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1. Uvod
1.1 Nadory hlavy a krku
Nadory hlavy a krku predstavuji heterogenni skupinu onemocnéni kvili zastoupeni

riznych anatomickych sublokalizaci. Dle WHO klasifikace zroku 2017 se rozlisuji

nasledujici samostatné sublokalizace [1]:

—

Nadory nosni dutiny, paranazalnich dutin a baze lebni

Nédory nazofaryngu

Nadory hypofaryngu, laryngu, trachey a parafaryngeélnich prostort
Nédory dutiny Gstni a mobilniho jazyka

Nédory orofaryngu (baze jazyka, patrové tonzily a nosni mandle)
Nédory slinnych zlaz

Odontogenni a maxillofacialni kostni tumory

Nédory ucha

X N Nk wD

Paragangliomy

10. Nadory a nadorovité 1éze krku a lymfatickych uzlin

V Ceské republice predstavuji nadory hlavy a krku 6. nejéast&jsi nador u muziia 17. u Zen
a incidence u obou pohlavi setrvale nariista. Roéné je v CR nové diagnostikovano cca 2000
novych pacientll se zhoubnymi nadory hlavy a krku, z toho muzi jsou postizeni 3% Castéji nez
zeny. Nejcastéji jsou hlaSeny nddory rtu a dutiny Ustni, nadory hrtanu a hltanu - orofaryngu.
Méné cetné jsou zhoubni nadory hltanu - hypofaryngu, slinnych zlaz, dutiny nosni a para-
nazalnich dutin a nadory nosohltanu [2]. V Evropé je vyskyt nadord hlavy a krku
charakterizovan stoupajicim mnozstvim od severu smérem ke Stfedozemnimu mofi. Nejnizsi
hodnoty jsou ve Svédsku a Anglii (9-10 na 100 000 obyvatel). Nejvyssi vyskyt byl
zaznamenan ve Francii, kde jsou nadory oblasti hlavy a krku stejné Casté jako nadory plic

(pfiblizn¢ 50/100 000 obyvatel) [3].

Vznik karcinomi v oblasti hlavy a krku mlZe byt vyprovokovan nejriiznéjSimi pti¢inami,
nejvice zde pulsobi vlivy zevniho prostfedi. PrevaZzna vétSina se vyskytuje u kufakd cigaret
(v tabakovém koufi je uvadéno vice nez 40 karcinogentl). Casng&j§i vyskyt je prokazan pii
soucasném naduzivani tabaku a alkoholu. Relativni riziko pro vznik karcinomu je u tézkych

pijakl 2 az 6x vyssi, pii abusu tabdku je vyssi 5 az 25%. Karcinogenni ucinek byl prokazan
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také u marihuany. Pfi vzniku nadort hlavy a krku hraji roli i nékteré typy virt, kromé viru
Epsteina a Barrové (EBV) spojovaného s nadory nosohltanu, jde zvlasté o HPV (lidsky
papilomavirus) ve vztahu k nddorim orofaryngu. V rozsahl¢ studii Castellsagué et al. (2016)
byl na souboru 3680 pacientii prokazan vliv HPV infekce u 22,4 % orofaryngedlnich
karcinomt, u 4,4 % karcinomu dutiny ustni a u 3,5 % laryngealnich tumort, coz poukazuje na
dilezitou roli HPV infekce u orofaryngealnich karcinomt a soucasné ale ukazuje na vyrazné
nizs$i podil u dalSich nadort hlavy a krku nez se ptvodné tvrdilo [4]. V praci Laco et al.
(2015) byl zjistén podil high risk HPV infekce v etiopatogenezi signifikantni podskupiny
(25 %) sinonazalnich karcinomt [5]. Rizikovymi faktory pro vznik nadort ORL oblasti
mohou byt i karcinogenni latky v zaméstnani (dfevny prach, olovo, nikl, azbest, fluor, arzén,
uhlovodiky v dehtu, sazich a primyslovych olejich). Malhygiena dutiny ustni je rizikovym
faktorem pro vznik nddorl dutiny ustni, expozice ionizujicimu zéafeni pak pro vznik nadort
slinnych zl4z. Dle randomizované studie dokonce stoupa incidence benignich i malignich
nadort parotis s potem hovorovych hodin mobilnim telefonem [6]. U vétSiny nadort se
rizikové faktory pfedevSim kombinuji, piikladem je multifaktoridlni etiopatogeneze
nazofaryngedlniho karcinomu, kde byl prokdzan vliv genetickych, infekénich, dietnich

a enviromentalnich faktorq.

Histologické typy nadorti hlavy a krku jsou riznorodé, ale v naprosté vétSin€é se jedna
o spinocelularni karcinomy a rizné jejich specifické podtypy (verukoézni, bazaloidni,
papilarni, vietenobunécny). Dalsi histologické typy jsou spiSe organove specifické. Prikladem
mohou byt v oblasti nosu a paranazalnich sinust sinonasalni nediferencovany karcinom, NUT
karcinom, adenokarcinom intestindlniho/neintestinalniho typu, teratokarcinosarkom, sinona-
salni papilomy, REAH; v oblasti nazofaryngu zejména nazofaryngealni karcinom nebo
nazofaryngealni angiofibrom. Samostatnou kategorii tvofi nadory slinnych Zlaz, které se
nevyskytuji jen ve velkych, ale 1 v malych slinnych Zlazach v rGznych lokalitich a dale
odontogenni nddory jak maligni (odontogenni karcinomy a sarkomy), tak benigni (amelo-
blastom, CEOT, odontom, ameloblasticky fibrom, odontogenni fibrom), nebo rizné typy
odontogennich a neodontogennich cyst (radikularni, folikuldrni, odontogenni keratocysta).
V oblasti hlavy a krku se mohou vyskytnout i rtzné typy mezenchymovych nadort,

hematolymfoidni tumory, ordlni slizni¢ni melanom nebo karcinom z Merkelovych buné¢k [1].


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Castellsagu%C3%A9%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26823521

1.2 Maligni nadory dutiny ustni a orofaryngu

Maligni nadory dutiny ustni pfedstavuji asi 30 % vSech nadorti hlavy a krku.
Histologicky se v 95 % piipadi jedna o spinoceluldrni karcinom [7]. V celosvétovych
statistikach, ve kterych se spinocelularni karcinom dutiny tstni (OSCC) uvadi dohromady
s karcinomem hltanu, jde o Sesty nejCastéjsi zhoubny nador. Ro¢né je diagnostikovano
ptiblizn¢ 300 000 novych ptipadiit OSCC, z toho asi 2/3 ptipadd pfipadaji na rozvojové zeme.
Oblasti charakteristické vysokou incidenci jsou jizni a jihovychodni Asie, vychodni Evropa
a Gast latinské Ameriky [8]. V Ceské republice doséhla incidence a umrtnost na rakovinu ustni
dutiny a hltanu v roce 2016 hodnoty 1 654, resp. 756. Témeét polovina nové diagnostiko-
vanych piipadi byla ve IV. stadiu onemocnéni. U muzi, s vyjimkou nemelanomovych nadort
ktze, patti SCC ustni dutiny, hltanu a hrtanu mezi Sest nejcastéjSich novotvart z hlediska
incidence a pfedstavuje patou nejcastéjsi pfi¢inu umrti na rakovinu [2]. Vice nez 95 % OSCC
vznikd u pacientt starSich 40 let, muzi jsou oproti zenam postizeni 2x Castéji [9]. Hlavnimi
rizikovymi faktory jsou koufeni, abusus alkoholu a zvykani betelu [10]. Tézci kuiaci
a uzivatelé alkoholu maji az 38x vétsi riziko vzniku nadoru oproti nekufaklim a abstinentim
[8]. Lidsky papillomavirus (HPV) hraje dilezitou roli u karcinomu orofaryngu. V ptipadé
OSCC je role HPV méné dulezitd, pficemz oralnich karcinomd, které lze pticist HPV, jsou asi
4 % pripadt [4]. Ukazuje se, ze ¢ast orofaryngealnich karcinomd miize souviset s anogenitalni
infekci HPV, pficemZ se uplatiiuje nejen sexudlni aktivita, ale 1 moZnost autoinokulace [11].
HPV infekce je zaroven nezavislym pifiznivym prognostickym faktorem, ¢emuz odpovida

1 moznost deeskalace davky radioterapie u HPV asociovanych nadort orofaryngu [12].
1.3 Potencialné maligni nemoci dutiny ustni (OPMD)

Potencialné maligni nemoci dutiny ustni (OPMD) jsou klinické projevy, které nesou
urcité riziko rozvoje karcinomu dutiny Gstni. Celkova prevalence OPMD celosvétove je kolem
4,5 %. Zahrnuji celou tadu stavl (tab. 1), ale nejcastéji se vyskytujici 1éze tvoii leukoplakie

a erytroplakie [1,13-20].



Tab. 1. Potencialné maligni nemoci dutiny ustni dle WHO [El-Naggar et al., 2017]

Leukoplakie Chronicka kandidéza
Erytroplakie Lichen planus
Erytroleukoplakie Diskoidni lupus erythematosus
Oralni submukézni fibréza Syfiliticka glositida
Dyskeratosis congenita Aktinicka keratéza (pouze ret)

1.4  Histologie oralnich a orofaryngealnich karcinomii

Nejcastéjsim histologickym typem malignich nddorG dutiny ustni je spinocelularni
karcinom, jehoz histologickd verifikace vétSinou neni obtiznd. V piipad¢ diagnostické
nejistoty l1ze pouzit imunohistochemické metody (pozitivita p63, p40) k potvrzeni pivodu
nadoru z dlazdicového epitelu. Spinocelularni karcinom muze byt kromé klasické formy,

ktera je nejcastéjsi, rozdélen do né€kolika podtypi, jejich vyskyt je ale méné casty (tab. 2) [1].

Tab. 2. Subtypy spinocelularniho karcinomu dutiny tstni dle WHO [El-Naggar et al., 2017]

Bazaloidni SCC

Vietenobunéény SCC

Adenoskvamozni karcinom

Carcinoma cuniculatum
Verukozni SCC

Lymfoepitelovy karcinom
Papilarni SCC
Akantolyticky SCC

1.5 Histopatologické prognostické faktory

Ke stanoveni progndézy oralnich spinocelularnich karcinoml existuje celd fada
histopatologickych parametri, které se bézné stanovuji pii odecitani patologickych vzorkl
resekatd a mohou mit dopad na pooperacni onkologickou 1écbu [21]. Patii k nim histologicky
typ a stupen diferenciace nadoru, lokalizace, velikost, hloubka invaze, intravaskularni

a perineuralni invaze, pozitivita resekénich okraji a vzdalenost nddoru od okraji, metastazy
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v regiondlnich lymfatickych uzlinach a extrakapsuldrni $ifeni, invaze a typ invaze do kosti

(tab. 3). Kromé¢ toho se hledaji a vyvijeji i molekularni prognostické faktory, které mohou

pomoci ve stratifikaci prognostického rizika u jednotlivych pacienti s OSCC, nebo mohou

mit 1 vyznam v indikaci novych terapeutickych moznosti.

Tab. 3. Tabulka histopatologickych znakt nadort hlavy a krku na UKMP FN a LF UP

Olomouc

Histopatologické prognostické faktory orofaryngedlnich nidorii — KLINIKA UCOCH a UKMP FNOL a LF UP

Pohlavi

Jméno patologa

Predchozi radioterapie
(ano, ne, nevim)

Histologicky typ nadoru

Maximalni hloubka
invaze

perivaskulani invaze

ANO/NE

Pravostranna kréni blokova direkce

Jméno Pfijmeni
Datum
prijeti Datum popisu preparatu
preparatu
Klinické Predchozi chemoterapie
TNM (ano, ne, nevim)
Lokalita tumoru, strana
Velikost nadoru v (mm)
Primarni
tumor Diferenciace nddoru
Exenterované uzliny z oblasti
Celkovy pocet uzlin
Celkovy pocet metastatickych
uzlin
Lokalizace metastatickych
uzlin dle regii
Mizni
uzliny Rozmér metastatickych uzlin
Extrakapsularni Siteni
Mikroskopické
Makroskopicke
lkové
Celkové , pTNM
zhodnoceni
Imunohisto
. 16, pS3, EGFR
-chemie pio-p

IA, IB, 1A, 1IL, IV, V

IA, IB, TIA, IIL, IV, V

ANO/NE
ANO/NE
ANO/NE

Datum narozeni Rodné ¢islo

Jméno operatéra Cislo preparatu
Primarni nador, recidiva Rekonstrukee
defektu
ANO/NE
Perineuralni invaze Positivita okraji
ANO/NE ANO/NE
Vzdalenost okraji
Invaze do kosti slizni¢nich/horizo
ntalnich
ANO/NE
Vzdalenost okraji
Typ invaze do kosti ve

tkani/vertikalnich

Levostranna kréni blokova direkce
Exenterované uzliny 1A, IB, 1IA, III,
z oblasti v,V

Celkovy pocet uzlin

Celkovy pocet
metastatickych uzlin
Lokalizace
metastatickych uzlin dle 1A, 1B, IIA, 1L,
./ v,V
regif
Rozmér metastatickych
uzlin
Extrakapsularni §ifeni ANO/NE
Mikroskopicke ANO/NE
Makroskopicke ANO/NE

Stadium onemocnéni



151 Lokalizace nadoru

Nejcastéjsi lokalizace OSCC je na spodin€ dutiny Gstni a na jazyku, v oblasti maxilly
je to tvrdé patro. V studii Sundermann et al. (2018) byla prokazana signifikantni korelace
mladSiho véku a zenského pohlavi s vyskytem nadorii v oblasti maxilly a jazyka [22].
V asijské populaci OSCC nejcastéji postihuje sliznici tvaie, zejména kvili zvykani tabaku
a betelu. Lokalizace primarniho nadoru ovlivituje jeho ¢asné klinické projevy a tim v€asnou
diagnostiku a vlastni prognézu. Z karcinoml orofaryngu maji horsi prognézu karcinomy
kofene jazyka nez nadory tonsily [23]. Nizkym stadiem v dobé diagnézy se vyznacuji
prevazné nadory dolniho rtu, vétSina nadorovych 1ézi jazyka byva naopak diagnostikovana
v pokrocilém stadiu. VétSina nadorti spodiny dutiny stni a mékkého patra jsou klasifikovany
jako pT4. Ukazuje se, ze jazyk, mekké patro a spodina ust jsou spojeny s nejhorsi prognézou
OSCC [24]. Spinocelularni karcinom jazyka a ustni spodiny mé obvykle Spatnou prognézu
v dusledku casté pritomnosti cervikalnich metastdz, horsi dostupnosti a pozdniho hlaseni

pacientd [25].

1.5.2  Velikost a hloubka invaze nadoru

Velikost nadoru znac¢né ovliviiuje prognézu pacienti s OSCC. Kromé velikosti
nadoru, kterd byla az do 7. edice TNM Kklasifikace jedinym urcujicim faktorem stadii
pT1-pT3, je dulezitd také hloubka invaze. To vedlo vnové 8. edici TNM Kklasifikace
malignich nadort k zavedeni hloubky invaze jako dal$iho kritéria nadorového stagingu (pT)
kromé prosté velikosti nadoru (viz tab. 4) [26]. Hloubka invaze je relativné spolehlivym
parametrem pro predikci postiZzeni lymfatickych uzlin a celkové preziti pacienti s OSCC.
Problémem muZe byt urceni ,,cutoff” (kritické hodnoty) hloubky invaze, ktera muize byt
rozdilnd u riznych lokalizaci v dutin€ ustni. Pro OSCC je priimérna kritick4a hloubka invaze
4 mm a tito pacienti by méli podstoupit elektivni kréni disekci, vzhledem k zvySenému riziku

postiZeni regionalnich lymfatickych uzlin [27,28].

10



Tab. 4. TNM Kklasifikace (pT) karcinomu rtu, dutiny Ustni a pohyblivé ¢asti jazyka (8. vyd.
TNM) [Brierley et al., 2017]

TX: primarni nador nelze hodnotit

TO: bez znamek primérniho naddoru

Tis: karcinom in situ

T1: nador do 2 cm vcetné v nejvétsim rozmeéru a do 5 mm vcetné v hloubce invaze

T2: nddor do 2 cm vcetné v nejvét§im rozméru a vice nez 5 mm, ale méné nez 10 mm
v hloubce invaze nebo nador vétsi nez 2 cm, do 4 cm vcéetné v nejveét§im rozméru a hloubka

invaze do 10 mm

T3: nddor vétsi nez 4 cm v nejvetsim rozméru nebo vice nez 10 mm v hloubce invaze

T4a: ret: nador zasahuje do kortikalis kosti, dolniho alveolarniho nervu, spodiny dutiny
ustni nebo kize (brady ¢i nosu)
dutina ustni: nador zasahuje do kortikalis mandibuly nebo do ¢elistni dutiny nebo

kaze tvare

T4b: nador zasahuje do fossa infratemporalis (prostoru zvykacich svall), kiidlovitych

(pterygoidnich) vybézki kosti klinové ¢i baze lebni nebo obrista a. carotis int.

1.5.3  Nadorovy grading

Nadorovy grade byl poprvé popsan v roce 1920, pozd¢ji byla navrZzena nova schémata
k jeho standardizaci (napf. Akhter et al., 2011). Je zalozen na vyhodnocovani stupné
keratinizace, bunééného a jaderného polymorfizmu a mitotické aktivity. WHO Kklasifikace
rozliSuje tfi stupné diferenciace: G1-G3 (dobie, stiedné a nizce diferencovany), pfiCemz nizce
diferencované nadory jsou spojeny s horsi prognézou. Grading samotny muize byt nezavisly
prognosticky faktor OSCC, ale nizce diferencované nadory jsou 1 castéji spojeny
s perineurdlni a lymfovaskularni invazi. Navic, nizce diferencované nadory rostou spiSe
v podobé prstovitych vybézkd, malych ostrivkii nebo disperznich jednotlivych bunék
v invazivnim Cele nadoru, s vétsSim rizikem pozitivity resekcnich okraji a tim horsi prognozou
[29-34].

154 Perineuralni invaze

Perineuralni invazi (PI) miizeme definovat jako invazi nddoru v blizkosti nervu,

zahrnujici alespon 1/3 obvodu nervu a/nebo vykazujici ptitomnost nadorovych bunék

v kterékoli ze tfi nervovych vrstev. Tato klasifikace bohuzel nerozliSuje mezi perineuralni

11



proliferaci bez infiltrace nervového fasciklu a intraneuralni propagaci nebo pronikanim bun¢k
pfimo do nervu, coz muize mit ptimy klinicky dopad a ovlivnit prognoézu pacienta [35].
Infiltrace perineurdlnich prostorli se vyskytuje az v 52 % OSCC. Je zprostiedkovana
adhezivni molekulou nervovych bunék (NCAM) na povrchu naddorovych bunék, kteréd se vaze
na receptory NCAM (exprimované neuralni a perineuralni tkani) [36]. Pfitomnost perineuralni
invaze v primarnim nadoru je prediktorem cervikalnich metastdz a lokoregionélni recidivy.
Centripetalni a centrifugalni Sifeni nadorovych bunék podél perineurdlnich prostorii a mimo
primarni nador je zodpovédné za lokalni recidivu [37]. U vétSiny nadord je mozné az 2 cm
Sifeni nadorovych bun€k podél perineurdlniho prostoru, takze maligni buiky se takhle
vyhybaji chirurgické excizi a radioterapii a maji tim za nésledek lokalni recidivu. Vztah mezi
PI a progndzou je nezavisly na priméru nervu, takze ve vSech piipadech OSCC by mél byt
patologicky vzorek vySetfen ohledné pfitomnosti event. perineurdlni invaze, i v nervech

mensich nez 1 mm v priméru [38-52] (obr. 1).

Obr. 1. Perineuralni Siteni OSCC (HE, zvétSeni 100%)

155  Vaskularni invaze
Vaskulérni invaze je definovana jako pfitomnost neoplastickych bun¢k v prostoru le-

movaném endotelovymi bunikami. Vyskytuje se u vice nez 50 % spinocelulédrnich karcinomi
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hlavy a krku. To koreluje s pfitomnosti konkomitantnich cervikalnich metastaz a vykazuje
zvySené riziko vzdaleného metastatického onemocnéni [49]. Klize obliceje a vlasaté ¢asti
hlavy je nejCastéji postizena metastdzami, coZ naznacuje, ze krevni cévy a zplisob inervace

muze ovlivnit Sifeni metastaz [53,54].

1.5.6 Histologicky podtyp spinocelularniho karcinomu

Prognoza OSCC se lisi i v zavislosti na histologickém subtypu spinocelularniho karcinomu.

Bazaloidni SCC: high grade karcinom, ¢etnéjSi metastazy, ale celkovéa prognodza srovnatelna

s konvenénim SCC.

Vietenobunécny SCC: horsi prognoza nez konvenéni SCC, typicky vznika jako postradia¢ni

recidiva nebo jako duplicita.

Adenoskvamozni karcinom: vysoce infiltrativni a agresivni, ¢etné metastazy, horsi prognéza

nez konvenéni SCC.

Carcinoma cuniculatum: dobfe diferencovany, obvykle na mukoperiostu, lokalné

destruktivni, recidivuje lokalné, ale vzacné, jestli viibec metastazuje.

Verukozni SCC: dobfe diferencovana, nemetastazujici varianta s expanzivni povrchovou
invazi, exofyticky, postrada vyraznéjsi atypie, dobrd progndza; mize progredovat do inva-

zivniho konvenéniho SCC.

Lymfoepitelovy karcinom: vzacny, obvykle diagnostikovan ve vysokém stadiu, 70 % spoje-

nych s metastazami v regionalnich lymfatickych uzlinach; ne vSechny jsou EBV pozitivni.

Papilarni SCC: keratinizujici a nekeratinizujici typ, ¢asto vyrlsta na gingive, lepsi progndza

nez konvenéni SCC

Akantolyticky SCC: vysoce rizikova kozni varianta, kterd se mize objevit na rtu; akantolyza

muze rezultovat v adenoidni vzhled u nizce diferencovanych intraoralnich SCC.

v

Lze tedy fict, Ze prognosticky nejptiznivéj$im podtypem spinocelularniho karcinomu
je jeho verukézni forma snizkym sklonem k metastazovani. Naopak, adenoskvamoézni,
vietenobun&cnd, bazaloidni forma a lymfoepitelovy karcinom se vyznacuji agresivnéjSim

chovanim a Cast¢j$im metastazovanim [55-69].

13



1.5.7 Resekéni okraje resekatu

Pozitivita resekéniho okraje je jednim z nejdilezitéjSich prognostickych znakt a za-
sadnim zplisobem ma vliv na vyskyt pooperacnich recidiv nadoru. Hodnoti se jednak
horizontalni okraj (nejen slizni¢ni, ale i v hloubce mékkych tkani), jednak spodina resekatu.
Pro naslednou onkologickou terapii 1 z hlediska prognostické stratifikace mé vyznam déleni
resekénich okrajli na volny, té€sny a pozitivni. Jako volny okraj ozna¢ujeme odstranéni nadoru,
jehoz vzdalenost od okraje je minimaln¢ 5 mm. Vzdalenost nddoru od okraje mén¢ nez 5 mm
a vice neZ 1 mm se oznacuje jako tésny okraj. Pozitivni okraj znamena pfitomnost
nadorovych bunék pifimo v resekénim okraji, ale 1 vzdalenost nddoru do 1 mm od okraje.
Peroperacni kryostatové vySetieni pro stanoveni stavu resekénich okraji mulze snizit miru
lokélni recidivy, kterd se u pozitivnich okraji pohybuje v rozmezi 64-84 %. Pacienti
s volnymi okraji maji primérnou miru Sletého pteziti 69 %, ve srovnani s 58 % u tésnych
a 38 % u pozitivnich okrajii [70-74]. Okraje nddoru mizZeme déle klasifikovat jako klinické
okraje, chirurgické okraje, histologické okraje a molekularni okraje. Pravé molekularni okraje
mohou predstavovat nejpiesnéjsi posouzeni skutecného odstranéni 1éze do ,,molekularné
zdravé tkan¢€”, s minimdlnim rizikem pooperacni recidivy. Molekularni okraje piedstavuji
posouzeni genetickych abnormalit na subcelularni Grovni v morfologicky normadlnich
bunikach. V souvislosti s tim probéhlo n¢kolik studii s cilem posoudit molekularni okraje
resekatu. Brennan et al. vySetfovali mutace p53 v histologicky negativnich resekénich
okrajich a zjistili, ze 52 % pacientll nese mutace p53 v negativnich resekénich okrajich, z nich
u 38 % nastala lokalni recidiva [75]. Ball et al. hodnotili nadmérnou expresi pS3 v okrajich
pomoci imunohistochemie a zjistili 5,3x vétsi riziko lokalni recidivy v ptfipadech, kdy alespon
jeden okraj vykazoval nadmérnou expresi p53 [76]. Shaw et al. vySetfovali metylaci
promotord 4 genl (pl6, cytoglobin, E-cadherin, TMEFF2) a u 26 ptipadu zjistili pozitivitu
metylace promotoru, coZ poukazalo na submikroskopické genetické zmény v negativnich
okrajich [77]. Franklin et al. zase zjistili, Ze nadmérnd exprese eukaryotického transla¢niho

v Casnych stadiich karcinogeneze, mize piedpovidat vétsi riziko lokalni recidivy [78].

