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Podékovani

Na tomto misté v prvni radé dékuji Prof. Ivo Starkovi, ktery mne uved| do hlubin oboru nejen
po jeho Kklinické, ale i védecké strance. Byl a je nejen mym odbornym radcem,
ale i osobnim pfitelem. Dale dékuji mym koleglim a nadfizenym na brnénské ORL klinice, kde
se mi dostalo zdkladl oboru, na kterych jsem v nasledujicich letech mohl stavét. Velmi dékuji
vSsem svym védeckym partner(im, bez kterych bych nejen neuskutecnil, ale ani nenaplanoval
zadnou z védeckych studii. Mezi nimi bych rad vyzved| Prof. K. Karfikkovou, Doc. J. Tomandla
a Mgr. L. Pacala, se kterymi jsem mél pfrileZitost spolupracovat na vyzkumu oxidativniho
stresu a Prof. A. Skdlovou a Dr. L. KuCerovou, se kterymi jsme se spole¢né vénovali
problematice molekuldrni biologie salivarnich nadora.

Tato prace by nikdy nevznikla bez podpory mé rodiny, manzelky Hanky a mych déti Adama
a Bereniky, ktefi mi poskytovali rodinné zazemi.
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Pouzité zkratky

ACC — adenoidné cysticky karcinom, AOE — antioxidativni enzymy, ARDS — syndrom akutni
dechové tisné, z angl. origindlu acute respiratory distress syndrome, CAT — kataldza, CT —
pocitacova tomografie, EC SOD — extracelularni superoxid dismutdza, EGFR — receptor pro
epidermalni rlstovy faktor, z angl. originalu epidermal growth factor receptor, FNAC —
aspiracni cytologie tenkou jehlou, z angl. originalu fine needle aspiration cytology, GIST —
gastrointestinalni stromalni tumor, GPx — glutathion peroxidaza, GR — glutathion reduktaza,
GSH — redukovana forma glutathionu, GSSG — oxidovana forma glutathionu, HPV — lidsky
papiloma virus, z angl. origindlu human papilloma virus, KIT — kinase inhibitor tyrozin, MDA —
malodialdehyd, MnSOD — manganista superoxid dismutaza, MRl — magneticka rezonance,
NADPH — nikotinadenindinukleotidfosfat, OS — oxidativni stres, PIGF — homologni placentarni
rastovy faktor, z angl. origindlu placental growth factor, RTK — receptorové tyrozinkinazy,
SCC - spinocelularni karcinom, zangl. originalu squamous cell carcinoma, SNP -
polymorfizmy jediného nukleotidu, z angl. originalu single nucleotide polymorphism, SOD —
superoxid dismutdza, VEGF — vaskularni endotelidlni rlistovy faktor, z angl. origindlu vascular
endothelial growth factor, VEGFR — endotelidlni receptor pro VEGF, VR — volné radikaly,

Zn/CuSOD — médnato-zinecnata superoxid dismutaza

Stranka | 4



1 Uvod

Rakovina zlstava i nadale jednim z hlavnich zdravotnich problém( v rozvinutych zemich. Roc¢né
je na celém svété nové diagnostikovano pres pul milionu zhoubnych nadord hlavy a krku (Stenson
2014), které kazdy rok zahubi ¢tvrt milionu takto nemocnych (Parkin 1999). Az 90 % malignich nador(
hlavy a krku jsou dlazdicobunécné karcinomy (SCC zangl. origindlu squamous cell carcinoma)
(Sanderson 2002). lJejich prognézu, ktera seipres pouziti modernich diagnostickych metod
a léCebnych schémat, zahrnujicich dnes jiZ i biologickou terapii, v poslednich dekadach vyznamné
nezlepsila (Stoll 2012), determinuje ¢asnost stanoveni diagndzy a zahdjeni |écby, jakoZ i pfitomnost
metastatického postizeni krénich uzlin (Kyzas, Clinical cancer research 2005). Pacienti v ¢asnych
stadiich nadorového onemocnéni maji relativné uspokojivou prognézu. Naopak u pacientd
v pokrocilych stadiich je i pfes radikalni |écbu, spojenou s vyraznou morbiditou a trvalym negativnim
vlivem na kvalitu Zivota, prognéza pochmurnd (celkové pétileté preziti nedosahuje ani 60 %, Ragin
2007). Mnoho vyzkumnych tym( proto hleda jesté jiné nezli dosud znamé onkologické markery, diky
kterym by bylo mozno rozliSit pacienty s pfedpokladanou horsi progndzou, vyzadujici radikalnéjsi
[éCbu, od téch, ktefi takovyto rozsah léCby nepotrebuji, a usetfit je tak nezadoucich ucinkd
onkologické terapie. DalsSi védecké skupiny se zaméruji na diagnostické onkologické markery,
umoziujici dfivéjsi stanoveni diagndzy v ramci onkologického skriningu, a tedy casnéjsi zahajeni
[éCby, atim i lepSi progndézu. Tyto markery by mohly slouzit ik brzké detekci nddorovych
lokoregionalnich recidiv, jejichZ odhaleni je v terénu pozménéném predchozi protinddorovou léc¢bou

i pfi pouZiti modernich zobrazovacich metod ¢asto slozZité.

Spatna progndza (aZ polovina pacientd umird do 2 let od stanoveni diagndzy) pacient( se SCC hlavy
a krku souvisi zejména s pozdnim stanovenim diagndzy (az 2/3 pacientd je diagnostikovanych
v pokrocCilych stadiich) a snim spojenym castym vznikem lokoregionalnich recidiv (Ragin 2007).
Dalsim vyznamnym problémem je vyrazné negativni vliv intenzivni onkologické |écby na kvalitu

Zivota. Tyto a mnohé jiné aspekty v l1écbé nador( hlavy a krku nas inspiruji k zavadéni modernich
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analytickych metod, zkoumajicich biologii nadora hlavy a krku na molekularni Urovni. Jen detailnim
pochopenim jejich mechanismi bude moZno nabizet adekvatni, individuadlné nastavenou
protinddorovou léCbu s prijatelnymi, v idedlnim pfipadé se Zadnymi nezadoucimi ucinky.

Mezi nadory hlavy a krku maji zvlastni postaveni tumory slinnych Zlaz. Na rozdil od ostatnich nadord
této krajiny, tvorenych témér uniformné dlazdicobunécnym karcinomem, jsou salivarni neoplazmata
charakterizovdana velkym  pocltem  histopatologickych  jednotek, vykazujicich  znacnou
patomorfologickou i biologickou variabilitu, a to nejen mezi, ale i vramci jedné a téZze entity.
Nejcastéji je postizena pfiusni zldza, u které az 80 % tvofi nadory benigni, dominantné zastoupené
pleomorfnim adenomem. Tento sialom vykazuje zvladstni biologické chovani, charakterizované
relativné vysokou mirou typicky multifokalnich recidiv, které v raritnich pfipadech zakladaji dosud
neobjasnénym mechanizmem vzdalené metastazy.

Malignity slinnych Zlaz, ac¢ relativné ridké, tvori az 5 % vSech zhoubnych nador( hlavy a krku (Speight
2002). Nejnovéjsi klasifikace Svétové zdravotnické organizace zroku 2017 zahrnuje 21 typl
salivarnich karcinomG (El-Naggar 2017) Jejich biologické chovani je a priori uréeno jiz samotnou
histopatologickou diagndzou. To je didvodem, proc pro tuto nadorovou skupinu neni zaveden
generalni histopatologicky grading, jez je prognostickym Cinitelem u fady non-salivarnich malignit.
Grading se uplatiiuje jen u 4 typl karcinomi slinnych Zlaz. V soucasné dobé se jako prognosticky
vyznamné jevi u nékterych jednotek molekularné-genetické markery, které mohou byt i cilem pro
jejich biologickou terapii.

PrestoZe prediktivni onkologie prosla v poslednich letech vyraznym rozvojem, jeji klinicky vyznam

u nadorl hlavy a krku z(istava maly.
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2 Cile prace

Dizertace shrnuje autorem a dalSimi ¢leny tymu doposud publikované prace, které se zabyvaji
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problematikou onkologickych markerd v onkologii hlavy a krku. Vénuje se 2 stéZejnim tématim.
Prvni se zabyva roli parametrl oxidativniho stresu u spinoceluldrnich karcinom@ hlavy a krku.
Popisuje prognosticky vyznam antioxidativnich enzym( a vztah alteraci jejich exprese a funkce
ke stupni diferenciace a klinickému stadiu téchto malignit. Ve druhé ¢asti vénované parametrim
lymfangiogeneze u vybranych salivarnich nadorll se autofi zaméfuji na expresi vaskuldrnich
endotelidlnich rlstovych faktord a hustotu lymfatickych cév uvnitf jednotlivych nadord, v jejich okoli
i ve zdravé tkani, a vztah jednotlivych nadoru k jejich biologickému chovani.

Tato prace prohlubuje dosavadni poznatky v oblasti prediktivni onkologie u uvedenych nadord hlavy

a krku. lejim cilem jeidentifikace klinicky pouZitelnych onkomarker(, které by umoznily

individualizaci Ié¢by a tim zlepSeni progndzy a kvality Zivota nemocnych.



3 Piehled soucasné problematiky

3.1 Nadory hlavy a krku

3.1.1 Dlazdicobunécné karcinomy hlavy a krku

Dlazdicobunécné karcinomy hlavy a krku jsou epitelidlni novotvary, tvofici az 90 % vSech zhoubnych
nadord této anatomické oblasti (Sanderson 2002). Postihuji nejc¢astéji horni aerodigestivni trakt,
zahrnujici dutinu Ustni, hltan a hrtan (Ragin, 2007). Vzniku tumoru zde predchazi dlouholeta expozice
karcinogenlim, mezi nimiz hraji nejvétsi roli vzajemné pri nadorové iniciaci se potencujici alkohol
arfada slozek cigaretového koufe (Dal Maso 2015). Priblizné 2/3 pacientl prichazeji k lékafi
v pokrocilych stddiich nemoci, zpravidla jiz s metastatickym Sitenim do krénich uzlin (Argiris 2008).
Naopak vzddleny rozsev krevni cestou neni pro tuto nadorovou skupinu obvykly, vyskytuje
se az u velmi pokrocilych primarnich a recidivujicich lézi. Pfitomnost uzlinovych metastdz zhorsuje
krivku preziti az o 50 procent (Narayan 1999). Volba Iécby SCC hlavy a krku probiha ve vétsiné center
na multidisciplinarnich indika¢nich onkologickych komisich. Terapie je u vétSiny nemocnych
kombinovanag, v rizném poradi zahrnuje chirurgickou resekci, ozareni a chemoterapii (Argiris 2008).

V poslednich letech v nékterych indikacich mize byt doplnéna o biologickou lécbu.

3.1.1.1 Epidemiologie a rizikové faktory

Karcinom hlavy a krku, Sesty nej¢astéjsi typ rakoviny, tvofi asi 6 % vSech humannich malignich nadord
(Argiris 2008). Obyvatelé nékterych oblasti svéta (orofaryngealni nadory v Oceanii, Indii a v Evropé
nebo laryngealni naddory v jizni a vychodni Evropé a lizni Africe) jsou postizeni ¢astéji (Parkin 2005).
Stenson uvadi, Ze celosvétova incidence SCC hlavy a krku ¢ini 550 tisic pfipadd rocné (Stenson 2014),
pficemz 270 tisic nemocnych kazdorocné své nemoci podlehne (Parkin 1999). Typicky pacient
s témito tumory je asi 60-lety svobodny nebo rozvedeny muZz nadmérné uZivajici alkohol a tabak.

Jak alkohol, tak kouteni cigaret zvySuje riziko vzniku tohoto nadoru asi trojndsobné. Soucasna
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expozice obéma noxdm nebezpedi jeho vzniku ndsobi az 15x (Vineis 2004). V zemich stfedniho
a dalného Vychodu je vyznamnym rizikovym faktorem Zvykani betelovych listd (Warnakulasuriya
2002). Od roku 1980 nastava mirny pokles incidence rakoviny hrtanu, coZ s dvacetiletym zpozdénim
kopiruje Uspésné kampané za omezeni kufactvi (Mechl 2016). Naopak mirné se zvySuje pocet
pacientl s orofaryngealnimi SCC (Saraiya 2007). NarGst jejich incidence se dava do souvislosti
se Sifenim lidského papiloma viru (HPV), zejména typu 16 a 18. Pfitomnost DNA HPV 16 byla
prokdzdna az u 72 % vSech orofaryngealnich SCC (D’Souza 2007). Pacienti s HPV pozitivhimi
karcinomy jsou obvykle mladsi, nekutaci, anekonzumuji nadmérné alkohol. Molekuldrni
mechanizmy, které se uplatiuji pfi vzniku téchto HPV asociovanych malignit, se velmi
pravdépodobné lisi od téch, jimiZ pfi iniciaci tumorl plsobi ostatni zndmé karcinogeny (Mechl 2016).
HPV pozitivita je pfiznivym prognostickym faktorem (Li 2003) orofaryngealnich karcinomd, protoze
tato skupina nador( lépe reaguje na onkologickou lé¢bu. Pfedpoklada se, Ze u téchto nemocnych by
mélo byt mozné dosahnout identického protinddorového acinku nizsi ddvkou ozareni
(tzv. dezintenzifikace onkologické |1éCby), atedy dobrat se pfi redukci morbidity stejné progndzy

(Mechl 2016).

3.1.1.2 Diagnoéza a klinicka Klasifikace

Casné stanoveni diagndzy je ,,condicio sine qua non“ pro bezodkladné zahéjeni protinadorové 1é¢by.
Pro nadory hlavy a krku nejsou dosud znamy Zadné skriningové metody, respektive onkomarkery,
které by v soucasnosti bylo moZzno pouzit k detekci jejich pritomnosti v klinické praxi. Na zakladé
anamnézy se provadi ddkladné klinické vysetfeni, jeZz ve vétSiné pfipadl vede k uréeni mista,
podezielého zvyskytu karcinomu. Definitivni potvrzeni diagndzy je vSak moiné ai na zakladé
probatorni excize. Pfed naplanovanim terapie je nutno presné stanovit rozsah onemocnéni (klinicky
staging). Pro urceni velikosti a rozsahu tumoru, jeho proristani do okolnich struktur a vylouceni
nadorové duplicity slouzi kombinace klinického vysetifeni (véetné hluboké palpace korene jazyka),

endoskopie a zobrazovacich metod. Z jejich skaly je nejvyznamnéjsi vySetfeni pocitacovou tomografii
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s aplikaci nitroZilniho kontrastu. UmozZnuje posouzeni velikosti nadoru a jeho Sifeni do okoli.
Pozitronova emisni tomografie byva nejcastéji indikovana k priikazu neznamého primarniho nadoru
u metastaz do lymfatickych uzlin krku, k vylouceni nepfilis ¢asté generalizace nadoru pred rozsahlymi
resekénimi vykony nebo v ramci polécebného sledovani k vylouceni vzniku recidivy.

