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Souhrn

Vychodiska: Cilem této studie je retrospektivné zhodnotit imunomodulaéni Géinek pfed-
operacni radiochemoterapie lokalné pokrocilého karcinomu rekta imunohistochemickym vy-
Setfenim hustoty CD8* tumor infiltrujicich lymfocytl (TIL) v endobiopsii pred predoperacni
radiochemoterapii a u stejnych pacientl v chirurgickém resekatu po pfedoperacni radioche-
moterapii. Pacienti a metody: Do studie bylo zafazeno 53 pacientd s lokalné pokrocilym ade-
nokarcinomem rekta lécenych pfedoperacni radiochemoterapii. Vysledky: Median hustoty
CD8* TIL v endobiopsii pfed radiochemoterapii inil 12 (1-232) CD8* TIL a v chirurgickém re-
sekatu po radiochemoterapii 18 (1-319) CD8* TIL. V pribéhu predoperacni radiochemoterapie
doslo u 30 (57 %) pacient( k nardstu hustoty CD8* TIL, u 18 (34 %) pacientl doslo k poklesu,
u jednoho pacienta zistala hustota CD8+ TIL zachovana, u ¢tyf pacientl nebylo mozné zménu
hustoty CD8"* TIL hodnotit. Pacienti s narlistemn CD8* TIL po radiochemoterapii méli statisticky
nesignifikantni 2,5krat delsi median celkového pieziti. Zdvér: V hodnoceném souboru nebyl
prokazan prediktivni ani prognosticky vyznam hustoty CD8* TIL u pacient( lécenych pfedope-
racni radiochemoterapii pro lokalné pokrocily adenokarcinom rekta, coz muze byt zplisobeno
limitovanym poctem pacient(.
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Summary

Background: The goal of this study is to examine the effect of neoadjuvant radiochemotherapy on the density of CD8* tumor infiltrating lympho-
cytes (TILs) in endoscopical biopsies and resection specimens from patients with rectal adenocarcinoma before and after therapy. Patients and
Methods: In total, 53 patients with locally advanced rectal cancer were studied. Results: The median density of CD8" TlLs in pretreatment biopsies
was 12 (1-232) and that in surgical specimens after radiochemotherapy was 18 (1-319). During radiochemotherapy, the density of CD8* TILs
increased in 30 patients (57%), decreased in 18 (34%), and did not change in one. It was not possible to assess the dynamics of CD8* TILs density
in four patients. The increased density of CD8* TILs after radiochemotherapy was associated with a median survival rate 2.5 times longer than
that associated with no increase in density. Conclusion: In the present study, the density of CD8" TILs in endoscopical biopsies before radioche-
motherapy, the density in resection specimens after radiochemotherapy, or in changes in the density after radiochemotherapy showed no pre-
dictive or prognostic significance. However, studying a larger number of patients may show that CD8* TILs density is of predictive or prognostic

significance.
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Uvod

V souéasné dobé je standardem lécby
lokalné pokrocilého karcinomu rekta
predoperacni radiochemoterapie s kon-
komitantnim 5-fluorouracilem (5-FU)
nebo kapecitabinem, radikalni operace
a adjuvantni chemoterapie. Alternativou
u vybranych pacient miZe byt akcele-
rovany rezim predoperacni radioterapie
nasledovany radikdlni operaci a adju-
vantni chemoterapii. Zvyseni G¢innosti
radiochemoterapie lokalné pokrocilého
karcinomu rekta se ofekava od poten-
ciace dal3imi léky a individualizaci 1é¢by
dle biomarkera [1,2].

S klinickymi tspéchy imunoterapie
zaméiené na kontrolni body imunitni
reakce je v posledni dobé zvysena po-
zornost vénovana ucinkdim radioterapie
na bunky imunitniho systému v nadoro-
vém mikroprostredi [3,4]. V radiobiologii
dochdzi k vyznamnému posunu v cha-
pani ucinkd radioterapie z tradicnich
«AR" (reparace, repopulace, redistribuce,
reoxygenace) na soucasné 4R + 3E” (eli-
mination, equilibrium, escape). Zjedno-
dudené fe¢eno to znamena, Ze soucasna
radiobiologie se jiz nezaméfuje pouze
na zlomy DNA v nadorové burice zplso-
bené ionizujicim zafenim, ale i na uginky
ionizujiciho zafeni na okolni imunokom-
petentni buriky. Pfi poSkozeni buriky io-
nizujicim zafenim se do mezibunééného
prostoru uvolfiuje DNA a ATP (adenosin-
trifosfat, energeticka molekula), které
by se extracelularné vibec nemély na-
chazet [5,6]. To silné pritahuje dendri-
tické buriky, které se aktivuji, migruji do
lymfatickych uzlin, kde aktivuji naivni
T lymfocyty na cytotoxické CD8* T lym-

