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Pouzité zkratky
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Uvod

Systémova zanétliva odpoveéd je organizmem vyvijena pii jakémkoli inzultu, at’ uz
prichdzi zvenci i zevnitf organismu. Soucasti imunitnich mechanizmii organismu je nejen
jejich humoralni, ale i bunééna slozka, ktera ma vyznam pii vzniku i progresi ruznych
onemocnéni. Vyznam bunécné imunity nelze prehlizet ani u malignich onemocnéni, protoze
stejn¢ jako ostatni onemocnéni, jsou i ta maligni provazena systémovou zanétlivou odpovedi
organismu.

Dalsim velmi dulezitym mechanismem pro vznik nédori,stejné jako pro mnoho
dalSich chronickych chorob, je oxidacni stres, ktery je vyvolan bud’ nadbytkem volnych
radikalti, nebo nedostatecnou aktivitou antioxidantli. Z literatury je zfejmé, ze snizena hladina
vitaminu E a A koreluje se zvySenou hladinou marker systémového zanétu u pokrocilych
karcinomt a Ze je Spatnym prognostickym faktorem.

Neopterin je produkovan z guanosin — trifosfatu aktivovanymi makrofagy v reakci
katalyzované GTP — cyklohydrolazou I, je jednim z biomarkerd imunitni odpovédi i
molekulou asociovanou s antioxida¢ni rovnovéahou.

Néadory ORL oblasti (ORL nadory, ORL karcinomy, nadory hlavy a krku) patfi mezi
onkologickd onemocnéni, kterd se sice netfadi k nejcastéji se vyskytujicim malignim
onemocnénim, presto jsou relativné Cetna a na okraji zdjmu odborniki rozhodné nestoji.
Naopak. Karcinomy hlavy a krku tvofi pomérné heterogenni skupinu onemocnéni. VéEtSina
Z nich je diagnostikovana v lokalné¢ ¢i lokoregionalné pokrocilém stadiu. Pii jejich 1é€bé jsou
vyuzivany multimodalni pfistupy a bez nadsazky lze tvrdit, ze v terapii téchto nadorl se
V soucasnosti vyuzivaji téméf vSechny dostupné terapeutické modality. Ty se riizné¢ vzajemné
kombinuji podle toho, v jaké lokalité a v jakém stadiu se onemocnéni naléza. VyuZivany jsou
jak lokalni lécebné piistupy — chirurgické a radioterapeutické, tak systémové léCebné
modality — chemoterapie i cilena biologické 1é¢ba. U nékterych typti ORL onemocnéné lze
vyuzit hypertermii ¢1 fotodynamickou terapii.

V poslednich letech doslo k intenzifikaci 1écebnych postupli pouzivanych u téchto
nadort. To s sebou vSak pfina$i mnohem vétsi riziko vzniku nezadoucich efektd, zhorSeni a
prodlouZzeni jejich vyskytu. Bez dobré podptrné 1é€by by nebylo mozné tyto intenzifikované
rezimy pouzivat. PfestoZe je podplrna lé€ba vyuZivana, jsou to praveé nezadouci Uc€inky, které
limituji onkologickou 1é¢bu. Nezadouci ucCinky snizuji kvalitu Zivota nemocného jedince

nejen v prabéhu onkologické 1é¢by, ale ¢asto i mnoho let po jejim ukonéeni, dokonce mohou
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pietrvavat po cely zbytek zivota pacienta. I v dneSni dobé se stale setkdvame s vyraznou
toxicitou onkologické 1écby, ktera i pfi pouziti podpirné 1é¢by mize vést k umrti nemocného
jedince.

Lécba karcinomt hlavy a krku se vyznacuje zcela specifickym spektrem nezadoucich
ucinkd napf. nemoznosti fonace po totdlni laryngektomii nebo zhorSenim fonace po
radioterapii, dysfagii az afagii, xerostomii ¢i osteoradionekrézou dolni Celisti po radioterapii
atd.

Prohlubujici se znalosti o nadorové imunologii, molekularni biologii a genetice
piinaseji nové poznatky o vzniku nadort, jejich chovani a odpovédi na Iécbu. Diky novym
informacim z téchto oblasti, jsou nadory tfidény do dalSich kategorii a podkategorii, jsou
zkoumany molekularni, genetické a imunologické markery, které by mély silu prognostickych
¢i prediktivnich faktorti. Dilezité vSak je mit pii téchto vyzkumech na paméti vyznam toxicity
1é¢by a jeji predikci.

V dnesni dobé¢ stale neexistuji specifické markery ¢i prediktivni faktory, pomoci nichz
bychom byli schopni piedpovédét zavaznost a tizi nezddoucich ucinki zvoleného
terapeutického postupu pii onemocnéni nddorem ORL oblasti. Vyskyt nezddoucich ucinkil
pii zvoleném postupu jsme schopni Castecné piedvidat na zakladé obecnych kritérii: stavu
pacienta, velikosti nadoru, piidruzenych chorob a naSich zkuSenosti slé¢bou, kterou
poskytujeme a nasich znalosti o ni. Prognézu onemocnéni stanovujeme v podstaté na zakladé
stejnych kritérii, byt dnes k témto faktortiim ptibyly dalsi — EGFR a HPV, které by mohly byt
1 prediktivnimi faktory.

Mnohaletou touhou odbornikl je nalézt jednoduSe stanovitelny a pfitom objektivné
méfitelny prediktivni, pfipadné prognosticky biomarker, ktery by usnadnil vybér
terapeutickych modalit a jejich kombinaci podle tolerance 1é€by pacientem a podle progndzy
onemocnéni. Pfibyva sice znalosti o nadorovych buiikach, o jejich diferenciaci, rlistovém
potencialu, pfibyva informaci o bunécnych receptorech, transdukcnich drahach bunék, ale
stale chybi specifické marky, které by mély dostatecnou vypovédni hodnotu o jejich nositelich
tj. pacientech. V piipadé, Ze by byly dostupné, znamenalo by to, Ze pro tvorbu standardii pro
1écbu jednotlivych malignich onemocnéni podle stadia onemocnéni a vlastnosti nadorovych
bunék, by bylo mozné pfi pouziti specifickych prognostickych a prediktivnich biomarkert
opravdu ,,usit 1é¢bu na miru konkrétnimu pacientovi® podle specifik onemocnéni i pacienta.

Vzhledem Kk tomu, ze nezadouci ucinky 1é¢by jsou jednim z limitujicich faktort
onkologické 1é¢by, je tato prace zaméfena nejen na prognozu, ale i predikci odpovéedi toxicity

pii onkologické 1écbé. Karcinomy hlavy a krku jsou skupinou néadord, u které je pouzivana
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intenzivni protinadorova lécba, ktera indukuje zavazné nezddouci ucinky, proto se karcinomy
hlavy a krku staly vtéto praci zkoumanym onemocnénim a neopterin biologickym
biomarkerem, ktery byl pouzit spolu s hladinou retinolu a a- tokoferolu. O téchto molekulach

u karcinomd ORL oblasti v souc¢asné dob¢ neni k dispozici dostatek dat.
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Cil disertacni prace

Maligni onemocnéni, karcinomy hlavy a krku nevyjimaje, jsou ve své podstaté
onemocnénimi systémovymi a jako takova jsou provdzena systémovou zanétlivou odpovédi..
Z mnoha praci je ziejmé, Ze spolehlivym biomarkerem bunééné imunitni odpovédi je
neopterin, jehoz hladina se pfi onemocnéni vétSinou malignich nadorG zvysuje. Zatim
provedené prace se vétSinou veénuji hladin€ neopterinu u naddorovych onemocnénich napft.
Vv zavislosti na jejich stadiu, ale pfili§ se nevénuji systémové zanétlivé reakci organizmu a/
nebo hladinam neopterinu piimo pii onkologické 1€€bé pacientl at’ uz pouhym sledovanim ¢i
z hlediska aplikace onkologické 1é¢by a jeji toxicity. Velmi malo dat o téchto molekulach je
k dispozici pro nadory ORL oblasti. Pozornost si zaslouzi i oxidaéni stres a antioxidanty.

V praci byly vytyCeny dva primarni cile:

Zhodnotit, zda koncentrace neopterinu v mo¢i muze predikovat rozvoj akutni toxicity
onkologické 1é¢by karcinomil hlavy a krku. Vzorky moci byly odebirdny sériové denné po
celou dobu radioterapie.

Studovat prognosticky vyznam hladiny neopterinu, hladiny retinolu a a - tokoferolu
pted zahajenim 1é¢by pro karcinomy hlavy a krku.

Sekundarnim cilem bylo evaluovat spravnost denniho provadéni odbéri a jejich
uskladnéni po edukaci pacientil a to nejen v prosttedi zdravotnického zatizeni.

Pro tuto praci byli vybrdni pacienti skarcinomy ORL oblasti priméarné

neresekovanymi, lokalnég ¢i lokoregionalné pokroc¢ilymi.
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Literarni prehled

1. Systémova zanétliva a imunitni odpovéd® a nadorova

onemocnéni

1.1. Imunitni systém zdravého jedince

Imunitni systém savcl a imunitni reakce maji za kol spolu s dal§imi mechanismy,
kterymi organismus disponuje, udrzovat homeostazu a integritu organismu. Immunis znamena
Vv latiné odolny. Hlavnim cilem imunitniho systému je chranit organizmus ptred Skodlivymi
vlivy pfichazejicimi zvenc¢i poptipad¢€ i z vlastnich bunék - zbavovat organizmus cizorodych
latek, patogeni a poskozenych vlastnich bun¢k a molekul, regulovat bunééné ptezivani i
bunéénou smrt (apoptozu). Timto systémem se dokaze organizmus branit proti vzniku a
rozvoji riznych, nejen infekénich, onemocnéni.

Imunitni systém je tvofen mnozstvim bunék a imunitnich medidtord, které reaguji
S ostatnimi buitkami v téle. Tim je vytvotfena velmi bohatd, dynamicka, komplexni a dokonala
zachytna sit’ slouzici k obrané organizmu a zaroven vytvarejici toleranci na vlastni antigeny.

Antigenem rozumime makromolekularni latku, nejcastéji protein, ale také polysacharid
popfipadé nukleovou kyselinu, kterou organismus rozpozna jako cizorodou a proti niZ vyvine
imunitni reakci (Horejsi, 2009)

Viastnim antigenem rozumime protein, ktery neni poskozen, ktery je derivovan
Z proteinii normalni struktury z vlastnich bunék organismu. Takto vnikly antigen/ protein neni
schopen normalné fungujici imunitni systém rozpoznat a branit se mu pravé diky
mechanismim zptisobujicim toleranci na vlastni proteiny, antigeny, bunky, tkané. Nicméné,
nekdy v organizmu nastanou takové podminky, Ze se imunitni systém zacne vlastnim
antigenim branit, coZ dava vzniknout autoimunitnim chorobam. Autoimunitni choroba je
selhdni mechanismil imunitniho systému, které rozliSuji mezi tkéni vlastni a cizorodou. To se

stava njen diky vliviim genetickym, ale n¢kdy i vnéj$im (Sinha, 1990).

1.1.1. Typy imunity
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Podle Casu vzniku a rozvoje imunitniho systému ve vyvoji jedince, rozliSujeme

imunitu vrozenou a imunitu ziskanou.

1.1.1.a. Vrozena imunita

Vrozena imunita (nespecifickd imunita, pfirozend imunita, stereotypni imunita) vznika
na podkladé genetické informace, se kterou se jedinec narodi. Diky vrozené imunité je
organismus chranén i v prvnich hodinach po napadeni antigenem. Antigen je diky této
imunit¢ rozpoznavan bez predchoziho stfetu organismu s timto antigenem a jeho
rozpoznavani je nespecifické. Tento typ imunity zprostfedkovavd okamzitou obranu
organismu proti cizorodé molekule ¢i latce a zahajuje imunitni odpovéd’ organismu pfi

prvnim stfetu s antigenem. Do vrozené imunity fadime:

Humoralni nespecifickou imunitu — komplement, lysozym, bilkoviny akutni imunologické
faze a interferony. Jedna se o tzv. rozpustné faktory.

Bunécnou nespecifickou imunitu — buniky se schopnosti fagocytdzy, pfirozeni zabijeci (NK =
natural Killers)

Neimunologické slozky nespecifické imunity — mechanické bariéry (poporodni vermis

caseosa, sliznice, kize), pH sekretli, enzymy, pohyby fasinkového epitelu

Molekuly a buiiky nespecifické imunity pouZzivaji k rozpoznani receptorti lektiny,
Toll-like receptory (TLRs), NOD-like receptory (NLRs) a helikazy. Z objev TLRs z roku

1990 byla védclim udélena Nobelova cena

Buiiky vrozené imunity

Mezi buriky Vrozené imunity fadime monocytomakrofagovy systém, do kterého patii
monocyty a makrofagy (histiocyty, alveolarni makrofagy, pleurdlni a parietalni makrofagy,
Kupferovy bunky, synovialni makrofagy, chondroklasty, osteoklasty, buitky mikroglie, Zirné
bunky,dendritické buiiky) a neutrofilni systém, do kterého patii neutrofilni granulocyty. Mezi
zakladni funkce téchto bunék patii schopnost migrace. Pro tuto funkci je nutna schopnost
adheze bunky, diapedéza, schopnost priiniku pies extracelularni membranu vcetné bunécné
membrany, chemotaxe. Chemotaxi rozumime fizenou migraci proti koncentraénimu spadu
chemotaxinli (chemotaktickych latek) a to diky receptorim uloZenym na povrchu buiky.

Dalsi velmi dilezitou funkci bunék vrozené imunity je schopnost fagocytozy. Fagocytoza je
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vlastnim a hlavnim néstrojem bunécné imunity. Fagocytdzou jsou odklizeny nejen cizorodé
Castice, ale také prestarlé, odumtelé ¢i defektni bunky vlastniho organizmu. Z tohoto divodu
musi byt fagocytdza specifickou zalezitosti, protoze jinak by mohly byt fagocytovany i bunky
zdravé. Proto jsou fagocyty do mista poskozené Ci cizorodé latky pfitahovany pomoci tzv.
chemokind, které poskozené misto oznaci.

Fagocytoza probiha v n€kolika krocich — v prvni fadé musi dojit k adhezi k povrchu
cizorodé cCastice. Adheze byva ulehfena opsonizaci mikroorganismu. Opsoniny jsou v
podstaté markery bunék, které maji byt fagocytovany. NejucinnéjSimi opsoniny jsou
protilatkou molekuly, které se navazuji na specialni determinanty na bunéném povrchu
bakteridlnich bun¢k poptipadé na molekuly, které jsou odhaleny na starych ¢i poskozenych
bunkach (Trojan, 2003). Diky tomu jsou fagocyty schopny rozpoznat buiku, ktera ma byt
fagocytovéna, s tou se pak spoji pomoci receptord, které maji na svém povrchu. Disponuji
receptory jak pro komplement, tak pro protilatky. Pokud maji byt pohlceny inertni Castice,
déje se tak prostou fyzikalni interakci a nejdena se o fagocytozu zprostiedkovanou.

Druhym krokem fagocytézy je ingesce (pohlceni) castice. Vzhldem k tomu, Ze
fagocyty maji ve své fyziologické vybaveé pseudopodie, je ¢astice pseudopodiemi uchopena,
obklopena, tim vznika vakuola, ktera je vystlana plazmatickou membranou - fagosom.

Tretim krokem fagocytézy je vnik fagolysozomu fazi fagosomu a plazmatické
lazosomu.

Nasleduje ¢tvrty krok, kterym je vlastni destrukce pohlcené Castice pomoci enzymi
obsazenych ve fagolyzosomu i pisobenim jeho pH nebo pomoci respiraéniho vzplanuti
(respiratory burst), pfi kterém vznikaji superoxidové anionty a dalsi toxické kyslikové latky,
coz zpusobuje smrt vétSiny bakterii a cizorodych ¢astic (Trojan, 2003).

Makrofagy maji schopnost predkladat antigen imunokompetentnim bunikam a to poté,
co antigen pohlti a nasledné natravi Castici. Jeji antigeny nasledné vestavi do své povrchové
membrany a takto upravené je predkladd T- lymfocytim. Pro tuto funkci makrofagl je
dalezity syst¢ém HLA (MHC).

Makrofagy maji na svém povrchu i receptory pro lymfokiny, coz jsou latky
koordinujici imunitni odpovéd’ s lymfocyty a ostatnimi imunitnimi buiikami a slouzi také

k regulaci proliferace makrofagi.

Piirozena cytotoxicita, natural killers
10-15% imunitnich bun¢k, velkych granuldrnich lymfocytd, na svém povrchu nenese

znamky ani T- ani B- lymfocytil ani specifické receptory pro antigeny, proto byly nazvany
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nulové bunky. Pfesto jsou tyto bunky schopné destruovat cilové buitky bez HLA antigenti ¢i
bez predchozi senzibilizace. Tyto bunky jsou nadany pfirozenou agresivitou, jsou schopny
zasahovat velmi rychle bez piedchozi imunizace, uvoliiuji cytolytické latky nazyvané
perforiny. Vzhledem ke své pfirozené cytotoxicité jsou tyto bunky nazyvany piirozenymi

zabijeCi (natural killers).

Komplement

Do vrozené imunity patii také komplement, ktery sestava z glykoproteinti a
plazmatickych proteini a pifedstavuje asi 15% globulinli krevni plazmy. VéEtSinou je
komplement slozen z prekurzori enzymt, tedy neaktivnich latek, jejichz aktivace nastava
kaskadovité. K této aktivaci dochazi na komplexu antigen- protilatka nebo na povrchu
membran bunék.

Komplement je zodpovédny za chemotaxi, za opsonizaci, ktera usnadiiuje nejen
fagocytozu, ale zprostfedkovava cytotoxickou reakci zavislou na protilditkich (ADCC —
antibody depenndent cellular cytotoxicity). Komplement rovnéz zodpovida za aglutinaci

bunék, neutralizaci virti a za vyplavovani imunitnich bunék z kostni dien¢.

1.1.1.b. Ziskana imunita

Ziskana imunita (specifickd imunita, adaptivni imunita) je fylogeneticky mladsi typ
imunity. Rozviji se na rozdil od vrozené az po setkéni s antigenem. Jeji rozvoj je také po
setkani s antigenem mnohem delsi a trva aZ né€kolik dni a organismus je pomoci ni chranén
pouze proti tomu antigenu, proti némuz se reakce rozvinula. Tato reakce je zplsobena
receptorem, na ktery se navaze pouze dana antigenni determinanta. Jesté léta po odstranéni
antigenu, poté co byla antigenni reakce ukoncena, je mozné v organizmu nalézt
imunokompetentni buriky, které nesou receptory, na které¢ se dany antigen mize okamzité
navazat. Tyto pamétové buitkky umoziuji rychly rozvoj sekundarni imunitni reakce v ptipadé,
Ze antigen opé&t vstoupi do téla.

Do ziskané imunity patfi:

Humoralni specifickd imunita = protilatky. Vykonnou buiikou tohoto typu ziskané imunity je
B — lymfocyt.
Buné¢na specificka imunita = T - lymfocyty, které jsou efektorovymi buinikami ziskané

imunity.
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B- lymfocyty

B — lymfocyty (CD20+) zajistuji humoralni specifickou imunitu. Vyviji se
v lymfoepiteloidnich tkanich podobnych tkani v bursa Fabricii u ptakt, sekundarné pak
osidluji lymfatické organy. U clovéka se tvofi v kostni dfeni a lymfatickych placich
gastrointestinalniho traktu (Payerovy plaky v ileu, v apendixu a také v tonzilach). Specificita
reakce je zpusobena receptorem na povrchu- BCR. B- lymfocyty vyzravaji v plazmaticke
buniky, které zajistuji humordlni imunitni odpovéd’ tim, Ze do télnich tekutin vylucuji
protilatky, které maji schopnost véazat antigen tim, Ze v imunoglobulinu jsou stejnad vazebna
mista, jako je BcR. Tim je také zajiSténa specificita reakce. Dal§i moznou variantou vyzravani
B- lymfocytii jsou pamét'ové B- buiiky, které osidluji vétSinou sliznice, kde ¢ekaji na vstup

antigenu zvenci. Po setkani s nim jej nabidnou T- lymfocytim.

T- lymfocyty

T- lymfocyty se vyskytuji v n€kolika variantach. Jako tzv. pomahaéské T — lymfocyty
(helpem T- lymphocytes), Ty —lymfocyty, supresorové T lymfocyty, Ts —lymfocyty nebo
jako cytotoxické lymfocyty — T, —lymfocyty a pamétové T- lymfocyty.

Klicovou ulohu v imunitni reakci maji Ty —lymfocyty (CD4+), které poté, co jsou
aktivovany antigen predkladajici bunikou, uvoliluji cytokiny — pfedevsim interleukiny a to
hlavn¢ interleukin- 2 (IL -2), ktery stimuluje k ¢innosti dalsi bunky imunitniho systému.
Plsobeni Ty — lymfocytl je nepostradatelné pro diferenciaci B- lymfocytl v plazmatické
buniky. Diky ptsobeni IL-2 dochazi k proliferaci dalSich imunitnich bunék, ¢imzZ se zvétSuje
pocet bunck ucastnicich se na imunitni reakci. Mezi Ty — lymfocyty rozliSujeme dalsi skupiny
a to napt. Ty — lymfocyty a Ty, — lymfocyty, které ptisobi na jiné populace imunitnich bunék
a produkuji odlisné cytokiny, které se spolupodili na imunitni reakci.

Naopak Ts — lymfocyty (CD8+) jsou nezbytné popotladeni imunitni reakce a pro jeji
ukonceni.

T. — lymfocyty (CD8+) jsou schopny nalézt cilovou bunku a zlikvidovat ji. Cytotoxicky
ucinek je navozovan pomoci perforinu a pomoci FasL (Fas Ligandu na povrchu T; —
lymfocyt), pomoci néhoz dochazi k navozeni apoptozy.

Pameétove T — lymfocyty vznikaji jako B- lymfocyty po stietu s antigenem a lze je nalézt

v organismu dlouhou dobu po kontaktu s antigenem.
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1.2. Kooperace vrozené a ziskané imunity

Aby byla zajisténa dokonala obrana organismu, spolupracuji spolu v prubéhu imunitni
reakce jak slozky nespecifické, tak specifické imunity. Kli¢ovou roli v propojeni obou
imunitnich typt hraji dendritické buiiky, jejichz vyznam v onkologii v sou¢asné dobé vyrazné
roste a vakciny z dendritickych bunék jsou testovany v klinickych studiich jako novy
prostiedek 1écby hematoonkologickych (Biichler et al., 2003) i jinych onkologickych

onemocnéni (Reichardt et al., 2004).

1.3. Dendritické bunky

Za objev dendritickych bunék (DC) v roce 1973 byla Ralphu Steinmanovi udé¢lena
Nobelova cena. DC jsou relativné fidce se vyskytujici bunky, patii vSak k nejefektivnéjSim
antigen prezentujicim buiikam (APC). Vznikaji v kostni dfeni a nésledn¢ se vyskytuji, vyjma
rohovky, varlat a mozku, ve vSech tkanich. Na svém povrchu maji dlouhé vybézky, jimiz
komunikuji s okolim i okolnimi bufikami a jimiZ jsou schopny zachytit cizorodou bunku ¢i
Castici a tuto informaci zprostiedkovat jak T- lymfocytim, tak B- lymfocytim (Pelucka et
al., 2012). Proto hraji dendritické bunky roli prostfednika mezi obéma typy imunitnich
systému. I z tohoto diivodu se staly v posledni dob¢ cilem zkoumani védci, kteti vyvijeji a
testuji vakciny z DC v klinickych studiich u riznych typ malignit — melanomem pocinaje,

pfes karcinomy prostaty, nadory glie azZ po hematologické malignity.

1.4. Nadorova imunologie

Ptestoze je lidsky imunitni systém dobfe fungujicim mechanismem, vznikaji v lidské
populaci nddory pomérné¢ Casto. I to je pfedmétem zkoumadni, pfestoZze se in vivo lidsky
imunitni dohled zkouma velmi obtizng. Casto jsou proto ke studiu imunitnich reakci
vyuzivany zvifeci modely a epidemiologické studie. V imunitni odpovédi vznikajici pii
vzniku a vyskytu nadorovych onemocnéni se uplatituje jak vrozena, tak ziskana imunita.

To, Ze jsou nadorova onemocnéni provazena celkovou odpovédi organismu, kteréd
nema zcela unikatni charakter, ale naopak vni Ize nalézt mnoho paralel k pribéhu

zangtlivych, infekénich komplikaci nebo hojeni ran, je zndmo mnoho let.
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Jiz v roce 1836 pozoroval Virchow leukocyty v nadorech, coz povazoval za dikaz, ze

mezi nadorem a zanétem existuje spojeni a ze nadory vnikaji v chronickém zanétu.

1.4.1. Chronicka zanétliva onemocnéni a vznik nadoru

I dnes plati, Ze v chronickém zanétu mohou vznikat nadory. Pfi¢inou vzniku nédora
V podminkach chronického zanétu je chronické naruseni homeostazy tkéani, naruSena
kooperace mezi vrozenou a ziskanou imunitou. Tim mohou byt nastartovany destruktivni
bunécné cykly, které vedou k remodelacim tkéni, ztraté spravné stavby tkané, tvorbé
zménénych proteint a alteracim DNA vlivem oxidativniho stresu.

Vice nez 15% vsech nadort v lidské populaci zplsobuji infekéni patogeny, které
indukuji kacerogenezu vyse uvedenymi podminkami chronického zanétu. Ptikladem mohou
byt Helicobacter pylori, ktery miize zptsobit vyskyt jak karcinomu Zzaludku, tak MALT
lymfomu v dlouhodobé zéanétlivé zménéné tkani nebo HCV ¢&i HBYV, které mohou byt
pri¢inou vzniku hepatoeluldrniho karcinomu v terénu chronické hepatitidy, HPV byvaji
pti¢inou karcinomu délozniho ¢ipku, schistostomiaza karcinomli mo¢ového méchyte.

Chronicky zanét nemusi byt zpisoben pouze infekénimu patogeny, ale také jinymi
castiemi, které zpisobuji dlouhodobé drazdéni sliznic a tim davaji vzniknout chronickému
zanétu. Azbest a kiemicity prach a koufeni zptisobujici mohou byt rizikovym faktorem pro
vznik karcinomu plicniho, koufeni a alkohol jsoupak rozikovymi faktory pro vnik nadord

hlavy a krku, zaludku ¢i jicnu.