Ke srovnani Iécebnych vysledk( a uréeni progndzy zhoubnych nadorl slouzi TNM klasifikace, kterou
vypracoval jiz ve 40. letech minulého stoleti Pierre Denoix. Kromé ji urceného klinického stadia vsak
progndzu pacienta ovliviiuje i fada dalSich parametr( (lokalizace tumoru, histopatologicky stupen
diferenciace, atd.). T stddium popisuje velikost primarniho tumoru a pfi zohlednéni jeho anatomické
lokalizace i vztah k okolnim strukturdm. N hodnoti postizeni krénich uzlin. Pacienti se vzdalenymi
metastdzami jsou oznaceni jako M1 (TNM Klasifikace zhoubnych novotvar(i 2011). Obecné jsou jako
casné nadory oznacovany ty, jez spadaji do I. a Il. stadia. Naopak nadory Ill. a IV. stadia jsou pojimany

jako pokrocilé (tabulka 1).

Tabulka 1. Progndza pacientd se spinocelularnimi karcinomy hlavy a krku v jednotlivych stadiich
udana v procentech 5-letého preziti. (Lefebvre 2005)

Stadium TNM 5-leté preziti
I 91 %
Il 77 %
11 61 %
IVa 31%
IVb 25 %
IVc 4%

3.1.1.3 Terapie

Lécba SCC hlavy a krku je komplexni. Zahrnuje jejich chirurgické odstranéni, ozafeni a chemoterapii
samostatné nebo v kombinaci, aplikované v rizném poradi. Vseobecné u ¢asnych nadord (stadia I-11),
jez jsou zachyceny pouze u jedné tfetiny nemocnych, je doporucovana jedina lécebna modalita,
kterou je operace nebo ozareni. Konkrétni doporuceni zalezi na mnoha faktorech. Operacni feseni

je uptfednostriovano, pokud muZe nabidnout radikaini odstranéni nadoru bez nebo jenom s malym
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vlivem na naslednou kvalitu Zivota. Napfiklad u ¢asnych glotickych nador(, zasahujicich do predni
komisury, jevyhodnéjsi ozareni, protoZe resekce vtéto oblasti casto vede ke vniku srlstu
s naslednou dysfonii a dyspnoi. U léebnych modalit se srovnatelnou uspésnosti IéCby nelze
opominout ani pfani pacienta, srozumitelné informovaného o zpUlsobu a nasledcich terapie.

U zbyvajicich 2/3 pacientl s pokrocCilymi nadory (stadia Ill-IV) se pouZivda kombinovana lécba, kterad
by méla byt individualizovdna. Indikaéni onkologické komise jednotlivych pracovist musi zvazit
vSechna specifika nadoru u konkrétniho pacienta a s pfihlédnutim ke zndamym doporuc¢enym
postuplm (napriklad National Comprehensive Cancer Network Practice Guidelines in Oncology,
www.nccn.org, cit. 25.3.2017) navrhnout nejlepsi lé¢bu. Mezi nejdileZitéjsi faktory pro volbu terapie
patfi velikost a lokalizace nadoru, rozsah lokoregionalniho a vzdaleného metastazovani, potvrzena
HPV etiologie (u orofaryngedlnich nador), dale celkovy stav nemocného (tabulka 2), predpokladana
prognéza anaslednd kvalita Zivota. V neposledni fadé i pacientovo prani. Velky vliv
na uprednostiovani urcitého zpUsobu lécby ma ichirurgova ,Skola“, predchozi zkuSenosti,

ale i mistni dostupnost zvazované terapie (DiNardo 1999).

Tabulka 2. Hodnoceni celkového stavu pacienta dle Svétové zdravotnické organizace (WHO)
vlevo a dle Karnofského stupnice (vpravo) (Smilek 2004).

Stupen (WHO) | Odpovidajici stav télesné aktivity Karnofsky [%]

0 Schopen normalni télesné aktivity bez omezeni 90-100

1 Neschopen tézké fyzické namahy, ale mlze vykonavat lehci praci. 70-80

2 Sobéstacny, ale neschopen prace. Trdvi vice nez 50 % denni doby 50-60
mimo lGzko.

3 Omezené sobéstacny. Upoutdn na lGzko vice nez 50 % denni 30-40
doby.

4 Odkazan na cizi péci. Trvale upoutan na lGzko. 20-30

- Moribundni nemocny 0-20
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3.1.1.4 Vyhledy do budoucna

Soucasny vyzkum SCC hlavy a krku se zaméruje na identifikaci skriningovych onkologickych markerd,
které by umozZnily c¢asné odhaleni nejen jeho primdrnich, ale i recidivujicich forem. DalSim
zamyslenym vystupem je individualizace terapie, umoznujici cilenou lé¢bu vybrané subpopulace
pacientl nejvhodnéjsimi rezimy bez narlistu nezadoucich ucinkd pfi udrZeni soucasné lokoregionalni
kontroly i celkového preziti. Jiné vyzkumné skupiny se snazi zmirnit nezadouci ucinky lé¢by pomoci

méné agresivni léCby, presnéji cileného davkovani ozareni a aplikaci radioprotektivnich latek.

3.1.2 Salivarni nadory

Nadory slinnych Zlaz postihuji 3 pary velkych (pfiusni, podcelistni a podjazykovou) a malé slinné zlazy,
nachazejici se na patre, rtech, jazyku, sliznici tvafi a jinde. Aktualni klasifikace Svétové zdravotnické
organizace popisuje 21 typu salivarnich karcinomd (EI-Naggar 2017). Je pochopitelné, Ze takto
morfologicky i biologicky nehomogenni onkologicka skupina vykazuje rozdilnou incidenci jednotlivych
histopatologickych jednotek. Zejména u méné frekventnich nardzime na problém s nedostatkem
az absenci validnich studii, ze kterych bychom mohli [épe pochopit jejich biologické chovani a vytvofit

doporucené postupy lécby.

Klinickou problematiku nadoru slinnych zlaz pozitivné ovliviiuje fakt, Ze 80 % z nich jsou benigni léze

(Myers 2008).

3.1.2.1 Epidemiologie

Celosvétové jsou nadory slinnych 7laz nepfilis Castou patologii s incidenci 2,5-3 pfipady na 100 tisic
obyvatel rocné (Speight 2002). Salivarni malignomy, predstavujici jen asi 7 % nador( hlavy a krku,
se na vsech zhoubnych tumorech podileji asi 0,3 % (Shah 2012). Rozdilny vyskyt benignich nadorf

v jednotlivych slinnych Zlazach ukazuje tab. 3.

V celé populaci CR se incidence parotického karcinomu dle Gdaji UZIS v poslednich sledovanych

15 letech (2000-2014) pohybovala mezi 0,42 az 0,54/100 tisic obyvatel, pfi¢emZ byla o néco vétsi
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u muzl nei u Zen. Umrtnost ¢inila celkové 0,14 a7 0,23, u muzd byla hor$i nez u Zen. Incidence ani
mortalita této nadorové skupiny vSak nevykazuje dlouhodobé vzestupnou tendenci. Z téhoz zdroje
pak vyplyva, Ze za stejny Casovy interval nebyl rozdil mezi vyskytem ¢asnych (I+11) a pozdnich (llI+IV)
klinickych stadii (0,13 az 0,30 vs. 0,10 aZ 0,25), tato se vsak liSila mortalitou (0,01 aZz 0,07 vs. 0,11 Stranka | 13

az 0,25). Déle je zfejmé, Ze incidence a mortalita stoupd s vékem, nejvyssi je u nemocnych nad 65 let

(www.uzis.cz, cit. 25.3.2017).

Tabulka 3 Incidence benignich nadort dle typu slinné Zlazy

Lokalita Incidence [%]
Ptiusni Zlaza 85
Podcelistni Zlaza 60
Malé slinné Zlazy * 50
Podjazykova 7laza 10
* V nékterych sublokalitdch (jazyk a retromoldrni oblast) jsou téméf viechny léze maligni
(Speight 2002).

3.1.2.2 Rizikové faktory

Zatim jediny potvrzeny rizikovy faktor karcinogenezy nador( slinnych Zlaz je expozice radioaktivnimu
zafeni. Lidé, ktefi preZili atomové Gtoky v Hiro§imé nebo byli vystaveni radiaci v oblasti Cernobylu
a pacienti po radioterapii maji vyssi riziko vzniku salivarnich malignomi (Williams 2008). Dale byla
prokadzana aZ 8-krat vyssi incidence Warthinova tumoru u kufakd (De Ru 2004). Mezi potencidlni
rizikové faktory fadime genetickou predispozici, virové infekce, praci s gumou a niklem a pouzivani

mobilnich telefont (Myung 2009).

V nékterych geografickych oblastech je lymfoepitelidlni karcinom parotis ddvan do kauzativniho
vztahu k infekci EBV virem. Jiné uvaZované etiologické faktory, jako napf. pouzivani barev na vlasy,
jsou spekulativni. V soucasné dobé se pozornost zaméfuje na genetické alterace, zodpovédné
za vznik nékterych jednotek. Jde vétSinou o chromosomalni translokace (tab. 4). Stanoveni téchto
genetickych zmén ma vedle diferencidlné-diagnostického u nékterych jednotek i vyznam

prognosticky (napf. u karcinomu mukoepidermoidniho).



Tabulka 4 Genetické aberace u nador( slinnych Zlaz

Typ nadoru Chromozomalni aberace Gen
pleomorfni adenom 812 translokace PLAG1 fuze
12q13-15 translokace HMGA?2 faze

ca z pleomorf. adenomu

epitelidiné myoepitelidlni ca
tubulotrab. basocel. adenoca
membr. basocel. adenoca

mukoepidermoidni ca

salivarni duktalni ca

adenoidné cysticky ca

sekr. ca (mammarni analogicky)
ca z jasnych bunék
polymorfni adenoca

kribriformni adenoca

myoepitel. ca svétlobun. varianta

8q12 translokace
12q13-15 translokace
12915 amplifikace

16q12-13 delece
t(11;19)(g21;p13)

t(11;15)(g21;926)
9p21.3

17g21.1

3926

Xql2

6g22-23 translokace
8q13 translokace

t(12;15)(p13;G25)

t(12;22)(q21;q12)

t(1;14)(p36.11;q12)
t(X;14)(p11.4;q12)
19913.32

2p21

t(22;xx)

PLAG1 HMGA?2 fuze

MDM2 fuze

TP53 mutace

HRAS mutace

CTTNB1 mutace

CYLD LOH/mutace

CRTC1-MAML2

CRTC3-MAML2

CDKN2A delece

TP53 mutace

ERBB2 amplifikace

PIK3CA mutace

AR copy gain

fazni transkript MYB-NFIB
a MYBL1-NFIB

NOTCH1 mutace

ETV6-NTRK3

EWSR1-ATF1

PRKD1 mutace

ARID1A-PRKD1

DDX3X-PRKD1

PRKD2 rearrangement

PRKD3 rearrangement

EWSR1-xx

Pozn. ca — karcinom
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3.1.2.3 Diagnéza

Diagnostika tumorU slinnych Zlaz je zaloZzena na anamnéze a klinickém vysetreni. V pFipadé potvrzeni
zduteni ve slinné Zlaze jsou indikovdny zobrazovaci metody, mezi které patfi ultrazvukové vysetreni,
pocitacova tomografie (CT) a magnetickd rezonance (MRI). Vybér samotné modality zalezi spise
na zvyklostech pracovisté. U mensich dobre pohyblivych 1ézi se miZeme spokojit s ultrazvukovym
vysetienim. U vétsich a fixovanych nadorl s podezienim na Sifeni do hlubokého listu pfiusni zlazy,
do okolnich struktur nebo do krénich uzlin je indikovdno CT vySetfeni s kontrastem, lépe vSak MRI.
| kdyZz se u obou posledné uvedenych diagnostickych modalit uvadi senzitivita 100 %, specificita
v urceni malignity dosahuje u MRI 90 %, u CT jen 73 % (Koyuncu 2003).

Peroperacni znalost operatéra o maligni povaze nddoru vede k radikalnéjSimu pfistupu, a tim i k lepsi
progndze. Ztéchto divodl byla predoperaéni diagnostika doplnéna o aspiraéni cytologii tenkou
jehlou (FNAC) (Starek 2006). Pfes jednoznacny prinos FNAC v predoperacni diagnostice jeji senzitivita
a specificita Cini 64 %, resp. 95 % (Zbaren 2001). V kombinaci se zobrazovacimi metodami vsak jeji
spolehlivost stoupd. Podle Parise dosahuje ultrazvuk spolu s FNAC az 99% diagnostické presnosti
(Que Hee 2001). Histopatologickd diagndza tumorl slinnych Zlaz je velkou vyzvou i pro klinické
patology, coZje zplsobeno mnohdy prekryvajici se patomorfologii a zejména nizkou incidenci
nékterych patologickych jednotek (Speight 2002). Pfesné stanoveni histopatologického typu sialomu
je tak mozné prakticky jen pooperacné, ne vzdcné az za pouziti imunohistochemickych
a molekularné-genetickych metod.

Biologické vlastnosti karcinomi slinnych Zlaz jsou primarné uréeny konkrétnim histopatologickym
typem, ktery je u mnoha z nich soucasné i implicitnim vyjadfenim stupné jejich malignity. Tak napf.
bazocelularni ¢iacinoceluldrni karcinom jsou indolentni stendenci k lokoregiondlnim recidivam
pfi velmi malém sklonu k uzlinovym a vzdalenym metastazam. Oproti tomu salivarni duktalni
karcinom vykazuje vysoce agresivni rust svysokou incidenci uzlinovych metastaz jiz pfi nizkém
klinickém stadiu. Vétsina typU karcinomu slinnych Zlaz tedy vykazuje jim vlastni biologické chovani.

