranéni ¢i odstranéni pomoci TEM.
Vyjimku tvoii 1éze zasahujici do hlubsi submukozy (sm3, Haggit 3), 1éze s nizkym stupném
diferenciace, vaskuldrni a lymfatickou invazi. Zde je zvySené riziko postiZzeni lymfatickych
uzlin. U té€chto nadort je doporucena radikalni operace s excizi mezorekta.

U nadorti cT1-2TNO se doporucuje nizka piedni resekce rekta véetné totalni excize mezorekta
(TME). Distalni resekéni okraj by mél byt 10 mm pod nddorem a CRM vice nez 1 mm. U
nadort lokalizovanych v horni tfetin€ rekta je mozna parcialni excize mezorekta, kdy distalni
resekéni okraj mezorekta by mél byt 50 mm po naddorem. Rizikovou skupinou jsou pacienti
EMVI (extramurélni ven6zni invaze) pozitivni, u kterych je doporucena totalni mezorektalni
excize.

Pacienti s nadory cT3/4N0-2 a také nemocni s EMVI +, CRM (cirkumferencni resekéni okraj)
<=1 mm by méli podstoupit pfedoperacni chemoradioterapii. Jeji hlavni smysl spociva ve
snizeni rizika lokalni rekurence onemocnéni. Pacienti se zndmkami extramurdlni vendzni
invaze na MRI maji vyrazné zvySené riziko lokalni 1 vzdalené rekurence onemocnéni [16].
Podobné nemocni s CRM <= 1 mm.

Diskutuje se, jak postupovat u pacientii s nadory T3a/b horni a stfedni a u nadort s pozitivnimi
uzlinami N1 horni tfetiny rekta.

U pacientti s T3a/b je Sleté preziti bez nemoci signifikantné vyssi nez u pacienti s T3c/d, tito

pacienti maji mnohem nizsi riziko lokalni rekurence [17-19]. Prikaz uzlinového postizeni
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mezorekta je problematicky a hodnoceni pozitivnich uzlin na zobrazovacich vysetienich
obtizné [20]. Navic pfi kompletnim odstranéni mezorektalni tkané jsou také odstranény tyto
uzliny a riziko lokdlni rekurence je minimalni [21]. Pfedoperacni chemoradioterapie proto
nenabizi témto nemocnym benefit a je otdzkou, zda ji maji podstupovat.

U nadort v distalni tfetin€ rekta zasahujicich vnitini svérac¢ je mozna intersfinktericka resekce
se zachovanim zevniho svéracového komplexu. V piipadé, ze je zevni svérac infiltrovan, pak
je nutné¢ provést abdominoperinedlni amputaci rekta. V piipad¢ infiltrace levatori je
doporucena extralevatorova amputace rekta. Dulezité je dodrzeni negativniho distalniho
resekéniho okraje 1 negativniho CRM.

Dosazeni RO resekce je nutné i za cenu multivisceralni resekce. Pokud to neni mozné, je na
miste systémova onkologicka 1écba.

V soucasnosti 1ze vykon provést otevienou konvenéni operaci, laparoskopicky ¢i roboticky.
Onkochirurgické vysledky jsou srovnatelné. Zda se, ze funkéni vysledky mohou byt lepsi po
roboticky asistovanych vykonech. Vybér operacni modality zéalezi na chirurgovi a jeho
zkuSenosti s danou technikou, pokrocilosti nadoru, anatomickymi poméry ¢i predchazejicim

chirurgickym vykonem a také na vybaveni pracoviste.

Komplikace chirurgické 1é¢by

Nejvaznéjsi pooperacni komplikaci po resekcei rekta je porucha hojeni (leak) anastomdzy se
zna¢nou morbiditou a mortalitou. Leak anastomézy se vyskytuje az u 20 % operovanych.
Rizikové faktory pro rozvoj leaku jsou muzské pohlavi (izka panev), vysoky vek, nizko v panvi
uloZena anastomdza, maligni onemocnéni, vysoké skore ASA, dlouhd doba operace, akutni
operace, perioperani ztrata krve, podani transfize a zejména predoperacni radioterapie [22].
Nejcastéji se anastomoticky leak déli do 3 stupniti [23]. Stupeit A nevyzaduje zadnou
terapeutickou intervenci. Stupeit B zahrnuje aktivni intervenci bez laparotomie, zahrnujici
podani antibiotik a transanalni drendz ¢i drendZ malé panve zavedenou rentgenologicky. Pokud
je nutna laparotomie, je leak klasifikovan jako stupeii C. Mozné je zalozeni derivac¢ni ileostomie
a eventualné¢ lokalni osetfeni pomoci endosponge (VAC — vacuum assisted closure) ¢i zruSeni

anastomozy se zaloZenim terminélni kolostomie.
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Pro snizeni pooperacnich komplikaci v anastomdze je mozna kontrola perfize anastomoézy

pomoci indocyaninové zelené¢ (Obr. 1) [24].

Obr.1 Kontrola perfuze anastomdzy pomoci indocyaninové zelené, pinzetou oznacena resekeni linie,
zluto-zelen€ zbarvena Cast preparatu je dobfe perfundovana, zvyraznény jsou cévy, neperfundovana

¢ast je bez zvyraznéni

Porucha hojeni anastomoézy a naslednd fibréza v malé panvi pfispivad k rozvoji pozdnich
funkénich komplikaci [25].

Chirurgicka 1écba piinasi i funkéni komplikace. Jedna se zejména o inkontinenci stolice, potize
s vyprazdnovanim, ¢asté nuceni na stolici. Také tyto obtize patii pod pojem LARS (low anterior
resection syndrome). Dal§imi pozdnimi komplikacemi jsou problémy urologické a sexudlni
dysfunkce.

LARS se vyskytuje v néjaké formé az u 80 % pacientd po resekcich rekta [26]. Pres 40 %
pacienttl, kteti postoupili nizkou ptedni resekci, trpi né¢jakou formou inkontinence. Prokazalo
se, ze predoperacni onkologicka 1écba zvysuje riziko inkontinence ve srovnani s chirurgickou
1é¢bou samotnou [27, 28].

Muzi si stézuji na problémy s erekci, Zeny trpi Casté€ji inkontinenci moce.

Je nutné ale podotknout, Ze v praci Contina et al. dosahovala u muzii pted zahajenim 1écby
erektilni dysfunkce 66 % a sexualné inaktivnich Zen bylo az 70 % [27, 29]. Prevalence sexudlni
dysfunkce po komplexni 1é¢bé rakoviny rekta koreluje negativné s vékem, neoadjuvantni

chemoradioterapii, typem chirurgického vykonu (parcidlni resekce rekta pfinasi lepsi funkcni

vysledky) a ASA skorem [27].
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Souhrnné lze konstatovat, Ze predoperacni onkologicka lécba zhorSuje pooperacni
funkéni vysledky, zejména co se tyce kontinence stolice, moc¢i a sexuilni dysfunkce.

Podrobné je situace popsana v kapitole onkologické 1é¢by.
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2.6.2 Histopatologické zhodnoceni resekatu
Standardné se resekat po operaci rozprostie na podlozce (Obr. 2) a fixuje ve formolu a preda

ke zhodnoceni patologovi.

Obr. 2 Resekat rekta, kompletni excize mezorekta

Zlomem v histopatologickém vySetfeni nddord rekta byla prace Quirkeho, ktery prokézal, Ze
inkompletnost mezorektalni excize ma vliv na lokalni rekurenci onemocnéni a souc¢asné navrhl
postup hodnoceni celistvosti mezorektalni excize [15].

V soucasnosti standardni vySetieni resekatu pro nadory rekta zahrnuje uréeni T a N stadia. Musi
byt vySetfeno minimaln¢ 12 lymfatickych uzlin. Ma byt zhodnocen proximalni, distalni a
cirkumferen¢ni resekéni okraj (ten by mél byt dokumentovéan v milimetrech) a grading nadoru.
Me¢la by byt vysetiena extranodalni nddorova deposita, perineuralni invaze (PNI), extramuralni
venozni invaze (EMVI). U pacientd po chemoradioterapii se hodnoti stupen regrese nadoru
(TRG), nejcastéji dle Dworaka. Celistvost mezorekta je hodnocena tfemi stupni, od situace, kdy
je mezorektum odstranéno kompletné bez poruseni az po tieti stupen, kdy je tkain mezorekta,
lacerovand, inkompletni. Zejména kvalita mezorektalni excize je kvalitativnim parametrem
chirurgické prace a rozhoduje o progndze nemocnych. Horsi vysledky kvality TME jsou Castéji
u lokaln¢ pokrocilych nadord, tumord do vzdalenosti 8 cm od anu, u pacientd vyssiho véku a
na pracovistich s nizkym poctem operaci. Dilezité je také zhodnoceni cirkumferencniho
resekéniho okraje, ktery musi byt bez nddoru a vétsi nez 1 mm.

Dalsi specifické d€leni je urc¢eno pro T1 nadory. T1 nddory mohou byt klasifikovany v ptipadé
pendulujicich 1ézi dle Haggitta, v piipad¢ piisedlych 1¢ézi dle Kuda. Toto d€leni je dalezité pro
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1éCebnou strategii. Léze nezasahujici stopku polypu a povrchové 1éze je mozné odstranit
endoskopickou resekei ¢i pomoci transanalni endoskopické mikrochirurgie (TEM). Vyjimku
tvoti nizka diferenciace nadoru, vaskuldrni invaze VI (VI) a lymfatickd invaze (LI). Pro tyto
1éze je doporucena radikalni operace vcetné lymfadenektomie. Dulezité je odstranéni 1éze

vcelku a jeji spravna orientace na podloZce pro ptesné zhodnoceni patologem.

TRG (tumor regression grade)

Utinkem radioterapie na nadorovou tkan dochazi k jeji nekroze a nahrazeni fibrézou. Bylo
vypracovano nékolik skorovacich systémil popisujici podil zastoupeni této fibrézy v nadoru,
respektive popisujici ubytek nadorové hmoty na tkor fibrozy. Stupen regrese naddoru Ize urcit
histopatologicky. Nejvice uzivany je systém podle Dworaka/Rddela a podle Mandarda [30-32].
Pokud patolog v resekatu nenalezne nédor, jedna se o kompletni patologickou odpovéd’ (pCR).

Podrobné je klasifikace uvedena v tabulce (Tab. 3).

Tab. 3 Stupen regrese nadoru (tumor regression grade, TRG), srovnani skdrovacich systémt,

regrese nadoru, podil nadorovych bungk, zastoupeni fibrozy

Dworak Rodel Mandard
0 7adna regrese 0 74dna regrese 1 kompletni regrese
1 prevazné nador se zastoupenim | 1 regrese <25 % nadorové hmoty 2 fibréza s hluky nadorovych
fibrézy bun¢k
2 ptevazné fibréza s rozptylenymi 2 regrese 25-50 % nadorové 3 fibréza a nddorové bunky
nadorovymi bunkami hmoty s pfevahou fibrozy
3 ojediné€lé nadorové bunky ve 3 regrese > 50 % nadorové hmoty 4 fibr6za a nadorové bunky
fibroze s pfevahou nadorovych bun¢k
4 nejsou patrné viabilni nadorové 4 kompletni regrese 5 74dna regrese
bunky

Diilezitym zjiSténim je, ze TRG koleruje s celkovym ptezitim nemocnych (OS), ale 1 s dobou
bez nemoci (DFS, disease free survival). OS 1 DFS plynule stoupd s mirou histopatologické
regrese nadoru [31, 33, 34]. Kim et al. zjiStoval, zda n¢ktery z pouzivanych systéml hodnoceni

regrese ma lepsi vysledky v predikci OS neZ ostatni, ale neprokézal signifikantni rozdily [35].
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2.6.3 Onkologicka 1é¢ba

Soucasti onkologické 1é¢by u nadort rekta je radioterapie a chemoterapie.

Radioterapie

Radioterapie (RT) je soucasti multimodalni 1écby, u nadort rekta se podili na snizeni poctu
lokalnich recidiv.

Podle polohy zdroje zafeni se radioterapie d€li na zevni/externi radioterapii (ERT) a
brachyradioterapii (BRT). V minimalizaci negativniho dopadu radioterapie na okolni zdravé
tkané se ozatovany objem individualné ptizptisobuje nepravidelnému tvaru cilového objemu —
tzv. konformni radioterapie. Pokud je dalSim upravenim intenzity svazku zéfeni snizena
toxicita, jedna se o radioterapii s modulovanou intenzitou (IMRT).