1.4.2. Plsobeni zanétlivych cytokinii v mikroprostédi tumoru

Zanétlivé cytokiny ovliviiuji mutace, proliferaci, diferenciaci, rlst, pfezivani i pohyb
tumordznich bunék i bunék stromatu. Cytokiny také zajistuji a reguluji komunikaci mezi

tumorem a bunkami stromatu a extracelularni matrix.

1.4.3. Imunitni odpovéd’ a rist nadoru

Dnes se ovSem piedpoklada, ze zanétlivé bunky a cytokiny, které mizeme ve vlastni
nadorové tkani nalézt, jsou mnohem vice pfi¢inou progrese nadoru, jeho rlstu a
imunosuprese, nez Ze by samy o sob¢ byly efektivni imunitni odpovédi na vznik a rist nddoru

v organismu (Balkwill et al., 2001). Pokud tedy jsou genetické zmény piicinou vzniku nadoru,
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mohou byt zanétlivé markery, cytokiny a chemokiny jakymsi hnacim motorem pro jeho rtst a
progresi. To byl také jeden z divodil, pro ktery byly a jsou cytokiny, chemokiny a jiné
zanétlivé bunééné produkty podrobovany zkoumani. Zda se, ze TILs (tumor infiltrating
lymphocytes) mohou byt prediktorem ucinnosti ORL karcinomd na chemoradioterapii
(Balermpas et al., 2013).

Tumor je nejvyznamnéjSim imunosupresorem V téle pacienta, imunitu muze
potlacovat systémové a V mikroprostedi tumoru. Tumory také produkuji imunosupresivni
molekuly — napt. TGF - B a solubilni Fas ligand a imunosupresivné pusobici enzym IDO.
Mikroprostiedi nadoru mize hrat vyznamnou ulohu v regulaci T- lymfocytl, protoze
antitumorové efektorové T- lymfocyty suprimuje produkci TGF — 3 a IL — 10. TGF — b ma
také schopnost ménit antittumorové T — lymfocyty na relulaéni T — lymfocyty, ¢imz uniknou
vlastni destrukci imunitnimi buiikami. Imunosupresivni efekt karcinomu je také systémovy.
Zvyseni regulacnich T- lymfocytl periferni krvi bylo zjisténo u pacientt s karcinomy ORL
oblasti (Finn, 2008).

V ptipadé, Ze by byla nalezena efektivni cesta, jak tyto bunécné produkty zpusobujici
rust nadorovych bun€k brzdit, ¢i zcela zastavit, nebo naopak posilit jejich protinddorové

pusobeni, bylo by mozné téchto cest vyuzit v terapii nadorovych onemocnéni.

1.4.4. Paraneoplastické priznaky jako diikaz imunitni odpovédi na nador

Lidsky imunitni systém disponuje potencidlem eliminovat maligni buniky jiz v samém
pocatku. Presto tento systém nékdy selze. Jednim z nejpresveédCivejsich dikazi toho, ze
imunitni systém pracuje i tehdy, je — |li Vorganismu pfitomen nador, je vyskyt
paraneoplastickych pfiznakd ¢i paraneoplasticky syndrom. Naptiklad neurologické poruchy
provazejici paraneoplazie maji souvislost s protinadorovou odpovédi. Onkoneuralni antigeny,
které jsou normalné¢ exprimovany na neuronech, se mohou vyskytnout také na bunkéach
nadori prsu.

Nédorové buiky jsou velmi Spatné APC. Proto se vySe uvedené paraneoplastické
ptiznaky, které jsou diikazem naopak velmi silné imunitni reakce, davaji do souvislosti s DC,
které se vtumoru vyskytuji a které se pak stavaji prezentujicimi bunkami nadorovych

antigent (Pelucka et al., 2012).
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1.4.5. Vyskyt bunék imunitniho systému v nadoru jako prognosticky faktor

V nadorech se vyskytuji buiikky nespecifické imunity — makrofagy, mastocyty a
neutrofily ve velkém mnozstvi, coz vede ke zvySené angiogenezi a piedznamenava zhorsenou
prognozu onemocneni. Ptikladem mohou byt nadory prsu, plic a melanom.

Naopak zvySené mnozstvi lymfocyti v tumoru koreluje s lepsi prognozou, stejné tak jako

vyskyt NK bun¢k v nadoru zaludku nebo kolorektalnim karcinomu. (de Visser et al., 2006).

1.4.6. IDO: vice nezZ enzym

Intracelularni enzym indolamin 2,3- dioxygenaza (IDO) byl pivodné znam jako
enzym zajistujici toleranci matky k antigentim fétu, nyni je znam jako regulator autoimunity,
ma imunomodula¢ni charakter a je soucasti katabolismu tryptofanu, coz prokazuji pocetné
studie tykajici se plsobeni tohoto enzymu. Odbouravani tryptofanu je zapoc€ato pravé timto
enzymem a tento d¢j balancuje na pomezi rozvoje zanétlivé odpovédi a imunologické
tolerance (Pucceti, 2007). Exprese IDO je indukovana fadou imunitnich reakci. V neposledni
fadé ma vyznam v tvorbé interferonti (INF) typu I (o, B) a INF typu Il (y) a nasledné vazby na
TLR. IDO byvéa také aktivovan pii vazbé kostimula¢nich molekul na DC. Pti indukci je
nalézana vysoka hladina IDO primarné plasmacytoidnich DC exprimujicich CD8 a CD 19, ale
IDO je moZné nalézt i na jinych bunéénych liniich — makrofagach, epitelidlnich bunikéach a
nekterych fibroblastim podobnych buiikach.

Zahajeni tetézce odbouravani tryptofanu vede ke snizeni hladin tryptofanu a tim ke
zvySeni hladin toxickych metaboliti mezi néZ patii kynurenin. Tyto reakce mohou vyustit
v supresi lini T- lymfocytd. Ty — lymfocyty jsou ke zménam mnozstvi tryptofanu mnohem
citlivéjsi nez Trp — lymfocyty. To vede k prohloubeni imunosuprese fizené Ty — lymfocyty
(O’Connor, 2013).

Imunosupresivni role IDO v nddorové imunologii je velmi dobfe znama. Overexprese
IDO byla zaznamenana jak v nddorovych buiikach, tak v buiikdch prezentujicich nadorovy
antigen, které se vyskytuji v regiondlnich lymfatickych uzlindch a kde také vznika periferni

tolerance imunitniho systému na nadorové antigeny (Katz et al, 2008).
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1.4.7. Unik karcinomi imunitni obrané& organismu

V dnesni dob&, na zdkladé¢ dostupnych dat, neni pochyb o tom, ze rostouci,
progredujici karcinomy, unikly pozornosti imunitni obrany organismu. Tato schopnost nadoru
je v soucasné dob¢ podrobovana rozsahlému vyzkumu. Zda se, ze klicovy podil na progresi
nadori ma spotieba tryptofanu nadorem. Nové nalezy potvrzuji, ze mnoho karcinomi
dereguluje enzym tryptofan deoxygenazu (TDO) a tim zvySuje konzumpci tryptofanu.
Primérni produkt tohoto procesu je kynurenin, ktery je endogennim ligandem pro AHR (aryl
hydrocarbon receptor) a ten je mediatorem progrese nadord.

Karcinomy vznikaji kvili alterované genetické struktufe nebo expresi, ale neméné
dilezité ne mikroprostredi, ve kterém se vyvijeji, nebot’ je velmi ucinnou bariérou jejich
rustu. Malé karcinomy mohou byt destruovany imunitnimi bunikami.

Pravé unik karcinomu této obran€, mu umozni dal$i rist, progresi, metastazovani.
Mnoho mechanismi Uniku imunitni obran¢ zahrnuje potlaceni imunitniho systému
nadorovymi bunikami. Jednou z nich je pravé spotieba tryptofanu, vnik kynureninu diky IDO
a TDO. Kynurenin pak inhibuje aktivaci imunitnich bun¢k, napf. T- lymfocytl a to riznymi
mechanismy, které maji vliv na oststni druhy imunitnich bunék. Buiiky tumoru i dendritické
buitky mohou byt klicovym mistem pro ucinek IDO, ktery zptisobi toleranci organismu vaci

nadorovym bunkam (Prendergast, 2011).

2. Oxidac¢ni stres, volné radikaly, antioxidanty a imunitni

odpovéd’
2.1. Oxidacni stres, volné radikaly a imunitni odpovéd’

Zivé buiky produkuji volné radikaly (ROS- reaktiv oxygen species) nepfetrzitg, ale
v organismu je udrzovana rovnovaha mezi ROS a antioxidanty. Oxidacni stres miize byt
definovan jako dysbalance mezi produkci ROS a mezi hladinou antioxidanti. Vznika
nadmérnou tvorbou volnych radikalti nebo naopak nizkou aktivitou antioxidantl (Holecek,
2010), coz nasledné vede k poskozeni bunky i tkani. Oxidac¢ni stres pak vede ke vzniku

mnoha akutnich 1 chronickych nemoci vcetné néadorovych, neurodegenerativnich,
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kardiovaskularnich, onemocnéni jater, ledvin a dalSich. Je vSak i1 pfirozenym pravodnim

jevem u starnuti.

2.1.1. Volné radikaly

Volné radikaly je mozno popsat jako molekuly nebo ¢asti molekul, které obsahuji
jeden nebo vice neparovych elektroni v atomovych ¢i molekulovych orbitalech. Diky
neparovému elektronu jsou vysoce reaktivni. Nejvyznaméj$Sim volnym radikalem je
superoxidovy anion, mezi dal$i vyznamné radikaly patii hydroxylovy radikal, peroxid vodiku,
peroxinitrid a oxid dusnaty.

Volné radikaly jsou tvofeny jednak endogenné v mitochondriich v dychacim fetézci,
na endoplazmatickém retikulu (systém cytochromu P450), v lyzosomech a peroxysomech (za
normalnich podminek je v nich tvofen H202), buniky schopné fagocytdézy - zejména potom
neutrofily jsou schopny tvofit také volné radikédly. Tvorbu volnych radikdli podminuji i
lé¢iva (cytostatika, celkova anestetika) ¢i radioterapie (Holecek, 2010; Klaunig et al, 2010,
Dostdlek, 2007).

Volné radikaly jsou dulezité jak ve vrozené, tak v ziskané imunité. Makrofagy a
neutrofily vytvareji kromé jiného i tzv.“ respiracni vzplanuti* (respiratory burst), pii kterém
dochéazi k vyssi spotiebé kysliku buiikou a to z toho divodu, aby mohla vytvofit volné
hydroxylové radikaly, jejichZ cilem je zneSkodnit patogen. Volny radikal oxidu dusnatého,
ktery je produkovan makrofagy, reaguje se superoxidovym radikdlem na peroxinitrid, ktery je
také vyznamn¢ baktericidni.

Mezi typické oxidativni procesy patii reakce ROS a polynenasycenych mastnych
kyselin, kterd vede k tvorbé toxickych produktii a jevii: tvorba aldehydi, oxidace nukleotidd,
snizeni metabolismu proteinti, poskozeni bunénych a mitochondridlnich membran,
nadprodukce gentl, snizeni produkce specifickych enzymt.

Ke stanoveni miry oxida¢niho stresu jsou hledany biomarkery.

2.1.2. Oxidacni stres a kancerogeneza

Chronicky oxidativni stres miZe vést ke vzniku nddorG velmi casto na podkladé
chronického zanétu — ulcerativni kolitida, chronickd gastritida zptisobend H. pylori jsou

sdruzZeny s vyskytem nadora.
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Diky oxida¢nimu stresu miize dojit k oxidaci nukleotidovych bazi DNA, které se pak
transkribuji nespravné do RNA a tim dochazi k poruse proteosyntézy (Klauning et al., 2010).
Oxidace muze vést k dysregulaci exprese gentl, napt. oxidace tumor supresorového genu p53

muze vést k nekontrolované bunécné proliferaci (Holecek, 2010).

2.2. Antioxidanty

Enzymatické endogenni antioxida¢ni systémy: cytochrom c, katalazu, glutathion
peroxidazy, cytosolicky superoxid dismutdzy a ceruloplazmin, mitochondrialni superoxid
dismutazy.

Neenzymatické endogenni antioxidacni systémy: vitamin A a provitamin A, vitamin
C, vitamin E a vitamin K, glutathion, sulthydrilové skupiny, thioredoxin, koenzym Q10,
flavonoidy, bilirubin a dalsi.

Exogenni antioxidacni systémy: stopové prvky — selen, zinek, méd’, mangan, strava

bohata na zeleninu a ovoce.

Retinol a a- tokoferol

Vitamin A a vitamin E jsou v tucich rozpustné vitaminy, které ptisobi v téle jako
antioxidanty. Maji nékolik biologicky velmi dulezitych funkci a jsou zapojeny do dulezitych
procest jako je imunita, ochrana proti poskozeni tkané€, vyvoj a rust, reprodukce a jsou velice
dilezité v détsvi.

Vitamin A je souborny ndzev pro vSechny trans — formy, které maji biologickou
funkci, retinoidy oznacuji ob& formy pfirozené se vyskytujiciho vitaminu A i syntetické
formy, at’ uz maji nebo nemaji biologickou aktivitu. Rizné formy vitaminu A jsou — retinol,
retinal, kyselina retinova a retinyl — ester kyseliny retinové nejcastéji jako palmitat, ale také
jako stearat, oleat a linoleat. Retinol je hlavni cirkulujici forma vitaminu A, ktera ma funkci
antioxidantu a v téle zajist'uje velmi dulezité fyziologické funkce zahrnujici zrak, rist, vyvoj,
diferenciaci a imunitni odpovéd’ (Debier a Larondelle, 2005). Retinol jev pfitomnosti kysliku
velice nestabilni. Hlavnim zdrojem vitaminu A jsou mlé¢né vyrobky, vajicka a rybi tuk.
Karotenoidy nebo také pro-vitamin A se nalézaji v zelené a Zluté zelening. 3 — karoten je
enzymy je hydrolyzovan v tenkém stieveé na retinol. Jeho absorpce je zavisla na kvalité tuku

V potrave.
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SniZena hladina retinolu byla popsédna u pacientl s pokro¢ilymi karcinomy.

Vitamin E je souhrnny nazev pro o —, p—,y—, & - tokoferol a pro a—, p—,vy—, 6 -
tokotrienol. Biologicky nejaktivnéjsi formou je D - a- tokoferol, ktery se vyskytuje v 90%.
Zdrojem vitaminu E je zelend zelenina. Tokoferylové estery jsou hydrolyzovany
pankreatickymi a intestindlnimi enzymy na tokoferol.

U pokrocilych karcinomti snizena hladina retinolu a o- tokoferolu koreluje se

zvySenou hladinou zanétlivych parametra a je negativnim prognostickym faktorem (Melichar

et al., 2010).

2.3. Onkologicka terapie a oxidacni stres

2.3.1. Radioterapie a oxidacni stres

Radioterapie ve své druhé fazi, ktera nasleduje po fazi fyzikalni, tzv. chemické tvoii
v bunikach ROS. Které jsou pro ucinek radioterapie na bunku zcela nezbytné. lonizovany
mohou byt v§echny molekuly v butice, ale vzhledem k mnozstvi vody v buiice, je nejcastéji
ionizovana pravé molekula vody. lonizaci je molekula vody destabilizovana za vzniku
hydroxylového radikalu a vodikového iontu. Diky vysokému reakénimu potencialu interaguje
hydroxylovy radikal s dalSimi ionty nebo hydroxylovymi radikaly za vzniku peroxidového
radikélu. Radikaly pak mohou poskozovat biomolekuly. Za ptitomnosti kysliku, ktery je za
normalnich okolnosti v bunikidch pfitomen - radiobiologicky kyslikovy efekt, je reakce
mnohem silné€j§i. Dalsi fazi ozafeni Zivého organismu je faze bimolekularni. Pfi které jsou
piima ionizace biomolekul nebo napadeni ROS vyuzity k pieruSeni vazeb mei molekulami.
Nejdilezitéjsi je poSkozeni DNA, které méa pak dopad na dalsi osud butiky i tkané. Tento
efekt je Zadouci u nddorovych bun&k, méné pak ve zdravé tkani.

Poruchy v cirkulujicich antioxidantech jako je vitamin E mohou byt sdruZzeny

s toxicitou radioterapie napf. postradia¢ni fibrézou (Delanin et al., 2003).

2.3.2. Chemoterapie a oxidacni stres

Aplikace chemoterapie je sdruzena také s oxidacnim stresem a stejné jako pfi

radioterapii mohou poruchy v hladin¢ cirkulujicich antioxidantd zpusobovat toxicitu
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chemoterapie (Pace et al., 2003). Nékteré studie poukazuji na snizeni hladiny a-tokoferolu
v prubéhu chemoterapie (Faure et al., 1996; Jonas et al., 2000, High, 2002, Faber, 1995).

3. Neopterin

Neopterin patii mezi pteridiny - heterocyklické slou¢eniny. Tyto slou¢eniny jsou

charakterizovany 5- ti az 6- ti ¢lennymi kruhy se dvéma ¢i vice heteroatomy.

3.1. Pteridiny a neopterin

Recké slovo pteron znamena v piekladu kiidlo. 2- amino — 4,6 — pteridinedion
(xanthopterin — zluty pigment) byl objeven v motylich kiidlech. Pteridiny patii do chemické
skupiny heterocyklickych sloucenin s dusikatym heterocyklem. Zakladni slouceninou této

skupiny je pteridin:

N Identifikace:
N N N IUPAC name — pteridine
II\ s _~4 CAS number (unikatni ¢iselny identifikator chemickych prvki a
N N slouc¢enin) 91-18-9

SMILES: C1=CN=C2C(=N1)=NC=N2

Vlastnosti:
Molekularni vzorec: C6H4N4, Molarni hm.: 132.123

Neopterin
0] OH
N CH_,OH
HN | E
HN™ "N N

Obr. 1 (www. neopterin.net) : Neopterin = 2- amino - 4- hydroxy- 6 (D- erythro — 1, 2", 3" - trihydroxypropyl)

— pterin , molarni hmotnost 253 Da
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Neopterin  je nizkomolekularni sloucenina, jejiz hladina Se zvySuje pii probihajici
imunitni reakci. Hladina neopterinu mize byt velmi jednoduse uréena ve vSech télnich
tekutinach (mo¢, sérum, plazma, mozkomiS$ni mok), protoze neopterin je biologicky stabilni
(Rembold a Guyre, 1972).

Pii vzniku a progresi riznych onemocnéni vcetné virovych infekei, autoimunitnich i
kardiovaskularnich onemocnéni a malignich onemocnéni ma zasadni vyznam bunécna
imunita. Neopterin muZe byt oznacen za biologicky marker aktivity bunééného imunitniho
systému, nebot’ jeho hladina odrazi aktivaci celularniho imunitniho systému. Laboratorné —
diagnosticky vyznam neopterinu spoc¢iva v tom, ze pochazi z volného bunééného materialu.

Pomoci koncentrace neopterinu je mozné stanovit progndzu u pacienti s HIV infekei,
pacientll s poltraumatem a sepsi i u pacientii s malignim onemocnénim (Reibnegger et al.
1986; Murr et al. 2006), u pacientt po transplantacich mize predikovat akutni nezadouci jevy
jako je virova infekce ¢i dokonce odhojeni $tépu (Fuchs et al., 1992), zatimco jeho pokles u
pacientii s karcinomem znamend zlepSeni kontroly onemocnéni (Melichar et al., 2007) .
Nejnovéjsi studie ukazuji, Ze neopterin podava informace o progndéze i u pacienti
s kardiovaskularnimi onemocnénimi a také s nékterymi neurodegenerativnimi onemocnénimi.
S ur€enim neopterinu muze byt zlepSeno rozliSeni virové a bakteridlni infekce. Zvlast¢ u
virovych infekei dochazi k ¢asnému vzestupu hladiny neopterinu. Ze stejného diivodu muize
byt neopterin velmi dobrym ukazatelem nakazy krevnich transfuzi napt. hepatitidou B.

Kromé& neopterinu jako diileZit¢ého diagnostického markeru, je bran nové zietel i na

biologickou tlohu jeho derivati — napt. tetrahydrobiopterin.

Vzestup koncentrace neopterinu v télesnych tekutinach jako je sérum nebo mo¢, se
d&je v souvislosti s aktivaci bunétné imunitni odpovédi, ktera pak hraje roli v systémovém
zanctu. Se vzestupem koncentrace neopterinu jsou tedy sdruzena onemocnéni, u kterych se
uplatiuje systémova bunééna odpoveéd. Jedna se tedy o onemocnéni virova v¢. pomérné
studované HIV infekce a onemocnéni zplsobena intracelularnimi bakteriemi, parazitarni
onemocnénimi, autoimunitni onemocnéni, ale také episody odhojeni po transplantaci organi
¢i allogennich transplantacich dfené, polytraumata, sepse, néktera neurodegenerativni
onemocnéni a znacné mnozstvi malignit.

Byt jsou vyse uvedené situace velmi odlisné, hraje v nich vyznamnou ulohu aktivace
bunééného imunitniho systému, ktery je bud’ pfimo zapojen do patogeneze onemocnéni, nebo

je diagndzou ovliviiovan. Vzhledem k tomu, ze se jedna o onemocnéni, ktera maji vyrazny
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dopad celou populaci, neni divu, Ze je zdjem o vyzkum imunitnich pochodt v organismu tak
velky.

Urceni neopterinu v séru, plasmé, moci, ale i v jinych télnich tekutindch umoziuje
tento cil pomérné jednoduse, ale s velkou signfikanci dosahnout.

Také jako je vysoka produkce neopterinu asociovana se zvySenou produkci
reaktivnich oxygenovych iontl a s nizkou koncentraci antioxidantti (napi. a- tokoferol), mize
byt neopterin bran jako marker oxida¢niho stresu zptisobeného aktivaci imunitniho systému.
Proto maze byt na zaklad¢ hladiny neopterinu odhadnut nejen stupen aktivace imunitniho
systému, ale také stupen poSkozeni tkani zpsobeny reaktivnimi oxygenovymi ionty. (Murr et
al., 1999).

3.2. Imunologické a biochemické podklady tvorby neopterinu

Neopterin, ktery patii mezi pteridiny, je derivovan biosyntézou z guanosin — trifosfatu
(GTP). Nekonjugované pteridiny jsou syntetizovany de novo u savcl a jinych vysSich
zivociSnych druht (Kraut et al., 1963). Na rozdil od purint, biologicka funkce vétSiny
nekonjugovanych pteridint je stale nejasna navzdory jejich vyskytu v riznych organismech.

V roce 1979 byla demonstrovana dileZitost neopterinu v detekovani a charakterizaci
fidké vrozené chybé metabolismu — atypické fenylketonurii (PKU) — incidence je méné nez
1/ milion narozenych. Tento defekt latkové vymeény je jako klasickd PKU spojena se
zvySenou hladinou fenylalaninu v krvi a obvykle je diagnostikovan a v prvnich mésicich
zivota ditéte.

Ve stejném roce popsal Helmut Wachter a jeho spolupracovnici zvySenou hladinu
koncentrace neopterinu u pacienti trpicich malignimi onemocnénimi a virovymi
onemocnénimi (Wachter et al, 1979). Tim se byl vytyCen dal§i smér vyzkumu. Prvni
vyzkumy neopterinu v oblasti malignim onemocnéni byly sice zklaméanim, ale byl jimi dan
zéklad pro dalsi zkoumani a pochopeni neopterinu v komplexu vztahii mezi imunitni

odpovédi a patogenezou onemocnéni.
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Imunitni reakce a tvorba neopterinu

Aktivované T- lymfocyty

(®
INF y 1

Lidské makrofagy () © ‘
Dendritické bunky o

GCH-I

neopterin

Obr. ¢. 2 (podle www.neopterin.net): Tvorba neopterinu

Jsou-li t€lu cizi ¢i vlastni bunky, kvuli jejich modifikaci, rozpoznany lymfocyty at’ uz
vrozené ¢i ziskané imunity, za¢nou tyto lymfocyty produkovat rizné mediatory, tzv. cytokiny.
Jednim nejdalezitéjSich vtomto procesu je interferon gama (dale INF-y). INF vy je
produkovan hlavné T lymfocyty a pfirozenymi zabijeci (naturals killers — NK buiikami) a ma
zvlastni vyznam v antimikrobidlni a antivirové aktivaci imunitniho systému. V lidskych
makrofagach je produkce a uvoliovani neopterinu fizeno INF- y (Schrecksnadel et al., 2004).
Neopterin je syntetizovana diky klicovému enzymu biosyntézy pteridind, GTP-
cyklohydrolaze I, z guanosintrifosfatu. GTP- cyklohydrolaza I §tépi GTP na meziprodukt 7,8-
dihydroneopterintrifostatu .
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Tvorba neopterinu

INF y

|| GTP

GCH -1

P

(lidské makrofagy) (jiné bunky)

dihydroneopterin trifosfat

* Neopterin Biopterin

Obr. ¢. 3 (podle www.neopterin.net): Tvorba neopterinu

Na rozdil od ostatnich bun€k a druht maji lidské monocyty jen nepatrnou aktivitu
enzymil tvoricich tetrahydrobiopterin, pyruvoyltetrahydropterin syntézy, takze misto
biopterinovych derivati je téméf vyhradné tvofen a uvolilovdn neopterin a 7, 8-
dihydroneopterin. Vedle makrofagli generovanych z perifernich krevnich bunék jsou
z perifernich krevnich bun¢k diferencovany dendritické bunky schopné produkovat neopterin.
Vyznamné mnoZstvi neopterinu v t€lnich tekutinach bylo pozorovano pouze u lidi a primati.
V monocytech vSak ptevazuje spiSe biopterin.

V' bunécnych kulturach bunéénych linii makrofagh ¢i myelomnocytarnich bunécnych liniich
Th -1 byl identifikovan cytokin INF- vy, ktery vede k pfimé stimulaci tvorby neopterinu.