Obecné pouzivany histopatologicky grading (ktery je u vétsiny solidnich non-salivarnich malignit
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zakladnim prognostickym faktorem) se tedy u této onkologické skupiny jevi zbyte¢nym, a neni proto
v soucasnosti doporucovan. Uplatiiuje se jen u nékterych patologickych jednotek, konkrétné
u karcinomu adenoidné cystického, mukoepidermoidniho, intraduktalniho a dale u adenokarcinomu
jinak nespecifikovaného. Zbytecnost, resp. absence histopatologického gradingu a odlisnosti v dignité
jednotlivych salivarnich karcinomG je divodem jejich rozdéleni na léze svysokym a nizkym

biologickym rizikem (high a low risk) (tab. 5).
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s nizkym rizikem (low risk)

karcinom acinocelularni

Tab. 5. Rozdéleni karcinomd slinnych Zlaz dle jejich biologického rizika (EI-Naggar 2017).

s vysokym rizikem (high risk)

karcinom adenoidné cysticky
0 s prevahou tubuldrni/kribriformni slozky
0 >30 % solidni slozky

(mamérni analogicky) sekretoricky
karcinom

Spatné diferencovany karcinom: neuroendokrinni
a non-neuroendokrinni
0 nediferencovany karcinom
0 velkobunéény neuroendokrinni karcinom
0 malobunécny neuroendokrinni karcinom

karcinom mukoepidermoidni
0 low grade
0 intermediate grade

karcinom mukoepidermoidni
0 high grade

polymorfni adenokarcinom
0 klasicky

polymorfni adenokarcinom
0  kribriformni

karcinom epitelidlné-myoepitelialni

karcinom skvamocelularni

(hyalinizujici) karcinom z jasnych
bunék

karcinom salivarni duktalni

adenokarcinom basocelularni

karcinosarkom

adenokarcinom sebaceosni

karcinom lymfoepitelidlni

karcinom intraduktalni
0 low grade

karcinom intraduktalni
0 high grade

adenokarcinom
0 low grade

adenocarcinom
0 high grade

karcinom myoepitelidlni

karcinom z pleomorfniho adenomu
0 high grade

karcinom z pleomorfniho adenomu
0 low grade

karcinom onkocyticky
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3.1.2.4 Klasifikace salivarnich nadora

Patomorfologie salivarnich nador( je velmi bohata (Tab. 6), coZ spolu s nizkou incidenci nékterych
typl predstavuje problém ve vytvareni validnich randomizovanych klinicko-patologickych studii.
V nasledujicim textu popisujeme jen ty histopatologické jednotky, na které jsme zaméfili nas vyzkum.
Pleomorfni adenom predstavuje nejcastéjsi benigni tumor slinnych Zlaz, ktery se obvykle manifestuje
jako roky pomalu rostouci asymptomatické zdureni v oblasti povrchniho listu pfiusni Zlazy.
Z morfologického hlediska jej charakterizuje bifazicky vzorec s obsahem epitelialni a mezenchymalni
komponenty (Sunardhi-Widyaputra 1995, Wenig 2008). Morfologicky neobycejné variabilni

epitelialni slozka pripomind zralou sekretorickou salivarni tkarn. Kromé primitivnich acinarnich
a nediferencovanych solidnich struktur obsahuje i cystické, vyvodim podobné utvary, slozené
z vnitini luminalni a zevni myoepitelialni bunécné vrstvy, ktera kontinualné
pfechazi do mezenchymalni (,stromalni*) komponenty tohoto nadoru. Jeji bunky hvézdicovitého
¢i vietenovitého tvaru se vyskytuji izolované nebo v malych shlucich. Nazory na histogenezu
pleomorfniho adenomu byly v minulosti znacné kontroverzni diky obtizné vysvétlitelné dualni
histomorfologii (UCast jak epitelidlni, tak mezenchymalni slozky), v soucasnosti je vSeobecné

akceptovan jeho vyluéné epitelidlni pvod. (Obtulovi¢ovd 2014).
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Tabulka 6 Klasifikace nador( slinnych Zlaz dle Svétové zdravotnické organizace (EI-Naggar 2017)

Karcinomy e salivarni duktélni karcinom
e acinoceluldrni karcinom e myoepitelidlni karcinom
e mammarni analog. sekretoricky karcinom e  karcinom z pleomorfniho adenomu
e mukoepidermoidni karcinom O intrakapsularni
0 low grade 0 minimalné invazivni
0 intermediate grade 0 invazivni
0 high grade e karcinosarkom
e adenoidné cysticky karcinom e 3patné diferencovany karcinom:
0 s prevahou tubuldrni/kribriformni neuroendokrinni a non-neuroendokrinni
slozky 0 nondifferentiated carcinoma
0 >30% solidni slozky 0 large cell neuroendocrine
e polymorfni adenokarcinom carcinoma
0 klasicky 0 small cell neuroendocrine
0  kribriformni carcinoma
e epitelidiné-myoepitelialni karcinom o lymfoepitelidlni karcinom
e  (hyalinizujici) karcinom z jasnych bunék e skvamoceluldrni karcinom*
e basocelularni adenokarcinom e onkocyticky karcinom
e sebaceosni adenokarcinom e jiné
e intraduktalni karcinom e sialoblastom
0 low grade * dlaZdicobunéény karcinom slinnych Zldz
0 high grade je v naprosté vétsiné pripadd metastdzou
e adenokarcinoma, NOS z primdrniho loZiska na kizi
0 low grade
0 high grade

Benigni epitelidlni tumory

e pleomorfni adenom e cystadenom

e myoepiteliom e papiliformni sialadenom

e bazoceluldrni adenom e duktalni papilom

e  Warthinlv tumor (cysticky adenolymfom) e sebaceozniadenom

* onkocytom e  kanalikuldrni adenom a jiné duktalnf

e |lymfadenom adenomy

Adenoidné cysticky karcinom (ACC) se na vSech malignich sialomech podili asi z 20 %. V oblasti
malych slinnych Zlaz je viibec nejéastéjsim zhoubnym tumorem (EI-Naggar 2005). Postihuje pacienty
kazdého véku, ponejvice viak 5. a 6. decénia (Gondivkar 2011). Casté je perineurdlni a perivaskularni

Siteni, nezfidka prakticky znemozZnujici Uplné chirurgické odstranéni tohoto tumoru, ktery tak
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vykazuje vyraznou tendenci k lokoregionalnim recidivam. Typicky je dale vlekly pribéh s pozdnim
vyskytem hematogennich metastdz, postihujicich zejména plice, jatra a skelet, které jsou schopny
zahubit pacienta i za nékolik desetileti (Speight 2002). Vzhledem k vleklému pribéhu jsou solitarni
metastazy indikaci k jejich chirurgickému odstranéni.

Nador je slozen ztubuldrni, kribriformni a solidni slozky. Pomérné zastoupeni posledné uvedené
komponenty je zakladem histopatologického gradingu, ktery ma soucasné i prognosticky vyznam
(Seethala 2009), protoZe prevaha solidniho usporadani (> 30 %) vykazuje nejhorsi pribéh,
kdy 90 % pacientd’ umird do ¢ty let. Naopak nadory s prevahou tubularni/kribriformni slozky
charakterizuje pomal3, indolentni progrese. VétSina pacientd (80-90 %) umirda az 10-15 let
od stanoveni diagndzy. Proto je salivarni adenoidné cysticky kacinom fazen mezi high risk tumory

(Speight 2002).

3.1.2.5 Terapie

Jedinou racionalni 1éCbou nadorl slinnych Zlaz je jejich operacni odstranéni (Shah 2012). Nazory
na chirurgii benignich parotickych tumor( nejsou zcela jednotné. U nejcastéjsiho typu, tedy
pleomorfniho adenomu, jeviciho vyrazny sklon k recidivam, je v zavislosti na jeho velikosti a lokalizaci
provadéna parcialni, povrchova ¢i totdlni parotidektomie. Filozofii téchto pomérné extenzivnich
postupl je vylouceni potencialnich nadorovych rezidui, kterd se formou extrakapsularnich cepa Sifi
do parenchymu Zlazy. U zcela malych (do cca 1 cm) lézi, uloZzenych povrchové pfi zadnim okraji zlazy,
je v posledni dobé nékterymi autory preferovdna extrakapsuldrni disekce. Pfi ni jsou potencialni,
tésné za zevni hranici pouzdra ¢i okraje tumoru se nachazejici loZiska likvidovana elektrokoagulaci.
Dosavadni zkuSenosti dokazuji, Ze tento vykon, ktery na rozdil od parotidektomie jakéhokoliv rozsahu
neni a priori spojen s disekci licniho nervu, nevykazuje vyssi procento recidiv, ma vsak vyznamné nizsi
incidenci vyskytu docasnych i trvalych obrn licniho nervu a dalSich rannych i pozdnich komplikaci (Iro
2013). Ze stejnych ddvod( je tato minimalni chirurgie nékterymi autory pouZivana iu malych,

klinicky jako benigni léze imponujicich karcinoml T1 v analogické lokalizaci. Bylo prokazano,
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Ze procento recidiv se signifikantné nelisi od nador( stejného klinického stadia, které byly odstranény
radikalnéji parotidektomii (McGurk 2003).

Druhym nejcastéjSim benignim parotickym tumorem je Warthinlv nador (cystadenolymfom),
u néhoZ se setkdvame s obou- i jednostrannou, simultanni ¢i sukcesivni multiplicitou. V soucasné
dobé se drive odlisSné nazory na rozsah resekce ptiusni Zlazy u této jednotky sjednotily v preferenci
jeji pouhé exstirpace, k éemuz prispéla i skutecnost, Ze velka ¢ast Warthinovych tumor( neni pravym
neoplazmatem, ale reaktivnim pseudotumorem (Witt 2015). Uvedeny pfistup nevede k vyraznéjsim
jizevnatym zménam v okoli vétvi licniho nervu. Pfipadné nasledné chirurgické odstranéni dalsiho
nadorového loZiska exstirpaci ¢i parotidektomii tak nepUsobi vétSinou potize.

Idedlem pro stanoveni rozsahu, resp. radikality chirurgické léc¢by parotickych karcinomi by byla
spolehlivd predoperacni informace o jejich biologickém riziku. To lze vSak urit az definitivnim
histopatologickym vysetfenim chirurgického specimen. Z hlediska operaéni strategie se proto jako
dllezita jevi skutecnost, Ze tumory ¢asného klinického stadia T1-2 (tedy mensi nez 4 cm), vykazuiji
signifikantné nizsi incidenci uzlinovych metastdz, mensi riziko vzniku lokoregiondlnich recidiv
i vzdalenych metastaz a lepsi pétileté preZiti. To (bez ohledu na histologicky typ, resp. stupen
biologického rizika nadoru) dosahuje 80-90 %, zatimco u karcinom( vyssiho stadia (T3-4) klesa
k 50 %. Uvedend skutecnost se odrdzi i v soucasnych pristupech, kdy tumory T1 a T2 jsou indikovany
(s vyjimkou nadord hlubokého laloku) k povrchové, karcinomy T3 a T4 k totalni parotidektomii (Bell
2005). Karcinomy ostatnich velkych slinnych Zlaz se odstranuji vidy v bloku s celou Zlazou (Poorten

2014).

Pro salivarni karcinomy je pfiznacnd, nikoliv vSak absolutné platnd korelace mezi stupném malignity
a klinickym stadiem. Léze nizkého biologického rizika jsou tak valnou mérou zachyceny v stadiich
pocatecnich. Jsou prevdiné dobie ohranicené, vzacnéji opouzdiené, a dosazeni mikroskopicky
negativnich resekcnich okraji necini proto vétSinou potizi. Hlavnim klinickym problémem téchto
tumord je skutecnost, Ze pri fyzikdlnim vySetfeni i na zobrazovacich metodach ¢asto imponuji jako

benigni adenomy. Neadekvatni chirurgicky vykon vede - mnohdy aZ za fadu let ¢i desetileti -
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k opakovanym recidivam, zavrSenym exitem nemocného. Tyto (predevsim acinocelularni, low grade
mukoepidermoidni, epitelidiné-myoepitelidlni karcinom) primarné biologicky pfiznivé léze mohou
podlehnout tzv. high grade transformaci, kterd dramaticky méni jejich chovani a tedy i terapeuticky
pfistup. Uvedena vysoce prognosticky nepfiznivda konverze muze probéhnout iu karcinomu

adenoidné cystického.

Zcela jinad je situace u karcinomU vysokého biologického rizika. Pro znacné agresivni rlst jsou
diagnostikovany vétsinou aZz v pokrocilych klinickych stadiich, kdy na Siroké fronté pronikaji
do okolnich tkani, cév a nervQ, asi v 20 % pak vykazuji regionalni metastazy. U salivarniho duktalniho
karcinomu neni vzacné, Ze vyrazné infiltrativné roste jiz v pocatcich svého rlstu. Kompletni
odstranéni je z onkochirurgického hlediska proto mozné jen u mensi ¢asti nemocnych, ve vétsiné
pfipadld nachazime mikroskopickou pozitivitu resekénich hranic. Progndza je tudiz Spatna.
| pres radikdlni operacni vykon na primdarnim loZisku i krénich uzlindch a adjuvantni radioterapii €ini
péti- a desetileté preziti méné nez 50 %, resp. 30 % (Speight 2002, Renehan 1999).

Soucasnym trendem v chirurgii tumorl pfiusni Zlazy je snaha co nejvice Setfit licni nerv. Pouze
v pfipadé jeho postiZzeni se provadi resekce infiltrovanych vétvi a dle moznosti ijejich okamzita
rekonstrukce. Primdrni sutura end-to-end obvykle nepfichazi v ivahu. Pokud neni mozna ani nahrada
volnym Stépem (nejCastéji znervus auricularis magnus nebo nervus suralis), nabizi
se hypoglosofaciadlni anastomoza nebo nasiti periferni ¢asti nervu na centralni pahyl vhodné vétve
kontralateralini (cross facial graft) (Bussu 2014).

