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Pouzité zkratky

AJCC — American Joint Committee on Cancer
CEA - karcinoembryonalni antigen

CD — cluster of differentiation

CRP — C-reaktivni protein

CTCAE — Common toxicity criteria for adverse events
CTLA4 — Cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4
DFS — disease free survival

DSS — disease specific survival

EGFR — epidermal growth factor receptor

FGF — fibroblast growth factor

5-FU — 5-fluorouracil
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HIF —hypoxia inducible factor

IFN-y — interferon gamma

Ig — imunoglobulin

IL-6 — interleukin 6

LD — loZiskova davka

LDH — laktatdehydrogenaza

MDSC — myeloid-derived-suppressor cells
MHC — major histocompatibility complex
MMP — matrix metalloproteases

NCSS — Number cruncher statistical systems
OS — overall survival

pCR — pathologic complete response

PD-1 - Programmed cell death protein 1

PD-L1 - Programmed cell death protein ligand 1
PDGF - platelet derived growth factor

RO — bez rezidudlniho nadoru

R1 — mikroskopicky rezidualni nador

R2 — makroskopicky rezidualni nador



Th cells — T helper cells

RT - radioterapie

RCHT - radiochemoterapie

TGF — transforming growth factor

TIL — tumor infiltrujici lymfocyty

Tregs — regulatory T-cells

UICC — Union for international cancer control

VEGF — vascular endothelial growth factor



1.Uvod do problematiky

Adenokarcinom rekta patii mezi nejéastéjsi onkologicka onemocnéni v Ceské republice. Dle
poslednich publikovanych udaji Ceského webového portalu epidemiologie nadordt v roce
2016 roc¢ni incidence adenokarcinomu rekta Cinila 9,86 a mortalita 4,38 na 100000 obyvatel
(Obrazek 1). Zastoupeni jednotlivych ptedlécebnych klinickych stadii TNM adenokarcinomu
rekta v Ceské republice v roce 2016: 1. stadium 24,8 %, II. stadium 17,1 %, III. stadium 17,2
%, IV. stadium 18,2 %, neznamé stadium 22,8 % (Dusek et al. 2019).

Obrazek 1

Casovy vyvoj hrubé incidence a mortality adenokarcinomu rekta dle poslednich
publikovanych tidaji Ceského webového portalu epidemiologie nadort v roce 2016.

Graf zobrazuje ¢asovy vyvoj hrubé incidence (pocet novych piipadii na 100000 osob) a hrubé

mortality (pocet umrti na diagné6zu na 100000 osob) pro zvolenou diagnézu v celé populaci

(Dusek et al. 2019).
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Adenokarcinom rekta se odliSuje od adenokarcinomu tlustého stieva v tom, ze rektum naléha
na sténu panevni a tim mize dochéazet k rychlému piestupu nddorovych bunék do stén panve.
Z toho plyne mnohem vétsi Cetnost lokalnich a regiondlnich recidiv v oblasti malé panve.

Riziko recidivy lze zmensSit radioterapii (Dolezelova-Horova et al. 2007). Hematogenni
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diseminaci se karcinom rekta obvykle §ifi nejprve do jater, nasledné do plic, poté do mozku,
méné Casto do skeletu. Lokalni recidivy karcinomu rekta se u klinického TNM 1. stadia
vyskytuji v 5-10%, u II. stadia ve 25-30% a u IIL. stadia ve vice nez 50% (Kocdkova et
al.2005). NejcastéjsSim mistem lokélnich recidiv je presakralni oblast, kde jsou lokalni
recidivy obtizné léCebn¢ ovlivnitelné (Dvoradk et al. 2013).

Lécba adenokarcinomu rekta na nasem pracovisti byla provadéna v souladu s Narodnimi
radiologickymi standardy - radiologie (Véstnik MZ) a ,,Modrou knihou Ceské onkologické
spoleénosti, coz je doporueni, které bylo vytvofeno za spoluprace vyboru Ceské
onkologické spoleénosti CLS JEP, Vseobecné zdravotni pojistovny, dalsich zdravotnickych
pojistoven a Ministerstva zdravotnictvi CR (Modrd Kniha 2019) a v souladu se Standardy
1écby Kliniky onkologie a radioterapie FN v Hradci Kralové (Standardy FN HK 2019).
Pacienti byli prezentovani na mezioborovém indikaénim tymu FN v Hradci Kralové, kde ve
spolupraci s chirurgy, gastroenterology, radiodiagnostiky a patology byla doporucena
individualni strategie jejich 1éCby.

V soucasné dobé¢ je standardem 1écby lokalné pokrocilého karcinomu rekta predoperacni
radiochemoterapie s konkomitantnim 5-fluorouracilem nebo kapecitabinem, radikalni operace
a adjuvantni chemoterapie (Gérard et al. 2006, Ceelen et al. 2009, Martin et al. 2012, Kim et
al. 2015, Dayde et al. 2017, Chapman et al. 2017, Ludmir et al. 2017). Alternativou u
vybranych pacienti muze byt akcelerovany rezim ptedoperacni radioterapie nasledovany
radikélni operaci a adjuvantni chemoterapii (Hdfner et al. 2016, Mowery et al. 2016). Pti
vyrazné stenose prusvitu kone¢niku a pfi hrozicim ileosnim stavu je vhodné zajisténi pasaze
pied predoperacni radiochemoterapii odlehdujici kolostomii (Slampa et al. 2014). Pfidanim
systtmové chemoterapie k predoperacni radioterapii se zvySuje mira kompletnich
patologickych remisi i dosazeni downstagingu tumoru. Navic se snizuje riziko peroperacniho
rozsevu nadorovych bunék v oblasti panve a biicha (Slampa 2011, Glynne-Jones et al. 2017).
Pfedoperacni radiochemoterapie dosahuje statisticky vyznamné niz§iho poctu lokélnich
recidiv a niZ$i toxicity, nicméné bez statisticky vyznamného rozdilu v dobé celkového preziti
pfi porovnani s adjuvantni poopera¢ni radiochemoterapii lokaln€ pokrocilého
adenokarcinomu rekta (Sauer et al. 2004, Sauer et al. 2012, De Caluwé et al. 2013, Rana et
al. 2017). ZvySeni u¢innosti radiochemoterapie lokalné pokroc¢ilého karcinomu rekta se
ocekava od individualizaci 1écby dle biomarkert (Nussbaum et al. 2015, Yaffee et al. 2015,
Buka et al. 2016b). Ptidani cilené 1éCby k predoperacni radiochemoterapii adenokarcinomu
rekta se dle doposud publikovanych klinickych studii neukazalo jako pfinosné, proto neni
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zafazeno do aktualnich standard 1écby (Modra Kniha 2019, NCCN 2019, Standardy FN HK
2019).

Dilezitym procesem doprovazejicim rist nadori je angiogeneze. Angiogeneze je
vicestupiiovy proces, jehoz hlavnimi etapami jsou disoluce bazalni membrany, proliferace
endotelii, jejich migrace a morfogeneze nové cévy (Katayama et al. 2019).
Nejprozkoumanéj$im angiogennim faktorem je vaskuldrni endotelidlni rastovy faktor
(VEGF). Jedna se o ristovy faktor pro endotelie, ktery ma mitogenni G¢inek na endotelové
buiikky a zvySuje cévni permeabilitu (Apte et al. 2019). Receptory pro tento faktor jsou
vyhradné¢ na endoteliich cév. Vazbou VEGF na VEGF receptor (VEGFR) se spusti
transduk¢ni kaskada, jejimz vysledkem je zvysend proliferace endotelovych buné€k, stimulace
jejich migrace a zvySeni permeability cév (Klener Jr a Klener 2013, Apte et al. 2019). VEGF
indukuje transforming growth factor beta (TGF-B) ve fibroblastech. Pti hypoxii je produkce
VEGEF stimulovana hypoxia inducible factor 1-alpha (HIF-1a) (Suzuki et al. 2017). VEGF
zvySuje expresi antiapoptotického proteinu Bel-2 a tim inhibuje apoptdzu, naopak protilatky
proti VEGF snizuji expresi Bel-2 a tim navozuji apoptdzu (Pidgeon et al. 2001, Dvordk et al.
2016a). Dalsim u¢inkem VEGEF je produkce proteolytickych enzymil - metaloproteaz. Matrix-
metaloprotedzy (MMP) jsou enzymy, které svym ucinkem puasobi na bazalni membranu
endotelii a extracelularni matrix. Vytvafenim prostoru pro nové vznikajici cévy a invazi
bunék naddoru do cév usnadiuji angioinvazi i metastazovani (Klener 2002).

Vaskularni endotelidlni rastovy faktor (VEGF) ma dvé dilezité role: pfi vyvoji cév a pii
regulaci permeability endotelidlnich bunck (Breen 2007). Imunohistochemické studie
ukazaly, 7¢ VEGF neni exprimovan v normalni kolorektalni sliznici, ale je vysoce
exprimovan v adenokarcinomech (Kang et al. 1997, Zlobec et al. 2005). Exprese VEGF je
casnou udalosti v sekvenci transformace adenomu na adenokarcinom (Wong et al. 1999).
Neovaskularizace, kterou podporuje zvySena exprese VEGF, je nutna jak pro progresi nadoru,
tak pro jeho hematogenni diseminaci (7ie et al. 2012, Zhao et al. 2015, Fouad et al. 2017). U
kolorektalniho adenokarcinomu bylo zjisténo, ze vysokd exprese VEGF koreluje se Spatnou

progndzou a vyssi incidenci jaternich metastaz (Zlobec et al. 2005, Zlobec et al. 2008).
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Expresi VEGF v nadoru lze hodnotit imunohistochemicky, polymerazovou fetézovou reakci
(PCR) nebo metodou Northern blotting (Des Guetz et al. 2006). Lze stanovovat i cirkulujici
VEGF, ktery mize mit vztah k nadoru, je vSak produkovan i trombocyty, granulocyty a
monocyty. Stanovovani cirkulujiciho VEGF je spojeno i s technickymi obtizemi (Vermeulen
et al. 2002). V této studii byla exprese VEGF v nadoru hodnocena imunohistochemicky.