158 Uzlinové metastazy a ECS
V souvislosti s hodnocenim regionalnich lymfatickych uzlin se zdiraziuje nejen
vlastni pozitivita lymfatické uzliny, ale 1 dalsi faktory, které maji vliv na celkovou prognézu

[79].
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Pocet pozitivnich lymfatickych uzlin: Pozitivni lymfatické uzliny poskytuji jeden znej-
pozitivnich lymfatickych uzlin vykazuje silnou korelaci s pfezivanim. Rovnéz indikuje riziko
regiondlni recidivy a vzdalenych metastaz. Relativni vyznam extrakapsuldrniho Sifeni (ECS)
oproti poctu pozitivnich uzlin ztstavad pon¢kud kontroverzni. Moe et al. zjistili, ze ECS, ze

pocet pozitivnich uzlin, byl nezévislym prediktorem Spatného preziti [80].

Extrakapsuldrni Sireni: ECS se vyskytuje u ptiblizné 60 % pacientli s pozitivnimi cervi-
kalnimi uzlinami a ma zésadni vyznam pro predikci progndzy pacientli. Pro vyznam ECS
sveédCi 1 zavedeni tohoto kritéria do 8. edice TNM klasifikace (2017), v predeslé 7. edici se

toto kritérium neobjevilo (tab. 5).

Rozsah ECS: Rozsah ECS lze rozdélit do nasledujicich tii Grovni na zakladé morfologie

postizenych krénich lymfatickych uzlin:

a) Makroskopické extrakapsularni Sifeni s postizenim sousednich anatomickych struktur,
jako je vnitini jugularni zila nebo kosterni sval,

b) Makroskopické extrakapsularni Sifeni omezené na perinodalni fibroadipdzni tkan;

¢) Mikroskopické extrakapsularni Sifeni. ECS je vyznamnym determinantem progndzy
vzhledem k jeho spojeni se zvySenym rizikem recidivy na krku a vzdalenymi
metastdzami. Pfitomnost makroskopického ECS je spojena s trojnasobnym rizikem
recidivy na krku. U pacientii s makroskopickym ECS je 1,5-krat vétsi pravdépodobnost
vzniku regionalni recidivy ve srovnani s pacienty s mikroskopickym ECS. Sifeni nadoru

mimo pouzdro uzliny vyjadiuje miru agresivity vlastniho nadoru [80-82].

Anatomickd lokalizace uzlin: Mamelle et al. definovali sentinelové lymfatické uzliny jako
skupiny uzlin, které poskytuji priméarni lymfatickou drenaZ pro konkrétni misto na hlavé
a krku. Sentinelové lymfatické uzliny pro nadory ustni dutiny ptedstavuji uzliny v regio I, II,
III (obr. 2). Kdyz je patrna pfitomnost nodalnich metastdz mimo sentinelovou lymfatickou
uzlinu, dochdzi k poklesu 5leté miry preziti o 50 %. Pfitomnost pozitivnich lymfatickych

uzlin v dolni ¢asti krku ukazala, Ze riziko vzdalenych metastaz vzrostlo o 33 % [79].

Velikost uzliny: Primér nejvétsi metastatické cervikalni lymfatické uzliny koreluje s pN
stadiem TNM Kklasifikace pro OSCC (tab. 5). Carter et al. uvadéji, Zze kdyz je velikost meta-

statické uzliny vétsi nez 2 cm v primeéru, existuje zvySené riziko regionalni recidivy [79].
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Tab. 5. TNM klasifikace (pN) karcinomu rtu, dutiny ustni a pohyblivé ¢asti jazyka (8. vyd.
TNM) [Brierley et al., 2017]

NX: regionalni lymfatické uzliny nelze hodnotit

NO: regionalni lymfatické uzliny bez metastaz

N1: metastaza v jediné stejnostranné lymfatické uzlin¢ do 3 cm vcetné v nejvétsim rozmeéru

bez Sifeni mimo uzlinu

N2a: metastaza v jediné stejnostranné lymfatické uzlin€¢ do 3 cm vcetné v nejvetsim
rozmeéru se Sitenim mimo uzlinu, nebo vétsi nez 3 cm, do 6 cm véetné v nejvetsim rozmeéru,

bez Sifeni mimo uzlinu

N2b: metastaza(y) ve vice stejnostrannych lymfatickych uzlinach do 6 cm vcetné

v nejveétsim rozméru bez §ifeni mimo uzlinu

NZ2c: metastaza(y) v oboustrannych nebo druhostrannych lymfatickych uzlinach do 6 cm

vcetné v nejveét§im rozmeru bez Sifeni mimo uzlinu

N3a: metastdza v lymfatické uzlin€ vétsi nez 6 cm v nejvét§im rozméru bez Sifeni mimo

uzlinu

N3b: metastaza(y) v lymfatické uzlin€ vétsi nez 3 cm v nejvétsim rozmeéru se $ifenim mimo
uzlinu, nebo metastdza(y) ve vice stejnostrannych nebo druhostrannych nebo

oboustrannych lymfatickych uzlinach se Sifenim mimo uzlinu

Obr. 2. Urovné lymfatickych uzlin dle regii.

Pievzato z: A Brief History of Cervical Lymphadenectomy-Scientific Figure on
ResearchGate. Available from: https://www.researchgate.net/figure/Lymph-node-levels-of-
the-neck-as-first-defined-and-applied-by-the-Memorial-Hospital-head figl 221925267
[accessed 6 Jun, 2019]
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159 Invaze do skeletu

Vzhledem k intimnimu vztahu k Celistnim kostem a pomérné rychlému ristu,
spinocelularni karcinomy pomérné casto invaduji do kostni tkan¢ (zejména gingivalni
karcinomy) [83]. Karcinomy, které prortstaji pfes kortikalis jsou podle dnesni TNM
klasifikace zafazeny do patologického stadia pT4a. Nalez povrchové eroze kosti/zubniho
lizka primarnim nddorem dasné neopraviiuje ke klasifikaci nadoru pT4 [26]. Invaze do
maxilly/mandibuly mize byt dnes preoperacné castecné diagnostikovdna pomoci radiolo-
gickych metod. Ty ale nedokazou spolehlivé odlisit, jestli tumor zptsobuje invazivni resorpci
kosti nebo jestli je tumor pouze v kontaktu s kosti, ale nevykazuje invazivni progresi do kosti.
To znamena, ze radiologicka diagnostika samotna je nedostacujici a je potfebny vyvoj novych

diagnostickych technik, které umozni pfesné zhodnoceni rozsahu kostni invaze [84].

Histologicky rozeznavame 3 typy kostni invaze: erozivni, infiltrativni a smiSeny.
Infiltrativni forma je charakterizovana tvorbou nepravidelnych hnizd a vyb&zk néddorovych
bun¢k smérem do kosti, jejich penetraci do Haversova systému a ptitomnosti rezidualnich
kostnich ostravki uvnitf tumoru. Erozivni forma kostni invaze je naopak charakterizovana
ostrym pfechodem mezi tumorem a kosti, osteoklastickou kostni resorpci, fibrozou podél
tumoru a absenci kostnich ostriivkl uvnitt nddoru. SmiSené forma kombinuje oba typy invaze

[84-86].

Histologicky charakter kostni invaze koreluje s klinickym chovanim nadoru, infiltra-
tivni 1éze maji vetsi pravdépodobnost primarni, regiondlni nebo vzdalené recidivy. Invaze
spinocelularniho karcinomu do kosti je histologicky parametr, ktery zdsadné urcuje typ
a rozsah onkologické 1é€by (resekci dolni celisti) - erozivni forma kostni invaze muZe byt
léena marginalni mandibulektomii spiSe nez segmentalni resekci [7]. Pooperacni patologické
zhodnoceni typu kostni invaze poskytuje diileZitou prognostickou informaci, proto by mélo
byt uvedeno v kazdé patologické zprave u piipadi karcinomi s kostni invazi.

Molekularni mechanizmy kostni invaze

Aktivace osteoklasti resorbujicich kost se jevi jako nejdulezitéjsi pfi kostni invazi
OSCC, také oznaCovana jako osteoklastogeneze [87-91]. Za fyziologické situace jsou kost
resorbujici osteoklasty a kost tvofici osteoblasty v rovnovaze. Osteoklastogeneze muze byt

aktivovana nékolika zpusoby, naptiklad aktivaci osteoklastl fizenou dradhou RANK-RANKL-
OPG, VEGF nebo meédi [92-95].
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A) Plisobeni RANKL-RANK-OPG

Kostni resorpce osteoklasty je dilezity krok v procesu kostni invaze. V regulaci
osteoklastogeneze jsou dilezité 3 klicové molekuly: RANKL (exprimovan na osteoblastech
a stromalnich bunkéach kostni dfen¢), jeho receptor RANK (na povrchu osteoklastickych
progenitorii a maturovanych osteoklastil) a jeho ,,falesny” receptor osteoprotegerin - OPG
(syntetizovan osteoblasty a stromdlnimi bunikami). Interakce mezi RANKL a RANK indukuji
diferenciaci z osteoklastickych prekurzorii v osteoklasty. Rovnovaha mezi RANKL a OPG je

klicova pro regulaci diferenciace a funkce osteoklast.

Nadorové buriky oralnich spinocelularnich karcinomt produkuji nékolik cytokind jako je
TGF-B, IL-1B, IL-6, IL-11, IL-18, TNFa a PTHrP. Z vysledka studie Shibihara et al. (2005)
vyplyva, ze nékteré z nich (IL-6, IL-11, TNFa a PTHrP) jsou ve zvySené mife exprimovany
u nadorti s kostni invazi a tim hraji dileZitou roli v procesu kostni invaze. Oralni
spinocelularni karcinomy poskytuji vhodné mikroprostiedi pro osteoklastogenezi nejenom
produkci IL-6 a PTHrP, ale i stimulaci stromélnich bun€k k syntéze IL-6. To znamena, ze
stromdlni builky reguluji tvorbu osteoklastii indukovanou ordlnimi spinocelularnimi
karcinomy. IL-6 a PTHrP produkované nddorovymi bunikami a IL-6 produkovany stromal-
nimi buitkami indukuji osteoblasty a fibroblasty k syntéze RANKL a ty nasledné indukuji
tvorbu osteoklastli. Béhem kostni destrukce osteoklasty uvoliuji rtizné riistové faktory, jako
je IGF-1, FGF a TGF-B, které se ukladaji do mineralizované kostni matrix. Tyto rlstové
faktory obohati lokalni mikroprostiedi obklopujici nadorové butiky, které exprimuji receptory
pro tyto rustové faktory a stimuluji nadorové bunky k proliferaci a inhibuji jejich apoptozu.
rustovy faktor (EGF) jsou U¢innymi efektory epitelové-mesenchymalni tranzice (EMT) —
klicového kroku v kostni invazi malignimi epitelovymi buiikami. EMT zplsobuje, Ze se
rakovinové bunky stdvaji vice migratornimi, coZz vede k invazi do stromatu, intravazaci
a diseminaci [101-102]. Pt1 EMT je exprese hlavni adhezivni molekuly epitelovych bunék,
E-cadherinu, potlacena expresi Snail, transkripénim represorem E-cadherinu a nadorové
bunky tvofici naddorovd hnizda tak ztraceji vzdjemny kontakt a jsou disociovana. TGF-f
indukuje EMT a ptsobeni TGF-f nejen potlacuje expresi E-cadherinu, ale také indukuje
expresi mesenchymovych markerti. Nedavné studie dale potvrdily, Ze rakovinové bunky
s TGF-B signadlem indukuji matrix metaloproteindzy a generuji nadorové kmenové bunky
a fibroblasty spojené s karcinomem. Proto se ocekava, Ze detekce EMT nebo EMT markert,
zahrnujici snizeni nebo ztratu exprese E-cadherinu nebo indukci exprese N-cadherinu, Snail
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a vimentinu v nadorovych buiikach, bude hrat vyznamnou roli v prognostickych predikcich
u pacientl s karcinomy [103]. EMT je také dulezity v progresi kostni invaze OSCC [104].
Ztrata E-cadherinu v nadorovych bunkach miize byt vyuzita monocyty k diferenciaci na
osteoklasty, coz dale vysvétluje zékladni mechanismy kostni invaze OSCC, které mohou
poskytnout voditka pro budouci molekularni bioterapie [105]. Schematické znazornéni

mechanizmi kostni invaze ukazuje obrazek 3.
B) VEGF

Vaskularni endotelovy rastovy faktor (VEGF) je vysoce specificky signalni protein pro
vaskularni endotelové bunky, ktery hraje klicovou roli v ristu nddora a invazi prostiednictvim
angiogeneze a muze piispivat k bunééné migraci a aktivaci pre-osteoklastli, osteoklastt
a né¢kterych nadorovych bunék. Signalizace VEGF-FIt-1 indukuje osteoklastogenezi v OSCC

dvéma zplsoby:

1) VEGF produkovany z bunék OSCC mize ptimo stimulovat Flt-1 drdhu v pre-
osteoklastech, vedouci k indukci jejich migrace do nasledné oblasti resorpce kosti
a diferenciaci na osteoklasty.

2) Signalizace VEGF-Flt-1 ,,upreguluje” expresi RANKL v bunikdich OSCC, coz
nepiimo vede k diferenciaci osteoklasti [94].

C) Méd a lysyl oxidaza

Bylo prokéazino, ze méd’ hraje kliGovou tilohu v remodelaci skeletu. Uloha médi pii
destrukci kosti spojené s nddorem vSak neni zndma. Lysyl oxiddza (LOX) je enzym zavisly na
médi, ktery podporuje osteoklastogenezi. Morisawa a kol. zkoumal G¢inky médi na OSCC
s kostni invazi pomoci chelatoru médi, tetratiomolybdatu amonného (TM). Bylo prokazano,
ze TM blokuje proliferaci bunék OSCC, inhibuje aktivaci LOX a sniZzuje expresi RANKL

v osteoblastech a osteocytech, coz nasledné potlacuje destrukci kosti [95].
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Obr. 3. Molekuldrni mechanizmy kostni invaze. Pfevzato z Jimi et al.: The cellular and
molecular mechanisms of bone invasion by oral squamous cell carcinoma. Oral diseases

(2011) 17, 462-468.
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1.5.10  Molekularni prognostické faktory
1.5.10.1 p53

p53 je transkripéni faktor s funkci tumor supresorového genu, ktery negativné reguluje
bunéény cyklus a slouzi k ochrané integrity genomu. Nachézi se na chromozomu 17pl. p53
zprosttedkovava zastaveni G1 faze beéhem bunécného cyklu. Indukce p53 také vede k apo-
ptoze. Proto p53 chrani buiiku pfed mnozenim mutaci do dal$ich generaci a je povazovan za
»strazce genomu”. Kdyz je DNA poskozena fyzikdlnimi a/nebo chemickymi faktory,
transkripce genu p53 je zvySena a ,,wild type” protein p53 je koncentrovan, coZ ma za
nasledek zastaveni bunécného cyklu ve fazi G1/S a apoptdzu nadorovych bunék. Kdyz je gen
p53 mutovan, mutantni protein pS5S3 ztraci svou funkci inhibice nadoru a podporuje
transformaci normalnich bunék na maligni buiiky. Ukazuje se, ze u pacientli s OSCC a muta-
cemi p53 je vyssi pravdépodobnost vzniku lokoregionalni recidivy zplisobené ptitomnosti
pozitivnich krénich lymfatickych uzlin. Jiné studie ale vyznam p53 jako vyznamného

determinanta prognozy nepotvrdily [106-119].
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1.5.10.2 Faktory souvisejici s angiogenezi

Angiogeneze, rust novych krevnich cév, je komplexnim jevem, ktery je naprosto
nezbytny pro pokracujici rast a pieziti solidnich nadort. Bez novych krevnich cév, které by
poskytovaly Ziviny a odstraiiovaly odpadni latky, by nadory nemohly riist o vice nez 2-3 mm
v prumeéru. Tvorba novych krevnich cév z jiz existujiciho endotelu umoznuje riist nadora
mimo primarni nadorové lozisko. Bylo prokazano, ze mnoho rastovych faktorti a cytokint
podporuje angiogenezi. Rodina vaskularniho endotelového ristového faktoru (VEGF) hraje
klicovou roli v angiogenezi a VEGFC v lymfangiogenezi. ZvySena mikrovaskularni denzita
(MVD) koreluje s rizikem metastatického postizeni cervikalnich lymfatickych uzlin a zvyse-
nym rizikem lokoregionalni recidivy u oralnich karcinomti. Angiogenni aktivita mize byt
hodnocena pomoci imunohistochemickych proteinii jako je faktor VIII, CD31, CD34
a CD105. Studie uvadéji, Ze zvySena exprese téchto markerti neovaskularizace siln€ koreluje
s horSim celkovym ptezitim a krat§i dobou bez nemoci, coz naznacuje, ze proliferujici

endotelova slozka miize byt dilezitym determinantem chovani nadoru [120-129].

1.5.10.3 Ki-67
Ki-67 je marker bunééné proliferace popsany poprvé v roce 1983. Jde o labilni,
nehistonovy jaderny protein exprimovany ve fazich G1, S, G2 a M bunécného cyklu, poté je
rychle katabolizovan na konci M faze a je nedetekovatelny v GO a casnych G1 buikéch.
Obecné jsou nadory s vySSim proliferacnim indexem povazovany za agresivnéjsi ve svém
chovani. U nadort dutiny Ustni a orofaryngu jsou vysledky studii riznorod¢, ale ukazuje se,
ze 1 u OSCC miiZe byt zvySena detekce Ki-67 povaZovana za nepfiznivy prognosticky faktor

a indikatorem mozného selhani terapie [130-138].

1.5.104 EGFR
EGFR je transmembranovy receptor, ktery indukuje aktivitu tyrosinkindzy ovliviujici
rust bunek. Je aktivovan epidermélnim rastovym faktorem (EGF) a transformujicim ristovym
faktorem alfa (TGFa). EGFR 1 TGFa jsou ¢asto nadmérné exprimovany v OSCC. Exprese
EGFR muze také modulovat nadorovou radiorezistenci. Klinické studie prokazaly korelaci

nadmérné exprese EGFR se Spatnou progndzou a radiacni rezistenci [139-141].

1.5.10.5 Cytokeratin 8/18
Exprese cytokeratinu 8/18 v oralnich spinocelularnich karcinomech je nezavislym
prognostickym markerem a indikuje pokles celkového pieziti a doby bez progrese. Byla
prokazana vyznamna asociace mezi expresi CK8/18 a vyssim nddorovym gradem, deregulaci

proteinit bunécného cyklu a prevazujici lokalizaci nddorti na spodiné dutiny stni [142].
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1.5.10.6 Lidsky papilomavirus (HPV)
Béznym kmenem HPV asociovanym s OSCC je typ HPV 16 (63,5 %), nasledovany
typem HPV 18 (30,8 %). Piitomnost HPV infekce vyznamné koreluje s lepSim pfezitim
u pacientli s OSCC. Toto lepsi preziti je pficitano skutecnosti, Ze nddorové buiiky infikované

HPYV jsou radiosenzitivnéjsi ve srovnani s HPV negativnimi nadorovymi bunkami [143-150].
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2. Cil projektu

V dizertatni praci jsem se vé€noval posouzeni vybranych prognostickych
histologickych znakl oralnich spinocelularnich karcinomi a prognostického vlivu typu kostni
invaze u OSCC, kde jsme se zaméfili na srovnani typu kostni invaze ve vztahu k histo-
patologickym faktorim (stupen diferenciace nadoru, velikost nadoru, postizeni regionalnich
lymfatickych uzlin) a klinicko-patologickym faktorim (vyskyt recidiv, Sleté¢ pfieziti
nemocnych). Dal$im cilem je srovnani typu kostni invaze, nddorového gradu a postizeni
lymfatickych wuzlin ve vztahu k molekularnim prognostickym faktorim detekovanym

imunohistochemicky — p53, Ki-67, CD34 (mikrovaskularni denzit¢).
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3. Material a metody

V souboru bylo zahrnuto 49 pacientd se spinocelularnimi karcinomy dutiny ustni
stadii pT1 az pT4, u kterych byla v letech 2005-2014 provedena resekce horni nebo dolni
Celisti na Klinice Ustni, Celistni a obli¢ejové chirurgie LF UP a FNOL. Soubor tvofilo
34 muzld (69,39%) a 15 Zen (30,61%). Preparaty byly odvdpnéné pomoci standardnich
dekalcifikacnich roztoktt (DC1, Krutsay). Histologické vzorky resekatli byly odecitany
prospektivné (po roce 2013), resp. retrospektivné (pied rokem 2013, Slo o revizi nalezd
s doplnénim chyb¢jicich histologickych prognostickych znaki a typu kostni invaze) jednim
patologem. Byly vyuzity tkanové blocky fixované ve formalinu a zalité do parafinu. Pacienti
byli nasledné rozdéleni dle klinickych stadii, dle pfitomnosti kostni invaze a dle typu kostni
invaze (erozivni, infiltrativni, smiSeny — obr. 4, 5), vysledky byly srovnany s dal§imi sledova-
nymi parametry (grading, metastazy v regiondlnich lymfatickych uzlindch, velikost nadoru,
Sleté preziti, vyskyt recidivy) a statisticky vyhodnoceny. Vysledky byly statisticky zpraco-
vany a vyhodnoceny pomoci Pearsonova chi-kvadrat testu a McNamarova testu v programu

Statistica 12 (StatSoft). Hodnota p<0,05 byla povazovana za statisticky signifikantni.

Tyto parametry jsme dale srovnavali s expresi imunohistochemickych prognostickych
markerd. Pro stanoveni exprese sledovanych znaki jsme pouzili nepfimou imunohisto-
chemickou metodu s vyuzitim protilatek anti CD34, Ki-67, p53 (tab. 6, obr. 6-9). V ptipad¢
CD34 byla hodnocena mikrovaskularni denzita peritumor6zné na hranici s nenadorovou tkani
v oblasti invazivniho ¢ela nddoru a dale v nddorovém stromatu intratumor6zn€. Hodnocen byl
primé&rny pocet CD34 pozitivnich cév na 1 velké zorné pole (HPF) v mistech tzv. ,,hot spots”.
Ki-67 bylo hodnoceno jako procentudlni zastoupeni pozitivnich nadorovych bunék ze vSech

nadorovych bunék, p53 jako mutovany nebo ,,wild type”.

Metoda nepiimé imunohistochemie: Po obnoveni antigenicity natravenim nebo mikrovinnym
oSetfenim byla metodou nepiimé imunohistochemie s pouZitim komeréné dostupnych
primarnich protilatek pro zjiStovany znak, resp. proti jeho antigenni determinanté ve
stanoveném fedéni, a sekundarni protilatky pro vizualizaci standardni technikou avidin-biotin
sledovéna pozitivita daného znaku. Parafinové bloc¢ky byly nafezany na cca 4-6 um vzorky
(optimaln€¢ 5 pum), inkubovany v termostatu pfes noc pii 60°C, nasledn¢ neparafinovany
v xylénu, rehydratovany sestupnou fadou alkoholu. Tepelné indukovany ,,retrieval” cilového
epitopu antigenu daného vzorku na sklicku byl proveden v citrdtovém pufru pii pH 6
v mikrovlnné troubé pii 1000 W po dobu 20 min. (4x5 min.), nasledné byly vzorky zchlazeny
pfi pokojové teploté (pfiblizné 20 minut), oplachnuty destilovanou vodou a umistény do
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solného roztoku Tris pufru po dobu piiblizné¢ 5 min. Endogenni peroxiddzova reakce byla
zablokovana standardné¢ dodavanym roztokem ,,peroxidase block solution” v kitu EnVision
kit a to po dobu pfiblizné 5 min. Nasledn¢ byla sklicka se vzorky opét oplachnuta v solném
roztoku Tris pufru. Kazdy ze vzorkt byl inkubovan s primarni protilatkou po dobu piiblizné
30 min. pfi pokojové teploté. Pro vizualizaci imunohistochemického vysetieni byl pouzit

EnVision kit s uvedenym metodickym postupem dle vyrobce.