focyty, které migruji do nadoru. Hlav-
nim mechanizmem protinadorové imu-
nity je likvidace nadorovych bunék CD8*
T lymfocyty [7]. Dle preklinickych studif
se CD8* T lymfocyty vyznamné podileji
na ucincich radioterapie v ozafovaném
poli [8]. Intenzivné je také studovan vy-
znam CD8* T lymfocytl pfi abskopalnich
ucincich radioterapie (Gcinky radiotera-
pie na nadorova loziska a zdravé tkané
anatomicky vzdalené od ozafovaného
pole) pfi soucasné imunoterapii bloku-
jici CTLA-4 nebo PD-1 [9]. Zatimco v roz-
mezi let 1960-2014 Ize v literatufe do-
hledat pouze 23 kazuistik abskopalnich
ucinkd samotné radioterapie, které se
Zpétné jevi spise jako spontanni remise,
pfi kombinaci radioterapie s imunotera-
pii zaméfenou na kontrolni body imu-
nitniho systému v poslednich letech
exponencidlné pfibylo podrobné zdo-
kumentovanych pripadl abskopalnich
ucinkd radioterapie [10,11].

V nadorovém mikroprostredi je pfi-
tomno Siroké spektrum bunék imu-
nitniho systému. Zatimco hojna pfi-
tomnost cytotoxickych T lymfocytd,
pamétovych lymfocytd a T, lymfocyth
v nadorovém mikroprostfedi byva pravi-
delné spojena s prodlouzenym prezitim
bez pfiznakli onemocnéni (disease-free
survival — DFS), nadorové specifickym
prezitim (disease-specific survival — DSS)
a celkovym prezitim (overall survival -
0S) u primarnich nadort rznych anato-
mickych lokalit (kolorektalni karcinom,
melanom, karcinom prsu, plic, zaludku,
jicnu, moéového méchyfe, pankreatu,
hlavy a krku a dalsi) i odliSnych histolo-
gickych typt (adenokarcinom, dlazdico-

bunéény karcinom, velkobunécny karci-
nom, melanom), prognosticky vyznam
B lymfocytd, NK bunék, myeloid-de-
rived-suppressor cells (MDSC), mikro-
fagh, T, T4z @ T se u rliznych primar-
nich nador( a rozdilnych histologickych
typa lisi[12,13].

Francouzsky imunolog prof. Jerome
Galon vypracoval metodiku vysetreni
CD3* a CD8* tumor infiltrujicich lymfo-
cytd (TIL) v invazivnim okraji a v cen-
tru nadoru, nazvanou Imunoskére. V in-
vazivnich okrajich nadoru, na rozdil od
centra nadoru, dochazi k tvorbé epi-
telo-mezenchymového prechodu, coz je
spojeno s expresi specifickych antigend,
rozeznatelnych imunitnim systémem.
Lepsi prognosticky vyznam by mélo
jedté soucasné vysetfeni pamétovych,
antigenem aktivovanych CD45%* T lym-
focytd a granzymu B, ktery spolu s per-
forinem tvofi hlavni obsah cytoplazma-
tickych granul cytotoxickych T lymfocytd
aNK bunék. U téchto dvou vysetieni jsou
viak technické problémy, napf. se silnym
sumem pozadi, které by sniZovaly repro-
dukovatelnost téchto vysetieni pfi zave-
deni do rutinni praxe. Proto bylo do Imu-
noskdre zafazeno pouze vysetfeni CD3*
a CD8* TIL. Imunoskére prokazalo pro-
gnosticky vyznam nejprve u kolorektal-
niho karcinomu, nasledné u vétsiny typt
solidnich nador(, jak primarnich nadord,
taki visceralnich (jaternich) a mozkovych
metastaz. V poslednich letech je diskuto-
vana moznost rozsiteni stavajici TNM kla-
sifikace o Imunoskére na TNM-1 [14].

Radioterapie a chemoterapie ma velmi
komplexni imunomodulaéni acinky,
které ve vysledku nemusi byt vzdy jen
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imunosupresivni [15]. Pfi neoadjuvantni
radiochemoterapii lokalné pokrocilého
karcinomu rekta nelze pouzit metodiku
Imunoskore v predlééebné endobiopsii,
protoze zpravidla neni dost materialu
pro posouzeni vsech kritérii Imunoskére
(vy3etieni hustoty TIL zvlast v invazivnim
okraji a zvlast v centru nadoru), Ize viak
alespon hodnotit hustotu cytotoxickych
CD8* T lymfocytl [12].