Dle preklinickych studii inhibice VEGF snizuje hypoxii, ¢imz zvySuje uc¢innost radioterapie
a snizuje intersticidlni tlak v nadoru, coz zvySuje dostupnost cytostatik v nddorovych bunkach
(Jain 2005). Tento piedpoklad byl potvrzen 1 v klinické studii (Willet et al. 2004).

VEGF pfedstavuje vyznamny angiogenni faktor u solidnich nadorl (Klener Jr a Klener
2013). V gastrointestindlni onkologii se uspé$n¢ pouziva inhibice VEGF pii [écbé
metastatického  kolorektdlniho  adenokarcinomu bevacizumabem, afliberceptem a
regorafenibem a pii 1écbé pokrocilého adenokarcinomu Zaludku nebo gastroezofagedlniho
spojeni ramucirumabem.

Bevacizumab je neutralizaéni monoklonalni protilatka s vysokou aktivitou viaci VEGF
ligandu. Bevacizumab se nepouzivd v monoterapii, ale jen v kombinaci s
protinadorovou chemoterapii (Koeberle et al. 2015). Antiangiogenni u¢inek bevacizumabu
mize zvySovat radiosenzitivitu. Bevacizumab byl zaclenén do studii faze I-1I pfedoperaéni
chemoradioterapie adenokarcinomu rekta, ale toxicita a chirurgické komplikace pozorované v
nékterych studiich byly zklamanim (Glynne-Jones et al. 2013, Marquardt et al. 2009, Torino
et al. 2013). Aflibercept je rekombinantni fuzni protein, ktery se skladd z VEGF-vazebnych
¢asti tvotenych extracelularnimi doménami lidskych VEGF receptort 1 a 2 fazovanych k Fc
casti lidského IgGl. Aflibercept (VEGF-trap) funguje jako dominantné negativni
kompetitivni inhibitor VEGF receptori. Aflibercept vykazuje vyssi afinitu k VEGF nez
bevacizumab (Klener a Klener Jr 2010). Regorafenib je multikindzovy inhibitor, ktery
moduluje receptory VEGF, fibroblastovy ristovy faktor (FGF), ristovy faktor krevnich
desticek (PDGF), BRAF, rastovy faktor kmenovych bunék (KIT) a rearranged during
transfection (RET), ¢imz také kromé jiného blokuje rlst tumoru a angiogenezi (Dobidsova
2018). Ramucirumab je pln¢ lidska IgG1 monoklonalni protilatka. Doposud neexistuje zadny
prediktivni biomarker pro terapeutickou odpovéd’ na inhibitory VEGF (Willett et al. 2004,
Slampa 2011, van de Velde et al. 2014).
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1.3. Hustota CD8+ tumor infiltrujicich lymfocytia pacientii s adenokarcinomem

rekta

Imunoterapie s sebou ptinasi perspektivu dlouhodobé, mozna 1 trvalé odpovédi a na rozdil
od jinych typu cilené 1éCby je imunoterapie G¢inna napfic¢ spektrem naddorovych onemocnéni
(Melichar et al. 2017). Pavodni ,tumorcentrické* paradigma je postupné¢ nahrazovano
modelem, ktery zahrnuje Sirokou Skdlu imunitnich interakci mezi nddorovou populaci a
hostitelskym organismem (Novdk et al., 2014). Nadorové mikroprostfedi hraje vyznamnou
roli v celém procesu tumorgeneze i ve vztahu mezi nadorem a hostitelem (Blank et al. 2016)

(Obrazek 2).

Obrazek 2
Nadorovy imunogram - radarovy graf zobrazuje sedm aspektli protinddorové imunity podle
Blanka (Blank et al. 2016).

Nadorova odlisnost
Mutacni naloz

Celkovy stav imunitniho
systému
Pocet lymfocytii

Citlivost nadoru k
imunitnimu efektu
Exprese MHC,
citlivost na IFN-y

Infiltrace bunikami
imunitniho systému
Pritomnost T-lymofycti v

Absence inhibitoru
nadorového metabolismu
LDH, utilizace glukozy

nadoru
Absence solubiinich Sotodt o B eaami
inhibitord odpovédi
IL-6, CRP L

Zkratky:
CRP — C-reaktivni protein
IFN-y — interferon gamma

IL-6 — interleukin 6
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LDH - laktatdehydrogenéza
MHC — major histocompatibility complex (hlavni histokompatibilni komplex)
PD-L1 - programmed cell death protein ligand 1

Souvislost mezi imunitnim systémem, jeho selhanim a vznikem nadort, je zndma jiz dlouho,
ale teprve v posledni dob¢é byly rozpoznany kli¢ové mechanismy imunitniho systému, které
pfinesly G¢innou moznost 1é¢by inhibici osy PD-1/PD-L1 (Lakomy et al. 2019). Terapie
pomoci inhibitori kontrolnich bodii imunitni reakce je jednim z nejvétSich pokroki v 1écbé
onkologickych onemocnéni poslednich let. S preklinickymi 1 klinickymi uspéchy
imunoterapie zaméfené na kontrolni body imunitni reakce (check point inhibitory) je v
posledni dobé zvySena pozornost vénovana ulinkiim radioterapie na bunky imunitniho
systému v nadorovém mikroprostiedi (Gameiro et al. 2014, Wattenberg et al. 2014, Pilones et
al. 2015). Role T lymfocytii v odpovédi organismu na ozéfeni byla prokézana jiz v roce 1979
laboratornim pokusem, pii kterém byla pozorovana mensi odpovéd’ nadoru na ozareni u mysi
bez T lymfocyti (Stone et al. 1979, Dolezel 2019). V radiobiologii postupné dochazi k
vyznamnému posunu v chapani Uc¢inki radioterapie z tradi¢nich “4R” (reparace, repopulace,
redistribuce, reoxygenace) na soucasné “4R + 3E” (elimination, equilibrium, escape) (Buka et
al. 2016a). Zjednodusen¢ teCeno to znamena, ze soucasna radiobiologie se jiZ nezaméiuje
pouze na zlomy DNA v nadorové bunice zplisobené ionizujicim zafenim, ale i na U¢inky
ionizujiciho zafeni na okolni imunokompetentni bunky (Dunn et al. 2004, Ahmed et al. 2014,
Vacchelli et al. 2016). Ptfi poSkozeni buiky ionizujicim zafenim se do mezibunécného
prostoru uvolituje DNA a ATP, které by se extracelularné viibec nemély nachazet (Sharma et
al. 2011, Demaria et al. 2014). To silné€ ptitahuje dendritické bunky, které se aktivuji, migruji
do lymfatickych uzlin a kde aktivuji naivni T lymfocyty na cytotoxické CD8+ T lymfocyty,
které nasledné migruji do nddoru. Jednim z vyznamnych mechanismi buné¢né protinadorové
imunity je likvidace nadorovych bunék CD8+ T lymfocyty. Dle preklinickych studii se CD8+
T lymfocyty vyznamné podili na Gcincich radioterapie v ozafovaném poli (Lee et al. 2009,
Yasuda et al. 2011, Golden et al. 2014). Potencidl CD8+ tumor infiltrujicich lymfocytl je
znalny nejen v prognoze pacientll a predikci odpoveédi na lécbu, ale i v moznosti vyuZiti
téchto buné¢k pro specifickou imunoterapii nadoru (Gooden et al. 2011, Strizova et al. 2019).

Vlivem chemotaktického gradientu nadorového mikroprostiedi je pritahovano Siroké
spektrum bun¢k imunitniho systému. Zatimco hojna pfitomnost cytotoxickych T lymfocyta,
pamétovych lymfocyti a THI lymfocytl v nddorovém mikroprostfedi byva pravidelné
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spojena s prodlouzenym DFS, DSS a OS u primarnich nadort riznych anatomickych lokalit
(kolorektalni karcinom, melanom, karcinom prsu, plic, zaludku, jicnu, mocového méchyie,
pankreatu, hlavy a krku, a dal§i) i odliSnych histologickych typli (adenokarcinom,
dlazdicobunécny karcinom, velkobunétny karcinom, melanom), prognosticky vyznam B
lymfocyt, NK buné¢k, myeloid-derived-suppressor cells (MDSC), mikrofagii, pomocnych T
lymfocyt (Th2 a Th17) a regulacnich T lymfocyti (Tregs) se u rtiznych priméarnich nadori a
rozdilnych histologickych typt lisi (Fridman et al. 2013, Galon et al. 2014).

