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Souhrn

Spinoceluldrni karcinom hlavy a krku (HNSCC, head and neck squamous cell carcinoma) je
nejcastéjSim zhoubnym nadorem ORL oblasti. Prognostické a prediktivni informace, ziskané
na podkladé molekuldrn¢ genetického rozboru procesu kancerogeneze u HNSCC, jsou
nezbytné pro zhodnoceni a individualizaci 1éCby 1 vybér optimalni 1écebné modality. A
v piipad¢ chirurgického vykonu i optimalni resekce tumoru s cilem dosédhnout co nejlepsi

kvality zivota a nejdelsiho pfeziti.

Studium ¢asné kancerogeneze (nebo téz karcinogeneze) je zaloZeno na poznani, ze histologicky
normalni tkan v okoli nadoru vykazuje na molekuldrni Grovni preneoplastické zmény.
Molekularn¢ genetické zmény v histologicky normalni tkani ptilehlé k nadoru tak mohou hrat

zasadni roli pfi ozfejmeéni procesu kancerogeneze.

Disertani prace shrnuje soucasné poznatky o cCasné kancerogenezi u spinocelularniho
karcinomu hlavy a krku a uvadi molekularné biologické trendy, které mohou piispét
k detailn¢jSimu poznani ¢asné faze kancerogeneze u tohoto typu karcinomu a tim i zlepsit

detekci, vyhledové pak i 1é€bu tohoto zhoubného onemocnéni.

Nosnym tématem prace je detekce mikrosatelitnich 1ézi pomoci fragmentacni analyzy ve tkani
nadorové, ve tkanich nenddorovych v blizkosti nadoru a ve tkani dostatecné vzdalené od
nadoru. Vysledky prace ptispivaji k potvrzeni teorie plosné kancerizace 1 na molekularni Grovni
a v ramci védeckého tymu zaméteného na studium HNSCC na Klinice otorinolaryngologie a
chirurgie hlavy a krku 1.LF UK jsou podkladem pro fadu dalSich naslednych projekti, které

jsou zminény v diskuzi.



Klicova slova: spinocelularni karcinom hlavy a krku, molekularni biologie, Casna

kancerogeneze, fragmentacni analyza, mikrosatelit, 3q26, plosna kancerizace



Summary
Squamous cell carcinoma is the most frequent malignant tumour of head and neck.

Prognostic and predictive information as an individual imprint of molecular-genetic analysis of
HNSCC will help to determine the best indivicual treatment. And in case of surgical appraoch

the optimal resection with adequate quality of life and long-term survival.

Study of early cancerogenesis in our project is based on knowledge, that histological normal
mucosa next to tumor shows preneoplastic molecular alterations. Molecular genetic changes in
a histological normal mucosa harbouring a tumor may play a principal role in revealing of early

cancerogenesis process.

Molecular-genetic analysis of cancerogenesis in HNSCC reveals prognostic and predictive
factors, which are necessary for evaluation and decission for the best individual treatment. This

is the concept of tailored medicine

The text summarizes current knowledge of early cancerogenesis in HNSCC and presents
molecular-biological trends, which are necessary to discover details of early cancerogenesis

and thus to get a tool for better detection as well as treatment of malignant disease.

The study is based on fragment analysis of microsatelites lesions in tumor tissue in comparison
to adjacent mucosa and the healthy mucosa. Results show significant molecular-biological
differences in all three types of tissue and confirms the theory of field cancerization at molecular
level, thus contributing to a molecular biology reasearch of HNSCC at the ENT dept. of the
1*' Faculty of Medicine of the Charles University.



Key words: head and neck squamous cell carcinoma, molecular biology, -early

cancerogenesis, fragment analysis, microsatelitte, 3926, field cancerization
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Seznam zkratek

BMP - kostni morfogeneticky protein, patii mezi transformujici ristové proteiny, podili se na
apoptoze bun€k neuralni listy; z angl. bone morphogenetic protein

cDNA - komplementarni deoxyribonukleova kyselina, vznikla zpétnym piepisem (reverzni
transkripci) z RNA do DNA; z angl. complementary deoxyribonucleic acid

CGH - komparativni genomicka hybridizace, z angl. comparative genomic hybridization

CIS - karcinom v poc¢atecnim stadiu, z angl carcinoma in-situ

CNA - cirkulujici nukleova kyselina, z angl. circulating nucleotic acid

D1, D2 aD3 - mirnd, stiedni a tézka dysplazie

DFS - pfeZiti bez nemoci, z angl. disease-free survival

DNA - deoxyribonukleova kyselina, z angl. deoxyribonucleic acid

EGFR - receptor pro epidermalni rastovy faktor, z angl. epidermal growth factor receptor

FA - fragmenta¢ni analyza, z angl. fragment analysis

FISH - fluorescenéni in-situ hybridizace, z angl. fluorescence in-situ hybridization

GOH - amplifikace genetického materidlu, z angl. gain of heterozygosity

HD - vysoké rozliSeni, z angl. high definition (vétSinou v souvislosti s endoskopii)

HNSCC - spinocelularni karcinom hlavy a krku, z angl. head and neck squamous cell

carcinoma

HPV - lidsky papilomavirus, z angl. human papillomavirus

IGF - insulinu podobny ristovy faktor, z angl. insulin like growth factor

LOH - ztrata heterozygosity, z angl. loss of heterozygosity

M1  -sliznice 1 cm od okraje nadoru (v popisu vzorkl; M = okraj, z angl. margin)

M2 - sliznice 2 cm od okraje nadoru (v popisu vzorkid; M = okraj, z angl. margin)

MDR - mnohocetna rezistence k 1ékiim, z angl. multiple drug resistance

mRNA - mediatorova ribonukleova kyselina, z angl messenger ribonucleic acid

N - normalni sliznice bez znamek dysplazie (v popisu vzorki)

NBI - zobrazeni v izkopasmovém spektru svétla, z angl. narrow band imaging

OS - celkové preziti, z angl. overall survival

PCR - polymerazova fetézova reakce; z angl. polymerase chain reaction

PD - receptor podilejici se na programované bunééné smrti, apoptdze, z angl. programed
cell death

PI3K - fosfatidylinositol-3-kin4za

PIK3CA - katalytické podjednotka fosfatidylinositol-3-kinazy

RNA - ribonukleova kyselina, z angl. ribonucleic acid
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RT-PCR nebo qPCR - polymerazova fetézova reakce v redlném Case nebo kvantitativni PCR;
z angl real-time (quantitative) PCR

SSR - kratké opakujici se tiseky DNA, tzv. mikrosatelitll, z angl. simple sequence repeats;
casto pouzivané s detekci jejich polymorfismu

STR - kratké opakujici se iseky DNA, tzv. mikrosatelitl, z angl. short tandem repeats; ¢asto
pouzivané s detekct jejich polymorfismu

T - priméarni nador (v popisu vzorkl)

Treg -regulacni T lymfocyty

TSG - tumor supresorovy gen, z angl. tumor suppressor gene

VEGEF - vaskularni endotelialni riistovy faktor, z angl. vascular endothelial growth factor
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1. Uvod

Spinocelularni neboli dlazdicobunéény karcinom hlavy a krku (HNSCC, head and neck
squamous cell carcinoma) je celosvétove patym nejéastéjsim karcinomem a v muzské populaci
tvori asi 10 %. karcinomt (Forastiere et al., 2001; Greenlee et al., 2001; Vigneswaran et al.,
2014). Je zdaleka nejéast&jsim zhoubnym nadorem ORL oblasti a v CR postihuje roéné pies

tisic pacientd (Statistick4 ro¢enka CR 2002 a 2016).

Pro jeho biologické chovani je typické agresivni lokalni invazivita, lokoregionalni rekurence a
nadorové duplicity (Chiesa et al., 1998). Rizikové faktory zlistavaji obecné zndmé, nékteré dalsi
se vSak v ORL oblasti objevuji az v poslednich dvou dekadach (Hashibe et al. 2009, Tachezy
et al. 2009). I pres pokroky v chirurgické i onkologické terapii v poslednich né¢kolika dekadach
se celkové preziti pacient zvysilo jen malo. Hlavnim divodem, pro¢ ziistava pétileté preziti
pod 50 % 1 ptes zavadéni novych operacnich postupt (endoskopické vykony, funkéni blokova
disekce aj.), pristroju (laser, harmonicky skalpel) [obr. 1] ¢i onkologickych schémat u lokéalné
pokrocilého nadoru (Pignon et al., 2009), je zpuisobeno zejména tim, Ze az dvé tfetiny piipadt
jsou diagnostikovany v pozdnich stadiich (III a IV) [obr. 2] a Ze dochdzi Casto k vyskytu

druhého primarniho tumoru ¢i recidivy (Esser et al., 2000). A to i pfes zavadéni novych

endoskopickych diagnostickych vysetfeni jako jsou HD-endoskopie a NBI-endoskopie [obr. 3
a, b] (Zabrodsky et al. 2014, Lukes 2012, 2014).

Obr. 1. Endoskopicky asistovana laserova resekce nadoru ORL oblasti. Na obrazku vievo je

dobre diferencovatelna makroskopicka hranice nadoru (Cerna Sipka).
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Na rozdil od bfisnich nebo hrudnich vykoni, jejichz mutilujici kosmetické nésledky 1ze ukryt
pod oblec¢enim, toto neni v oblasti hlavy a krku mozné. Pii vykonech mtize téz dojit k posSkozeni
dilezitych cév a hlavovych nervli ¢i jinych nervovych pleteni. Vysledkem byva pak
neurologicky deficit ¢i omezeni pohybové funkce. V ramci zachovani radikality operace miize

dojit 1 k posSkozeni smyslovych organii (zrak, sluch, ¢ich, chut) a jejich drah.

Nepftiznivym faktorem ovliviiujicim kvalitu zivota po operacich HNSCC je tedy fakt, Ze jsou
provadény v ,opticky pfistupné* oblasti lidského téla a mohou tedy casto asocializovat
postizeného jedince. Hlavnim problémem ORL vykonil byva mira zachovani radikality v ramci
kompletniho odstranéni nddorové tkané s okolnim lemem zdravé tkané (Brieger et al., 2003).
Na rozdil od bfisniho chirurga, ktery nemusi vahat s resekci n€kolika centimetri zdravého
stieva v okoli nadoru, pro ORL l€kate a jeho pacienta mize byt kazdy centimetr lemu zdravé
tkané v okoli nddoru limitujici z hlediska pooperaéni kvality Zivota, kvality dychéani, zvykani,
polykani, ale i1 funk¢nich a estetickych nasledkil v oblasti hlavy a krku. Proto je dilezitd snaha
nalézt optimalni nastroj, tedy prediktory pro posouzeni miry radikality resekce i tispéSnosti

zvolené terapie, a to i na molekularni rovni (Smilek. 2010).

Do budoucna je tedy zadouci spoléhat nejenom na klasické histopatologické vySetteni, ale
zamétit pozornost na molekularné biologické moznosti posouzeni, zda je tkéai ,,molekularné
zdrava ¢i podeziela®, nebot’ je prokazano, Ze histologicky zdrava tkan v okoli nadoru miva
mnozstvi molekularnich zmén, které mohou byt nddorove prekurzorové (Braakhuis et al, 2004,
2005). To plati i pro HNSCC, kde mtize dochéazet k ne zcela ojedinélému vyskytu druhého
primarniho tumoru nebo casnych ¢i pozdnich recidiv. Snahou tedy je zaméfit pozornost na
casnou diagnostiku primarnich tumort 1 recidiv tak, aby se pfedeSlo zbytecné mutilujicim

zakroktim u pokrocile rozvinuté choroby (Brieger et al, 2006).
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Od histopatologie k imunitnim déjim a molekularni biologii

Soucasna troven védeckych poznatkli v oblasti molekularni biologie vede k poznani, Ze nase
az doposud pouzivané diagnosticko-terapeutické postupy u nddorovych onemocnéni doznévaji
pomérné vyznamnych zmén ¢i modifikaci. Nadorova biologie dosdhla v poslednich 20 - 30
letech vyznamnych Gspéch, a to zejména pti detekci zmén na subcelularni, molekulérni Grovni
(Califano et al, 1996) a bylo dosazeno znacného pokroku v poznédni zakonitosti vzajemného

ovlivnéni imunitniho systému jedince a nadorového procesu (Boucek et al, 2009, 2010).

Vznik zhoubného nadoru je komplexni proces akumulace molekuldrné genetickych zmén od
normalni po nadorovou bunku, tzv. vicestupniovy proces kancerogeneze. Pocet genetickych
zmen stoupd se stupném malignity zhoubného procesu, zdaleka ne vzdy ale histologicky obraz

odpovida stupni molekularné genetickych zmén ve vysSetrované tkani (Brieger J et al, 2006).

Pozn.: pojmy kancerogeneze a karcinogeneze jsou synonyma a jsou pouzivana v textu zastupne,

ve shodném vyznamu.

Obr. 2. Lokalné pokrocily spinocelularni karcinom orofaryngu a dutiny ustni vychazejici

z patrové tonzily vpravo.
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V ramci studia etiopatogenetickych Cinitell hraje krom¢ imunitnich dé&ji velkou roli 1 infekce
Lidskym papilomavirem (human papilloma virus, HPV). Nedavné studie prokazaly, ze 20 -
25 % dlazdicobunécnych karcinomil hlavy a krku je kauzalné spojeno s chronickou infekei
vysoce rizikovym kmenem HPV (high risk HPV, zkr. HR HPV). Nejvyssi je prevalence u
tonzilarnich karcinomt (50-60 %) (Munoz et al, 2006, Parkin and Bray 2006).