Cilem této prace je retrospektivné
zhodnotit imunomodulaéni ucinek
pfedoperacni radiochemoterapie lo-
kalné pokrocilého karcinomu rekta imu-
nohistochemickym vysetfenim hustoty
CD8* TIL v endobiopsii pfed predope-
racni radiochemoterapii a u stejnych
pacientd v chirurgickém resekatu po
predoperacni radiochemoterapii.

Pacienti a metody

Soubor pacientd

Do studie bylo zafazeno 53 pacientd
(38 muzd a 15 Zen) s lokalné pokrocilym
adenokarcinomem rekta, ktefi byli 1é-
¢eni na Klinice onkologie a radioterapie
FN Hradec Kralové od tinora 2001 do listo-
padu 2006. Median véku ¢inil 63 (41-75)
let. Median predlécebné hladiny CEA byl
4,54 (0,2-62,39) pg/l. Anatomicka sublo-
kalizace nadoru: dolni rektum (0-5cm)
19 pacientd, stfedni rektum (vy3e nez
5-10cm) 28 pacientd a horni rektum
(vy3e nez 10cm) Sest pacientd. Klinicka
TNM klasifikace pred predoperaéni radio-

(= dpaney - Trestrent Appeoved « Sagittal= CT.1

Obr. 1. 1zodézni plan predoperaéni radioterapie dolniho rekta T3 NO MO.

chemoterapii — Il. stadium 16 pacient(
a lll. stadium 37 pacientt.

Lécba

Pfedoperacni radiochemoterapie se-
stavala z radioterapie na oblast malé
panve ze ctyt poli box technikou, linear-
nim urychlovaéem, loziskovou davkou
45 Gy/25 frakci/5krat tydné, nasledné
boost 5,4 Gy/3 frakce zmensenymi
poli (obr. 1), s potenciaci 5-FU v davce
200 mg/m*/den kontinuélné, po dobu
radioterapie, s vikendovymi pferuse-
nimi. Ve snaze o dosazeni vysoké ho-
mogenity hodnoceného souboru ne-
byli do studie zafazeni pacienti léceni
IMRT technikou, boostem brachyterapie
nebo potenciaci kapecitabinem. Vichni
pacienti dokoncili planovanou davku ra-
dioterapie. Dva pacienti nedokoncili pla-
novanou potenciaci 5-FU z dlivodu he-
matologické toxicity.

Chirurgicky zakrok nasledoval 4-6 tyd-
nd po ukonéeni predoperacni radio-
chemoterapie. Po pfedoperacni radio-
chemoterapii byla provedena radikalni
RO resekce nadoru u 51 pacientd - radi-
kalni resekce nadoru se zachovanim anu
u 22 pacientd a abdominoperianalni
amputace rekta u 29 pacientd. Radikalni
resekce s mikroskopicky pozitivnimi
okraji byla u dvou pacientl - u jednoho
pacienta se zachovanim anu a jednoho
pacienta po abdominoperianalni ampu-
taci rekta.

£v = Treatment Approved - Made View - CT.]

Patologicka TNM klasifikace po pred-
operacni radiochemoterapii — patolo-
gickd kompletni remise byla verifiko-
vana u dvou pacientd, u dalSich dvou
pacientt bylo nalezeno pouze mikrosko-
pické reziduum onemocnéni, |. stadium
16 pacientd, Il. stadium 18 pacientq,
lll. stadium 12 pacientd, IV. stadium ftfi
pacienti, u IV. stadia se ve viech pfipa-
dech jednalo o metastazy jater zjisténé
pii operaci. Downstaging €inil 64 %.

Toxicita lé¢by radiochemoterapii byla
hodnocena dle Common toxicity criteria
for adverse events v4.0 (CTCAE) [16].

Metodika laboratornich vysetieni

Histologicka vysetfeni endobiopsie
a chirurgického resekatu byla prova-
déna ve Fingerlandové ustavu pato-
logie FN v Hradci Kralové. Material byl
rutinné fixovan v 10% formalinu, zpra-
covan béznou parafinovou technikou
a barven hematoxylinem-eosinem. Sta-
noven byl histologicky typ nadoru a stu-
pen jeho diferenciace. U viech pacientd
byl v predléé¢ebné endobiopsii pro-
kazan adenokarcinom rekta. Grading
v endobiopsii byl u tii pacientl dobie
diferencovany, u 32 pacientl stifedné
a u 18 pacient malo diferencovany. Gra-
ding v resekatu byl u tfi pacientd dobre
diferencovany, u 28 pacient( stfedné
a u 20 pacientd malo diferencovany.
Kimunohistochemickému prikazu CD8*
TIL v archivnich parafinovych bloécich
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Obr. 2. Nizka hustota CD8*TIL v pfedlééebné endobiopsii, imunohistochemicka poziti-

vita CD8, zvétseno 200x.