U nékterych nadort kiiZze, délozniho hrdla a spinocelularnich nadort anu se RT uziva jako
hlavni lécebna modalita a jeji davka je 60-80 Gy.

RT muze byt také soucasti komplexni 1éCby, jako je tomu u lokalné pokrocilého nadoru rekta.
Pokud se RT podava pied operaci, jedna se o neoadjuvatni radioterapii, pokud az po operaci,
jedna se o adjuvantni radioterapii. Radioterapie se miiZze kombinovat se souasnym podanim
chemoterapie, ktera zvysuje jeji ucinek (konkomitantni chemoradioterapie).

Jednotkou davky zateni je gray (Gy, J/kg). Gy udava absorbovanou energii zateni v joulech na
kg hmotnosti.

Celkova davka radioterapie je rozdélena do dil¢ich davek — frakci. Nadorové tkané€ maji horsi
schopnost regenerace oproti tkdnim zdravym. Frakcionace umoZnuje regeneraci a sniZuje
radiacni poSkozeni okolnich zdravych tkani. Nejcastéji se pouziva standartni frakcionace

s davkou 1.8-2 Gy/frakci, 5 frakci tydné.

NeZadouci ucinky radioterapie

Nezadouci ucinky radioterapie se déli na systémové a mistni a na akutni a pozdni.

Akutni postradiacni postizeni se v nekteré formé vykytuje u vSech nemocnych. Chronické
zmeény se vyskytuji aZ u poloviny nemocnych [36].

Systémové Gi¢inky se objevuji pii ozafovani vétich objemtl. Radi se k nim inava, nechutenstvi,
nevolnost a hematologicka toxicita. Lokalni zmény jsou omezeny na ozafovanou oblast.
Biologicky tcinek zafeni probiha ve 4 stadiich. Ve fyzikalnim stadiu dochazi k excitaci atomd.
Ve fyzikalné-chemickém stadiu vznikaji volné kyslikové radikaly, které pak v chemickém
stadiu poskozuji molekuly, zejména DNA. Dochdzi k jednoduchym ¢i dvojitym zlomiim DNA.

V biologickém stadiu je bunikou rozpoznano poskozeni DNA a nésleduje pokus o jeji reparaci.
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Pokud je poskozeni piilis velké, nastdva programova bunéénd smrt — apoptéza. Rychle
proliferujici a malo diferencované buiky jsou citlivéjsi na radiaéni poskozeni nez buiky
neproliferujici a diferencované. Kyslikové radikaly vznikajici pii RT jsou zodpovédné za
poskozeni tkani. Tkan€, které maji nedostatek kysliku, jsou radiorezistentni.

Radiace ma kratkodoby a dlouhodoby ucinek na tkan. Kratkodoby ucinek se projevuje po
prvnim tydnu a pretrvava do 2 tydni od ukonceni 1é¢by. Dale nasleduje stadium subakutni
trvajici do 3 mésicl. Pozdni nezadouci Gcinky se objevuji po 3 mésicich od ukonceni 1éCby a
mohou pretrvavat roky. Pfi radiaci dochazi nejdiive k poklesu mitotického d€leni a nekroze
buné¢k sliznice. V piipad¢ ozafovani nadord rekta je pfevazné postizena kiize, tenké stfevo,
rektum a mocovy méchyt. Klinickym projevem mize byt dermatitida a prijem v disledku
poskozeni bun€k stfevniho epitelu. Pacienti si stézuji na nauzeu, zvraceni, pfipadné bolesti
bticha, nuceni na stolici, bolesti pii defekaci. Pti vysSich davkach radiace se miize vytvofit vied,
piStél, vzacné perforace stieva. Priijmy mohou byt s pfimési krve. Sou€asné nemocni maji
dysurické, polakisurické obtize, piitomnost krve v moci. Tyto pfiznaky jsou projevem
postradiacni cystitidy.

Pozdnim u¢inkem radiace je rozvoj fibrozy, porucha mikrocirkulace a neovaskularizace.
Fibroza mize vytvofit stendzy a adheze a zplsobit stfevni neprichodnost. V rektu 1ze najit noveé
vytvofené teleangiektdzie vedouci k recidivujicimu krvéaceni. Fibréza v oblasti anélniho
svéracového komplexu vede k problémim s kontinenci stolice. V neposledni fad€¢ dochézi
k ovlivnéni sexudlnich funkci. Ozafeni mize vést ke sterilité. K uvedenym komplikacim také
pfispiva toxické poskozeni nervil pfi souc¢asné podané chemoterapii.

Zatimco akutni obtize odezni s ukonc¢enim radiace, chronické nasledky jsou nevratné, obtizné
1é¢itelné a ovliviiuji pacienta po zbytek jeho Zivota.

Anorektalni dysfunkce zahrnuje inkontinenci pro plyn, tekutou ¢i formovanou stolici, obtiZe
spojené s evakuaci rekta, zvySenou frekvenci stolic a prijem.

V roce 1998 bylo publikovano dotaznikové Setfeni srovnavajici 84 pacientli predoperacné
ozafovanych a nasledn¢ operovanych, s 87 pacienty 1éCenych jen operaci [37]. Vice nez 4
stolice denné byly pozorovany u 20 % ozafenych pacientd ve srovnani s 8 % neozafenymi
pacienty. Inkontinence fidké stolice byla pozorovana u 50 % ozafenych pacienti a 24 %
neozafenych, inkontinence pevné stolice u 14 % ozarenych a u 3 % neozafenych pacienti.
Problémy s vyprazdnovanim byly pfitomné u 52 % ozatovanych pacientli a u 36 % lé€enych
pouze chirurgicky. VSechny rozdily byly statisticky vyznamné.

Ve studii Stockholm I a II bylo 14 let sledovéano 23 pacientl s piedopera¢nim ozafovanim a 43

pacientll bez ozafeni. Tato studie prokdzala inkontinenci stolice u 57 % a Spinéni u 38 %
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ozatovanych pacientll. U neozafenych pacientli byla fekdlni inkontinence pfitomna u 26 % a
Spinéni u 16 % pacientt [38].

Podobné studie Dutch TME trial v Sletém sledovani hodnotila obtize s vyprazdiiovanim.
Inkontinence byla pozorovdna u 62 % ozatfenych pacientl a u 38 % neozéfenych. Ozafeni
pacienti meli vyssi frekvenci stolic nez neozateni (3.69 vs 3.02 stolice) a byli méné spokojeni
se stfevni funkci [39].

V nékolika studiich bylo pozorovano zvysené riziko obstrukce tenkého stif‘eva u ozafovanych
pacientli ve srovnani s pacienty, ktefi byli jen operovani. V pétiletém sledovani stockholmskych
studii byla frekvence obstrukce tenkého stfeva u ozafovanych pacientd 13 % a u pacientl bez
ozafovani 8,5 % [40].

V jiné praci pii 13letém sledovani, 9 % ozafovanych pacientd rozvinulo pozdni obstrukci
tenkého stfeva, ve srovnani se 4 % pacientd, kteti byli jen operovani [28].

Pozdni mocové dysfunkce zahrnuji inkontinenci, retenci, dysurii a polakisurii. Jsou vyjadieny
v mnohem mensi mife nez anorektalni dysfunkce [38]. Nékteré¢ prace vSak vliv na pozdni
mocovou dysfunkci nepotvrdily [41].

Radioterapie ma také vliv na sexualni funkce. V danské studii byl hodnocen vliv ozafeni na
sexudlni funkce. Studie sledovala sexudlné aktivni pacienty pied zahajenim 1écby po dobu 24
mésict od ukonceni 1é¢by. U muzt podstupujicich radioterapii bylo sexualné aktivnich na konci
sledovani 67 %, ve skupin€ neozafovanych to bylo 76 %. V¢Etsi rozdil byl pozorovan u zen, kdy
v ozafované skupin€ bylo na konci sledovani 72 % sexualné aktivnich pacientek, ve skupiné
neozafované 90 %. Muzi méli problémy s erekci a ejakulaci, u Zeny dyspareunie ani snizena
vaginalni sekrece pozorovana nebyla.

Nutné je zminit riziko vzniku sekundarnich malignit nasledkem radioterapie, kter¢ je okolo
1 % a vznika po 8 letech od ukonceni 1éCby.

Bergisson et al. mimo jiné zjiStovala vliv radioterapie na rozvoj sekundarnich malignit u
pacientli 1éCenych pro lokéalné pokrocily karcinom rekta [42]. Pacienty sledovala po dobu 14
let. Sekundarni malignita se objevilau 9.5 % pacientli po radioterapii, ale jen u 4.3 % pacientt,
kteti byli jen operovani. Nej€astéji se jednalo o gynekologické malignity a o nadory prostaty.
Pokud se hodnoti vliv radioterapie na kvalitu Zivota, zjisti se, Ze nejv¢Etsi stiznosti nemocnych
byla anorektalni dysfunkce. Ozatovani pacienti si st¢Zovali na snizenou kvalitu Zivota ve 30 %,

neozafovani pacienti jen v 10 % [37].
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Chemoterapie

Chemoterapii se v onkologii rozumi podavani 1€kt s cytotoxickym ucinkem s cilem poskodit
nadorovou DNA. Podle mechanismu ucinku neboli dle zptsobu, jakym poskozuji nukleové
kyseliny, je lze rozd¢lit do nékolika skupin. V piedoperacni 1€¢bé u nadort rekta potencuji
ucinek radioterapie. NejcCastéji pouzivanou latkou v této indikaci je S-fluorouracil (5-FU). 5-
FU je antimetabolit, inhibuje thymidilatsyntetazu. Mezi jeho nezddouci ucinky patii mukositida
zpusobend poskozenim epitelu zazivaciho traktu, hematotoxicita, dermatotoxicita (hand-foot
syndrom) a priijem. Hand-foot syndrom jsou kozni zmény predevsim na dlanich a chodidlech.
Projevuji se snizenou citlivosti, bolesti, zarudnutim nebo otokem, ménég Casto v t€z§im stupni
az olupovanim ¢i mokvanim ktize. 5-FU je latka uréena pro intravendzni podani, existuje ale
forma urcena pro peroralni podani. Touto latkou je Capecitabin - neti¢inna l1ékova forma, ktera
se v organismu metabolizuje na aktivni 5-FU. Studie srovnavajici G¢inek 5-FU a capecitabinu
pii neoadjuvantni chemoradioterapii u nddort rekta prokazala lepsi Sleté preziti a nizsi vyskyt

lokalni rekurence ve prospéch capecitabinu [43].

Piedoperac¢ni chemoradioterapie

Pacienti s lokalné pokrocilym nadorem rekta klinického stadia II a III jsou indikovani
k neoadjuvantni onkologické 1écbé, ktera se skldda z ozafovani a soucasné¢ho podani
chemoterapie.

Pacienti s nddorem cT3/4, NO/1, EMVI + a nddory ve vzdalenosti mens$i nez 1 mm od
mezorektalni fascie by méli podstoupit predoperaéni NCHRT. Jeji ucel spociva ve sniZeni
rizika lokalni rekurence onemocnéni. NCHRT nezvysi pocet svérace zdchovnych vykona a
nemd vliv na celkové preziti pacientli [44]. Zavedeni techniky totdlni excize mezorekta a
predoperacni radiochemoterapie sniZilo lokéalni rekurenci onemocnéni pod 10 % [45].

Utinek NCHRT je u nadort vzdalenych vice nez 12 cm od analniho okraje niZi, proto jeji
zatfazeni do 1écebného planu je v tomto piipade sporné. [46]. Diskutabilni je neoadjuvantni
radioterapie zejména u pacientll s nddory T3a/b proximalni a stfedni tfetiny rekta a u nadort s
pozitivnimi lymfatickymi uzlinami N1.

Ptedoperaéni NCHRT ve srovnani s poopera¢ni NCHRT vede k niz§imu poctu lokélnich
recidiv a niz§imu vyskytu akutnich toxickych komplikaci. Rozdily v celkovém pfeziti
nemocnych, vyskytu vzdalené rekurence a ve vyskytu pozdnich komplikaci nebyly pozorovany
[47].