Pacienti s HPV pozitivnimi tumory vykazuji vyssi celkové pteziti (overall survival, zkr. OS) i
delsi preziti bez nemoci (disease-free survival, zkr. DFS). Maji téz niz$i riziko recidivy
onemocnéni (Hafkamp et al, 2008). Zprvu se zdalo, ze HPV pozitivni naddory jsou pouze
radiosenzitivnéjsi (Mellin et al. 2000). Jiné prace vSak dokumentovaly lepsi vysledky preziti 1
u pacientd lécenych pouze chirurgicky (Licitra et al. 2006), coz naznacuje, ze dochazi k daleko
komplexnéjsim déjim nez pouze ke zvySeni radiosenzitivity. Zda se vSak, ze toto plati pouze u
pacientl s nadory orofaryngu. V jinych anatomickych lokalitach zadny rozdil v prognéze HPV
pozitivnich versus HPV negativnich pacientli pozorovan nebyl. To miize souviset zejména
s tim, Ze prevalence HPV v jinych anatomickych lokalitich neZ v orofaryngu je znaéné

zanedbatelna (Zheng and Baker 2006, Rotnaglova et al. 2010).

Jedna se zejména o imunitni mechanismy, jejichz alterace se hlavni mérou podileji na rozvoji
zhoubného tumoru, a to i u naddoru vyvolaného virem. Imunogenicita viru je vyznamnym
Cinitelem v procesu kancerogeneze a samoziejmé i v protinadorove reakci organismu (Boucek

et al, 2009).

Imunitni regulaéni mechanismy, zahrnujici i protinddorovou imunitni odpovéd, patii k
zakladnim mechanismiim zachovani homeostazy organismu. Imunitni systém je regulovan na
nékolika urovnich, zejména bunéfné a humordlni, které zajiStuji udrZeni rovnovahy pfii
odpovédi proti antigeniim cizim i vlastnim. Vhodna regulace imunitni odpovédi je nezbytna pro
spravné nastaveni lécebné strategie u celé fady riznych chorob. Mezi velmi dilezité patii
koncept periferni tolerance, ktery vychazi z transplantacnich a autoimunitnich zvifecich
modelt, kdy bylo mozné ptfenosem T lymfocyti z ,.,tolerantni” mysi zajistit ,,neodpovidavost*
u ,,naivniho* pfijemce. Subpopulace T lymfocytl, kterd potlacuje aktivaci a proliferaci
efektorovych T bunék, je zndma jako regulacni T lymfocyty (Treg) (Sakaguchi. 2005, Vignali
et al. 2008). Vime, Ze Treg jsou soucasti normalné fungujiciho imunitniho systému a hraji
kritickou roli pfi navozeni tolerance vici antigenlim exprimovanym na vlastnich buiikéch
organismu, a to 1 buitkach nadorovych. Absence dostatecného poc¢tu Treg vede jednak k té¢zkym
autoimunitnim onemocnénim, na strané¢ druhé neadekvatni mnozZstvi ¢i plisobeni Treg

negativné ovliviiuje imunitni odpovéd’ vii¢i nadorovym buiikdm a pfispiva tak i k rozvoji
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Obr. 3 a, b. NBI (narrow band imaging) endoskopie

a. Detailni pohled na sliznici hitanu, kde Sipka ukazuje okrsky nepravidelné vaskularizace.

b. Pohled do hrtanu s rekurenci nadoru v oblasti levé hlasivky.
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nadorového onemocnéni. Jako negativni prognosticky parametr u nékterych typta malignit bylo
popsano jak zvysSené zastoupeni Treg v periferni cirkulaci pacientd, tak i jejich akumulace v
nadorovém mikroprostiedi (Woo et al. 2001, Schaefer et al. 2005). Tento vztah byl prokazan i
u dlazdicobunéénych karcinomt v oblasti hlavy a krku (HNSCC) (Boucek et al. 2010,
Lukesova et al. 2014).

Je prokdzano, ze ndmi az doposud pouzivana histopatologicka diagnostika chorobnych procesii
platny zlaty standard histopatologického vySetfeni (Braakhuis et al. 2005). Molekularni
biologie bunky se stava dulezitou metodou analyzy normalni i patologické tkané a je velice
pravdépodobné, zZe v blizké budoucnosti doplni ¢i nahradi klasickou patologii, na niz spoléhaly

operac¢ni obory poslednich vice jak sto let.

Pre-symptomaticky screening, diagnostika i staging chorobného procesu na molekularni urovni
se pomalu, ale jisté stavaji soucasti diagnostického postupu. Tento molekularné geneticky otisk
chorobného procesu se s dalsim rozvojem molekularni biologie stane i zédkladem uspéchu
metod terapeutickych u doposud obtizn¢ terapeuticky ovlivnitelnych chorobnych stavi,
napiiklad u onkologickych onemocnéni. S tim souvisi 1 stale vice sklonovany pojem ,.tailored
medicine* (Smart et al. 2004), coz v onkologii znamend individudlné¢ modifikovanou, cilenou

" X

(z anglického ptekladu doslova "uSitou na miru") lécebnou strategii na zakladé genetického
otisku urcitého typu nadoru u jednotlivého pacienta. Tyto moderni pfistupy se samoziejmeé
tykaji 1 nejcastéjSiho predstavitele maligniho naddoru v ORL oblasti — spinocelularniho

karcinomu hlavy a krku (Goerner et al. 2010, Smilek et al. 2010).

Hlavni 1é¢ebnou modalitou ziistava radikalni chirurgicka resekce a/i/nebo rtizna chemo-
radioterapeutickd schémata, ktera jsou v posledni dobé ¢im dél vice doplhovany biologickou

1écbou (Alterio et al. 2017, Matta et al. 2009).

Uspé&snost chirurgické 1é¢by a dostatecna radikalita spo¢iva v prikazu negativnich okrajovych
excizi, pfi¢emz k dosaZeni tohoto cile je resekéni pole v ORL oblasti roz§ifovano ,,nebezpecné
blizko* dlleZitym strukturdm. Dochdazi pak k jakeési skeletizaci dtleZitych krénich struktur [obr.
3], coz se napiiklad v bfiSni chirurgii d&je jen vyjimecné. Molekularné biologické studie
zamétené na proces kancerogeneze HNSCC ale potvrdily mnozstvi genetickych aberaci i
v nenadorové tkani pfiléhajici k nadoru (Brieger et al. 2003). Rada publikaci definuje jako
hlavni charakteristiku tzv. nadorovych kmenovych bun¢k nebo progenitorovych bun¢k nadoru,

7e se vyznacuji snizenou metabolickou aktivitou a MDR fenotypem (Lopez-Verdin et al. 2018).
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Detekce téchto bunék zavisi na znalosti, dostupnosti a spolehlivosti molekularnich markert

(Feldman et al. 2015).

V oblasti protinddorové imunologie bylo prokazano, Ze vzestup hladiny Treg negativné
ovlivituje efektivni imunitni reakci proti nadorovym bunkdm a koreluje s prognodzou

onkologicky nemocného pacienta. Zaroven bylo prokazéano, ze Treg jsou hlavni pfekazkou pro

Obr. 4. Pohled zvnéjsku do nitra hitanu (Sipka) pri klasické operaci pro karcinom korene

Jjazyka s krénim metastazovanim (tzv. laterdlni faryngotomie s blokovou krcni dissekci).
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imunoterapii a aktivni protinadorovou vakcinaci. Pokud porozumime skute¢nému mechanismu
inhibi¢niho pisobeni regulac¢nich T bunék, dé se predpokladat, ze se vyrazné zlepsi i 1écebné
vysledky. Velmi slibné vypadaji studie, prokazujici efekt adjuvantni vakcinace pacientli s
pokrocilymi dlazdicobununécnymi karcinomy v oblasti hlavy a krku (HNSCC) (Whiteside.
2007). Diky kombinaci chirurgie a radioterapie, zlepsSeni chirurgickych technik, novym
chemoterapeutickym rezimtim a zavedeni ,,organ zachovavajicich terapeutickych rezimi” se
jiz v soucasné dobé¢ pteci jenom zlepsuji vyhlidky pacienta s HNSCC nejenom na vyléceni, ale

1 sluSnou kvalitu zivota, a to 1 v tézSich stadiich nemoci (Lo Nigro et al. 2017, Huang J et al.

2016). Zavedeni cilené biologické terapie pak predstavuje dalsi krok (Kozakiewicz et al. 2018).

U pacientil s HNSCC byly prokazany odchylky v mnoha parametrech imunitniho systému (Lee
et al. 2018). Zmény rovnovahy, absolutniho poctu i procentualniho zastoupeni CD8+ i CD4+
lymfocytl jsou dokumentovany mésice az roky po uspéSném ukonceni onkologické terapie.
V periferni krvi mize byt snizen pocet NK bunck, které jsou piedstavitelem ptirozené
protinadorové odpovédi. Tento fakt koreluje s horsi prognézou pacienti s HNSCC (Kuss et al.
2004). Pochopeni imunitnich mechanismi ve vztahu ke vzniku a progresi nadorového
onemocnéni ndm do budoucna umozni ¢asnéjsi diagnostiku i ucinnéjsi terapeuticky zésah.
Regulacni T lymfocyty jsou klicovou podskupinou, ktera hraje vyznamnou roli v regulaci a
ovlivnéni nadorového procesu, a soucasti rutinniho onkologického terapeutického schématu

mozna jednou bude i 1écba namifend proti témto bunikam (Boucek et al. 2009).
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Proces kancerogeneze, onkogeny a tumor-supresor geny

Klasicka histopatologickd Slaughterova teorie plosné kancerizace (,,field cancerization®)
popsala pted vice nez 65 lety vznik vicecetnych lozisek dysplazie i karcinomu u téhoz jedince
pii dlouhodobé expozici karcinogenu v jednom organovém systému a pii klonalni expanzi
alterovaného epitelu (Slaughter et al. 1953). Tato teorie byla v diisledku rozvoje molekulédrné
genetickych postupl posunuta na dalsi, subceluldrni, molekularni Groven (Braakhuis BJ et al.
2003). Teorie geneticky alterovaného pole v histologicky normdlni tkéni je potvrzena mnoha
studiemi z posledni doby a byly publikovany netplné modely molekularni kancerogeneze u
HNSCC. Mnoha studiemi bylo potvrzeno, ze k ,,molekularné genetické dysplazii“ dochazi 1

v tkéni histologicky normalni (Brieger et al. 2003).

Pfi operaci zhoubného nadoru je radikalita chirurgické 1écby potvrzena histopatologickym
vySetfenim excidovaného tumoru s negativnim okrajovym lemem nenddorové tkang. Ptesto i
pii kompletnim odstranéni nadorové tkan¢€ dochazi v horizontu 5 ti-leté dispenzarizace ve vice
nez 50 % ptipadt k selhani 1écby [obr. 4]. Incidence druhého priméarniho tumoru (SPT, second
primary tumor, duplicitni nddor) v ORL oblasti se udava v rozmezi 3 - 20 % (Priante et al.
2011). Ackoliv v poslednich 25 letech dosahla I¢kaiska véda zna¢nych pokrokt, vedoucich k
lepsi lokalni kontrole, diagnostice i terapii, zlstavaji rekurence ¢i duplicita hlavni pfic¢inou
selhani terapie u HNSCC. Diivodem selhani 1é€by muze byt riizna uroven molekularné
genetickych zmén v histologicky normalni tkani ptilehlé k nddoru u histopatologicky jednotné
postiZzenych jedincti a také rlizna Groven nastaveni imunitniho systému jednotlivého pacienta.
Mechanismy protinddorové imunity a jejich poruchy zcela jisté hraji ustfedni roli v procesu

kancerogeneze (Boucek et al. 2009).