Tab. 6. Seznam pouzitych protilatek v¢éetné dané¢ho klonu a pouzitého fedéni

Protilatka anti- | Klon Antigen retrieval | Redéni Firma

CD34 QBEnd 10 MW citratovy pufr | 1:50 Agilent-Dako
pH6, sekundarni
systém BioSB

Ki-67 MIBI MW citratovy pufr | 1:200 Agilent-Dako
pH6, sekundarni
systém BioSB

p53 DO-7 MW citratovy pufr | 1:50 Agilent-Dako

pH6, sekundarni
systém BioSB
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Obr. 4. Infiltrativni forma kostni invaze spinocelularniho karcinomu dutiny ustni

(HE, zvétieni 40x)

Obr. 5. Erozivni forma kostni invaze spinocelularniho karcinomu dutiny Ustni

(HE, zvétseni 40x)
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Obr. 6. Imunohistochemické vysetieni CD34, peritumoro6zni cévy, zvetSeni 200

Obr. 7. Imunohistochemické vySetieni CD34, intratumordzni cévy, zvétseni 200 x
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Obr. 8. Imunohistochemické vysetieni Ki-67, jaderna pozitivita, zvétSeni 100x

Obr. 9. Imunohistochemické vySetieni p53, jaderna pozitivita, zvétSeni 100x
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4. Vysledky studie

Soubor 49 pacientt tvotilo 34 muza (69,39 %) a 15 zen (30,61 %), median véku byl
61 let (rozmezi 36-85). U 30 nemocnych (61,22 %) byla prokazana kostni invaze (tj. jde
o pacienty IV. stadia onemocnéni), u 19 pacientii (38,78 %) nador do kosti neproristal,
navzdory provedené resekci Celistni kosti (tj. jde o pacienty II. a III. stadia nemoci).
Nejcastejsi lokalizaci nadoru v dutin¢ ustni celého souboru pacientti byl zubni alveol +
retromolarni oblast (59,18 %), dale nasleduje spodina dutiny ustni (22,45 %), tvar (8,16 %),
patro (6,12 %) a jazyk (4,08 %) — graf 1.

4.1 Histopatologické a klinicko-patologické prognostické znaky

Nejdiive byly sledovany ve vztahu ke stadiu nadorového onemocnéni nasledujici
histopatologické znaky: maximalni hloubka invaze, nadorovy grade, vzdalenost od resek¢niho

okraje, perineuralni $ifeni, postizeni regionalnich lymfatickych uzlin véetné ECS.

U pacientii ve II. stadiu onemocnéni (n=11) byla primérnd maximalni hloubka invaze
8 mm. Dobfte diferencované nadory (G1) tvorily 54,54 %, sttedné diferencované nadory (G2)
36,36 % a nizce diferencované nadory (G3) 9,09 %. Nadory byly odstranény u vétSiny
nemocnych s bezpecnostnim lemem zdravé tkané >5 mm (63,63 %), kromé& dvou pacientil
(18,18 %), u kterych byly okraje resekatu pozitivni (u obou nastala recidiva). Jen ve dvou
ptipadech (18,18 %) byly okraje nadoru tésné (<5 mm a >1 mm), v obou piipadech ale nador
nerecidivoval. U Zadného nemocné¢ho ve II. stadiu onemocnéni jsme nezaznamenali

uzlinovou metastdzu ani znamky perineuralniho Sifeni nadorovych bunék (0 %).

U pacientd ve III. stadiu onemocnéni (n=8) byla primérna maximalni hloubka invaze
9,4 mm. Dobfie diferencované nadory (G1) nebyly diagnostikovany (0 %), stiedné Siferen-
cované nadory (G2) tvorily 62,5 % a nizce diferencované nadory (G3) 37,5 %. Ve vétSiné
ptipadd byly okraje resekatu té€sné, tj. <5 mm a >1 mm (62,5 %), pouze ve 25 % byly okraje
volné a u 12,5 % ptipadii byly okraje resekatu pozitivni, tj. <1 mm. Perineuralni §ifeni nadoru
bylo zaznamenano ve 37,5 % ptipadt. Uzlinové metastazy byly u nemocnych 1é¢enych ve II1.
stadiu onemocnéni Casté (87,5 %), pouze u jednoho pacienta (12,5 %) nador nemetastazoval
lymfatickou cestou. Z pacientli s metastatickym postizenim uzlin pfipadala na 1 pacienta
prumé&rné 1 metastaticka lymfatickd uzlina. Extrakapsularni Sifeni nddoru ptes pouzdro uzliny

(ECS) nebylo diagnostikovano v zadném ptipadé (0 %).

Vétsina nemocnych byla 1é€ena ve IV. stadiu onemocnéni (n=30). Primérnad maxi-

malni hloubka invaze byla 17 mm. Dobfte diferencované nadory (G1) tvotily 26,67 %, stfedné
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diferencované nadory (G2) 46,66 % a nizce diferencované nadory (G3) 26,67 %. Celkove
ptevazovaly pozitivni okraje <1 mm (65,21 %), t€sné okraje tvotily 13,04 % a pouze 21,73 %
okrajii bylo volnych >5 mm. Perineurdlni Sifeni nddoru bylo zaznamenano ve 34,78 %.
Uzlinové metastdzy byly zaznamenany u 42,86 % pacientil. Z pacientll s metastatickym
postizenim uzlin pfipadalo na 1 pacienta primérné 2,76 metastatickych lymfatickych uzlin.
ECS nadoru v lymfatickych uzlinach bylo diagnostikovano u 39,13 %. Souhrn srovnani

vybranych histopatologickych parametrti u jednotlivych stadii je uveden v tab. 7.

U pacienttl 1écenych ve IV. stadiu jsme se dale detailnéji zaméfili na prognostické
faktory souvisejici s kostni invazi, resp. typem kostni invaze. Z 30 pacientli s prokazanou
kostni invazi tvofil erozivni typ 26,67 % (8/30), infiltrativni typ 40 % (12/30) a smiSeny typ
33,33 % (10/30) — graf 2. Nejcastéjsi lokalizaci nadoru s prokazanou kostni invazi byl zubni
alveol + retromolarni oblast (60 %), dale nésleduje spodina dutiny Ustni (26,67 %), tvar
(10 %) a patro (3,33 %) — graf 3. Sledovali jsme vztah typu kostni invaze oralnich
spinocelularnich karcinomti ke stupni diferenciace nadoru, postizeni regionalnich lymfa-

tickych uzlin, velikosti nddoru, vyskytu lokoregiondlnich recidiv a pfeziti nemocnych.

Vzhledem k nemoznosti vZdy jednozna¢ného odliSeni stfedné a nizce diferencovanych
spinocelularnich karcinomu (G2 a G3), byly tyto 2 skupiny nddorové diferenciace zahrnuty do
jedné skupiny (G2+G3). Srovnanim nadorového gradu u piipadl s jakoukoliv kostni invazi
tvotily nadory G1 26,67 % a naddory G2+G3 73,33 %. U erozivniho typu kostni invaze tvotily
karcinomy G1 50 % (4/8), G2+G3 50 % (4/8), u infiltrativniho typu G1 16,7 % (2/12),
G2+G3 83,3 % (10/12) a u smisené¢ho typu G1 20 % (2/10), G2+G3 80 % (8/10) - graf 4.
V McNemarovém testu jsme prokazali statisticky vyznamnou signifikanci mezi typem kostni
invaze a nddorovym gradem, pokud se jedna o infiltrativni a smiSeny typ vici erozivnimu

typu kostni invaze (p=0,00558).

Nadory s histologicky prokézanou kostni invazi nemély metastdzy v regionalnich
lymfatickych uzlindch (pNO) v 57,14 %, u 42,86 % byly prokdzany metastatické uzliny
(pN1-pN2b). Rozdily v postizeni regionalnich lymfatickych uzlin (pN1-pN2b) nebyly
z hlediska typu kostni invaze statisticky signifikantni (p=0,79) — erozivni typ: 50 % (4/8),
infiltrativni typ 40 % (4/10), smiSeny typ 40 % (4/10). Nebyla tak prokdzana vyznamna
korelace mezi typem kostni invaze a metastatickym postizeni uzlin (grafy 5 a 6). U 2 pacienta
s infiltrativnim typem kostni invaze nebyl status lymfatickych uzlin vySetften (pNX), proto
v tomto sledovaném znaku tvoii kohortu pacientd s infiltrativnim typem kostni invaze pouze

10 pacientd.
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Dale jsme se pokouseli zjistit, zda existuje vztah mezi nejvétsi velikosti nddoru a ty-
pem kostni invaze. Nadory jsme rozdé€lili na 3 skupiny dle velikosti: <2 cm, 2-4 cm a >4 cm.
U erozivniho typu kostni invaze tvotily nddory <2 cm 11 %, 2-4 cm 78 % a >4 cm 11 %,
u infiltrativniho typu nebyly nadory <2 cm diagnostikovany, nadory velikosti 2-4 cm tvoftily
77 % a velikosti >4 cm 23 %, u smiSen¢ho typu byly nalezy obdobné — nadory velikosti
2-4 cm tvorily 80 % a velikosti >4 cm 20 % (graf 7). Primérna velikost nddoru u erozivniho
typu byla 34 mm, u infiltrativniho typu 36 mm a u smiseného typu 34 mm. Bylo tak proka-

zéano, ze typ kostni invaze nesouvisi s velikosti nadoru.

Dale jsme sledovali vztah typu kostni invaze ke klinicko-patologickym faktortim:
vyskytu recidiv a preziti pacienti. U pacientll s erozivnim typem kostni invaze nebyly
recidivy zaznamenany u 37,5 % pacientd, s infiltrativnim typem u 23 %, se smiSenym typem
u 50 %. Naopak, vyskyt lokalni nebo regionalni recidivy byl zaznamenan u 62,5 % pacientti
s erozivnim typem, u 77 % s infiltrativnim typem a u 50 % se smiSenym typem (graf 8).
U nadort s infiltrativnim typem kostni invaze tak byly zaznamenany o néco c¢astéjsi loko-

regionalni recidivy, rozdily ale nebyly statisticky signifikantni.

Srovnanim pfeziti pacientl ve vztahu k typu kostni invaze byly nalezeny rozdily
v medianu pieziti i v procentu pacientll s Sletym piezitim. Medidn pteziti u erozivniho typu
invaze byl 66 mésicl, u smiSeného typu 20 mésict a u infiltrativniho typu 13 mésict. Sleté
preziti od stanoveni diagnoézy bylo u erozivniho typu cca 60 %, u smiSen¢ho typu 40 %
a u infiltrativniho typu pouze 15 % (graf 9). Ukazuje se tak, Ze infiltrativni typ kostni invaze

je spojen s velice §patnou prognézou.
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Graf 1. Distribuce nadora dutiny tstni celého souboru pacientti, n=49
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Tab. 7. Srovnani histopatologickych prognostickych faktorti dle klinickych stadii

Pramér.
max. Res. Res. Res.
Stadium | hloubka okraj okraj okraj Perin.
nemoci |invaze Gl G2 G3 volny tésny pozit. Sifeni Meta LU | ECS
1 8 mm 54,54% [36,36% |9,09% |63,63% 18,18% |[18,18% |0% 0% 0%
1 9,4 mm 0% 62,50% |37,50% |25% 62,50% |12,50% |37,50% |87,50% 0%
v 17 mm 26,67% |46,66% |26,67% |21,73% 13,04% [65,21% |34,78% |42,86% 39,13%

Graf 2. Distribuce typu kostni invaze u pacientt s histol. prokdzanou kostni invazi, n=30
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Graf 3. Distribuce nadora dutiny ustni s histologicky prokazanou kostni invazi, n=30
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Graf 4. Typ invaze do kosti a nddorovy grade
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Graf 5. Typ invaze do kosti a postizeni regionalnich lymfatickych uzlin — absolutni pocty
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Graf 6. Typ invaze do kosti a postiZeni regiondlnich lymfatickych uzlin — relativni pocty v %
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Graf 7. Vztah mezi velikosti nddoru a typem kostni invaze

80%

70%

60%

50%

40%

30%

20%

10%

0%

78%

1 ‘0‘ I ‘ ‘Oi
erozivni

80%
. 77%
I 20%
(1]
smiSeny infiltrativni

E<2cm ®2-4cm ®>4cm

Graf 8. Typ invaze do kosti a vyskyt recidiv
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Graf 9. Typ invaze do kosti a pfeziti pacientii
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4.2 Imunohistochemické prognostické znaky

V dal§i ¢asti prace jsme posuzovali vztah vybranych imunohistochemickych
prognostickych markera (CD34, Ki-67, p53) ktypu kostni invaze a k dalSim klinicko-

patologickym znakim (nadorovy grade, postizeni regionalnich lymfatickych uzlin).

Mikrovaskularni denzita (MVD) stanovena pomoci markeru CD34 byla hodnocena jak
peritumordzng, tak intratumor6zné. V piipadé erozivniho typu kostni invaze bylo peritu-
mordzne zjisténo pramérné 22 cév/HPF (median 16,5), u infiltrativniho typu 19 cév/HPF
(medidn 17), u smiseného typu 16,5 cév/HPF (medidn 14). Celkem bylo u jakéhokoliv typu
kostni invaze zjisténo peritumordézné prumérné 19,2 cév/HPF (median 16,5). V souboru
pacientll bez histologicky verifikované kostni invaze byla primérna peritumorézni MVD
18,6 cév/HPF (median 15) — tab. 8. Ukdzalo se, Ze korelace peritumor6zni MVD u pacientli
s kostni invazi a bez kostni invaze nebyla vyznamna, ani nebyly vyznamné rozdily mezi

jednotlivymi typy kostni invaze.

Pti hodnoceni intratumorézni MVD bylo v pfipadé erozivniho typu kostni invaze
zjisténo pramérné 21 cév/HPF (median 20), v ptipad€ infiltrativniho typu 24,6 cév/HPF
(medidn 27,5) a smiSeného typu 18 cév/HPF (median 16,5). Celkem bylo u jakéhokoliv typu
kostni invaze zjisténo intratumordézné pramérné 21,2 cév/HPF (median 20). V souboru
pacientli bez histologicky verifikované kostni invaze byla primérnd intratumor6ézni MVD
17,7 cév/HPF (median 18) — tab. 9. Ukézalo se, Ze infiltrativni typ kostni invaze vykazuje
signifikantné vyssi intratumordzni MVD ve srovnéni s erozivnim a smiSenym typem kostni
invaze a dale byl zjistén trend zvySené intratumor6ézni MVD v piipadé¢ jakékoliv kostni invaze

ve srovnani s ptipady bez kostni invaze.

Primérna proliferacni aktivita méfend pomoci markeru Ki-67 byla u erozivniho typu
kostni invaze 14 %, u infiltrativniho typu 17,3 %, u smiSeného typu 9,2 %. Celkova primérna
proliferacni aktivita v souboru pacientll s kostni invazi byla 13,5 %, u pacientll bez kostni
invaze 19,1 %. Korelace zvysSené proliferacni aktivity Ki-67 u ptipadd OSCC s ptitomnou

kostni invazi tak nebyla prokazana.

Pfitomnost mutovaného p53 byla u erozivniho typu kostni invaze zjiSténa u 83 %
ptipadd, u infiltrativniho typu u 66,6 %, u smiSené¢ho typu u 57,1 %. Celkova primérné
¢etnost mutovaného p53 v souboru pacientti s kostni invazi byla 68,2 %, u pacientll bez kostni
invaze 63,6 %. Nebyly tak potvrzeny statisticky vyznamné rozdily v ¢etnosti mutovaného p53

mezi ptipady s kostni invazi a bez kostni invaze.
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Dale jsme srovnavali markery CD34, Ki-67 a p53 ve vztahu k nddorovému gradu.
V ptipadé peritumordézni MVD bylo u piipadu grade 1 (G1) zjisténo pramérné 16,6 cév/HPF
(medidn 15), u grade 2 (G2) 20,2 cév/HPF (median 20) a u grade 3 (G3) 19,8 cév/HPF
(mediédn 17) — tab 10. V ptipad¢ intratumor6zni MVD bylo u ptipada grade 1 (G1) zjiSténo
primémé 16,4 cév/HPF (median 16), u grade 2 (G2) 21,2 cév/HPF (median 20) a u grade 3
(G3) 25,4 cév/HPF (median 25) — tab. 11. Prokazala se tak tendence zvySené MVD (zejména
intratumor6zni) s vyS$§im nadorovym gradem. Primérna proliferacni aktivita Ki-67 byla u G1
ptipadi 4,25 %, u G2 21,1 %, u G3 12 %. Cetnost mutovaného p53 byla u piipadi G1
16,7 %, u G2 80 % a u G3 71,4 %. Prokdzala se tak zvySena proliferacni aktivita Ki-67

a ¢etnost mutovaného p53 s horsi diferenciaci nadoru (zejména ve vztahu G1 vici G2 a G3).

U pfipadi bez metastaz v regiondlnich lymfatickych uzlindch (pNO) byla primérna
peritumor6ézni MVD 15,7 cév/HPF (median 16), u pfipadl s metastatickym postizenim uzlin
(pN1-pN2b) 22,6 cév/HPF (medidn 22) — tab. 12. V pfipad¢ intratumorézni MVD byly
rozdily taky vyznamné, u piipadi bez uzlinovych metastaz bylo zjiSténo primeérné
19,5 cév/HPF (median 14,5), u ptipadii s uzlinovymi metastadzami az 24 cév/HPF (median 25)
— tab. 13. Prokézala se tak korelace mezi zvySenou MVD a ptitomnosti uzlinovych metastaz.
Primérna proliferaéni aktivita Ki-67 byla u pfipadi bez uzlinovych metastaz 12,9 %
a u ptipada s pozitivnimi lymfatickymi uzlinami 19,3 %. RovnéZz byla zjisténa zvySena
frekvence mutovaného p53 u pfipadl s uzlinovymi metastazami (80 %) nez u piipad bez

metastaz (41,7 %).

Tab. 8. Mikrovaskularni denzita (MVD) peritumor6zné ve vztahu ke kostni invazi

typ kostni invaze priumér. pocet cév/HPF median cév/HPF
erozivni 22 16,5
infiltrativni 19 17
smiseny 16,5 14
celkem (jakakoliv invaze) 19,2 16,5
bez kostni invaze 18,6 15

39



Tab. 9. Mikrovaskularni denzita (MVD) intratumordzn¢ ve vztahu ke kostni invazi

typ kostni invaze priumér. pocet cév/HPF median cév/HPF
erozivni 21 20
infiltrativni 24,6 27,5
smiSeny 18 16,5
celkem (jakdkoliv invaze) 21,2 20
bez kostni invaze 17,7 18

Tab. 10. Mikrovaskuldrni denzita (MVD) peritumor6zné ve vztahu k nddorovému gradu

Nadorovy grade primér. pocet cév/HPF median cév/HPF
grade 1 16,6 15
grade 2 20,2 20
grade 3 19,8 17

Tab. 11 Mikrovaskularni denzita (MVD) intratumordzné ve vztahu k nddorovému gradu

Nadorovy grade prumér. pocet cév/HPF median cév/HPF
grade 1 16,4 16
grade 2 21,2 20
grade 3 25,4 25

Tab 12. Mikrovaskularni denzita (MVD) peritumor6zné ve vztahu k postizeni LU

PostiZeni uzlin priameér. pocet cév/HPF median cév/HPF
pNO 15,7 16
pN1-pN2b 22,6 22
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Tab 13. Mikrovaskularni denzita (MVD) intratumordzné ve vztahu k postizeni LU

PostiZeni uzlin primér. pocet cév/HPF median cév/HPF
pNO 19,5 14,5
pNI1-pN2b 24 25
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5. Diskuze

Nadory hlavy a krku pfedstavuji nezanedbatelnou slozku lidskych nadorovych
onemocnéni, zejména u muzského pohlavi. Z velkého mnozstvi sublokalizaci této topografie
predstavuji dominujici slozku zejména nadory dutiny ustni a orofaryngu, z nichz se v naprosté
vetsing pripadlt jednd o spinocelularni karcinomy. Problematika nddorovych onemocnéni
hlavy a krku je umocnéna tim, ze kromé¢ destrukéni ¢asti operace se vyzaduje ve vétSing
ptfipadli i pfiméfend rekonstrukéni faze s pfiméfenou estetikou a funkEnosti. I vzhledem
k tomu je kladen zna¢ny dlraz na piesné posouzeni nejriznéjsich histopatologickych faktort,
které¢ maji znacny vliv na dalSi prognozu pacienta. Jejich spravné a Casné zhodnoceni
umoznuje modifikovat event. naslednou chirurgickou terapii (reresekce, v piipadé
peroperacniho vySetfeni dokonce jesté béhem primarniho chirurgického vykonu) i komplexni
onkologickou terapii (radioterapie, chemoterapie). Proto je Zzadouci vypracovat jakysi
algoritmus histopatologického vySeteni s uvedenim vSech dulezitych prognostickych faktoru
(viz tab. 3). Patii knim lokalizace, velikost, hloubka invaze, histologicky typ, stupen
diferenciace tumoru, intravaskuldrni a perineuralni invaze, pozitivita resekénich okrajl
a vzdalenost nadoru od okrajl, metastazy v regiondlnich lymfatickych uzlinich s posouzenim

extrakapsuldrniho §ifeni, invaze a typ invaze do kosti.

Nejcastéjsi lokalizace OSCC je na spodiné dutiny ustni a na jazyku, v asijské populaci
je to kvuli zvykani tabaku a betelu nejéastéji sliznice tvare. Uvadi se, ze jazyk, m¢kké patro
a spodina Ust jsou spojeny s nejhor$i prognézu OSCC, v oblasti orofaryngu ma nejhorsi
prognézu zejména koten jazyka [23,24]. V souboru naSich pacientil byla nejcastéjsi lokalizace
nadoru v oblasti zubniho alveolu/dasné + retromolarni oblasti, nasledovana lokalizaci

v oblasti spodiny dutiny Ustni, tvafe, patra a jazyka.

Velikost a hloubka invaze nadoru piedstavuji dilezity prognosticky ukazatel, ale také
rozhoduji o operabilit¢ nddoru. Jak dokladaji zahrani¢ni prace, vétsi velikost nadoru je
spojena nejen se zvySenym poctem pozitivnich resekénich okrajii, ale 1 Cetnosti metasta-
tickych uzlin [151]. Zejména hloubka invaze se ukazuje jako faktor, ktery znacné ovliviiuje
progndzu pacientl. Jeji vyznam doklada i zavedeni tohoto parametru do nejnovéjsi 8. edice
pTNM klasifikace zhoubnych nadort dutiny Ustni, pfi¢emz v pfedchozi 7. edici byla kritériem
stadii pT1 az pT3 pouze nejvetsi velikost nadoru, bez ohledu na hloubku invaze [26-28]. Nase
studie také potvrdila trend stoupajici maximalni hloubky invaze se vzrlstajicim stadiem

nemoci (pramérné 8 mm ve II. stadiu; 9,4 mm ve III. stadiu a 17 mm ve IV. stadiu).
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Nédorovy grade je mnohdy podceniovany ukazatel vzhledem k jeho subjektivnimu
vyhodnocovani, ale dnes existuji standardni kritéria jeho hodnoceni [Anneroth et al., 1987,
Akhter et al., 2011]. Grading samotny muze byt nezavisly prognosticky faktor OSCC, ale
nizce diferencované nadory jsou i Castéji spojeny s perineurdlni a lymfovaskularni invazi.
Navic, i zptsob ristu nizce diferencovanych nador (malé ostrivky nebo jednotlivé bunky
v invazivnim ¢ele nadoru) se ukazuje jako prognosticky neptiznivy [32-34]. V nasi studii se
ukazala tendence dominujici lepsi diferenciace nadoru ve stadiu II ve srovnani se stadii III
a IV, kde naopak pievladaly hife diferencované nadory (G2 a G3), co potvrzuje nepravem

podcenovanou roli nadorového gradu jako prognostického ukazatele.

Pozitivita resekéniho okraje je jednim z nejvyznamnéjSich neptiznivych histo-
patologickych prognostickych znakii. Cilem chirurgické 1écby OSCC je radikalni odstranéni
nadoru s bezpecnostnim lemem zdravé tkané€ o rozsahu 5 mm a vice. Okraj naddoru s lemem
zdravé tkané menS$im nez 5 mm a vétSim nez 1 mm se oznacuje jako tésny. O pozitivnim
okraji mluvime v pfipadech, kdy nédorova tkan dosahuje do okraje resekatu, event.
vzdélenost nadorovych bunék od okraje resekatu je mensi nez 1 mm [136]. Pooperacni
recidiva tumoru je v téchto pifipadech velmi pravdépodobnd. Pozitivni resekéni okraje jsou
nejcastejsi pri¢inou lokalnich recidiv tumoru. V sestavé naSich nemocnych pravé prevazuje
pozitivita resekénich okraji u pacientd 1écenych ve IV. klinickém stadiu, ktera signifikantné
pfevySuje nad pozitivitou okraji v III. a II. stadiu (p=0,0054). To ukazuje, Ze pozitivni
resekéni okraj miZze byt povaZzovan za indikator agresivnéj$i nemoci, jako vyplyva i ze studie

Sutton et al. [72].