NCHRT je mozné podle doporuceni provést ve dvou modalitach [46]. Prvou je SCPRT (kratka

predoperacni radioterapie) s doporucenou davkou 25 Gy, 5 Gy na frakci, nasledovana operaci
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do 10 dnt od zacatku radioterapie. Mozny je i odklad operace o minimalné 6 tydni pfinasejici
srovnatelné onkologické vysledky, ale nizsi pocet pooperacnich komplikaci.

Druhou variantou je ,,dlouhd™ chemoradioterapie (NCHRT) s doporucenou davkou 45-50 Gy
v 25-28 frakcich s tvodnim boostech 5.4 Gy. NCHRT je doplnéna soucasnym podanim 5-
fluorouracilu nebo peroralniho capecitabinu. Soucasné podani chemoterapie zvysuje Ucinek
vysledky oproti SCPRT zejména u situaci, kdy je ohrozen CRM.

Souhrnné Ize konstatovat, predopera¢ni RT ¢i NCHRT sniZuje vyskyt lokalni rekurence,
ale ke zlepSeni OS nevede. Nevede ani ke zvySeni poctu svérace zachovnych vykonii.

NCHRT signifikantné zhorSuje pooperacni funkéni vysledky.

Odpovéd’ na ptedoperaéni 1écbu je riznd, od kompletni regrese nadoru v tkéni po situaci, kdy

nador je 1écbou nezménén (Obr. 3, 4).

A. B.

Obr. 3 MR nadoru rekta (T3, N1) pied (A) a po (B) 16¢bé. Sipky ukazuji nador a zvétienou lymfatickou

uzlinu. Po 1é¢bé neni pfitomen nador ani lymfatické uzliny (iplna klinicka odpoveéd’ nadoru)
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Obr. 4 Priklad kompletni 1é¢ebné odpoveédi na NCHRT u pacienta s nadorem rekta. Endoskopicky obraz
nadoru pfed NCHRT (A), kompletni patologicka odpovéd’, v resekatu nador neni patrny (B).

Lze pozorovat zmensSeni nddoru (downsizing) i sniZzeni klinického staddia nemoci downstaging).
Pro prognézu nemocnych je ale podstatné vychozi klinické stddium nemoci pted 1é¢bou, které
koreluje s OS.

Hodnotit terapeutickou odpovéd’ na NCHRT je mozné po jejim ukonceni pomoci MR nebo po
operaci na zakladé¢ histopatologického vySetteni (TRG).

Kompletni patologickou odpovéd’ 1ze nalézt az u 30 % pacientti. Naopak az u 40 % nemocnych
je ucinek NCHRT minimalni a a¢ z l1écby nemaji prospéch, je tato skupina také zatizena
nezadoucimi G¢inky této 16¢by. U¢inek NCHRT roste v ¢ase, nejlepsi vysledky dosahuje mezi

6-12 tydnem po jejim ukonceni. V této dobé se také najde nejvyssi pocet pCR.

Restaging po neoadjuvantni chemoradioterapii

Restaging mé byt proveden 6 tydnii po ukonéeni NCHRT. Pacient mé podstoupit kontrolni
klinické vySetfeni véetné vysetfeni per rectum (digital rectal examination - DRE), endoskopické
vysetieni a MR. Pokud soucasné pii indaga¢nim, endoskopickém a MR vySetfeni neni patrny
nador, jedna se o kompletni klinickou odpovéd’ (cCR).

Kompletni klinickd odpovéd’ neni v plné korelaci s kompletni patologickou odpovédi, existuje
riziko mikroskopické rezidualni nemoci. Toto riziko je nizké, jak je uvedeno podrobné dale.
Pomoci MR Ize urcit nejen downstaging a downsizing nadoru, ale i stupen regrese nadoru
pomérnym zastoupenim fibrézy a viabilni nadorové tkané [49].

V ptipad¢ prokdzané cCR je mozné pacientovi nabidnout konzervativni pfistup (watch and

wait). Pro urCitou selektovanou skupinu pacientll piinasi tento postup benefit (zejména
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zachovani svérace, nizsi vyskyt stomii) bez limitace celkového pteziti ve srovnani se standardné
1é¢enymi pacienty. Cim pokroéilejsi tumor rekta je, tim je $ance na dosazeni kompletni remise
niz8i. Vzhledem k tomu, Ze je to ptistup zatim novy, je nutné pacienta podrobn¢ informovat o
rizicich tohoto postupu, zejména o zvyseném riziku lokalni recidivy.

Hodnoceni klinické remise pomoci MR po probéhlé NCHRT muze byt obtizné pro pfitomnost
postradia¢nich zmén. U malé casti pacientll popise patolog pCR, prestoze MR vykazovalo
rezidudlni nador [50]. Pfesnost vySetieni per rectum a endoskopického vysetfeni v hodnoceni
cCR dosahuje 88 %, zatimco tspésnost MR jen 79 %. Doporucuje se proto uzit MR s perfuzi a
diffusion-weighted imaging (DWI). Kombinaci vySetieni per rectum, endoskopického

vySetfeni a MR Ize dosahnout uspésnosti az 98 %.

Pooperacni onkologicka 1é¢ba

U pacientil klinického stadia III a rizikovych pacientl stadia II podstupujici pfedopera¢ni RT
¢i NCHRT je doporucena adjuvantni chemoterapie. U pacienttl, kteti nepodstoupili NCHRT, je
postup podobny, ptesto vliv adjuvantni 1écby na OS a DFS je nizsi nez o nadort kolon.

Dale by meéla byt adjuvantni lécba uzZita u pacientl s neocekdvanymi nepiiznivymi
histopatologickymi rysy po primarni operaci, to jsou pozitivni CRM, perforace v oblasti nadoru
nebo neuplnd mezorektalni excize. Doporu¢enym chemoterapeutikem je fluoropyrimidin

samostatné ¢1 v kombinaci s oxaliplatinou.
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Celkové preziti pacienti s CRC
Celkové preziti pacientli s CRC je zavislé zejména na klinickém stddiu nemoci. Preziti

v jednotlivych stadiich dle TNM a véku nemocnych ukazuje tabulka (Tab. 4).

Tab. 4 Ro¢ni a 5Sleté preziti na CRC v jednotlivych klinickych stadiich, rozdéleni na mladsi a

starsi pacienty [12]

lleté Sleté
vék stadium n prediti % 95% Cl preiiti % 95% Cl
20-64 I 26,341 98.3 i:_‘_:_' 95.2 i‘;‘_g
A 21,680 98.2 i;i SO Bg?]g
1B 4,169 90.7 ?3:?5 67.6 E;'_i*
1A 4,433 98.2 3;?5 913 E;g"i*
ne 17,945 96,1 992'_? TE.9 ?-,E,.'[;
mic 11,853 935 ii‘_% 61.8 '-’Eg';‘
v 30,669 64.7 f;_'z 142 11::;
265 I 33,848 92.5 o 89,1 oo
1A 33,564 91.9 ':12{; B 353551
e 5,972 75.9 ;‘;ﬁ 55.0 5;2._[;;
mA 3872 92.2 i 85.1 e
s 20,198 85.6 EB:.‘:' 64.6 5;3;?'
iie 11,376 77.4 ;';52 455 ‘:223
v 30,246 39.1 3335? 7.4 7.0,7.8
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2.6.4 Watch and Wait, neopera¢ni management - NOM

Kompletni patologické odpovédi dosahne po neoadjuvantni chemoradioterapii 10-25 %
pacientil. Tato skupina pacientll ma vybornou prognézu. Témet 90 % pacientll je v remisi po 5
letech od operace [2]. Cim pokro¢ilejsi tumor rekta je, tim je $ance na dosazeni kompletni
remise nizsi a riziko recidivy (regrow) vetsi.

Byla provedena tada studii s cilem zvysit procento kompletnich patologickych odpovédi a tim
doséhnout lepsi prognozy pacienttl. Jediné dvé cesty vedouci k tomuto cili jsou zvyseni davky
piedoperacni radioterapie a prodlouzeni intervalu mezi ukonCenim radioterapie a operaci.
Intenzifikace chemoterapeutického rezimu pfidanim oxaliplatiny ¢i biologické 1écby pouze
zvysila toxicitu 1éCby pfi stejném vyskytu pCR.

U casti pacientli nelze nador po NCHRT detekovat klinicky, endoskopicky ani zobrazovacim
vySetfenim. Jednd se o kompletni klinickou odpovéd’ (cCR). U téchto nemocnych se nabizi,
jak zminéno, operaci neprovadét a pacienty jen sledovat.

V roce 2004 byla publikovana prvni studie, ve které selektovana skupina pacientd s kompletni
klinickou odpovédi po NCHRT nebyla operovana a nemocni byli jen sledovani (watch and
wait) [51]. Vysledky byly velmi povzbudivé. Publikovana data z roku 2014 zahrnuji 183
pacientil s nizko lokalizovanym karcinomem rekta (do 7 cm od andlniho okraje) ve stadiu T2-
4 NO-2 MO. S odstupem 8 tydnti od ukonceni NCHRT dosahlo 49 % pacientti cCR (negativni
hladina CEA, negativni nalez pfi vySetfeni per rectum, pii rektoskopickém a MR vySetfeni).
Tito pacienti byli déle jen sledovani. V priibéhu 5 let doslo k recidivé u 31 % pacientl. U vice
neZ poloviny z nich se tato recidiva prokazala béhem prvniho roku sledovani. I pfesto, Ze doslo
k recidive, podafilo se u vétSiny téchto pacientli nador radikdlné chirurgicky odstranit. U
pacientll bez recidivy byl vyskyt vzdalenych metastdz v 5 letech od zacatku 1€cby 13 % a u
pacientil s lokalni recidivou 18 %. Tento rozdil nebyl vzhledem k malym poctim pacientd
signifikantni. Nebyl zaznamenan rozdil v celkovém pieziti mezi obéma skupinami. [52].
Tento ptistup byl podroben zna¢né kritice, ale s delSim ¢asovym odstupem a po zhodnoceni
vét§iho mnozstvi pacientl rtiznymi autory Ize shrnout, Ze pro urcitou selektovanou skupinu
pacientll pfinaSi watch and wait postup benefit. Tento benefit spocivd zejména ve zlepSeni
kvality Zivota, ve vétSim poctu kontinentnich pacientd a niz§im poctu stomii. Celkové preziti
téchto nemocnych ve srovnani se standardné [é€enymi pacienty je shodné [53].

Pacienty je nutné peclivé sledovat, nebot’ vyskyt lokalni recidivy dosahuje v prabéhu 5 let od
diagndzy okolo 30 %.

V evropskych doporucenich ESMO pro 1é¢bu karcinomu rekta z roku 2013 je tento postup

zminén jako 1é€ebna moznost u pacient s kompletni klinickou odpovédi u adenokarcinomu
35



distalniho rekta (cT1-2, cT3a,b NO) a také pro ostatni pacienty s vysokym rizikem
perioperacnich komplikaci.

V hodnoceni kompletni klinické odpovédi je zdsadni normalni nalez pii vysetfeni per rectum,
normalni nalez na rektoskopii, nezvySené hodnoty onkomarkeru CEA a normalizace nalezu na
MR péanve. Na MR je diilezité srovnani primarniho tumoru a piipadné lymfadenopatie pied
1é¢bou a po 1écbé, doplnéné i zhodnocenim perfize a DWI [54].

Nekteré studie naznacuji ptinos PET/CT v hodnoceni odpovédi na NCHRT u nadori rekta, ale
standardné€ se nepouziva [55].

V pravidelné dispenzarizaci by mélo byt provadéno vySetfeni per rectum, endoskopické
vySetfeni, MRI rekta, hladina CEA. K vylouceni systémového relapsu ma byt provadéno CT
hrudniku, bficha a panve. Soucasti dispenzarizace by mélo byt statistické hodnoceni vyskytu
lokalni recidivy a OS a pfeziti bez nemoci (DFS) u tohoto nestandardniho postupu ve srovnani
se skupinou nemocnych, kteti byli operovani a u nichz byla prokdzana kompletni patologicka

remise.
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3. Predikce 1é¢ebné odpovédi na chemoradioterapii u nadori rekta

Kompletni patologickou odpoveéd’ 1ze nalézt az u 30 % pacientti. Az 40 % pacientd, u kterych
je terapeutickd odpovéd’ na NCHRT minimalni, je zbyte¢né vystaveno nezadoucim ucinkiim
této 1éCby.

