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Souhrn

Uvod: Lécba lokalné pokro¢ilého karcinomu rekta je multimodalni. Jeji soudasti je
neoadjuvantni radiochemoterapie (NCHRT), ktera snizuje riziko lokalni recidivy. Tato 1écba
je vsak doprovazena také vedlejSimi ucinky. Proto se hledaji prediktivni markery umoziujici
identifikovat skupinu pacienti neodpovidajici na 1écbu, a tim je uchranit od neptiznivych
ucink této 1écby. S timto cilem jsme monitorovali cirkulujici nddorovou DNA (ctDNA) jako
potencialni biomarker zaloZzeny na tekuté biopsii. Zkoumali jsme plazmatické zmény ctDNA
béhem prvnich dnt NCHRT a jejich vztah k ¢asné odpovedi nddoru na Iécbu a k celkovému
pteziti nemocnych.

Metodika a soubor: Soubor zahrnoval 36 pacientii s LARC (klinické stadium II nebo III)
podstupujicich NCHRT pted chirurgickou 1écbou. Pfed zahajenim 1écby byly vySetteny
somatické mutace v biopsiich tkdn€¢ odebranych béhem endoskopického vysetieni. CtDNA
byla extrahovana ze vzorkl plazmy pacientt pred terapii a na konci prvniho tydne 1é¢by.
Abychom optimalizovali ndklady na testovani, vyuzili jsme dvoustupniovy piistup, pti kterém
byla nejprve pouzita finanéné dostupnd metoda, a to detekce za pomoci denaturacni kapilarni
elektroforézy, po které nasledovalo vySetfeni ptivodné negativnich vzorkl vysoce citlivym
testem BEAMING. CtDNA byla nasledné korelovéna s klinickymi parametry, véetné stupné
regrese nadoru (TRG), stadia TNM a preziti nemocnych.

Vysledky: Somatickou mutaci jsme detekovali u 33 z 36 pacientt (91,7 %). 7 pacientt (7/33,
21,2 %) mélo pted zahajenim 1écby ptitomnou ctDNA. Tyto nalezy nebyly dostatecné

k rozhodnuti vynechat u detekovanych pacienti NCHRT. V dlouhodobém intervalu pozitivita
ctDNA pied [é¢bou snizila preziti bez nemoci (DFS) a celkové preziti (OS) v priméru o 1,47,
respektive 1,41 roku (p =0,015 ap =0,010). U vSech pacienti byla ctDNA do konce prvniho
tydne NCHRT vyznamné snizena nebo zcela eliminovéana z plazmy, bohuZel bez korelace

s nékterym z klinickych parametrt.

Zavér: CtDNA byla bez rozdilu sniZena ¢i eliminovana z obéhu vSech pacientd, proto
dynamika zmén béhem prvniho tydne NCHRT neni vhodna k predikci ¢asné 1é¢ebné
odpovédi u nadoru rekta. Pfedlécebna pozitivita ctDNA predstavovala statisticky vyznamny
negativni prognosticky biomarker pro celkové pteziti pacientl. Pfesto obecny princip rychlé
eliminace ctDNA béhem pocatecnich dnit NCHRT je pozoruhodny a mél by byt déle

studovan.

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

predikce, prognoza, odpoveéd’, 1é€ba, biomarker
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Summary

Introduction: The treatment of locally advanced rectal cancer 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 nadord rekta je multimodalni. Pouze u ¢asnych nadori je postupem volby
operace jako jedind 1é¢ebna modalita. Pacienti s lokdlné¢ pokroCilym nadorem klinického
stadia II a III jsou pfed operaci indikovani k neoadjuvantni 1€cb¢ spocivajici v kombinaci
zevniho ozafeni a konkomitantni systémové chemoterapie (NCHRT). Hlavnim pozdnim
onkologickym rizikem lécby karcinomu rekta jsou lokélni recidivy. Cilem neoadjuvantni
1é¢by je toto riziko eliminovat.