Ostatni cytokiny, rizné interleukiny jako fagocytéozu stimulujici faktory, nejsou
Vv tvorbé neopterinu dilezité. Taktéz faktor TNF- o (tumor nekrosis faktor - alfa) dokaze
uvolnit pouze minimalni mnozstvi neopterinu, zesiluje vSak interferonem indukovanou tvorbu
neopterinu. Stejné jako u makrofagt tak i u dendritickych bunék pisobi nejen INF - vy, ale i
INF - al a INF - B podobnou tvorbu neopterinu. Rozsah tvorby neopterinu je vzdy vysledkem
pozitivnich 1 negativnich regulacnich vlivii, na kterych se podili INF — vy aktivovany

monocytomakrofagovy systém.
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Obr. ¢. 4. (podle www.neopterin.net) : Aktivace makrofagii a tvorba neopterinu

INF- vy je rozhodujicim stimulujicim faktorem pro tvorbu neopterinu a to diky
aktivovanym T- lymfocytim, hlavné Th- 1 typ bunék, které jsou odpovédné piedevsim za
tvorbu INF- vy a interleukinu — 2. Stimula¢ni faktory ovliviiujici aktivitu téchto bunéénych T-
subpopulaci timto vlastné reaguji nepfimo i na aktivaci makrofagt i tvorbu neopterinu. IL -12
je také schopen zvysit tvorbu neopterinu. Naproti tomu imunosupresiva jako cyklosporin A,
kterd zpomaluji tvorbu cytokind, sniZuji také tvorbu neopterinu.

Tvorba neopterinu mize byt stimulovana i  jinymi faktory, pravdépodobné
predev§im Typ - 1 interferonen nebo pies Toll - like receptorovou mediatorovou drahou.
Zpétnou kontrolou syntézy pteridini mize byt jejich tvorba potlacena prostiednictvim tzv.
,,GTP — | cyklohydrolasis feedback regulatory protein, GFRP“. A GFRP muze byt naopak
potlacen napt. lipopolysacharidy a tak dojde k aktivaci GTP cyklohydrolazy.

Vypovédni hodnota hladiny neopterinu je vyssi nez INF- y, protoze neopterin je
biologicky inertni a jeho polocas v lidském organismu je uréen vylou¢enim ledvinami.
Zatimco biologicky polocas a tim laboratorni diagnostika a pfistupnost cytokini jako je INF-
v je ovliviiovana nejrizngjsimi vlivy. Uvolnény INF- y je velmi rychle zabudovan do
bunéénych struktur nebo neutralizovan volnymi receptory. Z tohoto divodu se nedostavaji

lokaln¢ tvofené¢ cytokiny casto vibec do krevniho obéhu a jsou velmi obtizné
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diagnostikovatelné laboratorné. Hladina neopterinu tedy odrazi nejen ucinek jednotlivych
cytokini, ale taktéz umoznuje pochopeni vysledného uc¢inku imunologické sité a napojeni na

populaci monocytomakrofagovych a dendritickych bunék.

3.3. Derivaty neopterinu a radikaly zprostifedkované procesy

INF- v je velmi potentni antimikrobialni a antitumor6zni mediator imunitniho systému.
Jeho vyznam tkvi predevSim v uvoltovani toxickych kyslikovych vazeb. Je popsdna silna
korelace mezi tvrbou neopterinu a schopnosti monocyto-makrofagového systému uvoliiovat
kyslikové vazby. Protoze je INF- yjednim znejsilngjSich spoustéci uvolnéni téchto
reaktivnich kyslikovych metabolitti, mize byt hladina koncentrace neopterinu pouzita také
jako nepfimé métidlo imunologického oxida¢né-redukéniho stresu. Neopterin saim o sob¢ by
mohl hrat dilezitou roli ve vyméné toxickych reaktivnich latek jako partnert aktivovanych
makrofagt a 7,8 — dyhydroneopterin ti¢inkuje jako zameta¢ volnych radikala.

Tvorba neopterinu ve vysokych koncentracich je specifickou vlastnosti makrofagl a
dendritickych bun€k primati. Jedna z nejvyraznéjSich cytotoxickych reakci ~ INF-
y stimulovanych makrofagl je tvorba NO z argininu pies indukovanou NO syntézu (iNOS).
Tento mechanismus, ktery byl popsan a je znam u ruznych druhi saveu, je u lidi prokazan
pouze omezené. iINOS potiebuje pro svou plnou funkci tetrahydrobiopterin jako kofaktor, ten
ale v aktivovanych lidskych makrofagach hraje pouze malou tlohu, v biosyntéze neopterinu
az téméf Zadnou. Pfijatelnym vysvétlenim miZze byt, Ze nevyznamny cytotoxicky
mechanismus Vv lidskych makrofagach muze byt kompenzovan vedlejsi produkei neopterinu.
Nalezy svéd¢i o tom, ze je neopterin schopen zesilit Géinek toxickych iNOS produkti.
ONOO- muze vzniknout zreakce NO superoxidaci a tyto reakéni partnefi se mohou
vyskytovat diky iNOS soucasn€, kdyz enzym pies nedostatek tetrahydrobipterinu je
pifemostén.

Vedle fyzikalné- chemickych reakci mohou derivaty neopterinu interferovat
S biologickymi udalostmi, které jsou regulovany ptes oxidaéné — redukéni reakce. Tyto nalezy
jsou v souladu s piedchozimi pozorovanimi, Ze neopterinové vazby v makrofagach zesiluji
jejich vlastni syntézu jako reakci na zanét. Podobnymi cestami je zpomalena i tvorba
erytropoetinu a programovana smrt buiilky a pomoci neopterinu, dihydroneopterinu a jinych

derivati pterinu jako napt. 6-formylpterinu muze byt vyvoldna nebo zesilena.
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3.4. Stanoveni neopterinu v télnich tekutinach

Neopterin a 7, 8- dihydroneopterin jsou diky imunitnim reakcim tvofeny v konstatnim
poméru a proto v periferni krvi jejich hladiny vzrustaji spole¢né, pii¢emz jejich pomér
neopterine : 7, 8- dihydroneopterin pii rutinnim laboratornim vysetieni periferni venosni krve
je 1:2, v arteridlni krvi (a tim i v moci) je piebytek 7, 8 dihydroneopterinu a pomér je 1:3.
Vysettuje se vSak hladina neopterinu. Neopterin je v télnich tekutinach dostate¢né stabilni,
zatimco 7, 8- dihydroneopterin je je chemicky labilni. Neopterin je vylu¢ovan ledvinami a
zmény v krevnich hladinach neopterinu vedou k analogickym zménam hladiny neopterinu
Vv moc¢i. Za predpokladu normalni funkce ledvin je stanoveni neopterinu v mo¢i a v séru
stejn¢ senzitivni pro vySetfeni aktivace bunéfné imunity, dilezité je, ze koncentrace
neopterinu séru a plasmé se nelisi. Kvili fotolabilité neopterinu musi byt pfi skladovani a
transportu vzorky chranény pied ptimym sluneénim zafenim.

V mo¢i se neopterin vysetiuje pomoci HPLC, zatimco Stanoveni neopterinu V télnich
tekutinach obsahujicich proteiny jako je sérum, plasma, likvor, pankteraticka stava, zluc,
ascites je uzitecné pouzit imunoassay napt. ELISA nebo radioimunoessay. K jednoduchému
stanoveni hladiny neopterinu za pouziti immunoassay staci 20 — 100 ul séra, plasmy ¢i
likvoru. Neopterinu v palsmé ¢i séru je stabilni 3 dny v pokojové teploté, stejné tak je mozné
odeslani vzorka chlazenych, pro skaldovani jeden tyden staci teplota 4° C. Pro delsi
uskladnéni musi byt vzorky zamrazeny ( na 3 mésice -20° C). Nemélo by dochézet k roztati a
znovuzamrazeni, které muze hladinu neopterinu zménit. V pfipadé, ze ma byt neopterin
stanoven ve Zluci je vhodné zlu¢ nejprve zredit 0,9% fyziologickym roztokem v poméru

1:11.

3.5. Normalni hodnoty neopterinu

Hodnoty neopterinu v plasmé a séru se neli$i a primérné jsou 5, 2 +/- 2, 5 nmol/l.
Normalni hodnoty a horni meze (97, 5 percentil) vykazuji uréitou zavislost na véku, coz si
vyzadalo rozdéleni do tfech veékovych kategorii. Hodnoty neopterinu v likvoru jsou o néco
mensi nez v séru i plasme.

V prvni ranni moc¢i je prumérna hladina neopterinu 1500 nmol/l a koncentrace
kreatininu kolem 12 mmol/l. Proto jsou normalni hodnoty poméru neopterin/kreatinin 125+/-
35 umol/l. Normadlni hodnoty a horni tolerancni meze neopterinu v moc¢i zdravych jedinct se

1181 v zéavislosti na vé€ku a pohlavi.
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Clearence kreatininu je podobna clearence neopterinu, takze poruchy ledvinnych fukci

ovliviluji pomér neopterin/ kreatinin velmi malo. Na rozdil od toho jsou hladiny neopterinu

Vv krvi na fukci ledvin zavislé velmi, nebot’ pfi renalnich insuficiencich se neopterin hromadi

v krvi a hodnoty neopterinu naméfené Vv séru ¢i plazmé pacientl s renalni insuficienci jsou

velmi vysoké (200 nmol/l a vice). Pacienti sjasné zhorSenymi funkcemi ledvin mohou

vykazovat snizeni i vylu€ovani neopterinu a tuto skute¢nost je nutno zohlednit.

Vék Muzi 97,5 % Zeny 97,5 %
19-25 123 + 30 195 128 + 33 208
26-35 101 + 33 182 124 + 33 209
36-45 109 + 28 176 140 + 39 239
46-55 105 + 36 197 147 + 32 229
56-65 119 + 39 218 156 + 35 249
> 65 133 + 38 229 151 + 40 251

Tab. 1: Nornalni hodnoty neopterinu v télnich tekutindich (median + standardni odchylka a 95. ev. 97,5.

percentil). Neopterin v mo¢i (umol/mol kreatinin).

Vék Muzi/ Zeny 95 %
<19 6.8+3.6 13.5
19-75 53+2.7 8.7
>75 9.7+5.0 19.0

Tab. €. 2: Neopterin v séru (nmol/l)

Vék Muzi/ Zeny 95 %

20-60 42+1.0 55

Tab ¢&. 3: Neopterin v likvoru (nmol/l):
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3.6. Neopterin a maligni onemocnéni

Zvysena hladina neoperinu se vyskytuje prakticky u vSech tumorti v zavislosti na
stadiu onemocnéni. Neopterin je tvofen bunikami bunécné imunity, ne bunkami nadorovymi,
proto neni tumorovym markrem v pravém slova smyslu. Aktivace T - bunck je vyvolana
nejspisSe maligné zménénymi bunkami, vede k produkci cytokinti a aktivaci makrofagh a
dendritickych bun¢k a konecné kuvolilovani neopterinu. Senzitivita méfeni hladiny
neopterinu zavisi velmi siln€ na lokalizaci tumoru.

Ptibyvaji doklady o vyznamu neopterinu jako prognostického faktoru onemocnéni
(Melichar et al. 2006), jako markeru pii chemoterapii (Melichar et al., 2007; Melichar et al.,
2010).

Neopterin u malignich onemocnéni

frekvence vyskytu zvysené hladiny neopterinu (%)

100
CML
d NHL, CLL
*+ HLst I-IV
+  Ovariélni karcinom
» Karcinom délohy
Mnohoéetny myelom st. I-llI
* Karcinom pankreatu
* Karcinom plic
* Karcinom €ipku délozniho
Kolorektalni karcinom
Karcinom spodiny DU
Karcinom zaludku
Karcinom prostaty
Karcinomy ORL oblasti
* Maligni melanom
« Caprsu
20

Obr. ¢. 5 (podle www.neopterin.net): Vyskyt neopterinu u malignich onemocnéni

Témer vSichni pacienti s hematologickymi malignitami maji hladiny neopterinu
zvysené vyrazné, zatimco pacienti s karcinomem prsu maji koncentraci neopterinu v télnich
tekutinach zvySenou pouze nepatrné. Obecné vSak dochdzi u malignich onemocnéni ke

zvyseni hladiny neopterinu, tim vétsi, ¢im je stadium onemocnéni vyssi, tzn. ze ¢im je veétsi

masa tumoru, tim vyssi je hladina neopterinu a tim vyssi je riziko progrese onemocnéni. Proto
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neni neopterin diilezity ve screeningu malignich onemocnéni, ale miize byt uziteCnym
pomocnikem v odhadu prognozy a v kontrole po terapii (Melichar et. al. 2006d).

Signifikantni prognosticka hodnota hladiny neopterinu zméfena v plazmé, séru, moci
¢i ascitu pfed =zahajenim terapie, byla zjiSténa u pacienti s hematologickymi a
gynekologickymi malignitami, ale 1 u karcinomu prostaty, plic, hepatocelularniho karcinomu
a gastrointestnimalnich karcinomd u koznich lymfomt i maligniho melanomu. V terapii
karcinomti se ukazuje, ze normalizace hladiny neopterinu mize zamenat nekomplikovany
prub&éh onemocnéni, zatimco neklesajici ¢i dokonce stoupajici hladina mize ukazovat na
nekompletni regresi ¢i progresi onemocnéni. Z tohotu divodu miize neopterin slouzit pii
monitoringu chovani onemocnéni a zvysend hladina pak mize upozornit na nutnost provedeni
dalsich vySetfeni.

ZvySena hladina neopterinu u riznych onemocnéni upozoriuje taktéz na stav bunééné
imunity v prab&éhu onemocnéni.

Stejné¢ tak u HIV infekci dochazi k asociaci mezi hladinou neopterinu a vznikem
anémie ¢i kachexie, které ukazuji na roli inhibujicich cytokint v patogenezi téchto symptomd.
Ty samé cytokiny, které jsou odpovédné za vznik neopterinu , se zdaji byt odpovédné i za
vznik anémie a Ubytku hmotnosti diky procesim odehravajicich se na trovni centrdlniho
nervového systému. Latkovda vymeéna neopterinu mize byt pfimo spojena s malignimi
onemocnénimi a to interferenci s intraceluldrnimi signalnimi drahami, které ovliviluji

oxidacni stres.

3.7. Vztah neopterin — tryptofan a maligni nadorova onemocnéni

Dulezity je také vztah mezi tvorbou neopterinu a odbouravanim tryptofanu za pomoci
enzymu indolamin — 2,3 — dioxygenazy (IDO), ktery byl zminén jiz v kapitole ,,IDO: vice nez
enzym®. Oba enzymatické procesy jsou vyvolany v ramci bunééné imunitni odpovédi diky
proinflamatornimu cytokinu INF-y.

Vzhledem k tomu, Zze u nadorovych onemocnéni vSak byva imunitni systém poskozen,
ztraceji napt. T- lymfocyty reakéni schopnost. Tak je pochopitelné, pro¢ zvysena hladina
neopterinu u pacientll s malignim onemocnénim neznamena dobrou prognoézu a dlouhodobé

preziti ale naopak.
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Mezi ostatnimi markery imunitni aktivace a zanétu je koncentrace neopterinu V séru a
moci pacientll s riznymi typy nadorti jednoduse méfitelnym biomarkerem a jeho hladina je
zvysena a muze predikovat hor$i prognozu. Paralelné s ristem hladiny neopterinu, INF- y
indukuje enzym IDO v riznych bunkach. IDO konvertuje esencialni aminokyselinu tryptofan
na kynurenin vramci nikotinamid-adenino dinukleotidové biosyntetické cesty. Jestlize je
endogenni INF — vy v lidském organismu produkovan, pak je zvySena nejen koncentrace
neopterinu, ale také tryptofanu. Posileni degradace tryptofanu a tim sniZzena koncentrace
tryptofanu je taktéz detekovatelna v krvi pacientii s malignim onemocnénim a je asociovana
se zhorSenou prognoézou.

Jedna zcest uniku tumoru pfed imunitni obranou organismu je pravé zvySena
konzumpce tryptofanu a vznik kynureninu pomoci IDO a IDO2 a TDO (tryptofan
dioxigenaza). Kynuerenin napomaha inhibici aktivovanych T — lymfocyta (Prendergast,
2011).

Tryptofan je také prekursorem biosyntézy neurotransmiteru serotoninu = 5 —
hydroxytryptaminu (5-HT), proto je snizeni hladiny tryptofanu asociovano se sniZzenou
produkeci serotoninu. U pacientd s kolorektalnim karcinomem byla snizena hladina tryptofanu
spojena se snizenim kvality zivota (Katz et al., 2008). Snizeni hladiny tryptofanu a depresivni
symptomy byly pozorovany u pacientl, kterym byly aplikovany cytokiny (Schrecksnadel et
al., 2004). Tumory, které vyvolavaji silnéj$i imunitni odpovéd’, jak je pozorovano u zvySené
hladiny neopterinu, jsou odpovédné také za zvySenou mortalitu. Snizeni hladiny tryptofanu a

tim vznikajici neurotransmiterova disturbance muze byt podkladem pro zvyseny sklon k

depresim u pacientt s téz8imi formami karcinomu (Murr et al., 2013).

4. Karcinomy hlavy a krku

Karcinomy hlavy a krku jsou relativné ¢astym zhoubnym onemocnénim. Uvadi se, Ze
jsou osmou nejcastéj$i malignitou v USA. Nazev celé skupiny prameni z topografické
blizkosti jednotlivych struktur. Jedna se vSak o velmi heterogenni skupinu nejen histologicky,
ale 1 biologickym chovanim. Tomu pak odpovidéd i management 1é€by, ktery je multimodalni.
U casnych stadii je mozné vyuzit samostatné né€kterou z lokdlnich terapii samostatné -

chirurgickou 1écbu ¢i radioterapii. U lokalné ¢i lokoregionalné pokrocilych stadii, ktera
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mohou byt uspéSné feSena s kurativnim zédmérem, se kombinuje léCba lokalni a to jak
vzajemné, tak slécbou systémovou. Pouzivame tedy bud’ 1é¢bu chirurgickou s naslednou
radioterapii samostatnou ¢i konkomitantni chemoradioterapii nebo pouze radioterapii
kombinovanou s chemoterapii ¢i biologickou 1é¢bou a to nejCastéji konkomitantné.
S rozvojem terapeutickych moznosti nadorit hlavy a krku a s intenzifikaci 1é¢by, rostou i
nezéddouci/ vedlejsi ucinky této 1écby. Nezadouci ucinky jsou limitujicim faktorem
onkologické 1é¢by jako takové, karcinomy ORL oblasti nevyjimaje.

Prestoze se lécba karcinomt hlavy a krku v poslednich letech vyrazné posunula
kupiedu, kombinuji se 1é¢ebné modality, velmi vyznamné je pfi terapii nddort ORL oblasti
vyuzivana podplrna 1écba, jsou vysledky 1écby téchto nadorid neuspokojivé. V poslednich
tiiceti letech nedoslo k zadnému zlepSeni dlouhodobého pieziti pacientti s pokrocilym
karcinomem ORL oblasti (Chaturvedi, 2014).

Do mnoziny nadori hlavy a krku radime: karcinomy vedlejSich dutin nosnich,
karcinomy dutiny nosni, karcinomy dutiny ustni, karcinomy rtu, karcinomy jazyka,
karcinomy orofaryngu, hypofaryngu, laryngu a karcinomy slinnych zlaz. O karcinomech
slinnych 714z praci vSak o nadorech slinnych zldz pojedndno nebude a to kvuli jejich

odliSnostem od ostatnich nadorit ORL oblasti.

4.1. Epidemiologie karcinomi hlavy a krku

Karcinomy hlavy a krku jsou pomérné casté zhoubné nadory. Jednd se o Sesty
nejCastéji se vyskytujici zhoubny nador. Celosvétova rocni incidence je 650 000 piipadt a
mortalita 350 000 (Argiris et al 2008). V Evropé je incidence tohoto karcinomu 143 000
novych piipadi za rok a roéné na né zemie 68 000 lidi (Vermorken et al. 2010). V Ceské
republice pfedstavuji naddory hlavy a krku 2-3% vSech zhoubnych nadorti, coz je méné, nez
udavaji svétové statistiky. Celkové incidence karcinomii hlavy a krku v CR se v poslednich
letech tj. od roku 1999 pfili§ neméni. Avsak u karcinomy tonsily pozorujeme vyrazny narust i
od zminovaného roku 1999 — viz pfiloha 1. K nejcastéji hlaSenym zhoubnym nadorim ORL
oblasti patfi karcinomy laryngu, orofaryngu a dutiny ustni (viz graf |). Naopak podle
nékterych zdroji je ve svété v poslednich letech zaznamenéan signifikantné vySs$i pocet

zhoubnych o nemocnéni hlavy a krku (Braakhuis et al, 2009).

Muzi jsou maligni chorobou této lokality postizeni dva aZ osmkrat Castéji nez zeny.

Podle udaji NOR (Néarodni onkologicky registr) je v CR postizeno &tyfikrat vice muzil nez
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zen. U nékterych typil nadora je pomér vyrazné€jsi napiiklad u karcinomu laryngu (viz ptiloha
1). Vrchol incidence karcinomu laryngu je stejny jako u karcinomy hypofaryngu a to mezi 50.
— 54. rokem vé€ku. Kfivka hrubé incidence se vSak zveda od 39. roku véku. Karcinom tonsil
zaznamenava trvale stoupajici incidenci jak u muzi, tak u Zen, byt v muzské populaci je jeho
vyskyt Castéjsi. Vrchol jeho vzestupu je ve vékové skupiné 55 - 59 let (viz ptiloha 1).

Oproti tomu karcinomy nazofaryngu se vyznacuji odlisnou epidemiologii (i etiologii). V nasi
republice je jeho vyskyt pomémé maly. Nejvyssi vyskyt karcinomu nazofaryngu je
v jihovychodni Asii, nejvice v Cing. Jeho incidence je vSak opét vy$§i u muzd neZ u Zen.
Vékova kiivka vyskytu ma dva vrcholy: prvni mezi 50. — 54. rokem véku a druhy mezi 65. a
69. rokem véku (viz ptiloha ). Karcinom nazofaryngu Casto postihuje i mladé lidi, dokonce i

déti do péti let.

larynx |

orofarynx ]

dutina ustni |

velké slinné zlazy
ret
hypofarynx

ostatni

nazofarynx

vedlejsi dutiny nosni
o

5 10 15 20 25 30 35

Graf &. 1.: Relativni incidence zhoubnych nddorti ORL oblasti v CR v roce 1999 (v %), zdroj www.uzis.cz
Smutnou skutecnosti je, ze i1 pres zdokonalujici se diagnostické moznosti téchto

karcinomu se jich stale velké mnozstvi vyskytuje ve stadiu Il a IV, to znamena ve stadiu

pokrocilém lokalné€, lokoregionalné€ ¢i dokonce jako onemocnéni metastatické. (viz ptilohy I).
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4.2. Etiologie karcinomi hlavy a krku

Etiologie nadort ORL oblasti je pomérn¢ dobfe znama a je velmi pestra, byt podil
abusu alkoholu a/ nebo koufeni na vzniku ORL nadortu se odhaduje na 85 - 90%. Dnes vSak

k vyznamnym etiologickym faktorim fadime také HPV (human papiloma virus).

Koureni
koufeni. Nejde jen o koufeni cigaret, ale také doutnikd a fajfky. Etiologicky se na vzniku
karcinomil hlavy a krku podileji i jiné formy konzumace tabaku nez jen koufeni cigaret, ale
také jeho zvykani ¢i Situpani.

Patogeneticky se jednd o chemickou kancerogenezi zplsobenou kancerogennimi
produkty tabdkového koute. Diskutuje se 1 chronickém tepelném dréazdéni, zméné pH sliznic,
chronické mechanické drazdéni casteCkami tabaku, o vazokonstrikci, kterou zpilisobuje

nikotin atd.

Alkohol

Dalsim vyznamnym a zfejmym a Castym rizikovym faktorem je alkohol, pfestoze
mechanismus jeho piisobeni na vznik nddorovych zmén neni zcela jasny. Nejednd se vSak
pouze 0 jeho lokalni plsobeni, protoze konzumace alkoholu ma vliv na vznik napt. i
karcinomu laryngu, kde s nim sliznice do styku nepfichdzeji. Riziko vzniku karcinomu neni
zéavislé na koncentraci alkoholu, ale na jeho celkovém pozieném mnozstvi v pritbéhu Zivota.
S nejvétsi pravdépodobnosti Se jedna o vliv alkoholu na celkovy stav pacienta. Byl prokazan
synergni UCinek alkoholu a koufeni, ktery lze vysvétlit tim, Ze alkohol funguje jako

rozpoustédlo kancerogenii obsaZenych v cigaretovém koufi.

UV zareni
Mezi dalsi etiologické faktory patfti UV zafeni (karcinom rtu), ionizujici zafeni

(karcinomy slinnych 714z, zejména epidermoidni karcinomy).
Virové infekce

Mezi etiologické faktory nadord ORL oblasti fadime také virové infekce- HPV, ktery

je v centru zajmu védcu a dal$ich odbornikl v poslednich letech a jiz dlouho znamy EBV.
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HPV (human papiloma virus)

Jako etiologicky faktor je HPV znam dlouho u nadord ¢ipku délozniho a u analniho
karcinomu. V poslednich letech je vSak ziejmé, Ze se tento virus uplatiuje i pti vzniku nadort
oblasti hlavy a krku.

Zejména u karcinomii orofaryngu - tj. u karcinomut tonzil a kofene jazyka - se
uplatiuje lidsky papilomavirus HPV 2, 11, 16. Nejvétsi vyznam je piipisovan v patogenezi
nador ORL oblasti HPV -16. HPV byl zjistén u karcinomil orofaryngu ptiblizné v 80 % .
Ziejmy vliv HPV na vznik i u nadort jinych ORL oblasti napi. dutiny ustni a laryngu.

Ptedpoklada se pienos HPV pfii oralnim sexu. Nutné je vSak dodat, Ze existuji prace,

které tento predpoklad nepotvrzuji.

EBV (Epstein — Barrové virus)
Odlisna je etiologie karcinomu nazofaryngu, kde se uplatiluje jako etiologicky faktor
Epstein — Baarové virus (EBV) a uvazuje se i o jinych vlivech napf. o dietnich navycich

(pojidani slannych ryb).

Imunosuprese

Imunosuprese véetné HIV a AIDS je etiologickym faktorem vzniku karcinomu
obecné.

Dlouhodobé je navozovéna imunosuprese podavani imunosupresiv po organovych
transplantacich k zamezeni odhojeni §tépu. Transplantac¢nich operaci v posledni dob¢ piibyva.
Ve studii 905 pacientti, ktefi byli po transplantaci srdce ¢i plic bylo riziko vzniku karcinomu
7,1 krat vy$si neZ u bézné populace. Karcinomy hlavy a krku byly pozorovany jako druhé
nejcastéj$i maligni onemocnéni vznikajici v této populaci. Riziko jejich vzniku je 21 krat
vétsi. NejcastéjSimi nadory vznikajicimi podavanim imunosupresiv jsou hematologické
malignity, u nichz je riziko vzniku 26,2 krat vyssi nez v bézné populaci (Roithmaier et al.,
2007).