Proto se hledaji se specifické markery s jejichz pomoci by bylo mozné predpovédét efekt
predoperacni chemoradioterapie u nadort rekta. Tyto markery je mozné stanovit pted
zahajenim, v prib¢hu ¢i po ukonceni NCHRT. Z pohledu predikce terapeutické odpoveédi je
nejvhodnéjsi stanoveni téchto markeri pred zahajenim ¢i v ivodu NCHRT. Na zakladé¢ literarni
reSerse je mozné markery délit na klinické, radiologické, molekuldrni (bilkovinové povahy),

imunologické, genetické a na volné nadorové elementy [56].

3.1 Klinické markery

Velikost tumoru, lokalizace nadoru — vzdalenost od analniho okraje, diferenciace nadoru
Rada praci sledovala, zda samotna velikost nadoru, stupefi jeho diferenciace, T a N stadium
mohou byt prognostickym markerem odpovédi na NCHRT u nadort rekta. Né&které prace
ukazaly, Ze pCR byla Castéji asociovana s malou velikosti nadoru, jeho dobrou diferenciaci
nadoru, Casnym T a N [57, 58]. Tyto vysledky nebyly potvrzeny ve vSech studiich [59].

Co se tyka lokalizace, nadory stfedni a distalni tfetiny maji lepsi odpovéd’ na NCHRT nez
nadory proximalni tfetiny [60, 61]. Také nadory dobie diferencované maji lepsi klinickou
odpovéd’ na predoperacni 1€cbu [62].

Zajimava je prace Bustamante-Lopeze et al., ktery zjistoval, zda pocet uzlin v resekatu u
pacientll podstupujici NCHRT je rozdilny. Prekvapive zjistil, Ze pacienti s po¢tem uzlin < 12
maji signifikantné vyssi zastoupeni pCR (p = 0.004) [63].

V rozsahlé retrospektivni praci Lorimer et al. analyzoval soubor 27,532 pacientd z 1179
nemocnic [64]. Zjistil, ze pravdépodobnost dosazeni pCR byla nezavisle spojena s ¢asnéjSim
stanovenim diagnozy, Zenskym pohlavim, niz§im T a N stddiem, prodluzujicim se intervalem
mezi ukoncenim chemoradioterapie a operaci a také 1écbou v instituci s vySSim objemem

pacientd.
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Anémie

Hypoxie nadoru je asociovana s rezistenci k radioterapii [65]. Oxygenace tumoru zavisi na jeho
cévnim zasobenim, mikrocirkulaci a v neposledni fadé na mnozstvi hemoglobinu v krvi. Velka
¢ast pacientil s nadorovym onemocnénim trpi anémii. Anémie je zptisobena vlivem nadoru ¢i
1é¢by samotné. Ukazuje se, ze anémie je negativni prognosticky faktor u nadort hlavy a krku,
plic, nadorti délozniho ¢ipku a nadorit jicnu. Podobné i u nadorti rekta mize mit anémie
negativni vliv na lécebnou odpovéd, lokélni rekurenci a OS [66]. Prace Lee H. et al. ukazala,
ze anemicti pacienti (hemoglobin méné nez 90 mg/l) s lokaln¢ pokrocilym nédorem rekta
podstupujici NCHRT doséhli v mensim procentu patologické kompletni odpovédi (pCR) nez
pacienti bez anémie (p = 0,012). Pacienti s anemii pfed zahajenim 1é¢by méli horsi 3letou
lokalni kontrolu nez pacienti bez anemie. Multivariacni analyzou se prokazalo, ze anémie pred
1écbou (p = 0,035), T stddium nédoru a uzlinové postizeni (p = 0,020 a 0,032) byly nezavislé
prognostické faktory pro lokalni kontrolu onemocnéni [67]. Clarke T. et al. souvislost mezi

predlécebnou hladinou hemoglobinu a pCR neprokazal [68].

3.2 Radiologické markery

Magneticka rezonance je rutinné uzivana pro predoperacni staging nadort rekta. Uréeni T a N
stadia mize byt vyuzito k predikci, jak je uvedeno vySe. Méfeni objemu nadoru neukazalo
souvislost s pCR [69]. Naopak lepsi vysledky piineslo srovnani intenzity signalu nadoru.
Pacienti s TRG 1 méli vys$si piedoperaéni intenzitu signdlu nadoru nez pacienti s TRG 2,3.
Ovsem bez rozdilu signalu byl skupina pacientl TRG 1 a 4 [70]. MR s pouzitim kontrastni
latky a dynamicka MR (DWI) zohlediuji 1épe perfuzi nadoru a hustotu bunck, reflektuji 1épe
biologii nddoru, potenciondln¢ by proto mohly byt uzity k predikci. Zejména okrsky nadoru se
Spatnou perfuzi a znamkami hypoxie mohou byt rezistentni k u¢inku NCHRT [65].

Pii MR s pouzitim kontrastni latky je mozné stanovit perfuzni index (PI), zohlediujici
mikrocirkulaci v nddoru. Vysoky perfuzni index (PI) zna¢i hypoxii v nadoru a muze
ptedpovidat Spatnou odpovéd na NCHRT. DeVries prokazal, ze hodnota PI byla signifikantné
zvySena ve skupiné respondertt ve srovnani se skupinou nonresponderti [71]. Bohuzel se
neukdzalo, Ze nizky PI pfedpovida pCR [71-73].

DalSim dilezitym parametrem uréenym pii MR(DWI) je ADC (apparent diffusion coefficient).
Popisuje stupent mobility protont volnych molekul vody. U nekrotické tkané dochazi k rychlé
difazi protont molekul vody vzhledem porusené membranové integrité, ADC je proto vysokeé.

Naproti tomu tkané s vysokou hustotou bunék vykazuji nizké ADC.
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DWI byla zkoumana fadou autort s protichudnymi vysledky. V jiz zminéné praci DeVriese se
prokézalo, ze ve skupin¢ nonresponderti byla vyssi hladina ADC (p <0.001) [71]. Labrecht et
al. ukézal slibna data u 22 pacientd. Nizké predlécebné ADC bylo asociovano s vyssim poctem
PCR (p 0.003) [74]. Naproti tomu Barbaro et al. zjistil, Ze nizké predlé¢ebné ADC bylo spojeno
se Spatnou odpovédi na NCHRT [75]. Elmi et al. zjistil, Ze vyss$i predlécebné ADC
korespondovalo s odpovédi na 1é¢bu se sensitivitou 75 % a specifitou 48 % [76]. Vysledky
jsou tedy rozporuplné.

Dulezité¢ je postaveni MR po ukonceni chemoradioterapie a zhodnoceni ptipadné regrese
nadoru. Nejlepsi vysledky jsou dosahovany pii zobrazeni minimalné 6 tydni od ukonceni
NCHRT. V praci Maasové et al. bylo vySetieno 50 pacienti 6-8 tydnt po ukon¢eni NCHRT.
Bylo provedeno klinické vysetfeni (DRE), endoskopické vysetieni a MR (T2W, DWI). 34 %
pacientii dosahlo pCR. Samotné MR mélo uspésnost 79 % v predikci pCR, v kombinaci
s klinickym vySetfenim a endoskopii tato uspéSnost vzrostla na 98 % [50]. V nésledujici préci
uspésnost predikce samotné MR pteséhla 90 % [77].

Pomoci MR Ize urcit i stupenl regrese naddoru pomérnym zastoupenim fibrézy a viabilni

nadorové tkané [45]. Tyto vysledky korelu;ji s histopatologicky zjiSténou regresi (TRG).

FDG PET/CT neni standardné pouZzivano k urceni pfedoperacniho stagingu u nadorti rekta.

Predlécebné vyuziti PET CT k predikci NCHRT pfineslo rozporuplné vysledky. K urceni miry
vysyceni naddoru FDG (fluoro-D-glukézou) pii PET/CT slouzi hodnota SUV (standartized
uptake value) rep. SUVmax. Jsou prace zaméiené na sledovani zavislosti SUV a pCR, bohuzel
bez statistické vyznamnosti. Goldberg et al. sledovala, zda hodnoty SUV pted 1écbou a po
prvnim tydnu NCHRT mohou predikovat pCR. Zjistila, Ze pokles SUVmax byl vyrazngjsi u
respondert [78]. Prace Kim et al. byla podobné¢ koncipovand, s tim rozdilem, ze kontrolni PET
CT bylo provedeno 5-6 tydnti po ukonceni NCHRT. Hodnota SUVmax zjisténa pii druhém
vySetfeni byla ve skupiné respondert nizsi [79]. Martoni et al. prokazal, ze hodnoty SUV pod
27 pred 1écbou predikuji pCR s vysokou senzitivitou, ale velmi nizkou specifitou (10.6 %) [80].
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3.3 Molekularni markery

Molekularni predikce je zalozena na hledani specifickych markert ptevazné bilkovinné povahy
ptitomnych v krevni plazmé nebo piimo v tkéni nadoru. Tyto markery souviseji s bunéénou
regulaci, opravou DNA, se vznikem a progresi nadorového onemocnéni a molekularnimi
mechanismy odpovédnymi za radiochemosensitivitu nadoru.

Karcinoembryogenalni antigen (CEA) je membranovy glykoprotein, ktery je tvofen v
epitelidlnich buitkach béhem fetalniho vyvoje. Ovliviiuje bunéénou adhezi, ale jeho kompletni
funkce neni zndma. M4 nepfimy imunosupresivni vliv na T-lymfocyty. Polo¢as v organismu je
7 az 14 dni, fyziologicka sérova hladina je do 3 pg/ml, u kutdki je mirn¢€ zvySena do 5 pg/ml.
Patologicky muze byt zvySen u cirhdzy jater a zancétu zazivaciho traktu. Jeho senzitivita u
kolorektalniho karcinomu dosahuje 71 %, ovSem toto plati jen pro pokrocilé a metastatické
nadory, u ¢asnych stadii je sensitivita mensi nez 25 %. CEA neni tedy moZn¢é uZzit jako marker
diagnosticky, ale pouze jako marker uréeny ke sledovani progrese onkologického onemocnéni.
Byla provedena cela fada studii hledajici vztah mezi predlécebnou hladinou CEA a vysledkem
predoperacni radiochemoterapie.

Velka retrospektivni prace analyzovala soubor 530 pacientii s nddorem rekta podstupujici
NCHRT. Pacienti byli ozéfeni celkovou davkou 50.4 Gy a soucasné jim byl podan 5-FU,
nasledné byli operovani. Celkové 20 % pacientti dosahlo pCR. Primérna predlécebna hladina
CEA u nekurékii s pCR byla 2,9 ng/ml, u téch u ktefi pCR nedosahli, byla piedlécebna hladina
8.3 ng/ml. Zajimavé na této praci je fakt, Ze jen u 57 % pacientl zahrnutych do analyzy byla
k dispozici hladina CEA [81]. Podobné¢ rozsahld studie z MD Anderson Cancer centra
prokazala, ze ptredlécebné hladiny CEA> 2.5 ng/ml jsou asociovany se signifikantné niz§im
podtem pCR [61]. Soubor 323 pacientii z Ciny ukézal, Ze predlééebna hladina CEA <=5 ng/ml
byla nezavislym prediktorem zvysujici Sanci dosazeni pCR [82]. S podobnym zivérem
skoncCily 1 préace dalSich autorti [83-85]. Byla také zkoumana zmeéna hladiny CEA pfed a po
ukonceni NCHRT. Zejména nizka hladina CEA, respektive jeji pokles po ukonc¢eni NCHRT,
by mohl znacit dobrou odpovéd na NCHRT [86].

Proti témto povzbudivym vysledkiim stoji prace Kalady et al. [59], kterému se na souboru 242
pacientll nepodafilo prokéazat souvislost mezi predlécebnou hladinou CEA a pCR. Jediné, co
meélo pozitivni vliv na dosaZeni pCR, byla doba od operace delsi nez 8 tydnii. Také Clarke et
al. neprokdzal korelaci mezi piedlécebnou hladinou CEA a pCR [68].