Neodjuvantni 1éCba je zatizena nezddoucimi ucinky, zejména postradiacnim poskozenim
panve koncici fibrozou, poruchou funkce andalniho svéraCe, inkontinenci a sexualnimi
dysfunkcemi. NCHRT zvysuje riziko pooperacnich komplikaci a prohlubuje projevy LARS
(Low Anterior Resection Syndrome). Neoadjuvantni radiochemoterapii Ize aplikovat v tzv.
kratkém nebo dlouhém rezimu. Jen po dlouhém rezimu a odstupu lze ocekavat patrnou
lécebnou odpoved, kterd se individudlné 1isi. U ¢asti nemocnych dojde G€¢inkem NCHRT ke
kompletnimu vymizeni nadoru, u dalsi skupiny k caste¢né regresi, vyjadiené zmensenim
nadoru, zmenSenim poctu uzlin v mezorektu nebo jejich vymizenim. Stupen regrese nadoru
ucinkem NCHRT je nejlépe hodnocen histopatologicky. Nejvice uzivany je systém podle
Dworaka/Rodela [1, 2]. Dulezitym zjisténim je, ze TRG koleruje s celkovym ptezitim
nemocnych (OS), ale 1 s dobou bez nemoci (DFS, disease free survival). OS 1 DFS plynule
stoupa s mirou histopatologické regrese nadoru [2-4].

Pacienti s kompletni 1é¢ebnou odpovédi maji vynikajici prognézu. Témét 90 % pacientl je
v remisi po 5 letech od operace [5]. U téchto pacientl je mozné volit za piisné stanovenych
kritérii neoperacni postup a nemocné jen sledovat (Watch and Wait). Naopak az u 40 %
pacientll ziistane stav 1écbou neovlivnén. Piesto jsou i tito nemocni vystaveni vSem rizikim,
kterd zneoadjuvantni 1écby vyplyvaji, jsou zatiZeni odkladem operace, ackoliv
zneoadjuvantni 1écby neprofituji. U téchto tzv. nonresponderit by bylo vhodné&jsi
piedoperacni 1écbu modifikovat €i zcela vynechat a tim eliminovat jeji nezadouci ucinky.
Proto se hledaji prediktivni markery, které by umoznily identifikovat nemocné s dobrou
odpovédi na 1é€bu a nemocné s minimalni odpovédi. Tim by bylo mozné omezit nezddouci
ucinky 1é¢by u neprofitujicich pacienti a snizit neefektivné vynalozené finan¢ni prostiedky na
1é¢bu. Optimalné by tyto markery mély byt prokazany pred zahdjenim nebo ¢asné po zahdjeni
NCHRT. Stanoveni téchto markeri by mélo byt finan¢né 1 Casove ptijatelné.

Tyto markery je mozné dé€lit na klinické, radiologické, molekularni, imunologické, genetické

a na volné nadorové elementy.



Z4dny z dosud zkoumanych markerl zatim neni dostateéné spolehlivy. V poslednich
letech se zkouma vyznam volné nadorové DNA (ctDNA) ptitomné v krevnim ob&hu pfi
diagnostice a prognoze nadorovych onemocnéni. CtDNA je do krevniho ob¢hu
uvoliiovand z nadoru. Mnozstvi uvolnéné ctDNA zavisi na typu a pokrocilosti nadoru.
Béhem NCHRT dochazi 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 posSkozeni naddoru béhem onkologické 1é€by. CtDNA jsme schopni

detekovat a potencionalné ji vyuzit k predikci 1écebné odpovédi na NCHRT.

2. Cile prace

Hlavnim cilem préace bylo zjistit, zda jsme schopni stanovenim hladin ctDNA v krevnim
séru nemocnych predikovat terapeutickou odpovéd na NCHRT u nddort rekta. Tedy, zda
existuje korelace mezi hladinami ctDNA v séru nemocnych pfed zahdjenim a v prib¢hu
chemoradioterapie a histopatologickym stupném regrese nadoru a TNM stagingem po
probéhlé 1é¢bé. Pokud by tato korelace existovala, dovolovala by rozdélit pacienty na
respondery a nonrespondery a modifikovat u kazdé skupiny multimodalni 1é¢bu. Dal$im

cilem bylo také zjistit, zda pfitomnost ctDNA v séru nemocnych ma vliv na jejich pfeziti.