Ackoli lokoregionalni recidiva souvisi ve vét§in€ piipadl s blizkosti nebo pozitivitou
resekénich okrajii, miZe se na ni uplatilovat i1 perineuralni Sifeni nadorovych bunck [Fagan
et al, 1998]. U vétSiny nadord je mozné az 2 cm Sifeni nadorovych bunék podél
perineuralniho prostoru, takZe maligni builky se takhle mohou vyhnout terapeutickym
metodam (chirurgickym, radioterapeutickym) a maji tim za nasledek lokalni recidivu.
V naSem souboru byla perineuralni invaze ve vyssi frekvenci zjisténa ve III. a IV. stadiu
nemoci (37,5 %, resp. 34,78 %) ve srovnani s II. stadiem (0 %), statisticka signifikance nebyla

vyznamna, byl ale patrny jeji trend (p=0,07).

Metastazy v regionalnich lymfatickych uzlinach pfedstavuji jeden z nejvyznamnéjsich
prognostickych udajt, ale nejde jen o samotnou pozitivitu uzlin, ale 1 o dalsi faktory jako je
pocet postizenych lymfatickych uzlin, anatomickd lokalizace uzlin, velikost metastiz

a zejména extrakapsularni Sifeni naddorovych bunék do extranodalnich mekkych tkani (ECS).
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ECS je vyznamnym determinantem progndzy vzhledem k jeho spojeni se zvySenym rizikem
recidivy na krku a vzdalenymi metastdzami. Woolgar et al. (1999) uvadéji, ze pacienti
s makroskopickym ECS piezivaji vyrazné krat$i dobu po opera¢nim vykonu [80], vétSinou
v disledku regionalni recidivy. Vyznam ECS vedlo k jeho zavedeni do pTNM Kklasifikace
jako dalsi determinanty slozky pN. NaSe prace prokazuje, ze se zvySujicim se stadiem
onemocnéni signifikantné stoupd Cetnost uzlinovych metastaz v III. a IV. stadiu nemoci ve
srovnani s II. stadiem, stoupd primémy pocet postizenych lymfatickych uzlin u jednoho
pacienta a extrakapsuldrni Sifeni nadoru v postizenych uzlinach (p=0,0044). ECS bylo
prokazano pouze u pacientli s pokroCilymi nadory IV. stadia a je tedy jednoznaénym

ukazatelem velice Spatné prognozy.

Invaze do kostni tkdn€¢ mandibuly/maxilly je znamkou IV. stadia nemoci (pT4a dle
TNM Kklasifikace). Tato klasifikace ale nerozliSuje typ kostni invaze (erozivni, infiltrativni,
smiseny), pficemz existuji dikazy o tom, ze prognodza jednotlivych typd kostni invaze se
muze lisit. Wong et al. (2000) uvadéji, ze 3leté preziti bez nemoci u infiltrativni formy
dosahovalo 30 %, u erozivni formy 73 % [7]. Infiltrativni 1éze maji vétsi pravdépodobnost
regionalni nebo vzdélené recidivy nadoru. Invaze spinocelularniho karcinomu do kosti je
histologicky parametr, ktery zédsadné urcuje typ a rozsah onkologické 1é¢by (resekei dolni
Celisti) - erozivni forma kostni invaze mize byt léCena marginalni mandibulektomii spiSe nez
segmentalni resekci [7]. V dalSim cili prace byl proto sledovan vztah typu kostni invaze ve
vztahu k dal$im prognostickym faktorim. Ukéazalo se, Ze invaze do kosti je dileZitym
prognostickym parametrem spinoceluldrniho karcinomu dutiny Ustni a jeho hodnoceni by
mohlo pomoci ve volbé radikality chirurgického vykonu a onkologické 1€¢by. Ur¢ita korelace
byla mezi nadorovym gradem a typem kostni invaze (u infiltrativniho a smiSeného typu horsi
diferenciace nadoru), naopak postizeni regionalnich lymfatickych uzlin je relativné nezavislé
na typu kostni invaze, stejné tak nebyla zjiSténa korelace mezi velikosti nddoru a typem kostni
invaze. Z hlediska Sletého pteziti mél nejhorsi progndzu infiltrativni typ (pouze 15 % pieZiti),
nicméné¢ samotnd invaze do kosti ma Spatnou progndézu u vSech typl invaze (i u erozivni
formé¢ piezivalo pouze 60 % pacientli). Ukdzalo se, ze vyskyt recidiv je pomérné Castou
komplikaci pfitomné kostni invaze, rovnéZz v nejvyssi frekvenci byl zjiSt€n u infiltrativni
formy invaze do kosti, ale jakdkoliv invaze do kosti musi klinika upozornit na moznost
vyskytu lokalni nebo regionalni recidivy a tito pacienti by proto méli byt fadné dispen-
zarizovani. N¢které podobné vysledky jednotlivych prognostickych ukazatelll u infiltrativniho

a smiSené¢ho typu kostni invaze lze vysvétlit tim, ze soucasti smiSené formy kostni invaze je
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1 infiltrativni slozka, kterd pravdépodobné determinuje horsi vlastnosti daného nadoru. Stoji
proto za zvazeni, jestli by do budoucna nebylo vhodné klasifikovat typ invaze do kosti pouze
binarné, tj. erozivni a infiltrativni. SmiSena forma zfejmé predstavuje pouze kontinuum mezi
obéma typy invaze. NaSe studie dale poukazuje na potiebny vyvoj novych diagnostickych
technik, které umozni pfedoperané presné hodnoceni rozsahu kostni invaze a nasledné volby
radikality chirurgického vykonu, s moznym snizenim nasledkii eventudlnich komplikaci
vlastni resekce kosti nebo rekonstrukénich vykont (u 38 % pacientd v naSem souboru nador
do kosti neprorustal, navzdory provedené resekci Celisti). Mezi II1. a IV. stadiem nemoci byly
nalezeny misty podobné vysledky nékterych prognostickych parametrii (vyskyt perine-
urdlniho Sifeni, nadorovy grade, metastazy v lymfatickych uzlindch), naopak pozitivni
resekéni okraj a ECS byly signifikantné vyssi zejména ve IV. stadiu nemoci. Determinantem
IV. stadia nemoci je ve vétSin€ piipadii pfitomnost kostni invaze. Pozitivni resek¢éni okraj
a ECS jsou zase hlavni determinanty vyskytu lokoregionalnich recidiv a tim i imrtnosti na
pokrocilost vlastni nemoci. Nabizi se tedy spojitost, ze pritomnost kostni invaze muze byt
nezavislym prognostickym faktorem OSCC a jeho precizni hodnoceni by mélo byt standardni
soucasti histopatologického diagnostick¢ého algoritmu, sohledem na prognostickou

stratifikaci pacientti. Souhrnné lze fici, ze z histopatologického hlediska malignich nadort

wevr

- Pozitivni resek¢ni okraj
- Ptitomnost a typ kostni invaze
- Hloubka invaze nadoru

- Pocet uzlinovych metastaz, zejména ve spojeni s extrakapsularnim Sifenim

V soucasnosti probihaji rtizné studie hledajici kromé histologickych i vhodné molekularni
prognostické faktory, které by mohly predikovat agresivitu nddoru. Mikrovaskularni denzita
(MVD) se ukazuje jako mozny prediktor metastatického postizeni lymfatickych uzlin [120].
Dalsi sledované prognostické markery jsou p53 a Ki-67. Ukazuje se, ze u pacienti s muta-
cemi p53 je vyssi pravdépodobnost vzniku lokoregionalni recidivy zpusobené piitomnosti
pozitivnich krénich lymfatickych uzlin [Bello IO et al., 2010]. Jiné studie ale vyznam p53
jako vyznamného determinanta progndzy nepotvrdily [Sittel C et al., 1999]. Nadory s vySSim
proliferaénim indexem Ki-67 jsou povazovany za agresivnéjsi. U nadorti dutiny Ustni a orofa-
ryngu jsou vysledky studii riznorodé, ale ukazuje se, ze 1 u OSCC muize byt zvySena detekce

Ki-67 povazovéana za neptiznivy prognosticky faktor a indikdtorem mozného selhani terapie
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[Sittel C et al., 1999]. V nasi praci jsme se zaméfili na vztah uvedenych markert k typu kostni

invaze, ale i na jejich vztah k nadorovému gradu a riziku postizeni lymfatickych uzlin.

Mikrovaskularni denzita (MVD) stanovena pomoci markeru CD34 byla hodnocena jak
peritumorozné, tak intratumordzné€. V obou skupinéch (s kostni invazi, bez kostni invaze) byla
zjisténa vys§i MVD intratumorézné nez v periferii tumoru na hranici s nenddorovym
stromatem. Ukazalo se, ze korelace peritumordézni MVD u pacientil s kostni invazi a bez
kostni invaze nebyla vyznamnd, ani nebyly vyznamné rozdily mezi jednotlivymi typy kostni
invaze. Pii hodnoceni intratumor6zni MVD se ukazalo se, ze infiltrativni typ kostni invaze
vykazuje signifikantn€¢ vys$i intratumorézni MVD (medidn 27,5 cév/HPF) ve srovnani
s erozivnim (median 20 cév/HPF) a smiSenym (medidn 18 cév/HPF) typem kostni invaze
a dale byl zjistén trend zvySené intratumordzni MVD v ptfipadé jakékoliv kostni invaze ve
srovnani s ptipady bez kostni invaze (medidn 20 vs. 18 cév/HPF). Naopak korelace zvysené
prolifera¢ni aktivity Ki-67 ani ¢etnosti mutovaného p53 u ptipadit OSCC s pritomnou kostni
invazi nebyla signifikantn¢ prokazana. Vysvétlenim pro¢ Ki-67 postradd vyznamnéjsi
prognostickou hodnotu miize byt pravdépodobné to, ze je markerem celkové frakce
proliferujicich bunék, coz odpovidd nejen builkkdm v konstantni proliferaci, ale také

proliferujicim buiikdm uréenym pro termindlni diferenciaci [130].

Déle byl srovnavan vztah markert CD34, Ki-67 a p53 k nadorovému gradu a byla
prokdzana tendence zvySené MVD (zejména intratumor6zni) s vy$Sim nadorovym gradem
(intratumordézn€ medidn 16 cév/HPF u GI1 vs. 25 cév/HPF u G3). Soucasné se prokazala
zvySena proliferacni aktivita Ki-67 a Cetnost mutovaného p53 u ptipadi s nizsi diferenciaci

nadoru (zejména ve vztahu G1 oproti G2 a G3).

Dale byla prokazana korelace mezi zvySenou MVD a ptitomnosti uzlinovych metastaz
(intratumordézn€ median 14,5 cév/HPF u pNO vs. 25 cév/HPF u pfipadli s uzlinovymi
metastazami). Primérnda proliferacni aktivita Ki-67 byla u ptipadli bez uzlinovych metastaz
nizsi (12,9 %) neZ u ptipadl s pozitivnimi lymfatickymi uzlinami (19,3 %). Rovnéz byla
zjisténa zvysena frekvence mutovaného p53 u pfipadl s uzlinovymi metastdzami (80 %) nez

u piipadt bez metastaz (41,7 %).

Ukazuje se tak, Ze uvedené imunohistochemické markery maji vztah spiSe k nddorovému
gradu a k postizeni lymfatickych uzlin, zatimco tésnéjsi vztah téchto markert ke kostni invazi
se zatim neprokazal a je potieba hledat dal$i molekularni markery se vztahem ke kostni

invazi. Mohlo by se jednat o markery, které by ndm pomohli predikovat lokalni agresivitu
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nadoru a tim i moznost kostni invaze, napi. by se mohlo jednat o molekuly nadorovych
kmenovych bunék (CD44, CD133, Oct-4), markery epitelové-mezenchymalni tranzice (napf.
E-cadherin, vimentin), molekuly ve vztahu k nadorovému a nenadorovému mezenchymu
(aloha OPG, RANKL, PTHrP, TNF alfa, IL-6, IL-11, TGF-beta), metyla¢ni markery [153].
Jednou z moznosti jak by mohla byt kostni invaze v budoucnu zkouména, miize predstavovat

tkan ziskana pomoci 3D tiskarny [154].
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6. Souhrn

Nadory hlavy a krku jsou v soucasné onkologii nezanedbatelnou slozkou nadorovych
onemocnéni a predstavuji jedny z nadort, jejichz incidence v poslednich letech trvale nartsta.
V onkologii nadort hlavy a krku je dulezitd tésna spoluprace vsech slozek, podilejicich se na
diagnostice a terapii téchto nadorG (zubni Iékaf, chirurg, patolog, onkolog). Dusledné
histopatologické zhodnoceni vSech prognostickych faktorti je dulezitou soucasti tohoto
komplexu. Prognosticky vyznam méa zejména lokalizace, velikost, hloubka invaze,
histologicky typ, stupeil diferenciace tumoru, intravaskularni a perineuralni invaze, pozitivita
resekénich okraji a vzdalenost nddoru od okrajii, metastdzy v regiondlnich lymfatickych
uzlinach a extrakapsularni Sifeni, invaze a typ invaze do kosti. Cilem projektu bylo posoudit
vztah téchto histopatologickych parametrti spinocelularnich karcinomu dutiny Ustni ke stadiu
nadorového onemocnéni, déle jsme se zaméfili na srovndni typu kostni invaze ve vztahu
k histopatologickym faktorim (stupenn diferenciace nddoru, velikost nadoru, postiZeni
regiondlnich lymfatickych uzlin) a klinicko-patologickym faktorim (vyskyt recidiv, Sleté
preziti nemocnych). DalSim cilem je srovnani typu kostni invaze, nadorového gradu a posti-
zeni lymfatickych uzlin ve vztahu k prognostickym faktorim detekovanym imunohisto-
chemicky — p53, Ki-67 a mikrovaskularni denzité. Vysledky byly statisticky zpracovany
a jejich signifikance ovéfovana pomoci Pearsonova a McNemarova chi-kvadrat testu

v programu Statistica 12 (StatSoft).

Soubor 49 pacientl tvofilo 34 muza (69,39 %) a 15 Zen (30,61 %), median veéku byl
61 let (rozmezi 36-85). U 30 nemocnych (61,22 %) byla prokézéna kostni invaze (tj. o IV.
stadium nemoci), u 19 pacientt (38,78 %) nador do kosti neprortstal, navzdory provedené
resekcei Celistni kosti (tj. jde o 11. a III. stadium nemoci). Nej€astéjsi lokalizaci nadoru v dutiné
ustni celého souboru pacientl byl zubni alveol + retromolarni oblast (59,18 %), dale nésleduje
spodina dutiny Gstni (22,45 %), tvart (8,16 %), patro (6,12 %) a jazyk (4,08 %). Nejdiive jsme
srovnavali histopatologické znaky mezi jednotlivymi stadii nemoci (II-IV). Zakladnim
pfedpokladem tuspé&chu chirurgické 1écby oradlnich karcinomi je radikalni odstranéni nadoru
s bezpe¢nostnim lemem zdravé tkané o rozsahu 5 mm a vice. V sestavé naSich nemocnych
pfevazuje pozitivita resek¢énich okraji u pacientll 1é€enych ve IV. klinickém stadiu, kterd
signifikantné prevysuje nad pozitivitou okraji v III. a II. stadiu (p=0,005). To ukazuje, zZe
vyskyt nadorovych struktur v blizkosti resekéniho okraje mize byt povazovan za indikator
agresivnéjsi nemoci. NaSe prace je v souladu s predpokladem, Ze se zvySujicim se stadiem

onemocnéni stoupd cCetnost uzlinovych metastaz (zejména ve III. a IV. stadiu vici II. stadiu
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nemoci), extrakapsuldrni S$ifeni nddoru (ECS) v postizenych uzlinach, které bylo
zaznamenano jen ve IV. stadiu a ukazuje tak na fakt, ze ECS je zndmkou pokrocilosti nadoru
a Spatné progndzy, dale také stoupa maximalni hloubka invaze (primémé 8 mm ve II. stadiu;
9,4 mm ve III. stadiu a 17 mm ve IV. stadiu) a nizka diferenciace nadorti (rovnéz zejména ve
III. a IV. stadiu vici I stadiu). Ve tfetim a ¢tvrtém stadiu onemocnéni byl ddle zaznamenan

nartst frekvence perineuralniho §ifeni nddorovych buné¢k (p=0,07).

Invaze do kostni tkané je znamkou IV. stadia nemoci a miize tak byt prediktorem
Spatné progndzy. U pacientii 1écenych ve IV. stadiu jsme se proto dale detailnéji zaméfili na
prognostické faktory souvisejici s kostni invazi, resp. typem kostni invaze. Z 30 pacienti
s prokézanou kostni invazi tvofil erozivni typ 26,67 %, infiltrativni typ 40 % a smiSeny typ
33,33 %. Nejcastéjsi lokalizaci nadoru s prokdzanou kostni invazi byl zubni alveol +
retromoléarni oblast (60 %), dale nasleduje spodina dutiny Ustni (26,67 %), tvar (10 %) a patro
(3,33 %). Srovnanim nadorového gradu u ptipada s jakoukoli kostni invazi tvotily nadory G1
26,67 % a nadory G2+G3 73,33 %. U erozivniho typu kostni invaze tvofily karcinomy Gl
50 %, G2+G3 50 %, u infiltrativniho typu G1 16,7 %, G2+G3 83,3 % a u smiseného typu Gl
20 %, G2+G3 80 %. Prokazali jsme statisticky vyznamnou signifikanci mezi typem kostni
invaze a nddorovym gradem, pokud se jedna o infiltrativni a smiSeny typ vuc¢i erozivnimu
typu kostni invaze (p=0,005). Ze vSech nadora s prokazanou kostni invazi byly metastazy
v regiondlnich lymfatickych uzlinach ve 42,86 % ptipadli. Rozdily v postiZzeni regionalnich
lymfatickych uzlin nebyly z hlediska typu kostni invaze statisticky signifikantni (p=0,79) —
erozivni typ: 50 %, infiltrativni typ 40 %, smiSeny typ 40 %. Dale jsme se pokouseli zjistit,
zda existuje vztah mezi nejvétsi velikosti nddoru a typem kostni invaze. U erozivniho typu
kostni invaze tvofily nadory <2 cm 11 %, 2-4 cm 78 % a >4 cm 11 %, u infiltrativniho typu
nebyly nddory <2 cm diagnostikovany, nadory velikosti 2-4 cm tvotily 77 % a velikosti >
4 cm 23 %, u smiSené¢ho typu byly nédlezy obdobné - nadory velikosti 2-4 cm tvofily 80 %
a velikosti >4 cm 20 %. Primérna velikost nadoru u erozivniho typu byla 34 mm, u infiltra-
tivniho typu 36 mm a u smiSené¢ho typu 34 mm. Zjistili jsme tak, ze typ kostni invaze
nesouvisi s velikosti naddoru. Dale jsme sledovali vztah typu kostni invaze k vyskytu recidiv
a preziti pacientll. U pacientli s erozivnim typem kostni invaze byly lokoregiondlni recidivy
zaznamenany u 62,5 % pacientd, s infiltrativnim typem u 77 % a se smiSenym typem u 50 %.
Nédory s infiltrativnim typem kostni invaze tak pfedstavovaly vyssi riziko lokoregionalni
recidivy, rozdily ale nebyly statisticky signifikantni. Medidn pteziti u erozivniho typu invaze

byl 66 mésicli, u smiSeného typu 20 mésict a u infiltrativniho typu 13 mésict. Sleté preziti
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bylo u erozivniho typu cca 60 %, u smiSeného typu 40 % a u infiltrativniho typu pouze 15 %.
Ukézalo se tak, ze infiltrativni typ kostni invaze je spojen s krat§im piezitim a Spatnou

prognozou.

Krom¢ histologickych znakii jsme dale sledovali imunohistochemicky mikro-
vaskularni denzitu (MVD) pomoci exprese CD34 a déle ¢etnost mutovaného p53 a Cetnost
Ki-67. Byla zjisténa vy$si MVD intratumor6zné nez peritumor6zné. Ukazalo se, ze korelace
peritumorézni MVD u pacientl s kostni invazi a bez kostni invaze nebyla vyznamna, ani
nebyly vyznamné rozdily mezi jednotlivymi typy kostni invaze. Pfi hodnoceni intratumordzni
MVD se ukazalo se, ze infiltrativni typ kostni invaze vykazuje vyssi intratumorézni MVD ve
srovnani s erozivnim a smiSenym typem kostni invaze a dale byl zjistén trend zvySené
intratumor6ézni MVD v piipad¢ jakékoliv kostni invaze ve srovnani s ptfipady bez kostni
invaze. Naopak korelace zvySené proliferacni aktivity Ki-67 ani Cetnosti mutovaného p53
s pritomnou kostni invazi nebyla signifikantné prokézana. Dale byl srovnavan vztah markeri
CD34, Ki-67 a p53 k nadorovému gradu a byla prokazana tendence zvysené MVD (zejména
intratumoro6zni) s vy$Sim naddorovym gradem. Soucasné se prokdzala zvySend proliferacni
aktivita Ki-67 a Cetnost mutovaného p53 u pfipadd s nizsi diferenciaci nddoru (zejména ve
vztahu G1 vici G2 a G3). Dale byla prokazana korelace mezi zvySenou MVD a ptfitomnosti
uzlinovych metastdz. Primérna proliferacni aktivita Ki-67 byla u piipadii bez uzlinovych
metastaz niz§i nez u piipadii s pozitivnimi lymfatickymi uzlinami. Rovnéz byla zjisténa
zvysSend frekvence mutovaného p53 u piipadil s uzlinovymi metastdzami (80 %) nez u piipada

bez metastaz (41,7 %).

Zavérem lze fict, ze prognoza pacientii s OSCC ve IV. stadiu nddorového onemocnéni
(kterou determinuje zejména pfitomna kostni invaze) je Spatna a je potfeba hledat nové
markery, které by ndm pomohly dale stratifikovat nemocné dle progndézy a mohly by mit

1 terapeuticky dopad.
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7. Pouzité zkratky
Bcl-2 — B-cell lymphoma 2

CD34 - Cluster of differentiation 34
CR — Ceska republika

EBYV — Epstein-Barr virus

elF4E - Eukaryotic translation initiation factor 4E

ECS - Extracapsular spread

EDTA - Ethylenediamine tetraacetic acid
EGF - Epidermal growth factor

EGFR - Epidermal growth factor receptor
EMT - Epithelial-mesenchymal transition
FGF - Fibroblast growth factor

FNOL — Fakultni nemocnice Olomouc

G1 — grade 1
G2 — grade 2
G3 —grade 3

HE - hematoxylin-eosin

HPF — high power field

HPV - Human Papillomavirus

IGF-1 - Insulin Like Growth Factor 1
IL-1P - Interleukin 1 beta

IL-10 — Interleukin 10

IL-11 — Interleukin 11

IL-12 — Interleukin 12

IL-18 — Interleukin 18

IL- 4 — Interleukin 4
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IL-6 — Interleukin 6

LF UP — Lékarska fakulta Univerzity Palackého
LOX - Lysyl oxidase

LU — lymfaticka uzlina

min. — minuta

mm — milimetr

MR — magneticka rezonance

NCAM - Neural cell adhesion molecule

OPG — Osteoprotegerin

OPMD - Oral potentially malignant disorders
ORL - Otorhinolaryngology

OSCC — oral squamous cell carcinoma

PCNA - Proliferating cell nuclear antigen

pH - potential of hydrogen (pondus hydrogenia)
PI — perineuralni invaze

PTHrP - Parathyroid hormone-related protein
RANK - Receptor activator of nuclear factor kappa-B
RANKL - Receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand
SCC - Squamous cell carcinoma

TGF-B - Transforming growth factor 3

TM — Tetrathiomolybdate

TNF-a - Tumor necrosis factor a

UKMP — Ustav klinické a molekularni patologie
VEGEF - Vascular endothelial growth factor

W — watt

WHO - World Health Organization
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Elevated DNA methylation in malignant tumors of the sinonasal tract
and its association with patient survival

Marcela Chmelarova?, Jan Laco®, Helena Kovarikova?, Ivana Baranova?, Pavel Dundr, Kristyna Nemejcova©,
Jaroslav Michalek?, Milan Vosmike, Vladimir Palicka?

Background. Epigenetic modifications have been recognized as an important mechanism underlying carcinoma
progression. DNA methylation plays an important role in cancer biology and represents potentially heritable changes
in gene expression that do not involve DNA sequence. The aim of this study was to investigate promoter methylation
of selected genes in sinonasal carcinoma by comparison with noncancerous sinonasal tissue.