Nelze ptehlizet ani miru dlouhotrvajiciho stresu jinak zdravych jedincti (XX).

Malnutrice

o 24

diety a systém vyzivy je zalezitosti nejen kulturni, ale 1 socioekonomickou. Kromé toho jsme
vyzivé ,.exponovani® od svého narozeni, proto je ,,zat€z*“ vyzivou dlouhodobou zéleZitosti.

Zcela oteviené se dnes hovofi o nutriénich kancerogenech. Mezi genotoxické nutricni
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kancerogeny (mikrokomponenty) fadime heterocyklické aminy, nitrity 1 nitraty, mykotoxiny
(aflatoxin B) a také vySe zminény alkohol. Mezi negenotoxické nutriéni kancerogeny
(makrokomponenty) zatazujeme zvySeny pfijem energie, zvySeny piijem zivocisnych tukl a
kuchyniskou stl (NaCl).

U karcinomtit ORL oblasti se uvadi jako rizikovy faktor i hypovitaminoza A, E, C a
vitamini B. Nizk4 hladina karotenoidd a tokoferolu je rizikovym faktorem pro vznik nadort
hornich dychacich a polykacich cest (Nomura, 1997).

Jako jeden zrizikovych faktorl pro vznik nazofaryngealniho karcinomu
Vv jithovychodni Asii se napiiklad uvadi vysoka konzumace solenych ryb. To, ze dietni vlivy
maji vliv na vznik nadord, je nesporné. Dokladaji to epidemiologické studie o vyskytu nejen
nazofaryngealniho karcinomu Cinanti, ktefi se presidlili do severni Ameriky, a jimz timto
ptestechovanim vyznamné klesla pravdépodobnost vzniku tohoto onemocnéni, byt se ovSem
nedostdva na uroven bélochl Zijicich v severni Americe. Proto neni mozné tvrdit, Ze dietni
faktory jsou jedinym etiologickym ¢initelem zapfi¢inujicim vznik nazofaryngealniho
karcinomu. Dal$i vyznamna studie doklad4d naopak zvySeni rizika vzniku karcinomu prsu;
japonskych Zen, které se piestechovaly do USA zJaponska. Zde se ptedpokldda zvySeni

expozice téchto zen dieté obsahujic zvySené mnozstvi ptfevazné zivocisnych tuk.

Vék
DalSim rizikovym faktorem pro vznik karcinom ORL oblasti je vék. Ve vys$§im veku
se pravdépodobnost vzniku karcinomu ORL oblasti zvySuje. Od 40. roku véku vzrista

pravdépodobnost vzniku tohoto karcinomu.

Pohlavi

Muzi maji vétsi pravdépodobnost vyskytu ORL nadori vEtsi nez Zeny.

Rasa
Vétsi pravdépodobnost vzniku malignich nadort ORL oblasti maji ¢erno$i oproti

belochiim.
Malhygiena dutiny Gstni

Ptedpoklada se, Ze 1 nedostate¢nd péce o zuby, dasn¢ a dutinu ustni jako takovou muze

byt rizikovym faktorem pro vznik karcinomu ORL oblasti.
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Expozice vnéjsim vlivim
Riziko vzniku karcinomu ORL oblasti zvySuje expozice nékterym chemickym latkam,

vypartim barev a lakt, dfevénym pilinam a dievénému prachu a azbestu.

Gastroesofagealni a laryngofaryngealni reflex
Reflux Zalude¢nich kyselin do hornich cest dychacich a polykacich a do trachey je

povazovan za rizikovy faktor pro vznik karcinomu hlavy a krku.

Prekancerozy

Vyskyt prekancerdz v ORL oblasti zvySuje pravdépodobnost vzniku maligniho nadort
této oblasti. Mezi prekancerdzy patii leukoplakie ¢i erytroplakie - bilé ¢i ¢ervené afekce na
sliznicich. V karcinom se leukoplakie zméni asi v 5% pfipadt, zatimco tzv. verukozni
leukoplakie je povazovana za inicidlni stadium verukozniho karcinomu, stejné tak je nutné
vySetiit histologicky erytroplakii, nebot’ se Castéji mize jednat jiz o karcinom (Kufer, 2002 a

Hellquist 1999).

Rodinna zatéz
Vyskyt karcinomu ORL oblasti u n¢kterého z piimych ptibuznych miize lehce zvysit

riziko vyskytu tohoto typu karcinomu.

4.3. Prevence karcinomi hlavy a krku

Karcinomy hlavy a krku nejsou sice zahrnuty do preventivnich programi zdravotnich

pojistoven, ptesto je jejich prevence mozna a neni nedostupnd ani nakladna.

4.3.1. Primordialni a primarni prevence

Jak primordialni, tak primérni prevence si klade za cil zabrzdit ¢i snizit vyskyt
onemocnéni a to bud zabranénim vzniku zvySenych rizik (primordidlni prevence) nebo
odstranénim jiz vzniklych rizikovych faktorti (primarni prevence). Oba typy prevence se
tykaji celé populace poptipad¢ jejich vybranych skupin naptiklad skupin obyvatelstva, které
jsou exponovany vysSimu riziku, ale nenesou jest¢ znamky onemocnéni. Do postupl

primordialni prevence patfi utvaieni optimalnich Zivotnich podminek — spravné stravy,
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udrzovani zdravého Zivotniho prostiedi, dodrzovani pifimérené télesné aktivity, relaxace, boj
proti stresu, nekoufeni ¢i neuzivani jinych drog vcetné alkoholu. Efektivita tohoto stupné
prevence se zvysuje uplatnovanim vSech vysSe zminénych zdsad jiz od utlého détstvi. Do
postupt primarni prevence patii zména rezimovych opatfeni nebo medikace. Jde hlavné o
snizeni rizikovych vlivli a zvySeni plisobeni projektivnich vlivi. Jde o prevenci tykajici se
opét zivotniho stylu a motivaci jedince.

V téchto fazich prevence je nutné stale informovat a edukovat Sirokou vefejnost o
zdravém Zivotnim stylu, o $kodlivém vlivu alkoholu, koufeni a dalich drog apod. Uspéch této
formy prevence tkvi v proaktivnim a aktivnim pfistupu jedince a jeho zodpovédnosti vici
sobé&, svym blizkym, svému okoli jako takovému.

U karcinomu hlavy a krku patii do tohoto typu prevence nekoufit ani jinak neuzivat
tabakové vyrobky, vyvarovat se vétSimu mnozstvi alkoholu, dodrzovat spravnou vyzivu —
dodrzovani Stfedomoiské diety s vysokym piijmem citrusi, zeleniny, hlavné rajcat, olivového
a rybiho oleje tzn ®-3-nasycenych mastnych kyselin (SIGN, 2006), dodrzovat zésad spravné

hygieny dutiny tstni a dodrzovat doporucena preventivni opatieni ,,zdravého* sexu.

4.3.2. Sekundarni prevence

Sekundarni prevence mé za tkol branit progresi asymptomatického ¢i ¢asného stadia
onemocnéni. Skupinou, které se tento typ prevence tyka, jsou pacienti s Casnymi — zde
minéno subklinickym- stadii onemocnéni popfipadé s prekancer6zami. Mezi nejdilezitéjsi
metody sekundarni prevence patii v€asna detekce onemocnéni pomoci skriningovych
programii nebo preventivnich prohlidek. | v této fazi prevence je nutna spoluprace s jedincem,
kterou je moZno zajistit dobrou informovanosti vefejnosti a znalosti vlastnich rizikovych
faktorti jedince a v neposledni fad¢ i1 asnych ptiznakli onemocnéni. Pfesto vSak intervenci
opatfeni v sekundarni prevenci jsou doménou lékartti.

Piestoze karcinomy ORL oblasti v CR nespadaji do skriningovych programi, neni
obtizné u rizikovych jedinct vySetieni ORL oblasti provést. ORL vySetfeni je jednoduché,
nezatéZujici a pro ORL nadory velmi Casto dostacujici, nebot’ vétSina nadorli této oblasti
vznikd povrchové ve sliznicich. Pii nejistoté¢ lze pak doporucit vySetieni endoskopické
Vv celkové narkoze.

Jiny piistup k sekundarni prevenci nadorit ORL oblasti by mél byt v endemickych
oblastech vyskytu tohoto typu nadoru — naptiklad v jihovychodni Asii, kde je vysoky vyskyt

karcinomu nazofaryngu.
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4.3.3. Terciarni prevence

Terciarni prevence si klade za cil zabranit progresi onemocnéni, omezeni recidiv,
zabranéni ztrat¢ sobéstacnosti ¢i jinému postizeni jedince. Tento typ prevence je zaméfen na
pacienty, kteti jiz absolvovali 1é¢bé. V ptipadé nddori ORL oblasti se jedna o polécebnou
rehabilitaci, ktera by mél pacienta vratit do stavu, ktery se blizi stavu pred 1é¢bou. U vétSiny
pacientll je nemozné navraceni do stavu, ve kterém byli pfed zahajenim onkologické 1écby.
Dalsi metodou tercialni prevence je polécebné sledovani (follow up), které je provadéno podle
stanoveného protokolu a o kterém je pojedndno v dalsi Casti této prace. Tato Cast prevence
patii sice do rukou 1ékait- specialistli, nicméné i v této faze prevence se samoziejmé pracuje
mnohem 1épe s poucenym jedincem, ktery tercidrni prevenci vnima jako duleZitou soucast

svého 1é¢ebného planu.

4.3.4. Kvartérni prevence

»Kvartérni prevence znamend predvidani a predchazeni disledkiim progredujicich a
nevylécitelnych nadorovych onemocnéni, které mohou zkracovat zbytek zivota nebo snizovat
a jeho kvalitu“ (Skdla, 2005). Ve zkratce teCeno: Jde tedy o dobrou paliativni pééi a o
zajisténi jeji dostupnosti pro vSechny pacienty. Kvartérni prevence zahrnuje i hospicovou
péci, kterd by méla byt dostupnd pacientiim v termindlni f4zi onemocnéni. Kvartérni prevence
se tyka pomérné pocetné skupiny pacientii s nadory ORL oblasti, jejichZ onemocnéni bylo
nalezeno v metastatickém stadiu onemocnéni, nebo pacientl, u kterych selhaly dostupné
metody 1é€by, a u nichz doslo k progresi onemocnéni ¢i jeho recidivé.

Kvartérni prevence je tedy nezanedbatelnou soucasti péce o onkologicky nemocné.

4.3.5. Chemoprevence

V chemoprevenci pouzivame farmakologické nebo pfirozené latky k zastaveni a
potladeni jiz zapocatého nadorového procesu. U karcinoml hlavy a krku v tuto chvili
chemoprevence vyznam nema. Doposud nebyl nalezen ptipravek, ktery by odpovidal
pozadavkiim spojenym s chemoprevenci, ktera musi byt dlouhodob4a — mnohdy po cely Zivot,
nebot’ po skonceni jejiho uzivani konci také jeji ochranny efekt. To jsou divody, pro které je

hledan preparat bezpecny, netoxicky. S rozvijejicimi se znalostmi o molekularni biologii a
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imunologii nadord hlavy a krku je mozné, ze se podafi takovy preparat nelézt. Mozna také
diky cilenym biologickym preparatii bude mozné 1épe branit rozvoji rekurenci i sekundarnich

primarnich nadord.

4.4. Molekularni biologie a genetika karcinomi hlavy a krku

Vysledky molekularni biologie a genetiky, identifikace tumor supresorovych gent,
onkogenll a proto-onkogent podavaji dulezité informace o biologické iniciaci, progresi a
chovani téchto nador a mohou se stat dilezitymi prognostickymi i prediktivnimi faktory.

Novy pohled na karcinomy hlavy a krku pfineslo zjisténi, ze se na vzniku tohoto
onemocnéni mize podilet HPV. Nadory hlavy a krku se tedy déli na dvé velké skupiny: HPV
pozitivni a HPV negativni nadory. Z hlediska molekularni biologie jsou tyto dvé skupiny
zcela riazné entity, které se odliSuji nejen pficinou vzniku, molekuldrné biologickymi
charakteristikami, ale také klinickymi charakteristikami a svou prognézou. Ptes tyto rozdily
obou skupin, je stale jejich terapie stejnd. Uvazuje se vSak o tom, a nckteré studie to
dokladaji, Ze HPV+ nadory budou moci byt lé€eny méné intenzivné.

V posledni dob& ubyva HPV — a piibyva HPV+ karcinomil. Ubytek HPV- je nejspise
déan snizenou konzumaci tabakovych vyrobkt. Zda nartst HPV+ nadort je zplisoben snizenim
koufeni ¢i zménou sexualniho chovani nebo tim, Ze se HPV v nadorech ORL oblasti vice
vySetfuje, neni zatim zcela jasné.

Posun ve znalostech molekularni biologie nadorti hlavy a krku dovoluje dalsi déleni
obou skupin - z hlediska molekularni biologie Ize Fici, Ze existuje pét skupin karcinomit hlavy
a krku. V HPV negativni skupiné nalézame dalsi téi podskupiny a v HPV pozitivni skupiné
nalézame dvé podskupiny. Tyto skupiny mohou mit prognostickou silu a v nasledujicich
letech by mohly mit dopad i na vybér 1écebnych postupti. V soucasnosti se zda, ze v HPV -
skuping jde o zmény v bunécném cyklu, amplifikace EGFR, zatimco HPV+ skupina nadort je
zpusobena imunitnimi reakcemi a imunitnimu modulacemi (Cohen, 2014).

V souvislosti s karcinomy hlavy a krku se nej¢astéji hovoii o mutacich p53 a p16. Ale
vedle poSkozeni ¢i inaktivace Notch kindzové signalni drahy, ma 25-30 % nadorti hlavy a
krku amplifikovany cyklin D1, ptes 20% téchto nadorii ma alteroavanou signélni transdukéni
kinazovou drahu PI3, delece v genu PTEN nebo mutace v PIK3CA. Zhruba v 10% je
mutovana drdha RAS. V piipadé karcinomt hlavy a krku je to vS8ak HRAS (KRAS je

mutovana u kolorektalnich karcinomit).
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4.4.1. HPV pozitivni karcinomy (HPV+)

HPV + karcinomy vznikaji na podkladé dvou virovych onkogentl, které inaktivuji tumor
supresorovy gen. Tim dochazi k maligni transformaci v dlazdicovém epitelu. Velmi casto
dochazi k inaktivaci genu Rb (deVita et al. 2001).

HPV status je spojen sexpresi pl6. V HPV + karcinomech nalézame méné mutaci a
deleci a to pfevazné v p53, coz je tumor supresorovy gen. Pro HPV + karcinomy je pfiznacna
mutace PIK3CA tak, ze PI3- kindzova signalni draha je vysoce aktivovana.

Ptestoze HPV+ nadory dortstaji vétSich rozméra a Castéji metastazuji do lymfatickych

uzlin a vyznacuji se horsi diferenciaci. Pfesto maji lep$i prognézu nez HPV-.

4.4.2. HPV negativni karcinomy (HPV-)

HPV — karcinomy vznikaji postupnou mutaci a transformaci dlazdicového epitelu, ktera
¢ita n€kolik krok od normalniho dlazdicového epitelu, pies dlazdicobunécnou hyperplasii,
mirnou dysplazii — SIN 1 (skvamdzni intraepitelidlni neoplazie), stfedné tézkou dysplazii —
SIN 2, tézkou dysplazii — SIN 3, po carcimoma in situ SIN 3 az k invazivnimu karcinomu
(Vermorken et al., 2010; Huret et al., 2014).

Nové se u této skupiny nadorti ukazuje vyznam Notch signalni. Tato draha hraje
vyznamnou Ulohu v diferenciaci buné€k a u této skupiny nadort je inaktivovana. Dale mizeme
pozorovat mutace a delece v kritickych genech inaktivované Notch signalni drahy. Presny
vyznam této inaktivace vSak jeSté nezname, je mozné, ze dochdzi k ovlivnéni okoli bun¢k a

Obecné, v HPV- nadorech, jejichz vznik byl vyvolan tabdkovym koufem, nalézame
vysoky podil mutaci p53 a p16.
HPV- maji prognozu horsi nez HPV+. Proto se v posledni dobé v odbornych kruzich

vice diskutuje o tom, jak tento negativni efekt piekonat.

4.4.3. EGFR (epidermal groth factor receptor, receptor pro epidermalni rustovy
faktor)

EGFR je transmembranovy glykoprotein, ktery byva overexprimovan u 80-90%
epidermoidnich nadort ORL oblasti. Sklddd se z domény extracelularni, na kterou jsou
ligandy navazovany, z transmembranové lipofilni domény a intracelularni proteinkinazové

domény. Po navazani ligandu dochézi k dimerizaci receptorti, aktivaci protinové kindzy a
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autofosforylaci tyrozinu. Tim je spusténa kaskada biochemickych dé&ju, které jsou soucasti
signalni transduk¢ni drahy (Baselga, 2001) Rodina EGFR (erb-B) je slozena ze Ctyf receptort
— EGFR nebo HER-1 (erb-B1), HER -2 (erb-B2/neu), HER 3 (erb-B3) a HER-4 (erb-B4). Na
EGEFR se vaze vice ligandi- EGF, TGF — a, amfiregulin, neuregulin. Efektorem EGFR je
signalni draha RAS a PI3K (Cojocariu et al., 2007). EGFR je negativnim prognostickym

faktorem.

4.4.4. Molekularni biologie a genetika progredujicich karcinomii hlavy a krku

Na progresi tohoto onemocnéni se podileji, poptipadé¢ spolupodileji nékteré
chromozomalni alterace (Marur et al., 2008). Dilezita je pochopitelné i posloupnost v jaké
k jednotlivym zménam dochazi.

Velmi vyznamnd je LOH (loss of heterozygocyty) nékterych chromozomu- 3pl4,
9p21, 17pl13, 8p, 6p, 11q, 13 g, 14 q 10923, 4927. Tumor supresorovy gen p53 je ulozen na
17p13, dojde — li kLOH v tomto locusu, dochazi k inaktivaci tohoto genu a progresi
onemocnéni, stejné tak na 8pa 6p jsou lokalizovany geny suprimujici tumor (Califano et al.,
1996). Mezi nejcastéjsi genetické odchylky patii LOH 9p21, ¢imZ je inaktivovan gen pl6,
ktery inhibuje cyklin dependentni kinazu (CDK), ktera reguluje bunéény cyklus (Forastiere et
al. 2001).

Mezi dal$i genetické alterace, které progresi zpusobuji, fadime amplifikace, delece,
up regulace nebo down regulace receptord, oncogend ¢i tumor supresorovych genti —
EGFR, p53, Rb, p65, COX-2, p16, cyklin D, PTEN (Vermorken et al. 2010, Califano et al.
1996).

4.6. Histopatologie nadori ORL oblasti

O histologické stavbé ORL nadort se obtizné pojednéava v jedné kapitole, nebot’ jde o
heterogenni skupinu nadort. Histologicka stavba ORL nadorti je zavisla na misté vzniku.
V 90-95% se vsak jednd o dlazdicobunééné  karcinomy (epidermoidni karcinomy,
spinoceluldrni karcinomy, SCC) vychdzejici z hornich partii polykacich a dychacich cest.
SCC se vyskytuji v riznych stupnich diferenciace, kterym odpovida rtizny stupen keratinizace

téchto nadord. Nejéastéjsi jsou konvenéni SCC a nejcastéjsi morfologickou jednotkou SCC je

ulcerativni typ (Slampa et al. 2007). Mezi varianty spinocelularnich karcinomil fadime
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varukézni karcinom i sarkomatoidni (vietenobunéény) SCC (Barnes at al. 2007; deVita et al.
2001), pticemz kazdy ma jinou prognézu. Dal§imi variantami SCC jsou basaloidni, papilarni,
acyntolyticky a adenoskvamoézni karcinom (Huret et al, 2014).

Mimo spinocelularni karcinomy jsou v této lokalité diagnostikovany adenokarcinomy,
adeniodnécystické karcinomy, mukoepidermoidni karcinomy, sarkomy, lymfomy, teratomy,

estesioneuroblastom v dutiné nosni atd.

4.7. Priznaky ORL nadoru

Ptiznaky ORL nédora jsou velmi rozmanité a zavisi na ulozeni nadoru, jeho vztahu
kokoli a na jeho velikosti. Obecné plati, Zze Casnd stadia onemocnéni mohou byt
bezptiznakova, pokrocila stddia onemocnéni jsou provazena i systémovymi ptiznaky jako je
nechutenstvi, ubytek hmotnosti, unava, teplota, anemizace. Lokalni pfiznaky pak variuji
v Siroké Skale — hmatna ¢i viditelna rezistence na krku, bolesti, dysfagie, hemoptyza, chrapot,
dysfonie az afonie, otalgie, neprichodnost nosni, pocit ciziho télesa v krku, inspira¢ni dusnost

¢i ptiznaky postiZzeni hlavovych nervi.

4.8. Diagnostika

V diagnostice nadorti hlavy a krku hraje dilezitou ulohu anamnéza i1 zakladni
fyzikalni vySetfeni - aspekce, pii které zjisStujeme asymetrie obliceje, krku i jazyka,
pohyblivost jazyka, viditelné rezistence ¢i utvary na krku, rtech, v dutin€ ustni i na jazyku,

tonzilach. Palpaci posoudime velikost, konzistenci, pohyblivost ¢i fixaci rezistence.

4.8.1. Endoskopické metody

Neprima laryngoskopie se pouziva pii vySetfeni tonzil, kofene jazyka, hrtanu a
hypofaryngu. Posuzuji se slizni¢ni zmény, ulcerace, hybnost hlasivek, symetrie vySetfovanych
oblasti, zda jsou volné piriformni recesy a zda v nich nedochazi ke stagnaci slin. VétSina
pacientl toto vySetfeni zvlada bez anestezie, n€kterym pacientlim je nutné aplikovat lokalni
anestezii, ve vyjimecnych piipadech dokonce anestezii celkovou. Pfi nejasném nalezu se

dopliiuje vySetieni zvétSovacim laryngoskopem. K odliSeni benignich zmén od casného
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karcinomu na hlasivkach je vhodné pouzit stroboskopické vySeti‘eni, kterym lze posoudit
kmitani hlasivek.

Pii podezielém nalezu, je potieba provést odbér biopsie. Presnéjsi odbér materidlu
Z mist, ktera jsou hufe pfistupna, se provadi za pouziti primé laryngoskopie V celkové
anestézii. VysSetfeni nosni sliznice a nazofaryngu se provadi predni a zadni rhinoskopii a
event. se dopliiuje o vysetfeni rigidnim rhinoepifaryngoskopem.

V piipad¢ dysfagii ¢i nalezu v hypofaryngu, piriformnim recesu ¢i pii stagnaci slin, je
mozné vysetieni doplnit o rigidni hypofaryngoezofagoskopie.

Bronchoskopie je rezervovana pouze pro specifické ptipady, v rutinnim vySetfeni

ORL nédorti nema vyznam.

4.8.2. Zobrazovaci metody

Sonografie Ize vyuzit jako nezatézujici a spiSe orientacni vySetfeni krénich uzlin,
Stitné zlazy ¢i slinnych zlaz. Neni vhodné jako vySetfeni stagingové. Pfi dysfagickych
obtizich ¢i pozitivnim nalezu v hornich polykacich cestich, je mozné vyuzit rtg vySetreni
polykaciho aktu.

Preferovanym vysetfenim pro vSechny ORL nadory je MRI vyjma laryngalnich a
hypofaryngélnich nadort (Grégoire et al., 2010) kvili vySetieni nazofaryngu je dulezité
provést MRI v¢etné baze lebni (Chan et al., 2012). Pouzivané je také CT vySetieni, neni vSak
doporucovano pouzivat ho pro vysetfeni lymfatickych uzlin k uréeni extrakapsularniho $ifeni
(Chai et al., 2013).

Kvili odhaleni vzdalenych metastaz ¢i  sekundarnich primarni tumord je
doporucovano rutinné provadét rtg plica CT plic.

Pacientim, u nichZ jsou objeveny pozitivni lymfatické uzliny na krku a neni mozné
nalézt primarni nador, je doporu¢ovan CT — PET. Stejn¢ tak pacientim s rekurentnimi

tumory a to z divodu diagnostiky vzdalenych metastaz (SIGN, 2006).
4.8.3. Ziskani bioptického materialu
Odbér bioptického materidlu je pro diagnostiku a 1écbu zcela nezbytnym krokem.

Provadi se podle mista odbéru bud’ v lokélni ¢i celkové anestezii bud’ pod kontrolou zraku —

dutina ustni, nebo s vyuzitim endoskopickych metod. Mozné je provést excizi ¢i exstirpaci
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lymfatické uzliny nebo vyuzit aspira¢niho cytologického vysetieni pii odbéru tenkou jehlou

za kontroly UZ — FNAB ¢i FNAC (fine needle aspiration biopsy/ cytology.

V ramci vySetfovani by mély byt provedeny laboratorni testy — krevni obraz,

biochemické vysetieni. Vysetieni nadorovych markeri neméa u SCC ORL oblasti vyznam.

4.9. TNM systém

Pro karcinomy ORL oblasti je uzivana v Evrop¢ TNM Kklasifikace zhoubnych nadort,
v severni Americe AJCC staging system, ktery v podstat¢ z TNM klasifikace vychézi. Oba
systémy prochazeji v ¢ase revizemi a filozofie obou je stejna. Cilem jejich pouziti je zatadit
nador do klinickych stadii na zakladé¢ provedenych vySetfeni. Po zafazeni nadoru do
klinického stadia spolu s dal§imi faktory tykajicimi se pacienta je volena onkologické 1écba.
Stadium choroby je také jednim z prognostickych faktord a slouzi k hodnoceni odpovédi na
1é¢bu (Sobin et al. 2007; Edge et al., 2010,)..

Oba systémy k zafazeni do stadii vyuZivaji: velikost nddoru -T, pocet a velikost
postizenych spadovych lymfatickych uzlin -N, pfi¢emz dal$im dilezitym ukazatelem je, zda
jsou lymfatické uzliny postizeny unilateralné ¢i bilateralné a pritomnost vzdalenych metastaz
- M.