Francouzsky imunolog prof. Jerome Galon vypracoval metodiku vySetieni CD3+ a CD8 +
tumor infiltrujicich lymfocytl v invazivnim okraji a v centru nddoru, nazvanou ,,Imunoskore®.
V invazivnich okrajich nadoru, na rozdil od centra nadoru, dochazi k tvorbé epitelo-
mesenchymového prechodu, coz je spojeno s expresi specifickych antigentl, rozeznatelnych
imunitnim systémem (Suarez-Carmona et al. 2017). Lepsi prognosticky vyznam by meélo
jesté soucasné vySetfeni pamétovych, antigenem aktivovanych CD45RO+ T lymfocytl a
granzymu B, ktery spolu s perforinem tvoii hlavni obsah cytoplazmatickych granul
cytotoxickych T-lymfocyti a NK bunék. U téchto dvou vysetfeni jsou vSak technické
problémy, naptiklad se silnym Sumem pozadi, které by sniZzovaly reprodukovatelnost téchto
vySetieni pifi zavedeni do rutinni praxe. Proto bylo do Imunoskdre zatfazeno pouze vySetieni
CD3+ a CD8+ tumor infiltrujicich lymfocyth (Galon et al. 2016, Hermitte 2016, Kwak et al.
2016, Mlecnik et al. 2016, Dundr et al. 2017). Metoda je pro zptesnéni predikce prognozy a
klinického vystupu pacientil provadéna kvantifikaci dvou lymfocytarnich populaci (CD3+ /
CD8+) v centru a invazivnim okraji nadorové tkdné. CD3+ je membranovy glykoprotein
specificky pro vSechny subpopulace T lymfocyti. CD8+ lymfocyty (efektorové lymfocyty)
jsou schopné za pomoci cytotoxickych mechanismii perforinu a granzymu B uskute¢nit 1yzu
nadorové bunky (Bindea et al. 2010, Becht et al. 2016). Molekuly perforinu permeabilizuji
membranu napadené builky a umozni tim vstup granzymu B, ktery proteolyticky aktivuje
apoptotickou kaskadu napadené buiky (Horejsi 2019). Jedna se o finadlni ¢lanek exekutivniho
fetézce specifické, protinadorové bunécné imunity (Zavadova et al. 2015, Park et al. 2016).
Imunoskore prokazalo prognosticky vyznam nejprve u kolorektalniho karcinomu (Petruzelka
et al. 2015), nésledné u vétSiny typid solidnich nddord, a to jak priméarnich néadord, tak i
visceralnich (jaternich) a mozkovych metastaz. V poslednich letech je diskutovana moZnost
rozsiteni stavajici TNM klasifikace o Imunoskore na TNM-I (Fridman et al. 2011, Galon et
al. 2012, Mei et al. 2014, Kirilovsky et al. 2016). TNM Kklasifikace se zamétuje vyhradné na
nadorové buiky a opomiji efekt imunitniho systému pacienta. TNM klasifikace nepredikuje
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odpovéd’ pacienta na 1éCbu. Fenotyp tumoru vSak neni uren pouze jeho epitelialni
komponentou, ale také nddorovym mikroprostfedim vcetné buné¢k imunitniho sytému (Galon
et al. 2007, Zavadova et al. 2015, Kourea et al. 2016).

Radioterapie a chemoterapic ma velmi komplexni imunomodula¢ni ucinky, které ve
vysledku nemusi byt vzdy jen imunosupresivni (Kopecky et al. 2012, Soukup et al. 2015). Pii
neoadjuvantni radiochemoterapii lokaln¢ pokrocilého karcinomu rekta nelze pouzit metodiku
Imunoskoére v predléCebné endobiopsii, protoze zpravidla neni dost materialu pro posouzeni
vSech kritérii Imunoskére (vySetfeni hustoty tumor infiltrujicich lymfocytd zvIast v
invazivnim okraji a zvIast’ v centru nadoru), 1ze vSak alespoil hodnotit hustotu cytotoxickych
CD8+ T lymfocytt (Galon et al. 2014). V této disertacni praci byl hodnocen pouze typ a
hustota CD8+ tumor infiltrujicich lymfocytd, protoze v biopsii pted 1é¢bou nebylo dostate¢né
mnozstvi materidlu pro vysetfeni lokalizacniho centra nadoru nebo jeho invazivniho okraje
(Buka et al. 2016a).

Chemoterapie a radioterapie byly v minulosti povazovany za imunosupresiva, protoze
lymfocyty jsou velice radiosenzitivni a citlivé na protinadorovou chemoterapii (Crittenden et
al. 2015, Teng et al. 2015). Radioterapie je obecné vnimana jako imunosupresivni modalita,
castecné kvili jeji zndmé imunosupresivni indikaci celotélové radioterapie pii piipravé na
alogenni transplantaci (Formenti et al. 2013). Nadorové mikroprosttedi je vSak heterogenni a
dynamické a vzdjemné interakce mezi ionizujicim zafenim a imunitnim systémem jsou
multifaktoridlni (Hiniker et al. 2015, Janiak et al. 2017), zavislé davce/ kvalité/ frakcionaci

ionizujiciho zafeni a typu imunitnich bun€k (Rodel et al. 2012, Swart et al. 2016).

Postupné pribyva poznatki o vzajemnych vztazich mezi 1écebnou inhibici VEGF a zvySenim
protinddorové imunity (Goel et al. 2011, Gang et al. 2018).

Uginnost protinadorové imunoterapie blokovanim kontrolnich bodt imunitni reakce (check
point inhibitoril) je limitovana hypoxii a nizkou hustotou T lymfocytl uvnitt nadoru, coz je
diisledkem nizké perfuze v novotvorenych nadorovych kapilarach (Bellone et al. 2013).
Abnormalni naddorové cévy limituji 1 adhezi a extravazaci leukocytli uvnitt nadoru (De Bock
et al. 2011, Carmeilt et al. 2011). Hypoxie zvySuje imunosupresivni vlastnosti mikroprostiedi

nadoru tim, ze zhorSuje efektorové funkce T-bunék (signalizace T-bunécnych receptort,
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proliferaci a tvorbu cytokinti T-buiitkami) (Whiteside 2008). Naproti tomu hyperoxie zvysuje
ucinnost cytotoxickych CD8+ tumor infiltrujicich lymfocytt, které koreluji s lepsi klinickou
odpovédi na inhibici osy PD-1/PD-L1 (Hatfield et al. 2015, Cantelmo et al. 2017, Yaghoubi et
al. 2019). Hypoxicky nador je geneticky nestabilni. Objevuje se novy genotyp se zvySenou
produkcei angiogennich faktor. Tato zména, oznaCovana jako angiogenni piepnuti (switch),
zahajuje proces angiogeneze (Klener2002, Rmali et al. 2007, Dvorak et al. 2016b).

Inhibice VEGF zlepsuje dostupnost imunokompetentnich bun¢k do nadoru obnovenim
integrity kapildr, sniZzenim intersticidlniho tlaku v nadoru a zlepSenim perflize nadoru
(Hamzah et al. 2008, Baronzio et al. 2012). Normalizovana nadorova vaskulatura nejen ze
snizuje tkanovou hypoxii a zlepsSuje dostupnost cytostatik a kysliku pro radioterapii, ale také
zlepsSuje protinadorovou imunitu (Huang et al. 2013, Jain2013). Navic deprivace zivin (jako
je glukoza) brani proliferaci a aktivaci T-buné€k do efektorovych CD8 + tumor infiltrujicich
lymfocyth (Cham et al. 2005). Proto normalizace nadorovych kapilar zvySuje perfuzi v
nadoru a tim i mnozstvi kysliku a zivin. Od inhibice VEGF lze proto ocekavat zvyseni
ucinnosti protinadorové imunoterapie (Cantelmo et al. 2017).

Zlepseni lécebné odpovédi protinddorovou imunoterapii, ke které dochdzi pii inhibici
VEGF, mze byt zplisobeno inhibici imunosupresivnich funkci VEGF na efektorové T bunky
(Shi et al. 2013, Voron et al. 2015, Hendry et al. 2016) (Obrazek 3). VEGF inhibuje funkci T
bunék, zvySuje doplitovani myeloidnich supresorovych bun¢k (MDSC) a regulacnich T buné¢k
(Tregs) a zabrafiuje diferenciaci a aktivaci dendritickych bunek (DC) (Yang et al. 2018, Amin
et al. 2019). Inhibice signalizace VEGF zvySuje u¢innost efektorovych T-bunck tim, Ze
prostiednictvim normalizace nadorovych kapilar zvySuje jejich dostupnost v nadoru a
soucasn¢ inhibuje VEGF indukovanou upregulaci inhibi¢nich kontrolnich bodii imunitni

reakce (Huang et al. 2012, Terme et al. 2013).
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Obrazek 3
Schematicky obrazek pilisobeni inhibitori VEGF a inhibitort PD-1/PD-L1 v nadorovém

mikroprostiedi adenokarcinomu rekta (Buka et al. 2019).

D8+ anti PD-1 anti PDL-1
Cytotoxicky T lymfocyt

Nadorova buika

)r\;“_{ o _,

VEGF VEGF ey
inhibitory l /' : % 1 g
; -1
MsDC
Zkratky:

PD-1 - programmed cell death protein 1

PD-L1 - programmed cell death protein ligand 1
MSDC - myeloid-derived suppressor cells
VEGEF - vascular endothelial growth factor

Vzhledem k aktudlnim wspéchlim inovativni protinddorové imunoterapie se kombinace
inhibitort VEGF s inhibitory kontrolnich bodli imunitni reakce jevi jako atraktivni 1écebna
strategie. Klicem k GspéSnému klinickému pouZiti této kombinované strategie je pochopeni
vzajemnych interakci mezi témito dvéma lécebnymi postupy (Cantelmo et al. 2017,

Ramjiawan et al. 2017).
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2. Cile disertacni prace

Zamérem prace je hodnoceni dynamiky zmén dvou biomarkeri VEGF a CDS8+ tumor
infiltrujicich lymfocytd (TIL) v jednom souboru pacienti s lokadln¢ pokrocilym
adenokarcinomem rekta 1é¢enych predoperacni radiochemoterapii.

Pracovni hypotéza je, ze pacienti s vyssi expresi VEGF budou mit del$i dobu celkového
pieziti nez pacienti s nizsi expresi VEGF a pacienti s vyssi hustotou CD8+ TIL budou mit
delsi dobu celkového preziti nez pacienti s nizsi hustotou CD8+ TIL.

Primérnimi cili této prace je retrospektivné zhodnotit vliv pfedoperacni radiochemoterapie
na expresi vaskularniho endotelidlniho rtstového faktoru (VEGF) a imunomodulaéni ucinek
ptedoperacni radiochemoterapie lokalné pokrocilého karcinomu rekta imunohistochemickym
vySetfenim hustoty VEGF a CD8+ TIL v endobiopsii pfed piedoperacni radiochemoterapii a
u stejnych pacientii v chirurgickém resekatu po piedoperacni radiochemoterapii.