Komprehenzivni blokova disekce krénich uzlin je vidy indikovdana u karcinom( pfiusni Zzlazy
s prokdzanym Sifenim do regiondlnich uzlin (cN+), které nachazime u 15 az 38 % pripad( (Nobis
2014). Lymfogenni metastdzy maji podobné jako u jinych, non-salivarnich malignit obecné
prognosticky vyznam, ktery vsak u karcinomU slinnych Zlaz vykazuje urcitou variabilitu v zavislosti
na daném histopatologickém typu. lJejich incidence je zavisld predevsim na pfislusSném
histopatologickém typu, respektive biologickém riziku salivarniho nadoru. U high risk parotickych

karcinomu ¢ini primérné 49 %, u nejagresivnéjsich forem dosahuje az 60 - 80 % (napf. high grade
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mukoepidermoidni karcinom, nediferencovany karcinom). Ulow risk nador(i se udavany vyskyt
uzlinovych metastaz pohybuje v zavislosti na histopatologickém typu a autorovi mezi 0 a 20 % (Myers
2007). Krcni metastazy karcinoma priusni zlazy postihuji predevsim (v 74 %) Uroven I, ostatni Urovné
asi v 15 — 20 % cN+ pacient(. Incidence okultnich metastaz parotickych karcinom kolisa ve znaéném
rozmezi 12-50 %. VétSina je lokalizovana v oblasti Il, Il a Va (Myers 2007). Nazory na indikace a
rozsah elektivnich blokovych krénich disekci u cNO pacientl nejsou jednotné, vétsina autord je vSak
provadi u karcinomu vysokého biologického rizika a pokrocilého klinického stadia (T3, T4)

(www.nccn.org, cit. 15.5.2017).

Karcinomy slinnych Zlaz patfi mezi radiosenzitivni, nikoliv radiokurabilni tumory. Adjuvantni
pooperacni radioterapie je indikovana u karcinoma stadia T3-4 a vysokého biologického rizika. U low
grade lézi a inicidlnich klinickych stadii (T1-2), jsou-li pozitivni histologické resekéni okraje, pfitomny
mikroskopické znamky invaze do lymfatickych a krevnich cév, ¢i do nervl, a pfi pN+. Dale
je adjuvantni radioterapie doporuc¢ovana u vsech adenoidné-cystickych karcinomi nezavisle na jejich
dalSich parametrech (National Comprehensive Cancer Network, cit. 15.5.2017). Klinickymi studiemi
byl zjistén pfiznivy vliv adjuvantni radioterapie na riziko vzniku lokoregiondlnich recidiv
u pokrocilych salivarnich karcinomU a vysokého stupné malignity, kde dochazi aZ kjejich 50 %
poklesu (Theriault 1986). Vyznam pooperacniho ozareni na celkové preziti nebyl dosud jednoznacné

potvrzen.

Samotna radioterapie jako primarni lécba je indikovdna u pacientd, u nichZ je tumor z lokélnich
¢i celkovych pficin inoperabilni. Jeji vysledky jsou vSak signifikantné horsi nez chirurgické odstranéni

samotné ¢i jeho kombinace s naslednym ozarenim.

Chemoterapie ma u karcinom( slinnych Zlaz vyznam jen paliativni, je indikovana u diseminovanych
tumor(, kde prodluzuje Zivot nemocného jen v ifadu mésicl. Vzhledem k velkému poctu histotypu
a chybéni validnich studii neexistuji platné guidelines. V. monoterapii se nejcastéji uziva fluorouracil,
cisplatina a doxorubicin, v kombinaénim |é¢ebném schématu cyklofosfamid, doxorubicin a cisplatina.

Casteéna odpovéd se dostavuje ve 22 a7 100 %, kompletni aZ ve 35 % (Venook 1987), efekt Ié¢by
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je vsak jen kratkodoby. Znacné rozpéti udavanych cisel je podminéno odliSnou velikosti sledovanych

soubor(l nemocnych a rlznym zastoupenim jednotlivych histopatologickych jednotek.

Pro neuspokojivé vysledky komplexni lé¢by u karcinomi vysokého biologického rizika a klinického
stddia se vsoucasné dobé se stdle vice pozornosti vénuje identifikaci jejich molekularnich,
prediktivnich  a prognostickych markerd s potencidlnim vyuZitim kcilené biologické |écbé.
Tak u salivarniho duktalniho karcinomu byl prokdazan 100% vyskyt androgennich receptord
a ve 20 az 30 % exprese a amplifikace genu HER2/neu. Maly pocet klinickych studii vSak dosud brani
zavedeni jejich blokady do terapeutickych standard(. Aktudlné probihaji klinické zkousky Entrectinibu
(inhibitor tyrozinkinazy) u sekrecniho karcinomu slinnych 7laz (plvodné oznaceny jako mamarné

analogicky sekretoricky karcinom slinnych Zlaz — MASC).

Zakladni principy |é¢by jsou shrnuty v tabulce 7.

Tabulka 7 Zakladni principy IéCby primarnich karcinom slinnych Zlaz (Seethala 2009).

Chirurgie Chirurgie+RT Blok. kréni disekce ChT
negativni okraje blizky okraj (<2 mm) M1
pozitivni okraj neresekabilni tumor
low risk high risk - infiltr. rQst high risk-angioinvaze
bez infiltr. Rdstu T3 nebo T4 T3 nebo T4
T1 nebo T2 pN+ cN+

perineuralni Siteni

Pozn. T a N dle TNM klasifikace.
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3.1.2.6 Prognéza

Starsi prace poukazuji na zavislost progndzy na histopatologickém gradingu (tabulka 8, Bell 2005,

Lima 2005, Zbdren 2003).

Tabulka 8 Zavislost progndzy (celkového preziti) na histopatologickém gradingu
(Frankenthaler 1997)

5-leté preziti 10-leté preziti
low grade 97 % 95 %
intermediate grade 92 % 90 %
high grade 59 % 53 %

Speight vSak prokazal, Ze bez ohledu na stupen diferenciace salivarniho karcinomu je rozhodujicim
faktorem jeho klinické stadium (Speight 2002). Nadory T1-2 pti srovnani s T3-4 maji lepsi 5-leté
preZiti (90 % versus 40 %) (Renehan 1996, Spiro 1986) a nizsi vyskyt okultnich metastdz do krénich
uzlin (4-8 % versus 19-20 %) (Armstrong 1992, Frankenthaler 1993). Navic se u T1-2 nadorU témér
nevyskytuji vzdalené metastazy, oproti tomu u nadorl T3-4 Cini jejich incidence 1,6-8,5 % (Gallo
1997).

Zaveéry Speightovy studie potvrzuje i prace Walvekara, ktery prokazal, Ze Sifeni mimo pouzdro tumoru
je silnéjsi prediktor recidivy a preziti nez rozdéleni nadort na ,low risk“ a ,high risk“ (Walvekar
2011). Klinické staddium nadoru a histopatologicky grading (resp. mira biologického rizika — low
versus high risk) nejsou nezavislymi prognostickymi faktory, nebot high grade karcinomy rostou
rychleji, a byvaji tak zachyceny az v pozdéjsich klinickych stadiich. Pozitivita resekcnich okrajl zvysuje
riziko lokoregionalni recidivy i vyskytu vzdalenych metastaz.

V posledni dobé se pozornost zaméruje na molekularné-genetické prediktory. C-kit je protoonkogen,
lokalizovany v pozici 4 (q 11-12). Jeho produkt patfi mezi receptorové tyrosinkindzy, coZ jsou

transmembranové proteiny, prevadéjici signal po vazbé ligandu rlstovych faktor( pfes bunécnou

Stranka | 25



membranu. Tim spoustéji intracelularni kaskadu, kterou se predava signal do jadra. Zde po aktivaci
transkripcnich faktor( dojde k expresi gent nutnych pro aktivaci mitdzy. C-kit hraje vyznamnou ulohu
ve vyvoji mastocytl, melanocytl, kmenovych bunék bilé i Cervené krevni fady, jakoZ i germindlnich
a intersticialnich bunék Cajalovych gastrointestinalniho traktu. Jeho vyrazna exprese, prokazana
u myeloidni leukémie, melanomu, karcinomu prsu, plic, stitné Zlazy, seminomu a zejména pak
u gastrointestinalniho stromalniho tumoru (GIST), je u nadorl slinnych Zlaz znacné variabilni. Vyjimku
vsak predstavuje pravé ACC, ktery vykazuje pozitivni c-kit reakci v 80-100 % pripadl (Andreadis 2006,
Serensen 2006). Jeji pfitomnost mlze slouZit jako pomocny diferencidlné diagnosticky znak k odliseni
velmi podobného, avsak prognosticky daleko pfiznivéjSiho kribriformniho polymorfniho
adenokarcinomu (dfive polymorfni low grade adenokarcinom) slinnych Zlaz a benigniho
pleomorfniho adenomu s absenci ,,stromalni“ komponenty (Mino 2003).

Sorensenova ve skupiné 73 karcinom(, pozUstavajici z 10 nejcastéjSich histopatologickych subtypd,
véetné ACC, neprokazala zadny prognosticky vyznam exprese c-kit (Sgrensen 2006). K analogickym
zavérlm dospél i Starek (Starek 2010), v jehoZ souboru, Ccitajicim 33 karcinom( Sirokého
histopatologického spektra, nebyl potvrzen rozdil v celkovém nddorové specifickém prezivani mezi
pacienty s c-kit negativnimi a c-kit pozitivnimi karcinomy. To je v kontrastu s prognostickym
vyznamem c-kit genu u GISTu, kde byla zjiSténa souvislost mezi jeho expresi a délkou preziti
(Miettinen 2006, Taniguchi 1999).

ProtoZe naprosta vétsina ACC vykazuje silnou c-kit imunoreakci, vkladaly se do blokady c-kit signalni
cesty tyrozinkinazovymi inhibitory (TKI) velké nadéje. Urcity entuziazmus byl vyvolan vysledky prvnich
aplikaci imatinibu (Glivec), protoZe Alcedo (Alcedo 2004) v r. 2004 referoval o dvou pacientech s ACC,
Uspésné lécenych timto preparatem. V roce 2005 Faivrova (Faivre 2005) publikovala vysledky
u jen o malo vétsiho souboru 8 pacientli s ACC. K pozitivni odpovédi na Iécbu doslo u jednoho z nich.
Podobné ani Hotte (Hotte 2005) nezaznamenal vyraznéjsi efekt pasobeni imatinibu u 16 nemocnych
s timto nadorem. Kriticky pohled potvrdily i dalsi, rozsahlejsi studie (Heinrich 2008, Pfeffer 2007).
Linem byl po uvedené terapii dokonce popsan akcelerovany rlist metastaz (Lin 2005). Ghosal

ve studii, publikované v roce 2010, podaval imatinib v kombinaci s cisplatinou v Iécbé tohoto nadoru
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s CasteCnym efektem, kdy u 3 z 28 pacientl doslo k do¢asnému zastaveni jeho progrese (Ghosal
2011). Novéji byly syntetizovany TKI nové generace (sunitinib, nilotinib, dasatinib a jiné), které se
od imatinibu lisSi tim, Ze kromé c-kit puUsobi i na dalSi receptory s tyrozinkinazovou aktivitou.
V soucasnosti probiha intenzivni vyzkum lécby salivarniho ACC témito novymi preparaty, dosavadni Stranka | 27
zpravy vsak jsou zdrzenlivé. Chau (Chau 2005) nezaznamenal reakci u 14 nemocnych, léCenych
sunitinibem. Podobné nedoslo k pozitivni odpovédi na |écbu dasatinibem v kombinaci s cetuximabem
(Argiris 2012). Recentni studie, kterda ma za ukol sledovat odpovéd na Iécbu Dasatinibem, dosud
nebyla ukoncena (www.clinicaltrials.gov, cit. 25.3.2017). Dosavadni negativni zkuSenosti s uvedenou
terapii je ovSem nutno hodnotit ve svétle skutecnosti, Ze do studii byli zahrnuti jen pacienti
s generalizovanymi progredujicimi, nikoliv s primarnimi tumory. DalSim moZnym ddvodem neu-
¢innosti lécby imatinibem je dle Bellové (Bell 2011) skutecnost, Ze c-kit je exprimovan toliko
v nadorovych duktdlnich, a nikoli v myoepitelidlnich burikach. Posledné uvedené elementy exprimuji
MYB gen, ktery neni cilovou molekulou pro l1é¢bu TKI.

MYB gen je lokalizovan v oblasti gq22-q23 chromozomu 6. Jeho proteinovy produkt je klicovy
transkripcni faktor pro spravnou diferenciaci bunék hematopoetického systému, nervovych a koznich
bunék a stfevnich krypt (Sgrensen 2006). Jeho deregulace a aberantni funkce vede k iniciaci rliznych
nadorl. Vysoka exprese MYB genu je spojena se Spatnou progndzou T bunécéné i akutni myelogenni
leukémie (Slamon 1986) a kolorektalniho karcinomu (Wilkins 2010).

Alteraci MYB genu u ACC popsala jako prvni Perssonova (Persson 2009) u 6 pacientl s nadory
vychazejicimi z velkych a malych slinnych Zlaz, ze slzni a prsni Zlazy. Ve vSech téchto pfipadech
Slo o fuzni translokaci, na niz se jako partner podilel NFIB gen, lokalizovany na chromozomu 9.
Autorka se proto domnivala, Ze tato alterace, zvysujici MYB transkripéni aktivitu nadorovych bunék,
je jedinym mechanismem vzniku této histopatologické jednotky. Vysledky dalsich studii (Brill 2011,
Mitani 2010, Starek 2010) vsak prokazaly, Ze overexprese MYB proteinu neni vidy spojend s MYB-
NFIB fuzi. Mitani se proto spekulativné domniva, ze MYB gen je aktivovan jesté dalSimi, ne zcela

objasnénymi mechanismy (Mitani 2010).



Alterace MYB genu byla nalezena u karcinomu prsu a kolorekta (Wilkins 2010). Ze salivarnich tumor(
ji vykazuje vyluéné ACC, coz ma vyznam v jejich histopatologické diferencialni diagndze, predevsim
v odliseni této jednotky od nejcastéji se vyskytujiciho benigniho pleomorfniho adenomu (Pusztaszeri
2014). MYB gen mliZe byt poskozen vice dosud ne zcela presné identifikovanymi mechanismy (Mitani
2010), mezi néz patfi itranslokacni fuze s genem NFIB, jeZ je pfitomna v 28-49 % pripadl (Mitani
2010, West 2011).