3. Soubor a metodika

Do prospektivni studie bylo zatazeno 36 pacientd s lokalné pokroc¢ilym adenokarcinomem
rekta v obdobi od 2013 do 2017. Soubor tvofilo 27 muzi a 9 Zen s primérnym vékem
64,1 roku. Protokol studie byl schvélen etickou komisi a pacienti cast ve studii potvrdili
podpisem informovaného souhlasu. Do studie byli zafazeni jen pacienti v celkové dobrém
stavu a spolupracujici.

U kazdého pacienta bylo provedeno koloskopické vySetfeni a nador byl histologicky
verifikovan. Staging onemocnéni byl stanoven na zakladé CT a MRI vySetfeni a byl uren
piesny protokol 1é¢by.

Nadorova tkan (obvykle tfi vzorky ziskané bioptickymi kle§témi) odebrané béhem
pocatecni endoskopie pied onkologickou lé¢bou byly okamzité zmraZzeny na -30 © C a
odeslany do laboratofe ke genetickému testovani. Néasledné byla nddorové tkan vysetfena
na pritomnost nejcastéjSich 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 ziskéna centrifugaci
ze vzorkl krve odebranych pfed a béhem NCHRT.

Vsichni pacienti podstoupili neoadjuvantni chemoradioterapii sestavajici se z 50.4 Gy
radiace a konkomitantniho podani Xelody (capecitabin) v celkové ddvce 825 mg/m?.
Ozéteni bylo provedeno formou 25 frakei s tvodnim boostem 5.4 Gy. Po ukonceni
prvniho tydne NCHRT byl proveden kontrolni odbér na pfitomnost ctDNA v séru. Za 6
tydnit po ukon¢eni NCHRT bylo provedeno kontrolni MRI panve. V odstupu 8-10 tydnii
po ukonfeni NCHRT vSichni pacienti podstoupili operaci. Resekat byl podrobné
histolopatologicky zhodnocen patologem, byl ur€en pTNM nadoru a také vySetfena
histopatologicka regrese nadoru po probéhlé NCHRT. Dlouhodoby vysledek byl
hodnocen ze sledovani po dobu nejméné 3 let po operaci. V pravidelnych intervalech bylo
provadéno standardni vysetfeni nddorovych markert, kolonoskopie a zobrazeni pomoci
pocitacoveé tomografie (CT).

Vyseti‘eni mutaci, stanoveni ctDNA

Extrakce DNA z nadorové tkan¢ a plazmy byla provadéna pomoci standardnich spin-
kolonovych postupti. K extrakci ze vzork tkané byla pouZzita sada GenEluteTM pro sav¢i
genomovou DNA Miniprep (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA). Extrakce ctDNA
ze vzorkid 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 [6-8] byla muta¢ni analyza vzorkd tkani zamétena na panel
vybranych onkogent s nejvyssim podilem somatickych mutaci u nadoru rekta podle
mezinarodni ,,databdze COSMIC* (https:// cancer.sanger.ac.uk/cosmic). Tento panel
zahrnoval hotspoty v KRAS, BRAF, PIK3CA a CTNNBI, stejné jako vybrané oblasti
tumor supresorovych genit APC (mutacni klastrova oblast) a 7P53 (exony 5-8). Mutacni
analyzy byly provadény metodou denaturacni kapilarni elektroforézy (DCE) s vyuzitim
diive popsanych experimentalnich parametri [9-12]. Somatické mutace detekované ve
vzorcich tkdné byly nasledné vySetfeny ve vzorcich cfDNA ziskanych z plazmy.
Genetické testovani bylo provedeno pomoci dvou samostatnych metod, jak bude dale
diskutovano. Podskupina vzorkt, u kterych nebyla metodou DCE ctDNA prokéazana [13]
byla nésledné znovu testovana pomoci ,,BEAMING assay“ s vysokym rozliSenim [14]

zaméfené¢ho na detekci KRAS-specifické ctDNA. VySetfeni bylo provedeno externi



smluvni laboratoii (Oddé€leni patologie, Jesseniova I¢kaiskda fakulta Univerzity

Komenského v Marting, Slovensko).

Statistické metody

Vsechny statistické analyzy byly provedeny pomoci jazyka R pro statistické vypocty a
grafiku [15]. Vzajemné vztahy mezi pfezitim nemocnych a dal§imi prediktory, jako je
pritomnost ctDNA pted a béhem NCHRT, byly analyzovany pomoci Coxova modelu
proporcionalniho rizika a t-testi a vyneseny pomoci boxplots a Kaplan-Meierovych

kiivek. Vystupy s hodnotami p pod 0,05 byly povazovany za statisticky vyznamné.