Sekundarnim cilem této prace je retrospektivni analyza vysledki 1écby piedoperacni
radiochemoterapii 53 pacientd s lokdln¢ pokrocilym adenokarcinomem rekta na Klinice
onkologie a radioterapie FN Hradec Kralové. Hodnocené parametry: TNM stadium, vék,
pohlavi, histologicky grading, anatomicka sublokalizace nadoru, typ chirurgického vykonu,

dokonceni planované 1écby, hodnoceni celkového preziti, poctu a lokalizace recidiv.

3. Pacienti a metody

Do studie bylo zafazeno 53 pacientl, 38 muzli a 15 Zen, s lokaln€ pokrocilym
adenokarcinomem rekta, ktefi byli 1éceni na Klinice onkologie a radioterapie FN Hradec
Kralové od tnora 2001 do listopadu 2006. Prace byla v souladu se souhlasnym stanoviskem
Etické komise Fakultni nemocnice Hradec Kralové, Sokolska 581, 500 05 Hradec Kralové ze
dne 13.10.2005 s projektem ,Korelace mezi expresi nékterych imunohistochemickych
parametrll nemocnych ozafovanych pro adenokarcinom rekta®. Median véku ¢inil 63 (41-75)
let. Klinickd TNM Kklasifikace pted piedoperacni radiochemoterapii: Il.stadium 16 pacientti a
[II.stadium 37 pacienti (Obrazek 4, Tabulka 1). Anatomicka sublokalizace nédoru: dolni
rektum (0 - 5 cm) 19 pacientq, stiedni rektum (vyse nez 5 - 10 cm) 28 pacientti a horni rektum
(vyse nez 10 cm) 6 pacientll (Obrazek 5). Median predlécebné hladiny CEA byl 4,54 (0,2-
62,39) pg/l.
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Histologicka vySetfeni chirurgického resekatu byla provadéna ve Fingerlandové ustavu
patologie FN v Hradci Kralové. Material byl rutinné fixovan v 10% formalinu, zpracovan
béznou parafinovou technikou a barven hematoxylinem-eosinem. Stanoven byl histologicky
typ nadoru a stupenn jeho diferenciace. Ve vSech pfipadech se jednalo o adenokarcinom.
Histologicky grading v endobiopsii pii predlécebné koloskopii byl u 3 pacientd dobie
diferencovany, u 32 pacientl stfedn¢ a u 18 pacientll nizce diferenocovany. Histologicky
grading v chirurgickém resekatu byl u 3 pacienti dobte diferencovany, u 28 pacientt stiedné
a u 20 pacientll malo diferencovany. U dvou pacientii bylo dosaZzeno patologické kompletni
remise, proto histologicky grading v chirurgickém resekatu nebylo mozné hodnotit (Obrazek

6, Tabulka 2) (Buka et al. 2016a, Buka et al. 2017).

Obrazek 4

Kolacovy graf predlécebného klinického stadia

Popis grafu:
Modra barva — 16 pacientti diagnostikovanych ve II. klinickém stadiu

Hnéda barva — 37 pacientt diagnostikovanych ve III. klinickém stadiu
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Tabulka 1

Charakteristiky pacientti: vek, pohlavi, klinické a patologické TNM stadium

Cislo vék pohlalvi predlécebné patologické TNM stadium
pacienta klinické TNM
stadium

1 64 VA cT3cNOMO ypT3ypNOMO
2 57 M cT3cNIMO ypT3ypN1MO
3 71 M cT3cNIMO ypT3ypNOMO
4 72 VA cT3cN1IMO ypT3ypNOMO
5 60 M cT3cNIMO ypT1ypNOMO
6 60 z cT3cN1MO ypT2ypNOMO
7 53 V4 cT3cN1IMO ypT3ypNOMO
8 66 M cT3cNOMO ypT3ypNOMO
9 63 M cT3cNIMO ypT3ypNOMO
10 59 M cT3cNIMO ypT3ypN1MO
11 70 M cT3cNOMO ypT3ypNOMO
12 62 z cT3cNOMO ypT2ypNOMO
13 75 M cT3cNOMO ypT3ypNOMO
14 74 M cT4cN1MO ypT3ypNOMO
15 58 M cT3cNOMO ypT3ypN1MO
16 67 V4 cT3cNOMO ypT3ypNOMO
17 67 M cT3cN1IMO ypT3ypN1MO
18 53 M cT4cN1MO ypT3ypNOM1(HEP)
19 58 M cT3cNOMO ypT2ypNOMO
20 71 M cT4cN1IMO ypT2ypNOMO
21 75 M cT3cN1IMO ypT3ypNOMO
22 67 M cT3cN1IMO ypT2ypNOMO
23 70 M cT3cN1IMO ypT3ypN1IMO
24 60 M cT3cNOMO ypT3ypNOMO
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25 64 M cT4cN1IMO ypT3ypNOMO

26 67 VA cT4cN1IMO ypT3ypNIMO

27 60 M cT4cN1IMO ypT2ypNOMO

28 67 M cT3cNIMO ypT3ypNOMO

29 50 M cT3cNOMO ypT3ypNOMO

30 64 Z cT4cNIMO ypT4ypNOM 1 (HEP)
31 72 M cT3cNIMO ypT3ypNOMI1(HEP)
32 64 M cT3cNOMO ypT2ypN1MO

33 61 M cT3cN1IMO ypT2ypNOMO

34 57 M cT3cNOMO ypT2ypNOMO

35 74 M cT3cN1IMO ypTOypNOMO pCR
36 75 VA cT3cN1IMO ypTOypNOMO pCR
37 70 M cT3cNIMO ypT3ypN1IMO
38 50 M cT3cN1IMO ypT2ypNOMO

39 72 z cT3cNIMO ypT3ypN1MO
40 59 M cT3cN1IMO ypT3ypN1MO
41 64 VA cT3cN1IMO ypT2ypNOMO

42 58 z cT3cNIMO ypT1ypNOMO
43 75 V4 cT3cN1IMO ypT3ypNOMO

44 61 M cT3cNIMO ypT2ypNOMO

45 69 M cT3cNOMO ypT1ypNOMO (mikr. rez. tu)
46 63 M cT3cNIMO ypT1ypNOMO (mikr. rez. tu)
47 41 M cT3cN1IMO ypT3ypNOMO

48 61 M cT3cNOMO ypT3ypNOMO

49 63 M cT4cN1MO ypT1ypNIMO

50 41 y4 cT2cN1MO ypT2ypN1MO
51 59 M cT3cNOMO ypT1ypNOMO

52 42 VA cT3cNOMO ypT1ypNOMO

53 54 M cT3cN1IMO ypT2ypNOMO
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Zkratky

M —muz

7 — 7ena

cTcNM — predlécebna klinickd TNM Kklasifikace

ypTypNM — patologickd TNM klasifikace chirurgického resekatu po pfedoperacni
radiochemoterapii

pCR — patologicka kompletni odpoveéd’

mikr. rez. tu — mikroskopicky rezidualni tumor

Obrazek 5

Kolacovy graf anatomické lokalizace karcinomu rekta

Popis grafu:
Modra barva — 6 pacientd horni rektum (> 10 cm)
Hnéda barva — 28 pacientt stfedni rektum (> 5 — 10 cm)

Seda barva — 19 patcientt dolni rektum (< 5 cm from the anal verge)
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Obrazek 6
Sloupcovy graf histologického gradingu v predlééebnych endobiopsiich a v chirurgickych

resekatech

35

30

25

20

15 A

10

Popis grafu:
Modré sloupce: histologicky grading v ptedlécebnych endobiopsiich (pocet pacientit)
Hnédé sloupce: histologicky grading v chirurgickych resekatech (pocet pacientit)

Poznamka: 2 pacienti po piredoperacni radiochemoterapii dosahly pCR

Tabulka 2
Charakteristika pacientli: histologicky grading v predléebné endobiopsii a v chirurgickém
resekatu
Pacient ¢islo | Grading v predlécebné Grading v chirurgickém resekatu
endobiopsii
1 2 2
2 2 3
3 1 2
4 3 3
5 2 2
6 2 2
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10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30
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31 3 3
32 3 3
33 3 2
34 2 2
35 2 .
36 1 ;
37 2 2
38 2 3
39 3 3
40 2 2
41 2 2
42 2 1
43 2 2
44 3 3
45 2 1
46 3 2
47 2 2
48 3 3
49 2 2
50 2 3
51 3 2
52 3 2
53 2 3

Poznamka: u pacienta ¢islo 35 a 36 bylo dosazeno patologické kompletni remise

25



Ptedoperac¢ni radiochemoterapie sestavala z radioterapie na oblast malé panve ze 4 poli box
technikou, linearnim urychlova¢em (Clinac 600, Clinac 2100, nebo Varian, Varian Medical
Systems, Palo Alto, CA, USA), loziskovou davkou 45 Gy/ 25 frakci/ 5x tydn€, nasledn€ boost
5,4 Gy/ 3 frakce zmenSenymi poli na oblast tumoru (Obrazek 7) s potenciaci 5-fluorouracilem
v davce 200 mg/ m* /den kontinudln& po dobu radioterapie s vikendovymi pierusenimi
(Dvorak et al. 2010). Ve snaze o dosazeni vysoké homogenity hodnocené¢ho souboru nebyli
do studie zafazeni pacienti léCeni IMRT technikou, boostem brachyterapie nebo potenciaci
capecitabinem. VSichni pacienti dokoncili planovanou davku radioterapie. Dva pacienti
nedokoncili planovanou potenciaci 5-fluorouracilem, a to z divodu hematologické toxicity.
Chirurgicky zékrok byl provadén 4-6 tydnl po ukonceni predoperacni radiochemoterapie.
Toxicita 1écby radiochemoterapii byla hodnocena dle ,,Common toxicity criteria for adverse

events v4.0 (CTCAE)* (Common Toxicity Criteria 2018).