Ptesto se zda, ze zvysSené predléCebné hladiny CEA mohou negativné souviset s 1é¢ebnou

odpovédi na chemoradioterapii u nadorti rekta.
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Thymidilat syntaza (TS) je enzym podilejici se na metabolismu thymidinu. Pfi jeho inhibici
dochézi k hromadéni uréitych metabolickych produktii a tim k poskozeni DNA. Uginek 5-FU
je zprostiedkovan vazbou na TS. 5-FU ucinkuje jako antimetabolit a ireverzibiln¢ inhibuje TS.
Vysoka exprese TS u CRC je spojena s 5-FU rezistenci. TS muize byt vySetiena na urovni
proteinu pomoci imunohistochemie nebo na trovni RNA pomoci reverzni transkriptazy.
Soucasné se vysetiuje genovy polymorfismus TS.

V praci Jakoba et al. nizka ptfedlécebna exprese genu TS v tkani nddoru svédc¢ila o dobré
1é¢ebné odpovedi, navic spolecné s Ki-67 méla pozitivni predikci v dosazeni pCR [87]. Prace

Negriho et al. to nepotvrdila [88]. Ani vyzkum TS polymorfismu nepfinesl lepsi vysledky [89].

EGFR je transmembranovy protein patiici do rodiny tyrozinkinazovych receptort pro ristové
faktory (HER). Po navazani ligandu na extracelularni doménu receptoru dochazi k
autofosforylaci intraceluldrnich tyrozinkindzovych zbytkl, coz vede k aktivaci signdlni
kaskady zahrnujici drahy RAS/RAF/MAPK, PI3K/AKT a STAT/AKT, vyznamné pro vyvoj a
progresi nadorovych onemocnéni. Draha vedouci z RAS (KRAS) k MAPK se t¢astni regulace
bunééného cyklu, genové transkripce a bunééného déleni. Draha PI3K/AKT reguluje signaly
ovlivitujici preziti buiiky a signély zabranujici apoptoze. Receptor EGFR aktivuje 1 drdhu
STAT/AKT, ktera ptisobi na transkripci genl ucastnicich se procesu piezivani bungk.

Autoprotilatky cilené¢ proti EGFR receptoru hraji dilezitou roli v terapii metastazujiciho
kolorektalniho karcinomu. Zatazeni téchto latek do neoadjuvantni chemoradioterapie muze
pfinést piiznivy efekt. Zatim jsou vysledky nejednoznaéné. Nékteré prace ukazaly, Ze nizka
exprese EGFR vede k dobé lécebné odpovédi, jiné prace ukazaly pravy opak. Vyzkum
polymorfismu EGFR pfinesl také rozporuplné vysledky [89-91]. VySetfeni KRAS mutace je jiz
zavedeno v klinické praxi pii cileni onkologické 1écby u metastatického CRC. Jeji vyuziti

k predikci pCR se nepotvrdilo [92, 93].

Survivin

Survivin je mala molekula, ktera se podili na regulaci bunéného cyklu a inhibici apoptdzy a je
exprimovana béhem embryogeneze a také cetnych nddorovych onemocnéni.

Jeho exprese v nddoru koreluje s agresivnéj$im fenotypem tumoru a chemoterapeutickou
rezistenci [94].

U nadort rekta byl zkouman vliv exprese survivinu na chemoradioterapii a byly zjistény
kontroverzni vysledky. Terzi et al. nenalezla korelaci mezi expresi survivinu a odpovédi na

pfedoperacni chemoradioterapii a prognoézu [94]. Kim et al. naopak zjistil, Ze vysoka
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imunohistochemickd exprese survivinu v biopsii nadoru pred 1éCbou byla spojena s mensi

odpovédi na predoperacni chemoradioterapii u lokaln€ pokrocilych nadori rekta [95].

Cyklooxygenaza

Cyklooxygenaza (COX) je tvofena dvéma isoformami (COX1,2) podilejicich se na
metabolické konverzi kyseliny arachidonové na prostaglandiny, vcetné prostaglandinu E2,
ktery je jednim z hlavnich mediator zanétu a angiogeneze. COX2 miize inhibovat apoptozu,
podporovat angiogenezi a modulaci bunécné diferenciace a zvySovat agresivitu nadoru a jeho
metastazujici potencial [96].

Vyzkum COX v predikci 1écebné odpovédi na NCHRT u lokélné pokroc¢ilého nadoru rekta
ptinesl bohuzel protichtidné vysledky [97, 98].

P53

Protein p53 je transkripéni faktor, ktery kromé jinych funkci predchézi tvorbé nadort, a proto
pusobi jako nadorovy supresor. Protein p53 reguluje expresi mnohych gend, které mohou
kontrolovat rist bunék, apoptézu (programovanou bunéfnou smrt), opravu DNA, starnuti
bunéénych populaci a angiogenezi (rlist novych cév). P53 vyhleddva na DNA poSkozend mista
a pokud takové najde, spusti transkripci genu p21, ktery zastavi déleni buniky, dokud neni
poSkozené misto reparovano. Pokud to nelze, bunka spusti programovanou bunécnou smrt.
Funkce proteinu p53 je regulovana fadou mechanisml, mimo jiné oxidativnim stresem,
osmotickym Sokem, zvySenou teplotou, poSkozenim bunéénych membran, poskozenim DNA a
dalsimi. Inaktivace p53 je dilezita v rozvoji kolorektalniho karcinomu. P53 hraje také dilezitou
roli v u¢inku NCHRT na nador, proto byla jeho tloha intenzivn€ zkoumana. Nadorové bunky
nemajici mutaci p53 (wild type) jsou chemoradiosensitivni, zatimco ty s mutaci jsou rezistentni.
Je mozny imunohistochemicky prikaz proteinu p53 ve tkani nadoru ¢i pfimé vySetfeni genu
TP53. Dilezité je stanoveni, zda se jedna o nemutovanou ¢i mutovanou formu.

Neékteré prace potvrzené metaanalyzou publikovanou Chenem v roce 2012 naznacuji, ze wild
typ pS3 (nemutovany gen nebo sniZzend exprese p53 proteinu) je asociovan s dobrou odpoveédi

na NCHRT [99-101]. V dalsich pracich se to nepotvrdilo [90, 102].
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3.4 Imunologické markery

Lymfocyty hraji dilezitou roli jak v imunologické odpovédi organismu na nador, tak také
zprosttedkovavaji u¢inek NCHRT. Vzhledem k tomu, ze pokles T lymfocytli v experimentu u
mysi zhorSoval ucinek radiace [103], jsou zkoumany jak pocty lymfocytt v periferni krvi, tak
1 v nadoru. Vyssi zastoupeni CD8+ lymfocyti v nadoru ukézalo jako nezavisly prognosticky
faktor dosazeni pCR po NCHRT[104].

Zastoupeni lymfocytl v periferni krvi je vyssi u pacienti s pCR [105]. V praci Tada et al. se
potvrdilo, ze ptedlécebné pocty cirkulujicich lymfocytl jsou u pacientt s dobrou odpovédi na
NCHRT vyssi nez ve skupiné s minimalni odpovédi. Daéle, Ze v podilu téchto lymfocyti
ptfevazuji T a Th lymfocyty na tkor B lymfocyti. Hladiny T a B lymfocyti béhem
chemoradioterapie klesaji [106]. Podobné vysledky se ukazaly i u nadord délohy, délozniho
¢ipku, prsou a nasofaryngu. Vyssi piedlécebny pocet lymfocytlh mél ptiznivy vliv na progndzu
nemocnych. Ne vSichni autofi dosli ke shodnym vysledkim [68].

Co neni jasné, je vztah mezi cirkulujicimi a tumor infiltrujicimi lymfocyty (TIL). Milne et al.
ukdzal, ze hladina cirkulujicich lymfocytl nekoreluje poctem TIL u nddoru vajecniku. Presto,
cirkulujici lymfocyty i TIL pfiznivé koreluji s prognézou nemocnych, ale nezavisle na sobé

[107].

3.5 Genetické markery

Chromosomalni aberace

Ziskani ¢i ztrata ¢asti chromozomu miiZe vést ke zméné v onkogenech a tumor supresorovych
genech, které jsou dillezité za rozvoj a progresi kolorektalniho karcinomu. KdyZz Chen et al.
[108] zkoumal chromosomalni aberace, nalezl méné ziskanych regionu a specifickou ztratu
regionu 12p13.31 u pacientli s pCR. Analyzou tohoto regionu bylo nalezeno 8 genil souvisejici

s odpovédi nadoru na 1écbu.

Mutace a metylace v nadorové tkani

Prvni prace na detekci somatickych mutaci v tumor supresorovych genech a onkogenech
naznacuji, ze k predikci odpovédi NCHRT by mohlo byt pouZzito vyhodnoceni stavu mutace
genu TP53 v nadoru. Metaanalyza publikovana Chenem v roce 2012 potvrdila ptedstavu, ze
divoky typ TP53 je spojen s lepsi odpoveédi na 1éCbu, ostatni vSak tuto hypotézu nepotvrdili
[60]. Sun et al zkoumali pfitomnost mutace KRAS a MGMT (promotor methylace) u pacientli s

CRC. U pacientll s minimalni odpovédi doslo k poklesu poctu mutaci KRAS v nadorové tkani
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po ukonceni NCHRT. Naproti tomu ve skupiné respondentt byla zjistén vyssi pocet mutaci

MGMT pted zahdjenim 1écby [62].

SNPs (single nucleotide polymorphismus)

SNP jsou zdédéné genetické varianty, které indikuji obecnou predispozici organismu k
nadorovym procesiim a také predispozici k reakci na danou 1é¢bu, napt. schopnost opravovat
DNA v souvislosti s radiacné-chemoterapeutickym poSkozenim bunék.

Spindler et al. zkoumal ,,single nucleotide polymorfismus*“ u TS, EGFR, Sp1-216 a jeho
souvislost s pCR. TS 2/2 genotyp a heterozygot EGFR A61G genu predikoval cPR s vysokou
uspésnosti [109]. Ostatni autofi jiz tak Gspésni nebyli [110].

Profilovani genové exprese

Mikroarray technika se uziva v predikci a invidualizaci onkologické 1é€by u rakoviny prsu
(Oncotype DX, MammaPrint). Podobn¢ se hledaji geny, podle kterych by bylo mozné urcit
predikci u¢inku NCHRT u nadort rekta.

Tyto skupiny gent zahrnuji DNA repair geny, geny regulujici apoptozu a signalni drahy pro
rast bunék. Ghadimi et al. prokéazal signifikantné rozdilnou expresi u 54 genli ve skupiné
respondert a nonresponderi. Prediktivni hodnota tohoto testu byla 84 %, sensitivita 78 % a
specifita 86 % [111].

Podobné Rimkus et al. identifikoval soubor 42 genti spojenych s predikci k pCR se sensitivitou
71 % a specifitou 86 % [112].

Korejska skupina identifikovala na souboru 31 pacientti 95 gent predikujici pCR. Ptesnost této
predikce byla 84 %.

Brettingham-Moore provedla mikroarray analyzu na skupiné 51 pacienti. Pokusila se ovéfit
panel gentli pouzitych k predikci Ghadimim, Rimkusem a Kimem. Nepodafilo se ji ale prokazat
koleraci v expresi téchto genti a predikci lécebné odpovédi [113].

Podobn¢ jako analyza DNA byla provedena 1 analyza genové exprese RNA resp.
microRNA(miRNA). Rozdilnd exprese 53 miRNA byla nalezena u responderd vs.
nonresponderti. Nejvétsi rozdil byl zjistén u 14 miRNA. miRNA-622 a miRNA-630 ukazala
100 % sensitivitu a specifitu v predpovédi pCR [114]. Autofi se domnivaji, Ze miRNA
ovliviiuje geny podilejici se na opravé bunck poskozenych radioterapii. U miRNA-630 bylo jiz
diive prokazano, ze negativné ovliviiuje schopnost reparace DNA bunc¢k posSkozenych
oxaliplatinou a to konkrétné u nemalobunééného karcinomu plic (NSCLC). Naopak Ma et al.

identifikovala miRNA 622 jako marker radioresistence. Kheirelseid et al. extrahoval miRNA
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z 12 parafinovych blockii u nadort rekta. Zjistil, Ze miRNA-16, 590, 153 predikuji pCR se 100
% ptesnosti. Toto je velmi perspektivni technika, vzhledem k dobré dostupnosti parafinovych
bloc¢kt, bohuzel zatim nebyla testovana na Sirsi kohort¢ a zadny z téchto testii nebyl proveden
u karcinomu rekta.