Nékolik recentnich studii zkoumalo prognosticky potencial exprese MYB genu u ACC. Mitani (Mitani
2010) v klinickopatologické analyze vzorkl 102 pacient( prokazal signifikantni asociaci zvysené MYB
exprese s horsi progndzou. Oproti tomu West (West 2011) u 37 a Bellova (Bell 2010) u 156 pacientl
s témito tumory nezjistili statisticky vyznamnou souvislost mezi MYB expresi a délkou preziti. Zavéry
dosavadnich studii, hodnoticich prognosticky vyznam MYB genu u ACC, se tedy rlizni. V tomto sméru
vSak probihd v soucasnosti intenzivni vyzkum. Dosavadni vysledky naznacuji, ze nékteré z jeho
alteraci jevi prognostickou relevanci (Mitani 2010).

Terapeuticky potencidl blokddy MYB genu u malignit byl zkoumdn zatim pouze experimentalng,
protoze transkripéni faktory, mezi néz tento patfi, jsou obecné povazovany za velmi obtizné
terapeutické cile (Pattabiraman 2013). Na zvifatech bylo zjisténo, ze MYB gen lze u hematologickych
malignit zablokovat bud’ pfimo na transkripéni ¢i nizsi signdlni drovni (Ramsay 2003). Dalsi studie
prokdzala, Ze jinak imunitnimu dohledu unikajici MYB pozitivni buriky murinniho kolorektalniho
karcinomu jsou po navadzani MYB protildtky imunokompetentnimi mechanismy rozpoznany
a nasledné zniceny (Cross 2015). Vysledky uvedenych experimentalnich studii se jevi terapeutickym
pfislibem nejen u zminénych nadord, ale i u ACC (Broz 2016).

Netypicky pro benigni léze md pleomorfni adenom vysoké riziko recidiv. Protoze bezpfiznakovy
interval je velmi variabilni, neodpovidd zfejmé uddvana nizkd incidence recidiv (Stevens 1982)
skutecnosti, nebot star$i pacienti mohou umfit dfive, nez dojde krecidivé tohoto nadoru.
Celonarodni danska studie za 25 let sledovani zjistila alespon jednu recidivu u 2,9 % pacient(

(Andreasen 2015). Predpokladd se, Ze wvyskyt recidiv pleomorfniho adenomu muizZe byt vedle

vrve
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nadorovych rezidui ve formé extrakapsularnich mikroskopickych pseudopodii. Z hlediska nadorové
biologie je tedy opakovany vyskyt pleomorfniho adenomu spise jeho perzistenci neZli recidivou
(Stennert 2001).

Multiplicita recidivujiciho pleomorfniho adenomu je vysvétlovdna enormni implantabilitou jeho
bunék. Ta je formalnim dlvodem, pro¢ nadorova, makro- i mikroskopickd loZiska nachazime
v okolnich mékkych tkanich, casto ve velké vzdalenosti od primarniho tumoru. Tento fenomén, ktery
chybi u ostatnich salivarnich adenomu, vsak po biologické strance nebyl dosud jednoznacné
objasnén. Briegerova studie vSak naznacuje, Ze bunky recidivujiciho pleomorfniho adenomu
ve zvysené mire exprimuji fascin a cadherin-11. Tyto proteiny podnécuji bunéénou motilitu a migraci.
Jejich up-regulace je spojena s inicialnim krokem vinvazi a metastazovani nador( (Brieger 2008).
Stennert vysvétluje multiplicitu recidivujiciho pleomorfniho nadoru Sifenim jeho bunék
v lymfatickych cévach. Avsak dlkazy, které tento autor ve své préci vtomto smyslu poskytl, nejsou
presvédcivé (Stennert 2004). Nase studie (Salzman 2014) porovnavajici lymfangiogenezu v primarnim
a recidivujicim nadoru, vsak Stennertovy zavéry nepotvrdila.

Odlisnosti v biologii primarnich a recidivujicich pleomorfnich adenom vedou kdomnénce,
Ze posledné uvedené formy vykazuji zvySenou biologickou agresivitu. Tento nazor podporuje fada
nasledné uvedenych, drivéjsich i recentnich praci: Bankamp prokazal zvySenou Ki-67 proliferacni
aktivitu u primarnich tumor(, které nasledné recidivovaly, jakoZ i u recidiv samotnych (Bankamp
1999). Glas zjistil u recidiv vysokou expresi estrogenovych, progesteronovych a nékterych dalSich
receptorl (Glas 2002). Jina studie (Soares, J Clin Pathol 2011) prokazala rozdily v expresi nadorového
supresorického genu pl6é mezi obéma uvedenymi klinickymi formami pleomorfniho adenomu.
K analogickym vysledkm dospély i dvé dalsi publikace, zabyvajici se expresi nékterych cytokind,
regulujicich bunécény rlst a déleni (Soares 2012), apoptdzu a invazi nadorovych bunék (Soares,
Histopathol 2011). Sami jsme potvrdili signifikantné zvysenou expresi antiapoptotického genu bcl-2
v recidivujicich pleomorfnich adenomech (Obtulovicova 2015).

Dosud temnou zlstdva i otazka vzacné se vyskytujiciho (dosud jen asi 130 dokumentovanych

pripadl) ,benigniho”“ metastazujictho pleomorfniho adenomu. Tento nador, spojeny v naprosté
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vétsiné pripadd s recidivami primarni léze, se fadi mezi high risk salivarni karcinomy, nebot je spojen
az s 40% mortalitou. Na rozdil od karcinomu v pleomorfnim adenomu, ktery jevi zcela jednoznacné
patomorfologické znamky malignity, si metastazujici pleomorfni adenom zachovava vsechny
cytologické i histologické charakteristiky benigniho pleomorfniho adenomu. Obecnou podminkou
vzniku metastaz je prlnik nadorovych bunék do lymfatickych ¢i krevnich cév. Takovato invaze
je u pleomorfniho adenomu predmétem sporll. Coleman ji v souboru 67 nadorl nasel v9 % pfipadu
adomnivd se, Ze jde o biologicky fenomén (Coleman 1999). Oproti tomu Skalova uvadi,

Ze jde o arterfakt, zpGsobeny chirurgickymi nastroji (Skalova 2012).
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3.2 Vybrané onkologické markery hlavy a krku

V tomto souboru praci se vénuji 2 skupindm onkomarker(, a to parametriim oxidativniho stresu (OS)

a angiogeneze, asociované s rodinou vaskularnich endotelidlnich rdstovych faktor( (VEGF).

autonomni
ristové signdly

necitlivost vidi
inhibitorim ristu

invaze do tkani

necangiogeneze 2
El0g a metastazovani

neomezeny
replikaéni potencial

Obr. 1. Hanahanem a Weinbergem navrzené schéma krok( nutnych k transformaci v maligni nador.

Hanahan a Weiberger popsali 6 zmén ve fyziologii buriky, které jsou nutné kjeji maligni
konverzi (Hanahan 2000) ziskani autonomnich rlstovych signdld, 2/ insenzitivita k inhibiénim
signalim, 3) schopnost vyhnout se apoptdze, 4) neomezeny replikacni potencidl (nesmrtelnost), 5)
ziskani dostatecného cévniho zasobeni (neoangiogeneze), 6) schopnost invaze do tkani
a metastazovani (obr.1). ZvySeny oxidativni stres (OS) doprovazi vétsinu krok( onkogeneze.
Nadprodukce volnych kyslikovych radikall, jakoZz inedostatecnda exprese nebo funkce
antioxidativnich enzymd poskozuje bunécné struktury vcetné DNA, coZz mulZe vést k mutacim

v kritickych ¢astech genomu (Sanchez-Perez 2005, Valko 2006).

Dalsim vyznamnym faktorem pro vznik a rist malignoma je jejich schopnost zajistit si dostate¢nou

vyzivu (Lothaire 2006). Rist nadoru doprovazi jeji stoupajici potfeba, kterd je zpodatku zajistovana
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stavajicimi cévami. Po vycerpani jejich kapacity nador zacne produkovat plsobky, které vedou

k novotvorbé cév, umoznujicich dalsi navyseni vyZivovaci kapacity (Stennert 2004).

3.2.1 Oxidativni stres

Oxidativni stres (0OS) mGzeme definovat jako stav prekonani antioxidativni obrany burky volnymi
kyslikovymi radikaly (VR). Dochazi k nému pfi zvySené produkci VR nebo pfi nedostatecné aktivité

antioxidativni obrany buniky.

VR jsou latky pohotové reagujici s bunéénymi strukturami diky pfitomnosti jednoho nebo vice
neparovych elektronli. Mezi VR zahrnujeme superoxidovy anion, hydroxylovy radikal, singletovy
kyslik, peroxynitrit, peroxid vodiku atd. Produkce VR je endogenni nebo exogenni. Klinicky vyznamné
ve vztahu k onkologii hlavy a krku jsou zejména VR, obsaZené v cigaretovém koufi a alkoholu (Nadif

2003).

Mitochondrie prozanétlivé plsobicich bunék (eozinofily, alveolarni makrofagy, atd.) jsou vyznamnym
endogennim zdrojem VR. | za fyziologickych podminek unikaji z dychaciho retézce ojedinélé
elektrony, které nasledné reaguji s kyslikem za tvorby superoxidového anionu. Oxidativni enzymy
(AOE) 1. stupné (superoxid dismutaza, SOD) jej méni v peroxid vodiku. Vzhledem k jeho oxidativni
kapacité musi byt itento neutralizovan antioxidativnimi enzymy 2. stupné, tedy kataldzou
v peroxizomech (CAT) a glutathionperoxiddzou v cytoplazmé av mitochondriich (GPx) (obr. 2).
Nejsou-li VR neutralizovdny dostatecné rychle AOE nebo neenzymatickymi antioxidanty, dochazi
k poskozeni biomolekul a bunéénych struktur (Subapriya 2003), véetné membran. V nich se vlivem VR
rozpadaji membranové fosfolipidy, pficemZz jednim zkoncovych produktl tohoto procesu
je i malondialdehyd (MDA). Jeho hladina vypovidda o mife expozice bunky OS. Pisobenim VR téz
dochazi k modifikaci struktury proteind a zlomdm DNA (Racek 2003). Oxidativnim stresem

modifikovana DNA je geneticky nestabilni, ¢imz ma vétsi tendenci k mutagenezi.
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Obr 2. Metabolizmus volnych kyslikovych radikald v burice.

V poslednich letech bylo popsano nékolik Urovni vztahu oxidativni zatéze k riziku vzniku a progndze
rakoviny obecné. Jednak VR oxidativné poskozuji DNA, jejiz mutace jsou ddvany do souvislosti
s karcinogenezi. Dale vétSina malignich bunék postrada fyziologickou schopnost vyporadat se s OS

kvlli zménéné aktivité AOE (Bohn 2006).

Vzhledem k plsobeni chemoterapie i ozareni na maligni bunky pomoci VR, a diky alteraci
mechanizmU neutralizujicich jejich oxidativni zatéz, Ize predikovat i vztah OS k rezistenci k adjuvantni
terapii. Zda se, ze chemo- i radiorezistence muize byt podminéna neschopnosti bunky vyporadat

se s OS.

V onkologii hlavy a krku zatim nebyly Zadné vyznamné onkomarkery zavedeny do rutinni praxe.

Dle nejnovéjsich poznatkl se pravé markery OS teoreticky nabizi jako vhodni kandidati.
3.2.1.1 Zdroje volnych radikaltu

VR podle plvodu mizeme rozdélit na endogenni, které jsou produkované v organizmu, a exogenni,

které se do organizmu dostavaji ze zevniho prostredi.

Mitochondrie, organela zodpovédna za aerobni dychani, je hlavnim mistem tvorby endogennich VR.

Za fyziologickych podminek unikaji z dychaciho fetézce cetné elektrony. Podle Curtina mnoZstvi
elektrond reagujicich s jinymi molekulami za tvorby VR predstavuje az 1-2 % vSech elektronl

prenasenych v dychacim fetézci (Curtin 2002). Dalsi zdroje endogennich VR jsou enzymatické reakce
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katalyzované oxidazami (zejména xanthinoxidazou) nebo kaskada arachidonové kyseliny (Szalagatys

2003).

DulleZitou soucasti zanétlivé odpovédi proti mikrobidlnim patogenim je wvznik VR

v polymorfonukledrech a makrofdzich. Primarnim zdrojem endogennich VR, produkovanych

pfi rozpoznani mikroorganizmu, je NADPH ve fagocytech. Tento proces se nazyva ,oxidative burst”.
V ptipadé, Ze se pfisné regulovand tvorba VR vymkne kontrole, poskozuji tyto bunécné noxy nejen
patogeny samotné, ale i tkané organizmu vlastni. Pfikladem muzZe byt ARDS, kdy pneumocyty
vystavené bakteridlnim toxinlim ¢i aktivované komplementem chemotakticky privolavaji aktivované
neutrofily a jimi produkované VR vedou k poskozeni a naslednému zvyseni permeability bunécnych
kapilarnich membran. Je obecné znamo, Ze eozinofily hraji dilezitou roli u astmatu. Eozinofilni
peroxidaza, ktera je obsazena v jejich granulich, uvoliiuje VR po aktivaci specifickymi stimuly (Barnes
1990). Agosti vsouladu sAyarsem potvrzuji vyznamny potencidl tohoto enzymu poskozovat

alveolarni pneumocyty 2. typu (Agosti 1987) jakoz i respiracni bunky nosniho epitelu (Ayars 1989).

Dale nutno zminit VR, které se dostavaji do organizmu ze zevniho prostiedi. V mnoha modernich
méstech se hladiny oxidacnich [ldtek vatmosféfe diky industrializaci vyrazné zvysily.
NejvyznamnéjSimi oxidanty zevniho prosttedi jsou ozon a cigaretovy kout. Vykoureni jedné cigarety
predstavuje zatizeni organizmu az 10" volnych radikalt (Comhair 2000). Inhalované exogenni VR
se dostdvaji do kontaktu svelkou plochou respiraéniho epitelu, ¢imzZ se plice stavaji OS nejvice
ohrozenym organem. Exogenni VR jsou tvoreny rovnéz vlivem alkoholu, ionizujictho zareni,

ultrafialového svétla (napt. v slune¢nim zareni) ¢i xenobiotik.
3.2.1.2 Poskozovani makromolekul oxidativnim stresem

Na bunécné urovni VR poskozuji celou fadu bunécnych struktur, naptiklad fosfolipidy bunécénych

vevs

peroxidace, pfi které vlivem VR dochazi k neenzymové peroxidaci polynenasycenych mastnych

kyselin membranovych fosfolipidl (obr. 3).
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Obr. 3. Schéma lipidové peroxidace.