Obr. 3.Vysoka hustota CD8* TIL chirurgickém resekatu, imunohistochemicka pozitivita
CD8, zvétseno 200x.

byla pouzita protildtka proti antigenu
CD8 (obr. 2 a 3). Pocet CD8* TIL v nado-
rové tkani byl hodnocen kvantitativhé
(potet CD8*TIL na 1 mm? nadoru).

Vysledky
Median hustoty CD8* TIL v endobiopsii
pred radiochemoterapii ¢inil 12 (1-232)

CD8* TIL a v chirurgickém resekatu po
radiochemoterapii 18 (1-319) CD8* TIL.
V pribéhu pfedoperacni radioche-
moterapie doslo u 30 (57 %) pacienti
k néardstu hustoty CD8* TIL, u 18 (34 %)
pacientd doslo k poklesu, u jednoho
pacienta zastala hustota CD8* TIL za-
chovéna, u dvou pacientd nebylo

mozné zménu hustoty CD8* TIL hodno-
tit z ddivodu patologické kompletni od-
povédi po radiochemoterapii. U dvou
pacientd nebylo mozné hustotu CD8*
TIL hodnotit z dlvodu nedostatku ma-
teridlu pro imunohistochemické vyset-
feni (u jednoho pacienta v endobiopsii
a jiného pacienta v chirurgickém rese-
katu). Median doby sledovani souboru
byl 75 mésicl (tj. 6,3 roku) od ukon-
ceni lécby. U 24 pacientd do3lo v pri-
béhu polécebného sledovani k recidivé
onemocnéni, 30 pacientd v dobé sledo-
vani zemrfelo. V dobé hodnoceni sou-
boru Zilo 22 pacientt bez znamek one-
mocnéni a jeden pacient s recidivou
onemocnéni. Pétileté OS souboru ¢inilo
56 % (95% Cl 43-70 %) (graf 1). Nardst
hustoty CD8* TIL po radiochemoterapii
nemél signifikantni vliv na OS v Coxové
regresni analyze (p = 0,16) a v log-rank
testu (p = 0,16). Nesignifikantni byl také
vliv narGstu CD8* TIL na downstaging
hodnoceny chi-kvadriatem (p = 0,37).
Pacienti s narGstem CD8* TIL po radio-
chemoterapii méli statisticky nesignifi-
kantni 2,5krat delsi median OS v porov-
nani s ostatnimi pacienty bez nardstu
CD8+TIL (graf 2).

Diskuze

V hodnoceném souboru pacientt s lo-
kélné pokrocilym karcinomem rekta
jsme pozorovali vzestup medianu hus-
toty CD8*TIL v chirurgickém resekatu po
pfedoperaéni radiochemoterapii v po-
rovnani s predlécebnou endobiopsii.
Pacienti s narGstem CD8* TIL po radio-
chemoterapii méli 2,5krat delsi median
05, ktery viak v naSem souboru nebyl
statisticky signifikantni, coz je pravdépo-
dobné zplsobeno omezenym poctem
53 pacientd. Viysledky nadi studie jsou ve
shodé s vysledky studii na vétsim poctu
pacientd.

V retrospektivni studii celkem 136 pa-
cientti s lokalné pokrocilym karcinomem
rekta 1écenych pfedoperacni samostat-
nou radioterapii (30 pacientd), samo-
statnou chemoterapii (24 pacientd)
nebo konkomitantni radiochemotera-
pii (63 pacientd) byla imunohistoche-
micky vy3etfena hustota CD3* a CD8"
TIL v endobiopsii pfed zahajenim pied-
operacni chemoradioterapie a v chirur-
gickém resekatu po piredoperacni radio-
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chemoterapii. V chirurgickém resekatu
po predoperacni radioterapii, chemo-
terapii a radiochemoterapii byla statis-
ticky vyznamné zvy3ena hustota CD3*
a CD8* TIL v porovnani s predléceb-
nou endobiopsii. Pfitom nebyl signi-
fikantni rozdil mezi jednotlivymi mo-
dalitami pfedoperacni lécby. Vysoka
hustota CD3* a CD8* TIL v predlécebné
endobiopsii predikovala dobrou léceb-
nou odpovéd na predoperacni radio-
chemoterapii (p = 0,033 a p=0,021), sig-
nifikantné DFS (p = 0,010 a p = 0,022)
a 0S (p = 0,019 a p = 0,003). Tato studie
prokazala, Zze predoperacni radiochemo-
terapie karcinomu rekta mdze zvysit lo-
kalni imunitni odpovéd zvy3enim hus-
toty TIL [17].