Je zndmo mnoho gent, jejichz exprese je v nadorové tkani zménéna oproti tkani zdravé, jde
zejména o geny kodujici proteiny, které ovliviiuji bunécnou proliferaci, diferenciaci a
planovanou buné¢nou smrt, apoptoézu (Feldman et al. 2015). Zjednodusené lze rozd¢lit geny
podilejici se na fizeni téchto d&jti na onkogeny a tumor supresorové geny (TSG). Zakladnim
kritériem je mira jejich exprese (up/down regulace) ve vySetfované tkdni — zatimco ve zdravé
tkani prevazuji TSG nad onkogeny, u nadorovych buné¢k je tomu naopak (Brieger et al. 2003).
Onkogeny ale koduji i proteiny, které jsou nutné pro vyvoj zdravé bunky, jsou ale exprimovany
s nizkou regulovanou trovni, nebo jen v ¢asnych stadiich organogeneze v prenatalnim vyvoji.
Pravé porucha regulace exprese onkogenu je rizikovym faktorem pfispivajicim ke vzniku
maligni transformace. Mezi nejzndméjs$i onkogeny ¢i tzv. onkogenové rodiny patii geny

kédujici transkripéni regulacni faktory (myc, fos, jun), kodujici proteinkinazy a receptory
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rustovych faktorti (src, ebr), rGstové faktory, signdlni transduktory (ras), geny blokujici
apoptdzu (bel) a fada dalsich. Nadorové supresory se uplatiiuji pii regulaci bunééného déleni a
blokuji bunéény cyklus v ptipadé abnormalni proliferace nebo poskozeni genetické informace.
Jejich inaktivace mé za nasledek ztratu kontrolnich mechanismi bunky s naslednou pfevahou
faktort podporujicich rist a invazivitu a tim i vyvoj nadoru. Casto jsou to i geny kodujici
proteiny extracelularni matrix, strukturdlni proteiny, adhesiny a inhibitory protedz. Piedstaviteli
TSG jsou geny p53, Rb, cyklin D a mnohé jiné. U nekterych lokalit HNSCC (dutina Gstni a
orofarynx) je studovana role lidského papilloma viru (HPV, human papilloma virus) jako
etiologického Cinitele (mutagenni a kancerogenni efekt) ¢i kofaktoru v procesu casné
kancerogeneze (Smilek. 2010, Feldman et al. 2016). Spolu s detekci téchto zmén se ¢im dal
Castéji objevuji pokusy o zavadéni cilené biologické 1é¢by monoklonalni protilatkou

(Kozakiewicz et al. 2016).
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Obr. 5. Paratracheostomicka rekurence (Sipka) u pacienta 9 mésicii po chirurgické lécbe a

adjuvantni chemoradioterapii pro laryngofaryngealni spinocelularni karcinom.
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Od Kklasické onkologie a onkochirurgie k terapii ,,Sité na miru*

Vznik zhoubného nédoru, tzv. vicestupiiovy proces kancerogeneze, je tedy komplexni dgj
pocinajici akumulaci molekuldrné genetickych zmén na pozadi nadorového mikroprostiedi
ovlivnény do zna¢né miry imunitnim systémem. Nastane-li v urcité oblasti orgdnového systému
akumulace genetickych zmén (posléze vedouci ke vzniku nédoru), dochazi v této tkani ke
zmeéng exprese genl oproti tkani molekuldrné zdravé. Pocet genetickych zmén se zvysuje od
zdravé pies preneoplastickou az po nadorovou tkan. Zdaleka ne vzdy ale histologicky obraz
odpovida stupni molekulédrné genetickych zmén ve vysetrované tkani. Tyto postulaty se opiraji
o studie, které popisuji rozsah klonalni expanze molekuldrnich zmén v preneoplastickeé,
histologicky zdravé tkani v blizkém okoli nadoru souvisejicich s procesem casné

kancerogeneze a rustem nadoru (Szukala et al. 2004, Braakhuis et al. 2005).

Obor onkologie prodélal v poslednich tficeti letech obrovsky vyvoj, a to zejména s rozvojem
chemoterapeutickych schémat, vliv na celkové preziti pacientll u n€kterych, zejména solidnich,
nadorovych procest vSak zlstal minimalni. Spinocelularni karcinom hlavy a krku postihuje v
Ceské republice piiblizné 1 000 pacientll roéné, celosvétové tvori kolem 5 % viech nové
diagnostikovanych karcinomu. Nejcastéji se setkavame v oblasti hlavy a krku s nddory hrtanu,
stiedni a dolni ¢asti hltanu (orofarynx a hypofarynx) a dutiny ustni (Statistickd ro¢enka 2016).

Vzacnéjsi jsou procesy nosohltanu, nosnich a paranazalnich dutin, které se od vySe uvedenych

do urcité miry odliSuji (rizikové a etiologické faktory, 1é€ebna modalita aj.) (Lund et al. 2010).

Jedinymi specifickymi prognostickymi faktory rutinn€ uzivanymi pfi pldnovani terapeutického
postupu, jsou v dneSni dobé, spolu s histopatologickou povahou nadoru (grading), pouze
lokalizace a rozsah priméarniho nadoru, pfitomnost regionalnich lymfatickych a vzdalenych
metastdz (TNM staging), zavedené do klinické praxe pfed vice nez 50 lety. Rozmanitost
biologického chovani spinocelularnich nadort a stav ¢i rizné nastavend rovnovaha imunitniho
systému jsou ale diivody, pro¢ pacienti diagnostikovani ve stejném stadiu onemocnéni
odpovidaji odlisn¢€ na shodnou lécbu (Salzman et al. 2009, Kalfeit et al 2017). Existuji tedy
dalsi prognostické a prediktivni markery, jejichZ odhaleni pomtiZze vyhledové stratifikovat a
individualizovat 1é¢bu u postizenych pacientli a ovlivnit zhoubny proces metodami molekulérni
biologie u jednotlivého pacienta (Kozakiewicz et al. 2017). To je podstatou 1écby pojmenované
jako ,,medicina §itd na miru® (tailored medicine). Je ale zfejmé, ze v soucasnosti nelze vyrabéet
jeden 1€k pro jednoho pacienta, ani nelze kazdého pacienta 1écit vesSkerymi dostupnymi
ptipravky, nebot” se jedna o velice ndkladnou 1é€bu. Ur¢itd pravidla v rozhodovani, komu 1€k

podat a komu ne, pfinasi vyzkum potencidlnich markert (Salzman et al 2007, Kalfeit et al.
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2017). Obecn¢ vzato, nejstar§im markerem mohla byt ve starovéké mediciné glukoza, resp. jeji
obsah v mo¢i u jedince trpiciho diabetem. V dne$ni dob€ to jsou nejcastéji proteiny/enzymy
(nejsnadnéji prokazatelné biochemicky), ale 1 jejich prekurzory prokazatelné metodami

v

et al. 2007, Plzak 2010).

Zlatym standardem v terapii HNSCC zistava i dnes primarni chirurgicka 1écba tumoru, pfi
pfitomnosti regiondlnich metastdz doplnéna o blokovou kréni disekei, pfi rozsahlejsich
tumorech (T3, T4) ¢i pfitomnosti regiondlnich metastaz (N1-3) je v piipadé operability
chirurgickd 1écba nésledovana adjuvantni onkologickou terapii (radioterapie nebo
chemoradioterapie). V chirurgii ORL oblasti plati, ze je nutné zachovat dostate¢nou radikalitu
resekce pifi snaze o co nejveétsi omezeni zbyteéné agresivnich postupi, které zhorsuji funkéni
vysledky. Proto se uplatiiuji i modifikované chirurgické postupy a nové zavadéné pfistroje
v diagnostice (MRI, PET-CT, NBI-endoskopie) [obr. 2] i terapii (laser, radiofrekvence,
harmonicky skalpel a d.) [obr. 1].

Ziejmé je ale, Ze 1 tato schémata maji sva omezeni a nezddouci efekty, a to zejména vysokou
toxicitu a omezenou selektivitu. I proto je velkd nad¢je uptena k molekularné biologickym
terapeutickym postupiim, které predstavuji cileny specificky zdsah do procesu kancerogeneze
a nejsou pro organismus tolik toxické. Cilena biologicka, resp. molekularné biologicka lécba
ma za ukol zasaZeni nadorové buiiky na urovni regula¢nich a signalnich proteini, které jsou ve
zdravé tkani nepfitomné, neaktivni nebo marginélni. Jiz dnes je v klinické praxi n€kolik latek,
které mizeme hrubé rozdélit jak podle mechanismu ucinku, tak podle charakteru vlastni u¢inné
latky. Jednotlivé molekuly mohou mit rizné mechanismy u¢inku a jedna latka muize byt
protilatky (Kozakiewicz et al. 2018). Tyto pfedstavuji zatim v praxi nejvice vyuZivanou
skupinu a soucasné velkou mnozinu molekul, které mohou zasahovat na nejriznéj$ich trovnich
fizeni procesu kancerogeneze v postiZzené bunice. Monoklonalni protilatka je takova, ktera je
tvofena pouze jednim klonem B-lymfocytii a kterd je zaméfena na jeden konkrétni antigen
(zatimco pfi obranné reakci organismu vznikaji v téle protilatky polyklondlni, které jsou
vytvofeny mnoha klony B-lymfocyti a které jsou smeéfovany proti riznym antigentim).
Monoklonélni protilatky mohou byt kompetitivnimi inhibitory receptorti pro rustové faktory
(napt. EGFR, receptor pro epidermalni riistovy faktor), mohou byt zaméteny proti tzv. CD
antigentim (cluster of differentiation, tzv. diferenciacni antigeny, oznacuji se tak membranové

antigeny, které maji na povrchu stejnou antigenni determinantu - tzv. epitop), z nichz nékteré
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jsou zvysSen¢ exprimovany na povrchu nadorovych bunck (napt. CD20 u non-hodgkinského
lymfomu, CD52 u chronické lymfatické leukémie aj.). Monoklondlni protildtka mtze byt
vyuzita jako 1é€ivo, které blokuje naptiklad receptor pro rustovy faktor, signalni drahu pro
apoptozu ¢i angiogenezi, anebo muze byt vyuzita jako smérujici struktura pro jiny typ
terapeutika. Monoklondlni protilatku je mozné konjugovat s toxiny, s radioaktivnim izotopem,
¢i ptes polymerni nosi¢ s konvencnim cytostatikem. V ORL oblasti je do klinické praxe jiz
zaveden cetuximab (Erbitux, anti EGFR), ktery v kombinaci s radioterapii u lokalné
pokrocilého karcinomu hlavy a krku zlepSuje pieziti o 20 mésict (prodlouzeni pieziti z 29
mésicl na 49 mésict, tj. o 68 %) ve srovnani se samotnou radioterapii bez navyseni toxicity a
ptiblizné o tfetinu také snizuje riziko lokoregionalniho relapsu. Je schvalen pro 1é¢bu lokalniho
a lokéaIn¢ pokrocilého karcinomu hlavy a krku v kombinaci s radioterapii u pacientd s
neresekovatelnym nadorem a jako monoterapii u pacientli s metastatickym karcinomem po
selhani standardni platinové chemoterapie. Dal$i potencionalni monoklondlni protilatkou je
bevacizumab (Avastin), ktery selektivné blokuje VEGF (vaskularni endotelidlni rastovy
faktor), vyfazuje jej z vazby na receptor, a tak brani angioneogenezi (Smilek. 2010). Klinické
pouziti Avastinu je mozné u kolorektalniho karcinomu, pro klinické pouziti v ORL oblasti neni

dosud registrovan.

Mezi dal$i skupinu latek vyuzitelnych pro cilenou 1é¢bu patii inhibitory tyrosinkinaz.
Tyrosinkinazy ptedstavuji Sirokou skupinu membranovych 1 bunéénych enzymi, katalyzujicich
fosforylaci tyrosinovych zbytkl. Tak dochézi k aktivaci proteinti jednotlivych signalnich drah,
které se podileji na pfenosu signalu do nitra buniky. Za normalnich okolnosti jsou tyto proteiny
zodpovédné za regulaci bunééné proliferace, diferenciace a apoptézy. V procesu
kancerogeneze mohou jejich inhibitory ovliviiovat tyto signalni drdhy, a tak blokovat
patologickou proliferaci, angioneogenezi ¢i poruchu dé&jii nutnych k apoptoze buiiky. Existuji
tii hlavni mechanismy inhibice tyrozinkinaz, bud’ blokddou vazebného mista pro ATP
(kompetitivni vazba na vazebné misto pro ATP na intracelularni doméné¢ receptoru a zabranéni
jeho fosforylaci a prenosu signalu do buiiky) nebo vazbou na extraceluldrni doménu receptoru
prostiednictvim monoklonalnich protilatek anebo inhibici stimulacnich liganda téchto drah. Z
inhibitord tyrosinkinaz se jako nejlepsi z téchto cili u HNSCC jevi inhibitor tyrosinkinazové
aktivity signalizacni drahy receptoru pro epidermalni riistovy faktor (EGFR) gefitinib (Iressa).
Pro snadnéj$i orientaci lze fici, ze monoklondlni protilatky vyuzivané v 1€¢bé nadorovych
onemocnéni maji koncovku -ab (napf. cetuximab/Erbitux), zatimco nazvy inhibitoril