U karcinomil hlavy a krku je vytvofen TNM systém pro jednotlivé ORL oblasti. Neni
pfedmétem této prace, uvadét zde TNM Kklasifikace vSech. Obecné lze fici, Ze stadiem I/II jsou
oznaCovany cCasné nddory, stadia III a IVA, IVB jsou oznaCovéna podle postizeni
lymfatickych uzlin jako lokalné pokrocila (NO) nebo lokoregionalné pokrocila (N+). U téchto
stadii se uvazuje o 1écbé kurativni. Jsou — li nalezeny vzdalené metastdzy, jsou nadory fazeny

do stadia IVC a volena je 1écba paliativni.

4.10. Prognostické faktory

Diagnoza, progndza a lécba jsou zdkladem onkologické péce. Prognostické faktory

jsou klinické nebo biologické znaky ¢i markery, které Ize objektivné méfit a které piinaseji

informace o pfeziti pacientti bez ohledu na 1é¢bu (Italiano, 2011). Na zakladé nich je mozné

prohlasit, jaké je riziko vzniku vzdéalenych metastaz ¢i lokalniho relapsu. Tato ivaha napf.
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vede K podani adjuvantni terapie. Vzhledem k tomu, Ze ORL nadory jsou heterogenni
skupinou, neexistuji pro n¢ zcela jednotné prognostické faktory

Mezi prognostické faktory pro karcinomy hlavy a krku patii faktory tykajici se
nadoru — Kklinické, histologické a faktory tykajici se pacienta a faktory okoli
(Gospodarowicz at al., 2003) .

Mnozstvi lymfocyti CD3+ a CDS8+ infiltrujicich tumor (TILs) pozitivné koreluje
S prezitim pacientit po 1é¢bé chemoradioterapii pro karcinom hlavy a krku (Balermpas et al.,
2013).

4.10.1. Prognostické faktory tykajici se nadoru

Klinické prognostické faktory

Obecné je klinickym prognostickym faktorem TNM klasifikace. Velikost nadoru- ma
vliv napf. u karcinomil orofaryngu, zatimco u karcinomu hypofaryngu jsou rozdily mezi
skupinami T1-2 a T3-4 malé, ptfesto v jedné studii mezi témito skupinami byly nalezeny
rozdily ve tfiletém pieziti. (Cojocariu et al., 2009). Jiné studie v§ak ukazuji skupinu T0-3 jako
prognosticky pfiznivou bez ohledu na stav uzlin (Brockstein et al. 2004). Stav postiZeni
lymfatickych uzlin - je velmi preciznim prognostickym markerem (Grandis et al, 1998).
Progndza onemocnéni se zhorsuje S pribyvajicim poctem lymfatickych uzlin (Cojocariu et al.,
2009). Spatnym prognostickym faktorem je také extrakapsularni Sifeni (Langendijk et al.,
2005; de Carvallo et al., 1998). Lokalizace primdrniho tumoru je prognostickym faktorem
s velkou signifikanci, souvisi i srizikem vzniku regionalnich ¢i vzdalenych metastaz.

[ 24

et al., 2009)..

Histologické a molekularni prognostické faktory

Dulezitym prognostickym (i prediktivnim faktorem) je grading tumoru -stupen
diferenciace. Sarkomatoidni varianty SCC maji prognézu Spatnou, naopak veruko6zni dobie
diferencované SCC jsou prognosticky pfiznivé (Cojocariu et al., 2009). Uzky & pozitivai
resekcéni okraj, ktery je AJCC a UICC definovéan jako nddorem zasazeny, zatimco NCCN,
ASCO a IEO ho defihuji jako okraj uzsi nez 5 mm bez ohledu na lokalizaci tumoru, coz je
definice v CR piijimana nejéastdji. Review provedenych studii viak ukazuje na to, e uzky
resekéni okraj by mél byt definovan pro riizné lokality ORL: méné neZ 1 mm pro larynx,

mén¢ nez 5 mm pro dutinu ustni a méné nez 4 mm pro orofarynx (Alicandri-Ciufelli, 2012).
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Ptiznivym prognostickym faktorem i1 u rekurentnich a metastatickych nadord je HPV+
(Argiris et al., 2014), zatimco overexprese EGFR je negativnim prognostickym faktorem
(Grandis et al, 1998). Nekteré¢ studie vsak prokazuji moznost piekonani negativniho
prognostického efektu v pfipad¢, ze byla u lokaln¢ pokrocilych karcinomii pouzita
chemoradioterapie (Numico J et. al, 2010). Studie ukazuji na interakce mezi stavem HPV a
expresi EGFR nebo signalni drahou nebo obojim (Young et al., 2011; Vermorken at al.,2010
). Mutace p53 je tumor supresorovy gen zapojeny regulace bunééného cyklu a apoptozy a je

prognostickym faktorem.

4.10.2. Prognostické faktory tykajici se pacienta

Kouveni v anamnéze je negativnim prognostickym faktorem (Brockstein et al, 2005),
performance status je dalS§im prognostickym faktorem, stejné jako nutriéni stav, ubytek
hmotnosti a p¥idruiend onemocnéni pacienta, které omezuji moznosti 1é¢by (Bourhis,
2005). Tracheostomie zavedena u karcinomi laryngu pro dechovou nedostate¢nost je

negativnim prognostickym faktorem (MacKenzie, 1997).

4.10.3. Prognostické faktory vychazejici z okoli

Na prognézu onemocnéni méa velky vliv zvolena 1écba i jeji provedeni. Silnym
prognostickym faktorem je instituce, ve které 1écba probé&hla (Brockstein et, 2005, Pdla et
al.2012).

4.11. Prediktivni faktory

Prediktivni faktor je biologicky ¢i klinicky znak tumoru, ktery informuje o tom, zda
bude mit dané 1écba efekt.

V soucasné dob¢ nejsou k dispozici zadné kvalitni biomarkery poptipad¢é biomarkery,
pomoci nichZ bychom byli schopni urcit, zda z daného 1écebného postupu bude mit pacient
benfit ¢i nikoli.

Jesté pred nékolika lety se predpokladalo, ze overexprese EGFR miize predikovat

odpovéd’ na cilenou biologickou terapii, dnes je jasné, Ze tomu tak neni, nicméné se zda, Ze je
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predatorem horsi odpovédi na radioterapii (Goerner et al, 2012). V dohledné dobé by m¢l byt
k dispozici krevni test (VeriStrat) pracujici na podkladé proteomiky, ktery by mél byt
schopen detekovat pacienty, ktefi nemaji benfit z 1écby EGFR inhibitory a ktery byl testovan
u NSCLC (Carbone et al, 2012) i u karcinomi hlavy a krku (Cohen, 2014). Zda se, Ze¢ nadory
s mutaci PI3-kinazové signalni drdhy nebo mutaci RAS (podobné jako KRAS u
kolorektalniho karcinomu) nereaguji na lécbu inhibitory EGFR. Také neni jasné, zda nadory
hlavy a krku s mutacemi v PI3-kinazové signalni drahy — vétSinou HPV+, budou dobie
odpovidat na 1écbu inhibitory této drahy. TILs CD3+ a CD8+ mohou predikovat uc¢innost
definitivni chemoradioterapie u ORL nadort (Balermpas et al., 2013). Pii anémii a hypoxii
jsou cCastéji nalézany mutace p53 a neoangiiogeneza. Anémie i hypoxie je sdruzena se
zhorSenou odpovédi na cytotoxickou 1écbu (Cojocariu et al., 2007) i radioterapii (Harada,
2011). Hypoxie je sdruzena s HIF -1, ktery aktivizuje, stejné tak tento faktor mulze byt
aktivizovan u normoxickych bun¢k nékterymi ristovymi faktory a ROS (Harada, 2011) a
vV kone¢ném dusledku je spusténa neoangiogeneza. Mutace p53 ma i prediktivni hodnotu,
protoze p53 je zapojen do apoptdzy indukované chemoterapii i radioterapii, jeho mutace jsou
tedy jednou z pti¢in chemo- i radiorezistence. Naopak exprese antiapoptotického genu bcl-2

je predatorem dobré odpovédi jak na radioterapii, tak chemoterapii (Cojocariu et al., 2007).

4.12. Lé¢éba karcinomia ORL oblasti

Casna stadia ORL nadorii mohou byt 1é¢ena unimodalng - chirurgicky nebo zafenim.
Lokélné ¢i lokoregionalné pokrocilé nddory byvaji 1éeny multimodaln€. To znamena, Ze
jejich 1écba sestava z chirurgickych pristupi, radioterapie a mnohdy i systémové 1é¢by —
chemoterapie nebo cilené biologické 1écby. Nové 1écebné postupy jsou intenzivnéjsi, jejich
cilem je zlepsit vysledky 1écby, ale s intenzitou 1écby rostou nezaddouci ucinky, proto je nutné
vyuzivat podpirnou terapii. I to je jeden z diivodi, pro¢ se s intenzifikaci terapie zvySuji
celkové naklady na 1é¢bu (Lang, 2009).

Miru zavislosti mezi lokoregionalni kontrolou a jejim dopadem na celkové preZiti
hodnotila metaanalyza 19 randomizovanych klinickych studii. 10% zlepSeni ve dvouleté

lokoregionalni kontrole vede ke zlepsSeni celkového preziti o 6,7% (Wadsley a Bentzen, 2004).

4.12.1. Lécba resekabilniho lokalné a lokoregionalné pokrocilého karcinomu

ORL oblasti
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Lokaln€ 1 lokoregionalné pokrocilé karcinomy ORL jsou potencionalné kurabilni,
V jejich terapii se uplatiuji dvé hlavni 1é¢ebné strategie, které mohou k vyléceni vést. Prvni
Z nich je primarni chirurgicka 1écba, pii které je radikaln€ odstranén vlastni nador i ptipadné
postizené lymfatické uzliny, opere¢ni vykon je pak nasledovan radioterapii nebo
konkomitantni  chemoradioterapii. = Druhym léCebnym  pfistupem je  definitivni
chemoradioterapie piipadné¢ bioradioterapie (konkomitantni podani biologické 1é¢by spolu s
radioterapii), po jejimz selhani mize nasledovat chirurgicky vykon (Pfister et al., 2014).
Lécebny postup by mél byt volen podle lokalizace nadoru, histopatologickych charakteristik
nadoru, podle piedpokladané polécebné kvality zivota pacienta a s ni souvisejicim
zachovanim funkce organu. Na volb¢ strategie 1éCby by se mél podilet cely tym odborniki, ve
kterém nechybi chirurg ani radioterapeut. Velmi diilezitou roli v procesu rozhodovani o 1é¢bé
musi hrat sim pacient.

V soucasnosti neni k dispozici dostatek podkladd, na zadkladé nichz by bylo mozné
preferovat jeden piistup nad druhym, nebot' pfimé srovnani téchto dvou piistupi bylo
provedeno pro resekabilni karcinomy klinického stadia III-1V pouze v jedné randomizované
studii v Singapuru s celkovym poctem 119 pacienti: 1. pooperaéné - RO resekce 60 Gy, R1
resekce 70 Gy a 2. definitivni chemoradioterapie 66 Gy potencovana dvémi cykly cisplatinou
20 mg/m?/d1-5 a fluorouracilem 1000 mg/m?%d1-5. Signifikantni rozdil v p&tiletém (50% vs.
40%) ani tiletém pieziti (54% vs. 43%) nebyl zaznamenan (Soo et al., 2005), ale kritici
studie poukazuji na nedostatecny pocet hodnocenych pacientli a tim nemoznost prokazat
benefit chirurgické 1écby.

V roce 1991 byla ptfedstavena pomérn€ malé studie (n=43) RTOG 73-03, ve které¢ byl
zkouman efekt predoperacni a pooperaéni radioterapie a u karcinomti orofaryngu III. — IV.
klinického stadia samostatnd radioterapie vs. pooperacni radioterapie. Vzhledem k nizkému
poctu pacientll nebyl prokdzan signifikantni rozdil ve Ctyfletém pteziti, ale i na zaklad¢ této
studie leze konstatovat, Ze radioterapie s pfipadnym opera¢nim zakrokem az po jejim selhdni
miize byt jednou z 1é¢ebnych moznosti (Tupchong, 1991).

Mén¢ doporucovanou moznosti lé€ebného postupu je podat indukéni chemoterapii
Snaslednou radioterapii vramci organ zachovného postupu u karcinoml laryngu a
hypofaryngu. Ani jedna z velkych provedenych studii neprokazala signifikantni rozdil
v celkovém preziti pacientd mezi skupinou, ve které pacienti podstoupili organ zachovny
protokol s indukénii chemoterapii a skupinou, ve které byla pacientim provedena totalni

laryngectomie a pooperacni radioterapie (Department of Veterans, 1991; Lefebvre 1996).
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4.12.2. Radioterapie lokdlné a lokoregionalné pokrocilého karcinomu ORL

oblasti

Radioterapie je 1écba lokalni stejné jako 1écba chirurgickd, u lokaln¢ a lokoregionalné
pokrocilych karcinomti ORL oblasti je stéZejni 1é¢ebnou modalitou. Proto také poslednich
n¢kolik desetileti jsou hledany nové zpisoby jejiho vyuziti. Se zlepsSujici se technikou
planovani radioterapie, zdokonalenim fixacnich pomtcek 1 vyvojem piistroji pro vlasti
ozareni, kterd dovoluje pfesnéjsi dodani davky do cilového objemu, lepsi distribuci davky za
kvalitn&j$iho chranéni zdravych tkani, jsou vyvijena nova 1é¢ebna radioterapeuticka schémata

nebo dochazi k navySovani celkové davky.

Konvenéni a konformni radioterapie

Konven¢ni a konformni radioterapie znamena techniky 2D nebo 3D a pfi ozafovani je
pouzivana konstantni intenzita v celé plose svazku, pouze pii pouziti klinovych filtri dochazi
k zeslabeni intenzity smérem k siln¢jSimu konci klinového filtru. Pro neresekované
karcinomy ORL oblasti by doddna celkova davka méla byt 70 Gy v denni frakcionaci 2 Gy.
Rozvoj nezéddoucich G¢inkd v podobé akutni bolestivé mucositidy i pozdni toxicity v podobé

fibrozy, atrofie, xerostomie i osteoradionekroz je vSak velmi ¢asty (Harari, 2005).

IMRT (Intensity modulated radiotherapy)

IMRT je nevétsim zlepSenim v technice radioterapie karcinomu hlavy a krku (Allen a
Tishler, 2007). Do praxe vstoupila v devadesatych letech. Jde o techniku, diky niz je mozna
modelace svazku zafeni a ktera je schopna dodat do ozafovaného objemu piedepsanou davku
tak, Ze je vyuZzivano planovaného kolisani intenzity ve svazku zéafeni a v jednotlivych
podjednotkach svazku (pixelech) jsou rozdilné intenzity vysledkem pohybu listl
vicelamelového kolimatoru, ktery je naprogramovan (Vosmik, 2008). Pro IMRT je pouzivano
tzv. inverzni planovani, jehoZ vstupnimi 0daji jsou — poZadované rozloZeni davky, definice
limith a zédvaznych parametri (Kolarova et al., 2008). Diky IMRT je mozné 1épe tvarovat
cilovy objem a Iépe chréanit zdravé tkan¢ napt. velké slinné Z1azy, nicméné pii planovani klade

IMRT mnohem vétsi diiraz na precizni definovani jednotlivych objem.
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Akcelerovana ¢i hyperfrakcionovana radioterapie

Cilem akcelerované ¢i hyperfrakcionované radioterapie je ptekonani repopulace bunék
nadoru v prub¢hu cyklu radioterapie. Dal§im pifedpokladem pro jeji vyuziti je kinetika
bunééné populace téchto nadort (Bourhis, 1999; Bourhis, 2006). Provedené randomizované
studie porovnavajici konven¢ni radioterapii a akcelerovanou radioterapii vcetné
multicentrické studie GORTEC neprokazuji dopad na celkové pieziti, ale prokazuji horsi
akutni toxicitu akcelerované radioterapie (Bourhis et al., 2006a; Overgaard et al., 2003;
Jackson et al., 1997; Horiot et al., 1997;), zlepSeni lokalni a lokoregionalni kontroyl (Bourhis
et al. 2006a; Horiot et al., 1997). Neprokazuji vSak zhorSeni pozdni toxicity pii pouziti
akcelerované radioterapie (Bourhis et al.a, 2006a; Jackson et al., 1997). V roce 2006 byly
v provedené¢ metaanalyze MARCH zpracovany data vice nez 6000 pacienti z 15
randomizovanych klinickych studii srovndvajici alterovany frakcionaéni rezim s konvenc¢ni
normofrakcionovanou radioterapii. V pétiletém pteziti bylo zlepSeni 3,4% pii pouziti
alterovaného rezimu a to hlavné u hyperfakcionaci- zde byl 8%. Tohoto zlepSeni bylo
dosazeno zlepSenim lokalni kontroly, ale nebylo prokazano zlepseni regionalni kontroly ani
kontroly vzdalenych metastaz (Bourhis et al, 2006b).

Mezi akcelerované rezimy fadime také konkomitantni boost, pii némz je planovany
boost zafen jako druhd denni davka v prubéhu zakladni radioterapie nezmenSenym polem.
Dtivodem je zkraceni celkového trvani radioterapie pii dodani pti dodani dostateéné celkové
davky (Kubes et al., 2011; Knee et al.1985). Simultanni boost vyuziva novodobych
technickych mozZnosti k dodani boostu zaroven pii ozadfeni zdkladnim — nezmenSenym

objemem a to po celou dobu radioterapie.

4.12.3. Konkomitantni chemoradioterapie

Puvodni uplatnéni chemoterapie v 1écbé karcinomt hlavy a krku byl v paliativni
terapii. V poslednich zhruba tfech az ¢tyfech dekadach se zkousi podavani chemoterapie u
lokaln€ pokrocilych stadii jako neadjuvantni, adjuvantni, konkomitantni. = Provedené
metaanalyzy vSak podavani adjuvantni ani neadjuvantni chemoterapie nepotvrzuji, nebot’ tato
strategie podani nema dopad na celkové preziti (Munro, 1995; El-Sayed et al., 1996; Pignon
et al., 2000). Dopad na celkové pieziti neadjuvantni chemoterapie byl prokdzan pouze po
ptidani taxant k cDDP a 5-FU (Vermorken et al., 2007, Bourhis, 2005). Naopak dal§imu
vyznamnému zkoumdni podléhd soucasné podani chemoterapie a radioterapie —

konkomitantni, konkurentni ¢i simultanni chemoradioterapie. Prvni studie s chemoradioterapii
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byly zahdjeny v Sedesatych letech dvacatého stoleti. Efektivita této strategie je prokazana
provedenymi metaanalyzami. Aktualizovana verze metaanalyzy MACH-NC, do které bylo
zahrnuto 16 485 pacienti z 87 randomizovanych klinickych studii zlet 1965 — 2000,
prokazuje pretrvavajici trend vyhod konkomitantni chemoradioterapie: snizeni relativniho
rizika amrti o 19% (p<0,0001) a prodlouZzeni celkového péctiletého pieziti o 6,5%
(p<0,00001). Kombinaci radioterapie a chemoterapie se vSak zvysuje akutni toxicita 1écby.

Konkomitantni chemoradioterapie se tak stala standardem 1é¢by lokoregionalné
pokrocilych karcinomit ORL oblasti (Grégoire et al., 2010), piestoze optimalni cytostatikum i
jeho davkovani, stejné tak jako optimalni rezim radioterapie nejsou jeSté znamé. Reportovany
jsou vysledky studii, vnichz byla pouzita nejen riznd cytostatika, ale také rtzné
radioterapeutické rezimy a to jak normofrakciona¢ni (Fountzilas et al.,, 2004), tak
hyperfrakcionace a akcelerované rezimy (Vokes et al., 2000; Budach et al., 2006) i
kontroverzni radioterapii v pferusovaném cyklu (split- course radiotherapy) (Arigiris et al.,
2003).

Cytostatika v konkomitantni chemoradioterapii

Ptedpokladi pro pouziti chemoterapie pii radioterapii je nékolik: radiosenzibilizace
nadorovych bunck, pieklenuti radiorezistence nadorovych bunék, pteklenuti hypoxie,
pusobeni na mikrometastazy, indukce apoptdzy, inhibice reparace DNA poskozeni vzniklé
zatenim, pomoc pii reoxygenaci nadorovych bunék a tim zvyseni G¢innosti radioterapie (Al-
Sarraf, 2002), synchronizace bunék v radiosenzitivnéjsich fazich bunééného cyklu.

V konkomitantni chemoradioterapii karcinomti ORL oblasti se pouzivala rizna
cytostatika v riznych kombinacich, at’ uz v monoterapii ¢i v kombinovanych rezimech. Jedna
se 0: Mitomycin — C, 5- fluorouracil (5-FU), hydroxyureu, bleomycin, taxany, gemcitabin,
(Al-Saraf, 2002, Harari, 2005), karboplatina, vinca alkaloidy. Pfidani téchto cytostatik

zhorSuje nezadouci ucinky, zvlasté mucositidu.

Cisplatina
DNA a podle poslednich vyzkumi i na mitochondrialni DNA a na proteiny mitochondrialni
membrany nadort hlavy a krku, coz mtize byt potencialnim mechanismem v apoptoze (Yang,
2006). Cisplatina byla poprvé v konkomitanci podana v roce 1981. Dnes je jeji podani velmi

rozsirené.
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Jiz zminovand metaanalyza MACH prokéazala nejlepsi vysledky konkomitantni
chemoradioterapie pti pouziti cisplatiny (cDDP). Signifikantni rozdil vSak neni mezi uZzitim
cDDP v kombinovanych rezimech nebo v monoterapii a vysledky se nelisily ani v zavislosti
na frakciona¢nim rezimu (Pignon, 2009). Podle této metaanalyzy nemaji z piidani
chemoterapie k radioterapii prospéch pacienti starsi 70 let.

Velmi ¢asta je aplikace radioterapie a ¢cDDP v monoterapii. Je mozné pouzit aplikaci
cDDP 100 mg/m? ve tfitydennim rezimu. Na podkladé studie RTOG (Al- Sarraf et al., 1987)
byl tento rezim pouzit mnohokrat v klinickych studiich. I pti pouziti cDDP v konkomitanci je
nutné se vyrovnat s jejimi nezadoucimi efekty jako je nausea, zvraceni, nefrotoxicita,
ototoxicita a dalsi.

Pfimé srovnani radioterapie samostatné (70 Gy v normofrakcionaci), radioterapie
v konkomitanci s cDDP 100 mg/ m? ve t¥itydennim rezimu a radioterapie s cDDP 75 mg/m?
d1v kombinaci s5- FU 1000 mg/m? d1-4 ve ttydennim reZimu s radioterapii ve splitu
piinsela studie Intergroup 026 (n=295) (Adelstein, 2003). Celkové tiileté pieziti bylo: 23% vs.
37% vs 27%, akutni mucositida stupné 3/4: 30% vs.37% vs.36%, celkova akutni toxicita
stupné€ 3/4 52% vs. 89% vs. 77%.

Cisplatinu je mozZné pouzit taktéz ve 40 mg/m2 V tydennim rezimu, ktery je rozSifeny
Vv terapii karcinomu délozniho Cipku. Pfimé srovnani téchto dvou rezimii podavani cDDP
V monoterapii u karcinomt hlavy a krku bylo publikovano teprve pted dvéma lety (n=50)
(Tsan et al., 2012) se zaveérem, ze prvni podani ma vétsi radiosenzitizacni efekt, ale druhé

podani vede k niZsi toxicité chemoterapie bez sniZeni efektu 1écby.

4.12.4. Cilena biologicka lécba aplikovana konkomitantné s radioterapii
(bioradioterapie) u lokalné ¢i lokoregionilné pokrocilych neresekovanych karcinomii

ORL oblasti

Piesto, Ze probihaji intenzivni klinické vyzkumy v oblasti molekularni biologie u
karcinomti ORL oblasti, jedinym targetem pro cilenou biologickou 1écbu zistava i po mnoha
letech pouze EGFR. EGFR lze blokovat jak extracelularné pomoci monoklonalnich
protilatek, tak intracelularné pomoci tyrosinkinazovych inhibitorit (TKI's) neboli tzv. malych
molekul, které¢ maji schopnost difundovat do buniky a tam ovlivnit intracelularni doménu
receptoru. Ob¢ skupiny blokatorit byly a jsou zkouSeny i u karcinomd hlavy a krku jak

Vv kurativni, tak paliativni terapii: Monoklonalni protilatky — cetuximab (Bonne ret al.,
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2006), panitumumab (Giralt et al., 2012), zalutumumab (Schick et. al., 2012), malé molekuly
— gefitinib, lapatinib, erlotinib, afatinib). Uvedené¢ molekuly jsou bud jeste¢ v klinickém
zkouSeni (afatinib, axitinib, zalutumumab) nebo nevykazaly, kromé& cetuximabu, zadny
benefit v celkovém prezivani. Vzhledem k tomu, ze karcinomy ORL oblasti vykazuji
mnozstvi alteraci v PI3- Kinazové draze, mohli by pacienti profitovat z 1écby PI3-
kindzovymi inhibitory. To je ovSem zatim také pfedmétem zkoumani. mMTOR sam o sobé je u
ORL karcinomil intaktni, ale alterovand mtze byt vySe zminénd PI-3 kinazova dréha, proto i
mTOR muze byt dobrym targetem nejspiSe v kombinované 1€cb¢, nicméné data zatim také
chybi (Cohen, 2014). V klinickém testovani jsou vSak i inhibitory VEGFR a to jak
monoklondlni protilditka bevacizumab, tak malé molekuly axitinib, sorafenib, sunitinib
(Dorsey, 2013).

Klinicka studie kombinace cetuximabu a radioterapie a samostatné radioterapie
(Bonner et al., 2006) u SCC orofaryngu, laryngu a hypofaryngu stadia III/ IV ukézala zlepSeni
jak lokoregionalni kontroly 24,4 vs. 14,9 mésict, tak cekového pieziti 45,6% vs. 36,4%.
Toxicita rezimu s cetuximabem uvedena ve studii byla pfijatelnd, klinicka praxe ji vSak
nepotvrdila. Cetuximab je jedinym preparatem cilené biologické terapie, ktery je uZivan
v lécbe lokaln€ pokrocilych, neresekovanych karcinomi hlavy a krku.