V retrospektivni studii na 276 pa-
cientech s karcinomem kolorekta pfi
dobé polécebného sledovani 14 let
byl prokazan prognosticky vyznam
TIL. Exprese TIL v univariantni i multi-
variantni analyze byla statisticky vy-
znamné spojena s deldi dobou preziti
bez recidivy i delsi dobou OS. V této stu-
dii byla pozorovana i inverzni korelace
mezi pfitomnosti TIL a TNM stadiem kar-
cinomu kolorekta - zvySena pfitomnost
TIL u €asnych stadii karcinomu a sni-
Zena pfitomnost TIL u pokrocilych stadii
karcinomu [18].

V retrospektivni studii na 371 pa-
cientech s karcinomem kolorekta byly
imunochistochemicky vysetfeny CD8*
TIL. Hustota CD8* TIL inverzné korelovala
s TNM stadiem onemocnéni. V univa-
riantni analyze byl statisticky vyznamny
rozdil v dobé pfeziti dle hustoty CD8*TIL
teprve po 1-2 letech polécebného sle-
dovani ve prospéch vy3si hustoty CD8*
TIL. V multivariantni analyze byla pro-
kazana statisticky vyznamné delsi doba
preZiti pfi vyssi hustoté CD8* TIL pfi
dobé polécebného sledovani delsi nez
dva roky, ale nikoliv krat3i nez dva roky.
Hustota CD8* TIL byla signifikantné vy3si
u pacientd, ktefi po lécbé zili déle nez

pét let [19].
Ve studii na tfech nezavislych kohor-
tach 415, 119 a 69 pacientd s |.-lll. sta-

diem kolorektalniho karcinomu byla vy-
Setfena hustota CD3* TIL v centru nadoru
a v jeho invazivnim okraji. Byl prokdzén
jejich prognosticky vyznam, pokud byly
vydetfeny pouze v centru nddoru i pokud

0S celého souboru

80 %~

40 %

20 %~

3009

|
2000

1 !
3000 4000
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Graf 1. Doba OS pacient s lokalné pokroéilym adenokarcinomem rekta lééenych pred-

operaéni radiochemoterapii ve dnech.

OS v zavislosti na vzestupu CD8*

80 %
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log-rank p=0,16

40 %

20 %

11203

0% T
0 1500

1
4500
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Graf 2. Doba OS pacientt dle vzestupu CD8* TIL po pfedoperaéni radiochemoterapii.

byly vy3etfeny pouze v invazivnim okraji
nadoru. Nejlepsi prognostickou hodnotu
mélo jejich vySetfeni v obou oblastech.
Stejna studie prokazala signifikantné
niz3i pocet recidiv a delsi OS pacientd
s vysokou hustotou CD3*, CD8*, CD45%%*
TIL a granzymu B [20].

Studie na 411 pacientech s I. a ll. sta-
diem karcinomu kolorekta prokazala
pfiznivy prognosticky vyznam vysoké
hustoty CD8* a CD45%%* TIL [21]. Studie
na 599 pacientech s |.-IV. stadiem kolo-
rektalniho karcinomu ukazala, Ze se hus-
tota CD8 TIL signifikantné snizuje spolu
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s progresi kolorektalniho karcinomu
vramciT stadia i v ramci TNM stadia [22].

Imunoskére pozitivné koreluje s pre-
valenci somatickych mutaci v lidskych
nadorech [12,23]. V ramci karcinom ko-
lorekta ty karcinomy, které vznikly na
podkladé nestability mikrosatelitd zpa-
sobené mutaci nékterého z mismatch
repair gent odpovédnych za opravy re-
plikaénich chyb v DNA, jsou snaze ro-
zeznatelné imunitnim systémem, maji
vy33i hustotu CD8* TIL a méné metasta-
zuji [24]. V nasi studii jsme nestabilitu
mikrosatelitd nehodnotili.

Zavér

V hodnoceném souboru nebyl proka-
zan prediktivni ani prognosticky vyznam
hustoty CD8" TIL u pacientd 1é€enych
predoperaéni radiochemoterapii pro lo-
kalné pokrocily adenokarcinom rekta,
coz muize byt zplsobeno limitovanym
poctem pacientd.
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