4. Vysledky

Ptizniva odpovéd’ na lé€bu (TRG skore 3 nebo 4) byla pozorovana u 5 pacientt (5/36,
13,9 %), zatimco u 11 pacientt (11/36, 30,5 %) byla lé¢ebnd odpoveéd’ velmi mala nebo
z4dna (TRG skore 0 nebo 1).

Z biopsii nadorové tkané jsme pied zahdjenim 1écby detekovali somatické mutace u 33 z
36 pacientt (91,7 %). Nejcasteji jsme prokazali mutaci KRAS nebo TP53 samostatné ¢i
s jinym typem mutace. Nebyl zjistén Zadny vztah mezi pfitomnosti specifické mutace
(nebo muta¢ni kombinace) v nadorové tkani a lécebnou odpovédi na NCHRT hodnocenou
pomoci TRG nebo TNM stagingu.

CtDNA byla detekovana ve vzorcich plazmy u 7 pacientd (7/33, 21,2 %) pted zahajenim
NCHRT pomoci kombinace analytické metody s nizkym a posléze s vysokym rozliSenim.
Ptitomnost ctDNA pied zahdjenim 1é€by meéla prognosticky vliv. Zatimco celkova
pravdépodobnost ttiletého preziti byla u vSech pacientl 86,7 %, v podskupiné ctDNA
negativnich pacientli bylo celkové ttileté pieziti 91,2 %, ale v podskupiné pacientli ctDNA
pozitivnich to bylo 71,4 %.

Pti porovnani obou skupin pacientil s pozitivni a negativni ctDNA byla pozitivita ctDNA
pfed zahdjenim NCHRT vyznamné spojena s kratSim DFS 1 OS. DFS 1 OS bylo u téchto
pacientil krat$i primémné 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], Graf 1.
Pravdépodobnost pieziti v zavislosti na ctDNA je také dokumentovana Kaplan-Meierovou
analyzou, Graf 2.

CtDNA byla béhem prvniho tydne NCHRT bez rozdilu eliminovédna nebo vyznamné

snizena z krevniho obéhu u vSech pacientl. Neprokazali jsme Zadnou souvislost mezi



zménou hladin ctDNA (pied a béhem NCHRT) a Ié¢ebnou odpovédi na NCHRT

hodnocenou pomoci TRG.

Graf 1. Vliv predlécebné pozitivity ctDNA na dobu bez nemoci, DFS (A) a celkové pfeziti, OS (B), boxplot,
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5. Diskuze

Ve studii jsme se zaméfili na predikci terapeutického ucinku NCHRT u nadoru rekta
pomoci stanoveni hladiny ctDNA. V literatufe je n€kolik praci zkoumajicich souvislost
mezi pritomnosti cfDNA/ctDNA a predikci 1é¢ebné odpovédi na NCHRT u nédort rekta.
Zitt et al. stanovil hladinu cirkulujici DNA u lokaln¢ pokrocilého karcinomu rekta
(LARC) pted lécbou, po ukonceni NCHRT a po operaci [16]. Soubor rozdélil na
nonrespondery a respondery. Medidn hladiny piedléCebné cfDNA byl 4.2 ng/ml, po
ukon¢eni NCHRT 1 ng/ml a po operaci 4.1 ng/ml. Zjistil, ze ptedlécebné hladiny ctDNA
nonresponderil a respondert se neli$i. Na konci 1é¢by, ale byla hladina ctDNA vyssi ve
skupiné nonrespondert. Prakticky u vSech pacient hladina cfDNA poklesla po ukonceni
NCHRT. Limitem této prace byl maly pocet pacienta.

Agostini v roce 2011 publikoval soubor 67 pacientl s LARC [17]. M¢fil hladiny cfDNA
pied, v pribé¢hu a po ukonceni NCHRT. Stanovil celkovou koncentraci cfDNA, podil
dlouhych a kratkych fragmenti DNA, tzv. DNA integrity index. Podobné jako Zitt
nezjistil korelaci predlécebné hladiny cfDNA a odpovédi na NCHRT. Podafilo se mu
prokazat, ze u pacientil s dobrou odpovédi na 1écbu byl po ukonceni NCHRT DNA
integrity index u respondert signifikantné niz$i neZ u nonresponder.