enzymatickych reakci maji koncovku -ib (napft. gefitinib/Iressa).
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Potencionalni zptsoby cilené 1é¢by nadorii pfedstavuji inhibitory matrixmetaloproteinaz, které
mohou zablokovat destrukci bazalni membrany a tim zabranit invazivnimu ristu tumoru. Dalsi
skupinu tvofi cykliny, které s cyklin-dependentnimi kindzami vytvareji aktivni komplexy a
hraji dalezitou roli v regulaci bunéného cyklu. Inhibitory cyklin-dependentnich kindz mohou
zastavit bunécny cyklus a indukovat apoptozu. Ve fazi klinickych zkousek se slibnymi vysledky
je inhibitor proteinkinadzy-C (enzastaurin), ktery soucasné blokuje angiogenezi, bunécnou
proliferaci a indukuje apoptdézu. Pozornost se zaméfuje i na jiné moznosti ovlivnéni
kancerogeneze. Velké usili se vénuje imunitnim mechanismim, protoze 1 kdyZz se se prokaze
klinicky ucinek preparatu, nelze doptedu fici, jak konkrétni pacient na 1écbu zareaguje. To je
dano nejenom genetickou vybavou daného jedince, charakteristikami urcitého typu nadoru a
vlastnostmi 1ékti, dilezitou roli hraje nastaveni imunitniho systému daného jedince v danou
chvili. Proto je extrémni pozornost vénovana procesu vzniku a ristu dlazdicobunééného
karcinomu v oblasti hlavy a krku a jeho ovlivnéni imunitnim systémem. Je ziejmé, Ze
zastoupeni jednotlivych subpopulaci bun¢k imunitniho systému v mikroprostfedi nadoru ptimo
souvisi s rozvojem a progndézou onemocnéni. Bylo prokazano, ze subpopulace T lymfocytu,
tzv. regulacni T lymfocyty (CD4+CD25+), ptimo koreluji s ¢asnou recidivou HNSCC (Boucek
et al. 2010). Analyza zastoupeni lymfocytarnich subpopulaci by mohla byt jednim z udaji
ovliviiyjicich nase rozhodovani pii volbé terapie ¢i planovani dispenzarizace pacienta. Je
dokonce velice pravdépodobné, ze revolu¢ni pokroky v imuno-onkologii zméni soucasna
paradigmata uplatiiovana pii 1écb€ zhoubnych onemocnéni. O tom své&d¢i 1 fakt, Ze Nobelovu
cenu za medicinu za rok 2018 ziskali James P. Allison a Tasuku HondZ6 "Za objev rakovinové
1écby inhibici negativni imunitni regulace". Velmi nadéjnym preparatem je monoklonalni
protilatka proti PD-1. PD-1 (programed cell death 1) je receptor na povrchu bun€k, ktery se fadi
mezi tzv. kontrolni body (checkpoints) imunitniho systému. Signalizace ptes PD-1 je jednim z
mechanismi  indukce a  udrZeni periferni  tolerance  tim, ze vede k
indukci apoptozy efektorovych T-bunék a k inhibici apoptdzy T-reg. Signalizace pies PD-1
mohou vyuzit nddorové bunky pro unik pfed imunitnim systémem, coZz vede k toleranci
nadoru. Terapeutické zacileni této drahy monoklondlni protilatkou, tedy inhibitorem PD-1, ma
za nasledek zlepSeni T-bunécné odpovédi proti nddorovym onemocnénim (Boucek et al. 2010)

a je jiz v klinickych studiich u melanomu, ale i HNSCC (zdroj: databaze SUKL).
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Ztrata heterozygosity

Ztrata heterozygosity (angl. Loss of heterozygosity, zkr. LOH) a mikrosatelitni instabilita
(MSI) je obecnou vlastnosti nadorovych bunék, které pti klonalni expanzi podléhaji mnozstvi
genetickych zmén. Prikaz ztraty heterozygozity intragenovych nebo v blizkosti genu lezicich
mikrosatelitovych markert v nddorovych bunkach vypovida o deleci alely piislusného genu.
Typicky se da ztrata heterozygozity prokdzat u hereditarnich nédorovych syndromi
zptisobenych zarodeCnymi mutacemi tumorsupresorovych genii (napf. Lynchiv syndrom).
Analyza se pouziva k prikkazu inaktivace obou alel tumorsupresorového genu v nadorové
tkani. Nestabilita mikrosatelitl se typicky prokazuje v nadorovych buiikach u hematologickych
malignit. Rozdilnd délka mikrosatelitovych repetitivnich sekvenci v nadorové tkani, pii
srovnani s tkdni normalni, vznika v dusledku defektu v DNA reparacnich pochodech u

hereditarnich mutaci mismatch repair genli (Medintz et al. 2000).

Mikrosatelitni DNA neboli mikrosatelity, také nazyvané STR (short tandem repeats — kratka
tandemova opakovani) nebo SSR (simple sequence repeats), jsou kratké segmenty DNA, ve
kterych se mnohokrat opakuji specifické motivy nukleotidovych sekvenci. Nejcastéji jsou
tvoteny opakovanim mono-, di-, tri- nebo tetranukleotidl. Pocet opakovani jednotky (repetice)
v konkrétnim mist¢ DNA (lokusu) definuje alelu. Kazdy jedinec ma v jaderné DNA dvé kopie
kazdého mikrosatelitu, jeden zdédény po matce, druhy po otci. Délku alel(y) zjistime PCR
amplifikaci daného lokusu pomoci primert ptiléhajicich k mikrosatelitni sekvenci. Pro analyzu
mikrosatelitli tedy potfebujeme znat okolni sekvence. PCR fragmenty pak rozdélime podle
délky v automatickém sekvenatoru tzv. fragmentacni analyzou. Ke kazdému vzorku se ptfida
fluorescen¢né znaceny standard (500-L1Z), obsahujici fragmenty DNA o znamé délce, aby bylo
pozdé&ji mozné identifikovat délku kazdého fragmentu (alely) a jednoznacné ji srovndvat s

délkou fragmenti v jakémkoliv jiném behu.

Mikrosatelity jsou povazovany za jedny z nejvhodnégjSich genetickych markerti diky jejich
hojnému vyskytu v celém genomu, extrémni variabilit€¢ (polymorfismu) a kodominantni

dédi¢nosti (umoziuje tedy rozlisit heterozygoty) (Wang et al. 1997).
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Fragmentacni analyza a moZnost vyuziti i v amplifikovanych oblastech

Fragmentacni analyza (zkr. FA) byla zavedena v 90. letech 20. stoleti jako metoda detekce
rizné délky repetitivnich chromozomalnich sekvenci, znamych jako mikrosatelity. Tato metoda
je suspéchem vyuzivana pro studium genetickych onemocnéni vzhledem k vysokému
polymorfismu a velmi rozsifenym oblastem mikrosatelitli v genomu. Polymerazova fetézova
reakce amplifikuje tyto vybrané sekvence a dvé alely jsou pomoci kapilarové elektroforézy
separovany a kvantifikovany. Termin ,,ztrata heterozygosity (z angl. Loss of Heterozygosity,
zkr. LOH), ktery v obecném slova smyslu znamena ztratu jedné z alel u heterozygota a v uzsim
slova smyslu v této praci je pak pouzivan ve smyslu ztraty jedné mikrosatelitni alely, vétSinou
predstavuje ztratu ¢i nefunkcnost tumor supresorového genu. Ztrata heterozygosity byla
popsana pomérné ¢asto u solidnich tumort, véetné¢ HNSCC (Hashimoto et al, 2001, Ha et al.
2002). Tato metoda je pouzitelnd i k detekci amplifikovanych oblasti genomu (tj. lokust, které
ukryvaji onkogeny). V literatuie se dokonce objevil termin GOH (gain of heterozygosity)
(Riazimand et al. 2001). Zisky genomického materidlu (gains) v oblasti 3q26-27 maji vysokou
prevalenci u HNSCC a byla také potvrzena korelace vzhledem k pieziti, coZ potvrzuji studie
vyuZivajici naptf. komparativni genomové hybridizace (angl. Comparative Genomic

Hybridization, zkr. CGH) (Sing et al. 2002, Brieger et al. 2003).
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CGH a FISH

CGH (z angl. Comparative Genome Hybridization) je molekularné-cytogenetickd metoda
umoziujici analyzu genomu v jediném experimentu. Vychazi z principt jiné metody FISH (z
angl. Fluorescence in situ hybridization) a nékdy se definuje 1 jako dvojbarevna nebo obracena
FISH. Pouziva se k detekci kvantitativnich zmén genomu (amplifikace nebo delece), pficemz
se pii samotné hybridizaci vyuzivda DNA znacena dvéma rozdilnymi fluorescen¢nimi barvivy
(tzv. fluorochromy) a jako sonda je vyuzita DNA izolovana z vySetfované tkané. Tyto dvé DNA
(proband a referen¢ni DNA) soutézi o vazebna mista na chromozomech. V zavislosti na tom,
zda je urcity usek vySettované DNA amplifikovan, ¢i deletovan, pak ve vysledku v riiznych
mistech chromozomu pievladd fluorochrom vysetfované, nebo referencni DNA. Pomoci
pocitacové analyzy jsou ziskany hodnoty fluorescencnich intenzit vysetfované a referencni
DNA a je sestaven CGH profil v podobé kiivky vyjadiujici pomér intenzit obou fluorochromu
v pribc¢hu kazdého chromozomu. CGH se uplatiiuje zejména v onkocytogenetice pii zjiStovani
nebalancovanych chromozomalnich zmén u naddort. Umoziuje identifikovat mista v genomu,
kde jsou oblasti deleci nebo amplifikace. Tyto se mohou uplatiiovat v kancerogenezi, nebot’

hosti (nefunk¢ni) tumor supresor geny nebo (amplifikované) onkogeny (Brieger et al. 2003).
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HNSCC a genova exprese, vyuZiti Biofipu a real-time PCR

Pfi studiu exprese genl je zasadni porovnani exprese genll ve zdravé a v patologické tkani.
Zajimavé je ale také sledovat genovou expresi ve tkani prilehlé k nadoru, ktera je, jak bylo
uvedeno vySe, histologicky normalni, ale molekularné jiz prokazatelné¢ patologicka. Pro
zjednoduseni lze fici, Ze pii studiu exprese genil je tieba nejprve izolovat RNA, poté ji prevést
reverzni transkripci na stabilngj$i cDNA (komplementarni DNA je tedy jakymsi otiskem
exprimované¢ho genu) a tuto detekovat kvalitativné (napf. bio€ip) ¢i semikvantitavné (napf.
real-time PCR). Porovnanim vysledki mezi tkani zdravou a patologickou se urci, nakolik je

dany gen v piislusné tkani exprimovan.

Biochip si miizeme piedstavit jako mikrodesticku (umélohmotna desticka, sklicko aj.), kde na
plose fadové nékolika mm? je mozné kvantifikovat miru exprese az nékolik desitek tisic genti
soucasné pomoci hybridizacniho procesu mezi na desti¢ce navdzanymi sondami a zkoumanou
(fluorescencné znacCenou) komplementarni DNA. K dispozici jsou komeréné vyrabéné
,screeningové™ biochipy pro cely genom (tzv. profil genové exprese v genomickém méfitku) i
pro nékteré¢ podoblasti vyzkumného zajmu, naptiklad ,,onkologické* biochipy, biochipy pro
studium polymorfismu vybranych gentll (cytochrom P450 aj.) pro tcely farmakogenetiky a jiné

(Capkova et al. 2014).

Dalsi metodou kvantitativni analyzy exprese je tzv. real-time PCR (n€kdy zkracovano RT-PCR
nebo qPCR, ale pozor, tak se oznacuje i reverzni transkripce, tedy zpétny prepis RNA na
komplementarni DNA, ktera je nicméné také nutna k provedeni samotné real-time PCR), tedy
polymerazova fetézova reakce v redlném Case nebo kvantitativni PCR. Tato metoda umoziiuje
semikvantitavni analyzu exprese gent na zaklad¢ sledovani zvysujici se fluorescence oznacené
zkoumané cDNA pfi polymerdzové fetézové reakci srovnanim se standardné exprimovanym

genem (tzv. housekeeping gen, ktery je ve zdravé i patologické buiice exprimovan ve stejné

vvvvvv

wevr

identifikaci jednotlivych proteinti kodovanych genomem, jejich vzdjemnymi interakcemi a

stanovenim jejich trojrozmérné struktury.

Na podkladé analyzy pomoci bioCipu a real-time PCR ziskanych vysledkli je mozné urcit tzv.
target geny, tedy ty, které jsou ve zvySené mife exprimovany v nddorové ¢i prednadorové tkani.
Za predpokladu, Ze v histologicky normalni tk&ni pfilehlé k nadoru jsou ptfitomny molekularné
genetické zmény, vede dal$i akumulace genetickych zmén k transformaci zdravé buiky v
maligni, nadorovou tkan. Akceptujeme-li teorii klonalni expanze, tedy Ze je molekularné
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alterovana i histologicky zdrava tkan v t€sném okoli nadoru, pak srovnani miry exprese genu
mezi molekularné postizenou tkani (v t€ésném okoli nadoru) a molekuldrné zdravou tkéani
(odebranou v dostate¢né vzdalenosti od nddoru) muze urcit potencialni target geny, které jsou

zapojeny do casnych fazi kancerogeneze.

Rozpoznani téchto genii casné kancerogeneze by napomohlo napiiklad CasnéjSimu zachytu
druhého primarniho tumoru, ktery se v ORL oblasti vyskytuje relativné¢ Casto. V budoucnu
prispéji tyto poznatky k optimélnimu cileni biologické 1é€by v Casnych stadiich kancerogeneze
u dosud obtizn¢ terapeuticky ovlivnitelnych nddorovych stavi ale i pii ¢asné detekci rekurenci.
Kombinace biochipové technologie s Real-Time PCR se jevi jako vhodna kombinace studia
procesu kancerogeneze, zejména pak jeho Casnych fazi, a to u spinocelularniho karcinomu
hlavy a krku, ktery pfedstavuje idedlni model solidniho nddoru pro studium casné

kancerogeneze.

Biochipové technologie (microarray), jejiz ndstup na ptelomu tisicileti vyrazné zefektivnil
molekularné genetické analyzy, se uplatnila pii studiu genové exprese, ale i studiu genotypizace
pti identifikaci alel, studiu mutaci, polymorfismi apod. Tato technologie dospéla v soucasné
dobé do stadia, kdy je mozné na plose ,,sklicka* identifikovat hybridizacnim procesem az
nékolik desitek tisic genil. Jsou k dispozici komeréné vyrabéné ,,screeningové® biochipy pro
cely genom (globalni, resp. genomova genova exprese) 1 pro nékteré podoblasti vyzkumného
z4jmu, naptiklad ,,onkologické* biochipy, biochipy pro studium polymorfismu nékterych genii

pro ucely farmakogenetiky a jiné. Existuji i dal$i metody analyzy genové exprese.