Lopes-Ramos et al identifikovali 27 rozdilné¢ exprimovanych geni mezi pacienty s pCR a
pacienty se Spatnou odpovédi na NCHRT. Predikce zalozend na téchto genech dosahovala
presnosti 81,8 % pouze u této konkrétni skupiny pacientl, u jiné nefungovala. Tyto vysledky
naznacuji, ze v soucasné dobé& dostupné prediktivni soubory genti jsou vysoce zavislé na
souboru vzork, ze kterého jsou odvozeny a jejich presnost neni lepsi nez soucasné zobrazovaci

metody a klinické parametry pouzivané k hodnoceni odpoveédi na NCHRT [70].

Spontanni apoptdéza

Mira spontdnni apoptozy byla zkouména jako marker radiosensitivity. Nékolik studii prokazalo
souvislost mezi pfitomnosti spontanni apoptdzy v piedléCebnych biopsii nddoru a nasledné
vys§im vyskytem pCR ucinkem NCHRT[115, 116]. Naproti tomu Mc Dowell a Tannapfel

neprokazali souvislost mezi spontanni apoptézou a pCR [117, 118].

3.6 Volné nadorové elementy

CTC cirkulujici nadorové bunky

Z nadoru jsou do krevniho ob¢hu uvolinovany buniky. Nadorové buiiky je pak mozné detekovat
v periferni krvi 1 v kostni dfeni. Pfedpoklada se, Ze ptitomnost CTC je spojena se schopnosti
nadoru zakladat metastazy a tim s hor$i progndzou. U nemetastazujici rakoviny prsu ma prikaz
CTC prognostickou hodnotu. Pacientky s ptitomnosti CTC pied 1é€bou maji horsi progndzu,
kterd je navic negativné spojend s poctem cirkulujicich nddorovych bunék [119]. Zafazenim
neoadjuvantni chemoterapie do 1€¢by pacientek s nemetastazujicimi nadory prsu HER2
negativnimi, ale s pozitivitou CTC, nevedlo k eliminaci cirkulujicich nadorovych bunék [120].
U nédort prostaty je vymizeni CTC po 13 tydnu 1éEby spojeno s dobrou prognézou a ma lepsi
vypovédni hodnotu neZ pokles PSA.

U kolorektalniho karcinomu je situace takova, Ze ptiblizn¢ 20-30 % pacienti s pokrocilym
kolorektalnim karcinomem ma vice nez jednu CTC v 7.5 ml periferni krve. Ptitomnost CTC
v krvi je pak spojena u téchto nemocnych s horsim OS [121].

Magni et al. sledovala mnozstvi CTC na zacatku a v pribéhu multimodalni 1écby lokalné

pokrocilého karcinomu rekta. Zjistila, ze 18.9 % pacientli mélo alesponi jednu CTC na zacatku
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1é¢by. Béhem NCHRT doslo k poklesu CTC. Neprokézala vztah mezi ptitomnosti CTC a T, N
stadiem. Zjistila, Zze u pacientd s dobrou odpovédi na NCHRT doslo k poklesu poc¢tu CTC po
ukonceni neoadjuvantni 1é€by. Samotna ptitomnost CTC na zacatku 1écby nebyla statisticky
prognostickym faktorem [122].

Podobné Sun et al. vysetfoval mnozstvi CTC u lokaln¢ pokrocilého karcinomu rekta. U
pacientll s dobrou odpovédi na NCHRT mnozstvi CTC signifikantné pokleslo po ukonceni
NCHRT. Respondeti méli vétsi mnozstvi CTC v periferni krvi pied zahdjenim 1é€by a mensi
mnozstvi CTC po ukon¢eni NCHRT nez nonrespondeti [123].

Troncarelli et al. kromé stanoveni CTC u nich vySettili kinetiku a expresi TS a RAD23B
proteinu. Soubor tvotilo 30 pacientd. Hladiny CTC byly stanoveny pied a po ukon¢eni NCHRT.
U vétsiny pacientt se hladiny CTC b&hem 16¢by snizily. Zadny z pacientt, ktefi dosahli pCR,
nevykazoval expresi TS a RAD23B proteinu v CTC [57].

Volna nadorova DNA, ctDNA
V roce 1948 se prokazalo, ze v krvi se nachazi volna, cirkulujici DNA — cfDNA. CfDNA se
uvoliiuje do krevniho obc¢hu z nekrotickych bun€k a bunék podléhajici apoptdze. Neni
vylou€ena ani aktivni sekrece DNA buiikou [124]. Fragmenty cfDNA uvolnéné do krevniho
ob¢hu maji délku 150-200 bp [125]. Zdrojem cfDNA nejsou jen nadorové buiky, ale také
rozpadajici se buniky vlastni. Termin ctDNA oznacuje cirkulujici nddorovou DNA, ktera je do
krve uvolnéna z tkdn€ nadoru.
V krvi zdravych lidi nalézame cfDNA primérné v koncentraci 13 ng/ml, u pacientt s nadory
v koncentraci 180 ng/l. Zbytky mrtvych bunék s jejich DNA je eliminovana z krve buitkami
imunitniho systému napt. makrofagy. Polo€as eliminace cfDNA je n¢kolik hodin. Mnozstvi
detekovatelné ctDNA zavisi na pokrocilosti nddorového onemocnéni a na typu nddoru. CtDNA
muize pochazet jak zprimarniho nadoru, tak i z metastazy, obsahuje DNA identickou
s nadorovou DNA. Podil ctDNA na celkové cfDNA muZe pfedstavovat u nemetastazujiciho
CRC méné nez 1 %. U metastazujiciho onemocnéni ctDNA mtize pfevazovat.
Protoze ctDNA predstavuje pouze velmi maly podil cfDNA, jsou pro detekci nutné vysoce
citlivé a spolehlivé metody, zejména pokud se jedna o monitorovani ¢asného nemocnéni, kdy
podil ctDNA muze byt ¢asto niz8i nez 0,01 % [126]. Pocatecni pokusy o detekci byly zaloZeny
na metodach vyuzivajici polymerazovou fetézovou reakci (PCR). Citlivost samotné PCR je
relativné mala. S pfichodem digitalni PCR se citlivost vyrazné zvysila.
Techniky zalozené na digitalni PCR jsou povaZzovany za vysoce citlivé a zahrnuji kapilarni
digitalni PCR (ddPCR) a PCR s pomoci BEAMingu. Nékteré testy zalozené na digitalni PCR
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jsou schopné detekovat 1 mutantni alelu na pozadi 100 000 divokych fragmentid DNA [127].
Digitalni PCR je omezena na detekci jednotlivych nukleotidovych zmén, coz vyzaduje znalosti
mutaci pfitomnych v nddoru. Kromé toho pocet mutaci, které lze soucasné vyhodnotit, je
omezen.

Techniky zaloZené na sekvenovani pristi generace (NGS) umoznuji analyzu vétSich cilovych
oblasti, panelt s vice geny. Pro vétSinu téchto technologii se v§ak doporucuje vétsi mnozstvi
vstupni DNA nez pro digitalni PCR.

Teoreticky mozné je tedy mozné vyuzit ctDNA jako marker diagnosticky, marker rezidualni
nemoci, marker prognosticky i jako marker ¢asné rekurence onemocnéni [128]. Bylo by i
mozné cileni onkologické 1écby na zakladé genetického profilu nadoru, jez by byl stanoven
pouhym odbérem krevni plazmy, napt. mutace KRAS, resp. zména mutace béhem 1écby.

V soucasnosti je diagnéza nadorového onemocnéni urena biopsii nadoru. V této tkani je pak
mozné stanovit piislusné mutace. Odbér tkanoveé biopsie je pro pacienta zatézujici.

Ukazalo se navic, ze mutacni profil nddoru je heterogenni, rizné okrsky nadoru mohou
obsahovat bunky s riznymi typy mutaci. Vlastni tkanova biopsie odebrand z jednoho mista
nemusi tuto heterogenitu obsahovat. CtDNA 1épe odrazi heterogenitu nadoru a mohla by
nahradit tkanovou biopsii, jedna se o tekutou biopsii (liquid biopsy). Problémem je nizka
koncentrace ctDNA u Casnych forem nadorového onemocnéni a také, Ze nékteré mutace se
vyskytuji 1 u nenddorovych onemocnéni.

CtDNA je mozné prokazovat ze séra, z krevni plazmy 1 z moci. V séru se nachdzi zvySené
hladiny cirkulujici volné DNA, které jsou pravdépodobné vysledkem kontaminace DNA
uvolnéné z bilych krvinek. Plazma je proto pro analyzu ctDNA vhodnéjsi [129].

Pokud mé chemoterapie dobrou lécebnou odpovéd’, mnozstvi ctDNA klesa, v opacném piipade
nikoliv [130-132].

Pokud se porovnaji hladiny ctDNA a CTC zjistime, ze spolu nekoreluji. V jiz zminéné praci
Bettegowda et al. nebyli zadni pacienti, u kterych byly pfitomné CTC, ale u nichz by chybéla
ctDNA. Avsak v ptipadech, kdy byla detekovana ctDNA (13 z 16, 81 %) nebyly detekovatelné
CTC. Ve tiech ptipadech byly detekovany hladiny CTC i ctDNA. Primérny pocet mutantnich
fragmentl v plazmé& byl> 50krat vyssi v ptipadé ctDNA neZ analogické hladiny v CTC [96].
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4. Vymezeni cili prace, stanoveni hypotéz

AZ u 30 % pacientli podstupujici predoperacni NCHRT nastavd kompletni patologicka
odpovéd, tzn. situace, kdy jiz neni nador v resekéatu prokézan. Tito nemocni pak maji velmi
dobrou prognézu. Naopak u 40 % pacientt je odpoveéd na lé¢bu minimdlni. Tito nonrespondefi
z neoadjuvantni 1€Cby neprofituji a jsou zbytecné vystaveni nezadoucim ucinkim této 1écby.
NCHRT navic vyznamné zhorSuje pooperacni funkéni vysledky, zejména co se tyka kontinence
stolice, moc¢i a sexudlni dysfunkce. Nabizi se proto, aby tato skupina nemocnych NCHRT
nepodstupovala a byla ptfimo operovéna.

Proto se hledaji prediktivni markery, podle kterych by bylo mozné odliSit respondery a
nonrespondery. Z vyse uvedeného je zfejmé, ze zadny z doposud zkoumanych markerd neni
dostate¢né spolehlivy.

Mezi nové zkoumané markery patii volnd nddorova DNA (ctDNA).

Hlavnim cilem prace bylo zjistit, zda jsme schopni na zakladé hladin c¢tDNA v krevnim
séru nemocnych predikovat terapeutickou odpovéd’ na NCHRT u nadorii rekta. Piresnéji,
zda existuje korelace mezi hladinami ctDNA v séru nemocnych pred zahajenim a v
pribéhu chemoradioterapie a histopatologickym stupném regrese nadoru a vyslednym
TNM stagingem. Pokud by tato korelace existovala, dovolovala by rozdélit pacienty na
respondery a nonrespondery a modifikovat u kazdé skupiny multimodalni 1€cbu. Dal§im cilem

bylo takeé zjistit, zda pfitomnost ctDNA v séru nemocnych ma vliv na jejich preziti.
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5. Metodika

Do prospektivni studie bylo zafazeno 36 pacientl s lokalné pokrocilym adenokarcinomem
rekta v obdobi od 2013 do 2017. Soubor tvofilo 27 muzl a 9 Zen s primérnym vékem 64,1
roku. Charakteristika souboru je uvedena v (Tab. 5).

Protokol studie byl schvélen etickou komisi a pacienti ucast ve studii potvrdili podpisem
informovaného souhlasu.

U kazdého pacienta bylo provedeno koloskopické vySetfeni a nador byl histologicky
verifikovan. Predoperani staging onemocnéni byl stanoven na zdkladé¢ vySetfeni
zobrazovacimi technikami (CT, MR). Nésledné byl v rdmci jednani mezioborového tymu uréen
ptesny protokol 1écby.