Samoziejmé byla hledana odpovéd’ na otazku, pro¢ cetuximab vykazuje efekt, byt
limitovany, u karcinomu hlavy a krku, zatimco TKI's ne. Je pravdépodobné, ze alespon ¢ast
Z ni byla nalezena v imunologii (Hansen, 2013): Na signalni drahu EGFR a s ni souvisejici
molekuly mohou velké monoklondlni protilatky pusobit jinak neZz malé TKI's, coz milzZe
vytstit vjiny klinicky efekt. K tomu imunitni efektory, kterymi jsou cetuximabem
zprostiedkovana na protilatkach zavisla bunécnéd cytotoxicita (ADCC) a na komplementu
zavisla cytotoxicita, mohou také zprostfedkovavat klinickou aktivitu. Tento mechanismus
muze byt vysvétlenim, pro¢ biomarkery, které pracuji s amplifikaci genu nebo expresi

proteinu EGFR selhavaji.

4.13. Karcinomy nazofaryngu a konkomitantni chemoradioterapie

Nazofaryngealni karcinom je zvlastni jednotkou karcinomti ORL oblasti a to nejen
svym silnym vztahem k EBV. Endemickou oblasti pro vyskyt tohoto karcinomu je
jihovychodni Asie, severni Afrika a Cast sttedozemi (Chan, 2002). V Evropé ani v severni
Americe neni vyskyt tohoto karcinomu zdaleka takovy. Karcinomy nazofaryngu maji

v onkologii zvlastni postaveni, nebot” se v jejich 1é¢be neuplatiiuji operacni postupy a to nejen
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vzhledem k uloZeni nazofaryngu, ale i vzhledem k jejich radiosenzitivité i chemosenzitivite.
V dob¢ diagndézy mé az 70% pacientll pokrocilou, nemetastazujici formu karcinomu. Hlavni
roli v1écbé téchto nadorti hraje radioterapie. Také v 1é¢bé karcinomu nasofaryngu byly
testovany jiné postupy nez jen samostatna konvencni radioterapie a také pridani chemoterapie
k radioterapii.

Provedené mataanalyza 8 studii se 1753 pacienty (Afgir et al., 2002) ukazala benefit
konkomitantni chemoradioterapie s pouzitim ¢cDDP u pacientl s lokoregionalné pokroc¢ilym
karcinomem nazofaryngu nad samostatnou radioterapii.

Prvni randomizovana studie Intergroup 0099 i jeji upgrade (Al- Sarraf et al.,1998; Al-
Sarraf et al., 2001) (n= 147) pfinasi informace o prodlouzeni pfeziti bez progrese 58% vs.
29% i o prodlouzeném celkovém pieziti 67% vs 37% u pacienti s karcinomy nazofaryngu
klinického stadia ITI/IV, ktefi byli 1é¢eni radiochemoterapii s cDDP 100 mg/ m? ve ttitydennim
rezimu a naslednou adjuvantni chemoterapii v rezimu cDDP 80 mg/m2 dl a 5-FU 1000 mg/
m? d1-4 v tiitydennim reZimu oproti pacientim, ktef byli 1éteni samostatnou radioterapii.
V obou ramenech byla pouzita radioterapie 70 Gy v normofrakcionaci. Doslo vSak ke zvyseni
toxicity vrameni skombinovanou 1é¢bou. U nas je tento protokol akceptovan.
V endemickych asijskych oblastech vSak pfili§ akceptovan neni z ditvoda Spatné complience
pacienti s adjuvantni chemoterapii (Afgir et al., 2002). V kazdém piipadé by méla u
klnickych stadii II, III, IVA a IVB pouzita konkomitantni chemoradioterapie (Chan et al.,
2012).

Pro podéni neadjuvantni chemoterapie jednoznac¢na data nejsou, podle provedené
metaanalyzy nema neadjuvantni chemoterapie dopad na celkové preziti. Az po pouziti taxanti
Vv neoadjuvantni chemoterapii u karcinomti hlavy a krku bylo zaznamenano prodlouZeni
preziti pacienti (Vermorken, 2009). Do této studie vSak karcinomy nazofaryngu zahrnuty

nebyly.

4.14. Toxicita 1é¢by 1é¢by neresekovanych karcinomi ORL oblasti

Toxicita 1é¢by ovliviiuje kvalitu zivota pacienta, je Sni spojena tolerance 1éCby
pacientem a tim podminéna complience s léCbou. Toxicita tedy limituje veskerou
onkologickou léc¢bu. V radioterapii mira toxicity zavisi na tom, jak jsou chranény ¢i ozafeny
zdravé tkané tj. na tvaru cilového objemu, jeho velikosti, na velikosti celkové i jednotlivé

davky — hyperfrakcionace a akcelerované rezimy vs. normofrakcionace, na pouzité technice —
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napt. IMRT vs. konformni ¢i konvenéni radioterapie i na aplikované latce v konkomitanci a
jejim davkovani, kterd je soucasti lécebného rezimu — napt. cDDP vs. 5- FU; cetuximab. Pti
intenzifikaci onkologické 1écby HNSCC zavedenim akcelerovanych radioterapeutickych
reziml, konkomitantni chemoradioterapie Ci bioradioterapie dochazi ke zhorSovani akutni
toxicity 1é¢by — stupen 3 na 32-84% (Trotti et al., 2001), nicméné by neméla byt nikterak
omezena pozdni toxicita. Toxicitu ovlivituje 1 stav pacienta, jeho nutri¢ni stav, komorbidity a
nejspisSe 1 genetickd a imunologickd vybava pacienta, coz byva oznacovano ,,individualni
toleranci®“. 'V soucasné dob¢ neexistuje zadny objektivné meéfitelny prediktor toxicity, byt’
pokusy nalézt jej, provedeny byly — napi. TGF-B1 (Feltl, 2005; Feltl, 2008). MozZnost
stanoveni objektivnich, jednoduse méfitelnych prognostickych a prediktivnich faktort 1€cby i
jeji toxicity by umoznily jednoznaéné uttidit skupiny pacientil nejen podle toho, z které 1é¢by
budou mit nejvetsi prospéch, ale 1 podle toho jsou — 1i schopni ji dokoncit v pfedepsaném
rezimu ¢i jaky dopad bude mit pozdni toxicita na funkéni stav organu a tim na kvalituzivota.
Toxictu je nutné sledovat a hodnotit pomoci nékteré z hodnoticich §kal — WHO, coz
byla prvni $kala akutni toxicity publikovana v roce 1981, v roce 1983 vznikla NCI CTC- AE,
ktera obsahuje hodnoceni akutni toxicity chemoterapie a nésledovala RTOG kritéria pro
hodnoceni toxicity radioterapie. Pozdni toxicita je hodnocena pomoci RTOG/ EORTC nebo
LENT — SOMA systém. Pomoci téchto $kal jsou obtize a pfiznaky klasifikovany stupni.
Ovsem piekdzkou objektivniho hodnoceni toxicita napt. v klinickych studiich je nejednotnost

téchto systém1.

4.14.1. Akutni toxicita

V prubé¢hu radioterapie a zhruba tii mésice po jejim ukonceni vznika akutni toxicita. V
dnes$ni dobé pii intenzifikovanych reZzimech radioterapie a konkomitantnich reZimech je
mozné ji pozorovat déle nez tfi mésice (Trotti et al., 2001). Akutni toxicitu muzeme dale
rozdélit na lokalni a systémovou.

Histologicky jsou znamkou lokalni akutni toxicity zanétlivé zmény tkéani -
hyperémie, zanétlivy infiltrat, otok. Pfi radiaci vznika radiaci indukovana ¢ili radiaéni
mucositida, dermatitida, dysfagie, laryngalni toxicita, xerostomie, postizeni o¢i, usi a bolesti.

Pozorovat mizeme také Systémovou toxicitu — hematologickou toxicitu, nauseu,

zvraceni, inavu, hubnuti, poruchy spanku.
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4.14.2. Pozdni toxicita

Po tiech mésicich od ukonceni radioterapie a nékdy az mnoho let po ukonceni 1écby se
mize vyskytnout toxicita pozdni, kterd pak ptetrvava dlouhou dobu, nékdy az do konce
zivota. Pozdni toxicita zahrnuje podkoZzni fibréozu, mucositidu, ktera vznika na podkladé
mucositidy akutni, dermatitidu, laryngalni toxicitu a sni spojené poruchy fonace, dysfagie,
které vznikaji ¢asto ozatenim konstriktorts hypofaryngu, o€ni toxicitu, mis$ni toxicitu, jejimz
reverzibilnim projevem muze byt Lhermittiv syndrom a ireverzibilnim transverzalni 1éze
mis$ni, xerostomii, osteoradionekrozy.

Pii histologickém vySetfeni takto postizené tkdné nachdzime vétSinou fibrotické
zmény rizného stupné.

Neékdy jsou pozdni zmény takového rozsahu, Ze pacienta, ktery mize byt bez znamek
nadorového onemocnéni, zasadn¢ mutiluji az invalidizuji, coZ mé velice negativni dopad na
kvalitu zivota a to jak v roviné fyzické, tak i psychické a v neposledni fadé také socilni.
Lécba pozdni toxicity je velmi obtizna az téméf nemoznd a n¢kdy je nutné pfistoupit k 1€cbé
chirurgické. Ptikladem mohou byt osteoradionekrézy dolni Celisti, kde je po netspésné
konzervativni  1é¢bé nutné pfistoupit k 1écbé chirurgické. Neziidka je nutné

provést hemimandibulectomii.

4.14.3. Velmi pozdni toxicita

Nesmime zapominat ani na velmi pozdni toxicitu radioterapie, pii které se mohou
projevit mutagenni, teratogenni a kancerogenni U€inky zafeni. Jejim projevem miZe byt vznik

radioterapii indukovaného sekundarniho priméarniho nadoru.

4.14.4. Radioprotektiva

Jednou ze slibnych latek bylo radioprotektivum amifostin (Ethyol) vyvinuty pro
potieby americké armady. Pii radioterapii se ptedpokladal jeji ochranny efekt hlavné na
sliznice. Jeho podavani se ptes pocatecni nadseni neujalo.

Dalsi testovano latkou byl palifermin (Kapivance) — rustovy faktor pro keratinocyty,

nicméné ani v tomto ptipadé nebyl jeho efekt potvrzen.
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4.15. Toxicita cisplatiny

Cisplatina je vysoce emetogenni cytostatikum, které pusobi neurotoxicky a ototoxicky.

Kromé toho se pfi podani cisplatiny objevuje alopecie i hematologicka toxicita.

4.16. Toxicita cetuximabu

Dominujicimi nezéddoucimi u¢inky jsou hypersenzitivita, proto je pied podanim
cetuximabu aplikovano antihistaminikum, kozni toxicita v podobé pruritu, rashe, folikuldrni

dermatitidy, zmén na nehtech a prijem.

4.17. Podpiirna péce a vyziva pri 1é¢bé neresekovaného karcinomu ORL oblasti

Podplrna péce pomaha 1épe tolerovat onkologickou 1é€bu nddort hlavy a krku,
pomaha zachovat ¢i dokonce zlepsit kvalitu Zivota a pomaha v procesu rekonvalescence. Bez
rozvoje podpirné péce by nebylo mozné nové intenzifikované 1é¢ebné postupy pacientim
aplikovat. Do podpirné péce patii 1é€ba a mirnéni nezadoucich ucinkti onkologické 1écby-
v ptipadé HNSCC lécba mucositidy- pecliva péce o hygienu dutiny ustni, vyplachy, 1écba
dermatitidy — péce o kiazi, aplikace indiferentnich masti a krémi, pouziti Calcium
pantothenicum, xerostomie, osteoradionekrézy  — konzervativni 1écba antibiotiky a
V hyperbarickych komorach nebo resekce postizené kosti a dal$ich komplikaci, 1é¢ba bolesti,
nevolnosti, zvraceni, prijmi, infekénich komplikaci, terapie omezené hematopoezy,
dusnosti, unavy a Vv neposledni fadé€ péce o nutrici.

Podvyziva snizuje kvalitu zivota, zhorSuje pfteziti, zhorSuje toleranci 1éCby a je
v souvislosti s vyznamné vétsim vyskytem infekénich i rannych komplikaci a Cast&jSimi
rehospitalizacemi  (Holeckovd, 2012). U onkologickych pacientli vznikd podvyziva bud’
metabolickou zanétlivou reakci organizmu na nador - primarni kachexie anebo sekundarni
kachexie nedostatkem zivin, ktery mize pramenit bud’ z postizeni GIT, a nebo byt
nasledkem nadorové anorexie (Holeckova et al., 2013a). Ztrata hmotnosti nad 5 % b&éhem tii
mésicl negativné ovliviiuje zdravotni stav a prilbéh onemocnéni 1 jeho lécbu. Ztrata nad 30 %
hmotnosti je zivot ohrozujici (Holeckova et al., 2013b).  Prokazan byl vyznam

individualizované péce (Starke et al., 2011). Z té€chto divodl je nutné zajistit vyzivu vSem
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pacientim, ktefi podstupuji konkomitantné chemo(bio)radioterapii. Lepsi vahovy trend je
docilen inzerci PEG, byt za cenu urCitého omezeni v kvalité zivota. Obdobi mukositidy lze
sice zkusit pfeklenout sippingem tekutych vyziv, ale to nebyva tspésné a zavedeni PEG v
rozvinuté mukositidé jiz nemusi byt mozné. Aplikovat enteralni vyzivu cestou PEG za
pomoci sondovych piipravkli nebyva obtizné. Dllezité je dodrzet principy vyzivy: Dostatek
energie (cca 30kcal/ kg/ d), dostatek tekutin, dostatek proteind (1,2-1,5 g/kg/d — plati pro
onkologické pacienty), dostatek ostatnich zivin a zajistit pohyb.

4.18. Rehabilitace

Rehabilitace je velmi dilezitou, av§ak opomijenou slozkou podptirné péce v onkologii,
jejimz cilem pro pacienta s disabilitou je dosdhnout optimalniho stavu fyzického,
senzorického, psychického, intelektudlniho a socidlniho, tak aby se jedinec adaptoval v Zivoté
a dosahl co nejvyssi miry sobéstac¢nosti (Guru et al., 2012) a aby pokud to je mozné doslo
k obnoveni ¢i zlepSeni funkce poskozenych organt. Rehabilitace mtze byt preventivni,
napravna, podplrna a paliativni.

Vzhledem Kk toxicit¢ 1écby HNSCC, vtomto piipadé radioterapie nebo
radiochemotarapie, ktera ma dopad na polykaci funkce a na fe¢, na mobilitu jazyka i
temporomandibularniho kloubu, coz nasledné¢ zhorSuje kvalitu zivota, stav vyzivy a ma vliv 1
na zaclenéni do spoleCnosti, je rehabilitace velmi dilezitd. Neméla by byt vynechéna
rehabilitace polykacich a fecovych funkci klinickym logopedem nejlépe po provedené
videofluoroskopii polykaciho aktu. Tato rehabilitace spocivd i1 v obnoveni pohyblivosti
organti, pro které jsou uzivany specialni cviky nékdy nazyvané ROM (range of motion) —
rozsah pohybt (Logemann et al., 1997). Pro tento druh rehabilititace se vyuziva maximalniho
mozného rozsahu pohybu v danou chvili (maximélni otevieni ust pro rehabilitaci
temporomadibuldrniho kloubu, maximalni roztazeni rti atd), tato cvieni se pacient nauci
S terapeutem a pak opakuje nékolikrat denné po dobu nékolika mésic.

Po radioterapii dochazi také k potizim s kréni patefi, hrudni pateti a rameny, obzvlasté
v oblasti abduktort. I pro tuto oblast je vhodna rehabilitace.

Obecné plati, ze potiZze se mohou vyvinout kdykoli - jiz v dob€ ¢ekani na diagnézu
Vv dasledku zmény v zivotnim rytmu a stylu pacienta, nebo pfi 1é¢bé nebo v dob¢ follow —up.

S rehabilitaci je proto doporuceno zacit co nejdiive ev. i v dobé diagnostiky, pred
zahajenim 1écby. VétSinou se vSak stadvd, ze se s rehabilitaci zacind, az kdyz je problém

rozvinuty (Ahlberg et al., 2011). Aby byla rehabilitace G¢inna, bylo by vhodné pacienta
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edukovat tak, aby byl schopen provadét rehabilitaci sam a pravidelné. Rehabilitace je tim
Po celou dobu onemocnéni, tedy jiz od doby diagnézy nesmime zanedbavat ani

psychologickou podporu a socialni rehabilitaci.

4.19. Sekundarni primarni nadory

Nadory hlavy a krku byvaji se sekundarnimi nadory sdruzeny pomérné Ccasto.
Nejcastéjsi lokalitou, kde se sekundarni primarni nadory vyskytuji, jsou plice. Vznikaji ¢astéji
u nositelt HPV- néadort a to proto, Ze tyto nadory Castéji vznikaji vlivem takakového koufte,
coz je rizikovy faktor i pro vznik nadori plic. Naopak pacienti s HPV+ nadorem maji velmi
nizké riziko vzniku sekundarnich primarnich nadora (Syrjdnen, 2010). Zajimavé také je, ze ne
sice zcela pfesné, ale tyto nadory vykazuji fenotypové stejné chovani jako nadory primarni
(Cohen, 2014).

Zhruba u 17% pacienti se po 1é¢bé pro ORL nador vyvine sekundarni primarni nador.
Doba jeho vzniku byva kolem ctyt let od diagnézy prvniho nddoru, druhy nédor vyrazné
zhorSuje progndzu pacientll a median preziti je pak 12 mésicii. Vysoké riziko sekundéarnich
primarnich nddort maji mladsi jedinci s casnymi karcinomy laryngu nebo dutiny ustni stadia

I/11 (Rennemo, 2008).

4.20. Polécebné sledovani (follow - up)

Odpovéd’ onemocnéni na lécbu by meéla byt vySetfena klinickym vySetfenim a
zobrazovacimi metodami: CT nebo MRI. Vybér metody zélezi po 1écbé na tom, jakd metoda
byla pouzita pted 1écbou. Pro karcinomy nasofaryngu volime MRI hlavné pro TS a T4 tumory
a to kazdych 6-12 mésicti v prvnich n€kolika letech po 1é¢bé. CT-PET mize byt pouzita
v hodnoceni odpovédi na samostatnou radioterapii ¢i chemoradioterapii, a to tehdy, kdyz jde o
rozhodovani o pfinosu kréni disekce (Grégoire et al., 2010; Chan et al., 2012).

Cilem follow — up je zachytit lokalni rekurence ¢i sekundarni nadory v ¢asném stadiu,
ve kterém je onemocnéni 1éCitelné. Pouziti zobrazovacich metod je doporuceno v ptipade, kdy
je vysloveno podezieni na recidivu pii klinickém vySetfeni. CT-PET by m¢éla byt pouzita

Vv nejasnych piipadech (Grégoire et al., 2010; Chan et al., 2012).
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Zaroven by pfi follow — up mélo byt provedeno vySetieni toxicity radioterapie se
zaméfenim na poSkozeni polykacich a dychacich funkci, u karcinomu nazofaryngu jesté
vySetieni funkce hlavovych nervil (Grégoire et al., 2010; Chan et al., 2012).

Kazdy rok by mél byt proveden rentgen plic. VySetfeni funkce S§titné zlazy je

doporuceno v 1., 2. a 5. roce po 1é¢bé (Grégoire et al., 2010; Chan et al., 2012).

68



5. Soubory pacienti, statisticka analyza

5.1. Soubory pacienti

V pribéhu piipravy disertacni prace byly zpracovany dva soubory pacienti. V obou byl
pouzit neopterin jako mareker systémové zanétlivé odpovédi bud’ jako prediktivni faktor
toxicity pouzité 1éCby nebo jako prognosticky faktor spolu s vitaminem E a vitaminem A u
neresekovanych nadort ORL l1é¢enych kombinovanou 1é¢bou.

Vyzkum byl povolen lokalni etickou komisi Nemocnice Na Bulovce, Praha. Lécba
pacientt byla provedena na Ustavu radiaéni onkologie Nemocnice Na Bulovce, Praha, 1. LF
UK Praha. Laboratorni zpracovani vzorki moce a krve bylo provedeno Vv laboratoti Geronto-
metabolické kliniky Fakultni nemocnice v Hradci Kralové, LF HK UK Praha.

Pfed zarazenim do studie byl od vSech pacienti vyzadovan podepsany pisemny

informovany souhlas se vstupem do studie.

5.2. Zarazovani pacienti

Do studie byli zatazovani pacienti s neresekovanym primarnim karcinomem ORL oblasti
klinického stadia II- IVB v dobrém vykonnostnim stavu (PS podle WHO 0-2) s uspokojivymi
laboratornimi parametry.

Pted provedenim prvniho studijniho odbéru nebylo povoleno zavedni PEG, aby
provedeny vykon nezkreslil vstupni hladinu neopterinu ani retinolu ¢i a- tokoferolu. PEG
zavedna po prvnim odbéru povolena byla, nebot’ se jedna o sou¢ast standarni podptirné péce.

Pfi znalosti o zhorSené prognoze pacientu s tracheostomii (MacKenzie, 1997), zavedena
tracheostomie povolena byla z etickych didvodl, nebot Slo o pacienty s neoperovanymi
nadory ORL oblasti, které mohou obstrukci zptsobit dyspnoe. Ke zhorSeni dychani mize u
téchto pacientl dochazet i pfi radioterapii vlivem toxicity 1é¢by — otoku.

K urceni stagingu nadoru byl pouzit TNM systém.
Pro oba soubory pacientli byla vymezena stejnd vstupni kritéria, stejnd kritéria pro

vyfazeni a stejné 1€cebné protokoly, stejné modality 1é€by. Proto jsou tyto tidaje uvedeny pro

oba soubory. Podptirnna 1éc¢ba je uvedena v obou kapitolach zvlast'.
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5.2.1. Vstupni Kritéria zarazeni do studie

Histologicky verifikovany karcinom ORL oblasti

Neresekovany karcinom ORL oblasti, povolena exstirpace krénich uzlin
Klinické stadium ORL nadoru II-IVB

Neptitomnost vzdalenych metastaz

Neptitomnost sekundarniho primérniho naddoru

Uspokojivé laboratorni parametry (krevni obraz: absolutni pocet neutrofila >
1,5x10% 1, Hb > 90 g/ I, trombocyty > 100x10% 1, renalni funkce > 60 ml/min,
jaterni testy - maximalné 1,5 ndsobek normy)

PS dle WHO 0-2

Vék nad 18 let

Ptredpokladané dodrzeni 1écebného rezimu

Ptedpokladanad compliance odbérti pozadovanych ve studii

Nezavedena PEG pied studijnimi odbéry popft. prvnimi studijnimi odbéry
Souhlas s provedenim onkologické 1é¢by

Pisemny a podepsany souhlas se vstupem do studie

5.2.2. Kritéria pro nezarazeni do studie ¢i vyFazeni ze studie

Karcinom ORL oblasti klinického stadia I

Recidivujici nebo metastaticky karcinom ORL oblasti

Zjistény dalsi primarni nador

Operovany karcinom ORL oblasti

Jina pfedchozi onkologicka 1écba pro karcinom ORL oblasti

Ptedchozi onkologickd 1é€ba méné nez pét let pied zatazenim do studie
Neuspokojivé laboratorni parametry

Zjisténa infekce HBV, HCV nebo HIV

Nesouhlas pacienta s 1é¢bou

5.2.3.Pozadovana vstupni vySeti‘eni

Obecna vysetieni

Anamnéza
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- Fyzikalni vysetieni

- Hematologické a rendlni parametry

Urceni stagingu nadoru podle TNM

Vysetreni primdrnih0o nddoru:
- ORL vysetfeni vcetn¢ endoskopického
- Provedeni odbéru biopsie
- Histologické vysetieni

- Zobrazovaci metody - CT nebo NMR krku

Vysetreni vzdalenych metastaz

- RTG nebo CT hrudniku

Fakultativni vysetreni
- UZnebo CT nebo MRI jater

- scintigrafie skeletu

- Stomatologické vySetteni

5.3. Lécba neresekovaného ORL nadoru ve studiich

Ve studii byla pouzita definitivni kombinovana 1é¢ba — chemoradioterapie nebo

bioradioterapie. Radioterapie je v tomto 1é¢ebném rezimu hlavni lé¢ebnou modalitou.

Zevni radioterapie

Planovani a simulace radioterapie: Byl pouZit standardni postup planovani zafeni
nadortt ORL oblasti pouzivany na URO NNB Praha za pouziti planovaciho CT a
planovaciho systému SomaVision (Varian).

Fixace pacienta: Termoplasticka pétibodova maska (Orfit)

Technika ozareni: 3D nebo IMRT

Vlastni ozareni: Radioterapie do celkové loziskové davky 70 Gy v normofrakcionaci
tj. jedna frakce 2 Gy 5x tydné€. Radioterapie byla provedena na linearnim urychlovaci
Clinac 5-6 MeV.
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Chemoterapie

Pouzité cytostatikum a jeho davkovéni: ¢cDDP 40 mg/m? 1 x tydné&

Aplikace chemoterapie: Intravenozni aplikace chemoterapie v hydrataénim rezimu
Planovany pocet podani (sérii) chemoterapie: Kazdy tyden pfii radioterapii. Celkovy
pocet sedm.

Antiemeticka profylaxe: Byla podavana intravendzné, skladala se ze setronovych

antiemetik, metoclopramidu a dexamethasonu.
Cilena biologicka lé¢ba

Pouzita latka a ddavkovani: cetuximab (Erbitux), 1. nasycovaci ddvka 400 mg/ m?,
dale 250 mg/ m? 1x tydn& (Bonner, 2006)

Aplikace: Intraven6zni

Planovany pocet podani: tyden pted zahdjenim chemoradioterapie, kazdy tyden
Vv prub¢hu radioterapie, celkem osm.

Premedikace: antihistaminikum

5.4. Soubor €. 1 - Neopterin a toxicita l1écby

Vyzkum byl koncipovan jako prospektivni sledovani hladiny neopterinu v moci pacientt
s neresekovanym karcinomem hlavy a krku bez zjisténych vzdalenych metastadz z odbéri pred
definitivni kombinovanou lécbou - chemoradioterapii ¢i bioradioterapii a pak kazdy den
Vv prubéhu 1écby.

Hladina neopterinu je u onkologickych pacientl bez komplikaci relativné stabilni
(Melichar et al., 2007). Velmi malo se v§ak vi o o zménach v hladiné¢ neopterinu v moci

Vv prubéhu radioterapie.