Methods. To search for epigenetic events (methylation in 25 tumor suppressor genes) we used MS-MLPA (Methylation-
specific multiplex ligation-dependent probe amplification) to compare methylation status of 59 formalin fixed, paraffin
embedded tissue samples of sinonasal carcinomas with 18 control samples. The most important changes in methyla-
tion were confirmed using MSP (Methylation specific PCR). Detected alterations in methylation were compared with
clinicopathological characteristics.

Results. Using a 20% cut-off for methylation (MS-MLPA), we found significantly higher methylation in GATA5 (P=0.0005),
THSB1 (P=0.0002) and PAX5 (P=0.03) genes in the sinonasal cancer group compared to the control group. Methylation
in five or more genes was associated with impaired overall survival (P=0.017).

Conclusion. These findings provide evidence that alterations in methylation profile may be one of the major mecha-
nisms in sinonasal carcinogenesis. In addition, changes in methylation could potentially be used as prognostic factors
of sinonasal carcinoma and may have implications for future individualized therapy based on epigenetic changes.

Key words: biomarkers, DNA methylation, sinonasal carcinoma, epigenetics
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INTRODUCTION closely mimic inflammatory conditions. Their prognosis
largely depends on histology, location and staging®.
Malignant tumors of the sinonasal tract are rare Sinonasal carcinoma has been considered as a disease

tumors of the head and neck area that account for ap-  driven by progressive genetic alterations, such as muta-
proximately 3% to 5% of all upper respiratory tract malig-  tions involving oncogenes or tumor suppressor genes, as
nancies'. In 2014, 49 new cases in men and 39 in women  well as chromosomal abnormalities®. In addition, approxi-
were diagnosed in the Czech Republic, giving the inci- mately 20-30% of these tumors harbor transcriptionally
dence rate 0.84/100,000 (ref.?). These figures probably  active high risk human papillomavirus infection’. More
reflect the general status in Europe and worldwide**. The  recently, it has been demonstrated that sinonasal cancer
average age at which patients are diagnosed with sinona-  is also driven by epigenetic alterations®®. Currently, DNA
sal carcinomas is between 50-60 years. However, there = methylation is one of the most broadly studied and well-
are some risk factors including exposure to wood and  characterized epigenetic modifications. Our knowledge
leather dust, tabaco smoke exposure, contact with chemi-  about it is dating back to 1969, when Griffith and Mahler
cal substances such as formaldehyde, chrome pigment, suggested that DNA methylation may be important in
nickel and asbestos and HPV infection®. Diagnosis and  long term memory function'>. DNA methylation is me-
treatment of these tumors pose several problems due to  diated by DNA methyltransferases, which catalyze the
their very low incidence, histological diversity and produc-  covalent addition of a methyl group to the 5-carbon of
tion of non-specific symptoms in the early stages that can  the cytosine in CpG context dispersed throughout the
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genome or in DNA repetitive regions. Promoter DNA
methylation at CpG sites represses gene expression by
impeding access to transcription factors and inhibiting
RNA polymerase II (ref. '). In cancer, aberrant DNA
methylation is typically observed in the promoter/exon1
regions of various tumor suppressor genes'?, transcrip-
tion factors', DNA repair genes and cell cycle regulators
leading to their transcriptional silence'*. However, various
tumor types have different patterns of hypermethylated
genes.

As sinonasal carcinomas are group of aggressive tu-
mors with poor prognosis, it is very important to know
their molecular parameters to be able to establish diag-
nostic strategies and individualized therapies. Sinonasal
malignancies are rare, which makes it difficult to con-
duct extensive methylation studies. In the present study
we were able to gather, thanks to cooperation of three
university hospitals in Czech Republic, a huge and unique
group of sinonasal cancer patients. The aim of this study
was to investigate promoter methylation of specific genes
in sinonasal carcinoma by comparison with nonmalignant
sinonasal tissue. We are fully aware of the fact that the
absence of mRNA expression analysis may be the main
weakness of this study. However, we are unable to provide
relevant information about gene expression of selected
genes, because we were limited to work only with FFPE
tissue samples, which are generally not suitable for RNA
isolation and subsequent gene expression analysis due to
high fragmentation of RNA.

MATERIALS AND METHODS

Formalin-fixed, paraffin-embedded tissue samples of
sinonasal carcinomas and noncancerous sinonasal tissue
were obtained from 77 patients: 59 patients with sinona-
sal cancer, and 18 patients with noncancerous sinonasal
tissue. Only tumors primarily originating from the nasal
cavity, maxillary sinuses and ethmoid complex were in-
cluded. No tumors were found in the frontal or sphenoid
sinuses. The samples of noncancerous tissue (9 mucosal
specimens from the nasal cavity and 9 from the maxillary
sinus) were obtained from patients treated for chronic rhi-
nitis and sinusitis. The paraffin blocks were retrieved from
the archives of the Fingerland Department of Pathology,
University Hospital Hradec Kralove; the Department of
Pathology, General University Hospital, Prague, Czech
Republic; and the Department of Pathology, University
Hospital Olomouc, Czech Republic. All slides were re-
viewed by experienced head and neck pathologist (J.L.)
and the carcinomas were classified according to the cur-
rent WHO classification®. The study was approved by the
Ethics Committee of University Hospital Hradec Kralove.
The need for informed consent was waived by the review
board in view of the retrospective nature of the study and
long archival period of the formalin-fixed, paraffin-embed-
ded tissue samples involved.

For every patient were recorded data such as gender,
age at the time of diagnosis, smoking history (non-smoker
vs. ex-smoker vs. current smoker), occupation (risky vs.

233

non-risky), and tumor localization, including the nasal
cavity, maxillary sinus, and ethmoid complex, laterality
and pathological TNM. During the follow-up period local
recurrence, regional recurrence, distant recurrence, death,
and tumor-related death staging were recorded. When rad-
ical surgery was not performed, clinical TNM staging was
used instead. Treatment modalities were radical surgery,
radiotherapy, and chemotherapy in various combinations.

The tumor types included squamous cell carcinoma
(SCCQC), lymphoepithelial carcinoma (LEC), sinonasal un-
differentiated carcinoma (SNUC), adenocarcinoma, and
neuroendocrine carcinoma. Vascular invasion, perineural
spread, status of resection margins (in the case of radical
surgery), and microscopic findings in the surrounding
mucosa were also noted.

DNA for methylation analysis was extracted from
formalin-fixed, paraffin-embedded tissue samples using a
Qiagen DNA extraction kit (Hilden, Germany).

Methylation-specific multiplex ligation-dependent probe
amplification (MS-MLPA)

All tumor and control noncancerous samples were
tested by the MS-MLPA probe set ME002 (MRC-Holland,
Amsterdam, The Netherlands), which can simultaneously
check for aberrant methylation in 25 tumor suppressor
genes (BRCAI, BRCA2, ATM, TP53, PTEN, MGM1a, PAX),
CDH13, TP73, WTI, VHL, GSTPI, CHFR, ESRI, RBla,
MSH6, MGMTb, THBSI, CADM 1, STK1, PYCARD, PAX6,
CDKN24, GATAS5, RARB, CD44, RB1b). Probe sequences,
gene loci and chromosome locations can be found at
http://www.mlpa.com. The experimental procedure was
carried out according to the manufacturer’s instructions,
with minor modifications as previously described®.

Methylation-specific polymerase chain reaction (MSP)
The most important genes showing highly signifi-
cant methylation (P<0.001) in MS-MLPA (GATA4 and
THSBI) were further tested by means of MSP for con-
firmation. MSP requires bisulfite treatment of genomic
DNA, which is used for conversion of all unmethylated
cytosines to uracils, leaving methylated cytosines unaf-
fected. A total of 500 ng of genomic DNA was treated
with bisulfite using the EZ DNA Methylation-Gold™ Kit
according to the manufacturer’s protocol (Zymo Research
Corporation Irvine, CA, USA). MSP was performed on
the Rotor-Gene Q (Qiagen, Hilden, Germany) in two
types of reaction mixture within one run, for amplifying
methylated and unmethylated DNA, respectively. Primers
were designed using MethPrimer with consideration of
the MS-MLPA probe locations and the FFPE DNA frag-
mentation. Primer sequences with amplicon lengths are
listed in Table 1. MSP reaction mixture contained 10x
PCR Buffer, MgCl, (25 mM), dNTPs solution Takara (2.5
mM), primers (10 uM), Platinum® Taq DNA Polymerase
(Invitrogen by Thermo Fisher Scientific, Foster City,
CA, USA), SYTO®9 Dye (0.05 mM), bisulfite con-
verted DNA and water. Each run included a bisulfite-
converted universal methylated and unmethylated DNA
(Qiagen, Hilden, Germany) and a no template control.
Fluorescence data were analyzed using Rotor Gene Q
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Table 1. MSP primers and amplicon information.

Amplicon name  Primer sequence 5°-3° Amplicon size (bp) CpGs/Primer
GATAS5S-M Fw: TTAGCGTTGGGGTTTCGGTC 92 Fw: 3
Rv: TAACCGCCCCGTATCGTACG Rv: 4
GATAS-U Fw: GGTTAGTGTTGGGGTTTTGGTTGT 95 Fw: 3
Rv: CTAACCACCCCATATCATACATC Rv: 4
THBS1-M Fw: AGCGTTTTTTTAAAAGCGCGC 109 Fw: 4
Rv: TCCGAAATAAAAATTACTCCTAAAAAACGA Rv: 2
THBS1-U Fw: GAGTGTTTTTTTAAAAGTGTGTGG 110 Fw: 4
Rv: TCCAAAATAAAAATTACTCCTAAAAAACAA Rv: 2

M - methylated, U - unmethylated

software. Amplicon was considered as methylated when
there was amplification in reaction mixture with methyl-
ated primers or both types of reaction mixture. When
there was amplification only in mixture with primer pair
for unmethylated DNA, the amplicon was considered as
unmethylated.

Statistical analysis

Basic descriptive statistics were adopted for the analy-
sis: median, mean, and 95% confidence interval for con-
tinuous data, and absolute and relative frequencies for
categorical data. The relationship between gene methyla-
tion and other independent factors was analyzed using the
chi-square test, Fisher’s exact test, or Logistic regression
analysis. Kaplan-Maier and Logrank tests were used for
survival analysis; Cox regression analysis was used to de-
termine the influence of gene methylation upon survival.
We considered P<0.05 to be statistically significant. All
statistical analyses were performed using STATISTICA
Cz (data analysis software system) version 12 (StatSoft,
Inc., Tulsa, OK, USA).

RESULTS

Using a 20% cut-off for methylation (MS-MLPA),
we observed significantly higher methylation in GATAS
(P=0.0005), THBS1 (P=0.0002) and PAX5 (P=0.03) genes
in the sinonasal cancer group compared to the control
noncancerous group. For genes BRCAI, BRCA2, ATM,
VHL, and RBla the methylation rate did not exceed the
20% threshold; the other genes also showed relevant dif-
ferences in methylation between samples with sinonasal
carcinoma and control samples (see Fig. 1). Using MSP,
we confirmed significantly higher methylation of GATAS
gene in samples of sinonasal carcinoma in comparison
with noncancerous sinonasal tissue (P=0.03). Using MSP
we weren’t able to confirm the presence of methylation of
THSBI gene in cancer samples, but it could be the result
of the assay strategy (6 CpGs in primers, compared to 2
CpG restriction sites in MS-MLPA probe).

Correlation with clinicopathological features
Clinicopathological data are listed below. Due to a few
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Fig. 1: Methylation of specific genes in samples of sinonasal carcinoma and control
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Fig. 1. Methylation of specific genes in samples of sinonasal carcinoma and control samples.
Comparison of methylation frequencies (cut-off value 20%) of the 25 analyzed genes in sinonasal cancer and control samples. *
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Fig. 2. Kaplan-Meier survival analysis.

Overall survival of patients according to the presence of methylation. Vertical hatch marks show

censored data.

missing clinical data sums in the entire study sample or
partial sums do not always add up to the total number of
patients. The median age of patients at the time of diag-
nosis was 62 years (range 23-82 years) in the carcinoma
group and 56.5 years (range 24-74 years) in the control
group. The carcinoma group consisted of 39 males and
20 females and the control group 9 males and 9 females.

From those in the carcinoma group with a known his-
tory, 25 patients were non-smokers, 9 former smokers,
and 17 were current smokers. In only 5/51 patients, oc-
cupational exposure to wood dust or other air pollutants/
irritants was recorded.

As regards the whole study sample, most of the tu-
mors arose in the nasal cavity, but SCCs were slightly
more common in the maxillary sinus. The majority of
the patients were diagnosed with advanced tumors and
three patients had lung metastases (cM1) at the time of
diagnosis.

Microscopic typing of the tumors resulted in 43 SCCs,
11 adenocarcinomas, 2 neuroendocrine carcinomas, 2
SNUCs, and 1 LEC. Vascular invasion was found in 7/59
tumors and perineural spread in 3/59.

The follow-up period ranged from 1 to 241 months
(median 23 months). Local recurrence was found in
23/50 tumors, 5/50 recurred regionally, and 3/59 pa-
tients developed distant metastases in the lungs. During
the follow-up period, 29/49 patients died, of whom 14/49
due to the tumor.

The methylation results from the carcinoma speci-
mens were compared with clinicopathological character-
istics mentioned above (Table 2). Presence of methylation
in five or more genes was connected with worse overall
survival (P=0.017), see Fig. 2. No correlation was found
between DNA methylation and tumor type, stage, grade
and smoking history.
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DISCUSSION

A wide array of techniques is currently available to
measure DNA methylation level. In our study we used
MS-MLPA a semi-quantitative method for methylation
profiling. MS-MLPA allows simultaneous assessment of
aberrant promoter methylation of large sets of genes and
requires only small quantities of short DNA fragments,
making it very suitable for analysis of DNA isolated from
FFPE tissue samples'®. Using DNA methylation profil-
ing as a biomarker has a number of advantages including
DNA stability, relatively low cost of testing and restric-
tion to limited specific regions of DNA. Moreover DNA
methylation analysis can be performed from small biopsy
samples obtained during the routine diagnostic work-up of
patients. In our study we employed the idea of a candidate
- gene approach for searching the potential prognostic
biomarkers in sinonasal carcinoma. Recently, a successful
example of methylation-based prognostic and predictive
cancer biomarker is hypermethylation of MGMT promoter
region, which is routinely analyzed and predicts response
to temozolomide in glioblastoma patients and their clini-
cal outcome!”. Next promising biomarker is methylation
of XRCC?2 gene predicting the occurrence of late toxicity
in radiotherapy-treated cervical cancer patients’®. In head
and neck cancer area methylation in PITX3, SHISA3 and
FOXF?2 in squamous cell types of carcinomas also repre-
sent promising prognostic biomarkers'?.

In our study we observed significantly higher meth-
ylation in three genes: GATAS, THBSI and PAX5. GATAS
methylation has been already found in hepatocellular car-
cinoma??, colorectal cancer?, glioblastomas? and ovarian
cancer®. THBSI methylation has been demonstrated in
laryngeal squamous cell carcinoma?®®, glioblastomas? and
ovarian cancer® and PAX5 methylation has been shown in
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Table 2. Clinicopathological characteristics and methylation.
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hepatocellular carcinoma® and non-small cell lung can-
cer?®. These findings supported the theory that methyla-
tion changes in these genes could lead to carcinogenesis
also in sinonasal carcinoma.

Our experiments never showed methylation in genes
BRCAI, BRCA2, ATM, VHL, and RBla, suggesting that
methylation of selected CpG loci of these tumor sup-
pressor genes may not play an important role in carcino-
genesis of the sinonasal area. On the other hand, other
genes (see Fig. 1) did show promoter methylation to a
varying extent above the 20% threshold. Methylation of
TP53, WT'1 and MSH6 was detected in more than 10% of
control samples. Presence of this methylation could be
associated with nature of the control samples. All control
samples were obtained from patients with inflammation
in sinonasal area. At sites of chronic inflammation, epi-
thelial cells are exposed to high levels of reactive oxygen
species and undergo cancer-associated DNA methylation
changes, suggesting that inflammation may initiate epigen-
etic alterations®’. These findings correlate with research
Wang et al. (2014), where methylation of TIMP3, GSTP-1
and 14-3-30 was found in patients with chronic inflamma-
tion and in cancer patients®.

Methylation changes may be connected with a more
aggressive phenotype and thus be associated with unfa-
vorable clinical outcome. We demonstrated correlation
between presence of methylation in five or more genes
and shorter overall survival time. These findings show that
accumulation of changes in methylation during sinonasal
cancer development could be associated with patient’s
prognosis and so has a potential to serve as a biomarker
in the future.

CONCLUSION

Our observations provide evidence that changes in
methylation of these genes may be one of the major mech-
anisms in sinonasal carcinogenesis. In addition, changes
in methylation could potentially be used as prognostic
markers of sinonasal cancer and may have implications
for future individualized therapy based on epigenetic
changes. Future work with a larger number and in various
ethnic groups is warranted to confirm that methylation
in selected genes is a reliable prognostic biomarker for
SNC patients.
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Abstract. Epigenetic changes are considered to be a
frequent event during tumour development. Hyper-
methylation of promoter CpG islands represents an
alternative mechanism for inactivation of tumour
suppressor genes, DNA repair genes, cell cycle regu-
lators and transcription factors. The aim of this study
was to investigate promoter methylation of specific
genes in samples of sinonasal carcinoma by compari-
son with normal sinonasal tissue. To search for epige-
netic events we used methylation-specific multiplex
ligation-dependent probe amplification (MS-MLPA)
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metastasis.

to compare the methylation status of 64 tissue sam-
ples of sinonasal carcinomas with 19 control samples.
We also compared the human papilloma virus (HPV)
status with DNA methylation. Using a 20% cut-off
for methylation, we observed significantly higher
methylation in RASSFI, CDH13, ESRI and TP73
genes in the sinonasal cancer group compared with
the control group. HPV positivity was found in 15/64
(23.4 %) of all samples in the carcinoma group and
in no sample in the control group. No correlation was
found between DNA methylation and HPV status.
In conclusion, our study showed that there are sig-
nificant differences in promoter methylation in the
RASSFI1, ESR 1, TP73 and CDHI13 genes between
sinonasal carcinoma and normal sinonasal tissue,
suggesting the importance of epigenetic changes in
these genes in carcinogenesis of the sinonasal area.
These findings could be used as prognostic factors
and may have implications for future individualised
therapies based on epigenetic changes.

Introduction

Malignant tumours of the sinonasal tract are general-
ly uncommon tumours of the head and neck area that
account for approximately 3 % to 5 % of all upper res-
piratory tract malignancies (Haerle et al., 2013). In
2011, 51 new cases in men and 28 in women were diag-
nosed in the Czech Republic, giving incidence rates of
1.0/100,000 and 0.5/100,000 for males and females, re-
spectively (Zvolsky, 2014). These figures probably re-
flect the general status in Europe and worldwide (Turner
and Reh, 2002; Syrjanen and Syrjénen, 2013). Diagnosis
and treatment of these tumours pose several problems
due to their very low incidence, histological diversity,
production of non-specific symptoms in the early stages
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that can simulate an inflammatory process and, because
they have a variable prognosis depending on their his-
tology, location and staging (Lopez et al., 2013). There
are established risk factors based on exposure to wood
dust and various chemical substances such as nickel,
formaldehyde, diisopropyl sulphate and dichloroethyl
sulphide (Barnes et al., 2005). In general, sinonasal car-
cinomas (SNC) are radiosensitive; therefore, adjuvant
or neoadjuvant radiation treatment may be indicated in
advanced disease. Multidisciplinary surgical and medi-
cal oncologic approaches, which include ablation and
reconstruction, have enhanced the survival outcome
over the past few decades (Haerle et al., 2013).

Cancer has been considered as a disease driven by
progressive genetic alterations, such as mutations in-
volving oncogenes or tumour suppressor genes, as well
as chromosomal abnormalities. However, more recent-
ly, it has been demonstrated that cancer is also driven by
epigenetic alterations (Barton et al., 2008). Many differ-
ent genes have been identified as being hypermethylated
and silenced during tumour development. Because SNC
are a group of aggressive tumours, it is very important to
know their molecular parameters to establish diagnostic
strategies and individualised therapies.

Epigenetics can be described as stable alteration in
the gene expression potential that takes place during de-
velopment and cell proliferation, without any changes in
the gene sequence. DNA methylation is one of the most
common epigenetic events taking place in the mamma-
lian genome. This change, though heritable, is reversi-
ble, making it a possible therapeutic target. DNA meth-
ylation is a covalent chemical modification mediated by
DNA cytosine methyltransferases, resulting in addition
of a methyl group at the carbon-5 position of the cyto-
sine ring in the CpG context (Das and Singal, 2004).

In the present study we used methylation-specific
multiplex ligation-dependent probe amplification (MS-
MLPA), which allows simultaneous assessment of aber-
rant promoter methylation of a large set of genes. MS-
MLPA requires only small quantities of short DNA
fragments, making it very suitable for analysis of DNA
isolated from formalin-fixed and paraffin-embedded
(FFPE) tissue samples (Nygren et al., 2005). We also
decided to compare the human papilloma virus (HPV)
status with DNA methylation, because it seems that HP V-
positive tumours have stronger association with pro-
moter methylation compared with HPV-negative tumours.
This could be explained by overexpression and in-
creased activation of DNA methyltransferases DNMT1
and DNMT3b, which are both key proteins in the regu-
lation of DNA methylation (van Kempen et al., 2014).

Material and Methods

Formalin-fixed, paraffin-embedded tissue samples of
sinonasal carcinomas and normal sinonasal tissue were
obtained from 83 patients: 64 patients with sinonasal
carcinoma, and 19 patients with a non-malignant diag-
nosis. Only tumours primarily originating from the na-

sal cavity, maxillary sinuses and ethmoid complex were
included. No tumours were found in the frontal or sphe-
noid sinuses. The samples of normal tissue (10 mucosal
specimens from the nasal cavity and 9 from the maxil-
lary sinus) were obtained from patients treated for a
non-malignant diagnosis such as chronic rhinitis and
sinusitis. The paraffin blocks were retrieved from the
archives of the Fingerland Department of Pathology,
University Hospital Hradec Kralové; the Department of
Pathology, General University Hospital, Prague, Czech
Republic; and the Department of Pathology, University
Hospital Olomouc, Czech Republic. All malignant epi-
thelial tumours of the sinonasal tract were diagnosed
between August 1995 and August 2014. All slides were
reviewed by an experienced head and neck pathologist
(J. L.) and the carcinomas were classified according to
the current WHO classification (Barnes et al., 2005).
The study was approved by the Ethics Committee of
University Hospital Hradec Kralové. The need for in-
formed consent was waived by the review board in view
of the retrospective nature of the study and long archival
period of the FFPE tissue samples involved.

Each patient had recorded the gender, age at the time
of diagnosis, smoking history (non-smoker vs. ex-smoker
vs. current smoker), occupation (risky vs. non-risky),
and tumour localization, including the nasal cavity, ma-
xillary sinus, and ethmoid complex, laterality and path-
ological TNM. During the follow-up period (until Octo-
ber 2014), local recurrence, regional recurrence, distant
recurrence, death, and tumour-related death staging
were recorded. When radical surgery was not performed,
clinical TNM staging was used instead. Treatment mo-
dalities were radical surgery, radiotherapy, and chemo-
therapy in various combinations.

The tumour types included squamous cell carcinoma
(SCC) (conventional, verrucous, papillary, basaloid,
spindle cell, acantholytic, adenosquamous), lymphoepi-
thelial carcinoma (LEC), sinonasal undifferentiated car-
cinoma (SNUC), adenocarcinoma (intestinal-type, non-
intestinal-type, salivary gland-type), and neuroendocrine
tumours (typical carcinoid, atypical carcinoid, small cell
neuroendocrine carcinoma (SCNEC)). Vascular inva-
sion, perineural spread, status of resection margins (in
the case of radical surgery), and microscopic findings in
the surrounding mucosa were also noted.

DNA for methylation analysis was extracted from the
FFPE tissue samples using a Qiagen (Hilden, Germany)
DNA extraction kit.

The HPV status was analysed using HPV DNA in situ
hybridization (ISH), HPV E6/E7 mRNA ISH, HPV
DNA polymerase chain reaction (PCR) and typing, and
HPV E6/E7 mRNA reverse transcription and polymer-
ase chain reaction (RT-PCR) as previously described
(Laco et al., 2015). For the purposes of statistical analy-
sis, a case was considered HPV-positive if it was posi-
tive for HPV DNA ISH/PCR and/or HPV E6/E7 mRNA
ISH/PCR. For details of HPV analyses, see Laco et al.
(2015).
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Methylation-specific multiplex ligation-depen-
dent probe amplification (MS-MLPA)

The present study used the MS-MLPA probe set
MEO001 (MRC-Holland, Amsterdam, The Netherlands),
which can simultaneously check for aberrant methyla-
tion in 24 tumour suppressor genes (Table 1). Probe se-
quences, gene loci and chromosome locations can be
found at http://www.mlpa.com. Individual genes were
evaluated by two probes which recognized different
Hhal restriction sites in their regions. The experimental
procedure was carried out according to the manufactur-
er’s instructions, with minor modifications.