Metoda polymerazové fetézové reakce v redlném case (real-time PCR) je molekularné
genetickd metoda umoznujici semikvantitavni analyzu exprese gend na zakladé srovnani se

standardn¢ exprimovanym genem a standardnim genetickym materidlem (napi. bunécné linie).

Pti porovnani zmén exprese potenciondlnich genti v tkani normalni, v tkani pfilehlé k tumoru a
v nadoru (HNSCC) a to jak kvalitativng, tak i semikvantitativné, je moZné v budoucnu
identifikovat geny zodpovédné za Casnou fazi kancerogeneze. Vychazeje z predpokladu, Ze v
tkani prilehlé k tumoru jsou pfitomny molekularné genetické zmény, jejichz akumulaci se
transformuje maligni buiika, tak zvySend exprese genu i v nenadorové tkani z blizkosti nadoru
pomuze urcit potenciondlni geny, které jsou zapojeny do ¢asnych fazi kancerogeneze. Pfipadna
kombinace biochipové technologie s Real-Time PCR se nam jevi jako vhodna kombinace studia
procesu kancerogeneze, zejména pak jeho Casnych fazi, a to u spinocelularniho karcinomu
hlavy a krku, ktery pfedstavuje idedlni model solidniho nadoru pro studium casné
kancerogeneze.
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Od vySetieni solidni tkané k “tekuté biopsii*“, od DNA k cirkulujici mRNA

V posledni dekdadé minulého stoleti zaznamenala ohromny pokrok technologie DNA-
diagnostiky, jejimz nejvyznamnéj$Sim meznikem bylo GspéSné dekodovani sekvence DNA
lidského genomu v roce 2000. Prace na analyze lidského genomu umoznily i1 daleko rychlejsi
rozvoj technologii detekce genové exprese. Tento rozvoj a miniaturizace laboratornich pfistroja
v poslednich letech pomohly zefektivnit a mnohonasobné zrychlit vySetfovaci postupy. Tak
napf. k izolaci mRNA ze slizni¢ni tkdn€ postacoval jiz pted 15-20 lety vzorek o hmotnosti 10-

30mg, tj. excize ze sliznice o velikosti 2x2mm a v dnesni dob¢ to je jeste vyrazn¢ méng.

Pti studiu genové exprese v solidnich tkanich je nutné porovnat studovanou tkan s tkani
referencni. Jako referen¢ni material pro analyzu genové exprese z nadoru a jeho okoli je mozné
pouzit sliznici ORL oblasti (s vyjimkou nosni sliznice), ktera je v urcité vzdalenosti od nadoru,
kterd neni jiz molekularné geneticky alterovana a Ize ji povaZovat za molekularné zdravou tkan.
Tato sliznice obsahuje stejny typ epitelu (vrstevnaty dlazdicovy epitel), tvoii jeden organovy
systém a exprimuje za normalnich okolnosti v celém svém rozsahu podobné geny. Nastane-li
v urcité oblasti tohoto organového systému akumulace genetickych zmén, vedouci ke vzniku
nadoru, dochazi v nddorové 1 preneoplastické tkdni v okoli nadoru ke zméné exprese genil

oproti tkani molekularné zdravé.

Biochipové technologie (microarray), jejiZ nastup na prelomu tisicileti vyrazné zefektivnil
molekularné genetické analyzy, se uplatnila pii studiu genové exprese, ale 1 studiu genotypizace
pfi identifikaci alel, studiu mutaci, polymorfismii apod. Tato technologie dospé€la v soucasné
dobé do stadia, kdy je mozné na ploSe ,,sklicka®, jehoz velikost nepfesahuje fadové cm?,
identifikovat hybridizaénim procesem az nékolik desitek tisic genil. Jsou k dispozici komeréné
vyrabéne ,,screeningoveé® biochipy pro cely genom (globalni, resp. genomova genova exprese)
1 pro n€které podoblasti vyzkumného zajmu, naptiklad ,,onkologické* biochipy, biochipy pro
studium polymorfismu n€kterych genii pro ucely farmakogenetiky a jiné. Existuji 1 dal§i metody

analyzy genové exprese.

Metoda polymerdazové fetézové reakce v realném case (real-time PCR) je molekularné
geneticka metoda umoziujici semikvantitavni analyzu exprese genll na zakladé srovnani se
standardné exprimovanym genem a standardnim genetickym materidlem (napf. bunécné linie).
Kombinace biochipové technologie s Real-Time PCR se jevi jako vhodnd kombinace studia
procesu kancerogeneze. Vychazeje z piredpokladu, ze v tkani ptilehlé k tumoru jsou pfitomny
molekularné genetické zmény, jejichZ akumulaci se transformuje maligni butika, pak zvySena
exprese genu 1 v nenddorové tkani z blizkosti nddoru pomuiZze urcit potencionalni geny, které
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jsou zapojeny do Casnych fazi kancerogeneze. Vybrané potencionalni geny zodpovédné za
casnou kancerogenezi mohou byt dale analyzovany metodou semikvantitivni, pomoci
polymerazové ftetézové reakce v realném case (Real-Time PCR). Real-Time PCR je
molekuldrné genetickda metoda umoznujici semikvantitavni analyzu exprese genti na zakladé
srovnani se standardné exprimovanym genem a standardnim genetickym materidlem (napf.
bunécné linie). Kombinace biochipové technologie s Real-Time PCR se nam jevi jako vhodna
kombinace studia procesu kancerogeneze, zejména pak jeho casnych fazi, a to u
spinocelularniho karcinomu hlavy a krku, ktery predstavuje idealni model solidniho nadoru pro
studium casné kancerogeneze. To, zda je néjaky gen v dané tkani exprimovan, se zjistuje
analyzou ribonukleové kyseliny (RNA). Mirou exprese genu tedy rozumime vyjadieni jeho
genetické informace v primarni struktufe RNA, resp. mRNA (messengerové RNA). Reverzni
transkripci mRNA se syntetizuje cDNA (komplementarni DNA), se kterou se pak da pfii
laboratorni analyze daleko 1épe naklddat zejména proto, Ze je stabilnéjsi (nepodléhd vlivu
,vsudypfitomnych® ribonukledz), je mozné ji snadno vyuzit pro polymerazovou fetézovou
reakci (PCR) a dalsi analyzy. mRNA Ize izolovat jak ze solidni tkanég, tak z télnich tekutin,

véetné krve a séra.

Samoziejmé& jednodussi by bylo vramci vyuziti spolehlivych markerti genové exprese
charakteristické pro ¢asnou kancerogenezi pouziti velmi dostupného genetického materialu
napt. zkrve. Této problematice se vénuje dal§i prace védecké skupiny z Kliniky
otorinolaryngologie a chirurgie hlavy a krku 1. LF UK, ktera je zaméfena na studium
cirkulujicich nukleovych kyselin u pacienti s HNSCC. Cirkulujici nukleové kyseliny
(Circulating Nucleic Acids, CNAs) se ukazaly byt slibnym néstrojem neinvazivni monitorace
a sledovani dynamiky rozvoje maligniho onemocnéni, pfiCemz cirkulujici RNA je
senzitivnéjSim markerem nezli s tumorem asociovana cirkulujici DNA. Detekce této RNA
v plasmé a séru miiZze slouzit jako pro pacienta daleko komfortnéjsi ,.kapalnd* biopsie, ktera
pomiize omezit nutnost opakovanych biopsii solidni tkan¢ z tumoru ¢i podezielé sliznice, které
jsou jednak nepfijemné, jednak omezujici pro zakladni potfeby jako je dychéni, polykani,
zvykéni a d., nebo do jisté miry i kosmeticky mutilujici.

Vysetteni solidniho vzorku tkdné, byt jakkoliv malého, je daleko vét§im zdsahem do organizmu
i komfortu dané¢ho jedince nez napt. odbér krve; k ziskani dostatecného mnozstvi RNA

potifebujeme 1 v dneSni dobé¢ stale jest€¢ nékolik miligraml solidni tkané a to s sebou nese

nutnost invazivni excize.
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Daleko ptijemné;jsi pro pacienta by byl odbér sliny nebo krve. Ve slindch se jiz v dnesni dob¢
vySetfuje napt. podil HPV. Problematika HPV pozitivity a jejiho vztahu k HNSCC je dobfie
znama (Tachezy et al. 2009). Velka pozornost se vénuje téZ imunobiologii nadorovych procest.
Do budoucnosti imunobiologické 1€¢by jsou vkladany velké nadéje. V ramci Casné diagnostiky
a diagnostiky recidiv se zkouma moznost vyuziti nukleovych kyselin cirkulujicich praveé v krvi
a slinach pacientd pro detekci moznych prekurzorovych genti ¢i genti zodpovédnych za
rekurenci HNSCC pomoci mikroarrayi u pacienti s HNSCC. Detekce mimobunééné RNA
v plazmé a séru by mohla slouzit jako jakasi ,,tekuta biopsie* bez nutnosti probatornich excizi
solidni tkané (Capkova et al. 2014). Mozna pozitiva je§td umociiuje fakt, Ze by bylo takto
kontrolovat pacienta pii kazdé klinické navstéve a neinvazivné sledovat mozny vyvoj ptipadné

rekurence v ¢asném stadiu.
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2. Hypotézy a cile

A)

Za ptedpokladu, ze jsou fragmentacni analyzou detekovatelné i amplifikace genetického
materidlu, prokazat, ze jsou molekularné¢ genetické zmény ptitomny i v histologicky zdravé
tkani ptiléhajici k nadoru.

B)

Ur¢it, které lokusy a ptipadné geny mohou byt zodpovédné za proces kancerogeneze u HNSCC.
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Nasledujici text popisuje studii, na které se autor podilel jako hlavni autor a resitel. Tato se
zabyva fragmentacni analyzou i korelace s komparativni genomickou hybridizaci u vzorkii

solidni tkané tumoru a prilehlé sliznice.

Zavery tykajici se studie microarray-analyzy sérovych hladin cirkulujicich mRNA u pacientil,

na které se autor spolupodilel, jsou uvedeny v zaveru, v priloze a rozvedeny v diskuzi.
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3. Material a metodika

Do studie bylo zatazeno 20 pacientii 1écenych pro spinoceluldrni karcinom hlavy a krku
v oblasti orofaryngu. VSichni byli 1é€eni primarné chirurgicky, pficemz byl odstranén primarni
nador, histologicky zdrava tkan v okoli nadoru, a pokud byla indikovana, tak i blokovou kréni
dissekci. Stadium choroby bylo hodnoceno podle kritérii UICC (International Union against
cancer). Do studie byly zatazeny pouze ptipady pokrocilé nemoci, tzn. stadia III-IV. Od
pacientii byly odebrany vzorky z nddoru (oznaceno jako T — tumor) a z histologicky zdravé
tkan¢ ve vzdalenosti 1 a 2 cm od okraje naddoru (oznaceny jako M1 a M2 — mucosa). Normalni
DNA byla izolovana z lymfocyti periferni krve (oznaceno jako N — normal). Bunky pro
fragmentacni analyzu byly ziskany z parafinovych fezi barvenych HE pomoci laserové
mikrodissekce (Micromanipulator Carl Zeiss, Jena, Némecko), kterd umoziuje morfologickou
kontrolu vzorku odebrané¢ho genetického materialu cilovych bun€k, napt. nadorovych, aby se
predeslo vyznamnéjsi pfimési genetického materialu nenddorovych bunék, napt. vazivového
stromatu. K dostate¢né analyze bylo odebrano cca 25 mm? z daného fezu. DNA izolace byla
provedena pomoci proteinkinazy K. Ziskand DNA byla oSetiena fenol-chlororformem a

precipitovana ve 100 % etanolu.

Ke zvySeni informativnosti jednotlivych primert jsme pouZzili detekci heterozygotl pro

jednotlivé primery pomoci gelové elektroforézy [obr. 6].

C:\My Documents\Janipr 11b(51°C).sgd
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Obr. 6. Gelova elektroforeza se zobrazenim dvou alel (heterozygota) u 3 ze 4 vySetirovanych

pro zvoleny primer.
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Pacient | TN Histologie

¢. T M1 M2
1 T3N2b SCC D2 Dl
2 T3N2c SCC Dl N
3 T4N2c SCC D3 D2
4 T3N2b SCC D3 Dl
5 T3N2b SCC D3 D2
6 T3N2b SCC D2 N
7 T3N2b SCC D2 N
8 T3N2b SCC N DI
9 T4N2b SCC CIS Dl
10 T4N2b SCC D2 Dl
11 T3N2b SCC D2 N
12 T3N2b SCC D3 Dl
13 T3NO SCC D2 DI
14 T3N2b SCC D2 N
15 T3N2b SCC D2 DI
16 T3N1 SCC D2 N
17 T3N2b SCC D2 N
18 T3N2b SCC D2 N
19 T4N2b SCC CIS D2
20 T3NO SCC D2 N

Tabulka 1. Klinicka a histologicka data pacientii s HNSCC . Zkratky: CIS — karcinom in situ;

D1, D2 a D3 — mirna, stredni a tézka dysplazie; M1 — sliznice 1 cm od okraje nadoru,

M?2 — sliznice 2 cm od okraje nadoru; N —normalni sliznice bez znamek dysplazie; T — primadrni

nadorr; SCC - spinocelularni karcinom.
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K sekvenaci bylo pouzito nasledujicich 11 primert (D3S3689, D3S3575, D3S1268, D3S3886,
D3S3712, D3S1614, D3S3715, D3S3565, D3S3609, D3S1580 a D3S1601; MWG-Biotech,

Ebersberg, Germany; tabulka 2).