5.4.1. Cil vyzkumu
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Primarni cil

Zhodnotit spojitost mezi hladinou neopterinu v moci a toxicitou indukovanou radioterapii.

Sekundarni cil
Zhodnotit schiidnost denniho provadéni odbéri ranni moci na vySetieni neopterinu nejen
v podminkach hospitalizace, ale i v podminkach domaécich (v dobé vikendovych propustek)

vcetné jejich kratkodobého uskladnéni.

5.4.2. Zarazovani pacientii do studie

Zatazovani pacientd do této ¢asti vyzkumu probihal podle vySe uvedenych kritérii a
pouzita byla definitivni radioterapie bud’ v konkomitanci se systémovou lécbou —
chemoterapii ¢i cilenou biologickou 1é¢bou, ptipadné byla aplikovdna samostatna
radioterapie.

Obdobi zatazovani pacientt bylo od ¢erva 2007 do €ervence 2007.

5.4.3. Podpiirna lé¢ba

V této studii byla podpirnd lécba velmi dilezitd 1 vzhledem k dilezitosti pribéhu
toxicity pii 1écb€ a hodnoceni toxicity pro dalsi zkoumani. Kromé antiemetické profylaxe byla
vzhledem k piedpokladané toxicité konkomitantni chemoradioterapie pacientim zavedena
PEG — vzdy vsak az po provedeném prvnim studijnim odbéru moce. Pfi nemoznosti zavedeni
PEG bylo moZno zvolit jinou variantu sondy. Vzdy vSak byla pacientim zajiSténa nutricni
podpora nejcastéji sondovou vyzivou event.sippingem. Mucsitida, dermatitida, nausea,

zvraceni a ostatni nezadouci uéinky byly Ié¢eny podle standardii podpirné 16¢by URO NNB.

5.4.4. Hodnoceni toxicity 1écby

Akutni toxicita radia¢ni 1é¢by byla hodnocena dennée uzitim kritérii RTOG
(Radiation Therapy Oncology Group), toxicita systémové 1é¢by uzitim kritérii NCI-CTC AE
(National Cancer Institute - Common Toxicity Criteria of Adverse Event), performence

status byl hodnocen podle WHO také kazdy den, viz ptiloha €. 2
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Hodnoceny byly jak systémové tak lokalni uc¢inky radioterapie, tak vedlejsi ucinky
chemoterapie i cilené biologické 1éCby, tj. nausea, vomitus, hematologicka toxicita, rendlni
toxicita,mucositis, dermatitis ) v ptipad¢ aplikace cilené biologické 1é¢by byla hodnocena tzv.
,»in field toxicita® = toxicita v ozafovaném poli i dermatitida mimo ozafované pole, jejiz
podoba je odlisna), dysfagie, xerostomie, laryngalni toxicita, o¢ni a uSni toxicita, hubnuti a

bolest.

5.4.5. Management odbéri neopterinu

Vysetieni neopterinu bylo provadéno ze vzorku 5 ml ranni moce odebrané¢ho pied
zahajenim celého 1écbného rezimu a pak kazdy den po dobu radioterapie vcetné¢ sobot a
nedéli, kdy radioterapie neprobihd, poptipadé v dobé jiného at uz planovaného ¢i
neplanovaného vypadku radioterapie. Kazdy pacient tak mé¢l pldnovano minimalné 47 odbért
vzorku moce.

Uskladneéni vzorkii

Vzorky byly uskladnény v — 20° C v mrazicim boxu URO NNB, kam byly ukladany
denné, do doby analyzy. Pii vikendovych propustkach pacienti uschovali sobotni a nedéIni
vzorek v mrazicim boxu doma a do -20 °C byl uloZen Vv ned¢li vecer nebo v pond¢li rano po
navratu z propustky. Vzorek vsak nesmél byt rozmrazen a nasledné zmrazen, nebot” timto

zpusobem muze dojit ke zkresleni vysledku.

5.4.6. Charakteristika souboru

Denné v prubéhu radioterapie byly odebirany vzorky moci 12 pacientim, 8 muzim, 4
zenam, v pramérném véku 55 + 12 let, s medianem 54 (31-62) let. PS podle WHO: PS0 -1,
PS 1 — 10 pacientt, PS 2 — 1 pacient.

Lokalita tumoru: larynx 3 pacienti, orofarynx 5 pacientd, nazofarynx 1 pacient, dutina
ustni — 2 pacienti a karcinom neznamého primarniho zdroje — 1 pacient, viz tab. ¢. 4.
Grading: G 2 — 7 pacientii, G 3- 2 pacienti, neureny grading Gx — 3 pacienti. Rozlozeni
stadii: stadium II — 1 pacient, stadium III — 5 pacientii, IVA — 12 pacientt, [VB — 5 pacientt,

neurcené stadium — 1 pacient, viz tab. ¢. 5.
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Lokalita n %

Larynx 3 25
Oropharynx 5 41,7
Nasopharynx 1 8,3
Dutina ustni 2 1,7
Neznamy primarni zdroj 1 8,3

Tab. ¢. 4.: Rozlozeni onemocnéni podle lokality

= =
S

()
S

Tab . €. 5.: Rozlozeni podle velikosti tumoru (T),postiZzeni krénich uzli (N), stadii (TNM) a podle gradingu (G)

Zavedenou tracheostomii pied zahajenim terapie méli 2 pacienti. Nikdo nemél pied
prvnim odbérem zaveden PEG, ta byla vSak nasledn¢ zavedena 11 pacientim pted zahajenim
nebo v pocatku radioterapie.

Kurakt bylo 10, nekufaci 2, konzumentt alkoholu 10.

Celkem bylo analyzovano 578 jednotlivych vzorkli mo¢i.

Aplikovana lécba
(n=12)
Pacienti byli 1é¢eni zevni radioterapii, v kombinaci s chemoterapii cDDP 1x tydné -7
pacientil, v kombinaci s cetuximabem - 2 pacienti. 3 pacienti mé¢li samostatnou radioterapii.

6 pacientl bylo 1é¢eno IMRT a 6 pacientd 3D technikou.

DodrZeni lécebného procesu (n =12)
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Radioterapie (n= 12): VSichni dokon¢ili 1é¢bu 70 Gy v denni frakcionaci 2 Gy.

Dodrzeni predepsané systemove lécby:

Chemoterapie - cDDP (n = 7): 5 a vice cykli bylo aplikovano 6 pacientim. Primérny
pocet cyklu byl 5,29 cyklu, median 6 cykla (1-7).

Primérna celkova davka chemoterapie byla 384,3 mg/ m? s medianem 340 mg/ m?,
rozmezi bylo 60 mg/ m? -560 mg/ m?.

Cilena biologicka lécha — cetuximab (n = 2): Oba pacienti méli 9 podani terapie.

5.4.7. Statistické zpracovani dat

Pro porovnani hodnot hladin neopterinu pted 1écbou a béhém 1écby byl pouzit Wicoxontiv
parovy test.

Ke zjisténi spojitosti mezi pomérem neopterin/kreatinin v dennich odbérech jako
nezéavislé proménné a toxicity jako proménné zavislé byl pouzit model logistické regrese ve
zobecnéném smiSeném modelu s korelovanymi daty. PouZzita byla procedura GLIMMIX a
provedena v programu SAS. Do modelu byl navic zahrnut parametr autokorelace ¢asové fady,
tudiz vysledkem je vyznamnost regresniho koeficientu neopterin/ kreatinin versus vybrany
parametr toxicity se zohlednénim rozdili mezi jednotlivymi pacienty. Do modelu byla
zahrnuta i autokorelace hodnot jednoho pacienta.

Data pro jednotlivé pacienty jsou brana jako nezavisld, ovS§em casova fada hodnot pro
kazdého jednotlivého pacienta je uvazovana jako korelovand data. Z tohoto divodu byl
vybran model s binominalnim rozdélenim zavislé proménné, ve kterém lze posoudit
opakovand méfeni pro vice pacientll soucasné..

Cilem modelu bylo zjistit opozdéni toxicity (ve dnech) za vzestupem hodnot koncentrace
neopterinu v moci. V tomto ptipadé organova toxicita méla polynominalni rozlozeni (stupei
0-4), pti¢emz stupen 0 je vychozim bodem.

V nékterych piipadech se vSak odhad nepodafil, protoZze se jim model nepfibliZil.
NejcastejSim dlivodem byla minimalni variabilita v daném parametru toxicity — napf. vomitus
¢1 o€ni nebo usni toxicita.

Statisticka signifikace je na hladin€ p = 0, 05.

5.5. Soubor ¢. 2 - Neopterin, retinol a a- tokoferol jako prognosticky faktor

u ORL Kkarcinomu
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Vyzkum byl koncipovan jako prospektivni sledovani hladiny neopterinu v moc¢i, retinolu a
o- tokoferolu v séru u pacientd s neresekovanym karcinomem hlavy a krku bez zjisténych
vzdalenych metastaz z odbéri pred definitivni kombinovanou 1écbou - chemoradioterapii ¢i
bioradioterapii. Sledovanou podskupinou téchto pacientti byl soubor, ve kterém byly odbéry
na vySetfeni retinolu a o- tokoferolu nabirany 1x tydné.

Zatazovani pacienti do studie probihalo podle kritérii uvedenych v kapitole 5.2. a to od
¢ervna 2007 do srpna 2008.

5.5.1. Cil vyzkumu

Vysettit a zhodnotit prognostickou signifikaci a zmény hladiny neopterinu, retinolu a
a-tokoferolu u pacientt s karcinomy hlavy a krku, jejichz hlavni 1écebnou modalitou byla

radioterapie

5.5.2. Podpiirna lécba

Kromé¢ antiemetické profylaxe byla vzhledem k pfedpokladané toxicité konkomitantni
chemoradioterapie pacientim zavedena PEG — vzdy vSak az po provedeném studijnim odbéru
moce na vySetfeni neopterinu a krve na vySetfeni retinolu a a - tokoferolu popft. u sledované
podskupiny po prvni odbéru. Pfi nemoznosti zavedeni PEG bylo mozno zvolit jinou variantu
sondy. Vzdy vSak byla pacientim zajisténa nutri¢ni podpora nejcastéji sondovou vyzivou
event.sippingem. Mucositida, dermatitida a ostatni nezaddouci ucinky byly 1éCeny podle
standardi URO NNB.

5.5.3. Polé¢ebné sledovani — follow up

Pacienti byli po 1é¢bé sledovani prvni a druhy mésic, dale pak kazdé 3 mésice prvni
dva roky, mezi 3-5 rokem kazdych Sest mésici a od 5. roku pak kazdych 12 mésict. Tyto
kontroly zahrnovaly ORL vySetfeni a vySetfeni onkologem, soucast kazdé kontroly bylo
hodnoceni toxicity 1écby.

5.5.4. Management studijnich odbéru

77



Neopterin

Vysetieni neopterinu bylo provadéno ze vzorku 5 ml ranni moce odebraného pred
zahajenim celého 1écbného rezimu.

Podskupina 12 pacientii

Vysetfeni neopterinu bylo provadéno ze vzorku 5 ml ranni moce odebraného pied
zahajenim celého 1éCebného rezimu a pak kazdy tyden po dobu radioterapie.

Uskladneni vzorkii

Vzorky byly uskladnény v — 20° C do doby analyzy.

Retinol a a - tokoferol

Vysetteni retinolu a a - tokoferolu bylo provadéno ze vzorku 5 ml krve (séra), ktery
byl odebran nala¢no tj. po dvanéctihodinovém no¢nim laénéni pfed zahdjenim celého
terapeutického rezimu a pak kazdy tyden v prubehu 1écby a tyden po 1é¢bé.

Podskupina 12 pacientii

Vysetieni retinolu a a - tokoferolu bylo provadéno ze vzorku 5 ml krve (séra), ktery
byl odebran z periferni krve nalacno tj. po dvanactihodinovém no¢nim la¢néni pted zahdjenim
celého 1écebného protokolu a pak kazdy tyden v pribéhu 1écby a tyden po 1éEbe.

Zpracovani a uskladnéni vzorkii krve

Vzorky byly dopraveny ihned do laboratote, kde byly centrifugovany pii 1600 x g, 10

minutes, ve 4°C, poté bylo sérum oddéleno a uskladnéno v — 20° C do provedeni analyzy.

5.5.5. Charakteristika souboru

Do studie bylo zatazeno celkem 44 pacientli, 30 muzl a 14 zen v primérném véku
58,6 let, median véku 58 let. NeymladSimu pacientovi bylo 31 let a nejstarSimu 71 let. VSichni
meéli histologicky verifikovany karcinom, 43 pacientli mélo dlazdicobunéény nador, 1 pacient
adenoidné cysticky karcinom. Grading tumoru: G2 — 21 pacientid,G3 — 9 pacientli, G4 — 1
pacient, neurceny grading Gx — 7 pacientql.

Performance status (PS) podle WHO: v PS 0 byl 1 pacient, v PS 1 bylo 31 pacientd,
v PS 2 bylo 12 pacienti.

Lokalizace primarniho nadoru: 10 pacientd mélo karcinom kotene jazyka, 10 pacientii

karcinom orofaryngu, 8 pacientli karcinom laryngu, 7 pacientd karcinom nazofaryngu, 3
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pacienti karcinom dutiny Ustni, 2 karcinom hypofaryngu a 4 pacienti karcinom nezndmého

primarniho origa po disekci kréni lymfadenopatie — viz tab. €. 6.

Baze jazyka 10
Oropharynx 10
Larynx 8
Nasopharynx 7
Neznamy primarni zdroj= 4
kréni lymfadenopathie

Dutina ustni 3
Hypopharynx 2

Tab. ¢. 6.: Rozlozeni onemocnéni podle lokalit.

Rozlozeni klinickych stadii bylo nésledujici: 2 pacienti stadium II, 7 pacientl stadium

III, 26 pacientii stadium IVA a 7 pacientti IVB. 1 pacient byl ve stadiu IVC a u jednoho

nebylo stadium urceno, ptesto byli v souboru ponechani, viz tab. ¢. 7.

B e
1 3 1 7 2 21
2 4 2 4 3 9
3 7 2a 1 4 2
4 27 2b 10 Nezjisténo 7
2c 13
3 6

Tab. €. 7. : Rozlozeni podle velikosti tumoru (T), postizeni krénich uzlin (N) a gradingu (G)

39 pacientd byli kufaci, 39 pacientli konzumenti alkoholu.
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Nikdo nemél pied zahdjenim studie zavedenu PEG, ale po zahgjeni studie byla PEG
zavedena 40 pacientim, chirurgicka gastrostomie 1 pacientovi, nasogastricka sonda 1
pacientovi a 2 pacienti ziistali bez sondové vyzivy, méli sipping.

8 pacientli mélo zavedenou tracheostomii pfed vstupem do studie. Pfidruzené choroby
udavalo 42 pacientll, piicemz nejCastéjsi byla hypertenze a dalsi kardiovaskularni onemocnéni

a onemocneéni cév.

Sledovana podskupina souboru

Odbéry neopterinu, retinolu i o~ tokoferolu byly provedno v tydennich intervalech u
podskupiny 12 pacientdi, 8 muzl, 4 Zen, V prumérném véku 55 + 12 let, s medianem 54 (31-
62) let. PS podle WHO: PS 0 -1, PS 1 — 10 pacienti, PS 2 — 1 pacient. Lokalita tumoru:
larynx 3 pacienti, orofarynx 5 pacientl, nazofarynx 1 pacient, dutina Gstni — 2 pacienti a
karcinom neznamého primarniho zdroje — 1 pacient. Grading : G 2 — 7 pacient, G 3- 2
pacienti, neurceny fading Gx — 3 pacienti. RozloZeni stadii: stadium II — 1 pacient, stadium III
— 5 pacientii, IVA — 12 pacientli, IVB — 5 pacientdl, neur¢ené stadium — 1 pacient, 2 pacienti
m¢éli zavedenou tracheostomii pted zahdjenim terapie.

Aplikovana lécba

(n=44)

Vsichni pacienti byli 1é€eni zevni radioterapii, ktera byla planovana do celkové davky
70 Gy v normofrakcionaci. 28 pacientii bylo zafeno IMRT, 16 pacientii bylo zatfeno technikou
3D. 33 pacientli m¢lo jako systémovou chemoterapii cDDP 40 mg/ m? Ix tydné&, 5 pacientil
cetuximab (Erbitux). 6 pacientd mélo samostatnou radioterapii.

(n=12)

Pacienti byli 1é¢eni zevni radioterapii v kombinaci s chemoterapii cDDP 1x tydné 7
pacientli, v kombinaci s cetuximabem 2 pacienti. 3 pacienti méli samostatnou radioterapii. 6

pacientil bylo 1é¢eno IMRT a 6 pacienti 3D technikou.

DodrzZeni lecebného procesu (n =44)

Radioterapie (n= 44): 42 pacientd dokoncilo 1é¢bu do ptedepsané davky 70 Gy
v normofrakcionaci. 2 pacienti ukoncili 1é¢bu diive (44 Gy a 64 Gy — chemoterapie v
konkomitanci), oba z divodt zhorSeni stavu. Skupina pacientii se samostatnou radioterapii (n
= 6): Vsichni dokon¢ili radioterapii do celkové davky 70 Gy.

DodrzZeni predepsané systémové léchy:
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Chemoterapie - cDDP (n = 33): 5 a vice cykli chemoterapie zvladlo 21 pacientt (vice
nez 5 cykli chemoterapie mélo 13 pacientt, 5 mélo 8 pacientll). Primérny pocet cykli byl
4,54, median 5 cyklt. Po zahajené konkomitantni chemoradioterapii byl nejmensi pocet cykla
1 a nejvice 7 (plna davka chemoterapie).

Primérna celkova davka chemoterapie byla 334, 39 mg/ m? s medianem 340 mg/ m?,
rozmezi bylo 60 mg/ m? -560 mg/ m?.

Cilena biologicka lécha — cetuximab (n = 5): Praiméry pocet podani byl 8,2, median

9 cykll, rozmezi 6 -9 cyklu.

Dodrzeni lécebného procesu (n =12)

Radioterapie (n= 12): Vsichni dokon¢ili 1écbu 70 Gy v denni frakcionaci 2 Gy.

Dodrzeni predepsané systémové lécby:

Chemoterapie - cDDP (n = 7): 5 a vice cyklu bylo aplikovano 6 pacientim. Primérny
pocet cykla byl 5,29 cyklu, median 6 cykla (1-7).

Priméma celkova davka chemoterapie byla 384,3 mg/ m? s medianem 340 mg/ m?
rozmezi bylo 60 mg/ m? -560 mg/ m?.

Cilena biologicka lécha — cetuximab (n = 2): Oba pacienti méli 9 podani terapie.

5.5.6. Statistické zpracovani dat

Analyzy byly provedeny pomoci NCSS software (Number Cruncher Statstical Systém,
Keysvill, UT, USA).

Mefteni ziskand z odbérti 12 pacientli pied a v priabchu 1écby byla porovnana pomoci
Wilcoxonova parového testu. Korelace mezi odbéry pied 1é€bou vSech 44 pacienti byla
provedena za pouziti Spearmanova korela¢niho koeficientu (rs). Pfeziti pacientd v zavislosti
na hodnotach hladin neopterinu v mo¢i, retinolu a o - tokoferolu v séru pted 1é¢bou bylo
komparovano za pouziti long - rank testu po dichotomizaci na zéklad¢ cutoff limits vybranych
na podkladé hornich mezi normy vybranych z dfive provedenych studii — pro neopterin a
z medianu studijnich skupin — pro retinol a o — tokoferol.

Statistickd signifikace je na hladiné p = 0, 05.
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6. Laboratorni metodika

6.1. Soubor €. 1 - Neopterin a toxicita 1écby

Neopterin

Pro zpracovani neopterinu bylo pouzito modifikované techniky, ktera byla popsana jiz
ve starsSich pracech. Po centrifugaci 12000 x g 45 sekund a nafedéni 100 pl ziskaného vzorku
s 1,0 ml mobilni faze obsahujici 2 g sodné soli EDTA v litru. Vzorky byly filtrovany za
pouziti Mikrotitru, AcroPrep 96 Filer Plate 0,2 um/ 350 pl, Pall Life Science (Ann Arbor, MI,
USA) a Vacuum manifold Pall Life Science (Ann Arbor, MI, USA) a poté byly injektovany
do kolony. Neopterin byl stanoven za pouziti vysokou¢inného chromatografického systému
(HPLC, high performance liquid chromatography) Prominence LC20 (Shimadzu, Kyoto,
Japan) slozené z Rack changer/C - specidlniho autosampleru pro mikrotitraéni desticky,
Degasser DGU-20A5, 2 Liquid chromatograph Pumps LC-20 AB, Auto sampler SIL-20 AC,
Column Over CTO — 20 AC Thermostat, Detektor fluorescence RF- 10 AXL, diodovy array
detektor SPD — M20A a komunikace bus modulu CBM-20A. Fosfatovy pufr 15 mmol/ I, pH
6.4, s nizkou rychlosti 0.8 ml/min byl pouzit jako mobilni faze. Separace byla provedena
hybridni analytickou kolonou Gemini Twin 5y, C18, 150 x 3 mm (Phenomenex, Torrance,
CA, USA) ve 25°C, injektovany objem byl lul. Neopterin byl identifikovan nativni
fluorescenci (353 nm excitace, 438 nm emisni vinova délka). Kreatinin byl monitorovan
simultann& ve stejném vzorku mod¢i diodovym array detectorem -235 nm. Cas pro analyzu
neopterinu a kreatininu byl 6 minut a analyty byly kvantifikovdny externi strandardni
kalibraci. Koncentrace neopterinu byla vyjadiena jako pomér neopterin/ kreatinin (umol/mol
kreatininu). Kreatinin byl vySetfen po nafedéni vzorku 1:50 reakci aromatickych nitrolatek s
latkami obsahujici aktivni methylenovou nebo methinovou skupinu - Jaffeho reakce - na

analyzatoru Modular.
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6.2. Soubor ¢. 2 - Neopterin, retinol a a- tokoferol jako prognosticky faktor

u ORL karcinomu

Neopterin

Metodika je shodna s pouzitou metodikou v 1. soubou a je popsana vyse.

Retinol a a - tokoferol

Koncentrace retinolu a o - tokoferolu vséru byla stanovena pomoci HPLC.
V procedufe extrakce roztok — roztok bylo 500 pl séra deproteinizovano chlazenym etanolem
denaturovanym 5% metanolem (500 pl, 5 minut, 4°C). Nasledné bylo ptidano 2500 ul n-
hexanu a v psti minutach extrahovano aparaturou Vortex. Po centrifugaci 1600 x g, 10 min, 0°
C. Pak bylo separovano 2000 pl Cistého extraktu a evaporovano v 45°C ve vakuovém
koncentratoru AD 5301 (Eppendorf, Hamburg, Némecko). Reziduum bylo nafedéno ve 400
ul metanolu a analyzovano pomoci HPLC s reverzni fazi s pouzitim standardni kalibrace.
Analyza byla provedena s pouzitim Perkin Elmer HPLC (Norwalk, CT, USA), kompresni
pumpy a LC 200 pumpy a LC 200 autosampleru, termostatem LC Column Oven 101, LC 235
Diode Array detector ptipojeny k Perkin Elmer Turbochrom Chromatography Workstation,
verze 4.1 separace o - tokoferolu a retinol byla provedena pomoci monolitické kolony
Chromolithe performance RP — 18¢, 100 x 4,6 mm (Merck, Darmstadt, Némecko). Jako
mobilni faze byl pouzit 100% metanol v nizké rychlosti 2,5 ml/ min a pak v tlak v koloné 3,3
MPa. Aby byla uchovana teplota analytické kolony na 25°C, byl pouzit Ohfev LC Oven 101
(Perkin Elmer). Injektovany objem byl 50 pL. Detekce retinolu a o - tokoferolu byla

provedena v 295 nm a 325 nm.
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7. Vysledky a diskuze

7.1. Soubor ¢. 1 - Neopterin a toxicita radioterapie

7.1.1. Vysledky

Po provedeni denniho méfeni hladin neopterinu v moc€i a statistickych zpracovani
muzeme konstatovat, ze trend vzestupu hladiny neopterinu v moci v pribéhu radioterapie
ziejmy, nicméné kdyz byl komparovan primér koncentraci neopterinu s primérem pied
l1écbou, statistické signifikance bylo dosazeno az v pozdnich fazich radioterapie a to
V prubehu Sestého a sedmého tydne, viz tab. ¢ I, ptiloha 3.

Mezi zménami v koncentraci neopterinu a zménami v toxicité byl zjistén signifikantni
vztah. Vzestup koncentrace neopterinu v moci signifikantné (p< 0.01) predikuje zmény v
hornim GIT, které se pak objevuji se zpozdénim 6 dni a nausea se zpozdénim o 8 dni, viz tab.
¢ 11, ptiloha ¢.4. Mén¢ vyjadieny efekt (p < 0, 05) zavisly na vzestupu neoptrinu je nausea.
Nausea se po vzestupu neopterinu objevuje se zpozdénim 7, 10, 13 a 14 dni, xerostomie
s nulovym zpozdénim a toxicity horniho GIT se zpozdénim 8 a 23 dni, viz tab.¢. II, ptiloha
4.

Kdyz byl pomér neopterin/ kreatinin zhodnocen jako proménné s normalni distribuci,
byly zjistény vysoce signifikantni (p< 0.01)  zmény v parametru nausea, mucositis a
performance status zavislé na hladin€ koncentrace neopterinu, viz tab. €. viz tab.¢. I, pfiloha
5.

Méné vyjadiena byla zavislost na koncentraci neopterinu (p < 0, 05) pro zvraceni,
mucositidu, koZzni toxicitu, xerostomii, laryngealni toxicitu, faryngealni toxicitu, toxicitu
horniho GIT a bolest.

Grafy vyjadfujici zdvislost mezi pomérem neopterin/ kreatinin a jednotlivymi typy
toxickych reakci pii radioterapii jsou spolu s korelacnimi koeficienty v ptiloze 6.