Obrazek 7
1zodozni plan pfedoperacni radioterapie dolniho rekta T3NOMO

1 a transverzalni rovina, 1 b 3 D digitaln€ rekonstruovany radiogram

1 ¢ frontalni rovina, 1 d sagitalni rovina
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3.3. Metodika imunohistochemického vySetieni VEGF

V archivnich parafinovych blo¢cich byla imunohistochemicky vySetiena exprese VEGF. Ve
svételném mikroskopu byla hodnocena pozitivita reakce. Byl pouzivan komercni kit
monoklonalni mysi protilatky proti lidskému VEGF (M7273, Dako, Dansko). Exprese VEGF
byla hodnocena semikvantitativné: 0 = zaddna exprese; 1 = slabd exprese (Obrazek 8); 2 =
sttedné silna exprese (Obrazek 9); 3 = silnd exprese (Obrazek 10). U stejného pacienta bylo
vzdy provedeno imunohistochemické vySetieni v pfedlécebné endobiopsii a v chirurgickém
resekatu po pfedoperacni radiochemoterapii. Snimky byly hodnoceny zkusenym patologem,

ktery nebyl obeznamen s vysledky 1é¢by u pacientl (Buka et al. 2017).

Obrazek 8
Slaba exprese VEGF (1+) v rezidudlnich Zlazkadch adenokarcinomu rekta ulozenych ve

fibrotizovaném pojivu po piedoperacni radiochemoterapii, zvétseno 200x.
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Obrazek 9
Stfedn¢ intenzivni exprese VEFG (2+) ve stfedné diferencovaném adenokarcinomu rekta po

predoperacni radiochemoterapii, zvétSeno 200x.
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Obrazek 10

Silné exprese VEFG (3+) ve stfedné diferencovaném adenokarcinomu rekta po ptredoperacni

radiochemoterapii, zvétseno 200x.
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3.4. Metodika imunohistochemického vySetieni CD8+ tumor infiltrujicich
lymfocyti

K imunohistochemickému prikazu CD8+ tumor infiltrujicich lymfocyth v archivnich
parafinovych bloc¢cich byl pouzivan komer¢ni kit monoklondlni mysi protilatky proti CDS8
(M7103, Dako, Glostrup, Denmark). Po¢et CD8+ tumor infiltrujicich lymfocytt v nadorové
tkani byl hodnocen kvantitativné (po¢et CD8+ tumor infiltrujicich lymfocytd na 1 mm?
nadoru) (Obrazek 11 a 12). U stejného pacienta bylo vzdy provedeno imunohistochemické
vySetfeni v predlécebné endobiopsii a v chirurgickém resekatu po piredoperacni
radiochemoterapii. Snimky byly hodnoceny zkuSenym patologem, ktery nebyl obeznamen s
vysledky 1é€by u pacientil (Buka et al. 2016a).

Obrazek 11
Nizké hustota CD8+ tumor infiltrujicich lymfocyti ve stfedné diferencovaném
adenokarcinomu rekta v predlédebné endobiopsii, zvétseno 200x. Sipky oznacuji CD8+ tumor

infiltrujici lymfocyty.
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Obrazek 12
Vysoké hustota CD8+ tumor infiltrujicich lymfocyti ve sttedné diferencovaném

adenokarcinomu rekta v chirurgickém resekatu po predoperacni radiochemoterapii, zvétseno

200x. Sipky ozna¢uji CD8+ tumor infiltrujici lymfocyty.
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Ke statistickému hodnoceni byl pouzivan program ,,Number Cruncher Statistical Systems 9
NCSS*“ (Kaysville, UT, USA) (Hintze 2001). Zékladni metody deskriptivni statistiky byly
pouzity k vypoctu hodnot medianu, priméru a 95% intervalii spolehlivosti pro kontinualni
data; absolutnich a relativnich cetnosti pro kategorickd data. Celkové preziti (overall
survival) a pfeziti bez nemoci (disease free survival) byly hodnoceny pomoci Kaplan-
Meierovy analyzy. Bylo provedeno vySetieni prognostického vyznamu sledovanych
parametrl exprese VEGF a hustoty CD8+ tumor infiltrujicich lymfocyti log rank testem a
Cox regresni analyzou. Vliv exprese VEGF a hustoty CD8+ tumor infiltrujicich lymfocyt
byl hodnocen chi-kvadrat testem. Ve vSech piipadech bylo rozhodnuti o statistické

vyznamnosti zaloZeno na urovni vyznamnosti a = 0,05.

4. Vlastni vysledky

Nevyskytl se Zadny ptipad mortality v souvislosti s 1écbou. Predopera¢ni radiochemoterapie
byla ve vétSin€ piipadii dobie tolerovana, vSichni pacienti dokoncili planovanou davku
radioterapie. Dva pacienti nedokoncili pldnovanou potenciaci 5-fluorouracilem z ditvodu
hematologickeé toxicity.

V pribéhu predoperacni radiochemoterapie se u tfi pacientli (jednoho muze a dvou Zen)
vyskytl prijem stupné 3 a u 2 pacientii (jednoho muze a jedné Zeny) doslo k leukopenii stupné
3. Median nadiru koncentrace hemoglobinu ¢inil 124 (rozmezi 92-165) g / I, medidn nadiru
leukocytii byl 4,2 (rozmezi 1,6-14,5) 10° / 1 a median nadiru trombocytii byl 198 (rozmezi 93-
263) 10° /1. V souboru nebyl zaznamenan zadny ptipad syndromu dlani a chodidel (hand-foot
skin reaction - HFSR).

Po ptedoperacni radiochemoterapii byla provedena radikalni (RO) resekce nadoru u 51
pacientil: radikdlni resekce nadoru se zachovanim anu u 22 pacientli a abdominoperineéalni
amputace rekta u 29 pacientii. Radikélni resekce s mikroskopicky pozitivnimi okraji (R1) byla
provedena u 2 pacientl: u 1 pacienta se zachovanim anu a 1 pacienta abdominoperineéalni
amputace rekta (Tabulka 3).

Patologicka TNM Kklasifikace po pfedoperacni radiochemoterapii: patologicka kompletni

remise byla verifikovana u 2 pacientl, u dalSich 2 pacienti bylo nalezeno pouze
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mikroskopické reziduum onemocnéni, I.stadium 16 pacientl, Il.stadium 18 pacienti,

IIl.stadium 12 pacientti, I'V.stadium 3 pacienti. U IV. stadia se ve vSech ptipadech jednalo o

metastazy jater zjiSténé pii operaci. Downstagingu bylo dosazeno u 34 pacientii (64%) (Buka

et al. 2016a, Buka et al. 2017).

Tabulka 3
Typ chirurgického vykonu

Radikalni resekce se

zachovanim anu (pocet

Abdominoperinealni

amputace rekta (pocet

pacientii) pacientii)
Radikalni resekce 22 29
s mikroskopicky
negativnimi okraji (R0)
Resekce s mikroskopicky 1 1

pozitivnimi okraji (R1)

Median doby polécebného sledovani €inil 109 mésich (9,1 roku). V pribéhu polécebného

sledovani u 24 pacienti doSlo k recidivé onemocnéni a 30 pacientl zemielo. V dobé

hodnoceni 22 pacientd zilo bez recidivy a 1 pacient zil s recidivou nadoru. Pétileté celkové

preziti Cinilo 56% (95% CI: 43-70%) s medidnem doby celkového preziti 8,6 let (Obrazek

13).
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Obrazek 13
Doba celkového pieziti pacientd s lokdln¢ pokrocilym adenokarcinomem rekta 1é¢enych
piedoperacni radiochemoterapii ve dnech (plna ¢éara). Median doby celkového pieziti je

oznacen te¢kovanou ¢arou.

Kaplan-Meier Survival Plot
100% =

80% =

60% =

Proportion

40% =

20% =

| 3099

0%

] L] L] 1
0 1000 2000 3000 4000
Time [days]

34



4.2. Vliv predoperacni radiochemoterapie na expresi vaskularniho endotelialniho
rustového faktoru adenokarcinomu rekta

Po predoperacni radiochemoterapii se v chirurgickém resekatu exprese VEGF snizila u 24
pacientil (45%), zvysila u 7 pacientl (13%), nezménila se u 20 pacientil (38%) a u 2 pacientil
nebyla zména hodnotitelnd, protoze bylo dosazeno patologické kompletni odpovédi (Tabulka
4 a Tabulka 5). Je zajimavé, Ze hladiny exprese VEGF vzrostly pouze u pacientti se skore 1 a
snizily se pouze u pacientl se skore 3.

Median doby celkového pieziti (OS) byl kratsi u pacientd, u kterych se po radiochemoterapii
snizila exprese VEGF, avSak tento rozdil nedoséhl statistické vyznamnosti (p = 0.13)
(Obrazek 14). Exprese VEGF nebyla vyznamna v Cox regresni analyze ani log-rank testu.
Snizeni exprese VEGF po ptedopera¢ni radiochemoterapii nebylo prediktivni pro odpoveéd na

1é¢bu ani pro downstaging (p = 0,61).