Sun et. al. jiZz nehledal jen celkovou volnou DNA (cfDNA), ale 1 konkrétni nadoroveé
mutace v krevni plazmé (ctDNA) [18]. Sun ovéfil, ze mnoZstvi cfDNA u pacientli s CRC
je signifikantné vyssi neZ u zdravych jedincti. Dale zjiStoval koncentraci dvou fragmentt
DNA (100bp a 400bp) v plazmé pfed NCHRT a po jejim ukonceni. Zjistil, Ze koncentrace
fragmentu 400 bp byla signifikantné nizsi po ukonceni NCHRT ve skupiné respondert.
Carpinetti et al. odbérem tkdné¢ nadoru a naslednym celogenovym sekvenovanim
nadorové DNA urcil u kazdého ze 4 pacientli specifické DNA fragmenty[19]. Tyto
fragmenty pak hledal v krevni plazmé. Zjistil, Ze u pacientti s dobrou odpovédi na 1écbu
doSlo béhem NCHRT k poklesu ctDNA. Jeji opétovny vzestup byl spojen s progresi
onemocnéni a predchazel vzestupu CEA a manifestaci rekurence na zobrazovacich
vySetfenich. Pro velmi maly pocet pacientil nelze vysledky korelovat.

Li et al. zjiStoval hladiny ctDNA pied a v pribéhu NCHRT. Predikce 1é¢ebné odpovédi
na zéklad¢ pozitivity ctDNA v tvodu 1écby dosahovala 70 % [20]. Yang na vétSim
souboru pacientii naopak nepotvrdil souvislost mezi predléCebnou hladinou ctDNA a

odpovédi na NCHRT u pacientti s nadory rekta [21].
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V nasi studii jsme predpokladali, ze Casné zmény plazmatickych hladin ctDNA v pribéhu
NCHRT odrazeji t¢inek 1écby a budou tedy vyuzitelné k predikci terapeutické odpovédi.
Ocekéavali jsme tedy, ze po vyhodnoceni dynamiky plazmatickych hladin ctDNA budeme
schopni odliSit skupinu pacienti neodpovidajici na NCHRT a uSetfit je tak od
nezadoucich ucinka této 1éCby. Na zadklad¢ toho jsme stanovili hladiny ctDNA pired
zahdjenim NCHRT a bezprostiedné na konci prvniho tydne 1é€by. Také jsme se zaméfili
na nalezeni potencialnich korelaci mezi lécebnou odpovédi na NCHRT a mutacemi v
panelu Sesti bézné zkoumanych genii [22].

Z ptedchozich praci je patrné, Ze existuje velkd variabilita v pfitomnosti ctDNA krevni
plazmé nemocnych. Toto rozmezi je od 15 do 77 % u riznych skupin pacienti s LARC a
je zavislé pfedevsim na stadiu onemocnéni [23]. Abychom snizili vysoké naklady spojené
se stanovenim ctDNA a umoznili tak financné efektivni rutinni diagnosticky pfistup,
pouzili jsme v této praci kaskadovy ptistup Obr 1. Prvnim krokem bylo stanoveni ctDNA
pomoci relativné jednoduché a rychlé metody DCE (denaturujici kapilarni elektroforéza),
kterd vyzadovala pouze malé mnozstvi vzorkt (600 pl plazmy). DCE byla schopna
odhalit ptitomnost ctDNA na > 1% frakce minoritni alely (MAF) za pouhé¢ 2 hodiny [13,
23]. Teprve v piipad€ negativniho vysledku jsme provedli stanoveni ctDNA pomoci
BEAMING metody. Tento postup vykazuje citlivost az 0,01 % (MAF). K analyze byla
vyuzita zbytkova mnozstvi archivovanych ctDNA, ktera byla ponechana z pfedchoziho
testovani. Vzhledem k specifi¢nosti BEAMING metody jsme takto byli schopni vySetfit
jen pacienty s nadory, u kterych byla prokazdna mutace KRAS. Testovani pomoci DCE
odhalilo pozitivitu c¢tDNA u 5 pacienti (5/30, 16,7 %), testovani pomoci BEAMING
odhalilo pozitivitu u dalsich 2 pacientti (2/4, 50 %). Celkové jsme ctDNA prokazali u 23,3
% (7/30). Vyssi pritkaz ctDNA by vyZadoval jiné vysoce citlivé techniky napft. vysoce
nakladné ultra-hluboké sekvenovani nové generace s vyuzitim molekularnich barcodd,
piesto nas vysledek je srovnatelny s diive publikovanymi tdaji [24].