In short, DNA (100 ng) was dissolved up to 5 ul in
TE-buffer (10 mM Tris-Cl; 0.5 mM EDTA; pH 9.0), de-
natured and subsequently cooled down to 25 °C. After
adding the probe mix, the probes were allowed to hy-
bridize (overnight at 60 °C). Subsequently, the samples
were divided into two groups: in one half, the samples
were directly ligated, while for the other half, ligation
was combined with the Hhal digestion enzyme. This di-
gestion resulted in ligation of the methylated sequences
only. PCR was performed with all the samples using a

standard thermal cycler (GeneAmp 9700, Applied Bio-
systems, Foster City, CA), with 35 cycles of denatur-
ation at 95 °C for 30 s, annealing at 60 °C for 30 s and
extension at 72 °C for 1 min, with a final extension of
20 min at 72 °C. Aliquots of 0.6 pl of the PCR reaction
were combined with 0.2 pl LIZ-labelled internal size
standard (Applied Biosystems) and 9.0 pl deionized form-
amide. After denaturation, fragments were separated
and quantified by electrophoresis in an ABI 3130 ca-
pillary sequencer and analysed using GeneMapper4.0
(both Applied Biosystems). Peak identification and val-
ues corresponding to peak size in base pairs (bp), and
peak areas were used for further data processing. The
methylation dosage ratio was obtained by the following
calculation: Dm = (P /P_ )Dig/ (P /P_ )Undig, where
Dm is the methylation dosage ratio, P_is the peak area
of a given probe, P_ is the sum of the peak areas of all
control probes, Dig stands for Hhal-digested sample
and Undig for undigested sample. Dm can vary between
0 and 1.0 (corresponding to 0—100 % of methylated
DNA). Based on previous experiments, a promoter was
considered to be methylated if the dosage ratio was

Table 1. Genes included in the MS-MLPA KIT MEOOI tumour suppressor

Gene Name Probes Chromosomal
location
TIMP3 TIMP metallopeptidase inhibitor 3 02255-L03752 | 22q12.3
APC Adenomatous polyposis coli 01905-L01968 | 5g22.2
CDKN2A | Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A 01524-L01744 | 9p21.3
MLH]la MutL homologue la 01686-L01266 3p22.2
ATM Ataxia telangiectasia mutated 04044-L03849 11922.3
RARB Retinoic acid receptor, 04040-L01698 3p24.2
CDKN2B | Cyclin-dependent kinase inhibitor 2B 00607-L00591 9p21.3
HICI Hypermethylated in cancer 1 03804-L00949 17p13.3
CHFR Checkpoint with forkhead and ring finger domains, E3 ubiquitin protein ligase 03813-L03753 12q24.33
BRCAI Breast cancer 1 05162-L04543 17q21.31
CASPS Caspase 8, apoptosis-related cysteine peptidase 02761-L02210 | 2g33.1
CDKNIB | Cyclin-dependent kinase inhibitor 1B 07949-L07730 12p13.1
KLLN Killin, p53-regulated DNA replication inhibitor 02203-L08261 10g23.3
BRCA2 Breast cancer 2 04042-L03755 13q12.3
CD44 CD44 molecule (Indian blood group) 03817-L01731 11p13
RASSF1a | Ras association (RalGDS/AF-6) domain family member 1 02248-L01734 | 3p21.31
DAPK1 Death-associated protein kinase 1 01677-L01257 | 9g21.33
VHL Von Hippel-Lindau tumour suppressor 03810-L01211 3p25.3
ESRI1 Oestrogen receptor 1 02202-L01700 6q25.1
RASSFIb | Ras association (RalGDS/AF-6) domain family member 1 03807-L02159 | 3p21.31
TP73 Tumour protein p73 04050-L01263 1p36.32
FHIT Fragile histidine triad 02201-L01699 | 3p14.2
IGSF4 Cell adhesion molecule 1 03819-L03848 11g23.3
CDH13 Cadbherin 13, H-cadherin 07946-L07727 16q23.3
GSTPI1 Glutathione S-transferase pi 1 01638-L01176 11q13.2
MLHI1b MutL homologue 1b 02260-L01747 3p22.2
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> 0.20, which corresponds to 20 % of methylated DNA
(Pavicic et al., 2011; Chmelatfova et al., 2013).

CpG universal methylated and unmethylated DNA
(Zymoresearch, Irvine, CA) were used in every run as
controls.

Statistical analysis

Basic descriptive statistics were adopted for the anal-
ysis: median, mean, and 95% confidence interval for
continuous data, and absolute and relative frequencies
for categorical data. The relationship between gene
methylation and other independent factors was analysed
using the y* test, Fisher’s exact test, or logistic regres-
sion analysis. Kaplan-Meier and log-rank tests were
used for survival analysis; Cox regression analysis was
used to determine the influence of gene methylation
upon survival. We considered P < 0.05 to be statistically
significant. All statistical analyses were performed us-
ing the NCSS 8 statistical software program (NCSS,
Keysville, UT).

Results

Promoter methylation using a 20% cut-off

In the present study we used the MS-MLPA probe set
MEO001 (MRC-Holland) to analyse samples from 64 pa-
tients with sinonasal carcinoma and 19 control samples.
Using a 20% cut-off for methylation we observed statis-
tically significantly higher methylation in the RASSF1
(P =0.01), ESR I (P = 0.03), TP73 (P = 0.01) and
CDH13 (P <0.001) genes of patients with sinonasal car-
cinoma compared with the control group. For the ATM,
CDKNIB and GSTPI genes, the methylation rate did
not exceed the 20% threshold; the other genes also
showed relevant differences in methylation between

60.0 q
50.0 4

40.0 4

% of methylated samples

samples with sinonasal carcinoma and control samples
(Fig.1).

Correlation with clinicopathological features

Clinicopathological data are listed below and summa-
rized in Table 2. Due to a few missing clinical data,
sums in the entire study sample or partial sums do not
always add up to the total number of patients.

The median age of patients at the time of diagnosis
was 62.5 years (range 23—-83 years) in the carcinoma
group and 56.5 years (range 24—74 years) in the control
group. The carcinoma group consisted of 43 males and
21 females and the control group of 10 males and 9 fe-
males.

Of those in the carcinoma group with a known histo-
ry, 26 patients were non-smokers, 11 ex-smokers, and
17 were current smokers. In only 7/54 (13 %) patients,
occupational exposure to wood dust or other air pollut-
ants/irritants was recorded (2x joiner, 1 x wood industry
worker, 1x miller, 1x locksmith, 2% rubber industry
worker).

Concerning the entire study sample, most of the tu-
mours arose in the nasal cavity, but SCCs were slightly
more common in the maxillary sinus. The majority of
the patients were diagnosed with advanced tumours and
four patients had lung metastases (cM1) at the time of
diagnosis.

The treatment modalities included radical surgery with
radiotherapy (22x), radical surgery with chemo-radio-
therapy (16x), radical surgery only (12x), radiotherapy
only (5%), and chemo-radiotherapy (5%).

Microscopic typing of the tumours resulted in 44
SCCs, 13 adenocarcinomas, three neuroendocrine tu-
mours, three SNUCs, and one case of LEC. Vascular
invasion was found in 9/64 (14.1 %) tumours and peri-
neural spread in 5/64 (7.8 %).

B cancer samples (N = 64)

O control samples (N = 19)
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Fig. 1. Methylation of specific genes in cancer samples and control samples
Comparison of methylation frequencies (cut-off value 20 %) of the 24 analysed genes in cancer and control samples.

*Two CpG loci (a and b) were analysed.
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Table 2. Clinicopathological data of patients and presence of methylation

Clinical and Pathological Characteristics
o) = - 5] 2]
i o} g % = 2 8 g é é
= 3 < 3 g S a S
g 5 & E 8 s g g g g 3 2z
3 | 3 < 5 S 5 % 5 = 5 E = & =
1 M 23 NS NR cT1 cNO cMO ACC n/a PN S L,D neg.
2 F 70 NS NR cTX cNO cMO SCC G2 no S,R,C L neg.
3 M 68 NS risk cTl cNO cMO ITAC G3 no S,R L neg.
4 M 57 S risk cTX cNO cMO SCNEC Gl no S.R L.Re neg.
5 F 74 NS NR cT4a cNO cMO SCC G2 no R n/a neg.
6 M 78 NS NR cT1 cNO cMO SCC G2 no S L neg.
7 M 57 S NR cT1 cNO cMO NITAC LG no S,R no neg.
8 M 83 (S) risk cT2 cNO cMO ITAC Gl no S.R no neg.
9 M 49 S NR cT4a cNO cMO SCC Gl no S.R,C L neg.
10 F 36 NS NR cT4a cNO cMO ACC n/a no S.R,C L neg.
11 F 32 NS NR cT2 cNO cMO NITAC LG no S,R L neg.
12 F 81 NS NR cTl cNO cMO SCC G2 no S,R L neg.
13 M 64 NS NR cT3 cNO cMO SCC G2 no R,C L neg.
14 M 65 NS NR cT3 cNO cMO ITAC G2 no S.R,C D neg.
15 M 30 NS NR cT4a cNO cMO SCC G2 \ S,R L neg.
16 M 51 S NR cT4b cNO cMO SCC G2 no S,R no neg.
17 M 53 NS NR cT3 cN2¢ cMO SCC G2 no S,R no neg.
18 M 74 S n/a cT4a cN2b cMO SCC G2 no R,C L.Re,.D neg.
19 M 76 NS NR cT4a cNO cMO SCC G2 no S,R L neg.
20 F 76 NS NR cT4a cNO cMO SCC G2 no S,R L neg.
21 F 54 NS NR cT4a cNO cMO SCC G2 no S,R L pos.
22 M 76 (S) NR cT2 cNO cMO SCC G2 no S,R no pos.
23 M 27 NS NR cT4a cNO cMO SCC G3 no S.R,C L pos.
24 M 60 S risk cT4b cN2b cMO SCC G2 no S,R no neg.
25 F 58 NS NR cT2 cNO cMO SCC G2 no S.R,C Re neg.
26 F 56 NS NR cT4a cNO cMO SCC G2 no R no neg.
27 M 65 (S) NR cT2 cNO cMO SCC G3 \Y S,R,C D pos.
28 F 63 NS NR cT4a cNO cMO SCC G2 no S L,Re neg.
29 F 82 (S) NR cT4a cN2b cMO SCC Gl no S,R no neg.
30 M 82 (S) NR cT4b cN2c¢ cMO SCC G3 no R no neg.
31 M 55 NS NR cT4a cN2b cMO SCNEC n/a \ S.R,C L.Re,.D pos.
32 F 72 S NR cT4b cNO cMO SCC Gl no S,R no neg.
33 M 71 (S) NR cT4b cNO cMO SCC G2 no R,C no pos.
34 M 56 NS NR cT1 cNO cMO SCC Gl no S no pos.
35 F 71 NS risk cT1 cNO cMO SCC Gl no S no neg.
36 F 60 (S) NR cT3 cNO cMO ACC n/a V,PN S no neg.
37 F 38 (S) NR cT4b cN2c cMO SCNEC G3 no R,C L neg.
38 F 56 S NR cT4b cNO cMO SCC G3 no R no pos.
39 M 68 NS risk cT1 cNO cMO ITAC G2 no S.R,C L neg.
40 F 70 S NR cTX cNO cMO SCC G2 no S,R no neg.
41 M 31 n/a n/a cTX cNO cMO ACC n/a no S n/a neg.
42 M 57 S NR cTX cNO cMO SCC G3 no S no pos.
43 M 55 S NR cTX cNO cMO ACC n/a V.PN S,R no neg.
44 M 51 (S) NR cTX cNO cMO SNUC n/a no R no neg.
45 F 46 n/a n/a cTX cNO cMO0 NITAC LG no n/a n/a neg.
46 M 65 NS NR cTX cNO cMO SCC G2 no S no neg.
47 M 64 n/a n/a cTX cNO cMO SCC G2 no S n/a pos.
48 M 65 (S) NR cT2 cN1 cMO SCC G3 \Y S,R no pos.
49 M 62 n/a n/a cT4a cNO cMO0 SCC G2 no S n/a neg.
50 F 66 n/a n/a cTX cNO cMO SNUC n/a \ n/a n/a neg.
51 M 75 n/a n/a cTX cNO cMO SCC G2 no R,C n/a pos.
52 M 67 n/a n/a cTX cNO cMO SCC G2 no n/a L neg.
53 F 61 NS NR cTX cNO cMO ACC n/a PN S,R,C L neg.
54 M 65 n/a n/a cTX cNX cMX SCC G2 no n/a n/a neg.
55 M 46 S NR cT4a cNO cM1 SCC G2 no S.R,C no neg.
56 M 55 n/a NR cT2 cNO cMO SCC G3 no S,R no neg.
57 M 71 S NR cT3 cN2b cMO SCC G3 no S,R,C no neg.
58 F 81 NS NR cT3 cNO cMO SCC G2 no S,R no neg.
59 M 46 S risk cT3 cNO cMO SCC n/a V,PN S,R,C no neg.
60 M 60 n/a n/a cTX cNO cM1 SCC n/a no S.R,C D pos.
61 M 68 (S) NR cT4a cN3 cM1 SNUC n/a N S no neg.
62 M 68 S NR cT4a cNO cMO SCC G3 no S,R no pos.
63 M 49 S NR cT4a cN1 cMO SCC G3 no S,R,C no pos.
64 M 62 S NR cT3 cN1 cM1 LEC n/a no S,R,C D neg.

From left to right: M — male, F — female; S — smoker, NS — non-smoker, (S) — former smoker; NR — non-risk; ACC — adenoid cystic carcinoma,
therapy, C — chemotherapy; L — local, Re — regional, D — distant; neg. — negative, pos. — positive; M — methylation; n/a — data not available
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Methylation of selected genes
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ITAC — intestinal adenocarcinoma, NITAC — non-intestinal adenocarcinoma, V — vascular, PN — perineural; S — radical surgery, R — radio-
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Table 3. Clinicopathological characteristics vs. methylation of selected genes
% of methylated samples
Clinicopathological characteristic Quantity | % | RASSF1a | ESR1 | RASSF1b| TP73 | CDH13 | TIMP3 | CASP8
female 21 32.8 38.1 14.3 333 14.3 38.1 4.8 14.3
Gender (N = 64)
male 43 67.2 25.6 23.3 27.9 34.9 58.1 16.3 9.3
<45 7 10.9 429 14.3 57.1 429 28.6 14.3 14.3
Age (N =064)
> 45 57 89.1 28.1 21.1 26.3 26.3 54.4 12.3 10.5
) non-smoker 26 48.1 30.8 23.1 26.9 23.1 42.3 7.7 7.7
(513121‘5‘2)*‘5*“3“ smoker 17 315 235 50 235 | 118 | 412 17.6 5.9
former smoker 11 20.4 45.5 27.3 45.5 27.3 54.5 18.2 18.2
) no risk 47 87.0 31.9 14.9 29.8 19.1 42.6 14.9 8.5
Occupation (N = 54)* |—
risk 7 13.0 28.6 42.9 28.6 28.6 57.1 0.0 14.3
cT1 8 16.7 12.5 37.5 12.5 25.0 50.0 0.0 12.5
cT2 7 14.6 42.9 14.3 28.6 28.6 71.4 0.0 0.0
cT (N =48)*
g cT3 8 16.7 25.0 12.5 37.5 12.5 25.0 12.5 0.0
‘§ cT4 25 52.1 24.0 16.0 24.0 20.0 40.0 16.0 12.0
% cNO 51 81.0 333 23.5 29.4 314 52.9 11.8 9.8
= cN1 3 4.8 333 0.0 66.7 0.0 333 333 0.0
cN (N =63)*
§ cN2 8 12.7 12.5 0.0 25.0 0.0 37.5 0.0 25.0
&= cN3 1.6 0.0 100.0 0.0 |100.0 | 100.0 100.0 0.0
cMO 59 93.7 32.2 20.3 30.5 25.4 50.8 11.9 11.9
cM (N = 63)*
cM1 4 6.3 0.0 25.0 25.0 50.0 50.0 25.0 0.0
ScC 44 68.8 29.5 15.9 25.0 27.3 47.7 6.8 4.5
AC 13 20.3 15.4 23.1 23.1 30.8 61.5 15.4 0.0
Typing (N = 64) SNUC 3 4.7 66.7 100.0 66.7 66.7 | 100.0 100.0 66.7
SCNEC 3 4.7 66.7 0.0 66.7 0.0 333 0.0 100.0
LEC 1 1.6 0.0 0.0 | 100.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Gl 10 19.6 10.0 10.0 10.0 10.0 30.0 0.0 10.0
Grading (N =51)* G2 29 56.9 31.0 24.1 24.1 31.0 58.6 10.3 6.9
G3 12 23.5 33.3 16.7 33.3 25.0 50.0 8.3 8.3
vascular 14.1 55.6 333 44.4 44.4 55.6 44.4%* | 222
Invasion (N = 64) perineural 5 7.8 40.0 0.0 40.0 0.0 0.0%* 20.0 0.0
no 53 82.8 26.4 18.9 28.3 26.4 52.8 7.5 9.4
positive 15 234 40.0 13.3 333 26.7 60.0 6.7 6.7
HPV status (N = 64) .
negative 49 76.6 26.5 22.4 28.6 28.6 49.0 14.3 12.2
local 22 39.3 31.8 18.2 27.3 22.7 455 4.5 18.2%%*
regional 5 8.9 20.0 0.0 20.0 0.0 40.0 0.0 40.0%*
Recurrence (N = 56)* |—
distant 7 12.5 14.3 0.0 14.3 28.6 71.4 14.3 14.3
no 29 51.8 27.6 20.7 27.6 20.7 44.8 17.2 3.4

AC — adenocarcinoma

*Due to a few missing clinical data, partial sums do not always add up to the total number of patients. **P < 0.05

The follow-up period ranged from one to 241 months
(median 18 months). Local recurrence was found in
22/56 (39.3 %) tumours, 5/56 (8.9 %) recurred region-
ally, and 7/56 (12.5 %) patients developed distant me-
tastases in the lungs. During the follow-up period, 31/59
(52.5 %) patients died, of whom 15/56 (26.8 %) due to
the tumour.

HPV positivity was found in 15/64 (23.4 %) of all
samples in the carcinoma group and in no sample in the
control group.

The methylation results from the carcinoma speci-
mens were compared with clinicopathological charac-
teristics mentioned above (see Tables 2, 3). The TIMP3

gene showed significantly higher methylation in patients
with angioinvasion (P = 0.01). In SCC, methylation of
TIMP3 was associated with the age of the patients, be-
ing present mainly in younger patients (P = 0.01). The
CASPS gene showed significantly higher methylation in
patients with local recurrence (P = 0.05) and also in pa-
tients with regional recurrence (P = 0.01). The CDHI3
gene showed significantly lower methylation in patients
with perineural invasion (P = 0.02). The presence of
methylation of the CDHI3 gene was also associated
with lower survival (Fig. 2). No correlation was found
between DNA methylation and tumour type, stage, his-
tological grade, smoking history or HPV status.
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Fig. 2. Methylation of the CDH13 gene as clinical outcome for patients with sinonasal carcinoma
Kaplan-Meier curve survival analysis indicates that tumours with the methylated CDH13 gene showed poorer survival

than those with the unmethylated CDH13 gene (P = 0.057).

Discussion

Similarly to other cancers, malignant tumours of the
sinonasal area have been shown to be a complex disease
driven by different factors. Genetic aberrances such as
variations in gene expression and mutation in cancer-
related genes have been identified, but these do not fully
explain carcinogenesis in the sinonasal area. Epigenetic
changes are now being examined. In particular, aberrant
DNA methylation is thought to play an important role in
head and neck cancer. To date, numerous genes have
been found to undergo hypermethylation. These meth-
ylation patterns persist and usually increase during the
disease progression, which makes them a suitable tool
to obtain early detection (Yang et al., 2015) predictive or
prognostic information (Demokan and Dalay, 2011).
The genes that are susceptible are the genes involved in
cell cycle regulation, genes associated with DNA repair,
apoptosis, drug resistance, detoxification, angiogenesis
and metastasis (Das and Singal, 2004). The purpose of
this study was to investigate promoter methylation of a
set of common tumour suppressor genes in 64 tissue
samples of sinonasal carcinoma and 19 control samples
using MS-MLPA.

The ATM, CDKN1B and GSTPI genes never showed
methylation above the 20% threshold, suggesting that
promoter methylation of selected CpG loci of these tu-
mour suppressors may not play an important role in car-

cinogenesis of the sinonasal area. On the other hand,
TIMP3, APC, CDKN2A4, MLHla, RARB, CDKN2B,
HICI, CHFR, BRCAI, CASPS, KLLN, BRCA2, CD44,
RASSFla, DAPKI, VHL, ESRI, RASSF1b, TP73, FHIT,
CADMI, CDHI3 and MLH1b did show promoter meth-
ylation to a varying extent above the 20% threshold.
Methylation of some of these genes (particularly 7/MP3,
CASPS and CDH13) correlated with clinicopathological
features such as age, perineural invasion, angiogenesis,
regional and local recurrence, and survival, indicating
that they could be used as prognostic markers in the fu-
ture.

Methylation of 7/MP3 and CDKN2A was detected in
both control and cancer samples. 7IMP3 methylation
was present in more than 20 % of control samples. The
presence of methylation can be associated with the na-
ture of control samples. All control samples were ob-
tained from patients with inflammation in sinonasal
area. These findings correlate with the findings of Wang
et al. (2014), who reported methylation of 7/IMP3,
GSTPI and 14-3-30 in patients with chronic inflamma-
tion and in cancer patients.

The RASSFI gene encodes a protein similar to the
RAS effector proteins. Loss or altered expression of this
gene has been associated with the pathogenesis of a va-
riety of cancers, which suggests the tumour suppressor
function of this gene (Donninger et al., 2007). The inac-
tivation of this gene was found to be correlated with the
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hypermethylation of its CpG-island promoter region
(Hesson et al., 2007). The protein was also shown to
inhibit accumulation of cyclin D1, and thus induce cell
cycle arrest (Donninger et al., 2007). As in other malig-
nancies, we found significantly higher methylation of
this gene (P =0.01) in SNC, indicating that its methyla-
tion plays an important role in carcinogenesis of the
sinonasal area as well. In oropharyngeal SCC, methyla-
tion of the RASSF'I gene correlated with the HPV status
(Dong et al., 2003). In our study we did not find any
correlation between the HPV status and methylation of
this gene, nor with any another genes. Our study does
not confirm the hypothesis that HPV-positive tumours
have stronger association with promoter methylation
compared with HPV-negative tumours, at least in the
case of sinonasal carcinoma.

The ESRI gene encodes the oestrogen receptor a, a
ligand-activated transcription factor composed of sev-
eral domains important for hormone binding, DNA
binding, and activation of transcription. Oestrogen and
its receptors are essential for sexual development and
reproductive function, but are also involved in patho-
logical processes including breast (Segal and Dowsett,
2014) and endometrial (Rahman et al., 2013) cancer.
ESRI was previously shown to be widely methylated in
breast cancer and hepatocellular carcinoma, and there
was a statistically significant association with lower ex-
pression of oestrogen receptor o (ERa) (Geudet et al.,
2009; Dai et al., 2014). In our study we also found sta-
tistically significantly higher methylation of the ESRI
gene (P = 0.03) in patients with sinonasal carcinoma
compared with the control group, indicating its impor-
tance in carcinogenesis of the sinonasal area.

The TP73 gene encodes a member of the p53 family
of transcription factors involved in cellular responses to
stress and development (Levrero et al., 2000). This gene
is hypermethylated in several types of head cancer, in-
cluding oral SCC (Khor et al., 2014), oropharyngeal
SCC (Noorlag et al., 2014) and nasopharyngeal carci-
noma (Wong et al., 2003). Our study showed hyper-
methylation of the 7P73 gene also in sinonasal carcino-
ma. This finding confirms the important role of 7P73
methylation in carcinogenesis of head tumours.

The CDH13 gene (H-cadherin) encodes a member of
the cadherin superfamily. The protein acts as a negative
regulator of axon growth during neural differentiation
and also protects vascular endothelial cells from apopto-
sis due to oxidative stress, and is associated with resist-
ance to atherosclerosis. The gene is hypermethylated in
several types of head and neck cancers, including naso-
pharyngeal carcinoma (Sun et al., 2007) and oesopha-
geal adenocarcinoma (Jin et al., 2008). In our study we
found significantly higher methylation in the CDHI3
gene in sinonasal carcinoma compared to healthy con-
trols (P < 0.001). This finding indicates that CDH13
methylation is an important event in carcinogenesis of
the sinonasal area as well. Methylation of this gene was
correlated with poor patient survival, and hence it could
potentially be used as a prognostic marker in the future.