Tabulka 4
Stupeni exprese VEGF a hustota CD8+ tumor infiltrujicich lymfocyti pfed a po predoperacni

radiochemoterapii
Pacient | Stupen exprese | Hustota CD8+ Stupen exprese | Hustota CD8+
cislo VEGF TIL VEGF TIL
v predlécebné v predlécebné v chirurgickém | v chirurgickém
endobiopsii endobiopsii resekatu resekatu
1 0 232 1 242
2 3 2 1 33
3 3 9 3 3
4 2 11 1 8
5 2 32 2 27
6 2 13 1 7
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7 23 84
8 7 12
9 1 1
10 22 2
11 14 10
12 5 319
13 4 1
14 2 11
15 31 189
16 42 57
17 1 2
18 7 39
19 2 3
20 3 6
21 42 230
22 6 34
23 1 4
24 1 19
25 1 8
26 59 70
27 6 75
28 8 20
29 1 16
30 108 69
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31 2 18
32 11 15
33 48 72
34 30 36
35 60 -
36 58 -
37 159 6
38 22 7
39 1 3
40 3 4
41 212 15
42 63 82
43 19 13
44

45 1

46 126 19
47 19 38
48 2 113
49 49 34
50 39 101
51 49 3
52 27 22
53 7 2
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Zkratky:
TIL - tumor infiltrujici lymfocyty
VEGEF - vaskularni endoteliarni ristovy faktor

Poznamka: pacienti Cislo 35 a 36 dosahly po piedoperacni radiochemoterapii pCR

Tabulka S
Skore exprese vaskularniho endothelidlniho ristového faktoru (VEGF) v predlécebné

endobiopsii a chirurgickém resekétu

Exprese VEGF Predlécebna endobiopsie (pacienti) | Chirurgicky resekat (pacienti)
Score 0 1(2%) 1 (2%)

Score 1+ 5 (9%) 17 (32 %)

Score 2+ 21 (40 %) 20 (38%)

Score 3+ 26 (49%) 13 (24 %)

pCR po RCHT 2 (4%)

Zkratky:

VEGEF - vaskularni endothelialni ristovy faktor
pCR - patologickd kompletni odpovéd’
CHRT - radiochemoterapie
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Obrazek 14

Kiivka celkového pfeziti pacienti bez snizeni exprese = VEGF po ptedoperacni
radiochemoterapii (plna kiivka)

Kifivka celkového preziti pacientd se snizenim exprese  VEGF po pfedoperacni

radiochemoterapii (teCkovana kiivka)

Kaplan-Meier Survival Plot
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4.3. Vliv predoperac¢ni radiochemoterapie na hustotu CD8+ tumor infiltrujicich
lymfocyti adenokarcinomu rekta

Median hustoty CD8+ tumor infiltrujicich lymfocytti v endobiopsii pted radiochemoterapii
¢inil 12 (1-232) CD8+ tumor infiltrujicich lymfocytl a v chirurgickém resekatu po
radiochemoterapii 18 (1-319) CD8+ tumor infiltrujicich lymfocytt. V pribéhu predoperacni
radiochemoterapie doslo u 30 (57%) pacientl k nartstu hustoty CD8+ tumor infiltrujicich
lymfocytt, u 18 (34%) pacientl doslo k poklesu, u 1 pacienta zlstala hustota CD8+ tumor
infiltrujicich lymfocytii zachovéana, u 2 pacienti nebylo mozné zménu hustoty CD8+ tumor
infiltrujicich lymfocytt hodnotit z diivodu patologické kompletni odpovédi po
radiochemoterapii. U 2 pacientli nebylo moZné hustotu CD8+ tumor infiltrujicich lymfocyt
hodnotit z ditvodu nedostatku materidlu pro imunohistochemické vysetieni (u jednoho
pacienta v endobiopsii a jiného pacienta v chirurgickém resekatu). Narist hustoty CD8+
tumor infiltrujicich lymfocyti po radiochemoterapii nemél signifikantni vliv na celkové
preziti v Coxove regresni analyze (p = 0,16) a v logrank testu (p = 0,16). Nesignifikantni byl
také vliv naristu CD8+ tumor infiltrujicich lymfocytii na downstaging hodnoceny chi-
kvadratem (p = 0,37). Pacienti s nartistem hustoty CD8+ tumor infiltrujicich lymfocytl po
radiochemoterapii méli statisticky nesignifikantni 2,5kréat delsi medidn celkového preziti v
porovnani s ostatnimi pacienty bez nartistu hustoty CD8+ tumor infiltrujicich lymfocyta
(Obrazek 15) (Buka et al. 2016a).

40



Obrazek 15

Doba celkového preziti pacientd dle vzestupu CD8+ tumor infiltrujicich lymfocytt po

predoperacni radiochemoterapii.
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5. Diskuse

Vysledky 1écby, veetné pétiletého celkového pieziti, Cetnosti recidiv a vedlejSich ucinki,
byly porovnany s publikovanou literaturou (Rodel et al. 2016). V némecké studii III. klinické
faze CAO / ARO / AIO-94 byla pozorovana signifikantné vyssi akutni toxicita u Zen ve
srovnani s pacienty muzského pohlavi podstupujici ptredoperacni radiochemoterapii
adenokarcinomu rekta. Ve studii bylo 654 pacienti (197 zen a 457 muzl) léCenych
radiochemoterapii (Wolff et al. 2013). V nasi studii nebyl pozorovéan rozdil mezi pohlavimi v
akutni toxicit¢, coz mohlo byt zplisobeno omezenym poctem pacientl v na$i studii
v porovnani s némeckou studii.

Limitacemi této disertacni prace je jeji retrospektivni charakter, technickd omezeni metodiky

imunohistochemie a omezeny pocet hodnocenych pacientt (53).

V této disertacni praci byla pozorovana rozdilnd exprese VEGF po piedoperaéni
radiochemoterapii se snizenou expresi pozorovanou u vétSiny pacientll. SniZzend exprese
VEGEF byla spojena se statistickym trendem ke kratSimu celkovému pteziti. Nelze vyloucit, Ze
u vétsi skupiny pacientll by prognosticky vyznam exprese VEGF byl vice ziejmy a mohl by
dosdhnout statistické vyznamnosti. Je zajimavé, Ze prognodza pacientl se zhorSovala pfi
poklesu VEGF. To je tfeba vzit v ivahu s ohledem na Skody zpiisobené destrukci angiogeneze
antiangiogennimi ¢inidly. Vzhledem k tomu, Ze vysledky studie naznacuji souvislost mezi
poklesem VEGF b¢hem ptedoperacni radiochemoterapie a zhorSenim progndzy pacientt, 1ze
predpokladat, Ze inhibice angiogeneze pomoci bevacizumabu béhem piredoperacni
radiochemoterapie pro adenokarcinom rekta by mohla byt kontraproduktivni.

Studie japonskych autorti hodnotila expresi VEGF pifed a po neoadjuvantni predoperacni
radioterapii adenokacinomu rekta na 16 pacientech, u kterych byla imunohistochemicky
vySetiena exprese VEGF v endobiopsii pfed neoadjuvantni radioterapii a v opera¢nim
resekatu po neoadjuvantni radioterapii (Nozue et al. 2001). V endobiopsii pied radioterapii
nebyl ve 4 ptipadech VEGF exprimovén, ve 12 pfipadech byl exprimovéan, z toho ve 4
ptipadech siln€. V operac¢nim resekatu po pfedoperacni radioterapii nebyl VEGF exprimovan

v 1 ptipadé, v 15 piipadech byl exprimovan, z toho ve 14 ptipadech siln€. Ve 12 ze 16
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piipadi byla exprese VEGF po radioterapii siln€jsi nez pied radioterapii, v porovnani pouze s
1 ptipadem, ve kterém byla exprese po radioterapii slabsi nez pted ozafenim (Nozue 2001 et
al. 2001). Na rozdil od japonské studie v této praci byla misto samostatné predoperacni
radioterapie pouzivana radiochemoterapie s konkomitantni aplikaci kontinudlniho 5-
fluorouracilu, a to na vétSim souboru pacientd.

Expresi VEGF v endobiopsii pied neoadjuvantni pfedoperacni radioterapii adenokarcinomu
rekta ve vztahu k Gc¢innosti radioterapie na primarni nador dle histologie opera¢niho resekatu
po neoadjuvantni radioterapii hodnotila studie na 59 pacientech (Zlobec et al. 2005). Do
studie byli zafazeni pacienti s lokdln¢ pokrocilym adenokarcinomem rekta bez abdominalni
lymfadenopatie a bez vzdalenych metastdz, kteti byli 1éCeni neoadjuvantni brachyterapii
vysokym davkovym piikonem 26 Gy/4 frakce ve 4 po sobé nasledujicich dnech, chirurgicky
vykon nasledoval 4 - 8 tydnt po ukonceni brachyterapie. Dle histologie opera¢niho resekatu
byly v této studii nadory rozdéleny do 3 skupin: patologickd kompletni odpovéd’ po
radioterapii - ypTO, castecnd odpovéd po radioterapii — mikroloziska adenokarcinomu
velikosti 0,3 - 0,9 cm v priméru, nador neodpovidajici na radioterapii — velky rezidualni
adenokarcinom. Pro ucely této studie byly statisticky hodnoceny pouze patologické kompletni
odpovédi po radioterapii a nddory neodpovidajici na radioterapii. Primérna exprese VEGF
byla u nadord neodpovidajicich na radioterapii statisticky vyznamné vét$i nez u nadort, kde
bylo dosazeno patologické kompletni odpoveédi ypTO radioterapii (p = 0,035). U témét
poloviny (47%) vSech nadort, u kterych bylo dosazeno patologické kompletni odpovéedi
radioterapii, byla exprese VEGF < 10%. U 11 pacientl byla exprese 0%, a u vSech (100%)
téchto pacientd bylo radioterapii dosazeno patologické kompletni odpovédi. U 52% nadort
neodpovidajicich na radioterapii byla exprese VEGF > 80%. Dle vysledkli této studie
imunohistochemické vysetieni VEGF v endobiopsii pted neoadjuvantni radioterapii mize byt
uzite¢nym markerem, ktery predikuje odpovéd’ nadoru na predoperacni radioterapii (Zlobec et
al. 2005).