Na rozdil od naSich ocekavani jsme nezaznamenali Zadnou prediktivni korelaci mezi
hladinami ctDNA a histopatologickou regresi nddoru (TRG) a TNM. Podobn¢ ani zddna
ze stanovenych mutaci neméla prediktivni vztah k TRG a TNM.

Ptresto jsme prokézali, ze pacienti, u kterych byla vstupné prokazana ctDNA, méli kratsi
celkové preziti (OS) a kratSi dobu bez nemoci (DFS) nez pacienti bez pfitomnosti ctDNA
v krevni plazmé Graf 1. Toto je v souladu s ptedchozi praci Tie et al., ktera uvadéla
ctDNA jako negativni prognosticky faktor pro celkové pieziti pacientii [25]. U vétSiny
pacientli pozitivnich na ctDNA nasledné CT ¢i MRI vySetfeni skutecné odhalilo
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pritomnost diive nerozpoznanych mikrometastatickych mist. Pozitivita ctDNA by proto
mohla byt povazovana za voditko pro rozhodnuti souvisejici s terapii po chirurgické 1é¢be
[26-29].

U vsech pacienti jsme na konci prvniho tydne NCHRT pozorovali vyznamné snizeni
nebo uplnou eliminaci ctDNA v krevni plazmé. Hladiny ctDNA byly bohuzel sniZzeny bez
ohledu na piipadny terapeuticky vysledek. Zda se, ze tato jednoznacna rychld clearance
ctDNA po aplikaci chemoradioterapie naznacuje pfitomnost obecnéjsiho jevu, ktery
nesouvisi se skuteCnymi charakteristikami pacienta nebo specifickou biologii nadoru.
Eliminace ctDNA z plazmy je primarn¢ vysledkem enzymatického Stépeni [30, 31].
Nedavno bylo zvefejnéno, ze nékteré DNA exonukleazy jsou aktivni pfi opravé DNA a
uvolnuji se v disledku radia¢niho poskozeni [32]. Lze predpokladat, ze takova radiacné
indukovana aktivita exonukledz by mohla vést k docasnému vymizeni ctDNA po podani
onkologické 1écby. VétSina praci zkoumajici ctDNA pii onkologické 1é¢bé monitoruje
hladiny ctDNA sedmy den ¢i pozdéji po zahdjeni 1é¢by [33-35]. K objasnéni vyse
uvedenych jevii by mélo byt monitorovani ctDNA provadéno casnéji a v jesté kratSich
casovych intervalech od zahajeni této lécby. Nedavno byl pouzit podobny piistup
zaméfeny na hodnoceni ctDNA v moci pro monitorovani dynamiky nadorové odpovédi na
cilenou protinadorovou 1écbu u nemalo-bunééného karcinomu plic [36]. Pfi stanoveni
ctDNA béhem pocatecni faze NCHRT, tzn. béhem nékolika hodin od zahdjeni 1écby a
sledovani dynamiky hladin ctDNA béhem nésledujicich dnii, by mohlo dolozit zmény v
hladinach ctDNA, jejichZ podkladem jsou morfologické zmény nadoru a jeho poskozeni
vyplyvajici z podané multimodalni terapie. Podrobné pochopeni Casovani uvoliiovani a
clearance ctDNA v prubéhu onkologické 1écby muze byt voditkem pro vyuziti ctDNA
k predikci terapeutické odpoveédi na NCHRT o lokalné pokroc¢ilého nadoru rekta.
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6. Zavér
Prokazali jsme, ze monitorovani Casnych zmén hladin ctDNA u pacienti s lokalné
pokrocilym nadorem rekta podstupujicich NCHRT miize byt klinicky dulezité. Prokazali
jsme, ze pritomnost ctDNA v krevni plazmé nemocnych pied operaci je negativni
prognosticky faktor pro preziti pacienti a mohla by byt vyuzita k cileni adjuvantni
onkologické 1écby. U vSech pacientii se béhem pocate¢niho tydne NCHRT hladina ctDNA
snizila, ale bez jakékoliv pfimé souvislosti s 1¢é¢ebnou odpovédi hodnocenou pomoci TRG
a vysledného TNM stagingu. Na zéklad¢ stanoveni hladin ctDNA jsme nedokézali
ptedpovédét terapeutickou odpovéd’ na predoperacni NCHRT u lokéln€ pokrocilého
nadoru rekta. NaSe vysledky, ale mohou otevfit nové cesty k vyzkumu mechanismt
uvolnovani a clearance ctDNA po poskozeni bun¢k v disledku kombinovanych uc¢inki