Zaroven bylo ovéfeno, ze pacienti jsou schopni dodrzet metodiku odbéru i uskladnéni

takto provadénych sériovych odbéri ranni moci a to nejen za hospitalizace, ale i doma.
7.1.2. Diskuze

Pfi dennim méfeni hladin koncentrace neopterinu a dennim skérovani toxicity byla

mezi témito veli¢inami nalezena zavislost. I pfes odchylky je zietelny trend vzestupu hladin
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neopterinu pii zevni radioterapii, ale statistické signifikance bylo dosazeno az v pozdnich
fazich radioterapie a to v poslednich dvou tydnech. Je ziejmé, Ze hladiny neopterinu mohou
predikovat toxicitu radioterapie. Naptiklad zvySend hladina neopterinu predikuje horni GIT
toxicitu s tydennim pfedstihem. Zavislost mezi vzestupem hladin neopterinu zhorSenim
toxicity horniho GIT bychom mohli vysvétlit zanétlivou odpovédi, ktera je reakci na radiacni
toxicitu a tim, ze vyvolani toxicity horniho GIT je komplexem patogenetickych dé&ju, ktery v
sob¢ zahrnuje i rebound fenomém, coz by mohlo vysvétlit tydenni zpozdéni v projevu této
toxicity. Neopterin v moci byl signifikantné zvysen také u jinych nezadoucich reakci a jejich
zhorSeni — nausea, zvraceni, mucositida, faryngealni toxicita, laryngealni toxicita, toxicita
hornniho GIT a performance status. Zmény v toxicit¢ byly za vzestupem koncentrace
neopterinu/ kreatininu opozdény od 5 do 24 dnd. Nejvyraznéjsi vztah byl pozorovan mezi
koncentraci neopterinu a nauseou, mucositidou a stavem pacienta. Vztah mezi systémovou
zanétlivou reakcei, jejimz markerem je v této studii neopterin, a témito nezddoucimi ucinky by
mohl vysvétlit zhorSeni stavu pacienta.

Patogeneza zmén hladin neopterinu, ktera vyplyva ze zmén v tizi nezddoucich efektl jako
mucositida, laryngealni toxicita a toxicita horniho GIT muze také vyuZzit rebound fenomenu se
zvySenim koncentrace neopterinu a jejim pozdé€jSim poklesem. Tato pozorovani maji
podobnost s témi, kterd byla provedena v minulosti, kdy byl zjistén vzestup intestinalni
permeability , ktera byla obecné odrazem nezadoucich ucinkd chemoterapie (Melichar et al.,
2005; Melichar et al. 2006).

Z uvedenych dat je mozné vyvodit, zZe interakce mezi systémovym zanétem a toxicitou
1écby jsou oboustranné. Zanétlivd imunitni reakce ovliviiuje toxicitu, ale také toxicita
ovlivituje signifikantné zmény v hladin€ neopterinu, coby biomarkeru systémové zanétlive
odpovédi. Zvysujici se produkci neopterinu je mozné zaznamenat v krvi ¢i moc€i pacientil s
riznymi malignimi nadory, coz bylo dokumentovano v riznych studiich (Melichar et al.
2006d; Melichar et al., 2006c, Reibnegger et al. 1991). Velmi malo informaci je k dospozici
0 neopterinu, coby biologickém imunitnim markeru u karcinomt hlavy a krku. Jedou z méla
je studie s pacienty s neresekovanym karcinomem spodiny dutiny ustni, ve které byla
zaznamenana u vétsiny pacientd (19 z 23, véetné pacientl s rekurentnimi nadory) zvysena
hladina neopterinu a byla negativnim prognostickym faktorem pteziti pacienta (Murr et al,
1998). V casngjsich studiich bylo take zji$téno, ze zvySena hladina neopterinu v moci

znamenala utlumeni nékterych dalsi dulezitych funkci lymfocyta (Melichar et. al., 2001).
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Také byl pozorovan statisticky signifikantni vzrist koncentrace neopterinu v moci pfi
podavani cytokina (Melichar et al., 2006b), pti podavani chemoterapie (Melichar et al., 2011)
i pii aplikaci radioterapie (Reibnegger et al., 1986).

Zkusenost s dennim méfenim hladiny neopterinu v moci predklada studie, kde byla
hladina monitorovana u pacientl po transplantaci organd a ktera ukazala, Ze zvyseni hladiny
neopterinu predznamenava néjakou z akutnich komplikaci. U studovaného vzorku pacienti s
pokrocilymi karcinomy kolorekta byl pokles neopterinu v souvislosti s dosazenou kontrolou
onemocnéni (Melichar et al., 2006d). Ptes tyto dostupné informace jsou zkusenosti s dennim
méfenim hladin neopterinu v moc¢i, coby prediktoru komplikaci, velmi limitované a
vyzadovaly by dalsi zkoumani, nebot’ se jedna o velmi zajimavy biomarker imunitni odpovédi
organismu.

A presto, ze vSichni na$i pacienti v této studii byli, diky zvyklostem pracoviste, pfi
1€6¢bé hospitalizovani, méli vikendové propustky a odchazeli domt, kde mo¢ odebirali sami
uschovavali v lednici. Nutno podotknout, ze denni odbér ranni moc¢i neni pro pacienta
zatézujici a protoze neopterin muze byt uchovan az 14 dni v lednici nebo mrazicim boxu

doma, nevyzaduje denni névstévy zdravotnického zafizeni.

7.2. Soubor ¢. 2 - Neopterin, retinol a a- tokoferol jako prognosticky faktor

u ORL Kkarcinomu

7.2.1. Vysledky

Ve studii byly zkoumany laboratorni odbéry 44 pacientu s karcinomem ORL oblasti,
koncentrace neopterinu v mo¢i byla (214 + 95 pumol/ 1) vyssi nez u zdravé populace,
retinolu v séru (1,49 + 0,74 umol/ 1) a a- tokoferolu (18,20 + 7,50 umol/ 1) niz§i nez u
zdravé populace (Melichar et al., 2006a; Melichar et al., 2010; Reibnegger et al., 1986;
Melichar et al., 2006b).

Neopterin
Hladiny neopterinu v mo¢i stejné nebo vyssi nez 214 umol/ | kreatininu byly sdruzeny
s horsi progn6zou — median pro pieziti byl 7 vs. 21 mésict, p 0,046 (graf ¢. 2.). Horni mez

pro neopterin byla stanovena na zaklad¢ studii provedenych diive (Melichar et al., 2006a).
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Graf ¢.2. (Holeckova et al, 2012) : Kaplan — Meierova kiivka: Pacienti s hladinou neopterinu rovhou nebo

vyss8i 214 pumol/ | kreatininu (pferusovana linie) vs. pod hodnotou 214 pumol/ 1 (silna linie; log — rank test, p =
0,046)

Retinol

Hladina sérového retinolu pod 1 pmol/ 1 byla identifikatorem horsi prognézy. Median

preziti byl 10 mésict vs. 24 mésice, p = 0,005 — viz graf ¢. 3.
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Graf. ¢. 3. (Holeckova et al, 2012): Kaplan — Maierova k¥ivka pfeziti pacientd s hladinou sérového retinolu nizsi

nez 1 umol/ 1 (silna ¢ara) vs. rovna ¢i vyssi 1 umol/ | (log — rank test, p = 0,005).

Horni limity normalnich hladin koncentrace neopterinu koresponduji se zkoumanou
skupinou pfiblizné v hornim kvartilu. Rozdil v pfeziti zavisly na koncentraci retinolu, byl také
ziejmy, kdyz byl dolni kvartil vybran jako jeho hranice misto medianu. Median pieziti 10

meésicl vs. 22 mésict, p = 0,01.

a - tokoferol

Sérové hladina o - tokoferolu pod 19 pumol/ 1 vykazala hrani¢ni signifikanci (median
10 mésict vs. nebylo dosazeno, p = 0,07). Podobny trend byl zaznamenan, kdyz byl dolni
kvartil pouzit jako limit misto hodnoty medianu. Median pieziti 11 mésici vs. nebylo

dosazeno, p = 0,09.

Po analyze dat vSech pacientti, byla pozorovéana signifikantni korelace mezi sérovym

retinolem a o. - tokoferolem (rs = 0,53, p = 0,0002). Zadna jina korelace zaznamenana nebyla.
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Analyza odbéra podskupiny 12 pacienti

V tydennich intervalech byly odebirany vzorky moce a krve pro analyzu hladin
neopterinu, retinolu a o - tokoferolu 12 pacientim. Statisticky signifikantni byl dal$i pokles

sérového retinolu v pribéhu zevni radioterapie viz graf. €. 4.
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Graf ¢.4. (Holeckova et al, 2012): Praméry + standardni odchylka priméru hladin 12 pacientt v tydennich
intervalech v pribéhu zevni radioterapie. Hodnoty signifikantné (p < 0.05) se liSici ve srovnini s pocate¢ni

hodnotou jsou oznaceny hvézdickou.

a - tokoferol
Sérovy a - tokoferol poklesl pouze mirné v pribéhu radioterapie a tento pokles nedosahl

statistické signifikance. Viz graf ¢€.5.
Neopterin

Vzestup neopterinu dosahl statistické signifikance pouze v poslednich dvou vizitach. Viz

graf. ¢. 6.
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Graf ¢. 5 (Holeckova et al, 2012): Praméry + standardni odchylky priméru meéfeni 12 pacienti v tydennich

navstévach v priibéhu zevni radioterapie.
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Graf ¢. 6 (Holeckova et al, 2012): Priméry + standardni odchylky priméru métfeni 12 pacienti v tydennich

navs§tévach v pribéhu zevni radioterapie. Hodnoty signifikantné (p < 0.05) se liSici od pocate¢ni hodnoty jsou

oznaceny hvézdickou.
6.2.2. Diskuze

Vyrazné snizend koncentrace sérového retinolu a a- tokoferolu a vysoka hladina
neopterinu v moci zjisténa v této studii u pacienti s karcinomy hlavy a krku v porovnani
s normalnimi hladinami zavedenymi v pfedchozich studiich (Melichar et al., 2006a; Melichar

et al., 2010; Reibnegger et al., 1986; Melichar et al., 2006b) odrazeji jak pfitomnost
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malignity, tak komorbidit a malnutrice, které tento typ nddorti doprovézeji. Vzhledem
k tomu, Zze v populaci se vyskytuje velké mnozstvi komorbidit i u jedincti bez nadorového
onemocnéni, bylo by obtizné provést srovnani s kontrolni skupinou. Diilezité spise tedy je, ze
zkoumané parametry klesaly i v pribéhu radioterapie. Koncentrace sérového retinolu
kontinualn¢ klesala, zatimco statistickd signifikance vzestupu neopterinu v moci byla ziejma
pouze V pozdnich fazich radioterapie. To, Ze pokles a-tokoferolu, nedosahl statistické
signifikance, mize byt vSak zplisobeno limitovanym poctem pacientii ve studijnim souboru.
Vzestup neopterinu v moci byl popsan jiz u ozareni karcinomu ¢ipku délozniho (Reibnegger
et al., 1986). Zatimco vzestup hladiny neopterinu byl popsan po systémovém podani riznych
cytokini (Melichar et al, 2006b) i po aplikaci chemoterapie (Melichar et al., 2006c), toto je
vSak prvni studie dokladajici vzestup neopterinu v moc¢i pacientti s karcinomem ORL oblasti
pfi radioterapii.

Neopterin je derivovan z aktivovanych makrofagu (Wachter et al., 1989) a
dendritickych bun¢k (Wirleitner et al., 2002). Vysledky této studie mohou znamenat, Ze
makrofadgy i dendritické buiiky mohou byt ddle aktivovany 1écbou a to 1 v ptipadé, kdyz je
hladina neopterinu vysoka.

Vysledky tohoto vyzkumu nadale dokladaji prognostickou signifikanci neopterinu
v moci a sérového retinolu pacientl s karcinomy ORL oblasti 1é¢enymi radioterapii. Podobné
jako v ¢asnéjsich studiich (Melichar et al., 2006a) byl horni limit normy pouzit limit pro
dichotomizaci kvuli analyze pfeziti zavislém na koncentraci neopterinu v moci, zatimco
median byl nalezen jako limit misto dolniho limitu normy v ptfipad€ sérového retinolu a o -
tokoferolu, a to z proto, Ze v rizikovych populacich pro vznik karcinomu hlavy a krku je
vysoka prevalence hypovitamindz, a pak se dolni hranice normy pro zdravou populaci stavaji
Vv této méné relevantni. Rozdily v pieziti zavislé na koncentraci retinolu jsou také evidentni.
Vybér dolniho kvartilu pro koncentrace sérového retinolu se zda diilezity.

Prognosticka  signifikance vzestupu koncentrace neopterinu v moci byla
dokumentovana u mnoha karcinomt (Melichar et al., 2010). Karcinomy ORL oblasti
reprezentuji heterogenni supinu karcinomi. Do této studie byli zafazeni pacienti s nadory
riznych stadii, riznych oblasti ORL a riznych komorbidit. Predominantni histologii jsou
SCC, ale vyskytuji se zde 1 jiné histologické typy. Relativné Casto se stdva, Ze je objevena
kréni lymfadenopatie, ale neni nalezen primarni zdroj karcinomu. Dulezité je, Ze se tyto
karcinomy 1€¢i stejné jako ty, u kterych je v ORL oblasti primarni nddor znadm. U karcinoml
ORL oblasti se pouziva radioterapie, chemoterapie i cilena biologicka 1écba. Reference o

neopterinu u ORL karcinomu jsou velmi fidké. Murr a spolupracovnici (Murr et al., 1998)
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zkoumali neopterin v moci 23 pacientd s neléCenym SCC dutiny ustni a 12 pacientd
s rekurentnim karcinomem dutiny ustni. ZvySend koncentrace neopterinu v moci byla
nalezena u 19 pacienti véetn¢ 9 (75%) s rekurentnim karcinomem a vysoka hladina byla
negativnim prognostickym faktorem pfeziti jak v univarietni tak multivarietni analyze. Data
z piedkladaného souboru jsou v souladu s t€émito zjisténimi.

Aplikace chemoterapie i radioterapie vedou k oxida¢nimu stresu, ktery mize vyutit ve
snizeni hladin cirkulujicich antioxidantl a zpusobit vzestup molekul spojenych se zanétlivou
odpovédi. Koncentrace o- tokoferolu a retinolu jsou signifikantné¢ snizeny u pacientd
s pokro¢ilym karcinomem hlavy a krku (McMillan et al., 2002; McMillan et al., 2000), tento
pokles koreluje se systémovou zanétlivou odpovédi (McMillan et al., 2002; Mayland et al.
2004). Pokles koncentrace a- tokoferolu byly dolozeny pfi aplikaci systémové chemoterapie
(Faure et al., 1996; Jonas et al., 2000, High, 2002; Faber, 1995). V této studii pozorovany
pokles retinolu mize byt zplsoben jak radioterapii, tak systémovou lécbou. Nelze vynechat
ani moznou malnutrici, ktera se u pacientt s karcinomy hlavy a krku objevuje.

Zmény v koncentraci cirkulujiciho retinolu a a- tokoferolu by mohly mit velky
vyznam pro pacienty s karcinomy hlavy a krku, ktefi jsou léCeni zevnim zafenim.
V casnéjsich studiich byl demonstrovan vliv podaného vitaminu E na zlepSeni nezadoucich
ucinkd chemoterapie (Pace et al., 2003) nebo radioterapie (Delanian et al., 2003). Efekt
podani karotenoidii nebo tokoferolu byl zjistovan v prospektivni studii u pacientd
s karcinomy hlavy a krku. Podani redukovalo vedlejsi G¢inky zptisobené radioterapii (Bairati
et al., 2005; van Zandwijk et al., 2000; Ferreira, 2004). Na druhé stran¢ je mozné, ze tyto
ucinky jsou negovany zvySenym vyskytem rekurenci a snizenym piezivanim (Bairati et al.,
2006). Zjisténi o negativnim prognostickém vlivu suplementace karotenoidy a tokoferolu jsou
V rozporu s negativni prognozou pii jejich nizké hladin€ pred 1écbou. Zda se tedy, Ze nizka 1
vysoka koncentrace mohou mit negativni dopad na pfeziti, ale mechanismus se 1i8i. Nizka
sérova hladina retinolu je asociovana se systémovou zanétlivou odpovédi, kterd znamena
Spatnou prognozu mnoha malignich onemocnéni. Koncentrace antioxidantli mohou

ovliviiovat efektivitu radioterapie (Bairati et al, 2006).
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8. Zavér

Karcinomy ORL oblasti jsou velmi ¢asto diagnostikovany v lokalné ¢i lokoregionalné
pokrocilych stadiich, u kterych je volen multimodélni pfistup s kurativnim cilem. Pacienti s
témito karcinomy jsou také Casto nositelé dalSich ptidruzenych chorob, které pak maji dopad
nejen na pieziti pacienta, ale i na toleranci 1écby. Toxicita 1é€by velmi ovliviiuje nejen prub¢h
lécby, ale nékdy se muze stat jeji uplnou piekazkou. Ovliviwuje také kvalitu zivota pacienta
Vv pribéhu 1€¢by 1 po 1é¢bé. Specificka toxicita, ktera doprovazi 1é€bu karcinomit ORL oblasti
pii 1écbé v podobé akutnich a po 1écbé v podobé pozdnich komplikaci, které mohou
piretrvavat po zbytek zivota pacienta, vyzaduje naslednou rehabilitaci a dal$i uasili nejen
pacienta, ale zdravotniktl i nezdravotnickych pracovnikl. V piipadé, ze by byly k dispozici
objektivné méfitelné parametry, které by bylo mozné pouzit jako prognostické faktory, ¢i
prediktivni faktory ucinnosti 1éCby 1 toxicity 1é€by, znaéné by se zjednodusil vybér pacientl
do lé¢ebnych skupin nejen podle G¢innosti 1é¢by, ale i podle jejiho dopadu na kvalitu Zivota
pacienta. Zkvalitnénim vybéru pacientti by byl zajistén individualni piistup k pacientovi a
jeho 1é¢be, coz by s sebou piineslo i vyznamny ekonomicky profit.

Cilem této prace bylo, piinést nové poznatky o moznych prognostickych a
prediktivnich markerech — neopterinu, a-tokoferolu a retinolu a to u ORL nadort, u kterych
je o téchto molekulach poznatkli velmi mélo.

Z provedenych dvou pozorovani byly predlozeny vysledky i diskuze k nim. Miazeme
konstatovat, ze v pribéhu zevni radioterapie karcinomti ORL oblasti hladina neopterinu
vzrista, byt ziejmé je to hlavné po poslednich fazich radioterapie. S nejvétsi
pravdépodobnosti dochazi ke vzijemnému ovliviiovani koncentrace neopterinu v moci a
toxicity indukované radioterapii. Nejedna se tedy pouze o jednosmérny proces, ve kterém by
toxicita byla ovlivilovdna syst¢émovou zanétlivou odpoveédi organismu nebo ve kterém by
toxicita ovlivilovala systémovou zanétlivou odpovéd’. Nejspise se jedna o oboustranny proces,
ve kterém svou tlohu mize hrat i rebound fenomén.

Koncentrace neopterinu v moci v pritbéhu zevni radioterapie u pacientd s karcinomy
hlavy a krku se zvySuje a mize predikovat radioterapii indukovanou toxicity.

Zaroven se provedenim této studie podatilo evaluovat schiidnost dennich odbéra ranni
moc¢i pro vySetfeni koncentrace neopterinu. Tento postup byl pacienty velmi piesné

dodrZovan a to nejen za hospitalizace, ale i doma.
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Z téchto dtivodia by mohl byt neopterin u€innym pomocnikem pii predikci toxicity
radioterapie.

V dalsi ¢asti studie byla zjisStovana prognosticka hodnota koncentrace neopterinu, o -
tokoferolu a retinolu. Vysoka hladina neopterinu a nizka hladina retinolu jsou negativnimi
prognostickymi markery. Pokles retinolu v séru a vzestup neopterinu v moci v pribéhu zevni
radioterapie mize znamenat také Spatnou progndézu onemocnéni.

Tyto dvé molekuly by mohly byt také prognostickymi faktory onemocnéni
karcinomem hlavy a krku.

Ptes tato zjisténi je nutné dodat, Ze by bylo potieba na zapocatém vyzkumu pracovat
dale a hledat dalsi souvislosti mezi jednotlivymi molekulami, které se do d€ji pfi onemocnéni
nadorem, ale i jeho 1é¢be zapojuji. Ptinos této prace je v tom, ze podle dostupnych informaci
se jedna o prvni takto provedenou studii, kterd dokladd vyznam neopterinu, retinolu i o -

tokoferolu u nadora ORL oblasti.
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Priloha 1

Epidemiologie karcinomu hlavy a krku

Casovy vyvoj hrubé incidence karcinomu tonzily — srovnani muzi a Zen
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Casovy vyvoj hrubé mortality karcinomu tonzily — srovnani muza a Zen
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Casovy vyvoj hrubé incidence karcinomu tonzily — srovnani muZi a Zen
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Zastoupeni klinickych stadii karcinomu hrtanu v ¢ase
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Priloha 2

Hodnoceni akutni toxicity podle RTOG, skérovaci tabulka pouZivana v URO NNB

Ustav radia&ni onkologie
FNB Praha

jméno:

HODNOCENI AKUTNI TOXICITY LECBY

ozafovana oblast: ORL

hlavni &islo:

tyden

zahéjenim
terapie

maximalni
toxicita
v priibé¢hu
terapie

datum

KPS

hmotnost

RADIACNI TOXICITA (RTOG)

{ stupei

sliznice

kiize

slinné Zlazy

oéi

usi

hrtan

hltan

horni GIT

bolest

HEMATOLOGICKA TOXICITA (N

CI) /stupefi

leukopenie

neutropenie

anemie

frombocytopenie

TOXICITA CHEMOTERAPIE (NCI

/ stupeii

renalni toxicita

nausea/ vomitus

TOXICITA AMIFOSTINU (NCI)

/ stupeii

koZni

nausea/ vomitus

dals{

OSTATNI TOXICITA (NCI)
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Priloha 4

Tabulka Il — Vliv zmén koncentrace neopterinu na toxicitu radioterapie
(Holeckova et al., 2013)

Table 1. Effect of changes of urinary neopterin concentrations on the toxicity of therapy.

Toxicity Lag Regression coefficient 95% Confidence Odds 95% Confidence p-Value
(days) estimate interval ratio interval

Nausea 8 -0.000290 -0.000450  -0.000130 0.9997 09996  0.9999 0.0004
7 -0.000190 -0.000340  -0.000030 0.9998 09997  1.0000 0.0193

10 0.000168 0.000002 0.000334 1.0002 1.0000  1.0003 0.0477

13 0.000199 0.000022 0.000376 1.0002 1.0000 10004 0.0277

14 0.000183 0.000002 0.000364 1.0002 1.0000 10004 0.0475

Xerostomia 0 -0.000310 -0.000620  -0.000006 0.9997 0.9994  1.0000 0.0459
Upper gastrointestinal toxicity 6 0.001411 0.000353 0.002469 1.0014 1.0004  1.0025 0.0091
8 0.001484 0.000333 0.002635 1.0015 1.0003  1.0026 0.0117

23 0.003070 0.000663 0.005477 1.0031 1.0007 10055 0.0129

The regression coefficient estimates and odds ratios (with 95% confidence intervals and respective p-values) describing the effect of the change of
urinary neopterin on the organ toxicities with the lag time (in days) are shown.
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Tabulka 111 — Vliv toxicity radterapie na koncentrace neopterinu v mo¢i

(Holeckova et al., 2013)

Table III. Effect of toxicity of therapy on urinary neopterin

concentrations.
Toxicity Lag Effect 95% Confidence p-Value
(days) estimate interval
Nausea 14 0.3946 (0.1915;0.5978)  0.0002
15 -03962 (-0.5982;-0.1942) 0.0001
10 0.2481 (0.0439;0.4522) 0.02
16 0.2188 (0.0137;04239) 0.04
23 0.2681 (0.0546;0.4816) 0.01
24 02602 (-0.4768; -0.0435) 0.02
Vomiting 11 -0.2820 (-0.5382;-0.0258) 0.03
24 -02995 (-0.5711;-0.0280) 0.03
Mucositis 21 0.3661 (0.1944; 0.5379) <0.0001
22 -0.3094 (-0.4835;-0.1352) 0.0005
5 -0.1506 (-0.2908;-0.0103) 0.04
23 0.2345 (0.0561;0.4129) 0.1
Skin toxicity 6 0.2320 (0.0065; 0.4575) 0.04
15 0.2836  (0.0090; 0.5582)  0.04
Xerostomia 6 0.2202 (0.0101;0.4304) 0.04
10 -0.2333 (-0.4305; -0.0361) 0.02
Laryngeal toxicity 3 0.2522 (0.0619;0.4426) 0.01
4 02207 (-0.4072;-0.0341) 0.02
20 0.2016  (0.0208; 0.3825) 0.03
Pharyngeal toxicity 9 0.1953  (0.0240; 0.3666) 0.03
16 0.1912  (0.0232;0.3592) 0.03
Upper gastrointestinal
toxicity 21 02391 (0.050;0.4283) 001
Pain 14 0.1280 (0.0182;0.2379) 0.02
Performance status 11 04613 (-0.7999; -0.1227) 0.008
14 0.7809 (0.4464; 1.1154) <0.0001
15 0.1722 (-0.7451; -0.0680) 0.02

Regression coefficient estimates (with 95% confidence intervals and
respective p-values) characterizing the effect of the organ toxicities on
urinary neopterin concentrations with the lag time (in days) are shown.
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urinary neopterin

Patient= 1004

Nausea vs. concentration of neopterin in urine
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urinary necpterin

Nausea vs. concentration of neopterin in urine

Patient=1007
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urinary necpterin

Mucositis vs. concentration of neopterin in urine
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urinary necpterin

Mucositis vs. concentration of neopterin in urine
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Tabulka priméri + standardnich odchylek hladin retinolu, o- tokoferolu a neopterinu pro

jednotlivé navstévy, p < 0.05,* p < 0.01 pii porovnani s odbérem pred zahajenim terapie

(soubor 12 pacienti)

visit n time (days) retinol alpha- neopterin
(mmol/L) tocopherol (umol/mol
creatinine)
0 12 -6+3 1.49+0.74 18.20 £ 7.50 214 + 95
1 12 5+ 3 1.12 +£0.58§ | 16.69 +6.06 230+ 114
2 12 12+3 1.00 +£ 0.53* 16.92 + 4.87 314 £ 210
3 12 19+3 1.00 + 0.64§ 15.75 + 4.07 255+ 111
4 12 26+ 3 0.83+0.47* 16.11 +4.64 278 +£195
S) 12 34+£3 0.83 + 0.46* 16.08 +4.33 288 + 257
6 11 42+ 4 0.90 £ 0.42* 17.24 +3.94 260 + 108§
7 10 48+ 4 1.06 £0.67§ 19.35+4.68 357 + 164*
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