Expresi VEGF, EGFR, p53, Bcl-2 a apoptosis protease — activating factor - 1 (APAF-1) v
edndobiopsii pfed neoadjuvantni piedoperacni radioterapii adenokarcinomu rekta, ve vztahu k
ucinnosti radioterapie na primarni nador, hodnotila studie na 104 pacientech (Zlobec et al.
2008). Do studie byli zatfazeni pacienti s lokaln€¢ pokro¢ilym adenokarcinomem rekta bez
abdominalni lymfadenopatie a bez vzdalenych metastdz, ktefi byli 1éCeni neoadjuvantni
brachyterapii vysokym davkovym ptikonem 26 Gy/4 frakce ve 4 po sob¢ nasledujicich dnech,
chirurgicky vykon nasledoval 4 - 8 tydni po ukonceni brachyterapie. Dle histologie
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operacniho resekatu byly v této studii nadory rozdéleny do 2 skupin: 1.skupina: patologicka
kompletni odpovéd’ po radioterapii - ypTO a 2.skupina nddory neodpovidajici na radioterapii,
kam byly zafazeny nddory s castenou odpovédi po radioterapii - mikroloziska
adenokarcinomu velikosti 0,3 - 0,9 cm v praméru i velké rezidualni adenokarcinomy. Vztah
mezi expresi téchto markert v endobiopsii a patologické kompletni odpovédi po predoperacni
radioterapii byl statisticky hodnocen univariantni i multivariantni analyzou. V multivariantni
analyze byly jak negativni exprese VEGF (p = 0,009), tak i pozitivni exprese EGFR (p =
0,01) nezédvislymi prediktivnimi markery kompletni patologické odpovédi po radioterapii. V
ptipadé soucasné negativni exprese VEGF a pozitivni exprese EGFR ¢inila pravdépodobnost
patologické kompletni odpovédi po radioterapii 12,8%. Naopak ze 34 nadord, u kterych byla
pozitivni exprese VEGF a soucasné negativni exprese EGFR, u 32 (94,1%) nadort nebylo
radioterapii dosazeno kompletni patologické odpovédi. Podskupina nadord, u kterych je v
endobiopsii pozitivni exprese VEGF a soucasné negativni exprese EGFR, je velmi rezistentni
k radioterapii a tito pacienti by méli byt kandidaty kombinované neoadjuvantni
biochemoradioterapie (Zlobec et al. 2008).

K ptedoperacni radioterapii adenokarcinomu rekta je v soucasné dobé standardné pouZivana
zevni radioterapie linedrnim urychlovacem, tak jako je tomu v této praci. Brachyterapie milize
byt v soucasné 1écbe lokaln¢ pokrocilého adenokarcinomu rekta pouzivana k boostu zevni
radioterapie nebo jako salvage radioterapie lokalni recidivy. PouZiti samostatné brachyterapie
k neoadjuvantni predoperacni 1é€b¢ lokalné pokrocilého adenokarcinomu rekta je v soucasné
dobé& experimentalnim piistupem.

Prvni koncept antiangiogenni lécby mél za cil znicit nadorové cévy, ale paradoxné se
ukazalo, Ze antiangiogenni léky normalizuji vaskulaturu a tim zlepSuji dopravu cytostatik
k nddorovym buinkdm (Maj et al. 2016, Lin et al. 2016). Vysledky této studie podporuji
pozitivni vyznam normalizace nddorové vaskulatury spisSe nez jeji destrukce.

Vyznamnou limitaci této retrospektivni pilotni studie je relativné maly pocet pacientt (53).
Omezena velikost studované skupiny pacienti byla motivovdna zdmérem analyzovat
homogenni soubor pacientli 1écenych v jednom centru za pouziti konzistentniho rezimu
radiochemoterapie, stejného chirurgického postupu a patologického zpracovani vzorki.
Podskupina pacienti bez snizeni exprese VEGF byla heterogenni a zahrnovala pacienty s
kompletni patologickou odpovédi, kterd by mohla pfispét k signifikantnimu pozitivnimu
vysledku studie. Proto hypotéza, ze snizeni exprese VEGF po radiochemoterapii mize byt
spojeno s horsi prognozou, by méla byt zkoumana na vétsi skuping pacientt.
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Ve ttech obdobn¢ koncipovanych klinickych studiich s odbérem endobiopsie pii predlécebné
koloskopii a v chirurgickém resekatu po predoperacni radiochemoterapii bylo pozorovano, ze
zvySena exprese EGFR béhem neoadjuvantni radiochemoterapie u pacienti s lokalné
pokroCilym adenokarcinomem rekta je spojena se statisticky vyznamné kratSim celkovym
prezitim 1 kratSim piezitim bez znamek recidivy (Dvorak et al. 2012, Richter et al. 2014,

Richter et al. 2015). Takovato korelace vSak nebyla pozorovana v této studii u VEGF.

V hodnoceném souboru pacientti s lokalné pokroc¢ilym karcinomem rekta jsme pozorovali
vzestup medidnu hustoty CD8+ tumor infiltrujicich lymfocyti v chirurgickém resekatu po
predoperacni radiochemoterapii v porovnani s piedlécebnou endobiopsii. Pacienti s nartistem
CD8+ tumor infiltrujicich lymfocytd po radiochemoterapii méli 2,5krat delSi median
celkového preziti, ktery vSak v nasem souboru nebyl statisticky signifikantni, coz je
pravdépodobné zpiisobeno omezenym pocltem 53 pacientd. Vysledky nasi studie jsou ve
shodé& s vysledky studii na vétsim poctu pacienttl.

V retrospektivni studii celkem 136 pacientl s lokdlné pokro€ilym karcinomem rekta
1é€enych ptedoperacni samostatnou radioterapii (30 pacientl), samostatnou chemoterapii (24
pacientll) nebo konkomitantni radiochemoterapii (63 pacientll) byla imunohistochemicky
vySetiena hustota CD3+ a CD8+ tumor infiltrujicich lymfocyti v endobiopsii pfed zahajenim
pfedoperacni  radiochemoterapie a v  chirurgickém resekdtu po  pfedoperacni
radiochemoterapii. V chirurgickém resekatu po ptedoperacni radioterapii, chemoterapii a
radiochemoterapii byla statisticky vyznamné zvySena hustota CD3+ a CD8+ tumor
infiltrujicich lymfocytl v porovnani s predléCebnou endobiopsii. Pfitom nebyl signifikantni
rozdil mezi jednotlivymi modalitami pfedoperacni 1écby. Vysoka hustota CD3+ a CD8+
tumor infiltrujicich lymfocyti v predlécebné endobiopsii predikovala dobrou lécebnou
odpovéd’ na predoperacni radiochemoterapii (p = 0,033 a p = 0,021), signifikantné¢ delsi
celkové bezptiznakové preziti (p = 0,010 a p = 0,022) a signifikantné delsi celkové pieziti (p
= 0,019 a p = 0,003). Tato studie prokéazala, Ze pfedoperacni radiochemoterapie karcinomu
rekta mize zvysit lokalni imunitni odpovéd’ zvySenim hustoty tumor infiltrujicich lymfocyt

(Teng et al. 2015).
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V retrospektivni studii na 276 pacientech s karcinomem kolorekta pti dobé polécebného
sledovani 14 let byl prokdzan prognosticky vyznam tumor infiltrujicich lymfocyti. Exprese
tumor infiltrujicich lymfocytd v wunivariantni i multivariantni analyze byla statisticky
vyznamn¢é spojena s del$i dobou preziti bez recidivy i1 delsi dobou celkového preziti. V této
studii byla pozorovéna i inverzni korelace mezi pfitomnosti tumor infiltrujicich lymfocyta a
TNM stadiem karcinomu kolorekta: zvySend ptfitomnost tumor infiltrujicich lymfocyti u
Casnych stadii karcinomu a snizena pfitomnost tumor infiltrujicich lymfocytt u pokrocilych
stadii karcinomu (Ropponen et al. 1997).

V retrospektivni studii na 371 pacientech s karcinomem kolorekta byly imunohistochemicky
vySetteny CD8+ tumor infiltrujici lymfocyty. Hustota CD8+ tumor infiltrujicich lymfocytt
inverzné korelovala s TNM stadiem onemocnéni. V univariantni analyze byl statisticky
vyznamny rozdil v dobé preziti dle hustoty CD8+ tumor infiltrujicich lymfocyti teprve po 1-2
letech polécebného sledovani, a to ve prospéch vyssi hustoty CD8+ tumor infiltrujicich
lymfocytl. V multivariantni analyze byla prokazana statisticky vyznamné¢ del§i doba pieziti
pti vyssi hustot¢ CD8+ tumor infiltrujicich lymfocyti pii dobé polééebného sledovani delsi
nez 2 roky, ale nikoliv krat$i nez 2 roky. Hustota CD8+ tumor infiltrujicich lymfocyt byla
signifikantné vyssi u pacientt, kteti po 1&€bé zili déle nez 5 let (Chiba et al. 2004).

Ve studii na 3 nezavislych kohortach 415, 119 a 69 pacientt s L.-I1I. stadiem kolorektalniho
karcinomu byla vySetfena hustota CD3+ tumor infiltrujicich lymfocytl v centru nadoru a v
jeho invazivnim okraji. Byl prokazan jejich prognosticky vyznam, pokud byly vySetfeny
pouze v centru nadoru i pokud byly vySetfeny pouze v invazivnim okraji naddoru. Nejlepsi
prognostickou hodnotu mélo jejich vySetfeni v obou oblastech. Stejnd studie prokazala
signifikantné niz8i pocet recidiv a delsi celkové pieziti pacientl s vysokou hustotou CD3+,
CD8+, CD45RO+ tumor infiltrujicich lymfocytii a granzymu B (Galon et al. 2006).

Studie na 411 pacientech s I. a II. stadiem karcinomu kolorekta prokédzala ptiznivy
prognosticky vyznam vysoké hustoty CD8+ a CD45RO+ tumor infiltrujicich lymfocyti
(Pages et al. 2009). Studie na 599 pacientech s 1.-IV. stadiem kolorektalniho karcinomu
ukazala, ze se hustota CD8+ tumor infiltrujicich lymfocyti signifikantné sniZuje spolu s
progresi kolorektalniho karcinomu v ramci T stadia 1 v rdmci TNM stadia (Mlecnik et al.
2011).