Jedind molekula VR vyvola vznik velkého mnoZstvi molekul hydroperoxid v bunééné membrané,
¢imz se zvysuje jeji permeabilita. Tento stav vede k poruse zadkladnich bunécénych funkci ¢i dokonce
ke smrti buriky (Barnes 1990). Jednim z produktl lipidové peroxidace je i MDA, ktery tak slouzi jako

marker miry oxidativniho poskozeni buriky.

Oxidacni_modifikace proteind probiha podobné jako u lipidd. Vznikajici hydroperoxidy se vazou

na kov v aktivnim centru enzym(, napf. na Zelezo u kataldzy, ¢imZ jej deaktivuji. Na molekuldrni
drovni VR moduluji zanétlivy proces stimulaci uvoliovani histaminu Zirnymi bufkami a aktivaci
kaskady arachidonové kyseliny. Na tkanové drovni zvysuji kontraktilitu hladkych svall dychacich cest,
vyvolavaji down regulaci B-adrenergnich receptor(, zvysuji permeabilitu endotelu cév, zpUsobuji
produkci viskdzniho sekretu, bronchialni hyperreaktivitu a poruchu cilidrniho transportu (Szalagatys

2003).
3.2.1.3 Antioxidativni ochranny systém

Vzestup koncentrace kysliku v zemské atmosfére pred 2,5 miliardami let fotosyntetickou aktivitou
sinic musel zpUsobit stres, ktery mohly preZit jen druhy, u nichZ se vyvinuly mechanizmy chranici
pred kyslikem a jeho metabolity (Otto-Knapp 2003). Organizmus se brani tvorbé nadmérného
mnozstvi VR opravou a novotvorbou kyslikovymi radikdly poSkozovanych struktur, regulaci exprese
a aktivity enzym( tvoricich VR nebo eliminaci jiz vytvorfenych endogennich ¢i exogennich VR
v organizmu tzv. scavengery. Napriklad prvni linie obrany vychytavd exogenni VR jesté
v tracheobronchialnim sekretu, tedy dfive neZ mohou proniknout intracelularné a zputsobit poskozeni

bunécnych struktur.
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3.2.1.4 Antioxidativni enzymy

Cu/ZnSOD (SOD1) - Médnato-zinecnata superoxiddismutdza se nachazi v cytoplazmé prakticky vsech
bunék vyssich Zivocichl, zejména v erytrocytech, hepatocytech a neuronech. Gen pro Cu/ZnSOD
je lokalizovany na 21. chromozomu. Jeho mutace byla zjiSténa u jedincd s familidrni amyotrofickou s¢ranka | 36

lateralni sklerézou (Stipek 2000).

MnSOD (SOD2) - Superoxiddismutaza obsahujici mangan se vyskytuje v mitochondriich, tedy
v bunécné organele, kde se tvofi vétsina VR. U savcl vykazuji jeji nejvyssi hladiny burniky srdecniho
svalu, mozku, ledvin a jater. Gen pro SOD2 je lokalizovany na 6. chromozomu. Nejvétsi pozornost
je zamérend na zaménu nukleotidl na pozicich 47 a -9, podminujici zmény v poradi aminokyselin
(Ala/Tre a Ala/Val) a zplsobujici zménu aktivity exprimovaného proteinu (Chistyakov 2000). Podobnou
zménu fenotypu zplsobuje zména nukleotid( na pozici 245 (lle/Tre). Varianta s isoleucinem ma az 3x

vys$si enzymovou aktivitu (Tomblyn 1998).

EC-SOD (SOD3) — Extracelularni forma superoxiddismutazy, obsahujici rovnéz méd a zinek, byla
prokdzdana vplazmé a lymfé. Vaze se na heparan sulfat a proteoglykany endotelu cév
(12). Sandstrom zjistil u 2 % Svédské populace az 10x vyssi plazmatickou hladinu tohoto enzymu,
vyvolanou zaménou aminokyseliny Arg za Gly na pozici 213 (Sandstrom 1993). Uvedend zména
pravdépodobné snizuje afinitu EC-SOD ke strukturam endotelovych bunék. Incidence EC-SOD
napovidd, Ze se svelkou pravdépodobnosti jednd o genetickou predispozici kvyssi hladiné

zminéného enzymu.

GPx1 — Selen obsahujici glutathionperoxidaza, kddovana na 3. chromozomu, je exprimovana u lidi
zejména v cytoplazmé erytrocytl, bunék ledvin a jater. Nékolik zndmych mutaci nema vliv na jeji
aktivitu. Ratnasinghe prokazal asociaci mezi jednou variantou polymorfizmu GPx1 na pozici 198
s rakovinou plic. RovnéZz mysi neschopné exprimovat GPx1 maji normalni fenotyp, ale jsou citlivéjsi

na zvyseni OS vyvolaného paraquatem nebo H,0,. (Ratnasinghe 2000)

GPx2 — Cytoplazmatickd glutathionperoxiddaza obsahujici selen je primarné syntetizovana
v gastrointestinalnim traktu savcu, ktery chrani pred toxicitou pozienych lipidovych peroxidl. Jeji gen

se nachazi se na 14. chromozomu.

GPx3 — Extraceluldrni glutathionperoxidaza se tvofi zejména v plazmé a jeji gen je lokalizovan
na 5. chromozomu. Hlavnim Ukolem tohoto enzymu je redukovat hydroperoxidy komplexnich lipid(,

napfr. fosfatidylcholinu, v extracelularnich tekutinach.



CAT — Kataldza, jejiz molekula obsahuje porfyrinovy kruh se Zelezem, je tvorena v peroxizomech
erytrocytl. CAT je jednim 1z nejefektivnéjSich znamych enzymi. Relevantni gen se nachazi

na 11. chromozomu. Hunt prokazal jeji up-regulaci pfi zvySeném OS (Hunt 2003).

Glutathionovy redoxni cyklus, zahrnujici glutathion (GSH), GPx a glutathionreduktazu (GR),

je pravdépodobné nejdllezitéjsi bunécny antioxidativni systém. Podili se nejen na vychytavani VR,
aleina regulaci intraceluldrni redoxni rovnovahy. GPx redukuje H,0, za soucasné oxidace GSH
na jeho oxidovanou formu s disulfidovym mustkem (GSSG). GSSG je nasledné zpétné regenerovan
glutathionreduktazou na GSH, opét pfipraveny k vychytavani H,0,. Schopnost buriky tvofit GSH, at jiz

novou syntézou nebo redukci GSSG, je dllezitym faktorem efektivnosti antioxidativni obrany (obr. 2).
3.2.1.5 Geneticky podklad antioxidativnich obrannych mechanizmi

Kapacita antioxidativnich systému buriky je zavisla na genetické predispozici kazdého jedince. AOE
u zdravého jedince musi zvladat neutralizaci jak fyziologicky tvofeného mnozstvi VR, tak i zvySenou
oxidativni zatéZz napf. pfi zanétu. Pravé geneticky podminénd schopnost adaptovat efektivitu
antioxidativni obrany na zvySenou oxidativni zatéz je pravdépodobné zodpovédna za interindividuaini

variabilitu a rozdilnou klinickou manifestaci OS.

V soucasnosti jsou znamé lokusy vétsiny vyznamnych AOE. Geneticka variabilita u lidi je z vétsi ¢asti
podminéna variantami nukleotidd na urcité pozici retézce DNA, tzv. polymorfizmy jediného
nukleotidu (single nucleotide polymorphism, SNP). VétSina SNP je némad, bez jakéhokoliv vlivu

na funkci protein(i. Naopak nékteré SNP vyrazné podminuji fenotyp (Forsberg, Archives 2001).

Cetné vyzkumy se vénuji sledovani fenotypu rznych polymorfizm& AOE. Forsbergovad uvadi,
Ze polymorfizmus u CAT signifikantné ovliviiuje jeji hladinu v burikach, a tim i schopnost bunky branit
se OS (Forsberg, Free radical biology 2001). Fu uzavird, Ze delece genl pro GPx1 u mysi nevyvola
Zzadnou zménu fenotypu pri béZné oxidativni zatézi, ale hepatocyty téchto mysi se stanou

senzitivnéjsi k elevovanému OS (Fu 1999).

Pfedpoklad geneticky podminéné schopnosti onkologického pacienta posilit antioxidativni obranu
v situaci zvySené tvorby VR nddorovou tkani byl publikovan Genkingerem. Pozoroval nizsi riziko

vzniku rakoviny obecné u heterozygotl Ala/Val (Genkinger 2006) v souboru 6151 darc( krve.

3.2.1.6 Oxidativni stres a nadory hlavy a krku

Bylo popsano nékolik obecnych drovni vztahu oxidativni zatéze k riziku vzniku a progndze rakoviny.

Predpoklada se, Ze ¢ast nadorovych onemocnéni vznika pri dlouhodobé oxidativni zatézi v prostredi
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chronického zanétu (napf. kolorektalni karcinom u collitis ulcerosa, hepatocelularni karcinom
u virové hepatitis, atd.) (Dreher 1996). Dale byla prokazana role vyznamnych exogennich zdroji VR
(koureni, alkohol) v etiologii rakoviny (Bohn 2006). Ke kancerogenezi prispiva i akumulace
mutagenniho potencidlu v pfipadé, Ze organizmus nestihd reparovat oxidativnim stresem
poskozenou DNA. Oxidativni zaté7 se jesté posili u jiz vytvorené malignity, protoze vétsina jejich
bunék postrada kvuli zménéné aktivité AOE fyziologickou schopnost vyporadat se s OS (Bohn 2006).
Dale nékteti autofi popisuji i samotnou nadorovou tkan jako zdroj rostouciho mnozstvi VR (Szuster-
Ciesielska 2004, Bhuvarahamurthy 1996, Hrizostov 2001). Zatim neni Uplné objasnéno, ktery zdroj
oxidativni zatéZze hraje nejduleZitéjsi roli. Domnivame se, Ze in vivo se jedna spiSe o kombinaci vyse
popsanych zdroji VR, kdy jeji jednotlivé slozky mohou v rliznych fazich kancerogeneze hrat vice

¢i méné dulezitou roli.

Mnoha autory popsana intenzivnéjsi lipidova peroxidace a nizsi aktivita AOE u pacient( s karcinomy
hlavy a krku (Sabitha 1999, Korotkina 2002, Kaynar 2005, Seven 1999, Taysi 2003) odpovida
zvySenému OS u onkologickych nemocnych. Ten mize byt navozen primarné dlouhodobou expozici
vysokym hladinam VR, nebo vzniknout aZz v dlsledku jejich obrovského mnoiZstvi, uvoliiovaného
samotnou nadorovou tkani. Po chirurgické resekci nddoru dochazi k poklesu lipidové peroxidace
a zvyseni aktivity AOE (Szuster-Ciesielska 2004, Bhuvarahamurthy 1996). Hrizostov 10-20 dni
po resekci tumoru prokdzal normalizaci hodnot MDA jako ukazatele oxidativni zatéZe v plazmé
(Hrizostov 2001). Naopak Samir popsal elevaci produktl lipoperoxidace 3 tydny po laryngektomii
(Samir 1999). Szuster-Ciesielska zjistila pozitivni korelaci mezi hladinou VR a klinickym stadiem
laryngedlniho karcinomu (Szuster-Ciesielska 2004). Yigitbasi demonstroval nepfimou Uméru mezi
aktivitou SOD a stupném diferenciace (Yigitbasi 2000). Je zajimavé, Ze Bohn nenaméfil rozdily
v hladiné OS, méfené ihned a poté za dalSich 6 tydnl po ukonceni kurativniho ozafeni (Bohn 2006).
Plazmatickd hladina MDA jako produktu lipoperoxidace, korelujici s expozici buriky OS, se zvysuje

u recidivujici nemoci (Sabitha 1999, Jaloszynski 2003).

V souladu s dostupnymi literdrnimi zdroji Ize uzavfit, Ze nddorova tkan je vyznamnym zdrojem VR.
Nar(st jejiho objemu, podminény vyssim klinickym stadiem tumoru ¢i jeho recidivou, vede k eskalaci
0OS. Béhem destrukce nadorové tkané radioterapii, jakoZ i po chirurgické resekci tumoru by mélo
dochazet k poklesu hladiny VR (25). Takovato redukce OS vSak nemusi nastat, protoZe samotna

radioterapie je vyznamnym zdrojem VR.

Vzhledem k plisobeni chemoterapie i ozareni na maligni bunky volnymi radikaly, a diky alteraci
mechanizmU neutralizujicich jejich oxidativni zatéz, lze usuzovat i na vyznam OS pro citlivost nadoru
k témto |écebnym modalitam. Zda se, Ze rezistence k nim mlzZe byt podminéna schopnosti buriky

vyporadat se s OS.

Stranka | 38



V onkologii hlavy a krku zatim nebyly 7adné sérové nadorové markery s dostatecnou senzitivitou
a specificitou zavedeny do rutinni praxe. Dle nejnovéjsich poznatk( nabizeji velky potencial pravé

markery OS.

V dostupné literatufe se ndm nepodafilo najit teoreticky podklad funkce VR pfi metastazovani. Stranka | 39
Vyuziti VR malignimi burikami se nabizi hned v nékolika fazich procesu jejich diseminace (intravazace,

zachyt ve vzdalené tkani, extravazace). Nejen v této oblasti je nutny dalsi diikladny vyzkum.
3.2.2 Vaskularni endotelialni riistové faktory

Tvorba novych krevnich a lymfatickych cév a jejich invaze predstavuje zdsadni krok v nadorové
diseminaci. Hlavnim klinickym vyznamem poznani presného biologického mechanizmu tohoto
procesu je potencidlni mozZnost jeho cilené blokddy. Opomenout nelze ani mozZny
prediktivni, prognosticky a diferencidlné diagnosticky vyznam detekovanych alteraci relevantnich

genu a jimi exprimovanych onkoprotein(.