chemoradioterapie a jejich piipadné vyuziti k predikcei a cileni onkologické 1éCby.

13



Literatura:

1. Dworak, O., L. Keilholz, and A. Hoffmann, Pathological features of rectal cancer
after preoperative radiochemotherapy. Int J Colorectal Dis, 1997. 12(1): p. 19-23.

2. Rodel, C., et al., Prognostic significance of tumor regression after preoperative
chemoradiotherapy for rectal cancer. J Clin Oncol, 2005. 23(34): p. 8688-96.

3. Forster, S., et al., Differential effects of alpha-catenin on the invasion and
radiochemosensitivity of human colorectal cancer cells. Int J Oncol, 2018. 52(4): p.
1117-1128.

4. Fokas, E., et al., Tumor regression grading after preoperative chemoradiotherapy for

locally advanced rectal carcinoma revisited: updated results of the CAO/ARO/AIO-94
trial. J Clin Oncol, 2014. 32(15): p. 1554-62.

5. Maas, M., et al., Long-term outcome in patients with a pathological complete response
after chemoradiation for rectal cancer: a pooled analysis of individual patient data.
Lancet Oncol, 2010. 11(9): p. 835-44.

6. Sefrioui, D., et al., Clinical value of chip-based digital-PCR platform for the detection
of circulating DNA in metastatic colorectal cancer. Dig Liver Dis, 2015. 47(10): p.
884-90.

7. Spindler, K.L., et al., Changes in mutational status during third-line treatment for
metastatic colorectal cancer--results of consecutive measurement of cell free DNA,
KRAS and BRAF in the plasma. Int J Cancer, 2014. 135(9): p. 2215-22.

8. Tie, J., et al., Circulating tumor DNA as an early marker of therapeutic response in
patients with metastatic colorectal cancer. Ann Oncol, 2015. 26(8): p. 1715-22.

9. Minarik, M., et al., Application of cycling gradient capillary electrophoresis to
detection of APC, K-ras, and DCC point mutations in patients with sporadic
colorectal tumors. Electrophoresis, 2004. 25(7-8): p. 1016-21.

10. Prochazkova, K., et al., Somatic TP53 mutation mosaicism in a patient with Li-
Fraumeni syndrome. Am J Med Genet A, 2009. 149a(2): p. 206-11.

11. Hinselwood, D.C., T.W. Abrahamsen, and P.O. Ekstrom, BRAF mutation detection
and identification by cycling temperature capillary electrophoresis. Electrophoresis,
2005. 26(13): p. 2553-61.

12.  Fiala, O., et al., Gene mutations in squamous cell NSCLC: insignificance of EGFR,
KRAS and PIK3CA mutations in prediction of EGFR-TKI treatment efficacy.
Anticancer Res, 2013. 33(4): p. 1705-11.

13. Levy, M., et al., Utility of cell-free tumour DNA for post-surgical follow-up of
colorectal cancer patients. Anticancer Res, 2012. 32(5): p. 1621-6.

14. Diehl, F., et al., BEAMing: single-molecule PCR on microparticles in water-in-oil
emulsions. Nat Methods, 2006. 3(7): p. 551-9.

15. Team., R.D.C., 4 language and environment for statistical computing. 2008, R
Foundation for Statistical Computing.: Vienna, Austria.

16. Zitt, M., et al., Circulating cell-free DNA in plasma of locally advanced rectal cancer
patients undergoing preoperative chemoradiation: a potential diagnostic tool for
therapy monitoring. Dis Markers, 2008. 25(3): p. 159-65.