Marker % =2 8 § S % E 3 % 2 é Primer
op] 79] op] op] 9] N N op] op] op] op]
o on o o o o o on on o o
A A A A A A A A A A A
Lokus Sl 8 = = =] o] @] 2]«
vy e el el el O O el = o0 o0
N N N N N N N N N N N
o =2 o o o o o o o o o
on on on on on on on on on on on
Pocet (%) | 8 17 18 3 17 15 14 7 12 10 13
) 0
SIOETL] (40) | (85) | 90) | (15) | (85) | (75) | (70) | (30) | (60) | (50) | (65) | (60)
tj informativni
pacienti
=}
S S13/8 [12/1 [ 12/1 [ 2/3 [ 13/1 | 10/1 | 9/14 | 5/7 | 9/12 | 6/10 | 11/1 | (67)
Q | E
g £ : (38) | 7 8 67) | 7 5 (64) | (71) | (75) | (60) |3
o T 006D (76) | (67) (85)
O —
?:_’, 52’2/8 517 | 6/18 | 1/3 | 3/17 | 3/15 | 2/14 | 1/7 | 3/12 | 2/10 | 1/13 | (22)
5} g .z
5 2229963 |6H |18 Q0|14 |14 |25 [Q0) | ®
g 221/8 5/17 | 5/18 | 0/3 | 5/17 | 1/15 | 0/14 | 1/17 | 1/12 | 3/10 | 1/13 | (15)
T 1)@ | @)D O (19 ]®) |6 |®)
<l "

Tabulka 2.

Amplifikované mikrosatelity.
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Chromozomalni lokusy a sekvence primert jsou k dispozici v databazi ENSEMBL
(http://www.ensembl.org). VSechny primery byly znaceny fluorescencné (6-FAM).
Polymerazova tetézova reakce byla provedena ve smési 25 pl reakéni smési obsahujici 2 pl
s obsahem 10 ng/ul genomové DNA, 1.1 ul roztoku kazdého z primerti (100 uM fluorescencné
znaceny primer), 0.5 ul 10 mM dNTP (Applied Biosystems, Weiterstadt, Germany), 2.5 ul PCR
pufru z PCR Optimizer Kit (Invitrogen, Groningen, Nizozemi), 0.25 pl z 5u./ul Taq polymerazy
(Roche, Mannheim, Némecko) a vody. PCR byla provedena na pfistroji GenAmp PCR 2400
(Applied Biosystems, Foster City, USA), 35 cyklt (denaturace 95° C /1 min./, zchlazeni na 55—

62°C (v zavislosti na nastaveni primeru) na 30 sekund a zvyseni na 72°C na 30 sekund.

Amplifikované produkty PCR byly analyzovany kapilarni elektroforézou na pfistroji ABI
Prism 310 genetic analyzer (Applied Biosystems, Foster City, USA). V ramci analyzy bylo
12 pl deionizovaného formamidu kombinovéano s 0.5 pl Genescan 500 TAMRA size standard
(Applied Biosystems, Weiterstadt, Némecko) a 2 pl produktu PCR v kazdém geneticky
analyzovaném vzorku. Vzorky byly denaturovany v zahtivacim blocku po dobu 2 minut na
90° C, zchlazeny béhem 2 minut na ledové tiisti a vloZzeny do analyzatoru. K analyze a
kvantifikaci vysledkli pomoci elektrohistogramt byl pouzit software GeneScan (verze 3.7).

Zisky (gains) byly definovéany nasledujici rovnici:
(T1/T2)/(N1/N2) < 0.8 nebo> 1.2

kde T1, T2 a N1, N2 jsou vrcholy kiivek (peak) relativni fluorescence alel.
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4. Vysledky

Fragmentacni analyza vzorki z tumoru a normalni tkané

Analyzovali jsme kompletni sadu vzorkt (T, M1, M2 a N) od vSech 20 pacienti pomoci 11
mikrosatelitnich primerd. Celkové hodnoceno, procento informativnich vzorkd (4.
heterozygotil) kolisalo pro zvolené primery mezi 15 % (3/20) a 90 % (18/20) pro analyzované
lokusy (tabulka 2).

V nadorovych vzorcich byly zisky genetického materidlu od 38 % v informativnim lokusu
(lokus 3g25.31, MS marker D3S3689) do 85 % v lokusu 3q28 (marker D3S1601). Ve
slizni¢nich vzorcich histologicky zdravé tkdn€¢ odebrané ve vzdalenosti 1 cm od okraje naddoru
byla detekovana nejnizsi uroven ziskll v lokusu 3q28 (marker D3S1601) s 8 % a nejvyssi v
lokusu 3g26 (markery D3S1268 a D3S3886) s 33 %. Ve slizni¢nich vzorcich histologicky
zdravé tkané odebrané ve vzdalenosti 2 cm od okraje nadoru byly zisky 0 % (loci 3q26.1 a

3926.32 — markery D3S3886 a D3S3715) az 30 % (lokus 3q28 — marker D3S1580).

Celkové¢ zisky ve vSech informativnich lokusech a analyzovanych vzorcich byly 67 u téch
z primarniho tumoru, 22 % u M1 vzorkl a 15 % u M2 vzorki (tabulka 2). Shrnuto, detekovali
jsme zisky v minimélné jednom vySetfovaném mikrosatelitu dlouhého raménka ttetiho

chromozomu u vSech vzorkl z primarnich tumort, 15/20 M1 vzorkt a 10/20 M2 vzorki.
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Korelace fragmentacni analyzy a CGH

Korelace mezi pritomnosti ziskli detekovatelnych fragmentacni analyzou a ptedchozi CGH

analyzou publikovanou nasi skupinou je zobrazena v tabulkach 3-5.

CGH analyza ukézala zisky u 14/20 vzorkli znadord (70 %) v oblastech 3q. Pomoci
fragmentacni analyzy jsme zjistili, ze vSechny CGH-negativni vzorky z nadorové tkané (¢. 1,
2,4, 7, 10 a 18) byly pozitivni alespont v jednom lokusu. Na druhou stranu, ne vSechny
informativné pozitivni lokusy z CGH byly detekovany jako amplifikované pii fragmentacni

analyze (obr. 1).

Jenom 4 z20 M1 vzorkd (20 %) mély definované amplifikace v oblastech 3q. Pomoci
fragmentacni analyzy bylo detekovanych jako pozitivnich 15 vzorki (75 %) (tab. 2). Mezi M2
vzorky, 12 z 20 (60 %) bylo detekovanych jako pozitivni pfi pouziti fragmentacni analyzy, ale
zadny nebyl pozitivni pii CGH (obr. 3). To naznacuje vysokou senzitivitu fragmenta¢ni analyzy
a vysokou cetnost premalignich bun€k smalymi chromozomalnimi aberacemi.
Histopatologicky diagnostikované dysplazie byly asociovany s ¢astou imbalanci alel.
Zaznamenali jsme 9 M2 vzorka diagnostikovanych jako lehkd az stfedné t€zkéa dysplazie s
detekovatelnymi zisky (gains) oproti pouze tfem lehkym dysplaziim, u kterych nebyly
prokéazany zisky v CGH (obr. 3). Stejné tak, pouze 3 vzorky se zisky v CGH v oblastech 3q
byly histopatologicky normalni oproti péti bez ziski.

Nize jsou vysledky uvedené ve formé prehlednych tabulek.

V dalSich navazujicich studiich, na kterych se autor spolupodilel, bylo provadéno studium
kancerogeneze u HNSCC nékolika dalSimi metodami, zejména pak analyza jednotlivych geni
pomoci real-time PCR nebo analyza genové exprese pomoci microarraye — bioCipoveé

technologie nejenom ze solidni tkané¢, ale 1 z krve.
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Marker | D3S | D3S | D3S | D3S | D3S | D3S | D3S | D3S | D3S | D3S | D3S | CGH | Histologic
3689 | 3575 | 1268 | 3886 | 3712 | 1614 | 3715 | 3565 | 3609 | 1580 | 1601 (T)
Lokus | 3q25. | 3q25. | 3q26. | 3q26. | 3q26. | 3q26. | 3q26. | 3q26. | 3q27. | 3q28 | 3q28
31 32 1 1 1 2 32 33 2
1 SCC
2 scC
3 3q— | SCC
4 Nele
5 3q— | SCC
6 3q— | SCC
7 scc
8 3926 | §CC
28
9 324- | §CC
10 scc
11 3926- | §CC
28
12 3q- | SCC
13 3q— | SCC
14 3q- | ScC
15 3926- | §CC
28
16 3926 | §CC
28
17 3926 | §CC
28
18 ScC
19 3q- | SCC
20 3q2 | scC
4_
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Fragm
entacni
analyza
/ CGH
pozitiv
ita (%)

3/5

(60)

12/13

92)

10/14

(71)

2/2

(100)

10/12

(83)

9/11

(82)

9/10

(90)

3/4

(75)

8/9

(89)

5/7

(71)

8/9

(89)

Tabulka 3. Korelace amplifikaci (gains) mezi fragmentacni analyzou (FA) a komparativni

genomickou hybridizaci (CGH) ve vzorcich z nadoru (7).

Zkratky: CIS — karcinom in situ;, DI, D2 a D3 — mirna, stredni a tézka dysplazie; M1 — sliznice

1 cm od okraje nadoru; M2 — sliznice 2 cm od okraje nadoru; N —normalni sliznice bez znamek

dysplazie; T — primarni nador;, SCC - spinocelularni karcinom.

Graficky zobrazeny vysledek korelace mezi FA a CGH;

homozygotii), [ heterozygot, amplifikace pri FA, CGH pozitivivni;

O neinformativni allelotypy (5

heterozygot, amplifikace

pri FA, CGH negativni; I heterozygot, bez amplifikace pri FA, CGH pozitivivni

bez amplifikace pri FA, CGH negativni.
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Marker | D3S | D3S | D3S | D3S | D3S | D3S | D3S | D3S | D3S | D3S | D3S
3689 | 3575 | 1268 | 3886 | 3712 | 1614 | 3715 | 3565 | 3609 | 1580 | 1601
Lokus | 3q25. | 3q25. | 3q26. | 3q26. | 3q26. | 3q26. | 3q26. | 3q26. | 3q27. | 3q28 | 3q28
1 2 32 33 2

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

CGH
(M1)

Histologie

D2

D1

D3

D3

3q—

D3

3q2

D2

D2

CIS

D2

D2

D3

D2

D2

D2

D2

D2

D2

CIS

D2




Tabulka 4. Korelace amplifikaci (gains) mezi fragmentacni analyzou (FA) a komparativni

genomickou hybridizaci (CGH) ve vzorcich ze sliznice odebrané 1 cm od okraje nadoru (M1).

Zkratky: CIS — karcinom in situ; D1, D2 a D3 — mirnad, stiedni a tezka dysplazie; M1 — sliznice
1 ¢cm od okraje nadoru;, M2 — sliznice 2 cm od okraje nadoru, N — normalni sliznice bez znamek

dysplazie; T — primarni nador;, SCC - spinocelularni karcinom.

Graficky zobrazeny vysledek korelace mezi FA a CGH; 0 neinformativni allelotypy (5
homozygotii), I heterozygot, amplifikace pri FA, CGH pozitivivni;  heterozygot, amplifikace
pri FA, CGH negativni; I heterozygot, bez amplifikace pri FA, CGH pozitivivni | heterozygot,
bez amplifikace pri FA, CGH negativni.
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Mar | D3S | D3S |D3S | D3S | D3S | D3S | D3S |D3S |D3S |D3S [D3s |C |Hse
" | 3689 | 3575 | 1268 | 3886 | 3712 | 1614 | 3715 | 3565 | 3609 | 1580 | 1601 | o
Lo | 3q25. | 3q25. | 3q26. | 3q26. | 3q26. | 3q26. | 3q26. | 3q26. | 3q27. | 3q28 |3q28 | ¢
kus | 31 32 1 1 1 2 32 33 2 M

2
1 - |p1
2 - IN
3 - | D2
4 - | D1
S - | D2
6 - N
7 - N
8 - | D1
9 - |p1
10 - |p1
1 N
12 - |p1
13 - |p1
14 N
15 _ Ipi
16 ]
17 N
18 N
19 - |2
20 N
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Tabulka 5. Korelace amplifikaci (gains) mezi fragmentacni analyzou (FA) a komparativni

genomickou hybridizaci (CGH) ve vzorcich ze sliznice odebrané 1 cm od okraje nadoru (M1).

Zkratky: CIS — karcinom in situ; D1, D2 a D3 — mirnad, stiedni a tezka dysplazie; M1 — sliznice
1 cm od okraje nadoru; M2 — sliznice 2 cm od okraje nadoru; N —normalni sliznice bez znamek

dysplazie; T — primarni nador;, SCC - spinocelularni karcinom.