Experimentélni prace potvrzuji, ze vyvijejici se nador je do objemu nékolika mm? Ziven difuzi z okoli.
Poté jsou dalsi rast, lokalni i vzdalené hematogenni Sifeni tumoru zavislé na novotvorbé krevnich
kapilar, které vychazeji ze stavajiciho fecisté. Tim jsou zajistény zvySené pozadavky nadoru na prisun
kysliku a Zivin (Risau 1997). Neoangiogeneticky proces je spoustén (tzv. angiogenic switch) a dale
fizen celou radou faktorG. Hlavni roli mezi nimi hraji vaskularni endotelialni ristovy faktor VEGF
(pozdéji oznaceny jako VEGF-A) a VEGF-B. Ty spolu s VEGF-C, D, E, F a PIGF (homologni placentarni
rastovy faktor) patii do rodiny regulatorl, odpovédnych vedle vaskulogenezy v embryonalnich
i za neoangiogenezu v nadorovych inenadorovych tkanich (napf. rdst skeletu, hojeni ran,
menstruacni cyklus, atd.) (Yamazaki 2006). Novotvorba cév podminéna VEGF muZe byt spusténa
mnoha fyziologickymi i patologickymi vlivy a plsobky, napf. hypoglykémii, kyslicnikem dusnatym,
nékterymi rlstovymi faktory, cytokiny, hormony, onkogeny (Ras, Raf), mutovanymi antionkogeny
(napf. p53) a predevsim hypoxii (Ferrara 1997, Kieser 1994). Mechanizmus plsobeni VEGF je znacné
komplikovany, zavisly na dalich ¢initelich (Fujioka 2003, Siebenlist 1994, Xu 2002). U¢inek téchto
VEGF, které jsou vytvareny normalnimi, jakoZ i nddorovymi bunkami (Klener 2008), je iniciovan
prostfednictvim tyrosinkindzovych endotelidlnich receptor(i VEGFR-1, VEGFR-2 a VEGFR-3 (Gerwins
2000). Prvni dva spoustéji po navazani VEGF-A, B, D a E intracelularni transdukéni kaskadu, vedouci
k blokadé apoptdzy, proliferaci a migraci endotelidlnich bunék a ke zvySené cévni permeabilité.
Stejnym mechanismem navozuji lymfangiogenezu VEGF-C, VEGF-D aVEGF-E, jez aktivuji
pro endotelie lymfatickych cév specifické VEGFR-3 receptory (Klener 2008). Normalni slinna Zlaza
produkuje VEGF-A, C a D, které jsou slinou dopraveny do dutiny Ustni. Pfedpoklada se, ze jimi

vyvolana tvorba krevnich a lymfatickych cév zde, stejné jako ve Zldze samotné, slouZi k hojeni ran



a homeostaze (Saaristo 2004, Tang 2011). Stimulacni vliv VEGF faktord na rist nador( se kromé cévni
novotvorby uplatiiuje i oslabenim mechanizmil protinadorové imunity (Klener 2008). Prokazuji to
klinické studie, potvrzujici souvislost exprese téchto faktorl s denzitou intratumordznich krevnich
cév, metastazovanim a progndzou nékterych karcinomi, napf. kolorekta (Takahashi 1997), plic

(Fontanini 1998), prsu (Linderholm 1998), dutiny Ustni (Maeda 1998) a jicnu (Uchida 1998).

V soudasné dobé narUstaji experimentalni i klinické dlikazy, Ze lymfogenni metastazovani nadord
neni zplUsobeno jen invazi jejich bunék do sité stdvajicich, ale i do novotvorenych, samotnym
tumorem indukovanych intra- a peritumordznich lymfatickych kapilar (Matilla 2002, Nathanson 2003,
Pepper 2003, Skobe 2001, Stacker 2001, Stacker 2002). Za tuto nadorovou lymfangioneogenezu
je odpovédna cela fada plisobkll (Cao 2005), véetné vyse zminénych VEGF-C a VEGF-D (Nathanson
2003), jez jsou povazovany za jeji nejsilnéjsi aktivatory. V mnoha klinickych studiich byla prokazana
souvislost exprese téchto faktor(l s hustotou nadorovych lymfatickych cév, vyskytem uzlinovych
metastdz as progndézou nékterych humannich karcinomt (Hu 2007, Choi 2005, Lin 2011, Moehler
2008), vcéetné dlazdicobunééného karcinomu hlavy a krku (Audet 2005, Beasly 2002, Burian 1999,
Inoue 1997, Kitadai 2001, Kyzas, J Pathol 2005, O-charoenrat 2001, Xu 2004). V Sirokém
histopatologickém spektru salivarnich karcinomi byla prokazana souvislost exprese VEGF s klinickym

stadiem, perineuralni a intravaskularni invazi, recidivami a celkovym prezitim (Lim 2003).
3.2.2.1 Vyznam VEGF pro hematogenni metastazovani ACC.

Na rozdil od ostatnich salivarnich karcinomi je pro ACC pfiznaény hematogenni rozsev (Umeda
2002). Neni tedy prekvapivé, Ze expresi VEGF u tohoto tumoru se — ve srovndni s ostatnimi nadory
slinnych Zlaz - zabyvalo nékolik vyzkumnych tymu. V klinické studii zjistil Zhang (Zhang 2005) stfedni
VEGF imunoreaktivitu ve 30 % a vysokou v 46,2 % z celkem 80 chirurgicky lé¢enych ACC. Exprese
korelovala s denzitou krevnich cév, velikosti tumoru, klinickym stadiem, histopatologickym stupném
malignity, vaskularni invazi, vzdalenymi metastdzami a preZitim. Stejny autor v pozdéjsi
experimentalni praci (Zhang 2007) porovnal tvorbu VEGF ve dvou bunécnych liniich ACC, z nichZ prvni
byla klonem nadoru, vedouciho v 96 %, a druhd v 18 % k plicnim metastazam. Burky prvni linie
vykazovaly vyznamné vyssi VEGF expresi, odrazejici se ve vyznamné vétsi schopnosti stimulovat
proliferaci a migraci endotelii krevnich cév, péstovanych v gelové matrix, resp. ve tkanovych
kulturach. Autor tak uzavird, Zetendence bunék ACC kSsifeni krevni cestou je dana jejich
angiogenetickym potencidlem. Souvislost mezi expresi VEGF a Sifenim ACC krevni cestou potvrzuje
dile Tang (Tang 2011), ktery zjistil vsouboru 35 ACC signifikantné vyssi VEGF imunoreakci
u hematogennich metastdz neZli ukorespondujicich primarnich lézi. Li (Li 2010) zkoumal
u 63 pacientll imunohistochemickou expresi VEGF a jeji vztah knékterym parametrim tohoto

tumoru. Pozitivni, cytoplazmatickd a membranova reakce byla nalezena u 80 % pripadd, pficem?z jeji
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intenzita byla vyrazné silnéjsi nez u bunék normalni Zlazy. Signifikantné vyssi imunoreakci vykazoval
solidni histopatologicky subtyp nadoru, jeho pokrocilejsi klinicka stadia, recidivy a léze s perineuraini
invazi. Multivariacni analyza potvrdila, Ze u ACC exprese VEGF je bez ohledu na grading, zplsob

terapie, klinické stadium a perineuralni invazi nezavislym prognostickym cinitelem.
3.2.2.2 Vyznam VEGF pro lymfogenni metastazovani ACC

ACC jevi jen maly sklon k lymfatickym metastazam, jejich celkovd incidence neprekracuje 10 %,
a u okultni formy se bliZi nule (Armstrong 1992, Chen 2007, Teymoortash 2002). U lézi s high grade
transformaci (Seethala 2007) vsak uzlinové postiZzeni stoupa k 60 %. Woolger na zakladé vlastnich
zkuSenosti uvadi, ze v disledku minimalni tvorby desmoplastického stromatu ACC z(stava objem jim
postizenych lymfatickych uzlin velmi maly, a tyto z(stavaji po dlouhou dobu nedetekovany (Woolger
2011). Je tudiz otazkou, zda jeho skutec¢ny lymfogenni metastaticky potencidl neni vyssi,

neZ by se zdalo z literarnich zdroju.

Exprese lymfangiogennich faktor(, tvorba lymfatickych cév a jejich vyznam pro uzlinové
metastazovani u salivarnich tumort nebyla dosud rozsahleji studovana. Teymoortash (Teymoortash
2007) porovnaval hustotu intratumordznich miznich kapilar ve Warthinové tumoru a pleomorfnim
adenomu. Vyznamné vyssi hodnoty u prvniho z nich povaZoval za dlikaz, Ze jeho onkocytarni buriky
podnécuji lymfangiogenezu. Soares (Soares 2007) zkoumala denzitu lymfatickych cév u béznych
a kancerizovanych pleomorfnich adenom(. Dosla k zavéru, Ze z téchto nadora si vlastni lymfatické
cévy vytvari pouze Siroce invazivni forma karcinomu z pleomorfniho adenomu. Mello (Mello 2011)
nezaznamenal signifikantni rozdily v expresi VEGF-C a hustoté lymfatickych cév mezi salivarnimi
karcinomy s velkym a malym rizikem vzniku uzlinovych metastaz. Proto se domniva, Ze tyto tumory
pouzivaji kSsifeni v lymfatickych cestach jiné neZli VEGF-C asociované molekuldrni mechanizmy.
Naopak Lim (Lim 2003) v Sirokém histopatologickém spektru karcinomd slinnych Zlaz prokazal
pozitivni korelaci exprese VEGF s vyskytem lymfogennich metastaz. V jeho souboru byly zastoupeny
i tfi ACC, které metastazovaly do krénich uzlin: ve vSech téchto pfipadech byla v primarnich tumorech
zjisSténa velmi intenzivni VEGF imunoreakce. Dosud jedinou praci, zabyvajici se molekuldrnimi aspekty
lymfogenniho metastazovani ACC v samostatném souboru, publikoval Fujita (Fujita 2011). Dvacet
devét vysetfenych nador( exprimovalo slabé VEGFR-3, avsak vibec ne VEGF-D a témér ne VEGF-C.
V zadném pripadé nebyly nalezeny intratumordzni lymfatické cévy a pocet jen velmi chabé
vytvorenych cév na periferii nador( nebyl vyssi nez v parenchymu okolni Zlazy. Z celého souboru
metastazoval do regiondlnich uzlin jen jeden tumor, pfiCemzZ hustota jeho lymfatickych cév byla
stejna jako u ostatnich, uzlinovych metastaz prostych tumor(. Autor proto VEGF-C/D asociovanou

tvorbu miznich cév u ACC zpochybniuje.
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Dosavadni prace potvrzuji, Ze hematogenni Sifeni adenoidné cystického karcinomu slinnych Zlaz
je podobné, jako u nadorl jinych organ(, spojeno s novotvorbou krevnich cév, stimulovanou expresi
VEGF. Produkci VEGF-C a VEGF-D, jejich vyznamu pro vznik lymfatickych cév a uzlinovych metastaz
u ACC nebyla zatim vénovana nalezitd pozornost. Vysledky nékolika malo publikovanych praci

si protifedi. K objasnéni této problematiky bude nutny dalsi vyzkum. Stranka | 42



4 Parametry oxid. stresu u dlazdicobunécnych nadori hlavy a krku

OS je definovan jako vyrazna nerovnovaha mezi oxidativnim a antioxidativnim potencidlem bunky,
zpusobend nadprodukci a/nebo nedostate¢nou neutralizaci VR, poskozujicich bunécéné struktury
(Arikan 2005, Jaloszynki 2003). Teoreticky Uvod kroli OS a etiopatogeneze malignich nador(
je popsan v ¢lanku v roce 2007 (Salzman, Oxidativni stres 2007).

Role OS v tumorigeneze je dnes dobre doloZzenda (Sanchez-Perez 2017, Valko 2006, Subapriya 2003,
Seven 1999). Bylo popsano nékolik drovni tohoto vlivu. Prvofada je schopnost VR oxidativné
poskozovat DNA. Mutace v kritickych mistech genomu — protoonkogeny, supresorové a reparacni
geny — maji zjevny vliv na karcinogenezu. Oxidativni zatéz se jesté posili u jiz vytvofené malignity,
protoZe vétsina nadorovych bunék postrada fyziologickou schopnost vyporadat se s OS kvuli zménam
v aktivité antioxidativni obrany burnky (Bohn 2006). Nejen v oblasti hlavy a krku vznikaji nadory
pfi dlouhodobé oxidativni zatézi v prostfedi chronického zanétu, napfiklad kolorektdlni karcinom
pfi ulcerozni kolitidé a hepatocelularni karcinom pfi virové hepatitidé (Jaloszynki 2003).

U spinocelularniho karcinomu (SCC) hlavy a krku se predpokladd uzky vztah s OS, protoZe koureni
a alkohol jako zdroje masivni oxidativni zatéZe jsou vSeobecné pfijimany jako etiologické faktory této
malignity (Bohn 2006). ZvySeny OS, intenzivnéjsi lipidova peroxidace a nizsi aktivity antioxidativnich
enzymU u SCC hlavy a krku (Kaynar 2005, Korotkina 2002, Sabitha 1999, Seven 1999, Taysi 2003)
mohou byt zplGsobeny dlouhodobou expozici vysokym hladinam VR, jejichZ zdrojem byva i samotny
tumor. Po chirurgické resekci nadoru popsali pokles marker( lipidové peroxidace Bhuvarahamurthy
a Szuster-Cieselska (2004). Hrizostov (2003) zjistil normalizaci hodnot malondialdehydu (MDA)
dokonce za 10-20 dni po operacnim odstranéni tumoru. Tato latka je koncovym produktem lipidové
peroxidace, uZivanym jako marker oxidativni zatéZze. Naopak Samir prokdzal elevaci MDA 3 tydny
po laryngektomii (1999). Szuster-Cieselska (2004) uvadi, Ze zvySena hladina VR koreluje se staddiem

uSCC hrtanu. Podobné Yigitbasi (2002) pozoroval souvislost mezi aktivitou AOE a stupném
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diferenciace. V tomto kontextu neni prekvapuijici, Ze Sabitha (1999) a Jaloszynski (2003) nasli zvyseny
MDA i u recidivujiciho SCC.