Imunoskoére pozitivné koreluje s prevalenci somatickych mutaci v lidskych néadorech
(Alexandrov et al. 2013, Galon et al. 2014). Karcinomy kolorekta, které vznikly na podkladé
nestability mikrosatelitii zplisobené mutaci nékterého z mismatch repair gentt odpovédnych za
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opravy replikacnich chyb v DNA, jsou sndze rozeznatelné imunitnim systémem, maji vyssi
hustotu CD8+ tumor infiltrujicich lymfocytii a méné metastazuji (Maby et al. 2015). Nadory
s vysokou mutacni nélozi (high gene mutational load) maji lepsi odpovéd’ na lécbu check
point inhibitory (Link et al. 2016, McGranahan et al. 2016, Quiroga et al. 2016, Boland et al.
2017, Passardi et al. 2017). Mikrosatelitovd nestabilita, kterd se vyskytuje u 10-15%
sporadickych karcinomt kolorekta (Kloor et al. 2014, De Smedt et al. 2015, Kim et al. 2016,
Copija et al. 2017) je spojena s 10-50krat vyssi mutacni zatézi (Le et al. 2015, Sun et al. 2016,
Le et al. 2017). Pacienti s vysokou nestabilitou mikrosateliti odpovidaji na 1écbu
metastatického kolorektalniho karcinomu inhibitory PD-1 (pembrolizumab, nivolumab),
pfipadné v kombinaci s inhibitory CTLA4 (nivolumab a ipilimumab) (Topalian et al. 2012,
Basile et al. 2017, Overman et al. 2017, Overman et al. 2018) a v ramci klinickych studii s
inhibitorem PD-L1 (durvalumab, atezolizumab, avelumab) (Tabulka 6) (Tapia et al. 2018,
Lee et al. 2018). V nasi studii jsme nestabilitu mikrosatelith nehodnotili. Unikatni
mechanismus u¢inku check point inhibitort je doprovazen specifickymi nezddoucimi ucinky,
které se podobaji autoimunitnim onemocnénim (immune-related adverse events) (Lakomy et
al. 2019).

V soucasné dobé probiha u rliznych typid solidnich nadort vice nez 200 klinickych studii,
které hodnoti imunoterapii pomoci tumor infiltrujicich lymfocytt. Podafi-li se vytvofeni
jednotnych guidelines pro méfeni a interpretaci tumor infiltrujicich lymfocyti v nadoru,
ziskame G¢inny nastroj pro rozhodovani v rdmci lé¢ebného algoritmu (Strizovad et al. 2019).
Velkym pfislibem do budoucna je zejména kombinace rliznych metod 1écby, ktera vede nejen
ke spojeni u¢inku jednotlivych modalit, ale rovnéz k jejich vzajemné potenciaci a v né€kterych

piipadech také aktivaci (Spisarova et al. 2019).
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Tabulka 6

Aktuéln€ (ke dni 31.8.2019) probihajici klinické studie, které hodnoti ti¢innost check point

inhibitorti v 1é¢bé kolorektalniho karcinomu s nebo bez kombinace s radioterapii dle udajii

http://clinicaltrials.gov (Clinical trials 2019).

Check point inhibitor Cil inhibice Pocet klinickych studii
Pembrolizumab PD-1 70
Pembrolizumab + RT PD-1 5
Nivolumab PD-1 67
Nivolumab + RT PD-1 8
Durvalumab PD-L1 28
Durvalumab + RT PD-L1 7
Atezolizumab PD-L1 26
Atezolizumab + RT PD-LI 4
Avelumab PD-L1 17
Avelumab + RT PD-LI 4
Kombinace s ipilimumabem CTLAA4 24
Kombinace s ipilimumabem + RT CTLAA4 3

Zkratky
RT — Radioterapie

PD-1 — Programmed cell death protein 1

PD-L1 — Programmed cell death protein ligand 1

CTLA4 — Cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4

48


http://clinicaltrials.gov/

6. Zavéry

Byla ziskdna data o dynamice zmén exprese VEGF a hustoty CD8+ TIL u lokalné
pokrocilého adenokarcinomu rekta vlivem pfedoperacni radiochemoterapie.

V hodnoceném souboru byla exprese VEGF po ptfedoperacni radiochemoterapii lokalné
pokrocilého adenokarcinomu rekta snizena u vétSiny vySetfenych pacienti. Byl pozorovan
statisticky nesignifikantni trend ke kratSimu celkovému pteziti u téchto pacientt.

Pacienti s narGstem hustoty CD8+ tumor infiltrujicich lymfocyti po piedoperacni
radiochemoterapii méli statisticky nesignifikantné delsi median celkového pteziti v porovnani
s ostatnimi pacienty bez narastu CD8+ tumor infiltrujicich lymfocyta.

Ziskané vysledky obou biomarkeri jsou v souladu s pracovni hypotézou o piiznivém
prognostickém vyznamu vys$si exprese VEGF a vyssi hustoty CD8+ TIL na dobu celkového
preziti lokalné pokrocilého adenokarcinomu rekta.

Vysledky 1écby predoperacni radiochemoterapii 53 pacientd s lokalné pokrocilym
adenokarcinomem rekta jsou v hodnocenych parametrech - TNM stadium, vék, pohlavi,
histologicky grading, anatomickd sublokalizace nédoru, typ chirurgického vykonu, dokonceni
planované 1écby, hodnoceni celkového preziti, poCtu a lokalizace recidiv - v souladu s
doposud publikovanym pracemi.

Limitacemi této disertacni prace jsou jeji retrospektivni charakter, technickd omezeni
metodiky imunohistochemie a omezeny pocet hodnocenych pacientt (53).

Tato prace pfispiva k vyzkumu prognostickych biomarkert lokalné pokrocilého
adenokarcinomu rekta.

V budoucnu by bylo mozné prozkoumat na vétSim mnoZstvi pacientli ndmi pozorované
statisticky nesignifikantni prodlouZeni medidnu celkového pfeziti u pacientl, u kterych doslo
ke zvySeni hustoty CD8+ TIL po piedoperacni chemoradioterapii, kdy by se mohl tento trend
statisticky signifikantné potvrdit.
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8. Seznam priloh

Obrazek 1

Casovy vyvoj hrubé incidence a mortality adenokarcinomu rekta dle poslednich
publikovanych tdajt Ceského webového portalu epidemiologie nadort v roce 2016.

Graf zobrazuje ¢asovy vyvoj hrubé¢ incidence (pocet novych ptipadii na 100000 osob) a hrubé

mortality (pocet umrti na diagndézu na 100000 osob) pro zvolenou diagnézu v celé populaci

(Dusek et al. 2019).

Obrazek 2
Nadorovy imunogram - radarovy graf zobrazuje sedm aspekti protinddorové imunity podle
Blanka (Blank et al. 2016).

Obrazek 3
Schematicky obrazek pisobeni inhibitort VEGF a inhibitorit PD-1/PD-L1 v nadorovém

mikroprostfedi adenokarcinomu rekta (Buka et al. 2019).

Obrazek 4

Kolacovy graf predlécebného klinického stadia

Obrazek 5

Kola€ovy graf anatomické lokalizace karcinomu rekta

Obrazek 6
Sloupcovy graf histologického gradingu v ptedlécebnych endobiopsiich a v chirurgickych

resekatech

Obrazek 7

1zodozni plan pfedoperacni radioterapie dolniho rekta T3NOMO
1 a transverzalni rovina

1 b 3 D digitalné€ rekonstruovany radiogram

1 ¢ frontalni rovina

1 d sagitalni rovina
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Obrazek 8
Slaba exprese VEGF (1+) v rezidualnich zlazkédch adenokarcinomu rekta ulozenych ve

fibrotizovaném pojivu po pfedoperacni radiochemoterapii, zvétseno 200x.

Obrazek 9
Stfedn¢ intenzivni exprese VEFG (2+) ve stfedné diferencovaném adenokarcinomu rekta po

predoperacni radiochemoterapii, zvétSeno 200x.

Obrazek 10
Silnéd exprese VEFG (3+) ve stfedné diferencovaném adenokarcinomu rekta po piredoperacni

radiochemoterapii, zvétSeno 200x.

Obrazek 11
Nizké hustota CD8+ tumor infiltrujicich lymfocyti ve stfedné diferencovaném
adenokarcinomu rekta v predlédebné endobiopsii, zvétseno 200x. Sipky ozna¢uji CD8+ tumor

infiltrujici lymfocyty.

Obrazek 12
Vysoka hustota CD8+ tumor infiltrujicich lymfocyti ve stfedné diferencovaném
adenokarcinomu rekta v chirurgickém resekatu po pfedoperacni radiochemoterapii, zvétseno

200x. Sipky ozna¢uji CD8+ tumor infiltrujici lymfocyty.

Obrazek 13
Doba celkového preziti pacientii s lokalné pokrocilym adenokarcinomem rekta 1éCenych
predoperacni radiochemoterapii ve dnech (plnd cara). Medidn doby celkového pteziti je

oznacen te¢kovanou ¢arou.
Obrazek 14

Kiivka celkového pieziti pacienti bez snizeni exprese = VEGF po predoperacni

radiochemoterapii (plna kiivka)
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Kiivka celkového preziti pacientdl se snizenim exprese  VEGF po predoperacni

radiochemoterapii (teCkovana kiivka)

Obrazek 15
Doba celkového preziti pacientti dle vzestupu CD8+ tumor infiltrujicich lymfocytt po

piedoperacni radiochemoterapii.

Tabulka 1
Charakteristiky pacientti: vék, pohlavi, klinické a patologické TNM stadium

Tabulka 2
Charakteristika pacientl: histologicky grading v pfedlécebné endobiopsii a v chirurgickém

resekatu

Tabulka 3
Typ chirurgického vykonu

Tabulka 4
Stupen exprese VEGF a hustota CD8+ tumor infiltrujicich lymfocytl pted a po pfedoperacni

radiochemoterapii

Tabulka 5
Skore exprese vaskularniho endothelidlniho rastového faktoru (VEGF) v predlécebné

endobiopsii a chirurgickém resekatu

Tabulka 6
Aktudlné (ke dni 31.8.2019) probihajici klinické studie, které hodnoti u€¢innost check point
inhibitorti v 1écbé kolorektalniho karcinomu s nebo bez kombinace s radioterapii dle udajii

http://clinicaltrials.gov (Clinical trials 2019).
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