Graficky zobrazeny vysledek korelace mezi FA a CGH; 0 neinformativni allelotypy (5
homozygotii), I heterozygot, amplifikace pri FA, CGH pozitivivni;  heterozygot, amplifikace
pri FA, CGH negativni; I heterozygot, bez amplifikace pri FA, CGH pozitivivni | heterozygot,
bez amplifikace pri FA, CGH negativni.
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5. Diskuze

Vznik zhoubného procesu je komplexni proces akumulace molekularné genetickych zmén od
normalni po nadorovou bunku, tzv. vicestupiiovy proces kancerogeneze. Pocet genetickych
zmén stoupa se stupném malignity zhoubného procesu, zdaleka ne vzdy ale histologicky obraz
odpovida stupni molekularné genetickych zmén ve vySetfované tkani. Je prokazano, ze i
histologicky normalni tkan v okoli nadoru vykazuje molekularné genetické odchylky, které jsou
pfedstupném maligniho zvrhnuti histologicky doposud normdlni buiky. Klasicka
histopatologicka Slaughterova teorie plosné kancerizace (field cancerization) je s rozvojem
molekularné genetickych postupti posunuta na dal$i, subcelularni troven. Teorie geneticky
alterovaného pole v histologicky normalni tkani je potvrzena mnoha studiemi z posledni doby.
Genetické zmény v histologicky normalni tkani pfilehlé k naddoru tedy pravdépodobné hraji
zasadni roli pfi ozfejméni procesu kancerogeneze. Zaroven jsou tyto zmény pravdépodobnym
podkladem pro castéjsi rekurenci nemoci ve vysSich stadiich, kdy jsme u kohorty naSich
pacientli potvrdili mnozstvi molekularnich zmén i v okoli, tedy v histologicky nenadorové
tkani. To je zasadni i proto, ze rekurence HNSCC ziistava i pies onkologicky radikalni operativu
priméarniho tumoru s histopatologicky nenddorovymi okrajovymi excizemi pomérné vysoka.
Tyto rekurence vznikaji zejména v ponechanych tkénich obsahujicich prekurzorové 1éze.
Senzitivni detekce téchto 1ézi, resp. molekularné poskozenych bunék ¢i okrski tkané, by méla
velky dopad na zlepSeni pieziti pacientd s HNSCC. Na zakladé vyse uvedenych vysledkl by
mohla byt fragmentacni analyza chromozomadlni oblasti 3q26 pokldddna za vhodny
diagnosticky nastroj. Chromozomalni lokus 3q26 se ukazuje byt jednim z vhodnych kandidatt,

které obsahuji onkogeny zodpovédné za rozvoj] HNSCC.

NaSe data ukazuji, Ze nadorové zmény u HNSCC jsou detekovatelné pomoci fragmentacni
analyzy (zaloZzené na PCR) pfi pouZiti primerii cilené¢ zvolenych z chromozomalniho lokusu
3926 ve vSech naSich nadorovych vzorcich. Je zésadni, Ze 1 cm od nddoru jsou amplifikace
3926 zaznamenatelné v 75 % vzorkl a ve vzorcich odebranych 2 cm od nadoru v 60 %. Ve
studii, ktera porovnavala stejné vzorky pomoci CGH analyzy, jsme zjistili zisky (gains) v 70 %
nadorovych vzorki, 20 % slizni¢nich vzorki odebranych 1 cm od nadoru a v zddném slizni¢nim
vzorku ze vzdalenosti 2 cm od nadoru. Toto indikuje vyS$si senzitivitu metod zaloZenych na
PCR, kterymi jsou detekovany malé mutace v tkdni v blizkosti HNSCC, oproti vétSim,

rozsahlej$im mutacim detekovatelnym napt. pomoci CGH.

Z vysledkl nasi studie vyplyva, ze amplifikace markert pro oblasti 3q25.32, 3q26.1, 3gq27.2 a
3928 (D3S3575, D3S3712, D3S3609, D3S1601) jsou dostatecné pro detekci amplifikace 3q26
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u vSech 20 nadorovych vzorkl. Nicmén¢€, abychom detekovali zisky v alelach v maximalni
mozné mife s alesponl jednim pozitivnim lokusem (3q-) i ve vzdalengjSich vzorcich, je vhodné
analyzovat vSech 11 podoblasti. I proto mize byt uzitecné pracovat s jinym panelem primerti
nebo vyuzit k analyze jiny nejcastéji postizeny lokus u HNSCC jako napt. 11q nebo 15q za

ucelem dosahnuti srovnatelné nebo vyssi senzitivity s mensim poctem markerd.

Braakhuis se svymi kolegy zavedl pojem ,,second-field tumor®, do ¢estiny prekladano jako
nador z druhé oblasti. Pfedpoklada se, ze tyto nadory vznikaji ze stejné geneticky alterované a
klonalné ptibuzné oblasti jako priméarni nador. Tyto okrsky mohou byt rozsahlé a zabirat az
nekolik centimetri v priiméru. Sliznice v téchto okrscich se jevi jako histologicky nemaligni,
ale miize obsahovat casné mutace, které mohou progredovat v premaligni a maligni zmény
v dal$im prib&hu onemocnéni. Stejné skupina také prokazala stejny ptivod lokalnich rekurenci
u vice nez poloviny druhych primarnich tumori (,,second-field tumor*) a pouze jedna tfetina

vznika z residuélnich nddorovych bunégk.

Pokud tedy slizni¢ni, histologicky nemaligni vzorky v nasi studii sdileji stejné zisky (gains)
jako vzorky z nadort, pak nase data podporuji predpokladany mechanismus spolecného ptivodu
z preneoplastického pole ¢i oblasti. Definovat okrajové excize bez nadoru nebo 1épe bez
molekularni dysplazie miiZe byt vlastné v mnoha ptipadech nemozné. Rist a rozvoj v agresivni
nadorovou tkan nebo druhy priméarni tumor jsou vysledkem klondlni evoluce v histologicky
normalni, ale molekularné preneoplasticky zménéné sliznici, kdy se béhem mnohastupiiového
procesu vyviji infiltrativni nador. Tyto bunécné zmény jsou reprezentovany mnoha genetickymi
zménami. | proto by mohly byt v budoucnu rozliSeny ¢asné a pozdni zmény adekvatnimi
genetickymi markery a dalo by se tak i predikovat, zda je pravdépodobna rekurence primarniho
onemocnéni. Tedy zda je moZné detekovat v okoli histologicky zdravé tkani premaligni
molekularni zmény vedouci k pravdépodobnému rozvoji HNSCC, tedy detekovat zmény

charakteristické pro casnou kancerogenezi HNSCC.

Proto by informace o ,,molekularni dysplazii* méla mit velky dopad v prevenci a asné detekci
mozné rekurence zejména v oblastech v sousedstvi invazivnich 1ézi. Nase data potvrzuji, Ze
molekularni zmény potencionélné€ souvisejici s nddorovou rekurenci mohou byt identifikovany
pomoci fragmentacni analyzy. Fragmenta¢ni analyza okrajovych excizi se mize stat rychlou a
dostatecné spolehlivou metodou, moznd i s vyuzitim v ramci peropera¢niho vySetfeni. Toto
muize mit klinické konsekvence jak pro intraoperativni potvrzeni radikdlni resekce nadoru
s negativnimi okraji, tak i pro nasledny follow-up, tj. sledovani pritbéhu nemoci pii naslednych

kontrolach (vétSinou do 5 let po zahdjeni terapie). Prednosti vySetfovani okrajovych excizi
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molekularné genetickymi metodami oproti klasickému histopatologickému vySetfeni byly
popsany vyse a predpoklada se jejich potvrzeni v dalSich letech, napf. v rdmci navrZeni
optimalniho setu mikrosatelitnich markert.

Informace o vys$si pravdépodobnosti moznosti rozvoje infiltrativniho karcinomu by vedla
k moznosti ¢asné intervence a lepSiho zacileni 1é¢by. Tim se mysli pfesnéjsi chirurgicky zékrok,
modernéjsi strategie chemoradioterapie, ale i imunoterapie a dalsi, tedy cilené, moderni a do
klinické praxe zavadéné metody. Zminka o udéleni Nobelovy ceny za medicinu zaznéla jiz
v ivodu. Piedsedkynd Ceské onkologické spoleénosti CLS JEP, pani docentka Prausova,
v navaznosti na tuto udalost uvedla, ze: ,,Myslim si, Ze si to imunoterapie urcite zaslouZzi,
protoze je to obrovsky prevrat v lécebnych vysledcich a preziti u onkologickych pacientii.*

Je namisté zminit fakt, Ze porucha signalizace pies PD-1 (programed cell death 1; viz zminka
v ivodu na stran¢ 25) mize pomahat nadorovym buiikkam pro unik pied imunitnim systémem,
coz muze vést k toleranci nddoru (Borcoman et al. 2019, Plzédk et al. 2019). Je znama také role
PD-1 a vztah k PI3K (fosfatidylinositol-3-kindza). Hlavni funkci receptoru PD-1 je negativni
regulace imunitni odpovédi, to vede ke stimulaci apoptozy. Signalizace pies PD-1 vede k
inhibici PIK3. Dusledkem inhibice této signalni drahy je zastaveni bunécného cyklu.
Katalytickd podjednotka alfa fosfatidiylinositol-3-kindzy (PIK3CA), kterd plni funkci
onkogenu, ma lokus v oblasti 3q26.32, jejiz amplifikace jsme ve studii prokazali jak v oblasti
1 cm, tak 2 cm od okraje nadoru. Je tedy ziejmé, ze mikroprostiedi v okoli nadoru, které
obsahuje 1 imunitné kompetentni buiiky, a alterace jejich normalni funkce charakterizovana
zvySenou expresi PIK3CA, se mize spolupodilet na progresi nadorovych zmén.
Monoklonalni protilatka proti PD-1, napf. pembrolizumab ¢i nivolumab, ve svém disledku
zvysuje T-bunécnou odpovéd’ a zprostredkovava tedy protinadorovou odpoveéd’. V soucasné
dobé plati, ze tato je velmi nad¢jnou imunoterapetickou metodou, kterd je jiZ zavedena
v kombinované terapii u pokroc¢ilého onemocnéni nejenom u melanomu a karcinomu
mocového méchyte, ale 1 u HNSCC.

V budoucnu by se mohlo jednat v predikci informativnich zmén i o priikkaz neinvazivnimi
metodami, napt. vySetfenim ze slin nebo i z krve. Tyto metody byly rozpracovany v dalsi studii
vyzkumné skupiny ORL kliniky 1.LU UK a FN v Motole, kdy byly zkoumany cirkulujici
nukleové kyseliny v periferni krvi u pacient s HNSCC (viz nize), a kterd je v pfiloze disertacni

prace uvedena ve formé publikovaného ¢lanku.
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Cirkulujici nukleové kyseliny

Kancerogeneze a rast tumoru jsou komplexni a progresivni procesy, které jsou spojeny s celou
fadou genetickych i epigenetickych alteraci, které mohou byt detekovany v plazmé nebo v séru.
Ackoliv je historie vyuziti cirkulujicich nukleovych kyselin (CNAs) jako potencionalnich
biomarkert dlouhd, studii, které by kombinovali jejich pouziti spolu s celogenomovymi
z analyzy solidni tkang, pficemz prokdzaly odliSnosti mezi tumordzni tkani a tkani odebrané
s histologicky zdravé sliznice v okoli nddoru. Podafilo se prokézat, ze v peritumorozni tkani (1
cm od okraje nadoru) je vyssi parakrinni sekrece nekterych rastovych faktora (napt. IGF-2,
BMP-4). Tato vyssi aktivita mize vysvétlovat biologické zmény stromalnich fibroblastl
v keratinocyty rtzného fenotypu, pricemz nékteré aktivované keratinocyty ziskéavaji vzhled

keratinocytli dlazdicobunééného karcinomu nebo keratinocyt hojici se klize.

Ve svétle téchto experimentil jsme se pokusili zaméfit na markery potencionalné ptitomné
v séru osob s tumorem. Vysledky této jsou souasti publikace MUDr. Capkové, na které se

MUDr. Jan Kastner spolupodilel jako spoluautor. Publikovany ¢lanek je uvedeny v pftiloze.
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Uvaha o medicinsko—ekonomickych vazbach nejenom v ramci péée o pacienty s HNSCC
Kosmeticky ¢i funkéni hendikep po operativé naddoru v oblasti ORL je pro mnoh¢ z pacientt
zdravotné 1 socialn€ zna¢né zatézujici. Jedna se o potize spojené s poruchou funkce hlavovych
nervl, ztratou hlasu, problémy s polykénim, asymetrii obliceje a krku a d.) a proto je
v nékterych vyspélych zemich patrny trend preferovat primarné nechirurgickd lécebna
schémata zalozena na kombinaci chemoterapie a radioterapie i pfi lokaln¢ pokrocilé nemoci ve
stadiu I1I — I'V. Nakolik je tento trend vyhrazen ekonomicky silnym zdravotnim systémtm je
piredmétem diskuzi na odbornych forech i otazkou pohledu (chirurg, onkolog, ekonom aj.). Jsou
uvadéna medicinsko-ekonomicka hlediska, kterd poukazuji na vyrazné¢ ekonomicky vice
zatézujici ohodnoceni lidské prace zdravotnikli v zapadnich zemich, nezli je financné€ zatézujici
prace pristroje (zarice) ¢i 1éktu (byt ¢im dal drazsich). Mozna se s nastupem ekonomicky
narocné biologické terapie, ale i1 cilenéj$i a drazsi radioterapie (protonové zafice) obrati
opctovné trend a primarné chirurgickd terapie se bude dostavat do poptedi i v onéch vyse
zminénych regionech.