Pilotni studie zamérena na roli plazmatické SOD u SCC hlavy a krku byla publikovana v daksim ¢lanku
(Salzman, Role superoxiddismutazy 2007). Prace potvrdila, e pacienti stimto tumorem vykazuji Stranka | 44
zvy$enou hladinu MDA u recidivujicich nador. Hodnota MDA pod hranici 0,25nmol/g signalizovala
vyznamné delSi bezpfiznakové obdobi. Vysokd hladina MDA zvySovala riziko rekurence 6-nasobné
(43% versus 8%). Podobné SOD by mohl slouzit jako diagnosticky marker lokoregionalniho Siteni,
protoze vyssi hladiny tohoto enzymu maji pacienti s pozitivnim uzlinovym ndlezem. Nadhrani¢ni
hodnota SOD (>1,3kU/g) byla spojena s dvojndasobnym rizikem postiZzeni krénich uzlin. V préci jsme
nepotvrdili rozdilnou distribuci jednotlivych variant genetického polymorfizmu Ala-9Val v pozici -
9 pro SOD u pacientll s rznymi stadii SCC, odpovédi na lécbu, ani progndzou. Na zakladé téchto
predbéznych vysledkll jsme pokracovali ve studii. Na vétsim souboru jsme potvrdili nejen zvysenou
aktivitu SOD u pokrocilych SCC (T3/4) a u SCC s lokoregionalnim Sifenim (N+), ale i prediktivni
hodnotu MDA vypovidajici o zvySené oxidativni zatézi u pacientd, u nichZ doslo vyznamné dfive
k recidivé. Na rozdil od pilotni studie, az po zvétSeni sledované kohorty a prodlouzeni doby sledovani,
jsme prokazali predpokladané rozdily v hladinach SOD mezi nositeli jednotlivych variant sledovaného
polymorfizmu. Pacienti sgenotypem Ala/Ala méli horsi progndzu (kratsi bezptiznakovy interval)
(Salzman 2006).

Vroce 2009 jsme se zaméfili na MDA u pacientll s orofaryngedlnim karcinomem (Salzman 2009).
| na této homogennéjsi skupiné jsme potvrdili vyssi oxidativni zatéZ u pacientl s pokrocilymi SCC
a elevaci OS srostouci dediferenciaci nador(. V souladu s vyse uvedenym jsme zjistili, Ze hladina
MDA byla pred primdrni resekci tumoru vyznamné vyssi u pacientl, u nichz doslo ve sledovaném
obdobi k recidivé. Tento negativni vliv OS na progndézu jsme potvrdili Kaplan-Meierovou analyzou
preziti jak u bezpriznakového intervalu (19,3 vs. 31,5 mésice), tak u celkového preZiti (22,5 vs 31,6
mésice). Pacienti s MDA<median (median=0,25nmol/g) méli pozdéji 3x vyssi riziko recidivy (48 %
versus 16 %) a 2x vyssi riziko umrti (59 % versus 30 %) ve sledovaném obdobi. Bimodalni distribuce

MDA v nasem souboru, umoziujici rozdéleni pacientl na podskupiny s hodnotami nizsimi a vyssimi



jeho medianu, vybizi k hypotéze, Ze existuje faktor, predeterminujici schopnost onkologickych
pacientl vyporadat se se zvySenou hladinou OS. Takovyto Cinitel se ndm nepodarilo mezi vybranymi
genetickymi polymorfizmy identifikovat.

Dalsi klicovy enzym — GPx, jsme popsali v roce 2010 (Salzman 2010). Jeho niZsi aktivita byla zjiSténa
u pacient s pokrocilymi karcinomy. Plazmatickd hladina GPx korelovala se stupném diferenciace
nadorl pozitivné, zatimco MDA negativné. Tato studie tudiZ potvrzuje, Ze predoperacné nizka
hladina a aktivita antioxidativni obrany organizmu je asociovana s pokrocilymi a méné

diferencovanymi karcinomy, cemuz odpovida vyssi mira OS (reprezentovana hladinou MDA).

4.1 Souhrn vysledkii

Vsechny prace naseho tymu zamérené na OS potvrzuji jeho vyznamnou roli v onkologii hlavy a krku.
Pacienti s pokrocilymi a méné diferencovanymi nadory jsou vystaveni vyssimu OS, spojenému s horsi
prognoézou. Nejslibnéjsi z parameterl OS se zda byt malondialdehyd, jehoZ stanoveni je levné
arychlé. Vuvedené onkologické skupiné by se mohl stat dalSim prognosticko-diagnostickym

markerem.
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5 Vaskularni endotelialni riistové faktory u salivarnich nadoru

Neoangiogeneze je proces novotvorby krevnich a lymfatickych cév (Chang 2002). Vzhledem
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k vysokym nutri¢nim narokdm nadorovych bunék je neovaskularizace limitujicim faktorem pro jejich
dalsi rlst a Sifeni (Lothaire 2006).
VEGF je rodinou velmi potentnich cytokind, regulujicich nejen proliferaci, migraci a diferenciaci,
ale i permeabilitu endotelovych bunék (Lothaire 2006).
Doposud publikované prace se zamérovaly na roli VEGF u spinocelularnich karcinomd hlavy a krku,
u kterych byla ve srovnani se zdravou populaci prokazana vyssi exprese VEGF (Teknos 2002). Dale byl
zjistén jeji primy vztah k rozsahu lokoregionalnich metastaz (Shang 2002) a k horsi progndze (Salven
1997, Smith 2000, Mineta 2000). Problematice VEGF u salivarnich nadord se vénuje jenom par tym
na celém svété, a jejich role neni doposud objasnéna.
Vjiné studii jsme nezjistili pozitivitu VEGF-C ani u primarnich, ani u recidivujicich pleomorfnich
adenom (Salzman 2014). Naopak neoplastické, epitelidlni i myoepitelidlni bunky se barvily pozitivné
na VEGF-D. Navic jsme jako prvni popsali absenci nebo vyznamné nizsi pocet lymfatickych cév
v centru nadoru nez v jeho okoli nebo ve zdravém parenchymu slinnych Zldz. Uvedenda hustota
lymfatik byla stejnd u primarnich a recidivujicich PA (tab. 9), coZ v souladu s prfedchozimi pracemi
(Soares 2009, Teymoortash 2007, Fujita 2011, Mello 2011) nepotvrzuje Stennertovu hypotézu,
Ze viceCetné recidivy u pleomorfnich adenom( jsou zplsobeny migraci nadorovych bunék
pres existujici a novotvorené lymfatické cévy (Stennert 2001).
V dalSich pracich jsme se zaméfili na roli VEGF-C/D u adenoidné cystického karcinomu slinnych Zlaz.

Prehled nepfilis rozsahlych, doposud znamych faktl na toto téma jsme publikovali v prehledovém

¢lanku v roce 2014 (Hoza 2014).



Tabulka 9 Hustota lymfatickych cév v primarnim (bez recidivy po dobu

a recidivujicim pleomorfnim adenomu a jeho okoli

primarni sekundarni
intratumoralné 0,4+0,58 0,5+0,71
peritumoralné 2,4+2,30 1,4+1,58
zdravy parenchym 2,5+1,73 2,4+1,58

sledovani)

V navazujici origindlni studii jsme zjistili, Ze imunoexprese VEGF-C a VEGF-D i pocet lymfatik

v samotném nadoru i kolem néj je vyrazné vyssi nez v okolnim zdravém parenchymu (Starek 2015).

Intratumoralni lymfatické cévy byly dokonce zjistény ve vSech vzorcich. Navic jsme nasli souvislost

mezi vys$si hustotou intratumordznich lymfatik (vice nez 11 cév) a Spatnou progndzou, coZ nabizi

hypotézu, ze se nddorové bunky siti cestou lymfatickych cév. Pfekvapivé jsme ale nepotvrdili asociaci

mezi poctem lymfatickych cév a vyskytem krénich metastaz.

Pleomorfni adenomy jsou benigni nemetastazujici |éze. ACC je naopak vSeobecné povaZovan

za tumor s velmi malym potencidlem k uzlinovym metastdzam. Tento ndzor vSak byl zpochybnén

Woolgerem (Woolger 2011).
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Obr. 4. Srovnani hustoty lymfatickych cév (LVD) v tumoru (iLVD), kolem néj (pLVD) a ve zdravém
salivdrnim parenchymu (nLVD) mezi pleomorfnim adenomem (PA) a salivarnim adenoidné

cystickym karcinomem (SACC)

Pfi srovnani obou uvedenych tumor( (Starek 2016) jsme zjistili, Ze intratumoralni i peritumoralni
hustota lymfatickych cév je vyznamné vyssi u ACC nez u PA a ve zdravém parenchymu Zlazy (obr. 4),
coz odpovida Woolgerovym zavérdm. Z uvedenych vysledk( Ize vyvodit, Ze na rozdil od pleomorfniho
adenomu nepostraddda ACC, podobné jako dalsi salivarni karcinomy, schopnost stimulovat
lymfangiogenezu. Takzvany metastazujici ,benigni“ PA, ktery se mize Sifit krevni i lymfatickou
cestou, zUstava po biologické strance nedostatecné poznany. V soucasnosti je fazen mezi karcinomy,
a tedy senejspiSe jednda o zcela jinou biologickou jednotku. Pro jeho raritni vyskyt jeho

lymfangiogeneze nebyla doposud studovana.

Rozdily v metastatickém potencidlu benignich a malignich salivarnich nadorl by se mély odrazet
i v hustoté jejich lymfatickych cév. Tomu odpovidaji i vysledky nasi dalsi studie (Hoza 2018), ktera
prokazala praktickou absenci intratumordznich lymfatickych cév u onkocytomi. U Warthinovych
tumord, sloZzenych taktéZz z onkocytarnich bunék duktéainiho charakteru, jsme naopak nasli vysokou
denzitu lymfatik, lokalizovanych vylu¢né v jeho stromatu. Rozdil v hustoté lymfatickych cév mezi
obéma histopatologickymi jednotkami je dan nami prokdzanou produkci VEGF-C/D

imunokompetentnimi bufikami Warthinova tumoru.
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5.1 Souhrn vysledki

Lymfaticka sit uvnitf pleomorfniho adenomu je chuda. Naopak hustota lymfatik v okoli nadoru
a ve zdravé salivarni tkdni se nelisi. Ztoho lze dovodit, Ze si plemorfni adenom nevytvari nové
Stranka | 49
lymfatické cévy ve svém okoli. Nase prace dale poukazuje na schopnost neoplastickych bunék
salivarniho adenoidné cystického karcinomu exprimovat lymfangiogenni cytokiny aindukovat
tak peri- iintratumordzni lymfangiogenezu. Oproti ocekdvani jsme neprokazali pfimou souvislost
exprese VEGF-C/D, ani hustoty lymfatické sité s rozsahem metastatického postizeni uzlin. Horsi

progndza u pacientl s hustsi siti lymfatik vSak podporuje hypotézu, Ze tyto cévy se podileji

na nadorové diseminaci.



6 Zaveér

Onkologické markery se staly standardem v diagnostice nékterych karcinomu, napftiklad prostaty,
prsu a jinych. Tumory hlavy a krku prozatim z(stavaji v tomto sméru Popelkou. V nejblizsich letech
Ize predpokladat, Ze vysledky badani v této problematice prinesou dalsi poznatky, které umozni jejich
klinickou aplikaci i v této skupiné nadord.

V daném kontextu se jako velmi slibné zdaji parametry oxidativniho stresu. Tuto perspektivu
podporuji dikazy, Ze oxidativni stres sehrava vyznamnou roli jak ve vSech fazich vzniku a Sifeni
nadorl, takiv protinddorové obrané bunky. Pacienti s pokrocilymi a méné diferencovanymi
dlazdicobunéénymi karcinomy, jejichz progndza je velmi zdvazna, jsou vystaveni vyssi oxidativni
zatézi. Parametry oxidativniho stresu se nabizeji nejen jako indikatory pfitomnosti primarnich
i recidivujicich karcinom( hlavy a krku, ale i jako diagnostické markery agresivnéjsich nadord. Mohly
by rovnéz slouzit ke stanoveni progndzy. Nejslibnéjsi z parametr(i oxidativniho stresu se zda byt
malondialdehyd, jehoZ laboratorni stanoveni je dobfe dostupné, rychlé a levné.

Nase soucasné chapani lymfangiogenezy u nadoru slinnych Zlaz je dosud omezené. Zatim sbirame
stfipky do mozaiky, kterd ndm snad casem nabidne komplexnéjsi a detailnéjsi pohled na tvorbu
avyznam jimi indukovanych lymfatickych cév. Na zdkladé soucdasnych poznatkll mUzeme uzavrit,
Ze pleomorfni adenom, vykazujici pro benigni tumor nezvyklou schopnost zaklddat mnohocetné
recidivy nékdy i daleko v chirurgem nedotéenych tkanich, nepouziva k Sifeni svych nadorovych bunék
novotvorené lymfatické kapilary.

Naopak adenoidné cysticky karcinom, jemuzZ je ve srovnani s jinymi vysoce agresivnimi salivarnimi
tumory pfipisovan minimalni vyskyt uzlinovych metastaz, tvofi plisobky neolymfangiogenezy, ¢imz
indukuje vznik intra- i perinadorovych lymfatik. Lymfangiogenni potencidl této histopatologické
jednotky zasluhuje dal$i pozornosti, nebot jeho ovéreni by znamenalo zménu v dosud negativnich
nazorech na indikace ke krénim disekcim. Adenoidné cysticky karcinom je fazen do skupiny tumor(

s vysokym biologickym rizikem. Soucasné lé¢ebné standardy proto vedle chirurgického odstranéni

Vv
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tohoto nadoru, je prabéh tubuladrni/kribriformni varianty typicky zdlouhavy, avsak individualné
nepredvidatelny. Nelze tudiz vyloucit, Ze zejména stars$i nemocni se letdlniho zakonceni této své
choroby nemuseji viibec dozit, aradioterapie pro né tedy znamena zbytecnou, kvalitu Zivota

7

vyznamné snizujici, zat&7. V tomto kontextu se jako potencidlné vyznamné jevi zjiéténi, se nadory Stranka | 51

o nizsi lymfatické intratumordzni denzité maiji lepsi progndzu, a jejich nositelé by se tak mohli 1éCbé

zarenim vyhnout.
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