In conclusion, our study showed that there are signifi-
cant differences in promoter methylation in RASSF1I,
ESR I, TP73 and CDH13 genes between sinonasal car-
cinoma and normal sinonasal tissue, suggesting the im-
portance of epigenetic changes in these genes in car-
cinogenesis of the sinonasal area. These findings could
be used as prognostic factors and may have implications
for future individualised therapies based on epigenetic
changes.
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Segmentovd bolest zad jako ndsledek vzdcného
schwannomu padterniho kanadlu
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Prezentujeme vzacnou kazuistiku schwannomu v lumbo-sakralni oblasti patefniho kanalu u adolescenta. Nemoc se u Sestnactiletého
chlapce projevila no¢ni segmentovou bolesti zad a snizenim citlivosti v dermatomu L4 s pfevahou na pravé strané. Postupna svalova
slabost dolnich kon¢etin byla pozorovana dva mésice pred operaci. VySetieni pomoci magnetické rezonance patere prokazalo dobie
ohrani¢enou masu uvnitf patefniho kanalu. Peroperacné byla nadorova tkan kiehka, vaskularizovana, v kontaktu s filum terminale a byla
kompletné odstranéna. Spinalni schwannom byl histologicky potvrzen.

Klicova slova: schwannoma pateiniho kanalu, dité.

Segmental back pain as a consequence of a rare spinal schwannoma

We present a rare case of a spinal schwannoma of a lumbo-sacral tractin an adolescent. A 16-year-old boy presented with segmental back pain
and decreased sensation in the L4 dermatome predominately at the right side. Progressive weakness of lower extremities. It was noted for two
months before surgery. Spine magnetic resonance imaging revealed a well - demarcated isointense intraspinal mass. Intraoperatively, the tu-
morous tissue was brittle, vascularized, attached to filum terminale and completely removed. Spinal schwannoma was histologically confirmed.

Key words: spinal schwannoma, child.

Uvod

Verocay jiz v roce 1910 jako prvni popsal
nador vychazejici z perifernich nervl. Masson
v roce 1932 zaved| termin schwannom pro nador
vychézejici z nervové pochvy, v roce 1935 Stout
zavadi termin neurilemom, odkazujici na stejny
typ nadoru. Oba terminy se pouzivaji dodnes
(1). Schwannomy jsou vétsinou benignf tumory
vychazejici ze Schwannovych bunék pochvy
perifernich nervl (2). 70 % z nich vychézi ze sen-
zorickych koren(, 20 % z motorickych kofen(
a zbytek z obou motorickych i senzorickych.
Spinalni schwannomy jsou obvykle klasifikova-
ny jako intradurainf (75 %), extraduralni (15 %),
intraextraduraini ve tvaru ¢inky (10%) a velmi
vzacné i jako intrameduldrni s lokalizacf ve kte-
rékoliv ¢asti michy (4, 5, 7, 8, 10). Schwannomy
jsou nejcastéji diagnostikovany v dospélosti
mezi 3. az 4. dekddou zivota s incidenci 0,3-0,5
pfipadd na 100000 lidi/rok, v adolescenci jsou
velmivzacné (3).

Popis klinického pFipadu

Popisujeme pffpad Sestnactiletého chlapce
s pfiblizné dvoumési¢ni anamnézou atypickych
bolesti zad a dolnich koncetin, ktery byl pfijat na
Détskou kliniku z indikace neurochirurga. V do-

bé, kdy se objevily prvni pfiznaky, dominovaly
bolestizad v oblasti lumbosakraIni ptefe a levé
podkolennfjamky s vystfelovanim do lytka, déle
postupneé bolesti pravé podkolennfjamky a pra-
vého stehna. Bolesti se postupné objevovaly
s vyssi frekvenci a intenzitou, pfidala se slabost
dolnich koncetin. Vyrazna bolest, kfe€ovitd a pi-
chava, se atypicky projevovala zejména v noci,
v klidu, pfi dlouhém stanf a sezeni. BEhem dne se
pacient zUcastrioval béznych aktivit a sportoval
bez vétsich potizi. V noci se pacient budil, musel
se Casto i projit, koncetiny propnout, rozpohy-
bovat. Analgetika méla pouze ¢astecny efekt.
Praktickym lékafem byl pacient odeslan
k vysetfeni détskym neurologem.
Neurologické vysetfeni poukazuje na aty-
picky ndlez vertebrogennich potizi, blokddu LS
prechodu a no¢ni bolesti, vdermatomu L4. Bylo
doporuceno rtg vysetfeni LS patefe a zvazen(
MR dané oblasti.
Na rtg LS patefe byla popsana pouze hy-
poplazie XII. Zebra vlevo, jinak normalni nalez.
Vysetfeni MRI, oblast LS pétefe: V Urovni tél
obratld L3 a L4 se v patefnim kanalu zobrazuje
tumordzni Utvar intramuralné ulozeny, ktery je
na T1 i na T2 sekvenci izosigndlni s michou, na
T2 sekvenci se v ném zobrazuji drobné hyper-
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Obrdzek 1. MR LS pétefe, T2 sekvence, sagitalni
projekce. V Grovni tél obratlt L3 a L4 je v patefnim
kanalu pfitomny tumorozni Utvar, ktery je ulozeny
intradurdlné aje izosignalni s michou, misnikonus je
v urovni L1. Nad Utvarem jsou patrné misni kofeny,
v misté Utvaru jsou komprimované. Patefni kanal
kaudalné od tumoru je rozsifeny. Skelet je bez
patologickych zmén




Obrdzek 2. MR LS patefe, T1 sekvence, sagitalni
prdmét, nativ. Tumorozni Utvar ma zvysenou intenzitu
signald, je izosignalni s michou

signality, po aplikaci k.. se mirné nehomogenné
nasytil. Je velikosti asi 38 x 16 15mm, je mirné

dorzalné vyklenuty. Micha je bez loziskovych
zmén, misni kofeny nad Utvarem jsou bez zfe-
telnych zmén, kaudalné od Utvaru maji atypicky
pribéh. Patefni kandl je kaudalné od utvaru
prostorngjsi. Skelet je bez patologickych zmén
(obrazky 1,2, 3, 4). Zavér byl: intradurdlni extra-
medularni tumor v Urovni L3/4, patrné schwan-
nom nebo neurofibrom.

Pri pfijeti na Détskou kliniku mél pacient
vyrazné bolesti v lumbalnf krajing, zejména
pfi uléhani, Lasseguelv test vpravo normaln,
vlevo pocitoval bolest ve 45° opét v lumbdaln{
krajiné. Predklon prakticky nezvlddal, chlize by-
la antalgickd asymetrickd. Z osobnich anamne-
stickych udajd: chlapec z II. gravidity, porod
v terminu, nemocnost byla béznd, operovén
nebyl, Urazy pouze drobné, dispenzarizovan
nikde nebyl. Matka pacienta je zdrav4, otec
mél vyhrez intervertebralniho disku, starsi se-
stra hypotyredzu. Laboratorni hodnoty bez
pozoruhodnostf.

Chlapec byl neurochirurgem indikovéan
k operaci. Pfi vykonu byly vyrazné krvacivé
poméry epidurdlné. Po hemilaminektomii byl
viditelny rozsdhly kfehky vysoce vaskuldrni
tumor v intimnim kontaktu s filum terminale
(obrazek 9). Provdena postupna radikaini ex-
stirpace tumoru ostfe od filum terminale — dle
operatéra budil dojem spise jako ependymom
nez schwannom.

Histologicky obraz a imunohistochemicky
profil véak odpovida schwannomu. Tumor je bez
zjevné mitotické aktivity. Imunohistochemicky

Obrdzek 3. MR LS patefe, T1 fs sekvence, sagitalni
primét, postkontrastni vysetfeni. Tumor je po
aplikaci k.I. vyrazné, téméf homogenné nasyceny
kontrastni latkou

vykazuji nddorové burnky pozitivitu S-100.
Prolifera¢nf aktivita Ki-67 dosahuje cca 5-7%
nadorovych bunék (obrazky 5, 6, 7, 8). Vysledek
druhého cteni potvrzuje diagnézu schwanno-
mu, bez zndmek malignity (doc. MUDr. Leo$
Kren, Ph.D., FN Brno).

Po operaci se pacient postupné mobilizoval,
nadale probihala rehabilitace a lé¢ba analgetiky.
Pretrvavala pooperacné slabost dolnich konce-
tin, chlize s obtizemi, zavraté a bolest hlavy. Pro
zachyceny systolicky Selest doplnéno kardio-
logické vysetfeni s ndlezem drobného defektu
sinového septa, hemodynamicky nevyznamné-
ho. Pred propusténim byl klinicky nalez pfiznivy,
bolesti v regresi, bez vertiga. Nasledovat bude
kontrolni neurologické vysetfen( s odstupem
a MR patere za 3 mésice.

Diskuze

Obvykle je rlist schwannom velmi poma-
ly a i klinické pfiznaky se zhorsuji velmi plizi-
vé. Symptomatologie schwannom zahrnuje
zejména segmentova neuralgie, pfi drazdénf
misnich kofend dochdzi k projeviim iritace nebo
parézy dolnich koncetin. Déle je ¢asto pfitomen
senzoricky deficit. Motoricka slabost je pfitomna
az u Y4 pacientl a doprovézi ¢astéji hrudni a kréni
|éze nez tumory v bederni oblasti (4). Diferencni
diagndza spindlnich schwannom je obtizna:
pacienti jsou nékdy Ié¢eni pro herniaci disku
pri nepresné definovaném lumbo-ischiadickém
syndromu. Byly publikovany i pfipady mylné
diagnostikované apendicitidy, nefrolitidzy, ne-
bo u dospélych pacientl i anginy pectoris (2).
VlySetfeni pomoci magnetické rezonance (MRI)

Klinickoradiologickad diagndza

Obrdzek 4. MR LS patete, T1 fs sekvence po aplikaci
k.1. iv, axidInf projekce. Tumor v patefnim kandlu je
hypersignalni, vyrazné nasyceny k..

Obrdzek 5. Hematoxylin-eozin, zvétseni 40x.

Schwannom, pfevaha vysoce bunécné Antoni A oblasti
o = =

Obrdzek 6. Hematoxylin-eozin, zvétseni 100X.
Vietenité bunky, sestavené do svazkd, s naznacenim
sesikovani jader

je dnes zobrazovaci metodou volby nejenom
pred operaci, ale je z prognostického hlediska
odlvodnéno i po exstirpaci tumoru (9). Cilem
neurochirurgické 1é¢by je kompletni exstirpa-
ce nadoru (6). Recidivy schwannon( jsou vel-
mi vzacné. Schwannomy (neurofibromy) von
Recklinghausenovy choroby (NF2) maji horsi
prognoézu (11).

U naseho Sestnéctiletého pacienta byl spi-
ndlni schwannom diagnostikovan pomeérné
rychle od objevenf se prvnich segmentovych
bolestizad (prmérna délka klinickych pfiznakd
do diagndézy byva 2-3 roky). Byl potvrzen po-
moci vysetfeni MRI a radikalni operac¢ni Ié¢bou
z hemilaminektomie byl kompletné resekovan.
Histologickym vysetfenim bylo potvrzeno, ze
burnky nddoru jsou bez mitotické aktivity a s vel-
mi nizkou prolifera¢ni aktivitou.

www.pediatriepropraxi.cz | 2015; 16(6) | Pediatr. praxi
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Obrdzek 7. \Imunohistochemické vysetreni prolife-
racni aktivity pomoci markeru Ki-67, zvétseni 100x.
Prolifera¢ni aktivita je nizkd, dosahuje cca 5-7%
nadorovych bunék

Stoji za zapamatovani:

®  Schwannom pétefniho kanalu je v détském
véku velmi vzacny nezhoubny néddor.

m  Klinické neurologické priznaky se objevuji ob-
vykle velmi pomalu a mohou byt velmi vagni.

B Nejcastéjsim piiznakem je segmentova bolest
v oblasti kterékoliv ¢asti patere, nasledovana
senzorickym deficitem a motorickou slabosti.

m [ éCebnym cilem je kompletni neurochirur-
gicka resekce nadoru.

Tato prdce byla podporena
Ministerstvem $kolstvi, middeze
a t8lovychovy Ceské republiky (LO1304).
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Déti s choledochalni cystou se klinicky obvykle prezentu;ji s triadou bolesti bficha, cystickym Gtvarem v pravém hornim
kvadrantu a obstruk¢ni zloutenkou. Pokud je cysta velkd, mlze se projevit také proménlivymi stupni duodenalni obstrukce.
Souvislost mezi duodenalni obstrukci a choledochdlni cystou je velmi vzacna i kdyz je zndmo, Ze duodenalini obstrukce je
spojena s mnoha dalSimi anomaliemi. Autofi popisuji kazuistiku 10denniho novorozence, u kterého byla choledochalni cysta
pfi¢inou postupného rozvoje duodendlni obstrukce. Peropera¢né byla nalezena choledochokéla (typu Ill) s doprovodnou
malrotaci. Byla provedena korekce malrotace, kompletni resekce duodena D2-3 s excizi choledochalni cysty a findlné back-to-
-back duodeno-jejunoanastomoza.

Klicova slova: choledochalni cysta, choledochokéla, lll. typ choledochalni cysty, malrotace, duodendlni obstrukce, novorozenec.

Infants with choledochal cyst classically present with a triad of abdominal pain, right upper quadrant mass, and obstructive jaun-
dice. If the cyst is large, it may also manifest with variable degrees of duodenal obstruction. The connection between congenital
duodenal obstruction and concomitant choledochal cyst has not been reported frequently, although duodenal obstruction is
known to be associated with many other anomalies. The authors describe the case study of a 10-day-old neonate whose choled-
ochal cyst was the cause of the progressive development of duodenal obstruction. Choledochocele (type Ill) with accompanying
malrotatio was found peroparatively. Correction of malrotation, resection of D2-3 duodenum with complete choledochal cyst
excision and finally back-to-back duodenal-jejunoanastomosis was performed.

Key words: choledochal cyst, choledochocele, type Il choledochal cyst, malrotation, duodenal obstruction, newborn.

Prvni popis choledochélni cysty je pfipiso-
van némeckému anatomovi Abrahamu Vaterovi,
ktery choledochdlnf cysty zaznamenal béhem
disekce v roce 1723, krétce poté, co poznal po-
vahu spojenizlucovych a pankreatickych vyvod(
do ampuly, kterd nyni nese jeho jméno (1). Sir
W. C. Wheeler plvodné popsal choledochokélu

v roce 1915 jako cystickou strukturu zasahujici
do duodena a vedouci k biliarni obstrukci (2).
Choledochalni cysty (CDC) jsou vzacné vrozené
anomalie s vyskytem 1z 200000 narozenych
déti v zapadni populaci. Ctyfikrat astejsi vyskyt
je pozorovan u Zen a asijské populace. Ackoli jsou
pfitomny od détstvi, jsou ¢asto diagnostikovany
azv dospélosti. Choledochdlni cysta byla poprvé

diagnostikovana antenatalné pomoci ultrazvuku
Dewburym a kol. v roce 1980 (5). Dnes je az 15 %
CDC diagnostikovano antenatalné, coz jsou témef
vzdy typy Ic nebo V. DlleZité je vzdy vyloucit
moznost cystické bilidrni atrézie, kterd vyzaduje
urgentni portoenteroanastomdézu podle Kasaie.

Klinicky se prezentuje bolestmi bficha, ob-
strukeni Zloutenkou a pfitomnosti cystického
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CHOLEDOCHALNI CYSTA I TYPU S MALROTACI JAKO PRICINA NOVOROZENECKE DUODENALNI OBSTRUKCE

Rdzné druhy cyst choledochu podle klasifikace Todaniho. Upraveno podle (12)

\A
LI97

T4
|

UZ vysetieni plodu, grav. hebd.25+6. V dutiné biisni se v subhepatické oblasti zobrazuje anecho-

genni, dobfe ohraniceny cysticky Gtvar

dtvaru v pravém hornim kvadrantu bficha.
Cholangitida, pankreatitida, portalni hyperten-
ze a abnormality jaternich funkenich testd jsou
¢asté a jsou povazovany za dusledek ABPDU
(@anomalni pankreatobilidrni duktalni junkce)
nebo obstrukce z konkrement( (2).

10dennf
PLDD k pfijeti na kliniku pro vahovy ubytek

novorozenec byl odesldn

www.pediatriepropraxi.cz

CENTRUM FETALNI MEDICINY

RM&C
45Hz/11.8cm

(-110 g/6 dni). Dité opakované zvraci po kazdém
kojeni, zvraceni je explozivni — obloukem. Stav
ditéte se zhorsil 7.dne Zivota, od kdy byly zvratky
Zlutozelené a objevil se i vyraznéjsi ikterus.
Dle matky se ale dité o jidlo hl3silo, stolicky byly
charakteru michanych vajicek denné. Pomocené
pleny zvykle, moc byla ale syté Zlutava.

Od prenatalniho zivota byla dispenzarizo-
vana pro nalez ohrani¢eného anechogenni-

ho cystického utvaru v subhepatické oblasti

(obr. 2). Dité bylo z lll. gravidity/Ill. para, kombi-
novany screening v I. trimestru byl negativni,
podrobna morfologie plodu ve Il. trimestru
s nalezem cystické formace v dutiné bfisni,
téhotenskd cukrovka byla [é¢ena dietou. Porod
byl ve 35 + 4 t. gravidity, PH 2980 g, spontanné
zahlavim, plodové voda ¢ird, dité po vybaveni
bez potizi s adaptaci. Na novorozeneckém
oddélenf bylo 3. den Zivota provedeno kon-
trolni UZ vysetfeni (obr. 3) na kterém bylo
potvrzeno, ze cysticky Utvar se od prenatalni
kontroly mirné zvétsil do velikosti 29 X 21 mm
s patrnou sténou sife 1 mm, bez prokrvenf
v dopplerovském mapovani pritoku. V dife-
ren¢ni diagnostice jsme zvazovali moznosti
stfevni duplikatury, mezenteridInf cysty nebo
lymfangiomu. Hodnoty transkutannf biliru-
binometrie (Minolta) byly od 75 umol/Il, do
208 umol/I ve fyziologickém rozmezi. Jatra
byla nezvétsena, pfimérené echogenity, bez
lozisek. Zluenik nezvétien, sténa byla neroz-
$ifend, bez detekce lithidzy. Vyvodné Zlucové
cesty byly nerozsiteny, v pfehledném rozsahu
bez detekce lithidzy. Pankreas nebyl patrny.
Slezina nezvétsend, pfiméfené echogenity,
bez lozisek. V peritonedlni dutiné bez volné te-
kutiny. Novorozenecky screening byl odebran
kompletné. Pfed propusténim z novorozenec-
kého oddéleni bylo dité pIné kojeno, zac¢inalo
prospivat na véze, hmotnost pfi propusténi
byla 2790 g, klinicky nalez byl fyziologicky,
pupecni pahyl ponechdn. Maminka o oset-
fovani ditéte poucena. Dité bylo za 6 tydnu
pozvano na kontrolni ambulantnf ultrazvu-
kové vysetreni briska.

Pfi ndhlém zhorSeni bylo dité pfi pfijeti
afebrilni, ameningeéini, hydratace byla mirné
snizend—turgor povadly, mo¢ byla tmava. Skléry
nazloutlé, zornice izokorické s reakci na osvit.
AS pravidelnd, ozvy ohranic¢ené, bez Selestu.
Dychéni v celém rozsahu plic puerilni, bez ve-
dlejsich fenoménd. Bfisko bylo meteoristické
a vzedmuté, hdre prohmatné, patologicka re-
zistence ani organomegalie nebyla hmatng,
peristaltika ziv&jsi. Genitdl Cisty, anus bpn, per
rectum nevysetfena. Kize lehce ikterickd. Otoky
0. Hmotnost 2904 g (-110 g/6dni). Pro akutné
vzniklou obstrukci GIT (duodena - zeleny ob-
sah zvratkd), zvysenou intenzitu ikteru a blize
nespecifikovany cysticky utvar v dutiné bfisni
velikosti 29x21 mm) byla pro projevy duodendini
obstrukce pfijata na JIRP.
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UZ vysetreni bricha 3. den Zivota, cysticky Utvar uloZeny subhepaticky se od prenatdlini kontroly

2vetsil

1L 2.97 cm
2L 215cm

UZ vysetieni bricha 10. den Zivota. Cysticky Gtvar uloZeny v horni poloviné bricha vpravo se opét

od posledniho vysetreni zvétsil

Laboratorni vysetieni v den pfijeti: Krevni
obraz: leukocyty: 15,95x10%1, hemoglobin
194 g/1, HCT: 0,56, desticky: 518x10%/1, dif. rozpo-
Cet: Ly: 32,0 %, Mo: 12,5 %, Ne: 51,9 %, Eo: 3,2 %,
Ba: 0,4 %. Koagulacni screening byl v mezich
normy. Biochemie-sérum: Na: 139 mmol/I, K:
4,49 mmol/l, Mg: 0,85 mmol/I, P: 1,29 mmaol/I,
urea: 4,6; kreatinin 27, konjugovany bilirubin: 26,5
pmol/I; nekonjugoany bilirubin: 355 pmol/I; ALT:
0,81 pkat/l; AST: 1,21 pkat/I; ALP: 3,99 mmol/I,
GGT: 17,50 pkat/l; amylaza: 0,07 pkat/l; / lipa-
za: 4,71 pkat/l; CB: 54,0 g/I; ALB: 46,0 g/I; CRP:

PEDIATRIE PRO PRAXI / Pediatr. praxi. 2018; 19(5

5): 290-295 /

D1 37.4 mm
D2 29.6 mm

0,7 mg/I; PCT: 0,16 pug/I; cholesterol: 2,20 mmol/I,
trigliceridy: 0,73 mmol/I.

Zobrazovaci vysetteni: vysetfeni pomoci
ultrazvuku (obr. 4): v mesogastriu vice vpravo
se zobrazoval Utvar velikosti asi 40 x 30 mm, od
posledni kontroly zvétseny, mél zfetelnou jem-
nou sténu a obsah prevazné anechogenni, pfi
pravém okraji byl patrny hyperechogennfi okrsek
a v zadni ¢asti byl jeho obsah mirné zahustény.
Prokrveni nebylo pritomné. Utvar byl v blizkosti
duodena, dif. dg. stejna jako driv, viz minulé vy-
Setfenl. Pylorus se nedafil zobrazit, byl patrné

MR vysetreni bricha, T2 sekvence, korondl-
ni zobrazeni. Cysticky Utvar je hypersigndlini, dobre
ohraniceny, ulozeny v tésné blizkosti d. choledochus,
duodenum neni dobie prehledné

Stejné MR vysetreni, T1 sekvence koro-
ndlné. Cysticky dtvar je homogenni, hyposigndini,
cdstecné je zachyceny d. hepatocholedochus (Sipka)

v tésné blizkosti Utvaru. Intrahepatické Zlu¢ovo-

dy byly jemné, hepatocholedochus byl $irsi - asi
4 mm Ssiroky, ale cysticky Utvar na néj pfimo
nenavazoval. Zlu¢nik byl normalni, pankreas
se nedal diferencovat. MR vysetieni bficha
(obr. 5, 6): V subhepatické oblasti vice medidlné
se zobrazoval ovélny Utvar velikosti asi 40 x 30
x 28 mm, byl hladce konturovany, sténu mél
jemnou, na T2 sekvenci byl hypersignalni, na
T1 sekvenci hyposigndlni mirmeé nehomogenni,
se zfetelnou sténou, ktera méla vyssi signal a po

aplikaci k.l iv se nasytila. Cysticky utvar kompri-

www.pediatriepropraxi.cz



Obr. 7. Cystickd dilatace D2-3 duodena
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Obr. 8. Cystickd dilatace D2-3 duodena - viditelnd distdini odstupujici klicka strevni (soucasné $lo o
non-rotaci s mesenterium commune a bez vytvoreného lig. Treitzi)

moval duodenum, roztlacoval klicky tenkého
stfeva, byl v tésné blizkosti ductus choledochus,
ktery byl jemny, tésné naléhal na hlavu pankrea-
tu, kterd byla Spatné prehlednd, zbytek pankre-
atu byl nezvétseny. Zlu¢nik byl bez zmény, jétra
byla bez loziskovych zmén, slezina nezvétsens,
ledviny byly orienta¢né beze zmén.