Nadorova tkan (obvykle tfi vzorky ziskané bioptickymi klestémi) odebrané béhem pocatecni
endoskopie pfed onkologickou lécbou byly okamzit¢ zmrazeny na -30 ° C a odeslany do
laboratote ke genetickému testovani. Nasledné byly nddorové tkdné vySetfeny na pifitomnost
nejbéznéjSich mutaci diive pozorovanych u CRC (zahrnujicich KRAS / MIM # 190070 /, TP53
/MIM # 191170/, APC/MIM # 611731 /, PIK3CA / MIM # 171834 /, BRAF /| MIM # 164757
/a CTNNBI1 / MIM # 166806 /). Plazma byla ziskana centrifugaci ze vzorkl krve odebranych
pfed a béhem NCHRT.

Vsichni pacienti podstoupili neoadjuvantni chemoradioterapii skléddajici se z 50.4 Gy radiace a
konkomitantniho podani Xelody (capecitabin) v celkové davce 825 mg/m?. Ozafeni bylo
provedeno formou 25 frakei s tvodnim boostem 5.4 Gy. Po ukonceni prvniho tydne NCHRT
byl proveden kontrolni odbér na ptitomnost ctDNA v séru. Za 6 tydnl po ukonceni NCHRT
bylo provedeno kontrolni MR panve. V odstupu 8-10 tydn po ukonceni NCHRT vsichni
pacienti podstoupili operaci. Resekat byl podrobné histopatologicky zhodnocen patologem, byl
ur¢en pTNM nadoru a také vySetiena histopatologicka regrese nadoru po prob&hlé NCHRT.
Pacienti byli sledovani po dobu nejméné 3 let po operaci. V pravidelnych intervalech bylo
provadéno standardni vySetfeni nadorovych markert, kolonoskopie a zobrazeni pomoci

pocitacoveé tomografie (CT).
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Tab. 5 Charakteristika souboru pacientd. V tabulce je uveden vék, pohlavi pacientd a klinické stddium

nemoci

Pacient Pohlavi Vék Stadium

1 M 68 2
2 M 63 2
3 M 73 3
4 M 74 2
5 F 73 3
6 M 64 3
7 M 62 3
8 F 36 3
9 F 61 3
10 M 70 3
11 M 64 2
12 M 79 2
13 F 59 2
14 M 61 3
15 M 62 2
16 M 53 3
17 M 79 2
18 M 64 2
19 M 72 3
20 F 30 3
21 F 64 3
22 M 60 3
23 F 74 3
24 M 63 3
25 M 74 3
26 F 66 2
27 M 52 3
28 M 64 2
29 M &3 3
30 M 74 3
31 M 62 3
32 F 63 3
33 M 58 3
34 M 58 3
35 M 63 3
36 M 62 3
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VySetieni mutaci, stanoveni ctDNA

Extrakce DNA z nadorové tkan¢ a plazmy byla provadéna pomoci standardnich postupt. K
extrakci ze vzorkl tkan¢ byla pouzita sada GenEluteTM pro sav¢i genomovou DNA Miniprep
(Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA). Extrakce ctDNA ze vzorkl krevni plazmy byla
provedena pomoci soupravy NucleoSpin Plasma XS (Macherey-Nagel, Diiren, Némecko),
objem zpracované plazmy byl 600 pl, coz poskytlo typicky mezi 5 a 50 ng cfDNA na vzorek
stanovenou fluorometrem Qubit 2.0 ( Life Technologies, Camarillo, CA).

Podobné jako v jinych pracich [130-132] byla mutacni analyza vzorkl tkani zaméiena na panel
vybranych onkogeni s nejvy$$im podilem somatickych mutaci u nddoru rekta podle
mezinarodni ,,databaze COSMIC* (https:// cancer.sanger.ac.uk/cosmic). Tento panel zahrnoval
hotspoty v KRAS, BRAF, PIK3CA a CTNNBI, stejné jako vybrané oblasti tumor supresorovych
genll APC (mutacni klastrova oblast) a TP53 (exony 5-8). Mutacni analyzy byly provadény
metodou denaturacni kapilarni elektroforézy (DCE) s vyuzitim dfive popsanych

experimentalnich parametrti (Obr. 5) [133-136].

Obr. 5 Zaznam z analyzy pomoci denaturacni kapilarni elektroforézy. PCR produkt bez mutace - wildtype (A),
PCR produkt s mutaci - mutant (B)

Somatické mutace detekované ve vzorcich tkdn€ byly nésledné vySetfeny ve vzorcich cfDNA
ziskanych z plazmy. Genetické testovani bylo provedeno pomoci dvou samostatnych metod,
jak bude dale diskutovano. Podskupina vzorkii, u kterych nebyla metodou DCE ctDNA
prokézana [137], byla ndsledné¢ znovu testovana pomoci ,,BEAMING assay*“ s vysokym
rozliSenim [138] zaméfenym na detekci KRAS-specifické ctDNA. VysSetteni bylo provedeno
externi smluvni laboratofi (Oddéleni patologie, Jesseniova Iékaiska fakulta Univerzity

Komenského v Marting, Slovensko).
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Podrobnosti viceurovitového pfistupu k testovani ctDNA jsou uvedeny na (Obr. 6) a dale

podrobné v sekci Diskuse.

36 pacientl s lokalné pokroéilym nadorem rekta (stadium II, 111)

VySetFeni tkdné nadoru na 3 bez prokazané
pFitomnost panelu 6 genovych mutace v tkani
mutaci nadoru

28 pacientt s
Sl prokazanou mutaci
v tkdni nadoru

0 chybéjici nebo
nedostatecna
kvalita vzorku

5 pacientt s
prikazem ctDNA v
krevni plazmé

ctDNA detekce, hledana
mutace s 1% sensitivitou
pomoci DCE technologie

|

23 pacientl bez 7 vhodnych pro
priikazu ctDNA v —— dalsi sledovéni
plazmé po DCE ctDNA

8 pacienti s
insuficientni DNA ¢i
bez KRAS mutace

«—

KRAS ctDNA detekce s 0.01%
sensitivitou pomoci BEAMING
technologie

I

21 pacientti
nevhodnych pro
dalsi sledovani
ctDNA

2 pacienti s detekci
ctDNA v plazmé

Obr. 6 Vicetroviovy algoritmus kaskddového testovani pro hodnoceni cirkulujici nadorové DNA
(ctDNA) zahrnujici standardni pfistupy [denaturujici kapilarni elektroforéza (DCE)] a vysoce citlivy
(BEAMING *) pristup. * Technologie BEAMING byla provedena pomoci experimentalniho nastaveni
na sad¢ archivovanych vzorkl ctDNA. Toto nastaveni vyzkumu se 1isi od protokolti pouzivanych pfi

pravidelném testovani s certifikaci IVD-CE.

Statistické metody

Vsechny statistické analyzy byly provedeny pomoci jazyka R pro statistické vypocty a grafiku
[139]. Vz4jemné vztahy mezi pfezitim nemocnych a dal§imi prediktory, jako je pfitomnost
ctDNA pted a behem NCHRT, byly analyzovany pomoci Coxova modelu proporcionalniho
rizika a t-testll a vyneseny pomoci boxplots a Kaplan-Meierovych kiivek. Vystupy s hodnotami

p <0,05 byly povazovany za statisticky vyznamné.
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6. Vysledky

Lécebna odpovéd na NCHRT ur¢end pomoci TRG skore je uvedena v (Tab. 6).

Tab. 6 Klinické stadium nemoci, TNM staging pied zahajenim NCHRT (TNM I) a 6 tydnt po jejim ukonceni
(TNM II), tumor regression grade (TRG), prokazané mutace, pfitomnost ctDNA v plazmé pted zahdjenim 1écby

Pacient Stadium TNM | TNM I TRG Mutace ctDNA
1 2 3 0 O 30 0 2 TP53 0
2 2 3 0 O 0 0 O 4 KRAS 0
3 3 31 0 3 22 0 2 KRAS+APC 0
4 2 3 0 O 3 2a 0 1 KRAS 0
5 3 31 0 2 0 0 2 PIK3CA 0
6 3 4 1 0 3 1c O 1 APC 0
7 3 31 0 32b 0 2 TP53+APC 0
8 3 3 1 0 2 0 0 2 APC 0
9 3 31 0 0 0 O 4 TP53 0
10 3 3 1 0 2 0 0 2  KRAS+PIK3CA 0

11 2 3 0 O 2 0 3 0 0
12 2 3 0 O 3 1a 0 2 TP53 0
13 2 3 0 O 30 0 1 KRAS+TPS53 0
14 3 3 1 0 3 2a 0 1 KRAS+TP353 X
15 2 3 0 O 30 0 2 TP53/PIK3CA 0
16 3 3 1 0 3 1a 0 2 APC 0
17 2 3 0 O 2 0 0 2 KRAS 0
18 2 3 1 0 3 1a 0 2 TP53 0
19 3 2 1 0 2 2b 0 2 BRAF/TP53 0
20 3 1 1 0 1 1b 0 1 KRAS/TP53 X
21 3 2 1 0 1 0 O 2 KRAS/APC 0
22 3 3 1 0 30 0 2 0 0
23 3 3 1 0 326 0 1 KRAS 0
24 3 3 1 O 1 0 0 2 TP53 0
25 3 3 1 0 1 0 O 2 KRAS X
26 2 4 0 O 2 0 0 1 KRAS X
27 3 3 1 0 2 0 0 1 KRAS/APC X
28 2 3 0 O 2 1c O 3 KRAS X
29 3 3 1 0 3 2a 0 2 KRAS X
30 3 3 2 0 30 0 1 KRAS 0
31 3 3 2 0 32 0 1 TP53 0
32 3 3 1 0 0 0 0 4 APC 0
33 3 3 1 0 2 0 0 2 KRAS 0
34 3 3 0 O 30 0 2 KRAS 0
35 3 3 1 0 2 1 0 1 KRAS 0
36 3 31 0 30 0 2 0 0

W
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Ptizniva odpovéd’ na 1écbu (TRG skore 3 nebo 4) byla pozorovana u péti pacientt (5/36, 13,9
%), zatimco u 11 pacientii (11/36, 30,5 %) byla 1écebna odpoveéd’ velmi mala nebo zadna (TRG
skore 0 nebo 1). Pfi hodnoceni i¢inku NCHRT ve vztahu ke stadiu onemocnéni vykazovali
nekteti pacienti posun smérem k nizsimu TNM stadiu (Tab 6).

Z biopsii nadorové tkan¢ jsme pied zahdjenim 1écby detekovali somatické mutace u 33 z 36
pacientii (91,7 %). Nejcastéji jsme prokazali mutaci KRAS nebo TP53 samostatné ¢i s jinym
typem mutace. Nebyl zjistén zadny vztah mezi pfitomnosti specifické mutace (nebo mutacéni
kombinace) v nadorové tkani a 1écebnou odpovédi na NCHRT hodnocenou pomoci TRG nebo
TNM stagingu (Tab 6).

Pomoci kombinace analytické metody s nizkym a vysokym rozliSenim byla ctDNA detekovana
ve vzorcich plazmy u sedmi pacientd pted zahajenim NCHRT (7/33, 21,2 %). Ptitomnost
ctDNA pied zahdjenim 1é¢by méla prognosticky vliv. Zatimco celkova pravdépodobnost
ttiletého preziti byla u vSech pacientt 86,7 %, v podskupiné ctDNA negativnich pacientt bylo
celkové trileté preziti 91,2 %, ale v podskupiné pacientti ctDNA pozitivnich to bylo 71,4 %.
Pti porovnani obou skupin pacientii s pozitivni a negativni ctDNA byla pozitivita ctDNA pred

zahdjenim NCHRT vyznamné spojena se signifikantné krat§Sim DFS i1 OS (Obr. 7).
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Obr. 7 Vliv ptedlécebné pozitivity ctDNA na dobu bez nemoci, DFS (A) a celkové preziti, OS (B),

boxplot, doba v mésicich.
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DFS i OS bylo u téchto pacientt kratsi primérné o 1,47, respektive 1,41 roku [t (DFS) = 2,95,
df (DFS) = 9,88, p (DFS) = 0,015 a t(OS) = 3,15, df (OS) = 10,31, p (OS) = 0,010].
Pravdépodobnost preziti v zavislosti na ctDNA je také dokumentovana Kaplan-Meierovou

analyzou (Obr. 8). Rozdil je statisticky vyznamny (p = 0,05 resp. p = 0,01)

Obr. 8 Pravdépodobnost DFS (A) a OS (B) v zavislosti na pozitivit¢ ctDNA pfed zahdjenim NCHRT,
Kaplan-Meier graf, doba v mésicich, p = 0,05 resp. p = 0,01
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Casna dynamika hladin ctDNA odhalila zajimavy jev, jak ukazuje (Obr. 6).