Autor disertace, jako zastupce odborné spoleénosti CSORLCHHK CLS JEP v Komisi pro
1ékovou politiku a kategorizaci CLS JEP, v poslednich n&kolika letech zblizka sleduje, jak se
nejenom zdravotni pojiStovny, ale i Ministerstvo zdravotnictvi obavaji nastupu cilené 1écby i
terapie vzacnych onemocnéni, zejména metabolickych, tedy orphanii a ultraorphani. Je mozné
vidét, jak se komeréni nadnérodni farmaceutické firmy snazi obchazet SUKL, jak se vyuziva
nebo spiSe zneuziva § 16 zdkona €. 48/1997 Sb. Fakt, Ze se tohoto vyvoje obéavaji i zdravotni
pojistovny, kterd pro nas zdravotniky byly dosud spiSe nepfitelem a ,.kvocnou‘ na penézich,
kterych samoziejmé neni nikdy a nikde dost, miize pfi Spatném nastaveni pravidel znamenat
ohrozeni rozumného financovani zdravotnictvi, zejména na ukor ohodnoceni prace zdravotnikti
ve prospéch farma-firem. Pravda samoziejmé neni cernobila a financi nikdy nebude
dost. V médiich se bézné ke ctenafi dostavaji €lanky o ,,Experimentalnich 1é¢ivech®. Letos pry
bude pojistovnam stacit 100 miliond K¢, ale za 10 let uz by to mohlo byt 30 miliard. Jenom
podotykam, Ze na cely segment védy a vyzkumu vydava Ceska republika z vefejnych zdrojt
obdobnou ¢astku (v roce 2018 to bylo 31,4 mld K&; zdroj web CTK). Je smutné, Ze napf. roéni
dotace na solarni energii, ¢i spiSe pochybné projekty tzv. ,,solarnich baronti, které hyzdi krajinu
s loukami namisto zelené travy solarnimi panely, stoji obdobnou ¢astku (27 mld K¢ pro rok
2019).

Nezbyva nez doufat, Ze ve statnim rozpoctu ,,néco* zbyde na platy zdravotniki v nemocnicich
a nebude nijak zdsadné ,,0sekéna‘ ani ambulantni specializa¢ni péce, byt k tomu nekteré kroky

pojistoven i Ministerstva zdravotnictvi smétuji. Nebot’ optimalni vySetieni rizikovych pacientti
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1 optimalni dispenzarizace onkologickych pacientii s vyuzitim modernich diagnostickych
metod v podminkéach primérni péce nebo v ordinacich ambulantnich specialistl mlze predejit
pozdni klinické diagnostice a rozvoji hlife terapeuticky ovlivnitelnych vyssich stadii zhoubnych

nadort (Zabrodsky et al. 2012).

Podobnym ptikladem této filozofie, byt ne piimo se tykajici onkologické problematiky, jsou
doporucené postupy v ramci diagnostiky rinosinusitidy uvetejnéné jako Mezinarodni konsenzu
o rinosinusitid¢ (International Consensus Statement on Allergy and Rhinology: Rhinosinusitis;
ICOS 2016) (Orlandi et al. 2016). Ve Spojenych statech americkych je v poslednich letech
diskutovana otdzka, zda by v ramci cost/benefit parametri zdravotnického systému nebylo
optimalni v diagnostice chronické rinosinusitidy nahradit endoskopické vySetfeni nosu
vstupnim CT vySetfenim jako primarni diagnostickou metodou. Vyznamnym medicinskym
diivodem této snahy je fakt, Ze nosni endoskopie je v ¢asti ptipadi CRS faleSné€ negativni, tzn.
7e nalez v nose nekoresponduje se stavem VDN a se symptomatologii. To mlze platit i u
pacientii po jiz absolvovaném endonazalnim endoskopickém vykonu na dutinich. V oblasti
primarni péce, ale 1 u specialistli jsou ¢asto navic naduzivana ATB u onemocnéni, jakymi jsou
neuralgické syndromy. U téchto stavli je endoskopicky ndlez ne zcela presvédCivy, ptipadné
normalni, a priméarni provedeni CT by tudiz ptispélo k vylou¢eni diagndzy rinosinusitidy. Podle
americkych zaveéri uvedenych v ramci ICOS 2016 je CT vySetfeni indikované nejen pfi
pozitivni symptomatologii a nejasném endoskopickém nalezu, ptipadné pied pldnovanou
chirurgickou 1é¢bou (FESS), ale 1 v ramci diagnostického protokolu u chronické rinosinusitidy
jako metoda prvni volby namisto nosni endoskopie. Dal§im vyznamnym faktorem vySe
uvedenych postuptl je cena obou diagnostickych metod v USA. V CR, kde je prace lékaie
finan¢né podhodnocena, a to jak na klinickych pracovistich, tak i v ambulantni sféte, takoveé

,problémy* zatim nikdo fesit nemusi.

Primérné platba za diagnostickou nosni endoskopii (nezavisle na tom, zda rigidni, nebo
flexibilni) ¢inila v roce 2014 podle americké federalni agentury Centers for Medicare and
Medicaid Services (CMS) 212 USD. Tyto naklady by mély pokryvat ¢as specialisty k provedeni
vykonu i k vyhodnoceni nélezu, kapital potfebny k ndkupu vybaveni jakoz i vydaje potiebné
ke sterilizaci a udrzovani endoskopu. Platba za CT vysetfeni VDN Ccinila podle CMS v roce
2014 primérné 208 USD (jedna se tedy o podobnou ¢astku jako u endoskopie). Ta opét hradi
naklady spojené se zohlednénim kapitalové investice na potizeni pfistroje, technické provedeni

vySetfeni 1 vyhodnoceni nalezu specialistou (Orlandi 2016). Hodnota prace otorinolaryngologa
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v Ceské republice v ramci platby od zdravotnich poji§toven za diagnostickou nosni endoskopii
(rigidni ¢i flexibilni) ¢inila v roce 2018 ptiblizné 250 bodi (jeden bod odpovida priblizné jedné
korun€). Prost¢ CT VDN je pak v roce 2016 ohodnoceno piiblizn¢ 1300 body, CT s kontrastem
ma hodnotu kolem 2150 bodu. Prosty RTG snimek VDN je ohodnocen piiblizné 210 body.
Pokud si uvédomime neporovnatelnou hodnotu vysledného nalezu pro orientaci v oblasti VDN
mezi CT vySetienim a prostym RTG vysetienim, i fakt, Ze cena za vyzadany vykon je v ptipadé
CT jen asi 6% vyss§i, mozna ubude do jisté miry nesmysln¢ provadénych prostych RTG snimki
VDN v diagnostickém procesu u akutni rinosinusitidy. A naopak chronicka rinosinusitida by

mohla byt diky piesnéjsi diagnostice pomoci CT dfive a Iépe ucinné 1écena.

55



Experimetalni chirurgie ?

Obor Experimentalni chirurgie studia Biomediciny rozhodné neznamena zacit experimentovat
se zavedenymi chirurgickymi technikami. Je nicméné mozné, a dokonce velmi pravdépodobné,
ze lepsi poznani Casné kancerogeneze pomuze diagnostikovat malignitu v nizSich stadiich

onkologického onemocnéni s jasné lepSimi vysledky stran morbidity i pfeziti.

Na druhou stranu, stale bohuzel plati, ze ¢ast pacientt se spinocelularnim karcinomem hlavy a
krku, ma leckdy nizké socio-ekonomické zdzemi, zanedbava preventivni vySetteni, o své zdravi
nepecuje (byt’ ne u vSech pijant a kurdka tomu tak musi byt). Tato typicka skupina naSich
pacientll nedava pftili§ optimismu k vyrazné lepsim diagnostickym vysledkiim na zéklad¢ ¢asné
kancerogeneze. Tito byvaji diagnostikovani béhem pokrocilé kancerogeneze. A proto se vyplati
nezapominat ,,staré dobré* chirurgické postupy, pfistupy a techniky, které mohou zachranovat

zivot onkologicky nemocného i v pozdéjsich vyssich stadiich.

V naSich zemich ptevazuje 1 u pokrocilého HNSCC, pokud je operabilni, stile chirurgie.
Onkologicka terapie je u HNSCC spiSe adjuvantni, samotna radioterapie mize byt i primarni,
zejména u karcinomu tonzily nebo karcinomu hrtanu. To, zda je divodem niz$i cena
ohodnoceni lékafe oproti stavu v severozdpadni Evropé ¢i Severni Americe ve srovnani
s nepomérné vyS$imi naklady na béznou chemoradioterapii, piipadné jest€¢ nepomérné drazsi
biologickou terapii, je otazka do celospolecenskeé diskuze a spiSe pro politiky. Ostatné i
nastaveni ohodnoceni prace zdravotnikd v nasich zemich ve stfedné-dlouhodobém horizontu je

dobré zvolit tak, aby i1 v budoucnu jsme méli viibec néjaké lékate, kteti budou zajiStovat

sloZit&j$i chirurgické vykony, nejenom v ORL oboru.
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6. Zavér

ad A)

Prokazali jsme, ze molekularné genetické zmény ve form¢ mikrosatelitnich aberaci
(amplifikaci) jsou pfitomny i v histologicky zdravé tkani ptiléhajici k nadoru. Jejich pocet je
nepiimo umérny vzdalenosti od nadoru, tedy je nejvyssi v tkani tésné ptiléhajici k nddoru a se
zvySujici se vzdalenosti od naddorové tkang jich ubyva.

Vysledky této studii ptispivaji k prukazu geneticky alterovaného pole v okoli nadoru, tedy ze
v histologicky zdravé tkani v okoli nadoru jsou jiz pfitomny prekurzorové geny (onkogeny)

zodpovidajici za ¢asnou fazi kancerogeneze.

ad B)

Mezi zkoumanymi lokusy jsme prokézali vysokou prevalenci genetickych zmén v oblasti 3q26-

28 nejenom v nadorové, ale i ptilehlé histologicky zdravé tkéni.

Blizsi zacileni vyzkumu na jednotlivé lokusy v kombinaci s ostatnimi metodami, jako jsou
CGH, ale 1 metody genové exprese a proteomiky, v€etné analyzy cirkulujicich nukleovych
kyselin, pomtze odhalit geny zodpovédné za Casnou fazi kancerogeneze a tim snad i jejich
vyuziti jako marker rozvoje nebo recidivy maligniho onemocnéni. Je zminéna mozna role

amplifikace genetického materidlu v lokusu 3q26 1 role PIK3CA.
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Pro zlepSeni progndzy pacientlli a sniZzeni post-terapeutické morbidity je zasadni rozpoznat
maligni proces nebo jeho rekurenci béhem rannych stadii. Navic, nutnost excize nadoru s
lemem histologicky nenddorové tkdn¢ znacné poskozuje kvalitu zivota pacienta vzhledem
k zasahu v esteticky viditelné oblasti hlavy a krku, ale i v oblasti dychacich a polykacich cest,
dualezitych cév a nervovych pleteni, nékdy i v oblasti baze lebni a smyslovych organti a drah
(zrak, sluch, ¢ich, chut). Pfesto i pti kompletnim odstranéni nddorové tkané€ dochézi v horizontu
5 ti-leté dispenzarizace ve vice nez poloviné piipadii k selhani 1écby. Proto je zasadni, aby pfti
nutném zachovani dostatecné radikality 1é¢by, dochazelo zaroven k ochrané pacientii pred
zbytecné agresivnimi postupy, které zhorSuji funkéni vysledky. Zéasadni je identifikace

biomarkeru zapojeného do procesu ¢asné kancerogeneze.

Poznatky o ¢asné kancerogenezi u spinocelularniho karcinomu hlavy a krku zamétené zejména
na mozné prekurzorové molekularni zmény v nenadorové tkdni v sousedstvi nddoru, které
souvisi s moznou vys$i expresi onkogenti v téchto oblastech, tvofi zdkladni linii této disertacni
prace. Autor uvadi i pravdépodobné molekularné biologické trendy, které mohou pfispét
k dal$imu poznani ¢asné faze kancerogeneze u tohoto typu karcinomu a tim i zlepsit detekei,
vyhledové pak i1 1é€bu tohoto zhoubného onemocnéni. Tyto zmény by mohly hrat i velkou roli
v rozpozndni mozné vyssi pravdépodobnosti rozvoje rekurence a tim 1 ¢asnéj§imu provedeni a

zacileni piislusné terapie.

Prace je zaméfena zejména na moznost vyuZziti mikrosatelitnich amplifikaci pfi detekci
moznych onkogentll. Fragmenta¢ni analyza pomoci primeri z chromozomalniho lokusu 3926
prokédzala, Ze molekularni zmény charakteristické pro nadorové zmeény, amplifikace

genetického materidlu, jsou detekovatelné 1 v prilehlé, histologicky zdravé tkani.

Fragmentac¢ni analyza okrajovych excizi by se mohla pfi spravném nastaveni setu mikrosatelitl
stat dostatené spolehlivou metodou jak k detekcei specifickych premalignich zmén u dysplazii,
tak 1 moZné rekurence. V predikci ¢asnych molekularné genetickych zmén je mozné vyuZiti,
mezi dal§imi metodami, i prikazu vysetfenim genové exprese pomoci mikroarrayi pfimo

z krve, tzv. analyzou cirkulujicich nukleovych kyselin.
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