Z4avér: cysticky utvar v mezogastriu vice
vpravo - etiologie nejasna — stfevni duplikatura?
mezenteridlni cysta? Po vysetieni détskym chirur-
gem bylo dité doporuceno k chirurgickému feden.

www.pediatriepropraxi.cz

Operacni nalez (obr. 7, 8, 9): brisni dutina
byla bez vypotku, v podjaterni krajiné jsme na-
lezli cystoid popisovany na MR, pfes néj bylo
uloZzeno cékum (jde o malrotaci). Provedli jsme
discise Laddovych pruh(, uvolili jsme cékum,
colon ascendens a colon transversum, a tim
obnazili cystoid - jde o cystickou dilataci D 2-3
duodena v priiméru 5 x 5 x 5cm. Duodenum
jsme v rozsahu D1-D3 protali, intramuralné jsme
nalezli cystoid. Zlu¢nik i Zlu¢ovody byly bez pa-
tologického nalezu — hepatocholedochus byl

/ Pediatr. praxi. 2018; 19(5): 290-295 / PEDIATRIE PRO PRAXI 293

jemny). Provedli jsme resekci D2-D3 spole¢né
s cystoidem (histologické vysetteni) (obr. 10,
11) a nakonec duodeno-jejuno-anastomaozu.
DJA je asi 4-5cm dlouhg, je vitdlni. Vzhledem
k malrotaci, byly klicky tenkého a tlustého streva
zvykle uloZeny do pozice non-rotace.

Peroperac¢né byla zahéjend lé¢ba antibio-
tiky, dalsi péce na JIRP. Kardiopulmonalné by-
lo dité kompenzovéno, postupné byl zahajen
enterdIni pfijem, navySovany byly davky, kte-
ré tolerovala. Rana byla klidn, zhojila se per
primam. Kompletné prevedena na matefské
mléko, pIné kojena, pila i pfes 70 ml/davku,
prospivala, pfi propusténi z nemocnice byla jejf
hmotnost 3160 g. Den pred propusténim byla
vysetfena funkénost anastomozy. NG sondou
byl podédn vodny roztok kontrastni latky: k.I.
ihned postoupila do bulbu a duodenalni kli¢-
ky, v misté anastomdzy na duodenu je patrny
ovalny defekt, velikosti asi 8 x 4 mm, patrné
pooperacni zmény, po 3 hod od podéni k.I.
byl minimalni zbytek v Zaludku a k.l. byla aZ
v oblasti rektalni ampuly.

Diskuze

CDC byly v roce 1977 klasifikovany podle
Todaniho do péti variant (obr. 1) (3). Todani vy-
sel ze starsi (1959) klasifikace podle Alonso-Leje
akol. (15). Z pétivariant CDC je typ Ill, také zndmy
jako choledochokéla, nejméné béznou varian-
tou, zahrnujici pouze 1,4-4,5 % ze vsech typu
CDC. Choledochokéla se projevuje jako cysticka
dilatace distéIniho spole¢ného Zlu¢ovodu (CBD),
ktery mUZe vycnivat do dvanacterniku. V roce
1995 Todani doplnil svou klasifikaci o koncept
pankreatobilidrni maljunkce, které je prevazné
asociovana s typy la, Ica IVa (7, 8).

Choledochokéla (nebo choledochdlni cy-
sta typu Ill) je vzacnd vrozend malformace, pfi
které dochazf k cystické dilataci intraduodenalnf
¢asti distalniho spole¢ného zlu¢ovodu. Casto
je pricinou recidivujici bolesti pravého horniho
kvadrantu, Zloutenka nebo hyperamylasémie.
Primérny vék pfi diagndze u publikovanych
pediatrickych pfipadd byl 7,8 + 5,5 roku (rozsah
6 tydnl — 15 let). Nejbéznéjsimi pfiznaky pfi
diagndze byly bolesti bficha, nauzea/zvracenti
a Zloutenka. Méné casté priznaky jsou horecka
a acholicka stolice. Nej¢astejsSimi laboratorni-
mi nélezy jsou hyperamyldsemie a hyperbili-
rubinemie. Mezi dal3i nélezy patfily zvysené
jaternf testy, hyperlipdsemie, zvysena alkalicka
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Obr. 9. DistdIné protatd klicka pod cystoidem duodena a ventrdiné discidovdna — intralumindini cysta

= choledochokéla, pinzeta v misté vyronu Zluci

Obr. 10. Barvenihematoxylin-eozin (HE), zvétseni 40x. V dolni &dsti obrdzku ¢dst stény duodena, v horni

cdstivystelka choledochokély

fosfatdza, leukocytdza a zvysend hladina CRP

(9).V rozséhlé retrospektivni studii bylo zjisténo,
Ze pouze 254 pacientt (0,7 %) mélo CDC typu
Todani lll (choledochokélu). Nej¢asté&jsim ote-
vienym postupem byla transduodendlni celkova
resekce cysty. Endoskopicka sfinkterotomie byla
provedena u péti pediatrickych pacientd. Vichni
détsti pacienti s hlaSenou patologii méli v cho-
ledochokéle duodendlni sliznici a vsichni méli
stejné dobré pooperacni vysledky, nezavisle

e

na lécbé. Nejcastéjsi diagnostickou modalitou
choledochélnich cyst byla ultrasonografie. Tyto
cysty Ize déle zobrazit pomoci MR cholangio-
grafie nebo MR vysetienim bricha, ERCP nebo
endoskopickou ultrasonografii (8, 11, 14).
Etiologie vyvoje choledochokély zlstava
stale nejasna. Existuji ale dvé hlavni hypotézy:
hypotéza pankreatického refluxu a hypotéza
obstrukéniho segmentu. Prvni z nich, kterou
navrhl americky radiolog Donald Babbitt v roce
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1969 — pfedpoklada, Ze aktivovand proteolyticka
pankreaticka stava poskozuje bilidrni epitel, pfi-
lehlou hladkou svalovinu, ¢imz oslabuje sténu
Zlucovych cest a zpUsobuje jejich dilataci. Druha
hypotéza pouze naznacuje, ze existuje distalni
vrozeny stenoticky segment, a proto vznika pro-
ximalni bilidrni dilatace v ddsledku zvyseného
intraluminalniho tlaku (2, 4, 12, 13).

Diferencidlni diagnostika (pfevazné u dospé-
lych pacientl)) zahrnuje pseudocysty pankreatu,
bilidrni papilomatézu nebo Zlu¢ovy hamartom.
U déti pfi sonografickém nalezu cystického Utva-
ru v této lokalité myslime vice na mezenteriaini
cysty, lymfangiomy nebo strevni duplikaturu aj.

Postnatalné je sonografie pocate¢ni dia-
gnostickou modalitou volby, kterd umoznuje
presné mérteni dilatace intra/extrahepatélnich
Zlucovych cest, ale i identifikaci kamend/kald.
Magnetickd rezonan¢ni cholangiopancreato-
grafie (MRCP) nahradila pouziti CT a z velké ¢4sti
i endoskopickou retrogradni cholangiopancre-
atografii (ERCP) pro predoperacni anatomické
vymezeni pankreatického a bilidrniho traktu.
3D obrazy s rekonstrukci (maximaIni intenzita
projekce) se daji snadno ziskat i kdyZ u kojenct
a malych déti je nutna sedace.

Zlatym standardem lécby v mnoha pedia-
trickych chirurgickych centrech je otevfend
chirurgie s bilioenterickou rekonstrukci pro-
vedenou hepatobilidrnimi specialisty. Kromé
odstranénf dilatované &asti extrahepatického
bilidrniho stromu, se provadi nasledné i vycisténi
dilatovanych intrahepatalnich Zlu¢ovych cest.
Nejcasteji pouzivanym chirurgickym postupem
je resekce. Nejcastéjsimi komplikacemi u pacien-
td s CDC jsou choledocholitidza, cholelitidza, he-
patolitidza, cholangitida, pankreatitida a vzacné
spontanni perforace cyst. Riziko rozvoje vzniku
cholangiokarcinomu se pohybuje od 2,5 % do
28 % a zvysuje se s vekem (16).

Pooperac¢ni morbidita a mortalita je u déti
typicky velmi nizkd. Chirurgicka resekce chole-
dochélnich cyst mé celkové vynikajici prognozu,
s 89 % mirou bez poopera¢nich komplikaci a cel-
kovou mirou preziti 5 let, kterd je pres 90 % (2, 8).
Bez ohledu na podtfidu choledochalnf cysty,
vede vhodna terapie k pfijatelnym vysledkdm.

Souvislost mezi vrozenou CDC a nahle
vzniklou duodendini obstrukci nebyva pozo-
rovana casto i kdyz je zndmo, ze duodendlni
obstrukce je spojena s mnoha dalsimi ano-
maliemi. U nékterych publikovanych pfipa-
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CHOLEDOCHALNT CYSTAIIL TYPU S MALROTACT JAKO PRICINA NOVOROZENECKE DUODENALNI OBSTRUKCE

Obr. 11. Barveni hematoxylin-eozin (HE), zvétseni 100x. Detail stény choledochokély

dl byly CDC doprovazeny mnohymi dalsimi
vrozenymi anomaliemi, které vedly ke stfevni
obstrukci: anuldrni pankreas a malrotace (9),
duodenojejundlni atrézie a malrotace (10). Ill.
typ CDC - choledochokéla je vzhledem ke své-
mu charakteru rovnéz pfi vyrazném naplnéni
(zvétseni) predurcena k duodenalni obstrukdi,
jak jsme to pozorovali u naseho 10denniho
novorozence. Obstrukce byla zna¢na a vyvinula
se v pribéhu nékolika hodin.
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Nase pacientka s lll. typem CDC byla po
porodu dispenzarizovana, ultrazvukem jsme
kontrolovali vyvoj subhepatalni cysty. Cysticka

rezistence se az na mirné zvétseni po narozeni
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a magnetické rezonance a vysetfen( chirurgem
jsme néhle zhorseni stavu ditéte mohli vysvetlit
nélezem ,zndmého” subhepaticky ulozeného
cystického Utvaru, ktery tentokrat zpUsobil ob-
strukci duodena a nachdzel se v tésné blizkosti
hlavniho zlu¢ovodu (ductus choledochus). Dité
urgentné podstoupilo opera¢ni zakrok, ktery po-
tvrdil ndlez choledochokély, kterd byla doprova-
zena malrotaci stfev. Po uloZenf stfev do polohy
non-rotace, resekce choledochokély a duodena
aduodenojejunoanastomaze se dité na JIRP rych-
le zotavilo. Propusténa byla domU osmy den po
operaci. Mésic po operadi je stédle zdrava, plné
kojena a s Uplnym odeznénim Zloutenky a dalsich
klinickych pfiznaka.

Stoji za zapamatovani:
= Déti s cystou choledochu se klinicky ob-
vykle prezentujf s triddou bolest bficha,
cysticky Utvar v pravém hornim kvadran-
tu a obstrukénf Zloutenkou.
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zvysuje podezieni na choledochokélu.
= Dnes je az 15 % choledochélnich cyst
diagnostikovano antenatalné.

Vysetieni pomoci ultrazvuku je vhodnou
pocatecni diagnostickou modalitou.

Zlatym lé¢ebnym standardem CDC je
otevrena chirurgie.
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High-grade urothelial bladder cancer in children:
A case report and critical analysis of the literature

Milan KraF, Jaroslav Michalek®, Jozef Skarda®, Tomas Tichy®, Oldrich Smakal®, Roman Kodet¢, Vladimir Student®

Background. Bladder cancer is relatively common in adults. In children, it is extremely rare and in the majority of cases,
low grade, low stage urothelial cancers are found.

Case report. We describe the diagnostic, therapeutic, and follow-up management of bladder cancer in a 3-year-old
boy examined for painless hematuria. Transurethral resection of the tumor was performed and T1 high grade urothelial
cancer with osseous metaplasia was found in definitive specimens. During the 2-year follow-up, there has been no
recurrence. Typical characteristics of the most prevalent bladder tumors are presented.

Conclusion. Despite its low incidence and low prevalence bladder cancer in children is a very serious condition which
must not be missed in the differential diagnosis of hematuria or urinary tract infection. It is vital to differentiate uro-
thelial cancer from hamartoma and nephrogenic adenoma and, particularly in osseous metaplasia, from sarcomatoid
carcinoma. Especially in high-grade cancers, precise TUR of the tumor with a careful follow-up is essential to detect
cancer recurrence and reduce progression.
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INTRODUCTION high-grade cancers are extremely rare. Painless hematuria
is usually the dominant symptom indicated for further
Tumors of the urinary bladder are among the most  examination. Exclusion or precise assessment of the loca-
serious malignant diseases of the urinary tract. These tu-  tion and extent of bladder cancer requires careful cystos-
mors represent about 5-10% of all cancers worldwide.  copy followed by curative transurethral tumor resection
According to Global Cancer Statistics for the year 2012,  (TUR). The differential diagnosis must include urinary
bladder cancer incidence and mortality rates are estimat-  infection, stone formation, or possibly a foreign body in
ed to be 430,000 and 165,000 cases, respectively. Among  the urethra or bladder.
men, the incidence is three times higher than in women'.
Due to the incidence to mortality ratio in adults, bladder
cancer is considered one of the most serious diagnoses = CASE REPORT
in oncological urology. The most important risk factor
is tobacco smoking where the risk is 2-6 times higher We present the case of a 3-year-old boy examined by
in smokers than in non-smokers?. From the histologi- his pediatrician due to an isolated episode of painless
cal point of view, transitional cell cancer (TCC) has the  gross hematuria in December 2013. During further urine
highest prevalence. Carcinogens causing TCC include aro-  testing, only mild microscopic hematuria was detected.
matic amines (e.g., 2-naphthylamine, 4-aminobiphenyl, = Sonography revealed an exophytic tumor 13 x 6 mm on
benzidine). The second most common type of bladder  the dorsal wall of the urinary bladder with well-marked
cancer is spinocellular cancer (10%) due to chronic uri-  blood supply on color-flow mapping (Fig. 1 and 2). Upper
nary infection caused by schistosoma haematobium. At  urinary tract sonography showed no pathology. The pa-
the time of diagnosis, 70-80% of tumors are non-muscle  tient was indicated for cystoscopy under general anesthe-
invasive (staging Ta, T1 or carcinoma in situ). The situa-  sia, which confirmed a 12-mm papillomatous tumor with
tion in children is completely different. Urothelial malig-  a thin stalk on the back wall of the bladder. Transurethral
nancies are a rare presentation in pediatric patients. Like  resection with cold cup biopsy of the tumor bed was per-
adults, transitional cell cancers are histologically the most =~ formed. The patient was discharged after permanent cath-
prevalent. Of these, neoplasias of low malignant potential  eter removal on the second postoperative day. Specimens
and low-grade tumors are present, with the tumors being  were sent for histopathological assessment. In accord with
non-invasive (staging pTa) (ref.?). Infiltrating (pT1) or  a second-look opinion from the pathology department at a
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Fig. 1. Transabdominal sonography - sagital view, urinary blad-
der with tumour.

Fig. 3. Microscopy - HG papillocarcinoma (H&E, 100x).

different university, the primary evaluation at our hospital
revealed high-grade stage T1 transitional cell cancer with a
papillary configuration according to the 2004 WHO clas-
sification of bladder tumors (Fig. 3). The papillaec were
lined by urothelium of various widths, with evident focal
nuclear atypia. Surprisingly, glandular, squamous, and
osseous metaplasias were present. Immunohistochemistry
revealed positivity of p53 and aberrant expression of
CK 20 in the tumor (Fig. 4). The Ki-67 index as a marker
of proliferation activity was as high as 20%. In the stro-
mal papillae, metaplastic bone parts were focally present
(Fig. 5).

The follow-up schedule involves regular check-ups in
3-6-month intervals: urinalysis, urine cytology, and kid-
ney and bladder sonography. One year after the initial
TUR, cystoscopy under general anesthesia was indicated,
with no pathological finding in the bladder. Upper urinary
tract tumor was ruled out by magnetic resonance urog-
raphy (MR-urography). The recurrence-free interval has
already lasted two years since the initial diagnosis.

579

JI -
U ltrasonog’raﬁgi

Fig. 2. Transabdominal sonography - sagital view, urinary blad-
der with tumour with color-flow mapping.

Fig. 4. Microscopy - p53 positivity in tumor cells (400x).

DISCUSSION

Urinary bladder carcinomas are tumors typical for an
environmental background. The most important risk fac-
tor is smoking where smokers are more often affected at
a younger age and they are often higher grade or stage. It
is estimated that up to 50% of bladder cancers in men and
35% in women are directly caused by smoking. The male
to female ratio is 3:1 and racial difference is also typical
with a 39-fold higher prevalence among Caucasian men
compared to African Americans. Transitional cancer of
the bladder is a very rare malignancy in patients under 40
years (1-2.4% of all cancers) and among patients under
20 years it is extremely rare (0.1-0.4% of all bladder can-
cers) (ref.37). According to a recent meta-analysis, only
103 bladder cancer patients under 20 years have been
described. Moreover, while two thirds of the patients were
older than 15 years, only 14 patients were under 10 years
of age®. A typical sign is usually painless gross hematu-
ria, often as an isolated symptom. Sonography can reveal
an exophytic bladder tumor, but cystoscopy is of crucial
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Fig. 5. Microscopy - bone metaplasia in stromal papillae (H&E
200x).

importance with subsequent histological confirmation of
the tumor by biopsy or TUR.

The configuration of the urothelial tumor is usually
papillary, but it can also be solid or mixed. The lesion is
often seen as a thickening of the epithelium with an in-
creased number of cell layers evenly distributed but dense-
ly packed. In adults, urothelial cancers are non-muscle
invasive (i.e., Ta and T1) in more than 75% of cases and
in children the number is even higher.

While the diagnosis and treatment of bladder cancer
in children/young patients is quite straightforward and
routine, there is a lack of uniformity in the postoperative
follow-up in terms of the extent and frequency of exami-
nations. In adults, the schedule of postoperative cystos-
copies, cytologies, and upper urinary tract examinations
is an essential part of all urological guidelines (American
Urological Association, European Urological Association,
National Comprehensive Cancer Network etc.) (ref.?);
however, there are no precise follow-up recommendations
for children. Most follow-up protocols use sonography to
exclude recurrence. Combined cytology and cystoscopy
are only seldom used on a regular basis although they
have a higher recurrence detection rate compared to so-
nography alone. The frequency and type of examination
vary according to tumor risk stratification (low - inter-
mediate - high risk). In general, the recurrence rate after
initial tumor excision/resection can be as high as 40-50%,
with an additional 10-15% of progression to muscular
involvement in adult patients. In children, recurrence and
progression occur rarely. According to meta-analyses®',
the recurrence rate in patients younger than 20 years is
only 7%, with tumor progression being exceptional. While
single (or maintenance) intravesical instillation of chemo-
therapy is a standard and essential part of treatment after
TUR, its use in children has only been described in a few
cases. In contrast to the prevalent transitional cell tumors
and the less frequently diagnosed spinocellular cancers
or adenocarcinomas in adults, it is urothelial tumors that
are exclusively detected in pediatric patients. Transitional
cell carcinoma with osseous metaplasia of the stroma is
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a rare variant of urothelial carcinoma. In the literature,
there are only a few case reports describing this condition
which must be distinguished especially from sarcomatoid
carcinomall.

In children, it is particularly important to include
two benign conditions in the differential diagnosis of
bladder tumors: hamartoma and nephrogenic adenoma.
Nephrogenic adenoma as a benign proliferation of the
small glands of the urinary tract can almost exclusively be
seen in the urinary bladder in children. The endoscopic
appearance can mimic a malignant tumor due to the
papillary appearance. Furthermore, the papillae may be
mistaken for TCC on microscopy'?. Bladder hamartomas
are extremely rare and in children, with y few cases having
been published so far. Microscopically, the glands are di-
lated and may be filled with eosinophilic or proteinaceous
secretions. Other pathological findings include a higher
vessel density and a lack of cellular atypia or mitotic activ-
ity’®. These are crucial differences in comparison with a
typical urothelial bladder malignancy. Basic differences
between papilloma, low grade (LG), high grade (HG)
papillocarcinoma and nephrogenic adenoma are listed
in Table 1.

CONCLUSION

After excluding urinary tract infection, stones or a for-
eign body in the urinary tract, urothelial bladder cancer
has to be ruled out in children with gross hematuria. In
pediatric cases, low-grade TCCs are typically found. It is
important to differentiate urothelial cancer from hamar-
toma and nephrogenic adenoma and, particularly in osse-
ous metaplasia, from sarcomatoid carcinoma. Especially
in high-grade cancers, precise TUR of the tumor with a
careful follow-up is essential to detect cancer recurrence
and to reduce progression.
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W okazuistickem sdeéleni e prezentovan pfipad 3lete zeny, kiera pred 2 lety prode werach tumoru leveho hypothenara, vzhledem k recidivé twumord s nuinost nasledne
amputace do poloviny predlokl leve homi koncetiny Pred rokem bylo zigténo lnzisko matastazy v prave plici s naslednou metastazektomi, Nyni die PET CT vysetreni nalezeno
mnehocetng postizeni plic, branice a perikardu kdy kurs

vl resekce je nemozna.

N L0

ez

nitumor hypothenaru velikost 45x40x15 mm. Toho casu byl proveden odbér 1 loZiska z branice velikost 53 mm.

loticky jde o infilrativné rostouc tumor slozeny z epitelodnich a wretenitych bunék s mimymi jadermymi atypieni (obr 1, 23 W bunacnych partich je charakiersticea
filomnost nekroz (granuloma-like) — onr 3, dale se vyskylup partie pseudoanaiosarsomatoznine vzhledu wvznikanct desintegrac bunek (obr. 43 Imunohistochemicky nadorove
hunky vykazuji pozilivitu AEVAES, EMA vimentin. CK1&, 02-40. KIGT dosahuje cca 5- 10 % (chr 5)

Epitelndni sarkom klasicky .distaln: typ

Epiteladni sarkom je vzacny sarkom mékkych tkani u miadych dospélych (20 - posthujici v 50 % pfipadu homni konéetiny. Incidence dosahue 0.4/1 milion obyva
2 si sarkom mekkych tkani na ruce a 5. nejcastés na homi kondeting mime ¢ 1SLE)1 jsou postizent muzi nez reny (1.8:1) Klinicky se projevuje jako solidni palpovateln
v hlounce mekkych tkani nebo v dermis, muze zpusobovat kontraktury nebo komprese nervu. Povrchove léze Zasto ulceruji @ mohou napodonoval $paing se nojicl
traumatickou ranu nebe bradavice, hluboké tumory zase mohou imitavat ganglon nebo tumor slachove pochvy. Jde o pomalu rostouci tumor s VYSOKYM pnem rekurenc
a castym metastazovanim — nejéasté)i plice (51 %, lymfaticke uzliny (34 %4 nlava (22 %0 U vice nez 80 % pacienty Je pritomna zirala tumor supresoroveno genu IN/T,
imunohistochemicke stanaveni INIT je dostupne a muze byt pouzite k diagnéze epitelodning sarkomu. Voroce 1997 byl popsan proxmalni typ epiteloidniho sarkomu postin
Nuboks cast panve. pernez a proximalni casti koncelin wykazujici a £510 klinicky prubéh ve srownani s distalimi tumory. Histelogicky je tvofeny vétdimi bufkami s
zietelnymi cytonuklearnimi atypiemi, vezikularnimi jadry s prommnujicimi jaderky, casle rhabdonine vehledu  Granuloma like struktury charaktensticke pro _distalng typ
epiteloidniho sarkomu jsou pritominy pouze zfidka. Imunchistochemicky & shodny s distalmim typem. v % piipadu (e navic pozitvita desminu. Diferencialne diagnosticky je
potiena odhsit epiteloidni sarkom zejmena od MPNST. melanomu epiteloidning angiosarkomu, spinccelularnino karcnomu. Obtizné s diferencialni diagnostika zanruje adlisen
od adnexalnich umoru (stejna EMA D2-40 pozitivita ale pi3 negativita a zlrata INUT u epiteloidnihe sarkomu), synovialniho sarkomu ( muze byl TLE1 CMA CDG9, cylokeratin
pozitivila. vcetn@ snizene exprese INTL V techte piipadech pomuze wyietieni FISH s 1X:18), malignich mabdaidnich tumaru {steina pozitivita CA-125 ale negativita glypican-2
uepieloidning sarkomu). Terapeuticky se doparuc radikalngjsi lokalni lecha nez 1 ostatnich sarkomu tedy predevsim primami amputace postizene xonceting nebo alespon
predoperacni intraartenalni perfuze kondetiny cytostatiky. Vzhledem k melastazam do lymfatickych uzlin e | moznost biopsie sentinelove uzling Progneza zavisi predevsim od
vi (zeny piiznivéjdi prognoza). lokalizace {proximalni norg n

asté]

2 distalni). véku v dohé diagnozy (casnéjs vék — lepsi prognoza), velkosti (= 2 om s hor§i prognozou ) |
a nexlerych mikroskopickych znacich (nekrozy. vaskuldrni invaze, mitoticky index) I
|
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