Obr. 6 Dynamika hladin ctDNA béhem prvniho tydne NRCT. Mnozstvi ctDNA je prezentovano jako

procento fragmentit DNA nesoucich naddorové specifickou mutaci detekovanych v plazmé (oznaceno jako

minoritni alelova frakce, minor allele fraction, MAF). Znazornéni pacienti ¢. 15, 21, 26, 27, 28, 29 a 30.
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CtDNA byla béhem prvniho tydne NCHRT bez rozdilu eliminovdna nebo vyznamné¢ sniZzena

z krevniho ob&hu u vSech pacientli. Neprokézali jsme zddnou souvislost mezi zménou hladin

ctDNA (pfed a béhem NCHRT) a l1écebnou odpovédi na NCHRT hodnocenou pomoci TRG.
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7. Diskuse

V této studii jsme se zaméfili na predikci terapeutického uc¢inku NCHRT u nadoru rekta

pomoci stanoveni hladiny ctDNA.
V literatuie je nékolik praci zkoumajici souvislost mezi pfitomnosti cfDNA/ctDNA a predikci
1é¢ebné odpoveédi na NCHRT u nadorti rekta.

Zitta et al. stanovil hladinu cirkulujici DNA u lokalné pokrocilého karcinomu rekta (LARC)
pred 1écbou, po ukonéeni NCHRT a po operaci [140]. Soubor rozd¢lil na nonrespondery a
respondery. Median hladiny pfedléebné cfDNA byl 4.2 ng/ml, po ukonc¢eni NCHRT 1 ng/ml
a po operaci 4.1 ng/ml. Zjistil, ze ptedlécebné hladiny ctDNA nonresponderd a responderti se
nelisi. Na konci 1éCby, ale byla hladina ctDNA vyssi ve skupiné nonresponderti. Prakticky u
vsech pacientti hladina ¢cfDNA poklesla po ukonc¢eni NCHRT. Limitem této prace byl maly
pocet pacientil.

Agostini [141] v roce 2011 publikoval soubor 67 pacientli s LARC. Me¢fil hladiny cfDNA
pted, v prubéhu a po ukonc¢eni NCHRT. Stanovil celkovou koncentraci cfDNA, podil dlouhych
a kratkych fragmentii DNA, tzv. DNA integrity index. Podobn¢ jako Zitta nezjistil koleraci
predlécebné hladiny cfDNA a odpovédi na NCHRT. Podatilo se mu prokézat, ze u pacientl
s dobrou odpovédi na 1é€bu byl po ukon¢eni NCHRT DNA integrity index u responderii
signifikantné niz§i nez u nonrespondert.

Suna et. al. jiZz nehledal jen celkovou volnou DNA (cfDNA), ale 1 konkrétni nadorové mutace
v krevni plazmé (ctDNA)[142]. Sun oveéfil, ze mnozstvi cfDNA u pacienti s CRC je
signifikantné vyS$si neZ u zdravych jedinct. Déle zjiStoval koncentraci dvou fragmenti DNA
(100bp a 400bp) v plazmé pred NCHRT a po jejim ukonceni. Zjistil, ze koncentrace fragmentu
400 bp byla signifikantné nizsi po ukon¢eni NCHRT ve skuping respondert.

Carpinetti et al. [143] odbérem tkédn¢ nadoru a ndslednym celogenovym sekvenovanim
nadorové DNA urcil u kazdého ze 4 pacientl specifické DNA fragmenty. Tyto fragmenty pak
hledal v krevni plazmé. Zjistil, Ze u pacientt s dobrou odpovédi na 1é¢bu doslo béhem NCHRT
k poklesu ctDNA. Jeji opétovny vzestup byl spojen s progresi onemocnéni a predchézel
vzestupu CEA a manifestaci rekurence na zobrazovacich vySetfenich. Pro velmi maly pocet
pacientil nelze vysledky korelovat.

Li et al. zjiSt'oval hladiny ctDNA pted a v pribéhu NCHRT. Predikce 1é¢ebné odpovédi na
zékladé€ pozitivity ctDNA v uvodu 1é¢by dosahovala 70 % [144]. Yang na vétSim souboru
pacientli naopak nepotvrdil souvislost mezi piedlécebnou hladinou ctDNA a odpovédi na

NCHRT u pacientl s nddory rekta [145].
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V nasi studii jsme piedpokladali, ze ¢asné zméeény plazmatickych hladin ctDNA v prabéhu
NCHRT odrazeji ucinek 1é¢by a budou tedy vyuzitelné k predikci terapeutické odpovédi.
Ocekévali jsme, ze po vyhodnoceni dynamiky plazmatickych hladin ctDNA budeme schopni
odlisit skupinu pacientii neodpovidajici na NCHRT a usetfit je tak od nezddoucich uc¢inkt této
1é¢by. Na zaklad¢ toho jsme stanovili hladiny ctDNA pted zah4jenim NCHRT a
bezprostiedné na konci prvniho tydne 1€cby. Také jsme se zaméfili na nalezeni potencialnich
korelaci mezi lécebnou odpovédi na NCHRT a mutacemi v panelu Sesti bézné zkoumanych
gentl.

Z predchozich praci je patrné, Ze existuje velka variabilita v pfitomnosti ctDNA krevni
plazmé nemocnych. Toto rozmezi je od 15 do 77 % u riznych skupin pacientti s LARC a je
zavislé predevsim na stadiu onemocnéni [146]. Abychom snizili vysoké néklady spojené se
stanovenim ctDNA a umoznili tak financné efektivni rutinni diagnosticky ptistup, pouzili
jsme v této praci kaskadovy ptistup (Obr 1). Prvnim krokem bylo stanoveni ctDNA pomoci
relativné jednoduché a rychlé metody DCE (denaturujici kapilarni elektroforéza), ktera
vyzadovala pouze malé mnozstvi vzorkt (600 pl plazmy). DCE byla schopna odhalit
pfitomnost ctDNA na > 1% frakce minoritni alely (MAF) za pouhé 2 hodiny [137, 146].
Teprve v pfipad€ negativniho vysledku jsme provedli stanoveni ctDNA pomoci BEAMING
metody. BEAMING (beads, emulsion, amplification and magnetics) je modifikce PCR, ktera
vede k navazani amplifikovaného produktu jednotlivych fragment ctDNA na magnetické
kuli¢ky a jejich nasledné detekci pomoci pritokové cytometrie. Tento postup vykazuje
citlivost az 0,01 % minoritni alelové frakce (MAF). K analyze byla vyuzita zbytkova
mnozstvi archivovanych ctDNA, ktera byla ponechana z ptfedchoziho testovani. Vzhledem

k specificnosti BEAMING metody jsme takto byli schopni vySetfit jen pacienty s nadory, u
kterych byla prokazana mutace KRAS. Testovani pomoci DCE odhalilo pozitivitu ctDNA u
peti pacientt (5/30, 16,7 %), testovani pomoci BEAMING odhalilo pozitivitu ctDNA u
dalSich dvou pacientt (2/4, 50 %). Celkové¢ jsme ctDNA prokazali u 23,3 % (7/30). Vyssi
prukaz ctDNA by vyzadoval jiné vysoce citlivé techniky napt. vysoce nakladné ultra-hluboké
sekvenovani nové generace s vyuzitim molekularnich barcodi, pfesto nas vysledek je
srovnatelny s dfive publikovanymi udaji [126].

Na rozdil od naSich o¢ekavani jsme nezaznamenali Zadnou prediktivni korelaci mezi
hladinami ctDNA a histopatologickou regresi nadoru (TRG) a TNM. Podobné¢ ani zadna ze
stanovenych mutaci neméla prediktivni vztah k TRG a TNM.

Ptesto jsme prokézali, Ze pacienti, u kterych byla vstupné prokazéna ctDNA, méli kratsi

celkové preziti (OS) a kratSi dobu bez nemoci (DFS), nez pacienti bez pfitomnosti ctDNA
58



v krevni plazmé (Obr. 8). To je v souladu s ptedchozi praci Tie et al., kterd uvadéla ctDNA
jako negativni prognosticky faktor pro celkové preziti pacientd [147]. U vétSiny pacientil
pozitivnich na ctDNA nasledné CT ¢i MR vysetieni skute¢né odhalilo pfitomnost diive
nerozpoznanych mikrometastaz. Pozitivita ctDNA by proto mohla byt povazovana za voditko
pro rozhodnuti souvisejici s terapii po chirurgické 1écbe [148-151].

Je zajimavé, Ze u vSech pacientli jsme na konci prvniho tydne NCHRT pozorovali vyznamné
snizeni nebo uplnou eliminaci ctDNA v krevni plazmé. Hladiny ctDNA byly bohuzel snizeny
bez ohledu na ptipadny terapeuticky vysledek. Zda se, ze tato jednoznacna rychla clearance
ctDNA po aplikaci chemoradioterapie naznacuje ptitomnost obecnéjsiho jevu, ktery nesouvisi
se skuteCnymi charakteristikami pacienta nebo specifickou biologii nadoru. Eliminace ctDNA
z plazmy je primarné vysledkem enzymatického Stépeni [152, 153]. Nedavno bylo
zvetejnéno, ze nékteré DNA exonukledzy jsou aktivni pii opravé DNA a uvolnuji se v
dasledku radia¢niho poskozeni [154]. Lze pfedpokladat, Ze takova radiacn¢ indukovana
aktivita exonukledz by mohla vést k docasnému vymizeni ctDNA po podani onkologické
1é¢by. Vétsina praci zkoumajici ctDNA pti onkologické 16€bé monitoruje hladiny ctDNA
sedmy den ¢i pozdéji po zahdjeni [&€by [155-157]. Za ucelem objasnéni vyse uvedenych jevil
by mélo byt monitorovani ctDNA provadéno ¢asnéji a v jesté kratSich Casovych intervalech
od zah4jeni této 1écby. Nedavno byl pouzit podobny piistup zaméteny na hodnoceni ctDNA v
moci pro monitorovani dynamiky nddorové odpovédi na cilenou protinddorovou 1écbu u
nemalobunééného karcinomu plic [158].

Stanoveni ctDNA béhem pocatecni faze NCHRT, tzn. béhem nekolika hodin od zahdjeni
lécby a sledovani dynamiky hladin ctDNA béhem nasledujicich dnti by mohlo dolozit zmény
v hladinach ctDNA, jejichz podkladem jsou morfologické zmény nédoru a jeho poskozeni
vyplyvajici z podané multimodalni terapie. Podrobné pochopeni ¢asovani uvoliovani a
clearance ctDNA v priibéhu onkologické 1é€by miize byt voditkem pro vyuziti ctDNA

k predikci terapeutické odpoveédi na NCHRT u lokélné pokrocilého nadoru rekta.
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8. Zavéry

V préci jsme prokazali, ze monitorovani ¢asnych zmén hladin ctDNA u pacientti s lokalné
pokrocilym nadorem rekta podstupujicich NCHRT muize byt klinicky dtlezité. Pouzitim
vicetroviiového detekéniho piistupu jsme byli schopni sledovat dynamiku ctDNA

u 7 pacientl podstupujici NCHRT. Prokazali jsme, Ze ptitomnost ctDNA v krevni plazmé
nemocnych pfed operaci je negativni prognosticky faktor pro pieziti pacienti a mohla by byt
vyuzita k cileni adjuvantni onkologické 1écby. Pozorovali jsme snizeni hladin ctDNA u vSech
pacientii béhem pocate¢niho tydne NCHRT, ale bez jakékoliv pfimé souvislosti s 1é¢ebnou
odpovédi hodnocenou pomoci TRG a TNM. Na zaklad¢ stanoveni hladin ctDNA jsme
nedokézali predpovédét terapeutickou odpoveéd’ na predoperacni NCHRT u lokalné
pokrocilého nadoru rekta.

Nase zjisténi, ale mohou otevfit nové cesty k vyzkumu mechanismi uvolilovani a clearance
ctDNA po poskozeni bunék v diisledku kombinovanych G¢inkt chemoradioterapie a jejich

ptipadné vyuziti k predikci a cileni onkologické 1é¢by.
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