17. Agostini, M., et al., Circulating cell-free DNA: a promising marker of pathologic
tumor response in rectal cancer patients receiving preoperative chemoradiotherapy.
Ann Surg Oncol, 2011. 18(9): p. 2461-8.

18. Sun, W., et al., The role of plasma cell-free DNA detection in predicting preoperative
chemoradiotherapy response in rectal cancer patients. Oncol Rep, 2014. 31(3): p.
1466-72.

14



19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

Carpinetti, P., et al., The use of personalized biomarkers and liquid biopsies to
monitor treatment response and disease recurrence in locally advanced rectal cancer
after neoadjuvant chemoradiation. Oncotarget, 2015. 6(35): p. 38360-71.

Li, M., et al., Predictive value of circulating tumor DNA in locally advanced rectal
cancer patients receiving neoadjuvant radiochemotherapy. Journal of Clinical
Oncology, 2017. 35(15_suppl): p. e15125-e15125.

Yang, L., et al., Predicting treatment outcome of rectal cancer patients underwent
neoadjuvant chemoradiotherapy by ctDNA: The potential use of ctDNA monitoring as
organ-sparing approach. Journal of Clinical Oncology, 2018. 36(15_suppl): p. 3608-
3608.

Pazdirek, F., et al., Monitoring of Early Changes of Circulating Tumor DNA in the
Plasma of Rectal Cancer Patients Receiving Neoadjuvant Concomitant
Chemoradiotherapy: Evaluation for Prognosis and Prediction of Therapeutic
Response. Front Oncol, 2020. 10: p. 1028.

Benesova, L., et al., Mutation-based detection and monitoring of cell-free tumor DNA
in peripheral blood of cancer patients. Anal Biochem, 2013. 433(2): p. 227-34.

Diehl, F., et al., Circulating mutant DNA to assess tumor dynamics. Nature Medicine,
2008. 14: p. 985.

Tie, J., et al., Serial circulating tumour DNA analysis during multimodality treatment
of locally advanced rectal cancer: a prospective biomarker study. Gut, 2018.
Benesova, L., et al., Significance of postoperative follow-up of patients with metastatic
colorectal cancer using circulating tumor DNA. World J Gastroenterol, 2019. 25(48):
p. 6939-6948.

Hrebien, S., et al., Early ctDNA dynamics as a surrogate for progression-free survival
in advanced breast cancer in the BEECH trial. Ann Oncol, 2019. 30(6): p. 945-952.
Osumi, H., et al., Early change in circulating tumor DNA as a potential predictor of
response to chemotherapy in patients with metastatic colorectal cancer. Sci Rep,
2019.9(1): p. 17358.

Reece, M., et al., The Use of Circulating Tumor DNA to Monitor and Predict
Response to Treatment in Colorectal Cancer. Front Genet, 2019. 10: p. 1118.

Khier, S. and L. Lohan, Kinetics of circulating cell-free DNA for biomedical
applications: critical appraisal of the literature. Future Sci OA, 2018. 4(4): p. Fs0295.
Kustanovich, A., et al., Life and death of circulating cell-free DNA. Cancer biology &
therapy, 2019. 20(8): p. 1057-1067.

Vanpouille-Box, C., et al., DNA exonuclease Trex1 regulates radiotherapy-induced
tumour immunogenicity. Nat Commun, 2017. 8: p. 15618.

Lyskjaer, 1., et al., Correlation between early dynamics in circulating tumour DNA
and outcome from FOLFIRI treatment in metastatic colorectal cancer. Sci Rep, 2019.
9(1): p. 11542.

Vymetalkova, V., et al., Circulating Cell-Free DNA and Colorectal Cancer: A
Systematic Review. Int ] Mol Sci, 2018. 19(11).

Raja, R., et al., Early Reduction in ctDNA Predicts Survival in Patients with Lung and
Bladder Cancer Treated with Durvalumab. Clinical Cancer Research, 2018. 24(24): p.
6212.

Husain, H., et al., Monitoring Daily Dynamics of Early Tumor Response to Targeted
Therapy by Detecting Circulating Tumor DNA in Urine. Clinical Cancer Research,
2017.23(16): p. 4716.

15



